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SAZETAK

Izolacija i strukturna karakterizacija komponenata reakcijske smjese
9a-(2-feniletil)makrozona primjenom sustava LC-SPE/NMR

Noelle Benci¢

Makrozoni su novi konjugati azitromicina i derivata tiosemikarbazida koji pokazuju
zadovoljavajuée antibakterijsko djelovanje in vitro na odabrane Gram-pozitivne i Gram-
negativne bakterije. Zbog sve ucestalije pojave bakterija rezistentnih na makrolide, nastavljaju
se istrazivanja s ciljem razvoja novih oblika makrolidnih antibiotika koji ¢e biti djelotvorni na
otporne bakterijske sojeve. 1zolacija i odredivanje strukture kKomponenata reakcijske smjese 9a-
(2-feniletil)makrozona u ovome radu postignuta je primjenom vezanog sustava LC-SPE/NMR.
Istrazeni su uvjeti za uspjesnu izolaciju i zadrzavanje analita na SPE-nosa¢ima. Makrozon je
pokazao dobro zadrzavanje na nepolarnoj nepokretnoj fazi SPE-nosaca baziranoj na silika-
materijalu, dok se veci broj polarnih oneciS¢enja zadrzao bolje na divinilbenzenskim
polimernim SPE-nosa¢ima. Uz to, vecina polarnih oneciS¢enja uspjesno je ekstrahirana
koriste¢i pritom veci dodatni protok vodene pokretne faze. Na temelju snimljenih jedno- i
dvodimenzijskih spektara NMR, te analizom spektara MS, predlozene su strukture izoliranih
komponenata.

(54 stranica, 69 slika, 11 tablica, 56 literaturnih navoda, jezik izvornika: hrvatski)

Rad je pohranjen u Sredi$njoj kemijskoj knjiznici Prirodoslovno-matematickog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu, Horvatovac 102a, Zagreb i Repozitoriju Prirodoslovno-matemati¢kog
fakulteta SveuciliSta u Zagrebu.

Klju¢ne rije¢i: azitromicin, LC-SPE/NMR, makrolidni antibiotici, makrozoni, profil
oneciscenja, tiosemikarbazoni, vezani sustavi

Mentor: prof. dr. sc. Predrag Novak
Neposredni voditelj: mag. chem. lva Habinovec
Ocjenitelji:
1. prof. dr. sc. Predrag Novak
2. izv. prof. dr. sc. Vesna Petrovi¢ Perokovi¢
3. prof. dr. sc. Zeljka Soldin
Zamjena: izv. prof. dr. sc. Branimir Bertosa

Datum diplomskog ispita: 20. prosinca 2019.

Noelle Ben¢i¢ Diplomski rad






§ Abstract vii

University of Zagreb Diploma Thesis
Faculty of Science

Department of Chemistry

ABSTRACT

Isolation and structural characterization of 9a-(2-phenylethyl)macrozone reaction mixture
components using the LC-SPE/NMR
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Macrozones are new conjugates of azithromycin analogues, 9a-(y-aminopropyl) derivatives,
and thiosemicarbazides which show good in vitro activity against selected Gram-positive and
Gram-negative bacterial strains. Due to the increasing number of macrolide-resistant bacteria,
a search for new antibiotics continues, aimed at discovery of more effective antimicrobial
agents. In this work, isolation and determination of the 9a-(2-phenylethyl)macrozone reaction
mixture components was achieved using the LC-SPE/NMR system. Several parameters for
successful separation and extraction of analytes were optimised. It was found that silica-bonded
phase gave satisfactory results for the main compound, macrozone, however, for more polar
compounds divinylbenzene polymer phase was better. Additionally, extraction efficiency for
more polar impurities was obtained by using higher make-up flow. Structures of the isolated
components were proposed on the basis of the recorded one- and two-dimensional NMR spectra
and the MS spectra, respectively.
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Tehnika LC-SPE-NMR predstavlja suvremen spregnuti analiticki sustav koji u
posljednjih dvadeset godina sve viSe pronalazi svoju primjenu u analizi farmaceutika,
metabolita, prirodnih spojeva, razgradnih produkata te oneéis¢enja.l? Sprega tekudéinske
kromatografije (engl. Liquid Chromatography, LC) s ekstrakcijom na ¢vrstoj fazi (engl. Solid-
Phase Extraction, SPE) omogucuje ucinkovito odjeljivanje komponenata smjese na
kromatografskoj koloni, zatim izolaciju i ukoncentriravanje svakog pojedinog analita na SPE-
nosacu (engl. SPE-cartridge), nakon cega slijedi identifikacija i odredivanje strukture
izoliranog spoja spektroskopijom NMR.

Makrozoni su novi konjugati azitromicina i derivata tiosemikarbazida koji pokazuju
zadovoljavajuée antibakterijsko djelovanje in vitro na odabrane Gram-pozitivne i Gram-

negativne bakterije (Slika 1.1).34

MH

Slika 1.1. Op¢a kemijska struktura makrozona.®
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§ 1. Uvod 2

Konjugacijom derivata azitromicina, 9a-(y-aminopropila), i 2-feniletil tiosemikarbazida

sintetiziran je novi 9a-(2-feniletil)makrozon®7 (Slika 1.2.).

N/FJ i

Slika 1.2. 2D i 3D strukture 9a-(2-feniletil)makrozona.

Cilj ovog diplomskog rada jest izolacija, identifikacija i1 odredivanje strukture
komponenata reakcijske smjese nastalih u sintezi 9a-(2-feniletil)makrozona primjenom
vezanog sustava LC-SPE/NMR. Predlozit ¢e se metoda HPLC za ué¢inkovito kromatografsko
odjeljivanje sastojaka reakcijske smjese. Istrazit ¢e se uvjeti za uspjesnu izolaciju i zadrzavanje
analita na SPE-nosac¢ima (odabir nepokretne faze SPE-nosaca i dodatni protok pokretne faze,
tzv. make-up protok). Na temelju snimljenih jedno- i dvodimenzijskih spektara NMR odredit
¢e se strukture uspjesno izoliranih komponenata. Provedeno istrazivanje dati ¢e uvid u strukture
onesis¢enja na brzi i uc¢inkovitiji nacin od standardnih metoda off-line, koriste¢i pritom znatno

manje koli¢ine uzorka 1 otapala.

Noelle Ben¢i¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 3

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Makrolidni antibiotici

Otkri¢e penicilina 1928. godine oznacilo je revoluciju u lijeCenju bolesti diSnog sustava i
mnogih infekcija. Medutim, nakon nekog vremena, doslo je do pojave rezistencije kod mnogih
pacijenata. Time se povecala potraznja za otkricem novih i uéinkovitijih nadomjestnih
antibiotika. Jedan od najuspjesnijih i najjeftinijih nadomjestaka penicilina jest prvi makrolidni
antibiotik, eritromicin A, ErA (Slika 2.1.). Izoliran je 1950. kao produkt fermentacije kulture

Saccharopolyspora erythraea, a u klinickoj je praksi od 1952. godine. Karakteriziraju ga 14-

).8,9

eroclani laktonski prsten i dva vezana Secera (kladinoza 1 desozamin

CH; (o]

CH,

Slika 2.1. 2D i 3D strukture eritromicina A.

Nestabilnost u kiseloj sredini, losa bioraspolozivost te gastrointestinalne nuspojave
ograniCile su njegovu upotrebu. Posljedicno su 1990-tih poceli pokusaji poboljsanja
makrolidnih farmakokinetickih svojstava. Sintetiziran je niz polusintetskih derivata medu
kojima su se izdvojili makrolidi druge generacije: azitromicin (Sumamed®, Zithromax®) i
klaritromicin (Biaxin®).1® Ta dva antibiotika karakterizirana su Sirokim spektrom
antibakterijske aktivnosti, poboljSanim farmakokinetickim svojstvima, te neznatnim

nuspojavama u odnosu na eritromicin A. Krajem 1980-tih godina, razvijena je treca generacija

Noelle Ben¢i¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 4

makrolida, nazvana ketolidi, kako bi se nadjacala sve viSe prisutna rezistencija bakterija koje
uzrokuju infekcije di$nih puteva.?

Za opisivanje ove klase spojeva Woodwad je predlozio termin “makrolidi” inspiriran
samom stukturom makrolidnih antibiotika koja se sastoji od makrociklickog laktonskog prstena
s 12, 14, 15 ili 16 ugljikovih atoma, na koji je glikozidno vezan jedan ili vise amino- i/ili

neutralnih Seéera.’®!? Strukture nekih poznatijih makrolida prikazane su na slici 2.2.

Slika 2.2. Strukture nekih makrolidnih antibiotika: eritromicin A (1), klaritromicin (2),
azitromicin (3), diritromicin (4), roksitromicin (5), karbomicin A (6), telitromicin (7) i

josamicin (8).

Noelle Ben¢i¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 5

Makrolidni antibiotici upotrebljavaju se u terapiji raznih bakterijskih infekcija ve¢ vise
od 60 godina. Pokazuju djelotvornost na aerobne Gram-pozitivne bakterije (Staphyloccocus
aureus, Streptoccocus pneumoniae i Streptoccocus pyogenes), anaerobne bakterije, neke Gram-
negativne bakterije (Neisseria gonorreheae, Bordetella pertusis i Haemophilus influenzae) te
na Mycoplasmu i Chlamydiu.*

Biolosku aktivnost ostvaruju vezanjem na podjedinicu 50S bakterijskog ribosoma, u
ranoj fazi procesa translacije, pri ¢emu bakterijski ribosom predstavlja "makromolekulski stroj"
gdje se genski kod translatira u proteine, a makrolidi se vezu na ribosomsku 23S rRNA u
domeni V u blizini centra peptidil-transferaze i na taj nac¢in blokiraju izlazni tunel kroz koji
primarni peptidi napustaju ribosom.*8

Usprkos velikom broju postojecih antibiotika, sve je veéa i uCestalija pojava bakterija
rezistentnih na makrolide. Stoga se nastavljaju istrazivanja s ciljem razvoja novih oblika
makrolidnih antibiotika koji ¢e biti djelotvorni na otporne bakterijske sojeve. Posljednja
istrazivanja pokazala su da postoje Cetiri mehanizma bakterijske rezistencije na makrolidne
antibiotike, a to su: modifikacija na ciljanom mjestu ribosoma, ukljanjanje makrolida iz stanice
pomocu tzv. “efluks pumpi”, inaktivacija spoja i mutacije u 23S rRNA podjedinici te proteinima
L4ilL224

Prema izvjes$¢u tvrtke za istrazivanje trzista Zion iz srpnja 2018. godine, globalno trziste
makrolidnih antibiotika procjenjeno je na oko 6,14 milijardi americ¢kih dolara u 2017. godini, a
oc¢ekuje se da ¢e do kraja 2024. ostvariti prihod od oko 7,66 milijardi americ¢kih dolara. Predvida
se i porast kumulativne godi$nje stope rasta (engl. Compound Annual Growth Rate, CAGR) od
oko 3,2 %., 0od 2018. do 2024. Godine. Interesantan podatak je da se vecina toga iznosa generira
od prodaje azitromicina.’> Novi spojevi i antibiotici obi¢no se razvijaju kao odgovor na
rezistenciju i trenutacne medicinske potrebe te prepoznavanje razli¢itih potreba i zelja kupaca,
a samim time i poveéanje prodaje i trziSnog udjela pojedinih tvrtki. Velika i dugogodisnja
ucinkovitost makrolida kod lijeCenja bakterijskih infekcija, neStetno, i nadasve sigurno
djelovanje, potaknulo je mnoge znanstvenike, farmaceutske, biotehnoloske i druge ustanove na

nastavak istraZivanja i potragu za novim oblicima derivata makrolida.!
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§ 2. Literaturni pregled 6

2.2. Azalidi

Naziv azalidi prvi je put upotrijebljen 1988. godine, sedam godina nakon otkri¢a
azitromicina, u znanstvenom radu "Synthesis in vitro and in vivo activity of novel 9-deoxo-9a-
aza-9a homoerythromycin A derivatives; A new class of macrolide antibiotics, the azalides"
objavljenom u ¢asopisu The Journal of Antibiotics. To je klasa makrolidnih antibiotika koji u
laktonskom prstenu sadrze atom dusika. Prvi i glavni predstavnik azalida jest azitromicin. Njega
karakterizira 15-ero¢lani laktonski prsten koji sadrzi atom duSika supstituiran metilom na

poloZzaju 9a unutar eritromicinskog prstena.l:1?

2.2.1. Azitromicin

Slika 2.3. 2D i 3D strukture azitromicina.

Jedan od najuspjesnijih antibiotika na svjetskoj razini S iznimnim terapijskim
djelovanjem jest azitromicin (Slika 2.3.). Na razvoju makrolidnih antibiotika radio je
istrazivacki tim farmaceutske tvrtke PLIVA od 1970. godine. Dugogodisnje iskustvo i predani
rad doveli su 1981. godine do otkrica novog spoja tako §to su S. Poki¢, G. Kobrehel, Z.
Tamburasev i G. Radobolja-Lazarevski sintetizirali antibiotik pod nazivom azitromicin. Novi
spoj, azitromicin dihidrat, pokazao je superiorna i bolja svojstva u odnosu na svog prethodnika

— eritromicin A. Pokazao se kao iznimno ucinkovit antibiotik S povec¢anom antimikrobnom

Noelle Ben¢i¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled

aktivnos$¢u, visSom koncentracijom i produljenim zadrZzavanjem u tkivima, kao i niskom

ucCestalo§¢u gastrointestinalnih nuspojava u usporedbi s ostalim antibioticima. PLIVA je 1981.

godine prijavila patent za azitromicin te je 1988. godine registriran pod zasticenim imenom

Sumamed® (Slike 2.4. i 2.5.). Godine 1986. ameri¢ka farmaceutska tvrtka Pfizer dobila je

ekskluzivna prava za prodaju azitromicina u SAD-u te Zapadnoj Europi pod trziSnim imenom

Zithromax®. Zanimljiva ¢injenica je ta da je, unaprijed predvidaju¢i njegov uspjeh, ime

Sumamed kao izvedenicu od izraza "suma medicine", dao dr. sc. S. Poki¢.14
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Slika. 2.5. Patentna prijava za azitromicin.1®
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Sinteza azitromicina publicirana je 1988. godine u ¢asopisu Journal of Chemical
Research.t” Dobiva se polusintetski iz eritomicina A u nekoliko koraka: oksimacijom
eritromicina A, Beckmannovom pregradnjom dobivena oksima eritromicina A s aromatskim
sulfokloridima, zatim katalitickim hidrogeniranjem iminoetera eritromicina A uz platinu kao
katalizator te, na kraju, Eischweiler-Clarkeovim metiliranjem. Uobicajeno kemijsko ime za
azitromicin jest 9-deokso-9a-aza-9a-metil-9a-homoeritromicin A. Gore opisan sintetski put

prikazan je na slici 2.6.

N(CH;),
o CHs
o] CH,
CHs OH
HsC OCH,
eritromicin A
N(CH3)2
N(CH3),
2
—_—
0 CH,
o cH CH;
CH; 2 o}
OH
CHs OH OCHs
HsC OCH,
oksim eritromicina A iminoeter eritromicina A
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CH;

H3
CHs
o)
o
CHy
CH, OH

HsC

HO N(CH3),

0(:H3
HsC OCHy4
iminoeter eritromicina A 9-dihidro-9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicin A
CH,
HN
HaC CH, A
HsC CH;

N(CH,),

HO. OH N(CH;),
HO o HO
HsC . 4 H3
H,C
o)
o
CH,
CH, CH,4
o CH,
o) o)
CHj
CHs OH

OCH3

9-dihidro-9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicin A azitromicin

Slika 2.6. Shema sinteze azitromicina gdje je 1 = HoNOH (oksimacija), 2 = RSOCl, luznato
(Beckmannova pregradnja), 3 = Ho/Pt (kataliti¢ko hidrogeniranje) i 4 = HCO,H/HCHO

(Eschweiler-Clarkeovo metiliranje).

Azitromicin se ponasa kao slaba baza i, zahvaljuju¢i tome, lako prolazi kroz stani¢nu
membranu, prodire u tkiva i zadrzava se u stanicama. Isto tako, stabilan je u kiselom, dobro se
apsorbira te bolje djeluje na Gram-negativne bakterije.*

Azitromicin inhibira sintezu bakterijskih proteina. Naime, prenosi se fagocitnim
stanicama (polimorfonuklearnim leukocitima, monocitima) do mjesta infekcije i veze se na
podjedinicu 50S bakterijskog ribosoma stericki blokirajuci sintezu bakterijskih proteina, cime
onemogucava daljni rast i razmnozavanje bakterije.

Farmakokineticki gledano, nakon apsorpcije i distribucije, azitromicin postize visoku i

postojanu koncentraciju u tkivima koja rezultira dugotrajnom antimikrobnom aktivnos$cu.
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Karakteristicno je i svojstvo kumulacije koja raste s protokom vremena, Sto omogucuje
primjenu u jednokratnoj dozi ili primjenu tijekom 3 dana uz pouzdan terapijski uc¢inak koji traje
i do 10 dana. Zbog moguénosti jednodnevnog doziranja, visokih tkivnih i stani¢nih
koncentracija koje postiZze, mogucnosti primjene u trudno¢i i kod djece, azitromicin je jedan od
najprodavanijih i najpopularnijih lijekova u svijetu.820

Taj genericki antibiotik, Sirokog spektra djelovanja, primjenjuje se kod infekcija gornjih
i donjih di$nih puteva: kroni¢nog bronhitisa, upale pluc¢a uzrokovane bakterijama Chlamydia
pneumoniae, Haemophilus influenzae, Mycoplasma pneumoniae i Streptococcus pneumoniae,
kod infekcije uha te upale zdrijela i tonzila uzrokovane bakterijom Streptococcus pyogenes.
Propisuje se 1 kod nekompliciranih infekcija koze 1 mekih tkiva uzrokovanih vrstama
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes i Streptococcus agalactiae, kod spolno
prenosivih bolesti, infekcija uretre i grlica maternice bakterijama Chlamydia trachomatis,
Neisseria gonorrhoeae i Haemophilus ducreyi, te kao profilaksa protiv malarije.*

Klju¢ni korak u otkrivanju novih spojeva i derivata azitromicina za prevladavanje
bakterijske otpornosti jest razumijevanje temeljnog principa stupanja makrolida u interakciju
sa svojim makromolekulskim metama.?>?? Uz pomo¢ metode NMR koja se temelji na razlici
prijenosa zasicenja (engl. Saturation Transfer Difference, STD), odnosno na prijenosu
magnetizacije zasi¢enjem signala proteina, dobivene su potrebne informacije o skupinama
molekule liganda koje su u kontaktu s njenom metom, omogucavajuci odredivanje epitopa za
vezanje kao Sto je prikazano na Slici 2.7. Protoni liganda prostorno najblizi protonima
makromolekule najviSe se zasi¢uju, te daju najjace signale u spektrima STD-NMR, dok su
udaljeniji prostorni ligandi manje zasiceni te, sukladno tome, daju slabiji signal. Posljedi¢no,
stupanj zasi¢enosti protona liganda ovisi o njegovoj prostornoj udaljenosti $to se moze
iskoristiti za odredivanje dijelova liganda koji su u izravnom kontaktu s aktivnim mjestom

makromolekule, tzv. mapiranje epitopa.?®
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Slika 2.7. Vezujuéi epitopi azitromicina odredeni tehnikom STD-NMR.8

2.3. Tiosemikarbazoni

Tiosemikarbazoni (Slika 2.8.) su zanimljiva vrsta spojeva koja pripada velikoj grupi
inovativnih  tioureinih  derivata, a dobivaju se kondenzacijom tiosemikarbazida

(hidrazinkarbotioamida) te odgovarajuéih aldehida i ketona?* (Slika 2.9.).

e
PR 2 ¢

Slika 2.8. 2D i 3D strukture tiosemikarbazona gdje je R1, Rz, R3, Rs = vodik, alkilna, arilna ili

heterociklicka skupina.
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n As
. N \“ A T
0 \\ H
R, HN——NH 4

Slika 2.9. Shematski prikaz reakcije dobivanja tiosemikarbazona gdje su R1, Rz, Rz i R4 vodik,

alkilna, arilna ili heterociklicka skupina.

Spadaju u Schiffove baze, op¢e formule RiR2C=N-NH-(C=S)-NR3R4. Opcenito se dijele na
monotiosemikarbazone i bistiosemikarbazone, a zbog intramolekulskog prijenosa protona
mogu postojati u dva tautomerna oblika (Slika 2.10.). Tiosemikarbazone karakteriziraju
amidne, iminske i tionske skupine koje ih ¢ine polidentatnim ligandima, a svojstvo keliranja

prijelaznih metala, odnosno svojstvo koordinacije na metalni centar in vitro uzrok je korisne

bioloske aktivnosti tiosemikarbazona.?®
SH
N /L Rs
~ I/

g
Ry M ).I\ R = R;
Y/ \H I/ T Y/

Ry 4 Ry 4
Slika 2.10. Tautomerni oblici tiosemikarbazona, tionski (lijevo) i tiolni (desno).

Prvi klinicki lijek ove klase spojeva, odobren i uveden u klinicku praksu 1940-tih, jest
tioacetazon prikazan na Slici 2.11. Zanimljivo je da se jo$ uvijek koristi za lije¢enje nekih oblika

tuberkuloze.26

Slika 2.11. 2D i 3D strukture tioacetazona.

Noelle Ben¢i¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 13

Danas tiosemikarbazoni i njihovi metalni kompleksi imaju Siroku primjenu koja se
proteze od analiticke kemije, preko farmakologije sve do nuklearne medicine. Poznati su kao
dobri terapeutici, a privukli su paznju mnogih zbog toga $to su pokazali $iroki spektar dobrih
osobina medu kojima se istiCu zavidna antibakterijska, antigljivi¢na, antivirusna, protuupalna
te antikancerogena svojstva.?>?° Nedavno su dizajnirani i klini¢ki testirani novi multifunkcijski
oblici tiosemikarbazona za lijeCenje malarije, tuberkuloze te Alzheimerove bolesti.**3! Medu
tiosemikarbazonima Kkoji pokazuju antitumorsko djelovanje isticu se derivati a-N-
heterociklickih tiosemikarbazona gdje je tiosemikarbazonski lanac u a-poloZaju u odnosu na
heterociklicki dusik. Oni su se pokazali kao djelotvorni inhibitori ribonukleotid reduktaze (RR)
kod Sirokog spektra tumorskih stanica in vitro i in vivo, a sli¢no svojstvo primjecuje se jos kod

snaznih lijekova protiv raka kao $to su triapin i metisazon.?% 32734

2.4. Onecisc¢enja u lijekovima

Onecisc¢enje je svaki sastojak ljekovite tvari koji nema definiran kemijski entitet kao
ljekovita tvar, odnosno, svaki sastojak farmaceutskog proizvoda koji nije ljekovita ili pomo¢na
tvar u proizvodu. Sastavni dio svih modernih industrijskin procesa, $to ukljucuje sve
farmaceutske industrije, jest kontrola kvalitete. Zakonska regulativa donosi sve stroze zahtjeve
0 kontroli oneciS¢enja u lijekovima zbog toga §to oneciS¢enja mogu imati toksi¢na svojstva,
uzrokovati nezeljene farmakoloske uc¢inke, i razne nuspojave, mijenjati aktivnost i stabilnost
same ljekovite tvari te u¢inkovitost i bioraspolozivost lijeka. Takoder, treba napomenuti da ne
postoji tvar koja je 100 % cista. Onecis¢enje moze nastati u proizvodnom postupku, tijekom
izrade ljekovitog oblika ili zaostati za vrijeme postupka skladiStenja gotovoga lijeka ili same
djelatne tvari.®

Podrijetlo onegiséenja u lijekovima prema Medunarodnoj konferenciji o harmonizaciji®®
(engl. International Conference on Harmonization, ICH) mogu biti polazne sirovine,
meduprodukti ili nusprodukti, usput ekstrahirane tvari (prirodni produkti), razgradni produkti
koji nastaju djelovanjem svjetla, temperature, prisutnosti vode, produkti nastali zbog promjene
pH te produkti reakcija djelatne tvari s pomoc¢nim tvarima ili s primarnim spremnikom te
interakcije djelatnih tvari u viSekomponentnim dozirnim oblicima.* Moguce vrste oneci$¢enja
prikazane su u Tablici 2.1. Prema smjernicama ICH zahtjevi kakvoce lijeka definiraju

prihvatljive granice za oneciS¢enja koja se dopustaju u roku valjanosti lijeka (Tablica 2.2.).
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Tablica 2.1. Vrste oneciséenja u lijekovima prema smjernicama ICH.%

Vrste oneciséenja

pocetne sirovine, nusprodukti,
Organska meduprodukti, razgradni produkti, reagensi,

ligandi i katalizatori

anorganski katalizatori, reagensi, ligandi,

anorganske soli, drveni ugljen, dijatomejske

Anorganska
zemlje, silika gel, celuloza, teSki metali 1
drugi zaostali metali
Ostatna otapala zaostale, hlapljive, organske kemijske tvari

Tablica 2.2. Propisane granice izvjestavanja, identifikacije i kvalifikacije one¢is¢enja u novim

liekovitim tvarima prema smjernicama ICH.3®

Maksimalna dnevna Granica Granica Granica
doza izvjeStavanja* identifikacije? kvalifikacije®
0,10% ili 1,0 mg/dan | 0,15% ili 1,0 mg/dan
0
<2 g/dan 0,05% (niza vrijednost) (niza vrijednost)
>2¢ 0,03% 0,05% 0,05%

! pragovi iznad kojih je potrebna izjava o to¢nom postotku one¢ii¢enja te metoda analize
2 pragovi iznad kojih je potrebna strukturna karakterizacija

8 pragovi iznad kojih je potrebna procjena bioloske sigurnosti

Prema Europskoj farmakopeji oneciS¢enja se mogu podijeliti na specificirana

oneciSc¢enja (engl. specified impurities) i ostala onecisé¢enja koja se mogu dokazati (engl. other
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detectable impurities). Specificirana oneciS¢enja se dalje dijele na identificirana i
neidentificirana. Identificirana oneciS¢enja su ona koja imaju kemijsku strukturu koja je
karakterizirana. S druge strane, neidentificirana oneciS¢enja su ona odredena iskljucivo
kvalitativnim analitiCkim svojstvima (npr. kromatografsko vrijeme zadrzavanja) i njih ne smije

biti prisutno vise od 0,1% za doze ljekovite tvari manje od 2 g.3>3

2.4.1. Istrazivanje profila cistoce (engl. impurity profiling)

U danas$nje vrijeme, provodi se stroga kontrola kakvoce lijekova, od strane proizvodaca
i regulatornih tijela, jer prisutnost vrlo malih koli¢ina one¢iS¢enja moZe utjecati na sigurnost
primjene lijeka i naposlijetku zastitu pacijenata.3** Zbog toga je klju¢ni dio svake analize
lijekova profil Cistoce. Istrazivanje profila ¢istoce (engl. impurity profiling) lijeka skup je
analitickih postupaka kojima je cilj detekcija, identifikacija, strukturna karakterizacija te
kvantitativno odredivanje organskih i anorganskih oneciS¢enja, kao i ostatnih otapala, u
ljekovitoj tvari i farmaceutskom pripravku. Kako bi se zadovoljile potrebe regulatornih tijela i
industrije, a pacijenti osigurali sigurnim lijekovima, razvijaju se nove analiticke metode za
odredivanje onec¢is¢enja u lijekovima i njegove kakvoce.3”® Tezi se k pronalazenju optimalnog
odnosa ¢istoce lijeka i cijene gotovog proizvoda kako bi se, uz mali utroSak te dobre metode

analize, dobili jo§ bolji rezultati.

2.5. Spregnuti sustav LC-SPE/NMR
2.5.1. LC-NMR

U dana$nje vrijeme sve viSe dobivaju na popularnosti suvremeni spregnuti sustavi®®
(engl. hyphenated systems), a koriste se za bolje i brze analiziranje smjesa razlicitih bioloskih,
biomedicinskih, okolinih i farmaceutskih uzoraka.*° Sprezati se mogu dvije ili vise tehnika, a
opcenito, spregnuti sustavi sadrze jednu tehniku koja odjeljuje sastojke smjese i drugu tehniku
koja odijeljene sastojke nakon toga detektira.*

Prvi pokusaji integracije tehnike NMR s tekuc¢inskom kromatografijom visoke
djelotvornosti zabiljezeni su 1980-tih godina kada su tehnikom prekinutog protoka snimljeni
prvi spektri *H LC-NMR. Spregnuti sustav LC-NMR prona$ao je Siroku primjenu 1990-tih

godina, a danas je to ve¢ dobro utemeljeno analiticko orude u farmaceutskoj industriji,
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biomedicini, analizi metabolita, lijekova i prirodnih produkata te analizi okolisa. Glavni

povijesni dogadaji povezani s razvojem sustava LC-NMR prikazani su na Slici 2.12. Zbog sve

veceg napretka u razvoju tehnologije tijekom godina uslijedio je, o¢ekivano, i val razvoja

spregnutih tehnika. To je povuklo za sobom i interes za sofisticiran spregnuti sustav LC-NMR
koji je tijekom godina u kontinuiranom porastu (Slika 2.13.). 42745

Smallcomb i suradnici — WET
supresija otapala, 1995,

Spektrometri visoke
rezolicije 19846.

Exarchou 1 suradnici
LC-SPE-INME. 2003.

Y
A

Watanabe & Nika -
LC-WMDE_ 1978,

2D NME. 1975.

D .L.Olson — mikro-probe,
19005,

P Styles & N_F_Soff —
krio-probe, 1984,

K. K Ernst - FT-NMR 19460.,
nobelova nagrada 1990.

M. 5. Tswett - tekucinska
kromatografija, 1903.

Tekudinska kromatografija
visoke dielotvornost, 1960.

Dharmatti i suradnici — NMR
strukturne informacije na
molekularnoj razini, 1951.

E. Purcell & F. Bloch — NME,
1945., nobelova nagrada 1950.

Slika 2.12. Razvoja spregnutog sustava LC-NMR kroz vrijeme.
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Broj publikacija

— e = = = = = =

1996
1997
1998
1999

Godina
Slika. 2.13. Broj znanstvenih radova vezanih za tehniku LC-NMR i publiciranih u

vremenskom razdoblju od 1996. do 2017. godine (dostupnih u bazi podataka

ScienceDirect).*

Prvobitna ograni¢enja tehnike LC-NMR postojala su dijelom zbog slabe osjetljivosti
tehnike NMR, a dijelom zbog prakti¢nih razloga pa su granice detekcije bile niske u usporedbi
s drugim spregnutim tehnikama (npr. HPLC-MS).®® S obzirom da mjerene performanse ovise
0 omjeru signala prema Sumu (engl. Signal to Noise ratio, S/N), osjetljivost mjerenja se,
opcenito, moze povecati na nekoliko nacina: povecanjem volumena uzorka, povec¢anjem jakosti
magnetnog polja, snizenjem temperature ili smanjenjem Suma pretpojacala. Navedeni omjer

prikazan je jednadzbom (1):

3
S Bg\2 V
= =i (2) &y W

gdje je y zZiromagnetna konstanta, N broj jezgara, | spinski kvantni broj, Bo jakost magnetnog

polja, T temperatura, Q faktor kvalitete rf zavojnice, b Sirina koju pokriva prijamnik (Hz), n

Sum predpojacala, a f faktor punjenja NMR zavojnice. Faktor f ra¢una se prema jednadzbi (2):

(2)

\H
I
SIES

gdje je Vs volumen uzorka, a V¢ volumen unutar zavojnice detektora. Uz slabu osjetljivost,
glavna ogranicenja spregnutog sustava LC-NMR bile su: dinamicki raspon, uporaba skupih
deuteriranih otapala te dizajn proto¢nih proba NMR. Sukladno tome pojavio se zahtjev za

daljnjim razvojem. Sve snaznijim prodorima tehnologije u zadnjih nekoliko godina razvijeni
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su, izmedu ostalog, spektrometri visoke rezolucije i tehnike za supresiju signala otapala. Pored
toga, osmiSljeni su ucinkovitiji sustavi za pretvaranje analognog signala u digitalni (engl.
Analog to Digital Converter, ADC), digitalni filtri te "oversampling”. Uvedena je krio-
tehnologija, magneti s aktivnim Stitom (engl. actively shielded) te novi materijali i probe NMR.
Zamjetan napredak u¢injen je, takoder, kod dizajna proto¢nih ¢elija NMR.4

Tehnike supresije signala otapala su pulsni sljedovi NMR koje otklanjaju i/ili umanjuju
signale otapala u svrhu detekcije signala analita niske koncentracije. Omogucavaju snimanje
kvalitetnih jedno- i dvodimenzijskih spektara LC-NMR ¢ime je, posljedi¢no, olakSana potpuna
strukturna karakterizacija spojeva u smjesi.**#> Neke od najucinkovitijih tehnika supresije

signala otapala prikazane su u Tablici 2.3.

Tablica 2.3. Prikaz tehnika supresije signala otapala.**

Tehnike supresije signala otapala

Prezasicenje 1H ﬁu I W
(NOESY tip, “shaped” pulsevi)*

WET (engl. water suppression enhanced *C _] \

through T, effects) s . . ' :

3 91919 93

WATERGATE (engl. water suppression H 4“.....“ ﬂuﬂ\f“\f”
by o, _A A

gradient-tailored excitation)

*Jednostruka, dvostruka i viSestruka supresija signala
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Postoji nekoliko nacina izvedbe eksperimenta LC-NMR. Nacini izvedbe jesu: tehnika
kontinuiranog protoka (engl. on-flow), tehnika zaustavljenog protoka (engl. stopped-flow),
tehnika zaustavljenog protoka u kratkim vremenskim intervalima (engl. time-slice), tehnika
skladistenja pikova u kapilarnim petljama (engl. loop collection) i tehnika skladiStenja pikova
na krutom nosacu (LC-SPE-NMR).4445

Najednostavniji nac¢in analize LC-NMR jest tehnika kontinuiranog protoka gdje je
kromatografska kolona izravno spregnuta sa spektrometrom NMR te ne dolazi do zaustavljanja
protoka analita. Naime, spektri se snimaju paralelno s kromatografskim odjeljivanjem. Uslijed
toga ova je tehnika pogodna za snimanje jednodimenzijskih H i °F spektara NMR. Tehnika
zahtijeva visoku koncentraciju analita, a primjenjuje se za uzorke nepoznatih kromatografskih
svojstava te za nestabilne spojeve koji podlijezu izomerizaciji i/ili brzoj razgradnji.*4

Ipak, najéesce koristena tehnika LC-NMR jest tehnika zaustavljenog protoka kod koje
se kromatografsko odjeljivanje automatski zaustavlja nakon $to analit dode u proto¢nu celiju
spektrometra NMR. Nakon snimanja spektara, kromatografsko odjeljivanje se nastavlja uz
prethodnu brzinu protoka pokretne faze. Postoje dvije izvedbe tehnike zaustavljenog protoka:
tehnika u kojoj se protok zaustavlja pomocu ventila i tehnika u kojoj se pikovi skladiste u
kapilarnim petljama. Pogodne su za odjeljivanje slozenih smjesa kada sastojci imaju poznato
vrijeme zadrzavanja na kromatografskoj koloni i karakteristicne UV kromofore, a omogucavaju
snimanje dvodimenzijskih homonuklearnih i heteronuklearninh spektara NMR. Tehnika
zaustavljenog protoka u kratkim vremenskim intervalima pronalazi svoju primjenu kada su
sastojci slabo odijeljeni te nemaju dobru apsorpciju UV zra¢enja i poznata vremena zadrzavanja
na kromatografskoj koloni. Kod tehnike skladiStenja pikova u kapilarnim petljama sastojci
smjese se nakon odjeljivanja spremaju u petlje jedan za drugim te se po zavrSetku
kromatografskog odjeljivanja neovisno $alju u proto¢nu ¢eliju NMR. Takva tehnika korisna je
kada se Zeli odrediti struktura veéeg broja spojeva.*446

Osim gore navedenih prednosti, postoji i nekoliko ograni¢enja tehnike LC-NMR. Jedno
od njih jest to da je koli¢ina uzorka za snimanje spektara NMR ograni¢ena kromatografijom.
Uz to samo se dio signala LC nalazi unutar proto¢ne probe NMR, a za snimanje spektara NMR
je dostupna samo koli¢ina uzorka iz jednog injektiranja. Takoder, nedeuterirana otapala daju
jake pozadinske signale, a deuterirana otapala su preskupa za kromatografiju te onemogucuju
opazanje izmjenjivih protona. RjeSenje ograni¢enja tehnike LC-NMR jest sprega s ekstrakcijom

na &vrstoj fazi (engl. Solid Phase Extraction, SPE).*’
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2.5.2. LC-SPE-NMR

Profinjen i moderan spregnuti analiticki sustav, s velikom primjenom u analizi
bioaktivnih molekula i lijekova, raznih farmaceutika, metabolita, prirodnih spojeva, razgradnih
produkata te oneciscenja, koji je nedavno postao i komercijalno dostupan, jest sustav LC-SPE-
NMR.12 Exarchou i suradnici demonstrirali su 2003. godine spregu teku¢inske kromatografije
(engl. Liquid Chromatography, LC) s ekstrakcijom na ¢&vrstoj fazi (engl. Solid Phase
Extraction, SPE) koja omogucuje ucinkovito odjeljivanje komponenata smjese na
kromatografskoj koloni, zatim izdvajanje i ukoncentriravanje svakog pojedinog analita na SPE-
nosacu (engl. SPE-cartridge), nakon cega slijedi identifikacija i odredivanje strukture
izdvojenog spoja spektroskopijom NMR.

Prosirenje sustava LC-NMR, dodatkom automatizirane jedinice SPE, rezultiralo je
mnogim pobolj$anjima, a pokazalo je i puno prakti¢nih prednosti.**~*8 Glavna prednost tehnike
LC-SPE/NMR jest neovisnost kromatografskog odjeljivanja i snimanja spektara NMR $to je
prakti¢nije od konvencionalne metode LC-NMR. To se manifestira kod izbora otapala koja se
mogu korisititi za analizu.** S obzirom da se u kromatografskom odjeljivanju mogu Koristiti
nedeuterirana otapala, analiza je jeftinija, osjetljivija, brza i u¢inkovitija u odnosu na tehniku
LC-NMR. Uslijed kvantitativnog obogacivanja analita na SPE-nosacu, koje se postize
jednostrukim (engl. single-trapping) ili visestrukim (engl. multi-trapping) izdvajanjem analita
na pojedini SPE-nosac, poboljsan je omjer signala i Suma (engl. signal to noise ratio, S/N), a
samim time i osjetljivost mjerenja krio-probom NMR.4%50 Susenjem SPE-nosaca u struji dusika
uklanja se vecina otapala iz kromatografske analize pa su signali otapala u spektru NMR
reducirani, a posljedi¢no nema potrebe za supresijom signala otapala.®® Nadalje, nema efekta
Sirenja pika koji se javlja u tehnici LC-NMR, jer u tehnici LC-SPE-NMR svaka komponenta
koja je odijeljenja na kromatografskoj koloni moze biti brzo uskladistena na SPE-nosacu, a sam
oblik pika LC nije bitan za spektroskopiju NMR®>2%* (Slika 2.14.).
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TN

HPLC NMR
prijenos analita kroz kapilaru

2. LC-SPE-NMR

HPLC [ SPE ——— NMR
dodatni protok suSenje u struji dusika

vodene faze

Slika 2.14. Prijenos kromatografskog pika u tehnici LC-NMR (gore) i tehnici LC-SPE-NMR
(dolje).

Nakon kromatografskog odjeljivanja smjese, spojevi se detektiraju detektorom UV-
DAD (engl. Diode Array Detector), a analit otopljen u organskom otapalu razrjeduje se s malo
vode i zatim ekstrahira na ¢vrstu fazu.3® Glavni dio jedinice SPE jest automatski izmjenjivaé¢
SPE-nosaca (engl. Automatic Cartridge Exchanger, ACE) u kojem su smjesteni SPE-nosaci
punjeni razli¢itim nepokretnim fazama. Da bi se spojevi zadrzali na SPE-nosacu, potrebno je
smanjiti elucijsku jakost pokretne faze (organskog otapala), a to se postiZze upotrebom dodatne
pumpe HPLC (tzv. make-up pumpe) koja osigurava dodatni protok vodene faze. Takoder, bitno
je da se Zeljeni uzorak moze zadrzati na SPE-nosacu. To se postize prikladnim odabirom
nepokretne faze kojom su punjeni SPE-nosaci.*%46

Kao c¢vrsta nepokretna faza mogu se koristiti Cestice silikagela derivatizirane
nepolarnim alifatskim C-2, C-8, C-18 skupinama, Cestice aluminijevog oksida pri razli¢itim
vrijednostima pH, razni ionski izmjenjivaci, polidivinilbenzenske smole, magnezijev silikat,
smola ili porozni materijal kao Sto je ugljen.

Jake hidrofobne interakcije izmedu analita i nepokretne faze doprinose ucinkovitijem
izdvajanju analita na SPE-nosac, koja je pogodna za snimanje spektara NMR. lako se u praksi
pokazalo da se metaboliti, razna onecisc¢enja lijekova te razgradni produkti lako zadrzavaju na
SPE-nosad¢ima, Sama ucinkovitost izdvajanja pikova (engl. trapping efficiency) ovisi o
polarnosti sastojka. U kromatografiji obrnutih faza, gdje je nepokretna faza nepolarna, a

pokretna faza polarna, u¢inkovitost izdvajanja analita na SPE-nosa¢ najveca je za sastojke Cije
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je vrijeme zadrzavanja na kromatografskoj koloni dulje, odnosno za manje polarne spojeve.*+
48 Na kraju, nakon $to se visak otapala ukloni suSenjem u struji dusika, analit se otapa u
deuteriranom otapalu i prenosi u proto¢nu ¢eliju NMR (Slika 2.15.). Spregnuti sustav koristen

u ovom istraZivanju prikazan je na slici 2.16.

voda i organsko otapalo dodatak vode
izravan prijenos u probu

1. ispiranje NMR uz pomo¢ deuteriranog
s vodom otapala
2. suSenje

HPLC odjeljivanje u struji
dusika

L A

L
Y @/@

uzorak (smjesa spojeva) SPE-nosaéi Lo t: |
otapala,

soli, pufer

Slika 2.15. Princip rada tehnike HPLC-SPE-NMR.

Slika 2.16. Spregnuti sustav LC-SPE/krio NMR.
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

U izradi ovog diplomskog rada koriStena je reakcijska smjesa 9a-(2-feniletilymakrozona
sintetizirana u Zavodu za analitiCku kemiju Kemijskog odsjeka Prirodoslovno-matematic¢kog
fakulteta u Zagrebu (Slika 3.1.). Polazna tvar za sintezu navedenog makrozona, 9a-(y-
aminopropil)azitromicin derivat, sintetiziran je u tvrtci Fidelta d.o.o0., Zagreb. Ostale koriStene

kemikalije te njihovi proizvodaci prikazani su u Tablici 3.1.

N N
N / \H/ \//
| S HATU. DIPEA
i

DCM, rt

9a-(y-aminopropil)azitromicin derivat 2-feniletil tiosemikarbazid

i i
w \“\“/ \v/\@
J 3 F

9a-(2-feniletil)makrozon

Slika 3.1. Shematski prikaz sinteze 9a-(2-feniletil)makrozona.
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Tablica 3.1. Popis kemijskih tvari koristenih tijekom istrazivanja.

Kemijska tvar

Proizvodac

acetonitril (ACN), >99,9%, HPLC grade

Fisher Chemical (UK)

amonijev hidrogenkarbonat, > 99%

Sigma Aldrich (Njemacka)

amonijak otopina min. 25% p.a.

Kemika (Hrvatska)

4-formilbenzojeva kiselina, 97%

Sigma Aldrich (Njemacka)

hidrazin monohidrat (N2H4), 98 %

Sigma Aldrich (Njemacka)

feniletil izotiocijanat, 96%

Acros Organics (SAD)

azitromicin

Fidelta d.o.o. (Hrvatska)

N,N-diizopropiletilamin (DIPEA), 99,5%

Acros Organics (SAD)

HATU, 97%

Acros Organics (SAD)

acetonitril-d3, 99,80 %D

Eurisotop (UK)
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voda ultra visoke istode Milli-Q Integral Water Purification System,
Merck (SAD)
Silikagel LC60A40-63 micron Fluorochem (UK)
diklormetan stabiliziran s T.T.T.d.0.0. (HR)
2-metil-but-2-enom, (CH2Cl2), 99,5%
metanol (CH3OH), > 99,9%, HPLC grade PanReac AppliChem (SAD)
dimetil sulfoksid-d6, 99,80 %D Eurisotop (UK)

3.1. Radni uvjeti tekué¢inske kromatografije visoke djelotvornosti (engl.
High Performance Liquid Chromatography, HPLC)

Istrazivanje je provedeno na tekuc¢inskom kromatografu visoke djelotvornosti, Agilent
1260 Infinity, koji je opremljen kvaternom pumpom, automatskim uzorkivacem,
termostatiranim prostorom za kromatografsku kolonu te detektorom UV-DAD. Kromatogrami
su procesirani u programskim paketima Agilent OpenLab CDS ChemStation (SAD) te Bruker
HyStar 3.2. (SAD). Za kromatografsko odjeljivanje koristena je kolona Waters XBridge®
Phenyl dimenzija 150 mm x 4,6 mm; 3,5 um uz gradijentno eluiranje smjesom acetonitrila i 10
mmol dm=3 amonija¢nog pufera pH 10 (Tablica 3.2.). Protok pokretne faze bio je 1,0 mL min~
1 a temperatura kolone 25°C. Volumen injektiranja bio je 15 uL. Valna duljina detekcija bila

je 210 nm.

Tablica 3.2. Sastav pokretne faze za analizu reakcijske smjese 9a-(2-feniletil)makrozona.

t/ min o (eluent A) / % o (eluent B) / %
0 50 50
20 68 32
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21 100 0
30 100 0
30,1 50 50
35 50 50

3.1.1. Priprava pokretne faze za analizu HPLC

Pufer je pripravljen otapanjem 1,58 g amonijeva hidrogenkarbonata u deioniziranoj vodi
u tikvici od 2000 mL. pH otopine podesen je na pH 10, uz pomo¢ pH-metra, postupnim
dodavanjem 25%-tne otopine amonijaka. Tako pripravljena otopina profiltrirana je pod

snizenim tlakom kroz filtar veli¢ine pora 0,22 pum.

3.1.2. Priprava standardnih otopina

Standardne otopine polaznih tvari koriStenih u sintezi 9a-(2-feniletil)makrozona
pripravljene su u koncentraciji y = 2,0 mg mL™. Odvagano je po 10 mg 9a-(y-aminopropil)
derivata azitromicina, 2-feniletil tiosemikarbazida, azitromicina, HATU-a i 4-formilbenzojeve
kiseline u volumetrijske tikvice od 5 mL te je tikvica nadopunjena acetonitrilom do oznake.
Takoder, pripravljene su standardne otopine tekuéih tvari tako $to je otpipetirano 2,69 uL N,N-
diizopropiletilamina (p = 0,742 g mL™?), 1,83 uL fenil izotiocijanata (p = 1,094 g mL™),
odnosno 1,94 uL hidrazin monohidrata (p = 1,032 g mL™) u volumetrijske tikvice od 5 mL te
su tikvice nadopunjene acetonitrilom do oznake. Radne otopine pripravljene su razrjedenjem

standardnih otopina s acetonitrilom do kona¢ne masene koncentracije y = 0,02 mg mL2.
3.1.3. Priprava uzorka za analizu HPLC

Otopina reakcijske smjese 9a-(2-feniletil)makrozona pripravljena je otapanjem 25 mg
reakcijske smjese u acetonitrilu (yo = 5,0 mg mL™). Odvagi makrozona dodan je acetonitril u
volumenu 60% volumetrijske tikvice. Tikvica je stavljena u ultrazvuc¢nu kupelj da bi se ubrzalo
otapanje uzorka, a zatim nadopunjena acetonitrilom do oznake. Radne otopine dobivene su
razrjedivanjem temeljne otopine acetonitrilom do konaénih koncentracija y1 = 2,0 mg mL

72=0,02 mg mL2.
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3.2. Radni uvjeti ekstrakcije na ¢vrstoj fazi (engl. Solid Phase Extraction,
SPE)

Za ekstrakciju na ¢vrstoj fazi koriSten je instrument Prospekt 2 proizvodaca Spark
Holland, Nizozemska, s jedinicom SPE i pumpom Knauer K-120 za dodatni protok vodene
faze. Koristeni programski paket bio je Bruker Hystar 3.2. (SAD). Istrazena je ucinkovitost
ekstrakcije analita na nekoliko razli¢itih vrsta SPE-nosaca: C2, C8, C18, CN, Resin GP, Resin
SH, MM anion te MM kation. Takoder je istrazen utjecaj dodatnog protoka pokretne faze u
rasponu od 0,5 mL min—t do 3,0 mL min-! uz jednostruko i viSestruko skladiStenje spojeva
(engl. multitrapping). Prije analize SPE-nosaci su kondicionirani ispiranjem s 500 uL CH3CN,
a nakon toga ekvilibrirani s 500 uL H>O. SPE-nosaci su nakon ekstrakcije analita suseni 45 min

u struji dusika. Za eluiranje analita sa SPE-nosaca koristeno je 200 uL. CD3CN.
3.3. Snimanje spektara NMR

Snimljeni su spektri *H, COSY, H-C HSQC, 'H-3C HMBC te su za to koriteni pulsni
programi unutar programskog paketa TopSpin 3.6.1. Spektri su snimani na spektrometru Bruker
Avance Il HD 400 MHz Ascend s 5 mm BBO (engl. broadband) direktnom Prodigy krio-
probom i z-gradijentnom zavojnicom pri 298 K. Kao referentni signal koristen je tetrametilsilan

(TMS), a kao otapalo acetonitril-d3. Spektri su analizirani i obradeni u programu TopSpin 3.6.1.

3.3.1. Priprava uzorka za snimanje spektara NMR

Za snimanje spektara NMR polaznih krutih tvari koristenih u sintezi, reakcijske smjese
te 9a-(2-feniletil)makrozona proc¢is¢enog kolonskom kromatografijom pripravljene su otopine
masene koncentracije y = 5,0 mg mL™1. Odvagano je 2,5 mg tvari i otopljeno u 500 uL
acetonitrila-ds. Za snimanje spektara NMR tekuéina otpipetirano je 3,37 uL N,N-
diizopropiletilamina (p = 0,742 g mL™), 2,29 uL fenil izotiocijanata (p = 1,094 g mL™),
odnosno 2,42 uL hidrazin monohidrata (p = 1,032 g mL™) i otopljeno u 500 uL acetonitrila-ds.
Pripravljene otopine su potresane na Vortex mjesalici kako bi se pospjesilo otapanje uzoraka te
su po potrebi filtrirane i prenesene u Ciste i suhe cjevéice NMR promjera 5 mm.

Za snimanje spektara LC-SPE-NMR izolirani spojevi su isprani sa SPE-nosac¢a deuteriranim

acetonitrilom (v = 200 pL) u ¢iste i suhe cjevéice NMR promjera 3 mm.
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3.3.2. THNMR

Za snimanje spektara 'H NMR polaznih tvari koristenih u sintezi, reakcijske smjese te
9a-(2-feniletil)makrozona proc¢iséenog kolonskom kromatografijom primjenjen je pulsni slijed
2930 koji se sastoji od vremena odgode, radiofrekvencijskog pulsa od 30° i vremena akvizicije
tijekom kojeg se snima spektar (Tablica 3.3.). Uvjeti mjerenja bili su: 16 snimaka, spektralna
Sirina 20 ppm, digitalno razlu¢ivanje 0,24 Hz.

Za snimanje spektara LC-SPE-'H NMR izoliranih nepoznatih spojeva koristen je pulsni slijed
Iclpncwgpps sa supresijom signala otapala (Tablica 3.3.). To je jednodimenzijska inacica
NOESY pulsnog slijeda za supresiju signala otapala koji se sastoji od dva pulsa za prezasi¢enje
tijekom odgode relaksacije (engl. relaxation delay) i perioda mijesanja (engl. mixing period) te
dva gradijentna pulsa za bolju supresiju signala otapala (Slika 3.2.). Uvjeti snimanja bili su:
128 ili 256 snimaka (ovisno o koncentraciji analita), spektralna Sirina 20 ppm, digitalno

razluc¢ivanje 0,98 Hz.

P18:sp6 ph29=0 P1ph1=0,2 P1ph2=[0,0.] P18:sp6 ph29=0 PO ph3=[0,0..]

E
D12 30m 4u 4u 50u D16 4u D12 DELTA 4u D16 4u b, 30m 4u
i fo

¥
Squat0 L6 (30) co Squatni L7 (1) W
F1 Mc i

PLW 21

F2 P16:1 P16:2

BLK UNBLK BLK

Slika 3.2. Pulsni slijed 1D NOESY za supresiju signala otapala.
3.3.3. Homonuklearni i heteronuklearni 2D spektri NMR

Broj snimaka za homonuklearne i heteronuklearne eksperimente 2D ovisio je 0
koncentraciji spoja, odnosno o omjeru signala i Suma u spektru *H. Spektri COSY snimljeni su
koriste¢i pulsni slijed cosygpppgf (Tablica 3.3.). Parametri mjerenja bili su sljedeé¢i: 2048
to¢aka u F2 dimenziji i 256 inkremenata u F1 dimenziji. Spektralno podrucje od 5341,88 Hz te
relaksacijsko vrijeme odgode od 2 s. Digitalna rezolucija bila je 5,22 Hz po to¢ki u F2 dimenziji,

odnosno 41,73 Hz u F1 dimenziji.
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Za snimanje spektara HSQC koriSten je pulsni slijed hsqcedetgpsp.3 (Tablica 3.3.). Parametri
mjerenja bili su: 4096 tocaka u F2 dimenziji, 256 inkremenata u F1 dimenziji, relaksacijsko
vrijeme odgode 1,5 s, 48 snimaka po inkrementu, Sirina spektra u F2 dimenziji 6393,86 Hz,
odnosno 18111,57 Hz u F1 dimenziji, digitalna rezolucija 3,12 Hz u F2 dimenziji i 141,50 Hz
u F1 dimenziji.

Spektri HMBC snimljeni su upotrebom pulsnoga slijeda hmbcgpndqf (Tablica 3.3.). Parametri
mjerenja bili su: 4096 tocaka u F2 dimenziji, 256 inkremenata u F1 dimenziji, spektralna Sirina
15,02 Hz u F2 dimenziji, odnosno 222,09 Hz u F1 dimenziji, 98 snimaka po inkrementu,
relaksacijsko vrijeme odgode 1,32 s te digitalna rezolucija 2,93 Hz u F2 dimenziji, odnosno
174,59 Hz u F1 dimenziji.

Tablica 3.3. Koristeni pulsni programi unutar programskog paketa TopSpin 3.6.1.

Pulsni programi unutar programskog paketa TopSpin 3.6.1.

12
ZE MC
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3.4. Spektrometrija masa (engl. Mass Spectrometry, MS)

Za snimanje spektara MS KkoriSten je vezani sustav tekucinske kromatografije
ultravisoke djelotvornosti i spektrometrije masa uz elektrorasprsenje kao ionizacijski izvor
(UPLC-ESI-MS) proizvodaca Waters Corporation (SAD).

Ishodna otopina reakcijske smjese 9a-(2-feniletil)makrozona pripravljena je otapanjem 1 mg
reakcijske smjese u 1 mL acetonitrila. Radna otopina pripravljena je razrjedenjem ishodne

otopine u acetonitrilu do konaéne koncentracije y = 0,2 mg mL™,

3.5. Procis¢avanje reakcijske smjese 9a-(2-feniletil)makrozona kolonskom
kromatografijom

Kolonska kromatografija provedena je na staklenoj koloni punjenoj silikagelom uz
eluiranje pokrethom fazom E+ ¢iji je sastav y (diklormetan, metanol, amonijak)= 90 : 15 : 1,5.
Za provjeru Cisto¢e eluiranih frakcija s kolone koriStena je ploSna tehnika tekuéinske
kromatografije — tankoslojna kromatografija (engl. Thin Layer Chromatography, TLC).
Kvalitativna analiza TLC-om provedena je na plohi dimenzija 5 cm x 20 cm na koju je nanesen
sloj sorbensa (silikagel). Frakcije su na plo¢icu nanesene pomocu kapilare u tocku. Kako bi se
kromatogram razvio, plo€ica je stavljena u komoru na ¢ijem se dnu nalazilo otapalo E+,
odnosno pokretna faza. Nakon $to je otapalo preslo 2/3 kromatografske plocice pod utjecajem
kapilarnih sila, kromatografija je prekinuta, a plo¢ica osusena. Mrlje analita detektirane su pod

UV svjetlom i/ili prskanjem 10%-tnom otopinom sumporne kiseline u etanolu.
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§ 4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Tekuclinskokromatografska analiza reakcijske smjese 9a-(2-
feniletil)makrozona

Zadovoljavaju¢e  kromatografsko  odjeljivanje  sastojaka reakcijske = smjese
novosintetiziranog 9a-(2-feniletil)makrozona postignuto je na kromatografskoj koloni Waters
XBridge® Phenyl, dimenzija 150 mm x 4,6 mm; 3,5 um, uz gradijentno eluiranje smjesom
acetonitrila i 10 mmol dm= amonija¢nog pufera pH 10 (Tablica 3.2.). Reprezentativni
kromatogram reakcijske smjese 9a-(2-feniletil)makrozona prikazan je na Slici 4.1. Usporedbom
vremena zadrzavanja Spojeva U pojedinac¢nim kromatogramima polaznih tvari koriStenih u
sintezi (Dodatak, Slike D1. — D8.) s vremenima zadrzavanja spojeva u kromatogramu
reakcijske smjese, identificirani su HATU i DIPEA (Slika 4.2). HATU, 1-
(bis(dimetilamino)metilen)-1H-1,2,3-triazolo(4,5-b)piridinijev 3-oksid heksafluorofosfat, se
koristi kao aktivator karboksilne skupine kiseline koja, zatim, u reakciji s aminom stvara amid.
Reakcija se provodi uz dodatak baze DIPEA, N,N-diizopropiletilamin.>® Budu¢i da se HATU i
DIPEA dodaju u reakcijsku smjesu u suvisku, ocekivana je njihova identifikacija u
analiziranom uzorku. Spektri NMR polaznih tvari koriStenih u sintezi nalaze se u dodatku (Slike
D9. — D15.).
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Slika 4.1. Reprezentativni kromatogram reakcijske smjese 9a-(2-feniletil)makrozona masene

koncentracije 2,0 mg mL™.
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Slika 4.2. Reprezentativni kromatogram a) HATU-a (y = 0,02 mg mL1), b) DIPEA-e
(y=0,02 mg mL™) i c) reakcijske smjese (y = 2,0 mg mL™?) dobiven uz kromatografske

uvjete prema Tablici 3.2.

Kvantitativna analiza reakcijske smjese provedena je metodom normalizacije pikova®®
u kromatogramu reakcijske smjese i t0 uz pomo¢ programa Agilent OpenLab CDS
ChemStation. Prema njoj se sadrzaj pojedine komponente izraCunava iz omjera povrsine
kromatografske krivulje odredivane tvari i ukupne povrsSine svih kromatografskih krivulja, a
racuna se prema jednadzbi (3) gdje je A povrsSina kromatografske krivulje, a f faktor odgovora.
Jednadzba (3) koristena je bez faktora odgovora s obzirom da srodni spojevi novog makrozona,

preko kojih bi se ra¢unao faktor odgovara, nisu bili na raspolaganju.

A

Cy = K/ A X 100 (3)
2%
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Nedostatak metode normalizacije pikova je taj Sto ona ne uzima u obzir nedetektirane
komponente uzorka te pretpostavlja isti odziv detektora za sve sastavnice, a koristenjem metode
s vanjskim standardima povecala bi se to¢nost rezultata. Rezultati dobiveni primjenom ove
metode prikazani su u Tablici 4.1. Ukupno 27 razli¢itih spojeva ¢ini reakcijsku smjesu 9a-(2-
feniletil)makrozona. Nepoznati spojevi prisutni u reakcijskoj smjesi imenovani su oznakom
Imp za oneciséenje (engl. Impurity) i relativnim vremenima zadrzavanja (engl. Relative
Retention Time, RRT) u odnosu na glavnu komponentu 9a-(2-feniletil)makrozon. Onecis¢enje
Imp RRT 0,286 (pik 9) izlazi s kolone pri tr 3,901 min, a ¢ini 1,215 % reakcijske smjese.
Onecis¢enje Imp RRT 0,359 (pik 11), koje ¢ini 2,948 % reakcijske smjese, ima vrijeme
zadrzavanja tr 4,895 min. Onecis¢enje Imp RRT 0,515 (pik 15) izlazi s kolone pri tr 7,011 min
i ¢ini 1,797 % reakcijske smjese. Buduci da su navedena onecis¢enja zastupljena u reakcijskoj
smjesi u udjelima ve¢ima od 1 %, odabrana su za analizu tehnikom LC-SPE/NMR. Glavna
komponenta ima vrijeme zadrzavanja tr 13,265 min i ¢ini 46,715 % reakcijske smjese. Takoder
je vidljivo da odabrana onecis¢enja imaju kra¢a vremena zadrzavanja u odnosu na glavnu

komponentu, §to znaci da su polarnija.

Tablica 4.1. Metoda normalizacije pikova u kromatogramu reakcijske smjese 9a-(2-

feniletil)makrozona.

PIK tr / min RRT % POVRSINE
HATU 1,262 26,615
2 1,825 0,134 15,787
3 2,124 0,156 0,258
4 2,254 0,165 0,047
5 2,524 0,185 0,187
6 2,822 0,207 0,012
7 3,04 0,223 0,011
DIPEA 3,215 0,326
9 3,901 1,215
10 4,268 0,127
11 4,895 2,948
12 5,87 0,431 0,083
13 6,12 0,449 0,065
14 6,466 0,475 0,093
15 7,011 [ 0515 | 1,797
16 7,287 0,535 0,168
17 7,584 0,557 0,324
18 8,169 0,600 0,051
19 8,704 0,639 0,016
20 9,04 0,663 0,073
21 9,308 0,683 0,027
22 11,111 0,815 0,075

Noelle Ben¢i¢ Diplomski rad



§ 4. Rezultati i rasprava 35

9a-(2-

feniletil)makrozon 13,625 _ 46,715
24 17,066 1,253 0,331
25 19,412 1,425 0,439
26 19,954 1,465 0,100
21 21,588 1,584 2,109

4.2. Istrazivanje ucinkovitosti ekstrakcije spojeva na SPE-nosace

Poznato je daizbor prikladne nepokretne faze za izolaciju pojedinih sastojaka reakcijske
smjese bitno utjece na uspjeSnost analize. Nepokretne faze SPE-nosaca vrlo su selektivne s
obzirom na sorpciju ili desorpciju analita i uslijed toga utjec¢u na koli¢inu analita koja ¢e doci
do proto¢ne éelije NMR.4%43 |stovremeno, hidrofobne interakcije izmedu analita i nepokretne
faze vazne su za dobro zadrzavanje analita, a u¢inkovitost zadrzavanja spojeva prili¢no ovisi 0
polarnosti sastojka.®® U kromatografiji obrnutih faza, gdje je nepokretna faza manje polarna od
pokretne faze, u¢inkovitost zadrzavanja spojeva na SPE-nosacu veca je za one spojeve Koji se
dulje zadrzavaju na kromatografskoj koloni, odnosno za manje polarne spojeve.

U ovom istrazivanju istrazena je ucinkovitost ekstrakcije glavne komponente i
odabranih onec¢iS¢enja na SPE-nosace. Koristeno je osam vrsta nepokretnih faza SPE-nosaca
medu kojima su Cetiri bazirane na silika-materijalu, dvije na polimernom materijalu, a dvije
grade ionski izmjenjivaci. Popis odabranih punila SPE-nosaca, kao i neka njihova svojstva,

nalaze se u Tablici 4.2.

Tablica 4.2. Nepokretne faze SPE-nosaca i njihova svojstva.

Nepokretna faza Opis ées\tliigé[iﬁiila
CN cijanopropilna faza na bazi silikagela 7 um
C2 etilna faza na bazi silikagela 7 um
C8 oktilna faza na bazi silikagela 7 um
C18 oktadecilna faza na bazi silikagela 7 um
Resin GP modificirani divinilbenzenski polimer 5-15 um
Resin SH modificirani stiren-divinilbenzenski polimer 15-25 ym
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anionski izmjenjivac s polidivinil benzenskom

I
MM* anion [ 10 pm
MM* kation kationski 1zrnJenjlva<k:) asZ I())(r)rl]ldwmll benzenskom 10 um

*MM=mjeSoviti nadin (engl. Mixed Mode)

Glavna komponenta reakcijske smjese i odabrana oneciséenja ekstrahirana su na svaku
pojedinu vrstu SPE-nosacda viSestrukim ukoncentriravanjem (engl. multitrapping) 5 puta uz
stalan dodatni protok vodene faze od 3,0 mL min—t. Nakon susenja SPE-nosaca u struji dusika,
ekstrahirani spojevi su eluirani deuteriranim otapalom u cjev¢ice NMR. Snimljeni su spektri *H
NMR iz kojih je dobiven podatak o omjeru signala prema Sumu (engl. Signal-to-Noise, S/N).
Omjer signala prema Sumu odreden je automatski u programu TopSpin 3.6.1., a izracunat je u

podrucju od 9,0 ppm do 5,5 ppm. Rezultati su prikazani u Tablici 4.3.

Tablica 4.3. Ucinkovitost ekstrakcije glavnog spoja i oneciséenja iz reakcijske smjese 9a-(2-

feniletil)makrozona na razli¢itim nepokretnim fazama visestrukim ukoncentriravanjem.

SIN*
Spoj SPE-nosac
. Resin MM MM
CN C2 C8 C18 | Resin GP SH kation anion

9a-(2-feniletil)

19 2,1 22,2 17,0 4,0 1,8 38,8

makrozon
ImpRRT 0,359 | 3,0 1,8 2,0 44 7,6
ImpRRT 0,141 | 2.1 1,7 2,2 1,7 1,8 25 19 1,9

*omjer signala i $uma u spektru*H-NMR uz 128 snimaka

Iz rezultata prikazanih u Tablici 4.3. vidljivo je da se novosintetizirani 9a-(2-
feniletil)makrozon (glavni spoj) najbolje zadrzava na nepokretnoj fazi C18 koja se bazira na
silika-materijalu, dok polarnije onec¢is¢enje (Imp RRT 0,359) pokazuje bolje zadrzavanje na
Resin SH divinilbenzenskom polimernom SPE-nosacu. Onecis¢enje Imp RRT 0,141 se nije
uspjesno ekstrahiralo niti na jednoj nepokretnoj fazi SPE-nosaca, stoga ga nije bilo moguce
identificirati tehnikom LC-SPE/NMR. Prema posljednim istrazivanjima“*%3 pokazano je da se
polarniji spojevi vrlo slabo zadrzavaju na nepokretnim fazama koje se baziraju na silika-
materijalu, a umjereno dobro na polimernim nepokretnim fazama, §to je potvrdeno i nasim

istrazivanjem.
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Zbog veceg udjela organskog materijala polimerne nepokretne faze obi¢no imaju veéu
specifiénu povrsinu i povecan kapacitet zadrzavanja spojeva u odnosu na silika-bazirane faze
te bolje zadrzavaju polarnije organske spojeve. Na temelju dobivenih podataka za ekstrakciju
nepoznatih onecis¢enja Imp RRT 0,286, Imp RRT 0,359 i Imp RRT 0,515, koja su polarnija od
glavne komponente, odabrana je nepokretna faza Resin SH.

Ucinkovitost ekstrakcije spojeva na SPE-nosace najvise ovisi o odabiru prikladne
nepokretne faze. Drugi ¢imbenik, koji ima znacajan utjecaj na zadrZavanje spojeva, je dodatni
protok vodene faze (make-up protok). Uloga dodatnog protoka vodene faze jest smanjenje
elucijske jakosti organskog dijela pokretne faze koja se koristi u kromatografiji obrnutih faza.
Poznato je da ve¢i udio organskog otapala zna¢ajno smanjuje faktor zadrzavanja spojeva na
koloni.*® Stoga je istrazen utjecaj dodatnog protoka vodene faze na zadrzavanje nepoznatih
onecis¢enja Imp RRT 0,286, Imp RRT 0,359 i Imp RRT 0,515 na nepokretnoj fazi Resin SH.
Odabrana oneciS¢enja ekstrahirana su na nepokretnu fazu Resin SH viSestrukim
ukoncentriravanjem (engl. multitrapping) 60 puta uz dodatni protok vodene faze od
3,0 mL min™%, 1,0 mL min~ti 0,5 mL min~!. Nakon suSenja SPE-nosada u struji dusika,
ekstrahirani spojevi su eluirani deuteriranim otapalom u cjev&ice NMR. Snimljeni su spektri *H
NMR iz kojih je dobiven podatak o omjeru signala prema Sumu (engl. Signal-to-Noise, S/N).
Omijer signala prema Sumu odreden je automatski u programu TopSpin 3.6.1., a izracunat je u
podruéju od 9,0 ppm do 5,5 ppm. Rezultati su prikazani u Tablici 4.4. Pokazano je da veci

dodatni protok vodene faze pogoduje boljem zadrzavanju polarnijih onecis¢enja.

Tablica 4.4. Ucinkovitost ekstrakcije oneciSéenja iz reakcijske smjese 9a-(2-
feniletil)makrozona na nepokretnoj fazi Resin SH viSestrukim ukoncentriravanjem pri

razli¢itim dodatnim protocima vodene faze.

S/IN*
Spoj Dodatni protok / mL min™
3,0 1,0 0,5
Imp RRT
0,286 22,1 6,0
14,4 7,75

67,7

*omjer signala i Suma u spekiru *H-NMR uz 128 snimaka
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4.3. Analiza reakcijske smjese 9a-(2-feniletil)makrozona tehnikom
LC-SPE/NMR

4.3.1. Analiza glavne komponente

9a-(2-feniletil)makrozon uspjesno je izoliran iz reakcijske smjese tehnikom LC-SPE i to
viSestrukim ukoncentriravanjem analita (5 puta) na SPE-nosa¢ s nepokretnom fazom CI18.
Glavna komponenta je takoder izolirana kolonskom kromatografijom te su usporedeni spektri
'H NMR izoliranog spoja (Slika 4.3.). Usporedbom spektara H NMR 9a-(2-
feniletil)makrozona vidljivo je da je spoj izoliran tehnikom LC-SPE ¢isé¢i (Slika 4.3.a)) u
odnosu na isti spoj izoliran kolonskom kromatografijom (Slika 4.3.b)). Time je pokazano da je
tehnika LC-SPE/NMR brza i u¢inkovitija metoda koja koristi znatno manje koli¢ine organskih
otapala za izolaciju i identifikaciju spojeva iz reakcijskih smjesa u usporedbi s klasi¢nim

metodama proci§¢avanja.
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Slika 4.3. a) Spektar *H NMR 9a-(2-feniletil)makrozona izoliranog tehnikom LC-SPE i b)

kolonskom kromatografijom.
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Da bi se dobila dovoljna koli¢ina spoja za snimanje dvodimenzijskih spektara NMR,

povecan je broj uzastopnih injektiranja reakcijske smjese na kromatografsku kolonu s 5 na 60

puta. Glavna komponenta je izolirana na SPE-nepokretnu fazu C18. Nakon susenja SPE-nosaca

u struji dusika, spoj je eluiran s CD3CN u 3 mm cjevéicu NMR te su snimljeni jedno- i
dvodimenzijski spektri NMR (Slika 4.4, Dodatak, D17. — D20.) te spektar MS (Dodatak, D16.)

na temelju kojih je potvrdena struktura novog spoja (Slika 4.5.). Kemijski pomaci u *H i $3C

spektrima NMR za 9a-(2-feniletil)makrozon asignirani u acetonitrilu-d3 prikazani su u Tablici
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Slika 4.4. Spektar HMBC izoliranog 9a-(2-feniletil)makrozona snimljen u deuteriranom

acetonitrilu pri 25 °C.
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Slika 4.5.

Struktura 9a-(2-feniletil)makrozona.
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Tablica 4.5. Kemijski pomaci *H i 3C 9a-(2-feniletil)makrozona asignirani u acetonitrilu-d3.

Atom o(*H) / ppm o(**C) / ppm
1 = 178,20
2 2,84 45,11
2Me 1,19 14,58
3 4,10 78,55
4 2,05 40,97
4Me 1,03 8,86
5 3,59 83,16
6 — 74,16
6Me 1,25 26,93
60H -2 -
7eq; 7ax 1,58; 1,47 41,17
8 1,99 28,08
8Me 0,92 21,98
9eq; 9ax 2,73; 2,22 63,94
%9a 3,05; 2,65 47,62
9b 1,90; 1,77 27,21
9c 3,36 38,12
9d 7,50 -
10 2,85 60,98
10Me 1,11 8,45
11 3,67 74,61
110H -8 -
12 = 74,81
12Me 1,07 16,62
120H -8 =
13 4,80 77,19
14eq; 14ax 1,84; 1,47 21,23
14Me 0,87 10,26
15 = 166,60
16 - 136,07
17; 21 7,85 127,38
18; 20 7,74 126,92
19 136,81
22 7,96 141,28
22a -2 =
22b -2 -
23 = 177,81
24 3,89 45,24
25 2,99 34,93
26 - 139,44
27; 31 7,36 128,93
28; 30 7,35 126,45
29 7,38 126,41
1 4,46 102,44
2' 3,07 70,91
2'0OH -2 —
3 2,52 65,36
3'NMe, 2,27 39,75
4d'eq; 4'ax 1,70; 1,11 28,89
5' 3,59 68,19
5'Me 1,14 20,89
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1" 4,95 95,43
2"eq; 2"ax 2,38; 1,59 34,76
3" - 72,80
3"Me 1,21 20,62
3"OMe 3,31 49,04
4" 2,98 77,88
4"OH _a —
5" 4,09 65,42
5"Me 1,25 18,25

®nije opazeno

4.3.2. lzolacija i identifikacija nepoznatih onecisé¢enja iz reakcijske smjese 9a-(2-
feniletil)makrozona

Za izolaciju nepoznatih onecis¢enja, Imp RRT 0,286 (pik 9), Imp RRT 0,359 (pik 11) i
Imp RRT 0,515 (pik 15), iz reakcijske smjese 9a-(2-feniletil)makrozona koristen je uzorak
masene koncentracije 5,0 mg mL™L. Spojevi su estrahirani visestrukim ukoncentriravanjem na
Resin SH SPE-nosace 60 puta (Slika 4.6.).
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Slika 4.6. Ekstrakcija odabranih nepoznatih onec¢is¢enja iz reakcijske smjese

9a-(2-feniletil)makrozona.

Nakon susenja SPE-nosaca u struji dusika analiti su eluirani deuteriranim acetonitrilom u 3 mm
cjevéice NMR te su snimljeni spektri *H i COSY za svaki izolirani spoj. Koncentracija
izoliranih oneciS¢enja, nazalost, nije bila dovoljna za snimanje heteronuklearnih 2D
eksperimenata NMR. Usporedbom spektara *H NMR izoliranih spojeva i 2-feniletil
tiosemikarbazida, kiseline koja se koristi u sintezi 9a-(2-feniletil)makrozona (Slika 4.8.),

vidljivo je da su izolirana one¢i$¢enja strukturno vrlo sli¢na 2-feniletil tiosemikarbazidu (Slika
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a)

b)

d)

4.7.). Spektri NMR 2-feniletil tiosemikarbazida snimljeni su, takoder, u deuteriranom otapalu
DMSO (Dodatak, Slike D21. — D24.).

a) b) Atom 0(1H)/ppm
1 =
10H 2
2 —
3,7 8,02
4,6 7,85
5 —
8 7,96
o 8a 9,67
8b 7,93
9 —
10 3,89
11 2,99
12 -
13;17 7,36
14;16 7,35
15 7,38

@nije opazeno

Slika 4.7. a) kemijska struktura; b) kemijski pomaci *H 2-feniletil tiosemikarbazida snimljeni

u acetonitrilu-d3 pri 25 °C.

37646 1317

2-feniletil tiosemikarbazid 1
. . 1" 1 |
_ el . i A
‘ ” | | |
Imp RRT 0,286 | | I i A
PR L H,,__,__“ T U T A VPR VPSRRI S ERU [ A |
|
Imp RRT 0,359 "’:‘!’l
B ——— —_— | . S T U VAL S DI NI T —
Imp RRT 0,515 u U L | i
L LALN
s e ST T T

Slika 4.8. Preklopljeni spektri tH NMR: a) 2-feniletil tiosemikarbazida; b) onec¢is¢enja Imp
RRT 0,286; c) onecis¢enja Imp RRT 0,359 i d) onecis¢enja Imp RRT 0,515 snimljeni u
acetonitrilu-d3 pri 25 °C.

Noelle Ben¢i¢ Diplomski rad

[ren

T
10



§ 4. Rezultati i rasprava 43

Signali onecis¢enja Imp RRT 0,286 u spektru *H NMR veéinom se preklapaju sa
signalima 2-feniletil tiosemikarbazida, ali u aromatskom podrué¢ju dolazi do pomaka signala
dubleta koji odgovaraju protonima 3 i 7, odnosno 4 i 6, $to moze ukazivati na to da se radi 0
aldehidu, a ne o kiselini. Dublet H3; H7 je pomaknut sa 8,02 ppm u spektru kiseline na 7,71
ppm u spektru aldehida, a dublet H4; H6 se pomaknuo sa 7,85 ppm u spektru kiseline na 7,43
ppm u spektru aldehida. Kemijski pomaci protona H13 — H17 ne razlikuju se zna¢ajno u spektru
kiseline i u spektru onecis¢enja. U spektru onec¢is¢enja takoder su prisutni signali metilenskih
skupina 10 i 11. U spektru COSY za izolirano oneéi$¢enje vidljiva je sprega metilidenskih
(metinskih) protona H3; H7 s protonima H4; H6, kao i sprega metilenskih skupina 10111 (Slika
4.9.). Protoni karboksilne skupine, odnosno aldehidne skupine, nisu prisutni u spektrima zbog
kemijske izmjene s deuteriranim otapalom. Snimanjem spektra MS za izolirano oneci$éenje
Imp RRT 0,286 dobiven je molekulski ion m/z = 311 (Slika 4.10.). Na temelju spektara NMR
(Slika 4.3.7., Dodatak, Slika D25.) i MS predlozZena je struktura oneciS¢enja Imp RRT 0,286
(Slika 4.11.).
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Slika 4.9. Spektar COSY onecis¢enja Imp RRT 0,286 snimljen u acetonitrilu-d3 pri 25 °C.
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Slika 4.10. Spektar ESI-MS onecis¢enja Imp RRT 0,286.
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a) #a & b) Atom 6(1H)/ppm
N N oo ! -
N T ~ N7 e 1H B
10
| [T EEE
) ,~’12:;k . 8 = 1B~ 15 37 7,72
3 - i m;_: 4,6 7’43
- 5 -
0., - I
""-:'_::_ ﬂ_,.ﬂ’f? '“\,‘.::_‘:-" B 8 7,91
T 8a 9,62
H 8b 7,89
1H 9 ~
10 3,85
11 2,96
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anije opazeno
Slika 4.11. a) Predlozena struktura; b) kemijski pomaci H onecis¢enja Imp RRT 0,286

snimljeni u acetonitrilu-d3 pri 25 °C.

Spektar one¢is¢enja Imp RRT 0,359 najjednostavniji je od svih snimljenih spektara 'H
NMR. U njegovom spektru vidljivo je preklapanje signala navedenog onecis¢enja i 2-feniletil
tiosemikarbazida u podru¢ju od 7,40 — 7,00 ppm, dok ostali signali izostaju. Zbog toga je za
oneciséenje Imp RRT 0,359 predloZena struktura benzaldehida (Slika 4.13.), a spektar MS
dodatno je potvrdio predlozenu strukturu (Slika 4.12.). Pripadni spektri NMR nalaze se u
dodatku (Slike D26. i D27.).

100 106.51

L, 107.46 449.67491.78 381.36 .4 59 919 41 1491.39
S SAVEO P SO vl U L L. LS S L
250.00 500.00 750.00 1000.00 1250.00 1500.00

Slika 4.12. Spektar ESI-MS onecis¢enja Imp RRT 0,359.
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Slika 4.13. a) Predlozena struktura; b) kemijski pomaci 'H onecis¢enja Imp RRT 0,359

snimljeni u acetonitrilu-d3 pri 25 °C.

Signali onec¢is¢enja Imp RRT 0,515 u spektru 'H NMR (Dodatak, Slika D28.) u
potpunosti se preklapaju sa signalima 2-feniletil tiosemikarbazida, no u spektru oneciséenja
prisutan je dodatni singlet pri 3,89 ppm koji bi mogao odgovarati metoksi-skupini vezanoj na
benzenski prsten. Polozaj metoksi-skupine nije moguée odrediti samo na temelju spektara H i
COSY, ve¢ bi trebalo snimiti spektre HSQC i HMBC, §to u naSem slucaju nije bilo moguce
zbog niske koncentracije izoliranog onecis¢enja. Spektar MS onecis¢enja dao je molekulski ion
m/z =373 (Slika 4.15.). Spektar COSY za onecisc¢enje Imp RRT 0,515 prikazan je naslici 4.14.,

a predloZena struktura spoja nalazi se na Slici 4.16.

F1 [ppem]
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T
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Slika 4.14. Spektar COSY oneciséenja Imp RRT 0,515 snimljen u acetonitrilu-d3 pri 25 °C.
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Slika 4.15. Spektar ESI-MS onecis¢enja Imp RRT 0,515.
Atom 6(1H)/ppm
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Slika 4.16. a) Predlozena struktura; b) kemijski pomaci *H onecis¢enja Imp RRT 0,515

snimljeni u acetonitrilu-d3 pri 25 °C.

Iz reakcijske smjese uspjesno je izolirano i identificirano 6 spojeva: 9a-(2-
feniletil)makrozon, 2 polazne kemikalije koriStene u sintezi 9a-(2-feniletil)makrozona i 3 nova
spoja. Udio identificiranih spojeva odreden metodom normalizacije pikova u reakcijskoj smjesi

9a-(2-feniletil)makrozona prikazan je na Slici 4.17.
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Slika 4.17. Udio (%) odreden metodom normalizacije pikova identificiranih spojeva u
reakcijskoj smjesi 9a-(2-feniletil)makrozona.
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§ 5. ZAKLJUCAK

Istrazivanja u sklopu ovog diplomskog rada pokazala su da je vezani sustav LC-
SPE/NMR prikladna metoda za istrazivanje profila ¢isto¢e (engl. impurity profiling) novog
azitromicinskog konjugata — 9a-(2-feniletil)makrozona. Kako bi se osigurala uspje$nost analize
potrebno je optimirati uvjete kromatografskog odjeljivanja, skladiStenja uzorka na sustavu SPE
i snimanja spektara NMR.

U ovom istrazivanju istrazena je ucinkovitost ekstrakcije glavne komponente i
odabranih oneciSéenja na SPE-nosa¢e u svrhu dobivanja kvalitetnih spektara NMR.
Novosintetizirani makrozon pokazao je dobro zadrZavanje na nepolarnoj ¢vrstoj fazi SPE-
nosaca baziranoj na silika materijalu (C-18), dok se ve¢i broj polarnih oneciS¢enja zadrzao bolje
na polimernim SPE-nosa¢ima (Resin SH). Uz to, u¢inkovitost ekstrakcije polarnih onecis¢enja
bila je bolja uz veéi dodatni protok vodene faze.

Na temelju snimljenih jedno- i dvodimenzijskih spektara NMR i MS predlozene su
strukture nepoznatih spojeva reakcijske smjese. Pokazalo se da su uspjesno izolirana
oneciSc¢enja reakcijske smjese strukturno slicna 2-feniletil tiosemikarbazidu koji se koristi kao
polazni reaktant u sintezi 9a-(2-feniletil)makrozona.

Provedeno istrazivanje dalo je uvid u strukture ones$iS¢enja na brzi i u€inkovitiji nacin
od standardnih metoda off-line, koriste¢i pritom znatno manje koli¢ine uzorka i otapala, a
automatizirana tehnika LC-SPE/NMR pokazala se kao vrlo uéinkovit vezani sustav za
odjeljivanje te identifikaciju reaktanata, produkata i nepoznatih oneciS¢enja iz reakcijske

smjese, $to je neophodan dio razvoja i istrazivanja svakog novog lijeka.
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§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA

ACN
ADC

COSY
DCM
DMSO
DIPEA
FT-NMR

HATU

HMBC
HPLC

HPLC-MS

HSQC
ICH

LC
LC-SPE-NMR

MS

acetonitril

pretvara¢ analognog u digitalni signal, engl. Analog to Digital
Converter

korelacijska spektroskopija, engl. Correlation Spectroscopy
diklormetan

dimetil-sulfoksid

N,N-diizopropiletilamin

nuklearna magnetna rezonancija uz Fourierovu transformaciju,
engl. Fourier Transform Nuclear Magnetic Resonance
1-(bis(dimetilamino)metilen)-1H-1,2,3-triazolo[4,5
b]piridinijev 3-oksid heksafluorofosfat

engl. Heteronuclear Multiple Bond Correlation

tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti, engl. High
Pressure Liquid Chromatography

tekuc¢inska kromatografija visoke djelotvornosti - masena
spektrometrija, engl. High Pressure Liquid Chromatography -
Mass Spectrometry

engl. Heteronuclear Single Quantum Coherence

medunarodna konferencija o harmonizaciji tehnic¢kih zahtjeva za
registraciju humanih lijekova, engl. The International Council
for Harmonisation of Technical Requirements for
Pharmaceuticals for Human Use

tekuc¢inska kromatografija, engl. Liquid Cromatography
tekuc¢inska kromatografija - ekstrakcija na c&vrstoj fazi -
nuklearna magnetna rezonancija, engl. Liquid Chromatography
- Solid-Phase Extraction - Nuclear Magnetic Resonance

spektrometrija masa, engl. Mass Spectrometry
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NMR

NOESY

rRNA

S/N

SPE

STD

STD-NMR

UPLC-ESI-MS

WATERGATE

WET

nuklearna magnetna rezonancija, engl. Nuclear Magnetic
Resonance

spektroskopija nuklearnog Overhauserovog efekta, engl.
Nuclear Overhauser Enhancement Spectroscopy

ribosomska ribonukleinska  kiselina, engl.  Ribosomal
ribonucleic acid

omjer signala prema sumu, engl. Signal to Noise ratio
ckstrakcija na ¢vrstoj fazi, engl. Solid-Phase Extraction

metode razlike prijenosa zasi¢enja, engl. Saturation Transfer
Difference

Nuklearna magnetna rezonancija uz metodu razlike prijenosa
zasi¢enja, engl. Saturation Transfer Difference - Nuclear
Magnetic Resonance

teku¢inska  kromtografija  ultravisoke djelotvornosti -
elektrorasprSenje - masena spektrometrija, engl. Ultra
Performance Liquid Chromatography - Electrospray lonization
- Mass Spectrometry

supresija signala vode pomoc¢u pobude gradijentima, engl. Water
suppression by Gradient - Tailored Excitation

supresija signala vode pojac¢ana pomocu efekata T1, engl. Water

suppression Enhanced through T1 effects
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DADI A Sg=2104 Ref=600, 100 (VAKROLIDI...e B Ve kiom 9 5 10 20190600 15-44- 150310101 D)

8 i

DADLA Sg=2104 Ref=600,100 (NWR?LIIJ\, ijn-wmlquun,sjgsz;J.iwsoe 1544-15049:0901D) 2 ﬁ & =

ol W J —
Slika D1. Kromatogram slijepe probe (acetonitril) i reakcijske smjese 9a-(2-

feniletil)makrozona (y = 2,0 mg mL?%) dobiven uz kromatografske uvjete prema Tablici 3.2.
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Slika D2. Kromatogram slijepe probe (acetonitril) i DIPEA-e (y = 0,02 mg mL™!) dobiven uz

kromatografske uvjete prema Tablici 3.2.
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Slika D3. Kromatogram slijepe probe (acetonitril) i hidrazin monohidrata (y = 0,02 mg mL™)

dobiven uz kromatografske uvjete prema Tablici 3.2.
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Slika D4. Kromatogram slijepe probe (acetonitril) i fenil izotiocijanata (y = 0,02 mg mL™)

dobiven uz kromatografske uvjete prema Tablici 3.2.
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§ 8. Dodatak
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Slika D5. Kromatogram slijepe probe (acetonitril) i 9a-(y-aminopropil)azitromicin derivat

(y =0,02 mg mL™1) dobiven uz kromatografske uvjete prema Tablici 3.2.
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Slika D6. Kromatogram slijepe probe (acetonitril) i HATU-a (y = 0,02 mg mL?) dobiven uz

kromatografske uvjete prema Tablici 3.2.
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Slika D7. Kromatogram slijepe probe (acetonitril) i 2-feniletil tiosemikarbazida

(y =0,02 mg mL1) dobiven uz kromatografske uvjete prema Tablici 3.2.
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Slika D8. Kromatogram slijepe probe (acetonitril) i 4-formilbenzojeve kiseline

(y =0,02 mg mL) dobiven uz kromatografske uvjete prema Tablici 3.2.
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§ 8. Dodatak Xii
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Slika D9. Spektar *H NMR DIPEA-e (y = 5,0 mg mL~?) snimljen u acetonitrilu-d3 pri 25 °C.
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Slika D10. Spektar *H NMR hidrazin monohidrata (y = 5,0 mg mL™) snimljen u acetonitrilu-
d3 pri 25 °C.
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§ 8. Dodatak Xiii

T T
a5 a0 35 3.0 25 20 [ppm]

Slika D11. Spektar *H NMR fenil izotiocijanata (y = 5,0 mg mL1) snimljen u acetonitrilu-d3
pri 25 °C.
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Slika D12. Spektar *H NMR azitromicina (y = 5,0 mg mL™) snimljen u acetonitrilu-d3 pri
25°C.
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Slika D13. Spektar *H NMR HATU-a (y = 5,0 mg mL™) snimljen u acetonitrilu-d3 pri 25 °C.
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Slika D14. Spektar *H NMR 2-feniletil tiosemikarbazida (y = 5,0 mg mL1) snimljen u
acetonitrilu-d3 pri 25 °C.
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§ 8. Dodatak XV
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Slika D15. Spektar *H NMR 9a-(y-aminopropil) derivata azitromicina (y = 5,0 mg mL™?)

snimljen u acetonitrilu-d3 pri 25 °C.
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Slika D16. Spektar ESI-MS 9a-(2-feniletil)makrozona.
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Slika D17. Spektar LC-SPE 'H NMR izoliranog 9a-(2-feniletil)makrozona snimljen u
acetonitrilu-d3 pri 25 °C.
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Slika D18. Uvec¢ani prikaz spektra LC-SPE 'H NMR izoliranog 9a-(2-feniletil)makrozona

snimljen u acetonitrilu-d3 pri 25 °C.
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Slika D19. Spektar LC-SPE COSY izoliranog 9a-(2-feniletil)makrozona snimljen u
acetonitrilu-d3 pri 25 °C.
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Slika D20. Spektar LC-SPE HSQC izoliranog 9a-(2-feniletil)makrozona snimljen u
acetonitrilu-d3 pri 25 °C.
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Slika D21. a) kemijska struktura; b) kemijski pomaci *H i c) spektar *H NMR 2-feniletil

tiosemikarbazida (y = 5,0 mg mL?) snimljen u DMSO-d6 pri 25 °C.
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Slika D22. Spektar COSY 2-feniletil tiosemikarbazida (y = 5,0 mg mL) snimljen u DMSO-

d6 pri 25 °C
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Slika D23. Spektar HSQC 2-feniletil tiosemikarbazida (y = 5,0 mg mL ) snimljen u DMSO-
d6 pri 25 °C.
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Slika D24. Spektar HMBC 2-feniletil tiosemikarbazida (y = 5,0 mg mL1) snimljen u DMSO-

d6 pri 25 °C.
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Slika D25. Spektar LC-SPE 'H NMR one¢&iséenja Imp RRT 0,286 snimljen u acetonitrilu-d3

pri 25 °C.
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Slika D26. Spektar LC-SPE 'H NMR one¢iséenja Imp RRT 0,359 snimljen u acetonitrilu-d3

pri 25 °C.
U[] ;\J f
N
| [
| z
| "
1
{ s
P
= e
h
.
1 b
]
{ e
i
i
i T T T T T
B0 5 0 85 60 FZ [ppm)

Slika D27. Spektar COSY onecis¢enja Imp RRT 0,359 snimljen u acetonitrilu-d3 pri 25 °C.
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Slika D28. Spektar LC-SPE *H NMR izoliranog one¢is¢enja Imp RRT 0,515 snimljen u
acetonitrilu-d3 pri 25 °C.
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Slika D29. Spektar LC-SPE *H NMR izoliranog one¢iséenja Imp RRT 0,557 snimljen u

deuteriranom otapalu acetonitril-d3 pri 25 °C.
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Slika D30. Reprezentativni spektar LC-SPE COSY NMR izoliranog onecisé¢enja Imp RRT

0,557 snimljen u deuteriranom otapalu acetonitril-d3 pri 25 °C.
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Slika D31. Spektar *H NMR standarda benzaldehida (y = 5,0 mg mL?) snimljen u
acetonitrilu-d3 pri 25 °C.
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Slika D32. Spektar *H NMR standarda benzojeve kiseline (y = 5,0 mg mL™t) snimljen u

acetonitrilu-d3 pri 25 °C.
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