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6 — przesuniecie chemiczne w NMR; drgania zginajgce w FT-IR
J — stata sprzezenia
v — drgania rozciggajgce
Ac — grupa acetylowa
ACN — acetonitryl
ATR — ang. Attenuated Total Reflectance — technika w spektroskopii podczerwieni
wykorzystujgca zjawisko ostabionego catkowitego odbicia promieniowania
podczerwonego
COSY - ang. Correlation SpectroscopY — dwuwymiarowa technika korelacyjna
pozwalajgca na korelowanie sygnatéw pochodzacych od jader tego samego
pierwiastka, oddalonych o nie wiecej niz trzy wigzania, a scislej — takich, ktére sg
ze sobg sprzezone
CDI - 1,1’-karbodiimidazol
DCM — dichlorometan, chlorek metylenu
DFT — ang. Density Functional Theory — metoda obliczen oparta na teorii funkcjonatow
gestosci
DMF — dimetyloformamid
DMSO - dimetylosulfotlenek
ESI — ang. ElecroSpray lonization — spektrometria mas z jonizacjg polegajgca na rozpylaniu
cieczy zawierajgcej badang substancje, pod ci$nieniem atmosferycznym
FT-IR — spektroskopia w podczerwieni z transformacjg Fouriera
HMBC - ang. Heteronuclear Multiple Bond Coherence - heterojgdrowa korelacja (*H-X)
dalekiego zasiegu — dwuwymiarowa technika pozwalajgca na korelowanie
sygnatéw pochodzgcych od jader réinych pierwiastkéw, oddalonych o wiele
wigzan
HPLC — ang. High-Performance Liquid Chromatography — wysokosprawna chromatografia
cieczowa
HSQC - ang. Heteronuclear Single Quantum Correlation — technika pozwalajgca na
korelowanie sygnatéw protonéw z sygnatami jgder innego pierwiastka

(heterojadra) na jednym widmie; korelowane jadra odlegte sg o jedno wigzanie



Wykaz stosowanych skrétdw i symboli

Me — grupa metylowa

MIC — minimalne stezenie wywotujace inhibicje

NCS — N-chlorosukcynoimid, N-chloroimid kwasu bursztynowego

NOESY - ang. Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY — homojadrowa technika
wielowymiarowa, stosowana gtéwnie pomiedzy protonami, umozliwiajgca
okreslenie ich wzajemnego potozenia w przestrzeni, wykorzystujgca efekt NOE
— powodujgcy zmiane intensywnosci sygnatow

Ph — grupa fenylowa
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dtugos¢ fazy rozdzielczej okreslonego sktadnika analizowanej mieszaniny
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| Cel pracy

Antybiotyki makrolidowe, tuz obok antybiotykéw B-laktamowych, stanowig coraz
wiekszg i stale poszerzajgcg sie grupe antybiotykdw najczesciej wykorzystywanych
w praktyce ambulatoryjnej. Stanowig one grupe lekdéw pierwszego wyboru stosowanych
przeciwko wielu chorobom zakaznym wywotywanym bakteriami Gram-dodatnimi oraz
niektérymi Gram-ujemnymi. Uzywa sie ich gtownie do zwalczania choréb goérnych
i dolnych drég oddechowych. Mechanizm dziatania antybiotykéw makrolidowych opiera
sie na hamowaniu procesu translacji, czyli biosyntezy biatek w tunelu rybosomalnym,
w rejonie duzej podjednostki 50S rybosomu. Ze wzgledu na szybko postepujgcg opornosc
bakterii na stosowane w medycynie makrolidy, m.in. erytromycyne, klarytromycyne
i azytromycyne, niezbedne jest state poszukiwanie nowych antybiotykdw o ulepszonych
wiasciwosciach farmakologicznych, tj. np. o obnizonej toksycznosci. Zwigzki te zawieraja
zaréwno podstawniki cukrowe, jak i makrocykliczne pierscienie, ktére stanowig doskonatg
platforme do projektowania alternatywnych antybiotykow, wykazujgcych poprawione
parametry fizykochemiczne oraz korzystny stosunek aktywnosci przeciwbakteryjnej
wzgledem toksycznosci.

Gtéwnym celem niniejszej rozprawy doktorskiej byto zsyntezowanie nowych
pochodnych 14- i 15-cztonowych laktonowych antybiotykéw makrolidowych
zawierajgcych przebudowane, tj. zmodyfikowane ramiona cukrowe. Dodatkowo, jednym
z celdw byta funkcjonalizacja aglikonu klarytromycyny oraz ocena jej przydatnosci
(na podstawie analizy konformacji) dla dalszych zastosowan w poszukiwaniu nowych
antybiotykow. Na podstawie analizy spektroskopowej, z wykorzystaniem technik 1D i 2D
NMR oraz FT-IR, waznym byto réwniez ustalenie struktur i konformacji nowo otrzymanych
produktow. Istotnym elementem pracy byfo ustalenie korelacji struktura — aktywno$é
biologiczna, tzw. SAR (Structure Activity Relationship), poprzez konfrontacje
wyznaczonych parametrow fizykochemicznych otrzymanych pochodnych wraz
ze sposobem ich wigzania w tunelu rybosomalnym oraz otrzymanymi danymi odnosnie

aktywnosci przeciwbakteryjnej.
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Il Antybiotyki makrolidowe

W 1957 roku amerykanski noblista — Robert Woodward — wprowadzit termin
»makrolidy”, jako skrét od makrolaktonowych antybiotykéw glikozydowych, czyli klasy
produktéw naturalnych ztozonych z makrocyklicznych laktonéw, do ktérych przytagczony
jest co najmniej jeden podstawnik deoksycukrowy.! Produkowane sg one jako wtdrne
metabolity, gtéwnie przez bakterie Gram-dodatnie z rzedu Actinomycetales. Pierwszy
zwigzek nalezgcy do grupy makrolidéw odkryto w 1950 roku — byta to pikromycyna.
Nastepnie odkryto erytromycyne, bedacg pierwszym laktonowym antybiotykiem
makrolidowym, ktéry znalazt kliniczne zastosowanie we wspdtczesnej medycynie.?
Obecnie termin ,,makrolidy” uzywany jest w znacznie szerszym znaczeniu i obejmuje on
zaréwno zwigzki zawierajgce ugrupowania laktonowe, jak réwniez te, ktére posiadajg
grupy laktamowe w swojej strukturze.> Czestym wspdlnym motywem strukturalnym
makrolidéw laktonowych i laktamowych jest obecno$¢ miejsc nienasycenia ukfadu
makrocyklicznego (Rysunek 1).

Makrolidy stanowig bardzo duzg grupe zwigzkdw wsréd antybiotykéw o dziataniu
bakteriostatycznym lub bakteriobdjczym, stosowanych przeciwko wielu szczepom
bakteryjnym Gram-dodatnim oraz Gram-ujemnym, tj. m.in. Bordetella pertussis
i Legionella pneumophila. Dodatkowo wykazujg one dziatanie przeciwzapalne,
przeciwmalaryczne, a w niektérych przypadkach réwniez przeciwnowotworowe.3 12
Uzywane sg do zwalczania infekcji powodujacych stany chorobowe u ludzi i zwierzat od
ponad sze$édziesieciu lat. Zainteresowanie naukowcéw syntezowaniem nowych
alternatywnych pochodnych makrolidéw laktonowych siega lat 60-tych XX wieku i jest
nieprzerwane do dzi$, ze wzgledu na szybko rozwijajgcy sie opornosc¢ bakterii na te

antybiotyki.3>1113

5 Miejsce nienasycenia QH
>'0 H ukladu makrocyklicznego ~

Laktam 0
~N.
NN Lakton o7~
° NN
: o]
Ryfampicyna Josamycyna

Rysunek 1. Antybiotyki z grupy makrolidéw laktamowych (na przyktadzie ryfampicyny)
oraz makrolidow laktonowych (na przyktadzie josamycyny) wraz z zaznaczonymi
miejscami nienasycenia uktadu makrocyklicznego.

5
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1. Podziat makrolidow

Istnieje wiele mozliwych kryteridw podziatu makrolidow laktonowych.
Z chemicznego punktu widzenia wyrézniamy podziat ze wzgledu na wielko$é
makrocyklicznego pierscienia (aglikonu) lub rodzaj podstawnika sacharydowego
przytagczonego do aglikonowego pierscienia.® Z kolei z klinicznego punktu widzenia

makrolidy dzielimy na trzy rézne grupy: makrolidy pierwszej, drugiej i trzeciej generacji.*?

1.1 Podziat wedtug Bryskier’a

Jednym z podstawowych podziatéw strukturalnych zwigzkéw nalezgcych do grupy
makrolidéw jest system wprowadzony przez A. Bryskier’a. Klasyfikacja ta opiera sie na
uporzadkowaniu zwigzkéw wedtug wielkosci ich pierscienia i pochodzenia. Bryskier, wraz
ze wspotpracownikami, wyrdznit dwie grupy zwigzkéw: makrolidy naturalne, a wsréd nich
zwigzki o 14- i 16-cztonowych pierscieniach laktonowych (Rysunek 2), oraz
makrolidy potsyntetyczne, podzielone dalej na zwigzki o 14-, 15- i 16-cztonowych
makrocyklicznych pierécieniach (Rysunek 3).1* Podziat ten nie jest ostatecznie
rozstrzygajacy o przynaleznosci zwigzkéw do danej grupy, uwzglednia jedynie makrocykle
o 14- — 16-cztonowych pierscieniach, zawierajgcych ugrupowanie laktonowe do ktérych
przytgczony jest podstawnik sacharydowy. Powyziszy sposdb pogrupowania tej klasy
antybiotykow laktonowych pomija zwigzki posiadajgce pierscienie aglikonowe mniejsze,
na przyktad methymycyne® badZ wieksze — amfoterycyne B!® oraz makrolidy

nieposiadajgce podstawnikdw sacharydowych takie jak oligomycyna A718 (Rysunek 4).
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Rysunek 4. Przyktady laktonowych antybiotykdw makrolidowych: posiadajgcych
pierscienie makrolidowe o rdéznej wielkosci - methymycyna o 12-cztonowym aglikonie
i amfoterycyna B o 36-cztonowym aglikonie; zawierajacych spiro-ketal w swojej strukturze
—oligomycyna A.

1.2 Podziat wedtug Omury

Ze wzgledu na fakt, ze dotychczasowy podziat pomijat wiele zwigzkdw nalezgcych do
grupy makrolidowych antybiotykéw laktonowych, K. Shiomi i S. Omura wprowadzili
odmienny sposéb klasyfikacji makrolidéw, oparty na podziale wedtug zrédta pochodzenia
zwigzkow, uwzgledniajac jednoczesnie ich rézng budowe.> Podziat ten jest uniwersalny
ima zastosowanie dla wiekszosci zwigzkéw naturalnych z grupy makrolidow.
Wykorzystanie organizméw produkujgcych dany makrolid jako kryterium podziatu
uniemozliwia jednakze przyporzagdkowanie wielu zwigzkéw  pétsyntetycznych
i syntetycznych do jakiejkolwiek z grup.

Makrolidy klasyfikowane sg na szes¢ grup zwigzkdéw biosyntezowanych i izolowanych z:

1. bakterii Actinomyces:

a) makrolidy o pierscieniach 8-10-, 12-, 14-18-, 20-48-cztonowych,
b) makrolidy polienowe,
c) makrodiolidy i makrotetrolidy,
d) makrolidy laktamowe;
2. bakterii, wliczajgc Myxobacteria:

a) makrolidy o 8-35-cztonowych pierscieniach,
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b) makrolidy trienowe,
e) makrodiolidy i makrotriolidy,
c) makrolidy laktamowe i makrolidy zawierajgce oksazole;
3. grzybéw:
a) makrolidy o 8-16-cztonowych pierscieniach,
b) cytochalazyny,
c) makrodiolidy, makrotriolidy i makropentalidy;
4. rosliniporostow:
a) makrolidy wyizolowane z porostéw,
b) makrolidy o 8-19-cztonowych pierscieniach, wyizolowane z roslin,
c) makrodiolidy i makrotriolidy wyizolowane z roslin;
5. owadodw:
a) makrolidy o 10-39-cztonowych pierscieniach,
b) azamakrolidy;
6. inne makrolidy:
a) makrolidy wyizolowane z glonéw i bezkregowcow,

b) makrolidy wyizolowane z kregowcow.

1.3 Podziat kliniczny

Z klinicznego punktu widzenia makrolidy zostaty podzielone na trzy grupy: antybiotyki
pierwszej, drugiej i trzeciej generacji. Klasyfikacja ta opiera sie na rdoznicowaniu zwigzkdéw
wedtug ich pochodzenia. Ten sposdb podziatu jest najbardziej uniwersalny, gdyz obejmuje
zaréwno zwigzki pochodzenia naturalnego — takie makrolidy zaliczane sg do pierwszej
generacji — jak rdwniez zwigzki potsyntetyczne, zaliczane do drugiej i trzeciej generacji.*?

Antybiotykami makrolidowymi pierwszej generacji, dopuszczonymi do uzytku
klinicznego, byly nastepujgce produkty naturalne: erytromycyna A, spiramycyna,
midekamycyna Al, leukomycyna As (Rysunek 2) oraz karbomycyna (Rysunek 5). Zwigzki
te zostaty wyizolowane jako produkty fermentacji. Wykazywaty one bardzo wysoka
aktywnos¢ przeciwbakteryjng przeciwko bakteriom Gram-dodatnim. Stosowane byty
poczgtkowo w leczeniu chordb skéry wywotywanych przez bakterie Staphylococcus
aureus oraz Staphylococcus epidermidis.*> W latach 60-tych XX wieku antybiotyki te

wprowadzono do leczenia zakazen gérnych i dolnych drég oddechowych, powodowanych
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gtéwnie przez bakterie Staphylococcus pneumoniae i Staphylococcus pyogenes. Znalazty
one rowniez zastosowanie w leczeniu choréb takich jak: legioneloza, borelioza, kita,
btonica, krztusiec oraz choroby wywotywane przez Mycoplasma pneumoniae. Niektére
z antybiotykéw byly réwniez stosowane przeciwko szczepom Gram-ujemnym,
tj.: Haemophilus influenzae czy Pasturella multocida.*3

Makrolidy pierwszej generacji byly skuteczne i dobrze tolerowane przez ludzki
organizm. Przyktadowo, stosowanie erytromycyny prowadzito jedynie do niewielkich
skutkdw ubocznych, takich jak gorzki smak w ustach czy skurcze zotgdka, co byto
spowodowane przeksztatcaniem sie jej - w kwasnym $rodowisku panujgcym w zotgdku —
w produkt nasladujacy dziatanie motyliny — hormonu stymulujgcego skurcze przewodu
pokarmowego.® Pomimo tego, ze stosowanie tych antybiotykdéw byto problematyczne
(krotki okres pottrwania i niewielka biodostepnos¢ przy stosowaniu doustnym, czego
konsekwencjg byto kilkukrotne podawanie lekdw dziennie), byly one stosowane przez
ponad 25 lat. W niektérych krajach Ameryki tacinskiej, Azji i Afryki s3 one stosowane
do dnia dzisiejszego, ze wzgledu na relatywnie niskie koszty produkcji.t3

Niestabilnos¢ chemiczna antybiotykéw, niska biodostepnosé oraz efekty uboczne ich
stosowania, byty gtéwnymi przyczynami dla ktérych podjeto poszukiwania nowych
zwigzkéw o ulepszonych wtasciwosciach. Opracowano i wprowadzono do uzytku piec
nowych pochodnych erytromycyny: klarytromycyne, dirytromycyne, roksytromycyne,
flurytromycyne i azytromycyne (Rysunek 3). Przeprowadzone modyfikacje w pozycji C(6)
lub C(9) uniemozliwialy wewnatrzczgsteczkowe hemiketalizacje, co wzmacniato ich
odpornos¢ na inaktywacje w kwasnym srodowisku. Dodatkowo wykazywaty one
zwiekszong, w stosunku do antybiotykdw pierwszej generacji, biodostepnos¢ po
doustnym podaniu i wydtuzony okres péttrwania, dzieki czemu mozliwa byta redukcja
dawek do 1-2 dziennie.?® Antybiotyki drugiej generacji charakteryzowaty sie zwiekszong
lipofilowoscig, co wptywato z kolei na ich zwiekszong wchtanialnos¢ do tkanek oraz
aktywno$é biologiczng wobec szczepu H. influenzae.?! Poszukiwania i syntezy makrolidéw
drugiej generacji oparte byty na potrzebie odkrycia zwigzkéw charakteryzujacych sie
poszerzonym spektrum dziatania i zwiekszong aktywnoscig przeciwbakteryjna.
Otrzymane zwigzki wyrézniaty sie polepszonymi wtasciwo$ciami farmakokinetycznymi,

jednakze nie wykazywaty znaczgco wyzszej aktywnosci biologicznej.
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Makrolidy trzeciej generacji byty odpowiedzig naukowcéw na szybko narastajgca
opornos¢ bakterii wobec dostepnych antybiotykdéw pierwszej i drugiej generacji. W 2001
roku przeprowadzono badania ktére ujawnity, ze 23% szczepdéw S. pneumoniae jest
opornych na ich dziatanie.?? Charakterystyczne dla antybiotykdw trzeciej generacji byto
wprowadzenie grupy ketonowej w pozycji C(3), ktdora zastgpita podstawnik cukrowy.
Modyfikacja ta wptyneta na wzrost stabilnosci chemicznej w $Srodowisku kwasnym oraz
zwiekszenie aktywnosci biologicznej, szczegdlnie wobec szczepu bakterii S. pneumoniae.?
Wsrdd najbardziej znanych antybiotykdow trzeciej generacji wyrézniamy cetromycyne oraz
telitromycyne (Rysunek 5), ktdra byfa klinicznie wykorzystywanym antybiotykiem przez
ostatnich kilkanascie lat. Oba te makrolidy powstaty w wyniku chemicznego
przeksztatcenia 14-cztonowego  zwigzku — klarytromycyny.'* Wyrdiniajg sie one,
w badaniach in vitro, wysoka aktywnoscig przeciwko makrolidoopornym szczepom
S. pneumoniae.**>** W przeciwieristwie do pozostatych antybiotykéw makrolidowych,
klasyfikowanych gtownie jako wykazujgce wiasciwosci bakteriostatyczne, ketolidy
charakteryzujg sie dziataniem bakteriobdjczym wobec szczepom S. pneumoniae oraz
H. influenzae, zaleznym od stezenia zwigzku.?> Zaréwno telitromycyna, jak i cetromycyna,
mimo indywidualnych réznic w parametrach farmakokinetycznych, majg poréwnywalng
skutecznos¢ w badaniach zaréwno na zwierzetach, jak i na ludziach. Rdznig sie one
skutecznoscia w badaniach in vitro przeciwko szczepom S. pyogenes, wykazujagcym
konstytutywng makrolidowg opornos$é (MLSg) — telitromycyna wykazuje brak aktywnosci,

w przeciwienstwie do cetromycyny.2®

karbomycyna A telitromycyna cetromycyna

Rysunek 5. Karbomycyna A jako przykfad antybiotyku | generacji oraz antybiotyki Il
generacji — telitromycyna i cetromycyna.
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2. Mechanizm dziatania

Mechanizm dziatania antybiotykéw makrolidowych opiera sie na inhibicji syntezy
biatek bakteryjnych poprzez odwracalne zwigzanie sie w tunelu rybosomalnym z duzg
podjednostka (50S) rybosomu, co wptywa na zahamowanie translacji biatka. Doktadne
badania wykazaty, ze podczas wigzania antybiotyku z duzg podjednostka rybosomu
bakteryjnego dochodzi do interakcji ze sktadnikiem 23S RNA. Na ich podstawie ustalono
rowniez, ze makrolidy przytagczajg sie w regionie domeny V rybosomu, w centrum
peptydylotransferazy (PTC).!® Poczatkowe badania zaktadaty, ze dziatanie makrolidu na
komérke bakteryjng powoduje nadmierng akumulacje peptydylo-tRNA, czego skutkiem
jest przedwczesne usuwanie leku z rybosomu.?’” Dokfadne ustalenie nukleotydowe;j
sekwencji rybosomalnego RNA i biatek, za pomocg metody footprinting, umozliwito
identyfikacje miejsc w rybosomie z ktérymi bezposrednio oddziatujg makrolidy.?®
Eksperyment wykazujgcy bezposrednie interakcje pomiedzy podjednostka 23S rRNA
a antybiotykami makrolidowymi byt mozliwy wéwczas, gdy zabezpieczono nukleotydy
w rybosomalnym RNA przed chemicznymi modyfikacjami spowodowanymi wigzaniem
dodanych zwigzkéw do oczyszczonych rybosomow. Tak wiec wykazano, ze wszystkie
makrolidy, ketolidy, linkozamidy oraz streptograminy B zabezpieczajg nukleotydy 2058-
2062 w V domenie, a tylozyna dodatkowo zabezpiecza nukleotyd A752 w Il domenie.?°
Nukleotyd A752 zabezpieczany jest réwniez przez cetromycyne i telitromycyne.3°
Eksperyment ten, wraz z doktadnym okresleniem miejsc w podjednostce 23S rRNA
nadajgcym opornos¢ przeciw enzymatycznym modyfikacjom i mutacjom, umozliwit
doktadne okreslenie miejsca do ktérego przytagczajg sie makrolidy w rybosomalnej
podjednostce 50S H. marismortui.'® Powyzej podane nukleotydy charakterystyczne sg dla
konkretnego szczepu bakteryjnego. Badania wykazaty, ze sekwencje nukleotydow
oinnych kodach, wystepujace w innych szczepach bakterii, posiadajg analogicznie
wiasciwosci, zatem mechanizm dziatania jest dla nich taki sam.

Szczegbtowy mechanizm dziatania antybiotykdw makrolidowych zostat poznany
dzieki przeprowadzeniu badan strukturalnych czgsteczki antybiotyku przytaczonej
do rybosomu. Badania potaczen rybosom-makrolid, w rozdzielczosci >34, wyjasnity wiele
hipotez dotyczacych doktadnego sposobu dziatania antybiotykéw. Kilka réznych grup

badawczych3'3* przeprowadzito, metoda rentgenografii strukturalnej, badania budowy

13



Wstep teoretyczny

przestrzennej podjednostki 50S, wyizolowanej z Haloarcula marismortui i Deinococcus
radiodurans, w obecnosci makrolidéw, ketolidéw i streptogramin.

Hansen wraz ze wspotpracownikami wyizolowali krysztaty karbomycyny A,
spiramycyny, tylozyny i azytromycyny zwigzane z duzg podjednostke rybosomu
H. marismortui, w wyniku wczesniejszego umieszczenia krysztatéw podjednostki
rybosomalnej w roztworze zawierajgcym te antybiotyki (Rysunek 6).32 Badania
strukturalne uwidocznity miejsce wigzania antybiotykéw w tunelu rybosomalnym.
Wykazano, ze laktonowe makrolidy wigzg sie w tunelu rybosomalnym, w miejscu
znajdujagcym sie pomiedzy petla peptydylotransferazy a przewezeniem w tunelu,
w okolicach podjednostek biatkowych L4 i L22, zamykajac jego $wiatfo.3? Antybiotyki
makrolidowe wprowadzone do tunelu rybosomalnego, w zaleznosci od rodzaju i budowy,
wigzg sie w rézny sposob z odpowiednimi nukleotydami poprzez wigzania wodorowe czy

kowalencyjne oraz oddziatywania hydrofobowe.
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Rysunek 6. Struktura krystalograficzna przedstawiajgca umiejscowienie makrolidu w
jednostce rybosomalnej. Tworzacy sie peptyd oznaczony jest kolorem zéttym, makrolid —
czerwonym. Na zielono zaznaczone s3 natomiast zasady, ktére wigzg makrolid .32
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Rysunek 7. Miejsce dokowania antybiotykéw makrolidowych w tunelu rybosomalnym
duzej podjednostki 50S. Czerwonym kolorem zaznaczono karbomycyne A,
pomaraniczowym — tylozyne, z6ttym — spiramycyne, a btekitnym — azytromycyne.?
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Miejsce oddziatywania antybiotyku makrolidowego z rybosomem zbudowane jest
gtéwnie przez nukleotydy 23S rRNA (nukleotydy domeny V: 2058 i 20593° oraz cze$ciowo
z domeny Il i IV) znajdujace sie u ujécia tunelu, oddalonym o 10 - 15 A
od peptydylotransferazy. Zwigzanie makrolidéw z podjednostka rybosomalng blokuje
elongacje tanicucha polipeptydowego, w wyniku jego zetkniecia z antybiotykiem, co moze
nastgpi¢ na etapie tworzenia 1., 2., 3., itd., wigzania peptydowego.*3

Badania strukturalne wykazaly, ze przyfaczenie czgsteczki antybiotyku
do podjednostki rybosomu jest wystarczajgce by zablokowa¢ proces biosyntezy tancucha
peptydowego (od drugiego do szdstego wigzania peptydowego).’* Badania
przeprowadzone przez grupe Tensona potwierdzity z kolei wczesniejszg hipoteze, wedtug
ktérej makrolidowe antybiotyki nie tylko blokujg dalszy wzrost tancucha
polipeptydowego, ale réwniez powodujg dysocjacje peptydylo-tRNA z rybosomdw.3®
Oddysocjowane czgsteczki peptydylo-tRNA akumulujg sie w komérce, co z kolei wptywa

na zmniejszenie ilosci wolnych tRNA i wywotuje efekt toksyczny.37:38
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3. Opornos¢ bakterii na makrolidy

Powszechne stosowanie antybiotykow makrolidowych, pomimo ich duzej
skutecznosci, stato sie kitopotliwe. Obecnos¢ antybiotykéw i ich metabolitow
w srodowisku stanowi powaziny problem wptywajacy na ludzko$é, gdyz opornosc
szczepOw S. aureus na erytromycyne zaobserwowano juz w tym samym roku, w ktérym
dopuszczono ja do klinicznego zastosowania.?® Geny odpowiedzialne za oporno$¢ wobec
makrolidéw zostaty odnalezione we wszystkich Gram-dodatnich szczepach, na ktére
stosowane byty antybiotyki. Badania wykazaty, ze geny opornosci obecne sg w bakteriach
Streptomyces, ktore produkujg te antybiotyki. Gtéwny mechanizm opornosci bakterii na
makrolidy polega na modyfikacjach, ktére zaktécajg molekularne rozpoznanie pomiedzy
czasteczkyg antybiotyku a docelowym miejscem dziatania w rybosomie.?®¢ Zmiany
prowadzace do stabszego wigzania leku w bakteryjnych rybosomach przeprowadzane
sq poprzez:

e kowalencyjne modyfikacje antybiotyku, miedzy innymi poprzez hydrolize laktonu
badz podstawnikéw cukrowych, poprzez regioselektywng glikozylacje albo
poprzez fosforylacje lub acetylacje grup hydroksylowych;

e modyfikacje miejsca aktywnego antybiotyku, poprzez mutacje pojedynczych
nukleotydow oraz chemiczng modyfikacje zasad azotowych nukleotyddw,
na przyktad takich jak N-metylacja zasad wystepujgcych w 23S rRNA (geny erm)
lub mutacje pojedynczych aminokwaséw wystepujgcych w biatkowych
podjednostkach L4 i L22;

Inne mechanizmy opornosci polegajg na ,,wyptywie” makrolidéw z komdrki bakteryjnej
(tzw. efflux), poprzez aktywacje przez nig gendw opornosci (geny mef), oraz poprzez
nadprodukcje miejsca docelowego dziatania makrolidu, czy wigzania antybiotyku
w innych strukturach subkomadrkowych.*’=*° Wiele stosowanych klinicznie antybiotykéw,
miedzy innymi klindamycyna (pdtsyntetyczny antybiotyk z grupy linkozamidéw, ktory
blokuje miejsce-A i miejsce-P w peptydylotransferazie), streptogramina A i B (naturalne
antybiotyki wigzgce sie do peptodylotransferazy) oraz chloramfenikol (antybiotyk
blokujgcy miejsce-A) wspétdzielg miejsce dziatania na rybosomach z makrolidami.36:50-53
Wielolekowa opornos¢, ktora pojawia sie w infekcjach bakteryjnych, stanowi zatem duzy

problem nie tylko w odniesieniu do makrolidow laktonowych, ale tez dla innych lekéw.
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Il Antybiotyki makrolidowe 14-cztonowe

1. Odkrycie i struktura erytromycyny

Erytromycyna (ERY) zostata wyizolowana po raz pierwszy w 1949 roku, w firmie
farmaceutycznej Eli Lilly, w wyniku zakrojonej na szerokg skale akcji poszukiwania nowych
antybiotykdw. Pozyskano jg z gleby zebranej przez Abelardo B. Aguilar’a, filipinskiego
naukowca. W wyniku badan, przeprowadzanych przez J. M. McGuire, udato sie
wyizolowaé¢ z niej erytromycyne, jako produkt fermentacji bakterii Actinomycetes:
Sacharopolyspora erythreus (obecnie klasyfikowanych jako Streptomyces erythreus).>*>>
Erytromycyna izolowana z bakterii wystepuje jako kompleks 6 zwigzkdw: erytromycyny A,
B, C, D, EiF, zktérych erytromycyna A jest gtdwnym sktadnikiem antybiotyku zwanego
Erytromycyna (Rysunek 8).°°

Erytromycyna zbudowana jest z wielopodstawionego, 14-cztonowego pierscienia
laktonowego (zwanego erytronolidem), do ktérego przytaczone sg dwa podstawniki
cukrowe: wigzaniem a-glikozydowym — L-kladynoza w pozycji C(3) oraz wigzaniem
B-glikozydowym — D-dezozamina w pozycji C(5).>’ Erytromycyna posiada pieé¢ grup
hydroksylowych, wptywajacych na wtasciwosci hydrofilowe zwigzku. Z kolei obecnos¢
podstawnika  N,N-dimetyloaminowego, przytgczonego do dezozaminy, nadaje
erytromycynie lekko zasadowe wtasciwosci.”® Aglikon erytromycyny posiada 10 centréw
stereogenicznych, co czyni jg bardzo dobrym substratem do syntezy nowych zwigzkéw,

gdyz stereochemia w tej czgsteczce istotnie wptywa na przebieg reakcji chemicznych.>?

0
14-czlonowy mo/
aglikon OH
Erytromycyna A L-kladynoza

Erytromycyna B Erytromycyna C Erytromycyna D Erytromycyna E Erytromycyna F

Rysunek 8. Ogodlny schemat budowy erytromycyny A wraz z innymi erytomycynami
sktadajacymi sie na kompleks erytromycyn.
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2. Biosynteza erytromycyny

Biosynteza antybiotykdw makrolidowych przebiega odmiennymi $ciezkami
biochemicznych przeksztatcen, jednakze niezaleznie od zwigzku mozna wyrdznié te same
trzy etapy: synteza pierscienia aglikonowego, synteza podstawnikéw sacharydowych oraz
podstawnikéw przytgczonych bezposrednio do pierécienia. Geny odpowiedzialne
za biosynteze aglikonu, deoksycukrow oraz odpowiednich podstawnikéw skupione
sg w jednym miejscu. Ustalenie w latach 90. XX wieku doktadnych sekwencji
nukleotydowych tych genédw umozliwito zrozumienie procesu biosyntezy makrolidéw.'3

Biosynteza aglikonu przebiega jako proces modutowej biosyntezy poliketydowej
(Rysunek 9). Aglikon makrolidu ztozony jest z poliketydéw, ktére sg taczone przez
sukcesywng kondensacje dekarboksylacyjng matych tioestrow karboksyacyli, w sposéb
przypominajgcy biosynteze kwasow ttuszczowych. Kaidy etap syntezy jest
zaprogramowany w taki sposdéb, by ustali¢ jednostke acylowg, przytgczang
do wydtuzajgcego sie tancucha, oraz zdefiniowaé stopnien redukcji zwigzku
B-karbonylowego, otrzymanego w wyniku reakcji kondensacji. Programowanie to jest
przeprowadzane przez syntaze poliketydowg (PKS), ktora katalizuje kazdy etap tgczenia
elementéw tworzagcego sie pierscienia aglikonowego. Poszczegdlne etapy reakcji
enzymatycznych przeprowadzane sg przez odrebne enzymy z grupy syntazy poliketydowe;j
i polegajq one na stopniowym wydfuzaniu tancucha acylowego przytaczonego, poprzez
wigzanie tioestrowe, do enzymu.

Makrolidowa syntaza poliketydowa to duzy, wielofunkcyjny polipeptyd,
posiadajgcy ponad 30 miejsc enzymatycznych. Wszystkie miejsca, ktdre zwigzane
sg z kondensacjg i cyklem redukcji zwigzkéw B-karbonylowych, wystepujga w ciggtej
sekwencji liniowej, okreslanej modutem. W kazdym module znajdujg sie domeny, czyli
obszary enzymatyczne, ktére réwniez uporzgdkowane sg w sekwencji liniowej, jednakze
rozdzielone s3 one miedzydomenowymi odstepami.'3

Domene KS stanowi okoto 550 aminokwaséw. Koduje ona syntetaze
B-ketoacetylo-ACP — enzym katalizujgcy kondensacje pomiedzy wzrastajgcym tancuchem
acylowym (przytaczonym wigzaniem tioestrowym do Cys-173 podstawnika KS),
a jednostka rozszerzajgca, Scisle zwigzang z domeng ACP, czyli biatkowym nosnikiem grup

acylowych, poprzez wigzanie tioestrowe z grupa prostetyczng 4-fosfopantoteinowa.®®

18



Wstep teoretyczny

| DEBSH1 DEBS2 - DEBS3 )

Modul

START —Modul 1 Modul 2 Modul 3 Modul 4 —ModulS _ \oquie
(DHYER GHKD (DK

PP &% SOBY 99 © 98 O

S S

pYPechel o X o
> |
: )-
)

S S

C)

b

Erytromycyna A =

6dEB

Rysunek 9. Szlak biosyntezy wraz ze sposobem utozenia domen syntetazy poliketydowej
w procesie biosyntezy 6dEB, prekursora erytromycyny. Uzyte skréty: ACP — biatkowy
nosnik grup acylowych; AT — acetylotransferaza; DH — dehydrataza; ER — reduktaza
enolowa; KR —B-ketoreduktaza; KS — syntetaza B-ketoacylo-CoA; TE — tioesteraza.'?

Domena AT zbudowana jest z okoto 300 aminokwasdéw. Koduje ona acetylotransferaze —
enzym taczacy, wigzaniem estrowym, wydtuzajacg jednostke acetylo-CoA z resztg Ser
w miejscu aktywnym GHSxG i przenosi je do ACP w celu dalszego potaczenia
z powstajgcym faricuchem acylowym.® Wszystkie moduty z ktérych zbudowana jest
syntaza poliketydowa zawierajg domeny KS, AT oraz ACP. Pozostate domeny okreslajg
zakres w jakim zwigzek B-karbonylowy, produkowany w reakcji kondensacji, zostaje
redukowany. Domena KR koduje B-ketoreduktaze. Jesli jest ona nieobecna badz ulegta
mutacji, grupy B-ketonowe nie sg przeksztatcane w dalszych etapach. Jezeli natomiast jest
ona obecna, grupy B-ketonowe sg redukowane do grup hydroksylowych, ktérych
stereochemia jest ustalona réwniez przez te domene.®“®? Domena DH koduje
dehydrataze, ktdra odpowiedzialna jest za usuwanie grup B-OH oraz protonu z atomu

wegla a, pozostawiajac a,B-nienasycone wigzanie podwadjne. Z kolei domena ER, kodujgca
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reduktaze enoilowg, redukuje podwdjne wigzania trans do ugrupowania
B-metylenowego. Wszystkie moduty makrolidowej syntazy poliketydowej zawierajg
rowniez domene TE, ktora koduje tioesteraze. Znajduje sie ona przy C-koncu ostatniego
modutu, ktéry powoduje uwolnienie faricucha poliketydowego z PKS i jego ostateczng
cyklizacje. Taka tioesteraza nazywana jest TE-1.'> Moduty te mogg réwniez zawierac
odrebny gen kodujgcy krétko-tancuchowa tioesteraze TE-Il, ktdéra odgrywa role
w biosyntezie makroliddw poprzez usuwanie uszkodzonych zwigzkéw posrednich, ktore
zostaty wytworzone w wyniku niepoprawnych reakcji dekarboksylacji wzrastajgce;j
czasteczki.b364

Syntaza poliketydowa erytromycyny, nazywana rdéwniez syntazg 6-dEB
lub w skrocie DEBS, byta pierwszg syntazg poliketydowa zidentyfikowang poprzez
doktadnie zsekwencjonowanie odpowiednich genéw.®>®® Geny kodujgce PKS,
odpowiedzialne zatworzenie pierscienia aglikonowego erytromycyny, zostaty
zgrupowane w sze$s¢ modutdw (Rysunek 9). Sktada sie ona z trzech polipeptydéw: DEBS1
—stanowigcy modut startowy oraz moduty 1i 2, DEBS2 —moduty 3 i4 oraz DEBS3 — moduty
5 i 6. Proces dziatania modutowej syntazy poliketydowej erytromycyny polega na
otrzymaniu jej prekursora — 6-dEB — poprzez sukcesywng kondensacje jednej czgsteczki
propionianu iszesciu czasteczek metylomalonianu, a nastepnie jego dalszym
przeksztatceniu.’® Proces ten rozpoczyna sie od przytgczenia czgsteczki propionylo-CoA,
przez domene AT modutu startowego, a nastepnie przeniesienia jej na s3asiadujgca
domene ACP (a, Rysunek 9). Nastepnie czasteczka propionylo-CoA zostaje przeniesiona
na domene KS modutu 1. Wszystkie domeny AT modutdw 1-6 przytaczajg i transportujg
enancjomer (25) metylomalonylo-CoA do odpowiadajgcych domen ACP (po drugiej, piagtej
i szOstej reakcji kondensacji musi nastepowacd proces epimeryzacji grupy a-metylowej, ale
mechanizm ten nie jest znany).%” Po pierwszej reakcji kondensacji nastepuje reakcja
redukcji grupy B-karbonylowej, katalizowana przez domene KR pierwszego modutu,
prowadzgca do otrzymania produktu przejsciowego (b, Rysunek 9). Powstaty faricuch
acylowy jest nastepnie transportowany na domene KS modutu 2, zachodzi reakcja
kondensacji metylomalonylo-CoA na ACP-2, ktéra generuje triketyd, ktérego grupa
B-karbonylowa jest redukowany przez domene KR-2 (c, Rysunek 9). Nastepny etap polega
na przeniesieniu powstajgcego taricucha acylowego z domeny ACP-2 polipeptydu DEBS1,

na domene KS-3 polipeptydu DEBS2. Odpowiednie rozpoznanie sekwencji znajdujgcych
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sie na poczatku ikoncu podjednostek PKS zapewnia odpowiednie potgczenie
zapobiegajace nieprawidtowemu budowaniu faficucha.®®% Modut 3 zawiera sekwencje
przypominajgcg domene KR, ale z braku miejsca wigzania jest ona niefunkcjonalna. Z tego
powodu, B-karbonylowa grupa tworzgcego sie tetraketydu (d, Rysunek 9) nie jest dalej
przeksztatcana i staje sie ona grupg ketonowa w pozycji C(9) tworzacego sie aglikonu
erytromycyny. Po czwartej reakcji kondensacji, domeny KR, DH oraz ER, przetwarzajg
grupe B-karbonylowg w grupe metylenows (e, Rysunek 9) w pozycji C(7) 6-dEB. Po pigtej
i szostej kondensacji zachodzi tylko ketoredukcja, w wyniku ktérej powstajg grupy
hydroksylowe w pozycji C(5) oraz C(3) pierscienia aglikonowego. Nastepnie po reakcji
redukcji grupy B-karbonylowe] z heptoketydu, domena TE zwalnia tancuch (g, Rysunek 9)
z PKS i umozliwia nukleofilowy atak grupy hydroksylowej, znajdujacej sie przy atomie

wegla C(13), na karbonylowy atom wegla C(1), powodujgc powstanie makrolaktonu.3

CH,0OH CH,0OH ONDP
o NDP-glukozosyntetaza o NDP-glukozodehydrataza 0
OH OH 0= OH
OH OPO, OH ONDP ONDP
OH OH OH

glukozo-1-fosforan
CH; CH;

(o] OH (o] J
CHSJ CH4
o) o)
0
ONDP ONDP
0 lOH OH
CHj CH3J
o) o)
NH, 0 OH
ONDP ONDP
{OH CH,
CHj4
o) o)
\N/ (o) 8n3
ONDP ONDP
OH CH,
NDP-D-dezozamina
OH ¢}
CHj
OH
ONDP
CHgj

NDP-L-mykaroza

Rysunek 10. Kompleksowa Sciezka biosyntezy deoksycukrow wykorzystywanych w
syntezie erytromycyny.'3
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Geny odpowiedzialne za biosynteze deoksycukréw przytgczonych do makrolidéw
zostaty doktadnie zbadane dla wielu réznych antybiotykéw, zaréwno o 14- jak
i 16-cztonowych pierscieniach makrolidowych.’7> Na podstawie tych badan mozliwe
byto stworzenie sciezki biosyntezy cukréw. Przenosnikiem czgsteczek cukrow podczas
syntezy jest czgsteczka NDP — difosforan nukleozydowy. Wszystkie deoksycukry
wytwarzane sg na drodze przeksztatcen z 4-keto-6-deoksy-D-glukozy, ktéra jest
produktem posrednim, powstatym z glukozo-1-fosforanu. Przeksztatcenia tego cukru,
powstate w wyniku dziatania odpowiednich enzymoéw, prowadzg do otrzymania mykarozy
(a z niej, w wyniku dalszych przeksztatcen, kladynozy) i dezozaminy, wedtug schematu
przedstawionego na Rysunku 10.

Ostatnim etapem biosyntezy erytromycyny jest modyfikacja post-poliketydowa.
Utworzony w wyniku biosyntezy aglikon antybiotyku makrolidowego zostaje odpowiednio
przeksztatcony poprzez reakcje glikozylacji, utleniania, redukcji oraz acylowania. Na tym
etapie moze tez zosta¢ przeksztatcony podstawnik deoksycukrowy. Poszczegdlne
antybiotyki majg uporzadkowang sekwencje reakcji prowadzacg do utworzenia
koricowego zwigzku. Sciezka reakcyjna prowadzaca do otrzymania erytromycyny
przedstawiona jest na Rysunku 11. Zostata ona okreslona poprzez identyfikacje zwigzkdw
produkowanych na réznych etapach tej $ciezki.”® W pierwszej kolejnosci, aglikon jest
hydroksylowany w pozycji C(6), a nastepnie w wyniku reakcji glikozylacji w pozycji C(3)
zostaje przytgczona czgsteczka mykarozy, ktdra wystepuje w postaci anomeru a. Kolejnym
etapem jest przytagczenie w pozycji C(5) czasteczki dezozaminy wigzaniem
B-glikozydowym. Nastepnie, w pozycji C(12), nastepuje kolejna reakcja hydroksylaciji.
Ostatnim etapem jest metylacja grupy hydroksylowej czgsteczki mykarozy w pozycji C(3”)
oraz przeksztatcenie jej w kladynoze. Opisane powyzej przeksztatcenia prowadza

do otrzymania z czasteczki 6-dEB — czgsteczki erytromycyny A3
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Rysunek 11. Modyfikacja post-poliketydowa w biochemicznej $ciezce biosyntezy
erytromycyny.
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3. Chemiczna stabilnos¢ i modyfikacje erytromycyny

Zakwalifikowanie danego makrolidu z grupy laktonowych jako antybiotyku
stosowanego klinicznie, wigze sie z wypetnieniem szeregu réznych kryteriéw. Poza bardzo
dobrymi wtasciwosciami przeciwbakteryjnymi, tj. szerokim profilu aktywnosci
biologicznej zaréwno wobec bakterii Gram-dodatnich, jak i Gram-ujemnych, powinien on
wykazywac: zredukowang — wzgledem watroby i nerek — toksycznos¢, niski potencjat
wywotywania reakcji alergicznych, zréwnowazong lipofilowos$¢ i rozpuszczalnosc
w wodzie, wysokg wydajnos¢ wigzania sie w tunelu rybosomalnym oraz wysokg stabilnos¢
chemiczna.”®’7-8 To wiasnie z powodu stabilnosci chemicznej stosowanie erytromycyny
jest problematyczne. Makrolid ten, w Srodowisku kwasnym, ulega réwnowagowym,
wewnatrzczgsteczkowym ketalizacjom (Rysunek 12). Reakcje te prowadza do rozlegtych

zmian konformacyjnych, powodujgc ostabienie wydajnosci wigzania makrolid-rybosom.

Wynikiem tego jest spadek lub catkowity brak aktywnosci biologicznej.84%5

Rysunek 12. Wewnatrzczagsteczkowe rownowagi erytromycyny zachodzace w kwasnym
Srodowisku.

W celu zapobiegania przeksztatceniom erytromycyny w srodowisku kwasnym oraz
zwiekszenia aktywnosci przeciwbakteryjnej wobec szczepom Gram-dodatnim,
przeprowadzone zostaty modyfikacje podstawowego szkieletu erytromycyny A
w aktywnych miejscach, miedzy innymi przy ketonie w pozycji C(9) oraz grupach

hydroksylowych przytaczonych do atoméw wegla C(6) i C(12). W taki sposdb utworzono
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wiele nowych pétsyntetycznych antybiotykéw makrolidowych, ktére charakteryzowaty sie
zwiekszonym spektrum aktywnosci przeciwbakteryjnej (réwniez wobec szczepdw
Gram-ujemnych) oraz byly lepiej tolerowane przy podaniu pacjentom.® Przyktadowo,
wprowadzajgc grupe metoksylowg w pozycji C(6) otrzymano klarytromcyne.
Azytromycyne zsyntezowano poprzez ekspansje pierscienia laktonowego w wyniku
przeprowadzenia reakcji przegrupowania Beckmanna, a nastepnie metylacji atomu azotu
(Schemat 1). Ketolidy z kolei, takie jak telitromycyna, otrzymano w wyniku reakcji
alkilowania i dekladonyzacji, potaczonej z utlenieniem grupy hydroksylowej w pozycji C(3)
oraz wewnatrzczgsteczkowej reakcji addycji 1,4-Michael’a powstatego karbaminianu
do a,B-nienasyconego ketonu w pozycji C(9).118 Te nowe, pdtsyntetyczne antybiotyki
makrolidowe, w porownaniu do erytromycyny, s3 relatywnie bardziej stabilne
w panujgcym w zotgdku srodowisku kwasnym, oraz mogg byé podawane w mniejszych

dawkach i przez krotszy czas terapii.®>

Przegrupowanie
Beckmanna

metylacja

oksym :

erytromycyna A ) azytromycyna

Mechanizm reakcji:

Schemat 1. Schemat przedstawiajgcy synteze azytromycyny z oksymu erytromycny
poprzez przegrupowanie Beckmanna, wraz z mechanizmem reakgji.
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4. Synteza klarytromycyny

Klarytromycyna (CLA), czyli 6-O-metyloerytromycyna A, zostata zsyntezowana w celu
unikniecia problemu ketalizacji w warunkach kwasnych. Z tego powodu przeksztatcono
grupe hydroksylowg, znajdujgcy sie w pozycji C(6), w grupe eterowg — eter metylowy.
Procedura, z pozoru trywialna, okazata sie problematyczna. Antybiotyk ten posiada piec
grup hydroksylowych, zatem selektywne alkilowanie tylko jednej, konkretnej grupy, bez
dokonywania zmian na pozostatych, byto wyzwaniem. Pierwszg regioselektywng alkilacje
przeprowadzit Watanabe wraz z grupa naukowcoéw, prowadzac reakcje metylacji
wczesniej przygotowanej pochodnej erytromycyny A (Schemat 2).8” Proces ten
obejmowat nastepnie rozdziat chromatograficzny pozgdanego produktu od mieszaniny
produktdw metylowanych w réznych pozycjach. Gtéwnym problemem tej procedury byta
regioselektywnos¢ reakcji metylacji, ktéra preferencyjnie zachodzita w pozycji 11-OH,

a nie w pozagdanej 6-OH.

"OH o
"y
v o N-CBZ
| Mel/NaH mieszanina metylowanych

N = I
‘CBZ  DMSO:THF (1:1) produktéw

0 )
e
7~ "OH 1. rozdziat poprzez kolumne

: = chromatograficzng
2. uwodornianie
3. redukcyjna metylacja

+ produkty niepozadane
(gtéwny produkt)

Schemat 2. Schemat syntezy klarytromycyny.

Po wielu prébach reakcji, w ktore zostat wtozony znaczny wysitek, oraz zmianie
parametréow takich jak stosowanie réznych grup ochronnych, rozpuszczalnikéw, zasad
i zwigzkdéw metylujacych, udato sie naukowcom opracowaé wydajng, wysoce selektywng
procedure reakcji metylacji. Ulepszona $ciezka syntetyczna prowadzaca do otrzymania
klarytromycyny (Schemat 3) obejmowata kilka kluczowych etapéw.882° Pierwszym z nich
byto przeksztatcenie erytromycyny A w oksym, w pozycji C(9), celem unikniecia tworzenia

wewnetrznych acetali. Drugim etapem byto zabezpieczenie grup hydroksylowych,
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znajdujgcych sie przy atomach wegla C(2’) oraz C(4”), poprzez zatozenie
trimetylosililowych grup ochronnych. Nastepnie przeprowadzono wtasciwg reakcje
alkilowania w pozycji C(6). Kolejnym krokiem byto zdjecie grup ochronnych z pozostatych
grup hydroksylowych, co prowadzito do otrzymania 9-oksymu 6-O-metyloerytromycyny
A. Koncowym etapem syntezy klarytromycyny byto zdjecie blokady oksymowej,
prowadzgce do ostatecznego, pozgdanego produktu (CLA, Schemat 3). Metoda ta jest
obecnie powszechnie uzywana do produkcji lekéw makrolidowych na duzg skale przez

firmy farmaceutyczne.

1. RBr, t-BuOK
DMSO:THF
N7 ___0c
| 2. AcOH, MeCN
TMS H20
.‘\\\ 2
O/TMS

NaNO, HCI
EtOH*H,0
70°C

Schemat 3. Sciezka syntetyczna prowadzaca do otrzymania klarytromycyny.

27



Wstep teoretyczny

5. Struktura erytromycyny, jako przyktadowego 14-cztonowego antybiotyku

makrolidowego i jej molekularny mechanizm dziatania.

J. R. Everett i J. W. Tyler oraz J. Barber, wraz ze wspétpracownikami, postulowali,
ze antybiotyki makrolidowe o 14-cztonowych pierscieniach wystepuja w dwéch réznych
konformacjach, nazywanych z j. angielskiego ,folded-in” oraz ,folded-out”.°°°? Doktadna
analiza wynikow badan spektroskopii nuklearnego rezonansu jgdrowego (NMR)
potwierdzita, ze zaréwno erytromycyna A, jak i klarytromycyna, wystepujg gtéwnie
w nisko-energetycznych konformacjach ,folded-out” (Rysunek 13), w ktérych proton H(8)
nie wykazuje kontaktéw, na widmie *H-'H NOESY, z protonami H(4) oraz H(11), natomiast
obecne sg silne kontakty pomiedzy protonami H(4)-H(11) (2,7 A), H(5)-(18) (2,4-3,6 A) oraz
H(15)-H(16) (3,2-4,2 A).9293 W tej konformacji, kat dwuscienny whz.c2-c3-H3 wynosi ok. 160°,
przy statej sprzezenia 3Ju2-u3= 10 Hz.°* Badania Miroshyk’a i jego wspdtpracownikéw
wykazaty, ze erytromycyna A i klarytromycyna wystepujg gtéwnie w konformacji ,folded-
out”, ze wzgledu na nizsze naprezenie pierscienia aglikonu.®® Drugg charakterystyczng dla
antybiotykow o 14-cztonowych pierscieniach makrolidowych jest konformacja ,folded-in”
(Rysunek 13). Charakterystyczne dla tej konformacji jest wystepowanie silnych kontaktow
pomiedzy protonami H(3), H(8) oraz H(11), ktdére znajdujg sie wewnatrz pierscienia

Wy co.ca.n3 = 1619, twist boat!

H1’-H5” =2.35 A

Wyo.c2-c3-H3 = 87°,°
H1’-H5” =3.40 A

,folded-out” Jfolded-in”

Rysunek 13. Struktura makrolidu o 14-cztonowym pierscieniu (na przyktadzie
erytromycyny) w dwdch konformacjach: ,folded-out” (szara, obliczona) oraz ,folded-in”
(zielona, na podstawie struktury PDB 1JZY®7). R6zowymi strzatkami oznaczone s3 kluczowe
kontakty *H-'H wystepujgce w widmie NMR — NOESY i ROESY. Na rysunku przedstawione
sg katy dwuscienne (w) oraz odlegtos¢ pomiedzy czesSciami sacharydowymi H1’ — H5”
wyznaczona w angstremach (A). Struktury antybiotykdw zostaty obliczone metoda MOG-
PM6 i B88 LYP (GGA)-DFT.%
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aglikonowego oraz znajduja sie w odlegtosci 2,2 — 2,4 A od siebie.?5%7 Blisko$¢ tych
protondéw wynika ze zmiany konformacji wewngatrz pierscienia laktonowego,
we fragmencie C(2) — C(7). Powyzszy uktad przestrzenny miedzy protonami jest mozliwy
przez zmniejszenie kata dwusciennego whz-c2-c3-v3 z ok. 160° do ok 90-100°, przy statej
sprzezenia 3Ju2-u3= 2-3 Hz. Takie utozenie pierscienia powoduje zwiekszenie odlegtosci
pomiedzy kladynoza a dezozaming, z H(1’)-H(5”) ~ 2,4 A (przy konformacji ,folded-out”)
do H(1’)-H(5”) ~ 3,5 A (przy konformaciji ,folded-in”).% Nasza analiza wykazata, ze dla
kompleksu erytromycyny A z rybosomem bardziej korzystna jest wysokoenergetyczna
konformacja ,folded-in” (Rysunek 13)%%. Konformacja ta cechuje sie wystepowaniem
dwéch stref: hydrofilowe] i hydrofobowej. Czes¢ bardziej hydrofilowa zlokalizowana jest
powyzej pierscienia aglikonowego i obejmuje fragment z ketonem w pozycji C(9), laktam
przy atomie wegla C(1), grupy hydroksylowe w pozycji C(6), C(11) i C(12) oraz czesci
cukrowe. Czes$¢ hydrofobowa (pod aglikonem) wyznaczona jest przez podstawniki
alkilowe. W takiej strukturze ,folded-in” kladynoza, podczas wigzania w tunelu
rybosomalnym, przyjmuje nietypowg strukture skreconej tédki. Poréwnujac obie
struktury, ,folded-in” wraz z ,folded-out” (Rysunek 14), mozina zauwazy¢, ze obie
konformacje sg stabilizowane przez tworzace sie wewnatrzczgsteczkowe wigzania
wodorowe, w ktdrych akceptorem jest atom tlenu grupy ketonowej w pozycji C(9).%*
W odrdéznieniu od konformacji ,folded-in”, konformacja ,folded-out” jest stabilizowana
przez dodatkowe wigzanie wodorowe pomiedzy protonem z grupy hydroksylowej

znajdujacej sie przy atomie wegla C(6) a grupa ketonowa.**

,folded-out” vs. ,folded-in”

Rysunek 14. Struktura makrolidu o 14-cztonowym pierscieniu w konformacji ,,folded-in”
(zielona, na podstawie struktury PDB 1JZY®?) oraz ,,folded-out” (szara, obliczona) natozone
na siebie. Struktury antybiotykow zostaty obliczone metodg MOG-PM6 i B88 LYP (GGA)-
DFT oraz przedstawione za pomocg pakietu obliczeniowego Scigress.®*
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Doktadne poznanie dominujacej struktury antybiotyku jest niezbedne dla ustalenia
jego sposobu dziatania i zoptymalizowania aktywnosci biologicznej. Badania
fizykochemiczne  przeprowadzone na  przyktadzie klarytromycyny  wykazaty,
ze konformacja zwigzku wptywa w znaczacy sposdb na jego lipofilowos$é, na to jak
przenika przez bfony biologiczne oraz na jego zdolno$¢ kumulowania sie w komaérkach.%9°

Jak wspomniano w Rozdziale II.2, antybiotyki makrolidowe o 14- — 16-cztonowych
pierscieniach wigzg sie w tunelu rybosomalnym réznych szczepdw bakterii, a ich sposéb
dziatania opiera sie na blokowaniu procesu translacji na réznych etapach. Taki sposéb
dziatania jest niezalezny od wielkosci pierscienia aglikonowego.®® Antybiotyki
makrolidowe majg powinowactwo do tunelu rybosomalnego ze wzgledu na fakt, ze ich
miejsce wigzania znajduje sie w okolicach petli peptydylotransferazy. Antybiotyki te moga
wigzac¢ sie w tunelu rybosomalnym w zréznicowany sposdb, w zaleznosci od réznego
utozenia ich pierscieni wzgledem S$wiatta tunelu rybosomalnego i podjednostek
biatkowych L4, L22 oraz L37E w bakteryjnym rybosomie (Rysunek 15).%4 Statymi punktami
orientacyjnymi mogg by¢ podjednostki biatkowe uzyte w celu okreslenia dokfadnego
miejsca wigzania makrolidu.>%101-105

Sposdb wigzania sie antybiotykdw makrolidowych o 14-cztonowych pierscieniach,
takich jak erytromycyna, klarytromycyna czy telitromycyna rézni sie od tych o 15- czy
16-cztonowych pierscieniach.?* Piersciert aglikonowy antybiotykdéw 14-cztonowych jest
utozony prawie prostopadle do osi tunelu rybosomalnego. Konfiguracja ta, zakrywajgca
Swiatto tunelu, jest stabilizowana przez miedzyczgsteczkowe wigzanie wodorowe
pomiedzy grupg aminowg z adenylanu A2045 z 23S rRNA a grupa hydroksylowg O(6)H
erytromycyny. Utozenie czgsteczki antybiotyku w tunelu rybosomalnym D. radiodurans
jest gtownie utrzymane przez interakcje z U2590 i G2484 oraz ze stosem adenylandw
stabilizowanych oddziatywaniami elektronowymi typu m-mt ,stacking”: A2040, A2041
i A2041, z 23S RNA (Rysunek 15). Kiedy erytromycyna nie zwigze sie kowalencyjnie
w tunelu, aglikon zostanie odsuniety od podjednostki L37E i L4, nie tworzgc zadnych
interakcji z nimi, czego wynikiem jest brak aktywnosci (Rysunek 15). Kieszen, w ktérej
wigze sie jeden z deoksycukréow erytromycyny, kladynoza, zbudowany jest z nukleotydoéw
G2484, C2589 oraz U2588, ktdre sg w bliskim kontakcie z grupami hydroksylowymi
przytaczonymi do aglikonu w pozycji C(11) i C(12).%*
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Rysunek 15. Odwzorowanie modelu wigzania makrolidu 14-cztonowego (na przyktadzie
erytromycyny) w dwéch rdéinych projekcjach: a — wzdtuz tunelu rybosomalnego,
réwnolegle do osi, w kierunku petli PTC, zastonietej przez nukleotyd A2045 (zaznaczony
na czerwono); b — prostopadle do osi tunelu, z perspektywy nukleotydéw A2045.%*
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6. Modyfikacje chemiczne erytromycyny i klarytromycyny wraz z ich aktywnoscia

przeciwbakteryjng

Od momentu wprowadzenia na rynek farmaceutyczny antybiotykow
makrolidowych zaobserwowano lawinowo narastajgcg opornos¢ bakterii  przez
niewfasciwe uzycie tych farmaceutykow. Ksztattowanie sie tej opornosci stanowito
bodziec, zaréwno dla wielu naukowcow, jak i firm farmaceutycznych, do syntezy nowych,
ulepszonych na drodze modyfikacji chemicznych, antybiotykdw makrolidowych.
Od ponad 60 lat, naukowcy przescigajg sie w tworzeniu nowych antybiotykéw, ktére
charakteryzowatyby  sie  jeszcze lepszymi wiasciwosci antybakteryjnymi,
przeciwgrzybicznymi, a czasem nawet przeciwnowotworowymi, w zestawieniu
z ulepszonymi parametrami farmakokinetycznymi. Przez lata powstaty w tej dziedzinie
tysigce prac opisujace starania naukowcéw z catego $wiata, a zainteresowanie badaniami
nad antybiotykami makrolidowymi mimo tego wcigz wzrasta. Modyfikacje tych zwigzkéw
zostaty przeprowadzone niemalze w kazdej pozycji. Obejmowaty one zaréwno mniejsze
modyfikacje, jak rowniez znaczng reorganizacje niektérych fragmentow zwigzku.
Publikacji naukowych dotyczgcych syntezy pochodnych antybiotykéw makrolidowych jest
tak duzo, ze nie sposéb wszystkich zacytowac (Scopus — ponad 4,5 tys. artykutéw). Z tego
powodu powstato rowniez wiele artykutéw przeglagdowych podejmujgcych tematy
modyfikacji, sposobu wigzania antybiotykéw czy ich aktywnosci biologicznej.3>10,11,13,94

Miejsce i rodzaj przeprowadzanych modyfikacji antybiotykdw o 14-cztonowych
pierscieniach aglikonowych przedstawione zostaty na Rysunku 16. W tym rozdziale
zaprezentowatam kluczowe modyfikacje przeprowadzone w ostatnim dziesiecioleciu

i zilustrowatam je na wybranych przyktadach zwigzkdw.
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Rysunek 16. Miejsce i rodzaj przeprowadzanych przyktadowych modyfikacji antybiotykdéw
0 14-cztonowych pierscieniach.
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6.1 Modyfikacje w obrebie kladynozy

Kladynoza, sacharyd przytaczony do aglikonu przy atomie wegla C(3), posiada
w pozycji C(4”) wolng grupe hydroksylowg. To wfasnie w obrebie tej grupy
przeprowadzane byly wszystkie modyfikacje dokonywane na tym podstawniku
cukrowym. Poprzez tworzone wigzania karbaminianowe, estrowe czy glikozydowe,
przytaczane byty do struktury makrolidu podstawniki o réznym charakterze — zaréwno
hydrofobowe, jak i hydrofilowe.

Przytagczenie za  pomocg wigzania  karbaminianowego  podstawnika
aromatycznego, takiego jak ugrupowanie benzylowe czy fenetylowe, w pozycji C(4”)
ulepszyto wtasciwosci lipofilowe antybiotyku utrzymujgc wartosci  aktywnosci
przeciwbakteryjnej na porownywalnym poziomie do aktywnosci erytromycyny
i azytromycyny (1, Rysunek 17).1% 7 kolei wprowadzenie w tej samej pozycji, réwniez za
pomocg wigzania karbaminianowego, podstawnikdw aromatycznych poprzez dtugi
tancuch alkilowy zakonczony grupa amidowa, skutkowato wzrostem aktywnosci
biologicznej wzgledem standardowych antybiotykéw (2, Rysunek 17).197 Specyficznym
przyktadem modyfikacji byto wprowadzenie, za pomocg bis-hydrazydowych tacznikow,
podstawionych benzimidazolowych pierscieni (3, Rysunek 17).108109 Modyfikacje te
spowodowaty czterokrotny wzrost aktywnosci wobec szczepu S. pneumoniae A22072

wzgledem klasycznych antybiotykéw makrolidowych.

Rysunek 17. 4”-0O-karbamoilowe pochodne 14-cztonowych antybiotykdw makrolidowych.

W pozycji C(4”), za pomocg wigzania estrowego, wprowadzono zmodyfikowane
podstawniki chinolonowe, bedgce zakoriczeniem dtugich diaminoalkilowych (4, Rysunek
18)11° |ub oksalkilowych (5, Rysunek 18)'1%112 taAcuchéw, ktérych dtugosé wptywata
istotnie na wtasciwosci biologiczne. Wyttumaczeniem takiej obserwacji byto to, ze wraz

ze wzrostem dtugosci podstawnika alkilowego wzrastata lipofilowosc¢ i, w konsekwencji,
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aktywnos¢ przeciwbakteryjna. Badania wykazaty, ze ugrupowanie chiolonowe pozytywnie
wptywa na akumulacje zwigzkédw w bakteryjnych rybosomach, cho¢ model wigzania nie

jest do tej pory catkowicie wyjasniony.!3

K

o _ o N
okﬁo/\/ov\/@)\(w

| O O

Rysunek 18. Przykfady estrowych pochodnych klarytromycyny z wprowadzonymi
podstawnikami chinolonowymi.

Modyfikacje przeprowadzone na kladynozie w pozycji C(4”) obejmowaty rowniez
wydtuzenie podstawnika cukrowego poprzez przytaczenie, za pomocg wigzania
glikozydowego, kolejnej grupy sacharydowej. Wprowadzenie dodatkowe] grupy
cukrowej, w ktérej wszystkie grupy hydroksylowe zostaty zablokowane (6, Rysunek 19),
skutkowato wyraznie znaczacym spadkiem aktywnosci biologicznej wzgledem
podstawowych antybiotykow.411> Ten fakt mozna wyttumaczy¢ stabszym wigzaniem sie
tych makrolidéw w tunelu rybosomalnym, biorgc pod uwage dominujgcy model wigzania
dla makrolidow zawierajgcych kladynoze.®* Réwniez przytaczenie w pozycji C(4”)
dodatkowego podstawnika — dezozaminy z wolnymi grupami hydroksylowymi (7, Rysunek
19) — spowodowato spadek aktywnosci, lecz nie tak drastyczny jak w przypadku zwigzkdw

z zablokowanymi grupamit?®,
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Rysunek 19. 14-cztonowe makrolidy modyfikowane w pozycji C-4” poprzez wprowadzenie
podstawnikéw cukrowych.
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6.2 Modyfikacje w pozycji C(3)

W celu doktadnego zbadania wptywu obecnosci kladynozy w czasteczce
antybiotyku makrolidowego na aktywnos¢ biologiczng zwigzku, przeprowadzono badania
polegajgce na jej usunieciu, a nastepnie funkcjonalizowaniu pozycji C(3) aglikonu.
Poczatkowo przeprowadzono reakcje hydrolizy cukru, by nastepnie za pomoca wigzan
karbaminianowych lub eterowych przytgczy¢ podstawnik do powstatej wolnej grupy
hydroksylowej.

Magee wraz ze wspoétpracownikami przeprowadzili modyfikacje klarytromycyny,
polegajgcq na zastgpieniu kladynozy arylowo podstawiong pirolidyng, przytaczong
zapomocg karbaminianu, z jednoczesnym zablokowaniem — rdéwniez poprzez
karbaminian — grup hydroksylowych w pozycji C(11) i C(12) (8, Rysunek 20).*Y” Otrzymali
oni w ten sposéb pochodng, ktdrej warto$¢ aktywnosci wobec opornego szczepu
S. pneumoniae 1243-00 MLSg byta nawet ok. 4200 razy lepsza w poréwnaniu
z aktywnoscig klarytromycyny. Analiza modelu kompleksu zwigzek-rybosom wykazata,
ze bardzo istotng role w wigzaniu tego typu pochodnych klarytromycyny odgrywajg
obecne oddziatywania typu m-m pomiedzy wprowadzonym aromatycznym pierscieniem
w pozycji C(3) a nukleozydem G2484 rybosomu. Oddziatywania te zapewniajg stabilizacje
zwigzku w miejscu wigzania w tunelu rybosomalnym.

Modyfikacje w pozycji C(3) 14-cztonowych antybiotykéw laktonowych, poprzez
wigzanie eterowe (Rysunek 20), zostaly przeprowadzone przez zespdt Liang’a.1!®11°
Przytgczyli oni do aglikonu nienasycony tgcznik zakonczony heterocyklicznym
podstawnikiem, w obecnosci blokady oksymowej chronigcej karbonyl w pozycji C(9).
W celu sprawdzenia dodatkowego wptywu wolnych grup hydroksylowych na aktywnos$é
biologiczng tych zwigzkéw przeprowadzono modyfikacje, w ktérych w jednym zwigzku
zatozono blokade weglanowg przy atomach C(11) i C(12) (9, Rysunek 20), a w drugim
pozostawiono te grupy bez modyfikacji (10, Rysunek 20). Zwigzek 9 wykazywat wyzsza
aktywnos¢ wobec S. pneumoniae, ale nizszg wobec S. aureus, w przeciwienstwie
do pochodnej 10, ktéra z kolei osiggneta lepsze wartosci aktywnosci przeciw S. aureus,

a gorsze przeciwko szczepowi S. pneumoniae.
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Rysunek 20. Pochodne antybiotykdw o 14-cztonowym pierscieniu laktonowym
modyfikowane w pozycji C(3) aglikonu.

Specyficzng formg modyfikacji 14-cztonowych makrolidéw laktonowych w pozycji
C(3) sg antybiotyki trzeciej generacji — ketolidy. Powstaty one w wyniku reakcji hydrolizy
cukru, a nastepnie utlenieniu wolnej grupy hydroksylowej do ketonu. Typowymi
przedstawicielami ketolidéw sg zwigzki takie jak: telitromycyna i cetromycyna (Rysunek 5)
oraz solitromycyna, TE-802 i moditromycyna (Rysunek 21). Pomimo, ze nie posiadajg
czasteczki kladynozy w swojej strukturze, wykazuja one wysokg aktywnos¢
przeciwbakteryjng, gdyz ich ramiona wydtuzone sg w pozycjach C(6), C(9), C(11) i C(12)
poprzez obecnos¢ ugrupowan, tj.: karbaminian, eter czy oksym. Takie modyfikacje
ketolidow umozliwiajg skuteczne przenikanie poprzez bakteryjne btony komdrkowe,
akumulacje w wysokim stezeniu w bakteryjnych komodrkach oraz korzystny model

wigzania w tunelu rybosomalnym,>8120-122

solitromycyna TE-802 moditromycyna

Rysunek 21. Przyktady antybiotykow Il generacji — ketolidow.

Ciekawym i bardzo wainym spostrzezeniem dla tej grupy zwigzkéw jest to,
Ze moga one w rézny sposob wigzaé sie w tunelu rybosomalnym ze wzgledu na mozliwg
odmienng reorientacje podstawnika przytgczonego do karbaminianu w pozycji C(11)-

C(12). Na Rysunku 22 przedstawitam mozliwe sposoby wigzania antybiotyku
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ketolidowego na przyktadzie telitromycyny. Aromatyczny podstawnik przytgczony
zapomocg tacznika do karbaminianu w pozycji C(11)-C(12) jest zorientowany
i stabilizowany w zaleznosci od docelowego szczepu bakteryjnego. | tak, w przypadku
H. marismortui pierscien pirydynowy wigze sie z nukleotydem C2644 za pomocg wigzan
wodorowych i oddziatywan m-rt elektronowych.?”:123124 W przypadku szczepu E.coli
oddziatywania -t elektronowe t3czg piersciern imidazolowo-pirydynowy z adenylanem
A752.°110L125 Natomiast w szczepie bakteryjnym D. radiodurans w oddziatywaniach n-it
elektronowych bierze udziat pierscient imidazolowy podstawnika i bakteryjny nukleotyd
C803.33 Z powodu réznic w sposobie utozenia podstawnika, w przypadku ketolidéw,
zaleznos¢ struktura-aktywnos$¢ (SAR) jest bardziej ztozona niz dla innych typéw
makrolidéw. Ztozonos$¢ ta wynika z tego, ze przytgczone do karbaminianu ramie,
posiadajgce imidalolowo-pirydynowe zakonczenie, moze oddziatywa¢ z réznymi
obszarami tunelu. Podstawnik ten moze by¢ kierowany w gtgb tunelu w strone miejsca-P
(H. marismortui), moze by¢ zorientowany w przeciwnym kierunku (D. radiodurans) lub
umieszczony miedzy tymi dwoma pozycjami poprzez zmiane konformacji tacznika
alkilowego (E.coli). Podczas gdy konformacje aglikonu telitromycyny w rybosomach
H. marismortui i E. coli sg podobne, konformacja telitromycyny w rybosomie
D. radiodurans wykazuje prostopadtfa orientacje wzgledem swiatta tunelu, jak pokazano

na Rysunku 22.
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a) (H. marismortui b) < c) (D. radiodurans
— PDB 1Y1)) =3 — PDB 1P9X )

Telitromycyna

Rysunek 22. Modele rdéinych konformeréw telitromycyny wraz z kluczowymi
nukleotydami stabilizujgcymi ramie przytaczone do weglanu w pozycji C(11)-C(12),
wyekstrahowane z réznych bakteryjnych komplekséw: a) z Haloarcula marismortui®’, b) z
Eschericha coliP', c¢) z Deinococcus radiudurans33; struktury trzech konformacji
telitromycyny zostaty natozone na siebie i przedstawione z perspektywy dezozaminy oraz
od strony atoméw wegla C(1) — C(3) aglikonu (d). Modele wzajemnych oddziatywan n-nt
miedzy kluczowymi nukleotydami, a ramieniem antybiotykdw zostaty przedstawione
z wykorzystaniem pakietu Scigress.®*
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6.3 Modyfikacje w obrebie dezozaminy

Rozwazajgc molekularny mechanizm dziatania 14-cztonowych antybiotykdéw
makrolidowych zauwazono, ze obecnosé dezozaminy jest niezbedna dla wigzania sie tych
zwigzkdéw w tunelu rybosomalnym. Sacharyd ten jest zaangazowany w tworzgce sie
wewnatrzczgsteczkowe wigzania wodorowe i hydrofobowe oddziatywania, niezaleznie
od wielkosci i sposobu ufozenia pierscienia makrocyklicznego.®* Mimo tego, naukowcy
podjeli préby modyfikacji w tym obrebie poprzez wymiane podstawnika metylowego
grupy N,N-dimetyloaminowej w pozycji C(3’), czy poprzez wprowadzenie podstawnika
w pozycji C(4').

Liu wraz ze wspoétpracownikami zsyntezowali pochodne erytromycyny, w ktérych
grupa N,N-dimetyloaminowa dezozaminy zostata zastgpiona inng trzecio-
lub drugorzedowg aming (11 i 12, Rysunek 23).22” Modyfikacje te poprawity skutecznosé
erytromycyny jako agonisty receptora motyliny i jej mozliwosci zastosowania w infekcjach
zotadkowo-jelitowych. Z kolei aktywnos¢ biologiczna nowych pochodnych wobec

testowanego szczepu S. pneumoniae ATCC 6301 byta relatywnie niska.

Rysunek 23. Pochodne erytromycyny modyfikowane na atomie azotu dezozaminy.

Modyfikacje na atomie azotu z wprowadzeniem triazolowego motywu
przeprowadzit Oyelere wraz z grupg naukowcdéw.'?®130 Zsyntezowali oni pochodne
ketolidowe, posiadajgce w miejscu jednej grupy metylowej podstawnika
N,N-dimetyloaminowego arylowo-triazolowo-alifatyczne ramiona zakoriczone kwasem
hydroksymowym (13, Rysunek 24). Zwigzki te dodatkowo posiadaty zablokowane grupy
hydroksylowe przy atomach wegla C(11) i C(12) poprzez karbaminian, ktory potgczony byt
mostkiem etylenowym z iming w pozycji C(9). Pochodne te wykazywaty wtasciwosci
przeciwmalaryczne i przeciwpasozytnicze. Dodatkowo wykorzystywane moga by¢ jako
inhibitory deacetylaz histonéw w mechanizmach kontroli ekspresji genéw. Grupa

Oyelere’a zsyntezowata réwniez pochodne, ktére posiadaty wolne grupy hydroksylowe
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przy atomach wegla C(11) i C(12) oraz grupe karbonylowa w pozycji C(9), a w pozycji C(3)
posiadaty kladynoze (14, Rysunek 24) lub grupe hydroksylowga (15, Rysunek 24). Badania

biologiczne oraz dokowanie tych zwigzkédw wykazaty, ze wszystkie tego typu pochodne

sg silnymi inhibitorami HDAC1 i HDAC2 na poziomie nanomolowym.

Rysunek 24. Pochodne klarytromycyny modyfikowane na atomie azotu dezozaminy
z wykorzystaniem reakcji cykloaddycji Huisgena.

Lei wraz z grupg naukowcow przeprowadzit modyfikacje dezozaminy w pozycji
C(4’).13%132 Otrzymali oni ketolidy, posiadajace blokade w postaci weglanu przytaczonego
do atomoéw wegla C(11) i C(12), zawierajgce 4’-O-podstawiong dezozamine. Synteza
zwigzkdéw polegata na usunieciu tego sacharydu, a nastepnie wstawieniu innego —
mykaminozy — poprzez reakcje glikozylacji (16, Rysunek 25). Wymiana podstawnika
cukrowego skutkowata wzrostem aktywnosci przeciwbakteryjnej, co ttumaczone byto
wiekszymi mozliwosciami oddziatywan pomiedzy zmodyfikowanym makrolidem,
a nukleotydami wystepujgcymi w petli peptydylotransferazy. Przeprowadzili oni tez
synteze pochodnych, w ktérych zmodyfikowali grupe hydroksylowg w pozycji C(4’)
mykaminozy poprzez przytgczenie podstawnika aromatycznego, badz cykloalkanu,
za pomocg wigzania karbaminianowego, przy jednoczesnym wprowadzeniu oksymu
w pozycji C(9) (17 i 18, Rysunek 25). Analizujgc aktywnos¢ biologiczng pochodnych,
z wprowadzonym nowym sacharydem, mozna zauwazyé, ze podstawienie grupy
hydroksylowej w mykaminozie skutkuje obnizeniem wtasciwosci przeciwbakteryjnych
zwigzkdw, niezaleznie od budowy ich aglikonu — w tym przypadku od blokady grup
hydroksylowych w pozycji C(11) i C(12), obecnosci karbonylu w pozycji C(3) oraz oksymu

przy atomie wegla C(9). Dodatkowo obecnos¢ obszernych podstawnikow przytgczonych
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do oksymu jeszcze bardziej obnizyta potencjat biologiczny, co skutkowato zanikiem

aktywnosci biologiczne;j.

Rysunek 25. Pochodne ketolidow modyfikowane w pozycji C(4’) dezozaminy.

6.4 Modyfikacje w pozycji C(6)

Modyfikacje przeprowadzane przy atomie wegla w pozycji C(6) obejmowaty
przytgczenie podstawnika poprzez wigzanie eterowe, wykorzystujagce wolng grupe
hydroksylowg znajdujacg sie w tej pozycji. Przyktadem takiego przeksztatcenia byta
przeprowadzona przez Sugimoto i wspotpracownikéw modyfikacja erytromycyny
prowadzaca do przytaczenia czasteczki propargilu jako motywu strukturalnego.'3?
W wyniku nastepczej reakcji sprzegania Sonogashiry, z odpowiednimi jodkami, powstaty
pochodne o sztywnych tgcznikach, zawierajgcych nienasycone wigzanie potrdjne,
zakonczone 1,2-oksazolem, z przytagczonym heteroaromatycznym podstawnikiem.
Dodatkowo w pozycji C(2) wprowadzono atom fluoru zmieniajgc tym samym wiasciwosci
zwigzku. Otrzymano w ten sposéb pochodng (19, Rysunek 26), ktérej aktywnosé wobec
wrazliwych na erytromycyne szczepdw S. pneumoniae byta 10-krotnie wieksza niz dla

wzorcowej klarytromycyny oraz nawet 100-16000-krotnie wyzsza wobec szczepdw

S. pneumoniae opornych na erytromycyne.

Rysunek 26. Pochodna o 14-cztonowym pierscieniu laktonowym, modyfikowana w pozycji
C(6) aglikonu, jednoczesnie z podstawionym atomem fluoru w pozycji C(2).
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6.5 Modyfikacje w pozycji C(9)

Poczagtkowo gtéwnym motywem przeprowadzania modyfikacji w pozycji C(9)
aglikonu byto zatozenie blokady na reaktywng grupe karbonylowa. Podstawniki
przytaczano poprzez oksymy, rzadziej poprzez wigzanie eterowe. Zauwazono,
ze wprowadzenie dfugich tgcznikdw zakonczonych heteroaromatycznymi pierscieniami
zwieksza aktywnos¢ biologiczng pochodnych makrolidowych. Wynika to z faktu, ze dtugie
i czesto sztywne ramiona wprowadzone w tej pozycji wymuszajg lekko zmieniong
orientacje podstawnika, co z kolei implikuje ich odmienny sposéb wigzania w tunelu
rybosomalnym.34

Modyfikacje poprzez wigzanie eterowe zostaty przeprowadzone przez Shaw’a
i jego wspdtpracownikdéw.35137 Zastgpili oni keton tgcznikiem eterowym zakoriczonym
triazolowym pierscieniem (20, Rysunek 27) oraz N-metyloamidem (21, Rysunek 27).
Pomimo, ze zwigzki te nie wykazywaty aktywnosci biologicznej wobec szczepu
bakteryjnego S. penumoniae (MIC wynosit 128 pug/ml), moga one dziata¢ jako agonista
motyliny — hormonu odpowiedzialnego za regulacje aktywnosci motorycznej

w przewodzie pokarmowym.
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Rysunek 27. Przyktady eterowych pochodnych erytromycyny modyfikowanych w pozycji
C(9).

Modyfikacje polegajgce na rozbudowywaniu antybiotyku w pozycji C(9) poprzez
oksym przeprowadzane byty przez réine grupy naukowcdw, z zastosowaniem wielu
zréznicowanych reakcji i przeksztatcen. Nam wraz ze wspotpracownikami zsyntezowali
9-O-arylopropenylooksymowe pochodne klarytromycyny wykorzystujgc do tego reakcje
Hecka (22, Rysunek 28).138 Otrzymane przez nich pochodne wykazywaty wysoka
aktywnos¢ przeciwko szczepom S. pneumoniae oraz S. pyogenes (wartosci MIC wynosity
0,06 pg/ml). Podobne modyfikacje przeprowadzita grupa naukowcédw ktorej przewodzit
Liang.13413%-141 Otrzymali oni réwniez zwigzki z przytaczonym sztywnym, oksymowym
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ramieniem, zakoriczonym heterocyklicznymi podstawnikami oraz réwnoczesng blokada
weglanowa, zatozong na grupach hydroksylowych w pozycji C(11) i C(12) (23 i 24, Rysunek
28). Wyniki badan mikrobiologicznych wykazaty, ze w tym przypadku blokada ta wptyneta
negatywnie na aktywnos$é, pogarszajgc jg wzgledem aktywnosci zwigzku o wolnych
grupach hydroksylowych. Z kolei zwiekszenie sztywnosci ramienia, poprzez zastgpienie

wigzania podwdjnego wigzaniem potréjnym, spowodowato wzrost aktywnosci
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Rysunek 28. Przyktady pochodnych ketolidowych modyfikowanych w pozycji C(6)
z wykorzystaniem reakcji Hecka.

6.6 Modyfikacje w pozycji C(10)

Stereoselektywne modyfikacje przy atomie wegla C(10) przeprowadzane byty
stosunkowo rzadko. Undheim wraz z zespotem wprowadzili w te pozycje podstawnik
alkilowy, podstawiong amine oraz spiro-pyrazolinylowy podstawnik, przy jednoczesnym
zatozeniu blokad karbamoilowych na grupy hydroksylowe przytagczone do atoméw wegla
C(11) i C(12) (25 - 27, Rysunek 29).142 Nowatorskie podejscie syntetyczne, wykorzystujace
octan allilu lub egzo-a,B-nienasycony keton jako produkty przejsciowe, umozliwito
powstanie tych nowych pochodnych w wyniku reakcji substytucji allilowej oraz reakgji
addycji 1,4-Michael’a. Zwigzki te wykazaty ciekawe wtasciwosci przeciwbakteryjne
w stosunku do aktywnosci klarytromycyny. W przypadku szczepu S. pneumoniae

aktywnosc ta byta dwukrotnie wyzsza, a w przypadku S. aureus — nawet 32-krotnie.
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Rysunek 29. Przyktady pochodnych antybiotykow 14-cztonowych, stereoselektywnie
modyfikowanych w pozycji C(10).

6.7 Modyfikacje w pozycji C(11)

Modyfikacje przeprowadzane w pozycji C(11) obejmowaty wprowadzenie
do czasteczki klarytromycyny, poprzez wigzanie karbaminianowe, tancuchéw alkilowych
zakonczonych aromatycznymi podstawnikami (28, Rysunek 30). Takg synteze
przeprowadzit Guo wraz ze wspétpracownikami, uzyskujgc pochodne o niewielkich
wtasciwosciach przeciwbakteryjnych.1#® Zwigzki te okazaty sie byé aktywne jedynie wobec

szczepow S. pyogenes w zakresie wartosci MIC = 0,03 pg/ml.

Rysunek 30. Przyktad pochodnej klarytromycyny z wprowadzonym objetosciowym
podstawnikiem w pozycji C(11).

6.8 Modyfikacje w pozycji C(12)

Grupa hydroksylowa znajdujgca sie przy atomie wegla C(12) jest stosunkowo
rzadko wykorzystywana do przeprowadzania pojedynczych modyfikacji. Mimo tego,
Hu wraz ze wspodtpracownikami  wprowadzili podstawnik spiro-hydrazonowy,
bezposrednio przytgczony do aglikonu klarytromycyny z grupa karbonylowg w pozycji C(3)
(29, Rysunek 31).14* Otrzymali oni pochodne, ktérych aktywnos$¢ wobec S. pneumoniae
wprawdzie zmalata, lecz wobec szczepu S. aureus 26001 wzrosta dwukrotnie wzgledem

wartosci wyznaczonych dla klarytromycyny. Te nowe pochodne wykazywaty rowniez
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potencjat biologiczny wobec szczepu H. influenza na poziomie poréwnywalnym do

wzorcowych antybiotykéw.

Rysunek 31. Pochodna ketolidowa z przytgczonym spiro podstawnikiem w pozycji C(12).

6.9 Modyfikacje w pozycji C(11)-C(12)

W ostatnich latach chemiczne przeksztatcenia obejmujgce wigzanie razem grup
hydroksylowych O(11)H i O(12)H aglikonu z wykorzystaniem zréznicowanych ugrupowan
chemicznych, czesto przy jednoczesnym usuwaniu kladynozy, staty sie najbardziej
popularnymi modyfikacjami prowadzacymi do uzyskania zwigzkéw o zwiekszonej
aktywnosci biologicznej. Inspiracjg dla przeprowadzania tego typu syntez byta niezwykle
wysoka aktywnos¢ przeciwbakteryjna makrolidéw trzeciej generacji, takich jak
telitromycyna czy solitromycyna, ktére takie mostki posiadajg w swojej strukturze.
Modyfikacje obejmujgce te pozycje polegajg na potaczeniu atomu wegla C(11), wraz
z grupg hydroksylowga przy atomie wegla C(12) za pomoca karbaminianu, ktéry nastepnie
moze by¢ modyfikowany w réznoraki sposéb.

W celu zbadania wptywu kladynozy na aktywnos¢ telitromycynowych pochodnych,
Pereira i Fernandes zsyntezowali zwigzki pofgczone mostkiem karbaminianowym
w pozycji C(11) i C(12), do ktérego przytaczony byt alkilowy tgcznik zakonczony
aromatyczno-triazolowym podstawnikiem.'¥ Roéznity sie one miedzy sobg jedynie
obecnoscig podstawnika w pozycji C(3). Zwiazki, ktére w miejscu kladynozy posiadaty
podstawnik acetoksylowy z przytaczong metylopirydyng (30, Rysunek 32), wykazaty
dwukrotnie wiekszg aktywnos¢ od tych, ktére zawieraty sacharyd (31, Rysunek 32), przy

czym osiggnety one aktywnos¢ zblizong do klarytromycyny.
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Rysunek 32. Przyktadowe pochodne antybiotykdw o 14-cztonowych pierscieniach
modyfikowane w pozycji C(11)-C(12) z wykorzystaniem reakcji Huisgena.

Shan i wspodtpracownicy zbadali z kolei réznice w aktywnosci przeciwbakteryjnej
zwigzkow, ktore posiadaty facznik zawierajacy atom siarki, zakoriczony heterocyklem.4®
Sprawdzili rownoczesnie jak obecnos$¢ ugrupowania acetoksylowego z przytgczong
metylopirydyng w pozycji C(3) (32, Rysunek 33), a jak wystepowanie w tym miejscu
karbonylu (33, Rysunek 33), wptywa na potencjat przeciwbakteryjny takich produktow.
Zwigzki te posiadaty aktywno$é Dbiologiczng na poziomie poréwnywalnym
do telitromycyny, a w przypadku szczepdw S. pneumoniae oraz S. pyogenes nawet
dwukrotnie wiekszg. Autorzy ttumaczyli ten wzrost aktywnosci faktem, ze atom siarki
obecny w strukturze tacznika moze ulega¢ utlenieniu, co z kolei pozytywnie wptywa

na lipofilowos¢ grupy kotwiczacej w tunelu rybosomalnym.

Rysunek 33. Przyktadowe pochodne antybiotykdw o 14-cztonowym aglikonie, posiadajace
w pozycji C(11)-C(12) podstawnik siarkowo — imidazo[4,5-b]pirydynylowy.
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Zespot naukowcdw pod kierownictwem Lei’ego otrzymat nowe zwigzki, w ktérych
zmienit chemiczng nature tgcznika, wprowadzajgc ugrupowanie karbaminianowe zamiast

tioeteru.1¥’

Otrzymali oni pochodne (34, Rysunek 34), ktérych aktywnosc
przeciwbakteryjna byta zblizona do aktywnosci azytromycyny. Ten sam zespdt opisat
procedure uzyskania nowych zwigzkéw zawierajgcych telitromycynowo-podobne
rozgatezione ramiona przytgczone do karbaminianu w pozycji C(11)-C(12).1*® Nowe
pochodne (35i 36, Rysunek 34) wykazywaty stabsze wyniki aktywnosci biologicznej wobec
standardowych szczepéw, w poréwnaniu do produktéw z grupa karbaminianowa.
Jednakze w przypadku, gdy przytgczony podstawnik do ramienia karbaminianowego
w pozycji C(11)-C(12) zwierat w swojej strukturze trzeciorzedowy atom azotu
z przytgczonymi podstawnikami aromatycznymi, odnotowano wyrazny wzrost aktywnosci

wobec szczepu M. scarlatinage (wartos¢ MIC na poziomie 0,03 pg/ml) wzgledem

pochodnych zawierajgcych w swojej strukturze grupe sulfonamidowa.

%9

Rysunek 34. Przyktadowe pochodne ketolidéw posiadajgce rozbudowane podstawniki
przytaczone do mostkéw karbaminianowych obecnych w pozycji C(11)-C(12).

Lei wraz ze wspdtpracownikami  skonstruowali pochodne, ktérych
karbaminianowa grupa mostkujgca, tgczgca atomy wegla C(11) i C(12), byta rozbudowana
usztywnionym ramieniem zakoriczonym heterocyklicznym podstawnikiem (37, Rysunek
35).149.150 Aktywno$é tego typu ketoliddw znacznie wzrosta wobec szczepdw takich, jak:
S. aureus, S. epidermindis czy M. catarrhallis, osiggajgc warto$¢ MIC réwng 0,015 pg/ml.
Usuniecie grupy metoksylowej z podstawnika chinolinowego wraz z jednoczesnym
wprowadzeniem atomu fluoru w pozycji C(2) (38, Rysunek 35) nie spowodowato
wyraznych zmian w aktywnosci biologicznej wobec wymienionych szczepdéw, ktora

pozostata na poréwnywalnym poziomie.
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Rysunek 35. Przyktadowa ketolidowa (37) i fluoroketolidowa (38) pochodna posiadajaca
nienasycony chinolinowy podstawnik przytagczony do karbaminianu w pozycji C(11)-C(12)
aglikonu.

Nietypowe modyfikacje w pozycji C(11)-C(12) przeprowadzita grupa naukowcow
kierowana przez Pavlovi¢’a.'>' Otrzymali oni pochodne zawierajgce ramiona amidowo-
tioeterowo-arylowe, ktére przytagczone byty do potaczonych mostkiem atoméw wegla
C(11) i C(12), z nietypowym dla tych modyfikacji brakiem ugrupowania karbaminianowego
(39, Rysunek 36). Blisko$¢ ugrupowania laktonowego i grupy amidowej miaty niekorzystny
wptyw na aktywnos¢ wobec szczepdw S. aureus oraz S. pyogenes. Mimo tego, pochodne
te posiadaty relatywnie wysokg aktywnos$é wobec szczepu H. influenzae, osiggajgc wartosé

dwu-, a nawet czterokrotnie wyzszg niz azytromycyna i telitromycyna.

Rysunek 36. Przyktad pochodnej posiadajgcej tioeterowy tgcznik zakoriczony
heterocyklicznym podstawnikiem, przytagczony do aglikonu poprzez nietypowy mostek
w pozycji C(11)-C(12).
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IV Antybiotyki makrolidowe 15-cztonowe

1. Synteza azytromycyny

Azytromycyna (AZM) jest antybiotykiem drugiej generacji, charakteryzujgcym sie
szerszym spektrum aktywnosci biologicznej i wiekszg stabilnoscia w poréwnaniu
do erytromycyny.?*2%3  Nalezy ona do klasy pétsyntetycznych, 15-cztonowych
antybiotykow makrolidowych — zwanych azalidami, ze wzgledu na obecnosé
dodatkowego atomu azotu w pierscieniu laktonowym. Antybiotyk ten, tak jak
klarytromycyna, zostat zsyntezowany jako alternatywne rozwigzanie w odpowiedzi
na problem ketalizacji, ktéra zachodzi w Srodowisku kwasnym i wystepowata przy
stosowaniu erytromycyny klinicznie. Azytromycyna po raz pierwszy zostata otrzymana
przez grupe naukowcow z firmy farmaceutycznej PLIVA w 1980 roku.*>*%>> Powstata ona
w wyniku przeprowadzenia reakcji przegrupowania Beckmanna na wczesniej
przygotowanym substracie — C(9)-oksymie erytromycyny A, ktéry byt wyjsciowym
substratem rowniez dla wielu innych pochodnych (Schemat 4). W antybiotyku tym,
problematyczna grupa ketonowa, przy atomie wegla C(9), zostata zastgpiona przez grupe
aminometylowa.’®®%7 W rezultacie otrzymany zostat zwigzek 9-deoksy-9a-aza-9a-

homoerytromycyna A, nazwany azytromycyna.

erytromycyna A : oksym - :

° OH ° OH

Azytromycyna :

Schemat 4. Schemat przedstawiajgcy proces syntetyczny prowadzacy do przeksztatcenia
erytromycyny A w azytromycyne.
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2. Chemiczna stabilnos¢ azytromycyny

Erytromycyna A, stosowana klinicznie, zostata zastgpiona przez pochodng —
azytromycyne, ktéra wykazuje szersze spektrum aktywnosci biologicznej oraz, co byto
najwazniejsze, nie ulega ketalizacji w srodowisku kwasnym. Nie jest ona jednak w pefni
odporna i ulega chemicznym przeksztatceniom. Zaréwno azalidy, jak i oksym
erytromycyny, sg wrazliwe na rdozne przeksztatcenia wewnatrzczasteczkowe, takie jak
hemiketalizacja, trans-iminoeteryfikacja oraz translaktonizacja, prowadzgce do kontrakcji
pierscienia makrocyklicznego i dehydratacji.'>®¢1 Na Schemacie 5 przedstawiono rézne
mozliwe wewnatrzczasteczkowe reakcje, ktére moga zachodzi¢ w srodowisku kwasnym
lub zasadowym.

Kluczowg reakcja, prowadzacg do otrzymania azalidu jest synteza O-sulfonylowej
pochodnej oksymu 9(E)-erytromycyny A. Reakcje oksymu 9(E)-erytromycyny A
przeprowadzono z chlorkiem benzosulfonylowym w $rodowisku zasadowym,
co prowadzito do otrzymania niespodziewanego produktu jakim byt erytromycyno-6,9-
imino-eter (40a, Schemat 5). W warunkach kwasnych otrzymane iminoetery ulegajg
degradacji, w wyniku czego powstajg zwigzki o otwartych pierscieniach zawierajgce grupe
laktonowg, estrowg oraz wolng amine (41a, Schemat 5), oraz zwigzki makrolidowe
zawierajgce w swojej strukturze dwa laktony i pierwszorzedowg grupe aminowg (41b,
Schemat 5).159162 7 kolei w warunkach zasadowych aktywowana zostaje grupa
hydroksylowa O(12)H iminoeteru (40a) i dochodzi do nukleofilowego ataku na grupe
laktonowg, czego wynikiem jest kontrakcja pierscienia, i z 15-cztonowego makrolidu
powstaje antybiotyk o 13-cztonowym aglikonie (42, Schemat 5).163

Azytromycyna poddana dziataniu chlorku tionylu w zasadowych warunkach ulega
dehydratacji. Reakcja ta prowadzi do otrzymania nietypowych produktow 43 i 44
(Schemat 5) zawierajgcych nienasycone wigzania podwdjne w swojej strukturze.>8

Azytromycyna, ze wzgledu na brak wystepowania w swojej strukturze grupy
ketonowej, nie ulega procesowi hemiketalizacji. Jednakze poddanie jej reakcji hydrolizy
cukru — kladynozy — oraz reakcji utlenienia powstatej w pozycji C(3) grupy hydroksylowej,
prowadzi do otrzymania produktu 45 (Schemat 5). Pochodna ta, przy zastosowaniu

odpowiednich warunkéw kwasnych, ulega reakcji hemiketalizacji (46, Schemat 5).161
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Schemat 5. Przyktadowe wewnatrzczasteczkowe reakcje, ktdorym ulega azytromycyna
w srodowisku kwasnym lub zasadowym.

51



Wstep teoretyczny

3. Struktura 15-cztonowych antybiotykéw makrolidowych i ich molekularny mechanizm

dziatania

Azytromycyna, jak i rowniez homoerytromycyny, ze wzgledéw energetycznych,
niezaleznie od tego, czy wystepujg w krysztale, czy tworzg kompleks z rybosomem,
preferuja konformacje 3-endo ,folded-out” (Rysunek 37).°2°7:164 Ten rodzaj konformacji
jest konformacjg posredniag pomiedzy typowymi ,folded-in” oraz ,folded-out” oraz jest
specyficzny tylko dla tego rodzaju azalidéw — inne makrolidy, np. erytromycyna czy
klarytromycyna, nie wystepujg w takiej konformacji. Potwierdzeniem faktu, ze jest ona
posrednig konformacjg pomiedzy ,folded-in”, a ,folded-out” jest specyficzna wartosc kata

dwusciennego whz-c2-c3-n3 ktdra wynosi okoto 122° przy statej sprzezenia 3Juz-n3 = 4-5 Hz.%*

_H8,exo’
W

»
H16

chair

3 vs. 3-ribosome
,3-endo folded-out”
wHZ-CZ'C3-H3 - 1220, Hl”HSH - 231 A

Rysunek 37. Struktura makrolidu o 15-cztonowym pierécieniu (na przyktadzie
azytromycyny) w konformacji 3-endo ,folded-out” (szara, obliczona), stabilizowanej
wewnatrzczasteczkowymi  wigzaniami  wodorowymi, natozona na konformacje
wystepujagcg w tunelu rybosomalnym (fioletowa, wycieta z kompleksu rybosom-
antybiotyk, PDB 1YHQ?’). Rézowymi strzatkami oznaczone sg kluczowe kontakty 'H-'H
wystepujgce w widmie NMR — NOESY i ROESY. Na rysunku przedstawione sg katy
dwuscienne (w) oraz odlegtos¢ pomiedzy czesciami sacharydowymi H1’ — H5” wyznaczona
w angstremach (A). Struktury antybiotykdw zostaty obliczone metoda MOG-PM6 i B88
LYP (GGA)-DFT przedstawione za pomocg pakietu Scigress.*
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Pomimo tej rdznicy, odlegtosci pomiedzy protonami H(3)-H(11) i H(4)-H(11) oraz
specyficzne utozenie przestrzenne podstawnikéw cukrowych, sg zblizone do tych, ktére
wystepuja w konformacji ,folded-out” struktury erytromycyny i klarytromycyny.
Wystepowanie azytromycyny w najkorzystniejszej energetycznie konformacji 3-endo
,folded-out” zostato potwierdzone przez liczne badania za pomocg 1D i 2D NMR.

Jak wspomniano juz w poprzednich rozdziatach, antybiotyki makrolidowe o 14- —
16-cztonowych pierscieniach wigzg sie w tunelu rybosomalnym rézinych szczepow
bakterii, a ich sposdb dziatania opiera sie na blokowaniu procesu translacji na réznych
etapach. Taki sposéb dziatania jest niezalezny od wielkosci pierécienia aglikonowego.
O ile sposéb dziatania antybiotykéw jest taki sam, to ich model wigzania jest inny,
w zaleznosci od wielkosci pierscienia aglikonowego.

Antybiotyki makrolidowe o 15-cztonowych pierscieniach wykazuja nieco
zmienione miejsce i model wigzania w tunelu rybosomalnym od makrolidéw
16-cztonowych, mimo, ze ich orientacja wzgledem s$wiatfa tunelu jest bardzo zblizona
(Rysunek 38). Ze wzgledu na brak w strukturze azytromycyny grupy, ktéra mogtaby sie
kowalencyjnie zwigza¢ z adenylanem A2103, nastepuje odpychanie miedzy grupa
aminowg z A2103, a grupg metylowg przytaczong do atomu wegla w pozycji C(6)
azytromycyny. Wynikiem tego odpychania jest przemieszczenie czgsteczki antybiotyku
dalej od adenylanu A2103 i podjednostki biatkowej L4, jesli pordwnamy te orientacje do
orientacji aglikonu spiramycyny — odlegto$¢ azytromycyny do Metsos, osiaga okoto 6 A,
a spiramycyny okoto 4 A. Azytromycyna przylega do podjednostek biatkowych tworzacych
Sciany tunelu rybosomalnego. Przytaczona do niej dezozamina jest skierowana wzdtuz osi
tunelu, natomiast kladynoza zajmuje przestrzed w poblizu guanylanu G2540, ktéry
stanowi nukleotyd blokujgcy czes$¢ peptydylowg w rybosomie. Dezozamina, bedaca
stosunkowo krétkim podstawnikiem cukrowym przytgczonym w pozycji C(5) aglikonu,
skierowana jest w strone peptydylowej czesci rybosomu. Z powodu przemieszczenia
azytromycyny od Swiatta tunelu, tworzy sie tam przestrzen, w ktdrej umozliwione jest
tylko wstepne i ograniczone do trzeciego wigzania, wydtuzenie powstajgcego taricucha
peptydowego podczas translacji.’* Proces ten jest blokowany dopiero przy tworzeniu
od czwartego do dsmego wigzania peptydowego, a nie jak np. w 16-cztonowych

antybiotykach przy utworzeniu pierwszego lub drugiego wigzania peptydowego.3%16°
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Rysunek 38. Odwzorowanie modelu wigzania makrolidu 15-cztonowego (na przyktadzie
azytromycyny) w dwdch réznych projekcjach na podstawie struktury PDB 1YHQY”: a —
wzdtuz tunelu rybosomalnego, réwnolegle do osi, w kierunku petli PTC, zastonietej przez
nukleotyd A2045 (zaznaczony na czerwono); b — prostopadle do osi tunelu, z perspektywy
nukleotydéw A2045.%4
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Rysunek 39. Dwie projekcje nietypowej struktury kompleksu 2:1 formowanego pomiedzy
dwoma czasteczkami azytromycyny (AZI1 i AZI2), a podjednostkg bakteryjng 50S
pochodzacg z D. radiodurans. Rzut przedstawiony u géry rysunku pochodzi z perspektywy
A2045, a dolny rzut — ze strony U2588. Dokowanie modeli zostato zoptymalizowane na
podstawie koordynatéw atomowych pobranych ze struktury krystalograficznej kompleksu
PDB 1NWY?6 %
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Azytromycyna, wigzac sie z rybosomem D. radiodurans, w przeciwienstwie
do antybiotykdow o 14- czy 16-cztonowych pierscieniach makrolidowych potrafi tworzyé
nietypowe kompleksy w stosunku 2:1 (Rysunek 39).%6 W takim kompleksie dwie czasteczki
azytromycyny (AZI1 oraz AZI2), ktore umieszczone sg blisko siebie, wigzg sie
kooperatywnie z tunelem rybosomalnym. Potgczone sg one miedzy sobg wigzaniem
wodorowym pomiedzy atomem azotu z grupy N,N-dimetylowej z dezozaminy czgsteczki
AZI2 a protonem z grupy hydroksylowej O(12)H czasteczki AZI1. Dodatkowo obie
czasteczki, AZI1 i AZI2, rdGwnoczesnie koordynujg wspdlny kation Mg?*. Czgsteczka AZI1
zaangazowana jest w klasyczny model wigzania, podczas gdy czasteczka AZI2 przesuwa
sie w kierunku podjednostek biatkowych L4 i L22, jednoczes$nie blokujgc wyjscie tunelu dla
powstajgcych w wyniku translacji biatek z bakteryjnego rybosomu. Model wigzania dwdch
czagsteczek azytromycyny do jednego rybosomu bakteryjnego, z jedoczesnym bliskim
kontaktem pomiedzy podjednostkami L4 i L22, a czgsteczkg AZI2, ttumaczy czesSciowo
dlaczego aminokwasy z tych biatkowych podjednostek sg celem mutacji podczas osiggania

przez bakterie lekoopornoéci.®
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4. SAR dla modyfikacji chemicznych azytromycyny

Jak wspominano juz wczesniej, wzrost opornosci bakterii wobec antybiotykéw
stawat sie szybko narastajgcym problemem niemalze od momentu wprowadzenia ich na
rynek farmaceutyczny. Wraz ze wzrostem opornosci bakterii wzrdst tez poziom
zainteresowania naukowcéw badaniami nad t3 grupg zwigzkéw. Rezultatem sg setki
publikacji dotyczace badan nad antybiotykami azalidowymi oraz ich modyfikacjami
o ulepszonych wtasciwosciach.

Miejsce i rodzaj przeprowadzanych modyfikacji antybiotykdw o 15-cztonowych
pierscieniach aglikonowych przedstawione zostaty na Rysunku 40. W tym rozdziale
zaprezentowane zostaty kluczowe modyfikacje, ktére przeprowadzone byly w ostatnim

dziesiecioleciu oraz zilustrowane wybrane przyktady zwigzkow.

N-alkilowanie
karbaminiany

23 "N/

/”:, /o
3.
o o‘\r\l\‘\
@0/ karbaminiany
~"“OH dealkilacja

karbaminiany, etery 5 o
hydroliza, utlenianie karbaminiany,
estry, etery

Rysunek 40. Miejsce i rodzaj przeprowadzanych przyktadowych modyfikacji antybiotykéw
o 15-cztonowych pierscieniach.

4.1 Modyfikacje w obrebie kladynozy

Analogicznie do modyfikacji przeprowadzonych na antybiotykach o 14-cztonowych
pierscieniach, przeksztatcenia chemiczne dokonane na kladynozie, przytaczonej
do 15-cztonowego aglikonu, byty przeprowadzone w obrebie grupy hydroksylowej
w pozycji C(4”).

Hybrydowe pochodne, tgczgce aza-makrolid wraz z N-podstawiong czgsteczka
chinolonu poprzez eterowy lub aminowy tgcznik przytagczony do kladynozy wigzaniem
eterowym lub estrowym, zostaty otrzymane przez chorwackich naukowcdw.11%166-169

N-etylowy (47, Rysunek 41) oraz N-cyklopropylowy (48, Rysunek 41) podstawnik w czesci

chinolonu, w przeciwienstwie do podstawnika N-O-tert-butylowego (49, Rysunek 41),
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niezaleznie od struktury tgcznika oksa-alkilowego, nadaje czgsteczce dobrg biodostepnosé
oraz zapewnia wysokg aktywnosc¢ przeciwko szczepom bakteryjnym H. influenzae. Z kolei
to wtasnie ten ostatni zwigzek wykazat najwyiszg aktywnos¢ przeciwko szczepom
S. aureus i S. pyogenes, osiggajac wartosci MIC takie, jak dla wzorcowych antybiotykdéw:
azytromycyny i klarytromycyny. Natomiast wprowadzenie tgcznika zawierajgcego
N-metylowany atom azotu, zakoriczonego chinolonowym podstawnikiem z przytgczonym

atomem chloru oraz grupg amidowg (50, Rysunek 41), znaczgco obnizyto aktywnosé

przeciwbakteryjng zwigzku.

Rysunek 41. Przyktadowe pochodne azytromycyny z wprowadzonymi podstawnikami
poprzez tgczniki mono-eterowe (47 i 49) i di-eterowe (48) oraz tgcznik zawierajgcy atom
azotu (50).

Analogicznie do makrolidédw o 14-cztonowych pierscieniach, réwniez na
aza-makrolidach przeprowadzono modyfikacje polegajgce na funkcjonalizacji kladynozy
4”-0-karbamoilowymi podstawnikami. Ma i wspdtpracownicy, poprzez karbaminian,
wprowadzili podstawniki aromatyczne do struktury cukru (51 - 54, Rysunek 42).170
Zwiazek, ktéry w pozycji C(12) dodatkowo zostat rozbudowany o podstawnik fenetylowy
(52), wykazat 32-krotnie wyzszg aktywnos¢ wobec szczepu S. pneumoniae B1 od analogu
posiadajacego blokade weglanowa w pozycji C(11)-C(12) (51), osiggajac wartos¢ MIC
wynoszacg 0,25 pg/ml (warto$¢ dla klarytromycyny wynosi 64 pg/ml). Badania
naukowcow wykazaty, ze wydtuzenie podstawnika poprzez 4”-O-karbamoilowe ramie
oraz réwnoczesna obecnos¢ weglanu w pozycji C(11)-C(12) zwieksza znaczgco aktywnos¢

azalidow wobec szczepu S. pneumoniae AB11.1717173 Otrzymane zwigzki (53 i 54) z kolei
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okazaty sie by¢ mniej aktywne od standardowych makrolidéw na wszystkie inne

testowane szczepy bakteryjne.

Rysunek 42. Karbamoilowe pochodne azytromycyny z wprowadzonymi podstawnikami
aromatycznymi w pozycji C(4”) kladynozy oraz podstawnikiem w pozycji C(11) (51)
lub blokada weglanowa w pozycji C(11)-C(12) (52-54).

Specyficznym przyktadem modyfikacji zwigzkéw zawierajacych rozbudowane
ramiona 4”-O-karbamoilowe byta synteza pochodnych posiadajgcych ramiona
zawierajgce taczniki bis-hydrazydowe, funkcjonalizowane aromatycznymi
podstawnikami.l’4 Pochodne te, zawierajgce w swojej strukturze wigzania podwajne (55
i 56, Rysunek 43), niezaleznie od rodzaju podstawnika obecnego w pozycji C(11) i C(12)

nie wykazywaty wysokiej aktywnosci przeciwbakteryjnej.

Rysunek 43. Pochodne azytromycyny posiadajgce wigzanie podwdjne w strukturze
hydrazydowego tgcznika zakonczonego aromatycznym podstawnikiem.

Z kolei wstawienie sacharydowego podstawnika do przytgczonego 4”-O-
karbamoilowego tgcznika (57, Rysunek 44) poprawito nieznacznie potencjat

przeciwbakteryjny zwigzku wobec szczepu bakterii Gram-ujemnej — E. coli.”>
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Rysunek 44. Pochodna azytromycyny z przytgczonym w pozycji C(4”) tacznikiem
karbamoilowo-alkilowym zakoriczonym czgsteczka sacharydu.

Azalidy posiadajgce wtasciwosci przeciwbakteryjne wobec szczepu bakteryjnego
E. coli zostaty réwniez otrzymane przez Ma i wspétpracownikdw.1’® Otrzymali oni zwigzki,
w ktorych do aglikonu w pozycji C(4”), poprzez wigzanie karbaminianowe, przytgczony byt
podstawnik aromatyczny wraz z pierscieniem triazolowym zsyntezowanym w wyniku
reakcji cykloaddycji Huisgena (58 - 60, Rysunek 45). Najbardziej aktywne okazaty sie
zwigzki podstawione dodatkowo grupg aromatyczng przytgczong przez karbaminian
w pozycji C(11) aglikonu (60). Pochodne te wykazaty aktywnos¢ wyzszg zaréwno
od klarytromycyny, jak i azytromycyny, na szczepy Gram-dodatnie i Gram-ujemne. Mniej
aktywne okazaty sie by¢ zwigzki posiadajgce wolne grupy hydroksylowe w pozycji C(11)
i C(12) (58), a aktywno$¢ zwigzkéw posiadajgcych w tym miejscu blokade weglanowg (59)

byta najnizsza.

Rysunek 45. Pochodne azytromycyny posiadajgce podstawniki karbamoilowo-triazolowo-
aromatyczne w pozycji C(4”).

4.2 Modyfikacje w obrebie dezozaminy

Dezozaminowy atom azotu 15-cztonowych antybiotykdw makrolidowych,
analogicznie do 14-cztonowych makrolidéw, byt réwniez poddawany modyfikacjom. Peri¢
i wspotpracownicy przytaczyli do niego chloro-chinolinowe podstawniki (61, Rysunek
46).7 Pochodne te wykazaty obnizong aktywnos$é przeciwbakteryjng, osiggnety
natomiast bardzo wysokg aktywnos$¢ antymalaryczng przeciwko szczepom P. falciparum

(opornym i wrazliwym) na poziomie nanomolowym.
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Rysunek 46. Pochodne azytromycyny posiadajgce zmodyfikowang grupe N,N-dimetylowa
z przytgczonym podstawnikiem chinolonowym.

Powyzsze pochodne otrzymane przez zespét Peri¢’a byty stabilne chemicznie i nie
posiadaty elektrofilowego podstawnika w poblizu grupy hydroksylowej przytgczonej
do atomu wegla C(2’). Z kolei Bosnar wraz z grupg naukowcéw wykorzystali te grupe
do utworzenia nowych, specyficznych pochodnych.'’® Przeprowadzili oni proces
syntetyczny, w ktérym usuneli grupe metylowg przytagczong do atomu azotu
na dezozaminie, a nastepnie wykorzystujgc elektrofilowe wtasciwosci izocyjanianu
otrzymali pochodne posiadajgce N-podstawione-2’-0,3’-N-karbonimidoilowe mostki (63,
Rysunek 47). Zwiazki te nie wykazywaty aktywnosci biologicznej wobec testowanych
szczepOw bakteryjnych. Podobne zwigzki, zawierajgce N-metylo- i hydroksylo-O(2’')H
mostki (64, Rysunek 47), otrzymat Kragol wraz ze wspétpracownikami.'’® Réwniez byty

one nieaktywne.
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Rysunek 47. Pochodne azytromcyny posiadajgce mostki spinajgce grupe hydroksylowg
w pozycji C(2’) z atomem azotu w pozycji C(3’).

Antybiotyki azalidowe modyfikowane byly tez poprzez wprowadzenie
podstawnika bezposrednio w pozycji C(2’). Ma wraz ze wspodtpracownikami zsyntezowali
3-O-dekladonyzowane-2’-0O-karbamoilowe pochodne azytromycyny (65, Rysunek 48).180
Pomimo zatozenia blokady weglanowej w pozycji C(11)-C(12), usuniecie kladynozy
i wprowadzenie podstawnika na grupie hydroksylowej w pozycji C(2’) skutkowato
obnizeniem aktywnosci biologicznej otrzymanych zwigzkéw. Wyjatek stanowit jeden
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szczep, S. pneumoniae A22072, wobec ktérego zauwazono dwukrotnie wyzszg aktywnosé
od azytromycyny. Peri¢ i jego wspdtpracownicy rowniez otrzymali nowe azalidy
posiadajgce w pozycji C(2’) eterowo-alkilowy tacznik zakonczony chlorochinolinowym
podstawnikiem (66 i 67, Rysunek 48).18! Zwigzki te okazaty sie by¢ catkowicie nieaktywne
wobec typowych dla makrolidéw szczepéw bakteryjnych. Ciekawym odkryciem byty
natomiast ich przeciwmalaryczne wtasciwosci. Pochodne te byty 1000-krotnie bardziej

aktywne na malarie od azytromycyny.

5@
>N

Rysunek 48. Pochodne antybiotykdw o 15-cztonowych pierscieniach posiadajgce
aromatyczne podstawniki wprowadzone na karbaminianowych (65) i eterowych (66 i 67)
tacznikach.

4.3 Modyfikacje w pozycji C(6)

Modyfikacje przeprowadzane przy atomie wegla w pozycji C(6) azalidow, tak jak
14-cztonowych makroliddw, obejmujg przytagczenie podstawnika poprzez stabilne
wigzanie eterowe, wykorzystujgce wolng grupe hydroksylowg znajdujacg sie w tej pozycji.
Pavlovi¢ wraz ze wspétpracownikami zsyntezowali nowe, 15-cztonowe azalidy posiadajgce
usztywniony wigzaniem podwdjnym tgcznik w pozycji C(6), zakoriczony heterocyklem (68,
Rysunek 49).182 Dodatkowo pochodne te posiadaty w pozycji C(3) aminowy tgcznik
przytgczony wigzaniem estrowym i zakornczony chinolonowym podstawnikiem. Zwigzek
ten wykazywat aktywno$é na poziomie antybiotyku Il generacji — telitromycyny.
W testach in-vivo osiggnat on 4-krotnie wyiszg aktywnos$¢ wobec szczepu S. aureus
i nawet 6-krotnie wyzszg skuteczno$é¢ przeciw S. pneumoniae w pordwnaniu
do klarytromycyny. Ta sama grupa naukowcow otrzymata réwniez ketolidowe pochodne
homoerytromycyny A, posiadajgce wysoko sfunkcjonalizowane, eterowe ramiona
w pozycji C(6), zakoficzone heterocyklicznymi podstawnikami (69 i 70, Rysunek 49),183184
Otrzymane na drodze wieloetapowej syntezy zwigzki dziataty bardzo skutecznie na wiele

opornych Gram-dodatnich szczepdw klinicznych oraz wykazywaty wyzszg aktywnosé
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od antybiotykéw Il generacji, takich jak telitromycyna czy cetromycyna, przeciwko

szczepom H. influenzae i M. catarrhalis.

Z=

Rysunek 49. Przyktady hybrydowych pochodnych estrowych (68) i ketolidowych (69 i 70)
8a-azahomoerytromycyny.

4.4 Modyfikacje w pozycji N(9a)

Antybiotyki makrolidowe o 15-cztonowych pierscieniach, w przeciwienstwie
do 14-cztonowych makrolidéw, nie majg grupy ketonowej przytagczonej do atomu wegla
w pozycji C(9). Posiadajag natomiast atom azotu, ktéry zostat wigczony do pierscienia
aglikonowego. Modyfikacje takich azalidéw polegajg na wydtuzeniu ramienia w pozycji
N(9a) poprzez wprowadzenie odpowiedniego podstawnika. Zaobserwowano,
ze modyfikowana w tej pozycji azytromycyna wykazuje aktywno$é przeciwko
pierwotniakom wywotujgcym malarie.

Khosla i wspotpracownicy  przeprowadzili  synteze  dwodch  serii
N-(9a)-podstawionych pochodnych, z ktérych jedna dodatkowo posiadata zablokowang
grupe hydroksylowg w pozycji C(6) (71 i 72, Rysunek 50).*%> Zwigzki te posiadaty
zredukowang aktywno$¢ przeciwbakteryjng wobec B. subtilis, ale przejawiaty aktywnos¢
wzgledem T. gondii. Zmiana profilu dziatania z przeciwbakteryjnych na
przeciwpasozytnicze antybiotykdéw zostata wyttumaczona w oparciu o molekularny model
duzej podjednostki rybosomu apikoplastu pasozytniczego. Przyczyng byt inny model
wigzania antybiotyku do rybosomu w stosunku 2:1, co uniemozliwiato odziatywania

wprowadzonych podstawnikdw aromatycznych z podjednostkg biatkowg L22.
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Rysunek 50. Przyktady N(9a)-funkcjonalizowanych pochodnych azalidowych.

Hutinec i Bukvi¢ Krajaci¢ wprowadzili w pozycji N(9a) aglikonu nowe mocznikowe
taczniki zakoriczone aromatycznymi podstawnikami (73 i 74, Rysunek 51).186-188 pochodne
wykazywaty wysoka aktywnosé wobec pierwotniakowi wywotujgcemu malarie, z rodzaju
P. falciparum. Dodatkowo zwigzki te wykazywaty bardzo wysokie wartosci
cytotoksycznosci na poziomie mikromolowym przeciwko linii komoérkowej raka watroby
(Hep-G2) oraz ludzkiej biataczki monocytowej (THP-1). Podobne pochodne zsyntezowat
Peri¢ wraz ze wspotpracownikami.'8® Otrzymali oni, w wyniku wprowadzenia aminowego
lub amidowego facznika zakoriczonego arylowym podstawnikiem (75 - 77, Rysunek 52),
zwigzki wykazujgce dobrg biodostepnos¢, ktore byty nieco bardziej aktywne
od pochodnych z mocznikowymi tgcznikami. Otrzymane nowe azalidy wykazaty wyziszg

skutecznosé w testach in vivo i ponad stukrotnie wyzszg aktywnosc od azytromycyny.

Rysunek 51. Przyktady N(9a)-alkilomocznikowych pochodnych aza-makrolidowych.
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Rysunek 52. N(9a)-alkiloaminowe (75) i N(9a)-alkiloamidowe (76 i 77) pochodne
azytromycyny.

Z kolei wprowadzenie przez amerykanskich naukowcdédw, w pozycji N(9a)
azytromycyny, alkilowego facznika zakonczonego triazolowo-alkilowo-indolowym
podstawnikiem (78 i 79, Rysunek 53), doprowadzito do otrzymania nowych pochodnych
azalidowych.'® Zwigzki te, poprzez odziatywania ri-mt stabilizujgce, pomiedzy czasteczka

indolu, a nukleotydem A751 bakteryjnego rybosomu, blokowaty proces translacji.

Rysunek 53. Przyktady N(9a)-alkilo-triazolo-indolowych pochodnych antybiotykow
15-cztonowych.

4.7 Modyfikacje w pozycji C(11)

Modyfikacje w pozycji C(11) azytromycyny, przeprowadzone przez Shena
i wspotpracownikéw, polegaty na wprowadzenie do czgsteczki karbaminianowych
tacznikdw zakoriczonych aromatycznymi podstawnikami (80, Rysunek 54).1°! Otrzymali
oni pochodne, ktére dodatkowo byty modyfikowane w pozycji C(4”) kladynozy, poprzez
przytgczenie aromatycznego podstawnika na tgczniku. Otrzymane zwigzki wykazywaty

potencjat przeciwbakteryjny na podobnym poziomie do azytromycyny, uzyskaty
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natomiast 8- i 16-krotnie wyiszg aktywnos$¢, wzgledem odpowiednio klarytromycyny

i azytromycyny, jedynie wobec szczepdw S. pneumoniae AB11.

Rysunek 54. Pochodna azytromycyny modyfikowana poprzez réwnoczesne podstawienie
karbaminianowych tgcznikoéw zakoriczonych aromatycznymi podstawnikami w pozycji
C(11) i c(4”).

Ma i wspdtpracownicy zsyntezowali inny typ karbaminianowych pochodnych
w pozycji C(11) - posiadajgcych podstawniki zakonczone amidowymi pochodnymi
(81, Rysunek 55) oraz majgce usztywnione ramiona zakonczone aromatycznymi
podstawnikami (82, Rysunek 55).1°21%3 Najbardziej aktywna pochodna posiadata w pozycji
C(11) karbaminianowo-amidowe ramie zakonczone podstawiong grupa fenylowa oraz
podstawnik pirydynowy przytgczony w pozycji C(3). W testach aktywnosci
przeciwbakteryjnej wykazata takie same wartosci wobec szczepu S. pyogenes
jak klarytromycyna i azytromycyna (MIC = 0,03 pg/ml). Z kolei zwigzek, ktory posiadat
w pozycji C(11) karbaminianowo-amidowe ramie zakoriczone wigzaniem potréjnym
i podstawnik ketonowy przy atomie wegla C(3) (82), osiggnat aktywnos¢ osmiokrotnie
nizszg (MIC = 0,25 pg/ml). Wynik ten wskazuje, ze zwiekszenie sztywnosci ramienia
przytgczonego w pozycji C(11) nie zwieksza potencjatu biologicznego 15-cztonowych

antybiotykow makrolidowych.

Rysunek 55. C(11)-karbaminianowo-amidowe pochodne azalidowe posiadajgce
podstawnik acylowy (81) lub keton (82) w pozycji C(3).
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4.9 Modyfikacje w pozycji C(11)-C(12)

Dla 14-cztonowych antybiotykéw makrolidowych modyfikacje w pozycji C(11)-
C(12) stanowig podstawe do rozwijania dtugich karbaminianowych ramion, zakoriczonych
réznymi podstawnikami. Antybiotyki 15-cztonowe, ze wzgledu na inng budowe pierscienia
makrolidowego, nie ulegajg takim samym modyfikacjom. Dodatkowo, przez ich odmienny
sposéb wigzania czesci aglikonowej w tunelu rybosomalnym, cze$¢ modyfikacji nie jest
przeprowadzana, gdyz nie prowadza one do uzyskania zwigzkéw o wyzszym potencjale
przeciwbakteryjnym. Z tego powodu przeksztatcenie azytromycyny w pozycji C(11)-C(12)

ograniczato sie jedynie do zatozenia blokady weglanowej na dwie grupy hydroksylowe.
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V Dipolarna cykloaddycja Huisgena

1. Reakcja 1,3-dipolarnej cykloaddycji Huisgena jako przyktad reakcji chemii ,click”

1,3-dipolarna cykloaddycja zostata opisana po raz pierwszy w latach 60. ubiegtego
wieku, przez niemieckiego chemika — Rolfa Huisgena.’® Jest to reakcja chemiczna
zachodzgca pomiedzy acetylenami a azydkami, prowadzaca do utworzenia
pieciocztonowego pierscienia triazolowego, podstawionego w pozycji 1,4 lub 1,5 —
w zaleznosci od warunkow reakcji (Schemat 6). Cykloaddycja ta, obecnie uznawana
za jedna z najpopularniejszych reakcji chemii , click”, nie byta poczgtkowo zaliczana do tej
klasy reakcji.1®> Aby méc zakwalifikowaé dang reakcje do nurtu chemii ,click”, musi ona
spetniaé¢ nastepujgce zatozenia: reakcja powinna by¢ modutowa, o szerokim zakresie
stosowalnosci, zachodzgca z wysokg wydajnoscig. Ponadto, reakcja powinna by¢
stereospecyficzna, a powstajgce produkty uboczne powinny byé nieszkodliwe i mozliwe
do wykorzystania jako substraty innych chemicznych przeksztatcen. Warunki samej reakc;ji
powinny byé mozliwie jak najprostsze, jesli jest taka mozliwo$é — reakcja powinna
zachodzi¢ bez uzycia rozpuszczalnika, ewentualnie uzyty rozpuszczalnik powinien by¢
tatwo usuwalny, a substraty i reagenty — tatwo dostepne.®® Poczgtkowo klasyczna reakcja
1,3-dipolarnej cykloaddycji Huisgena nie spetniata powyiszej definicji. Odkrycie

i zastosowanie przez Meldala®®” i Sharplessal®®

soli miedzi na | stopniu utlenienia jako
katalizatora zmienito te reakcje, zachodzacg w ciezkich warunkach i prowadzaca
do mieszaniny 1,4- i 1,5-regioizomerdw, w regioselektywng reakcje, ktdra moze by¢
przeprowadzana w krétkim czasie nawet w temperaturze pokojowej. Zastosowanie

katalizatora miedziowego w cykloaddycji pomiedzy alkinem a azydkiem spowodowato,

ze reakcja ta tak bardzo wpasowata sie w definicje chemii ,click”, ze stata sie wrecz jej

195

synonimem.
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Schemat 6. Schemat reakcji cykloaddycji Huisgena.
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2. Mechanizm reakcji 1,3-dipolarnej cykloaddycji Huisgena katalizowanej jonami

miedzi(l)

Zastosowanie dodatku soli miedzi na | stopniu utlenienia, jako katalizatora,
znacznie usprawnito przebieg reakcji 1,3-dipolarnej cykloaddycji. Dodatek ten nie tylko
przyspieszyt zajscie samego procesu i zwiekszyt jego wydajnosé, ale rowniez spowodowat,
ze reakcja ta stata sie regioselektywna. Badania nad zastosowaniem katalizatora
miedziowego przeprowadzita grupa naukowcéw pod kierownictwem Sharplessa’®®.
Zaproponowali oni mechanizm przebiegu tejze reakcji na podstawie obliczen DFT.
Nastepnie Maarseveen wraz ze wspotpracownikami®® zaproponowali odmienny sposdb

przebiegu reakgji.

2.1 Mechanizm reakcji 1,3-dipolarnej cykloaddycji zaproponowany przez Sharplessa

i wspotpracownikéw

Sharpless wraz ze wspétpracownikami'®® stosujgc rézne katalizatory miedziowe
rozwigzat problem powstawania 1,4- i 1,5-regioizomerdw. Przeprowadzili oni badania
reakcji 1,3-dipolarnej cykloaddycji z zastosowaniem réznych zwigzkéw miedzi(l), tj.: Cul,
CuOTf-CeHe czy [Cu(NCCH3)a][PFs], i zauwazyli, ze czesto podczas reakcji z zastosowaniem
powyzszych soli powstajg produkty uboczne. Badania wykazaty, ze pomimo mozliwosci
bezposredniego zastosowania soli miedzi na | stopniu utlenienia, bardziej niezawodne
i prostsze jest uzycie katalizatora tworzonego in situ w wyniku redukcji soli miedzi(ll).
Zastosowanie siarczanu(VI) miedzi(ll) wraz z reduktorem, tj. kwasem askorbinowym lub

askorbinianem sodu, prowadzi do znakomitych wydajnosci reakcji tworzenia triazolu

(Schemat 7).
CuSO, x 5H,0, 1mol % N/’N\N1/\
Ph-O N:NGBNG Ph askorbinian sodu, 5 mol% Ph o Ph
= 7 ~ H,O/tBUOH, 2:1, RT, 8h \o\)él—_/

Schemat 7. Przykfad reakcji 1,3—dipolarnej cykloaddycji Huisgena katalizowanej jonami
miedzi (l).

Na podstawie badan eksperymentalnych oraz teoretycznych obliczen, Sharpless wraz ze
wspotpracownikami zaproponowali mechanizm tej reakcji (Schemat 8). Jako ligand (L)

jonédw miedzi(l) uzywany byt acetonitryl, petnigcy réwnoczesnie role rozpuszczalnika
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w reakcji cykloaddycji. Cykl reakcyjny rozpoczyna sie od utworzenia czgsteczki acetylenku
miedzi(l) (2) w wyniku zastgpienia jednego ligandu alkinem (1). Nastepnie kolejna
czgsteczka ligandu zastepowana jest przez czgsteczke azydku. Przytgczona zostaje ona
do atomu miedzi wigzaniem z atomem azotu znajdujgcym sie najblizej atomu wegla (3).
W kolejnym kroku, atom azotu z azydku, znajdujacy sie najdalej od atomu wegla, atakuje
atom wegla C(2) acetylenku tworzgc nietypowy produkt posredni - 6-cztonowy pierscien
cykliczny zawierajgcy w swojej strukturze atom miedzi (4). Nastepnie dochodzi do reakc;ji
przegrupowania, ktdrej wynikiem jest kontrakcja z 6- do 5-cztonowego pierscienia
triazolowego z przytaczonym kompleksem miedziowym do atomu wegla C(5) (5).
W koricowym etapie cyklu nastepuje odtgczenie kompleksu miedz-ligand, co prowadzi

do uzyskania pochodne;j triazolowej (6) z réwnoczesnym odtworzeniem katalizatora.

5
R1 CuLn R1 6
N ,N~R2 ;—N‘
/ N N‘\N ~R2
R1
/\(IluLn
4 N*\N’N R2
[LoCyl ™
R'——cCuL,
@\@ R'—
5 N=N-N_
R 1
R'——cuL,
® O
N=N-N_
RZ

Schemat 8. Mechanizm reakcji cykloaddycji Huisgena zaproponowany przez Sharplessa
i wspotpracownikdéw.
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2.2 Mechanizm reakcji 1,3-dipolarnej cykloaddycji zaproponowany przez Maarseveena

i wspoétpracownikéw

Maarsveen wraz ze wspotpracownikami'®®, na podstawie badan kinetycznych oraz
obliczen matematycznych, zaproponowali inny model wieloetapowego mechanizmu
reakcji 1,3-dipolarnej cykloaddycji katalizowanej jonami miedzi(l) (Schemat 9).
Katalityczny cykl reakcyjny zapoczatkowany zostaje poprzez tworzgcy sie kompleks
zwigzku miedzi(l) z alkinem (1) w wyniku oddziatywan . W wodnym roztworze nastepuje
formowanie kompleksu (2), ktéry z kolei tatwo przytgcza kolejng czgsteczke alkinu tworzac
nowy kompleks (3). Jeden z atomdéw miedzi aktywuje alkin, z kolei drugi — aktywuje azydek
tworzac dimer (4). Kompleks w tej postaci wptywa na zwiekszenie aktywnosci acetylenku
poprzez zmniejszenie gestosci elektronowej na grupie alkilowej. W wyniku tych zmian
mozliwy jest nukleofilowy atak atomu wegla C(4) na atom azotu N-3, czego wynikiem jest
utworzenie zwigzku cyklicznego (5). Nastepnie, poprzez przeniesienie pary elektonowej,
dochodzi do przegrupowania pierscienia i utworzenia produktu przejSciowego 6, ktéry
z kolei przeksztatca sie w zwigzek 7. W wyniku protonacji nastepuje oddysocjowanie

produktu koricowego — triazolu (8) z rownoczesnym odtworzeniem katalizatora.

?umL1 B
2 R2 ——H
R —= y—H
1
.
[LnCu — (L,,Cu)z] (Rz—)—: Cu,L, 2
RZ
» ° WL
N:N,N\R1
8 B-H (Rzé—Cuan 3
2
\ 7
RENTON
— RS
L,,Cuw R? N=N-N. 1
N
RUNN R2 N )
\—{ %\\/C\u DN R
L,Cu; R? N\\ |_\/|_ R N© . | |
- e —
|’| ® N~N—Cu \Cu/ \Cu
\ ~— /
R? R! L
- - 5 4

Schemat 9. Mechanizm reakcji cykloaddycji Huisgena zaproponowany przez Maarseveena
i wspotpracownikow.
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VI Czwartorzedowe sole amoniowe

1. Synteza czwartorzedowych soli amoniowych

Czwartorzedowe sole to specyficzna grupa zwigzkdw wywodzgca sie z amin,
w ktérej czwartorzedowy jon amoniowy, niezaleznie od panujgcego pH roztworu, zawsze
posiada tadunek dodatni.??® Zwigzki te zawierajg atom azotu z przytgczonymi czterema
alkilowymi badz arylowymi podstawnikami.?°?

Metodg syntezy czwartorzedowych soli amoniowych jest reakcja Menshutkina,
obecnie znana jako czwartorzedowanie.??? Jest to specyficzna reakcja substytucji typu Sn2
pomiedzy trzeciorzedowg aming, a halogenkiem alkilowym badz arylowym (Schemat 10).
W 1980 roku Menshutkin opisat wptyw efektu rozpuszczalnika na proces alkilacji
trzeciorzedowych amin przez halogenki alkilowe, ktéry jest troche inny niz w przypadku
klasycznych reakcji typu Sn2. Zauwazyt on, ze szybko$¢é reakcji wzrasta drastycznie przy
uzyciu protycznego rozpuszczalnika polarnego, w przeciwienstwie do standardowe;j

reakcji substytucji nukleofilowej drugiego typu.2%3

R2 @X RZ
N +  R*X SN R?
- E— N
R1’ \R3 R1 ,R4

Schemat 10. Schemat reakcji Menshutkina.

2. Stabilnos¢ i reaktywno$¢ czwartorzedowych soli amoniowych

Czwartorzedowe sole amoniowe sg zwigzkami zazwyczaj trwatymi w Srodowisku
neutralnym i kwasowym, nawet w temperaturze do 150 °C.2%* Nie reagujg one z silnymi
elektrofilami, utleniaczami czy kwasami, jak réwniez z wiekszoscia nukleofili.
W srodowisku zasadowym, natomiast, czwartorzedowe sole amoniowe s3 bardziej
podatne na rozpad. W przypadku reakcji z silnymi zasadami ulegajg one réznym reakcjom
degradacji czy przegrupowaniom, ktére zostaty opisane ponizej.

2.1 Eliminacja Hofmanna

Eliminacja Hofmanna to reakcja w wyniku ktdrej amina, ulegajac reakgcji
metylowania z nadmiarem jodometanu, przeksztatcajg sie w czwartorzedowga sél
amoniowg, ktéra z kolei po ogrzaniu z tlenkiem srebra (Ag20) ulega eliminacji tworzac
alken (Schemat 11).201205 \W reakcji tej tlenek srebra wymienia w czwartorzedowej soli jon
jodkowy na jon hydroksylowy. W wyniku tej wymiany dostarczona zostaje zasada
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potrzebna do reakcji eliminacji, zachodzacej zgodnie z mechanizmem eliminacji typu E2.
W reakgcji tej jon hydroksylowy eliminuje proton, a dodatnio natadowany atom azotu staje
sie grupg opuszczajacg. Gtéwnym produktem eliminacji Hofmanna czwartorzedowych soli
amoniowych jest alken mniej podstawiony, powstaty niezgodnie z zasadg Zajcewa,

w przeciwienstwie do wiekszosci produktéw eliminacji typu E2.

e OH
H H Ag,0 H CH
R? R? J _R? 3
RO o AR kD R e
re NoRe NO 1O A 3(N®4 -H20 ROR

R |‘R R I‘R

CH; CH

Schemat 11. Schemat reakcji eliminacji Hofmanna.

2.2 Degradacja Emde

Reakcja degradacji Emde zostata po raz pierwszy opisana przez niemieckiego
chemika Hermanna Emde w 1909 roku i przez wiele lat byta ona uwazana za jedna
z podstawowych reakcji umozliwiajgcych ustalenie struktury wielu alkaloidéw.?% Reakcja
ta jest metodga redukcji czwartorzedowych soli amoniowych do trzeciorzedowych amin
z zastosowaniem amalgamatu sodu jako czynnika redukujgcego (Schemat 12). Reduktor
ten nie jest odpowiedni w przypadku redukcji czwartorzedowych soli amoniowych
zawierajagcych cztery nasycone grupy alkilowe.?%2 Redukcja ta moze zostaé
przeprowadzona z zastosowaniem innego czynnika redukujacego,
np.: trietyloborowodorkiem litu lub roztworem sodu w ciektym amoniaku?°? czy Niklem
Raneya?%%2%7 — jednakze wéwczas nie mozemy méwié o redukcji Emde, gdyz termin ten
zarezerwowany jest jedynie dla reakcji katalizowanej amalgamatem sodu w roztworze

wodnym.

COx . OO
N\

/N\

Schemat 12. Przyktad reakcji degradacji Emde.
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2.3 Przegrupowanie Sommeleta-Hausera

Przegrupowanie Sommeleta-Hausera jest to przegrupowanie, ktére zachodzi
w wyniku reakcji benzylowych czwartorzedowych soli amoniowych z amidkami.
Produktem tej reakcji jest N,N-dialkilobenzyloamina z podstawiong do pierscienia
benzylowego w pozycji orto nowg grupa alkilowa.?%? Przegrupowanie to zachodzi z wysokg
wydajnoscig i moze by¢ przeprowadzane réwniez w przypadku obecnosci innych
podstawnikéw w pierscieniu.?’® Mechanizm tej reakcji przedstawiony jest na Schemacie
13. Reakcja rozpoczyna sie od odebrania, przez amidek, najbardziej kwasnego protonu
z benzylowej soli amoniowej i prowadzi do powstawania ylidu. Nastepnie tworzy sie nowy
produkt bedgcy w réwnowadze z ylidem, ktory to moze ulec przegrupowaniu. Mechanizm
zgodnie z ktérym przebiega sam etap przegrupowania Sommeleta-Hausera to [2,3]-
sigmatropowe  przegrupowanie.  Produktem  koAcowym tej reakcji jest

N,N-dialkilobenzyloamina z podstawiona w pozycji orto grupg alkilowg.?%?

| NaNH @C
2

©\/N\ !
©x

Mechanizm reakcji:

H s H CH2 CHZ
@?/3 _*NaNH, ©\(E(|:/3 — CH2 @
N
T TNaXiNH; cHy CH3

Schemat 13. Przyktad przegrupowania Sommeleta-Hausera wraz z mechanizmem reakcji.

2.4 Przegrupowanie Stevensa

Przegrupowanie Stevensa jest reakcjg chemiczng w ktdrej czwartorzedowe sole
amoniowe, w obecnosci silnej zasady, przeksztatcane sg w trzeciorzedowe aminy zgodnie
z mechanizmem 1,2-przegrupowania. By reakcja Stevensa mogta zajs¢, sole amoniowe
muszg spetniaé nastepujacy warunek: jeden atom wegla, znajdujgcy sie w bezposrednim
sgsiedztwie atomu azotu, musi miec¢ przytgczony podstawnik wyciggajacy elektrony.
Reakcja ta ma zastosowanie przy powiekszaniu zwigzkéw cyklicznych poprzez
wprowadzanie wiekszej liczby atomdw wegla do pierscienia. Przegrupowanie Stevensa
zachodzi wedtug specyficznego mechanizmu (Schemat 14). Kluczowg jego reakcjg jest
powstawanie ylidu po deprotonacji soli amoniowej przez silng zasade. Deprotonacja

ta wspomagana jest przez przytaczong do zwigzku grupe wyciggajacg elektrony.
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Nastepnie wigzanie C—N grupy opuszczajgcej jest homolitycznie rozszczepiane i tworzy
pare rodnikdéw (a) lub tworzy sie para kation-anion (b). Produktem reakcji jest nowa,

trzeciorzedowa amina.?®?

H H
H z
Z*ﬁ/R“ w. R;»,ﬂ\N/R1
| ~R2 I
R® R2

Ph
o)
N~ PhN/
_—
NH;

Mechanizm reakciji:

(a), R!
N
1 1 S \
z R z R / R? z R
2 B: N 2 /
~S—N—R2 —» HC-N—R YN
H |3 X@ © |3 R1 R3 RZ
g:} R R \ Z e /
HC-N—R?2
[SHN
R3

(b)
1L

Schemat 14. Przyktad przegrupowania Stevensa wraz ze skréconych mechanizmem
reakcji.

Przegrupowanie Stevensa jest reakcjg konkurencyjng do reakcji przegrupowania
Sommeleta-Hausera. W przypadku, gdy obie reakcje mogg zachodzié, przegrupowanie
Stevensa preferencyjnie zachodzi¢ bedzie w wysokich temperaturach, a przegrupowanie

Sommeleta-Hausera — w niskich.2%?

3. Zastosowanie czwartorzedowych soli amoniowych

Czwartorzedowe sole amoniowe, ze wzgledu na swoje ciekawe i uzyteczne
wiasciwosci, majg bardzo szerokie zastosowanie. Niektére czwartorzedowe sole
amoniowe, szczegdlnie te o dtuzszych tancuchach, np. chlorek cetalkonium (83, Rysunek
56) wykazujg dziatanie przeciwbakteryjne.?’® Wykorzystywane sg one jako $rodki
odkazajace i antyseptyczne w preparatach do dezynfekcji. Niektére z nich majg rowniez
dziatanie przeciwgrzybiczne i przeciwwirusowe, gdyz mogg one niszczy¢ btone
komorkowa lub otoczke wirusowa.?!?

Ze wzgledu na obecnos¢ w strukturze atomu azotu o tadunku dodatnim,

czwartorzedowe sole amoniowe sg skutecznymi srodkami antyelektrostatycznymi

i wykorzystywane sg w przemysle wtdkienniczym. Znalazty one gtéwnie zastosowanie

75



Wstep teoretyczny

w produktach do zmiekczania tkanin. Zwigzki te stanowig czwartorzedowe sole
amoniowe, do ktérych poprzez wigzania estrowe przytgczone sg kwasy ttuszczowe. Nalezg
one do wiekszej grupy zwigzkéw, zwanej surfaktantami. Ulegajg one degradacji w wyniku
reakcji hydrolizy.?*? Dzieki swoim wtasciwo$ciom bakteriostatycznym, zwigzki te znalazty
réwniez zastosowanie w przemysle kosmetycznym. Po raz pierwszy firma Henkel?!3
zastosowata, jako dodatki w szamponach i odzywkach do wtoséw, czwartorzedowe sole
amoniowe takie jak np. chlorek cetylotrimetyloamoniowy (84, Rysunek 56) czy chlorek
2-hydroksyetylo-(2-hydroksyheksadecylo)-dimetyloamoniowy (85, Rysunek 56).
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Rysunek 56. Przyktady czwartorzedowych soli amoniowych posiadajacych zastosowanie
w przemysle kosmetycznym.

W syntezie organicznej czwartorzedowe sole amoniowe majg duze znaczenie.
Stosowane sg one gtownie jako katalizatory przeniesienia miedzyfazowego (PTC), ktdre
umozliwiajg zajscie i przyspieszajg reakcje prowadzone na granicy faz. Dodatek soli
amoniowych w reakcji prowadzonej w uktadach wodno-organicznych powoduje transport
reagentdw z jednej fazy do drugiej, prowadzagc do wytworzenia produktu reakcji.
Stosowanie czwartorzedowych soli amoniowych jako katalizatoréw przeniesienia
miedzyfazowego jest ograniczone warunkami reakcji, gdyz mogg one ulega¢ degradacji
oraz reakcjom eliminacji w silnie zasadowych warunkach, nawet w temperaturze ponizej
70 °C.214

Czwartorzedowe sole amoniowe sg wykorzystywane réwniez w syntezie
organicznej jako medium reakcyjne. Stopiona sl amoniowa zapewnia catkowicie
zjonizowane S$rodowisko reakcyjne, relatywnie wolne od jonéw solwatujgcych
i asocjujacych, ktére przy zastosowaniu innego rozpuszczalnika mogtyby wptywaé na
szybko$¢ reakcji.?'* Dodatkowo niewatpliwg zaletg jest proces oczyszczania i rozdziatu
niejonowego produktu organicznego od jonowego medium reakcyjnego, ktory jest

niezwykle fatwy.
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Najciekawszym zastosowaniem czwartorzedowych soli amoniowych sg ciecze
jonowe, ktoérych presuksorem byty wtasnie czwartorzedowe halogenki amoniowe. Ciecze
jonowe (ang. lonic Liquids, ILs) definiuje sie jako zwigzki chemiczne o jonowej budowie,
charakteryzujgce sie temperaturg topnienia ponizej 100 °C.2%> Ta specyficzna wtasciwosé
cieczy jonowych wynika najczesciej z réznicy rozmiaréw miedzy rozbudowanym kationem
organicznym, o asymetrycznej strukturze, a niewielkim anionem nieorganicznym badz
organicznym. Wtasciwo$¢ ta utrudnia znaczgco tworzenie jednorodne;j sieci krystalicznej,
co W znaczacy sposob obniza temperature krzepniecia zwigzkéw.2®?17 Ciecze jonowe
wpisujg sie w trend ,,green chemistry”, stosuje sie je jako bezpieczniejsze rozpuszczalniki,
pozwalajg na efektywne wykorzystanie energii oraz stosowane s3 w reakcjach
katalitycznych. Wraz z budowg jonowg tych zwigzkéw wigze sie szereg unikatowych
wtasciwosci. Do gtéwnych zalet zalicza sie miedzy innymi niemalze niemierzalng preznosc¢
par, co korzystnie wptywa na bezpieczenstwo przy stosowaniu ich jako rozpuszczalnikéw
i eliminuje ich emisje do $rodowiska.?*® Zwigzki te charakteryzujg sie niskg palnoscig
i stosunkowo wysokg stabilnoscig termiczna.?'® Sg one dobrymi przewodnikami pradu
i znalazty zastosowanie jako elektrolity (86, Rysunek 57).22° Ciecze jonowe znalazty
zastosowanie w przetwdrstwie biomasy, ze wzgledu na zdolnos$ci rozpuszczania
biopolimeréw, m.in. celulozy (87, Rysunek 57).22! ILs ze wzgledu na zaskakujgce
witasciwosci uzytkowe stosowane sg rowniez jako utrwalacze tkanek miekkich???,
detergenty pokarmowe??? czy przyspieszacze wulkanizacji (88, Rysunek 57)?%4. Ciecze
jonowe byty rowniez badane pod katem wtasciwosci ochronnych, znalazty zastosowanie
jako efektywne $rodki ochrony drewna (89, Rysunek 57).%2°> Doskonale zatem widad,

ze zwigzki te majg szeroki wachlarz zastosowan, ktéry jest stale powiekszany.
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Rysunek 57. Przyktady cieczy jonowych znajdujacych zastosowanie jako przewodniki
pradu (86), w przetwdrstwie biomasy (87), przyspieszacze wulkanizacji (88) oraz jako
srodki ochrony drewna (89).

77



Wyniki i dyskusja

VIl Wyniki i dyskusja

W niniejszej pracy przedstawione zostaty Sciezki syntetyczne prowadzace
do otrzymania nowych pochodnych 14- i 15-cztonowych antybiotykdéw makrolidowych
o przebudowanych ramionach sacharydowych. Dla 50 nowych otrzymanych zwigzkéw
wykonane zostaty testy aktywnosci przeciwbakteryjnej oraz przeprowadzona zostata
analiza SAR. W rozprawie tej omodwione zostaty rowniez reakcje prowadzace
do utworzenia innowacyjnej, nietypowej, ketolidowe] platformy, przygotowanej pod
dalsze przeksztatcenia chemiczne. Przyblizone zostaty réwniez metody syntezy trzech
nowych hybrydowych potaczen, zsyntezowanych w wyniku potgczenia modyfikowanych
antybiotykéw makrolidowych wraz z podstawiong, wykazujacg przeciwnowotworowe
wtasciwosci, kolchiceina.

Wszystkie nowe otrzymane produkty zostaty scharakteryzowane spektroskopowo.
Przypisanie sygnatéw protonowych i weglowych, zaréwno wyjsciowego antybiotyku, jak
rowniez nowo otrzymanych pochodnych, zostato wykonane w oparciu o szczegétowg
analize widm dwuwymiarowych *H-1H COSY, 'H-13C HSQC, *H-3C HMBC oraz *H-'H NOESY.
W Tabelach 3 — 12 zostaty przedstawione przesuniecia chemiczne H oraz '3C dla AZM,
AZM-OH oraz AZM-1 — AZM-44.2%° W Tabelach 13 — 16 zostaty przedstawione
przesuniecia chemiczne *H i 3C dla CLA, CLA-1 — CLA-6%%° oraz dla CLA-7 — CLA-14%%8,
W Tabelach 17i 18 przedstawiono natomiast przesuniecia chemiczne dla kolchiceinowego
substratu COL, COL-1 i COL-2 oraz zwigzkéow hybrydowych AZM-1-COL-1, AZM-1-COL-2
i CLA-12-COL2.?%’ Ze wzgledu na duzg liczbe danych tabele zostaty zamieszczone
odpowiednio na stronach: Tabele 3 — 12 - strony 227 — 260; Tabele 13 — 16 - strony 261 —
275; Tabele 17 i 18 - strony 276 — 281. Wszystkie wzory nowych pochodnych, wraz
ze wzorami podstawowych antybiotykdw, zostaty zamieszczone na ostatnich stronach
niniejszej rozprawy doktorskiej oraz w zatgcznikach nr 1 — 3.

Synteza i analiza strukturalna wraz z wynikami aktywnoSci przeciwbakteryjnej oraz
ustaleniem modelu dokowania pochodnych w tunelu rybosomalnym, dla zwigzkow AZM-
1 — AZM-44 oraz CLA-1 — CLA-6 zostaty opublikowane w czasopismie ChemMedChem
w artykule ,Synthesis and Antibacterial Activity of New N-Alkylammonium and Carbonate-
Triazole Derivatives within Desosamine of 14- and 15-Membered Lactone Macrolides” .*%®

Wykorzystane w niniejszej rozprawie doktorskiej modele wigzan antybiotykow
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referencyjnych: erytromycyny, azytromycyny i spiramycyny, oraz struktury tych
antybiotykéw, wraz z okreslong ich konformacja i wewnatrzczasteczkowymi
oddziatywaniami, opublikowane zostaty w czasopismie European Journal of Medicinal
Chemistry w artykule ,14- and 15-membered Lactone Macrolides and their Analogues and
Hybrids: Structure, Molecular Mechanism of Action and Biological Activity”.** Publikacja
opisujgca synteze i strukture hybrydowych potaczen 14- i 15- cztonowych
modyfikowanych antybiotykow z kolchiceiny, pod tytutem ,Regioselective
Functionalization of Colchiceine Tropolone Ring enabling for Production of New
Conjugates with Biological Relevant Molecules”, jest obecnie w trakcie recenzji.??’
Natomiast publikacja opisujgca przeksztatcenia klarytromycyny i wytworzenie nietypowej

platformy do dalszych przeksztatcen, jest aktualnie w trakcie przygotowania.??®
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1. Pochodne azytromycyny modyfikowane w pozycji C(2’) dezozaminy

Przebudowa ramion sacharydowych laktonowych antybiotykdw makrolidowych
byta gtéwnym celem niniejszej pracy. Modyfikacje w tym obrebie prowadzone byty
dotychczas przez wiele grup badawczych, czego owocem byly setki prac naukowych.
W rozdziatach dotyczacych modyfikacji chemicznych erytromycyny i klarytromycyny
(Dziat Ill, Rozdziat 6.1 i 6.3) oraz azytromycyny (Dziat IV, Rozdziat 4.1 i 4.2), przedstawitam
najnowsze publikacje w tym temacie. Naukowcy przebudowywali ramiona sacharydowe
na roine sposoby: wprowadzali podstawniki karbaminianowel®®170-174 " estrowe
i eterowe!! 1121667169 - grzytaczali  dodatkowe  podstawniki  cukrowe!!#116  oraz
przebudowywali grupe N,N-dimetylowg dezozaminy poprzez N-dealkilacje.?’~132, Znane
sg tez pojedyncze transformacje, w wyniku ktorych potgczono azytromycyne, przez grupe
hydroksylowg O(2’)H, z réznymi estrami, eterami badz karbaminianami. Jedna z nich
dotyczyta wprowadzenia w pozycji C(2’) eterowo-alkilowego tacznika o réznej dtugosci,
zakoriczonego chlorochinolinowym podstawnikiem.'8? Pomimo niskiej aktywnosci
przeciwbakteryjnej (MIC powyzej 64 pg/ml) zwigzki te wykazywaty ponad 1000-krotnie
wyzszg aktywno$é przeciwmalaryczng od azytromycyny. Tak niski potencjat
przeciwbakteryjny zwigzku wynikat prawdopodobnie z tego, ze nie byt on dopasowany
do tunelu rybosomalnego, ktory w rejonie tejze grupy hydroksylowej posiada ustawiony
w poprzek nukleotyd A2099 (w H. marismortui), z ktérym grupa O(2’)H oddziatuje.

Analiza sposobu wigzania czasteczki azytromycyny w tunelu rybosomalnym
ukazata, ze mozliwe jest skonstruowanie odpowiedniego tacznika, ktéry omingtby ten
nukleotyd i umozliwit efektywne wigzanie antybiotyku, co mogtoby spowodowaé wzrost
aktywnosci biologicznej. Aby taka sytuacja byfta prawdopodobna, aglikon antybiotyku
musiatby ulec nieznacznej rotacji w tunelu rybosomalnym. Z tego wzgledu koniecznym
byto usuniecie drugiego deoksycukru — kladynozy — ktdra oddziatujgc z tunelem
rybosomalnym uniemozliwia rotacje aglikonu. Postanowitam zatem przeprowadzié
synteze nowych pochodnych azytromycyny z wolng grupa hydroksylowa w pozycji C(3)
i posiadajgcych wydtuzone ramie dezozaminowe. tgcznik ten powinien byt zawieraé
zroznicowane strukturalnie podstawniki koncowe, umozliwiajgce oddziatywanie

z nukleotydami obecnymi w tunelu rybosomalnym.
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Inspiracjg do przeprowadzenia wyzej opisanych modyfikacji antybiotykdéw
15-cztonych byt wczesniej opisany przez Hansena model wigzania makrolidéw w tunelu
rybosomalnym.32 Rysunek 7 (str. 15) przedstawia natozone na siebie modele réznych
antybiotykdw makrolidowych w duzej podjednostce bakteryjnej 50S. Z jego analizy
wynika, ze cukier przytgczony do aglikonu w pozycji C(5) zajmuje tg sama pozycje w Swietle
tunelu rybosomalnego, zaréwno dla azytromycyny, jak i dla karbomycyny A. O ile
znajdujgca sie w pozycji C(5) azytromycyny dezozamina jest stosunkowo krétka,
to podstawnik cukrowy karbomycyny jest dtugi, sktada sie z dwdch potgczonych ze sobg
sacharydow dodatkowo zakonczonych grupg izobutyrylowa. Na Rysunku 58 wyraznie
wida¢, ze ugrupowanie to siega niemalze centrum peptydylowej transferazy, co wskazuje,
ze w Swietle tunelu rybosomalnego znajduje sie przestrzen o okreslonej wielkosci,
w ktérej mogtby zostaé ulokowany podstawnik nowej pochodnej. Na podstawie modeli
dokowan wyraznie widaé, ze istnieje szansa na zaprojektowanie takiego podstawnika
przytaczonego do dezozaminy AZM, ktory mégtby ,, wsungé” sie w tg wolng przestrzen w
tunelu i wigzaé z tunelem rybosomalnym za pomoca odpowiednich oddziatywan. Aby byto
to mozliwe, dezozamina z przytgczonym podstawnikiem musiataby ,,usig$¢” na rybosomie
w delikatnie zmieniony sposdb, czego wynikiem bytaby rotacja catego antybiotyku
w tunelu rybosomalnym. Postanowitam zatem przeprowadzi¢ modyfikacje w pozycji C(2’),

by sprawdzié czy mozliwy jest inny, wymuszony sposdb wigzania AZM w rybosomie.
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Rysunek 58. Fragment czasteczki karbomycyny A w tunelu rybosomalnym,
przedstawiajgcy dtugos¢ trzech podstawnikéw przytgczonych w pozycji C(5) aglikonu:
mykaminozy (pomaranczowa), mykarozy (zétta) i grupy izobutyrylowej (szara),
w odniesieniu do miejsca-A i miejsca-P petli peptydylotransferazy oraz jej poréwnanie
do dtugosci podstawnikdw antybiotykéw ERY i AZM oraz tylozyny i spiramycyny.3?
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1.1 Synteza 3-OH azytromycyny

Przeprowadzenie syntezy nowych zwigzkdw, zgodnie z przedstawionymi wczesniej
zatozeniami, nie bytoby mozliwe bez wczesniejszego przygotowania substratéw. W tym
celu nalezato najpierw przeprowadzié¢ reakcje hydrolizy cukru — kladynozy, potocznie
zwang Ww literaturze reakcja ,dekladonyzacji”. Reakcja ta jest znana i czesto
wykorzystywana przy syntezie nowych zwigzkéw. Przeprowadzitam jg stosujgc 0,25M

wodny roztwor kwasu solnego i aceton w stosunku objetosciowym 2:5 (Schemat 15).
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Schemat 15. Schemat przedstawiajgcy synteze 3-OH azytromycyny (AZM-OH).

Na Rysunku 59 przedstawitam chromatogramy zarejestrowane w trakcie
przeprowadzania reakgcji. Pik pochodzacy od azytromycyny widoczny byt o czasie retencji
wynoszgcym tg= 9,56 min. (Rysunek 59, chromatogram czarny). Po 12 godzinach
od rozpoczecia prowadzenia reakcji, na chromatogramie widoczny byt w znacznej
przewadze nowy pik o czasie retencji tg= 5,28 min, ktérego intensywno$¢ w miare
prowadzenia reakcji rosta kosztem piku pochodzgcego od substratu (Rysunek 59,
chromatogram niebieski). Po 18h stat sie on pikiem dominujgcym na chromatogramie
(Rysunek 59, chromatogram zielony) i reakcje zakoriczytam poprzez zmiane pH roztworu,
w wyniku dodania nasyconego roztworu wodoroweglanu sodu. Nastepnie mieszanine
reakcyjng poddatam oczyszczaniu w celu weryfikacji struktury oczekiwanego produktu.
Pierwszych informacji odnosnie struktury otrzymanego produktu dostarczyto widmo
ESI-MS zarejestrowane w trybie jonéw dodatnich (Rysunek 60, B), w ktérym widoczny byt
pik przy wartosci m/z= 591 [Da]. W widmie ESI-MS substratu — AZM (Rysunek 60, A)
widoczny byt pik przy wartosci m/z= 749 [Da] i odpowiadat on protonowanej
azytromycynie. Rdznica wartosci pomiedzy pikami pochodzacymi od AZM i AZM-OH
wynoszgca 158 [Da] rowna byta masie molowej kladynozy, zatem wartosc ta odpowiadata

jonowi pseudomolekularnemu pochodnej AZM-OH.
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Rysunek 59. Chromatogramy przedstawiajgce postep reakcji przeksztatcenia AZM

(chromatogram czarny) w AZM-OH (chromatogram zielony). Chromatogram niebieski
wykonany zostat w trakcie prowadzenia reakcji i przedstawia mieszanine reakcyjna
po 18h.
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Rysunek 60. Zestawienie widm ESI-MS zarejestrowane w trybie jonéw dodatnich dla
A) AZM oraz B) AZM-OH.
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Otrzymanie azytromycyny z wolng grupa hydroksylowga zostato potwierdzone na
postawie analizy widm 1D i 2D magnetycznego rezonansu jgdrowego. W widmie 3C NMR
(Rysunek 61) nowego produktu (AZM-OH) w catym badanym zakresie zauwazytam
zmniejszong liczbe sygnatéw w poréwnaniu do widma substratu (AZM). Analiza
poréwnawcza widm *H NMR (Rysunek 62) i 3C NMR (Rysunek 61) dla obu zwigzkéw (AZM

i AZM-OH) ukazata, ze posiadajg one rdzne struktury. Brak jednego cukru uproscit obraz
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Rysunek 61. Poréwnanie widm 3C NMR substratu - AZM (czarne) oraz produktu -
AZM-OH (zielone) w catym badanym zakresie.
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Rysunek 62. Zestawienie widm 'H NMR AZM (czarne) oraz AZM-OH (zielone) w catym
badanym zakresie.

84



Wyniki i dyskusja

widma. Dodatkowo przesuniecie czesci sygnatéw wynika ze zmian strukturalnych, ktérym
ulegt zwigzek. Zatem w celu doktadnego potwierdzenia struktury pochodnej AZM-OH
konieczne byto przypisanie poszczegdlnych sygnatéw obecnych w widmach 'H NMR
i 13C NMR do konkretnych atoméw wegla i protondw.

Na podstawie szczegdtowej analizy widm dwuwymiarowych: *H-'H COSY, *H-13C
HSQC oraz 'H-3C HMBC, mozliwe byto przypisanie sygnatéw dla zwigzku AZM-OH.
Wszystkie wartosci przesunie¢ chemicznych umieszone zostaty w Tabeli 3 i 4. Najbardziej
charakterystyczny sygnat w widmie 3*C NMR AZM-OH (Rysunek 61), pochodzacy od atomu
wegla grupy karbonylowej uktadu laktonowego, przy czestosci rezonansowej 6= 177,8
ppm, przypisatam atomowi wegla C(1). W widmie *H-3C HMBC (Rysunek 63) sygnat ten
koreluje z sygnatami od protondéw: dubletem kwartetdw wystepujagcym przy wartosci
6= 2,64 ppm, dubletem przy czestosci rezonansowej 6= 1,27 ppm oraz kolejnym dubletem
kwartetdw, ktérego wartos¢ przesuniecia chemicznego wynosi 6= 4,70 ppm. Dzieki
wykorzystaniu technik dwuwymiarowych, sygnat przy wartosci 6= 2,64 ppm zostat

przypisany do protonu H(2). Jest on dubletem kwartetéw, o statych sprzezenia
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Rysunek 63. Fragment widma dwuwymiarowego 'H-3C HMBC AZM-OH ukazujgcy
korelacje dalekiego zasiegu sygnatu weglowego pochodzgcego od atomu C(1).
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3Juz-n3= 10,3 Hz i 3Jurnie= 6,8 Hz. Koreluje on w widmie *H-'H COSY (Rysunek 64)
z dubletem przy wartosci 6= 1,27 ppm o statej sprzezenia 3Juz-116= 6,7 Hz, integrowanym
na 3H oraz dubletem przy czestosci rezonansowej 6= 3,76 ppm o statej sprzezenia
3Ju2-n3= 10,3 Hz. Sygnaty te mozina byto zatem kolejno przypisaé do protonéw H(16)
i protonu H(3). Z kolei sygnat przy wartosci 6= 4,70 ppm, korelujgcy z sygnatem
pochodzgcym od atomu wegla C(1), zostat przypisany do protonu H(13). Znajac potozenie
sygnatéw pochodzacych od protondéw H(2), H(3), H(13) oraz H(16) i potozenie sygnatu
pochodzacego od atomu wegla C(1), mozliwa byta dalsza interpretacja sygnatéw w widmie
IH NMR i 3C NMR pochodnej AZM-OH. Dzieki sprzezeniu spinowo-spinowym przez jedno
wigzanie, miedzy atomami wegla a protonami, ktére obserwowatam w widmie
dwuwymiarowym 'H-13C HSQC (Rysunek 65), mozliwe byto przypisanie pozycji sygnatow
pochodzacych od atoméw wegla: C(2), C(3), C(13) oraz C(16). Widoczna korelacja
pomiedzy sygnatem pochodzgcym od protonu H(2) z sygnatem przy wartosci 6= 44,7 ppm,

umozliwita przypisanie go do atomu wegla C(2). Sygnat przy wartosci 6= 79,6 ppm koreluje

ppm

3.7 3.4 3.1 2.8 2.5 2.2 1.9 1.6 1.3
ppm

Rysunek 64. Fragment widma dwuwymiarowego *H-H COSY AZM-OH ukazujacy korelacje
bliskiego zasiegu pomiedzy wybranymi sygnatami protonowymi.
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Rysunek 65. Fragment widma dwuwymiarowego 'H-13C HSQC AZM-OH ukazujgcy
korelacje pomiedzy sygnatami weglowymi, a sygnatami protonowymi.

natomiast w widmie z sygnatem przy 6= 3,76 ppm — ktérego wartos¢ odpowiada
przesunieciu chemicznemu protonu H(3) — zatem wartos$¢ tg przypisano do atomu wegla
C(3). Z kolei korelacja pomiedzy sygnatem przy wartosci 6= 1,27 ppm — przypisanym
do protonu H(16), a sygnatem przy 6= 11,0 ppm, pozwolita na przypisanie do atomu wegla
C(16). Na Rysunku 65 widoczna jest rowniez korelacja umozliwiajgca przypisanie sygnatu
pochodzacego od atomu wegla C(13). Dublet dubletéw znajdujgcy sie przy wartosci
przesuniecia chemicznego 6= 4,70 ppm, przypisano na podstawie widma *H-3C HMBC
protonowi H(13) (Rysunek 63), ktéry sprzega sie z atomem wegla rezonujacym przy
6=77,5 ppm. Zatem pozycja ta zostata przypisana do atomu wegla C(13). Wykorzystujac
korelacje widoczne w dwuwymiarowych widmach *H-*H COSY (Rysunek 64) oraz *H-13C
HMBC (Rysunek 66), mozliwe byto doktadne okreslenie czy reakcja hydrolizy zaszta
zgodnie z planem. Sygnat przy czestosci rezonansowej 6= 3,76 ppm o statej sprzezenia
3)= 10,3 Hz koreluje jedynie z protonem H(2), dalej nastepuje odciecie korelacji. Z kolei w
widmie H-13C HMBC mozna zaobserwowac korelacje sygnhatu pochodzgcego od atomu

wegla C(3) przy 6= 79,6 ppm ze znanymi juz sygnatami od protondéw przy wartosciach:
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Rysunek 66. Fragment widma dwuwymiarowego 'H-!3C HMBC AZM-OH ukazujgcy
korelacje sygnatu weglowego C(3) z sygnatami protonowymi.

6=2,64 ppm - H(2), 6= 1,28 ppm - H(16) oraz z nowymi przy: 6= 3,56 ppm, 6= 2,28 ppm
i 6= 1,04 ppm. Na podstawie korelacji w widmie 'H-'3C HSQC (Rysunek 65) pomiedzy
sygnatami od tych protondw a sygnatami pochodzgcymi od atomoéw wegla, oraz
korelacjami w widmie *H-'H COSY (Rysunek 67), udato sie przypisa¢ poszczegdlne sygnaty
do odpowiednich atomoéw. | tak, multiplet przy czestosci 6= 2,28 ppm, korelujacy
z atomem wegla o wartosci 6= 36,1 ppm, w widmie H-'H COSY koreluje z dwoma
sygnatami: multipletem przy &= 3,56 ppm oraz dubletem przy 6= 1,05 ppm o statej
sprzezenia 3J= 7,5 Hz. Sygnaty te w widmie *H-13C HSQC korelujg odpowiednio z sygnatami
przy wartos$ciach 6= 95,2 ppm i 6= 8,0 ppm. Biorgc pod uwage powyzsze dane, sygnaty
mozna przypisa¢ do nastepujgcych atomow wegla i protondw: sygnat przy czestosci
6=2,28 ppm i korelujacy z nim sygnat przy 6= 36,1 ppm odpowiadajg sygnatom
pochodzgcym od atomow H(4) oraz C(4), sygnat przy czestosci 6= 3,56 ppm i korelujgcy
z nim sygnat przy 6= 95,2 ppm przypisane zostaty do atoméw H(5) oraz C(5), a sygnat przy
czestosci 6= 1,04 ppm i korelujgcy z nim sygnat przy 6= 8,0 ppm — do atomdw H(17) oraz

C(17). Brak korelacji pomiedzy sygnatem pochodzacym od atomu wegla C(3) z protonem
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Rysunek 67. Fragment widma dwuwymiarowego *H-'H COSY zwigzku AZM-OH.

o wysokiej wartosci przesuniecia chemicznego jest bezpos$rednim dowodem na to,
ze reakcja hydrolizy cukru zaszta w sposéb planowany. Niewidoczna korelacja w widmie
'H-'H COSY pomiedzy protonem pochodzagcym od nowopowstatej grupy hydroksylowej
a protonem H(3) wynika z faktu, ze sygnaty pochodzgce od grup hydroksylowych zanikajg
na skutek wymiany chemicznej ze sladami wody w rozpuszczalniku (CDCl3). W widmie
'H-'H COSY (Rysunek 67) sygnat przy 6= 3,56 ppm, przypisany do protonu H(5), koreluje
jedynie z sygnatem przy czestosci rezonansowej odpowiadajgcej protonowi H(4). Z kolei
w widmie 'H-13C HMBC (Rysunek 66) koreluje on sygnatem przy wartosci przesuniecia
8= 73,2 ppm, ktéry w widmie H-13C HSQC nie koreluje z zadnym sygnatem protonowym.
Jest to zatem czestos¢ rezonansowa odpowiadajgca czwartorzedowemu atomowi wegla
i mozna przypisac jg do atomu C(6). Na podstawie znanej juz wartosci przesuniecia atomu
wegla C(6) mozna poznaé czesto$é rezonansowa kolejnych atoméw. W widmie H-13C
HMBC (Rysunek 68) atom wegla C(6) koreluje z singletem przy 6= 1,30 ppm o integracji
3H. Jest to zatem wartos¢ odpowiadajgca protonom H(18) izolowanej grupy metylowe;j.
Na podstawie dwuwymiarowego widma *H-3C HSQC (Rysunek 69) przypisano tym

protonom odpowiadajgcy im sygnat od atomu wegla przy czestosci rezonansowej
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Rysunek 68. Fragment widma *H-13C HMBC pochodnej AZM-OH przedstawiajacy korelacje
pomiedzy sygnatem weglowym C(6) a korelujgcymi z nim sygnatami protonowymi.

6= 25,9 ppm — C(18). Z racji tego, ze atom wegla C(6) jest czwartorzedowy, aby méc dalej
przypisa¢ sygnaty, niezbedne byto sprawdzenie w widmie !H-!3C HMBC z jakimi
nieprzypisanymi jeszcze protonami sprzega sie ten atom wegla. | tak, z przedstawionej
na Rysunku 68 korelacji wynika, ze sprzega sie on zdwoma nowymi protonami o wartosci
rezonansowej 6= 1,45 ppm oraz 6= 1,59 ppm. Pierwszy z nich jest dubletem dubletow
o statych sprzezenia wynoszacych 14,2 Hz i 5,4 Hz, a drugi — dubletem o wartosci
J=14,2 Hz. Z analizy tych wartosci wynika, Ze sprzegajg sie one same ze sobg, z geminalna
statg sprzezenia 2J= 14,2 Hz, co dowodzi, ze przytgczone sg one do tego samego atomu
wegla. Potwierdzeniem tego faktu byty korelacje widoczne w widmie 'H-13C HSQC
(Rysunek 69), w ktérym protony przy wartosciach przesuniecia 6= 1,45 ppm oraz
6= 1,59 ppm sprzegajg sie przez jedno wigzanie w tym samym atomem wegla. Sygnaty
te przypisatam zatem do protondw i atomu wegla C(7)H.. Nastepnie, by znalezé i moc
przypisac sygnat odpowiadajgcy protonom w pozycji C(8), wykorzystano korelacje obecne
w widmie H-'H COSY (Rysunek 70). W widmie tym, proton H(7a) sprzega sie jedynie

z protonem, ktdérego sygnat jest multipletem przy wartosci przesuniecia chemicznego
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Rysunek 69. Fragment widma *H-13C HSQC produktu AZM-OH.

wynoszgcej 6= 1,87 ppm, zatem wartos¢ tg przypisano do protonu H(8). Integracja tego
sygnatu wynosi 2H, a wiec naktada sie on na kolejny sygnat, ktéry przypisany jest
doinnego protonu. Nastepnie na podstawie korelacji w widmie dwuwymiarowym
bliskiego zasiegu *H-13C HSQC (Rysunek 69), miedzy sygnatem od protonu H(8) i atomu
wegla C(8), przypisatam wartos¢ rezonansowg dla tego atomu wegla rowng 6= 26,7 ppm.
W widmie korelacyjnym zauwazytam réwniez, ze inny proton (ktérego sygnat naktada sie
z sygnatem od protonu H(8)) sprzega sie z atomem wegla, ktérego sygnat ma przesuniecie
chemiczne 6=21,0 ppm i nie zostat on jeszcze przypisany. W widmie *H-'H COSY (Rysunek
70) sygnat przy wartosci 6= 1,87 ppm koreluje z nastepujacymi nowymi sygnatami przy
wartosciach: 6= 0,87 ppm, 6= 0,90 ppm, 6= 1,52 ppm, 6= 2,04 ppm oraz 6= 2,51 ppm.
Mnogos¢ protondw, ktérym odpowiadajg wymieniowe przesuniecia jest dodatkowym
potwierdzeniem, ze multiplet przy czestosci rezonansowej wynoszgcej 6= 1,87 ppm
odpowiada dwédm réznym protonom. Sygnat przy wartosci 6= 0,90 ppm koreluje jedynie
z sygnatem przypisanym do protonu H(8), a jego integracja wynosi 3H, zatem mozna
przypisa¢ go do protonu H(19). W widmie *H-3C HSQC (Rysunek 69) koreluje on

z sygnatem o czestosci wynoszgcej 6= 21,3 ppm, ktdry odpowiada zatem atomowi wegla
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Rysunek 70. Fragment widma dwuwymiarowego *H-'H COSY pochodnej AZM-OH.

C(19). Z kolei nowe wymienione sygnaty przy wartosciach przesuniecia chemicznego
6= 2,04 ppm oraz 6= 2,51 ppm, sg odpowiednio trypletem o statej sprzezenia wynoszacej
11,9 Hz i dubletem dubletow — o statych 12,1 Hz i 3,3 Hz. Z analizy ich integracji
i multipletowosci wynika, ze sprzegajg sie one geminalnie, co dowodzi, ze muszg sie one
znajdowac przy tym samym atomie wegla, czego potwierdzeniem jest widoczna w widmie
1H-13C HSQC (Rysunek 69) korelacja pomiedzy sygnatami o wartosci przesuniecia
chemicznego wynoszacej 6= 2,04 ppm oraz 6= 2,51 ppm, a sygnatem pochodzacym od
atomu wegla przy czestosci rezonansowej 6= 71,1 ppm. Sygnaty te zostaty zatem
przypisane odpowiednio do protondéw i atomu wegla grupy metylenowej w pozycji C(9).
W widmie *H-'H COSY (Rysunek 70) wczesniej opisany proton przy wartosci 6= 1,87 ppm
sprzega sie rowniez z: trypletem o czestosci 6= 0,87 ppm i statej sprzezenia 3J= 7,3 Hz,
dubletem dubletu kwartetow o czestosci 6= 1,52 ppm i statych sprzezenia: 14,1 Hz,
10,5 Hz i 7,0 Hz, oraz dubletem dubletéw o przesunieciu 6= 4,70 ppm i statych sprzezenia
wynoszgcych 10,9 Hz i 1,7 Hz, ktéry zostat juz przypisany do protonu H(13). Z kolei
w widmie *H-3C HSQC (Rysunek 69) sygnaty przy 8= 1,52 ppm i 6= 1,87 ppm korelujg z tym

samym sygnatem weglowym o przesunieciu 6= 21,0 ppm. Analizujgc dane dotyczace
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przesunie¢ chemicznych oraz wielkosci statych sprzezen, sygnaty te mozna przypisac
do odpowiadajgcych im atomow. | tak, sygnaty o czestosci rezonansowej 6= 1,52 ppm
i 6= 1,87 ppm przypisa¢ mozna do protonéw H(14), a sygnat 6= 21,0 ppm — do atomu
wegla C(14). Z kolei sygnat przy wartosci 6= 0,87 ppm — do protonéw H(15), a korelujgcy
znim sygnat w H-13C HSQC (Rysunek 69) o przesunieciu chemicznym wynoszgcym
6= 11,0 ppm — do atomu wegla C(15). W widmie 'H-13C HMBC (Rysunek 71) sygnat
przypisany do protonu H(13) koreluje z sygnatami pochodzgcymi od atomow wegla C(14)
i C(15) oraz nowymi sygnatami o czestosci 6= 16,1 ppm, 6= 74,4 ppm i 6= 75,9 ppm. Z kolei
w widmie 'H-13C HSQC (Rysunek 69) sygnaty te korelujg z nastepujgcymi sygnatami
pochodzgcymi od protonéw: 6= 16,1 ppm koreluje z singletem przy czestosci 6= 1,05 ppm,
ktory integruje sie na trzy protony, sygnat weglowy przy 6= 75,9 ppm koreluje z sygnatem
pochodzgcym od jednego protonu o przesunieciu chemicznym 6= 3,63 ppm, a sygnat przy
czestosci 6= 74,4 ppm nie koreluje z zadnym protonowym sygnatem, a wiec odpowiada
czwartorzedowemu atomowi wegla. Analizujgc powyzsze informacje mozna dokonad
przypisania tych sygnatéw do odpowiadajgcych im atomédw. | tak, sygnat przy czestosci

6= 16,1 ppm i korelujgcy z nim sygnat 6= 1,05 ppm mozna przypisa¢ odpowiednio do grupy
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Rysunek 71. Fragment widma dwuwymiarowego 'H-3C HMBC pochodnej AZM-OH
przedstawiajgcy korelacje pomiedzy sygnatem protonowym H(13) a korelujgcymi z nim
sygnatami weglowymi.
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metylowej C(22)Hs. Sygnat o przesunieciu chemicznym &= 74,4 ppm odpowiada
czwartorzedowemu atomowi wegla C(12). Natomiast sygnat przy 6= 75,9 ppm i korelujgcy
z nim sygnat 6= 3,63 ppm — przypisane zostaty do atomu wegla C(11) i protonu H(11).
Znajac juz wartosci przesunie¢ chemicznych tych atoméw, mozna dokonac dalszego
przypisania pozostatych elementéw w pierscieniu makrocyklicznym. W widmie H-1H
COSY (Rysunek 72) sygnat odpowiadajacy protonowi H(11) przy 6= 3,63 ppm koreluje
z dubletem kwartetow o przesunieciu chemicznym 6= 2,72 ppm i statych sprzezenia 6,8
Hz i 1,5 Hz. Ten z kolei, koreluje z dubletem przy czestosci 6= 1,11 ppm, o statej sprzezenia
rowniez wynoszacej 6,8 Hz i integracji rownej 3H. Zatem sygnat przy 6= 2,72 ppm
odpowiada protonowi H(10), a sygnat o czestosci 6= 1,11 ppm mozna przypisa¢ do
protonu H(21). W widmie 'H-13C HSQC (Rysunek 73) sygnaty te korelujg nastepujgco
z sygnatami przy 6= 62,6 ppm i 6= 7,8 ppm i odpowiadajg kolejno atomowi wegla C(10)
i C(21). W widmie H-13C HMBC (Rysunek 74) widoczna jest wyrazna korelacja pomiedzy
sygnatem pochodzacym od atoméw wegla C(9) i C(10) a nieprzypisanym, integrowanym

na trzy protony, szerszym singletem przy czestosci rezonansowej wynoszacej 6= 2,36 ppm.

r1.o

r2.5

r3.0

ppm

ras

4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8 2.6 24 13 1.1 0.9 0.7 0.5
ppm

Rysunek 72. Fragment widma dwuwymiarowego 'H-'H COSY produktu AZM-OH
z zaznaczonymi korelacjami proton-proton bliskiego zasiegu.
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Rysunek 73. Fragment widma 'H-'3C HSQC pochodnej AZM-OH ukazujgcy korelacje
pomiedzy sygnatami weglowymi, a protonowymi.
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Rysunek 74. Fragment widma dwuwymiarowego 'H-!3C HMBC pochodnej AZM-OH
ukazujgcy korelacje protonu H(20) z atomami wegla.
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Réwnoczesnie w widmie *H-'H COSY sygnat ten nie koreluje z zadnym innym sygnatem,
a wiec jest on izolowany. Analizujgc potozenie, szerokos$¢ oraz integracje tego sygnatu
mozna wywnioskowac, ze jest to sygnat pochodzacy od grupy metylowej przytagczonej do
heteroatomu. Zatem sygnat ten przypisano do protonu H(20). W widmie *H-13C HSQC
(Rysunek 73) koreluje on z sygnatem weglowym przy czestosci rezonansowej 6= 37,3 ppm,
wiec przypisano go do atomu wegla C(20).

Po ustaleniu przypisania sygnatow 'H i 3C aglikonu AZM-OH nalezato
przeprowadzi¢ dalszg analize spektroskopowg, majgcy na celu przypisanie pozostatych
sygnatéw obserwowanych w widmach 1D AZM-OH do odpowiednich jader atomoéw
z podstawnika cukrowego — dezozaminy. W widmie H-3C HMBC (Rysunek 75)
zaobserwowatam korelacje dalekiego zasiegu pomiedzy sygnatem pochodzacym od
atomu wegla C(5), a sygnatem przy wartosci 6= 4,46 ppm. Dublet ten, o statej sprzezenia
wynoszgcej 7,4 Hz, przypisany zostat do protonu H(1’). W widmie *H-'H COSY (Rysunek
76) sygnat ten koreluje z dubletem dubletéw przy czestosci 6= 3,26 ppm o statych
sprzezenia 7,6 Hz i 9,9 Hz, ktéry z kolei koreluje z multipletem 6= 2,53 ppm. W widmie
1H-13C HSQC (Rysunek 77) te protonowe sygnaty korelujg z nastepujagcym sygnatami
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Rysunek 75. Fragment widma dwuwymiarowego 'H-3C HMBC pochodnej AZM-OH
przedstawiajgcy korelacje pomiedzy sygnatami przypisanymi do dezozaminy, a aglikonu.
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Rysunek 76. Fragment widma dwuwymiarowego 'H-'H COSY pochodnej AZM-OH
z zaznaczonymi korelacjami pomiedzy sygnatami protonowymi w dezozaminie.
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Rysunek 77. Fragment widma H-3C HSQC pochodnej AZM-OH z zaznaczonymi
korelacjami proton-wegiel bliskiego zasiegu we fragmencie dezozaminy.
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weglowymi: sygnat przy 6= 4,46 ppm z sygnatem przy &= 107,0 ppm, sygnat przy
6= 3,26 ppm z sygnatem 6= 70,7 ppm, a sygnat przy 6= 2,53 ppm z sygnatem weglowym
o przesunieciu chemicznym wynoszagcym 6= 65,8 ppm. Na podstawie powyzszych
informacji o pofozeniu sygnatéw w widmach 'H i 3C NMR, statych sprzezenia oraz
multipletowosci, sygnaty te przypisano parami do ugrupowan metinowych wystepujacych
w dezozaminie odpowiednio: C(1’)H, C(2’)H i C(3’)H. Analiza korelacji dalekiego zasiegu
w widmie H-13C HMBC (Rysunek 78) wskazata korelacje pomiedzy sygnatem od atomu
wegla C(3’) a nastepujacymi sygnatami protonowymi: dubletem dubletu dubletéw
o statych sprzezenia 12,7 Hz, 3,9 Hz i 1,8 Hz, przy 6= 1,66 ppm, multipletem przy
6= 1,27 ppm, singletem integrowanym na 6 protondéw przy 6= 2,25 ppm oraz dubletem
dubletu kwartetéw przy 6= 3,53 ppm o statych sprzezenia 12,2 Hz, 6,2 Hz oraz 1,8 Hz.
Z kolei w widmie dwuwymiarowym 'H-'H COSY (Rysunek 79) korelacje tych sygnatéw
ukazaty, ze sygnat pochodzacy od protonu H(3’) koreluje z sygnatami przy 6= 1,66 ppm
i 6= 1,25 ppm, ktére z kolei w widmie H-13C HSQC (Rysunek 77) korelujg z tym samym
atomem wegla (6= 28,2 ppm), zatem przypisaé je mozna do protondéw H(4’a) i H(4’b),

a sygnat weglowy do atomu C(4’). Dalej, w widmie 'H-'H COSY (Rysunek 78) sygnat
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Rysunek 78. Fragment widma dwuwymiarowego *H-13C HMBC pochodnej AZM-OH.
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Rysunek 79. Fragment widma dwuwymiarowego *H-'H COSY pochodnej AZM-OH
przedstawiajacy korelacje protonowe bliskiego zasiegu w czesci dezozaminy.

protonu H(4’b) koreluje z sygnatem o przesunieciu chemicznym 6= 3,53 ppm, ktéry z kolei
koreluje z nieprzypisanym dubletem o integracji 3H przy przesunieciu 6= 1,24 ppm.
Sygnaty te mozna przypisac kolejno do protonéw H(5’) i H(6’). Ze wzgledu na sprzezenie
przez jedno wigzanie protonu H(5’) z atomem wegla rezonujgcym przy 6= 70,1 ppm
i sprzezenie protonu z atomem wegla przy 6= 21,3 ppm (Rysunek 77), mozna przypisaé
sygnaty widoczne w widmie 3*C NMR odpowiednio do atoméw wegla C(5’) i C(6’). Z kolei
sygnat protonowy przy 6= 2,25 ppm, korelujacy z sygnatem weglowym C(3’), integrowany
na 6H, odpowiada dwém identycznym grupom metylowym, przytgczonym
do heteroatomu - atomu azotu. Zatem sygnaty te mozna przypisa¢ do protondw
pochodzacych od grupy N,N-dimetylowej, czyli H(7’) i H(8'). W widmie 'H-13C HSQC
(Rysunek 77) korelujg one z sygnatem weglowym przy 6= 40,4 ppm, wiec przypisano go do
atomoéw wegla C(7’) i C(8').

Doktadna analiza widm 1D i 2D NMR, potwierdzita, ze w wyniku zastosowanych
warunkéw reakcji hydrolizy AZM, otrzymany zostat jedynie jeden produkt - AZM-OH, czyli

azytromycyna, ktéra w pozycji C(3) posiada grupe hydroksylowg. Regioselektywnosc tej
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reakcji wynika z budowy deoksycukréow i ich wewnatrzczasteczkowych oddziatywan.
Dezozamina, ze wzgledu na obecno$é w swojej strukturze grupy hydroksylowej i atomu
azotu w poblizu wigzania glikozydowego oraz ze wzgledu na wewnatrzczgsteczkowe
wigzanie wodorowe wystepujgce pomiedzy nimi, zdecydowanie trudniej ulega reakcji
hydrolizy. Kladynoza, z kolei, z powodu braku wewnatrzczgsteczkowych oddziatywan, jest
na nig bardzo podatna i ulega hydrolizie w pierwszej kolejnosci. Produkt AZM-OH,
otrzymany w wyniku tej reakcji, zostat nastepnie wykorzystany jako substrat do dalszych

przeksztatcen.

1.2 Synteza 3-OH azytromycyny z przytaczong funkcja alkinowa

Kolejnym etapem syntezy nowych pochodnych azytromycyny, modyfikowanych
przy atomie wegla C(2’), byto wprowadzenie w tej pozycji funkcji alkinowej (Schemat 16).
Na tym etapie syntezy przeprowadzona zostata reakcja substytucji nukleofilowej
pomiedzy grupa hydroksylowg dezozaminy a chloromréwczanem propargilu. Pomimo
obecnosci w strukturze AZM-OH az pieciu grup hydroksylowych, reakcja estryfikacji
przebiegata z regioselektywnoscia rowng niemal 100%. Jedynym obserwowanym
produktem byt mieszany diester kwasu weglowego z podstawnikiem propargilowym
i AZM-OH podstawionym w pozycji C(2’). Selektywny przebieg reakcji byt mozliwy dzieki
zastosowaniu bardzo tagodnych warunkéw. Brak aktywatora zasadowego uniemozliwiato
zajscie reakcji grupom hydroksylowym w czgsteczce AZM-OH z wyjatkiem tej w pozycji
C(2’). Jej nukleofilowos¢ jest zwiekszona dzieki obecnosci w dezozaminie grupy
N,N-dimetylowej w pozycji C(3’), ktéra tworzac wigzanie wodorowe z O(2’)H, zwieksza

gestosc elektronowaq na atomie tlenu.

AZM-OH AZM-1

Schemat 16. Schemat przedstawiajgcy synteze produktu AZM-1.

Postep tej reakcji monitorowany byt przy uzyciu wysokocisnieniowe;j
chromatografii cieczcowej (HPLC). Pik pochodzagcy od AZM-OH (Rysunek 80,

chromatogram czarny) widoczny byt o czasie retencji tr= 5,30 min. Po 1 minucie na
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chromatogramie wykonanym z mieszaniny reakcyjnej (Rysunek 80, chromatogram
niebieski) zaobserwowatam pojawiajacy sie nowy pik o czasie retencji trg= 5,19 min. Po 15
minutach od rozpoczecia reakcji na chromatogramie (Rysunek 80, chromatogram zielony)
widoczny byt juz jedynie tenze nowy pik. Reakcje zakoriczytam, a mieszanine reakcyjng

poddatam oczyszczeniu i analizie.
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006 135 250 375 500 525 7 50 575 10,00 1125 1250 1375 1438

Rysunek 80. Zestawienie chromatogramoéw przedstawiajgce przeksztatcenie substratu
AZM-OH (czarny) w produkt AZM-1 (zielony). Chromatogram niebieski ukazuje
mieszanine reakcyjna.

W celu uzyskania pierwszych informacji dotyczacych struktury oczekiwanego
produktu przeprowadzitam analize spektroskopowa. W widmie ESI-MS (Rysunek 81)
nowego produktu AZM-1, zarejestrowanym w trybie jonéw dodatnich, widoczny byt pik
przy wartosci m/z= 673 [Da]. Substratem wyjSciowym w tej reakcji byta AZM-OH
o ciezarze czgsteczkowym wynoszgcym 590 [Da)]. Z kolei ciezar czgsteczkowy uzytego
chlorku kwasowego wynosit 117 [Da]. Zatem produkt powstajgcy w wyniku reakcji grupy
hydroksylowej O(2’)H AZM-OH z tymze chlorkiem powinien posiadaé mase czgsteczkowa
o 82 [Da] wiekszg, a na widmie powinien pojawi¢ sie pik przy wartosci m/z= 673 [Da].
Wartos¢ ta odpowiadata jonowi pseudomolekularnemu nowej pochodnej AZM-1, zatem
byto to pierwsze potwierdzenie, ze mrdéwczan propargilu zostat przytaczony do

dekladonyzowane] azytromycyny (AZM-OH).

101



Wyniki i dyskusja

591

100+ A

1592

LA AR LR LA LARA) AR RLLR) LARAS EARAS LARAN AN LR ALY LARAS LARAN ARARRRRS L N 1|14
600 650 700 750 800 850 900 950 1000

674

675
— — 592 r

S S S S MM S S’
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000

Rysunek 81. Widma masowe ESI MS substratu AZM-OH (A) i produktu AZM-1 (B)
wykonane w trybie jonéw dodatnich.

Struktura otrzymanego produktu, podstawionego mrdéwczanem propargilu,
zostata potwierdzona na postawie analizy widm jednowymiarowych magnetycznego
rezonansu jagdrowego. Analizujagc zestawienie widm 'H NMR (Rysunek 82) i 3C NMR
(Rysunek 83) zwigzkéw AZM-OH i AZM-1 zaobserwowatam charakterystyczne sygnaty
pochodzgce od wprowadzonej grupy karbonylowej oraz wigzania potrdjnego. Dodatkowo
zauwazytam lekkie przesuniecie czesci sygnatdéw w kierunku nizszych wartosci ppm,
co wynika z delikatnych zmian strukturalnych, ktérym ulegt aglikon azytromycyny. Wobec
tego, w celu doktadnego potwierdzenia struktury pochodnej AZM-1 konieczne byto
przypisanie poszczegdlnych sygnatéw obecnych w widmach *H NMR i 3C NMR do
konkretnych atoméw wegla i protonéw. Dokfadne wartosci przesunie¢ chemicznych
wszystkich sygnatéw widocznych w widmach 1D NMR produktu AZM-1 przedstawitam
w Tabelach 3i 4.
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Rysunek 82. Zestawienie widm H NMR substratu — AZM-OH (czarne) oraz produktu -
AZM-1 (zielone) w catym badanym zakresie z zaznaczonymi kluczowymi sygnatami.
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Rysunek 83. Poréwnanie widm 3C NMR substratu — AZM-OH (czarne) oraz produktu -
AZM-1 (zielone) w catym badanym zakresie z zaznaczonymi kluczowymi sygnatami.
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Rysunek 84. Fragment widma 'H NMR zwigzku AZM-1 wykonanego w CDsCN, ukazujacy
multipletowos¢ sygnatéw H(10’) i H(12').
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Analizujgc widmo protonowe (Rysunek 82) i weglowe (Rysunek 83) mozna
zauwazy¢ pojawienie sie charakterystycznych sygnatéw, typowych dla przytgczonego
ugrupowania propargiloweglanowego. Sygnat przy czestosci rezonansowej wynoszacej 6=
154,1 ppm przypisatam do atomu wegla C(9’). Sygnat przy 6= 55,2 ppm odpowiada
atomowi wegla grupy metylenowej, zatem przypisany zostat do atomu wegla C(10’).
Pozostate dwa nowe sygnaty widoczne w widmie 3C NMR przy 6= 77,4 ppm i 6= 76,6 ppm
sg charakterystyczne dla sygnatdw pochodzacych od atoméw wegla przy wigzaniu
potréjnym i przypisatam je do atoméw C(11’) i C(12’). Z kolei w widmie *H NMR (Rysunek
82) widoczne sg trzy nowe sygnaty: dwa dublety dubletéw o statych sprzezenia 2J= 15,5
Hz i #J= 2,5 Hz przy przesunieciach chemicznych wynoszacych &= 4,75 ppm i 6= 4,68 ppm
(naktadajace sie z innymi sygnatami) oraz tryplet przy 6= 2,46 ppm i statej sprzezenia
4J= 2,5 Hz. Ze wzgledu na nakfadanie sie sygnatéw, wykonatam widmo tego zwigzku
dodatkowo w innym rozpuszczalniku (CD3CN), by doktadnie przeanalizowac
multipletowosé podstawnika. Widoczny fragment widma na Rysunku 84 przedstawia dwa
dublety dubletéw o statych sprzezenia 2/= 15,5 Hz i 4J= 2,5 Hz. Kazdy z tych sygnatéw
integrowat sie na 1H i sg one charakterystyczne dla protonéw pochodzgcych od grupy
metylenowej. Dodatkowo na rysunku widoczny jest tez tryplet o statej sprzezenia %J= 2,5
Hz, rdwniez integrowany na 1H, typowy dla protondéw grupy metylidynowej. Biorgc pod
uwage powyzsze wyniki i porédwnujac je z przesunieciami chemicznymi w widmie
wykonanym w CDCls, przypisatam sygnaty nastepujgco: dwa dublety dubletéw przy
czestosciach wynoszacych 6= 4,75 ppm i 6= 4,68 ppm przypisatam do protonéw H(10’),
a tryplet przy 6= 2,46 ppm — do protonu H(12’).

Doktadna analiza widm jednowymiarowych, wraz z danymi uzyskanymi dzieki
innym metodom analitycznym i spektroskopowym, umozliwita potwierdzenie
oczekiwanej struktury produktu. Na drodze reakcji nukleofilowej substytucji do grupy
karbonylowej, pomiedzy grupa hydroksylowag O(2’)H, a chloromréwczanem propargilu,
otrzymany zostat produkt AZM-1. Wprowadzenie do czgsteczki azalidu podstawnika
terminalnie zakoriczonego alkinem stworzyto nowe mozliwosci modyfikacji i rozbudowy

tych antybiotykéw przez np. reakcje dipolarnej cykloaddycji Huisgena.
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1.3 Synteza nowych pochodnych z wykorzystaniem reakcji 1,3-dipolarnej cykloaddycji

Huisgena

Trzecim etapem syntezy nowych pochodnych azytromycyny, modyfikowanych
w pozycji C(2’), byto przeprowadzenie reakcji 1,3-dipolarnej cykloaddycji Huisgena,
katalizowanej jonami miedzi(l). Reakcja przedstawiona na Schemacie 17, zachodzaca
miedzy dekladynozowang azytromycyng z przytaczonym w pozycji C(2’) mréwczanem
propargilu (AZM-1), a odpowiednimi azydkami, prowadzita do utworzenia szeregu
nowych i stabilnych pochodnych antybiotyku (AZM-2 — AZM-19), posiadajgcych

rozbudowane ramie cukrowe.
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Schemat 17. Schemat reakcji otrzymywania produktéw AZM-2 — AZM-19 w wyniku reakcji
cykloaddycji Huisgena pomiedzy substratem AZM-1 z funkcjg alkinowa a odpowiednim
azydkiem.

Reakcje cykloaddycji Huisgena prowadzono w temperaturze pokojowej, a jej
postep kontrolowano za pomocg wysokosprawnej chromatografii cieczowej HPLC.
Na Rysunku 85 przedstawiono chromatogramy zarejestrowane w trakcie
przeprowadzania reakcji, ukazujgce przeksztatcanie substratu (AZM-1) w produkt
(na przyktadzie produktu AZM-7). Pik pochodzgcy od substratu AZM-1 widoczny byt

o czasie retencji tg= 5,33 min, a drugi substrat - bromek benzylu — o tg= 14,52 min.
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(Rysunek 85, chromatogram czarny). Piki te stopniowo, w trakcie trwania reakcji, zanikaty
kosztem pojawiajgcego sie nowego piku o czasie retencji tr= 8,06 min, ktéry pochodzit od
produktu AZM-7 (Rysunek 85, chromatogram niebieski). Po 3h stat sie on pikiem
dominujgcym na chromatogramie (Rysunek 85, chromatogram zielony) i reakcje
zakonczono, a nastepnie mieszanine reakcyjng poddano oczyszczaniu w celu weryfikacji

struktury oczekiwanego produktu.
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Rysunek 85. Zestawienie chromatograméw wykonanych w czasie trwania reakgji
cykloaddycji Huisgena, ukazujgce: zmieszane ze sobg substraty — AZM-1 i azydek p-
cyjanobenzylo (czarny), mieszanine reakcyjng (niebieski) oraz powstaty w wyniku syntezy
produkt AZM-7 (zielony).

Widmo ESI-MS, zarejestrowane w trybie jonéw dodatnich, dostarczyto pierwszych
informacji dotyczacych struktury otrzymanego zwigzku. W widmie widoczny byt pik przy
wartosci m/z= 831 [Da]. Masa czgsteczkowa substratu (AZM-1) wynosi 672 g/mol, a masa
drugiego substratu — w tym wypadku azydku 4-cyjanobenzylowego — 158 g/mol. Zatem
w wyniku reakcji Huisgena powinien powstac produkt o masie czgsteczkowej 830 g/mol.
W widmie masowym zwigzku AZM-7 widoczny byt pik o wartosci 831 [Da], a wiec
odpowiadat on jonowi pseudomolekularnemu pochodnej AZM-7, co byto wstepnym
potwierdzeniem otrzymania produktu o zaktadanej masie w wyniku reakcji cykloaddycji

Huisgena.

106



Wyniki i dyskusja

Ponizsza analiza spektroskopowa zostata przeprowadzona na przyktadzie
wybranej pochodnej AZM-7, natomiast przesuniecia chemiczne *H NMR i 3C NMR dla
AZM-2 — AZM-19, ustalone na podstawie dwuwymiarowych widm korelacyjnych: *H-'H
COSY, !H-3C HSQC oraz 'H-3C HMBC oraz 'H-'H NOESY, zostaty przedstawione
w Tabelach 3 -6.

Analiza widm 3C NMR (Rysunek 86) i *H NMR (Rysunek 87) potwierdzita strukture
zaktadanego produktu, powstatego wskutek przeprowadzenia reakcji Huisgena. W wyniku
tej reakcji struktura pierscienia makrocyklicznego nie ulegta zmianie, co ustalono na
podstawie doktadnego przypisania sygnatéw pochodzgcych zaréwno od aglikonu, jak
i dezozaminy, zatem ponizej przedstawiona zostanie jedynie analiza spektroskopowa
ramienia przytaczonego w pozycji C(2’). Poréwnujac widmo 'H NMR substratu (AZM-1)

z widmem produktu (AZM-7) (Rysunek 87), mozna zaobserwowac pojawienie sie nowych
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Rysunek 86. Zestawienie widm 3C NMR substratu AZM-1 (czarne) oraz produktu AZM-7
(zielone) w catym badanym zakresie z zaznaczonymi kluczowymi sygnatami.
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Rysunek 87. Zestawienie widm *H NMR substratu AZM-1 (czarne) oraz produktu AZM-7
(zielone) w catym badanym zakresie z zaznaczonymi kluczowymi sygnatami.
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sygnatéw przy wyzszych wartosciach >5 ppm. W widmie H-3C HMBC (Rysunek 88)
widoczna jest korelacja sygnatu pochodzacego od grupy karbonylowej atomu wegla C(9’)
z dubletami przy przesunieciu chemicznym 6= 5,20 ppm i 6= 5,33 ppm, wykazujgcymi
»efekt dachowy”, o geminalnej wartosci statej sprzezenia wynoszacej 12,8 Hz. W widmie
IH-13C HSQC (Rysunek 89) protony te sprzegajg sie z tym samym atomem wegla, ktérego
sygnat obecny jest przy 6= 60,9 ppm. Sygnat ten zostat zatem przypisany do atomu wegla
C(10’), a korelujgce z nim protony przypisano odpowiednio do protonéw H(10’a) i H(10’b).
Sygnaty te w widmie *H-H COSY nie korelujg z zadnym innym sygnatem, wiec aby dokona¢
dalszego przypisania, konieczne byto sprawdzenie korelacji dalekiego zasiegu pomiedzy
sygnatami protonéw H(10’), a kolejnymi sygnatami weglowymi. | tak, w widmie *H-13C
HMBC (Rysunek 88) zaobserwowano korelacje zdwoma nowymi sygnatami weglowymi o
przesunieciach chemicznych wynoszgcych 6= 143,6 ppm i 6= 123,8 ppm. Pierwszy z nich
w widmie 'H-13C HSQC (Rysunek 89) nie korelowat z zadnym sygnatem protonowym,
zatem przypisano go do atomu wegla C(11’), pochodzgcego od nowoutworzonego

pierscienia triazolowego. Z kolei drugi sygnat weglowy widoczny przy 6= 123,8 ppm w
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Rysunek 88. Fragment widma 'H-13C HMBC produktu AZM-7 ukazujgcy korelacje proton-
wegiel dalekiego zasiegu we fragmencie utworzonego tacznika triazolowego.
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Rysunek 89. Fragment widma dwuwymiarowego H-13C HSQC produktu AZM-7 ukazujgce
korelacje sygnatéw weglowych i protonowych bliskiego zasiegu w nowym podstawniku.

widmie  !H-3C  HSQC  (Rysunek  89)  korelowat z singletem  przy
6= 7,64 ppm, ktérego integracja wynosita 1H. Sygnat ten przypisano do protonu H(12’)
z pierscienia triazolowego, a sygnat weglowy przy przesunieciu 6= 123,8 ppm — do atomu
wegla C(12’). Charakterystyczne przesuniecia sygnatow weglowych C(11’) i C(12’) oraz
protonu H(12’) byty dodatkowym potwierdzeniem utworzenia w wyniku reakcji Huisgena
triazolowego pierscienia. W widmie dalekiego zasiegu *H-3C HMBC (Rysunek 88) atom
wegla C(12’) sprzegat sie z dwoma protonami rezonujgcymi przy 6= 5,61 ppm (d, o statej
sprzezenia 15,3 Hz) i 6= 5.57 ppm (d, o statej sprzezenia 15,5 Hz). Dodatkowo, dublety od
tych protondéw charakteryzowaty sie silnym , efektem dachowym”, co wraz ze zblizonymi
wartosciami statych sprzezenia sugeruje, ze protony te sprzegajg sie ze sobg przez dwa
wigzania. W takim razie nalezato przypisa¢ je do grupy metylenowej C(13’)H..
Przedstawione zatozenie zostato potwierdzone przez obecno$¢ w widmie H-13C HSQC
(Rysunek 89) korelacji omawianych dubletéw z tym samym sygnatem weglowym przy
wartosci przesuniecia 6= 53,4 ppm. Widoczny w widmie *H-3C HMBC (Rysunek 88) sygnat

pochodzacy od protondéw H(13’) korelowat z sygnatami weglowymi przy wartosci
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6= 139,6 ppm i 6= 128,4 ppm. Pierwszy z nich, w widmie H-3C HSQC (Rysunek 89) nie
korelowat z zadnym sygnatem protonowym, zatem przypisatam te warto$é przesuniecia
chemicznego do czwartorzedowego atomu wegla C(14’). Z kolei drugi sygnat weglowy
pochodzacy z pierscienia benzylowego korelowat z dubletem przy 6= 7,34 ppm, ktérego
integracja wynosita 2H. Zatem sygnat przy 6= 128,4 ppm odpowiadat réwnocennym
chemicznie atomom wegla C(15’) i C(19’), a sygnat przy 6= 7,34 ppm — protonowi H(15’)
i protonowi H(19’). W widmie *H-'H COSY (Rysunek 90) proton ten (dublet) oddziatuje z
innym protonem przy 6= 7,68 ppm (dubletem, réowniez integrowanym na 2H), a stata
sprzezenia pomiedzy tymi protonami wynosi powyzej 8 Hz. Zatem sygnat ten przypisatam
do protondw H(16’) i H(18’), ktére z kolei w widmie *H-13C HSQC (Rysunek 89) sprzegaty
sie z atomem wegla przy 6= 132,9 ppm, ktérego sygnat odpowiadat atomom wegla C(16’)
i C(18’). Nastepnie sprawdzitam sprzezenie proton-wegiel dalekiego zasiegu, pochodzgce
od protondw z pierécienia benzylowego. W widmie *H-3C HMBC (Rysunek 91) protony
H(15’) i H(19’) sprzegaty sie zatomem wegla przy 6= 113,0 ppm, natomiast protony H(16’)
i H(18’) - z atomem wegla przy 6= 118,0 ppm. Sygnaty od tych atomdéw wegla w widmie

1H-13C HSQC (Rysunek 89) nie korelowaty z zadnymi sygnatami protonowymi, a wiec
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Rysunek 90. Fragment widma dwuwymiarowego H-'H COSY AZM-7 przedstawiajgcy
korelacje pomiedzy protonami wprowadzonego uktadu benzylowego.
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mozna byto je przypisa¢ odpowiednio: sygnat przy 6= 113,0 ppm do czwartorzedowego
atomu wegla C(17’) z pierscienia benzylowego, a sygnat przy 6= 118,0 ppm
do czwartorzedowego atomu wegla C(20°) podstawnika nitrylowego. Zauwazytam, ze w
widmie 'H-13C HMBC (Rysunek 91) sygnaty przypisane do protonéw H(15’) i H(19')
korelowaty z sygnatem pochodzgcym od atomu wegla C(15’) i C(19’), a sygnaty przypisane
do protondéw H(16’) i H(18’) korelowaty z sygnatem pochodzgcym od atomu wegla C(16’)
i C(18’). Sytuacja ta jest nietypowa, zatem mamy do czynienia z uktadem spinowym
AA'MM’.

W celu okreslenia orientacji nowego, wprowadzonego w wyniku reakcji Huisgena
podstawnika, przeprowadzona zostata doktadna analiza widm 'H-'H NOESY. Uzyskane
wyniki zostaty omdéwione dla przyktadowej pochodnej AZM-15. Kluczowe kontakty proton
— proton, z punktu widzenia ustalenia konformacji AZM-15, zostaty zaznaczone na
zwizualizowanej strukturze (Rysunek 92), w ktérej moina zaobserwowad
charakterystyczne motywy strukturalne tego typu klasy pochodnych.

Analiza korelacji pomiedzy sygnatami pochodzgcymi od protonéw w widmie *H-1H
NOESY nowej pochodnej AZM-15 potwierdza, ze przestrzenna budowa pierscienia
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Rysunek 91. Fragment widma dwuwymiarowego H-13C HMBC AZM-7 z zaznaczonymi
korelacjami pomiedzy aromatycznymi protonami, a sygnatami weglowymi.
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laktonowego nie ulegta znaczacej zmianie wzgledem tej w AZM, a brak kladynozy
w strukturze zwigzku ma niewielki wptyw na konformacje aglikonu (Rysunek 92).
Widoczne korelacje wskazujg, ze pewne grupy protonéw wystepuja po jednej stronie
pierscienia, a inne po drugiej, dzielgc czgsteczke na dwie strefy - bardziej hydrofobowg
i bardziej hydrofilowa. Taka konformacja utrzymywana jest réwniez poprzez system
wigzan wodorowych wystepujacych w czesci pierscienia makrocyklicznego. Obecnosé
kontaktéw pomiedzy protonami w widmie *H-'H NOESY umozliwita okreslenie potozenia
przytgczonego podstawnika wzgledem aglikonu. | tak, wzajemne oddziatywania przez
przestrzen pomiedzy protonami grupy metylowej C(17)Hs wraz z protonami grupy
metylenowej C(10’)H, potwierdzity stosunkowo bliskie wzajemne potozenie tych dwdch
czesci czasteczki. Z kolei brak korelacji pomiedzy sygnatami z tej samej grupy metylowej,
a innymi sygnatami od protondéw z przytgczonego podstawnika umozliwit stwierdzenie,
ze podstawnik oddalony jest od aglikonu i skierowany ,wirtualnie” w strone petli PTC.
Konformacja przedtuzonego, przez wigzanie weglanowo-triazolowe, ramienia
dezozaminy w nowych tego typu pochodnych azytromycyny (AZM-2 — AZM-19) wydawata

sie by¢ korzystna, biorgc pod uwage wymogi steryczne tunelu rybosomalnego.

O-acetylated
saccharide

arbonate-
triazole

Cladinose

Rysunek 92. Struktura weglanowo-triazolowej pochodnej azytromycyny (AZM-15, szara)
natozona na strukture azytromycyny w krysztale pozyskang z kompleksu z rybosomem
(AZM, z6fta, PDB 1YHQ?®), ustalona na podstawie kontaktéw pomiedzy protonami,
widocznych w widmie *H-'H NOESY w CDCls; przedstawiona na podstawie teoretycznych
obliczers metodg DFT (B88 LYP/GGA/DFT).2%6
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1.4 Specyficzny przyktad pochodnych modyfikowanych w pozycji C(2’) — zwigzki
hybrydowe

Synteza zwigzkéw hybrydowych stwarza nowe mozliwosci modyfikacji produktéw
biologicznie czynnych. Pofgczenie dwéch rdznych, czesto objetosciowych substratow,
ktore  wykazuja  aktywnos¢  przeciwbakteryjng,  przeciwnowotworowg  czy
przeciwgrzybiczng, moze prowadzi¢ do otrzymania zwigzku, ktérego aktywnosé bedzie
wzmocniona i moze by¢ on potencjalnie wykorzystywany w farmakologii.

W celu potgczenia ze sobg za pomocy tacznika triazolowego dwdch rdéznych
zwigzkéw o witasciwosciach biologicznych, niezbedne byto odpowiednie przygotowanie
substratéw do tej reakcji. Za pomocg reakcji dipolarnej cykloaddycji Huisgena podjetam
probe potaczenia pochodnej azytromycynowej, posiadajacej przytgczony tacznik
zakonczony terminalnym alkinem (AZM-1), z pochodng kolchiceiny, posiadajgcg w swojej

strukturze grupe azydkowa.

1.4.1 Synteza kolchiceiny z funkcjg azydkowa
Kolchiceina (COL) jest metabolitem naturalnego alkaloidu — kolchicyny (Rysunek

93). Alkaloid ten otrzymywany jest z nasion zimowita jesiennego (Colchicum
autumnale).??>23% W latach 60 XX wieku w USA oraz Wielkiej Brytanii kolchicyna zostata
zatwierdzona do leczenia chordéb stawdw, dny moczanowej, zapalenia osierdzia oraz
stosowana byfa jako sSrodek przeciwzapalny w leczeniu gorgczki $rédziemnomorskiej
i choroby Behceta.?3?32 Kolchicyna posiada silne, na poziomie nanomolowym,
wiasciwosci przeciwnowotworowe i hamuje depolimeryzacje tubulin, dziatajac jak typowa
trucizna mitotyczna.?33-23> Jest ona bardzo toksyczna, dawka $miertelna tego zwigzku

wynosi 0,8 mg/kg masy ciata.?3¢

kolchicyna kolchiceina

Rysunek 93. Struktura naturalnego alkaloidu — kolchicyny i jej metabolitu — kolchiceiny.

113



Wyniki i dyskusja

Jak wspomniano na wstepie, produktem powstajgcym w wyniku metabolizmu
kolchicyny jest kolchiceina (Rysunek 93). Charakteryzuje sie ona réwnoczesnie obnizong
aktywnoscig przeciwnowotworowq i polepszonymi witasciwos$ciami przeciwgrzybicznymi
wzgledem kolchicyny.?®” Jej niewielkie dawki stosowane sg w leczeniu wielu schorzen,
jednakze duze ilosci mogg wywotywac zaburzenia zotgdkowo-jelitowe i przyczyniaé sie do
niewydolnosci wielonarzagdowej i uszkodzen szpiku kostnego.?3® Kolchiceina to alkaloid
zbudowany z trzech potaczonych ze sobg pierscieni: benzylowego, cykloheptylowego oraz
tropolonowego. Ulega ona procesowi tautomeryzacji keto-enolowej w obrebie
pierscienia tropolonowego (C), przyczyniajac sie do powstania dwdch réwnowagowych

produktow — formy C(9)-OH i formy C(10)-OH (Schemat 18).2%7

kolchiceina kolchiceina
C(9)-OH C(10)-OH

Schemat 18. Schemat przedstawiajgcy proces tautomeryzacji zachodzgcy w szkielecie
kolchiceiny.??’

Aby madc przeprowadzi¢ reakcje dipolarnej cykloaddycji Huisgena, niezbedna byta
odpowiednia funkcjonalizacja substratu — kolchiceiny, poprzez przytgczenie grupy
azydkowej. W celu regioselektywnej modyfikacji szkieletu kolchiceiny podjetam prébe
eteryfikacji grupy hydroksylowe] pierscienia tropolonowego, wykorzystujgc do reakcji

alkilowy azydek posiadajgcy grupe tosylowa (Schemat 19).

kolchiceina
CcOL N3

Schemat 19. Schemat przedstawiajacy synteze produktéw COL-1 i COL-2 posiadajacych
przyfaczony alkilowy podstawnik zakonczony grupg azydkowsa.
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Atak nukleofilowy wolnej pary elektronowej grupy hydroksylowej, zaktywowanej
wodorkiem sodu, na czgsteczke 4-metylobenzenosulfonianu  3-azydopropylu,
spowodowat przytaczenie jej z réwnoczesnym odejsciem 4-metylobenzenosulfonianu,
jako grupy fatwo odchodzacej. Ze wzgledu na zachodzgcy proces tautomeryzacji keto-
enolowej, utworzone zostaty alternatywne produkty posiadajgce przyfaczony facznik
alkilowy, zakonczony azydkiem. Postep tej reakcji i utworzenie obu produktow
zaobserwowatam na chromatogramach wykonywanych w trakcie prowadzenia reakgji.
(Rysunek 94). Pik pochodzacy od substratu widoczny byt o tr= 2,60 min,
na chromatogramie wykonanym po 1 godzinie od rozpoczecia reakcji (Rysunek 94,
chromatogram czarny). Po 24h skontrolowatam reakcje ponownie i zauwazytam
powstanie dwodch pikéw o tr= 5,34 i tr= 5,53 (Rysunek 94, chromatogram niebieski).
W momencie, w ktérym na chromatogramie nie obserwowatam juz piku od substratu
(Rysunek 94, chromatogram zielony), zakonczytam reakcje, a nastepnie oczyscitam

mieszanine reakcyjng i podjetam préoby weryfikacji struktur obu nowo otrzymanych

produktow.
250
mAU
0] \2-2,598
1004
- 5,392
N 28 3 aghRas
T 1 I I i
5 min
4507
mAl \5-5,345

min

40,04

20,04

6 -10,811
T

0,04
1.0 T T T T T T T T T T T 1
0,00 1,25 2,50 375 5,00 6,25 7,50 875 10,00 11,25 12,50 13,75 15,00

min

Rysunek 94. Zestawienie chromatograméow wykonanych w trakcie reakcji substytucji
nukleofilowej 4-metylobenzenosulfonianu 3-azydopropylu do COL ukazujace: mieszanie
reakcyjng po 1h (czarny), mieszanine reakcyjng po 24h (niebieski) oraz powstatg w wyniku
syntezy mieszanine produktéw COL-1 i COL-2 (zielony).
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Analize spektroskopowa obu zwigzkéw (COL-1 i COL-2) przeprowadzitam w celu
doktadnego ustalenia struktur otrzymanych produktéw. Przesuniecia chemiczne *H NMR
i 3C NMR ustalone na podstawie dwuwymiarowych widm korelacyjnych: *H-'H COSY, *H-
13C HSQC oraz H-13C HMBC oraz H-'H NOESY zostaty przedstawione w Tabelach 17 i 18.

Wstepna analiza widm *H NMR i $3C NMR otrzymanego produktu oraz konfrontacja
wartosci przesunie¢ chemicznych sygnatéw, ze znanymi literaturowo wartosciami
przesunie¢ dla czgsteczki kolchiceiny?®’ umozliwita potwierdzenie otrzymania
oczekiwanego produktu, powstatego w skutek przeprowadzenia reakcji substytucji
nukleofilowej. Z kolei szczegétowa analiza widm dwuwymiarowych, przeprowadzona na
przyktadzie produktu COL-2, potwierdzita jego strukture i miejsce przytgczenia
podstawnika alkilowego zakoriczonego grupg azydkowa. W widmie 'H-3C HMBC COL-2
(Rysunek 95) widoczna jest korelacja pomiedzy sygnatem przy 6= 163,4 ppm, przypisanym
do atomu wegla C(10), a multipletem, pochodzgcym od dwdch protonéw, przy
przesunieciu chemicznym &= 4,19 ppm. Multiplet ten, z kolei w widmie 'H-3C HSQC

(Rysunek 96), koreluje z sygnatem weglowym przy 8= 66,0 ppm, a w widmie *H-'H COSY
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Rysunek 95. Fragment widma dwuwymiarowego !H-3C HMBC produktu COL-2
przedstawiajgcy korelacje pomiedzy sygnatami tropolonowymi, a sygnatem od grupy
metylowej wprowadzonego podstawnika (H(18)).
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(Rysunek 97) - z jednym nowym sygnatem przy czestosci rezonansowej 6= 2,19 ppm.
Zatem sygnat przy 6= 4,19 ppm przypisatam protonowi H(18), a korelujgcy z nim sygnat
weglowy (6= 66,0 ppm) — atomowi wegla C(18). Nowy sygnat, ktéry pojawit sie w widmie
produktu COL-2, przy &= 2,19 ppm, w widmie H-'H COSY (Rysunek 97) korelowat ze
znanym juz sygnatem pochodzgcym od protonu H(18) oraz nowym sygnatem przy 6= 3,60
ppm. Przypisatam go zatem do protonu H(19), a ten nowy — do protonu H(20), gdyz nie
korelowat on z zadnym innym sygnatem protonowym w widmie *H-'H COSY (Rysunek 97).
Dodatkowo jego wysoka warto$¢ przesuniecia chemicznego, typowa dla protonéw
znajdujgcych sie w poblizu heteroatomu, sugerowata, ze sygnat ten odpowiada grupie
metylenowej przytgczonej do podstawnika azydkowego. Nastepnie, na podstawie
korelacji wystepujgcych w widmie proton-wegiel bliskiego zasiegu, przypisatam protonom
H(19) i H(20) odpowiadajace im sygnaty weglowe. W widmie *H-3C HSQC (Rysunek 96)
proton przypisany do H(19) sprzegat sie z atomem wegla przy wartosci 6= 28,1 ppm, a
H(20) — z atomem wegla przy wartosci 6= 48,0 ppm. Zatem przypisatam je kolejno do

atomow wegla C(19) i C(20).
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Rysunek 96. Fragment widma dwuwymiarowego *H-13C HSQC produktu COL-2 ukazujacy
korelacje sygnatow weglowych i protonowych bliskiego zasiegu w nowym podstawniku.
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Rysunek 97. Fragment widma 'H-'H COSY COL-2 przedstawiajgcy korelacje pomiedzy
protonami wprowadzonego podstawnika alkilowego zakoriczonego grupg azydkowsa.

1.4.2 Reakcja Huisgena pomiedzy COL-1 i COL-2 a AZM-1
Dysponujac odpowiednio przygotowanymi substratami, przeprowadzitam dwie

reakcje 1,3-dipolarnej cykloaddycji Huisgena, katalizowanej jonami miedzi(l), prowadzgce
do otrzymania nowych, hybrydowych potgczern pomiedzy azytromycyng, a kolchiceing
(Schemat 20). W obu reakcjach jednym z substratéw byta azytromycyna z przytagczonym
w pozycji C(2’) mréwczanem propargilu (AZM-1), z kolei substratem posiadajgcym
ugrupowanie azydkowe byly kolejno COL-1 i COL-2. W przeciwienstwie do opisanych
w poprzednim rozdziale reakcji Huisgena, synteza tych hybryd wymagata zastosowania
innych, tagodniejszych warunkow. Reakcje prowadzone byty w temperaturze pokojowe;j,
bez uzycia metanolu jako rozpuszczalnika, gdyz jego zastosowanie prowadzito do reakgc;ji

alkoholizy i utraty przytgczonego ugrupowania weglanowego w pozycji C(2').
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AZ‘M -1

+ CH3COOCu
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AZM-1-COL-1 AZM-1-COL-2

Schemat 20. Schemat reakcji otrzymywania produktéw AZM-1-COL-1 i AZM-1-COL-2
w wyniku reakcji cykloaddycji Huisgena pomiedzy substratem AZM-1 z funkcjg alkinows,
a odpowiednim azydkiem — COL-1 lub COL-2.

Na Rysunku 98 przedstawitam chromatogramy zarejestrowane w trakcie
przeprowadzania reakcji, ukazujace przeksztatcanie substratu (AZM-1) w produkt —
na przyktadzie zwigzku AZM-1-COL-2. Ze wzgledu na charakterystyczng dla pierscienia
tropolonowego dtugosc fali przy ktérej wystepuje maksimum absorpcji (347 nm), analiza
chromatografow byta prostsza. Na chromatogramie mieszaniny reakcyjnej przed
dodatkiem katalizatoréw (Rysunek 98, chromatogram niebieski), wykonanym przy
dtugosci fali 347 nm, widoczny byt jedynie pik odpowiadajgcy substratowi COL-2 o czasie
retencji tr= 4,40 min. Po 3h zauwazytam stopniowy zanik intensywnosci tego piku na rzecz
tworzgcego sie nowego piku o czasie retencji tg = 5,58 min. Nowy pik widoczny przy tej
charakterystycznej dtugosci fali odpowiadat produktowi, ktory w swojej strukturze musiat
posiadac ukfad tropolonowy, zatem zatozytam, ze jest to pik pochodzacy od oczekiwanego
produktu hybrydowego. Analogiczne obserwacje zostaty odnotowane przy prowadzeniu
reakcji pomiedzy AZM-1 a COL-1. W momencie, w ktérym na chromatogramie nie
obserwowatam juz substratu (Rysunek 98, chromatogram zielony) zakonczytam reakcje,
a nastepnie oczyscitam mieszanine reakcyjng i podjetam préby weryfikacji struktury nowo

otrzymanych produktdow.
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Rysunek 98. Zestawienie chromatograméw wykonanych w czasie trwania reakgcji
cykloaddycji Huisgena: przed dodaniem katalizatora, ukazujgcy zmieszane ze sobg
substraty — AZM-1 i COL-2 (niebieski chromatogram), oraz powstaty w wyniku syntezy
produkt AZM-1-COL-2 (zielony chromatogram).

Pierwszych informacji dotyczacych struktury dostarczyta analiza widm HR MS,

wykonanych w trybie jonéw dodatnich (Rysunek 99). W widmach masowych obu nowych

produktéw hybrydowych obecny byt pik przy wartosci m/z= 1141 [Da], ktéry odpowiada

jonom pseudomolekularnym pochodnych AZM-1-COL-1 i AZM-1-COL-2. Uzyskanie pikéw
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odpo
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wstepnym

potwierdzeniem pomyslnego zajscia reakcji cykloaddycji Huisgena.
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Rysunek 99.Widmo HR MS wykonane w trybie jonéw dodatnich dla AZM-1-COL-2.
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Ponizsza analiza spektroskopowa zostata przeprowadzona na przyktadzie
pochodnej AZM-1-COL-2, natomiast przesuniecia chemiczne *H NMR i 3C NMR dla
produktu AZM-1-COL-1 i AZM-1-COL-2, ustalone na podstawie dwuwymiarowych widm
korelacyjnych: *H-'H COSY, 'H-13C HSQC oraz 'H-'3C HMBC oraz 'H-'H NOESY, zostaty
przedstawione w Tabelach 17 18.

Wstepna analiza widm *H NMR (Rysunek 100) i 3C NMR (Rysunek 101)
potwierdzita strukture oczekiwanego produktu triazolowego. W wyniku potaczenia
poprzez pierscien triazolowy dwodch substratéw, zaréwno struktura pierscienia
makrocyklicznego, jak i szkieletu kolchiceiny, nie ulegty zmianie, co ustalitam na podstawie
doktadnego przypisania sygnatéw. Zmiany, jakie mozna zauwazy¢ w widmie nowego
produktu wystepuja w obrebie fgcznikébw pomiedzy pierscieniem triazolowym
a szkieletami zwigzkow wyjsciowych. Wynika to z nowo utworzonego potgczenia alkinu
z azydkiem w pieciocztonowy pierscien zawierajacy 3 atomy azotu, co z kolei powodowato
zmiany w pozycjach sygnatéw przypisanych do poszczegdlnych atoméw w tym rejonie
czgsteczki. Ponizszg analize spektroskopowg, potwierdzajgcg otrzymanie hybrydowego

potgczenia, przeprowadzitam szczegétowo dla tego fragmentu czgsteczki.

H(10’a) | H(10’b) H(12

N I\llj/ A,

H(10'a) H(10°P) 1y007)

H(12) 7 Hiag

95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 05 0.0
ppm

Rysunek 100. Zestawienie widm *H NMR substratow: AZM-1 (czarne) i COL-2 (niebieskie)
oraz produktu AZM-1-COL-2 (zielone) w catym badanym zakresie, z zaznaczonymi
kluczowymi sygnatami.
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Rysunek 101. Zestawienie widm 3C NMR substratéw: AZM-1 (czarne) i COL-2 (niebieskie)
oraz produktu AZM-1-COL-2 (zielone) w catym badanym zakresie, z zaznaczonymi
kluczowymi sygnatami.

Poréwnujgc widma substratéw AZM-1 i COL-2 z widmem produktu AZM-1-COL-2, mozna
zauwazyé, ze liczba sygnatow w widmie produktu znaczgco wzrosta i, zarowno w widmie
weglowym, jak i protonowym, zaobserwowatam pojawienie sie nowych niskopolowych
sygnatéw, charakterystycznych dla uktadéw: benzylowych, tropolonowych i triazolowych.
W widmie H NMR (Rysunek 100) widoczny jest dublet dubletéw przy &= 4,55 ppm,
przypisany do protonu H(2’) dezozaminy, ktéry w widmie *H-3C HMBC (Rysunek 102)
koreluje z sygnatem weglowym przy przesunieciu chemicznym 6= 154,4 ppm. Z kolei
w widmie *H-13C HSQC ten sygnat weglowy nie koreluje z zadnym sygnatem protonowym
i nalezato przypisaé¢ go do karbonylowego atomu wegla C(9’). W widmie H-3C HMBC
(Rysunek 102) sygnat od C(9’) koreluje z dwoma dubletami przy przesunieciu chemicznym
6= 5,29 ppm i 6= 5,21 ppm, wykazujgcymi ,efekt dachowy”, o statych sprzezenia
wynoszacych 12,6 Hz. Oba te protony, w widmie *H-3C HSQC (Rysunek 103) sprzegajg sie
z tym samym atomem wegla, ktérego sygnat widoczny jest przy wartosci przesuniecia 6=
61,0 ppm, zostat on zatem przypisany do atomu wegla C(10’). Sprzegajgce sie natomiast
z nim protony, z geminalng statg sprzezenia 2/= 12,6 Hz, a nieoddziatujgce z zadnym innym
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Rysunek 102. Fragment widma *H-13C HMBC produktu AZM-1-COL-2 ukazujgcy korelacje
proton-wegiel dalekiego zasiegu we fragmencie utworzonego fgcznika triazolowego.

protonem (w widmie *H-'H COSY brak dodatkowych korelacji), przypisano odpowiednio
do protonéw H(10’a) i H(10’b). W widmie *H-13C HMBC (Rysunek 102) sygnaty pochodzace
od tych protonéw korelujg z dwoma nowymi sygnatami weglowymi o przesunieciach
chemicznych wynoszgcych &= 142,6 ppm i 6= 124,5 ppm. Pierwszy z nich w widmie *H-3C
HSQC (Rysunek 103) nie koreluje z zadnym protonem i odpowiada czwartorzedowemu
atomowi wegla, drugi koreluje z singletem przy wartosci 6= 7,82 ppm. Na podstawie tych
informacji sygnat przy 6= 142,6 ppm przypisatam do atomu wegla C(11’), a sygnat przy
6=124,5 ppm i odpowiadajgcy mu sygnat protonowy przy 6= 7,82 ppm — do atomu wegla
C(12’) i protonu H(12’). Charakterystyczne wartosci przesunie¢ sygnatéw weglowych
C(11’) i C(12’) oraz protonu H(12’) s dodatkowym potwierdzeniem struktury fragmentu
triazolowego. W widmie dalekiego zasiegu *H-3C HMBC (Rysunek 102) sygnat przypisany
do atomu wegla C(12’) koreluje z multipletem przy wartosci 6= 4,67 ppm, o integracji 2H.
Ten sygnat z kolei, w widmie *H-'H COSY (Rysunek 104) koreluje z multipletem, o integracji
2H, przy 6= 2,54 ppm, ktory dalej koreluje z kolejnym, réwniez integrowanym na 2H,
multipletem przy 6= 4,09 ppm. W widmie *H-13C HSQC (Rysunek 103) widoczne sg plamki
korelacyjne od nastepujacych par: 47,2 ppm i 4,67 ppm, 29,4 ppm i 2,54 ppm oraz
65,6 ppm i 4,09 ppm, ktére odpowiednio przypisatam do grup metylenowych C(20”)H>,
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Rysunek 103. Fragment widma H-3C HSQC produktu AZM-1-COL-2 ukazujacy korelacje
proton-wegiel bliskiego zasiegu we fragmencie utworzonego tacznika triazolowego
taczacego szkielety dwéch substratow.

C(19”)H; oraz C(18”)H2. W widmie *H-33C HMBC (Rysunek 102) sygnat od protonu H(18”)
koreluje najsilniej z sygnatem weglowym przy 6= 163,0 ppm, ktéry odpowiada atomowi
wegla C(10”) pierscienia tropolonowego. Powyzsza analiza widm 2D NMR stanowi
bezposrednie potwierdzenie, ze szkielet azytromycyny pofgczony jest ze szkieletem
kolchiceiny za pomoca facznika triazolowego i posiada on oczekiwang strukture.

W celu okresdlenia wzajemnej orientacji przestrzennej przytgczonego szkieletu
kolchiceiny, wzgledem aglikonu AZM, przeprowadzitam analize kontaktow widocznych
w widmach 'H-'H NOESY, na przyktadzie pochodnej AZM-1-COL-2 (Rysunek 105).2%”
Szczegdtowa analiza kontaktdw 'H-'H w obrebie aglikonu umozliwita stwierdzenie, ze sam
pierscien tego azalidu przyjmuje konformacje charakterystyczng dla tego typu
antybiotykow makrolidowych. Wprowadzony tgcznik triazolowy pozostaje w stosunkowo
bliskim kontakcie z grupg N,N-dimetylowg znajdujgca sie na dezozaminie, jednakze kieruje
on nowy podstawnik w przeciwng strone. W widmie *H-'H NOESY zwigzku AZM-1-COL-2
nie zaobserwowatam zadnych kontaktow pomiedzy obiema czesciami hybrydy, sg one od

siebie maksymalnie odsuniete, co uniemozliwia ich wzajemng interakcje.
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Rysunek 104. Fragment widma *H-'H COSY produktu AZM-1-COL-2 ukazujacy korelacje
proton-proton bliskiego zasiegu we fragmencie utworzonego tacznika triazolowego.

T g 20"
O

Rysunek 105. Struktura produktu AZM-1-COL-2 — hybrydy pochodnej azytromycyny
i kolchiceiny, z zaznaczonymi (za pomocg czerwonych strzatek) kluczowymi kontaktami
proton-proton *H-'H NOESY na zoptymalizowanej metodg B88 LYP (GGA) DFT strukturze
(pakiet Scigress)'26.227
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2. Pochodne azytromycyny modyfikowane w pozycji C(3’) dezozaminy

Dezozamine uwaza sie za kluczowy element dla rozpoznania molekularnego
pomiedzy makrolidem, a miejscem jego wigzania, zlokalizowanym w petli
peptydylotransferazy.®* Naukowcy podejmujgcy temat badari SAR w kontek$cie syntezy
nowych pochodnych laktonowych antybiotykdw makrolidowych, przeprowadzili
stosunkowo mato modyfikacji w pozycji C(3’) dezozaminy. Dotychczas wszystkie
literaturowo znane modyfikacje na grupie N,N-dimetylowej dezozaminy obejmowaty
dealkilacje i wprowadzenie innego typu podstawnika na atom azotu!?’-139177 Aktywnos¢
biologiczna tych zwigzkdéw, w zaleznosci od dtugosci przytaczonego podstawnika, z reguty
znacznie spadata wzgledem aktywnosci antybiotykéw wzorcowych. Zauwazono
natomiast, ze modyfikacje w tym rejonie czesto poprawiajg skuteczno$é makrolidéw jako
agonistow receptora motyliny i zwiekszajg mozliwosci zastosowania ich w infekcjach
zotgdkowo-jelitowych.

Analizujac literature dotyczaca pochodnych z przeorganizowanym podstawnikiem
w pozycji C(3’) azaliddw zauwazytam, ze nie podjeto do tej pory préby modyfikacji grupy
N,N-dimetylowej z jednoczesnym przeksztatceniem zwigzku w czwartorzedowa sél
amoniowa. Przeksztatcenie azytromycyny i jej pochodnych w sole znacznie polepszytoby
ich wtasciwosci hydrofilowe, utatwiajgc transport antybiotyku do miejsca docelowego.
Jednoczesnie, przytgczenie odpowiedniego podstawnika do atomu azotu grupy
N,N-dimetylowej mogtoby utatwi¢ wigzanie zwigzku w tunelu rybosomalnym poprzez
dodatkowe oddziatywania. Analizujgc model wigzania azalidéw zauwazytam,
ze wprowadzenie podstawnika majgcego atomy wegla o hybrydyzacji sp i sp? moze
prowadzi¢ do poprawy stabilizacji makrolidéw w tunelu rybosomalnym poprzez
oddziatywania typu m-m.

Postanowitam zatem przeprowadzi¢ synteze nowych analogdéw azalidéw poprzez
reakcje alkilowania atomu azotu w cze$ci cukrowej. Tworzgc czwartorzedowe sole
amoniowe azytromycyny i jej pochodnych, wybieratam substraty o zrdznicowanej
budowie, by przebadac¢ wptyw struktury podstawnika na aktywnos¢ biologiczng nowych
zwigzkdw i na tej podstawie ustali¢ preferowany kierunek modyfikacji oraz zaproponowacé
sposdb wigzania tego typu pochodnych z okresleniem miejsca wigzania makrolidéw.

Reakcje alkilowania przeprowadzitam rownolegle na trzech substratach: azytromycynie

126



Wyniki i dyskusja

(AZM), 3-OH azytromycynie (AZM-OH) oraz azytromycynie podstawionej grupg acetylowa
w pozycji C(2’) (AZM-20), by dodatkowo sprawdzi¢ jaki wptyw na potencjat biologiczny ma
nie tylko odpowiednio modyfikowany atom azotu czesci cukrowej, ale réwniez

modyfikacja aglikonu.

2.1 Synteza azytromycyny podstawionej grupg acetylowa w pozycji C(2’)

W celu poréwnania wptywu struktury AZM, AZM-OH i AZM-20 na ich aktywnos¢
biologiczng po reakcji alkilowania grupy N,N-dimetylowej, najpierw musiatam otrzyma¢d
pochodng AZM z acetylowang grupg hydroksylowg w pozycji C(2’) (AZM-20). Reakcje
substytucji nukleofilowej do karbonylowego atomu wegla pomiedzy azytromycyng (AZM),
a bezwodnikiem octowym prowadzitam w bezwodnym acetonitrylu, jako rozpuszczalniku,
w temperaturze pokojowej, przez 24h. tagodne warunki tej reakcji pozwolity, podobnie
jak byto w przypadku syntezy pochodnej AZM-1, otrzymaé tylko jeden pozgdany

regioizomer acetylowanej azytromycyny.

Schemat 21. Schemat reakcji przedstawiajgcy reakcje blokowania wolnej grupy
hydroksylowej O(2’)H azytromycyny.

Na Rysunku 106 przedstawione zostaty chromatogramy zarejestrowane w trakcie
prowadzenia reakcji, na ktérych widac jej postep. Pik widoczny o czasie retencji tg= 8,89
min, pochodzgcy od substratu (AZM) stopniowo, wraz z uptywem czasu zanikat, kosztem
tworzgcego sie nowego piku o czasie retencji tg= 8,95 min, ktéry odpowiadat tworzgcemu
sie produktowi AZM-20 (rysunek 106, chromatogram czarny i niebieski). Po 24 godzinach
widoczny na chromatogramie byt juz jedynie pik pochodzacy od produktu (rysunek 106,
chromatogram zielony), zatem reakcje zakonczytam, a mieszanine reakcyjng oczyscitam

i przygotowany w ten sposob produkt byt gotowy do kolejnego etapu.
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Rysunek 106. Zestawienie chromatograméw wykonanych w czasie trwania reakcji
acetylacji grupy hydroksylowej O(2’)H AZM, ukazujgce: substrat — AZM po dodaniu
bezwodnika octowego (czarny), mieszanine reakcyjng po 5h (niebieski) oraz powstaty w
wyniku syntezy produkt AZM-20 (zielony).
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2.2 Synteza pochodnych N-alkilowanych w czesci dezozaminy

Jak wspomniano weczesniej, reakcje alkilowania atomu azotu dezozaminy
przeprowadzitam niezaleznie na trzech substratach: azytromycynie (AZM),
dekladonyzowanej azytromycynie (AZM-OH) oraz azytromycynie podstawionej grupa

acetoksylowg w pozycji C(2’) (AZM-20) (Schemat 22).
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Schemat 22. Schemat przedstawiajacy synteze produktow AZM-21 — AZM-44 w wyniku
reakcji N-alkilowania na dezozaminie.

129



Wyniki i dyskusja

Wyzwaniem syntetycznym byt wybér odpowiednich warunkdéw reakcji, gdyz
w czgsteczce azytromycyny mozliwe s3 dwa miejsca N-alkilowania: atom azotu z grupy
N,N-dimetylowej dezozaminy oraz atom azotu znajdujacy sie w aglikonie w pozycji 9a.
Zastosowane przeze mnie warunki reakcji pozwolity na przeprowadzenie jej w sposéb
regioselektywny i otrzymanie jedynie produktow alkilowanych na atomie azotu w czesci
cukrowej. Czesciowo fakt ten mozna wyjasni¢ strukturg azytromycyny w roztworze.
W widmach 'H NMR najwyzszg warto$é przesuniecia chemicznego, sposréd wszystkich
grup hydroksylowych w AZM, zarejestrowano dla sygnatu protonowego pochodzacego od
grupy O(6)H (ok. 7,7 ppm). Z kolei w widmach FT-IR pochodnych, najbardziej przesuniete
ku czerwieni pasmo, o czestotliwosci ok. 2600 cm™ zostato przypisane drganiom
rozciggajacym vioH). Uzyskane wyniki spektroskopowe ukazujg, ze w strukturze
azytromycyny i pochodnych, grupa hydroksylowa O(6)H jest najsilniej zwigzana
wodorowo. Biorgc pod uwage fakt, ze aglikonowy atom azotu (N9a) jest akceptorem
protonu w wewnatrzczgsteczkowym wigzaniu wodorowym z grupa hydroksylowg O(6)H,
jak wynika z analizowanych konformeréw azytromycyny®®, zmniejszenie jego
nukleofilowosci sprzyjato regioselektywnosci w reakcjach podstawien nukleofilowych,
zachodzgcych w czesci cukrowe;j.

Reakcje N-alkilowania AZM, AZM-OH oraz AZM-20 prowadzitam w mozliwie
bezwodnych warunkach, stosujgc odwodniony acetonitryl jako rozpuszczalnik oraz
czterokrotny nadmiar odpowiedniego bromku. Wiekszos¢ syntez prowadzitam
w temperaturze pokojowej, a ich postep kontrolowatam za pomocg wysokosprawne;j
chromatografii cieczowej HPLC. Na Rysunku 107 przedstawitam chromatogramy
zarejestrowane w trakcie przeprowadzania przyktadowych reakcji pomiedzy AZM (A)
i AZM-OH (B) a bromkiem benzylu oraz AZM-20 (C) a bromkiem p-nitrobenzylowym.
Chromatogramy oznaczone na niebiesko ukazujg stan w kolbie reakcyjnej po dodaniu
bromku do substratéw. | tak, w przypadku reakcji tworzenia AZM-30 i AZM-41 (Rysunek
107, Ai B), duzy pik o czasie retencji tr= 4,46 min. pochodzit od bromku benzylu i poprzez
silng absorpcje przy badanej dtugosci fali (220 nm) przyémiewat intensywnoscig piki
pochodzgce od AZM (tg= 8,02 min) i AZM-OH (tr= 5,29 min). Z tego powodu, by bada¢
postep zachodzgcej reakcji, niezbedne byto pozbycie sie bromku, w badanej za pomocg
HPLC prébce, poprzez kilkukrotne odmywanie heksanem pobranej z reakcji prébki.

W momencie, w ktérym obserwowatam catkowite przeksztatcenie AZM i AZM-OH
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w produkt o czasie retencji tr= 1,19 min. w obu przypadkach (Rysunek 107, A i B,
chromatogramy zielone), reakcje zakonczytam i powstaty produkt poddatam
oczyszczaniu. Analogiczny schemat potepowania zastosowatam przy syntezie AZM-44
(Rysunek 107, C). Réwniez w tym przypadku, intensywnos¢ piku pochodzacego od bromku
p-nitrobenzylowego (tr= 4,14 min) znacznie przewyzszata tg pochodzacg od AZM-20
(tr= 7,80 min), wiec i tu musiatam kazdorazowo oczyszcza¢ probke przed badaniem stanu
reakcji za pomocg HPLC. Reakcje zakonczytam, a jej produkt oczyscitam w momencie,
gdy na chromatogramie (Rysunek 107, C, chromatogram zielony) obserwowatam jedynie

pik o czasie retencji tg= 1,24 min, pochodzacy od nowego produktu.
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Rysunek 107. Zestawienie chromatogramow wykonanych w czasie trwania reakgcji
N-alkilowania prowadzace do otrzymania produktéw: A - AZM-30 B - AZM-41 oraz
C - AZM-44. Chromatogramy czarne ukazujg substraty (A - AZM, B - AZM-OH,
C - AZM-20), niebieskie — mieszaniny reakcyjne, a zielone - otrzymane produkty.

Zaskakujgcym byto, ze niezaleznie od czasu retencji substratéw wykorzystanych do
reakcji, pik pochodzacy od produktu powstatego w reakcji N-alkilowania znajdowat sie
praktycznie zawsze w tym samym miejscu na chromatogramie. Wynika
to prawdopodobnie z przeksztatcenia czgsteczki w sél amoniowa, co drastycznie
zmieniato jej wtasciwosci hydrofilowe i wywotywato sytuacje, w ktdrej produkty byty

praktycznie nierozréznialne przy stosowanych przeze mnie réznych fazach w HPLC.
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Niezaleznie od stosowanego eluentu, w przypadku uzycia kolumny przeznaczonej
do pracy na fazach odwréconych (RPLC), zawsze otrzymywatam ten sam wynik: uzyskane
przeze mnie produkty praktycznie nie oddziatywaty z fazg stacjonarng i eluowaty
z kolumny bardzo szybko i tylko nieznacznie sie réznicowaty. Zatem niezbedne byto
przeprowadzenie dalszych badan.

Widma ESI-MS (Rysunek 108), zarejestrowane w trybie jonéw dodatnich,
dostarczyty pierwszych informacji dotyczgcych struktur otrzymanych zwigzkéw. Widoczne
w nich dominujace piki przy 840 [Da] dla AZM-30, 682 [Da] dla AZM-41 czy 927 [Da]
dla AZM-44 odpowiadaty jonom pseudomolekularnym oczekiwanych pochodnych,
cowraz ze zmiang wiasciwosci z hydrofobowych czasteczek na hydrofilowe, byto
wstepnym  potwierdzeniem otrzymania produktéw reakcji  N-alkilowania -

czwartorzedowych soli amoniowych AZM, AZM-OH i AZM-20.
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Rysunek 108. Zestawienie widm ESI MS wykonanych w trybie jondw dodatnich
dla produktéw: A - AZM-30, B - AZM-41 oraz C - AZM-44.
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Ponizej przedstawiona zostata skrdocona, wstepna analiza spektroskopowa
dla wybranych pochodnych: AZM-30, AZM-41 i AZM-44 natomiast przesuniecia
chemiczne *H NMR i 3C NMR wszystkich pochodnych AZM-21 — AZM-44, ustalone na
podstawie dwuwymiarowych widm korelacyjnych: *H-'H COSY, 'H-13C HSQC oraz 'H-13C
HMBC oraz *H-'H NOESY, zostaty przedstawione w Tabelach 7 - 12.

Analiza widm H NMR i 3C NMR pochodnych AZM-30, AZM-41 i AZM-44
potwierdzita strukture przewidywanych produktéw. Zarowno w widmie weglowym
(Rysunek 109), jak i protonowym (Rysunek 110) produktéw widoczne
sg charakterystyczne sygnaty w zakresie typowym dla zwigzkéw aromatycznych,
pochodzgce od wprowadzonego podstawnika benzylowego. W widmie 3C NMR
wszystkich otrzymanych produktéw reakcji N-alkilowania, zauwazytam znaczne

przesuniecie sygnatéw pochodzacych od atoméw C(7’) oraz C(8’) i ich réznicowanie.

| | |l||}l.| l i

| L Ll NH Ll
C(8’)2(7’)

l | L ﬁm“ H II

c(17))
C(8') c(7) j
c(16) l ‘ ? :
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 40 30 20 10 O

ppm

Rysunek 109. Zestawienie widm 3C NMR dla AZM (czarne), AZM-30 (zielone) AZM-41
(bordowe) i AZM-44 (niebieskie) w catym badanym zakresie, z zaznaczonymi kluczowymi
sygnatami. Na widmach zaznaczone zostaly réwniez sygnaty aromatyczne (zdtte
podswietlenie).
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Rysunek 110. Zestawienie widm *H NMR dla AZM (czarne), AZM-30 (zielone) AZM-41
(bordowe) i AZM-44 (niebieskie) w catym badanym zakresie, z zaznaczonymi kluczowymi
sygnatami. Na widmach zaznaczone zostaty réwniez sygnaly aromatyczne (z6tte
podswietlenie).

Wartosci przesunie¢ chemicznych sygnatéw pochodzgcych od obu tych atoméw
w substratach wynosity ok. 6= 40 ppm, natomiast w produktach ich czestos¢ rezonansowa
byta wyzsza, sygnaty byty oddzielone, a ich wartos¢ wynosita ok. 6= 49 ppm i 6= 47 ppm.
Ten sam trend zaobserwowatam w przypadku sygnatéw protonowych pochodzgcych
od H(7’) i H(8’) — przesuniecia chemiczne z wartosci wynoszgcych ok. 6= 2,20 ppm, wzrosty
do wartosci z przedziatu 6= 2,90 — 3,10 ppm (Rysunek 110). Réznicowanie sie sygnatéw
pochodzacych od grup metylowych C(7’)Hs i C(8')Hs wynika z diastereotopowosci tych
grup, powstatej ze wzgledu na zmiane otoczenia chemicznego bedacej rezultatem
przyfaczenia podstawnika. W przypadku pochodnych AZM-21 — AZM-39, w ktorych
substratem byta AZM, zaobserwowatam bardzo silne przesuniecie w kierunku
niskopolowym charakterystycznego sygnatu pochodzgcego od protonu z grupy

hydroksylowej O(2’)H (z 6= 3,93 ppm na powyzej 6= 6,10 ppm). Wzrost wartosci
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przesuniecia chemicznego tego protonu wynika z faktu, ze proton ten uczestniczy w innym
wigzaniu wodorowym (Rysunek 111). W czasteczce AZM proton grupy hydroksylowej
O(2’)H wigze sie wodorowo z atomem azotu grupy N,N-dimetylowej, przytgczonej
w pozycji C(3’). W wyniku przebiegu reakcji N-alkilowania, atom azotu traci wolng pare
elektronowg i nie moze wigza¢ sie wodorowo z protonem z grupy O(2')H. Wéwczas,
proton ten, wigze sie z atomem tlenu z grupy metoksylowej OC(8”)Hs, obecnej
w kladynozie w pozycji C(3”), co powoduje zmiane konformacji i silne przesuniecie sygnatu
pochodzacego od protonu z grupy hydroksylowej O(2’)H w kierunku wyzszych wartosci
ppm. Z kolei dla produktow AZM-40 — AZM-42 sygnat pochodzacy od tej grupy
hydroksylowej widoczny jest przy przesunieciu chemicznym wynoszagcym powyzej
6= 5,80 ppm, obok sygnatu pochodzgcego od protonu grupy hydroksylowej O(3)H, ktory
widoczny jest przy ok. 8= 5,50 ppm. W widmach *H NMR produktéw AZM-43 i AZM-44,

brak jest sygnatu pochodzgcego od protonu z grupy hydroksylowej O(2’)H. Widoczny jest

Rysunek 111. Struktura N-alkilowanej pochodnej azytromycyny AZM-21, zwizualizowana
na podstawie teoretycznych obliczern metodg DFT (B88 LYP/GGA/DFT)?¢, Na zétto
zaznaczone zostato wigzanie wodorowe wystepujgce pomiedzy protonem grupy
hydroksylowej O(2’)H, a atomem tlenu pochodzacego z grupy metoksylowej kladynozy.?2®
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natomiast (na przyktadzie AZM-44) charakterystyczny sygnat integrujgcy sie na 3H, przy
6=2,13 ppm, pochodzacy od grupy metylowej wprowadzonego podstawnika acetylowego
H(17’). W widmie weglowym, z kolei, pojawia sie sygnat niskopolowy od atomu wegla
grupy karbonylowej C(16’) o typowym, dla tego rodzaju ugrupowan, przesunieciu
chemicznym wynoszgcym 6= 169,1 ppm (Rysunek 109) oraz wysokopolowy sygnat przy
6=21,7 ppm, od C(17’).

W celu doktadnego potwierdzenia miejsca przytgczenia podstawnika alkilowego
przeprowadzitam szczegétowa analize widm *H NMR i 3C NMR dla przyktadowej
pochodnej N-alkilowej — AZM-30. Zauwazytam, ze pozycje sygnatéw w widmach 1D NMR
zarowno od protonéw i atoméw wegla aglikonu, jak i kladynozy, dla pochodnych
N-alkilowych, nie ulegty znaczacym przesunieciom, w przeciwienstwie do czesci sygnatéw
przypisanych do atoméw dezozaminy (Rysunek 112 i 113). Zatem, w nastepujacym opisie

skupitam sie tylko na fragmencie tego cukru.

H(5')
l:l(l’) H(2')  H(3)
sl.o 4I.5 4I.o 3I.5 3‘.0 z‘.s z‘.o 1‘.5 1‘.0 0‘.5

pPpPmM

Rysunek 112. Zestawienie widm *H NMR dla AZM (czarne) i AZM-30 (zielone) zakresie 0,5
— 5,0 ppm — zakresie w ktérym wystepujg sygnaty pochodzace od atomoéw dezozaminy.
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Rysunek 113. Zestawienie widm 3C NMR dla AZM (czarne) i AZM-30 (zielone) zakresie 60
- 140 ppm — zakresie w ktérym wystepujg sygnaty pochodzace od atoméw dezozaminy.

Zaréwno w widmie weglowym, jak i protonowym, obecne sg sygnaty o charakterystycznej,
typowej dla sygnatéw pochodzacych od anomerycznego atomu wegla C(1’) (6= 101,1
ppm) oraz przytaczonego do niego protonu H(1’) (6= 4,46 ppm), wartosci przesuniecia
chemicznego. Sygnat pochodzacy od tego protonu, w widmie *H-'H COSY (Rysunek 114),
koreluje z multipletem (6= 3,67 ppm), ktéry to dalej koreluje z dwoma sygnatami —
dubletem (6= 6,13 ppm) oraz multipletem (6= 3,50 ppm), ktéry w tym samym widmie 2D
koreluje z kolejnymi dwoma sygnatami (6= 1,61 ppm i 6= 2,04 ppm). Oba te sygnaty,
w widmie korelacyjnym proton-proton bliskiego zasiegu, korelujg z multipletem (6= 3,67
ppm), ktdéry nastepnie koreluje z dubletem integrowany na 3H (6= 1,12 ppm),
niekorelujgcym juz dalej z zadnym innym sygnatem. Na podstawie zarejestrowanego
systemu sprzezen pomiedzy protonami, przypisatam im odpowiednie wartosci przesuniec
chemicznych (Rysunku 114). Z kolei na podstawie korelacyji widocznych w widmie
dwuwymiarowym *H-13C HSQC (Rysunek 115) przypisatam sygnatom protonowym
korelujgce z nimi sygnaty pochodzgce od atoméw wegla. Tak oto sygnat przy 6= 70,8 ppm
przypisatam do atomu wegla C(2’), przy 6= 69,5 ppm — do C(3’), ten przy 6=32,3 ppm
pochodzit od atomu wegla C(4), sygnat przy 6= 65,8 ppm do C(5’), a przy 6= 20,9 ppm —do
C(6’). W taki sposdb mozliwe byto przypisanie sygnatdw pochodzgcych zaréwno od
atomoéw wegla, jak i protonéw, w szkielecie cukru dezozaminy. Nastepnie, by pozna¢
dalszg strukture zwigzku i potwierdzi¢, ze reakcja alkilowania zaszta w pozycji atomu
azotu, przestudiowatam korelacje widoczne w widmie 'H-3C HMBC (Rysunek 116)
pomiedzy sygnatem weglowym przypisanym do C(3’), a nieprzypisanymi dotychczas

sygnatami protonowymi. Zauwazytam, ze sygnat weglowy C(3’) koreluje zdwoma nowymi
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Rysunek 114. Fragment widma H-'H COSY produktu AZM-30 ukazujgcy korelacje proton-
proton bliskiego zasiegu we fragmencie charakterystycznym dla sygnatéw pochodzacych
od protondéw dezozaminy wraz ze schematem przypisania wartosci przesunieé
chemicznych.

izolowanymi singletami przy 6= 3,07 ppm i 6= 2,98 ppm, integrowanymi na 3H kazdy,
ktére nie korelowaty z zadnym sygnatem protonowym w widmie *H-'H COSY. Sygnaty
o tak wysokich wartosciach przesuniecia chemicznego s charakterystyczne
dla podstawnikéw znajdujgcych sie przy heteroatomie, musiaty one zatem pochodzié
od grup metylowych podstawnika N,N-dimetylowego. Dodatkowym potwierdzeniem byt
fakt, ze korelowaty one w widmie H-13C HSQC (Rysunek 115) z sygnatami weglowymi
o wysokich, jak na grupy metylowe, wartosciach przesunieé¢ chemicznych — odpowiednio
z sygnatem przy 6= 47,5 ppm i przy 6= 49,5 ppm. Przypisatam je zatem parami
do odpowiednich atoméw: sygnaty przy 6= 3,07 ppm i 6= 47,5 ppm do atomoéw H(7’)
i C(7’), a sygnaty przy 6= 2,98 ppm i 6= 49,5 ppm — do H(8’) i C(8’).
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Rysunek 115. Fragment widma 'H-3C HSQC produktu AZM-30 ukazujgcy korelacje
proton-wegiel bliskiego zasiegu we fragmencie dezozaminy.
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Rysunek 116. Fragment widma dwuwymiarowego 'H-3C HMBC produktu AZM-30
ukazujacy korelacje proton-wegiel dalekiego zasiegu w fragmencie dezozaminy.
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W widmie H-13C HMBC (Rysunek 117) zaréwno sygnat przypisany do atomu wegla C(7),
jak i C(8’), korelowat z dwoma sygnatami: przy 6= 4,98 ppm i 6= 4,75 ppm. Oba te sygnaty
sq dubletami, o charakterystycznym ukfadzie ,dachowym” i sprzegajg sie geminalnie
ze sobg, ze statg sprzezenia %)= 12,5 Hz, a zatem pochodzg od protonéw grupy
metylenowej nowowprowadzonego podstawnika (H(9’a) i (H(9’b)). Potwierdzenie tego
faktu znalaztam analizujgc widmo *H-13C HSQC (Rysunek 115), w ktérym oba te protony
sprzegaja sie z tym samym atomem wegla przy czesto$ci rezonansowej wynoszacej
6=67,2 ppm. Dodatkowym dowodem weryfikujgcym poprawnos¢ przypisania tych
sygnatéw jest fakt, ze sygnat przy 8= 4,75 ppm korelowat w widmie *H-!3C HMBC (Rysunek
117) z sygnatem weglowym pochodzacym od atomu wegla C(3’). Zatem sygnat weglowy
przy 6= 67,2 ppm przypisatam do atomu C(9’). Analizujgc dalej korelacje widoczne w tym
dwuwymiarowym widmie mozna zaobserwowac, ze sygnaty pochodzace od atoméw H(9’)
i C(9) korelujg z aromatycznymi sygnatami weglowymi, pochodzgcymi od pierscienia
fenylowego podstawnika. Tym samym jest to ostateczne potwierdzenie, ze zsyntezowany,
na drodze reakcji alkilowania atomu azotu dezozaminy, produkt AZM-30 posiadat

oczekiwang strukture.
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Rysunek 117. Fragment widma dwuwymiarowego 'H-3C HMBC produktu AZM-30
ukazujgcy korelacje proton-wegiel dalekiego zasiegu pomiedzy sygnatami przypisanymi
do dezozaminy, a sygnatami pochodzgcymi od nowego podstawnika.
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Taka szczegétowg analize spektroskopowa przeprowadzitam dla wszystkich
pochodnych AZM-21 - AZM-44, by doktadnie potwierdzi¢ strukture produktow
otrzymanych w wyniku reakcji N-alkilowania. Sposréd wszystkich préob syntezy, reakcje
tworzenia dwéch produktow zaszty w odmienny i zaskakujgcy sposob. W przypadku uzycia
bromkéw, ktére zakoriczone byty grupa estrowa, podczas tworzenia czwartorzedowych
soli N-alkiloamoniowych, nastgpita nieoczekiwana cyklizacja. Przy syntezie produktu
AZM-25 i AZM-26, réwnoczesnie tworzyt sie nowy, bicykliczny laktonowy produkt
uboczny AZM-25’ — bazujgcy na strukturze morfolinonu (Schemat 23). Niestety ze wzgledu
na skrajnie polarny charakter tych zwigzkéw, nie udato rozdzieli¢ sie mieszaniny
produktéw: AZM-25 od AZM-25’ i AZM-26 od AZM-25’, za pomocy klasycznej

chromatografii kolumnowej.?2°

" OH
.
AZM-26 el

Schemat 23. Schemat przedstawiajacy nieoczekiwang cyklizacje, ktdéra zaszta w trakcie
syntezy pochodnej AZM-25 i AZM-26, czego wynikiem byto utworzenie zwigzku AZM-25’.
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3. Pochodne klarytromycyny modyfikowane w pozycji C-3’ dezozaminy

Po przestudiowaniu prac naukowych obejmujgcych antybiotyki makrolidowe
o 14-cztonowych pierscieniach i ich pochodne, ustalitam, ze podobnie jak w przypadku
azalidow, przeprowadzanych byto niewiele modyfikacji w pozycji C(3’) dezozaminy.
Jak wspomniatam juz wczes$niej, w Rozdziale 2, jedyne znane literaturowo pochodne,
powstate wskutek modyfikacji grupy N,N-dimetylowej, otrzymane zostaty w wyniku
reakcji zastgpienia jednego z alkilowych podstawnikéw innym, np. o bardziej ztozonej
strukturze!?’ lub jej dalszym modyfikacjom i wydtuzaniem podstawnika.128-130

Podczas studiowania literatury dotyczacej makrolidow o 14-cztonowych
pierscieniach laktonowych zauwazytam, analogicznie jak w przypadku azalidéw, ze nikt
nie podjat préoby modyfikacji grupy N,N-dimetylowe] z jednoczesnym przeksztatceniem
zwigzku w czwartorzedowg sél amoniowga. Postanowitam zatem przeprowadzi¢ synteze
nowych, N-alkilowych pochodnych klarytromycyny. Wprowadzenie hydrofobowego
podstawnika z jednoczesnym przeksztatceniem zwigzku w sél i wprowadzeniem tadunku
dodatniego na atomie azotu, mogtoby utatwi¢ transport antybiotyku w komdrkach,
ze wzgledu na polepszenie wiasciwosci hydrofilowych oraz jednoczesnie utatwic wigzanie
zwigzku w tunelu rybosomalnym, poprzez wytworzenie dodatkowych oddziatywan.
Model dokowania fragmentu sacharydowego (dezozaminy) dla 14-, jak i 15-cztonowych
antybiotykow jest bardzo podobny, zatem réwniez w tym przypadku wprowadzenie
podstawnika majgcego atomy wegla o hybrydyzacji sp i sp? miato prowadzi¢ do poprawy

stabilizacji makrolidéw w tunelu rybosomalnym poprzez dodatkowe oddziatywania n-m.

3.1 Synteza zwigzkoéw alkilowych

W przypadku syntezy N-alkilowych pochodnych CLA, w przeciwieAstwie do
N-alkilowych pochodnych AZM, nie byto niebezpieczenstwa otrzymania alternatywnego
regioizomeru, gdyz w strukturze CLA obecny jest tylko jeden atom azotu (Schemat 24).
Syntezujagc czwartorzedowe sole amoniowe wybratam odpowiednie bromki jako
substraty, posiadajgce w swojej strukturze uktady allilowe, grupe propargilowg
i metylotiofen, w celu przetestowania ich aktywnosci biologicznej i wptywu na sposéb
wigzania sie makrolidowego antybiotyku w petli PTC. Reakcje N-alkilowania CLA
prowadzitam w mozliwie bezwodnych warunkach, stosujac osuszony acetonitryl jako
rozpuszczalnik oraz czterokrotny nadmiar odpowiedniego bromku. Syntezy te, jak
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w przypadku N-alkilowych pochodnych AZM, prowadzitam w temperaturze pokojowej,
a ich postep kontrolowatam za pomocg wysokosprawnej chromatografii cieczowej HPLC.
Na Rysunku 118 przedstawitam chromatogramy zarejestrowane w trakcie prowadzania
reakcji przeksztatcania substratu (CLA) w produkt, na przyktadzie tworzenia zwigzku

CLA-2.

O s O

CLA-4 CLA-5 CLA-6

Schemat 24. Schemat przedstawiajgcy synteze produktéw CLA-1 — CLA-6 w wyniku
reakcji N-alkilowania dezozaminy CLA.

Na chromatogramie mieszaniny reakcyjnej (Rysunek 118, chromatogram niebieski),
wykonanej od razu po zmieszaniu substratow, widoczny byt pik o czasie retencji
tr= 9,90 min, pochodzacy od uzytego reagenta jakim byt bromek krotylu. Ze wzgledu
na wysoka absorpcje tego zwigzku przy badanej dtugosci fali (220 nm), pik odpowiadajacy
klarytromycynie o czasie retencji tg= 10,54 min. (Rysunek 118, chromatogram czarny) nie
byt widoczny. Zatem, by méc okresli¢ stopien przereagowania, musiatam przed badaniem
na HPLC, tak jak w przypadku zwigzkéw N-alkilowych na AZM, kazdorazowo
przygotowywac probke w celu pozbycia sie nadmiaru bromku. Gdy na chromatogramie
obserwowatam juz jedynie pik pochodzgcy od nowego produktu (Rysunek 118,
chromatogram zielony) o czasie retencji tg= 1,65 min, reakcje zakonczytam a nastepnie
oczyscitam produkt i poddatam go dalszym badaniom. W przypadku N-alkilowych
pochodnych CLA réwniez zauwazytam, ze niezaleznie od syntezowanego produktu (CLA-1
— CLA-6), jego czas retencji byt niemalze jednakowy, co mozna wyttumaczy¢ bardzo silng
zmiang wiasciwosci lipofilowych czgsteczki, co prowadzito do mniejszego réznicowania

tych zwigzkdow na kolumnie chromatograficzne;.
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Rysunek 118. Zestawienie chromatograméw wykonanych w czasie prowadzenia reakc;ji
N-alkilowania dezozaminy CLA, ukazujgce: substrat (CLA) przed reakcjg (czarny),
mieszanine reakcyjng po 1h (niebieski) oraz powstaty w reakcji produkt CLA-2 (zielony).

Pierwszych informacji dotyczgcych struktury dostarczyta analiza widma ESI-MS,
wykonanego w trybie jonéw dodatnich. W widmie masowym nowo otrzymanego
produktu znajdowat sie pik przy wartosci m/z= 803 [Da], ktéry odpowiadat jonowi
pseudomolekularnemu czgsteczki CLA-2 (Rysunek 119) i wstepnie potwierdzat pomysiny
przebieg reakcji alkilowania.
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Rysunek 119. Widmo ESI MS prébki CLA-2 zarejestrowane w trybie jonédw dodatnich.

Nastepnie przeprowadzitam analize jednowymiarowych widm magnetycznego

rezonansu jadrowego. Ponizej przedstawiona zostata szczegdtowa analiza
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spektroskopowa dla przyktadowej pochodnej CLA-2, natomiast przesuniecia chemiczne
'HNMR i 3C NMR wszystkich pochodnych CLA-1 — CLA-6, ustalone na podstawie
dwuwymiarowych widm korelacyjnych: *H-'H COSY, 'H-13C HSQC, 'H-'3C HMBC oraz
'H-1H NOESY, zostaty przedstawione w Tabelach 13 i 14.

Ze wstepnej oceny widm H NMR (Rysunek 120) i *3C NMR (Rysunek 121)
pochodnej CLA-2 wywnioskowatam, ze zaréwno sygnaty pochodzgce od protondéw i
atomow wegla aglikonu i kladynozy czasteczki CLA-2 nie ulegty znaczacym przesunieciom,
w przeciwienstwie do czesci sygnatdw pochodzgcych od atoméw dezozaminy, wiec
skupitam sie tylko na czesci sacharydowej. Analizujgc widmo '3C NMR produktu
zaobserwowatam pojawienie sie dwdch nowych sygnatéw w zakresie charakterystycznym
dla wystepowania wigzan nienasyconych, ktére potwierdzity przytaczenie podstawnika
krotylowego do CLA. Ustalenie doktadnego miejsca przytaczenia nowego podstawnika

byto mozliwe dzieki szczegétowej analizie NMR-owskiej.

C?Z')H

O(2')H
H(11') [H(10)
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Rysunek 120. Zestawienie widm 'H NMR dla CLA (czarne) i CLA-2 (zielone), w catym
badanym zakresie, z zaznaczonymi kluczowymi sygnatami.
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Rysunek 121. Zestawienie widm 3C NMR dla CLA (czarne) i CLA-2 (zielone), w catym
badanym zakresie, z zaznaczonymi kluczowymi sygnatami.
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Widoczny w widmie *H NMR (Rysunek 120) sygnat przy przesunieciu chemicznym
8= 4,45 ppm, pochodzacy od protonu H(1’), w widmie *H-'H COSY (Rysunek 122)
korelowat jedynie z multipletem o czestosci rezonansowej 6= 3,53 ppm, zatem przypisano
go do protonu H(2’). Sygnat od H(2’) korelowat z dwoma nowymi sygnatami: dubletem
integrowanym na 1H przy 6= 5,94 ppm oraz dubletem dubletu dubletéw przy
6= 3,43 ppm. W widmie 'H-13C HSQC (Rysunek 123) wymienione wyzej sygnaty korelujg
z nastepujgcymi sygnatami weglowymi: sygnat przypisany do H(2’) koreluje z sygnatem
przy 6= 70,7 ppm, ten przy 6= 3,43 ppm z sygnatem &= 68,9 ppm, z kolei dublet przy
6= 5,94 ppm nie koreluje z zadnym. Na tej podstawie dublet ten przypisatam do protonu
grupy hydroksylowej O(2’)H, a sygnaty przy 6= 3,43 ppm i 6= 68,9 ppm odpowiednio
do protonu H(3’) i atomu wegla C(3’). Pozostaty wymieniony sygnat przy 6= 70,7 ppm
przypisany zostat przeze mnie do atomu wegla C(2’). Nastepnie, by pozna¢ dalszg
strukture czasteczki, sprawdzitam z jakimi sygnatami protonowymi w widmie *H-13C HMBC
(Rysunek 124) koreluje sygnat przypisany do atomu wegla C(3’). W widmie

dwuwymiarowym proton —wegiel dalekiego zasiegu zauwazytam, ze koreluje on zdwoma
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Rysunek 122. Fragment widma dwuwymiarowego H-'H COSY produktu CLA-2 ukazujgcy
korelacje proton-proton bliskiego zasiegu w fragmencie charakterystycznym dla sygnatow
pochodzacych od atoméw dezozaminy.
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Rysunek 123. Fragment widma *H-3C HSQC produktu CLA-2 ukazujacy korelacje proton-
wegiel bliskiego zasiegu we fragmencie dezozaminy wraz z przytagczonym nowym
podstawnikiem.

singletami, integrowanymi na 3H, przy przesunieciu 6= 3,03 ppm i 6= 2,97 ppm oraz
z dubletem dubletéw przy 6= 4,07 ppm, ktéry pochodzit od jednego protonu. Singlety te,
pochodzace od izolowanych grup metylowych przypisatam odpowiednio do protonéw
H(7’) oraz H(8’). Na podstawie analizy widma 'H-'3C HSQC (Rysunek 123) sygnat przy
6= 47,7 ppm, korelujgcy z singletem przy 6= 3,03 ppm przypisatam do atomu wegla C(7’),
a sygnat przy 6= 49,2 ppm, korelujgcy z singletem przy 6= 2,97 ppm — do atomu C(8’).
Pozostaty sygnat, dublet dubletéw przy = 4,07 ppm, w widmie *H-'H COSY (Rysunek 125)
korelowat z kolejnym dubletem dubletéw przy 6= 4,28 ppm, rowniez integrowanym
na 1H, z geminalng statg sprzezenia wynoszacg %/= 12,7 Hz. Na tej podstawie, sygnaty te,
przypisatam do protondw H(9’). Dodatkowym potwierdzeniem byt fakt, ze sygnaty te,
w widmie *H-13C HSQC (Rysunek 123), korelujg z jednym, tym samym sygnatem od atomu
wegla, ktory przypisatam do C(9’). Sygnaty od protondéw H(9’) korelujg w widmie *H-H
COSY (Rysunek 123) z multipletem przy czestosci rezonansowe] 6= 5,68 ppm, ktéry
w widmie 'H-3C HSQC (Rysunek 123) koreluje z sygnatem weglowym o wysokim

przesunieciu chemicznym 6= 119,1 ppm, co sugeruje, ze jest to sygnat od atomu wegla
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Rysunek 124. Fragment widma dwuwymiarowego H-3C HMBC produktu CLA-2
ukazujgcy korelacje proton-wegiel dalekiego zasiegu pomiedzy sygnatami przypisanymi

do dezozaminy, a sygnatami pochodzgcymi od nowego podstawnika.
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Rysunek 125. Fragment widma dwuwymiarowego H-'H COSY produktu CLA-2 ukazujgcy
korelacje proton-proton bliskiego zasiegu ukazujacy korelacje w obrebie wprowadzonego
nowego podstawnika.
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przy wigzaniu podwdjnym. Na tej podstawie sygnaty te przypisatam do metylidenowej
grupy w pozycji 10’. Sygnat od H(10’), w widmie H-'H COSY (Rysunek 125) korelowat
z multipletem przy 6= 6,02 ppm, ktory dalej korelowat z sygnatem integrowanym na 3H,
przy przesunieciu chemicznym 6= 1,77 ppm. Sygnat o wysokim przesunieciu chemicznym
przypisatam do protonu H(11’). Z kolei sygnat przy 6= 1,77 ppm, o integracji 3H, pochodzit
od grupy metylowej, zatem przypisatam go do protonu H(12’). Na podstawie korelacji
w widmie 'H-13C HSQC (Rysunek 123), ustalitam, ze sygnat przy 6= 139,6 ppm nalezy
przypisa¢ do atomu wegla C(11’), a sygnat przy 6= 18,1 ppm —do C(12’).

Powyzsza analiza korelacji widm 2D NMR jest wystarczajagcym potwierdzeniem,
ze podstawnik krotylowy przytgczony zostat w reakcji alkilowania do atomu azotu
dezozaminy, a produkt CLA-2 posiada oczekiwang strukture.

Znajgc doktadng strukture produktu CLA-2 postanowitam okresli¢ orientacje
nowego podstawnika, wprowadzonego w wyniku reakcji N-alkilowania. W tym celu
przeprowadzitam analize sprzezen spinowo - spinowych protondw, na podstawie
obserwacji kontaktéw w widmach 'H-'H NOESY. Analiza ta zostata wykonana
dla przyktadowej pochodnej CLA-2. Kontakty proton — proton zostaty zaznaczone
na strukturze (Rysunek 126), w ktorej mozna zaobserwowaé charakterystyczne motywy
strukturalne tego typu klasy pochodnych. Wykonane badania strukturalne pochodnej
CLA-2 dowodza, ze struktura pierscienia laktonowego nie ulegta znaczacej zmianie
wzgledem konformacji aglikonu CLA (Rysunek 126). Konformacja jest zachowana, dzielgca
czgsteczke na dwie strefy - bardziej hydrofobowg i bardziej hydrofilowg, oraz typowa
dla makrolidéw o 14-cztonowych pierscieniach laktonowych. Taka struktura utrzymywana
jest miedzy innymi poprzez system wigzan wodorowych wystepujgcych w czesci
pierscienia makrocyklicznego. Analiza widm NMR wyraznie wykazata, ze w przypadku soli
N-alkiloamoniowych klarytromycyny, nowo wprowadzony podstawnik przy atomie azotu
znajduje sie po tej samej stronie co kladynoza. Analiza kontaktéw pomiedzy protonami
w widmie 'H-'H NOESY umozliwita okreSlenie doktadnego potozenia przytgczonego
podstawnika wzgledem aglikonu. | tak, wzajemne sprzezenie przez przestrzeh pomiedzy
protonem grupy metylowej w pozycji C(9’) a protonem grupy hydroksylowej O(2’')H
potwierdzito, ze podstawnik ten skierowany jest w strone kladynozy, a nie jak w przypadku
omawianych w Rozdziale 1.3 pochodnych azytromycyny — gdzie zachowany byt kierunek

ramienia. Taka orientacja podstawnika wskazuje, ze jest on ustawiony prostopadle
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do $wiatfa tunelu rybosomalnego. Zatem spodziewanym byto, ze przytgczenie w wyniku
reakcji N-alkilowania krétkich, nienasyconych podstawnikdw moze wzmocni¢ wigzanie
zmodyfikowanego antybiotyku w rybosomie bakteryjnym poprzez oddziatywania m-nt

elektronowe z nukleotydami obecnymi w strukturze tunelu rybosomalnego.

Rysunek 126. Struktura N-alkilowanej pochodnej klarytromycyny (CLA-2, szara) natozona
na strukture klarytromycyny w krysztale pozyskang z kompleksu z rypbosomem (CLA, zétta,
PDB 1J5A%), ustalona na podstawie kontaktéw pomiedzy protonami, widocznych
w widmie *H-'H NOESY w DMSO-de, przedstawiona na podstawie teoretycznych obliczer
metodg DFT (B88 LYP/GGA/DFT)!26,226
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4. Pochodne klarytromycyny

W poprzednich rozdziatach omoéwione zostaty nowe pochodne azytromycyny
i klarytromycyny, w ktérych bezposrednio modyfikowane byty czesci cukrowe.
Modyfikacje tego typu byty podstawowym celem niniejszej rozprawy doktorskiej.
Prowadzity one do otrzymania antybiotykédw o 14- i 15-cztonowych pierscieniach
laktonowych z przebudowanymi ramionami sacharydowymi.

W tym rozdziale, natomiast, oméwione zostato inne podejscie syntetyczne, celem
ktérego byto stworzenie alternatywnej platformy do dalszej rozbudowy i modyfikacji
potencjalnie aktywnych przeciwbakteryjnie zwigzkéw o 14-cztonowych pierscieniach
laktonowych. Transformacje syntetyczne nowych zwigzkdw dokonane byty
na przeciwlegtej stronie pierscienia aglikonowego wzgledem tych, omodwionych
we wczesniejszych  rozdziatach. Zgodnie 1z zatozeniem, polega¢ one miaty
na wprowadzeniu w pozycji C(11) i C(12), 14-cztonowego ketolidu, mostka
karbaminianowego z przytgczonym krotkim tgcznikiem zakorczonym podstawnikiem
gotowym do dalszych modyfikacji. Tego typu pochodne znane sg ze swoich bardzo
dobrych wiasciwosci przeciwbakteryjnych i zaliczane sg do antybiotykdw makrolidowych
Il generacji.'® Zwigzki ktére zaplanowatam zsyntezowaé, miaty rézni¢ sie od tych

istniejgcych dtugoscia tagcznika oraz zakoriczeniem ramienia.
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4.1 Synteza a,B-nienasyconej klarytromycyny

Synteza klarytromycyny posiadajgcej a,B-nienasycony keton w swojej strukturze
byta niezbednym elementem kolejnych przeksztatcen. Zwigzek ten byt substratem
wyjsciowym do wszystkich dalszych przeprowadzanych przeze mnie modyfikacji, zatem
niezbedne byto doktadne okreslenie konfiguracji nowo utworzonego wigzania

podwadjnego oraz struktury — konformacji catego aglikonu z a,B-nienasyconym ketonem.
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Schemat 25. Schemat przedstawiajgcy synteze prowadzacg do otrzymania
klarytromycyny z nienasyconym wigzaniem.

W celu otrzymania powyzszego produktu CLA-7, przeprowadzitam reakcje
pomiedzy klarytromycyng, a weglanem etylenu w zasadowym s$rodowisku (Schemat 25).
Na wstepie nalezy podkreslié, ze omawiana reakcja wymagata bardzo rygorystycznych
warunkéw i niezbedne bylo witasciwe przygotowanie substratéw. Kluczem byto
odwodnienie wszystkich reagentdéw biorgcych udziat w reakcji i wykorzystanie inertnego
gazu — argonu, w przeciwnym wypadku nie obserwowatam jakiejkolwiek konwersji
substratu. Reakcja dehydratacji CLA prowadzona byta przez okoto 8 godzin we wrzacej
trietyloaminie jako rozpuszczalniku, a wiec w stosunkowo ,agresywnych” warunkach.
W pierwszym etapie syntezy CLA-7 dochodzi do transestryfikacji w wyniku, ktorej weglan
etylenu jest przeksztatcany w odpowiedni weglan klarytromycyny (CLA-W). W tworzenie
tego zwigzku zaangazowane byty grupy hydroksylowe w pozycji O(11)H i O(12)H,
a produktem ubocznym reakcji byt glikol etylenowy. Produkt posredni dehydratacji
klarytromycyny nie byt przeze mnie izolowany i w zastosowanych warunkach reakcji
ulegat przeksztatceniu na drodze dekarboksylacji, w wyniku eliminacji E1cB, w pozgdany
produkt CLA-7.

Na Rysunku 127 przedstawitam chromatogramy wykonane przed i po reakgcji
prowadzgcej do otrzymania klarytromycyny posiadajgcej a,B-nienasycony keton (CLA-7).

Pik pochodzgcy od substratu (CLA) widoczny byt o czasie retencji wynoszacym
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tr= 15,05 min. (Rysunek 127, chromatogram czarny). Po 8 godzinach od rozpoczecia
prowadzenia reakcji, na chromatogramie obserwowatam juz jedynie nowy pik o czasie
retencji tg= 14,17 min. (Rysunek 127, chromatogram zielony). Nastepnie reakcje
zakoniczytam, a otrzymany produkt poddatam oczyszczaniu i pdzniejszej weryfikacji jego

struktury.
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Rysunek 127. Zestawienie chromatogramdéw wykonanych w czasie prowadzenia reakcji
przeksztatcenia CLA (czarny) w produkt - klarytomycyne posiadajgca o,B-nienasycony
keton CLA-7 (zielony).
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Rysunek 128. Widmo ESI MS wykonane w trybie jonéw dodatnich dla produktu CLA-7.
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Pierwszych informacji dotyczacych struktury otrzymanego w tej reakcji produktu,
dostarczyta analiza widma ESI MS zarejestrowanego w trybie jonéw dodatnich (Rysunek
128). W widmie tym widoczny jest pik przy wartosci m/z= 730 [Da]. Masa molowa
protonowanej klarytromycyny wynosi 749 [Da]. W wyniku syntezy produktu CLA-7,
z czgsteczki CLA eliminowana zostata grupa hydroksylowa i utworzyto sie wigzanie
nienasycone. Masa protonowanego produktu powinna wiec byé o 19 [Da] mniejsza
i wynosi¢ 730 [Da], czyli dokfadnie tyle ile wynosita masa jonu pseudomolekularnego
pochodnej CLA-7. Wynik ten dowodzi, ze doszto do eliminacji jednej z grup
hydroksylowych z czgsteczki CLA.

Po wstepnej analizie poréwnawczej zestawionych widm 1D NMR CLA i pochodnej
CLA-7 mozna byto wyraznie zauwazy¢, ze wartosci przesunie¢ chemicznych dla sygnatow
od protondéw i atomoéw wegla (Rysunek 129) kladynozy oraz dezozaminy sg zblizone,
w przeciwienstwie do praktycznie wszystkich sygnatéw protonowych (Rysunek 130)
i weglowych (Rysunek 131) obserwowanych dla aglikonu, ktére ulegty zmianie.
Obserwacje te wskazujg, ze przebudowanie struktury 14-cztonowego makrolidu
w niewielkim fragmencie czgsteczki, pociggneto za sobg daleko idgce konsekwencje
i zmianie ulegta konformacja catego aglikonu. W czasteczce CLA nie ma wigzan
nienasyconych C=C, wiec w widmie 3C NMR brak jest jakichkolwiek sygnatéw w przedziale
120-140 ppm. Natomiast w widmie 3C NMR produktu (CLA-7), zaobserwowatam
pojawienie sie dwdch charakterystycznych sygnatéw pochodzgcych od nienasyconego
wigzania, ktére potwierdzajg pomysing reakcje eliminacji jednej z grup hydroksylowych.
W celu ustalenia pofozenia nowopowstatego wigzania podwdjnego, przeanalizowatam
zestawienia widm *3C NMR i FT-IR zarejestrowanych dla CLA i CLA-7. W widmie 3C NMR
CLA najbardziej niskopolowym sygnatem (6= 218,7 ppm) jest ten przypisany do
karbonylowego atomu wegla ugrupowania ketonowego w pozycji C(9). W strukturze tego
zwigzku obecne jest réwniez ugrupowanie laktonowe, a sygnat tego karbonylowego
atomu wegla widoczny jest przy wartosci 6= 175,3 ppm. W widmie produktu reakcji
eliminacji w zakresie charakterystycznym dla grup karbonylowych réwniez widoczne
sg dwa sygnaty. Jeden przy wartosci 6= 174,5 ppm, a drugi przy 6= 206,1 ppm. Potozenie
pierwszego z nich jest porownywalne z pozycjg sygnatu od karbonylowego atomu wegla
C(1) CLA, w zwigzku z czym zostat on przypisany analogiczne do atomu wegla C(1)

w czgsteczce CLA-7. Z kolei réznica w wartosci 6 dla ketonowego atomu wegla C(9) CLA

154



Wyniki i dyskusja

(1)

(1)
L L

2 57

11 i e il

S o I T

T T T T T T T

100 S5 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20
PpmM

10

Rysunek 129. Zestawienie widm 3C NMR dla CLA (czarne) i CLA-7 (zielone), w zakresie

charakterystycznym dla sygnatdow pochodzgcych od deoksycukréw, z zaznaczonymi
kluczowymi sygnatami.
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Rysunek 130. Zestawienie widm 'H NMR dla CLA (czarne) i CLA-2 (zielone), w catym
badanym zakresie, z zaznaczonymi kluczowymi sygnatami.
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Rysunek 131. Zestawienie widm 3C NMR dla CLA (czarne) i CLA-7 (zielone), w catym
badanym zakresie, z zaznaczonymi kluczowymi sygnatami.
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i CLA-7 wynoszaca 12,6 ppm wyraznie wskazuje, ze atom ten jest sprzezony z uktadem
nienasyconym — w tym przypadku z utworzonym wigzaniem podwodjnym. Podobne
obserwacje mozna poczyni¢ poréwnujgc widma wykonane w podczerwieni (Rysunek 132).
W widmie substratu CLA widoczne sg dwa charakterystyczne pasma od drgan
rozciggajacych v(C=0)iakton przy 1732 cm= i v(C=0)keton przy 1691 cm™>. W widmie CLA-7
pasmo od drgan rozciggajacych grupy karbonylowej laktonu nie zmienia swojego
potozenia (1732 cm?), z kolei pozycja pasma od drgan rozciaggajacych v(C=0) grupy
karbonylowej ketonu ulega przesunieciu w kierunku nizszych liczb falowych do
1668 cm™. Wynik ten potwierdza sprzezenie grupy ketonowej z wigzaniem podwajnym.

Co wiecej w widmie FT-IR produktu CLA-7 niewidoczne jest jedno z pasm od drgan v(OH).
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Rysunek 132. Zestawienie widm FT-IR zwigzkéw CLA (widmo niebieskie) i CLA-7 (widmo
czerwone) w zakresie 4000 — 400 cm™ z zaznaczonymi wartosciami omawianych pasm.

W dalszej kolejnosci przeprowadzitam szczegdétowa analize spektroskopowa
produktu CLA-7. Omodwienie jednoznacznego potwierdzenia struktury CLA-7
przedstawitam ponizej, a przesuniecia chemiczne 'H NMR i 3C NMR, ustalone na
podstawie dwuwymiarowych widm korelacyjnych: *H-'H COSY, *H-13C HSQC oraz H-13C
HMBC oraz 'H-'H NOESY, przedstawione zostaty w Tabelach 15 16.

W widmie H-3C HMBC (Rysunek 133) charakterystyczny sygnat laktonowego
atomu wegla C(1) korelowat z trzema sygnatami: dubletem dubletéw przy 6= 4,88 ppm
o integracji 1H, dubletem kwartetéw przy 6= 2,82 ppm o integracji 1H oraz dubletem przy
6= 1,18 ppm o integracji 3H. Analizujac integracje oraz multipletowos¢ tych sygnatow

przypisatam je nastepujgco do protonéw H(13), H(2) oraz H(16). Potwierdzenie stusznosci
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tego przypisania znalaztam analizujgc korelacje pomiedzy sygnatami protonowymi
w widmie H-'H COSY (Rysunek 134). Na podstawie korelacji wystepujacych pomiedzy
sygnatami pochodzgcymi od protondéw i odpowiadajgcych im atoméw wegla w widmie
1H-13C HSQC (Rysunek 135) ustalitam przesuniecia chemiczne dla atoméw wegla C(2), C(3)
i C(16). | tak, sygnat przy 6= 16,2 ppm przypisatam do atomu wegla C(16), sygnat przy
6=44,9 ppm do C(2), a ten przy 6= 3,71 ppm — do C(3). Aby pozna¢ wartosci przesunieé
chemicznych dalszych atoméw w aglikonie, przeanalizowatam korelacje proton-wegiel
dalekiego zasiegu pomiedzy sygnatem przypisanym do atomu wegla C(2), a nowymi,
nieprzypisanymi dotychczas sygnatami od protonéw. W widmie H-3C HMBC
(Rysunek 133), sygnat ten koreluje z multipletem przy 6= 1,77 ppm (integracja 1H) oraz
dubletem przy 6= 1,02 ppm (integracja 3H). Przypisanie tych sygnatéw do odpowiednich
protonéw byto mozliwe po przeanalizowaniu korelacji wystepujacych w widmie 'H-'H
COSY (Rysunek 134). Przypisany sygnat do H(3) korelowat z tym przy
6= 1,77 ppm, ktéry to z kolei korelowat z dwoma kolejnymi sygnatami: dubletem przy
6=1,02 ppm i dubletem przy 6= 3,63 ppm (integracja 1H). Na tej podstawie przypisatam
je do odpowiednich protondéw: sygnat przy &= 1,77 ppm do H(4), ten przy 6= 1,02 ppm
do H(17), a sygnat od protonu rezonujgcego przy 6= 3,63 ppm —do protonu H(5). W dalszej
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Rysunek 133. Fragment widma dwuwymiarowego H-3C HMBC CLA-7 ukazujacy korelacje
proton-wegiel dalekiego zasiegu pomiedzy sygnatami w czesci aglikonu
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Rysunek 134. Fragment widma dwuwymiarowego *H-'H COSY produktu CLA-7 ukazujgcy
we fragmencie

korelacje proton-proton bliskiego zasiegu charakterystycznym

dla sygnatéw pochodzacych od atomoéw aglikonu
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Rysunek 135. Fragment widma 'H-13C HSQC produktu CLA-7 ukazujgcy korelacje proton-

wegiel bliskiego zasiegu we fragmencie pierscienia aglikonowego.
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kolejnosci, wykorzystujac informacje zawarte w widmie 'H-'3C HSQC (Rysunek 135)
przypisatam pozycje sygnatéw od atoméw wegla: 6= 39,2 ppm do C(4), 6= 9,3 ppm
do C(17) i 6= 79,3 ppm do C(5). Brak mozliwosci sprzezenia spinowo-spinowego protonu
H(5) z innym protonem niz H(4) spowodowat, ze aby mdc przypisa¢ nastepne sygnaty
pochodzace od aglikonu, koniecznym byto wykorzystanie korelacji przez wiele wigzan
bazujgc na sygnatach od grupy metinowej C(5)H. W widmie H-3C HMBC (Rysunek 136)
sygnat pochodzacy od C(5) koreluje z dwoma sygnatami przy 6= 1,35 ppm i 6= 3,22 ppm.
Sygnaty te sg singletami integrujgcymi sie niezaleznie na 3H, a zatem s to izolowane grupy
metylowe. Biorgc pod uwage powyzisze obserwacje i strukture aglikonu CLA ustalitam,
ze sygnat o nizszej wartosci ppm nalezy przypisa¢ do protondéw grupy metylowej C(18)Hs,
a drugi sygnat — o charakterystycznej wartosci przesuniecia chemicznego, typowej
w przypadku obecnosci w sgsiedztwie heteroatomu takiego jak atom tlenu — do protonéw
grupy metoksylowej OC(22)Hs. W widmie *H-3C HMBC (Rysunek 136) protony obu grup
metylowych sprzegaja sie zatomem wegla o czestosci rezonansowej 6= 77,3 ppm, a sygnat

pochodzacy od H(18) dodatkowo koreluje z sygnatem od atomu wegla przy 6= 40,6 ppm.
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Rysunek 136. Fragment widma dwuwymiarowego 'H-!3C HMBC produktu CLA-7
ukazujacy korelacje proton-wegiel dalekiego zasiegu wystepujgce w aglikonie.
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Biorac pod uwage fakt, ze grupa metylowa i metoksylowa przytgczone sg do tego samego
atomu wegla C(6), oraz ze kolejnym ugrupowaniem w strukturze aglikonu jest grupa
metylenowa C(7)H>, to sygnat przy &= 77,3 ppm nalezy przypisa¢ do czwartorzedowego
atomu wegla C(6), a sygnat weglowy przy 6= 40,6 ppm do atomu wegla C(7).
Potwierdzeniem poprawnosci przypisania tych sygnatow jest brak sprzezenia spinowo-
spinowego przez jedno wigzanie atomu wegla C(6) z jakimkolwiek protonem oraz
sprzezenie atomu C(7) zdwoma protonami rezonujgcymi przy 6= 1,82 ppm i 6=1,06 ppm
(Rysunek 137). Kazdy z tych sygnatéw integrowany jest na 1H, co dowodzi, ze sygnaty
te pochodzg od protondéw grupy metylenowej. Dalszg analize spektroskopowa
prowadzitam z wykorzystaniem korelacji widocznych w widmie *H-*H COSY (Rysunek 138).
Sygnat od protonu H(7) (6= 1,06 ppm) koreluje z multipletem przy 6= 3,36 ppm (integracja
1H), ktéry to dalej koreluje z dubletem o przesunieciu réwnym = 0,97 ppm (integracja 3H).
Przypisatam zatem te sygnaty kolejno do protondéw H(8) i H(19), a na podstawie widma
1H-13C HSQC (Rysunek 137) sygnaty przy 6= 34,9 ppm i 6= 17,1 ppm przypisatam
odpowiednio do atomdéw C(8) i C(19).
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Rysunek 137. Fragment widma *H-13C HSQC produktu CLA-7 ukazujacy korelacje proton-
wegiel bliskiego zasiegu w zakresie charakterystycznym dla sygnatéw pochodzgcych od
atomoéw aglikonu.
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Rysunek 138. Fragment widma dwuwymiarowego *H-'H COSY produktu CLA-7
ukazujacy korelacje proton-proton bliskiego zasiegu w aglikonie.

We wstepnej analizie, na podstawie widm 3C NMR i FT-IR ustalitam, ze grupa
ketonowa C(9)=0 jest sprzezona z nowoutworzonym wigzaniem podwdjnym,
co skutkowato znacznym przesunieciem sie pozycji sygnatu od karbonylowego atomu
wegla C(9). Potwierdzeniem poprawnosci przypisania tego sygnatu jest obecnos¢ jego
korelacji z sygnatami H(8) i H(19) (Rysunek 138). Po dehydratacji CLA, proton H(11) jest
przytaczony do atomu wegla o hybrydyzacji sp?, co potwierdza fakt, ze jest to najbardziej
odstaniany sygnat w widmie 'H NMR CLA-7 (6= 6,58 ppm — singlet). Proton ten sprzega sie
przez trzy wigzania z karbonylowym atomem wegla C(9), ktéry dodatkowo sprzega sie
z trzema protonami o przesunieciu chemicznym 6= 1,90 ppm (singlet), ktére przypisatam
do protondéw grupy metylowej C(20)Hs. Wysoka wartos¢ przesuniecia chemicznego tej
grupy metylowej w poréwnaniu do wartosci zarejestrowanej w widmie CLA (6= 1,02 ppm)
wskazuje, ze réwniez jest ona przytaczona do atomu wegla o hybrydyzacji sp?. Korzystajgc
z widm HMBC (Rysunek 139) i HSQC (Rysunek 140) ustalitam, ze sygnat od atomu wegla
C(10) ma wartos¢ 6= 136,7 ppm, a sygnat od atomu wegla C(11) ma wartos$¢ 6= 144,8 ppm.

Wszystkie powyzsze dane jednoznacznie dowodzg, ze w reakcji CLA z weglanem etylenu
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Rysunek 139. Fragment widma dwuwymiarowego H-3C HMBC produktu CLA-7
ukazujacy korelacje proton-wegiel dalekiego zasiegu wystepujgce w aglikonie.
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Rysunek 140. Fragment widma H-3C HSQC produktu CLA-7 ukazujacy korelacje proton-
wegiel bliskiego zasiegu.
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w srodowisku zasadowym sumarycznie doszto do eliminacji czgsteczki wody [grupy
hydroksylowej H(11) i protonu H(10)] i utworzenia a,B-nienasyconego ketonu.
W analogiczny sposdb przypisatam odpowiednie sygnaty 'H i 1*C widoczne w widmach 1D
NMR CLA-7 dla pozostatej czesci aglikonu. Dane te znajduja sie w Tabelach 15 16.
Powyzsza przeprowadzona analiza przesunie¢ chemicznych oraz multipletowosci
i integracji sygnatéw udowodnita, ze w wyniku reakcji klarytromycyny z weglanem etylenu
otrzymany zostat produkt CLA-7 — klarytromycyna posiadajgca a,B-nienasycony keton
w swojej strukturze. W celu ustalenia konformacji zwigzku CLA-7, niezbedne byto
przeanalizowanie spinowo-spinowych sprzezen dalekiego zasiegu protondw. Badanie to
przeprowadzitam na podstawie analizy kontaktéw w widmach H-'H NOESY, ktére
powstajg w wyniku przenoszenia spindw przez przestrzen pomiedzy protonami
znajdujgcymi sie blisko siebie. Rozwazane byty cztery mozliwe warianty przestrzennej
budowy produktu CLA-7: (2)-s-cis, (2)-s-trans, (E)-s-cis oraz (E)-s-trans. W celu wykazania
konformacji otrzymanego produktu, niezbedne byto doktadne przesledzenie korelacji
wystepujagcych w  widmie 'H-'H NOESY. Ponizej przedstawitam fragment widma
z zaznaczonymi jedynie kluczowymi korelacjami, ktére bezposrednio pochodzity
od protonéw w okolicy wigzania podwdjnego i umozliwity okreslenie jego konformaciji.
W widmie 'H-'H NOESY (Rysunek 141) sygnat pochodzacy od protonu znajdujgcego sie
bezposrednio przy wigzaniu podwdjnym — H(11) — koreluje z sygnatem H(4), H(7a), H(8)
i H(13). Z kolei sygnat pochodzacy od grupy metylowej przytagczonej do tego samego
wigzania podwdjnego — H(20) — koreluje rowniez z sygnatem H(13) i dodatkowo z H(14b).
Na podstawie tych gtownych korelacji okreslitam, ze produkt CLA-7 ma konformacje
(E)-s-trans. Kluczowe kontakty proton — proton zostaty zaznaczone na najbardziej
korzystnej energetycznie strukturze, w lokalnym minimum energetycznym (metoda DFT

B88-LYP, Rysunek 142).
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Rysunek 141. Widmo dwuwymiarowe 'H-'H NOESY produktu CLA-7 przedstawiajace
kluczowe korelacje pomiedzy protonami umozliwiajgce okreslenie konformaciji

Rysunek 142. Najbardziej korzystna energetycznie struktura klarytromycyny (-2446,55
a.u.) posiadajgcej a,B-nienasycony keton (CLA-7) ustalona na podstawie kontaktéw
pomiedzy protonami, widocznych w widmie *H-'H NOESY w DMSO-de, przedstawiona
na podstawie teoretycznych obliczen metodg DFT (B88 LYP/GGA/DFT)126,228
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4.2 Przygotowanie o,B-nienasyconej klarytromycyny utlenionej w pozycji C(3)

z acetylowang grupa hydroksylowa O(2’)H, jako platformy do dalszych przeksztatcen

Analizujgc doniesienia literaturowe, zauwazytam, ze bardzo czesto w syntezie
aktywnych biologicznie pochodnych 14-cztonowych antybiotykow substratem
wyjsciowym do dalszych modyfikacji jest utleniona w pozycji C(3) klarytromycyna,
posiadajgca a,B-nienasycone wigzanie przy ketonie oraz zablokowang grupe
hydroksylowg O(2’)H. To wtasnie taki ketolid byt prekursorem telitromycyny, antybiotyku
stosowanego w leczeniu zapalenia gérnych i dolnych drég oddechowych u dorostych,
wywotanych przez bakterie oporne na powszechnie stosowane w farmakoterapii
antybiotyki. Zhydrolizowanie L-kladynozy i zastgpienie powstatej grupy hydroksylowej
ketonem, indukuje zmiane konformacji, umozliwiajgc ruch czasteczki i jej odmienne
dopasowanie sie w tunelu rybosomalnym poprzez zwiekszong labilnos¢ konformacyjng
pierscienia aglikonowego. Zauwazono, ze zmiana tego ugrupowania sprawia,
ze otrzymany zwigzek nie jest indukujgcym opornosc¢ bakterii wobec szczepéw MLSs.
Dodatkowo réwniez, klarytromycyna utleniona w pozycji C(3) wykazuje mniejszg site
dziatania, prawdopodobnie ze wzgledu na utrate interakcji (wigzan i oddziatywan)
wigzgcych ten antybiotyk poprzez kladynoze w tunelu rybosomalnym.*3

Synteza a,B-nienasyconej klarytromycyny utlenionej w pozycji C(3) z acetylowang
grupg hydroksylowg O(2’)H, ze wzgledu na poruszone powyzej problemy, stuzyta jedynie
wytworzeniu zwigzku, ktéry stanowit platforme do dalszych przeksztatcen.

Na Schemacie 26 zaprezentowatam strategie prowadzgacg do uzyskania 3-okso
klarytromycyny posiadajgcej wigzanie podwadjne sprzezone z ketonem w pozycji C(9) oraz
zablokowang grupe hydroksylowg O(2’)H. Zastosowane podejscie syntetyczne sktadato sie
z sekwencji trzech reakcji: pierwszg reakcjg byta kwasowa, hydrolityczna dekladonyzacja
(CLA-8), drugg — regioselektywna acetylacja grupy hydroksylowej O(2')H (CLA-9),
a ostatnig — utlenianie ll-rzedowej grupy hydroksylowej O(3)H do ugrupowania

ketonowego (CLA-10).
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4.2.1 Synteza a,B-nienasyconej 3-OH klarytromycyny z acetylowang grupa
hydroksylowg O(2’)H

0.25M
woda/aceton

CLA-8 CLA-9

Schemat 26. Schemat przedstawiajgcy reakcje dekladonyzacji a,B-nienasycone;j
klarytromycyny (CLA-7), prowadzacg do otrzymania produktu CLA-8, ktéry nastepnie
w wyniku reakcji acetylacji grupy hydroksylowej O(2’)H przeksztatca sie w produkt CLA-9.

Reakcje selektywnej hydrolizy kwasowej podstawnika sacharydowego — w tym
przypadku kladynozy — prowadzitam przez 24 godziny, poddajgc a,B-nienasycong
klarytromycyne (CLA-7) dziataniu 0,25M wodnego roztworu kwasu solnego i acetonu
w stosunku objetosciowym 4:1. Na Rysunku 143 przedstawitam chromatogramy
zarejestrowane przed dodaniem kwasu do substratu (chromatogram czarny) oraz
po 24 godzinach prowadzenia reakcji (chromatogram niebieski). Pik pochodzacy
od substratu CLA-7 widoczny byt o czasie retencji tr= 14,17 min. Po 24 godzinach
od rozpoczecia reakcji, zarejestrowatam catkowicie nowy pik, o czasie retencji tg= 8,4 min,
ktdry przypisatam do produktu. Nastepnie reakcje zakonczytam poprzez dodatek
do mieszaniny reakcyjnej chlorku metylenu i wielokrotne odmywanie warstwy
organicznej roztworem wodoroweglanu sodu. Po wyizolowaniu produktu CLA-8 z warstwy
organicznej przystgpitam do kolejnego etapu syntezy. Przed przystgpieniem do reakgc;ji
utleniania powstate] Il-rzedowej grupy hydroksylowej w pozycji C(3) niezbedne byto
zablokowanie obecnej w czgsteczce drugiej grupy hydroksylowej w pozycji C(2’) o tej
samej rzedowosci, ktora bytaby réwniez podatna na reakcje utlenienia (Schemat 26).
W tym celu produkt CLA-8 poddatam reakcji regioselektywnej acetylacji, poprzez dodatek
bezwodnika octowego w S$rodowisku bezwodnego acetonitrylu (regioselektywnosc
procesu acylowania grupy hydroksylowej dezosaminy zostata oméwiona w Dziale VII,
Rozdziale 1.2 na przyktadzie syntezy produktu AZM-1). Reakcje te prowadzitam 18 godzin,
az do catkowitego przeksztatcenia substratu w produkt. Analizujgc chromatogramy
wykonywane w czasie reakcji zauwazytam powstanie nowego produktu. Po 18 godzinach
od rozpoczecia reakcji na chromatogramie (Rysunek 143, chromatogram zielony)

widoczny byt juz jedynie pik odpowiadajgcy nowemu produktowi o tr= 6,67 min.
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Rysunek 143. Zestawienie chromatograméw wykonanych w czasie prowadzenia reakcji
przeksztatcenia CLA-7 (czarny) w produkt — 3-OH klarytomycyne posiadajaca
a,B-nienasycony keton CLA-8 (niebieski), a nastepnie dalej w produkt CLA-9
z zablokowang poprzez acetyl, grupa hydrokyslowg O(2’)H (zielony).

W celu uzyskania pierwszych informacji dotyczacych przebiegu syntezy oraz
struktury oczekiwanych produktéow, przeprowadzitam analize spektrometryczna.
Na Rysunku 144 przedstawitam zestawienie widm ESI MS produktéw CLA-8 (B) i CLA-9 (C)
wraz z widmem substratu CLA-7 (A). Jon pseudomolekularny zwigzku CLA-7, ktdry byt
substratem w tych przeksztatceniach, wynosi 730 [Da]. Hydroliza czgsteczki kladynozy
obniza mase produktu o 159 [Da], a wiec pik pochodzacy od produktu w powinien
posiada¢ mase 571 [Da]. Warto$é ta odpowiadata jonowi pseudomolekularnemu nowego
produktu CLA-8, ktéry widoczny byt w widmie MS (Rysunek 144, B), zatem byto
to potwierdzenie, ze reakcja hydrolizy zaszta selektywnie i ulegt niej tylko jeden
podstawnik cukrowy — kladynoza. Z kolei przytgczenie grupy ochronnej — acetylu —
do czasteczki CLA-8 powinno zwiekszy¢ jej mase o 42 [Da]. Masa powstatego produktu
powinna zatem wynosi¢ 612 [Da], czyli doktadnie o jeden mniej od masy jonu

pseudomolekularnego czgsteczki CLA-9.
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Rysunek 144. Zestawienie widm ESI MS wykonanych w trybie jondw dodatnich
dla substratu A) CLA-7 oraz produktéw: B) CLA-8 oraz C) CLA-9.

Struktury otrzymanych zwigzkdw potwierdzitam dzieki analizie danych
otrzymanych z zarejestrowanych widm FT-IR (ATR) oraz *H i $3C NMR. W przypadku CLA-8
wiecej informacji dostarczyty widma 1D NMR, niz te wykonane w podczerwieni. Ma to
zwigzek z brakiem, patrzac na struktury CLA-7 i CLA-8, znaczgcych zmian w typie i liczbie
charakterystycznych grup funkcyjnych, ktérych pasma absorbcji mogtyby petni¢ swoistg
sonde. Po reakcji dekladonyzacji CLA nie zmienia sie liczba grup hydroksylowych, a zmiany
w widmie produktu wzgledem substratu sg niewielkie. W widmach *H i 13C NMR CLA-8

najistotniejszg zmiang potwierdzajgcg proces dekladonyzacji jest brak odpowiednich
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sygnatéw pochodzacych od tego podstawnika sacharydowgo oraz przesuniecie sie
sygnatow od grupy metinowej C(3)H w strone nizszych wartosci ppm (Tabele 15i 16).

Po reakcji acetylowania grupy hydroksylowej O(2’)H w widmie FT-IR CLA-9
(Rysunek 145) pojawia sie dodatkowe pasmo pochodzace od drgan rozciggajgcych
karbonylowej grupy acetoksylowej przy 1740 cm™, z jednoczesnym ostabieniem
intensywnosci pasma pochodzgcego od drgan rozciggajacych grup hydroksylowych przy
3480 cm, ktére w CLA-8 wystepowato przy czestosci 3446 cm™. W widmach 1D NMR
pojawity sie natomiast trzy charakterystyczne sygnaty od wprowadzonego podstawnika:

6= 2,03 ppm [H(10')], 6= 21,5 ppm [C(10’)] i 6= 169,9 ppm [C(9’)] (Tabele 15 i 16).
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Rysunek 145. Zestawienie widm FT-IR zwigzkéw CLA-7 (widmo niebieskie), CLA-8 (widmo
fioletowe) i CLA-9 (widmo czerwone) w zakresie 4000 — 400 cm™ z zaznaczonymi
wartosciami omawianych pasm.

Na podstawie powyzszych danych uzyskanych z analizy chromatograméw, widm
masowych i spektroskopowych FT-IR oraz 1D NMR, ustalitam, ze synteza produktu CLA-8,
a nastepnie CLA-9, zaszta zgodnie z oczekiwaniami. Otrzymany zostat produkt — 3-OH
klarytromycyna posiadajgca a,B-nienasycone wigzanie przy ketonie oraz zablokowang

grupe hydroksylowg O(2’)H, ktory byt gotowy do reakcji utleniania.
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4.2.2 Reakcja utlenienia grupy hydroksylowej O(3)H produktu CLA-9

Selektywne utlenienie jednej grupy hydroksylowej w czgsteczce modyfikowanej
klarytromycyny CLA-9 byto mozliwe tylko ze wzgledu na wczesniejsze modyfikacje
struktury CLA. Grupa hydroksylowa O(2’)H zostata acetylowana, grupa O(11)H
wyeliminowana, a grupa O(12)H jest trzeciorzedowym alkoholem, a wiec nie moze ulec
tej reakcji. W celu przeksztatcenia grupy hydroksylowej w pozycji C(3) w keton
wykorzystatam metode utleniania Kim-Coreya (Schemat 27). W metodzie tej, podobnie
jak w metodzie Swerna, alkohole utleniane sg do odpowiednich zwigzkéw karbonylowych
poprzez wykorzystanie aktywowanej czgsteczki DMSO. W reakcji Kim-Coreya role
utleniacza petni N-chloroimid kwasu bursztynowego [N-chlorosukcynoimid (NCS)]

a swego rodzaju , kofaktorem” przenoszgcym elektrony jest siarczek dimetylu.

NCS, Me,S
CH,Cl, TEA

CLA-10

Schemat 27. Schemat reakcji utlenienia Kim-Coreya prowadzgcy do otrzymania produktu
CLA-10.

Synteze te prowadzitam przez 6 godzin w temperaturze -20 °C w bezwodnych warunkach,
z odpowiednio przygotowanymi substratami i odwodnionymi rozpuszczalnikami,
w atmosferze argonu. W przypadku tej reakcji niezwykle wazna byta kolejnos¢ dodawania
substratéw, jak i czas pomiedzy ich wkraplaniem. Po 30 minutach od dodania ostatniej
porcji roztworu CLA-9 w chlorku metylenu, wkroplitam trietyloamine, a nastepnie
pozostawitam mieszanine do momentu uzyskania na chromatogramie produktu CLA-10
(Rysunku 146). Na chromatogramie wykonanym przed reakcjg widoczny byt pik o czasie
retencji tg= 6,67 min, ktory odpowiada zwigzkowi CLA-9 (chromatogram czarny). Z kolei
na drugim chromatogramie, wykonanym po 6 godzinach, zaobserwowatam pojawienie
sie, kosztem substratu, nowego piku o czasie retencji tr= 10,36 min, ktdry przypisatam
do produktu CLA-10 (chromatogram zielony). Nastepnie zakonczytam reakcje,
a mieszanine reakcyjng oczyscitam. Wyizolowany przy pomocy chromatografii
kolumnowej produkt, poddatam analizie spektroskopowej w celu potwierdzenia jego

struktury.
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Rysunek 146. Zestawienie chromatogramoéw wykonanych przed prowadzeniem reakgji,
ukazujgcy substrat CLA-9 (czarny), i po jej zakonczeniu — przedstawiajacy otrzymany
produkt CLA-10 (zielony).
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Rysunek 147. Zestawienie widm ESI MS wykonanych w trybie jondw dodatnich (A) i jonow
ujemnych (B) dla produktu CLA-10.
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Masa molowa substratu CLA-9 réwna jest 613,4 [g/mol] i w przypadku utlenienia
alkoholu do ketonu nastepuje obnizenie masy zwigzku o 2 jednostki, zatem masa molowa
CLA-10 wynosi 611,4 [Da].W widmach ESI(+) i ESI(-) MS (Rysunek 147) widoczne byty piki,
odpowiednio o masie m/z= 612,5 [Da] i m/z= 610.4 [Da]. Oba piki pseudomolekularne
w widmach ESI MS stanowig potwierdzenie otrzymania zwigzku o pozadanej masie.

Biorgc pod uwage wyniki uzyskane z widm masowych, postanowitam w pierwszej
kolejnosci jako metode analizy powstatego produktu wykorzysta¢ spektroskopie
w podczerwieni. Poréwnujgc widma FT-IR CLA-9 i CLA-10 mozna zauwazy¢ znaczne
réznice w rejonach 3500 — 3000 cm™ i 1800 — 1600 cm™. W strukturze substratu CLA-9
obecne s3 trzy grupy karbonylowe oraz dwie grupy hydroksylowe. W widmie FT-IR
(Rysunek 148, widmo niebieskie) widoczne sg charakterystyczne pasma odpowiadajgce
drganiom rozciggajacym v(C=0) przy 1731 cm™ i 1668 cm™ oraz drganiom rozciggajgcym
v(O-H) przy 3480 cm™. Natomiast w widmie CLA-10 (Rysunek 148, widmo czerwone)
zanika pasmo od drgan rozciggajacych v(O-H) i pojawia sie nowe pasmo przy 1712 cm™,
ktéore nalezy przypisaé do drgan rozciggajagcych v(C=0) grupy karbonylowej

nowoutworzonego ketonu w pozycji C(3).
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Rysunek 148. Zestawienie widm FT-IR zwigzkdw CLA-9 (widmo niebieskie) i CLA-10
(widmo czerwone) w zakresie 4000 — 400 cm™ z ukazanym dodatkowo rozszerzonym
zakresem 2000 — 1500 cm™ (zielona ramka), z zaznaczonymi wartosciami omawianych
pasm.

Wyciggniete powyzej wnioski odnosnie pomysinego przeprowadzenia reakcji

utleniania CLA-9 zostaty potwierdzone analizg widm weglowego i protonowego
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magnetycznego rezonansu jagdrowego produktu CLA-10 (Tabele 15 i 16). Najwazniejszym
dowodem otrzymania grupy karbonylowej C(3)=0 jest pojawienie sie w widmie
weglowym (Rysunek 149) drugiego sygnatu powyzej 200 ppm, o wartosci przesuniecia
chemicznego 6= 204,6 ppm. Sygnat ten przypisatam zatem do atomu wegla C(3), i jest on
silnie przesuniety (o ponad 120 ppm) w kierunku wysokich wartosci ppm w odniesieniu
do sygnatu od analogicznego atomu wegla w widmie CLA-9 (6= 79,2 ppm). Efekt
»odstaniania” zwigzany jest ze zmiang charakteru grupy funkcyjnej w pozycji C(3) z grupy
alkoholowej na ketonowg. Poréwnanie widm 1D NMR pochodnych zawierajgcych
w swojej strukturze w pozycji C(9) nienasycony keton ukazuje, ze ten fragment aglikonu
dla pochodnych CLA-7 — CLA-9 jest praktycznie identyczny. Co wiecej, nawet zmiana
hybrydyzacji z sp?> na sp? w aglikonie [C(3)] nie wptywa na jego globalng konformacje.
Nalezato zatem =zatozy¢, Ze wzajemna orientacja ugrupowan: laktonowego
i a,B-nienasyconego ketonu przyjmuje ustawienie anti wzgledem ptaszczyzny aglikonu,

jak zostato to zaprezentowane na podstawie widm *H-'H NOESY dla pochodnej CLA-7.
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Rysunek 149. Widmo 3C NMR pochodnej CLA-10 (zielone), w catym badanym zakresie, z
zaznaczonym na czerwono nowym sygnatem pochodzgcym od atomu wegla C(3) oraz
zakre$lonym na czerwono miejscem, gdzie sygnat ten wystepowat w widmie substratu
CLA-9.

Celem potwierdzenia struktury CLA-10, przeprowadzitam prébe krystalizacji
otrzymanej pochodnej z wykorzystaniem acetonitrylu jako rozpuszczalnika. Proces
krystalizacji wykonatam wykorzystujgc klasyczng metode, w ktérej do 150 mg wstepnie
oczyszczonego produktu dodawatam matymi porcjami acetonitryl, az do catkowitego
rozpuszczenia osadu we wrzgcym rozpuszczalniku. Otrzymang mieszanine pozostawitam
nastepnie w temperaturze pokojowej do ostudzenia roztworu i wytrgcenia krysztatow.
Po przesaczeniu otrzymanego osadu krystalicznego uzyskatam 50 mg krysztatow CLA-10.
Na Rysunku 150 przedstawiona zostata struktura zwigzku CLA-10 w krysztale.??® W celu

omodwienia orientacji poszczegdlnych grup funkcyjnych w aglikonie, jak i podstawnikow
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Rysunek 150. Struktura zwigzku CLA-10 w krysztale.?%®

przytaczonych do pierscienia laktonowego, niezbedne byto wyznaczenie umownej
ptaszczyzny pierscienia aglikonowego. Ptaszczyzna ta zostata ustalona na podstawie
pozycji wszystkich atomdéw wchodzgcych w sktad aglikonu, z pominieciem protondéw i bez
uwzgledniania podstawnikéw (Rysunek 151 A). Przecina ona pierscien laktonowy na pét
w ten sposob, ze atomy O(13), C(12), C(11), C(7) i C(5) tworza jej powierzchnie. Warto
podkresli¢, ze wczesniejsze wnioski odnosnie struktury CLA-10 w roztworze byty w zgodzie
ze strukturg okreslong w krysztale. Ugrupowanie a,B-nienasyconego ketonu przyjmuje
konformacje s-trans, a wigzanie podwdéjne ma konfiguracje E. Dzieki otrzymaniu krysztatu
pochodnej CLA-10 i poznania jej struktury w krysztale, mozliwe byto doktadne ustalenie
wzajemnych pozycji grup karbonylowych obecnych w tym zwigzku. Karbonylowe
ugrupowanie ketonowe C(3)=0 przecinane jest przez ptaszczyzne aglikonu w ten sposdb,
ze atom tlenu znajduje sie, w zaprezentowanej projekcji, ponad ptaszczyzng pierscienia
laktonowego, podobnie jak karbonylowa grupa laktonu. Z kolei atom wegla C(3)
zlokalizowany jest ponizej umownej ptaszczyzny aglikonu wraz z grupg ketonowg C(9)=0.
Wynik ten jest zgodny z wcze$niejszymi obserwacjami ukazujgcymi, ze ugrupowania
C(1)=0 i C(3)=0 przyjmujg ustawienie anti i znajdujg sie po przeciwnych stronach

pierscienia aglikonowego. Dokfadana analiza wykazata, ze katy torsyjne ugrupowan
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karbonylowych wzgledem siebie wynoszg odpowiednio: 179,74° dla C(1)=0 i C(9)=0
z katem rozwarcia réwnym 138,13°; 96.06° dla C(3)=0 i C(9)=0 i ich wzajemne ustawienie
jest niemal prostopadte; 26,51° dla C(1)=0 i C(3)=0, a wiec s3 one mniej wiecej
zorientowane w tym samym kierunku (Rysunek 151 B i C). Warto podkresli¢, ze powyzej

ptaszczyzny aglikonu znajdujg sie: atom wegla C(6) wraz z grupg metylowg i metoksylows,

Rysunek 151. Zestawienie trzech projekcji wyznaczonej struktury krystalograficznej
pochodnej CLA-10: A — z wrysowang umowng ptaszczyzng; B — z wrysowang pfaszczyzng,
ukazujgca wartosci katéw torsyjnych ugrupowan karbonylowych; C - z wrysowang
ptaszczyzng, ukazujaca wartosci katéw odchylenia ugrupowan karbonylowych.??®
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C(8) wraz z grupg metylowg, grupa hydroksylowa O(12)H i atom wegla C(13) wraz z grupa
etylowa. Natomiast ponizej ptaszczyzny pierscienia laktonowego znajdujg sie: atom wegla
C(2) wraz z grupg metylowa, atom wegla C(4) wraz z grupa metylowg, glikozydowy atom
tlenu O(5), atom wegla C(10) wraz z grupg metylowa i grupa metylowa C(21)Hs. Z kolei
podstawnik sacharydowy — dezozamina — ustawiony jest prostopadle do ptaszczyzny
aglikonu w ten sposdb, ze na powierzchni ptaszczyzn umiejscowiony jest atom wegla C(4’),

powyzej powierzchni atomy O(1’) i C(5’), a ponizej atomy C(1’)-C(3’).
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4.3 Synteza zwigzkéw hybrydowych z udziatem pochodnej klarytromycyny

Bedgc w posiadaniu gotowej platformy do rozbudowy — pochodnej CLA-10,
postanowitam otrzymac hybrydy zbudowane ze szkieletu makrolidowego oraz analogu
alkaloidu - kolchiceiny. Tak, jak w przypadku hybrydowej pochodnej azytromycyny
opisanej w Rozdziale 1.4, do tego celu zdecydowatam sie wykorzysta¢ dobrze juz znang
reakcje dipolarnej cykloaddycji Huisgena. Réwniez w tym przypadku uzytam
zmodyfikowanej pochodnej COL posiadajgcej funkcje azydkowag (COL-2), natomiast
terminalng grupe alkinowg postanowitam dofaczy¢ do podstawnika sacharydowego

a,B-nienasyconego i utlenionego w pozycji C(3) szkieletu makrolidowego.

4.3.1 Synteza pochodnej klarytromycyny z funkcja alkinowa
Planujgc synteze produktu z przytagczong grupa alkinowa, ktory miat byé dalej

wykorzystany do reakcji Huisgena ze zwigzkiem COL-2, postanowitam przygotowac go na
wzér pochodnej azytromycyny, uzytej do otrzymania oméwionego juz wczesniej zwigzku
hybrydowego (Rozdziat 1.4.2).

W celu odtworzenia procedury syntetycznej prowadzacej do otrzymania AZM-1
nalezato odblokowaé grupe hydroksylowg znajdujgca sie w pozycji C(2’) w CLA-10,
a nastepnie przeprowadzi¢, opisang wczesniej w Rozdziale 1.2, reakcje acylacji tej grupy

hydroksylowej z uzyciem chloromréwczanu propargilu (Schemat 28).

CLA-11 CLA-12

Schemat 28. Schemat przedstawiajgcy synteze produktu CLA-12 - o,B-nienasyconej,
utlenionej w pozycji C(3) klarytromycyny z funkcjg alkinowg w pozycji O(2’)H.

W wyniku reakcji transestryfikacji z wykorzystaniem metanolu, odblokowatam
grupe hydroksylowg O(2')H. Reakcje te prowadzitam przez 24 godziny w temperaturze
50°C, a jej postep badatam wykorzystujgc do tego celu metode wysokosprawnej

chromatografii cieczowej HPLC. Na Rysunku 152 przedstawitam zestawienie
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chromatogramu wykonanego przed reakcjg (chromatogram czarny) oraz po reakcji
transestryfikacji (chromatogram niebieski). Pik o czasie retencji tg= 10,52 min. pochodzit
od substratu CLA-10, a widoczny po 24 godzinach pik o tr= 9,34 min. odpowiadat nowemu
produktowi - CLA-11.

Z powodu catkowitej konwersji substratu w produkt, przystgpitam do kolejnego
etapu, mianowicie reakcji wprowadzenia funkcji alkinowej w pozycji C(2’). W tym celu
przeprowadzitam reakcje substytucji nukleofilowej, pomiedzy grupa hydroksylowg
dezozaminy, a chloromréwczanem propargilu. Po 10 minutach od rozpoczecia reakcji,
na otrzymanym chromatogramie zaobserwowatam pojawienie sie nowego piku o czasie
retencji tr= 14,64 min. (Rysunek 152, chromatogram zielony), ktdry przyrastat kosztem
piku o tg= 9,34 min, pochodzgcego od substratu (CLA-11). W momencie, w ktérym na
chromatogramie obserwowatam jedynie nowy pik, reakcje zakorczytam i oczyscitam,

a nastepnie przeprowadzitam analize spektroskopowg powstatego produktu CLA-12.
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Rysunek 152. Zestawienie chromatogramoéw wykonanych dla substratu CLA-10 (czarny),
posredniego produktu CLA-11 (niebieski) oraz koncowego produktu CLA-12 (zielony).
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W celu potwierdzenia struktury otrzymanego produktu, podstawionego
mréwczanem propargilu, przeprowadzitam analize widm jednowymiarowych
magnetycznego rezonansu jagdrowego. Badajac przesuniecia chemiczne w widmie *H NMR
(Rysunek 153) i 3C NMR (Rysunek 154) zwigzku CLA-12, zaobserwowatam pojawienie sie
charakterystycznych sygnatéw, ktére pochodzity od wprowadzonej grupy karbonylowej
oraz wigzania potréjnego. W celu doktadnego potwierdzenia struktury tej nowej
pochodnej CLA-12 konieczne byto przypisanie poszczegdlnych sygnatéw obecnych
w widmach *H NMR i 3C NMR do konkretnych atomdéw wegla i protondw. Wyniki

te przedstawitam w Tabelach 15 16.

H(12)

H(10’a) H(10'b)
I M
1 1

T T T T T T T T : T T T T T T T T T T T T
95 90 85 80 75 70 65 6.0 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 0.0
ppm

Rysunek 153. Widmo 'H NMR produktu CLA-12 w catym badanym zakresie z
zaznaczonymi kluczowymi sygnatami.

210 190 170 150 130 110 S0 80 70 60 50 40 30 20 10 O
pPpm

Rysunek 154. Widmo '3C NMR produktu CLA-12 w catym badanym zakresie z
zaznaczonymi kluczowymi sygnatami.
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Rysunek 155. Fragment widma 'H NMR produktu CLA-12, rozszerzony w zakresie
ukazujgcym multipletowos¢ sygnatéw H(10°) i H(12’).
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Analizujgc widmo protonowe (Rysunek 153) i weglowe (Rysunek 154), zauwazytam
pojawienie sie charakterystycznych sygnatéw, typowych dla karbonylowego atomu wegla
grupy weglanowej i propargilowych atoméw wegla. Sygnat przy czestosci rezonansowej
wynoszgcej 6= 154,0 ppm przypisatam do atomu wegla C(9’). Sygnat przy 6= 55,3 ppm
odpowiada atomowi wegla grupy metylenowej, zatem przypisany zostat do atomu wegla
C(10’). Pozostate dwa nowe sygnaty widoczne w widmie 3C NMR przy 6= 77,2 ppm
i 6= 76,3 ppm s3 charakterystyczne dla sygnatéw pochodzacych od atoméw wegla przy
wigzaniu potréjnym i przypisatam je kolejno do atoméw C(11’) i C(12’). W widmie *H NMR
widoczne sg natomiast trzy nowe sygnaty: dwa dublety dubletow o statych sprzezenia
2J= 15,5 Hz i 4= 2,4 Hz, przy przesunieciach chemicznych wynoszacych 6= 4,72 ppm
i 6= 4,64 ppm oraz tryplet przy = 2,47 ppm i statej sprzezenia %J= 2,4 Hz (Rysunek 155).
Pierwszy dublet dubletéow integrowat sie na 1H, drugi na 1,5H, ze wzgledu na nakfadanie
sie sygnatéw, a tryplet z kolei na 0,9H. Zaréwno wartos¢ przesuniecia chemicznego tego
trypletu, jak i jego integracji, byty typowe dla protonédw grupy metylidynowej. Zatem
sygnat ten przypisatam go do protonu H(12'). Z kolei korelujgce z nim dwa dublety
dubletéw przypisatam do protonéw grupy metylenowej H(10’).

Powyisza analiza widm jednowymiarowych umozliwita potwierdzenie
oczekiwanej struktury produktu. Na drodze reakcji nukleofilowe] substytucji do grupy
karbonylowej, pomiedzy grupg hydroksylowg O(2’)H substratu  CLA-11,
a chloromréwczanem propargilu, otrzymany zostat produkt CLA-12 posiadajgcy

terminalne wigzanie potrdjne.

4.3.2 Reakcja Huisgena pomiedzy COL-2 a CLA-12
Dysponujac odpowiednio przygotowanymi substratami, przeprowadzitam reakcje

1,3-dipolarnej cykloaddycji Huisgena, katalizowanej jonami miedzi(l), ktdrej produktem
byt nowy, hybrydowy zwigzek triazolowy petnigcy funkcje facznika pochodnej
klarytromycyny z analogiem kolchiceiny (Schemat 29). Podobnie jak, w przypadku
potaczen hybrydowych z azytromycyng, synteza tych hybryd wymagata zastosowania
tagodniejszych warunkéw. Reakcja prowadzona byta w temperaturze pokojowej, bez
uzycia metanolu jako rozpuszczalnika, gdyz jego zastosowanie prowadzito do reakcji

alkoholizy i utraty przytaczonego ugrupowania weglanowego w pozycji C(2’).
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CLA-12 - coL2 N3 CLA-12-COL-2

Schemat 29. Schemat syntezy produktu hybrydowego CLA-12-COL-2 w wyniku reakcji
cykloaddycji Huisgena pomiedzy substratem CLA-12 z funkcjg alkinowg, a azydkiem
COL-2.
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Rysunek 156. Zestawienie chromatograméw wykonanych w czasie trwania reakgcji
cykloaddycji Huisgena: przed dodaniem katalizatoréw (czarny chromatogram), ukazujgce
zmieszane ze sobg substraty — CLA-12 i COL-2 (niebieski chromatogram) oraz powstaty
w wyniku syntezy produkt CLA-12-COL-2 (zielony chromatogram).

Na Rysunku 156 przedstawitam chromatogramy zarejestrowane przed
rozpoczeciem reakcji (chromatogram czarny), w trakcie przeprowadzania syntezy,
ukazujgcy przeksztatcanie substratu (CLA-12) w produkt CLA-12-COL-2 (chromatogram
niebieski) oraz po jej zakonczeniu (chromatogram zielony). Na chromatogramie
mieszaniny reakcyjnej przed dodatkiem katalizatorow widoczny jest pik odpowiadajacy
substratowi COL-2 o czasie retencji tr= 4,42 min. oraz pik przy tg= 14,63 min, ktéry

pochodzi od drugiego substratu — CLA-12. Po 4 godzinach zauwazytam znaczny zanik
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intensywnosci tego piku na rzecz nowego, o czasie retencji trg= 7,49 min. Ten nowy pik
widoczny byt réwniez na chromatogramie zarejestrowanym z detekcjg przy A= 347 nm,
ktora jest charakterystyczna dla uktadéw tropolonowych, zatem zatozytam, ze jest to pik
pochodzacy od oczekiwanego produktu hybrydowego. W momencie, w ktérym
na chromatogramie nie obserwowatam juz piku pochodzgcego od substratu, zakonczytam
reakcje, a nastepnie oczyscitam mieszanine reakcyjng i podjetam prébe weryfikacji
struktury nowo otrzymanego produktu hybrydowego.

Ponizej przeprowadzitam analize spektroskopowag fragmentu produktu
CLA-12-COL-2, natomiast doktadne przesuniecia chemiczne *H NMR i 3C NMR ustalone
na podstawie dwuwymiarowych widm korelacyjnych: *H-'H COSY, 'H-3C HSQC oraz
'H-13C HMBC oraz *H-H NOESY, zostaty przedstawione w Tabelach 17 i 18.

Poczatkowa analiza widm *H NMR (Rysunek 157) i 3C NMR (Rysunek 158)
umozliwita stwierdzenie, ze reakcja Huisgena zaszta zgodnie z oczekiwaniami. Poréwnujac
widma substratow CLA-12 i COL-2 z widmem produktu CLA-12-COL-2 (Rysunek 157 i 158)
zauwazytam, ze w wyniku pofgczenia poprzez pierscien triazolowy dwéch substratow,
zaréwno struktura pierscienia makrocyklicznego, jak i szkieletu kolchiceiny, nie ulegta
znacznym zmianom. Zmiany w nowym produkcie, ktére natomiast mozna zauwazy¢, to
réznice w przesunieciach chemicznych: sygnatdw tworzgcych pierscien triazolowy (przed
reakcjg alkin) oraz sygnatéw od mostka tgczgcego ugrupowanie triazolowe z czescig
sacharydowo-aglikonowg i tropolonowga. Charakterystyczny sygnat przy przesunieciu
chemicznym 6= 154,4 ppm, przypisany do karbonylowego atomu wegla typowego dla
weglanéw — C(9’), koreluje w widmie *H-13C HMBC (Rysunek 159) z sygnatem przypisanym
do protonu H(2’), oraz dwoma dubletami przy przesunieciu chemicznym 6= 5,25 ppm
i 6= 5,21 ppm integrowanymi na 1H, wykazujgcymi , efekt dachowy”, o statych sprzezenia
wynoszacych 12,6 Hz. Oba te protony, w widmie *H-13C HSQC (Rysunek 160), korelujg z
tym samym sygnatem weglowym, widocznym przy wartosci przesuniecia
6= 61,1 ppm, zatem zostat on przypisany do atomu wegla C(10’). Z kolei korelujgce z nim
protony, sprzegajace sie ze sobg geminalnie, ze statg sprzezenia 2J= 12,6 Hz,
ale niekorelujgce z zadnym innym sygnatem w widmie !H-'H COSY, przypisano

odpowiednio do protonéw H(10’a) i H(10’b).
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Rysunek 157. Zestawienie widm *H NMR substratéw: CLA-12 (czarne) i COL-2 (niebieskie)
wraz z widmem produktu CLA-12-COL-2 (zielone) w catym badanym zakresie,
z zaznaczonymi kluczowymi sygnatami.
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Rysunek 158. Zestawienie widm 13C NMR substratéw: CLA-12 (czarne) i COL-2 (niebieskie)
wraz z widmem produktu CLA-12-COL-2 (zielone) w catym badanym zakresie,
z zaznaczonymi kluczowymi sygnatami.
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Rysunek 159. Fragment widma 'H-13C HMBC produktu CLA-12-COL-2 ukazujacy korelacje
proton-wegiel dalekiego zasiegu we fragmencie utworzonego tgcznika triazolowego.
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Rysunek 160. Fragment widma 'H-13C HSQC produktu CLA-12-COL-2 ukazujacy korelacje
proton-wegiel bliskiego zasiegu we fragmencie utworzonego fgcznika triazolowego
taczacego szkielety dwadch substratow.
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Sygnaty pochodzace od tych protonéw korelujg w widmie *H-3C HMBC (Rysunek 159)
z dwoma kolejnymi sygnatami weglowymi o przesunieciach chemicznych wynoszacych
86=142,4 ppm i 6=124,7 ppm. Podczas gdy pierwszy z nich w widmie *H-13C HSQC (Rysunek
160) nie koreluje z zadnym protonem i odpowiada czwartorzedowemu atomowi wegla,
drugi koreluje z singletem, o czestosci rezonansowej 6= 7,82 ppm. Na tej podstawie,
sygnat przy czestosci 6= 142,4 ppm przypisatam do atomu wegla C(11’), a sygnat przy
6=124,7 ppm i odpowiadajgcy mu sygnat protonowy przy 6= 7,82 ppm — odpowiednio do
atomu wegla C(12’) i protonu H(12’). Sygnaty weglowe C(11’) i C(12’) oraz proton H(12’)
posiadajg charakterystyczne dla fragmentu triazolowego wartosci przesunieé
chemicznych i nalezy traktowaé je jako swoiste potwierdzenie utworzenia facznika
z pierécieniem triazolowym. W widmie dalekiego zasiegu 'H-3C HMBC (Rysunek 159)
sygnat przypisany do atomu wegla C(12’) koreluje z multipletem przy wartosci
8= 4,65 ppm, o integracji 2H. Ten z kolei, w widmie *H-'H COSY (Rysunek 161) koreluje
z multipletem, réwniez integrowanym na 2H, o wartosci 6= 2,52 ppm, ktéry dodatkowo

koreluje jeszcze z multipletem przy 6= 4,10 ppm, réwniez pochodzgcym od dwdch

‘ H(20") ‘ | H(18") |
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Rysunek 161. Fragment widma *H-H COSY produktu CLA-12-COL-2 ukazujgcy korelacje
proton-proton bliskiego zasiegu we fragmencie utworzonego tacznika triazolowego.
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protonéw. Wymienione sygnaty protonowe, w widmie 'H-3C HSQC (Rysunek 160),
korelujg odpowiednio z sygnatami przy przesunieciach chemicznych 6=47,2 ppm, 6= 29,4
ppm oraz &= 65,6 ppm. Sygnaty te przypisatam wiec parami: sygnat przy 6= 4,65 ppm
i 6= 47,2 ppm odpowiednio do protonu H(20”) i atomu wegla C(20”), sygnat przy 6= 2,52
ppm i 6= 29,4 ppm — do protonu H(19”) i atomu wegla C(19”), a sygnat przy 6= 4,10 ppm
wraz z korelujgcym z nim sygnatem przy 6= 65,6 ppm — do H(18”) i C(18”). Ten ostatni,
w widmie H-'H COSY, nie koreluje juz z zadnym innym sygnatem, wiec konieczne byto
sprawdzenie sprzezenia proton-wegiel dalekiego zasiegu, by upewnié sie, ze tgcznik ten
jest przytaczony do atomu wegla C(10”). Korelacja ta, w widmie H-13C HMBC (Rysunek
159), byta widoczna. Sygnat protonowy H(18”) najsilniej koreluje z sygnatem weglowym
przy 6= 163,0 ppm, ktéry odpowiada atomowi wegla C(10”) pierscienia tropolonowego.
Powyzsza analiza stanowi bezposrednie potwierdzenie, ze szkielet klarytromycyny zostat
potaczony ze szkieletem kolchiceiny za pomoca tgcznika triazolowego i posiada
on oczekiwang strukture.

W celu okreslenia orientacji przytaczonego szkieletu kolchiceiny wzgledem
aglikonu modyfikowanej klarytromycyny, przeprowadzitam analize sprzezen spinowo-
spinowych protonéw przez przestrzen, na podstawie obserwacji kontaktéw w widmach
IH-'H NOESY. Kontakty proton-proton zostaty zaznaczone czerwonymi strzatkami
na obliczonej metodg DFT B88 LYP strukturze (Rysunek 162).22 Analiza kontaktow
protonowych w obrebie aglikonu umozliwita stwierdzenie, ze pierscien makrolidowy
produktu CLA-12-COL-2 przyjmuje konformacje charakterystyczng dla tego typu uktaddw,
bardzo zblizong dla konformacji CLA-7. Fragment czasteczki zawierajacy wigzanie
podwdjne pozostat niezmieniony, a wiec zwigzek ten posiadat konformacje (E)-s-trans.
Wyprowadzony tgcznik triazolowy, pomimo tego, ze uzyskat nieco inng orientacje
wzgledem dezozaminy w porownaniu do wczesniej otrzymanej pochodnej AZM-1-COL-2
(hybrydy z azytromycyng), znajdowat sie w stosunkowo bliskim kontakcie z grupa
N,N-dimetylowg obecng w czesci cukrowej. tacznik ten kieruje przytgczong czgsteczke
kolchiceiny w poprzek, a nie wzdtuz, jak w przypadku produktu AZM-1-COL-2, wzgledem
czasteczki modyfikowanej klarytromycyny. W widmie *H-'H NOESY produktu
CLA-12-COL-2 nie zaobserwowatam zadnych kontaktéw pomiedzy szkieletami obu

antybiotykow, sg one od siebie maksymalnie odsuniete.
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Rysunek 162. Struktura produktu CLA-12-COL-2 — hybrydy pochodnej azytromycyny
i kolchiceiny, z zaznaczonymi kluczowymi kontaktami proton-proton 'H-'H NOESY;
metoda B88 LYP (GGA) DFT (pakiet Scigress)!26.2%7
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4.4 Synteza nowej platformy gotowej do dalszych modyfikacji

Analizujgc wiele doniesien naukowych zauwazytam, ze najbardziej aktywnymi
zwigzkami sposréd 14-cztonowych laktonowych makrolidéw sg te, posiadajace uktad
bicykliczny sktadajgcy sie z 3-oksoaglikonu spietego karbaminianem w pozycjach C(11)-
C(12) (CLA-Y, Schemat 30). Pieciocztonowy cykliczny karbaminian otrzymywany jest
z pochodnej zawierajgcej w swojej strukturze a,B-nienasycony keton (CLA-10) poprzez
przytaczenie w pierwszym etapie do grupy O(12)H karbimidazolu (CLA-13). Nastepnie,
w wyniku reakcji nukleofilowego podstawienia imidazolu I-rzedowg aming powstaje
karbaminian (CLA-X), ktéry na drodze reakcji addycji 1,4 typu Michaela z nienasyconym
ketonem ulega domknieciu, w wyniku ktérego powstaje produkt bicykliczny (CLA-Y).
Wprowadzanie sztywnego podstawnika na labilnym tgczniku przytgczonym do atomu
N(11) karbaminianu kompensuje utrate aktywnosci zwigzang z usunieciem kladynozy,
gdyz podstawnik ten bierze udziat w nowych oddziatywaniach z nukleotydami tunelu
rybosomalnego znajdujgcymi sie po przeciwnej stronie.®* Te nowe oddziatywania
dodatkowo stabilizujg tego typu modyfikowane antybiotyki makrolidowe w miejscu ich
wigzania ze szkieletem rybosomalnym i dzieki temu wptywajg na wzrost aktywnosci
przeciwbakteryjnej. Takie podejscie, prowadzi do otrzymania produktéw o aktywnosci
biologicznej poréwnywalnej z aktywnoscig wyjsciowych makrolidow. Postanowitam
zatem czeSciowo podjg¢ te Sciezke syntetyczng, z jednoczesng préba odejscia
od schematycznych modyfikacji i wytworzeniem oryginalnego produktu, ktory mégtby
stanowi¢ alternatywng platforme do dalszej rozbudowy. W tym celu konieczne byto

przygotowanie substratu CLA-13 umozliwiajgcego tego typu modyfikacje aglikonu.

Schemat 30. Schemat otrzymywania nowych, bicyklicznych pochodnych klarytromycyny
(CLA-Y), posiadajgcych w pozycji N(11) podstawnik na labilnym taczniku.
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4.4.1 Przygotowanie pochodnej klarytromycyny z przytaczonym podstawnikiem
karboimidazolowym
W celu wprowadzenia podstawnika karboimidazolowego do czasteczki

zmodyfikowanej klarytromycyny przeprowadzitam reakcje substytucji nukleofilowej
(Schemat 31), ktérg prowadzitam w bezwodnych warunkach, w mieszaninie
rozpuszczalnikdw: THF i DMF w stosunku objetosciowym 3:1. Jako substrat w tej reakcji
wykorzystatam wczesniej przygotowany, na drodze czteroetapowej syntezy, produkt CLA-
10. Wolna para elektronowa, aktywowanej za pomocg NaH grupy hydroksylowej O(12)H,
wykonata nukleofilowy atak na karbonylowy atom wegla 1,1’-karbonylodiimidazolu (CDI)
z jednoczesnym przytaczeniem karbimidazolu i odejsciem jednej czgsteczki imidazolu, jako

grupy tatwo odchodzgace;j.
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Schemat 31. Schemat syntezy produktu CLA-13 z przytgczonym podstawnikiem
karboimidazolowym w pozycji C(12).

Reakcje prowadzitam przez 1 godzine, a jej przebieg kontrolowatam za pomocg
wysokosprawnej chromatografii cieczcowej HPLC. Na Rysunku 163 przedstawitam
zestawienie chromatograméw wykonanych przed dodaniem (chromatogram czarny)
i po 1 minucie od dodania CDI do reakcji (chromatogram niebieski) oraz po reakc;ji
podstawienia karboimidazolu (chromatogram zielony). Na chromatogramie mieszaniny
reakcyjnej widoczny byt pik o czasie retencji tr= 10,34 min. pochodzacy od substratu
CLA-10 oraz pik o tr= 3,44 min, ktory odpowiada drugiemu substratowi — CDI. Po godzinie
wykonatam kontrolng analize i zauwazytam, ze na otrzymanym chromatogramie nie byto
piku od CLA-10, natomiast pojawit sie nowy, o czasie retencji trg= 11,67 min, ktory
przypisatam powstatemu produktowi CLA-13. Po tym czasie mieszanine reakcyjng
oczyscitam, w celu pozbycia sie nieorganicznych resztek uzytego aktywatora oraz
uwolnionego w reakcji imidazolu, a nastepnie przystgpitam do analizy spektroskopowej

powstatego produktu.
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Rysunek 163. Zestawienie chromatogramdw przedstawiajgcych: substrat CLA-10 (czarny
chromatogram), mieszanine reakcyjng 1 minute po dodaniu substratow CLA-10 i CDI
(niebieski chromatogram) oraz powstaty w wyniku syntezy produkt CLA-13 (zielony
chromatogram).

Aby potwierdzi¢ strukture otrzymanego produktu, przeprowadzitam analize widm
jedno- i dwuwymiarowych magnetycznego rezonansu jgdrowego. Badajac przesuniecia
chemiczne w widmie *H NMR (Rysunek 164) i 13C NMR (Rysunek 165) zwigzku CLA-13,
zaobserwowatam pojawienie sie charakterystycznych sygnatéw, ktore pochodzity
od wprowadzonego karbaminianowego atomu wegla oraz atomdéw wegla wigzan
podwadjnych z czasteczki imidazolu. Wobec tego, w celu doktadnego potwierdzenia
struktury pochodnej CLA-13 konieczne bylo przypisanie poszczegdlnych sygnatow
obecnych w widmach *H NMR i 3C NMR do konkretnych atoméw wegla i protonéw.
Doktadne wartosci przesunie¢ chemicznych, ustalone na podstawie dwuwymiarowych
widm korelacyjnych: *H-1H COSY, 'H-13C HSQC oraz 'H-3C HMBC oraz 'H-'H NOESY,

przedstawitam w Tabelach 15 16.
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Rysunek 164. Zestawienie widm 'H NMR CLA-10 (zielone) i CLA-13 (bordowe), w catym
badanym zakresie, z zaznaczonymi kluczowymi sygnatami.
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Rysunek 165. Zestawienie widm *3C NMR CLA-10 (zielone) i CLA-13 (bordowe), w catym
badanym zakresie, z zaznaczonymi kluczowymi sygnatami.

Poréwnujgc przesuniecia chemiczne sygnatéw widocznych w widmach 1D NMR
zauwazytam, ze potozenie sygnatéw od deoksycukru (dezozaminy) nie ulegty znaczagcym
zmianom, a zatem ten fragment czgsteczki nie ulegt zadnym modyfikacjom. Z kolei
wprowadzenie nowego podstawnika w pozycji C(12) spowodowato widoczne zmiany
w czestosciach rezonansowych, nie tylko tego atomu wegla, ale rowniez indukowato
je w przypadku atomdéw znajdujgcych sie w jego bliskim sgsiedztwie. Pozostata czes¢
pierscienia aglikonowego pozostata bez zmian. Z tego powodu, w ponizszej szczegdtowe;j
analizie czestosci rezonansowych skupitam sie jedynie na zmienionym fragmencie,
obejmujgcym lewg czes¢ czasteczki, od atomu wegla C(9) do C(15) wraz z podstawnikami
przytgczonymi w tym rejonie.

W widmie 3C NMR (Rysunek 165), w zakresie charakterystycznym dla grup

karbonylowych, widoczne sg cztery sygnaty pochodzace od karbonylowych atoméw wegla
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przy wartosciach 6= 205,1 ppm, 6= 204,1 ppm oraz 6= 169,9 ppm i 6= 169,0 ppm.
O ile dwa ostatnie sygnaty odpowiadajg karbonylowym atomom wegla przytgczonym
do tlenu (lakton, ester), to dwa pierwsze sg charakterystyczne dla ketonéw. By poprawnie
przypisaé sygnat pochodzacy od atomu wegla C(9), w widmie *H-3C HMBC (Rysunek 166)
przesledzitam korelacje i otoczenie obu sygnatéw od ketonowych atomdéw wegla.
Zauwazytam, ze sygnat przy wartosci przesuniecia chemicznego 6= 204,1 ppm koreluje
z sygnatami przypisanymi do protonéw H(2) i H(4), z kolei sygnat przy 6= 205,1 ppm —
z sygnatami protonowymi H(8) i H(19). Na podstawie tych korelacji mozna zatozy¢,
ze to wtasnie sygnat przy wartosci 6= 205,1 ppm pochodzi od karbonylowego atomu wegla
C(9), zatem przypisatam mu tg warto$¢. W dwuwymiarowym widmie H-3C HMBC
(Rysunek 166) zaobserwowatam rdéwniez jego korelacje z kolejnymi dwoma nowymi
sygnatami protonowymi: singletem przy przesunieciu 6= 1,82 ppm integrowanym na 3H
oraz singletem przy 6= 6,78 ppm integrowanym na 1H. Sygnaty te, tak jak w substracie,
posiadaty wysokie wartosci 6§, co potwierdzito, ze zaréwno proton, jaki i grupa metylowa

przytaczone sg do atomu wegla o hybrydyzacji sp?. W widmie *H-13C HSQC (Rysunek 167)
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Rysunek 166. Fragment widma *H-13C HMBC produktu CLA-13 ukazujgcy korelacje proton-
wegiel dalekiego zasiegu pomiedzy sygnatami pochodzgcymi od karbonylowych atoméw
wegla, a protonami.
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sygnat przy przesunieciu 6= 1,82 ppm korelowat z sygnatem od atomu wegla przy
6=13,4 ppm, a singlet przy 6= 6,78 ppm —z sygnatem &= 138,6 ppm. Przypisatam je zatem
nastepujaco: sygnat przy przesunieciu 6= 1,82 ppm wraz z sygnatem przy 6= 13,4 ppm —
do protonu H(20) i atomu wegla C(20), a sygnat przy 6= 6,78 ppm wraz z 6= 138,6 ppm —
do H(11) i C(11). Pozostaty sygnat weglowy, o wysokiej wartosci czestosci rezonansowej
wynoszgcej 6= 138,3 ppm (charakterystycznej dla atomu wegla z wigzania nienasyconym),
korelujagcy w widmie 'H-'3C HMBC (Rysunek 166) z sygnatem pochodzgcym od H(11)
i H(20) i dodatkowo nie korelujgcy z zadnym protonem w widmie H-13C HSQC,
przypisatam do atomu wegla C(10). Wartosci przesunie¢ sygnatéw pochodzgcych
od protondéw H(11) i H(20) oraz atoméw wegla C(10), C(11) i C(20) byty potwierdzeniem
utrzymanego w czasteczce CLA-13 wigzania podwdjnego, pomiedzy atomami wegla C(10)
a C(11). Jednakze nizsze przesuniecie chemiczne sygnatu weglowego C(11) wynoszaca
6=138,6 ppm w produkcie CLA-13, wzgledem wartosci tego atomu w substracie CLA-10
(6=142,3 ppm) sugerowato, ze w poblizu tej pozycji nastgpita istotna zmiana w strukturze

czgsteczki. Zatem w celu ustalenia dokfadnej struktury, przeanalizowatam korelacje

C(15) =
——tessssssssEsssssssEEEEsEEsEEMEsEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEES :"!‘ ----------------------------------- [ - =] 10
................................................ R Y > =
c(20) — Fo o L15
H [
] H o O
C(21) E""""'"""""'""""""""""""65""?@ i o 20
C(14) _ ® F25
— = = 30
r35 £
&
| (= 40

r45

r75

80
r135

r140

6.9 6.7 5.8 5.6 5.4 1.9 1.7 1.5 1.3 1.1 0.9
ppm

Rysunek 167. Fragment widma H-13C HSQC produktu CLA-13 ukazujgcy korelacje proton-
wegiel bliskiego zasiegu we fragmencie aglikonu.
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Rysunek 168. Fragment widma H-3C HMBC produktu CLA-13 ukazujacy korelacje proton-
wegiel dalekiego zasiegu.

pomiedzy sygnatem od protonu H(11), a sygnatami weglowymi. W widmie *H-13C HMBC
(Rysunek 168), sygnat przy przesunieciu chemicznym 6= 6,78 ppm koreluje z nowymi
sygnatami weglowymi przy: 6= 146,1 ppm, 6= 84,7 ppm, 6= 77,2 ppm i 6= 20,3 ppm.
W widmie 'H-13C HSQC zaréwno sygnat o czestosci rezonansowej 8= 146,1 ppm, jak
i 6= 84,7 ppm, nie koreluje z zadnym sygnatem protonowym, natomiast sygnat przy
6= 20,3 ppm koreluje z singletem integrowanym na 3H, przy 6= 1,85 ppm, pochodzacym
od grupy metylowej, a sygnat przy 6= 77,2 ppm koreluje z dubletem dubletéw przy 6=5,68
ppm (Rysunek 167). Sygnaty te przypisatam wiec odpowiednio do atomdéw C(21) i H(21)
oraz do atomoéw grupy metinowej C(13)H. Z kolei sygnat przy 6= 84,7 ppm, pochodzgcy
od czwartorzedowego atomu wegla, przypisatam do atomu C(12). Przypisanie nowego
sygnatu od atomu wegla o czestosci rezonansowej 6= 146,1 ppm, mozliwe byto
po sprawdzeniu z jakimi protonami sprzega sie on w widmie *H-13C HMBC (Rysunek 168).
Ustalitam, ze sprzega sie on jedynie z jednym protonem, ktérego sygnat jest dubletem przy
przesunieciu chemicznym &= 7,06 ppm. Tak wysoka warto$é¢ 6 typowa jest dla uktadow

aromatycznych — w tym przypadku ugrupowania imidazolowego — a wiec sygnat ten
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odpowiada karbonylowemu atomowi wegla C(23) powstatego karbaminianu. Sygnat przy
8=7,06 ppm w widmie *H-3C HMBC (Rysunek 168) koreluje z sygnatem przy 6= 117,2 ppm
i137,2 ppm, a w widmie *H-'H COSY (Rysunek 169) z sygnatem przy 6= 7,36 ppm i 6= 8,08
ppm. Te trzy wymienione sygnaty protonowe o wysokich wartosciach przesuniec
chemicznych pochodza od protonéw 1z pierscienia imidazolowego i przypisatam
je nastepujaco: sygnat przy 6= 7,06 ppm do H(24), przy 6= 7,36 ppm do H(25), a sygnat
o czestosci 6= 8,08 ppm do H(26). Na podstawie korelacji w widmie *H-13C HSQC (Rysunek
170) przypisatam wartosci przesunie¢ chemicznych odpowiadajgce atomom wegla. Sygnat
przy 6= 131,0 ppm przypisatam do C(24), przy 6=117,2 ppm do C(25), a ten o przesunieciu
réwnym 6= 137,2 ppm — do atomu wegla C(26).

Przypisanie powyziszych sygnatow o wysokich wartosciach, ktére korelowaty
w widmie dwuwymiarowym dalekiego zasiegu posrednio z sygnatem pochodzgcym
od aglikonu, jest dowodem na to, ze czgsteczka karboimidazolu zostata przytaczona w
wyniku reakcji substytucji nukleofilowej. By poznaé catkowitg budowe czasteczki,

pozostato juz jedynie przypisac¢ brakujgce wartosci do etylowego podstawnika w pozycji
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Rysunek 169. Fragment widma *H-H COSY produktu CLA-13 ukazujgcy korelacje proton-
proton bliskiego zasiegu we fragmencie przytagczonego podstawnika karboimidazolowego.
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Rysunek 170. Fragment widma *H-13C HSQC produktu CLA-13 ukazujgcy korelacje proton-
proton bliskiego zasiegu we fragmencie przytagczonego podstawnika karboimidazolowego.

C(13). Wartosci tych sygnatéw réwniez ulegty przesunieciu w kierunku wyzszych czestosci
w stosunku tych, obserwowanych w substracie. Przypisany juz wczesniej proton H(13)
w widmie *H-H COSY (Rysunek 171) sprzega sie ze statg sprzezenia J= 10,7 Hz z protonami
rezonujgcymi przy 6= 1,64 ppm i przy 6= 1,79 ppm. Sygnaty te sg multipletami i w widmie
IH-13C HSQC (Rysunek 167) zaobserwowatam, ze korelujg one z tym samym sygnatem
weglowym przy 6= 22,8 ppm, a wiec pochodzg od grupy metylenowej C(14)H.. Korelujgcy
z nimi w widmie *H-H COSY (Rysunek 171) tryplet przy czestosci 6= 0,94 ppm przypisatam
zatem do protonu H(15), a na podstawie korelacji widocznej w widmie H-13C HSQC
(Rysunek 167), sygnat przy 6= 10,6 ppm, w widmie weglowym, do atomu C(15).
Powyzsza analiza przesunie¢ chemicznych oraz multipletowosci i integracji
sygnatéw udowodnita, ze w wyniku reakcji CLA-10 z CDI, otrzymany zostat produkt CLA-

13, z przytgczonym podstawnikiem karboimidazolowym w pozycji C(12).
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Rysunek 171. Fragment widma 'H-H COSY produktu CLA-13 ukazujacy korelacje proton-
proton bliskiego zasiegu we fragmencie podstawnika etylowego.

4.4.1 Reakcja z odpowiednig aming jako klucz do osiggniecia nietypowej struktury
Telitromycyna jest znanym, szeroko stosowanym antybiotykiem wykazujagcym

szczegblne wiasciwosci przeciwbakteryjne w stosunku do bakterii Gram-dodatnich
wywotujgcych infekcje gdérnych i dolnych drdg oddechowych. Jest ona sztandarowym
przyktadem ketolidéw zawierajgcych w swojej strukturze karbaminianowo-aglikonowy
uktad bicykliczny z dtugimi fgcznikami alifatycznymi zakoriczonymi uktadami
aromatycznymi i/lub heteroaromatycznymi. Substratem wyjsciowym do tego typu
analogéw telitromycyny jest zwigzek CLA-13, ktory w wyniku reakcji z odpowiednimi
aminami pierwszorzedowymi prowadzit do otrzymania pozgdanych produktéw (Schemat
32). Zostato ich juz jednak zsyntezowanych tak wiele, ze trudno dokona¢ w tym temacie
nowatorskiego odkrycia. Zdecydowatam sie zatem na zastosowanie odmiennego
podejscia i utworzenia w pierwszej kolejnosci nietypowej platformy do dalszych
modyfikacji, w poréwnaniu ze znanymi makrolidami laktonowymi lll-generacji. Zamiast

uzycia typowych do tej klasy pochodnych amin, postanowitam przeprowadzi¢ reakcje
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zaming o krétkim tancuchu weglowym, niskiej temperaturze wrzenia i posiadajgcej
w swojej strukturze grupe funkcyjng, ktérg mozna wykorzysta¢ do dalszych modyfikacji

(Schemat 32).

CLA-14

Schemat 32. Schemat przedstawiajgcy proces syntezy telitromycyny oraz pochodnej
klarytromycyny CLA-14.

Prébe reakcji otrzymania karbaminianowej pochodnej z ugrupowaniem allilowym
poczgtkowo prowadzitam w warunkach literaturowych — w temperaturze pokojowej
w stosunku stechiometrycznym 1:5 CLA-13 do alliloaminy. Po 48 godzinach brak byto
zmian na chromatogramie, wiec przez kolejne 48 godzin prowadzitam reakcje w 50 °C
w naczyniu Schlenka. Niestety po tym czasie réwniez nie pojawit sie na chromatogramie
nowy pik, ktéry mogtby swiadczy¢ o postepie reakcji. Postanowitam wiec obnizy¢ energie
aktywacji reakcji poprzez zwiekszenie stosunku aminy do CLA-13 (10 krotny nadmiar),
co nie przyniosto spodziewanego rezultatu, w zwigzku z czym podniostam temperature
w uktadzie reakcyjnym do 90 °C. Prowadzenie reakcji w tak agresywnych warunkach byto
mozliwe dzieki wykorzystaniu szczelnie zamknietego naczynia Schlenka. Dzieki temu,
pomimo przegrzania rozpuszczalnika, jego pary znajdywaty sie wcigz wewnatrz naczynia
reakcyjnego, a wiec mogfo dochodzi¢ do kontaktu substratu CLA-13 z aming. Ze wzgledu
na utrzymywane specyficzne warunki reakcji, dopiero po 40 godzinach prowadzenia
syntezy zbadatam mieszanine reakcyjna.

Na chromatogramie wykonanym z mieszaniny reakcyjnej (chromatogram
niebieski), przed podniesieniem temperatury do 90 °C, widoczny byt pik o czasie retencji

trg= 11,07 min, ktéry pochodzi od substratu CLA-13 (Rysunek 172). Z kolei na
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chromatogramie wykonanym po 40 godzinach (chromatogram zielony), zaobserwowatam
brak piku pochodzacego od substratu i pojawienie sie nowego, o czasie retencji tr= 19,62
min, ktory przypisatam do produktu CLA-14. Pik pochodzacy od otrzymanego nowego
produktu posiadat zaskakujgco dtugi czas retencji, zatem wywnioskowatam, ze musiata
zajs¢ jakas nietypowa reakcja, ktéra zmienita wiasciwosci produktu, zatem
przeprowadzitam badania spektroskopowe aby ustali¢ strukture tego produktu.
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Rysunek 172. Zestawienie chromatograméw przedstawiajgcych: CLA-10 (chromatogram
czarny), substrat CLA-13 (niebieski chromatogram) oraz powstaty na drodze reakcji
produkt CLA-14 (zielony chromatogram).
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Rysunek 173. Widmo ESI MS zwigzku CLA-14 wykonane w trybie jonéw dodatnich.
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W widmie ESI MS wykonanym w trybie jonéw dodatnich (Rysunek 173) widoczny
byt pik 0 masie 612,5 [Da]. Jon pseudomolekularny substratu CLA-13 wynosit 706,5 [Da],
nastgpit zatem widoczny spadek masy produktu, a wiec jakis element czgsteczki musiat
zosta¢ z niej wyeliminowany. Rdznica mas pomiedzy protonowanym substratem,
a protonowanym produktem wynosita 94 [Da], a wiec doktadnie tyle, ile wynosi masa jonu
karboimidazolowego. Dodatkowo, widoczny w widmie pik posiada identyczng mase, jaka
posiadat jon pseudomolekularny produktu CLA-10. Sugerowatoby to, ze w wyniku reakgcji
z alliloaming substrat CLA-13 przeksztafcitby sie ponownie w produkt CLA-10. Biorgc pod
uwage powyzsze dane jasnym jest, ze otrzymatam nowy, inny zwigzek niz CLA-10,
ale o takim samym wzorze sumarycznym, ktéry oznaczytam jako CLA-14. Zatem, by
poznac strukture tego nowego produktu, konieczne byto przeprowadzenie analizy FT-IR
oraz jedno- i dwuwymiarowych widm magnetycznego rezonansu jagdrowego.

Analiza danych spektrometrycznych ukazata, ze w czgsteczce CLA-14 brak jest
ugrupowania karboimidazolowego i uretanowego — oczekiwanego produktu reakcji tego
karbimidazolu z alliloaming. Potwierdzeniem tego faktu jest brak odpowiednich sygnatow
od podstawnika imidazolowego i ugrupowania karbonylowego, obecnych w widmach 1D
CLA-13, w widmach 1D NMR produktu CLA-14 (Rysunek 174 i 175). Z kolei, poréwnujac
ze sobg widma *H i 13C NMR zwigzkéw o identycznym sktadzie: CLA-14 i CLA-10, wyrazZnie
widaé, ze w tych przypadkach mamy do czynienia z réznymi obrazami spektroskopowymi,
co potwierdza tak znaczne rdinice w zaobserwowanych czasach retencji
na chromatogramach. Poréwnanie samych pozycji sygnatéw oraz ich liczby w okreslonych
zakresach spektralnych (zmiany w potozeniu sygnatéw od karbonylowych i winylowych
atomoéw wegla oraz przesuniecie sie jednego niskopolowego sygnatu 6< 50 ppm
do wartosci & >60 ppm z jednoczesnymi przesunieciami innych sygnatéw) sugerowata,
ze doszto do zmian w obrebie grup funkcyjnych lub/i zamiany konformacyjnej. Wobec
tego, w celu dokfadnego potwierdzenia struktury pochodnej CLA-14, konieczne byto
przypisanie poszczegdlnych sygnatéw obecnych w widmach H NMR i 3C NMR
do konkretnych atoméw wegla i protondw. Doktadne wartosci przesunie¢ chemicznych,
ustalone na podstawie dwuwymiarowych widm korelacyjnych: *H-1H COSY, H-13C HSQC

oraz 'H-13C HMBC oraz *H-'H NOESY, przedstawitam w Tabelach 15 i 16.

200



Wyniki i dyskusja

) H(4)

I " H(13) H

H(21)

H(20)

f 2(2)

imidazol

¥ \ H(4)

™\
H(L)
T L S VI DU o N

| ). W/

95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 1.5 1.0 05 0.0
ppm

Rysunek 174. Zestawienie widm 'H NMR produktéw: CLA-10 (zielone), CLA-13 (bordowe)
i CLA-14 (niebieskie), wraz z zaznaczonymi kluczowymi sygnatami.
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Rysunek 175. Zestawienie widm '3C NMR produktéw: CLA-10 (zielone), CLA-13 (bordowe)
i CLA-14 (niebieskie), wraz z zaznaczonymi kluczowymi sygnatami.

W widmie 3C NMR (Rysunek 175) widoczne sg cztery sygnaty pochodzace od
karbonylowego atomu wegla przy czestosci 6= 208,4 ppm, 6= 200,8 ppm oraz 6= 170,2
ppm i 6= 165,0 ppm. O ile dwa pierwsze sygnaty sg charakterystyczne dla ketondw,
to kolejne dwa sygnaly, o czestosci przesunietej w kierunku nizszych wartosci,
sg charakterystyczne dla karbonylowego atomu wegla przytagczonego do heteroatomu

(tlenu). Jeden z tych sygnatéw pochodzit zatem od karbonylowego atomu wegla C(1)
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pochodzacego od laktonu, a drugi — od grupy acetylowej przytagczonej do dezozaminy
przez atom tlenu pozycji O(2’). By poprawnie przypisa¢ wartosci przesunie¢ do tych
atomoéw, niezbedne byto przesledzenie ich korelacji z sgsiednimi protonami. W widmie
1H-13C HMBC (Rysunek 176) sygnat o wyzszej wartosci (6= 170,2 ppm) koreluje z sygnatami
pochodzacymi od protonéw przypisanych do dezozaminy, a wiec pochodzi on od
podstawnika acetylowego. Z tego powodu, sygnat przy wartosci 6= 165,0 ppm
przypisatam do atomu wegla C(1), pochodzacego od grupy laktonowej. Nastepnie
przeprowadzitam analize korelacji pomiedzy tym sygnatem, a znajdujgcymi sie w jego
sgsiedztwie sygnatami protonowymi. W widmie H-13C HMBC (Rysunek 176) zauwazytam,
ze koreluje on z dubletem dubletéw przy 6= 4,29 ppm, ktdéry przypisatam do H(13)
i singletem przy 6= 1,74 ppm, integrowanym na 3H, ktéry koreluje z kolejnym
karbonylowym sygnatem weglowym, przy 6= 200,8 ppm. Singlet ten pochodzi od grupy
metylenowej i przypisatam go protonom H(16). Analizujgc warto$¢ przesuniecia
chemicznego tych protonéw (6= 1,74 ppm) w produkcie, zauwazytam znaczne

przeniesienie sygnatu w kierunku wyzszych czestosci, w porédwnaniu z przesunieciem
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Rysunek 176. Fragment widma *H-13C HMBC produktu CLA-14 ukazujgcy korelacje proton-
wegiel dalekiego zasiegu.

202



Wyniki i dyskusja

w substracie CLA-13 (6= 1,35 ppm). Dodatkowo ten odpowiadajgcy trzem protonom
sygnat w substracie CLA-13 byt dubletem przypisanym do protonéw H(16), ktore sprzegaty
sie z protonem H(2). W widmie produktu CLA-14 natomiast, sygnat ten jest izolowanym
singletem, nie korelujgcym w widmie *H-'H COSY z zadnym sygnhatem protonowym. Dane
te sugerujg, ze podstawnik metylenowy przytaczony jest do aglikonu przy atomie wegla
nie posiadajgcym protonu. W widmie *H-13C HMBC (Rysunek 176) sygnaty od protonéw
tej grupy korelowaty z sygnatem weglowym przy wartosci 6= 89,3 ppm, ktdérg przypisatam
do atomu wegla C(2). Na podstawie korelacji w widmie *H-13C HSQC (Rysunek 177), sygnat
przy 6= 11,2 ppm przypisatam do atomu wegla C(16). Nastepnie przeanalizowatam
korelacje wystepujgce pomiedzy sygnatem karbonylowym C(3), a nowymi, kolejnymi
sygnatami protonowymi. | tak, zauwazytam, ze koreluje on z dubletem kwartetéow przy
6= 3,91 ppm i dwoma dubletami: przy 6= 1,07 ppm i 6= 4,04 ppm. W kolejnym kroku,
sprawdzitam korelacje pomiedzy tymi sygnatami w widmie H-'H COSY (Rysunek 178).
Sygnat przy wartosci przesuniecia 6= 3,91 ppm, w widmie dwuwymiarowym proton-

proton bliskiego zasiegu korelowat z dwoma pozostatymi, zatem zostat przypisany
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Rysunek 177. Fragment widma *H-3C HSQC produktu CLA-14 ukazujacy korelacje proton-
wegiel bliskiego zasiegu.
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Rysunek 178. Fragment widma 'H-H COSY produktu CLA-14 ukazujacy korelacje proton-
proton bliskiego zasiegu.

do protonu H(4). Dublet przy 6= 1,07 ppm integrowany na 3H przypisatam do protondéw
grupy metylowej H(17), a ten przy 6= 4,04 ppm, integrowany na 1H, do H(5). Nastepnie
przeanalizowatam korelacje obecne w widmie H-33C HSQC (Rysunek 177) powyzszych
sygnatéw, by méc przypisaé korelujgce z nimi sygnaty weglowe. Tak oto, sygnat przy
6= 84,1 ppm przypisatam do C(13), ten przy 6= 14,9 ppm — do C(17), o czestosci 6= 42,5
ppm do atomu C(4), a przy 6= 84,5 ppm — do C(5). Ze wzgledu na to, ze sygnat przypisany
do H(5) w widmie *H-'H COSY nie korelowat z zadnym dodatkowym protonem, by mdc
przypisa¢ nastepne sygnaty, w kolejnym kroku sprawdzitam korelacje dalekiego zasiegu
pomiedzy nim, a sygnatami weglowymi. W widmie H-3C HMBC (Rysunek 179) proton
H(5) korelowat z nowymi sygnatami przy 6= 78,6 ppm, 6= 39,9 ppm oraz 6= 22,6 ppm.
Sygnaty te w widmie 'H-13C HSQC (Rysunek 177) korelowaty nastepujgco: sygnat przy
6= 39,9 ppm z dwoma sygnatami od protondw przy 6= 1,24 ppm i 6= 2,14 ppm,
integrowanymi na 1H kazdy, zatem przypisatam je odpowiednio do grupy metylowej
C(7)H2, sygnat przy 6= 22,6 ppm z singletem integrowanym na 3H, przy przesunieciu
6= 1,32 ppm, wiec przypisatam je, z kolei, do grupy metylenowej C(18)Hs. Sygnat przy
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Rysunek 179. Fragment widma 'H-3C HMBC produktu CLA-14 ukazujgcy korelacje
proton-wegiel dalekiego zasiegu.

6= 78,6 ppm, w tym dwuwymiarowym widmie, nie korelowat z zadnym sygnatem
protonowym. Pochodzit on zatem od czwartorzedowego atomu wegla i przypisatam go do
atomu wegla C(6). W widmie 'H-3C HMBC (Rysunek 179) zauwazytam natomiast,
ze koreluje on z sygnatem od protondw o wysokim przesunieciu chemicznym wynoszgcym
8= 2,86 ppm, integrowanym na 3H, ktéry w widmie *H-13C HSQC (Rysunek 177) korelowat
dalej z sygnatem przy 6= 51,6 ppm. Na tej podstawie przypisatam go atomom grupy
metoksylowej C(22)Hs. Nastepnie sprawdzitam sprzezenia proton-proton bliskiego
zasiegu od przypisanych protonéw H(7). W widmie H-'H COSY (Rysunek 180), sygnaty
przypisane do H(7) korelujg z multipletem przy 6= 3,22 ppm, ktory to dalej koreluje
z dubletem o przesunieciu wynoszgcym 6= 1,13 ppm. Przypisatam je kolejno do protondéw
H(8) i H(19). W widmie 'H-13C HSQC (Rysunek 177) sygnaty te korelowaty nastepujaco
z sygnatami weglowymi przy 6= 37,9 ppm i 6= 17,6 ppm, ktére przypisatam odpowiednio
do atomoéw C(8) i C(19). Protony H(8) i H(19), w widmie 'H-3C HMBC (Rysunek 181),
sprzegajg sie z atomem wegla o wysokim, charakterystycznym dla karbonylowego atomu

wegla, przesunieciu chemicznym wynoszacym &= 208,4 ppm. Sygnat ten przypisatam
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Rysunek 180. Fragment widma 'H-H COSY produktu CLA-14 ukazujacy korelacje proton-
proton bliskiego zasiegu.

zatem do atomu wegla C(9). W tym samym widmie dwuwymiarowym zaobserwowatam
rowniez korelacje tego sygnatu z kolejnymi dwoma nowymi sygnatami protonowymi:
singletem przy przesunieciu 6= 1,93 ppm integrowanym na 3H oraz singletem przy 6= 6,33
ppm integrowanym na 1H. Sygnaty te, tak jak w substracie, posiadaty wysokie przesuniecia
chemiczne, co potwierdzito, ze znajdujg sie one w okolicy wigzania podwdjnego.
W widmie H-13C HSQC (Rysunek 182) sygnat przy przesunieciu 6= 1,93 ppm korelowat
z sygnatem weglowym przy 6= 13,6 ppm, a singlet przy 6= 6,33 ppm —z sygnatem 6= 138,6
ppm. Przypisatam je zatem parami nastepujgco do protonu H(20) i atomu wegla C(20) oraz
do protonu H(11) i atomu wegla C(11). Pozostaty sygnat weglowy, o wysokiej wartosci
czestosci rezonansowej wynoszacej 6= 136,6 ppm (charakterystycznej dla atomu wegla
z wigzania nienasyconego), dodatkowo nie korelujgcy z zadnym protonem w widmie
1H-13C HSQC, przypisatam do atomu wegla C(10). W celu sprawdzenia jak wyglada dalsza
cze$¢ struktury, przeanalizowatam korelacje pomiedzy sygnatem weglowym C(11),
a sygnatami pochodzacymi od protondéw. W widmie *H-13C HMBC (Rysunek 181) sygnat od

atomu C(11) koreluje sie z nowym sygnatem protonowym — singletem integrowanym na
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Rysunek 181. Fragment widma *H-3C HMBC produktu CLA-14 ukazujacy korelacje proton-

wegiel dalekiego zasiegu.
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Rysunek 182. Fragment widma *H-3C HSQC produktu CLA-14 ukazujgcy korelacje proton-

wegiel bliskiego zasiegu.
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3H przy 6= 1,75 ppm. Przypisatam go do protonu H(21), a korelujgcy z nim sygnat w widmie
'H-13C HSQC (Rysunek 182) przy 6= 19,9 ppm do atomu wegla C(21). Proton H(21) sprzegat
sie (Rysunek 181) z czwartorzedowym atomem wegla (w widmie H-13C HSQC brak
odpowiednich korelacji) o przesunieciu chemicznym 6= 87,1 ppm, wiec ten sygnat
weglowy przypisatam do atomu C(12). Nastepnie sprawdzitam sprzezenia
w dwuwymiarowym widmie *H-'H COSY (Rysunek 183), pomiedzy protonem przypisanym
wczesniej do H(13), a kolejnymi, nowymi protonami. W widmie tym, sygnat H(13) koreluje
z multipletem przy &= 1,68 ppm i 6= 1,64 ppm. W widmie H-13C HSQC (Rysunek 182)
zaobserwowatam, ze sygnaty te korelujg z tym samym sygnatem weglowym przy 6= 23,9
ppm, a wiec pochodzg od grupy metylenowej i przypisatam je do atoméw C(14)H..
Korelujgcy z nimi w widmie *H-'H COSY (Rysunek 183) tryplet przy czestosci 6= 1,11 ppm
przypisatam zatem do protonu H(15), a sygnat przy 6= 10,3 ppm w widmie weglowym do
atomu wegla C(15), na podstawie korelacji widocznej w widmie *H-13C HSQC

(Rysunek 181).
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Rysunek 183. Fragment widma 'H-'H COSY produktu CLA-14 ukazujacy korelacje proton-
proton bliskiego zasiegu.
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Rysunek 184. Zestawienie widm 3C NMR zwigzkéw CLA-10 (zielone) i CLA-14 (niebieskie)
z zaznaczonymi kluczowymi sygnatami.
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Rysunek 185. Zestawienie widm *H NMR zwigzkéw CLA-10 (zielone) i CLA-14 (niebieskie)
z zaznaczonymi kluczowymi sygnatami.

Po przypisaniu widocznych w widmach 1D NMR sygnatdw do konkretnych
protonow i atomow wegla (Rysunek 184 i 185), mogtam zaproponowac strukture
otrzymanego zwigzku CLA-14. W Tabelach 1i 2 przedstawitam réznice wartosci przesuniec
chemicznych dla poszczegdlnych atomoéw CLA-10 i CLA-14. Najwazniejsza roznica
widoczna jest dla ugrupowania metinowego C(2)H, dla ktdorego obserwowane
sg najwieksze zmiany spektroskopowe. Po pierwsze, w widmie 3C NMR CLA-14 atom
wegla C(2) jest silnie odstaniany, w poréwnaniu ze swoim odpowiednikiem w strukturze

CLA-10. Zmiana wartosci 6 dla sygnatu od tego atomu wegla wynosi az 38 ppm, z wartosci
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51,3 ppm dla CLA-10 do 89,3 ppm dla CLA-14. Po drugie, ten sygnat weglowy w widmie
1H-13C HSQC nie korelowat z zadnym protonem, a wiec w widmie *H NMR nie ma sygnatu
od protonu H(2), czego dowodem jest multipletowos¢ sygnatu od protondw grupy
metylowej przytgczonej do atomu wegla C(2), ktéry jest singletem. Po trzecie, jak zostato
zasygnalizowane we wstepnej analizie, zmianie ulegly pozycje sygnatow
od karbonylowych atoméw wegla dla CLA-14, w poréwnaniu z CLA-10. Najwieksze réznice
zaobserwowatam dla atoméw C(1) i C(3), ktére ulegty znacznemu przesunieciu
odpowiednio 04,9 ppm i 3,8 ppm w kierunku nizszych wartosci przesuniecia chemicznego.
Bioragc pod uwage powyzsze dane ustalitam, ze tak wysoka warto$¢ przesuniecia
chemicznego dla atomu wegla C(2) i brak protonu H(2) w strukturze CLA-14, mozliwa jest
tylko w przypadku uzyskania przez ten atom wegla hybrydyzacji sp?. Dodatkowo, analiza
zmian w wartosciach 6 dla atomoéw wegla C(1) i C(3) ukazuje, ze w przypadku pochodnej
CLA-14 mamy do czynienia z tautomerig keto-enolowg w ukfadzie 1,3. Co wiecej, jest
to wybitnie nietypowa sytuacja, w ktérej otrzymatam dwie ,zamrozone”, kanoniczne
struktury tautomeryczne, dla ktérych nie wystepowata ustalona réwnowaga,
charakterystyczna jak w przypadku innych ketoestréw, zawierajgcych w swojej strukturze
ugrupowania w pozycji 1,3.2%° Rdznice w przesunieciach chemicznych w tym uktadzie dla
CLA-10 i CLA-14 mogg wynika¢ z wystepowania w formie keto-enolowej struktur
rezonansowych, ktére usredniajg pozycje sygnatéw weglowych dla CLA-14. Jednakze,
biorgc pod uwage wartosci przesunie¢ chemicznych atomoéw wegla C(1), C(2) i C(3) dla
kanonicznych struktur rezonansowych (Rysunek 186 A), i poréwnujac je z warto$ciami
teoretycznymi (wyznaczonymi na podstawie obliczen programu MestReNova), w tym
konkretnym przypadku, w strukturze CLA-14, mamy do czynienia z do$é¢ nietypowa
sytuacjg, w ktérej w utworzeniu enolu udziat bierze karbonylowa grupa estrowa (lakton),
a nie ketonowa — tak jak ma to miejsce w przypadku np. acetylooctanu etylu.?*° Analizujac
rownowagi dla uktadu 1,3-dioksaketonowego w CLA-14 sytuacja ta jest niestandardowa
i musi wynika¢ z braku mozliwosci utworzenia wewnatrzczgsteczkowego wigzania
wodorowego O(1)-HeeeO(3) oraz by¢ moze z jakiejs formy stabilizacji powstatego enolu.
Obserwacja ta zatem wskazuje, ze w przypadku pochodnej CLA-14 uktad enolowy
przyjmuje konfiguracje s-trans, ktéra uniemozliwia utworzenie bardzo silnego wigzania

wodorowego w tego typu uktadach (Rysunek 184 B).
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Uktad modelowy (MestReNova)

A
_H.. H
o o] (0] (0]
f;\o X 73 ;f\o 1 js
6=163,4 ppm C(1) 6=169,1 ppm
6=91,5 ppm C(2) 6=107,7 ppm
6=200,4 ppm C(3) 6=177,9 ppm
B

C(1) 6=165,0 ppm
C(2) 6=89,3 ppm
C(3) 6=200,8 ppm

Rysunek 186. A - Kanoniczne keto-enolowe struktury rezonansowe zwigzku CLA-14 wraz
z podanymi wartosciami przesunie¢ chemicznych, wyznaczonymi na podstawie obliczen
programu MestReNova; B — wzér produktu CLA-14 otrzymanego w wyniku reakcji CLA-13
z alliloaming w specjalnych warunkach, wraz z przypisanymi przesunieciami chemicznymi.

Obecnos¢ uktadu enolowego jest doskonale widoczna réwniez w widmie FT-IR
pochodnej CLA-14. Na Rysunku 187 zestawitam ze sobg widma pochodnych: CLA-10
i CLA-14. Najwieksze zmiany widoczne sg w zakresie charakterystycznym dla drgan
rozciggajgcych grup karbonylowych. W widmie zwigzku CLA-14 pojawia sie intensywne
pasmo przy czesto$ci 1604 cm™, ktére pochodzi od drgan rozciggajacych grupy
karbonylowej v(C=0) wchodzacej w sktad sprzezonego uktadu enolowego. W przypadku
widma zwigzku CLA-10, pasmo drgan rozciggajgcych v(C=0) od grupy karbonylowej
C(3)=0 widoczne jest przy czestosci 1713 cm™. Przesuniecie tego pasma absorpcji
w kierunku nizszych czestosci, dla pochodnej CLA-14, spowodowane jest sprzezeniem
grupy karbonylowej C(3)=0 z enolem i mozliwymi strukturami rezonansowymi, w ktére
mogq by¢ zaangazowane atomy tlenu O(1) i O(13). Zanik pasma pochodzgcego od drgan
rozciggajgcych laktonowego ugrupowania karbonylowgo C(1)=0, ktdore dla CLA-10

widoczne jest przy 1740 cm?, jest dodatkowym dowodem wystepowania uktadu
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enolowego w strukturze CLA-14. Obecno$¢ w widmie CLA-14 pasma od drgan
rozciggajgcych v(C=C)ci1)=c(z) przy 1655 cm™ potwierdza zmiane formy tautomeryczne;j,
do ktérej doszto w wyniku reakcji alliloaminy z CLA-13. Nowopowstate pasmo przy
czestosci 1811 cm™ zwigzane jest ze strukturg enolowg w uktadzie 1,3-ketolaktonu i jest
wynikiem drgan kombinacyjnych, ktére majg miejsce dla catego uktadu enolowego
sprzezonego z grupg karbonylowa. Zmiany widoczne s3 rdéwniez w rejonie
charakterystycznym dla drgan grupowych, w ktdre zaangazowane sg wigzania pojedyncze
C-0. W widmie CLA-10 obecne sg dwa charakterystyczne pasma od drgan tego typu przy
1230 cm? od podstawnika acetoksylowego i przy 1186 cm™ od ugrupowania
laktonowego. Natomiast w widmie CLA-14 odpowiednie pasmo od drgan grupowych
podstawnika w pozycji C(2’) nadal jest obecne, a brak jest z kolei pasma
charakterystycznego dla grupy laktonowej, co potwierdza zmiane form tautomerycznej
i fakt zaangazowania w utworzenie struktury enolowej grupy karbonylowej laktonu, a nie

ketonowej C(3)=0.

% Trar:

: N 1604 1230 (
0 | 3 1740 }

w0 w00 s a0 w00 00 280 2610 200 2200 2tho wWo o 600 st we e om0 eo
Liczby falowe (em-1)

Rysunek 187. Zestawienie widm FT-IR zwigzkéw CLA-10 (widmo niebieskie) i CLA-14
(widmo czerwone) w zakresie 4000 — 400 cm™ z ukazanym dodatkowo rozszerzonym
zakresem 2000 — 1500 cm™ (zielona ramka), z zaznaczonymi warto$ciami omawianych
pasm.

212



Wyniki i dyskusja

Obecnosc¢ tautomeru keto-enolowego w ukfadzie 1,3 powinna wptyngc na zmiane
wiasciwosci fizykochemicznych catej czasteczki, tj. spowodowac zwiekszenie polarnosci
zwigzku, a tym samym jego czas retencji powinien ulec skréoceniu, lub nieznacznej zmianie.
Wynik uzyskany z analizy HPLC sugeruje jednak, ze doszto do drastycznej zmiany
polarnosci CLA-14 w stosunku do CLA-10 w kierunku zwiekszenia hydrofobowosci,
a zatem nalezato ustali¢ przyczyne takiej zmiany charakteru zwigzku. Pojawienie sie
w strukturze CLA-14 tautomeru keto-enolowego w uktadzie 1,3 powoduje powstanie
dodatkowych naprezen w pierscieniu makrocyklicznym. Mozna zatem zatozy¢, ze w
wyniku zmian konformacyjnych, majacych na celu uzyskanie najkorzystniejszej
energetycznie struktury CLA-14, doszto do ekspozycji grupy ,laktenolowej” w strone
otoczenia grup o charakterze hydrofobowym.

Aby ustali¢ konformacje CLA-14, w pierwszej kolejnosci postanowitam sprawdzi¢,
w ktérym rejonie aglikonu doszto do najwiekszych zmian. Wykorzystatam w tym celu
réznice wartosci przesunie¢ chemicznych dla poszczegdlnych atoméw CLA-10 i CLA-14
(Tabela 1i 2). Z analizy danych zawartych w Tabeli 1 wynika, ze dla atomu wegla C(12)
zaszty bardzo duze zmiany, réznica w wartosciach & rowna jest 13,3 ppm. Tak silny efekt
odstaniania atomu wegla C(12), biorgc pod uwage, ze nie doszto w tym fragmencie
czgsteczki do zadnych zmian konstytucyjnych ani tautomerycznych, mozliwy jest
do zrealizowania tylko i wytgcznie poprzez zmiane ulokowania w przestrzeni atomu wegla
C(12). Hydrofobowy charakter CLA-14 wskazuje, ze grupa hydroksylowa O(12)H lokuje sie
pomiedzy grupami hydrofobowymi aglikonu, uniemozliwiajgcymi jej oddziatywania
miedzyczgsteczkowe i jest ona izolowana. Z kolei nowopowstata grupa hydroksylowa
w pozycji C(1) skierowana jest do wnetrza uktadu makrocyklicznego i réwniez jest
izolowana od czynnikéw zewnetrzynych.

Obliczona struktura produktu CLA-14 przedstawiona zostata na Rysunku 188.
Uktad enolowy sprzezony z ugrupowaniem ketonowym C(3)=0 zaprezentowany jest
zgodnie z obserwacjami poczynionymi z analizy spektroskopowej i przyjmuje konformacje
s-trans z grupa hydroksylowg skierowang w strone srodka aglikonu. Podobne obserwacje
zauwazytam w przypadku grupy hydroksylowej O(12)H, ktéra w pordwnaniu ze strukturg
krystalograficzng zwigzku CLA-10, ustawiona jest w kierunku pierscienia aglikonowego
i stabilizuje sie elektrostatycznie z atomem tlenu O(13) [odlegtos¢ O(12)-0(13)= 2,77 A;
kat O(12)-HeeeO(13) = 110,9°]. Pojawienie sie sprzezonego uktadu enolowego
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spowodowato réwniez zmiane wzglednej orientacji grupy karbonylowej C(3)=0
i a,B-nienasyconego ketonu C(9)=0. Drugi uktad ulegt ,odbiciu” wzgledem ptaszczyzny
pierscienia laktonowego i w strukturze CLA-14 obie grupy karbonylowe ustawione
sg po tej samej stronie aglikonu. W widmie 3C NMR pochodnej CLA-14 pozycja sygnatu
pochodzacego od atomu wegla C(9) jest nieznacznie przesunieta w strone wyzszych
wartosci ppm (wzrosta o 1,1 ppm), a wartosci przesuniecia chemicznego dla atoméw
wegla wigzania podwadjnego s3 nizsze, co szczegdlnie dotyczy atomu wegla C(11) (spadek
0 5,2 ppm). Zmiany te wynikajg z czesciowego rozprzezenia uktadu a,B-nienasyconego
ketonu: kat torsyjny 0(9)=C(9)-C(10)=C(11) wynosi 152,4°. Oznacza to, ze grupa
karbonylowa jest odchylona od ptaszczyzny wigzania podwdjnego o ok. 28°. Brak
idealnego nakfadania sie orbitali typu p w sprzezonym uktadzie nienasyconym powoduje
»osfabienie” efektu rezonansowego, ktdry jest odpowiedzialny za ekranowanie atomu
wegla C(9) i ,odstanianie” atoméw wegla wigzania podwdjnego w pordwnaniu
z analogicznymi atomami zwigzku CLA-10, szczegdlnie atomu C(11). Podobng obserwacje
wskazujgca czesciowe rozprezenie grupy karbonylowej z wigzaniem C(10)=C(11), mozna
wnioskowa¢ na podstawie pozycji pasma od drgan rozciggajgcych grupy karbonylowej

C(9)=0, ktore wystepuje przy czestosci nieco wyzszej dla pochodnej CLA-14.

Rysunek 188. Przewidywana, najbardziej korzystna energetycznie struktura pochodnej
CLA-14 (-2058,46 a.u.) zwizualizowana na podstawie teoretycznych obliczen metodg DFT
(B88 LYP/GGA/DFT)126 228
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Zmiany wtfasciwosci lipofilowych CLA-14 wynikajg zatem ze sposobu relaksacji
powstatych naprezen po utworzeniu tautomeru keto-enolowego i uzyskaniu przez CLA-14
takiej konformacji, ktéra ,,eksponuje” hydrofobowe ugrupowania alkilowe na zewnatrz
czgsteczki z jednoczesnym ,.chowaniem” grup hydrofilowych do wnetrza pierscienia
aglikonowego, co byto doskonale odzwierciedlone w obliczonej strukturze CLA-14

(Rysunek 189).

Rysunek 189. Model czaszowy ustalonej struktury pochodnej CLA-14, zwizualizowany na
podstawie teoretycznych obliczeri metodg DFT (B88 LYP/GGA/DFT)!26,228
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Tabela 1. Przesuniecia chemiczne zarejestrowane w widmach 13C NMR [ppm] dla pochodnych CLA-10 i CLA-14 wraz z obliczong rdznicg (A)

pomiedzy nimi.

C(1) | C(2) | c(3) | c(4) | c(5) c(6) | Cc(7) | c(8) | €(9) | c(10) | c(11) cC(12) | c(13) | C(14) | C(15) | C(16) | C(17) | C(18) K C(19) | C(20) K C(21) | C(22)

CLA-10 | 169,9 | 51,3 | 204,6 | 47,3 | 81,1 | 78,5 | 40,3 | 38,6 | 207,2 | 139,0 | 142,1 | 73,8 | 815 | 22,6 | 11,1 | 149 | 141 | 21,1 | 19,1 | 13,7 | 22,1 | 50,5
CLA-14 | 165,0 | 89,3 | 200,8 | 42,5 | 84,5 | 78,6 | 39,9 | 37,9 | 208,4 | 136,6 | 1369 | 87,1 | 84,1 | 239 | 10,3 | 11,2 | 149 | 22,6 | 17,6 | 13,6 | 19,9 | 516
A -4,9 38 -38 | 48 | 3,4 01 -04 | -0,7 1,2 -2,4 -5,2 13,3 2,6 1,3 -0,8 -3,7 0,8 1,5 -1,5 -0,1 -2,2 1,1

Tabela 2. Przesuniecia chemiczne zarejestrowane w widmach *H NMR [ppm] dla pochodnych CLA-10 i CLA-14 wraz z obliczong rdznicg (A)

pomiedzy nimi.

H(2) | H(4) | H(5) | H(7a) | H(7b) | H(8) | H(11) K H(13) | H(14a) A H(14b) | H(15) | H(16) | H(17) | H(18) A H(19) | H(20) | H(21) | H(22)
CLA-10 | 3,72 304 | 412 | 1,82 | 1,51 | 3,15| 659 | 498 | 1,95 155 | 0,92 | 1,34 | 1,11 | 1,28 | 1,14 | 2,01 | 1,46 | 2,85
CLA-14 - 391 | 404 | 2,14 | 1,24 | 3,22 | 633 | 429 | 168 164 | 1,11 | 1,74 | 1,07 | 1,32 | 1,13 | 1,93 | 1,75 | 2,86
Brak
il 0,87 | -0,08 | 0,32 | -0,27 | 0,07 | -0,26 | -0,69 | -0,27 0,09 0,19 0,4 -0,04 A 0,04 | -0,01 | -0,08 | 0,29 0,01
sygnatu!
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5. Tabele przesunie¢ chemicznych

Tabela 3. Przesuniecia chemiczne zarejestrowane w widmach *H NMR [ppm] i state sprzezen J [Hz] dla AZM i AZM-OH oraz pochodnych AZM-1
— AZM-9 w CDCls.

H AZM AZM-OH AZM-1 AZM-2 AZM-3 AZM-4 AZM-5 AZM-6 AZM-7 AZM-8 AZM-9
1 — - - — - — — — — — —
2,64 2,62 2,62 2,62 2,62 2,63 2,63 2,62 2,62
5 2,80 (dg, 1H) 2,64 (dg, 1H) (dg, 1H) (dg, 1H) (dg, 1H) (dg, 1H) (dg, 1H) (dg, 1H) (dg, 1H)
(m, 1H) 3J42-13=10,3 (m, 1H) 3Jh2-13=10,6 3/m2-13=10,6 3J42-03=10,5 3J42-03=10,6 3Jm2-13=10,5 3Jn2-13=10,5 3Jh2-13=10,6 3Jn2-13=10,5
3Ju2-116=6,8 3Ju2-116=6,8 3Ju2-116=6,9 3Jh2-116=6,8 3J2-116=6,9 3Ju2-116=6,8 3Ju2-116=6,9 3Jh2-116=6,8 3Ju2-116=6,8
427 3,76 336 3,64 3,66 3,65 3,65 3,66 3,66 3,65 3,66
3 (m' 1H) (d, 1H) (m' 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H)
’ 3)u312=10,3 ’ 3Ju3-12=10,6 3z n2=11,4 3u3-12=8,8 3Ju3-12=9,6 3Ju3-12=10,9 3Ju3-12=10,3 3Ju3-12=10,4 3u3-12=8,4
1,98 2,28 2,27 2,23 2,27 2,24 2,24 2,24 2,25 2,25 2,24
4 (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
3,65 3,56 3,59 3,57 3,59 3,58 3,58 3,59 3,60 3,58 3,58
5 (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H)
3Jusna=1,7 3Jus-na=1,2 3Jus-1a=1,8 3Jusna=1,5 3Jus-1a=1,6 3Jusna=1,2 3Jusna=1,7 3nsna=1,4 3Jus-na=1,5 3Jusna=1,2 3Jus-na=1,6
6 - - . - . - - - - - -
1,59
1,80 (d, 1H) 1,55 1,56 162 1,56 1,55 1,56 1,56 1,55 1,55
(d, 1H) 2J=14,2 (d, 1H) (d, 1H) (m' 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H)
4 2J=14,6 2J=14,5 2J=13,9 ’ 2J=14,1 2J=14,2 2J=14,3 2J=14,6 2J=14,1 2J=14,9
1,45 125
1,27 (d, 1H) 1,30 1,25 1,25 1,27 1,26 1,26 1,25 1,26
(m, 1H) 2J=14,1 (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
3Ju7b-18=5,4
8 1,96 1,87 1,89 1,90 1,90 1,90 1,90 1,90 1,90 1,89 1,90
(m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
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H AZM AZM-OH AZM-1 AZM-2 AZM-3 AZM-4 AZM-5 AZM-6 AZM-7 AZM-8 AZM-9
2,46 2,49 2,50 2,50 2,49 2,51 2,51 2,49 2,50
(dd, 1H) 2,51 2,51 (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H)
2)=12,2 (m, 1H) (m, 1H) 2J=12,3 2J=12,2 2J=12,2 2J=12,3 2J=12,1 2J=12,2 2J=12,0 2J=12,2
9 3Jho-ns=2,2 3Jho-ns=3,0 3Jhg-18=2,9 3Jho-ns=2,9 3Jho-ns=2,9 3Jho-ns=2,8 3Jho-n8=2,8 3Jho-n8=2,5 3Jho-n8=3,0
2,04 2,03
2,04 (t, 1H) (t, 1H) 2,04 2,06 2,05 2,06 2,06 2,07 2,05 2,06
(t, 1H) 2J=11,5 2J=11,9 (t, 1H) (t, 1H) (t, 1H) (t, 1H) (t, 1H) (t, 1H) (t, 1H) (t, 1H)
2J=11,7 2)=11,9 2=12,4 2)=11,6 2)=11,8 2)=11,8 2)=11,8 2)=11,7 2J=11,9
2,68 2,73 2,71 972
10 (dqg, 1H) (dqg, 1H) (dg, 1H) 2,72 (d,lH) 2,73 2,74 2,74 2,74 2,67 2,74
3J410-H21=6,9 3Jh10-H21=6,8 3Jm10-H21=7,0 (m, 1H) 3 7' 65 (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
3Jn10-411=1,8 3Ju10-411=1,5 3Ju10-412=1,9 rioRz
1 3,66 3,63 3,62 3,62 3,64 3,62 3,63 3,63 3,63 3,61 3,63
(m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
12 - --- --- --- --- --- --- - - - -
4,65 4,70 4,67 470 4,68 470 4,68 470 4,69 468 4,69
(dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (dd’ 1H) (dd, 1H) (d ’lH) (dd, 1H) (d,lH) (dd, 1H) (d'lH) (dd, 1H)
13 13- 3Jhs- 3 k13 3ora ’ -10.8 3 k13 31’ ] 13- 3} ! 13- 3} ! 13-
H13-H14b=10, H13 H13 H13
H14=10,1 H140=10,9 H14b=10,9 Ynrssnan=1,2 H14b=10,6 v1a=10,4 H14=10,8 v1as=10,6 H14b=10,6 114529, H14b=10,8
313-H140=2,7 | 3m13-n14a=1,7 | h1z-n142=1,4 3/h13-H142=1,1 3JH13-H142=1,4 3/13-H140=1,6 3h13-H140=1,4
1,86
(ddq, 1H) 1,87
2J=15,1 (m, 1H) 1,88 1,90 1,90
e (dda, 1H) 1,89 1,87 1,89 1,87 1,90 (dda, 1H) 1,89 (dda, 1H)
3Jh14a-H13=2,1 2)=15,1 2)=15,0 2)=15,1
1,52 (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
14 (dda, 1H) z-/HIAa»H15=7,5 zJH14a-H15=7,4 zJH14a-H15=7;6
(ddlsiH) 213 =14,1 Jnia 1318 1,52 1,53 1,52 1,54 1,52 Jrta13=1,7 1,51 Jdet13=1,9
2-148 Jf:ll‘:-S 151 (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) 152 (m, 1H) 153
ST 3JH“:_‘H15;7 0 (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
r13=10,0 ’

3JH140-H15=7,2
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H AZM AZM-OH AZM-1 AZM-2 AZM-3 AZM-4 AZM-5 AZM-6 AZM-7 AZM-8 AZM-9
0,88 0,87 0,87 0,88 0,88 0,88 0,89 0,88 0,89 (:’;:) 0,89
15 (t, 3H) (t, 3H) (t, 3H) (t, 3H) (t, 3H) (t, 3H) (t, 3H) (t, 3H) (t, 3H) Yisrian=? A (t, 3H)
3hishia=7,4 | Muish14a=7,3 | Jism14a=7,4 | Unisni4a=7,3 | nishia=7,4 | Ynisniee=7,3 | Jis14e=7,4 | 3Ju1sn14a=7,5 | 3Jn1sn142=7,3 s ’ 3Jn15-H14a=7,4
3hishiav=7,4 | Muiswiav=7,3 | Jusm1a=7,4 | Hniswiaw=7,3 | Jnisniaw=7,4 | Hniswiaw=7,3 | Jusa=7,4 | Juisniaw=7,5 | 3Jnishiap=7,3 =74 3Jn1s-H1ab=7,4
1,19 1,28 1,27 1,27 1,27 1,27 1,27 1,26 1,27 1,25 1,27
16 (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H)
3nie-H2=7,7 3Jn16-H2=6,7 3Jh16-H2=678 3Jh16-+2=6,8 3Jn16-+2=6,8 3Jn16-H2=6,8 3Jn16-H2=6,8 3Jn16-+2=6,8 3Jn16-12=6,8 3Jn16-12=6,8 3Jh16-12=6,8
1,04 1,04 0,88 0,71 0,77 0,74 0,78 0,80 0,81 0,79 0,78
17 (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H)
3Jn17-ma=7,4 3Jn17-14=7,5 3ni7-wa=7,4 3Jh17-1a=7,4 3Jn17-1a=7,5 3m17-wa=7,4 3Ju17-1a=7,5 3ni7-wa=7,4 3Jn17-1a=7,5 3Jn17-wa=7,4 3Jn17-1a=7,5
18 1,31 1,30 1,22 1,24 1,24 1,24 1,23 1,23 1,24 1,22 1,23
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
0,89 0,90 0,90 0,92 0,92 0,92 0,91 0,91 0,92 0,90 0,91
19 (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H)
3J119-48=6,8 3J119-48=6,8 3Ju19-u8=7,0 3Ju19-48=7,0 3Ju19-u8=7,0 3Jh19-18=6,9 3J19-18=6,9 3Ju19-48=7,0 3Ju19-48=7,0 3Ju19-48=7,0 3J119-48=6,8
20 2,31 2,36 2,35 2,36 2,37 2,37 2,36 2,36 2,37 2,35 2,36
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
1,07 1,11 1,11 1,12 1,12 1,12 1,12 1,12 1,12 1,11 1,12
21 (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H)
3/H21-H10=6,9 3J121-H10=6,8 3Jn21-H10=7,0 3J121-H10=6,9 %JH21-H10=6,9 3J121-H10=6,8 3J121-H10=6,9 3JH21-H10=6,9 3JH2111076,9 | 3Jn21.110=6,8 | 3Jn21.110=6,9
99 1,05 1,05 1,04 1,06 1,06 1,06 1,06 1,06 1,06 1,05 1,06
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
4,43 4,46 4,74 4,75 4,75 4,75 4,73 4,74 4,74 4,73 4,73
1 (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H)
3nrw2=7,3 vy r=7,4 wrwzr=7,7 3Jwrw2=7,6 3wrw2=7,6 $wrm2=7,6 $wrm2=7,6 3wrw2=7,6 3wrw2=7,6 3wrw2=7,6 3wrm2=7,6
3,22 3,26 4,57 4,57 4,57 4,57 4,54 4,55 4,55 4,54 4,54
5 (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H)
3Jh2-n3=10,2 3n2-n3=9,9 3Jyzn3=10,5 3J42-n3=10,5 3Jyzn3=10,5 3h2n3=10,3 3J42-n3=10,5 3Jn2.n3=10,5 3rn3=10,5 | 3Jurn3=10,4 | 3l2rwu3=10,5
3Jnr-wr=7,3 3uz-wr=7,6 3uz-wr=7,6 3Ju2-wr=7,6 3uz-wr=7,6 nzwr=7,7 3uz-nr=7,6 3wz-wr=7,6 wz-w1=7,6 wzwr=7,7 3uz-wr=7,6
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H AZM AZM-OH AZM-1 AZM-2 AZM-3 AZM-4 AZM-5 AZM-6 AZM-7 AZM-8 AZM-9
2,43 2,75 2,71 2,71
(ddd, 1H) (ddd, 1H) (ddd, 1H) '
N e 2,53 193 2,75 2,76 2,76 2,70 2,70 o 1ps | (0d1H) 2,71
H3-Har =12, (m, 1H) Ha-Hab =22, (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m 1H) T 32105 (m, 1H)
3Jh3-12=10,3 3Jn3-H2=10,7 3Jhz-12=10,7 3 49
3Jh3rHaa=4,0 313 -haa=4,4 3y aw=4,5 H3'-H4a'=4,
1,73 1,70 1,72 1,70
1,64 1,66 1,71
(ddd, 1H) (ddd, 1H) (ddd, 1H) (ddd, 1H)
(ddd, 1H) (ddd, 1H) 1,71 (ddd, 1H)
2)=12,8 1,77 1,72 1,72 2)=12,5 2=12,6 2=12,7
2J=12,6 2J=12,7 3 3 (m, 1H) 3 3 2J=12,7
3 3 Jnaa-nz=4,3 (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) Jnaa-nz=4,0 Jnaa-nz=4,0 Jnaany=4,3 |
, Juaar-nz=3,8 Jnaa-n3=3,9 5 5 5 5 Jnaar-nz=4,1
4 3=l 8 3oz 0 Inaa-ns=1,7 Jnaans=1,5 135 nsans=1,3 sans=1,4 T
Haa-Hs'=1, Haa"-H5'=2, 135 135 135 (d,lH) Haa-H5'=1,
1,34 (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) 1,35 ' 1,34 1,35
1,22 1,27 2)=12,5 1,32
(d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H)
(m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
2)=12,7 2=12,4 2=12,4 2J=12,5
3,49
3,49 3,53 3,51 3,51 3,51 3,49 3,49 3,49 (dda, 1H) 3,50
(ddq, 1H) (ddq, 1H) (ddq, 1H) (ddg, 1H) (ddq, 1H) 3.51 (ddq, 1H) (ddq, 1H) (ddq, 1H) 37’ (ddq, 1H)
5 3ns-Har=12,0 | 3shaw=12,0 | 3hsnaw=12,2 | 3snaw=12,4 | 3usnar=12,3 ( ’ 1H) hs-nar=12,3 | 3nsnar=12,0 | 3spar=12,1 H;Z 0 3Jhs-Hap=12,3
m, =12,
*Jhs-n=6,0 3Jns-16=6,2 3Jns-6=5,9 *Jhs-ne=6,3 3Jns-e=6,1 3Jns-e=6,1 3Jns-6=6,3 *Jns-e=6,1 3JH4b 62 *Jhs-1=6,0
3Jh5-Haa=1,8 3hs-Haa=1,8 3Jhs-Haa=1,5 3Jh5-Haa=1,8 3Jhs-Haa=1,6 3hs-Haa=1,8 3Jh5-Haar=1,6 3ns-Haar=1,7 3 ARy 3hs-Haa=1,8
Jns-naa=1,7
1,21 1,24 1,22 1,22 1,23 1,23 1,22 1,22 1,22 1,21 1,22
6’ (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H)
3Jne-Hs=6,1 3Jne-H5=6,2 3Jhe-15=6,2 3Jne-H5=6,2 3Jne-n5=6,2 3Jue-n5=6,1 3Jue-n5=6,1 3Jhe-n5=6,3 3Jne-n5=6,1 3Jne-n5=6,1 3Jhe-H5=6,2
- 2,27 2,25 2,26 2,26 2,25 2,26 2,17 2,16 2,18 2,17 2,17
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
N 2,27 2,25 2,26 2,26 2,25 2,26 2,17 2,16 2,18 2,17 2,17
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
9’ — o o — o — — — — — —
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H AZM AZM-OH AZM-1 AZM-2 AZM-3 AZM-4 AZM-5 AZM-6 AZM-7 AZM-8 AZM-9
4,75
(Sj;;:) 5,28 5,31 5,29 5,29 5,32 5,33 5,32 5,30
Yrtoir=2,5 (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H)
2J=12,6 2J=12,7 2J=12,8 2J=12,8 2J=12,8 2J=12,8 2)=12,8 2)=12,8
10 4,68
(dd, 1H) 5,26 5,24 5,25 5,20 5,20 5,20 5,20 5,20
2/-15,6 (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H)
Yo 2)=12,7 2J=12,7 2J=12,7 2)=12,8 2J=12,8 2J=12,9 2J=12,8 2J=12,8
H12=2,5
2,46
12 . N 4JH1§'1:—|3;:’)=2,5 7,64 7,59 7,63 7,54 7,61 7,64 7,65 7,56
oy (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H)
H106'=2,5
4,43
(tt, 1H) 4,17 5,54 5,62 5,61 5,66 5,52
. (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H)
2)=2,8 4,65 2)=14,8 2J=15,3 2J=15,3 2J=15,5 2J=14,9
13 “1?':11’7 (m, 1H)
ng;*:; . 4,15 5,48 5,56 5,57 5,61 5,46
31H13‘-H18a‘=’3 g (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H)
’ 2)=2,6 2)=14,8 2J=15,2 2J=15,5 2J=15,6 2J=14,9
3Jh13-H182=3,8
2,19 2,17
(m, 1H) 1,94 (m, 1H)
1 (m, 1H)
1,72 1,96
(m, 1H) (m, 1H)
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H AZM AZM-OH AZM-1 AZM-2 AZM-3 AZM-4 AZM-5 AZM-6 AZM-7 AZM-8 AZM-9
1,93 1,50 1,83
(m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) 26 7,37 7,34 7,40 7,25
15’ (m’ 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H)
1,47 0,99 1,59 ’ s 16=8,0 | nisn1e=8,1 | ism16=8,8 | 3Jn1s16=8,6
(m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
1,78 1,72 1,71
(m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) 2 7,64 7,68 8,23 7,07
16’ ' (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H)
(m, 1H)
1,30 1,24 1,64 Ser1s=8,1 | men15=8,3 | Jier15=8,8 | 3Jn1e+15=8,6
(m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
1,93 1,71
. (m, 1H) 60 (m, 1H) 136
(m, 2H) (m, 1H)
1,47 1,64
(m, 1H) (m, 1H)
2,19 1,72 1,83
(m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) 3 7,64 7,68 7,40 7,07
18’ --- --- --- (m' 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H)
1,72 1,24 1,59 ’ gn19=8,1 | Mugn190=8,3 | Jmgwo=8,8 | Jnig-n19=8,6
(m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
1,50 2,17
(m, 1H) (m, 1H) a6 7,37 7,34 8,23 7,25
19’ ' (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H)
(m, 1H)
0,99 1,96 3mio-n18=8,0 | Jnion1e=8,1 | Mign18=8,8 | 3Ju1o+18=8,6
(m, 1H) (m, 1H)
2o 2,25
(s, 3H)
5,01
17 (d, 1H)
3Ju1r=4,6
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H AZM AZM-OH AZM-1 AZM-2 AZM-3 AZM-4 AZM-5 AZM-6 AZM-7 AZM-8 AZM-9
2,33
(d, 1H)
2J=15,3
2” - . - . - - . i - .
1,56
(dd, 1H)
2J=15,1
3Jn2rn17=4,9
3” - - - - - - - - - - -
3,01
R
3mar-157=9,8
3Ja0n=9,8
4,06
” (dg, 1H)
5 - . - . - - . — — —
3us7nar=12,3
3usne=6,2
1,30
6” (d, 3H) - - -—- - -—- -—- - -- -- --
®Jue-H5=6,6
(s, 3H)
o 3,31
(s, 3H)
o ( 2’ ) H * * * * * * * * * * *

* - wymienne ze $ladami wody obecnymi w uktadzie
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Tabela 4. Przesuniecia chemiczne zarejestrowane w widmach 3C NMR [ppm] i state sprzezer J [Hz] dla AZM i AZM-OH oraz pochodnych AZM-1
— AZM-9 w CDCls.

C AZM AZM-OH AZM-1 AZM-2 AZM-3 AZM-4 AZM-5 AZM-6 AZM-7 AZM-8 AZM-9
1 178,6 177,8 177,6 177,6 177,6 177,6 177,6 177,6 177,5 177,6 177,6
2 45,1 44,7 44,2 44,2 44,2 44,2 44,2 44,1 44,0 44,2 44,1
3 78,8 79,6 78,8 78,9 78,9 79,0 78,9 78,8 78,6 78,8 78,8
4 41,4 36,1 35,9 35,8 35,9 35,9 35,9 35,9 35,9 35,9 35,9
5 84,1 95,2 87,2 88,1 87,9 88,2 87,9 87,8 87,4 87,7 87,8
6 73,7 73,2 73,2 73,2 73,2 73,2 73,2 73,2 73,1 73,2 73,2
7 42,6 42,1 42,6 41,7 41,7 41,7 41,7 41,6 41,5 41,7 41,7
8 26,9 26,7 26,5 26,4 26,5 26,4 26,5 26,4 26,3 26,5 26,4
9 70,2 71,1 71,2 71,2 71,2 71,3 71,2 71,2 71,0 71,2 71,2
10 62,1 62,6 62,6 62,7 62,7 62,7 62,6 62,6 62,5 62,7 62,6
11 74,7 75,9 75,6 75,9 76,1 76,0 76,1 76,2 76,0 76,0 76,0
12 74,5 74.4 74,4 74,4 74,4 74,4 74,4 74,4 74,3 74,4 74,4
13 77,7 77,5 77,9 77,7 77,9 77,8 77,9 77,8 77,8 77,9 77,8
14 21,3 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 20,9 21,0 21,0
15 11,4 11,0 11,1 11,0 11,1 11,1 11,1 11,1 11,0 11,1 11,1
16 15,4 16,2 16,3 16,2 16,3 16,3 16,3 16,3 16,2 16,3 16,3
17 9,4 8,0 7,4 7,1 7,2 7,2 7,2 7,3 7,2 7,3 7,3
18 27,5 25,9 26,2 26,2 26,2 26,2 26,1 26,2 26,1 26,3 26,2
19 22,1 21,3 21,5 21,4 21,5 21,5 21,5 21,5 21,4 21,5 21,5
20 36,6 37,3 37,0 36,9 37,0 37,0 37,0 37,0 36,9 37,0 37,0
21 7,8 7,8 7,7 7,7 7,8 7,7 7,7 7,7 7,6 7,7 7,8
22 16,3 16,1 16,1 16,2 16,2 16,2 16,2 16,2 16,1 16,2 16,2
1 103,1 107,0 1001, 100,5 100,5 100,6 100,4 100,3 100,1 100,3 100,3
2 71,3 70,7 76,2 76,2 76,3 76,2 76,3 76,2 76,2 76,3 76,2
3 65,8 65,8 63,3 63,4 63,5 63,5 63,5 63,4 63,3 63,4 63,4
& 29,0 28,1 30,9 30,6 30,7 30,6 30,7 30,6 30,3 30,4 30,5
5 68,8 70,1 69,0 68,9 69,0 69,0 69,0 69,0 68,8 69,0 69,0
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C AZM AZM-OH AZM-1 AZM-2 AZM-3 AZM-4 AZM-5 AZM-6 AZM-7 AZM-8 AZM-9
6 21,7 21,3 21,2 21,1 21,2 21,2 21,1 21,1 21,0 21,2 21,1
7 40,5 40,4 40,8 40,8 40,8 40,8 40,7 40,7 40,6 40,8 40,7
8’ 40,5 40,4 40,8 40,8 40,8 40,8 40,7 40,7 40,6 40,8 40,7
9 154,1 154,6 154,6 154,6 154,3 154,5 154,4 154,5 154,5
10’ 55,2 61,2 61,2 61,2 61,1 61,1 60,9 61,0 61,1
11’ 77,4 142,2 142,6 142,4 143,3 143,1 143,6 143,8 143,4
12/ 76,6 121,5 124,1 121,5 123,5 123,4 123,8 123,9 123,4
13’ 60,2 56,7 62,7 54,4 54,2 53,4 53,3 53,6
130,4
14’ 33,7 38,9 35,8 134,5 131,4 139,6 141,5
(d)4=3,3
130,1
15’ 25,2 30,6 24,4 128,2 128,3 128,4 128,7
(d) 3/=8,4
116,3
16’ 25,2 25,6 27,9 129,3 129,9 132,9 124,5
(d) 2=21,8
163,0
17’ 25,2 26,2 27,9 129,0 139,0 113,0 148,2
(d) U=248,6
116,3
18’ 33,6 25,6 24,4 129,3 129,9 132,9 124,5
(d) 2=21,8
130,1
19’ 30,6 35,8 128,2 128,3 128,4 128,7
(d) 3/=8,4
20’ 21,3 118,0
1” 95,3
3” 73,0
g 78,3
5” 65,6
6" 18,5
8” 49,5
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Tabela 5. Przesuniecia chemiczne zarejestrowane w widmach *H NMR [ppm] i state sprzezen J [Hz] dla pochodnych AZM-10 — AZM-19 w CDCls.

H AZM-10 AZM-11 AZM-12 AZM-13 AZM-14 AZM-15 AZM-16 AZM-17 AZM-18 AZM-19
1 — — — — — — — — — —
2,61 2,62 2,65 2,66 2,66
, (dq, 1H) (dq, 1H) 2,63 2,63 2,64 (dg, 1H) 2,63 (dg, 1H) (dq, 1H) 2,62
3JH2,H3=1O,5 3JH2,H3=1O,5 (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) 3-IH2—H3=10;5 (m, 1H) 3-’H2—H3=10;4 3-’H2—H3=10;4 (m, 1H)
3Jh2-116=6,8 3Jh2-116=6,8 3Jh2-116=6,9 3JH2-116=6,9 3Jh2-116=6,8
3,64 3,66 3,66 3,66 3,67 3,67 3,66
3 (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (:;’i(sH) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (n§’615H) (r:1617H)
3/n3-12=10,6 3u3-12=8,7 3Jha-2=7,1 ' 3Jn3-12=10,5 3Jn3-12=10,7 3Jn3-12=10,5 3u3-12=10,7 ’ ’
4 2,23 2,25 2,25 2,25 2,26 2,27 2,27 2,27 2,25 2,24
(m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
3,57 3,58 3,59 3,58 3,58 3,61 3,60 3,60 362 363
5 (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (. TH) (. 1H)
3Jnsna=1,4 3Jusna=1,7 3Jus-1a=1,6 3J45-1a=6,0 3Jusna=1,4 3Jus-na=1,6 3Jus-na=1,7 3Jhs-1a=1,6 ! !
6 — — - — — — — — — —
1,55 1,56 1,56 1,56 1,56 1,59 1,57 1,59 1,59 1,59
(d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H)
7 2J=14,1 2J=14,4 2J=14,4 2J=13,9 2J=14,4 2J=14,2 2J=14,0 2J=14,2 2J=14,3 2J=13,8
1,27 1,26 1,26 1,28 1,30 1,30 1,30 1,30 1,30 1,30
(m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
3 1,90 1,90 1,90 1,90 1,88 1,90 1,89 1,90 1,89 1,90
(m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
2,48 2,50 2,50 2,48 2,50 250 2,50
(dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) 550 (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) 2,49 2,50
2J=12,2 2J=12,2 2J=12,2 g od 2J=12,3 o 2J=12,2 (d, 1H) (m, 1H)
9 3no-H8=2,8 3no-+8=2,9 3no-18=2,9 (m, 1H) y / ’1%’320 3no-18=2,9 3 / ‘12_'22 8 3Jo-H8=2,9 2/=10,9
. Ho-H8=3, Ho-H8=2, 2,06
2,05 2,06 2,06 ’ 2,09 2,09 2,09 t, 1H
(t, 1H) (t, 1H) (t, 1H) (m, 1H) 2,06 (t, 1H) 2,07 (t, 1H) (m, 1H) 2(J=11,23
2)=11,9 2=11,8 2=11,8 (m, 1H) 2=12,4 (m, 1H) 2=12,2
10 2,72 2,73 2,73 2,76 2,74 2,74 2,74 2,74 2,76 2,74
(m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
11 3,61 3,63 3,63 3,62 3,63 3,64 3,63 3,63 3,66 3,64
(m, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
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H AZM-10 AZM-11 AZM-12 AZM-13 AZM-14 AZM-15 AZM-16 AZM-17 AZM-18 AZM-19
3JH12-H10=5,7 3JH11-110=5,7
4,68 4,69 4,69
! ! ! 4,67 4,71 4,71 4,70
(dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) 4,67 (dd, 1H) (dd, 1H) 4,70 (dd, 1H) 4,72 (d, 1H)
13 31z 31z uis- (d, 1H) 3 _ 3 _ 3 _ (d, 1H) 3
Jn13-H14v=10,8 'Ju13-H14p=10,8 (m, 1H) Ju13-H14=10,8 Jh13-
H146=10,7 H146=10,7 H14p=10,7 3Ju13-114p=10,0 3 14 3 13 3 13 3Ju13-1146=9,8 2107
usrnamll | Unsrie=l3 | Hhssmesl3 H13-H14a=1, H13-H14a=1, H13-H14a=1, H14b=10,
1,88 1,92 1,92 1,89
(gd:'ii:) 1,90 1,90 1,88 1,90 (m, 1H) 1,98 (m, 1H) (m, 1H) 1,88
14 Jnaa 1574 (m, 1H) (m, 1H] (m, 1H) (m, 1) 1,53 (m, 1H) 1,54 1,54 (m, 1H)
Iasatas=1,7 1,53 1,53 1,51 1,51 (ddd, 1H) 1,51 (ddd, 1H) (ddd, 1H) 1,54
(m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) =142 (m, 1H) =142 =142 (m, 1H)
1,50 ! ! ! ! 3Jh14b-413=10,9 ! 3Jn14b-413=10,9 | 3Jn14p-113=10,9 !
(m, 1H) 3n1ap-n15=7,1 3map-r15=7,1 3Jn1ab-H15=7,1
0,87 0,89 0,89 0,86 0,87 0,87 0,87 0,86 0,84 0,85
15 (t, 3H) (t, 3H) (t, 3H) (t, 3H) (t, 3H) (t, 3H) (t, 3H) (t, 3H) (t, 3H) (t, 3H)
3hisH1ga=7,4 | hishiga=7,4 | 3Jn1sh14a=7,4 3h15-H14a=7,3 3/H15-H142=7,3 3Jh15-H142=7,5 3Jh15-H14a=7,4 3Jh15-H14a=7,5 3Jh15-H14a=7,4 3Jh15-H14a=7,4
3h1s-1a6=7,4 | 3asn1a=7,4 | 3Jnis-ni1an=7,4 3Jh15-H140=7,3 3JH15-H146=7,3 3Jh15-H14b=7,5 3Jh1s-n14b=7,4 3JH15-H14b=7,5 3Jh1s-H14b=7,4 3Jh1s-H14b=7,4
1,25 1,27 1,27 1,26 1,26 1,27 1,26 1,26 1,23 1,26
16 (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H)
3Jh16-H2=6,8 3Jh16-H2=6,8 3Jh16-H2=6,8 3Jn16-H2=6,9 3Jh16-H2=6,8 3Jh16-H2=6,8 3Jh16-H2=6,8 3Jh16-H2=6,8 3Jh16-H2=6,8 3Jh16-H2=6,8
0,78 0,78 0,78 0,78 0,81 0,87 0,84 0,86 0,78 0,84
17 (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H)
3J17-Ha=7,4 3JH17-Ha=7,5 3J17-Ha=7,5 3JH17-Ha=7,5 317-Ha=7,5 3JH17-Ha=7,6 3JH17-Ha=7,5 317-Ha=7,6 3JH17-Ha=7,5 3JH17-Ha=6,8
18 1,22 1,23 1,23 1,24 1,23 1,25 1,24 1,25 1,25 1,25
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
0,90 0,91 0,91 0,91 0,91 0,93 0,92 0,93 0,93 0,91
19 (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H)
3JH19-08=7,0 3JH19-H8=6,8 3JH19-H8=6,8 3Jh19-18=6,9 3Jn19-08=7,0 3Jh19-08=7,0 3Jh19-08=7,0 3JH19-48=7,0 3Jh19-08=7,0 3JH19-H8=6,9
20 2,35 2,36 2,36 2,36 2,35 2,37 2,36 2,37 2,36 2,36
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
1,10 1,12 1,12 1,12 1,11 1,12 1,11 1,12 1,12 1,11
21 (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H)
3JH21-H10=6,9 3JH21-H10=6,9 3JH21-H10=6,9 3JH21-H10=6,9 3/H21-H10=6,9 3JH21-H10=6,9 3JH21-H10=6,9 3J121-110=6,9 3J121-H10=6,6 3Ju21-H10=6,7
2 1,05 1,06 1,06 1,05 1,05 1,07 1,05 1,07 1,07 1,05
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
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H AZM-10 AZM-11 AZM-12 AZM-13 AZM-14 AZM-15 AZM-16 AZM-17 AZM-18 AZM-19
4,73 4,73 4,73 4,74 4,73 4,76 4,76 4,76 4,76 4,77
1 (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H)
3wr-w2=7,6 3wr-w2=7,6 3wr-w2=7,6 3Jwrw2=7,6 3wr-w2=7,6 3wr-H2=7,6 3wr-n2=7,6 3wr-w2=7,6 3wr-w2=7,6 3wr-w2=7,5
4,53 4,54 4,54 4,57 4,55 4,57 4,56 4,56 4,56 4,60
Y (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H)
3Ju2-3=10,5 3Ju2-3=10,5 3Ju2-n3=10,5 3Ju2-n3=10,5 3Ju2-13=10,5 3Ju2-n3=10,5 3Ju2-n3=10,5 3Ju2rn3=10,5 3Ju2-n3=10,5 3)hrnz=10,4
3hz-nr=7,6 3hz-nr=7,6 3hz-nr=7,6 3h2nr=7,6 3hz-nr=7,6 Ynznr=7,7 3h2-h1=7,6 3nznr=7,7 3h2-H1=7,6 3h2-hr=7,6
3 2,69 2,73 2,73 2,72 2,70 2,71 2,72 2,71 2,71 2,72
(m 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
1,69 1,71 1,71 1,71 1,72 1,72 1,72
(ddd, 1H) (ddd, 1H) (ddd, 1H) (ddd, 1H) (ddd, 1H) (ddd, 1H) (ddd, 1H)
2= 2 2= 1,72 . - - 0 1,67 1,74
J=12,9 J=12,9 J=12,9 (m, 1H) J=12,9 J=12,5 J=12,8 J=12,6 (m, 1H) (m, 1H)
w 3nsanz=4,4 3naan3=4,3 3naan3=4,3 ! 3Jnaa-n3=4,9 3naa-nz3=4,2 3naanz3=4,3 3haa-nz=4,2 ’ ’
3uaz-ws=1,7 3Juaz-ns=1,6 3Juaz-ns=1,6 1,34 3naz-ws=1,7 *Jnazns=1,6 *Jraans=1,7 *Jnaa 15=1,7 1,30 1,35
1,35 1,34 1,34 (m, 1H) 1,34 1,35 1,34 1,35 (m, 1H) (m, 1H)
(m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
3,48 3,49 3,49 3,49 3,49 3,49 3,47
(ddq, 1H) (ddq, 1H) (ddg, 1H) (ddg, 1H) (ddg, 1H) (ddg, 1H) (ddg, 1H)
, 3 _ 3 _ 3 _ 3,50 3,49 3 B 3 - 3 N 3 N 3,52
5 Jns'-Hay=12,2 Jns'-Haw=12,3 Jus'-Hay=12,3 (m, 1H) (m, 1H) Jus'-har=12,3 JHs'-Har=12,0 JHs'-Hay=12,3 Jns'-har=12,3 (m, 1H)
3Jus-n6=6,0 3ns-ne=6,1 3Jhs-ne=6,1 ’ ’ 3Jus-ne=6,1 3Jus-ne=6,1 3Jhs-1e=6,1 3Jus-ne=6,2 ’
3ns-naa=1,8 3ns-naa=1,7 3 s -naa=1,7 3ns-naa=1,6 3Hs-Haa=2,2 3 s -haa=1,7 3ns-naa=1,7
1,21 1,22 1,22 1,22 1,22 1,23 1,23 1,23 1,18 1,23
6’ (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H)
3Jue-H5=6,3 3Jue-H5=6,2 3Jue-15=6,2 3Jue-H5=6,2 3Jue-15=6,1 3Jue-H5=6,1 3Jue-H5=6,1 3Jue-15=6,1 3Jue-H5=6,1 3Jue-H5=6,0
B 2,14 2,18 2,18 2,25 2,23 2,23 2,23 2,22 2,20 2,25
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
g 2,14 2,18 2,18 2,25 2,23 2,23 2,23 2,23 2,20 2,25
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
9 - - - — — — — — —
5,31 5,30 5,30 5,29 5,37 5,38 5,37 5,38 5,31 5,30
(d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H)
2J=12,8 2J=12,8 2J=12,8 2J=12,7 2J=13,6 2J=12,8 2J=13,1 2J=12,8 2J=12,6 2J=12,8
10
5,19 5,20 5,20 5,22 5,19 5,16 5,20 5,16 5,13 5,19
(d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H)
2J=12,8 2J=12,8 2J=12,8 2J=12,6 2J=12,8 2J=12,3 2J=13,0 2J=12,3 2J=12,6 2J=12,8
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H AZM-10 AZM-11 AZM-12 AZM-13 AZM-14 AZM-15 AZM-16 AZM-17 AZM-18 AZM-19
12" 7,59 7,56 7,56 7,82 7,84 7,95 7,99 7,95 7,90 7,81
(s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H)
5,61 5,51 5,51
(d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) 6.17
2J=15,3 2J=15,0 2J=15,0 376 5,77 5,87 6,17 5,94 (t ’lH)
13’ (m' 2H) (d, 1H) (d, 1H) - (d, 1H) (d, 1H) . :-|14 =65
5,55 5,46 5,46 ’ 313-H14=8,8 3h13-14=9,3 3Jh13-14=10,0 313-H14=9,8 3 ; a,=6’5
(d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) HISTHLATEY
2J=15,2 2J=14,9 2J=14,9
3,00
5,37 5,52 575 5,38 4,27 (m, 1H)
” 2,33 (t, 1H) (dd, 1H) @ (dd, 1H) (dd, 1H)
(m, 2H) 3Jn1a-113=8,7 3Jm1a-115=10,2 3w ’ -10.7 3Jh1a115=10,2 | 3Ju1a-115=10,0 2,97
3Jh14-115=8,7 3Jh14-113=9,4 MRS 3h14-113=9,4 3JH14-113=9,8 (m, 1H)
5,41 5,26 5,43 4,53 4,03
157 (;'if” (d7’i|(2|) (d7'::ll:;4_|) 4,40 (t, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (:1'[;-5'_')
3JH15’-,H16’:8 0 3JH15’-,H16’:8 5 3JH15’-’H16’=8 4 (m, 2H) 315-H14=9,2 3Jh15-114=10,3 3h1s-114=10,7 | 3Jn15114=10,8 | 3Jn15.114=10,1 !
’ ’ ’ 3Jh15-116=9,2 3Jh15-H16=3,4 3JH15-H16=3,2 3Jh15-H16=3,4 3JH15-H16=8,6
5,13
7,63 7,35 7,51 (ddd, 1H) 26 >,64 >,38 3,84 4,41
, (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H)
16 (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) T T el i S B g (m, 1H)
ugrns=81 | Ungris=85 | Unigns=84 3 i15=9,2 H16-H15'=3, H16-H15'=3, H16'-H15'=3, Hie-H17'=9,
3 257 *Ju1e-117=0,7 *u1e-m17=1,3 *1g-m17=0,7 *Ju16-r15=8,5
H16'-H17a'=3,
3,99
4,29 !
i
2J=11,6 4,24 163 3,79 3 i ',=2 3
3Jn17a-H16=5,6 (ddd, 1H) ’ (ddd, 1H) H7aHIEm S
) (dd, 1H) 4,09
17 - - - - 3Ju17-m18=7,0 361 (m, 1H) 3Ju17-116=9,8 374
3,59 3Jv17-H182=6,1 HL7IE R ’ 3Jv17-H182=3,6 ’
, H17'-H182=6, 3t =10 H17-H18a'=3, (dd, 1H)
(dd, 1H) 3i7-me=1,1 HiTe 317 -n18=1,8 2)=12 5
2J=11,7 !
3Ju1zb-16=10,3 “hiareg=2,4
18’ 7,63 7,35 7,51 7,75 N 4,19 4,28 4,21 3,75 .
(d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H)
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H AZM-10 AZM-11 AZM-12 AZM-13 AZM-14 AZM-15 AZM-16 AZM-17 AZM-18 AZM-19
3Jh1g-H19=8,1 3/H18-H19=8,5 3Jh18-H19=8,4 3Ju18-H19'=5,5 2J=11,4 2J=11,6 2)=11,4 2J=10,9
4Jh1e-H20=3,0 3Jn18a-H17=6,0 3Jn18a-H17=6,7 3m1ga-+17=6,3 | 3Jn1san17=3,8
4,11 4,17 4,14 3,70
(dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H)
2J=11,4 2J=11,6 2)=11,4 2J=11,0
3Jh18b'-H17=6,9 3Jn18b-H17=6,7 3m1sy-H17=6,8 | 3Ju1gp-H17=1,5
4,55
(d, 1H)
7,86
7,36 7,20 7,14 ! 2J=12,1
19 (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) L et
o118=8,0 | on1g=8,5 | 3Jmome=8,4 4JH19’7H21’=3’0 ’ 4,47
. ! (d, 1H)
2=12,1
7,86
o (dd, 1H) 2,05 2,07 2,05
3-/H20’—H21’=5,5 (S, 3H) (S, 3H) (S, 3H)
“h20-H18=3,0
7,75
)y (dd, 1H) 2,05 7,32 7,39
3-IH21’-H20’=5,5 (S, 3H) (m, 1H) (S, 3H)
4h21'-H19=3,0
Sy 2,22 2,21 2,22 7,29 (dl,'zi)
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (m, 1H) Yayripr=1, 1
7,14
(dd, 1H)
23’ . . . . 1,88 . . . 3oz-na2=7,4 .
(s, 3H) 3 haz-H24=7,4
3Jh23-H20=1,8
3Jh23-125=1,8
» 2,01 2,03 2,01 7,29
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (m, 1H)
, 7,32
25 (m, 1H)
i 1,89 1,01 1,72 4,84
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (d, 1H)
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AZM-10

AZM-11

AZM-12

AZM-13

AZM-14

AZM-15

AZM-16

AZM-17

AZM-18

AZM-19

2J=10,8

4,61
(d, 1H)
2/=10,8

27’

28

7,32
(m, 1H)

29’

7,29
(m, 1H)

30

7,19
(dd, 1H)
3h30-H29=7,4
3hz0-H31=7,4
3Jnzo-H2e=1,8
3Jnzo-H32=1,8

31

7,29
(m, 1H)

32

7,32
(m, 1H)

33’

4,87
(d, 1H)
2/=11,6

4,70
(d, 1H)
2=11,6

34

35’

7,32
(m, 1H)

36’

7,29
(m, 1H)

37

7,19
(dd, 1H)
3nz7-m3e=7,4
3nz7-n3e=7,4
3Jnz7-35=1,8
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H AZM-10 AZM-11 AZM-12 AZM-13 AZM-14 AZM-15 AZM-16 AZM-17 AZM-18 AZM-19
3Jna7-n39=1,8
’ 7,29
38 - ) - ) ) (m, 1H)
, 7,32
39 - - - (m, 1H)
40 - - -
, 1,63
4l - - (s, 3H)
5,86 5,86
N(14')H - - - (d, 1H) (d, 1H)

3Jh1a-nn=9,4

3Jh1a-nn=9,4

* - wymienne ze sladami wody obecnymi w uktadzie
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Tabela 6. Przesuniecia chemiczne zarejestrowane w widmach 3C NMR [ppm] i state sprzezeri J [Hz] dla pochodnych AZM-10 — AZM-19 w CDCls.

C AZM-10 AZM-11 AZM-12 AZM-13 AZM-14 AZM-15 AZM-16 AZM-17 AZM-18 AZM-19
1 177,6 177,6 177,6 177,6 177,6 177,6 177,6 177,7 177,7 177,5
2 44,1 44,2 44,2 44,2 44,2 44,1 44,1 44,2 44,1 44,2
3 78,8 78,8 78,8 78,9 78,9 78,8 78,8 78,8 78,8 78,8
4 35,9 35,9 35,9 36,0 35,9 35,9 35,9 36,0 36,0 36,0
5 87,7 87,8 87,8 87,9 87,7 87,5 87,5 87,5 87,4 87,8
6 73,2 73,2 73,2 73,3 73,2 73,3 73,2 73,4 73,4 73,4
7 41,7 41,7 41,7 41,7 41,7 41,7 41,6 41,6 41,6 41,8
8 26,5 26,5 26,5 26,5 26,5 26,5 26,5 26,5 26,5 26,5
9 71,2 71,2 71,2 71,2 71,2 71,2 71,1 71,1 71,1 71,2
10 62,6 62,7 62,7 62,7 62,6 62,6 62,6 62,6 62,7 62,8
11 76,0 76,0 76,0 76,0 76,1 76,0 76,1 75,7 75,7 75,8
12 74,4 74,4 74,4 74,4 74,4 74,3 74,3 74,4 74,4 74,4
13 77,9 77,9 77,9 77,9 77,9 77,8 77,9 77,8 77,8 77,8
14 21,0 21,0 21,0 21,2 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0
15 11,1 11,1 11,1 11,1 11,1 11,1 11,1 11,1 11,1 11,1
16 16,2 16,3 16,3 16,3 16,3 16,2 16,3 16,3 16,3 16,3
17 7,3 7,3 7,3 7,2 7,3 7,3 7,3 7,3 7,4 7,4
18 26,2 26,2 26,2 26,3 26,3 26,2 26,2 26,3 26,3 26,3
19 21,5 21,5 21,5 21,5 21,5 21,5 21,5 21,5 21,5 21,5
20 37,0 37,0 37,0 37,0 37,0 37,0 37,0 37,0 37,0 36,9
21 7,7 7,8 7,8 7,8 7,8 7,7 7,8 7,6 7,6 7,6
22 16,2 16,2 16,2 16,2 16,2 16,2 16,2 16,3 16,3 16,2
1 100,3 100,3 100,3 100,5 100,3 100,2 100,1 100,1 100,1 100,4
2 76,3 76,3 76,3 76,3 76,4 76,4 76,5 76,2 76,2 76,2
3 63,4 63,4 63,4 63,5 63,5 63,5 63,5 63,5 63,4 63,4
& 30,4 30,5 30,5 30,7 30,6 30,5 30,3 30,7 30,7 30,1
5 69,0 69,0 69,0 69,0 69,0 69,0 69,0 68,9 68,9 69,0
6 21,1 21,2 21,2 21,0 21,2 21,1 21,2 21,1 21,1 21,2
7 40,7 40,7 40,7 40,9 40,8 40,7 40,8 40,8 40,8 40,7
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C AZM-10 AZM-11 AZM-12 AZM-13 AZM-14 AZM-15 AZM-16 AZM-17 AZM-18 AZM-19
8’ 40,7 40,7 40,7 40,9 40,8 40,7 40,8 40,8 40,8 40,7
9’ 154,5 154,5 154,5 154,5 154,4 154,6 154,5 154,4 154,4 154,5
10’ 61,0 61,1 61,1 61,1 60,8 60,9 60,7 60,8 60,9 61,7
11/ 143,6 143,4 143,4 142,7 143,4 143,4 144,1 143,1 142,6 143,1
12’ 123,7 123,5 123,5 124,2 122,1 122,3 122,2 123,0 123,3 124,0
13’ 53,7 53,6 53,6 48,1 86,5 86,5 86,8 86,2 86,2 89,4
14’ 138,5 135,1 133,5 29,7 70,6 68,1 69,3 55,4 55,3 37,6
15’ 128,3 129,5 129,8 35,1 72,1 70,9 68,4 71,2 81,4 70,8
16’ 126,3 129,5 132,5 168,4 68,5 67,0 66,2 68,0 78,2 85,4
(d) 3/=3,8
17’ 131,3 133,0 123,2 132,0 65,7 74,2 74,4 74,0 78,1 61,0
(q) 2=32,8
126,3
18’ 129,5 132,5 123,6 170,0 61,3 60,7 61,5 68,5 150,6
(d) 3/=3,8
19’ 128,3 129,5 129,8 134,4 20,7 170,4 170,2 170,4 73,7 163,8
20 123,4 --- --- 134,4 169,8 20,7 20,7 20,7 137,8 111,5
(q) U=235,5

21 --- --- --- 123,6 20,7 170,0 169,7 170,0 128,6 137,9
22 --- --- --- 132,0 160,0 20,7 20,7 20,7 128,0 12,6
23’ - - - 168,4 20,3 166,9 169,5 166,9 127,9 -
24 - - - - - 20,6 20,5 20,6 128,0 ---
25’ --- --- --- --- --- 169,1 168,4 169,4 128,6 -
26’ --- --- --- --- --- 20,3 20,4 20,3 75,1 -
27’ 111,1 137,8
28’ 128,6
29’ --- --- --- --- --- - - - 128,0 -
30’ 128,1
31 - - - - - - - - 128,0 -
32 --- --- --- --- --- - - - 128,6 -
33’ --- --- --- --- --- - - - 75,2 -
34 - - - - - - - - 138,1 -
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C AZM-10 AZM-11 AZM-12 AZM-13 AZM-14 AZM-15 AZM-16 AZM-17 AZM-18 AZM-19
35’ - - - 128,7
36’ - - - 128,2
37’ - - - 128,2
38’ - - - 128,2
39’ - - - 128,7
40’ - - - 170,7
47 - - - 23,1
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Tabela 7. Przesuniecia chemiczne zarejestrowane w widmach *H NMR [ppm] i state sprzezen J [Hz] dla antybiotyku AZM oraz pochodnych
AZM-21 - AZM-29 w DMSO-de.

H AZM AZM-21 AZM-22 AZM-23 AZM-24 AZM-25 AZM-25’ AZM-27 AZM-28 AZM-29
1 - - - - - — - — - —
5 2,69 2,67 2,67 2,67 2,68 2,68 2,68 2,68 2,69 2,70
(m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
4,19
4,18 4,18 4,19 4,18
(dd, 1H) 4,15 4,15 4,15 4,12 4,18
3 5 (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (d, 1H)
Jnz-12=4,8 (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
3 3Jh3-Ha=3,0
Jn3-Ha=1,8
4 1,91 1,93 1,91 1,91 1,92 1,96 1,96 1,94 1,95 1,95
(m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
3,54 3,53 3,53 3,52 3,57 3,58 3,57
3,56 3,57 3,57
5 (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H)
5 5 (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
Jus-Ha=7,2 Jus-Ha=6,9 %JH5-H4=6,9 3JH5-Ha=5,9 3 Jus-na=7,1 3Jhs-Ha=7,0 3 Jns-Ha=7,3
6 - - - - - — - — - —
1,56 1,50
(d, 1H) (d, 1H) 1,61
1,75 1,56 1,58 1,59 1,60 1,60 1,60
2J=14,4 ’J=14,8 (d, 1H)
(m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) 2214 6 (m, 1H)
7 - ’
1,29 1,29
1,27 1,30 1,30 1,26 1,27 1,27 1,38
(dd, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (dd, 1H) 1,33 (m, 1H)
ml m’ m’ ml ml ml mI
2J=14,4 ’J=14,9 (m, 1H)
3Ju7-n8=7,2 3Ju7b-n8=7,9
8 1,91 1,91 1,92 1,92 1,92 1,90 1,90 1,90 1,92 1,93
(m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
2,38 2,38 2,37 2,36 2,38 2,38 2,38 2,38 2,39 2,37
(dd, 1H) (m, 1H) (d, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (m, 1H)
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H AZM AZM-21 AZM-22 AZM-23 AZM-24 AZM-25 AZM-25’ AZM-27 AZM-28 AZM-29
2J=12,0 2J)=12,5 2)=11,8 2J=12,1
3Jr9a-ns=7,7 2,12 2,12 2,13 2,13 2,13 2,14
(t, 1H) 2,12 (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) 2,13 2,14 (m, 1H)
2,13 2j=11,7 (m, 1H) (t, 1H) (m, 1H)
(dd, 1H) 2j=11,7
2J=12,0
3Jrob-ns=1,8
10 2,69 2,67 2,67 2,67 2,65 2,67 2,67 2,68 2,69 2,70
(m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
3,48 3,44 3,44 3,44 3,44 3,42 3,42 3,44 3,45 3,45
11 (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H)
3J111-110=6,0 3JM11-n10=7,6 3JH11-H10=8,2 3JH11-H10=8,4 3JH11-H10=8,4 3J11-H10=8,4 3JH11-H10=8,4 3JH11-H10=8,4 3J411-10=8,2 3JH11-H10=8,2
12 -—- -—- -—- -—- -—- - -—- - -—- -
4,76 4,75 4,75
4,77 4,76
(dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H)
(dd, 1H) 3 4,75 4,75 4,74 4,80 4,80 3 3 (d, 1H)
13 3 Ju13- Jh13- JH13- 3
JH13-H146=9,6 (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) JH1s-
3 H14b=10,1 H140=10,2 H14b=10,0
JH13-Ha=2,7 3 3 3 H140=10,0
JH13-Ha=2,9 'JH13-Ha=2,8 JH13-Ha=2,8
1,80 1,79 1,78 1,79 1,79
(ddg, 1H) 1,78 (dqd, 1H) (dqd, 1H) (dqd, 1H) (dqd, 1H)
2)=14,1 (m, 1H) 2J=15,1 2J=15,0 2J=15,2 ?J=15,1
3JH142-H13=9,6 1,78 1,79 3JH14a-H15=7,5 1,77 1,77 3 JH14a-015=7,5 | 3Jn1sa-n15=7,5 | 3Jn14a-n15=7,5
3 Jh14a-H15=7,2 1,37 (m, 1H) (m, 1H) 3JH14-H13=2,7 (m, 1H) (m, 1H) 3Jh14a-113=2,8 | *Jn14a-113=2,8 | 3JH14a-n13=2,6
14 (ddg, 1H)
1,40 2)=14,7 1,35 1,37 1,37 1,39 1,39 1,37 1,38 1,38
(ddg, 1H) 3 J1140- (m, 1H) (m, 1H) (ddd, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (ddd, 1H) (ddd, 1H) (ddd, 1H)
2)=14,1 H13=10,3 2J=15,0 2)=14,2 2)=14,2 ?)=14,8

3J114b-113=9,6

% JH1ab-H15=2,7

3 Jn1ab-115=7,4

%JH14bH13=10,1

3Jh1ab-H15=7,1
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% Jh14bH13=10,1

3 Jn1ab-H15=7,2

%JH14bH13=10,1

% JH1ab-H15=7,2

%Jh14bH13=10,1

3 Jn1ab-H15=7,2



H AZM AZM-21 AZM-22 AZM-23 AZM-24 AZM-25 AZM-25’ AZM-27 AZM-28 AZM-29
0,82 0,79 0,80 0,80 0,79 0,79 0,79 0,80 0,80 0,81
15 (t, 3H) (t, 3H) (t, 3H) (t, 3H) (t, 3H) (t, 3H) (t, 3H) (t, 3H) (t, 3H) (t, 3H)
3h15-H14a=7,2 | ¥h15h14a=7,4 | ¥h1sh14a=7,4 | ¥h1sn14a=7,4 | 3h1sn14a=7,4 | 3Jhis-n14a=7,4 | *h1s-n14a=7,4 | h1sh14a=7,4 | *Jh1s-n140=7,4 | 3Jn1s-H142=7,5
3uisi1a0=7,2 | 3uishiaw=7,4 | 3uis-n1a0=7,4 | 3uisn1a0=7,4 | 3Jnis-1a=7,4 | 3Juis-n1a0=7,4 | 3Jnis-niaw=7,4 | 3Juisiae=7,4 | 3Jnis-m1ab=7,4 | 3Juis-n140=7,5
1,11 1,09 1,09 1,09 1,04 1,08 1,08 1,10 1,10 1,11
16 (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H)
3Ju16-H2=7,8 3Jui6-H2=7,5 3Jnie-H2=7,3 3Jn16-H2=7,5 3Juie-H2=7,1 3Ju16-H2=7,5 3Ju16-H2=7,5 3Ju16-H2=7,5 3Jui6-H2=7,5 3JnieH2=7,4
0,98 0,95 1,02 1,02 0,94 0,94 0,94 0,99 0,98 0,98
17 (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H)
3Jh17-14=7,8 3JH17-H4=6,2 3J117-H4=6,7 3J117-H4=6,7 3Jh17-04=7,1 3Jn17-H4=7,1 3Jh17-1a=7,1 3Jn17-H4=7,5 3Jh17-1a=7,7 3Jn17-H4=7,5
18 1,20 1,17 1,17 1,17 1,15 1,20 1,20 1,19 1,20 1,20
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
0,88 0,85 0,85 0,85 0,87 0,87 0,87 0,86 0,87 0,88
19 (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H)
3Jn19-H8=6,6 3Jn19-H8=6,8 3Jn19-H8=6,5 3Jn19-H8=6,5 3Jn19-18=6,0 3Jn19-H8=6,8 3Jn19-H8=6,8 3Jn1o-s=7,1 3Ju19-u8=7,0 3Jn19-18=6,7
2,23 2,21 2,21 2,21 2,21 2,21 2,21 2,21 2,20 2,23
20 (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
0,97 0,93 0,93 0,93 0,92 0,92 0,92 0,95 0,95 0,98
21 (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H)
3J119-H8=6,6 3J119-H8=6,9 3Jn19-H8=7,2 3Jn19-H8=7,2 3J119-H8=7,5 3JH19-H8=8,6 3J119-H8=8,6 3JH19-H8=6,7 3J19-08=7,0 3JH19-H8=7,5
y 1,04 1,01 1,04 1,04 1,03 1,02 1,02 1,03 1,03 1,04
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
4,43 4,46 4,45 4,44 4,42 4,60 4,60 4,44 4,50 4,45
i (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H)
3 _ 3 _ 3 - 3 - 3 - (m, 1H) (m, 1H) 3 - 3 - 3 -
JHr-v2=7,2 Jnr-n2=7,0 JH1-H2=6,9 JH1-H2=6,9 Jn1-w2=7,0 JHr-v2=7,0 JH1-H2=6,7 JH1-H2=6,8
3,05
5 (ddd, 1H) 3,58 3,54 3,55 3,56 3,60 4,94 3,67 3,68 3,62
3Jh2-n3=10,2 (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
3wrnr=7,2
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H AZM AZM-21 AZM-22 AZM-23 AZM-24 AZM-25 AZM-25’ AZM-27 AZM-28 AZM-29
3Juz-on=2,4
2,43
(ddd, 1H)
, 3 3,43 3,45 3,45 3,54 3,48 3,48 3,44 3,63 3,55
3 Jn3-v2=12,6
(m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
3Jh3-Hab=10,2
3Jnz-n4a=3,9
2,04
1,61
2,01 2,01 (dd, 1H)
(ddd, 1H) 2,03 2,03 2,03
,5 (dd, 1H) (dd, 1H) 2,28 2,28 3 Jhap-n3=10,8 2,15
J=12,0 3 (d, 1H) (d, 1H) 3 3 (m, 1H)
3 Jraa-n3=10,5 | , 3 JHaa-13=10,5 (m, 1H) (m, 1H) Jrap-ns'=4,1 (m, 1H)
, Jhab-n3=3,9 3 Jhaa-n3=10,2 | *Jhsa-n3=10,2 3
4 ws=1 8 Jnaar-ns=3,8 JHaa-ns=3,9 160
1,67 1,90 1,58 1,67
1,56 1,56 (d, 1H)
1,50 1,59 (m, 1H) (m, 1H) (d, 1H) (m, 1H) 5
1,08 (m, 1H) (m, 1H) 3 ] =12,7
(m, 1H) (m, 1H) Jrap-n3=10,4
(m, 1H)
3,68
(ddq, 1H)
, 3 3,72 3,74 3,74 3,77 3,70 3,70 3,67 3,74 3,71
5 Jus-nab=11,4
(m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
3 Jns-He=6,0
3Jus-n14a=1,8
1,10 1,17 1,14 1,16 1,17 129 122 1,15 1,17 1,25
6 (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) ’ ’ (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H)
(m, 3H) (m, 3H)
3Jug-ns=6,0 3Jug-ns=7,0 3Jug-ns=6,1 3Jue-n5=6,5 3Jug-ns=7,0 3Ju6-H5'=6,2 3Jug-ns'=6,4 3Jue-ns=6,4
- 2,24 2,97 2,97 2,97 3,26 3,28 3,28 2,99 3,06 3,14
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
g 2,24 3,03 3,01 3,01 3,25 3,30 3,30 3,07 3,06 3,15
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
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H AZM AZM-21 AZM-22 AZM-23 AZM-24 AZM-25 AZM-25’ AZM-27 AZM-28 AZM-29
- 4,26 4,60
(dd, 1H) (dd, 1H) 4,83 4,98 4,89 5,12
4,30 2)=12,6 2J=16,3 (d, 1H) 4,36 4,36 (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H)
(m, 1H) 3 how-H10=8,4 | *Jnea-n1r=2,5 2J=15,8 (m, 1H) (m, 1H) 2J)=12,6 2J=12,6 2J=14,0
9’
4,14 4,17 4,53 4,53 4,30 4,30 4,73 4,64 5,07
(m, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (d, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H)
2)=13,0 2J=16,1 2)=16,1 2)=12,1 2J=13,1 2J=14,0
3Jnoa-n10=8,2 | “Juop-n11=2,6
- 5,42
5,69 (t, 1H)
10’ o — . — . — .
(m, 1H) 3Jm10-How=7,4
3 Jh10-how=7,4
- 6,03
4,18 7,30
(dg, 1H) 7,27 7,10
(t, 1H) 2,86 3,80 (dd, 1H)
11 3 Jh11- - 4 --- 3 (d, 1H) (d, 1H)
134 JH1r-no=2,4 (s, 3H) (m, 1H) 'JH1r-H12=5,0 3 6 | ¥ 38
3 = '6 : #i11-Hep=2,4 1r-m13=1,3 HITHIZES) HIT-HZ=S)
H11-H10=6,
- 7,70
L7 1,75 2,93 (dd, 1H) 7,79 7,76
12’ (d, 1H) 5 31 5 3 ey (@IH) (d, 1H)
S, S, - =9,
3 i12-1r=7,9 . Hizeait 3iz-n11=5,7 | 3Jn1z-m11=3,8
JH12-H13=2,9
— 7,85
1,82 (dd, 1H)
13’ — o — - — — i
(s, 3H) 3Jn13-112=3,0
*J h1z1r=1,2
4,87 4,86 4,83 4,86 4,87 4,88
1” (d, 1H) (d, 1H) 4,86 4,86 (d, 1H) 4,87 487 (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H)
' ' (m, 1H) (m, 1H) ' (m, 1H) (m, 1H) ’ ' ’

3417 -H26"=5,0

3 i1 m2p=4,8

3 i1 H2pv=4,8
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3 h17-nae=4,8

3 Jurnp=4,2

3 h17-nae=4,8



H AZM AZM-21 AZM-22 AZM-23 AZM-24 AZM-25 AZM-25’ AZM-27 AZM-28 AZM-29
2,29 2,26 2,28 2,29 2,28
2,27 2,27 2,27
(d, 1H) 2,27 2,27 (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H)
) (d, 1H) ; (d, 1H) (d, 1H) ) ; )
J=15,0 5 (d, 1H) (d, 1H) J=15,0 5 5 J=15,0 J=15,0 J=15,1
J=15,0 J=15,2 J=15,2
5 2J=15,0 2J=15,0
1,53 156 1,53 153 153 1,52 1,54 1,54
(dd, 1H) ’ 1,54 1,54 (dd, 1H) ’ ’ (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H)
! (d, 1H) ¢ (d, 1H) (d, 1H) ¢ ¢ ¢
/=15,0 (m, 1H) (m, 1H) 1=14,8 J=15,1 /=14,9 J=15,2
2J)=14,5 2J=14,5 2J=14,5 5
*Jn2” -117=5,0 *Jn2” -u17=4,9 Jn2rn17=5,1 *Jnar-v17=4,6 *Juz7-n17=5,1
3'/ —_— —_— —_— —_— —_— _—_ —_— —_— —_— —_—
2,94 2,94 2,94 2,95 2,95 2,95 2,92 2,95 2,95
4 (dd, 1H) (dd, 1H) 2,94 (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H)
3Jha7-n5=9,0 3Jha7-n57=9,6 (m, 1H) 3 Jhar-ns7=9,4 3Jhar-n5"=9,5 3uarns=9,4 | 3pgrns=9,4 3Jna7-ns=9,5 3Jua7.n57=9,5 3Jhamn57=9,3
3Jhar-0n=7,8 3Jha-0n=7,6 3Jhar-0n=7,6 3 Jhar-on=7,2 3Jhar-0n=7,3 3Jhar-0n=7,3 3Jhar-on=7,4 %Jhar-0n=7,5 3Jnar-0n=6,9
4,10 4,02 4,02 4,01 4,01 4,02 4,03
o (dg, 1H) 4,02 (dg, 1H) (dg, 1H) (dg, 1H) 4,00 4,00 (dg, 1H) (dg, 1H) (dg, 1H)
3Jus” -1av=9,0 (m, 1H) 3Jus” -1ar=9,4 3usrnar=9,4 | 3Jusrua=12,3 (m, 1H) (m, 1H) 3 Jn57-Har=9,2 3usrne=12,4 3 Jns-nar=9,4
*Jus"-n6"=6,6 3usrner=6,4 | 3Insne'=6,4 *Jus-16"=6,2 *Jusr-nar=6,1 *Jns-nar=6,4 *Jus"-nar=6,2
1,18 1,14 1,14 1,14 1,15 1,17 1,17 1,13 1,16 1,17
6” (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H)
3Jhe-H57=6,0 3Jne7-H5"=6,1 3Jhe-Hs7=6,1 3Jhe7-H5"=6,1 3Jne7-15"=6,0 3Jhe"-H5"=6,3 3Jne7-15=6,3 3Jhe"-H5"=6,1 3Jne7-15=6,4 3Jhe"-H5"=6,3
o 1,12 1,15 1,15 1,15 1,15 1,15 1,15 1,13 1,16 1,14
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
g” 3,25 3,25 3,24 3,24 3,21 3,23 3,23 3,21 3,27 3,23
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
6-0H 7,47 7,66 7,67 7,68 7,62 7,81 7,81 7,68 7,67 7,67
(s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H)
4,29 4,30 430 4,30 43> 43> 43> 4,31 4,30 43>
11-OH (d, 1H) (d, 1H) ’ (d, 1H) ’ ’ ’ (d, 1H) (d, 1H) ’
(m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)

3Ju11-04=6,0

3Ju11-04=6,0

3Ju11-0n=6,0
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H AZM AZM-21 AZM-22 AZM-23 AZM-24 AZM-25 AZM-25’ AZM-27 AZM-28 AZM-29
17-0H 4,30 4,31 4,31 4,31 4,31 4,32 4,32 4,32 4,32 4,31
(s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H)
3,93 5,84 5,84 5,88 5,80 5 76 6,06 6,12 6,12
2’-OH (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (bSI 1H) -- (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H)
3 Jh2-on=2,4 3Jh2-0n=5,4 3Jh27-0n=5,4 3Jh27-0n=5,4 3J27-0n=4,0 ’ 3Jh27-0n=5,5 3Jh27-0n=5,0 3Jh27-0n=5,1
4,16 4,23 4,23 4,32 4,20 4,21 4,26
4,27 4,32 4,32
4”-0OH (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (m, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H)
3 3 (m, 1H) 3 (m, 1H) (m, 1H) 3 3 3
Jua-on=7,8 Jua-on=7,6 Jna-on=7,6 Jua-on=7,6 Jua-on=7,5 Jua-on=7,0
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Tabela 8. Przesuniecia chemiczne zarejestrowane w widmach 3C NMR [ppm] dla antybiotyku AZM oraz pochodnych AZM-21 — AZM-29
w DMSO-de.

C AZM AZM-21 AZM-22 AZM-23 AZM-24 AZM-25 AZM-25’ AZM-27 AZM-28 AZM-29
1 178,7 177,1 177,1 177,1 177,1 177,1 177,1 177,1 177,1 177,1
2 46,3 44,6 44,6 44,5 44,5 44,5 44,5 44,7 44,7 44,6
3 79,0 77,3 77,3 77,3 77,2 77,2 77,2 77,2 77,3 77,1
4 43,2 41,6 41,6 41,5 41,5 41,4 41,4 41,7 41,6 41,6
5 84,3 83,4 83,4 83,4 83,3 83,5 83,5 83,0 83,3 82,9
6 74,2 72,4 72,4 72,4 72,4 72,3 72,3 72,5 72,5 72,8
7 43,5 41,7 41,6 41,6 41,7 41,6 41,6 41,7 41,7 41,6
8 27,7 26,1 26,1 26,1 26,1 26,1 26,1 26,1 26,1 26,1
9 70,3 68,7 68,7 68,7 68,7 68,6 68,6 68,7 68,7 68,7
10 63,0 61,5 61,5 61,5 61,5 61,5 61,5 61,5 61,5 61,6
11 76,5 75,0 75,0 75,0 75,0 75,0 75,0 75,0 75,0 75,0
12 75,3 73,6 73,6 73,6 73,6 73,6 73,6 73,6 73,6 73,6
13 78,0 76,3 76,3 76,3 76,3 76,4 76,4 76,3 76,3 76,3
14 22,6 20,9 21,0 21,0 20,9 20,7 20,7 20,9 20,9 20,9
15 12,5 10,9 11,0 10,9 11,0 10,9 10,9 10,9 11,0 11,0
16 16,4 14,8 14,8 14,8 14,7 14,8 14,8 14,8 14,8 14,7
17 10,7 9,2 9,1 9,1 9,2 8,6 8,6 9,0 9,1 9,0
18 29,0 27,4 27,5 27,4 27,4 27,4 27,4 27,5 27,5 27,4
19 23,7 22,1 22,2 22,2 22,2 22,1 22,1 22,2 22,0 22,1
20 37,4 35,7 35,8 35,7 35,8 35,7 35,7 35,7 35,7 35,8
21 8,4 6,7 6,7 6,7 6,7 6,6 6,6 6,7 6,7 6,8
22 19,3 17,7 17,7 17,7 17,7 17,7 17,7 17,7 17,7 17,7
v 103,8 101,1 101,1 101,1 101,1 98,3 98,3 101,1 101,2 100,9
2 72,9 70,6 70,6 70,6 70,4 74,5 74,5 70,7 70,8 70,7
3 66,4 69,1 69,8 69,7 69,5 66,5 66,5 69,1 71,7 70,5
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C AZM AZM-21 AZM-22 AZM-23 AZM-24 AZM-25 AZM-25’ AZM-27 AZM-28 AZM-29
4 32,2 32,2 32,4 32,3 32,2 29,7 29,7 32,2 32,6 32,3
5’ 68,6 65,7 65,7 65,7 65,6 66,0 66,0 65,8 65,8 65,7
6’ 23,1 20,9 21,0 21,0 21,1 20,9 20,9 20,9 21,0 21,0
7 41,9 49,2 49,1 49,1 50,7 52,9 54,9 49,7 50,3 50,2
8 41,9 47,7 47,1 47,1 49,8 46,7 53,9 47,4 47,8 74,5
9’ --- 66,6 62,8 55,2 63,8 59,5 52,9 62,2 59,9 60,0
10’ --- 119,1 112,3 72,9 164,0 165,3 160,1 128,9 118,8 146,6
11 --- 139,5 145,8 83,1 36,1 53,9 --- 130,7 131,4 120,3
12 --- 18,1 26,1 --- 35,1 - - 127,5 129,0 113,1
13’ --- --- 18,4 --- --- --- --- 131,9 128,4 153,8
1” 96,1 94,4 94,4 94,4 94,4 94,4 94,4 94,4 94,4 94,4
2" 36,3 34,5 34,5 34,5 34,6 34,6 34,6 34,5 34,5 34,6
3”7 74,4 72,9 72,9 72,9 72,9 72,8 72,8 72,8 72,8 72,8
4” 79,0 77,1 77,1 77,1 77,2 77,1 77,1 77,1 77,1 77,1
5” 66,4 64,8 64,8 64,7 64,7 64,8 64,8 64,7 64,8 64,7
6” 20,0 18,5 18,4 18,4 18,5 18,6 18,6 18,6 18,5 18,5
7" 22,6 21,0 21,1 21,1 21,1 21,1 21,1 21,1 21,1 21,1
8” 50,4 48,8 48,7 48,7 48,6 49,0 49,0 49,1 49,0 48,9
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Tabela 9. Przesuniecia chemiczne zarejestrowane w widmach *H NMR [ppm] i state sprzezen J [Hz] dla pochodnych AZM-30 — AZM-38
w DMSO-de.

H AZM-30 AZM-31 AZM-32 AZM-33 AZM-34 AZM-35 AZM-36 AZM-37 AZM-38
1 - - . - . - . . .
) 2,69 2,69 2,70 2,70 2,68 2,67 2,69 2,69 2,69
(m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
4,20 4,19 4,17 4,20 4,21 4,16 4,19 4,17 4,18
3 (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (m, 1H) (d, 1H) (d, 1H)
3Jh3-H2=7,4 3Jn3-Ha=6,1 3Jnz-H2=4,7 3nz-na=4,7
4 1,96 1,95 1,96 1,96 1,96 1,94 1,95 1,96 1,97
(m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
3,58 3,57 3,56 3,59 3,57 3,56 3,57 3,58 3,56
5 (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H)
3Ju5-Ha=7,0 3Jus-na=7,1 3J15-14=6,9 3Jus-na=7,1 3Jn5-Ha=7,0 3Jus-na=7,0 3Jn5-Ha=7,0 3JH5-14=6,9 3 JH5-H4=6,9
6 — — — — - — - — -
1,60 1,60
1,61 1,61
(d, 1H) 1,61 (d, 1H)
(m, 1H) 1,61 1,59 1,60 (m, 1H) 1,62
(m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) 2J=14,3 (m, 1H) (d, 1H) 2J=14,3
m’ ml ml m'
2J=14,3
7 1,31 1,31 130 131
(dd, 1H) 1,32 1,30 1,32 (dd, 1H) ’ 1,31 ’
5 5 (dd, 1H) 1,32 (dd, 1H)
J=14,7 (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) J=14,6 5 (m, 1H) 5
3 3 J=14,6 (m, 1H) J=14,1
JH7b-H8=8,0 Ju7b-H8=7,8 3 3
'JH7b-H8=8,2 Jn7b-H8=7,7
8 1,92 1,92 1,92 1,91 1,91 1,91 1,91 1,92 1,92
(m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
2,38 2,38 2,38 2,38 2,38 2,38 2,38 2,39 2,39
9 (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (dd, 1H) (d, 1H) (dd, 1H) (d, 1H)
2Jj=11,8 2j=11,6 2)=11,7 2)=11,8 2)=11,8 2J=12,5 2J=12,0 2J=12,2 2)=11,2
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H AZM-30 AZM-31 AZM-32 AZM-33 AZM-34 AZM-35 AZM-36 AZM-37 AZM-38
3Jno-ns=2,7 3Jho-ns=2,6
2,13 2,12 2,15 2,14 2,13 2,14 2,12
(d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (t, 1H) 2,12 (t, 1H) 2,14 (t, 1H)
2)=11,7 2)=11,7 2)=11,7 2)=11,7 2)=11,6 (d, 1H) 2)=11,7 (t, 1H) 2)=11,7
2)=12,1 2)=11,7
10 2,69 2,69 2,67 2,68 2,68 2,67 2,69 2,69 2,69
(m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
3,45 3,44 3,45 3,45 3,44 3,44 3,45 3,46 3,46
11 (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H)
3J411-110=8,3 3JH11-10=8,6 3JH11-10=8,2 3JH11-H10=8,4 3Ju11-010=8,3 3JH11-10=8,2 3J11-H10=8,4 3JH11-10=8,2 3Ju11-010=8,3
12 --- --- --- --- - --- - --- -
4,75 4,75 4,75 4,74 4,75 4,75 4,76 4,75 4,75
13 (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H)
3Ju13-1146=10,1 | 3Jn13-4146=10,6 | 3Jn13-4146=10,0 | 3/u13-1146=10,0 | 3Jn13-4146=10,1 | 3JH13-1146=10,0 | 3Ju13-n146=10,1 | 3Jn13-n14=10,1 | 3Jm13-n14p=10,1
3Jn13-Ha=2,8 3Jn13-Ha=2,9 3Jn13-Ha=2,9 3Jn13-Ha=2,9 3Jn13-Ha=2,8 3Jn13-Ha=2,9 3Jn13-Ha=2,9 3Jn13-Ha=2,9 3Jh13-Ha=2,8
1,78 1,78 1,78 1,78 1,77 1,78 1,78 1,79
(ddq, 1H) 178 (ddq, 1H) (dgd, 1H) (ddq, 1H) (dgd, 1H) (dqd, 1H) (dqd, 1H) (dgd, 1H)
) =14,7 (dd(’q 1H) 2J=14,8 2J=15,2 2J=14,8 2J=14,6 ?2J=15,1 2J=15,0 2j=14,4
3Jn14a-H15=7,5 2 =15 0 3Ju14a-H15=7,6 3Ju14a-H15=7,5 3 JH14a-H15=7,5 3 Jn14a-H15=7,4 3JH14a-H15=7,5 3 Jn14a-H15=7,4 % JH14a-H15=7,5
3JH142-H13=2,8 3 '_ 3Jh142-H13=2,8 3Jh142-H13=2,8 3JH142-H13=2,8 3JH142-H13=2,8 3 JH14a-H13=2,7 3JH142-H13=2,6 3 JH140-H13=2,8
14 3JH14a-H15:7,5
JH14a-H13=2,9
1,37 1,34 1,38 1,38 1,38 1,38 1,39 1,39
(ddd, 1H) 137 (ddd, 1H) (ddd, 1H) (ddd, 1H) (ddd, 1H) (ddd, 1H) (ddd, 1H) (ddd, 1H)
2)=14,4 (m' 1H) 2)=14,3 2)=14,5 2)=14,3 2)=14,2 2J=15,1 2)=14,3 2)=14,3
’ 3Ju1ab-113=10,1 | 3Ju14b-113=10,1 | 3Ju12b-n13=10,1

3JH14b-H13=10,1

3 Jn1ab-115=7,2

3JH14b-H13=10,0

3 Jh1ab-115=7,2

3JH14b-H13=10,2
3JH14b-H15=7,4

3JH14b-H13=10,0

3 JH14b-115=7,2
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3JH14b-H13=10,0

3 Jn1ab-115=7,2

3 JH14b-115=7,2

3 Jh14b-115=7,2

3 Jh14b-115=7,3



H AZM-30 AZM-31 AZM-32 AZM-33 AZM-34 AZM-35 AZM-36 AZM-37 AZM-38
0,80 0,80 0,80 0,80 0,80 0,80 0,80 0,81 0,81
15 (t, 3H) (t, 3H) (t, 3H) (t, 3H) (t, 3H) (t, 3H) (t, 3H) (t, 3H) (t, 3H)
3Ju15-H142=7,4 3Ju15-H142=7,4 3Jn15-H142=7,4 3Jn15-H142=7,4 3Ju1s-H142=7,4 3Ju15-H142=7,4 3Ju1s-H142=7,4 3Ju15-H142=7,4 3Jn1s-H14a=7,4
3Ju15-H140=7,4 3Ju15-H140=7,4 3Ju15-H140=7,4 3Ju15-H140=7,4 3Ju1s-H140=7,4 3J15-H140=7,4 3Ju1s-H140=7,4 3J15-H140=7,4 3Ju15-H120=7,4
1,11 1,11 1,10 1,11 1,11 1,09 1,11 1,11 1,10
16 (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H)
3Ju16-H2=7,0 3Ju16-H2=7,2 3Juis-H2=7,4 3Ju16-H2=7,6 3Jn16-H2=7,6 3Juie-H2=7,4 3JmieH2=7,7 3Jui6-H2=7,5 3Ju16-H2=7,5
1,00 1,01 0,98 1,02 1,00 0,96 1,00 0,98 0,99
17 (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H)
3JH17-04=7,6 3JH17-04=7,8 3JH17-14=7,5 3JH17-14=7,5 3J17-H4=7,6 3 JH17-04=7,2 3J17-H4=7,6 3JH17-04=7,8 3J117-4=7,6
18 1,19 1,19 1,19 1,19 1,19 1,17 1,19 1,21 1,19
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
0,86 0,86 0,86 0,87 0,86 0,86 0,86 0,87 0,86
19 (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H)
3Jn19-H8=6,8 3Ju19-H8=6,7 3Jn19-H8=6,7 3Jn19-H8=6,8 3Jn19-18=6,8 3Jn19-H8=6,8 3Jn19-H8=6,8 3Ju19-H8=6,9 3Ju19-H8=6,9
2,21 2,21 2,21 2,22 2,21 2,21 2,21 2,22 2,22
20 (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
0,95 0,95 0,95 0,95 0,95 0,95 0,95 0,96 0,96
21 (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H)
3J119-H8=6,6 3J119-H8=6,6 3J119-H8=6,8 3J119-H8=6,6 3JH19-H8=6,6 3J119-H8=6,7 3JH19-H8=6,7 3J119-H8=6,6 3JH19-H8=6,8
y 1,03 1,02 1,03 1,03 1,03 1,02 1,03 1,03 1,03
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
4,46 4,46 4,50 4,45 4,47 4,51 4,47 4,54 4,55
i (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H)
3 Jhr-H2=7,0 3 Jhr-H2=7,0 3Jh1-H2=5,8 3 Jhr-H2=7,0 3Jhr-H2=7,0 3 Jhr-H2=7,0 3Jhr-H2=7,0 3 Jh1-H2=6,6 3Jhr-H2=6,7
5 3,67 3,67 3,68 3,70 3,68 3,77 3,67 3,73 3,70
(m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
3 3,50 3,51 3,68 3,48 3,52 3,66 3,50 3,75 3,75
(m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
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H AZM-30 AZM-31 AZM-32 AZM-33 AZM-34 AZM-35 AZM-36 AZM-37 AZM-38
2,23 2,17 2,05 2,30
2,04 2,15
2,04 (d, 1H) (m, 1H) (d, 1H) 2,06 (d, 1H) (dd, 1H) (d, 1H) 2,25
(m, 1H) . ’ 3Jnavr-n3=11,0 (m, 1H) 3nap-n3=10,9 | 3Juap-n3=10,9 2j11,7 (m, 1H)
, JHab"-H3"=11,3 3
4 Jhap-ns=4,1
1,66
1,61 1,66 1,61 1,67 1,71 1,71
1,62 (d, 1H)
(m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (d, 1H) 1,60 (d, 1H) (m, 1H)
(m, 1H) 3napr-n3=11,1
2j=11,9 (m, 1H) 2).11,7
o 3,67 3,67 3,74 3,67 3,68 3,77 3,67 3,79 3,77
(m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
1,12 1,12 1,17 1,15 1,14 118 1,15 1,20 1,20
6’ (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) ’ (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H)
3 3 3 3 3 (m, 3H) 3 3 3
JHe'-H5'=6,6 Jhe'-H5'=6,0 Jne-hs=6,0 JHe-Hs'=6,2 'JHe'-H5'=6,6 'JHe'-H5'=6,6 Jhe-Hs'=6,4 Jhe'-Hs'=6,2
2 2,98 2,98 2,95 3,05 3,03 2,99 3,03 3,04 3,13
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
g 3,07 3,07 2,97 3,11 3,09 2,99 3,10 3,05 3,02
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
4,98 4,87 5,40 5,10 5,03 5,57 5,03 4,87 5,07
(d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H)
2)=12,3 2)=12,3 2)=13,2 2)=12,4 2)=12,3 2J=13,6 2)=12,3 2)=13,4 2j=13,1
9’
4,75 4,75 5,01 4,91 4,92 5,31 4,86 4,43 4,73
(dd, 1H) (dd, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (dd, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H)
2J)=11,8 2J)=11,8 2)=13,2 2)=12,4 2)=12,3 2)=13,4 2J=12,0 2J=13,7 2J=13,3
10’ . . — — — - — - —
7,70
7,61 7,88 7,83 8,10
7,57 7,84 8,53 (dd, 1H)
11’ (d, 1H) (d, 1H) -—- (d, 1H) (d, 1H)
(m, 1H) (m, 1H) (s, 3H) 3Jn1r-H12=7,8

3Jm1r-112=7,0

3Jw1r-12=8,4
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3Ju11-H12=8,3

3Jm1r-n12=8,1

*Jw1r-mz=1,7



H AZM-30 AZM-31 AZM-32 AZM-33 AZM-34 AZM-35 AZM-36 AZM-37 AZM-38
7,54
7,48
8,33 7,44 7,87 8,25 (td, 1H)
, (t, 1H) 7,57 7,84 3
12 3 - (t, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) Jn12-n11=7,6
Jn12-H1r=7,4 (m, 1H) (m, 1H) 3 3 3 5 3
3 JH12-H11'=8,3 JH12-H11'=8,9 JH12-H11'=8,3 JH12-H11=8,4 JH12-H13'=7,6
JH12-H13=7,4 .
Jn12-n14=1,3
7,27
7,54 8,40
(td, 1H)
, (t, 1H) 7,84 (dd, 1H) 3
13 3 --- 3 --- --- --- --- Jn1z-112=7,6
JH13-H12=7,3 (m, 1H) JH13-H12'=8,3 3 76
3 Jh13-H14=7,3 4 1z-H15=1,6 . RIS
JH12-H11=1,6
7,48 7,80 8,09
(t, 1H) 7,57 8,15 (t, 1H) 833 743 7,87 8,23 (dd, 1H)
14 y ’ 24 ( ’1H) (d, 1H) 3) ’ 80 (t, 1H) (d, 1H) (d, 1H) ( ’1H) y ’ 80
- = 7 ml - = ’ sl - = ’
3 A ¥ h1a-m13=7,4 3 Hiae 3JH14-H15=8,3 3 Jh14'-115=8,9 3Jn1a-H15=8,3 . HiAeLs
Jnia-n1s=7,4 JH14-H15=8,0 JHia-H12=1,3
7,61
(t, 1H) 57 8,05 7,88 7,83
15’ y ’ 20 ( ’1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H)
-H14'=7/, m,
3 s 3 Jh1s-H16=7,7 3 Jn1s-H14=8,4 3 Jh1s-H14=8,3
Jhis-H16=7,0
6,79
, (dd, 1H)
16 \
Jn1e-H172=17,6
3Jm16-176=10,6
5,94
(d, 1H)
3 17ame=17,7
17’ — — — . — . — .

5,38
(d, 1H)
3 J17b-m16=11,0
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H AZM-30 AZM-31 AZM-32 AZM-33 AZM-34 AZM-35 AZM-36 AZM-37 AZM-38
4,87 4,87 4,87 4,87 4,87
1” (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) --- --- --- ---
3Jurr-vap=4,7 3w watr=4,7 3 w1 vap=4,8 3 w1 vap=4,8 3Jn17Hab=4,8
2,28 2,28 2,28 2,26 2,29
(d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H)
2J=15,0 2J=14,9 2J=15,1 2J=15,1 2J=15,0
27 — - - -
1,52 1,53 1,51 1,52 1,53
(dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H)
2J=14,9 2J=15,1 2J=15,0 2J=14,9 2J=14,9
3Ju27-117=5,0 3Ju27-117=5,1 3Jn2r-v17=4,9 3Jn27-117=5,0 3Ju27-n17=4,9
4,87 4,87 4,88 4,88
3” --- --- - - --- (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H)
3 h1-nae=4,8 3Ju17-H267=5,0 3 Ju17-n27=5,1 3 Jh17-n267=4,9
2,28 2,28 2,29 2,29
(d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H)
2,92 2,92 2,92 2,92 2J=15,0 2J=15,0 2J=15,0 2J=15,0
4 (dd, 1H) (dd, 1H) 2,96 (dd, 1H) (dd, 1H)
3 Jhar-nsr=9,4 % Jhar157=9,5 (m, 1H) 3Jhar-157=9,4 3 Juarns7=9,4 1,55 1,53 1,55 1,55
3Jnar-on=7,4 3Jnar-on=7,4 3Juar-on=7,2 3Jnar-0n=7,3 (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H)
2J=15,0 2j=14,9 2J=15,0 2j=14,5
3Ju27-n17=4,9 3Ju2r-n1=4,9 3Ju27-m1=4,9 3J427-17=5,0
4,02 4,01 4,04 4,02 4,03
o (da, 1H) (dg, 1H) (dg, 1H) (dg, 1H) (da, 1H) N
3 Jns-Har=12,4 3 Jns-Har=12,4 3 Jns-Har=12,5 3 Jns7-Har=12,3 3Jhs"-Har=12,6
3 Jhs7-nar=6,2 3Jh57-Ha"=6,2 3Jhs-nar=6,4 3 Jhs7-Ha"=6,2 3 s7-ne"=6,4
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H AZM-30 AZM-31 AZM-32 AZM-33 AZM-34 AZM-35 AZM-36 AZM-37 AZM-38
2,99 2,97 2,95
115 1,15 1,15 1,14 115 2,95 (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H)
6” (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) ( ’ 1H) 3) ’ 54 3) ’ 95 3) ’ o5
m, "-H5"=3, "-H5"=3, "-H5"=J,
*Jng"-n5"=6,2 *Jng"-n5"=6,2 *Jne"-n5"=6,2 *Jne"-1s"=6,8 *Jng"-ns7=6,1 el i i
3Jnar-on =7,3 3Jhar-on =7,4 3Jnar-on =7,6
4,02 4,02 4,06 4,02
o 1,13 1,12 1,16 1,10 1,14 (dg, 1H) (dg, 1H) (dqg, 1H) (dg, 1H)
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) 3Jhs7-na7=12,5 $hs-Ha=12,4 | 3nsna=12,3 3Jus7-har=12,3
3Jns7-ne'=6,3 3 us7-ne7=6,2 3Jus7-ne'=6,3 3 us7-ne7=6,2
1,14 1,18 1,17
3,23 3,23 3,26 3,14 3,24 1,18
& (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (m, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H)
S, S, S, S, S, m,
*Jug"-15"=6,6 *Jne"-n5"=6,3 *Jue"-15"=6,8
6-OH 7,66 7,67 7,67 7,67 7,67 1,19 1,12 1,16 1,18
(s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
4,31 4,32 4,30 4,31 4,30
3,28 3,21 3,28 3,30
11-OH (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H)
3 3 3 3 3 (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
JH11-0n=8,3 Jh11-0n=8,3 JH11-0n=8,2 JH11-0n=11,9 Jn11-0n=8,4
4,31 4,37 4,31 4,32 4,31
12-OH --- - --- -
(s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H)
6,13 6,22 6,11 6,21 6,16 2 67 . 7 67 7 67
2’-OH (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) ’ ’ ’ ’
(s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H)
3 Jh2-0n=5,4 3 Jh2-0n=5,4 3Jh2-on=4,2 3Jh27-0n=5,5 3Jh2-0H=5,5
4,23 4,23 4,22 4,30 4,31 4,31 4,31
4,20 4,19
4”-0OH (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H)
(m, 1H) 3 3 3 (m, 1H) 3 3 3 3
Jua-on=7,4 Jna-on=7,4 Jna-on=7,4 Jn11-on=7,2 Ju11-on=7,9 Ju11-04=8,3 Ju11-0n=8,2
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Tabela 10. Przesuniecia chemiczne zarejestrowane w widmach 3C NMR [ppm] i state sprzezen J [Hz] dla pochodnych AZM-30 — AZM-38

w DMSO-ds.

C AZM-30 AZM-31 AZM-32 AZM-33 AZM-34 AZM-35 AZM-36 AZM-37 AZM-38
1 177,1 177,2 177,1 177,1 177,1 177,1 177,1 177,1 177,1
2 44,7 44,7 44,6 44,6 44,7 44,7 44,7 44,6 44,6
3 77,2 77,3 77,1 77,1 77,3 77,3 77,3 77,3 77,3
4 41,7 41,7 41,6 41,7 41,7 41,6 41,7 41,6 41,6
5 83,0 83,0 83,2 82,8 83,2 83,4 83,1 83,4 83,5
6 72,5 72,5 72,5 72,5 72,5 72,5 72,5 72,5 72,5
7 41,7 41,7 41,6 41,7 41,7 41,6 41,7 41,7 41,7
8 26,1 26,1 26,1 26,1 26,1 26,1 26,1 26,1 26,1
9 68,8 68,8 68,7 68,7 68,7 68,7 68,7 68,7 68,7
10 61,5 61,6 61,5 61,5 61,5 61,5 61,5 61,5 61,5
11 75,0 75,1 75,0 75,0 75,0 75,0 75,0 75,0 75,0
12 73,6 73,6 73,6 73,6 73,6 73,6 73,6 73,6 73,6
13 76,3 76,3 76,3 76,3 76,4 76,4 76,3 76,4 76,4
14 20,9 21,0 20,9 20,9 20,9 21,0 20,9 21,0 20,9
15 10,9 11,0 11,0 11,0 11,0 11,0 10,9 11,0 11,0
16 14,8 14,9 14,8 14,7 14,8 14,8 14,8 14,8 14,8
17 9,0 9,1 9,1 9,0 9,2 9,1 9,1 9,1 9,2
18 27,5 27,5 27,4 27,4 27,5 27,5 27,5 27,5 27,5
19 22,2 22,2 22,2 22,2 22,2 22,2 22,2 22,2 22,2
20 35,7 35,8 35,8 35,7 35,7 35,7 35,7 35,7 35,8
21 6,7 6,8 6,7 6,7 6,7 6,7 6,7 6,7 6,7
22 17,7 17,8 17,7 17,7 17,7 17,7 17,7 17,7 17,7
v 10,1 10,1 101,1 101,0 101,1 101,2 101,1 101,2 101,2
2 70,8 70,8 70,8 70,7 70,7 71,0 70,7 70,4 70,3
3 69,5 69,4 73,5 70,1 70,7 73,1 70,1 74,7 73,9
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C AZM-30 AZM-31 AZM-32 AZM-33 AZM-34 AZM-35 AZM-36 AZM-37 AZM-38
& 32,3 32,3 32,2 32,3 32,4 32,0 32,3 32,3 32,7
5 65,8 65,8 65,7 65,7 65,7 65,8 65,8 65,8 65,8
6’ 20,9 21,0 21,0 20,9 20,9 20,9 20,9 21,0 21,0
7 49,5 49,6 50,1 49,6 49,7 49,5 49,7 50,5 50,9
8’ 47,5 47,6 47,1 47,6 47,9 45,3 47,8 47,2 47,9
9 67,2 67,2 60,9 65,8 65,5 67,8 66,1 61,7 68,0
102,5
10’ 128,5 133,9 133,6 130,4 135,6 134,4 131,1 141,1
(d) *J=4,0
164,3
1 133,5 126,5 132,2 128,4 135,0 133,1 138,2 132,2
(d) ¥=250,1
101,7
12’ 128,8 128,0 136,7 147,9 123,7 125,7 129,5 131,4
(d) 2=25,7
163,1 130,2 132,1
13’ 130,2 138,8 125,8 125,0 148,5 128,7
(d) U=261,6 (q) ¥=31,8 (q) 4=32,6
101,5
14 128,8 128,0 121,5 130,4 123,7 125,6 124,7 135,2
(d) 4=24,3
164,3 129,4
15’ 133,5 126,5 151,1 139,8 135,0 ] 133,1 R 105,3
(d) Y=250,1 (q) ¥=30,1
123,9 123,5
16’ 135,9
(q) U=272,9 | (q)Y=2723
123,5
17’ 116,3
(q) 4=272,3
1” 94,4 94,4 94,4 94,4 94,5 94,5 94,4 94,4 94,5
2" 34,5 34,5 34,6 34,6 34,6 34,6 34,5 34,5 34,6
3” 72,8 72,8 72,8 72,8 72,9 72,8 72,8 72,9 72,8
4" 77,1 77,1 77,3 77,1 77,1 77,1 77,1 77,1 77,2
5” 64,7 64,7 64,8 64,7 64,8 64,8 64,7 64,8 64,8
6” 18,6 18,6 18,5 18,6 18,5 18,5 18,5 18,5 18,5
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C AZM-30 AZM-31 AZM-32 AZM-33 AZM-34 AZM-35 AZM-36 AZM-37 AZM-38
7" 21,1 21,1 21,1 21,1 21,1 21,1 21,1 21,1 21,1
8" 49,0 49,0 48,8 49,0 48,9 49,0 48,8 48,9
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Tabela 11. Przesuniecia chemiczne zarejestrowane w widmach 'H NMR [ppm] i state
sprzezen J [Hz] pochodnych AZM-39 — AZM-44 w DMSO-de.

H AZM-39 AZM-40 AZM-41 AZM-42 AZM-43 AZM-44
1 - — — - - -
2,54
5 2,69 2,51 2,54 (dg, 1H) 2,69 2,67
(m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) 3Jh2-3=10,4 (m, 1H) (m, 1H)
3J12-116=6,6
491 3,34 3,37 3,38 4,10 4,15
3 ’ (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (d, 1H) (m, 1H)
(m, 1H)
3Jha-H2=4,7
2,15 2,18 2,19
1,96 1,92 1,94
4 (a, 1H) (d, 1H) (d, 1H)
(m, 1H) 3 3 3 (m, 1H) (m, 1H)
JHa-n17=7,6 Jna-n17=7,7 JHa-H17=7,6
3,55 3,46 3,49 349 3,51 3,55
5 (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) ’ (d, 1H) (d, 1H)
5 5 (m, 1H)
Jus-va=7,0 Jus-va=1,8 3 Jhs-na=1,7 3Jh5-Ha=6,1 3JH5-Ha=6,7
6 - — — — — o
1,47 1,50 1,49
162 (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) 1,39 1,42
’ 2J=14,1 2J=14,2 2Jj=14,1 (d, 1H) (d, 1H)
(m, 1H)
7 2J=14,3 2J=14,9
133 1,32 1,35 1,35
( ’ 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) 1,22 1,24
m,
2)=14,6 2)=14,8 2J=14,9 (m, 1H) (m, 1H)
3Ju7b-18=5,5 3Ju7b-n8=5,4 3Ju7b-H8=5,7
8 1,92 1,77 1,77 1,77 1,88 1,90
(m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
2,33
2,31
2,39 2,32 (dd, 1H) 2,36
(dd, 1H) 5 2,35
(d, 1H) 5 (d, 1H) J=12,2 (d, 1H)
J=11,8 (m, 1H)
2)=12,2 2)=12,2 3Jho-ns=3,4 2J=11,5
9 % Jho-ne=3,4
2,10
2,14 2,07 2,13 2,10
2,05 (m, 1H)
(m, 1H) (m, 1H) (t, 1H) (m, 1H)
(m, 1H)
2j=12,4
2,68 2,69 2,69
10 2,69 (q, 1H) (@, 1H) (q, 1H) 2,65 2,67
(mH) |, ¥ L@ @ (m, 1H) (m, 1H)
JH10-H121=6,9 'JH10-H121=7,1 | *JH10-H121=6,9
3,45 3,42 3,43 3,44 3,41 3,42
11 (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H)
3JH11-H10=8,3 3JH11-10=8,3 3Ji11-110=8,3 3n11-410=8,3 | 3Jn11-110=8,1 | 3Jn11-H10=8,7
12 - -—- -—- - - -
4,97 4,98 4,99 4,78 4,74
13 4,75 (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (d, 1H)
(m, 1H) 3Ju13n140=11,1 313 3 13- 3Ju1s- 3 13-
3JH13-H14a=2,3 H1ab=11,1 H14b=11,0 H14b=10,1 H14b=10,8
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H AZM-39 AZM-40 AZM-41 AZM-42 AZM-43 AZM-44
3h13-H14a=2,3 | 3JH13-H140=2,3 | ¥H13-Ha=2,8
1,77
(m, 1H)
1,79 1,77 1,77 1,79 1,77
(m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
14 1,40
(da, 1H)
1,39 3 1,41 1,41 1,35 1,34
(m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
H13=11,1
3Jn1ap-H15=7,1
0,80 0,76 0,77 0,77 0,79 0,80
15 (t, 3H) (t, 3H) (t, 3H) (t, 3H) (t, 3H) (t, 3H)
3u1s-1142=7,5 | 3Jn1s-n14a=7,3 | 3Ju1s-H142=7,3 | 3Ju1s-H14a=7,4 | 3Jn1s-H14a=7,4 | 3Jn1s-n14a=7,4
3Jm1s-1146=7,5 | 3Jnis-n146=7,3 | 3Jn1s-n140=7,3 | Jn1s-m140=7,4 | 3Jn1s-m1a0=7,4 | 3nis-n1a0=7,4
1,10 1,11 1,13 1,14 1,10 1,11
16 (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H)
3m16-H2=7,6 3Jn16-12=7,1 3Ju16-12=6,8 3Ju16-02=6,2 3Jn16-H2=7,5 3n16-2=7,1
1,00 0,88 0,94 0,95 0,82 0,85
17 (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H)
3 Jh17-na=7,7 3Ju17-H4=7,2 3Jn17-H4=7,3 3JH17-14=8,0 3J117-H4=6,9 3Jh17-1a=7,5
1,20 1,12 1,14 1,14 1,16 1,21
18 (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
0,87 0,84 0,85 0,84 0,79 0,82
19 (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H)
3J119-H8=6,8 3Jn19-n8=7,0 3Jn19-n8=7,0 3JH19-n8=7,0 3Jn19-H8=7,6 3J119-n8=6,0
20 2,21 2,23 2,24 2,24 2,19 2,21
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
0,95 0,95 0,96 0,96 0,93 0,94
21 (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H)
3J119-H8=6,6 3JH19-H8=6,7 3JH19-H8=6,5 3Jn19-H8=7,2 3JH19-H8=6,7 3J119-H8=6,7
97 1,02 0,98 1,00 1,00 1,00 1,01
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
4,45 4,74 4,79 4,79 4,60 4,60
1 (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H)
3 Jhr-H2=7,0 3Jhr-H2=7,0 3Jhr-H2=6,9 3Jhr-H2=6,8 3Jhr-H2=6,8 3 Jhr-H2=6,2
5,02 5,17
Y 3,68 3,55 3,72 3,72 (dd, 1H) (dd, 1H)
(m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) 3zn3=10,1 | 3M2-n3=9,8
3Jh2-H1=6,8 3 Jh2-H1=6,6
3,92
(ddd, 1H)
3 3,50 3,70 3,53 3,53 3,97 3z
(m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) Har=11,8
3Juz-w2=9,7
3Jnz-Haa=4,5
2,20 2,11 2,10 2,28
2,15 2,11
4 (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
(d, 1H) (d, 1H)
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H AZM-39 AZM-40 AZM-41 AZM-42 AZM-43 AZM-44
1,62 1,62 3 Jhaar- 3 Jhaar- 1,79 1,90
(m, 1H) (d, 1H) H3=12,2 H3=12,6 (d, 1H) (d, 1H)
3 Jhap-n3=11,9 3 Jhab- 3 Jhab-
1,69 1,70 ny=12,4 H3=11,8
(m, 1H) (m, 1H)
3,81
, 3,68 3,55 3,71 3,72 3,88
5 (9, 1H)
(m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) 3
Jns-ne'=7,4
1,16 1,20 1,22 1,21 1,19 1,21
6’ (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H)
3Jhe-H5=6,2 3Jhe-H5=6,0 3Jhe-Hs=6,1 3Jhe-H5=6,0 3Jhe-H5=5,9 3Jhe-H5=6,2
2 3,10 3,12 2,98 3,03 3,08 3,00
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
g 3,05 3,20 2,98 3,04 3,11 3,05
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
4,61 4,48
5,03 (dd, 1H) 4,94 (dd, 1H) 4,85
(d, 1H) 2J=16,3 (d, 1H) 2)=16,6 (d, 1H)
2)=12,4 *Jhoa-H11=2,5 2J)=12,5 *Jnoa-H11'=2,5 2)=12,6
4,76
9’
(s, 2H)
4,82 4,55 4,88 4,26 4,58
(d, 1H) (dd, 1H) (d, 1H) (dd, 1H) (d, 1H)
2)=12,4 2J=16,1 2)=12,4 2J=16,0 2J)=12,2
*Jnowr-H11=2,6 #Jnob-H11=2,5
10’ . — — - - -
7,60 4,18 7,90
7,94 7,91
, 4,07 (dd, 1H) (t, 1H) (d, 1H)
11 (d, 1H) s (d, 1H) . 3
3 79 (m, 1H) JH1r-H12=7,4 3 84 JH11-Hoa'=2,4 JH117-
M= 4rr-mz=1,6 HITHIZ=E, *i11-Hop=2,4 H12=8,4
7,72
8,35 8,35
(t, 1H) 7,52
2, g (. 1H) (d, 1H) (d, 1H)
-H11'=/, m,
3 HiZ-HL 3 hrz-1r=8,4 3 Jh12-11=8,6
JH12-H13=7,8
8,03
13 (d 1H) 7,52 2,13
’ m, 1H s, 3H
3 iz-12=7,8 ( ) ( )
8,35 8,35
7,52
14’ --- - (d, 1H) --- (d, 1H)
(m, 1H) 3 ~ 3 -
Jnia-n15=8,4 JH14-H15=8,6
7,60
8,09 (dd, 1H) 791 7,90
151 4 — 3 ! (d, 1H) - (dl 1H)
(s, 1H) Jnis-ma=7,4 | 3
4 JH15-H14=8,4 JH1s-H16=8,4
Jnis-H13=1,6
16’ . — — - - -
- 2,21
(s, 3H)
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H AZM-39 AZM-40 AZM-41 AZM-42 AZM-43 AZM-44

4,87 4,87 4,84
1”7 (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H)
*JnrHab=4,7 3h1H20=4,8 | 3Inrnawr=4,7
2,27 2,27
2,28
(d, 1H) (d, 1H)
2= 27— (mr 1H)
J=15,0 J=15,0
2 1,54 1,54 L>4
’ ’ (dd, 1H)
(dd, 1H) (dd, 1H) 5
2 ) J=14,6
J=15,1 J=15,0
3u2rm1=4,7
3Jh27n17=4,9 32 117=5,0
3" —_— —_— —_— —_— —_— —_—
2,95 2,96
i 2,93 (dd, 1H) '
4 (m, 1H) 3 9,5 (d, 1H)
m, » H5=9,
3 na *Jnar-nsv=8,2
Jnar-on=7,2
4,03 4,00
dq, 1H dqg, 1H
) ( 30| ) 4,02 ( 3q )
5 Jhs- - - -—- Jus-
(m, 1H)
Ha=12,5 Ha=12,2
3Jus"-e"=6,5 3Jns"-He"=6,2
1,14 1,16 1,18
6” (d, 3H) -—- -—- - (d, 3H) (d, 3H)
3Jhe-H57=6,3 3Jhe-Hs7=6,7 3Jhe"-H5"=6,7
o 1,13 1,14 1,14
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
g 3,21 3,27 3,22
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
5,46 5,48 5,51
3-OH -—- (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) - -—-
3Jn3-04=6,6 3Jn3-0n=6,6 3Jn3-0n=6,7
6-OH 7,68 6,32 6,36 6,34 7,72 7,75
(s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H)
4,32 4,06 4,07 4,08 4,28 430
11-OH (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) ’
3 3 3 3 3 (m, 1H)
JH11-0n=8,4 JH11-01=8,2 'JH11-0n=8,1 'JH11-01=8,2 'JH11-0n=9,0
12-OH 4,33 4,34 4,35 4,35 4,30 4,31
(s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H)
6,20 5,73 5,83 5,88
2’-OH (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) — —
3JH2-0n=5,5 3Jh27-0n=4,8 3Jh27-0n=3,7 3Jh27-0n=3,8
4,36
" 4,21 4,30
4”-OH --- --- - (d, 1H)
(m, 1H) (m, 1H)
3Jha-on=7,3
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Tabela 12. Przesuniecia chemiczne zarejestrowane w widmach 3C NMR [ppm]
dla pochodnych AZM-39 — AZM-44 w DMSO-de.

C AZM-39 AZM-40 AZM-41 AZM-42 AZM-43 AZM-44
1 177,2 175,4 175,4 175,4 176,9 177,0
2 44,6 43,2 43,2 43,3 44,5 44,6
3 77,1 76,7 76,7 76,8 77,0 77,0
4 41,2 35,3 354 35,4 44,1 41,2
5 82,8 87,5 87,8 88,0 83,0 82,7
6 72,5 72,3 72,3 72,3 72,1 72,5
7 41,8 40,7 40,8 40,8 44,0 41,1
8 26,1 25,9 25,9 25,9 25,9 26,0
9 68,7 69,0 69,0 69,0 68,4 68,5
10 61,5 61,1 61,6 61,6 61,4 61,4
11 75,0 76,4 76,4 76,4 75,0 75,0
12 73,6 73,6 73,6 73,6 73,6 73,5
13 76,3 76,1 76,1 76,1 76,4 76,4
14 20,9 20,7 20,7 20,7 20,9 20,9
15 11,0 10,5 10,5 10,5 10,9 10,9
16 14,7 16,3 16,3 16,3 14,7 14,8
17 9,0 8,4 8,5 8,5 8,9 8,9
18 27,4 26,2 26,2 26,2 27,4 27,5
19 22,2 21,4 21,4 21,4 22,0 22,0
20 35,7 36,2 36,2 36,2 35,7 35,7
21 6,7 6,3 6,3 6,3 6,7 6,7
22 17,7 17,8 17,8 17,8 17,6 17,6
1 101,0 100,7 101,0 101,0 98,8 98,8
2 70,2 70,3 70,4 70,4 70,1 70,2
3 69,9 71,1 71,7 72,0 68,6 69,7
4 32,3 32,4 32,2 32,2 32,0 32,1
5 65,8 66,6 66,8 66,7 65,9 66,0
6 211 20,8 20,8 20,9 20,9 20,9
7 49,8 49,3 49,4 49,8 50,0 49,6
8 47,6 49,0 48,1 48,3 49,1 47,6
9 66,1 55,2 66,0 64,6 55,9 65,0
10 138,2 72,9 128,3 135,5 83,9 134,8
11 137,1 83,1 133,5 135,1 73,0 134,9
12 130,1 --- 128,9 123,7 169,0 123,8
13 130,1 --- 130,2 148,5 21,6 148,7
14 112,8 --- 128,9 123,7 --- 123,8
15’ 113,8 --- 133,5 135,1 --- 134,9
16’ 118,2 --- --- --- --- 169,1
17 --- --- --- --- --- 21,7
1” 94,4 --- --- --- 94,4 94,4
2” 34,5 --- --- - 34,5 34,5
3” 72,8 --- --- --- 72,3 72,9
4” 77,1 --- --- --- 77,1 77,0
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5 64,7 64,9 64,7
6” 18,6 18,5 18,5
7 21,1 21,1 20,9
8" 49,0 49,0 49,0

260




Tabela 13. Przesuniecia chemiczne zarejestrowane w widmach 'H NMR [ppm] i state
sprzezen J [Hz] dla antybiotyku CLA oraz pochodnych CLA-1 - CLA-6 w DMSO-ds.

H CLA CLA-1 CLA-2 CLA-3 CLA-4 CLA-5 CLA-6
1 - o — — — - -
2,81 2,81
, 2,79 (dg, 1H) 2,80 2,80 (dg, 1H) 2,81 2,83
(m, 1H) 323=9,6 | (m, 1H) (m, 1H) | *Jn2n3=9,3 (m, 1H) (m, 1H)
3Jh2-H16=7,3 3Jn2-116=7,2
3,60
3 3,61 (dd, 1H) 3,58 3,60 3,60 3,60 3,62
(m, 1H) 3w3#2=9,6 | (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
3 Jnz-na=1,4
1,88 1,88
182 1,89 (t, 1H) (t, 1H) 1,89 1,87 1,90
4 (m: 1H) (t, 1H) T T (t, 1H) (g, 1H) (t, 1H)
3Jha-n17=7,3 3na-n17=7,3 | nan17=7,4 | Jnan17=7,5
H17=7,5 H17=7,3
5 3,60 3,64 3,64 3,60 3,64 3,64 3,68
(m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
6 - o — — — — —
1,75 1,74
1,75
(dd, 1) (dd, 1H) 1,76 (dd, 1H) 1,78
2=14,9 2)=14,8 1,77 1,73 (dd, 1H) 2)=14,9 (dd, 1H)
3J47an8=10,5 3Ju7an8=10,1 (m, 1H) (m, 1H) 2)=14,7 3Jh7an8=10,4 2J=14,6
7 3Jn7a18=10,0 3Ju7an8=10,1
1,46 1,49 1,48 1,49 1,49
(de, 1H) (dd, 1H) (m, 1H) (m, 1H) 1,50 (dd, 1H) 1,52
, J=14_'8 2y=14,8 (m, 1H) 2y=14,8 (m, 1H)
'JH7b-H8=3,2 5 ~ 3 -
JH7b-H8=3,3 JH7b-H8=3,1
2,58 2,56 2,59
(ddq, 1H) (ddq, 1H) (ddq, 1H)
g 2,54 *Jne- 2,57 2,57 2,58 *Jns- *Jne-
(m, 1H) H7a=10,2 (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) H7a=10,3 H7a=10,9
3Jng-n19=7,2 3Ju8-119=6,9 | 3Jng-H10=7,2
3Ju-H7b=3,5 3Jug-n7b=3,2 | 3Jugn7o=3,4
9 - o — — — — —
10 2,97 2,96 2,95 2,94 2,95 2,95 2,95
(m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
11 3,64 3,65 3,60 3,63 3,63 3,67 3,66
(m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
5,05 5,06 5,06 5,06 5,07 5,06 5,07
(dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H)
13 3 Jh1s- 3 13- 3 13- 3 13- 3 13- 3 13- 3 13-
H14b=11,0 H14b=11,2 H14b=11,1 H14b=11,1 H14b=11,1 H14b=11,1 H14b=11,1
“Jmiza=2,4 3h13-Ha=2,4 | 3h13-1a=2,4 | 3h131a=2,4 | JH13-Ha=2,4 | 3J13-Ha=2,4 | 3Jn13-Ha=2,4
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H CLA CLA-1 CLA-2 CLA-3 CLA-4 CLA-5 CLA-6
1,81 1,82 1,81 1,82 1,83
’ (ddd, 1H) ’ ’ ’
(m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
2)=14,2
3 1,82 1,81
(d;:iH) “1;3'5 (m, 1H) 1,38 1,39 (m, 1H) 1,39
, H15=7,
14 2_] =14 0 3JH14 (dqr 1H) (dq, 1H) (dql 1H)
3140 _2a3 1,38 3JH14b- 3 JH14b- 1,38 3JH14b-
13=11,0 S (m, 1H) H13=11,2 H13=11,1 (m, 1H) H13=11,1
3 Jh14p- 3JH14b- 3 JH14b- 3JH14b-
1,38
H15=6,4 H15=7,2 H15=7,2 H1s=7,1
(m, 1H)
075 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75 0,76
(t, 1H) (t, 1H) (t, 1H) (t, 1H) (t, 1H) (t, 1H) (t, 1H)
15 3Jh1s- 3Jh1s- 3Jh1s- 3Jh1s- 3 JH1s- 3Jh1s- 3Jh1s-
H14a=7,4 H14a=7,4 H14a=7,4 H14a=7,4 H14a=7,4 H14a=7,4 H14a=7,4
3
Jnis- 3Jh1s- 3Jh1s- 3Jh1s- 3 JH1s- 3Jh1s- 3Jh1s-
H1ab=7,4 H1ab=7,4 H1ab=7,4 H1ab=7,4 H1ab=7,4 H14b=7,4 H14b=7,4
1,13 114 114 1,13 1,13 1,14
1,12 , (d, 3H) (d, 3H) , , ’
16 (d, 3H) (d, 3H) y y (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H)
*Jni6-H2=7,6 3Jh16-H2=7,3 e e h1612=7,2 | h1e-n2=7,2 | 3nie-H2=7,2
H2=7,0 H2=7,1
* 1,05 1,05 1,05 1,04 1,05 1,07
1,03 ’ (d’ 3H) (d’ 3H) 7 7 7
17 (d, 3H) (d, 3H) y y (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H)
*Jw17-14=7,3 3JH17-14=7,0 T mr 3JH17-#4=6,8 | 3JH17-04=7,0 | 3JH17-Ha=6,9
Ha=7,2 Ha=7,1
18 1,30 1,30 1,30 1,30 1,31 1,29 1,31
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
1,03 1,03 1,03 1,06 1,03 1,06
1,07 ‘ (d, 3H) (d, 3H) ’ ’ ’
19 (d, 3H) (d, 3H) 3 3 (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H)
3 64 | 3 JH19- JH1o- 3 3 3
H19-H8=0, JH19-v8=7,1 JH19-H8=6,0 JH19-v8=7,0 'JH19-H8=6,9
He=7,0 H8=6,8
1,03* 1,01 1,01 1,01 1,04 1,01 1,04
(d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H)
20 3 3 3 3 3 3 3
H20- JH20- Jn20- Jn20- JH20- Ju20- JH20-
H10=7,3 H10=7,0 H10=7,0 H10=7,2 H10=6,8 H10=8,0 H10=6,0
1 1,02 1,02 1,02 1,02 1,03 1,02 1,06
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
9y 2,95 2,97 2,96 2,97 2,97 2,96 2,98
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
4,45 4,43 4,44 4,47 4,48 4,43
4,39 , (d, 1H) (d, 1H) , s ,

1 (d, 1H) (d, 1H) 3 3 (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H)
3 3 Jnr- Jur- 3 3 3
Jn17-w2=7,0 JH1-v2=6,9 Jn1-w2=7,6 Jnr-n2=7,0 Jhr-v2=7,0

H2=6,7 H2=7,0

5 (t?,’(]?li) 3,56 3,53 3,54 3,56 3,53 3,66

3-IH2"-H1"=7,5 (ml 1H) (ml 1H) (ml 1H) (ml 1H) (ml 1H) (ml 1H)
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H CLA CLA-1 CLA-2 CLA-3 CLA-4 CLA-5 CLA-6
3,43 3,45
3,46 (ddd, 1H) | (ddd, 1H) 344
(ddd, 1H) ’ ’ (ddd, 1H)
2,40 3 3Jns- 3Jns- 3
, | (dadn) e =124 | we=12,3 3,50 3,49 -
3 Ju- Ha=12,0 3 3 1H 1H na=12,4
H2"=10,9 3JH11_ H; , Hg (ml ) (ml ) 3./H1'-
- =1 =1
3Jh1-H2v=3,8 12=10,3 stj ’ stj & H2=10,9
3irn2=4,1 i - 3 Jhr-H2=3,8
H2=4,1 H2=4,1
2,06
1,58 2,05 2,03 2,03 2,07 2,08 (m, 1H)
(m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
VY 1,60
1,06 1,58 1,73 1,60 1,60 1,59 (d, 1H)
(m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) 3 Japy-
H3=12,4
o 3,67 3,71 3,72 3,73 3,72 3,79 3,66
(m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
1,15 4,43 1,44 1,15 1,15 1,14
, 1,06 ’ (d, 1H) (d, 1H) ’ ’ ’

6 (d, 1H) (d, 1H) 3 3 (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H)
3 - 3 Jne'- Je- 3 R s
Jue-ws=7,3 JHe-Hs'=6,1 'JHe'-H5'=6,0 Jne'-Hs'=7,0 Jne-vs'=7,2

Hs=7,0 ws=7,1
2 2,21 3,03 2,97 2,96 3,08 3,10 2,99
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
g 2,21 3,06 3,03 3,02 3,11 3,15 3,06
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
--- 4,30 4,28 4,25 4,56 5,22
(dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) 1,98
2)=12,8 2J=12,9 2J=13,2 2)=12,9 2)=16,0 ’
3 3 3 3 4 (d, 1H)
JHQa’» JHQa’» JHQa’» ./H9a’- ./H9a’- P
J=12,6
Hi0=7,4 H10=7,8 H10=8,2 H10=7,5 H11=2,3
9I
4,73
4,17 4,07 4,18 4,31 4,78 (d, 1H)
(dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) 31’
2=12,7 2=12,6 2)=13,1 2)=12,9 2)=17,2 b
3 3 3 3 4 H117=12,5
Jrop'- Jhob- Jhob- Jrob'- Jrob'-
H10'=6,9 Hio=7,1 H10=7,8 H10=7,2 H11'=2,8
-—- 6,08
(ddt, 1H) 6,49
310 (dt, 1H)
H11w=17,0 3Jh10-
10 3 Jh10- 5,68 5,42 H1=15,3
H112=10,2 (m, 1H) (m, 1H) 3Jh10-
3 w10 Hoa'=7,4
Ho'=7,0 3Jh10-
3 w10 How=7,4
Hob'=7,0
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H CLA CLA-1 CLA-2 CLA-3 CLA-4 CLA-5 CLA-6
5,64
(dd, 1H)
3 Jh11a-
=10,2
”130] 4,09 7,29
“1_1;'8 6,87 (t, 1H) (dd, 1H)
v e 6,02 (d, 1H) “Yyay- 3y
c &0 (m, 1H) 3 Jh1r- H9a'=2,4 H12=4,9
’ H10=15,6 - 3 -
(dd, 1H)
3 H9a'=2,4 H13=1,3
JH11b'-
H10=16,9
3 Jh11a-
H11=1,7
— 7,71
1,77 (dd, 1H)
1 (d, 1H) 1,75 3 Jh12-
3 Jh12- (s, 3H) H11'=5,0
H11=5,9 3Ju12-
H13=2,9
— 7,85
(dd, 1H)
13 1,82 7,55 *Jhas-
(s, 3H) (m, 1H) H12=2,8
3 Jh1z-
Hir=1,3
- 7,40
14’ . . . . .
(m, 1H)
- 7,36
15’ . . . . .
(m, 1H)
- 7,40
16’ - - - - .
(m, 1H)
- 7,55
17’ - - - - .
(m, 1H)
4,77 4,80 4,80 4,80 4,79 4,30 4,30
17 (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H)
3 - 31 3 Jh17- 3 w1 3 Jurr- 3 Jh1- 3 Jhr-
H26'=5,0 H2v=5,0 Hap=5,0 H2v'=5,1 H2b"=5,0 Hap=4,7 H2b"=5,0
228 2,29
(d, 1H) 2,29 2,29 2,29 2,25 (d, 1H) 2,29
22151 (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) 2)=15,0 (d, 1H)
” 2J=15,0 2J=15,0 2J=15,0 2J=15,1 2J=15,0
2
1,53 1,54
(de, 1H) 1,56 1,55 1,56 1,57 (dd, 1H) 1,54
L =t (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) 2)=15,2 (m, 1H)
Jn2-n1=5,0 3
Jn2r-n17=5,2
3" _—_ —_ —_ —_ —_— _—_ _—_
2 2,91 2,94 2,93 2,93 2,92 2,93 2,93
(m, 1H) (dd, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (dd, 1H) (m, 1H) (dd, 1H)
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H CLA CLA-1 CLA-2 CLA-3 CLA-4 CLA-5 CLA-6
3Juar-157=9,6 3Juar-ns=9,4 3Juar-ns=9,4
3Jha-0n=7,3 3Jhar-0n=7,6 3Jhar-on=7,2

3,97 3,97
3,97
3,97 (dg, 1H) (dg, 1H) 3,96 (dq, 1H)
o 4,04 (da, 1H) s s (da, 1H) S‘j’ ” 3,97
(m, 1H) 3Jus7-na7=9,2 Ha=9,4 Ha=9,4 3Jus7-na=9,3 _H152_ 1 (m, 1H)
3 Jus-ne=6,1 3 s 3 s 3 Jhs-He=6,1 3 MRS
Jns-e"=6,0
He"=6,1 He"=6,1
1,17 1,16 117 1,16 1,16 1,16
) 1,16 ’ (d, 3H) (d, 3H) ’ ’ ’
6 (d, 3H) (d, 3H) 3 3 (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H)
Jnew5=6,0 | 3Jyg y5=6,2 He He }Jue-5"=6,0 | 3Jner-ns=6,1 | 3Juer-sr=6,1
H5=6,1 H5"=6,1
- 1,13 1,15 1,15 1,15 1,09 1,14 1,13
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
g” 3,21 3,22 3,23 3,22 3,10 3,24 3,20
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
3,64 3,60 3,64 3,64 3,64 3,62
11- 3,64 ’ (d, 1H) (d, 1H) ’ ’ (d, 1H)
(d, 1H) (d, 1H) (d, 1H)
OH (m, 1H) 3 3 Jh1a- 3 Jh1a- 3 3 3 Jh1a-
Jn11-on=4,6 'JH11-0n=6,3 'JH11-on=7,5

oH=9,6 on=9,4 on=10,1

12- 4,09 4,15 4,14 4,15 4,15 4,14 4,15
OH (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H)

4,39 5,97 5,94 5,99 6,01 6,06 6,18
2’-OH (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H)

Una-on=7,0 | 3Jur.0n=5,4 | r-on=5,4 | 3r2-ow=5,2 | Jnr-on=5,0 | z-0n=5,2  3Juz-on=54
4,44 4,47

4 404 4,42 (d, 1) (@ 1H) 4,37 4,54 4,43
’ (d, 1H) ' ' (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H)

OH (m, 1H) 3 Jhar- 3 har-
3Jhar-on=7,4 3har-0n=7,6 | *Jna-on=7,0 | 3Jua-on=7,0

onw=7,4 on=7,3
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Tabela 14. Przesuniecia chemiczne zarejestrowane w widmach 3C NMR [ppm]
dla antybiotyku CLA oraz pochodnych CLA-1 — CLA-6 w DMSO-ds.

C CLA CLA-1 CLA-2 CLA-3 CLA-4 CLA-5 CLA-6
1 175,3 175,1 175,1 175,1 175,1 175,1 175,2
2 44,5 44,4 44,4 44,3 44,4 44,3 44,4
3 77,3 77,0 77,0 77,0 77,0 77,0 77,0
4 38,6 38,5 38,4 38,5 38,5 38,4 38,5
5 79,3 79,7 79,7 79,7 79,7 79,7 79,4
6 77,9 77,8 77,8 77,8 77,8 77,7 77,8
7 38,5 38,3 38,3 38,3 38,3 38,2 38,3
8 43,5 43,2 43,2 43,2 43,2 43,3 43,2
9 218,7 218,3 218,3 218,3 218,3 218,3 218,3
10 38,2 38,4 38,4 38,4 38,4 38,3 38,5
11 68,9 69,7 68,9 68,9 69,0 69,5 69,0
12 74,2 74,2 74,2 74,2 74,2 74,2 74,2
13 76,0 76,0 76,0 76,0 76,0 76,0 76,0
14 20,7 20,8 20,8 20,8 20,8 20,7 20,7
15 10,5 10,5 10,5 10,5 10,5 10,5 10,5
16 15,7 15,7 15,7 15,7 15,7 15,7 15,7
17 9,0 9,2 9,2 9,1 9,2 9,2 9,1
18 20,0 20,0 20,0 20,0 20,1 20,0 20,1
19 17,7 17,7 17,8 17,8 17,8 17,8 17,8
20 11,8 11,8 11,8 11,8 11,8 11,8 11,8
21 17,0 17,1 17,1 17,1 17,1 17,1 17,1
22 50,2 50,2 50,2 50,2 50,2 50,2 50,3
1 102,2 100,9 100,9 101,0 101,0 100,7 101,0
2 70,7 70,7 70,7 70,8 70,8 70,7 70,8
3 64,4 68,9 68,9 68,9 69,0 68,9 68,8
& 30,0 32,2 32,2 32,3 32,2 32,3 32,1
5’ 67,0 65,7 65,7 65,8 65,8 65,7 65,9
6’ 21,5 211 21,0 21,1 21,0 21,1 211
7 40,3 49,5 49,2 49,0 49,6 50,0 49,6
8 40,3 48,1 47,7 47,1 47,8 47,6 47,5
9’ --- 66,7 66,6 62,7 67,2 56,2 62,2
10 --- 126,4 119,1 112,2 117,0 83,3 128,9
11 - 127,7 139,6 145,8 135,3 73,0 130,7
12 --- - 18,1 26,1 140,8 --- 127,5
13 - --- --- 18,4 127,1 --- 131,9
14 --- - --- --- 128,7 --- ---
15’ --- - --- --- 128,9 --- ---
16’ --- --- --- --- 128,7 - ---
17 --- - --- --- 127,1 --- ---
1” 95,6 95,7 95,6 95,6 95,6 95,6 95,7
27 34,8 34,6 34,6 34,6 34,6 34,6 34,6
3” 72,5 72,6 72,6 72,6 72,5 72,6 72,6
4 77,3 77,0 76,9 76,9 76,9 76,7 76,9



C CLA CLA-1 CLA-2 CLA-3 CLA-4 CLA-5 CLA-6
5” 65,0 65,1 65,1 65,1 65,1 65,0 65,1
6” 18,8 18,8 18,8 18,8 18,8 18,9 18,9
7" 20,8 20,7 20,8 20,8 20,6 20,8 20,7
8” 48,9 48,9 48,9 48,8 48,8 49,0 49,2
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Tabela 15. Przesuniecia chemiczne zarejestrowane w widmach *H NMR [ppm] i state sprzezen J [Hz] dla antybiotyku CLA oraz pochodnych
CLA-7 — CLA-14 w DMSO-ds lub/i CDCls.

CLA CLA-7 CLA-7 CLA-8 CLA-9 CLA-10 CLA-12 CLA-13 CLA-14 CLA-14
(DMSO) (cpcls) (DMSO) (DMSO) (DMSO) (CDCls) (CDCls) (cDCls) (CDCls) (DMSO)
1 — — — — — — — — — —
2,82
2 2,79 2,87 (da, 1H) 254 254 o 1) o 1) 3,73
, 1H 3Jn2-3=14,1 ’ ’ , 1H
(m, 1H) (m, 1H) s (m, 1H) (m, 1H) Yiore=69 | Jrose=6,8 (m, 1H)
Jh2-n16=7,0
361 3,97 3,71 341 341
3 1) (d, 1H) (d, 1H) oy . 1H)
! 3J43-42=8,6 3Ju3-42=10,1 (m, 1H) !
3,91
4 1,82 1,92%* (tl’ZZU 1,78 1,78 (3'2;‘:') 3,04 3,01 (dqg, 1H) 3,81
(m, 1H) (m, 1H) . (m, 1H) (m, 1H) 3 P (m, 1H) (m, 1H) 3Jha-Hs=9,4 (m, 1H)
JH7-H17=7,5 JHa-n17=7,5 3
Jna-v17=7,3
3 61 3,66 3,63 3,74 3,74 4,12 4,14 4,11 4,04 3,91
5 (o 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H)
! 3 Jns-na=7,7 3 Jns-na=7,7 3Jhs-Ha=3,8 3Jhs-Ha=3,8 3 JH5-Ha=8,2 3 Jh5-Ha=8,4 3JH5-Ha=8,6 3Jhs-Ha=9,4 3Jh5-Ha=9,4
6 — — — — — — — — — —
1,75
(dd, 1H) 2,04 (dz’sle) 1,82 1,81
2J=14,9 (dd, 1H) 21_,14 - 1,69 1,69 (dd, 1H) (dd, 1H) 1,84 2,14 2,03
3Ju7.18=10,5 2)=14,9 3 - _'3 0 (m, 1H) (m, 1H) 2)=14,4 2)=14,4 (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
7 3Ju7-n8=4,3 HIHE=2, 3Ju7-18=6,9 3Ju7-18=6,3
1,46 106 1,20 1,20 1,62 1,24 1,02
(dd, 1H) 1,39* (d'lH) (m, 1H) (m, 1H) 1,51 1,51 (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
2j=14,8 (m, 1H) zj_’13 0 (m, 1H) (m, 1H)
3 Jn7-H8=3,2 Y
8 2,54 3,30* 3,36 3,28 3,28 3,15 3,15 3,15 3,22 3,24
(m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
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H CLA CLA-7 CLA-7 CLA-8 CLA-9 CLA-10 CLA-12 CLA-13 CLA-14 CLA-14
(DMSO) (cpcls) (DMSO) (DMSO) (DMSO) (CDCls) (CDCs) (CDCls) (CDCls) (DMSO)
9 - - — — - - - - - —
2,97
10 (m, 1H) o - - - - - - - -
11 3,64 6,62 6,58 6,49 6,49 6,59 6,60 6,78 6,33 6,33
(m, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H)
12 - - - -—- -—- -—- -—- - - -
5,05 5,00 4,88 4,90 4,90 4,98 4,95 5,68 4,29 4,53
13 (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H)
3Ju13-1140=11,0 | 3Jn13-0146=10,5 | 3Ju13-0146=10,7 | 3Jn13-114b=10,5 | 3Jm13-0146=10,5 | 3Jn13-1146=9,8 | 3Jn13-114b=9,7 | 3Jn13-1146=9,9 | 3Jn13-H146=9,2 | 3JH13-H140=10,5
3Ju13-H142=2,4 3JH13-H142=2,6 3J13-H142=2,4 3JH13-H142=2,3 3u13-014a=2,3 | 3Jn13-4142 =2,9 | 3n13-n142 =2,9 | n13-n142 =2,9 | JH13-n14a =4,5 | 3Jn13-H14a =3,2
1,95
1,82 1,92* 1,90* 1,87 1,87 ((zjjdflijz) 1,94
1H o
(m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (M I s is=7,5 (fjdfjijg) 1,79 1,68 1,72
3 - =14,
" 1,38 1,50 1,43 1,43 1,43 S ns=2,9 |y ee7s (M H) (m, 1H) (m, 1H)
ddd, 1H ddt, 1H ddd, 1H ddd, 1H ddd, 1H 3Ju14b-013=2,9
(2 c ) (2 i ) (2 c ) (2 c ) (2 ) 155 H14b-H13 167 164 156
J=14,0 ) =14,2 ] =14,2 ] =14,2 ] =14,2 (ddd, 1H) (m. 1H) (m. 1H) (m. 1H)
3Jm1ab-113=11,0 | 3Jn1ab-n15=7,3 | 3Jn14b-113=10,6 | 3Jn1ap-113=10,4 | 3Jn14ap-n13=10,4 2 _i4 3 1,54 ! ! !
3JH14b-H15=6,4 3JH14b-H13=2,9 3JH1ab-H15=7,2 3JH14b-H15=7,3 3Ju1ab-115=7,3 3 ¢ (m, 1H)
Jn1ab-113=9,9
3 JH1ab-H15=7,3
0,75 0,90 0,79 0,79 0,79 0,92 0,90 0,94 1,11 1,01
15 (t, 1H) (d, 1H) (t, 1H) (t, 1H) (t, 1H) (t, 1H) (t, 1H) (t, 1H) (t, 1H) (t, 1H)
3Ju15-H126=7,4 3JH15-H140=7,3 3Ju15-H140=7,4 3Ju15-H14b=7,4 3isnian=7,4 | nisnma=7,4 | Jnis-n1a=7,4 | 3uis-n140=7,5 | 3mis-n1a0=7,3 | 3Jnis-n1a0=7,5
1,12 1,24 1,18 1,16 1,16 1,34 1,32 1,35 174 164
16 (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
3Ji16-H2=7,6 3J116-H2=6,9 3Jn16-H2=6,4 3J116-H2=6,7 3J116-H2=6,7 3J116-H2=6,9 3J116-H2=6,8 3J116-H2=6,8 ! !
1,03 1,09 1,02 0,86 0,86 1,11 1,11 1,11 1,07 0,97
17 (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H)

3Jn17-Ha=7,3

3Jn17-Ha=7,4

3Ju17-H4=7,3

3Jh17-Ha=7,3

3Jh17-1a=7,3
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3Jh17-Ha=7,4

3Jh17-Ha=7,4

3Jn17-Ha=7,4

3Jn17-Ha=7,2

3Jh17-1a=7,0



H CLA CLA-7 CLA-7 CLA-8 CLA-9 CLA-10 CLA-12 CLA-13 CLA-14 CLA-14
(DMSO) (cpcls) (DMSO) (DMSO) (DMSO) (CDCls) (CDCs) (CDCls) (CDCls) (DMSO)
1,30 1,39 1,35 1,21 1,21 1,28 1,28 1,29 1,32 1,26
18
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
1,07 1,14 0,97 1,00 1,00 1,14 1,13 1,21 1,13 1,03
19 (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H)
3Jh19-H8=6,4 3 Jh19-H8=6,7 3Jh19-H8=6,3 3JH19-H8=6,6 3JH19-H8=6,6 3Jh19-H8=6,8 3JH19-H8=6,8 3Jn19-H8=7,6 3Jh19-H8=6,6 3Jh19-H8=6,5
1,03 2,00 1,90 1,91 1,91 2,01 1,99 1,82 1,93 1,87
20 (d, 3H)
3 orno=7 3 (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
H20-H10=7,
21 1,02 1,40 1,25 1,25 1,25 1,46 1,45 1,85 1,75 1,76
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
99 2,95 3,22 3,22 3,07 3,07 2,85 2,84 2,77 2,86 2,79
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
7,06
24 -- -- --- - - --- --- (d, 3H) -- ---
3 Jn2a-H25=1,7
7,36
25 - - --- --- --- --- --- (t, 3H) -- ---
3 Jh2s-H26=1,5
8,08
26 - - --- --- --- --- --- (d, 3H) -- ---
3Jh26-H25=1,1
4,39 4,35 4,28 4,29 4,44 4,34 4,36 4,34 4,45 4,44
1 (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H)
3 Jh1r-n2=7,0 3 1rn2r=7,2 3 Jh1H2r=7,2 3Jh1-H2v=7,5 3h1-n2r=7,7 3Jh1-H2v=7,6 3Jh1-H2r=7,6 3 Jh17-H2=7,6 3 Jh17-H2=7,6 3h1-n2r=7,7
302 3,18 (ddz('ig?lH) 4,50 4,71 4,48 4,71 4,70 4,50
Y (t,’lH) (dd, 1H) 3.IH2”»H3T’=10,1 2,99 (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H)
3 yrar=7.5 3Ju27-13=10,3 3ra=7 3 (m, 1H) 3Ju27-13=10,5 | 3Jn27-n3»=10,5 | 3J427-n3=10,5 | 3Jn27-n37=10,5 | 3Jn27-n3»=10,5 | 3Jn27-n3»=10,5
’ *Jnpr-n17=7,2 3-IH2"-H1”=2:4 *n2r-m17=7,6 =76 | nrwr=7,6 | Ywrw=7,6 | nrwur=7,6 *Jn2r-17=7,6
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CLA CLA-7 CLA-7 CLA-8 CLA-9 CLA-10 CLA-12 CLA-13 CLA-14 CLA-14
(DMSO) (cpcls) (DMSO) (DMSO) (DMSO) (CDCls) (CDCs) (CDCls) (CDCls) (DMSO)
2,42 2,44 2,75 2,75
2,40 2,42 ' ' ’ '
, (dq, 1H) (ddd, 1) |, 9dd 1M 1 (ddd, IH) 1 (ddd, 1H) 2,64 2,70 2,63 2,65  (add, 1H)
3 =109 | =103 Jn27-n3r=12,1 Jn2r-n3r=12,1 Jh27-n3=12,1 (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) Jn2r-n3r=12,1
3 =3 ’8 3 7 '2 32r-13=10,0 | *Jun3=10,0 | *Ju2-n3=10,5 ’ ’ ’ ’ 3Juz7-13=10,5
HHTES, HEREEL 3Ju27-n17=4,0 3n2rmrr=4,1 3Jn2rv1r=4,3 3uzn1r=4,3
1,63
(5'5“8_') ((:idl’Zl:) (rilslgH) (n::,bzllH) 1,75 1,71 1,72 1,70 1,70 1,75
. 2 ’ ’ (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
x J=11,5 J=2,1
2=
106 /=41 (dl’(]).lf:) ((;l';l_') 1,19 1,29 1,30 1,31 1,29 1,19
(m’ 1H) 1,18 2J=13,0 2J=13,O (ml lH) (ml 1H) (ml 1H) (ml 1H) (ml lH) (mr 1H)
(m, 1H)
3,46 3,59 3,59
o 3,67 y (da, 1% X 3,58 3,42 _,,J(ddq’ 11H2)4 3,52 3,51 3,48 3,51 3J(ddq' 11H2)4
Hs-Har=10, Hs"-Har=12, Hs-Ha'=12,
(man)  OC man) man) pE man W man | (maW
*Jusr-nar=4,8 *Jnsr-nar=1,8 *Jnsr-nar=1,8
1,06 1,21 1,09 1,13 1,17 1,23 1,22 1,23 1,20 1,17
6 (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H)
*Juer-ns'=7,3 *Jue"-Hs7=6,1 3Jue"-15"=5,9 3Jne"-H5"=6,2 3Jne7-157=6,1 3Jne7-157=6,1 3Jne7-157=6,1 *Jue"-H5"=6,4 *Juer-ns7=6,1 3Jne7-157=6,1
- 2,21 2,26 2,19 2,21 2,14 2,23 2,24 2,22 2,23 2,14
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
g 2,21 2,26 2,19 2,21 2,14 2,23 2,24 2,22 2,23 2,14
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
9’ — — — — — — — — — —
4,72
10 L 1,96 2,03 (S?iél? 2,03 2,04 1,96
(s, 3H) (s, 3H) o (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
Jnzn1=2,4
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H CLA CLA-7 CLA-7 CLA-8 CLA-9 CLA-10 CLA-12 CLA-13 CLA-14 CLA-14
(DMSO) (cpcls) (DMSO) (DMSO) (DMSO) (CDCls) (CDCls) (CDCls) (CDCls) (DMSO)
4,64
(dd, 1H)
2J=15,5
Yuzrn1r=2,4
1 o (s, 3H) - - o
2,47
12’ (t, 1H)
Juer-nsr=2,4
4,77 4,85 4,82 -—- -
1” (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) --- --- -- -- ---
3J41-n26'=5,0 3 Jhr-naw=4,8 3Jwr-nw=4,8
2,28 2,36 2,30
(d, 1H) (d, 1H) (d, 1H)
2)=15,1 2)=15,2 2)=15,1
2 1,53 1,57 1,53 o o o o - - o
(dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H)
2J=15,1 2J=15,2 2J=15,0
3Ju2-n1=5,0 3Ju2-n1=4,9 3Ju2-nr=4,9
3” . . . . . . . . . .
3,00 2,89
v (d, 1H) (t, 1H)
! 3 Jha-H5=9,2 3 Jha-ns=8,2
4,02
5 4,04* (dd, 1H) 4,05 N . . . . N .
(m, 1H) *Jus-Hav=9,3 (m, 1H)
3Jns-He'=6,2
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H CLA CLA-7 CLA-7 CLA-8 CLA-9 CLA-10 CLA-12 CLA-13 CLA-14 CLA-14
(DMSO) (cpcls) (DMSO) (DMSO) (DMSO) (CDCls) (CDCls) (CDCls) (CDCls) (DMSO)
1,16 1,28 1,18 — — — -
6" (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H) --- - -
3Jhe-H5=6,0 3Jhe-H5=6,2 3Jhe-H5=6,4
o 1,13 1,23 1,13 . . . . . . -
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
g 3,21 3,30 3,20 . . . . . . .
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
5,08 5,09
3-OH --- --- - (d, 1H) (d, 1H) --- --- --- --- ---
3Jn3-0n=6,5 3Jn3-0n=6,5
11-OH 3,64 - — — — — — - - —
(m, 1H)
12.0H 4,09 i 5,18 5,19 5,21 * * * *
(s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H)
4,39
> oh A ) , 4,08 4,34 4,36
*Juz-0n=7,0 (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
roa 5,35
4”-OH ’ * (d, 1H) --- ---
(m, 1H) 3Jhar-0n=8,2

* - wymienne ze $ladami wody obecnymi w uktadzie
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Tabela 16. Przesuniecia chemiczne zarejestrowane w widmach *H NMR [ppm] i state sprzezen J [Hz] dla antybiotyku CLA oraz pochodnych
CLA-7 — CLA-14 w DMSO-ds lub/i CDCls.

CLA CLA-7 CLA-7 CLA-8 CLA-9 CLA-10 CLA-12 CLA-13 CLA-14 CLA-14
(DMSO) (CDCl3) (DMSO) (DMSO) (DMSO) (CDCl3) (CDCIs) (CDCl3) (CDCl3) (DMSO)
1 175,3 175,4 174,5 175,3 175,3 169,9 169,9 169,0 165,0 164,6
2 44,5 45,2 44,9 44,1 44,1 51,3 51,3 51,2 89,3 87,4
3 77,3 79,3 79,1 75,1 75,1 204,6 204,6 204,1 200,8 195,7
4 38,6 40,5 39,2 38,5 38,5 47,3 47,1 47,5 42,5 41,9
5 79,3 80,0 79,3 81,8 81,8 81,1 81,3 81,1 84,5 83,6
6 77,9 78,6 77,4 77,9 77,9 78,5 78,3 78,6 78,6 77,7
7 38,5 40,5 40,6 38,9 38,9 40,3 40,3 40,4 39,9 39,8
8 43,5 37,5 34,9 35,2 35,2 38,6 38,2 39,1 37,9 36,4
9 218,7 207,5 206,1 206,4 206,4 207,2 207,3 205,1 208,4 207,0
10 38,2 138,9 136,7 136,9 136,9 139,0 138,8 138,3 136,6 134,9
11 68,9 142,5 144,8 143,8 143,8 142,1 142,3 138,6 136,9 137,5
12 74,2 73,5 71,6 71,7 71,7 73,8 73,5 84,7 87,1 87,6
13 76,0 80,3 78,8 78,8 78,8 81,5 81,6 77,2 84,1 83,8
14 20,7 22,3 21,0 21,0 21,0 22,6 22,0 22,8 23,9 22,9
15 10,5 10,7 10,5 10,5 10,5 11,1 11,1 10,6 10,3 9,8
16 15,7 15,7 16,2 15,9 15,9 14,9 14,8 15,2 11,2 11,1
17 9,0 9,7 9,3 8,4 8,4 14,1 14,3 14,1 14,9 14,5
18 20,0 22,4 23,7 22,6 22,6 21,1 21,1 21,1 22,6 22,6
19 17,7 18,8 17,1 17,2 17,2 19,1 18,8 19,1 17,6 17,1
20 11,8 13,4 12,5 12,7 12,7 13,7 13,6 13,4 13,6 12,8
21 17,0 21,0 19,6 19,7 19,7 22,1 22,0 20,3 19,9 18,8
22 50,2 50,8 50,6 49,5 49,5 50,5 50,5 50,4 51,6 51,3
23 --- --- - - --- --- --- 146,1 --- ---
24 --- --- --- --- --- - --- 1311 --- -
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c CLA CLA-7 CLA-7 CLA-8 CLA-9 CLA-10 CLA-12 CLA-13 CLA-14 CLA-14
(DMsO) | (cDCls) ~ (DMSO) = (DMSO) = (DMSO)  (CDCls) (CDCl3) (CDCl3) (cpcls)  (DMSO)

25 117,2
26 137,2
1 102,2 103,2 102,6 103,3 101,3 101,9 101,6 102,1 102,2 101,3
2 70,7 71,0 70,7 70,5 62,2 71,7 75,5 71,7 71,9 62,2
3 64,4 65,6 64,3 64,6 71,4 63,7 63,4 63,7 63,7 71,4
& 30,0 28,8 29,9 30,6 29,8 30,5 30,5 30,4 30,5 29,8
5 67,0 69,0 67,3 68,2 68,3 69,2 69,3 69,3 69,0 68,3
6 21,5 21,5 21,4 21,2 20,8 21,1 21,0 21,1 21,1 20,8
7 40,3 40,4 40,2 40,4 40,2 40,8 40,7 40,8 40,8 40,2
8 40,3 40,4 40,2 40,4 40,2 40,8 40,7 40,8 40,8 40,2
9 169,1 169,9 154,0 169,9 170,2 169,1
10’ 20,9 21,5 55,3 21,5 21,6 20,9
11’ 77,2
12’ 76,3
17 95,6 96,5 96,8
2” 34,8 35,2 35,1
3 72,5 72,7 72,5
4 77,3 78,1 77,4
5 65,0 65,8 65,0
6” 18,8 18,7 18,7
7” 20,8 21,7 20,8
8" 48,9 49,6 48,9
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Tabela 17. Przesuniecia chemiczne zarejestrowane w widmach H NMR [ppm] i state
sprzezen J [Hz] dla pochodnych COL w CDs3CN oraz COL-1 i COL-2 oraz hybryd

AZM-1-COL-1, AZM-1-COL-2 i CLA-2COL-2 w CDCls.

AZM-1- AZM-1- CLA-12-
H CoL COoL-1 CoL-2
COL-1 COoL-2 COL-2
1 — - — — — —
3,72
) 2,62 2,62 (@ 1H)
- - - q'
m, 1H m, 1H
( ) ( ) 3 JH2-H16=6,8
3 3,64 3,64
(m, 1H) (m, 1H)
4 2,24 2,25 3,04
(m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
3,59 4,12
3,59
5 -—- - -—- (d, 1H) (d, 1H)
(m, 1H) 3 3
Jus-na=1,8 Jus-Ha=8,7
6 — - — — — —
1,56 1,56
1,85
(d, 1H) (d, 1H)
(m, 1H)
, 2)=14,4 2/=14,3
1,53
1,27 1,28
(m, 1H)
(m, 1H) (m, 1H)
3 1,89 1,89 3,15
(m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
2,51
2,48
(m, 1H)
(m, 1H)
9 — - — —
2,07
2,05
(m, 1H) (t, 1H)
m,
2J=11,9
2,72 2,70
10 -—- - -—- -—-
(m, 1H) (m, 1H)
1 3,62 3,63 6,60
(m, 1H) (m, 1H) (s, 1H)
12 -—- -- -—- - -—- -—-
4,72 4,73 4,98
13 (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H)
3Jh13-H14b =10,8 | 3Jh1z-h1ab =10,3 | 3JH13-H140=9,8
3Jh13-H142 =1,4 3Ji13-H142 =1,4 3JH13-H142 =2,8
1,88 1,86 1,85
(m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
14 --- -- ---
1,51 1,51 1,56
(m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)

276



AZM-1- AZM-1- CLA-12-
H coL coL-1 coL-2
COL-1 COoL-2 COL-2
0,85 0,84 0,91
15 (t, 1H) (t, 1H) (t, 1H)
3Ju1s-H1ab =7,5 3Jh1s-H1ab =7,4 3 Jn15-H1ab=7,8
1,23 1,23 1,31
16 — - - (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H)
3 w16-12=7,2 3uie-n2=7,4 3Ju16-12=6,9
0,81 0,80 1,04
17 --- --- --- (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H)
3 Jh17-14=7,4 3 Jh17-14=7,4 3Ju17-H4=7,3
s 1,22 1,23 1,28
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
0,90 0,90 1,14
19 - --- --- (d, 3H) (d, 3H) (d, 3H)
3Jh10-18=7,2 3Jh19-18=7,0 3Jn19-H8=6,7
20 . . . 2,35 2,35 1,98
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
1,10 1,10
1,46
21 --- --- --- (d, 3H) (d, 3H)
3 ~ 3 _ (s, 3H)
JH21-H10=6,8 'JH21-H10=7,0
9 . . . 1,04 1,05 2,83
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
4,76 4,75 4,35
1 -—- - - (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H)
3 Jhr-H2=7,5 3Jhr-H2=7,6 3Jhr-H2=7,5
4,56 4,55 4,48
5 . . . (dd, 1H) (dd, 1H) (dd, 1H)
3Jh2-13=10,5 3Jh2-n3=10,5 3Jh2-n3=10,2
3 Jh2-Hr=7,5 3Jh2-Hr=7,6 3Jh2-Hr=7,6
, 2,72 2,75 2,71
3 (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
1,71 1,69 1,74
(m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
4 - - -
1,31 1,34 1,30
(m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
o . . . 3,48 3,46 3,50
(m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
1,20 1,22 1,22
6’ --- --- --- (d, 1H) (d, 1H) (d, 3H)
3 Jhe-H5'=6,2 *Jue-H5=6,0 3Jue-H5=6,1
2 . . . 2,21 2,22 2,25
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
g . . . 2,21 2,22 2,25
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
% - V- . — - -
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AZM-1- AZM-1- CLA-12-
H CcoL CoL-1 COL-2
COoL-1 COoL-2 COL-2
5,34 5,29 5,25
(d, 1H) (d, 1H) (d, 1H)
2)=12,8 2)=12,7 2J=12,6
10’ - - -
5,18 5,21 5,21
(d, 1H) (d, 1H) (d, 1H)
2)=12,8 2)=12,6 2J=12,6
11’ — — — — — —
12’ 7,83 7,82 7,82
(s, 1H) (s, 1H) (s, 1H)
1” —_— —_— —_— _—_ —_— —_—
1a" — — —_ — — —
2[’ —_— —_— —e —_— _—e —_—
3” —_— —_— —_— _—_ —_— —_—
4 6,74 6,56 6,53 6,55 6,51 6,52
(s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H)
4a" — _— —_— _— —_— —
551 2,52
’ (dd, 1H)
(dd, 1H) 5
2 J=13,4 2,40ax
J=12,7 |,
5 ~ JH5b,HEa= (td, 1H)
2,55 o e 63 2j=13,5 2,39
5,7 2,50« 3
(m, 1H) Jrsax-Heax=13,5 (m, 1H)
(m, 1H) 3
” 2,40 ./HSax»HGeq=6,8
5 2,37
2,15 (td, 1H) 2,52¢q
(td, 1H) , 2,34eq
(m, 1H) J =13,1 2,51¢q (m, 1H)
2)=12,7 (m, 1H)
3 Hz, (dd, 1H)
JHs, He = 3 5
'JHsa, Hea = J=13,2
12,7 s
3 13,1 HZ, JHSeq-HGax=6,6
JHs, He = 3
JH5a, Heb =
6,8 Hz,
6,6 Hz,
2,25 2,29 2,27 1,994 1,84cq 1,83¢q
(m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
6'[
2,09 2,00 1,84 2,29 2,26ax 2,22ax
(m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
4,59 4,63
(dt, 1H) (dt, 1H)
3 JHeb, H7 = 3 JHeb, H7 =
- 4,41 12,3 12,4 4,62 4,63 4,60
(m, 1H) 3 Ju6a, H7 = 3 JHea, H7 = (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
6,2 6,5
3 w7 = 3 w7NH =
6,2 6,5
7a" — — — — — —
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COoL-1 COL-2 COoL-2
g” 7,51 7,10 7,44 7,15 7,39 7,37
(s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H)
9” —_— —_— —_— —_— —_ —_
10” — — — — —_ —_
7,25 7,12 6,84 6,80
(d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) 711 6.7 (d, 1H)
117 I 5 5 (d, 1H) (d, 1H) 5
JH117-H12” JH11,H12 = JH117-H12” 3 128 3 10,8 JH117-H12”
=75 12,9 ~10,8 H11-H12 =12, H11-H12 =10, -10,8
7,48 7,40 7,28 7,23
7,40 7,23
” (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H)
12 3 3 3 (d, 1H) (d, 1H) 3
JH127-H11” JH11,H12 = JH127-H11” 3 3 JH127-H11”
JH12-H11 =12,8 JH12-H11 =10,7
=10,3 12,8 =10,7 =10,7
123" _— — — — — —
13” — — — — — —
147 1,94 2,04 1,99 2,02 1,99 1,99
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
157 3,59 3,65 3,64 3,64 3,63 3,64
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
16" 3,82 3,92 3,94 3,91 3,91 3,92
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
17 3,87 3,89 3,90 3,88 3,88 3,88
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
4,22
(dt, 1H)
2J=9,9
3Ju18, 1o = 4,09
6,3 (m, 1H)
18” 4,19 4,09 4,10
m, 2H m, 2H m, 2H
4,14 ( ) 4,17 ( ) ( )
(dt, 1H) (m, 1H)
’J=9,8
3JH1s, H1o =
5,9
- 2,13 2,19 2,53 2,54 2,52
(m, 2H) (m, 2H) (m, 2H) (m, 2H) (m, 2H)
20 3,57 3,60 4,67 4,67 4,65
(m, 2H) (m, 2H) (m, 2H) (m, 2H) (m, 2H)
7,65 6,68 6,94
7,12 6,86
(d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) 6,73
C(7)-NH 3 3 3 (d, 1H) (d, 1H)
JH77-NH JH77-NH Ju77-NH 3 =7 3 70 (m, 1H)
4.4 6,3 6,9 H7-NH =7, H7-NH =7,
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Tabela 18. Przesuniecia chemiczne zarejestrowane w widmach 3C NMR [ppm] i state
sprzezen J [Hz] dla pochodnych COL, COL-1 i COL-2 oraz hybryd AZM-1-COL-1,
AZM-1-COL-2 i CLA-2COL-2 w CDCls.

AZM-1- AZM-1- CLA-12-
H coL coL-1 CoL-2
COoL-1 COoL-2 COoL-2
1 — -— -—- 177,6 177,7 169,8
2 -—- —- - 44,1 44,1 51,3
3 - - -—- 78,7 78,7 204,6
4 -—- —- - 35,9 35,9 47,2
5 - - -—- 87,4 87,6 81,4
6 -—- —- - 73,3 73,4 78,3
7 -—- —- - 41,7 41,7 40,4
8 - -—- 26,4 26,4 38,4
9 -—- —- - 71,1 71,0 207,2
10 - -—- 62,8 62,7 138,5
11 -—- - - 75,7 75,6 142,7
12 -— -—- 74,3 74,3 73,5
13 -—- - - 77,8 77,7 81,5
14 -—- —- - 21,0 21,0 22,3
15 - -—- 11,0 11,0 11,1
16 -—- —- - 16,3 16,3 14,9
17 — - -—- 7,4 7,3 14,2
18 - - - 26,3 26,3 21,1
19 - - -—- 21,5 21,5 19,0
20 - -—- - 36,9 36,9 13,6
21 - - - 7,6 7,6 22,3
22 - - -—- 16,3 16,3 50,4
1’ - - - 100,0 100,2 101,6
2’ - - - 76,3 76,2 75,8
3’ - - - 63,3 63,3 63,5
Y - -—- - 30,3 30,5 30,4
5’ - -—- - 68,9 68,8 69,2
6’ - - - 21,1 21,2 21,0
7’ -—- —-- - 40,7 40,8 40,8
8’ - - - 40,7 40,8 40,8
9 --- - - 154,5 154,4 154,4
10’ - - - 60,9 61,0 61,1
11 --- - - 142,9 142,6 142,4
12’ -—- —-- - 124,7 124,5 125,7
1” 151,04 151,1 151,3 151,1 151,3 151,3
1a” 126,37 125,9 125,8 126,0 125,7 125,7
2" 141,74 141,7 141,8 141,7 141,8 141,8
3”7 154,39 153,8 153,6 153,8 153,7 153,7
4” 108,44 107,5 107,5 107,6 107,5 107,5
43" 135,75 134,8 134,3 1349 134,2 134,2
5” 30,03 30,0 30,0 29,4 30,0 30,0
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10”
11”
12”7
123"
13”
14”
15"
16"
17"
18"
19”
20"

38,5
53,0
143,9
111,8
163,1
179,5
134,4
141,3
135,1
169,9
23,0
61,6
61,5
56,2
66,8
28,5
48,2

36,9
52,4
151,4
1311
179,6
163,4
113,8
135,2
136,8
169,8
23,2
61,7
61,5
56,3
66,0
28,5
48,2
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38,3
52,9
143,3
113,3
162,8
179,7
134,6
141,4
135,7
170,2
22,9
61,6
61,5
56,2
65,7
29,2
47,2

36,8
52,4
151,6
131,3
179,6
163,0
114,3
135,1
137,3
169,8
23,1
61,6
61,5
56,2
65,6
29,4
47,2

36,8
52,5
151,4
131,2
179,5
163,0
114,2
135,1
137,3
170,0
23,1
61,6
61,5
56,2
65,6
29,4
47,2



Wyniki i dyskusja

6. Ocena potencjatu przeciwbakteryjnego nowych pochodnych 14- i 15-cztonowych
antybiotykéw makrolidowych oraz modelowanie ich oddziatywan w tunelu

rybosomalnym

Niezaleznie od wielkosci pier$cienia makrocyklicznego, sposdb dziatania
antybiotykdéw makrolidowych opiera sie na blokowaniu procesu translacji na réznym
etapie, poprzez ich wigzanie w tunelu rybosomalnym réznych szczepéw bakteryjnych.
Z kolei sposéb w jaki antybiotyki te wigzg sie zaleiny jest zarowno od wielkosci,
jak i utozenia ich pierscienia wzgledem tunelu rybosomalnego i podjednostek biatkowych
L4, L22 oraz L37E (Rysunek 190). Wspdlng cechg powinowactwa makrolidéw laktonowych
do tunelu rybosomalnego jest lokalizacja ich miejsca wigzania w poblizu petli
peptydylotransferazy (PTC). Dzieki danym strukturalnym dostarczonym przez biologdéw
molekularnych i chemikéw medycznych, znane s3 pewne punkty orientacyjne, pomocne
w ustaleniu doktadnego miejsca wigzania poszczegdlnych makrolidow.>1101-105
Dla wyjasnienia potencjatu biologicznego antybiotykéw, kluczowe jest zrozumienie
budowy makrolidéw laktonowych, gdyz ich konformacja ma niezwykle istotny wptyw
na lipofilowo$é oraz akumulacje w komdrkach.%899:241

Orientacja wzgledem swiatta tunelu rybosomalnego antybiotykédw makrolidowych
o 15-cztonowych pierscieniach laktonowych jest bardzo =zblizona do utozenia
16-cztonowych antybiotykow, jednakze wykazujg one lekko zmienione miejsce wigzania,
a za stabilizacje antybiotyku odpowiadajg inne nukleotydy. Z kolei sposéb wigzania
14-cztonowych makrolidéow jest zupetnie inny — odwrdcony i zorientowany prawie
prostopadle do osi tunelu, w poréwnaniu z azalidami.’* Doktadne modele wigzania obu
antybiotykow ERY i AZM w tunelu rybosomalnym omodwione zostaty w Rozdziatach 3
w Dziale Il oraz Dziale IV.

Na Rysunku 180 przedstawione zostato poréwnanie sposobdow wigzania
antybiotykdow o 14-, 15- i 16-cztonowych pierscieniach makrocyklicznych w tunelu
rybosomalnym. Pomimo istotnych rdznic w sposobie wigzania tych makrolidéw,
poréwnanie to umozliwia dostrzezenie wspdlnego fragmentu strukturalnego tych
antybiotykow, mianowicie jednostke sacharydowg bezposrednio przytgczong w pozycji
C(5) aglikonu — dezozamine. Cukier ten zakotwiczony jest w tunelu rybosomalnym w tym

samym miejscy wzgledem PTC i stabilizowany poprzez identyczne oddziatywanie, to jest
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Rysunek 190. Projekcje réznych modeli wigzania laktonowych makrolidow o rdéznej
wielkosci pierscienia aglikonowego: A — spiramycyny; B — AZM; C — ERY, przedstawione
w dwéch projekcjach: lewa - wzdtuz tunelu rybosomalnego, réwnolegle do osi, w kierunku
petli PTC, zastonietej przez nukleotyd (zaznaczony na czerwono); prawa - prostopadle do
osi tunelu, z perspektywy nukleotydéw A2103 (H. marismortui) lub A2045
(D. radiodurans). Modele zbudowane zostaty na podstawie koordynatéow pozyskanych ze
struktury rentgenowskiej kompleksu antybiotyk-rybosom (PDB 1KD133, 1YHQ®® i 1JZY®7)
oraz poprzez optymalizacje interakcji pomiedzy antybiotykiem a tunelem rybosomalnym
na podstawie obliczeri wykonanych metodami MM3 i MOG-PM6 (Scigress)?®. Biatkowa
podjednostka L22* zostata pominieta dla lepszej przejrzystosci, oddziatywania
miedzyczasteczkowe pomiedzy odpowiednimi solami (oznaczonymi granatowym
kolorem) a rybosomem, oznaczone sg jasno niebieskimi kropkami. Kluczowe nukleotydy
zaangazowane W interakcje antybiotyk-rybosom zostaty oznaczone analogicznymi
kolorami dla réznych szczepdw bakterii.®*
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wigzanie wodorowe pomiedzy atomem wodoru grupy hydroksylowej O(2')H,
a konserwatywnga adenozyng: A2099 w H. marismortui (dla 15-cztonowych antybiotykéw)
lub A2041 w D. radiodurans (dla 14-cztonowych makrolidéw), budujgcy Sciane tunelu.
Zatem niezaleznie od rozmiaru aglikonu i jego orientacji wzgledem $wiatta tunelu
rybosomalnego, dezozamina jest zorientowana na rybosomie w analogiczny sposdb.3%:°6,°7

Badania aktywnosci przeciwbakteryjnej przeprowadzone zostaty zaréwno dla
pochodnych azytromycyny modyfikowanych w pozycji C(2’) (AZM-2 — AZM-19), oraz soli
N-alkiloamoniowych azytromycyny (AZM-21 - AZM-30 i AZM-32 - AZM-44)
i klarytromycyny (CLA-1 — CLA-6). Zwiazki te przebadano przeciwko nastepujgcym
szczepom bakterii Gram-dodatnich: S. aureus (ATCC, MRSa i MLSg), S. epidermidis (ATCC),
E. faecalis (ATCC), S. pneumoniae (ATCC, kliniczne, kliniczne-sluzowe), S. pyogenes (ATCC,
kliniczne) oraz S. mitis/oralis (kliniczne), w zakresie stezern MIC (minimalnego stezenia
wywotujgcego inhibicje) od 64 do 0,03 pg/ml. Wyniki aktywnosci dla zwigzkéw AZM-2 —
AZM-19, wraz z danymi dla antybiotykow referencyjnych: erytromycnyny (ERY),
klarytromycyny (CLA) oraz azytromycyny (AZM) przedstawitam w Tabeli 19. Natomiast
zebrane wyniki aktywnosci dla zwigzkow AZM-21 — AZM-30 i AZM-32 — AZM-44 oraz
CLA-1 — CLA-6, wraz z danymi dla antybiotykdw referencyjnych: erytromycnyny (ERY),
klarytromycyny (CLA) oraz azytromycyny (AZM) przedstawitam w Tabelach 20 i 21, wraz
z eksperymentalnie wyznaczonymi wartosciami rozpuszczalnosci [mg/ml] i lipofilowosci
(clogP) oraz wartosciami lipofilowosci wyznaczonymi matematycznie.

Analizujgc wartosci aktywnosci przeciwbakteryjnej pochodnych azytromycyny
modyfikowanej w pozycji C(2') AZM-2 — AZM-19 zauwazytam, ze wszystkie posiadajg
wartos$¢ MIC> 64 ug/ml, a wiec sg one nieaktywne wobec badanych szczepéw (Tabela 19).
Niestety brak jakiejkolwiek aktywnosci tych weglanowo-triazolowych analogéw
azytromycyny wskazuje, ze nadmierna ekspansja ramienia dezozaminy przez bardzo duze
podstawniki nie wptywa pozytywnie na reorientacje laktonowego aglikonu w celu
lepszego dopasowania ramienia do miejsca-P tunelu rybosomalnego. Hydroliza kladynozy,
przeprowadzona by umozliwié te reorientacje, ostabita wigzanie zwigzkow AZM-2 — AZM-
19 w tunelu rybosomalnym, poprzez utrate dodatkowych oddziatywan pomiedzy tym
deoksycukrem, a nukleotydami budujgcymi $ciane tunelu. Dodatkowo, wynik ten
potwierdza réwniez ogromne znaczenie dostepnosci wolnej, niczym nie podstawionej

grupy hydroksylowej O(2’)H dezozaminy, dla skutecznego miedzyczasteczkowego
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wigzania wodorowego makrolidu z atomem azotem nukleotydu A2099 (w przypadku H.
marismortui) lub A2041 (w przypadku D. radiodurans) w tunelu rybosomalnym.

Analiza danych biologicznych soli  N-alkiloamoniowych  klarytromycyny
i azytromycyny ukazata natomiast, ze wprowadzenie podstawikdw przy atomie azotu
wptywa korzystniej na wtasciwosci przeciwbakteryjne zwigzkéw, w stosunku
do modyfikacji przeprowadzanych w pozycji C(2’) (Tabela 20). Dodatkowo, dane te
dowodzg, ze nowo wprowadzone podstawniki znacznie lepiej wptywajg na aktywnosc
biologiczng 14-cztonowych analogéw CLA (CLA-2, CLA-3, CLA-5, CLA-6), w poréwnaniu do
analogicznych pochodnych AZM o 15-cztonowych pierscieniach aglikonowych (AZM-21,
AZM-22, AZM-23, AZM-27) (Tabela 20). Dodatkowo wykazano, ze w przypadku bromkoéow
N-alkiloamoniowych obecnos¢ stosunkowo matych podstawnikéw przy atomie azotu
N,N-dimetylowej grupy, tj.: propargilu (AZM-23, AZM-40, AZM-43) allilu (CLA-1), krotylu
(AZM-21, CLA-2) czy dimetyloallilu (AZM-22, CLA-3), niezaleznie od wielkosci aglikonu,
wptywa na znaczace obnizenie parametrow lipofilowosci (clogP=-1,94 — 0,6; Tabela 20)
i doskonatg rozpuszczalno$é w wodzie (Suz0= 4,42 — 41,2 mg/ml; Tablea 20). Przyktadowe
poréwnanie parametrow clogP i rozpuszczalnosci w wodzie dla pochodnych AZM i CLA
posiadajgcych ten sam przytgczony podstawnik (na przyktadzie podstawnika
dimetyloallilowego - AZM-22 i CLA-3) ukazato, ze produkt CLA-3 jest znacznie bardziej
aktywny przeciwbakteryjnie, posiada poréwnywalnie niekorzystng wartosci clogP
i 4-krotnie nizszg rozpuszczalnos¢ w wodzie, w stosunku do odpowiednika
0 15-cztonowym pierscieniu - AZM-22. Mimo nizszych wartosci clogP, zaréwno sole
N-alkiloamoniowe AZM, jak i CLA, wykazujg wyzsze wartosci Swzo niz antybiotyki AZM
i CLA. Na podstawie analizy danych mozna wnioskowa¢, ze wprowadzenie nowych
podstawnikdw przytaczonych do atomu azotu dezozaminy zdecydowanie poprawita
rozpuszczalno$é zwigzkéw w wodzie (Suzo > 2 mg/ml) kosztem zmiejszonej lipofilowosci
(clogP ~ 0), w poréwnaniu z antybiotykami referencyjnymi (St20 AZM i CLA ~ 0,3 mg/ml;
clogP ~ 2,8). Na podstawie parametrow fizykochemicznych (Tabela 20) wyznaczonych dla
analogdéw AZM zawierajgcych kladynoze (AZM-40, AZM-41, AZM-42; odpowiednio clogP
= -0,5; 0,5; -1,9) oraz nieposiadajacych tego deoksycukru (AZM-23, AZM-30, AZM-34;
odpowiednio clogP = 0,3; 0,3; -1) stwierdzono, ze obecnos¢ tego sacharydu w strukturze
nowootrzymanych soli jedynie nieznacznie zwieksza ich lipofilowos$é. Poréwnanie danych

biologicznych dla otrzymanych soli N-alkiloamoniowych: zawierajacych kladynoze
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(AZM-21 - AZM-39), niezawierajgcych kladynozy w strukturze (AZM-40 — AZM-42), oraz
tych posiadajgcych zaréwno kladynoze, jak i rowniez podstawnik acetoksylowy w pozycji
C(2’) (AZM-43, AZM-44), ukazuje, ze brak kladyzony oraz obecnos¢ podstawnika w pozycji
C(2’) znacznie obnizaja potencjat przeciwbakteryjny zwigzku (MIC > 64 pg/ml). Wykonane
testy mikrobiologiczne dowiodty réwniez, ze zaréwno otrzymane przeze mnie nowe
N-alkiloamoniowe sole AZM i CLA, jak réwniez niemodyfikowane antybiotyki (AZM i CLA)
nie wykazujg aktywnosci wobec szczepdw S. aureus MRSA i MSLB (Tabela 21).

Dane zebrane w Tabeli 20 ukazujg, ze sposrod wszystkich badanych
N-alkiloamoniowych soli, najbardziej aktywne przeciwbakteryjnie sg te, posiadajgce 14-
cztonowy aglikon. Doktadna analiza zaleznosci aktywnosci od struktury, przeprowadzona
dla tych nowych pochodnych CLA wskazata, ze najnizsze wartosci MIC obserwowane
sg dla zwigzkdéw, ktére posiadaty nienasycone i realatywnie mate podstawniki (CLA-1 —
CLA-3 i CLA-5). Aktywno$¢ biologiczna tych pochodnych jest poréwnywalna, badz
nieznacznie nizsza niz aktywnos¢ AZM i CLA. Warto zauwazyé¢, ze w przypadku pochodne;j
CLA-2 i CLA-5 wartosci MIC sg rowne 0,25 lub 0,5 pug/ml wobec szczepu S. pneumoniae
ATCC 49619 i szczepom klinicznym, oraz szczepom klinicznym S. pyogenes i ATCC 19615.
Najnizszg, a wiec zarazem najbardziej korzystng, wartosé¢ MIC odnotowano dla pochodnej
zawierajgcej podstawnik propargilowy (CLA-5) wobec szczepu klinicznego S. pyogenes
(MIC= 0,25 pg/ml). Jednakie pomimo tego, ze wartos¢ ta byta najlepsza sposréd
wszystkich uzyskanych w testach biologicznych, byta ona 4-krotnie nizsza niz aktywnosc
CLA. Zwigzek CLA-2, natomiast, wykazat identyczng, takg samga jak ERY, CLA i AZM,
warto$¢ MIC wobec szczepu klinicznego S. pneumoniae, wynoszgcg 0,5 pug/ml, pomimo
mniej korzystnych wartosci lipofilowosci i przy znaczgco wyzszej rozpuszczalnosci
w wodzie. Rozwazajgc jedynie niekorzystne wartosci clogP dla tego typu zwigzkéw, oraz
wartosci rozpuszczalnosci w wodzie wiodgcych pochodnych: CLA-5 (clogP= -1,19;
Sh20= 10,87) i CLA-2 (clogP= -0,56; Sw20= 4,42), ktére sg podobne dla wszystkich innych
pochodnych tej klasy, trudno jest wyjasni¢ fakt, ze majg one lepsze dziatanie
przeciwbakteryjne wzgledem pozostatych zwigzkéw. Zatem, by wyjasni¢ najwyzisza
aktywnos¢ biologiczng dwodch pochodnych CLA-5 i CLA-2 sposrdd  wszystkich
N-alkiloamoniowych soli CLA, nalezy rozwazy¢ inny, bardzo istotny aspekt. Otdz obok
parametrow fizykochemicznych pochodnych, kluczowym czynnikiem jest sposéb ich

wigzania z molekularnym ,target” (Rysunek 191). Dokowanie otrzymanych przeze mnie
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réznych soli N-alkiloamoniowych CLA w tunelu rybosomalnym wykazato, ze nowo
przyfaczony podstawnik na atomie azotu dezozaminy jest umieszczony blisko nukleotydu
G2484 - ,straznika tunelu” w rybosomach bakteryjnych (kolor pomaranczowy, miejsce
S1*, Rysunek 191a-c), i bierze udziat w odziatywaniach m-t z tym nukleotydem. Energie
wigzania w tunelu rybosomalnym (AH®) (Tabela 22) obliczone dla kluczowych pochodnych
wskazujg, ze najwieksze zyski energetyczne wystepujg przy wigzaniu soli CLA
zawierajacych mniejsze podstawniki (AH¢* > dla CLA-5 > CLA-1 > CLA-2). Analiza wigzania
otrzymanych pochodnych ukazata réwniez, ze wprowadzenie podstawnikéw na atomie
azotu dezozaminy, zawierajgcych w swojej strukturze atomy wegla o hybrydyzacji sp jest
nieco korzystniejsze energetycznie, ze wzgledu na ich bardziej efektywne oddziatywanie
z nukleotydem G2484, niz wprowadzanie tych o hybrydyzacji sp?. Zatem analiza
odziatywan soli CLA w tunelu rybosomalnym uwidocznita wazny parametr, tj. dtugosc
i objetos¢ podstawnika przytaczonego do atomu azotu, wptywajacy na efektywnosc
wigzania zwigzkéw w tunelu rybosomalnym. Jak pokazano na Rysunku 191, zwigzki
zawierajgce alkin (CLA-5, a) i krotyl (CLA-2, b) tworzg kompleksy z rybosomami, ktére
stabilizowane sg oddziatywaniami n-t z nukleotydem G2484 bez zadnych dodatkowych
zmian konformacyjnych. Z kolei obecnos¢ bardziej objetosciowego podstawnika w
strukturze zwigzku CLA-4 (Rysunek 191c), implikuje niekorzystng zmiane konformacyjna
w nukleotydzie G2484 w celu dopasowania sie do oddziatywan typu m-mt ,stacking”. Ten
wynik wraz z obliczonym zyskiem energetycznym tworzenia komplekséw z rybosomami
jest zgodny z réznicami w wartosciach Kp obserwowanych dla CLA-5 i CLA-2 (Kp cias <
Kb cLa-2).242724>226 powyzsze wyniki dokowania pochodnych w tunelu sg zgodne z wynikami
testow przeciwbakteryjnych. Mianowicie, pochodne N-alkiloamoniowe CLA zawierajgce
mniej podstawione i nienasycone podstawniki na dezozaminie, tj.: allil (CLA-1), krotyl
(CLA-2), dimetyloallil (CLA-3) i alkin (CLA-5), s3 zdecydowanie bardziej aktywne wobec
szczepu S. pneumoniae ATCC 49619 (MIC= 0,5-2 pg/ml) i klinicznego szczepu S. pyogenes
(MIC=0,25-16 pg/ml), niz pochodne zawierajgce objetosciowe lub/i dtuzsze podstawniki,
takie jak CLA-4 czy CLA-6 (MIC spneumonice aTccagsio= 8 Wg/ml i MICs pyogenes Kiiniczny= 8-32
pug/ml). Ciekawym byto, ze w przypadku N-alkiloamoniowych analogéw CLA, jedynie
zwigzek CLA-1 wykazywat potencjat przeciwbakteryjny wobec szczepu E. faecalis ATCC
29212 (MIC= 32 pg/ml), rowny aktywnosci AZM.
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D. radiodurans: a) — CLA-5; b) — CLA-2 i c) — CLA-4. Rysunki po lewej stronie przedstawiajg
rzut od strony A2045, natomiast po prawej — rzut od strony U2588. Modele zbudowane
zostaty na podstawie koordynatéw pozyskanych ze struktury rentgenowskiej kompleksu
CLA-rybosom (PDB 1J5A)°” oraz poprzez optymalizacje interakcji pomiedzy antybiotykiem
a tunelem rybosomalnym na podstawie obliczen wykonanych metodami MM3 i MOG-
PM6 (Scigress)'?®. Oddziatywania wewnatrzczasteczkowe pomiedzy odpowiednimi solami
(oznaczonymi fioletowym kolorem) a rybosomem, oznaczone sg jasno zottymi kropkami.
S1*iS2* sg oznaczeniami rozwazanych, alternatywnych miejsc wigzania.?2®
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Poréwnujgc aktywnos¢ biologiczng antybiotykéw laktonowych o 15-cztonowych
pierscieniach laktonowych mozna byto zauwazyé, ze s one mniej aktywne od tych,
posiadajgcych  14-cztonowy pierscien aglikonowy. Najbardziej aktywna sél
N-alkiloamoniowa AZM — AZM-37 — wykazywata potencjat przeciwbakteryjny w zakresie
MIC= 2-64 pg/ml wobec szczepdw S. pneumoniae, S. pyogenes i S. mitis/oralis. Aktywnos¢
ta byta jednakze wecigz co najmniej 4-krotnie nizsza, niz w przypadku antybiotykdéw
referencyjnych ERY, CLA i AZM (Tabela 20). Nasuwa sie zatem pytanie, dlaczego obecnos¢
matych, mniej obszernych podstawnikéw przytgczonych do atomu azotu dezozaminy nie
przyczynia sie do tak dobrych wartosci aktywnosci przeciwbakteryjnej soli AZM,
jak w przypadku soli CLA. Poréwnanie parametrow fizykochemicznych, tj.: clogP i Sh2o,
pomiedzy solami CLA CLA-2 i CLA-3 a solami o 15-cztonowym aglikonie: AZM-21 i AZM-
22, wskazuje, ze sole AZM wykazujg 4-krotnie lepszg rozpuszczalno$¢ w wodzie i nieco
nizszg lipofilowos¢, w poréwnaniu do ich odpowiednikdéw o 14-cztonowych pierscieniach.
Nizszg aktywnos¢ przeciwbakteryjng pochodnych AZM-21 i AZM-22 (w pordwnaniu do
CLA-2 i CLA-3), przede wszystkim mozna wyjasni¢ mniej wydajnym energetycznie
sposobem wigzania analogow AZM (w poréwnaniu do analogéow CLA) w tunelu
rybosomalnym. W $wietle opisywanych wczesniej, w niniejszej rozprawie, odmiennych
modeli wigzania 14- i 15-cztonowych antybiotykdw laktonowych w tunelu
rybosomalnym3294% réwniez w przypadku ich soli N-alkilowych mozna byto spodziewa¢
sie réznic w sposobie ich dokowania. Dane literaturowe wskazujg, ze 15-cztonowy
pierscien aglikonowy AZM jest zorientowany réownolegle, podczas gdy 14-cztonowy
pierscien CLA zorientowany jest prostopadle, do swiatta tunelu rybosomalnego. Réznica
ta implikuje dwie mozliwe orientacje wprowadzonego podstawnika na atomie azotu
pochodnych AZM: dokowanie w miejscu S1* - w poblizu nukleotydu G2540 oraz
dokowanie w miejscu S2* - przy stosie adenylanéw A2099-A2100-A2538 (Rysunek 192),
przy statej orientacji aglikonu i cukréw. Obliczony energetyczny zysk wigzania zwigzkow
AZM-21 i AZM-37, w zaleznosci od miejsca wigzania, rézni sie od siebie znaczgco (Tabela
22). Przedstawia sie nastepujgco: zysk energetyczny podstawnika przytgczonego do
N-alkiloamoniowego zwigzku AZM-37 w miejscu S2* > AZM-21 —w miejscu S2* > AZM-21
— w miejscu S1* > AZM-37 w miejscu S1*. Powyisze analizy teoretyczne wskazuja,
ze dokowanie matych podstawnikéw w miejscach S1* i S2* dla zwigzku AZM-21 jest

niemalze energetycznie rownowazine, podczas gdy dokowanie objetosciowego
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Rysunek 192 Modele wigzania N-alkiloamoniowych soli AZM w tunelu rybosomalnym
H. marismortui: A — AZM-21 zadokowany w miejscu S1*, B — AZM-21 zadokowany w
miejscu S2* i C — AZM-37 zadokowany w miejscu S2*. Rysunki po lewej stronie
przedstawiajg rzut od strony A2103, natomiast po prawej — rzut ze strony przeciwnej, od
stosu adenylanéw A2099/A2100/A2538. Modele zbudowane zostaty na podstawie
koordynatéw pozyskanych ze struktury rentgenowskiej kompleksu AZM-rybosom (PDB
1YHQ)®® oraz poprzez optymalizacje interakcji pomiedzy antybiotykiem a tunelem
rybosomalnym na podstawie obliczen wykonanych metodami MM3 i MOG-PM6
(Scigress)'?®. Oddziatywania wewnatrzczasteczkowe pomiedzy odpowiednimi solami
(oznaczonymi bladoniebieskim /granatowym kolorem) a rybosomem, oznaczone
sg z6ttymi kropkami. S1* i S2* sg oznaczeniami rozwazanych, alternatywnych miejsc
wigzania.??®
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podstawnika przytagczonego w pozycji atomu azotu dezozaminy, realizowane moze by¢
wytacznie w miejscu S2*. Energetyczny zysk z wigzania pochodnej AZM-37 w miejscu S2*
jest nieco wyiszy, niz w przypadku wigzania w miejscu S1*, co zgodne jest
z obserwowanymi wartosciami aktywnosci przeciwbakteryjnej obu tych pochodnych.
Dodatkowo réwniez, energetyczny zysk wigzania przyktadowej soli AZM (AZM-21)
na rybosomie jest znaczgco nizszy niz ten obliczony dla soli CLA (odpowiednika soli

15-cztonowej, zwigzku CLA-2), co réwniez zgodne jest z obserwowang, nizszg aktywnoscig

soli AZM wzgledem pochodnych CLA.

Tabela 19. Aktywnos¢ przeciwbakteryjna dla pochodnych AZM-2 — AZM-19, wyznaczona
jako wartosci MIC podane w pg/ml, wraz z wynikami aktywnosci antybiotykéw

wzorcowych ERY, CLA i AZM.?%°

MIC pg/mL (Minimalne stezenie hamujgce)

g o SN n ~ 2 S <

g 9 25 g 9N o 9 “ " o & 3 N T @

o< Sk 4= Ma< < L < 4 <
ERY 0,125 8 0,0625 8 - - - - -
CLA 0,125 2 0,03125 4 >64 >64 0,25 0,25 0,25
AZM 0,25 16 0,125 32 >64 >64 1 1 1
AZM-2 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64
AZM-3 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64
AZM-4 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64
AZM-5 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64
AZM-6 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64
AZM-7 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64
AZM-8 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64
AZM-9 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64
AZM-10 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64
AZM-11 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64
AZM-12 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64
AZM-13 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64
AZM-14 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64
AZM-15 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64
AZM-16 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64
AZM-17 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64
AZM-18 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64
AZM-19 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64
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Tabela 20. Aktywno$¢ przeciwbakteryjna dla pochodnych AZM-21 — AZM-30 i AZM-32 —
AZM-44, wyznaczona jako wartosci MIC podane w pg/ml, wraz z wynikami aktywnosci
antybiotykéw wzorcowych ERY, CLA i AZM, wspdlnie z eksperymentalnie wyznaczonymi
wartosciami rozpuszczalnosci (Snz0, mg/ml) oraz wartosciami lipofilowosci wyznaczonymi
eksperymentalnie (clogPe) oraz obliczonych za pomocg programu Mollinspiration

(clogP,).2%¢

MIC pg/mL (minimalne stezenie hamujgce)

Lipofilowos¢
S. pneumoniae S. pyogenes S- mits/ & Rozp.
oralis faecalis Sh20
ATCC ATCC o kliniczny- ATCC o o ATCC

zwigzki 49619 700677 kliniczny Sluzowy 10615 kliniczny  kliniczny 20212 (mg/mL] [clogPe]  [clogPo)?

ERY 0,125 8 0,5 >64 0,0625 0,0625 0,125 8 0,525 - 2,28

CLA 0,125 2 0,5 >64 0,03125 0,0625 0,03125 4 <0,310 - 2,90

AZM 0,25 16 0,5 >64 0,125 0,125 0,125 32 0,363 - 2,73
AZM-21 4 >64 32 >64 4 32 >64 >64 18,05 -0,69 -0,36
AZM-22 8 >64 32 >64 16 >64 >64 >64 17,21 -0,03 0,42
AZM-23 4 >64 2 >64 35,31 -1,83 -1,09
AZM-24 64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 -2,34
AZM-25 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 -1,39
AZM-26 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 1,39
AZM-27 >64 >64 64 >64 >64 >64 >64 >64 16,54 -0,44 -0,07
AZM-28 >64 >64 64 >64 >64 >64 >64 >64 0,86
AZM-29 16 >64 16 >64 8 16 16 >64 -0,32
AZM-30 >64 >64 --- - >64 >64 16,71 0,06 0,34
AZM-32 32 >64 >64 >64 32 16 32 >64 0,25
AZM-33 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 0,28
AZM-34 32 >64 - - 4 >64 0,30
AZM-35 64 >64 64 >64 32 >64 32 >64 0,69
AZM-36 64 >64 64 >64 64 >64 64 >64 3,05 0,15 1,24
AZM-37 4 64 >64 >64 2 2 16 >64 2,16 -0,04 2,06
AZM-38 64 >64 64 >64 64 >64 64 >64 1,38
AZM-39 >64 >64 32 >64 >64 32 >64 >64 0,07
AZM-40 >64 >64 >64 >64 41,20 -0,30 -1,94
AZM-41 >64 >64 >64 >64 -0,50
AZM-42 >64 >64 >64 >64 -0,54
AZM-43 >64 >64 - - >64 - - >64 - - -0,39
AZM-44 >64 >64 - - >64 >64 1,01
CLA-1 2 16 2 >64 0,5 16 16 32 8,33 -0,43
CLA-2 1 >64 0,5 >64 0,5 1 1 >64 4,42 -0,56 -0,18
CLA-3 2 >64 1 >64 1 2 2 >64 4,36 -0,17 0,60
CLA-4 8 32 8 >64 4 32 32 >64 3,61 1,27
CLA-5 0,5 64 >64 >64 1 0,25 8 >64 10,87 -1,19 -0,92
CLA-6 8 >64 4 >64 4 8 4 >64 2,82 -0,20 0,10

292



Wyniki i dyskusja

Tabela 21. Aktywnos¢ przeciwbakteryjna dla pochodnych AZM-23, AZM-34 oraz AZM-40
— AZM-44, wyznaczona jako wartosci MIC podane w pg/ml, wraz z wynikami aktywnosci
antybiotykéw wzorcowych CLA i AZM.?2¢

MIC pg/mL (minimalne stezenie hamujgce)

S.aureus S.aureus  S.aureus S.epidermidis S. epidermidis

MLSB MRSA ATCC 6538  ATCC 12228 ATCC 49134

CLA >64 >64 0,25 0,25 0,25
AZM >64 >64 1 1 1
AZM-23 >64 >64 >64 >64 >64
AZM-34  >64 >64 >64 >64 >64
AZM-40  >64 >64 >64 >64 >64
AZM-41 >64 >64 >64 >64 >64
AZM-42 >64 >64 >64 >64 >64
AZM-43 >64 >64 >64 >64 >64
AZM-44  >64 >64 >64 >64 >64

Tabela 22. Energie wigzania w tunelu rybosomalnym (AH¢°) obliczone dla wybranych
pochodnych.??®

AH¢° [kecal/mol]

Zwigzek
S1* S2%*

AZM-21 -15,21 -17,22
AZM-37 -6,94 -18,64

CLA-1 -37,75

CLA-2 -35,12

CLA-4 23,97

CLA-5 -41,18

Cytotoksycznos$¢ najbardziej aktywnych soli AZM i CLA wobec zdrowej linii komérkowej

Dla wybranych, najbardziej aktywnych przeciwbakteryjnie, nowych N-alkilowych
soli amoniowych AZM (AZM-21 i AZM-37) oraz CLA (CLA-1, CLA-2, CLA-4 i CLA-5),
wykonane zostaty badania cytotoksycznosci na zdrowej linii komérkowej ludzkich
fibroblastéw skéry (HDF). Wyniki, wyrazone jako stezenie uM dla 1Cso, przedstawione
zostaty w Tabeli 23. Analiza wynikdow ukazata, ze niezaleznie od wielkosci pierscienia
aglikonowego badanych soli, wykazywaty one nizszg cytotoksyczno$¢ w pordwnaniu

z antybiotykami referencyjnymi ERY, CLA i AZM. Najbardziej aktywne przeciwbakteryjnie
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pochodne (CLA-2 i CLA-5) oraz pochodna CLA-1 wykazywaty okoto 3-krotnie nizszg
cytotoksycznos¢ dla zdrowej linii komodrkowej (ICso~ 70 pM) w stosunku do
cytotoksycznosci CLA (ICso ~ 20 uM), z kolei najnizszg cytotoksycznos¢ odnotowano dla
pochodnej CLA-4 (ICso= 98,14 uM), ktorej potencjat przeciwbakteryjny nie byt zbyt wysoki.
Jak wspomniano juz wczesniej, sole N-alkilowe 15-cztonowych antybiotykéw laktonowych
(na przyktadzie AZM-21) charakteryzujg sie gorszg aktywnoscig przeciwbakteryjng
niz odpowiadajgce im analogiczne sole o 14-cztonowych pierscieniach (CLA-2). Wynik ten
zgodny jest z uzyskanymi nizszymi wartosciami cytotoksycznosci dla soli AZM niz dla soli
CLA, ktére w przypadku zwigzku AZM-21 i AZM-37 s3 odpowiednio 6- i 8-krotnie nizsze
niz dla standardowego antybiotyku AZM.

Dane pochodzgce z badan cytotoksycznosci, wraz z wczesniejszymi omawianymi
wynikami testéw przeciwbakteryjnych ukazujg, ze czwartorzedowanie atomu azotu
dezozaminy CLA z krotkimi, stosunkowo nierozgatezionymi i nienasyconymi
podstawnikami wptywa nie tylko na utrzymanie aktywnosci przeciwbakteryjnej
na istotnym poziomie, ale réwniez na obnizenie cytotoksycznosci wobec zdrowej linii

komoérkowej (HDF), w poréwnaniu do antybiotykéw referencyjnych.

Tabela 23. Wartosci ICso dla wybranych pochodnych AZM i CLA, wraz z wynikami
antybiotykow referencyjnych ERY, CLA i AZM, wyznaczone dla normalnych linii
komdrkowych (HDF) wyrazone w stezeniu uM + SD.%26

HDF (Human Dermal Fibroblasts)

Cytotoksycznos¢
zwigzek
ICso [uM]

ERY 26,19 +0,21
CLA 20,02+ 0,34
AZM 21,94 £ 0,52
AZM-21 121,69 + 0,98
AZM-37 171,11 +1,02
CLA-1 73,43 £0,54
CLA-2 72,03 +1,37
CLA-4 98,14 + 0,92
CLA-5 67,11 +0,75
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VIII Czes¢ eksperymentalna

1. Stosowane metody badawcze

1.1 Analiza elementarna

Analize elementarng nowych pochodnych azytromycyny i klarytromycyny oraz
zwigzkow hybrydowych powstatych z potaczenia pochodnych kolchiceiny z pochodnymi
laktonowych antybiotykéw makrolidowych, wykonano przy uzyciu aparatu Vario El IlI

(Elementar Analyzer, Niemcy).

1.2 Rozdziat chromatograficzny

Rozdziat chromatograficzny HPLC przeprowadzony byt z uzyciem aparatu Dionex
Ultimate 3000 wyposazonego w pompe gradientowg LPG-3400 SD, termostat TCC-3000S
oraz detektor UV-Vis Dionex VWD-3400Rs i Autosampler. Do rozdziatéw

chromatograficznych uzyte zostaty rézne metody:

Metoda HPLC 1: uzyto kolumne C18 150 x 4,6 mm (5 um, pokrycie weglem 11%, pH: 1 do
11). Szybkos¢ przeptywu wynosita 1 ml/min, przy objetosci nastrzyku 10 pl. Jako faze
ruchomg zastosowano mieszanine: HO:CH3CN:bufor w stosunku 10:40:50, jako bufor
zastosowano 0,01 M roztwdér octanu amonu w mieszaninie woda/acetonitryl
(1:1, v/v). Dtugos¢ fali detekcji, przy ktérej wykonane zostaty chromatogramy wynosita

Amax= 220 nm. Metode tg wykorzystano dla pochodnych AZM-1 — AZM-19.

Metoda HPLC 2: uzyto kolumne C18 250 x 4,6 mm (5 um, pokrycie weglem 17%, pH: 2 do
13). Szybkos$¢ przeptywu wynosita 0,75 ml/min, przy objetosci nastrzyku 5 pl. Jako faze
ruchomg zastosowano mieszanine: H;O:CH3CN:bufor w stosunku 10:65:25, jako bufor
zastosowano 0.1% wodny roztwor NH4OH. Dtugos¢ fali detekcji, przy ktorej wykonane
zostaty chromatogramy wynosita Amax= 220 nm, Amax= 260 nm oraz Amax= 341 nm. Metode
ta wykorzystano dla pochodnych AZM-20 — AZM-44, CLA-1 — CLA-6, COL-1 — COL-2 oraz
AZM-1-COL-1, AZM-1-COL-2 i CLA-12-COL-2.

Metoda HPLC 3: uzyto kolumne C18 250 x 4,6 mm (5 um, pokrycie weglem 17%, pH: 2 do
13). Szybkos$¢ przeptywu wynosita 0,75 ml/min, przy objetosci nastrzyku 5 pl. Jako faze
ruchomg zastosowano mieszanine: H,O:CH3CN:bufor w stosunku 20:55:25, jako bufor

zastosowano 0.1% wodny roztwor NH4OH. Dtugosé fali detekcji, przy ktorej wykonane

295



Czesc¢ eksperymentalna

zostaty chromatogramy wynosita Amax= 220 nm oraz Amax= 260 nm. Metode t3

wykorzystano dla pochodnych CLA-7 — CLA-14.

1.3 Spektroskopia FT-IR

Widma FT-IR nowych otrzymanych pochodnych wykonane zostaty z pastylki KBr
(1,8 mg/200 mg) lub/i technikg ATR (z krysztatem diamentu), przy uzyciu aparatu Nicolet
iS50 FT-IR (Thermo, Nicolet, US) wyposazonego w detektor DTGS oraz dwukolumnowy
generator osuszonego powietrza (Parker, Balston, US); rozdzielczo$¢ 1 cm™, NSS= 150,

zakres 4000-400 cm™. Uzyto funkcji apodyzacji Happ’a-Genzel’a.

1.4 Spektroskopia NMR

Widma 'H i 3C NMR referencyjnych antybiotykéw: AZM i CLA, oraz wszystkich
otrzymanych zwigzkéw: AZM-OH, AZM-1 — AZM-44, CLA-1 — CLA-14, COL-1, COL-2 oraz
AZM-1-COL-1, AZM-1-COL-2 i CLA-12-COL-2, wykonano w CDCls i/lub DMSO-ds, stosujac
TMS jako wzorzec wewnetrzny. Pomiary te wykonano przy uzyciu aparatéw: Bruker
Avance Il Spektrometry 600 MHz (T= 293 K, czestotliwo$¢ 600,08 MHz dla widm *H
i 150,454 MHz dla widm 3C), Bruker Avance 1Il 500 MHz (T= 293 K, czestotliwo$¢ 500,25
MHz dla widm *H i 125,79 MHz dla widm 3C) i Agilent VNMRS 400 MHz (T= 293 K,
czestotliwo$é 402,65 MHz dla widm 'H i 101,26 MHz dla widm 3C). Poprawno$é
przypisania sygnatéw w widmach *H i 3C NMR zostata zweryfikowana na podstawie
dwuwymiarowych widm korelacyjnych: *H-'H COSY, H-'H NOESY, H-13C HSQCi *H-13C
HMBC.

1.5 Obliczenia teoretyczne i modelowanie w tunelu rybosomalnym

Obliczenia DFT struktur antybiotykdow i ich pochodnych, przeprowadzone zostaty z
wykorzystaniem programu Scigress FJ.2.4. EU 3.1.9 127%?%, Do wykonania modelu do
potempirycznych obliczen wycieto ze struktury krystalograficznej, wokdt miejsca wigzania
w poblizu nukleotydu A2045 (w przypadku D. radiodurans) lub A2103 (w przypadku H.
marismortui), sze$cian o wymiarach 50A x 50A x 50A. Przed dokowaniem antybiotykéw,
odpowiednie modele rentgenowskie bakteryjnych rybosoméw opisane dla szczepéw H.
marismortui®

i D. radiodurans®’, zostaty wzbogacone o protony i kationy metali, tj. jondw Na* i Mg?*.
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Dodatkowo, wszystkie atomy w uktadach zostaty sparametryzowane (hybrydyzacja,
tadunek formalny). Nastepnie, wstepnie okresSlone na podstawie widm 2D NMR,
skonfrontowanych z obliczeniami metodg B88-LYP (GGA) DFT, struktury pochodnych
azytromycyny oraz klarytromycyny zostaty zadokowane w tunelu rybosomalnym na
wczeéniej okreslonych wspdtrzednych aglikonowych, pozyskanych ze struktur
krystalograficznych CLA i AZM z bakteryjnymi rybosomami.®®®’ Struktura kompleksu
makrolid-rybosom zostata zoptymalizowana poprzez wzajemne dopasowanie antybiotyku
makrolidowego i nukleotydéw miejsca wigzania (w poblizu petli PTC) tunelu
rybosomalnego wstepnie poprzez metode MM3, a dopiero pdzniej metodg MO-G PM6.
W obliczeniach MO-G PM®6, z gradientem energii nie przekraczajgcym 5 kcal/mol,
zastosowano algorytm dla duzych czasteczek. W wyniku optymalizacji antybiotyku,
zawierajgcego wprowadzony podstawnik na dezozaminie, w tunelu rybosomalnym
za pomocg obliczen metodg MO-G PM6, znalezione zostaty dwa poréwnywalne
energetycznie miejsca wigzania: S1* - w poblizu nukleotydu G2484 w D. radiodurans
iG2540 w H. marismortui, oraz S2* - stos adenylandw A2041-A2042-A2482
(w D. radiodurans) i A2099-A2100-A2538 (w H. marismortui). Wyniki potempirycznych
obliczen MO-G PM6 (AHf°, energie wigzania rowne zyskowi energetycznemu pomiedzy
zwigzanym i niezwigzanym makrolidem z tunelem rybosomalnym) oraz odpowiednie

modele dokowania zostaty ukazane w niniejszej pracy.

1.6 Badania aktywnosci przeciwbakteryjnej

Do oznaczenia aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej nowych pochodnych
azytromycyny i klarytromycyny wykorzystano szczepy drobnoustrojow wzorcowych
i klinicznych Gram-dodatnich ziarniakdéw: Streptococcus pneumoniae ATCC 49619,
S. pneumoniae ATCC 700677, S. pneumoniae kliniczny, S. pneumoniae kliniczny-$luzowy,
Streptococcus pyogenes ATCC 19615, S. pyogenes kliniczny, Streptococcus mitis/oralils
kliniczny, Eneterococcus faecalis ATCC 29212, Staphylococcus aureus MRSA
(metycylinooporny Staphylococcus aureus), S. aureus MLSB (oporny na makrolidy,
linkozamidy i paciorkowce z grupy B), S. aureus ATCC 6538, Staphylococcus epidermidis
ATCC 12228 oraz S. epidermidis ATCC 49134. Wykorzystane mikroorganizmy uzyskane
zostaty z ATCC (American Type Culture Collection) lub zostaty pozyskane z Zaktadu

Genetyki i Mikrobiologii Farmaceutycznej na Uniwersytetu Medycznego im. Karola
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Marcinkowskiego w Poznaniu (MRSA, MLSB i szczepy kliniczne). Wartosci minimalnego
stezenia hamujgcego (MIC, ug/ml) okreslono niezaleznie dla zwigzkéw referencyjnych:
ERY, CLA, AZM oraz nowo zsyntezowanych pochodnych: AZM-2 — AZM-30, AZM-32 —
AZM-44 i CLA-1 - CLA-6, zgodnie z zaleceniami Europejskiego Towarzystwa Mikrobiologii
Klinicznej i Chordb Zakaznych (EUCAST, The European Committee on Antimicrobial
Susceptibility ~ Testing), przy uzyciu metody seryjnych mikrorozcienczen, na
polistyrenowych ptytkach z bulionem Mueller Hinton (MHB, Beckton Dickinson)
i, w zaleznosci od szczepu, 5% krwig konska jako pozywka. Nawazki zwigzkéw
o odpowiednich masach rozpuszczono w DMSO (POCH, Gliwice), a nastepnie
rozcieiczono w sterylnym MHB, lub MHB z 5% krwig koriska, do uzyskania wymaganego
stezenia. Stezenia roztworow badanych zwigzkéw w medium obejmowaty zakres 64 —
0,03125 pg/ml. Nastepnie, do serii rozcienczonych zwigzkéw dodano przygotowane
odpowiednio bulionowe hodowle bakterii. Koncowe inokulum badanych organizméw
dodanych do rozcieficzonych zwigzkéw wynosito okoto 5,0x10° cfu/ml (Colony Forming
Units / ml; jednostek tworzacych kolonie na 1 mililitr zwigzku). Minimalne stezenie
hamujace (MIC) okre$lono po 18 + 2 h inkubacji w temperaturze 35 + 1 °C, zgodnie
z zaleceniami EUCAST. Dane MIC uzyskane w trakcie badan przedstawione zostaty

w Tabelach 19 - 21.

1.7 Badania cytotoksycznosci

Komérki ludzkich fibroblastow skoéry (HDF), zdrowej linii komérkowej, hodowano
w medium DMEM. Do pozywki tej dodano 10% roztwér ptodowej surowicy bydlecej, 1%
roztwér L-glutaminy i 1% roztwdr penicyliny/streptomycyny. Linie komdrkowa
inkubowano w 37 °C, w wilgotnej atmosferze (90% RH) zawierajacej 5% CO,. Optymalna
gesto$¢ posiewu linii komorkowej wynosita 5x10%. Linia komérkowa pochodzita z The
European Collection of Cell Cultures (ECACC) i dostarczona zostata przez Sigma-Aldrich.
Do badania cytotoksycznosci zastosowano kolorymetryczny test barwienia biatek SRB
(Sigma-Aldrich) opracowany przez National Cancer Institute (USA)
do przeciwnowotworowych badan przesiewowych in vitro w celu oszacowania liczby
komodrek, poprzez wprowadzenie czutego wskaznika catkowitej zawartosci biatka
w komorce, ktéry jest liniowy w stosunku go gestosci komdrkowej. Hodowle komodrek

jednowarstwowych poddano dziataniu trypsyny, a liczbe komérek doprowadzono do ilosci
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5x10% Do kazdej z 96 mikroptytek titracyjnych dodano 0,1 ml rozcieficzonej zawiesiny
komoérek, zawierajgcej okoto 10 tysiecy komodrek. Po 24 godzinach, gdy utworzyta sie
czesciowa monowarstwa, przemyto j3 supernatantem, a nastepnie do mikroptytek
dodano po 100 pl zwigzkéw o szesciu réznych stezeniach (0,1, 0,2, 1, 2, 10i 20 uM).

Badane zwigzki AZM-21, AZM-37, CLA-1, CLA-2, CLA-4 oraz CLA-5 rozpuszczono
w 100 pl DMSO (zawierajagcym 10% wody). Zawartos¢ DMSO nie przekraczata 0,1%, gdyz
stwierdzono, ze to stezenie nie jest toksyczne dla linii komdrkowej. Komoérki poddano
dziataniu pochodnych przez 72 godziny w 37 °C w wilgotnej atmosferze (90% RH)
zawierajacej 5% CO?. Nastepnie dodano 25 pl 50% kwas trichlorooctowy i ptytki
inkubowano przez godzine w 4 °C. Nastepnie mikroptytki przemyto wodg destylowang
w celu usuniecia sladéw pozywki i wysuszono na powietrzu. Do osuszonych ptytek dodano
100 pl 0,4% sulforodaminy B i pozostawiono na 30 minut w temperaturze pokojowe;.
Niezwigzany barwnik usunieto przez szybkie przemywanie 1% kwasem octowym,
a nastepnie pozostawiono na noc do wyschniecia.

Gestos¢ optyczng mierzono przy 490 nm. Wszystkie eksperymenty
cytotoksycznosci przeprowadzono trzykrotnie. Przezycie komdrek mierzono jako procent
absorbancji w poréwnaniu do préby kontrolnej. Wyniki badan cytotoksycznosci nowych

soli N-alkiloamoniowych AZM i CLA przedstawiono w Tabeli 23.

1.8 Wyznaczenie clogP oraz rozpuszczalnosci

Antybiotyki referencyjne ERY, CLA i AZM oraz pochodne AZM-21 — AZM-23, AZM-
27, AZM-30, AZM-36, AZM-37, AZM-40, CLA-2, CLA-3, CLA-5, CLA-6 zostaty rozpuszczone
w wodzie destylowanej (pH=7, T=25 °C). Krzywe kalibracyjne zostaty wyznaczone poprzez
pomiar absorbancji jako funkcji ich stezenia za pomoca spektrofotometru Jenway 7205
UV/vis. Analityczna dtugos¢ fali do wyznaczenia krzywych kalibracji Af(c) oraz stezenia cu20
i Coktanol, Na podstawie pomiaréw UV/vis, wynosita Amax= 210 nm. W celu wyznaczenia
clogPexp znane ilosci zwigzkdw ERY, CLA i AZM oraz AZM-21 — AZM-23, AZM-27, AZM-30,
AZM-36, AZM-37, AZM-40, CLA-2, CLA-3, CLA-5, CLA-6 zostaty rozpuszczone w 10 ml
oktanolu, nastepnie dodano do nich 10 ml wody. Mieszanina zostata wstrzasnieta,
a nastepnie intensywnie mieszana przez godzine i rozdzielona. Wyznaczenie stezenia
zwigzku w warstwie wodnej odbyto sie na podstawie pomiaréw absorbancji. Wartosci

clogPexp Obliczone zostaty wedtug nastepujgcego rownania: l0gPexp= l0g(Coktanol/CH20),
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a wyniki umieszczone zostaty w Tabeli 20. W celu wyznaczenia rozpuszczalnosci zwigzkéw
w wodzie destylowanej, odwazono znane ilosci ERY, CLA i AZM oraz pochodne AZM-21 —
AZM-23, AZM-27, AZM-30, AZM-36, AZM-37, AZM-40, CLA-1 — CLA-6, a nastepnie
dodawano odpowiednie ilosci wody (po 0,02 ml) caty czas mieszajgc roztwdr. Wartosci

rozpuszczalnosci dla badanych zwigzkéw zawarte sg w Tabeli 20.

1.9 Badanie rentgenowskie krysztatu

Eksperyment dyfrakcyjny dla pochodnej CLA-10 przeprowadzony zostat
w temperaturze pokojowej, za pomocg dyfraktometru Oxford Diffraction SuperNova
z promieniowaniem Cu Ka.
Komorka elementarna: P2;
a=13,1837(2) a=90°
b = 8,63620(10) B =107,884(2)°
c=15,6798(3) y =90°

2. Synteza nowych pochodnych azytromycyny

AZM-OH: Azytromycyne (100.0 mg, 0.13 mmol) rozpuszczono w 5 ml acetonu, a nastepnie
dodano 2 ml 0,25 M HCI. Mieszanine reakcyjng mieszano w temperaturze 25 °C przez
24 h. Po tym czasie, w celu zakonczenia reakcji, dodano 2 ml nasyconego roztworu
NaHCOs. Nastepnie, do kolby dodano octan etylu i przemyto trzykrotnie nasyconym
roztworem NaHCOs. Warstwe octanu etylu odparowano do sucha i otrzymano biate ciato
state (75 mg, 95%). HPLC: tg= 5,33 min. (Metoda 1); Analiza elementarna CsoHsgN20s:
obliczona C=60,99%, H= 9,90%, N= 4,74%; zmierzona C= 61,00%, H= 9,89%, N= 4,73%;
HR-MALDI-TOF [M+H]* = 590,6142; H i 13C NMR (Tabela 3 i 4).

AZM-1: AZM-OH (75 mg, 0,13 mmol) rozpuszczono w 5 ml acetonitrylu, a nastepnie
dodano chloromréwczan propargilu (37 pl, 0,39 mmol). Reakcje prowadzono przez
30 minut, w temperaturze pokojowej, intensywnie mieszajgc. Nastepnie, po tym czasie
mieszanine odparowano na wyparce, a otrzymane ciato state rozpuszczono w 50 ml DCM
i przemyto trzykrotnie 50 ml nasyconego roztworu NaHCOs. Warstwe organiczng

odparowano do sucha i otrzymano biate ciato state (80 mg, 94%). HPLC: tg= 5,20 min.
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(Metoda 1); Analiza elementarna C3aHgoN2011: obliczona C= 60,69%, H= 8,99%, N= 4,16%;
zmierzona C= 60,71%, H= 8,96%, N=4,17%; HR-MALDI-TOF [M+H]* = 672,4197,

14 i 13C NMR (Tabela 3 i 4).

Generalna procedura syntezy AZM-2 — AZM-19:

AZM-1 (80 mg, 0,12 mmol) rozpuszczono w 4 ml mieszaniny THF/MeOH w stosunku
objetosciowym 3:1, a nastepnie dodano odpowiedni azydek (0,15 mmol):
azydocykloheksan (AZM-2), azydometylocykloheksan (AZM-3), azydocykloheptan
(AZM-4), azydometylobenzen (AZM-5), 1-(azydometylo)-4-metylobenzen (AZM-6),
4-(azydometylo)benzonitryl (AZM-7), 1-(azydometylo)-4-nitrobenzen (AZM-8),
1-(azydometylo)-4-fluorobenzen (AZM-9), 1-(azydometylo)-4-(trifluorometylo)benzen
(AZM-10), 1-(azydometylo)-4-chlorobenzen (AZM-11), 1-(azydometylo)-4-bromobenzen
(AZM-12), 2-(3-azydopropylo)izoindolino-1,3-dion (AZM-13), azydek 2,3,4-tri-O-acetylo-
B-D-ksylopiranozylu (AZM-14), tetraoctan 1-azydo-1-deoksy-B-D-galaktopiranozydu
(AZM-15), cyjanek  2,3,4,6-tetra-O-acetylo-1-azydo-1-deoksy-a-D-galaktopiranozylu
(AZM-16), azydek 2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetylo-2-deoksy-B-D-glukopiranozylu
(AZM-17), azydek 2-acetamido-3,4,6-tri-O-benzylo-2-deoksy-B-D-glukopiranozylu
(AZM-18) i 3'-azydo-3'-dezoksytymidyna (AZM-19). Nastepnie dodano 20 mg (0,15 mmol)
CH3COOCu(l) oraz 40 mg (0,22 mmol) kwasu askorbinowego. Reakcje prowadzono
w temperaturze pokojowej przez 1 -8 h, a nastepnie odparowano na wyparce. Otrzymany
produkt rozpuszczono w EtOAc i trzykrotnie przemywano nasyconym roztworem NaHCOs.
Warstwe organiczng odparowano do sucha, a otrzymane produkty oczyszczono
na kolumnie chromatograficznej, stosujgc mieszanine DCM:MeOH w stosunku od 60:1 do
10:1 (w zaleznosci od produktu) jako eluent. Pochodne AZM-2 — AZM-19 otrzymano

w postaci biatego proszku.

AZM-2: (33,5 mg, 35%) HPLC: tg= 6,91 min. (Metoda 1); Analiza elementarna CaoH71NsO11:
obliczona C= 62,20%; H= 8,97%; N= 8,78%; zmierzona C= 62,23%; H= 8,99%; N= 8,79%;
HR-MALDI-TOF [M+H]* = 797,5224; FT-IR (pastylka KBr): szerokie pasmo 3429 cm™ v(O11-
H)+v(012-H)+v(02-H)+v(04-H), 2637 cm™ v(0s-H), 1751 cm™? v(Cy=0), 1713 cm™?
V(C1=0)jakton, 1263 cm™* v(C-0), 1170 cm™* v(C-0), 1112 cm™* v(C-0) 1045 cm™, v(C-0); H
i 3C NMR (Tabela 3 i 4).
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AZM-3: (35,6 mg, 37%) HPLC: tg= 7,12 min. (Metoda 1); Analiza elementarna Ca1H73N5011:
obliczona C= 60,64%; H= 9,06%; N= 8,62%; zmierzona C= 60,67%; H= 9,04%; N= 8,63%;
HR-MALDI-TOF [M+H]* = 811,5324; FT-IR (pastylka KBr): szerokie pasmo 3426 cm™ v(O11-
H)+v(O12-H)+v(O2-H)+v(0a-H), 2636 cm? v(Oe-H), 1751 cm? v(Cy=0), 1712 cm?
v(C1=0)iakton, 1263 cm™ v(C-0), 1169 cm™ v(C-0), 1045 cm, v(C-0); H i 3C NMR
(Tabela 3i 4).

AZM-4: (33,7 mg, 39%) HPLC: tr= 7,72 min. (Metoda 1); Analiza elementarna Ca1H73Ns011:
obliczona C= 60,64%; H= 9,06%; N= 8,62%; zmierzona C= 60,65%; H= 9,07%; N= 8,60%;
HR-MALDI-TOF [M+H]* = 811,5321; FT-IR (pastylka KBr): szerokie pasmo 3427 cm™ v(O11-
H)+v(012-H)+v(02-H)+v(047-H), 2637 cm? v(0Oe-H), 1752 cm™? v(Cy=0), 1713 cm?
V(C1=0)jakton, 1263 cm? v(C-0), 1169 cm® v(C-0), 1112 cm™* v(C-0), 1045 cm! v(C-0O); H
i 13C NMR (Tabela 3 4).

AZM-5: (47,6 mg, 50%) HPLC: tg= 6,50 min. (Metoda 1); Analiza elementarna CaiHe7Ns5011:
obliczona C= 61,10%; H= 8,38%; N= 8,69%; zmierzona C= 61,11%; H= 8,40%; N= 8,71%;
HR-MALDI-TOF [M+H]* = 805,4840; FT-IR (pastylka KBr): szerokie pasmo 3434 cm™ v(O11-
H)+v(012-H)+v(0O2-H)+v(04-H), 2635 cm™ v(Oe-H), 1752 cm™? v(Cy=0), 1721 cm’
V(C1=0)iakton, 1498 cm™! v(C=C), 1455 cm™ v(C=C), 1283 cm™ v(C-0), 1170 cm v(C-0),
1112 cm v(C-0); H i 13C NMR (Tabela 3 i 4).

AZM-6: (47,6 mg, 48%) HPLC: tg= 6,70 min. (Metoda 1); Analiza elementarna CazHegNsO11:
obliczona C= 61,52%; H= 8,48%; N= 8,54%; zmierzona C= 61,51%; H= 8,49%; N= 8,56%;
HR-MALDI-TOF [M+H]* = 819,4998; FT-IR (pastylka KBr): szerokie pasmo 3429 cm™* v(O11-
H)+v(O12-H)+v(O2-H)+v(Os-H), 2637 cm? v(Oe-H), 1752 cm? v(Cy=0), 1713 cm
V(C1=0)jakton, 1455 cm™ v(C=C), 1263 cm™ v(C-0), 1169 cm™* v(C-0); 1113 cm™* v(C-0), 1078
cm v(C-0), 1046 cm™ v(C-0); *H i 3C NMR (Tabela 3 i 4).

AZM-7: (41,3 mg, 42%) HPLC: tg= 7,94 min. (Metoda 1); Analiza elementarna Ca2HesNeO11:
obliczona C= 60,70%; H=8,01%; N= 10,11%; zmierzona C= 60,74%; H= 8,03%; N= 10,12%;
HR-MALDI-TOF [M+H]* = 830,4791; FT-IR (pastylka KBr): szerokie pasmo 3447 cm™ v(O11-
H)+v(012-H)+v(02-H)+v(047-H), 2637 cm™ v(0e-H), 2230 cm™ v(C=N); 1752 cm™ v(Co=0),
1713 cm™ v(C1=0)jakton, 1455 v(C=C), 1263 cm™ v(C-0), 1169 cm v(C-0), 1113 cm™ v(C-
0), 1046 cm v(C-0); H i 13C NMR (Tabela 3 i 4).

302



Czesc¢ eksperymentalna

AZM-8: (45,4 mg, 49%) HPLC: tg= 7,80 min. (Metoda 1); Analiza elementarna Cs1HessN6O13:
obliczona C= 57,87%; H= 7,82%; N= 9,88%; zmierzona C= 57,90%; H= 7,74%; N= 9,90%;
HR-MALDI-TOF [M+H]* = 850,4690; FT-IR (pastylka KBr): szerokie pasmo 3430 cm™ v(O11-
H)+v(O12-H)+v(02-H)+v(04-H), 2636 cm? v(Oe-H), 1752 cm? v(Cy=0), 1714 cm
V(C1=0)jakton, 1523 cm™ v(NO,); 1457 cm™ v(C=C), 1347 cm™ v(NO3); 1262 cm™ v(C-0),
1169 cm™ v(C-0), 1113 cm™ v(C-0); 1045 cm™ v(C-0); *H i 13C NMR (Tabela 3 i 4).

AZM-9: (41,3 mg, 43%) HPLC: tg= 8,40 min. (Metoda 1); Analiza elementarna C41HgsFN5011:
obliczona C= 59,76%; H= 8,07%; F= 2,31%; N= 8,50%; zmierzona C= 59,80%; H= 8,09%;
F=2,32%; N= 8,51%; HR-MALDI-TOF [M+H]* = 823,4747; FT-IR (pastylka KBr): szerokie
pasmo 3434 cm™? v(011-H)+v(012-H)+v(O2-H)+v(04-H), 2638 cm™ v(0Os-H), 1752 cm
V(Co=0), 1713 cm™ v(C1=0)jakton, 1457 cmt v(C=C), 1262 cm! v(C-0), 1169 cm™ v(C-0),
1113 cm™* v(C-0), 1046 cm™* v(C-0), 1005 cm™ v(C-F); 1H i 3C NMR (Tabela 3 i 4).

AZM-10: (51,2 mg, 50%) HPLC: tg= 9,40 min. (Metoda 1); Analiza elementarna
Ca2He6F3NsO11: obliczona C=57,72%; H=7,61%; F=6,52%; N=8,01%; zmierzona C=57,74%;
H=7,60%; F= 6,51%; N=5,16%; HR-MALDI-TOF [M+H]* = 873,4711; FT-IR (pastylka KBr):
szerokie pasmo 3434 cm™ v(011-H)+v(012-H)+v(02-H)+v(0s-H), 2635 cm™ v(0e-H), 1753
cmv(Ce=0), 1714 cm™ v(C1=0)jakton, 1457 cm* v(C=C), 1326 cm™* v(CF3), 1263 cm™ v(C-
0), 1169 cm™* v(C-0), 1113 cm™ v(C-0), 1046 cm™ v(C-0); *H i 13C NMR (Tabela 5 6).

AZM-11: (41,8 mg, 42%) HPLC: tg= 8,30 min. (Metoda 1); Analiza elementarna
C41He66CINsO11: obliczona C= 58,59%; H= 7,92%; Cl= 4,22%; N= 8,33%; zmierzona
C=58,62%; H= 7,89%; Cl= 4,21%; N= 8,32%; HR-MALDI-TOF [M+H]* = 839,4450; FT-IR
(pastylka KBr): szerokie pasmo 3430 cm™ v(011-H)+v(012-H)+v(02-H)+v(04-H), 2637 cm™!
v(06-H), 1752 cm™ v(Co=0), 1714 cm™ v(C1=0)iakton, 1494 cm* v(C=C), 1457 cm™ v(C=C),
1263 cm v(C-0), 1169 cm'! v(C-0), 1113 cm™t v(C-0), 1046 cm™! v(C-0), 794 cm™t v(C-Cl);
H i 3C NMR (Tabela 5i6).

AZM-12: (34,5 mg, 33%) HPLC: tg= 8,42 min. (Metoda 1); Analiza elementarna
C41HesBrNsO11: obliczona C= 55,65%; H= 7,52%; Br= 9,03%; N= 7,91%; zmierzona
C=55,65%; H= 7,53%; Br= 9,00%; N= 7,90%; HR-MALDI-TOF [M+H]* = 883,3942; FT-IR
(pastylka KBr): szerokie pasmo 3444 cm™ v(O11-H)+Vv(012-H)+v(02-H)+v(04-H), 2637 cm™
v(0g-H), 1752 cm™ v(Ca=0), 1713 cm* v(C1=0)jakton, 1490 cm v(C=C), 1457 cmv(C=C),

303



Czesc¢ eksperymentalna

1263 cm™ v(C-0), 1169 cm™ v(C-0), 1113 cm™ v(C-0), 1046 cm™ v(C-0), 794 cm™* v(C-Br);
14| 13C NMR (Tabela 5 i 6).

AZM-13: (33,1 mg, 31%) HPLC: tg= 9,58 min. (Metoda 1); Analiza elementarna
CasH70N6O13: obliczona C=59,85%; H=7,81%; N= 9,31%; zmierzona C= 59,82%; H=7,83%;
N=9,33%; HR-MALDI-TOF [M+H]* =902,5012; FT-IR (pastylka KBr): szerokie pasmo 3440
cm™ v(011-H)+v(012-H)+v(02-H)+v(04-H), 2636 cm™ v(0Os-H), 1768 cm™ v(C=0); 1752 cm"
1v(Ce=0), 1713 cm™ v(C1=0)iakton, 1490 cm™ v(C=C), 1457 cm™v(C=C), 1263 cm™ v(C-0),
1169 cm! v(C-0), 1113 cm! v(C-0), 1046 cm! v(C-0); H i 13C NMR (Tabela 5 i 6).

AZM-14: (41,5 mg, 36%) HPLC: tg= 5,35 min. (Metoda 1); Analiza elementarna
CasH7sN501s: obliczona C= 55,49%; H=7,76%; N= 7,19%; zmierzona C= 55,50%; H=7,78%;
N=7,20%; HR-MALDI-TOF [M+H]* =973,5107; FT-IR (pastylka KBr): szerokie pasmo 3444
cm™? v(011-H)+v(012-H)+Vv(02-H)+v(04-H), 2637 cm™ v(0Os-H), 1750 cm? v(Cy=0) +
V(C1=0)iakton + V(C=0)acetyl, 1457 cm™ v(C=C), 1247 cm™* v((C=0)-0), 1169 cm* v(C-0), 1098
cm™ v(C-0), 1046 cm™ v(C-0); *H i 3C NMR (Tabela 5 6).

AZM-15: (38,4 mg, 31%) HPLC: tg= 5,25 min. (Metoda 1); Analiza elementarna
Cs8H79Ns020: obliczona C=55,11%; H= 7,61%; N= 6,69%; zmierzona C= 55,10%; H= 7,63%;
N=6,70%; HR-MALDI-TOF [M+H]* = 1045,5318; FT-IR (pastylka KBr): szerokie pasmo 3491
cm™? v(011-H)+v(012-H)+Vv(02-H)+v(04-H), 2637 cm™ v(0Os-H), 1756 cm™?* v(Cy=0) +
V(C1=0)iakton + V(C=0)acetyl, 1457 cm™t v(C=C), 1255 cm! v((C=0)-0), 1169 cm! v(C-0), 1098
cm v(C-0), 1046 cm™ v(C-0); *H i 3C NMR (Tabela 5 6).

AZM-16: (29,2 mg, 23%) HPLC: tg= 5,21 min. (Metoda 1); Analiza elementarna
Ca9H78N6020: obliczona C= 54,94%; H=7,34%; N=7,85%; zmierzona C= 54,95%; H=77,32%;
N=7,86%; HR-MALDI-TOF [M+H]* = 1070,5271; FT-IR (pastylka KBr): szerokie pasmo 3485
cm™ v(011-H)+v(012-H)+v(02-H)+v(047-H), 2635 cm™ v(0e-H), 2248 cm™ v(C=N); 1756 cm’
1 v(Co=0) + v(C1=0)iakton + V(C=0)acetyi, 1456 cmv(C=C), 1258 cm™ v((C=0)-0), 1169 cm™
v(C-0), 1098 cm! v(C-0), 1046 cm v(C-0); 1H i 13C NMR (Tabela 5 i 6).

AZM-17: (18,6 mg, 15%) HPLC: tr= 5,16 min. (Metoda 1); Analiza elementarna
CasHsgoNe6O19: obliczona C= 55,16%; H=7,71%; N= 8,04%; zmierzona C=55,18%; H=7,72%;
N=8,03%; HR-MALDI-TOF [M+H]* = 1044,5478; FT-IR (pastylka KBr): szerokie pasmo 3434
cm™? v(011-H)+v(012-H)+v(02-H)+v(04-H), 2636 cm™ v(0s-H), 1752 cm? v(Cy=0) +
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V(Cj_:o)lakton + V(C=O)acety|, 1676 Cm_l V(C=O)amid, 1546 Cm—l 6(C‘N)amid, 1457 V(C=C), 1258
cmt v((C=0)-0), 1169 cm™ v(C-0), 1098 cm v(C-0), 1046 cm-! v(C-0); *H i 13C NMR
(Tabela 5i 6).

AZM-18: (35,2 mg, 25%) HPLC: tg= 7,39 min. (Metoda 1); Analiza elementarna
Cs3H92N6016: obliczona C= 63,62%; H= 7,80%; N=7,07%; zmierzona C=63,61%; H= 7,82%;
N=7,06%; HR-MALDI-TOF [M+H]* = 1188,6571; FT-IR (pastylka KBr): szerokie pasmo 3418
cm™?t v(011-H)+Vv(012-H)+v(02-H)+v(04-H), 2637 cm™ v(0e-H), 1752 cm™ v(Cy=0), 1713
cm 1 v(C1=0)iakton, 1676 cm™ v(C=0)amid, 1548cm™ 6(C-N)amig, 1454 cm™ v(C=C), 1260 cm™*
v(C-0-C), 1169 cm v(C-0), 1098 cm v(C-0), 1046 cm™® v(C-0O); *H i 13C NMR (Tabela 5 i
6).

AZM-19: (23,4 mg, 21%) HPLC: tg= 5,78 min. (Metoda 1); Analiza elementarna
C44H73N7015: obliczona C=56,24%; H=7,83%; N= 10,43%; zmierzona C=56,22%; H=7,81%;
N=10,42%; HR-MALDI-TOF [M+H]* = 939,5165; *H i 3C NMR (Tabela 5i 6).

AZM-20: Azytromycyne (100.0 mg, 0.13 mmol) rozpuszczono w 5 ml acetonitrylu,
a nastepnie dodano bezwodnik octowy (0,26 mmol). Mieszanine reakcyjng mieszano
w temperaturze 25 °C przez 24 h. Po tym czasie zawartos$¢ kolby odparowano, a powstaty
osad rozpuszczono w octanie etylu i trzykrotnie przemyto nasyconym roztworem NaHCOs.
Warstwe octanu etylu odparowano do sucha i otrzymano biate ciato state (101,5 mg,
96%). HPLC: tr= 8,93 min. (Metoda 2); Analiza elementarna CaoH7aN;013: obliczona
C=60,74%; H=9,43%; N= 3,54%; zmierzona C= 60,76%; H=9,41%; N= 3,55%; HR-MALDI-
TOF [M+H]* = 790,5191.

Generalna procedura syntezy AZM-21 — AZM-39:

AZM (100 mg, 0,13 mmol) rozpuszczono w 5 ml bezwodnego acetonitrylu, a nastepnie
dodano odpowiedni bromek (0,52 mmol): bromek krotylu (AZM-21), bromek
3,3-dimetyloallilu ~ (AZM-22), bromek propargilu  (AZM-23), 2-bromo-N,N-
dimetyloacetamid (AZM-24), bromooctan metylu (AZM-25), bromooctan etylu (AZM-26),
3-(bromometylo) tiofen (AZM-27), 2-bromo-3-(bromometylo)tiofen (AZM-28),
2-(bromometylo)-5-nitrofuran (AZM-29), bromek benzylu (AZM-30), 1-(bromometylo)-4-
winylobenzen (AZM-31), bromek 2-nitrobenzylu (AZM-32), bromek 3-nitrobenzylu (AZM-
33), bromek 4-nitrobenzylu (AZM-34), bromek 2,4,6-trifluorobenzylu (AZM-35), bromek
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4-(trifluorometylo)benzylu (AZM-36), 1-(bromometylo)-2,4-bis(trifluorometylo)benzen
(AZM-37), bromek 2-jodobenzylu (AZM-38) oraz 3-(bromometylo)benzonitryl (AZM-39).
Mieszaniny mieszano w temperaturze pokojowej przez 2-24 godziny. Nastepnie
mieszanine reakcyjng odparowano do sucha, rozpuszczono w 2 ml DCM, a powstaty
roztwér wkroplono do 50 ml heksanu. Otrzymany osad przesgczono i wysuszono

pod prdéznig. Pochodne AZM-21 — AZM-39 otrzymano w postaci biatego proszku.

AZM-21: (115,5 mg, 98%) HPLC: tg= 1,96 min. (Metoda 2); Analiza elementarna
Cs2H79BrN;0O13: obliczona C= 57,07%; H= 9,01%; Br= 9,04%; N= 3,17%; zmierzona
C=57,11%; H= 9,02%; Br= 9,01%; N= 3,21%; HR-MALDI-TOF [M+H]* = 882,4823; FT-IR
(pastylka KBr): szerokie pasmo 3348 cm™ v(0O11-H)+v(012-H)+v(02-H)+v(047-H), 2638 cm™
v(06-H), 1728 cm™ v(C1=0)jakton, 1665 cm™ v(C=C), 1169 cm™ v(C-0), 1065 cm™ v(C-0); *H
i 13C NMR (Tabela 71 8).

AZM-22: (115,0 mg, 96%) HPLC: tzg= 1,96 min. (Metoda 2); Analiza elementarna
Cs3Hs1BrN20O12: obliczona C= 57,51%; H= 9,09%; Br= 8,90%; N= 3,12%; zmierzona
C=57,53%; H= 9,04%; Br= 8,91%; N= 3,16%; HR-MALDI-TOF [M+H]* = 896,4986; FT-IR
(pastylka KBr): szerokie pasmo 3338 cm™ v(O11-H)+v(012-H)+v(02-H)+v(04-H), 2635 cm™
v(06-H), 1728 cm™ v(C1=0)akton, 1666 cm™t v(C=C), 1169 cm v(C-0), 1065 cm™ v(C-0);
Hi13C NMR (Tabela 7 8).

AZM-23: (113,4 mg, 98%) HPLC: tg= 1,96 min. (Metoda 2); Analiza elementarna
Cs41H75BrN2012: obliczona C=56,74%; H=8,71%; Br=9,21%; N=3,23%; zmierzona C=56,75%;
H=8,70%; Br=9,19%; N=3,20%;HR-MALDI-TOF [M+H]* = 866,4503; FT-IR (pastylka KBr):
szerokie pasmo 3392 cm™ v(011-H)+v(012-H)+v(02-H)+v(04-H), 2637 cm™ v(0e-H), 2125
cm v(C=C), 1727 cm™ v(C1=0)jakton, 1169 cm™ v(C-0), 1065 cm™ v(C-0); *H i 3C NMR
(Tabela 7 8).

AZM-24: (108,6 mg, 89%) HPLC: tg= 1,96 min. (Metoda 2); Analiza elementarna
C42HsoBrN3O13: obliczona C= 55,13%; H= 8,81%; Br= 8,73%; N= 4,59%; zmierzona
C=55,15%; H= 8,79%; Br= 8,71%; N= 4,62%; HR-MALDI-TOF [M+H]* = 913,4887; FT-IR
(pastylka KBr): szerokie pasmo 3402 cm™ v(011-H)+v(0O12-H)+v(O2-H)+v(04-H), 2636 cm™®
v(06-H), 1727 cm™ v(C1=0)iakton, 1657 cm™ v(C=0)amid, 1169 cm™ v(C-0), 1065 cm™* v(C-0O);
14 | 13C NMR (Tabela 7 8).
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AZM-25: (54,1 mg, 45%) HPLC: tg= 1,96 min. (Metoda 2); Analiza elementarna
Ca1H77BrN20O14: obliczona C= 54,60%; H= 8,60%; Br= 8,86%; N= 3,11%; zmierzona
C=54,59%; H= 8,62%; Br= 8,83%; N= 3,14%; HR-MALDI-TOF [M+H]* = 900,4558; FT-IR
(pastylka KBr): szerokie pasmo 3402 cm™ v(011-H)+v(012-H)+v(02-H)+v(04a-H), 2636 cm™!
v(06-H), 1766 cm™ v(C=0), 1728 cm™ v(C1=0)iakton, 1169 cm™ v(C-0), 1065 cm™ v(C-0O);
1H j 13C NMR (Tabela 7 8).

AZM-25’: (46,4 mg, 40%) HPLC: tr= 1,96 min. (Metoda 2); Analiza elementarna
CaoH73BrN20O13: obliczona C= 55,23%; H= 8,46%; Br= 9,19%; N=3,22%; zmierzona
C=55,24%; H= 8,47%; Br= 9,18%; N= 3,20%; HR-MALDI-TOF [M+H]* = 869,9169; FT-IR
(pastylka KBr): szerokie pasmo 3397 cm™ v(011-H)+v(012-H)+v(02-H)+v(04s7-H), 2637 cm™!
v(0g-H), 1766 cm™ v(C=0), 1728 cm* v(C1=0)iakton, 1169 cm* v(C-0), 1065 cmt v(C-0);
1H i 13C NMR (Tabela 7 8).

AZM-27: (117,2 mg, 95%) HPLC: tr= 1,96 min. (Metoda 2); Analiza elementarna
Cs3H77BrN2012S: obliczona C= 55,77%; H= 8,38%; Br= 8,63%; N= 3,03%; S=3,46%;
zmierzona C=55,77%; H= 8,38%; Br= 8,63%; N=3,03%; S=3,46%; HR-MALDI-TOF [M+H]*
= 924,4381; FT-IR (pastylka KBr): szerokie pasmo 3388 cm™ v(O11-H)+v(O12-H)+v(02-
H)+v(047-H), 2635 cm™ v(0e-H), 1727 cm™ v(C1=0)jakton, 1169 cm™ v(C-0), 1065 cm™
v(C-0); *H i 3C NMR (Tabela 7 8).

AZM-28: (124,6 mg, 93%) HPLC: tr= 1,96 min. (Metoda 2); Analiza elementarna
CazH76BraN201,S: obliczona C= 51,39%; H= 7,62%; Br= 15,90%; N= 2,79%; S=3,19%;
zmierzona C=51,40%; H=7,62%; Br=15,89%; N=2,81%; S=3,18%; HR-MALDI-TOF [M+H]*
= 1004,3465; FT-IR (pastylka KBr): szerokie pasmo 3393 cm™ v(O11-H)+v(O12-H)+v(O2-
H)+v(O4-H), 2636 cm™ v(0s-H), 1727 cm™ v(C1=0)iakton, 1169 cm™ v(C-0), 1065 cm™
v(C-0), 795 cm™* v(C-Br); *H i 13C NMR (Tabela 7i 8).

AZM-29: (109,5 mg, 87%) HPLC: tg= 1,96 min. (Metoda 2); Analiza elementarna
Ca3H76BrN3sO1s: obliczcona C= 54,08%; H= 8,02%; Br= 8,37%; N= 4,40%; zmierzona
C=54,108%; H= 8,03%; Br= 8,36%; N= 4,41%; HR-MALDI-TOF [M+H]* = 953,4460; FT-IR
(pastylka KBr): szerokie pasmo 3393 cm™ v(011-H)+v(012-H)+v(02-H)+v(04-H), 2637 cm™!
v(0g-H), 1725 cm* v(C1=0)akton, 1504 cm™* v(NO,); 1457 cm™ v(C=C), 1352 cm™ v(NO>),
1169 cm™ v(C-0), 1065 cm™ v(C-0); *H i 13C NMR (Tabela 7 8).

307



Czesc¢ eksperymentalna

AZM-30: (116,5 mg, 95%) HPLC: tr= 1,96 min. (Metoda 2); Analiza elementarna
CssH79BrN2O12: obliczona C= 58,75%; H= 8,65%; Br= 8,69%; N= 3,04%; zmierzona
C=58,76%; H= 8,67%; Br= 8,67%; N= 3,05%; HR-MALDI-TOF [M+H]* = 918,4816; FT-IR
(pastylka KBr): szerokie pasmo 3380 cm™ v(011-H)+v(012-H)+v(O2-H)+v(0a-H), 26376 cm"
1 v(06-H), 1727 cm™ v(C1=0)jakton, 1456 cm™* v(C=C), 1169 cm™ v(C-0), 1065 cm™ v(C-0);
14 j 13C NMR (Tabela 9 10).

AZM-31: (105,5 mg, 91%) HPLC: tr= 1,96 min. (Metoda 2); Analiza elementarna
C47Hs1BrN2O12: obliczona C= 59,67%; H= 8,63%; Br= 8,45%; N= 2,94%; zmierzona
C=59,67%; H= 8,65%; Br= 8,44%; N= 2,95%; HR-MALDI-TOF [M+H]* = 946,0562; H i 13C
NMR (Tabela 9i10).

AZM-32: (105,5 mg, 92%) HPLC: tzg= 1,96 min. (Metoda 2); Analiza elementarna
CssH78BrN3sO14: obliczona C= 56,02%; H= 8,15%; Br= 8,28%; N= 4,35%; zmierzona
C=56,01%; H= 8,14%; Br= 8,28%; N= 4,34%; HR-MALDI-TOF [M+H]* = 963,4676; FT-IR
(pastylka KBr): szerokie pasmo 3397 cm™ v(011-H)+v(O12-H)+v(02-H)+v(0a-H), 265 cm™
v(06-H), 1727 cm v(C1=0)iakton, 1533 cm* v(NO,), 1457 cm v(C=C), 1347 cm™* v(NO»),
1169 cm™ v(C-0), 1065 cm™ v(C-0);*H i 13C NMR (Tabela 9 10).

AZM-33: (110,5 mg, 86%) HPLC: tr= 1,96 min. (Metoda 2); Analiza elementarna
CssH78BrN3sO14: obliczona C= 56,02%; H= 8,15%; Br= 8,28%; N= 4,35%; zmierzona
C=56,01%; H= 8,14%; Br= 8,28%; N= 4,34%; HR-MALDI-TOF [M+H]* = 963,4676; FT-IR
(pastylka KBr): szerokie pasmo 3396 cm™ v(011-H)+v(012-H)+v(02-H)+v(04s-H), 2637 cm™!
v(0g-H), 1726 cm™ v(C1=0)iakton, 1534 cm™ v(NO3), 1457 cm™ v(C=C), 1352 cm™* v(NO2),
1169 cm™ v(C-0), 1065 cm v(C-0); 1H i 13C NMR (Tabela 9 i 10).

AZM-34: (114,4 mg, 89%) HPLC: tg= 1,96 min. (Metoda 2); Analiza elementarna
CssH7sBrN3O1a: obliczona C= 56,02%; H= 8,15%; Br= 8,28%; N= 4,35%; zmierzona
C=56,01%; H= 8,14%; Br= 8,28%; N= 4,34%; HR-MALDI-TOF [M+H]* = 963,4676; FT-IR
(pastylka KBr): szerokie pasmo 3388 cm™ v(0O11-H)+v(012-H)+v(02-H)+v(047-H), 2635 cm™
v(0g-H), 1726 cm™ v(C1=0)jakton, 1527 cm™ v(NOz), 1457 cm™ v(C=C), 1348 cm™ v(NO3),
1169 cm™ v(C-0), 1065 cm™ v(C-0);*H i 13C NMR (Tabela 9i 10).

AZM-35: (99,8 mg, 77%) HPLC: tg= 1,96 min. (Metoda 2); Analiza elementarna
CasH76BrFsN2O12: obliczona C= 55,49%; H= 7,86%; Br= 8,20%; F= 5,85%; N= 2,88%;
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zmierzona C=55,50%; H= 7,86%; Br=8,21%; F=5,83%; N=2,90%; HR-MALDI-TOF [M+H]*
= 972,4534; FT-IR (pastylka KBr): szerokie pasmo 3386 cm™ v(O11-H)+v(O12-H)+v(O2-
H)+v(O4-H), 2635 cm™ v(Oe-H), 1726 cm™ v(C1=0)iakton, 1457 cm™ v(C=C), 1169 cm™
v(C-0), 1065 cm™ v(C-0), 1001 cm™ v(C-F); *H i 13C NMR (Tabela 9 10).

AZM-36: (109,2 mg, 83%) HPLC: tg= 1,96 min. (Metoda 2); Analiza elementarna
Cs6H78BrF3N;012: obliczona C= 55,92%; H= 7,98%; Br= 8,09%; F= 5,77%; N= 2,84%;
zmierzona C=55,94%; H= 8,00%; Br= 8,08%; F=5,76%; N=2,82%; HR-MALDI-TOF [M+H]*
= 986,4690; FT-IR (pastylka KBr): szerokie pasmo 3393 cm™ v(O11-H)+v(O12-H)+v(O2-
H)+v(047-H), 2635 cm™ v(0e-H), 1726 cm™ v(C1=0)iakton, 1460 cm™ v(C=C), 1280 cm*
v(CF3), 1169 cm™* v(C-0), 1065 cm™* v(C-0); *H i 13C NMR (Tabela 9 10).

AZM-37: (113,9 mg, 81%) HPLC: tg= 1,96 min. (Metoda 2); Analiza elementarna
Ca7H77BrFgN2012: obliczona C= 53,46%; H= 7,35%; Br= 7,57%; F= 10,79%; N= 2,65%;
zmierzona C=53,48%; H=7,33%; Br=7,57%; F=10,80%; N=2,64%; HR-MALDI-TOF [M+H]*
= 1054,4564; FT-IR (pastylka KBr): szerokie pasmo 3393 cm™ v(O11-H)+v(O12-H)+v(O2-
H)+v(04-H), 2635 cm™ v(0e-H), 1727 cm™ v(C1=0)iakton, 1460 cm™ v(C=C), 1325 c¢m*
v(CF3), 1169 cm™ v(C-0), 1065 cm™ v(C-0); *H i 3C NMR (Tabela 9i 10).

AZM-38: (115,6 mg, 83%) HPLC: tg= 1,96 min. (Metoda 2); Analiza elementarna
CasH7sBrIN2O12: obliczona C= 51,68%; H= 7,52%; Br= 7,54%; |= 12,13%; N= 2,68%;
zmierzona C=51,70%; H=7,51%; Br=7,52%; 1= 12,12%; N=2,69%; HR-MALDI-TOF [M+H]*
= 1044,3783; FT-IR (pastylka KBr): szerokie pasmo 3393 cm™ v(O11-H)+v(O12-H)+v(02-
H)+v(O4-H), 2635 cm™ v(0e-H), 1727 cm™ v(C1=0)iakton, 1460 cm™ v(C=C), 1169 cm
v(C-0), 1065 cm! v(C-0), 640 cm™ v(C-1); *H i 3C NMR (Tabela 9 10).

AZM-39: (110,7 mg, 88%) HPLC: tg= 1,96 min. (Metoda 2); Analiza elementarna
Cs6H78BrN3sO12: obliczona C= 58,46%; H= 8,32%; Br= 8,46%; N= 4,45%; zmierzona
C=58,48%; H= 8,31%; Br= 8,46%; N= 4,46%; HR-MALDI-TOF [M+H]* = 943,4769; FT-IR
(pastylka KBr): szerokie pasmo 3393 cm™ v(0O11-H)+v(012-H)+v(02-H)+v(04-H), 2635 cm™
v(06-H), 2232 cm™ v(C=N); 1727 cm™ v(C1=0)jakton, 1460 cm™* v(C=C), 1169 cm v(C-0),
1065 cm™ v(C-0); *H i 3C NMR (Tabela 11 i 12).
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Generalna procedura syntezy AZM-40 — AZM-42:

AZM-OH (100 mg, 0,17 mmol) rozpuszczono w 5 ml bezwodnego acetonitrylu, a nastepnie
dodano odpowiedni bromek (0,68 mmol): bromek propargilu (AZM-40), bromek benzylu
(AZM-41), bromek 4-nitrobenzylu (AZM-42). Mieszaniny mieszano w temperaturze
pokojowej przez 4-6 godzin. Nastepnie mieszanine reakcyjng odparowano do sucha,
rozpuszczono w 2 ml DCM, a powstaty roztwér wkroplono do 50 ml heksanu. Otrzymany
osad przesgczono i wysuszono pod prdznig. Pochodne AZM-40 — AZM-42 otrzymano

w postaci biatego proszku.

AZM-40: (105,6 mg, 88%) HPLC: tr= 1,95 min. (Metoda 2); Analiza elementarna
C33He61BrN2Oq: obliczona C=55,98%; H= 8,66%; Br=11,26%; N= 3,95%; zmierzona C= 55,96
%; H= 8,62%; Br= 11,24%; N= 3,97%; HR-MALDI-TOF [M+H]* = 708,3565; FT-IR (pastylka
KBr): szerokie pasmo 3290 — 3494 cm™ v(0O11-H)+Vv(012-H)+v(O2-H)+v(04-H), 2636 cm?
v(06-H), 2132 cm™ v(C=C), 1720 cm™ v(C1=0)akton, 1466 cm™ &(C-H), 1169 cm™ v(C-0),
1065 cm™ v(C-0); 'H i 3C NMR (Tabela 11 12).

AZM-41: (105,3 mg, 83%) HPLC: tg= 1,96 min. (Metoda 2); Analiza elementarna
C37HgsBrN2Og: obliczona C= 58,33%; H= 8,60%; Br= 10,49%; N= 3,68%; zmierzona
C=58,31%; H= 8,63%; Br= 10,52%; N= 3,70%; HR-MALDI-TOF [M+H]* = 760,3889; FT-IR
(pastylka KBr): szerokie pasmo 3345 cm™ v(011-H)+v(012-H)+v(02-H)+v(047-H), 2637 cm™
v(0g-H), 1760 cm™ v(C1=0)iakton, 1457 v(C=C), 1169 cm! v(C-0), 1065 cm! v(C-0); IH i 13C
NMR (Tabela 11i12).

AZM-42: (107,8 mg, 79%) HPLC: tg= 1,96 min. (Metoda 2); Analiza elementarna
C37HgsBrNsO11: obliczona C= 55,08%; H= 8,00%; Br= 9,90%; N= 5,21%; zmierzona
C=55,06%; H= 8,01%; Br= 9,89%; N= 5,19%; HR-MALDI-TOF [M+H]* = 805,3731; FT-IR
(pastylka KBr): szerokie pasmo 3345 cm™ v(011-H)+v(0O12-H)+v(O2-H)+v(04-H), 2638 cm™
v(0e-H), 1712 cm™ v(C1=0)jakton, 1527 cm™* v(NO,), 1457 v(C=C), 1347 cm™* v(NO,), 1169
cm v(C-0), 1065 cm™ v(C-0); *H i 3C NMR (Tabela 11 i 12).
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Generalna procedura syntezy AZM-43 — AZM-44:

AZM (100 mg, 0,13 mmol) rozpuszczono w 5 ml bezwodnego acetonitrylu, nastepnie
dodano bezwodnik octowy (37 ul, 0,39 mmol). Mieszanine reakcyjng mieszajac
pozostawiono w temperaturze pokojowej na 18 godzin. Nastepnie, mieszanine
odparowano na wyparce, a otrzymany osad rozpuszczono w 50 ml octanu etylu i przemyto
trzykrotnie 50 ml nasyconego roztworu NaHCOs. Organiczng warstwe odparowano
dosucha i otrzymano biate ciato state AZM-20 (98,5 mg, 93%). Nastepnie,
tak przygotowany substrat AZM-20 rozpuszczono w 5 ml bezwodnego acetonitrylu
i dodano odpowiedni bromek (0,50 mmol): bromek propargilu (AZM-43), bromek
4-nitrobenzylu (AZM-44). Mieszaniny reakcyjne mieszano w temperaturze pokojowej
przez 24-36 godzin. Nastepnie odparowano je do sucha, rozpuszczono w 2 ml DCM,
a powstaty roztwér wkroplono do 50 ml heksanu. Otrzymany osad przesgczono
i wysuszono pod prdznig. Pochodne AZM-43 — AZM-44 otrzymano w postaci biatego

proszku.

AZM-43: (88,1 mg, 78%) HPLC: tr= 1,98 min. (Metoda 2); Analiza elementarna
Ca3H77BrN20O13: obliczona C= 56,76%; H= 8,53%; Br= 8,78%; N= 3,08%; zmierzona
C=56,78%; H= 8,51%; Br= 8,81%; N= 3,06%; HR-MALDI-TOF [M+H]* = 908,4611; FT-IR
(pastylka KBr): szerokie pasmo 3405 cm™ v(O11-H)+v(012-H)+v(02-H)+v(047-H), 2638 cm™!
v(0g-H), 2126 v(C=C), 1752 cm™ v(C=0)acety, 1730 cm™ v(C1=0)jakton, 1212 cm™* v(C-0),
1169 cm v(C-0), 1065 cm! v(C-0); *H i 3C NMR (Tabela 11 12).

AZM-44: (92,6 mg, 74%) HPLC: tr= 1,98 min. (Metoda 2); Analiza elementarna
C47Hs0BrN3sO1s: obliczona C= 56,05%; H= 8,01%; Br= 7,93%; N= 4,17%; zmierzona
C=56,10%; H= 8,03%; Br= 7,91%; N= 4,16%; HR-MALDI-TOF [M+H]* = 1005,4778; FT-IR
(pastylka KBr): szerokie pasmo 3406 cm™ v(0O11-H)+v(012-H)+v(O2-H)+v(04-H), 2637 cm™
v(06-H), 2126 cm™v(C=C), 1749 cm™ v(C=0)acetyl, 1729 cm™ v(C1=0)akton, 1527 cm™ v(NO2),
1457 v(C=C), 1347 cm™ v(NO3), 1211 cm™ v(C-0), 1169 cm™ v(C-0), 1065 cm™ v(C-0);
1H i 13C NMR (Tabela 11 12).
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3. Synteza nowych pochodnych klarytromycyny

Generalna procedura syntezy CLA-1 — CLA-6:

CLA (100 mg, 0,13 mmol) rozpuszczono w 5 ml bezwodnego acetonitrylu, a nastepnie
dodano odpowiedni bromek (0,52 mmol): bromek allilu (CLA-1), bromek krotylu (CLA-2),
bromek 3,3-dimetyloallilu (CLA-3), 3-bromo-1-fenylo-1-propen (CLA-4), bromek
propargilu (CLA-5) i 3-(bromometylo)tiofen (CLA-6). Mieszaniny reakcyjne mieszano
w temperaturze pokojowej przez 2-16 godzin. Nastepnie odparowano je do sucha,
rozpuszczono w 2 ml DCM, a powstaty roztwér wkroplono do 50 ml heksanu. Otrzymany
osad przesgczono i wysuszono pod préznig. Pochodne CLA-1 — CLA-6 otrzymano w postaci

biatego proszku.

CLA-1: (102,0 mg, 88%) HPLC: tg= 1,65 min. (Metoda 2); Analiza elementarna
Cs1H74BrNO13: obliczona C= 56,67%; H= 8,58%; Br= 9,20%; N= 1,61%; zmierzona C=
56,66%; H= 8,59%; Br= 9,21%; N= 1,59%; HR-MALDI-TOF [M+H]* = 867,4344; FT-IR
(pastylka KBr): szerokie pasmo 3407 cm™ v(O11-H)+v(012-H)+v(O2-H)+v(04-H), 1730 cm™
V(C1=0)iakton, 1690 cm™ v(C=C), 1169 cm™ v(C-0); 1065 cm™* v(C-0); *H i 13C NMR (Tabela
13 14).

CLA-2: (110,7 mg, 94%) HPLC: tg= 1,65 min. (Metoda 2); Analiza elementarna
C42H76BrNO13: obliczona C= 57,13%; H= 8,68%; Br= 9,05%; N= 1,59%; zmierzona C=
57,14%; H= 8,70%; Br= 9,03%; N= 1,61%; HR-MALDI-TOF [M+H]* = 881,4513; FT-IR
(pastylka KBr): szerokie pasmo 3415 cm™ v(O11-H)+v(012-H)+v(02-H)+v(04-H), 1733 cm™
V(C1=0)iakton, 1689 cm™ v(C=C), 1169 cm™ v(C-0), 1075 cm™ v(C-0); *H i 13C NMR (Tabela
13 14).

CLA-3: (108,8 mg, 91%) HPLC: tg= 1,65 min. (Metoda 2); Analiza elementarna
Ca3H78BrNO13: obliczona C= 57,58%; H= 8,76%; Br= 8,91%; N= 1,56%; zmierzona C=
57,60%; H= 8,75%; Br= 8,92%; N= 1,57%; HR-MALDI-TOF [M+H]* = 895,4657; FT-IR
(pastylka KBr): szerokie pasmo 3413 cm™ v(O11-H)+v(012-H)+v(02-H)+v(047-H), 1730 cm™
V(C1=0)iakton, 1689 cmt v(C=C), 1170 cm™ v(C-0), 1076 cm™ v(C-0); *H i 3C NMR (Tabela
13§ 14).

CLA-4: (117,2 mg, 93%) HPLC: tg= 1,66 min. (Metoda 2); Analiza elementarna
C47H78BrNO13: obliczona C= 59,73%; H= 8,32%; Br= 8,46%; N= 1,48%; zmierzona C=
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59,74%; H= 8,30%; Br= 8,44%; N= 1,49%; HR-MALDI-TOF [M+H]* = 943,4657; FT-IR
(pastylka KBr): szerokie pasmo 3430 cm™ v(O11-H)+v(012-H)+v(02-H)+v(04a-H), 1732 cm™!
V(C1=0)jakton, 1689 cm™ v(C=C), 1460 cm™ v(C=C), 1170 cm™ v(C-0), 1076 cm™* v(C-0); H i
13C NMR (Tabela 13 i 14).

CLA-5: (108,6 mg, 94%) HPLC: tg= 1,65 min. (Metoda 2); Analiza elementarna
Ca1H72BrNO13: obliczona C= 56,80%; H= 8,37%; Br= 9,22%; N= 1,62%; zmierzona C=
56,79%; H= 8,35%; Br= 9,21%; N= 1,62%; HR-MALDI-TOF [M+H]* = 865,4187; FT-IR
(pastylka KBr): szerokie pasmo 3429 cm™ v(011-H)+v(012-H)+v(02-H)+v(04s7-H), 2125 cm™!
v(C=C), 1732 cm™ v(C1=0)jakton, 1689 cm* v(C=C), 1170 cm™ v(C-0), 1076 cm™ v(C-0); H
i 3C NMR (Tabela 13 i 14).

CLA-6: (109,8 mg, 89%) HPLC: tr= 1,66 min. (Metoda 2); Analiza elementarna
C43H74BrNO13S: obliczona C=55,83%; H=8,05%; Br=8,65%; N=1,52%; S= 3,47%; zmierzona
C=55,81%; H=8,05%; Br=8,65%; N=1,52%; S= 3,46%; HR-MALDI-TOF [M+H]* = 923,4064;
FT-IR (pastylka KBr): szerokie pasmo 3428 cm™ v(0O11-H)+v(012-H)+v(O2-H)+v(04-H), 1732
cm™ v(C1=0)akton, 1689 cm™ v(C=C), 1170 cm™? v(C-0); 1076 cm™ v(C-0); H i 3C NMR
(Tabela 13 14).

CLA-7: Klarytromycyne (250 mg, 0,33 mmol) rozpuszczono w 10 ml odwodnionej
i przedestylowanej trietyloaminy, a nastepnie dodano swiezo przedestylowany weglan
etylenu (133 ul, 2 mmol). Wszystkie czynnosci wykonywane byty w przeptywie inertnego
gazu (Ar). Reakcje prowadzono w temperaturze 110 °C pod chtodnicg zwrotng przez
12 godzin. Po tym czasie mieszanine odparowano na wyparce, a otrzymang kleistg,
ciemnozétta maz rozpuszczono w octanie etylu i pieciokrotnie przemyto nasyconym
roztworem NaHCOs. Warstwe organiczng odparowano do sucha, a nastepnie
rozpuszczono w 3 ml DCM, a powstaty roztwor wkroplono do 50 ml heksanu. Otrzymany
osad przesgczono i wysuszono pod préznig. Otrzymano kremowe ciato state (231 mg,
95%). HPLC: tg= 14,17 min. (Metoda 3); Analiza elementarna CssHe7NO12: obliczona
C=62,53%, H=9,35%, N= 1,92%; zmierzona C= 62,54%, H= 9,36%, N= 1,90%; HR-MALDI-
TOF [M+H]* = 729,4663; FT-IR (ATR): szerokie pasmo przy 3446 cm™ v( O12-H)+v(Oz-
H)+v(04-H), 1733 cm™ v(C1=0)jakton, 1668 cm v(Co=0), 1258 cm™ v(C-0), 1165 cm?
v(C-0), 1051 cm™ v(C-0), 1011 cm™ v(C-0O); *H i 33C NMR (Tabela 15 16).
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CLA-8: CLA-7 (230 mg, 0,31 mmol) rozpuszczono w 5 ml acetonu i dodano 20 ml 0,25 M
HCI. Reakcje prowadzono przez 18 godzin w temperaturze pokojowej. Po tym czasie,
do kolby reakcyjnej dodano 10 ml nasyconego roztworu NaHCOs. Nastepnie, zawartosc
kolby przeniesiono do rozdzielcza, dodano 50 ml octanu etylu i przemyto trzykrotnie
nasyconym roztworem NaHCOs. Warstwe organiczng odparowano do sucha i otrzymano
biate ciato state ( 175 mg, 97%). HPLC: tr= 8,32 min. (Metoda 3); Analiza elementarna
C30Hs3NOg: obliczona C= 63,02%, H= 9,34%, N= 2,45%; zmierzona C= 63,01%, H= 9,33%,
N=2,47%; HR-MALDI-TOF [M+H]* = 571,7431; FT-IR (ATR): szerokie pasmo przy 3446cm*
v(03-H) + v(012-H) + v(0O2-H); 1729 cm™ v(C1=0)akton, 1668 cm™? v(Co=0), 1257 cm™ v(C-
0), 1163 cm™* v(C-0), 1070 cm™ v(C-0), 1047 cm™ v(C-0); *H i 13C NMR (Tabela 15i 16).

CLA-9: CLA-8 (170 mg, 0,30 mmol) rozpuszczono w 5 ml bezwodnego acetonitrylu,
nastepnie dodano bezwodnik octowy (55 pl, 0,60 mmol). Mieszanine reakcyjng mieszajac
pozostawiono w temperaturze pokojowej na 18 godzin. Nastepnie, zawartos¢ kolby
odparowano na wyparce, a otrzymany osad rozpuszczono w 50 ml octanu etylu i przemyto
trzykrotnie 50 ml nasyconego roztworu NaHCOs. Organiczng warstwe odparowano do
sucha i otrzymano biate ciato state (175 mg, 95%). HPLC: tg= 6,67 min. (Metoda 3); Analiza
elementarna CszHssNOio: obliczona C= 62,62%, H= 9,03%, N= 2,28%; zmierzona
C=62,63%, H=9,04%, N= 2,30%; HR-MALDI-TOF [M+H]* = 613,3826; FT-IR (ATR): szerokie
pasmo przy 3480 cm™ v(03-H) + v(012-H); 1740 cm™ v(Co=0)acetyl, 1731 cm™ v(C1=0)jakton,
1668 cm™? v(Ce=0), 1236 cm™? v(C-0), 1162 cm™ v(C-0), 1107 cm™? v(C-0), 1047 cm™?
v(C-0); H i 13C NMR (Tabela 15 16).

CLA-10: Odparowany trzykrotnie z bezwodnego DCM N-chlorosukcynoimid (NCS) (60 mg,
0,45 mmol) rozpuszczono w 3 ml bezwodnego CH,Cl, i chtodzono przez 5 minut w tazni
lodowej o temperaturze -20 °C. Nastepnie dodano siarczek dimetylu (Me3S) (45 ul, 0,61
mmol) i mieszano przez 15 minut w tazni lodowej o temperaturze -20 °C. Po tym czasie
wkroplono rozpuszczony w 3 ml bezwodnego DCM, trzykrotnie odparowany
z bezwodnego DCM, zwigzek CLA-9 (170 mg, 0,28 mmol). Reakcje mieszano przez
35 minut utrzymujac temperature tazni lodowej w granicach -15 —-20 °C. Po 35 minutach
dodano trietyloamine (TEA) (45 pl, 0,60 mmol) i pozostawiono mieszanine reakcyjna
do czasu, az zawartos¢ tazni lodowej osiggneta temperature +15 °C (ok. 4,5 godziny).

Nastepnie zawartos¢ kolby odparowano, pozostawiajgc ok. 1ml cieczy. Roztwér ten
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dodano do 50 ml eteru dietylowego, a nastepnie przemyto pieciokrotnie wodg. Warstwe
organiczng odparowano do sucha, uzyskujac kleisty produkt, ktéry nastepnie oczyszczono
na kolumnie chromatograficznej, stosujagc mieszanine DCM:aceton w stosunku 4:1 jako
eluent. Produkt CLA-10 otrzymano w postaci biatego proszku (73,2 mg, 43%). HPLC:
tg= 10,36 min. (Metoda 3); Analiza elementarna Cs;Hs3sNOio: obliczona C= 62,83%,
H=8,73%, N= 2,29%; zmierzona C= 62,85%, H= 8,72%, N= 2,30%,; HR-MALDI-TOF
[M+H]*=611,3669; FT-IR (ATR): 1739 cm? v(Co=0)acety, 1731 cm™? v(C1=0)iakton,
1713 ecm™? v(C3=0), 1669 cm™ v(Co=0), 1229 cm™? v(C-0), 1162 cm™ v(C-0), 1102 cm?
v(C-0), 1057 cm™ v(C-0); *H i 13C NMR (Tabela 15 16).

CLA-11: CLA-10 (70 mg, 0,11 mmol) rozpuszczono w 5 ml metanolu i pozostawiono
mieszajgc na 18 godzin w temperaturze 35 °C. Po tym czasie zawartos¢ kolby odparowano,
a otrzymany osad rozpuszczono w 50 ml octanu etylu i przemyto trzykrotnie 50 ml
nasyconego roztworu NaHCOs. Organiczng warstwe odparowano do sucha i otrzymano
biate ciato state (62,5 mg, 96%). HPLC: tr= 9,34 min. (Metoda 3); Analiza elementarna
C30Hs1NOg: obliczona C= 63,24%, H= 9,02%, N= 2,46%; zmierzona C= 63,25%, H= 9,04%,
N= 2,46%; HR-MALDI-TOF [M+H]* = 569,3564;

CLA-12: CLA-11 (60 mg, 0,10 mmol) rozpuszczono w 5 ml acetonitrylu, a nastepnie dodano
chloromréwczan propargilu (21 ul, 0,20 mmol). Reakcje prowadzono przez 30 minut,
w temperaturze pokojowej, intensywnie mieszajgc. Nastepnie, po tym czasie mieszanine
odparowano na wyparce, a otrzymane ciato state rozpuszczono w 50 ml DCM i przemyto
trzykrotnie 50 ml nasyconego roztworu NaHCOs;. Warstwe organiczng odparowano
do sucha i otrzymano biate ciato state (62,5 mg, 91%). HPLC: tr= 14,64 min. (Metoda 3);
Analiza elementarna CssHs3sNOi1: obliczona C= 62,65%, H= 8,20%, N= 2,15%; zmierzona
C=62,64%, H= 8,22%, N= 2,16%; HR-MALDI-TOF [M+H]* = 651,3619; FT-IR (pastylka KBr):
3479 cm™ v(012’-H), 3059 cm™ v(=CH), 2974 cm™ v(C-H), 2128 cm™ v(C=C), 1747 cm™
V(C1=0)jakton + V(C3=0) + v(Co=0) + v(C31=0), 1457 cm™? v(C=C), 1259 cm™* v(C-0),
1165 cm™, 1056 cm™ v(C-0); *H i 33C NMR (Tabela 15 16).

CLA-13: CLA-10 (70 mg, 0,11 mmol) rozpuszczono w 4 ml mieszaniny bezwodnych
rozpuszczalnikbw THF i DMF w stosunku 3:1. Nastepnie do mieszaniny dodano
1,1'-karbonylodiimidazol (CDI) (46,5 mg, 0,28 mmol) i wodorek sodu (NaH) (7 mg,

29 mmol). Po godzinie do mieszaniny dodano 1 ml wody destylowanej, a nastepnie
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mieszanine te rozcieiczono w 30 ml eteru dietylowego i przemyto trzykrotnie woda.
Organiczng warstwe odparowano do sucha i otrzymano biate ciato state (79 mg, 97%).
HPLC: tr= 11,67 min. (Metoda 3); Analiza elementarna C3sHssN3011: obliczona C=61,26%,
H= 7,85%, N= 5,95%; zmierzona C= 61,27%, H= 7,86%, N= 5,96%; HR-MALDI-TOF
[M+H]* = 705,3837; FT-IR (ATR): 1745 cm™ v(Co=0)acetyl + V(C23=0)acetyl + V(C1=0)jakton,
1713 cm? v(C3=0), 1673 cm? v(Ce=0), 1238 cm™? v(C-0), 1159 cm? v(C-0), 1093 cm?
v(C-0), 1056 cm™ v(C-0); Hi3C NMR (Tabela 15 16).

CLA-14: CLA-13 (75 mg, 0,105 mmol) odparowano trzykrotnie z bezwodnego CHCl;
i rozpuszczono w 3 ml mieszaniny bezwodnego acetonitrylu, a nastepnie dodano
alliloamine (40 pl, 0,53 mmol). Mieszanine reakcyjng pozostawiono w temperaturze
pokojowej przez 48 godzin intensywnie mieszajgc. Po tym czasie przeniesiono mieszanine
do szczelnego naczynia Schlenka i prowadzono reakcje przez kolejne 48 godzin
w temperaturze 50 °C. Nastepnie do uktadu dodano alliloamine (80 ul, 1.06 mmol)
i podniesiono temperature do 90 °C. Po 40 godzinach zawartos¢ kolby odparowano,
a otrzymane ciatfo state rozpuszczono w 50 ml DCM i przemyto trzykrotnie 50 ml wody.
Warstwe organiczng odparowano do sucha, uzyskujac produkt, ktdéry nastepnie
oczyszczono na kolumnie chromatograficznej, stosujagc mieszanine DCM:aceton
w stosunku 3:1 jako eluent. Produkt CLA-14 otrzymano w postaci biatego proszku (47 mg,
72%). HPLC: tr= 18,49 min. (Metoda 3); Analiza elementarna C3;Hs3NOio: obliczona
C=62,83%, H= 8,73%, N= 2,29%; zmierzona C= 62,82%, H= 8,73%, N= 2,30%; HR-MALDI-
TOF [M+H]* = 611,3669; FT-IR (ATR): 1811 cm™ pasmo kombinacyjne, 1744 cm
V(Co=0)acetyl, 1655 cm™ v(C=C)c(1)=c(2), 1604 cm™ v(Ce=0), 1235 cm? v(C-0), 1162 cm?
v(C-0), 1133 cm™ v(C-0), 1057 cm v(C-0); *H i 33C NMR (Tabela 15 16).

4. Synteza nowych hybrydowych pochodnych z udziatem kolchiceiny

COL-1i COL-2: Kolchiceine (150,0 mg, 0,39 mmol) rozpuszczono w 15 ml toluenu i dodano
1-[(3-azydopropano)sulfonylo]-4-metylobenzen (495 mg, 1,95 mmol), a nastepnie K,CO3
(157,5 mg, 1,17 mmola). Mieszanine reakcyjng mieszano w temperaturze 70 °C przez
24 godziny. Po tym czasie dodano eter dietylowy i dwukrotnie przemyto woda
destylowang. Warstwe organiczng odparowano do sucha, a otrzymane produkty COL-1

i COL-2 oczyszczono i oddzielono od siebie wykorzystujgc metode chromatografii
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kolumnowej, stosujgc mieszanine DCM:aceton w stosunku 4:1 jako eluent. Produkty COL-

1i COL-2 otrzymano w postaci zéttych proszkéw.

COL-1: (97,5 mg, 51%) HPLC: tr= 5,51 min. (Metoda 2); Analiza elementarna Cz4H28N40e:
obliczona C=61,53%; H= 6,02%; N= 11,96%; zmierzona C= 61,55%; H= 6,02%; N= 11,95%;
HR-MALDI-TOF [M+Na]* = 491,1901; 'H i 13C NMR (Tabela 17 18).

COL-2: (78,4 mg, 41%) HPLC: tr= 5,72 min. (Metoda 2); Analiza elementarna Cz4H28N40e:
obliczona C=61,53%; H= 6,02%; N= 11,96%; zmierzona C= 61,51%; H= 6,03%; N= 11,98%;
HR-MALDI-TOF [M+Na]* = 491,1901; 'H i 13C NMR (Tabela 17 18).

AZM-1-COL-1: Zwigzek COL-1 (70 mg, 0,17 mmol) rozpuszczono w 3 ml THF i do roztworu
dodano 110 mg AZM-1 (0,16 mmol). Nastepnie dodano 8,85 mg (0,07 mmol) CH3COOCu(l)
oraz 45 mg (0,25 mmol) kwasu askorbinowego. Reakcje prowadzono w temperaturze
pokojowej przez 2 godziny, po tym czasie odparowano na wyparce. Otrzymany produkt
rozpuszczono w 25 ml EtOAc i trzykrotnie przemywano nasyconym roztworem NaHCOs.
Warstwe organiczng odparowano do sucha, a otrzymany produkt oczyszczono na
kolumnie chromatograficznej, stosujgc mieszanine aceton:j-propanol w stosunku 3,5:1
jako eluent. Produkt AZM-1-COL-1 otrzymano w postaci biatego proszku (44 mg, 23%).
HPLC: tg= 5,46 min. (Metoda 2); Analiza elementarna CsgHgsNsO17: obliczona C= 61,03%,
H=7,77%, N= 7,36%; zmierzona C= 61,08%, H= 7,76%, N= 7,35%; HR-MALDI-TOF [M+H]*
= 1141,3493; FT-IR (pastylka KBr): v(03’-H)+ v(011’-H)+ v(012’-H) — szerokie pasmo przy
3420 cm™; v(N-H)amid - 3293 cm™®; v(=CH) - 3063 cm%; v(C-H) - 2938 cm™; 2876 cm™;
v(06-H) - 2637 cm™%; v(C31’=0)+Vv(C1’=0)iakton - 1752cm™L; v(C=0)amid - 1661 cm™?; v(C=C)ar
- 1612 ecm™Y; 6 (N-H)amia - 1560 cm®; v(C=C) - 1457 cm™; v(C-O) - 1263 cm;
v(C-0) -1170, 1097 cm™.1H i 13C NMR (Tabela 17 18).

AZM-1-COL-2: Zwigzek COL-2 (70 mg, 0,17 mmol) rozpuszczono w 3 ml THF i do roztworu
dodano 110 mg AZM-1 (0,16 mmol). Nastepnie dodano 8,84 mg (0,07 mmol) CH3COOCu(l)
oraz 48 mg (0,27 mmol) kwasu askorbinowego. Reakcje prowadzono w temperaturze
pokojowej przez 3 godziny, po tym czasie odparowano na wyparce. Otrzymany produkt
rozpuszczono w 25 ml EtOAc i trzykrotnie przemywano nasyconym roztworem NaHCOs.
Warstwe organiczng odparowano do sucha, a otrzymany produkt oczyszczono na

kolumnie chromatograficznej, stosujgc mieszanine aceton:i-propanol w stosunku 3:1 jako
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eluent. Produkt AZM-1-COL-2 otrzymano w postaci biatego proszku (46 mg, 25%). HPLC:
tg= 5,58 min. (Metoda 2); Analiza elementarna CsgHssNsO17: obliczona C= 61,03%,
H=7,77%, N= 7,36%; zmierzona C= 61,05%, H= 7,76%, N= 7,35%; HR-MALDI-TOF [M+H]*
= 1141,6240; FT-IR (pastylka KBr): v(03’-H)+ v(011’-H)+ v(012’-H) — szerokie pasmo przy
3414 cm%; v(N-H)amid - 3293 cm*; v(=CH) - 3059 cm™; v(C-H) - 2937 cm™; 2876 cm™; v(06-
H)-2641 cm™; v(C31’=0)+Vv(C1’=0)iakton— 1751 cm%; v(C=0)amid - 1661 cm*; v(C=C)ar - 1614
cm; & (N-H)amig - 1558 cm?; v(C=C) - 1459 cm; v(C-0)- 1259 cm; v(C-0) -1171 cm™,
1096 cmL; 1H i 13C NMR (Tabela 17 i 18).

CLA-12-COL-2: Zwigzek COL-2 (70 mg, 0,17 mmol) rozpuszczono w 3 ml THF i do roztworu
dodano 100 mg CLA-12 (0,15 mmol). Nastepnie dodano 8,84 mg (0,07 mmol) CH3COOCu(l)
oraz 48 mg (0,27 mmol) kwasu askorbinowego. Reakcje prowadzono w temperaturze
pokojowej przez 5 godzin, po tym czasie odparowano na wyparce. Otrzymany produkt
rozpuszczono w 25 ml EtOAc i trzykrotnie przemywano nasyconym roztworem NaHCOs.
Warstwe organiczng odparowano do sucha, a otrzymany produkt oczyszczono
na kolumnie chromatograficznej, stosujgc aceton eluent. Produkt AZM-1-COL-2
otrzymano w postaci biatego proszku (43 mg, 21%). HPLC: tr= 7,62 min. (Metoda 2);
Analiza elementarna CsgHgiNsO17: obliczona C= 62,18%, H= 7,29%, N= 6,25%; zmierzona
C=62,18%, H=7,29%, N=6,25%; HR-MALDI-TOF [M+H]* = 1119,5627; FT-IR (pastylka KBr):
v(012’-H) - 3397 cm™%; v(N-H)amid - 3293 cm™; v(=CH) - 3059 cm%; v(C-H) - 2941 cm™ ; 2868
cm™; v(C1'=0)iakton+Vv(C3’=0)+v(C9’=0)+v(C31’=0) — 1752 cm™*; v(C=0)amid - 1663 cm;
V(C=C)ar - 1614 cm™; 8 (N-H)amid - 1552 cm™%; v(C=C) - 1457 cm; v(C-0O) - 1257 cm';
v(C-0) -1172 cm™?, 1095 cm™; 1H i 13C NMR (Tabela 17 i 18).
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IX Podsumowanie

Do najwazniejszych osiggnie¢ w ramach niniejszej pracy zaliczy¢ mozna:

1.

Synteze 50 pochodnych antybiotykéw makrolidowych, w tym: 18 nowych
weglanowo-triazolowych analogéw azytromycyny oraz 23 nowych soli
N-alkiloamoniowych azytromycyny i 6 nowych soli N-alkiloamoniowych
klarytromycyny oraz 3 pochodne hybrydowe.

Ustalenie struktur pochodnych AZM-1 - AZM-44 i CLA-1 — CLA-6 oraz hybryd AZM-
1-COL-1, AZM-1-COL-2 i CLA-12-COL-2, na podstawie analizy spektroskopowej,
z wykorzystaniem technik: H, 13C, H-1H COSY, *H-1H NOESY, H-13C HSQCi *H-13C
HMBC, FT-IR, ESI-MS i modelowania molekularnego jedng z metod DFT oraz
wykazanie obecnosci oddziatywarn wewnatrzczgsteczkowych stabilizujgcych
te struktury.

Wykorzystanie  obecnosci  wewnatrzczgsteczkowych  oddziatywan do
regioselektywnej modyfikacji azytromycyny (reaktywnos¢ tylko jednego z dwdch
atomoéw azotu).

Wykazanie, ze przytgczony do dezozaminy N-alkilowy podstawnik 15-cztonowych
makrolidowych soli amoniowych ma mozliwos¢ przyjecia dwdch alternatywnych
orientacji w tunelu rybosomalnym (S1* i S2*), co zostato wykorzystane w
wyjasnieniu réznic w aktywnosci przeciwbakteryjnej tego typu makrolidéw.
Otrzymanie krysztatu pochodnej CLA-10 i  ustalenie jej konformacji,
z jednoczesnym potwierdzeniem konfiguracji wigzania podwdjnego i konformacji
uktadu makrolaktonowego.

Ustalenie struktury pochodnej CLA-14 z wykorzystaniem technik: *H, 3C, *H-'H
COSY, H-'H NOESY, H-13C HSQC i *H-13C HMBC i FT-IR i DFT oraz wyjasnienie
zaskakujgcej wysokiej hydrofobowosci tej pochodne;j.

Ustalenie warunkéw przeksztatcania tautomeru 1,3-diokso CLA-10 w stabilny
tautomer enolowy — CLA-14 (nowa forma , laktenolowa”).

Ustalenie, ze nowe sole N-alkiloamoniowe AZM i CLA (CLA-1, CLA-2, CLA-5)
wykazujg nizszg cytotoksycznos¢ od wzorcowych antybiotykéw CLA i AZM, przy

zachowaniu istotnej aktywnosci przeciwbakteryjnej.
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10.

11.

12.

Zaproponowanie modelu dokowania nowych pochodnych N-alkilowych w tunelu
rybosomalnym H. marismortuii D. radiodurans z duzej podjednostki rybosomalne;j
50S z wykorzystaniem metody MOG-MP6.

Ustalenie, Zze najbardziej aktywne sole N-alkiloamoniowe 14-cztonowej
klarytromycyny sg zaangazowane w  energetycznie najkorzystniejsze
oddziatywania

ni-1t stackingowe z nukleotydem G2450 tunelu rybosomalnego.

Ustalenie, ze wprowadzenie rozbudowanego podstawnika w pozycji C(2')
dezozaminy AZM (AZM-2 - AZM-19), nie skutkuje wzrostem aktywnosci
przeciwbakteryjnej. Posrednio mozna zatem wnioskowaé, ze reorientacja
dezozaminy z podstawiong grupg hydroksylowg O(2’)H w tunelu rybosomalnym
nie jest faworyzowana dla tego typu pochodnych.

Ustalenie zaleznosci pomiedzy strukturg nowo otrzymanych pochodnych
makrolidowych a ich aktywnoscig przeciwbakteryjng i cytotoksycznoscig oraz
skorelowanie tych wynikéw z wyznaczonymi parametrami fizykochemicznymi

(clogP i rozpuszczalno$é w wodzie).
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Streszczenie w jezyku polskim

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byto zsyntezowanie nowych pochodnych
14- i 15-cztonowych laktonowych antybiotykdw makrolidowych, zawierajgcych
przebudowane ramiona sacharydowe oraz funkcjonalizacja aglikonu klarytromycyny
iocena jej przydatnosci do dalszych zastosowan w poszukiwaniu nowych
antybiotykow. W wyniku pracy otrzymano 50 nowych pochodnych, w tym 18
weglanowo-triazolowych analogéw azytromycyny otrzymanych w wyniku reakcji
1,3-dipolarnej cykloaddycji Huisgena, 23 nowe sole N-alkiloamoniowe azytromycyny,
6 nowych soli N-alkiloamoniowych klarytromycyny oraz 3 zwigzki hybrydowe powstate
w wyniku pofaczenia modyfikowanych antybiotykéw makrolidowych z alkaloidem —
kolchiceing. Dodatkowo, przeprowadzono réwniez synteze nowego zwigzku
o nietypowe] strukturze, stanowigcego alternatywng platforme do dalszej
transformacji. Wszystkie struktury nowych pochodnych zostaty ustalone na podstawie
analizy spektroskopowe, z wykorzystaniem technik: *H, 13C, 'H-'H COSY, 'H-'H NOESY,
1H-13C HSQC i *H-3C HMBC, FT-IR, ESI-MS oraz modelowania molekularnego jedng
z metod DFT. Ustalona zostata zaleznos¢ pomiedzy strukturg nowo otrzymanych
pochodnych a ich aktywnoscig przeciwbakteryjng i cytotoksycznoscig. Dodatkowo
wyniki te zostaty skorelowane z wyznaczonymi parametrami fizykochemicznymi,
tj. z clogP irozpuszczalnoscia w wodzie oraz modelem wigzania tych antybiotykéw

w tunelu rybosomalnym.
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Anna Dominika Janas ,,Synteza i ustalenie korelacji struktura-aktywnosc biologiczna
nowych pochodnych 14- i 15-cztonowych antybiotykdw makrolidowych zawierajgcych
przebudowane ramiona sacharydowe.
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