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1. UVOD

1.1 FEROCEN

Otkric¢e ferocena 1951. pridonijelo je eksplozivnhom razvoju organometalne kemije (Kealy i
Pauson, 1951). Feroceni su organometalni spojevi koji sadrze Zeljezo u ,,sendvi¢u* izmedu
dva ciklopentadiena, a imaju vaznu ulogu u istraZivanjima antianemi¢nih, antiseptickih i
antitumorskih aktivnosti. Razlog tome je stabilnost ferocenske podjedinice u vodenom mediju
te posebna elektrokemijska svojstva. U posljednjih 10-ak godina povecalo se zanimanje za
ferocenima modificirane DNA, RNA i njihove komponente: nukleobaze, nukleozide,

nukleotide i oligonukleotide (Simenel i sur., 2009).
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Slika 1. Struktura ferocena

U literaturi su prikazane nukleobaze koje su povezane s ferocenskim fragmentom razlicitih
skupina (tzv. linkera), ali ne i preko karbonilne skupine. Ukoliko se nukleobaza, promatrana
kao aromatska cjelina, poveze s ferocenskim prstenom preko karbonilne skupine dolazi do

izrazene delokalizacije elektrona, odnosno do produljenja konjugacije sustava.

U ovom je radu ferocenoilni fragment (Fc-C=0) vezan za pirimidinske baze uracila i timina,
te 5-FU (5-fluorouracil). 5-FU pripada u skupinu antimetabolita, te je jedan od najcescih
sintetskih spojeva koriSten u terapiji solidnih malignih tumora kolona, rektuma, Zeluca 1
maternice (Varghese i sur., 2015). Ocekuje se da ferocenoilna skupina moze mijenjati ili

potencirati biolosko djelovanje konjugiranih farmakofora.

U namjeri da se Secerni fragment nukleozida zamijeni s ferocenskom skupinom, pirimidinske
se nukleobaze moraju selektivno supstituirati na N1-polozaju (Lapi¢ i sur., 2015). U
dosadasnjim istraZivanjima u reakcijama pirimidinskih nukleobaza s elektrofilima ¢esto dolazi

do paralelnih supstitucija na N1- i N3-polozajima. To je nepovoljno jer nastaju smjese N1- i



N3- produkata, stoga je redovito bila potrebna zastita jedne amidne skupine pirimidinskih

baza.

U ovoj je studiji pokazano da prikladno odabrani reakcijski uvjeti omogucuju regioselektivnu
N1-supstituciju pirimidinskih nukleobaza s ferocenoilnim fragmentima. NMR spektroskopska
mjerenja te kvantno - kemijski izrauni potvrdili su i razjasnili zbog ¢ega nije potrebna zastita

N3-polozaja pirimidinskog prstena kako bi N1-izomer nastao kao jedini produkt reakcije.

1.2. NUKLEINSKE BAZE

Deoksiribonukleinska kiselina (DNA) i ribonukleinska kiselina (RNA) su biomakromolekule
koje sudjeluju u pohrani, prijenosu i ekspresiji genetske informacije. DNA sadrzi geneticke
upute neophodne za razvitak i1 funkcioniranje svih Zivih bi¢a i nekih virusa, dok RNA

sudjeluje u sintezi proteina te u nizu drugih zivotno vaznih procesa.

DNA i RNA su dugacki linearni polimeri gradeni od monomernih jedinica zvanih nukleotidi.
Svaki monomer se sastoji od Secera, fosfatne skupine i duSi¢ne baze (Berg i sur., 2013).
Dusicne baze su planarne aromatske heterociklicke molekule koje se dijele u dvije skupine,
purinske i pirimidinske, ovisno o molekuli ¢iji su derivati (Clowney i sur., 1996). Purinske
baze adenin (A) i gvanin (G) te pirimidinska baza citozin (C) grade i DNA i RNA, dok se
pirimidinska baza timin (T) nalazi samo u DNA, a RNA umjesto timina sadrzi uracil (U).
Timin i uracil se razlikuju prema metilnoj skupini na C5 atomu prstena koja izostaje u

strukturi uracila.

5-fluorouracil analog je uracila, komponente ribonukleinske kiseline koji pripada u skupinu
antimetabolita. 5-FU sintetizirao je Charles Heidelberger 1957.godine. Indiciran je za
palijativno lijeCenje karcinoma dojke, debelog crijeva 1 rektuma kao monoterapija ili u

kombinaciji s drugim citostaticima (www.almp.hr).
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Slika 2. 5-fluorouracil



Stanice koje se brzo dijele (tumorske stanice) trebaju obilnu opskrbu timidilatom za sintezu
DNA. Osjetljivost tih stanica na inhibiciju sinteze timidilat-monofosfata (TMP) iskoristena je
u lijeCenju raka. Klini¢ki upotrebljavani lijek protiv raka, fluorouracil, prevodi se in vivo u
fluor-deoksiuridilat-monofosfat (F-dUMP). Budu¢i da u dijelu kataliti¢kog ciklusa djeluje kao
normalni supstrat, ovaj analog deoksiuridilata ireverzibilno inhibira timidilat sintazu. Za
stvaranje TMP potrebno je uklanjanje protona (H") s C-5 nukleotida vezanog u aktivno
mjesto. Medutim, enzim ne moze oduzeti fluor s F-dUMP, pa je kataliza zaustavljena u fazi
kovalentnog  kompleksa  nastalog izmedu  fluor-uridilat-monofosfata  (F-UMP),
metilentetrahidrofolata i sulfhidrilne skupine enzima. To je primjer suicidne (samoubojstvene)
inhibicije, pri kojoj enzim pretvara supstrat u reaktivni inhibitor koji zaustavlja enzimsku
aktivnost. Osim toga, 5-FU ugraduje se u RNA umjesto uracila te na taj nain ometa

transkripciju i postranskripcijsku obradu RNA (Berg i sur., 2013).
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Slika 3. Reakcija nastajanja ternarnog kompleksa iz F-UMP, metilentetrahidrofolata i

sulfhidrilne skupine enzima timidilat sintaze

Kompleksi metala mogu stvarati interakcije s dvostrukom uzvojnicom DNA na dva nalina:
kovalentno 1 nekovalentno (Chen 1 sur., 2007). Smatra se da bioloSka aktivnost kompleksa
metala koji imaju antitumorsko djelovanje iskljucivo ovisi o njihovoj sposobnosti vezanja s
DNA te na taj nacin ostete dvostruku uzvojnicu i ometaju njezinu funkciju (Burrows i Rokita,
1994). Kao najuspjesniji antitumorski lijekovi u povijesti kemoterapija smatraju se cisplatin

(cis-Pt(NH3)2Cly) i karboplatin (Siddik, 2003) koji ¢esto izazivaju nuspojave, nisu specifi¢ni

Glu



te su toksi¢ni prema zdravim stanicama (Florea i Biisselberg, 2001). Iz tog razloga proucavaju
se brojni kompleksi razli¢itih metala koji bi trebali uzrokovati manje nepozeljnih popratnih

pojava, a imati Siri spektar antitumorskog djelovanja.

5-FU koristi se vise od 40 godina u lijeCenju raka debelog crijeva. Primjenjuje se
intravenozno i upotrebljava u razli¢itim kombinacijama kako bi se odredila optimalna doza i
naCin primjene. U lijeCenju naprednog oblika debelog crijeva, odgovor na monoterapiju je
prili¢no nizak (oko 10 - 15 %). Medutim, proteklih 20 godina, napravljene su razliCite
modulacije kako bi se povecala antikancerogena aktivnost 5-FU i prevladala rezistentnost na
lijek. Strategije za povecanje aktivnosti 5-FU ukljucuju smanjenje degradacije i poveéanje
aktivacije 5-FU te povecanje vezanja timidilat sintaze za FAUMP. Posljedica toga je da je 5-
FU ostao glavno sredstvo za lijeCenje ranog i1 naprednog oblika kolorektalnog tumora

(Longley i sur., 2003).

1.3. KONJUGATI FEROCENA | NUKLEINSKIH BAZA

Istrazivanje interakcija ferocena i ferocenskih derivata s biomolekulskim sustavima vazno je
za razumijevanje mehanizma bioloskih aktivnosti 1 za razvoj novih lijekova. Zbog svojih
redoks karakteristika, ferocen 1 njegovi derivati imaju veliki znafaj u istrazivanju
molekulskog prepoznavanja (Van Staveren i Metzler-Nolte, 2004; Westwood i sur., 2004;
Cooke i Rotello, 2002; Inouye i Takase, 2001; Li i sur., 1997; Fan i sur., 1994). Ferocenske
jedinice povezane s medusobno sparenim nukleobazama, odnosno s DNA/RNA fragmentima,
mogu biti korisni gradevni blokovi u supramolekulskoj kemiji koja povezuje molekulsko

prepoznavanje s elektrokemijom (Patwa i sur., 2008).

1980. godine po prvi put je pripravljen ferocenski derivat s nuklobazom, N-supstituirani
ferocenilmetil adenin (Chen, 1980). Ukoliko se organometalni fragment uvede na mjesto
vezivanja SeCera fragmenta (N1-polozaj kod pirimidinskih baza, odnosno N9-polozaj kod

purinskih baza), bioloski su u¢inci novosintetiziranih spojeva vec¢i (Nguyen i sur., 2014).

Ferocenski fragment je sintetski ugraden u strukture mnogih bioloski relevantnih sustava kao
Sto su peptidi, Seceri, lijekovi ili nukleozidi (Mawande-Maguene i sur., 2011; Patra i sur.,
2010; Kirin i sur., 2006; Song i sur., 2006). 1z istog su razloga, nukleinske baze potencijalni

ciljevi za konjugaciju s ferocenima (Lapi¢ i sur., 2015). S obzirom na to da se zbog svoje



strukture mogu ugraditi u bioloske i1 elektrokemijski aktivne sustave, pirimidin i purin

supstituirani ferocenom zanimljivi su organometalni spojevi.



2. OBRAZLOZENJE TEME

Ova se studija temelji na kombinaciji teorije i eksperimenta. Istrazivanje ukljucuje sintetske
postupke, spektroskopske analize i kvantno - kemijske rac¢une. Cilj ovog istraZivanja je
priprava ferocenoilnih derivata pirimidinskih baza, spektroskopsko proucavanje njihovih
svojstava i kvantno - kemijsko tumacenje dobivenih eksperimentalnih rezultata. Ferocenima
supstituirani nukleozidi posebno su zanimljivi jer su nedovoljno ispitani derivati te njihove
strukture sadrze bioloski i elektrokemijski aktivne komponente. S obzirom na redukcijski
potencijal i posebna elektrokemijska svojstva ferocena, ocekuje se zanimljiva interakcija

ferocenilnih supstituenata s aromatskim sustavom nukleobaze.

U svrhu priprave ferocenoilnih derivata nukeobaza potrebno je optimirati sintetsku proceduru,
odnosno odrediti najpovoljnije reakcijske uvjete (otapalo, temperaturu, katalizatori...) pri
kojima dolazi do formiranja Zeljenih produkata. Za pracenje tijeka reakcije izmedu
nukleobaza i ferocenoil klorida (FCCOCI) potrebno je odrediti najprikladniju spektroskopsku
metodu. U tu ¢ée se svrhu testirat NMR spektroskopija (*H, *C, °F), jer ona omogucuje
analizu dinamike reakcije, te odreduje strukturna svojstva produkata. Analiza
eksperimentalnih podataka provedena je upotrebom niza teorijskih modela (takozvani DFT
funkcionali), to jest provjerit ¢e se kvantno - kemijski rauni (geometrijska optimizacija,
frekvencijski racuni) koji omogucuju razumijevanje reakcijske kinetike i elektronske

strukture/svojstava reaktanata i produkata.



3. MATERIJALI | METODE

3.1 PRIPRAVA SPOJEVA

Produkti su pro¢iséeni komatografijom na koloni (Fluka, Silica gel, 90 A) koriste¢i smjese
CH.CIo/(CH3).CO (10:1). N, N - difenilferocenkarboksamid je pripremljen uz 54 %
iskoriStenje iz ferocena i N, N - difenilkarbamoil klorida. Alkalnom hidrolizom

N, N - difenilkarbamoil klorida nastaje 80 % ferocenkarboksilne kiseline.
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Slika 4. Shematski prikaz priprave ferocenoil klorida

3.1.1. N,N-difenilferocenkarboksamid (2)

Suspenziji aluminijeva klorida (3,58 g, 26,8 mmol) u suhom dikloretanu (27 mL) doda se
otopina PhoNCOCI (6,23 g, 26.8 mmol) u istom otapalu (27 mL) i dokapa 1,2-dikloretanska
otopina ferocena (5 g, 26,8 mmol). Nakon 24 sata refluksiranja reakcijska se smjesa prenese u
caSu s ledom 1 ekstahira diklormetanom. Organski se sloj ispere zasi¢enom otopinom NacCl,

osusi bezvodnim NaSO4 1 upari do suha pri cemu zaostaje sirovi amid 2 (8,5 g).



3.1.2. Ferocenkarboksilna kiselina (3)

Sirovi se spoj N,N-difenilferocenkarboksamid (8,3 g) otopi u 20 %-tnoj etanolnoj otopini
kalijeva hidroksida (260 mL). Reakcijska se smjesa refluksira 22 sata nakon ¢ega se upari do
suha, otopi u 5 % - tnoj otopini NaHCO:s i estrahira diklormetanom. Organska se faza ispere
zasi¢enom otopinom NaCl, osusi bezvodnim Na>SOgs 1 upari, pri ¢emu je dobiveno 4,05 g
neizreagiranog supstrata N, N -difenilferocenkarboksamida. Zakiseljavanjem alkalne vodene
faze koncentriranom HCl istalozi se 3,98 g (80 %) tamnoZutih kristala kiseline 3. t;= 193-200
°C.

3.1.3. Ferocenoil klorid (4)

Otopini ferocenkarboksilne kiseline (300 mg, 1,3 mmol) u diklormetanu (5 mL) doda se
svjeze destiliran oksalil klorid (274 mL, 3,13 mmol) i jedna kap piridina. Nakon dva sata
refluksiranja, u reakcijskoj se smjesi upari diklormetan, dobije se tamna smjesa te se doda
petroleter (3 mL) i ponovo refluksira 10 minuta na 80 °C. Filtriranjem i uparavanjem dobiva
se 275 mg crvenih kristala FcCOCI 4. (n = 85 %)

IR (CH2Cl,): v 2958 (w, C-H, Fc), 1755 (s, C=0) cm't. *H NMR (CDCls, 400 MHz, 298 K,
ppm): 3 4.38 (5H, s, Cp), 4.58 (2H, t, H-B"), 4.91 (2H, t, H-o'); 3C NMR (CDCls, 100 MHz,
298 K, ppm): & 70.4 (C-at'), 71.2 (C-B"), 71.7 (Cp), 73.3 (Ci), 178.3 (CO).
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Slika 5. Prikaz reakcijskog puta za sintezu ferocenoil etil karbonata

3.1.4. Ferocenoil etil karbonat (5)

Suspendirana otopina FCCOOH (500 mg, 2,175 mmol) u vodi (0,41 mL) se otopi dodatkom
acetona (7,4 mL) i ohladi na 0 °C. Dokapava se trietilamin (7,4 uL) u acetonu (4,5 mL), a

potom otopina etilklorformijata (5,8 pL) u acetonu (1,15 mL). Nakon 30 minuta mijeSanja,



reakcijska se smjesa upari i sirovi produkt ferocenoil etil karbonata (naranc¢asta krutina) 5

koristi za kopulaciju s nukleobazama.
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Slika 6. Regioselektivno N1-aciliranje nukleobaza 6 (uracil, 6a; timin, 6b; 5-fluorouracil, 6¢)

s ferocenoil kloridom 4, odnosno s ferocenoil etil karbonatom 5.

Postupak priprave N1-ferocenoilnih derivata pirimidinskih nukleobaza zapocinje dodatkom
smjese 1,0 mmol FcCOCI i 1,5 mmola NaH otopini pirimidinske baze (1,0 mmol) u 3 mL
DMF. Smjesa se mijesa 30 minuta na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega se bistroj otopini
dokapava FcCOOH (1 mmol) ili kod odredenih baza FcCOOCOOEt. Nakon 10 - 30 minuta
mijesanja, reakcijska se smjesa neutralizira s 10 % limunskom kiselinom. Nakon ekstrakcije s
diklormetanom, organski se sloj uparava in vacuo. Dobiveno ulje se proci§¢ava preparativnom
tankoslojnom kromatografijom (silika gel, diklormetan : aceton 10:1). Prva se frakcija
uglavnom sastoji od Zutog produkta (~10 %) dok druga frakcija sadrzi N1-ferocenoilnu

pirimidinsku bazu.

N1-ferocenoil uracil (6a) : crveno-narancasti kristali (269,62 mg, n = 64,58 %)

IR (CH2Clo): v = 3374 (w, NH), 3099 (w, CH, Fc), 1700 (s, CO), 1633 (w, CO) cm™. *H
NMR (DMSO-ds, 400 MHz, 298 K, ppm): & 11.5 (1H, s, N3-H), 8.00 (1H, d, 3Jun = 8.0 Hz,
C6-H), 5.74 (1H, d, 3Jun = 8.0 Hz, C5-H), 4.85 (2H, t, 3Jun = 2.0 Hz, H-B"), 4.74 (2H, t, 3Jun =
2.0 Hz, H-a'), 4.33 (5H, s, Cp). *C NMR (DMSO-ds, 100 MHz, 298 K, ppm): & 173.59
(FcCO), 163.8 (C4), 149.9 (C2), 141.3 (C6), 102.9 (C5), 74.1 (C-a'), 72.6 (Ci), 71.9 (C-p),
71.1 (Cp).



N1-ferocenoil timin (6b) : narancasti kristali (245,79 mg, n = 72,68 %)

IR (CH2Cl2): v = 3375 (w, NH), 2927 (w, CH, Fc), 1730 (s, CO), 1700 (s, CO) cm™. *H NMR
(DMSO-ds, 400 MHz, 298 K, ppm): & 11.48 (1H, s, N3-H), 7.87 (1H, q, “Jun = 1.3 Hz, C6-
H), 4.84 (2H, t, 3Jun = 2.2 Hz, H-a"), 4.71 (2H, t, 3Jun = 2.2 Hz, H-B"), 4.32 (5H, s, Cp), 1.85
(3H, d, “Jun = 1.3 Hz, CH3). °C NMR (DMSO-ds, 100 MHz, 298 K, ppm): & 173.7 (FcCO),
164.6 (C4), 149.9 (C2), 136.6 (C6), 111.6 (C5), 73.8 (C-a'), 72.9 (Ci), 71.9 (C-B"), 71.1 (Cp),
12.3 (CHs).

N1-ferocenoil 5-fluorouracil (6c) : crveni kristali (203,04 mg, n =59.35 %)

IR (CH2Cl2): v = 3366 (w, NH), 2924 (w, C-H, Fc), 1720 (s, CO), 1648 (s, CO) cm™. 'H
NMR (DMSO-ds, 400 MHz, 298 K, ppm): & 11.98 (1H, s, N3-H), 8.42 (1H, d, 3Je1 = 6.4 Hz,
C6-H), 4.89 (2H, t, 3Jun = 2.3 Hz, H-a'), 4.73 (2H, t, 3Jun = 2.3 Hz, H-B'), 4.34 (5H, s, Cp).
13C NMR (DMSO-ds, 100 MHz, 298 K, ppm): § 172.7 (FcCO), 158.1 (d, 3Jec = 27.05 Hz,
C4), 148.6 (C2), 140.9 (d, 2Jrc = 234.50 Hz, C5), 125.7 (d, 3Jec = 36.06 Hz, C6), 73.9 (C-a),
72.48 (Ci), 71.9 (C-p"), 71.1 (Cp). °F NMR (DMSO-ds, 376 MHz, 298 K, ppm): & -167.4 (d,
3Jur = 6.4 Hz, C5-F).

3.2 METODE KARAKTERIZACIJE UZORAKA

Temperature taliSta pripravljenih spojeva odredene su pomocu Buechi aparature. Infracrvena
(IR) spektroskopska mjerenja provedena su ha Bomem MB100 Mid FT IR spektrofotometru.
Koristeni su KBr-diskovi ili otopine u diklormetanu. NMR spektri spojeva u DMSO-ds
(dimetilsulfoksid-de) ili CDCls (kloroform) izmjereni su na Varian INOVA 400 spektrometru,
pri 399.6 MHz za 'H, 100.5 MHz za *C i 375.9 MHz za '°F. Kemijski pomaci, 8, za *H i 3C
NMR spektre izrazeni su u ppm vrijednostima prema internom standardu TMS
(tetrametilsilan), a za *°F NMR spektre prema CFCls (fluortriklormetan). Kostante sprege, J,
izrazene su u Hz. Signali su oznaceni kao s - singlet, d - dublet i t - triplet. Produkti su
prociséeni tankoslojnom kromatografijom na silikagelu (,,Merck®, Kiselgel 60 HF254). DMF

(dimetilformamid) je proc¢is¢en vakuumskom destilacijom 1 cCuva se stajanjem iznad
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molekulskih sita. Sve priprave su izvedene u bezvodnoj sredini i u atmosferi inertnog plina

argona.

3.3 NUKLEARNA MAGNETSKA REZONANCIJA

NMR je vazna komplementarna metoda za ispitivanje strukture organskih spojeva i
odredivanje trodimenzionalne strukture makromolekula. Moderne se NMR tehnike koriste za
odredivanje struktura makromolekula kao $to su: ugljikohidrati, nukleinske kiseline, male i
prosjecno velike proteine. NMR moze dati uvid u dinamiku struktura, ukljucujuci
konformacijske promjene i interakcije s drugim molekulama. Pritom se podaci o strukturi
molekule dobivaju ispitivanjem magnetskih svojstava pojedinih atoma unutar molekula. NMR

se moze primijeniti na jezgre koje imaju magnetski moment.

Jezgre s neparnim atomskim brojem ili neparnim masenim brojem imaju nuklearni spin koji
se moze detektirati NMR spektrometrom (engl. spin, brzo okretanje zvrka, okretanje oko
svoje osi). NMR se temelji na interakciji magnetskog polja i spinskog magnetskog momenta
jezgre, kvantno mehanicke veli¢ine. Samo odredene jezgre, ukljucujuci *H, $3C, ©*N, °F i 3Ip,

posjeduju spin i njemu pripadajuéi spinski magnetski moment.

Jezgra posjeduje dva kvantna broja: kvantni broj nuklearnog spina | koji moze biti cijeli ili
polucijeli broj (npr. 0, 1/2, 1, 3/2) te nuklearni magnetni spinski kvantni broj m; koji govori o
orijentaciji nuklearnog spina u magnetnom polju. Atomska jezgra koja ima spinski kvantni
broj 1 moze u prostoru prema proizvoljnoj osi zauzeti 21+1 razli¢itih orijentacija magnetskog
momenta. Orijentacije medusobno razlikujemo magnetskim kvantnim brojem m; koji moze

imati vrijednosti:

m =11 ..,-L
Energetska razlika izmedu spinova proporcionalna je jakosti magnetskog polja sto je vidljivo
1z jednadZbe:

h
AE =hv = yz—Hﬂ
T

pri cemu je AE energetska razlika dvaju stanja spina, h je Planckova konstanta, v je
frekvencija rezonancije, Ho jakost vanjskog magnetskog polja te y ziromagnetski omjer
svojstven za pojedine vrste jezgre (konstanta ovisna o magnetskom momentu ispitivane

jezgre).
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Uzorak za analizu stavlja se u staklenu cjev¢icu smjeStenu izmedu polova snaznog magneta.
Oko cjevcice s uzorkom nalazi se uzvojnica spojena na izvor i prijamnik elektromagnetskog
zraenja (RF-oscilator i RF-prijemnik). NMR analiza najces¢e se provodi u deuteriranim
otapalima, kao sto su tetraklorugljik (CCls) ili deuterirani kloroform (CDCls), tako da se
opazaju samo protoni uzorka. Cjev¢ica s uzorkom brzo rotira (Slika 7.). NMR-

spektroskopijom mogu se analizirati i ¢vrste tvari i plinovi.

RF-transmiter

RF-oscilator i
RF-prijemnik

P —— — e ———
=Ml E——
MAGNET pojacalo izlaznog
% 5 RF-signala
——] B oat

generator
istosmjerne struje

Slika 7. Shema spektrometra nuklearne magnetske rezonancije

Proton se promatra kao pozitivno nabijena Cestica koja se okrece oko svoje osi. Pritom se
stvara vrlo slabo magnetsko polje Ho u smjeru osi vrtnje (spina). Djelovanjem vanjskog
magnetskog polja H dolazi do usmjeravanja protona paralelno (A) ili antiparalelno (B) prema
smjeru magnetskog polja. Paralelna orijentacija (A) ima niZzu energiju, no rije¢ je o vrlo
malim razlikama. Zajedni¢kim djelovanjem vanjskog magnetskog polja i radiozracenja za
vrijeme NMR-analize jezgre se energetski preturbiraju, odnosno prelaze iz paralelnog u
antiparalelno stanje. Kada se energija, koja se prenosi na jezgre mijenja kontinuirano
promjenom magnetskog polja ili radiofrekvencije kaze se da instrument radi tehnikom
kontinuiranog vala. Ve¢ina NMR-spektrometara radi uz primjenu stalne radiofrekvencije, dok
se jakost magnetskog polja mijenja prilikom snimanja spektra. Kad se energija koju je primila
jezgra izjednaci s razlikom energija stanja spina, postignut je uvjet za nuklearnu magnetsku

rezonanciju. Do apsorpcije energije u jezgri dolazi prilikom prelaska iz jednog spinskog stanja
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u drugo. Apsorpciju i potom emisiju energije vezanu uz zakretanje spina detektira
radiofrekvencijski prijemnik, $to se naposljetku biljezi kao signal u NMR-spektru (Pine,
1994).

Slika 8. Usmjerena stanja spina vodikove jezgre u magnetskom polju Ho

Primjena NMR-spektroskopije temelji se na ¢injenici da jakost magnetskog polja pri jezgri
nije jednaka jakosti primijenjenog magnetskog polja Ho. Kad se molekula nade u magnetskom
polju, elektroni svakog atoma proizvode mala inducirana magnetska polja ho - proporcionalna,
ali suprotnog smjera od primijenjenog polja Ho. Stoga pojedina¢ne jezgre stvarno ,,0sjecaju’
polje H, koje je rezultat medudjelovanja jakog polja magneta spektrometra i brojnih malih
induciranih polja susjednih atoma u molekuli. Kazemo da inducirana polja zaklanjaju
pojedine jezgre od polja magneta.
H=Hy—(hg + hy + hy +...)

Posljedica zaklanjanja jest da se magnetsko polje Ho koje proizvodi spektrometar mora malo
razlikovati od polja H da bi jezgre u magnetski razli¢itoj okolini bile izloZene energiji
potrebnoj za postizanje rezonancije. U NMR-spektrometru, koji radi s nepromijenjenom
radiofrekvencijom, mijenja se magnetsko polje koje ,,0sjeca* uzorak. Kad energija koja
djeluje na pojedinu jezgru zadovolji vrijednost potrebnu za rezonanciju, ona se apsorbira, a
prouzrofena emisija (energije) se registrira uz pomo¢ uzvojnice radiofrekvencijskog
prijemnika. Tako se dobiva NMR-spektar koji predstavlja graf rezonancije u ovisnosti o
promjenjivom magnetskom polju. Dogovorno, spektar se snima slijeva udesno, u smjeru

povecanja primijenjenog magnetskog polja.
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nize polje vise polje

3.3.1. KEMIJSKI POMAK

Kemijski pomak je polozaj u NMR-spektru pri kojem nastupa rezonancija pojedine jezgre u
odredenoj molekulskoj okolini. Kemijski se pomak uvijek definira u odnosu na neki
rezonancijski signal. U H-NMR-spektrima i 3C-NMR-spektrima organskih spojeva kao
referentna vrijednost uzima se rezonancijski signal metilnih skupina tetrametilsilana (TMS,
(CH3)4Si); polozaj tog signala oznacava se nulom. Buduéi da energija potrebna za rezonanciju
pojedine jezgre ovisi o frekvenciji instrumenta i jakosti polja, kemijski pomaci istog uzorka
izrazeni u hercima razlikuju se na razli¢itim instrumentima ovisno o tim karakteristikama. Da
bi se pojednostavila usporedba spektara snimljenih na razli¢itim instrumentima, za
oznacavanje kemijskih pomaka rabi se ljestvica J-vrijednosti, koje ne ovise o frekvenciji. Na

toj se ljestvici kemijski pomaci izrazavaju u dijelovima na milijun (ppm - parts per million):

o A .
0A=1—J>< 10° ppm

pri ¢emu je da kemijski pomak jezgre A izrazen u ppm, Av razlika frekvencija rezonancija
izmedu standarda (TMS) i izmjerenog signala (izrazeni u Hz) te v frekvencija spektrometra

izrazena u Hz (Pine, 1994).

3.3.2. SPREZANJE SPINOVA

NMR-spektri ne sadrze samo pojedinacne signale ve¢ su u spektru prisutni visestruki signali
(multipleti). Multipleti su izvor vaznih informacija o strukturi spoja. Do nastanka multipleta
dolazi zato jer je proton u NMR-spektrometru istovremeno izloZzen utjecaju vanjskog
magnetskog polja i induciranog polja elektrona koji ga zasjenjuju. Ako u blizini ima drugih
protona, njihova mala magnetska polja takoder utjecu na apsorpcijsku frekvenciju
promatranog protona. Cijepanje signala u multiplete nastupa u slu¢aju kada su dvije razlicite
vrste protona dovoljno blizu da osiguraju interakciju njihovih magnetskih polja. Singleti se
cijepaju u multiplete kod kojih su linije udaljene za tzv. konstantu sprege J (Hz), koja zapravo
predstavlja razliku frekvencija izmedu susjednih linija multipleta. Moguce je jednostavno
cijepanje prvog reda, ali i cijepanja viseg reda djelovanjem daleke sprege. Za takve protone

kazemo da su magnetski spregnuti.
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3.3.3. NOESY SPEKTROSKOPIJA

Tehnika NOESY (engl. nuclear Overhauser effect spectroscopy) Kkoristi se u strukturnoj i
konformacijskoj analizi molekula, kao i za odredivanje prostorne udaljenosti pojedinih atoma
unutar molekule. Rije¢ je o homonuklearnoj dvodimenzijskoj tehnici koja se temelji na
kriznoj relaksaciji spinova koji su u dipolnoj sprezi, a ¢ija je udaljenost unutar 5 A. Simetri¢ni
spektri NOESY sastoje se od dijagonalnih signala, koji predstavljaju obi¢an jednodimenzijski
spektar promatrane aktivne jezgre, te izvandijagonalnih signala, koji indiciraju NOE
interakciju izmedu dipolno spregnutih spinova. Intenzitet signala NOE proporcionalan je
recipro¢noj vrijednosti Seste potencije udaljenosti izmedu spinova, r®. Predznak efekta NOE
funkcija je korelacijskog vremena, zc, definiranog kao prosje¢no vrijeme potrebno molekuli
da bi se zakrenula za kut od jednog radijana oko bilo koje osi. U slucaju tehnike NOESY,
NOE je pozitivan za molekule male molekulske mase (malo korelacijsko vrijeme), a
negativan za molekule velikih molekulskih masa (veliko korelacijsko vrijeme). Dogovorno,
predznak dijagonale u spektrima NOESY je pozitivan, dok je predznak izvandijagonalnih

(korelacijskih) signala odreden njihovim podrijetlom.

Pulsni slijed tehnike NOESY zapocinje pulsom od 90°x koji prenosi magnetizaciju s osi z na
ravninu xy. Nakon vremenskog perioda evolucije magnetizacije, t1, primjenom drugog pulsa
90°x dio magnetizacije prenosi se na negativni dio osi z. Time se generira inverzija
napucenosti koja omogucuje razvoj efekta NOE tijekom vremena mije$anja, zm. Posljednim

pulsom 90°x magnetizacija se vraca u ravninu xy te se detektira (Slika 9.).

90°, 90°, 90°,
rln
g 4 2

Slika 9. Pulsni slijed tehnike NOESY

A
Y

3.4 RACUNALNE METODE

Proucavane su molekulske strukture i svojstva koriste¢i racunalnu kemiju i graficke tehnike

vizualizacije s ciljem da se opise i razumije ponasanje molekula. Proces zapocinje nacrtom
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struktura analiziranih molekula u jednom od programskih paketa za molekulsko modeliranje.
Nijedan takav virtualni prikaz nije realan uvid u stvarnu strukturu molekule, ona se optimira
minimizacijom energije, tj. rjeSavanjem N-elektronske Schrodingerove jednadzbe (Enoch,
2002). Geometrijske optimizacije i frekvencijski rauni provedeni su uporabom programskog
paketa Gaussian09 instaliranog na klasteru Isabella SveuciliSnog racunalnog centra (SRCE) u
Zagrebu. Uporabom programa GaussView 3.0. (Gaussian, Inc.,Carnegie Office Park,

Pittsburgh, PA), vizualizirana su strukturna i dinamicka svojstva istrazivanih molekula.

KoriStene su komputacijske metode za predvidanje reakcijskih puteva, relativnih energijskih
odnosa, geometrija i NMR kemijskih pomaka te su tako potvrdeni i razjasnjeni rezultati
eksperimentalnih istrazivanja. Kvantno - kemijski proracuni mogu biti izvedeni koriste¢i ab-
initio metodu, DTF (teorija funkcionala gusto¢e) metodu i semiempirijske metode. Pritom su

eksperimentalni podaci koristeni za provjeru to¢nosti i preciznosti komputacijskinh modela.

3.4.1. METODE | PARAMETRI KVANTNO - KEMIJSKIH IZRACUNA

Racunalna kemija je grana kemije koja numeric¢ki proucava kemijske strukture i reakcije.
Rezultati rac¢unalne kemije posebno su korisni kada su eksperimentalni podaci nepoznati.
Moze se koristiti kao dopuna eksperimentu, u svrhu boljeg tumacenja reakcijskih mehanizama
i puteva. Temelje racunalne kemije ¢ine zakoni fizike (uglavnom zakoni kvantne mehanike, a
ponekad 1 Newtonovi zakoni) te odgovaraju¢e aproksimacije. Osim za prouc¢avanje stabilnih
molekula, ratunalna se kemija moze koristiti za opis kratko- zivuéih, nestabilnih intermedijera
1 prijelaznih stanja, ¢ije se strukture ne mogu odrediti ili mjeriti eksperimentalno, Sto
predstavlja znacajnu prednost u odnosu na eksperimentalne metode. Osnovne vrste izraCuna
su geometrijska optimizacija, izratun energije odredenog molekulskog sustava, izra¢un
vibracijskih frekvencija molekula te rjesavanje vremenski-ovisnih potencijala unutar

molekula

Metode za proucavanje elektronske strukture koriste zakone kvantne mehanike. Osnovni
koncept kvantne mehanike temelji se na Cinjenici da se vrijednost energije i svih svojstava
moze izracunati rjeSavanjem Schrodingerove jednadzbe. No, Schrodingerova se jednadzba
moze egzaktno rijeSiti samo za sustave s jednim elektronom (atom vodika, kation helija i
molekulski kation H>" ). Stoga su uvedene aproksimacije koje se koriste u rjeSavanju

Schrédingerove jednadzbe prema kojima se i razlikuju razlic¢ite metode elektronske strukture.

Semiempirijske metode (npr. AM1, PM3, MINDO) Kkoriste parametre izvedene iz
eksperimentalnih podataka (Dewar i Thiel, 1977; Stewart, 1989). Ab-initio metode (npr.
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Hatree-Fock (HF) metoda (Roothan, 1951; Pople i Nesbet, 1954), Moller-Plesset (MP)
skupina metoda (Meller i Plesset, 1934; Pople i sur., 1976), skupina metoda konfiguracijske
interakcije (CI) (Pople i sur., 1977) ne koriste eksperimentalne parametre u svojim izraCunima
te se oslanjaju na zakone kvantne mehanike koriste¢i osnovne fizikalne konstante poput

Planckove konstante, brzine svjetlosti te mase i naboja elektrona i jezgri.

Kvantno - mehani¢ke metode nazivaju se jo$ i ab-initio metode. Naziv ab-initio latinskog je
podrijetla i u prijevodu znaci ,,od samog pocetka“. Ab-initio metode krecu od prvih principa
(postulata) kvantne mehanike te ne uzimaju u obzir eksperimentalno dobivene (empirijske)
parametre, osim fundamentalnih konstanti kao $to su masa elektrona, Planckova konstanta,
masa elementarnih cestica 1 sl. Subatomski kvantno - mehanicki pristup koristi se za
odredivanje svojstava koja direktno ovise o raspodjeli elektronske gustoce ili u nekim
nestandardnim sustavima za koje nisu dostupni empirijski parametri, a takoder 1 za opisivanje
kemijskih reakcija u kojima dolazi do pucanja i/ili stvaranja veze. Kvantna mehanika daje
detaljnu i to¢nu informaciji o nekoj molekuli (termodinamicke i strukturne vrijednosti), ali
zbog svoje racunalne zahtjevnosti ogranicena je na male sustave. Te metode (posebno MPn,
QCISD, multikonfiguracijske i kompozitne metode) daju precizne kvanitativne podatke za

Siroki raspon kemijskih sustava, ali su jako zahtjevne u pogledu ra¢unalnih resursa.

Hartree-Fock metodom odreduju se valna funkcija 1 energija viSeelektronskog sustava u
ravnoteznom stanju. Toc¢nije, smatra se da elektroni medusobno ne intereagiraju ve¢ se
promatraju u srednjem polju koje je rezultat djelovanja svih ostalih elektrona u sustavu (tj.
zauzimaju jednocesti¢ne orbitale) tvorec¢i time valnu funkciju, ¢ime je zapravo viseelektronski
problem sveden na niz jednoelektronskih. HF metodom aproksimira se valna funkcija kao
skup jednoelektronskih funkcija (orbitala), pri ¢emu je svaka produkt prostorne funkcije i
spinskog stanja. Semiempirijske, kao i ab-initio metode, pocivaju na kvantno - mehanickim
principima, tj. Hartree-Fock (Enoch, 2008) formalizmu. I jednim i drugim metodama rjesava
se Schrodingerova jednadzba (Fischer, 1977) za elektronsku valnu funkciju, u okviru Born-
Oppenheimerove aproksimacije (Born i Oppenheimer, 1927). Medutim, semiempirijske
metode znatno su pojednostavljene na nacin da ukljuCuju mnoge aproksimacije i
eksperimentalno dobivene (empirijske) parametre. Bazni skup ograni¢en je na valentne
orbitale 1 racun elektronskih integrala znatno je pojednostavljen zanemarivanjem ili
parametarskom procjenom odredenih doprinosa. Takve metode pogodne su za tretiranje
velikih molekulskih sustava u kojima su kvantno - mehanicke metode neudinkovite jer su

racunski prezahtjevne. Tako je npr. novijim semiempirijskim metodama omoguceno
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proucavanje molekulskih sustava koji se sastoje od nekoliko tisu¢a atoma dok se ab-initio
pristupom za rjeSavanje istog problema moze tretirati oko pedeset do sedamdeset atoma.
Semiempirijske metode mogu se koristiti 1 za po€etnu procjenu geometrije molekule na koju

se zatim naknadno primjenjuje ab-initio postupak.

Teorija funkcionala gustoée po tocnosti je u nekim slucajevima usporediva s ab-initio
metodama. DFT metode se temelje na KohnSham teoriji da energija osnovnog stanja
kemijskog sustava izravno ovisi o elektronskoj gusto¢i u molekulskom sustavu (Hohenberg i
Kohn, 1964; Becke, 1992; Pople i sur., 1992). Za razliku od HF metode, DFT metode
ukljucuju efekt elektronske korelacije, tj. Cinjenicu da elektroni u molekulskom sustavu
,reagiraju na kretanje drugih elektrona te se orijentiraju tako da su privlacne i odbojne sile u
molekuli u ravnotezi. Prikladnim odabirom DFT parametara mogu se dobiti izracuni koji su
usporedivi s puno zahtjevnijim ab-initio metodama. Parametri koje je potrebno odabrati su

funkcional i bazni skup prikladan za odgovarajuci opis modeliranog kemijskog sustava.

Metoda koja ima vrlo ¢estu primjenu u kvantno - kemijskim racunima je DFT (engl. Density
Functional Theory). Kvantno - kemijske metode koje koriste DFT prikladne su za to¢an opis
prijelaznih metala i vrlo pogodne za opis strukture, energija, vibracijskih frekvencija, te
drugih svojstva (Koch i Holthausen, 2001).

DFT i HF teorije povezane su metodom izracuna elektronske strukture, a to je iz elektronske
gusto¢e. Mogu se smatrati djelomi¢no analognima jer se unutar obje koriste tzv. bazne
funkcije 1 varijacijsko nacelo, za pronalazak valne funkcije koja odgovara najnizem
energetskom stanju (Enoch, 2008). Za razliku od valne funkcije, koja nije fizicka observabla
ve¢ matematicka konstrukcija, elektronska gustoca je fizicko svojstvo svih molekula.
Hohenberg i Kohn su 1964. godine (Hohenberg i Kohn, 1964) pokazali da u osnovnom
energijskom stanju svojstva sustava su jedinstveno definirana elektronskom gustocom.
Teorija funkcionala gustoce gleda na elektronska kretanja kao da su ,nepovezana*“ dok

aproksimacija slobodnih elektrona moze biti iskoristena za prikaz kineticke energije.
Temelji se na dva zakljucka koji su danas prihvaceni kao teoremi kvantne mehanike:

1) Funkcija osnovnog stanja je jedinstvena funkcija gustoce Cestica, Sto implicira da se iz
gustoce Cestica moZze izraCunati valna funkcija, a iz valne funkcije sve ostale fizikalne

velidine.
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2) Energija osnovnog stanja je funkcional gustoce Cestica 1 ima minimalnu vrijednost za pravu

gustocu Cestica (Lundqvist i March, 1983).

DFT metodom dimenzionalnost problema se smanjuje budu¢i da se ne razmatraju valne
funkcije, ve¢ gustota vjerojatnosti (naboja) koja je njima odredena. Naime, dok se HF
pristupom, za sustav koji se sastoji od N elektrona, ukupna valna funkcija izra¢unava na
temelju N jednoelektronskih valnih funkcija, DFT metodom opisuju se svojstva molekule na
temelju prostorno ovisne elektronske gustoée, p(x, y,z) i ne vodi se racuna o broju elektrona.
Na taj se nacin potrebno racunalno vrijeme bitno smanjuje Sto je jedna od najznacajnijih

prednosti DFT metode. DFT metoda moze biti primijenjena na vecinu sustava.

Za provedbu kvantno - mehanickih racuna koriste se odredeni bazni skupovi kojima su
opisane molekulske orbitale. To su linearne kombinacije skupa temeljnih funkcija tj. atomskih
orbitala (rjeSenja Hartree-Fock jednadzbi) centriranih na svaku atomsku jezgru unutar

molekule (engl. Linear combination of atomic orbitals, LCAQ).

Za geometrijsku optimizaciju molekula koriSten je B3LYP (engl. Becke Three Parameter
Hybrid Functionals) funkcional i bazni skup 6-31G(d) za sve atome. Za opis Zeljeza koristen
je SDD (engl. Stuttgart-Dresden-Bonn) bazni skup. Nakon §to je definiran reakcijski profil,
energije stacionarnih to¢aka na odgovarajucoj potencijalnoj plohi (PES) izraCunate su s

prosirenim baznim skupom 6-31+G(d,p).

3.4.2. GEOMETRIJSKA OPTIMIZACIJA I FREKVENCIJSKI RACUN

Za potpunu karakterizaciju stacionarnih to¢aka na PES-u (engl. potential energy surface),
potrebno je izvrSiti frekvencijski racun, koji izracunava frekvencije vibracija atoma unutar
molekule izracunom druge (i visih) derivacije energije u odnosu na atomske koordinate te
rjeSavajuci vibracijske Schrodingerove jednadzbe (svaki vibracijski mod je opisan razli¢itim
potencijalom). Uz prikaz svih dostupnih vibracija atoma u molekuli (vrsta vibracije i atomi
koji sudjeluju u vibraciji), frekvencijskim ra¢unom dobivamo i informaciju da li optimizirana
struktura odgovara minimumu na PES (reaktanti, intermedijeri i produkti) ili prijelaznom
stanju. Globalni se minimum, odnosno maksimum, definira kao najmanja (najveca) vrijednost
funkcije na njenom podrucju definiranosti, dok je lokalni minimum (maksimum) minimum
funkcije u nekom intervalu koji ne mora, ali moze biti globalni minimum (maksimum). Ako
postoji samo jedna imaginarna vibracijska frekvencija, dobiven je minimum u svim
smjerovima osim u smjeru vibracije s imaginarnom frekvencijom, Sto predstavlja strukturu

prijelaznog stanja (TS) za kemijsku reakciju na toj plohi potencijalne energije. Ukoliko je
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locirana stacionarna to¢ka s dvije i viSe imaginarnih frekvencija potrebno je dodatno
optimizirati strukturu dok se ne locira stacionarna tocka s jednom (TS) ili bez (minimum)
imaginarnih frekvencija. Postojanje jedne imaginarne frekvencije karakterizira tocku kao
prijelazno stanje, no potrebno je primjeniti dodatne procedure kako bi se doslo do zakljucka
koje minimume ispitivano prijelazno stanje povezuje. Za potvrdu trazenog reakcijskog puta,
kojeg definira TS, potrebno je pratiti oba reakcijska smjera prema gradijentu intrinzicke

reakcijske koordinate (IRC).

IRC racuni (engl. Intrinsic Reaction Coordinate) opisuju reakcijsku koordinatu koja povezuje
prijelazno stanje s lokalnim minimumima te se tako potvrduje izravna povezanost reaktanata i
produkata preko odgovarajuéeg prijelaznog stanja (Gonzales i Schlegel, 1990). Pocetna tocka
u IRC raunu odgovara strukturi prijelaznog stanja, a njezina se geometrija postupno
optimizira (po reakcijskoj koordinati) do meduprodukata, odnosno produkata, te reaktanata
(povratni smjer). Dobivene strukture, nakon dodatne geometrijske optimizacije daju lokalne
minimume koji odgovaraju reaktantima i (medu)produktima povezanih tim prijelaznim

stanjem.

Geometrijska optimizacija je procedura kojom je moguce locirati minimum koji se nalazi u
blizini pocetne, odnosno zadane geometrije. Temelji se na postepenoj promjeni geometrije
molekule u smjeru gradijenta potencijalne energije sustava. Ukupna elektronska energija
izraunata geometrijskom optimizacijom odgovara minimumu na PES. U stvarnosti molekula
nema tu energiju, jer sama molekula nikada nije u stanju potpunog mirovanja, ve¢ ¢e imati
odredeno vibracijsko, rotacijsko i translacijsko gibanje. Energija nulte tocke (zero-point
energy) se racuna kao zbroj elektronske energije 1 tzv. “korekcije nulte to¢ke”, energije koja
odgovara najnizem vibracijskom stanju molekule pri 0 K. Entalpija i entropija molekule se
racunaju kao razli¢iti doprinosi translacijskog, vibracijskog 1 rotacijskog gibanja molekule
(izvode se iz frekvencijskog raCuna) pribrojeni energiji nulte tocke. Tu je ukljucena
aproksimacija idealnog plina za translacijsko gibanje kao i aproksimacija rigidnog rotora za
rotacijsko gibanje. U izra¢unima se mogu podesiti parametri za temperaturu (zadana
temperatura iznosi 298 K) i tlak (zadani tlak iznosi 1 atm), te izotopi pojedinih elemenata.
Gibbsova slobodna energija jednaka je razlici entalpije i entropije pomnozene s temperaturom
(G=H-TY9).
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3.4.3. BAZNI SKUPOVI

Bazni skup baza je vektorskog prostora u kojoj se zapisuju molekulske orbitale. Potpuni opis
valne funkcije zahtjeva beskonacan skup baznih funkcija, $to je racunski nedostupno.
Odabirom baznog skupa opisuje se valna funkcija s konaénim brojem baznih funkcija. Sto je
ve¢i broj baznih funkcija koje opisuju valnu funkciju, to je uglavnom tocniji opis
molekularnih orbitala. Promjena baznog skupa, mijenja i energiju i geometriju najnize
energije kemijskog sustava kojeg promatramo. Za procjenu pogresaka zbog uporabe
(pre)malih baznih skupova, provode se najprije racuni s minimalnim baznim skupom te se
ponavljaju izracuni s veé¢im baznim skupom. Usporedbom dobivenih rezultata utvduje se

efekt baznog skupa.

U kvantnoj su se kemiji i prije DFT metode desetlje¢ima proucavali bazni skupovi za
molekule, kroz Hartree-Fock i Cl metode (Pople, 1999). Gotovo svo to znanje moglo se
primijeniti i u DFT metodi $to je uvelike doprinijelo velikoj popularnosti te metode u kemiji.
Bazne funkcije dijele se po svom ponaSanju kao funkcije radijalne koordinate na Slaterove
orbitale (STOs, Slater type orbitals), koje eksponencijalno opadaju odmicanjem od izvora, te
Gaussove orbitale (GTOs, Gaussian type orbitals), koje imaju oblik Gaussove krivulje.
Slaterove orbitale bolje opisuju pravo ponaSanje atomskih valnih funkcija, ali se s Gaussovim
orbitalama lakSe numericki barata jer je umnozak dviju Gaussovih orbitala ,,smjeStenih* na
razli¢itim atomima opet Gaussova orbitala, dok produkt dvije Slaterove orbitale nije opet
Slaterova orbitala. Zato je uveden kompromis izmedu to¢nosti Slaterovih orbitala i
prikladnosti Gaussovih, to su kontrahirane bazne funkcije, Slaterove orbitale raspisane preko
malog broja Gaussovih orbitala. Primjeri takvih baznih skupova su 6-31G, 6- 311++G(d,p)
(Szabo i Ostlund, 1995; Pople, 1999) i oni su vrlo Cesta metoda rjeSavanja jednadzbi u

kvantnoj kemiji.

Uz navedene funkcije prisutne su polarizacijske i difuzne funkcije. Polarizacijske funkcije
formiraju se dodavanjem osnovnih funkcija veceg angularnog momenta na funkcije s manjim
kutnim momentom (primjerice dodavanje p funkcije na s funkciju) te one omoguéuju veéu
fleksibilnost molekulskim orbitalama. Difuzne funkcije su vrlo plitke gaussianske funkcije
koje proSiruju 1 tocnije opisuju rubove gaussianske funkcije te time daju bolji opis
molekulskih orbitala koje opisuju elektrone (u prosjeku) udaljenije od jezgara. Bazni skupovi
se medusobno dijele po broju primitivnih gaussiana za opis unutarnjih orbitala, broju i
kombinaciji primitivnih gaussiana koji ¢ine slozenu osnovnu funkciju za opis valentnih

orbitala te prisutnost difuzijskih i/ili polarizacijskin funkcija. Skupina Popleovih baznih
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skupova (Ditchfield, 1971), s notacijom 6-31G i dodatnim difuznim i/ili polarizacijskim
funkcijama, Cesto je koriStena kombinacija. Tako kod 6-31+G(d) baznog skupa, unutarnje
orbitale su opisane s jednom osnovnom funkcijom sastavljenom od 6 primitivnih gaussiana, a
valentne orbitale su opisane s dvije sloZzene osnovne funkcije, pri ¢emu je prva dobivena
kombinacijom tri primitivna gaussiana, dok je druga dobivena kombinacijom jednog
primitivnog gaussiana. Znak ,,+“ oznacava dodatak difuzne funkcije na sve teske atome, dok
d oznacava primjenu d polarizacijskih funkcija (d primitivnog gaussiana) na sve teske atome.
Najcesce koriSten Popleov bazni skup je 6-31G(d), a Cesto se 15 koriste i 6-311G(d), 6-
31G(d,p), 6-31+G(d). Takoder se koriste i bazni skupovi drugih autora (npr. Dunning
(Dunning, 1989) i Wachters (Wachters, 1970)), ali oni se razlikuju u notaciji od Popleovih
baznih skupova. Pravilan izbor baznog skupa posebno je vazan primjerice kod opisivanja
nabijenih sustava, kada je nuZan dodatak difuzne funkcije kako bi se dobro opisao sustav.

Opcenito, pravilnom varijacijom baznog skupa mogu se postici to¢niji rezultati.

3.4.4. SOLVATACIJSKI EFEKTI

Racunalna kemija omogucuje potpuno novi pristup prouc¢avanju utjecaja otapala. Za razliku
od eksperimentalnih metoda koje se gotovo beziznimno temelje na proucavanju ponaSanja
velikog mnostva Cestica, raCunalna kemija moze dati informacije o ponasanju samo jedne,
odnosno malog broja molekula u nekom sustavu. Takav pristup omogucuje istraZivanje
ponasSanja razli€itih stabilnih i nestabilnih molekula u raznim otapalima, §to ima primjenu u
fizikalno-organskoj kemiji, organskoj sintezi i biokemiji (Tsai, 2002; Reichardt i Welton,
2011).

Otapalo se u racunalnoj kemiji modelira na dva nacina: implicitno i eksplicitno. Moderni
implicitni modeli otapala, koji se temelje na parametrizaciji, vrlo su brzi i to¢ni u slucaju
stabilnih nenabijenih otapala, no ne mogu opisati usmjerene interakcije poput vodikovih veza
(Ho i Coote, 2011). Metode implicitnog otapala moraju biti samouskladene, pa se nazivaju i
SCRF (engl. Self-Consistent Reaction Field). S druge strane, eksplicitni modeli izravno
ukljuéuju molekule otapala u sustav, koristeéi istu ili nizu razini teorije od one upotrjebljene
za otapalo. To im omogucéava to¢niji opis nestabilnih sustava, ali i mogucnost opisa utjecaja
otapala s mehanistickog aspekta. U tom smislu, eksplicitni modeli otapala daleko su korisniji
alat od implicitnih, c¢ija je upotreba uvelike ogranicena na replikaciju poznatih,

eksperimentalnih rezultata i na reakcije u kojima otapalo ne igra vaznu ulogu.
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Za opis reakcijskog medija u kojem se reakcija odvija, koriste se metode za izraCunavanje
solvatacijskih efekata. U tu se svrhu koristi SCRF metoda. U metodi samouskladenog polja
preturbira se valna funkcija elektrona dok se ostale valne funkcije drzi fiksnim te se tako
racuna energija sustava. Ovim principom se optimiziraju valne funkcije molekulskih orbitala
te se raunaju njihove energije. Ukupna elektronska energija sustava jednaka je zbroju

energija svih orbitala.

Najpoznatija metoda za modeliranje efekata otapala je model polarizabilnog kontinuuma,
PCM (engl. Polarizable continuum model) (Miertus i sur., 1981). Postoje dva tipa PCM
modela: dielektri¢cni, DPCM (engl. DielectricPCM) i provodni CPCM (engl. Conductor-like)
model. DPCM tretira kontinuirano otapalo kao polarizirani dielektrik, a CPCM kao sredstvo

konstantne permitivnosti.

Gibbsove slobodne energije odredene su primjenom CPCM (engl. Conductor-like Plarisable
Contunuum Model) modela i skaliraju¢eg faktora zadane vrijednosti na 1,1 u Gaussian09 za
sve atome (B3LYP/6-31+G(d,p)//B3LYP/6-31G(d) razina) (Cossi i sur., 2002; Barone i
Cossi, 1998; Barone i sur., 1997). Koristeni su UFF (engl. Universal Force Field) parametri
radijusa solvatacijskih Supljina oko lakih i teskih atoma. Relativna permitivnost (¢) otapala za

DMF (N,N-dimetilformamid) iznosi 37.22.

Konstante zasjenjenja (o) su izracunate B3LYP funkcionalom za CPCM/B3LYP/6-31G(d)
geometrije optimizirane za dimetilsulfoksid (DMSO, & = 46.83), koriste¢i GIAO (engl. gauge
including atomic orbitals) prosiren s Wachter baznim skupom za zeljezo (8s7p4d) te 6-
311G(d,p) za sve ostale atome. Kemijski su pomaci izraZzeni u odnosu na tetrametilsilan
(TMS, Si(CHs)a) pri éemu konstante zasjenjenja za 3C i 'H iznose 181.29 te 31.86. Takoder
se kao referentni signal koristio i ferocen kod kojeg su konstante zasjenjenja za >'Fe, **C i 'H
iznosile -5299.35, 110.33 i 28.11, koriste¢i eksperimentalno dobivenu vrijednost kemijskog
pomaka & (*’Fe) od ferocena (1532 ppm). Sve su vrijednosti odredene za najstabilnije

konformere kod Boltzmannove konstante, temperature i tlaka.

Eksperimentalne vrijednosti *C NMR kemijskin pomaka u DMSO-ds usporedene su s
teorijskim vrijednostima dobivenima pomoc¢u GIAO racuna. Dobro slaganje eksperimentalnih

s teorijski izraGunatim kemijskim pomacima omogucuje pravilnu asignaciju NMR spektara.

Kako bi se odredio entropijski efekt zbog prisutnosti molekula otapala oko otopljene tvari
moze se koristiti model celije kojeg su razvili Adura i suradnici (Adura i sur., 2005). Ovaj

model je predloZzen kako bi se eksplicitno procijenio efekt gubitka translacijskih stupnjeva

23



slobode u otopini na Gibbsovu energiju aktivacije biomolekulskih (ili vise molekulskih)
reakcija. Pokazano je da standardna implementacija modela kontinuuma nije dovoljna za
adekvatnu procjenu povecanja Gibbsove energije koja odgovara smanjenju translacijskog
kretanja specija duz reakcijske koordinate pri prelasku iz plinovite faze u otopinu. Pri
prijelazu iz plinovitog u tekuce stanje pokazano je da primjena CPCM modela nije
odgovaraju¢a za procjenu promjene Gibbsove energije koja odgovara smanjenju
translacijskog gibanja. Razlika AAGso izmedu dviju Gibbsovih energija AG¥sol i AGsol za

reakcije A + B — A-B iznosi
AAGsol = AG*so1 - AGsol = RT In[(Ve(A)Ve(B)/Ve(A-B)] — RT In [ksT/p]

gdje v¢ odgovara volumenu solvatacijske Supljine, ks, T i p odgovaraju Boltzmannovoj
konstanti, temperaturi i tlaku. Volumen modela radijusa za svaki spoj dobiven je CPCM

izracunom.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Za pripremu N1-ferocenoil supstituiranih nukleobaza uracila, timina ili 5-fluorouracila
koriSteni su K>COs (kalijev karbonat), TEA (trietilamin) te NaH (natrijev hidrid) za
deprotonaciju pirimidina. Priprava pirimidinskih baza u anionskom obliku s KoCOsi s TEA
dala je slabije rezultate, tj. manje iskoriStenje 1 smanjen stupanj regioselektivnosti.
Koristenjem NaH kao baze za deprotonaciju, dobiveni su isklju¢ivo N1-izomeri. Kiselost
protona (pKa) na N1- i N3- polozaju uracila (ili timina) je sli¢na ( Zhachkina i Lee, 2009;
Verdolino i sur., 2008; Kurinovich i Lee, 2000), te se time ne moZe objasniti uocena
regioselekivnost reakcije. Koristenjem NMR spektroskopije i kvantno - kemijskih racuna
objasnjen je mehanizam te regioselektivnost reakcije izmedu deprotoniranih nukleobaza i

ferocenoil klorida (ili ferocenoil etil karbonata).

6
R=H, CHs, F X = Cl, OCOOCH,CH3
NaH/DMF
25'C
o)
R

HN |
g’y SR

H Fe

N3 N1

Slika 10. Regioselektivno N1-aciliranje pirimidinske nukleobaze 6 (uracil, R = H; timin, R =
CHs; 5-fluorouracil, R = F) s ferocenoil kloridom (X = Cl) ili ferocenoil etil karbonatom (X =
COOCH2CH?3)
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Obje su reakcije 6 — 7n1 1 6 — 7n3 (vidi Sliku 10, gdje je R = H, CHs ili F) egzergone
(Tablica 1). Izra¢unate Gibbsove slobodne energije (AGr) za obje reakcije supstitucije (na N1-
I N3-polozaju nukleobaze) iznose izmedu -50 i -120 kJ/mol. Za svaku reakciju locirano je
nekoliko konformera produkata, a ovdje se razmatraju samo najstabilniji. U slucaju reakcije
acetilklorida i nukleobaza, izracunata energija Nl-produkata je niZza od energije N3-
acetiliranih produkata (Tablica 1). Medutim, u reakcijama benzoil klorida, odnosno ferocenoil
klorida i nukleobaza, stabilnost N1- i N3-izomera je vrlo sli¢na pa proizlazi da je formiranje
produkata, u dvije razli¢ite reakcije, priblizno izoenergetski proces (AAGr = 0,7 kd/mol, za
reakciju uracila s FcCOCI). Stoga se eksperimentalno uocena regioselektivnost ne moze
objasniti na temelju razlika u stabilnosti produkata (reakcije nisu termodinamicki
kontrolirane). Regioselektivnost reakcija je kineticki regulirana, odnosno odredena je

relativnom razlikom izmedu aktivacijskih barijera za reakcije N1- i N3-aciliranja.
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Tablica 1. Relativna® Gibbsova energija (AG) i aktivacijska barijera (AG*) (u kd/mol na

298,15 K) za reakcije deprotoniranih nukleobaza (N1- i N3- polozaj) i acil klorida
(CPCM/UFF//B3LYP/6-31+G(d,p)/SDD metodom)®

reakcija aciliranja na

pirimidinskom

baza
uracil timin 5-fluorouracil

AGy AG* AG AG* AGy AG?

prstenu
baza + N1 -116.4 394 -1064 632 -893 755
MeCOCI N3 -951 783 -834 1045 -654 933
N1 -984 551 -840 803 -66.0  77.2
baza + PhCOCI
N3 -951 967 -862 1245 -67.9 1158
N1 -843 878 -714 921 -534 976
baza + FcCOCI
N3 -836 1349 -69.1 1640 -50.9 1539

4Kao nulta vrijednost uzet je zbroj vrijednosti energija za N1-deprotoniranu bazu i acil klorid

b Sve geometrije su optimizirane na B3LYP/6-31G(d) razini, a solvatacijski efekti izra¢unati

su za DMF (g = 37,22)
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Slika 11. Prikaz *H NMR spektra (400 MHz) reakcijske smjese (timin/NaH+FcCOCI u DMF-
u). U gornjem lijevom kutu, prikazan je °F NMR spektar reakcijske smjese (5-
FU/NaH+FcCOCI u DMF-u). Svi spektri su izmjereni u DMSO-ds na 25°C.

13C NMR spektri acil-supstituiranih uracila i timina pokazuju da se N1- i N3-acilirani izomeri
mogu razlikovati na temelju kemijskih pomaka za odgovaraju¢e C5 ugljikove atome (FOX i
sur., 2004). Uvodenjem benzilne skupine na N1-polozaj vrijednost kemijskog pomaka za C5
atom je za oko 3 ppm vecéa (pomaknuta u nize magnetsko polje) od odgovarajuéeg signala u
pocetnoj strukturi nukleobaze (timin, uracil). No, takva razlika u kemijskim pomacima nije
uoCena uvodenjem benzoila na N3-polozaju (Cruickshank i sur., 1984). U naSem slucaju,
reakcija izmedu uracila/timina s FcCOCI rezultira produktom u kojem je C5 signal takoder
pomaknut za oko 3 ppm u nize magnetsko polje u odnosu na odgovaraju¢i signal kod
reaktanata. Stoga je reakcija uvodenja ferocenoilne skupine, popra¢ena s pomakom C5 signala

u nize magnetsko polje, $to je karakteristicno za supstituciju na N1-polozaju.
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Slika 12. Prijelazno stanje TSn1 1 TSns za reakciju izmedu N1- i N3- deprotoniranog uracila s
ferocenoil kloridom (FcCOCI), dobivena kvantno - kemijskim izraCunom pomoc¢u B3LYP/6-

31G(d) metode. Udaljenosti su izraZzene u angstremima.

U kvantno - kemijskom istrazivanju mehanizma reakcije pirimidinskih baza s ferocenoil
kloridom koristena je B3LYP metoda. Stacionarne tocke locirane su na plohi potencijalne
energije i odredene kao minimumi (NImag = 0 ) ili maksimumi (NImag = 1 ). Locirano je
samo jedno prijelazno stanje (TSwni, Slika 12) za reakciju N21-deprotoniranog uracila i
ferocenoil klorida (potvrdeno IRC tehnikom) koje ukazuje na uskladen Sn2-tip mehanizma
reakcije. Isti mehanizam vrijedi za reakciju N3-deprotoniranog uracila (6n3, R = H) i
ferocenoil klorida, za koju je takoder locirano samo jedno prijelazno stanje (TSns, Slika 12).
Ni u jednom slu€aju nije pronaden tetraedarski meduprodukt koji je inace karakteristiCan za

mehanizam nukleofilne adicije, odnosno eliminacije.

Procesi stvaranja N-C veze i kidanja C-Cl veze odvijaju se simultano, tj. u jednom
reakcijskom koraku. To je u skladu s ranijim teorijskim i eksperimentalnim istrazivanjima
koja su potvrdila da se nukleofilna adicija na karbonilnu skupinu kiselinskih Kklorida odvija
uskladenim SN2 mehanizmom (bez tetraecdarskog meduprodukta) (Ruff i Farkas, 2011,
Bentley i sur., 1996; Cruickshank i sur., 1984).
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Mehanizam reakcije 6 — 7 jednak je u reakcijama ostalih pirimidinskih baza, timina (6n1, R =
CHa) i 5-fluorouracila (6n1, R = F), $to je potkrijepljeno racunalnim rezultatima. Medutim,
ukoliko se u strukturi aciliraju¢eg agensa nalazi slaba izlazna skupina, mehanizam se reakcije
odvija u dva koraka. Prema izraGunima dobiven je tetraedarski meduprodukt u reakcijama
uracila s ferocenilnim esterom (FCCOOCHSzs), odnosno s ferocen karboksilnom kiselinom
(FcCOOH). Dobiveni podaci za te reakcije ukazuju na stupnjeviti mehanizam, koji ukljucuje
tetraedarski meduprodukt, §to je takoder u skladu s eksperimentalnim rezultatima za

»Kklasi¢nu‘ nukleofilnu supstituciju na karbonilnoj skupini.

Razmotrena je regioselektivnost reakcija pirimidinskih nukleobaza s ferocenoil kloridom.
Literaturni podaci o regioselektivnom aciliranju uracila i timina vrlo su rijetki (Rad i sur.,
2014; Lahsasni, 2013). Vecina reakcija nezasticenih uracilnih, odnosno timinskih derivata sa
supstratima za aciliranje (acilkloridi, esteri, anhidridi) daje smjesu N1- i N3- produkata
(Kametani i sur., 1980). Polozaj supstitucije na duSikovom atomu 0Visi 0 temperaturi reakcije,
baznom katalizatoru i koriStenom supstratu za aciliranje (Ardura i sur., 2005; Novacek i

Hedrlin, 1967).

U ovom je slucaju spektroskopskim mjerenjima reakcije timina s ferocenoil kloridom
dokazano formiranje samo jednog produkta. Kinetika same reakcije mjerena je tako da je *H
NMR spektar alikvota reakcijske smjese (0,2 mL) snimljen (u DMSO-ds) u odredenim
vremenskim intervalima. U podrucju spektra 4-5 ppm uocéeno je nestajanje signala reaktanta
(protoni ferocenskog prstena) i nastajanje novih signala produkta. Prema detaljnoj analizi H,
13C i 2D NOESY NMR spektara dobivenih produkata, moze se zakljuéiti da je nastao samo
N1- supstituirani produkt.

Isti zakljutak proizlazi iz °F NMR spektra reakcije 5-fluorouracila i ferocenoil klorida.
Signal deprotoniranog 5-fluorouracila ( -178.3 ppm) postepeno nestaje, dok nastaje novi
signal spektra na -166 ppm. Dobiveni produkt, kao N1-izomer, potkrijepljen je 2D NMR
spektrom (7n1, R=F)
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Slika 13. Energijski profil (B3LYP/6-31+G(d,p) + AGsolv) reakcije deprotoniranog uracila
(N1- i N3-polozaj) strukturnih analoga acilklorida (R' = CHs, Ph, Fc)

Kvantno - kemijskim ra¢unima (B3LYP/6-31+G(d,p) razina), kod reakcija ferocenoil klorida
s atomom dusika na N1-polozaju, proizlazi da je Gibbsova aktivacijska energija reakcije na
N3-polozaju za 40 kJ/mol visa od barijere reakcije na N1-polozaju. To znaci da je reakcija na
N1-polozaju brza od paralelne reakcije na N3-polozaju. Izraunata energija N1-ferocenoil
supstituiranog uracila (7n1, R' = Fc) sli¢na je energiji N3-supstituiranog izomera (7n3, R' =
Fc). Prema tome, reakcija N1-aciliranja 6n1 — 7n1 je kineticki, ali ne i termodinamicki
povoljnija. Ra¢unalnim metodama dobiveno je da su energijske barijere reakcija supstitucije
acil klorida, benzoil klorida (R = Ph) i acetil klorida (R" = CHs), na N1-polozaju
pirimidinskih baza manje od odgovarajucih barijera reakcija na N3-polozaju (Slika 13). To
potvrduje da je reakcija izmedu ferocenoil klorida i deprotonirane pirimidinske baze kineticki

kontrolirana.

31



Tablica 2. Eksperimentalni? i izra¢unati NMR (GIAO-CPCM/UFF//B3LYP/6-
311G(d,p)//B3LYP/6-31G(d)/Wachter-f metoda)® kemijski pomaci za C5 signal (za atom

zeljeza, gdje je to moguce) u pirimidinskim bazama i njihovim N1- i N3- aciliranim

derivatima (Bz=benzoil, Fc=ferocenoil)

C5 C5 Fe
Sexp (Bcalc)®  Adexp (Adcaic)? | Scalc
Uracil 101.1 (101.8) - -
N1-Bz-uracil 103.7 (105.0)  +2.6 (+3.2) | -
N3-Bz-uracil 100.1 (102.2) -1.0 (+0.4) -
N1-Fc-uracil 102.9 (104.0)  +1.8 (+2.2) | 1970.4
N3-Fc-uracil n.a. (102.3) n.a. (+0.5) | 1984.8
Thymine 107.8 (111.6) - -
N1-Bz-thymine 111.5 (115.4) +3.7 (+3.8) -
N3-Bz-thymine 107.9 (112.2) +0.1 (+0.6) -
N1-Fc-thymine 111.6 (114.6)  +3.8 (+3.0) | 1919.0
N3-Fc-thymine n.a. (112.1) n.a. (+0.5) | 1935.8
5-Fluorouracil 139.9 (146.1) - -
N1-Fc-5-fluorouracil | 140.1 (147.2) +0.2 (+1.1) | 19355
N3-Fc-5-fluorouracil | n. a. (145.9) n.a. (-0.2) | 1952.9

2 Eksperimentalni NMR spektri mjereni su u DMSO-ds. Geometrijska optimizacija struktura

i kemijski pomaci izra¢unati su u otapalu DMSO-ds. ¢ **C kemijski pomaci ugljikovih atoma

(u ppm) u odnosu na tetrametilsilan (TMS; 0 ppm) i °’Fe kemijski pomaci u odnosu na

ferocen (1532 ppm) ¢ Razlika kemijskih pomaka za C5 signale dcs(acilirane baze)-8cs(baze)
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Dobivene eksperimentalne podatke potkrijepili smo GIAO-NMR izra¢unima za N1- i N3-
supstituirane strukture te pripadajué¢e pirimidinske baze (uracil i timin). Izradunata razlika
kemijskih pomaka izmedu C5 signala uracila (8caic = 101.8 ppm) i N1-benzoil uracila (Scaic =
105.8 ppm) iznosi 3.2 ppm S§to se podudara s izmjerenim podacima. Nema znacajnije razlike
za C5 kemijske pomake usporedbom uracila i N3-benzoil supstituiranog uracila (8caic = 102.2
ppm). Sli¢no je uoceno i kod timina i njegovih N1-, odnosno N3-benzoil supstituiranih
derivata (Tablica 2). Ovi podaci pokazuju da je razlikovanje N1- od N3-aciliranih produkata

moguce provesti 3C NMR spektroskopijom.

Eksperimentalnim mjerenjima i teorijskim izracunima pokazano je da nema znacajnijih
razlika za kemijske pomake C5 signala kod 5-FU i N1-ferocenoil supstituiranom 5-FU, §to se
takoder slaze s ranijim NMR istrazivanjima (Abdrakhimova i sur., 2014). Medutim, NMR
analizom reakcijske smjese utvrdeno je da regioselektivnost reakcije 5-FU i FCCOCI (Slika

10) slijedi isti obrazac kao $to je opisano za uracil i timin.

lako NMR spektar za °'Fe jezgru ima veliki raspon kemijskih pomaka (nekoliko tisuéa ppm!),
a te vrijednosti mogu biti vrlo osjetljive na male promjene u geometriji (Lapi¢ i sur., 2010;
Sarié i sur., 2008; Wrackmeyer i sur., 2004; Biihl i sur., 2002), izradunata razlika od 18 ppm
(Tablica 2) izmedu ’Fe NMR kemijskih pomaka u N1- i N3-ferocenoil nukleobaza je
relativno vrlo mala. To upuéuje da °>’Fe NMR spektroskopija nije dovoljno osjetljiva metoda

za odredivanje polozaja supstitucije ferocena na pirimidinskim bazama.
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Slika 14. Prikaz NOESY korelacija izmedu odredenih vodikovih atoma N1-ferocenoil timina

7b.

Tehnika NOESY (engl. Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy) temelji se na prostornoj

sprezi spinova. Tom se tehnikom dobivaju informacije o prostornoj udaljenosti jezgara sto

omogucuje odredivanje konformacije i trodimenzijske strukture spojeva u otopini.
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7bns

Slika 15. Najstabilniji N1- i N3-suptituirani produkti optimizirani B3LYP/6-31G(d) metodom
za reakcije timina i ferocenoil klorida (FcCOCI). Strelice pokazuju *H-*H NOESY korelacije

za odredene vodikove jezgre u 7bni, a brojevi prikazuju udaljenosti medu atomima (A).
Iscrtkanim linijama naznacene su udaljenosti (A) izmedu vodikovih atoma na C6 i odredenih

ferocenskih protona u 7bns (koji su od njega udaljeni vise od 5 A)

Koristena je H-'H NOESY tehnika za lociranje C5 signala N1- aciliranih pirimidinskih
nukleobaza (priblizno 3 ppm u odnosu na nesupstituirane nukleobaze). Kod N1-ferocenoil
timina (7bni, Slika 15), NOESY eksperimentom (Slika 14) su dobiveni krizni signali
prostorno bliskih vodikovih atoma nukleobaze (C6 protona i metilne skupine) i vodikovih
atoma na ferocenskoj jezgri (sve udaljenosti iznose priblizno 2.5 A). Ne postoji krizna
relaksacija izmedu odgovarajucih vodikovih atoma u N3-izomeru 7bns, jer su sve udaljenosti
izmedu tih vodikovih atoma veée od 5 A. Istim su postupkom dobiveni krizni signali za uracil
i 5-fluorouracil izmedu C6-H i protona ferocena na odgovaraju¢em 2D NOESY spektru.
Detaljna analiza H i 3C spektara te dvodimenzijskih NOESY spektara potvrduje da u reakciji
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deprotoniranih nukleobaza (koriste¢i NaH kao deprotonirajuci agens) i ferocenoil Klorida u

DMF-u nastaju iskljuc¢ivo N1-ferocenoilni produkti.
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5. ZAKLJUCCI

Pripremeljeni su N1-ferocenski derivati nukleobaza (uracila, timina i 5-fluorouracila). U
sintetskoj proceduri u kojoj kao produkti nastaju iskljucivo N1-izomeri nije potrebno provesti
kemijsku zastitu na N3-polozaju pirimidinskih baza. Koristeno je nekoliko reagenasa za
deprotoniranje pirimidinskih baza (K2COs, TEA i NaH), no jedino je natrijev hidrid (NaH)

prikladan za reakciju regioselektivnog aciliranja na N1-polozaju.

Prikazani su 1D i 2D NMR spektri kojima se potvrduje N1-aciliranje pirimidinskih baza.
Mijerenja reakcijskin promjena provedena H i ®F NMR spektroskopijom ukazuju na
formiranje samo jednog produkta. Struktura produkta i polozaj supstitucije potvrdeni su *C
NMR spektroskopijom i dvodimenzijskim NOESY spektrima u kojima je nedvojbeno
identificiran isklju¢ivo N1-regioizomer. Prema tome, eksperimentalna analiza NMR podataka
povezana s GIAO-NMR izra¢unima dobra je metoda kod razlikovanja N1- od N3-aciliranih

produkata.

Za interpretaciju i obja$njenje uocene regioselektivnosti reakcija, provedena je komparativna
analiza kiselosti protona na N1- i N3- polozaju nukleobaza, termokemijskih podataka o
produktima reakcija (7n1 1 7n3), te energijskih barijera za dvije paralelne reakcije (6 — 7n1 i 6
— 7n3). Otkriveno je da jedino Kineticki faktori upravljaju regioselektivno$éu istrazivanih
reakcija. Prijelazna stanja za reakciju aciliranja na N1-polozaju (TSn1) zantno su stabilnija
(>45 kJ/mol) od odgovarajucih prijelaznih stanja za formiranje N3-izomera (TSns). Prema
izratunima na B3LYP/6-31+G(d,p)//B3LYP/6-31G(d) razini, za reakcije pirimidinskih
nukleobaza i ferocenoil klorida vrijedi uskladeni Sn2-mehanizam. Nukleofilni napad
deprotonirane baze na karbonilnu skupinu ferocenoil klorida odvija se u jednom koraku §to

upucuje da u istraZivanim reakcijama ne sudjeluje ,,klasi¢an‘ tetraedarski meduprodukt.
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7. SAZETAK

Valentina Havai¢: Eksperimentalno i kvantno - kemijsko istrazivanje regioselektivnog
aciliranja ferocenoilnih derivata nukleobaza

Ferocenoilna skupina je selektivno uvedena na N1-polozaj pirimidinskog prstena uracila,
timina i 5-fluorouracila. Deprotonirane pirimidinske nukleobaze reagiraju s ferocenoil
kloridom (FcCOCI) ili ferocenoil etil karbonatom (FCCOOCOEL) u prisutnosti natrij hidrida
(NaH) u dimetilformamidu (DMF). Regioselektivnost reakcija analizirana je NMR
spektroskopijom i kvantno - kemijskim ra¢unima. *H i 1°F NMR spektri reakcijskih smjesa te
13C NMR i 2D NOESY spektri produkata potvrduju stvaranje isklju¢ivo N1-izomera.
Izracunata energijska barijera za aciliranje N3-polozaja znacajno je visa (> 40 kJ/mol) od
odgovarajuce barijere za N1-aciliranje, $to upucuje na kineticku kontrolu reakcije supstitucije
na N1-polozaju. Nukleofilna supstitucija na karbonilnoj skupini ferocenoil klorida odvija se

prema uskladenom Sn2 mehanizmu bez tetraedarskog meduprodukta.
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8. SUMMARY

Valentina Havai¢: Experimental and quantum - chemical study of regioselective acylation

ferrocenoyl-substituted nucleobases

Uracil, thymine, and 5-fluorouracil (5-FU) have been ferrocenoylated selectively at N1-
position. Deprotonated pyrimidine nucleobases, prepared by sodium hydride (NaH) in
dimethylformamide (DMF), reacted with ferrocenoylchloride (FCCOCI), or ferrocenoyl ethyl
carbonate (FCCOOCOEt), in DMF to obtain a single product. Regioselectivity of these
reactions have been analyzed in details by NMR spectroscopy and quantum - chemical
calculations. *H and °F NMR spectra of reaction mixtures, and 3C NMR and 2D NOESY
spectra of products, confirm the formation of the N1-isomer only. The calculated energy
barrier for acetylation at N3-position is significantly higher (> 40 kJ/mol), which suggests that
the analogous reaction at N1-position is kinetically controlled. The nucleophilic addition of
pyrimidine base to the carbonyl group of FcCOCI proceeds by a concerted Sn2-like

mechanism with the absence of the generally assumed tetrahedral intermediate.
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