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PRIPRAVA | KARAKTERIZACIJA NOVIH 4"- DERIVATA AZITROMICINA: 4-
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Makrolidni antibiotici (npr. azitromicin) imaju $iroku primjenu u lije¢enju infekcija uzrokovanih Gram-
pozitivnim, Gram-negativnim bakterijama i nekim unutarstani¢nim organizmima, te su ujedno pokazali
antiupalno i antikancerogeno djelovanje. Djeluju na principu inhibicije sinteze bakterijskog proteina
vezu¢i se na 50S podjedinicu bakterijskog ribosoma. S obzirom na sve brzu prilagodbu bakterija i
njihovu rezistenciju na makrolidne antibiotike, javlja se potreba za novim spojevima koji ¢e pokazati
veéu biolosku aktivnost. Osim makrolida, dobru antibakterijsku aktivnost su pokazali i
tiosemikarbazoni. Makrozoni predstavljaju nove konjugate derivata azitromicina i tiosemikarbazona. U
ovom radu uspje$no je pripravljeno pet makrozona reakcijom 4"-aminopropilnog derivata azitromicina
i odgovarajucih tiosemikarbazona. Derivat azitromicina pro¢is¢en je kromatografijom na stupcu, a
makrozoni tehnikom LC-SPE i semipreparativnom tekuéinskom kromatografijom. Pripravljeni i
procis¢eni makrozoni okarakterizirani su: spektrometrijom mase, spektroskopijom NMR i tekué¢inskom
kromatografijom visoke djelotvornosti. Idu¢i korak istrazivanja ukljucit ¢e in vitro testove bioloske
aktivnosti pripravljenih makrozona na susceptibilne i rezistentne sojeve bakterija.
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of the bacterial ribosome thus inhibiting bacterial protein synthesis. Owing to the fact that bacteria
develop resistance to existing antibiotics, new chemical entities are urgently needed to fight resistance
mechanisms. Thiosemicarbazones have also shown good antibacterial activity. Hence, we believe that
conjugation of azithromycin and thiosemicarbazones could yield a novel class of bioactive compounds,
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Makrolidi se prvi put spominju po¢etkom 50-ih godina prosloga stolje¢a. Sam naziv odnosi
se na spojeve Cija se struktura sastoji od 12, 14, 15 ili 16-Clanog makrociklickog laktonskog
prstena (aglikon) koji na sebe ima vezan dva ili vise Secera. Koriste se kao antibiotici protiv
Gram-pozitivnih i nekih Gram-negativnih bakterija najcescée prilikom infekcija gornjih i donjih
disnih puteva. Predstavnik prvog prirodno izoliranog makrolidnog antibiotika je eritromicin A,
izoliran iz soja mikroorganizma Saccharopolyspora erythraea. Njegovim otkri¢em zapocelo je
,,.zlatno doba‘ makrolidnih antibiotika.

Azitromicin je glavni predstavnik druge generacije 15-¢lanih semisintetskih derivata
eritromicina, a glavna razlika je uvodenje dusikovog atoma u aglikonski prsten te znatno
poboljsana farmakokinetika.

S obzirom na povecanu otpornost bakterija na postojece antibiotike, namece se potreba za
novim spojevima koji ¢e pokazati aktivnost i na rezistentne sojeve bakterija. Posljednjih godina
od sve veceg interesa u farmaceutskoj industriji su tiosemikarbazoni koji pokazuju znacajnu
antiinfektivnu aktivnost.

Cilj ovog rada je pripraviti i okarakterizirati makrozone, nove konjugate azitromicina i
tiosemikarbazona. U tu svrhu koristit ¢e se metode sintetske kemije te metode identifikacije i
karakterizacije spojeva: spektroskopija NMR, spektrometrija masa i tekucinska kromatografija
visoke djelotvornosti.

Antonio Barisi¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 2

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Makrolidi
2.1.1. Povijest, uporaba i podjela makrolida

Izraz ,,makrolid“ prvi put se spominje 1957. godine u radu Roberta B. Woodwarda,* a
koristio se za opisivanje prirodnih antibiotika ¢iju strukturu karakteriziraju 12-, 14- i 16-¢lani
makrocikli¢ki laktonski prstenovi (aglikoni) koji na sebe imaju vezane molekule ugljikohidrata,
aminoSecera i neutralne $ecere od kojih su naj¢es¢i kladinoza i desozamin.

Makrolidi predstavljaju skupinu antibiotika Sirokog spektra djelovanja. Koriste se za
lijeCenje infekcija uzrokovanih Gram-pozitivnim  (primjerice Streptococcus pneumonia,
Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus), nekim Gram-negativnim bakterijama
(Bordetella pertussis, Legionella pneumophila, Moraxella catarrhalis), unutarstani¢nim
organizmima (Chlamydia pneumoniae i Coxiella burnetti), te su uz to pokazali antiupalno,
antimalari¢no i antikancerogeno djelovanje. 23

Otkri¢em eritromicina A 1952. godine zapocelo je zlatno doba makrolidnih antibiotika.
Eritromicin A (slika 1) izoliran je iz soja mikroorganizma Saccharopolyspora erythraea. Uz

eritromicin A, S. erythraea proizvodi i nekoliko drugih vrsta eritromicina (B, C, D i F).

Slika 1. Struktura eritromicina A.

Antonio Barisi¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 3

Nestabilnost eritromicina A u kiseloj sredini Zeluca, losa oralna bioraspolozivost,
gastrointestinalne nuspojave i jo§ neka svojstva ograniCavaju njegovu uporabu, stoga je
sintetiziran niz derivata medu kojima su se naroCito istaknuli Klaritromicin i azitromicin.
Klaritromicin pripada skupini 14-¢lanih makrolida kao i eritromicin (prva generacija
makrolida), a od eritromicina se strukturno razlikuje samo po uvedenoj metoksi skupini na
polozaju C6 (1, slika 2). Azitromicin (2, slika 2) (druga generacija makrolida) pripada skupini
polusintetskih 15-¢lanih makrolida koji se zbog prisutnog dusikovog atoma u aglikonskom
prstenu nazivaju azalidi.*

Prednosti azitromicina i klaritromicina su Siroki spektar antibakterijske aktivnosti,
poboljsana farmakokineti¢ka svojstva, te neznatne nuspojave U odnosu na eritromicin A.*
Medutim, zbog sve veceg porasta bakterija rezistentnih na makrolide nastavljaju se istrazivanja
u smjeru razvoja novih makrolidnih antibiotika djelotvornih na rezistentne sojeve.

Osim prve i druge generacije makrolida, razlikujemo i tre¢u generaciju makrolidnih
antibiotika, ketolide. Glavni predstavnik je telitromicin (3, slika 2). Ketolide karakterizira
prisutnost keto skupine na polozaju C3 aglikonskog prstena umjesto Secera kladinoze i alkil-
heteroaril bo¢ni lanac. Koriste se u lijecenju bakterijskih infekcija diSnog sustava, ukljucujuci
I infekcije uzrokovane bakterijama koje su stekle otpornost na makrolide prvih dviju generacija.
Telitromicin je pak zbog izazivanja niza nuspojava (tzv. Ketek nuspojave) kod pacijenata
povuden sa trzita. 4

Kako bi se savladale te nuspojave, razvijena je Cetvrta generacija makrolida nazvanih
fluoroketolidi. Prvi sintetizirani fluoroketolid, solitromicin (4, slika 2), sadrzi 1,2,3-triazol-
aminofenil kao boc¢ni lanac i atom fluora na C2 polozaju koji interagira s bakterijskim

ribosomom.*

Antonio Barisi¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 4

Slika 2. Strukture makrolida: klaritromicin (1), azitromicin (2), telitromicin (3) i

solitromicin (4).

2.1.2. Mehanizam djelovanja makrolidnih antibiotika

Makrolidi ulaze u bakterijsku stanicu gdje se vezu za 50S podjedinicu ribosoma u ranoj fazi
translacijskog procesa. Bakterijski ribosom predstavlja mjesto gdje se geneticki kod translatira
u proteine. Makrolidi se vezu za ribosomsku 23S rRNA u domeni V na ili blizu regije peptidil
transferaze i na taj nacin blokiraju izlazni tunel iz kojeg novosintetizirani protein izlazi.>”’

Mehanizam inhibicije sinteze bakterijskog proteina ovisi 0 kemijskoj strukturi makrolida
koja uvjetuje interakcije makrolida i ribosoma bakterijske stanice, a one pak uvjetuju tocan
mehanizam djelovanja antibiotika. Postoje 4 mehanizma inhibicije sinteze bakterijskog

proteina: inhibicija elongacije pocetnog peptidnog lanca tijekom rane faze translacije,

Antonio Barisi¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 5

induciranje disocijacije peptidil tRNA s ribosoma, inhibicija stvaranja peptidnih veza i
interferencija s 50S ribosomskom podjedinicom.’

Kristalne strukture azitromicina s velikim ribosomskim podjedinicama bakterija Thermus
thermophilus i Haloarcula marismorui pokazale su prisutnost jedne molekule azitromicina u
strukturi, dok je struktura azitromicina s ribosomskom podjedinicom bakterije Deinococcus
radiodurans pokazala prisutnost dviju molekula azitromicina. U slucaju prvih dviju kristalnih
struktura, uspostavljaju se hidrofobne interakcije izmedu laktonskog prstena azitromicina i
hidrofobne povrsine izlaznog tunela ribosoma. Kod Deinococcus radiodurans azitromicin se
veze za domenu V 23S rRNA. Molekula azitromicina uspostavlja vodikovu vezu izmedu
hidroksilnih skupina na polozaju C11 i C12 (slika 3), i kisika ribosomskog nukleotida sto
dovodi do ¢vrsceg vezanja. Dusikov atom laktonskog prstena i Secer kladinoza ne pridonose
vezanju za ribosom, a dvije molekule azitromicina povezane su medusobno vodikovom vezom
izmedu Secera desozamina druge molekule azitromicina i kisika na polozaju C1 (slika 3)
laktonskog prstena prve molekule.®

Afinitet pojedinog antibiotika za vezno mjesto na ribosomu definira se kinetickom
konstantom formiranja kompleksa makrolid-ribosom, a uvelike ovisi o strukturi, odnosno
konformaciji makrolida. °

Spektroskopske metode kojima se mogu pratiti interakcije bioaktivnih molekula, kao i
konformacije vezanog liganda (tr-NOESY i STD) bit ée opisane u poglavljima 2.2.6. i 2.2.7.8
Osim spomenutih, postoji niz drugih metoda kojima se mogu okarakterizirati interakcije
protein-ligand, a to su: difrakcija rendgenskih zraka, fluorescencijska spektroskopija, kapilarna

elektroforeza, metoda otisaka stopa (engl. RNA footprinting), kalorimetrija i dr. 8

2.1.3. Mehanizmi rezistencije bakterija na makrolidne antibiotike

Postoji niz mehanizama rezistencije bakterija na makrolide, kao Sto su primjerice:
modifikacija ciljnog mjesta djelovanja antibiotika u ribosomu, izbacivanje antibiotika iz stanice
(efluks) i inaktivacija antibiotika bakterijskim enzimima.

Prvi istaknuti mehanizam jest modifikacija ciljnog mjesta u ribosomu, a odnosi se na
metiliranje ili dimetiliranje nukleotida podjedinice rRNA zbog cega je steri¢ki onemoguceno
vezanje antibiotika. Enzimi odgovorni za takav mehanizam rezistencije su Erm

metiltransferaze.
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§ 2. Literaturni pregled 6

Drugi istaknuti mehanizam rezistencije je efluks, pri cemu bakterijska stanica izbacuje
makrolide izvan stanice posredovano Mef genima, pomocu energijske pumpe (proton pumpa
na stani¢noj stijenci ili ATP/ADP ovisna pumpa). 681!

Mehanizmi rezistencije bakterija na makrolide (M), linkozamide (L) i streptogramine (S)
(MLS-rezistencija) mogu biti inducibilnog (iMLYS) ili konstitutivnog (cMLS) tipa. Inducibilna
rezistencija se aktivira tek u prisutnosti antibiotika, dok se konstitutivni tip rezistencije razvije

bez prisutnosti antibiotika.®

2.1.4. Druga generacija makrolida - azitromicin

Azitromicin (slika 3) je prvi put sintetiziran 1980. godine u PLIVI. Odlikuje se Sirokim
spektrom antibakterijske aktivnosti koja pokriva sve Gram-pozitivne bakterije povezane s
Haemophilus influenzae i Moraxella catarrhalis. Velika prednost azitromicina pred drugim
makrolidnim antibioticima je njegova iznimna farmakokinetika i metabolicka stabilnost.
Karakterizira ga dobra oralna bioraspoloZivost, dugo vrijeme poluzivota u odnosu na vec
postoje¢e makrolidne antibiotike, te nakupljanje u tkivima u visokoj koncentraciji.® Upravo ova
svojstva dovela su do Siroke uporabe azalida, $to je otvorilo put i za sintezu novih derivata
azitromicina.

Azitromicin se dobiva reakcijom Beckmannove pregradnje (9E)-eritromicin-oksima, koji
se pak dobiva reakcijom eritromicina i metilamina, pri ¢emu nastane 9-deokso-9a-aza-9a-
homoeritromicin-ciklicki-iminoeter. Daljnjom redukcijom iminoetera i N-metilacijom nastaje

azitromicin (shema 1.). 1213
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Slika 3. Struktura azitromicina s oznac¢enim lokantima.

SA
Shema 1. Sintetski put azitromicina (A) iz eritromicina (E) uz prikaz meduprodukata: oksima

(O), cikli¢kog iminoetera (I1E) i sekundarnog amina (SA).*2
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2.1.5. Tiosemikarbazidi i tiosemikarbazoni

Male molekule tradicionalno su pouzdan izvor za otkrivanje novih bioloski aktivnih
komponenti i za razliku od kompleksnih i vrlo velikih spojeva, puno ih je lakse pripraviti.
Tiosemikarbazoni (slika 4) su se pokazali kao vrlo dobri agensi u borbi protiv Gram-pozitivnih
(S. aureus i S. pyogenes) i Gram-negativnih bakterija (E. coli) te su ujedno pokazali i
citotoksi¢ne efekte. Tiosemikarbazidi i tisoemikarbazoni mogu djelovati kao slobodni ligandi
ili u kompleksu s nekim metalom, npr. bakrom ili niklom 141

Neki od istaknutih mehanizama!® djelovanja navedenih spojeva su inhibicija enzima
ribonukleaze reduktaze i topoizomeraze Il. Topoizomeraza Il je enzim odgovoran za
odmotavanje i zamotavanje dvostruke uzvojnice DNA prilikom sinteze proteina. Inhibicija
ribonukleaze reduktaze (enzima odgovornog za sintezu deoksiribonukleotid-difosfata iz
ribonukleotid-difosfata u procesu sinteze DNA) ocituje se vezanjem intracelularnog atoma

zeljeza nuznog za enzimsku funkciju.1®’

S

3

Riw J\ _NH, Ry /N\NJ\N/R
N N

H H H H

Rz
1 2

Slika 4. Opce strukturne formule tiosemikarbazida (1) i tiosemikarbazona (2).

2.2. Spektroskopija NMR

Spektroskopija NMR (engl. nuclear magnetic resonance spectroscopy) analiticka je tehnika
za odredivanje strukture organskih, anorganskih i bioloskih molekula. Izborno pravilo, odnosno
uvjet za aktivnost jezgre u spektroskopiji NMR je I > 0 (I, kvantni broj nuklearnog spina).
Osim kvantnog broja nuklearnog spina, jezgra posjeduje i magnetni kvantni broj (m) Kkoji
govori o orijentaciji nuklearnog spina u magnetnom polju.

Kako bi se spinovi jezgri pobudili potrebna je energija fotona koja mora biti jednaka razlici

energija dvaju spinskih stanja, a moguce ju je posti¢i pomocu vanjskog magnetnog polja ili

Antonio Barisi¢ Diplomski rad
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radiofrekvencijskih pulseva. Pritom je frekvencija fotona jednaka Larmorovoj frekvenciji
precesije spinova jezgri oko vektora vanjskog magnetnog polja, pa dolazi do rezonancije.

Interakcije spinova jezgri mogu biti elektricne (kvadrupolno sprezanje spinova s kvantnim
brojem 1 > 1/2) i magnetne (kemijski pomak i sprezanje spin-spin) i one su prisutne kod svih
NMR aktivnih jezgri.

Kemijskim pomakom (0) naziva se polozaj signala jezgre u spektru, a predstavlja pomak
NMR signala jezgre od referentnog signala koji je najéesée tetrametilsilan (TMS) za jezgre *H
i 13C. Kemijski pomak se izrazava bezdimenzijskom jedinicom ppm (engl. parts per million),
a definira se kao razlika frekvencija proucavanog signala i referentnog signala podijeljena
frekvencijom vanjskog magnentog polja. Jezgra ve¢eg kemijskog pomaka daje signal pri vecoj
frekvenciji 1 na nizem magnetnom polju od jezgre s manjim kemijskim pomakom.

U ovom radu, za karakterizaciju spojeva koritene su jednodimenzijske (*H NMR,
DEPT-Q) i dvodimenzijske tehnike NMR (COSY, HSQC, HMBC). Jednodimenzijski spektri
NMR prikazuju ovisnost intenziteta signala o kemijskom pomaku. Detektirani signal se iz
vremenske domene Fourierovim transformacijama prevodi u frekvencijsku domenu, §to je
sluaj i kod dvodimenzijskih tehnika. Dvodimenzijske spektre opisujemo s dvije dimenzije ili
domene: F; ili evolucijskom dimenzijom i F; ili detekcijskom dimenzijom. Svakom signalu u
2D spektru NMR odgovara odredeni intenzitet te frekvencije u F1, odnosno F. dimenziji.
Signali se prikazuju uglavnom konturnim prikazom pri ¢emu gusto¢a kontura odgovara
intenzitetu pojedinog signala.*®

Osim $to se spektroskopija NMR koristi za strukturnu analizu, posljednjih godina se
primjenjuje 1 za izucavanje interakcija biomolekula s potencijalnim ligandima. Za razliku od
rendgenske strukturne analize, spektroskopijom NMR mozemo proucavati dinamiku kako
velikih biomolekula tako i dinamiku kompleksa biomolekula i potencijalnih liganada. Metode
kao $to su tr-NOESY (engl. transferred Nuclear Overhauserov effect spectroscopy) i STD
(engl. Saturation transfer difference) razvijene su za odredivanje konformacije vezanog
liganda, odnosno za odredivanje skupina atoma koje su izravno odgovorne za vezanje liganda

u aktivno mjesto biomolekula (mapiranje epitopa). °
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2.2.1. Tehnika 'H NMR

Ovom se tehnikom detektiraju signali kemijski neekvivalentnih protona u spoju, a njihov
broj je proporcionalan omjeru povrsina ispod pojedinih signala. 'H NMR spektar daje nam prvi

uvid u strukturu molekule.

2.2.2. Tehnika DEPT

DEPT (engl. distortionless enhancement by polarisation transfer) je jednodimenzijska
tehnika koja omogucava editiranje spektara heterojezgri (**C) prema multiplicitetu uz
pojacanje intenziteta signala C jezgri. Tehnika DEPT-Q je modifikacija tehnike DEPT, a
jedina razlika je §to omogucava pobudu kvaternih ugljikovih atoma, $to nije moguce tehnikom

DEPT.

2.2.3. Tehnika COSY

COSY (engl. correlation spectroscopy) je najucestalija homonuklearna 2D tehnika koja se
koristi za dobivanje informacija o povezanosti protona preko skalarne sprege najces¢e kroz
dvije ili tri kemijske veze. Spektar tehnike COSY je simetri¢an, a postoje samo dijagonalni

signali ako nema sprezanja medu spinovima, odnosno izvandijagonalni ako sprega postoji.

2.2.4. Tehnika HSQC

HSQC (engl. heteronuclear single quantum coherence) se Kkoristi za detekciju
heteronuklearne sprege kroz jednu vezu izmedu protona i heterojezgri (**C, °N), odnosno

dobivamo informaciju o povezanosti protona i ugljikovih ili dusikovih atoma kroz jednu vezu.

2.2.5. Tehnika HMBC

HMBC (engl. heteronuclear multiple bond corelation) tehnika omoguéava uvid u korelacije
protona s ugljikovim atomima preko dvije, tri ili Cetiri kemijske veze te povezivanje pojedinih
spinskih sustava. Prednost navedene tehnike je opazanje i korelacije izmedu protona i kvaternih

ugljikovih atoma.®

Antonio Barisi¢ Diplomski rad
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2.2.6. Tehnika tr-NOESY

Tr-NOESY (engl. transferred Nuclear Overhauserov effect spectroscopy) je tehnika koja se
zasniva na nuklearnom Overhauserovom efektu (NOE). Efekt NOE temelji se na kriznoj
relaksaciji dipolno spregnutih spinova ¢ija je udaljenost manja od 5 A. Osim udaljenosti
spinova, na vrijednost i predznak efekta NOE utjece i korelacijsko vrijeme. Korelacijsko
vrijeme je prosjecno vrijeme potrebno molekuli da se zarotira za kut od jednog radijana oko

bilo koje osi. Ovisnost efekta NOE o korelacijskom vremenu prikazana je na slici 5.

NOE
%

50 4

. log(o7)

-004 TN e e e e -

Slika 5. Ovisnost intenziteta efekta NOE o logaritmu umnoska frekvencije vanjskog polja

i korelacijskog vremena.®

Korelacijsko vrijeme ovisi o veli¢ini molekule i viskoznosti otapala. Sto je molekula manja,
korelacijsko vrijeme je vece, odnosno $to je molekula veca korelacijsko vrijeme je manje. NOE
efekt je pozitivan za molekule manje molekulske mase, a negativan za molekule vece
molekulske mase. Za molekule srednje veli¢ine (1000 Da), kao $to je antibiotik azitromicin,
vrijednost navedenog efekta bit ¢e vrlo mala ili jednaka nuli. Kako korelacijsko vrijeme ovisi i
0 viskoznosti otapala, kontakti NOE vidjet ¢e se u spektru NOESY azitromicina snimljenog u
kloroformu-d, dok ¢e u D20 vrijednost efekta NOE biti jednaka nuli (slika 6).
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Slika 6. Spektar NOESY azitromicina snimljen u: a) kloroformu-d i b) D,O.8

Kada se mala molekula veze na receptor koji je obi¢no makromolekula, tada je korelacijsko

vrijeme vezanog stanja odredeno ve¢om molekulskom masom kompleksa, a s obzirom da

velike molekule daju negativni efekt NOE, tako ¢e i vezano stanje azitromicina i ribosoma dati

intenzivne negativne signale u spektru NOESY (slika 7). Stoga se tehnikom tr-NOESY mogu

dobiti informacije o vezanoj konformaciji liganada. No, glavni nedostatak ove metode je

primjenjivost samo na slabo vezuée ligande (mala sklonost vezanja, Kg > 100 mmol L) ¢ije je

vrijeme zivota slobodnog i vezanog stanja nekoliko stotina milisekundi. Ovakvi eksperimenti

provode se s velikim suviSkom liganda (deset do sto puta u suvisku) u odnosu na receptor kako

se signali molekule receptora ne bi vidjeli u spektru.®1°
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Slika 7. Spektar NOESY azitromicina u slobodnom stanju (a) i vezanom stanju (b) nakon

2.2.7. Tehnika STD

STD (engl. Saturation transfer difference) ili razlika prijenosa zasi¢enja pouzdana je tehnika
NMR za probir potencijalno aktivnih molekula liganada u smjesi, odnosno mozemo razlikovati

vezuce ligande od nevezucih. Temelji se na selektivnom zasi¢enju signala proteina i prijenosu

dodatka ribosoma bakterije E. coli u TRIS puferu.?°

magnetizacije na vezane ligande mehanizmom spinske difuzije, te se potom promatra u¢inak

prijenosa magnetizacije s jezgri proteina na jezgre liganda. Stupanj zasic¢enosti, odnosno
intenzitet signala protona liganda u spektru STD-NMR ovisi 0 prostornoj udaljenosti tog

protona od povrSine proteina. Protoni liganda Kkoji se nalaze najbliZze proteinu daju najjaci

Antonio BariSié¢
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signal, dok ¢e signali protona koji su najudaljeniji od aktivnog mjesta proteina dati najslabiji
signal. Stoga tehnika STD omoguéava mapiranje epitopa, to jest detekciju dijelova liganda koji
se Vezu za aktivno mjesto proteina. Glavna prednost tehnike STD je $to nije ograni¢ena na male

proteine, nego se moze primijeniti i na ve¢e makromolekule, primjerice ribosome.81920
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Kemikalije i instrumentacija

Kemikalije koristene u izradi diplomskog rada, njihovi proizvodaci te Cistoce navedene su u

tablici 1.
Tablica 1. Popis kemikalija koriStenih u diplomskom radu.
Kemikalija Proizvodac Cistoéa
Diklormetan Carlo Erba Reagents 99,9%
Metanol Merck Chemicals 99,9%
Amonijak (25%) Alkaloid Skopje
Silikagel LC60A40-63 micron Fluorochem
Koncentrirana octena kiselina Gram-Mol
Acetonitril Fisher Scientific U.K. 99,9%
DMSO-ds Eurisotop 99,8%
kloroform-d Eurisotop 99,8%

Pre-coated TLC plocice
ALUGRAMSIL G
1-[bis(dimetilamino)metilen]-1H-

Macherey-Nagel

1,2,3-triazolo[4,5-b]piridinijev-3- Acros Organics 97%
oksid heksafluorofosfat (HATU)
N,N-diisopropiletilamin (DIPEA) Acros Organics 99,5%
Hidrazin monohidrat Sigma-Aldrich 98%
1-[(4-
izotiocijanatofeniI[)(sulfonil]piperidin e e
Etoksikarbonil izotiocijanat Acros Organics 95%
3,4-metilendioksifenil izotiocijanat Fluorochem 99%
Furfuril izotiocijanat Alfa Aesar 97%
3-piridil izotiocijanat Maybridge 95%
Met|I-3-|zI((.')t|00| Jar_latotlofen-z- Fluorochem 99%
arboksilat

Instrumenti koriSteni prilikom izrade diplomskog rada navedeni su tablici 2.

Antonio Barisi¢ Diplomski rad



§ 3. Eksperimentalni dio 16

Tablica 2. Popis instrumenata koristenih za analizu i karakterizaciju spojeva.

Instrument Proizvodac
Rotavapor R-100 Biichi
NMR spektrometar Bruker Avance 111

HD 400 MHz/54 mm Ascend Bruker
Mettler AT261 DeltaRange Mettler
HPLC Agilent 1260 Infinity
MS Waters UPLC ESI MS

3.2. Priprava makrozona; konjugata derivata azitromicina i
tiosemikarbazona

3.2.1. Priprava tiosemikarbazida

Priprava makrozona sastoji se od tri koraka. U prvom sintetskom koraku pripravljeni su
tiosemikarbazidi (N-aril-hidrazin-karbotioamidi) reakcijom razli¢itih izotiocijanata (1 mmol) i
hidrazin monohidrata (1,2 ekvivalenta; 90,95 uL) u izopropanolu (10 mL). Reakcijska smjesa
mijeSa se na magnetskoj mjeSalici jedan sat u ledenoj kupelji pri ¢emu dolazi do nastanka
taloga, tiosemikarbazida. Nastali talog profiltrira se pod snizenim tlakom preko Biichnerova

lijevka 1 osusi.

3.2.2. Priprava tiosemikarbazona

Drugi  sintetski  korak  obuhvaca  pripravu  tiosemikarbazona  (4-((2-aril-
karbamotioilhidraziniliden)metil)benzojevih  kiselina) reakcijom tiosemikarbazida, 4-
formilbenzojevom kiselinom i koncentrirane octene kiseline u propan-2-olu (11 mL). Reakcija
se odvija pri sobnoj temperaturi 24 h uz mije$anje na magnetskoj mjesalici. Nastali talog se

profiltrira uz sniZeni tlak preko Biichenrovog lijevka 1 osusi.
3.2.3. Priprava makrozona
Trec¢i i konacni korak priprave makrozona obuhvaca reakciju 4"-aminopropilnog derivata

azitromicina (slika 8) i tiosemikarbazona. U okruglu tikvicu stavi se odgovarajuci
tiosemikarbazon, DIPEA (3 ekvivalenta), HATU (1,1 ekvivalenta) i 5 mL diklormetana.

Antonio Barisi¢ Diplomski rad
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Reakcijska smjesa mijesa se uz pomo¢ magnetske mijeSalice 30 minuta na sobnoj temperaturi,
zatim se doda 4"-aminopropilni derivat azitromicina. Nakon 24 h mijesanja pri sobnoj
temperaturi, otapalo se upari i dobije se zuto obojeni produkt, makrozon.

Tijek reakcija za sva tri koraka pracen je tankoslojnom kromatografijom. Kao nepokretna
faza koristio se silikagel nanesen na staklenu plocicu, a kao pokretna faza sustav otapala E*
CH2CIz : CH30H : NH3 (25%) = 90 : 15 : 1,5. Reaktanti i produkti vizualizirani su na plocici
koriStenjem UV lampe uz valne duljine 254 nm i 366 nm te prskanjem plo¢ice 10%-tnom

otopinom sumporne kiseline u etanolu.

3.3. Procis¢avanje 4'"-aminopropilnog derivata azitromicina

Tre¢em koraku priprave makrozona prethodilo je pro¢is¢avanje 4"-aminopropilnog derivata
azitromicina (slika 8). Priprava tog spoja nije dio ovog diplomskog rada, a kako je za njegovu
pripravu iz azitromicina potrebno pet sintetskih koraka, u daljnjem tekstu koristit ¢e se

oznaka Ps.

10Me

120H
H

12Me ““\m.
I'NMe

14 g

14Me e y 3'NMe
o]

g WTTITe)

5"Me
3"Me

4"b

o

NH,

4"a 4'c

Slika 8. Struktura 4"-aminopropilnog derivata azitromicina uz oznacene lokante.

Za procis¢avanje spoja Ps primijenjena je kromatografija na stupcu. Kao nepokretna faza

koristen je silikagel (hidratizirani SiO>), a kao pokretna faza sustav otapala CH>Cl,: CH30OH :
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NH3 (25%) = 90 : 15 : 1,5 (E*). Kolona je ispunjena suspenzijom silikagela (m =55 g) u
diklormetanu, zatim je nanesen uzorak Ps (m = 550 mg) otopljen u maloj koli¢ini diklormetana
te je provedeno gradijentno eluiranje. Gradijentno eluiranje zapoceto je s ¢istim diklormetanom,
nakon ¢ega se postupno mijenjao sastav mobilne faze povecanjem koli¢ine sustava otapala E*
za 10%. Eluat je skupljan kao frakcije od 15 mL, koje su analizirane tankoslojnom
kromatografijom (TLC). TLC se provodio na aluminijskim plo¢icama presvucenima 0,20 mm
debelim slojem slikagela. Za detektiranje spojeva na plo¢icama koristila se tehnika prskanja

10%-tnom sumpornom kiselinom u etanolu.

3.4. Procis¢avanje makrozona

Pripravljeni makrozoni 4a, 4b i 4e (Slika 9) procis¢eni su pomocéu semipreparativne
tekucinske kromatografije.

Za procis¢avanje makrozona 4c i 4d (Slika 9) koriStena je spregnuta tehnika tekucinske
kromatografije i ekstrakcije na ¢&vrstoj fazi (engl. Liquid chromatography-solid phase
extraction, LC-SPE). Spojevi su odijeljeni na tekuc¢inskom kromatografu Agilent 1260 Infinity
opremljenom automatskim uzorkiva¢em, kvaternom pumpom, termostatiranim prostorom za
kolonu 1 detektorom s nizom fotodioda. Dimenzija koriStene kromatografske kolone Waters
XBridge Phenyl iznosila je 150 mm x 4,6 mm, a promjer Cestica punila 3,5 um. Kao pokretna
faza koristila se smjesa acetonitrila i amonija¢nog pufera (NHz/NH4HCO3) koncentracije soli
10 mmol L, vrijednosti pH = 10. Protok pokretne faze iznosio je 1 mL mint. Provedeno je
gradijentno eluiranje, volumen injektiranja bio je 15 pL, a valna duljina detekcije 210 nm.
Nakon odjeljivanja na kromatografskoj koloni makrozoni su izolirani na SPE-kolone HySphere
C18 (10 mm x 2 mm) pomocu uredaja Prospekt 2 proizvodaca Spark Holland, Nizozemska.
Dodatni protok pufera (tzv. make-up protok) bio je 1,5 mL min~t. Nakon susenja SPE-kolona

u struji dusika spojevi su eluirani deuteriranim acetonitrilom u cjevéice NMR promjera 3 mm.
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b)

Slika 9. Opc¢a struktura pripravljenih makrozona (a) i struktura supstituenata (b).

3.5. Karakterizacija sintetiziranih spojeva

Prisutnost makrozona u reakcijskoj smjesi potvrdena je spektrometrijom masa. Spektri masa
snimljeni su na spektrometru Waters UPLC ESI MS uz ionizaciju elektrorasprSenjem u
pozitivnom i negativnom ionizacijskom modu.

Kvantitativna analiza reakcijske smjese provedena je tehnikom tekuéinske kromatografije
visoke djelotvornosti (engl. High performance liquid chromatography, HPLC) prema uvjetima

opisanima u poglavlju 3.4. Takoder, provjerena je Cisto¢a makrozona nakon izolacije spojeva
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iz reakcijske smjese. Za analizu HPLC pripravljene su otopine reakcijskih smjesa koncentracije
5 mg mL i izoliranih makrozona koncentracije 0,7 mg mL* u acetonitrilu. Pomoéu metode
normalizacije pikova u kromatogramu odreden je udio makrozona u reakcijskoj smjesi, kao 1
Cisto¢a istih nakon izolacije iz reakcijske smjese. Prema navedenoj metodi udio neke
komponente u uzorku se dobije iz omjera povrsSine kromatografske krivulje odredivane
komponente i ukupne povrsine svih kromatografskih krivulja.

Strukture nastalih produkata: tiosemikarbazida, tiosemikarbazona i makrozona, potvrdene
su spektroskopijom NMR. Uzorci su pripremljeni otapanjem 5 mg produkta u 550 pL
deuteriranog otapala. Kao otapalo koristeni su kloroform-d, acetonitril-ds i dimetil-sulfoksid
(DMSO-ds), a kao referentni signal KkoriSten je tetrametilsilan (TMS). Snimljeni su
jednodimenzijski (*H i DEPT-Q) i dvodimenzijski (HSQC, HMBC, COSY) spektri na Bruker
Avance Il HD 400 MHz/54 mm Ascend NMR spektrometru s 5 mm inverznom probom BBI

(engl. broadband inverse) i Z-gradijentnom zavojnicom pri 25 °C.
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§ p

§ 4. REZULTATI | RASPRAVA

Makrozoni predstavljaju nove konjugate tiosemikarbazona (3a-3e) i 4"-aminopropilni derivata
azitromicina (Ps). Za sintezu tiosemikarbazida kao polazni spojevi koristili su se izotiocijanati
(1a-1f) koji su u reakciji s hidrazin monohidratom u izopropanolu dali odgovarajuce
tiosemikarbazide (2a-2f). Tiosemikarbazidi u reakciji s 4-formilbenzojevom kiselinom i uz
dodatak koncentrirane octene kiseline u izopropanolu daju tiosemikarbazone (3a-3e). Sinteza
Ps nije provedena, ve¢ se koristio Ps Koji je ranije sintetiziran na Prirodoslovno-matematickom
fakultetu, Zavodu za analiticku kemiju, SveuciliSta u Zagrebu. Tiosemikarbazoni reagiraju s Ps
uz dodatak HATU i DIPEA-e u reakciji aciliranja amina (amidacija) i daju makrozone (4a-4e).
Uloga DIPEA-e kao baze je deprotoniranje karboksilne skupine tiosemikarbazona i nastanak
karboksilatnog aniona koji zatim napada HATU i dolazi do nastanka aktiviranog estera.
Dodatkom amina (Ps) dolazi do nukleofilnog napada amino skupine na karboksilni ugljikov
atom aktiviranog estera i nastaje amidna veza (makrozon). Ps je prije reakcije amidacije
proc¢is¢en kromatografijom na koloni, a za prociS¢avanje makrozona koristila se tehnika LC-
SPE i semipreparativna tekucinska kromatografija. Za karakterizaciju kona¢nih produkata,
makrozona, koriStena je: spektrometrija masa, spektroskopija NMR i teku¢inska kromatografija

visoke djelotvornosti.

4.1. Tiosemikarbazidi

Sintetski put priprave tiosemikarbazida prikazan je na slici 10. Reakcijom razli¢itih
izotiocijanata i hidrazin monohidrata dobiveni su tiosemikarbazidi (2a-2f), dok su dobivene

mase produkata, iskoristenje reakcije i nazivi dobivenih tiosemikarbazida prikazani u tablici 3.
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Slika 10. Shematski prikaz prvog korak sinteze makrozona - sinteza tiosemikarbazida (2a-

2f) iz izotiocijanata (1a-1f) i hidrazin monohidrata.
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Tablica 3. Prikaz masa/volumena polaznih reaktanata i masa produkata uz iskoristenja

reakcija prvog sintetskog koraka.

Reaktanti m/g | V/mL Produkti mig | n/%
3- I
S N-(piridin-3-il)-
la | izotiocijanatopiridi - 0,177 | 2a | 10154 | 916
hidrazin-karbotioamid
n
Metil-3- Metil-3-
1b | izotiocijanatotiofen | 0,199 - 2b | (hidrazinkarbotioamid | 0,183 | 79,2
-2-karboksilat 0) tiofen-2-karboksilat
1-[(4- N-(4-(piperidin-1-
1c | izotiocijanatofenil) | 0,282 - 2¢ | ilsulfonil)fenil)hidrazi | 0,255 | 81,2
sulfonil]piperidin nkarbotioamid
N-
3,4- (benzo[d][1,3]dioksol-
1d | metilendioksifenil- | 0,179 - 2d 5- 0,083 | 46,6
izotiocijanat il)hidrazinkarbotioami
d
N-(2-
Etoksikarbonil- ) o
le S - 0,120 | 2e | etoksikarbonil)hidrazi | 0,102 | 62,6
izotiocijanat -
nkarbotioamid
] N-(furan-2-
Furfuril-
1f S - 0,097 | 2f | ilmetil)hidrazinkarboti / /
izotiocijanat _
oamid

Strukture tiosemikarbazida 2a, 2b, 2c, 2d i 2e potvrdene su spektroskopijom NMR, dok
navedenom tehnikom nije potvrdena struktura spoja 2f. Spektar *H NMR produkta 2a kao i
njegova struktura prikazani su na slici 11. Spektri *H NMR produkata 2b, 2c, 2d i 2e nalaze u
dodatku (D1-D4). Tablica 4. prikazuje asignirane pomake za jezgre *H i *C spoja 2a.
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Slika 11. Spektar *H NMR N-piridin-3-il-hidrazin-karbotioamida (2a) snimljen u DMSO-ds

pri 298 K (gore) i struktura spoja 2a (dolje) uz oznacene lokante.

Tablica 4. Asignacija kemijskih pomaka jezgara *H tiosemikarbazida 2a.

Atom o(*H)/ ppm

1 8,10
2 7,33
3 8,29
4 8,71
5 9,33
6 a

7 a

- nije asignirano

Antonio Barisi¢ Diplomski rad



§ 4. Rezultati i rasprava

25

4.2. Tiosemikarbazoni

Reakcijom 4-formilbenzojeve kiseline i tiosemikarbazida (2a-2e) dobiveni su tiosemikarbazoni

(3a-3e). Spoj 3f nije pripravljen zbog neuspjele sinteze tiosemikarbazida 2f. Na slici 12.

shematski je prikazan korak priprave tiosemikarbazona, a u tablici 4. uz imena nastalih

produkata, prikazane su mase i iskoriStenja reakcija. Strukture spojeva potvrdene su

spektroskopijom NMR.

OH

iPrOH

Ledena octena kiselina R

OH

d e f

Slika 12. Shematski prikaz drugog koraka sinteze makrozona - sinteza tiosemikarbazona

(3a-3e) iz tiosemikarbazida (2a-2e) i 4-formilbenzojeve kiseline.
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Tablica 4. Prikaz masa polaznih spojeva drugog sintetskog koraka i masa nastalih produkata

uz iskoriStenja reakcija.

Reaktanti m/g | V/uL Produkti mig | nl/%
2a 0,149 -
ledena octena . 4-(2-piridin-3-
kiselina ' 3a | ilkarbamotioilhidraziniliden)metil | 0,143 47,7
4-formilbenzojeva benzojeva Kiselina
o 0,132 -
Kiselina
2b 0,173 -
4-((2-((3-metoksikarbonil)tiofen-
ledena octena
- 4,3 2-
kiselina 3b | S 0,290 | 79,8
il)karbamotioil)hidraziniliden)met
4-formilbenzojeva . . o
0,112 - ilbenzojeva kiselina
kiselina
¢ bear) - 4-((2-((4-piperidin-1-
ledena octena o | as ilsulfonil)fenil)karbamotioil)hidra
kiselina 3c - . . . 0,232 52
ziniliden)metilbenzojeva kiselina
4-formilbenzojeva
0,118 -
kiselina
2d 0,074 -
ledena octena 203 4-((2-(benzo[d][1,3]dioksol-5-
kiselina ’ 3d | ilkarbamotioil)hidraziniliden)meti | 0,108 | 31,5
4-formilbenzojeva I)benzojeva kiselina
0,053 -
kiselina
2e 0,093 -
4-((2-
ledena octena ) . L
o - 3,28 ((etoksikarbonil)karbamotioil)hidr
kiselina 3e o ) ) 0,138 | 46,8
aziniliden)metil)benzojeva
4-formilbenzojeva o
0,086 - kiselina
Kiselina
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4.2.1. Tiosemikarbazon 3a

Struktura spoja 3a (Slika 13) potvrdena je spektroskopijom NMR. Na slici 14. prikazan je
spektar HMBC, preostali spektri (*H, DEPT-Q, COSY i HSQC) nalaze se u dodatku (D5-D8).

Kemijski pomaci jezgara *H i 3C navedeni su u tablici 5.

N
BaHN/ \8
9
%3 HN s
10
" / 14
12 N

13

Slika 13. Struktura tiosemikarbazona 3a uz oznadene lokante.
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Slika 14. Spektar HMBC tiosemikarbazona 3a snimljen u DMSO-ds pri 298 K.
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Tablica 5. Asignacija kemijskih pomaka *H i **C NMR tiosemikarbazona 3a.
Tiosemikarbazon 3a
Atom o(*H) ppm | 6(*3C)/ ppm Atom o(*H) ppm | 6(*3C)/ ppm
la -2 - 9 - 172,39
1 - 167,42 9a 10,34 -
2 - 132,13 10 - 136,30
3,7 7,98 129,99 11 7,98 134,23
4,6 8,05 128,15 12 7,43 123,47
5 - 138,50 13 8,42 146,73
8 8,23 142,67 14 8,69 147,93
8a 12,15 -

& - nije asignirano

4.2.2. Tiosemikarbazon 3b

Spektar HMBC spoja 3b (slika 15) prikazan je na slici 16., a tablica 6. sadrzi sve pomake
jezgaraH i 13C. Preostali spektri (*H, DEPT-Q, COSY i HSQC) spoja 3b nalaze se u dodatku

(D9-D12).

12

Slika 15. Struktura tiosemikarbazona 3b uz oznadene lokante.
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Slika 16. Spektar HMBC tiosemikarbazona 3b snimljen u DMSO-de pri 298 K.

Tablica 6. Asignacija kemijskih pomaka *H i *C NMR tiosemikarbazona 3b.

Tiosemikarbazon 3b
Atom Jo(*H)/ ppm o(2C)/ ppm Atom o(*H)/ ppm | 6(**C)/ ppm

1 - 167,35 9 - 174,26
la -a - 9a 12,18

2 - 132,43 10 - 145,41
3,7 8,06 130,22 11 7,93 132,68
4,6 8,01 128,03 12 8,88 122,29

5 - 138,26 13 - 111,80

8 8,26 141,89 14 - 164,35
8a 12,46 - 15 3,93 52,61

& - nije asignirano

4.2.3. Tiosemikarbazon 3c

Struktura tiosemikarbazona 3c (slika 17), pripadajuci spektar HMBC (slika 18) te asignirani
pomaci jezgara *H i 13C (tablica 7.) navedeni su u ovom potpoglavlju. Ostali spektri (*H, DEPT-
Q, COSY i HSQC) spoja 3c nalaze se u dodatku (D13-D16).
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Slika 17. Struktura tiosemikarbazona 3¢ uz oznacene lokante.
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Slika 18. Spektar HMBC tiosemikarbazona 3c snimljen u DMSO-ds pri 298 K.
Tablica 7. Asignacija kemijskih pomaka *H i 33C NMR tiosemikarbazona 3c.
Tiosemikarbazon 3c
Atom o(*H) ppm | 6(**C)/ ppm Atom o(*H) ppm | 6(*3C)/ ppm
1 - 167,39 9a 10,43 -
la -2 - 10 - 143,61
2 - 132,22 11, 15 7,96 125,69
3,7 7,99 130,01 12,14 8,04 128,22
4,6 7,74 128,05 13 - 131,86
5 - 138,39 16, 20 2,90 47,14
8 8,25 140,93 17,19 1,56 25,18
8a 12,20 - 18 1,37 23,41
9 - 176,30

2 - nije asignirano
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4.2.4. Tiosemikarbazon 3d

Struktura tiosemikarbazona 3d prikazana je na slici 19., njegov spektar HMBC na slici 20., a
tablica 8. prikazuje asignirane kemijske pomake jezgara *H i *3C. Ostali spektri (*H, DEPT-Q,
COSY i HSQC) spoja 3d nalaze se u poglavlju Dodatak (D17-D20).

Slika 19. Struktura tiosemikarbazona 3d uz oznadéene lokante.
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Slika 20. Spektar HMBC tiosemikarbazona 3d snimljen u DMSO-de pri 298 K.

Tablica 8. Asignacija kemijskih pomaka *H i *C NMR tiosemikarbazona 3d.

Antonio Barisi¢ Diplomski rad

150

200



§ 4. Rezultati i rasprava 32
Tiosemikarbazon 3d
Atom o(*H) ppm | 6(*3C)/ ppm Atom o(*H) ppm | o(:3C)/ ppm
1 - 167,43 9a 10,11 -
la -2 - 10 - 133,49
2 - 131,95 11 6,91 120,04
3,7 7,96 129,97 12 6,91 107,85
4,6 8,03 128,05 13 - 145,43
5 - 138,68 14 - 147,03
8 8,19 141,92 15 7,14 108,55
8a 11,92 - 16 6,05 101,77
9 - 177,12

& - nije asignirano

4.2.5. Tiosemikarbazon 3e

Kao i za prethodno opisane spojeve 3a-3d, snimljeni su i asignirani (tablica 9.) *H, COSY,
DEPT-Q, HSQC i HMBC (slika 22) spektri spoja 3e (slika 21). Ostali spektri spoja 3e nalaze
se u Dodatku (D21-D24).

Slika 21. Struktura tiosemikarbazona 3e uz oznacene lokante.
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Slika 22. Spektar HMBC tiosemikarbazona 3e snimljen u DMSO-ds pri 298 K.

Tablica 9. Asignacija kemijskih pomaka *H i 3C NMR tiosemikarbazona 3e.

Tiosemikarbazon 3e
Atom o(*H) ppm | 6(**C)/ ppm Atom o(*H)/ ppm | 4(*3C)/ ppm
1 - 167,28 8a 11,72 -
la -a - 9 - 171,32
2 - 133,50 9a 10,11 -
3,7 8,07 130,27 10 - 153,94
4,6 8,00 128,99 11 4,21 62,97
5 - 137,96 12 1,25 14,55
8 8,79 161,45

& - nije asignirano
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4.3. 4"-aminopropilni derivat azitromicina

4"-aminopropilni derivat azitromicina (Ps) je kristalicna tvar bijele boje. Prisutnost Ps
(slika 8) u reakcijskoj smjesi potvrdena je spektrometrijom mase, a spektroskopijom NMR
potvrdena je struktura spoja nakon procis¢avanja kolonskom kromatografijom. Na slici 23.
prikazani su spektri NMR H i 13C, a na slici 24. spektar mase spoja Ps. Preostali spektri NMR
(COSY, HSQC i HMBC) nalaze se u Dodatku (D25-D27).

QD
N
10 [rel

8 6 4 2 [ppm]

b)

‘ . . ; ; T . . . ; . . ; ;
150 100 50 [ppm]

Slika 23. Spektri: a) *H NMR i b) DEPT-Q spoja Ps snimljeni u kloroformu-d pri 298 K.
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Tablica 10. Asignacija kemijskih pomaka 'H i 3C NMR 4"-aminopropilnog derivata

azitromicina (Ps).

Prekursor Ps
Atom Jo(*H)/ ppm o(3C)/ ppm Atom Jo(*H)/ ppm o(3C)/ ppm
1 - 179,02 13 4,52 77,33
2 2,74 45,33 14 1,45; 1,88 21,29
2Me 1,18 14,75 14Me 0,86 11,25
3 4,22 77,86 1 4,52 102,48
4 2,02 42,24 2' 3,20 71,03
4Me 1,02 9,07 2'0H -2 -
5 3,61 83,40 3 2,50 65,34
6 - 73,51 3'NMe> 2,27 40,29
6Me 1,30 27,62 4' 1,16; 1,63 28,69
60H -2 - 5' 3,75 67,95
7 1,28; 1,79 42,29 5'Me 1,24 21,77
8 1,96 26,77 1" 5,10 94,75
8Me 0,90 21,99 2" 1,53; 2,35 35,39
9 2,06; 2,53 70,20 3" - 73,83
9aN 2,30 36,23 3"Me 1,25 21,77
10 2,67 62,40 3"OMe 3,32 49,52
10Me 1,05 7,20 4" 2,76 87,71
11 3,63 73,34 4"a 3,67 72,75
110H -8 - 4"b 1,73; 1,75 33,94
12 - 74,12 4"c 2,76 39,46
120H -8 - 5" 4,29 64,60
12Me 1,08 16,23 5"Me 1,25 18,51
& - nije asignirano
x10 5
404.1
1.51
1.25
1 .
0.75
158.3
0.5 591.7
0 l..LﬂH . Las il Jl g I : - L - - - . - . -
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200
m/z

Slika 24. Spektar ESI-MS spoja Ps snimljen u pozitivnom modu.
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4.4. Makrozoni

Nakon priprave tiosemikarbazida (2a-2e), tiosemikarbazona (3a-3e) i prociséavanja
4"-aminopropilnog derivata azitromicina (Ps), uslijedila je sinteza makrozona (4a-4e) (slika
25). Koli¢ina koristenih reaktanata te mase dobivenih produkata treeg sintetskog koraka
prikazane su u tablici 11. Karakterizacija makrozona provedena je spektroskopijom NMR,

spektometrijom mase i teku¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti.

o]

\D)LOH
N
HNT X
/K HATU, DIPEA
—_—
HN s Diklormetan
H H
N N

Slika 25. Shematski prikaz treceg koraka sinteze makrozona (4a-4e) iz tiosemikarbazona (3a-

3e) i 4"-aminopropilnog derivata azitromicina (Ps).
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Tablica 11. Prikaz masa/volumena reaktanata u trecem koraku priprave makrozona i masa

dobivenih reakcijskih smjesa.

Reaktanti m/g V/uL Produkti m/g
3a 0,022 -
HATU 0,031 -
4a 3-piridil-makrozon 0,142
DIPEA - 38,7
Ps 0,06 -
3b 0,027 -
metiltiofen-2-
HATU 0,031 -
4b karboksilat-3-il- 0,160
DIPEA - 38,7
makrozon
Ps 0,06 -
3c 0,029 -
4-piperidil-
HATU 0,0272 -
4c sulfonilfenil- 0,115
DIPEA - 34
makrozon
Ps 0,0524 -
3d 0,0255 -
HATU 0,031 - benzo-3,4-(1,3-
4d ) _ 0,0928
DIPEA - 38,7 dioksolil)-makrozon
Ps 0,06 -
3e 0,026 -
HATU 0,0368 - etoksikarbonil-
de 0,241
DIPEA - 46 makrozon
Ps 0,071 -

4.4.1. 3-Piridil-makrozon (4a)

Struktura spoja 4a prikazana je naslici 26., a spektar mase na slici 29. Udio makrozona (25,3%)

u reakcijskoj smjesi dobiven je metodom normalizacije pikova u kromatogramu (slika 27).

Reakcijska smjesa prociS¢ena je semipreparativnom tekuéinskom kromatografijom visoke

djelotvornosti te je potom provjerena i ¢istoca spoja (slika 28). Nakon proc¢isc¢avanja, struktura
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makrozona je potvrdena spektroskopijom NMR (slika 30). Preostali snimljeni spektri NMR

nalaze se u Dodatku.

Slika 26. Struktura 3-piridil-makrozona, 4a.
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Slika 27. Kromatogram reakcijske smjese 3-piridil-makrozona 4a.
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Slika 28. Kromatogram pro¢is¢enog makrozona 4a.
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Slika 29. Spektar ESI-MS 3-piridil-makrozona 4a snimljen u pozitivnom modu.
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Slika 30. Spektar HMBC 3-piridil-makrozona 4a snimljen u acetonitrilu-ds pri 298 K.
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Tablica 12. Asignacija kemijskih pomaka 'H i 3C NMR 3-piridil-makrozona 4a.
Makrozon 4a
Atom Jo(*H)/ ppm o(*3C)/ ppm Atom o(*H)/ ppm o(*3C)/ ppm
1 - 178,04 22 8,12 142,61
2 2,77 45,26 22a -4 -
2Me 1,17 14,45 23 - 165,82
3 4,22 78,07 23a -4 -
4 2,01 41,93 24 - 135,4
4Me 1,04 8,97 25 8,11 132,86
5 3,60 83,25 26 7,39 123,02
6 - 73,72 27 8,44 146,48
6Me 1,32 26,36 28 8,78 146,97
60H -8 - 1 4,56 102,14
7 1,47; 1,63 41,87 2' 3,20 70,45
8 2,06 26,12 2'0H -a -
8Me 0,96 21,48 3' 2,77 65,48
9 2,47; 2,66 68,03 3'NMe, 2,35 39,12
9aN 2,47 35,82 4 1,21;1,78 29,6
10 2,99 63,18 5' 3,75 67,39
10Me 1,16 7,38 5'Me 1,21 21,08
11 3,69 73,13 1" 4,94 95,16
110H -8 - 2" 1,57; 2,38 34,94
12 - 73,1 3" - 73,88
120H -8 - 3"Me 1,24 20,93
12Me 1,09 16,35 3"OMe 3,30 49,04
13 4,75 76,79 4" 2,88 87,25
14 1,47;1,84 21,18 4"a 3,74; 3,85 72,92
14Me 0,88 10,66 4"b 1,87 29,75
15 - 166,64 4'"c 3,43; 3,60 38,34
16 - 136,1 4"d -A -
17,21 7,91 127,47 5" 4,28 64,5
18, 20 7,96 127,72 5"Me 1,32 18,14
19 - 136,3

- nije asignirano

4.4.2. Metiltiofen-2-karboksilat-3-il-makrozon (4b)

Struktura makrozona 4b prikazana je na slici 31., a pripadaju¢i spektar masa na slici 32. Udio

makrozona 4b (33,4%) u reakcijskoj smjesi odreden je metodom normalizacije pikova u

kromatogramu (slika 33). Reakcijska smjesa je pro¢is¢ena pomocéu semipreparativne

teku¢inske kromatografije visoke djelotvornosti (79% udio Cistog spoja, Slika 34). Nakon

procis¢avanja, struktura spoja je potvrdena spektroskopijom NMR. Na slici 35. prikazan je

HMBC spektar makrozona 4b, a preostali snimljeni spekri NMR nalaze se u Dodatku (D31-

D33).
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Slika 31. Struktura metiltiofen-2-karboksilat-3-il-makrozona, 4b.

o 576. 65
365.05 101-23 495 12 620.81 (1151.89)
H— — — TN m/ T
400.00 600. 00 800.00 1000.00

Slika 32. Spektar ESI-MS spoja 4b snimljen u pozitivnom modu.
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Slika 33. Kromatogram reakcijske smjese metiltiofen-2-karboksilat-3-il-makrozona, 4b.

400 2
B
300 1
=i
T 2
~ | 200 2 &
: 235
: S E
ﬁ =
100 - -
: g T3 3§
© 5 pp o el ps
L/_,_,————d\| A I+I . 1
0]
-100
-200 1
——————— —
5 10 15 20 25 30

Vrijeme zadrZavanp / min

Slika 34. Kromatogram procis¢enog makrozona 4b.
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Slika 35. Spektar HMBC metiltiofen-2-karboksilat-3-il-makrozona 4b snimljen u acetonitrilu-
d3 pri 298 K.
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Tablica 13. Asignacija kemijskih pomaka 'H i *C NMR metiltiofen-2-karboksilat-3-il-

makrozona 4b.
Makrozon 4b
Atom Jo(*H)/ ppm o(*3C)/ ppm Atom o(*H)/ ppm o(*3C)/ ppm
1 - 178,1 22 8,06 141,8
2 2,70 45,28 22a -a -
2Me 1,17 14,9 23 - 174,2
3 4,19 78,3 23a 12,29 -
4 1,95 42,25 24 - 145,1
4Me 1,04 9,3 25 7,45 112,1
5 3,59 83,5 26 8,97 122,3
6 - 73,7 27 - 136,9
6Me 1,34 26,68 28 - 164,4
60H -4 - 29 3,93 51,83
7 1,30; 1,72 42,17 1 461 101,7
8 2,05 26,28 2' 3,42 70,5
8Me 0,94 21,79 2'0H -2 -
9 2,26; 2,65 69,2 3 3,12 64,8
9aN 2,48 36,52 3'NMe, 2,62 40,8
10 2,87 63,5 4 1,26; 1,84 30,86
10Me 1,17 7,83 5' 3,77 67,0
11 3,75 72,4 5'Me 1,23 21,5
110H -8 - 1" 5,09 95,3
12 - 74,0 2" 1,53; 2,36 35,24
120H -8 - 3" - 73,8
12Me 1,09 16,44 3"Me 1,26 30,9
13 4,72 77,27 3"OMe 3,38 49,7
14 1,84; 1.46 21,24 4" 2,83 88,0
14Me 0,88 11,24 4"a 3,71; 3,85 73,4
15 - 166,9 4"p 1,91 29,91
16 - 135,7 4"c 3,61;3,53 39,01
17,21 7,955 127,71 4'd 7,76 -
18, 20 7,997 127,88 5" 4,26 64,6
19 - 136,8 5"Me 1,33 18,45

- nije asignirano

4.4.3. 4-Piperidil-sulfonilfenil-makrozon (4c)

Na slici 36. prikazana je struktura makrozona 4c, a na slici 37. spektar masa kojim je potvrdena

uspjesnost sinteze navedenog spoja. Reakcijska smjesa (28,7%) procis¢ena je tehnikom LC-

SPE te je ¢istoca spoja 4¢ (85%) potvrdena pomocu tehnike HPLC. Kromatogrami reakcijske

smjese i procis¢enog makrozona 4c prikazani se na slikama 38. i 39. Na slici 40. nalazi se
spektar HMBC makrozona 4c. Ostali spektri NMR nalaze se u poglavlju Dodatak (D34-D36).
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Slika 36. Struktura 4-piperidil-sulfonilfenil-makrozona, 4c.
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Slika 37. Spektar ESI-MS spoja 4c snimljen u pozitivhom modu.
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Slika 38. Kromatogram reakcijske smjese 4-piperidil-sulfonilfenil-makrozona, 4c.
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Slika 40. Spektar HMBC 4-piperidil-sulfonilfenil-makrozona 4c snimljen u acetonitrilu-ds

pri 298 K.
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Tablica 14. Asignacija kemijskih pomaka *H i 3C NMR 4-piperidil-sulfonilfenil-makrozona

4c.
Makrozon 4c
Atom Jo(*H)/ ppm o(*3C)/ ppm Atom o(*H)/ ppm o(**C)/ ppm
1 - 178,32 22a -a -
2 2,74 45,35 23 -
2Me 1,16 14,85 23a -A -
3 4,30 78,75 24 - 142,7
4 1,95 41,82 25, 29 7,93 127,53
4Me 1,06 9,09 26, 28 8,12 123,92
5 3,62 83,54 27 - 132,03
6 - 73,81 30, 34 3,00 47,01
6Me 1,31 27,22 31, 33 1,63 25,06
60H -4 - 32 1,44 23,23
7 1,49;1,71 42,67 1 4,55 102,81
8 2,01 26,3 2' 3,13 70,83
8Me 0,95 21,53 2'0H -2 -
9 2,33; 2,52 68,63 3 2,46 65,34
9aN 2,34 35,76 3'NMe, 2,14 39,53
10 2,83 62,06 4 1,13; 1,64 28,96
10Me 1,07 7,05 5' 3,67 68,08
11 3,59 73,66 5'Me 1,24 21,02
110H -8 - 1" 4,93 95,66
12 - 74,49 2" 1,57; 2,34 35,02
120H -8 - 3" - 74,3
12Me 1,02 16,17 3"Me 1,2 21,12
13 4,75 77,01 3"OMe 3,19 49,05
14 1,46; 1,82 20,99 4" 29 87,15
14Me 0,87 10,54 4"a 3,76; 3,89 73,5
15 - 165,75 4"p 1,88 29,62
16 - 136,3 4"c 3,36; 3,71 38,79
17,21 7,92 127,59 4'd 7,67 -
18, 20 7,75 127,91 5" 4,32 64,41
19 - 136,03 5"Me 1,31 17,96
22 8,14 142,95

- nije asignirano

4.4.4. Benzo-3,4-(1,3-dioksolil)-makrozon (4d)

Struktura spoja 4d prikazana je na slici 41. Prisutnost spoja 4d u reakcijskoj smjesi potvrdena

je spektrometrijom mase (slika 42). Reakcijska smjesa procis¢ena je tehnikom LC-SPE.

Snimljen je kromatogram reakcijske smjese (slika 43) i kromatogram procis¢enog spoja 4d

(slika 44). Metodom normalizacije pikova odreden je udio makrozona u reakcijskoj smjesi

(39,2%) i cistoca spoja (88%). Spektar HMBC spoja 4d nalazi se na slici 45., a asignirani
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pomaci jezgara*H i 13C u tablici 15. Preostali spektri NMR nalaze se u poglavlju Dodatak (D37-
D39).

Slika 41. Struktura benzo-3,4-(1,3-dioksolil)-makrozona, 4d.

0 566. 67
D% 151,21 498.15.565. su\] 591.61 <1131_95>
- == n/z

400.00 600.00 800.00 1000.00

Slika 42. Spektar ESI-MS makrozona 4d snimljen u pozitivnom modu.
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Slika 43. Kromatogram reakcijske smjese benzo-3,4-(1,3-dioksolil)-makrozona 4d.
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Slika 44. Kromatogram procis¢enog benzo-3,4-(1,3-dioksolil)-makrozona 4d.
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Slika 45. Spektar HMBC benzo-3,4-(1,3-dioksolil)-makrozona snimljen u acetonitrilu-ds pri
298 K.

Antonio Barisi¢ Diplomski rad



§ 4. Rezultati i rasprava

Tablica 15. Asignacija kemijskih pomaka*H i *C NMR benzo-3,4-(1,3-dioksolil)-makrozona

4d.
Makrozon 4d
Atom Jo(*H)/ ppm o(3C)/ ppm Atom o(*H)/ ppm d(*3C)/ ppm
1 - 178,71 22a -a -
2 2,76 45,36 23 -
2Me 1,17 14,71 23a -A -8
3 4,30 78,47 24 - 132,82
4 1,96 41,84 25 7,22 107,59
4Me 1,04 8,96 26 - 145,97
5 3,61 83,18 27 - 146,99
6 - 73,41 28 6,85 107,46
6Me 1,28 27,42 29 6,98 119,22
60H -4 - 30 6,02 101,73
7 1,36; 1,63 42,47 1 4,51 102,76
8 1,97 26,42 2' 3,06 71,01
8Me 0,91 21,55 2'0H -A -
9 2,16; 2,47 69,08 3 2,36 65,22
9aN 2,29 35,6 3'NMe; 2,12 39,60
10 2,76 61,80 4 1,08; 1,58 28,79
10Me 1,05 6,81 5' 3,66 68,06
11 3,57 74,96 5'Me 1,24 20,99
110H -8 - 1" 4,95 95,40
12 - 74,3 2" 1,57; 2,38 35,07
120H -8 - 3" - 73,89
12Me 1,06 16,44 3"Me 1,17 21,28
13 4,75 77,05 3"OMe 3,24 49,09
14 1,47; 1,83 20,92 4" 2,88 87,39
14Me 0,87 10,49 4"a 3,74; 3,85 73,24
15 - 165,83 4"b 1,87 29,72
16 - 135,04 4"c 3,39; 3,62 38,54
17,21 7,90 127,39 4'd -a -
18, 20 7,93 127,70 5" 4,32 64,42
19 - 136,47 5"Me 1,30 18,27
22 8,07 142,06

2 - nije asignirano

4.4.5. Etoksikarbonil-makrozon (4€)

Prisutnost spoja 4e (Slika 46) u reakcijskoj smjesi potvrdena je spektrometrijom mase (slika
47). Spektar HMBC spoja 4e prikazan je na slici 48., a tablica 16. prikazuje asignirane pomake
za jezgre *H i 3C. Ostali spektri NMR nalaze se u poglavlju Dodatak (D40-D42).

Antonio Barisi¢ Diplomski rad



52

§ 4. Rezultati i rasprava

3'NMe

13 4Mebb

1,

22a 2

3a
H H 26
N N o
N - \2”?/ \T( \/
25
22 S o)

Slika 46. Struktura etoksikarbonil-makrozona, 4e.
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Slika 47. Spektar ESI-MS makrozona 4e snimljen u pozitivhom modu.
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Slika 48. Spektar HMBC makrozona 4e snimljen u acetonitrilu-ds pri 298 K.
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Tablica 16. Asignacija kemijskih pomaka 'H i 3C NMR etoksi-karbonil makrozona 4e.

Makrozon 4e
Atom Jo(*H)/ ppm o(*3C)/ ppm Atom o(*H)/ ppm o(*3C)/ ppm
1 - 178,87 19 - 135,53
2 2,75 45,46 22 -a -a
2Me 1,19 14,80 22a -a -
3 4,29 78,06 23 - -a
4 1,97 42,22 23a -a -
4Me 1,08 9,35 24 - 152,28
5 3,61 83,36 25 4,23; 4,27 62,96
6 - 73,79 26 1,29 14,23
6Me 2,03 26,64 1 4,52 102,4
60H -8 - 2' 3,27 70,74
7 1,31;1,76 42,52 2'0OH -a -
8 1,32 27,41 3 2,65 65,43
8Me 0,93 21,97 3'NMe, 2,29 40,16
9 2,14; 2,60 69,79 4 1,21; 1,63 29,64
9aN 2,37 36,34 5' 3,70 67,97
10 2,77 62,77 5'Me 1,23 21,71
10Me 1,12 7,51 1" 511 95,01
11 3,68 73,44 2" 1,56; 2,38 35,27
110H -8 - 3" - 74,02
12 - 74,30 3"Me 1,19 21,58
120H -8 - 3"OMe 3,43 49,78
12Me 1,10 16,35 4" 2,85 87,88
13 472 77,44 4"a 3,75; 3,90 73,99
14 1,46; 1,89 21,24 4"h 1,92 29,73
14Me 0,88 11,15 4"c 3,55; 3,69 39,25
15 - 166,18 4"d -a -
16 - 136,51 5" 4,35 64,78
17,21 7,89 128,65 5"Me 1,41 18,23
18, 20 7,96 127,54

& _nije asignirano
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§ j

§ 5. ZAKLJUCAK

U sklopu ovog diplomskog rada pripravljeni su novi 4"-konjugati antibiotika azitromicina
i tiosemikarbazona; makrozoni. Optimizirani su uvjeti sinteze i pro¢is¢avanja pet makrozona
koristenjem kolonske i semipreparativne kromatografije te sustava LC-SPE. Svi pripravljeni
spojevi identificirani su i strukturno okarakterizirani pomoc¢u spektrometrije masa te jedno- i
dvodimenzijske spektroskopije NMR.

Daljnja istrazivanja ukljuuju provjeru bioloske aktivnosti pripravljenih makrozona na
susceptibilne i rezistentne sojeve bakterija. U slu¢aju da aktivnost bude zadovoljavajuéa istrazit
¢e se nacini vezanja makrozona na bioloske mete kao $to su ribosom i stani¢ne membrane te ¢e

se pokusati odrediti odnos strukture 1 aktivnosti pripravljenih konjugata.
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§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA (prema
potrebi)

DCM - diklormetan

DIPEA - N,N-diisopropiletilamin

DMSO - dimetil-sulfoksid

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

HPLC - (engl. high performance liquid chromatography) teku¢inska kromatografija visoke
djelotvornosti

LC-SPE - (engl. liquid chromatography - solid phase extraction) - teku¢inska kromatografija -
ekstrakcija na ¢vrstoj fazi

MS - spektrometrija mase

NMR - (engl. Nuclear magnetic resonance) nuklearna magnetska rezonancija

NOE - (engl. Nuclear Overhauserov effect) nuklearni Overhauserov efekt

STD - (engl. Saturation transfer difference) razlika prijenosa zasi¢enja

TLC - (engl. thin layer chromatography) tankoslojna kromatografija

TMS - tetrametilsilan

tr-NOESY - (engl. transferred Nuclear Overhauserov effect spectroscopy) spektroskopija

prijenosnog nuklearnog Overhauserovog efekta
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§8. DODATAK
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D1. Spektar *H NMR spoja 2b snimljen u DMSO-ds pri 298 K.
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D2. Spektar *H NMR spoja 2¢ snimljen u DMSO-ds pri 298 K.
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D3. Spektar *H NMR spoja 2d snimljen u DMSO-ds pri 298 K.
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D4. Spektar *H NMR spoja 2e snimljen u DMSO-ds pri 298 K.

: . . ‘ : . ‘ . : ‘ . . : ‘ . . ‘ ‘ . ‘ : . . ‘
12 10 g 6 4 2 [ppm]

D5. Spektar *H NMR spoja 3a snimljen u DMSO-ds pri 298 K.
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D6. Spektar COSY spoja 3a snimljen u DMSO-ds pri 298 K.
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D7. Spektar HSQC spoja 3a snimljen u DMSO-ds pri 298 K.
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D8. Spektar DEPT-Q-spoja 3a snimljen u DMSO-de pri 298 K.
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D9. Spektar *H NMR spoja 3b snimljen u DMSO-ds pri 298 K.
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D10. Spektar COSY spoja 3b snimljen u DMSO-ds pri 298 K.
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D11. Spektar COSY spoja 3b snimljen u DMSO-ds pri 298 K.
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D12. Spektar DEPT-Q spoja 3b snimljen u DMSO-ds pri 298 K.
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D14. Spektar COSY spoja 3c snimljen u DMSO-ds pri 298 K.
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D15. Spektar HSQC spoja 3c snimljen u DMSO-ds pri 298 K.

Antonio BariSié¢

Diplomski rad



§ 8. Dodatak Xviii

T T T T : . T . . T T T T T T . . T T
200 150 100 50 [ppm]

D16. Spektar DEPT-Q spoja 3c snimljen u DMSO-dg pri 298 K.
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D17. Spektar *H NMR spoja 3d snimljen u DMSO-ds pri 298 K.
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D18. Spektar COSY spoja 3d snimljen u DMSO-ds pri 298 K.
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D19. Spektar HSQC spoja 3d snimljen u DMSO-ds pri 298 K.
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D20. Spektar DEPT-Q spoja 3d snimljen u DMSO-ds pri 298 K.
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D21. Spektar *H NMR spoja 3e snimljen u DMSO-ds pri 298 K.
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D22. Spektar COSY spoja 3e snimljen u DMSO-de pri 298 K.
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D23. Spektar HSQC spoja 3e snimljen u DMSO-ds pri 298 K.
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D24. Spektar DEPT-Q spoja 3e snimljen u DMSO-ds pri 298 K.
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D25. Spektar COSY spoja Ps snimljen u kloroformu-d pri 298 K
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D26. Spektar HSQC spoja Ps snimljen u kloroformu-d pri 298 K
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D27. Spektar HMBC spoja Ps snimljen u kloroformu-d pri 298 K.
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D28. Spektar *H NMR spoja 4a snimljen u acetonitrilu-ds pri 298 K.
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D29. Spektar COSY spoja 4a snimljen u acetonitrilu-ds pri 298 K.
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D30. Spektar HSQC spoja 4a snimljen u acetonitrilu-dz pri 298 K.
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D31. Spektar *H-NMR spoja 4b snimljen u kloroformu-d pri 298 K.
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D32. Spektar COSY spoja 4b snimljen u kloroformu-d pri 298 K.
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D33. Spektar HSQC spoja 4b snimljen u kloroformu-d pri 298 K.

Antonio Barisi¢ Diplomski rad



§ 8. Dodatak XXV
i lJ L_JLP — o
T T T T T T T T T T T T T T T
10 8 ] 4 2 [ppm]
D34. Spektar *H NMR spoja 4c snimljen u acetonitrilu-ds pri 298 K.
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D35. Spektar COSY spoja 4c snimljen u acetonitrilu-ds pri 298 K.
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D36. Spektar HSQC spoja 4c snimljen u acetonitrilu-ds pri 298 K.
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D37. Spektar *H NMR spoja 4d snimljen u acetonitrilu-ds pri 298 K.
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D39. Spektar HSQC spoja 4d snimljen u acetonitrilu-ds pri 298 K.
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Spektar *H NMR spoja 4e snimljen u kloroformu-d pri 298 K.
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D41. Spektar COSY spoja 4e snimljen u kloroformu-d pri 298 K.
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D42. Spektar HSQC spoja 4e snimljen u kloroformu-d pri 298 K.
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