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1. UvOD
1.1. ORGANOMETALNA KEMIJA

Organometalna kemija je grana kemije koja izuava kemijske spojeve u kojima postoji
veza izmedu atoma ugljika iz organske molekule i metala, pri cemu metali mogu biti alkalijski,
zemno-alkalijski ili prijelazni metali. Razvoj ove grane uvelike je potaknut otkricem ferocena
1951. godine (Kealy i Pauson, 1951.) Osim ferocena, ¢esto su spominjani i trimetilaluminij,
dimetilcink te kobaltocen. Organometalni spojevi rijetko su prisutni u prirodi 1 Zivim
organizmima, a iznimka je vitamin Bio, poznatiji kao kobalamin. Danas je, pogotovo za
biomedicinsko podrucje, organometalna kemija postala vrlo zanimljivim podru¢jem.
Organometalni derivati odredenih farmaceutika ili molekula prirodno prisutnih u ljudskom
organizmu pokazuju primjenu u vidu antitumorskih, antibakterijskih i antifungalnih lijekova te

biosenzora i dijagnostickih alata (Fish 1 Jaouen, 2003).

1.1.1. FEROCEN

Ferocen je organometalni spoj ¢ija je molekulska formula FeCioH1o. Kod ferocena je
atom zeljeza smjesten u ,,sendvi¢” izmedu dvaju ciklopentadienskih prstena ¢iji su atomi svi
jednako nezasi¢eni (Slika 1.). Jednaka nezasi¢enost ugljikovih atoma u ciklopentadienilnim
anionima upucuje na to da ove strukture s ionom zeljeza tvore simetricne kovalentne veze
(Wilkinson i sur., 1952). Pretpostavke o ekvivalentnim C-H vezama u ciklopentadienilnim
dijelovima strukture potvrdene su IR apsorpcijskim spektrom molekule ferocena koji sadrzi
jednu o$tru vrpcu na 3077 cm™. Sve C-C veze u molekuli ferocena iste su duljine, a atom Zeljeza

jednako je udaljen od svih 10 atoma ugljika iz ciklopentadienilnih prstena.

Ferocen je spoj zute do naran¢aste boje, otapa se u organskim otapalima poput alkohola,
etera i benzena. Ne otapa se u vodi, 10%-noj otopini natrijeva hidroksida niti u vruéoj
koncentriranoj klorovodi¢noj kiselini te je stabilan na zraku. Tocka talista ferocena je 173,0°C
—174,0°C, a prilikom taljenja ne dolazi do raspadanja spoja. Na temperaturama vi§im od 100°C
ferocen sublimira, takoder bez razgradnje spoja. Zbog svojih aromatskih svojstava, ferocen
podlijeZe slicnim kemijskim reakcijama kao benzen, a to su elektrofilne reakcije poput Friedel-

Craftsove alkilacije te acilacije. (Rausch i sur., 1957; Miller i sur., 1952).



Difrakcijom rendgenskih zraka odredena je i kristalna struktura ferocena, kojom je
ponovno potvrdeno kako je molekula centrosimetri¢na, a u njezinu se srediStu nalazi atom
zeljeza. Ferocen karakterizira monoklinska kristalna resetka koja je bazno centrirana. U
jedini¢noj ¢eliji smjestene su dvije molekule ferocena, odnosno dva atoma zeljeza (Eiland i
Pepinsky, 1952). Ferocen je spoj ¢ija se primjena istrazuje u nizu razli¢itih podruéja: katalizi
kemijskih reakcija, bio-organometalnoj kemiji, procesima prijenosa elektrona u elektrokemiji,
sintezi organskih spojeva i polimera, biokemiji te razvoju novih lijekova. Siguran je za primjenu

jer se s njime ne povezuju nikakvi Stetni u¢inci po zdravlje 1 okoli§ (Kumar 1 sur., 2019).
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Slika 1. Strukturni prikaz molekule ferocena (FeC1oH1o).

1.2. NUKLEOBAZE

Nukleinske kiseline medu najvaznijim su makromolekulama u ljudskom organizmu.
Linearni su polimeri izgradeni od medusobno sli¢nih monomera nukleotida. Svaki se nukleotid
sastoji od $ecerne komponente, fosfata te jedne od &etiriju nukleobaza. Cetiri nukleobaze koje
izgraduju DNA su purinske baze adenin i gvanin te pirimidinske baze citozin i timin (Slike 2. i
3.). RNA umjesto timina u svojoj gradi sadrzi uracil, koji je takoder pirimidinska baza (Berg i

sur., 2013).
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Slika 2. Strukturni prikaz pirimidinske (lijevo) i purinske baze (desno) (Berg i sur., 2013).



Nukleobaze su planarni aromatski heterociklicki sustavi (Clowney i sur., 1996). Njihova
planarnost bitna je za odrzavanje DNA u strukturi dvostruke uzvojnice ¢iju okosnicu ¢ini niz
Se¢era medusobno povezanih fosfodiesterskim mostovima, a u srediStu uzvojnice nalaze se
specificno povezani parovi nukleobaza. Specificne parove nukleobaza u dvostrukoj uzvojnici
DNA, poznatije kao Watson-Crickove bazne parove, ¢ine adenin i timin koji se medusobno
povezuju dvama vodikovim vezama te gvanin i citozin koji tvore tri vodikove veze (Berg i sur.,
2013). U ovom ¢e radu biti obradena pregradnja ferocenoilnih derivata purina sa razli¢itim

supstituentima na C6-atomu heterociklickog prstena.
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Slika 3. Strukturni prikaz nukleobaza: a) purinske baze (adenin lijevo, gvanin desno); b)

pirimidinske baze (citozin lijevo, timin u sredini, uracil desno).

1.2.1. DERIVATI PURINSKIH NUKLEOBAZA U FARMACIJI

Derivati nukleobaza vrlo su Cesto prisutni kao lijekovi za veci broj razli€itih bolesti.

Najzastupljeniji su medu antiviroticima i citostaticima.

U terapiji virusnih infekcija, derivati purinskih baza mogu se koristiti za infekcije koje
uzrokuju DNA i RNA virusi. U terapiji herpes simpleksa 1 i 2 te varicella zoster virusa koriste
se aciklovir te njegovi prolijekovi valaciklovir, ganciklovir, desciklovir i penciklovir. Navedeni
lijekovi su inhibitori DNA-polimeraze zato §to su strukturno sli¢ni nukleotidu deoksigvanozin-

trifosfatu te se kao supstrati DNA-polimeraze ugraduju u rastu¢i lanac nukleinske kiseline, ali



zbog nekompletnog Secera prekidaju daljnji rast lanca. Didanozin i tenofovir dizoproksil su
nukleozidni inhibitori reverzne transkriptaze te se koriste u terapiji infekcije HIV-om. S
obzirom na to da su nukleozidni inibitori, prolijekovi su te se nakon apsorpcije u organizmu
aktiviraju trima uzastopni fosforilacijama. Reverzna transkriptaza virusa HIV-a je RNA-ovisna
DNA-polimeraza, zbog ¢ega je za lijekove koji djeluju na nju bitno da su selektivni prema
virusnoj DNA-polimerazi te da ne interferiraju s aktivnosti humane DNA-polimeraze.
Nukleozidni inhibitori reverzne transkriptaze djeluju na HIV-1 i HIV-2 viruse te se dobro
apsorbiraju i primjenjuju peroralno, ali zbog afiniteta prema ljudskim enzimima imaju brojne

nuspojave.

Citostatici koji su analozi purina takoder djeluju na DNA-polimerazu te se uglavnom
koriste u terapiji razli¢itih tipova leukemija. U ovoj skupini lijekova prevladavaju analozi
deoksiadenozina, a princip djelovanja sli¢an je kao kod ranije opisanih antivirusnih lijekova,
ali u ovom slucaju djelovanje je usmjereno na humane enzime u tumorskim stanicama.
Naravno, apsolutnu selektivnost prema tumorskim stanicama gotovo je nemoguce postici pa i
ovi lijekovi imaju Sirok profil nuspojava, kao i ve¢ina kemoterapeutika. Klofarabin, fludarabin
i kladribin su derivati deoksiadenozina, dok je nelarabin derivat deoksigvanozina. Oni su
takoder prolijekovi koji se u organizmu prevode u aktivne trifosfate, a nakon aktivacije mogu
djelovati kao kompetitivni inhibitori DNA-polimeraze ili se ugraditi u DNA i sprijeéiti njezinu
daljnju sintezu te replikaciju. Citostatici su i antagonisti purina: azatioprin, 6-merkaptopurin i
6-tiogvanin. Njihovi su aktivni oblici monofosfati koji djeluju kao inhibitori sinteze purina te
trifosfati koji nakon ugradnje u DNA ili RNA molekule u stanici dovode do apoptoze (Nastavni

materijali iz kolegija Farmaceutska kemija 1, 2017./2018.).

Alopurinol, lijek koji se koristi u terapiji gihta, izomer je hipoksantina koji je takoder
purinska baza. Giht karakterizira nakupljanje kristala mokraéne kiseline u zglobovima.
Mokrac¢na kiselina nastaje kao produkt metabolizma purinskih baza, a njezin nastanak katalizira
enzim ksantin-oksidoreduktaza. Alopurinol je kompetitivni inhibitor ksantin-oksidoreduktaze,
a oksipurinol koji nastaje kao metabolit alopurinola u toj reakciji je nekompetitivni inhibitor
ksantin-oksidoreduktaze (Rendié¢ i Medi¢-Sari¢, 2013).



1.3. KONJUGATI FEROCENA I NUKLEINSKIH BAZA
Ferocenski konjugati nukleobaza trenutno privlace mnogo paznje kao molekule novih
svojstava 1 mozebitno Siroke primjenjivosti U brojnim granama biologije, farmaciji,

elektrokemiji, razvoju novih materijala i slicnim (Kowalski, 2016).

Mozda najzanimljivije podru¢je od interesa u istrazivanju ferocenskih konjugata
nukleinskih baza su ksenonukleinske kiseline (XNA). XNA oznacava nukleinske kiseline koje
ne postoje u prirodi 1 Ciji su uobiCajeni Seceri zamijenjeni alternativnom Secernom
komponentom ili nekim spojem koji nije Secer. Proucavaju se brojne alternative D-
(deoksi)riboze inace prisutne u DNA 1 RNA, a mogu se podijeliti u dvije skupine: organski 1
organometalni spojevi. Ferocen je, zbog njegove redoks aktivnosti, jedna od istraziva¢ima
istrazivanjem i boljim razumijevanjem XNA moglo podrobnije istraziti pohranu i procesuiranje

genetske informacije, ali i podrijetlo zivota na Zemlji (Kowalski i sur., 2018).

Nukleinske baze tvore Watson-Crickove baze parove vodikovim vezama te m-m i
hidrofobnim interakcijama. Kada se tome dodaju molekule ferocena koje zamjenjuju Secerne
komponente inace prisutne u nukleotidima, ovakvi konjugati postaju korisni gradevni blokovi
u supramolekulskoj kemiji koja povezuje molekulsko prepoznavanje s elektrokemijom.
(Havai¢, 2017.) Elektrokemijski eksperimenti pokazuju kako je ferocen osjetljiv na elektronske
promjene u heterociklickom prstenu nukleinskih baza zbog ¢ega bi se ovakvi spojevi mogli
koristiti kao elektrokemijski markeri DNA ili lijekova koji su derivati nukleobaza, ali su u

organizmu prisutni u iznimno niskim koncentracijama (Hocek i sur., 2004).

Ranije je dokazano kako ¢e prilikom sinteze konjugata ferocena i pirimidina (uracil,
timin i 5-fluorouracil) ferocenoilna skupina (poveznica ferocena i nukleinske baze je karbonilna
skupina) nastajati isklju¢ivo N1-supstituirani produkt te nije potrebno uvoditi zastitnu skupinu
na N3-atom prilikom sinteze (Vréek i sur., 2015). U ovom radu proucavani su konjugati
purinske baze adenina i drugih purinskih derivata pri ¢emu je uoceno kako se ferocen moze
vezati na N7- i N9-atome u purinskom prstenu te se moze dogoditi pregradnja tih dvaju izomera

u polarnom organskom otapalu DMSO-u.



1.4. BIOMEDICINSKI ZNACAJ KONJUGATA FEROCENA

Polje organometalnih farmaceutika istrazuje se od 1970-ih godina kad su Kopf i Kopf —
Maier poceli istrazivati antitumorska svojstva kompleksa ciklopentadiena i prijelaznih metala.
Upravo je antitumorsko djelovanje najvise istrazivano djelovanje organometalnih farmaceutika,
ali u posljednjih se nekoliko godina sve vise istrazuju i drugi terapijski u€inci (Dyson i sur.,
2004). Mnogi konjugati ferocena pokazuju i antibakterijsko, antifungalno te antiparazitsko
djelovanje. NajceS¢e se radi o konjugatima sa spojevima koji i inace ispoljavaju odredene
bioloske uéinke koje ferocen moze pojacati ili modulirati. Takvi su primjeri citostatika
tamoksifena te ferokini (Slika 4.) (derivati klorokina i ferocena) koji imaju antiparazitsko
djelovanje. Terapijske uc¢ine pokazuju i konjugati ferocena s molekulama koje samostalno ne
ostvaruju bioloSke ucinke, ali nakon vezanja ferocena konjugati postaju bioloski aktivni

(Kowalski i sur., 2013).

Cl N

Slika 4. Strukturni prikaz ferokina, konjugata ferocena s klorokinom.

Postoji nekoliko skupina organometalnih derivata koje karakteriziraju odredena svojstva
koja ih ¢ine pogodnima za primjenu u biomedicinskom podruéju. Prva su organometalni spojevi
kod kojih je ligand vezan labilno te se iz spoja oslobodi prije no $to stigne do ciljne stanice.
Drugoj skupini pripadaju kompleksi ferocena s platinom ili zlatom, metalima koji tvore
koordinativne komplekse i za koje je od ranije poznato da posjeduju antitumorsko djelovanje.
Ferocen mozZze tvoriti konjugate i sa organskim molekulama koje se koriste kao lijekovi, za §to
su najbolji primjer ranije spomenuti ferocifen (kompleks ferocena i tamoksifena) te ferokini.
Brojne su vrste razvile rezistenciju na klorokin, ali njegovim se vezanjem u kompleks s
ferocenom njegova toksic¢nost za vrste roda Plasmodium pojacava. Ovi su spojevi najbolji
primjer znacaja organometalnih derivata u razvoju lijekova, uzimajuci u obzir ¢injenicu kako

je ferokin dosao do druge faze klini¢kih ispitivanja (Dive i Biot, 2008), dok bi ferocifen u vrlo



skoroj buduc¢nosti trebao krenuti u prvu fazu klinickih istrazivanja. VVodotopljivi organometalni
spojevi koji sadrze radioaktivne elemente potencijalni su dijagnostici i terapeutici karcinomskih
oboljenja. Kod ovakvih spojeva farmakofor je radioaktivni element, ali ucinkovitost i

selektivnost prema stanicama ovisit ¢e o dizajnu ostatka molekule (Dyson i sur., 2004).

Antitumorsko, odnosno antiproliferativno djelovanje inaCe netoksi¢nog ferocena
pokazuju njegov kation te hidroksilni radikali koji nastaju pri fizioloskim uvjetima. Postoji
mogucnost kako se nastanak hidroksilnog radikala ferocena moZze povezati s njegovim
metabolizmom. Kako je ranije navedeno, ferocen je po odredenim karakteristikama sli¢an
benzenu pa stoga 1 sli¢no metabolizira. Ferocen se hidroksilira citokrom P450 enzimima u jetri
nakon Cega podlijeze reakcijama sulfokonjugacije te glukuronidacije. Njegov je glavni
metabolit u urinu glukuronid, ali pri odredenim uvjetima moguce je da prilikom hidroksilacije
nastaju reaktivni radikali, izmedu ostalog 1 hidroksilni (Gasser i sur., 2010). Druga pretpostavka
na kojoj se temelji antitumorski potencijal ferocenskih derivata je ta da je zbog redoks aktivnosti
ferocena moguce kako se do tumorske stanice dostavlja ferocen u netoksi¢nom obliku koji se u
tumorskim stanicama oksidira u toksi¢ni ferocenski kation. Upravo na tom principu temelji Se
djelovanje ferocifena (Slika 5.) koji djeluje na invazivni karcinom dojke rezistentan na terapiju
tamoksifenom. Ferocifen uklopljen u lipidne nanokapsule pokazao je antiproliferativni ué¢inak
na stanice glioblastoma u in vivo modelima (Dyson i sur., 2012). Antiproliferativno djelovanje
ferocenskih derivata ispitano je i na konjugatima s pirazolom, podofilotoksinom te
selenoureom. Tako su neka od tih istrazivanja pokazala zavidne rezultate u terapiji karcinoma
dojke, kolorektalnog karcinoma pa ¢ak i neuroblastoma, sva su ispitivanja provedena in vitro
na kulturama stanica, zbog Cega je tesko procijeniti njihov stvarni potencijal (Kumar i sur.,
2019). Fotodinamicka terapija (PDT) i fotoaktivirana kemoterapija (PACT) takoder su podrucja
od interesa u istraZzivanju biomedicinskog znacaja organometalnih derivata (Kowalski i sur.,

2017).
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Slika 5. Strukturni prikaz ferocifena.

Smatra se kako su organometalni spojevi ¢esto potentni inhibitori enzima zahvaljujuci
atomu metala koji s aminokiselinom iz proteina moze tvoriti kovalentnu vezu i na taj nacin
snazno i dugotrajno inhibirati enzim (Gasser i Patra, 2012). Zanimljiva je Cinjenica kako su
ferocenski derivati koji inibiraju topoizomerazu II pokazali antivirusni uéinak na HIV-1.
Prethodno tome ispitani su ferocenski derivati pirimidinskih baza od kojih su samo ferocenski
derivati 3'-deoksi-3'-azidotimidina pokazali antiretroviralno djelovanje, ali znantno slabije od
onog azidotimidina koji je koriSten kao referentni lijek. Suprotno tome, ferocenski inhibitori

topoizomeraze II pokazuju uc¢inak ve¢ u nanomolarnim koncentracijama (Fouda i sur., 2007).

Postoji i niz drugih indikacija u kojima su ispitivani ferocenski derivati kao potencijalno
inovativni 1 uspjesniji terapijski sustavi. Antituberkulotsko djelovanje ferocenskih derivata
tiosemikarbazida pokazalo se znatno manje uspjeSnim od uobicajenog lijeka izoniazida (Kumar
i sur., 2019). Ispitivano je i djelovanje ferocenskih derivata na rezistentne sojeve bakterije
Staphylococcus aureus (MRSA, VRSA) te su derivati fluorouracila pokazali antibakterijsko

djelovanje na rezistentne sojeve ove Gram-pozitivne bakterije (Kowalski i sur., 2013).

Osim terapijskog znacaja, organometalni derivati, a time i1 konjugati ferocena istrazuju
se 1 u dijagnostici kao biosonde, za oznafavanje stani¢nih organela i proteina, izu€avanje

protein-protein interakcija te in vivo detekciju proteina (Gasser i Patra, 2012).



2. OBRAZLOZENJE TEME

Nukleozidi kod kojih je Seéerna komponenta zamijenjena organometalnim spojem
ferocenom u posljednjih su nekoliko godina privukli znacajan interes u biomedicinskom
podrucju. Takvi se derivati nukleinskih baza, s obzirom na to da kombiniraju redoks i biolosku
aktivnost, potencijalno mogu primijeniti kao pocetni spojevi u razvoju novih lijekova za
terapiju karcinoma te bakterijskih i virusnih infekcija, bioanaliti¢ki alati, strukturni analozi

DNA (XNA) te kao elektrokemijski senzori.

Prilikom sinteze konjugata ferocena i nukleobaza, za ¢iju je poveznicu u ovom radu
odabrana karbonilna skupina, nastaju dva produkta: N7- i N9-izomer. U polarnom organskom
otapalu (DMSO) dolazi do intramolekulske pregradnje N7-izomera u stabilniji N9-izomer, a u

ravnoteznoj su smjesi prisutna oba izomera.

N7/N9 transferocenoilacija koja je primjecena prilikom istrazivanja moze se
okarakterizirati kao reakcija intramolekulskog prijenosa acilne skupine, odnosno reakcija koja
se Cesto dogada u organizmu na makromolekulama ugljikohidratima, proteinima i lipidima.
Navedena reakcija Cesto se koristi 1 u dizajnu prolijekova te kemijskoj sintezi. Ono §to je
takoder vazno jest to da se reakcija dogada u DMSO-u, za Koji je ranije navedeno kako je jedno
od najCes¢e koriStenih otapala u NMR-spektroskopiji, ali i opcenito prilikom rada u
istrazivackim laboratorijima. Stoga je vrlo vazno poznavati mehanizam ove reakcije kako bi se

moglo pravilno rukovati novosintetiziranim spojevima u kojima bi ovaj tip reakcije bio moguc.

U literaturi je predlozeno nekoliko razli¢itih mehanizama koji su u ovom radu
modelirani racunalno-kemijskim metodama, nakon cega su rezultati usporedeni s
eksperimentalno dobivenim podacima kako bi se odredio mehanizam koji odgovara procesu

transacilacije.



3. MATERIJALI | METODE!
3.1. RACUNALNA KEMIJA

Racunalna kemija je grana kemije koja strukture i reakcije promatra numericki.
Primjenom zakona fizike i1 njihovih aproksimacija (primjerice Schrodingerova jednadzba
rijeSena s Born-Oppenheimerovom aproksimacijom) racunalna kemija kao rezultat daje
energiju kao najbitniju informaciju dobivenu iz kvantno-kemijskih izracuna (Hok, 2017). S
obzirom na to da ne zahtijeva eksperimentalna ispitivanja fizikalno-kemijskih svojstava
molekula uklju€enih u reakcije niti ispitivanje tijeka kemijske reakcije kako bi se saznali,
primjerice, mehanizmi odredenih procesa, racunalna kemija moze dati uvid u svojstva 1 energije
struktura koje je nemoguce izolirati. U prvom redu to su kratkozivuce strukture intermedijera i
prijelaznih stanja. RaCunalno-kemijske metode moguce je primijeniti prilikom samostalnih
istrazivanja reakcijskih mehanizama ili kao dodatan vid istrazivanja uz eksperimentalna

ispitivanja (Saki¢, 2015).

3.2. RACUNALNE METODE

Kvantno-kemijski izracune temelje se na rjesavanju Schrodingerove jednadzbe koju je
moguce egzaktno rijesiti iskljuivo za sustave s jednim elektronom. Stoga je, kako bi se
Schrédingerova jednadzba mogla rijesiti za realne sustave, potrebno uvoditi aproksimacije.
Racunalne se metode razlikuju upravo prema aproksimacijama koje su primijenjene za
rjeSavanje Schrodigerove jednadzbe, a postoje semi-empirijske, ab initio te DFT (eng. Density

functional theory) metode (Tandari¢, 2016).

Semi-empirijske metode daju vrlo brze izracune, ali to¢nost izra¢una dobivenih ovom
racunalnom metodom je varijabilna. Ove metode koriste eksperimentalno dobivene parametre
za procjenu promjene geometrije kojom se postize §to niza energija sustava. Osim loSe opisanih
elektronskih interakcija, u ovoj se metodi ne koriste niti unutarnji (nevalentni) ioni. To¢nost
izrauna je varijabilna jer ovisi o slicnosti ra¢unalnog sustava i sustava za koji su dobiveni

eksperimentalni parametri.

! Dio Materijali i metode objavljen je u djelomiéno izmijenjenom obliku u radu za Rektorovu nagradu
Sveucilista u Zagrebu 2018. godine pod naslovom ,,Mehanizam racemizacije oksazepama®.
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Ab initio metode iznimno su precizne i daju konzistentne rezultate. Tome doprinosi
Cinjenica kako se kod ovih metoda Schrédingerova jednadzba odvaja u mnogo jedno-
elektronskih jednadzbi koje se rjeSavaju zasebno ¢ime se opisuje ponasanje svakog elektrona u
polju svih drugih elektrona. Nedostatak je ovih metoda njihova dugotrajnost i velika potreba za
racunalnim resursima. Ab initio metode dijele se na Hartree-Fock metodu koja zanemaruje

elektronsku korelaciju i post-Hartree-Fock metode koje je uzimaju u obzir.

Prilikom izrade ovog rada koriStene su DFT metode. To su metode temeljene na Kohn-
Sham teoremu koji dovodi u vezu energiju osnovnog stanja sustava i elektronsku gustocu
molekule. Prema svojim karakteristikama, DFT metode mogu se usporediti i s ab initio, ali i sa
semi-empirijskim metodama. S ab initio metodama, DFT metode dijele iterativni postupak
izracuna, odnosno opisuje se ponasanje svakog elektrona u odnosu na elektronsku gustocu
sustava. Medutim, to¢an oblik funkcionala koji povezuje elektronsku gustocu s energijom nije
poznat, zbog Cega je potrebno uvesti odredene eksperimentalne parametre. Upravo je to slicnost
DFT metoda sa semi-empirijskima. DFT metode danas su najcesce koriStene metode racunalne
kemije ponajvise iz razloga Sto daju precizne i ponovljive rezultate usporedive s onima ab initio

metoda uz znatno manju potrebu za ra¢unalnim resursima (Saki¢, 2015.)

U ovom su radu koristena dva razli¢ita funkcionala iz porodice DFT metoda: B3LYP te

MO6L. B3LYP funkcional koriSten je uz bazni skup 6-31G(d), a MO6L uz bazni skup 6-
311+G(d,p). Ranije navedeni bazni skupovi koriSteni su za atome ugljika, duSika, kisika i
sumpora, dok je u oba slu¢aja za opis Zeljeza koristen SDD bazni skup (eng. Stuttgart-Dresden-
Bonn). Elektronska gusto¢a dobiva se iz Kohn-Sham orbitala koje su linearne kombinacije
baznih funkcija, a potom se koriStenjem funkcionala iz te elektronske gustoce dobiva konacni
izraun energije. B3LYP funkcional jedan je od danas najéesc¢e koristenih DFT funkcionala. B
oznacava Becke funkcional izmjene, LYP korelacijski funkcional kojeg su razvili Lee, Yang i
Parr, a 3 oznacava da je funkcional kombinacija 3 parametra, jer se uz dva ve¢ navedena tu
nalazi i odredeni udio HF (Hartree-Fock) izmjene (Becke, 1988). MO6L spada u skupinu visoko
parametriziranih Minnesota funkcionala te je pogodan za karakterizaciju prijelaznih metala te
organometalnih spojeva. Bazni skupovi opisuju valnu funkciju kona¢nim brojem baznih
funkcija, pri ¢emu je opis molekulskih orbitala to kvalitetniji Sto je broj baznih funkcija veci.
Bazni skupovi razlikuju se prema broju primitivnih gaussiana koji opisuju unutrasnje orbitale
ili od kojih su sastavljene slozene osnovne funkcije za opis valentnih orbitala te prisutnosti
polarizacijskih ili difuzijskih funkcija. Bazni skup, 6-31G(d), koriSten u ovom radu ima 6
primitivnih gaussiana koji opisuju unutarnje orbitale, dok se valentne orbitale opisuju sa
11



slozenim funkcijama dobivenih kontrakcijom tri (3), odnosno jednog (1) gaussiana, a d
oznacava primjenu d polarizacijskih funkcija (Hok, 2017). Kod baznog skupa 6-311+G(d,p)
plus oznacava dodatak difuzne funkcije na sve atome osim vodika, a kao Sto je vidljivo iz
oznaka d i p koriStene su d i p polarizacijske funkcije (Young, 2001). SDD bazni skup koristen
je za opis atoma Zeljeza zato $to sve nevalentne elektrone stavlja u pseudopotencijal ¢ime

skracuje vrijeme i racunalne resurse potrebne za izracune.

3.3. RACUNALNE TEHNIKE
3.3.1. GEOMETRIJSKA OPTIMIZACIJA

Geometrijska optimizacija predstavlja vrstu izraCuna koji se koriste u racunalnoj kemiji,
a kojom se traze strukture energijskih minimuma u blizini pocetne strukture. Strukture
energijskih minimuma traze se na plohi potencijalne energije (Slika 6.), sloZenoj matematickoj
funkciji koja molekulskim strukturama pridruzuje odgovarajuce energije. Svaka tocka plohe

potencijalne energije odgovara drugacijoj strukturi.

Minimumi su na plohi potencijalne energije tocke smjestene u ,,potencijalnoj jami*,
odnosno to¢ke za koje pomak u bilo kojem smjeru na plohi podrazumijeva poviSenje energije
sustava. Stoga su tocke u kojima se nalaze minimumi kriticne, odnosno stacionarne tocke u
kojima prva derivacija energije s obzirom na promjenu atomskih koordinata iznosi O.
Pronalazak strukture koja odgovara energijskom minimumu podrazumijeva iteracijsko
variranje atomskih poloZaja u koordinativnom sustavu pocevsi od strukture promatrane
molekule generirane u nekom od programa za vizualiziranje strukture (u ovom slucaju
GaussView) pa do tocke u kojoj se prva derivacija energije spusti ispod odredene
konvergencijske vrijednosti. Pri svakoj se iteraciji raCunaju energija i gradijent sila pri ¢emu

pozitivna vrijednost gradijenta sila odgovara porastu, a negativna sniZenju energije sustava.
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Slika 6. Prikaz plohe potencijalne energije. Tamnom linijom prikazana je opcéa reakcija
nastajanja produkata preko prijelaznog stanja (TS) koje povezuje dva minimuma (Bachrach,
2014).

Stacionarne tocke na plohi potencijalne energije su i maksimumi. Sedlasta tocka prvog
reda je stacionarna tocka koja spaja dva lokalna minimuma, jednostavnije re¢eno — prijelazno
stanje. Svaka uspjeSna geometrijska optimizacija zavrsit ¢e lokalizacijom stacionarne tocke na
plohi potencijalne energije. Medutim, kako bi se moglo odrediti je li locirana stacionarna tocka

minimum ili prijelazno stanje, potrebni su dodatni podatci (Tandari¢, 2016).

3.3.2. FREKVENCIJSKI RACUN

Za karakterizaciju stacionarnih to¢aka lociranih na plohi potencijalne energije nuzan je
frekvencijski racun na odgovarajucoj teorijskoj razini. Frekvencijski je racun postupak kojim
se izraunavaju sve frekvencije vibracija atoma unutar molekule izraGunom druge (i viSih)
derivacija energije u odnosu na atomske koordinate. Frekvencijski ¢e nam racun dakle, osim
prikaza svih vrsta vibracija u molekuli i atoma koji u njima sudjeluju, dati i odgovor na pitanje
je li odredena stacionarna to€ka prijelazno stanje ili minimum. Kod strukture prijelaznog stanja
postoji jedna imaginarna frekvencija, odnosno vibracija s negativnim predznakom. S druge
strane, kod struktura minimuma uopée nema imaginarnih frekvencija. Imaginarna frekvencija
oznacava reakcijsku koordinatu u kojoj je ta struktura maksimum. Ukoliko struktura ima vise
imaginarnih frekvencija, potrebno ju je daljnjim optimizacijama dovesti do tocke minimuma ili

prijelaznog stanja (Hok, 2017).
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3.3.3. IZRACUN ENERGIJE

Optimizacijom strukture i odredivanjem minimuma dobiva se energija koja odgovara
ukupnoj elektronskoj energiji molekule te su potrebne dodatne korekcije za energiju koja je
poveziva s termodinamickim parametrima. Pri temperaturi od 0 K molekule nisu bez vibracija
ve¢ imaju odredeno vibracijsko gibanje pa se stoga uvodi energija nulte tocke (,,zero point
energy“, ZPE) koja se izrazava kao zbroj elektronske energije i energije najnizeg vibracijskog
stanja molekule. Energija nulte toc¢ke potom se korigira razli¢itim doprinosima translacijskog,
rotacijskog 1 vibracijskog gibanja molekule koji se izrazavaju kao entalpija 1 entropija. Moguce
je podesiti parametre izraCuna kao $to su temperatura i tlak. Apsolutna Gibbsova slobodna
energija, koju smo koristili za odredivanje termodinamskih parametara reakcijskih puteva,

jednaka je razlici entalpije 1 entropije pomnozene s temperaturom:

G=H-TS.

3.3.4. SOLVATACIJSKI RACUNI

Reakcija koja je ispitivana u ovom radu se, kao i ve¢ina drugih reakcija, odvija u otopini.
Frekvencijski racun daje energije koje su izracunate u vakuumu, stoga je za realan prikaz
sustava potrebno koristenjem solvatacijskih modela opisati interakcije otapala i ispitivanih
struktura. Otapalo moze uvelike utjecati na energiju i geometriju struktura pa je nuzno odabrati
dobar solvatacijski model kako bi opis kemijskog sustava bio $to to¢niji. Pojedine molekule

otapala mogu biti reaktanti ili katalizatori u pojedinim reakcijskim putevima.

Dva su nac¢ina kojima se mogu opisati solvatacijski efekti — implicitna i eksplicitna
solvatacija. Implicitna solvatacija podrazumijeva opis utjecaja otapala na promatranu strukturu
djelovanjem dielektri¢énog polja otapala. Koristi se model polarizabilnog kontinuuma pri cemu
prvo nastaje solvatacijska Supljina u polarizabilnom kontinuumu, nakon ¢ega molekula ulazi u
tu Supljinu pri ¢emu se kontinuum oko nje relaksira. 1z interakcije molekule i solvatacijske
Supljine dobiva se Gibbsova slobodna energija solvatacije koja utjee na promjenu energetskog
gradijenta kod geometrijske optimizacije. Kod eksplicitne se solvatacije molekule otapala
modeliraju u interakciji sa solvatiranom strukturom. Na ovaj na¢in dobiva se to¢niji opis prve
solvatacijske ljuske u kojoj molekuke otapala ostvaruju interakcije s promatranom molekulom
te joj ograniavaju slobodu kretanja, a time 1 reaktivnost. Supramolekulski pristup (koriSten u

ovom radu) kombinira implicitnu i eksplicitnu solvataciju, odnosno daje informaciju o uc¢inku
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pojedina¢nih molekula otapala u prvoj solvatacijskoj ljusci i u¢inak dielektri¢nog polja otapala

(Sakié 2015).

3.4. KORISTENE RACUNALNE METODE I TEHNIKE

Geometrijske optimizacije, frekvencijski i solvatacijski ra¢uni provedeni su uporabom
programskog paketa Gaussianl6 (Gaussian, Inc., Wallingford CT, 2016). Vizualizacija
dobivenih rezultata provedena je pomocu programa GaussView (Gaussian, Inc., Carnegie
Office Park, Pittsburgh, PA.). Za provedbu racuna koristen je klaster Isabella SveuciliSnog
racunalnog centra (SRCE) u Zagrebu (www.srce.hr). DFT funkcionali B3LYP i MO6L koristeni
su za optimizaciju geometrija, dok su za opis orbitala koristeni bazni skupovi 6-31G(d) i 6-

311+G(d,p) za atome ugljika, dusika, kisika 1 sumpora te bazni skup SDD za opis Zeljeza.

Kompleksi reaktanata, produkata i prijelaznih stanja optimizirani su dodavanjem do
dvije eksplicitne molekule dimetilsulfoksida za opis prve solvatacijske ljuske. Eksplicitne
molekule DMSO-a dodavane su u programu GaussView, a razliCite konfiguracije molekula
otapala oko zadane strukture su dobivene koriStenjem modificirane verzije stohasticke metode
(http://andrija.pharma.hr/Andrija/SCRIPT.html; Saunders, 2004). Modeliranje implicitne
solvatacije izradeno je koriStenjem SMD modela na B3LYP/6-31G(d)/SDD ili MO6L/6-
311+G(d,p)/SDD razini.

3.5. NMR SPEKTROSKOPIJA

NMR spektroskopija analiti¢ka je metoda od iznimne vaznosti u poljima kemije, fizike,
ali 1 biologije. Svoje Siroko podrucje primjene NMR duguje prije svega ¢injenici kako je iz
spektara koji se dobivaju kao rezultat NMR spektroskopske analize mogucée odrediti strukturu
ispitivane molekule, ali i tome da je kao tehnika neinvazivna te ne uniStava uzorak (Ahuja,
2001). NMR spektroskopija koristi magnetna svojstva jezgara kako bi se dobile informacije o

kemijskoj okolini same jezgre.

Kako bi se jezgre mogle proucavati NMR spektroskopijom, moraju imati spin razlicit
od 0. Takva svojstva u pravilu karakteriziraju jezgre s neparnim masenim ili neparnim
atomskim brojem. Jezgre kojima se mogu snimiti NMR spektri su *H, *C, 1°N, 1°F, 2°Sj i 3!p

(Watson, 2000). Jezgra sa spinom I moze imati 2I+1 spinskih orijentacija. Jezgre sa spinom 1/2

15



poput *H i 13C jezgara imaju dvije moguée spinske orijentacije u odnosu na vanjsko magnetno
polje. Vanjsko magnetno polje od iznimne je vaznosti za NMR spektroskopiju. Ukoliko nema
djelovanja vanjskog magnetnog polja, energetske razine jezgara koje imaju razliite spinske
orijentacije bit ¢e jednake. Tek uz djelovanje vanjskog magnetnog polja dolazi da razdvajanja
tih energetskih razina, pri ¢emu vrijedi da $to je jace primjenjeno vanjsko magnetno polje, to je

jace razdvajanje energetskih razina (Hok, 2017).

Djelovanjem vanjskog magnetnog polja, jezgre atoma mogu se orijentirati u smjeru
magnetnog polja (paralelno) ili u smjeru suprotnom od magnetnog polja (antiparalelno).
Paralelno orijentirane jezgre imaju nizu energiju, a antiparalelne pripadaju visSem energetskom
nivou (Slika 7.). U NMR spektroskopiji, uz vanjsko magnetno polje koristi se i radiozracenje
kako bi se jezgre mogle prevesti iz nizeg u vise energetsko stanje. Kad jezgre prime iznos
energije koji odgovara razlici energetskih stanja dvaju spinova, dolazi do rezonancije. Prilikom
relaksacije jezgara 1 njihova povratka u niZe energetsko stanje dolazi do emisije energije $to
detektira radiofrekvencijski prijemnik te se u spektru te informacije prevode u signale (Havai¢,
2017).

ENERGIJA

Bo
A A
4 - % AE
bez vanjskog vanjsko
polja polje i

Slika 7. Paralelna i antiparalelna orijentacija jezgara pod utjecajem vanjskog magnetskog polja:

paralelno orijentirane jezgre imaju nizu energiju od antiparalelno orijentiranih jezgara.

Magnetsko polje koje djeluje na jezgru nije jednako primjenjenom magnetskom polju

zbog elektrona koji se nalaze u okolini te jezgre i zasjenjuju je. Iz tog ¢e razloga i frekvencija
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rezonancije potrebna da bi se dogodio prijelaz iz nizeg u vise energetsko stanje biti razlicita
ovisno o kemijskoj okolini molekule. Upravo o frekvenciji rezonancija ovisi i kemijski pomak,
koji se definira kao polozaj u NMR spektru pri kojem nastupa rezonancija pojedine jezgre u

kemijskoj okolini u kojoj se ona nalazi.

84 = ld x 106 ppm
v

Kemijski se pomak racuna prema navedenoj formuli pri ¢emu je da kemijski pomak
jezgre izraZzen u ppm, Av razlika frekvencija rezonancija izmedu standarda (TMS) 1 izmjerenog
signala (izrazeni u Hz) te v frekvencija spektrometra izrazena u Hz. Kao Sto je uoc€ljivo,
kemijski je pomak relativan, odnosno promatra se u odnosu na neki rezonancijski signal, a kod
'H i 13C spektara kao referentni signal uzima se trimetilsilan (TMS, (CH3)4Si) ¢&iji se signal
uzima kao pomak od 0 ppm. Kemijski se pomaci izrazavaju u ppm-ima umjesto u herzima kako
bi se eliminirale razlike u spektrima uzrokovane frekvencijom instrumenta i jakosti polja (Pine,
1994).

Osim kemijskog pomaka, vazne informacije o strukturi molekule mogu se dobiti 1 iz
cijepanja signala do kojeg dolazi zbog utjecaja magnetskih polja drugih jezgara koje se nalaze
u blizini promatrane jezgre. Do cijepanja signala do¢i ¢e izmedu kemijski neekvivalentnih
jezgara, a jedan pik cijepa se na n+1 pikova pri ¢emu je n broj susjednih jezgara koje utjecu na

promatranu.

U NMR spektroskopiji koriste se brojna otapala koja su deuterirana kako bi se
eliminirale interferencije otapala sa signalima koje dobivamo snhimanjem uzorka. Neka od
najcesce koriStenih otapala u NMR spektroskopiji su dimetilsulfoksid (DMSO), kloroform,
metanol, voda, aceton te acetonitril. U nekim se udzbenicima analitike ljekovitih oblika upravo
DMSO spominje kao vrlo dobro i €esto otapalo zbog toga $to je u njemu moguce otopiti veliki
broj ljekovitih tvari, ali 1 zbog visoke tocke vreliSta koja omogucuje da se provedu razlicita
kineti¢ka ispitivanja. Cinjenica kako se DMSO navodi kao jedno od najéesce koristenih otapala

dodatno naglasava vaznost reakcije pracene u ovom radu, koja se odvija upravo u DMSO-u
(Ahuja, 2001).
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4, REZULTATI | RASPRAVA?
4.1. EKSPERIMENTALNI PODACI

N7-izomer otopljen je u DMSO-u pri ¢emu je NMR spektroskopskom analizom uoéeno
kako kroz odredeni vremenski period ferocenoilni supstituent migrira sa N7 atoma na N9 atom
u purinskoj bazi pri ¢emu nastaje stabilniji N9-izomer. Promjene u poloZaju i intenzitetu signala
pradene su snimanjem 'H NMR spektara te iste dokazuju proces pregradivanja N7 izomera u
N9 izomer u ranije navedenom polarnom organskom otapalu. Signali dvaju ugljikovih atoma
iz heteroaromatskog prstena N7 izomera s vremenom postupno smanjuju (C8-H na 9.00 i C2-
H na 8.37 ppm) i u kona¢nici nestaju, dok se pojavljuju novi signali ugljikovih atoma, ali ovog

puta iz N9-izomera (C8-H na 8.65 te C2-H na 8.19 ppm).

Prilikom reakcije transacilacije konjugata adenina i ferocenoilne skupine dolazi do
uspostavljanja ravnoteze u kojoj su prisutna oba izomera. Smjesa produkata sadrzi 12% N7-
izomera te 88% NO9-izomera. 1z tog je podatka moguce odrediti konstantu ravnoteze reakcije
Keq= 7,3 pri temperaturi od 298,15 K (25°C) teenergijsku razliku dvaju izomera (AG2gs) koja
iznosi 4,9 kJ/mol. Ukoliko se N9-izomer otopi u DMSO-u dolazi do uspostave iste ravnoteze,

Sto dokazuje kako je N7/N9 transacilacija u adeninu reverzibilan proces.

Eksperimentalni podaci dobiveni pracenjem kinetike reakcije N7/N9 transacilacije ukazuju
na to da reakcija prati kinetiku prvog reda pri ¢emu Kops iznosi 0,3668 h™* na temperaturi od
25°C §to odgovara vremenu poluzivota od 1,9h. Navedeni su rezultati za ferocenoilirani adenin,

a moguce je zakljuciti kako se N7-ferocenoilirani izomer lako prevodi u N9-izomer.

Kada se uz podatke o kinetici reakcije u obzir uzmu i racunalno dobiveni rezultati,
dolazimo do pretpostavke kako je otapalo (DMSO) reaktant u reakciji transacilacije. U tom
slucaju reakciju mozemo promatrati kao reverzibilnu reakciju: N7 + DMSO 5 N9 + DMSO.
Za takvu je reakciju kobs = k1 + k1 gdje su ki i k1 konstante brzine reakcije i povratne reakcije.
S obzirom na to da je koncentracija DMSO-a konstantna, s obzirom na to da ga kao otapala u
reakcijskoj smjesi ima mnogo vise, ova reakcija drugog reda postaje reakcijom pseudo-prvog
reda. RavnoteZzna koncentracija za reakciju je Keq = k1 / k-1 pa se konstante brzine reakcije (ki i

k1) mogu izraCunati iz konstante ravnoteze i eksperimentalno dobivene konstante Kobs.

2 Svi rezultati navedeni u ovom poglavlju objavljeni su u znanstvenom radu: Toma M et al. Transacylation in
Ferrocenoyl-Purines. NMR and Computational Study of the Isomerization Mechanism. J. Org. Chem. 2019,
(https://doi.org/10.1021/acs.joc.9b01944).
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Na taj su nacin dobivene konstante brzine reakcija prikazane u Tablici 1. Reakcijski mehanizmi
koji se mogu uzeti u obzir kao mehanizmi reakcije transacilacije trebali bi imati energetsku

barijeru manju od eksperimentalno dobivene barijere.

Tablica 1. Prikaz eksperimentalnih rezultata za odabrane kineticke i termodinamicke parametre

(pri 298,15K) za reakciju N7/N9 transacilacije u N7-aciliranim purinima.

Purinska kobs (N1)  Keg AG; (kJ/mol) ki (hh) kai(h?) AG* (kJ/mol)
baza N7 = N9  [N9]/[N7] N7 — N9 N7 N9 N9—N7 N7- N9
C6-NHBz- 0,4446 52 -4,1 0,02645 0,00510 102,3
N7-COFc

C6-NH;- 0,3668 7,3 -4,9 0,02283 0,00311 102,7
N7-COFc

C6-CHs- 0,2128 3,7 -3,3 0,01188 0,00319 104,3
N7-COFc

C6-0OBz- 0,0066 4,2 -3,6 0,00038 0,00009 112,8
N7-COFc

4.2. MOGUCI MEHANIZMI TRANSACILACIJE

Prema literaturi, postoje dva reakcijska mehanizma koja bi potencijalno mogla odgovarati
procesu transacilacije purinskih baza: intramolekulska N7/N9 izomerizacija te intermolekulski
prijenos skupine s N7,N9-disupstituiranim intermedijerom. Intramolekulski mehanizam opisan
je kod 1,3-migracije metilne skupine (-CHs3) ili vodikova atoma u adeninu (Rao, 2012; Holmen
i Broo, 1995), dok intermolekulski mehanizam odgovara N7/N9 transglikozilaciji purinskih
nukleozida (Boryski, 1996; Dudycz i Wright, 1984). Tre¢i mehanizam je transacilacija
potpomognuta molekulom polarnog otapala dimetilsulfoksida. U ovom su radu koriStenjem

ra¢unalnih metoda ispitani svi navedeni mehanizma.

4.2.1. INTRAMOLEKULSKI MEHANIZAM
Intramolekulska N7/N9 transferocenoilacija moze se odvijati ili direktno 1,3-sigmatropnim
pomakom ili u dva koraka uzastopnim 1,2-migracijama pri ¢emu dolazi do nastanka C8-

ferocenoiliranog intermedijera (Slika 8.).
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Slika 8. Shematski prikaz intramolekulske N7/N9 transferocenoilacije; u donjem dijelu slike
prikazan je direktni 1,3-sigmatropni pomak, a u gornjem dijelu uzastopne 1,2-migracije preko
C8-supstituiranog intermedijera. Prikazane relativne Gibbsove energije (AGzgs, kJ/mol)

stacionarnih to¢aka izra¢unate su na teorijskoj razini SMD-MO06L/6-311+G(d,p)/SDD.

Dobiveni raCunalni rezultati pokazali su kako su intramolekulski 1,2-pomaci
ferocenoilne skupine energetski veoma skupi procesi pri ¢emu energija N7/C8 prijelaza iznosi
161,1 kJ/mol, a C8/N9 168,4 kJ/mol. C8-supstituirani intermedijer takoder ima visoku energiju
te je za 122,0 kJ/mol manje stabilan od reaktanta (N7-izomera). Uzimajuéi u obzir
eksperimentalno dobivenu barijeru (AG*exp) koja iznosi 102,7 kJ/mol, iz radunalnih je rezultata
vidljivo kako je ovakav reakcijski mehanizam energetski nedostupan da bi se mogao smatrati
mehanizmom transferocenoilacije u slucaju ispitivanih ferocenskih derivata purinskih baza.
Prijelazno stanje (TS13) (Slika 9.) 235,5 kJ/mol je nestabilnije od N7-izomera, §to je takoder
daleko vise od eksperimentalne barijere ¢ime je intramolekulski prijenos ferocenoilne skupine

u potpunosti eliminiran kao moguéi mehanizam ispitivane reakcije.
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Slika 9. Struktura prijelaznog stanja (TSi3) reakcije direktnog 1,3-sigmatropnog pomaka
ferocenoilnog supstituenta na adeninskoj nukleinskoj bazi. Energetska barijera (AG* = 235,5
kJ/mol) izraCunata je na teorijskoj razini SMD-MO06L/6-311+G(d,p)/SDD.

4.2.2. INTERMOLEKULSKI MEHANIZAM

Drugi je razmatrani mehanizam reakcije intermolekulska transacilacija, toc¢nije
reverzibilni bimolekulski mehanizam u kojem sudjeluju dvije molekule N7-izomera. U prvom
reakcijskom koraku dolazi do nukleofilne adicije N7-atoma iz jedne molekule na ugljik
karbonilne skupine u drugoj molekuli pri ¢emu nastaje N7,N9-diferocenoilirani intermedijer |
(Slika 10.). Ova je reakcija opisana kao mehanizam reakcija transglikozilacije purinskih baza,

zbog Cega je u ovom radu ispitana i kao potencijalni mehanizam transacilacije (Shimizu i

Miyaki, 1970; Shimizu i Miyaki, 1968).
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Slika 10. Shematski prikaz intermolekulske reakcije transacilacije (nukleofilna adicija N7
atoma na Kkarbonilni ugljik druge molekule) na primjeru adenina sa ferocenoilnim
supstituentom. Prikazane su relativne slobodne Gibbsove energije (AGzgs, kJ/mol) izracunate

na teorijskoj razini SMD-MO06L/6-311+G(d,p)/SDD.

IzraCunata energetska barijera za intermolekulsku reakciju dvaju N7-izomera iznosi
157,1 kJ/mol te je po vrijednosti slicna energijama prijelaznih stanja sukcesivnih 1,2-migracija
kod intramolekulskog mehanizma. Dobiveni podaci pokazuju kako niti intermolekulski
mehanizam u kojem su reaktanti dvije molekule N7-izomera ne odgovara eksperimentalnim
podacima dobivenim za reakciju transferocenoilacije te ga se moze iskljuciti kao potencijalni
mehanizam reakcije. Dodatno, ovakav reakcijski mehanizam zahtijeva odvijanje reakcije
kinetikom drugog reda pa ga se moze iskljuciti i na temelju ranije navedenih eksperimentalnih

podataka.
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Slika 11. Struktura prijelaznog stanja (TSn7) u
reakciji intermolekulskog N7/N9 prijenosa
ferocenoilne skupine u adeninu. Odgovarajucéa
energetska barijera (AG* = 157,1 kJ/mol)
izraCunata je na teorijskoj razini SMD-

MO6L/6-311+G(d,p)/SDD.

4.2.3. PRIJENOS FEROCENOILNE SKUPINE POMOCU OTAPALA

Tre¢i mehanizam zapocinje nukleofilnom adicijom molekule otapala dimetilsulfoksida

na ugljik karbonilne skupine u ferocenoilnom supstituentu na N7-atomu (Slika 12.). Upravo

ovaj reakcijski korak odreduje brzinu reakcije, a izracunata energetska barijera za ovu reakciju

na adeninskom derivatu iznosi 107,9 kJ/mol. Takav rezultat slaze se sa ranije dobivenom

eksperimentalnom barijerom od 102,7 kJ/mol za adeninski derivat (uzimajuéi u obzir pogresku

od + 5,0 kJ/mol). Odgovarajuée prijelazno stanje (TSpmso, Slika 13.) pokazuje jednu

imaginarnu frekvenciju koja odgovara formiranju O-C veze koju prati kidanje veze izmedu N7-

atoma duSi¢ne baze i C-atoma supstituenta.
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Slika 12. Shematski prikaz N7/N9 transacilacije potpomognute otapalom. Intermedijer I' je

oksosulfonijev ion, a reakcija se odvija Sn2-like mehanizmom.
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Prijelazno stanje rezultira nastankom intermedijera (I'), toCnije nestabilna
oksosulfonijeva iona koji lako ,predaje” supstituent N9-atomu dusi¢ne baze. lako tijekom
istrazivanja za potrebe ovog rada intermedijer I' nije izoliran, postojanje oksosulfonijeva iona
potvrdeno je u ranijim radovima (Creary i Burtch, 2004; Creary i sur., 2003). Pomo¢u DFT
racunalno-kemijskih metoda, intermedijer I' uspjesno je lociran kao minimum na odgovarajucoj

plohi potencijalne energije.

Slika 13. Strukture prijelaznog stanja (Topmso) adenina koje ukljucuje prijenos ferocenoilne
skupine izmedu dusi¢ne baze i molekule DMSO-a. Struktura je optimizirana na teorijskoj razini
SMD-MO06L/6-311+G(d,p). Prikazane strukture sadrze jednu (lijevo) i dvije (desno) eksplicitno
dodane molekule DMSO-a. Strukture prijelaznih stanja ostalih derivata prikazane su u

poglavlju Prilozi.

Kako je ranije opisano, reakcija poc¢inje nukleofilnim napadom atoma kisika iz molekule
DMSO na ugljik karbonilne skupine supstituenta. Nukleofil u molekuli DMSO-a, uz kisik,
moze biti i atom sumpora. Medutim, ispitivanjem reakcije koja zapocinje nukleofilnim
napadom sumpora na karbonilni C-atom dobiveno je prijelazno stanje ¢ija energetska barijera
iznosi 253,3 kJ/mol, $to je daleko iznad eksperimentalno dobivene barijere. Dobiveni je rezultat
u skladu s ranijim ispitivanjima nukleofilnosti atoma kisika i sumpora u molekuli DMSO-a
(Smith i Winstein, 1958). Sudjelovanje DMSO-a u ovoj reakciji moze se ocekivati zbog
njegovih parametara nukleofilnosti (Phan i sur., 2009). Eksperimentalni podaci o reaktivnosti
atoma Kisika u DMSO-u pokazuju kako je isti nukleofilniji od vode ili alkohola (Minegishi i
sur., 2004; McClelland i sur., 1989). Upravo zato, moguce je o¢ekivati sudjelovanje DMSO-a

u Sn2-like reakcijama transacilacije purina.
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N7/N9 transacilacija promatrana je u nizu C6-supstituiranih purinskih baza pri cemu su
C6-supstituenti —\NH>, -CHs, -NHBz te —OBz. Uoceno je kako C6-supstituent utje¢e na brzinu
reakcije, ali ne utjeCe na omjer N7- i N9-izomera u ravnoteznoj smjesi (Tablica 1.). Tako je,
primjerice, konstanta ravnoteze (Keq) slicna za C6-OBz i C6-NHBz derivate (Keqza C6-OBz
derivat iznosi 4,2, a za C6-NHBz derivat 5,2). Konstanta brzine reakcije za ova je dva derivata
znatno razliCita, to¢nije, reakcija transacilacije u C6-OBz derivatu odvija se ¢ak 67 puta sporije

nego ista reakcija u C6-NHBz derivatu.

Znacajna razlika u brzini reakcije moze se pripisati vodikovoj vezi koja u C6-NHBz
derivatu nastaje izmedu NH 1 CO skupina te pojaCava reaktivnost elektropozitivnog
karbonilnog kationa. Ovakva intramolekulska kataliza nije moguca u C6-OBz derivatu. Dokaz
postojanja ranije opisane vodikove veze u C6-NHBz derivatu moguée je dobiti analizom *H
NMR spektara N7- i N9-izomera C6-NHBz derivata u deuteriranom Kloroformu (CDCl3) pri
¢emu se uocava pomak signala NH skupine sa 7,7 ppm u spektru N7-izomera na 6,4 ppm u
spektru N9-izomera u kojem ne moze do¢i do nastanka vodikove veze. Osim toga, ,,cijepanje*
signala NH (triplet) i CH2 (dublet) dogada se samo kod N7-izomera u kojem dolazi do stvaranja
vodikove veze.

Svi prethodno navedeni zaklju¢ci doneseni su na temelju ra¢unalno-kemijskih rezultata
dobivenih koriStenjem DFT metoda za optimizaciju stacionarnih tocCaka u reakcijama
transacilacije potpomognute DMSO-om za Cetiri razli¢ito C6-supstituirana derivata purinskih

baza. Rezultati se nalaze u Tablici 2.
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Tablica 2. Slobodne Gibbsove energije i1 solvatacijske energije stacionarnih tocaka

transacilacije potpomognute otapalom izra¢unate na teorijskoj razini MO6L/6-311+G(d,p)/SDD
i B3LYP/6-31G(d)/SDD.

MO6L/6-311+G(d,p)/SDD

B3LYP/6-31G(d)/SDD

g
=
3 AGsolv AGoss AGsolv AGzgs
=1 Gags (Hartree) Goos (Hartree)
z (k3/mol) (k3/mol) (kd/mol) (kd/mol)
(@]
N7 -2196,78498 -98,9 0,0 -2196,474589 -111,8 0,0
TSomso  -2196,735129 -121,9 107,9 -2196,407747 -155,2 132,1
-NH2
I -2196,745332 -143,1 59,9 -2196,416007 -159,0 106,6
N9 -2196,782415 -104,7 0,9 -2196,468227 -105,2 23,3
N7 -2180.710496 -98.8 0,0 -2180.407076 -112.8 0,0
TSomso  -2180.666403 -106.3 108.2 -2180.351115 -140.7 119.0
-CHs
I -2180.680876 -123.6 52.9 -2180.359749 -151.6 85.5
N9 -2180.715015 -106,0 -19,1 -2180.414116 -104.6 -10.3
N7 -2467.064696 -123.4 0,0 -2466.72225 -109.4 0,0
NHBz  Tspuso  -2467.025091 -112.1 107,3 -2466.672196 -128.5 112.3
I -2467.040493 -127.2 59.8 -2466.682 -127.6 87.5
N7 -1933.76925 -107.7 0,0 -1933.462015 -108.7 0,0
-OBZ*  TSpwso  -1933.717474 -133.2 1105 -1933.417582 -148.7 76.6
I -1933.722833 -110,0 119.6 -1933.425639 -146.9 57.3

& Kod —OBz derivata prikazani rezultati dobiveni su koristenjem jedne eksplicitne molekule otapala, dok

su svi drugi rezultati u tablici dobiveni koristenjem dvije eksplicitne molekule DMSO-a.
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5. ZAKLJUCCI

Intramolekulski prijenos acilne skupine s polozaja N7 na polozaj N9 u purinskom
prstenu potvrden je eksperimentalno *H i *C NMR spektroskopijom te ra¢unalnim podacima.
Izomerizacija se dogada u polarnom organskom otapalu DMSO-u te se odvija kinetikom prvog
reda. N7/N9 transacilacija odvija se do uspostave ravnoteze u kojoj su prisutna oba izomera pri
¢emu je N9-izomer stabilniji te ga u ravnoteznoj smjesi ima viSe. Konstanta ravnoteze Keqsli¢na
je za Cetiri purinska derivata koja se razlikuju u supstituentu na C6-atomu (R = -NH>, -CHs, -
NHBz, -OHBz). Unato€ slicnim vrijednostia konstante ravnoteZe, konstanta brzine reakcije
znatno se razlikuje za ispitane derivate purina pri ¢emu je najbrza reakcija transacilacije u C6-
NH; derivatu (ti> = 1,9 h), a najsporija u C6-OBz derivatu (ti». = 105,0 h). Nekoliko je
reakcijskih mehanizama ranije opisanih u literaturi, koji bi se mogli smatrati potencijalnim
mehanizmima transacilacije, ispitano ra¢unalno-kemijskim DFT metodama koriStenjem MO6L
te B3LYP funkcionala. Jedini reakcijski mehanizam koji odgovara eksperimentalno dobivenim
podacima je transacilacija potpomognuta otapalom. Reakcija se odvija Sn2-like mehanizmom.
U slucCaju adenina, eksperimentalno dobivena vrijednost energetske barijere za reakciju
transacilacije (AG¥exp = 102,7 kJ/mol) uspjesno je reproducirana radunalnim metodama na
teorijskoj razini M0O6L/6-311+G(d,p)/SDD (AG*caic = 107,9 kJ/mol). Veéa sklonost C6-amino
supstituiranih derivata reakciji transacilacije moze se objasniti postojanjem intramolekulske
vodikove veze izmedu amino skupine C6-supstituenta i karbonilne skupine u molekuli koja
povecava reaktivnost karbonilne skupine. Analogne migracije acilne skupine primjecene suiu
drugim aciliranim purinima u DMSO-u $to je dokaz kako bi ovakva pregradnja mogla biti

uobicajena reakcije aciliranih derivata nukleobaza.
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7. SAZETAK

TRANSACILACIJA U KONJUGATIMA FEROCENA | PURINSKIH BAZA.
RACUNALNA STUDIJA MEHANIZMA

Purinske baze mogu biti supstituirane ferocenoilnom skupinom pri ¢emu se ista moze
vezati na N7- te N9-atom purinskog prstena. U polarnom organskom otapalu dimetilsulfoksidu
(DMSO) dolazi do interkonverzije dvaju izomera. Reakciju je moguce pratiti NMR-
spektroskopijom. 1z podataka dobivenih pra¢enjem reakcije do uspostave ravnoteze moguce je
odrediti eksperimentalne konstante brzine reakcija Kops te konstante ravnoteze Keq te izracunati

promjenu Gibbsove slobodne energije potrebnu za odvijanje procesa.

Koristenjem racunalno-kemijskih metoda modelirana su tri reakcijska mehanizma,
ranije opisana u literaturi, koja bi potencijalno mogla odgovarati mehanizmu transacilacije u
konjugatima ferocena i purinskih baza. Odgovaraju¢im procesima smatraju se oni Cije su
energetske barijere nize ili jednake eksperimentalno dobivenima. Reakcija koja ukljucuje
dimetilsulfoksid kao nukleofilni reaktant jedina odgovara eksperimentalno dobivenim
parametrima, zbog Cega je ova Sn2-like reakcija najvjerojatnije odgovorna za transacilaciju
konjugata ferocena i purinskih baza. Supstituenti na C6-atomu pokazuju znatan utjecaj na

brzinu reakcije transacilacije.

Izomerizacija acilnih derivata purinskih baza u polarnim organskim otapalima, ukoliko
njezin mehanizam nije poznat, predstavlja problem prilikom rukovanja sa spojevima.
Transacilacija u polarnom otapalu poput DMSO-a nije ograni¢ena samo na organometalne
derivate purinskih baza, a poznavanje ovakvih reakcija moglo bi se pokazati kljuénim i za

derivate drugih nukleobaza, ali i brojnih heterociklic¢kih sustava.
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SUMMARY

TRANSACYLATION IN FERROCENE DERIVATIVES OF PURINE
NUCLEOBASES. COMPUTATIONAL STUDY OF THE MECHANISM

In ferrocene-nucleobase conjugates ferrocenoyl group can be placed at N7- and N9-
atoms of purine ring. There is an interconversion between the two when the compound is
dissolved in polar organic solvents, such as dimethylsulfoxide (DMSO). Reaction was followed
using the NMR-spectroscopy until dynamic equilibrium is reached. From obtained

experimental data, Kobs and Keq can be determined, as well as AG*,

By use of DFT calculations, three reaction pathways, formerly described in literature,
were considered and modelled. These reaction pathways are considered as potential
transacylation mechanisms if the calculated energy barriers are lower or close to the
experimental ones. Only the Sn2-like reaction mechanism involving DMSO as a nucleophilic
reactant agrees well with experimental data. It was also determined that C6-substituent of purine

ring has a great influence on reaction kinetics.

Isomerization of acylated purines in polar organic solvent, DMSO, is of great
importance for treating or dissolving acylated purines in it. Transacylation is not limited to
organometallic-nucleobase conjugates and could possibly be important in many other purine-

acyl derivatives, as well as some other heterocyclic systems in general.

33



8. PRILOZI

Prilog 1. Izracunate slobodne Gibbsove i solvatacijske energije svih stacionarnih tocaka u

reakciji transacilacije potpomognute otapalom. Racuni su provedeni na teorijskim razinama

MO06L/6-311+G(d,p)/SDD i B3LYP/6-31G(d)/SDD uz 0-3 eksplicitno dodanih molekula

DMSO-a.

Stacionarne | Supstituenti Broj MO06L/6-311+G(d,p)/SDD B3LYP/6-31G(d)/SDD
tocke glgzzlr:(i:r']mo Gaos AGsolvy Gaos AGsolv
molekula (Hartree) (kJ/mol) (Hartree) (kJ/mol)
DMSO-a

N7 R =NH2, Ri=Fc 0 -1090,448912 -88,5 -1090,220363 -88,1
R =NH2, Ri=Fc 1 -1643,612561 -99,2 -1643,349503 -99,5
R =NH2, Ri=Fc 2 -2196,784980 -98,9 -2196,474589 -111,8
R =NH2, Ri=Fc 3 -2749,934531 -108,8 -2749,601430 -115,7
R=CHs, Ri=Fc 0 -1074,376314 -84,1 -1074,158740 -80,3
R=CHs, Ri=Fc 1 -1627,546869 -78,1 -1627,284458 -96,7
R=CHs, Ri=Fc 2 -2180,710496 -98,8 -2180,407076 -112,8
R=CHs, Ri=Fc 3 -2733,871145 -102,0 -2733,532501 -121,1
R =NHBz, R1 =Fc 0 -1360,734579 -99,1 -1360,474224 -99,7
R =NHBz, R =Fc 1 -1913,896427 -116,9 -1913,598704 -111,4
R =NHBz, R =Fc 2 -2467,064696 -123,4 -2466,722250 -109,4
R=0Bz, Ri=Fc 0 -1380,605514 -88,1 -1380,342093 -89,2
R=0Bz, Ri=Fc 1 -1933,769250 -107,7 -1933,462015 -108,7
R=0Bz, Ri=Fc 2 -2486,945024 -87,7 -2486,588971 -95,9

N9 R =NHz, Ri1=Fc 0 -1090,452108 -82,4 -1090,224032 -81,8
R =NHz, Ri1=Fc 1 -1643,616989 -91,9 -1643,344560 -92,9
R =NHz, Ri1=Fc 2 -2196,782415 -104,7 -2196,468227 -105,2
R =NHz, Ri1=Fc 3 -2749,938679 -105,1 -2749,606034 -109,9
R =CHs, Ri=Fc 0 -1074,381647 -75,7 -1074,166958 -69,9
R =CHs, Ri=Fc 1 -1627,545886 -88,6 -1627,291578 -95,1
R =CHs, Ri=Fc 2 -2180,715015 -106,0 -2180,414116 -104,6
R =NHBz, R1 =Fc 0 -1360,736980 -98,3 -1360,481070 -89,8
R=0Bz, Ri=Fc 0 -1380,608832 -84,3 -1380,348301 -85,5

TSpbwmso R =NH2, R1=Fc 1 -1643,555786 -135,9 -1643,278954 -146,4
R =NH2, R1=Fc 2 -2196,735129 -121,9 -2196,407747 -155,2
R =NHz, Ri1=Fc 3 -2749,876255 -159,4 -2749,535928 -161,3
R =CHs, Ri=Fc 1 -1627,486773 -122,9 -1627,220583 -133,3
R =CHs, Ri=Fc 2 -2180,666403 -106,3 -2180,351115 -140,7
R =CHs, Ri=Fc 3 -2733,808539 -159,0 -2733,476275 -145,4
R =NHBz, R1 = Fc 1 -1913,841917 -142,9 -1913,534090 -154,2
R =NHBz, R =Fc 2 -2467,025091 -112,1 -2466,672196 -128,5
R=0Bz, R1=Fc 1 -1933,717474 -133,2 -1933,417582 -148,7
R=0Bz, Ri=Fc 2 -2486,885215 -120,2 -2486,527223 -124,2

r R =NH2, Ri1=Fc 1 -1643,563068 -154,3 -1643,287841 -151,6
R =NHz, Ri1=Fc 2 -2196,745332 -143,1 -2196,416007 -159,0
R =CHs, Ri=Fc 1 -1627,495002 -148,1 -1627,232299 -147,0
R =CHs, Ri=Fc 2 -2180,680876 -123,6 -2180,359749 -151,6
R =NHBz, R1 =Fc 1 -1913,846937 -161,3 -1913,543666 -158,1
R =NHBz, R:1=Fc 2 -2467,040493 -127,2 -2466,682000 -127,6
R=0Bz, Ri=Fc 1 -1933,722833 -110,0 -1933,425639 -146,9
R=0Bz, Ri=Fc 2 -2486,913547 -70,8 -2486,559095 -123,8

34



Prilog 2. Optimizirane strukture derivata purina s C6-supstituentima —CH3, -NHBz i —OBz.
Strukture su optimizirane na teorijskoj razini MO6L/6-311+G(d,p)/SDD

a) Strukture prijelaznih stanja reakcije transacilacije potpomognute otapalom za derivat purina
supstituiran metilnom skupinom na C6-atomu. Prikazane su strukture s jednom (lijevo) i
dvije (desno) eksplicitno dodane molekule DMSO-a. Strukture su optimizirane na teorijskoj
razini M06L/6-311+G(d,p)/SDD.

¥

b) Strukture prijelaznih stanja reakcije transacilacije potpomognute otapalom za derivat
purina supstituiran NH-benzilnom skupinom na C6-atomu. Prikazane su strukture s
jednom (lijevo) i dvije (desno) eksplicitno dodane molekule DMSO-a. Strukture su
optimizirane na teorijskoj razini M0O6L/6-311+G(d,p)/SDD.
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c) Strukture prijelaznih stanja reakcije transacilacije potpomognute otapalom za derivat
purina supstituiran O-benzilnom skupinom na C6-atomu. Prikazane su strukture s jednom
(lijevo) i dvije (desno) eksplicitno dodane molekule DMSO-a. Strukture su optimizirane
na teorijskoj razini MO6L/6-311+G(d,p)/SDD.
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Prilog 3. Zivotopis

Lucija Bozi¢evi¢ rodena je 1995. godine u Ogulinu gdje je zavrSila Prvu osnovnu Skolu te
op¢i smjer Gimnazije Bernardina Frankopana. 2014. godine upisuje farmaciju na

Farmaceutsko-biokemijskom fakultetu Sveucilista u Zagrebu.

Od 2017. godine sudjeluje u istrazivaCkom znanstvenom radu na fakultetu na polju racunalne
kemije pod mentorstvom prof. dr. sc. Valerija Vréeka te doc. dr. sc. Davora Sakiéa. Tijekom
tog razdoblja objavljena su dva znanstvena rada na kojima je jedna od koautorica:

1. Hok L, Bozi¢evié L, Sremec H, Sakié¢ D, Vréek V. Racemization of oxazepam and chiral
1,4-benzodiazepines. DFT study of the reaction mechanism in aqueous solution. Org. Biomol.
Chem., 2019, 17, 1471-1479.

2. Toma M, Bozicevi¢ L, Djakovi¢ S, Lapic J, Saki¢ D, Vréek V, Vianello R, Tandari¢ T.
Transacylation in Ferrocenoyl-Purines. NMR and Computational Study of the Isomerization
Mechanism. J. Org. Chem. 2019, https://doi.org/10.1021/acs.joc.9b01944.

Za znanstveni rad “Mehanizam racemizacije oksazepama” nagradena je Rektorovom
nagradom u ak. god. 2017./2018. te je odrzala postersko izlaganje na konferenciji
“Computational Chemistry Day” i usmeno izlaganje na FARMEBS-u u 2018. godini. Na
FARMEBS-u 2019. godine odrzano je postersko izlaganje rada ,, Reakcijski mehanizam
transaciliranja ferocenoil-purina. Rac¢unalna studija“ koji je prezentirala Mateja Toma, a na
kojem je koautorica. U 2019. godini bila je koautorica i na posteru prezentiranom na
konferenciji Computational Chemistry Day pod nazivom ,,Reaction mechanism of
transferrocenoylation of purines. A DFT study* na kojem je sudjelovala u organizaciji

projekta.

Tijekom studiranja takoder se pocinje aktivnije uklju¢ivati u rad Udruge studenata farmacije i
medicinske biokemije Hrvatske (CPSA) kroz sudjelovanje u organizacijskim i pomo¢nim
odborima na raznim projektima. Bila je ¢lanica organizacijskih odbora 5. i 6. Kongresa
Udruge studenata farmacije i medicinske biokemije te Natjecanja u konzultacijskim
vjestinama 2018, a sudjelovala je i u pomo¢nim odborima 4. Kongresa Udruge studenata
farmacije 1 medicinske biokemije te Natjecanja u klinickim vjeStinama 2017. i Danima

karijera.

37



Od akademske godine 2017./2018. aktivni je ¢lan redakcije Casopisa Recipe te jedna od 5
¢lanova redakcije portala Recipe. Za potrebe tog projekta na tjednoj bazi piSe znanstveno-
popularne ¢lanke iz razli¢itih podrucja biomedicinskih znanosti te sudjeluje u uredivanju web
stranice te Facebook Like Pagea. Za rad na Recipe portalu, zajedno s ostalim ¢lanovima
redakcije osvojila je Rektorovu nagradu u ak. god. 2018./2019. u kategoriji F za druStveno

koristan rad u akademskoj 1 §iroj drustvenoj zajednici.

Mnogo je podrucja koja su joj u podrucju interesa, ali istiCu se racunalna 1 organska kemija,
biokemija te farmakologija. Opéenito je fasciniraju mehanisti¢ki principi, kako oni kemijskih

reakcija, tako 1 oni raznih fizioloSkih procesa ili djelovanja lijekova u organizmu.
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