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SAZETAK

SINTETSKE, STRUKTURNE I STABILITETNE STUDIJE U REDU
TIREOSTATIKA METIMAZOLA

Leo Stefan
Jadran Galenski Laboratorij (JGL) d.d., Svilno 20, 51 000 Rijeka

U sklopu ove disertacije provedene su sintetske, strukturne i stabilitetne studije u redu
tireostatika metimazola (1). Primjenom kemo- i regioselektivnih kemijskih transformacija
pripremljene su nove, ali i neke poznate srodne supstancije metimazola, tj. njegova poznata ali
1 nepoznata potencijalna oneciS¢enja. Posebno je studirana stabilnost metimazola u kloriranim
otapalima poput diklormetana 1 dikloretana, sveprisutnih u kemiji 1 farmaceutici. Dobiveni
premosteni bis metilenski i1 etilenski derivati su izolirani i strukturno karakterizirani, a
provedena je karakterizacija i transformacija njihovih ¢vrstih formi. U okviru toga poseban je
naglasak stavljen na utvrdivanje kemizma stvaranja 1,2-bis[(1-metil-1H-imidazol-2-il)tio]etana
(3a) koji ukljucuje pokusaj detekcije i1 izolacije mozebitnog tiranijevog (episulfonijevog)
meduprodukta (8). Temeljem provedenih sintetskih, spektroskopskih, termalnih, difrakcijskih
1 raunalnih studija, ukljucujuéi i mjerenja kinetike, meduprodukt 8 nije pronaden ve¢ njegov
izomer 7-metil-2H,3H,7H-imidazol[2,1-b]tiazol-4-ijum klorid (7a), a prema naSim saznanjima,
to je prvi poznati stabilni izomer tiiranijevih iona. Ujedno je utvrdeno da 3a nastaje direktno
nukleofilnom supstitucijom primarno stvorenog meduprodukta klor etil derivata, 2-
[(kloretil)tio]-1-metil-1H-imidazol, 6) s metimazolom.

Takoder su pripravljeni i karakterizirani oksidacijski i metilacijski derivati 1 te u kontekstu
poznatih onecis¢enja metimazola B 1 C pripravljeni su i standardizirani njihovi uzorci.

U okviru predformulacijskih istrazivanja provedena je studija stabilnosti 1 u ¢vrstom stanju, a
u prisutnosti odabranih pomo¢nih tvari. Pritom je utvrdena visoka stabilnost 1 u planiranim
farmaceutskim formulacijama, ali su pronadeni i karakterizirani novi, dosad nepoznati, dimer 1
trimer metimazola, kao njegova potencijalna oneciS¢enja. Ujedno je i1 predloZzen kemizam
njihova stvaranja.

Rezultati provedenog istrazivanja upotpunjuju trenutne spoznaje o metimazolu (1) te daje
iscrpan uvid u svojstva njegovih strukturnih analoga, kao potencijalnih oneciS¢enja 1. To
pridonosi povecanju kakvoce, sigurnosti i uc¢inkovitosti metimazola kao djelatne tvari tako i
njegovih finalnih doznih oblika.

(200 stranica, 96 slika, 24 sheme, 34 tablice, 255 literaturna citata, jezik izvornika: hrvatski)
Kljucne rijeci: metimazol, srodne tvari metimazola, dikloretan, 1,2-bis[(1-metil-1H-imidazol-

2-il)tioletan, 7-metil-2H,3H,7H-imidazol[2,1-b]tiazol-4-ijjum klorid, tiiranijev ion, Cvrste
forme, rentgenska strukturna analiza, predformulacijska istrazivanja, stabilnost.



ABSTRACT

SYNTHETIC, STRUCTURAL AND STABILITY STUDIES IN THE SERIES OF
THYREOSTATIC METHIMAZOLE

Leo Stefan
Jadran Galenski Laboratorij (JGL) d.d., Svilno 20, 51 000 Rijeka

Within this dissertation, synthetic, structural and stability studies in the series thyrostatic
methimazole (1) were performed. By applying chemo- and regioselective chemical
transformations, new, but also some known related substances of methimazole were prepared,
ie. its known but also unknown potential impurities. In particular, the stability of methimazole
in chlorinated solvents such as dichloromethane and dichloroethane, ubiquitous in chemistry
and pharmaceuticals, has been studied. The obtained bridged bis methylene and ethylene
derivatives were isolated and structurally characterized, and the characterization and
transformation of their solid forms was performed. In this context, special emphasis is placed
on the chemistry of 1,2-bis [(1-methyl-1H-imidazol-2-yl) thio] ethane (3a) formation which
includes an attempt to detect and isolate a possible thiiranium (episulfonium) intermediate (8).
Based on the conducted synthetic, spectroscopic, thermal, diffraction and computational
studies, including kinetic measurements, intermediate 8 was not found but its isomer 7-methyl-
2H, 3H, TH-imidazole [2,1-b] thiazol-4-ium chloride (7a) is to our knowledge the first known
stable isomer of thiiranium ions. It was also found that 3a was formed directly by nucleophilic
substitution of the primarily formed intermediate chlorine ethyl derivative, 2-[(chloroethyl)
thio]-1-methyl-1H-imidazole, 6) with methimazole.

Oxidation and methylation derivatives of 1 have also been prepared and characterized, and in
the context of known methimazole impurities B and C, samples have been prepared and
standardized.

As part of the preformulation studies, a solid state study of 1 was performed in the presence of
selected excipients. High stability of 1 in the planned pharmaceutical formulations was
determined, but also a new unknown, dimer and trimer of methimazole were found and
characterized, as its potential impurities. At the same time, the chemistry of their formation was
proposed.

The results of the study complements the current knowledge about methimazole (1) which
provides a comprehensive insight into the properties of its structural analogues, as potential
impurities. This contributes to increasing the quality, safety and efficacy of both methimazole
and its final dosage forms.

(200 pages, 96 figures, 24 scheme, 34 tables, 255 references, original in Croatian)

Keywords: methimazole, methimazole related substances, dichloroethane, 1,2-bis [(1-methyl-
1 H-imidazol-2-yl)thio]ethane, 7-methyl-2H,3H, 7H-imidazole [2,1-b] thiazole -4-ium chloride,
thiiranium ion, solid forms, X-ray structural analysis, preformulation studies, stability.
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1. UVOD

Tireostatik metimazol (1-metil, 2,3-dihidro-1H-imidazol-2-tion, 1) ve¢ je osamdeset godina
prisutan u lijeSenju bolesti §titnja¢e u humanoj i veterinarskoj medicini.! Unato¢ toga, prema
istrazivanjima Americke agencije za lijekove i medicinske proizvode raste mu broj propisanih
recepata u odnosu na trziSne konkurente, prvenstveno zbog manje izrazene hepatotoksic¢nosti,
bolje efikasnosti te manjeg broja zabiljeZenih nuspojava.? Novija medicinska istrazivanja

proSiruju njegovu primjenu na neka druga terapeutska podrucja, a nalazi primjenu i u tehnici.
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Iako je tijekom vremena opsezno studiran, neki podaci su zastarjeli, neki nedostaju, kako zbog
novih analitickih tehnika te novih usmjerenja u farmaceutici (npr. Kvaliteta dizajnom s
naglaskom na detaljno poznavanje oneciS¢enja, te studije Cvrstog stanja), jer istrazivanja nisu

ili su ogranic¢eno provedena, a neki rezultati, zbog poslovnih interesa, nisu objavljeni.

U tom kontekstu, ukazala se potreba unijeti vise svjetla u kemiju metimazola i njegovih srodnih
tvari, ali isto tako 1 na poznavanje i karakterizaciju njihovih ¢vrstih formi, koje mogu utjecati

na njegovu, ali 1 stabilnost njegovih formulacija.

U tom kontekstu prikladnom kemo- 1 regio-selektivnom sintetskom metodologijom
pripravljene su neke poznate i neke potencijalne srodne tvari metimazola te karakterizirane 1
kvantificirane naprednim analitickim metodama te je ispitana njihova stabilnost kinetika,

termodinamika, kao i kemizam njihova stvaranja i razgradnje.

Studiran je i polimorfizam metimazola te transformacije Cvrstih formi nekih, od studiranih
derivata. Na kraju, cilj ove disertacije je stvaranje zbirke podataka i uzoraka studiranih spojeva,
kao podloge za sustavan pristup osiguranju kvalitete metimazola i njegovih farmaceutskih

oblika.

Cjelokupni rad sazet je u Cetiri dijela. Nakon uvoda, u drugom dijelu dan je literaturni pregled
o Stitnjaci, terapiji njenih bolesti te metimazolu i njegovu tireostatskom djelovanju. U tre¢em
dijelu nalazi se detaljan opis provedenih eksperimenata, a u cetvrtom, pregled vlastitih

istrazivanja s diskusijom rezultata. Rezultati ovih istrazivanja dijelom su, zbog aktualnosti,



referirani ili prihvaceni za objavu na pet na znanstvenih skupova u zemlji i1 inozemstvu, te

manjim dijelom objavljeni® ili u postupku objavljivanja.*



2. LITERATURNI PREGLED
2.1. Stitnjaca, njezine bolesti i terapija
2.1.1. Anatomija i funkcija Stitnjace

Stitna Zlijezda ili §titnjaca je mala endokrina Zlijezda koja je anatomski smjestena na prednjoj
strani vrata uz grkljan i dusnik koje obuhvaca poput potkove. Sastoji se od desnog i lijevog
reznja. Zbog jace razvijenih poboc¢nih dijelova i tankoga sredi$njeg dijela, Stitna Zlijezda ima

oblik slova H (Slika 1).°

Slika 1. Anatomska pozicija Stitnjace (preuzeto s:

https://teachmeanatomy.info/neck/viscera/thyroid-gland/ - datum pretrage 16.07.2021.).

Glavni hormoni Stitne zlijezde su tiroksin (T4) i trijodtironin (T3), koji reguliraju intenzitet
metabolizma u tijelu, a zbog toga se Stitnjaca smatra ,,kontrolorom metabolizma“. Pri manjku
tih hormona bazalni se metabolizam smanjuje za 40%, a pri prekomjernu izlu¢ivanju moze se
povecati ¢ak dvostruko iznad normalnih vrijednosti. Osim regulacije metabolizma, hormoni
Stitnjace takoder imaju vaznu funkciju u regulaciji ekspresije gena. Uz navedena dva hormona,
Stitnjaca izlucuje 1 kalcitonin, hormon koji sudjeluje u regulaciji koncentracije kalcijevih iona
u tjelesnim teku¢inama. Za sintezu hormona §titnjace potreban je jod. Jod uglavnom dobivamo
iz hrane u obliku jodida. Koli¢ina joda (oko 50 mg godisnje) koja je potrebna za normalno
funkcioniranje organizma osigurava se jodiranjem kuhinjske soli. Radom Stitne Zlijezde
upravljaju hipofiza i hipotalamus mehanizmom povratne sprege. Primjerice, izluCuje 1i Stitna
zlijezda previSe hormona smanjit ¢e oslobadanje TSH (tireostimuliraju¢ih hormona hipofize) i

TRH (tireoliberina kojeg izluCuje hipotalamus) koji doprinose stabilizaciji rada Stitnjace. S



druge strane niska razina hormona poticaj je hipofizi i hipotalamusu da luce vece koli¢ine TSH

i TRH.®

2.1.2. Biosinteza hormona Stitnjace

Biosinteza hormona Stitnjace zapoc€inje transportom jodidnog iona u folikularno tkivo preko
jod/matrij trans membranskog glikoproteinskog nosaca, a koliko je jod vazan u radu Stitnjace
govori i podatak da je koncentracija jodida u §titnja¢i za 20-40% veéa nego u plazmi.” Prvi
stupanj u proizvodnji tireoidnih hormona ukljucuje oksidaciju enzima tireoidne peroksidaze s
endogeno stvorenim vodikovim peroksidom. Tireoidna peroksidaza je glikoprotein sa

strukturom hema.
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Slika 2. Biosinteza tiroidnih hormona iz tiroglobulina (prilagodeno prema
https://bs.wikipedia.org/wiki/Tireoidni_hormoni#/media/Datoteka: Thyroid hormone synthes
is.png, datum pretrage 10.08.2021).

Tako oksidirani enzim reagira s jodom pri ¢emu se formira ,,jodirani meduprodukt® cija
struktura nije u potpunosti istrazena. Sljedeéi stupanj je interakcija jodiranog meduprodukta s
tirozinskim ostacima u tiroglobulinu pri ¢emu dolazi do formiranja monojodotirozina i

dijodotirozina. Daljnjom intarmolekulskom reakcijom kondenzacije izmedu monojodotirozina



1 dijoodtirozina nastaje T3 (3,3,5-trijodotironin), a kondenzacijom dviju molekule

dijodotirozina stvara se T4 (Slika 2).8

2.1.3. Bolesti stitnjace

Gusa je stanje u kojem je Stitnjaca povecana, no njezina je funkcija odrzana. Obicno ne uzrokuje

tegobe, no zbog svoje veli¢ine moze uzrokovati kaalj, promuklost, otezano disanje ili kagalj.’

Hipotireoza je stanje u kojem je smanjena funkcija Stitnjace, tj. smanjeno je lucenje hormona
pri ¢emu dolazi do usporavanja metabolizma. U 90% slucajeva uzrokovana je autoimunom
upalom S$titnjace, a ostali uzorci su: operacije Stitnjace, stanje nakon terapije radioaktivnim

jodom, zracenje podrucje vrata zbog drugih tumora, lijekovi itd.

Tumori Stitnjate su novotvorine smjeStene unutar Stitne zlijezde, koje mogu dovesti do
otezanog disanja ili gutanja a najcescée se otkrivaju sluc¢ajno. Zbog svoje dobre prokrvljenosti u
njoj se Cesto otkivaju metastaze primarnih tumora. Mogu biti uzorkovani razlicitim utjecajima
no najznacajniji je djelovanje ionizirajuc¢eg zracenja. Razlikujemo adenome kao dobrocudne 1

karcinome kao zlo¢udne tumore.

Hipertireodizam nazvan joS$ i tireotoksikoza je patoloSki poremecaj u kojem Stitnjaca luci
prekomjernu koli¢inu tireoidnih hormona trijodtreonina (T3) ili tiroksina (T4) ili oboje, dok su
istovremeno u serumu uocavaju niske koncentracije tiroid stimuliraju¢eg hormona. Najcesci
uzrok hipertireoze je autoimuna bolest §titnjace (Basedowljeva ili Gravesova bolest),!? a ostali
uzroci mogu biti: subakutni tireoditis (prva faza), lijekovi, metastaze folikularnog karcinoma
Stitnjace, koriokarcinom ili tumor hipofize koji lu¢i TSH. Medu pacijentima s hipertireozom,
60% do 80% ima Gravesovu bolest. Studija u Velikoj Britaniji pokazala je incidenciju
hipertireoze od 25 do 30 slu¢ajeva na uzorku od 10 000 Zena.” Hipertireoza je izljeciva bolest,
moze recidivirati u viSe razli¢itih slu€ajeva, a u 5-20% bolesnika nakon izlijecene hipertireoze
pojavljuje se hipotireoza. Hipertireoza se javlja u svim zivotnim dobima, a najviSe u Zena od

dvadesete do pedesete godine zivota dok je kod muskaraca 4-10 puta rjeda.

2.1.4. LijeCenje hipertireodizma

Prije 1940. godine operativni zahvat bio je jedini nacin lijecenja hipertireoze. Godine 1942.

Astwood zapocinje s prvim istrazivanjima na primjeni tvari poput sulfoguanidina i propiltiouree



na sveuciliStu Harvard, a uz to Sto je potvrden pozitivan utjecaj na Stitnjacu doslo je i do
poboljSanje zdravstvenog stanja pacijenata. U provedenoj studiji ispitano je preko 100
strukturnih analoga tiouree, a najdjelotvorniji se pokazalo 2-propiluracil.!! Godine 1947.
ispitano je dodatnih 300 tvari, a iz te studije proizasao je 6-propil-2-tiouracil (PTU) koji je iste
godine odobren od strane Americke agencije za hranu i lijekove (eng. Food and Drug
Administration, FDA).!? Metimazol (1-metil-2,3-dihidro-1H-imidazol-2-tion, 1) dolazi prvi
puta na trzi$te 1949. godine s manje izraZenijom toksiénosti od PTU.'3 Cetiri godine kasnije na
trziSte dolazi karbimazol (1-etoksikarbonil-3-metil-1,3-dihidro-1H-imidazol-2-tion) prolijek
metimazola za koji se smatralo da ima manje izrazenu toksi¢nost u odnosu na dva na trzistu

prisutna tireostatika.'*

Danas se prekomjerna sinteza tireoidnih hormona T3 i T4 u
hipertireodizmu moze kontrolirati a) primjenom specificnih inhibitora (tireostatika) koji ili
blokiraju biosintezu hormona ili smanjuju konverziju T4 u T3, b) terapijom radioaktivnim
jodom ili c) operativhim zahvatom (tiroidektomija). Upotreba navedenih tireostatika

najzastupljenija u Sjedinjenim Ameri¢kim drzavama, Europi i Aziji (Slika 3).!>8
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Slika 3. Strukture na trziStu prisutnih tireostatike, PTU (6-propil-2-tiouracil), MMI (1-metil-
2,3-dihidro-1H-imidazol-2-tion, 1), KARB (1-etoksikarbonil-3-metil-1,3-dihidro-1H-

imidazol-2-tion).

Antitireoidni lijekovi primjenjuju se 8 tjedana prije terapije radioaktivnim jodom.!” Kod
primjene ove skupine lijekova Cesto se javljaju nuspojave poput leukopenije, a u rjedim
slu¢ajevima agranulocitoza dok su &esti ¢irevi u podrudju usta I povisena temperature.’ Terapija
radioaktivnim jodom najcesce se u primjenjuje u Sjevernoj Americi i to kod pacijenata iznad
50 godine zivota. Njegova primjena je kontraindicirana kod Zena u trudno¢i i1 dojilja. Glavna

nuspojava kod terapije radioaktivnim jodom je hipotireoza.'®

Operativni zahvat na Stitnjaci provodi se kod izraZzenije guse i kod slucajeva gdje postoje cvorici

nepoznate prirode. Osam tjedana prije operativnog zahvata pripisuju se antitireoidni lijekovi.



Najcesca post operativna komplikacija tireokotmije je hipotireoza, a njezin intenzitet ovisi o

postotku uklonjenog tkiva §titnjace.!”

2.1.5. Trziste tireostatika

Navedeni tireostatici su jos i danas na trziStu 1 predstavljaju osnovu za lije¢enje bolesti Stitnjace.

U svijetu danasnjice zbog ubrzanog nacina zivota i posljedi¢no svekolikog stresa dolazi do

povecanog broja zabiljezenih slucajeva bolesnih stanja Stitnjace. U prilog tome govori i

znaCajno povecanje propisanih recepata u zadnja tri desetlje¢a u Sjedinjenim Ameri¢kim

drzavama $to metimazol ¢ini najée$c¢e prepisanim antitireoidnim lijekom (Slika 4).'

Godisniji broj recepata za metimazol
(MMI) i propiltiouracil (PTU)
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Slika 4. Ukupni broj recepata za MMI 1 PTU u ljekarnama SAD za period 1991. — 2008.

(Prema: Surveillance Data, Vector One: National Database, extracted March 2009'°).

Ovome u prilog govori i1 analiza stu¢njaka Americke agencije za hranu 1 lijekove (FDA), koja

donosi detaljnu pregled potroSnje metimazola i propiltiouracila za period 2002. - 2008. U tom

je periodu broj propisanih recepata metimazola porastao za 28 %, a u 2008. metimazol zauzima

tri Cetvrtine trziSta. Pritom, oko 30 % propisanih recepata u 2008. daju endokrinolozi, 20 %

internisti, a preostalih 50 % svi ostali (Slika 5).!”
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Slika 5. Deset najveéih propisivaca recepata za metimazol u SAD tijekom 2008.!"”

Karbimazol se koristi kao tireostatik u Europi 1 Japanu.

Broj oboljelih od Gravesove bolesti koja predstavlja hipertireozu razvijenu kao posljedica
autoimunog poremecaja na trzistu Sjeverne Amerike, Europe, Bliskog istoka 1 Afrike na temelju
epidemioloskih podataka u 2018. godini procjenjuje se na 385 500 oboljelih u populaciji uz
visoku incidenciju od 1,2%. Novi podaci iz 2021. godine proizasli iz marketinskih analiza
procjenjuju trziSte antireoidnih lijekova na 2,46 milijardi dolara, dok se na razini trziSta
Sjedinjenih Americkih drzava, Europe, Bliskog istoka 1 Afrike u 2022. godini o¢ekuje porast

na 2,79 milijardi dolara.'®

Postoji malo dostupnih podatka koji analiziraju u€estalost hipertireodizma u razli¢itim rasama,
no ipak rezultati upuéuju da je vecéa prevalencija zastupljena u bijeloj u odnosu na druge rase."”
Incidencija hipertireodizma raste s godinama, a vise je izrazeniji u Zena. Vazno je istaknuti da
bolesti Stitnjace smanjuju kvalitetu Zivota, a svaki poremecaj Stitnjace ne bi trebalo zanemariti,

vec lijeciti kako bi se sprijecile daljnje komplikacije.

2.2. Metimazol

Methimazol (1) se prema [UPAC nomenklaturi imenuje kao 1-metil-1,3-dihidro-2H-imidazol-
2-tion (CAS: 60-56-0). U literaturi se moze naci i kao: 1-methyl-1H-imidazol-2-thiol; 1-
methyl-1H-imidazole-2(3 H)-thione; 1-methyl-1H-imidazole-2-thiol; 1-methyl-1H-imidazole-
2-thiol; 1-methyl-2-mercapto-1H-imidazole i 1-methyl-4-imidazoline-2-thione, pod dva
genericka metimazol i tapazol te pod skra¢enicama MI, MMI, MET i TMZ.
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Moze se pronaci u raznim bazama podataka, a brojevi i poveznice su:

CAS: 60-56-0

ATC klasa: HO3BB02
UNII: 5547Z48XNS5SE
PubChem: CID 1349907
ChemSpider: 1131173

Beilstein Registry Number: 108646

ChEBI: 50673

Drug Product Database: 2258935

ChemlIDplus Advanced: http://chem.sis.nlm.nih.gov/chemidplus/

RxList: http://www.rxlist.com/cgi/generic3/methim.htm

Drugs.com: http://www.drugs.com/cdi/methimazole.html

Wikipedia: http://en.wikipedia.org/wiki/Methimazole

2.2.1 Opis

Metimazol, bruto formule C4HgN2S (114.17) 1 elementarnog sastava C 42,08%, H 5,30 %, N
24.54% 1 S 28,09% pojavljuje se kao bijeli ili svijetlo smedi kristalni prasak, talista 144 — 147
°C, vrlo topljiv u vodi (200 g/L) i metilen-kloridu, lako ili umjereno topljiv u 96%-tnom etanolu,

topljiv u kloroformu i metanolu, a slabo topljiv u benzenu, ligroinu, etil-acetatu i dietil-eteru.

Dipolni momenti metimazola, odredeni u benzenu i 1,4-dioksanu iznose 4,74 D i 5,53 D.!

2.2.2  Spektroskopska svojstva
Ultraljubicasti spektar metimazola u razrijedenoj sumpornoj kiselini (Slika 6) ima dva
apsorpcijska maksimuma pri 211 1 251 nm, a odnos apsorbancije mjerene kod 251 nm prema

onoj mjerenoj pri 211 nm treba biti 2,5 — 2,7.
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Slika 6. UV spektar metimazola u 0,1 N H2SOa.

Strukturne karakteristike metimazola korelirane su sa sljede¢im vrpcama: C=N, N-H, C-H i
C=S pri 1570, 3103, 1450 i 730-750 cm™ (Slika 7).

Slika 7. FT- IR Spektar metimazola.

'H NMR spektar metimazola snimljen pri 60 MHz u CDCls objavljen je jos 1979. u preglednom
radu autora H. Y. Aboul-Eneina i A. A. Al-Badra (Slika 8)! na kojem se vide samo singlet za
tri protona pri 3,63 ppm pripisan N-metilnoj skupini, te singlet za dva protona pri 6,70 ppm

pripisan protonima na C4 i C5 atomima imidazolskog prstena.
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Slika 8. 'H-NMR spektar metimazola u CDCl; (60 MHz).!
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Prema navodima literature 'TH-NMR spektar metimazola visoke rezolucije snimljen u DMSO-
ds pri 600,1 MHz pokazuje karakteristiCan singlet za tri protona N-metilne skupine pri 3,45
ppm (a), dublete za protone na C 5 atomu pri 6,87 ppm (J = 2,34 Hz) (b), odnosno na C 4
atomu pri 7,04 ppm (J = 2,23 Hz) (c¢) imidazolskog prstena te razvuceni singlet tioamidnog NH
protona pri 12,03 ppm (d) (Slika 9).2°

7,04 ppm (1H, d, J = 2,2 Hz) 12,03 ppm (1H, br)
/

113,95 ppm —» ‘4 3N =<—167,2 ppm

119,35 ppm — % | 2K < 161,12 ppm
H N S

e |
6,87 ppm (1H, d, J =2,3 Hz) CH3 170,12 ppm

/ \

33,47 ppm 3,45 ppm (3H, s)

"H NMR, DMSO-dg, 600,1 MHz ~ 3C NMR, DMSO-d,, 150,9 MHz

>N NMR, DMSO-dy, 60,8 MHz

Slika 9. NMR podaci za metimazol (prilagodeno prema 2°).

Prema navodima literature *C-NMR spektar metimazola visoke rezolucije snimljen u DMSO-
ds pri 150,1 MHz pokazuje karakteristicne signale za N-metilnu skupinu pri 33,47 ppm (a), C
4 atom pri 113,95 ppm , C 5 atom pri 119,35 ppm te za C2 atom pri 161,12 ppm (Slika 9).%°

U N NMR spektru metimazola snimljenom u DMSO-ds pri 60 MHz oba dusikova atoma
imaju isti signal pri 167,08 ppm, dok se u 'H-">’N (HMBC) spektru snimljenom u DMSO-dg pri
600 MHz signali dusikovih atoma razlikuju te N-CH3 pokazuje signal pri 170,12 ppm, a N3 pri
167,2 ppm (Slika 9).%°

Spektar masa metimazola dobiven elektronskom ionizacijom pokazuje molekulski ion pri m/z

114 (Slika 10).%!
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2.2.3  Cvrste forme metimazola
Metimazol (1), kao farmaceutska krutina, uglavnom kristalizira u formi bezbojnih do blijedo
jantarno zutih kristala. Do nedavno, dvije su istrazivacke grupe provodile kristalografske studije

i utvrdile da se radi o kristalima P 1 prostorne grupe triklinskog kristalnog sustava.?223

U radu Rapera i suradnika®”> na uzorku 1 kristaliziranog iz apsolutnog etanola odredena je
jedini¢na Celija kristala te je nadeno da je gradena od 4 molekule 1, a asimetri¢na jedinica sadrzi
dvije planarne neovisne molekule 1 (Slika 11), koje su medusobno povezane vodikovim

vezama preko atoma sumpora i vodikovog atoma imidne skupine.’

Slika 11. Prikaz vezivanja dviju neovisnih molekula 1 vezanih vodikovom vezom u triklinskoj
strukturi.?

Udaljenosti izmedu atoma N(3)---S(2) iznosi 3,315A i 3,363A i karakteristi¢na je za tionske
molekule.** U prilog postojanju tionskog tautomera 1 ide udaljenost izmedu C(2)---S(2) koja
iznosi 1,684(2)A i 1,686(2)A te prisustvo atoma vodika na N(3). Promatrajuéi kutove izmedu

veza, one su karakteristi¢ne za imidazol-2-tione, no valja napomenuti da upravo tionska veza
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utjeCe na znacajne promjene u kutovima susjednih atoma N(1)-C(2)-N(3) imidazolnog

prstena.?

U obje molekule postoji isti tip statistickog poremecaja, uzrokovanog s dvije alternativne
orijentacije metilnih skupina, koje se razlikuju za rotaciju oko N-C veze za oko 60°. Ravnine

molekula tvore diedralni kut od 76.7°.%
Pakiranje molekula 1 u jedini¢nu kristalnu ¢eliju triklinskog polimorfa prikazano je na Slici 12.

4

S
)

Slika 12. Prikaz pakiranja molekula 1 u triklinsku jedini¢nu kristalnu ¢éeliju.?

Vazno je istaknuti da su jednaki podaci o triklinskoj kristalnoj strukturi objavljeni u radu Vampe
i suradnika,? iako je uocena razlika u boji dobivenih kristala, tj. 1 dobiven kristalizacijom iz
acetona 1 petroletera bio je bezbojan u odnosu na prije objavljeni rad gdje je 1 naden u blijedo

jantarnoj boji.?

U 2013. godini otkriven je novi, polimorf 1, koji kristalizira u prostornoj grupi P2i/c
monoklinskog kristalnog sustava. Polimorf je uocen kao oneciséenje tijekom oksidacije 1 u
prisustvu kamfora, intenzivne je zute boje, a sacinjavaju ga 12 molekula 1 unutar jedinicne
¢elije, od Cega su tri neovisne, $to je zanimljivi primjer polimorfije gdje je razlika izmedu
kristalnih formi u broju neovisnih molekula. Poznato je da polimorf s ve¢im brojem molekula
neovisnih molekula nestabilniji, manje gustoce I Cesto je produkt brzog rasta kristala ali i jacih
vodikovih veza.?® S tim u svezi nova se forma sukladno predvidanjima odlikuje veéom

gustocom 1 ja¢im vodikovim vezama.
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Dodatno utvrdene razlike izmedu dva polimofa su u orijentacijama molekula dimera, kod
monoklinskog dimeri su orijentirani planarno, dok su kod triklinskog polimorfa postavljene

okomito (diedralni kut 76°), (Slika 13) a isto je u skladu s predvidanjima.?’

Slika 13. Dimeri molekula A i B u: a) triklinskom i b) monoklinskom polimorfu.?®

U kontekstu istrazivanja monoklinske modifikacije provedene su i daljnje kristalizacijske
studije iz acetona i smjese diklormetan-dietileter no autori nisu bili uspjesni u dobivanju Ciste
forme, ve¢ je utvrdeno da dominantno kristalizira triklinski polimof, a ova forma dolazi kao
minorno polimorfno oneciSéenje.?® Pregled kristalografskih podataka za triklinsku i
monoklinsku formi dan je u Tablici 1.

Tablica 1. Osnovni kristalografski podaci za triklinski i monoklinski polimorf metimazola
snimljeni pri razli¢itim temperaturama.?

Parametar Triklinski polimorf Monoklinski polimorf
Boja Bezbojna do jantarno zuta Zuta
Habitus Plocice Plocice
M / (g/mol) 114,17 114,17
Temperatml? mjerenja / 203 150 293 150
Kristalni sustay Triklinski Monoklinski
Prostorna skupina P-1 P21/c
VA 4 12
z 2 3
a/A 7,054(3) 6,929(4) 6,608(5) 6,566(3)
b/A 7,327(3) 7,361(4) 14,620(5) 14,542(6)
c/A 11,568(5) 11,355(6) 17,896(5) 17,741(7)
a/° 99,678(4) 80,917(5) - -
p/° 106,885(4) 73,122(5) 96,661(5) 96,463(5)
y/° 93,200(4) 86,673(5) - -
V/A® 560,5(4) 547,2(5) 1717,2(15) 1683,4(12)
F(000) 240 720
d/ (g/cm’) 1,353 1,386 1,325 1,351
Broj refkeksija s I>20(I ) 1818 2408 2225 3324
R 0,0428 0,0270 0,0487 0,0330
wR> 0,1073 0,0721 0,1233 0,0892
CCDC 885733 885732 885731 885730
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Usporedba difraktograma praha triklinskog (P1) i monoklinskog (P2i/c) polimorfa
metimazola, pokazuje bitne razlike medu njima (oznacene crvenim 1 plavim vertikalnim

linijama) (Slika 14).2

6000 3
50005
= Monoklinski P2,/c
 s000] ] !
= 4000 3 u (
é’ E riklinsKl ~-
E 3000 E \NM + tragovi
3 monoklinskog P2,/c
E maaee ---J A g P2,/
2000—:
1000 3 Triklinski P-1
0 errrdh, LU BRIV A% (W, N PUVP TV,
10 20 3o 40

Slika 14. Difraktogrami praha triklinskog (P 1) i monoklinskog (P21/c) polimorfa metimazola
prilagodeno prema 2%).

2.2.4 Kemijska svojstva

Kemija imidazol-2-tiona zapo€inje sintezom Mackwarlda® pred vise od 100 godina. Od tada
zabiljezen je neprestani rast kemije imidazol-2-tiona poglavito uzimaju¢i u obzir vaznost
primjene ove klase spojeva u medicini i industriji. Zbog svoje grade imidazol-2-tioni
predstavljaju  zanimljive spojeve u smislu proucavanja keto-enolne tautomerije,
intermolekulskih veza, kiselo baznih i spektralnih svojstava. S aspekta reaktivnosti sudjeluju u
reakcijama nukleofilnih supstitucija i adicija, a oksidacijom se mogu dobiti spojevi s razli¢itim
oksidacijskim stanjima sumpora §to ima daje vaznost u prakti¢noj upotrebi. Dodatno, prisustvo
hetero atoma dusika i sumpora osigurava ovim spojevima koordinacijska svojstva.*
Imidazolni-2-tioni ¢iji je predstavnik metimazol (1-metil-2,3-dihidro-1H-imidazol-2-tion, 1)
poznat 1 pod imenom tiamazol moze postojati u dvije tautomerne forme, kao NH (A) i SH
tautomer (B) (Shema 1). Protrotropni tautomerizam nastaje migracijom vodikovog atoma s

imidazolnog dusika na egzociklicki sumporov atom.’!
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A (NH tautomer) B (SH tautomer)

Shema 1. Prikaz tautomernih struktura metimazola (1).

Tautomerija je studirana razli¢itim metodama ukljucujuéi kvantno-kemijske,*>* i NMR>*
tehnike, a utvrdeno je da je NH-tautomer (A) pokazuje signifikantno vecu stabilnost, $to je
vidljivo 1 iz kristalografskih podataka. Ipak, ovisno o supstratu i uvjetima, obje forme mogu

sudjelovati u reakcijama.*

Nastavno na tautomeriju metimazol kao i svi spojevi u njegovom redu koji posjeduju tioamidnu
skupinu (I, Shema 2) eliminacijom protona tvore ambidentni anion koji je prikazan
rezonantnom strukturom (II, Shema 2) gdje je negativni naboj distribuiran preko tri atoma (III,
Shema 2). Elektrofilni reagensi poput H' iona reagiraju sa sumporovim nukleofilnim atomom
pri ¢emu tvore tiol (III, Shema 2). U reakciji sa polarnijim elektrofilima dolazi do stvaranja

nove veze s dusikovim atomom.3°

N B G

N — N "N +

Shema 2. Prikaz ambifukcionalnih struktura metimazola i reakcije sa elektrofilima.>

U kontekstu elektrofilnih svojstava ambidentnog aniona, alkilacija i arilacija imidazol-2-tiona
provodi se djelovanjem alkil- ili aril-halogenida, epoksida ili akohola. Alkilacija se provodi u
alkoholnom, vodeno-alkoholnom ili pak vodenom mediju uz prisustvo alkalijskih hidroksida
ili karbonata. Nukleofilni sumporov atom se prvi alkilira pri ¢emu se formiraju 2-
(alkiltio)imidazoli (Shema 3). Daljnje sukcesivne reakcije alkilacije dovode do formiranja

dialkil-substituiranih derivata ili ¢ak tercijalnih soli.*’”
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Shema 3. Prikaz alkilacijskih reakcija metimazola (prilagodeno prema 7).

U kontekstu alkilacijskih reakcija imidazol-2-tiona, a poglavito 1 u literaturi je proucavana i

reaktivnost u prisustvu sveprisutnog organskog otapala, diklormetana.

[N> i HJC\ /\\Hv'\\ \ ji Hac\\)k //\\\/ — \ -
—_— CHy
/R =

N-metilimidazol 1,2-bis(2,3-dihidro-3-metil-1 H-imidazol-2-tion-1-il)metan

NH

/CH;
[ >: i |I| iv I [>_/\\_</l]
N /N
HoC

1 2a

Shema 3. Alkilacije imidazolskih derivata dijodmetanom i diklormetanom, i) CHzI>, EtOAc,
refluks; ii) KoCOs, Sg, MeOH, refluks; iii) CH2Cl,, refluks, 1 tjedan; iv) KoCOs3, KOH, H>O,
CH2Cly, (NBw)Br, 1 tjedan; v) 180°C, 14 sati.*

Reakcijom N-metilimidazola s dijodmetanom u etilacetatu dolazi do stvaranja
bisimidazoilmetana u formi dijodidne soli, koja potom reakcijom s elementarnim sumporom u
baznom mediju daje 1,1-bis(2,3-dihidro-3-metil-1H-imidazol-2-tion-1-il)metan. Isti spoj je
dobiven 1 termi¢kom izomerizacijom 1,1-bis[(1-metil-1H-imidazol-2-il)tiojmetana (2a), a
potonji direktnim alkiliranjem metimazola u vriju¢em diklormetanu: a) tijekom tjedan dana ili

pak u b) dvofarnom sustavu uz transfer katalizu (Shema 3).

Za oba dimerna spoja su proucena njihova elektrokemijska i koordinacijska svojstva, a za 1,1-
bis(2,3-dihidro-3-metil-1 H-imidazol-2-tion-1-il)metan je utvrdeno da ima kataliticka svojstva
te je koriSten u polimerizacijskim rekacijama s norboranom u smjesi s

bis(triefenilfosfin)niklovim bromidom i AI/Ni pri ¢emu se dobivaju polinorbornani.*®
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U reakcijama s dibrometanom™ ili s ostalim reagensima tipa (-CHz-)nX2 te uz sulfurizaciju
pripravljeni su analogni spojevi predhodno dobivenim s diklormetanom, koji takoder imaju

koordinacijska svojstva.*!

U tom kontekstu Quiangan i suradnici su sintetizirali 1 uspjesno rijesili kristalnu strukturu 1,2-
bis(2,3-dihidro-3-metil-1 H-imidazol-2-tion-1-il)etana.* Iako se u ovim reakcijama direktno ne
koristi 1 kao polazni spoj, dobiveni spojevi daju uvid u reaktivnost i sintetske puteve u kojima

su produkti spojevi metimazolne grade.

S druge strane, reakcijom metimazola s 1,2-dibrometanom u dvofaznom sustavu benzen - 40
% natrijeva luzina uz tetrabutilamonijev bromid kao katalizator pri 50 °C tijekom 20 sati

pripravljen je 1,2-bis[(1-metil-1H-imidazol-2-il)tio]etan (3) s iskoriStenjem od 73 % (Shema
4).%

CHg

O e Y

H

1 3a

Shema 4. Priprava bis derivata 3a; i) benzen,40%NaOH, (NBu)4Br, 50°C, 20 sati.*’

Vampa i suradnici®® proucavali su metilaciju 1 s metil jodidom uz natrijev karbonat pri sobnoj
temperaturi, a nakon ekstrakcije s kloroformom i uparivanjem organskog ostatka pripravljen je
I-metil-(2-metiltio)imidazol (4a oneciS¢enje C metimazola) u 95% iskoriStenju (Shema 5).
Daljnjom oksidacijom 4a s vodikovim peroksidom pri sobnoj temperaturi dobivaju se sulfenilni
i sulfonilni derivati (Shema 5), a struktura sulfonilnog derivata potvrdena je rentgenskom

strukturnom analizom.

U kontekstu onecis¢enja C, Kister i suradnici proveli su studije metilacije 4a s metil jodidom
pri ¢emu je izdvojen 1,3-dimetil-2-metiltioimidazolijum-jodid, a dodatno je i proucena njegova
kataliticka uloga u intermolekularnoj migraciji metilne skupine koja je uvjetovana elektronskim
i sterickim ¢imbenicima te primijenjenoj temperaturi.** Nedostatak jasnoée i preciznosti
navedenog rada prepoznat je od strane drugih autora, pri ¢emu su prikazani rezultati i zakljucci

dovedeni u sumnju.®’
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Shema 5. Sinteza onecis¢enja C (4a) i njegova daljnja oksidacija. Uvjeti reakcija: i) CHzl,
Na,CO03(0,31M), sobna temp., 60 minuta; ii) H2O2 (w=30%), AcOH, sobna temp., 4 sata; iii)
H>0, (w=30%), AcOH, sobna temp., 20 minuta.

Od hidroliza posebno treba istaknuti bazno- i kiselo-katalizirane hidrolize, koje dovode do
stvaranja karbonilnih spojeva. Ipak, hidroliza katalizirana metalnim ionima je najcesc¢a, jer
metalni ion djeluje na atom sumpora kao elektrofil, $to uzrokuje slabljenje C-S veze.*®

Do oksidacije tiokarbonilne skupine na karbo- i heterociklickim, kao i aciklickim strukturama
dolazi djelovanjem brojnih anorganskih i organskih oksidacijskih sredstava, $to dovodi do
stvaranja struktura sa disulfidnom vezom (>C-S-S-C<), karbonilnom skupinom (>C=0) ili u
krajnjem slu¢aju s metilenskom skupinom (>CH>).*¢ Ovaj posljednji slu¢aj je posebno izvjestan
kod tio-enoliziraju¢ih heterociklickih spojeva, gdje se reakcija oksidacije odvija preko
sulfhidrilne (tiolne) skupine (>C-SH) sve do sulfonske kiseline (>C-SO3H), koja gubi atom
sumpora kao sumpornu kiselinu.*® Opéenito, to metimazol, ali i sve imidazol tione ¢ini vaznim
sintonima za sintezu imidazola obzirom na njihovu laku desulfurizaciju.*’ Tako se metimazol
vrlo lako oksidira do metimazol-disulfida (2,2'-disulfandillbis(1-metil-1H-imidazol, §), Sto
slijedom daljnjih oksidacijskih 1/ili hidroliti¢kih reakcija moze dovesti do stvaranja metimazol-
sulfenske, metimazol-sulfinske i metimazol-sulfonske kiseline, te kona¢no 1-metilimidazola.*®
U okviru toga metimazol-disulfid 5 moze se preparativno pripraviti oksidacijom metimazola s
hipokloritom i bromom* te jodom.>*>? Pritom je od posebne vaznosti izbor otapala, jer
intermedijerno najprije nastaje kompleks metimazola s jodom,’> a potom metimazol sloZene
soli metimazol-disulfida. Prva, struktura [(C4HeN2S-)2]Is, koja se sastoji od disulfidnog dikation
i Js*, kao protuaniona, te druga [2(C4HgN2S- S Na CsHe)]I5 Is, koja sadrzi dva neovisna

disulfidna monokationa, koja kao protuanione imaju J3™ 1 Js~ anione. Daljnjom protonacijom
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ovog posljednjeg nastaje metimazol disulfid (Shema 6). Struktura kompleksa i obje soli

potvrdena je rentgenskom strukturnom analizom.>!
/cH3 /CHz /CHJ
il R N M W, N
N -2¢ N N N
/
1 5 M

N-metilimidazol
*h
H*
/

CHy CHy
i/
N\ ;{w _ ||\ i
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7 N\ o/
NH N e N
4 /
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Shema 6. Kemizam oksidacije/degradacije metimazola jodom preko metimazol disulfidnih
kationa i metimazol disulfida (5) do 1-metil-1H-metimazola (Prilagodeno prema

literaturi®'~?),

Pouzdano je utvrdeno da je 1, ve¢ u vrlo malim koncentracijama, vrlo jaki ,,sakupljac*
(Scavenger) hidroksilnih (OH" ) i jodnih (I27") radikala, pri ¢emu dolazi do njegova raspada

preko metimazol radikal-kationa.>?

2.2.5 Sinteze metimazola

Retrosintetski gledano metode priprave metimazola (1) polaze od dva (A - C) ili od jednog (D
- H) sintetskog elementa, a medu njima metode E - H kre¢u od ve¢ izgradenog imidazolskog
prstena (Shema 7). Pritom pretezu metode A - C. Opcenito, 2-merkaptoimidazoli mogu se
sintetizirati iz acetala a-aminoaldehida (ili analognih ketala) i alkilizotiocijanata. Kao produkti
dobivaju se 1-alkilimidazol-2-tioni. Mogu se sintetizirati i koriStenjem metalnih tiocijanata u

reakciji s N-alkil-a-aminoacetalima.
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Shema 7. Retrosintetski prikaz metoda priprave metimazola.

Originalna sinteza 1 temeljena je na kondenzaciji metil-izotiocijanata s aminoacetaldehid dietil
acetalom (put A), i nastavnom ciklizacijom intermedijerno nastale metilitiouree u prisutnosti
kiseline (put D) (Shema. 7). Ova sinteza potjece iz jos iz davne 1889., a proveli su je Wohl i

Marckwald (Shema 8).>*3 Do danagnjih dana mnogi su autori proveli razli¢ite modifikacije

1zvorne sinteze.

S
T

H,C-N=C=S +H,N-CH,-CH(OC_H,), —= H,C-NH-C-NH-CH,CH (OCH,),
l H,SO,

CHs

/
N
1

Shema 8. Prva metoda priprave 1.

Tako se 1 moZe dobiti i reakcijom N-metilaminoacetaldehid acetala sa kalijevim-tiocijanatom
u prisustvu razrijedene kloridne kiseline (put B, Shema 7). Razrijedena kloridna kiselina se

dodaje u smjesu N-metilaminoacetaldehid dietil acetala i kalijevog-tiocijanata. Smjesa se nakon
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12 sati uparava do suha, te zatim refluksira kroz 1 sat uz dodatak bezvodnog acetona. Nakon
toga slijedi filtracija produkta i ispiranje taloga sa 50 ml acetona. Acetonska otopina 1 se zatim
uparava i dobiva se sirovi metimazol, koji se moze procistiti kristalizacijom. IskoriStenje
reakcije je 84%.%¢ Kasnije, je reprodukcijom ove metode pripravljen 1 u 75-85 % iskoristenju.
Analogno, pripravom N-substituiranih acetala, zagrijavanjem klor ili brom acetala s primarnim
aminima, a potom njihovom kondenzacijom s kalijevim tiocijanatom pripravljeni su i drugi N-
alkil analozi 1.7 Na isti se na¢in priprema i radioaktivno oznaceni 2-'*C-metimazol samo §to se

koristi radioaktivno oznadeni '*C-tiocijanat u kiselom mediju.’

Metimazol se moze dobiti redukcijom I-metilhidantoina u dioksanu (put E, Shema 7)%® kao 1
dekarboksilacijom 1-metil-2-merkapto-5-imidazolkarboksilne kiseline u talini uz gotovo
kvantitativno iskoriStenje (put F, Shema 7).°® Metimazol je pripravljen s 42 % iskoriStenjem i
direktnom alfa-metilacijom 1-metilimidazola u polozaj 2 imidazolskog prstena s n-butillitijem

u THF pri — 78 °C, a potom djelovanjem s elementarnim sumporom (put G, Shema 7).*®

Naposljetku, 1 je moguce pripraviti i metilacijom imidazolin-2-tiona, pri ¢emu se odvija i

konkurentska reakcija metiliranja na atomu sumpora (put H, Shema 7).

2.2.6 Stabilnost i oneciS¢enja metimazola

Metimazol je relativno stabilan spoj pri sobnoj temperaturi. Kao i ve¢ina organosumporovih
spojeva podlozan je oksidativnom raspadu sa zrakom, pogotovo u prisutnosti svjetla. Stoga ga
je preporucljivo ¢uvati u dobro zatvorenim posudama, na suhom mjestu, zasticenim od zraka 1

svjetla.

Proizvoda¢ metimazola Ueticon, navodi retest period sirovine od 5 godina. Ueticon proizvodi
metimazol od 1986. Godine. Stabilitetni program sastoji se od pracenja metimazola pri
normalnim uvjetima (25+2°C/60%RV+5%) 1 ubrzanim uvjetima (40+2°C/75%RV+£5%).
Metimazol se pakira u polietilenske vreée smjestene u polietilenske posude. Tijekom perioda
pracenja sirovine u stabilitetu prate se sljede¢i parametri: osobine, sadrzaj, gubitak suSenjem,
onecis¢enja (metodom plinske kromatografije 1 metodom tankoslojne kromatografije)
Analiticke metode koje se koriste za stabilitetno pracenje ujedno se koriste i za rutinska
ispitivanja tijekom pustanja proizvoda na trziSte. Metode plinske kromatografije i metoda

tankoslojne kromatografije su stabilitetno indikativne za pracenje onec¢is¢enja.>
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Kvalitetu djelatne tvari definiraju oneciS¢enja, a njihova identifikacija omogucava uvid u
razumijevanje podrijetla, kemizam nastajanja i osiguravanje kakvoce. Poseban naglasak stavlja
se na DNA reaktivna oneciS¢enja koja zbog svoje potencijalne genotoksi¢nosti zahtjeva

provedbu toksikoloskih istrazivanja i kvalifikaciju onecis¢enja.

Vazeée smjernice klasificiraju oneciS¢enja na anorganska, organska i ostatna otapala. Prisustvo
anorganskih onecis¢enja u djelatnoj tvari potjece iz sintetskog procesa, a ve¢inom su poznata i
najces¢e se odnose na reagense, ligande, teSke metale, katalizatore ili soli. Organska
oneciS¢enja mogu biti procesna oneciS¢enja, ili ona koja potjeCu od polazne sirovine,
nusprodukata, ili mogu biti produkti razgradnje djelatne tvari. OneciS¢enja mogu biti
identificirana ili neidentificirana, a njihova razina definira se prema vazecoj regulativi.
Nepoznata oneciS¢enja nuzno je identificirati jo§ u fazi razvoja proizvoda, jer poznavanje
strukture 1 reakcijskog mehanizma nastanka onecisc¢enja ili srodne tvari omogucava bolji uvid

u proces njegovog nastanka te osigurava podlogu za optimizaciju procesa.

Razina oneciS¢enja koju je potrebno prijaviti, identificirati ili ograniCiti definira se prema
maksimalnom dnevnom unosu primjerice, ukoliko je maksimalni dnevni unos manji od 2 g
razina nepoznatog oneciS¢enja ne smije prelaziti 0,1 %, jer se tada oneciS¢enje mora
identificirati, a ukoliko je rije¢ o poznatom oneciS¢enju ono ne smije biti vise od 0,15 %.
Ukoliko je maksimalni dnevni unos veéi od 2 g tada se primjenjuju strozi pristup, primjerice
onecis¢enje se mora prijaviti ako ga je prisutno vise od 0,03%, identificirati i ograniciti u razini
iznad 0,05 %.5* Za DNA reaktivna onecis¢enja primjenjuju se recentne smjernice regulatornih

tijela, a posebni se naglasak stavlja na genotoksi¢na i mutagena onecis¢enja.®

OneciS¢enja metimazola (1) vuku svoje podrijetlo uz kemizam sintetske reakcije priprave i/ili
uz stvarni ili potencijalni put njegove razgradnje, a mogu mu biti srodne po strukturi. U

Europskoj farmakopeji 7.0 © definirana su tri oneciS¢enja (Tablica 2).
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Tablica 2. Oznaka i struktura one¢is¢enja metimazola prema Ph.Eur 7.0.%

Oneciséenje Struktura

A 2,2-Dimetoksi-N-metiletanamin HC o
~ /\r N
N CHs
H
Fhe,
CHj

B 1-Metil-1H-imidazol /CHa
N,
-
N

C 1-Metil-2-(metiltio)-1 H-imidazol (4)
CHy
/
N
[ />—S—CH3
N

Ueticon, proizvoda¢ metimazola (1), uz ve¢ postoje¢a oneciS¢enja navodi i 1-metil-2-

metilsulfanil-imidazonijum-rodanid koji se javlja zbog puta sinteze.>

Kako bi se odredila kvaliteta djelatne tvari i finalnih formulacije nuzno je promatrati promjenu
kriti¢nih atributa kvalitete kroz vrijeme kako bi se utvrdio utjecaj na sigurnost, ucinkovitost i
kakvocu te potvrdio rok valjanosti. Primarna uloga stabilitetnih studija je procjena utjecaja na
zdravlje pacijenta. Najcesce se kroz stabilitetne studije moze utvrditi pad i porast sadrzaja Sto
moze dovesti do smanjenja u¢inkovitosti ili povecati sigurnosni rizik, zatim porast oneciS¢enja
poglavito onih toksi¢ne prirode, gubitka integriteta pakiranja, mikrobioloskih promjena itd. S
druge strane u okviru stabilitetnih studija provode se i studije prisilne razgradnje kako bi se
predvidjeli eventualni problemi, razvile analiticke metode, i1 identificiralo kemizam i
mehanizam razgradnje. Razgradnja djelatne tvari na produkte koje mozemo smatrati
onecis¢enjima i/ili srodnim tvarima moze biti kemijska (solvoliza, oksidacija, kopulacija i sl),
fizikalna (inducirana temperaturnim varijacija, vibracijama i sl.) i bioloSka (mikrobioloski

inducirana).

2.2.7 Metalni kompleksi

Nekovalentne interakcije imaju vaznu ulogu na mnogim znanstvenim poljima.** Metalni ioni
su uvijek ukljuceni u bioloske procese poput regulacije enzima, stabilizacije i modulacije
aktivnosti nukleinskih kiselina.® IstraZivanje interakcije metalnih kationa i bioloskih molekula

nuzni su za bolje razumijevanje uloge metalnih iona u bioloskim stanjima.
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Metimazol (1) posjeduje tioureidni farmakofor, a sumporov atom ima elektron donorska
svojstva i moze stupati u interakciju sa elektron akceptorima poput npr. metalnim kationima.
Svojstvo 1 da formira komplekse sa metalima moze imati farmakolosku primjenu u slu¢ajevima
gdje postoji kompeticija metala i ostalih bioliganada koji sadrze sumpor. Takoder i priprema
ovih kompleksa 1 njihova strukturna karakterizacija moze biti od vaznosti u medicini i

farmakologiji.®

Metimazol stvara metalne komplekse s teskim metalima, poput iona Cu®*, AI**, Fe*". Foye i
Lo® istrazivali su kelatizirajuéa svojstva imidazola i ostalih sli¢nih heterocikli¢nih tiona i

dokazali korelaciju izmedu jacine vezivanja metala i njihove antimikrobne djelotvornosti.

Sintetizirani su 1 odredena je kristalna struktura razli¢itih kompleksa metimazola s Cu(l)
solima.®® Metimazol kompleksira s olovnim nitratom,* a s boratom i fosfinom zlata daje

molekularni kompleks distorzirane trigonske strukture.”

Metimazol se moze kompleksirati 1 s metalnim solima cinka i kadmija. Strukture kompleksa
ispitane su vibracijskom spektroskopijom (koja uklju¢uje IR, Raman i UV-VIS) kao i
rendgenskom strukturnom analizom. Svi kompleksi pokazuju tetraedarsku geometriju.”!
Poznate su takoder i strukture metalnih kompleksa 1 sa niklom,’? kobaltom i cinkom,”

bakrom’*” te Zzivom.”®

Reakcijom 1 s akvapentacijanoferatom (II) u puferiranoj vodenoj otopini nastaje vrlo stabilni 1
inertni kompleks sa Zeljezom, [Fe(CN)s(metimazol)]*" u kojemu NH-tautomer 1 (Shema 1)

koordinira na Fe (II).%°

Paznju u znanstvenoj literaturi ima i interakcija 1 s metalnim ionima poput platine (II) 1 paladija
(I) te rodija (I) 1 (III). Navedeni kompleksi su istrazeni primjenom IR i NMR tehnike. U
kompleksu sa platinom metimazol je zastupljen u omjeru 1:1, a interakcija je ostvarena preko
sumporovog atoma.’’ Pripravljeni su i razli¢iti kompleksi 1 i platine (I), gdje je 1 koordiniran
i u tionskoj i tiolatnoj formi.”®

Takoder, Wagler i suradnici sintetizirali su novu klasu monodentatnih kompleksa dobivenih
reakcijama 1 s organoklorsilanima.” Kompleks bakra (II) s 1, pokazao je tijekom ispitivanja,

znacajnu sposobnost vezivanja superoksidnog iona, a planiraju se i provesti daljnje

farmakologke studije.®

Poznavajucéi biocidna svojstva srebra pripravljeni su i strukturno karakterizirani kompleksi 1 sa

srebrom i trifenilfosfinom, a njihova antimikrobna svojstva dokazana su na gram negativnim
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bakterijama Pseudomonas aeruginosa 1 Escherichia coli, a u isto vrijeme nije utvrden
genotoksi¢ni potencijal pri ¢emu ispitivani kompleksi imaju potencijalnu farmaceutsku

primjenu.®!

2.2.8 Primjena

Humana medicina

Metimazol se nalazi na trziStu diljem svijeta pod zaSti¢enim imenima: Athyrazol, Basolan,
Danantizol, Favistan, Frentirox, Mercazole, Metazole, Metibasol, Metothyrine, Strumazol,
Tapazole, Thacapzol, Thiamethazole, Thycapzol, Thyrozol and Tirodril. Karbimazol se koristi

kao tireostatik u Europi i Japanu.

Metimazol se brzo absorbira iz probavnog trakta, a u serumu se nalazi nakon 2 sata od ingestije
lijeka. U serumu se nalazi u slobodnoj formi i ne veZe se na proteine plazme.! Pocetna dnevna
startna doza oralno apliciranog metimazola je 10-30 mg. Visoke doze od 120 mg/dnevno (20
mg svaka 4 sata) primjenjuju se kod tireotoksikoze.’> Zbog dugog vremena djelovanja
metimazola nepotrebno je kontinuirano doziranje kod veéine pacijenata.® Terapija Metimazola
moze trajati od nekoliko mjeseci do nekoliko godina. Kada dode do poboljSanja zdravstvenog

stanja doza lijeka se moZe smanjiti na 2,5 do 5 mg dnevno.*?

Metimazol se moze aplicirati 1 rektalno kod pacijenata koji ne mogu oralno primati terapiju.
Doza nije individualizirana kod djece, odraslih i starijih osoba.®? Metimazol se smatra sigurnim

pri niskim dozama za dojilje.?*

Provedena su i zavrSena klinicka ispitivanja antitiroidne masti za lokalnu terapiju, koja sadrzi
metimazol i hidrokortizon. Studija je pokazala da je ova terapija bolje podnosljiva i efikasnija
nego oralna terapija s metimazolom.®

Novija medicinska istrazivanja proSiruju primjenu metimazola na bolesti u kojima dolazi do
adhezije stanica poput upala centralnog Ziv€anog sustava (meningitis, astma, reumatoidni
artritis, dijabetes itd.),%® zatim u lijeSenju psorijaze,” u upalnim bolestima,®® a pokazuje i

protektivni efekt pri nefrotoksi¢nom djelovanju cisplatina i gentamicina.®’
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Veterinarska medicina

Metimazol se u veterinarskoj medicini koristi pod nazivom Felimazol™ firme Dechra
Veterinary Products.”® Felimazol je $eéerom obloZena tableta, a koristi u lijeenju madaka i
pasa. Koristi se u kratkotrajnoj primjeni, u odgadanju terapije jodom, te pri smanjenju
komplikacija nakon zahvata na tireodnoj Zlijezdi.’! Sigurnost i efikasnost metimazola ispitana

je u studiji u kojoj je sudjelovalo 262 macke sa hipertireozom tijekom 3 godine.”?

U studiji Pignatao et al. ispitivana je stabilnost metimazola u polioksamernom lecitinskom
organogelu sa ciljem pripreme formulacija za transdermalnu primjenu u macaka. Stabilitetne
studije provedene su tijekom tri mjeseca te je ispitano na koji nacin temperatura utjece na
stabilnost formulacije. Utvrdeno je da je formulacija nestabilna ukoliko se pohranjuje na nizim

temperaturama (5°C), dok je pri sobnoj temperaturi stabilna tijekom 60 dana.’?

Eksperimenatni podaci pokazali su da velike primijenjene doze metimazola u macaka mogu
imati zaStitni ucinak na jetru. Poglavito kod tretmana nefrotoksi¢nim lijekovima poput
cisplatina. Protektivni u¢inak pripisuje se antioksidativnoj aktivnosti metimazola, medutim
potrebne su daljnje studije u ovom smjeru. Kod macaka i pasa nepoznati je put
biotransformacije metimazola. Doziranje kod oralne primjene kod macaka je 2,5 mg/macki
svakih 12 sati za srednje izrazeni hipertiroizam. Za slozenije oblike hipertiroizma terapeutska
doza je 5 mg/macki svakih 12 sati. Doziranje kod transdermalnih gelova iako studije efikasnosti
1 sigurnosti nisu provedene topikalna doza je 2,5 do 5 mg/macki svakih 12 sati U ovoj formi
nije odobren od strane AmeriCke agencije za lijekove 1 medicinske proizvode za upotrebu u

veterinarskoj medicini.”

Nedavno je, tijekom 12 tjedana testirana, nova, jednodnevna transdermalna formulacija
metimazola na mackama u usporedbi s karbimazolom. Pokazalo se je da je ova formulacija
djelotvorna 1 sigurna kao dvaput dnevna terapija hipertiroidizma karbamizolom u macaka, sto

moze imati praktiéne prednosti u veterinarskoj praksi.**

Transdermalni gelovi metimazola za veterinarsku primjenu prodaju se u brizgalicama od 3 ml
s rokom upotrebe od 30 dana nakon priprave. Na veterinarskom trziStu postoji 1 suspenzija

metimazola u 30 ml inkrementima s rokom upotrebe od 90 dana nakon priprave.”
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Tehnika

Studijama je pokazano da metimazol ima antikorozivno djelovanje, ako se u obliku monosloja
nanese na bakrovoj *® i srebrenoj povrsini.’” Molekule metimazola u monosloju pokazuju
svojstvo samorganizacije, a preko sumporovog i dusikovog atoma ostvaruju snaznu interakciju

sa metalnom povrsinom.”

Svojstvo samoorganizacije metimazola na metalnim povrSinama moze biti primijenjeno u
tehnologiji stentova. Stentovi su metalne mrezice koje se ugraduju u krvne zile, a njihova uloga
je sprjecavanje fibroze. Primjer tehnologije stentova sa ugradenom aktivnom tvari su Taxus
stentovi koji imaju ugradeni paklitaksel, a Taxus je odobren od strane Ameri¢ke Agencije za

hranu i lijekove.”

Metimazol se koristi kao sirovina za sintezu ionskih kapljevina,'®* koje u posljednjoj dekadi

zbog vrlo raznolike moguénosti primjene, izazivaju svekoliki interes.!%!

2.2.9 Mehanizam djelovanja i metabolizam

Iako se metimazol koristi u klini¢koj praksi vise od osam desetljeéa mehanizam njegovog
djelovanja nije u potpunosti istrazen.!> PredloZeni mehanizam djelovanja metimazola
ukljucuje inhibiciju sintezu tireoidnih hormona na nacin da se veze na tiroidnu-peroksidazu te
blokira proces jodiranja tirozinskih ostataka u tiroglobulinu, §to je klju¢ni korak za sintezu
hormona T4. U prisustvu metimazola jodiranje se prvenstveno odvija na sumporu, a ne na
tirozinskim ostacima tireoglobulina pri ¢emu dolazi do formiranja predloZzenog sulfenil jodida
(Slika 15). U ovom sluc¢aju metimazol djeluje kao alternativni supstrat pri ¢emu odvodi jodid
od jodiraju¢eg meduprodukta i na taj nacin sprjeCava jodiranje tirozinskih ostataka u

tireoglobulinu. '%?

28



Tireoglobulin B Me

\\\\\\\\\\\\\\\\\

J
| —5_ N
e gl Y — Ho%““ [N S_¢N]
o 3
§

Me
Metimazol disulfid

7

s gl ‘/
H‘N}LN"M', NQLN,Ma N n-Me

At |::> \aml =/
Metimazol Sulfenil-jodid N-metilimidazol

Slika 15. Predlozeni mehanizam inhibicije tireoidne peroksidaze (prilagoderno prema '°?)

Nestabilni sulfenil jodid se zatim disproporcioniranjem pretvara u metimazol disulfid, a dalje

biometabolizmom u N-metilimidazol.'%?

Metabolizam metimazola je primarno hepaticki te se prema literaturnim podacima brzo
metabolizira.'® Studija na $takorima pokazala je da nakon intraperitonealne ili oralne
administracije metimazola (20 mg/kg) dolazi do urinalnog izlu¢ivanja u formi glukonorida u
odnosu na 36-48% doze tijekom 24 sata. Ostali metaboliti, u koli¢ini od 10-20 % nisu
karakterizirani. Dodatnih 14-20% produkata izluci se urinom nepromijenjeno tijekom 24 sata.
Zu¢ sadrzi metimazolne glukonoride i dva neidentificirana metabolita. Jedan je isti kao i
neidentificirani urinarni metabolit. Metimazol ima vis§i CHCl;/H2O koeficijent razdjeljenja i
viSu topljivost u vodi u odnosu na propiltiouracil. Izmedu 77 1 95 % metimazola izlucuje se
putem urina i oko 10 % putem zuci. Fekalna ekskrecija je upitna, osim ako je prisutna
enterohepaticna cirkulacija. Vrijeme poluzivota metimazola iznosi 5-7 sati, neovisno o nacinu
primjene.!

3-Metil-2-tiohidantoin identificiran je kao metabolit u plazmi, urinu i tkivu Stitne Zlijezde kod

pacijanata koji su uzimali metimazol i karbimazol.!**

Metimazol se akumulira u tkivu §titne Zijezde, a efekt inhibicije jodiranja moze biti do 24 sata.
Vrijeme poluraspada metimazola je kratko, dok 3-metil-2-tiohidantoin kao metabolit
metimazola ima dokazano tri puta dulje vrijeme poluraspada. Produljeno vrijeme djelovanja
metimazola takoder moze biti posljedica djelovanja 3-metil-2-tiohidantiona ¢ija je antitiroidna
aktivnost dokazana kod $takora.®! Takoder ne postoji statisticka razlika (t-test p>0.05) izmedu

farmakokinetic¢kih parametara kod terapije metimazolom i karbimazolom.!'®
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Radioizotopno oznacen metimazol sa sumporom >°S i primijenjen intraperitonealno u $takorima
pokazao je akumulaciju u tireoidnoj zlijezdi. Prvi detektirani metabolit je metimazol-disulfid,
¢ija koncentracija nakon nekoliko minuta pada ispod nivoa detekcije. Kasnije se disulfidne
forme transformiraju u sulfatni 1 sulfidni derivat metimazola, te se u formi metimazol-sulfata
nalazi u tireoidnoj Zlijezdi. Vecina oznacenog spoja izlu€ena je u urinu. Isti rezultati nadeni su
i kod covjeka. Pokazano je da se metimazol kod ljudi sporije apsorbira i sporije izlu¢uje u
usporedbi sa propiltiouracilom. Vrijeme poluraspada u plazmi za izotopno oznaceni metimazol
je 2-5 puta viSe u odnosu na izotopno oznaceni propiltiouracil. Krivulja radioaktivnosti, nakon
oralne primjene radioaktivno oznacenog karbimazola (*°S) vrlo je sli¢na krivulji koju daje

metimazol.'%

Aleksandar 1 suradnici predlozili su da veéi utjecaj na bioloSko vrijeme poluraspada metimazola

ima bubrezna funkcija nego tiroidni status.'%

Pokusi na miSevima pokazali su da se metimazol aktivira preko citokroma P450 1 flavinskih
monooksigenaza, pri ¢emu dolazi do stvaranja hepatotoksi¢nih produkata. Od metaboli¢nih
produkata identificirana je N-metiltiourea i glioksal (Shema 9). Ova dva metabolita detektirana
su u urinu. Zasi¢enje dvostruke veze izmedu 4 1 5 ugljikovog atoma u imidazolnom prstenu
metimazola dovodi do gubitka hepatotoksi¢nosti, a metilacijom tionske skupine dolazi do

potpunog gubitka toksi¢nosti.'?

U studijama molekulskog modeliranja primjenom molekulske mehanike, te semiempirijskim
proratunima molekulskih povrSina metimazola, N-metiltiouree i1 glioksala utvrdeno je da
postoje elektron deficitarne regije. Te regije mogu reagirati sa stani¢nim nukleofilima poput
glutationa i nukleobaza u DNA molekuli. Reakcija sa glutationom u stanici rezultirala bi
okidacijskim stresom, dok bi reakcijom sa nukleobazama doslo do oSte¢ivanja DNA molekula.
Veliki broj nuspojava koje se javljaju kod primjene metimazola mogu u velikoj mjeri biti
rezultat djelovanja glioksala obzirom da je kinetic¢ki nestabilna molekula. Takoder i metimazol
je toksican, te se njegov ucinak na glutation i nukleobaze moze enzimatski pojacati tijekom

stani¢nih procesa.'®®
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Shema 9. Prikaz strukturne razgradnje metimazola putem sustava monooksidaza i formiranje

hepatotoksi¢nih produkata.1%®

N-metiltiourea moze postojati u formi dva konformera, u literaturi neto¢no nazvani cis i trans
forme. ,, Cis, “ forma dominira u ¢vrstom stanju, §to je utvrdeno s ,,ab initio MO ratunom i

potvrdeno rentgenskom strukturnom analizom. (Slika 16).1%°

U mokra¢i cCovjeka i1 Stakora naden je kao metabolicki produkt I1-metil-5-metiltio-2-

tioimidazol.**°

Okso spoj, N-metilhidantoin, pronaden je kao metabolit metimazola u homogenizatu cijelih
zebrica riba,'** [Zebrica (lat. Danio rerio) vrsta je tropske slatkovodne ribe iz roda Danio,

porodice Cyprinidae (Sarani)].*?

Potvrdeno je da moZe nastati epoksidacijom na cetvrtom i1 petom ugljikovom atomu

tioimidazolnog prstena, a potom oksidacijom.'®’
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Slika 16. Prikaz izabranih metabolita metimazola.
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2.2.10 Toksicitet

Osnovni podaci o toksicitetu metimazola, ovisno o nacinu aplikacije preuzeti su s mrezne
stranice ChemIDplus baze podataka (https://chem.nlm.nih.gov/chemidplus/ - datum pretrage
12.08.2016.) 1 prikazani su u Tablici 3.

Metimazol ima mnoge nuspojave, medu kojima su najéesée oStecenje jetre, agranulocitoza i

vaskulitis.® Nuspojave koje se javljaju kod lijeCenja metimazolom su ovisne o dozi.**?

Mehanizam koji inducira hepatotoksi¢nost jo$ nije poznat, kao ni protektivne tvari koje bi
sprijeile oSteCenje jetre. Pozitivan korak u tom smjeru je istrazivanje provedeno na
organosumporovim spojevima poput N-acetilcisteina, prop-2-en-1-tiola i dialil-disulfida koji su

pokazali protektivni u¢inak na toksi¢nost ispitanu na izoliranim stani¢nim hepatocitima.**

Tablica 3. Osnovni podaci o toksicitetu metimazola, preuzeto s mrezne stranice ChemIDplus

(http://chem.sis.nlm.nih.gov/chemidplus/rn/60-56-0#toxicity-datum pretrage 12.08.2016.)

Organizam  Tip Nacdin Opisana doza Djelovanje Izvor
testa  aplikacije (Normalizirana
doza)
Mis LD50 Ip 500 mg/kg 115
Mis LD50 Orl 860 mg/kg Peripheral nerve and sensation: spastic 116

paralysis with or without sensory change
behavioral: tremor
somnolence (general depressed activity)
Mis LD50 Sc 345 mg/kg Behavioral: tremor 116
somnolence (general depressed activity)
peripheral nerve and sensation: spastic
paralysis with or without sensory change
Stakor LD50 Orl 2250 mg/kg Behavioral: somnolence (general depressed
activity)
peripheral nerve and sensation: spastic
paralysis with or without sensory change
behavioral: tremor
Stakor LD50 Sc 1050 mg/kg 17
Zene TDLo Orl 13 mg/kg/33D Gastrointestinal: other changes 118
behavioral: excitement
sense organs and special senses: other: ear
Zene TDLo Orl 492 mg/kg/88W Blood: agranulocytosis 1o
endocrine: change in gonadotropins
Ip = Intraperitonealno , Orl = oralno, Sc = subkutano.

116

Poznato je da metimazol utjeCe na osjetila okusa 1 mirisa kod ljudi. U studiji koju su proveli
Berkman 1 Brittebo, promatran je utjecaj metimazola na olfaktorni sustav miSeva. Nakon
tromjesecnog tretmana metimazolom histopatoloski nalazi pokazali su lezije na mukoznom

tkivu olfaktornog sustava. Pred tretman miSeva sa tiroksinom nije pokazao zastitni u¢inak na
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tkiva, dok je predtretman sa metiraponom, inhibitorom P450 monookigenaznog sustava u
potpunosti sprijecio kovalentno vezivanje i toksi¢nost metimazola u olfaktornoj mukozi.
Rezultati upucuju da su toksicni uc€inci posljedica stvaranja reaktivnih metabolita preko P450
citokroma, koja zatim djeluju na razna tkiva.!?* U pokusima je dokazano da glutation ima vaznu

ulogu u sprje¢avanju hepatotoksi¢nosti kod miseva uzrokovanu metimazolom.'?!

Upotreba metimazola tijekom prvog trimestra u trudno¢i dovodi do stvaranja kongenitalnih

malformacija.'??

U studiji u kojoj je evaluiran toksicni ucinak metimazola na pacijente sa hipertircozom,
pacijenti su primali visoke dnevne doze 40-120 mg. U 3 % lijeCenih pacijenata se javljala
granulocitopenija, agranulocitoza 1 poremecaji u funkciji rada jetre. U 13 % pacijenata javljali

su se osipi, zelu¢ani problemi, artralgija.'??

2.2.11 Metode analize

Metode za analizu metimazola opisane su u literaturi, a koriste se razlicite analiticke tehnike.
Takoder imaju¢i na umu da je metimazol djelatna tvar koja ima vaznu primjenu u farmaceutskoj
industriji 1 da je farmakopejska sirovina vecina testova koje se koriste za odredivanje kakvoce
opisane su u monografiji. Testovi ukljucuju ispitivanje osobina, identifikaciju, odredivanje
sadrzaja metimazola, teskih metala, sulfatnog ostatka, onecis¢enja i itd.*

Pored navedenih farmakopejskih metoda postoji 1 znacajan broj onih s razli¢itom namjenom,
no mogu se podijeliti na: titrimetrijske, spektrometrijske, spektroskopske, potenciometrijske 1
kulometrijske te u konacnici kromatografske metode.

Od titrimetrijskih metoda opisane su titracije u vodi kojima se odreduje sadrzaj metimazola
primjerice a) otopinom srebrovog nitrata titracijom s natrijevim hidroksidom uz bromtimol kao
indikator,® b) uz dodatak joda i natrijevog azida te titracijom s natrijevim arsenatom,'?* c)
dodatkom otopina kalijevog bromata i kalijevog bromida uz zakiseljavanje te titracijom s
natrijevim tiosulfatom uz kalijev jodid i1 Skrob kao indikator ili pak d) titracijom otopine
metimazola s otopinom cerijevog sulfata uz p-etoksikrizol-jod kao indikator.*

Uz titracije u vodenom mediju poznate su i titracije u nevodenom mediju, pri kojima se otopini
metimazola dodaje Zivin acetat otopljen u octenoj kiselini, a zatim slijedi titracija s perklornom
kiselinom uz kristal violet kao indikator.*

Od spektrometrijskih metoda opisane su metode primjenom tehnika infracrvene i ultraviolentne

spektrometrije. Za metodu koju koristi infracrvenu spektrometriju nuzna je izolacija
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metimazola iz tabletnog matriksa pomoc¢u kolonske kromatografije na stupcu Celita 545 uz
klorofom kao eluens.’” Metoda ultraviolentne spektrometrije moze koristi kiseli ili luznati
medij. Vazno je istaknuti da vodene otopine metimazola imaju maksimum apsorpcije pri 250
nm, u jako kiselim i jako luZnatim medijima primije¢eni su hiperkromni i hipokromni efekti.!
Nastavno, metimazol se moze odredivati spektrofotometrijski u reakciji stvaranja Prusijskog
plavila. U reakciji metimazola i fericijanida pri pH od 4.0 dolazi do in situ redukcije Fe** u Fe?*
i sukcesivne reakcije Fe*" sa fericijanidom pri ¢emu dolazi do stvaranja Prusijskog plavila.
Prusijsko plavilo ima maksimum apsorpcije pri 735 nm, te se prema toj vrijednosti u reakciji
odreduje koncentracija metimazola.’® Za odredivanje metimazola u farmaceutskim uzorcima
moze se koristiti jednostavna, brza metoda ,,fosforomolibdatne plave* spektrofotometrije, koja
ne treba skupe uredaje, a daje pouzdane rezultate. Metoda se temelji na mjerenju intenziteta
plave boje fosforomolibdata (Amax = 710 nm) nastale reakcijom amonijeva molibdata s kalijevim
dihidrogenfosfatom i metimazolom u 4,23 M otopini sumporne kiseline pri ¢emu se stvara plavi
fosforomolibdat, a metimazol se oksidira do metimazol disulfida.'?’

Od spektroskopskih metoda opisano je odredivanje primjenom tehnike nuklearne magnetske
rezonancije za djelatnu tvar i tabletnu formulaciju. Metoda je brza, to¢na i precizna, a
omogucuje 1 specificnu identifikaciju metimazola. Snimanje spektra vrs$i se u 10%-tnom
diklormetanu ili u tetraklorugljiku. Kao interni standard koristi se benzojeva kiselina.*

U farmaceutskim pripravcima metimazol se moze analizirati potenciometrijski s otopinom
zivinog acetata, uz referentnu elektrodu od zivinog-sulfata i amalgamiranu zlatnu ili srebrnu
indikatorsku elektrodu. Metoda je brza i rezultati su reproducibilni.*?® Odredeni tioli,
ukljuCujué¢i metimazol, mogu se odredivati kulometrijski direktnom titracijom sa
elektrogenerirajuéim Hg?" ionima.'?

Od kromatografskih analiza mogu se koristiti tehnike poput papirne, tankoslojene, tekuc¢insko
plinske i tekuéinske kromatografije. Clarke'*® je opisao nekoliko sustava otapala za
identifikaciju metimazola papirnom kromatografijom poput acetatnog i fosfatnog pufera ili pak
limunske kiseline uz UV-jodoplatinat kao vizualizacijski reagens.

Tankoslojnom kromatografijom odreden je metimazol iz urina Stakora nakon ekstrakcije
kloroformom. Kao stacionarna faza koristi se silikagel G, a kao mobilna faza koristi se smjesa
kloroform/metanol/voda (32:8:5), uz 2,6-diklorkinonkloramid kao reagens za vizualizaciju.
Koncentracija metimazola odreduje se dezintometrijski. !

Plinsko-teku¢inskom kromatografijom metimazol se moze odredivati uz 10% apiezon L + 5%

KOH na Chromosorb W koloni pri temperaturi od 100°C uz dusik kao plin nosilac.! Dodatno
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opisane su metode za odredivanje metimazola u serumu plinskom kromatografijom uz detekciju
spektrometrijom masa.!3!:132

Provedena je komparacija tankoslojne kromatografije i plinsko-teku¢inske u odredivanju
metimazola u urinu Stakora. Autori su pokazali da je primijenjena metoda plinsko-tekuc¢inske
kromatografije osjetljivija, medutim zbog nestabilnosti smjese analiza se mora provesti unutar
istog dana. Metoda tanskoslojne kromatografije uz denzitometrijsku kvantifikaciju pokazuje

manju osjetljivost zbog interakcija sa endogenim tvarima medutim vremenski je pogodnija za

rutinske analize.'?3

Tablica 4. Pregled izabranih analitickih metoda za odredivanje tireostatika, metimazola i

njegovih metabolita.

Metoda Analit Matriks Priprava uzorka Literaturni citat
HPLC-ED MET Serum Deproteinizacija 134
i razrjedenje
HPLC-UV MET, Derivati tiuracila Serum LLE 135
HPLC-UV MET, Plazma LLE 136
propiltiuracil
HPLC-UV SHMET Farmaceutski Razrjedene 137
produkt
HPLC-UV MEH Urin kunic¢a Razrjedenje 138
HPLC-UV MTU, druge tiouree Plazma LLE 139
HPLC-UV MTU Plazma $takora LLE, SPE 140
RP HPLC-UV MET Urin Derivatizacija 141
centrifugiranjem

RP HPLC MET Urin Direktno 142
HPLC-UV MET, MTU Organi i migiéi svinja SPE 143
RP HPLC-DAD MET, MTU, SHMET, MEH Riblji homogenizat SPE 11
HPLC-MS MET i drugi tireostati Tiroidna zlijezda i meso SPE i derivatizacija 144

(Legenda: (HPLC), tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti; (LLE) ekstrakcija tekuée-tekuce; (SPE)
ekstrakcija na ¢vrstoj fazi; (MET), metimazol; (MTU), metiltiouracil; (KARB), karbimazol; (MEH), metilhidantoin;
(SHMET), 2-merkaptoimidazol;).

Razvijene su mnoge metode tekuéinske kromatografije visoke djelotvornosti za analizu
metimazola u razli¢itim uzorcima. BioloSki uzorci koji sadrze metimazol poput plazme,
mlijeka, zivotinjske hrane podvrgavaju se prekoncentiranju pomoc¢u mikroekstrakcije 1 zatim
se analiziraju teku¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti uz ultravioletnu detekciju. '’
U urinu i miSi¢énom tkivu metimazol je analiziran primjenom tekuéinske kromatografije
zdruzenom s masenom spektrometrijom. Uz ostale je tireostatike ekstrahiran iz urina sa dimetil-
eterom nakon derivatizacije sa 3-jodbenzil-bromidom u bazi¢nom mediju, a iz miSi¢nog tkiva
dobiven je denaturacijom i potom ekstrakcijom sa metanolom. Analiza uzoraka provedena je

gradijentom elucijom na Nukleosilnoj C18 koloni.!*® Opisane su metode za odredivanje
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metimazola tekuéinskom kromatografijom uz elektrokemijsku detekciju u serumu'* kao i
primjenu tekuéinske kromatografije ultra-visoke djelotvornosti spregnute sa tandem masenom
spektrometrijom.'*’!*® Tehnika tekuéinske kromatografije primijenjena je na velikom broju
uzoraka i1 raznolikim matricama s ciljem odredivanja metimazola i drugih tireostatika, a tome

u prilog idu 1 publikacije koje su sumirane u Tablici 4.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. Karakterizacija metimazola prema farmakopeji

Pet kontrolnih brojeva sirovine metimazol (1), dobavlja¢a Ueticon (Svedska) analizirano je
prema metodama opisanim u Ph. Eur.®® Ispitani parametri su osobine, identifikacija: a)
odredivanjem taliSta, b) primjenom ultraviolentne spektroskopije ili c¢) tankoslojna
kromatografija, zatim izgled otopine, sadrzaj 1, prisutnost srodnih tvari primjenom plinske
kromatografije, teski metali, pH otopine, gubitak suSenjem te sulfatni pepeo. Rezultati na tri

kontrolna broja prikazani su u Tablici 5.

Tablica 5. Kakvoéa djelatne tvari 1 prema Ph. Eur.%

Kontrolni broj A-123 B-123 C-123
Izgled otopine (bistra bezbojna otopina) Odgovara Odgovara Odgovara
Gubitak susenjem 0,2 % 0,2 % 0,2 %
(0,5 %)
Taliste 144°C 144°C 145°C

(143°C-145°C)

Teski metali <10 ppm <10 ppm <10 ppm
(<10 ppm)
IR spektar Odgovara Odgovara Odgovara

(jednak standardu metimazola)

Sulfatni pepeo 0,04 % 0,04 % 0,01 %
(0,1 %)
Sadrzaj metimazola 100,1 % 100,1 % 100,0 %

(98,0 %-101,0 %)

Oneciscéenja A (0,1 %) n.d* n.d n.d
B (<0,1 %) n.d n.d n.d
C (<0,1 %) n.d n.d n.d
Pojedina¢no nepoznato <0,1 % <0,1 % <0,1 %
(<0,1 %)
Ukupna onecis¢enja <0,1 % <0,1 % <0,1 %
(<0,1 %)

*nd = nije detektirano
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3.2. Odredivanje topljivosti metimazola

Pokus topljivosti metimazola (1) proveden je u pH podru¢jima 1,2; 2,0; 3,0; 4,5; 6,0; 6,8 1 8,0,
a koristene puferske otopine pripremljene su prema tablici 6. Kruti reagensi, NaCl, KCI,
KH2PO4 bili su pro analysi kvalitete 1 prethodno su posuseni na temperaturi od 110°C - 120°C

kroz 1 sat, a destilirana voda je zagrijavana kroz 10 minuta i ohladena kako bi se uklonio CO».

Tablica 6. KoriSteni puferski sustavi i priprema otopina.

pH Puferski sustav Priprema otopina
1,2 HC10,2 M/NaC1 0,2 M Pripremljeno 200 mL otopine (85,0 mL NaCl i
50,0 mL HCI I nadopunjeno do oznake),
pH=1,22+ 0,05
2,0 HC10,2 M Pripremljeno 200 mL otopine (10,0 mL HCI i

nadopunjeno do oznake), pH=2,00 + 0,05

3,0 HC10,2M Pripremljeno 200 mL otopine (1,0 mL HCl i
nadopunjeno do oznake), 3,00 + 0,05

4,5 AcOH 2 M, NaAc Pripremljeno 500 mL otopine (14,0 mL AcOH
I 1,49 g NayAc, otopljeno i nadopunjeno do
oznake), pH=4,5 £ 0,05

6,0 KH,P0O40,2 M/NaOH 0,2 M Pripremljeno 200 mL otopine (50,0 mL
KH>POj4; 5,6 mL NaOH i nadopunjeno do
oznake), pH=6,0 £ 0,05

6,8 KH,PO40,2 M/NaOH 0,2 M Pripremljeno 200 mL otopine (50,0 mL
KH;PO4; 22,4 mL NaOH i nadopunjeno do
oznake), pH=6,8 + 0,05

8,0 KH,PO40,2 M/NaOH 0,2 M Pripremljeno 200 mL otopine (50,0 mL
KH;PO4; 46,1 mL NaOH i nadopunjeno do
oznake), pH=8,0 + 0,05

Zasi¢ene otopine 1 pripremljene su otapanjem metimazola u definiranim puferskim sustavima
(Tablica 6) uz mijeSanje. MijeSanje je nastavljeno kroz 24 sata na temperaturi od 37°C. Otopine
su zatim profiltrirane kroz membranski RC filter, veli¢ine pora 0,2 um. Otopina uzorka
pripremljena je na nacin da je 1,0 ml uzorka razrijeden s 100,0 mL vode. Dodatno je 1,5 mL

tako pripremljene otopine prebaceno u tikvicu od 100 mL i razrijedeno s vodom.
Poredbena otopina 1 pripremljena je u koncentraciji od 0,005 mg/mL.

Pripremljena otopina 1 i otopina uzorka snimljene su na UV-VIS spektrofotometru (Cary
Varian) u podruc¢ju od 200 nm do 400 nm u kiveti debljine sloja 1 cm, uz vodu kao slijepu
probu. Sadrzaj 1 odreden je primjerom jednadzbe [1], a parametri su kako slijede: X - koli¢ina

1 (mg/mL), Au, - apsorbancija otopine uzorka, 1,5 - volumen uzorka, A, - apsorbancija
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poredbene otopine, Fst - sadrzaj poredbene supstancije, mst — masa standarda, (100-Ws) —

sadrzaj vode u poredbenoj supstanciji.
X=mgy X Fst x (100-w) X Auz/ 1,5x50x Ap x 10 [1]
Dobiveni rezultati topljivosti prikazani su u Tablici 7, a dozni broj u Tablici 8.

Tablica 7. Topljivost metimazola pri fizioloski relevantnim pH podru¢jima.

pH 1,2 pH 2,0 pH 3,0 pH 4,5 pH 6,0 pH 6,8 pH 8,0
(mg/mL) (mg/mL) mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
Srednja 254,339 269,061 244,479 296,139 212,771 219,553 318,372
vrijednost
Standarna 2,930 27,924 16,972 14,659 6,787 13,424 34,259
devijacija

Tablica 8. Odredivanje doznog broja 1 pri fizioloski relevantnim pH podrucjima.

pH
podrugje pH 1,2 pH 2,0 pH 3,0 pH45  pHG60  pH68  pHS
DO?]I;I ;)rOJ 9,4 x 104 8,9 x 104 9,8 x 10 8,1x 104 1,1x 103 1,1x 103 7,5 x 104
0

3.3. Metode spektroskopske karakterizacije
3.3.1. Infracrvena spektrofotomerija (IR)

Infracrveni spektri snimljeni su pomocu IR spektrofotometra (Perkin Elmer, Spectrum 100 s
ATR jedinicom) bez prethodne obrade uzorka, uz prethodno snimanje pozadine u podrucju od
4000 do 350 cm™' s rezolucijom od 4 cm™!. Spektri su vizualizirani primjenom programskog
paketa Spectrum v.10.5.2 (Perkin Elmer), s dobiveni rezultati prikazani su kao ovisnost

transmitancije (T) o valnom broju (V) izrazenom u cm ™.

3.3.2. Spektroskopija nuklearne magnetske rezonancije (NMR)

Jednodimenzionalni 'H i *C (DEPT) NMR i dvodimenzionalni HSQC, HMBC spektri snimani
su pomocu Bruker Avance AV 600 spektrometra opremljenog s 5 mm direktnom
Sirokopojasnom krio-sondom sa z-gradijentnom zavojnicom uz podrSku TopSpin 3.5
programskog paketa. Spektri 'H i '*C snimljeni su pri frekvenciji od 600,130 MHz, odnosno

150,903 MHz. Za 'H i *C kemijske pomake kao unutarnji standard koristen je tetrametilsilan
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(TMS — Si(CH3)4). Koristeni su pulsni slijedovi dostupni unutar programskog paketa TopSpin
3.5. Svi su spektri snimljeni pomocu standardnih Brukerovih impulsnih sekvenci na spojevima
otopljenim u DMSO-ds, toluenu-ds, CDCl3 i DO. Rezidualne 'H i *C rezonancije iz
deuteriranog otapala koriste se za referencu NMR spektra s metilnom rezonancijom TMS-a na
0,0 ppm. Eksperimenti s promjenjivom temperaturom provedeni su u rasponu -20°C do 25°C u

toluenu-ds i 25°C-80°C u DMSO-ds.

3.3.3. MALDI TOF/TOF

Spektri masa snimljeni su tehnikom masene spektroskopije visoke rezolucije (HRMS) —
matricom potpomognuta ionizacija uz lasersku desorpciju/ionizaciju (MALDI) s analizatorom
vremena leta (TOF) na masenom spektrometru 4800 Plus MALDI TOF/TOF Analyzer
proizvodaca Applied Biosystems s NdYAG laserom uz racunalni program 4.000 Series
Explorer 4.0. Analiza je provedena pri pozitivnom nacinu snimanja uz intenzitet lasera od
4000, a snimane su mase od 50-1000 Da uz 1600 snimaka po spektru. Uzorak je pripremljen na
nacin da je 1 pL uzorka pomijeSan s 10 pL 5 mg / mL a-cijano-4-hidroksicimetne kiseline od
cega je 1 puL uzorka naneseno na MALDI ploc¢u. Kao kontrolni uzorak koriStena je prazna
matrica o-cijano-4-hidroksicimetne kiseline (CHCA). Kalibracija uredaja provedena je s

1onima azitromicina i CHCA.

3.3.4. MS-QQQ

Spektri masa snimljeni su tehnikom masene spektroskopije s trostrukim kvadripol detektorom
na masenom sepktrometru 6460 proizvodaca Agilent Technologies s trostrukim kvadrupol
detektorom i elektrosprej ionizacijom u pozitivnom i negativnom nacinu snimanja, Analiza je
provedena pri sljede¢im parametrima: kapilarni napon 3,5 kV u pozitivnom i negativnom
nacinu rada, napon mlaznice 0,5 kV, temperatura izvora iona 300 °C, protok plina 5 L/min, tlak
45 psi, temperatura plina za susenje 250 °C, a protok plina 11 L/min. Dusik je koristen kao plin
u kolizijskoj ¢eliji. Kolizijske energije bile su podeSene od 0 V do 60 V. Svaki uzorak je

analiziran u MS scan i MSMS nacinu. Volumen injektiranog uzorka iznosio je 4 pL.
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3.4. Termalne metode
3.4.1. Termogravimetrijska analiza (TGA)

TGA podaci prikupljeni su na Mettler Toledo TGA/SDTA 851e sustavu. Uzorak je stavljen na
unaprijed pripremljeni lon¢i¢ od glinice i zagrijavan brzinom zagrijavanja 10K/min u
temperaturnom rasponu 25-300 ° C. Mjerenje je provedeno pod strujom dusSika pri protoku od
50 mL/min. Instrument je temperaturno kalibriran pomocu certificiranog NiMn3Al i niklovog

standarda.

3.4.2. Diferencijalna pretrazna kalorimetrija (DSC)

Termogrami su snimljeni primjenom diferencijalne pretrazne kalorimetrije (DSC) na uredaju
Mettler Toledo DSC1. U aluminijsku posudicu izvagano je 2,0-3,0 mg uzorka, zatvoreno s
perforiranim poklopcem i zagrijavano od 25°C do 320°C brzinom od 10K/min u struji dusika
uz protok od 55 mL/min. Termogrami su dodatno analizirani i obradeni primjenom DSC 5
programskog paketa verzije 2. Standard indija koriSten je za kalibraciju uredaja, a sama

kalibracija provodila se prije i nakon mjerenja.

3.4.3. Termalna mikroskopija (HSM)

Termalna mikroskopija (HSM) provedena je pomocu Olympus BXS51 mikroskopa u
kombinaciji s vru¢im postoljem Linkam THMS 600 i digitalnom video QImaging kamerom za
snimanje slike. Mala koli¢ina uzorka stavljena je na satno staklo i promatrana s uve¢anjem od
100x i1 djelomicno polariziranom svjetlos¢u, dok se zagrijavala od temperature okoline brzinom

od 10°C/min.

3.5. Kromatografske metode
3.5.1. UHPLC

Za analizu uzoraka binarnih i ternarnih smjesa koristen je tekucéinski kromatograf Agilent 1290
Infinity s apsorpcijskim detektorom koji €ini niz fotodioda (engl. DAD — Diode Array Detector)
upravljan Empower 2 programskim paketom. KoriStena je komercijalno dostupna analiticka

kolona Zorbax SB-C18, Rapid Resolution dimenzija 150 mm x 4,6 mm sa submikronskim
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cesticama od 3,5 nm. Temperatura kromatografske kolone bila je 25°C, a automatskog injektora
10°C. Koristene su pokretne faze jednostavnog sastava — amonijev-acetat (pokretna faza A) te
Cisti acetonitril (pokretna faza B). Odvajanje sastojaka nanesenih na kromatografsku kolonu
ostvareno je gradijentnim ispiranjem uz protok pokretne faze 0,6 mL min'. Na kolonu je
najces¢e injektirano 10 plL otopine uzorka. Otopina amonijevog acetata pripremljena je
otapanjem 2,5 g amonijevog acetata u 1000 mL vode, nakon ¢ega je slijedila filtracija preko
membranskog najlon filtera veli¢ine pora 0,2 mm. Otopina standarda metimazola pripremljena
je otapanjem 5,0 mg metimazola u 50 mL metanola, a otopina onecis¢enja C (4) otapanjem 2,5
mg farmakopejskog standarda oneciS¢enja C (serija: 00ITC4) u 10 mL metanola. Uzorak je
pripremljen na nacin da je 5 mg uzoraka izmijeSano u 25 mL otopine metanol:voda=1:1
pomocu vortex mijeSalice u trajanju od 2 minute i nadopunjen s dodatnih 25 ml otopine
metanol:voda=1:1 te filtriran kroz celulozni filter i analiziran prema uvjetima opisanim u

Tablici 9.

Tablica 9. Gradijentni program ispiranja metode UHPLC.

Vrijeme / min Udio pokretne faze A / % Udio pokretne faze B/ %
0,0 95 5
7,0 95 5
30,0 20 80
3.5.2. LC-MS

Za karakterizaciju oneciS¢enja 21 i 22 koriSteni su uzorci Athyrazol tableta k.br.: D-123, i
pripremljeni placebo smjese oznake P-123, zatim radni standard metimazola K.Br.: RST-123 i
standard oneciS¢enja C metimazola Y0000373; serija: 00ITC4. Analiza pomocu tehnike LC-
MS je provedena na UHPLC sustavu Agilent 1290 Waters Acquity UPLC s DAD detektorom
spregnutim s Agilent 6540 QTOF spektrometrom masa, uz podrsku Mass Hunter raCunalnog
sustava. Koristena je analiticka kolona Zorbax SB-C18 Rapid Resolution dimenzija 150 mm x
4,6 mm 1 veli¢ine Cestica 1 3,5 um. Temperatura kolone bila je 25°C. Kao polarna pokretna faza
koriStena je otopina amonijevog acetata, a acetonitril kao nepolarna pokretna faza. Tijekom
analize pri protoku pokretne faze od 0,6 mL min! koriSten je gradijentni program ispiranja
(Tablica 10). Spektri masa oneciS¢enja 21 i 22 snimljeni su uz pozitivnu i negativnu ionizaciju
elektrorasprsenjem (engl. EST) i parametre navedene nize (Tablica 11). Otopina amonijevog

acetata pripremljena je otapanjem 2,5 g amonijevog acetata u 1000 mL vode, nakon cega je
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slijedila filtracija preko membranskog najlon filtera veli¢ine pora 0.2 um. Otopina standarda
metimazola pripremljena je otapanjem 5,0 mg metimazola u 50 mL metanola, a otopina
oneciS¢enja C otapanjem 2,5 mg oneciS¢enja u 10 mL metanola. Uzorak je pripremljen na
nacin da je 5 tableta izmjeSano u 25 mL otopine metanol:voda=1:1 pomocu vortex mijesalice u
trajanju od 2 minuta. Pripremljena suspenzija je nadopunjena s dodatnih 25 mL otopine
metanol:voda=1:1 1 filtrirana kroz celulozni filter i analiziran prema uvjetima opisanim u

Tablici 10.

Tablica 10. Gradijentni program LC-MS metode koriSten za analizu onecis¢enja 21 i 22.

Vrijeme / min Udio pokretne faze A / % Udio pokretne faze B/ %
0,0 95 5
7,0 95 5
30,0 20 80
31,0 2 98
35,0 2 98
36,0 95 5
40,0 95 5

Maseni spektri snimljeni su primjenom uredaja Agilent QTOF prema uvjetima opisanim u

Tablici 11.

Tablica 11. MS parametri LC metode.

Parametar MS Vrijednost
Protok dusika 10 L/min
Temperatura dusika 325°C
Protok pomoénog plina 9 L/min
Temperatura pomo¢nog plina 350°C
Napon kapilare 3500V
Rasprsivac 50 psi

3.5.3. lonska kromatografija

Mjerenja ionske kromatografije provedena su na uredaju proizvodac¢a Thermo (Waltham, MA,
USA). Koristena je lonPac AS14A (3x150 mm) kolona uz 8 mM K>COjs kao eluens uz protok

od 0.5 mL/min, a ioni su detektirani upotrebom konduktometrijskog detektora. Volumen
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injektiranog uzorka iznosio je 50 pL. Kao standardi koriStene su komercijalno dostupne otopine
proizvodaca Sigma Aldrich u koncentraciji od 1000 pg/mL i to za odredivanje natrija, klorida
1 jodida koriStene su pripadajuce otopine natrijevih, kloridnih i jodidnih iona. Uzorci su

pripremljeni na nacin da je finalna koncentracija iznosila 0,1 mg/mL.

3.5.4. Plinska kromatografija

Plinskom kromatografijom odreden je postotak acetona na plinskom kromatografu Varian Star
1, uz podrsku programa GC WorkStation verzija 6.41 uz FID detektor. KorisStena je analiticka
kolona ZB-624 duljine 30 m x 0,23 i veliCine Cestica 1,8 um. Temperatura kolone bila je 250°C.
Kao plin nosioc koristen je dusik pri tlaku od 4,3 psi i protoku 30 mL/min. Kao pomo¢ni plin
koriSten je vodik protoka 23 mL/min. Kao otapalo za pripremu uzoraka koristen je DMSO, a
volumen injektiranja bio je 1 uL. Sadrzaj acetona odreden je u odnosu na standard acetona pri

RT 4,254 min,

3.6. Difrakcijske metode
3.6.1. Difrakcija rentgenskog zraCenja na polikristaliniénom uzorku (PXRD)

Mjerenja difrakcijskih intenziteta istraZzivanih uzoraka izvedena su na rentgenskom
difraktometru za praskaste (ili polikristalne) uzorke PANalytical X Pert Pro opremljenom s
detektorom X'celerator model PW3050/60 u Bragg-Brentano geometriji na sobnoj temperaturi
pomocu bakrenog Ka zracenja Uzorak je pripremljen postavljanjem uzorka na plocu (bez
pozadine) i skeniran od 3 do 40 260° koristeci sljede¢e parametre akvizicije: napon generatora
45 kV, struja generatora 40 mA, veli¢ina koraka 0,0167 °, brzina skeniranja 0,011°/ drugo, broj
koraka 2214 i ukupno vrijeme prikupljanja 60 min, brzina skeniranja 0,05°/sekundu, broj

koraka 2214 1 ukupno vrijeme prikupljanja 13 min.

3.6.2. Rentgenska strukturna analiza

Odabrani su odgovaraju¢i monokristali i montirani u zraku na tanka staklena vlakna. Intenziteti
difrakcijskih maksimuma prikupljeni su pomocu cetverokruznog difraktometra Oxford
Diffraction Xcalibur kapa geometrije s CCD detektorom Xcalibur Sapphire 3 pri temperaturi
od 150K do 296K uz koristenje molibdenskog zracenja MoKa (A = 0,71073 A). Mjerenja i
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redukcija podataka izvedeni su pomocu programa CrysAlisPro (verzija 1.171.37.33).1* Istim
je programom, pomocu multi-scan metode, napravljena i korekcija podataka zbog Lorentz-
polarizacijskog faktora i apsorpcije. Kristalne strukture rijeSene su pomocu direktnih metoda
implementiranih u program SHELXS" te su u istom programu i utoénjene metodom najmanjih
kvadrata na temelju F2 vrijednosti uzimajuci u obzir sve reflekse. Racuni vezani uz molekulsku
geometriju, provjera izbora prostornih grupa i analiza intermolekulskih interakcija napravljeni
su pomoc¢u programa PLATON.!S! Prikazi molekulskih struktura nainjeni su pomoéu
programa ORTEP-3'"2 i MERCURY (verzija 4.1.0)."** Kristalografski podaci za snimljene
strukture dani su u Poglavlju 4.3. 1 Tablici 34 (Poglavlje 8)

3.7. Sintetske studije

Metimazol (1) 99% [CASRN: 60-56-0], Ph Eur kvalitete, dobavljen od proizvodaca Ueticon
(sadrzaj vode 0,4%), 1,2-dikloretan (Fisher) (sadrzaj vode, 0,02 %), aceton (Sigma) (sadrzaj
vode, 0,2%), Trietilamin (Sigma Aldrich), Srebro tetrafluor borat, 99 % (Alfa Aesar), aceton
(Carlo Erba) dok su mravlja kiselina, natrijev sulfat, bezvodni, acetonitril, dimetilformamid,
natrijev klorid, natrijev hidroksid, natrijev hidrogenkarbonat, kalijev hidroksid i suhi metanol
kupljeni od Mercka (Merck KGaA, Darmstadt, Njemacka) a voda je dobivena vlastitim
procesom proizvodnje (Thornton 2000 CRS) i bila je HPLC kvalitete. Diklormetan i acetonitril
su posuseni iznad bezvodnog natrijevog sulfata i destilirani prije upotrebe. Sva ostala otapala
su destilirana prije upotrebe. Sve ostale koriStene kemikalije bile su analiticke kvalitete.
Mjerenja pH provedena su pomocu Mettler Seven Multi pH metra, a prije mjerenja kalibracija
je provedena u Sest to¢aka. Vaganja su provedena na Mettlerovoj vagi i kalibrirane dnevno
prema internom programu. Tijek reakcija pracen je tankoslojnom kromatografijom (NHs, aq
25%: 1zopropanol: toluen = 0,5:2,5:7) ili (diklormetan: aceton = 8: 2) ili (diklormetan: metanol:
mravlja kiselina = 8:1:0,5) ili (1,2-dikloretan:metanol=9:1) na plo¢ama od silika gela (Kieselgel

G60 sa (F2s4) ili bez fotoindikatora, Merck KGaA).

3.7.1. 1,1-Bis[(1-metil-1 H-imidazol-2-il)tio]metan dihidroklorid (2b)

Metoda A) Metimazol (1, 500 mg, 4,38 mmol) otopljen je u 50 mL diklormetana. Otopina je
ostavljena bez mijesanja 90 dana u mraku pri sobnoj temperaturi u vlagom nekontroliranoj

atmosferi. IstaloZzeni produkt je odsisan u vakumu i ispran nekoliko puta hladnim
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diklormetanom te posusen na zraku pri ¢emu se dobiva bijeli 1,1-bis[(1-metil-1H-imidazol-2-
iDtiometan dihidroklorid (2b, 282 mg, 41,0%), t DSConset  130°C, Rf=0,77
(diklormetan:aceton=8:2); Rf=0,71 (NHz(aq):2-propanol:toluen=0,5:2,5:7). MS-QTOF:
[M+H-2HCI]* 240,900, CoH12N4S2. "H NMR (DMSO-ds, 600 MHz/ppm): N-CHj3 (s, 6H), 3,82,
N-CH= (d, 2H) 7,73, J = 1,8 Hz, N(CH3)-CH= (d, 2H) 7,86, J = 1,8 Hz, S-CH: (s, 2H) 5,10.
13C NMR (DMSO-ds, 151 MHz/ppm): N-CH3 35,1, N-CH= 121,9, N(CH3)-CH= 125,9, C(S)
137,1, S-CH: 34,59. lonska kromatografija: eksperimentalno odreden postotak Cl-iona (18 %)

odgovarao je teoretskoj vrijednosti (18 %).

Metoda B) Metimazol (1, 500 mg, 4,38 mmol) otopljen je u 50 mL diklormetana. Otopina je
ostavljena bez mijeSanja 90 dana na svjetlu pri sobnoj temperaturi u vlagom nekontroliranoj
atmosferi. Istalozeni produkt je odsisan u vakumu 1 ispran nekoliko puta hladnim
diklormetanom te posusen na zraku pri ¢emu se dobiva bijeli 1,1-bis[(1-metil-1H-imidazol-2-
il)tioJmetan dihidroklorid (2b, 303 mg, 44,0%), tt DSConset 130°C. NMR spektri i difraktogrami
praha tako pripravljenog uzorka bili su identi¢ni spektrima i difraktogramu uzorka 2b

dobivenog po Metodi A.

Metoda C) Diklormetanski solvat 2¢ (100 mg, 0,25 mmol) suSen je pri atmosferskom tlaku i
sobnoj temperaturi tijekom 60 minuta. Dobiven je dihidroklorid 2b (78 mg, 99,0 %) # DSConset
130 °C) u formi amorfnog praha.

3.7.2. Diklormetanski solvat 1,1-bis[(1-metil-1H-imidazol-2-il)tioJmetan dihidroklorida (2¢)

Metimazol (1, 500 mg, 4,38 mmol) otopljen je u 50 mL diklormetana. Otopina je ostavljena
bez mijesanja 90 dana u mraku pri sobnoj temperaturi u vlagom nekontroliranoj atmosferi.
Istalozeni produkt je odsisan u vakumu 1 ispran nekoliko puta hladnim diklormetanom i osusen
medu listovima filter papira daju¢i bezbojne kristale 1,1-bis[(1-metil-1H-imidazol-2-
il)tioJmetan dihidroklorida u formi diklormetanskog solvata (2¢, 359 mg, 41,0 %) koji na zraku
brzo prelaze u bijelu boju. Rf=0,77 (diklormetan:aceton=8:2); Rf=0,71 (NH3(aq):2-
propanol:toluen=0,5:2,5:7). Zbog brzog raspada u bijeli 2b spektroskopska mjerenja nisu
provedena ali je struktura potvrdena rentgenskom strukturnom analizom. Monokristali za

analizu izdvojeni su direktno iz diklormetana.

46



3.7.3. 1,2-Bis[(1-metil-1 H-imidazol-2-il)tio]etan dihidroklorid tetrahidrat (3b)

Metoda A) Metimazol (1, 100 mg, 0,87 mmol) otopljen je u 10 mL 1,2-dikloretana. Otopina je
ostavljena 15 dana bez mijeSanja u mraku na sobnoj temperaturi u vlagom nekontroliranoj
atmosferi. Istalozeni produkt je odsisan u vakumu i ispran nekoliko puta s hladnim 1,2-
dikloretanom, dajuéi 1,2-bis[(1-metil-1H-imidazol-2-il)tio] etan dihidroklorid tetrahidrat (3b,
53 mg, 31,0 %) u obliku bezbojnih plocastih kristala, t DSConset 208°C, Rf = 0,60 (NHs(aq):2-
propanol:toluen=0,5:2,5:7), MS-QTOF: [M+H-2HCI]" 255,0743, [M-2HCI]" 254,066,
Ci10H14N4S2. 'H NMR (D20, 600 MHz/ppm): N-CH3 (s, 6H), 3,822, N-CH= (d, 2H) 7,460, J =
2,1 Hz, N(CH3)-CH= (d, 2H) 7,503, J = 2,1 Hz, S-CH> (s, 4H) 3,260. '3C NMR (D:0, 151
MHz/ppm): N-CH3 35,223, N-CH= 120,980, N(CH3)-CH= 125,695, C(S) 138,521, S-CH:
34,588, Cistoéa (HPLC): 98%, RRT: 20,518. Tonska kromatografija: eksperimentalno odreden
postotak iona Cl (19%) odgovarao je teoretskoj vrijednosti (18 %) unutar eksperimentalne

pogreske. Struktura 3b potvrdena je rentgenskom difrakcijom na monokristalu.

Metoda B) U 10 mL 1,2-dikloretna otopljen je 1 (100 mg, 0,87 mmol). Otopina je ostavljena
15 dana bez mijeSanja na dnevnom svjetlu i sobnoj temperaturi u vlaznom okruzenju bez
kontrole. IstaloZzeni produkt je odsisan u vakumu i ispran nekoliko puta hladnim 1,2-
dikloretanom, daju¢i dihidroklorid tetrahidrat 3b (52 mg, 30,0%) u obliku bezbojnih plocastih
kristala, tt DSConset 208°C. NMR spektri i XRPD difraktogram tako pripremljenog uzorka bili
su identi¢ni spektrima 1 difraktogramu uzorka 3b dobivenom metodom A). Monokristali su

izdvojeni direkno iz dikloretana.

3.7.4. 1,2-Bis[(1-metil-1H-imidazol-2-il)tio]etan (3a)

Metoda A) Dihidroklorid tetrahidrat 3b (300 mg) otopljen je u 30 mL vode 1 neutraliziran s 1
M otopinom Na,COs do pH 7,0, nakon cega je slijedila ekstrakcija diklormetanom (3 x 10 mL),
ispranje zasi¢enom otopinom NaCl i suSenje s bezvodnim Na>SO4. Uparivanjem otapala u
vakuumu dobiven je sirovi 1,2-bis [(1-metil-1H-imidazol-2-il)tio] etan (3a, 160 mg, 84,0 %) u
obliku bijelog praha. Rekristalizacijom suhog sirovog 3a iz suhog diklormetana u uvjetima
niske vlaznosti dobiven je &isti bezvodni 3a, t DSConset 89°C (Literatura: 88-90°C)*; 'H NMR
(DMSO-ds, 600 MHz/ppm): N-CHj3 (s, 6H) 3,569, N-CH= (d, 2H) 7,240 J = 1,2 Hz, N(CH3)-
CH= (d, 2H) 6,940 J = 1,2Hz, S-CHx (s, 4H) 3,208; '3C NMR (DMSO-d6, 151 MHz/ppm): N-
CHs3 32,791, N-CH= 123,291, N(CH3)-CH= 128,534, C(S) 139,232, S-CH> 33,297. Struktura

3a potvrdena je rentgenskom difrakcijom na monokristalu.
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Metoda B) Dihidrat 3¢ (100 mg) osusen je pod snizenim tlakom od 200 mbar pri 55°C kroz 60
minuta i dobiven je bezvodni oblik 3a (71 mg, 81,0 %). DSC termogram i XRPD difraktogram
tako dobivenog uzorka bili su identi¢ni termogramu i difraktogramu uzorka 3a dobivenom

metodom A.

Metoda C) 2-[(2-Kloretil)tio]-1-metil-1H-imidazol (6, 50 mg, 0,28 mmol) i metimazol (1,33
mg, 0,283 mmol) otopljeni su u acetonitrilu (7 mL) 1 mravljoj kiselini (w =37 %, 0,0287 mL,
0,28 mmol) 1 uz mijeSanje kuhano u povrat kroz 43 sata. Smjesa je uparena u vakuumu,
razrijedena vodom (7 mL), neutralizirana s 1 M NaOH 1 ekstrahirana tri puta s diklormetanom.
Organski sloj je posuSen iznad bezvodnog natrijevog sulfata, uparen pod snizenim tlakom i
procis¢en kolonskom kromatografijom na stupcu silika gela (veli¢ina pora 0.063-0.2 mm) uz
diklormetan: aceton 8:2 kao eluens, dajuci pritom 1,2-bis [(1-metil-1H-imidazol-2-il)tio]etan u
obliku bijele kristalne krutine (3a, 18 mg, 84,0 %). Izdvojena je frakcija neproreagiranog 2-[(2-
kloretil)tio]-1-metil-1H-imidazola (6, 35,1 mg,). Podaci o Rf vrijednosti i tali§tu odgovaraju

prije u tekstu prikazanim podacima.

3.7.5. 1,2-Bis[(1-metil-1 H-imidazol-2-il)tio]etan dihidrat (3c)

Metoda A) Spoj 3a dobiven neutralizacijom dihidroklorid tetrahidrata 3b (160 mg) otopljen je
u smjesi aceton/voda (1:1). Nakon duljeg stajanja otopine bez mijeSanja pri sobnoj temperaturi,
dobiveni su Cisti kristali dihidrata 3¢ (133 mg, 73,0 %), tt DSConset 65°C. Struktura 3¢ potvrdena

je rentgenskom difrakcijom na monokristalu.

Metoda B) 1,2-Bis[(1-metil-1H-imidazol-2-il)tio]etan (3a, 300 mg) otopljen je u smjesi
aceton/voda (1:1). Nakon duljeg stajanja otopine bez mijeSanja na sobnoj temperaturi, dobiveni
su Cisti kristali dihidrata oblika 3¢ (238 mg, 70,0 %). DSC termogram 1 XRPD difraktogram
tako dobivenog uzorka bili su identi¢ni termogramu i difraktogramu 3¢ uzorka dobivenom

metodom A.

3.7.6. 1,2-Bis[(1-metil-1H-imidazol-2-il)tio]etan dihidroklorid (3d)

Metimazol (1, 1000 mg, 8,76 mmol) otopljen je u suhom DCE (10 mL) i uz mijeSanje kuhan u
tijekom 11 sati. Filtracijom u vakuumu odijeljen je sirovi kristalni produkt, koji je trituriran s
hladnim DCE, filtriran u vakuumu, ispran nekoliko puta s hladnim DCE 1 posusen pri 102°C

uz vakuum (350 mbar) tijekom 2 sata. Dobiveni bijeli produkt (600 mg) analiziran je NMR-om
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1 utvrdeno je da prema NMR analizi, uz 1,2-bis [(1-metil-1H-imidazol-2-il)tio]etan
dihidroklorid (3d, 80% u smyjesi, 33,5%) sadrzi i 7-metil-2H, 3H, 7H-imidazol[2,1-b]tiazol-4-
ijum klorid (7a, 20% u smjesi, 7,8%), koji ovdje nije izoliran, nego tek tijekom izomerizacije
2-[(2-kloretil)tio]-1-metil-1 H-imidazola (6). Suhi ostatak je procis¢en kolonskom
kromatografijom na stupcu silika gela (velicina pora  0,063-0,2mm) uz
diklormetan:aceton:metanol 7:2:1 kao eluens, pri ¢emu se dobiva Cista bezbojna krutina 1,2-bis
[(1-metil-1H-imidazol-2-il)tio]etan dihidroklorid (3d, 480 mg, 33,5%), tt DSConset 217°C. TLC:
Rf = 0,60 (NH3(aq):2-propanol:toluen = 0,5:2,5:7), MS-QTOF: [M+H-2HCI]" 255,0743, [M-
2HCI]" 254.066, C10H14N4S2. 'H NMR (D0, 600 MHz/ppm): N-CHj (s, 6H) 3,82, S-CH,- (s,
4H) 3,26, N-CH= (d, 2H) 7,46, J = 1,8 Hz, -N(CH3)-CH= (d, 2H) 7,50, J = 2,2 Hz. 3C NMR
(D20, 151 MHz/ppm): N-CHs 34,6, S-CH»z- 34,0, N-CH= 120,5, -N(CH3)-CH= 125,1, (S)
138,0. Cisto¢a (HPLC): 98%, RRT: 20,518.

3.7.7. 2-[(Kloretil)tio]-1-metil-1 H-imidazol (6)

Metoda A) Metimazol (1,100 mg, 0,87 mmol) otopljen je u 10 mL DCE. Otopina je ostavljena
bez mijeSanja 15 dana u mraku pri sobnoj temperaturi u okolini gdje vlaga nije kontrolirana.
Istalozeni produkt 3b izdvojen je vakum filtracijom, a mati¢na otopina je uparena pri snizenim
tlakom 1 prociS¢ena kolonskom kromatografijom na stupcu silikagela (veli¢ina pora 0,063-0,2
mm) uz diklormetan:aceton 8:2 kao eluens pri ¢emu je izoliran Cisti 2-[(kloretil)tio]-1-metil-
1 H-imidazol (6, 12 mg, 12,1 % izracunato na proreagirani 1) u obliku bezbojnog ulja. TLC: Rf
= 0,76 (dikloretan:aceton = 8: 2), Rf = 0,66 (NH3(aq):2-propanol:toluen=0,5:2,5:7), MS-QTOF:
m/z: [M+H]" 177,0266, C¢HoN>SCI. 'H NMR (DMSO-ds, 600 MHz/ppm): N-CHj3 (s, 3H) 3,58,
S-CHoz- (d, 2H) 3,33, J= 7,2 Hz, -CH>-Cl (d, 2H) 3,81, J = 7,3 Hz, =N-CH= (d, 1H) 7,26, J =
1,1 Hz, -N (CH3)-CH= (d, 1H) 6,95, J= 1,3 Hz. 3C NMR (DMSO-ds, 600 MHz/ppm): N-CH3
33,3, S-CH»-35,7, -CH»-Cl 43,7, =N-CH= 129,1, -N(CH3)-CH= 123,9, C(S) 139,6. Dodatno
kolonskom kromatografijom izdvojen je neproreagirani i TLC ¢&ist, 1 (36 mg, 36,0 %). Taliste

(DSC, pocetak) 145°C (lit. 144-147°C").

Metoda B) Metimazol (1, 100 mg, 0,87 mmol) 1 mravlja kiselina (0,12 mL, 3,18 mmol)
otopljeni su u DCE (10 mL) i kuhani u povrat tijekom 17 sati. Smjesa je uparena u vakuumu,
razrijedena vodom (10 mL), neutralizirana s 1M NaOH i ekstrahirana tri puta s diklormetanom.
Organski sloj je osuSen iznad bezvodnog natrijevog sulfata, uparen pri snizenim tlakom i

proc¢is¢en kolonskom kromatografijom na koloni silika gela (veli¢ina pora 0,063-0,2 mm) uz
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diklormetan:aceton 8:2 kao eluens pri cemu je dobiven 2-[(kloretil)tio]-1-metil-1 H-imidazol (6,
113 mg, 73,5%) u obliku bezbojnog ulja i 1,2-bis [(1-metil-1H-imidazol-2-il)tio]etan (3a, 27
mg, 24,2%) u obliku bijelog kristalnog produkta. NMR 1 MS podaci odgovaraju ve¢ prije

navedenim u tekstu za 3a 1 6.

Metoda C) Metimazol (1, 1000 mg, 8,76 mmol) otopljen u suhom DCE (10 mL) i uz mijesanje
kuhan je u povrat tijekom 11 sati. Filtracijom u vakuumu odijeljen je sirovi ostatak, a mati¢nica
je dalje uparena u vakuumu i procis¢ena kolonskom kromatografijom na stupcu silika gela
(veli¢ina pora 0,063-0,2 mm) uz diklormetan:aceton 8:2 kao eluens. Tako je dobiven, 2-[(2-
kloretil)sulfanil]-1-metil-1H-imidazola (6, 800 mg, 51,7%) u obliku bezbojnog ulja. Dobiveni

podaci NMR -a bili su u skladu s prethodno navedenim u tekstu.

3.7.8. 7-Metil-2H, 3H, 7H-imidazol[2,1-b]tiazol-4-1jjum klorid (7a)

Metoda A) 2-[(Kloretil)tio]-1-metil-1H-imidazol (6, 100 mg, 0,56 mmol) ¢uvan je tijekom 21
dan pri 25°C/60%RV. Dobiveni kristalni produkt trituriran je hladnim diklormetanom, izdvojen
vakum filtracijom, ispran nekoliko puta s hladnim diklormetanom pri ¢emu je dobiven 7-metil-
2H,3H, 7H-imidazol[2,1-b]tiazol-4-1jum klorid (7a) u obliku igli€astih kristala (98 mg, 98,0%),
tt DSConset 241°C,. TLC: Rf= 0,49 (diklormetan:metanol: mravlja kiselina = 8:1:0,5), ESI MS-
QTOF: [M-CI]* 141,0485 , C¢HoN2SCI1. 'H NMR (DMSO-ds, 600 MHz/ppm): N-CHj (s, 3H)
3,72, S-CHz- (m, 2H) 4,16-4,26, N-CH> (t, 2H) 4,50, J=7,7 Hz , N-CH= (d, 1H) 7,73, J=2,2
Hz, -N(CHs) -CH= (d, 1H) 7,62, J = 2,0 Hz. 3*C NMR (DMSO-ds, 151 MHz/ppm): N-CHj
36,3, S-CHz- 39,0, N-CHz 49,5, N-CH= 120,2, -N(CH3)-CH= 127,6 C(S) 150,2. Ionska
kromatografija: eksperimentalno odreden postotak iona Cl (19%) odgovarao je teoretskoj
vrijednosti (20 %) unutar eksperimentalne pogreske. Struktura 7a potvrdena je rentgenskom

difrakcijom na monokristalu.

Metoda B) 2,3-Dihidro-1-kloretil-3-metil-1H-imidazol-2-tion (9, 50 mg, 0,28 mmol) svjeze
procisc¢en prije pokusa kolonskom kromatografijsom na stupcu silika gela (veli¢ina pora 0,063-
0,2 mm) uz diklormetan:aceton 8:2 kao eluens. Cisti uzorak je zatim otopljen u DMSO-ds (600
uL) pri sobnoj temperaturi i sniman '"H NMR-om. Nakon 8 sati uzorak sadrzi 49% 9 i 51% 7a
$to upucuje na brzu izomerizaciju. Nakon 18 sati u protonskom spektru prisutni su samo signali

7a ¢ime se potvrduje potpuna izomerizaciju od 9 u 7a.
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Metoda C) Metimazol (1, 1000 mg, 8,76 mmol) otopljen je u suhom DCE (10 mL) i uz
mijesanje kuhan u povrat tijekom 11 sati. Filtracijom u vakumu odjeljen je sirovi ostatak koji
je trituriran s hladnim dikloroetanom, filtriran u vakumu, ispran nekoliko puta s hladnim 1,2-
dikloroetanom i posusen pri 102°C tijekom 2 sata (pri 350 mbar). Sirovi bijeli ostatak (600 mg)
analiziran je NMR-om 1 utvrdeno je da prema NMR analizi, uz 7-metil-2H,3H,7H-
imidazol[2,1-b]tiazol-4-ijjum klorid (7a, 20 % u smjesi, 7,8 %) sadrzi i 3d, (80% u smjesi,
33,5%), no 7a nije izoliran. NMR spektri za 7a snimljeni u D20 bili su u skladu s prethodno
opisanim, u DMSO-d;s (vidi pod metoda A). 'H NMR (D,0, 600 MHz/ppm): N-CHj3 (s, 3H)
3,62, S-CH»- (t, 2H) 4,13, J="7,7 Hz, N-CH2 (t, 2H) 4,43, J= 7,7 Hz, N-CH= (d, 1H) 7,31, J =
2,2 Hz, -N(CH;)-CH= (d, 1H) 7,2, J = 2,2 Hz. '*C NMR (D0, 151 MHz/ppm): N-CHj3 35,2,
S-CHz- 48,6, N-CH2 37,1, N-CH= 118,6, -N(CH3)-CH= 126,2 C(S) 150.4.

3.7.9. 7-Metil-2H,3H,7H-imidazol[2,1-b]tiazol-4-ijum tetrafluoroborat (7b)

7-Metil-2H,3H,7H-imidazol[2,1-b]tiazol-4-ijjum klorid (7a, 115 mg, 0,65 mmol) otopljen je u
metanolu (10 mL) i u otopinu dodan je u obrocima uz mijeSanje srebro tetrafluoroborat (126
mg, 0,65 mmol), a mijesanje je nastavljeno tijekom narednih 60 minuta. Koloidni precipitat
filtriran je preko 0,2 um PTFE filtera, a filtrat je uparen do suhog u vakuumu pri cemu je
dobiven 7-metil-2H,3H,7H-imidazol[2,1-b]tiazol-4-ijjum tetrafluoroborat (7b 145 mg, 97,7%)
u obliku bezbojnih iglicastih kristala, ti  DSConset 135°C, TLC: Rf = 0,55
(diklormetan:metanol:mravlja kiselina = 8:1:0,5) EI-MS-QQQ: [M]7140,9. 'H NMR (DMSO-
ds, 600 MHz/ppm): N-CH3 (s, 3H) 3,70, S-CH:- (t, 2H) 4,20, N-CH: (t, 2H) 4,47, N-CH=(d ,
1H) 7,68 J = 2,2 Hz, -N(CH3)-CH= (d, 1H) 7,56, J = 1,8 Hz. '3C NMR (DMSO-ds, 151
MHz/ppm): N-CH3 35,8, S-CHb»- 38,4, N-CH» 49,0, N-CH=119,7, -N (CH3)-CH = 127,1, C(S)

150,4. Struktura 7b potvrdena je rentgenskom difrakcijom na monokristalu.

3.7.10. Bis-{2-[(kloretil)tio]-1-metil-1H-imidazol } -srebro(I)tetrafluoroborat (10)

2-[(Kloretil)tio]-1-metil-1 H-imidazol (6, 40 mg, 0,23 mmol) otopljen je u metanolu (7 mL) i uz
mijeSanje u dijelovima dodan je srebrni tetrafluoroborat (44 mg, 0,23 mmol) pod dusSikom pri
sobnoj temperaturi. Sutradan je istalozeni produkt izdvojen vakum fitracijom 1 ispran nekoliko
puta hladnim 1,2-dikloretanom (15 mL) daju¢i bezbojne kristale bis-{2-[(kloroetil)tio]-1-metil-
1 H-imidazol} -srebro(I)tetrafluoroborata (10, 61 mg, 96,8%), tt DSConset 133°C. 'H NMR
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(DMSO-ds, 600 MHz/ppm): N-CH3 (s, 6H) 3,79, S-CHa- (t, 4H) 3,35, CH»-Cl (t, 4H) 3,75, N-
CH = (d, 2H) 7,57, -N(CH3) -CH= (d, 2H) 7,19. Struktura 10 potvrdena je rentgenskom

difrakcijom na monokristalu.

3.7.11. 2,3-Dihidro-1-kloretil-3-metil-1 H-imidazol-2-tion (9)

7-Metil-2H,3H,7H-imidazol[2,1-b]tiazol-4-ijjum klorid (7a, 100 mg, 0,56 mmol) otopljen je u
acetonitrilu (10 mL) i kuhan u povratu tijekom 5 sati. Tada je pra¢enjem reakcije TLC-om
uocena djelomi¢na konverzija 7a u 1-kloretil-2,3-dihidro-3-metil-1H-imidazol-2-tion (9).
Zagrijavanjem smjese tijekom dodatnih 5 sati nisu uocene promjene na kormatogramu. Smjesa
je tada razrijedena vodom (10 mL) i zasi¢enom otopinom natrijevog klorida te ekstrahirana
diklormetanom. Organski sloj je osusen iznad bezvodnog natrijevog sulfata i uparen pod
snizenim tlakom pri ¢emu se dobivaju TLC C¢isti bezbojni kristali 2,3-dihidro-1-kloroetil-3-
metil-1H-imidazol-2-tiona (9, 25 mg, 25,0 %), tt DSConset 65°C. TLC: Rf = 0,97
(diklormetan:aceton = 8:2). EI-MS-QQQ: [M+H]" 177,6. "H NMR (600 MHz, DMSO-ds/ppm):
N-CH;s (s, 3H) 3,47, CH2-Cl (t, 2H) 3,96, J = 6,1, N-CHz (t, 2H) 4,27, J= 5,9 Hz, =CH-N-CH3
(d, 1H) 7,16, J = 2,6 Hz, CH>-N-CH= (d, 1H) 7,20, J = 2,2 Hz, '*C NMR (75 MHz, DMSO-
dsppm): N-CH3 34,3, CH»>-Cl1 41,7, N-CH2 48,4, =CH-N-CHj3 118,2, CH>-N-CH= 118,0, C(S)
161,9.

3.7.12. 2,3-Dihidro-3-metil-1-[(1-metil-1 H-imidazol-2-il)tioetil]-1 H-imidazol-2-tion (11)

Otopina 7-metil-2H,3H,7H-imidazol[2,1-b]tiazol-4-ijjum klorida (7a, 100 mg, 0,56 mmol) i
metimazola (1, 64 mg, 0,56 mmol) u acetonitrilu (10 mL) kuhana je u povrat tijekom 10 sati.
Smjesa je zatim uparena pod snizenim tlakom, kruti ostatak je otopljen u vodi (10 mL),
neutraliziran s 1M NaOH te ekstrahiran s diklorometanom. Organski sloj je posusen iznad
bezvodnog natrijevog sulfata, uparen u vakuumu i proc¢is¢en kolonskom kromatografijom na
stupcu silika gela (veli¢ina pora 0,063-0,2 mm) uz diklormetan/aceton 8:2 kao eluens. Nakon
uparavanja izdvojene frakcije pod snizenim tlakom dobivaju se bijeli kristali TLC ¢istog 2,3-
dihidro-3-metil-1-[(1-metil-1H-imidazol-2-il)tioetil]-1 H-imidazol-2-tion (11, 28 mg, 19,4%)
Razlog niskog prinosa je stvaranje ravnoteze izmedu 7a 19, pri ¢emu samo cca. 20-25% 9 moze
stupiti u reakciju s 1, tt DSConset 101,7°C. TLC: Rf= 0,23 (diklormetan: aceton = 8:2), Rf= 0,61
(diklormetan:metanol:mravlja kiselina = 8:1:0,5). EI-MS-QQQ: [M+ H]" 255,0, '"H NMR (600
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MHz, DMSO-ds/ppm): N-(CH3)-CS- (s, 3H) 3,58, S-CHo»- (t, 2H) 3,31, J = 6,6 Hz, C(S)-N-
CH;s (s, 3H) 3,46, N-CHz (t, 2H) 4,15, J = 6,6 Hz, N-(CH3)-CH= (d, 1H) 7,12,, J = 2,2 Hz, CH-
N-CHz (d, 1H,) 6,97, J=2,2 Hz, CH-N = (d, 1H) 6,97, J= 1,1 Hz, CH-N-CH3 (d, 1H) 7,27, J
= 1,5 Hz. ®*C NMR (151 MHz, DMSO-ds/ppm): C(S)-N-CHj3 34,3, S-CH; 31,7, N-(CH3)-CS-
32,9, N-CHz 41,6, N-(CH3)-CH= 118,1, CH-N-CH; 117,7, CH-N = 128,6, CH-N-(CH3)-CS-
123,5, S-CH»- 138,1, C(S) 161,4. Struktura 11 potvrdena je rentgenskom difrakcijom na

monokristalu.

3.7.13. 1,2-Bis(2,3-dihidro-3-metil-1 H-imidazol-2-tion-1-il)etan (12)

Metoda A) 2,3-Dihidro-3-metil-1-[(1-metil-1H-imidazol-2-il)tioetil]-1H-imidazol-2-tion (11,
50 mg, 0,20 mmol) zagrijavan je u pjeScanoj kupelji pri temperaturi od 170°C tijekom 10 sati.
Smjesa je otopljena u smjesi diklormetan:aceton = 8:2 i procis¢ena kolonskom kromatografijom
na stupcu silika gela (veli¢ina pora 0,063-0,2 mm) uz diklormetan:aceton = 8:2 kao eluens.
Uparavanjem izabranih frakcija u vakuumu dobivaju se crveni kristali TLC cistog 1,2-bis(2,3-
dihidro-3-metil-1H-imidazol-2-tion-1-il)etana (12, 44 mg, 88,0 %), tt DSConset 195°C
(Literatura 194-195°C*). TLC: Rf = 0,59 (diklormetan:aceton = 8:2), Rf = 0,76
(diklormetan:metanol:mravlja kiselina = 8:1:0,5). EI-MS-QTOF: [M+H]" 254,37. 'H NMR
(DMSO-ds, 600 MHz/ppm): N-CH3 (s, 6H), 3,45, -N(CH3)-CH= (d, 1H) 7,08, J=2,2 Hz, CH>-
N-CH= (d, 1H) 6,83, J = 2,2 Hz, N-CH> (s, 4H) 4,31. 3C NMR (DMSO-ds, 151 MHz/ppm):
N-CHj3 34,4, -N(CH3)-CH= 118,4, CH>-N-CH=117,2, N-CH: 45,1, C(S) 161,7.

Metoda B) 1,2-Bis[(1-metil-1H-imidazol-2-il)tio]etan (3a, 50 mg, 0,20 mmol) zagrijavan je u
pjescanoj kupelji pri temperaturi od 170°C tijekom 17 sati. Smjesa je otopljena u smjesi
diklormetan:aceton=8:2 1 procCis¢ena kolonskom kromatografijom na stupcu silika gela
(veli¢ina pora 0,063-0,2mm) uz diklormetan:aceton=8:2 kao eluens. Uparavanjem izabranih
frakcija u vakuumu dobivaju se crveni kristali TLC c¢istog 1,2-bis (2,3-dihidro-3-metil-1H-
imidazol-2-tion-1-il)etana (10, 38 mg, 76,0%). Dobivena talista, Rf vrijednosti i NMR podaci

u skladu su s podacima prethodno navedenim pod metodom A.

3.7.14. Kinetika izomerizacije 6 u 7a pracena '"H NMR-om

2-[(2-Kloretil)tio]-1-metil-1 H-imidazol (6, 30 mg, 0,2 mmol) otopljen je u DMSO-d6 (600 pnL)

i sniman povremeno '"H NMR spektroskopijom u razdoblju od tri mjeseca pri 25°C. Usporedba
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prvog protonskog spektra odmah nakon pripreme otopine i onog uzetog nakon 3 dana nije
pokazala razlike. Spektri su povremeno uzimani do gotovo potpune (99,1%) konverzije 6 u 7a.
Manja koli¢ina 9 takoder je uocena u otopini od cca. 0,94%. Dobiveni kemijski pomaci za 7a i
9 bili su u skladu s podacima iznesenim ranije u tekstu. Svi su spektri snimljeni prema uvjetima

opisanom u poglavlju 3.2.2.

3.7.15. Pokusaj detekcije tiiranijevog meduprodukta 8 wu reakciji 6 sa srebrnim

tetrafluoroboratom u toluen-ds '"H NMR-om

2-[(2-Kloretil)tio]-1-metil-1H-imidazol (6, 6,0 mg, 0,04 mmol) otopljen je u toluenu-ds (600
ul) i otopina je ohladena na -20°C nakon &ega je snimljen 'H NMR spektar koji je sadrzavao
signale karakteristicne za 6 uz signale otapala. Zatim je dodan srebrni tetrafluoroborat (8 mg,
0,04 mmol) 1 snimljeni su nizovi uzastopnih protonskih NMR spektra tijekom 3 sata, dok se
temperatura postupno povecavala s -20°C na 25°C. Neposredno nakon dodavanja soli pojavio
se bijeli talog i u svim protonskim spektrima osim signala otapala nisu primijeceni signali koji
pripadaju pocCetnom 6, Sto je ukazivalo da nastali talog nije topljiv u toluenu-ds. Nakon $to se
u roku od 3 sata nisu pojavili novi signali 1 temperatura dosegla 25°C, dodan je DMSO-ds (600
ul), pri ¢emu se talog otopio uz pojavu novih signala, koji su pripisani Ag-kompleksu 10. Svi

su spektri snimljeni prema uvjetima opisanim u poglavlju 3.3.2.

3.7.16. PokuSaj detekcije tiiranijevog meduprodukta 8 u reakciji 6 s srebrnim

tetrafluoroboratom u DMSO-ds '"H NMR-om

2-[(2-Kloretil)tio]-1-metil-1H-imidazol (6, 6,0 mg, 0,04 mmol) otopljen je u DMSO-ds (600
ul) pri 25°C, nakon ¢ega je snimljen protonski NMR spektar koji odgovara signalima polaznog
6 uz dodatak signala otapala. Zatim je u otopinu dodan srebrni tetrafluoroborat (6,0 mg, 0,04
mmol) pri istoj temperaturi, a na snimljeniom spektaru se pored signala otapala uocavaju i
signali Ag-kompleksa 10 te nisu primijeceni drugi signali. Zatim je temperatura poviSena na
80°C 1 snimljeni su nizovi uzastopnih protonskih NMR spektara tijekom narednih 7 sati. Nakon
jednog sata pri 80°C na snimljenom spektru su se pored signala 7, pojavili i signali
tetrafluoroboratne soli 7b no slabog intenziteta. Nakon narednih Cetiri sata pri 80°C nestali su
signali 10, dok dominiraju signali 7b. Izvedeni pokus jasno je potvrdio transformaciju 6 preko

10 do 7b . Svi su spektri snimljeni prema uvjetima opisanom u poglavlju 3.3.2.
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3.7.17. 2-[(2-Hidroksietil)tio]-1-metil-1 H-imidazol (13)

2-[(2-Kloretil)tio]-1-metil-1H-imidazol (6, 49,3 mg 2,8 mmol) otopljen je u 60 mL NaHCO3
(10 %) 1 pripremljena otopina je mijeSana pri 55°C tijekom 30 minuta. Zatim je temperatura
podignuta na 80°C i reakcija je uz mijeSanje nastavljena pri toj temperaturi tijekom narednih
90 minuta. Smjesa je ohladena i ekstrahirana s 20 mL diklormetana, a organski ekstrakt je
posusen iznad bezvodnog natrijevog sulfata. Nakon uparavanja pri snizenim tlakom uparni je
ostatak procisc¢en kolonskom kromatografijom na stupcu silikagela (velic¢ina pora 0,063-0,2
mm) uz diklormetan/aceton 8:2 kao eluens. Uparavanjem izabranih frakcija dobiven je
kromatografski Cisti 2-[(2-hidroksietil)tio]-1-metil-1H-imidazol (13, 40,1 mg 93,0%) u formi
bezbojnog viskoznog ulja. Rf=0.54 (diklormetan:aceton=38:2). EI MS-QTOF: m/z: [M+H]"
159,000, CsHioN2OS. 'TH NMR (DMSO-ds, 600 MHz/ppm): N-CH3 (s, 6H), 3,57, -N(CH3)-
CH=(d, 1H) 7,21 J= 1,3 Hz, =N-CH= (d, 1H) 6,91 J = 1,3 Hz, S-CH> (t, 2H) 3,05 J=6,5 Hz,
CH»-O (t, 2H) 3,57 J = 6,5 Hz, *C NMR (DMSO-ds,150 MHz/ppm) N-CH3 33,3, -N(CH3)-
CH=123,5, =N-CH= 128,7, S-CH2 36,5, CH2-O 60,9, C(S) 140,9.

3.7.18 1-Metil-2-(viniltio)-1 H-imidazol (14)

2-[(2-Kloretil)tio]-1-metil-1 H-imidazol (6, 17,6 mg, 0,1 mmol) otopljen je u § mL KOH (1 M)
1 kuhan je povratu tijekom 1,5 sati. Smjesa je ohladena i ekstrahirana s diklormetanom. Ekstrakt
je osusen iznad bezvodnog natrijevog sulfata i uparen pri snizenim tlakom. Uparni je ostatak
proc¢is¢en kolonskom kromatografijom na stupcu silikagela (veli¢ina pora 0,063-0,2 mm) uz
diklormetan/aceton 8:2 kao eluens. Uparavanjem izabranih frakcija dobiven je kromatografski
Cisti 1-metil-2-(viniltio)-1H-imidazol (14, 7,9 mg, 57,0 %) u formi bezbojnog viskoznog ulja.
Rf=0,57 (diklormetan/aceton=8:2), EI-MS-QQQ: [M+H]" 140,1. 'H NMR (DMSO-ds, 600
MHz/ppm): N-CH; (s, 6H), 3.62, -N(CHs)-CH= (d, 1H) 7,39 J= 1.3 Hz, =N-CH= (d, 1H) 7,03
J=1.3 Hz, =CH2 (d, 1Ha) 4.96 J=16.7 Hz, =CH2 (d, 1Hb) 5.32 J=9.7 Hz, -CH= (dd, 1H) 6.57
J=16.7,9.7 Hz, 3C NMR (DMSO-ds, 150 MHz): N-CH3 33.6, -N(CH3)-CH= 125,0, =N-CH=
129,7,=CH: 114,1, -CH= 130,6, C(S) 136,4.

3.7.19. Reakcija 6 s kalijevim cijanidom u DMSO-ds

2-[(2-Kloretil)tio]-1-metil-1H-imidazol (6, 100,0 mg, 0,56 mmol) otopljen je uz mijesanje u 10

mL DMSO-ds, nakon ¢ega je dodan kalijev cijanid (40 mg, 0,6 mmol) i otopina zagrijana na
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70 °C. Nakon 6 sati reakcijska je smjesa je ohladena i analizirana 1-D ('H, '3C) i 2-D (HSQC i
HMBC) te MS-QTOF tehnikama. Uz potpuni nestanak signala za pocetni 6, u u smjesi su
uoceni signali za ve¢ poznati 1 (2% molarni sadrzaj), 3a (31%), 14 (5%) te sukcinonitril (1,2-
dicijanoetan, 15, 44%) 1 2-cijano-1-metil-1H-imidazol (16, 14%). Dok su radi usporedbe za
spojeve 1, 3a i 14 postojali spektri iz ovog rada, spektri za sukcionitril (15) nadeni su u
Brukerovoj bazi podataka, a za 2-cijano-1-metil-1H-imidazol (16) podaci o kemijskim

pomacima dobiveni su koriste¢i prediktivni alat Bruker Advance.

Nakon spektralne analize, reakcijska smjesa je razrijedena s 100 mL vode i 20 mL zasi¢ene
otopine natrijevog klorida, te ekstrahirana s etilnim acetatom (3 x 70 mL), ekstrakt posuSen
iznad bezvodnog natrijevog sulfata i uparen pri snizenim tlakom. Uparni je ostatak procis¢en
kolonskom kromatografijom na stupcu silikagela (veli¢ina pora 0,063-0,2 mm) uz
diklormetan/aceton 8:2 kao eluens. Uparavanjem izabranih frakcija dobiven je kromatografski
Cisti sukcinonitril, 15 (17,9 mg, 40,0 %) u obliku bezbojnog viskoznog ulja. Rf=0.85
(diklormetan/aceton =8:2), HRMS [M+H]" 81,045, C4HsN,. 'H NMR (DMSO-ds, 600
MHz/ppm): -CH>- (s, 4 H) 2,92, *C NMR (DMSO-ds, 151 MHz/ppm): -CH>-, 13,7, CN 118.6.

Dodatno su izdvojena frakcije, ¢ijim je uparavanjem dobiven kromatografski 2-cijano -1-metil-
1H-imidazol (16, 6,0 mg, 10,0 %), u obliku bezbojnog viskoznog ulja. Rf=0.79
(diklormetan/aceton =8:2), HRMS: [M+H]" 108,056, CsHsN;. NMR (DMSO-ds, 600
MHz/ppm): N-CH3 (s, 3H), 3,84, -N(CH3)-CH= (d, 1H) 7,60, =N-CH= (d, 1H) 7,18. 3*C NMR
(DMSO-ds, 151 MHz/ppm): N-CH3 33,8, -N(CHs)-CH= 126,3, =N-CH= 131,0, C-CN 121,5,
CN 111,6.

3.7.20. 1-Metil-(2-metiltio)-1H-imidazol (4a)

Metoda A) Metimazol (1, 4900,0 mg, 43 mmol) je otopljen u 1,5 M otopini natrijevog karbonata
(50 mL) i postepeno je dodavan jodometan (9500,0 mg, 67 mmol) te je mijeSanje nastavljeno
tijekom 2 sata pri sobnoj temperaturi pod duSikom 1 zaSti¢eno od svjetla. Reakcijska smjesa je
ekstrahirana diklormetanom (3 x 25 mL), organski ekstrakt posuSen je iznad bezvodnog
natrijevog sulfata i uparen pod snizenim tlakom pri ¢emu se dobiva, sirovi, 1-metil-(2-metiltio)-
1 H-imidazol kao bezbojna tekuéina (4a, 5200,0 mg, 95,0 %). Cisto¢a; HPLC, 100%. Rf=0,59
(1,2-dikloretan:metanol=9:1), MS-QQQ: [M+H]" 129,0489, Molarna masa CsHoN4S>. 'H
NMR (DMSO-ds, 600 MHz/ppm): N-CHs (s, 3H), 3,819, -N(CH3)-CH= (d, 1H) 7,850, J =
1,8Hz, =N-CH= (d, 1H) 7,812 J = 1,8 Hz), S-CHj3 (s, 3H) 2,742. '*C NMR (DMSO-ds, 150
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MHz/ppm: N-CH; 35,615, -N(CH3)-CH= 125,339, =N-CH= 121,074, S-CH3 17,399, C(S)
142,672.

Metoda B) Otopini 2,2'-disulfandilbis(1-metil-1H-imidazol) (5, 50,0 mg, 0,22 mmol) u 1M
NaOH (5 mL) dodan je jodometan (91,2 mg, 0,64 mmol) u atmosferi dusSika 1 mijeSanje je
nastavljeno tijekom 3 sata pri sobnoj temperaturi. Reakcijska smjesa je ekstrahirana
diklormetanom (3 x 2 mL), ekstrakt posuSen iznad bezvodnog natrijevog sulfata i uparen pod
sniZzenim tlakom, pri ¢emu se dobiva 4a (49,0 mg, 87,0%). Rf'1 spektroskopski podaci identi¢ni

su podacima dobivenim za autenti¢an uzorak dobiven metodom A.

3.7.21. 1-Metil-(2-metiltio)-1 H-imidazol hidrojodid (4b)

Metimazol (1, 1000,0 mg, 8,8 mmol) je otopljen je u acetonu (10 mL) i uz mijeSanje postepeno
je dodavan jodmetan (1300 mg, 8,8 mmol) tijekom 5 minuta u ledenoj kupelji, pod dusikom 1
zaStic¢eno od svjetla. Nakon 2 sata dobiveni produkt je profiltriran i ispran hladnim acetonom
pri ¢emu se dobivaju bijeli kristali 1-metil-(2-metiltio)-1H-imidazol hidrojodid (4b, 2000 mg,
91,0%), tt DSCpozetak 147°C (lit. 150°C**). Cistoéa; HPLC 99,9%. ESI-MS-QTOF [M+H]"
227,0423. Molarna masa CsH1oN4S2. '"H NMR (DMSO-ds, 600 MHz/ppm): N-CHj (s, 3H)
3,819, -N(CH3)-CH= (d,1H) 7,850 /= 1.8Hz =N-CH=(d, 1H) 7,812 J= 1,8 Hz, S-CH3 (s, 3H)
2,742. 3C NMR (DMSO-ds, 150 MHz/ppm): N-CH3 35,615, -N(CH3)-CH= 125,339, =N-CH=
121,074, S-CH3 17,399, C(S) 142,672. lonska kromatografija: 48%, u odnosu na teoretsku
vrijednost jodida 49%. Struktura mu je potvrdena rentgenskom strukturnom analizom, a

monokristali 4b su dobiveni su sporom kristalizacijom iz acetona.

3.7.22. 1,3-Dimetil-2-metiltio-1 H-imidazolijev jodid (18)

Otopini 15b (100 mg, 0,39 mmol) u suhom acetonitrilu (10 mL) dodan je bezvodni NaHCO3
(500 mg, 5,95 mmol) te je uz mijesanje dodavan jodmetan (227,1 mg, 1,6 mmol). Reakcijska
smjesa je kuhana u povrat kroz 5 sati, razrijedena vodom, ekstrahirana s diklormetanom i
uparena pri snizenom tlaku pri cemu se dobiva bezbojni kristalini¢ni produkt 1,3-dimetil-2-
metiltioimidazolijevog jodida (16, 79,0 mg, 75,0 %), HPLC c¢isto¢a, 99%, ti DSConset-endset
168°C-182°C (literatura 187°C'>*), Rf = 0,30 (1,2-dikloretan:metanol=9:1), MS-QQQ: [M-I]"
143,000. 'H NMR (DMSO-ds, 600 MHz/ppm): N-CHj3 (s, 6H) 3,916, -N(CH3)-CH= ,=N-CH=
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(s, 2H) 7,938, S-CHs (s, 3H) 2.543. 3C NMR (DMSO-ds, 150 MHz/ppm): N-CH3 36,314, -
N(CH;3)-CH=, =N-CH= 124,684, S-CH; 17,356.

3.7.23 1,3-Dimetilimidazol-2-tion (17)

1,3-Dimetil-2-metiltioimidazolijev jodid (16, 100,0 mg 0,37 mmol) otopljen je u suhom
acetonitrilu (10 mL) uz dodatak bezvodnog NaHCO3 (500 mg, 5,95 mmol) i otopina je kuhana
u povrat 13 sati, razrijedena s vodom (10 mL), ekstrahirana tri puta s diklormetanom (3 x 13
mL), a organski ostatak posusen iznad bezvodnog natrijevog sulfata. Uparavanjem sirovog
ostatka 1 preciS¢avanjem kolonskom kromatografijom na stupcu silikagela (velic¢ina pora 0,063-
0,2 mm) uz diklormetan:aceton=9:1 kao eluens dobiva se bijela krutina (17, 32 mg, 67,4%), t;
DSCpocetak 183° C (literatura 183°C!5>136), Rf=0,81 (1,2-dikloretan:metanol= 9:1), MS-QQQ:
[M-H]" 129,000. 'H NMR (DMSO-ds, 600 MHz/ppm): N-CHj (s, 6H) 3,461, -N(CH;3)-CH=
,=N-CH= (s, 2H) 7,111 3C NMR (DMSO-ds, 150 MHz/ppm): N-CH3 34,439, -N(CH3)-CH=,
=N-CH= 118,003, C(S) 162,000.

3.7.24. 2,2'-Disulfandiilbis(1-metil-1 H-imidazol) (5a)

Sinteza provedena prema modificiranoj metodi: J S. Figueroa et al.*’

Metimazol (1, 2100,0 mg, 18,0 mmol) otopljen je u 1,2-dikloretanu (130 mL) 1 EtzN (2,8 mL,
20,1 mmol) 1 pod dusikom, dodan je jod (2300,0 mg, 9,0 mmol) uz mijeSanje pri sobnoj
temperaturi. Nakon 3 sata smjesi je dodano 100 mL vode i mijeSano tijekom 15 minuta.
Organski sloj je odijeljen, profiltriran, posusen iznad bezvodnog natrijevog sulfata i uparen pri
snizenom tlaku pri ¢emu je dobiven sirovi, TLC ¢ist 2,2'-disulfandiilbis(1-metil-1H-imidazol)
u formi zutih kristala (5a, 1200 mg, 57,6%), t: DSCpocetak 129°C (lit. 127-128°C!38 1it. 138°C>?).
TLC, Rf~= 0,35 (1,2-dikloretan:metanol=9:1), EI-MS-QTOF [M-+H]" 227,0423. 'H NMR
(CDCIz, 600 MHz/ppm): N-CHs (s, 3H), 3,741, -N(CH3)-CH= (d, 1H) 7,24, J = 1,2Hz, =N-
CH= (d, 1H) 7,310 J = 1,2 Hz), 3*C NMR (CDCI3, 150 MHz/ppm): N-CH3 34,08, -N(CH3)-
CH= 124,79, =N-CH= 130,57.

Struktura mu je potvrdena rentgenskom strukturnom analizom, a monokristali Sa pripravljeni

su kristalizacijom isparavanjem iz suhog etilnog acetata.
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3.7.25. 2,2'-Disulfandiilbis (1-metil-1H-imidazol) (Sb)

2,2'-Disulfandiilbis(1-metil-1H-imidazol) 5a (500 mg, 0,4 mmol) otopljen je u acetonu (10
mL), otopina zagrijana do 50°C profiltrirana i ostavljena kroz 12 sati u mraku. Dobiveni kristali
su odijeljeni filtracijom posuseni izmedu slojeva filter papira pri ¢emu se dobiva 2,2'-
disulfandiilbis(1-metil-1H-imidazol) (Sb, 350 mg, 70,0 %), tt DSCpocetak 90°C. GLC sadrzaj
acetona 3,02 %. TLC: Rf~= 0,35 (1,2-dikloretan:metanol=9:1), 'H NMR (CDCI;, 500
MHz/ppm): N-CHj3 (s, 3H), 3,801, -N(CH3)-CH= (d, 1H) 7,270, J = 1,2Hz, =N-CH= (d, 1H)
7,351 J=1,2 Hz), *C NMR (CDCIs, 150 MHz/ppm): N-CHj3 34,228, -N(CH3)-CH= 124,627,
=N-CH= 130,000.

3.7.26. Kristalizacija 2,2'-disulfandiilbis (1-metil-1H-imidazol) (5a) iz drugih otapala.

2,2'-Disulfandiilbis(1-metil-1H-imidazol) 5a (100 mg, 0,4 mmol) otopljen je u diklormetanu,
dikloretanu, acetonu, etilnom acetatu, metanolu, etanolu i izopropanolu (5-20 mL) s ili bez
zagrijavanja pri temperaturama 30-60°C, uz stajanje tijekom 12 sati do 5 dana te su dobiveni
kristali odijeljeni i posuSeni. U sluc¢aju diklormetana, etilnog acetata i dikloretana dobivena je
zuta forma Sa, dok u ostalim otapalima nisu dobiveni kristali, ve¢ je se nakon spontanog i
potpunog isparavanja otapala dobiva viskozna masa koja ne kristalizira dulje vrijeme (praceno

5 mjeseci).

3.7.27. pH Profil razgradnje 5a

Pripremljene su slijede¢e otopine: kloridna kiselina 0,2 M, kalijev klorid 0,2 M, natrijev
hidroksid 0,1 M, kalijev dihidrogenfosfata 0,1 M, borna kiselina, 0,1 M, natrijev citrat 0,03 M,
citratna kiselina 0,06 M.

Puferi su pripremljeni mijeSanjem sljedecih otopina.

Pufer pH 1,2. Pripremljeno je 100 mL otopine pufera mijeSanjem 32,3 mL 0,2 M otopine HCI
125,0 mL 0,2 M kalijevog klorida.

Pufer pH 7,0. Pripremljeno je 100 mL otopine pufera mijeSanjem 29,63 mL 0,1 M natrijevog
hidroksida i 50,0 mL 0,1M kalijevog dihidrogenfostfata.
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Pufer pH 9,0. Pripremljeno je 100 mL otopine pufera mijeSanjem 21,30 mL 0,1 M natrijevog
hidroksida, 25 mL 0,1 M borne kiseline i 25 mL 0,1 M kalijevog citrata.

pH otopina provjeren je prije studije koriste¢i Mettler Toledo SevenMulti pH metar kalibiran u

6 tocaka.

Pripremljene su standardne otopine metimazola (1) i1 2,2'-disulfandiilbis(1-metil-1H-imidazol)
(5a) u koncentraciji od 0,2 mg/mL u smjesi acetonitril:voda =1:1. Za kineticka mjerenja
pripremljene su otopine Sa u koncentraciji od 0,024 mg/mL. Mjerenja su provedena u triplikatu
pri tri temperature 25°C, 35°C, 50°C u vremenskim intervalima od 10 minuta pri mjereci
apsorbanciju UV-VIS spektrofotometrijom pri 251 nm (odgovara maksimumu apsorbancije 1
1315 nm, odgovara maksimumu apsorbancije Sa. Dobiveni kineticki 1 termodinamicki podaci

prikazani su u Tablici 12.

Tablica 12. Kineticki parametri 5a pri pH 1,0, 7,01 9,0.

pH T (O K (s-1) R? ti2 (s) Ea(kJ/mol) (k.fA/rl;llol) AS(J/mol)
25 0,0065 0,9585 106,64 52,8 -505,44
1.2 33 0,0137 0,952 50,59 55,28 52,74 -510,50
50 0,0377 0,9827 18,39 52,594 -520,45
25 0,0883 0,9865 7,85 54,26 -500,54
7.0 30 0,307 0,9952 2,26 54,26 51,74 -512,00
50 0,638 0,9807 1,09 51,57 -523,61
0.0 25 0,2978 0,9949 2,33 np 12,8 -253,02
33 1,1486 0,9731 0,60 125,52 -272,77

n.p. nije provedeno

3.7.28. Oksidacija metimazola s vodikovim peroksidom

Metimazol (1, 100 mg, 0,88 mmol) otopljen u je 15 mL etilnog acetata te je uz mijeSanje
dodavan 30% vodikov peroksid (0,1 mL — 0,31 mL; 0,5 mmol — 3,0 mmol) u inertnoj atmosferi
dusika. Tijek reakcije je pracen tankoslojnom kromatografijom na Kiseselgel ploci uz 1,2-
diklormetan/metanol = 9:1 1 vizualizaciju parama joda. U reakciji nastaje 2,2'-disulfandiilbis(1-
metil-1H-imidazol) (5a) Rf = 0,35 (1,2-dikloretan:metanol=9:1) (10-30% prema TLC-u) i N-

metilimidazolijum hidrogensulfat (20) kao mrlja na startu.
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3.7.29. N-Metilimidazolijum hidrogensulfat (20)

Metimazol (1, 100 mg, 0,88 mmol) otopljen u je 15 mL etilnog acetata te je uz mijeSanje
dodavan 30% vodikov peroksid (0,31 mL, 3,0 mmol) u inertnoj atmosferi dusika. Nakon 5 sati
organski sloj je dekantiran, a uljni produkt s dna otopljen u 5 mL vode i istaloZzen acetonom.
Uljni produkt je odijeljen i suSen u vakumu do konstantne mase pri ¢emu se dobiva N-
metilimidazolijum hidrogensulfat (20, 136,5 mg, 85,0 %) u obliku zuckastog ulja koji
zagrijavanjem tamni. IR(cm™): 3145,72 (C-N), 1452,72 (C=C), 2966,27, 2864,03 (C-H) ,
1087,86 (C-H), 1167,41 (HSOs) MS-QTOF: [HSOs]" 96,9607. 'H NMR (CDCIs, 600
MHz/ppm): N-CH3 (s, 3H), 3,74, -N(CH3)-CH= (d, 1H) 7,39, =N-CH= (d, 1H) 7,27, N-CH=N
(s, 1H) 8,33, 13C NMR (CDClIs, 150 MHz/ppm: N-CH3 34,09, -N(CH;)-CH= 123,77, =N-CH=
121,84, N-CH=N 136,75.

3.8. Racunalne studije

Sve molekularne geometrije optimizirane su modelom M06-2X/6-31+G (d), koji je dizajniran
za pruzanje visoko to¢nih termodinamickih i kinetiCkih parametara za razli¢ite organske
sustave. Kako bi se uzeli u obzir ucinci otapala, tijekom optimizacije geometrije ukljucen je
implicitni model solvacije SMD-a koji odgovara aproti¢nim otapalima. Toplinske korekcije
izvucene su iz odgovarajucih proracuna frekvencija, tako da svi prikazani rezultati odgovaraju

razlikama u Gibbsovoj slobodnoj energiji pri sobnoj temperaturi i normalnom tlaku.

Odabir racunalnih postavki potaknut je njezinim uspjehom u ponovnoj reprodukeiji razlicitih

znadajki razliGitih organskih,'® organometalnih,'®® i enzimatsko-mati¢nih sustava,'®!

Sto je
osobito vazno za relativne trendove medu sli¢nim reaktantima. Sve strukture prijelaznog stanja
locirane su postupkom skeniranja, koriste¢i 1D 1 2D skeniranje. Osim vizualizacije dobivenih
negativnih frekvencija, valjanost svih struktura prijelaznog stanja potvrdena je i IRC
prora¢unom u oba smjera te identifikacijom odgovarajucih reaktanata i struktura produkata

povezanih s ispitivanim prijelaznim stanjem. Svi izracuni izvedeni su pomocu softvera

Gaussian 16.'%?
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3.9. Probir polimorfa metimazola (1)
3.9.1. Kristalizacijske probe pri sobnoj temperaturi

Metimazol (1, 500 mg, 4,4 mmol) otopljen je u vodi, butanolu, etilnom acetatu, metanolu,
kloroformu, izobutanolu, izopropanolu, etanolu, acetonitrilu, dimetilformamidu, acetonu (2,0
mL do 8,5 mL, bez zagrijavanja uz lagano mijeSanje i ostavljeljen po strani pri sobnoj
temperaturi (temperatura sobe 21£2°C). Nakon 12 sati dobiveni bezbojni kristali 1 su odijeljeni
gravitacijskom filtracijom i posuSeni izmedu slojeva filter papira. Iskoristivost kristalizacije
kretala se u rasponu od 300 do 410 mg (60,0 do 82,0%). Dobiven kristali snimljeni su
primjenom diferencijalne pretrazne kalorimetrije (prema poglavlju 3.4.2), infracrvene
spektroskopije (prema poglavlju 3.3.1) 1 rendgenske difrakcijske analize na polikristalinicnom
uzorku (prema poglavlju 3.6.1). Dobivene razlike u odnosu na standard metimazola prikazane

su u Tablici 13.

Tablica 13. Prikaz kristalizacijskog probira 1 pri sobnoj temperaturi.

Oznaka Masa Kristalizacij Volumen te DSCpogetak Razlika u Razlika u pikovima pikova/26° u
uzorka 1/mg sko otapalo  kristalizacijskog /°C odnosu na 1 odnosu na 1
otapala/ml
Al 500 Voda 2,5 1423 DA 16,0, 18,0, 21,0, 24,0, 25,5, 28,0,
29,0, 31,5, 32,0, 33,0, 36,5.
A2 Butanol 3,5 142,7 DA 18,0, 19,5, 21,0, 22,5, 24,0, 27,0,
28,0, 32,0, 32,5, 33,0, 36,5. 39,5.
A3 Etilni - 8,5 143,4 DA 16,0, 17,0, 18,0 19,5, 21,0, 22,5,
acetat 24.0,27,5, 29,0, 32,0, 33,0, 34,5,
39,5.
A4 Metanol 4,0 142,7 DA 19,5, 31,0, 33,0, 39,5.
A5 Kloroform 2,0 142,9 DA 12,5, 19,5, 21,0, 22,5, 24,5, 26,0,
28,0, 31,5, 32,0, 33,0.
A6 Izobutanol 4,0 143,6 DA 22,5,32,0, 33,0, 34,5, 39,5.
A7 Izopropanol 2,0 143,1 DA 17,5, 18,0, 19,5, 21,0, 22,5, 24,0,
25,5,27,5,31,0, 32,0, 33,0, 34,5,
35,5, 36,5, 39,5.
A8 Etanol 2,0 143,0 DA 12,5, 13,0, 19,0, 21,0, 22,5, 24,0,
27.5,29,0, 32,0, 32,5, 33,0, 37,0,
39,5.
A9 Acetonitril 2,5 142,7 DA
A10 Dimetilform 2,5 142,8 DA 28,5, 33,0, 34,5, 35,5, 39,5.
amid
All Aceton 2,5 142,9 DA 19,5,21,0, 22,5, 29,0, 31,0, 33,0,
34,5,39,5.
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3.9.2. Kristalizacijske probe pri poviSenoj temperaturi

Metimazol (1, 500 mg — 4000 mg, 4,4 mmol - 35,2 mmol) otopljen je u vodi, butanolu, etilnom
acetatu, metanolu, kloroformu, izobutanolu, izopropanolu, etanolu, acetonu (2 mL do 12 mL,
uz zagrijavanje (50°C-70°C) uz lagano mijeSanje i ostavljen po strani pri sobnoj temperaturi
(temperatura sobe 21+2°C). Nakon 12 sati dobiveni bezbojni kristali 1 su odijeljeni
gravitacijskom filtracijom 1 posuseni izmedu slojeva filter papira. Iskoristivost kristalizacije
kretala se u rasponu od 250 do 410 mg (50,0 % do 82,0 %). Dobiven kristali analizirani su
primjenom diferencijalne pretrazne kalorimetrije, i rendgenske difrakcijske analize na
polikristalini¢cnom uzorku. Dobivene razlike u odnosu na standard metimazola prikazane su u

Tablici 14.

Tablica 14. Prikaz kristalizacijskog probira 1 pri poviSenoj temperaturi.

Oznak Masa Kristalizac ~ Volumen Temperatura t DSCpotetak /°C ~ Razlika u Razlika u pikovima
a 1/mg ijsko kristalizac ~ kristalizacijskog odnosuna  pikova/26° u odnosu
uzorka otapalo ijskog otapala /°C 1 nal
otapala/m
L
Bl 4000 Voda 8,0 50 142,7 DA Odsustvo pri 21,0,
25,5, 32,0, 3,0, 34,5,
37,5, 39.5.
B2 4000 Aceton 8,5 50 143,2 DA Odsustvo pri 21,0,
25,5,32,33, 34,5,
37,5, 39.5.
B3 500 Butanol 3,5 70 144,1 NE
B4 500 Etanol 2,0 70 143,8 NE
BS 500 [zopropan 2,0 70 144,1 NE
ol
B6 500 Izobutanol 4,0 70 143,8 NE
B7 5000 Etilni 10 72 143,7 NE
acetat
B8 Metanol 12 35 142,2 NE

3.9.3. Kristalizacijske probe taloZzenjem i difuzijom kontraotapala

Metimazol (1, 500 mg 1000 mg 4,4 mmol — 8,8 mmol) otopljen je diklormetanu ili acetonu (5,0
mL do 10 mL), bez zagrijavanja uz lagano mijeSanje, nakon ¢ega je dodano kontraotapalo
cikloheksan ili heksan (1 mL-10 mL) lagano uz stjenku posudice kao u pokusu C1-C3
(temperatura sobe 21£2°C) ili je pohranjeno u posudicu zasi¢enu parama cikloheksana kao u
pokusu D1. Nakon 12 sati dobiveni bezbojni kristali 1 odijeljeni su gravitacijskom filtracijom

1 posuSeni izmedu slojeva filter papira. Iskoristivost kristalizacije kretala se u rasponu od 300
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do 725 mg (60,0 % do 72,5 %). Dobiven kristali snimljeni su primjenom diferencijalne

pretrazne kalorimetrije, 1 rendgenske difrakcijske analize na polikristalinicnom uzorku.

Dobivene razlike u odnosu na standard metimazola prikazani su u Tablicama 151 16.

Tablica 15. Prikaz kristalizacijskog probira 1 kristalizacijom talozenjem.

Uzo Masa Kristaliza ~ Volume Kristalizacijsk ~ Volume  Temp te Razlikau  Razlika u pikovima
rak 1/mg cijsko n o otapalo B n eratur DSC odnosu pikova/26° u
otapalo A kristaliz kristaliz a podeta nal odnosu na 1
acijskog acijskog  kristal =k /°C
otapala otapala  izacijs
A/mL B/mL kog
otapal
a/°C
Cl 500 Diklormet 5 Cikloheksan 1 31 143, DA Prisustvo dodatnih
an 7 pikova pri 8,0, 32,0,
40,0.
C2 500 Aceton 7 Heksan 10 s.t. 142, NE
2
C3 500 Aceton 10 Heksan 10 s.t 142, NE
4
s.t. sobna temperatura
Tablica 16. Kristalizacija 1 spontanom difuzijom kontraotapala.
Uzorak Masa Kristaliza ~ Volumen Kontra  Temperatu t Razlika  Razlika u pikovima
1/mg cijsko kristalizac ~ otapalo ra DSCpogetak uu pikova/26° u
otapalo A ijskog B kristalizac /°C odnos odnosu na 1
otapala ijskog nal
A/mL otapala
/°C
D1 1000 Diklormet 5 Ciklohe s.t 134,8 NE
an ksan

s.t. sobna temperatura

Uzorcima B2, B3, Cl, odredena je kristalna struktura rentgenskom difrakcijom na

monokristalu, prema poglavlju 3.6.2, a dobiveni kristalografski podaci prikazani su u Tablici

17.
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Tablica 17. Usporedni prikaz kristalnih podataka za uzorke B2, B3, C1.

Parametar
Boja
Temperaturni
uvjeti tijekom
mjerenja/K

Kristalni sustav

Prostorna
skupina

Broj
strukturnih
jedinica u
jedini¢noj Celiji
a/A
b/A
/A
a/°
pr
»°
V/A3
F(000)
d/gem
S
R
wR(F2)

Broj refleksa

3.10. Karakterizacija nepoznatih oneciS¢enja primjenom HPLC-MS-QTOF

Standard 1
bezbojna bezbojna
293 150
triklinski triklinski
P-1 P-1
4 4
7,054(3) 6,929(4)
7,327(3) 7,361(4)
11,568(5) 11,355(6)
99,678(4) 80,917(5)
106,885(4) 73,122(5)
93,200(4) 86,673(5)
560,5(4) 547,2(5)
240 240
1,353 1,386
1,031 1,025
0,0428 0,0270
0,1073 0,0721
0,0428 0,0270

B2

bezbojna

298

triklinski

P-1

7,0639(5)
7,3411(5)
11,5940(10)
99,653(6)
106,872(7)
93,245(6)
563,66(8)
240
1,345
1,029
0,0615
0,1189
2609

B3
bezbojna

150

triklinski

P-1

6,9250(4)
7,3457(6)
11,3604(8)
80,765(6)
73,044(5)
86,506(6)
563,66
240
1,345
1,027
0,0392
0,1914
2467

C1
bezbojna

295(2)

triklinski

P-1

7,0677(3)
7,3435(4)
11,5888(6)
99,709(5)
106,874(5)
93,233(4)
563,79(5)
240
1,345
1,026
0,0559
0,0890
2979

Primjenom zdruzenog sustava HPLC-MS-QTOF tehnike provedeno je odjeljivanje i

utvrdivanje strukture prisutnih oneciS¢enja u proizvodu Athyrazol (Sarza F-123) analizom

masenih spektara i odredivanjem molekulske mase. Uvjeti analize opisani su u poglavlju 3.5.2.

Rezultati utvrdenih struktura oneciS¢enja slijede u tekstu i Tablici 18.

1-[metil-(2,3-dihidro-1H-imidazol)-2-metilsulfanil ]-1 H-imidazol-2-tiol (21), HPLC: RRT 2,8,

ESI MS-QTOF: [M+H]" 227,0415, CsHoN4S:.

1-{2-[2-metil-(2,3-dihidro-1H-imidazol)-1-metilsulfanil)-1 H-imidazol-1-metilsufanil |- 1 H-
imidazol-2-tiol (22), HPLC: RRT 3,2, ESI MS-QTOF: [M+H]" 339,0506, C12H4NeS3



Tablica 18. Rezultati to¢nih masa za oneciS¢enja 21 1 22.

OneciSéenje Molekulska Masa m/z Izracunati  Razlika
formula m/z mDa
20 CsHioN4S2 226,0347 227,0415 227,0420 0,46
21 C12H14NgS3 338,0442 339,0506 339,0515 0,88

3.11. Priprava farmaceutskih smjesa

Binarne i ternarne smjese pripravljene su na nacin da je izvagano 12,5 g metimazola i koli¢ina
pomoc¢nih tvari u omjeru 1:1 (Tablica 19), a dobivene smjese u homogenizirane u turbuli kroz

30 minuta i razdijeljene u posudice od smedeg stakla.

Tablica 19. Ispitivane smjese i uvjeti testiranja.

Smjesa Sastavnice* Uvjeti Parametri ispitivanja
Binarna smjesa A Metimazol:mikokristalini¢na celuloza
Binarna smjesa B Metimazol:magnezijev stearat 25°C / 60 % RV
Binarna smjesa C Metimazol:Ludipres® 40°C /75 % RV
40°C /25 %RV u DSCuTO

Binarna smjesa D Metimazol:laktoza monohidrat otvorenirp i Sadrzaj metimazola i

Meti Lmikrokristalini zatvorenim srodne tvari T0, T6,
Ternarna smiesa E etimazol:mikro “rlsta 1mnicna posudama, intervali T12

celuloza:magnezijev stearat TOM, T6M,
T12M**

Ternarna smjesa F~ Metimazol:Ludipres®Magnezijev stearat
Kontrolni uzorak Metimazol

* Odvagano je po 12,5 g svake sastavnice, **TOM — vremenski interval odmah nakon priprave, T6M — nakon 6
mjeseci, T12M - nakon 12 mjeseci

Pripremljene smjese izloZene su uvjetima stabilnosti prema tablici 16. Za odvagu sastavnica
koriStena je vaga Mettler Toledo, dnevno kalibrirana prema internom programu kalibracije.
Kompatibilnost sastavnica ispitana je diferencijalnom pretraznom kalorimetrijom (DSC),
opisanoj u poglavlju 3.4.3, a sadrzaj i srodne tvari ispitane su primjenom tekucinske

kromatografije visoke djelotvornosti prema metodi opisanoj u poglavlju 3.5.1.

Rezultati stres studije prikazani su u Tablicama 20, 21, 22, 23, 24 1 25.
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Smjesa C

Uvjet

25°C/60%
RV zrak

25°C/60%
RV dusik

40°C/25%
RV zrak

40°C/25%
RV dusik

40°C/75%
RV zrak

40°C/75%
RV dusik

Tablica 20. Stres studija smjesa metimazol:Ludipres® tijekom 12 mjeseci.

TOM
Sadrzaj Onecis¢enje
metimazola /%
/%
21 22
100,0 np* np

T6M

Sadrzaj
metimazola
! %

21

99,9 0,02
100,0
100,0
100,0
99,9 0,01

99,9

*nije prisutno

Oneciscéenje /

%
22

0,01

n.p

n.p

n.p.

n.p

n.p

T12M
Sadrzaj Oneciscenje / %
metimazola /
%
21 22
99,9 n.p. 0,01
99,9 n.p
99,9 0,01 n.p
100,0 n.p.
99,9 0,03 n.p
99,7 0,02 n.p

Tablica 21. Stres studija smjesa metimazol:magnezijev stearat tijekom 12 mjeseci.

Smjesa B

Uvjet

25°C/60%
RV zrak

25°C/60%
RV dusik

40°C/25%
RV zrak

40°C/25%
RV dusik

40°C/75%
RV zrak

40°C/75%
RV dusik

TOM

Sadrzaj Oneciscéenje /
metimazola / %
%
21 22
100,0 n.p* n.p

T6M

Sadrzaj
metimazola /
%

100,0

100,0

100,0

100,0

100,0

100,0

67

Oneciscéenje /

%
21

n.p

n.p

n.p

n.p.

n.p

n.p

T12M

Sadrzaj
metimazola /
%

Oneciscéenje /
%

22 21 22
99,9 n.p.
100,0 n.p.
100,0 n.p.
100,0 n.p.
99,9 n.p
100,0 n.p.



Tablica 22. Stres studija smjesa metimazol:laktoza monohidrat tijekom 12 mjeseci.

Smjesa D TOM T6M T12M
Uvjet Sadrzaj Onecisc¢enje Sadrzaj Oneciscenje / % Sadrzaj Oneciscenje / %
metimazola / / % metimazola / metimazola / %
% %
21 22 21 22 21 22
25°C/60% 100,0 n.p* np 100,0 n.p 100,0 n.p.
RV zrak
25°C/60% 100,0 n.p 100,0 n.p
RV dusik
40°C/25% 100,0 n.p 100,0 n.p.
RV zrak
40°C/25% 100,0 n.p 99,9 n.p.
RV dusik
40°C/75% 100,0 n.p 99,9 n.p
RV zrak
40°C/75% 100,0 n.p 100,0 n.p.
RV dusik

Tablica 23. Stres studija smjesa metimazol:Ludipres®:magnezijev stearat tijekom 12 mjeseci.

Smjesa F TOM T6M T12M
Uvjet Sadrzaj Onecisc¢enje Sadrzaj Oneciscenje / % Sadrzaj Oneciscenje / %
metimazola / /% metimazola / metimazola / %
% %
21 22 21 22 21 22
25°C/60% 100,0 np* np 100,0 n.p 100,0 n.p
RV zrak
25°C/60% 100,0 n.p 100,0 n.p
RV dusik
40°C/25% 99,9 0,01 0,01 99,97 n.p. 0,01
RV zrak
40°C/25% 99,9 n.p. 0,01 100,0 n.p.
RV dusik
40°C/75% 99,9 n.p 100,0 n.p
RV zrak
40°C/75% 100,0 n.p 100,0 n.p.
RV dusik

*nije prisutno
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Tablica 24. Stres studija smjesa metimazol:mikrokristalini¢na celuloza tijekom 12 mjeseci.

Smjesa A

Uvjet

25°C/60%
RV zrak

25°C/60%
RV dusik

40°C/25%
RV zrak

40°C/25%
RV dusik

40°C/75%
RV zrak

40°C/75%
RV dusik

TOM

Sadrzaj Onecisc¢enje
metimazola / /%
%
21 22

100,0 np* np

Sadrzaj

metimazola /

%

99,9

100,0

99,9

99,9

99,9

99,9

T6M

Oneciscenje / %

21

0,02

n.p

n.p

n.p.

0,03

0,01

*nije prisutno

22

0,03

0,03

0,02

0,07

0,04

Sadrzaj

metimazola / %

99,8

100,0

99,9

99,9

99,5

99,7

T12M

Oneciscenje / %

21

n.p.

n.p.

n.p.

0,13

n.p.

22

0,14

0,04

0,01

0,2

0,21

Tablica 25. Stres studija smjesa metimazol:mikrokristalini¢na celuloza:magnezijev stearat
tijekom 12 mjeseci.

Smjesa E

Uvjet

25°C/60%
RV zrak

25°C/60%
RV dusik

40°C/25%
RV zrak

40°C/25%
RV dusik

40°C/75%
RV zrak

40°C/75%
RV dusik

TOM
Sadrzaj Oneciscéenje /
metimazola / %
%
21 22
100,0 n.p* n.p

Sadrzaj

T6M

Oneciscenje / %

metimazola /

%

99,9

100,0

99,9

99,9

99,9

99,9

21

n.p

n.p

n.p.

n.p

n.p

22

0,02

0,01

0,05

0,02

0,01

0,01

Sadrzaj
metimazola /

%

99,9

100,0

99,9

99,9

98,9

99,9

T12M

Oneciscenje / %

21

n.p.

n.p

n.p.

n.p.

0,13

n.p.

22

0,06

n.p.

0,07

0,01

0,04

0,01

Kvarterna smjesa pripremljena je u triplikatu (Sarze kbr F-123, G-123 1 H-123) na nacin da su

sastavnice metimazol Ludipres®, magnezijev stearat i mikrokristalini¢na celuloza zamijesane u

V-mjesacu (Bizjak Mehanika) 1 oblikovane u formu tableta koriste¢i automatsku tabletirku

(Fette). Oblikovane tablete opremljene su u blistere uz pomo¢ blistirke Uhlman i zatim izlozene
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uvjetu 25°C/60%RV  kroz 12 mjeseci 1 40°C/75%RV kroz 6 mjeseci. Sadrzaj metimazola 1

oneciS¢enja 21 i 22 odredeni su primjenom tekuc¢inske kromatografije opisane pod 3.5.1.

3.12. Studija prisilne razgradnje

Za studiju prisilne razgradnje koriStena je kvarterna smjesa kbr E-123. Analiza uzoraka
provedena je koriste¢i metodu opisanu u poglavlju 3.5.1. Za studiju kisele i bazne hidrolize
pripremljena je otopina na nacin da je smjesa (240 mg) otopljena u 5 mL metanola uz mijesanje
1 dodatno nadopunjena s 5 mL 1M otopine HCI ili 0,1 M NaOH. Pripremljene otopine
pohranjena su u mrak, a nakon 2 dana uzorak kisele hidrolize je neutraliziran s 1M otopinom
NaOH i filtriran dok je uzorak bazne hidrolize samo filtriran bez dodatne obrade. Za studiju
oksidacije pripremljena metanolna otopina smjese razrijedena je s 5 mL 0,3% natrijevog
hidroksida i 30 minuta nakon primjene analizirana, dok je utjecaj zracenja proveden na uzorku
smjese otopljenom u 10 mL metanola i izlozeno uvjetu prema Tablici 26. Dobiveni rezultati su
prikazani u Tablici 27. Sadrzaj oneciS¢enja 21 i 22 odredeni su primjenom tekucinske

kromatografije opisane pod 3.5.1.

Tablica 26 Uvjeti prisilne razgradnje primjenjeni na kvartnernu smjesu (kbr E123).

Stres uvjet Cimbenik stresa Vrijeme izlaganja
Toplina 80°C 2 dana
UV-VIS lampa ISO
UV-VIS zracenje 10977 (320-400nm) uvjet (25°C/ 24 sata
60%RV)
Kisela hidroliza 1 mol/L HCI 24 sata
Bazna hidroliza 0,5 mol/L NaOH 7 sati
Oksidacija 0,3% vodikov peroksid 30 min nakon pripreme

Tablica 27. Rezultati studije provedene na kontrolnom broju E-123.

Oneciscenje  Kontrolni Toplina UV-VIS Kisela Bazna Oksidacija
/% uzorak zracenje hidroliza hidroliza
20 0,08 0,22 2,17 0,07 0,09 0,19
21 0,11 0,19 1,86 0,09 0,13 0,10
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3.13. Stabilnost metimazola u otopini fotoinicijatora

U Pyrex bocici pripremljena je otopina metimazola (19,3 mg, 0,17 mmol) u 5 mL otopine
voda/acetonitril (20:80) u koju je dodan 1 mol ekvivalent fotoinicijatora 2,2 azobis-2-
metilpropanonitril (AIBN) te je bocica dobro zacepljena. Kontrolni uzorci su takoder
pripremljeni, po jednakom postupku, a nakon pripreme otopine su izlozene uvjetima prema
Tablici 28. Sadrzaj oneciS€enja 21 i1 22 odredeni su primjenom tekucinske kromatografije

opisane pod 3.5.1. Dobiveni rezultati su prikazani u Tablici 28.

Tablica 28. Radikalima inducirana razgradnja s AIBN-om pri razli¢itim uvjetima kroz 48 sati.

Pokus Metimazol AIBN Dusik Zrak UV- 25°C/60% 50°C/75% RV Oneciséenje/%

A RV
21 22
1 + + + - - - + n.d 0,02
2 + - + - - - + n.d n.d
3 + + - + - - + n.d 0,01
4 + - - + - - + n.d n.d
5 + + - + + + - 0,02 0,03
6 + + - + + - + 0,04 0,05
7 + - - + + + - n.d 0,001
8 + - - + + - + n.d 0,002
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4. REZULTATI I RASPRAVA

Pored primjene u medicine 1 veterini, metimazol kao tioamidni spoj, pripada bifunkcionalnim
nukleofilnim spojevima koje eliminacijom protona tvore ambidentni heterociklicki anion tipa
[N-C-S], gdje je negativni naboj distribuiran preko tri atoma. Zbog toga obi¢no sudjeluju u
reakcijama s elektrofilnim spojevima.*® Lako stvara komplekse s teskim metalima,”3
primjenjuje se u sintezi ionskih tekuéina* i kao terminalna skupina u sintezi neciklickih
krunastih etera, koji nalaze primjenu kao ligandi u raznim podru¢jima koordinacijske
kemije.**!%3 Na tom podrugju sintetiziran je velik broj metimazolu srodnih supstancija, koje bi
u odredenim okolnostima istrazivanja, analitike, proizvodnje aktivne tvari i finalnih formi te
njihova skladiStenja mogle postati njegova potencijalna onecis¢enja.

Upravo ta spoznaja s jedne strane, te proSirenja primjene metimazola na neka druga terapeutska
podrucja, poput upala centralnog Ziv€anog sustava (meningitis, astma, reumatoidni artritis,
dijabetes itd.®, zatim u lijecenju psorijaze,®” u upalnim bolestima,®® a pokazuje i protektivni
efekt pri nefrotoksi¢nom djelovanju cisplatina i gentamicina,®® s druge strane, daju u kontekstu
novih usmjerenja u farmaceutici (npr. Kvaliteta dizajnom, Quality by Design, QbD s naglaskom
na detaljno poznavanje onecis¢enja, te studije ¢vrstog stanja) te novih, moc¢nih analitickih
tehnika, snazan poticaj boljem poznavanju kemije metimazola i njegovih srodnih tvari, ali isto
tako 1 poznavanju i karakterizaciji njihovih ¢vrstih formi, koje mogu utjecati na njegovu, ali i

stabilnost njegovih formulacija.

4.1. Karakterizacija metimazola

U provedenim istrazivanjima koriten je metimazol proizvodada Uetikon, Svicarska,
farmakopejske kvalitete. Analizirane su tri kontrolna broja sirovine s ciljem potvrde kakvoce,

a jedan od njih, koriSten je za sve daljnje studije.

4.1.1. Karakterizacija metimazola prema EU farmakopeji

S ciljem potvrde kakvoce, tri kontrolna broja metimazola (A 123, B 123 i C 123),
farmakopejske kvalitete, proizvodaca Uetikon analizirane su prema Europskoj farmakopeji.®?
Monografija propisuje odredivanje parametara poput: osobina, identifikacije: a) odredivanjem
talista, b) primjenom ultraviolentne spektroskopije ili ¢) primjenom tankoslojne kromatografije

na silikagel F2s4 stacionarnoj fazi uz amonijak/izopropanol/toluen (1:24:75) kao mobilnu fazu
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te nadalje izgleda otopine, srodnih tvari primjenom plinske kromatografije, teSkih metala, pH
otopine, gubitka suSenjem te sulfatnog pepela. Metimazol je bijeli ili svijetlo smedi kristalni
prasak, vrlo dobro topljiv u vodi (200 g/L) i metilen-kloridu, lako ili umjereno topljiv u 96%-
tnom etanolu, topljiv u kloroformu 1 metanolu, a slabo topljiv u benzenu, ligroinu, etil-acetatu
1 dietil-eteru. Tri kontrolna broja sirovine proizvodaca Uetikon farmakopejske kvalitete
analizirane su s ciljem potvrde kakvoce kao polazna tocka za daljnje studije (Tablica 5,
poglavlje 3.1.). Taliste metimazola kretalo se u rasponu od 144°C do 145°C sto je u skladu s
referentnim intervalom od 143° do 145°C, sadrzaj 1 iznosio je oko 100%, tj. unutar referentnog
intervala 98,0%-101,0% dok su oneciS¢enja A, B 1 C bila ispod limita detekcije. Ostali
parametri poput gubitka suSenjem, identifikacije, teSkih metala i sl. bili su unutar zahtjeva.
Provedena analiza potvrdila je kakvocu sva tri testirana uzorka metimazola, poglavito u
kontekstu sadrzaja i oneciS¢enja. Za sva daljnja istrazivanja u ovom radu koriSten je metimazol

kontrolnog broja A 123.

4.1.2. Topljivost metimazola i definiranje BCS klase

Biofarmaceutski sustav klasifikacije (engl. Biopharmaceutical Classification System, BCS) je
smjernica prema kojoj se obzirom na topljivost u vodi i permeabilnost djelatna ljekovita tvar
klasificira u 4 klase.'®* Kada se kombinira sa disolucijskim studijama, BCS sustav uzima u obzir
tri glavna ¢imbenika koji utjecu na brzinu i koli¢inu adsorpcije lijeka, a to su: otpustanje,
topljivost i permeabilnost, a od znacajne je pomoci proizvodacima tijekom razvoja i registracije

lijeka. Sukladno BCS klasifikaciji topljivost djelatne tvari se klasificiraju kao visoko ili nisko

topljive (Slika 17). High Solubility Low Solubility
Class 1 Class 2
High Solubility Low Solubility

- | High Permeability High Permeability
Rapid Dissolution

Ayjqesuued
YbIH

Class 3 Class 4
o
% _ | High Solubility Low Solubility
5 g Low Permeability Low Permeability
o
E

Slika 17. Biofarmaceutski sustav klasifikacije ljekovitih tvari (prilagodeno prema'®>).

Djelatna tvar se smatra visoko topljivom, ukoliko je najveée doza lijeka topljiva u 250 mL ili

manje u vodenom mediju pri pH vrijednostima 1,2-8,0. Dozni broj predstavlja poveznicu
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izmedu topljivosti tvari i maksimalne doze. Ukoliko je DO manji ili jednak nuli, supstancija se
klasificira kao visoko topljiva, a ako je DO veéi od 1 tada je supstancija slabo topljiva.
Pregledom literature nije naden podatak o BCS klasi metimazola. Obzirom na podatak o dobroj
topljivosti metimazola (200 mg/mL)! metimazol se smatra dobrim kandidatom za klasu I, no
nuzno je utvrditi topljivost kroz interstinalno relevantno pH podrucje. Stoga su pripravljene
zasi¢ene otopina standarda metimazola kontrolnog broja A 123 u otopinama pufera pH 1,5; 2,0;
3,0; 4,5; 6,0; 6,8; 8,0 (Tablica 6, Poglavlje 3.2.) i analizirani primjenom UV-VIS metode, uz
mjerenje apsorbancije otopine uzorka pri 252 nm. Dobiveni podaci topljivosti metimazola
krecu se u rasponu od 220 do 318 mg/ml kroz pH fizioloski relevantno podrucje (Slika 18) te

su u skladu s literaturnim navodom topljivosti od 200 mg/ml (Tablica 7, Poglavlje 3.2.).

Na temelju topljivosti metimazola odreden je dozni broj Do koji je za sva relevantna pH
podrucja manji od 1 ¢ime podrzava klasifikaciju metimazola kao dobro topljive tvari (Tablica

8, Poglavlje 3.2.).

Dodatno, kako bi definirala BSC klasa uz topljivost nuzni su podaci o otpuStanju i
permeabilnosti. U tom se kontekstu permeabilnost djelatne tvari moze opisati pomocu in vivo

bioraspolozivosti. U radu Jannsona i suradnika!®®

ispitivana su farmakokinetska svojstva
metimazola kod zdravih osoba i pacijenata s dijagnosticiranom hiper 1 hipotireozom, a sadrzaj

metimazola pracen je plinskom kromatografijom zdruzenom s spektrometrijom masa.

Nakon intravenozne aplikacije metimazola u dozi od 10 mg, vrijeme poluzivota (ti2) kretao se

od 0,10 do 0,23 sati, dok se vrijeme polueliminacije kretalo od 4,9 do 5,7 sati.
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Slika 18. Profil topljivosti metimazola.
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Oralna aplikacija metimazola u jednakoj dozi nije utjecala znacajno na razliku u odnosu na
intravenoznu aplikaciju. Podaci apsolutne bioraspolozivosti (F) nakon oralne primjene 10 mg
metimazola u stanju gladovanja iznosila je 93%, a dobiveni podaci su u skladu s prijasnjom
studijom u kojoj je koristen radioaktivno oznacen *S-metmazol.!®’” Zaklju¢no, prema
dobivenim rezultatima, metimazol se moze klasificirati kao BCS klasu I, a to snazno podrzavaju
podaci o dobroj topljivosti metimazola kroz pH relevantna fizioloska podrucja (>200 mg/mL)

kao 1 dobre bioraspolozivost nakon oralne primjene (>90 %).

4.1.3. Karakterizacija NMR metodama

Dodatno, kako bi se dobio $iri uvid u strukturna svojstva metimazola i nadopunili zastarjeli
spektroskopski podaci provedena je analiza protonskom (\H NMR) i ugljikovom nuklearnom
magnetskom rezonancijom (*C NMR) kao i korelacijskim spektroskopskim tehnikama
(HSQC, HMBC). 'H NMR spektar metimazola snimljen pri 60 MHz u CDCl; objavljen je jo§
1979. u preglednom radu autora H. Y. Aboul-Eneinai A. A. Al-Badra' na kojem se vide samo
singlet za tri protona pri 3,63 ppm pripisan N-metilnoj skupini, te singlet za dva protona pri
6,70 ppm pripisan protonima na C4 i C5 atomima imidazolskog prstena. Kako bi se upotpunili
podaci, 'H-NMR spektar standarda metimazola kontrolnog broja A 123 visoke rezolucije
snimljen je u CDCI; pri 500 MHz te pokazuje karakteristian singlet za tri protona pri 3,60 ppm
te je pripisan N-metilnoj skupini (a), dublet za dva protona pri 6,70 ppm pripisan protonima na
C4 1 C5 atomima imidazolskog prstena (b) 1 (c) te singlet pri 12,1 ppm koji odgovara
tioamidnom NH protonu (d) (Tablica 29). '*C NMR spektar metimazola snimljen u CDCI; pri
151 MHz daje Cetiri karakteristi¢na pika koja odgovaraju svim ugljikovim atomima u strukturi
metimazola (Tablica 29).

Tablica 29. Kemijski pomaci H- i C-atoma u '"H NMR (500 MHz) i >*C-NMR (151 MHz )
spektrima metimazola snimljenim u CDCls.

Kemijski pomak(d) Atom
3.63 (s) N-CHs (a) a)
6.70 (d) H-C4 (c) i H-C5 (b) CHy
12.1(s) N-H (d) b) ?/
160.2 (s) ca I l, ;>:5
119.1 (d) C-5 H

d)

114.2 (d) C-4
34.2 (q) C-N1
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Primjenom dvodimenzionalnog HSQC (Heteronuclear Single Quantum Correlation
experiment) pokusa 'H->C NMR spektru (CDCl; pri 500,1 MHz) na ugljikovom atomu metilne
skupine, koji u '*C NMR spektru odgovara kvartetu nalaze se tri vodikova atoma prikazani
singletom. Ugljikovi atomi na polozajima C4 i C5 odgovaraju dubletima u *C-NMR te su na
njih vezani vodikovi atomi oznadeni kao c¢), odnosno b) prikazani dubletima u 'H-NMR spektru.
Na 'H NMR i dvodimenzionalnom HSQC 'H-!*C NMR spektrima nije vidljiva tiolna skupina,
$to upucuje da metimazol u navedenom otapalu CDCI3 postoji u tionskoj, a ne u tiolnoj formi.
Postojanje metimazola u tionskoj formi u sukladnosti je s literaturnim NMR kemijskim

pomacima u DMSO-ds, gdje se takoder metimazol nalazi isklju¢ivo u tionskoj formi?%!68-34

]
orbitalnim proracunima i predvidanjima o vecoj stabilnosti tionske forme u vodenim otopinama

i lipidima.?

4.1.4. Karakterizacija termalnim metodama

Taliste standarda metimazola kontrolnog broja A 123 od 144 °C odredeno je na uredaju Biichi
510 bez korekcije (Tablica 5, Poglavlje 3.1), ali i primjenom diferencijalne pretrazne
kalorimetrije (DSC) (Slika 19). Termogram prikazuje jedan endotermni pik pri onset pri 143°C,

a temperatura je u skladu s literaturnim podacima.®

Aexo

mw 4

Lab: METTLER STAR® SW 9.20

Slika 19. Termogram metimazola snimljen u rasponu od 25°C do 300°C pri brzini od 10

K/min u internoj atmosferi dusika.
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4.1.5. Karakterizacija difrakcijskim metodama

Difraktogram praha radnog standarda metimazola kontrolnog broja A 123 identi¢an je po
intenzitetu i poziciji pikova 20° teorijskom prahu metimazola triklinskog (prostorna grupa P 1
) polimorfa metimazola pohranjenog u Cambridge kristalografskoj bazi pod oznakom CSD-
BULCUGO03'® tj. radni standard 1 predstavlja triklinsku (prostorna grupa P1) formu

metimazola.

Time je uzorak standardiziran u kontekstu daljnje primjene u sintetskim i kristalizacijskim

studijama.

4.2. Reaktivnost metimazola i njegovih srodnih tvari

Medu premostenim bis derivatima metimazola (1), poznati su 1,2-bis [(1-metil-1H-imidazol-2-
il) tio] metan (2a) i analogni derivat etana 1,2-bis [(1-metil-1H-imidazol-2-il) tio] etana (3)
sintetizirani iz 1 1 diklormetana (DCM) ili 1,2-dibromoetana. Sinteza je provedena u prisutnosti
jake baze, s ili bez katalizatora faznog prijelaza i pri povisenoj temperaturi.’®* U kontekstu
profila farmaceutske &istoée, navedeni spojevi se smatraju potencijalnim srodnim tvarima 1, '7
osobito ako su uobicajena otapala, npr. DCM i 1,2-dikloretan (DCE) primjenjuju u sintetskim
transformacijama, izolaciji, pro¢iS€avanju i analitici 1. Stoga je vazno razumjeti njihova
kemijska svojstva i1 utjecaj koji imaju na kemiju 1. S tim je ciljem ispitivana je stabilnost 1 u

DCM i DCE.

4.2.1. Reakcija s diklormetanom (DCM) i 1,2-dikloretanom (DCE)
Reakcija s diklormetanom (DCM)

Prema navodima literature reakcijom 1 s vriju¢im diklormetanom u prisutnosti jakih baza, bez
ili u prisutnosti transfer katalizatora tijekom tjedan dana pripravljen je u 76 % iskoristenju 1,2-

bis[(1-metil-1H-imidazol-2-il)tioJmetan (#, 51-52°C/Et20) (Shema 10).*
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Tijekom predmetnog studija stabilnosti, metimazol (1) je otopljen u diklormetanu pri sobnoj
temperaturi 1 ostavljen stajati pri toj temperatuti i mraku ili danjem svjetlu i vlagom
nekontroliranim uvjetima. Nakon 3 mjeseca nastali bezbojni plocasti kristali su odsisani i
osuseni na zraku. Dobiven je 1,2-bis[(1-metil-1H-imidazol-2-il)tioJmetan dihidroklorid (2b) (#
DSConset 131°C) HPLC ¢istoc¢e 99% (Shema 10).

NH

Chy Fha
/ N/ N
N N A\
: . Fili i | > S </ ]
[ ) N/ /M

1 2a HsC

!
! :

ch o
/ /
il I N, N
A A
(Y = (-
h I M M
/ OHOI

2 HeC HC
XAHCL T ¥CH,Cly

2b 2c

)

Shema 10. Sinteza dimernih derivata 2b i1 2¢. i) CH>Cl, refluks, 1 tjedan; ii) KoCO3, KOH,
H>0, CH2Cl,, (NBuy)Br, 1 tjedan; iii) CH2Cly, svjetlo ili mrak, sobna temperatura, 3 mjeseca;

iv) sobna temperatura, 60 minuta.*®

Snimanjem NMR spektra promatranog spoja 2b u DMSO-ds uocena su dva dubleta pri 7,86
ppm i 7,77 ppm (Slika 19), a analizom 2-D korelacijske spektroskopije (COSY, HSQC i
HMBC) utvrdeno je da isti odgovaraju imidazolnim protonima (Slika 19). Prema literaturnom
navodu za 1,2-bis[(1-metil-1H-imidazol-2-il)tio]metana u formi baze imidazolni protoni imaju
signale dubleta pri 6,99 ppm i 6,86 ppm. lako su otapala u kojima su snimani spektri razliciti
tj. DMSO-d6 u odnosu na CDCl; protoniranje imidazolnog prstena u spoju 2b mijenja
elektronsku gustocu imidazolnog prstena i utjece na pomak signala prema visSim vrijednostima
kemijskog pomaka. Jednaka situacija je uocena i kod '*C signala za imidazolne protone. Pored
toga u spektru spoja 2b, signal protona u premostenju tj. -CH»- skupini iznosi 5,10 ppm dok
signal za N-CH3 skupinu odgovara singletu pri 3,82 ppm. U usporedbi s literaturnim podatkom

za bazu nisu uocene znacajne razlike u signalu -CHz- od 4,64 ppm i signalu N-CH3 od 3,61
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Vrijeme reakcije od 3 mjeseca za reakciju 1 s diklormetanom nije neuobicajeno imajuc¢i na umu
rad Silve i suradnika*® gdje je 1,2-bis[(1-metil-1H-imidazol-2-il)tio]metan dobiven
refluksiranjem 1 kroz tjedan dana u diklormetanu i uz prisustvo baze, $to ukazuje na slabu

reaktivnost diklormetana kao alkilacijskog sredstva.

382 (s, 6H)

1510(52H) 40,0

7,86 (d,2H, J=1,8Hz) S \q / / 121,90

7,73 (d,2H, J~=1,8Hz) / 125’9

Slika 19. NMR kemijski pomaci za spoj 2b, 'H (600 MHz) (plavo) i 1*C (151 MHz) (crveno)
NMR u DMSO-d6.

Masenom analizom spoja 2b pri pozitivnoj ionizaciji uocen je najzastupljeniji ion pri 240,900
m/z, koji strukturno odgovara [M+H-2HCI]" vrsti. S tim u svezi uoceni signal koji odgovara
molekulskoj speciji s odijeljenim klorovodikom je uobicajen za ovu vrstu soli zbog utjecaja
ionizacije i procesa isparavanja.!”! Finalno NMR i MS podaci potvrduju predloZenu strukturu

spoja 2b.

Medutim, promjena boje i izgleda kristala 2b prije i nakon suSenja, usprkos jednake Rf
vrijednosti ispitane u dva TLC kromatografska sustava, navelo je na ponavljanje pokusa i
izolaciju primarnih, plocastih kristala bez suSenja, tj. direktno iz otopine. Rentgenskom
strukturnom analizom monokristala izuzetog izravno iz diklormetanske otopine utvrdeno je da
se radi o diklormetanskom solvatu 1,2-bis[(1-metil-1H-imidazol-2-il)tiojmetan dihidroklorida

(2¢, tt DSConset 130 °C) (Slika 20).
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ce6
b a2

Slika 20. Molekulska struktura 2d sa shemom oznacavanja atoma. Elipsoidi su prikazani na

razini vjerojatnosti od 50 %.

Detalji kristalne strukture i transformacija iz 2¢ u 2b opisana je u poglavlju 4.3.

Zbog vrlo brze transformacije u 2¢ u 2b njegova sveobuhvatna karakterizacija, ukljucujuci

primjenu termalnih, spektrometrijskih, spektroskopskih i difrakcijskih tehnika nije provedena.

Reakcija s 1,2-dikloretanom (DCE)

U cilju ispitivanja stabilnosti pripremljene su otopine 1 u DCE i ostavljene tijekom 15 dana bez
mijeSanja na dnevnom svjetlu ili u mraku pri sobnoj temperaturi. Nakon 15 dana u obje DCE
otopine (tj. na svjetlu i u mraku) uoceni su bezbojni plocasti kristali, koji su nakon izolacije
identificirani kao 1,2-bis[(1-metil-1H-imidazol-2-il)tio]etan dihidroklorid tetrahidrata (3b, 30
%) (t: DSConset 208°C) HPLC cistoce od 98%. Nakon neutralizacije 3b, ekstrakcije, isparavanja
otapala 1 kristalizacije sirovog ostatka iz suhog diklormetana u uvjetima niske vlazZnosti,
dobiven je bezvodni 1,2-bis [(1-metil-1H-imidazol-2-il)tio]etan 3a u 84,0% iskoriStenju, #
DSCpocetak 89°C (Literatura: 88-90°C,*), pri ¢emu je vidljivo da dobiveni podatak o temperaturi

taliSta odgovara literaturno objavljenom (Shema 11).
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Shema 11. Sinteza derivata 1,2-bis[(1-metil-1H-imidazol-2-il)tio]etana (3a-3c); /) DCE,
svjetlo ili mrak, sobna temperature, 15 dana; i) Na,CO3, CH2Clx(suhi); iii) Aceton/voda (1:1);
iv) 55°C, 200mbar; v) Na,COs (aq), aceton/voda (1:1).

U cilju karakterizacije i potvrde strukture provedena je analiza 3a primjenom NMR i MS
tehnike. Signali imidazolnih protona u 'H NMR spektru za dihidroklorid tetrahidrat 3b,
snimljeni u D20, bili su razli¢iti u usporedbi s prethodno objavljenim podacima*’ za 3a u
CHCI3-C¢Hs (Slika 21). Dodatno uo¢eni pomak signala imidazolnih protona i N-CH3 skupine
uz odgovarajuce relativne integrale kao i u slucaju 2b ukazuju na protoniranje imidazolskog

prstena i potvrduju predlozenu strukturu (Slika 21).

2,83 (s)
3,82 (s,3H)

i 346 S el 121,0
7,50 (d,2H,J=2,1Hz) /CHa \ \ N 4./
e L
[ >2'—/' N Fw
/4 N/ HC/
xHCI

7,46 (d,2H,J=2,1Hz) x4H,0
6,35 T

125,7

3,26 (s,4H)

352(saH) %2

Slika 21. NMR spektri za 3b; 'H (600 MHz) (plavo), '3C (151 MHz) (crveno) NMR u D20 i
za 3a 'H u CDCl3-C¢Ds* (crno).

Analizom masenom spektrometrijom snimljeni su maseni spektri spoja 3b u pozitivnom modu
uz ionizaciju od 175V pri ¢emu je uoc¢en najzastupljeniji ion pri 255,0743 m/z, a isti odgovara
[M+H-2HCI]" (Slika 22). Za nestanak HCl u masenim spektrima vrijedi jednako objasnjenje
kao za 2a. Dodatno, dva formirana fragmenta na 141,0486 m/z i 114,0249 m/z ukazuju na

simetri¢no cijepanje tioetilne skupine, ¢ime se dodatno potvrduje predlozena struktura 3b.
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Slika 22. Maseni spektar 3b snimljen u pozitivnhom modu (175,0V) na LC-QTOF MS-MS

uredaju.

Primjenom DSC-a uocava se endotermni razvuceni pik izmedu 35°C 1 70°C, koji odgovara
gubitku vode, a dodatno tome u prilog idu rezultati dobiveni termogravimetrijskom analizom,
gdje je uocen gubitak od 3,8 % koji odgovara teorijskoj vrijednosti sadrzaja vode u 3b. Sadrzaj
klorida odreden je ionskom kromatografijom uz otopinu klorida kao standard, a njegov udio u
3b iznosi 18 % te odgovara teorijskoj vrijednosti unutar eksperimentalne pogreske mjerenja.
Kona¢na potvrda strukture spoja 3b dobivena primjenom difrakcije rentgenskog zracenja na

monokristalu (Slika 23), a detalji su opisani u poglavlju 4.3.

cs'
c5 o

Slika 4. Molekularna struktura 3b sa shemom atomskog numeriranja.

U daljnjim pokusima nakon neutralizacije 3b, ekstrakcije, isparavanja otapala i kristalizacije
sirovog ostatka iz smjese aceton/voda u omjeru 1:1 (Shema 11) dobiven je 1,2-bis[(1-metil-1H-

imidazol-2-il)tio]etan u formi dihidrata (3¢, 78,0 % , # DSCpoetak 65°C. Dihidrat 3¢ dodatno je
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dobiven i kristalizacijom ¢istog 3a iz smjese aceton/voda u omjeru 1:1. TLC analizom 3¢ na
sloju silikagela s UV indikatorom uz mobilnu fazu amonijak, w=25%:2-propanol:toluen=
0,5:2,5:7 dobivena je Rf vrijednost od 0,60, Sto je u skladu s Rf vrijednosti za 3b.
Termogravimetrijskom (TGA) analizom utvrdeno je da uzorak sadrzi 11,31% vode §to upucuje

na solvatizirani oblik, a §to odgovara teorijskoj vrijednosti za dihidrat 3c.

Kad je dihidrat 3¢ osusen pri snizenom tlaku od 200 mbar i temperaturi od 55°C dobivena je
bezvodna forma 3a (Shema 11), ¢ija Rf vrijednost (otopina amonijaka,w=25%:2-
propanol:toluen=0,5:2,5:7) odgovara Rf vrijednostima za 3b i 3c¢. Promatraju¢i kemijske
pomake protona i ugljika u NMR spektru za 3a u DMSO-d6 (Poglavlje 3.7.4) moze se zakljuciti
da su sli¢ni vrijednostima za prije prikazani 3b. Dodatna potvrda predloZenih struktura dihidrata

3¢ i bezvodne forme 3a dobivena je rendgenskom difrakcijom na monokristalu (Poglavlje 4.3).

Temeljem provedenih dobiveni 2b i 3b ukazuju da metimazol (1) moze biti spontano alkiliran
u otopini DCM ili DCE pri sobnoj temperaturi, Sto je pak od svekolike vaznosti poglavito
ukoliko se ova klorirana otapala koriste u nekoj od faza proizvodnje, izolacije, analiticke
karakterizacije ili pak tijekom istrazivackog rada s 1. U tom kontekstu primjeni ovih otapala pri

radu s 1 treba posvetiti posebna paznja.

4.2.2. Kemizam stvaranja 1,2-bis[(1-metil-1H-imidazol-2-il)tio]etana (3a)

Temeljem dobivenih rezultata sve ¢vrste forme dimernih spojeva 2 1 3, dobivene spontanom
reakcijom metimazola s diklormetanom ili pak 1,2-dikloretanom (DCE) u blagim uvjetima
mogu se smatrati potencijalnim oneciS¢enjima metimazola. U provedenim se pokusima DCE
pokazao znatno reaktivniji te se nastojalo rasvijetliti uvjete pri kojima dolazi do stvaranja
dimera 3, kao 1 sveobuhvatno karakterizirati medu- i finalne produkte. U tom su kontekstu
provedena su ciljana sintetska, spektroskopska i racunska istrazivanja. Odabrani produkti
strukturno su karakterizirani, a strukture su finalno potvrdene rentgenskom strukturnom

analizom na monokristalu. Kristalografski su podaci dani su u poglavlju 4.3.

Iz ponovljene reakcije 1 (100 mg, 0,87 mmol) u DCE-u u mraku pri sobnoj temperaturi i vlagom
nekontroliranim uvjetima tijekom 15 dana izoliran je dihidroklorid tetrahidrat 3b (51 mg, 45,6%
na proreagirani 1) u obliku bezbojnih plocastih kristala. Dodatno, uparavanjem mati¢ne otopine
do suha 1 pro¢is¢avanjem kolonskom kromatografijom dobiven je uz pocetni 1 (36 mg, 36,0%),

1t DSConset 145 °C; (lit. t; 144-147°C") i 2-[(kloretil)tio]-1-metil-1H-imidazol (6, 12 mg, 12,1%
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na proreagirani 1) u formi bezbojne viskozne tekuc¢ine. Rf=0,76 (dikloroetan: aceton = 8:2),
Rf= 0,66 (amonijak, w= 25%: 2-propanol: toluen= 0.5:2.5:7), MS-QTOF: m/z: [M+H]"
177.0266, CcHoN2SCl). Njegovo je stvaranje bilo predvidljivo, jer je u reakciji 1 s DCM izoliran

analogan klormetil derivat.*8

Provodenjem iste reakcije u vriju¢em DCE s mravljom kiselinom kao kootapalom tijekom 17
sati dobiven je 3a u manjem iskoristenju (24,2 % u odnosu na 45,6%), ali je iskoriStenje 6

povecano s pocetnih 12,1 % na 73,5 %. Drugi produkti pri ovim uvjetima reakcije nisu uoceni.

Kada je reakcija metimazola (mjerilo 0,88 mmol) provedena u suhom, vriju¢em DCE tijekom
11 sati (Shema 12) izolirani, oprani i osuseni sirovi produkt (600 mg) prema NMR analizi (D,0)
smjesu 7-metil-2H,3H,7H-imidazol [2,1-b]tiazol-4-ijjum klorida (7a, 20 % u smjesi, tj. 7,8 %
isk.) (Slika 9) s 1,2- bis[(1-metil-1H-imidazol-2-il)tio]etan dihidrokloridom (3d, 80 % u smjesi,
tj. 33,5 % isk.).

Iz osusenog sirovog produkta izoliran je kromatografijom na koloni silikagela samo 3d (480
mg, 33,5 %, t, DSConset 217°C) u formi bezbojnih kristala. TLC: Rf=0,49 (diklormetan: metanol:
mravlja kis.=8:1:0,5), MS-QTOF: [M+H-2HCI]" 255,0743, [M-2HCI]" 254,066, C10H4N4S,.
Cistoéa (HPLC): 98%, RRT: 20,518.

S druge strane, iz izvornog mati¢nog luga izoliran je kromatografijom na koloni silikagela

kloretiltio-derivat 6 (800 mg, 51,7 %)u obliku bezbojnog viskoznog ulja.

CHy ChHy xHCl CHy /°H3
/ / 7 / N
N ; N I | N _/—CI N,
| S — ‘ s N + | s + | W5
NH I’l/ / I:l/ ”O
xHCI FC .
1 3d 6 7a
33,5% 51,7% 7,8%

Shema 12. Sinteza spojeva 3d, 6 1 7a iz 1 u vriju¢em DCE, i) DCE, refluks, 11 sati.

Cekajuéi red na analize, utvrdeno je da je 6 vrlo nestabilna supstancija. Detaljnom studijom
dokazano je da pri sobnoj temperaturi nakon 21 dan kvantitativno izomerizira u
imidazotiazolijum klorid 7a u formi igliastih kristala (98,0 % , # DSConset 241°C, TLC:
Rf=0,49 (diklormetan: metanol: mravlja kis.=8:1:0,5), ESI MS-QTOF: [M-CI]" 141,0485,

CsHoN2SCI1.  Strukture kloretiltio-derivata 6 1 imidazotiazolijum klorida 7a odredena je
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primjenom 1-D, 2-D '"H NMR i '3C NMR-a te spektrometrije masa (Slika 24 i Poglavlja 3.7.7.
i3.7.8).

3,72 (s,3H)
36,3

7,62 (d,1H,J=1,8Hz) CHy 151,1

127,6
\ [r\‘J‘ +/
:; 4,22 (t,2H,J=7,THz)
N 3 2 i 1
7,73 (d,1H,J=2,1Hz) — \) < 390

120,2 ¢ T

4,50 (t,2H,J=7,9Hz)
495

Slika 24. Kemijski pomaci za 7a u DMSO-d6 'H (plavo) i *C (crveno) u ppm pri 25°C.

Kljuéno je primijetiti da '"H i *C kemijski pomaci ne mogu potvrditi to¢nu poziciju pozitivnog
naboja u 7a. Dodatno isto potvrduju i podaci duljine veza u kristalnoj strukturi (opisani u
poglavlju 4.4.) te je iz tog razloga navedenu strukturu ispravno prikazivati s delokaliziranim

pozitivnim nabojem tioamidne skupine, kako je 1 prikazano na Slici 24.

Struktura 7a dodatno je potvrdena je rendgenskom difrakcijskom analizom na monokristalu

(Slika 25. Poglavlje 4.3.)

Slika 25. Molekulska struktura 7a sa shemom atomskog numeriranja.

Dokaz stvaranja kloretiltio- derivata 6 ima dvojaki znacaj. Kako po strukturi pripada klasi
sumporovih ,,mustard" spojeva koji, s jedne strane, imaju potencijalna genotoksi¢na svojstva'’?
te kao takav predstavlja potencijalni sigurnosni rizik. S druge strane, 2-kloretiltio- spojevi
poznati su kao prekursori vrlo reaktivnih tiiranijevih (episulfonijevih) iona preko kojih se ¢esto
odvija kemizam supstitucija u toj klasi spojeva.!’>!" U literaturi su dobro opisani visoko
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reaktivni i uz rijetke iznimke,!”® vrlo nestabilni ioni tiiranijevi ioni.!’®!"7!78 Neki od njih
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nedavno su predlozeni kao vazni sintetski meduprodukti u regio- 1 stereoselektivnim
sulfenoaminacijama tioimidazola s alkenima.!” Takoder, mogu se pronaéi kao meduproizvodi
s genotoksi¢nim potencijalom.!”? Stoga prisutnost kloretiltio- derivata 6 otvara moguénost

stvaranja dimera 3 preko tiiranijeva iona 8.

Imajuéi u vidu stvaranje kloretiltio- derivata 6 1 imidazotiazolijum klorida 7a u istoj reakciji te
nedvosmisleno odredene njihove strukture, kao 1 dokazanu izomerizaciju 6 u 7a, potonji u stvari
predstavlja, prema nasem saznanju, prvi izolirani, pri sobnoj temperaturi stabilan, izomer

tiiranijeva iona 8, kojem je struktura odredena rentgenskom strukturnom analizom.

S time u rukama predloZeni su sintetski putovi prema 3a mogu ukljucivati izravni nukleofilni
napad 1 na 6 (Shema 13, put A), zatim nukleofilni napad 1 na 7a (Shema 13, put B), ili pak
nukleofilni napad 1 na vrlo nestabilni tiiranijev (episulfonijev) meduprodukt 8 (Shema 13, put
O).

Tiiranijev meduprodukt

Shema 13. Potencijalni sintetski putevi iz 1 prema 3a.

Na temelju svih ovih saznanja bilo je nuzno razluciti kojim od tri navedena puta ide

transformacija 1 u 3a te su tom smjeru pokrenute daljnje studije.

NMR studij transformacije 6 u 7-Metil-2H,3H,7H-imidazol[2, 1-b]tiazol-4-ijum klorid (7a)

S ciljem otkrivanja je li transformacija kloretiltio- spoja 6 u stabilan imidazotiazolium klorid
7a ide preko preko tiiranijevog meduprodukta 8, ova je reakciju pra¢ena 'H i *C NMR-om u
DMSO-ds pri sobnoj temperaturi snimanjem vremenski ovisnih protonskih spektra do zavrsetka

reakcije. Tijekom razdoblja od tri mjeseca nisu uoceni signali koji bi upucivali na prisustvo
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tiranijevog meduprodukta 8. S tim u svezi u 'C spektrima takoder nisu uodeni signali u
podrucju oko 40 ppm gdje su Dohn i Casida izvijestili o tiranijevom ionu nastalom iz derivata
cisteina u superkiselim uvjetima.!”> Medutim, potvrdena je spontana transformacija 6 u 7a, a
dodatno analizom spektara uoceno je ve¢ nakon tri dana pojavljuje dodatni skup signala pri vrlo
niskim koncentracijama (cca 3%) koje pripadaju dosad nepoznatom izomeru. Kasnije, taj je
spoj sintetiziran i potvrdeno je rije¢ o 1-kloretil-2,3-dihidro-3-metil-1H-imidazol-2-tionu (9)

(Poglavlje 3.7.11.).

Iz ovih se podataka moglo zakljuciti da a) ili mehanizam ne ukljucuje tiiranijev ion 8 kao
meduprodukt, ili b) da se 8 zbog svoje reaktivnosti prebrzo razgraduje da bi se mogao detektirati

NMR spektroskopijom.

C )
I
O N\ ® ®
L2y
v 7a
5 ”
s - o
o[>:
9
JJCH:
g _
[ />_J
® i
7.75 7.50 7.25 7.00 ppm 4

Slika 5. Vremenski ovisni protonski spektari u kojem su vidljivi imidazolni protoni u smjesi

6,7a19.

Kvantifikacijom integrala dobro odvojenih imidazolnih signala za sva tri promatrana spoja
odredena je kinetika transformacije (Slika 26), a konstantne brzina izracunate su pomocu
softvera Bruker Dynamics Center V2.6.3 (Slika 27) . Transformacija 6 u spojeve 7a 19 zavrSava
nakon 75 dana s prividnom ravnoteZom u relativnim koncentracijama od 99,1 % za 7a 1 0,94

%, za 9.
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Slika 6. Kinetika transformacija prikazana krivuljom vrijednosti intervala za dva imidazolna

protona za spojeve 6 (crveno narancasto), 7a (plavo) 1 9 (smede).

Kako bi se opisao uoceni pad intenziteta signala 6 i porast signala koji pripadaju 7a i 9
upotrebljen je model uzastopnih reakcija prvog reda s reverzibilnim drugim korakom (Shema

14).1%0

k, k,
6 — 7a —— 9
I

Shema 14. Kineticki model izomerizacije kloretiltio- derivata 6 u 7a 1 9.

Dobivene konstante brzine izracunate su kao prosjecne vrijednosti iz dva odabrana signala
imidazola i za obe su iznosile k; = k2= 9,31 x 10 5™ s vrijednos¢u R2 od 0,998 za prvi korak
reakcije tj transformacija 6 u 7a i 7a u 9, dok je k3 iznosio 6,43 x 10 s™!' s vrijednos¢u R2 od

0,972 za povratni korak 9 u 7a.

Pokusaj detekcije tiiranijevog meduprodukta 8 uz AgBF4

Budu¢i da tijekom pracenja transformacije 6 u 7a NMR spektroskopijom nije utvrdeno
prisustvo tiiranijeva iona 8, primijenjena je literaturno poznata metoda hvatanja (trapping) 8
pomocu srebrnog tetrafluoroborata pri temperaturi ispod 0°C.'8! U okviru tehnicke izvedivosti
pokusa DMSO-ds je zamijenjen toluenom—ds u kojem je otopljen 6, a temperatura je sniZzena na

-20°C. Tada je snimljen pocetni spektar i zatim je dodan srebrni tetrafluroborat. Odmah nakon
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dodavanja srebrne soli dosSlo je do stvaranja bijelog taloga i u svim narednim protonskim
spektrima koji su snimani tijekom 3 sata uz postupno povecanje temperature na 25°C nisu
uoceni signali koji odgovaraju pocetnom 6 ili bilo kojem drugom spoju, jasno sugerirajuci da
nastali talog nije topljiv u toluenu-ds. Na kraju procesa je u smjesu dodana mala koli¢ina
DMSO-ds nakon Cega je talog otopljen. U konacnici na temelju provedenog pokusa moglo se

zakljuciti da nije uocen 8 vec¢ je neocekivano doslo do formiranja taloga nepoznatog sastava.

Cinjenica da je dobiveni talog nepoznatog sastava bio topljiv u DMSO-ds sljedeéi je pokus
proveden u DMSO-ds, u kojem je, pri sobnoj temperaturi, otopljen kloretiltio-derivat 6 te je
ponovo je snimljen protonski spektar (Slika 28, crni spektar) nakon ¢ega je dodan AgBFa.
Njegov dodatak u otopinu 6 odmah je dovelo do promjena u kemijskih pomacima signala (Slika
28, crveni spektar). Kasnije, je ova tvar sintetizirana i okarakterizirana kao Ag-kompleks 6, t;.
bis-{2-[(kloroetil)tio]-1-metil-1 H-imidazol } -srebrni(I)tetrafluoroborat (10). Prate¢i dalje
spektar tijekom narednih 40 minuta nije bilo promjene (Slika 28, zeleni spektar). Stoga je
temperatura povecana na 80°C pri ¢emu je uoCena pojava nove skupine signala (Slika 28,
ljubicasti spektar). Tijekom narednih 7 sati signali Ag-kompleksa 10 su potpuno nestali, a
signali novog spoja su potpuno dominirali spektrom. Kasnije je nakon sinteze 1 sveobuhvatne
karakterizacije utvrdeno da uoceni signali odgovaraju 7-metil-2H,3H,7H-imidazol[2,1-
b]tiazol-4-ijjum tetrafluoroboratu (7b). Takoder i tijekom ove dodatne studije nisu otkriveni

signali koji bi pripadali tiiranijevom meduproduktu 8.

i t=7h
% |
o [
s [ 1 ‘ |
B[\ | !
| >7 Formiran 7b t=4h
A ST
\)D | c
BF E b | & =
,,,,,, ' smmaEsus e nmanyn ) e s t=1h & T=80°
c
‘fn, E
B I - — t=25 min
A[/>_ D
A
! BF Formiran Ag l { \J
{ kompleks 10 = ( =5 min|
: . || D
[\>_x Dodan 8 I
b AgBF, l
& » M t=0h
______ t____________________ B A 3.0 ®
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Slika 28. '"H NMR spektri transformacije 6 u 10 i 7b.

Sintetskom potvrdom NMR studije, tj. reakcijom 6 i 7a sa srebrovim tetrafluoroboratom u
metanolu pri sobnoj temperaturi (Shema 15) pripravljeni su srebrov kompleks sa kloroetiltio-

derivatom 6, tj. bis-{2-[(kloroetil)tio]-1-metil-1H-imidazol}-srebrni(I)tetrafluoroborat (10,
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96,8 %, ti DSCpotetak 133°C), odnosno 7-metil-2H,3H,7H-imidazo[2,1-b]tiazol-4-ijjum
tetrafluoroborat (7b, 97,7 %, t: DSCpocetak 135 °C) u obliku bezbojnih iglic¢astih kristala.

2 I

N, “l i | +,
A e O
I:N/ 6 98,0% C‘n\)

7a

leQBS% Iiil 97, 7%

Shema 15. Prikaz transformacije 6 u 7a i 10, te 7a u 7b; i) Sobna temperatura, 21 dan; ii)
AgBF4, MeOH, sobna temperatura, 24 sata; iii) AgBF4, MeOH, sobna temperatura, 1 sat; iv)
DMSO-ds, 80°C, 7 sati.

Struktura oba spoja odredena je spektroskopskim metodama i potvrdena je rentgenskom
strukturnom analizom (Vidi poglavlje 4.3) Treba napomenuti da je tako pripravljen 7b imao
ista spektralne karakteristike, kao i onaj iz NMR studije, gdje je srebrov kompleks 10 grijan u
DMSO- ds.

U skladu s provedenim NMR pokusima predlozeni put transformacije 6 u 3a preko tiranijevog

intermedijera 8 (put B, Shema 13) nije izgledan.

Razlucivanje sintetskog puta i studije izomerizacije

Prethodno je dokazano da 6 nije u ravnotezi s tiranijevim meduproduktom 8, a ovaj pak sa
stabilnim imidazotiazolijvim kloridom 7a (put B, Shema 13), ali i da kvantitativno izomerizira
u imidazotiazolijev klorid 7a. Stoga je paznja usmjerena na razmatranje hipotetickog puta C
(Shema 13), tj. na reakciju imidazoltiazolijeva klorida 7a s metimazolom (1). Ona je provedena
u vrijuéem acetonitrilu tijekom 10 sati. Medutim, umjesto ocekivanog dimera 3a preko
tiiranijeva iona 8, dobiven je 2,3-dihidro-3-metil-1-[(1-metil-1H-imidazol-2-il)tioetil]-1H-
imidazol-2-tion (11) kao bijeli kristalni produkt u 19,4 % iskoriStenju (# DSCpocetak101,7°C; EI-
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MS-QQQ: [M+ H]" 255,0) (Shema 16). Struktura mu je utvrdena spektroskopskim metodama,

a potvrdena rentgenskom strukturnom analizom njegova monokristala.
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Shema 16. Izomerizacija u nizovima: 6 — 7a «<9,6 — 3a > 12te 7a > 11 > 12; i) 1,
MeCN, HCOOH, refluks, 43 sata; ii) sobna temperatura, 21 sat; iii) 1, MeCN, refluks, 10 sati;
iv) MeCN, refluks, 10 sati; v) spontano, sobna temperatura; vi) 170°C, 10 sati: vii) 170°C, 17

sati.

Neocekivano stvaranje S, N-dimera 11 otvorila je pitanje tijeka reakcije. Zbog toga je provedena
slijepa proba, tj. analogna reakcija 7a u vriju¢em acetonitrilu ali bez 1. Nakon 10 sati dobiven
je vec prije spomenuti 1-kloretil-2,3-dihidro-3-metil-1H-imidazol-2-tionu (9) u iskoristenju od
25,0%). t DSCpogetak 65 °C; EI-MS-QQQ: [M+ H]" 177,6). Nisko iskoriStenje moze se objasniti
postojanjem ravnoteze izmedu 7a i 9 budu¢i da nije primije¢ena promjena u kromatogramu
nakon Cetvrtog sata reakcije. Struktura mu je utvrdena spektroskopskim metodama. Pokusaji
pripreme monokristala spoja 9 nisu bili uspjesni iz razloga §to on, vrlo brzo nakon izolacije,
izomerizira pri sobnoj temperaturi, kako u ¢vrstom stanju tako i u otopini natrag u 7a, §to je u

skladu s podacima iz kineticke studije.

Tako je snimanjem 'H NMR-a otopina kromatografski ¢istog uzorka N-kloretil derivata 9 u
DMSO-ds pri sobnoj temperaturi utvrdeno da ve¢ nakon 8 sati uzorak sadrzi jo§ samo 49 % 9,
alii51 % 7a Sto upucuje na brzu izomerizaciju. Nakon 18 sati u protonskom spektru prisutni

su samo signali 7a ¢ime se potvrduje potpuna izomerizaciju od 9 u 7a.

91



Ovom izomerizacijom ujedno je i potvrdena struktura N-kloretil derivata 9.

Dodatno, slijede¢i metodu Silve i suradnika®® provedena je termi¢ka izomerizacija N-CH2CHa-
S dimera 11 u krutom stanju pri 170°C tijekom 10 sati pri ¢emu je dobiven N-CH,CH>-N
izomer, tj. 1,2-bis (2,3-dihidro-3-metil-1H-imidazol-2-tion-1-il)etan (12) u iskoristenju od
88,0%.). # DSCposetask 195°C (Literatura 194-195°C*?); EI-MS-QTOF: [M+H]" 254,37.
Struktura mu je odredena spektroskopskim metodama, a dodatno potvrdena analognom
izomerizacijom 3a, pri ¢emu je N-CH2CH»-N izomer 12 dobiven u iskoriStenju od 76 %.
Taliste, Rf vrijednosti i NMR podaci bili su u skladu s podacima prethodno navedenim pod

metodom A.

Buduc¢i da tijekom provedenih studija nisu pronadeni ni sintetski niti spektroskopski dokazi o
postojanju tiiranijeva meduprodukta 8, moglo se zakljuciti da stvaranje dimera 3a ne slijedi ni
sintetski put B niti C (Shema 13) ili je 8 nestabilan pri ¢emu se ne moze detektirati NMR

spektroskopijom.

U konacnici ostao je za promotriti put A (Shema 13) pri ¢emu se 6 uz prisustvo 1 direktno
transformira u 3a, bez prisutnog bilo kojeg meduprodukta. Stoga je provedena je reakcija 6 s 1
u vriju¢oj, mravljom kiselinom zakiseljenoj, otopini acetonitrila tijekom 43 sata pri cemu je
dobiven 3a u 84,0 % iskoriStenju, a taliSte, Rf vrijednosti i spektroskopski podaci bili su u skladu

s prije u tekstu prikazanim podacima.

Vazno je napomenuti da tijekom reakcije nije uoc¢eno stvaranje imidazotiazolinijeva klorida 7a,
Sto ide u prilog ¢injenici da je tijekom reakcije dusikov atom protoniran te je na taj nacin

sprijecena intramolekularna ciklizacija 6 u 7a.

Ovom je reakcijom potvrdeno da alkiliranje metimazola s 1,2-dikloretanom ide preko
kloretiltio-derivata 6, tj. da slijedi sintetski put A do dimera 3a (1 - 6 — 3a) (Shema 13). No
1 dalje je ostalo za razluciti je li je tiiranijev meduprodukt 8 prisutan u bilo kakvom scenariju
procesa. Stoga su provedene racunalne studije s ciljem utvrdivanja vjerojatnosti prisustva 8 u

promatranoj klasi spojeva.

4.2.3. Racunalna studija

Prvo je promotrena struktura kloretiltio-derivata 6 obzirom da se ona smatra prekursorom
tiiranijeva meduprodukta 8. Spoj 6 prilicno je dobro definiran sustav i sadrzi ¢vrstu N-
metilimidazolnu jedinicu te fleksibilan kloretilni fragment povezan preko tiolne veze na
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polozaju 2. U polarnim aproticnim otapalima najstabilnija geometrija prikazana iz dva razlicita

kuta vidi se na Slici 29.

Slika 29. Prikaz molekule 6 u polarnim aproti¢nim otapalima.

Reaktivnost ovog spoja temelji se na 2 ¢injenice: (a) veza ugljik—klor najslabija je veza u spoju
te je klor dobra izlazeca te (b) molekula sadrzi 2 nukleofilna centra, sumpor iz tiola te nezasic¢eni
dusik iz imidazolnog prstena. U kontekstu toga, moZze do¢i do interne pregradnje u kojoj -atom

ugljika moZze provesti elektrofilni napad na neki od spomenuta dva atoma uz izlazak Cl™ aniona.

Transformacija 6 u 7a preko tiiranijeva meduprodukta 8

Promotrena je izvedivost transformacije 6 u 7a preko tiiranijevog meduprodukta 8. Reakcija
napada na sumpor je izvediva i povezana s barijerom od 29,8 kcal/mol do prijelaznog stanja
PS1 koje je karakterizirano djelomi¢no stvorenom C—S vezom (2,08 A) i djelomi¢no puknutom
C—Cl vezom (2,61A). Tim prvim stupnjem reakcije zaista nastane nestabilan 8, ¢ija energija je,
nakon izlaska kloridnog aniona, svega 4,3 kcal/mol stabilnija u odnosu na prijelazno stanje PS1,
odnosno ¢ak 25,5 kcal/mol viSa u odnosu na reaktant 6 (Slika 30).

2] PS2

50: /515 %
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30 - r— 8

20 - 255
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Slika 30. Reakcijski profil transformacije 6 u 7a preko 8 uz dva prijelazna stanja, PS1 1 PS2.
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Ovaj dio reakcije podrzava oCekivanja da se radi o vrlo nestabilnom intermedijeru, koji je
kratko-zivu¢i i tesko vidljiv tehnikama poput NMR-a. Da bi doslo do stvaranja 7a mora do¢i
do pucanja jedne od C—S veza u troClanom prstenu i stvaranja nove veze s duSikom u
imidazolnom prstenu. Za to je potrebno novih 26 kcal/mol, §to je 1 visSe nego u prvom koraku
te povec¢ava ukupnu barijeru reakcije na AG* = 51,5 kcal/mol, a §to je neizvedivo pri normalnim

uvjetima i sobnoj temperaturi ¢ime cjelokupni profil sugerira neizvedivost reakcije.

Alternativni pristup je napad nukleofilnog B-ugljika u 6 direktno na nezasi¢eni dusik u
imidazolnom prstenu pri ¢emu se dobiva 7a bez meduprodukta 8 (Slika 31). Direktna reakcija
transformacije 6 u 7a povezana je s kineti¢kom barijerom od AG* = 26,8 kcal/mol, §to je za
cijelih 3,0 kcal/mol manje nego u prvom slucaju, a Sto se prevede u otprilike 160 puta brzu
reakciju ovim putem. Nadalje, reakcija odmah proizvede 7a i to na egzergoni nacin, pri cemu
reakcijska Gibbsova energija iznosi AGR =-14,3 kcal/mol, §to je dodatan argument izvedivosti

1 spontanosti ovog procesa.
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Slika 31. Reakcijski profil transformacije 6 u 7a preko prijelaznog stanja PS1.

Razlika u reaktivnosti sumporovog i dusikovih atoma u molekuli 6 mogu objasniti zasto se
dobiva 7a. Atom klora vec¢ je inicijalno "pripremljen" za izlaz kao anion te je njegov atomski
naboj —0,11 |e|. No, zanimljivo, sumporov atom nije posebno nukleofilan te je njegov naboj ¢ak
pozitivan 1 iznosi +0,27 |e|. Oba duSika u imidazolnom prstenu posjeduju odredenu
nukleofilnost, pri ¢emu N-atom s metilnom skupinom ima naboj —0,42 |e|, dok je drugi N-atom
jo§ 1 nukleofilniji s nabojem —0,59 |e|, Sto objasnjava zaSto je reakcija najizglednija upravo na

tom mjestu.

Dobiveni racunski podaci stavljeni su u kontekst drugih objavljenih supstrata za koje je poznato

da stvaraju tiiranijev ion. U sustavima gdje nema eletrofilnim mjesta dosita dolazi do formiranja
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tiiranijevog intermedijera, a takvom tipu internih ciklizacija doprinosi i kutna napetost polaznog

spoja (Slika 32).'%

Cl

1-JOC 2-JOC

Slika 32. Primjer molekula 1-JOC i 2- JOC koji su modelni primjer za formiranje tiiranijevog

iona.

Na spoju 1-JOC 1 2-JOC provedena je racunska analiza te je prvo obradena molekula 2-JOC.
Racuni pokazuju da je u slucaju formiranja tiiranijevog meduprodukta reakcija povezana s
kinetickom barijerom AG* = 21,0 kcal/mol, $to je za 8,8 kcal/mol manje nego u slucaju
formiranja 6 (AG* = 29,8 kcal/mol) (Slika 32). Dodatno nakon izlaska Cl~ aniona, reakcijska
Gibbsova energija je pozitivna AGR = 13,3 kcal/mol, §to opravdava nastavak reakcije i
vjerojatno konacnu egzergonost nakon eventualnog uvodenja eksternog nukleofila. Spoj 2-JOC
koji je manje napeti sustav u odnosu na 2-JOC ima manje povoljnu reakciju stvaranja troclanog
prstena te ima nesto visu barijeru AG* = 23,9 kcal/mol te jo§ manju termodinamicku izvedivost

procesa AGR = 16,7 kcal/mol.

U zakljucku, rezultati dobiveni NMR studijom 1 racunskim kalkulacijama upucuju da reakcija
ne ide preko tiiranijeva meduprodukta 8 ve¢ dolazi do direktne transformacije 6 u 7a. Dodatno
zbog visoke stabilnosti 7a, pri promatranim uvjetima i visoke energijske barijere tesko je

izvjestan prijelaz u 8.

Reakcija 6 s 1 kao nukleofilom i dobivanje 3a

Prvo je promotrena reakcija u kojoj se ve¢ iz 6 formira 7a nakon kojeg slijedi napad 1 i
dobivanje 3a, Sto bi odgovaralo sintetskom putu B (Shema 13, Slika 33). Vazno je istaknuti da
1 pri promatranim uvjetima postoji u formi NH tautomera zbog vece stabilnosti u odnosu na
alternativni SH tautomer, koji je za 14,1 kcal/mol manje stabilan, Sto je u skladu s ve¢ prije

utvrdenim.
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Slika 33. Reakcijski profil transformacije 6 u 7a preko prijelaznog stanja PS1, te do 3a preko
prijelaznog stanja PS2.

Nakon formiranog peteroclanog prstena 7a i dobitka od AGR = —14,3 kcal/mol u reakcijskoj
energiji, ulazak 1 zahtjeva 7,3 kcal/mol i dodatnih 39,1 kcal/mol da bi se stiglo do prijelaznog
stanja PS2 koje opisuje kidanje N—C veze u petero¢lanom prstenu 7a (2,06 A) te stvaranje nove
C-S veze s eksternim nukleofilom (2,38 A). Time ovaj korak reakcije postaje neizvediv s
ukupnom kinetickom barijerom od AG* = 46,4 kcal/mol, Dodatno, nastali produkt 3a je, u
odnosu na energiju pocetnog spoja 6 ¢ak i endergon na AGR = 1,5 kcal/mol, $to dodatno otezava
reakciju. Razlog ovako nepovoljnom profilu je u velikoj stabilnosti spoja 7a od —14,3 kcal/mol
u odnosu na pocetni spoj 6, Sto onda otezava svaki daljnji korak. Stoga se, prili¢no uvjerljivo,
moze tvrditi da kona¢ni spoj 3a ne nastaje iz prethodno formiranog 7a ¢ime sintetski put B

(Shema 13) postaje neizvediv.

lako je sintetski put C (Shema 13) u kojem eksterni nukleofil 1 reagira s poCetnim spojem tek
nakon formiranja tiiranijevog meduprodukta 8 energijski nepovoljan svejedno je proucen i

prikazan na Slici 34.

o
[=]
]

[V
(=]
I

PS1
8+1 —m—
©367 %

'
(=}
I

PS1

w
o

a5

208 T e

25.5

[
o
1

AG [keal mol™]

s
o
1

"‘~|3a

o

0.0 L5
104

-20 4

Slika 34. Reakcijski profil transformacije 6 u 3a preko 8.
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U prvom dijelu reakcije nastaje tiiranijev meduprodukt 8 preko energetske barijere od 29,8
kcal/mol, koji je, nakon izlaska Cl™ aniona, 25,5 kcal/mol u energiji iznad pocetnog 6. Nakon
toga, ulazak 1 u reakcijski kompleks s 8 zahtjeva 6,0 kcal/mol te dodatnih 5,2 kcal/mol za
dolazak do prijelaznog stanja PS2 s ukupnom kineti¢kom barijerom od AG* = 36,7 kcal/mol,
koje opisuje kidanje C—S veze u prstenu (2,07 A) i stvaranja nove C—S veze s 1 (2,71 A). Nakon
toga, reakcijom nastaje oCekivani produkt 3a, ponovno uz reakcijsku energiju od AGR = 1,5
kcal/mol. Ako se bolje promotri korak formiranja 8 reakcijski sustav, moze izabrati (a)
investirati 4,3 kcal/mol te se preko PS1 vratiti u 6 na energiju od AGR = 0,0 kcal/mol, ili (b)
investirati znacajno vise 11,2 kcal/mol te preko PS2 dati produkt 3a uz nepovoljniju energiju
od AGR = 1,5 kcal/mol. Ocito je da ¢e se sustav preferirano slijediti povratak u inicijalni spoj

6, cime sintetski put C (Shema 13) postaje takoder slabo izvediv.

Sintetski put A (Shema 13) ide direktnim napadom 1 na 6 pri ¢emu se dobiva 3a, a prikazan je

na Slici 35.

U toj reakciji potrebno je 8,6 kcal/mol za dovodenje eksternog nukleofila 1 u reakcijski
kompleks s polaznim 6 te 25,3 kcal/mol za dolazak do prijelaznog stanja PS1 koje opisuje
kidanje C—Cl veze (2,36 A) te stvaranje nove C-S veze s 1 (2,46 A). Reakcijom kroz jedan
korak direktno nastaje konac¢ni spoj 3a, uz ukupnu reakcijsku Gibbsovu energiju, od AGR = 1,5
kcal/mol. Ovaj proces je, dakle, izvediv i jednostavan, a ukupna kineti¢ka barijera od AG* =
33,9 kcal/mol svakako daje oCekivani produkt 3a.
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Slika 35. Reakcijski profil transformacije 6 u 3a u direktnoj reakciji s 1.

U zakljuc¢ku dobiveni rezultati primjenom racunskim metoda u dobrom su skladu s
eksperimentalno, tj. sintetski utvrdenim podacima 1 potpomazu ¢injenicu da dimerni spoj 3a

nastaje izravnom reakcijom kloretiltio- derivata 6 s 1 (sintetski put A, Shema 13).
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Ravnoteza izmedu 7a i 9

Takoder je modelirana konverzija 7a u 9 u polarnim aproti¢nim otapalima. Utvrdeno je, da
kloridni anion kao nukleofil napada ugljik iz S-C veze pri ¢emu dolazi do kidanja S-C veze te
se kao produkt dobije 9. Energija aktivacije za tu reakciju je relativno visoka i iznosi 26,1
kcal/mol. Stoga je reakcija termodinamicki nepovoljna, jer je reakcijska Gibbsova energija
endergona za +1.4 kcal/mol. To upucuje da je produkt 9 manje stabilan od 7a, §to uz relativno
visoku energiju aktivacije u potpunosti potvrduje da ¢e se reakcija 7a u 9 odvijati tek na

poviSenim temperaturama, dok pri sobnoj temperaturi dolazi do spontanog povratka u 7a.

4.2.4. Reakcije 6 s drugim nukloefilima

Nastavno na istrazivanje reaktivnosti klortiltio- derivata 6 s metimazolom (1), proucen je tijek
njegovih reakcija u prisustvu drugih nukleofila. Promatrajuéi literaturno objavljene podatke
reakcije su nukleofilima mogu slijediti tri reakcijska puta, a) supstituciju na o ugljikovom atomu
pri Cemu se dobivaju a supstituirani derivati, Sx (o) (Shema 17, a), zatim b) supstitucijom na 3
ugljikovom atomu uz izdvajanje pobo¢nog lanca — CH>-CH»-X, Sx (B) (Shema 17 b) 1 ¢)
eliminaciju halogena na a ugljikovom atomu pri ¢emu se dobiva nezasi¢eni pobo¢ni lanac,

E2(B) (Shema 17, c).!3?

a
LN Ar-S-CH,-CH,-Nu + X Sy (a)
b)
Ar-S-CH,-CH,-X + Nu: ——— Ar-S + Nu-CH,-CH,-X Sx(B)

c)
, Ar-S-CH=CH, + NuH + X- E2(p)

Shema 17. Prikaz reakcijskih puteva koje moze slijediti derivat 6.

U proucavanim reakcijama na supstratima koji su sadrzavali B-kloroetil sulfid glavnina je

slijedila nukleofilnu supstituciju, predominantno Sn (o) kao u ranije opisanom slucaju

dobivanja 3a, dok je 1,2- eliminacija E2 (B) uoCena u dva slucaja i to u reakciji p-

fenilmerkaptoetil fenolata s kalijevim etoksidom u smjesi otapala EtOH/DMSO pri ¢emu su
174

dobiveni fenil vinil sulfidi’”* 1 u drugom slucaju kada su koriSteni p-kloretil-p-tolilsufidi kao

supstrati u otopini EtOH/EtONa pri temperaturi od 40-65°C.!%*
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S ciljem dobivanja viSe saznanja o tome koji reakcijski put slijedi supstrat koji je imidazolne
grade prvo je provedena reakcija 6 u 10%-tnoj otopini NaHCOs pri povisenoj temperaturi.
Nakon 2 sata pri 80°C dolazi do formiranja nove mrlje, a nakon izolacije i pre¢i§¢avanja dobiva
se bezbojno ulje koje odgovara 2-[(1-metil-1H-imidazol-2-il)tio]etan-1-ol (13). Rf=0,54
(diklormetan:aceton=8:2). EI MS-QTOF: m/z: [M+H]" 159,000, C¢HioN2OS (Shema 18).
Struktura 13 odredena je primjenom spektrometrijskih i1 spektroskopskih tehnika (Poglavlje
3.3). U zakljucku sukladno o¢ekivanom iz 6 u alkalnom mediju dobiven je hidroksi derivat 13

a opazeno slijedi put Sn (o) (Shema 17a).

Zatim je 6 otopljen u 10%-tnoj otopini KOH i kuhan u povratu kroz 1,5 sati, a nakon izolacije
1 prociS¢avanja kolonskom kromatografijom dobiva se 2-(viniltio)-1-metil-1H-imidazol (14) u
formi bezbojnog ulja. Rf=0,57 (diklormetan/aceton=8:2), EI-MS-QQQ: [M+H]" 140,1. (Shema
18). Struktura 14 odredena je primjenom spektrometrijskih 1 spektroskopskih tehnika
(Poglavlje 3.3). Reakcija dobivanja 12 iz 6 u prisutnosti KOH kao jake baze, ide u prilog prije

opisanom eliminacijskom putu E2 () (Shema 17, c).

CHy

L)

93,0% 13

!
CHy

/ o]
[% I i
H 6 % I\l/ 3 CH,
)

14

Shema 18. Sinteza hidroksietil i1 vinil derivata 13 1 14 iz 6; /) NaHCO3 (aq), 80°C, 3 sata; ii)
KOH (aq), refluks, 1,5 sat.

Studirana je i reakcija kloretiltio- derivata 6 s kalijevim cijanidom. Poznato je da cijanid u
polarnom aprotiénom otapalu disocira na cijanidni anion koji je ima dobra nukleofilna

svojstva, !85:186

Zbog otrovnosti cijanida, reakcija je preliminarno je provedena u DMSO-ds pri 70°C i studirana
primjenom 1-D tj. 'H i *C, 2-D HSQC i HMBC te MS-QTOF tehnika. Nakon 6 sati uocen je
potpuni nestanak pocetnog 6, a analizom spektara nadeno je pet spojeva; ve¢ poznati metimazol

(1, 2% molarni sadrzaj), 1,2-bis[(1-metil-1H-imidazol-2-il)tio]etan (3a, 31%), I-metil-2-
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(viniltio)-1H-imidazol (14, 5%) te sukcinonitril (1,2-dicijanoetan, 15, 44%) 1 2-cijano-1-metil-
1 H-imidazol (16, 14%) (Slika 36, Shema 19).

_1s: vyi 108]1 2 1 C:\Bruker\TOPSPIN acikos

Scale : 4.00
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Slika 36. '"H NMR spektar detektiranih spojeva, 1, 3a, 14, 151 16

Dok su radi usporedbe za spojeve 1, 3a 1 14 postojali spektri iz ovog rada, spektri za sukcionitril
(15) nadeni su u Brukerovoj NMR bazi podataka, a za 2-cijano-1-metil-1H-imidazol (16)
dobiveni su predikcijom kemijskih pomaka na temelju poznatih struktura unutar sustava Bruker

Advance.

Nakon spektralne analize, reakcijska smjesa je ekstrahirana s etilnim acetatom, a iz uparnog
ostatka ekstrakta izolirani su kromatografijom na koloni silikagela, kromatografski Cisti
sukcinonitril, 15 (40,0 %) u obliku bezbojnog viskoznog ulja. Rf=0,85 (diklormetan/aceton
=8:2), HRMS [M+H]" 81,045, C4HsN>. '"H NMR (DMSO-ds, 600 MHz/ppm): -CHo- (s, 4 H)
2,92, 13C NMR (DMSO-ds, 151 MHz/ppm): -CHa-, 13,7, CN 118,6, a potom i kromatografski
Cisti 2-cijano-1-metil-1H-imidazol (16, 10,0 %), u obliku bezbojnog viskoznog ulja. Rf=0.79
(diklormetan/aceton =8:2), HRMS: [M+H]" 108,056, CsHsN;. 'NMR (DMSO-ds, 600
MHz/ppm): N-CH3 (s, 3H), 3,84, -N(CH3)-CH= (d, 1H) 7,60, =N-CH= (d, 1H) 7,18. *C NMR
(DMSO-ds, 151 MHz/ppm): N-CHj3 33,8, -N(CH3)-CH= 126,3, =N-CH= 131,0, C-CN 121,5,
CN 111,6.

Time su za ova potonja dva spoja dodatno potvrdene, a prethodno predvidene, strukture.
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Shema 19. Reakcija 6 s kalijevim cijanidom u DMSO-d.

Promatraju¢i identificirane spojeve u reakciji 6 s kalijevim cijanidom kao nukleofilom, moze
se zakljuciti da se reakcija prvenstveno odvija supstitucijom tipa Sx (B) pri ¢emu se dobiva 1 i

15 obzirom na NMR utvrdena iskoriStenja.

Moze se pretpostaviti da nukleofilnim napadom cijanida na B ugljikov atom etilenske skupine
6 dolazi do dvostupnjevitog koraka pri ¢emu se u prvom stupnju dobiva 3-kloropropionitril
(nije uocen), a nakon cega slijedi supstitucija klora drugom cijano skupinom 1 stvaranje
sukcinonitrila (15). Pritom formirani imidazol tiolat reagira dalje dajuéi, s polaznim spojem 6 s
jedne strane, 3a i slijede¢i Sn (o) put, odnosno protoniranjem, s druge strane, stvarajuci
metimazol (1). Nastanak spoja 16 moze se objasniti desulfurizacijom 1 u DMSO-ds 1 adicijom
cijanida kao nukleofila pritom imaju¢i na umu da DMSO moze pri poviSenoj temperaturi

pokazivati oksidacijska svojstva, a desulfuracija 1 je ve¢ prethodno opisana.*’

Prisutan vinil derivat 14 nastaje eliminacijskim putem E2 (a), $to nije neuobicajeno, obzirom

na bazna svojstva otopine cijanida.

U konacnici moZze se zakljuciti da promatrana reakcija 6 s cijanidnim nukleofilom u DMSO-ds
pri poviSenoj temperaturi, sukladno sintetiziranim 1 karakteriziranim spojevima slijedi i puteve

supstitucije 1 eliminacije, od kojih je supstitucija preferirana.
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Ipak, kako u ovom preliminarnom pokusu nije detektiran ocekivani 2-cijanoetiltio-1-metil-1H-
imidazol (17) (Shema 19), dobivene rezultate ne treba uzimati zdravo za gotovo, jer to tek treba

potvrditi u strogo definiranim preparativnim uvjetima.

4.2.5. Metilacijske studije metimazola (1)

1-Metil-(2-metiltio)-1 H-imidazol (4a) poznat je kao oneciS¢enje C metimazola (1). Javlja se
kao njegovo procesno oneciscenje i u kontekstu farmaceutske kakvoce kontrolira se tijekom
inicijalnih analiza. Iako je sinteza 4a opisana,” a i njegove soli poput jodida 1-metil-(2-
tiometil)-1H-imidazol hidrojodid (4b) poznate u literaturi,** pokazalo se nuznim unijeti vise
svjetla u svojstva i stabilnost 4a i 4b poglavito iz razloga $to su dostupni podaci nesuvisli i
konfuzni, a dodatno Sto su soli i kompleksi tioamidnih spojeva s jodom od znac¢ajnog interesa
za proucCavanje metabolizma 1 farmakologije 1. Dodatno, ukazala se je potreba za vlastitim
izvorom 4a, jer se farmakopejski standard oneciS¢enja C nalazi na trziStu kao smjesa s
metimazolom.%® S tim u svezi inicijalno je provedena sinteza 15a prema propisu Vampe i
suradnika.?®> Prema njemu, 1 je otopljen u otopini natrijevog karbonata i u tu je otopinu, uz
mijeSanje pri sobnoj temperaturi, postepeno dodavan jodmetan. Nakon 2 sata smjesa je
ekstrahirana s diklormetanom, a ekstrakt uparen do suha. U uparenom ostatku javljao se
kristalini¢ni talog koji je posljedica nedovoljne koli¢ine baze koja je nuzna za neutralizaciju
jodida stvorenog tijekom reakcije. Nastavno na to, koli¢ina baze je korigirana i u ponovljenom
prilagodenom postupku (vidi eksperimentalni) dobiven je Ccisti 1-metil-(2-metiltio)-1H-
imidazol (4a, 95,0 %) kao bezbojna viskozna tekuéina. Cistoéa; HPLC, 100 %. Rf=0,59 (1,2-
dikloretan:metanol=9:1), MS-QQQ: [M+H]" 129,0489, Molarna masa CsH1oN4S, (Shema 20).
Dobiveni 4a karakteriziran je primjenom MS i NMR spektroskopije pri ¢emu je nedvosmisleno

potvrdena njegova struktura (Poglavlje 3.7.20).
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Shema 20. Reakcija dobivanja 4a i 4b iz 1; i) CH3l, NaxCOs (1,5M), 2 sata, ii) CHzl, aceton,
dusik, 2 sata.

S druge strane reakcijom 1 s ekvimolarnom koli¢inom jodometana u acetonu uz mijeSanje pri
sobnoj temperaturi tijekom 3 sata, dobiven u obliku bijelog kristalnog produkta 1-metil-(2-
metiltio)-1 H-imidazol hidrojodid (4b, 91,0 %) (Shema 20), t; DSCpocetak 147°C (lit. 150°C*).
Cisto¢a; HPLC 99,9%. ESI-MS-QTOF [M+H]* 227.0423. Molarna masa CsH;oN4S,. Sadrzaj
jodida od 48% odreden je ionskom kromatografijom, $to je u odnosu na teoretsku vrijednost od

49% prihvatljivo.

121,07

7,76 (d,1H, J=1.8Hz) l

[ -
/v N
\
7.79 (d.1H, J=1.8Hz) CHy 2,70 (s.3H)
125,34 T \
378 (s,3H)
3562

Slika 37. Kemijski 'H (plavo) i '>*C NMR pomaci (crveno) 4b u DMSO-d6

NMR spektar otopine 15b u otopini DMSO-ds (Slika 37, plavo) sastoji se od para dubleta pri
7,76 ppm i 7,79 ppm (s malom konstantom sprege od 1,8 Hz) koji odgovaraju protonima u
tioimidazolnom prsten, zatim singleta pri 2,70 ppm koji odgovara protonima tiometilne skupine
1 dodatno singletu pri 3,78 ppm koji odgovara protonima u N-CHj3 skupini. Relativne integracije
i kemijski pomaci protona u skladu su s predlozenom strukturom. *C-NMR spektar 15b (Slika

37, crveno) sastoji se od ugljika tiokarbonilne skupine pri 142,67 ppm, te imidazolnih protona
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pri 121,07 ppm 1 125,34 ppm. Ugljik tiometilne skupine nalazi se pri 17,40 ppm, a dusSikova
metilna skupina pri 35,62 ppm.

Promatraju¢i '"H NMR spektar 4b vidljiv je veliki pomak metilnih, imidazolnih i tiometilnih
protona prema viSim vrijednostima 6 u usporedbi s odgovaraju¢im pomakom u neprotoniranom
4a (Slika 38). Sli¢no, primijeéen je i znacajan pomak prema visim vrijednostima & za '>*C NMR
signale 4b u odnosu na neprotoniran 4a. Otklanjanje opaZeno u signalima na 'H i '>*C NMR
spektrima 4b nastaje zbog postojanja pozitivnog naboja na imidazolu i jacih vodikovih veza
izmedu H---I u odnosu na bazu 4a. U masenim spektrima pri pozitivnoj ionizaciji
najzastupljeniji ion je pri 129,0845 m/z, a pripisan je [M+H]" baznom piku 4a. Dodatno,

fragmenti na 114,0427 m/z ukazuju na cijepanje tiometilne skupine.

Slika 38. Uporedba 'H NMR spektara soli 4b (gore) i baze 4a (dolje) u DMSO-ds.

Struktura 4b je potvrdena rentgenskom strukturnom analizom, a monokristali 4b su dobiveni

sporom kristalizacijom iz acetona.

Temeljem spektroskopskih podataka kao i odredene kristalne strukture na monokristalu

(Poglavlje 4.3), nedvosmisleno je potvrdena struktura 4b, a time indirektno i 4a.

S ciljem daljnjeg uvida u stabilnost 4b prouceno je ponaSanje pri poviSenoj temperaturi.
Primjenom termogravimetrijske analize (TGA) i diferencijalno pretrazne kalorimetrije (DSC)
ispitana je toplinska stabilnost 4b. Mjerenja su provedena u atmosferi N> pri brzini zagrijavanja
od 10 Kmin'. Na termogramu je vidljiv ostar endotermni pik (Slika 39) koji odgovara taljenju
(pocetak 140°C), dok drugi Siroki endotermni dogadaj u rasponu od 180°C do 300°C vjerojatno
ukazuje na raspad 4b. Stovise, TGA krivulja (Slika 39) pokazuje da je spoj termicki stabilan do
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taliSta, vjerojatno zbog prisutnih vodikovih veza u ¢vrstoj formi. Dodatno, s porastom

temperature dolazi do brzog gubitka mase koji upotpunjuje zaklju€ak o vjerojatnoj razgradnji.

Exo up

Slika 39. TGA i DSC analiza 4b pri brzini zagrijavanja od 10 ° C min'u inertnoj atmosferi

dusika.

Nakon $to se utvrdilo kako se 4b ponasa pri povisenoj temperaturi, pristupilo se prouavanju
njegovih kemijskih svojstva, poglavito imajuéi na umu da je S-CHj3 veza labilnog karaktera.'®’a
U kontekstu srodnih tvari poznato je da metilacija i transfer metilne skupine s jedne molekule
na drugu mogu biti od znacajne toksikoloske vaznosti zbog potencijalne interakcije onecis¢enja

s DNA.'88

Kako bi se proucili uvjeti pri kojima dolazi do transfera metilne skupine pristupilo sintezi 1,3-
dimetil-2-metiltioimidazolijevog jodida (18) za kojeg je poznato da ima kataliticku ulogu u
intermolekularnom transferu metilne skupine (Shema 21).* S obzirom da podaci o svojstvima
18 dolaze iz spornog rada Kistera i suradnika** za koje postoje literaturni navodi da su dobiveni
rezultati upitni*> upravo to je dodatno osnazilo potrebu da se objavljeni podaci usporede s

vlastitim istraZivanjima.

ek AOHs o
2 -‘_\‘ k} | :‘I | =
HaC o c HaC /J< HaC )J\ c
’ \N*\N Hac\m)\\.m/ k ’ NN M’/CHa + Sy e "

da 18 18 19

-—

Shema 21. Predlozen mehanizam stvaranja 18 i 19 iz 4a prilagodeno prema.**
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Prvo je provedena metilacija 4a uz jodmetan u heterogenim uvjetima tj. u suhom acetonitrilu i
bezvodnom natrijevom hidrogenkarbonatu, a nakon 5 sati zagrijavanja u refluksu (Shema 22) i
ekstrakcije s diklormetnom te uparavanja organskog ostatka u vakumu dobiveni su bijeli kristali

(18) s iskoristenjem od 75,0%, t; DSConset-endset 168-182°C (literatura 187°C'>%) analiticke istoée

99% prema HPLC-u. NMR podaci (Poglavlje 3.7.22) odgovaraju podacima u literaturi'**, pri

¢emu je potvrdena predlozena struktura.

H CH
/o N/ !
N ; )
| >"7’~,—:——CH3 — [ >;‘3—CH3
» 75,0% X
\ i
\CHa b 18

CHs

Shema 22. Pokus direktne metilacije 1 demetilacije 4b, i) CHzI, MeCN, NaHCO3, refluks, Sh;
ii) NaHCOs3, MeCN, refluks 13h; iii) NaHCOs3, MeCN, refluks, 8h; iv) A (147°C, 2h).

Imajudéi sintetizirane i standardizirane 4a i 18 pristupilo se prouc¢avanju uvjeta pri kojima se
moze odvijati demetilacija. U tim u svezi 18 je zagrijavan u suhom acetonitrilu uz natrijev
hidrogen karbonat tijekom 11 sati u refluksu (Shema 22), a nakon ekstrakcije s diklormetanom
1 uparavanjem organskog ostatka u vakumu dobiven je 1,3-dimetilimidazol-2-tion (19) s
iskoridtenjem od 67,4% (32mg) i tt DSConset 183°C (literatura 183°C'5>136) Rf =0,81 (1,2-

dikloretan:metanol=9:1), a 'H i '*C NMR podaci u skladu s literaturnim navodima.'>®

Naime, dobiveni demetilacijski produkt 19 iz 18 je u skladu je s navodima Kistera i suradnika,**
te na taj nacin prate¢i ocekivani kemizam uz spektroskopske podatke potvrduje predlozene
strukture. StoviSe, imajuéi jasno determiniran i strukturno potvrden niz 17->18->19 postavlja
se pitanje pri kojim bi se uvjetima demetilirao 4a obzirom na ve¢ utvrdenu labilnu prirodu S-

CH; veze.

Kako bi se dobio odgovor na ovo pitanje, 4a je zagrijavan pri istim uvjetima kao 1 18 tj. u suhom
acetonitrilu uz natrijev hidrogen karbonat u refluksu kroz 8 sati, a reakcija je pracena

tankoslojnom kromatografijom na silikagelu uz dikloretan:metanol=9:1 kao mobilnu fazu.
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Tijekom perioda od 8 sati nije uocena mrlja 19 koja bi podrzavala ¢injenicu o transferu metilne
skupine tipa S-R->N-R, a dodatno nije uoceno ni prisustvo mrlje metimazola (1) koja bi
upuéivala na gubitak metilne skupine i uklanjanje jodmetana. Stovise izostanak o&ekivanih
spojeva upucuje na razli¢ito ponasanje 4a u odnosu na 18 i ukazuje na vecu stabilnost pri istim
uvjetima ispitivanja. Dodatno, poznavajuci taliste 4a koje se kre¢e oko 147°C, a nakon toga
slijedi promjena mase koja upucuje na raspad, kako bi se utvrdila stabilnost u ¢vrstom stanju,
provedeno je =zagrijavanje na oko 145°C a reakcija je opet pracena tankoslojnom
kromatografijom. Nakon 2 sata zagrijavanja nisu utvrdene dodatne mrlje koje bi odgovarale

produktima 1 ili 18, sugerirajuéi izrazitu stabilnost 4a ne samo u otopini ve¢ i u ¢vrstom stanju.

Iako se halogeni poput jodida mogu koristiti za uklanjanje alkilnih skupina'®’, a proces je ovisan
o supstratu i primijenjenim uvjetima poput primjerice temperature,'” u slu¢aju 4a navedene
razlike mogu se interpretirati na nacin da je ovdje ipak rije¢ o hidrojodidnoj soli koja putem
vodikovih veza doprinosi stabilnijoj tioamidnoj strukturi u ¢vrstom stanju. Dodatno, s druge
strane u acetonitrilu kao aproti¢nom otapalu dolazi do solvatizacije imidazolijevog kationa'®!
pri ¢emu je sposobnost jodida kao demetilacijog inicijatora uvelike smanjena. IstraZivanja
infracrvenom spektrometrijom na litijevom jodidu u acetonitrilu i dimetilsulfoksidu pokazala
su da i jodid moZe biti solvatiziran, no autori zakljuéuju da su nuzne dodatne studije,'? a s tim
u svezi u kontekstu vlastitih dobivenih rezultata moze znaciti i dodatni faktor koji odjeljuje
imidazolijev kation od jodida te u konac¢nici doprinosi stabilizaciji 4a. U zakljucku 4a pokazuje
veliku stabilnost 1 u ¢vrstom stanju 1 u otopini, a njezino eventualno prisustvo kao onecis¢enje
ne pruza zabrinutost sa sigurnosnog aspekta iz razloga $to je njegova sposobnost alkilacije kao

srodne tvari vrlo mala.

4.2.6. Oksidacijske studije 1

Kisik je sveprisutna molekula koja u kontekstu kemijske stabilnosti farmaceutski djelatnih tvari
imaju veliki znacaj. Ponekad je reakcije oksidacije poglavito autoksidacije tesko razumjeti pa i
u konacnici reproducirati jer mogu biti katalizirane oneciS¢enjima ili reaktivnim

meduproduktima ¢iji sadrzaj mozZe biti varijabilan.

Uzimajuéi u obzir vaznost oksidacija, u ovom je radu metimazol (1) podvrgnut djelovanju
izabranih oksidansa pri ¢emu su dobiveni produkti izolirani i sveobuhvatno karakterizirani
primjenom spektroskopskih tehnika, a pojedinim je predstavnicima odredena kristalna struktura

1 ispitana njihova stabilnost.
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Oksidacija 1 s jodom

2,2'-Disulfandiilbis(1-metil-1H-imidazol) (5a, metimazol disulfid) je metabolit metimazola 1
njegovo potencijalno onecis¢enje. O njemu postoje kontraverze u literaturi jer je opisan kao
7uta forma s taliStem 127-128°C,'>® i 138°C,° a opisana i bezbojna forma dobivena iz
diklormeatana,® ali nije opisana nikakva karakterizacija. S obzirom da neki podaci dolaze iz
patentne literature, a drugi egzoticnog Casopisa, potreba za poznavanjem vjerodostojnih
podataka o njemu, ali i potrebe za posjedovanjem izvjesne koliCine standardiziranog uzorka Sa,

prislo se njegovoj sintezi i1 sveobuhvatnoj karakterizaciji.

Disulfid Sa pripravljen je oksidacijom metimazola (1) s jodom, za razliku od literaturno poznate
oksidacije s vrlo otrovnim fozgenom.!'*® Reakcija je provedena u 1,2-dikloretanu uz trietiamin
pri sobnoj temperaturi u inertnoj atmosferi dusika tijekom 3 sata te prekristalizacijsom iz suhog
etilnog acetata dobiva se 2,2'-disulfandiilbis(1-metil-1H-imidazol) (5a) u obliku zutih kristala i
iskorisStenju od 58,0 %. TalisSte Sa prema DSC-u (pocetak) iznosi 131°C (Literatura: 127-
128°C,!15% 138°C*Y). Pokusaj priprave bijele forme kristalizacijom iz diklormetana,*® bio je

bezuspjesan (Poglavlje 3.7.26).

Snimljeni 'H NMR spektar otopine Sa u DMSO-ds sastoji se od para dubleta pri 7,31 ppm i
7,21 ppm (s konstantom sprezanja od 1,2 Hz) koji odgovaraju vodikovim atomima imidazola i
singleta pri 3,73 ppm koji odgovara metilnoj skupini (Poglavlje 3.7.25). Relativne integracije i
kemijski pomaci u skladu su s predlozenom strukturom 5a. *C-NMR spektar sastoji se od
signala ugljika tiokarbonilne skupine pri 140,00 ppm, zatim signala imidazolnih ugljikovih
atoma pri 130,57 ppm i 124,79 ppm, dok ugljikov atom metilne skupine vezane na dusik ima
signal pri 34,08 ppm. Signal C2 ugljikovog atoma nije uocen nakon dugotrajnog snimanja zbog
elektronskih ili konformacijskih efekata susjedne disulfidne veze, no njegovo prisustvo
utvrdeno je HSQC, COSY, HMBC korelacijskim
pokusima (Slika 40).
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7,24 (d.2H, J=12Hz)

Slika 40. Kemijski 'H (plavo) i '*C NMR (crveno) pomaci zute forme 5a u CDCls.
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Maseni spektri snimljeni pri pozitivnoj ionizaciji od 175V ukazuju da je najzastupljeniji ion pri
227,0423 m/z, a isti odgovara pripisan baznom piku 5a ([M+H]"). Dodatno, dva formirana
fragmenta pri 114,0249 m/z ukazuju na kidanje disulfidne veze i stvaranje dva tioimidazolna
fragmenta, dok s druge strne fragment pri 145,0432 m/z ukazuje na kidanje metiltioimidazolne

skupine (Slika 41).
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Slika 41. LC-QTOF MS-MS spektar 5a snimljen u ESI (+) na¢inu rada (175,0 V).
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Tijekom kristalizacijskih pokusa 5a iz razli¢itih otapala (vidi viSe u Poglavlju 4.3.2)
kristalizacijom iz acetona dobiveni su kristali metimazol disulfida Sb, koji su morfolosko, ali i
po DSC-u razliciti od 5a, a koji su prema GLC analizi sadrzavali acetona (Slika 42). Studirani
su pod oznakom Sb, a detalji su opisani u Poglavlju 4.3.2. Vazno je istaknuti da je kristalna
struktura Sa u tijeku istrazivanja bila nepoznata i kao novost prezentirana na Ruzickinim
danima 2017 godine u Vukovaru, no nije deponirana u kristalografsku bazu. Nedavno, u 2020.
godini je ista i objavljena!®® u sklopu istrazivanja kompleksa 1 s boratom i voframom, no nije

dovedena u kontekst sa srodnim tvarima ili farmaceutikom.
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Slika 42. Mikroskopski prikaz metimazol-disulfida dobivenog kristalizacijom etilnog—acetata
5a (lijevo) te iz acetona 5b (desno).

Tijekom sinteze 5a, a poglavito reproduciraju¢i podatak iz literature poput rada Eskhi i
suradnika® uoceno je prema tankoslojnoj kromatografiji da u postupku obrade s natrijevim
tiosulfatom dolazi do raspada 5a na polazni 1. Kako bi se ta situacija rasvijetlila provedeno je
pH ovisno ispitivanje hidroliticke stabilnost. Reakcijski profil razgradnje prikazan je na Slici
43 kao odnos koncentracije (C) tj. In (C) u odnosu na vrijeme u satima. Visoka vrijednost

korelacije In (C) u odnosu na vrijeme od 95% pokazuje da razgradnja prati kinetiku prvog reda.
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Slika 43. Prikaz razgradnje 5a u ovisnosti o pH.

IzraCunate su konstante brzine razgradnje (k) i vrijeme poluraspada (ti2) pri razli¢itim pH
vrijednostima 1,2 do 9,0 i rasponu temperatura od 22°C do 50°C. Gledajuci konstante brzine

mozemo zakljuciti da se brzina razgradnje 5a povecava s povecanjem pH, a dodatno Sa je
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stabilan u kiselim uvjetima. (pH 1,2) To ukazuje u ovom slucaju ukazuje na pH ovisnu

razgradnju (Tablica 12, Poglavlje 3.7.27.).

Ovisnost o temperaturi (T) pri razli¢itim vrijednostima pH ispitivana je na tri temperature 22°C
30°C 1 50°C. Povecanje konstantne brzine u zavisnosti o temperaturi i pH ukazuje na to da je
razgradnja Sa proporcionalna povecanju temperature. Energije aktivacije (Ea) za razgradnju 5a
izraCunate iz nagiba i bile su 55,3 kJ/mol, 54,3 kJ/mol za pH 1,2, 17,0, dok je razgradnja na pH
9 pri 33 1 50 bila vrlo brza tj. u par minuta te stoga Ea nije izraCunata. E, je bio najveci pri pH
1,2 stoga se moze zakljuciti da je Sa manje podlozan temperaturno uvjetovanoj razgradnji pri

pH 1,2 nego pri drugim uvjetima.

Oksidacija 1 s vodikovim peroksidom

Poznavajué¢i ve¢ prethodno opisanu desulfurizaciju metimazola (1) oksidacijom u kiselim
medijima, zeljelo se unijeti viSe svjetla u tijek reakcije, a poglavito promotriti reakciju 1 u

nevodenom mediju.

Prvo je provedena oksidacija 1 (0,88 mmol) u etilnom-acetatu s 30%-tnim vodikovim
peroksidom (1 mmol) pod inertnom atmosferi dusika pri sobnoj temperaturi. Sasvim o¢ekivano
glavni produkt reakcije bio je 2,2'-disulfandiilbis(1-metil-1H-imidazola) 5a, a njegov udio
prema tankoslojnoj kromatografiji (1,2-diklormetan:metanol) uz vizualizaciju parama joda
iznosio je cca 30%. Ponovljena je reakcija u etilnom acetatu, no uz povecani udio 30%-tnog
vodikovog peroksida od 1,5 mmola te su uoceni jednaki rezultati kao u prethodnom pokusu tj
naden je 5a kao glavni produkt. U novom pokusu povecéan je volumen oksidansa na 2 mmola,
pri ¢emu je Sa uoCen u znatno manjem postotku dok je glavnina produkta odgovarala
novoformiranoj mrlji pri dnu kromatograma. U smyjesi je takoder zaostajalo 1 neproreagiranog
1. Zatim je u daljnjem optimiranju reakcije udio oksidansa povecan na 2,5 mmola, a kao medij
koriSten je etilni acetat/acetonitril. MijeSanjem tijekom 10 sati u inertnoj atmosferi dobiveni
sirovi uljni ostatak je izdvojen, otopljen u vodi 1 istalozen s acetonom nakon ¢ega je suSen u

vakumu do konstantne mase pri ¢emu je dobiven 1-metil-1H-imidazolijum hidrogensulfat (20).

U kontekstu karakterizacije 20 prvo su usporedene IR vrpce s ve¢ poznatim podacima iz

literature (Tablica 29), a tim u svezi uoceno je dobro podudaranje rezultata.'*
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Tablica 29. Usporedba IR vrpci 20 s literaturnim podacima.

Tip vrpce IR vrpce 20 IR vrpce prema literaturi/(cm™) %4
Aromatsko istezanje C-H veze 3145,72 3151,29
Istezanje alifatske C-H veze 2966,27 2973,75
Istezanje alifatske C-H veze 2864,03 2878,10
Istezanje C=C veze 1452,72 1450,86
Istezanje C-N veze 1167,41 1145,61
Istezanje HSO4 1087,86 1086,39

Na masenom spektru (Slika 44) pri negativnom nacinu snimanja i ionizaciji od 175 V uocava

se pik pri 96,9607 m/z koji odgovara [HSO4] ionu sumporne kiseline, §to nije neuobicajeno te

u skladu s podacima uo&enim kod drugih ionskih teku¢ina.'¥>1%
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Slika 7 Maseni spektar 20 u negativhom nacinu snimanja pri 175V.

S ciljem daljnje potvrde strukture snimljeni su 1-D i 2-D 'H i 3C NMR spektri u CDCl; kao
otapalu. Kemijski pomaci u protonskom spektru pri 7,27 1 7,39 odgovaraju imidazolnim
protonima, N-CHs skupina ima pomak pri 3,74 dok proton vezan za C2 atom imidazolne

skupine ima pomak pri 8,33 (Slika 45). Uoceni kemijski pomaci u 20 u skladu su s literaturnim
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navodima u okviru eksperimentalne pogreSke i1 razlike u otapalima pri ¢emu potvrduju

predlozenu strukturu.

Slika 45. NMR spektari za 20; 'H (600 MHz) (plavo), '*C (151 MHz) (crveno) NMR u CDCl;
u odnosu na 'H (400 MHz) '3C (101 MHz) NMR u DMSO-ds (crno) prema.'**

Grivas i Ronne!®’ proucavali su desulfurizacije cikli¢nih tiourea uz vodikov peroksid u octenoj
kiselini. Omjer vodikovog peroksida/supstrata 3:1 nuzan je za uspjeSnu provedbu cjelovite
desulfurizacije, a to je i dodatno potvrdeno tijekom u ovom radu provedenih pokusa. Prema
literaturi pokusi desulfurizacije takoder su provedene i u mravljoj kiselini, 1M HCI, DMSO-u,
95% etanolu, piridinu, tetrahidrofuranu.!”” Dodatno, provedeni su i pokusi u 1M kalijevom
hidroksidu 1 25% amonijevom hidroksidu no kao glavni produkt dobivena je sulfonska
kiselina.'”” U kontekstu desulfurizacije prema literaturnim navodima predloZen je mehanizam
desulfurizacije prikazan je na Shemi 23."%1% U prvoj fazi dolazi do formiranja sulfinske
kiseline koju dalje slijedi eliminacija sumporovog (IV) oksida i formiranja ilida koji nakon

vezanja vodika daje N-metilimidazol.

5

1
Metimazol sulfinska

kiselina

Hy SOy
CH3 cH3 TH O, CH
3
> « 50, Cer
7 s — p \
bt NHU \

Metimazol sulfenska

N-metilimidazal kiselina

Shema 23. PredloZeni mehanizam desulfurizacije 1 (prilagodeno prema'®’).
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Stvaranje 20 u skladu je s literaturnim podacima, proucavana reakcija oksidacije 1, a u
kontekstu njegove reaktivnosti ima visestruku vaznost. U prvom redu nadopunjuje trenutno
nadene metode priprave 20 koriste¢i etil-acetat/acetonitril kao sustav otapala i potvrdujuéi
literaturni citat o nuznoj veéoj koli¢ini oksidansa u odnosu na supstrat.'”’ Kao drugo, vazno je
istaknuti da nije uoceno prisustvo sulfinske ili sulfenske kiseline u produktu pri ¢emu takoder
mozemo potvrditi da su to, u skladu s literaturnim navodom, nestabilne kratko zivuée vrste, Sto
je opet u skladu s literaturnim navodom gdje su navedeni spojevi nadeni kao meduprodukti 1
detektirani masenom spektrometrijom.?”’ Kao treée, promatraju¢i navedenu reakciju i 20 kao
potencijalnu srodnu tvar metimazola i njezinu bazu, N-metil imidazol kao farmakopejsko
oneciséenje B,% a u skladu s opisanim oksidacijskim uvjetima moze se zakljugiti da je njegovo

prisustvo u finalnoj formulaciji malo izgledno.

4.3. Cvrste forme metimazola i njegovih srodnih tvari

Kemijska reaktivnost i biofarmaceutska svojstva (npr. taliSte, topljivost i oslobadanje,
stabilnost, djelotvornost, bioraspolozivost, tecljivost, filtrabilnost, kompresibilnost) mogu biti
razli¢ita kod razlicitih ¢vrstih formi iste djelatne tvari, te je poznavanje i karakterizacija ¢vrstih
formi (amorfi, polimorfi, pseudopolimorfi ili solvati, itd) djelotvornih ljekovitih tvari od
svekolike vaznosti u farmaceutici, jer mogu znacajno utjecati na kakvocu gotovog
proizvoda.?’!?%2 Posebno stoga §to tijekom procesa priprave ili skladistenja finalne
farmaceutske forme mogu prelaziti jedna u drugu. Cvrste forme pojedine djelatne tvari mogu
imati znacajno razlicita fizikalna svojstva, ¢ime mogu znatno djelovati na njegovu djelotvornost
lijeka. Djelatne tvari dobivaju odobrenje za specificnu ¢vrstu formu, a u kontekstu proizvodnje
vazno je istaknuti da je kristalizacija jedna od najvaznijih operacija u procesu proizvodnje

djelatne tvari zeljene kakvoce kao i Zeljenog kristalnog oblika.

Unatoc znacajnoj primjeni tireostatika metimazola u literaturi su poznate samo dvije polimorfne
forme, od kojih samo jedna nalazi primjenu u farmaceutskoj industriji, a iz tog je razloga bilo

nuzno provesti pretrazivanje polimofnih formi metimazola.

Istrazivanja Cvrstih formi djelatnih tvari dodatno usloZznjava pojava ve¢ malih koliina
specificnih oneciS¢enja djelatnih tvari, tako da istrazivanja na njihovoj spoznaji i svekolikoj
karakterizaciji teku paralelno s istrazivanjem polimorfnih formi. U tom su kontekstu odabranim

srodnim tvarima metimazola iz Poglavlja 3 karakterizirano c¢vrsto stanje s ciljem
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upotpunjavanja opazenih kemijskih i fizickih svojstva, a tamo gdje je to moguce i neophodno

provedeno je pretrazivanje dodatnih ¢vrstih formi i studije transformacije ¢vrstog stanja.

4.3.1. Studij probira polimorfa metimazola (1)

Obzirom na vaznost metimazola (1) , njegovu svekoliku primjenu u medicini i tehnici nuzno je
provesti probir s ciljem utvrdivanja potencijala 1 za formiranje polimofa kao podlogu za
detaljnije studije koje ukljucuju utvrdivanje fizicke i kemijske stabilnosti novih ¢vrstih formi,
zatim njihova biofarmaceutska i tehnoloSka svojstva. Topljivost, kristalinicnost i kristalna
svojstva djelatne tvari ovisna su uvjetima tijekom kristalizacije poput temperature, tlaka, omjera
otapala i sl, no jedan od poprili¢cno vaznih ¢imbenika je kristalizacijsko otapalo koje moze

usmjeriti ili sprijeciti kristalizaciju Zeljene ¢vrste forme.*

Struktura 1 ima polarnih i nepolarnih skupina §to u kontekstu topljivosti u navedenim proticnim
otapalima moZe doprinijeti stvaranju intramolekulskih veza putem vodikovih veza dok s druge
strane kod aproti¢nih otapala prisustvo vodikovih veza izostaje, a upravo te razlike mogu
doprinijeti stvaranju nove kristalne forme. S tim u svezi, a poznavaju¢i dobru topljivost 1
provedena je studija kristalizacije primjenom razliCitih polarnih proti¢nih otapala (voda,
metanol, etanol, izopropanol, butanol izobutanol), do polarnih aproti¢nih otapala (aceton,
acetonitril, dimetilformamid, kloroform, etilni acetat) bez zagrijavanja, tj otapanjem 1
mijeSanjem 1 spontanom kristalizacijom pri ¢emu je uslijedila filtracija 1 suSenje izmedu slojeva

filter papira.

Pokusima kristalizacije prethodila je standardizacija 1 koja je provedena na nacin da je
difraktogram praha polazne sirovine (Slika 46) usporeden s teorijskim prahom iz
kristalografske baze, pri cemu nisu uocene razlike u polozaju pikova 20°. Dodano, termogram
standarda ima taliSte (oznaceno kao pocetak taliSta - onset) koje je u rasponu od 142,10°C do
144,10°C. U kontekstu vlastitih rezultata razlog uocene razlike objasnjava se prvenstveno
upotrebom razli¢itih DSC uredajima. Usporeduju¢i navedene vrijednosti taliSta standarda u
odnosu na literaturu gdje se taliste kreée u rasponu od 143-147°C! mozemo zakljuciti da
odstupanje moze biti posljedica posljedica a) primjene drugih instrumenata npr. uredaja za
odredivanje talita ili pak b) samog izrazavanja vrijednosti poput pocetka talista ili potpunog
taljenja pri cemu se unosi razlika od 1-2°C. U cilju vlastite studije rezultati ¢e se izrazavati kao

pocetak taljenja.
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Slika 46. Difraktogram praha standarda 1.

Taliste je na svim uzorcima A1-A10 analizirano DSC-om pri ¢emu je uocen endotermni
dogadaj talista u rasponu od 142,3°C do 143,6°C. Difraktogram praha acetonitrila A9 bio je
jednak standardu metimazola, dok su ostali uzorci A1-A10 bili evidentno razli€iti pri ¢emu su
dominantno prikazivali odsustvo i pojavu novih pikova 26° u odnosu na standard metimazola
(Poglavlje 3.9.1 Tablica 13). Na uzorcima A1, A2, A3 pojavljuju se novi pikovi pri 37,8 26°
koji izostaju u standardu metimazola, dok istim uzorcima nedostaju pikovi pri 24,0 26° 1 28 26°
u odnosu na standard metimazola (Slika 47). Na ostalim se uzorcima A4-8 i A10 uocavaju
jednako odsustvo/prisustvo pikova. Nazalost dobiveni kristali nisu bili dobre kvalitete za

provedbu strukturne analize na monokristalu.

Crveno — m-s |
7 Plavo-Al-voda |
Zeleno - A2-butanol |
Ljubicasto - A3- etilni'

acetat :

Intersity (courts)

ooooo

Slika 47. Difraktogram praha za uzorke A1-A3 usporedeni sa standardom metimazola.

Nastavno na dobivene rezultate gdje je kristalizacija provedena na sobnoj temperaturi bez

zagrijavanja otapala promotrena je kristalizacija uz zagrijavanje otapala. S tim u svezi
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kristalizacija 1 provedena je iz vode, acetona, butanola, izopranola, izobutanola, etilnog acetata
1 metanola uz zagrijavanje pri temperaturama od 35°C do 72°C (uzorci B1-BS, poglavlje 3.9.2
Tablica 14). Razlike u difraktogramima praha uocene su u uzorcima kristaliziranih iz vode (B1)
1 acetona (B2) dok u ostalim uzorcima (B3-B8) nisu uocene promjene u odnosu na standard
metimazola. Poblize promatrajuci razlike kod uzorka B1 primijecen je izostanak pika pri 15,3
115,4 26° (Slika 48) dok je i na uzorku B1 i B2 primijec¢en izostanak pikova pri 21,01 25,5 26°

u odnosu na standard metimazola (Slika 48, 49).

2 Crveno —m-s
= 0 Plavo - Bl-voda
i

2000
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10 % 0 20 | % 30 i 3
! ' 2Theta ()

Slika 48. Difraktogram praha B1(plavo) usporeden sa standardom metimazola (crveno).

Crveno —m-s
Plavo — B2-aceton

uuuuu

uuuuu

Slika 49. Difraktogram praha B2 (plavo) usporeden sa standardom metimazola (crveno).

Dodatno, provedena je rentgenska strukturnom analizom na monokristalima 1 iz pokusa B1 i
B2, no nisu utvrdene razlike u jedni¢noj ¢eliji kristala kao niti u pakiranju molekula 1 (Slika

50).
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Slika 50. Kristalna struktura 1; uzorak B1 lijevo, uzorak B2 desno.

U cilju utvrdivanja ponasanja 1 pri razli¢itim kristalizacijskim uvjetima dodatno su proucene
kristalizacija talozenjem 1 kristalizacija spontanom difuzijom u zasienoj atmosferi
kontraotapala. Kristali 1 dobiveni otapanjem u zagrijanom diklormetanu i istaloZzeni s
cikloheksanom (C1) (Slika 51) pokazali su razlike u difraktogramu praha dok se taliSte od

143,7°C nije znacajno razlikovalo u odnosu na standard metimazola.

Slika 51. Mikrograf kristala 1 dobivenih kristalizacijom taloZenjem iz diklormetana i
cikloheksana (C1).

Analizom difraktograma praha 1 (uzorak C1) uoc¢eno je prisustvo dodatnih pikova pri 8,0, 32,0,

40,0 26° u odnosu na standard metimazola (Slika 52).
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Slika 52. Difraktogram praha C1 (sivo) usporeden sa standardom metimazola (zeleno).

Stovise, kako bi se unijelo vise svjetla u razlika u uoenoj morfologiji kristala i difraktogramima
praha C1 odredena je kristalna struktura rentgenskom strukturnom analizom. Kristalna
struktura je snimljena pri sobnoj temperaturi, a nakon rjesavanja i uto¢njavanja za zakljuciti je
da svi parametri jedini¢ne c¢elije kao i1 pakiranje odgovaraju izvornoj triklinskoj formi P-7/

(Poglavlje 3.9.3 Tablica 17).

Kristali C2 1 C3 dobiveni otapanjem 1 u acetonu i taloZenjem heksanom pri razli¢itim omjerima
otapalima (C2 - 7 mL aceton:10 mL heksan; C3 — 10 mL aceton: 10 mL heksan) inicijalno su
pokazali razliku u difraktogramima i to predominantno odsustvo pikova u podrucju od 17,0 do
25,0 26° odmah nakon priprave no, nakon obrade u ahatnom tarioniku difraktogram je bio

jednak difraktogramu praha standarda metimazola (Slika 53).

; a0 - Metimazol standard
1

i) 201 €2 izvomni nakon kristalizacije

i C2 nakon obrade u ahatnom tarioniku;; |
i1 [ [

R e e e R o e e e B
10 . Horon @ [ A

Pasition[*2Theta] (Coppat (Cul)

Slika 53. Difraktogrami praha: 1) standarda metimazola, i1) C2 izvorni iz sinteze, iii) C2

obraden u ahatnom tarioniku.

Kako bi se stekao detaljni uvid u morforlogiju kristala C2 i C3 snimljeni su mikrografi uzorka

a, izgled kristala upucuju na prisustvo preferencijalnih kristalnih ploha (Slika 54).
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i) i)

Slika 54. Mikrografi: i) uzorak C2, ii) uzorak C3.

Proveden je i pokus kristalizacije 1 iz diklormentana spontanom difuzijom para cikloheksana,

no nisu uocene razlike u odnosu na standard metimazola.

Gledaju¢i dobivene rezultate mozemo zakljuciti da se kristalizacijom 1 iz polarnih protoc¢nih 1
aproto¢nih otapala u vedini slucajeva dobivaju kristali s razli¢itim difraktogramima praha u
usporedbi s standardom metimazola. U nekim slucajevima gdje su kristali bili dobre kvalitete
odredena je kristalna struktura, a rezultati su pokazali istovjetnost kristalografskih podataka s
triklinskim standardom polimofa. S druge strane, preferencijalna orijentacija je intrinzicno
svojstvo kristala pri ¢emu se kristali usmjeravaju prema preferiranim kristalnim plohama.
Uobicajeno preferencijalna orijentacija utjeCe na povecanje intenziteta pika no isto tako moze
utjecati na 26° vrijednosti pri ¢emu znacajno moze utjecati na interpretaciju difraktograma
praha.?** Tijekom pripreme uzorka za XRPD analizu preporuka je, a i dobra praksa usitnjavati

205
)

uzorak,”™ no to s druge strane moZze potaknuti promjene u kristalnoj strukturi poput slucaja

206 {1 pak famotidina.?” Preferencijalna orijentacija moZe biti uzrokom razlike

karbamzepina
Sto upucuju rezultati mljevenja kod uzoraka C2 i C3, gdje se dobiva izvorna forma 1, no to ne
moze iskljuciti ¢injenicu da nisu prisutni drugi polimorfni oblici. Na kraju ostaje pitanje, da li
je uovim uzorcima rije¢ o preferencijalnoj orijentaciji pripremljenih kristala ili je rije¢ o novim

polimofima, a s tim u svezi nuzne su daljnje studije u ovom podrucju kako bi se to razlucilo.

4.3.2. Cvrste forme srodnih tvari

Cvrste forme 1,1-bis[(1-metil-1H-imidazol-2-il)tio]metan dihidroklorida (2b) i transformacija

u cvrstom stanju

Diklormetanski solvat 1,2-bis[(1-metil-1H-imidazol-2-il)tiojmetan  dihidroklorid (2¢)

[CoH14N4S2]Clo-CH2Clo; molarne mase, 327,12; kristalizira u monoklinskom sustavu prostorne
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skupine P2i/c u stehiometrijskom omjeru 1:1 pripravljen je reakcijom 1 s diklormetanom, a
kristali su direktno izvadeni iz otopine i snimljeni. Molekulska struktura sastoji se od dvije
imidazolne skupine pozitivho nabijene i vezane za S-atome ditiometilne skupine. Kloridni
anioni imaju ulogu akceptora vodikove veze iz protoniranog atoma dusika imidazola. Vazno je
istaknuti da izmedu imidazolne molekule 1 molekule diklormetana ne postoje vodikove veze

Sto moze biti razlog slaboj stabilnosti diklormetanskog solvata 2¢ (Slika 55).

Slika 55. Kristalno pakiranje 2a gledano duz kristalografske osi 5. Molekule diklormetana

prikazane su u CPK modelu.

Tijekom izolacije i manipulacije kristalima 2¢ dolazi do promjene iz bezbojne u bijelu boju
(Slika 56), a proces transformacije traje 60 minuta. Dodatno proces promjene kristala pracen je
optickom mikroskopijom (Slika 56), pri ¢emu je vidljivo smanjenje prozirnosti kristala pri
utjecaju sobne temperature koji zapoc€inje na njegovom rubu te se postepeno Siri prema sredistu,

a navedeno je u skladu s literaturnim opisima desolvatacije.?*®

5 min 30 min 60 min

Slika 56. Mikrografi procesa desolvatacije 2¢ pri 25°C tijekom 60 minuta i transformacija u

2b.

Solvati se mogu klasificirati kao pseudopolimorfni oblici. Kada je rije€ o asocijaciji otapala s
kristalnom tvari, u Sirem smislu razlikujemo tri slucaja, a to su: a) kristalna arhitektura u kojoj
su molekule otapala na povrsini kristala vezane slabim medumolekulskim silama, zatim b)

kristali u kojima je otapalo zarobljeno u pukotinama ili u unutra$njosti kristala tijekom rasta, ili
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pak c) kristali gdje je otapalo vezano u kristalnu reSetku vodikovim vezama ili pak slabim Van
der Walsovim vezama, a potonji se mogu dodatno dijeliti na stehiometrijske i nestehiometrijske
solvate.?”” Poznato je da promjene u kristalnoj resetki mogu dovesti do reorganizacije kristalnog

210

sustava kao u slucaju gdje dolazi do stvaranja izostrukturnog solvata“'® ili pak do promjene

kristalnog sustava primjerice kod solvata ciklosenida®!!

ili u nekim slu¢ajevima i do uruSavanja
kristalne strukture u neuredeno amorfno stanje kao Sto je nadeno kod nekih azitromicinskih
derivata.?!> Poznavajuéi navedene sludajeve pristupilo se dodatnim studijama koja su
ukljucivale primjenu XRPD tehnike. Na Slici 57 (i) moze se uociti promjena iz 2b s vrlo jasno
definiranim difraktogramom koji nakon 60 minuta stajanja na sobnoj temperaturi prelazi u
amorfno stanje 2b (Slika 57, ii). U prilog opazenoj transformaciji iz 2¢ u 2b ide i Cinjenica je
diklormetan vrlo slabo vezan u strukturi solvata Sto zbog visoke hlapljivosti pri sobnoj
temperaturi rezultira brzim izlaskom i uruSavanjem kristalne strukture, a u prilog tome govori
1 vremenski okvir transformacije od 60 minuta. Medutim, kako je i prije navedeno, poznato je
da promjene tijekom desolvatacije ili stajanja mogu rezultirati preslagivanjem i promjenom
kristalnog sustava ili pak moze do¢i do resolvatizacije izlaganjem parama otapala. Na tom tragu
provedena su dodatna dva pokusa u trajanju od 15 dana koja su ukljucivala stajanje 2b pri
sobnoj temperaturi i dodatno izlaganje 2b atmosferi diklormetana. U konacnici nakon
provedenih pokusa nisu uoc¢ene promjene u amorfnoj fazi 2b, sto upucuje na njezinu stabilnost

pri promatranim uvjetima.

2¢ (izracunato teor.)

! ‘
| ,, Jj i

\ |
IO
¥ \\ l | L“H_Ju. wf ULt
| 2b (doblveno eksp )

T T T T T 1 T ‘H —=
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60 minuta pri 25°C

i)

Slika 57. Mikrofotografi: (i) pocetnog diklormetanskog solvata 2¢ i i1) amorfa 2b nakon 60

minuta pri 25°C i povezani difraktogrami praha.

Cvrste forme 1,2-bis[(1-metil-1H-imidazol-2-il)tio]etana 3a i transformacija u cvrstom stanju

Dihidrokloridna sol 1,2-bis[(1-metil-1H-imidazol-2-il)tio]etana u formi tetrahidrata (3b)
molekulske formule [CioH16N4S2]Cl-4(H2O) 1 molarne mase 399,35, kristalizira u
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monoklinskom sustavu prostorne skupine P2i/c pripravljena je reakcijom 1 s diklormetanom.
Molekularna struktura 3b sastoji se od dvije kationske imidazolne skupine vezane za S-atome
ditioetilne skupine. Svaki kloridni anion ima ulogu akceptora vodikove veze iz protoniranog
atoma dusika imidazola 1 dvije molekule vode (Tablica 30). Vazno je istaknuti da se etanski dio
nalazi u centru simetrije, pa je stoga samo polovica molekule 3b u asimetri¢noj jedinici, a

imidazolne su skupine orijentirane paralelno jedna u odnosu na drugu.

Tablica 30. Udaljenosti i kutovi vodikovih veza za 3b.

Donor-H:--Akceptor d(D-H)/A d(H-A)/A dD---A)/A <d(D-H:--A)/°
N2-H2---CI? 0,86 2,26 3,112(2) 172
O1-H11-+-02° 0,78(4) 1,98(4) 2,749(5) 169(5)
O1-H12:--CI¢ 0,75(5) 2,44(5) 3,190(4) 178(6)
02 -H21---Cl 0,78(6) 2,42(6) 3,198(4) 174(5)
02 -H22--01 0,83(3) 1,933) 2,756(5) 172(3)

Transformacija asimetri¢ne jedinice: a) 1-x, -1/2+y, 1/2-z; b) -x, 1/2+y, 1/2 -z; ¢) x, 3/2-y,

1/2+z; d) -x+y, -Xx, z; €) y, -x+y, -z; f) 1/3-x+y, 2/3-x, -1/3+z.

Dvije molekule vode takoder su povezane vodikovim vezama. Kroz vodikove veze kationski
nabijen protonirani imidazol, kloridni anioni i molekule vode medusobno su povezani u 3D

mrezu (Slika 58, Tablica 30).

:: A oy
& \\ \ \
\ k. Al

Slika 58. Prikaz pakiranja 3b gledano duz osi b. Vodikove veze oznac¢ene su isprekidanim

plavim linijama.
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Bezvodna forma koja odgovara naslovnoj molekuli 1,2-bis[(1-metil-1H-imidazol-2-il)tio]etana
(3a) molekulske formule [CioH14N4S] i molarne mase 254,37, kristalizira u monoklinskom
sustavu prostorne skupine P2i/c pripravljena je kristalizacijom iz suhog diklormetana u
atmosferi niske vlaznosti. Molekulska struktura 3a po svojoj je gradi jednaka 3b izuzev

protoniranog imidazolnog prstena (Slika 59), a pakiranje molekula prikazano je na Slici 60.

Slika 59. Molekularna struktura 3a sa shemom atomskog numeriranja.

Izmedu molekula 3a nisu prisutne vodikove veze ve¢ ih medusobno povezuju slabe Van der

Waalsove veze (Slika 60).

Slika 60. Prikaz pakiranja u spoju 3a.

1,2-bis[(1-metil-1H-imidazol-2-il)tioJetan u formi dihidrata (3¢) molekulske formule
Ci10H14N4S2-2(H20) 1 molarne mase 290,40 kristalizira u trigonskom sustavu prostorne skupine
R-3, a pripravljen je kristalizacijom iz smjese aceton/voda u omjeru 1:1. Molekularna struktura
3¢ jednaka sastoji se od imidazolne skupine vezane za S-atome ditioetilne skupine (Slika 61) 1

u tom je segmentu jednaka ve¢ prije opisanoj strukturi 3a.
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Slika 61. Molekularna struktura 3¢ sa shemom atomskog numeriranja; kod simetrije (i) 2/3-x,

1/3-y, 4/3-z.

Promatraju¢i organizaciju molekula 3¢ vidljivo je da su Sest molekula vode medusobno
povezane vodikovim vezama pri ¢emu tvore Sesterokut u konformaciji stolice, koja je najcesca
konformacija za strukture koje imaju Sest molekula vode. Dodatno, u 3¢ jedna molekula vode
tvori uzorak R6 pomocu elementa simetrije -3 (R¢°(12)., $to je u skladu s literaturnim podacima
gdje motiv R6 obi¢no tvore molekule vode povezane centrom simetrije.?!* Vazno je istaknuti
da je molekula vode akceptor vodikovih veza iz N2 i C4 ¢ime tvori 3D mrezu (Slika 62, Tablica

31).

Slika 62. Prikaz pakiranja 3¢ gledano duz osi c. Vodikove veze oznacene su plavim

isprekidanim linijama.

125



Tablica 31. Udaljenosti i1 kutovi vodikovih veza za 3c.

Donor- <d(D-
dD-H)Y/A  d(H-A)/A d(D---A)/A
H:--Akceptor H---A)/°
O1-H1---N2¢ 0,81(3) 2,03(3) 2,827(3) 167(4)
O1-H12:--0O1°¢ 0,87(4) 1,92(4) 2,787(4) 176(4)
C4-4B---01° 0,96 2,58 3,489(4) 157

Transformacija asimetri¢ne jedinice: a) 1-x, -1/2+y, 1/2-z; b) -x, 1/2+y, 1/2 -z; ¢) x, 3/2-y,

1/2+z; d) -x+y, -X, z; €) y, -x+ty, -z; ) 1/3-x+y, 2/3-x, -1/3+z.

Ako promotrimo molekularne strukture 3a, 3b 1 3¢ mozemo zakljuciti da se 1,2-bis [(1-metil-
1 H-imidazol-2-il)tio]etan sastoji se od dvije imidazolne skupine vezane za S-atome ditioetilne
skupine (3a, 3¢) dok su skupine imidazola protonirane u 3b. U sve tri strukture etanski dio lezi
u centru simetrije, pa je samo polovica molekule u asimetri¢noj jedinici te su stoga skupine
imidazola medusobno paralelno orijentirane. Razlika u tri promatrane strukture je u orijentaciji
imidazolne skupine, tj. rotaciji oko veze S-C1 S§to rezultira razli¢itim torzijskim kutovima C5-

S-C1-N1 i to kako slijedi: -173,8 (2) ° za 3a, -113,4 (2) ° za 3b i 151,8 (2) ® za 3¢ (Slika 63).

Slika 63. Prekrivanje molekula 3a (plavo), 3b (ljubicasto) i 3¢ (crveno). Za preklapanje su
koristeni atomi C5 1 S 1 njihovi parovi povezani centrom inverzije. Atomi vodika izostavljeni

su radi jasnoce.

Hidrati su najces¢i tip solvatiranih organskih spojeva,*'4

a razumijevanje njihovih puteva
dehidracije, kao rasprostranjene, ali nedovoljno shvacene pojave, kriticno je za projektiranje
optimalnih svojstava materijala, osobito u slu¢aju farmaceutskih krutina.?'> PredloZeno je

216,217,218

nekoliko shema za klasifikaciju hidrata, ali opcenito, dehidracija rezultira s tri vrste

kristalografskog ponaSanja: a) kristalografski sustav u kojem se kristalna struktura mijenja
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(razlicit difraktogram praha) nakon dehidracije, do b) kristalografski sustav koji podlijeze
neznatnoj promjeni kristalne strukture (srodni difraktogram praha) nakon dehidracije, poput
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nekih solvata azitromicina,”” ili c) kristalografski sustav koji nakon dehidracije postaje

amorfan, poput nekih drugih azitromicinskih solvata.??

Razli¢itim eksperimentalnim tehnikama je proufen postupak dehidracije dihidrata 3¢ do
bezvodnog oblika 3a. Prvo je promotreno zagrijavanje dihidrata 3¢ ispod temperature taliSta,
na oko 55°C pri snizenom tlaku od 200 mbar do konstantne mase. Nakon 30 minuta uocena je
promjena u prozirnosti kristala Sto upucuje na proces dehidracije, a nakon 60 minuta kristali su
potpuno bijeli §to upucuje na zavrSetak procesa. Paralelno sa suSenjem u susnici uzorak 3¢
snimljen je DSC tehnikom (Slika 64). Karakteristicni termogram za 3¢ (Slika 64, ii) vidljiv je
na pocetku mjerenja, no nakon 30 minuta zagrijavanja brzinom 10 K/min pri inertnoj atmosferi
dusika uocavaju se dva endoterman pika, gdje jedan odgovara taljenju dihidrata 3¢ i drugi koji
odgovara spoju 3a (Slika 64, iii). Nakon 60 minuta zagrijavanja vidljiv je samo jedan
endotermni pik s vrijednosti od 90°C koji odgovara taljenju bezvodne forme 3a (Slika 64, iv),
Sto je u skladu s standardom 3a (Slika 64, 1). Tijekom procesa zagrijavanja vazno je istaknuti

da nisu uoceni pikovi koji bi upucivali na prekristalizaciju.

(1)

(1)

av)

Slika 64. Termogrami transformacije dihidrata 3¢ u bezvodni oblik 3a snimljeni pri brzini
zagrijavanja od 10°C/min u struji duSika (i) bezvodni oblik 3a; (i) dihidrat 3¢; (iii) uzorak 3¢
nakon zagrijavanja na 55°C/200 mbar tijekom 30 minuta, i (iv) uzorak nakon zagrijavanja 3¢

na 55°C/200 mbar tijekom 60 minuta.
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Kako bi se uocene promjene dovele u bolji kontkest, uzorak osusen pri 55°C/200 mbar tijekom
60 minuta snimljen je XRPD tehnikom i sukladno ocekivanju, difraktogram je bio je razlicit od
praha dihidrata 3¢, no s druge strane bio je identi¢an uzorku praha bezvodnog 3a pripravljenog

kristalizacijom (Slika 65), a ovo dodatno podrzava Cinjenicu da je bezvodni 3a finalni produkt

| | 3a(dobiven exp.) l ﬁ

3a (dobiven izrag.)

3¢ (dobiven izrag.) m
J MJU e i e
20 30

2 theta/o

dehidracije 3c.

ii)

Susenje pri 55°C/200 mbar kroz 1 sat

40

Slika 65. Mikrografi: (i) bezvodnog 3a nakon susenja 3¢ tijekom 60 minuta na 55°C/200

mbar; (i1) pocetni dihidrat 3¢ i pripadajudi difraktogrami praha.

Dodatna istrazivanja provedena su pod atmosferskim tlakom kako bi se utvrdilo odvija 1i se
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dehidracija 3¢ do 3a putem metastabilnog monohidrata, kao u lizinopril dihidratu,**" ili putem

hemihidrata, u ondansetron hidroklorid dihidratu.??

Promjene nakon dehidracije 3¢ pracene su kombinacijom termalne mikroskopije (HSM) i DSC
tehnike pri brzini zagrijavanja/hladenja od 10°C/min (Slika 66). Proces taljenja 3¢ zapocCinje na
40°C 1 zavrSava na oko 65°C (Slika 66, 1). Odmah, nakon talista, talina 3¢ je ohladena na sobnu
temperaturu dajuci staklasti produkt koji nije kristalizirao iako je prac¢en kroz dulje vrijeme.
Medutim, ako se 3¢ zagrijavao do 80°C uronjen u ulje tijekom HSM pokusa i potom talina
ohladena, primijecena je rekristalizacija dihidrata 3¢ zbog uvjeta koji sprjecavaju ucinkovito
uklanjanje vode. Stovise, ako se uzorak zagrijavao tijekom taljenja, do 95°C u otvorenoj posudi,
nakon ¢ega je slijedilo hladenje na sobnu temperaturu, doslo je do spontane kristalizacija, a
prema XRPD -u dobivena je smjesa dihidrata 3¢ i bezvodnog oblika 3a. Nasuprot tome, ako je
talina 3¢ zagrijavana do 120°C i1 potom ohladena na sobnu temperaturu, doslo je nakon duljeg
stajanja do sporog procesa nukleacije i rasta bezvodnog oblika 3a, §to je i vidljivo na mikrografu

(Slika 66, ii). Nastavno zagrijavanjem ohladenog uzorka uocava se pocetak taljenja na 89°C
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koje u potpunosti zavrsava na oko 90°C (Slika 66, iii), a navedeno u potpunosti odgovara

bezvodnom obliku 3a.

DSC: dH/dT (endo gore)

Temperatura/°C

Slika 66. Odabrani DSC termogrami i HSM mikrografi dihidrata 3¢ snimljeni pri brzini
zagrijavanja/hladenja od 10°C/min: (i) korak zagrijavanja dihidrata 3¢ do 120°C; (ii) korak
hladenja na sobnu temperaturu i (iii) korak zagrijavanja rekristaliziranog bezvodnog oblika

3a.

Vazno je napomenuti da tijekom zagrijavanja i hladenja nisu uoceni dodatni egzotermni i
endotermni dogadaji niti promjene u XRPD u koje bi mogle ukazivati na stvaranje potencijalnih
monohidratnih ili hemihidratnih formi. Uo¢ene promjene podrzavaju Cinjenicu da dehidracija
3¢ in vacuo pogoduje brzom uklanjanju vode ispod talista, bez pojave tekuéine ili faze taljenja.
Uklanjanje molekula vode iz 3¢ pod tim uvjetima dovodi do premjestanja molekula u kristalnoj
reSetki, i formiranja novog kristalnog sustava koji odgovara bezvodnom 3a. Stovise,
kristalizacija 3a iz taline dihidrata 3¢ pod atmosferskim tlakom dogada se tek kada je sva
preostala voda uklonjena iz uzorka (na 120°C). S druge strane, kada je uzorak dihidrata 3¢
zagrijan samo do 95°C, primijecena je istovremena kristalizacija 3a i 3¢, Sto je u skladu s

djelomi¢nom dehidracijom 3¢ nakon 30 minuta pod sniZenim tlakom.

U konacnici, mozemo zakljuciti da dehidracija u oba uvjeta, tj. pod smanjenim i atmosferskim
tlakom prelazi u bezvodni oblik 3a te je u skladu s dobro poznatom ¢injenicom da procesi

dehidracije uvelike ovise o atmosferskom okruzenju.?°!-2!7
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Cvrste forme 7-metil-2H,3H, 7H-imidazol[2, 1-b]tiazol-4-ijum klorida (7a) i tetrafluoroborata
(7b)

7-metil-2H,3H,7H-imidazol[2,1-b]tiazol-4-ijjum klorid (7a) molekulske formule CsHoN>SCl 1

molarne mase 176,66, kristalizira u ortorombskom kristalnom sustavu prostorne skupine.

Pnma, a pripravljen je spontanom kristalizacijom 4 u ¢vrstom stanju. Molekularna struktura 7a

sastoji se od planarne imidazoltiazolne jedinice koja lezi paralelno s ac kristalografskom osi.

U usporedbi s neutralnim imidazoltiazolima vidljivo je da uvodenje pozitivnog naboja utjece
na promjenu u imidazolnom djelu bicikli¢ke jedinice.?** Duljine veza u 7a izmedu C1-N1 od
1.327 (3) A, i S-C1 od 1.725 (2) A ukazuju da izmedu navedenih atoma ne postoji formalna
dvostruka veza. O&ekivana vrijednost za C=N vezu iznosu 1,265 A dok za C-N iznosi 1,474
A% te je za zakljuciti da veze izmedu C1-N1 i C1-N2 imaju neku vrstu karaktera dvostruke
veze. Dodatno udaljenost izmedu S-C1 iznosi 1.725 (2) A dok odekivana vrijednost za C=S
iznosi 1,61 A??® §to upuéuje na postojanje pozitivnog naboja. Finalno, sagledavajuéi duljine
veze mozemo zakljuciti da atomi sumpora i duSika sa slobodnim elektronskim parovima u
interakciji s C1 i N1 doprinose delokalizaciji $to je u skladu s literaturnim podacima,’*® dok
tiazolni prsten ima viSe alifatski karakter. Na Slici 67 prikazano je pakiranje 4 molekule 7a u
jedini¢noj ¢eliji. Postoje slabe vodikove veze tipa C-H --- Cl u rasponu od 3.484 (2) do 3.7655

(12) A koje povezuju ione u 3D strukturu.

Slika 67. Prikaz pakiranja molekula 7a. Vodikove veze oznacene su plavim tockastim

linijama, a elektrostaticka interakcija Cl - -~ S crvenim linijama.
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Atom klora je nabijen formalno negativno dok atom sumpora S moze biti pozitivno nabijen
uzimaju¢i u obzir delokalizaciju tiamidnog djela molekule. U prilog tome ide i slaba

elektrostatiCka interakcija izmedu CI - -+ S koja objaSnjava kratki kontakt od 3.2125 (9) (Slika

68).
L |
_H ,! - ¢ ¢ __{H__T_(
WO

. H\-;)W_J—(\_m___?\_ .....

c /71 TER

Slika 68. Projekcija 7a duz c osi. Vodikove veze oznacene su isprekidanim plavim linijama.

Tetrafluorboratna sol 7-metil-2H,3H,7H-imidazol[2,1-b]tiazol-4-ijum tetrafluoroborat (7b)
molekulske formule CsHoBF4N>S 1 molarne mase 228,02, kristalizira u monoklinskom
kristalnom sustavu prostorne skupine P2i/c, a monokristali su pripravljeni kristalizacijom
sporim isparavanjem iz metanola. Molekularna struktura 7b poput 7a sastoji se od planarne
imidazoltiazolne jedinice (Slika 69). Razlika u anionskom djelu molekule uzrokovala je
promjenu kristalnog sustava, tj. 7a kristalizira u ortorombskom dok 7b u monoklinskom
kristalnom sustavu, $to je u skladu s ocekivanjem obzirom da je anion koordinacijski ovisan o
veli¢ini 1 geometriji. Nisu uocene znacajne razlike u duljinama veza u imidazoltiazolnom djelu

molekule izmedu 7b 1 7a, Sto podrzava postojanje delokaliziranog pozitivnog naboja.

F2

Y -
F1

F4

Slika 69. Molekularna struktura 7b sa shemom atomskog numeriranja.
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Na Slici 70 prikazano je pakiranje 4 molekule 7b u jedinicnoj ¢eliji. Vazno je istaknuti da
izmedu atoma u molekuli ne postoje vodikove veze ve¢ samo slabe Van der Waalsove veze

izmedu tetrafluorboratnog aniona i imidazoltiazolne jedinice tvore¢i 3D strukturu.

Slika 70. Prikaz pakiranja molekula u 7b.

Cvrsta forma Bis-{2-[(kloretil)tio]-1-metil-1H-imidazol}-srebrnog(I) tetrafluoroborata (10)

Bis-{2-[(kloretil)tio]-1-metil-1 H-imidazol } -srebrni(I)  tetrafluoroborat (10) molekulske
formule C12Hi1sN4AgBCLF4S> 1 molarne mase 586,00, kristalizira u monoklinskom kristalnom
sustavu prostorne skupine P2i/c, a monokristali su pripravljeni kristalizacijom sporim
isparavanjem iz metanola. U Molekularna struktura 5b ioni srebra su koordinirani s dva
dusikova atoma imidazolnih jedinica u priblizno linearnom razmjestaju 173.93(8)° (Slika 71).
Imidazolne jedinice nisu simetrijski ovisne 1 zaokrenute su za kut od 19°. Klju¢no je primijetiti
da su duljine veza Agl---S1 1 Agl---S2 kra¢e u odnosu na sumu van der Waalsovog radiusa
dok su Agl---Cll (iz susjedne molekule) I S1---Cl1 manji od njihove sume. Kationi su
orijentirani u ravnini centra simetrije u lance paralelne s kristalografskom osi ¢. Slabo

koordinirani tetrafluorboratni anion koordiniran je sa susjednim C-H vezama (Slika 72).

Cl2

Slika 71. Molekularna struktura 10 sa shemom atomskog numeriranja.
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Slika 72. Prikaz pakiranja molekula u 10 duz kristalografske osi a.

Cvrsta forma 2,3-dihidro-3-metil-1-[(1-metil-1H-imidazol-2-il)tioetil]-1 H-imidazol-2-tiona
11)

2,3-Dihidro-3-metil-1-[(1-metil-1 H-imidazol-2-il)tioetil]-1 H-imidazol-2-tion (11) molekulske
formule Ci0H14N4S> 1 molarne mase 254,37, kristalizira u monoklinskom kristalnom sustavu
prostorne skupine P21/c, a monokristali su pripravljeni kristalizacijom sporim isparavanjem iz
metanola. Molekularna struktura 11 sastoji se od dva imidazolna prstena odvojena tioeterskim
-CH>-CH2-S— mostom (torzijski kutovi su 77,1° 1 158,6°). Pojedinacne molekule sastoje se od

dva ravna dijela nagnuta za 6,8° (Slika 73).

Slika 73. Molekularna struktura 11 sa shemom atomskog numeriranja.
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Molekule su slozene jedna uz drugu duz kristalografske osi b 1 drze ih slabe vodikove veze tipa
C-H --- N i n-interakcije. U druga dva smjera molekule drze zajedno C-H --- Sikra¢i H --- H
kontakti (Slika 74, 75).

\H/S

-r—"‘“ — -

Slika 74. Prikaz intermolekulskih interakcija u 11. Molekule su orijentirane paralelno duz

kristalografske b osi.

Slika 75. Prikaz pakiranja molekula u 11 duz kristlografske osi b.

Cvrsta forma I-metil(2-metiltio)-1H-imidazol hidrojodida (4b)

I-metil(2-metiltio)- 1 H-imidazol hidrojodid (4b) molekulske formule CsHoIN>S i molarne mase
256,10, kristalizira u monoklinskom kristalnom sustavu prostorne skupine P21/c, a monokristali
su pripravljeni kristalizacijom isparavanjem iz acetona. Molekularna struktura 4b sastoji se od
pozitivno nabijenog imidazolnog prstena i negativno nabijenog jodida (Slika 76). Tiometilna
skupina je rotirana izvan ravnine imidazolnog prstena. Duljine veza C1-S i C5-S od 1,7328(15)
i 1,8013(17) A, kao i C1-N11i C1-N2 od 1,3371(18) i 1,3368(19) A ukazuju na delokalizaciju

dvostruke veze analogno kako je 1 ve¢ opisano u sluc¢aju 7a i 7b.
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Slika 76. Molekularna struktura 4b sa shemom atomskog numeriranja.

Kation i anion su povezani vodikovim vezama N2-H2---I od 2,713(18) A i C2-H2:--1 od
3,050(18) A u lance duz a-osi (Tablica 32).

Tablica 32. Udaljenost i kutevi vodikovih veza za 4b.

< d(D-
Donor-H:--Akceptor  d(D-H)/A d(H-A)/A dD---A)/A . Simetrija A
N2-H2 1 0.81(7)  2,713(18) 3.495(8) 161 I, 1/2+y,122
C2-H2 1 0913)  3,050(18) 3,883(9) 152 S, 1/2+y,1/2-7

Promatraju¢i pakiranje 4b u medumolekulskim interakcijama dominira kontakt C—H --- 1, §to

dovodi do stvaranja trodimenzionalnih mreza (Slika 77).

Slika 77. Pakiranje molekula u jedini¢noj ¢eliji kristala hidrojodidne soli 4b. Vodikove veze

prikazane su plavim tockastim linijama
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Cvrsta forma 2,2"-disulfandiilbis (1-metil-1H-imidazola) (5)

2,2'-disulfandiilbis (1-metil-1H-imidazol) (5a) molekulske formule CgH1oN4S> 1 molarne mase
226,32, kristalizira u monoklinskom kristalnom sustavu prostorne skupine C2/c, a monokristali
su pripravljeni kristalizacijom isparavanjem iz etilnog acetata. Molekularna struktura 5b sastoji
se od dvije imidazolne jedinice povezane S-S vezom kroz ¢iju sredinu prolazi rotacijska ravnina
(Slika 78). Torzijski kut za C - S - S — C iznosi 62,85 (6). Duljina disulfidne veze iznosi 2.0927
(5) A.

Slika 78. Molekularna struktura Sa sa shemom atomskog numeriranja.

Molekule su u strukturi Sa povezane slabim vodikovim vezama tipa C-H --- N od 3.4227 (18)
A (Tablica 33) u dvostruke beskonaéne lance. Medu lancima su samo slabe van der Waalsove

sile. Duljina disulfidne veze iznosi 2.0927 (5) A (Slika 79).

Tablica 33. Udaljenost i kutevi vodikovih veza za Sa.

< d(D-
Donor-H:--Akceptor  d(D-H)/A d(H-A)/A dD---A)/A YA Simetrija A

C2-H2---N2 0,930 2,620 3,422(7) 145 x,1-y,1/2+z
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Slika 79. Pakiranje molekula u jedini¢noj ¢eliji kristala 5a. Vodikove veze prikazane su

plavim tockastim linijama

U literaturi je takoder opisana i bezbojna forma®® 5a. S ciljem dobivanja bezbojne forme
provedeni su kristalizacijski pokusi iz diklormetana, dikloretana, acetona, etilnog acetata,
metanola, etanola i izopropanola pri razli¢itim omjerima (Poglavlje 3.7.26.), no u konacnici

bezbojna forma nije dobivena.

Tijekom pokusa kristalizacije 5a iz acetona sporim isparavanjem otapala u omjeru 10:0,5
(aceton/mL:5a g) dobiveni su kristali zute forme razlicitih svojstva, a ista je oznacena kao 5b.
Prema TLC-u nisu uo€ena prisutna onecisc¢enja, a Rf vrijednost odgovara 5a. Na termogramima
izmedu uzoraka mogu se uociti evidentne razlike, pri ¢emu je za Sa vidljiv endotermni pik
talista s pocetkom pri 129°C, dok Sb ima bitno razli€iti izgled termograma u odnosu na Sa, a
pocetak taliSta mu je pri 90°C (Slika 80). Dodatno, plinskom kromatografijom odreden je udio

acetona u Sb te je utvrdeno da je prisutno 3,02% acetona.
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Slika 80. Termogrami 5a i Sb snimljeni pri brzini od 10 K/min u inertnoj atmosferi dusika.

U cilju dodatnog rasvjetljavanja razlike u termogramima izmedu 5a i1 Sb provedene su daljnje
studije. Uzorci 5b snimljeni su primjenom 1-D 'H i '3C i 2-D NMR tehnika i usporedeni s
kemijskim pomacima 5a, no na spektrima nisu uocene znacajne razlike. Dodatno kako bi se
utvrdilo da li eventualno u uzorku ima tragova zaostalog jodida iz sinteze provedena je analiza
ionskom kromatografijom no u Sb nisu nadeni tragovi jodida. Analizom termalnom
mikroskopijom uocavaju se promjene ve¢ pri 90°C koji u potpunosti odgovaraju pocetnoj
vrijednosti na endotermnom piku, a zatim slijedi proces taljenja koji se glavninom odvija u

egzotermnom piku a taljenje zavrSava pri 130°C (Slika 81).
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Slika 81. DSC termogram 1 HSM mikrograf Sb snimljen pri brzini zagrijavanja od 10K/min.

Na temelju uocenih razlika primjenom termalnih tehnika uzorak je analiziran XRPD, a na

dobivenim difraktogramima se primjecuje da polozaj prisutnih pikova 26° odgovara polozaju
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pikova 20° na teorijskom difraktogramu deriviranom iz strukture , no isto tako uocava se i mala

razlika u piku pri 15,5 26° gdje su kod 5b vidljiva dva pika 26° u odnosu na 5a gdje je prisutan

samo 1 pik 26° (Slika 82).

T
130 40 50

Snimljeni difraktogram q‘ra.h:a 5b
) 4000
i)

2000 -}
0 - o

Teorijski difraktogram || ! [

praha 5a ! : i i :
i) sonod A

L;_J‘A }L\,Jk Aol . A A

Slika 82. Difraktogrami praha: i) Sb dobivenog iz acetona i ii) teorijskog difraktograma

deriviranog iz strukture 5a dobivenog prekristalizacijom iz etilnog acetata.

Temeljem uocene razlike u izgledu pika pri 15,5 26° pristupilo se odredivanju kristalne
strukture rendgenskom difrakcijom na monokristalu pri niskoj temperaturi. RjeSavanjem
strukture Sb 1 usporedbom s Sa nisu uocCene razlike u jedini¢noj ¢eliji kao ni u ostalim

kristalografskim parametrima, a posljedi¢no ni u pakiranju molekula 5b. (Slika 83).

5b

| 1‘# e

{,

Slika 83. Pakiranje molekula u jedini¢noj Celiji kristala 5a u odnosu na Sb.
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Sagledavaju¢i dobivene rezultate moze se zakljuciti da iako su uoCena razlika u termalnim
svojstvima Sb nema uocenih razlika u kristalnoj strukturi kao ni u molekularnom pakiranju. No
vazno je istaknuti da je kristalizacija provedena iz acetona i odreden je udio acetona u Sb
plinskom kromatografijom te je utvrdeno da je prisutno 3,02% acetona. U tom kontekstu
sagledavaju¢i NMR podatke, nije uoceno prisustvo acetona, no navedeno se moze pripisati

pragu detekcije NMR tehnike koja iznosi 1-4%.

U zakljucku na temelju dobivenih rezultata, a poglavito razlike u termalnim svojstvima
mozemo zakljuciti da se radi o formi druk¢ijih svojstva. Strukturna analiza objedinjena NMR,
XRPD tehnikom te rentgenskom strukturnom analizom nije ukazala na razlike podrzavajuci
&injenicu da se potencijalno radi o izostrukturnoj formi. Stovise u 5b nadeno je 3,02% prisutnog
acetona pri ¢emu je za pretpostaviti da moze biti rije¢ o nestehiometrijskom solvatu gdje je
aceton prisutan na povrsini kristala. Ne treba iskljuciti 1 ostale mogucénosti koji mogu biti
uzrokom utvrdenih termalnih svojstva Sb poput mozebitne kemijske promjene uzrokovane
acetonom poput npr. polimerizacije i sl. no na temelju provedenih studija to ne mozemo sa
sigurnoS¢u potvrditi te su nuzne daljnje studije kako bi se navedene promjene u termalnim

svojstvima finalno determinirale i u potpunosti razlucile.

4.4. Stabilnost metimazola (1) u farmaceutskim formulacijama
4.4.1. DSC studija kompatibilnosti metimazola u smjesama

U cilju utvrdivanja mozebitne fizicke i kemijske interakcije metimazola (1) i farmaceutskih
pomoc¢nih tvari pristupilo se ispitivanju pripremljenih binarnih i ternarnih smjesa. Kao pomo¢ne
tvari odabrani su zbog svoje uloge u formulaciji 1 tehnoloskih svojstava u procesu proizvodnje,
Ludipres® (predstavlja smjesu polivinilpirolidona i krospovidona), mikrokristali¢na celuloza i
magnezijev stearat. U studiju je povrh toga dodatno ukljucena i laktoza monohidrat koja je
odabrana iz razloga Sto se zbog svojih svojstava koristi kod vlazne granulacije. Binarne i
ternarne smjese pripremljene su na nacin kako je opisano u eksperimentalnom djelu (Poglavlje
3.11). Termoanaliticka tehnika poput DSC-a je korisna tehnika za ispitivanje medudjelovanja
izmedu djelatne i pomoc¢ne tvari poglavito ako je rije¢ o klasi¢nim ¢vrstim farmaceutskim
oblicima poput pragka, tableta ili kapsula.??’ Prednost DSC-a je u nuznoj maloj koli¢ini uzorka,
brzini mjerenja i brzom utvrdivanju potencijalnih interakcija.??® Na slici 84. prikazani su
pojedinacni termogrami metimazola i pomoc¢nih tvari te binarnih 1 ternarnih smjesa, a

enodotermni pikovi metimazola su u svim termogramima jasno vidljivi. Ostale pomo¢ne tvari
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poput magnezijevog-stearata, mikrokristalinicne celuloze 1 laktoze monohidrat imaju

karakteristi¢ne pikove koje su opisane u literaturi.??’

Metimazol

_ Magnezijev-sterat.

Ludipress®

10
Wgh1

Slika 84. Termogrami metimazola i odabranih pomo¢nih tvari.

Slika 85 prikazuje smjesu metimazola i Ludipresa® u omjeru 1:1. Ludipress ima dva pika pri
onset 142,27°C i 213,10°C (Slika 69). Dodatkom Ludipresa® dolazi do sniZenja taliita smjese
za 7,35°C, iako je pik metimazola u smjesi jasno vidljiv. Takoder vidljivo je da dolazi do
snizenja vrijednosti AH smjese u odnosu na ¢isti metimazol. Jednaki trend smanjenja talista
smjese uocen je kod binarne smjese metimazol:laktoza s razlikom od 8,2°C (Slika 85) 1 kod
ternarne smjese metimazol:magnezijev stearat:mikrokristalini¢na celuloza s razlikom u talistu

od 2,2°C (Slika 86).
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Slika 85. Termogrami ispitanih binarnih smjesa.

Ako promotrimo binarne smjese metimazola:mikokristalinicne celuloze  zatim

metimazol:magnezijev stearat i u konacnici ternarnu smjesu metimazol:magnezijev-
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stearata:Ludipres®, mozemo zakljuciti da su taliSta smjesa u potpunosti u skladu s taliStem
metimazola §to ukazuje na malu vjerojatnost interakcije izmedu sastavnica. Uoceni pomak u
taliStu metimazola kod binarnih i ternarnih smjesa upucuje na fizicku interakciju metimazola 1
pomoénih tvari ili na formiranje oneéiséenja ili pak djelomi¢nu nemjesljivost.?3%-231228

Integral -445,90 mJ
Onset 14384°C

Peak  14452°C
Endset 147,99°C
~ 13 :
Metimazol \_j/
" Ot 11430 L
Peak 143,86 °C P
Endset 14569 °C L
1 t 1
celuloza:magnezijev-sterat o
e | Integral -86,99 mJ
Metimazol:Ludipress®:magnezijev-sterat | onset 1a3ss °Cc
Peak 14557 °C
Endset 147,88 °C
40 80 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 °C

Slika 86. Termogrami ispitanih ternarnih smjesa

U zaklju¢ku iako su primjenom DSC tehnike uocene potencijalna medudjelovanja,
pripremljene formulacije podvrgnute su stabilitetnoj studiji kako je i navedeno u tablici 19
(Poglavlje 3.11) u trajanju od 12 myjeseci, kako bi se utvrdila kemijska stabilnost binarnih i

ternarnih smjesa.

4.4.2. Stabilitetna studija metimazola u smjesama

Prvo je promotrena binarna smjesa metimazol:Ludipres® obzirom da na utvrdenu interakciju
koja je utvrdena u DSC studiji. Nakon 12 mjeseci pracenja smjese pri uvjetima normalnog
20°C/60%RYV 1 ubrzanog pracenja 40°C/75%RH te pri snizenom udjelu vlage 40°C/25%RH,
sadrzaj je na svim uvjetima bio u rasponu od 99,9 % do 100,0 %, a uocena onecis¢enja 21 1 22
kretala su u rasponu od 0,01 % do 0,02 % (Poglavlje 3.11. Tablica 20). Neznatna promjena
sadrzaja metimazola 1 niska razgradnja uvjerljivo potvrduju stabilnost smjese
metimazol:Ludipres®. U kontrolnom uzorku metimazola nije uo¢eno prisustvo one¢iséenja 21

122 pri svim ispitanim uvjetima tijekom 12 mjeseci pracenja.

Za smjesu metimazol:magnezijev sterat i metimazol:laktoza monohidrat nije utvrdeno

medudjelovanje u DSC studiji, a isti rezultat potvrduje 1 stabilitetna studija. Pri svim ispitivanim
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uvjetima (Poglavlje 3.11. Tablica 21, 22) nije uoceno stvaranje onecis¢enja 21 1 22, §to ukazuje

na visoku stabilnost promatranih smjesa.

Jednaki zaklju¢ak moZe se izvesti i za smjesu metimazol:Ludipres® i magnezijev stearat
(Poglavlje 3.11. Tablica 23) gdje je nakon 12 mjeseci uofena zanemariva koncentracija

onecis¢enja 22.

Promatraju¢i smjesu smjesu metimazol:mikokristalinicna celuloza tijekom 12 mjeseci
stabilitetnog ispitivanja, a vidljivo je da dolazi do porasta oneciS¢enja 22 tijekom vremena
(0,1%) poglavito pri uvjetu gdje su sastavnice izloZene povecanom udjelu vlage i prisustva
zraka (25°C/65%RV) (Poglavlje 3.11. Tablica 24). Vise vrijednosti oneciS¢enja 22 od 0,2% su
nadene 1 pri zeS¢im uvjetima stabilnosti, tj pri poviSenoj temperaturi ili pak kombinaciji
poviSene temperature i vlaznosti (45°C/75%RV) 1 odsustva/prisustva zraka. S tim u svezi
poznato je da mikrokristalinéna celuloza moze sadrzavati hidroksialkilne radikale formirane
hidrolizom 1,4-glikozidne veze uz uklanjanje vodika.>** Sli¢na studija pokazala je da hidroksi
alkilni radikali u prisustvu kisika mogu reagirati s hidroperoksidnim radikalima ("OOH) pri

233,234 Stovise, sliéni rezultati s

¢emu dolazi do stvaranja vodikovog peroksida.
mikrokristalinicnom celulozom uoceni su u studiji u kojoj je studirana na zrak osjetljiva djelatna

tvar CP-448,187.2%

Promatrajuc¢i smjesu metimazol:mikrokristalini¢na celuloza:magnezijev stearat, moze se uociti
porast oneciS¢enja 21 1 22 nakon 12 mjeseci na svim uvjetima (Poglavlje 3.11. Tablica 25).
Razlog porastu oneciS¢enja je evidentno prisustvo mikrokristaliniéne celuloze i ve¢ prije

obrazlozenog utjecaja prisutnih slobodnih radikala u pomo¢noj tvari.

U zakljucku moze se primijetiti da razina oneciS¢enja u binarnim i ternarnim smjesama nije
znac¢ajna obzirom na put primjene i dnevnu dozu unosa uzimajuéi u obzir da granica za

oneciS¢enja 21 i 22 iznosi maksimalno 0,5 %.

4.4.3. Stabilitetna studija prototipa ciljne formulacije

Temeljem provedene studije na binarnim i ternarnim smjesama pripremljena je kvarterna
smjesa (Sarza E-123) koja predstavlja prototip formulacije, a sadrzi djelatnu tvar metimazol,
Ludipress®, magnezijev-stearat i mikrokristaliniénu celulozu. Uzimajuéi u obzir proizvodne i
tehnicke mogucénosti za proces priprave ¢vrste oralne forme odabran je postupak direktnog

komprimiranja. Upravo iz tog razloga laktoza monohidrat nije uklju¢ena u formulacijski
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prototip iako je u smjesi metimazola i laktoze monohidrata uo¢ena niska razina onecis¢enja, a
dodatno jer se viSe primjenjuje kod postupaka vlazne granulacije. U kvarternoj smjesi takoder
je stavljen fokus na oneciS¢enja 20 1 21 obzirom na njihovo ve¢ prije utvrdeno prisustvo i porast.
Izradena su tri kontrolna broja prototipa formulacije u formi tableta (Poglavlje 3.11), a zatim
su izloZeni uvjetu 25°C/60%RYV kroz 12 mjeseci 1 40°C/75%RV u trajanju od 6 mjeseci. Prema
slikama 87, 88 1 89 vidljivo je da ve¢ u vremenskom intervalu 0 mjeseci ima prisutnih
oneciS¢enja 21 i 22, §to upucuje na to da reakcija razgradnje zapocinje ve¢ tijekom procesa

oblikovanja.

0,35

=
7]

=
[]
L

=
[

0,15

=]
[

Sadriaj oneciicenja / %

0,05

0 3 & 9 12

Vremenski interval / mjeseci

—a—25°C / 60% RV 21 25°C/60% RV 22 40°C [ SRRV 21 40°C  T5%RV 22

Slika 87. Oneciscenja 21 1 22 nakon 12 mjeseci na 25°C/60%RYV 1 6 mjeseci na 40°C/75%RV

za Sarzu F-123.

lako su uocene vrijednosti niske 1 kre¢u se u rasponu od 0,0 % do 0,06 % vazno je istaknuti da
je analiza provedena do nakon 20 dana od pripreme Sto sugerira da je postupak razgradnje
iniciran u kratkom vremenskom odmaku od pripreme te da je rije¢ o ve¢ prisutnim specijama,
Sto nije bio slucaj kod uzoraka binarnih i ternarnih smjesa gdje se po pripremi provodila i
analiza. Kod sve tri serije uocen je porast onec¢iS¢enja pri oba uvjeta. Pri uvjetu 25°C/60%RV
rezultati za oneciS¢enje 21 raste u sve tri ispitivane serije dok je najveca vrijednost od 0,10 %
nadena kod Sarze F-123 (Slika 87) 1 H-123 (Slika 89). Pored toga oneciS¢enje 22 je takoder
prisutno na istom uvjetu i u sva tri kontrolna broja i njegove su vrijednosti vise u odnosu na
oneciSéenje 21, a najveca vrijednost od 0,15 % zamjecena je nakon 12 mjeseci u uzorku G-123
(Slika 88).
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Slika 88. OneciS¢enja 21 1 22 nakon 12 mjeseci na 25°C/60%RV I 6 mjeseci na 40°C/75%RV

za Sarzu G-123.

Sukladno oc¢ekivanjima pri ze$¢im uvjetima temperature i vlage tj. pri uvjetu 40°C/75%RV
vrijednosti oneciS¢enja su jos 1 vise, a nakon 6 mjeseci krecu se od 0,14 % do 0,25 % za
onecis¢enje 21 1 od 0,20 % do 0,32 % za oneciS¢enje 22. Imajucéi na umu dobivene rezultati na
binarnim i ternarnim smjesama. Razlog uocenim viSim rezultatima za 21 i 22 kod kvartnerne
smjese, u odnosu na binarne i ternarne smjese je u ugradenom Ludipresu® koji sadrzi povidon

i krosopovidon.?*® Povidon i krospovidon mogu sadrzavati male koli¢ine vodikovog peroksida

237

koji se koristi kao incijator u procesu radikalske polimerizacije’ ili ¢ak i odredenu koli¢inu

238

peroksidnih i hidroperoksidnih vrsta®® zaostalih iz pocesa proizvodnje. lako je povidon,

krospovidon i u konaénici Ludipress® &esto kori§tena pomoéna tvar nedavno je utvrdena

njegova uloga u oksidacijskoj razgradnji raloxifen-hidroklorida.?*’
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Slika 89. Oneciscenja 21 1 22 nakon 12 mjeseci na 25°C/60%RV 1 6 mjeseci na 40°C/75%RV

za Sarzu H-123.

Na kraju mozemo zakljuéiti da je zdruZeni utjecaj mikrokristaliniéne celuloze i Ludipresa®

povecava postotak onecisc¢enja u prototipu formulacije no vazno je istaknuti da su i nakon 12

mjeseci pracenja vrijednosti unutar definiranih granica.

4.4.4. Studija prisilne razgradnje

S ciljem dobivanja detaljnijeg uvida u ¢imbenike koji utjecu na formiranje onecis¢enja 20 1 21
provedena je studija prisilne razgradnje na kvarternoj smjesi kontrolni broj E-123. U kontekstu
studije uzorak je izlozen djelovanju topline, UV-VIS zrafenju, kiseloj i baznoj okolini te
oksidaciji, a promjene su promatrane u odnosu na kontrolni netretirani uzorak u kojem su

prisutna onecis¢enja 21 1 22 (Poglavlje 3.12).

U uzorku izlozenom povisenoj temperaturi (Poglavlje 3.12. Tablica 27) uocCen je porast

oneciS¢enja 22, no doslo je i znacajnog porasta oneciséenja 22 u odnosu na kontrolni uzorak.

Utjecaj UV-VIS zraCenja znacajno je povecao koncentracije i oba oneciS¢enja i to za
onecis¢enje 21 s 0,08 % na 2,17%, a za oneciséenje 22 s 0,11 % na 1,86 %. U kiselom i baznom
mediju nisu uocene znacajnije promjena oba promatrana onecis¢enja u odnosu na kontrolni
uzorak. U uzorku tretiranom vodikovim peroksidom uocen je porast samo oneciS¢enja 21 ito s

0,08 % na 0,19 %.
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4.4.5. Stabilnost metimazola u otopini fotoinicijatora

Utvrdeni utjecaj mikrokristaliniéne celuloze i Ludipresa® u ispitanim smjesama na razgradnju
metimazola (1) 1 porast oneciS¢enja 21 1 22 kao 1 podaci o utjecaju UV-VIS zracenja i
temperature u studiji prisilne razgradnje usmjerio nas je da detaljnije prouc¢imo potencijalni
utjecaj radikalskog puta razgradnje u studiji bez utjecaja pomo¢nih tvari. Kako bi se provjerio
utjecaj radikalima inducirane razgradnje korisSten je inicijator 2,2 azobis-2-metilpropanonitril
(AIBN), dodan u otopinu metimazola u acetonitrilu, a otopine su pripremljene i1 izlozene
uvjetima kako je opisano u eksperimentalnom djelu (Poglavlje 3.13). Vrijeme izlaganja otopine
iznosilo je 48 sati iz razloga Sto AIBN-u vrijeme poluzivota opada s poviSenom
temperaturom.?*® U pokusu 1 (Poglavlje 3.13. Tablica 28) metimazol i AIBN izloZeni su
dusikovoj atmosferi pri poviSenoj temperaturi (50°C/75%RYV) te je uocena niska koncentracija
oneciS¢enja 21 dok onecis¢enje 20 nije bilo prisutno. U kontrolnoj otopini (Poglavlje 3.13.
Tablica 28 Pokus 2) nisu detektirana oneciS¢enja. Iste sastavnice izlozene su jednakom
temperaturnom stresu uz prisustvo zraka, no ovdje je uoceno samo oneciséenje 22 u takoder u
niskoj koncentraciji od 0,01%, a u kontrolnoj otopini (Poglavlje 3.13. Tablica 28. Pokus 4)
oc¢ekivano nisu nadena trazena oneciS¢enja. Takoder promotrilo se 1 utjecaj fotoliticke
inicijacije AIBN-a djelovanjem UV zraka. Pri ovom su pokusu (Poglavlje 3.13. Tablica 28.
Pokus 5) i to pri temperaturi 25°C/60%RV uocena oba oneciS¢enja i to u blago visim
vrijednostima u odnosu na pokuse gdje je termoliticki inducirana aktivacija AIBN-a i to je za
oneciS¢enje 21 nadeni udio od 0,02 %, dok je oneciS¢enje 22 bilo prisutno u postotku od 0,03
%. Blago vise vrijednosti uocene su pri visoj temperaturi (Poglavlje 3.13. Tablica 28. Pokus 6).
U kontrolnim otopinama nadeno je oneciS¢enje 22 no u vrlo niskoj koncentraciji i to ispod

limita detekcije.

4.4.6 Identifikacija detektiranih oneciS¢enja metimazola

U kontekstu svih dobivenih podataka i u cilju utvrdivanja kakvoce finalnog prototipa gotovog
proizvoda nametnula se kao potreba provedbe identifikacije oneciS¢enja 21 1 22. Promatrajuci
podatke o vremenu elucije metimazola (1) u odnosu na spojeve 21 (RRT 2,8) 1 22 (RRT 3,2)
moze se zakljuciti da je rije¢ o srodnim, manje polarnijim molekulama. S tim u svezi pristupilo
se identifikaciji oneciS¢enja 21 1 22 primjenom tekuéinske kromatografije visoke djelotvornosti

spregnute s masenom spektrometrijom. Za analizu je koriStena kvarterna smjesa Sarze F-123, a
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dobiveni kromatogram prikazan je na slici 90, pri ¢emu je vidljivo da najveci postotak sadrzaja

onecis¢enja dolazi upravo od promatranih onecis¢enja.
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Slika 90. Kromatogram uzorka kvarterne smjese Sarze F-123 snimljen pri 254 nm.

Snimanjem MS/MS spektara utvrdeno je da oneciS¢enju 21 odgovara signal pri m/z 227,0416
(Slika 91). Tijekom analize uocen je i fragment pri m/z 114.0245 koji upucuje na Cinjenicu da
se molekula fragmentira na izvorni 1. Na masenom spektru uoceni su dodatno pikovi pri m/z
339,0509 1 m/z 451,0604, a medusobna razlika izmedu 329,0509 1 451,0604 iznosi 112 Da, $to
upucuje na dodatno formiranje trimerne ili tetramerne specije. Dodatno, analizom HRMS
spektra odredena je molekulska formula onec¢iS¢enja 20 koja odgovara CgHi1oN4S>. Dobiveni

podatak o molekulskoj formuli uz maseni spektar upucuje da je rije¢ o dimernoj molekuli.
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Slika 91. Maseni spektar onec¢is¢enja 21 snimljen u pozitivnhom modu ESI (+).
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Takoder signal pri m/z 225,0275 koji odgovara oneciS¢enju 20 uocen je i pri snimanju u
negativnom modu ESI(-) (Slika 92). Kako bi se dobilo vise podataka o gradi dimerne molekule
proveden je test izmjene protona koristenje deuterija (H/D pokus), pri ¢emu se detektira signal

pri m/z 229 ¢ime se potvrduje da molekula ima jedan izmjenjivi proton.
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Slika 92. Maseni spektar oneciS¢enja 21 snimljen u negativnom modu ESI(-).

Temeljem dobivenih podataka moze se predloziti struktura dimera (Slika 93) koja odgovara
onecis¢enju 21, naziva I1-[metil-(2,3-dihidro-1H-imidazol)-2-metilsulfanil]-1H-imidazol-2-

tiol.

+H(+D)

N, /N /@

m/z 227 (229)

Slika 93. Predlozena struktura onecis¢enja 21. Podatak u zagradi odgovara deuteriranom ionu.

Drugo promatrano oneciS¢enje 22 odgovara signalu pri m/z 339,0506 (Slika 94). HRMS
podatak ukazuje da m/z 339,0506 signal odgovara spoju molekulske formule Ci2H14N¢S3, Sto
upucuje da je rije¢ o trimeru. Kao i kod masenog spektra dimera i ovdje utvrdeno je postojanje
vrsti u masenom spektru koji odgovaraju tetrameru (m/z 451,0609), pentameru (m/z 563,0706)
1 heksameru (675,0803) s medusobnom razlikom od 112 Da. Proveden je i H/D test te je kao i

kod dimera utvrdeno da je molekula ima jedan izmjenjivi proton.
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Slika 94. Maseni spektar oneciS¢enja 22 snimljen u pozitivnom modu ESI (+).

Snimanjem u negativnhom modu dobiven je signal pri m/z 337,0373 (Slika 95).
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Slika 95. Maseni spektar oneciS¢enja 22 snimljen u negativnom modu ESI (-).

Na kraju temeljem snimljenog masenog spektra, masene formule i provedenog H/D pokusa
rezultati ukazuju da je rije¢ o trimernoj molekuli 22 naziva 1-{2-[2-metil-(2,3-dihidro-1H-
imidazol)-1-metilsulfanil)-1 H-imidazol-1-metilsufanil]-1 H-imidazol-2-tiol koja je prikazana

na slici 96.

+H(+D)

o
mjz 339 (341)

Slika 96. PredloZena struktura trimera 22. Podatak u zagradi odgovara deuteriranom ionu.
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U zakljucku, rezultati sugeriraju da oneciS¢enje 21 odgovara dimeru dok oneciS¢enje 22
odgovara trimeru. Sumarni podaci o eksperimentalno utvrdenim i izraCunatim masama nalaze
su dobro uskladeni izmedu eksperimentalnih i racunski dobivenih podataka (Poglavlje 3.10.
Tablica 18). Nazalost, pokusaji priprave vece koli¢ine oneciS¢enja i izolacije koji bi bili
zadovoljavajuéi za analizu primjenom NMR-a i1 drugih tehnika s ciljem potvrde strukture nisu
bili uspjesni.

Iako su koli¢ine oneciS¢enja 21 1 22 nedovoljne za finalnu potvrdu strukture, podaci o
predlozenim strukturama dobiveni LC-MS 1 HRMS studijom uz rezultate studije stabilnosti 1
u prisustvu pomo¢nih tvari, daju nam okvir na temelju kojih moZemo postaviti i kemizam

formiranja 21 i 22 (Shema 24) i dodatno postaviti hipotezu o potencijalnom putu razgradnje 1.

CHy ChHy - - -
/ / HaC S §— 3
. h, >T AIBN N 21 \Nr4< _\I\l“< N% itd
[ >: S | />' = - QN QN k\/MH -
M AN X

MH

1 1a 22

v >T,AIBN\ l 1 AIBN 1

TH
/ HaC
N 1
1b

| MNH

\
N
NH NN

21 21b

Shema 24. Kemizam formiranja 21122 iz 1.

Poglavito je za tiole poznato da su prekursori tiilnih radikala, a u prilog tome ide slaba energija
disocijacije S-H veze od 365 kJ/mol.?*! Tiilni radikali mogu nastati a) homoliti¢kim putem
primjenom radikalskih inicijatora, zatim b) redoks procesom primjerice koriStenjem metala

poput manganovih soli**?

ili ¢) radiolizom 1ili fotolizom djelovanjem ultraljubicastog (UV)
zraenja.?*® U reakciji 1 s izvorom slobodnih radikala primjerice AIBN-om ili reziduom
radikala prisutnih u pomo¢nim tvarima uz povisenu temperaturu moze do¢i do termolitickog
formiranja tiilnog radikala i/ili pak ako se dodatno djeluje UV zraCenjem tada nastaje i
fotoliticki (Shema 24). Jednom formirani tiilni radikal (1a) procesom disproporcioniranja daje
(1b). Nakon formiranog inicijalnog radikala 1b slijedi pak reakcija s inicijalnim spojem 1.

Najizgledniji nastavak radikalskog puta je zatim reakcija 21 s fotoinicijatorom pri ¢emu se
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dobiva 22. Pored toga formirani 1a moze napasti dimer 21 pri ¢emu pruza alternativni put za
dobivanje 22. Na kraju valja istaknuti da reakcija radikalskim putem moze i¢i i u smjeru

dobivanja daljnjih produkata, no isti nisu uoceni tijekom nase studije.

Na kraju, ako promotrimo navedeni sintetski put dobivanja 21 i 22 alternativno, reakcija moze
i¢1 u smjeru napada tiilnog radikala dobivenog iz 1 na dvostruku vezu imidazolnog prstena, §to

bi sugeriralo da se reakcija odvija preko tia-Michelove adicije,?**

no takvi produkti nisu
detektirani tijekom studije. U svezi s predloZzenim reakcijskim putem valja napomenuti da su
na ovom polju nuzne daljnje studije koje ukljucuje, preparativne, spektroskopske i raCunalne
metode kako bi se predloZzena oneciS¢enja finalno determinirala i potvrdio predloZeni put

njihovog nastanka.
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5. ZAKLJUCAK

U okviru ove disertacije studirani su metimazolu (1) sli¢ni strukturni analozi koji se smatraju
njegovim srodnim supstancija te su utvrdena njihova fizikalno-kemijskih svojstava, a koja daje
detaljan uvid u njihovu, ali i reaktivnost metimazola. Dodatno, u skladu s aktualnim trendovima
u farmaceutici poglavito Kvalitete vodene dizajnom (engl. QbD) s naglaskom na detaljno
poznavanje oneciS¢enja, svojstva studiranih analoga su utvrdena novim moc¢nim analitickim
tehnikama te su snazan poticaj boljem poznavanju kemije metimazola i njegovih srodnih tvari.

U tom kontekstu zakljucci dobiveni tijekom disertacije navede se kako slijede:

- Metimazol je sveobuhvatno karakteriziran kao farmaceutska djelatna tvar, primjenom
trenutno dostupnih analitickih tehnika poput nuklearne magnetske rezonancije (NMR),
termalnih tehnika i rentgenske strukturne analize, a dodatno je sa stajaliSta njegovih
biofarmaceutskih svojstva odredena do sada nepoznata njegova BCS klasa te su u tom
kontekstu nadopunjeni trenutno dostupni literaturni podaci.

- Ispitana je 1 utvrdena stabilnost metimazola u sveprisutno koriStenih halogenim
otapalima (diklormetanu i dikloretanu), a dobiveni premoSteni bis metilenski (1,1-
bis[(1-metil-1H-imidazol-2-il)tiolmetan dihidroklorid, 2b) i bis etilenski derivat (1,2-
bis[(1-metil-1H-imidazol-2-il)tio]etan dihidroklorid tetrahidrat, 3b) i njihove Cvrste
forme, diklormetanski solvat (2a), dihidrat (3¢) i bezvodna forma (3a) potpuno su
karakterizirani primjenom spektroskopskih i termalnih tehnika, a struktura im je
potvrdena rentgenskom strukturnom analizom na jedini¢nom kristalu.

- U cilju dobivanja uvida u ¢vrsto stanje etilenskih derivata 3a i 3¢ proucena je njihova
transformacija u ¢vrstom stanju te je utvrdeno da dehidracija iz dihidata 3¢ u bezvodnu
formu 3a pri snizenom 1 atmosferskom tlaku ide direktno, a ne preko hemihidratne
forme.

- Utvrden je kemizama stvaranja premostenog bis etilenskog derivata 3a primjenom
sintetskih, spektroskopskih, termalnih, difrakcijskih i racunalnih istrazivanja. U tom su
kontekstu priredeni meduprodukti kloretil spoj (2-[(kloretil)tio]-1-metil-1H-imidazol,
6) te imidazolijum klorid (7-metil-2H, 3H, 7H-imidazol[2,1-b]tiazol-4-ijjum klorid, 7a)
1 njegova tetrafluroboratna sol (7a) kao novi trenutno nepoznati i stabilni izomeri
tiiranijevog meduprodukta 8.

- Ujedno je utvrdeno da 3a nastaje direktno nukleofilnom substitucijom primarno

stvorenog meduprodukta klor etil derivata, 6 s metimazolom.

153



U reakciji 6 sa srebrnim tetrafluoroboratom dobiven je novi srebrni kompleks (bis-{2-
[(kloretil)tio]-1-metil-1H-imidazol}-srebro(I)tetrafluoroborat, 10) cija je struktura
potvrdena rentgenskom strukturnom analizom.

Dodatno, ispitana je reaktivnost kloretilnog spoja 6 u prisustvu drugih nukleofila te je
pretpostavljeno da 6 moze sudjelovati u supstitucijskom i eliminacijskom putu reakcija.
Kroz metilacijske studije proucena je reaktivnost onecis¢enja C (1-metil-(2-metiltio)-
1 H-imidazol, 4a) kao procesnog onecis¢enja te njegove hidrojodine soli 4b, zatim 1-
metil-(2-metiltio)-1 H-imidazol hidrojodida (18) i 1,3-dimetilimidazol-2-tiona (19) te je
dobiven uvid u njihova fizi¢ka i kemijska svojstva poglavito u kontekstu potencijalne
demetilacije, a pri ¢emu je utvrdena znacajna stabilnost soli 4b

Oksidacijom 1 dobiven je metimazol disufid (2,2'-disulfandiilbis(1-metil-1H-imidazol),
5a), oksidacijsko oneciS¢enje i metabolit 1 u zutoj formi, ¢ija je struktura tada bila
nepoznata 1 potvrdena rendgenskom strukturnom analizom. Ona je objavljena na
Ruzickinim danima.

Ispitana je pH stabilnosti kroz pH podrucja te je utvrdeno da je izrazito stabilan u
kiselom podrucju (pH 1,2) dok je nestabilan u neutralnom (pH 7), a pak izrazito
nestabilan u baznom mediju (pH 9) dok razgradnja prati kinetiku prvoga reda.

Tijekom kristalizacijskih studija 5a nije dobivena prije u literaturi navedena bezbojna
forma, no studijama je uocena nova, ali ne i finalno determinirana ¢vrsta forma 5b. koja
sadrzi 3,02% acetona.

Studijom oksidacije Sa potvrdena je desulfurizacija pri cemu je izoliran i1 karakteriziran
20 kao derivat onecis¢enja B i srodna tvar 1 u formi ionske tekuéine pri cemu je
zakljuceno da je je njegovo prisustvo u mogué¢im finalnim formulacijama malo
izgledno.

Polimorfnim probirom u razli¢itim polarnim proti¢cnim 1 aproti¢nim otapalima
primjenjujuci razlicite tehnike kristalizacije poput kristalizacije pri sobnoj i povisenoj
temperaturi, uparavanjem, spontanom difuzijom kontraotapala i karakterizacijom
dobivenih kristala prema morfologiji te termalnim 1 XRPD metodama bilo je naznaka o
postojanju novih kristalnith formi 1, ali prema njihovoj rentgenskoj analizi na
monokristalu, njihovo postojanje je iskljuceno.

Ispitana je stabilnost metimazola u ¢vrstom stanju i to u smjesama s opce koriStenim
farmaceutskim pomoénim tvarima, pri ¢emu je utvrdena njegova visoka stabilnost.
Izuzetak je primjena mikrokristalinéne celuloze 1 fotoinicijatora, pri ¢emu su,

primjenom masene spektrometrije visoke razlucivosti identificirana dva razgradna
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produkta, dimer 1 trimer metimazola, tj. 1-[metil-(2,3-dihidro-1H-imidazol)-2-
metilsulfanil]-1H-imidazol-2-tiol (21) i 1-{2-[2-metil-(2,3-dihidro-1H-imidazol)-1-
metilsulfanil)-1H-imidazol-1-metilsufanil]-1 H-imidazol-2-tiol ~ (22) i predlozen
radikalski put njihova nastanka preko tiilnog radikala.

Stvorena zbirka uzoraka metimazolu strukturno sli¢nih analoga i njihovih karakteristika,
koji predstavljaju podlogu za daljnji studij molekularnog modeliranja i mozebitnih
daljnjih farmakoloskih 1/ili toksikoloskih studija metimazola i njegovih formulacija.
Ovom disertacijom postignuta je visa razina znanstvene kompetentnosti doktorskog
kandidata.

U sklopu ove disertacije ostvarena je i uspjesna medu institucijska suradnja.
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8. PRILOZI

8.1. Popis oznaka kratica i simbola

PTU  6-propiltiouracil

FDA Food and Drug Administration

MMI Metimazol

MET Metimazol

MTU Metiltiouracil

KARB Karbimazol

TSH Tireoid stimulira¢i hormon

TRH Tireoliberin

T3 Trijodtreonin

T4 Tiroksin

HPLC Tekucinska kromatografija visoke djelotovornosti

LL  Ekstrakcija tekuce-tekuce

SPE  Ekstrakcija na ¢vrstoj fazi;

MEH Metilhidantoin

SHMET 2-merkaptoimidazol

NMR Nuklearna magnetska rezonancija

HSQC Heteronuclear Single Quantum Coherence (Heteronuklearna tehnika NMR)
HMBC Heteronuclear Multiple BondCorrelation (Heteronuklearna tehnika NMR)
DEPT Distortionless Enhancement by Polarization Transfer (1D tehnika NMR)
DSC Diferencijalna pretrazna kalorimetrija

IR Infrared spectroscopy

DAD Diode array detector
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LOD Limit detekcije

LOQ Limit kvantifikacije

S/N  Omjer vrijednosti signal/Sum
LC-MS Teku¢inska kromatografija-spektrometrija masa
m/z  Omjer mase i naboja

RRT Relativno vrijeme zadrzavanja
ESI  Ionizacija elektro rasprSenjem
AH  Promjena entalpije

RV  Relativna vlaZnost

AIBN Azobisizobutironitril

UV  Ultraljucasto zracenje

0 /ppm Kemijski pomak

QbD Kvaliteta vodena dizajnom

BCS Biofarmaceutski sustav klasifikacije
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Abstract The spontaneous 5-alkylation of the thyreostatic drug methimazole (1-methyl-1,3-dihydro-
1H-imidazole-2-thione, 1) with 1,2-dichloroethane at room temperature, in dark or light conditions, led to
the formation of its related substance 1,2-bis[(1-methylt 1H-imidazole-2-yl)thiojethane, CygHygMNy5: (2a),
primarily isolated in the form of dihydrochloride tetrahydrate [CygHygMy5: 10k -4(H20) (2b), which
crystallized in the monoclinic P2y/c space group. Neutralization of 2b, followed by crystallization
from the acetone/water mixture, produced dihydrate CyaHygMNySe-2{HzO) (2c), which crystallized in
the trigonal B-3 space group. Six water molecules in 2c are H-bonded mutually and to the nitrogen
atoms of six molecules of 2a. DSC and TGA showed that 2c melts at 65 °C and loses water up to 120 °C
By cooling to room temperature, anhydrous 2a was obtained. Single crystals of 2a that are suitable for
X-ray structure analysis were obtained by neutralization of b, followed by crystallization from dry
dichloromethane Anhydrous 2a crystallizes in the monoclinic P2y/c space group. The dehydration of 2¢
led to the formation of the anhydrous product 2a, which is identical to the one obtained by crystallization,
as was found by complementary solid-state techniques. No intermediate monohydrate or hemihydrate
phases weme detecied. Powder diffraction showed the same pattern of 2c via both prepamation procedunes
The structures of all the forms were elucidated by spectroscopy, microscopy and thermal methods and
confirmed by single crystal X-ray analysis

Keywords: methimazole; 1,2-bis[{1-methyl-1H-imidazole-2-yljthiclethane; solid-state forms;
hydrates; dehydration

1. Introduction

Methimazole (1-methyl-1,3-dibydro-1H-imidazole-2-thione, 1), a well-known commercially
available thyreostatic drug [1] has an ambidentate heterocyclic anion of the type [N-C-5] and
was used as the terminal group in the synthesis of noncyclic crown ethers as scorpionate ligands in
diverse aspects of the coordination chemistry [2,3].

Among the bridged bis{methimazole ) compounds, 1,2-bis[(1-methyl-1 H-imidazole-2-y [jthiojmethane
(A} and an analogous ethane derivative 1,2-bis[(1-methyl-1H-imidazole-2-yljthiojethane (2a) wene
synthesized from 1 and dichloromethane or 1,2-dibromoethane Synthesis was performed in the presence
of a strong base, without or under phase-transfer conditions at an elevated temperature [4,5]. In the
context of the pharmaceutical purity profile, these compounds are considered as potential methimazole
melated substances [6], espedially if common sobvents, e g., dichloromethane (DCM) and 1,2-dichloroethane
(DCE), ame used in the synthetic transformations, isolation, purification and methimazole analytics.
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Therefore, it was important to understand their behaviour from a chemical, structural and
solid-state point of view. To evaluate these factors, we carried out a preliminary stability study of 1in
DM and DCE in daylight or dark, at ambient humidity and room temperature.

2. Results and Discussion
2.1. Synthesis of Bis Derfoative 2

Solutions of 1 in DCM or DCE wem lett without stirring in day light or dark, at ambient humidity
and at room temperature for 15 days. According to the TLC analysis, no changes of 1 were observed
in DCM solutions. However, in both DCE solutions (ie., in light and dark) spontaneous 5-bis
alkylation of 1 by 1,2-dichloroethane led to the formation of colourless plate shaped crystals of
1,2-bis]{1-methy -1 H-imidazole-2-yljthic]ethane in the form of dihydrochloride tetrahydrate (2b) with
a 307 yield; mp. (DSC, onset): 208 *C. Purity by HPLC: 58%. Upon its neutralization, extraction,
evaporation of the solvent and crystallization of the crude residue from the dry dichlorome thane under
low humidity conditions of the anhydrous 1,2-bis[{1-methy F1H-imidazole- 2-yljthiojethane 2a was
obtained with an £4% yield, mp. (D5C, onset): 89 °C (lit 85-90°C, [5]).

Howewer, if crystallization of the crude residue is attempted from the acetonefwater (1/1) mixture,
1,2-bis[{1-methyl-1H-imidazole-2-y1)thio]ethane dihydrate (2c) is obtained with a 78% yield; mp. (DSC,
onset): 65 “C. The same product was obtained by the aystallization of pure 2a from the acetonefwater
(1/1) mixture. Anhydrous from 2a was also prepared by drying the dihydrate 2c (Scheme 1).

Ly, s
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Scheme 1. Synthesis of 1,2-bis[{1-me thy - 1H-imidazole-2 yljthio}—derivatives A and 2 {2a-Z¢).
2.2 Characterization of 1.2-Bisl(1-meffud-1H-imidazole-2- fthiolethane Forms 2a-2c

All the studied forms, 2a-2c, were elucidated using spectroscopy, microscopy, thermal and
complementary analytical methods. Their structures were confirmed by the single crystal X-ray
diffraction analysis.

Proton chemical shifts of dilydrochloride etrahydrate Zb, recorded in DyO), weme different in
comparison to the previously reported data for 2a in CHCL-CgHg [5], while relative integrations
indicated protonation of the imidazole ring and confirmed the proposed structure (Figure 1)
Mass spectra recorded in the positive mode indicated the most abundant ion at 2560743 m/z,
which was attributed to the base peak of 2a, corresponding to [M+H-2HCI]". Additionally, two formed
fragments at 141.0486 mjz and 114.024% myz indicated cleavage of the thicethyl group. Howewver,
DSC showed an endothermic loss of volatile solvents between 35 and 70 *C. In addition, mass loss
by TGA of 3.8% and chloride content of 18%, determined by ionic chromatography, indicated that
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the product crystallized as a dihywdrochloride tetrabydrate. The hypothesis was confirmed by single
crystal X-ray diffraction analysis.

283 {a)
LEFLE ]
1812
1 2450 AHEL e
7.50 4,242 005 [ 4 Mo s
T s M 3 _‘.-’:_5_2“‘3"]
E
[ /}_5 ; - {24, 10
A4 TN I HiS
7.46 [l2H, MJ-;H:] x HEH ¥
3 ; 136 [5,4H] x dH,0

B 1,52 |mdH| 1532

Figure 1. 'H (500 MHz) (blue), ™C (151 MHz) (sed) NMR in DO of 2b and *H (black) NME in
CDCl-CeDg of 2a [5].

The molecular structure of 2b consisted of two cationic imidazoly] groups bounded to the S-atoms
of the dithioethyl group (Figure Za). Each chloride anion was a hydrogen bond acceptor from the
protonated imidazole nitrogen atom N2 and two water molecules (Figure 2b, Table 1). The two water
molecules weme also connected by hydrogen bonds. Through these hydrogen bonds, the cations,
chloride anions and water molecules were interconnected into a 3D network.

*ﬂ 1

(@) (B}

Figure L (a) Molecular structue of 2b with the atomie numbe ring schense; symmetbry code (5) 1 - x, -y,
-z, and (b) packing diagram of 2b viewed along the b-axis. Hydrogen bounds ae marked by dashed
bl lines.

Table 1. Distances and angles of the hydrogen bonds in 2b and 2e.

Form DonorH-Acceptor  diD-HyA diH-A)A diD-AYA  <diD-H--AN"

NI-FHZ--Cl 086 126 3112(2) 172

Ol-H11-02® 075 (4} 158 (4) 2749 (5) 168 {5)

b O1-H12-C1F 0.75 {5} 144 (5) 3100 (4) 178 (6}

O2-H21--Cl 078 (6} 242 () 3108 (4) 174 (5)

02 -HI2--01 083 (3} 193 (3) 2756 (5) 172 (3)

O1-H1--Nz2 9 081 (3} 205 (3) 2837 (3) 167 (4)

I O1-H12-01 087 (4) 102 {4) 27T (4) 176 {4)
C4-4B--01 ¢ 096 158 3459 (4) 157

Transformation Dt'ﬂz.:ﬂ}rmh:icu.nit [a§1-x, —].'“1+}:.]."I—z;l:b!| -x, L'"if}-:.l."l—z:l::}x,l"l —}:,L'?fz:l:d."l —x
+y:.—:l:,z;l::]y;—x +¥ -z [0 13 —:l:-ry;z'!- -x,-13 +=z

Proton and carbon chemical shifts in the NME spectra of 2a in DMS0-d6 exhibited similar
values to those in 2b, and experimental M5 data matched the theoretical data. After several attempts,
we obtained good quality, single crystals by crystallisation from dry dichloromethane at dry conditions
(see experimental section) that allowed us to confirm the anhy drous structure of 2a, which crystallized

in the monoclinic P2y/c space group.
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There are no hydrogen bounds in the structure of 23 only van der Waals forces connect the
maolecules (Figure 5).

{a} ()

Figure 3. (a) Molecular structure of 2a with the atomic numbering scheme; synumetry code (1) 1 - x, —¥,
-z, and {b) packing diagram of 2a.

Crystals of 2c showed the TLC Rf value of (.59, which was the same as 2a and b, and a TGA
volatile content of 11.31%, indicating the solvated form of the same substance. The structure was
solved by the single crystal X-ray diffraction analysis, showing that the dihydrate 2e crystallizes in
the trigonal R -3 space group. 5ix water molecules were mutually interconnected by hydrogen bonds,
forming a hexagon in the chair conformation, which is the most common conformation for a cluster
of six water molecules. The R6 motif is usually formed by water molecules related by a centre of
symmetry [7]. In 2¢, one water molecule formed the Bf pattern by the -3 symmetry element Rebf12)
by the graph-set notation). The water molecule was an acceptor of a hydrogen bond from N2 and a
weak one from C4, thus forming a 30 network (Figure 4, Table 1).

{2 L

Figure 4 {a) Molecular structure with the atomic rumbering scheme; symmetry code (i) 213 - x, 13 -y,
43— 2, and (b} packing diagram of 2¢ viewed along the c-axis. Hydrogen bonds ane marked with blue
dashed lines.

The molecular structure of 1,2-bis[(1-methyl-1H-imidaz ole-2-y[jthiclethane consisted of bwo
imidazole groups bounded to the 5-atoms of the dithioethy ] group (2a, 2c). The imidazole groups wene
protonated in Zb. In all three structumes, the ethane moiety lied at the centre of symmetry, and thus
only half of the molecule was in the asymmetric unit. Therefore, the imidazole groups werme parallel
The diflerence in the three structures was found in the orientation of the imidazole group, ie., rotation
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about the 5C1 bond resulting in different C55C1-N1 torsion angles (—173.8(2)°, -113.4(2)" and
151.8(2)7, in 2a, 2b and 2c, respectively (Figure 5).

Figure 5. Molecule overlay of 2a (blue), 2b (magenta) and 2¢ (sed). Atoms C5 and 5 and their pairs
nelated by the inversion centre were used for the overlay. Hydrogen atoms ane omitted for clarity.

2.3 Dehydration Behariour of Diliyarate 2o and Its Transformation to the Anlydrons Form 2a

Hydrates are the most common type of solvated organic compounds [5], and understanding
their dehydration pathways, as a widespread but not properly understood phenomenon, is critical for
designing optimal properties for materials, particularly in the case of pharmaceutical solids [9].
Several schemes for the classification of hydrates have been proposed [10-13], but in general,
dehydration results in three types of crystallographic behaviour: a) material where the crystal
structume changes (different powder pattern) after dehydration, ie., as in the present study, contrary
to b) material that undergoes only a slight change in crystal structure (related XEPD pattern) after
dehydration, like some azithromycin schrates [14], or ) material that becomes amorphous after
dehydration, like some other azithromycin solates [15].

The dehydration process of 2c had a markedly different crystal structure of the anhydrous form 2a
and has been studied using different experimental techniques. The dihydrate 2c was heated below the
melting point, ataround 55 *C and at reduced pressure of 200 mbar to a constant mass. A significant rate
of the dehydration process was detected after 30 min by the formation of opaque crystals. The process
was completed after 60 min.

DSC measurement of the selected samples showed, after 30 min, endothermic events belonging
to the melting of 2c and 2a, indicating the coexistence of both forms in the sample (Figure 6, iii),
and finally, after 60 min, only a single endothermic event at 90 *C, belonging to the melting of the
anhydrous form 2a (Figure &, iv). Unfortunately, no sign of recrystallization was detected.

Figure & Selected DSC thermograms showing solid state transformation of the dihydrate 3¢ to the
anby drows form 2a fecorded under a heatang cate of 10 “Cloxin and N; puige ina piecced lid erucble;
(i} anhydrous form 2a; (i) dibwdrate 2e; (i) product after heating 2c at 55 “C200 mbar for 30 min,
and (v} product after heating 2e at 55 0200 mbar for 60 min

Finally, the XRP'D powder pattern of the dried sample was different from the powder pattern of
dihydrate 2c and identical to the calculated powder pattern of anhydrous 2a prepared by crystallization
(Figume 7), confirming that 2a is also the final product of dihydrate 2 dehydration
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Figure 7. Photomactographs of (a) anhydrows 2a after diying of 2o during &0 ain at 55 "C f200mbar;
(b} starting diby drate 2¢ and the selated PXRD patterna

Additional studies were performed under atmospheric pressure to determine whether dehydration
of 2¢ to Za proceeds via a metastable monohydrate intermediate, as in lisinopril dihydrate [16], orasa
hemihydrate, such as ondansetron hydrochloride dibydrate [17].

The TGA thermogram of 2c showed a single thermal event in the range 40110 *C with a mass
loss of 11.31%, corresponding to the loss of two water molecules. This was in agreement with the DSC
thermogram showing only a sharp endothermic event with an onset at 65 °C, corresponding to the
melting of 2c. Additional exothermic processes of recrystallization and endothermic of melting wene
not detected (Figure B).

1‘:. 3 5:.' ¢ :-r. y r:-: i 12608 "Ci'min

Figure B, TGA (i) and DSC {ii) analysis of dihydrate 2c in perforated crocibles under a heating rate of
10 *Clonin and N> purge.

The changes upon dehydration of 2c were monitored by the combination of hot stage microscopy
(H5M) with D5C at a heating/cooling rate of 10 *C/min (Figure ¥). Melting started at 40 "C until
completed at around 65 *C (step i). Immediately after the melting point, the melt of 2c was cocled
to room temperature, resulting in a glassy product, and no further crystallisation was ohserved
after prolonged standing. However, if 2c was heated to 80 °C and immersed in oil during the
H5M experiment, followed by cooling, recrystallization of the dihydrate 2c was observed due to the
conditions that inhibited efficient water removal. However, if the sample was heated over melting,
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up to %5 °C, in an open pan followed by cooling to room temperature, spontaneous crystallisation
occurred, and according to XRPT, the obtained product was a mixture of the dihydrate 2c and the

anhydrous form 2a.

D AR T fencdo dem)

0 0o a2n 1am
Tempersture /O
Figure 9. Selected DSC thermograms and HSM micrographs ef dihydrate 2e, scorded using a
heating/cooling rate of 10 “Clmin with perforated D8C crucibles: (i) dibiydrate 2c heating step up to
130 “C; (i) cooling step to soom emperabue, and (i) heating step of the ecrystallized anhydrous form
2a, e, fe-run (fe-heating) of the sample in the bottonn thedmoeran.

In contrast, when the melt of 2c was heated to 120 *C and cooled to room temperature, according
to the XEFD slow nucleation and growth process of the anhydrous form 2a occurred after prolonged
standing indicating complete dehydration (step ii). In the re-run the sample melting started at 5% *C
until completed at around %0 *C (step iii), ie, at the melting point of the anhydrous form 2a. However,
no additional exothermic and endothermic events or changes in XRPD, which could indicate the
formation of potential intermediary monohydrate or hemihydrate phases, weme observed.

Dehy dration of 2c in vacuo favours rapid water remaoval below the melting point, without the
appearance of a liquid or melt phase. Femoval of water molecules from 2c under these conditions
resulted in the solid-solid rearrangement of the molecules in the crystal lattice, leading to anhydrous
2a. On the contrary, crystallization of 2a from the melt of dihydrate 2c under atmospheric pressure
onby occurred when all the residual water was removed from the sample (at 120 *C). When a sample of
melted 2c was only heated to %5 °C, concomitant crystallization of 2a and 2c was observed, and this
was identical to the partial dehydration of 2c after 30 min under reduced pressure.

Finally we can conclude that the dehydration at both conditions, ie, under reduced and
atmospheric pressure, proceeds to the anhydrous form 2a and it is in accordance with the well-known
fact that dehydration processes are greatly dependent on the atmospheric environment [11,15].

3. Materials and Methods

31 General

Methimazole 199%, Ph Eur quality, was purchased from CU Chemie Ueticon, Lahy, Germany (water
content (14%), 1,2-dichloroethane (Fisher, Hampton, NH, USA) (water content, 0. 02%), dichloromethane
(Merck KGa#A, Darmstadt, Germany) acetone (Sigma, St. Louis, MO, USA) (water content, (.2%:),
methanol dried (Merck KGaA, Darmstadt, Germany), water was purified in a house system (Thomton
2000CES, Mettler Toledo, Colombus, OH, USA) and was of HPLC grade. Dichloromethane was
dried under anhydrous sodium sulphate and distilled prior to use. All other used chemicals were
of analytical grade. pH measurements were performed using Mettler Toled o (Columbus, OH, TSA)
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Seven Multi pH meter, and prior to measuremnent, it was calibrated in six points. [onic chromatography
measurements were performed on Thermo (Waltham, MaA, USA) fonic chromatography using LC
chlorine standard. HPLC analysis was performed on an Agilent Technelogies (Santa Clara, CA,
USA) HPLC instrument under gradient elution at a flow rate of 0.6 ml/min using mobile phase A
(ammonium acetate, Merck KGaA, Darmstadt, Germany buffer) and mobile phase B {acetonitrile,
Merck KGas, Darmstadt, Germany) at the Zorbax C18 column. The effluent was monitored using
the Agilent DADYUV detector. TH NMR and *C NMR spectra wene recorded on a Bruker (Billerica,
MA, USA) Advance 600 and 150, respectively, with DMSO-db or Dy as a solvent  Mass spectra
were recorded on an Agilent 6550 iFunnel guadrupole time-of-flight mass spectrometer equipped
with dual AJS ESI source (Agilent Technologies Santa Clara, CA, USA). Hot stage microscopy was
carried out using an Oympus (Shinjuku City, Tokyo, Japan) BX51 microscope combined with a Linkam
THMS 600 hot stage (Linkam Scientific Instruments, Waterfield, UK) and a digital camera (QImaging,
Surrey, Canada) for image capture. A small amount of the sample was placed onto a glass slide and
viewed with 100x magnification and partially polarised light. Itwas simultanecusly being heated from
ambient temperature at a rate of 10 "C/min. Thermal analysis was performed using a Mettler DSC 1
instrument (Mettler Toledo, Greifensee, Swizerland) in aluminium pans with a pierced lid at a heating
rate of 10 *C/min under the inert nitrogen atmosphere with a flow rate of 55 ml/min. Temperature
calibration was performed using the indium metal standard. TGA data were collected on a Mettler
Toledo (Greifensee, Switzerland)) TGA/SDTA 851e system. The sample was loaded onto a pre-tared
alumina crucible and was heated at a heating rate 10 *C/min over the temperature range 25-300 °C.
A nitrogen purge at 50 mL/min was maintained over the sample. The instrument was temperature
calibrated using certified NiMnsAl and nickel. All weighing operations were carried using Mettler
Toledo (Greifensee, Switzerland)) balance, daily calibrated according to the internal program.

3.2 Synthesis of 1,2-Bisf (1-methyd-1H-inidazole-3-yd Jthiolethane Diluydrochlori de Tetralydrate (26)

Method (A) Methimazole (100 mg, 0.87 mmol) was dissobred in 10 mL of 1,2-dichloroethane.
The solution was left without stirring for 15 days in the dark at room temperature in a humidity
non-controlled environment. The precipitated product was collected using vacuum suction and rinsed
few times with cold 1,2-dichloroethane, yielding 1,2-bis[{1-methy F1H-imidazobe-2-yljthiolethane
dihydrochloride tetrahydrate (2Zb, 53 mg 31%) in the form of colourless plate shape crystals.
Melting point (T¥5C, onset)y 208 °C, M3-QTOF: [M+H-2HCI]* 2550743, [M-2HCI] 254.066, CrgHygNy5s.
TH NME (D:0, 500 MHz/ppm): N-CH; (s, 6H), 3.82, H-C4 (d, 2H) 7.46, | = 2.1 Hz, H.C5 (d, 2H) 7.50,
] =21 Hz, 5-CH; (s, 4H) 3.26. 3C NMR (D40, 151 MHz/ppm): N-CH; 35.22, C4 120,98, C5 125.70,
(C2 138.52, 5-CH; 3459, Purity (HPLC): 98%, RRT: 20.518. [onic chromatography: experimentally
determined percentage of Cl ions (19%) corresponded to the theoretical value (18%:) within the
experimental error The structure of Zb was confirmed by single crystal X-ray diffraction analysis.

Method (B) Methimazole (100 mg, (.57 mmol) was dissolved in 10 mL of 1,2-dichloroethane.
The solution was left without stirring for 15 days in daylight and room temperature in a humidity
non-controlled emvironment. The precipitated product was collected using vacuum suction and rinsed
a few times with cold 1,2-dichloroethane, yielding dihydrochloride tetrahydrate 2b (52 mg, 30%) in the
form of colourless plate shaped crystals. Melting point (D5, onset): 208 *C. The MME spectra and
XRPT} diffractogram of the prepared sample weme identical to the spectra and diffractogram of the Zb
sample obtained by Method A.

3.3 Synthests of Anhydrows 1, 2-Bisl{ 1-methyl-1H-inudazole- 2yl it hio] ethane (2a)

Method (A) Dihydrochloride tetrahydrate 2b (300 mg) was dissohved in 30 mL of water and
neutralized with 1M NazCOy to pH 7.0, followed by extraction with dichloromethane (3 » 10 mL),
washed with brine and dried with anhydrous Nay50y. Evaporation of the solvent in vacuo to dryness
yielded crude 1,2-bis[(1-methyl-1H-imidazole-2-yl)thicjethane (2a, 160 mg, 84%) in a form of white
powder. Recrystallization of dry crude 2a from dry dichlorome thane under low humidity conditions
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gave pure anhydrous 2a. Melting point (DSC, onset): 8% °C (lit 88-90 °C) [5], 14 NMR (DMS0-d6,
&00 MHz/ppm): N-CHj (s, 6H) 3.57, HC4 (d, 2H) 7.24 | = 1.2 He, HC5(d, 2H) 694 | = 1.2 He, 52CH;
(s, 4H) 3.21; 1*C NMR (DMS0wd6, 151 MHz/ppm): N-CH; 3279, C4123.29, C5 128,53, €2 139.23, 5.CH,
33.30. The structure of 2a was confirmed by single crystal X-ray diffraction analysis.

Method (B) Dihydrate 2c (100 mg) was dried under reduced pressure of 200 mbar at 55 *C for
&0 min and anhydrous form 2a 71 mg, 81%) was obtained. DSC thermogram and XEPTY diffractogram
of the obtained sample were identical to the thermogram and diffractogram of the 2a sample obtained
by Method A

34 Synthesis of 1,2-Bis] (1-methy-1H-imidazole-2-y Mhiclethane Dikydrate (2c)

Method (A) Crude 2a obtained by neutralization of dilydrochloride tetrahydrate 2b (160 mg) was
dissobved in an acetone/water michure (1:1). After prolonged standing of the solution without stirring at
room temperature, crystals of the pure dihydrate form 2c (133 mg, 73%) were obtained. Melting point
(DC, onset, 65 "C). Structure of 2cwas confirmed by the single crystal X-ray diffraction analysis.

Methoed (B) Pure anhydrous form 2a (300 mg) was dissolved in an acetonefwater mixture (1:1).
After prolonged standing of the solution without stirring at room temperature, pure crystals of the
dihydrate form 2 (238 mg, 70%:) werne obtained. DSC thermogram and XEFD diffractogram of the so
obtained sample were identical to the thermogram and diffractogram of the 2c sample obtained by
Method A.

3.5 Powder X-ray Diffraction

X-ray powder diffraction (XEPD) data were collected at room temperature using copper Ko
radiation on a PANaly tical X 'TPert Pro powder diffractometer model PW3050/60 (PANalytical, Almelo,
The Netherland) in BraggBrentano geometry equipped with a X' celerator detector. The sample was
prepared by mounting a sample on a wafer (zero background) plate and scanned from 3 to 407 28
using the following acquisition parameters: generator tension 45 kV, generator current 40 mA, step
sioe (L0167, scan speed 0.011%second, number of steps 2214 and total collection time &0 min, scan
speed (L05°second, mumber of steps 2714 and total collection time 13 min.

3.6 Smgle Crystal X-ray Diffraction Analysis and Structure Defermination

Suitable single crystals were selected and mounted in air onto thin glass fibres. Diffraction data of
Zb and 2c were collected at room temperature, while data from the anhydrous form 2a were collected
at 150 K on an Okford Diffraction Xcalibur four-circle kappa geometry diffractometer with Xcalibur
Sapphire 3 CCD detector, using graphite monochromated MoKea (A= 0.71073 A) radiation

The essential crystallographic data from the solid forms 2a, 2b and 2c are presented in Table 2.

[Data reduction, correction for the Lorentz-polarization factor, scaling and multi-scan absorption
cormection was performed using the CrysAlisPro softwamne package [19] Solution, refinement and
analysis of the structures were done using the programs integrated in the WinGX system [20].
The structures were sohved by direct methods implemented in SHELXS [21,22]. Fefinement by the
full-matrix least-squares methods, based on P? against all reflections, was performed by SHELXL [21,22],
including anisotropic displacement parameters for all non-H atoms. Hydrogen atoms bound to C and
N (in b} atoms were modelled by the riding mode] using the AFTX routine, while those bound to water
oxygen atoms were located in the difference Fourier maps and refined isotropically Analysis of the
malecular geometry and hydrogen bonds was performed by PLATON [23]. The molecular graphics
wemne done with MERCURY (Version 4.1.0) [24] The crystal parameters, data collection and refinement
mesults are summarized in Table 2. CCDC deposition numbsers 2013658 (2a), 2013659 (2b) and 2013660
(2c) contain the supplementary crystallographic data for this paper. These data can be obtained free
of charge via httpy)/www code.cam. ac.ukyconts/retrieving . html (or from the CCDC, 12 Union Eoad,
Cambridge CB2 1EZ, UK; Faxc +44 1223 336033; E-mail: deposit@ccdc.cam.ac.uk)
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Table L Essential crystallographic data for 2a, b and 2e

10of11

Compound 2a b e
Chemical formula CrpHuNy5 [CaoHygM g5 ] HHO) - CpHpgMNySy-2(H0)
Formula weight /437 3%9.35 40
Crystal system Monodinic Maonoclinic Trigonal
Space group PRhjec P 2yje R-3
s 47035 (7} 111667 (1) 19.3142 {13}
& 123772 (14) TR (7) 19.3142 {13}
gA 10.3314 (11} 118970 (13) 10,3283 (5)
o L] S0 Lo
g 92772 (14) 109,637 (11) 90
W S0 Qi 180
z > 2 a
F {000} 268 420 1386
K 150 M2 X2
ViAs B0.76 (13) 97132 (18) 333475 (5)
O jpem? L4 1345 130
g 0.933 (L900 L7
R 0493 (L 0.0398
wR (F) 01063 01272 L0
Mo of peflections a7z 233 1448
CCIC 2013658 20134659 2013660

4, Conclusions

The presented research confirmed the great reactivity of methimazole in the 1,2-dichloroethane
solution under mild conditions, leading to its spontanecus 5-bis alkylation to 1, 2-bis[(1-methyl-1H-
imidazole-2-yljthio]ethane in the form of dihydrochloride tetrahydrate (2b). Therefore, the use of
1,2-dichloroetane should be avoided when working with methimazole. Dihydrochloride tetrahydrate
2b, anhydrous 2a, and dihydrate 2e crystal forms were prepared and their structures were confirmed
by the single crystal X-ray diffraction analysis. Dehydration process of the dihydrate 2c, studied using
complementary solid-state techniques, led to the formation of the anhydrous product 2a, which was
identical to the one obtained by crystallization. No intermediate monohydrate or hemihydrate phases
were detected.
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