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SAZETAK
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Pojava sve vece otpornosti bakterija na postojece antibiotike predstavlja ozbiljan zdravstveni
problem pa se stoga u podruc¢ju farmaceutske i medicinske kemije ulazu veliki napori u razvoj
novih antibiotika. Makrozoni predstavljaju nove konjugate azitromicina 1 derivata
tiosemikarbazida koji pokazuju izvrsnu antibakterijsku aktivnost in vitro na susceptibilne i
rezistentne bakterijske sojeve. Proces razvoja novih antibiotika sastoji se od mnogo koraka, pri
¢emu je izuzetno vazna identifikacija farmaceutskih onecis¢enja i novosintetiziranih spojeva —
potencijalnih antibiotika. U tu svrhu vrlo €esto se koriste vezani analiticki sustavi pomoc¢u kojih
se postize ucinkovitije 1 brze prociS€avanje te identifikacija spojeva u odnosu na klasicne
tehnike off-line. U ovom diplomskom radu provedena je izolacija i strukturna karakterizacija
novosintetiziranth ~ 3-trifluormetoksifenil- 1 3-(3-fenilpropil)-makrozona te njithovih
dijastereomera, kao 1 nekih oneciS¢enja iz reakcijskih smjesa pomocu sustava LC-SPE/krio-
NMR. Za strukturnu karakterizaciju izoliranth komponenata koriStene su jedno- 1
dvodimenzijske tehnike NMR te spektrometrija masa. Na temelju analize prikupljenih podataka
predlozene su strukture izoliranih spojeva.
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Increasing bacterial resistance to existing antibiotics is a serious health problem, and great
efforts are being made to discover and develop new antibiotics to overcome this problem.
Macrozones are novel conjugates of azithromycin and thiosemicarbazides that show very good
in vitro activity against susceptible and resistant bacterial strains. Development of new
antibiotics is a multistep process and one of the most important steps is the identification of
pharmaceutical impurities and newly synthesized compounds — potential antibiotics. For this
purpose, hyphenated systems are very oftenly used to achieve more efficient and faster
purification and identification of compounds compared to off-line techniques. In this study,
isolation and structural characterization of newly synthesized 3-trifluoromethoxyphenyl- and
3-(3-phenylpropyl)-macrozones and their diastereoisomers, as well as some impurities from
reaction mixtures, have been performed using hyphenated system LC-SPE/cryo-NMR. One-
and two-dimensional NMR techniques and mass spectrometry were used for structural
characterization of isolated components. Based on the analysis of collected data, the structures
of isolated compounds were proposed.
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Makrolidni antibiotici predstavljaju veliku obitelj inhibitora sinteze proteina u bakterijskim
stanicama. Sastoje se od makrociklickog laktonskog prstena razli¢itih veli¢ina na kojeg su
vezane jedna do tri molekule Secera. Najcesci su 14-, 15- 1 16-eroclani makrolidi. Kao prirodni
ili polusintetski ovi antibiotici djeluju tako $to se selektivno vezu na 50S podjedinicu
bakterijskog ribosoma, pri ¢emu ometaju sintezu proteina inhibiranjem aktivnosti peptidil-
transferaznog centra. Najpoznatiji 1 najéeS¢e koriSteni makrolidni antibiotici su eritromicin,
klaritromicin i azitromicin. NajceS¢e se koriste u lijecenju akutnih i kroni¢nih infekcija diSnih
puteva.

Precesta i nepravilna upotreba makrolida dovela je do pojave rezistentnih bakterijskih
vrsta na postojece antibiotike. Mikroorganizmi su razvili nekoliko mehanizama otpornosti na
makrolidne antibiotike. Primarni mehanizam otpornosti je mutacija nukleotida u veznom
mjestu makrolida na ribosomu, ali su moguce i1 mutacije ribosomskih proteina kao i
modifikacije samih makrolida. Takoder, jedan od razvijenih mehanizama otpornosti je i1
ekspresija efflux-pumpi u membrani bakterijske stanice. Danas otpornost bakterija na postojece
antibiotike predstavlja ozbiljan zdravstveni problem, ¢ije se rjeSenje nalazi u sintezi novih ili
modifikaciji ve¢ postojecih antibiotika.

Tiosemikarbazoni su organosumporovi spojevi koji se takoder odlikuju vrlo dobrim
farmakoloSkim svojstvima. Oni takoder posjeduju antibakterijsko 1 antiinfektivno djelovanje.
Povezivanjem derivata azitromicina i tiosemikarbazona, nastaju novi bioaktivni konjugati koji
se nazivaju makrozonima.

Proces razvoja novih antibiotika sastoji se od brojnih koraka, pri ¢emu je izuzetno vazna
izolacija 1 identifikacija farmaceutskih oneciS¢enja i novosintetiziranih spojeva, odnosno
potencijalnih antibiotika. Istrazivanjem profila oneciS¢enja (engl. impurity profiling) dobivaju
se informacije o prisutnim oneciS¢enjima u farmaceutskom proizvodu, pri ¢emu je njihova
koli¢ina u krajnjem produktu strogo propisana. Za kvalitativnu 1 kvantitativnu analizu
farmaceutskih tvari vrlo ¢esto se koriste vezani sustavi pomocu kojih se postize uc¢inkovitije i
brze procis€avanje spojeva u odnosu na klasi¢ne tehnike off-line. Zbog svoje osjetljivosti i

niskih granica detekcije, najcesce koriSteni vezani sustavi su LC-MS 1 LC-SPE-NMR.

Paula Pranjié Diplomski rad



§ 1. Uvod 2

Cilj ovog diplomskog rada je izolirati i strukturno okarakterizirati novosintetizirani 3-
trifluormetoksifenil- (u daljnjem tekstu 3-8) i 3-(3-fenilpropil)-makrozon (u daljenjem tekstu
3-9) te njihove dijastereomere, kao 1 neka onecis¢enja iz reakcijskih smjesa pomocu vezanog
sustava LC-SPE/krio-NMR. Za strukturnu karakterizaciju izoliranih komponenata koristit ¢e se
jedno- i dvodimenzijske tehnike NMR ('H, COSY, 'H-'>C HSQC, 'H-!*C HMBC, NOESY) te
spektrometrija masa. Na temelju analize prikupljenih podataka predlozit ¢e se strukture

izoliranih spojeva.

Paula Pranjié Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 3

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Makrolidni antibiotici

Makrolidni antibiotici predstavljaju veliku skupinu bioaktivnih spojeva sa Sirokom primjenom
u medicini, veterini i agrikulturi. Sastoje se od makrociklickog laktonskog prstena razliitih
veli¢ina na kojeg su vezane jedna ili viSe molekula amino- i/ili neutralnih Secera putem
glikozidne veze. Najzastupljeniji makrolidi su oni koji sadrze 12, 14, 15 ili 16 ugljikovih atoma
u laktonskom prstenu, a najéeS¢e vezani Seceri su kladinoza i desozamin (Slika 1.). Danas je
poznato vise od 2000 razli¢itih makrolida' koje karakteriziraju slicne kemijske strukture,
antibakterijska aktivnost i mehanizmi djelovanja, ali znacajno razliCita farmakokineticka
svojstva, zbog ¢ega vrlo mali dio makrolida zapravo pronalazi klini¢ku primjenu. Najpoznatiji
makrolidi koji se nalaze u klinickoj primjeni su eritromicin, klaritromicin 1 azitromicin (Slika
1.). Djeluju tako Sto se selektivno vezu na 50S podjedinicu bakterijskog ribosoma unutar
1zlaznog tunela polipeptida pri ¢emu ometaju sintezu proteina inhibiranjem aktivnosti peptidil-
transferaznog centra koji je odgovoran za stvaranje peptidne veze izmedu aminokiselina. Siroki
spektar djelovanja makrolidnih antibiotika omogucuje njihovo koriStenje u lijecenju raznih
zaraznih bolesti, a najcesc¢e se koriste za lijeCenje infekcija diSnog sustava uzrokovanih Gram-
pozitivnim bakterijama Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes 1 Staphylococcus
aureus, te Gram-negativnim bakterijama Neisseria gonorrhoea, Haemophilus influenzae,
Bordetella pertussis 1 Neisseria meningitis, a takoder pokazuju djelovanje i na druge patogene

kao §to su Chlamydia trachomatis i Mycoplasma pneumoniae.>>

Eritromicin Klaritromicin Azitromicin

Slika 1. Najznacajniji predstavnici makrolidnih antibiotika.*

Paula Pranjié Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 4

Makrolidni antibiotici dijele se na tri generacije. Prvu generaciju ¢ine prirodni spojevi koje
sintetiziraju poliketidne sintaze prisutne u raznim vrstama bakterija iz roda Streptomyces. Ovoj
skupini pripada eritromicin A, prvi izolirani makrolid s klinickom primjenom. Veliki
nedostatak makrolida prve generacije je njihova nestabilnost u kiselom zeluCanom mediju.
Eritromicin A se pri takvim uvjetima metabolizira u neaktivan anhidrohemiketalni i spiroketalni
oblik, a osim toga pokazuje brojne gastrointestinalne nuspojave. Radi poboljsanja
farmakoloskih svojstava, poput bolje stabilnosti u kiselom mediju, boljeg prodiranja u tkiva i
smanjenja nuspojava, predstavljena je druga generacija makrolida, odnosno polusintetskih
derivata eritromicina A, kao $to su azitromicin i klaritomicin. Tre¢u generaciju makrolidnih
antibiotika predstavljaju ketolidi kao Sto su telitromicin i solitromicin, koji umjesto kladinoze
sadrze karbonilnu skupinu vezanu za laktonski prsten, ali zbog velikog broja nuspojava nisu

toliko prisutni u klini¢koj primjeni.>

2.1.1. Azitromicin

Uvodenjem duSikovog atoma u makrociklicki laktonski prsten dobivena je nova potklasa
makrolidnih antibiotika nazvana azalidima. Prvi i glavni predstavnik azalida, kao 1 15-eroclanih
makrolida, je azitromicin kojeg karakterizira metil-supstituirani duSikov atom na poloZaju 9a
unutar laktonskog prstena (Slika 2.). Sintetiziran je 1980. godine od strane hrvatskog tima
znanstvenika u tvornici lijekova PLIVA, a na trzi§tu je poznat pod nazivima Sumamed®
(PLIVA) i Zithromax® (Pfizer). Azitromicin je dobiven Beckmannovom pregradnjom oksima
eritromicina A, koji nastaje iz eritromicina pomocu hidroksilamin hidroklorida u prisutnosti
slabe baze 1 pufera. Tretiranjem oksima eritromicina A s aromatskim sulfokloridom nastaje
odgovaraju¢i iminoeter, ¢ijjom reduktivnom metilacijom u konacnici nastaje azitromicin.

Shematski prikaz sinteze azitromicina prikazan je na slici 3.5’

Slika 2. 2D 1 3D strukture azitromicina.

Paula Pranjié Diplomski rad
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§ 2. Literaturni pregled 6

Promjena u strukturi laktonskog prstena azitromicinu donosi brojne prednosti u odnosu na
eritromicin — stabilnost u kiselom mediju, poboljSana farmakokineticka svojstva te Siri spektar
antibiotskog djelovanja koji ukljucuje Gram-negativne bakterije Haemophilus influenzae i
Moraxella catarrhalis na koje je eritromicin pokazivao slabu antibiotsku aktivnost. Osim toga,
azitromicin pokazuje produljeno vrijeme poluzivota i brze prodiranje u tkiva, Sto, naposljetku,
rezultira ve¢im koncentracijama i produljenom zadrzavanju lijeka u tkivima. Visoka oralna
bioraspolozivost omogucuje primjenu azitromicina u jednoj dozi ili jednoj dozi dnevno kroz 3
do 5 dana, ovisno o vrsti infekcije. Upravo zbog navedenih karakteristika, te moguénosti
primjene kod trudnica i djece, azitromicin je jedan od najprodavanijih lijekova u svijetu.
Medutim, preCesta i nepravilna upotreba azitromicina i ostalih makrolida doveli su do pojave

rezistentnih bakterijskih vrsta.>®

2.2. Tiosemikarbazoni

Tiosemikarbazoni su organosumporovi spojevi koji se dobivaju kondenzacijom
tiosemikarbazida 1 karbonilnih spojeva (aldehida ili ketona). Tiosemikarbazoni, kao i njihovi
derivati, te metalni kompleksi svoju primjenu pronalaze u analiti¢koj kemiji, biologiji, medicini
i farmakologiji. Opéa formula tiosemikarbazona je R'R2C=N-NH-C(=S)-NR’R* a zbog

intramolekulskog prijenosa protona mogu postojati u dva tautomerna oblika — tionski 1 tiolni,

T\k/ e x/

R* R4
Tionski oblik Tiolni oblik

¢ije su strukture prikazane na slici 4. % 1% 11

Slika 4. Tautomerni oblici tiosemikarbazona.

Tiosemikarbazoni sadrZe skup donorskih atoma u obliku amidnih, iminskih 1 tionskih skupina,
te se zbog toga mogu ponasati kao polidentatni ligandi, odnosno imaju sposobnost keliranja
metalnih iona. Stvaranjem kompleksa s metalnim ionom, tiosemikarbazonima se mogu
promijeniti bioloska svojstva. Koordinacija na metalni ion moze utjecati na lipofilnost koja
kontrolira brzinu ulaska tiosemikarbazona u stanicu. Takoder, kompleks s metalnim ionom
moze biti aktivniji od slobodnog tiosemikarbazona ili moze ¢ak pokazati neku bioaktivnost koju

slobodan tiosemikarbazon ne pokazuje. Koordinacijski kapacitet tiosemikarbazona kao liganda
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moze se dodatno povecéati dodatkom odgovarajuéih funkcijskih skupina koje sadrze donorske
atome.!!"!3 Upravo ove karakteristike omoguéuju tiosemikarbazonima i njihovim kompleksima

s metalima Siroki spektar bioloskog djelovanja, te zbog toga zauzimaju vazno mjesto u

10,13,14 13,15

medicinskoj kemiji. Oni, izmedu ostaloga, pokazuju antitumorsko , antibakterijsko'*"”,

13,16 antivirusno'? i antimalarijsko!'”!® djelovanje.

antifungalno

Svojstvo keliranja metalnih iona tiosemikarbazonima omogucuje i njihovu analiticku
primjenu. Koriste se u anorganskim analizama za otkrivanje i odredivanje razli¢itih kationa i
aniona prijelaznih metala. Za kvantitativno odredivanje iona tiosemikarbazonima najcesce se
koriste spektrofotometrijske metode zbog jednostavne primjene i malih troskova, ali

primjenjuju se i gravimetrijske, fluorimetrijske te titrimetrijske metode."”

2.3. Rezistencija bakterija na postojece antibiotike

Antimikrobna rezistencija (engl. antimicrobial resistance, AMR) predstavlja jedan od najvecih
globalnih javnozdravstvenih problema moderne medicine koji uvelike prijeti ucinkovitoj
prevenciji 1 lijeenju sve veceg niza raznih infekcija uzrokovanih bakterijama, parazitima,
virusima 1 gljivicama pri ¢emu ti mikroorganizmi vise nisu osjetljivi na lijekove koji se inace
koriste u lijecenju tih infekcija. Najvecu pozornost privlaci rezistencija bakterija na antibiotike
pri ¢emu bakterijske infekcije postaju opasna prijetnja ljudskom Zivotu. Broj rezistentnih, kao
1 multirezistentnih bakterijskih vrsta na postojece antibiotike, sve je veci, a razlog tome je
prekomjerna uporaba i zlouporaba antibiotika, nepotpuno doziranje lijeka od strane pacijenata,
dodavanje velikih koli€ina antibiotika u sto¢nu hranu 1 poljoprivredne usjeve, loSa higijena
unutar bolnica, te, s druge strane, nedostatak proizvodnje novih, u¢inkovitih antibiotika.?%2!
Posljedice pojave rezistentnih bakterijskih sojeva su brojne. Infekcija uzrokovana
rezistentnom bakterijom ve¢inom zahtijeva dulje vrijeme lijeCenja, stoga pacijent duze ostaje u
nezdravom stanju, pri ¢emu je rizik od smrtnog ishoda bolesti povec¢an. Duzi vremenski period
lijecenja takve infekcije takoder pove¢ava moguénost njezina Sirenja na zdrave osobe, a samim
time 1 Sirenje rezistentnih sojeva, zbog ¢ega su bolnice i klinicki centri "legla" rezistentnih
bakterija. Uslijed produljenog lijeCenja takoder dolazi i do povecanja nepotrebnih trosSkova za
dodatne lijekove, hospitalizaciju, klinicke pretrage 1 openito zdravstvenu zastitu. Druga vazna
posljedica pojave antibiotske rezistencije je razmjena i prijenos rezistencije izmedu razlicitih

bakterijskih sojeva, §to dodatno otezava lije¢enje.?!">
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2.3.1. Mehanizmi bakterijske rezistencije na makrolidne antibiotike

Danas postoji mnostvo razli¢itih rezistentnih bakterijskih sojeva medu kojima postoje vrste koje
su razvile rezistenciju na makrolidne antibiotike. Prvi slucaj rezistencije na makrolidne
antibiotike primije¢en je kod eritromicina vrlo brzo nakon njegovog uvodenja u klinicku
primjenu.?® Nacin na koji bakterije ostvaraju rezistenciju na odredeni antibiotik nije ograni¢en
na samo jedan mehanizam, ve¢ ih je uoceno nekoliko, a isto vrijedi i za makrolidne antibiotike.
Dva naj¢es¢a mehanizma rezistencije bakterija na makrolidne anitbiotike su: (1) smanjeni
afinitet vezanja makrolida na bakterijski ribosom uzrokovan modifikacijama ribosoma ili
makrolida te (2) posljedica smanjenja koncentracije makrolida u bakterijskoj stanici
ekspresijom efflux-pumpi koje su kodirane genima mef i msr, odnosno promjenama u
permeabilnosti membrane.?

Modifikacije na ribosomu odgovorne za pojavu rezistencije su one koje se zbivaju u
veznom mjestu makrolida, a to su posttranslacijska dorada te mutacije 23S rRNA i ribosomskih
proteina L4 1 L.22. Makrolidi za svoje djelovanje koriste isti dio ribosoma kao i nekoliko drugih
antibiotika, posebno linkozamida i streptogramina B. Stoga, jedna od modifikacija na ribosomu
u bakterijama moZe istovremeno uzrokovati otpornost te bakterije na makrolide, linkozamide i
streptogramine B. Ovaj se fenotip naziva MLSg rezistencija (engl. Macrolide-Lincosamide-
Streptogramine B). Naj€es¢i mehanizam modifikacije veznog mjesta makrolida je metilacija
adenina 2058 na 23S rRNA pomocu metil-transferaza Erm (engl. erythromicin resistance
methylase), pri ¢emu je vezanje makrolida steri¢ki onemoguéeno.>**

Poznate su dvije klase enzima u bakterijama odgovorne za modifikacije na makrolidima
koje za posljedicu imaju gubitak antibiotskog djelovanja jer takvi makrolidi nisu viSe sposobni
vezati se za 50S podjedinicu bakterijskog ribosoma. Radi se o makrolidnim fosfotransferazama
1 esterazama. Fosfotransferaze kataliziraju reakciju fosforilacije makrolidnih antibiotika pri
¢emu dolazi do narusavanja kljucnih interakcija prilikom vezanja takvog makrolida na ribosom.
Esteraze hidroliziraju estersku vezu koja se nalazi unutar makrociklickog laktonskog prstena,

nakon ¢ega makrolid prelazi iz ciklicke u linearnu formu te viSe nema mogucénosti vezati se na

ribosom u bakterijskoj stanici.*
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2.4. Novi konjugati makrolidnih antibiotika — makrozoni

Iako su makrolidi izvrsni antibiotici, njihov Siroki spektar antibakterijskog djelovanja ugrozen
je pojavom bakterijske rezistencije. Stoga je pred znanstvenicima zahtjevan zadatak u pogledu
(polu)sinteze nove generacije makrolida, kao i antibiotika opcenito, koji bi se mogli koristiti u
lijeenju infekcija uzrokovanih rezistentnim vrstama. Do sada su objavljena istrazivanja koja
su se bavila modifikacijama postojecih makrolida, odnosno sintezom makrolidnih konjugata,
ponajprije azitromicina zbog njegovih prethodno opisanih povoljnih karakteristika. Konjugati
makrolida rezultat su promijenjene strukture makrolida dodatkom jednog ili viSe farmakofora
1, kao takvi, pokazuju razli¢ita bioloska svojstva u odnosu na pojedine farmakofore. Tako su
predstavljeni konjugati makrolida i nukleobaza ili nukleozida®>*%, konjugati makrolida i raznih
heteroaromatskih skupina®’?®, te konjugati makrolida i urea, odnosno tiourea*-**. Opisani
konjugati pokazuju ve¢i afinitet vezanja na bakterijski ribosom kao i bolju aktivnost in vitro na
odredene sojeve bakterija u odnosu na postojece makrolidne antibiotike.

Prilikom sinteze novih konjugata makrolidnih antibiotika vaznu ulogu ima odabir
odgovarajucih farmakofora, odnosno funkcijskih skupina. Ono §to se Zeli posti¢i su povoljne
interakcije nove molekule s ribosomom, poboljSana farmakokinetika, sprjecavanje nezeljenih
nuspojava i, naravno, dobivanje spojeva koji ¢e biti aktivni protiv rezistentnih i osjetljivih
bakterijskih sojeva. Zbog Sirokog antibakterijskog djelovanja tiosemikarbazona i svih povoljnih
karakteristika azitromicina, upravo su oni odabrani za sintezu novih konjugata makrolidnih

antibiotika, koje nazivamo makrozonima.®!

Tiosemikarbazonska skupina predstavlja
interaktivnu skupinu koja moze ostvariti interakciju s okosnicom makrocikli¢kog laktonskog
prstena azitromicina i na taj na€in poboljsati njegovu aktivnost. Takoder se ocekuje sinergijski
ucinak povezivanja tiosemikarbazona i1 azitromicina na njihov ukupan bioloski profil,

ponajprije na aktivnost prema rezistentnim bakterijskim sojevima.

2.4.1. Sinteza makrozona

Sinteza makrozona ukljucuje povezivanje azitromicina s derivatima tiosemikarbazona na
odabranim klju¢nim mjestima makrolida, a to su polozaji 9a-, 4"- i 3- (Slika 5.). Kljuéni
meduprodukt u sintezi makrozona je aminopropil derivat azitromicina koji se dobiva u dva
koraka: prvi korak je Michaelova adicija akrilonitrila na posljednji meduprodukt u sintezi
azitromicina, a drugi korak je kataliticko hidrogeniranje s PtO;. Sljede¢i korak je sinteza

tiosemikarbazida reakcijom odgovarajucih izotiocijanata i hidrazin hidrata, nakon cega slijedi
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njihova reakcija sa 4-formilbenzojevom kiselinom i dobivanje odgovarajuéih
tiosemikarbazona. Posljednji korak je reakcija amidacije aminopropil derivata azitromicina s
odgovarajuc¢im derivatom tiosemikarbazona. Reakcija se odvija u prisutnosti reagenasa HATU
i DIPEA u diklormetanu pri sobnoj temperaturi.®!-*?

1 4"_ makrozon 9a — makrozon 3 — makrozon

SOV A
nj‘/g)
2)

! OCHs F QCF3 % § % i
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Slika 5. 1) Shematski prikaz strukture makrozona iz klase 4"-, 9a— 1 3-. 2) Primjeri razlicitih

supstituenata R za sintezu odgovarajuéih tiosemikarbazona.*?

2.5. Farmaceutska analiza

Farmaceutska analiza jedan je od vrlo vaZznih koraka u procesu razvoja novih lijekova, a
ukljucuje citav niz postupaka koji se koriste za identifikaciju, odredivanje, odjeljivanje,
prociS¢avanje 1 pojasnjenje strukture novosintetiziranih spojeva — potencijalnih antibiotika. U
tu svrhu koriste se razne klasicne metode kao Sto su gravimetrija, titrimetrija 1 volumetrija, te
instrumentne metode — opticke, kromatografske, elektrokemijske, radiokemijske 1
termokemijske.*> Analiza nije usmjerena samo na djelatnu tvar, odnosno aktivni farmaceutski
pripravak (engl. active pharmaceutical ingredient, API), ve¢ 1 na ostale moguce sastavnice
lijeka kao Sto su farmaceutske pomocéne tvari, oneciS¢enja i razgradni produkti lijekova.
Primarni cilj farmaceutske analize je osigurati kvalitetu lijeka, stoga se analiticke metode

primjenjuju ve¢ u prvim koracima sinteze potencijalnog antibiotika kako bi se identificirale i

strukturno okarakterizirale komponente reakcijske smjese.
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2.5.1. Oneciscenja u lijekovima

Do danas je razvijen velik broj razli¢itih nacionalnih farmakopeja i agencija koje su imale
razli¢ite definicije, standarde 1 pravilnike o prisutnosti onecis¢enja u lijekovima sve do 1990.
godine kada je utemeljena Medunarodna konferencija o harmonizaciji (engl. International
Conference on Harmonization, ICH), koja okuplja regulatorna tijela za lijekove i farmaceutske
industrije s podru¢ja Europe, Japana i Sjedinjenih Ameri¢kih Drzava.** Misija djelovanja
organizacije ICH je uskladivanje standarda i pravne regulative na navedenim podrucjima kako
bi se osigurao razvoj sigurnih, uc¢inkovitih 1 visokokvalitetnih lijekova te njihova registracija 1
odrzavanje u skladu s visokim standardima.

Prema smjernicama ICH?*3¢

onecis¢enje se definira kao svaka komponenta novog lijeka
koja sama po sebi nije ljekovita tvar ili pomoc¢na tvar u farmaceutskom proizvodu, odnosno
svaka komponenta ljekovite tvari koja nema definiran kemijski entitet kao ljekovita tvar, dok
je profil onecis¢enja definiran kao opis identificiranih i neidentificiranih onecis¢enja prisutnih
u lijeku, odnosno u novoj ljekovitoj tvari. Onec¢is¢enja se mogu podijeliti u tri skupine: organska
oneciS¢enja, anorganska oneciS¢enja i ostatna otapala (Slika 6.). Organska oneciS¢enja mogu
nastati tijekom proizvodnje ili skladiStenja ljekovite tvari ili gotovog lijeka. Ona mogu biti
(ne)identificirana 1 (ne)hlapljiva, a ukljucuju polazne sirovine, nusprodukte, meduprodukte,
razgradne produkte, te, rjede, organske reagense, ligande 1 katalizatore. Anorganska
onecis¢enja uglavnom nastaju tijekom procesa proizvodnje i u vecini slucajeva su poznata te
identificirana. To mogu biti anorganski reagensi, ligandi i katalizatori, zatim teski metali ili

drugi zaostali metali, anorganske soli i1 ostale pomo¢ne anorganske supstance. Ostatna otapala

su anorganske ili organske tekucine koje se koriste tijekom sinteze lijeka.

Rt » reagensi, ligandi i katalizatori
* polazne sirovine ) = ‘ -
: « teski metali ili drugi zaostali
* nusprodukti metali o -
e . 0r§§1}§ e ili anorganske
. . » anorganske soli tekucine
» razgradni produkti i
. .. . . * pomocne anorganske
* reagensi, ligandi i katalizatori
supstance
o \
Orgﬁvn’ska. An({l.'gs’ms.k 4 g@ Ostatna otapala (\ j(
oneciscenja R oneciscenja J
! =

Slika 6. Skupine oneciS¢enja farmaceutskih proizvoda i ljekovitih tvari.
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Sigurnost koristenja lijekova usko je povezana s njihovom kvalitetom i danas se provodi stroga
kontrola kvalitete od strane proizvodaca i regulatornih tijela. Ukoliko su prisutna u lijeku,
onecis¢enja 1 neidentificirane tvari mogu biti potencijalno toksi¢ne i samim time opasne za
zdravlje. Stoga, klju¢an korak u istrazivanju i proizvodnji lijekova je istrazivanje profila
oneciS¢enja lijeka (engl. impurity profiling) koji obuhvaca analiticke postupke s ciljem
detekcije, identifikacije, strukturne karakterizacije i kvantitativnog odredivanja organskih i
anorganskih one¢is¢enja, te ostatnih otapala u farmaceutskom proizvodu ili ljekovitoj tvari.?’
U svrhu istrazivanja profila oneciS¢enja najeS¢e se koriste analiticke tehnike poput

kromatografije, spektroskopije i spregnute tehnike koje ¢e biti opisane u nastavku.

2.5.2. Tehnike prociscavanja i strukturne karakterizacije spojeva u farmaceutskoj analizi

Istrazivanje profila oneciS¢enja obicno zapocinje identifikacijom oneciS¢enja, nakon cega
slijedi njihova izolacija i1 karakterizacija. Za odjeljivanje pojedinih sastojaka ljekovite tvari i
prisutnih oneci$¢enja koriste se separacijske tehnike kao $to su razne vrste kromatografija i
kapilarna elektroforeza (engl. Capillary Electrophoresis, CE). Od kromatografiskih tehnika
naj¢eS¢e se primjenjuju tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. High-
Performance Liquid Chromatography, HPLC), tankoslojna kromatografija (engl. Thin-Layer
Chromatography, TLC) 1 plinska kromatografija (engl. Gas Chromatography, GC). Osim za
odjeljivanje pojedinih oneciS¢enja, navedene tehnike mogu se koristiti 1 za njihovu izolaciju, a
u tu svrhu Cesto se primjenjuju 1 klasicne metode poput ekstrakcije na ¢vrstoj fazi (engl. Solid-
Phase Extraction, SPE) 1 ekstrakcija tekuce-tekuce. Nakon odjeljivanja te izolacije oneciS¢enja
slijedi njihova strukturna karakterizacija za Sto se najceSce koriste spektroskopija nuklearne
magnetske rezonancije (engl. Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy, NMR) 1
spektrometrija masa (engl. Mass Spectrometry, MS). lako su navedene tehnike 1 metode vrlo
ucinkovite, moderna farmaceutska analiza viSe je usmjerena prema koriStenju spregnutih
tehnika (engl. hyphenated techniques) u kojima se spektroskopske tehnike kombiniraju sa
separacijskim tehnikama radi postizanja ucinkovitijeg 1 brzeg procis€avanja te identifikacije
spojeva u odnosu na klasi¢ne tehnike off-/ine. Tako se koriste spregnute tehnike LC-MS, LC-
MS/MS, GC-MS, LC-NMR i spregnuti sustavi LC-SPE-NMR, LC-NMR-MS te LC-SPE-
NMR-MS. Odabir spregnute tehnike ovisi o prirodi oneciS¢enja i o vrsti informacija koje se

zele dobiti iz analize.
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2.5.2.1. Primjena spregnute tehnike LC-MS

Spregnuta tehnika LC-MS analiticka je tehnika koja povezuje ucinkovitost odjeljivanja
tekuc¢inskom kromatografijom s vrlo osjetljivim i specificnim analizatorima masa. Razvoj 1
unaprjedenje navedene tehnike vrlo je slozen proces, ponajviSe zbog pronalazenja
zadovoljavaju¢eg meduspoja (engl. interface) koji povezuje ove dvije tehnike, a ¢ija je uloga
otparavanje tekucine, ionizacija neutralnih molekula i uvodenje analita u analizator. Nakon
odjeljivanja na kromatografskoj koloni pojedine komponente se putem meduspoja usmjeruju u
ionizator spektrometra masa gdje dolazi do njihove ionizacije. Nastali molekulski ioni skloni
su fragmentaciji i kao takvi se u analizatoru masa razdvajaju na temelju njihova omjera mase i
naboja (m/z) te detektiraju. Od ionizacijskih tehnika uglavnom se koriste blaze tehnike
ionizacije koje su manje energije pa se stvara manje fragmentnih iona. U blage ionizacijske
tehnike pripadaju ionizacija elektrorasprSenjem (engl. electrospray ionization, ESI) i kemijska
ionizacija pri atmosferskom tlaku (engl. atmospheric pressure chemical ionization, APCI).
Razvoj tehnologije doveo je do unaprjedivanja tehnike LC-MS uvodenjem tandemne
spektrometrije masa (MS/MS). Spregnuti sustav LC-MS/MS pruZa moguc¢nost bolje separacije
i dodatne fragmentacije iona u vremenu ili prostoru.’®*

U farmaceutskoj analizi tehnika LC-MS koristi se u istrazivanju metabolizma lijekova,
analizi 1 identifikaciji oneciS¢enja 1 razgradnih produkata u farmaceutskim proizvodima, te
izolaciji i karakterizaciji potencijalnih ljekovitih tvari iz prirodnih ili sintetskih izvora.*’

S obzirom da LC-MS koristi blage tehnike ionizacije, ve¢inom nastaju jednostruko
nabijeni molekulski ioni kod kojih je z = 1, pa omjer m/z zapravo odgovara masi analita. Ovo
ne vrijedi za velike molekule poput proteina, ve¢ za molekule do 1000 Da kao §to su brojni
antibiotici,*® a medu njima i makrolidi (Tablica 1.). Stoga je metoda LC-MS, odnosno LC-
MS/MS vrlo rasirena za kvantitativnu analizu 1 potvrdu prisutnosti makrolida kao i njihovih
derivata u razli¢itim uzorcima. Makrolidni antibiotici i njihovi derivati ne nalaze samo
medicinsku primjenu, ve¢ se naSiroko koriste u veterini 1 agrikulturi, pri ¢emu €esto dolazi do
njihova ispustanja u okoli$ razli¢itim putevima. Koriste se za suzbijanje i prevenciju bolesti
Zivotinja, ali 1 za poticanje rasta kod uzgoja Zivotinja u prehrambene svrhe. Prekomjerna ili
pogresna upotreba antibiotika moze dovesti do njihova zaostajanja u hrani, dok se kod potroSaca
mogu pojaviti razne nuspojave poput alergijskih reakcija. Stoga je vrlo bitna njihova analiza u
prehrambenim, bioloSkim i1 ekoloSkim uzorcima radi provjere sigurnosti hrane i ocuvanja

okolisa te se u tu svrhu vrlo &esto koristi tehnika LC-MS.*!-3!
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Tablica 1. Rezultati analize makrolidnih antibiotika u uzorcima mlijeka tehnikom HPLC-

MS/MS uz ionizaciju elektrorasprienjem u pozitivhom ionizacijskom modu.*?

Analit Vrijeme Molekulska Ion prekursor Fragmenti
zadrZavanja (min) masa (Da) (m/7) (m/7)
Azitromicin 6,3 748,98 749.5 ?2;’?
Eritromicin A 9,11 733,93 7345 ?;g’?
. . 174,1
Josamicin 12,95 828,00 828.5 600.3
Klarit ici 11,64 747,95 748,5 158,1
aritromicin , , , 590.4
Roksit ici 11,91 837,05 837,3 158,1
oksitromicin , , , 679.4
. . . 174,1
Spiramicin I 5,48 843,05 843,6 540.4
G 696,5
Tilmikozin 7,88 869,15 869,5 174.1
R 174,1
Tilozin 9,92 916,11 916,5 772.5

Metodom LC-MS/MS provedena je analiza azitromicina i srodnih spojeva (engl. azithromycin
related compounds, ARCs) u komercijalno dostupnim tabletama.>? Pretpostavljene strukture
oneciS¢enja najprije su potvrdene spektrometrijom masa visoke razlucivosti, nakon ¢ega su
karakteristi¢ni ioni prekursori 1 fragmenti identificirani pomocu tandemne spektrometrije masa,
pri ¢emu je u oba slucaja koriStena tehnika ionizacije elektrorasprSenjem u pozitivhom
ionizacijskom modu. Dobiveni spektar MS/MS azitromicina (Slika 7.) prikazuje glavne signale
m/z 591 1 m/z 573 koji odgovaraju gubitku Secernih jedinica (m/z 158 i 175), kao 1 signale
fragmenata koji su karakteristicni za makrolaktonski prsten azitromicina, stoga se mogu

koristiti za potvrdu prisutnosti onec¢is¢enja koja su strukturno sli¢na azitromicinu.
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Slika 7. 1) Spektar MS/MS azitromicina i glavnih fragmenata. 2) Strukture fragmenata

karakteristi¢nih za azitromicin.>?

2.5.2.2. Primjena spregnute tehnike LC-SPE-NMR

Osim spektrometrije masa, Cesto se za identifikaciju molekula spregnutim tehnikama koristi
spektroskopija NMR pomocu koje se mogu odredivati strukture organskih, anorganskih i
bioloskih molekula. U odnosu na LC-MS, sprega tekucinske kromatografije i spektroskopije
NMR (LC-NMR) pruza detaljniji uvid u strukturu molekule zbog mogucénosti analize izomera
1 kiralnih spojeva. Takoder, LC-NMR nije destruktivna metoda pa se uzorak moze upotrijebiti
za daljnje analize. Danas postoje brojne jednodimenzijske (‘H, '*C, '°F, *'P) i dvodimenzijske
tehnike NMR (COSY, TOCSY, HSQC, HMBC, NOESY, ROESY), pomocu kojih se dobivaju
detaljne informacije o strukturi, dinamici, konformaciji 1 kemijskom okruZenju analizirane
molekule. Spektroskopijom NMR mogu se analizirati otopine te uzorci u ¢vrstom stanju, a
primjenjuje se u raznim podrucjima gdje se, izmedu ostaloga, koristi za razjasnjavanje
nepoznatih 1 potvrdivanje poznatih struktura, za karakterizaciju oneciS¢enja i razgradnih
produkata u farmaceutskim pripravecima 1 gotovim proizvodima, za analizu prirodnih

proizvoda, istraZivanje metabolizma i prou¢avanje biomolekula.>>=>*
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U pocetku je nedostatak tehnike LC-NMR bila niska osjetljivost. Osjetljivost tehnike
znatno je povecana razvojem supravodljivih magneta, krio-tehnologije, kao i tehnika za
supresiju signala otapala. Jo$ jedan napredak u pogledu poboljsanja kvalitete tehnike LC-NMR
bilo je uvodenje sustava LC-SPE-NMR koji ée biti opisan u nastavku.>>>*

Tehnike supresije signala otapala predstavljaju pulsni sljedovi NMR koji omoguéuju
otklanjanje ili smanjenje intenziteta signala otapala kako bi se mogli opaziti signali analita niske
koncentracije. Ove tehnike omogucuju dobivanje vrlo reprezentativnih jedno- i1
dvodimenzijskih spektara LC-NMR §to olakSava potpunu strukturnu karakterizaciju pojedinih
komponenata u smjesi. NajceS¢e koriStene tehnike supresije signala otapala su tehnika
prezasi¢enja (NOESY tip), tehnika WET (engl. water suppresion enhanced through T effects)
i tehnika WATERGATE (engl. water suppresion by gradient-tailored excitation) ¢iji su pulsni

sljedovi prikazani na slici 8.3
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Slika 8. Pulsni sljedovi NMR najcesce koristenih tehnika supresije signala otapala u analizi
LC-NMR: 1) Tehnika prezasi¢enja (NOESY tip), 2) tehnika WET i 3) tehnika
WATERGATE.>
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Postoji nekoliko nacina izvodenja tehnike LC-NMR ovisno o nacinu prijenosa eluata s
kromatografske kolone do sonde NMR koji moZze biti izravan ili neizravan. Kod izravnog
prijenosa koriste se tehnika neprekinutog protoka (engl. on-flow mode), tehnika prekinutog
protoka (engl. stop-flow mode) 1 tehnika prekinutog protoka u kratkim vremenskim intervalima
(engl. time-sliced mode). Najjednostavniji nacin rada tehnike LC-NMR je tehnika neprekinutog
protoka, koja s druge strane ima najviSe mana. Ona zahtijeva vece koli¢ine uzoraka za
kromatografsku analizu kako bi se dobio zadovoljavaju¢i omjer signala prema Sumu (engl.
signal to noise ratio, S/N) u spektru NMR, a vrijeme zadrZavanja analita u proto¢noj Celiji
NMR ograniceno je brzinom protoka eluata sa kromatografske kolone. Iz tog je razloga ova
tehnika prikladna za snimanje samo jednodimenzijskih 'H i '°F spektara glavnih komponenata
analizirane smjese. Jo§ jedan problem tehnike neprekinutog protoka je potreba za koriStenjem
deuteriranih otapala za kromatografsko odjeljivanje $to navedenu tehniku ¢ini preskupom i
neekonomi¢nom. Bolja osjetljivost i dodatne informacije o strukturi pojedine komponente
mogu se dobiti koriStenjem tehnika zaustavljenog protoka, odnosno tehnika zaustavljenog
protoka u kratkim vremenskim intervalima. Medutim, kod ovih tehnika mozZe do¢i do
neZeljenih promjena u kromatografskom odjeljivanju, primjerice Sirenja pikova na
kromatografskoj koloni uslijed zaustavljanja protoka. Kako bi se izbjegao navedeni problem,
koriste se nacini izvedbe tehnike LC-NMR sa neizravnim prijenosom eluata, kao §to su tehnika
sakupljanja pikova u kapilarne petlje (engl. loop collection mode) ili tehnika sakupljanja pikova
na &vrstoj fazi (LC-SPE-NMR).33-

Vezani sustav LC-SPE-NMR omogucuje odjeljivanje komponenata smjese
tekuc¢inskom kromatografijom, zatim ekstrakciju svake pojedine komponente na SPE-sorbens
(engl. SPE-cartridge), te identifikaciju izoliranih spojeva spektroskopijom NMR. Ugradnja
jedinice SPE donosi brojna poboljsanja tehnike LC-NMR. Jedno od bitnih je neovisnost izbora
otapala za kromatografsko odjeljivanje i snimanje spektara NMR. Otapala koriStena za
kromatografsko odjeljivanje uklanjanju se susenjem SPE-sorbensa u struji dusika. Nakon toga
se analit moze ukloniti sa SPE-sorbensa bilo kojim deuteriranim otapalom. Time se u protocnu
¢eliju NMR uvode manje koli¢ine otapala i samim time se pove¢ava omjer S/N, odnosno
intenzitet signala analita u spektru NMR. Zbog mogucénosti koriStenja protoniranih otapala u
kromatografskom odjeljivanju, analiza je jeftinija, osjetljivija i preciznija. Takoder, s obzirom
da se za snimanje spektara NMR koriste deuterirana otapala, nema potrebe za koriStenjem

tehnika za supresiju signala otapala, Sto pojednostavljuje i ubrzava analizu. U usporedbi s
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tehnikom zaustavljenog protoka, gdje se javlja problem Sirenja kromatografskih krivulja, ovdje
se analit ispire malom koli¢inom deuteriranog otapala izravno u proto¢nu celiju ili cjevcicu
NMR, stoga je Sirenje zone analita minimalno. Jo$ jedna prednost vezanog sustava LC-SPE-
NMR je moguénost ukoncentriravanja analita viSestrukim (engl. multitrapping) izdvajanjem na
SPE-sorbens, ¢ime se znacajno povecava osjetljivost snimanja spektara NMR, kao i poboljSanja
omjera S/N u odnosu na konvencionalnu tehniku LC-NMR, a samim time omoguceno je
snimanje kvalitetnih jednodimenzijskih i dvodimenzijskih spektara NMR.

Zahvaljujué¢i brojnim poboljSanjima tehnika LC-NMR pronalazi svoju primjenu u

razli¢itim znanstvenim istrazivanjima i industriji, ponajprije farmaceutskoj. Primjenjuje se u

analizi one¢is¢enja i/ili razgradnih produkata farmaceustkih proizvoda®®®!, analizi metabolita
lijekova®®626* i prirodnih produkata®®, te u podrugju zastite okoliga®”*®. Pravilnom

interpretacijom snimljenih jedno- i dvodimenzijskih spektara NMR moguée je odrediti i
strukture vec¢ih molekula, primjerice makrolida i njihovih derivata. Takoder je moguce
tehnikom LC-NMR odrediti razgradne produkte makrolida i njihovih oneciséenja.®!-®
Medutim, vec¢i je broj objavljenih znanstvenih i istrazivackih radova ¢ija je tematika usmjerena
na analizu makrolidnih antibiotika vezanom tehnikom LC-MS u odnosu na analizu tehnikom
LC-NMR. Jedan od mogucih razloga takvog odnosa je €injenica da je spektroskopija NMR
neselektivna metoda za otkrivanje 1 identifikaciju nepoznatih analita, jer se uvijek detektiraju
bilo koji spojevi koji sadrze protone te se u vecini slucajeva spektroskopija NMR koristi nakon
analize tehnikom LC-MS 1 to za potvrdu strukture analita, ukoliko prethodno nije dobiven
dovoljno ponovljiv odgovor, kao i za potvrdu mogucih izomera i kiralnih spojeva. 1z tog razloga
jednu od danas najmoc¢nijih analitickih tehnika za temeljito razrjeSavanje struktura spojeva u

smjesama predstavlja tehnika LC-SPE-NMR-MS, pomocu koje je proces odredivanja strukture

znadajno ubrzan i olak3an.”

2.5.2.3. Analiza izomera i kiralnih spojeva

U pripravi farmaceutskih proizvoda, ali i u farmaceutskoj industriji opcenito, vrlo je vazno
provoditi analizu izomera 1 kiralnih spojeva, odnosno vec¢inom je potrebno odrediti
stereostrukture promatranih analita, pogotovo farmaceutski aktivnih tvari. Razlog tome je taj
Sto enantiomeri pojedinih bioaktivnih molekula vrlo ¢esto mogu imati razlicite bioloske ucinke,
odnosno samo jedan od njih moze imati povoljnu farmakolosku aktivnost, dok primjerice onaj

drugi ¢ak moze biti 1 potencijalno otrovan. Primjer je talidomid, sedativ i lijek za poticanje sna,
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koji je u pocetku uveden u uporabu u svom racemi¢nom obliku, §to je ostavilo tragicne
posljedice jer se naknadno uspostavilo da njegov (S)-enantiomer posjeduje teratogena
svojstva.”! U svrhu odredivanja stereostruktura u otopini uglavnom se koristi spektroskopija
NMR, pomocu koje se mogu dobiti informacije o prostornom rasporedu atoma ili skupina,
odnosno konfiguraciji ili konformaciji analita. Osim toga, spektroskopija NMR pruza
informacije o unutarnjoj dinamici molekula i interakcijama s drugim molekulama.

Za objaSnjenje stereostrukture analita koristi se nekoliko razliitih parametara
spektroskopije NMR medu kojima je najvazniji nuklearni Overhauserov efekt (engl. nuclear
Overhauser effect, NOE) koji daje izravne informacije o prostornoj udaljenosti izmedu
promatranih atoma, naj¢esce vodikovih. NOE je proces u kojem se dva spina medusobno
relaksiraju kroz interakcije dipol-dipol, takozvanom kriznom relaksacijom. Efekt NOE moze
biti pozitivan ili negativan, Sto ovisi o korelacijskom vremenu z., udaljenosti izmedu
promatranih jezgri, pri ¢emu je ograni¢en na udaljenost jezgri od 5 A, te o veli¢ini molekule,
temperaturi, otapalu i jakosti magnetnog polja. Tehnike koje se temelje na efektu NOE i ¢esto
se koriste u strukturnoj karakterizaciji su dvodimenzijske tehnike NOESY (engl. nuclear
Overhauser effect spectroscopy) 1 ROESY (engl. rotating frame Overhauser effect
spectroscopy), €iji su pulsni slijedovi prikazani na slici 9. Kod tehnike NOESY, za molekule
srednje veli€ine, vrijednost efekta NOE vrlo je mala ili jednaka nuli, te se iz tog razloga za
molekule mase oko 1000 Da preporuca detekcija efekta NOE u rotiraju¢em okviru (ROE),
odnosno snimanje spektara tehnikom ROESY kod koje je NOE uvijek pozitivan (Slika 9.).”>"

Navedene dvodimenzijske tehnike NOESY 1 ROESY takoder se koriste i u odredivanju
stereokemije makrolida 1 njihovih derivata koji su sloZene molekule te posjeduju velik broj
kiralnih centara. Bilo kakva promjena u stereokemiji makrolida moZe utjecati na njihovu

bioaktivnost i fizikalno-kemijska svojstva.6:7478
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Slika 9. 1) Pulsni slijed za tehniku NOESY. 2) Pulsni slijed za tehniku ROESY. 3) Ovisnost

inteziteta signala NOESY 1 ROESY o umnosku frekvencije vanjskog polja i1 korelacijskog

vremena (woto).”
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1.

Kemikalije i materijali

Acetonitril (CH3CN), > 99,9 %, Fisher Chemical, Ujedinjeno Kraljevstvo
Acetonitril-d; (CD3CN), 99,80 %D, Eurisotop, Ujedinjeno Kraljevstvo

Amonijak (NH3), otopina min. 25 % p.a., Alkaloid, Makedonija

Amonijev hidrogenkarbonat (NH4sHCO3), > 99,0 %, Sigma Aldrich, Njemacka
N,N-diizopropiletilamin (DIPEA), > 99,5 %, Acros Organics, SAD

HATU, 97%, Acros Organics, SAD
4-((2-((3-fenilpropil)karbamotioil)hidraziniliden)metil)benzojeva  kiselina  (P2-9),
Zavod za analiticku kemiju, Prirodoslovno-matematicki fakultet u Zagrebu, Hrvatska
3-(3-fenilpropil)-makrozon (3-9), Zavod za analiticku kemiju, Prirodoslovno-
matematiCki fakultet u Zagrebu, Hrvatska
4-((2-((4-(trifluormetoksi)fenil)karbamotioil)hidraziniliden)metil)benzojeva  kiselina
(P2-8), Zavod za analiticku kemiju, Prirodoslovno-matematicki fakultet u Zagrebu,
Hrvatska

3-trifluormetoksifenil-makrozon (3-8), Zavod za analiticku kemiju, Prirodoslovno-
matematiCki fakultet u Zagrebu, Hrvatska

Ultracista voda (mg-H20), prociS¢ena koriStenjem uredaja Mili-q Integral Water
Purification System, Merck, SAD

Filtri za Spricu s promjerom pora 0,45 um, Cromafil Xtra PTFE-45/25, Macherey-
Nagel, Njemacka

Kromatografska kolona Waters XBridge® Phenyl 3,5 pm, 4,6x150 mm

Najlonski membranski filtri s promjerom pora 0,45 um, Membrane Solutions, SAD
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3.2. Radni uvjeti tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC)

Za odjeljivanje komponenata reakcijskih smjesa makrozona 3-8 1 3-9 koristen je tekucinski
kromatograf visoke djelotvornosti, model Agilent Technologies 1260 Infinity. Kromatograf je
sastavljen od kvaterne pumpe, automatskog uzorkivaca, termostatiranog prostora za
kromatografsku kolonu te detektora UV-DAD. Uzorci su analizirani na kromatografskoj koloni
Waters XBridge® Phenyl dimenzija 4,6 mm x 150 mm i promjera &estica punila 3,5 pm, uz
gradijentno eluiranje smjesom acetonitrila (A) 1 amonijacnog pufera (B) mnoZinske
koncentracije 10 mmol dm™, pH 10 (Tablica 2.), pri ¢emu je protok pokretne faze bio 1 mL
min~!. Volumen injektiranja za uzorak 3-8 bio je 15 pL, odnosno 8 pL za uzorak 3-9.
Temperatura kolone bila je 25 °C, a valna duljina detekcije iznosila je 210 nm. Dobiveni
kromatogrami analizirani su pomoc¢u programskih paketa Agilent OpenLab ChemStation (SAD)
i Bruker HyStar 3.2. (SAD).

Tablica 2. Sastav pokretne faze za analizu reakcijskih smjesa makrozona 3-8 i 3-9.

t / min o (eluens A)/ % ¢ (eluens B) / %

0 50 50
20 68 32
21 100 0
25 100 0
25,1 50 50
30 50 50

3.2.1. Priprava pokretne faze i uzoraka za analizu tehnikom HPLC

Amonijaéni pufer pripravljen je otapanjem 1,58 g amonijeva hidrogenkarbonata u ultracistoj
vodi u odmjernoj tikvici od 2000 mL. Pripravljenoj otopini podeSen je pH na vrijednost 10
pomocu pH-metra, uz postupno dodavanje 25%-tne otopine amonijaka. Nakon toga otopina je
profiltrirana pri snizenom tlaku kroz membranski filter velic¢ine pora 0,45 um. Dobiveni pufer
je skladisten u hladnjaku.

U svrhu izrade ovog diplomskog rada koristene su reakcijske smjese makrozona 3-8 i
3-9 sintetizirane u Zavodu za analiticku kemiju Kemijskog odsjeka Prirodoslovno-
matematickog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Za analizu makrozona 3-8 koriStene su dvije

razli¢ite Sarze reakcijskih smjesa. Otopina prve reakcijske smjese makrozona 3-8 pripravljena
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je otapanjem 50 mg reakcijske smjese 3-8 (1) u 5 mL acetonitrila, pri ¢emu je konacna
koncentracija otopine uzorka 3-8 (1) iznosila 10 mg mL™!. Otopina druge reakcijske smjese
makrozona 3-8 (2) pripravljena je otapanjem 90,99 mg reakcijske smjese 3-8 (2) u 5 mL
acetonitrila, pri éemu je konacna koncentracija otopine uzorka 3-8 (2) iznosila 18,20 mg mL™".
Za pripremu otopine reakcijske smjese makrozona 3-9 izvagano je 232,58 mg reakcijske smjese
3-9 i otopljeno u 10 mL acetonitrila, te je kona¢na koncentracija uzorka 3-9 iznosila 23,26 mg
mL~!. Kako bi se ubrzalo otapanje uzoraka, tikvice su stavljene u ultrazvuénu kupelj sve dok
otopine nisu postale potpuno bistre. Tako pripravljeni uzorci profiltrirani su u viale od 2 mL i

analizirani.

3.3. Radni uvjeti ekstrakcije na ¢vrstoj fazi (SPE)

Za ekstrakciju na ¢vrstoj fazi koriSten je instrument Prospekt 2, proizvodaca SparkHolland,
Nizozemska. Instrument se sastoji od pumpe Knauer-120 koja omoguéuje dodatni protok
vodene faze (tzv. make-up protok), te jedinice SPE na kojoj se nalaze visokotlacni rasprsivac
(engl. High Pressure Dispenser, HPD) s dvije injekcijske igle 1 automatski izmjenjiva¢ SPE-
sorbensa (engl. Automatic Cartridge Exchanger, ACE). KoriSteni programski paket bio je
Bruker HyStar 3.2. (SAD). U svrhu izrade ovog diplomskog rada koristeni su SPE-sorbensi
C18 na koje su viSestruko skladiStene odabrane komponente reakcijskih smjesa makrozona 3-
8 1 3-9. Prije analize SPE-sorbensi su kondicionirani ispiranjem s 500 pL acetonitrila i
ekvilibrirani s 500 pL ultraciste vode, za Sto sluzi lijeva injekcijska igla visokotlacnog
rasprSivaca. Tijekom ekstrakcije pojedine komponente na SPE-sorbens, dodatni protok
pokretne faze iznosio je 1,5 mL min'. Nakon ekstrakcije SPE-sorbensi su posuseni u struji
dusika 30 min. Ekstrahirani analiti su zatim eluirani sa SPE-sorbensa u cjev€ice NMR pomocu

desne injekcijske igle visokotlacnog rasprsivaca pri ¢emu je koriSteno 200 pL acetonitrila-ds.

3.4. Snimanje spektara NMR

Za potrebe identifikacije 1 odredivanja struktura izoliranih komponenata reakcijskih smjesa
makrozona 3-8 i 3-9 snimljeni su sljedeéi spektri NMR: 'H, COSY, 'H-'3C HSQC, 'H-*C
HMBC 1 NOESY. Spektri su snimljeni na spektrometru Bruker Avance NEO 600 MHz s 5 mm
BBO (engl. Broadband) indirektnom Prodigy krio-probom i z-gradijentnom zavojnicom pri

298 K, pri ¢emu su koristeni pulsni programi sa supresijom signala otapala unutar programskog
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paketa TopSpin 3.6.3. Kao referentni signal koriSten je tetrametilsilan (TMS), a kao otapalo
acetonitril-ds. Spektri NMR analizirani su i obradeni unutar programskog paketa TopSpin 3.6.3.

3.4.1. Spektri 'H-NMR

Za snimanje spektara 'H-NMR izoliranih komponenata reakcijskih smjesa makrozona 3-8 i 3-
9 koriSten je pulsni slijed /cIpncwgpps sa supresijom signala otapala. Spektri su snimljeni uz
sljedece uvjete: broj snimaka iznosio je 128 — 256 (ovisno o koncentraciji analita), spektralna

Sirina 19,84 ppm 1 digitalno razlucivanje 1,45 Hz.

3.4.2. Homonuklearni i heteronuklearni spektri 2D NMR

Spektri COSY za izolirane komponente reakcijskih smjesa snimljeni su koriStenjem pulsnog
slijeda cosycwgppsqf. Broj snimaka, kao i prilikom snimanja ostalih dvodimenzijskih spektara
NMR, ovisio je o koncentraciji spoja, odnosno o omjeru signala i $uma u spektru 'H,
izracunatog u podrucju od 9,0 ppm do 5,5 ppm. Za snimanje spektara COSY primijenjeni su
sljedeci parametri: 2048 toCaka u F2 dimenziji, 256 inkremenata u F1 dimenziji, spektralno
podrucje od 9615,39 Hz i relaksacijsko vrijeme odgode od 2 s. Digitalna rezolucija bila je 9,39
Hz po tocki u F2 dimenziji, odnosno 75,12 Hz u F1 dimenziji.

Za snimanje spektara HSQC koriSten je pulsni slijed hsqcedetgpsp, pri ¢emu su
primijenjeni sljede¢i parametri: 4096 tocaka u F2 dimenziji, 256 inkremenata u F1 dimenziji,
relaksacijsko vrijeme odgode od 1,5 s, 64 — 100 snimaka po inkrementu, spektralna Sirina od
9615,39 Hz u F2 dimenziji, odnosno 27166,35 Hz u F1 dimenziji, te digitalna rezolucija od
4,70 Hz po tocki u F2 dimenziji, odnosno 212,24 Hz u F1 dimenziji.

Za snimanje spektara HMBC koriSten je pulsni slijed hmbcgplpndqf, vz sljedece
parametre: 4096 tocaka u F2 dimenziji, 256 inkremenata u F1 dimenziji, relaksacijsko vrijeme
odgode od 1,5 s, 80 — 160 snimaka po inkrementu, spektralna Sirina od 9090,91 Hz u F2
dimenziji, odnosno 33204,15 Hz u F1 dimenziji, te digitalna rezolucija od 4,44 Hz po tocki u
F2 dimenziji, odnosno 259,41 Hz u F1 dimenziji.

Za snimanje spektara NOESY odabranih izoliranih komponenata reakcijskih smjesa
koriSten je pulsni slijed noesygpphzs, pri €emu su primijenjeni slijede¢i parametri: 2048 tocaka
u F2 dimenziji, 512 inkremenata u F1 dimenziji, relaksacijsko vrijeme odgode od 2 s uz vrijeme
mijesanja 400 ms, 72 - 144 snimaka po inkrementu, spektralna Sirina od 6578,95 Hz u F2 i F1
dimenziji, te digitalna rezolucija od 6,42 Hz po tocki u F2 dimenziji, odnosno 25,70 Hz u F1

dimenziji.
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3.5. Snimanje spektara MS

Spektri masa izoliranih komponenata reakcijskih smjesa makrozona 3-8 1 3-9 snimljeni su na
Institutu Ruder Boskovi¢ u Zagrebu na instrumentu Bruker amaZon ETD s ionskom stupicom,
uz ionizaciju elektrosrasprSenjem u pozitivnom ionizacijskom modu. Spektri masa snimljeni su

u rasponu vrijednosti m/z od 100 do 1500.
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§ 4. REZULTATII RASPRAVA

4.1. Analiza reakcijske smjese makrozona 3-8

Makrozon 3-8 sintetiziran je prema shemi na slici 10.
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Slika 10. Shematski prikaz sinteze makrozona 3-8.
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Reakcijske smjese makrozona 3-8 analizirane su tekuéinskom kromatografijom visoke
djelotvornosti, pri ¢emu je kromatografsko odjeljivanje postignuto na kromatografskoj koloni
Waters XBridge® Phenyl dimenzija 4,6 mm x 150 mm i promjera &estica punila 3,5 pm, uz
gradijentno eluiranje smjesom acetonitrila i amonija¢nog pufera mnozinske koncentracije 10
mmol dm™ pri pH 10 (Tablica 2.). Reprezentativni kromatogrami reakcijskih smjesa

makrozona 3-8 (1) 1 3-8 (2) prikazani su na slikama 11 1 12.

2500+

—makrozon3-8

2000

1500

Odziv detektora / mAU

1000+

—3-8-¢

500+

—3-8-a
38d

AN NN

T T T T T T T T T T T T T T T T
5 10 15 20 25

381

Vrijeme zadiZavanja / min
Slika 11. Reprezentativni kromatogram reakcijske smjese makrozona 3-8 (1) masene

koncentracije 10 mg mL .
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Slika 12. Reprezentativni kromatogram reakcijske smjese makrozona 3-8 (2) masene

koncentracije 18,20 mg mL .

Kvantitativna analiza reakcijskih smjesa makrozona 3-8 provedena je metodom normalizacije

pikova”

u kromatogramima reakcijskih smjesa uz pomo¢ programskog paketa Agilent
OpenLab CDS ChemStation. Ovom metodom moguce je odrediti sadrzaj pojedine komponente
u smjesi, koji se racuna iz omjera povrsine kromatografske krivulje odredivane komponente 1
ukupne povrSine svih kromatografskih krivulja u kromatogramu. Medutim, jedan od
nedostataka metode normalizacije pikova je taj $to ona ne uzima u obzir nedetektirane
komponente smjese te pretpostavlja da je odziv za sve komponente smjese jednak. Tocnost
rezultata moze se poboljsati koriStenjem metode vanjskog standarda. U tablici 3. prikazani su
rezultati primjene metode normalizacije pikova u kromatogramima reakcijskih smjesa
makrozona 3-8 za izolirane komponente nepoznate strukture. Osim novosintetiziranog
makrozona 3-8, iz reakcijskih smjesa izolirane su odabrane komponente nepoznate strukture,
koje su imenovane kombinacijom oznake 3-8 i malog slova abecede (a — f) prema redu eluiranja
s kromatografske kolone (Slike 11. i 12.). Udio istih komponenata u dvjema reakcijskim
smjesama razlikovao se zbog upotrebe meduprodukata razliCitog stupnja Cistoce tijekom
sinteze dviju razliCitih Sarzi reakcijskih smjesa makrozona 3-8. Vrijeme zadrzavanja, ¢,
makrozona 3-8 u reakcijskoj smjesi (1) iznosi 14,343 min, a njegov udio je 37,76 %. U
reakcijskoj smjesi (2) makrozon 3-8 eluira pri 14,974 min, te njegov udio u toj smjesi iznosi

15,77 %. Spoj 3-8-a izoliran je iz reakcijske smjese (1) i ima vrijeme zadrzavanja, fz, 7,458
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min, a njegov udio u toj reakcijskoj smjesi iznosi 2,11 %. Spoj 3-8-b izoliran je iz reakcijske
smjese (2), a eluira s kolone pri #z 8,727 min i njegov udio u toj reakcijskoj smjesi iznosi 4,91
%. Spoj 3-8-c takoder je izoliran iz reakcijske smjese (2), pri ¢emu njegovo vrijeme zadrzavanja
1znosi 9,936 min te je njegov udio u toj reakcijskoj smjesi 2,76 %. Spoj 3-8-d izoliran je iz obje
reakcijske smjese, a njegova vremena zadrzavanja iznose 10,776 min u reakcijskoj smjesi (1) 1
10,821 min u reakcijskoj smjesi (2). Udio spoja 3-8-d u reakcijskim smjesama (1) i (2) iznosi
0,25 %, odnosno 20,57 %. Spoj 3-8-e izoliran je iz obje reakcijske smjese. U reakcijskoj smjesi
(1) eluira pri zz 13,372 min, a njegov udio iznosi 6,08 %. U reakcijskoj smjesi (2) eluira pri #z
13,735 min, a njegov udio iznosi 3,77 %. Spoj 3-8-f izoliran je takoder iz obje reakcijske
smjese, te njegova vremena zadrzavanja iznose 21,181 min u reakcijskoj smjesi (1), odnosno
21,664 min u reakcijskoj smjesi (2). Udjeli spoja 3-8-f u reakcijskim smjesama iznose 1,36 %

10,24 %.

Tablica 3. Udio komponenata u reakcijskim smjesama makrozona 3-8 koristenjem metode

normalizacije pikova.

.. Povrsina ispod o
. Vrijeme L %o
Spoj . . . kromatografske krivulje / v
zadrZzavanja / min PovrSine
mAU s

3-8-a 7,458 30229 2,11

= 3-8-d 10,776 359.,5 0,25
g 3-8-¢ 13,372 8709,8 6,08
«2 makrozon 3-8 14,343 54095.,9 37,76
3-8-f 21,181 1947,8 1,36

3-8-b 8,727 2813.9 491

3-8-c 9,936 1581,6 2,76
S 3-8-d 10,821 11791,3 20,57
x 3-8-¢ 13,735 2160,3 3,77
makrozon 3-8 14,974 9039,3 15,77

3-8-f 21,664 1352 0,24

1z reakcijske smjese 3-8 (1) uspjeSno su ekstrahirani makrozon 3-8 i komponente 3-8-(a, d — f)
(Slika 13.), dok su iz reakcijske smjese 3-8 (2) uz makrozon 3-8 uspjeSno ekstrahirane
komponente 3-8-(b — f) (Slika 14.). Navedeni spojevi ekstrahirani su viSestrukim
ukoncetriravanjem na SPE-sorbense punjene nepokretnom fazom C18, pri ¢emu je broj
ukoncentriravanja iznosio 100 do 150 puta. Mase ekstrahiranih spojeva prikazane su u tablici

4. Nakon ekstrakcije odabranih komponenata pomocu tehnike HPLC-SPE, spojevi su eluirani
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u 3 mm cjev¢ice NMR koristenjem acetonitrila-ds te su snimljeni sljede¢i spektri: 'H, COSY,
'H-13C HSQC i HMBC za svaki spoj, a za neke su spojeve snimljeni i spektri NOESY. Takoder

su snimljeni 1 spektri masa.

Tablica 4. Mase ekstrahiranih spojeva iz reakcijskih smjesa makrozona 3-8.

Spoj m / mg
makrozon 3-8 2,29
3-8-a 0,23
3-8-b 0,28
3-8-¢ 0,21
3-8-d 0,24
3-8-e 1,63
3-8-f 0,18
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Slika 13. Kromatogram LC-SPE s izoliranim komponentama iz reakcijske smjese 3-8 (1).
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Slika 14. Kromatogram LC-SPE s izoliranim komponentama iz reakcijske smjese 3-8 (2).

4.1.1. Analiza spoja P2-8 spektroskopijom NMR

U zadnjem koraku tijekom sinteze makrozona 3-8 koriSten je odgovarajuéi derivat
tiosemikarbazida P2-8 (Slika 15.) koji je takoder pripravljen u laboratoriju Zavoda za analiticku
kemiju. Kako bi se potvrdila struktura navedenog spoja, snimljeni su sljedeéi spektri NMR: 'H,
COSY, HSQC i HMBC. Analizom spektra 'H NMR (Slika 16.) mogu se vidjeti signali u
podrucju od 7,25 ppm do 7,98 ppm koji odgovaraju protonima iz dvaju benzenskih prstena. 1z
spektara COSY (Slika D1.) 1 HSQC (Slika D2.) mogu se jednozna¢no odrediti kemijski pomaci
aromatskih protona i odgovarajucih ugljikovih atoma. Signal pri 7,98 ppm odgovara protonima
H17 i H21 (Slika 15), dok signal pri 7,86 ppm odgovara protonima HI18 i H20, a njima
odgovaraju¢i signali ugljikovih atoma su pri 130,06 ppm za C17 1 C21, te pri 127,50 ppm za
atome ugljika C18 1 C20. Signali protona drugog benzenskog prstena nalaze se pri 7,65 ppm za
atome H25 i H29, odnosno pri 7,25 ppm za atome H26 i H28. Odgovaraju¢i signali ugljikovih
atoma nalaze se pri 127,20 ppm za C25 i C29, odnosno pri 121,03 ppm za atome ugljika C26 i
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C28. U spektru 'H NMR takoder je prisutan izraZeni singlet pri 8,00 ppm koji odgovara protonu
iz imino veze (H22), koji u spektru HSQC ima korelaciju sa odgovaraju¢im ugljikovim atomom
C22 pri 142,15 ppm. Osim toga, u spektru HMBC (Slika 17.) prisutna je korelacija protona H22
s atomima ugljika iz jednog od benzenskih prstena (C18 i C20), ¢iji se signal nalazi pri 127,50
ppm, te korelacija protona H22 i kvaternog ugljikovog atoma C19 ¢iji je signal pri 138,14 ppm.
Signali protona sekundarnih amino skupina (H22a i H22b) nisu opazeni zbog izmjene s
deuterijem iz acetonitrila-ds koristenog prilikom snimanja spektara NMR. U spektru 'H NMR
prisutan je i singlet pri 9,47 ppm koji odgovara protonu iz karboksilne skupine (H31). Kemijski

pomaci 'H i *C NMR za spoj P2-8 asignirani u acetonitrilu-ds prikazani su u tablici 5.

NH 22a
23
S NH 2%

24

29 25

28 26
27

O\ 30

CF4

Slika 15. Struktura spoja P2-8.
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Slika 16. Prosireni dio spektra 'H NMR spoja P2-8.
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Slika 17. Prosireni dio spektra 'H-'>*C HMBC spoja P2-8.
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Tablica 5. Kemijski pomaci 'H i '*C NMR za spoj P2-8 asignirani u acetonitrilu-ds.

P2-8
Atom J ("H) / ppm 6 (3C)/ ppm
15 - 166,39
16 - 131,50
17;21 7,98 130,06
18;20 7,86 127,50
19 - 138,14
22 8,00 142,15
22a = —
22b = —
23 - -
24 - 137,67
25;29 7,65 127,20
26;28 7,25 121,03
27 - 146,43
30 - 121,15
31 9,47 -

“signal nije opaZzen

4.2. Strukturna karakterizacija izoliranih spojeva iz reakcijske smjese
makrozona 3-8

4.2.1. Makrozon 3-8

U spektru '"H NMR makrozona 3-8 (Slika 18.) prisutan je Siroki signal pri 7,57 ppm koji
odgovara protonu iz amidne veze tiosemikarbazonskog dijela makrozona (H3d, Slika 19.), §to
potvrduje uspjesnost reakcije amidacije u zadnjem koraku sinteze navedenog makrozona. U
spektru COSY (Slika D3.) proton H3d ima korelaciju sa metilenskim protonom H3c, &iji
kemijski pomak iznosi 3,44 ppm. Analizom spektra HMBC (Slika 20.) dobiva se dodatna
potvrda novosintetiziranog makrozona. U njemu je prisutna korelacija amidnog protona H3d s
karbonilnim atomom ugljika C15 pri 166,86 ppm te korelacija s atomom ugljika C3c pri 37,39
ppm. Osim toga, u spektru HMBC prisutna je 1 korelacija metilenskog protona H3c s kvaternim
atomom ugljika C15 (166,86 ppm) i metilenskim atomima ugljika C3a (72,72 ppm) i C3b
(30,06 ppm). Signali protona iz benzenskih prstena tiosemikarbazonskog dijela makrozona
prisutni su u podrucju od 7,30 ppm do 7,90 ppm, te se analizom spektra HSQC (Slika D4.)
mogu pripisati njima odgovarajuéi atomi ugljika. U spektru '"H NMR pri 8,08 ppm prisutan je

izrazeni singlet koji odgovara protonu iz imino veze (H22, Slika 19.), a njemu odgovarajuci
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signal atoma ugljika C22 se u spektru HSQC nalazi pri 142,71 ppm. U spektru HMBC prisutna
je korelacija protona H22 s atomima ugljika C18 i C20 iz jednog od benzenskih prstena, €iji se
signali nalaze pri 127,58 ppm, te korelacija s kvaternim atomom ugljika C19 pri 136,58 ppm.
Signali protona iz hidroksilnih skupina koje su vezane na makrolaktonski prsten (60OH, 110H
i 120H) 1 Secernoj jedinici desozaminu (2'OH) te signali protona iz amino skupina
tiosemikarbazonskog dijela (H22a, H22b) nisu opazeni zbog izmjene s deuterijem iz
acetonitrila-ds koriStenog za snimanje spektara NMR. U tablici 6. prikazani su kemijski pomaci
'H i 3C NMR za makrozon 3-8 asignirani u acetonitrilu-ds. U spektru MS makrozona 3-8 (Slika
D5.), koji je snimljen u pozitivnom ionizacijskom modu, prisutan je signal molekulskog iona,
[M+H]", pri vrijednosti m/z 1013,52 koji potvrduje novosintetizirani makrozon 3-8, &ija
molekulska masa iznosi 1012,52 Da. Navedeni signal molekulskog iona makrozona 3-8
podvrgnut je fragmentaciji, pri ¢emu su u spektru MS/MS (Slika 21.) detektirani fragmentni
ioni spoja na temelju Cega je predlozen fragmentacijski put makrozona 3-8 (Slika 22.).
Analizom snimljenih jedno- i dvodimenzijskih spektara NMR te spektara MS potvrdena je

struktura makrozona 3-8 prikazana na slici 19.
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Slika 18. Spektar "TH NMR makrozona 3-8.
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Slika 19. Struktura makrozona 3-8.
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Slika 20. Spektar 'H-'>*C HMBC makrozona 3-8.
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Tablica 6. Kemijski pomaci 'H i '*C NMR za makrozon 3-8 asignirani u acetonitrilu-ds.

makrozon 3-8
Atom 6 ('H)/ppm | 6 (3C)/ ppm Atom 6 ('H)/ppm | é (3C)/ ppm
1 — 177,3 1 4,42 101,39
2 2,77 44 46 2! 3,09 71,01
2Me 1,24 15,54 2'0H — -
3 3,39 85,93 3 2,52 64,87
4 2,07 37,38 3'NMe: 2,22 39,68
4Me 0,92 8,58 4'eq; 4'ax | 1,62;1,12 29,48
5 3,59 84,28 5 3,46 68,85
6 —~ 73,22 5'Me 1,08 20,47
6Me 1,16 26,04 3a 3,76 72,72
60H — - 3b 1,94 30,06
Teq; 7ax 1,53; 1,29 40,98 3¢ 3,44 37,39
8 1,84 26,19 3d 7,57 -
8Me 0,85 20,73 15 — 166,86
9eq; 9ax 2,40; 2,12 69,33 16 — 136,01
9a-N 2,26 35,75 17;21 7,83 127,58
10 2,76 61,82 18;20 7,90 127,58
10Me 1,01 6,19 19 — 136,58
11 3,51 75,73 22 8,08 142,71
110H - — 22a - -
12 — 74,4 22b - ~
12Me 0,99 16,31 23 — -
120H - — 24 - 137,82
13 4,79 77,46 25;29 7,69 127,26
14eq; 14ax | 1,82; 1,46 20,78 26;28 7,30 121,04
14Me 0,81 10,09 27 — 146,54
30 - 121,09
“signal nije opazen
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Slika 21. Spektar MS/MS makrozona 3-8.
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Slika 22. Predlozeni fragmentacijski put makrozona 3-8.
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4.2.2. Spoj 3-8-a

Usporedbom spektara 'H NMR spoja 3-8-a i makrozona 3-8 (Slika 23.) vidljivo je kako se oni
ne preklapaju u potpunosti, pri ¢emu u spektru spoja 3-8-a nisu prisutni signali protona
metinskih skupina H25 i H29 te protona H26 1 H28 iz jednog od benzenskih prstena
tiosemikarbazonskog dijela molekule makrozona 3-8. Osim toga, signal protona iz imino veze
(H22, Slika 22.) je odsjenjen u spektru spoja 3-8-a, pri ¢emu njegov kemijski pomak iznosi
8,10 ppm, dok su signali protona metinskih skupina H17 i H21 te HI8 i H20 iz drugog
benzenskog prstena u ovom slu¢aju zasjenjeniji. Usporedbom spektara HSQC spoja 3-8-a i
makrozona 3-8 (Slika 24.) vidljivo je da je doSlo do odsjenjenja ugljikovog atoma C22, te
njegov kemijski pomak iznosi 146,7 ppm u spektru spoja 3-8-a. Kemijski pomak atoma ugljika
C17 1 C21 iz jednog od benzenskih prstena nije znacajno promijenjen u spektru spoja 3-8-a,
dok je, s druge strane, kemijski pomak atoma C18 i C20 blago zasjenjen. Analizom spektra
HMBC spoja 3-8-a (Slika D6.) nisu uoceni signali kvaternih atoma ugljika C24 (137,8 ppm),
C27 (146,5 ppm) 1 C30 (121,1 ppm). U spektru masa spoja 3-8-a (Slika D7.) vidljivi su signali
pri vrijednostima m/z 446,8 1 m/z 892,8, za koje se pretpostavlja da odgovaraju aduktu molekule
spoja 3-8-a s kalijem, odnosno dvostruko nabijenom ionu s kalijem [M/2+K]*". Na temelju
analize snimljenih spektara NMR 1 MS spoja 3-8-a mozZe se pretpostaviti da navedeni spoj ne
sadrzi (trifluormetoksi)benzen u svojoj strukturi, te je predlozena struktura prikazana na slici

25. U dodatku se nalazi tablica s kemijskim pomacima 'H i 3C NMR za spoj 3-8-a (Tablica
D1).
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Slika 23. Spektar 'H NMR a) spoja 3-8-a i b) makrozona 3-8.

Paula Pranjié Diplomski rad



§ 4. Rezultati i rasprava 40

H22 H17;21  HI18:20
. _J"\.. P I _’______Nf\a‘.'\;”""f-\___,\_ ,,,,, Aem e, -
g
- L3
Z;: e
> o e '_
L
) 5
. Le
{ Le
! ) .
l‘.: ’ ’ ' ‘-ﬂ ’ ’ ’ ‘-l ' ’ ’ !'le ’ ' ’ !.-l ’ ' ’ ll'2 Dpn].-

Slika 24. Prosireni dio spektra 'H-'>*C HSQC spoja 3-8-a (plave konture) i makrozona 3-8

(crvene konture).
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Slika 25. PredloZena struktura spoja 3-8-a.
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4.2.3. Spoj 3-8-b

Analizom spektra "H NMR spoja 3-8-b vidljivo je da su prisutni signali usporedivi sa signalima
derivata tiosemikarbazida P2-8 (Slika 26.). U spektru su, dakle, prisutni signali protona
benzenskih prstena, ¢iji se kemijski pomaci mogu odrediti analizom spektara COSY (Slika DS.)
1 HSQC (Slika D9.). Signal pri 8,04 ppm odgovara protonima H17 i H21, dok signal pri 7,93
ppm pripada protonima H18 i H20 iz jednog benzenskog prstena, odnosno signal pri 7,71 ppm
pripada protonima H25 1 H29, te signal od 7,31 ppm odgovara protonima H26 1 H28 iz drugog
benzenskog prstena. Kemijski pomaci ugljikovih atoma u benzenskim prstenima iznose 129,83
za C17 1 C21, te 127,64 ppm za C18 i C20, odnosno 127,14 za C25 1 C29, te 121,03 za C26 i
C28. U spektru spoja 3-8-b dodatno je prisutan izrazen singlet pri 3,88 ppm, za koji je moguce
da odgovara metoksi skupini (H31, Slika 28.). U spektru HSQC vidljiva je korelacija protona
H31 s odgovaraju¢im ugljikovim atomom C31 pri 51,87 ppm, a u spektru HMBC (Slika 27.)
prisutna je korelacija navedenog protona s karbonilnim ugljikovim atomom C135, ¢iji je signal
prisutan pri 166,30 ppm. Protoni sekundarnih amino skupina (H22a i H22b) takoder nisu
opazeni zbog izmjene s deuterijem iz acetonitrila-ds koriStenog prilikom snimanja spektara
NMR. U tablici D2. prikazani su kemijski pomaci 'H i 3*C NMR za spoj 3-8-b asignirani u
acetonitrilu-ds. U spektru masa (Slika D10.) prisutan je signal molekulskog iona pri m/z 398,9
Sto odgovara masi metilnog estera, odnosno spoja 3-8-b. Na temelju analize snimljenih spektara
NMR 1 MS predlozena je struktura spoja 3-8-b prisutnog u reakcijskoj smjesi 3-8 (2) (Slika
28.).
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Slika 26. Progireni dio spektra 'H NMR a) spoja 3-8-b i b) spoja P2-8.
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Slika 28. Predlozena struktura spoja 3-8-b.
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4.2.4. Spojevi 3-8-c i 3-8-d

Usporedbom spektara '"H NMR spojeva 3-8-c i 3-8-d sa spektrom '"H NMR spoja P2-8 (Slika
29.), vidljivo je da se radi o oneci$éenjima tiosemikarbazonskog porijekla. U spektru 'H spoja
3-8-c prisutna su dva dubleta pri 7,51 ppm i 7,29 ppm, za koje je pretpostavljeno da odgovaraju
protonima H25 1 H29, odnosno H26 i H28, kao kod spoja P2-8 (Tablica 5., Slika 15.). Dodatna
potvrda navedenoj pretpostavci dobivena je analizom spektra HSQC spoja 3-8-¢ (Slika D11.),
u kojem su prisutne korelacije navedenih protona s ugljikovim atomima pri 126,85 ppm,
odnosno 121,55 ppm, ¢ije se vrijednosti takoder dobro slazu sa kemijskim pomacima istih
atoma ugljika kod spoja P2-8. Nadalje, u spektru su prisutni i signali aromatskih protona H17,
H21, H18 i H20, te protona H31 iz metoksi skupine. Medutim, integrali navedenih protona su
10 puta manji u odnosu na integrale protona iz drugog benzenskog prstena, §to znaci da ne
pripadaju istoj molekuli. Stoga je u strukturi spoja 3-8-¢ prisutan samo jedan benzenski prsten
koji je 1,4-disupstituiran, §to se moze zakljuciti na temelju multipletnosti signala protona H25
1 H29 te H26 1 H28. U spektru HMBC (Slika D12.) prisutni su signali kvaternih ugljikovih
atoma C24 (137,59 ppm) 1 C27 (146,52 ppm). S obzirom da su vrijednosti kemijskih pomaka
navedenih kvaternih atoma ugljika u dobrom slaganju s kemijskim pomacima istih atoma kod
spoja P2-8, moze se pretpostaviti da su u strukturi spoja 3-8-¢ prisutni isti supstituenti. Tako je
pretpostavljeno da je na atom C27 vezana skupina —OCF3, dok je na atom C24 vezana skupina
—NH-C=S-NH-NH>. Signali protona amino skupina (NH i1 NH2) nisu opazeni zbog izmjene
protona s deuterijem iz acetonitrila-d; koriStenog za snimanje spektara NMR. U spektru MS
(Slika D13.) spoja 3-8-¢ nije prisutan signal molekulskog iona, ali je prisutan signal pri m/z
335, za koji je moguce da odgovara aduktu molekule spoja 3-8-¢ s izopropanolom i natrijem,
[M +i-PrOH + Na + H]". PredloZena struktura spoja 3-8-¢ prikazana je na slici 30, a tablica s
kemijskim pomacima 'H i '>*C NMR asigniranima u acetonitrilu-ds nalazi se u Dodatku (Tablica
D3.). Struktura spoja 3-8-¢ odgovara strukturi meduprodukta P1-8 koriStenog za sintezu spoja

P2-8 (Slika 31.).
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Slika 29. Progireni dio spektra 'H NMR a) spoja 3-8-¢, b) spoja 3-8-d i ¢) spoja P2-8.

H;N
\NH 22a

S NH 220

~

CF3 5,

Slika 30. Predlozena struktura spoja 3-8-c.
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Slika 31. Shematski prikaz sinteze spoja P2-8.
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U spektru 'H spoja 3-8-d takoder su prisutna dva dubleta pri 7,39 ppm i 7,32 ppm, koji u spektru
HSQC (Slika D14.) imaju korelacije s atomima ugljika pri 127,52 ppm i 122,45 ppm.
Pretpostavljeno je da se radi o atomima H25 1 H29 te H26 1 H28, odnosno C251 C29 te C26 i
C28 zbog dobrog slaganja s kemijskim pomacima istih atoma u strukturama spojeva 3-8-¢
(Tablica D3.) i P2-8 (Tablica 5.). Stoga je i spoj 3-8-d takoder 1,4-disupstituirani benzen. U
spektru HMBC spoja 3-8-d (Slika D15.) takoder su prisutni signali kvaternih atoma ugljika C24
1 C27. Kemijski pomak atoma ugljika C27 iznosi 147,59 ppm, Sto je u dobrom slaganju s
kemijskim pomakom navedenog atoma u spektru spoja 3-8-¢ (146,52 ppm), medutim atom
ugljika C24 je u spektru spoja 3-8-d znacajno zasjenjen u odnosu na navedeni atom u spektru
spoja 3-8-c, te se njegov signal nalazi pri 130,19 ppm. Stoga se za supstituente moze
pretpostaviti da je na atomu C27 vezana skupina —OCF3, dok drugi supstituent, koji je vezan na
atom C24, treba imati odsjenjujuci u€inak, Sto ima skupina —SH. Predlozena struktura spoja 3-
8-d prikazana je na slici 32, a tablica s kemijskim pomacima 'H i *C NMR asigniranima u
acetonitrilu-d; nalazi se u Dodatku (Tablica D4.). Analizom spektra MS (Slika D16.) nije

pronaden signal molekulskog iona, koji bi trebao imati vrijednost m/z 195.

SH
24
29 25
28 26
27
(o]
~
CF; 10

Slika 32. Predlozena struktura spoja 3-8-d.

4.2.5. Spojevi 3-8-e i 3-8-f

Usporedbom spektara '"H NMR makrozona 3-8 te spojeva 3-8-e i 3-8-f (Slika 33.) vidljivo je
kako se oni gotovo u potpunosti preklapaju, te se na temelju analize snimljenih spektara NMR
moze pretpostaviti da su spojevi 3-8-e i 3-8-f dijastereomeri makrozona 3-8. Snimljeni spektri
NMR (COSY, HSQC i HMBC) te tablice s kemijskim pomacima 'H i '3C NMR asigniranima
u acetonitrilu-d; za spojeve 3-8-e i 3-8-f nalaze se u Dodatku (Slika D17. — D22.; Tablice D5.
1 D6.). U spektrima MS spojeva 3-8-e 1 3-8-f takoder je prisutan isti signal molekulskog iona
[M+H]" pri m/z 1013,52 (Slika D23 i D24.).
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Slika 33. Spektar 'H NMR a) spoja 3-8-e, b) spoja 3-8-f i ¢) makrozona 3-8.

Kako bi se odredilo o kojim se dijastereomerima radi, snimljeni su spektri NOESY za makrozon
3-8 (Slika D25.), te spojeve 3-8-e (Slika D26.) i 3-8-f (Slika D27.). Za spojeve 3-8-e i 3-8-f
takoder su snimljeni i spektri MS/MS (Slika D28. 1 D29.) kako bi se uocile moguce razlike u
fragmentaciji u odnosu na makrozon 3-8. Analizom spektara NOESY makrozona 3-8 i spoja 3-
8-e uocene su razlike u korelacijama atoma H2', H10 1 H2 (Slika 34.). U spektru makrozona 3-
8 prisutne su korelacije atoma H2' s atomima H1', H3', H3'NMe>, H5'Me 1 H4Me, dok su u
spektru spoja 3-8-e prisutne sve navedene korelacije osim s H4Me. Takoder nije prisutna ni
korelacija atoma H2' s H2'OH, jer u ovom slucaju nije opazen signal atoma H2'OH zbog
1zmjene protona s deuterijem iz acetonitrila-ds koriStenog prilikom snimanja spektra. S obzirom
na neprisutnost navedene korelacije s H4Me, pretpostavljena je drugacija orijentacija atoma
H2' u strukturi spoja 3-8-e. Nadalje, u spektru makrozona 3-8 uocene su korelacije atoma H10
s atomima H9, H7, HI0OMe, H12Me, H8Me, H120H i H110H, dok korelacija s atomom H11
nije prisutna. U spektru spoja 3-8-e prisutne su sve navedene korelacije, osim s atomima
HI120H 1 H110H. Nadalje, u spektru NOESY makrozona 3-8 prisutne su korelacije atoma H2
s atomima H3, H4, H2Me, H4Me i H14Me, dok su u spektru NOESY spoja 3-8-e prisutne sve

navedene korelacije, osim s atomom H4.
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Slika 34. Usporedba korelacija u spektru NOESY makrozona 3-8 te spojeva 3-8-e i 3-8-f za a)

protone H2' i b) protone H2 i H10.
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Izostanak korelacije atoma H2 s atomom H4 u spektru NOESY spoja 3-8-e moze se objasniti
analizom spektara MS/MS (Slika D28.). U slu¢aju  makrozona 3-8 fragmentacijom
molekulskog iona vrijednosti m/z 1013 nastaje ion-fragment ¢ija vrijednost m/z iznosi 679. S
druge strane, u slucaju spoja 3-8-e fragmentacijom molekulskog iona vrijednosti m/z 1013
nastaje ion fragment vrijednosti m/z 681, €iji je intenzitet signala jednak intenzitetu signala
molekulskog iona, te ion-fragment pri m/z 653. Ukoliko je konfiguracija protona H2 u strukturi
makrozona 3-8 kako je prikazano na slici 35a, tada fragmentacijom molekulskog iona (m/z
1013) nastaje ion-fragment vrijednosti m/z 679 kao posljedica gubitka (trifluormetoksi)benzena
i desozamina. Takoder se pretpostavlja da je navedeni ion-fragment (m/z 679) stabiliziran
vodikovom vezom izmedu atoma H2 i atoma kisika na polozaju 3 makrolaktonskog prstena.
Ukoliko je konfiguracija protona H2 u strukturi spoja 3-8-e ona prikazana na slici 35b, tada
fragmentacijom molekulskog iona (m/z 1013) nastaje ion-fragment vrijednosti m/z 681, takoder
kao posljedica gubitka (trifluormetoksi)benzena i desozamina. Medutim, nastali ion-fragment
je manje stabilan od ion-fragmenta vrijednosti m/z 679, zbog nemogucnosti stvaranja vodikove
veze izmedu protona H2 1 atoma kisika na poloZaju 3 makrolaktonskog prstena, uslijed njihove
razlicite orijentacije. lon-fragment vrijednosti m/z 679 stoga se dalje lakSe cijepa, pri ¢emu
nastaje ion-fragment vrijednosti m/z 653 (Slika 35b.). Na temelju analize NOESY korelacija

predloZene su strukture makrozona 3-8 1 njegovog dijastereomera 3-8-e (Slika 36.).
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Slika 35. Znacajni ioni-fragmenti u spektru MS/MS: a) makrozona 3-8 i b) spoja 3-8-e.
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Slika 36. Predlozene strukture makrozona 3-8 1 spoja 3-8-e.

Usporedbom spektra NOESY spoja 3-8-f sa spektrima makrozona 3-8 i spoja 3-8-e uocene su
razlike u NOESY korelacijama pojedinih protona (Slika 34.). U spektru spoja 3-8-f prisutne su
korelacije atoma H2 identi€ne onima u makrozonu 3-8, te korelacije atoma H10 identi¢ne onima
u spoju 3-8-e. U spektru spoja 3-8-f korelacija atoma H1' s atomom H5'Me nije prisutna, dok
se ta korelacija pojavljuje u spektrima makrozona 3-8 i spoja 3-8-e. Isto tako, u spektru spoja
3-8-f nije prisutna korelacija atoma H2' s atomom H4Me, ali je prisutna korelacija navedenog
atoma s atomom H3c, koja nije uocena kod makrozona 3-8 i 3-8-e. Nadalje, prisutna je
korelacija atoma H5 s atomom H5'Me, koja nije opazena u spektrima makrozona 3-8 i spoja 3-
8-e. Korelacije NOESY ostalih protona spoja 3-8-f slazu se s korelacijama u spektrima
makrozona 3-8. S obzirom na uocene razlike u korelacijama pojedinih atoma, pretpostavlja se
daje u slucaju dijastereomera 3-8-f doslo do promjene orijentacije Secerne jedinice desozamina,

te je predlozena struktura spoja 3-8-f prikazana na slici 37.
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Slika 37. Predlozena struktura spoja 3-8-f.
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4.3. Analiza reakcijske smjese makrozona 3-9

Sinteza makrozona 3-9 provedena je prema shemi na slici 38.
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Slika 38. Shematski prikaz sinteze spoja 3-9.
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Reakcijska smjesa makrozona 3-9 analizirana je tekuéinskom kromatografijom visoke
djelotvornosti, pri ¢emu je kromatografsko odjeljivanje postignuto na kromatografskoj koloni
Waters XBridge® Phenyl dimenzija 4,6 mm x 150 mm i promjera &estica punila 3,5 pm, uz
gradijentno eluiranje smjesom acetonitrila i amonijacnog pufera mnozinske koncentracije 10

mmol dm pri pH 10 (Tablica 2.). Reprezentativni kromatogram reakcijske smjese makrozona

3-9 prikazan je na slici 39.
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Slika 39. Reprezentativni kromatogram reakcijske smjese makrozona 3-9 masene

koncentracije 23,26 mg mL™.

Kvantitativna analiza reakcijske smjese makrozona 3-9 provedena je metodom normalizacije
pikova” u kromatogramu reakcijske smjese uz pomo¢ programskog paketa Agilent OpenLab
CDS ChemStation. U tablici 7. prikazani su dobiveni rezultati normalizacije pikova za izolirane
komponente iz reakcijske smjese makrozona 3-9. Osim novosintetiziranog makrozona 3-9, iz
reakcijske su smjese izolirane dodatne komponente nepoznate strukture, koje su imenovane
kombinacijom oznake 3-9 1 malog slova abecede (a — ¢) prema redu eluiranja s kromatografske
kolone (Slika 39.). Vrijeme zadrzavanja makrozona 3-9 je 14,672 min, a njegov udio u
reakcijskoj smjesi iznosi samo 5,31 %. Spoj 3-9-a ima vrijeme zadrzavanja 10,205 min, te

njegov udio u reakcijskoj smjesi iznosi 7,56 %. Spoj 3-9-b eluira s kolone pri 7z 14,872 min, a
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njegov udio u reakcijskoj smjesi je 6,39 %. Spoj 3-9-¢ ima vrijeme zadrzavanja 15,756 min i

2,59 % udjela u reakcijskoj smjesi.

Tablica 7. Udio komponenata u reakcijskoj smjesi makrozona 3-9 koriStenjem metode

normalizacije pikova.

. Povrsina ispod
. Vrijeme A %
Spoj . . . kromatografske krivulje / ..
zadrZavanja / min PovrSine
mAU s
3-9-a 10,205 6086,2 7,56
makrozon 3-9 14,672 42749 5,31
3-9-b 14,872 5142,1 6,39
3-9-¢ 15,756 2083,1 2,59

1z reakcijske smjese makrozona 3-9 uspjesno su ekstrahirane izabrane komponente — makrozon
3-9 te spojevi 3-9-(a — c¢) (Slika 40.). Navedeni spojevi ekstrahirani su viSestrukim
ukoncetriravanjem na SPE-sorbense punjene nepokretnom fazom CI18, pri ¢emu je broj
ukoncentriravanja iznosio od 50 do 100 puta. Mase ekstrahiranih spojeva prikazane su u tablici
8. Nakon ekstrakcije odabranih komponenata pomoc¢u tehnike HPLC-SPE, spojevi su eluirani
u 3 mm cjev¢ice NMR koristenjem acetonitrila-ds te su snimljeni sljedeéi spektri: 'H, COSY,
'H-13C HSQC i HMBC za svaki spoj, a za neke su spojeve snimljeni i spektri NOESY. Takoder

su snimljeni 1 spektri masa.

Tablica 8. Mase ekstrahiranih spojeva iz reakcijske smjese makrozona 3-9.

Spoj m / mg
3-9-a 0,36
makrozon 3-9 0,31
3-9-b 0,40
3-9-¢ 0,43
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Slika 40. Kromatogram LC-SPE s izoliranim komponentama iz reakcijske smjese 3-9.

4.3.1. Analiza spoja P2-9 spektroskopijom NMR

U sintezi makrozona 3-9 koriSten je odgovaraju¢i derivat tiosemikarbazida P2-9, Cija je
struktura prikazana na slici 41. Za potvrdu strukture navedenog spoja snimljeni su sljedeci
spektri NMR: 'H, COSY, 'H-*C HSQC i 'H-"*C HMBC. Analizom spektra 'H NMR (Slika
42.) mogu se vidjeti signali u podrucju od 7,18 ppm do 7,96 ppm koji odgovaraju protonima iz
dvaju benzenskih prstena. Iz spektara COSY (Slika D30.) i HSQC (Slika D31.) jednoznac¢no su
odredeni kemijski pomaci aromatskih protona i pripadaju¢ih atoma ugljika. Stoga, protoni H17
1 H21 imaju kemijski pomak 7,96 ppm, a signal protona H18 1 H20 nalazi se pri 7,77 ppm.
Njima odgovarajuci signali ugljikovih atoma nalaze se pri 130,02 ppm za C17 1 C21, odnosno
pri 127,21 ppm za C18 1 C20. Signali protona drugog aromatskog sustava nalaze se pri 7,18
ppm (H28 1 H32) 1 7,22 ppm (H29 1 H31), a njima odgovarajuci signal ugljikovih atoma nalazi
se pri 128,38 ppm za atome C28, C32, C29 i C31. Signali prisutni pri 1,91 ppm, 2,62 ppm i
3,60 ppm odgovaraju metilenskim protonima H25, H26 1 H24. Analizom spektara COSY i
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HSQC odredeni su i kemijski pomaci odgovarajuéih metilenskih atoma ugljika. U spektru 'H
NMR prisutan je izrazeni singlet pri 7,88 ppm koji odgovara protonu H22 iz imino veze.
Navedeni proton u spektru HSQC ima korelaciju s odgovaraju¢im atomom ugljika C22 pri
141,03 ppm. Takoder, u spektru HMBC (Slika 43.) prisutna je korelacija protona H22 s
atomima aromatskih ugljika (C18 i C20), ¢iji se signal nalazi pri 127,21 ppm, te korelacija
protona H22 i kvaternog atoma ugljika C19 pri 138,59 ppm. U spektru 'H prisutan je i singlet
pri 9,60 ppm, koji odgovara protonu karboksilne skupine (H33). Signali protona sekundarnih
amino skupina (H22a i H22b) nisu opaZeni zbog izmjene s deuterijem iz acetonitrila-ds3
koriStenog prilikom snimanja spektara NMR. Kemijski pomaci 'H i *C NMR za spoj P2-9

asignirani u acetonitrilu-d; prikazani su u tablici 9.
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31

Slika 41. Struktura spoja P2-9.
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Slika 42. Spektar 'H NMR spoja P2-9.
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Slika 43. Spektar '"H-'>*C HMBC spoja P2-9.
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Tablica 9. Kemijski pomaci 'H i '*C NMR za spoj P2-9 asignirani u acetonitrilu-ds.

spoj P2-9
Atom J ("H) / ppm 6 (3C)/ ppm
15 - 166,58
16 - 131,30
17;21 7,96 130,02
18;20 7,77 127,21
19 - 138,59
22 7,88 141,03
22a = —
22b - -
23 - 178,14
24 3,60 43,74
25 1,91 30,51
26 2,62 32,85
27 - 142,07
28;32 7,18 128,38
29;31 7,22 128,38
30 7,10 125,89
33 9,60 -

“signal nije opaZzen

4.4. Strukturna karakterizacija izoliranih spojeva iz reakcijske smjese
makrozona 3-9

4.4.1. Makrozon 3-9

U spektru 'H NMR makrozona 3-9 (Slika 44.) prisutan je signal pri 7,24 ppm koji odgovara
protonu iz amidne veze tiosemikarbazonskog dijela makrozona (H3d, Slika 45.), ¢ime je
potvrdena uspjeSnost zadnjeg koraka sinteze makrozona 3-9, odnosno reakcija amidacije.
Dodatna potvrda novosintetiziranog makrozona 3-9 dobiva se analizom spektara COSY (Slika
D32.) i HMBC (Slika 46.). U spektru COSY prisutna je korelacija amidnog protona H3d i
metilenskog protona H3c, ¢iji kemijski pomak iznosi 3,44 ppm. U spektru HMBC prisutne su
korelacije amidnog protona H3d s karbonilnim ugljikovim atomom C15 pri 166,30 ppm te s
atomom ugljika C3c pri 37,72 ppm. Nadalje, prisutna je i korelacija metilenskog protona H3c
s kvaternim atomom ugljika C15 (166,30 ppm) te korelacija s metilenskim atomima ugljika
C3a pri 72,87 ppm i C3b pri 30,17 ppm. Signali aromatskih protona iz tiosemikarbazonskog

dijela molekule makrozona 3-9 prisutni su u podrucju od 7,25 ppm do 7,81 ppm, te se analizom
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spektra HSQC (Slika D33.) mogu jednoznacno odrediti kemijski pomaci odgovarajucih atoma
ugljika. U spektru 'H NMR prisutan je singlet pri 7,93 ppm koji odgovara protonu iz imino
veze, H22 (Slika 45.), dok se njemu odgovarajuci atom ugljika C22, u spektru HSQC nalazi pri
141,30 ppm. U spektru HMBC prisutna je korelacija protona H22 s aromatskim atomima
ugljika C18 i C20, ¢iji se signali nalaze pri 127,34 ppm, te korelacija s kvaternim ugljikovim
atomom C19 pri 136,81 ppm. Signali protona iz hidroksilnih skupina vezanih na
makrolaktonski prsten i Se¢ernu jedinicu desozamin (60H, 110H, 120H 1 2'OH), kao i signali
protona H22a 1 H22b iz amino skupina, nisu prisutni zbog izmjene s deuterijem iz acetonitrila-
ds koriStenog za snimanje spektara NMR. U tablici 10. prikazani su kemijski pomaci 'H i *C
NMR za makrozon 3-9 asignirani u acetonitrilu-ds. U spektru MS makrozona 3-9 (Slika D34.),
snimljenom u pozitivnom ionizacijskom modu, prisutan je signal molekulskog iona, [M+H]",
pri vrijednosti m/z 971,58 koji potvrduje novosintetizirani makrozon 3-9, ¢ija molekulska masa
iznosi 970,58 Da. Signal molekulskog iona makrozona 3-9 podvrgnut je fragmentaciji, pri cemu
su u spektru MS/MS (Slika 47.) detektirani ioni fragmenti spoja na temelju ¢ega je predlozen
fragmentacijski put makrozona 3-9 (Slika 48.). Analizom snimljenih jedno- 1 dvodimenzijskih
spektara NMR te spektara MS potvrdeno je da je struktura makrozona 3-9 ona prikazana na

slici 45.
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Slika 44. Spektar "TH NMR makrozona 3-9.

Paula Pranjié Diplomski rad



§ 4. Rezultati i rasprava 60

12Me [Hn

10Me

120H
H

3'NMe

I

2 Ol {0

14Me 20H FNMe
s NH 222
24 5
® 7 A 29
3
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Slika 46. Spektar 'H-1*C HMBC makrozona 3-9.
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Tablica 10. Kemijski pomaci 'H i '*C NMR za makrozon 3-9 asignirani u acetonitrilu-ds.

makrozon 3-9
Atom 6 ('H)/ppm | 6 (3C)/ ppm Atom 6 ('H)/ppm | é (3C)/ ppm
1 - 177,5 2'0OH — -
2 2,77 4425 3 2,47 65,38
2Me 1,25 15,57 3'NMe: 2,22 39,66
3 3,38 86,06 4'eq; 4'ax | 1,63; 1,11 28,93
4 2,11 37,46 5 3,47 68,91
4Me 0,94 8,51 5'Me 1,10 20,68
5 3,59 84,10 3a 3,77 72,87
6 - 3b 1,94 30,17
6Me 1,15 26,16 3¢ 3,44 37,72
60H — - 3d 7,24 —
7eq; Tax 1,51; 1,30 41,10 15 - 166,30
8 1,84 26,15 16 — 136,35
8Me 0,87 20,85 17;21 7,81 127,34
9eq; 9ax 2,40; 2,12 69,51 18;20 7,81 127,34
9a-N 2,27 35,80 19 — 136,81
10 2,77 61,68 22 7,93 141,30
10Me 1,02 6,47 22a -~ —
11 3,53 76,13 22b - -
110H - — 23 - 178,00
12 — 74,30 24 3,66 43,76
12Me 0,99 16,17 25 1,98 30,51
120H - — 26 2,68 32,75
13 4,74 77,46 27 — 142,16
l4eq; 14ax | 1,82; 1,47 20,76 28;32 7,25 128,41
14Me 0,83 10,21 29:31 7,28 128,41
1 4,44 101,52 30 7,17 125,82
2! 3,05 70,79

“signal nije opazen
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Slika 47. Spektar MS/MS makrozona 3-9.
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Slika 48. Predlozeni fragmentacijski put makrozona 3-9.
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4.4.2. Spoj 3-9-a

Analizom spektra 'H NMR spoja 3-9-a vidljivo je kako su prisutni signali usporedivi sa
signalima derivata tiosemikarbazida, P2-9 (Slika 49.). U spektru su prisutni signali aromatskih
protona iz dvaju benzenskih prstena, te su kemijski pomaci protona i odgovaraju¢ih atoma
ugljika odredeni na temelju korelacija u spektarima COSY (Slika D35.) i HSQC (Slika D36.).
U spektru spoja 3-9-a dodatno su prisutna dva nova signala. Jedan signal je kvartet pri 4,34
ppm (H33, Slika 51.) s integralom priblizno 2, a drugi signal je triplet koji se nalazi pri 1,36
ppm (H34) s integralom priblizno 3. Navedena dva signala su u spektru COSY u medusobnoj
korelaciji, pri ¢emu cine zaseban spinski sustav, te se pretpostavlja kako navedeni protoni
pripadaju etoksi skupini. Iz spektra HSQC odredeni su kemijski pomaci odgovarajuéih atoma
ugljika koji iznose 61,00 ppm za C33 1 13,50 ppm za C34. U spektru HMBC (Slika 50.) prisutna
je korelacija protona H33 s kvaternim ugljikovim atomom C135, ¢iji je signal prisutan pri 165,93
ppm. Osim toga, u spektru 'H NMR spoja 3-9-a prisutan je dublet pri 1,09 ppm te kvartet pri
3,87 ppm koji su u medusobnoj korelaciji u spektru COSY. Navedeni signali odgovaraju
propan-2-olu, koji se koristi za ispiranje pumpe Knauer-120 za dodatni protok vodene faze. Na
taj nacin je propan-2-ol dospio na SPE-sorbens, a potom je ispran zajedno s analitom u cjevéicu
NMR. Protoni sekundarnih amino skupina (H22a 1 H22b) nisu prisutni zbog izmjene s
deuterijem iz acetonitrila-d; koriStenog prilikom snimanja spektara NMR. U tablici D7.
prikazani su kemijski pomaci 'H i 3C NMR za spoj 3-9-a asignirani u acetonitrilu-ds. Na
temelju svega moze se zakljuciti da je spoj 3-9-a etilni ester, ¢ija je struktura prikazana na slici

51.
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Slika 49. Spektar 'H NMR a) spoja 3-9-a i b) spoja P2-9.
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Slika 50. Spektar 'H-'3C HMBC spoja 3-9-a.
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Slika 51. Predlozena struktura spoja 3-9-a.
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4.4.3. Spoj 3-9-b

Usporedbom spektara 'H NMR spoja 3-9-b i makrozona 3-9 (Slika 52.) vidljivo je kako se oni
medusobno preklapaju, ali je u spektru onecis¢enja prisutan dodatni singlet pri 1,88 ppm. Stoga
je prva pretpostavka bila da se radi o acetiliranom makrozonu. Nadalje, u spektru spoja 3-9-b
signali protona H1' — H3' vrlo su niskog intenziteta i prema vrijednostima integrala ne pripadaju
glavnom spoju, ali su prisutni odsjenjeniji signali pri 4,55 ppm, 4,58 ppm i 2,76 ppm koji
vjerojatno odgovaraju navedenim protonima. Kemijski pomaci protona H4' i H5' nisu se
znacajno promijenili u usporedbi s makrozonom 3-9. U tablici 11. usporedeni su kemijski
pomaci atoma H1' — H5' za spoj 3-9-b i makrozon 3-9. Pretpostavljeno je da je na polozaju 2'
prisutna acetilna skupina, koja bi bila odgovorna za odsjenjenje protona H1' — H3'. Potvrda
navedenoj pretpostavci je prisutnost singleta pri 1,88 ppm (H34) koji u spektru HSQC (Slika
D37.) ima korelaciju s atomom ugljika pri 20,52 ppm (C34), Sto bi moglo odgovarati metilnoj
skupini iz acetilne skupine. Navedeni proton u spektru HMBC (Slika 53.) ima korelaciju s
kvaternim atomom ugljika pri 169,7 ppm (C33), kao i1 proton H2', ¢ime je potvrdena prethodno
navedena pretpostavka. U spektru MS (Slika 54.) prisutan je signal molekulskog iona pri
vrijednosti m/z 1013,6 $to dodatno potvrduje pretpostavku o acetiliranom makrozonu, c¢ija
molekulska masa iznosi 1012,6 Da. Osim toga, u spektru MS je prisutan i signal pri vrijednosti
m/z 971,6 koji odgovara ionu fragmentu. Navedeni ion fragment nastaje gubitkom acetaldehida,
te mu je masa jednaka masi makrozona 3-9. Na slici 55. prikazana je predloZena struktura spoja
3-9-b. Ovo onecis¢enje vrlo Cesto nastaje tijekom sinteze makrozona iz klase 3-, buduci da se
polozaj 2' zasticuje acetilnom skupinom (Slika 38.) U tablici D8. navedeni su kemijski pomaci

"Hi 3C NMR za spoj 3-9-b asignirani u acetonitrilu-ds.
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Slika 52. Spektar 'TH NMR a) spoja 3-9-b i b) makrozona 3-9.
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Tablica 11. Usporedba kemijskih pomaka 'H i '*C NMR atoma H1' — H5' spoja 3-9-b i

makrozona 3-9.

spoj 3-9-b makrozon 3-9
Atom 6 ‘H)/ppm | 6 *3C)/ ppm | 6 (‘\H)/ ppm | 6 (**C)/ ppm
1' 4,55 98,98 4,44 101,52
2' 4,58 71,4 3,05 70,79
3' 2,76 62,7 2,47 65,38
4'eq; 4'ax 1,70; 1,24 30,27 1,63; 1,11 28,93
5 3,49 68,67 3,47 68,91
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Slika 53. Spektar 'H-'>*C HMBC spoja 3-9-b.
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Slika 54. Spektar ESI-MS spoja 3-9-b.
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Slika 55. Predlozena struktura spoja 3-9-b.
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4.4.4. Spoj 3-9-c

Usporedbom spektara '"H NMR spoja 3-9-¢ i makrozona 3-9 (Slika 56.) vidljivo je kako se oni
medusobno preklapaju. Osim S§to su prisutni svi signali koji odgovaraju strukturi makrozona 3-
9, u spektru spoja 3-9-¢ prisutni su i dodatni signali koji pripadaju onecis¢enju koje vjerojatno
koeluira zajedno sa spojem 3-9-c. Medutim, detaljnijom analizom snimljenih spektara NMR i
MS, uoceno je kako pojedini dodatni signali pripadaju spoju 3-9-c. Analizom spektra NOESY
(Slika D38.) spoja 3-9-¢ uocene su korelacije protona H2' s protonima H1', H3', H4', H5' i
H5'Me, ali i s protonima koji se nalaze pri 4,12 ppm 1 3,55 ppm (H33.q, ax, Slika 58.). Navedeni
protoni H33¢q, ax pripadaju novoj metilenskoj skupini, te je iz spektra HSQC (Slika D39.)
odreden kemijski pomak odgovaraju¢eg atoma ugljika C33, koji iznosi 71,98 ppm. U spektru
COSY (Slika D40.) prisutna je korelacija protona H33¢q, ax s protonom H34 pri 1,75 ppm, koji
pripada jo$ jednoj novoj metilenskoj skupini, te njegov atom ugljika C34 ima kemijski pomak
pri 29,66 ppm. Zatim su u spektru NOESY uocene i korelacije protona H33¢q s protonima
H33.x, H2', H34 i H4Me, te korelacije protona H34 s protonima H33¢q, ax, H3¢ 1 H4Me. Obzirom
na navedeno, pretpostavlja se da su dvije nove metilenske skupine (H33, H34) vezane na
polozZaj 2'OH, pri ¢emu se radi o skupini oblika -O-CH>-CHz-R. Za supstituent R, na temelju
analize spektara MS, pretpostavljeno je da se radi o nitrilnoj skupini. U spektru MS (Slika 57.)
prisutan je signal molekulskog iona pri m/z 1024,6 te signal njegova dvostruko nabijenog iona
pri vrijednosti m/z 514,6, §to je u slaganju s masom spoja 3-9-¢ koja iznosi 1023,6 Da. Osim
toga, u spektru MS je prisutan i signal iona fragmenta pri vrijednosti m/z 971,6 koji nastaje
gubitkom propionitrila pri ¢emu masa molekule tada iznosi 970,6 Da, §to ujedno odgovara
makrozonu 3-9. U spektru HMBC (Slika D41.) prisutne su korelacije atoma H33¢q s atomom
C34 (29,66 ppm), te korelacija atoma H34 s atomom C33 (71,98 ppm), pri ¢emu su navedene
korelacije u razini Suma. U spektru nazalost nije vidljiva korelacija protona H34 s kvaternim
atomom ugljika C35 iz nitrilne skupine, koji bi prema predikciji imao kemijski pomak pri
otprilike 118 ppm. U tablici 12. nalaze se kemijski pomaci 'H i 3*C NMR za spoj 3-9-¢

asignirani u acetonitrilu-ds, a predlozena struktura prikazana je na slici 58.
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Slika 57. Spektar ESI-MS spoja 3-9-c.
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Slika 58. PredloZena struktura spoja 3-9-c.
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Tablica 12. Kemijski pomaci 'H i >*C NMR za spoj 3-9-¢ asignirani u acetonitrilu-ds.

spoj 3-9-c
Atom 6 ('H)/ppm | 6 (3C)/ ppm Atom 6 ('H)/ppm | é (3C)/ ppm

1 - 177,10 2'0OH — -
2 2,80 44,08 3' 2,47 65,38
2Me 1,27 15,52 3'NMe: 2,22 39,74
3 3,42 86,40 4'eq; 4'ax | 1,69; 1,17 30,35
4 2,10 37,19 5' 3,48 68,20
4Me 0,92 8,19 5'Me 1,16 20,38
5 3,64 82,70 3a 3,84; 3,79 67,98
6 - 73,10 3b 1,94 30,17
6Me 1,14 26,04 3¢ 3,65; 3,27 38,20

60H — - 3d 7,96 —
7eq; Tax 1,50; 1,23 41,07 15 - 166,70
8 1,81 26,09 16 — 137,00
8Me 0,84 20,80 17;21 7,75 127,46
9eq; 9ax 2,36; 1,98 69,56 18;20 7,80 127,25
9a-N 2,25 35,91 19 — 136,40
10 2,78 63,60 22 7,93 141,16

10Me 1,00 6,44 22a -~ -

11 3,49 76,18 22b 7,91 —
110H - — 23 - 178,20
12 — 74,11 24 3,67 43,64
12Me 0,97 16,47 25 1,98 30,42
120H - — 26 2,69 32,82
13 4,74 77,54 27 — 142,32
l4eq; 14ax | 1,81; 1,47 20,76 28;32 7,25 128,37
14Me 0,85 10,22 29;31 7,28 128,37
1 4,50 100,92 30 7,17 125,76
2! 2,95 80,36 33eq; 33ax | 4,12;3,55 71,98
34 1,75 29,66

35 ~ -

“signal nije opaZen
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§ 5. ZAKLJUCAK

U svrhu izrade ovog diplomskog rada uspjesno je primijenjen vezani sustav LC-SPE/NMR za
analizu reakcijskih smjesa iz sinteze dvaju novih makrozona, konjugata azitromicina i
tiosemikarbazona. Pripravljene su reakcijske smjese 3-trifluormetoskifenil- (3-8) 1 3-(3-
fenilpropil)-makrozona (3-9), pri ¢emu je reakcijska smjesa makrozona 3-8 pripravljena u dvije
Sarze. Komponente pojedinih reakcijskih smjesa uspjesno su odijeljene tekucinskom
kromatografijom na kromatografskoj koloni Waters XBridge® Phenyl nakon ¢ega su odabrane
komponente uspjesno ekstrahirane na SPE-sorbense C18, a zatim su snimljeni njihovi spektri
NMR i MS. Analizom snimljenih jedno- i dvodimenzijskih spektara NMR te spektara MS
predlozene su strukture novosintetiziranih makrozona 3-8 i 3-9, kao i izoliranih onecis¢enja. Iz
reakcijskih smjesa makrozona 3-8 izolirano je i strukturno okarakterizirano ukupno 6
oneciS¢enja, pri cemu dva onecis¢enja (3-8-e 1 3-8-f) odgovaraju dijastereomerima makrozona
3-8, Cije su strukture predlozene na temelju analize spektara NOESY. Iz reakcijske smjese
makrozona 3-9 izolirano je 1 strukturno okarakterizirano ukupno 3 oneciS¢enja. S obzirom da
su sva izolirana oneciS$¢enja strukturno slicna odgovarajué¢im makrozonima, moze se zakljuciti
da ona pripadaju nusproduktima i/ili razgradnim produktima, od kojih su neka
tiosemikarbazonskog porijekla, a neka makrolidnog.

Koristenjem vezanog sustava LC-SPE/NMR u provedenom istrazivanju, postignuto je
ucinkovitije 1 brze prociS¢avanje te identifikacija spojeva u odnosu na klasi¢ne tehnike off-line,
pri ¢emu su koriStene znatno manje koli¢ine uzoraka i otapala. S obzirom na mogucénost
viSestrukog ukoncentriravanja na SPE-sorbense, vezani sustav LC-SPE/NMR vrlo je pogodan
za analizu smjesa gdje su, uz glavne komponente, prisutna i oneci§¢enja u vrlo niskim udjelima.
Takoder, zbog svoje osjetljivosti 1 niskih granica detekcije, sustav LC-SPE/NMR vrlo je
prikladan za istrazivanje profila oneciS¢enja u farmaceutskoj analizi tijekom razvoja lijeka i
prije njihovog stavljanja na trzisSte, kako bi kvaliteta krajnjeg proizvoda bila osigurana. Ovo
istrazivanje je pokazalo da je tehnika LC-SPE-NMR u kombinaciji s tehnikom LC-MS/MS vrlo

ucinkovita za identifikaciju 1 odredivanje konfiguracije dijastereomera.
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§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA

ACE — automatski izmjenjiva¢ SPE-sorbensa (engl. Automatic Cartridge Exchanger)
AMR — anitmikrobna rezistencija (engl. Antimicrobial Resistance)

APCI — kemijska ionizacija pri atmosferskom tlaku (engl. Atmospheric Pressure Chemical
lonization)

API — aktivni farmaceutski pripravak (engl. Active Pharmaceutical Ingredient)

ARCs — spojevi srodni azitromicinu (engl. Azithromycin Related Compounds)

CD3CN — deuterirani acetonitril (acetonitril-d3)

CE — kapilarna elektroforeza (engl. Capillary Electrophoresis)

COSY - korelacijska spektroskopija (engl. Correlation Spectroscopy)

DAD - detektor s nizom fotodioda (engl. Diode Array Detector)

DCM - diklormetan

DIPEA — N,N-diizopropiletilamin

ESI — ionizacija elektrorasprSenjem (engl. Electrospray lonization)

GC — plinska kromatografija (engl. Gas Chromatography)

HATU — 1-(bis(dimetilamino)metilen)-1H-1,2,3-triazolo[4,5b]piridinijev 3-oksid
heksafluorofosfat

HMBC - engl. Heteronuclear Multiple Bond Correlation)

HPD — visokotlacni rasprsivac (engl. High Pressure Dispenser)

HPLC — tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. High-Performance Liquid
Chromatography)

HSQC — engl. Heteronuclear Single Quantum Coherence

ICH — engl. The International Council for Harmonisation of Technical Requirements for
Pharmaceuticals for Human Use

MeOH — metanol

MLSg — skupina antibiotika u koju pripadaju makrolidi, linkozamid 1 Streptogramin B
MS — spektrometrija masa (engl. Mass Spectrometry)

NMR - nuklearna magnetna rezonancija (engl. Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy)
NOESY - engl. Nuclear Overhauser effect Spectroscopy

ROESY — engl. Rotating frame Overhauser effect Spectroscopy
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rRNA — ribosomska ribonukleinska kiselina (engl. ribosomal ribonucleic acid)

SPE — ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (engl. Solid-phase Extraction)

S/N — omjer signala prema Sumu (engl. Signal to Noise ratio)

THF — tetrahidrofuran

TLC — tankoslojna kromatografija (engl. Thin-Layer Chromatography)

TMS — tetrametilsilan

TOCSY — engl. Total Correlation Spectroscopy

WATERGATE — supresija signala otapala pomoc¢u pobude gradijentima (engl. Water
suppression by Gradient-Tailored Excitation)

WET — supresija signala otapala pojacana pomocu efekta T1 (engl. Water suppression

Enchanced through T1 effects)
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Slika D2. Prosireni dio spektra "H-'3C HSQC spoja P2-8.
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Slika D5. Spektar ESI-MS makrozona 3-8.
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xviii

Tablica D1. Kemijski pomaci 'H i *C NMR za spoj 3-8-a asignirani u acetonitrilu-ds.

spoj 3-8-a
Atom 6 ('H)/ppm | 6 (3C)/ ppm Atom 6 (‘H)/ppm | 6 (3C)/ ppm
1 - 177,28 14eq; 14ax 1,81; 1,48 20,72
2 2,79 44,33 14Me 0,84 10,28
2Me 1,25 15,68 1 4,43 101,61
3 3,38 86,07 2! 3,04 70,73
4 2,11 37,52 2'0H = -
4Me 0,94 8,71 3 2,47 65,39
5 3,59 84,18 3'NMe2 2,21 39,66
6 - 72,86 4'eq; 4'ax 1,61; 1,11 28,97
6Me 1,15 26,16 5 3,44 68,99
60H = —~ 5'Me 1,10 20,52
7eq; Tax 1,51; 1,30 41,17 3a 3,77 72,96
8 1,83 26,12 3b 1,94 30,19
8Me 0,87 20,82 3¢ 3,43 37,51
9eq; 9ax 2,40; 2,14 69,54 3d 7,17 -
9a-N 2,28 35,91 15 - 166,52
10 2,77 61,75 16 - 135,86
10Me 1,02 6,46 17;21 7,75 127,33
11 3,54 76,28 18;20 7,72 126,26
110H = —~ 19 —~ 137,22
12 - 74,19 22 8,10 146,76
12Me 1,00 16,29 22a = —~
120H = —~ 22b = -
13 4,74 77,49
“signal nije opazen
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Tablica D2. Kemijski pomaci 'H i *C NMR za spoj 3-8-b asignirani u acetonitrilu-ds.

spoj 3-8-b
Atom 0 ("H) / ppm 0 (3C)/ ppm
15 - 166,30
16 - 131,51
17;21 8,04 129,83
18;20 7,93 127,64
19 - 138,15
22 8,07 142,12
22a - -
22b - -
23 - -
24 - 137,79
25;29 7,71 127,14
26;28 7,31 121,03
27 - 146,37
30 - 121,17
31 3,88 51,87

“signal nije opaZzen
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Slika D11. Prosireni dio spektra 'H-'*C HSQC spoja 3-8-c.
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Slika D12. Prosireni dio spektra 'H-'3C HMBC spoja 3-8-c.
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Slika D13. Spektar ESI-MS spoja 3-8-c.
Tablica D3. Kemijski pomaci 'H i *C NMR za spoj 3-8-¢ asignirani u acetonitrilu-ds.
spoj 3-8-c
Atom o ('H)/ppm | 6 (3C)/ppm
22a - —
22b = -
23 - =t
24 — 137,59
25;29 7,51 126,85
2628 7,29 121,55
27 - 146,52
30 - 121,51
“signal nije opazen
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Slika D14. Prosireni dio spektra 'H-'3C HSQC spoja 3-8-d.
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Slika D15. Prosireni dio spektra '"H-'3C HMBC spoja 3-8-d.
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Tablica D4. Kemijski pomaci 'H i '*C NMR za spoj 3-8-d asignirani u acetonitrilu-ds.

spoj 3-8-d
Atom 6 ('H)/ppm | 6 (3C)/ppm
22b — -

24 - 130,19
25;29 7,39 127,52
26;28 7,32 122,45

27 - 147,59

30 - 122,45

“signal nije opazen
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Slika D18. Spektar 'H-'3C HSQC spoja 3-8-e.
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Slika D19. Spektar H-1*C HMBC spoja 3-8-e.
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Slika D20. Spektar COSY spoja 3-8-f.
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Slika D21. Spektar 'H-*C HSQC spoja 3-8-f.
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Slika D22. Spektar 'H-!13C HMBC spoja 3-8-f.
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Tablica D5. Kemijski pomaci 'H i *C NMR za spoj 3-8-e asignirani u acetonitrilu-ds.

spoj 3-8-e
Atom 6 ('H)/ppm | 6 (3C)/ ppm Atom 6 (‘H)/ppm | 6 (3C)/ ppm
1 — 177,34 1' 4,44 101,54
2 2,80 44,18 2! 3,05 70,75
2Me 1,26 15,56 2'OH = -
3 3,39 86,05 3 2,49 65,36
4 2,11 37,46 3'NMe: 2,22 39,68
4Me 0,94 8,64 4'eq; 4'ax 1,63; 1,11 28,94
5 3,60 84,19 5' 3,47 68,92
6 - 72,94 5'Me 1,10 20,53
6Me 1,16 26,05 3a 3,78 72,94
60H = —~ 3b 1,94 30,15
7eq; Tax 1,51; 1,31 41,08 3c 3,45 37,48
8 1,84 26,13 3d 7,28 —
8Me 0,87 20,82 15 - =
9eq; 9ax 2,41;2,13 69,48 16 — —
9a-N 2,28 35,85 17;21 7,84 127,41
10 2,78 61,66 18;20 7,96 127,93
10Me 1,02 6,38 19 — 137,22
11 3,53 76,11 22 8,09 142,19
110H = —~ 22a ~ -
12 — 74,28 22b ~ -
12Me 1,00 16,18 23 - =
120H 2,927 - 24 - 137,84
13 4,75 77,49 25529 7,73 127,12
14eq; 14ax 1,82; 1,48 20,68 26528 7,32 121,00
14Me 0,84 10,21 27 - 146,38
30 — 121,13
“signal nije opazen
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Tablica D6. Kemijski pomaci 'H i *C NMR za spoj 3-8-f asignirani u acetonitrilu-ds.

spoj 3-8-f
Atom 6 ('H)/ppm | 6 (3C)/ ppm Atom 6 (‘H)/ppm | 6 (3C)/ ppm
1 — 177,25 1' 4,44 101,56
2 2,78 4422 2! 3,05 70,72
2Me 1,25 15,66 2'OH = -
3 3,38 85,97 3 2,49 65,31
4 2,11 37,42 3'NMe2 2,23 39,71
4Me 0,94 8,64 4'eq; 4'ax 1,63; 1,11 28,95
5 3,60 84,13 5' 3,49 68,97
6 - 72,97 5'Me 1,11 20,54
6Me 1,15 26,03 3a 3,78 72,94
60H = —~ 3b 1,93 30,14
7eq; Tax 1,50; 1,30 40,98 3¢ 3,45 37,57
8 1,84 26,13 3d 7,23 -
8Me 0,87 20,82 15 - 166,15
9eq; 9ax 2,40; 2,14 69,47 16 - 136,27
9a-N 2,28 35,87 17;21 7,83 127,53
10 2,78 61,74 18;20 7,90 127,53
10Me 1,03 6,42 19 - 136,43
11 3,53 76,28 22 8,06 142,30
110H = — 22a — —
12 — 74,38 22b ~ -
12Me 1,00 16,18 23 —~ =
120H 3,147 — 24 — 137,70
13 4,74 77,43 25;29 7,72 127,10
14eq; 14ax 1,82; 1,48 20,73 26;28 7,31 121,01
14Me 0,84 10,21 27 - 146,31
30 - =
“signal nije opazen
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Slika D23. a) Spektar ESI-MS spoja 3-8-e i b) uvecani spektar ESI-MS spoja 3-8-e.
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Slika D24. a) Spektar ESI-MS spoja 3-8-f i b) uvecani spektar ESI-MS spoja 3-8-f.
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Slika D27. Spektar NOESY spoja 3-8-f.
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Slika D28. Spektar MS/MS spoja 3-8-e.
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Slika D29. Spektar MS/MS spoja 3-8-f.
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Slika D31. Spektar 'H-!*C HSQC spoja P2-9.
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Slika D32. Spektar COSY makrozona 3-9.
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Slika D33. Spektar 'H-'3C HSQC makrozona 3-9.
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Slika D34. a) Spektar ESI-MS makrozona 3-9 i b) uvecani spektar ESI-MS makrozona 3-9.
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Slika D35. Spektar COSY spoja 3-9-a.

il o | ) i LJL B
: r&
- ’ ’ e
. 3
e
&

H & 4 2 F2 [ppm]

Slika D36. Spektar 'H-'3C HSQC spoja 3-9-a.
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XXXVi

Tablica D7. Kemijski pomaci 'H i *C NMR za spoj 3-9-a asignirani u acetonitrilu-ds.

spoj 3-9-a
Atom J ("H) / ppm 6 (3C)/ ppm
15 - 165,93
16 - 131,55
17;21 8,03 129,61
18;20 7,84 127,28
19 - 138,43
22 7,95 140,96
22a = -
22b - -
23 - 178,14
24 3,66 43,68
25 1,94 30,50
26 2,69 32,79
27 - 142,10
28;32 7,26 128,38
29;31 7,26 128,38
30 7,17 125,83
33 4,34 61,00
34 1,36 13,50
“signal nije opazen
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Slika D37. Spektar H-*C HSQC spoja 3-9-b.
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Tablica D8. Kemijski pomaci 'H i *C NMR za spoj 3-9-b asignirani u acetonitrilu-ds.

spoj 3-9-b
Atom 6 ('H)/ppm | 6 (3C)/ ppm Atom 6 (‘H)/ppm | 6 (3C)/ ppm
1 —~ 177,2 2'0OH = -
2 2,78 4424 3 2,76 62,70
2Me 1,26 15,64 3'NMe2 2,18 39,86
3 3,36 86,03 4'eq; 4'ax 1,70; 1,24 30,27
4 2,08 37,60 5 3,49 68,67
4Me 0,83 8,48 5'Me 1,12 20,34
5 3,56 83,75 3a 3,77 72,85
6 — 72,92 3b 1,96 30,18
6Me 1,13 25,95 3¢ 3,45 37,51
60H = - 3d 7,24 -
7eq; 7ax 1,50; 1,30 40,70 15 - 166,28
8 1,84 26,10 16 - 136,09
8Me 0,84 20,85 17;21 7,81 127,34
9eq; 9ax 2,40; 2,12 69,50 18;20 7,81 127,34
9a-N 2,28 35,88 19 - 136,81
10 2,73 62,82 22 7,94 141,11
10Me 1,02 6,37 22a — —
11 3,50 76,09 22b 7,92 -
110H = —~ 23 —~ 178,10
12 - 74,20 24 3,66 43,68
12Me 0,99 16,28 25 1,98 30,33
120H = —~ 26 2,69 32,84
13 4,75 77,52 27 - 142,06
14eq; 14ax 1,82; 1,47 20,70 28;32 7,25 128,41
14Me 0,84 10,20 29;31 7,28 128,41
1' 4,55 98,98 30 7,17 125,82
2! 4,58 71,4 33 - 169,7
34 1,88 20,52
“signal nije opazen
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Slika D38. Spektar NOESY spoja 3-9-c.
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Slika D39. Spektar 'H-'3C HSQC spoja 3-9-c.
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Slika D40. Spektar COSY spoja 3-9-c.
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Slika 41. Spektar 'H-1*C HMBC spoja 3-9-c.
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