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Wykaz stosowanych skrotow

AIBN
AmB

Ar

Bn
BnOH
Boc
CDsOD
CDI
CSA
DDQ
DIAD
DIBALH
DIPEA
DMA
DMF
dmgH
DMSO
DPPA
ESI-MS

Et
Fmoc
HMBC
HOBt
HSQC
Imd
LC
mCPBA
MP
mMPEG
Ms

azobis(izobutyronitryl)

amfoterycyna B, nazwa systematyczna: kwas
(1S,3R,4E,6E,8E,10E,12E,14E,16E,18S,19R,20R,21S,25R,27R,
30R,31R,33S,35R,37S,38R)-3-[(2R,3S,4S,5S,6R)-4-amino-3,5-
dihydroksylo-6-metyloksan-2-yl]oksy-19,25,27,30,31,33,35,37-
oktahydroksylo-18,20,21-trimetylo-23-0kso-22,39-
dioksabicyklo[33.3.1]nonatriakonta-4,6,8,10,12,14,16-heptaeno-
38-karboksylowy

grupa arylowa

grupa benzylowa

alkohol benzylowy

grupa tert-butoksykarbonylowa

tetra-deuterometanol

N,N'-karbonylodiimidazol

kwas kamforosulfonowy
2,3-dichloro-5,6-dicyjano-1,4-benzochinon

azodikarboksylan diizopropylu

wodorek diizobutyloglinu

diizopropyloetyloamina

N,N-dimetyloacetamid

N,N-dimetyloformamid

monoanion dimetyloglioksyny

dimetylosulfotlenek

azydek difenylofosforanowy (ang. diphenyl phosphoryl azide)
spektrometria mas z jonizacjg z uzyciem elektrorozpylania
(ang. electrospray ionisation mass spectrometry)

grupa etylowa

grupa 9-fluorenylometoksykarbonylowa

ang. heteronuclear multiple bond coherence
1-hydroksybenzotriazol

ang. heteronuclear single quantum correlation

grupa imidazolosulfonowa

chromatografia cieczowa (ang. liquid chromatography)

kwas m-chloroperoksybenzoesowy

grupa p-metoksyfenylowa

glikol metoksypolietylenowy

grupa mesylowa
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MsCI
NBS
NEP
NMR

NSU-Fmoc
NYS

PEG
Ph
PLC

ppm

py
PyBOP

R¢

TBS
TBSCI
TDBTU

TEA
TESOTf
T
THF
TIPS
TMNO
T™MS
TLC

TS
UHP

chlorek mesylu

N-bromosukcynoimid

N-etylopirydyna

spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego

(ang. nuclear magnetic resonance)
N-(9-fluorenylmetoksykarbonylo)oksysukcynimid
nystatyna A, nazwa systematyczna: kwas
(1S,15S,16R,17R,18S)-33-[(2S,3S,4S,5S,6R)-4-amino-3,5-
dihydroksy-6-metylooksan-2-ylo]oksy-1,3,4,7,9,11,17,37-
oktahydroksy-15,16,18-trimetylo-13-okso-14,39-
dioksabicyklo[33.3.1]nonatriakonta-19,21,25,27,29,31-
heksaeno-36-karboksylowy

polietoksyglikol

grupa fenylowa

preparatywna chromatografia cieczowa (ang. preparative liquid
chromatography)

jednostka przesunigcia chemicznego (ang. parts per milion)
pirydyna

heksafluorofosforan benzotriazol-1-yl-oksytripyrrolidyno-
fosfoniowy

wspotczynnik opoznienia, stosunek dtugosci drogi substancji do
dtugosci drogi fazy ruchome;j

grupa tert-butylodimetylosililowa
tert-butylodimetylochlorosilan

tetrafluoroboran N,N,N',N'-tetrametylo-O-(3,4-dihydro-4-okso-
1,2,3-benzotriazyn-3-yl)uroniowy

trietyloamina

trifluorometanosulfonian trietylosililowy

grupa trifluorometanosulfonowa

tetrahydrofuran

grupa triizopropylosililowa

N-tlenek trimetyloaminy

grupa trimetylosililowa

chromatografia cienkowarstwowa (ang. thin layer
chromatography)

grupa tosylowa

wodorotlenek mocznika

przesunigcie chemiczne wyrazone w ppm
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Streszczenie

Od momentu opracowania terapii antybiotykowych najwigkszym
problemem wspolczesnej medycyny jest drastyczny wzrost infekcji grzybiczych.
Rozwéj przemystu farmaceutycznego i medycznego doprowadzil m.in. do
forsownego  stosowania  antybiotykow  szerokiego  spektrum,  lekow
immunosupresyjnych, przeciwnowotworowych oraz hormonalnych. Idealny
srodek przeciwgrzybiczy powinien charakteryzowac si¢: wysoka aktywnoscia,
szerokim spektrum dziatania, zdolno$cia do przezwycigzania opornosci
wielolekowej oraz by¢ silnie grzybobdjczy. Ponadto nie powinien indukowac
oporno$ci i musi wykazywacé niska toksycznos¢ dla ludzi, przy jednoczesnej
wysokiej toksycznosci wobec grzybow. Zaden z dostepnych klinicznie lekow
przeciwgrzybiczych nie spetnia wszystkich tych wymagan, dlatego tez istnieje
ciagla potrzeba udoskonalania obecnych lub poszukiwania nowych lekow.

W ramach badan, opisanych w niniejszej rozprawie doktorskiej,
przetestowano mozliwosci chemicznej modyfikacji czgsci aminocukrowej
aglikonu amfoterycyny B i nystatyny A;. Otrzymano chroniony aglikon AmB,
posiadajacy grupe hydroksylowa na atomie wegla C19, ktory postuzyt jako
substrat w reakcji substytucji nukleofilowej oraz dehydracyjnej glikozylacji.
Opracowano i zoptymalizowano warunki syntezy chronionych pochodnych
cukrowych, bedacych dogodnymi substratami do reakcji z aglikonem
makrolidowym. Sprawdzono mozliwos$¢ przylaczenia nastgpujacych zwigzkow:
metanosulfonianu  3-[(N-tert-butoksykarbonylo)amino]-1-propylu, N-tert-
butoksykarbonylo-3-fluoroaniliny, bromku 2,3,4,6-tetra-O-acetylo-D-glukozy,
2,4,6-tri-O-(trietylosililo)-3-azydo-3-deoksy-D-allopiranozy, 2,4,6-tri-O-(tri-
etylosililo)-3-azydo-3-deoksy-D-glukopiranozy,  2,3,4,6-tetra-O-acetylo-D-
glukopiranozy, 2,3,4,6-tetra-O-benzylo-D-glukopiranozy oraz 3-azydo-2,3,6-
trideoksy-D-ksylozy. W reakcji z pochodng benzylowa glukozy, jak i pochodna
ksylozy otrzymano dwie nowe, chronione pochodne amfoterycyny B. Ponadto
zoptymalizowano metode syntezy koniugatow amfoterycyny B oraz nystatyny A
z ‘parasolami molekularnymi’, pochodnymi kwasu cholowego oraz opracowano
warunki syntezy analogicznych zwigzkow z ‘parasolami molekularnymi’,
pochodnymi kwasu deoksycholowego. Otrzymano dwanascie nieopisanych
koniugatow makrolidow polienowych, ktore zostaly przebadane pod katem
aktywnos$ci przeciwgrzybowej 1 selektywnej toksycznosci wzgledem krwinek
ludzkich, a wyniki tych badan zostaty opublikowane.

Wszystkie zwigzki poddano analizie strukturalnej z wykorzystaniem
spektroskopii NMR oraz spektrometrii mas. Natomiast obecnos¢ koniugatow
AmB z pochodnymi cukrowymi potwierdzono za pomoca widm
dwuwymiarowych HSQC oraz HMBC.
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Czes¢ literaturowa

1. Wstep

Krolestwo  grzybow  obejmuje  ogromna roéznorodno$¢  grup
taksonomicznych nalezacych do réznych nisz ekologicznych, majacych inng
strategie cyklu zyciowego, a takze morfologi¢. Jednak niewiele jeszcze wiadomo
o ich prawdziwej bior6znorodnosci. Szacuje sie, ze az 1,5 miliondw gatunkéw
nalezy do tego krolestwa, a tylko okoto 5% zostato oficjalnie sklasyfikowanych.
Wiele z nich powoduje infekcje zwane grzybicami. Na poczatku XX wieku
epidemie bakteryjne byty gtéwna przyczyng licznych zgonow na calym $wiecie,
w przeciwienstwie do zakazen grzybiczych, ktore byly praktycznie pomijane.
Dopiero od lat 70-tych ubiegtego wieku, w warunkach szerokiego stosowania
chemoterapii  przeciwbakteryjnej 1 przeciwnowotworowej oraz lekow
immunosupresyjnych, nastapit drastyczny wzrost czestotliwos$ci wystepowania
grzybic uktadowych i1 obecnie to one stanowig jedno z wazniejszych zagrozen dla
zdrowia, a nawet zycia ludzi! Reakcje organizmu w zetknigciu
Z patogenami grzybowymi mozemy podzieli¢ na: reakcje alergiczne na biatka
grzybicze, reakcje na toksyny wystepujace w niektorych grzybach oraz infekcje,
czyli grzybice.? Tylko niektore gatunki grzybow powodujg choroby u zdrowych
0sOb, wiekszo$¢ z nich staje si¢ patogenna tylko wtedy, gdy gospodarz ma
ostabiong odporno$¢.> W zwigzku z tym zwigkszong czgstotliwo$é wystepowania
infekcji grzybiczej obserwuje sie u 0s6b z niedoborem odpornosci, np. typu AIDS,
pacjentdw onkologicznych i diabetykdéw, pacjentéw po przeszczepach narzadow,
i innych inwazyjnych zabiegach chirurgicznych. Zdrowe osoby sg natomiast
podatne na powierzchniowe, skorne oraz podskérne zakazenia, w rzadkich
przypadkach dochodzi do infekcji ukladowych. Wiele zakazen jest
spowodowanych przez patogeny oportunistyczne, ktore moga pochodzié,
zardbwno ze S$rodowiska (zakazenie Cryptoccocus), jak i byé endogenne
(zakazenie Candida). Pomimo szeroko zakrojonych badan, ktore poswigcone sg
opracowaniu nowych strategii terapeutycznych, dostepna jest obecnie tylko
niewielka liczba lekow zwalczajacych zakazenia grzybicze. Gtowne grupy lekow
przeciwgrzybiczych i miejsca ich dziatania przedstawiono na Rysunku 1.24
W rzeczywistosci, W praktyce klinicznej, w leczeniu uktadowych infekcji
grzybiczych, uzywa si¢ obecnie jedynie czterech klas tych lekéw. Naleza do nich:
5-fluorocytozyna, antybiotyki z grupy makrolidow polienowych, leki syntetyczne
z grupy pochodnych triazolu i echinokandyny. Ponadto niektore
z nich maja bardzo waski zakres zastosowania. Flucytozyna ingeruje w synteze

15


http://mostwiedzy.pl

Pobrano z mostwiedzy.pl

A\ MOST

DNA, ma waskie spektrum dziatania i indukuje szybkie narastanie specyficznej
opornos$ci drobnoustrojow grzybowych.® Pochodnie triazoli, takie jak Flukonazol
i Vorikonazol, zaktocaja biosynteze ergosterolu poprzez hamowanie aktywnosci
enzymu demetylazy lanosterolowej i maja dzialanie grzybostatyczne oraz
indukujg powstawanie opornosci specyficznej i wielolekowej. Wykazano takze,
ze leki te oddziatujg z duzg iloscig innych farmaceutykéw stad ich zastosowanie
ogranicza si¢ tylko do okre$lonych przypadkéw.® Spektrum przeciwgrzybowe
echinokandyn be¢dacych inhibitorami syntazy f(1—3) glukanu, jest stosunkowo
waskie. Kilka innych klas antymykotykow, takich jak morfoliny i alliloaminy,
wykorzystywanych jest jako leki dziatajace miejscowo, do leczenia grzybic
powierzchniowych, ze wzgledu na niska skuteczno$¢ badz tez powazne,
niepozadane skutki uboczne. Najskuteczniejsze w leczeniu grzybic uktadowych
antybiotyki z grupy makrolidéw polienowych, w tym szczeg6lnie Amfoterycyna
B, zawdzigeczaja swoja skuteczno$¢ zdolnosci do bezposredniej interakcji
z ergosterolem — gtéwnym sktadnikiem btony komérkowej komorki grzybowe;.
Odpowiada on za ptynno$¢, asymetrie oraz integralno$¢ btony.°

$ciana komérkowa =t blony i éciany
Blona komérkowa b

Cytoplazms  ————eeeeeeepp

Jadro
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S=g——= Chitym

U 228 A O
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Inhibitory syntezy kwaséw nukleinowych i/lub biatek | Inhibitory syntezy ergosterolu " Inhibitory syntezy iciany komérkowej I

Rysunek 1. Schemat dzialania lekéw przeciwgrzybiczych.?

Kontrola systemow eukariotycznych stanowi jeden z najtrudniejszych
problemow w chemioterapii. Jednym spos$réd wcigz nierozwigzanych potrzeb
klinicznych ~ jest  chemioterapia  uktadowych  zakazen  grzybiczych.
Ogolnoustrojowa kandydoza, aspergiloza, histoplazmoza i kryptokokoza
stanowig w dalszym ciggu powazny i rosngcy problem.” W ostatnich latach
pojawilo si¢ nowe zagrozenie ze wzgledu na wystgpowanie szczepow grzybow
o opornosci wielolekowej. Idealny $rodek przeciwgrzybiczy powinien
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wykazywaé wysokg aktywnosc, posiadac szerokie spektrum dzialania oraz by¢
silnie grzybobojczy. Nie powinien indukowaé opornosci, majac jednoczesnie
zdolno$¢ do przezwyciezania opornosci wielolekowej, a ponadto musi
charakteryzowa¢ sie niska toksycznoscia dla ludzi. Zaden z dostepnych klinicznie
lekow przeciwgrzybiczych nie spelnia wszystkich tych wymagan. Dlatego tez
trwaja prace badawcze nad nowatorskimi lekami, ktore opieraja si¢ na dwoch
strategiach. Pierwsza z nich jest poszukiwanie nowego celu, na ktory dziatatby
wysoce selektywnie potencjalny lek, druga natomiast jest chemiczna modyfikacja
istniejacych juz lekdw. Najbardziej atrakcyjne w drugiej strategii wydaja si¢ by¢
antybiotyki z grupy makrolidow polienowych. Posiadaja one nastgpujace zalety:
wykazuja wysokg aktywno$¢ grzybobojcza oraz szeroki jej zakres, a ponadto
wrodzona lub nabyta odpornos¢ na te leki jest bardzo niska. Niestety majg tez
powazng wadg, poniewaz antybiotyki z tej grupy posiadajg nizsze (ale nie
znikome) powinowactwo do cholesterolu, ktory jest ludzkim odpowiednikiem
grzybowego ergosterolu. Powinowactwo to wyjasnia duza toksyczno$¢ oraz
wystepowanie wielu efektow ubocznych podczas stosowania polienow jako
lekow przeciwgrzybiczych.”8

W zwiazku z tym, liczne badania po$wigcono wyjasnieniu mechanizmu
dzialania antybiotykow z grupy makrolidéw polienowych w celu poprawy ich
indeksu terapeutycznego oraz usunig¢cia ich neurotoksyczno$ci poprzez
odpowiednie modyfikacje chemiczne ich struktury.
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2. Makrolidy polienowe

Makrolidy polienowe byly pierwszymi lekami zastosowanymi w terapii
przeciwgrzybiczej. Odkrycie amfoterycyny B i nystatyny A; w latach
pigédziesigtych  ubieglego  wieku  dostarczylo nowych  mozliwosci
terapeutycznych.®® W nastepnych latach odkryto ponad 200 kolejnych
makrolidow polienowych posiadajacych aktywno$¢ przeciwgrzybicza. Sa one
glownie wytwarzane przez promieniowce Streptomyces, a takze przez niektore
gatunki grzybow. Kilka antybiotykow z grupy makrolidow polienowych jest
obecnie dostgpnych handlowo, w tym AmB i nystatyna Ai, ktore sa najczesciej
stosowane klinicznie i zostaty obszernie przebadane do§wiadczalnie. Wigkszo$¢
antybiotykoéw z grupy makrolidowych polienowych wykazuje szerokie spektrum
aktywnoS$ci przeciwgrzybowej i ma dziatanie grzybobodjcze. Glowng wada
stosowanych klinicznie makrolidow polienowych jest ich wysoka toksycznos$¢,
szczegolnie nefrotoksycznosé. Leki te moga powodowaé powazne skutki
uboczne, takie jak uszkodzenie kanalikow nerkowych, czy zakrzepowe zapalenie
zyt1t

2.1. Struktura chemiczna makrolidéw polienowych

Do poznania skomplikowanych struktur chemicznych ztozonych
makrolidow polienowych w znacznym stopniu przyczynily sie¢ takie techniki, jak
spektrometria mas oraz magnetyczny rezonans jadrowy.'? Antybiotyki polienowe
zbudowane sg z duzych pierScieni laktonowych (20 — 44 czlonowych)
zawierajacych od trzech do o§miu niepolarnych, sprzezonych wigzan podwojnych
nadajacych czasteczce charakter lipofilowy oraz grup hydroksylowych
0 charakterze hydrofilowym. Pierscien laktonowy potaczony jest za pomoca
wigzania glikozydowego z jednostka weglowodanowsa. Ws$rdd klinicznie
stosowanych makrolidow polienowych najczesciej wystepujaca czasteczka
sacharydu jest mykozamina (3-amino-3,6-dideoksy-D-mannoza), zdecydowanie
rzadziej do pierScienia laktonowego przytaczona jest perozamina (Rysunek 2).
Tak zwane aromatyczne makrolidy polienowe zawieraja w swojej strukturze
dodatkowy podstawnik zawierajacy reszte kwasu p-aminobenzoesowego.*® Wiele
antybiotykow polienowych swoj amfoteryczny charakter zawdzigcza grupom:
karboksylowej 1 aminowej, a ich ulozenie po tej samej stronie czasteczki
powoduje utworzenie jej polarnej "glowy". Dzigki temu moga one by¢
elektroforetycznie obojetne w zakresie pH pomiedzy 5 a 9. Wérod makrolidéw
polienowych wyrdézni¢ mozna takie wyjatki, jak m. in. perimycyna, ktéra ma
charakter zasadowy ze wzgledu na obecno$¢ czasteczki perozaminy (4-amino-
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4,6-dideoksy-D-mannoza) przy jednoczesnym braku w jej strukturze grupy
karboksylowej, czy pentamycyna nie majaca, zar6wno jednostki cukrowe;j, jak
i grupy karboksylowej.'214

(0] OH O OH
H;(‘;{OH HZI\:Q;/LOH

NH, OH
mykozamina perozamina

Rysunek 2. Struktura chemiczna mykozaminy i perozaminy — aminocukrow wystepujacych w
makrolidach polienowych.

Ze wzgledu na ilo$¢ sprzgzonych wigzan podwdjnych wystepujacych
w czasteczce makrolidowe antybiotyki polienowe mozna sklasyfikowac
W nastgpujgce grupy: trieny, tetraeny, pentaeny oraz heptaecny. W Tabeli 1
przedstawiono 1 opisano kilka przyktadowych makrolidow polienowych
nalezacych do kazdej z tych grup. W petni nasycone zwiazki organiczne zawieraja
tylko $cisle zwigzane elektrony, a wigc absorbuja jedynie §wiatlo UV o bardzo
krotkich dhugosciach fali. Obecno$¢ nienasyconych wiazan w czasteczce takich,
jak wigzania podwdjne, skutkuje stosunkowo luzno zwigzanymi elektronami,
co powoduje absorpcj¢ wystepujaca przy wickszych dlugosciach fal. Koniugacja
podwojnych wiazan zwicksza efekt batochromowy nienasycenia, ktory jest
addytywny. Jesli maksima absorpcji sg wystarczajaco przesunigte, to zwiazki sg
wyraznie kolorowe. Proces ten mozna obserwowa¢ na przyktadzie probek
roznych makrolidéow polienowych. Trieny sa bezbarwne lub bardzo blado Zotte,
tetraeny sa jasnozolte, pentaeny zo6ite, natomiast heptaeny sg zdecydowanie
pomaranczowe. 2

Tabela 1. Przeglad wtasciwosci niektorych makrolidow polienowych nalezacych do réznych klas.

Nazwa Nazwa
makrolidu Wiasciwosci
grupy .
polienowego
Odkryty w 1965 roku, jest produkowany przez
Streptomyces sp. i nie zawiera fragmentu
MM-8 . e
weglowodanowego. Wykazuje wlasciwosci
12
Trieny cytotoksyczne.
W odréznieniu od innych makrolidow
Proticyna | polienowych posiada doskonala aktywno$¢
przeciwbakteryjna, a mata przeciwko grzybom i
drozdzom. Izolowana ze szczepu Baccilus
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licheniformis jest unikalna ze wzglgdu na
obecno$¢ atomu fosforu w czasteczce. >

Tetraeny

Pimarycyna

Jako jedyna spos$rod makrolidow polienowych
ma w strukturze pierscien epoksydowy laczacy
atomy wegla C4 1 C5. Pimarycyna wykazuje
aktywnos¢ biologiczng wzgledem plesni,
drozdzy i bakterii. Wczesniej stosowano ja
miejscowo w grzybicach skory i bton
$luzowych cztowieka.'?1®

Pentaeny

Aliomycyna

Jej struktura nie zostata jeszcze poznana,
wiadomo natomiast, ze zawiera atomy siarki
i azotu. Wytwarzana przez Streptomyces
acidomceticus.?

Filipina

Jest mieszaning czterech lub pigciu czgsteczek
niewiele r6znigcych si¢ migdzy sobg struktura
chemiczna. Filipina III jest gléwnym
sktadnikiem odpowiedzialnym za wlasciwosci
przeciwgrzybowe tego antybiotyku.!’

Heksaeny

Flavacid

Izolowany z grzybni Actinomyces flavus. Wraz
z innym przedstawicielem heksaenéw —

fradicinem, maja odczyn lekko kwasny.*2%’

Heptaeny

Kandydyna

Jest mieszaning trzech sktadnikéw czynnych.
Wszystkie naleza do tak zwanej
niearomatycznej podgrupy. Nazwa kandydyna
zostata zarezerwowana dla gtownego sktadnika
kompleksu antybiotyku, podczas gdy dwa
pozostate majg nazwy: kandydynina

i kandydoina.®

2.1.1. Struktura chemiczna amfoterycyny B

Struktura chemiczna oraz stereochemia AmB zostalty okreSlone

za pomocg metod rentgenowskiego badania monokrysztatow.'® Amfoterycyna B
produkowana jest przez Streptomyces nodosus i pierwszy raz zostala
wyizolowana w roku 1956 przez Stillera et. al.® Nalezy do niearomatycznej
podgrupy heptaendw, a jej masa molowa wynosi 923.49 g/mol. W 38-cztonowym
pierscieniu laktonowym AmB wystepuje: 14 centrow stereogenicznych, siedem
sprz¢zonych wigzan podwdjnych, osiem grup hydroksylowych, jedna
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karboksylowa, a do pierScienia laktonowego przylagczona jest czgsteczka
aminocukru — mykozaminy® w konformacji krzestowej. Mykozamina potaczona
jest z pierscieniem laktonowym poprzez atom wegla C19 wigzaniem
B-glikozydowym (Rysunek 3). W pH oboje¢tnym amfoterycyna B wystepuje
w postaci jonu obojnaczego (ang. zwitterion). Obecno$¢ pierScienia
hemiketalowego w czgsteczce moze tlumaczyé jej slabg rozpuszczalno$é,
zarbwno w wodzie, jak i w niepolarnych rozpuszczalnikach organicznych.
Ze wzgledu na swojg amfipatyczng natur¢ moze oddzialywac na granicy faz woda
— olej. Grupy hydroksylowe ulokowane z jednej strony czasteczki tworza czesé
hydrofilows, natomiast uktad sprzezonych wigzan podwojnych — czes$¢

hydrofobowa. Grupy karboksylowa wraz z aminowa - znajdujaca si¢
1,12

we fragmencie cukrowym, tworzg polarng ,,glowe” makrolidu.

Rysunek 3. Struktura amfoterycyny B — przedstawiciela heptaenow.

2.1.2. Struktura chemiczna nystatyn

Nystatyna byla pierwszym poznanym makrolidowym antybiotykiem
polienowym. Wyizolowana przez Brown i Hazen® w 1950 roku znalazia
zastosowanie w leczeniu wielu form kandydoz spowodowanych przez drozdzaki.
Nalezy do grupy tetraendéw i jest produkowana przez szczep promieniowcow
Streptomyces noursei.?! Nystatyna jest mieszaning trzech aktywnych biologicznie
i blisko spokrewnionych ze sobg zwigzkow nystatyn Ai, Az i As. W zaleznosci od
odmiany szczepu Streptomyces noursei produkujacego antybiotyk, mozna
uzyska¢ inny stosunek nystatyn zawartych w mieszaninie. Odmiana 153
produkuje gtownie nystatyne Ai, ktora posiada najkorzystniejsze wiasciwosci
przeciwgrzybowe.? Jej struktura chemiczna jest w do$¢ znacznym stopniu
analogiczna do struktury chemicznej AmB, r6znice dotyczg uktadu poliolowego
i polienowego. Nystatyna to makrolid sktadajacy sie z 38-cztonowego pierscienia
laktonowego, do ktorego przytgczona jest za pomocg wigzania B-glikozydowego
do atomu wegla C19 czgsteczka mykozaminy.'*?* Pomiedzy atomami wegla C20-
C27 znajdujg si¢ cztery sprz¢zone wigzania podwdjne, nastgpnie wystepuje
wigzanie pojedyncze C28-C29, a pomigdzy atomami wegla C30-C33 znow
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wystepujg dwa sprzezone wigzania podwdjne. Obecno$¢ wigzania pojedynczego
w pierscieniu makrolaktonowym odpowiedzialna jest za jego labilno$¢
i umozliwia wewnatrzczasteczkowa translaktonizacj¢ prowadzaca do utworzenia
czgsteczki izonystatyny A1.>* NYS A, ma bardzo podobng strukture do A; r6zni
si¢ jedynie brakiem grupy hydroksylowej na atomie wegla C10, a grupa
karboksylowa znajduje si¢ na atomie wegla C15, a nie C16. Natomiast NYS A3
posiada w swojej strukturze dodatkowa czasteczk¢ aminocukru L-digitoksoze
zwigzang z atomem wegla C35 (Rysunek 4).1922
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Rysunek 4. Struktury nystatyn nalezacych do grupy tetraenow.

2.2. Mechanizm dzialania przeciwgrzybowego makrolidow
polienowych

Leki z grupy makrolidow polienowych swoja aktywno$¢
przeciwgrzybowa zawdzigczaja oddzialywaniu z ergosterolem, glownym
sktadnikiem grzybowej btony komorkowej. Dzigki swej amfifilowej strukturze,
moga one penetrowaé dwuwarstwe fosfolipidowa, z ktorej sktada si¢ btona,
powodujac utworzenie w niej poréow. W literaturze istnieje kilka hipotez
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opisujgcych mechanizm dziatania makrolidow polienowych. W pierwszej z nich
postuluje sig, ze czasteczki makrolidu tworza kanat jonowy, w ktérym interakcje
pomiedzy sgsiednimi molekutami stabilizuja powstaly pier$cien.'® Druga hipoteza
zaktada, iz jedna lub obydwie polarne grupy (karboksylowa i aminowa)
oddzialuja z polarnymi grupami fosfolipidow,? natomiast w trzeciej rozwaza sie
bezposrednie wigzanie steroli zawartych w btonie komorkowej przez czasteczke
makrolidu.?® Dla wigkszych makrolidow polienowych, takich jak amfoterycyna
B, mechanizm tworzenia kanatow jonowych w btonie komérkowej opisywany
jest nastepujaco: kilka czasteczek AmB (4-12) oddzialujac ze sobg ulega agregacji
i tworzy kanat o strukturze podobnej do beczki (ang. barrel-like structure),
ktorego wnetrze ma charakter hydrofilowy. Utworzenie kanalu umozliwia
migracje jonow oraz matych czasteczek, takich jak glukoza i mocznik,
to natomiast prowadzi do zmian w przepuszczalnosci btony, a to z kolei powoduje
$mier¢ komorki (Rysunek 5).2"?8 Cho¢ do$wiadczalnie udowodniono interakcje
polienéw z ergosterolem to dokladny mechanizm ich dziatania jest wciaz
niejasny.?” Dlatego tez Burke et al.?° zaproponowali w ostatnich latach kolejny
z mozliwych mechanizméw oddziatywania AmB z ergosterolem tzw. gabke
sterolowa (ang. sterol sponge). W modelu tym amfoterycyna B wystepuje gtdéwnie
w postaci duzych agregatow na zewnetrznej powierzchni btony komodrkowe;,
ktore ekstrahujg ergosterol z dwuwarstwy lipidowej i tworzg gabke sterolowg.?

czasteczka makrolidu kanat
polienowego hydrofilowy sterol
iDi HO O Oy OH
fosfolipid \‘ oH OH
H,N< |-OH |HO— )>NH,

/Lon [HO—{Q
/ \
’l.on HO- )
/ \
/\-on HO—
/ \
7—=OH HO— \

Rysunek 5. Schemat dziatania polienéw na blony zawierajgce sterole.®

Makrolidy polienowe wykazuja jednak takze powinowactwo do innego
sterolu — cholesterolu, ktory jest odpowiednikiem grzybowego ergosterolu
w komorkach ludzkich. Roznice w taczeniu si¢ czgsteczek AmB z cholesterolem
i ergosterolem sg istotnym elementem prowadzacym do zrozumienia réznej sity
dziatania antybiotyku w kazdym z omawianych przypadkow. Ergosterol zawarty
w btonie komorkowej grzybow utatwia wlaczenie si¢ czasteczek amfoterycyny B
w struktur¢ membrany 1 utworzenie mniejszych kanatow o bardziej
uporzadkowanej strukturze, niz te powstajace w blonie zawierajacej cholesterol.?®
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Jednakze nawet mniejsze powinowactwo AmB do czgsteczek cholesterolu
stanowi podstawe jej wysokiej toksycznosci i jest odpowiedzialne za wiele
efektow ubocznych.®® Sugeruje sig, iz toksyczno$é ta powigzana jest z etapem
agregacji czasteczek makrolidu polienowego W roztworach wodnych.
Po rozpuszczeniu w wodzie, czasteczki AmB tworza trzy formy: rozpuszczalne
w wodzie oligomery, nierozpuszczalne w wodzie agregaty oraz monomery.®
Wzajemne proporcje pomiedzy tymi formami zaleza od stezenia antybiotyku.
Bolard et al.®® stwierdzili, iz toksyczne efekty obserwowane w blonach
zawierajacych cholesterol ograniczajg si¢ do oligomeréw rozpuszczalnych
w wodzie, podczas gdy monomery oraz nierozpuszczalne w wodzie agregaty
AmB s3 nieaktywne w czasie tworzenia poréw.*? Pomimo tego, iz AmB jest
najbardziej skutecznym lekiem przeciwgrzybiczym, to jej waski indeks
terapeutyczny nadal ogranicza jej uzyteczno$¢ kliniczng. Amfoterycyna B
podawana jest w przypadku grzybic uktadowych. Ze wzgledu na swoja wysoka
hydrofobowos¢ i staba absorpcje z uktadu zotadkowo-jelitowego, konieczne jest
jej podawanie dozylne w postaci kompleksu z deoksycholanem sodu.
Zmniejszong od AmB toksyczno$¢ wobec komorek ssaczych wykazuje
liposomalna forma tego antybiotyku.®

Nystatyna, podobnie jak amfoterycyna B, zdolna jest do tworzenia
kanatow jonowych w btonach komdrkowych zwierajacych ergosterol. Jednakze
ten sposob dzialania mozliwy jest dopiero po przekroczeniu pewnej wartosci
krytycznej. Oligomery nystatyny zaczynaja wtedy tworzy¢ pory w membranie,
ktore umozliwiajag wydobycie si¢ z komorki jej zawartosci. Ponizej stezenia
krytycznego NYS wykazuje inny mechanizm dzialania na komoérki grzybowe.
Czasteczki nystatyny wiaza si¢ z warstwa powierzchniowa blony lipidowe;j, ktora
zawiera ergosterol 1 indukujg w niej defekty strukturalne, ktore w konsekwencji
zaburzaja jej selektywna przepuszczalnos¢ i powoli zaburzajg transmembranowy
gradient potasu.t®* Nystatyna jest stosowana jedynie jako lek doustny w leczeniu
grzybic uktadu pokarmowego, gdyz jej wchlanianie przez blony S$luzowe
przewodu pokarmowego jest znikome.* Ponadto jest tez stosowana w leczeniu
grzybic powierzchniowych, natomiast nie znajduje zastosowania w chemoterapii
grzybic uktadowych.

2.3. Opornos¢ mikroorganizmow na leki polienowe

Wzrost zachorowalno$ci na AIDS, postep w dziedzinie technologii
terpeutycznych (w tym takze przeszczepoéw narzadow), stosowanie agresywnych
chemoterapii przeciwbakteryjnych oraz zintesyfikowane zastosowanie urzadzen
wewnatrznaczyniowych ~w  przeciggu ostatnich dekad doprowadzity
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do dramatycznego wzrostu inwazyjnych zakazeh grzybiczych.***® Grzybice
uktadowe powodowane przez lekooporne drobnoustroje grzybowe sa jedna
Z najczestszych przyczyn zgondéw u pacjentow z obnizong odpornoscia i to one
stanowiag duze wyzwanie w praktyce klinicznej. Amfoterycyna B od dawna
uwazana jest za ,,ztoty standard” w leczeniu powaznych infekcji grzybiczych.®
Uzycie liposoméw 1 kompleksow lipidowych jako kapsutek stuzacych
do wprowadzenia antybiotyku do organizmu pacjenta, a takze wykorzystanie
antybiotykow z grupy azoli na przetomie lat 80 i 90 ubieglego wieku stanowity
znaczacy postep w leczeniu infekcji grzybiczych. Jednakze poza mozliwos$cia
agresywnigejszej profilaktyki i leczenia zakazen doprowadzito to do pojawienia si¢
organizméw lekoopornych.*®3” Oporno$¢ na leki z grupy makrolidow
polienowych, takich jak amfotercyna B czy nystatyna, pojawita si¢ rownolegle
ze wzrostem infekcji spowodowanych przez tak zwane "nowe grzyby". Do grupy
tej mozemy zaliczy¢é nastepujace szczepy: C. lusitaniae, C. glabrata,
C. guilliermondii, Trichosporon beigelii oraz niektore gatunki: Fusarium,
Scopulariopsis, Scedosporium. Wiele z tych grzybow wykazuje pierwotng, badz
wewnetrzng oporno$¢ na dziatanie amfoterycyny B, w zwiazku z czym moze
powodowaé inwazyjne zakazenia, ktore wigza si¢ z wysoka $miertelnoscig. %
Mechanizm opornosci lekowej komorek grzybowych mozemy podzieli¢
na pierwotny lub wtorny, ktéry zwigzany jest z wewnetrznymi, badz nabytymi
cechami patogenu. Takze czynniki sSrodowiskowe moga faworyzowac kolonizacje
oraz zastgpowanie szczepow nowymi gatunkami lekoopornych grzybow.404
Doktadny mechanizm rozwoju opornosci jest wcigz stabo poznany i zrozumiany.
Jednakze zauwazono, iz mikroorganizmy przeciwdziataja lekom grzybobdjczym
lub fungistatycznym na kilka sposobow: zmniejszajg ich akumulacje wewnatrz
komorki grzybowej, zmniejszaja powinowactwo leku do zwigzku docelowego,
zmieniajg metabolizm w celu zrownowazenia wptywu antybiotyku.* Jednakze
to zmniejszenie lub catkowity brak zawarto$ci ergosterolu w blonie komérkowej
grzybow jest zwigzany z oporno$cig bez wptywu na zywotnos¢ komorek. Braki
te moga by¢ wynikiem mutacji w genach, ktore koduja niektére enzymy
zaangazowane w synteze ergosterolu. Zaréwno w szczepach Candida, jak
i Cryptococcus, wykazujacych odporno$¢ na dziatanie lekow polienowych,
stwierdzono iz zawarto$¢ ergosterolu jest nizsza niz u szczepoéw wrazliwych.
Alternatywnie wytrzymalos¢ na antybiotyki polienowe moze by¢ rowniez
spowodowana zwigkszong aktywnoscia enzymu — katalazy, ktora zmniejsza
podatno$¢ btony komérkowej grzyba na uszkodzenia oksydacyjne.*4?
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3. Chemiczne modyfikacje makrolidow polienowych

Praktycznie od poczatku zastosowania amfoterycyny B oraz nystatyny A1
jako lekéw przeciwgrzybowych trwaja obszerne badania nad chemicznym
zmodyfikowaniem struktury dostgpnych antybiotykéw w celu polepszenia ich
indeksu terapeutycznego oraz rozpuszczalno$ci w srodowisku wodnym. Jednakze
prowadzone badania nie naleza do najprostszych. Ze wzgledu na duza liczbe
réznorodnych grup funkcyjnych wystepujacych w szkielecie makrolidu
polienowego 1 niska rozpuszczalno$¢ w  wickszosci  stosowanych
rozpuszczalnikow sprawiaja one wiele trudnosci podczas prowadzenia syntez
chemicznych. Ponadto makrolakton jest podatny na reakcje zmydlania, grupy
hydroksylowe na utlenienie, a reszta mykozaminy i pierscien hemiketalowy
sg wrazliwe na dziatanie niskiego pH.*®

3.1. Modyfikacje makrolidow polienowych na grupie aminowej
jednostki cukrowej

Zaréwno amfoterycyna B, jak i nystatyna A posiadaja pierwszorzedowa,
wolng grupe aminowa, ktora umozliwia stosunkowo tatwe i selektywne
wprowadzenie roznych podstawnikéw na atom azotu w wyniku reakcji substytucji
nukleofilowej. Modyfikacje te s3 jednymi z prostszych, gdyz nie wymagaja
wprowadzania grup ochronnych na pozostate grupy funkcyjne znajdujace si¢
w czasteczce makrolidu polienowego.

3.1.1. N-acylowe pochodne makrolidow polienowych

W N-acylowych pochodnych grupa aminowa zostaje zablokowana reszta
acylowa w wyniku bezposredniej reakcji odpowiedniego bezwodnika lub chlorku
kwasowego z antybiotykiem z grupy makrolidéw polienowych. Pochodne
te moga zawiera¢ grupy pochodzgce od: kwaséw mono- i dikarboksylowych
o prostym lub rozgatezionym tancuchu alifatycznym, a takze od aromatycznych
kwasow karboksylowych i aminokwasoéw. Uzyskano w ten sposob seri¢
pochodnych amfotercynyny B z nastepujgcymi podstawnikami: formylowym,
acetylowym, propionylowym, sukcynylowym, ftalilowym oraz wiele innych
(Schemat 1). Ponadto uzyskane w wyniku acylowania produkty byly tatwe
do izolacji, gdyz w wyniku strgcania otrzymanych pochodnych eterem
dietylowym otrzymywano pozadany, czysty produkt.*+4

Znaczna liczba pochodnych N-acylowych odznacza sie lepszg
rozpuszczalno$cig w rdznych mediach, takich jak rozpuszczalniki organiczne,
a utworzenie soli pozwala na podwyZszenie rozpuszczalno$ci i stabilno$ci
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w roztworach wodnych w obszarze pH bliskim 7. W przypadku pochodnych
utworzonych w reakcji z kwasami alifatycznymi, najlepsze wyniki osiagnigto dla
pochodnych zawierajacych od jednego do dziewigciu atomow wegla w reszcie
acylowej. Tworzenie N-acylowych pochodnych kwasow karboksylowych
i polienéw amfoterycznych takich, jak nystatyna i AmB prowadzi do usunigcia
zasadowego charakteru grupy aminowej, a powstajace zwiazki charakteryzuja si¢
wickszg kwasowo$ciag niz wyjsciowe substraty. Niestety otrzymane zwiazki
oprocz lepszej rozpuszczalnosci i stabilnosci charakteryzowaly sie takze
zdecydowanie nizsza aktywnoscig biologiczng niz wyj$ciowe substraty.*

OH

H;C.,_O 5 WOH DMSO/CH;0H
HO. bezwodnik
H
coo 0°C /10min
H,C
NH

OH 2

R: -H, -CH,, -CH, I, -C,H,COOH, -C4H,COOH

Schemat 1. Otrzymywanie N-acylowych pochodnych na przyktadzie amfoterycyny B.

Ze wzgledu na niskg aktywno$¢ N-acylowanych pochodnych Wright
et al.*’ podjeli probe otrzymywania aminoacylowych pochodnych zaktadajac,
ze pierwszorzedowa grupa aminowa jest niezbedna do zachowania aktywnosci
przeciwgrzybowej. Jako reagentow uzywano estrow aktywnych aminokwasow.
Poczatkowo grupg aminowg chroniono za pomoca ostony: N-trifluoroacetylowej
lub N-trichloroetylokarbonylowej, jednakze ich usuwanie okazato si¢ niemozliwe.
Grupe ochronng zamieniono na Fmoc, co pozwolitlo na otrzymanie wielu
pochodnych aminoacylowych, ktore nastgpnie przeprowadzono w lepiej
rozpuszczalne estry metylowe poprzez dziatanie na nie jodkiem metylu.
Otrzymano w ten sposob N-histydylo-, N-lizylo-, N-ornitylo- czy N-glicylo-
pochodne AmB. Jednakze wyselekcjonowany z tej grupy zwiazek optymalny
N-D-ornityloamfoterycyna B pomimo lepszej selektywnej toksyczno$ci okazat si¢
silnie cerebrotoksyczny.*’

Z kolei  Czerwinski et al.®®  otrzymywali  pochodne
N-(N',N'-dimetylo)aminoacylowe AmB, NYS, aureofacyny i perymicyny dwiema
metodami. Standardowa, dzialajac na czasteczke antybiotyku z grupy makrolidow
polienowych otrzymanym uprzednio estrem aktywnym N-hydroksysucynimidylowym
N,N-dimetylowanego aminokwasu, badz bezposrednio w wyniku reakcji estru lub
amidu makrolidu polienowego i N,N-dimetylowanego aminokwasu w obecnosci
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azydku difenylofosforanowego (DPPA). Wykorzystanie azydku skracato
dwukrotnie czas syntezy, a otrzymane wydajnosci zblizone byly do metody
z uzyciem estru aktywnego.*®

Najatrakcyjniejsze ze wzgledu na swoja aktywnos$¢ okazaty sie zwiazki,
ktore byty pochodnymi N-aminoacylowymi amfoterycyny B o tzw. duzej
zawadzie przestrzennej, otrzymane przez Borowskiego et al.*® Posiadaty one do$¢
niska toksyczno$¢ wzgledem komorek ssaczych i wcigz wysoka wzgledem
grzybowych. Do syntezy wyzej wymienionych pochodnych wykorzystano takze
metode estrow aktywnych utworzonych przy pomocy mieszaniny DCC/NSU,
a funkcje aminowa chroniono za pomoca ugrupowania Fmoc. Grupa aminowa
tych pochodnych byta zablokowana przez reszty aminokwasow, posiadajacych co
najmniej jedno ugrupowanie aminowe. Grupy te o roznej rzedowosci
umiejscowione byly w pozycji alfa, beta, gamma badz dalszych w stosunku do
grupy karboksylowej aminokwasu. Zawade steryczna stanowity, zar6wno
wieloweglowe tancuchy proste lub rozgatezione, jak i uktady pierscieniowe
(czesto zawierajace heteroatomy).*°

3.1.2. N-alkilowe pochodne makrolidow polienowych

Pochodne N-alkilowe makrolidow w przeciwienstwie do N-acylowych
zachowuja zasadowy charakter atomu azotu znajdujacego si¢ w grupie aminowej
mykozaminy. Wykorzystujac reakcje redukcyjnego aminowania aldehydow
i ketonow oraz addycje Michaela z N-podstawionymi maleimidami otrzymuje si¢
w stosunkowo prosty sposob N-alkilowe pochodne makrolidéw polienowych.

Czerwinski et al.® opisali metode otrzymywania pochodnych
maleimidowych amfoterycyny B. W wyniku addycji grupy aminowej
do N-podstawionych maleimidéow otrzymano pochodne I-111 (Schemat 2).
Jedynie pochodna Il charakteryzowala si¢ aktywnoS$cig przeciwgrzybowa
porownywalng do wyjsciowego substratu i jednoczesnie niska toksycznoscia dla
komorek ludzkich. Pozostale dwie pochodne posiadaly nizsza, badz
zdecydowanie nizsza aktywno$¢ przeciwgrzybowa w poroéwnaniu z czasteczka
AmB.%° Nie byty to jedyne zsyntezowane w ten sposob pochodne. Takatori et al .5
otrzymali kolejne pochodne maleimidowe, ktére do atomu azotu mialy
przylaczone nastgpujace podstawniki: alkilowe o tancuchu prostym
i rozgalezionym, alkilowe cykliczne, arylowe oraz 1,2,3-tiadiazolowe. Otrzymane
pochodne zostaty przebadane pod katem aktywnos$ci przeciwgrzybowej. Jednakze
autorzy nie znalezli bezposredniej zaleznos$ci pomigdzy aktywnos$cig a dlugoscia
tancucha i charakterem hydrofobowym otrzymanych pochodnych.5!
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Schemat 2. Pochodne N-alkilowe AmB otrzymane w reakcji addycji Michaela grupy aminowej
mykozaminy do N-podstawionych maleimidéw.

Natomiast Carreira et al.2 wykorzystujac metode redukcyjnego
aminowania otrzymali szereg N,N-dialkilowanych pochodnych AmB, ktore
wedlug zatozen powinny posiada¢ lepsze wiasciwosci terapeutyczne.
Do mieszaniny amfoterycyny B z nadmiarem N-chronionego aminoaldehydu
w obecnosci cyjanoborowodorku sodu wkraplano stezony kwas solny. Produkt
izolowano poprzez wytracenie go eterem dietylowym. Tak przeprowadzone
redukcyjne aminowanie umozliwito bezposrednie otrzymanie N,N-dialkilowanych
pochodnych amfoterycyny B. Z o$miu otrzymanych pochodnych jedynie
N,N-di(3-aminopropylo)AmB wykazywata wyzsza aktywno$¢ przeciwgrzybowa
i nizszag hemotoksyczno$¢ w porownaniu z macierzystym antybiotykiem
(Schemat 3).%2

1. NaBH;CN/HCI
2. piperydyna

Schemat 3. Synteza N,N-di(3-aminopropylo)amfoterycyny B.

Dowiedziono takze zalezno$ci pomigdzy dlugoscig tancucha weglowego
potaczonego z atomem azotu, a aktywnoscig przeciwgrzybowa otrzymanych
zwigzkow. Okazalo sie, ze im dtuzszy tancuch weglowy pochodnej N-alkilowej
tym stabsze dziatanie antybiotyku polienowego, natomiast udziat duzej ilosci
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pierwszorzedowych grup aminowych nie wplywa na wzrost aktywnos$ci
przeciwgrzybowej zwigzku.*

W wyniku reakcji redukcyjnego aminowania otrzymano takze pochodne
benzylowe. Jako substratow uzyto r6znie podstawionych aldehydow
benzoesowych, zawierajacych w pier§cieniu aromatycznym, zarOwno atomy
halogenu, jak i grupy: aminowa, metoksylowa czy hydroksylowa. Otrzymane
produkty  odznaczaty si¢  zdecydowanie lepsza  rozpuszczalnoscig
w  rozpuszczalnikach  organicznych, jednakze byly nierozpuszczalne
w $rodowisku wodnym. Najbardziej obiecujaca aktywnos$¢ przeciwgrzybowa
wykazywatly pochodne posiadajace atom halogenu w pozycji para do grupy
karbonylowej.*

3.1.3. N-glikozylowe pochodne makrolidéw polienowych

Kolejng grupa zwiazkow, zaslugujaca na uwage, s3a pochodne
N-glikozylowe makrolidow polienowych. Sa to zwiazki powstate w wyniku
przegrupowania Amadori makrolidu polienowego zawierajacego wolna,
alifatyczna grupe aminowa z czasteczkg weglowodanu lub jej pochodna
(Schemat 4).*3 Poza czasteczkami AmB i NYS wolna, alifatyczng grupe aminowa
posiadaja czasteczki: kandycydyny, pimarycyny, mykoheptyny, leworyny oraz
trichomycyny, z ktorymi réwniez udato si¢ otrzymac¢ N-glikozylowe pochodne.
Do tego celu uzyto cukrow takich, jak: glukoza, fruktoza, mannoza, ryboza, i kwas
glukuronowy.®*  Otrzymano takze sole pochodnych N-glikozylowych
i N-metyloglukaminowej, ktore wykazywaly o wiele lepsza rozpuszczalnosé
w wodzie niz pozostate zwigzki. Aktywno$¢ przeciwgrzybowa otrzymanych
pochodnych byla podobna do wyjsciowego antybiotyku z grupy makrolidow
polienowych, jednak nie wykazywaty one wzrostu selektywnosci dziatania.®®
Najbardziej interesujaca pochodna z punktu widzenia aktywnoSci
przeciwgrzybowej, otrzymang w wyniku przegrupowania Amadori, byt ester
metylowy N-metylo-N-D-fruktozyloamfoterycyny B. Okazato si¢ bowiem,
iz ta pochodna pomimo dwukrotnie nizszej aktywnosci przeciwgrzybowej
charakteryzuje si¢ o wiele nizsza toksycznoscig. Niestety niska wydajnosé
chemiczna prowadzonych reakcji uniemozliwia syntez¢ omawianego zwigzku
na skale techniczng, a zle parametry farmakokinetyczne nie pozwolity
na osiggnigcie etapu badan klinicznych.®
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Schemat 4. Mechanizm przegrupowania Amadori na przykladzie czasteczki glukozy
i pierwszorzedowej grupy aminowej amfoterycyny B.

W przegrupowaniu Amadori grupa aminowa czasteczki mykozaminy
reaguje bezposrednio z anomerycznym atomem wegla dolgczanego aminocukru
(Schemat 4). Natomiast Careira et al.>’ zaproponowali przylgczenie do czgsteczki
mykozaminy tacznika, do ktorego nastepnie mogta by¢ doczepiona czasteczka
cukru. Wykorzystanie glikokoniugacji dawalo mozliwo$¢ syntezy tacznikoéw
o réznej dlugosci tancucha weglowego oraz pozwalato na dotaczenie czasteczki
cukru do réznych atoméw wegla. Jednakze cata synteza obejmowala o wiele
wigcej etapow niz przegrupowanie Amadori. Strategia ta zostala zastosowana
do syntezy tacznika piperazynowego, do ktorego przytaczono sulfonowy analog
glukozy oraz glukozaminy (Schemat 5). Otrzymany produkt posiadat aktywnos¢
zblizong do wyjsciowego substratu.®’
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Schemat 5. Wykorzystanie glikokoniugacji jako metody tworzenia pochodnych N-glikozylowych.

Do utworzenia kolejnych N-glikozylowych pochodnych wykorzystano
arabinogalaktan.® Wyboér tegoz zwigzku nie byt przypadkowy. Arabinogalaktan
(AG) jest bowiem silnie rozgalezionym, naturalnym polisacharydem
odznaczajacym si¢ duza rozpuszczalnosScig w wodzie. Otrzymuje si¢ go poprzez
ekstrakcje z drzewa Larix i jest dostepny jako gotowy produkt 0 99.9% czystosci.
Wysoka rozpuszczalno$¢ w wodzie, biokompatybilnosc¢ i biodegradowalnosc¢ oraz
tatwa koniugacja z lekami w $rodowisku wodnym czynig ten zwigzek
atrakcyjnym no$nikiem lekow.*® Synteza koniugatow obejmowala utlenienie
czasteczki AG za pomocg nadjodanu potasu, nastgpnie utworzenie wigzania
iminowego z AmB (powstaje zasada Schiffa V) i jej redukcje borowodorkiem
sodu, co prowadzito do otrzymania pozadanej pochodnej (Schemat 6).
Otrzymany koniugat AmMB-AG charakteryzowal si¢ poréwnywalnymi
warto$ciami MIC wobec C. albicans i okoto 40-krotnie mniejsza toksycznos$cia
wobec komorek mysich niz AmB.5%8:5960
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Schemat 6. Otrzymywanie koniugatow arabinogalaktanu z czasteczka AmB poprzez tworzenie
wigzania iminowego i jego redukcje.>®

3.2. Modyfikacje makrolidéw polienowych na grupie karboksylowej

Grupa karboksylowa i aminowa tworza "polarng glowe" czasteczki
makrolidu polienowego oraz umozliwiaja tworzenie zwitterjonu w roztworach
wodnych. Wigkszo$¢ modyfikacji grupy karboksylowej przeprowadzono podczas
syntezy N-pochodnych makrolidow polienowych. Prac dotyczacych modyfikacji
jedynie grupy karboksylowej jest niewiele i zawezaja sie¢ do publikacji z lat
70 — 90 ubiegtego wieku.

3.2.1. Estry makrolidéw polienowych

Wykorzystujagc jako substraty antybiotyki z grupy makrolidow
polienowych posiadajace charakter amfifilowy, mozna w tatwy sposéb otrzymacé
z nich syntetyczne estry alkilowe, uzywajac do reakcji okreslonego antybiotyku
i nadmiaru diazoalkanu. Srodowisko zasadowe reakcji pozwala na ograniczenie
tworzenia si¢ produktow ubocznych.®* Utworzenie pochodnych estrowych
w amfoterycznych makrolidach polienowych prowadzi do wzrostu ich
zasadowosci. Estry alkilowe sa krystalicznymi ciatami stalymi o kolorze
od zo6ttego do bragzowego. Zazwyczaj sg one nierozpuszczalne w wodzie
i w wodnych roztworach alkaliow ze wzgledu na zablokowang grupe kwasows,
a takze w niepolarnych rozpuszczalnikach organicznych, takich jak etery
dietylowy i naftowy oraz benzen. Ze wzgledu na aktywno$¢ mikrobiologiczna,
estry alkilowe posiadaja zasadniczo ten sam zakres dzialania jak naturalne
antybiotyki polienowe. Sg aktywne wobec wielu gatunkéw patogennych
grzybow, zwlaszcza Candida albicans, drozdzy i pierwotniakéw. Toksyczno$é
estrow alkilowych antybiotykdw polienowych jest praktycznie w kazdym
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przypadku nizsza od zwigzkow wyjsciowych. Potencjalna toksyczno$¢ polienow
zalezy w znacznym stopniu od ich bardzo malej rozpuszczalno$ci w wodzie
w $rodowisku fizjologicznym.5%2 Ze wzgledu na niewielka rozpuszczalno$é
estrtow w wodzie, przeprowadzano je w sole. Otrzymano chlorowodorki
alkilowych estrow, takich jak estry metylowe, etylowe czy propylowe AmB
i NYS A:. Zwigzki te charakteryzujg si¢ aktywno$cig przeciwgrzybowa
porownywalna do aktywnosci substancji wyj$ciowej, maja natomiast znacznie
lepsza rozpuszczalno$¢ w wodzie. W rezultacie produkty te sa uzyteczne w
przypadku, gdy wprowadzanie czynnikow przeciwgrzybowych w $Srodowisku
niewodnym mogloby mieé niepozadane skutki uboczne.®3646°

3.2.2. Amidy, hydrazydy oraz pochodne mocznikowe makrolidow
polienowych

Kilka lat po otrzymaniu estrow makrolidow polienowych, naukowcy
rozpoczgli prace nad poszukiwaniami nowych pochodnych, ktére posiadatyby
lepsza aktywnos$¢ przeciwgrzybowa i nizsza toksycznos$¢ w stosunku do komorek
ludzkich. Ich uwaga skupita si¢ na pochodnych amidowych, ktére uzyskiwano w
reakcji amin z grupa karboksylowa makrolidu polienowego w obecnosci DPPA
i trietyloaminy, badz przy uzyciu mieszaniny DCC/HOBt. Otrzymano amidy
z ‘tancuchem alkilowym zawierajacym nastgpujace grupy funkcyjne:
hydroksylowa (V1), estrowa (V11), aminowa (V111) oraz amidowa (1X) (Schemat
7). Jednakze zsyntezowane zwiazki nie posiadaly lepszej, selektywnej
toksycznosci, a ich rozpuszczalno$¢ byla poréwnywalna z pochodnymi
estrowymi.%6676 Pomimo niezadowalajacych rezultatéw badah biologicznych
otrzymanych dla zwiazkéw amidowych, kilkanascie lat pozniej naukowcy
zaprojektowali 1 zsyntezowali zwigzki hybrydowe. Koniugaty te byty amidowymi
pochodnymi AmB i benzoksyboranéw, niestety nie posiadaly one lepszej
aktywnosci przeciwgrzybowej ani selektywnej toksycznosci.®®

Borowski et al.”® otrzymali pochodne hydrazydowe stosujac identyczng
strategi¢ syntetyczng. Do roztworu makrolidu polienowego dodawano 1-amino-4-
metylopiperazyng oraz mieszaning TEA/DPPA stuzacag do aktywacji grupy
karboksylowej. Otrzymano hydrazydy amfoterycyny B (X), nystatyny A,
aureofacyny i kandycydyny, przy czym najlepsza aktywno$¢ wykazywala
pierwsza z wymienionych pochodnych (Schemat 7).7
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Schemat 7. Otrzymywanie amidéw i hydrazydow polienow przy uzyciu DPPA.

3.3. Modyfikacje aglikonu makrolidéw polienowych

Sa to najtrudniejsze do przeprowadzenia modyfikacje chemiczne
ze wzgledu na ilo$¢ 1 réznorodnos¢ grup funkeyjnych wystepujacych w czasteczce
makrolidu polienowego. Czesto wymagaja wieloetapowych syntez i stosowania
selektywnych ochron poszczegélnych grup funkcyjnych. Jednocze$nie
modyfikacje te naleza do najbardziej interesujacych ze wzgledu na ilos¢
mozliwych zmian w pier§cieniu makrolaktonowym.

3.3.1. Modyfikacje struktury makrolidow polienowych na atomach
wegla C13 oraz C14

Atom wegla C13 wchodzi w sklad ugrupowania hemiketalowego
powstatego w wyniku ataku grupy hydroksylowej znajdujacej si¢ na atomie wegla
C17 na grupe karbonylowa (C13).

Czerwinski et al.”* rozwazajac wpltyw pierScienia hemiketalowego
na aktywnos¢ przeciwgrzybowg czasteczki AmB podjeli probe modyfikacji grupy
hydroksylowej na  atomie wegla C13. W  wyniku dzialania
O-metylohydroksyloaminy na amfoterycyng B moze dojs¢ do ataku w dwoch
miejscach: w pierscieniu hemiketalowym oraz laktonowym. Autorzy nie
obserwowali naruszenia pierscienia makrolaktonowego, a gtownym produktem
reakcji byl O-metylooksym. Degradacja pierscienia hemiketalowego
doprowadzita do spadku aktywnos$ci pochodnej w stosunku do wyjsciowego
antybiotyku.™
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Kolejng modyfikacja bylo utworzenie pochodnej ketalowej oraz
eliminacja czasteczki wody, co prowadzilo do powstania wigzania podwojnego
pomigdzy atomami wegla C13-C14. Obydwie te reakcje wymagaty ochrony grup:
aminowej, karboksylowej oraz hydroksylowych. Proces tworzenia pierscienia
ketalowego przeprowadzono dziatajac na czasteczke amfoterycyny B
dimetoksymetanem w $rodowisku kwasu kamforosulfonowego. W wyniku
reakcji otrzymano ester metylowy N-acetylo-13-O-metylo-AmB. Niestety zle
dobrane grupy ochronne uniemozliwity otrzymanie pozadanych, nieostonigtych
produktow.’>"

Taylor et al.”*™ otrzymali nastgpujace ketale nieochronionej AmB:
13-O-metylo- (XI), 13-O-(2-hydroksyetylo)- (XI1), 13-O-propylo-AmB (XII1).
Ponadto otrzymali etylotioketal (XIV)™ oraz pochodng anhydro C13-C14
amfoterycyny B (XV).” Do ochrony grupy aminowej makrolidu wykorzystano
ostong Fmoc, natomiast karboksylowg przeksztalcono w ester allilowy (Schemat 8).
Niestety jedynie pochodna XI wykazywata si¢ aktywnoscig biologiczng
porownywalng do wyjSciowego antybiotyku, pozostale charakteryzowaly sie
znacznym spadkiem bioaktywno$ci.”

OH

OH

cooH L.NSU-Fmoc, pyr
2. bromek allilu, DIPEA

o o CH,
OH
NH

OH 2

|
Fmoc

1. piperydyna
2. Pd(PPhy),

XI R:-CH,
XTI R:-CH,CH,OH
XTI R:-CH,CH,CH,

XIV RO:-SCH,CH;

Schemat 8. Tworzenie ugrupowania ketalowego w czasteczce amfoterycyny B.
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Wspomniana wczesniej pochodna anhydro C13-C14 amfoterycyny B
(XV) zostata otrzymana poprzez dehydratacje hemiketalu przy uzyciu odczynnika
sililujgcego  trifluorometanosulfonianu  trimetylosililowego.  Reakcji  tej
towarzyszylo sililowanie wszystkich grup hydroksylowych znajdujacych sie
w czasteczee. Grupy trimetylosililowe usunigto fluorowodorem w pirydynie.”*"
Pochodna anhydro XV postuzyta jako substrat w reakcji wprowadzania atomu
fluoru w pozycje C14. Do reakcji uzyto elektrofilowego odczynnika fluorujacego
o nazwie Selektfluor (Schemat 9).7

1. NSU-Fmoc, pyr

2. TMSOTT, 2,6-lutydyna
3. HF-pyr

XV

1. Selektfluor, H,O
2. piperydyna

Schemat 9. Tworzenie pochodnych anhydro- i C14-fluoro-AmB.

Ponadto w wyniku reakcji kwasu m-chlorobenzoesowego z grupa
hydroksylowa przytaczong do atomu wegla C13 makrolidu otrzymano pochodna
estrowg AmB, a dziatanie kompleksem fluorowodoru w pirydynie umozliwito
wprowadzenie atomu fluoru w pozycje C13 AmB.”’
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3.3.2. Modyfikacje syntetyczne na atomie wegla C16 amfoterycyny B
- redukcja grupy karboksylowej

Jedng z pierwszych funkcjonalizacji grupy karboksylowej byto
utworzenie 16-dekarboksy-16-hydroksymetylowej pochodnej amfoterycyny B.
Przeprowadzenie procesu redukcji grupy karboksylowej wymagato ochrony
grupy aminowej. Wybdr padt na grupe Fmoc labilng w lekko zasadowym
srodowisku. W nastepnym etapie grupe karboksylowa zestryfikowano za pomoca
diazometanu, a hemiketalowy atom wegla C13 przeksztalcono w ketal metylowy.
Tak ochroniong pochodng AmB zredukowano za pomoca borowodorku sodu
i uzyskano pozadany produkt z wydajnoscia 58%. Po deprotekcji wszystkich grup
ochronnych otrzymano 16-dekarboksy-16-hydroksymetyloamfoterycyne B."’

Natomiast Driver et al.”® przeksztalcali grupe karboksylowa AmB
w grupe karbonylowa. Pierwszym etapem syntezy byto wprowadzenie oston
a wszystkie grupy funkcyjne (poza karboksylowa) i utworzenie pochodnej
anhydro C13-C14 AmB. |Nastepniec dziatajac  chloromréwczanem
2-tiopirydyniowym na ochroniong pochodng XV 11b otrzymywano ester aktywny,
ktéry traktowano odczynnikiem Grignarda, co prowadzilo do pozadanych
ketonow  XIX-XXII. Jedynie w przypadku reakcji z bromkiem
metylomagnezowym zaobserwowano tworzenie si¢ produktu ubocznego, ktorym
byt trzeciorzgdowy alkohol. Dlatego tez keton metylowy otrzymano z pochodnej
XVI1la, ktora okazala sie mniej reaktywna niz pochodna XVII1 (Schemat 10).”
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Schemat 10. Modyfikacje grupy karboksylowej na atomie wegla C16 prowadzace do pochodnych
karbonylowych na atomie wegla C16 AmB.

Zadna z powyzej opisanych modyfikacji grupy karboksylowej nie
naruszata wigzania pomigdzy atomami wegla C16-C41. Ostatnio Burke et al.®
wykazali, iz dziatanie DPPA wyraznie sprzyja sterecospecyficznemu
przegrupowaniu Curtiusa, ktore prowadzi do rozerwania wigzania wegiel-wegiel
(C16-C41). Powstajacy izocyjanian na skutek wewnatrzczasteczkowego ataku
grupy hydroksylowej z atomu wegla C15 natychmiast tworzy pierScien
oksazolidynowy. Nieoczekiwanie dla autoréw pierscien ten jest reaktywny i ulega
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otwarciu w lagodnych warunkach pod dzialaniem amin pierwszorzedowych
tworzac pochodne mocznikowe (Schemat 11). Zwiazki XXI11 i XXIV wykazuja
ciekawe wtasciwosci przeciwgrzybowe i s3 mniej toksyczne niz AmB in vivo,
ponadto krétka $ciezka syntetyczna, prowadzaca do otrzymania tych produktow

z dobra wydajnoscia, czyni te zwiazki wysoce atrakcyjne do syntezy na skale
80,81

przemystows.

OMe
\\O
NH,R =0
HY, H,0 N
0 O CHj,
OH
on NH
Fmoc
XXIIT  R:-CH,
XXIV  R:-CH,CH,NH,
XXV R: -CH,CH,COOH

Schemat 11. Synteza pochodnych mocznikowych AmB.

3.3.3. Modyfikacje syntetyczne na atomie wegla C19 amfoterycyny B

Juz w 1988 roku naukowcy’® po raz pierwszy rozszczepili wigzanie
glikozydowe 1 oddzielili czgsteczke mykozaminy od pierScienia
makrolaktonowego AmB. Reakcj¢ przeprowadzono na calkowicie chronionej
czasteczce amfoterycyny B przy uzyciu DDQ. Jednakze nie kontynuowano badan
nad aktywnoscig i dalszymi modyfikacjami aglikonu az do 2007 roku kiedy to
Burke et al.®? otrzymali pochodne AmB z odlgczong jednostkg mykozaminy
XXVI i XXVI1, a nastgpnie przebadali je pod katem ich aktywnosci biologiczne;.
Modyfikacje prowadzace do rozerwania wigzania glikozydowego nie naleza
do najprostszych. Po pierwsze, jak juz wczesniej wspomniano, czasteczka
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amfoterycyny B jest labilna w drastycznych warunkach reakcji, po drugie synteza
ta jest wieloetapowa. Niektore z szeregu przeprowadzonych reakcji
przedstawiono na Schemacie 12. W celu sprawdzenia, wptywu réznych grup
funkcyjnych na oddziatywanie z dwuwarstwa lipidowa utworzono trzy pochodne.
W pierwszej z nich usunigto czasteczke mykozaminy (XXVI), w drugiej grupe
karboksylowa na atomie wegla C16 przeksztalcono w grupg metylowa (XXVII).
Natomiast w trzeciej pochodnej usunieto jednostke cukrowa oraz przeksztalcono
grupe karboksylowa w metylowa na atomie wegla C16 (XXVIII). Zarowno
zwigzek XXVI, jak i XXVIII nie wykazywaty aktywno$ci przeciwgrzybowej
w stezeniach od pigciu do dziesigciokrotnie wigkszych niz minimalne stezenie
hamujace dla amfoterycyny B. Ponadto pochodna XXVII okazata si¢
czterokrotnie mniej aktywna niz AmB, zaréwno przeciwko szczepowi Candida
albicans, jak i Saccharomyces cerevisiae. Sugeruje to, wazng rol¢ nie tylko
jednostki mykozaminy, ale takze grupy karboksylowej w tworzeniu kanatow
jonowych w btonach komoérek grzybowych. Pochodna, w ktoérej brak czasteczki
mykozaminy nie wiaze si¢ tak tatwo z powierzchnig dwuwarstwy lipidowe;.
Potwierdzatoby to stwierdzenie, ze specyficzne interakcje pomiedzy
natadowanymi grupami funkcyjnymi (karboksylowg i aminows) powoduja

tatwiejsze wigzanie czgsteczki polienu z powierzchnig dwuwarstwy lipidowe;j.?®8?
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Schemat 12. Modyfikacje czasteczki amfoterycyny B na atomach wegla C16 i/lub C19.
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3.3.4. Modyfikacje na atomie wegla C'2 makrolidéw polienowych

Burke et al.® kontynuujgc badania nad strukturalnymi modyfikacjami
aglikonu amfoterycyny B wykorzystali chroniony pier§cien makrolaktonowy
XXX i przytaczyli do niego jednostke azydocukrowa XXIX. Utworzenie
wigzania glikozydowego z jednostka 2,3,6-trideoksy-3-azydocukru pozwolito na
otrzymanie zwigzku XXXI (Schemat 13). Zsyntezowana pochodna nie posiadata
grupy hydroksylowej na atomie wegla C'2, ale zachowata amfifilowy charakter,
podobnie jak czasteczka AmB. Zwigzek XXXI posiada aktywnos¢
przeciwgrzybowa 1 taczy si¢ z czasteczka ergosterolu. Nie tworzy natomiast
wigzania z cholesterolem, co powinno znacznie zwigkszy¢ jego wskaznik
terapeutyczny in vivo.%

H
§ 9 OH
Ly b PMBO,_ O .«
COOH D\
b & OH
0, _0_ .~ 1. TBSCI, imidazol
O\ 2. LiHBEt,
HO"™ ™" ~OH
NH, PMBO,_O._ .«
1. NSU-Fmoc Q\
2. CSA, McOH OTBS
3. TESOTY, 2,6-lutydyna OH
% OCH,4 OR 1. MsCl, pyr
2. NaN;
OR O 3.DD
COOH OCH;, ?
N 1. TIPSOTT, 2,6-lutydyna { OR 1o o
2. DDQ, CaCO; OR O + U
O, O . 3. NaBH, COOTIPS ~"“OTBS
L o ;
N3
RO > OR
HN. OH
Fmoc
XXX XXIX
lphzso, Tf,0
2,6-lutydyna
1. HF-pyr,
2. HPLC, 26% B izomer
3. PMe,
4. CSA, H,0
R: TES

Schemat 13. Przytaczanie czasteczki cukru do aglikonu amfoterycyny B.
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Otrzymano takze epimer amfoterycyny B na atomie wegla C'2. Proces ten
nie wymagat "odcinania" mykozaminy od pierScienia laktonowego, a jedynie
selektywnej ostony grup funkcyjnych znajdujacych si¢ w czasteczce,
z nastepczym utworzeniem estru kwasu p-nitrobenzoesowego w obecnosci DIAD
(azodikarboksylan diizopropylu). Z uwagi na mechanizm reakcji estryfikacji
nastgpowata inwersja konfiguracji na atomie wegla C'2. Usunigcie grup
ochronnych pozwolito na otrzymanie epimeru na atomie wegla C'2 amfoterycyny B.#&

3.4. Inne pochodne makrolidow polienowych

Naukowcy poszukujac koniugatow polepszajacych rozpuszczalnose
makrolidow polienowych oraz ich wilasciwosci farmakokinetyczne skierowali
swoje zainteresowanie na tworzenie koniugatow z polimerami. Sedlak et al.® jako
pierwsi  otrzymali pochodne makrolidow polienowych z  glikolem
metoksypolietylenowym (mPEG). mPEG jest praktycznie nietoksyczny i w tatwy
sposob jest usuwany z organizmu przez nerki. Poza tym jego hydrofilowy
charakter zapewnia lepsza rozpuszczalno$¢ hydrofobowym czgsteczkom tworzac
np. stabilizowane uktady koloidalne. W wyniku reakcji grupy aminowej
czasteczki AmB z estrem aktywny glikolu metoksypolietylenowego otrzymano
pochodng amfoterycyny B XXXII (Schemat 14).86 Opracowano takze
otrzymywanie koniugatéw AmB z polietyloglikolem (PEG) wykorzystujac
taczniki ulegajace in vivo hydrolizie, ktora prowadzi do uwolnienia wolnej
czasteczki AmB. Wykorzystujac przytaczanie polimeréw za pomoca tacznika do
czasteczki leku w fatwy sposob mozna zmieni¢ farmakokinetyke otrzymywanych
produktéw. Modyfikujac tacznik np. poprzez wprowadzenie grup o duzych
wymaganiach sterycznych mozemy wptywac na szybkos¢ jego hydrolizy, a tym
samym osigga¢ wickszg skuteczno$¢ leku. Idee tworzenia pochodnych
z wykorzystaniem polimerow i tacznika przedstawiono na przyktadzie pochodnej
AmB XXXI11I na Schemacie 14.%
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Schemat 14. Tworzenie koniugatow amfoterycyny B z polimerami PEG.

Znajomo$¢ interakcji molekularnych pomigdzy AmB i sterolami ma
zasadnicze znaczenia dla ustalenia toksyczno$ci zwiazku oraz powodowanych
przez niego skutkoéw ubocznych. Murata et al.® skupili si¢ na badaniu interakcji
pomigdzy AmB-sterol i czasteczkami AmB-AmB w biomembranie. W tym celu
utworzyli kilka koniugatéw amfoterycyny z ergosterolem i cholesterolem. Sterole
polaczono z lacznikami o réznej dlugosci tancucha weglowego, a nastgpnie
doczepiono do grupy aminowej mykozaminy wykorzystujac  reakcje
redukcyjnego aminowania. Potaczenie N-alkilowe pozwolito na zachowanie
zasadowych wlasciwos$ci atomu azotu, a tym samym calej czasteczki. Otrzymane
produkty zawierajace molekute cholesterolu zdecydowanie gorzej formowaty
kanaty w liposomach niz koniugaty z ergosterolem. Ponadto zaden ze zwigzkow
nie wykazywal dzialania przeciwgrzybowego. Tworzenie koniugatu AmB
z ergosterolem z wykorzystaniem tacznika dwuweglowego przedstawiono
na Schemacie 15.%8

Podczas przylaczania czasteczek fosfolipidow do amfoterycyny B
wykorzystano identyczng strategi¢ dzialania, a mianowicie do grupy aminowej
przytaczano fosfolipidy o roznej dtugosci tancuchow acylowych (od 12 do 18
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atomow wegla) stosujac proces redukcyjnego aminowania. Dowiedziono,
iz koniugaty z fosfolipidami Ci2 i Cis latwiej tworzyly kanatly w blonie
komorkowej niz koniugaty Cig i C15.2°

HO/\(\NHZ
NSUO ONSU</;( /C@ Ho/\fN o
0o

OH OH Nalo4
oH O COOH
=
0’ BN
HO" Q\OH NaBH;CN K\N o
HN\/\HN

Schemat 15. Synteza koniugatu amfoterycyny z ergosterolem.

W celu lepszego wyjasnienia mechanizmu dziatania makrolidow
polienowych Murata et al.*® przeprowadzili synteze dimeréw amfoterycyny B.
Do polgczenia dwoch czagsteczek AmB wykorzystano laczniki N-acylowe,®
N-alkilowe®? oraz C-tgczniki.®® W wyniku reakcji grupy aminowej czgsteczki
AmB z estrem aktywnym kwasu dikarboksylowego utworzono polaczenie
N-acylowe. Jak si¢ spodziewano dimery te nie wykazywaly zadnej bioaktywnosci.
Dlatego tez taczac kolejne czasteczki amfoterycyny B wykorzystano najpierw
reakcje redukcyjnego aminowania otrzymujac N-aminoalkilowe pochodne, ktore
nastgpnie poddawano reakcji z estrem aktywnym kwasu dikarboksylowego.
Pomimo, ze analogi te zachowywaly charakter zasadowy atomu azotu
pochodzacego z mykozaminy byly mniej aktywne niz amfoterycyna B.%% Brak
aktywnosci przeciwgrzybowej N-dimeréw byt glownym powodem syntezy
C-dimeré6w AmB. Reakcje sprzegania 1,6-heksylodiaminy z grupa karboksylowa
amfoterycyny B prowadzono w obecno$¢ zwigzkéw stuzacych do tworzenia
wigzania amidowego czyli 1-hydroksybenzenotriazolu (HOBt) oraz PyBOP
(Schemat 16). Co ciekawe, C-dimery XXXIV zawierajace wolng grupe aminowa
w czasteczce mykozaminy posiadaty silne whasciwosci hemolityczne, podczas
gdy analogiczny N-acetylo-dimer nie wykazywat zadnej aktywnos$ci.*®
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OH

COOH

NH, HN\Fmoc

H,N, ,NH,

1.2 ™ ? HOBt, PyBOP
2. piperydyna

XXXIV

Schemat 16. Synteza dimeréw amfoterycyny B z wolng grupg aminowa.

Wspomniany wczesniej lacznik piperazynowy zostal wykorzystany,
zaréwno do otrzymania koniugatow AmB z biotyna, fluoresceina, cholesterolem,
diazyryng,*”® jak i do tworzenia dimeru amfoterycyny B% czy przylaczenia
tryptofanu. W syntezie tej wykorzystano reakcje redukcyjnego aminowania,
w ktorej substratem byt dialdehyd powstaly w wyniku utleniania pochodnej
piperazylowej XXXV. Takie postepowanie pozwolito na unikniecie etapu
otrzymywania alkilowanych pochodnych amfoterycyny B, ktore sa trudniejsze do
oczyszczenia. Po otrzymaniu koniugatu AmB-tgcznik przeprowadzano reakcje
substytucji nukleofilowej, w ktérej atom azotu pochodzacy z tacznika atakowat
centrum elektrofilowe estréw aktywnych dotagczanych substratow. Wykorzystanie
tacznika piperazynowego okazalo si¢ dogodna metoda przylaczania biomolekut
do czasteczki AmB.* Na Schemacie 17 przedstawiono synteze pochodnej
biotynowej amfoterycyny B z wykorzystaniem acznika piperazynowego.
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Schemat 17. Przylaczanie biotyny do czasteczki amfoterycyny B z wykorzystaniem tgcznika
piperazynowego.

W ostatnich dziesigcioleciach obserwuje si¢ dynamiczny rozwoj chemii
supramolekularnej, ktora znajduje takze zastosowanie w medycynie.
Funkcjonalizowane nanorurki i parasole molekularne (MU) okazaty si¢ dogodnym
srodkiem w dostarczaniu lekow do komorek. Udato si¢ otrzymac nanorurki
zawierajace, zarowno czasteczke AmB, jak i fluoresceiny. Dotaczenie czasteczki
barwnika umozliwito wizualizacjg wychwytu makrolidu polienowego
w komorkach ludzkich Jurkat. Czasteczka amfoterycyny B przytwierdzona do
nanorurki zachowywala swoja aktywnos$¢ przeciwgrzybowa, przy czym nie
obserwowano zadnych specyficznych toksycznych wiasciwosci (Rysunek 6).%

O
(6] O OH

Rysunek 6. Przyktad nanorurki funkcjonalizowanej czasteczka amfoterycyny B i fluoresceiny.
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Z kolei Regen et al.®® przylaczyli czasteczke AmB do tzw. parasola
molekularnego wykorzystujagc Iacznik disulfidowy®® lub w-aminoacylowy.%’
Fmoc-amfoterycyne B poddano reakcji z TDBTU tworzac ester aktywny,
a nastepnie kondensacji z 2-(2-pirydyloditio)etyloaming. Po usunigciu oston
otrzymano pochodng XXXVI gotowa do sprzegania z czasteczka parasola
molekularnego zawierajacego cztery lub osiem reszt kwasu cholowego (Schemat 18).%

oH
OH OoH

\OH

COOH 1. TDBTU N\/\S/S\LNJ 1. piperydyna
2. — S © 5
s Mnmgel Z 2017

On,, O O, Q
HO“'QOH HO"™ ™"~OH

N HN
HN. Fmoc “Fmoc

SR 3% ZMNW;;W YRS,
ey ARt S

RO RO OR OR

parasol

.
XXXVI molekularny
R: SO;Na
0 |
0. ©
TDBTU ©\)L NN BF,
[SEARPSAN
OH
DTT HS A _~gh
OH

Schemat 18. Sprzgganie ‘parasola molekularnego’ z czasteczkg AmB.
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4. Synteza de novo pélsyntetycznych analogow amfoterycyny B

Pierwsza totalng synteze AmB oraz jej aglikonu przeprowadzono juz pod
koniec lat 80-tych ubiegltego wieku. Nicolaou et al.%! zaproponowali
1 przedstawili analizg retrosyntetyczna pozwalajacg na wykorzystanie do syntezy
prostych zwigzkow o okreslonej stereochemii, a nastepnie z sukcesem
przeprowadzili reakcje pozwalajace na otrzymanie aglikonu amfoterycyny B
oraz czgsteczki AmB.%1% W literaturze znalezé mozna takze otrzymywanie
fragmentow czgsteczki makrolidow polienowych. %

Wykorzystujac potgczenie syntezy chemicznej z degradacja naturalnego
produktu otrzymano ester metylowy 28-'°F-amfoterycyny B. Podejscie
to pozwolilo na zmniejszenie liczby etapéw syntezy. Fragment zawierajacy atomy
wegla C1-C21 otrzymano poprzez degradacje naturalnej czasteczki AmB.
Nastepnie dotagczono do niego zsyntezowany de novo fragment zawierajacy
kolejne atomy wegla C22-C37. Otrzymang pochodng XXXVII (Rysunek 7)
wykorzystano do badan rozszerzajacych wiedze o mechanizmie dziatania
makrolidow polienowych.%

NH,

XXXVII OH
Rysunek 7. Pochodne amfoterycyny B otrzymane w wyniku syntez typu de novo.

W wyniku wieloetapowej syntezy totalnej otrzymano takze ester
metylowy 35-deoksy-amfoterycyny B XXXVIII (Rysunek 7), ktory przebadano
pod katem aktywnosci przeciwgrzybowej. Okazato sig, ze jest on zdecydowanie
mniej aktywny niz ester metylowy AmB, co moze sugerowac, ze grupa
hydroksylowa przy atomie wegla C35 odgrywa wazna rolg w tworzeniu jonowych
kanalow w biwarstwie lipidowej.’®* Burke et al.!® otrzymali pochodng
35-deoksyamfoterycyny B wykorzystujac wczesniej zsyntezowane fragmenty
boranowe (ang. boronate building blocks).106-107
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Cel i zakres pracy

Celem pracy bylo zbadanie mozliwosci chemicznych modyfikacji

amfoterycyny B i nystatyny A: w dwoch glownych kierunkach: a) wymiany reszty
mykozaminy na inny fragment o podobnym charakterze oraz b) przylaczenia
do grupy karboksylowej pochodnych kwasu cholowego i deoksycholowego,
tzw. ‘parasoli molekularnych’.

Zakres przeprowadzonych badan w ramach kierunku a) obejmowat:

1.

optymalizacj¢ warunkow reakcji prowadzonych na czasteczkach
makrolidow polienowych, tak aby przebiegaty w mozliwie tagodnych,
bezwodnych warunkach, z powodu labilno$ci amfoterycyny B i nystatyny
Ai. Czasteczki te sa nietrwale w temperaturach powyzej 50 °C oraz
w wysokim i niskim pH,

dobdr grup ochronnych umozliwiajacych regioselektywne prowadzenie
reakciji,

otrzymanie chronionych aglikonow amfoterycyny B i nystatyny As,

optymalizacj¢ warunkow reakcji, synteze chronionych 3-azydo-
3-deoksycukrow oraz chronionych pochodnych glukozy,

przetestowanie mozliwosci  przylaczenia pochodnych  3-azydo-
3-deoksycukrow do aglikonow makrolidow polienowych
z wykorzystaniem reakcji dehydracyjnej glikozylacji oraz substytucji
nukleofilowe;j.

W ramach badan w kierunku b) opracowano warunki tworzenia

koniugatéw AmB i NYS z parasolami molekularnymi.
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Wyniki i dyskusja

Zaden z dostepnych obecnie na rynku medycznym lekéw o dziataniu
przeciwgrzybowym nie jest §rodkiem idealnym, jednocze$nie jest toksyczny
dla organizmu pacjenta, dlatego tez chemiczne modyfikacje istniejacych lekoéw
wydaja si¢ atrakcyjna strategia w poszukiwaniu lekéw o podwyzszone;j,
selektywnej toksycznos$ci wzgledem patogennych grzybow. Jak juz wspomniatam
wczesniej, zarowno amfoterycyna B, jak i nystatyna A1, naleza do tej samej grupy
lekéw przeciwgrzybiczych — makrolidow polienowych. Ze wzgledu na ilo$¢
sprzgzonych wigzan podwojnych w uktadzie chromoforowym tych czasteczek
amfoterycyna B jest heptaenem, a nystatyna A; tetraenem, co wptywa na ich rozne
wlasciwosci  biologiczne i chemiczne. Obecno$¢ wigzania pojedynczego
pomiedzy atomami wegla C28 — C29 w strukturze nystatyny A: sprawia, ze jest
ona czgsteczka konformacyjnie labilng, o mniejszej zdolnosci do tworzenia
letalnych kanatléw w btonach biologicznych niz amfoterycyna B. Wptywa
to rowniez na aktywno$¢ przeciwgrzybowsa nystatyny Ai, ktora jest o rzad
wielkosci mniejsza niz AmB, z drugiej strony NYS A: wykazuje nizsza
toksycznos¢ wobec komorek ssaczych, dlatego tez nystatyna A; jest powszechnie
stosowanym fungicydem do leczenia infekcji miejscowych. Antybiotyk ten sktada
si¢ wprawdzie z trzech zwiazkow chemicznych: nystatyny Ai, Az oraz As,
jednakze w przewadze wystepuje nystatyna Ai, a pozostate sktadniki stanowig
niewielki procent cato$ci. Ponadto nystatyna A; lepiej rozpuszcza sie
w rozpuszczalnikach organicznych, co ulatwia jej izolacj¢ z brzeczki
pofermentacyjnej. Roznorodnos¢ i mnogo$é grup funkcyjnych w strukturze AmB
i NYS A: sprawia, iz sg one antybiotykami o niewyczerpanym potencjale
innowacyjnym, a modyfikacje chemiczne ich struktury moga przyczyni¢ si¢ do
powstania skutecznego leku przeciwgrzybowego.

Zainspirowana badaniami prowadzonymi przez Burke et al.?6828
postanowitam zbada¢ mozliwo$¢ przeprowadzenia chemicznych modyfikacji w
czgsteczce nystatyny Aj, a takze amfoterycyny B. Ze wzgledu na szeroki wachlarz
otrzymanych i przebadanych biologicznie pochodnych o zmienionej grupie
aminowej oraz karboksylowej wyzej wymienionych zwigzkow postanowitam
zajac si¢ modyfikacjami aglikonu polienowego. Przeprowadzone przeze mnie
badania obejmujg przyltaczanie pochodnych: 3-azydocukrowych, glukozy,
3-fluoroaniliny oraz 3-aminopropanolu do aglikonu makrolidow polienowych.
Zaplanowalam w oparciu o literature,?®8? cigg reakcji, ktore przedstawiam na
Schemacie 19 na przyktadzie czasteczki amfoterycyny B. Poniewaz synteza
aglikonu jest procesem bardzo skomplikowanym, to mozliwo§¢ wymiany tylko
jednostki aminocukrowej na fragment o dowolnej strukturze jest dobra
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alternatywa otrzymywania hemisyntetycznych makrolidow polienowych.
Otrzymane w taki sposdb, nowe czasteczki moglyby charakteryzowac sig
obnizong toksycznoscia wobec komorek ssaczych przy wcigz wysokiej
aktywnosci przeciwgrzybowe;j.

Amfoterycyna B o N OH R: TES
OH 2 R": -CH,CH=CH, DDQ
zasada

Schemat 19. Zaplanowana chemiczna droga syntezy hemisyntetycznych makrolidow na przyktadzie
czasteczki amfoterycyny B.

Roéwnolegle do modyfikacji chemicznych prowadzonych na czasteczkach
nystatyny A: i amfoterycyny B prowadzitam prace syntetyczno-badawcze nad
przygotowaniem substratéw niezbgdnych do reakcji substytucji nukleofilowej
oraz dehydracyjnej glikozylacji z aglikonem makrolidu polienowego.

0_ ,OH
A0 N OO OB BnO
AcO™ “OAc AcO™ “OAc BnO" “OBn

OAc OAc OBn

ROAKOJMOH RO 0., OH HO,S 0. ,OH
RO“ > “OR RO™ “OR RO™ "NH,

N, N, OR
R: SiEt,
i 0 OH
@ MsO” >""NHBoc \Q
NHBoc Ns

Rysunek 8. Struktury komponentow cukrowych i niecukrowych, ktore planowao wykorzysta¢ w
reakcji kondensacji z aglikonem amfoterycyny B.
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Wykorzystane przeze mnie komponenty niecukrowe (Rysunek 8) byty
dostepne komercyjnie, jednak nalezalo przeprowadzi¢ je w odpowiednio
chronione pochodne. Natomiast pochodne cukrowe, ktére zaplanowatam
przytaczy¢ do aglikonu amfoterycyny B otrzymatam w wyniku zaprojektowanych
syntez z dostepnej komercyjnie glukozy (Rysunek 8).
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1. Synteza aglikonéw makrolidéw polienowych

W  naszym zespole przeprowadzono systematyczne badania
nad stabilno$cia chemiczng oraz aktywnos$cia biologiczng czasteczek AmB oraz
nystatyny A: w réznych warunkach, tzn. przy niskim i wysokim pH oraz
w pokojowej i podwyzszonej temperaturze.'® Wynika z nich, iz czasteczka AmB
w temperaturze 37 °C jest stabilna przez 7 dni, zarowno w §rodowisku kwasnym,
jak i zasadowym. Natomiast wzrost temperatury do 60 °C prowadzi do znaczacej
degradacji czasteczki juz po 3 dniach inkubacji. Trwato$¢ nystatyny Ai jest
podobna, jednakze srodowisko zasadowe powoduje szybsze zmiany w strukturze
antybiotyku. Ponadto nystatyna A; zaskakujaco szybko tracita swoja aktywno$é
przeciwgrzybowg w poréwnaniu z AmB.'%® Odpowiedzialny za taki stan rzeczy
moze byC proces laktonizacji zachodzacy w nystatynie Ai i1 skutkujacy
powstawaniem izo-nystatyny A; opisany przez Szwarc et al.’® Proces ten polega
na ataku grupy hydroksylowej przy atomie wegla C36 na grupe karbonylows
na atomie wegla C1 (Rysunek 9). Ta wewnatrzczasteczkowa reakcja zachodzi
w warunkach, zaréwno lekko zasadowych, jak i kwasnych, co dodatkowo
utrudnia przeprowadzenie reakcji chemicznych z udzialem czasteczki NYS Au.
Planujac $Sciezke syntetycznag otrzymywania aglikonu makrolidow polienowych
nalezatlo uwzgledni¢, z jednej strony niekorzystny wptyw zmian pH oraz
podwyzszonej temperatury na stabilno$¢ antybiotykdw/substratow itp., z drugiej
— warunki wprowadzania i usuwania potencjalnych grup ochronnych.
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Rysunek 9. Proces wewnatrzczasteczkowej laktonizacji nystatyny A1 do izo-nystatyny As.
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Jak juz wezesniej wspomniatam, w makrolidach polienowych wystepuje
wiele grup funkcyjnych, ktore nalezato ochronié¢, uwzgledniajac warunki,
w ktorych czasteczki te nie ulegaja degradacji. Dlatego tez grupy ochronne
wybieratam w taki sposob, aby zaréwno ich zaktadanie, jak i usuwanie
przebiegalo w mozliwie tagodnych warunkach. Z drugiej strony, ugrupowania
z fragmentu aminocukrowego muszg by¢ chronione, ale nie zachodzi potrzeba ich
selektywnego usuwania, wigc poczatkowo do ochrony grupy aminowej wybratam
acetyl, ktory mozna tatwo wprowadzi¢. Jednak reakcja makrolidow z chlorkiem
acetylu prowadzita do powstawania mieszaniny produktow, z ktorej cigzko byto
wyizolowaé pozadany.** Dlatego zdecydowalam sie¢ na odczynnik reagujacy
bardziej selektywnie, a mianowicie N-(9-fluorenylmetoksykarbonyloksy)sukcynimid.
Grupa ochronna Fmoc jest stabilna w warunkach lekko zasadowych i kwasnych,
co ulatwito przeprowadzenie reakcji na kolejnych grupach funkcyjnych bez obaw
o przypadkowa deprotekcje. Ponadto reaktywnos¢ pochodnej NSU-Fmoc
umozliwita przeprowadzenie reakcji w temperaturze pokojowej bez koniecznosci
ogrzewania mieszaniny reakcyjnej. Kolejng zaleta uzycia NSU-Fmoc jako
reagenta jest powstawanie jedynie oczekiwanego produktu, ktory w tatwy sposob
izoluje si¢ z mieszaniny poreakcyjnej. Wykorzystujac charakter hemiacetalowy
grupy hydroksylowej na atomie wegla C13 postanowitam utworzy¢ z niej ketal
metylowy. Natomiast pozostale grupy hydroksylowe zaplanowatam ostoni¢
ugrupowaniami trietylosililowymi, ktorych gtéwng zaleta jest selektywne
rozszczepianie pod wptywem jonow fluorkowych. Wykorzystanie reaktywnego
estru trietylosililowego kwasu trifluorometanosulfonowego jako substratu
pozwala na prowadzenie modyfikacji w obnizonej temperaturze. Jedynie
w przypadku czasteczki AmB glownym produktem byla pochodna
z ochronionymi wszystkimi grupami hydroksylowymi, natomiast w przypadku
NYS A: powstawata mieszanina produktéw niemozliwa do rozdzielenia.
Diazometan jest popularnym i bardzo reaktywnym odczynnikiem metylujacym,
przez co wydawat si¢ idealnym srodkiem do tworzenia estru, ktory bytby ochrong
grupy karboksylowej. W wyniku reakcji powstawata mieszanina produktow
trudna do rozdzielenia oraz znaczaco obnizajgca wydajnos¢ syntezy. Ciekawa
alternatywg okazal si¢ bromek allilu, ktory w fagodnych warunkach zasadowych
tworzyt z zadowalajgca wydajnos$cig ester allilowy chronionej AmB.

Ze wzgledu na problemy zwigzane z trwatos$cig i stabilnos$cig makrolidow
polienowych oraz ich pochodnych wszystkie reakcje prowadzitam w atmosferze
argonu, uzywajac tylko bezwodnych rozpuszczalnikow, w temperaturze nizszej
niz 35 °C. Wszystkie intermediaty byly suszone pod zmniejszonym cis$nieniem,
a nastgpnie przechowywane w zabezpieczonych przed wilgocia kolbach
w temperaturze -5 °C.
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Prace rozpoczetam od modyfikacji nystatyny A;jako makrolidzie, ktory
jest lekiem. Reakcja NYS z Fmoc-sukcynimidem prowadzita do utworzenia
wigzania uretanowego z udzialem grupy aminowej mykozaminy — izolowatam
Fmoc-NYS 1. Grupa hydroksylowa na atomie wegla C13, jak juz wspominatam,
ma odmienny charakter od pozostatych — jest to grupa hemiacetalowa, dlatego
wykorzystatam standardowg procedur¢ tworzenia ketalu poprzez dziatanie
na substrat bezwodnym metanolem w obecnosci katalitycznych ilosci kwasu
10-kamforosulfonowego i otrzymywalam ketal Fmoc-NYS 2. Pozostate grupy
hydroksylowe przeprowadzitam w etery sililowe w reakcji z TESOTf
w $rodowisku zasadowym pochodzacym od 2,6-lutydyny. Trietylosililowe grupy
ochronne typu eterowego sg atrakcyjne ze wzgledu na trwato$¢ w warunkach,
w ktorych prowadzone beda kolejne przemiany chemiczne oraz wysoka labilno$¢
wobec jonow fluorkowych, co umozliwi ich selektywne usunigcie. Wada
wybranej metody byta mozliwo$é powstawania produktu ubocznego pochodnej
13,14-anhydronystatyny A;.”® Sililowa pochodng 3 izolowatam z mieszaniny
poreakcyjnej za pomoca ciggu ekstrakcji roztworami soli nieorganicznych.
Najwiekszy problem sprawiala mi zalecana w takich przypadkach ekstrakcja
zanieczyszczen wodnym roztworem siarczanu miedzi II. Powstajagca emulsja byta
wrecz niemozliwa do rozdzielenia, dlatego tez docelowo zrezygnowatam z jej
przeprowadzania. Mieszaning poreakcyjng przemywalam wodnym roztworem
wodoroweglanu sodu i wodg. W przypadku nystatyny A1 wyizolowany z6tty olej
sktadat si¢ z kilku produktéw, ktoére jednak zdecydowatam si¢ rozdzieli¢
za pomocg preparatywnej chromatografii cienkowarstwowej (PLC) i ewentualnie
zidentyfikowaé. Po rozwinigciu ptytki ilos¢ widocznych produktow ubocznych
byta jeszcze wigksza niz mogloby si¢ wydawac na poczatku. Opisany ciag reakcji
przeprowadzitam kilkakrotnie, aby zoptymalizowa¢ warunki i wydajnosci
powstajacych produktow (Schemat 20). W zwigzku z tym, iz wydajnosc¢ tej
reakcji za kazdym razem byla bardzo niska (rzedu kilku procent), zaniechatam
dalszych prob modyfikacji struktury nystatyny A: i rozpoczetam pracg nad
otrzymaniem catkowicie chronionej czasteczki amfoterycyny B ze wzgledu na jej
wigkszg stabilno$¢ chemiczng, a przede wszystkim brak mozliwos$ci zachodzenia
wewnatrzczasteczkowej reakcji transestryfikacji.
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Schemat 20.

Analogiczne reakcje do opisanych powyzej dla NYS przeprowadzitam
dla amfoterycyny B. Zaréwno wprowadzenie ochron grupy aminowej
mykozaminy, jak i tworzenie ketalu na atomie wegla C13 przebiegato
analogicznie i powstawaly produkty ze stosunkowo dobrymi wydajno$ciami
Reakcja sililowania pozostalych grup hydroksylowych, uniemozliwiajaca
kontynuowanie badan na czasteczce nystatyny Ai, w przypadku amfoterycyny B
prowadzita do powstawania dwoch glownych produktow 6ab. Po rozdzieleniu
mieszaniny  poreakcyjnej za  pomocg preparatywnej chromatografii
cienkowarstwowej, przeprowadzitam analize spektroskopowa otrzymanych
zwigzkow. Na podstawie widm *H NMR stwierdzitam, iz w produkcie ubocznym
6b nie jest obecna pozadana grupa ketalowa. Sugerujac si¢ doniesieniami
literaturowymi” uznatam, ze powstajacy produkt uboczny to pochodna
13,14-anhydro AmB. Poczatkowo reakcje sililowania prowadzitam w heksanie,
jednakze zmiana rozpuszczalnika na chlorek metylenu skutkowata lepsza
rozpuszczalnoscig substratow 1 podnosita wydajnos¢ reakcji. Ekstrakcja
mieszaniny poreakcyjnej i oczyszczenie otrzymanego oleju przy uzyciu
chromatografii PLC pozwolito na otrzymanie czystego produktu 6a z wydajnoscia
okoto 50%.

57


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

OMe

OH OH
CSA. McOH
COOH O~~coon
=
o—CH, CHj,

%OH Omor{

NH on NH og NH
OH 2 1‘7moc Fmoc
4 5
TESOTf
2,6-lutydyna

R: SiEty

Schemat 21.

Poczatkowo grupe karboksylowa probowatam chroni¢ poprzez ester
metylowy, ktory tworzytam w wyniku dziatania diazometanem na AmB. Reakcja
ta prowadzita do powstania mieszaniny substratu i produktu, a w przypadku
dodania wigkszej ilosci diazometanu do mieszaniny produktow, ktore byty
wynikiem rozktadu amfoterycyny B. Natomiast dziatajac bromkiem allilu
na zwigzek 6a w obecnosci diizopropyloetyloaminy (DIPEA) otrzymatam ester
allilowy chronionej AmB 7 z dobra wydajnoscia.

W pehi chroniong czasteczke amfoterycyny B 7 wykorzystatam jako
substrat w procesie rozszczepiania wigzania glikozydowego z aminocukrem —
mykozaming. W literaturze!'®!? opisana jest reakcja rozszczepiania wigzan
acetalowych i niektérych eterowych poprzez dziatanie na nie 2,3-dichloro-5,6-
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dicyjano-p-benzochinonem  (DDQ). Proponowany  mechanizm  tego
przeksztatcenia polega na oderwaniu wodoru przez DDQ oraz utworzeniu
karbokationu w czasteczce zawierajacej grupy benzylowe lub allilowe potaczone
z atomem tlenu. Nastgpnie anion DDQH z karbokationem tworzy reaktywny
kompleks, ktory po hydrolizie ulega oksydatywnemu rozpadowi z utworzeniem
grupy karbonylowej (Schemat 22).

Cl CN Cl CN
RA_Opy + ™ RO, o+
Cl CN ® cl CN
0 5
DDQ T
R'__O.
R" R (0]
a E/ YR
H,0 | o
- C —_—
R0 CN Cl N
o
CN
R PR HOen
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R': aryl lub winyl
R™": alkil, aryl

Schemat 22.

Roztwor pochodnej 7 w tetrahydrofuranie po dodaniu DDQ zmieniat
natychmiast barwg na ciemnoczerwong. Po oczyszczeniu mieszaniny reakcyjnej
zawierajacej kilka produktow najpierw za pomoca ekstrakcji, a nastgpnie PLC
otrzymywatam olej barwy czerwonej. Analiza widma *H NMR wyizolowanego
zwigzku pozwolila na stwierdzenie, iz jest to pochodna ketonowa 8. Na widmie
nie obserwowatam sygnalow pochodzacych od protonéw grupy Fmoc, a takze
zmienity si¢ przesunig¢cia chemiczne sygnatdéw protondow znajdujacych sie
w ukladzie polienowym. Zmiana barwy oraz réznice w widmie 'H NMR
swiadczyly o usunigciu jednostki cukrowej z czasteczki amfoterycyny B.
Poniewaz otrzymany keton 8 charakteryzowal si¢ mala stabilnoscia, dlatego
natychmiast chroniony pier$cien makrolaktonowy poddawatam reakcji redukc;ji,
w ktorej grupe ketonowa przeksztatcatam w ugrupowanie hydroksylowe w sposob
standardowy za pomocg borowodorku sodu w mieszaninie metanolu oraz
tetrahydrofuranu. Pierwszym objawem zachodzacych przemian w strukturze byta
zmiana barwy z czerwonej na pomaranczowa. Ponadto w pomierzonym widmie
'H NMR przesunigciu ulegly sygnaty protonéw wystepujacych w fragmencie
polienowym. Zsyntezowany aglikon 9 z grupa hydroksylowa na atomie wegla
C19 wydaje si¢ by¢ dogodnym substratem do tworzenia hemisyntetycznych
pochodnych amfoterycyny B ze zmieniong jednostka cukrowa (Schemat 21).
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Struktury wszystkich otrzymanych i wyizolowanych zwigzkoéw potwierdzitam
na podstawie widm *H NMR oraz mas.

2. Proby otrzymywania polsyntetycznych analogow amfoterycyny B

Otrzymany przeze mnie chroniony aglikon amfoterycyny B (9)
ze wzgledu na obecno$¢ grupy hydroksylowej na atomie wegla C19 wydawat sie,
tak jak wspomnialam wyzej, atrakcyjnym substratem do tworzenia rdznego
rodzaju potaczen. Wiasciwosci nukleofilowe grupy hydroksylowej umozliwiaja
formowanie wielu typow wigzan, w tym: acetalowych, eterowych, estrowych czy
O-glikozydowych. Po analizie literatury®®&28198 dotyczacej otrzymanych
dotychczas pochodnych makrolidow polienowych oraz ich aktywnosci
przeciwgrzybowej postanowitam zbada¢ mozliwosci otrzymywania dwoch typow
analogébw amfoterycyny B. W pierwszym z nich planowatam wykorzystaé
tworzenie wigzania eterowego pomiedzy aglikonem amfoterycyny B i substratami
niecukrowymi, drugi typ pochodnych miatl by¢ oparty na syntezie polaczen
O-glikozydowych. Ponadto otrzymane analogi miaty dzieli¢ si¢ na te, ktore
posiadaja w swojej strukturze wolna grupe aminowa przytaczong do atomu wegla
C3' oraz niezawierajace grupy aminowej w jednostce cukrowe;.

2.1. Badania reakcji substytucji nukleofilowej z udzialem aglikonu AmB

Tak jak wspomniatam, grupa hydroksylowa chronionego aglikonu AmB
9 wykazuje wlasciwosci nukleofilowe. Wykorzystujac ten fakt postanowitam
przeprowadzi¢ proby reakeji z nastepujgcymi pochodnymi: m-aminofluorobenzenu 10,
3-amino-1-propanolu 11 oraz bromkiem 2,3,4,6-tetra-O-acetyloglukopiranozylu
12. Zaréwno w zwiazku 10, jak i 11 grupa aminowa umiejscowiona jest w pozycji
B w stosunku do grupy hydroksylowej 3-amino-1-propanolu lub fluorowej
W m-aminofluorobenzenie. Atomy wegla polaczone z grupa hydroksylowa oraz
fluorem miaty bra¢ udzial w tworzeniu wigzania eterowego. Pozycja grupy
aminowej w utworzonych koniugatach bytaby analogiczna do tej w mykozaminie
polaczonej z aglikonem makrolidu.

F
AcO™ N OB ., _O_ .OH

HO™ ™>""NH, AcO™ “OAc J/\/\r
NH, HO” > “OH

OAc H
NH,
10 11 12 mykozamina
Rysunek 10.
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Aby byto mozliwe utworzenie wigzania eterowego pomiedzy alkoholem
makrolidowym 9 a m-aminofluorobenzenem 10 nalezato jedynie ochroni¢ grupe
aminowg. Z calej gamy grup ochronnych z kilku przyczyn, o ktoérych juz
niejednokrotnie mowitam, wybratam grupe N-fluorenylometoksykarbonylowa —
Fmoc. Z jednej strony mozna ja tatwo wprowadzi¢ do czasteczki, z drugiej — ulega
ona usuni¢ciu w tagodnych, zasadowych warunkach. W praktyce okazato sie,
ze aromatyczna grupa aminowa charakteryzuje si¢ zbyt stabym charakterem
nukleofilowym, aby utworzy¢ produkt, zarowno w reakcji z chlorkiem
kwasowym Fmoc-Cl, jak i estrem aktywnym NSU-Fmoc. Przeprowadzitam wiec
reakcje m-aminofluorobenzenu z diwgglanem di-tert-butylu otrzymujac Boc
chroniong pochodng 13, ktéra mogta by¢ wykorzystana jako substrat w reakcji
tworzenia wigzania eterowego z polienowym alkoholem (Schemat 23).

F
Fmoc—M NSU-Fmog
| /' \ .Fmoc
N
H
F
i NH,
10 F
| Boc,0 @\
N,Boc
H
13

Schemat 23.

Aby 3-amino-1-propanol 11 selektywnie reagowat z aglikonem AmB 9,
niezbedne bylo wprowadzenie ochrony na ugrupowanie aminowe oraz
przeksztatcenie grupy hydroksylowej w jak najlepsza grupe odchodzaca.
Boc-3-amino-1-propanol 14 poddatam dziataniu bezwodnika kwasu
trifluorometanosulfonowego; ku mojemu zaskoczeniu produktem tej reakcji
okazal si¢ cykliczny uretan 15. Prawdopodobnie powstajagca przejsciowo
O-triflatowa pochodna ulega natychmiast wewnatrzczasteczkowej reakcji
substytucji nukleofilowej i cyklizuje do zwigzku 15. Natomiast mniej reaktywna
pochodna O-mesylowa 16 bez problemu powstawata w reakcji N-Boc-3-amino-
1-propanolu 14 z chlorkiem metanosulfonowym (Schemat 24). Struktury
otrzymanych zwigzkow potwierdzitam na podstawie widm NMR oraz mas.
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Aby wzmocni¢ wlasciwosci nukleofilowe grupy hydroksylowej
znajdujacej sie na atomie wegla C19 w aglikonie AmB 9, nalezato w warunkach
zasadowych oderwacé od niej proton. Poczatkowo probowatam przeprowadzié
reakcj¢ intermediatu 9 z pochodng 13 lub 16 wobec rownomolowej ilosci
wodorku sodu. Warunki te okazaty si¢ jednak zbyt drastyczne dla labilnej
czasteczki AmB — po dodaniu NaH obserwowatam rozktad uzytego substratu 9.
Nastegpnie przeprowadzitam analogiczne reakcje substytucji nukleofilowej
w delikatnie zasadowym srodowisku pochodzacym od weglanu cezu. Tak jak si¢
spodziewalam, nie powodowal on rozktadu makrolaktonu amfoterycyny B,
jednak w takich warunkach nie zachodzita takze reakcja substytucji nukleofilowej
ani w uktadzie alifatycznym, ani aromatycznym. Z mieszaniny poreakcyjnej
izolowatam nieprzereagowany substrat 9. Wykorzystujac reakcje substytucji
nukleofilowej postanowitam zbada¢ mozliwo$é przylaczenia bromku
2,3,4,6-tetra-O-acetyloglukopiranozylu 12 do aglikonu AmB 9. Jest to ogdlnie
znana w chemii cukrow metoda tworzenia glikozydow.'** 5 D-Glukoze
przeksztatcitam w bromek 2,3,4,6-tetra-O-acetyloglukopiranozylu 12 stosujac
procedure opisang w literaturze.!'®!’ Rowniez wykorzystanie reakcji Koenigs-
Knorra do tworzenia wigzania glikozydowego nie prowadzito do otrzymania
pozadanych produktow. Struktury wszystkich produktow posrednich i
koficowych poddatam analizie spektralnej za pomoca spektroskopii NMR i
spektrometrii mas.

Reasumujac, nie jest mozliwe utworzenie wigzania eterowego pomiedzy
aglikonem AmB 9 a zwiazkami: N-tert-butoksykarbonylo-m-fluoroaniling 13,
3-(N-tert-butoksykarbonylo)amino-O-mesylo-1-propanolem 16 oraz bromkiem
2,3,4,6-tetra-O-acetylo-D-glukozopiranozylu 12, zaréwno w warunkach silnie
(NaH), jak i stabo zasadowych (Cs2COs).
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Schemat 25.

2.2. Badanie reakcji dehydracyjnej glikozylacji

Drugim typem aktywacji jaki przebadalam byla reakcja dehydracyjnej
glikozylacji, ktora wydawata si¢ by¢ idealna do tgczenia pochodnych cukrowych
z aglikonem AmB.%

2.2.1. Synteza hemisyntetycznych amfoterycyn

Jednym ze sposobow tworzenia wigzania glikozydowego jest reakcja
zwana dehydracyjng glikozylacja (ang. dehydrative glycosylation).!® Przyjmuje
si¢, ze polega ona na aktywacji hemiacetalowej grupy hydroksylowej przy
pomocy difenylosulfotlenku oraz bezwodnika trifluorometanosulfonowego —
tworzy si¢ reaktywny intermediat oksosulfoniowy. Zaktywowana w ten sposob
grupa hydroksylowa cukru ulega nast¢pnie reakcji substytucji nukleofilowej
w $rodowisku zasadowym pochodzacym od 2-chloropirydyny — powstaje
glikozyd (Schemat 26).
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Schemat 26. Mechanizm dehydracyjnej glikozylacji.

Wykorzystujac przedstawiong powyzej metode tworzenia wigzania
glikozydowego podjgtam probe przytaczenia pochodnych cukrowych do aglikonu
amfoterycyny B 9. Ze wzgledu na wysoka labilno$¢ oraz duza reaktywnosé
intermediatow tworzacych si¢ podczas dehydracyjnej glikozylacji prowadzitam
reakcje w atmosferze argonu, w obnizonej temperaturze oraz bez dostepu wilgoci.
Kluczowa dla prawidtowego przebiegu reakcji jest $cista kontrola temperatury
mieszaniny reakcyjnej, ktorg nalezato zmienia¢ w nastgpujacy sposob: -60 °C
w momencie wkraplania bezwodnika trifluorometanosulfonowego oraz -30 °C
w trakcie dodawania akceptora do donora cukrowego. Poniewaz wigkszos¢
doniesien literaturowych jako akceptor pary elektronowej nukleofila stosuje
benzylopochodne cukrow pierwsze proby potaczenia aglikonu AmB 9 z jednostka
cukrowa przeprowadzitam wykorzystujac jako substrat benzyloglukopiranozg 18.
Postepujac zgodnie z wyzej wymienionymi wytycznymi prowadzenia reakcji
glikozylacji przebadatam mozliwosci przylaczenia nastepujacych pochodnych
cukrowych do aglikonu 9: 2,3,4,6-tetra-O-acetylo-D-glukopiranozy 17,
2,3,4,6-tetra-O-benzylo-D-glukopiranozy 18, 3-azydo-2,3,5-trideoksy-D-ksylozy 19,
2,4,6-tri-O-trietylosililo-3-azydo-D-allopiranozy 20 oraz 2,4,6-tri-O-trietylosililo-3-
azydo-D-glukopiranozy 21. Przytgczenie pochodnych cukrowych 18 i 19
do aglikonu AmB zakonczylo si¢ sukcesem, jednak wydajnos¢ tych reakcji byta
bardzo niska. W przypadku pochodnej ksylozy niska wydajnosc¢ reakcji mogta by¢
spowodowana wystepowaniem pochodnej deoksyrybozy w trzech formach:
liniowej oraz dwoch anomeréw zamknigtych w pierscien furanozowy,
co stwierdzitam spektroskopowo. Ponadto hemisyntetyczna amfoterycyna 22
po pomierzeniu widm magnetycznego rezonansu jadrowego ulegta degradacji.
Natomiast 2,3,4,6-tetra-O-acetylo-D-glukopiranoza 17 prawdopodobnie nie
tworzyta aktywnego intermediatu pod dzialaniem difenylosulfotlenku oraz
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bezwodnika trifluorometanosulfonowego o czym donosi takze literatura.''®
Po wkropleniu Tf,O mieszanina czerniata, a substrat ulegal rozktadowi.
W przypadku chronionych pochodnych allozy 20 oraz glukozy 21 nie
obserwowalam tworzenia pozadanego produktu, a z mieszaniny reakcyjnej
izolowatam substraty uzyte do reakcji. Wydtuzenie czasu reakcji, dodatek sit
molekularnych 3A dla zapewnienia bezwodnych warunkow podczas reakcji oraz
przeprowadzenie jej na linii schlenka rowniez nie dawalo pozadanych produktow,
a takze nie skutkowato wzrostem wydajnosci reakcji. Zarowno pochodna allozy
20, jak i glukozy 21, charakteryzujg si¢ znaczng zawada przestrzenng wokot
anomerycznego atomu wegla i to moze by¢ przyczyna zmniejszenia reaktywnosci
w reakcji dehydracyjnej glikozylacji, pomimo zZe jest to metoda zalecana dla
aglikondbw o duzych wymaganiach przestrzennych. Struktury wszystkich
produktow posrednich i koncowych potwierdzitam widmami mas i NMR.

Konkludujac, warunki dehydracyjnej glikozylacji umozliwiaja
przylaczenie czasteczek weglowodanowych do aglikonu amfoterycyny B 9.
Jednakze ze wzgledu na zbyt niska wydajno$¢ reakcji oraz nietrwatos¢
powstajacych  produktéw, deprotekcja otrzymanych hemisyntetycznych
amfoterycyn byla niemozliwa.

o 18 RO
j Ph,SO, TF,0, 2.6-lutydyna .
P .

Ph,SO_¥1 R, 2,6-lutydyna

R: SiEty
24-26

AcO OAc RO, OR RO OR
R Aco—<:<€ Na"<:<g N3—<:§

AcO  0-% RO 0 RO 0-%

17 20 21
Schemat 27.
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2.3. Interpretacja widm korelacyjnych otrzymanych koniugatow AmB

Widma dwuwymiarowe HSQC, HMBC oraz DOSY pomierzono
w Migdzyuczelnianym Laboratorium NMR Politechniki Gdanskiej, Uniwersytetu
Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego w Gdansku, spektroskopem
Unity 500 plus firmy Varian (500 MHz).

W widmach typu HSQC widoczne sg sprzezenia H-*C atomoéw
bezposrednio ze sobg potaczonych, natomiast w eksperymencie HMBC sygnaty
ujawniaja potgczenie 'H-°C przez wiele wigzah chemicznych. Najczesciej
widoczne sa sygnaty korelacyjne obrazujace oddziatywanie spinowo-spinowe
pomigdzy atomami wodoru i wegla oddalonymi od siebie o dwa, badz trzy
wigzania chemiczne. Eksperymenty DOSY pozwalaja na rozroznienie zwigzkow
nieidentycznych spektroskopowo, na podstawie ich odmiennych wspotczynnikow
dyfuzji, ktore zaleza od wielkosci i ksztattu czasteczek. Dyfuzyjny NMR moze
by¢ zastosowany do okreslenia: czy badana probka jest mieszaning kilku
zwigzkow, wielkos$ci czasteczek i agregatow, stopnia polimeryzacji, wielkosci
powloki solwatacyjnej lub innej struktury mikroskopowej. Ze wzgledu na ztozona
strukture koniugatow makrolidow polienowych, podjeto sie¢ interpretacji
fragmentéw widm, w ktorych znaleziono sygnaly korelacyjne potwierdzajace
wystepowanie wigzania glikozydowego w czasteczkach otrzymanych zwigzkow.
Rysunek 11 przedstawia koniugat AmB z czgsteczka 2,3,4,6-tetra-O-benzylo-D-
glukopiranozy 23 z ponumerowanymi atomami wegla w celu latwiejszej
interpretacji wykonanych widm.

33 31 29 27 25 23 21

R:SiEt,
Rysunek 11. Koniugat AmB z czasteczka 2,3,4,6-tetra-O-benzylo-D-glukopiranozy 23

Zmierzone i natozone na siebie widma HMBC oraz HSQC koniugatu
AmB z czasteczka 2,3,4,6-tetra-O-benzylo-D-glukopiranozy 23 widoczne sg na
Rysunku 12. Kolorem zielonym zaznaczone sg sygnaty widoczne na widmie
HMBC. Sygnaty widoczne na widmie HSQC majg kolor czerwony — grupy CH
oraz CHs, natomiast grupy CH: majg na rysunku kolor niebieski. Sygnat
korelacyjny 'H-3C 0 przesunieciu chemicznym 8c=83 ppm i dn=4.41 ppm
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odpowiada sprze¢zeniu protonu H1’, ktory znajduje si¢ na anomerycznym atomie
wegla w 2,3,4,6-tetra-O-benzylo-D-glukopiranozie, a atomem wegla C19. Sygnat
ten jest dowodem na wystgpowanie w czasteczce wigzania glikozydowego
pomigdzy aglikonem amfoterycyny B a jednostka cukru. Na widmie widoczna
jest rowniez korelacja w drugim ugrupowaniu ketalowym, pomigdzy protonami
w grupie OCHs (61=3.07 ppm) a atomem wegla C13 (6c=100 ppm).

It
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Rysunek 12. Natozone widma HSQC oraz HMBC dla koniugatu 23.
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F1{D)

65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0
F2 (ppm)

Rysunek 13. Widmo DOSY dla koniugatu 23.

Dla otrzymanej pochodnej 23 wykonano réwniez widmo DOSY
(Rysunek 13). Sygnaty widoczne na widmie charakteryzujg si¢ podobnym
wspotczynnikiem dyfuzji. Na podstawie rozkladu tych sygnalow mozna
wnioskowaé, iz w badanej probce obecny jest jeden zwiagzek.

Strukture koniugatu 22 amfoterycyny B z czasteczkg 2,3,5-trideoksy-3-
azydo-D-ksylofuranozy (Rysunek 14) takze potwierdzono za pomoca widm
dwuwymiarowych (Rysunek 15), jednakze ze wzgledu na mniejsza ilos¢
badanego zwigzku oraz jego labilno$¢ w warunkach pomiaréw *H NMR jako$¢
widm jest gorsza, a intensywnos$¢ sygnatu $wiadczaca o obecnosci wigzania
glikozydowego nizsza niz dla koniugatu 23. Sygnaty widoczne na widmie HSQC
maja kolor czerwony — grupy CH oraz CHjs, natomiast grupy CH> maja na rysunku
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kolor niebieski. Sprzezeniu pomiedzy wodorem na anomerycznym atomie wegla
C1’ a atomem wegla C19 w aglikonie AmB odpowiada sygnat o przesunigciu
chemicznym 6¢=99 ppm i 64=5.2 ppm.

R:SiEt,
Rysunek 14. Koniugat AmB z czasteczka 2,3,5-trideoksy-3-azydo-D-ksylofuranozy.
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Rysunek 15. Widmo HSQC dla koniugatu 22.
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3. Synteza pochodnych aminocukrowych

Rownolegle do syntez prowadzonych na czasteczkach makrolidow
polienowych nalezato zaplanowac $ciezki syntetyczne umozliwiajace otrzymanie
pochodnych cukrowych, ktore nastgpnie mialy zosta¢ wykorzystane w reakcjach
tworzenia koniugatow z aglikonem amfoterycyny B. W tym celu
przeprowadzitam wnikliwy przeglad literatury skupiajac si¢ na metodach
otrzymywana 3-amino-3-deoksycukrow.

3.1. Przeglad literaturowy syntez pochodnych aminocukréw

W literaturze mozna znalez¢ wiele metod opisujagcych wprowadzanie
ugrupowania aminowego do czasteczki cukru. Strategie te wykorzystuja,
m. in.: reakcje substytucji nukleofilowej, atak grupy aminowej na pierscien
epoksydowy, redukcje oksymow i azydopochodnych, addycje do wigzania
podwoéjnego glukali. Mozna tez otrzymywa¢ aminocukry w syntezie totalne;j.
Przedstawie te, wedlug mojej opinii, najbardziej uniwersalne, pozwalajace
na umieszczenie grupy aminowej na dowolnie wybranym atomie wegla
w czasteczce cukru lub te, w ktorych selektywnie wprowadza si¢ funkcjg aminowa
na atom wegla C3.

3.1.1. Synteza aminocukrow z wykorzystaniem reakcji substytucji
nukleofilowej (Sn2).

Substytucja nukleofilowa dwuczasteczkowa jest uniwersalng metoda
otrzymywania aminosacharydéw. Metoda ta wymaga utworzenia dobrej grupy
odchodzacej, ktora nastgpnie bierze udziat w reakcji substytucji nukleofilowej
z odczynnikami takimi, jak: amoniak, hydrazyna lub anion azydkowy. Otrzymane
pochodne hydrazynowe, azydowe czy amidowe sa przeksztalcane w procesie
redukcji w pozadany aminocukier (Schemat 28).

NH,NH, N,

CU-NH-NH, CU-OX CU-N;

lNH3
H,, Ni/Raney H,, Pd/C
CU-NH,

CU-cukier
X-Ms, Ts, Tf, Imd

Schemat 28. Wykorzystanie reakcji substytucji nukleofilowej w syntezie aminocukrow.
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Najczg$ciej  stosowanymi w  syntezie aminocukrow — grupami
odchodzacymi sa estry sulfonowe, do ktorych naleza miedzy innymi grupa
tosylowa,™® mesylowa,*? trifluorometanosulfonowa?*?? czy imidazolosulfonowa.?®
Pochodne te otrzymuje si¢ w reakcji grupy hydroksylowej weglowodandéw
z chlorkami, badz bezwodnikami kwasow sulfonowych. Wymienione grupy
stosuje si¢ w celu uzyskania wyzszej wydajnosci reakcji substytucji
nukleofilowej, ktora biegnie z inwersja konfiguracji. Alternatywna, cho¢ rzadziej
stosowang grupa odchodzaca w omawianych reakcjach substytucji nukleofilowe;j
jest atom halogenu.?*1% Natomiast wybor odpowiedniego reagenta o charakterze
nukleofilowym bywa problematycznym.

Jednym z chetnie wykorzystywanych reagentow jest ciekly amoniak,
ktory jest nie tylko reaktywnym odczynnikiem nukleofilowym, ale takze dobrym
rozpuszczalnikiem. Jednakze jego stosowanie moze prowadzi¢ do otrzymania
niepozadanych produktéw, np. pochodnych amin II-rzedowych (Schemat 29).1%

—OTs

N NMhw ) oo ,,/0/%
SR S

o 0 0
XXXIX XL
_NH,
NaNH i O o
NH; (c) (0] Q)(
/fo\‘ (0]
XLI
R, _R,
W2 S o NHj S, 0 0
150 Q)i LN Q)i
HO O HO O
R;: OH R,: OH
OTs NH,
XLII XLIII

Schemat 29. Otrzymywanie aminocukréw przy uzyciu ciektego amoniaku jako reagenta
o charakterze nukleofilowym.

Innymi, czgsto wykorzystywanymi odczynnikami nukleofilowymi,
sg hydrazyna'?"'?® i anion azydowy.!’ Jednak, podobnie jak w przypadku
amoniaku, ich zastosowanie w reakcji substytucji nukleofilowej wigze si¢
z mozliwo$cig powstania niepozadanych produktéw ubocznych. Ponadto reakcje
prowadzone w obecnosci anionu azydowego wymagajg wyzszej temperatury
i dluzszego czasu, co sprzyja konkurencyjnym reakcjom eliminacji. Najczgsciej
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wykorzystywanym donorem anionu azydowego jest azydek sodu (Schemat
30),'*° zdecydowanie rzadziej stosuje si¢ bardziej reaktywny azydek
trimetylosililu.” Pomimo tych niedogodnosci zastosowanie anionu azydkowego
w reakcji substytucji nukleofilowej pozwolito na otrzymanie wielu pochodnych

azydowych, bedacych prekursorami aminocukrow,29-1%

CHZOH CHZOTS
HO
HO CH,C¢H,S0,Cl
o 34640y 0
0
0
OH O—=— OHO=—
XLIV XLV
JNaN3
CH,N,
CH,NH, o
0
0 OHO °
OH o%
XLVII XLVI

Schemat 30. Otrzymywanie 6-amino-6-deoksy-1,2-O-izopropylideno-a-D-allofuranozy z wykorzystaniem
azydku sodu w reakcji Sn2. 110

3.1.2. Synteza aminocukréw z wykorzystaniem pochodnych epoksydowych

Kolejna $ciezka syntezy aminocukrow wykorzystuje atak nukleofilowej
czasteczki amoniaku na pochodng cukru zawierajaca pier§cien epoksydowy.
Strategia ta pozwala na pominigcie etapu otrzymywania intermediatu
zawierajacego dobra grupe odchodzacg. Niestety metoda ta ma takze powazng
wade, podczas reakcji atak nukleofila moze nastapi¢ na dwa rézne atomy wegla
wchodzace w sklad pierscienia epoksydowego, w wyniku czego otrzymuje si¢
mieszaning produktéow. Stosunek ilosci otrzymanych produktow zalezy
od geometrii uzytego do reakcji substratu. Na przyktad w reakeji 4,6-dimetylo-
2,3-anhydro-B-O-metylomannozy (XLVIII) z amoniakiem powstaja: 3-amino-3-
deoksy-p-altroza (XLIX) oraz 2-amino-2-deoksy-p-glukoza (L) w stosunku 9:1
(Schemat 31).1%¢137 Pomimo wad metode t¢ wykorzystano do otrzymania wielu
pochodnych  aminocukrowych,  np.  4-amino-4,6-dideoksy-D-mannozy,
3,6-diamino-3,6-dideoksy-L-talozy czy 2-amino-2-deoksy-D-idozy. 137146
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H,CO H,CO H,CO
0 NH; 0 NH, 0
H,CO OCH;, H,CO OCH, > H,CO OCH,
HO  NH, o H,N OH

L XLvII XLIX

1 : 9
Schemat 31. Synteza aminocukréw z wykorzystaniem ataku nukleofilowego amoniaku na
pierscien epoksydowy.

3.1.3. Addycja grup zawierajacych atom azotu do wigzania podwdjnego
glukali

Substratami wykorzystywanymi w tej reakcji sa czasteczki chronionych
glukali, czyli pochodnych cukrowych zawierajacych wewnatrzczasteczkowe

710 W literaturze znalezé mozna wiele $ciezek

wiazanie podwdjne.
syntetycznych opisujacych wprowadzenie grupy aminowej do szkieletu cukru
przy uzyciu glukali. Reakcje te prowadza ostatecznie do utworzenia wigzania
C-NH; oraz C-OH na dwoch sasiadnich atomach wegla, wczeéniej tworzacych

wigzanie podwdjne.
3.1.3.1. Addycja jonu azydkowego do glukali

Kluczowym etapem tej S$ciezki syntetycznej jest addycja jonu
azydkowego do wigzania podwdjnego O-chronionej pochodnej LII, co pozwala
na uzyskanie w tatwy sposob 2-amino-2-deoksypochodnych cukrowych. Dobrym
przyktadem =zastosowania tej metody syntezy moze by¢ otrzymywanie
L-akozaminy przedstawione na Schemacie 32. Ogrzewanie L-ramnalu LI
w obecno$ci wody prowadzi do otrzymania pochodnej 2-heksenopiranozy LI,
ktoéra pod dziataniem azydku sodu zostaje przeksztatcona w azydopochodna L111.
Nastgpnie poddajac ja kilku prostym reakcjom otrzymuje si¢ pochodng
O-metyloakozaminy LIV.?18%  Wykorzystujac w reakcji  jako substrat
nitropochodng glukalu mozna otrzyma¢ diamino-dideoksycukier.*>*
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OAc AcO OAc

to) H,0, 80°C @WOH 1. NaNy, AcOH ?&H
=228 AR AL

2. Ac,0, pyr '
OnS 2V, py N; CH, OAc
LI LI LIII
K10 montmorillonit
o KOH
OH
0 Et,N, EtOH, Pd/C 0 MeONa Q¢
T=-0CH, ?&ocm MeOH V@oem
3 CH, CH,
NH, N; N3
LVI LV LIV

Schemat 32. Synteza glikozydu metylowego akozaminy w wyniku reakcji addycji jonu
azydkowego do wigzania podwdjnego glukalu.

3.1.3.2. Fotoindukowane tworzenie pierscienia azyrydynowego w glukalach

Kolejna metoda otrzymywania aminodideoksycukrow wykorzystuje
proces fotoindukcji — w wyniku ktorej powstaje intermediat zawierajagcy w swojej
strukturze pier§cien azyrydynowy. Dobrg ilustracjg tej metody jest synteza
L-daunozaminy (Schemat 33), w ktorej substratem byt L-treo-2-heksenopiranozyd
LVII. Kluczowym etapem syntezy bylo naswietlanie intermediatu LVIII,
z ktorego otrzymano pochodng z pierscieniem azyrydynowym LIX.
Regioselektywne otwieranie pier§cienia azyrydynowego pod wptywem wodoru
W obecnosci katalizatora Pd/C oraz nastgpcza hydroliza w warunkach zasadowych

prowadzity do otrzymania L-daunozaminy LX.1%°

ocH OCH; OCH,

o SN ,N'-karbonyldiimidazol, pyr (/Oj M» @7

— 2. NaN;, AcOH, HCI O N O N
LVII LVIII LIX

0 Ba(OH),, H,0 Zg H,, Pd/C
y—NH
OH 3
LXI LX

Schemat 33. Synteza L-daunozaminy.
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3.1.3.3. Asymetryczna aminohydroksylacja glukali

Grupe aminowa mozna rowniez wprowadzi¢ do glukali poprzez
asymetryczng  aminohydroksylacje  katalizowang  zwigzkami  osmu.
Oksazolidynowy pier$cien, powstajacy w jednym z etapow, ulega hydrolizie
w zasadowym $rodowisku wodorotlenku litu, co pozwala na uzyskanie
aminocukrow. Synteze pochodnej  3-amino-3-deoksy-a-D-talopiranozydu
metylowego wykorzystujagcg powyzszg metode przedstawiono na Schemacie 34.1%
Alternatywnym katalizatorem uzywanym w reakcji asymetrycznej aminohydroksylacji
sg zwigzki rodu (II).157-15°

H

OYN\OH o g
on 1. CDI, pyr s 1. p-CIC4H,COCI S o
(j; 2. NH,OH, HCI, pyr q 2. NEt;, Et;0 A0 O%CGHd)—Cl
Meo™ 0 OTBS Mo N0 N-OTES Meo“'foIOTBS
LXII LXIIT

LXIV

0 1. K,050,(0H),,
NH, HN— #-BuOH, H,0
HO\('\/QOH LiOH, H,0 HO\('\/C 2. Ac,0, pyr
,Hy
MeO™ YO OTBS MeO™ N0 OTBS

LXVI LXV

TBS - tert-butylodimetylsilyl
CDI - N,N'-karbonylodiimidazol

Schemat 34. Otrzymywanie pochodnej 3-amino-3-deoksy-a-D-talopiranozydu w  reakcji
asymetrycznej aminohydroksylacji katalizowanej pochodnymi osmu.

3.1.4. Addycja jonu cyjankowego do grupy karbonylowej cukru

Reakcja addycji jonu cyjankowego do ugrupowania karbonylowego
skutkuje wprowadzeniem do szkieletu czasteczki cukrowej jednocze$nie
prekursorow dwoch grup: aminowej i metylowej. W wyniku addycji jonu
cyjankowego 1 przeksztalceniu grupy hydroksylowej w mezylopochodng
otrzymano nitryl LXVIII, ktory nastepnie poddano reakcji redukcji za pomoca
wodorku litowo-glinowego. W zwigzku LXIX przebiega wewnatrzczgsteczkowa
reakcja substytucji nukleofilowej i grupa aminometylenowa zamyka trojcztionowy
pierécien z utworzeniem pochodnej spiro-azyrydynowej LXX. Zwiazek ten jest
redukowany w obecnosci niklu Raneya do pochodnej aminocukrowej LXXI
(Schemat 35).
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Schemat 35. Idea wprowadzania grup aminowej i metylowej do czasteczki weglowodanu
z wykorzystaniem reakcji addycji nukleofilowej jonu cyjankowego.

3.1.5. Synteza totalna aminocukrow

Jak juz wspomniano wczesniej, wiele aminocukréw jest komponentami
antybiotykow, a znaczna ich czg¢$¢ to 3-amino-3-deoksyheksozy lub 3-amino-3,6-
dideoksyheksozy, ktore mozna otrzyma¢ w wyniku prostych syntez opisanych
powyzej. Natomiast, aby otrzyma¢ aminocukry zawierajgce w swojej strukturze
drugorzedowa grupe deoksy, takie jak np. daunozamina czy ristozoamina,
wykorzystuje si¢ syntez¢ de novo. Dotychczas opublikowano wiele przyktadow
totalnych  syntez aminocukrow, wychodzac z prostych czasteczek
niecukrowych.'®%%1 Ponizej przedstawiono tylko niektére z nich subiektywnie
wybrane przez autora.

3.1.5.1. Synteza de novo aminocukrow z alkoholi

Alkohole zawierajace w swojej strukturze wigzania wielokrotne
sa wykorzystywane jako substraty w syntezie amino-trideoksycukrow.
Stereoselektywna  synteza  pochodnych  N-trichloacetylo-L-daunozaminy,
L-ristozaminy oraz L-wankozaminy 2z nienasyconych alkoholi zostata
zaproponowana i opisana przez Hauser et al.!®® Otrzymywanie daunozaminy
LXXVla z alkoholu sorbylowego LXXII przedstawiono na Schemacie 36.
W pierwszym etapie syntezy do tancucha weglowego alkoholu LXXII
w warunkach reakcji Overmana wprowadzono grupge aminowsg otrzymujac
pochodng LXXIII. Nastgpnie stosujac przegrupowanie Pummerera uzyskano
intermediat LXXIV, a jego hydroliza w obecnosci chlorku miedzi II pozwolita
na utworzenie ugrupowania aldehydowego w zwigzku LXXV. Przeprowadzenie
hydroksylacji wigzania podwojnego w obecnosci katalitycznych ilosci tetratlenku
osmu oraz TMNO doprowadzito do powstania mieszaniny dwoch produktow:
pochodnej daunozaminy LXXVIa oraz jej ksylo izomeru LXXVIb w stosunku 6:4.1%
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1. PhSH, AIBN

NHCOCCI, CLLCOCHN OAc
ANy Na N 28010, T
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LXXII LXXIII LXXIV
OH
0] o) CuCl,, H,O
HO . oH + OH <0504 NHCOCCI,
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CH, § CHO
NHCSCCl, NHCOCC,
6 : 4
LXXVIa LXXVIb LXXV

TMNO - N-tlenek trimetyloaminy
AIBN - 2,2'-azobis(2-metylopropionitryl)

Schemat 36. Synteza pochodnej daunozaminy z dienolu.

Schemat 37 przedstawia syntez¢ D-kanozaminy z komercyjnie
dostepnego alkoholu — mannitolu. Substrat LXXVI1, przeksztatcono w chroniony
aldehyd glicerynowy LXXIX, ktory poddano krzyzowej kondensacji aldolowej
z aminoketonem LXXX w obecnos$ci katalitycznych ilosci Sn(OTf),. Nastepnie
przeprowadzono stereoselektywna redukcje ugrupowania ketonowego dziatajac
kompleksem boran:siarczek dimetylu na aldol LXXXI. Zastosowanie azotanu
cerowo-amonowego [CAN, (NH4):Ce(NOs)s] pozwolito na uwolnienie dienu
z kompleksu z zelazem. Ozonoliza z nastepcza redukcja grupy aldehydowej
doprowadzity w konsekwencji do powstania kanozaminy LXXXIV.162

on o%' 1.BnBr, Bu,NBr, NaOH Ol OTES o
Y 0 2.AcOH, H,0 : Pb(OAc), L
/\/'\A/ TBSO/\/'\(\/OTBS [ TBSO " H
Q 6 & 3. TBS-Cl, imidazol D STBS
) 4.H,, Pd/C, AcOEt, AcOH TBSO
LXXVII LXXVIII LXXIX
Boc, H Boc. H
T ores N CH,0TBS
NHBoc o
o 1. Sn(OTf),, NEP OTBS 1. BH;.Me,S, THF
2 OH 2. Ac,0, E;N, DMAP
By rexxv M 3. CAN
3 N
LXXX o LXXXI
o Bocog H orBs
HOw- - OH - A0, OTBS
., OAc
N  oH 0" 'H
LXXXIV LXXXIII

NEP - N-etylopiperydyna
M - Fe(CO),

Schemat 37. Totalna synteza D-kanozaminy.
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3.1.5.2. Synteza de novo aminocukrow z wykorzystaniem kwasow, estréw lub
laktonow jako substratow

Zwigzki tytulowe wykorzystywane sa przede wszystkim w syntezie
aminodideoksy — badz aminotrideoksycukrow. Bagal et al.'®®* opisali
siedmioetapowa syntez¢ L-akozaminy XC, w ktorej substratem byt kwas
sorbinowy (Schemat 38). Sorbinian metylu poddano reakcji addycji
z R-N-benzylo-N-(a-metylobenzylo)amidkiem litu otrzymujac aminoester
LXXXVI. Utlenienie wigzania podwdjnego za pomocg hadkwasu
trifluorooctowego prowadzito do powstania nietrwatego epoksydu LXXXVII,
ktory pod dziataniem kwasu tetrafluoroborowego natychmiast przeksztatcal sie
w lakton LXXXV 1. W wyniku sekwencji czterech kolejnych reakcji otrzymano
pochodng L-akozaminy XC.163

L

1. SOCl,, MecOH Ph/LN/\ h

P F,CCO,H, F;,CCO;H Ph” N
COOH 3 o, T3 3
NN 2.y Ph A~ _cooMe /W)\/COOMe
Ph™ N o
Li
LXXXV LXXXVI LXXXVII

O

E e}
v O_OMe 1. DIBAL-H, CH,Cl, . OO HBE
U 2. MeOH, HCI Lj H,, PAOH),/C 1 4
AcO HO

3. Ac,0, pyr, DMAP Ph

E H N
NHAc NHBoc }; T

XC LXXXIX LXXXVIII

Schemat 38. Synteza de novo L-akozaminy z kwasu sorbinowego.

W kolejnej syntezie N-benzoilo-L-akozaminy wykorzystano reakcje
addycji (S)-mleczanu etylu (XCI) do eteru etylowowinylowego. Reakcja redukcji
grupy etoksykarbonylowej, a nastgpnie utlenienia doprowadzity do otrzymania
aldehydu XCII. Zwigzek ten poddano reakcji sprzggania z 2-hydroksy-2-
cyjanopropanem otrzymujac acetal XCIV, ktory w wyniku reakcji addycji
zwiazku magnezoorganicznego tworzyl pochodng XCV. Redukcja wigzania
podwojnego, a nastepnie hydroliza kwasowa pochodnej XCVI skutkowaly
powstaniem laktonu XCVII, ktéry w ostatnim etapie zostal poddany reakcji
redukcji wodorkiem di-tert-butyloglinu, w ktérej produktem byta N-benzoilo-L-
akozamina XCVII1 (Schemat 39).1¢4
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Schemat 39. Synteza L-akozaminy z a-hydroksyestru.

Schemat 40 przedstawia totalng synteze L-daunozaminy zaproponowang
przez Jurczaka et al.'®* Za substrat nalezy uzna¢ B-aminolakton XCIX, ktory
otrzymuje si¢ w prosty sposob z kwasu L-asparaginowego. Stereoselektywna
addycja chlorku winylomagnezowego do aldehydu CI z nastgpczym utlenianiem
wigzania podwdjnego prowadzita do epoksydopochodnej CIll o okreslonej
konfiguracji. Szereg nastgpujacych po sobie reakcji, polegajacych na redukcji,
protekcji oraz deprotekcji grup funkcyjnych doprowadzit do otrzymania
pochodnej L-daunozaminy CIV. 16

CbzHN
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Schemat 40. Totalna synteza L-daunozaminy z pochodnej f-aminolaktonu.
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3.2. Synteza pochodnych cukrowych

Przedstawiony powyzej subiektywny przeglad literatury pozwolit mi na
zaprojektowanie $ciezki syntetycznej pochodnych aminocukrow, ktora
spetniataby nastepujace kryteria: byla mozliwie jak najkrotsza, obejmowata
stereoselektywne, wydajne reakcje chemiczne, a takze wykorzystywata dostgpne
komercyjnie, tanie substraty. Przeprowadzitam proby przytaczania do aglikonu
makrolidowego 9 nastepujacych azydocukréw, ktore sa prekursorami
aminoweglowodanéw: 3-azydo-2,3,5-trideoksyksylozy 19, 2,4,6-tri-O-(trietylosililo)-
3-azydo-3-deoksyallozy 20 oraz 2,4,6-tri-O-(trietylosililo)-3-azydo-3-deoksy-
glukozy 21 (Rysunek 11).

. H
O _on EgSiOﬁOH Et8i07 N OO
\X_T Et;Si0" 7 “OSiEt, Et;SiO" “OSiEt;

N; N, N,
19 20 21
Rysunek 11.

3.2.1. Synteza 3-azydo-3-deoksycukrow

Jak juz wspomniatam wyzej, dogodnymi prekursorami do wprowadzenia
ugrupowania aminowego do czasteczek weglowodanow sa pochodne:
epoksydowe, oksymowe, hydrazydowe oraz azydowe. Weglowodany zawierajace
w swojej strukturze grupe azydowa, w wyniku redukcji, mogg w tatwy sposob
zosta¢ przeksztalcone w aminocukier. Otrzymuje si¢ je poprzez dzialanie
na azydopochodne wodorem w obecno$ci katalizatora palladowego
lub trimetylofosfing w lagodnych warunkach. Przede wszystkim ta witasnie
przestanka zadecydowata o wyborze w/w zwiazkdéw w moich pracach
syntetycznych.

3.2.1.1. Synteza 3-azydo-2,3,5-trideoksyksylozy

Dotychczas nie opisano w literaturze otrzymywania 3-azydo-2,3,5-
trideoksyksylozy z 2-deoksy-D-rybozy. Czasteczka 2-deoksy-D-rybozy
charakteryzuje si¢ matg liczbg podstawnikow w pordwnaniu z innymi cukrami,
wigc wydawalo si¢, ze modyfikacja jej struktury powinna by¢ stosunkowo prosta
w wykonaniu. Aby przeksztalci¢ ja w 3-azydo-2,3,5-trideoksy-D-ksyloze,
prekursora odpowiedniego aminocukru i substratu w reakcji glikozydowania
aglikonem  makrolidu  polienowego, przeprowadzitam ciag reakcji
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przedstawionych na Schemacie 41. Wykorzystujac opisang w literaturze
procedure!® wprowadzitam grupe metylowg na anomeryczny atom wegla C1
dziatajac na cukier bezwodnym metanolem i katalityczng ilo$cig chlorku acetylu.
W wyniku reakcji otrzymatam 2-deoksy-D-rybozyd metylowy (27). Soll et al.1%
zaproponowali synteze 2,5-dideoksy-D-rybozy, zaadoptowatam niektore
z przej$é, aby otrzymaé 2,5-dideoksy-D-rybozyd metylowy 29. Substratem
w moim przypadku byl 2-deoksy-D-rybozyd metylowy, w ktorym stosujac
reakcje Appel’a wymienitam grupe hydroksylowa na atomie wegla C5 na atom
jodu otrzymujac jodopochodng 28. Nastepnie prowadzac reakcje dehalogencji
zwigzku 28 w atmosferze wodoru, przy uzyciu katalitycznych ilo§ci wodorotlenku
palladu otrzymatam 2,5-dideoksy-D-rybozyd metylowy 29. Uzyskana w ten
sposob pochodna rybozy 29 charakteryzowata si¢ obecnoscia tylko jednej grupy
hydroksylowej na atomie wegla C3, taki stan umozliwil mi regioselektywne
wprowadzenie grupy azydowej do czasteczki cukru. W kolejnym etapie nalezato
intermediat 29 przeksztalci¢ w azydopochodng 31. Pomimo iz wprowadzenie
ugrupowania azydowego do pierécienia furanowego jest opisane w literaturze,'®’
to proces ten wymagal opracowania przeze mnie catkowicie odmiennych
warunkow jego prowadzenia. Zdecydowalam si¢ na produkt posredni w postaci
pochodnej triflatowej 30, ktora otrzymatam przez modyfikacje standardowej
metodyki wprowadzania takiego ugrupowania na grupg hydroksylowa. Nietrwala
trifluorometanosulfonowa pochodng 2,5-dideoksy-D-rybozy 30, natychmiast
po izolacji uzywatam jako substratu w reakcji substytucji nukleofilowej
z azydkiem sodu. Po deprotekcji intermediatu 31 otrzymatam 3-azydo-2,3,5-
trideoksyksylozg 19 gotowa do przytaczenia do aglikonu makrolidu polienowego
9. Struktury otrzymanych zwiazkéw potwierdzitam widmami mas oraz
protonowego magnetycznego rezonansu jadrowego.

HO HO o I o
0] Ol CH;COCI, MeOH ~OCH,4 1), PPhy wOCH;
-20°C imidazol
OH
28

OH OH
2-deoksyryboza 27
H,, Pd(OH),
DIPEA
CHj;
-0
~OCHj
OH
29
Tf,0, pyr
cH -60°C
CH; 3 CH;
o Y o NaN o
<N3 >WOH < 80% AcOH <N3 >w0CH3 = ~OCH,
60°C
OTf
19 31 30

Schemat 41. Synteza 3-azydo-2,3,5-trideksy-D-ksylozy.

81


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

3.2.1.2. Synteza 3-azydo-3-deoksyheksoz

Podobnie jak w przypadku pentoz, pochodne 3-azydo-3-deoksyheksoz
(Schemat 42), aby mogly postuzy¢ jako substraty w reakcji dehydracyjnej
glikozylacji, tzn. w przyltaczaniu ich do aglikonu AmB (9), musiaty spetnia¢ kilka
wymagan. Przede wszystkim grupy hydroksylowe w otrzymanych czasteczkach
cukrow nalezalo tak zabezpieczy¢, aby nie braty udziatu w reakcji z aglikonem
AmB. Jedynie anomeryczna grupa hydroksylowa, powinna pozostac
niechroniona, poniewaz tylko w takim przypadku mozliwe jest selektywne
potaczenie jednostki cukrowej z aglikonem AmB. Ponadto zastosowane grupy
ochronne powinny w fagodnych warunkach ulega¢ selektywnej deprotekcji, aby
w mozliwie tatwy sposob usunac je z otrzymanej czasteczki hemisyntetycznej
amfoterycyny. Dlatego tez w docelowych pochodnych 3-azydo-3-deoksyheksoz
zdecydowatam si¢ na uzycie grup sililowych, ktore wykorzystatam réwniez
podczas syntezy aglikonu AmB 9, aby mozna byto usuna¢ jak najwieksza liczbe
ochron w jednym procesie. Zaletg zastosowania akurat takich grup ochronnych
byta mozliwos¢ uwalniania wszystkich grup hydroksylowych o charakterze
alkoholowym przy pomocy jonéw fluorkowych. Jednakze wada oston sililowych
jest ich labilnos¢ w warunkach kwasowych, co znacznie ograniczyto mozliwosé
wyboru grupy ochronnej anomerycznego atomu wegla Cl1 w trakcie syntezy
substratow cukrowych. Wiekszos$¢ acetali takich jak np. metylowy czy benzylowy
ulega rozszczepieniu wiasnie w srodowisku kwasnym, dlatego tez wybrana przeze
mnie grupa ochronna musiata zosta¢ selektywnie usuni¢ta w innych warunkach.
W literaturze'® opisano rozszczepianie glikozydow allilowych kompleksem
metalu, najczesciej rutenu i trifenylofosfiny. Postanowitam sprawdzi¢ mozliwosci
selektywnego usuwania grupy allilowej z odpowiednich glikozydow heksoz
wykorzystujac do tego celu kompleksy palladu. Przetestowatam rdzne
kombinacje rozpuszczalnikow, dodatkow oraz katalizatorow uzywanych do
usuwania grupy allilowej z eteréw, m. in.: tetrakis(trifenylofosfino)pallad (0),
dichlorek bis(trifenylofosfino)palladu-trifenylofosfina oraz chlorek palladu-
MeOH. Wszystkie zastosowane przeze mnie odczynniki i warunki reakcji zostaty
opisane w kolejnych podrozdziatach.
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Schemat 42. Synteza pochodnych: 3-azydo-3-deoksy-D-allozy 20 oraz 3-azydo-3-deoksy-D-glukozy 21.

Wspolnym substratem, ktory wykorzystatam do syntezy chronionych:
3-azydo-3-deoksy-D-allozy 20 oraz 3-azydo-3-deoksy-D-glukozy 21, byta
D-glukoza 32. W reakcji glukozy z acetonem w srodowisku kwasnym otrzymatam
glukofuranoze 33, w ktorej grupy hydroksylowe znajdujgce si¢ na atomach wegla
C1, C2 oraz C5, C6 sg zablokowane oslonami izopropylidenowymi typu
acetalowego. Tak ochroniona pochodna 33 posiada tylko jedng wolna, reaktywna
grupe hydroksylowa na atomie wegla C3. Dzigki temu zabiegowi moglam
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selektywnie przeprowadza¢ kolejne reakcje. W oparciu o literaturgl®1

przeprowadzilam izomeryzacje na atomie wegla C3, ktora polegata na utlenieniu
tej grupy hydroksylowej za pomoca PDC, a nastepnie stereoselektywnej, z uwagi
na ograniczenia przestrzenne, redukcji grupy karbonylowej do hydroksylowej
przy uzyciu borowodorku sodu. (Schemat 42a)

oH 0
- o P QoN\G0 PDC, Ac,0 @ 07\ 0 NaBH, 9 0\-O
0 Sn) ZnCl., HiPO, ﬁ/ 0 ﬁ/ d 0 ﬁ o
OH 0 0
2 33 40

OH OA<
41
Schemat 42a.

Kluczowym etapem w syntezie 3-azydo-3-deoksyheksoz byto
wprowadzenie do czgsteczki cukru grupy azydowej. Na podstawie literatury®’®17
zdecydowatam si¢ wykorzysta¢ reakcje substytucji nukleofilowej pomigdzy
azydkiem sodu a aktywowang pochodng cukru. W tym celu grup¢ hydroksylowsa
na atomie wegla C3 w pochodnych 33 oraz 41 musialam przeksztatci¢ w dobra
grupe odchodzaca. Przebadatam, zard6wno pochodng mesylowa, jak i tosylowa,
ktore otrzymatam w standardowych warunkach.!’? Jednakze obydwie pochodne
okazaly si¢ za mato reaktywne i nie wchodzity w reakcje z azydkiem sodu.
Natomiast zdecydowanie bardziej reaktywne okazaly sie, zgodnie
z przewidywaniami, pochodne triflatowe 34 i 42, ktore otrzymatam dziatatajac
bezwodnikiem kwasu trifluorometanosulfonowego na pochodng 33 oraz 41
Opracowatam warunki przeksztatcenia pochodnych 34 i 42 w ich odpowiedniki
azydowe 3-azydo-3-deoksy-D-heksozy 35a i 43 (Schemat 42b).
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Schemat 42b.
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Pomimo danych literaturowych!®'™*  substytucja  nukleofilowa
O-tosylowych pochodnych cukréow z uzyciem azydku sodu wymagata
optymalizacji warunkow reakcji. Ostatecznie 1,2;5,6-O-diizopropylideno-3-
azydo-3-deoksy-a-D-allofuranoz¢ 35a  otrzymatam prowadzac reakcje
O-trifluorometanosulfonowej  pochodnej 34 z  azydkiem sodu w
N,N-dimetyloformamidzie w temperaturze 90 °C. Nastgpnie stosujgc analogiczne
warunki probowatam otrzymaé pochodng 3-azydo-3-deoksyglukozy 43, niestety
reakcja ta nie prowadzita do pozadanego produktu. Dopiero zamiana
rozpuszczalnika na tetrahydrofuran, a tym samym obnizenie temperatury reakcji
do 66 °C pozwolito na otrzymanie pochodnej 43 w wyniku dziatania azydkiem
sodu na zwigzek 42. Konkurencyjng do reakcji substytucji nukleofilowej jest
eliminacja, ktorej jak wiadomo, sprzyja wyzsza temperatura prowadzenia
procesu, dlatego tez oprocz pozadanej pochodnej 35a izolowatam produkt
uboczny — zwigzek 35b powstajacy w wyniku eliminacji (Schemat 42c).
Natomiast w przypadku syntezy zwigzku 43 obserwowatam powstawanie tylko
niewielkich iloéci produktu eliminacji.
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Schemat 42c.

Aby czasteczki azydocukrow mogly by¢ substratami w reakcji
dehydracyjnej glikozylacji z aglikonem AmB 9 musiatam wymieni¢ w nich
ochrony grup hydroksylowych poza anomeryczng, ktéra powinna pozosta¢ wolna.
Zmiana ugrupowan izopropylidenowych na sililowe wymagata chwilowe]
ochrony grupy hydroksylowej znajdujacej si¢ na atomie wegla C1. Poczatkowo
postanowitam zablokowac¢ jg przy pomocy glikozydu allilowego, ktory nastepnie
moglabym selektywnie usunag¢ w obecnosci grup O-trietylosililowych
znajdujgcych si¢ na atomach wegla C2, C4 oraz C6. Po usunicciu grup
izopropylidenowych rozcienczonym kwasem solnym otrzymywatam glikozyd
allilowy 36 w wyniku dziatania na cukier alkoholem allilowym wobec H2SOs.
Nastepnie zwigzek 36 poddawatam reakcji z trifluorometanosulfonianem
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trietylosililu w obecnosci pirydyny otrzymujac catkowicie chroniong pochodng
3-azydo-3-deoksy-D-allozy 37 (Schemat 42d).

o o o OH OR
1. HC1, H,0 o TESOTT, pyr lo)
Z —_—
0 2. H,80,HO~" HO RO

N OH — OR Pz
3 0A< N O/\/ N, O/\/

35a 36 37

R: TES

Schemat 42d.

Ostatnim etapem, dzielacym mnie od pozadanego produktu 2,4,6-tri-O-
(trietylosililo)-3-azydo-3-deoksy-D-allopiranozy (20) byto selektywne usunigcie
grupy allilowej z glikozydu 37. Tak jak juz wczesniej wspomniatam, sprawdzitam
kilka uktadow stosowanych do usuwania grupy allilowej z odpowiednich eteréw.
Wszystkie reakcje prowadzitam w atmosferze argonu i temperaturze pokojowej
stosujgc Katalizatory i rozpuszczalniki widoczne na Schemacie 42e.

Zastosowanie katalizatoréw palladowych w metanolu prowadzito
do usuwania funkcji allilowej oraz oston trietylosililowych. Prawdopodobng
przyczyna takiego stanu rzeczy mogto by¢ tworzenie si¢ in-situ katalitycznych
ilosci kwasu solnego. Postanowilam wigc wymieni¢ grupy trietylosililowe
na bardziej trwate w  $rodowisku  kwasnym, grupy ochronne
tert-butylodimetylosililowe. Pomimo wigkszej stabilnosci grup TBS nie udato
mi si¢ otrzymac pozadanych produktéw. Natomiast w przypadku zastosowania
srodowiska zasadowego lub N-bromosukcynimidu w wodnym acetonitrylu nie
obserwowatam zadnej reakcji.

OH OR OR
HO% 1,2b,6,7,8 Roﬁ 204 5.9, RO 0
N, OH O/\/ N, OR O/\/ N OR oH
36 37 20
R: SiEt, 1) PdCl/MeOH/DCM,

2) a)PdCl,/DCM/DIPEA lub b) DCM/MeOH
3) PdCl,(Ph;P),/DCM/DIPEA

4) PdCl,(PhsP), + Ph;P/DCM/DIPEA

5) Pd(Ph;P),/DCM/DIPEA

6) Pd(Ph;P),/MeOH/DCM/DIPEA

7) Pd(Ph;P),/MeOH/DCM/kropla AcOH

8) Pd(Ph;P),/DIPEA/DCM/MeOH

9) NBS/1% aq. acetonitryl

Schemat 42e.
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W literaturze!” opisane sg glikozydy 4-pentenylowe niektorych heksoz,
charakteryzujace si¢ duza labilno$ciag w obecnos$ci NBS w $rodowisku wilgotnego
acetonitrylu. Zatozytam, ze warunki niezbedne do rozszczepienia takiego
glikozydu nie powinny wptynag¢ negatywnie na obecne w strukturze cukru
ugrupowania trietylosililowe.  Glikozydy 4-pentenylowe azydoheksoz
otrzymatam dziatajac na odpowiednie cukry 4-penten-1-olem w obecnosci kwasu
10-kamforosulfonowego.  Analogicznie  do  poprzednio  stosowanego
postepowania  pozostatle  grupy  hydroksylowe ochronitam  ostonami
trietylosililowymi.  Nastepnie dziatajac na ochroniony glikozyd 39
N-bromosukcynimidem otrzymatam 3-azydo-3-deoksy-D-alloz¢ 20 (Schemat
42f). Po opracowaniu warunkéw reakcji na  pochodnej allozy
w analogiczny sposob otrzymatam 2,4,6-tri-O-(trietylosililo)-3-azydo-3-deoksy-
D-glukoze (21). Pochodne 20 i 21 byly dogodnymi substratami, ktore mogtam
wykorzysta¢ w reakcji dehydracyjnej glikozylacji z aglikonem makrolidu
polienowego 9. Struktury otrzymanych zwigzkéw potwierdzitam spektrometrig

mas oraz spektroskopig magnetycznego rezonansu jagdrowego.
OH

(6] (6]
o 1. HCl/ H,0 HO 0
o 2. H' /JHO
N; OA<

OH
N, 0
X

35a 38
lTESOTf / pyr
OR
- NBS 0
1% Hy0/ CH,CN o
N, o
N

39

R: TES
Schemat 42f.

3.2.2. Synteza pochodnych glukozy

Wydawalo si¢, ze tatwo dostgpnymi substratami do opracowania
warunkow reakcji glikozydowania aglikonem AmB 9 beda pochodne glukozy:
2,4,5,6-tetra-O-acetylo-D-glukopiranoza 46, 2,4,5,6-tetra-O-benzylo-D-gluko-
piranoza 47 oraz 3,4,6-tri-O-trietylosililo-2-deoksy-D-glukozy 48 (Rysunek 12).
Wszystkie te zwigzki otrzymalam w wyniku krotkich syntez sktadajacych sie
z prostych reakcji opisanych w literaturze 116117174178 Mialy one stuzy¢
do optymalizacji warunkow reakcji glikozydowania alkoholu 9 oraz usuwania
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grup ochronnych w powstajacych glikozydach. Z drugiej strony, takie analogi
AmB bytyby przydatne do sprawdzenia czy faktycznie grupa aminowa znajdujaca
si¢ w jednostce cukrowej ma istotny wptyw na aktywnos$¢ przeciwgrzybowa
makrolidow.

OAc OBn OSiEty
. o)
AcO Q BnO O ELSio”
AcO BnO = 351
OAcw o OH
17 18 46
Rysunek 12.

Podsumowujgc, zaprojektowane $ciezki  syntetyczne pozwolily
na otrzymanie pochodnych 3-azydo-3-deoksycukréw. Reakcja substytucii
nukleofilowej jonu azydkowego okazala si¢ efektywng metoda w przypadku
uzycia grupy trifluorometanosulfonowej jako grupy odchodzacej. Najwigcej
problemow napotkatam podczas modyfikacji czasteczki 2-deoksyrybozy,
jednakze i w tym przypadku udato si¢ uzyskaé¢ pozadany produkt — 3-azydo-2,3,5-
trideoksy-D-ksylozg. Wszystkie otrzymane, chronione pochodne zostaty
przetestowane w reakcji dehydracyjnej glikozylacji z aglikonem AmB 9.

3.2.3. Synteza i wlasciwosci 2,6-dideoksy-6-sulfo-D-glukozaminy oraz
analogéw 6-sulfo-D-glukitoli.

Enzym amidotransferaza L-glutamina: D-fruktozo-6-fosforan, zwany
takze syntaza GIcN-6-P (GFAT), odpowiedzialny jest za katalizowanie
pierwszego etapu biosyntezy urydynodifosforanu-N-acetylo-D-glukozaminy
(UDP-Glc-NAC), ktory to zwigzek jest prekursorem metabolicznym do produkcji
chityny w komorkach grzybowych. Poszukiwanie inhibitoréw dla tego enzymu
jest atrakcyjng strategia w opracowaniu nowych potencjalnych lekow
przeciwgrzybiczych. Znanymi do tej pory inhibitorami GFAT sa m.in. 2-amino-
2-deoksy-D-glukitolo-6-P  (ADGP) oraz 2-amino-2-deoksy-D-mannitolo-6-P
(ADMP).1® Pochodne ADGP o charakterze bardziej hydrofobowym wykazuja
interesujacg aktywno$¢ przeciwgrzybicza.'® W zatozeniach projektu badawczego
stanowigcego podstawe mojej rozprawy doktorskiej, 2,6-dideoksy-6-sulfo-D-
glukozamina miata by¢ jedna z pochodnych cukrowych, ktére bytyby przylaczane
do aglikonu Amfoterycyny B. Opracowatam metode syntezy tego zwigzku,
a ponadto jego analogow oraz aminoglukitoli bedacych analogami ADGP jako
potencjalnych inhibitorow GFAT.
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Wykorzystujac jako substrat N-acetylo-D-glukozamine 47 otrzymatam
nastepujace pochodne: 2-amino-2,6-dideoksy-D-6-sulfoglukopiranoze 51a,
N-acetylo-2-amino-2,6-dideoksy-D-6-sulfoglukopiranoze  52a  oraz  estry
metylowe obydwu pochodnych (51b, 52b), a takze kwasy: 2-amino-2-deoksy-D-

glukitolo-6-sulfonowy 53 i  N-acetylo-2-amino-2-deoksy-D-glukitolo-6-
sulfonowy 54 (Schemat 43).
OH OH Br
/&O /go (0]
47 48 9
1. Na,SO;4
2.TRA 400 [OH]
SO;H
HO 0
HO
NH OBn
0
50
1. HCL, H,0,4 | Hy10% Paic
HO lz, IRA 400 [OH] HO
H,N AcHN
OH SO;R SO3R OH
HO ) HO
W OH NaBH, HO Q HO Q NaBH, OH
T o NH Ho N
SO;R 2OH OH SO;H
3 /&O
53 51aR=H :| CH(OCH;)5 52aR=H ] CH(OCHy), 54
51b R = Me <— MeOH 52b R = Me =—1 MOH

Schemat 41. Synteza pochodnych kwasu sulfonowego.

Tak jak wyzej wspomniatam, do syntezy uzytam komercyjnie dostepna
N-acetylo-D-glukozaming 47, w ktorej selektywnie ostonitam grupe
hydroksylowa na anomerycznym atomie wegla Cl. Utworzytam acetal 48
dziatajac na zwigzek 47 bezwodnym alkoholem benzylowym w obecnosci
katalitycznych ilos¢ chlorku tionylu. Analogiczna reakcja, z wykorzystaniem
alkoholu benzylowego wysyconego gazowym HCI zostala opisana
w literaturze.’®* Stosujgc reakcje Appela dzialalam tetrabromkiem wegla
i trifenylofosfing ~w  obecnosci  pirydyny na  2-acetamido-D-2-
deoksyglukopiranozyd benzylu 48. Reakcja ta przebiegata regioselektywnie
i uzyskiwatam produkt 49 z przytaczonym atomem bromu do atomu wegla C6.
W pierwszym etapie reakcji Appela trifenylofosfina reagujac z odczynnikiem
elektrofilowym — tetrabromkiem wegla tworzy sol fosfoniows. Nastepnie
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po deprotonowaniu alkoholu tworzy si¢ alkoksylan i powstaje produkt posredni,
ktory przeksztatca si¢ w bromek alkilowy zgodnie z mechanizmem reakcji Sn2.
Oproécz pozadanego produktu reakcji, powstaje takze produkt uboczny — tlenek
trifenylofosfiny, bardzo trudny do usunigcia. W przeciwienstwie do zalecanej
w literaturze®® procedury zaproponowatam inny tok postgpowania w celu
usuniecia tlenku trifenylofosfiny. Poniewaz produkt uboczny tatwo rozpuszczat
sic w toluenie w przeciwienstwie do produktu 49, dlatego zastosowatam
procedur¢ tugowania surowej mieszaniny poreakcyjnej wspomnianym
rozpuszczalnikiem.  Nastgpnie wstepnie oczyszczony produkt dodatkowo
dzielitam przy uzyciu chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym,
stosujac jako eluent chloroform. Taki rozpuszczalnik pozwolit na powolng elucj¢
czystego zwigzku 49. Wprowadzenie grupy sulfonowej w pozycje C6
i utworzenie wigzania wegiel — siarka przeprowadzitam na dwa sposoby.
Bromopochodna 49 charakteryzuje si¢ mata rozpuszczalno$ciag w wodzie, dlatego
dodawanie soli nieorganicznej nalezy prowadzi¢ w temperaturze 80 °C jako
stgzony wodny roztwor. W innym przypadku wprowadzenie soli nieorganicznej
w postaci krystalicznej powodowato wysalanie roztworu i reakcja nie zachodzita.
Drugg, przetestowang przeze mnie metodg przytaczania grupy sulfonowej do
pochodnej glukozy byto uzycie wodorosiarczynu potasu w obecnosci 18-korony-6
jako katalizatora kompleksujacego jony potasu. Jednakze w tak prowadzonym
procesie nie uzyskalam zadowalajacych efektow. Ze wzgledu na zwigkszong
reaktywnos$¢ substratu reakcja nie byta regioselektywna, a to skutkowato
powstawaniem produktow ubocznych. W obu metodach oczyszczanie produktu
na jonicie Amberlite IRA 400 [OH7] prowadzito do otrzymania pozgdanego
produktu — 2-acetamido-2,6-dideoksy-6-sulfo-D-glukopiranozydu benzylu 50,
ale z roznymi wydajnosciami. Otrzymany, chroniony sulfonowy analog
D-glukopiranozydu benzylu 50 byt kluczowym intemediatem do otrzymania
pozadanych pochodnych. Ogrzewanie do wrzenia w roztworze kwasu solnego
zwigzku 50 pozwolito na usuniecie grup ochronnych. W ten sposob otrzymatam
pochodng 2-amino-2,6-dideoksy-D-6-sulfoglukopiranozg 51a, ktorg przeksztalcitam
w ester 51b oraz alkohol 53. Ester metylowy 2-amino-2,6-dideoksy-D-6-
sulfoglukopiranozy = 52a  otrzymatam  dziatajac na  zwigzek 5la
trimetoksymetanem w roztworze metanolowym, natomiast alkohol 53 poprzez
redukcje borowodorkiem sodu. Z drugiej strony, intermediat 50 byt prekursorem
kolejnych dwoch kolejnych pochodnych 52b oraz 54. Po hydrogenolizie
w standardowych warunkach otrzymatam N-acetylo-2-amino-2,6-dideoksy-D-6-
sulfoglukopiranozg 52a, ktdra przeksztalcitam w ester 52b oraz alkohol 54
w sposob identyczny do opisanego dla zwiazku 51a. Wszystkie zsyntezowane
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zwigzki zostaly oczyszczone, a nastepnie zliofilizowane. Ich struktury
potwierdzitam na podstawie widm NMR oraz mas.

Zwigzki 5la-54 zostaly przetestowane pod katem aktywnosci
przeciwbakteryjnej i przeciwgrzybowej technika wielokrotnych rozcienczen.
Minimalne st¢zenie hamujace (MIC) okreslono na pozywce RPMI-1640 (dla
grzybow) i Mueller-Hinton (dla bakterii). Zwiazki 51a, 52a, 53, 54 wykazywaty
umiarkowang aktywno$¢ przeciwgrzybowa i przeciwbakteryjng, a wartosci MIC
miescity sie¢ w zakresie 0.125 — 2.0 mg ml*! (Tabela 2). Pochodna 53 w wigkszosci
przypadkow byta bardziej aktywna niz niezredukowana pochodna glukozy 51a,
z ktorej zostata otrzymana. Jesli natomiast poréwna si¢ parami wartosci MIC dla
zwigzkéw 5lai52a oraz 53 i 54 mozna zauwazy¢, iz N-acetylowanie nieznacznie
poprawito aktywno$¢ przeciwbakteryjng pochodnych. Estry metylowe (51b oraz
52b) okazaty si¢ natomiast nieaktywne biologicznie. Pozostate wyniki badan oraz
modelowania molekularnego zostaly opublikowane w literaturze.’®® Badania
na aktywno$¢ przeciwgrzybowa i selektywna toksyczno$¢ zostaly wykonane
w Katedrze Technologii Lekéw i Biochemii Politechniki Gdanskiej oraz
w Katedrze Mikrobiologii, Immunologii i Genetyki Uniwersytetu Wiedenskiego.

Tabela 2. Aktywno$¢ przeciwgrzybowa i przeciwbakteryjna pochodnych 51a-54.

Warto$¢ MIC (mg ml?)

Kterii ,
Zwizek Szczepy bakterii Szczepy grzybow

SA SE EC PA |CAL| CG | CK | CAR

5la 10 ( 20| 20| 20| 10| 20 | 1.0 | 05

51b >40 | >4.0|>4.0|>4.0|>40|>4.0|>4.0| >4.0

52a 05 | 10| 05| 10 | 05 |0.25]0.25]| 0.25

52b >40 | >4.0|>4.0|>4.0|>4.0|>4.0|>4.0| >4.0

53 025|110 05| 05|10 | 10| 05| 05

54 0125(025| 05 | 025| 1.0 | 05 | 0.5 | 0.25

SA - Staphylococcus aureus; SE — Staphylococcus epidermidis; EC — Escherichia coli;
PA — Pseudomonas aeruginosa; CAL- Candida albicans; CG — Candida glabrata; CK —
Candida krusei; CAR — Candida arborea
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4. Synteza koniugatow makrolidéw polienowych z nanonosnikami

We wspolpracy z dr inz. Andrzejem Skwareckim otrzymalismy
dwanascie koniugatow amfoterycyny B i nystatyny Ai z tzw. ‘parasolami
molekularnymi' (Rysunek 13). Zatozylismy, ze koniugaty makrolidow
polienowych z 'parasolami molekularnymi' beda si¢ charakteryzowaé lepszym
dzialanie w btonie komorki grzybowej, co powinno wptywaé na selektywna
toksycznos$¢ antybiotykow. Wykorzystane przeze mnie do tworzenia koniugatow
parasole molekularne, pochodne spermidyny oraz kwasow deoksycholowego
(55-58) lub cholowego (59, 60), zawierajace taczniki w-aminokwasowe o rdznej
dlugosci tancucha weglowego zostaly zsyntezowane w Katedrze Chemii
Organicznej Politechniki Gdanskiej przez dr inz. Andrzeja Skwareckiego
W oparciu o prace Janouta et al.% oraz Okahaty et al.*®

Cl HO

HO

B B B B
N BN~

Cl HO
HO

59 n=4 HO
60 n=6

Rysunek 13.
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AmB lub NYS

(o}

NSU-Fmoc
DMF/MeOH
Fmoc-AmB lub Fmoc-NYS
H ] 4 1
N~y TDBTU
o) H DMF/DIPEA
(y O
D
H;NT 0] ,
1 HO Fmoc- AmB Fmoc NYS\N
R ~N )
N lub N.
55-58 R=H n=1,2,4,6 N
OH 59-60 R=OH n=4,6 61
HO
1. DMF/NEt,
2. DMF/piperydyna
(@]
\/\/\N/\/\N
H
(y O
i
HO
R, R
63 R=H R;=AmB n-=I HO
64 R=H R;=AmB n=2
65 R=H R,=AmB n=4
66 R=H R,=AmB n=6
67 R=H R;=NYS n=1
68 R=H R,=NYS n=2
69 R=H R;=NYS n=4
70 R=H R,;=NYS n=6
71 R=OH R,;=AmB n=4
72 R=OH R,=AmB n=6
73 R=OH R;=NYS n=4
74 R=OH R,;=NYS n=6
Schemat 44.

Metodyke przytaczania makrolidow polienowych do

'parasoli

molekularnych' opracowatam w oparciu o prace Janouta et al.'*® bazujac

na standardowych metodach tworzenia wigzania amidowego, pomi¢dzy grupami
aminowg parasola i karboksylowa makrolidu. Jako wyj$ciowe substraty
wykorzystatam Fmoc-NYS 1 oraz Fmoc-AmB 4. Do aktywowania grupy
karboksylowej probowatam zastosowaé estry aktywne N-hydroksysukcynimidylowe
oraz 3,4-dihydro-4-okso-1,2,3-benzotriazyn-3-ylowe. Stosunkowo popularna
technika DCC-NSU okazata si¢ nieprzydatng do tworzenia wigzania amidowego
pomiedzy makrolidami a ‘parasolami molekularnymi’, poniewaz w takiej reakcji

powstawala mieszanina wielu produktow, z ktorej nie moglam wyizolowac
wlasciwego. Natomiast aktywacja grupy karboksylowej poprzez tworzenie estru
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aktywnego przy uzyciu TDBTU [tetrafluoroboran N,N,N',N'-tetrametylo-O-(3,4-
dihydro-4-okso-1,2,3-benzotriazyn-3-yl)uroniowy] w $rodowisku zasadowym
prowadzita do otrzymania pozadanych produktow.

A)

«10 7 | +ESI EIC(1100.0000-2400.0000) Scan Frag=120.0V NP6.d
211 * 424796340 1
1273
1.75 1
1.5
1.25-
11 * 12383923
0.75- 10.82
0‘5_ .,

0.25- N - —r

i 2 3 4 5 6 7 & 9 10 1112 13 14 15 16 17 18 19
Counls vs. Acyuisition Time (rmin)

B)

x10 5 |*ESI Scan (12.74 min) Frag=120.0V NP&.d

1916,3125

1.5 859.1071

1164.0915 1717.2064

Lol il . i '“l. [ i

200 400 600 800 _ 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

C)

T — 1916.3125

1915.3065

1917.3156

Rysunek 14. Chromatogram ESI-MS przyktadowego zwiazku 69 — koniugatu nystatyny Ai z ‘parasolem
molekularnym'  pochodng kwasu  deoksycholowego i facznikiem —6-aminoheksanoilowym;
A) — chromatogram HPLC; B) — widmo mas pomierzone dla gtéwnego piku o czasie retecji 12.73 min;
C) — obraz wigzki zawierajacej pozorny pik molekularny [M+1] w widmie mas zwigzku 69 0 masie
1914.2991
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Otrzymane estry 61, 62 izolowatam poprzez wytrgcanie eterem
dietylowym i bezposrednio uzywatam do sprzggania z parasolami molekularnymi
55-58 oraz 59-60 (Schemat 44). Przebieg reakcji monitorowatam za pomocg
TLC, a po ukonczeniu sprzggania do mieszaniny reakcyjnej dodawatam
piperydyny w celu usunigcia grupy ochronnej Fmoc.

Produkty oczyszczatam wykorzystujac technike PLC. W ten sposob
otrzymatam seri¢ nowych, poza jednym 74, koniugatow amfoterycyny B 63-66,
71-72 i nystatyny A1 67—70, 73-74 z parasolami molekularnymi o r6znej dtugosci
lacznika w-aminokwasowego. Struktury otrzymanych potaczen potwierdzitam
poprzez analiz¢ widm 'H NMR oraz spektrometrig mas. Ponadto zostala
wyznaczona czysto$¢ otrzymanych koniugatow za pomoca HPLC/MS.
Przyktadowy chromatogram ESI-MS (Rysunek 14) zostat wykonany
dla koniugatu nystatyny A: z ‘parasolem molekularnym’ pochodnej kwasu
deoksycholowego i tacznikiem 6-aminoheksanoilowym 69. Elektrorozpylanie
(ESI) jest technikg zaliczang do tagodnych metod jonizacji i zwykle nie powoduje
ono fragmentacji badanych czasteczek, dlatego tez jest bardzo czgsto stosowane
w badaniach nad zwiazkami wielkoczasteczkowymi. Jak wida¢ na zatagczonym
chromatogramie koniugat 69 jonizuje w trybie dodatnim, a sygnat o czasie retencji
rownym 12.73 min ma mas¢ 1915.3065 (M+1) odpowiadajaca zwiazkowi o
wzorze CigsHi79NsO23. Otrzymane pochodne byly przekazane do badan na

aktywnos$¢ przeciwgrzybowa oraz selektywna toksyczno$¢ wzgledem krwinek
ludzkich.

4.1. Wyniki badan biologicznych

Badania na aktywno$¢ przeciwgrzybowa i selektywna toksycznos$é
zostaly wykonane w Katedrze Technologii Lekow i Biochemii Politechniki
Gdanskiej. '8

Wszystkie koniugaty 63-74 zostaty przetestowane pod katem aktywnosci
przeciwgrzybowej in vitro na szczepie C. albicans SC 5314 i pozywce
RPMI-1640, dla ktorych okreslono wartosci MICs. W  warunkach
przeprowadzania testow (inkubacja przez 24 godziny w 37 °C w pozywce RPMI-
1640 buforowanej do pH 7.0) nie obserwowano tworzenia si¢ izo-nystatyny —
kontrola HPLC. Ponadto te same zwiazki zostaty przetestowane takze pod katem
aktywnosci hemolitycznej wobec ludzkich erytrocytow, a wartos¢ EHsg okreslono
jako miare tej aktywnosci. Indeks selektywnej toksycznosci zdefiniowano jako
EHso [uM] / MICg [uM] (Tabela 3). Wszystkie koniugaty 63-74 wykazywaty
nizsza aktywno$¢ przeciw szczepowi Candida niz zwigzki wyjsciowe —
amfoterycyna B i nystatyna Ai. Najnizsza roznicg¢ pomiedzy wartosciami MICgo
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stwierdzono w przypadku koniugatow 66, 71 i 72. Pod wzgledem stezen
molowych MIC tych zwigzkéw byly prawie takie same, jak w przypadku
macierzystego antybiotyku. Co ciekawe, w przypadku koniugatow makrolidow
polienowych z parasolami molekularnymi na bazie kwasu deoksycholowego
(63-66), dlugo$¢ Itacznika  w-aminokwasowego  okresla  aktywnosé
przeciwgrzybowa. Koniugaty z krotkimi tgcznikami 63 (n = 1), 64 (n = 2),
wykazaly znacznie nizszg aktywno$¢ niz ich odpowiedniki z dluzszymi
tacznikami — 65 (n = 4) i 66 (n = 6). Natomiast koniugaty z parasolami
molekularnymi na bazie kwasu cholowego 71 (n = 4) i 72 (n = 6) wykazywaty
podobne dziatanie przeciwgrzybowe do substancji referencyjnej. Wszystkie
koniugaty nystatyny A: byty zdecydowanie mniej aktywne niz sama NYS Ay,
a MICg najbardziej aktywnego koniugatu 68 (n = 2) byt prawie dziewigciokrotnie
wyzszy niz NYS Aj.

Tabela 3. Aktywno$¢ przeciwgrzybowa oraz hemolityczna dla AmB, nystatyny oraz ich
koniugatéw z ‘parasolami molekularnymi’.

Zwiazek AmB 63 64 65 66 71 72

MICso 0.3/ 7.1/ 5.5/ 1.8/ 0.9/ 1.0/ | 0.6/
[ugmLYuM] | 0.32 3.8 2.0 094 | 046 | 052 | 0.44
EHso

40/ | 85/ | 127 | 15/ | 31y | 421 | 64/
1
[ug mL/uM] | 4 4 4.6 64 | 785 | 16 22 | 325

ISt 134 | 12 | 319 | 835 | 348 | 423 | 73.9
Zwiazek NYS | 67 68 69 | 70 | 73 | 74
MICo 08 | 18/ | 14/ | 33 | 38 | 45 | 127
[ugmLuM] | 086 | 9.62 | 7.42 | 17.2 | 196 | 235 | 643
EHso

41/ 6.5/ 5.0/ 24/ 37/ 47/

-1
(ngmLwM] | 443 | 35 | 265 | 125 | 191 | 245 | NO

st 515 | 036 | 036 | 073 | 094 | 104 | -

i.s.t —indeks selektywnej toksycznosci, NO — nie okreslono.

Paradoksalnie, najnizsza aktywnos$¢ stwierdzono dla koniugatu NYS 74,
ktory jest odpowiednikiem najbardziej aktywnego koniugatu AmB 72.
Stwierdzono jakosciowg roznice miedzy czynnosciami hemolitycznymi
koniugatow AmB i NYS Ai. Te pierwsze byly mniej hemolityczne niz AmB,
podczas gdy wartosci EHso tych drugich byly nizsze niz NYS Ai. Indeks
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selektywnej toksycznosci trzech koniugatow AmB 66, 71 i 72 byt lepszy niz dla
AmB, podczas gdy dla wigkszosci pochodnych nystatyny A: wartosci EHso byty
nizsze niz MICg, czego konsekwencja jest nizsza selektywna toksycznos¢
wszystkich koniugatow NYS Aj niz samej substancji referencyjne;.

Koniugaty, ktore posiadaty najlepsze wtasciwosci 66, 68 i 72 przebadano
pod katem aktywnosci przeciwgrzybowej dla siedmiu gatunkéw Candida
i Sacharomyces cerevisiae (Tabela 4). W wigkszosci przypadkow wartosci MIC
dla koniugatow 66 i 72 byly wyzsze niz wartosci dla AmB, szczegdlnie roznica
ta byla widoczna w przypadku gatunku C. tropicalis. Interesujacy jest fakt,
ze warto$ci MIC koniugatow 66 oraz 72 przeciwko szczepowi C. albicans B4,
lekoopornemu ze wzgledu na nadekspresje genu MDR1, byly 2-4 krotnie wyzsze
niz w przypadku nie opornego.

Tabela 4. Aktywno$¢ przeciwgrzybowa in vitro dla wybranych koniugatow 66, 68, 72 oraz AmB
i NYS Az

M|C5o [ugml'l]
AmB | 66 72 | NYS | 68

C. albicans ATCC 10231 | 0.3 | 0.7 | 025 | 0.7 | 12
C. albicans B3 03 (08|04 | 10 | 13
C. albicans B4 04 | 23 |13 | 12 | 10
C. glabrata 03 | 27 | 13 | 045 16
C. krusei 05 30|15 09 | 17
C. parapsilosis 06 | 07 | 1.7 | 11 | 15
C. tropicalis 04 |125| 24 | 08 | 34
S. cerevisiae 02 (075 06 | 0.7 | 3.0

MICg [pg ml?]
AmB | 66 72 | NYS | 68

C. albicans ATCC 10231 | 04 | 08 | 05 | 1.0 | 15
C. albicans B3 05 |09 075 11 | 15
C. albicans B4 05 | 36 | 16 | 09 | 15
C. glabrata 04 | 36 | 1.7 | 08 | 22
C. krusei 06 [375| 18 | 10 | 31
C. parapsilosis 07 | 12 | 09 | 13 | 16
C. tropicalis 0.5 16 | 32 | 14 | 40
S. cerevisiae 03 |09 | 08 | 07 | 3.8

97


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Wybrane koniugaty (64, 66, 68 oraz 72) przebadano pod katem
cytotoksyczno$ci wobec trzech linii komorek ssaczych: komorek nabtonkowych
nerki $wini LLC-PKI1, ludzkich embrionalnych komérek nerki HEK-293T
i ludzkich komoérek raka watrobowokomorkowego HepG2 (Tabela 5). Wszystkie
koniugaty AmB byly mniej cytotoksyczne niz AmB. Rodznica pomiedzy
warto$ciami ICso koniugatow 64, 66 i 72, a wartoscig ICso dla AmB byla
szczegolnie duza w przypadku komorek Hep G2, a najnizsza w komorkach
LLC-PK1. Natomiast koniugat NYS 68 byl mniej cytotoksyczny niz sama
nystatyna A; tylko w stosunku do komoérek Hep G2.

Tabela 5. Cytotoksyczno§¢ AmB, NYS oraz ich koniugatow wobec trzech linii komorek ssaczych.

. ICs0+SD [pug ml?]
Zwiazek T PSR P
komoérki HEK-293T | komoérki LLC-PK1 | komérki Hep G2
AmB  |0.488 +£0.101 2.688 +£0.950 0.565 +0.111
64 16.708 £3.571 8.471 £1.204 >50
66 5.565 +0.253 6.454 £0.992 25.209 +2.313
68 17.742 +£2.642 15.411+1.018 33.071 £2.907
NYS 6.173 £0.602 11.652 £2.332 7.864 £0.540
72 2.176 £0.122 2.505 +0.397 16.102 +4.089

Podsumowujgc koniugaty AmB z ‘parasolami molekularnymi’ wykazuja
lepsza selektywna toksyczno$¢ niz sam antybiotyk. Z drugiej strony, zastosowanie
tej samej strategii do konstruowania koniugatéw z nystatyng A; nie spowodowato
podobnego efektu, poniewaz otrzymane koniugaty wykazywaty znacznie gorsze
dzialanie przeciwgrzybicze i wyzsza cytotoksyczno$¢ wobec komorek ssaczych
niz sama NYS. Obserwacja ta jest kolejnym dowodem na to, ze strategie
modyfikacji chemicznej AmB majace na celu poprawe selektywnej toksycznosci
tego antybiotyku nie mogg by¢ bezposrednio przeniesione na czasteczke
nystatyny Ai, pomimo widocznej analogii strukturalnej migdzy tymi
antybiotykami.
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5. Podsumowanie i wnioski koncowe

Celem badan, ktérych wyniki opisano w niniejszej rozprawie doktorskiej
bylo zaplanowanie S$ciezek syntetycznych oraz otrzymanie pochodnych
cukrowych, ktore postuzyty do zbadania mozliwosci chemicznych modyfikacji
podstawnikow aminocukrowych w makropierscieniach amfoterycyny B oraz
nystatyny A..

Sprawdzilam mozliwo$¢ zastosowania rdéznych grup ochronnych
do selektywnej ostony grup funkcyjnych makrolidow polienowych. Ich duza
labilno$¢ i wrazliwos¢ na wysoka temperaturg, $wiatlo oraz silnie zasadowe
i kwasne pH, wymagata ode mnie przetestowania i zoptymalizowania warunkéw
reakcji, tak aby podczas modyfikacji czasteczka makrolidu nie ulegata
rozktadowi. Zmodyfikowatam 1 zoptymalizowatam warunki reakcji
wprowadzania grup ochronnych do czasteczki makrolidow polienowych. Ponadto
przetestowalam rozne warunki przylaczania podstawnikow cukrowych oraz
niecukrowych do aglikonu amfoterycyny B. Wykorzystujac wiasciwosci
nukleofilowe grupy hydroksylowej otrzymanego aglikonu AmB sprawdzitam
mozliwo$¢ utworzenia pochodnych z nastgpujacymi zwigzkami: 3-fluoroaniling,
3-amino-1-propanolem oraz bromkiem 2,3,4,6-tetra-O-acetylo-D-glukozy.
Wybrane pochodne okazaly si¢ zbyt mato reaktywne, a reakcja substytucji
nukleofilowej zaré6wno z weglanem cezu jak i wodorkiem sodu, nie prowadzita
do otrzymania nowych pochodnych AmB. Sprawdzitam mozliwo$¢ utworzenia
wigzania glikozydowego pomigdzy pochodnymi cukrowymi, a otrzymanym
aglikonem amfoterycyny B w wyniku reakcji dehydracyjnej glikozylaciji.
Substratami wykorzystanymi do reakcji byly otrzymane przeze mnie cukry:
2,4,6-tri-O-(trietylosililo)-3-azydo-3-deoksy-D-allopiranoza, 2,4,6-tri-O-(trietylosililo)-
3-azydo-3-deoksy-D-glukopiranoza, 2,3,4,6-tetra-O-acetylo-D-glukopiranoza,
2,3,4,6-tetra-O-benzylo-D-glukopiranoza oraz 3-azydo-2,3,6-trideoksy-D-ksyloza.
Opracowatam i zoptymalizowatam warunki Syntezy chronionych pochodnych
cukrowych, bedacych dogodnymi substratami do reakcji z aglikonem
amfoterycyny B. Standardowymi metodami ochronitam grupy hydroksylowe
cukréw oraz selektywnie wprowadzitam grupe azydowa.

Ponadto zoptymalizowatam metode syntezy koniugatéw amfoterycyny B
oraz nystatyny A; z ‘parasolami molekularnymi’. Uzywana procedura obejmowata
ochrong grupy aminowej makrolidu polienowego, generowanie estru aktywnego
z TDBTU, tworzenie wigzania amidowego z czasteczkg ‘parasola
molekularnego’, a nastgpnie usunigcie grupy ochronnej. Zaproponowana $ciezka
syntezy tego typu pochodnych jest selektywna i wydajna. Koniugaty makrolidow
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polienowych z pochodnymi kwasu doksycholowego oraz potaczenia nystatyny Az
z ‘parasolami molekularnymi’zostaty opisane po raz pierwszy.

Podsumowujgc, na podstawie prac badawczych przeprowadzonych

w ramach niniejszej rozprawy, mozna sformutowac nastgpujgce wnioski:

1.

Wykorzystanie zaplanowanych, zmodyfikowanych procedur umozliwito
otrzymanie catkowicie chronionego aglikonu AmB z grupa hydroksylowa
na atomie wegla C19. Intermediat ten jest dogodnym substratem
do dalszych reakcji modyfikacji podstawnika cukrowego.

Struktura nystatyny A: jest na tyle labilna, ze nie mozna selektywnie
wprowadzi¢ ochron sililowych na grupy hydroksylowe, a co za tym idzie
nie jest mozliwe otrzymanie chronionego aglikonu tego makrolidu.

Reakcja substytucji nukleofilowej pomigdzy aglikonem amfoterycyny B
oraz pochodnymi 3-fluoroaniliny, 3-amino-1-propanolu i bromkiem
2,3,4,6-tetra-O-acetylo-D-glukopiranozylu okazata si¢ nieprzydatna
do otrzymywania zmodyfikowanych chemicznie makrolidow polienowych.

Wykorzystujac reakcje dehydracyjnej glikozylacji mozliwe byto
otrzymanie zmodyfikowanych amfoterycyn B, w ktorych do aglikonu
przytaczone sg czasteczki 2,3,4,6-tetra-O-benzylo-D-glukopiranozy oraz
3-azydo-2,3,6-trideoksy-D-ksylozy.

Zaplanowane drogi syntetyczne doprowadzily do otrzymania
pochodnych 3-azydo-: D-allopiranozy, D-glukopiranozy oraz D-ksylozy.

Mozliwe jest otrzymanie potaczen makrolidéw polienowych
z nanono$nikami typu ‘parasoli molekularnych’ pochodnymi kwasoéw
z6tciowych, w ktorych tacznikiem sa m-aminokwasy.

Przeprowadzajac regioselektywnie reakcje na czasteczce N-acetylo-D-
glukozaminy mozliwe bylo otrzymanie nastgpujacych pochodnych:
2-amino-2,6-dideoksy-D-6-sulfoglukopiranozy, N-acetylo-2-amino-2,6-
dideoksy-D-6-sulfoglukopiranozy oraz estréw metylowych obydwu
pochodnych, a takze kwasy: 2-amino-2-deoksy-D-glukitolo-6-sulfonowy
i N-acetylo-2-amino-2-deoksy-D-glukitolo-6-sulfonowy.
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Otrzymane pochodne — koniugaty makrolidéw z ‘parasolami molekularnymi’
oraz pochodne 6-sulfo-D-glukozaminy i glukitoli zostaty poddane badaniom
biologicznym, wykonanymi przez dr inz. Marcina Serockiego i mgr inz.
Dorote Martynow z Katedry Technologii Lekéw i Biochemii PG oraz w
Katedrze  Mikrobiologii, Immunologii i  Genetyki  Uniwersytetu
Wiedenskiego. Badania aktywnoséci przeciwgrzybowej i selektywnej
toksycznosci, pozwolity na sformutowanie nastgpujacych wnioskow:

1. Wszystkie koniugaty makrolidow polienowych z ‘parasolami
molekularnymi’ wykazywaty nizsza aktywno$¢ przeciw szczepowi
Candida niz zwiazki wyjsciowe — amfoterycyna B i nystatyna As.

2. W makrolidach polienowych potaczonych z ‘parasolami molekularnymi’
na bazie kwasu deoksycholowego, dtugo$¢ tacznika m-aminokwasowego
okresla aktywno$¢ przeciwgrzybowa. Koniugaty z krotkimi tgcznikami,
wykazaty znacznie nizszg aktywno$¢ niz ich odpowiedniki z duzszymi
lacznikami.

3. Wszystkie przebadane koniugaty AmB byly mniej cytotoksyczne niz
czasteczka amfoterycyny B.

4. Estry metylowe otrzymanych pochodnych 6-sulfo-D-glukozaminy i
glukitoli byty nieaktywne biologicznie.

5. N-acetylowane pochodne 6-sulfo-D-glukozaminy i glukitoli posiadaty
nieznacznie wyzsza aktywnos¢ przeciwbakteryjng niz ich odpowiedniki
bez grupy acetylowe;j.
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Czes¢ eksperymentalna

1. Aparatura

Magnetyczny rezonans jadrowy. Widma jedno- i dwuwymiarowe 'H
i BC NMR, zostaly wykonane w Miedzyuczelnianym Laboratorium NMR
Politechniki Gdanskiej, Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego w Gdansku, za pomocg Unity 500 plus firmy Varian (500 MHz),
a takze w Katedrze Chemii Nieorganicznej Politechniki Gdanskiej przy uzyciu
Bruker Avance Il HD 400 MHz. Jako wzorzec wewngtrzny stosowano
tetrametylosilan.

Spektroskopia w podczerwieni. Widma w podczerwieni wykonano
w Katedrze Chemii Nieorganicznej Politechniki Gdanskiej przy uzyciu aparatu
Nicolet i S50 FT-IR.

Spektrometria mas. Analiz¢ HRMS-ESI przeprowadzono na aparacie
Agilent Technologies 6540 UHD Accurate — Mass Q-TOF LC/MS.

Polarymetr. Skrecalno$¢ plaszczyzny $wiatta  spolaryzowanego
zmierzono za pomocg aparatu Rudolph Autopol II przy dtugosci fali A=589 nm.

Kriometr. Temperatur¢ topnienia ciat statych zmierzono technika
otwartej kapilary. Otrzymane temperatury topnienia zwigzkow nie byly
korygowane.

Plytki TLC i Zel krzemionkowy. Do chromatografii TLC zastosowano
ptytki aluminiowe TLC Silica gel 60 F254 firmy Merck o grubosci 0.2 mm.
Do chromatografii kolumnowej zastosowano zel krzemionkowy Geduran®Si 60
(40-63 um) firmy Merck. Do cienkowarstwowej chromatografii preparatywnej
uzywano ptytek szklanych pokrytych zelem Silica gel 60 firmy Merck o grubosci
0.5; 1 oraz 2 mm.

Lampa UV. Do detekcji ptytek TLC stosowano lampe UV Benda Typ
Nu-4 KL o dhugosci fali A=254 oraz 366 nm.

Wywolywacze plytek TLC. Jako wywolywaczy plytek TLC uzyto:
ninhydryne, roztwor KMnOg, pary jodu oraz roztwory: molibdenowo-cerowy
1 anyzowy.

Reagenty i rozpuszczalniki. Reagenty i rozpuszczalniki pochodzity
ze zrodet komercyjnych firm Merck, SigmaAldrich, Alfa Aesar oraz POCH.
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2. Synteza chronionych aglikonow makrolidow polienowych

Uwaga: Wszystkie reakcje prowadzone byly w atmosferze gazu obojetnego —
argonu, w bezwodnych rozpuszczalnikach.

2.1. N-(9-Fluorenylmetoksykarbonylo)-makrolid polienowy — procedura
ogolna

0.1 mmola makrolidu polienowego oraz 70 mg (0.2 mmola) F-moc
sukcynimidu rozpuszczono w 6 ml mieszaniny DMF:MeOH (2:1 v/v) i dodano
0.56 ml (0.7 mmola) pirydyny. Powstaly roztwor mieszano przez 12 h
w temperaturze pokojowej. Po zakonczeniu reakcji mieszaning wkroplono do 140
ml eteru dietylowego w 0 °C. Wytracony osad odsaczono i suszono pod prdznia
przez 1 h, a nastepnie uzyto do kolejnego etapu bez dodatkowego oczyszczania.

N-(9-Fluorenylmetoksykarbonylo)-nystatyna A; (1)

Wychodzac z 100 mg (0.1 mmola)
nystatyny A; otrzymano 110 mg (0.09
mmol, 92%) oleistego ciala stalego R¢0.45
W (CHCl3:MeOH:H,0 4:1:0.1 v/v)

OH NHFmoc

HRMS-ESI: m/z obliczone dla CsoHgsNO1g: 1147.5716; znalezione 1148.5803
[M+1]*

'H NMR (pirydyna-ds) & [ppm]: 7.83 (d, J = 7.3 Hz, 2H), 7.67 (t, J = 6.2 Hz,
2H), 7.36 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 7.19 (m, 2H), 6.96 — 5.53 (m, 12H), 4.95 — 3.99
(m, 16H), 3.84 (d, J = 14.6 Hz, 1H), 3.66 — 3.50 (m, 2H), 3.38 — 3.12 (m, 3H),
2.98 - 1.77 (m, 30H), 1.57 — 1.38 (m, 6H), 1.30 (d, J = 6.3 Hz, 3H), 1.15 — 1.00
(m, 4H), 0.83 (d, J = 13.7 Hz, 3H).
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N-(9-Fluorenylmetoksykarbonylo)-amfoterycyna B (4)

Wychodzac z 100 mg (0.11 mmola)
amfoterycyny B otrzymano 118 mg
(0.0 mmola, 95%) produktu 4,
Rs 0.45 (CHCI3:MeOH:H,0 4:1:0.1
VIV).

MS-ESI: m/z obliczone dla Cs2HgsNO19: 1145.5559; znalezione 1146.5641 [M+1]".

'H NMR (pirydyna-ds) & [ppm]: 8.49 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 7.86 — 7.79 (m, 2H),
7.69 (dd, J=11.3i 7.6 Hz, 2H), 7.38 (dd, J = 13.7 i 7.1 Hz, 2H), 7.26 — 7.19 (m,
2H), 6.83 — 6.29 (m, 14H), 5.86 (d, J = 4.8 Hz, 1H), 5.53 (dd, J = 15.0i 10.1 Hz,
2H), 5.34 - 5.27 (m, 1H), 5.25 - 5.15 (m, 1H), 5.02 (m, 1H), 4.95 — 4.85 (m,
1H), 4.71 (t, J = 9.5 Hz, 1H), 4.60 (d, J = 3.0 Hz, 1H), 4.57 — 4.45 (m, 2H), 4.45
—4.37 (m, 2H), 4.31 (t, J=7.2 Hz, 1H), 4.18 (t, J = 9.6 Hz, 1H), 4.08 (t, J = 9.6
Hz, 2H), 3.69 (dt, J = 19.5i 8.3 Hz, 2H), 3.43 (d, J = 9.3 Hz, 1H), 2.99 (t, J =
10.4 Hz, 1H), 2.73 — 2.82 (m, 7H), 2.67 (m, 7H), 2.51 — 2.40 (m, 2H), 2.28 —
1.94 (m, 6H), 1.92 — 1.69 (m, 5H), 1.55 (d, J = 6.1 Hz, 3H), 1.48 (d, J = 6.4 Hz,
3H), 1.30 (d, J = 6.4 Hz, 3H), 1.26 (d, J = 7.1 Hz, 3H).

2.2. Ketal metylowy makrolidu polienowego — procedura ogoélna

Pochodng Fmoc-makrolidu polienowego (0.12 mmola) rozpuszczono
w 8 ml mieszaniny THF:MeOH (1:1 v/v). Otrzymany roztwor ochtodzono
do 0 °C, a nastgpnie dodano 15 mg (0.05 mmola) kwasu kamforosulfonowego.
Przez 2 h utrzymywano temperatur¢ 0 °C, a nast¢pnie dodano 8 pl (0.06 mmola)
TEA. Wytracony osad odsaczono, a powstatg mieszaning zatezano do momentu
wypadania produktu, wtedy wkroplono ja do eteru dietylowego. Otrzymany osad
odsaczono i suszono dodajac kilkukrotnie acetonitrylu (3x15 ml), a nastepnie
odparowujgc rozpuszczalnik pod zmniejszonym cisnieniem. Osad suszono pod
zmniejszonym ci$nieniem (6 mm Hg) przez 8 h.
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Ketal metylowy nystatyny A (2)

Wychodzac z 140 mg (0.12 mmola)
pochodnej Fmoc-NYS 1 otrzymano 107
mg (0.09 mmola, 76%) zbttego, oleistego
ciata statego R¢0.45 (CHCl3:MeOH:H;0
4:1:0.1 viv).

'H NMR (pirydyna-ds) & [ppm]: 7.83 (d, J = 7.3 Hz, 2H), 7.67 (t, J = 6.2 Hz,
2H), 7.36 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 7.19 (m, 2H), 6.96 — 5.53 (m, 12H), 4.95 — 3.99
(m, 16H), 3.84 (d, J = 14.6 Hz, 1H), 3.66 — 3.50 (m, 2H), 3.38 — 3.12

(m, 3H),3.05 (s, 3H) 2.98 — 1.77 (m, 29H), 1.57 — 1.38 (m, 6H), 1.30

(d, J=6.3 Hz, 3H), 1.15 - 1.00 (m, 4H), 0.83 (d, J = 13.7 Hz, 3H).

Ketal metylowy amfoterycyny B (5)

Wychodzac z 100 mg (0.09 mmola)
Fmoc-AmB 4 otrzymano 97 mg
(0.08 mmola, 96%), Rs 0.45
(CHClI3:MeOH:H20 4:1:0.1 v/v).

'H NMR (pirydyna-ds) & [ppm]: 7.87 — 7.80 (m, 2H), 7.67 (t, J = 8.1 Hz, 2H),
7.38 (dt, J =12.8i 6.3 Hz, 2H), 7.22 (m, 2H), 6.82 — 6.27 (m, 14H), 5.87

(d, J=5.8 Hz, 1H), 5.69 (dd, J = 15.0i 9.5 Hz, 1H), 5.53 (dd, J = 15.1i 10.2 Hz,
1H), 5.31 (dd, J = 21.6 i 12.1 Hz, 1H), 5.09 (dd, J = 15.1 i 7.1 Hz, 1H), 5.03 (m,
1H), 4.95 — 4.87 (m, 1H), 4.76 — 4.68 (m, 2H), 4.57 — 4.48 (m, 4H), 4.31

(dd, J=14.417.2 Hz, 1H), 4.09 (dd, J = 17.2i 7.7 Hz, 2H), 3.80 — 3.52 (m, 2H),
3.28 (s, 3H), 3.06 — 2.95 (m, 1H), 2.86 — 2.43 (m, 6H), 2.30 — 1.69 (m, 12H),
1.55 (dt, J =9.8i 4.9 Hz, 3H), 1.49 (d, J = 6.4 Hz, 3H), 1.46 (d, J = 6.3 Hz, 3H),
1.30 (dt, J = 10.5i 5.2 Hz, 3H).

2.3. Eter nonatrietylosililowy makrolidu polienowego — procedura ogélna

Ketal metylowy makrolidu polienowego (0.09 mmola) zawieszono
w 3 ml rozpuszczalnika i dodano 0.28 ml (2.4 mmola) 2,6-lutydyny. Otrzymana
zawiesing ochtodzono do 0 °C i powoli wkroplono 0.39 ml (2 mmole) TESOTT.
Po 3 h do mieszaniny reakcyjnej dodano wodnego, nasyconego roztworu NaHCOs3
(7 ml). Otrzymana emulsje rozcienczono eterem dietylowym (13 ml), a powstate
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warstwy rozdzielono. Nast¢pnie do warstwy organicznej dodano 5 ml NaHCOs,
przeekstahowano, a powstale warstwy rozdzielono. Warstwe organiczna
przemyto trzema porcjami wody (10 ml), a nastgpnie suszono nad bezwodnym
siarczanem magnezu. Rozpuszczalnik oddestylowano pod zmniejszonym
cisnieniem, a otrzymany olej oczyszczano przy pomocy PLC w ukladzie
heksan:eter dietylowy (3:1 v/v) (R 0.55 heksan:eter dietylowy (3:1 v/v)).

Eter nonatrietylosililowy nystatyny A (3)

OR 100 mg (0.09 mmola) zwigzku 2
zawieszono w heksanie i postepowano
zgodnie z procedura ogdlng — otrzymano
o 15 mg (0.007 mmola, 8%) zwiazku 3

R=SiEt; i .
WHC:;R w postaci oleju.
NHFmoc

OR

.,.0 OR OR OR
‘CH;

'H NMR (pirydyna-ds) & [ppm]: 7.91 (d, J = 7.1 Hz, 2H), 7.77 (t, J = 7.0 Hz,
2H), 7.49 — 7.44 (m, 2H), 7.38 (d, J = 7.1 Hz, 2H), 6.10 — 6.64 (m, 12H), 5.84 —
5.64 (m, 4H), 5.49 —5.35 (m, 2H), 4.85 — 4.07 (m, 18H), 3.96 — 3.42 (m, 10H),
2.30-1.92 (m, 12H), 1.51 - 0.52 (m, 147H).

Eter nonatrietylosililowy amfoterycyny B (6a)

100 mg (0.09 mmola) pochodnej 5
zawieszono w chlorku metylenu,
a nastgpnie postepowano zgodnie
z procedurg ogdlng — otrzymano 97 mg
(0.04 mmola, 51%) zwiazku 6
w postaci zo6ttego oleju, ktory suszono
pod zmniejszonym cisnieniem (6 mmHg) przez 8 h do zestalenia. Rf 0.46
heksan:eter dietylowy (2:1 v/v).

MS-ESI: m/z obliczone dla C117H211SisNO1e: 2186.3499; znalezione 2209.4
[M+Na]*

'H NMR (CDCls) § [ppm]: 7.79 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.62 (d, J = 7.4 Hz, 2H),
7.43 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 7.34 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 6.60 — 6.01 (m, 12H), 5.80

(dd, J = 15.7 i 4.7 Hz, 1H), 5.38 — 5.29 (m, 1H), 5.00 (dd, J = 16.7 i 10.9 Hz,
1H), 4.67 (s, 1H), 4.52 — 4.31 (m, 6H), 4.23 (dd, J = 13.9 i 7.3 Hz, 2H), 4.08 —
3.80 (M, 4H), 3.73 — 3.39 (m, 3H), 3.28 (tt, J = 19.9 i 10.0 Hz, 1H), 3.06 (s, 3H),
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2.58 — 2.37 (m, 3H), 2.31 (dd, J = 13.8 i 6.7 Hz, 1H), 2.08 — 1.49 (m, 9H), 1.33 —
1.16 (m, 8H), 1.09 — 0.81 (m, 93H), 0.78 — 0.44 (m, 54H).

Jako drugi zwigzek uzyskano zolty
olej zidentyfikowany jako produkt
6b (40 mg, 0.02 mmola 25%)

'H NMR (CDCls) & [ppm]: 7.79 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.62 (d, J = 7.4 Hz, 2H),
7.43 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 7.34 (t, = 7.4 Hz, 2H), 6.60 — 6.01 (m, 12H), 5.80
(dd, J=15.7 i 4.7 Hz, 1H), 5.38 — 5.29 (m, 1H), 5.00 (dd, J = 16.7 i 10.9 Hz,
1H), 4.67 (s, 1H), 4.52 — 4.31 (m, 6H), 4.23 (dd, J = 13.9i 7.3 Hz, 2H), 4.08 —
3.80 (m, 4H), 3.73 — 3.39 (m, 3H), 3.28 (tt, J = 19.9i 10.0 Hz, 1H), 2.58 — 2.37
(m, 3H), 2.31 (dd, J = 13.8i 6.7 Hz, 1H), 2.08 — 1.49 (m, 9H), 1.33 — 1.16

(m, 8H), 1.09 — 0.81 (m, 93H), 0.78 — 0.44 (m, 54H).

2.4. Ester allilowy N-Fmoc-nona-O-trietylosilylo-O-metylo-amfoterycyny B (7)

170 mg (0.08 mmola) zwiazku 6
rozpuszczono  w  temperaturze
pokojowej w 3 ml mieszaniny

DMF:MeOH (10:1 A9
0 w temperaturze pokojowej.
R: SiEty 0 CH; .
Woa Nastepnie do otrzymanego roztworu
NHFmoc
OR dodano 0.06 ml (0.34 mmola) DIPEA

i wkroplono 0.26 ml (3 mmole) bromku allilu. Mieszaning reakcyjng mieszano
przez 12 h w temperaturze 5 °C. Po uptywie tego czasu mieszaning poreakcyjna
wylano na 9 ml roztworu wody i nasyconego roztworu NaHCOs (1:1 v/v). Faze
wodng ekstrahowano 4x4 ml eteru dietylowego. Polaczone fazy organiczne
przemyto 5 ml solanki i suszono nad bezwodnym siarczanem magnezu.
Rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym cisnieniem, a otrzymany surowy
olej czyszczono za pomocg PLC w eluencie heksan:eter dietylowy (10:1 v/v).
Oczyszczony zwiazek 7 kilkakrotnie zalano benzenem, co spowodowato jego
sproszkowanie. Powstaly osad suszono przez 8 h pod zmniejszonym ci$nieniem
(6 mm Hg). Otrzymano 110 mg (0.05 mmola, 63%) pochodnej 7 Rf 0.85
(heksan:eter dietylowy 4:1 v/v).

MS-ESI: m/z obliczone dla C120H215SisNO1g: 2226.4; znalezione 2249.4 [M+Na]*
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'H NMR (CDCls) & [ppm]: 7.79 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.62 (d, J = 7.4 Hz, 2H),
7.43 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 7.34 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 6.57-6.50 (m, 2H) 6.40 — 6.01
(m, 14H), 6.06 — 5.99 (m, 1H) 5.80 (dd, J = 15.7 i 4.7 Hz, 1H), 5.38 — 5.29

(m, 1H), 5.00 (dd, J = 16.7 i 10.9 Hz, 1H), 4.67 (s, 1H), 4.52 — 4.31 (m, 6H),
4.23 (dd, J = 13.9i 7.3 Hz, 2H), 4.08 — 3.80 (m, 4H), 3.73 — 3.39 (m, 3H), 3.28
(tt, J = 19.9 i 10.0 Hz, 1H), 3.06 (s, 3H), 2.58 — 2.37 (m, 3H), 2.31 (dd, J = 13.8
i 6.7 Hz, 1H), 2.08 — 1.49 (m, 9H), 1.33 — 1.16 (m, 8H), 1.09 — 0.81 (m, 93H),
0.78 — 0.44 (m, 54H).

2.5. Chroniony heptaenon (8)

160 mg (0.07 mmola) zwigzku 7
rozpuszczono w 5 ml bezwodnego THF
i dodano 234 mg (0.72 mmola)
weglanu cezu. Nastepnie do mieszaniny
reakcyjnej dodano 24 mg (0.11 mmola)
DDQ i cato$¢ mieszano przez 20 minut

R: SiEty

w temperaturze pokojowej. Po zakonczeniu reakcji mieszaning poreakcyjna
wylano na 7 ml nasyconego roztworu wodorowgglanu sodu, a powstatg emulsje
rozcienczono 15 ml wody i ekstrahowano chlorkiem metylenu (10x10 ml).
Potaczone warstwy organiczne przemyto solanka (6 ml), wysuszono nad
bezwodnym siarczanem magnezu i odparowano rozpuszczalniki pod
zmniejszonym ci$nieniem. Otrzymany olej oczyszczono za pomoca PLC
w uktadzie heksan:eter (3:1 v/v) Rt 0.44 (heksan:eter 3:1 v/v)). Otrzymany olej
kilkukrotnie zadano 4 ml benzenu, odparowano rozpuszczalnik pod
zmniejszonym cisnieniem i suszono przez 2h pod zmniejszonym ci$nieniem
(6 mmHg). Otrzymano 70 mg (0.04 mmola, 60%) czerwonego zwigzku 8.

'H NMR (CDCls) 8 [ppm]: 7.79 (dd, J = 15.7 i 11.1 Hz, 1H), 7.06 (dd, J = 21.9

i 7.5 Hz, 1H), 6.73 (dd, J = 14.8 i 9.9 Hz, 1H), 6.57 — 6.46 (m, 2H), 6.38 — 5.92
(m, 10H), 5.39 (dd, J = 17.2i 1.5 Hz, 1H), 5.33 — 5.23 (m, 2H), 4.67 (dd, J = 5.7
i 1.3 Hz, 2H), 4.47 (td, J = 10.5 i 4.7 Hz, 2H), 4.22 — 4.11 (m, 1H), 4.06 — 3.93
(m, 2H), 3.85 — 3.74 (m, 2H), 3.57 (d, J = 9.8 Hz, 1H), 3.23 — 3.13 (m, 1H), 2.92
(s, 3H), 2.59 (dd, J = 17.8 i 3.7 Hz, 1H), 2.45 — 2.33 (m, 3H), 2.00 - 1.15

(m, 17H), 1.14 — 0.38 (m, 111H).
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2.6. Chroniony aglikon amfoterycyny B (9)

100 mg (0.06 mmola) zwiazku 8
rozpuszczono w 4 ml bezwodnej
mieszaniny THF:MeOH (3:1 v/v),
ochtodzono do 0 °C i dodano 23 mg
(0.6 mmola) borowodorku sodu.
Mieszaning reakcyjna mieszano przez
30 minut w temperaturze pokojowej i obserwowano zmiang barwy z czerwonej
na z6ta. Po zakonczeniu reakcji mieszaning poreakcyjng wylano na 5 ml
nasyconego roztworu chlorku amonu. Powstala emulsje¢ rozcienczono eterem

R: SiEty

dietylowym (15 ml). Fazg organiczng przemyto 3x8 ml woda, a nastgpnie 7 ml
solanki. Potaczone fazy wodne powtdrnie ekstrahowano 2x10 ml eteru
dietylowego. Polaczone warstwy organiczne wysuszono nad bezwodnym
siarczanem magnezu i odparowano pod zmniejszonym cisnieniem. Otrzymano
80 mg (0.05 mmola, 80%) zottego oleju 9 Rr 0.4 (heksan:eter 3:1 v/v).

MS-ESI: m/z obliczone dla Cg7H166Si7014: 1631.0662; znalezione 1654.1 [M+Na]*

'H NMR (CDCls) & [ppm]: 6.42 — 5.88 (m, 12H), 5.50 — 5.34 (m, 1H), 5.32 —
5.24 (m, 1H), 4.89 (m, 1H), 4.72 — 4.52 (m, 3H), 4.30 (m, 2H), 4.03 — 3.87

(m, 6H), 3.77 (d, J = 17.5 Hz, 1H), 3.61 — 3.44 (m, 2H), 3.08 (m, 3H), 2.54 —
2.36 (m, 3H), 1.97 — 1.41 (m, 3H), 1.37 — 1.13 (m, 17H), 1.08 — 0.45 (m, 111H).

3. Synteza niecukrowych pochodnych
3.1. N-tert-butoksykarbonylo-4-fluoroanilina (13)

E 1 g (9 mmoli) m-fluoroaniliny rozpuszczono w 10 mi
bezwodnego etanolu, a nastgpnie wkroplono roztwor 2.95 g (13.5
Boc Mmola) Boc,O w 10 ml bezwodnego EtOH. Reakcje prowadzono

N . .

H w temperaturze pokojowej przez 48 h. Produkt oczyszczono za
pomocg chromatografii cieczowej na zelu krzemionkowym w uktadzie
heksan:AcOEt 9:1 v/v. Otrzymano 1.73 g (8 mmoli, 91%) bialego osadu 12 o tt
130-132°C R¢ 0.64 (heksan:AcOEt 8:2 v/v).

IH NMR (CDCls) & [ppm]: 7.34 (d, J = 11.2 Hz, 1H), 7.24 (td, J = 8.2, 6.5 Hz,
1H), 7.03 - 6.97 (m, 1H), 6.75 (tdd, J = 8.3, 2.5, 0.9 Hz, 1H), 6.53 (bs, 1H), 1.55
(s, 9H).
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13C NMR (CDCls) § [ppm]: 164.44, 152.36, 139.9, 130.00, 113.65, 109.74,
109.53, 105.96, 105.69, 80.97, 28.30.

3.2. 3-[(N-tert-butoksykarbonylo)amino]-1-propanol (14)

HO >"n-Bo¢ Do roztworu 1.37 ml (27 mmoli) 3-amino-1-propanolu w 5 ml

H bezwodnego  CH:Cl,,  wkroplono  roztwér  Boc2O
(6.48 g, 30 mmoli) w 15 ml bezwodnego CH:Cl,. Reakcje prowadzono w
temperaturze pokojowej przez 4 h. Produkt oczyszczono za pomocg
chromatografii cieczowej na zelu krzemionkowym w ukladzie heksan:AcOEt
6:4 v/v. Otrzymano 4.1 g (24 mmole, 89%) oleju 13 R¢ 0.72 (heksan:AcOEt 6:4 v/v).

'H NMR (CDCls) 5 [ppm]: 4.89 (s, 1H), 3.66 (g, J = 5.6 Hz, 2H), 3.28
(0, J = 6.2 Hz, 2H), 3.16 (s, 1H), 1.67 (quint, J = 6 Hz, 2H), 1.45 (s, 9H).

3.3. Metanosulfonian 3-[(N-tert-butoksykarbonylo)amino]-1-propylu (16)

0.0 Boc 2 g (12 mmoli) 3-[(N-tert-butoksykarbonylo)amino]-1-
/ ‘OME’ propanolu (14) rozpuszczono w 10 ml pirydyny

i mieszanine ochtodzono do 0 °C. Nastepnie wkroplono 1
ml (13 mmoli) chlorku metanosulfonowego. Reakcj¢ mieszano przez 2 h
w temperaturze 0 °C, a nastgpnie w temperaturze pokojowej przez kolejne 2 h.
Po zakonczeniu reakcji do mieszaniny dodano 50 ml wody i ekstrahowano AcOEt
(3x50 ml). Warstwy organiczne potaczono, wysuszono siarczanem magnezu,
a rozpuszczalnik odparowano. Produkt oczyszczono za pomocg chromatografii
cieczowej na zelu krzemionkowym w uktadzie heksan:AcOEt 8:2 v/v. Uzyskano
1.8 g (7 mmoli, 58%) biatego osadu 16 o tt ponizej 30°C; Rs 0.42 (heksan: AcOEt
9:1 viv).

HRMS-ESI: m/z obliczone dla CeH1sNOsS: 253.0984; znalezione 254.1014
[M+1]*

IH NMR (CDCls) § [ppm]: 4.78 (s, 1H), 4.30 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.27
(dd, J = 11.9, 5.9 Hz, 2H), 3.04 (s, 3H), 1.95 (m, 2H), 1.43 (s, 9H).

13C NMR (CDCls) & [ppm]: 155.98, 67.41, 52.56, 37.38, 28.38, 27.41, 8.61
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4. Synteza pochodnej 3-azydo-2,3,5-trideoksy-D-ksylozy
4.1. O-metylo-2-deoksy-D-ryboza (27) — wedtug zmodyfikowanego przepisu z 1it'®

o W kolbie zabezpieczonej przed dostepem wilgoci ochtodzono
@ ocH, do 0 °C 100 ml bezwodnego metanolu, a nastepnie wkroplono
10 ml chlorku acetylu. T¢ mieszanine reakcyjna mieszano

przez 10 minut w lazni lodowej, a nastepnie przez 30 minut
w temperaturze pokojowej. Nastgpnie kolb¢ =z mieszaning reakcyjna
pozostawiono w temperaturze -20 °C przez kolejne 30 minut. Po uptywie tego
czasu dodano 3 g (37.3 mmola) 2-deoksy-D-rybozy w jednej porcji i mieszano
w temperaturze pokojowej do momentu rozpuszczenia si¢ cukru, po czym

OH

pozostawiono mieszaning reakcyjng w temperaturze -20 °C przez 18 h.
Po zakonczeniu reakcji do mieszaniny poreakcyjnej dodano nasyconego roztworu
Na,CO3z do momentu uzyskania odczynu obojetnego. State sole nicorganiczne
odsaczono, a przesacz oddestylowano pod zmniejszonym cisnieniem. Pozostatos§¢
rozpuszczono w 40 ml AcOEt i przemyto woda, aby oddzieli¢ sole nieorganiczne.
Otrzymano 3.3 g (37.3 mmola, 100%) oleju 27. Rs 0.7 (AcOEt:heksan 1:1 v/v),
[a]2® +35 (c1, CHCls).

HRMS-ESI: m/z obliczone dla C¢H1204: 148.0736; znalezione 149.0548 [M+1]*

'H NMR (CDCls) 8 [ppm]: 5.14 (m, 1H), 4.12 (m, 2H), 3.73 (t, J = 12.2 Hz,
1H), 3.63 (M, 1H), 3.41 (s, 3H), 2.15 (m, 1H), 2.04 (dd, J = 16.8 i 1.5 Hz, 1H).

4.2. O-metylo-2,5-dideoksy-5-jodo-D-ryboza (28)
Uwaga: Reakcje prowadzono w atmosferze argonu.

N o 1 g (6.75 mmola) substratu 27 rozpuszczono w mieszaninie
b“ocm bezwodnego toluenu (10 ml) i acetonitrylu (20 ml). Nastepnie

OH do roztworu dodano 2.6 g (10 mmoli) PPh;, 0.74 ml
(13.5 mmola) imidazolu i porcjami 1.27 g (10 mmola) jodu. Po dodaniu ostatniej
porcji jodu mieszaning reakcyjna ogrzewano do wrzenia przez 3 h do zaniku
substratu (kontrola za pomocg TLC). Po zakonczeniu reakcji i ochtodzeniu
mieszaniny poreakcyjnej do temperatury pokojowej dodano 200 ml eteru
dietylowego, a wytracony osad przesaczono przez Celit, przemywajac go
kilkakrotnie eterem dietylowym oraz chloroformem. Przesacz odparowano pod
zmnigjszonym cisnieniem, a pozostato$¢ oczyszczano za pomocg kolumnowe;j
chromatografii cieczowej na zelu krzemionkowym; stosujac jako eluent
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mieszaning heksan:AcOEt 6:4 v/v. Otrzymano 1 g (3.8 mmola, 57%) oleju 28,
Rt 0.47 (heksan:AcOEt 1:1 v/v), [a]3° +20 (c1, CHCly).

HRMS-ESI: m/z obliczone dla C¢H11103: 257.9735; znalezione 259.0124 [M+1]*

IH NMR (CDCls) § [ppm]: 5.14 (m, 1H), 4.12 (m, 2H), 3.39 (dd, J = 12.3
i 1.6 Hz, 3H), 3.27 (m, 2H), 2.28 (m, 1H), 2.04 (dd, J = 17.3i 7.8 Hz, 1H).

4.3. O-metylo-2,3,5-trideoksy-D-ryboza (29)

0 ocH, 950 mg (3.68 mmola) substratu 28 rozpuszczono w 5 ml
bezwodnego etanolu, dodano 1.75 ml (9.94 mmola) DIPEA,

a nastepnie 103 mg (0.74 mmola) Pd(OH), i przepuszczano
gazowy wodor. Po dwoch dniach, mieszaning poreakcyjng przesgczono przez
Celit, ktory nastepnie przemyto kilkakrotnie etanolem. Przesacz odparowano pod
zmniejszonym ci$nieniem, a pozostato$¢ zadano CCls i odsgczono wytrgcony
biaty osad. Przesacz ponownie odparowano pod zmniejszonym cisnieniem.
Otrzymano 382 mg (2.89 mmola, 79%) produktu 29 bedacego mieszaning dwoch
anomerow o i B w stosunku 1:1, R¢ 0.32 (heksan:AcOEt 1:1 v/v).

OH

HRMS-ESI: m/z obliczone dla CsHgN3zO,: 143.0695; znalezione 144.0379
[M+1]"

IH NMR (CDCls) 8 [ppm]: 5.11 — 5.05 (m, 2H), 4.26 — 4.17 (m, 2H), 4.01
(m, 2H), 3.89 (bs, 1H), 3.39 (s, 3H), 3.37 (s, 3H), 2.31 — 1.96 (m, 4H), 1.32
(d, J = 6.5 Hz, 3H), 1.20 (d, J = 6.6 Hz, 3H).

4.4. O-metylo-3-azydo-2,3,5-trideoksy-D-ksyloza (31)
Uwaga: Reakcje prowadzono w atmosferze argonu.

o 0.5 g (3.78 mmola) zwigzku 29 rozpuszczono w 20 ml
@WOCHs bezwodnego dichlorometanu. Roztwor ochtodzono do -60 °C
intensywnie mieszajac, a nastgpnie dodano 0.6 ml (7.56

mmola) pirydyny i wkroplono powoli 0.95 ml (5.67 mmola) Tf,O. Po zakonczeniu
wkraplania bezwodnika mieszaning reakcyjng ogrzano do temperatury 0 °C przez
2 h, a nastepnie rozcienczono zawartos¢ kolby 50 ml chloroformu i 50 ml 2N HCI.
Warstwe organiczng oddzielono, przemyto woda, wysuszono nad bezwodnym
siarczanem magnezu i odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Pozostatos¢
zawierajaca pochodna 30 rozpuszczono w 10 ml DMF, dodano 740 mg
(11.34 mmola) azydku sodu i powstala zawiesing mieszano w temperaturze
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pokojowej przez 2 h. Po zakonczeniu reakcji odsgczono nadmiar azydku sodu,
roztwdr zatgzono, a pozostalo§¢ oczyszczono za pomoca chromatografii
cieczowej na zelu krzemionkowym w eluencie heksan:eter dietylowy 2:1 v/v.
Otrzymano 290 mg produktu 31 (1.84 mmola, 49% po dwoch etapach), ktory
udato rozdzieli¢ si¢ na dwa anomery w stosunku masowym 1:1, a: Rf 0.59;
B: Rf 0.50 (AcOEt:heksan 3:7 v/v)

Anomer o: *H NMR (CDCls) 8 [ppm]: 5.12 (dd, J = 5.7 i 3.1 Hz, 1H), 4.21
(qt, J=9.7i 4.9 Hz, 1H), 3.92 (ddd, J = 6.6 i 4.1 i 2.4 Hz, 1H), 3.39 (s, 3H),
2.36 (ddd, J = 14.7; 5.7 i 2.4 Hz, 1H), 2.25 (ddd, J = 14.7 i 6.7 i 3.1 Hz, 1H),
1.36 (d, J = 6.3 Hz, 3H).

Anomer B: *H NMR (CDCls) & [ppm]: 5.01 (dd, J = 5.8 i 1.5 Hz, 1H), 4.23
(m, 1H), 3.98 (ddd, J = 7.2; 5.1 i 2.3 Hz, 1H), 3.41 (s, 3H), 2.38 (ddd, J = 14.3;
7.0 5.9 Hz, 1H), 2.18 (m, 1H), 1.39 (d, J = 6.4 Hz, 3H).

4.5, 3-azydo-2,3,5-trideoksy-D-ksyloza (19)

o) 50 mg (0.32 mmola) zwigzku 31 rozpuszczono w 2 ml 80%
OH " kwasu octowego. Nastgpnie roztwér ogrzano do temperatury
60°C, ktora utrzymywano przez 30 minut. Po tym czasie

N3

mieszaning reakcyjna ochtodzono do temperatury pokojowej, oddestylowano
rozpuszczalnik pod zmniejszonym cis$nieniem, a pozostato$¢ oczyszczono
za pomocg PLC w uktadzie heksan:AcOEt (7:3 v/v). Otrzymano 30 mg
(0.21 mmola, 67%) produktu 19, ktory byt mieszaning dwoch anomeréw oraz
formy liniowe;j.

HRMS-ESI: m/z obliczone dla CsHgN3: 143.0695; znalezione 144.0489 [M+1]*

'H NMR (CDCls) 5 [ppm]: 5.66 (dd, J = 5.3 i 3.3 Hz, 1H), 5.41 (t, J = 6.6 Hz,
0.4H), 4.38 (qd, J = 6.3, 4.3 Hz, 1H), 4.18 — 4.09 (m, 0.4H), 4.04 — 3.91 (m, 2H),
2.43 - 2.14 (m, 3H), 1.43 (d, J = 6.4 Hz, 1H), 1.33 (d, J = 6.3 Hz, 3H).

5. Synteza pochodnych 3-azydo-3-deoksy-D-heksoz
5.1. 1,2;5,6-di-O-izopropylideno-a-D-glukofuranoza (33)

Zwiazek 33 otrzymano wg lit.’®" jako biaty bezpostaciowy osad
O
‘Y il 0 tt 106.2-107.8 °C (heksan); [a]3° -12 (c1, CHCls)

lit. tt 106-7 °C; [a]25-12 (c1, CHCls) %7
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5.2. 1,2;5,6-di-O-izopropylideno-3-okso-a-D-glukofuranoza (40)

Ao Zwiazek 40 otrzymano wg lit.1° Produkt izolowano za pomoca

ﬁ/ i chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym, stosujac

© 0A< jako eluent: heksan:AcOEt 1:1 v/v. Otrzymano biate krysztaty

o tt 99.8-101.8 °C (AcOEt/heksan); [a]?® +35 (cl, CHCls); R¢ 0.57
(AcOEt/heksan 1:1 v/v).

lit. tt 127-9 °C, wyd. 94%,7° tt 108-112 °C, [a]Z5+40 (c2, CHCls)!°

'H NMR (CDCls) 3[ppm]: 4.42 — 4.46 (m, 1H), 4.38 — 4.40 (m, 1H), 4.34 — 4.38
(m, 2H), 4.08 — 4.16 (m, 2H),1.34 — 1.44 (s, 12H)

5.3. 1,2;5,6-di-O-izopropylideno-a-D-allofuranoza (41)

oo Zwigzek 41 otrzymano wg lit'® W wyniku redukgji
%//?q) powstaja dwa produkty, ktore rozdzielono za pomoca
OH 0g< chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym,
stosujagc  jako eluent: heksan/octan etylu 2:1 v/v.

Po krystalizacji z CHCls/heksan; otrzymano biate krysztaty o tt 73.1-74.9 °C,
[a]2® +38 (c1, CHCIs), R 0.45 (AcOEt/heksan 1:1 v/v). lit. olej'®

'H NMR (CDCls) 5 [ppm]: 5.83 (d, J = 3.8 Hz, 1H), 4.67 — 4.58 (m, 1H), 4.39 —
4.26 (m, 1H), 4.19 — 3.98 (m, 3H), 3.83 (dd, J = 8.5 4.7 Hz, 1H), 2.57
(d, J = 8.4 Hz, 1H), 1.60 (s, 3H), 1.48 (s, 3H), 1.40 (s, 3H), 1.39 (s, 3H).

5.4.1,2;5,6-di-O-izopropylideno-3-O-trifluorometanosulfonylo-a-D-furanoza
— procedura ogdlna

Uwaga: Reakcje prowadzono w atmosferze argonu.

1,2;5,6-di-O-izopropylideno-o-D-furanoze (5.15 mmola) rozpuszczono
w 100 ml bezwodnego CHCl, i dodano 1.6 ml (19.6 mmola) pirydyny,
mieszaning reakcyjna ochtodzono do -10 °C, a nastgpnie powoli wkroplono 1.2
ml (7.21 mmola) Tf.O i mieszano do osiagni¢cia temperatury pokojowe;.
Po zakonczeniu reakcji do mieszaniny poreakcyjnej dodano 200 ml nasyconego
roztworu NaHCOs, po czym ekstrahowano ja 3x100 ml CHCl,. Nastepnie
warstwe organiczng przemyto 120 ml wody. Frakcje organiczne polaczono,
suszono nad siarczanem magnezu, a nastepnie rozpuszczalnik odparowano pod
zmniejszonym ci$nieniem. Otrzymany olej oczyszczano stosujac chromatografie
kolumnowg na zelu krzemionkowym w uktadzie heksan:eter dietylowy (2:1 v/v).
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1,2;5,6-di-O-izopropylideno-3-O-trifluorometanosulfonylo-a-D-gluko-
furanoza (34)

Wychodzac z 1.34 g (5.15 mmola) substratu 33 otrzymano

S o \srr 1.92 g produktu 34 (4.8 mmola, 95%) o tt 69.8-71.4 °C,
‘>/ Q [a]%® -43 (c1, CHCIs); R¢ 0.58 heksan:eter dietylowy (2:1
0 vIv).

HRMS-ESI: m/z abliczone dla C13H19F3S0s: 392.0753; znalezione 393.0357 [M+1]*

'H NMR (CDCls) & [ppm]: 6.01 (d, J = 3.7 Hz, 1H), 5.28 (d, J = 1.9 Hz, 1H),
4.78 (d, J = 3.7 Hz, 1H), 4.27 — 4.13 (m, 3H), 3.99 (dd, J = 8.6, 4.2 Hz, 1H),
1.53 (s, 3H), 1.45 (s, 3H), 1.36 (s, 3H), 1.35 (s, 3H).

13C NMR (CDCls) § [ppm]: 123.15, 119.97, 116.79, 113.62, 113.10, 109.84,
104.99, 88.16, 83.23, 79.87, 77.22, 71.69, 67.58, 26.77, 26.54, 26.22, 24.83.

1,2;5,6-di-O-izopropylideno-3-O-trifluorometanosulfonylo-a-D-allofuranoza
(42)

Wychodzac z 2 g (7.7 mmola) 1,2;5,6-di-O-izopropylideno-a-D-

Oﬁﬁ? allofuranozy (41) otrzymano produkt 42 w postaci oleju
orfofx< (2.55 g, 6.5 mmola, 85%), Rt 0.42 (heksan:Et,O 2:1 v/v)

HRMS-ESI: m/z obliczone dla C13H19F3SOs: 392.0753; znalezione 393.0387
[M+1]"

'H NMR (CDCls) & [ppm]: 5.86 (d, J = 3.8 Hz, 1H), 4.93 (dt, J = 9.6, 4.8 Hz,
1H), 4.79 (dd, J = 5.1, 3.9 Hz, 1H), 4.25 — 4.11 (m, 3H), 3.96 — 3.90 (M, 1H),
1.60 (d, J = 8.6 Hz, 3H), 1.47 (s, 3H), 1.41 (s, 3H), 1.37 (s, 3H)

5.5. 1,2;5,6-di-O-izopropylideno-3-azydo-3-deoksy-a-D-allofuranoza (34a)

o o 3 g (7.6 mmola) zwigzku 34 rozpuszczono w mieszaninie
yﬁw 15 ml DMF i 1.5 ml H20, a nastgpnie dodano 4.96 g
N, Oi< (76 mmoli) azydku sodu. Mieszaning reakcyjng
termostatowano w temperaturze 90 °C przez 15 h.

Po ochtodzeniu zawiesiny dodano do niej 80 ml wody i czterokrotnie
ekstrahowano chloroformem (4x80 ml). Potgczone frakcje organiczne przemyto
woda (4%20 ml), a nastgpnie wysuszono przy uzyciu siarczanu magnezu.
Chloroform odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem uzyskujgc surowy,
oleisty produkt, ktory oczyszczano przy uzyciu chromatografii kolumnowej. Faze
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stacjonarng stanowil Zzel krzemionkowy, za$ jako eluent zastosowano heksan —
produkt opuszczal kolumne jako drugi. Uzyskano 1.2 g (4.2 mmola, 60%)
produktu 35a w postaci zestalajacego sie oleju; [a]3> +59 (c1, CHCl5)

HRMS-ESI: m/z obliczone dla Ci2H19N3Os: 285.1325; znalezione
258.1403 [M-No+1]"

'H NMR (CDCls) & [ppm]: 5.81 (d, J = 3.7 Hz, 1H), 4.75 (dd, J = 4.6 i 3.8 Hz,
1H), 4.19 (m, 2H), 4.07 — 3.96 (m, 2H), 3.55 (dd, J =9.1i 4.8 Hz, 1H), 1.60

(s, 3H), 1.51 (s, 3H), 1.40 (s, 3H), 1.38 (s, 3H).

13C NMR (CDCls) & [ppm]: 113.25, 110.09, 103.94, 80.57, 78.06, 77.23, 75.77,
66.76, 62.61, 26.50, 26.44, 26.28, 25.07.

Jako drugi zwigzek uzyskano biate krysztaty o tt 42 °C
Qo \0 zidentyfikowane jako produkt eliminacji 35b (500 mg,
0 2 mmola 50%)
0A<

'H NMR (CDCls) & [ppm]: 6.10 (d, J = 5.3 Hz, 1H), 5.32
(m, 1H), 5.26 (dd, J = 2.3 i 1.1 Hz, 1H), 4.60 (dd, J = 6.8 i 5.8 Hz, 1H), 4.17
(dd, J = 8.4 6.8 Hz, 1H), 3.99 (dd, J = 8.4 i 5.8 Hz, 1H), 1.49 (s, 6H), 1.46
(s, 3H), 1.41 (s, 3H).

5.6. 1,2;5,6-di-O-izopropylideno-3-azydo-3-deoksy-a-D-glukofuranoza (43)

o5 o 1.9 g (4.8 mmola) pochodnej triflatowej 42 rozpuszczono

%/ N ! w mieszaninie tetrahydrofuranu (30 ml) i wody (2 ml),

0A< a nastepnie dodano 2.5 g (38.7 mmola) azydku sodu.

Zawiesing ogrzewano przez 24 h. Po zakonczeniu reakcji

produkt izolowano w analogiczny sposob jak zwigzek 34. Produkt 43 oczyszczano

za pomocg chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym, jako eluent

stosujgc heksan. Otrzymano 990 mg (3.5 mmola, 70%) oleju 43, o [a]3® -37 (c1,

CHCls); Rf 0.39 w uktadzie heksan:eter dietylowy 2:1 v/v. lit. [a]3® -36 (c0.65,
CHCI3);'" olej.t"®

HRMS-ESI: m/z obliczone dla C12H19N3Os: 285.1325, znalezione
258.1623 [M-No+1]*

IR vn=n=n 2100 cm? (lit. IR KBr vn=n=n 2100 cmt)i7t

'H NMR (400 MHz, CDCls) & [ppm]: 5.88 (d, J = 3.6 Hz, 1H), 4.64
(d, J =3.6 Hz, 1H), 4.26 (m, 1H), 4.18 — 4.09 (m, 3H), 4.00 (dd, J = 8.7 i 4.8 Hz,
1H), 1.54 (s, 3H), 1.46 (s, 3H), 1.39 (s, 3H), 1.35 (s, 3H).
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13C NMR (CDCls) § [ppm]: 112.27, 109.54, 105.03, 83.40, 80.47, 77.27, 73.03,
67.63, 66.34, 26.85, 26.63, 26.17, 25.14.

5.7. 3-azydo-3-deoksy-D-piranozyd allilu — procedura ogoélna

4.4 mmole 1,2;5,6-di-O-izopropylideno-3-azydo-3-deoksy-a-D-furanozy
rozpuszczono w 125 ml HxO oraz 1.25 ml stez. HCl i termostatowano
w temperaturze 60 °C przez 2 h. Po tym czasie rozpuszczalniki odparowano pod
zmnigjszonym cisnieniem. Do pozostatosci — zestalajacego si¢ oleju dodano 7 ml
alkoholu allilowego oraz 0.09 ml st¢z. H,SO4. Mieszaning reakcyjng mieszano
w temperaturze 100 °C przez okoto 2.5 h. Po tym czasie do mieszaniny reakcyjnej
dodano 13.5 mg (0.09 mmola) statego K.COs3, a nastepnie oddestylowano nadmiar
alkoholu pod zmniejszonym ci$nieniem. Pozostalo$¢ oczyszczano za pomoca
chromatografii kolumnowej. Fazg stacjonarng stanowit zel krzemionkowy, za$
jako eluent zastosowano chloroform, a nastgpnie chloroform:metanol (10:1 v/v).

3-azydo-3-deoksy-D-allopiranozyd allilu (36)

ol Z 125 g (4.4 mmola) 1,2;5,6-di-O-izopropylideno-3-

o azydo-3-deoksy-a-D-allofuranozy  (35a)  otrzymano

HO 539 mg (2.2 mmola, 50%) anomeru o produktu 36
N, U~ [a] -6 (c1.5, MeOH)

HRMS-ESI: m/z obliczone dla CoH1sN30s: 245.1012, znalezione 244.0961 [M-1]

'H NMR (MeOH-ds) & [ppm]: 6.04 — 5.90 (m, 1H), 5.38 — 5.28 (m, 1H), 5.20 —
5.14 (m, 1H), 4.57 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 4.43 — 4.32 (m, 1H), 4.14 — 4.10 (m, 1H),
4.08 — 4.05 (m, 1H), 3.83 (dt, J = 5.6 i 2.8 Hz, 1H), 3.72 — 3.62 (m, 2H), 3.51
(dd, J=7.9i 3.5 Hz, 1H), 2.03 (s, 1H).

3-azydo-3-deoksy-a-D-glukopiranozyd allilu

OH Z 500 mg (1.75 mmola) 1,2;5,6-di-O-izopropylideno-3-
HO o azydo-3-deoksy-a-D-allofuranozy otrzymano 216 mg
} o _ (087  mmola,  50%)  3-azydo-3-deoksy-o-D-

0" glukopiranozyd allilu; Ry 0.55 (CHCl;:MeOH 8:1 v/v)

HRMS-ESI: m/z obliczone dla CoH15N3Os: 245.1012; znalezione
246.1138 [M+1]"
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'H NMR (CDsOD) & [ppm]: 6.04 —5.90 (m, 1H), 5.41 — 5.31 (m, 1H), 5.21 —
5.15 (m, 1H), 4.84 (d, J = 3.6 Hz, 1H), 4.26 — 4.22 (m, 1H), 4.14 —3.98 (m, 2H),
3.80 (dd, J = 11.8 i 2.3 Hz, 1H), 3.70 — 3.54 (m, 3H), 3.46 — 3.39 (m, 1H).

5.8. 2,4,6-tri-O-(trietylosililo)-3-azydo-3-deoksy-D-piranozyd  allilu -
procedura ogoélna

Uwaga: Reakcje prowadzono w atmosferze argonu.

(1.6 mmola) 3-azydo-3-deoksy-D-piranozydu allilu rozpuszczono w 10
ml bezwodnego CH:Cly, otrzymang mieszaning reakcyjng ochtodzono do 0 °C,
dodano 0.8 ml (9.6 mmola) pirydyny, a nastepnie powoli wkroplono 6.4 mmola
odczynnika sililujacego. Reakcj¢ prowadzono przez 1 h w 0 °C, a nastepnie 1 h
w temperaturze pokojowej. Po zakonczeniu reakcji, mieszaning wylano na 20 ml
nasyconego roztworu NaHCOs, powstate fazy rozdzielono. Faze organiczng
przemyto 10 ml H,O, a nastepnic wysuszono nad siarczanem magnezu.
Rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym cisnieniem, a otrzymany olej
oczyszczano za pomocag chromatografii kolumnowe;j stosujac jako eluent heksan,
a nast¢pnie mieszaning heksan:eter dietylowy 2:1 v/v.

2,4,6-tri-O-(trietylosililo)-3-azydo-3-deoksy-D-allopiranozyd allilu (37)

OSiEt, Do 380 mg (1.6 mmola) 3-azydo-3-deoksy-D-
. o allopiranozydu allilu 36 uzyto 12 ml
Et;8i0 .~ (64 mmola) TESOTF i otrzymano 580 mg
N, OSiEGO (0.98 mmol, 61%) produktu 37 w postaci oleju Ry

0.94 (heksan:eter dietylowy 5:1 v/v).

'H NMR (CDCls) § [ppm]: 6.03 — 5.83 (m, 1H), 5.29 (ddd, J = 17.2i 3.3
i 1.6 Hz, 1H), 5.22 — 5.12 (m, 1H), 4.55 (t, J = 8.9 Hz, 1H), 4.33 (ddt, J = 12.5
i 5.4 1.5 Hz, 1H), 4.07 (ddt, J = 12.51 6.1 1.3 Hz, 1H), 3.89 — 3.81 (m, 2H),
3.74 (m, 2H), 3.60 — 3.53 (M, 2H), 0.99 (m, 27H), 0.73 — 0.53 (m, 18H).

13C NMR (CDCls) 5 [ppm]: 134.32, 116.99, 99.55, 74.50, 7 2.03, 70.02, 68.43,
67.60, 62.15, 6.73, 4.79, 4.52.
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2,4,6-tri-O-(trietylosililo)-3-azydo-3-deoksy-D-glukopiranozyd allilu

OSiEt, Z 400 mg (1.7 mmola) 3-azydo-3-deoksy-D-
EL.SIO 0 glukopiranozydu allilu otrzymano 400 mg
TN 0.7 mmol, 41%) produktu w postaci oleju R 0.84
’ OSIER 0" N ( AL%) P P JURe

(heksan:eter dietylowy 2:1 v/v).

'H NMR (CDCls) & [ppm]: 5.91 — 5.78 (m, 1H), 5.12 — 5.08 (m, 1H), 5.04 — 4.96
(m, 1H), 4.69 (d, J = 3.5 Hz, 1H), 4.58 (dd, J = 7.0i 5.1 Hz, 1H), 3.93 — 3.16
(m, 7H), 1.07 — 0.91 (m, 27H), 0.79 — 0.54 (m, 18H).

2,4,6-tri-O-(tert-butylodimetylosililo)-3-azydo-3-deoksy-D-glukopiranozyd
allilu

OR Do 400 mg (1.7 mmola) 3-azydo-3-deoksy-D-
Rom glukopiranozydu allilu uzyto 965 mg (6.4 mmola)
N3 o—~~ TBSCli otrzymano 700 mg (1.19 mmola, 70%) oleju

OR
R TBS R:0.88 (heksan:eter dietylowy 2:1 v/v).

HRMS-ESI: m/z obliczone dla C,7Hs7N3O0sSis: 587.3606; znalezione
588.3495 [M+1]"

'H NMR (CDCls) & [ppm]: 6.00 — 5.87 (m, 1H), 5.38 — 5.30 (m, 1H), 5.25 — 5.20
(m, 1H), 4.75 (d, J = 3.5 Hz, 1H), 4.26 — 4.18 (m, 1H), 4.05 — 3.99 (m, 1H), 3.88
(dd, J = 10.4, 4.8 Hz, 1H), 3.80 — 3.66 (m, 2H), 3.54 (dd, J = 9.9, 3.5 Hz, 1H),
3.45-3.38 (m, 1H), 3.13 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 0.92 (s, 27H), 0.12 (d, J = 1.4 Hz,
18H).

13C NMR (CDCls) 5 [ppm]:133.66, 118.05, 97.33, 72.28, 71.52, 70.12, 68.57,
66.95, 64.49, 25.88, 25.70, 25.65, 18.30, 18.06, 17.98, -3.57, -4.68, -4.89, -5.45,
-5.49.

5.9. 3-azydo-3-deoksy-D-piranozyd 4-pentenylu — procedura ogoélna

Do 3.15 mmola 1,2;5,6-di-O-izopropylideno-3-azydo-3-deoksy-a-D-
furanozy dodano 9 ml H20 oraz 0.9 ml stez. HCl i termostatowano w temperaturze
60 °C przez 2 h, a nastgpnie odparowano rozpuszczalniki pod zmniejszonym
ci$nieniem. Otrzymano 3 mmole (97%) zestalajgcego si¢ oleju, do ktorego dodano
4 ml (39 mmoli) 4-penten-1-olu oraz 7 mg (0.03 mmola) kwasu
kamforosulfonowego. Mieszaning reakcyjng mieszano w temperaturze 100 °C
przez okoto 18 h. Po tym czasie dodano kilka kropel trietyloaminy, a nastepnie
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oczyszczono za pomoca chromatografii kolumnowej. Faze stacjonarng stanowit
zel krzemionkowy, za$ jako eluent stosowano chloroform, a nastepnie
chloroform:metanol (10:1 v/v)

3-azydo-3-deoksy-D-allopiranozyd 4-pentenylu (38)

oH Wychodzac z 900 mg (3.15 mmola) 1,2;5,6-di-O-
Ho/m izopropylideno-3-azydo-3-deoksy-a-D-allofuranozy
L. OH (O otrzymano 413 mg (1.5 mmola, 50%) anomeru o, zwigzku 38.
3
AN

HRMS-ESI: m/z obliczone dla C11H19N30s: 273.1325; znalezione
274.1361 [M+1]"

'H NMR (CDCls) § [ppm]: 5.93 — 5.72 (m, 1H), 5.11 — 4.97 (m, 2H), 4.63

(d, J = 7.8 Hz, 1H), 4.27 (t, J = 3.5 Hz, 1H), 4.19 (dd, J = 7.3 4.0 Hz, 1H), 3.98
—3.66 (M, 5H), 3.64 — 3.53 (m, 1H), 2.59 (bs, 3H), 2.26 — 2.06 (M, 2H), 1.80 —
1.61 (m, 2H).

3-azydo-3-deoksy-a-D-glukopiranozyd 4-pentenylu (44)

OH Wychodzge z 1.5 g (5.3 mmola) 1,2;5,6-di-O-

o o izopropylideno-3-azydo-3-deoksy-a-D-glukofuranozy 43
" N, - po dwoch etapach otrzymano 730 mg (2.7 mmola, 51%)
0 produktu 44 bedacego mieszaning anomeréw o i P

X w stosunku 1:1 w postaci oleju R¢ 0.55 (CHCI;:MeOH 8:1
vIv).

HRMS-ESI: m/z obliczone dla C11H19N30s: 273.1325; znalezione
274.1361 [M+1]"

'H NMR (CDCls) 5 [ppm]: 5.84 (ddt, J = 16.9 i 10.2 i 6.6 Hz, 2H), 5.13 — 4.97
(m, 4H), 4.87 (d, J = 3.4 Hz, 1H, Ha), 4.35 (d, J = 7.3 Hz, 1H, HB), 3.98 — 3.36
(m, 16H), 2.22 — 2.10 (m, 4H), 1.84 — 1.64 (m, 4H).

13C NMR (CDCls) § [ppm]: 137.91, 137.76, 115.29, 115.15, 102.90, 97.70,
75.87, 73.15, 71.78, 71.04, 69.78, 69.20, 68.94, 68.20, 67.87, 67.53, 62.14,
62.01, 30.33, 30.11, 28.66, 28.50.
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5.10. 2,4,6-tri-O-(trietylosililo)-3-azydo-3-deoksy-D-piranozyd 4-pentenylu —
procedura ogélna

Uwaga: Reakcje prowadzono w atmosferze argonu.

Piranozyd 4-pentenylu (1.8 mmola) rozpuszczono w 20 ml bezwodnego
CH.ClIy, otrzymang mieszaning reakcyjng ochtodzono do 0 °C, dodano 1.3 ml
(15.6 mmola) pirydyny, a nastepnie powoli wkroplono 1.9 ml (10.1 mmola)
TESOTT{. Reakcj¢ prowadzono przez 1 h w 0 °C, a nastepnie 1 h w temperaturze
pokojowej. Po zakonczeniu reakcji, mieszaning wylano na 20 ml nasyconego
roztworu NaHCOs, powstate fazy rozdzielono. Fazg organiczng przemyto 10 ml
H,O, a nastgpnie wysuszono nad siarczanem magnezu. Rozpuszczalnik
odparowano pod zmniejszonym cisnieniem, a otrzymany olej oczyszczano
za pomocg chromatografii kolumnowej stosujac jako eluent-heksan, a nastepnie
w gradientd heksan:octan etylu (30:1 v/v do 20:1 v/v).

2,4,6-tri-O-(trietylosililo)-3-azydo-3-deoksy-D-allopiranozyd 4-pentenylu (39)

OSiEs Wychodzac z 500 mg (1.8 mmola) allopiranozydu
SO 0 4-pentenylu 38 otrzymano 670 mg (1.1 mmola, 61%)
. . produktu w postaci oleju Rt 0.34 heksan:eter dietylowy
OSiEt; O
N, “ (30:1 viv).

'H NMR (CDCls) & [ppm]: & 5.95 — 5.74 (m, 1H), 5.10 — 4.91 (m, 2H), 4.52
(d, J = 7.5 Hz, 1H), 3.94 — 3.34 (m, 8H), 2.29 — 2.05 (m, 2H), 1.84 — 1.62
(m, 2H), 1.00 (m, 27H), 0.76 — 0.53 (m, 18H).

2,4,6-tri-O-trietylosililo-3-azydo-3-deoksy-D-glukopiranozyd  4-pentenylu
(45)

OSiEt, Wychodzac z 166 mg (0.6 mmola) 3-azydo-3-deoksy-a-D-
0 glukopiranozydu  4-pentenylu  otrzymano 166 mg

’ OSit, © (0.3 mmola, 50%) produktu 45 bedacego mieszaning
///7 anomerow o i B w stosunku 1:1 produktu w postaci oleju.

Rf0.77 w uktadzie heksan:octan etylu 40:1 v/v.

Et;SiQ
N

=

'H NMR (CDCls) 8 [ppm]: 5.93 — 5.74 (m, 2H), 5.12 — 4.93 (m, 4H), 4.69
(d, J=3.5 Hz, 1H, Ha), 4.22 (t, J = 7.9 Hz, 1H, Hp), 3.89 — 3.15 (m, 16H), 2.21
—2.07 (m, 4H), 1.81 — 1.68 (m, 4H), 1.08 — 0.91 (m, 54H), 0.74 — 0.55 (m, 36H).
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5.11. 2,4,6-tri-O-(trietylosililo)-3-azydo-3-deoksy-D-piranoza — procedura ogolna

2,4,6-tri-O-(trietylosililo)-3-azydo-3-deoksy-D-piranozyd  4-pentenylu
(0.81 mmola) rozpuszczono w 31.7 ml bezwodnego acetonitrylu, a nastepnie
dodano 0.3 ml wody; do powstatego roztworu dodano 432 mg (2.43 mmola) NBS.
Po zakonczeniu reakcji, ktorej przebieg kontrolowano za pomoca TLC,
odparowano rozpuszczalnik pod zmniejszonym cis$nieniem, a do pozostatosci
dodano heksanu (20 ml). Odsaczono bialy krystaliczny osad, a pozostalo$é
oczyszczono za pomocg chromatografii kolumnowej w uktadzie heksan:eter
dietylowy (15:1 v/v).

2,4,6-tri-O-(trietylosililo)-3-azydo-3-deoksy-D-allopiranoza (20)

OSiEts Wychodzac z 500 mg (0.81 mmola) substratu 39 otrzymano
o

Et;Si0 240 mg (0.44 mmola, 54%) produktu w postaci oleju R¢0.37
OsiE; OH  heksan:eter dietylowy (15:1 v/v).

HRMS-ESI: m/z obliczone dla Cz4Hs3N3O0sSis: 547.3293; znalezione
548.3623 [M+1]"

'H NMR (CDCls) & [ppm]: 4.90 — 4.86 (m, 1H), 3.94 — 3.81 (m, 3H), 3.78 — 3.63
(m, 3H), 3.48 (dd, J = 7.5, 3.4 Hz, 1H), 1.08 — 0.91 (m, 27H), 0.74 — 0.58
(m, 18H).

2,4,6-tri-O-trietylosililo-3-azydo-3-deoksy-D-glukopiranoza (21)

OSiEts Wychodzac z 266 mg (0.4 mmola) substratu 45 otrzymano
0 170 mg (0.3 mmola, 77%) produktu 21 w postaci oleju.

Et;SiQ
b 0SiEL, " Rf0.53 w ukladzie heksan:eter dietylowy 5:1 v/v.

3

HRMS-ESI: m/z obliczone dla C24Hs3N30sSis: 547.3293; znalezione
548.3612 [M+1]"

IH NMR (CDCls) § [ppm]: 5.12 — 5.08 (m, 1H), 4.69 (d, J = 3.5 Hz, 1H), 3.93 -
3.16 (M, 6H), 1.07 —0.91 (m, 27H), 0.79 — 0.54 (m, 18H).

13C NMR (CDCls) § [ppm]: 92.51, 73.08, 72.76, 68.79, 68.14, 61.83, 6.86, 6.74,
6.63, 5.12, 4.79, 4.49.
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6. Synteza pochodnych glukozy

6.1. 1,2,3,4,6-penta-O-acetylo-D-glukopiranoza

OAc Otrzymano wg lit.}"® Wychodzac z 2 g (11 mmoli) glukozy

ACO 0 otrzymano 3 g (7.7 mmola) produktu z wydajnoscia 69%.

AcO OAS Produkt izolowano za pomocg chromatografii kolumnowe;j
OAc

na zelu krzemionkowym, stosujac jako eluent: heksan: AcOEt
7:3 v/v. Otrzymano biate krysztaty o tt 107-110°C (AcOEt/heksan); [a]3° +105
(c1, CHCIs); R¢0.8 (AcOEt)

lit. tt 110-111°C, [«]3°+101.6 (c0.28, CHCls) wyd. 720617

'H NMR (CDCls) & [ppm]: 6.36 (d, J = 3.7 Hz, 1H), 5.55 — 5.44 (m, 1H), 5.22 —
5.07 (m, 2H), 4.30 (dd, J = 12.5i 4.1 Hz, 1H), 4.14 (ddd, J = 12.9i 8.2i 2.2 Hz,
2H), 2.21 (s, 3H), 2.12 (s, 3H), 2.07 (s, 3H), 2.05 (s, 3H), 2.04 (s, 3H).

6.2. 2,3,4,6-tetra-O-acetylo-D-glukopiranoza (17)

OAc Otrzymano wg lit.!*” wychodzagc z 2 g (5.1 mmola)

Acom 1,2,34,6-penta-O-acetylo-D-glukopiranozy otrzymano 1.2 ¢

AcO on (3.4 mmola, 71%) produktu w postaci biatego osadu. Produkt
C"OH

izolowano za pomocg chromatografii kolumnowej na zelu
krzemionkowym, stosujac jako eluent: heksan:AcOEt 3:1 v/v. R 0.42
(heksan:AcOEt 3:1 v/v); wydajno$é lit. 75%.7

'H NMR (CDCls) 8 [ppm]: 5.59 — 5.53 (m, 1H), 5.50 (t, J = 3.7 Hz, 1H), 5.14 —
5.07 (M, 1H), 4.94 (ddd, J = 10.2i 3.6 i 1.2 Hz, 1H), 4.33 — 4.10 (m, 3H), 2.13 —
2.12 (s, 3H), 2.11 (s, 3H), 2.06 (s, 3H), 2.05 (s, 3H), 1.62 (s, 1H).

13C NMR (CDCls) 5 [ppm]: & 170.76, 170.15, 170.08, 169.62, 90.23, 71.01,
69.80, 68.43, 67.34, 61.92, 20.78, 20.73, 20.70, 20.64.

6.3. 2,3,4,6-tetra-O-acetylo-1-bromo-D-glukopiranoza (12)
Otrzymano wg lit.*** wychodzac z 6 g (33 mmoli) D-glukozy
otrzymano 6 g (14.6 mmola) produktu w postaci biatego
AcO O osadu z wydajnoscia 44%. Produkt izolowano za pomoca
0Ad  chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym,
Br  stosujac jako eluent: heksan: AcOEt 4:1 v/v. Otrzymano biaty
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osad o tt 87-88 °C (heksan); [a]%> +180 (c1, CHCI3); Rt 0.4 (heksan:AcOEt 7:3
VIV).

lit. tt 87-88 °C (heksan), [a]4°+182 (c1, CHCI3)*®

IH NMR (CDCls) 8[ppm]: 6.64 (d, J = 4.0 Hz, 1H), 5.59 (t, J = 9.7 Hz, 1H),
5.18 (dd, J = 16.1i 6.6 Hz, 1H), 4.86 (dd, J = 10.0 i 4.1 Hz, 1H), 4.40 — 4.27
(m, 2H), 4.19 — 4.09 (m, 1H), 2.13 (s, 3H), 2.12 (s, 3H), 2.08 (s, 3H), 2.06
(s, 3H).

13C NMR (CDCls) § [ppm]: 170.50, 169.84, 169.79, 169.46, 86.55, 77.22, 72.14,
70.61, 70.16, 67.17, 20.68, 20.67, 20.63, 20.56.

6.4. 2,3,4,6-tetra-O-benzylo-D-glukopiranoza (18)

Otrzymano wg lit.}"*"" wychodzac z 3 g (16.5 mmoli) D-
o o glukozy otrzymano 1.3 g (2.4 mmola) produktu w postaci
"Bno ~ biatego osadu 18 0 tt 151-152 °C; R¢0.31 (heksan:AcOEt 7:3
"o v/v) z wydajnoscia 15% po trzech etapach. Produkt

OBn

izolowano za pomoca chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym,
stosujac jako eluent: heksan:AcOEt 4:6 v/v.

lit. tt 145-149 °C*"”

'H NMR (CDCls) 3[ppm]: 7.34 (m, 18H), 7.18 — 7.14 (m, 2H), 5.29 — 5.22
(bt, 1H), 4.76 (m, 8H), 3.97 (d, J = 9.3 Hz, 1H), 3.77 — 3.59 (m, 5H), 2.85
(d, J = 2.3 Hz, 1H).

6.5. 2-acetamido-2-deoksy-D-glukopiranozyd benzylu (48)

OH Zwigzek 48 otrzymano wg lit*¥ Po dwukrotnej
HO%‘ krystalizacji z absolutnego etanolu, otrzymano produkt z
HO NH™op, Wydajnoscia 54% o tt 179-181°C, [a]3°+134 (c1, EtOH)

o

lit. tt 183-184 °C, wyd. 74%, [a]3°+104 (c1, EtOH)*®!

IH NMR (MeOH-ds) & [ppm]: 8.03 (d, J = 8.2 Hz, NH), 7.27 — 7.39 (m, 5H,
CoHs), 4.87 (d, J = 3.6Hz, 1H, C1), 4.49 i 4.76 (AB, 2H, CH,Ph), 3.88 (dt,
J=10.61i3.3 Hz, 1H, C2), 3,82 (dd, J = 10.6 Hz, 1H, C6), 3.66 — 3.72 (m,
J=3.6i11.6 Hz, 3H, C5, C3, C’6), 3.37 (t, J = 9.1 Hz, 1H, C4), 1.95 (s, 3H,
CHsCO).
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6.6. 2-acetamido-6-bromo-2,6-dideoksy-D-glukopiranozyd benzylu (49)

Br 45 g (14.45 mmoli) pochodnej 48 oraz 15.1 g

Ho M‘ (57.19 mmoli) trifenylofosfiny rozpuszczono w 180 ml
HO N pirydyny. Do ochlodzonego w 1azni lodowej roztworu
" dodawano powoli 9.6 g (28.94 mmoli) tetrabromometanu

0 tak, aby temperatura mieszaniny reakcyjnej nie

przekroczyta 65 °C. Po dodaniu catej ilosci CBr4 mieszaning ogrzewano przez 45
minut w temperaturze 60 — 65 °C. Nastepnie dodano do niej 45 ml metanolu
i utrzymywano temperaturg¢ 60 — 65 °C przez kolejne 20 minut. Mieszaning
reakcyjng ochtodzono i oddestylowano rozpuszczalniki pod zmniejszonym
cisnieniem. Do powstatego oleju dodawano 210 ml toluenu (3x70 ml), a powstaty
roztwor dekantowano. Finalnie produkt oczyszczano za pomoca chromatografii
kolumnowej na zelu krzemionkowym. Jako eluent stosowano chloroform,
a nastepnie chloroform:metanol (60:1 v/v). Produkt krystalizowat z chloroformu
w postaci biatych, puszystych igiet. Otrzymano 1.2 g (3.2 mmola, 22%) produktu
49 0 tt 178-179°C, [a]3°+174 (c1, MeOH)

lit. tt 184-185 °C, wyd. 42%, [a]3°+100 (c1, MeOH)*#?

HRMS-ESI: m/z obliczone dla C1sH20BrNOs: 373.0525, znalezione
374.0573 [M+1]* oraz 376.0573 [M+3]*

'H NMR (DMSO-ds) & [ppm]: 7.88 (d, J = 8.3 Hz, 1H, NH), 7.27 — 7.39 (m, 5H,
CsHs), 5.37 (d, J = 5.9 Hz, 1H, C4-OH), 4.89 (d, J = 6.3 Hz, 1H, C3-OH), 4.73
(d, J=3.9 Hz, 1H, C1), 4.67 (d, J = 12.2 Hz, 1H, C3), 4.45 (d, J = 12.7 Hz, 1H,
C4), 3.64 (d, J = 8.8 Hz, 1H, C5), 3.62 (m, 2H, CH,Ph), 3.61 i 3.63 (2xm, 2H,
C6), 3.15(q, J = 11.2 Hz, 1H, C2), 1.82 (s, 3H, CHsCO).

6.7. 2-acetamido-2,6-dideoksy-6-sulfo-D-glukopiranozyd benzylu (50)

so Metoda A _
o 400 mg (1.07 mmola) zwiazku 49 zawieszono w 6 miwody
HO™O i ogrzewano do temperatury 80 °C przez 3 h, a nastgpnie
/z{ OBn  dodano roztwor 500 mg (3.97 mmoli) siarczynu sodu
0 (Na;SO3) w 3 ml wody. Mieszaning reakcyjng

kontynuowano ogrzewanie przez kolejne 24 godziny. Nastepnie roztwor
ochtodzono i oczyszczano na jonicie Amberlite IRA 400 [OH]. Produkt
wymywano za pomoca 3% roztworu HCI. Otrzymano 170 mg (0.45 mmola, 43%),
produktu 50 w postaci zoltego oleju, Rr 0.8 (octan etylu: kwas octowy: woda 2:1:1 v/v)

125


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

HRMS-ESI: m/z obliczone dla C1sH2:NSQOs: 375.0988, znalezione
376.1084 [M+1]*

'H NMR (D,0) § [ppm]: 7.19 — 7.26 (m, 5H, CeHs), 4.31 (d, J=11.2 Hz, 1H, C1),
4.01(t, J=19.5 Hz, 1H, C3), 3.70 i 4.68 (AB, J=3.4 Hz, 2H, CH.Ph), 3.54 (t,
J=13.2 Hz, 1H, C4), 3.22 (d, J=14.2 Hz, 1H, C5), 3.14 (t, J=19 Hz, 2H, C6), 2.94
(0, J=24.9 Hz, 1H, C2), 1.76 (s, 3H, CH3CO).

Metoda B

300 mg (0.8 mmola) zwigzku 49 rozpuszczono w 6.5 ml THF, a nastepnie
dodano 260 mg (0.8 mmola) siarczynu potasu i 40 mg (0.15 mmola) 18-korony-6.
Mieszaning reakcyjna ogrzewano do wrzenia przez 24 h, a nastepnie ochtodzono
i zatezono. Surowy produkt oczyszczano przy pomocy chromatografii
jonowymiennej uzywajgc jonitu Amberlite IRA 400 [OH]. Produkt wymywano
3% HCI. Otrzymano 50 mg (0.13 mmola, 17%) produktu 50 w postaci zoltego
oleju identycznego do produktu otrzymanego metoda A, R¢ 0.8 (octan etylu: kwas
octowy: woda 2:1:1 v/v).

6.8. 2-amino-2,6-dideoksy-6-sulfo-D-glukopiranoza (51a)

SO;H 500 mg (1.33 mmola) pochodnej 50 rozpuszczono w 4 mi

HO 0 18% HCI i ogrzewano do wrzenia przez 6 h. Po zakonczeniu

HO NI oH reakcji rozpuszczalnik oddestylowano pod zmniejszonym
2

cisSnieniem, a pozostalos¢ rozpuszczono w wodzie
i oczyszczano za pomocg chromatografii jonowymiennej uzywajgc Amberlite
IRA 400 [OH]. Produkt wymywano 3% roztworem HCI. Otrzymano 194 mg
(0.8 mmola, 60%), produktu 51a w postaci biatego osadu bedacego mieszaning
anomerow o.:f3 (4:1), R:0.24 (butanol:kwas octowy:woda 2:1:1 v/v)

HRMS-ESI: m/z obliczone dla CeH1sNSO7: 243.0413, znalezione
376.1084 [M+1]*

IH NMR (D20) & [ppm]: 5.23 (d, J = 3.4 Hz, 1H, Cla), 4.76 (d, J = 8 Hz, 1H,
C1B), 4.10 (t, J = 9.8 Hz, 1H, C5a), 3.72 (t, J = 9.4 Hz, 1H, C3a), 3.68 (t, J = 9
Hz, 1H, C3p), 3.55 (t, J = 9 Hz, 1H, C5B), 3.25 (d, J = 1.7 i 14.7 Hz, 1H Cb6a),
3.12 - 3.20 (m, 4H, Cda, C6p, C2a, C4p), 2.91 (dd, J = 9.8 i 14.7 Hz, 1H,
C6°a), 2.9 (dd, J = 10 Hz, 1H, C2p), 2.84 (t, 1H, C6’P).

13C NMR (D20) & [ppm]: 89.18, 72.54, 69.63, 67.98, 54.30, 52.05
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6.9. 2-acetamido-2,6-dideoksy-6-sulfo-D-glukopiranoza (52a)

SO;H Uwaga: Reakcje prowadzono w atmosferze wodoru.
0
HO
HO NTT. 200 mg (0.6 mmola) zwigzku 50 rozpuszczono w 8 ml etanolu
o:Q i dodano 50 mg 10% Pd/C. Reakcje prowadzono

w temperaturze pokojowej przez 2 doby. Po tym czasie
odsaczono Kkatalizator, a rozpuszczalnik oddestylowano pod zmniejszonym
cisnieniem. Otrzymany olej oczyszczano za pomocg preparatywnego TLC
w uktadzie butanol:kwas octowy:woda (8:3:3 v/v). Produkt wymywano z zelu za
pomoca 3% kwasu octowego. Po liofilizacji otrzymano 50 mg (0.13 mmola, 17%)
produktu 52a w postaci biatego proszku, R¢ 0.4 (butanol:kwas octowy:woda 4:1:1 v/v).

HRMS-ESI: m/z obliczone dla CgeHi1sNSOg: 285.2716, znalezione 284.2623 [M-1]

'H NMR (D:0) & [ppm]: 5.3 (d, 1H), 4.85 (d, 1H),. 4.2 (t, 1H), 3.8 (t, 1H), 3.75
(t, 1H), 3.2 (d, 2H), 3.1 (m, 4H), 2.9 (m, 2H), 2.85 (t, 1H).

6.10. Ester metylowy 2,6-dideoksy-6-sulfo-D-glukopiranozy — przepis ogélny

0.82 mmola 2,6-dideoksy-6-sulfo-D-glukopiranozy zawieszono w 5 ml
metanolu, a nastepnie dodano 2 ml trimetoksymetanu. Reakcje prowadzono przez
24 h w temperaturze pokojowej, a nastgpnie oddestylowano rozpuszczalniki pod
zmniegjszonym ci$nieniem. Pozostato$¢ oczyszczono za pomocg chromatografii
preparatywnej TLC (butanol : kwas octowy : woda 4:1:1 v/v).

Ester metylowy 2-amino-2,6-dideoksy-6-sulfo-D-glukopiranozy (51b)

SO4CH, Wychodzac z 200 mg (0.82 mmol) pochodnej 51a otrzymano

HO o 64 mg (0.25 mmola, 30%) produktu 51b w postaci zottego

HO N on oleju, bedacego mieszaning anomeréw o:f (1:4), Rs 0.4
2

(butanol:kwas octowy:woda 4:1:1 v/v).

HRMS-ESI: m/z obliczone dla CsH1sNSOg: 257.0569, znalezione
258.0721 [M+1]*

H NMR (D,0: CDs0D) & [ppm]: 5.10 (d, J = 3.4 Hz, 1H, C1), 4.10 (t, 1H, C3),
3.95 (t, 1H, C5), 3.4 — 3.6 (m, 3H, C6, C4, C2), 3.35 (s, 3H, SOsCHs), 2.95 (m,
1H, C’6).
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Ester metylowy 2-acetamido-2,6-dideoksy-6-sulfo-D-glukopiranozy (52b)

SO,CH, Wychodzac z 200 mg (0.7 mmola) pochodnej 52a otrzymano

HO 0 73 mg (0.24 mmola, 35%) produktu 52b w postaci zottego

HO NH"op oleju, bedacego mieszaning dwoch anomeroéw a:f3 (1:8), R 0.4
0:§ (butanol:kwas octowy:woda 4:1:1 v/v).

HRMS-ESI: m/z obliczone dla CoH17NSOg: 299.0675, znalezione
298.0602 [M-1]

Dla anomeru B *H NMR (D;0) & [ppm]: 4.5 (d, 1H, C1), 3.5 (s, 3H, SOsCHs),
3.3 3.4 (m, 3H), 3.13 (m, 3H), 1.75 (s, 3H, CH3CO).

6.11. Kwas 2-deoksy-D-glukitolo-6-sulfonowy — procedura ogoélna

0.38 mmoli 2,6-dideoksy-6-sulfo-D-glukopiranozy rozpuszczono w 10 ml
wody i ochlodzono w tazni lodowej. Do roztworu dodano matymi porcjami
304 mg (8 mmoli) NaBHa, a nastgpnie reakcje mieszano w temperaturze
pokojowej przez 3 h, po uptywie tego czasu dodano kolejng porcje 150 mg
(4 mmole) NaBH4 i mieszano przez kolejne 12 h. Nadmiar borowodorku sodu
roztozono za pomocg rozcienczonego HCI. Mieszaning poreakcyjng oczyszczano
za pomocg jonitu Amberlite IR 120 [H*]. Frakcje zawierajacg produkt wymywano
woda.

Kwas 2-amino-2-deoksy-D-glukitolo-6-sulfonowy (53)

OH NH, Wychodzage z 100 mg (0.4 mmola) pochodnej 5la
Ho3s/\{Y\/OH otrzymano 96 mg (0.39 mmola, 96%) produktu 53,

OH OH R+ 0.10 (butanol:kwas octowy:woda 2:1:1 v/v).

HRMS-ESI: m/z obliczone dla CeH1sNSO7: 245.0596, znalezione
246.0601 [M+1]*

'H NMR (D20) & [ppm]: 3.8 (m, 2H), 3.6 (m, 1H), 3.4 (g, 2H), 3.28 (m, 2H),
2.9 (m, 1H).

Kwas N-acetylo-2-amino-2-deoksy-D-glukitolo-6-sulfonowy (54)

QH NHAc Wychodzge z 110 mg (0.38 mmola) pochodnej 52a
. OH " 6trzymano 100 mg (0.34 mmola, 90%) produktu 54,
OH OH Rr 0.14 (butanol:kwas octowy:woda 2:1:1 v/v).

HO,S
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HRMS-ESI: m/z abliczone dla CsHi7NSQg: 287.0670, znalezione 288.0670 [M+1]*

H NMR (D20) & [ppm]: 4.0 (d, 1H), 3.6 — 3.7 (m, 2H), 3.45 (d, 1H), 3.4 (q,
1H), 3.28 (AB, 2H), 2.9 (m, 1H), 2.09 (s, 3H).

7. Laczenie chronionego aglikonu AmB z czasteczkami cukrow —
procedura ogodlna

Uwaga: Reakcje prowadzono w atmosferze argonu.

0.07 mmola odpowiedniego cukru rozpuszczono w 5 ml bezwodnego
dichlorometanu, dodano sit 3 A, a nastgpnie 24 mg (0.12 mmola)
difenylosulfotlenku, powstaty roztwor mieszano przez 4 h w temperaturze
pokojowej. Nastepnie dodano 18 pl (0.15 mmola) 2,6-lutydyny, a mieszanine
reakcyjng ochtodzono do -60 °C. Po osiggni¢ciu pozadanej temperatury
wkroplono 12 pl (0.07 mmola) bezwodnika trifluorometanosulfonowego.
Mieszaning reakcyjna ogrzano do temperatury -20 °C i mieszano przez 1.5 h.
W tym czasie w drugiej kolbie rozpuszczono 70 mg (0.035 mmola) aglikonu 9
w 2 ml bezwodnego dichlorometanu i dodano 16 ul (0.14 mmola) 2,6-lutydyny.
Do mieszaniny reakcyjnej zawierajacej pochodna cukrowa wkroplono powoli
roztwor 9 w temperaturze -30 °C. Nastgpnie podniesiono temperatur¢ mieszaniny
reakcyjnej do 0 °C i mieszano w tej temperaturze przez 1 h. Po zakonczeniu
reakcji mieszaning wylano do 5 ml nasyconego roztworu NaHCOs i ekstrahowano
dichlorometanem (3x15 ml). Potaczone warstwy organiczne przemyto 10 ml H;O,
a nastepnie suszono nad bezwodnym siarczanem magnezu. Rozpuszczalnik
odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem, a pozostalo$¢ oczyszczono
za pomocg PLC w uktadzie heksan:eter dietylowy (3:1 v/v)

7.1. Aglikon AmB polaczony z 3-azydo-2,3,5-trideoksy-D-ksyloza (22)

Wychodzace z 10 mg (0.07 mmola) 3-azydo-
2,3,6-trideoksyrybozy oraz 70 mg
(0.035 mmola) aglikonu 9 otrzymano 5 mg
; (0.28 umola, 1%) zo6ttego oleju 22 Rf 0.47
R: SiEts (heksan:eter dietylowy 3:1 v/v).

'H NMR (CDCls) & [ppm]: 6.40 — 6.03 (m, 14H), 5.44 —5.32 (m, 2H), 5.30 — 5.20
(m, 3H), 5.02 (s, 1H), 4.65 — 4.58 (M, 2H), 4.34 — 4.24 (m, 3H), 4.17 (m, 2H),
3.49 (s, 3H), 3.10 — 3.00 (m, 1H), 2.35 — 2.28 (m, 14H), 2.07 — 1.98 (m, 5H), 1.72
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— 1.50 (m, 25H), 1.37 — 1.14 (m, 20H), 1.09 — 0.81 (m, 63H), 0.73 — 0.47
(m, 42H).

7.2. Aglikon AmB polaczony z 2,3,4,6-tetra-O-benzylo-D-glukopiranoza (23)

Wychodzac z 100 mg (0.18 mmola)
benzylopochodnej glukozy 18 oraz 78 mg
(0.039 mmola) aglikonu AmB 9 otrzymano
17 mg (7.9 umola, 20%) produktu w postaci
oleju. Rf 0.53 w uktadzie heksan:eter dietylowy
3:1viv.

R: SiEty OBn

MS-ESI: m/z obliczone dla Ciz0H19sSizO19: 2139.2912; znalezione 2162.3 [M+Na]*

IH NMR (CDCls) 3[ppm]: & 7.32 (m, 20H), 7.21 — 7.09 (m, 2H), 6.41 — 6.01
(m, 12H), 5.97 — 5.84 (m, 1H), 5.41 (dd, J = 15.0, 9.6 Hz, 1H), 5.30 (dd, J =
21.9, 10.4 Hz, 1H), 5.18 (m, 1H), 5.04 — 4.22 (m, 15H), 3.95 (dd, J = 19.6, 9.8
Hz, 2H), 3.77 — 3.35 (m, 12H), 3.03 (d, J = 16.7 Hz, 3H), 2.39 (m, 5H), 1.80 —
1.16 (m, 20H), 1.07 — 0.81 (m, 63H), 0.64 (M, 42H).

8. Tworzenie koniugatow makrolidow polienowych z 'parasolami
molekularnymi’

8.1. Ester aktywny TDBTU makrolidu polienowego — procedura ogélna

Do roztworu 0.109 mmola N-Fmoc makrolidu polienowego w 5 ml
bezwodnego DMF dodano 30 pl (0.17 mmoli) N,N-diizopropyloetyloaminy,
a nastepnie 38 mg (0.109 mmola) TDBTU. Mieszaning reakcyjna mieszano przez
20 minut w temperaturze pokojowej. Nastgpnie mieszaning poreakcyjng
wkroplono do 200 ml eteru dietylowego. Wytragcony osad odsgczono i uzyto
do kolejnego etapu reakcji bez dodatkowego oczyszczania.

0O-(3,4-dihydro-4-oxo-1,2,3-benzotriazin-3-yl)-N-Fmoc-amfoterycyna B (61)

Wychodzac z 210 mg (0.18 mmola) Fmoc-AmB 4 otrzymano 220 mg
(93%), R¢ 0.48 (chloroform:metanol:woda 6.5:1:0.1 v/v)

HRMS-ESI: m/z obliczone dla CegHgsN4O20: 1290.5835; znalezione
1289.5742 [M-1]
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'H NMR (CDCls)  [ppm]: 8.40 (d, J = 7.5Hz, 1H), 8.00 (d, J = 6.8Hz, 1H), 7.80
(t, J = 7.9Hz, 1H), 7.60 (m, 3H), 7.50 (m, 1H), 7.40 (bt, 2H), 7.00 — 7.30

(m, 3H), 5.90 — 6.40 (m, 14H), 5.30 (bd, 1H) 5.20 (m, 1H),4.10 — 4.40 (m, 4H),
3.00 — 3.90 (m, 10H), 1.40 — 2.60 (m, 18H), 1.20 — 2.40 (m, 17H), 1.10

(d, J = 6.4Hz, 3H), 1.00 (d, J = 6.4Hz, 3H), 0.90 (d, J = 8.3Hz, 3H).

0-(3,4-dihydro-4-oxo-1,2,3-benzotriazin-3-yl)-N-Fmoc-nystatyna A; (62)

Wychodzac z 200 mg (0.17 mmola) Fmoc-Nys 1 otrzymano 146 mg
(65%) produktu. R 0.46 (chloroform:metanol:woda 6.5:1:0.1 v/v)

HRMS-ESI: m/z obliczone dla CsgHgsN4O20: 1292.5992; znalezione
1291.6053 [M-1]

'H NMR (CD0D) & [ppm]: 8.38 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 8.15 (d, J = 7.9 Hz, 1H),
7.97 (s, 2H), 7.89 (m, 1H), 7.83 — 7.68 (m, 3H), 7.57 — 7.48 (m, 1H), 7.42 — 7.20
(m, 3H), 6.59 — 6.01 (m, 10H), 5.48 — 5.30 (M, 2H), 4.44 (d, J = 10.0 Hz, 2H),
4.24 —3.99 (m, 3H), 3.86 — 3.56 (m, 4H), 3.33 (M, 8H), 3.19 (M, 3H), 2.68

(m, 2H), 2.48 — 2.11 (m, 4H), 1.97-1.45(m, 7H), 1.42 — 1.30 (m, 10H), 1.20

(d, J = 6.4 Hz, 3H), 1.12 (d, J = 6.4 Hz, 3H), 1.03 (d, J = 7.2 Hz, 3H).

8.2. Koniugaty typu dwuscienny parasol molekularny/m-
aminokwas/makrolid polienowy — procedura ogolna

Do roztworu 40.8 pumola estru aktywnego makrolidu polienowego
w 0.5 ml bezwodnego DMF wkroplono roztwor 39.7 pmola 'parasola
molekularnego' i 13 ul (97.5 pmola) TEA w 2 ml bezwodnego DMF. Mieszaning
reakcyjng mieszano przez 5 h w temperaturze pokojowej. Nastepnie dodano
150 wl (1.5 umola) piperydyny i kontynuowano mieszanie przez 15 h
w temperaturze pokojowej. Po tym czasie mieszaning poreakcyjng wkroplono do
55 ml eteru dietylowego. Wytracony osad odsaczono, a nastgpnie 0czyszczono
przy pomocy PLC w uktadzie chloroform:metanol:woda (6.5:1:0.1 v/v).

N3-(N-amfoterycynoilo-3-aminopropanoilo)-N*,N’-di-deoksycholoilo-
spermidyna (63)

Wychodzac z 53 mg estru aktywnego TDBTU Fmoc-AmB 61 oraz 38 mg
parasola kwasu N-(3-aminopropanoilo)deoksycholowego 55 otrzymano 16 mg
(0.008 mmola, 20%) koniugatu 63, R¢ 0.13 (chloroform:metanol:woda 6.5:1:0.1 v/v)
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HRMS-ESI: m/z obliczone dla CiosH17:NsO23: 1870.2365; znalezione
1871.2412 [M+1]*

!H NMR (CDCl5:CDs0D 1:3) & [ppm]: 6.0 — 6.5 (m, 14H), 5.3 — 5.4 (m, 2H),
3.0-4.6 (m, 27H), 3.9 (bs, 4H), 1.4 — 2.6 (m, 104H), 0.9 — 1.4 (m, 20H), 0.7 (s, 6H).

N3-(N-amfoterycynoilo-4-aminobutanoilo)-N*,N’-di-deoksycholoilo-
spermidyna (64)

Wychodzac z 53 mg estru aktywnego TDBTU Fmoc-AmB 61 oraz 39 mg
parasola kwasu N-(4-aminobutanoilo)deoksycholowego 56 otrzymano 63 mg
(0.03 mmola, 80%) koniugatu 64, R¢ 0.13 (chloroform:metanol:woda 6.5:1:0.1 v/v)

HRMS-ESI: m/z obliczone dla Ci06H173Ns5023: 1884.2521; znalezione
1885.2586 [M+1]*

'H NMR (CDCl5:CD;0D 1:3) & [ppm]: 6.0 — 6.5 (m, 14H), 5.3 — 5.4 (m, 2H),
3.0 - 4.6 (M, 27H), 3.9 (bs, 4H), 2.9 (m, 2H) 1.4 — 2.6 (m, 104H), 0.9 — 1.4
(m, 20H), 0.7 (s, 6H).

N3-(N-amfoterycynoilo-6-aminoheksanoilo)-N*,N’-di-deoksycholoilo-
spermidyna (65)

Wychodzac z 53 mg estru aktywnego TDBTU Fmoc-AmB 61 oraz 40 mg
parasola kwasu N-(6-aminoheksanoilo)deoksycholowego 57 otrzymano 27 mg
(0.01 mmola, 34%) koniugatu 65, Rs 0.13 (chloroform:metanol:woda 6.5:1:0.1 v/v)

HRMS-ESI: m/z obliczone dla Ci0sH177N5023: 1912.2834; znalezione
1913.2872 [M+1]*

IH NMR (CDCl5:CD;0D 1:3) & [ppm]: 6.0 — 6.5 (m, 14H), 5.3 — 5.4 (m, 2H),
3.0 - 4.6 (M, 25H), 3.9 (bs, 4H), 1.4 — 2.6 (m, 105H), 1.0 — 1.4 (m, 20H), 0.9
(s, 6H), 0.7 (s, 6H).

N3-(N-amfoterycynoilo-8-aminooktanoilo)-N*,N’-di-deoksycholoilo-
spermidyna (66)

Wychodzac z 53 mg estru aktywnego TDBTU Fmoc-AmB 61 oraz 41 mg
parasola kwasu N-(8-aminooktanoilo)deoksycholowego 59 otrzymano 43 mg
(0.02 mmola, 54%) koniugatu 66, R 0.13 (chloroform:metanol:woda 6.5:1:0.1 v/v)

132


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

HRMS-ESI: m/z obliczone dla C110H181N5O023: 1940.3147; znalezione
1941.3156 [M+1]*

'H NMR (CDCl;:CD30D 1:3) § [ppm]: 6.0 — 6.5 (m, 14H), 5.3 — 5.4 (m, 2H),
3.0 -4.6 (m, 32H), 3.9 (s, 2H), 3.8 (s, 2H), 0.9 — 2.4 (m, 123H), 0.7 (s, 6H).

N3-(N-nystatynoilo-3-aminopropanoilo)-N* N’-di-deoksycholoilospermidyna
(67)

Wychodzac z 53 mg estru aktywnego TDBTU Fmoc-NYS 62 oraz 38 mg
parasola kwasu N-(3-aminopropanoilo)deoksycholowego 55 otrzymano 10 mg
(0.05 mmola, 13%) koniugatu 67, R¢ 0.13 (chloroform:metanol:woda 6.5:1:0.1 v/v)

HRMS-ESI: m/z obliczone dla C10sH173Ns023: 1872.2521; znalezione
1873.2529 [M+1]*

'H NMR (CDCl5:CD;0D 1:3) & [ppm]: 5.2 — 6.2 (m, 12H), 3.0 — 4.6 (m, 29H),
2.0 2.8 (m, 18H), 0.9 — 2.0 (m, 114H), 0.7 (s, 6H).

N3-(N-nystatynoilo-4-aminobutanoilo)-N* N’-di-deoksycholoilospermidyna
(68)

Wychodzac z 53 mg estru aktywnego TDBTU Fmoc-NYS 62 oraz 39 mg
parasola kwasu N-(4-aminobutanoilo)deoksycholowego 56 otrzymano 58 mg
(0.03 mmol, 73%) koniugatu 68, R¢0.13 (chloroform:metanol:woda 6.5:1:0.1 v/v)

HRMS-ESI: m/z obliczone dla CiosH175N5023: 1886.2678; znalezione
1887.2696 [M+1]*

'H NMR (CDCl3:CD;OD 1:3) &: 5.2 — 6.2 (m, 12H), 3.0 — 4.6 (m, 29H), 2.0 —
2.8 (m, 20H), 0.9 — 2.0 (m, 114H), 0.7 (s, 6H).

N3-(N-nystatynoilo-6-aminoheksanoilo)-N* N’-di-deoksycholoilospermidyna
(69)

Wychodzac z 53 mg estru aktywnego TDBTU Fmoc-NY'S 62 oraz 40 mg
parasola kwasu N-(6-aminoheksanoilo)deoksycholowego 57 otrzymano 21 mg
(0.01 mmola, 27%) koniugatu 69, R¢ 0.13 (chloroform:metanol:woda 6.5:1:0.1 v/v)

HRMS-ESI: m/z obliczone dla CiosH179N5023: 1914.2991; znalezione
1915.3059 [M+1]*
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'H NMR (CDCl5:CDs0D 1:3) 6 [ppm]: 5.2 - 6.2 (m, 12H), 3.0 — 4.6 (m, 25H),
3.9 (bs, 4H), 1.3 — 2.4 (m, 103H), 0.9 — 1.3 (m, 35H), 0.7 (s, 6H).

N3-(N-nystatynoilo-8-aminooktanoilo)-N*,N’-di-deoksycholoilospermidyna
(70)

Wychodzac z 53 mg estru aktywnego TDBTU Fmoc-NYS 62 oraz 41 mg
parasola kwasu N-(8-aminooktanoilo)deoksycholowego 58 otrzymano 36 mg
(0.02 mmola, 45%) koniugatu 70, R¢ 0.13 (chloroform:metanol:woda 6.5:1:0.1 v/v)

HRMS-ESI: m/z obliczone dla C110H183N5023: 1942.3304; znalezione
1943.3346 [M+1]*

'H NMR (CDCl5:CD;OD 1:3) & [ppm]: 5.2 — 6.2 (m, 12H), 2.9 — 4.6 (m, 37H),
1.2 2.6 (m, 96H), 1.2 — 0.8 (m, 34H) 0.7 (s, 6H).

N3-(N-amfoterycynoilo-4-aminobutanoilo)-N*,N’-di-choloilospermidyna (71)

Wychodzac z 53 mg estru aktywnego TDBTU Fmoc-AmB 61 oraz 40 mg
parasola kwasu N-(4-aminobutanoilo)cholowego 59 otrzymano 18 mg (0.009
mmola, 22%) koniugatu 71, Rt 0.13 (chloroform:metanol:woda 6.5:1:0.1 v/v)

HRMS-ESI: m/z obliczone dla CiosH173N5025: 1916.2420; znalezione
1917.2433 [M+1]*

'H NMR (CDCl5:CD;0D 1:3) & [ppm]: 6.0 — 6.5 (m, 14H), 5.3 — 5.4 (m, 2H),
3.0 - 4.6 (M, 25H), 3.9 (5, 2H), 3.8 (s, 2H), 1.4 — 2.6 (M, 82H), 1.2 — 1.4 (m,
25H), 1.21 — 0.9 (m, 16H), 0.7 (s, 6H).

N3-(N-amfoterycynoilo-8-aminooktanoilo)-N* N’-di-choloilospermidyna (72)

Wychodzac z 53 mg estru aktywnego TDBTU Fmoc-AmB 61 oraz 42 mg
parasola kwasu N-(8-aminooktanoilo)cholowego 60 otrzymano 32 mg (0.016
mmola, 40%) koniugatu 72 o R¢ 0.13 (chloroform:metanol:woda 6.5:1:0.1 v/v)

HRMS-ESI: m/z obliczone dla C110H18:1N5025: 1973.3061; znalezione
1972.3046 [M+1]*

'H NMR (CDCls:CDsOD 1:3) & [ppm]: 6.0 — 6.5 (m, 14H), 5.3 — 5.4 (m, 2H),
3.0 - 4.6 (m, 25H), 3.9 (s, 2H), 3.8 (5, 2H), 1.4 — 2.6 (M, 90H), 1.2 — 1.4 (m,
25H), 1.21— 0.9 (m, 16H), 0.7 (s, 6H).
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N3-(N-nystatynoilo-4-aminobutanoilo)-N*,N’-di-choloilospermidyna (73)

Wychodzac z 53 mg estru aktywnego TDBTU Fmoc-NYS 62 oraz 40 mg
parasola kwasu N-(4-amino-butanoilo)cholowego 59 otrzymano 12 mg (0.006
mmola, 15%) koniugatu 73, R¢ 0.13 (chloroform:metanol:woda 6.5:1:0.1 v/v)

HRMS-ESI: m/z obliczone dla CiosH17sNsO2s: 1918.2576; znalezione
1919.2657 [M+1]*

'H NMR (CDCl5:CD30D 1:3) & [ppm]: 5.0-6.2 (m, 12H), 3.0-4.6 (m, 25H), 3.9
(s, 2H), 3.8 (s, 2H), 1.2-2.6 (m, 115H), 1.2-0.9 (m, 16H), 0.7 (s, 6H).

N3-(N-nystatynoilo-8-aminooktanoilo)-N*,N’-di-choloilospermidyna (74)

Wychodzac z 53 mg estru aktywnego TDBTU Fmoc-NYS 62 oraz 42 mg
parasola kwasu N-(8-aminooktanoilo)cholowego 60 otrzymano 20 mg (0.01
mmola, 25%) koniugatu 74 o R¢ 0.13 (chloroform:metanol:woda 6.5:1:0.1 v/v)

HRMS-ESI: m/z obliczone dla C110H183Ns5025: 1974.3202; znalezione
1975.3222 [M+1]*

'H NMR (CDCl3:CDsOD 1:3) & [ppm]: 5.0 — 6.2 (m, 12H), 3.0 — 4.6 (m, 25H),
3.9 (s, 2H), 3.8 (s, 2H), 1.4 — 2.6 (m, 90H), 1.2 — 1.4 (m, 28H), 1.21 — 0.9 (m,
16H), 0.7 (s, 6H).
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Summary

One of the biggest problems of modern medicine is the drastic increase of
disseminated fungal infections in immunocompromised patients. Extensive use of
broad spectrum antibacterial antibiotics, immunosuppressive drugs, anticancer
and hormonal drugs generates niches for colonization by human pathogenic fungi
and further development of disseminated mycoses, difficult to eliminate with
existing antifungal drugs. An ideal antifungal agent should be characterized by:
fungicidal action, broad spectrum of antifungal activity, low mammalian toxicity
and ability to overcome the multi-drug resistance. None of the clinically available
antifungal drugs meets all of these requirements. That is why there is a constant
need for looking for novel drugs or improving properties of the existing ones.
Polyene macrolide antifungal antibiotics, amphotericin B (AmB) and Nystatin A;
(NYS), seem to be the good candidates for improving their selective toxicity by
chemical modification.

In this study, possibilities of novel chemical modifications of the
aminosugar part of AmB and NYS was tested. Conditions were optimized for a
multistep preparation of the protected AmB aglycone containing free hydroxyl
group at the C19 carbon atom which was used as a substrate for nucleophilic
substitution and dehydrative glycosylation. Attempts focused on preparation of an
analogous derivative of Nystatin A; were not successful, due to the apparent
instability of NYS under these conditions. Conditions for the synthesis of novel
protected sugar derivatives and non-sugar compounds, as convenient substrates
for the reaction with the protected AmB aglycone were determined. Compounds
obtained included: 3-[(N-tert-butoxycarbonyl)amino]-1-propyl methanesulfonate,
N-tert-butoxycarbonyl-3-fluoroaniline, bromo-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-glucopyranose,
2,4,6-tri-O-(triethylosililo)-3-azido-3-deoxy-D-allopyranose, 2,4,6-tri-O-(triethylosililo)-
3-azido-3-deoxy-D-glucopyranose, 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-gluco-pyranose,
2,3,4,6-tetra-O-benzyl-D-glucopyranose and 3-azido-2,3,6-trideoxy-D-xylose. In
reactions of the protected AmB aglycone with tetra-O-benzyl glucopyranose and
3-azido-2,3,6-trideoxy-D-xylose, two novel protected derivatives of AmB were obtained.

Conjugates of amphotericin B and nystatin A; with 'molecular umbrellas'
composed of cholic and deoxycholic acid derivatives were constructed. The
former but not the latter demonstrated improved selective toxicity in comparison
to the mother antibiotics.

All the novel compounds obtained were characterized by *H and 3C NMR
and mass spectrometry. Moreover, the identity of AmB conjugates with sugar
derivatives was confirmed by the two-dimensional spectra HSQC and HMBC.
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