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1. Czesc¢ teoretyczna

1. Czes¢ teoretyczna

1.1. Wstep

Magnetyczny rezonans jadrowy (Nuclear Magnetic Resonance — NMR) jako
jedna z niewielu technik badawczych przeszta bardzo burzliwy rozw6j od
zastosowania w badaniach czysto fizycznych w latach pigédziesiatych ubieglego
wieku w szeroko dzi§ stosowana we wszystkich galgziach nauk chemicznych,
biologicznych, farmaceutycznych 1 medycznych technike analityczna. Wraz z
opracowaniem 1 wprowadzeniem do laboratoriow badawczych pierwszych
spektrometréow NMR pracujacych w  wysokiej rozdzielczosci, spektroskopia
magnetycznego rezonansu jadrowego wkroczyta do chemii organicznej i stata si¢
waznym narz¢dziem dostarczajacym informacji o strukturze chemicznej zaréwno
zwiazkoOw nowo syntetyzowanych jak i wyodrgbnianych z materialu biologicznego.
Niska czutos¢ pierwszych spektrometrow pracujacych metoda ,,fali ciagte;” wymagata
jednak wysokiego stezenia probek i bardzo utrudniala pomiary dla jader izotopdéw o
niskiej zawarto$ci w naturalnie wystepujacych pierwiastkach (*C, '"N). Przetom
dokonat si¢ wraz z wprowadzeniem impulsowej techniki rejestracji widm, ktora
pozwolita na tatwe zaimplementowanie akumulacji wielokrotnie powtarzanych
pomiaréw, co z kolei doprowadzito do szybkiego rozwoju spektroskopii jader *C i w
sposob zdecydowany podwyzszyto czutos¢ metody. Impulsowa spektroskopia NMR
oraz wprowadzenie do obrébki danych pomiarowych szybkiej transformacji Fouriera
(spektroskopia FT-NMR) stanowita rowniez pierwszy krok w kierunku opracowania
technik dwu 1 wigcej wymiarowych. Dalszy rozwoj 1 wejscie na aren¢ badan
makromolekularnych umozliwito wprowadzenie w latach 80-tych ubieglego wieku
magneséw nadprzewodzacych zapewniajacych bardzo silne 1 stabilne pole
magnetyczne, czego konsekwencja jest wysoka czuto$¢ 1 bardzo duza rozdzielczo$¢
obecnie konstruowanych aparatow. Uzywane obecnie do badan nad makromolekutami
(biatka, kwasy nukleinowe) spektrometry pracuja w polu o indukcji nawet 21 T
rownowaznemu czesto$ci podstawowej aparatu dla jader 'H 900 MHz. Badan

zwiazkOw o mniejszej masie czasteczkowe] (typowe molekuly organiczne) dokonuje
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si¢ wykorzystujac spektrometry pracujace przy czestosci podstawowej 300 —
500 MHz, co porownujac do pierwszych spektrometréw pracujacych przy czestosci 40

— 60 MHz obrazuje skale postepu jaki dokonat si¢ w tej technice badawcze;.

1.2. Techniki dwuwymiarowej spektroskopii NMR
Wprowadzenie w potowie ubieglego wieku techniki impulsowej potaczonej z
szybka transformacja Fouriera do pomiaréw widm magnetycznego rezonansu
jadrowego pozwolitlo na szybki rozwoj technik, w ktérych do wzbudzania uktadu
spinowego uzywano szeregu impulsOw promieniowania radiowego, osiagajac tym
samym specjalne efekty, nieosiagalne dla metod opartych o pomiar widm w technice
fali ciaglej. Migdzy innymi techniki impulsowe pozwolilty na zaproponowanie
wprowadzenia eksperymentow dwuwymiarowych przez Jeenera w 1971r [1].
Sekwencj¢ impulsowa dowolnej techniki dwuwymiarowej spektroskopiit NMR

(2D NMR) mozna podzieli¢ na nast¢pujace bloki [2]:

przygotowanie uktadu spinowego,

ewolucja uktadu (czas #),

mieszanie stanéw spinowych,

detekcja sygnatu (czas ).
Detekcja sygnalu w widmach wielowymiarowych prowadzona jest w taki sam sposéb
jak w przypadku standardowego widma jednowymiarowego 1D. Stad czas akwizycji
sygnatu #, odpowiada po transformacji Fouriera osi czgstosci F> widma 2D. Glowna
innowacja w stosunku do widm 1D jest wprowadzenie drugiej zmiennej czasowej —
czasu ewolucji #,. Czas ten jest inkrementowany o stata wielkos$¢ 1 dla kazdej wartosci
czasu t; dokonuje si¢ odrgbnego pomiaru sygnatu zaniku swobodnej precesji wektora
magnetyzacji probki (free induction decay — FID) w czasie . Otrzymane dane
pomiarowe sa wigc funkcja obu czaséw — ewolucji 1 detekcji. W wyniku transformacji
Fouriera wzgledem czasu detekcji otrzymuje si¢ seri¢ widm F>, rézniacych si¢ od
siebie intensywno$ciami 1 (lub) faza poszczegélnych sygnalow zgodnie ze
zmieniajacym si¢ czasem ¢;. Kolejna transformacja Fouriera, tym razem ,,prostopadta”

do osi F, wzgledem czasu t,, daje widmo 2D jako funkcje dwoch czgstosci — F> 1 F.



1. Czesc¢ teoretyczna

Rysunek 1.1 przedstawia zalozenia dwuwymiarowej spektroskopii NMR na podstawie

najprostszej sekwencji impulsowej — sekwencji COSY (correlation spectroscopy).

Rys. 1.1.
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FT t, — transformacja Fouriera wzglgdem czasu detekcji

FT t, — transformacja Fouriera wzgledem czasu ewolucji

Do lat 90-tych opublikowano ponad 500 roéznorakich sekwencji
impulsowych [3], z czego w powszechnym uzyciu w badaniach nad struktura
zwiazkdw uzywany jest niewielki ulamek. Ponizej przedstawiono opis najczesciej
wykonywanych eksperymentow 2D NMR, ktore jednoczes$nie zostaly wykorzystane w
niniejszej pracy.

Widma COSY — COrrelation SpectroscopY [2]

Eksperyment ten jest najstarsza 1 jednocze$nie ciagle najczeSciej wykonywana
technika 2D NMR. Sygnaty diagonalne widma sa odwzorowaniem zwykltego widma
1D, natomiast sygnaly pozadiagonalne powstaja w wyniku sprz¢zenia spinowo-

spinowego, pokazujac sie¢ wzajemnych oddziatywan pomigdzy sasiednimi protonami,
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lezacymi w odlegtosci 3 a czasami wigcej wiazan (Rys. 1.2) 1 umozliwiajac w ten

sposoOb latwe przypisanie sasiadujacych ze soba grup protonow.

Rys. 1.2.
A B C
| 1 |
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Widma HSQC — Heteronuclear Single Quantum Coherence spectroscopy [4]

Widma HSQC stuza do okreslenia korelacji atoméw wodoru z bezposrednio z nimi
zwiazanymi atomami wegla [°C, 'H]-HSQC (Rys. 1.3). Sekwencja ta funkcjonalnie
odpowiada tradycyjnej sekwencji HETCOR (HETeronuclear — CORrelation
spectroscopy), w wyniku zastosowania ktorej otrzymuje si¢ widmo dostarczajace tych
samych informacji, jednakze pomiar sygnatu jest dokonywany poprzez kanat 'H a nie
BC jak w przypadku sekwencji HETCOR, co znacznie zwieksza czuto$¢ i pozwala na
pomiar dla duzo bardziej rozcienczonych probek w znacznie krotszym czasie.
Sekwencja ta jest rowniez bardzo czgsto wykorzystywana w badaniach nad
polipeptydami, biatkami i kwasami nukleinowymi korelujac atomy wodoru i azotu
([N, 'H]-HSQC), w sposob zdecydowany ulatwiajac przypisanie sygnatow do

odpowiednich protonow [5].

Rys. 1.3.
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Widma HMBC — Heteronuclear Multiple Bond Correlation spectroscopy [6]

Tak jak powyzsza sekwencja impulsowa rowniez eksperyment HMBC posiada
detekcje sygnalu rezonansowego poprzez kanat protonowy. Sekwencja funkcjonalnie
odpowiada eksperymentowi COLOC (COrrelations spectroscopy via LOng-range
Couplings) zatem w obu przypadkach sygnaty korelacyjne obrazuja oddzialywanie
spinowo-spinowe pomiedzy atomami wodoru a atomami wegla oddalonymi o 3 lub
wigcej wigzan chemicznych (Rys. 1.4). Eksperyment jest optymalizowany wzgledem
stalej sprze¢zenia, stad w przypadku odpowiedniej jej wartosci dla danego uktadu
spinowego, moga pojawi¢ si¢ oddzialywania poprzez wigksza ilo$¢ wigzan.
Ustawiajac zatem odpowiednio dtugi czas mieszania, ktorego warto$¢ jest wlasciwa
dla obserwacji oddziatywan o danej statej sprz¢zenia, mozna sterowaé zasiggiem

obserwowanych sprze¢zen.

Rys. 1.4.
A B C
* — X Ha\ Hb /Hc
) o/ Cy—Cz—Cx
o ® e 7

Widma NOESY — Nuclear Overhauser Enhancement SpectroscopY [7]

Podstawa dla obserwowania widm NOESY jest wystgpowanie w spektroskopii NMR
zjawiska sprzgzenia dipolowego. Polega ono na oddzialywaniu momentow
magnetycznych dwu spinéw jadrowych poprzez przestrzen. Lokalne pole magnetyczne
generowane przez jeden ze spinow w pozycji drugiego z nich zalezy od ich
wzajemnego potozenia w przestrzeni — od odleglosci » pomigedzy nimi 1 kata jaki
tworzy wektor laczacy oba atomy oraz wektor indukcji zewngtrznego pola
magnetycznego Bo. Szybka reorientacja molekuly w roztworze powoduje fluktuacje
lokalnych pdl magnetycznych, co prowadzi do relaksacji systemu spinowego. Ze

wzgledu na sprze¢zenie dipolowe oddziatujace spiny nie relaksuja niezaleznie ale

11
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wplywaja na siebie, powodujac, iz kazda zmiana w stanie spinowym jednego z nich
jest przenoszona na stan spinowy drugiego, wybijajac go ze stanu rownowagi. Wplyw
ten jest okreslany mianem jadrowego efektu Overhausera (NOE — Nuclear Overhauser
Enhancement). Na widmie 2D NOESY objawia si¢ on powstawaniem
pozadiagonalnych sygnatéw korelacyjnych pomigdzy protonami lezacymi w
niewielkiej odleglosci w przestrzeni (rysunek ponizej), podczas gdy sygnaly na
diagonalnej widma sa odzwierciedleniem zwyktego widma 'H NMR.

Rys. 1.5.

L C /’Hb Hc

Ha

L 4 —

L —A

Intensywnos$¢ sygnatdw korelacyjnych niesie cenna informacje o odlegtosci pomigdzy
atomami [8, 9]. Zalezy ona wprost od szybkosci wzajemnej relaksacji oddziatujacych
spindbw o;. Doktadna analiza pokazuje, iz szybko$¢ wzajemnej relaksacji uktadu
spinowego mozna przedstawi¢ za pomoca rownania (1.1) wiazacego ja z odleglo$cia
pomigdzy oddziatujacymi spinami » [3].

2 242

yoy Rt 6 1

gij =W ,— W =L - 1.1
T (1+(a)i+a)j)2‘[2 ) (11

c

vy — wspotczynnik giromagnetyczny, whasciwy dla danego jadra
T. — czas korelacji, to jest czas potrzebny na obrocenie si¢ czasteczki o 1 rad

® — czestosé rezonansowa whasciwa dla danego spinu

Obliczenie wzajemnej odlegtosci oddziatujacych spindw, w najprostszym przypadku,
mozliwe jest z pomoca znanej odleglo$ci pomigdzy protonami w danej molekule 1
intensywno$ci sygnalu NOE pomiedzy nimi, tak jak przedstawiono to w czg$ci
eksperymentalnej. Jednakze zaklada si¢ przy tym, ze czas korelacji dla réznych
wektoréw migdzyatomowych w danej czasteczce jest taki sam, czyli molekuta rotuje

jako sztywny izotropowy uklad, co oczywiscie nie zawsze jest prawdziwe. Uklad jako

12
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catos¢ moze rotowa¢ nieizotropowo, co jest czgste dla czasteczek wydhuzonych i
szczegOlnie uwidacznia si¢ dla pomiaréw kwaséw nukleinowych. Rowniez
poszczegblne fragmenty czasteczki moga rotowac z innymi czasami korelacji — np. w
przypadku biatek, gdzie boczne, ,,luzne” tancuchy weglowodorowe podlegaja znacznie
szybszym ruchom niz sztywne, ggsto upakowane wngtrze. Co wigcej, zaklada sig
roOwniez, 1z rozwazany uktad spinowy jest izolowany, to znaczy nie oddziatuje z
pozostatymi protonami lub oddziatywania te nie interferuja ze soba w zaden sposob,
co oczywiscie praktycznie nigdy nie jest do konca spelnione. W zwiazku z tym okazac
si¢ moze, iz obliczona odleglos$¢ jest za duza, ze wzgledu na spadek intensywnosci
sygnaltu w wyniku transferu magnetyzacji na sasiednie atomy (zjawisko dyfuzji
spinowej wystepujace szczegolnie w przypadku makromolekut), lub odwrotnie, za
mata, ze wzgledu na przekazywanie magnetyzacji poprzez atomy stojace pomigdzy
atomami skorelowanymi sygnalem NOE, a ktore moga znajdowac si¢ nawet w zbyt
duzej odleglos$ci aby mogl powsta¢ bezposredni efekt NOE. Poniewaz dla zaistnienia
tych zjawisk potrzeba wigcej czasu niz dla wystapienia bezposredniego sygnatu NOE,
unika si¢ ich poprzez pomiar widm NOESY z mozliwie jak najkrotszym czasem
mieszania, w trakcie ktorego nastepuje transfer magnetyzacji [10]. Kolejna trudnos¢
wystepujaca podczas interpretacji ilosciowej widm NOESY wynika z istnienia
rownocennych magnetycznie atomoéw w badanych zwiazkach. Odlegto$¢ obliczona dla
takiego uktadu bedzie $rednia odlegloscia do rownocennych atomédw, ktére moga
wtedy by¢ reprezentowane jako jeden ,,pseudoatom”, ulokowany pomigdzy nimi [11].
Rowniez zjawiska dynamiki molekularnej moga komplikowa¢ obraz widma NOESY,
wprowadzajac sygnaly wymiany konformacyjnej (jezeli czas zycia obu konformacji
jest wystarczajaco dhugi), badz dajac obraz usrednionej konformacji, dla procesow
szybkiej wymiany, ktora w rzeczywistosci moze nie istnie¢. Ten ostatni problem
dotyczy w szczegdlnosci makroczasteczek, co moze prowadzi¢ w rezultacie do
pewnych niezgodnosci z warto$ciami katow pomiedzy wiazaniami czy z wartosciami

dhugosci wiazan w obliczonej konformacji molekuty.
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Konsekwencja powyzszych trudno$ci w wyznaczaniu odleglo$ci pomigdzy
atomami z intensywnos$ci efektu NOE powszechne jest w badaniach biochemicznych
potilosciowe traktowanie intensywnosci sygnalow korelacyjnych odczytanych z widm
NOESY [12]. Sygnaty korelacyjne dzieli si¢ na klasy ze wzgledu na ich intensywnos¢
a nastgpnie kazdej z klas przyznaje si¢ wartos¢ maksymalnej odleglosci pomigdzy
oddzialujacymi protonami. Wedtug tego kryterium analizy sygnaly NOE dzieli si¢ na
silne, dla ktérych przypisuje sie odlegto$¢ pomiedzy atomami do 2,7 A, $rednie — 3,3
A i stabe — 5,0 A. Dla matych czasteczek organicznych, ktorych rotacja w roztworze
jest znacznie szybsza i w zwiazku z tym czas korelacji ma znacznie nizszq warto$¢,
efekt NOE jest stabszy (zmienia si¢ rdwniez jego znak), a zatem podane odlegtosci
ulegaja zmniejszeniu.

Analiza widm NOESY matych czasteczek organicznych o masach do ok.
800 Da (w zaleznos$ci od natgzenia pola magnesu spektrometru, lepkosci uzytego
rozpuszczalnika) w znacznie mniejszym stopniu jest utrudniona przez wyzej
wymienione komplikacje [13]. Czasteczki te z reguty daja dobrze rozdzielone widma
"H NMR pozwalajac na doktadne przypisanie sygnatlow do odpowiednich protonow
oraz w zdecydowany sposob ulatwiajac calkowanie sygnatow NOE. Nowa
komplikacja jest podatno$¢ malych czasteczek na inne mechanizmy relaksacji —
poprzez oddziatywanie z rozpuszczalnikiem, czy tez zanieczyszczeniami
paramagnetycznymi, jak cho¢by rozpuszczony w roztworze tlen, co moze powodowac
znaczne ostabienie efektu NOE [14-16]. Efekt ten mozna jednak zminimalizowac,
odpowiednio projektujac eksperyment. Najtrudniejsze w analizie konformacyjnej
matych czasteczek jest spelnienie zalozenia, iz czasteczka jest konformacyjnie
jednorodna (brak szybkich proceséw tworzenia si¢ rownowag konformacyjnych) — jak
dotad brak jest doniesien rozwiazujacych ten problem. Zaktada si¢ przeto, iz molekuta
wystepuje w jednej dominujacej konformacji lub rodzinie konformacji, pozostajacych
ze soba w duzej zgodnosci [13]. Weryfikacja tego zatozenia jest brak niezgodnosci
pomiedzy danymi eksperymentalnymi uzyskanymi z widm NOESY a obliczona

konformacja zwiazku, jak 1 brak niezgodnosci pomigdzy eksperymentem a teoretycznie
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obliczonym z wynikowej konformacji widmem NOESY — w przypadku obecnosci
szybkiej wymiany konformacyjnej pomigdzy znaczaco rézniacymi si¢ konformacjami
(co w rezultacie daje usredniona, nieistniejaca w rzeczywistosci konformacjg

obliczona z danych NOE) takie niezgodnosci si¢ pojawiaja [17].

1.3. Spektroskopia NMR w analizie i projektowaniu substancji leczniczych
Poniewaz obecnie uzywane leki sa w wigkszos$ci produktem syntezy organicznej, badz
tez sa wyodrgbniane w czystej postaci ze zrddet naturalnych, spektroskopia
magnetycznego rezonansu jadrowego byla i jest gtownie uzywana do potwierdzania
lub wyznaczenia struktury chemicznej substancji leczniczej. W ostatnich latach
wprowadzono metody spektroskopii NMR do analiz ilo$ciowych w celu oznaczenia
profilu zanieczyszczen leku, charakteryzowania sktadu ilo§ciowego produktéw
leczniczych czy tez oznaczania metabolitow lekow w ptynach ustrojowych [18]. W
tym ostatnim przypadku bardzo wazna role peni spektroskopia jader F i *'P [19, 20]
ze wzgledu na brak problemu wygaszania silnego sygnalu rezonansowego wody, ktory
wystepuje podczas pomiaréw widm protonowych.

Ostatnio bardzo wazna role peli¢ zaczgla spektroskopia magnetycznego
rezonansu jadrowego w badaniach nad nowymi, potencjalnymi substancjami
leczniczymi, jako metoda wykrywania zwiazkow wiodacych [21-24], oraz w procesie
racjonalnego projektowania lekow [25]. Rozw0j metod kombinatoryjnych w chemii
medycznej doprowadzit do powstawania obszernych bibliotek zwiazkow,
poddawanych w dalszym etapie prac nad substancjami wiodacymi prébom wigzania
do biatek receptorowych. W badaniach tych spektroskopia NMR okazata si¢ niezwykle
cenna metoda w poszukiwaniu zwiazkéw ulegajacych wiazaniu do makromolekut,
wykorzystujac do tego celu rézne techniki pomiarowe — obserwujac zmiany
przesunigcia chemicznego sygnatow rezonansowych, miedzyczasteczkowy transfer
magnetyzacji, objawiajacy si¢ skroceniem czasu relaksacji 1 silnym poszerzeniem linii
rezonansowych, zmiany w znaku efektu NOE, czy tez zmiany wspdtczynnika dyfuzji
po zwiazaniu matoczasteczkowego ligandu do docelowego biatka. Poszukiwania

potencjalnych ligandow receptorow biatkowych przy uzyciu spektroskopii
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magnetycznego rezonansu jadrowego umozliwiaja zidentyfikowanie zwiazkow, ktore
posiadaja nawet niewielkie powinowactwo do docelowego receptora (stata dysocjacji
kompleksu rzedu 0,1 M), nie wymagajac wczesniejszej wiedzy z zakresu
funkcjonalno$ci danego biatka. Oprécz wykrycia wiazania matoczasteczkowego
zwiazku do biatka umozliwiaja jednoczesnie wyznaczenie stalej wiazania (dla
uktadow, w ktorych stata dysocjacji Kp > 10 uM) [26]. Badania te prowadzone moga
by¢ zarowno w oparciu o pomiar wlasnosci spektroskopowych biatka jak i samych
ligandow. Wsréd metod opartych o pomiary widm NMR receptora, dla biatek o
masach do 30 kDa najcze$ciej stosowana metoda jest rejestrowanie widma [N, 'H]-
HSQC biatka maksymalnie wzbogaconego w izotop "N bez i w obecno$ci mieszaniny
potencjalnych ligandow. Podobna metoda jest analogiczny pomiar widm ["*C, 'H]-
HSQC biatka selektywnie wzbogaconego w izotop *C (znakuje si¢ w ten sposob tylko
atomy wegla grup metylowych waliny, leucyny i izoleucyny) [27]. Jezeli czasteczka
ligandu zwiaze si¢ z badanym biatkiem nastgpuje zmiana w przesuni¢ciach
chemicznych atoméw w miejscu wigzania, co mozna stwierdzi¢ poréwnujac
odpowiednie widma HSQC. Znajac przypisanie poszczegdlnych sygnatow
rezonansowych makromolekuty mozna ponadto okresli¢, czy badany ligand zwiazat
si¢ w centrum aktywnym. Mozliwe jest rowniez okreslenie orientacji czasteczki
ligandu w miejscu wiazania [28-30]. Wada wyzej wymienionych metod jest potrzeba
otrzymania do$¢ duzej ilo$ci izotopowo znaczonego biatka, co jest obecnie mozliwe
przy uzyciu metod biotechnologicznych [5]. Metody oparte o pomiar wtasnosci
spektroskopowych ligandow sa zatem stosowane z wyboru w przypadku gdy
otrzymanie znakowanego biatka jest trudne. Ponadto stosuje si¢ je, gdy badane biatko
przejawia tendencje¢ do agregowania, jezeli jego struktura jest nieznana a takze jezeli
ma duza masg czasteczkowa. W pomiarach tych obserwuje si¢ poszerzenie linii
sygnatow rezonansowych liganddow po zwiazaniu z makromolekuta, powstawanie
efektuu NOE pomiedzy ligandem a receptorem oraz zmiang¢ znaku
wewnatrzczasteczkowego efektu NOE po zwiazaniu liganda do receptora [31]. Stosuje

si¢ rowniez metody oparte na miedzyczasteczkowym transferze magnetyzacji [32-36]
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oraz znakowanie miejsca wigzacego receptora znacznikiem spinowym, powodujacym
bardzo znaczne poszerzenie linii rezonansowych wiazacego si¢ ligandu — metoda
SLAPSTIC (Spin Labels Attached to Protein Side chains as a Tool to identify
Interacting Compounds) [37].

Badania typu struktura a aktywno$¢ poprzez metody magnetycznego rezonansu
jadrowego (SAR by NMR — Structure-Activity Relationship by NMR) znalazty bardzo
szerokie zastosowanie w poszukiwaniu substancji wiodacych dla nowych lekow [38,
39]. Polegaja one na wykrywaniu matych czasteczek organicznych wiazacych si¢
jednoczesnie do biatka w obrebie centrum aktywnego, w niewielkiej odleglosci od
siebie. Zwiazki te sa identyfikowane, ich struktura jest optymalizowana, a nastgpnie sa
taczone w jeden ligand o wysokim powinowactwie do centrum aktywnego. W
projektowaniu fragmentu laczacego bardzo wazna rol¢ odgrywaja widma NOESY,
dostarczajac informacji jak sa zorientowane wzgledem siebie zwiazane w centrum
aktywnym biatka molekuty [40], jak rowniez pozwalajac na oszacowanie odlegtosci
pomigdzy nimi z pomiardéw intensywnosci efektu NOE [41].

Widma NOESY odgrywaja nieoceniona role¢ w wyznaczaniu struktury
przestrzennej biatek czy kwasow nukleinowych [5]. Jako jedyne pozwalaja one na
okreslenie jej w roztworze, co odgrywa bardzo wazna rol¢ w zrozumieniu
funkcjonowania makromolekuty, jej wilasciwosci chemicznych 1 fizycznych, w
naturalnym dla niej srodowisku. Poznanie struktury przestrzennej miejsca wiazacego
pozwala na racjonalne projektowanie leku dla konkretnego receptora Iub dla
sterowania konkretnym szlakiem metabolicznym. Do roku 2003 juz okoto 15% ze
wszystkich struktur przestrzennych zdeponowanych w Protein Data Bank zostato
rozwiazanych poprzez badania NMR [42]. Poniewaz w wyniku pomiarow widm
makroczasteczek otrzymuje si¢ bardzo rozlegle zbiory danych, obecnie do ich analizy 1
dalszego obliczenia struktury przestrzennej wykorzystuje si¢ automatyczne metody

obliczeniowe [42-45].
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1.4. NMR w badaniach nad arylopiperazynami — potencjalnymi ligandami
receptorow serotononiowych 5-HT 4

Receptory serotoninowe sa czgsto docelowymi miejscem wigzania wielu lekow
dziatajacych na os$rodkowy uklad nerwowy. Dotychczasowe badania w tej klasie
pochodnych wskazuja na bardzo duzy wptyw niewielkich zmian strukturalnych na
powinowactwo ligandu do receptora jak i na jego aktywnos¢ fizjologiczna [46]. Jedna
z cze$cie] badanych grup zwiazkdéw sa rdézne pochodne arylopiperazyn a wsrod nich
dhlugotancuchowe arylopiperazyny. Wigkszo$¢ z nich zawiera tancuch alifatyczny
roznej dhugosci, na ktéorego jednym koncu przylaczony jest fragment
arylopiperazynowy, na drugim za§ inna, bardzo czgsto amidowa, grupa
farmakoforowa. Modyfikacje dlugotancuchowych arylopiperazyn sa wprowadzane
glownie w tych dwu koncach czasteczki lub w samym faczniku. Pomimo licznych
badan prowadzonych nad ta grupa zwiazkéw ich konformacja ciagle nie jest
jednoznacznie wyznaczona. Szereg badan krystalograficznych [47-49] pokazato, iz w
fazie statej dominuje konformacja maksymalnie rozciagnigta weglowodorowego
tancucha tacznikowego (Rys. 5.1), cho¢ w poszczegdlnych przypadkach odnotowuje
si¢ obecno$¢ konformacji zgigte] (Rys. 5.2), w ktorej atomy wodoru znajdujace si¢
przy koncowych grupach metylenowych tancucha tacznikowego znajduja si¢ w swoim
bezposrednim sasiedztwie. Badania w roztworze przy uzyciu spektroskopii NMR
zostaly dotychczas przeprowadzone dla niewielkiej ilosci zwiazkoéw. [50-53]. Norman
i wsp. [50] porownuje w swej pracy konformacje otrzymane w wyniku pomiarow
krystalograficznych z wynikami otrzymanymi z widm NOESY. Donosi on, iz w
krysztale obserwowana jest konformacja maksymalnie rozciagnigta *tancucha
facznikowego, podczas gdy pomiary przeprowadzone w roztworze dla tych samych
pochodnych wskazuja na obecno$¢ konformacji zgigtej. Pozostali autorzy réwniez
donosza o obecnosci konformacji zgigte] w badaniach prowadzonych w roztworze,
jednakze jak do tej pory nie ukazaly si¢ w literaturze zadne doniesienia o
systematycznych badaniach nad konformacjami arylopiperazyn w roztworze. Wydaje

si¢, 1z badania takie, w zestawieniu z wynikami badan nad aktywnoscia pochodnych

18



1. Czesc¢ teoretyczna

arylopiperazyn, pomoga w zrozumieniu konformacji bioaktywnej tych zwiazkow i
pomoga w projektowaniu bardziej specyficznych w wigzaniu do receptorow i

aktywnych funkcjonalnie pochodnych.
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2. Cel pracy

Badania konformacyjne zwiazkéw pozwalaja na wyznaczenie zalezno$ci pomigdzy
struktura chemiczna a przestrzenna molekut. W potaczeniu z badaniami
farmakologicznymi moga przyczyni¢ si¢ do wyznaczenia konformacji potencjalnego
ligandu w centrum aktywnym, a co za tym idzie do utatwienia projektowania dalszych
pochodnych o zwigkszonym powinowactwie do receptora. Poniewaz grupg
dlugotancuchowych arylopiperazyn cechuje duza ro6znorodno$¢ strukturalna we
fragmentach farmakoforowych, celowym wydaje si¢ przebadanie wlasnosSci
spektroskopowych mozliwie szerokiej puli zwiazkow w roznych warunkach. Badania
te maja ustali¢ dominujaca konformacj¢ badanych zwiazkéw w roztworze, wptyw
polarno$ci srodowiska na konformacje¢ (badania w réznych rozpuszczalnikach) oraz
wplyw protonowania uktadu piperazyny na konformacj¢ zwiazkow w réznym
srodowisku. Wyniki badan konformacyjnych przeprowadzonych przy uzyciu
spektroskopii  NMR  zostana nastgpnie zestawione z wynikami badan
farmakologicznych oraz wynikami obliczen kwantowomechanicznych modelujacych
in silico konformacje dtugotancuchowych arylopiperazyn.

Celem niniejszej pracy, bedacej fragmentem wyzej nakreslonego projektu badawczego
realizowanego wspolnie przez Instytut Farmakologii PAN, Politechnikg¢ Krakowska
oraz Pracowni¢ Spektroskopii NMR Collegium Medicum UJ, finansowanego przez
Komitet Badan Naukowych, jest wyznaczenie wlasnosci spektroskopowych szeregu
arylopiperazyn, wystepujacych zar6wno w postaci soli jak 1 wolnych zasad, w r6znych
rozpuszczalnikach (polarnym i niepolarnym) oraz wyznaczenie konformacji zwiazkow

na podstawie analizy widm NOESY.
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3. CzesS¢ eksperymentalna

3.1. Odczynniki i aparatura
Rozpuszczalniki deuterowane:
Zakupione w fimie Armar AG — Szwajcaria:

chloroform — D, 99,8% D

dimetylosulfotlenek — D¢, 99,8% D
Zakupione w firmie Deutero Gmbh — Niemcy:

chloroform — D, 99,8% D

dimetylosulfotlenek — D¢, 99,8% D
Badane zwiqzki:
Substancje przebadane w niniejszej pracy zostaly zsyntetyzowane, w ramach
wspolnego projektu badawczego, przez Zaktad Chemii Lekow Instytutu Farmakologii
Polskiej Akademii Nauk.
Probowki pomiarowe:
Probowki do spektroskopii NMR, typ 5 HP (High Precision) — $rednica zew. 4,97 +
0,013 mm, dlugo$¢ 178 mm firmy Armar AG — Szwajcaria.
Aparatura:
Spektrometr Mercury-VX firmy Varian — USA, pracujacy przy czgstotliwosci
podstawowej dla jader '"H — 300,08 MHz. Spektrometr jest wyposazony w magnes
nadprzewodzacy firmy Oxford — Wielka Brytania, pracujacy w polu magnetycznym o
indukcji 7,2 T, przystawke temperaturowa pozwalajaca na kontrolowanie temperatury
pomiaru w zakresie 0 — 100°C z dokladnoscia = 0,1°C oraz jednostke generatora
impulséw gradientowych pola magnetycznego wzdluz osi magnesu — PFG (Pulse
Field Gradient) — Performa 1. Zakresy pomiarowe obejmuja jadra 'H, *C, "F i°'P i sg
automatycznie wybierane podczas definiowania eksperymentu, bez potrzeby
przestrajania sondy. System pracuje pod kontrola stacji roboczej Ultra 5 firmy Sun
Microsystems — USA, wyposazonej w procesor RISC 270 MHz, 192 MB pamigci
RAM 1 80 GB pamieci dyskowej, dziatajacej w srodowisku UNIX — Solaris 9 edycja
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04/09 firmy Sun Microsystems. Kontrole pracy spektrometru, akwizycje i obrobke

danych pomiarowych zapewnily programy Vnmr 6.1C oraz VomrJ 1.1D firmy Varian.
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3.2. Nomenklatura badanych zwigzkow
Ponizej przedstawiono wzory i nazwy systematyczne badanych arylopiperazyn wraz z
numeracja atomow uzyta w opisie interpretacji widm:

zwiazek 1:

g
6" 4™
3“'
o) N
3 r o (7 <
3 N/W g 3
2' 4' 2
\o
nazwa systematyczna: 1-[4-(4-fenylo-1-piperazynylo)butylo]pirolidyno-2,5-dion;

zwiazek 2:

5"!
6" 4"
AT
2' 4 2"
\0

nazwa systematyczna: 1-{4-[4-(3-chlorofenylo)-1-piperazynylo]butylo}pirolidyno-2,5-
dion;

zwiazek 3:
5'“
6" 4™
3'“
0 ﬁN qm CFs

\ T 3 " 2"
ERES

2. 4| 2n

nazwa  systematyczna:  1-{4-[4-(3-trifluorometylofenylo)-1-piperazynylo]|butylo}
pirolidyno-2,5-dion;

25



Pracownia Spektroskopii NMIR CM UJ

zwiazek 4:

1 3
3%N/WN
2 4
N

nazwa systematyczna: 1-{4-[4-(2-metoksyfenylo)-1-piperazynylo]butylo}pirolidyno-
2,5-dion;

zwiazek 5:

nazwa systematyczna: 2-{4-[4-(2-metoksyfenylo)-1-piperazynylo]butylo}-4,5,6,7-
tetrahydro-1H-izoindolo-1,3-dion;

zwiazek 6:

chlorowodorek zwiazku 4;

zwiazek 7:

* HCI

nazwa systematyczna: chlorowodorek 2-{4-[4-(2-metoksyfenylo)-1-piperazynylo]

butylo}izoindolin-1-onu;
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zwiazek 8:

* HCI

nazwa systematyczna: chlorowodorek 2-{4-[4-(2-metoksyfenylo)-1-piperazynylo]
butylo}-2H-indazolu;

zwiazek 9:

* HCI

.3 Q
N " (o]
3 " CHj

N
4 N
5 / 2. 4| 2||
—N

6 7

nazwa systematyczna: chlorowodorek 2-{4-[4-(2-metoksyfenylo)-1-piperazynylo]
butylo}-2H-1,2,3-benzotriazolu;
zwiazek 10:

6

7 N 1"! * HCI

5 3 NQ?’.. o
7N T “CH
4 / 2. 4| 2n 3
—N
3

nazwa systematyczna: chlorowodorek 1-{4-[4-(2-metoksyfenylo)-1-piperazynylo]
butylo}-1H-indazolu;
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zwiazek 11:

nazwa systematyczna: chlorowodorek 1-{4-[4-(2-metoksyfenylo)-1-piperazynylo]
butylo}-1H-1,2,3-benzotriazolu;
zwigzek 12:

nazwa systematyczna: chlorowodorek 4,6-difenylo-1-{4-[4-(2-metoksyfenylo)-1-
piperazynylo]butylo}-2[1H]-pirydonu;

3.3. Przygotowanie probek i akwizycja danych.

Przygotowanie probki:

10 mg badanego zwiazku rozpuszczano w 0,7 ml odpowiedniego rozpuszczalnika.
Jezeli probka nie ulegta catkowitemu rozpuszczeniu dekantowano ciecz znad osadu i w
razie potrzeby saczono.

Akwizycja widm 1D '"H NMR:

Wszystkie pomiary przeprowadzano w temperaturze 28°C wigc aby zminimalizowaé
gradienty temperatury wewnatrz probki, po umieszczeniu jej w spektrometrze,

stabilizowano przez 10 min w temperaturze pomiaru. Nastgpnie przeprowadzano
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akwizycje widma 1D wykonujac 16 powtdrzen rejestracji FID. Probke wzbudzano
pulsem 45°, czas relaksacji wynosit 1 s. Catkowity czas pomiaru wynosit 49 s.
Akwizycja widm 2D NMR:
Widma COSY i1 NOESY rejestrowano stosujac standardowe sekwencje spektrometru.
Widma heterokorelacyjne zbierano uzywajac gradientowych sekwencji impulsowych
pakietu Chempack firmy Varian. Dokonujac pomiarow stosowano nizej podane
parametry.
Widma COSY - rejestracj¢ prowadzono przy uzyciu sekwencji COSY45
zapewniajacej zmniejszenie intensywnosci sygnaldow diagonalnych widma.
Szerokos$¢ okna pomiarowego wynosita okoto 2500 Hz w obu wymiarach. Pomiar
przeprowadzano rejestrujac 8 powtorzen dla kazdego z 512 inkrementdéw czasu ¢,
czas relaksacji wynosit 1 s, calkowity czas pomiaru 1 h, 33 min.
Widma HSQC — pomiar przeprowadzano rejestrujac 32 powtdrzenia dla kazdego z
256 inkrementOw czasu #, czas relaksacji wynosit 1 s, catkowity czas pomiaru 5 h,
50 min. Szeroko$¢ okna pomiarowego wynosita okoto 2500 Hz dla kanalu
protonowego i okoto 11000 Hz dla kanatu weglowego.
Widma HMBC — pomiar przeprowadzano rejestrujac w zaleznosci od stezenia 16
lub 32 powtdrzenia dla kazdego z 400 inkrementéw czasu t,, czas relaksacji wynosit
1 s, catkowity czas pomiaru 2 h, 15 min lub 4 h, 35 min. Szeroko$¢ okna
pomiarowego wynosita okoto 2500 Hz dla kanalu protonowego i okoto 16000 Hz
dla kanatu weglowego. Eksperyment optymalizowano dla statej sprzezenia proton-
wegiel Jon = 8 Hz.
Widma NOESY — pomiar przeprowadzano rejestrujac 16 powtorzen dla kazdego z
512 inkrementéw czasu t,, czas relaksacji wynosil 1 s, czas mieszania 0,3 s,
catkowity czas pomiaru 7 h, 30 min. Szeroko$¢ okna pomiarowego wynosita okoto

2500 Hz w obu wymiarach.

3.4. Interpretacja widm i metody obliczeniowe
Przypisanie sygnalow z widma 'H NMR do odpowiednich grup protonow dokonywano
na podstawie analizy widma korelacyjnego 2D COSY. W przypadkach watpliwych,
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silnego naktadania si¢ sygnalow rezonansowych, positkowano si¢ informacjami
ptynacymi z widm heterokorelacyjnych. Analiza tych widm pozwolila na
doktadniejszy opis spektroskopowy badanych zwiazkéw dostarczajac informacji o
przesunieciu chemicznym atomow wegla. Wyniki interpretacji zebrano w tabelach
zamieszczanych ponizej odpowiednich widm. W tabelach tych zamieszczono
przesunigcia chemiczne protondw oraz atomow wegla jak 1 jednoznacznie
zidentyfikowane sprzezenia spinowo-spinowe homo- (w przypadku widm COSY) jak i
heterojadrowe (widma HMBC).

Analiza widm 2D NOESY.

Znajac przesunigcia chemiczne odpowiednich protonéw z widm NOESY odczytywano
oddziatywania NOE pomig¢dzy nimi, okre$lajac, ktore z nich znajduja si¢ w
sasiedztwie w przestrzeni. Po jednoznacznym przypisaniu oddzialujacych protondéw
sygnat NOE catkowano otrzymujac jego objgtos¢ I (miara intensywnosci efektu NOE).
Zgodnie z rownaniem (1.1) intensywno$¢ sygnatu jest odwrotnie proporcjonalna do
szoste] potegi odleglosci pomigdzy oddziatujacymi protonami. Zalezno$¢ ta mozna

przedstawi¢ za pomoca uproszczonego rownania:
a
I= = 4.1)

Okreslajac w strukturze przestrzennej zwiazku znana odleglos¢ 1 traktujac ja jako
wzorcowa, mozna obliczy¢ stala a charakterystyczna dla danego pomiaru. Dla
zwiazkow 1 — 4 za wzorcowa wzigto odleglto$¢ pomigdzy protonami orto pierscienia
fenylowego a protonami H3 piperazyny znajdujacymi si¢ w pozycji ekwatorialne;.
Wybor ten podyktowany byt wystgpowaniem silnego sygnalu korelacyjnego w
badanych zwiazkach, pomiedzy wymienionymi protonami, niezaleznego od rodzaju
uzytego rozpuszczalnika, co pozwolito zalozy¢, iz odlegltos¢ pomigdzy odpowiednimi
protonami pozostaje stata, lub podlega zaniedbywalnym zmianom. Odleglos¢ ta
wyznaczono in silico w wyniku optymalizacji geometrii prostego uktadu N-
fenylopiperazyny metoda pétempiryczna PM3. W przypadku dalszych pochodnych

odlegtos¢ ta przestata by¢ uzyteczna ze wzgledu na pojawienie si¢ duzej zmiennosci

30



3. Czes¢ eksperymentalna

intensywno$ci omawianego sygnatu, co sugeruje zmiany w geometrii wzajemnego
utozenia pierscieni fenylowego 1 piperazynowego. Poniewaz dalsze pochodne
posiadaja grupe metoksylowa w pozycji orto pierScienia fenylowego za odlegtos¢
wzorcowq dla tych zwiazkéw uznano odlegtos¢ pomiedzy protonami grupy metylowe;j
reszty metoksylowej a protonem w pozycji 3 pierscienia fenylowego. W kazdej z tych
pochodnych (zwiazki 4 — 12) wystgpuje bowiem silny sygnal NOE pomigdzy
omawianymi protonami. Odlegtos¢ ta wyznaczono z widma NOESY zwiazku 4 w
CDCl; 1 zatozono, iz pozostaje ona stala we wszystkich dalszych pochodnych orto-
metoksyfenylopiperazyny.

Znajac warto$¢ statej a obliczano nast¢pnie, postugujac si¢ rOwnaniem (4.1),
srednie odlegtosci » pomigdzy pozostatymi oddziatujacymi protonami w badanym
zwiazku, wykorzystujac intensywno$ci I odpowiednich oddziatywanh NOE. Do
obliczen brano jedynie wartosci catek sygnaldw jednoznacznie przypisanych do
odpowiednich grup protonéw, pomijajac te, w ktérych przypisanie nie byto mozliwe
ze wzgledu na naktadanie si¢ sygnatow.

Wyznaczenie konformacji zwiqzku.

Wyznaczone z widm NOESY S$rednie odleglosci pomiedzy protonami wprowadzano
jako ograniczenie swobody konformacyjnej do obliczen optymalizacji geometrii.
Optymalizacj¢ prowadzono metoda polempiryczna PM3 przy uzyciu programu
HyperChem firmy Hypercube. Wyniki optymalizacji przedstawiono jako rysunki
odpowiednich struktur.
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4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

4. Wyniki pomiaréw i interpretacja widm.

X

4.1. Zwigzek 1

Pomiary przeprowadzono w CDClI; jak i w DMSO.
Interpretacja widm otrzymanych w roztworze CDCls:

Widmo 'H NMR:

207 2.80 1.99 4.02 8.002.13 4.14
= [—
AR R R N R R R N R R R R AN R R RN R
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0

Przypisanie sygnatow do odpowiednich grup protondw zamieszczono w tabeli 4.1.1

razem z interpretacja widma COSY.
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Widmo COSY:
F2 s
(PPm)E é % .%
o
1 ° & @p
g ] . © «?
N ,
F-4 ) o222
—
.
—
7; & 2
j 1 6 =
L R \ T \ \
7 6 5 4 3 2 1

Tabela 4.1.1. Interpretacja widm 'H NMR i 2D COSY.

Protony  Przesunigcie Multipleto- [lo§¢  Stala sprzezenia Sprzezenia COSY
chemiczne [ppm] wos¢ protonow [Hz]

H3 2,73 singlet 4 - HI'

HT' 3,58 tryplet 2 7,1 H3, H2', H3', H4'
H2' 1,60-1,75 multiplet 2 - H1', H3', H4'

H3' 1,50-1,60 multiplet 2 - H1', H2', H4'

H4' 2,43 tryplet 2 7,1 H1', H2', H3'

H2" 2,62 tryplet 4 4,9 H3"

H3" 3,23 tryplet 4 4,9 H2"
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4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

H2" 6,97 multiplet 2 - H3", H4"™
H3™ 7,29 multiplet 2 - H2", H4"™
H4™ 6,88 multiplet 1 - H3™, H4"™
Widmo HSQC:
F2 ]
(ppm)
2
]
-]
-4
N
1 &
]
a
5
o
7 "o
7\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘
130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20
F1 (ppm)
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Widmo HMBC:

F2
(ppm)-

2

1

L}

. !
| 8 0 s

180 160 140 120 100 80 60 40 20

Fl (ppm)

Tabela 4.1.2. Interpretacja widm heterokorelacyjnych HSQC i HMBC.

Atom Przesunigcie Sprzezenia HMBC
wegla  chemiczne [ppm]

C2 177 H3, H1'

C3 29 H3

Ccr 39

c2 26 H1', H3', H4'

C3 24 HI1', H2', H4'

c4' 58 H3', H2"

c2" 53 H4', H2", H3"
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4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

c3" 49 H2", H3"
c1™ 151 H3"
ca" 116 H3", H4™
c3am 129
c4™ 120 H2™
Widmo NOESY:
F2 N
(ppm)] g 08 M
.
] - O | o Wi
g e s b g .;& o st s 5 e o e o e B G ,%.pﬁ o ..,T I
37 &
j - - o, - . . U%ﬂ 8 - - .
| go -
4| g
5
|
- el °
[
7

6 5 4 3 2 1

Fl (ppm)
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Pracownia Spektroskopii NMIR CM UJ

W ponizszej tabeli zestawiono interpretacj¢ widma NOESY, wraz z obliczeniem
Sredniej warto$ci odleglo$ci pomiedzy oddziatujacymi protonami wedlug metody
podanej] w rozdziale dotyczacym czeSci eksperymentalnej. Gwiazdka oznaczono
odlegtos¢ wzorcowa.

Tabela 4.1.3. Interpretacja widma 2D NOESY.

Protony Intensywnos$¢  Obliczona $rednia odlegtos¢
oddziatujace sygnatu pomiedzy protonami [A]
(objetose)
HI1'-H4' 1,00 3,37
HI1'-H2' 17,60 2,09
H2'-H4' 11,51 2,24
H3'-H4' 15,44 2,13
H4'-H2" 45,24 1,78
H3"-H2" 45,96 1,78%*

Ponizej przedstawiono zoptymalizowana struktur¢ zwiazku 1. Sposob obliczenia
konformacji podano w czgsci eksperymentalne;.

Rys. 4.1.
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4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

Interpretacja widm uzyskanych w roztworze DMSO:

Widmo 'H NMR:

s /fﬂ /
.

1.97 2.99 222 414 412915 4.16
l:t l:l = l:l

TTTTTTTTT TTTT H‘H\\HH‘\H\HH‘\H\HH‘HHH\\‘HHHH‘HH\\H‘H\\\\\H‘\H\\HH‘HH\HH‘HH\ T IBARERBRRE
7.5 70 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 15 1.0

Przypisanie sygnalow do odpowiednich grup protonéw wraz z interpretacjag widma 2D

COSY zamieszczono w tabeli 4.1 .4.
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Widmo COSY:

R o
8 8¢

? 8%

4

F1 (ppm)

Tabela 4.1.4. Interpretacja widm '"H NMR i 2D COSY.

Protony  Przesunigcie Multipleto- [los¢  Stala sprzg¢zenia Sprzg¢zenia COSY
chemiczne [ppm] wos¢ protonow [Hz]

H3 2,63 singlet 4 -

HI' 3,39 tryplet 2 6,9 H2', H4'

H2' 1,36-1,58 multiplet 2 - HI', H3'

H3' 1,36-1,58 multiplet 2 - H2', H3'

H4' 2,32 tryplet 2 7,1 HI', H3'

H2" 2,49 multiplet 4 - H3"

H3" 3,12 multiplet 4 - H2"
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4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

H2" 6,92 dublet 2 J;=38,8 H3", H4"
dubletow L=1.1
H3" 7,21 dublet 2 '=7,4 HI"™, H4"
dubletow "—=g88
H4™ 6,78 tryplet 1 =74 H2", H3"
dubletow Li=1.1
Widmo HSQC:
F2 j
{ (pPm)- @@
N
] °
g ] ® e
R g
-
2 ¢
®
o
5]
.l
B
| 8

130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30

F1 (ppm)
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Widmo HMBC:
F2
{(ppm)f y
| ) b
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: ] Bl
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.
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—
5
.
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7— 8 [ R
7 8 b 3
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Tabela 4.1.5. Interpretacja widm heterokorelacyjnych HSQC i HMBC.

Atom Przesunigcie Sprz¢zenia HMBC
wegla  chemiczne [ppm]

C2 178 H3, HI'

C3 29 H3

cr 38 H2'

c2 26 H1', H3', H4'

Cc3' 24 H1', H2', H4'

c4 58 H2"

c2" 54 H4', H2", H3"
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4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

c3" 48 H2", H3"
c1m 152 H3"
c2" 116 H3", H4"
c3™ 129 H3"
c4" 119 H2"

Widmo NOESY:
F2
(ppm)’ ] 0E &5

2

1. o - =

:-.a 2. =-=-E4L-ss - & sn«ﬁeé) #
3i e Q Q@

% @ -
o
o
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i}ﬂ

RN .

] G %@

L — T I T I I I
7 6 5 4 3 2
F1 (ppm)
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Pracownia Spektroskopii NMIR CM UJ

W tabeli zestawiono interpretacj¢ widma NOESY, wraz z obliczeniem $redniej
warto$ci odleglosci pomigdzy oddzialujacymi protonami wedlug metody podanej w
rozdziale dotyczacym czgs$ci eksperymentalnej. Gwiazdka oznaczono odleglosc
WZOICowa.

Tabela 4.1.6. Interpretacja widma 2D NOESY.

Protony Intensywno$¢  Obliczona $rednia odleglos¢
oddziatujace sygnatu (objeto$¢)  pomiedzy protonami [A]
H1'-H4' 1,00 3,65
H1'-H2' 23,69 2,15
H2'-H4' 16,39 2,29
H3'-H4' 14,74 2,33
H4'-H2" 61,88 1,83
H3"-H2"™ 74,09 1,78*

Na rysunku przedstawiono zoptymalizowana strukture¢ zwiazku 1, przy wykorzystaniu
danych uzyskanych w roztworze DMSO.
Rys. 4.2.
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4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

4.2. Zwigzek 2

Analize spektroskopowa zwiazku przeprowadzono zaréwno w roztworze CDCl; jak i
w roztworze DMSO.
Interpretacja widm uzyskanych w roztworze CDCl:

Widmo '"H NMR:

-/ sl /

1.01 2.71 1.97 3.91 3.725.99 4.18
[ =B [ [

T TTT ‘ TTT
75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

Przypisanie sygnatow widma '"H NMR do odpowiednich grup protonéw podano w
tabeli 4.2.1 razem z interpretacja widma 2D COSY.
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i

Widmo COSY:

F2 ] .
1 8
(PPm):
2.0

3.0

5
g 2. 57 @ o +90 2]
j A

SR
7.0
:'0 =}

LI L L L B I L L B B B |
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5

Fl (ppm)

Tabela 4.2.1. Interpretacja widm '"H NMR i 2D COSY.

Protony  Przesunigcie Multipleto- [los¢  Stala sprzg¢zenia Sprzg¢zenia COSY
chemiczne [ppm] wos¢ protonow [Hz]
H3 2,72 singlet 4 -
HT' 3,57 tryplet 2 7,4 H2', H3', H4'
H2' 1,60-1,75 multiplet 2 - HI', H3', H4'
H3' 1,45-1,60 multiplet 2 - HI', H2', H4'
H4' 2,43 tryplet 2 7,1 HI', H2', H3'
H2" 2,59 tryplet 4 4.9 H3"
H3" 3,22 tryplet 4 52 H2"
H2" 6,89 tryplet 1 2,2 H6"
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4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

H4" 6,78-6,85 multiplet 1 - H5", H6"
H5" 7,18 tryplet 1 8,0 H4", H6"
H6" 6,78-6,85 multiplet 1 - H2", H5"

Widmo HSQC:

] 9 .9
7.0 &
1 ®

L L L L L I L Y LN
130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20

Fl (ppm)

47



Pracownia Spektroskopii NMIR CM UJ

Widmo HMBC:

&l
N
|
==

] L
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] ﬁ % c®

180 160 140 120 100 80 60 40
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Tabela 4.2.2. Interpretacja widm heterokorelacyjnych HSQC i HMBC.

Atom Przesuniecie Sprz¢zenia HMBC
wegla  chemiczne [ppm]

C2 177 H3, H1'

C3 29 H3

cr 39 H2', H3'

c2 26 H1', H4'

Cc3 24 HI1', H4'

c4 58 H2', H3', H2"

c2" 53 H2", H3"

c3" 49 H2", H3"
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4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

c1" 152 H3", H2"

c2" 116 H2", H4", H5"
c3" 135 H2", H4", H5"
c4" 119 H2", H5", H"
cs" 130

6" 114 H2", H4", H5"

Widmo NOESY:

oo ﬁ %

1w g2
7.07] )
1.0 %

7.0 6.5 6.0 55 50 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5

Fl (ppm)
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Pracownia Spektroskopii NMIR CM UJ

W tabeli zebrano informacje odczytane z widma NOESY, wraz z obliczeniem $redniej
warto$ci odleglosci pomigdzy oddzialujacymi protonami wedlug metody podanej w
rozdziale dotyczacym czgs$ci eksperymentalnej. Gwiazdka oznaczono odleglosc

WZOIrcowa.

Tabela 4.2.3. Interpretacja widma 2D NOESY.

Protony Intensywno$¢ sygnatu Obliczona s$rednia
oddziatlujace (objetose) odleglos$¢ pomigdzy
protonami [A]
HI1'-H4' 0,75 3,08
HI'-H2' 8,35 2,06
H2'-H4' 3,78 2,35
H3'-H4' 8,95 2,04
H3'-H2" 10,11 1,99
H4'-H2" 22,63 1,74
H3"-H2" 20,00 1,78%*
H3"-H6" 16,12 1,85

Na rysunku przedstawiono obliczona na podstawie danych spektroskopowych
konformacj¢ zwiazku 2.

Rys. 4.3.
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4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

Interpretacja widm wykonanych w roztworze DMSO

Widmo 'H NMR:

A 1 /

1.02 2.95 2.294.08 417 5.
— [ —

T T T T T[T T T T T[T T [T T T [T T [T T[T [T T [T T[T T [ T[T T[T [ T[T T [T T[T T [T T T[T [T [ TT T T[T T[T T [TTTT

7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0

9

~
N
-
(o]

Interpretacj¢ widma z przypisaniem sygnatéw do odpowiednich grup protonow

zamieszczono w dalszej czgs$ci w tabeli 4.2.4 wraz z interpretacja widma 2D COSY.
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Widmo COSY:

A

jmw
1 ¢ g8
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Tabela 4.2.4. Interpretacja widm '"H NMR i 2D COSY.

Protony  Przesunigcie Multipleto- Ilos¢  Stala sprzgzenia Sprzezenia COSY
chemiczne [ppm] wos¢ protonow [Hz]

H3 2,63 singlet 4 -

HI' 3,38 tryplet 2 6,9 H2', H3', H4'

H2' 1,39-1,60 multiplet 2 - HI', H3', H4'

H3' 1,39-1,60 multiplet 2 - H1', H2', H4'

H4' 2,31 tryplet 2 6,9 H1', H2', H3'

H2" 2,47 tryplet 4 5,0 H3"

H3" 3,16 tryplet 4 5,2 H2"
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4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

H2™ 6,94 tryplet 1 2,2 H3™ H4"™, H6"
H4™ 6,78 multiplet 1 - H2"™ H5"™, H6"
H5™ 7,20 tryplet 1 8,0 H2"™ H4"™, H6"
Ho™ 6,90 multiplet 1 - H2"™ H4"™, H5"
Widmo HSQC:
w2
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Widmo HMBC:

T[T T T[T T [ IO T T[T T [T T [T T [ T [T T[T T [T T[T T T T[T T[T T[T [TrTT
160 140 120 100 90 80 70 60 50 40 30 20
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Tabela 4.2.5. Interpretacja widm heterokorelacyjnych HSQC i HMBC.

Atom Przesunigcie Sprzezenia HMBC
wegla  chemiczne [ppm]

C2 178 H3, HI

C3 29 H3

Cr 38 '

c2 26 HI1', H3', H4'

C3' 24 HI1', H2', H4'

c4 58 H2"

c2" 54 H4', H2", H3"

C3" 48 H2", H3"
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4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

c1" 153 H3", H5"

c2" 115 H2", H4", H5", H6"
c3" 134 H2", H5"

c4" 119 H2"

cs" 131 H6"

6" 114 H2", H4", H5"

Widmo NOESY:

L

70559%@ 8
'Ec‘) o

7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5

Fl (ppm)

55



Pracownia Spektroskopii NMIR CM UJ

W tabeli zebrano interpretacje¢ widma NOESY, wraz z obliczeniem $redniej wartosci
odlegtosci pomiedzy oddzialujacymi protonami wedtug metody podanej w rozdziale

dotyczacym czes$ci eksperymentalnej. Gwiazdka oznaczono odlegto$¢ wzorcowa.

Tabela 4.2.6. Interpretacja widma 2D NOESY.

Protony Intensywno$¢ sygnatu Obliczona $rednia
oddziatujace (objetosc) odlegtos¢ pomiedzy
protonami [A]
HI1'-H4' 0,29 3,59
H3'-H2" 5,74 2,18
H4'-H2" 20,07 1,77
H3"-H2" 19,59 1,78%
H3"-H6™ 6,12 2,16

Na rysunku przedstawiono zoptymalizowana struktur¢ zwiazku 2, obliczong na

podstawie danych otrzymanych w roztworze DMSO.

Rys. 4.4.
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4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

4.3. Zwigzek 3
g

6" 4™
3"|
5 N/WN 3

2. 4| 211

Dla zwiazku 3 widma zarejestrowano w obu zastosowanych rozpuszczalnikach.
Widma wykonane w roztworze CDCls.

Widmo 'H NMR:

) ol S

1.02 3.02 2.11 4.36 8.582.23 4.59

== = = -
R N N R R R N N N R RN R R
75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

Szczegbdlowa interpretacje widma zebrano w tabeli 4.3.1 razem z danymi odczytanymi

z widma 2D COSY.

57



Pracownia Spektroskopii NMIR CM UJ

Widmo COSY:
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Tabela 4.3.1. Interpretacja widm '"H NMR i 2D COSY.

Protony  Przesunigcie Multipleto- [los¢  Stala sprzg¢zenia Sprzg¢zenia COSY
chemiczne [ppm] wos¢ protonow [Hz]
H3 2,73 singlet 4 -
HT' 3,58 tryplet 2 7,4 H2', H3', H4'
H2' 1,60-1,70 multiplet 2 - HI', H3', H4'
H3' 1,50-1,60 multiplet 2 - HI', H2', H4'
H4' 2,44 tryplet 2 7,1 HI1', H2', H3', H2"
H2" 2,62 tryplet 4 5,0 H4', H3"
H3" 3,26 tryplet 4 5,2 H2"
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4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

HS5™ 7,98 tryplet 1 8,0 H2"™, H4"™, H6"
H2", 7,05-7,15 multiplet 3 - H5™
H4'"’
H6'"
Widmo HSQC:
F2 7
(ppm)
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Widmo HMBC:

51
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il ) : §e

160 140 120 100 80 60 40 20
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Tabela 4.3.2. Interpretacja widm heterokorelacyjnych HSQC i HMBC.

Atom Przesunigcie Sprzezenia HMBC
wegla  chemiczne [ppm]

C2 177 H3, H1'

C3 29 H3

Ccr 38 H3'

c2 27 H1', H3', H4'

Cc3' 25 HI1', H2', H4'

c4' 58 H3', H2"

c2" 54 H4', H2", H3"

60



4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

3" 49 H2", H3"

c1" 152 H3", H5"

c2" 112 H4", HE"

c4" 118 H2", H5", H"
cs" 129 H2", H4", H"
6" 114 H2", H4", H5"

Widmo NOESY:

(ppm)] g pe g@
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W tabeli zebrano informacje odczytane z widma NOESY, wraz z obliczeniem $redniej
warto$ci odleglosci pomigdzy oddzialujacymi protonami wedlug metody podanej w
rozdziale dotyczacym czgs$ci eksperymentalnej. Gwiazdka oznaczono odleglosc
WZOICowa.

Tabela 4.3.3. Interpretacja widma 2D NOESY.

Protony Intensywno$¢ sygnatu Obliczona s$rednia
oddziatujace (objetosc) odlegto$¢ pomigdzy
protonami [A]

HI1'-H4' 1,00 3,21
HI'-H2' 16,95 2,00
H2'-H4' 10,39 2,17
H3'-H4' 15,10 2,04
H3'-H2" 21,16 1,93
H3"-H2"™ 34,28 1,78%*
H3"-H6" 28,02 1,84

Ponizej przedstawiono zoptymalizowana struktur¢ zwiazku 3. Sposob obliczenia
konformacji podano w czg$ci eksperymentalne;.

Rys. 4.5.
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4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

Badania spektralne przeprowadzone w roztworze DMSO:

Widmo 'H NMR:

] s/
MM

0.95 2.84 1.98 4.09 8.102.07 4.26
= e [E—— [—]
T TITTTTTTITIToTITT

T T[T T [T T T [T T[T T [T T [T T[T [T [T [T T [T T T[T T T[T T [T T[T T[T T [ TT T[T TTT[TTT TTT T I T T T TTT 1T
7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

Interpretacj¢ podano razem z opisem widma 2D COSY w tabeli 4.3.4.
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Widmo COSY:
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Tabela 4.3.4. Interpretacja widm '"H NMR i 2D COSY.

Protony  Przesunigcie Multipleto- Ilos¢  Stala sprzgzenia Sprzezenia COSY
chemiczne [ppm] wos¢ protondw [Hz]

H3 2,63 singlet 4 - H2'

H1' 3,39 tryplet 2 6,9 H2, H2'

H2' 1,50-1,60 multiplet 2 - HI1', H3'

H3' 1,40-1,50 multiplet 2 - H2', H4'

H4' 2,34 multiplet 2 - H3'

H2" 2,50 multiplet 4 - H4', H3"

H3" 3,22 multiplet 4 - H2"
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4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

- H4", HE™
7,7 H2", H5", H6"
7.9 H4", HE"

- H2", H4", H5"

H2" 7,16 singlet
H4"™ 7,06 dublet
H5™ 7,42 tryplet
H6™ 7,20 multiplet

—_— | e |

Widmo HSQC:

F2
{ (PPm): 0

] i
] 1l .
1uge.

3|

120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20

Fl (ppm)
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Pracownia Spektroskopii NMIR CM UJ

Widmo HMBC:

F2 ) )

{(ppm): Y
_

ﬁ [ .

. ,
o
5
-
7; 8 1]

% ] 1
1 P

180 160 140 120 100 80 60 40 20

F1 (ppm)

Tabela 4.3.5. Interpretacja widm heterokorelacyjnych HSQC i HMBC.

Atom Przesunigcie Sprzezenia HMBC
wegla  chemiczne [ppm]

C2 178 H3, H1'

C3 29 H3

cr 38 H2'

c2 25 HI', H3'

Cc3' 24 HI1', H2',

c4 57

c2" 53 H4', H3"
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4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

C3" 48

ci 152 H5™

c2" 115 H4™

c4™ 119 H2™

cs™ 130 H4™

Co" 111 H4™, H5"

Widmo NOESY:

F2
(ppm) | ] 08

] : ) @
. . ! - .6 . .
TRt o0 B 5k g 2ok ¢ 2o DR e R Ai.é%gw@éqbsm-g fasaso et s wonocs & o b cothregelien
i 1
37 o
i ab i . . L A o @ et
| Do . =, -

.
5
6
,_ #

7 q Lod

] ;é 'ﬁ 8

13

T T ‘ T T ‘ T T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T
7 6 5 4 3 2 1

Fl (ppm)
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Pracownia Spektroskopii NMIR CM UJ

W tabeli zebrano informacje odczytane z widma NOESY, wraz z obliczeniem $redniej
warto$ci odleglosci pomigdzy oddzialujacymi protonami wedlug metody podanej w
rozdziale dotyczacym czgs$ci eksperymentalnej. Gwiazdka oznaczono odleglosc
WZOICowa.

Tabela 4.3.6. Interpretacja widma 2D NOESY.

Protony Intensywno$¢ sygnatu Obliczona s$rednia
oddziatujace (objetosc) odlegto$¢ pomigdzy
protonami [A]
HI1'-H4' 0,86 3,04
H2'-H4' 6,91 2,15
H3'-H4' 6,35 2,18
H3'-H2" 10,69 2,00
H4'-H2" 17,39 1,84
H3"-H2"™ 21,20 1,78%*
H3"-H6" 20 1,80

Na ponizszym rysunku przedstawiono struktur¢ zwiazku 3 w DMSO obliczona na
podstawie danych NOE.
Rys. 4.6.
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4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

4.4. Zwigzek 4

[o) N 1!"

1" 3
&N/WNQSH - cn
3 > 4 2" s
\0

Analize spektroskopowa zwiazku 4 prowadzono zarowno w roztworze CDCl; jak i
DMSO.

Interpretacja widm uzyskanych w CDCls:

Widmo ' NMR:

/ |
h

—
—
\

;;
E

3.90 3.00 2.10 4.00 8.302.27 4.02

[ = [ [E—
IRAREREE AN NN N R R R R N R R RN RN R
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5

Przypisanie sygnatow do odpowiednich protonéw wraz z interpretacja widma 2D

COSY zamieszczono w tabeli 4.4.1.
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Pracownia Spektroskopii NMIR CM UJ

Widmo COSY:

1z

ﬁ ol B

7.0

6.5

6.0 5.5 5.0

4.5 4.0 3.5

F1l (ppm)

Tabela 4.4.1. Interpretacja widm 'H NMR i 2D COSY.

3.0 2.5 2.0 1.5

Protony  Przesunigcie Multipleto- Ilos¢  Stala sprzgzenia Sprzezenia COSY
chemiczne [ppm] wos¢ protonow [Hz]

H3 2,71 singlet 4 - H2'

HI' 3,57 tryplet 2 7,1 H2, H2', H3', H4'
H2' 1,60-1,70 multiplet 2 - H1', H3', H4'

H3' 1,44-1,60 multiplet 2 - H1', H2', H4'

H4' 2,44 tryplet 2 7,4 HI', H2', H3'

H2" 2,66 multiplet 4 - H3"
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H3H

H3Hl_
H6|"

CH;

3,11
6,80-7,06

3,88
Widmo HSQC:

multiplet
multiplet

singlet

4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

_ H2H
- CH;

H3|H _ H6V"

F2 4
(ppm)
1.57

e

j 7.0

]

9

8

120

110

100

80 70 60 50 40 30

Fl (ppm)
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Pracownia Spektroskopii NMIR CM UJ

Widmo HMBC:

[y
(5]
|
s e®
R
o0

7 P é‘}w

180 160 140 120 100 80 60 40 20

F1 (ppm)

Tabela 4.4.2. Interpretacja widm heterokorelacyjnych HSQC i HMBC.

Atom Przesuniecie Sprz¢zenia HMBC
wegla  chemiczne [ppm]

C2 177 H3, HI'

C3 28 H3

cr 38 H2', H3'

c2 25 H1', H3', H4'

Cc3' 24 HI1', H2', H4'

c4 58 H2', H3', H2"

c2" 53 H4', H2", H3"
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4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

Cc3" 50 H2", H3"

ci 141 H3"-H6"

cam 152 H3"-H6", CHs
c3™ 119 H3™-H6"

c4™ 121 H3™-H6"

cs™ 112 H3"-H6"

co" 123 H3"-H6™

CH; 55

Widmo NOESY:

F2
(ppm)]
1 € ¢ 3 /

2.0- <

E .
S NSO Q{Cig:ﬁas
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Pracownia Spektroskopii NMIR CM UJ

W tabeli zebrano informacje odczytane z widma NOESY, wraz z obliczeniem $redniej
warto$ci odleglosci pomigdzy oddzialujacymi protonami wedlug metody podanej w
rozdziale dotyczacym czgs$ci eksperymentalnej. Gwiazdka oznaczono odleglosc
WZOICowa.

Tabela 4.4.3. Interpretacja widma 2D NOESY.

Protony Intensywno$¢ sygnatu Obliczona s$rednia
oddziatlujace (objetose) odleglos$¢ pomigdzy
protonami [A]
HI1'-H4' 1,24 3,02
HI'-H2' 10,68 2,11
H2'-H4' 6,73 2,28
H3'-H4' 10,22 2,12
H3'-H2" 11,75 2,07
H4'-H2" 27,55 1,80
H3"-H6" 25,76 1,82%
H5"-CH; 10,00 2,13

Na rysunku przedstawiono obliczona na podstawie danych spektroskopowych
konformacj¢ zwiazku 4.

Rys. 4.7.
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4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

Interpretacja widm uzyskanych w roztworze DMSO:

Widmo ' NMR:

! o
N NN

3.92 2.93 3.58 3.85 9.36 2.18 4.11
= e —— =

TT T T[T T T[T T[T TTrT [TTTrrrTT [TITrrrTT [TITrrrTT EABRRRRRE I B L L L I B B I L B I B R B R I R L I R
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5

Szczegdlowy opis widma zostal zamieszczony w tabeli 4.4.4 razem z danymi

odczytanymi z widma 2D COSY.
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Pracownia Spektroskopii NMIR CM UJ

Widmo COSY:

7.0*: @

1 &

7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

F1 (ppm)

Tabela 4.4.4. Interpretacja widm 'H NMR i 2D COSY.

Protony  Przesunigcie Multipleto- Ilos¢  Stala sprzgzenia Sprzezenia COSY
chemiczne [ppm] wos¢ protonow [Hz]
H3 2,63 singlet 4 - H2'
H1' 3,40 tryplet 2 6,9 H2, H2'
H2' 1,50-1,60 multiplet 2 - HI', H3'
H3' 1,40-1,50 multiplet 2 - H2', H4'
H4' 2,32 tryplet 2 7,1 H3'
H2" 2,50 poszerz. singlet 4 - H3"
H3" 2,95 poszerz. singlet 4 - H2"
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4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

H3"- 6,80-7,00 multiplet 4 -
H6HV

CH; 3,78 singlet 3 -
Widmo HSQC:

F2

(ppm}] 0
1.57] ]

-2

130 120 110 100 20 80 70 60 50 40 30

F1 (ppm)
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Pracownia Spektroskopii NMIR CM UJ

Widmo HMBC:

F2

(ppm)]
1.57]

=,

1]

180

140

120

160

100 80 60 40

F1 (ppm)

Tabela 4.4.5. Interpretacja widm heterokorelacyjnych HSQC 1 HMBC.

Atom Przesunigcie Sprzg¢zenia HMBC
wegla  chemiczne [ppm]

C2 178 H3, HI'

C3 28 H3

cr 38 H2', H3'

c2 26 H1', H3', H4'

c3' 24 H1', H2', H4'

c4' 57 H2', H3'

c2" 54 H4', H2", H3"
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4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

c3" 50 H2", H3"
c1" 141 H3"-H6"
ca" 152 H3"-H6", CH;
c3™ 119 H3"-H6"™
c4" 121 H3"-H6"
cs" 112 H3"-H6"
6" 123 H3"-H6™
CH; 55
Widmo NOESY:
: F(f,pmg i o8 ol
— o . . e»%{ﬁ =
3.0 ° : g %
e e v
s.0] .
=
5.0
5.5
6.0
6.5
— @& : .

L L
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

F1 (ppm)
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Pracownia Spektroskopii NMIR CM UJ

W tabeli zebrano informacje odczytane z widma NOESY, wraz z obliczeniem $redniej
wartosci odlegtosci pomiedzy oddzialujacymi protonami wedlug metody podanej w
rozdziale dotyczacym czgs$ci eksperymentalnej. Gwiazdka oznaczono odleglosc
WZOICowa.

Tabela 4.4.6. Interpretacja widma 2D NOESY.

Protony Intensywno$¢ sygnatu Obliczona $rednia
oddziatlujace (objetose) odleglos$¢ pomigdzy
protonami [A]
H1'-H4' 1,00 3,78
H1'-H2' 20,04 3,29
H2'-H4' 17,29 2,35
H3'-H4' 22,19 2,25
H3'-H2" 25,76 2,20
H4'-H2" 60,14 1,91
H3"-H6™ 66,92 1,87
H5"-CH; 31,95 2,12%

Na ponizszym rysunku przedstawiono strukture zwiazku 4 w DMSO obliczong na
podstawie danych NOE.

Rys. 4.8.
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4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

4.5. Zwigzek 5

N 1lll

(0]
3l T3 ©3.. )
4 N O N “CH,
5 1 2. 4| 2"
N
(o]
6 7

Komplet widm NMR sporzadzono dla zwiazku 5§ w roztworach CDCl; oraz DMSO.
Interpretacja widm otrzymanych w roztworze CDCl;:

Widmo 'H NMR:

{ )

4.01 312 2.06 4.07 4.13 6.33 8.56

= = = ‘ |
N R N R RN RN R TTT 77T TTTTT T T T T T [T T [T T[T T[T T T[T T[T T [T T T T [ TTTT[TTTT[TTT T TTT
7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5

Interpretacj¢ widma zamieszczono w tabeli 4.5.1 razem z danymi spektroskopowymi

pochodzacymi z widma 2D COSY.
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Pracownia Spektroskopii NMIR CM UJ

Widmo COSY:

ﬁ 1.0 €8 *

7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5

Fl (ppm)

Tabela 4.5.1. Interpretacja widm '"H NMR i 2D COSY.

Protony  Przesunigcie Multipleto- [lo§¢  Stala sprzgzenia Sprzezenia COSY
chemiczne [ppm] wos¢ protonow [Hz]

H4(7) 2,36 multiplet 4 - H5

H5(6) 1,80 multiplet 4 H4
HT' 3,54 tryplet 2 6,9 H2'
H2' 1,60-1,75 multiplet 2 - H1', H3', H4'
H3' 1,45-1,60 multiplet 2 - H2', H4'
H4' 2,45 tryplet 2 7,4 H2', H3'
H2" 2,67 poszerz. singlet 4 - H3"
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H3H

H3Hl_
H6|"

CH;

3,12
6,85-7,05

3,89
Widmo HSQC:

4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

H2u
CH;

poszerz. singlet 4 -

multiplet 4 -

singlet 3 - H3"-H6"™

F2 ]
(ppm)
1.57]

.07 &

<]

°

B

120

110 100 90 80 70 60 50 40 30 20

F1 (ppm)
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Pracownia Spektroskopii NMIR CM UJ

Widmo HMBC:

F2
(ppm)]

Tabela 4.5.2.

1.57]

160 140 120

100 80

F1 (ppm)

60 40

Interpretacja widm heterokorelacyjnych HSQC i HMBC.

20

Atom
wegla

C1(3)
C3a
C4(7)
C5(6)
cr
c2
Cc3

Przesuniecie
chemiczne [ppm]

171
140
20
21
37
27
23

Sprzezenia HMBC

HI'

H4, H5

H4, H5

H4, H5

H2', H3'
HI', H3', H4'
HI', H2', H4'
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4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

c4' 58 H2', H3'
c2" 54 H4', H2"
Cc3" 50 H2", H3"
c1" 141 H3"-H6"
c2" 152 H3"-H6", CH;
c3" 121 H3"-H6"
c4" 119 H3"-H6"
cs™ 112 H3"-H6"
ce" 123 H3"-H6™
CH; 55
Widmo NOESY:
|2
g (ppm), . X% gﬂf:‘/
-
= - R
i | o b7 -
j 37: ° ﬁ%f}@ °
, Pl .
g n n.ﬂj.,gf'._ .
5
6
4. .
i 55 5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5

Fl (ppm)
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Pracownia Spektroskopii NMIR CM UJ

Ponizej przedstawiono interpretacje widma NOESY, wraz ze $rednimi odleglo§ciami

pomiedzy oddzialujacymi protonami obliczonymi wedlug metody opisanej] w czgsci

eksperymentalnej. Gwiazdka oznaczono odleglo$¢ wzorcowa.

Tabela 4.5.3. Interpretacja widma 2D NOESY.

Protony
oddziatujace

HI'-H4'
HI'-H2'
H2'-H4'
H3'-H4'
H3'-H2"
H4'-H2"
H3"-H6"
H5"-CHs

Rysunek przedstawia konformacj¢ zwiazku 5 w roztworze CDCIl; obliczona przy

Intensywno$¢ sygnatu
(objetosc)

0,92
14,23
9,30
9,56
13,04
24,66
23,93

10

uzyciu danych spektroskopowych.

Rys. 4.9.
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Obliczona $rednia
odlegtos¢ pomiedzy
protonami [A]

3,16
2,00
2,15
2,14
2,03
1,82
1,83
2,12%




4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.
Widma wykonane w roztworze DMSO:

Widmo 'H NMR:

S

=

4.03 311 576 4.05 6.646.16 3.98 4.28
= == ol o J [ |
T T T [T T T[T T [T T T[T T[T T[T T [T T T[T T[T [ TT T T[T T[T [ T T T [T T T T[T T[T [ TT T[T T[T [TTTI[TTTIT[T
7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 3.5 3.0 25

20 15 10
Opis widma zamieszczono w dalszej czgsci tekstu, w tabeli 4.5.4 wraz z interpretacja
widma 2D COSY.
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Pracownia Spektroskopii NMIR CM UJ

Widmo COSY:

.8

-,

2.5

7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0

F1 (ppm)

Tabela 4.5.4. Interpretacja widm 'H NMR i 2D COSY.

1.5

Protony  Przesunigcie Multipleto- Ilos¢  Stala sprzgzenia Sprzezenia COSY
chemiczne [ppm] wos¢ protondw [Hz]

H4(7) 2,25 poszerz. singlet 4 - HS5

H5(6) 1,69 poszerz. singlet 4 H4
HT' 3,40 tryplet 2 6,6 H2', H3', H4'
H2' 1,45-1,60 multiplet 2 - HI', H3', H4'
H3' 1,31-1,45 multiplet 2 - HI', H2', H4'
H4' 2,32 tryplet 2 7,1 HI', H2', H3'
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4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

H2" 2,50 poszerz. singlet 4 - H3"
H3" 2,95 poszerz. singlet 4 - H2"

H3"- 6,80-7,00 multiplet 4 -
H6|"

CH; 3,78 singlet 3 -
Widmo HSQC:

F2

(ppm)] !
1.57] .

L

120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20

F1 (ppm)
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Pracownia Spektroskopii NMIR CM UJ

Widmo HMBC:

=

Tt

b % .

11}

160 140 120

100 80 60 40 20

Fl (ppm)

Tabela 4.5.5. Interpretacja widm heterokorelacyjnych HSQC i HMBC.

Atom Przesunigcie Sprzezenia HMBC
wegla  chemiczne [ppm]
CI1(3) 170 HI'
C3a 140 H4
C4(7) 18 H4, H5
C5(6) 20 H4, H5
cr 38
c2 26 HI1', H4'
c3' 24 HI1'H4'
c4 58

90




4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

c2" 54 H4'

C3" 51

ci 142 H3"-H6"

cam 152 H3™-H6", CHs
c3™ 119 H3™-H6"

c4™ 121 H3"-H6"

cs™ 112 H3"-H6"

co™ 122 H3™-H6™

CH; 56

Widmo NOESY:

o : o 57.0 -

R -

7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5

F1 (ppm)
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Pracownia Spektroskopii NMIR CM UJ

W  tabeli 4.5.6 zestawiono wyniki obliczen S$redniej odlegltosci pomigdzy
oddziatujacymi protonami wraz z interpretacja widma NOESY. Obliczen dokonano
metoda przedstawiona w czgsci eksperymentalnej. Gwiazdka oznaczono odleglos¢
WZOICowa.

Tabela 4.5.6. Interpretacja widma 2D NOESY.

Protony Intensywno$¢ sygnatu Obliczona $rednia
oddziatlujace (objetose) odleglos$¢ pomigdzy
protonami [A]
H1'-H4' 0,91 3,16
HI'-H2' 7,57 2,22
H2'-H4' 2,87 2,61
H3'-H4' 6,92 2,25
H3'-H2" 7,05 2,25
H4'-H2" 17,80 1,93
H3"-H6™ 20,72 1,88
H5"-CH; 10,00 2,12%

Na rysunku ponizej przedstawiono konformacj¢ zwiazku 5 w roztworze DMSO
obliczona w oparciu o dane odczytane z widma NOESY.

Rys. 4.10.
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4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

4.6. Zwigzek 6

- HCI
Dla zwiazku 6 widma wykonano w CDCl; oraz w DMSO.
Widma otrzymane w roztworze CDCl;:
Widmo 'H NMR:
-

Cll

0.75 1.02 1.042.0 208 531 8.60 4.03 4.00
— = = = == == E=d

13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2

i

Przypisanie sygnatow do odpowiednich grup protondéw zamieszczono w tabeli 4.6.1

razem z opisem widma COSY.
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Pracownia Spektroskopii NMIR CM UJ

Widmo COSY:
1 b d_ W N
F2 ] B 2%
(ppm) | 8 ¥
-
1 5 %
& = % =
—
% 8
57 ® ¥
o
E 7*_ 2 &
] : % B
o] .
\ o \ \ T ™ \
8 7 6 5 4 3 2
F1 (ppm)
Tabela 4.6.1. Interpretacja widm '"H NMR i 2D COSY.
Protony  Przesunigcie Multipleto- Ilos¢  Stala sprzgzenia Sprzezenia COSY
chemiczne [ppm] wos¢ protonow [Hz]
H3 2,77 singlet 4 -
HTI' 3,60 multiplet 2 - H2'
H2' 1,74 multiplet 2 - H1', H3'
H3' 1,93 multiplet 2 - H2', H4'
H4' 3,20 multiplet 2 - H3'
H2", 4,42 multiplet 2 - H2"., H3"., H3".
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4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

H2"., 3,56 multiplet 4 - H2",, H3",
H3".
H3", 5,09 multiplet 2 - H2"., H3"., H2",
H3™, 7,01-7,10 multiplet 2 - H4", H6"
HSHV
H4"™ 7,46 tryplet 1 7,9 H3™, H5"
H6™ 8,22 dublet 1 7,9 H3™, H5"
CHs 4,06 singlet 3 -
a — pozycja aksjalna, e — pozycja ekwatorialna pierscienia piperazynowego
Widmo HSQC:
F2
(ppm)]
o]
_ | ﬁ
.

5 i
“

e
.

d 1 B

120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20

F1 (ppm)
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Pracownia Spektroskopii NMIR CM UJ

Widmo HMBC:
F2 ] o
8
(ppm)|
2
P, il <) (3
3
J R & )
ﬁ 4 S
5
—
£ 7 & e @
b L] s}
s
2 - & -
\\\\‘I\\\‘\\\\l\\\\‘\\\I‘\\\\‘\\I\‘\I\\‘\I\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\
180 160 140 120 100 80 60 40 20

Fl (ppm)

Tabela 4.6.2. Interpretacja widm heterokorelacyjnych HSQC i HMBC.

Atom Przesunigcie Sprzg¢zenia HMBC
wegla  chemiczne [ppm]

C2 174 H3, HI'

C3 29 H3

cr 38 H2'

c2 25 H4'

c3' 21 H2', H4'

c4' 57 H2'

c2" 48 H2"., H3".
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4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

c3" 49
c1" 132 H6™
ca" 153 H4™, H6"™, CH;
c3am 113 H3™, H5"™
c4™ 128 H3™, H5"™
cs" 121 H3™, H5™
ce™ 124 H4"
CH; 56
Widmo NOESY:
__ e A
F2 .
(ppm)| ; 6 ;ﬁ
] 14
- =] 3] C)UG e 0
| ® - a %;]s@w .=
. o ! -
] 1 @) 8 o
] TS SR 8
6;
% 7{ % % - ]
B
1 ‘ T ‘ T T T ‘ T | T ‘ T T T ‘ ‘ T T
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F1 (ppm)
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Pracownia Spektroskopii NMIR CM UJ

Ponizej przedstawiono interpretacj¢ widma NOESY wraz ze $rednimi odleglo$ciami

pomigdzy oddziatujacymi protonami obliczonymi wedlug metody opisanej w czesci

eksperymentalnej. Gwiazdka oznaczono odleglo$¢ wzorcowa.

Tabela 4.6.3. Interpretacja widma 2D NOESY.

Protony Intensywno$¢ sygnatu Obliczona $rednia
oddziatujace (objetose) odlegtos¢ pomiedzy
protonami [A]
HI'-H2' 9,98 2,12
H2'-H4' 10,35 2,11
H3'-H4' 4,95 2,38
H4'-H2".. 5,11 2,37
H3",-H6™ 0,59 3,40
H3".-H6" 0,24 3,95
H3".-CH; 0,45 3,55
H5"-CHs 10,00 2,12%

Ponizej przedstawiono zoptymalizowana struktur¢ zwiazku 6. Sposob obliczenia

konformacji podano w cze$ci eksperymentalne;.

Rys. 4.11.
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4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

Widma zarejestrowane w roztworze DMSO

Widmo 'H NMR:

S / _ _ /
JML A 1Y,
0.85 3.98 3.05 12.22 3.99 4.02
[E— [E— [N} ] [
\\\‘\\\\\\\\‘\\\\\\\\‘\\\\\\\\‘\\\\\\\\‘\\\ \\‘\\\\\\\\‘\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\
11 10 9 8 7 6 5 4 3 2

Zestawienie przypisania sygnalow do odpowiednich grup protonéw zebrano w tabeli

4.6.4 razem z interpretacja widma 2D COSY.

99



Pracownia Spektroskopii NMIR CM UJ

Widmo COSY:

o

F2
(ppm) |

#
.o
B @
o

T
4

Fl1 (ppm)

Tabela 4.6.4. Interpretacja widm '"H NMR i 2D COSY.

Protony  Przesunigcie Multipleto- [lo§¢  Stala sprzezenia Sprzezenia COSY
chemiczne [ppm] wos¢ protonow [Hz]
H3 2,66 singlet 4 - HI'
HT' 3,41 multiplet 2 - H3, H2'
H2' 1,54 multiplet 2 - HI1', H3'
H3' 1,73 multiplet 2 - H2', H4'
H4' 3,13 multiplet 2 - H3'
H2"., 3,49 multiplet 4 - H2",, H3",

H3".



4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

H2",, 3,13 multiplet 4 - H2"., H3".
H3",
H3"™- 6,89-7,07 multiplet 4 - CH;
H6HV
CH; singlet 3 - H3"™- H6™
a — pozycja aksjalna, e — pozycja ekwatorialna pierscienia piperazynowego
Widm heterokorelacyjnych nie udalo si¢ zarejestrowac.
Widmo NOESY:
A,
F2
(ppm) | % e
B o i} O O@
2

T T \ T \ T
7 6 5 4 3 2

Fl (ppm)
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Pracownia Spektroskopii NMIR CM UJ

W tabeli zebrano informacje odczytane z widma NOESY, wraz z obliczeniem $redniej
warto$ci odleglosci pomigdzy oddzialujacymi protonami wedlug metody podanej w

rozdziale dotyczacym czgs$ci eksperymentalnej. Gwiazdka oznaczono odleglosc

WZOIrcowa.

Tabela 4.6.5. Interpretacja widma 2D NOESY.

Protony Intensywno$¢ sygnatu Obliczona $rednia
oddzialujace (objetose) odlegltos¢ pomiedzy
protonami [A]
H1'-H4' 4,45 2,43
H1'-H2' 5,08 2,37
H3'-H2", 2,73 2,63
H3".-H6" 4,51 2,42
H3".-H6" 4,71 2,40
H5"-CH; 10 2,12%

Na rysunku przedstawiono obliczona na podstawie danych spektroskopowych

konformacj¢ zwiazku 6 w roztworze DMSO.

Rys. 4.12.
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4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

4.7. Zwigzek 7

* HCI

Analize spektroskopowa zwiazku 7 wykonano zaréwno w roztworze CDCIl; jak i
DMSO.
Widma wykonane w roztworze CDCl;.

Widmo 'H NMR:

) I T
y M

0.76 1.01 493 2.01 2.00 715  8.31 4.00

L L L L B L L B I B L B L R N L R R [T roTT \\\\‘\\\\\‘\\\\‘\I\\‘\\\\\\“\‘\\\ \\\‘\ LI
13 12 1" 10 9 8 7 6 5 4 3

Interpretacja widma zostata przedstawiona w tabeli 4.7.1 razem z interpretacja widma

2D COSY.
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Pracownia Spektroskopii NMIR CM UJ

Widmo COSY:
w "
F2 A
(ppmy| ] 8 8
N
| @ @
® ® & o
4 o C
° e g2 < - 4@
> e ® @
o
" s o g o
o
1 e @ ﬁ @ B
i 6’ @ B
o
T o ®
T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T
8 7 6 5 4 3 2
F1l (ppm)
Tabela 4.7.1. Interpretacja widm 'H NMR i 2D COSY.
Protony  Przesunigcie Multipleto- Ilo§¢  Stala sprzezenia Sprzezenia COSY
chemiczne [ppm] wos¢ protonow [Hz]
H3 4,45 singlet 2 - H4, H6, H7
H4, H6 7,44-7,52 multiplet 2 - H3, H5, H7
H5 7,57 multiplet 1 - H4, H6, H7
H7 7,84 multiplet 1 - H3, H4, HS, H6
HI' 3,71 tryplet 2 6,6 H2'
H2' 1,89 multiplet 2 - HI', H3'
H3' 2,03 multiplet 2 - H2', H4'
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4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

H4' 3,30 multiplet - H3'
H2", 4,44 multiplet - H2"., H3"., H3",
H2"., 3,62 dublet 4 12,1 H2",, H3",
H3".
H3", 5,13 tryplet 12,2 H2"., H3"., H2",
H3"™, 7,03-7,13 multiplet - H4™, H6"™, CH;
HSHV
H4"™ 7,50 multiplet 1 - H3", H5", H6"
Ho6™ 8,25 dublet 1 8,0 H3"™, H4™, H5"
CH; 4,09 singlet 3 - H3"™, H5™
a — pozycja aksjalna, e — pozycja ekwatorialna pierscienia piperazynowego
Widmo HSQC:
F2
(ppm) | L)
2 @
-
j by
4
1 3l
5 g
o
" o
3 : G :
o
i‘ 1 8
L L L B B I L N L I I
130 120 110 100 90 8 70 60 50 40 30 20
F1l (ppm)
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Widmo HMBC:
F2
i (ppm) | b B 4
2| .
_— e
.
| ' 0 v e
]
47 °
b [}
i -]
L] & -3 ]
1 Q
.
i
7 i
7 3 fa b
] N
]
] o tep :
- B v
% [] N
o
1 8 8
\H\‘\\\\\\\II'H\\U\H‘\H\U\\\ll\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\I\\\\\‘\\\\\\H\‘H\\\III\‘\\\\U\\\‘\\
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20
Fl (ppm)
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4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

Tabela 4.7.2. Interpretacja widm heterokorelacyjnych HSQC i HMBC.

Atom Przesunigcie Sprzezenia HMBC
wegla  chemiczne [ppm]

C1 169 H3, H7

C3 51 H4, H6, HI'

C3a 132 H3

C4 122 H3, H6

(O] 131 H7

C6 128 H4

C7 124 HS5

C7a 141 H3, HS5, H6, H7

Cr 41 H2'

Cc2 26 HI'

c3' 20 HI1', H2'

c4 56 H2', H3', H2"., H2",
c2" 49 H2"., H3".

c3" 49 H2"., H3"..

ci 128 H3™, H5"

c2" 152 H4"™, H3", H5", H6", CH;
c3™ 122 H3", H5"

c4™ 132 Ho6™

cs™ 113 H3"™, H5"

ceo" 124 H4"
CH; 56
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Pracownia Spektroskopii NMIR CM UJ

Widmo NOESY:

_M_ﬂ_uﬂﬁu_l‘ﬁ »”

e Pk [
1 ] [sls)
(ppm) | o _ L .. 8;
3
| ® o () Py
b ]
L S to
| lam
4 > .o PO M-ﬁm» s sariegen
- ‘o . e < & e
5|
| S 8
6
7i % : o
i ‘ g m@ °
;o U ?
87 €
i {}, -
I [T [T I T I I
8 7 6 5 4 3 2

F1 (ppm)

Ponizsza tabela przedstawia analiz¢ widma NOESY wraz z obliczonymi wedlug
metody podanej w czesci eksperymentalnej, Srednimi odlegtoSciami pomigdzy

oddziatujacymi protonami. Gwiazdka oznaczono odleglo$¢ wzorcowa.
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4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

Tabela 4.7.3. Interpretacja widma 2D NOESY.

Protony Intensywno$¢ sygnatu Obliczona $rednia
oddziatujace (objetosc) odlegtos¢ pomiedzy
protonami [A]
H3-H4 4,98 2,75
H3-HT' 8,28 2,53
H3-H2' 3,62 2,90
HI'-H4' 3,21 2,96
HI'-H2' 16,85 2,25
HI1'-H3' 6,98 2,60
H2'-H4' 5,25 2,73
H3'-H4' 7,87 2,55
H3'-H2". 7,71 2,56
H4'-H2".. 6,59 2,63
H4'-H2", 7,88 2,55
H3",-H6" 0,79 3,74
H3".-H6" 0,94 3,64
H3",-CH; 1,71 3,29
H5"-CHs 23,91 2,12%

Na ponizszym rysunku przedstawiono struktur¢ zwiazku 7 w CDCl; obliczong na
podstawie danych NOE.
Rys. 4.13.
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Pracownia Spektroskopii NMIR CM UJ

Pomiary zarejestrowane w roztworze DMSO

Widmo 'H NMR:

- S

J
L | A

0.93 3.88 4.06 2.03 9.51 6.17 4.02
[E— [E— [ [ — [E—
LA L I I L B L L L L L L L O L L L L B L B B
11 10 9 8 7 6 5 4 3 2

Przypisanie sygnatow do odpowiednich grup protonow zebrano w tabeli 4.7.4 razem z

interpretacja widma 2D COSY.
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4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

Widmo COSY:
Mh A AL
F2 7 @ .
(ppm)| - @ B
i
o
*] G0 @
| o $}ﬁ 2] @
4; s
— | e 4 ®
5
| ®
-
L .
- 1 8 |
\ \ AL | \
7 6 5 4 3 2
F1 (ppm)
Tabela 4.7.4. Interpretacja widm 'H NMR i 2D COSY.
Protony  Przesunigcie Multipleto- Ilo§¢  Stala sprzgzenia Sprzgzenia COSY
chemiczne [ppm] wos¢ protonow [Hz]
H3 4,49 singlet 2 - H4, H6, H7
H4, H6 7,58 multiplet 2 - H3, H5, H7
H5 7,43-7,51 multiplet 1 - H4, H6, H7
H7 7,66 multiplet 1 - H3, H4, H5, H6
H1' 3,54 tryplet 2 6,7 H2'
H2' 1,58-1,72 multiplet 2 - H1', H3'
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Pracownia Spektroskopii NMIR CM UJ

H3' 1,72-1,84 multiplet - H2', H4'
H4' 3,07-3,20 multiplet - H3'
H2",, 3,07-3,20 multiplet 4 - H2"., H3".
H3",
H2"., 3,40-3,51 multiplet 4 - H2",, H3",
H3".
H3"- 6,85-7,05 multiplet 4 - CH;
H6HV
CH; 3,77 singlet 3 - H3"-H6"
a — pozycja aksjalna, e — pozycja ekwatorialna pier§cienia piperazynowego
Widmo HSQC:
F2 |
(ppm)|
B @
o
3
| o
% 90 3
1
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6
i g
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4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

Widmo HMBC:
F2 -
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Tabela 4.7.5. Interpretacja widm heterokorelacyjnych HSQC i HMBC.

Atom Przesunigcie Sprzezenia HMBC
wegla  chemiczne [ppm]

C1 168 H3, H7, H1'
C3 50 H4, H6, HI'
C3a 133 H3

C4 128 H3, H5

G5 124 H3

C6 132 H3, H7

C7 124 H3, H5

C7a 142 H3, H4, H7
Cr 41 H4'

Cc2 26 H1', H3'

c3' 22 HI1', H2'

c4 56

c2" 51 H4'

c3" 47

ci 139 H3™-H6"
ca™ 152 H3"-H6"™
c3™ 121 H3", H5"
c4™ 119 H3"-H6"
cs™ 113 H3"-H6"
ceo" 124 H3"-H6"™
CH; 56
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4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

i J\JMAAM

F2 ] & 0 QO

(ppm) |
d

Widmo NOESY:

8 7 6 5 4 3 2

Fl (ppm)

W tabeli 4.7.6 przedstawiono interpretacj¢ widma oraz wyniki obliczen S$redniej
odlegtosci pomigdzy oddziatujacymi protonami. Obliczenia wykonano wedlug metody

opisanej w czegsci eksperymentalnej. Gwiazdka oznaczono odlegtos¢ wzorcowa.
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Tabela 4.7.6. Interpretacja widma 2D NOESY.

Protony Intensywno$¢ sygnatu Obliczona $rednia
oddziatlujace (objetosc) odleglos$¢ pomigdzy
protonami [A]

H3-H4 4,82 2,61

H3-HI' 6,57 2,48

H3-H2' 4,00 2,69
H3'-H2". 5,95 2,52
H3",-H6™ 9,50 2,33

H3".-H6" 10,63 2,29
H5"-CHs 16,82 2,12%

Rysunek ponizej prezentuje konformacje zwiazku 7 obliczona w oparciu o odlegltosci
wyznaczone z widma NOESY.

Rys. 4.14.
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4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

4.8. Zwigzek 8

Dla zwiazku 8 widma udato si¢ zarejestrowac jedynie w roztworze DMSO.

Widmo 'H NMR:

e E ff/ o0 N
Lk I

0.85 0.94 1.84 598 213 3.05 10.16 3.97
— = e e e

L I B L B B B O L L L B L B B N B
11 10 9 8 7 6 5 4 3 2

Interpretacje widma 'H NMR przedstawiono w tabeli 4.8.1 razem z opisem widma 2D

COSY.
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Widmo COSY:
Wb JLA ‘ AN }\ PN
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Tabela 4.8.1. Interpretacja widm '"H NMR i 2D COSY.
Protony  Przesunigcie Multipleto- [los¢  Stala sprzg¢zenia Sprzg¢zenia COSY
chemiczne [ppm] wos¢ protonow [Hz]
H3 8,46 dublet 1 0,7 H4, HI'
H4 7,58 multiplet 1 - H3, H5, H6, H7
H5 7,23 multiplet 1 - H4, H6, H7
H6 7,05 multiplet 1 - H4, H5, H7
H7 7,70 multiplet 1 - H4, H5, H6
HT' 4,48 tryplet 2 6,8 H3, H2'
H2' 1,98 multiplet 2 - HI', H3'
H3' 1,72 multiplet 2 - H2', H4'
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4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

H4' 3,12 multiplet - H3'
H2",, 3,12 multiplet - H2"., H3"..
H3",

H2"., 3,45 multiplet 4 - H2",, H3",

H3".

H3"- 6,84-7,05 multiplet 4 - CH;
H6HV
CH; 3,76 singlet 3 - H3"-H6™
a — pozycja aksjalna, e — pozycja ekwatorialna pierscienia piperazynowego
Widmo HSQC:
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Widmo HMBC:
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4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

Tabela 4.8.2. Interpretacja widm heterokorelacyjnych HSQC i HMBC.

Atom Przesunigcie Sprzezenia HMBC
wegla  chemiczne [ppm]

C3 125 HI'

C3a 122 H3

C4 117 H6

G5 126 H4, H6, H7
C7 121 H3, H5

C7a 148 H3, H5, H7
cr 52 H2'

Cc2 27 HI'

c3' 21 HI1', H2'

c4' 56 H2', H3'

c2" 52 H2",, H3",

c3" 47 H2"., H3".
ci" 139 H3™-H6"

ca™ 152 H3™-H6", CH3
c3™ 119 H3™-H6"

cs™ 112 H3"-H6"™

co™ 124 H3"-H6"™
CH; 56

Nie udato si¢ jednoznacznie ustali¢ przesunigcia chemicznego atomow C6 1 C4".
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Widmo NOESY:
o b L N R .
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W tabeli ponizej zestawiono informacje uzyskane z analizy widma wraz ze $rednimi
odlegto$ciami pomiedzy oddziatujacymi protonami. Obliczenia wykonano zgodnie z

metoda podana w czesci eksperymentalnej. Gwiazdka oznaczono odleglo$¢ wzorcowa.
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4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

Tabela 4.8.3. Interpretacja widma 2D NOESY.

Protony Intensywno$¢ sygnatu Obliczona $rednia
oddziatujace (objetosc) odlegtos¢ pomiedzy
protonami [A]
H3-HI' 6,00 2,50
H3-H2' 0,50 3,78
H1'-H4' 0,41 3,90
HI'-H2' 14,24 2,16
HI'-H3' 4,23 2,65
H3'-H2". 5,46 2,54
H3",-H6" 9,39 2,32
H3".-H6" 9,76 2,30
H5"-CH; 16,00 2,12%

Ponizej przedstawiono zoptymalizowana struktur¢ zwiazku 8. Sposob obliczenia
konformacji podano w czg$ci eksperymentalne;.

Rys. 4.15.
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4.9. Zwigzek 9

* HCI

. 5 ﬁ
4 /N\N NQ?’" O\CH
—N

6 7

Widma zwiazku 9 wykonano zard6wno w roztworze CDCl; jak 1 DMSO.

Widma w CDCls.

) I T
3 NN

0.73 1.03 4.88 2.1 4.08 5.01 6.05 4.01
L L [ | /| | | | | |

‘ TTTTTTrTTT ‘ TTTT TTTT ‘ TTTT TTTT ‘ TTTT TTTT ‘ TTTT TTTT ‘ TTTTTTTTT ‘ TTTTTTTTT ‘ TTTT LI ‘ TTTT7TTTT ‘ TTTTTTTTT ‘ TTTTTTTTT ‘ TTrTrrorrTT ‘ TTT
14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2

Opis widma wraz z interpretacja widma 2D COSY zamieszczono w tabeli 4.9.1.
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4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

Widmo COSY:
N P
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Tabela 4.9.1. Interpretacja widm '"H NMR i 2D COSY.
Protony  Przesunigcie Multipleto- Ilos¢  Stala sprzgzenia Sprzezenia COSY
chemiczne [ppm] wos¢ protonow [Hz]
H4 7,38 multiplet 2 - H5
H5 7,85 multiplet 2 - H4
H1' 4,81 tryplet 2 6,4 H2'
H2' 2,28 kwartet 2 6,9 H1', H3'
H3' 1,99 multiplet 2 - H2', H4'
H4' 3,19 multiplet 2 - H3'
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H2", 4,40 multiplet - H2"., H3"., H3",.
H2"., 3,55 multiplet - H2"., H3",.
H3"..
H3", 5,12 tryplet 2 11,7 H2"., H3"., H2"..
H3™, 7,05 multiplet 2 - H4™ Ho6"™
HSHV
H4™ 7,46 tryplet 1 7,5 H3™ H5"™, H6"
H6" 8,23 dublet 1 8,0 H3™ H4"™, H5"
CHs; 4,06 singlet 3 -
a — pozycja aksjalna, e — pozycja ekwatorialna pierscienia piperazynowego
Widmo HSQC:
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4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

Widmo HMBC:
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Tabela 4.9.2. Interpretacja widm heterokorelacyjnych HSQC i HMBC.

Atom Przesunigcie Sprzezenia HMBC
wegla  chemiczne [ppm]
C3a 144 H4, H5
C4 127 H5
C5 118 H4
Ccr 55
c2 27 HI'
c3' 18 HI1', H2'
c4' 57
c2" 48
c3" 49
c1 128 H3"-H6"™
c2" 153 H3"-H6", CH;
c3™ 122 H3"-H6"
c4™ 132 H3"-H6"
cs™ 114 H3™-H6"
co™ 124 H3™-H6"
CHs 56
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4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

Widmo NOESY:
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W tabeli ponizej zebrano interpretacj¢ widma NOESY, wraz z obliczeniem $redniej
wartosci odlegtosci pomiedzy oddzialujacymi protonami wedlug metody podanej w
rozdziale dotyczacym czeSci eksperymentalnej. Gwiazdka oznaczono odlegtosé

WZOrcowa.
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Pracownia Spektroskopii NMIR CM UJ

Tabela 4.9.3. Interpretacja widma 2D NOESY.

Protony Intensywno$¢ sygnatu Obliczona $rednia
oddziatujace (objetosc) odlegtos¢ pomiedzy
protonami [A]
HI1'-H4' 0,85 3,81
HI1'-H2' 21,89 2,21
HI1'-H3' 6,65 2,70
H2'-H4' 6,12 2,74
H3'-H2". 6,15 2,74
H4'-H2". 4,97 2,83
H4'-H2", 3,17 3,06
H3".-H6" 0,24 4,70
H5"-CHs 28,42 2,12%

Rysunek przedstawia obliczona na podstawie danych spektroskopowych strukture
zwiazku 9 w roztworze chloroformowym.

Rys. 4.16.
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4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

Widma zarejestrowane w roztworze DMSO

Widmo 'H NMR:

= Is Ry

i

0.91 1.73 1.89 4.12 1 2.994.015.96 2.001.97

[ e e |

L L B B L L L L B L L B L L B B B
11 10 9 8 7 6 5 4 3 2

Interpretacj¢ widma '"H NMR zamieszczono razem z opisem sygnatlow widma 2D

COSY w tabeli 4.9.4.
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Widmo COSY:

F2
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Tabela 4.9.4. Interpretacja widm 'H NMR i 2D COSY.

Protony  Przesunigcie Multipleto- llos¢  Stala sprzgzenia Sprzgzenia COSY
chemiczne [ppm] wos¢ protonoéw [Hz]

H4 7,42 multiplet 1 - H5

H5 7,91 multiplet 1 - H4

HT' 4,79 tryplet 2 4,79 H2'

H2' 2,09 multiplet 2 - H1', H3', H4'

H3' 1,76 multiplet 2 - H2', H4'

H4' 3,15 multiplet 2 - H2', H3'
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4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

H2",, 3,09 multiplet 4 - H2"., H3"..
H3",
H2"., 3,45 multiplet 4 - H2",, H3",
H3".
H3"™- 6,84-7,04 multiplet 4 - CH;
H6HV
CH; 3,76 singlet 3 - H3"-H6™
a — pozycja aksjalna, e — pozycja ekwatorialna pier§cienia piperazynowego
Widmo HMBC:
F2 ‘ ‘
(ppm)] - )
Zi ) t
37 .
i : .
] o
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— 8 [
5 ]
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Pracownia Spektroskopii NMIR CM UJ

Tabela 4.9.5. Interpretacja widma heterokorelacyjnego HMBC.

Atom Przesunigcie Sprzezenia HMBC
wegla  chemiczne [ppm]
C3a 144 H4, H5
C4 127 H5
C5 118 H4
Ccr 56 H2', H3'
c2 28 HI'
c3' 21 HI1', H2', H4'
c2" 48 c3"
c3" 51 c2"
ci 140 H3™-H6"
c2" 152 H3"-H6", CH;
c3™ 119 H3"-H6"™
c4" 124 H3"-H6"
cs™ 112 H3"-H6"
co™ 122 H3™-H6"
CH; 57 CH;
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4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

Ly
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Widmo NOESY:
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W tabeli 4.9.6 zebrano interpretacj¢ widma NOESY, wraz z obliczeniem S$redniej
warto$ci odleglos$ci pomigdzy oddzialujacymi protonami wedlug metody podanej w
rozdziale dotyczacym czg$ci eksperymentalnej. Gwiazdka oznaczono odlegtos¢

WZOrcowa.
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Pracownia Spektroskopii NMIR CM UJ

Tabela 4.9.6. Interpretacja widma 2D NOESY.

Protony Intensywno$¢ sygnatu Obliczona $rednia
oddziatujace (objetosc) odlegtos¢ pomiedzy
protonami [A]
HI1'-H4' 1,11 3,52
HI1'-H2' 23,94 2,11
HI1'-H3' 7,89 2,54
H2'-H4' 10,61 2,42
H3'-H2". 11,39 2,39
H3",-H6" 17,39 2,23
H3".-H6" 15,86 2,26
H5"-CHs 23,42 2,12%

Na ponizszym rysunku przedstawiono strukture zwiazku 9 w DMSO obliczong na
podstawie danych NOE.
Rys. 4.17.
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4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

4.10. Zwigzek 10

6
7

4

5 T 3
/WNQ:)’" o
N
4 / / 2. 4| 211
—N
3

Analizg spektroskopowa zwiazku 10 przeprowadzano zaréwno w roztworze CDCl; jak
i DMSO.

Widma zarejestrowane w roztworze CDCls.

Widmo 'H NMR:

- i ff/ff /
N

0.72 1.96 4.08 3.10 191 713 443208 4.00

[ e e =

L L L L L I L L B L B L I L L L L I B L B BB BN
13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2

Opis widma 'H NMR zamieszczono w tabeli 4.10.1 razem z interpretacja widma 2D
COSY.
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Widmo COSY:

F2
(ppm) |

A M
T
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4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

Tabela 4.10.1. Interpretacja widm '"H NMR i 2D COSY.

Protony  Przesunigcie Multipleto- [los¢  Stala sprzg¢zenia Sprzg¢zenia COSY
chemiczne [ppm] wos¢ protonow [Hz]
H3 8,02 singlet 1 - H5, H6, H7
H4 7,75 dublet 1 8,0 H5, H6, H7
H5 7,17 multiplet 1 - H3, H4, H6, H7
He6, H7 7,43 multiplet 2 - H3, H4, H5
HI' 4,48 tryplet 2 6,4 H2'
H2' 2,10 multiplet 2 - HI1', H3', H4'
H3' 1,95 multiplet 2 - H2', H4'
H4' 3,09 multiplet 2 - H2', H3'
H2", 4,27 multiplet 2 - H2"., H3"., H3",
H2"., 3,51 multiplet 4 - H2",, H3"..
H3"..
H3", 5,00 multiplet 2 - H2"., H3"., H2",
H3", 7,00-7,08 multiplet 2 - H4", H6™, CH3
H5"
H4" 7,42 multiplet 1 - H3", H5", H6"
H6™ 8,15 dublet 1 8,0 H3"™, H4™, H5"
CH; 4,05 singlet 3 - H3"™, H5"

a — pozycja aksjalna, e — pozycja ekwatorialna pierscienia piperazynowego
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Widmo HSQC:

A

27 ]

*] i

47 i}

| f

5 8

.

7 % o

1 e # 9

] ]

-

] 9
\I\\l\\l\‘l\\\‘\I\\l\\l\‘l\\l‘\\\\‘\\\I‘I\\I‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\

130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20
Fl (ppm)

140




4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

Widmo HMBC:
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Pracownia Spektroskopii NMIR CM UJ

Tabela 4.10.2. Interpretacja widm heterokorelacyjnych HSQC 1 HMBC.

Atom Przesunigcie Sprzezenia HMBC
wegla  chemiczne [ppm]

C3 133 H4

C3a 124 H3, H6, H7
C4 122 H5

G5 121 H6, H7

Cé6 127 H4

C7 109 HS5

C7a 140 H3, H4, H5, H6, H7, HI'
Cr 47 H2'

Cc2 20 HI', H3'

c3' 26 HI'

c4' 56 H2', H3'

c2" 48 H2"., H3".

c3" 49

ci 128 H3™-H6"

ca™ 153 H3™-H6", CH;
c3™ 122 H3"-H6"™

c4™ 132 H3"-H6"™

cs™ 114 H3"-H6"

co™ 124 H3"-H6"
CH; 56
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4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

Widmo NOESY:

Fz2 ] o B o Zi;
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W tabeli ponizej zebrano informacje odczytane z widma NOESY, wraz z obliczeniem
sredniej wartos$ci odleglo$ci pomigdzy oddziatujacymi protonami wedlug metody
podanej w rozdziale dotyczacym czesci eksperymentalnej. Gwiazdka oznaczono

odlegtos¢ wzorcowa.
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Tabela 4.10.3. Interpretacja widma 2D NOESY.

Protony Intensywno$¢ sygnatu Obliczona $rednia
oddziatujace (objetosc) odlegtos¢ pomiedzy
protonami [A]
H7-HI' 5,79 2,53
H1'-H4' 1,36 3,23
HI1'-H2' 14,52 2,17
HI'-H3' 6,11 2,51
H2'-H4' 6,33 2,50
H3'-H4' 9,49 2,33
H3'-H2". 9,26 2,34
H4'-H2".. 9,16 2,35
H4'-H2", 10,60 2,29
H3".-H6™ 1,00 3,40
H3".-H6" 1,33 3,24
H3",-CH; 1,22 3,28
H5"-CHs 16,88 2,12%

Rysunek ponizej przedstawia konformacje zwiazku 10, obliczona z danych

otrzymanych w wyniku interpretacji widma NOESY, zgodnie z metoda opisana w

czesci eksperymentalne;.

Rys. 4.18.
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4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

Interpretacja widm wykonanych w roztworze DMSO

Widmo 'H NMR:

. s i / vd

e

0.94 0.74 1.86 1.92 4.01 2.16 3.30 3.915.74 4.04
(S [ | | | | [ | | | ‘ |
L L L L L I L B L L B L L B L L B B L B A
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1

Przypisanie sygnatow do odpowiednich grup protondow zostalo zebrane razem z

opisem widma COSY w tabeli 4.10.4.
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Widmo COSY:
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Tabela 4.10.4. Interpretacja widm '"H NMR i 2D COSY.

Protony  Przesunigcie Multipleto- [los¢  Stala sprzgzenia Sprzg¢zenia COSY
chemiczne [ppm] wos¢ protonow [Hz]
H3 8,07 dublet 1 0,9 H4
H4 7,69 multiplet 1 - H3, H5, H6, H7
H5 7,38 multiplet 1 - H4, H6, H7
H6 7,12 multiplet 1 - H4, HS, H7
H7 7,75 multiplet 1 - H4, HS, H6
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. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

HT' 4,44 tryplet 2 6,7 H2'
H2' 1,88 multiplet 2 - H1', H3', H4'
H3' 1,70 multiplet 2 - H2', H4'
H4' 3,12 multiplet 2 - H2', H3'
H2",, 3,02 multiplet 4 - H2"., H3"..
H3",
H2"., 3,44 multiplet 4 - H2",, H3",
H3".
H3"- 6,84-7,04 multiplet 4 - CH;
H6|"
CH; 3,76 singlet 3 - H3™-H6™
a — pozycja aksjalna, e — pozycja ekwatorialna pierscienia piperazynowego
Widmo HSQC:
F2 |
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3 g
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Tabela 4.10.5. Interpretacja widma heterokorelacyjnego HSQC.

Atom wegla Przesunigcie chemiczne [ppm]
C3 133
C4 110
C7 121
cr 48
Cc2 29
CH; 56

Ze wzgledu na niskie st¢zenie probki nie udato si¢ uzyska¢ widma HMBC.

Widmo NOESY:

F1l (ppm)
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4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

W ponizszej tabeli zamieszczono zestawienie sygnalow odczytanych z widma
NOESY, wraz ze S$rednimi odleglo$§ciami pomiedzy oddziatujacymi protonami
obliczonymi wedlug metody opisanej w czg$ci eksperymentalnej. Gwiazdka
oznaczono odlegto$¢ wzorcowa.

Tabela 4.10.6. Interpretacja widma 2D NOESY.

Protony Intensywno$¢ sygnatu Obliczona $rednia
oddziatlujace (objetose) odleglos$¢ pomigdzy
protonami [A]
H7-HI' 10,00 2,50
HI1'-H2' 22,14 2,19
HI'-H3' 5,64 2,75
H2'-H4' 4,68 2,84
H3'-H2". 8,22 2,58
H3",-H6™ 16,93 2,29
H3".-H6" 15,48 2,33
H5"-CH; 26,97 2,12%

Ponizej przedstawiono zoptymalizowana struktur¢ zwiazku 10 w roztworze DMSO.
Sposdb obliczenia konformacji podano w czgsci eksperymentalne;.

Rys. 4.19.
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4.11. Zwigzek 11

6 7
N m
5 . 3 ©1
" 0
4 Vi N/W 3 \CH3

/ 2. 4| 21!
N—N

* HCI

Dla zwiazku 10 widma zarejestrowano w roztworach CDCI; i DMSO
Widma wykonane w roztworze CDCls.

Widmo 'H NMR:

e S T

0.58 1.88 4.15 2.04 1.87 3.98 323 6.78 4.06
E— —— 1 : o | 1 |
LI LI L L L L L B L L L I B L I L L L I I R
14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2

Interpretacje widma 'H NMR przedstawiono w tabeli 4.11.1 razem z opisem widma
2D COSY.
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4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

Widmo COSY:
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Tabela 4.11.1. Interpretacja widm '"H NMR i 2D COSY.

Protony  Przesunigcie Multipleto- Ilos¢
chemiczne [ppm] wos¢ protonow

H4 8,09 dublet 1
H5-H7 7,39-7,61 multiplet 3
HI' 4,74 tryplet 2
H2' 2,23 multiplet 2
H3' 2,03 multiplet 2
H4' 3,19 poszerz. singlet 2
H2", 4,44 poszerz. singlet 2
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Pracownia Spektroskopii NMIR CM UJ

sz'e-’ 3,56 tryplet 4 13,1 H2"a., H3"a.

H3".,

H3"a. 5,12 tryplet 2 13’1 H2"e4, H3"e.g qua'
H3™- 7,01-7,1 1 multiplet 2 _ H4'", H6™

H5™

H6" 8,24 dublet 1 8,0 H3"™, H4", H5"
CH; 4,08 singlet 3 -

a — pozycja aksjalna, e — pozycja ekwatorialna pierscienia piperazynowego
Widm heterokorelacyjnych nie udato si¢ zarejestrowa¢ z powodu bardzo niskiego
stezenia probki.

Widmo NOESY:

F2

(ppm)| ° e ® @
7 & ®

Fl (ppm)
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4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

Interpretacj¢ widma NOESY, wraz z obliczonymi wedlug metody opisanej w czgsci
eksperymentalnej odlegtosciami pomiedzy protonami zwigzanymi oddziatywaniem
NOE, zamieszczono w ponizszej tabeli. Gwiazdka oznaczono odlegto$¢ wzorcowa.

Tabela 4.11.2. Interpretacja widma 2D NOESY.

Protony Intensywno$¢ sygnatu Obliczona $rednia
oddziatujace (objetosc) odlegtos¢ pomiedzy
protonami [A]
H7-HI' 5,16 2,90
HI1'-H2' 24,00 2,24
HI1'-H3' 9,15 2,64
H2'-H4' 7,98 2,70
H3'-H4' 10,63 2,57
H3'-H2". 14,00 2,45
H4'-H2".. 19,74 2,32
H4'-H2", 15,67 2,41
H3",-H6™ 1,00 3,81
H3".-H6" 3,24 3,13
H5"-CHs 33,75 2,12%

Na rysunku przedstawiono obliczona na podstawie danych spektroskopowych
konformacj¢ zwiazku 11.

Rys. 4.20.
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Widma otrzymane w roztworze DMSO.

Widmo 'H NMR:

B

= o o I

A

0.99 1.89 1.99 4.31 2.21 3.38 10.61 3.98
[ | | |

1" 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1

Interpretacja widma wraz z opisem widma 2D COSY zostala przedstawiona w tabeli

4.11.3.
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4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

Widmo COSY:
P2 & F
(ppm) | o &u
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Tabela 4.11.3. Interpretacja widm '"H NMR i 2D COSY.
Protony  Przesunigcie Multipleto- Ilos¢  Stala sprzgzenia Sprzezenia COSY
chemiczne [ppm] wos¢ protonow [Hz]
H4 8,03 dublet 1 8,4 H5, H6, H7
H5 7,70 tryplet 1 7.9 H4, H6, H7
H6 7,56 tryplet 1 8,4 H4, HS, H7
H7 7,93 dublet 1 8,4 H4, H5, H6
H1' 4,68 tryplet 2 6,8 H2'
H2' 1,98 multiplet 2 - H1', H3'
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H3' 1,75 multiplet 2 - H2', H4'
H4' 3,15 multiplet 2 - H3'
H2",, 2,95-3,20 multiplet 4 - H2"., H3"..
H3",
H2"., 3,45 multiplet 4 - H2",, H3",
H3".
H3"- 6,84-7,04 multiplet 4 - CH;
H6HV
CH; 3,77 singlet 3 - H3"-H6"
a — pozycja aksjalna, e — pozycja ekwatorialna pier§cienia piperazynowego
Widmo HSQC:
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4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

Widmo HMBC:
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Tabela 4.11.4. Interpretacja widm heterokorelacyjnych HSQC 1 HMBC.

Atom Przesunigcie Sprzezenia HMBC
wegla  chemiczne [ppm]

C3a 148 HS5, H7

C4 111 H6

C5 128 H4

Cé6 125 H7

C7 120 HS

C7a 133 H4, H6, HI'
cr 48 H2'

Cc2 28 HI'

c3' 22 HI1', H2'

c4' 55 H2'

c2" 47 H2"., H3".
c3" 51 H2",, H3",
ci" 140 H3"-H6"
ca™ 152 H3™-H6", CH3
c3™ 122 H3™-H6"
c4™ 119 H3"-H6"™
cs™ 112 H3"-H6"™
co™ 124 H3"-H6"
CH; 56
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4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

Widmo NOESY:
F2 7
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W tabeli 4.11.5 przedstawiono interpretacj¢ widma NOESY oraz zebrano obliczone
odlegtosci pomiedzy oddzialujacymi protonami metoda opisana w  czesci

eksperymentalnej. Gwiazdka oznaczono odleglo§¢ wzorcowa.
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Tabela 4.11.5. Interpretacja widma 2D NOESY.

Protony Intensywno$¢ sygnatu Obliczona $rednia
oddziatujace (objetosc) odlegtos¢ pomiedzy
protonami [A]
H7-HI' 20,00 2,67
H7-H2' 6,88 3,19
H1'-H4' 1,68 4,04
HI'-H2' 72,10 2,16
HI'-H3' 27,93 2,53
H3'-H2". 39,01 2,39
H3",-H6" 52,29 2,28
H3".-H6" 57,19 2,24
H5"-CH3 80,05 2,12%

Rysunek ponizej prezentuje konformacj¢ zwiazku 11 w roztworze DMSO, obliczona w
oparciu o odleglosci wyznaczone z widma NOESY.

Rys. 4.21.
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4.12. Zwigzek 12

Dla zwiazku 12 widma wykonano zarowno w roztworze CDCl; jak i DMSO.
Widma zarejestrowane w roztworze CDCls.

Widmo 'H NMR:

B igar: ﬂfﬂ

0.74 3.0910.21 3.08 436 597 6.63 3.99

= e —| ! | | J ! J

L I L L L L L L L L L L L L L L L L L U B L BRI
13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2

Szczegdlowa interpretacj¢ widma zamieszczono w tabeli 4.12.1 razem z danymi

odczytanymi z widma 2D COSY.
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I\ IS PV

Widmo COSY:

F2
(ppm]]
.

—

s &F
g #E
g 3
@ = &
’ A
=
& e
- 8 °a & s
g off ®
9
,@‘g M
8+ & & @
I I T T ™ I
8 7 5 4 3 2
F1 (ppm)

Tabela 4.12.1. Interpretacja widm '"H NMR i 2D COSY.

Protony  Przesunigcie Multipleto- Ilos¢  Stala sprzgzenia Sprzezenia COSY
chemiczne [ppm] wos¢ protonoéw [Hz]

H3 6,92 dublet 1 1,1 H5
H5 7,57 dublet 1 1,1 H3

Pha-H, 8,05 multiplet 2 - PhsPhg

Phg-H, 7,68 multiplet 2 - PhaPhg

PhaPhg 7,40-7,53 multiplet 6 - Pha-H,, Phs-H,
H1' 4,54 tryplet 2 5,7 H2'
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4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

H2' 2,00 multiplet 2 - HI1', H3'

H3' 2,22 multiplet 2 - H2', H4'

H4' 3,27 multiplet 2 - H3'

H2", 4,19 poszerz. singlet 2 - H2"..

H2". 3,64 multiplet 2 - H2",, H3"., H3",
H3". 3,56 multiplet 2 - H2"., H3",
H3", 4,84 tryplet 2 11,9 H2"., H3"..
H3™, 7,00 multiplet 2 - H4™, H6"™, CH;
H5"

H4" 7,39 multiplet 1 - H3™, H5", H6"
H6"™ 8,00 dublet 1 8,2 H3™, H4™, H5™
CH; 4,02 singlet 3 - H3"™, H5"

a — pozycja aksjalna, e — pozycja ekwatorialna pier§cienia piperazynowego, o — protony w pozycji orto fenylu

Widmo HSQC:
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Widmo HMBC:
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Tabela 4.12.2. Interpretacja widm heterokorelacyjnych HSQC i HMBC.

Atom Przesunigcie Sprz¢zenia HMBC
wegla  chemiczne [ppm]

C2 163 H3, H1'

C3 107 H5

C4 138 H3, HS, Phs-H,

C5 112 H3

Ccé6 155 HS, Pha-Ho

cr 65 H2'

c2 26 H1'
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4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

C3' 22 H1', H2'
c4 57

2" 49 H4'

c3" 48

1" 132 H6"

c2" 152 H4", CH;

c3" 122 H3", H5"

c4" 131 H3", H5"

cs" 113 H3", H5"

Cce" 123 H4"

CH; 54

Widmo NOESY: MJM MUM
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W nizej zamieszczonej tabeli zebrano zaobserwowane oddziatywania NOE, wraz ze
srednimi odleglosciami pomigdzy oddziatujacymi protonami obliczonymi wedlug
metody opisanej w czeSci eksperymentalnej. Gwiazdka oznaczono odleglosé
WZOICowa.

Tabela 4.12.3. Interpretacja widma 2D NOESY.

Protony Intensywno$¢ sygnatu Obliczona $rednia
oddziatlujace (objetose) odleglos$¢ pomigdzy
protonami [A]
Phg-H,-H3 4,10 2,50
Ph-H,-H1' 0,19 4,17
HI1'-H4' 0,23 4,04
HI'-H2' 8,34 2,22
HI'-H3' 2,73 2,68
H2'-H4' 3,65 2,55
H3'-H4' 4,21 2,49
H3'-H2". 4,13 2,50
H4'-H2".. 4,28 2,48
H4'-H2", 4,21 2,49
H3",-H6™ 0,69 3,37
H3".-H6" 1,14 3,10
H5"-CHs 11,06 2,12%

Rysunek ponizej przedstawia konformacj¢ zwiazku 12 w roztworze CDCI; obliczona
na podstawie danych z widma NOESY.
Rys. 4.22.

ot

b,

b
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4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

Widma otrzymane w roztworze DMSO:

Widmo 'H NMR:

s Jff/ e gjf e

0.95 2.043.186.18 5.18 2.16 7.34 6.24 4.06
[— [ | I | e Bt [—
LML L I B B L L B L L I L L L Y I L
11 10 9 8 7 6 5 4 3 2

Przypisanie sygnatow do odpowiednich grup protondéw zebrano w tabeli 4.12.4 razem

z interpretacja widma 2D COSY.
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Widmo COSY:
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Tabela 4.12.4. Interpretacja widm '"H NMR i 2D COSY.

Protony  Przesunigcie Multipleto- [los¢  Stala sprzg¢zenia Sprzg¢zenia COSY
chemiczne [ppm] wos¢ protonow [Hz]
H3 7,06 dublet 1 1,3 H5
H5 7,84 dublet 1 1,3 H3
Pha-H, 8,19 multiplet 2 - PhsPhg
Phs-H, 7,88 multiplet 2 - PhaPhg
PhsPhg 7,39-7,55 multiplet 6 - Phs-H,, Phs-H,
HT' 4,47 tryplet 2 6,1 H2'
H2' 1,78-1,91 multiplet 2 - HI', H3'
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4. Wyniki pomiarow i interpretacja widm.

H3' 1,91-2,02 multiplet 2 - H2', H4"'
H4' 3,15-3,25 multiplet 2 - H3'
H2%,  3,02-3,25 multiplet 4 . H2"., H3"
H3",
H2"., 3,40-3,58 multiplet 4 - H2",, H3",
H3".
H3"- 6,84-7,04 multiplet 4 - CH;
H6|"
CH3 3 ,77 sing]et 3 . H3"-H6"™

a — pozycja aksjalna, e — pozycja ekwatorialna pier§cienia piperazynowego, o — protony w pozycji orto fenylu
Z powodu niskiego stezenia probki widm heterokorelacyjnych nie udalo sig

zarejestrowacé z wystarczajaca do jednoznacznej analizy jakos$cia w rozsadnym czasie.

Widmo NOESY:
F2 | 3
(ppm) | B s B ‘OO
3{ 3 | ' : @ Z ’ &
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Tabela 4.12.5. przedstawia analize widma NOESY, wraz ze Srednimi odleglo§ciami
pomigdzy oddziatujacymi protonami obliczonymi metoda opisana w czgsci
eksperymentalnej. Gwiazdka oznaczono odleglo$¢ wzorcowa.

Tabela 4.12.5. Interpretacja widma 2D NOESY.

Protony Intensywno$¢ sygnatu Obliczona $rednia
oddziatujace (objetose) odlegtos¢ pomiedzy
protonami [A]
Phg-H,-H3 13,87 2,36
Phs-Ho-HS 27,35 2,10
Pha-H,-H1' 1,59 3,38
HI'-H4' 1,03 3,63
H3'-H2". 7,22 2,63
H3",-H6" 16,79 2,28
H3".-H6" 13,98 2,35
H5"-CHs 26,11 2,12%

Ponizej przedstawiono zoptymalizowana struktur¢ zwiazku 12. Sposéb obliczenia
konformacji podano w cze$ci eksperymentalne;.

Rys. 4.23.
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5. Dyskusja wynikow i podsumowanie

5. Dyskusja wynikéw i podsumowanie

Badania konformacyjne zwiazkdéw bedacych potencjalnymi ligandami receptorow
maja bardzo duze znaczenie jako wstep do optymalizacji ich struktury, aby uzyska¢ jak
najlepsze parametry wiazania ligandu. Istotna jest zaré6wno konformacja samych grup
farmakoforowych, zapewniajaca ich wlasciwe dopasowanie do wnegki wiazacej
receptora jak 1 konformacja fragmentow lacznikowych, odpowiedzialna za
odpowiednia odlegto$§¢ pomiedzy resztami farmakoforowymi, jak i za ich ulozenie
wzgledem siebie w przestrzeni, a zatem zapewniajaca mozliwo$¢ jednoczesnego
wigzania grup do wnegki wiazacej biatka. Optymalizacj¢ zwiazkéw prowadzi sig
poprzez nieznaczne modyfikacje ich struktury, ktore jednakze moga mie¢ znaczacy
wplyw na konformacje uktadow. W rezultacie otrzymuje si¢ seri¢ zwiazkoéw, wsrod
ktorych, wykonujac badania konformacyjne i zestawiajac je z wynikami badan
farmakologicznych, znalez¢é mozna elementy strukturalne zapewniajace wlasciwe
dopasowanie ligandu do miejsca wiazacego receptora, co w dalszym etapie badan
mozna wykorzysta¢ do celowej syntezy zwiazkéw majacych wysokie powinowactwo
do receptora (Rys. 5.1) [54].

Rys. 5.1.
miejsce
wiazace

poszukiwanie

[ >

. , optymalizacja
ligandow

Dokonujac analizy zebranego materiatu eksperymentalnego stwierdzono, iz w opisie
struktury przestrzennej badanych zwiazkéw mozna wyrdzni€ trzy glowne zagadnienia.
Sa to: konformacja tancucha butanowego laczacego fragment amidowy zwiazku z
arylopiperazyna, wzajemne utoZenie pierScieni piperazynowego 1 fenylowego we
fragmencie arylopiperazynowym oraz w przypadku chlorowodorkéw problem

protonowania atomu azotu piperazyny.
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5.1. Konformacja fanncucha butanowego

Podstawowym wyré6znikiem sposobu utozenia fancucha butanowego w przestrzeni jest
obecnos¢ 1 intensywno$¢ oddziatywania NOE pomigdzy protonami H1' a H4' lub jego
brak. Obecno$¢ sygnatu NOE pomiedzy wyzej wymienionymi, skrajnymi protonami
fancucha $wiadczy o obecnosci konformacji ,,zgigtej”, w ktorej srednia odleglosé
pomiedzy wymienionymi grupami protondéw jest nie wigksza niz okolo 4 A,
odpowiadajacej stanowi posredniemu pomig¢dzy charakterystycznymi dla tancucha
butanowego konformacjami synklinalng 1 antyklinalng. Maksymalnie rozciagnigta
konformacja tancucha, zblizona do konformacji antyperiplanarnej czasteczki butanu
(Rys. 5.2), nie pozwala na wystapienie tego typu oddziatywan, ze wzgledu na zbyt
duza odleglo$¢ pomiedzy odpowiednimi atomami wodoru (4,4 A). Dodatkowo
obserwowane oddziatywania pomigdzy pozostalymi protonami tego tancucha maja
znaczenie pomocnicze w ustaleniu konformacji z wigksza doktadnoscia lecz same,
bedace oddzialtywaniami krotszego zasiggu, nie pozwalaja na ustalenie konformacji
tancucha.

Rys. 5.2.

C1

C4

Intensywno$¢ obserwowanych sygnatow pozwolita na obliczenie $redniej
odlegtosci pomiedzy oddziatujacymi protonami a w dalszej kolejnosci na wyznaczenie
konformacji badanego fragmentu. W tabeli 5.1 zestawiono obliczone, S$rednie
odlegtosci pomiedzy protonami H1' 1 H4', jak réwniez wartosci kata torsyjnego
zawartego pomiedzy wiazaniami C1'-C2' 1 C3'-C4'. Podano rowniez odleglos¢

pomigdzy skrajnymi atomami wegla tancucha butanowego.
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Tabela 5.1. Odleglosci pomigdzy protonami HI1' 1 H4', atomami wegla C1' 1 C4' oraz
wartosci kata torsyjnego pomigdzy wiazaniami C1'-C2' a C3'-C4' w badanych

zwiazkach.
Zwiazek CDCls DMSO
Obliczona kat torsyjny  Obliczona Obliczona | kat torsyjny ~ Obliczona
srednia ~ pomigdzy srednia srednia pomigdzy srednia
odleglos¢ wiazaniami  odlegtos¢ odleglos¢  wigzaniami  odlegtos¢

pomigdzy CI1'-C2'a pomigdzy pomigdzy Cl'-C2'a pomigdzy
protonami C3'-C4'[°] atomami C1' protonami  C3'-C4'[°] atomami CI'

[A] a C4'[A] [A] a C4'[A]

1 3,37 76,8 3,08 3,65 88,5 3,21
2 3,08 70,5 3,03 3,59 82,9 3,25
3 3,21 73,6 3,06 3,04 70,2 3,02
4 3,02 68,9 3,01 3,78 98,6 3,34
5 3,16 73,6 3,04 3,16 68,5 3,04
6 - - - 2,43 52,8 2,89
7 2,96 58,5 2,99 - - -

8 - - - 3,90 76,1 3,18
9 3,81 92,3 3,30 3,52 76,5 3,11
10 3,23 70,4 3,05 - - -

11 - - - 4,04 100,5 3,39
12 4,04 100,4 3,38 3,63 77,1 3,16

We wszystkich badanych zwiazkach wystgpujacych w formie wolnych zasad (zwiazki
1 — 5) warto$¢ kata torsyjnego zawartego pomig¢dzy wiazaniami C1'-C2' a C3'-C4'
miesci si¢ w granicach 69-77°, co daje warto$¢ $rednia 72,3° (wyniki otrzymane na
podstawie pomiarow w roztworze CDCl;). W polarnym roztworze DMSO $rednia
warto$¢ kata torsyjnego wzrasta do 81,7°. Porownujac ta warto$¢ z wartosciami kata
torsyjnego charakterystycznymi dla konformacji synklinalnej — 60° 1 antyklinalnej —
120° mozna przyjac, iz tancuch weglowy taczacy fragmenty farmakoforowe badanych
arylopiperazyn wystepuje w formie ,,zgietej”, zblizonej do konformacji synklinalne;,

praktycznie niezaleznie od rodzaju rozpuszczalnika, w ktérym prowadzono pomiar. W
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konsekwencji zmniejszeniu ulega odleglo§¢ pomigdzy skrajnymi atomami wegla
tahcucha butanowego (C1' i C4") z 3,85 A — wielko$ci charakterystycznej dla
maksymalnie rozciagnig¢tej konformacji antyperiplanarnej do obserwowanych w
roztworze CDCl; 3,04 A 13,17 A w roztworze DMSO. Wzajemnemu zblizeniu ulegaja
zatem grupy farmakoforowe, co moze mie¢ znaczacy wplyw na ich wigzanie 1
wzajemne ulozenie we wnece wigzacej receptora. W celu zobrazowania
przynalezno$ci omawianego fragmentu strukturalnego w zwiazkach 1 — 5 do jednej
rodziny konformacji na rysunku 5.3 pokazano nalozone na siebie fragmenty struktury
przestrzennej czasteczek zwiazkéw 1 — 5 obliczone na bazie danych odczytanych z
widm NOESY, zarejestrowanych w obu rozpuszczalnikach. Rysunek dla
przejrzystosci ograniczono jedynie do omawianego fragmentu struktury to jest do
fancucha butanowego 1 atomow azotu bezposrednio z nim zwiazanych. Obok
przedstawiono projekcj¢ Newmana wzgledem wigzania C2'-C3'. Kolorem oznaczono
zakres zmiennosci kata torsyjnego pomigdzy wigzaniami C1'-C2' a C3'-C4' w
obliczonych z danych doswiadczalnych konformacjach badanych zwiazkow.

Wsréd dalszych zwiazkow bedacych chlorowodorkami odpowiednich pochodnych
orto-metoksyfenylopiperazyn wystepuje znacznie wigksza tendencja do przyjmowania
formy bardziej rozciagnigtej tancucha. Wartos¢ kata torsyjnego pomigdzy wiazaniami
C1'-C2" a C3'-C4' wzrasta w pojedynczych przypadkach do ponad 100° co zbliza si¢
juz do wartosci charakterystycznej dla konformacji antyklinalnej a odlegto$¢ pomigdzy
skrajnymi atomami wegla wzrasta do 3,4 A. W grupie tej obserwuje sie jednakze do$é
duza zmienno$¢ konformacyjna z wartosciami kata torsyjnego zawartymi w granicach

53°-101°.
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Rys. 5.3.

C4

C1

5.2. Konformacja ukfadu piperazyna — pierscien fenylowy. Protonowanie
uktadu piperazyny

Badane wolne zasady (zwiazki 1 — 5) posiadaja na widmie NOESY bardzo silny
sygnat korelacyjny wiazacy protony uktadu piperazynowego (H3") oraz protony w
pozycji orto zwiazanego z nim ukladu aromatycznego, wskazujac na ich bliskie
sasiedztwo w przestrzeni. Jednoczesnie obliczenia optymalizacji geometrii dla
najprostszego, modelowego uktadu N-fenylopiperazyny pokazuja, iz oba pierScienie
leza praktycznie w jednej ptaszczyznie (kat zawarty pomiedzy ptaszczyzna pierscienia
fenylowego a ptaszczyzna pier§cienia piperazyny wynosi zaledwie 0,1°) a odleglos¢
pomiedzy wymienionymi protonami jest niewielka i wynosi 1,78 A. Wprowadzenie
podstawnikéw w pozycje meta pierscienia fenylowego (zwiazki 2, 3) nie zaburza w
sposOb zauwazalny geometrii uktadu, natomiast pojawienie si¢ podstawnika w pozycji
orto (grupa metoksylowa, zwiazki 4, 5) powoduje jedynie nieznaczne nachylenie
plaszczyzny pierscienia fenylowego wzgledem ptaszczyzny ukladu piperazyny
(warto$¢ kata nachylenia wzrasta do 10°). Wartosci kata zawartego pomiedzy
ptaszczyznami pierScienia fenylowego 1 pierscienia piperazynowego wyznaczonego z
obliczonych na podstawie danych NOE konformacji badanych zwiazkow zebrano w

tabeli 5.2.
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Tabela 5.2. Wartosci kata zawartego pomigdzy plaszczyznami pierscienia fenylowego

1 piperazynowego obliczone dla pomiaréw przeprowadzonych w CDCI; i DMSO.

Zwiazek Kat pomigdzy ptaszczyznami [°]
CDCl; DMSO

1 4,0 5,0

2 3.3 2,3

3 8,2 5,0

4 8,9 10,0
5 8,4 9,2

6 8,9 20,1

7 59,1 38,1

8 - 37,9
9 56,5 38,5
10 58,6 31,8
11 61,5 31,0
12 54,4 31,7

Brak rozroznienia w widmie 'H NMR sygnalow pochodzacych osobno od
piperazynowych protonow w pozycjach aksjalnych i ekwatorialnych $wiadczy o
fatwym zachodzeniu procesu inwersji konformacji krzestowej, postulowanej dla tego
uktadu heterocyklicznego. Konformacj¢ uktadu piperazyna — pierscieh aromatyczny
pokazano na ponizszym rysunku

Rys. 5.4.
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Dos¢ podobna sytuacje zaobserwowano podczas analizy widm soli
arylopiperazyn (6 — 12) w roztworze DMSO. W dalszym ciagu obserwowany jest
sygnat korelacyjny pomigdzy protonami orto pierscienia fenylowego oraz protonami w
pozycji H3" ukladu piperazyny, dowodzacy ich wzajemnego bliskiego sasiedztwa w
przestrzeni, jednak jest stabszy niz w przypadku wolnych zasad, a co za tym idzie
zwiazki te w roztworze DMSO przyjmuja, w omawianym fragmencie struktury,
konformacj¢ podobna do tej przyjmowanej przez wolne zasady. Ostabienie sygnatlu
NOE s$wiadczy o zwigkszeniu odleglo$ci pomigdzy protonami uktadu piperazyny i
protonami pierscienia aromatycznego. Osiagane jest to poprzez skrgcenie plaszczyzny
pierscienia fenylowego wzgledem plaszczyzny uktadu piperazyny. Kat pomiedzy tymi
ptaszczyznami wzrasta do wartosci 32°. Protonowanie atomu azotu piperazyny
powoduje zahamowanie procesu inwersji konformacji  krzestlowej uktadu
heterocyklicznego, objawiajacy si¢ zroznicowaniem na widmie 'H NMR sygnatow
pochodzacych od protondéw w pozycjach aksjalnych i ekwatorialnych. Zatozy¢ przy
tym mozna iz proton ulega przylaczeniu do atomu azotu zwiazanego z tancuchem
alifatycznym, poniewaz przesunigcie chemiczne sygnatow protonéw aromatycznych
nie ulega praktycznie zadnej zmianie w poréwnaniu do widm czasteczek wolnych
zasad.

Analiza widm zwiazkow 6 — 12 zarejestrowanych w CDCIl; wykazala zanik,
badZz bardzo znacznie ostabienie efektu NOE wiazacego protony orfo pierscienia
aromatycznego z odpowiednimi protonami piperazyny. Taki obraz widma $§wiadczy o
znacznym wzroscie odlegto$ci pomigdzy wymienionymi protonami a zatem o znacznej
zmianie we wzajemnym utozeniu pierscieni. Mozliwy do osiagnigcia jest on jedynie
przy zalozeniu, iz pierscien fenylowy 1 pierScien ukladu piperazyny leza w
plaszczyznach przecinajacych si¢ pod znacznie wigkszym katem. Dane zebrane w
tabeli 5.2 pokazuja, iz warto$¢ tego kata wzrosta do blisko 60°, co jest bardzo znaczaca
zmiang w stosunku do konformacji wolnych zasad. Takie wzajemne utozenie

pierscieni fenylowego i uktadu piperazyny pokazano na rysunku 5.5.
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Rys. 5.5.

Ulozenie grupy metoksylowej w kierunku protonow aksjalnych piperazyny zostato
podyktowane pojawianiem si¢ na widmach NOESY sygnatu korelujacego te protony z
protonami metylowymi ugrupowania metoksylowego, co jest mozliwe wylacznie w
takim wzajemnym ustawieniu obu pierscieni.

Widma 'H NMR chlorowodorkoéw orto-metoksyfenylopiperazyn w CDCl;
wykazuja znaczaco odbiegajacy od pozostatych badanych ukladow obraz sygnatow
protondéw aromatycznych pochodzacych od pierScienia orto-metoksyfenylowego.
Sygnat protondw w pozycji 6 tego pierscienia pojawia si¢ przy anormalnie niskim polu
w zakresie & 8,00 — 8,25, podczas gdy we wszystkich pozostatych przypadkach
(widma wolnych zasad oraz chlorowodorkow w roztworze DMSO) znajduje si¢ w
zakresie 6 6,80 — 7,10. Tak znaczny efekt odstaniania protondéw w pozycji orto
spowodowany jest z reguly przez pojawienie si¢ silnie elektronoakceptorowego
podstawnika, co w przypadku badanych zwiazkéw moze swiadczy¢ o protonowaniu
atomu azotu potaczonego bezposrednio z pierscieniem aromatycznym. Dalsze badania
tego zjawiska wykazaty, iz aby efekt ten pojawil si¢ wymagana jest obecnos¢ duzego
podstawnika przy drugim atomie azotu, bowiem niepodstawiona N-o-
metoksyfenylopiperazyna go nie wykazuje (dane eksperymentalne nie zamieszczone w

niniejszej pracy).
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5. Dyskusja wynikow i podsumowanie

5.3. Wnioski koncowe

Podsumowujac przedstawione analizy badanych dtugotancuchowych arylopiperazyn

stwierdzono:
Badane zwiazki wystgpujace w formie wolnych zasad wystepuja w konformacji
zgigte] tancucha butanowego bedacej stanem posrednim pomigdzy konformacja
synklinalng 1 antyklinalna, ze $rednia warto$cia kata torsyjnego pomiedzy
wigzaniami C1'-C2' a C3'-C4' réwna 72°, natomiast pier§cienie piperazynowy i
aromatyczny leza praktycznie w jednej plaszczyznie badz sa skrecone wzgledem
siebie pod niewielkim katem (do 10°).
Chlorowodorki N-o-metoksyfenylopiperazyn w roztworze DMSO wykazuja
tendencj¢ do tworzenia mniej ,,zwartej” struktury, przejawiajacej si¢ wzrostem
wartosci kata torsyjnego pomigdzy wiazaniami C1'-C2' a (C3'-C4', natomiast
wzajemne ulozenie pierscienia piperazynowego i fenylowego jest dos¢ podobne do
obserwowanego w przypadku wolnych zasad, jednakze zwigksza si¢ kat pomiedzy
ptaszczyznami pierScieni fenylowego 1 uktadu piperazyny do wartosci 32°.
Protonowanie zachodzi przy atomie azotu podstawionym uktadem alifatycznym.
Lancuch butanowy chlorowodorkéw N-o-metoksyfenylopiperazyn w roztworze
CDCl; przyjmuje czgsciej niz w roztworze DMSO konformacj¢ zblizona do
konformacji antyklinalnej ($rednia warto$¢ kata torsyjnego pomiedzy wigzaniami
CI'-C2"' a C3'-C4' wynosi 80°), natomiast plaszczyzna pierscienia fenylowego jest
silnie skrecona wzgledem plaszczyzny ukladu piperazynowego (kat zawarty
pomiedzy plaszczyznami wzrasta do 60°). Protonowanie uktadu piperazyny
zachodzi prawdopodobnie przy atomie azotu podstawionym ukladem

aromatycznym.
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