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Wstep

Termolabilnos¢  jest pozgdang cechg zwigzkédw  znajdujacg  zastosowanie
w wielu dziedzinach chemii. Idealnym przyktadem jej wykorzystania, sg 2-Pirydynylowe
Termolabilne Grupy Ochronne (2-Py TGO) stosowane w protekcji grup hydroksylowych oraz
fosforowych. Stosowanie tych grup pozwala na zastosowanie fagodnych metod odblokowania,
unikajgc silnych kwasdéw lub zasad, w mys| tzw. zielonej chemii. Proces ich usuwania przebiega,
wedtug poznanego mechanizmu wewnatrzczgsteczkowej cyklizacji, zaleznego scisle od struktury
pochodnej 2-aminopirydynylowej, rozktadu elektronowego oraz pH i temperatury otoczenia. Ze
wzgledu na witasciwosci pierscienia pirydynowego, stanowig one idealne prekursory do
projektowania zwigzkéw o potencjalnych wtasciwosciach biologicznych lub/i zastosowaniu ich

jako réznego rodzaju sensory fluorescencyjne.

Pierscien heterocykliczny to wazny element strukturalny barwnikéw fluorescencyjnych,
ktorego obecnos$¢ czesto wzmacnia witasciwosci fotochemiczne, zwieksza stabilno$¢ oraz
umozliwia wykorzystanie jako sond molekularnych, wrazliwych na zmiany pH lub obecnos¢
okreslonych  jonéw metali. Takim typem barwnikdbw sg na przyktad barwniki
aminostyrylopirydynowe petnigce miedzy innymi funkcje sensoréw zmian napiecia powierzchni
bton komérkowych obserwowalnych w wyniku zmian intensywnosci emisji fluorescencji. Celem
dysertacji byto zatem otrzymanie analogéw uktadéw 2-aminopirydynylowych, ktére zachowujac
czes¢ strukturalng odpowiedzialng za zdolnos¢ do wewnatrzczasteczkowej cyklizacji, zyskatyby
wiasciwosci fluorescencyjne. Wiele dziedzin naukowych, takich jak chemia kwaséw nukleinowych,
medycyna i biologia, wykorzystuje w swych badaniach znakowanie fluorescencyjne,
przeprowadzane m.in. do monitorowania przebiegu proceséw chemicznych i biologicznych
zachodzacych w organizmach zywych. Pofgczenie termowrazliwosci i zmian rdéznic w emisji
fluorescencji doprowadzitoby do otrzymania barwnika, uzytecznego w znakowaniu oligomerdw,
a co wiecej usuwanego w tagodnych warunkach, w dogodnym momencie i nie naruszajgc
struktury bioczasteczki. Potwierdzenie mechanizmu termo-usuwania fluorescencyjnych analogéw
2-Py TGO w warunkach wodnych i neutralnym pH, moze réwniez stanowi¢ wazne narzedzie
diagnostyczne, gdzie mozliwos¢ detekcji jest efektem zmian maksimum emisji fluorescencji
pomiedzy dwiema formami: liniowg (znakowana biomolekuta), a cykliczng (forma znacznika po

jego usunieciu).
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W toku realizowanych prac badawczych zsyntetyzowano biblioteke 2-N-podstawionych
6-bromo- i winylopirydynowych analogdw termolabilnych grup ochronnych (2-Py TGO),
poszerzajac tym samym klase zwigzkéw o potencjalnym zastosowaniu w syntezie organicznej
i biochemii. Opracowano i zoptymalizowano szlaki syntetyczne prowadzace do uzyskania nowej
klasy zwigzkéw pirydynylowych - analogéw 1,2-Bis(2-pirydylo)etylenu - emitujgcych fluorescencje.
Cel osiggnieto, opierajac sie gtdéwnie na chemii pirydyn, oraz wykorzystujgc reakcje substytucji
nukleofilowej Sy2 i reakcje sprzegania Hecka, w celu tworzenia wigzan Csp?-Csp?. Struktury
otrzymanych zwigzkéw posrednich oraz produktéw ubocznych i koricowych zidentyfikowano na
podstawie badan spektroskopowych (*H NMR, *C NMR, HSQC, COSY, °F NMR, H-°N NMR),
spektrometrii mas z jonizacjg typu elektrorozpylanie (ang. Electrospray MS). Dla pochodnej ktérg
otrzymano w postaci krystalicznej wykonano, badania rentgenograficzne metodg dyfrakcji
promieni rentgenowskich na monokrysztale. Otrzymano zwigzek modelowy, weglan 3’-O-
acetylowanej tymidyny, wykorzystany do badan szybkosci procesu  usuwania znacznika,
przeprowadzajac analize przebiegu efektywnosci uwalniania grupy 5’-OH nukleozydu w zaleznosci
od czasu i temperatury, z zastosowaniem Wysokosprawnej Chromatografii Cieczowe;.
Dodatkowo, dla otrzymanych pochodnych, wyznaczono parametry fotofizyczne charakteryzujace
ich wtasciwosci fluorescencyjne takie, jak: maksima absorpcji i emisji, przesuniecia Stokes’a,
molowy wspodtczynnik ekstynkcji oraz wydajnos$¢ kwantowgq fluorescencji. Zweryfikowano wptyw
pH oraz rozpuszczalnikdéw réznigcych sie polarnoscia, na widma absorpcji oraz emisji fluorescencji,
dla trzech wybranych zwigzkdw, rdznigcych sie podstawnikiem na egzocyklicznym atomie azotu.
Dla trzech analogéw, wyznaczono metodg spektrofotometryczng pKa, a nastepnie z cyklu Forstera
obliczono pKa* stanu wzbudzonego. Opracowano réwniez, metode syntezy amidofosforynu
wybranego fluoroforu, jego przytaczenia do nici oligonukleotydowej podczas syntezy standardowa
metodg amidofosforynowa na podtozu statym oraz udowodniono mechanizm odciecia znacznika,
polegajacy na wewnatrzczasteczkowej cyklizacji, barwnika z diestru fosforanowego znakowanego

oligonukleotydu - uzyskujac oligonukleotyd z wolng grupa fosforanowa na korncu 5.

Otrzymane wyniki badan wzbogacajg chemie zwigzkéw heterocyklicznych o nowe pochodne,
ktore mogg zosta¢ wykorzystane w syntezie organicznej. Ich wifasciwosci fotochemiczne oraz
charakterystyczny mechanizm usuwania ze znakowanej czasteczki, bedzie mdgt znaleié
zastosowanie w chemii oligonukleotydéw lub nawet w $ledzeniu proceséw chemicznych

zachodzacych w komadrkach zywych.
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Wykaz stosowanych skrotow

2-Py TGO — 2-pirydynylowe termolabilne
grupy ochronne

Ac- acetyl

AcOz — 4-acetoksybenzyloksykarbonyl
Aloc — grupa alliloksykarbonylowa

ASP — barwniki aminostyrylopirydynowe

BMIM - heksafluorofosforan
butylometyloimidazoliniowy

BOC — tert-butyloksykarbonyl
BOM —benzyloksymetyl

CAN — azotan nitrowo cerowy (IV)
CBz — benzyloksykarbonyl

CDA - cykloheksano-1,2-diacetal
Co-Cp - kobaltocyklopentadien
CPG — podtoze szklane

DBU - 1,8-Diazabicyklo[5.4.0Jundek-7-en
DCE — 1,2-dichloroetan

DCM- dichlorometan

DDQ - dichlorodicyjanochinon
DEIPS - dietyloizopropylosililu
Desyl — 2-okso-1,2-difenyletyl
DISPOKE — dispiroketal

DMASP — 4-[4 (dimetylamino)
styrylo]pirydyny

DMF — dimetyloformamid

Dmpm — 2,4-dimetoksybenzyl
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DMSO - dimetylosulfotlenek
DMTr — grupa dimetoksytrytylowa
DNA — kwas deoksyrybonukleinowy

DTBS - bis(trifluorometanosulfonian) di-tert-
butylosiliu

EDG — ang. electron donatin group

ESI — elektrorozpylanie

EWG — ang. electron withdrawing group
Fmoc - chloromréwczan 9-fluorenylometylu
FRET = Forster Resonance Energy Transfer
GABA - kwas gamma-aminomastowy

HAT — ang. Human African Trypanosomiasis

HMBC - ang. Heteronuclear multiple bond
correlation

HOMO — najwyzszy obsadzony orbital
molekularny

HPLC — wysokosprawna chromatografia
cieczowa

HSQC - ang. Heteronuclear single quantum
correlation

Hz - Herz
IC — konwersja wewnetrzna

ICT — miedzyczagsteczkowe przeniesienie
tadunku

ISC — przejscie miedzysystemowe

IUPAC — Miedzynarodowa Unia Chemii
Czystej i Stosowanej

krel? - relatywna stata hydrolizy

LUMO — najnizszy obszadzony orbital
molekularny

MALDI — desorpcja laserem



MEM - metoksyetoksymetyl

MeO-THP — metoksy tetrahydropiranyl
MOM —metoksymetyl

MpM — 4-metoksybenzyl

MS — spektrometria mas

MW — mikrofale

NAD* — forma utleniona dinukleotydu
nikotynoamidoadeninowego

NADH — forma zredukowana dinukleotydu
nikotynoamidoadeninowego

NMR — magnetyczny rezonans jagdrowy
PAGE — elektroforeza zelowa

PBS — bufor fosforanowy

PCC — chlorochromian pirydyny

PDC — dichromian pirydyny

pH - -log[H*]

PhAc — fenyloacetamid

PLC — preparatywna chromatografia
cienkowarstwowa

ppm — parts per milion
Pv — piwaloil
Py — pirydyna

PydFBz — grupa 2-pirydynylo-N-(2,4-
difluorobenzylo)aminoetylowa

PyVnPy — pochodne 1,2-Bis(pirydylo)etylenu
RNA — kwas rybonukleinowy
RT — temperatura pokojowa

SEM — 2-(trimetylsilil)etoksymetyl
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Sn1 — substytucja nukleofilowa pierwszego
rzedu

Sn2 — substytucja nukleofilowa drugiego
rzedu

SnAr — substytucja nukleofilowa w
pierscieniu aromatycznym

STABASE —2,2,5,5-tetrametyl-1-aza-2,5-
disilacyklopentan

t- Bu — tert-butyl

TBAB — bromek tetrabutyloamoniowy
TBAF — fluorek tetrabutyloamoniowy
TBDMS — tert-butylodimetylosilil

TCA — kwas trichlorooctowy

TCSPC — Time Correlated Single Photon
Counting

Teoc — 2-(trimetylsilil)etoksykarbonyl
TES — eter trietylosililowy

TGO — termolabilne grupy ochronne
THF — tetrahydrofuran

THP - tetrahydropiranyl

TIPDS - tetradiizopropylodisiloksan

TIPDSCI - chlorek
tetradiizopropylodisiloksanu

TIPS — eter triizopropylosililowy

TLC — chromatografia cienkowarstwowa
TMG —-1,1,3,3 - tetrametyloguanidyna
TMS —ester trimetylosililowy

TMSE — ester trimetylosililoetylowy

UV-ViS — ultrafiolet-swiatto widzialne



UWAGA!

Ze wzgledu na przejrzystosc¢ zapisu, w czesci eksperymentalnej zasotsowano anglosaski
separator dziesietny kropke (.) w miejsce stosowanego zwyczajowo w Polsce przecinka (,).
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Cele niniejszej pracy

Celem mojej pracy doktorskiej byto opracowanie metody syntezy nowych znacznikéw
fluorescencyjnych o unikalnych termowrazliwych wtasciwosciach, potwierdzenie sposobu
ich usuwania oraz zbadanie witasciwosci fotofizycznych. Koncepcja badawcza zakfadata
zaprojektowanie i zoptymalizowanie szlaku syntetycznego pochodnych
1,2-Bis(pirydylo)etylenu, bedacych prekursorami przysztych termowrazliwych znacznikéw
fluorescencyjnych. Nastepnie, przeksztatcenie tych prekursorow w estry weglanowe lub
fosforanowe, co w konsekwencji miato pozwoli¢ na przebadanie wewnatrzczgsteczkowej

reakcji cyklizacji i dzieki temu usuniecie znacznika.
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Ugrupowania 2-aminopirydynylowe stosowane sg w chemii nukleozydéw jako tak zwane
termolabilne grupy ochronne (2-Py TGO), ktérych mechanizm deprotekcji opiera sie na
wewnatrzczgsteczkowej cyklizacji zaleznej od rozktadu elektronowego w pierscieniu
pirydyny, pH oraz temperatury. Rozbudowanie uktadu, w taki sposdb, aby zachowa¢
dotychczasowg termowrazliwos¢ i uzyskaé emisje fluorescencji w zakresie Swiatta
widzialnego, zdecydowanie poszerzytoby zakres ich uzytecznosci jak i wzbogacito chemie
zwigzkédw heterocyklicznych o nowe, interesujgce analogi pirydyn. W ramach
prowadzonych prac badawczych, zdecydowatam sie na utworzenie sprzezonego ukfadu
wigzan podwdjnych i dofgczenie kolejnego pierscienia heterocyklicznego, aby otrzymac
analogi, styrylowych znacznikdw fluorescencyjnych z mozliwoscia ich dowolnej

modyfikacji w obrebie catej czgsteczki. Nowe, termowrazliwe znaczniki znajda
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zastosowanie, np. w znakowaniu oligonukleotydéw jako funkcjonalnych oligomerow
w technice RT-PCR. Z punktu widzenia zastosowan w chemii biopolimeréw, pofaczenie
termowrazliwosci z emisjg fluorescencji, pozwolitoby na uzyskanie nowego znacznika
z unikalnym sposobem usuwania przebiegajgcym w fagodnych warunkach, nie
naruszajgcym struktury znakowanej bioczgsteczki. W tym celu, podjetam sie rowniez
wyznaczenia parametrow fotofizycznych otrzymanych zwigzkéw oraz opracowania

metody ich wigczania i usuwania z wybranej sekwencji oligonukleotydowe;j.

Szczegotowe cele syntetyczne:

1. Opracowanie wydajnej drogi syntezy fluorescencyjnych analogéw 1,2-(Bis-2-
pirydynylo)etylenu oraz ich prekursoréw.

2. Optymalizacja reakcji sprzegania Hecka Csp?-Csp? pomiedzy 2-winylopirydyna
a 6-bromo-2-N-pirydynylowymi analogami termolabilnych grup ochronnych.

3. Przeprowadzenie reakcji metylacji wybranej pochodnej. Celem byto otwarcie
potencjalnej drogi do uzyskiwania soli pirydyniowych, ktére zachowuja
wtasciwosci termolabilne, a poprzez zmiany elektronowe cechujg sie odmiennymi
wiasciwosciami fotochemicznymi.

4. Synteza modelowego weglanu 3’-O-acetylowanej tymidyny z umieszczonym
wybranym fluoroforem na konicu 5’ nukleozydu.

5. Synteza amidofosforynu wybranego fluoroforu, oraz wprowadzenie go na
5’-koniec oligomeru podczas syntezy oligonukleotydéw metoda
amidofosforynowa na fazie statej.

6. Opracowanie warunkéw obrobki post-syntetycznej znakowanego oligomeru

pozwalajgcych zachowaé w formie niezmienionej znakowang bioczgsteczke.

Szczegotowe cele z zakresu badan fotochemicznych:

1. Wyznaczenie molowego wspdtczynnika ekstynkcji dla kazdego z otrzymanych
fluoroforéw, w wybranym rozpuszczalniku.
2. Wyznaczenie wydajnosci kwantowej fluorescencji dla kazdego z otrzymanych

fluoroforéw, w wybranym rozpuszczalniku.
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3. Dla wszystkich pochodnych, okreslenie zmian w maksimach absorpcyjno-
emisyjnych oraz przesunieciach Stokes’a w zaleznosci od podstawnika na
egzocyklicznym atomie azotu.

4. Dla wybranych pochodnych, okreslenie wptywu polarnosci, wtasciwosci
H-donorowych i solwatujacych rozpuszczalnikdw na przesuniecia Stokesa oraz
czasy zycia fluorescencji.

5. Dla wybranych pochodnych, okreslenie wptywu pH na maksima absorpcji i emisji.

6. Dla otrzymanych pochodnych, wyznaczenie pKa metodg spektrofotometryczng

oraz pKa* z cyklu Forstera.

Szczegotowe cele z zakresu termowrazliwosci i znakowania fluorescencyjnego:

1. Okreslenie szybkosci i efektywnosci reakcji termocyklizacji na modelowym
weglanie 3’-O-acetylowanej tymidyny, w zaleznosci od zmian temperatur i czasu
z wykorzystaniem techniki HPLC, stosujgc detektory: DAD oraz FLD.

2. Okredlenie prawdopodobiedstwa oraz szybkosci usuwania barwnika ze
znakowanego oligonukleotydu z wykorzystaniem techniki HPLC stosujgc
detektory: DAD oraz FLD barwnika. Okreslenie prawdopodobnego mechanizmu

odfaczenia barwnika od oligonukleotydu.
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1. Grupy ochronne w chemii organicznej

Opracowanie wydajnej metody syntezy chemicznej wymaga umiejetnosci planowania,
przewidywania oraz wiedzy z zakresu reaktywnosci poszczegdélnych klas zwigzkdéw. Jezeli
szlak syntetyczny jest wieloetapowy i w strukturze zwigzku wspétistniejg takie same lub
rozne grupy funkcyjne, ale o =zblizonej reaktywnosci, wydajno$¢ reakcji ulega
zmniejszeniu, a otrzymywanie zwigzku docelowego! moze stac sie niemozliwe. W zwigzku
z tym, niezbedne jest stosowanie odpowiednich grup ochronnych. Grupy ochronne sg
narzedziem, w reku chemika organika, utatwiajgcym kontrolowanie przebiegu
zaplanowanej syntezy. Odpowiednio opracowana strategia ochrony poszczegdlnych
miejsc reakcyjnych moze przyczyni¢ sie do zwiekszenia liczby krokéw syntetycznych,
pozwalajgc jednak uzyska¢ pozgdany produkt w sposdb wydajny, czesto obnizajac ilos¢
powstajagcych produktéw ubocznych?. W 2006 roku Hoffman® w swojej pracy
przeglagdowej przedstawit szereg syntez, w ktorych uzycie grup ochronnych jest
marginalne. W 2009 roku Phil Baran* dowiddf, iz mozna przeprowadzi¢ synteze
okreslonego zwigzku docelowego bez stosowania jakichkolwiek grup ochronnych,
twierdzac ze, tym sposobem unika sie rowniez ogromnych strat wydajnosci zwigzanych
z etapami blokowania-odblokowywania®>*. Mimo, ze wprawiony chemik organik jest
w stanie zaplanowaé synteze na kilka sposobdw, to nadal stosowanie grup maskujgcych
jest niezwykle przydatne, a niekiedy niezbedne do zachowania chemo-
i stereoselektywnosci czy tez prowadzenia reakcji w prostszy sposdb. W chemii kwasow
nukleinowych, nadal stosuje sie szeroki wachlarz grup ochronnych zapewniajacy

selektywng ochrone okreslonych fragmentow czasteczki®.

Grupy ochronne stanowig narzedzie do precyzyjnego sterowania przebiegiem procesu
chemicznego. Jednakze, aby mogty znalez¢ zastosowanie w chemii organicznej, musza

spetniaé szereg istotnych kryteriow®:

a) blokowanie grupy funkcyjnej musi zachodzi¢ w sposéb selektywny i wydajny, w jak

najtagodniejszych warunkach reakcyjnych;
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b) stabilnos¢ grupy na kazdym etapie syntezy, w tym réwniez podczas miedzy-
etapowego oczyszczania musi byé jaki najwyzsza;

c) racemizacja lub epimeryzacja musi zachodzi¢ w minimalnym stopniu

d) usuwanie grupy ochronnej musi zachodzi¢ w sposdb selektywny i wydajny,
w warunkach niewptywajgcych na pozostate grupy funkcyjne;

e) po odblokowaniu pozostatos¢ grupy ochronnej powinna by¢ tatwo usuwana ze
Srodowiska reakcji;

f) zastosowanie grupy ochronnej nie powinno wprowadza¢ dodatkowych centréow

asymetrii;

Niestety, istnieje niewiele grup ochronnych spetniajgcych wszystkie z wymienionych
powyzej kryteridw. Kompromisem jest praktyczne podejscie do doboru grupy ochronnej,
skupiajagce sie na najwazniejszych cechach, zapewniajgcych przede wszystkim jej

stabilno$¢ w warunkach prowadzenia reakcji jak i tatwos¢ jej pdZniejszego usuwania.

1.1. Podziat grup ochronnych

Grupy ochronne mozna, miedzy innymi, podzieli¢ wedtug kryteriéw ich wprowadzania
(maskowanie grupy funkcyjnej) Ilub kryteribw usuwania (odbezpieczanie grupy

funkcyjnej)’8°:

a) maskowanie grupy

e grupy ochronne funkcji hydroksylowej: etery i estry
e grupy ochronne fenoli

e grupy ochronne 1,2-i 1,3- dioli

e grupy ochronne zwigzkéw karbonylowych

e grupy ochronne kwaséw karboksylowych

e grupy ochronne tioli

e grupy ochronne amin i amidéw

e grypy ochronne funkcji fosforanowej

e grupy ochronne terminalnych alkinow
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b) sposéb usuwania

kwaso-i zasadolabilne

e wrazliwe na kwasy Lewisa

e wrazliwe na dziatanie nukleofili lub elektrofili

e ulegajace hydrogenolizie

e usuwane poprzez zwigzki metaloorganiczne, czynniki redukujgce lub utleniajgce

e inne: usuwane fluorkami, fotolabilne i termolabilne grupy ochronne

W niniejszej pracy doktorskiej otrzymane przeze mnie zwigzki sg analogami
2-pirydynylowych termolabilnych grup ochronnych (2-Py TGO) wykorzystywanych
w chemii kwaséw nukleinowych, opartych strukturalnie na pierscieniu pirydyny. Ich
charakterystyczng wifasciwoscia sg specyficzne warunki odblokowania i mechanizm
odtgczania od ochranianej grupy funkcyjnej. Stad tez, w pierwszej czesci wstepu
literaturowego, chciatabym zaprezentowaé stosowane w chemii organicznej grupy
ochronne z podziatem na sposdb ich usuwania, podkreslajgc tym samym zalety

stosowania grup termolabilnych (metoda deprotekcji).

1.2. Kwasolabilne grupy ochronne

W chemii grup ochronnych jednym z najbardziej rozpowszechnionych podejsé
podczas prowadzenia ztozonych syntez chemicznych, jest stosowanie grup usuwanych za
pomocy kwasowej hydrolizy>®. Jedng z najwczesniej stosowanych grup kwasolabilnych
byty acetale. Cechuje je wysoka stabilno$¢ wobec czynnikéw nukleofilowych oraz zasad,
dlatego tez wykorzystuje sie je do ochrony grup hydroksylowych (alkohole, diole) oraz
zwigzkdéw karbonylowych. W roku 1934 Paul, a pdzniej Woods i Kramer wykazali w swoich
badaniach, ze dihydropiran reaguje gwaftownie ze zwigzkami zawierajgcymi grupy
hydroksylowe, w wyniku czego powstajg acetale typu pierwszego (Schemat 1)°. Dlatego
tez, jedng z najwazniejszych znaczacych grup ochronnych centrum hydroksylowego stat

sie acetal tetrahydropiranylowy, otrzymywany w katalizowanej kwasem reakcji alkoholi
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z dihydropiranem?%!l, Wydajno$¢ wprowadzania THP na alkohole alifatyczne siegata 70-

90%, gdy w przypadku fenoli byta znaczaco nizsza (37%).

4®
@ + Ron Q R

(@) @) @)

dihydropiran acetal tetrahydropiranylowy

Schemat 1. Reakcja otrzymywania acetalu tetrahydropiranylowego z dihydropiranu?®.

Pomimo, iz tworzenie acetalu jak i jego kwasowa hydroliza, zachodzi niezwykle szybko, to
istotnym minusem blokady THP jest to, ze w przypadku ochrony optycznie czynnych
alkoholi (np. nukleozydy) wprowadzane jest dodatkowe centrum stereogeniczne,
przyczyniajgce sie do uzyskania mieszaniny diastereoizomerédw. W zwigzku z tym, inny
z badaczy Collin  Rees'?®3,  zmodyfikowat grupe THP do  postaci
4-metoksytetrahydropiranylu (4-MeO-THP)*? eliminujgc tym samym problem obecnosci
dodatkowego centrum chiralnego. Symetryczno$é czasteczki 4-MeO-THP czyni jg
achiralng, jednak nie zmienia mozliwosci szybkiego jej usuwania w warunkach kwasowych

(Rysunek 1).

B ' B

OH 0. O OH O
B: uracyl, adenina U B: uracyl, adenina MeO 5

Rysunek 1. Grupa THP (A) oraz 4-metoksy THP (B) wprowadzona na funkcje 2’ - hydroksylowg

rybonukleozydu.

Acetale typu N,N- i N,O- znajdujg zastosowanie w blokowaniu funkcji aminowych®.
Acetale cykliczne (O,0-acetale) sg stosowane do ochrony dioli lub karbonyli — w postaci
1,3- dioksolanu lub dioksanu, powstajgcych w wyniku kondensacji z glikolem etylenowym

lub propylenowym (Rysunek 2).
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Y [\

o) 0 O O
R><R' R><R'

1,3-dioksan 1,3-dioksolan

Rysunek 2. Acetale cykliczne otrzymane poprzez kondensacje z aldehydami lub ketonami.

Godnymi uwagi grupami ochronnymi typu acetali sg réwniez dispiroketal (DISPOKE)#1>16
oraz cykloheksano-1,2-diacetal (CDA)'’8, Jezeli chodzi o acetale acykliczne, to do
najbardziej znanych zaliczajg sie wczesniej wspomniany tetrahydropiranyl (THP)920:2%,
metoksymetyl (MOM), benzyloksymetyl (BOM) i metoksyetoksymetyl (MEM)
przedstawione na Rysunku 3. Ich gtéwnym atutem jest tatwos$¢ usuwania w tagodnych

warunkach kwasowych®.

[;;1\5 ‘/O\in ,/O\//\O/«?f [::]\V/O\V}Q

THP MOM MEM BOM

Rysunek 3. Przyktadowe acetale acykliczne stosowane w ochronie grup hydroksylowych.

Kolejnymi przyktadami kwasolabilnych grup ochronnych sg pochodne: tert-butyl (t-Bu),
tert-butyloksykarbonyl?? (BOC), czy benzyloksykarbonyl?® (CBz) stuzgce do blokowania
funkcji alkoholowej, aminowej, tiolowej oraz karboksylowej. Usuwanie ich wigze sie
z powstawaniem trwatego kationu utatwiajgcego usuwanie grupy, ktorego labilnosé¢ jak w
przypadku pochodnych benzyloksykarbonylowych (CBz), moze by¢ regulowana poprzez

wprowadzanie réznych podstawnikéw do pierscienia aromatycznego (Rysunek 4).

NG §

tert-butylowa tert-butyloksykarbonylowa
(o) O o

o)kf Okf OJKS

OMe NO,

benzyloksykarbonylowa p-metoksy-benzyloksykarbonylowa p-nitro-benzyloksykarbonylowa
Rysunek 4. Przyktady kwasolabilnych grup ochronnych.
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Dimetoksytrytyl (DMTr) (Rysunek 5) stanowi jedng z najwazniejszych grup ochronnych
w chemii nukleozydéw oraz nukleotyddéw, zwitaszcza w ochronie grupy hydroksylowej
pentoz. Po raz pierwszy grupa ta zostata uzyta przez Khorane i wspotpracownikéw w celu
utworzenia estréow 5’-O-DMTr urydyny i adenozyny. Grupa DMTr od 40 lat znajduje
zastosowanie jako standardowa kwasolabilna grupa ochronna, ktdéra pozwolita na
rozpowszechnienie wielkoskalowej syntezy oligonukleotydéw, w zmodyfikowanej

metodzie triestrowej oraz wspotczesnej syntezie metodg amidofosforynowg?*

B: cytozyna, adenina, tymina, guanozyna

Rysunek 5. Grupa dimetoksytrytylowa wprowadzona na grupe 5’-hydroksylowg pierscienia

cukrowego.

1.3. Zasadolabilne grupy ochronne

Zasadolabilne grupy ochronne sg usuwane wedtug dwéch mechanizméw: hydrolizy
zasadowej lub B-eliminacji wspomaganej srodowiskiem zasadowym. Grupy ochronne
usuwane przy uzyciu zasad to gtdwnie estry, ktdrych najpopularniejszym
przedstawicielem jest grupa acetylowa. Kwasy karboksylowe sg chronione gtéwnie
w postaci estréw alkilowych, podczas gdy alkohole podlegajg reakcjom estryfikacji

z kwasem octowym, benzoesowym czy piwaloilowym (Rysunek 6).

Agx%;

acetyl (Ac) benzoil ( piwaloil (Pv)

Rysunek 6. Przyktady zasadolabilnych grup ochronnych usuwanych wg. mechanizmu hydrolizy

zasadowe;j.
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Dodatkowo, szybkos¢ reakcji hydrolizy moze by¢ regulowana poprzez czynniki steryczne
lub elektronowe grupy ochronnej, dlatego np. fluoroacetyl moze by¢ selektywnie
usuwany w obecnosci grupy acetylowej, natomiast acetyl w obecnosci piwaloilu®.
Usuwanie  grup ochronnych poprzez beta-eliminacje  mozina  wykorzystac
w przypadku takich grup jak 2-(fenylosulfonylo)etoksykarbonyl lub chloromréwczan
9-fluorenylometylu (Rysunek 7), ktéry jest bardzo czesto uzywany w syntezie peptydow

na podtozu statym?>:26,

SURTESVIN
e ol
S 9

chloromréwczan 9-fluorenylometylu 2-(fenylosulfonylo)etoksykarbonyl

(Fmoc)

Rysunek 7. Zasadolabilne grupy ochronne usuwane na drodze B-eliminaciji.

Pierwszym etapem deprotekcji jest oderwanie fluorenylowego protonu przez
odpowiednig zasade (np. piperydyna) - ktéry tatwo ulega eliminacji, gdyz tworzacy sie
w wyniku tej reakcji anion jest stabilizowany poprzez caty uktad aromatyczny. Nastepnie,
w wyniku beta eliminacji dochodzi do odciecia karbaminianu ulegajgcego rozktadowi do
dwutlenku wegla i w efekcie uwolnienia grupy aminowej?”?® (Schemat 2). Dodatkowym
atutem przemawiajgcym za stosowaniem tej grupy jest fakt, iz fluorenyl posiada
wiasciwosci  fluorescencyjne. Pozwala to wykorzysta¢ go rdéwniez w reakcjach
z nieaktywnymi w sSwietle UV molekutami, dajgc pochodne, ktére mozna z fatwoscig
analizowa¢ przy uzyciu technik analitycznych jak wysokosprawna chromatografia

cieczowa (HPLC) wyposazona w detektor fluorescencyjny?°.

+ CO, + R-NH,

Schemat 2. Mechanizm deprotekcji grupy Fmoc.
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1.4. Grupy ochronne usuwane fluorkami

Pochodne sililowe®3%3! stanowig wazng kategorie grup ochronnych, ze wzgledu na
mozliwos¢ ich selektywnego odblokowywania w obecnosci fluorkdw w $rodowisku
obojetnym, bez naruszenia obecnych w czgsteczce blokad kwaso- i zasadolabilnych. Jedng
z przetomowych grup ochronnych bazujgcych na pochodnej krzemu jest tak zwana
blokada Markiewicza3? (Schemat 3), wprowadzana miedzy innymi na funkcje 5’/3’-lub
2’/3’-hydroksylowe pentoz (w drugim przypadku, funkcja 5’-OH musi posiada¢ grupe
ochronng (DMTTr)).

. iPr

N B e B
| + HO o Imidazo IPF-S\IO 0

iPr

"gi gl DMF o

iPr/ OH OH O OH

B: uracyl, adenina, cytozyna, guanina
TBAF/THF

Schemat 3. Wprowadzenie grupy ochronnej TIPDSIiCl, na funkcje 5’/3’ hydroksylowe oraz jej

usuwanie z udziatem Zrddta anionéw fluorkowych (TBAF)32,

Sitg napedowg reakcji odblokowania jest tworzenie wigzania krzem-fluor, silniejszego
o okoto 30 kcal/mol niz wigzanie krzem-tlen. Mechanizm ten nie przypomina
standardowej reakcji Sn1 ze wzgledu na niskg stabilnos¢ kationdw sililowych, a reakcja

przebiega z utworzeniem pentakoordynacyjnego produktu posredniego (Schemat 4).

S}
e F
- FO |..\F\T| O ekstrakcja
RO-SiR'3 R'—S||' RO ROH
N
R RySiF

Schemat 4. Mechanizm usuwania sililowych grup ochronnych z udziatem anionéw fluorkowych;

zrédto: https://en.chem-station.com/reactions-2/2014/03/silyl-protective-groups.html

Relatywne state hydrolizy (krer?) zwigzkdéw krzemowych R-O-SiR’3 wskazujg na ich znaczng

odporno$é zardwno wobec hydrolizy kwasowej jak i zasadowej®:
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a) hydroliza kwasowa: R’3Si: MesSi (1) < Ets3Si (64) < tBuMe,Si (20000) < iPrsSi
(700000) < tBuPh,Si (5000000);

b) hydroliza zasadowa: R’3Si: MesSi (1) < Et3Si (10-100) < tBuMe,Si ~ tBuPh,Si
(20000)< iPr3Si (100000);

State szybkosci odblokowania grup sililowych fluorkami sg zblizone do powyzszych.
Gtéwna zasada dotyczaca ich stabilnosci méwi: im wieksza zawada steryczna tym bardziej
stabilna pochodna. Alkohole blokowane sg w postaci eteréw, dla ktérych trwatosé
prezentuje sie nastepujgco: TMS < TES < TBDMS < TIPS®3. Dla bardziej wymagajacych
reakcji, witasciwosci grup sililowych moga zosta¢ odpowiednio zmodyfikowane, jak
w przypadku izopropylodimetylosililu, diizopropylometylosililu oraz dietylizopropylosililu
(DEIPS)**. 1,3-diole maskowane sg przy uzyciu pochodnych silanedilowych (Rysunek 8),
lub poprzez wprowadzenie tetradiizopropylodisiloksanu (TIPDS). Stosunkowo rzadko
pochodne sililowe stosuje sie do ochrony estréw i amin, ze wzgledu na duzg labilnosé
otrzymanych pochodnych (wyjatek stanowi grupa STABASE?®). Otrzymywane estry
i karbaminiany trialkiloetylosililowe sg odblokowywane przy uzyciu fluorkéw ale zgodnie

z mechanizmem podobnym do beta-eliminacji (jak na Schemacie 2).

R1’R2’R3 = Me: TMS

_0O_ ,/R1 R1Ry, Rs = Et: TES
R Si_ Ry Ry R3 =iPr:TIPS
R/3 Ra R1= tBu, Ry, Rs = Me: TBDMS
Me X_ O Me o. O Me
R "si R ~"si R ""gi
Me /| Me / Me
Me @] Me Me
(X=NH, O)
TMSE Teoc SEM
Me., Me
i Me).C. C(Me i
. N/SI] (Me); i (Me)s >7)/SI OJR
— O/ \O
\ \
Si: Si—0 )
M Me RMR' >>\ 2
STABASE DTBS TIPDS

Rysunek 8. Przyktadowe krzemoorganiczne grupy ochronne.
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1.5. Grupy ochronne usuwane enzymatycznie

Projektowanie enzymolabilnych grup ochronnych3®3’ cieszy sie ostatnio znaczaca
popularnoscia, gdyz biokataliza pozwala na selektywne usuwanie acylowych grup
ochronnych z amin, alkoholi i kwaséw karboksylowych. Warunki reakcji odblokowania sg
tagodne, gdyz enzymy funkcjonujg w temperaturze pokojowej, przewaznie w zakresie pH
5-9. Dodatkowo, wykazujg nadzwyczajng specyficzno$é wobec rozpoznawanych przez nie
struktur, a tym samym sg w stanie reagowa¢ z duzg iloscig substratéw. Powoduje to ich
konkurencyjno$¢ w stosunku do metod chemicznych, ktére zazwyczaj nie sg na tyle
wydajne, chemo- i regioselektywne. Przyktady grup enzymolabilnych sg przedstawione
w ponizszej tabeli, gdzie na szczegdlng uwage zastugujg grupa fenyloacetamidowa (Lp.1,
Tabela 1)*® oraz 4-acetoksybenzyloksykarbonylowa (Lp.2, Tabela 1), stosowane

w ochronie grup aminowych oraz karboksylowych3e,

Tabela 1. Przyktadowe grupy enzymolabilne®3®,

Lp. grupa enzymolabilna czasteczka ochraniana (R) enzym
% peptyd, nukleozyd, nukleotyd Lo

1. R. | 46 acylaza penicylinowa

X X=0,N weglowodor,

Ji§

R. .
2 H Om peptyd, lipopeptyd acetyloesteraza
Me
o b I
S o . utyrylo
3. O eptyd, lipopeptyd
R)ko/\/N(Me)3 Br Peptyd, libopepty cholinoesteraza

(0]

4. I peptyd, glikopeptyd lipaza
R O/\/\/\/

O . .

5. R)ko/\/o\/\o/ peptyd, glikopeptyd lipaza
(@]
6. weglowodoér lipaza
R\o)w
0 weglowododr, steroid, nukleozyd, .
7. R )k lipaza
~0 fenol
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Grupy hydroksylowe maskowane w postaci acetyli czy benzoesandw moga by¢
z powodzeniem odblokowywane enzymatycznie poniewaz ulegajg hydrolizie pod
wptywem enzymodw z grup esteraz. Takiego typu konwersja jest wykorzystywana
w syntezie wielofunkcyjnych weglowodandéw, nukleozyddéw, steroidéw oraz alkaloidéw,
gdzie wysoka regioselektywno$é jest nieosiggalna metodami chemicznymi. Ponadto,
zachowanie funkcjonalnosci enzymdéw w rozpuszczalnikach organicznych otwiera nowe

mozliwosci w metodologii wprowadzania grup ochronnych®.

Doskonatym przyktadem wykorzystania enzymatycznej metody usuwania grup
ochronnych jest zastosowana przez Meiera3® hydroliza estru acylowego majaca inicjowaé
otrzymywanie difosforanu nukleozydu (ang. Nucleoside diphosphate; NDP) (Schemat 5).
Maskowany bis-(acyloksybenzylo)difosforan nukleozydu (BAB-NDP) wprowadzony do
komorki, dzieki esterazie traci acylowg grupe ochronng. Zmiana wtasciwosci donorowo-
akceptorowych w pozycji 4 pierscienia aromatycznego, ostabia wigzanie estrowe fosfor-
benzyl, a w wyniku 1,4-eliminacji BAB-NDP jest konwertowany do mono podstawionego
difosforanu (ang. mono-substituted; AB-NDP). Powtdrzenie catego mechanizmu
z udziatem esterazy, prowadzi do utworzenia NDP, ktéry bedzie substratem w reakcji

otrzymywania aktywnego biologicznie trifosforanu®?4142,

A,

I
O— P O— P ONucl O— P O— P ONucl O—P—O—P—ONucl —— NDPH

T
o 0 0 0
©Kat Ckat BKat
(@]

o R
bl
(0]

esteraza

BAB-NDP o AB-NDP

Schemat 5. Wykorzystanie enzymatycznej metody usuwania grup ochronnych®®.
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1.6. Grupy fotolabilne

Kolejnym waznym osiggnieciem w chemii grup ochronnych byto zaprojektowanie grup
ktorych eliminacja zachodzi na drodze fotolizy*3. Grupy te posiadajg w swojej strukturze
chromofor o wysokiej stabilnosci, aktywowany promieniowaniem o okreslonej dtugosci
fali®444>4¢  przyktadem fotolabilnej grupy jest o-nitrobenzyl, stosowany w ochronie
alkoholi, amin oraz kwaséw karboksylowych*’. W wyniku absorpcji fotonu S$wiatta
o dtugosci fali pomiedzy 200 a 320 nm, wigzanie m grupy nitrowej ulega rozerwaniu
powodujgc przejscie czgsteczki w postaci podwdjnego rodnika do stanu wzbudzonego.
Nastepuje oderwanie protonu od benzylowego atomu wegla po czym czasteczka powraca
do stanu podstawowego. W wyniku rezonansu elektrondw 1 zostaje utworzony
pieciocztonowy pierscierl, po czym zostaje uwolniona ochraniana grupa (X-C(O)OH)

i 2-nitrozobenzaldehyd (Schemat 6).
NOE hil' NO HD X
ox— L 7Y
hig CHO 0
0

P l X=NR'R? R, OR ‘

O i
T
v 0
i :
~ N
@/OH o
O\]_{K = 0 X
S '
Q

Schemat 6. Mechanizm deprotekcji fotolabilnej grupy ochronnej; zrédto: Photolabile protecting

groups and linkers, Christian Bochet.

Innymi przyktadami fotolabilnych grup sg 2-okso-1,2-difenyletyl (Desyl)*® oraz orto-
hydroksystyryldimetylsilil. Fotolabilne grupy znajdujg zastosowanie w kontrolowaniu

uwalniania zwigzkow bioaktywnych in vivo. Zwigzki te staty sie istotnym narzedziem
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w biologii i neurologii, gtéwnie jako pochodne neurotransmiteréw i ich antagonisci.
Posrdéd nich wystepujg pochodne GABA, glicyny, karbamylocholiny czy fenylefryny, ktére
w wyniku pochtoniecia kwantu promieniowania podlegajg okreslonym mechanizmom, co
znalazto zastosowanie np. w monitorowaniu przebiegu chemicznego przekaznictwa
synaptycznego. Dzieki potfgczeniu fotoaktywowalnych neurotransmiteréw z tak zwang
metodg patch-clamp?®’, mozna wyznaczy¢ kinetyke catego procesu (Rysunek 9)*. Pomimo
wysokiej selektywnosci ich odblokowania inicjowanej wigzkag swiatfa, grupy fotolabilne

nie nalezg do najczesciej stosowanych w syntezie chemiczne;.

Rysunek 9. Aktywacja receptora poprzez foto-uwolnienie neurotrensmitera®*,

1.7. Termolabilne grupy ochronne

Termolabilne grupy ochronne (TGO) s3g alternatywg w syntezie organicznej, gdzie
wymagane sg neutralne warunki odblokowania, bez udziatu agresywnych reagentdéw
(kwasy, zasady, utleniacze). Usuwanie tych grup bazuje na zaleznosci procesu cyklizacji
(najczesdciej wewnatrzczgsteczkowego) od zmian temperatury najlepiej w $Srodowisku
o pH zblizonym do neutralnego. W literaturze znane sg przyktady zastosowania TGO jako

grup blokujgcych funkcji fosforanowych, aminowych i hydroksylowych>%>%52,

1.7.1. Ochrona centrum fosforowego

Najczestsze zastosowanie TGO dotyczy ochrony funkcji fosforanowej podczas
automatycznej syntezy kwaséw nukleinowych®*>*® metodg amidofosforynowg, gdzie
termolabilne grupy stanowig dobrg alternatywe dla powszechnie stosowanej grupy
cyjanoetylowej. W trakcie usuwania grupy cyjanoetylowej, z centrum fosforanowego,
produktem ubocznym jest kancerogenny akrylonitryl, mogacy powodowac alkilowanie
zasad heterocyklicznych nukleotydéw. Natomiast deprotekcja termolabilnej grupy nie

generuje mutagennych produktéw, dlatego ich uzycie jest szczegdlnie przydatne
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w  wielkoskalowej syntezie terapeutycznych oligonukleotydéw. Wsrdéd grup
termolabilnych mozna wyrdéznié¢ grupy: 2-(N-formylo-N-metyloamino)etylowa, 3-(N-tert-
butylokarboksyamido)-1-propylowg, 3-(2-pirydyl)-1-propylowg czy
2-benzyloamidoetylowg, dla ktérych potwierdzono uzytecznos¢ w ochronie funkcji
fosforanowej w syntezie fragmentéw kwasdw nukleinowych®3. Godna uwagi jest takze
grupa 4-oksopentylowa, usuwana zaréwno w warunkach zasadowych, jak i w wyniku
podniesienia temperatury. Mechanizm odblokowania TGO z funkcji fosforanowej, polega
na reakcji termodeestryfikacji, podczas ktérej w wyniku podniesienia temperatury,

zachodzi wewnatrzczgsteczkowa cyklizacja (Schemat 7).

:
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Schemat 7. Mozliwe drogi odblokowywania grupy 4-oksopentylowe;.

Znaczne przyspieszenie reakcji termodeestryfikacji, w neutralnym pH, uzyskujemy
stosujgc grupe 3-(N-tert-butylokarboksyamido)-propylowa, ktéra jest przeksztatcana w sl
2-(tert-butylimino)tetrahydrofuranowa fosforanu; proponowany mechanizm tej reakgji

przedstawia Schemat 8.

EtO\(Fjl)Z\ \,‘\; H,0 Q
PN ——— _ Plo M=
AN TR O HQ‘@

)

Schemat 8. Mechanizm usuwania termolabilnej grupy 3-(N-tert-butylokarboksyamido)-

propylowej.
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1.7.2. 2-N-pirydynylowe termolabilne grupy ochronne (2-Py TGO)

2-N-pirydynylowe termolabilne grupy (2-Py TGO)>*°>>°%57 zostaty wykorzystane do
maskowania grup aminowych zasad heterocyklicznych  nukleozydéw, grup
hydroksylowych cukréw Iub fosforandw i stanowig obecnie jedno z najbardziej
obiecujgcych podejs¢ w wykorzystaniu termowrazliwosci uktadéw 2-N-pirydynylowych.
Ich struktura sktada sie z rdzenia 2-aminopirydynylowego oraz fanicucha
hydroksyetylowego (Rysunek 10). Dodatkowe modyfikacje polegajg na wprowadzaniu
odpowiednich grup funkcyjnych do pierscienia pirydyny lub/i w pozycje 2-N-

pirydynylowa, dajgc mozliwosé modyfikacji termowrazliwych witasciwosci otrzymywanych

pochodnych.
RS
N
R4 =H, Ph, | N ©
R, =H, CH3 Bn R ZN ©) O-R
R; = EWG/EDG 3 |
RZ R1

Rysunek 10. Rdzen termolabilnych grup ochronnych z przyktadowymi miejscami modyfikacji .

Atutem grup 2-Py TGO jest to, ze ich usuwanie przebiegajacy w tagodnych warunkach,
a mechanizm reakcji opiera sie na wewnatrzczgsteczkowej cyklizacji. Nukleofilowos¢
pirydynowego atomu azotu (regulowana za pomocg podstawnikdw Rs; w pierscieniu
pirydyny) odgrywa decydujgcg role w sterowaniu szybkosScig tego procesu, ktdrego sitg
napedowsa jest réwniez tworzenie sie termodynamicznie stabilnego produktu cyklicznego.
Dodatkowo, zmiany temperatury oraz efekt steryczny grup umiejscowionych w pozycji
2-N-pirydynylowej (podstawnik Rz), sg kluczowym czynnikiem regulujagcym szybkos$¢
(przyspieszanie/hamowanie) reakcji wewnarzczgsteczkowej cyklizacji (Schemat 9).
W efekcie otrzymujemy wolng grupe funkcyjng oraz produkt bicykliczny, ktéry ze wzgledu
na swoje witasciwosci absorpcyjno-emisyjne, jest tatwy do identyfikacji oraz stanowi
potwierdzenie mechanizmu wedtug ktérego zachodzi odblokowanie. Jonowy charakter
zwigzku bicyklicznego, utatwia oddzielenie go od pozostatych sktadnikdw mieszaniny
W procesie oczyszczania (ekstrakcja, chromatografia kolumnowa), co wptywa na

efektywnos$é i wydajnosé procesu.
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Schemat 9. Usuniecie 2-PyTGO z formy weglanowej nukleozyddw.

Do ochrony centrum fosforowego za pomocg niektérych 2-Py TGO (gdzie R=H) mozemy
wykorzystaé podejscie typu ,click-clack” (Schemat 10)°2. Pozwala ono na tymczasowe
»,Zamrozenie” wtasciwosci termolabilnych grupy ochronnej poprzez zestawienie dwdch
przeciwstawnych sobie proceséw: cyklizacji oraz hydrolizy w warunkach kwasowych.
W pierwszym kroku, 2-Py TGO w obecnosci 1H-tetrazolu, ulega przeksztatceniu
w cykliczng forme - oksazafosfolidyne, co pozwala na tymczasowe ,wstrzymanie”
nukleofilowosci endocyklicznego atomu azotu, a tym samym termolabilnych wfasciwosci
grupy ochronnej. W wyniku odtworzenia formy liniowej (,clack”), 2-Py TGO odzyskuje
swoje wiasciwosci, i w wyniku reakcji cyklizacji nastepuje usuniecie grupy ochronne;j.
Zaletg takiego podejscia jest mozliwos¢ tworzenia mono- i diestrow fosforanowych

o wysokim znaczeniu biologicznym?>2°,
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Schemat 10. Podejscie ,,click-clack” w ochronie centrum fosforowego.
1.7.3. Ortogonalnos¢ grup 2-Pirydynylowych

Koncepcja ortogonalnosci stosowana w syntezie chemicznej, zostata wprowadzona przez
Marrifield’a, co dodatkowo przetarto szlak do opracowania syntezy peptydéw na podtozu
statym, a nastepnie takze innych biopolimerow, w tym oligosacharyddéw
i oligonukleotydéw®?. Zasada ortogonalnosci wnosi, iz podczas syntezy nalezy zastosowaé
wyltgcznie te grupy, ktére mozna odblokowaé w warunkach niewptywajgcych na pozostate

reaktywne miejsca w czasteczce (Rysunek 11).
Istniejg dwie metody wilasciwego doboru grupy ochronnej:

a) uzycie ortogonalnie stabilnych grup ochronnych

b) uzycie grup ochronnych o kontrolowanej labilnosci
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Rysunek 11. Dwie metody stosowania ortogonalnosci®.

Dla przyktadu: grupy A, B i C s3 w stosunku do siebie ortogonalne, poniewaz usuwane sg
odpowiednio przy uzyciu kwasu, zasady i hydrogenolizy, i mogg zostaé¢ selektywnie
usuniete na kazdym etapie syntezy. W przypadku metody b) mamy trzy grupy: A’, A”
i A”’, z ktdérych kazda jest kwasolabilna. Najbardziej labilng jest grupa A’ i moze zostac
usunieta nie wptywajac na trwatos¢ pozostatych, tym samym najbardziej trwata grupa A’
nie moze zosta¢ wyeliminowana bez wptywu na grupy A’ i A”. Grupy 2-N-pirydynylowe
wpisujg sie idealnie w tego typu strategie. Przyktadem moze byé wykorzystanie grupy (2-
pirydynylo-N-(2,4-difluorobenzylo)aminoetylowej  (PydFBz) do  ochrony  funkgji
karboksylowej, jako alternatywy uzytecznej np. podczas syntezy peptyddw®:.
Udowodniono, iz grupa PydFBz moze by¢ selektywnie usuwana
w obecnosci grup ochronnych takich jak DMTr (kwasolabilna) oraz Fmoc (zasadolabilna),

w odpowiednich warunkach pH i temperatury®®! (Schemat 11).
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Schemat 11. Przedstawienie ortogonalnosci grupy 2Py-TGO wobec kwasolabilnej (DMTr) oraz

zasadolabilnej (Fmoc) grupy ochronne;j®!
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2. Pirydynai jej pochodne

Rdzeniem strukturalnym 2-pirydynylowych termolabilnych grup ochronnych jest pierscien
pirydyny i z punktu widzenia wszelkich modyfikacji oraz sterowania labilnoscig 2 Py TGO,

istotne sg jej wtasciwosci fizykochemiczne.

2.1.  Struktura pirydyny

Pirydyna nalezy do aromatycznych sze$ciocztonowych zwigzkéw cyklicznych z jednym
heteroatomem w pierscieniu®. Pierscien pirydyny, podobnie jak benzenu, jest ptaski ze
wzgledu na hybrydyzacje sp? pieciu atoméw wegla oraz atomu azotu. Atom azotu
uczestniczy w tworzeniu wigzan m wykorzystujac swdj wolny orbital p, natomiast jego
wolna para elektronowa umiejscowiona jest na orbitalu sp? w ptaszczyinie
ukierunkowanej na zewnatrz, podobnie jak pozostate wigzania o (C-H) w pirydynie.
Pomimo, iz wolna para elektronowa nie wchodzi w sktad systemu zdelokalizowanych
elektronédw w pierscieniu heterocyklicznym, to wptywa znaczgco na wiasciwosci
chemiczne czasteczki, co zostanie opisane w pdzniejszym podrozdziale. Odseparowanie
wolnej pary elektronowej od pozostatych elektrondéw pierscienia oraz nieréwnomierny
rozktad gestosci elektronowej w pirydynie ma swoje odzwierciedlenie w ujemnym efekcie
indukcyjnym i mezomerycznym wywotywanym przez atom azotu, co skutkuje nizsza
energig stabilizacji (rezonans) oraz warunkuje reaktywno$é pierscienia pirydyny®36465

(Rysunek 12).

®
X 7~ A
@4—» @4—»@@1—»@
N N N N
© ©

Rysunek 12. Struktury rezonansowe pirydyny®.

Rozktad gestosci elektronowej, wptywa na skrécenie wigzania chemicznego
C-N o A = 2 pm w poréwnaniu do wigzania C-C w benzenie (139 pm), podczas gdy,
pozostate wigzania C-C posiadajg dtugosé odpowiadajgcg wartosci typowej dla zwigzkow

aromatycznych® (Rysunek 13).
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benzen pirydyna

Rysunek 13. Poréwnanie dtugosci wigzar | katéw pomiedzy wigzaniami w benzenie i pirydynie®3.

W syntezie 2-pirydynylowych termolabilnych grup ochronnych (2-Py TGO), rdzeniem
strukturalnym jest aminopirydyna wystepujgca w postaci mieszaniny tautomerdéw
(Schemat 12): aminowego oraz iminowego, w stosunku ilosciowym 1000:1. Przyjmuje sie
rowniez, ze w pozostatych analogach 2-amino-pirydyn, wigzanie C-NH; ma czesciowy
charakter aromatyczny. Powoduje to rozmycie fadunku elektronowego pomiedzy

egzocyklicznym i endocyklicznym atomem azotu, zmniejszajac tym gestos¢ elektronowa

\ \
\/%@
N~ “NH, N

H

Schemat 12. Tautomery aminowy oraz iminowy aminopirydyny.

na obydwu atomach.

NH

2.2. Reaktywnos¢ pirydyny i jej pochodnych

Pirydyna nalezy do tak zwanych stabych zasad, a w reakcjach chemicznych petni dwojaka
role: a) jako zwigzek aromatyczny ulegajgc reakcjom metalacji poprzez silne zasady
organometaliczne, substytucji nuleofilowej i elektrofilowej lub b) jako amina
trzeciorzedowa, ktérej atom azotu moze zosta¢ sprotonowany, zacylowany, zalkilowany
lub utleniony do formy N-tlenku. Jak juz wczesniej zostato wspomniane, ze wzgledu na
obecno$é elektroujemnego atomu azotu w pierscieniu aromatycznym, czasteczka
pirydyny posiada w ukfadzie deficyt elektronowy. Dlatego tez w przeciwienstwie do
benzenu, pirydyna znacznie rzadziej ulega reakcjom substytucji elektrofilowej.
Powiekszenie deficytu elektronowego moze nastgpi¢ w wyniku np. neutralizacji przez
pirydyne uwolnionego podczas reakcji kwasowu®3®, gdzie pKa kationu pirydyniowego

wynosi 5.25.
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2.2.1. Substytucja nukleofilowa

Deficyt elektronowy w pierscieniu pirydyny sprzyja reakcjom substytucji nukleofilowej,
najefektywniej w pozycjach 2, 4 i 6, ze wzgledu na wiekszg stabilizacje tadunku ujemnego
przez atom azotu (Schemat 13). W przypadku niepodstawionych pirydyn, reakcja ta
zazwyczaj wymaga uzycia silnego nukleofila (-OH, zwigzki litoorganiczne). Reakcje SnAr
przebiegaja wedtug mechanizmu addycji-eliminacji z uformowaniem odpowiedniego
adduktu, dearomatyzacji, a w fazie koficowej eliminacji jonu wodorkowego. Obecnos¢
w pierscieniu grup wyciggajacych elektrony znacznie sprzyja reakcjom podstawienia
nukleofilowego, ze wzgledu na zmniejszenie gestosci elektronowej w miejscu ataku

nukleofilowego®36,

I RO |_>\ @,\3 O — \O
é\/"'\_@ ’“ﬁ H \N \
Nu o Nu
N H
o
v (e L ‘—’@
dl ) ¢ :
NS L 4
N N Q 2 N

H Nu H Nu
/\'\Tue
) N©
= (P>

Schemat 13. Miejsca podstawienia nukleofilowego: preferowane 2 i 4 oraz mniej stabilne 3,

>
Z
(DZ|j

wynikajgce ze struktur rezonansowych pierscienia pirydyny; zrédto:

https://www.quora.com/Why-nucleophilic-substitution-in-pyridine-favours-at-position-2

Reakcje SnAr podstawionych halogenami pierscieni pirydyny zachodzg znacznie szybciej
i podobnie jak w przypadku niepodstawionych pirydyn w pozycjach 2 i 4, z udziatem

szerokiego wachlarza czynnikéw nukleofilowych®3® (Schemat 14).

Cl SMe
| x Br NaSMe | X Br
NT 85% N7

Schamat 14. Przyktadowa reakcja substytucji nukleofilowe;.
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2.2.1.1. Reakcja z jonami hydroksylowymi

Substytucja jonami hydroksylowymi przebiega zazwyczaj w dosé drastycznych warunkach
reakcyjnych, gdyz wymaga zastosowania silnej zasady jakg jest KOH oraz ogrzewania
w temperaturze do 300°C. W rezultacie otrzymujemy 2-hydroksypirydyny, ktére mozna
doprowadzi¢ do 2-pirydondw w procesie utleniania. Reakcje te mozna przeprowadzi¢
w warunkach fagodniejszych, jezeli substratem jest pirydyna podstawiona dobrymi
grupami opuszczajgcymi, a podstawniki w pierscieniu sg grupami wyciggajgcymi
elektrony. Przyktadem takiej reakcji, przebiegajagcej w temperaturze pokojowej, jest

synteza pomiedzy fluoropirydynami z wodoroweglanem litu®® (Schemat 15).

EtO,C HO,C
LIOH, THF/H,0, RT N
|
N" F 60% N0
H

Schemat 15. Przyktad reakcji z uzyciem wodorotlenku litu.
2.2.1.2. Reakcje z organolitowymi pochodnymi

Pirydyny ulegajg reakcjom substytucji typu SnAr z organolitowymi pochodnymi takimi jak
pochodne alkilo- czy arylolitowe, w efekcie uzyskujemy 2-alkilo lub 2-arylopirydyny
(Schemat 16). Warunki reakcji nie naleza do tagodnych i wymagajg ogrzewania
w temperaturze siegajgcej 100°C. Natomiast sama reakcja przebiega z utworzeniem

N-litowych soli pirydynowych jako produktéw posrednich, ktére mozna wyizolowaé

i scharakteryzowad®’.
| "N 1.RLi, 100°C @H T’ N
Z  2.H,0 -
N H = uH N R
R= alkil, aryl alkilo/arylo pirydyna

Schemat 16. Reakcja pirydyny ze zwigzkami organolitowymi.
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2.2.2. Substytucja elektrofilowa

Pirydyny, a scislej endocykliczny atom azotu, z tatwoscia reaguje z elektrofilami, takimi jak
kwasy Lewisa, halogenki acylowe czy metale przejsciowe, ulegajgc przeksztatceniu

w czwartorzedowe sole amoniowe (Schemat 17).

| =
= .
jon metalu
N y N \ X
| 3 | -
|1|9x kwas RCOX :
Lewisa RX M
= =
Iﬁ/ | 0
= @
r e X
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R X

Schemat 17. Reakcje substytucji elektrofilowej.

W pordwnaniu do benzenu, pirydyny lub jej pochodne znacznie trudniej ulegaja reakcji
substytucji elektrofilowej SeAr i zazwyczaj reakcje te wymagajg zastosowania bardziej
drastycznych warunkdéw, czego przyktadem jest nitrowanie pirydyny przy uzyciu kwasdéw
siarkowego (VI) oraz azotowego (V) w temperaturze 300°C. Produkt w postaci
3-nitropirydyny powstaje z wydajnoscia rzedu 15%. Lepsza wydajnos¢ jestesmy
w stanie osiggngé w reakcji sulfonowania (Schemat 18), ktéra wynosi 75% (temperatura
reakcji 100-230°C), stosujgc kwas siarkowy (VI) jako katalizator. Brak zadowalajgcej
reaktywnosci pirydyn w reakcjach SnAr, wynika z wcze$niej omawianej protonacji

pirydynowego atomu azotu w $rodowisku kwasnym®3.

N HNO; S NO,

I N7 Scl H2S04, 100°C o7 N g
64%

Schemat 18. Przyktad reakcji substytucji elektrofilowe] 2,6-dichloropirydyny.
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2.2.2.1. Reakcje z kwasami

Wartos¢ pKa pirydyny w wodzie wynosi 5.2, co czyni jg znacznie stabszg zasadg od amin
alifatycznych o pKa rzedu 9-11. pKa pirydyny mozemy zwiekszy¢ poprzez wprowadzenie
podstawnikdw donujgcych elektrony, zwiekszajgc gestos¢ elektronowg endocyklicznego
atomu azotu. Z kwasami Broensteda typu HCl czy H,SOa4 pirydyna tworzy stabilne sole,
z ktérych czes¢ wykorzystywana jest jako ogdlnodostepne reagenty, takie jak
chlorochromian pirydyny (PCC) czy dichromian pirydyny (PDC) — tagodne i selektywne
utleniacze. Kwasy Lewisa, takie jak AICI3 czy SnCls tworzg z pirydyng stabilne kompleksy,
a cze$¢ z nich réwniez znalazta zastosowanie w postaci reagentéw do syntez, na przyktad

jako reagenty sulfonujgce, jak Py*SOs.

2.2.2.2. Reakcje z jonami metali

Pirydyny mogg réwniez petni¢ role monokoordynujacych ligandéw w tworzeniu
komplekséw z metalami przejsciowymi. W oparciu o pierscien pirydyny, otrzymano wiele,
rozbudowanych ligandéw w chemii metalo-surpamolekularnej. Co wiecej, pirydyny petnig
rowniez role tak zwanych mn-ligandéw tworzac szescio-koordynacyjne kompleksy
z metalami przejsciowymi jak chrom czy zelazo (Schemat 19). Warunkiem ich tworzenia

jest obecnos$é sterycznie duzego podstawnika w pozycji 2 lub 6 pierscienia®.
Cr(CO),

Q== o
> - = =z
TMS N R

dioksan T™MS N R
temp.
R = Me, Et

Schemat 19. Reakcja pirydyn z jonami metali.

2.3. Reakcje metaloorganiczne

Wykorzystanie reakcji sprzegania, w ktérych substratami sg pochodne pirydyny, pozwala
otrzymywac bardziej ztozone struktury. W reakcjach sprzegania pochodnych pirydyn, czyli
tworzeniu pomiedzy nimi nowego wigzania C-C, istniejg dwa podejscia

syntetyczne®®6970.71;
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i) reakcje halo-pirydyn z pochodnymi organometalicznymi

ii) reakcje metalo-pirydyn z halogenkami

Reakcje sprzegania cieszg sie obecnie duzg popularnoscia w syntezie organiczne;j.
W  przeciggu ostatnich kilkunastu lat dokonano bardzo duzego postepu
w metodologii tych reakcji przeprowadzanych z udziatem zwigzkéw heterocyklicznych
oraz poszerzono biblioteke reagentéw oraz skutecznych katalizatoréw?’2. Pierwsze reakcje
sprzegania przeprowadzono w latach 60-tych XX wieku i po dzi$ dzied wiekszos$¢ z nich
oparta jest na chemii palladu i jego pochodnych, ktére petnig role katalizatoréw (Tabela

2). Do reakcji sprzegania wlicza sie tworzenie wigzan: C-C, C-N oraz C-O czy nawet C-S.

Tabela 2. Zestawienie typdw reakcji sprzegania z uwzglednieniem stosowanych reagentéw

i podstawnikéw (Z) w pierécieniu pirydyny®8.

X Z
V\ V“
N N

X= halogen
Typ reakcji Reagent z
Stille RSn(nBu)s R (alkenyl, alkynyl, aryl)
Suzuki RB(OH);/base R (alkenyl, alkynyl, aryl)
Sonogashira R—C=CH/Cu(l) R-C=C
Heck R—CH=CH,/base R—CH=CH
Kumada RMgX R (alkyl, alkenyl, alkynyl, aryl)
Negishi RZnX R (alkyl, alkenyl, alkynyl, aryl)
Hiyama RSiR'3/F~ R (alkenyl, alkynyl, aryl)
Buchwald R,NH/base R;N

2.3.1. Reakcja Hecka

Reakcje sprzegania oparte na zastosowaniu katalizatorow palladowych przebiegajg
wedtug ogdlnego mechanizmu’?, sktadajagcego sie z kilku kluczowych etapow:
oksydatywnej addycji, transmetalacji, izomeryzacji oraz reduktywnej eliminacji. Na
przyktad w reakcji sprzegania Hecka funkcje katalityczne petni kompleks palladowy
Pd(0)L,, a wytworzenie palladu na zerowym stopniu utlenienia, z soli palladowych jak
Pd(OAc), lub PdCl; z udziatem odpowiedniego ligandu, najczesciej trifenylofosfinowego,
czesto przebiega in situ — etap I.
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HEr / Base
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Schemat 20. Ogdlny mechanizm reakcji sprzegania katalizowanej przez kompleks Pd (0); Zrédto:

https://www.organic-chemistry.org/namedreactions/heck-reaction.shtm

Etap Il addycja oksydatywna, podczas ktérej atom palladu ulega ponownemu utlenieniu
(+1) i przytacza sie do pierscienia aromatycznego, tworzac jednoczesnie wigzanie
z atomem halogenu np. bromu 2,6-dibromopirydyny. W etapie lll powstaje m kompleks
w wyniku utworzenia wigzania koordynacyjnego palladu z alkenem (np.

2-winylopirydyng), wedtug modelu Dewara-Chatta-Duncansona’® (Rysunek 14).

Rysunek 14. Interakcja pomiedzy orbitalem m alkenu i orbitalem d metalu (etap Il cyklu

katalitycznego)’.

W modelu tym zapetniony orbital  alkenu (A) naktada sie z wolnym orbitalem d metalu.
Nastepnie atom metalu donuje elektrony z innego zapetnionego orbitalu d, na
antywigzgcy orbital t alkenu (B). Obydwa procesy donorowo-akceptorowe doprowadzajg

do zmiany rzedowosci wigzania C-C (oraz jego wydtuzenia i tym samym zmniejszenia
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drgan wibracyjnych). Interakcja pomiedzy atomem wegla i atomem metalu powoduje
rehybrydyzacje atomu wegla z sp? w kierunku sp3, wynikajgcg z oddalenia sie atoméw
wodoru trzonu etylenowego od atomu metalu. Badania wykazaty iz, 75% energii
tworzenia wigzania wynika z bezposredniej donacji elektronéw alken->metal, a 25%
z przekazania elektrondw z orbitalu d metalu na orbital m-antywigzacy alkenu’. Etap IV to
utworzenie wigzania wegiel-wegiel w wyniku addycji syn do wigzania podwdjnego, po
ktérym, w wyniku rotacji wokdt wigzania pojedynczego C-C nastepuje przeksztatcenie
czasteczki w konformer trans o mniejszym naprezeniu torsyjnym (Pitzera). Etap V to beta-
eliminacja, w wyniku ktérej grupa alkilowa przytgczona do atomu metalu zostaje
przeksztatcona w odpowiedni wodorek i alken (na atomie wegla beta musi by¢ obecny
atom wodoru, aby powstato wigzanie podwdjne). W efekcie uzyskujemy nowy
n-kompleks metal-alken. Kompleks ten ulega rozpadowi podczas etapu VI zwanego
reduktywng eliminacjg — nastepuje regeneracja palladu na zerowym stopniu utlenienia,
wynikreakcji kompleksu z silng zasada (np. tBuOK) i uwolnienie zwigzku docelowego’>7®
(Schemat 20). Warto zaznaczy¢, iz reakcja sprzegania Hecka jest stereoselektywna
w kierunku tworzenia korzystnego energetycznie izomeru trans. Jest to efekt oddalenia
sie halogenku palladu (Pd-Br) i grupy oznaczonej jako Ri, ktére odsuwajg sie od siebie na
etapie rotacji wokot wigzania pojedynczego. Tworzenie wigzania C-C w reakcji Heck’a jest
powszechnie wykorzystywane w syntezie organicznej, zwtaszcza pochodnych arylowych.
W przypadku zwigzkéw heterocyklicznych wydajnos$é reakcji moze byé mniejsza, co zalezy
od rodzaju zastosowanego halogenku oraz charakteru podstawnikoéw w pierscieniu
heterocyklicznym. W przypadku halogenkéw reaktywnos$é maleje w szeregu: 1> Br >> Cl,
przy czym chlorki arylowe/heterocykliczne majg znacznie obnizong reaktywnosé

w porownaniu do bromkéw i jodkow.
2.3.2. Reakcja Hecka dla uktadéw heterocyklicznych

W przypadku zwigzkdéw heterocyklicznych jak pirydyna lub jej pochodne, istnieje znaczgca
réoznica w mechanizmie sprzegania: w zastepstwie etapu transmetalacji, wigzanie C-C
zostaje utworzone poprzez insercje alkenu do utworzonego kompleksu palladowego, po

ktdrej nastepuje B-eliminacja prowadzgca do uformowania docelowego produktu.
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1
x Dase - [PdO)L,] R'~x
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Schemat 21. Mechanizm reakcji Heck’a dla uktadéw heterocyklicznych®®.

Reakcja Hecka z wykorzystaniem halogenkdéw arylowych zostata dobrze zbadana,
wykluczajac réwniez uzycie trifenylofosfiny, na rzecz nowych uktadéw katalitycznych,
cieczy jonowych oraz z zastosowaniem wspomagania mikrofalowego’”7879,
W przeciwienstwie do tych osiggnie¢, otrzymywanie pochodnych trans-2-
styrylopirydynyowych lub 1,2-dipodstawionych winylowych zwigzkéw heterocyklicznych
poprzez reakcje sprzegania 2-winylopirydyn z arylowymi Ilub heteroarylowymi
halogenkami, nadal pozostaje duzym wyzwaniem’®, W literaturze dostepny jest opis
syntezy kilku pochodnych styrylopirydynowych w reakcji halogenkéow arylowych
z winyloarylami uzywajgc odpowiedniego katalizatora palladowego. Podobnie
Annapurna’® przedstawit w swoich badaniach prace syntetyczne prowadzace do
utworzenia trans-2-styrylopirydyn (Schemat 22), co wnosi niezwykle waing wiedze

w metodologie otrzymywania sprzezonych pochodnych pirydyny®°.

RS -‘*q cat. Pd "’_|_\ )

(X =ClI, Br, 1)

Schemat 22. Reakcja sprzegania Heck’a w celu uzyskania pochodnych styrylo-pirydynowych.
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2.4. Pochodne 2-aminopirydynowe

Jednymi z najbardziej znaczacych pochodnych pirydyn, cieszgcych sie zainteresowaniem
w chemii syntetycznej oraz medycznej, sg 2-aminopirydyny. Pochodne
2-aminopirydynowe otrzymywane sg gtéwnie w reakcji Chichibabina. Reakcja ta zostata
po raz pierwszy przeprowadzona w 1914 roku przez Alekseya Chichibabin’a (Schemat
23)81828 | wymaga zastosowania wysokiej temperatury (100°C) z zachowaniem
warunkéw bezwodnych. Pirydyna wchodzac w reakcje z amidkiem sodu w toluenie,
w obecnosci amoniaku, ulega przeksztatceniu do pochodnej 2-aminopirydynowej (75%)

oraz w niewielkiej ilo$ci do pochodnej 4-aminopirydynowej.

Xy NaNH,, AT | X X S

| - | S
R — R— = |R— H R H<
\Z _ — v.> L
W |\N kN' CinH, N7 N H
gNa+ NH> Na* Na" H

-H, | = +H,0 =
= R k —)+ > R _ H
= XN - Na" OH -
|

-
H

Schemat 23. Mechanizm reakcji Chichibabina®.

W pierwszym etapie reakcji anion —NH; ulega addycji w pozycje 2 pirydyny, powodujac
przeniesienie elektronéw w kierunku endocyklicznego atomu azotu. W rezultacie
prowadzi to do powstania anionowego 6-adduktu stabilizowanego atomem sodu (co
zwieksza elektrofilowos¢ atomu wegla alfa). W kolejnym kroku elektrony atomu azotu
zostajg przeniesione na wigzanie C-NH; (Schemat 22) z eliminacjg jonu wodorkowego,
ktdry nastepnie odcigga jeden z atoméow wodoru grupy C=N*H;, co prowadzi do
uwolnienia obojetnej czgsteczki wodoru. W etapie koncowym endocykliczny atom azotu
»wypycha” elektrony w kierunku pierscienia odtwarzajgc tym samym aromatycznosc
struktury, a obdarzona ujemnym tadunkiem grupa NH odcigga proton

z czgsteczki wody, w efekcie czego tworzy sie produkt koricowy??.
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Kolejng reakcjg otrzymywania 2-aminopirydyn jest reakcja N-tlenkow i aktywatora

w postaci soli fosfoniowej®* (Schemat 24).

R O "
H jﬁ PyBroP /j ITI
N+ L
R{ R, Z  iPrEN PyBroP = CN_IT_Br

N CH,Cl, N

O  25¢C R, Q

Schemat 24. Reakcja otrzymywania pochodnej 2-aminopirydynowej w reakcji z aminami
i solg fosfoniows.

Réwnie wydajne jest otrzymywanie 2-aminopirydylowych pochodnych w reakgji
halogenopirydyn oraz pierwszo i drugorzedowych aminoalkoholi, z zastosowaniem

wspomagania mikrofalowego i wysokiej temperatury>® (Schemat 25).

N/ Br MW N/ N/\/OH
160°C

|

R

Schemat 25. Reakcja otrzymywania 2-pirydylowych aminoalkoholi®*.
2.4.1. Witasciwosci biologiczne 2-aminopirydyn

Pochodne pirydyny cieszg sie duzym zainteresowaniem, gtéwnie ze wzgledu na ich
aktywnos¢ biologiczng. Znaczna ilo$¢ pochodnych pirydynowych posiada wtasciwosci
antybakteryjne, przeciwwirusowe i przeciwzapalne. Dodatkowo, zwigzki te znajduja

zastosowanie jako herbicydy jak réwniez wykazuja dziatanie przeciwgrzybiczne®> (Rysunek

15).
Antimalarial Antitumoral Anti-inflammatory
Renin-inhibitors Anti-Alzheimer
n-NOS-inhibitors Anti-diabetic
CXCR172 inhibitors I = Antimicrobial
JNK-1 inhibitors N/ NH, Antiviral
PKC inhibitors Antiparasitic
Syk inhibitors Antihistaminic
Cardiac-activity Analgesic Anticonvulsant

Rysunek 15. Spektrum wtasciwosci biologicznych aminopirydyn®.
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Oksymowe pochodne pirydyny wykazujg witasciwosci anty-HIV, a takze znajduja
zastosowanie jako antidotum na zatrucia zwigzkami organicznymi fosforu. Hydrazon
3- i 4-acetylowanej pirydyny jest w stanie hamowac replikacje wirusa HIV, zaréwno w RNA
(+) jak i DNA (+). Kolejny przyktad stanowig N-podstawione tiosemikarbazonowe
pochodne acetylo pirydyny, ktérych kompleksy z metalami takimi jak zelazo (lll), wykazujg
znakomitg aktywnos¢ przeciwnowotworowgq. Dziatajg na linie komérkowe raka 41M
(nowotwor jajnikéw) oraz SK-BR-3 (nowotwér piersi), a ich cytotoksycznos$é
uwarunkowana jest rodzajem metalu w centrum kompleksu aktywnego. Czes¢
pochodnych benzimidazolowych wykazuje inhibicje w stosunku do réznych enzyméw, np.
H+/K+-ATPazy lub acetylotransferazy cholesterolowej. Kolejnym znaczgcym przyktadem
jest stosowanie pochodnych aminopirydyn jako lekéw przeciw pasozytom — gtéwnie
Trypansoma Brucei, ktéra wywotuje w krajach afrykanskich chorobe zwang $pigczka lub

HAT (ang. Human African Trypanosomiasis)®’ (Rysunek 16).

R = NH2’ CH3

Rysunek 16. Przeciwpasozytnicze analogi aminopirydyn stosowane w chorobie HAT.

3. Spektroskopia zwigzkéw organicznych

3.1. Zjawisko absorpcji swiatta

Absorpcja Swiatta polega na pochtanianiu energii w postaci kwantu promieniowania
elektromagnetycznego z zakresu UV-ViS i jest zalezna od struktury materii, ktéra to
promieniowanie pochtania. W procesie tym nastepuje wzbudzenie elektronu z powtoki
walencyjnej czagsteczki zwierajgcej chromofory, ktéry zostaje przeniesiony ze stanu
podstawowego w stan wzbudzony. Zazwyczaj, przeniesienie elektronu nastepuje
z orbitalu molekularnego HOMO na orbital LUMO, a energia potrzebna do zainicjowania
procesu jest wartoscig réznicy energii (AE) pomiedzy tymi orbitalami. Mozliwe przejscia

elektronowe w zaleznosci od struktury czgsteczki, zobrazowane sg na Rysunku 17. Mogga
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one zostaé przypisane réznym przejsciom, i tak np. przejscie elektronowe m-m* jest
przejSciem tak zwanym dozwolonym, wystepujagcym w alkenach lub w zwigzkach
aromatycznych. Natomiast przejscie n-t* jest przejsciem zabronionym (biorg w nim udziat
elektrony niewigzace), ktére dodatkowo, w przeciwienstwie do przejscia m-n* cechuje

mata warto$é molowego wspétczynnika ekstynkcji (€)%’.

energia

biA

n — n—o* | o— o*

Rysunek 17. Przejscia elektronowe: 6-6* prézniowe, m-nt* bliski UV, n-6* bliski UV, n-ni* widzialne,
n-rt* sprzezone wigzania podwadjne; zrodto:chemia.biolchem.uwb.edu.pl/spektroskopia

elektronowa

W przypadku zwigzkdow heterocyklicznych, najczestsze przejscia elektronowe to
n-n*  (dozwolone) oraz n-m* (zabronione). Istniejg reguty, ktére okredlajg
prawdopodobienstwo przeniesienia elektronu; najwazniejszga z nich jest tak zwany
moment przejscia. Okresla on prawdopodobienstwo przejscia promienistego
z poczatkowego do koncowego stanu kwantowego w sytuacji, gdy rozktad gestosci
elektronowej stanu podstawowego ulegnie przemianie w rozktad gestosci elektronowej

stanu wzbudzonego. Kolejne reguty zwane sg regutami wyboru:

a) Przejscie pomiedzy stanami elektronowymi musi by¢ dozwolone, wedtug

rownania (Rysunek 18), gdy Rnw wynosi 0, to wowczas przejscie jest wzbronione.

i, Ruw = J . 5 wp, dg # 0

Rysunek 18. Rdwnanie opisujgce elektronowe przejscia dozwolone i wzbronione.

b) Tylko przejscia o tej samej multipletowosci sg przejsciami dozwolonymi.

W praktyce oznacza to, ze wyltacznie przejscie ze stanu singletowego So na stany

64


https://chemia.biol-chem.uwb.edu.pl/media/uploads/2015/12/17/w_9_10.pdf

Il. CZESC LITERATUROWA

wzbudzone singletowe Si/»/3 etc. s3 dozwolone, natomiast przejscie So-> T1 to
przejscie wzbronione. Istniejg oddziatywania, ktére mogg przyczyni¢ sie do

wystepowania pasm wzbronionych to tak zwane sprzezenia wibronowe.

3.2. Zjawisko emisji Swiatfa

Wszystkie procesy zwigzane z emisjg Swiatta, ktérych Zrdédtem nie jest podniesienie
temperatury, nosza nazwe luminescencji®®. Gdy nastepuje emisja promieniowania, dana
substancja traci energie, ale zeby proces ten mogt mie¢ miejsce i by¢ procesem ciggtym,
energia musi zosta¢ zaabsorbowana w wyniku dziatania okreslonego bodzca. Procesy

luminescencyjne mozemy podzieli¢ ze wzgledu na mechanizm dziatania®*:

e Chemiluminescencja — emisja Swiatta jest rezultatem reakcji chemicznej; do
procesOw z tej grupy zaliczamy: bioluminescencje, ktdra jest efektem procesow
biochemicznych w organizmach zywych czy elektrochemiluminescencje — jako
rezultat reakcji elektrochemicznej;

e Krystaloluminescencja — emisja $wiatta wywotana procesem krystalizacji;

e Mechanoluminescencja— rezultat dziatan mechanicznych na powierzchni ciata
statego;

e Radioluminescencja — ktéra jest efektem bombardowania promieniowaniem
jonizujgcym;

e Fotoluminescencja — czyli efekt absorpcji fotonéw. Dzielimy j3 na dwie wazne

podgrupy:
- fluorescencje — jako efekt emisji $wiatta ze stanéw wzbudzonych singletowych (S),
- fosforescencje — jako efekt emisji Swiatta ze standow wzbudzonych trypletowych (T).

Zwigzki chemiczne, ktore w wyniku absorpcji promieniowania o okreslonej dtugosci fali
zaleznej od ich struktury emitujg swiatto w procesie fluorescencji lub fosforescenc;ji, to
fluorofory®®°1, Najczesciej, sg to zwigzki o sprzezonym ukfadzie wigzari podwdjnych oraz
o sztywnej strukturze, co sprawia, ze ich molowy wspdtczynnik absorpcji ma wysoka
wartos¢, a wydajnosé kwantowa fluorescencji jest bliska wartosci 1. Przyktadem ‘dobrego’
fluoroforu jest fluoresceina stosowana jako indykator w wielu dziedzinach

diagnostycznych, takich jak kryminologia, serologia, czy znakowanie nici
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oligonukleotydowych. Znalazta ona zastosowanie w oftamologii, np. w tescie
Schirmera®>? suchosci gatki ocznej, ktéry jest jednym z kryteriéw diagnostycznych
zespotu Sjogrena®*®. Dla kazdego fluoroforu istotne jest wyznaczenie kluczowych
parametréw fizykochemicznych, ktére bedg méwi¢ o jego przydatnosci w okreslonych

dziedzinach biochemii. Do najwazniejszych zaliczaja sie:

a) molowy wspoétczynnik ekstynkcji (€) - ktéry jest miarg zdolnosci danego
chromoforu do pochtaniania kwantow Swiatta;

b) maksimum wzbudzenia i emisji, przesuniecie Stokes’a,

c¢) wydajnos¢ kwantowa oraz czas zycia fluorescencji, o ktérych mowa bedzie

w dalszych czesciach rozdziatu.
3.3. Fluorescencja

Fluorescencja jest zjawiskiem emisji $wiatta zachodzacym 1z singletowych standw
wzbudzonych w wyniku absorpcji promieniowania elektromagnetycznego przez
fluorofor®®%, Ich istotng cecha jest absorpcja kwantu promieniowania o okreslonej,
specyficznej dla kazdego zwigzku, dtugosci fali w wyniku czego zostaje wyemitowane
Swiatto o dtugosci fali dtuzszej niz zaabsorbowana. Dlaczego tak sie dzieje? Fluorofory
pochtaniajg swiatto o duzej energii, dzieki czemu elektron zostaje przeniesiony na jeden
ze wzbudzonych pozioméw singletowych. W idealnym ukfadzie, ilos¢ energii
zaabsorbowanej bedzie rowna energii wyemitowanej. W miedzyczasie jednak zachodzi
wiele proceséw fizycznych, ktére powodujg czesSciowg utrate energii zaabsorbowanej.
Stad wyemitowane kwanty Swiatta o nizszej niz poczgtkowa energii, wystepujg przy

dtuzszych dtugosciach fali (czyli mniejszej czestotliwosci) (Rysunek 19).
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Rysunek 19. Rysunek obrazujgcy utrate energii nastepujaca po procesie absorpcji kwantu

promieniowania; Ground state = Sy, Excited state = S, zrodto:Thermofisher Scientific

Wszystkie procesy, ktére majg miejsce od momentu zaabsorbowania kwantu Swiatfa, do
momentu jego emisji, zostaty doskonale opisane i przedstawione w sposdb graficzny

w roku 1935 przez profesora Aleksandra Jabtoriskiego (Rysunek 20)°7:°8°°,
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Rysunek 20. Diagram Jabtonskiego; zrédto: Chemia Koloru, prof. Daniel Gryko

Diagram ten obrazuje istote proceséw fotoluminescencji. Za pomocg fotonéw wzbudzamy
czagsteczke, ktéra znajduje sie w stanie podstawowym So, jej elektrony absorbujg energie
i nastepuje przejscie do singletowego stanu wzbudzonego Sy, gdzie n=1,2,3 etc. Pomiedzy

kazdym poziomem S znajdujg sie poziomy wibracyjne i rotacyjne (nieoznaczone na
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schemacie), ktére powodujg ze czgsteczka, w stanie wzbudzonym, traci czes¢ energii.
W wyniku tych proceséw (tzw. wewnetrznej konwersji) elektron traci energie dopdty,
dopdki nie zacznie wracaé do stanu podstawowego So. Zanim czgsteczka wréci do stanu
podstawowego zachodzg dwa rodzaje procesow: (i) czgsteczka emituje okreslony kwant
promieniowania i ten proces nazywamy fluorescencjg (F) lub (ii) moze mieé¢ miejsce tzw.
przejscie miedzysystemowe (ISC) czyli przejscie elektronu ze stanu singletowego w stan
trypletowy (T) o innej multipletowosci (Rysunek 21). Przejscie takie nazywamy przejsciem
zabronionym. W tym wypadku réwniez zachodzg procesy wibracyjno-rotacyjne
(obnizajgce energie), az do momentu kiedy elektron wréci do stanu podstawowego So,
emitujgc swiatto w procesie zwanym fosforescencjg. Czas trwania fosforescencji jest
znacznie dtuiszy od fluorescencji, co wynika z rdéznic energetycznych pomiedzy

poziomami: singletowym S (ang. Singlet State) i trypletowym T (ang. Triplet State).

1
1 1

Singlet ground Singlet excited Triplet excited
state state state

Rysunek 21. Prezentacja stanu podstawowego oraz standw wzbudzonych wraz z wartos$ciami

spinéw elektronowych; Zzrédto; chem.libretexts.org

3.3.1. Reguta Kashy i Francka-Condona

W wyniku absorbcji Swiatta, o dtugosci fali zaleznej od struktury czgsteczki, elektron moze
przejs¢ na ktorykolwiek ze wzbudzonych stanéw elektronowych Sn. Zgodnie
z regutg Kashy, emisja fotonu jest jednak najbardziej prawdopodobna z najnizszego ze
wzbudzonych stanéw singletowych (lub trypletowych w przypadku
fosforescencji)10%101.102 '\W zwigzku z tym, ze tylko jeden poziom energetyczny Si, jest tym
z ktorego moze nastgpi¢ emisja Swiatta, prawdziwe jest stwierdzenie ze dtugos$é fali
wzbudzenia jest niezalezna od dtugosci fali emisji. To zatozenie, ttumaczy reguta Francka
Condona, ktéra moéwi, ze: zmiana pomiedzy poziomami wibracyjnymi jest najbardziej
prawdopodobna, jezeli dwie wibracyjne funkcje falowe naktadajg sie na siebie!03104105

(Rysunek 22).
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Energy

Nuclear Coordinates

Rysunek 22. Prezentacja reguty Francka Condona przedstawiajgca preferowane przejscia
elektronowe pomiedzy stanami energetycznymi v=0 oraz v=2; zrddto:

https://chemistry.stackexchange.com/questions/46516/what-is-the-franck-condon-region

3.3.2. Widmo emisyjne i przesuniecie Stokes’a

Przesunieciem Stokes’a nazywamy rdznice pomiedzy maksimami krzywej absorpcyjnej
i emisyjnej (Rysunek 23). Jest to rdznica energetyczna pomiedzy zaabsorbowanym
promieniowaniem elektromagnetycznym powodujgcym  przeniesienie  czgsteczki
z poziomu So do odpowiedniego poziomu S, (Przejscie So->S1, Rysunek 23A), a energig
Swiatta wyemitowanego z najnizszego wzbudzonego, singletowego poziomu S; do stanu
podstawowego So. Rdéznice w przesunieciach Stokes’a (Rysunek 23B) odpowiednich
barwnikéw fluorescencyjnych zalezg zatem od tego ile s3 w stanie zaabsorbowa¢ swiatfa
i na ktéry ze wzbudzonych pozioméw S, zostanie przeniesiony elektron, czyli od struktury
ich chromoforu. Jezeli utrata energii z przejsciowego stanu S, do stanu S; jest wynikiem
tylko konwersji wewnetrznej, to réznica A-B jest nieduza (< 80 nm). Jezeli natomiast
przesuniecia Stokes’a siegajg wartosci >80 nm, to moze to $wiadczyé o dodatkowych
procesach zachodzacych w stanie wzbudzonym, takich jak: zmiana momentu dipolowego

czasteczki lub przeniesienie protonu®°,
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Przesuniecie Stokes'a = A-B

52

s1

50 L

A. B.
Rysunek 23. Prezentacja przesuniecia Stokes’a pomiedzy poziomami energetycznymi So i S; oraz
jako réznica pomiedzy maksimum absorpcji i emisji fluorescencji, wyrazona w cm?

zrodto B: Fluorescence Spectroscopy; Aldous McLaughlin
3.3.3. Wydajnos¢ kwantowa

Wydajnos¢ kwantowa fluorescencji okresla stosunek liczby fotonéw wyemitowanych
przez czasteczke, do liczby fotondw, ktdére zostaty przez te czgsteczke
zaabsorbowanel0®107%0 (Rysunek 24). Maksymalna warto$¢ wydajnosci kwantowej wynosi
1, co oznacza, ze ilos¢ promieniowania zaabsorbowanego, jest rowna ilosci
promieniowania wyemitowanego. Wiemy jednak, iz jest to niemozliwe, chociazby ze
wzgledu na zawsze wystepujacy proces konwersji wewnetrznej, skutkujgcy utratg czesci

zaabsorbowanej energii.

liczba fotondéw wyemitowanych

liczba fotondw zaabsorbowanych

Rysunek 24. Wzér przedstawiajgcy wydajnosé kwantowg fluorescenc;ji.
Istnieje wiele czynnikdw wptywajacych na wysokos$é wydajnosci kwantowej fluorescencji:

- efekt atomu ciezkiego — obecnos¢ takich atomow jak chlor czy brom, zwieksza szanse
zaistnienia przejscia miedzysystemowego (ISC) pomiedzy poziomami S i T, co przyczynia

sie do obnizenia wydajnosci kwantowej fluorescenciji;
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- grupy karbonylowe — podobnie jak atomy ciezkie zwiekszajg prawdopodobienstwo
procesu ISC, przez zmiane przejs¢ elektronowych z m-n* na n-mt*, obnizajgc tym samym

wydajnos¢ kwantowa;

- obecnos$¢ auksochromdw, czyli grup typu —NH; czy —OH, ktére powodujg tzw.

przesuniecia batochromowe i zwiekszjg wydajnos¢ kwantowg;

- temperatura/rozpuszczalnik — im wyzsza, tym wieksze prawdopodobienstwo rotacji
i zmian konformacyjnych, zwfaszcza struktur nieusztywnionych; w stanie wzbudzonym
w zalezno$ci od polarnosci rozpuszczalnika oraz temperatury, moze zachodzi¢
fotoizomeryzacja, skutkujgca zmianami konformacyjnymi (Rysunek 25). Dla nizszych
temperatur i bardziej lepkich rozpuszczalnikdw wydajno$é kwantowa wzrasta. Najwieksza
jest dla struktur sztywnych, gdzie prawdopodobieristwo zmian konformacyjnych jest

praktycznie niemozliwe.

fotoizomeryzacja= QY (25°C, rozpuszczalnik organiczny) = 0.05

QY (25°C, glicerol) = 0.15
QY (77K rozpuszczalnik organiczny) = 0.75

QY (25°) = 1
QY (77K)= 1

Rysunek 25. Wptyw sztywnosci struktury, lepkosci rozpuszczalnika oraz temperatury na

wydajnosé kwantowej fluorescencji; zrédto: Chemia Koloru, prof. Daniel Gryko

3.3.4. Czas zycia fluorescencji

Kolejnym bardzo informatywnym parametrem, ktéry charakteryzuje fluorofory jest czas
zycia fluorescencji (tg). Wedtug definicji, jest to czas jaki fluorofor spedza
w stanie wzbudzonym?®%108:109,110,99  7naczacym jest fakt, iz czas zycia fluorescencji jest
swoistym parametrem czasteczki, niezaleznym od metody pomiaru, dtugosci fali
wzbudzenia, stezenia probki, czasu naswietlania czy fotowygaszania®>!l. Parametrami
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wptywajacymi na warto$¢ czasu zycia fluorescencji sg struktura czasteczki, zmiana
temperatury oraz polarnosci/pH roztworu. Niezalezno$¢ 1= od metod pomiarowych
w potaczeniu z wrazliwoscia na srodowisko pomiaru, stanowi odrebng, a zarazem
komplementarng metode do tradycyjnych pomiaréw intensywnosci fluorescencji,

pozwalajgca na unikniecie btedéw wigzacych sie chociazby z przygotowaniem prébki®o108,
Pomiar ten pozwala m.in. na:

- okreslenie czaséw zycia i udziatu dwéch lub wiecej fluoroforéw w roztworze jak i- na
podstawie dynamiki konformacyjnej - mozliwe jest wyznaczenie wielu czaséw zycia tego

samego fluoroforu;

- w pomiarach wygaszania fluorescencji pozwala na okreslenie czy ma miejsce wygaszanie

dynamiczne czy statyczne;

- w metodzie FRET (ang. Forster Resonance Energy Transfer) stuzy do pomiardw transferu

energii pomiedzy molekutami;

Do pomiaru czasu zycia fluorescencji mozina wykorzysta¢ dwie techniki. Pierwsza
z nich, wykorzystuje fluorymetr fazowy (ang. frequency-domain)'®® i oparta jest na
naswietlaniu badanej prébki tak zwanym swiattem modutowanym, ktére posiada czas
modulacji dtuzszy od mierzonego czasu zaniku fluorescencji. Oznacza to, ze dla danej
czgsteczki po przejsciu do stanu wzbudzonego, czestos¢ jej modulacji bedzie taka sama,
natomiast zostanie ona przesunieta w fazie. W konsekwencji, do wyznaczenia zaniku
fluorescencji mierzy sie réznice faz swiatta wzbudzajgcego i emisyjnego. Druga metoda,
wykorzystuje fluorymetr impulsowy (ang. time-domain) (Rysunek 26). Pomiaru zaniku
fluorescencji dokonujemy poprzez naswietlenie prébki swiattem impulsowym i sledzimy
zanik, wykorzystujgc metode TCSPC czyli pojedynczego zliczania fotondw. Innymi stowy,
jezeli populacja fluroforow zostaje wzbudzona, to czas zycia jest czasem, po ktorym

z populacji poczatkowej 1/e (37%) molekut zostaje wygaszonalt0:112,
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Fluorescence Lifetime Measurements

Time Domain Frequency Domain
T, = ol Tan(Ag) T, = e (M'2 - 1)"2
Deca -
. Y M= FE IF E,
t WW -8 ~wwwy
Excitation Fluorescence  Excitation “ Fluorescence

Intensity(t)

Intensity(t)

Modulated Waves Time

T, Ti
5o ™ Figure 10

Rysunek 26. Prezentacja wyznaczania czasu zycia fluorescencji metodg time-domain (lewa

strona) i frequency-domain (prawa strona).; zrédto: Czasu zycia fluorescencji; Marta Dziedzicka

Wasylewska, Instytut farmakologii PAN

W roztworach homogenicznych (fluorofor + rozpuszczalnik), zazwyczaj mamy pojedynczy
czas zycia rzedu kilku nanosekund. Podczas przebywania w stanie wzbudzonym, majg
miejsce réznego rodzaju procesy: IC, ISC, wygaszanie kolizyjne czy ruchy rotacyjne, co
wptywa na wartos¢ czasu zycia oraz czy funkcja jest jedno czy dwuwyktadnicza (Rysunek
27). Pozwala to na wysnucie przypuszczen z jakimi procesami w stanie wzbudzonym

mamy do czynienia i jaka jest konformacja molekuty w stanie wzbudzonym.1°

1—""51

Log intensity . Emission «— Emission
Logintensity
*—Exciting pulse <—Exciting pulse
time time

Rysunek 27. Wykresy prezentujgce jedno- (lewy) i dwueksponencjalny (prawy) zanik zycia
fluorescencji wyznaczony metoda zliczania pojedynczych fotonéw (ang. Time Correlated Single

PhotonCounting);zrédto: Fluorescencelifetimes, Marek Hof
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3.4. Fluorescencyjne znaczniki styrylowe

Barwniki zawierajgce w swojej strukturze linker C¢Hs-CH=CH-, noszg nazwe znacznikow
styrylowych®'3, Niektére fluorofory styrylowe przypominajg pod wzgledem strukturalnym
barwniki cyjaninowe!*1%5, 3 czeé¢ z nich posiada w swojej strukturze nie tylko monomer
arylowinylowy lecz réwniez heteroarylowinylowy. W poréwnaniu do cyjanin, cechuje je
wieksza fotostabilnosé i lepsze wtasciwosci fluorescencyjne. Otrzymywanie, aplikacyjnosé
oraz wiasciwosci fotofizyczne tych zwigzkdw zostaty dobrze opisane w literaturze!?®. Ze
wzgledu na swoje wtasciwosci, pochodne styrylowe staty sie pozadanymi zwigzkami
w syntezie organicznej. Znajdujg one zastosowanie w chemii materiatowej, jako aktywne
biologicznie  zwigzki, barwniki w fotografii, znaczniki fluorescencyjne czy

chemosensory!3117,

Jedng z powszechnie stosowanych metod syntezy  styrylopirydyniowych,
styrylochinolinowych oraz styrylobenzotiazolowych znacznikdw jest reakcja kondensacji
pomiedzy metylosiarczanami: 4-metylopirydyniowym, 2-metylobenzotiazolowym oraz
4-metylochinolinowym (Schemat 26), a aromatycznymi aldehydami, bez stosowania

rozpuszczalnika i ze wspomaganiem mikrofalowym?3,

A~ 0] R base (or p-TsOH /\\1
- / o R
l@ ) CHa + @N\ 1. 3 drops H,O L‘?\IK@—N/
R 2.rt orMwW | R
3. KI/H,0 or NaClO4/H,O CH3

CH3
CH3S04

Schemat 26. Synteza znacznikéw styrylowych z wykorzystaniem pochodnych

metylosiarczanowych!®3,

Kolejng metode otrzymywania znacznikdw styrylowych stanowi reakcja pomiedzy
2-dicyjano- 5-metylopirazyng z aldehydami arylowymi (Schemat 27). Uzyskiwane
w ten sposéb pochodne posiadajg poszerzony ukfad skoniugowanych wigzan podwdjnych
i wykazujg tendencje do podlegania procesowi wewnetrznego przeniesienia tadunku ICT

(ang. Intramolecular Charge Transfer)*.
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I :[ N R1 ACZO
=

NC” N7 R, EtONa/EtOH

NR,

R = Me, Et; Ry = H, Me, OH; R, = OH, OAc, Me; R3 = H, COOH
Schemat 27. Synteza znacznikdw styrylowych z wykorzystaniem 2-dicyjano-5-metylopirazyny!3.

Zwigzki te znajdujg zastosowanie jako materialy optyczne, poniewaz charakteryzuje je
duzy moment dipolowy stanu wzbudzonego, a w konsekwencji, znaczaca rdznica
w momentach dipolowych pod wptywem naswietlania laserem. Analogi tych zwigzkéw
wykazujg znaczny solwatochromizm, ktérego wielko$¢ uzalezniona jest od polarnosci
stosowanego w badaniach rozpuszczalnika, a takze przesuniecie Stokes’a: w granicach

5700 cm1119,

Jednymi z interesujgcych przyktadéw znacznikéw styrylowych sg pochodne DMASP — 4-[4-
(dimetylamino)styrylo]pirydyny, znajdujgce zastosowanie jako sondy fluorescencyjne do
badania lepkosci w komdrkach'?®, W roztworach wodnych DMASP wykazujg podwdjng
fluorescencje, wzbudzenie nastepuje przy dtugosciach fal: 469 i 360 nm, a emisja przy
dtugosci fali wynoszacej 600 nm. Struktury formy poza- (A) i wewngtrzkomodrkowej (B)

przedstawione sg na Schemacie 28.

N,
A \N/ B N
enzym
—_— AN
N DMASP
N |
| e
N

Schemat 28. Przedstawienie formy poza- i wewnatrzkomérkowej DMASP1,
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2-styrylowebenzotriazole, zawierajgce fragment eteru 15-korona-5, wykazujg wtasciwosé
wigzania metali ziem alkalicznych, Ag* oraz Hg?*, a takze wigzania protonéw (Rysunek
28)124122 Kompleksowanie zachodzi w dwdch miejscach w czasteczce: w obrebie eteru
koronowego oraz czesci heterocyklicznej, podczas gdy metale alkaliczne tworzg kompleks
wytacznie z cze$cig makrocykliczng. W przypadku metali takich jak Ba%* , Ag* oraz Hg?*
nastepuje tworzenie silnych komplekséw typu ,sandwich” co zostato potwierdzone za

pomocg magnetycznego rezonansu jgdrowego (*H NMR) oraz spektroskopii UV-Vist2%122,

Mg?*, Ca?*, Ba®* O/\\
o) Oj
s o ©
C[ S //_< & N
N
\

H*, Ag*, Hg?*

Rysunek 28. Miejsca kompleksowania metali w 2-styrylowych benzotiazolach!3,

Aminostyrlowe barwniki (ASP) (ang. Amino styryl pyridinium dyes) znalazty réwniez
zastosowanie w badaniach micelarnych, a ich charakterystyczng cechg jest czuto$¢ na
réznice potencjatu bton biologicznych, skutkujacg zmianami emisji fluorescencji?3124
(Rysunek 29). Uzytecznos$é niektérych analogéw jest ograniczona ze wzgledu na dtugosé
ich fal wzbudzenia (450-550 nm). Z tego wzgledu, struktury poddawano takim
modyfikacjom, aby maksima absorpcji byty przesuniete powyzej 700 nm. Zabieg ten miat
zminimalizowa¢ interferencje z endogennymi chromoforami oraz polepszy¢ ich

wizualizacje w komdrkach zywych!?3,

N

Rysunek 29. Struktura barwnika ASP.

Czes¢ zwigzkow styrylowych stuzy do obrazowania ztogéw amyloidu B w chorobie

Alzheimera'?. Powinowactwo wigzania do amyloidéw zostata okre$lona na podstawie

76



Il. CZESC LITERATUROWA

pomiaru zmian w intensywnosci fluorescencji. Otrzymany referencyjny zwigzek STB-8
(Rysunek 30) zostat przebadany w eksperymentach ex vivo oraz in vivo na transgenicznym
modelu myszy z chorobg Alzheimera (AD) wykazujgc bardzo dobrg przenikalno$¢ bariery

krew-mozg jak i specyfike wigzania do ztogéw amyloidu?3126,

Rysunek 30. Zastosowanie pochodnych styrylowych do obrazowania ztogéw amyloidu
w chorobie Alzheimera (AD).

4. Synteza oligonukleotyddéw

Niemalze kazda technika biologii molekularnej wykorzystuje DNA lub RNA otrzymane na
drodze chemicznej syntezy. Kazdy oligonukleotyd sktada sie z okreslonej sekwencji
nukleotydowej, ktéra zostata dobrana w zaleznosci od planowanego zastosowania. Od lat
70" dwudziestego wieku rozwéj metod syntezy i oczyszczania oligonukleotydéw przybrat
na sile, w konsekwencji obecne metody charakteryzujg sie wysokimi wydajnosciami oraz
niskim kosztem. W tym samym czasie nastgpit rowniez gwattowny rozwéj aplikacyjnosci

oligonukleotyddw, co réwniez znacznie poszerzyto zapotrzebowanie na ich modyfikacje.

4.1. Synteza oligonukleotydéw metoda amidofosforynowg na podtozu statym

Od roku 1983, ze wzgledu na mozliwos¢ otrzymywania dtugich sekwencji oraz dobre
wydajnosci, .popularnos¢ zdobyta synteza oligonukleotydéw metodg amidofosforynowsa.
Synteza ta opiera sie na wykorzystaniu blokédw budulcowych w postaci monomerdw
amidofosforynowych. Monomer amidofosforynowy jest nukleotydem, w ktérym
wszystkie grupy funkcyjne zasad heterocyklicznych (oprécz tymidyny) zablokowane sa
odpowiednimi grupami ochronnymi, opisanymi réwniez w Rozdziale 1. Wszystkie grupy
ochronne zapobiegajg zachodzeniu reakcji ubocznych, wymuszajagc tym samym
powstawanie pozgdanego produktu (Rysunek 31) i s3 usuwane selektywnie po

zakoriczeniu syntezy127,128,129,
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grupa benzoilowa o

DMT-0O 0
dimetoksytrytyl

/L;i’—o\jcgN

. . grupa cyjanoetylowa
grupa diizopropyloaminowa

Rysunek 31. Przyktadowy nukleotyd z grupami ochronnymi stosowanymi w syntezie

amidofosforynowej na podtozu statym.

Podtoze state na ktérym odbywa sie wydtuzanie tancucha oligonukleotydowego, to tak
zwane podfoze szklane CPG (ang. Controlled pore glass bead) o wielkoSci
5 mikrondéw i porowatej strukturze, zapewniajgcej efektywne przytgczanie nukleotydéw
(Rysunek 32). Zwigzanie oligomeru z podtozem statym nastepuje poprzez atom wegla
3’ w pierscieniu pentozy pierwszego nukleotydu danej sekwencji, a proces syntezy
nastepuje od konca 3’ do konca 5 Pojedynczy cykl syntetyczny sktada sie
z czterech krokéw: deprotekcja, sprzeganie, kapowanie oraz utlenianie i powtarzany jest
wielokrotnie az do momentu przytgczenia ostatniego nukleotydu zaplanowanej

sekwencjit30131,

J
Ac - I J

e
0~

J Long Chain Alkyl Amine Spacer

$
; gk
T y o 4

3 <
o\w/\/u\ AN i\/o\/\/ﬁll_b_%_;_gm

i

Coy Q 5

! !

} Succinyl Lorke"

|
ngiana
3

Rysunek 32. A. Podtoze CPG z przytgczonym pierwszym nukleotydem; B. — zdjecie mikroskopowe
powierzchni podtoza CPG; Zrddfo: Integrated DNA Technologies, , Chemical Synthesis and

Purification of Oligonucleotides.
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Kazdy z krokéw syntetycznych jest niezwykle istotny i wptywa na wydajnos¢ pojedynczego

przytaczenia:

a)

b)

d)

deprotekcja— polega na odblokowaniu grupy trytylowej z funkcji hydroksylowe;j
znajdujacej sie na koncu 5 pentozy nukleotydu; usuwana jest przy uzyciu 2%
kwasu trichlorooctowego (TCA) lub 3% kwasu dichlorooctowego (DCA)
w obojetnym rozpuszczalniku (DCM lub toluen). Efektem detrytylacji jest
pozostawienie wolnej grupy —OH na pierwszym przytgczonym do podtoza
nukleotydzie, do ktdrej nastgpi przytaczenie kolejnej podjednostk;

sprzeganie (kondensacja) — rozpoczyna sie od przytagczenia H-tetrazolowego
aktywatora do centrum fosforowego P (lll) amidofosforynu, w wyniku ktérego
tworzy sie reaktywny produkt posredni — amidofosforyntetrazoilowy. Nastepnie
monomer reaguje z wolng (odtrytylowang) grupa 5’-hydroksylowg nukleozydu.
Niezwigzana zasada i produkty uboczne sg nastepnie wymywane, a tetrazol ulega
regeneracji;

kapowanie — polega na przemywaniu podtoza roztworem bezwodnika octowego
i 1-metyloimidazolu, w celu zablokowania nieprzereagowanych 5’-hydroksylowych
grup nukleozyddéw. Zapobiega to dalszemu pobocznemu wydtuzaniu faiicucha oraz

powstawaniu oligonukletyddéw z delecjami w obrebie struktury

utlenianie —proces stabilizacji triwalentnego linkera fosforynowego, poprzez
przeprowadzenie go w forme pentawalentng na drodze utlenienia atomu fosforu

P(lll) do P(V); roztworem utleniajgcym jest najczesciej jod w pirydynie.
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Rysunek 33. Cykl syntezy oligonukleotydéw metodg amidofosforynowg na podtozu statym;

zrédto: http://2014.igem.org/Team:Cooper_Union/TdT_project

Podczas syntezy kazdorazowo po kolejnym przytgczeniu jednostki nukleotydowej,
powtarzany jest proces odblokowania kwasolabilnej grupy ochronnej DMTr, a jego
wydajnos¢ porownywana jest do etapu poprzedzajagcego za pomocg tak zwanego
monitora trytylu (trytyl ON). Dziatanie to opiera sie na pomiarze przewodnictwa roztworu,
ktéry zawiera stabilny karbokationdimetoksytrytylowy (powstajacy w obecnosci silnego
kwasu). Dzieki temu otrzymujemy informacje na temat kazdego przytgczonego
monomeru, ilosSciowo okreslajgc efektywnos$ci odblokowania DMTr; dane zostajg
przedstawione w czasie rzeczywistym na wykresie stupkowym. Po zakoriczonych cyklach
syntezy otrzymujemy oligonukleotyd o zadanej sekwencji, przytaczony koricem 3’ do
podtoza CPG, z wolng grupg 5’-hydroksylowa ostatniego nukleotydu. Ponadto na prawie
kazdej z zasad purynowych i pirymidynowych (oprécz tymidyny i uracylu) obecne s3
zasadolabilne grupy ochronne. W zwigzku z powyziszym , w nastepnym kroku
przeprowadza sie proces odblokowania grup ochronnych i odcinania od podtoza CPG
w $Srodowisku zasadowym (woda amoniakalna). W kolejnym kroku odciety od podtoza

oligonukleotyd poddaje sie procesowi odsalania, ktéry polega na odseparowaniu
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oligonukleotydu od soli organicznych, powstatych w procesie odblokowywania. Proces
odsalania konczy sie izolacja produktu przy uzyciu technik: Wysokosprawnej
Chromatografii Cieczowej (HPLC) lub PAGE (ang. poliacrylamide gel electrophoresis).
W celu identyfikacji oraz potwierdzenia zaplanowanej sekwencji oligonukleotydowej

wykonuje sie:
a) widma masowe — z jonizacjg typu ESI lub MALDI, w zaleznosci od dtugosci sekwencji

b) elektroforeze kapilarng, ktéra potwierdza czystosé¢ docelowego oligonukleotydu.

81






I11. BADANIA WLASNE | DYSKUSJA
WYNIKOW






1l. BADANIA WEASNE | DYSKUSJIA WYNIKOW

1. Modyfikacja struktury 2-pirydynylowych termolabilnych grup ochronnych

2-pirydynylowe Termolabilne Grupy Ochronne (2-Py TGO) mozna efektywnie usuwad
w $rodowisku wodnym o pH zblizonym do obojetnego. Opracowane metody sterowania
wtasciwosciami termolabilnymi 2-Py TGO, weryfikacja mechanizmu cyklizacji oraz
identyfikacja miejsc protonacji w odpowiednim pH >7132, wzbogacity zaréwno wiedze, jak
i pole zastosowania 2-Py TGO. Aby jeszcze bardziej wyeksponowaé ich duzy potencjat
aplikacyjny, celem badawczym mojej pracy doktorskiej stata sie modyfikacja uktadu 2-Py
TGO, w celu uzyskania pozadanych wtasciwosci fluorescencyjnych przy jednoczesnym
zachowaniu wtasciwosci termowrazliwych. Pofaczenie termowrazliwosci oraz zdolnosci do
emisji $wiatta o okreslonej dtugosci fali, pozwolitoby opracowac¢ nowego typu znaczniki
fluorescencyjne, usuwane ze znakowanej biomolekuty w sposéb kontrolowany, stosujgc
zmiany temperatury lub promieniowania elektromagnetycznego. W tym celu
zaplanowatam rozbudowe uktadu 2-N-pirydynylowego o ukfad sprzezonych wigzan
podwadjnych, bazujgcych na strukturze winylenodipirydyny (Schemat 29) oraz

wprowadzanie réznych podstawnikow w pozycje 2-N-pirydylowa.

— —

acceptor donor

Baza do zaprojektowania fj{\fﬂ/\\/\OH

barwnikéw typu push-pull

Rozbudowa Rl
pierscieni Rz wydtuzenie faricucha etylenowego
aromatycznych/ OH

heterocyklicznych

Modyfikacje pierscienia

heterocyklicznego/aromatycznego: Modyfikacje grupy alfa-

metylenowej oraz
Ry, R; *-H, -CH3, -Bn, 2,4-diFBn endocyklicznego atomu
Rs: -H, -CH, -NO,, NH,, azotu
R4: atom wegla lub atom azotu
Rs, Rg: -H, -CH, -NO,, NH,, -Cl, -Br

Schemat 29. Proponowane modyfikacje w strukturze fluorescencyjnego aminoalkoholu, majace

wptywaé na zmiany wtasciwosci fotofizycznych lub/i termolablinych.
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Zaproponowane zmiany strukturalne pozwolg sterowac¢ parametrami fotofizycznymi oraz
zachowac podatnos¢ fluoroforéw na cyklizacje. W pierwszej kolejnosci modyfikacje mogg
dotyczy¢ obrebu pierscieni heterocyklicznych lub aromatycznych, w przypadku gdy Ra
bedzie atomem wegla (Schemat 29). Mozliwe jest wprowadzenie grup funkcyjnych,
a takze rozbudowa sprzezonych wigzan podwdjnych oraz wprowadzanie innych uktadéw
heterocyklicznych jak np. chinolina. Poprzez odpowiedni dobér miejsca wprowadzania
grup funkcyjnych o réinym charakterze donorowo-akceptorowym, mozemy uzyskac
znaczniki typu push-pull — grupa EDG (ang. electron donating group). Ich dziatanie polega
na przesunieciu tadunku elektronowowego do akceptora z deficytem elektronowym,
wywotujgc tym samym batochromowe przesuniecie pasma absorpcyjno-emisyjnego oraz
podniesienie wartosci molowego wspdtczynnika absorpcji. Z zachowaniem odpowiedniej
odlegtosci pomiedzy atomem wegla mostka etylenowego oraz endocyklicznego atomu
azotu (czes¢ aminoalkoholowa) mozemy réwniez wydtuzad taricuch zachowujac tendencje
do cyklizacji (po przytgczeniu do odpowiedniej czasteczki) i finalnie przytaczaé barwnik do
okreslonej struktury z wolng grupa hydroksylowg, karboksylowg czy aminowg (mogg to

by¢ np. bioczasteczki, jak oligonukleotyd czy peptyd).

1.1. Otrzymywanie (E)-2-bromo-6-(2-pirydyn-2-yl-winylo)pirydyny (PvVnPy) -

optymalizacja reakcji Hecka

W celu uzyskania wifasciwosci fluorescencyjnych, zaplanowatam synteze nowych
analogéw 2-aminopirydylowych alkoholi, ktdra opierata sie na utworzeniu
skondensowanego uktadu m-elektronéw (Schemat 30). Wedtug tych zatozen struktura
zawierac bedzie sprzezony uktad wigzan podwdjnych co pozwoli na swobodny przeptyw
elektronéw m i bedzie stanowic¢ rdzen fluorescencyjnych barwnikéw. W zwigzku tym,
przeprowadzitam szereg reakcji testowych, majgcych na celu optymalizacje reakcji
tworzenia wigzania Csp?-Csp? pomiedzy 2-winylopirydyna (1) oraz 2,6-
dibromopirydyng (2) z wykorzystaniem reakcji sprzegania Hecka (Schemat 30),
przebiegajgcej w obecnosci odpowiedniej zasady, rozpuszczalnika i katalizatora

palladowego (0) (Tabela 3).

86



1l. BADANIA WEASNE | DYSKUSJIA WYNIKOW

katalizator,
| = N | = rozpuszczalnik
N — >
N Br N Br MW/ reflux
4-16 godz.
1 2 3

Schemat 30. Synteza (E)-2-bromo-6-(2-pirydyn-2-yl-winylo)pirydyny.

1.1.1. Otrzymywanie (E)-2-bromo-6-(2-pirydyn-2-yl-winylo)pirydyny z zastosowaniem
chlorku palladu (I1) - ogrzewanie konwencjonalne

Optymalizacja reakcji Hecka, czyli odpowiedni dobér reagentéw oraz ich stosunkow
ilosSciowych, a takze sposobu ogrzewania (faznia olejowa/reaktor mikrofalowy) byto
niezwykle istotne w kontekscie otrzymywania zwigzku 3 z wysokg wydajnoscia. Reakcje
optymalizacji prowadzitam w skali 0.5 oraz 1.0 mmol. W pierwszych pracach (Tabela
3.,Lp.1-4) zastosowatam chlorek palladu (Il) w ilosci 0.01 mmolw potgczeniu
z trifenylofosfing petnigcg role ligandu, w stosunku ilosciowym 1:2, a jako zasade
wybratam weglan potasu. Dodatkowym reagentem byt bromek tetrabutyloamoniowy
(TBAB), petnigcy role przenos$nika fazowego. Weglan potasu nie rozpuszczat sie catkowicie
w uzytym rozpuszczalniku, totez TBAB miato w tym przypadku przede wszystkim
zwiekszy¢ efektywnosé dziatania K2CO:s. w pierwszych prébach,
zamiast aprotycznego polarnego rozpuszczalnika uzywatam niepolarnego toluenu lub
ksylenu, jednakze w reakcji Hecka, korzystne jest stosowanie rozpuszczalnika polarnego
takiego jak N,N-dimetyloformamid. Wynika to gtéwnie z lepszej rozpuszczalnosci
reagentow w N,N-dimetyloformamidzie, co sprzyja efektywnosci reakcji sprzegania,

utatwiajgc uzyskanie niezbednej wysokiej temperatury mieszaniny reakcyjnej.

87



I1l. BADANIA WEASNE | DYSKUSJA WYNIKOW

Tabela 3. Reakcje pilotazowe majgce na celu optymalizacje reakcji tworzenia wigzania C-C

pomiedzy 2,6-dibromopirydyng, a 2-winylopirydyna.

Lp. | E-dibromopiry. | 2-winylopirydyna | PdCh K.COs | NaOAc | TBAB D:f;/ PPhs TF':]"' w
dyna [mmol] [mmol] [mol%] [mmol] [mmol] [mmol] /vl [mmol] [%]
1 1 1.25 1 2 0,05 3/0 0.0002 80 28
2 1 1.25 1 2 1 3/0 0.0002 80 16
3 1 1.25 1 2 1 3/0 0.0002 120 16
4 1 1.25 1 2 1 8/0.8 0,0002 120 16
5 1 1.25 1 2 1 8/0.8 - 120 23
6 1 1.25 1 2 1 2/1 = 130 22
7 1 1.25 2 2 1 2/1 - 130 27
8 1 1.25 2 1.5 1 0.5 - 120 20

Mieszanine reakcyjng, poczatkowo, umiescitam w tazni olejowej pod chtodnicg zwrotng,
osiggajac temperature 80°C, kontrolujgc przebieg reakcji z uzyciem chromatografii
cienkowarstwowej. Po 12 godzinach nie zaobserwowatam, w zadnym z przypadkéw
(Tabela 3, L.p.1-2), znaczgcego przyrostu produktu, wobec czego zdecydowatam sie na
pozostawienie reakcji w zadanej temperaturze przez kolejne 48 godzin. Po tym czasie
zwiekszytam temperature do 120°C, jednak po kolejnych 48 godzinach nie zauwazytam
znaczacego postepu reakcji, ani tez finalnie zwiekzenia wydajnosci produktu 3. Dodanie
kolejnych porcji katalizatora, réwniez nie przyniosto zamierzonego efektu, w zwigzku

z czym musiatam zastosowa¢ kolejne zmiany, tym razem dotyczgce sposobu ogrzewania.

1.1.2. Otrzymywanie (E)-2-bromo-6-(2-pirydyn-2-yl-winylo)pirydyny z zastosowaniem

chlorku palladu (Il) - wspomaganie mikrofalowe

Bazujgc na doniesieniach literaturowych3? zdecydowatam sie na przeprowadzenie
reakcji sprzegania ze wspomaganiem mikrofalowym, powtarzajgc kroki 1-3 (Tabela 3)
Synteza wspomagana mikrofalowo ma wiele zalet, takich jak:
i) skrécenie czasu trwania reakgcji, ii) mniejsza tendencja do punktowego przegrzewania
mieszaniny, co przeciwdziata rozktadowi produktéw. Promieniowanie mikrofalowe
przenika przez S$ciany naczynia i ogrzewa bezposrednio sktadniki reakcji
i w przeciwienstwie do ogrzewania konwencjonalnego, skutkuje jednorodnym rozktadem

temperatury i szybkim ich ogrzaniem. Ogrzewanie przy uzyciu energii mikrofalowej,
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teoretycznie ma réwniez wptynaé na zwiekszenie efektywnosci reakcji - nie wptywa na
samg energie aktywacji, jednakze zapewnia przekroczenie tej bariery i tym samym
zakonczenia reakgcji znacznie szybciej niz w przypadku ogrzewania
konwencjonalnego. Dodatkowo zmniejsza ilo$¢ produktow ubocznych!34. Energia jaka
zostaje wprowadzona do uktadu (przy mocy 300 W, dajgcej 72 kcal/sekunde), znaczgco
przewyzsza energie potrzebng do zainicjowania reakcji. Natomiast zastosowanie
rozpuszczalnika posiadajgcego wysokg wartos¢ statej dielektrycznej (€), zapewnia dobrg
absorpcje promieniowania oraz szybkie osiggniecie pozgdanej temperatury. W zwigzku
z powyzszym, zdecydowatam sie na zastosowanie DMF (€ = 37), co w pordéwnaniu
z wczesniej stosowanym ksylenem (€ = 2,27), powinno pozwoli¢ szybsze osiggniecie
zadanych parametréw temperaturowych®3®. Reakcja przeprowadzana byta w reaktorze
mikrofalowym w uktadzie otwartym, a moc poczatkowa wynosita 300 W. Po 120
minutach zauwazytam s$lady powstajgcego produktu i kontynuowatam przebieg reakgcji
w tych samych warunkach przez kolejne 6 godzin. Jednakze, na podstawie analizy TLC
okazato sie, ze wydajnos¢ reakcji sprzegania dla warunkéw opisanych w testach 1-3
(Tabela 3) nie przekraczata 20%. Dlatego w kolejnej reakcji pilotazowej (Tabela 3, Lp. 4)
zwiekszytam ilo$¢ katalizatora oraz zmienitam rozpuszczalnik, dodajgc wode
w odpowiednim stosunku do DMF. Woda, z zatozenia, ma przyczyni¢ sie do zwiekszenia
rozpuszczalnosci zasady nieorganicznej oraz przyspieszy¢ proces katalityczny, tak aby
zapobiec ewentualnym przegrupowaniom labilnych ligandéw. Niestety, zmiany te nie
przyczynity sie do poprawy wydajnosci.

Kolejng istotng optymalizacjg byty préoby wyeliminowania ligandu fosfinowego. Dziatania
te zblizajg metodologie reakcji w kierunku przeprowadzenia jej wedtug zasad zielonej
chemii (Tabela 3., Lp. 5-8). W przypadku eliminacji ligandu ,fosfinowego” czynnikiem
zmieniajgcym  stopien utlenienia palladu z 2+ na 0 moie byé bromek
tetrabutyloamoniowy. Wedtug przebadanych mechanizméw’®  reakcji  Hecka,
w obecnosci czwartorzedowych soli amoniowych i w zakresie temperatur rzedu 100-
130°C, nastepuje rozerwanie wigzania Pd-X i w efekcie uzyskujemy nanoczgsteczki Pd(0)

stabilizowane przez RsN*X" (Rysunek 34).
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X RaN*
R4N* X
... heat X- RsN* Ph oapa X ,
— = — =
PA(OAC) + RN*X" ——> 2\ - o PhPdXg

X =Br, Cl X" RN* - RaN* addition

stabilized Pd(0) nanoparticles

Rysunek 34. Zmiana stopnia utlenienia Pd (1) na Pd (0) oraz stabilizacja powstatych nanonczastek

Pd (0) poprzez jony czwartorzedowych soli amoniowych”.

Dzieki zastosowaniu tej drogi syntetycznej wydajnos¢ reakcji zwiekszyta sie do 40%.
Zachecito mnie to do wprowadzenia kolejnych zmian, mianowicie postanowitam zastgpié¢
weglan potasu octanem sodu. Zdecydowatam sie na ten krok z dwdch powoddw:
i) wiekszg rozpuszczalnos¢ soli sodowej w DMF w przeciwienstwie do weglanu potasu
ii) podobnie jak w przypadku czwartorzedowych soli amoniowych nastepuje stabilizacja
aktywnych katalitycznie czastek Pd(0) przez jony Na* X (Rysunek 35). Reakcje
przeprowadzitam analogicznie do wczesniejszych przyktadéw (Tabela 3), tym razem

stosujgc wytacznie wspomaganie mikrofalowe i temperature 120°C.

Pd(OAc)o + NaOAc

¢ NMP, 135 °C
- ArBr, alkene

Natx X N o ,

Na+X . ligand-free
Pdblack «—*= i X Nat = active Pd(0)

Na*X Y Na*

Na*X~ - Na a arylated alkene

a catalytic
soluble Pd clusters cycle
X =Br, OAc

Rysunek 35. Stabilizacja powstatych klasteréw palladu za pomoca octanu sodu, co prowadzi do
uzyskania aktywnej katalitycznie formy Pd (0) lub tez, z duzym prawdopodobienstwem, do
wytracenia sie nieaktywnych katalitycznie czastek palladu, obserwowalnych w postaci czarnego

osadu (Pd black)”.

W kazdej z reakcji testowych (1 - 8; Tabela 3) wydajnos$¢ produktu koricowego byta niska,
wedtug mnie, gtéwnie z powodu zastosowania chlorku palladu. Dodatkowo
zaobserwowatam, ze dla niektdrych reakcji (Tabela 3, Lp. 4-8) reakcji pojawienie
sie czarnego pytku powstajgcego po okoto 5-15 minutach od dodania reagentéw.
Sugeruje to, iz najprawdopodobniej, czes¢ Ilub nawet catos¢ PdCl; ulega redukcji

do nieaktywnego katalitycznie palladu powstajgcego w wyniku agregacji Pd(PPhs)(OAc)..
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1.1.3. Otrzymywanie (E)-2-bromo-6-(2-pirydyn-2-yl-winylo)pirydyny z zastosowaniem
octanu palladu (ll) - wspomaganie mikrofalowe

Majac na celu optymalizacje reakcji i otrzymanie produktu 3 z jak najwiekszg wydajnoscia
oraz niezadowalajgce rezultaty poprzednich testéw, zwigzane z wytrgcajgcym sie
btyskawicznie nieaktywnym katalitycznie agregatem palladowym, zdecydowatam sie na
zmiane stosowanej soli Palladowej. Wedtug literatury’® octan palladu, jest stosowany
rownie czesto jak chlorek, a dodatkowo uwaza sie go za znacznie bardziej efektywny w
katalizie metaloorganicznej. Ponadto, czwartorzedowe sole amoniowe lub/i NaOAc lepigj
stabilizujg aktywny Pd (0) w przypadku, gdy prekursorem ukfadu katalitycznego jest octan
palladu (Rysunek 35). W ponizszej tabeli przedstawitam okreslone modyfikacje dla kazdej

z reakcji testowych:

Tabela 4. Optymalizacja reakcji Hecka z zastosowaniem octanu palladu (11).

Lp dibrozr’:;piry winyloii'ry dyna Pd(AcO) | K:COs | NaOAc | TBAB | DMF/H,0 | PPh: | Temp. | W
. - 0, o 0
] [~ [mol%l] [mmol] | [mmol] | [mmol] [v/v] [mmol] [°C] [%]
9 1 1.25 2 - 1.5 1 0.5 - 120 38
10 1 1.25 2 - 1.5 1 - - 120 -
11 1 1.25 2 - 1.5 1 1 - 120 40
1 A)5 ] ] A)38
12 1.25 B)10 15 1 1 120 B) 40
13 1 1.25 2 - 1.5 1 1 6 120 40

Reakcje od 9-13 (Tabela 4) przeprowadzitam w warunkach (temperatura, wspomaganie
mikrofalowe) takich jak we wczesniejszych przyktadach (1-8, Tabela 3), analizujac reakcje
przy uzyciu chromatografii cienkowarstwowej. W przyktadzie 9 (Tabela 4) po zmianie soli
palladowej z chlorku na octan i pozostawieniu octanu sodu w roli zasady, okazato sie, ze
oczekiwany produkt reakcji powstaje z wiekszg wydajnoscia wynoszacg okoto 38 %.
Potwierdzito to hipoteze, ze by¢ moze tworzenie sie nieaktywnych czastek palladu
wptywa na niskie wydajnosci produktu (reakcje gdzie stosowang solg byt PdCl;). Reakcje
powtdrzytam (Lp. 11, tabela nr 4) tym razem zwiekszajgc ilos¢ DMF do 1 mililitra.
W nastepnym kroku zdecydowatam sie na zwiekszenie ilosci katalizatora poczatkowo z 2
% mol do 5 % mol, a nastepnie do 10 % mol (Lp. 12 A i B, tabela 4). Nie spowodowato
to znaczacych zmian, a wydajnos¢ nadal wahata sie w granicach 40%. Wprowadzenie

ligandu trifenylofosfinowego w ilosci 3-krotnie wiekszej niz octanu palladu przyczynito sie
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to do powstania bardziej efektywnego uktadu katalitycznego niz z zastosowaniem
wyfacznie TBAB, jednakze ponownie otrzymatam produkt gtéwny z podobng wydajnoscia
(40%). Przeprowadzane reakcje pilotazowe, potwierdzajg, ze reakcje sprzegania Hecka
pomiedzy 2-winylopirydynami a halogenkami heterocyklicznymi pozostaje nadal

wyzwaniem?36,

1.1.4. Otrzymywanie (E)-2-bromo-6-(2-pirydyn-2-yl-winylo)pirydyny z zastosowaniem
weglanu cezu
Kolejnym krokiem optymalizacyjnym, byta zmiana zasady na weglan cezu (Tabela
5). Weglany metali alkalicznych znajdujg zastosowanie w syntezie organicznej jako stabe
zasady i w potaczeniu z duzymi kationami, takimi jak Rb* czy Cs* przyczyniajg sie czesto do
wzrostu wydajnosci reakcji. Weglan cezu jest jednym z najczesciej stosowanych, réwniez
w reakcjach sprzegania C-C czy C-N**7. Zmiana zasady z weglanu potasu na weglan cezu,
w potgczeniu z PPhs (Lp. 15, 16, Tabela 5) i wspomaganiem mikrofalowym spowodowata
wzrost wydajnosci koricowej z 40% do 60%, tym samym zmniejszajagc powstawanie

produktu ubocznego.

Tabela 5. Optymalizacja reakcji Hecka z zastosowaniem weglanu cezu ().

Lp dibromzc;s;rydyna winylo;i-rydyna PdOAc; | Cs2C0; TBAB BIIE(H0 PPh; U b
. 0, o, 9 0,

[l ] [mol%] | [mmol] | [mmol] [mL] [mol%] | [°C] | [%]

14 1 1.25 2 1.5 1 0.5 - 120 | 33

15 1 1.25 2 1.5 1 1 6 120 >0-

60

16 1 1.25 2 1.5 0.1 1 6 120 | 60

1.2. Wydajna metoda otrzymywania (E)-2-bromo-6-[2-(pirydyn-2-yl)-
winylo)pirydyny (3) oraz analiza produktu ubocznego

Na podstawie wyzej opisanych dziatan optymalizacyjnych odnoszacych sie do reakgcji typu
Hecka w uktadach heterocyklicznych, w wyniku ktérej otrzymatam (E)-2-bromo-6-[2-
(pirydyn-2-yl)-winylo)pirydyne (3), najlepsze rezultaty osiggnetam w podejsciach 15 i 16
(Tabela 5). Jak sie okazato, kluczowe byto zastosowanie weglanu cezu (Il) oraz PPhs
w potgczeniu z octanem palladu (ll). Reakcje prowadzitam w atmosferze argonu
w reaktorze mikrofalowym (120°C, 300 W) przez 3 godziny, kontrolujac je przy uzyciu TLC.

Po oczyszczeniu, czysty produkt 3 poddawatam liofilizacji z bezwodnego benzenu
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otrzymujgc biaty proszek. Gdy produkt przybierat barwe lekko rézowg, $wiadczyto to
o pozostatosciach palladu, ktory nie zostat usuniety podczas procesu oczyszczania na zelu
krzemionkowym. W takich przypadkach podejmowatam dziatania polegajace na
przesgczeniu rozpuszczonego w tetrahydrofuranie produktu 3 przez warstwe celitu lub
poddawatam mieszaniu z weglem aktywnym. Operacje te pozwolity na uzyskanie poziomu
czystosci zwigzku 3 niewymagajgcego wykonywania wielokrotnego podczyszczania na
kolumnach chromatograficznych. Zwigzek 3 scharakteryzowatam przy uzyciu metod
spektroskopowych (NMR oraz MS). Na podstawie widm *H NMR potwierdzitam powstanie
gtéwnego produktu 3 o konformacji trans. Warto w tym miejscu zaznaczyé, iz reakcja
sprzegania Hecka jest stereoselektywna w kierunku tworzenia korzystnego energetycznie
izomeru trans. Jest to efekt oddalania sie halogenku palladu (Pd-Br) i grupy do ktérej
przytgczony byt halogen, ktére odsuwajg sie od siebie w wyniku rotacji wokét wigzania
pojedynczego. Potwierdzeniem stereoselektywnosci reakcji byta wielkos¢ statej
sprzezenia pomiedzy wicynalnymi protonami Ha i Hb (3Jirans = 15 Hz) — w przypadku

izomeru cis, stata sprzezenia wynositaby okoto 8-9 Hz (Rysunek 36).

d, 8.64 (ddd, J=4.8, 1.9, 0.9 Hz, 1H, H6)

J=156Hz

Rysunek 36. State sprzezenia pomiedzy poszczegdlnymi protonami dla zwigzku 3.

W czasie trwania reakcji sprzegania na TLC obserwowatam powstawanie dodatkowego
produktu, charakteryzujgcego sie wiekszg polarnoscig i odmiennym maksimum absorpcji
Swiatta UV w przeciwienstwie do produktu gtdwnego - «co Swiadczyto
o powstaniu zwiekszonej liczby sprzezonych wigzan podwdjnych. Poniewaz taki produkt
uboczny powstawat zawsze podczas prowadzenia reakcji, zmniejszajgc tym samym
wydajnos¢ powstawania produktu gtéwnego, postanowitam go zidentyfikowaé przy
uzyciu technik NMR oraz HRMS-ESI. Na podstawie analizy widma masowego oraz

protonowego (*H i 3C NMR) wysnutam wniosek, iz produktem ubocznym jest
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prawdopodobnie dimer, ktérego potencjalng strukture zaproponowatam na Rysunku 37.
Masa teoretyczna dimeru wynosi 362,1531 g/mol, natomiast zaobserwowana
w jonizacji dodatniej na detektorze masowym (ESI) to 363,160 m/z, odpowiadajgca masie

jonu molekularnego.

Rysunek 37. Zaproponowana struktura dimeru powstajgcego w reakcji sprzegania 2,6-

dibromopirydyny oraz 2-winylopirydyny.

Przesuniecia chemiczne protondw produktu gtdwnego i ubocznego wystepujg w tym
samym zakresie, w obszarze zwigzkédw aromatycznych (od 8.5 ppm do 7 ppm). Proton H6,
nie ulegt widocznemu przesunieciu, natomiast najwieksze zmiany obserwowatam dla
protondéw z ugrupowania winylowego. Protony Ha i Hb ulegty przesunieciu w dét pola,
podobnie jak protony z pierscieni heterocyklicznych (Rysunek 38). Przyczyna
powstawania tego produktu ubocznego, oprécz obecnosci drugiego reaktywnego miejsca
podstawienia, jest prawdopodobnie wysoka temperatura i ogrzewanie mikrofalowe.
W zastosowanych warunkach reakcji wyeliminowanie powstawania produktu ubocznego

byto niemozliwe.

(E)-2-bromo-6-(2-pirydyn-2-yl-winylo)pirydyna

|
P ‘ ‘
|

|
N NN AN

| H | M \ * I’
| .“.. | ’,_. | |. )

| ”“-)rki'ﬂub\ | l\ﬂ\ |"\,‘M\ I
/ ‘\,,, N v 'u“ “‘-,,J‘JUL o )r‘,'r"f\_\

|
L B J‘-U"I\A,, . U\M,.

8.7 8.6 8.5 8.4 8.3 8.2 8.1 8.0 7.9 7.8 7.7 7.6 7.5 74 73 7.2 71 7.0
C L (ppm)

Rysunek 38. Poréwnanie widm *H NMR produktu gtéwnego i ubocznego.
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1.3. Otrzymywanie aminoalkoholowych pochodnych (E)-2-bromo-6-[2-(pirydyn-2-
yl)-winylo)pirydyny

W celu otrzymania zwigzkéw fluorescencyjnych w postaci alkoholi (stanowig one
prekursory termowrazliwych znacznikéw), mozliwe byto podjecie dwoéch szlakow
syntetycznych. Droga A opiera sie na reakcji sprzegania pomiedzy 2,6-dihalogenowa
pochodng pirydyny, a 2-winylopirydyng, a nastepnie na przyfagczeniu N-podstawionych
aminoalkoholi. Alternatywna droga B rozpoczyna sie od arylacji egzocyklicznego atomu
azotu otrzymanego 2-(6-bromo-pirydyn-2-ylamino)-etanolu (21), a nastepnie reakcji

sprzegania Hecka w celu uzyskania finalnego produktu (Schemat 31).

\ | =
R.—- N + | o i Rl—'\ N
1 l'\ _— = — — N
N X N X
ii

i = Pd/L/IL, rozpuszczalnik, zasada

temp.pok./ogrzewanie N R
ii = R;NH(EtOH), zasada, rozpuszczalnik Rl—: .3
iii = halogenki, np. bromek benzylu KN/ Z | N\ N\/\OH

J

. R,
]
R, /R( £
\ 1
j\ 1. NH,EtOH JI X N
Z N/\/OH

2 iii X N

R; Ry, =-H, -OH, -OCH; -NO, -NH, -SO;H
R3 =-H, -CH;3 -Bn, diFBn, chinolina, piren etc.
X = halogen

Schemat 31. Drogi syntetyczne prowadzace do otrzymywania fluoroforéw.

Wedtug zaplanowanej drogi syntetycznej A, po optymalizacji parametrow reakcji
otrzymywania (E)-2-bromo-6-[2-(pirydyn-2-yl)-winylo)pirydyny (3) stanowigcej rdzen
strukturalny potencjalnych znacznikéw fluorescencyjnych, do zwigzku 3 postanowitam
przytgcza¢ aminoalkohole rdinigce sie podstawnikami w pozycji 2-N-pirydylowej
(Schemat 32). Zgodnie z zatozeniami, zmiany podstawnikdw na egzocyklicznym atomie
azotu miaty pozwoli¢ na modulacje wifasciwosci fotochemicznych oraz termolabilnych
znacznikdw na nich opartych, co opisuje w dalszych rozdziatach.
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HN/\/OH DMF, DIPEA

+ |
R 120°C
3 7:R=H 8: R=H
9: R=CHj3 10: R= CHj3
11: R=Bn 12: R=Bn
14: R= 2,4-diFBn 16: R= 2,4-diFBn
17: R= 2-chinolina 18: R= 2-chinolina

Schemat 32. Schemat reakcji przytgczania aminoalkoholu z réznymi podstawnikami w pozycji 2-N-

pirydylowej.

Reakcje substytucji nukleofilowej SnAr przeprowadzatam pomiedzy zwigzkiem
3 a pierwszo- i drugorzedowymi aminoalkoholami (7-17), w obecnosci zasady — N,N-
diizopropyloetyloaminy, ogrzewajgc mieszanine do okoto 120°C przy uzyciu reaktora
mikrofalowego (moc: 300 W). Koniec reakcji obserwowatam w momencie zaniku
substratu (kontorla TLC) po 3-4 godzinach prowadzenia reakcji. Rozpuszczalnikiem przeze
mnie uzytym byt DMF, ktéry sprzyja reakcjom substytucji nukleofilowej typu Sn2Ar,
przede wszystkim dlatego, ze nie tworzy wigzan wodorowych z biorgcym udziat w reakgji
nukleofilem. Natomiast, N, N-diizopropyloetyloamina ma za zadanie ,, oderwac¢” proton od
etanoloaminy i tym samym neutralizuje powstajacy w trakcie substytucji nukleofilowej

kwas bromowodorowy (Schemat 33).

SN

|
Br . <N ~ oH —

e
A

Schemat 33. Proponowany mechanizm substytucji nukleofilowej w pierscieniu heterocyklicznym.

W wyniku przeprowadzonych reakcji, z powodzeniem uzyskatam produkt 8 oraz 10
osiggajac wydajnosci odpowiednio 60 i 67%. Nieco nizszg wydajnos¢ (30%) udato mi sie
uzyskaé dla produktu 12 posiadajgcego grupe benzylowg w pozycji 2-N-pirydylowej, co

wynika gtéwnie z obecnej zawady sterycznej, znikomej zas w przypadku etanoloaminy
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i N-metyloetanoloaminy. Uzyskane aminoalkohole scharakteryzowatam przy uzyciu
spektroskopii magnetycznego rezonansu jgdrowego oraz spektroskopii mas. Na widmie *H
NMR kazdego z produktéw, oprdcz charakterystycznych sygnatéw pochodzacych od
zwigzku 3, pojawity sie sygnaty pochodzgce od protondw czesci etylenowej (-CH2-CH»-),
scharakteryzowane jako dwa tryplety o przesunieciach chemicznych 3.74 ppm oraz 3.47
ppm. Na widmie zaobserwowatam réwniez singlet wystepujgcy przy wartosci 5.55 ppm
odpowiadajacy przesunieciu chemicznemu grupy -OH oraz tryplet przy 5.32 ppm,
pochodzacy od grupy —NH w przypadku zwigzku nr 8. Sygnaty pochodzgce od protondw
H10 i H12 (rysunek 37) ulegty przesunieciu w gére pola: 6.58 ( d, J= 7.2 Hz, H10) oraz 6.23
(J =8.3 Hz, H12).

Dla zwigzku 10 otrzymatam krysztat, ktory zostat poddany badaniom krystalograficznym
(szczegdty w czesci eksperymentalnej). Utozenie przestrzenne atoméw i katy ptaskie

pomiedzy atomami, potwierdzity izomerie geometryczng trans uzyskanego produktu 10.

1.3.1. Otrzymywanie (E)-2-(2,4-difluorobenzylo{6-[2-(pyridin-2-yl)winylo]pyridin-2-
yl}amino)etan-1-olu (16)

Synteza zwigzku 16 byta dwuetapowa, ze wzgledu na brak dostepnosci N-2,4-
difluorobenzyloetanoloaminy i pierwszym krokiem byto otrzymanie aminoalkoholu
drugorzedowego z podstawnikiem 2,4-difluorobenzylowym w pozycji 2-N-pirydylowe;j
(Schemat 34). W tym celu mieszatam etanoloamine, bromek 2,4-difluorobenzylu oraz
N,N-diizopropyloetyloamine w temperaturze pokojowej, kontrolujgc przebieg reakcji za
pomocg chromatografii cienkowarstwowej. Po okoto godzinie zaobserwowatam catkowity
zanik substratu , a na ptytce TLC widoczne byly dwa produkty znacznie rdznigce sie od
siebie polarnosciag. Okazato sie, iz jednym z produktéw reakcji byta podwdjnie
podstawiona etanoloamina (Schemat 41, zwigzek 15), powstajaca z wydajnoscia 60%.

Z kolei oczekiwany produkt 14 otrzymatam z wydajnoscia 23 %.
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F
OH OH
Br OH EtN H/\/ N~ >
bOHNT T T +
F F F F F
F F

13 4 14: W = 23% 15: W =60%

N/\/OH
Et;N H
— F F

14: W = 45%

Schemat 34. Drogi syntetyczne otrzymywania pochodnej 16.

Powstawanie produktu ubocznego jest wynikiem duzej reaktywnosci aminy
pierwszorzedowej, stad tez reakcja nie zatrzymuje sie wytgcznie na pochodnej mono-
podstawionej, co rdéwniez wskazuje na termodynamiczng stabilnos¢ produktu 15.
W celu przesuniecia kinetyki reakcji w kierunku tworzenia produktu 14, zdecydowatam sie
na obnizenie temperatury. Reakcje prowadzitam w temperaturze 0°C przez trzy godziny
i po przereagowaniu substratu wykonatam ekstrakcje w uktadzie eter dietylowy/NaHCO3
w celu pozbycia sie nadmiaru etanoloaminy dobrze rozpuszczalnej w warstwie wodnej. Po
odparowaniu warstwy organicznej produkt rozpuscitam na gorgco w heksanie
i wytrgcatam schtadzajgc roztwér w tazni lodowej. Wydajnos¢ koncowa tym razem
wzrosta do 45%.

Kolejnym krokiem byto przytgczenie produktu 14 do zwigzku 3. W tym celu oba zwigzki
rozpuscitam w DMF dodatam N,N-diizopropyloetyloamine, a mieszanine reakcyjng
umies$citam w reaktorze mikrofalowym stosujac temperature 120°C i moc 300W (Schemat

35).
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un- " DwF, DIPEA

B ——

120°C

Schemat 35. Schemat syntezy zwigzku 16.

Poniewaz prowadzenie ogrzewania przez 16 godzin, nie spowodowato znacznego
przyrostu produktu, zdecydowatam sie na przeprowadzenie reakcji sprzegania
Buchwalda®®® C-N, stosujgc warunki reakcji zblizone do zoptymalizowanych wcze$niej dla

reakcji Hecka (Tabela 6).

Tabela 6. Warunki reakcji testowych otrzymywania zwigzku 16 na drodze sprzegania Buchwalda.

Alkohol zasada rozpuszczalnik Pd(OAc): IL/L MW W [%]
DIPEA DMF - - 120-140°C -

14 Cs2C03 DMF 2mol% TBAB/PPh3 100°C 5d: 13
Cs2C0s Toluen 2mol%  TBAB/PPh3 100°C -
DBU DCE 2mol% TBAB/PPh3 130°C -
DBU DMF 2mol% TBAB/PPh3 130°C -

W reakcji sprzegania zastosowatam octan palladu w potaczeniu z trifenylofosfing
i dodatkiem TBAB, zmieniajgc zasade z DIPEA na weglan cezu albo DBU, kierujac sie ich
réoznicami w wartosciach pKa. Uzywany w reakcji Hecka DMF, zastgpitam w dwdch
probach toluenem oraz DCE, zeby sprawdzi¢ wptyw polarnosci na jej przebieg.
Zastosowanie reakcji sprzegania C-N, miato przyczyni¢ sie do powstania oczekiwanego
produktu z wiekszg wydajnoscig i efektywnoscig niz reakcja substytucji nukleofilowej bez
zastosowania katalizatora. W zadnej z powyzszych reakcji, nie udato mi sie jednak

otrzymacd oczekiwanego produktu 16.
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1.3.2. Otrzymywanie (E)-2-((6-(2-(pirydyn-2-yl)winyl)pirydyn-2-ylo)(chinolin-2-

ylo)amino)etanolu (19)

Pierwszym krokiem w celu uzyskania zwigzku 19 byta synteza odpowiednio

N-podstawionego aminoalkoholu (Schemat 36), podobnie jak w przypadku otrzymywania

zwigzku 16.
+  HNT _ OH
N~ >Br 2 120°C N H/\/
17 4 18: W = 70%

Schemat 36. Reakcja otrzymywania zwigzku 18.

Tym razem, niezbedne byto podwyzszenie temperatury ze wzgledu na znacznie stabsza
reaktywnos¢ 2-bromochinoliny w poréwnaniu z bromkiem 2,4-difluorobenzylu.
W reakcji tej nie powstawat produkt uboczny w postaci dipodstawionej etanoloaminy, jak
w przypadku zastosowania bromku 2,4-difluorobenzylowego. Czysty 2-(chinolin-2-
ylamino)etanol (18) wyizolowatam z wydajnoscig 70% i scharakteryzowatam za pomoca
spektroskopii  magnetycznego rezonansu jgdrowego oraz  wysokorozdzielczej
spektrometrii mas (ESI).Nastepnie 18 poddatam reakcji podstawienia do zwigzku

3 otrzymujac 19 (Schemat 37).

an->CH  DMF, DIPEA |

NZ 120°C

Schemat 37. Schemat reakcji otrzymywania zwigzku 19.

Pierwsza proba polegata na zmieszaniu reagentéw 3, 18 oraz N,N-diizopropyloetyloaminy
i ogrzewaniu mieszaniny w reaktorze mikrofalowym przez 16 godzin. Poniewaz nie
zaobserwowatam powstawania docelowego produktu, zdecydowatam sie na

zastosowanie warunkéw reakcji sprzegania, z uzyciem katalizatora palladowego
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(Tabela 7). W tym celu, tacznie, wykonatam pie¢ reakcji testowych odpowiednio
zmieniajgc  zasade, rozpuszczalnik oraz  wysoko$¢ temperatury. W  Zadnej

z przeprowadzonej reakcji nie zaobserwowatam powstawania pozgdanego produktu 19.

Tabela 7. Warunki reakcji testowych otrzymywania zwigzku 19 na drodze sprzegania Buchwalda.

Alkohol Zasada rozpuszczalnik Pd(OAc)2 IL/L Mw W([%]
DIPEA DMF - - 120-140°C -
18 Cs2C03 DMF 2mol% TBAB/PPh3 100°C -
Cs2C03 Toluen 2mol% TBAB/PPh3 100°C -
DBU DCE 2mol% TBAB/PPh3 130°C -
DBU DMF 2mol% TBAB/PPh3 130°C -

1.4. Odwrotna droga syntezy

Préoby przytaczania drugorzedowych aminoalkoholi do wczesniej zsyntetyzowanego
produktu 3, pokazaty jednoznacznie, ze im wieksza zawada steryczna i zmiana charakteru
elektronowego podstawnika na egzocyklicznym atomie azotu, tym trudniej jest otrzymad
pozadany produkt. W zwigzku z czym zdecydowatam sie na odwrdcenie drogi syntetycznej
A i zaproponowatam S$ciezke B (Schemat 38), skfadajacg sie z trzech etapdw:
i) przytagczenia etanoloaminy do pierscienia pirydynowego ii) arylowania pozycji 2-N-
pirydynylowe;j iii) reakcji sprzegania z odpowiednig pochodng alkenowa. Pozwolito mi to
na otrzymanie szeregu fluoroforéw, réznigcych sie podstawnikiem w pozycji

N-pirydylowej.

X . X
| OH pirydyna /Ej\
“ * H2N/\/ N/ N/\/OH + B R

Br N Br DIPEA Br N
100-110°C
20 4 21 DMF, DIPEA
100-110°C
R
( Pd/PPh; Cs,CO3 | XX
N DMF, 120°C, MW P OH
V\OH Br N ,\t/\/
B R
12/30-35 N = 22-28

Schemat 38. Schemat drogi syntetycznej B prowadzgcej do otrzymywania fluorescencyjnych
aminoalkoholi.
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1.4.1. Otrzymywanie 2-(6-bromo-pirydyn-2-ylamino)-etanolu (21) - $ciezka B

Pierwszy etap syntez opierat sie na reakcji substytucji nukleofilowej etanoloaminy do 2,6-
dibromopirydyny. Reakcje = prowadzitam w  pirydynie z dodatkiem  N,N-
diizopropyloetanoloaminy, gdyz zauwazalnie zwiekszata ona wydajnos$¢ i szybkos¢ reakg;ji.
Zwigzek 21 otrzymatam w postaci bezbarwnego oleju, z wydajnoscia 73%
i scharakteryzowatam go za pomocg spektroskopii magnetycznego rezonansu jagdrowego
oraz wysokorozdzielczej spektrometrii mas (HRMS-ESI). Przesuniecia chemiczne protondéw
H5, H4 i H3 (Rysunek 39) wynoszg odpowiednio: 6.68 ppm (dd, J = 7.5, 0.6 Hz, H5), 7.19
ppm (dd, J = 8.2, 7.5 Hz, H4), 6.32 ppm (dd, J = 8.3, 0.6 Hz, H3) i kazdy z nich sprzega sie
z dwoma sgsiadujgcymi protonami, w efekcie czego ulegajg one rozszczepieniu na
dublety-dubletéw. Sygnat pochodzacy od grupy —NH widnieje przy 5.24 ppm (t, J = 5.7
Hz), natomiast od grupy hydroksylowej przy 3.98 ppm jako singlet. Przesuniecia
chemiczne protondw H8 i H7 sg dosc¢ zblizone: 3.78 ppm (t, J = 4.9 Hz, 2H, H8), 3.41 ppm
(td, J=5.6, 4.4 Hz, 2H, H7).

Hy
Hs A
H;
7 OH
Br” N7 N7
H  Hg

Rysunek 39. Oznaczenia atoméw wodoru w zwigzku 21.

1.4.2. Arylacja 2-pirydylowego atomu azotu

W celu otrzymania zwigzkéw réznigcych sie podstawnikiem w pozycji 2-N-pirydylowej,
uprzednio otrzymang pochodng 21 poddatam arylacji z odpowiednimi bromkami
benzylowymi. W tym celu zwigzek 21 rozpuscitam w DMF wraz z diizopropyloetyloaming,
po czym ostroznie wkraplatam bromek benzylu (Rysunek 40). Catos¢ ogrzewatam w tazni
olejowej pod chtodnicg zwrotng do maksymalnie okoto 120°C, zwracajgc uwage aby
pochodne bromkowe nie ulotnity sie z uktadu. W zaleznosci od rodzaju substratu, reakcja
trwata od kilku do kilkunastu godzin. W zadnym przypadku nie udato mi sie przeprowadzi¢
reakcji tak, by substrat 21 przereagowat w 100%, co zanizato nieco wydajnosci

powstajgcych produktéw (22-29). Dla Zwigzkéw (z wyjatkiem 29), ktére powstawaty
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w bardzo matej ilosci (Rysunek 40), nie prowadzitam dalszych reakcji, a jedynie
charakteryzowatam za pomocg spektroskopii NMR oraz wysokorozdzielczej spektrometrii

mas.

| A | X
— OH 7 OH
Br” N N7 Br” N NN
22, W = 55% 23, W = 58% I I
B ®
Br N N/\/ Br N N
24, W = 63% F E 25, W = 68%
X | N
| — OH AN~ OH
Br~ N7 N7 Br™ °N
Cl
26, W = 54% F 27, W =57%

28, W = 59% 29, W = 10% NO,

Rysunek 40. Otrzymane 2-N-podstawione aminoalkohole (droga syntetyczna B).

W wyniku powyzszych syntez otrzymatam 7 prekursoréw zwigzkéw fluorescencyjnych. Na
wydajnos¢ reakcji arylacji wptywat nie tylko stopien przereagowania substratu 21, lecz
rowniez charakter elektronowy grupy pierscienia fenylowego oraz jego potozenie, przy

czym najwiekszy wptyw zaobserwowatam w przypadku podstawnikow w pozycji
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4 pierscienia aromatycznego grupy benzylowej. Szybkos¢ reakcji, jak i wydajnosé,
zauwazalnie wzrastata w przypadku grup donujacych elektrony, jak grupa metylowa,
i finalna wydajnos$é byta réwniez nieco wyzsza w poréwnaniu do pozostatych — 68% dla
pochodnej 25 i 55% dla pochodnej 22 (Rysunek 40). W przypadku bromku
4-nitrobenzylowego, umiejscowienie grupy nitrowej w pozycji 4 (para) pierscienia
aromatycznego, znacznie obnizyto jego reaktywnos¢. Grupa nitrowa jak i halogenki
posiadajg efekt indukcyjny ujemny, wptywajg na zmniejszenie gestosci w catej chmurze
elektronowe] pierscienia aromatycznego w wyniku mezomerii. Grupa metylowa nie
wywotuje efektu mezomerycznego lecz wytacznie efekt indukcyjny dodatni, i poprzez
swojg elektronodonorowos¢ zwieksza gestos¢ elektronowg w czgsteczce, tym samym,

w przypadku reakcji substytucji, zwiekszajg reaktywnos¢ bromku benzylowego.

W reakcji podstawienia 2-bromochinoliny oraz bromku 2,3,4,5,6-pentafluorobenzylowego
do egzocyklicznego atomu azotu alkoholu 21, nie otrzymatam pozgdanych produktéw.
W przypadku 2-bromochinoliny duzg role petni efekt steryczny utrudniajgcy
podstawienie. Natomiast perfluorowany bromek benzylowy jest na tyle zdezaktywowany,

iz znaczgco hamuje reakcje substytucji do atomu azotu.

1.4.3. Reakcje tworzenia wigzania Csp2-Csp?

Ostatnim etapem w otrzymywaniu nowych zwigzkéw fluorescencyjnych, byta reakcja
sprzegania pomiedzy 2-winylopirydyng (1) oraz wczedniej zsyntetyzowanymi
aminoalkoholami (22-28). Reakcje przeprowadzitam w oparciu o zoptymalizowang reakcje
Hecka dla pochodnej 3, omdwionej w rozdziale 1.1. (Tabela 5, Lp. 16). Czas trwania
reakcji wahat sie od 2-4 godzin w zaleznosci od szybkosci zaniku substratu. Wydajnos¢
reakcji wahata sie w granicach 30-50%. Otrzymane pochodne scharakteryzowatam za

pomocg magnetycznego rezonansu jagdrowego (*H, 13C oraz '°F) i spektrometrii mas.
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30, W=28% 31, W=48%

32, W =42% 33, W=41%

34, W=43% 35,W=35%

Rysunek 41. Wzory strukturalne otrzymanych, droga B, pochodnych fluorescencyjnych.

Podczas syntezy zwigzku 31, w czasie trwania reakcji, zauwazytam powstawanie drugiego
produktu, o mniejszej polarnosci niz zwigzek docelowy. Poniewaz produkt ten powstawat
w stosunku ilosciowym 1:2 do produktu gtéwnego, postanowitam wyizolowaé go
z mieszaniny reakcyjnej oraz scharakteryzowa¢. Okazato sie, iz przesuniecia chemiczne
wiekszosci protonow produktu 31 i 31a sg bardzo zblizone, mimo, ze zwigzki te znacznie
roznig sie polarnoscig, co bylo widoczne na ptytce TLC. Poréwnanie dwdch widm

protonowych 31 i 31a pokazato, iz najbardziej znaczace rdznice przesunie¢ chemicznych
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wystepujg dla protonéw mostka metylenowego, gdzie rdéznica pomiedzy produktem 31
i 31a wynosi okoto 0,3 ppm. Widmo *H NMR 31a nie zawierato sygnatu pochodzacy od
grupy hydroksylowej przy 5,28 ppm, w zwigzku czym musiata nastgpi¢ reakcja
wewnatrzczgsteczkowej cyklizacji z udziatem grupy hydroksylowej (Rysunek 42). Po
wykonaniu widma masowego okazato sie, iz réznica pomiedzy obydwoma zwigzkami

wynosi 20,0064 g/mol, co sugeruje brak jednego atomu fluoru oraz atomu wodoru.

A

I Y
bl LT

T T
8 7 6 5 4
f1 (ppm)

Rysunek 42. Widma H NMR produktu ubocznego 31a (A) oraz produktu gtéwnego 31 (B).

Dla produktéw 31 i 31a, postanowitam wykonaé widmo fluorowe (**F NMR) (Rysunek 43).
Na widmie produktu 31 (B) widoczne sg dwa sygnaty pochodzace od dwdch réznych
atoméw fluoru potaczonych z pierscieniem aromatycznym. Atom fluoru w pozycji orto
ulega rozszczepieniu przez sgsiadujgce atomy wodoru, obserwujemy pentet o sredniej
statej sprzezenia wynoszacej 7.8 Hz a jego przesuniecie chemiczne wynosi -111.77 ppm.
W przypadku atomu fluoru w pozycji para przesuniecie chemiczne jego sygnatu wynosi -
114.25 ppm i atom ten ulega rozszczepieniu na kwartet o statej sprzezenia 8.6 Hz. Widmo
1F NMR produktu 31a upewnito mnie, iz podstawieniu ulegt jeden z atomdw fluoru, gdyz
zaobserwowatam wytgcznie jeden sygnat w postaci kwartetu o przesunieciu chemicznym
wynoszgcym -113.44 ppm i statg sprzezenia 8.2 Hz (Rysunek 43). W zwigzku z powyzszym,

zaproponowatam strukture powstatego zwigzku:
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Rysunek 43. Widmo *°F od lewej: produktu gtéwnego 31 i produktu ubocznego 31a.

Zaproponowatam rdowniez mechanizm substytucji SkAr atomu fluoru, w ktérym wolna
para elektronowa atomu tlenu grupy hydroksylowej atakuje atom wegla sp? eliminujgc
jeden z atomoéw fluoru (warunki zasadowe). W efekcie powstaje sze$ciocztonowy

pierscien heterocykliczny, z jednoczesnym odejsciem anionu fluorkowego (Schemat 39).

/ ; F
~N

0

F

\ KF Cs,CHO, = - -
R 1 — R/NL/O F R/N\/O F gN F

=N

R
“0—H

) S

Schemat 39. Proponowany mechanizm tworzenia produktu cyklicznego podczas reakgji
sprzegania C-C.

1.5. Synteza jodku (E)-2-(2-(6-((2-hydroksyetylo)(metylo)amino)pirydyn-2-yl)winylo)-
1 metylopirydyniowego

Majac na uwadze mozliwos¢ otrzymywania fluorescencyjnych soli pirydyniowych a co za

tym idzie rowniez okreslenie, ktéry z atomdw azotu w czasteczce ulegnie podstawieniu,
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uprzednio zsyntetyzowany zwigzek 10 poddatam reakcji metylacji za pomocag jodku

metylu.

Schemat 40. Schemat reakcji metylacji fluorescencyjnego aminoalkoholu (10).

Jako rozpuszczalnik, w tej reakcji, zastosowatam bezwodny acetonitryl. Po
przereagowaniu substratu, mieszanina reakcyjna z zé6ttej przybrata kolor czerwonawy, co
Swiadczyto o powstaniu soli pirydyniowej. Wydajno$é reakcji wynosita 80-90%
a czysty zwigzek poddatam analizie spektroskopowej. Na widmie 'H NMR, w poréwnaniu
do widma zwigzku 10, pojawit sie nowy sygnat przy przesunieciu chemicznym 4.36 ppm
w postaci singletu odpowiadajgcy protonom grupy metylowej przytgczonej do
endocyklicznego atomu azotu. W celu potwierdzenia miejsca podstawienia grupy
metylowej (co jest niezwykle istotne z punktu widzenia mechanizmu cyklizacji)
wykonatam serie widm dwuwymiarowych *H-1>N NMR w DMSO-d6 dla zwigzku 10 i 37

(Rysunek 45 i 46). Oznaczenia protondéw i atomdéw azotu przestawione sg na Rysunku 44.

N,
B v
N |N\ \>"on
r 1

Rysunek 44. Oznaczenia atomoéw azotu oraz protonéw zwigzku 37.

Na podstawie analizy widma dwuwymiarowego HMBC (ang. Heteronuclear Multiple Bond
Coherence) dla produktu 10, na podstawie sygnatéw korelacyjnych z protonami
oddalonymi o 3, a nawet 5 wigzan przypisatam przesuniecia chemiczne dla wszystkich
atomoéw azotu (Rysunek 45). Na widmie, sygnat pochodzgcy od atomu azotu N1 posiada
przesuniecie chemiczne wynoszace 309.53 ppm i obserwowalne s3 jego sygnaty

korelacyjne z protonami H6, H7 i H5. Sygnat pochodzgcy od atomu azotu N2
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charakteryzuje sie przesunieciem chemicznym wynoszagcym 255.78 ppm i koreluje
z protonami H8, H10 i H12. Sygnat pochodzgcy od atomu azotu N3 jest mocno oddalony
od pozostatych w gére pola, jego przesuniecie wynosi 71.63 ppm i koreluje z protonami

metylenowymi oraz grupy —CHs.
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i M2-H12 |
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N1-H5 320
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Rysunek 45. Widmo H-N HMBC zwigzku 10.

Na widmie *H-1>°N HMBC metylowej pochodnej 37 obserwowalne s3 sygnaty $wiadczace
o zmianach w przesunieciach chemicznych jednego z endocyklicznych atoméw azotu
(Rysunek 46). Sygnat atomu N3 wystepuje przy zblizonym przesunieciu chemicznym jak
w przypadku pochodnej 10, wynoszgcym 72.81 ppm posiadajgc te same sygnaty
korelacyjne. Sygnat pochodzacy od atomu azotu N2 ma rowniez zblizone przesuniecie
chemiczne wynoszgce okoto 254 ppm. Natomiast sygnat atomu azotu N1 ulega znacznej
migracji w gore pola i jest obserwowany przy wartosciach 196.46 ppm korelujgc z nowym
sygnatem pochodzacym od grupy —CHs bezposrednio do niego przytgczonej w wyniku

metylacji.
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Rysunek 46. Widmo H->N HMBC zwigzku 37.

Na podstawie wykonanych analiz widm NMR mogtam jednoznacznie stwierdzi¢, iz
alkilacja endocyklicznego atomu azotu przebiega w pozycji N1. Obserwacja ta jest istotna
dla dalszych przeksztatcen oraz zastosowan nowych zwigzkéw fluorescencyjnych, gdyz
metylacja atomu azotu N1 nie blokuje wewnatrzczgsteczkowej cyklizacji, przebiegajgcej
z udziatem atomu azotu N2 (cze$¢ literaturowa, rozdziat 1.7.2. Schemat 9), Otrzymany
aminoalkohol 37 nie zamyka réwniez drogi do badania potencjalnych termowrazliwych
i fluorescencyjnych wtasciwosci soli pirydyniowych, po ich przeksztatceniu w odpowiednie

weglany czy fosforany.
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1.6. Synteza(E)-2-bromo-4-nitro-6-(2-(pirydyn-2-ylo)winylo)pirydyny

NO,
Pd/PPh, Cs,CO
N 3, LSLU3
| o = DMF, TBAB
N —
N CI” "N” “ClI MW, 120°C
1 37

Schemat 41. Schemat reakcji otrzymywania zwigzku 38.

W celu poszerzenia biblioteki zwigzkéw fluorescencyjnych, planowatam otrzymac zwigzek
posiadajgcy grupe nitrowg w pozycji 4 jednego z pierscieni pirydyny. Pozwolitoby mi to
modulowaé¢ wtasciwosci termolabilne przysztych znacznikéw stosujac redukcje grupy
nitrowej do aminowej°’. Reakcje sprzegania chciatam przeprowadzi¢ zgodnie z warunkami
reakcji otrzymywania zwigzku 3 (Tabela 5, Lp. 16). Octan palladu (ll) oraz trifenylofosfine
rozpuscitam w bezwodnym DMF, a po 15 minutach gdy powstata zétta zawiesina dodatam
2,6-dichloro-4-nitropirydyne, TBAB, weglan cezu oraz 2-winylopirydyne. Reakcje
prowadzitam przez 9 godzin po tym czasie nie zaobserwowatam $ladéw powstawania
produktu. Zmiany parametréw reakcji, w tym podwyzszenie temperatur (do 150°C)
zwiekszenie ilo$¢ katalizatora do 10% mol, nie przyniosto pozadanych efektéw.
Obserwowalny brak powstawania zwigzku 38, jest najprawdopodobniej wynikiem
obecnosci dwéch atomoéw chloru zamiast bromu, jako znacznie gorszych ,grup
opuszczajgcych”, takze w przypadku reakcji sprzegania. Na podstawie tych obserwacji

podjetam decyzje o zaniechaniu dalszych prac w kierunku otrzymania tego potaczenia.

1.7. Synteza 2-(6-chloro-4-nitropyridin-2-ylamino)etanolu

NO, NO,
DMF
A on Mw,120C A
_ + HZN/\/ P /\/OH
Cl NN DIPEA Cl N ”
39 7 40

Schemat 42. Schemat reakcji otrzymywania zwigzku 40.
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2,6-dichloro-4-nitropirydyne (39) poddatam réwniez reakcji substytucji nukleofilowej
etanoloaming (7), w obecnosci DMF oraz N,N-diizopropyloetyloaminy. Reakcje
prowadzitam w temperaturze pokojowej kontrolujgc jej przebieg przy uzyciu
chromatografii cienkowarstwowej. Po uptywie 20 minut na TLC zaobserwowatam
catkowite przereagowanie substratu i powstanie dwdch produktéw. Jeden z nich
0 mniejszej polarnosci miat zabarwienie zétte co $wiadczyto o obecnosci grupy nitrowe;j
i prawdopodobnie powstaniu produktu 40, natomiast w duzo wiekszej ilosci (9:1) powstat

drugi produkt (40 a) (Rysunek 47).

J/OH

HN
X

7
Cl N Cl

40 a

Rysunek 47. Struktura zwigzku ubocznego powstajgcego w wyniku substytucji grupy nitrowe;j

w pierscieniu pirydyny.

Bazujac na wecze$niejszych dos$wiadczeniach oraz literaturze®3®, mogtam postawié
hipoteze, ze grupa nitrowa ulegta substytucji. Jest to zwigzane z faktem, ze grupa nitrowa
silnie wyciggajgca elektrony (EWG) aktywuje reakcje SnAr. Dodatkowo wykazuje wysokg
podatnos¢ na dziatanie czynnikdw nukleofilowych, a efekt ten jest zwiekszony poprzez
obecno$é w pierscieniu innych grup wyciggajacych elektrony. Strukture zwigzku 40a
potwierdzitam spektroskopowo oraz zaniechatam otrzymywania kolejnych pochodnych

powyzszg droge syntezy.

1.8. Synteza 2-(3-amino-6-bromopirydyn-2-ylamino)etanolu

NH, DMF NH,
B b~ _oH MW1207C B
— 7 OH
B~ >N Spr N DIPEA Br” N H/\/
M 7 42

Schemat 43. Schemat reakcji otrzymywania zwigzku 42.
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Kolejnym krokiem w celu otrzymywania nowych fluoroforéw miat by¢ zwigzek 42.
W tym celu 3-amino-2,6-dibromopirydyne (41) oraz etanoloamine (7) umiescitam
w kolbie okragtodennej w obecnosci DMF oraz N,N-diizopropyloetyloaminy. Mieszanine
reakcyjng przeniostam do reaktora mikrofalowego (120°C , 300 W). Po kilku godzinach
trwania reakcji i braku pojawiania sie produktu (42), podniostam temperature do 150°C,
co réwniez nie przyniosto oczekiwanego skutku. Podobnie jak w przypadku substytucji
drugorzedowych aminoalkoholi do zwigzku 3 (Schemat 32) przytgczenia etanoloaminy
prébowatam dokonac réwniez na drodze reakcji sprzegania Buchwalda C-N, w obecnosci
katalizatora palladowego (warunki przedstawione w tabeli 6 i 7). Niestety, zaden ze
sposobdw nie zakonczyt sie powodzeniem, a analiza mieszaniny reakcyjnej za pomocg
TLC, potwierdzata obecnos¢ wytacznie substratu 41, bez sladéw obecnosci produktu 42.
Powstate problemy sg wynikajg najprawdopodobniej z obecnosci grupy —NH,, ktéra
zwiekszajgc gestosé elektronowg w pierscieniu heterocyklicznym, zmniejsza podatnosé

miejsc 2 i 6 na substytucje nukleofilowa.

2. Pomiary fizykochemiczne

Kolejnym celem mojej pracy doktorskiej byto zbadanie wtasciwosci fotochemicznych
otrzymanych fluoroforéw (8, 10, 12 oraz 30-35) o wzorach przedstawionych ponizej

(Rysunek 48).

r Cl F
J; ;9 FJ )J,r' HIH ‘II r"r, 2
ReHom ) L
F
8 10 12 30 31 32 33 34 35
Rysunek 48. Struktury otrzymanych zwigzkdéw fluorescencyjnych.

Wynikajagce z doniesier literaturowych!?® obiecujgce wtasciwosci fotofizyczne
styrylowych oraz aminostyrylopirydynowych fluoroforéw, doprowadzity do powstania
hipotezy, ze mozliwe jest otrzymanie nowego znacznika fluorescencyjnego, bedacego

pochodng 2-pirydynylowych termolabilnych grup ochronnych (2-Py TGO). W zatozeniu,
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modyfikacje skondensowanego ukfadu pirydyn majg prowadzi¢ do uzyskania fluoroforow
cechujacych sie termolitycznym mechanizmem usuwania ze znakowanej czgsteczki, co
stanowitoby ich unikalng wtasciwo$é.*® Dodatkowo, pH-zalezno$é oraz sterowanie
termolabilno$cig 2-Py-TGO moze by¢ uzyskane poprzez wprowadzanie do struktury
znacznika fluorescencyjnego okreslonych grup funkcyjnych lub zmiane ich witasciwosci
elektronowych poprzez podejscie ,,chemical switch”>’. To, z kolei, otworzy droge do

projektowania nowej klasy responsywnych sond fluorescencyjnych.

2.1. Wyznaczanie molowego wspoétczynnika absorpcji (€)

Pierwszym z wyznaczanych przeze mnie parametrow fizykochemicznych byt
molowy wspédtczynnik ekstynkcji. Pomiary maksimum absorpcji dla kazdego ze zwigzkdéw
(8, 10, 12) zostaty wykonane wedtug procedury opisanej w czesci eksperymentalnej
(3.1.1.), a obliczenia wykonatam w oparciu o Prawo Lamberta-Beera. Srednie wartosci
wspotczynnika molowego ekstynkcji zostaty wyliczone na podstawie kazdorazowo trzech
niezaleznych pomiaréw, wykonanych dla roztworéw o wartosci absorbancji na poziomie
ponizej 0,1 (w celu unikniecia nieliniowych efektow stezeniowych). Wyniki przedstawitam
w Tabeli 8 wraz z odchyleniami standardowymi. Niemniej, interpretujac te wyniki nalezy
pamieta¢, ze inherentny bfad tej metody moze wynosi¢ nawet do 20%. W kazdym
przypadku (Tabela 8) wyznaczone wartoéci € nie przekraczaty 30000 [Mtcm-1].
Obserwowalne sg rdznice wynoszace do 10000 M-icm™, pomiedzy pochodnymi
roznigcymi sie podstawnikiem na egzocyklicznym atomie azotu. Najwyisze wartosci
zaobserwowatam dla zwigzkéw 12 — z podstawnikiem benzylowym, 32 - z podstawnikiem
metylowym w pozycji 4 grupy benzylowej oraz 34 - z podstawnikiem metylowym
w pozycji 2 i 4 grupy benzylowej. Nizszymi wartosciami charakteryzowaty sie zwigzki 8 —
bez podstawnika na egzocyklicznym atomie azotu, 35 oraz 31 — zawierajace atomy fluoru
w pierscieniu aromatycznym grupy benzylowej. Podstawniki elektronodonorowe (grupa
metylowa), przytaczone bezposrednio do egzocyklicznego azotu badz tez obecne
w pierscieniu aromatycznym grupy benzylowej, przyczyniajg sie do podniesienia wartosci
wspotczynnika ekstynkcji, zazwyczaj o kilkaset jednostek. Obecno$é grupy benzylowej,
w tym przytgczonych do niej grup stabo elektronoakceptorowych - jak halogenki,

zazwyczaj obnizato wartos¢ €. Co wiecej, odmienne wartosci molowego wspodtczynnika

114



1l. BADANIA WEASNE | DYSKUSJA WYNIKOW

ekstynkcji pomiedzy badanymi zwigzkami wynikajg z niewielkich réznic w momentach
dipolowych ich stanu podstawowego. Poréwnujgc wartosci molowego wspdtczynnika
ekstynkcji z handlowo dostepnymi znacznikami fluorescencyjnymi, dla ktérych € osigga
wartosci nawet rzedu kilkuset tysiecy M1cm™, wartosci te sg znacznie nizsze. Niemniej
jednak, moga by¢ one wystarczajgce dla réznego typu zastosowan, w szczegdlnosci jezeli

wydajnosci kwantowe tych zwigzkéw okazatyby sie wysokie.

Tabela 8. Wspdtczynniki molowe absorpcji w metanolu; C, = 10> M. Wyniki € s3 $rednig dla trzech

niezaleznych pomiaréw, a wartos¢ absorbancji dla kazdej z préb wynosita ponizej 0,1.

Zwigzek £[Mlcm? SD
8 13700 404
10 16800 402
12 29600 350
30 16600 550
31 16400 410
32 24600 480
33 20500 420
34 20800 550
35 14200 555

2.2.  Wyznaczanie wydajnosci kwantowej fluorescencji [¢r]

Wydajnos¢ kwantowa fluorescencji (¢prf) jest niezwykle istotnym parametrem
okreslajagcym z jakg efektywnoscig przebiega proces emisji fluorescencji przez badany
fluorofor. Z rzadkimi wyjatkami, ktére w wypadku tych zwigzkéw sg pomijalne,
maksymalna jej wartos¢ wynosi 1 (czyli 100%) - co oznacza, ze ilo$¢ zaabsorbowanych
przez czasteczke kwantow promieniowania elektromagnetycznego, réwna sie ilosci
kwantéw wyemitowanych w postaci fluorescencji. W tym miejscu warto nadmieni¢, iz
wydajnos¢ kwantowa jest parametrem niezaleznym od dtugosci fali wzbudzenia, dlatego
ze emisja kwantu promieniowania nastepuje z najnizszego stanu wzbudzonego Si (Reguta
Kashy). W celu okreslenia wartosci ¢r dla kazdego z otrzymanych przeze mnie zwigzkow,
wykonatam pomiar metody porédwnawczg wobec N-metyloakrydyny, ktéra posiada
pasmo absorpcji oraz emisji fluorescencji w tym samym zakresie spektralnym co badane
barwniki (doktadniejszy opis metodyki zamiescitam w czesci eksperymentalnej). Istniejg

dwa podejscia wyznaczania relatywnej wydajnosci kwantowej z zastosowaniem metody
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porownawczej. W moich pracach opieratam sie na metodzie , one point”, gdzie wydajnos¢
kwantowa jest obliczona na podstawie jednej wartos$ci emisji dla prébki badanej oraz
wzorca. Jej zaletg jest szybkos$¢ w uzyskaniu wynikdw, co jednak jest obarczone wiekszym

btedem pomiarowym (Tabela 9).

Tabela 9. *Wartosci wyznaczonych wydajnosci kwantowych (¢g) metodag poréwnawczg (wzorzec:
N-metyloakrydyna; ¢r = 0,88) dla otrzymanych zwigzkéw, w metanolu; C, = 10° M. Absorbancja
dla kazdego z pomiaréw wynosita ponizej 0,1 w celu unikniecia efektu filtra wewnetrznego.

bJasno$¢ fluorescencji zostata okreélona na podstawie iloczynu wydajnosci kwantowe;j

i molowego wspodtczynnika ekstynkcji danego zwigzku (¢r x €).

Zwiagzek s Pprx € [M*ecm™]
8 0,21 2877
10 0,11 1848
12 0,25 7400
30 0,19 2964
31 0,18 2952
32 0,15 3690
33 0,12 2460
34 0,11 2288
35 0,20 2840

Na podstawie danych przedstawionych w tabeli widoczne jest, ze wszystkie wartosci
wydajnosci kwantowych wynoszg ponizej 0,3. Do ogdlnych przyczyn obnizania wartosci
wydajnosci kwantowej (< 1) nalezg wszystkie procesy wytracania energii zanim czasteczka
wyemituje kwant promieniowania. Najwyzszg wydajnos¢ kwantowg zaobserwowatam dla
zwigzku 8 i 12, i poniewaz wartosci ¢r zwigzkdw rdznigcych sie podstawnikiem na
egzocyklicznym atomie azotu sg bardzo zblizone, mozna wysnu¢ wniosek, ze zmiany
w tym obrebie struktury majg niewielki, lecz zauwazalny wptyw na efektywno$é emisji
promieniowania. Powigzanie ze strukturg chemiczng ma by¢ moze zastosowany przeze
mnie rozpuszczalnik: wzrost statej dielektrycznej i H-donorowosci rozpuszczalnika moze
spowodowac wzrost (8, 12) lub spadek (34, 33) wydajnosci kwantowej, w zaleznosci od
struktury zwigzku. Im wiecej sprzezonych wigzan mn oraz grup donujgcych elektrony -
auksochroméw (NH,, -OH), tym wyzsza jej warto$é®t. W moim przypadku liczba atomoéw
azotu i tlenu jest zawsze taka sama, totez parametrten nie powinien mie¢ znaczenia
w wyjasnianiu réznic we fluorescencji. Wydaje sie, ze dominujgcy wplyw na wartosc

wydajnosci kwantowej majg dwa czynniki: i) gesto$¢ elektronowa na egzocyklicznym
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atomie azotu oraz ii) ruchy rotacyjne. Niemal dwukrotnie wyzszg wydajnosé¢ kwantowg
zaobserwowatam dla zwigzku 8, w poréwnaniu ze zwigzkiem 10. Mozna wyjasnic¢ to
potencjalnie tworzeniem wigzan wodorowych pomiedzy zwigzkiem 8 (odgrywajacym role
H-donorowg), a rozpuszczalnikiem i tym samym zwiekszeniem gestosci elektronowej na
atomie azotu, co nie jest mozliwe w przypadku zwigzku 10. Z kolei, wyzsza wydajnos¢
kwantowa zwigzku 12 w pordédwnaniu z 10 sugeruje, ze istotng role w tym procesie
odgrywaé moze efektywnos¢ nieradiacyjnej relaksacji poprzez rotacje grupy metylowej
(zwigzek 10), podczas gdy rotacja sztywniejszej grupy benzylowej w zwigzku 12 moze by¢
ograniczona. Podobng hipotezg o relaksacji poprzez rotacje grup metylowych mozna
takze wyjasni¢ roznice pomiedzy zwigzkiem 12 oraz 32 i 34, ale rowniez 10 i 8. Obecnos¢
podstawnikéw halogenowych w pierscieniu benzenowym takze wptywa na obnizenie
wydajnosci kwantowej odpowiednich fluoroforéw (31, 33 i 35 w poréwnaniu z 12), cho¢
brak réznic pomiedzy mono i difluorowanym podstawnikiem benzylowym sugeruje, iz
efekt ten nie jest powigzany z gestoscig elektronowag na egzocyklicznym atomie azotu.
Wptyw ten moze zatem wynika¢ z dos¢ czesto obserwowalnego efektu halogenowego,
ktory dla ciezszych atomdéw (w szczegdlnosci bromu i jodu, ale potencjalnie takze dla
chloru) nazywany jest czasem ,efektem atomu ciezkiego” i ma zwigzek z wygaszaniem

procesu fluorescencji przez wolne pary elektronowe halogenu.

Kolejng istotng rzeczg w procesie fluorescencji tej grupy zwigzkdow jest brak sztywnosci
rdzenia strukturalnego, ze wzgledu na obecnos$¢ grupy winylowej. Dzieki temu,
w stanie wzbudzonym mozliwa jest zmiana konfiguracji z trans na cis, tak jak
w przypadku stilbenu, na skutek fotoizomeryzacji, co przyczyniatoby sie do obnizenia

wydajnosci kwantowej (Schemat 44)'4%,

N — N R

R X AN
U—U

= =

Schemat 44. Prawdopodobna fotoizomeryzacja w stanie wzbudzonym analogéw stilbenu.

Co wiecej, obecno$é¢ heteroatoméw w zwigzkach zblizonych strukturalnie do stilbenu,
zmniejsza przejSciowg bariere izomeryzacji, ze wzgledu na obecnos$¢ przejsé n-m*.

W konsekwencji, dla pirydylowych analogow stilbendw, mata odlegtos¢ pomiedzy
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najnizszym stanem n-m* oraz mn-n* moze przyczynia¢é sie do zwiekszenia
prawdopodobiedstwa wzbronionego przejscia miedzysystemowego (ISC), pomiedzy
S1 i T1, obnizajacego fluorescencje. Efekt ten jest jednak prawdopodobnie poréwnywalny
dla wszystkich analizowanych zwigzkéw. W zwigzku z tym, podczas gdy moze on
odpowiadaé za generalne obnizenie wydajnosci kwantowej, nie jest on kluczowy dla
wyjasnienia réznic pomiedzy zwigzkami z tej samej serii. Niemniej, w celu doktadniejszego
zbadania wptywu procesu izomeryzacji na wydajnosé kwantowa fluorescencji,
w  przysztych  badaniach mozina dokona¢ pomiaru wydajnosci kwantowej
w rozpuszczalnikach o wiekszej lepkosci niz metanol, np. DMSO, lub/i w nizszej
temperaturze pomiaru. Dodatkowo wyznaczonym przeze mnie parametrem jest , jasnos¢”
fluorescencji (ang. molar brighteness), czyli iloczyn wydajnosci kwantowej oraz molowego
wspotczynnika ekstynkcji, na podstawie ktérego mozemy okreslic efektywnos¢
»Swiecenia” fluoroforu (Tabela 8). Dla wiekszosci otrzymanych zwigzkéw wartos¢ tego
parametru nie przekracza 3x 103 M cm™? (wyjatek stanowi pochodna 12). Poréwnujgc
uzyskane wyniki z cze$cig handlowo dostepnych fluoroforéw, wartosci te sg duzo nizsze,
(Rysunek 49) co moze obnizac ich potencjat w zastosowaniu praktycznym jako barwnika,
szczegblnie w bardziej ztozonych systemach biologicznych, lecz nie wyklucza ich

wykorzystania w badaniach in vitro.

Alexa 647 i Experiment

Calculated
Quantum dots
Beads

Au nanoclusters
Carbon dots

Manodiamonds (NV)

Manorubies
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Rysunek 49. Wyznaczone wartosci jasnosci fluorescencji dla wybranych fluoroforéw#2,
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Badanie zmian absorpcji i emisji fluorescencji w wyniku zmian polarnosci i pH

Solwatochromizm — widma absorpcyjno emisyjne

Réznice w dtugosci fali emisji, w zaleznosci od stosowanego rozpuszczalnika, moga

pokaza¢ potencjat znacznikdw jako sensoréw zmian polarnosci $Srodowiska.
W pierwszej kolejnosci dla trzech wybranych pochodnych réznigcych sie podstawnikiem
w pozycji 2-N-(8,10,12) wykonatam pomiar widm ciggtych absorpcji oraz emisji
fluorescencji w rozpuszczalnikach réznigcych sie momentem dipolowym. Chciatam tym
samym okresli¢ responsywnos¢ otrzymanych zwigzkédw i sposdb ich oddziatywania
z rozpuszczalnikami o odmiennych wtasciwosciach chemicznych i sposobie oddziatywania.
Wszystkie widma wykonywane byty w zakresie stezeri 10>-10° M, w kuwecie kwarcowej
o drodze optycznej 1 cm oraz zostaty skorygowane, w celu zniwelowania efektu filtra

wewnetrznego. Wyniki tych pomiaréw przedstawitam na Rysunku 50.
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Zwiagzek 12
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Rysunek 50. Wykresy absorpcji (po lewej) i emisji (po prawej) fluorescencji dla wybranych
pochodnych (8,10 12). C, = 10 M; widma fluorescencji skorygowane.

Analiza przedstawionych wyzej diagraméw wskazuje na réznice w intensywnosciach oraz
dtugosciach fal absorpcji oraz emisji w zaleznosci od charakteru chemicznego
zastosowanego rozpuszczalnika. Wyniki zawarte w Tabeli 10 przedstawiajg oznaczone
dtugosci fali maksimum absorpcji i emisji fluorescencji, a takze wyznaczone przesuniecia
Stokes’a w kazdym z zastosowanych rozpuszczalnikéw. Duze wartosci przesunieé Stokesa
sg pozgdanym parametrem, gdyz niwelujg re-absorpcje wyemitowanego wczesniej przez

fluorofor promieniowania.

Tabela 10. Zmiany absorpcyjno-emisyjne dla zwigzku 8, 10 i 12 wywotane polarnosciag
rozpuszczalnika.

A
. i Amaxabs e A . . Stokes shift va-
Rozpuszczalnik (Zwigzek 8) em va[ecm™]  vf[cm™] L
[nm] [nm] vf [em™]
[nm]
metanol (MeOH) 359 465 106 27855 21505 6350
acetonitryl (ACN) 356 451 95 28089 22172 5917
dichlorometan (DCM) 357 448 91 28011 22321 5690
tetrahydrofuran (THF) 360 447 87 27777 22371 5406
1,4-dioksan 360 440 80 27777 22727 5050
pirydyna 359 455 96 27855 21978 5877
365 460 95 27397 21739 5658

N,N-dimetyloformamid
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(DMF)
dimetylosulfotlenek (DMSO) 360 470 110 27777 21276 6501
woda 358 449 91 27932 22271 5661
octan etylu (AcOEt) 357 447 90 28011 22371 5640
toluen 358 445 87 27932 22471 5461
Rozpuszczalnik (Zwigzek 10) Aabs [nm] [:er:] [n?n] va[ecm?]  vf[ecm?] Stm::?::::t] Ve
metanol (MeOH) 371 485 114 26954 20618 6336
acetonitryl (ACN) 370 476 106 27027 21008 6019
dichlorometan (DCM) 376 460 84 26595 21739 4856
tetrahydrofuran (THF) 372 457 85 26881 21881 5000
1,4-dioksan 372 455 83 26881 21978 4903
pirydyna 378 473 95 26455 21141 5314
N,N-dimetyloformamid
(DMF) 375 475 100 26666 21052 5614
dimetylosulfotlenek (DMSO) 376 490 114 26595 20408 6187
woda 369 504 135 27100 19841 7259
octan etylu (AcOEt) 368 452 84 27173 22123 5050
toluen 373 457 84 26809 21881 4928
R(ozz‘:;it:::;;k Aabs [nm] [::emm] A[nm] va[ecm?] vf[ecm?] StOkchsmhf; vavt
metanol (MeOH) 370 470 100 27027 21276 5751
acetonitryl (ACN) 372 455 83 26881 21978 4903
dichlorometan (DCM) 372 440 68 26881 22727 4154
tetrahydrofuran (THF) 374 442 68 26737 22624 4113
1,4-dioksan 376 435 59 26595 22988 3607
pirydyna 376 447 71 26595 22371 4224
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N,N-dimetyloformamid (DMF) 369 451 82 27100 22172 4928
dimetylosulfotlenek (DMSO) 373 450 77 26809 22222 4587
woda 376 470 94 26595 21276 5319

octan etylu (AcOEt) 373 451 78 26809 22172 4637
Ttoluen 371 452 81 26954 22123 4831

Widma ciaggte absorpcyjne UV-Vis charakteryzowaty dwa pasma absorpcyjne
odpowiadajgce przejsciom HOMO — LUMO, z ktérych w moich rozwazaniach skupitam sie
na drugim przejsciu: m-m*, wystepujgcym powyzej 300 nm, czyli w okolicach swiatta
widzialnego, z uwagi na wieksze zastosowanie praktyczne dtuzszych dtugosci fali
w rozwoju sensoréw molekularnych. Dla réznych rozpuszczalnikdw, maksimum absorpcji
odpowiada dtugosci fali wynoszacej od 356 nm do 365 nm dla pochodnej 8 oraz od 370
nm do 378 nm dla N-podstawionych zwigzkéw 10 i 12. Rdzinice
w przesunieciach maksimum absorpcji w zaleznosci od rozpuszczalnika sg niewielkie
i wynoszg od 1 nm do 10 nm. W przypadku widm emisji réznice te sg znacznie wieksze
w zaleznosci od rodzaju rozpuszczalnika: dla zwigzku 8 od 445 nm do 470 nm, dla 10
i 12 od 457 nm do 485 nm. Najwieksze przesuniecie Stokes’a dla zwigzku 8 bez
podstawnika na egzocyklicznym atomie azotu, zaobserwowatam dla DMSO (6501 cm™)
oraz metanolu (6350 cm™), najnizsze natomiast dla 1,4-dioksanuu (5050 cm™).
W przypadku pochodnej 10, z podstawnikiem metylowym na egzocyklicznym atomie
azotu, najwyzsza wartos$¢ przesuniecia Stokes’a wystepuje dla wody (7259 cmt), DMSO
(6187 cm) oraz metanolu (6336 cm™, Rysunek 51), natomiast najnizsza dla toluenu

i THF, wynoszac 4928 cm™.
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Rysunek 51. Przesuniecie Stokesa dla zwigzku 10 w metanolu.

W przypadku zwigzku 12 i obecnos$ci podstawnika benzylowego, zaobserwowatam
najnizsze roznice pomiedzy maksimami absorpcji i emisji, ktére wynoszg dla wody
i metanolu odpowiednio 5319 cm™ oraz 5751 cm™, a dla THF i DCM: 4113 oraz 4154 cm™.
Na podstawie powyziszych obserwacji wyciggnetam wniosek, iz mniejsze wartosci
przesunie¢ w maksimach absorpcji w poréwnaniu do maksimum emisji, wskazujg na
ograniczony wptyw charakteru rozpuszczalnika na rozktad energii stanu podstawowego.
Dzieje sie tak najprawdopodobniej ze wzgledu na mniej polarng nature zwigzkéw 8-12
w stanie podstawowym, ktéra natomiast ulega zwiekszeniu w stanie wzbudzonym.
Wstepnie okreslitam takze wptyw efektu solwatacji na stan podstawowy i wzbudzony —
w ogdllnym rozrachunku wraz ze wzrostem polarnosci rozpuszczalnika nastepuje
batochromowe przesuniecie maksimum emisji fluorescencji, odpowiadajgcemu przejsciu
elektronowemu m-nt*, co skutkuje wyzszg wartoscig przesuniecia Stokes’a. Dos¢ wysoka
wartosé tego parametru (nawet do 7000 cm?) sugeruje, ze geometria stanu wzbudzonego
badanych zwigzkéw prawdopodobnie dos¢ znacznie rdéini sie od geometrii stanu
podstawowego, byé moze takie ze wzgledu na wystepowanie zjawiska przeniesienia
tadunku w stanie wzbudzonym (ang. Intramolecular charge transfer - ICT), ktore zostato
zasugerowane w przesztosci dla podobnych systemoéw [L. Zhu et al. / Journal of
Photochemistry and Photobiology A: Chemistry 311 (2015) 1-15]. Bedzie to skutkowato
wzrostem momentu dipolowego czgsteczki w stanie wzbudzonym. Trend ten sugeruje
zatem wzrost sity oddziatywan pomiedzy fluoroforem w stanie wzbudzonym,

a rozpuszczalnikiem wraz ze wzrostem jego polarnosci. Co wiecej, rdznice
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w przesunieciach emisji w zaleznosci od H-donorowosci rozpuszczalnika wskazujg na

kluczowg role oddziatywan o charakterze wigzania wodorowego pomiedzy
rozpuszczalnikiem a czasteczka. Stabilizacja stanu wzbudzonego przez rozpuszczalniki
H-donorowe jest szczegdlnie wyrazna w przypadku zwigzkéw 10 i 12 bedacych
potencjalnymi akceptorami wigzania wodorowego. Efekt ten jest, natomiast, mniej
widoczny w przypadku zwigzku 8, ktéry moze zachowywad sie jak H-donor i stad jego sita
oddziatywan z protycznymi rozpuszczalnikami jest mniej wyrazna niz w przypadku

zwigzkow 10 12.

2.3.2. Czasy zycia fluorescencji w zaleznosci od rozpuszczalnika

Dla kazdego z trzech zwigzkdw, oprécz pomiarédw widm absorpcji i emisji oraz
wyznaczenia przesuniecia Stokes’a, dokonatam pomiaru czasu zycia fluorescencji metoda
zliczania pojedynczych fotonéw (ang. Time Correlated single Photon Counting, TCSPC).

Wyniki zaprezentowane sg w ponizszej tabeli (Tabela 11).

Tabela 11. Czasy zycia zwigzkéw 8, 10 i 12, gdzie t — czas zycia fluorescencji, A — udziat czasu zycia

[%] w przypadku gdy rozktad funkcji jest wieloeksponencjalny.

Rozpuszczalnik

Zwigzek 8

Zwigzek 10

Zwiazek 12

A1=79,39%; A; =
20,60%

A1=68,85%; A, =31,15%

metanol 11=1,26;12=5,61 11=1,18;12=4,44 11=1,63;1t2=5,69
(MeOH)

A1=94,65%; A2=5,35% | A1=79,16%; A2 =20,83%; | A1=77,70%; A2 =22,30%
acetonitryl 11 =4,20;12=6,39; 1=4,79;,1.=7,64 11=3,19;12=6,56
(ACN)

A1=66,81%; A, = 33,19%

dichlorometan
(DCM)

1= 2,81; 2= 5,41

A1=63,36%; Az =

11=2,54;12=6,73

A1=81,01% Az = 18,99%

1=1,79;1.=4,98

A2=83,76% Az = 16,24%

A1=83,90% A2 = 16,10%

A1 =82,57%; A2=17,43%;

36,64%

tetrahydrofura | 11 =3,83;12=6,36 11=3,88;1.=7,85 11=2,76;12=6,71

n (THF)
A1=79,64%; Az = A1=80,46%; A, =19,54% | A1=83,80%; A> =16,19%
20,36%

1,4-dioksan T1 = 3,45; 12 = 6,83 T1 = 3,57; 12 = 8,65; T1=2,38; 12 = 6,64

A1=84,71%; Az = 15,29%
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A1=53,5%; A2=46,5%

A1=67,30%; A2 = 32,70%

Pirydyna 11=5,27;12=0,90 11=592;12=9,63 u=3,41;,1w.=7.21
A1=81,37%; Az = A1=77,02%; A> =22,98% | A1=58,46%; A>=41,54%
18,63%
N,N- T1=6,56; T1=6,52;12=9,59 11 =5,59;12=8,68
dimetyloforma
mid (DMF) A1=65,62%; A2 =34,38% | A1=68,81% A =31,19%
dimetylosulfot | t1=7,60 71 =9,08 11=8,83;12=3,42
lenek (DMSO)
A1 =53,50%; A2=46,50%
Woda 11 =1,06; T2 = 3,06 1=0,61;12=1,82 1u=4,79;uu=3,14
A1=54,94% A; = A1=79,24%; A2=20,76% | A1=78,71%; A1=21,29%
45,07%;
octan etylu 11=3,31;12=5,58 11 =3,12; 12- 6,33 11=0,78; 12 =5,67
(AcOEt)
A1=79,93% A, = 20,07% | A1=75,29%; A> =24,71% | A1=82,60%; A> =17,39%
Toluen 11=3,81;12=1,52 11=2,19;12=5,79 11=1,50;12=4,61

A1=80,35%; A2 = 19,65%

Okazuje sie, ze zanik fluorescencji badanych zwigzkéw w prawie kazdym rozpuszczalniku
jest wieloeksponencjalny, co oznacza, ze wystepuje wiecej niz jeden czas zycia
fluorescencji. Taki stan rzeczy sugeruje obecnos¢ dwdch emisyjnych form tych zwigzkéw
w badanych rozpuszczalnikach (i/lub dwdch standw wzbudzonych, z ktérych nastepuje
emisja). Krétsze czasy zycia wystepujg w przewadze dla kazdego ze zwigzkdw. Zanik
fluorescencji wynoszacy pomiedzy 1-2 ns, zaobserwowatam w przypadku
rozpuszczalnikdw polarnych protycznych (woda, metanol). Czasy zycia wynoszace od 2,5
ns do okoto 4 ns zaobserwowatam gtdownie dla rozpuszczalnikdw polarnych aprotycznych
(ACN), a takze toluenu. Wyjatkami w tej serii sg rozpuszczalniki o wiekszej polarnosci
i potencjalnie duzej sile oddziatywan zwigzku z rozpuszczalnikiem (podrozdziat 2.3.1. —
Solwatochromizm) , takie jak DMSO i DMF. W ich przypadku, dla zwigzku
8 zaobserwowatam tylko jeden dtugi czas zycia fluorescencji, co sugeruje jedng emisyjna

i relatywnie stabilng forme tego zwigzku w stanie wzbudzonym.
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2.3.3. Okreslenie oddziatywan z rozpuszczalnikiem

Zmiany w maksimum emis;ji fluorescencji s3 dowodem interakcji badanych zwigzkow ze
srodowiskiem oraz wykazujg rdéinice w przesunieciach maksimum emisji
w zalezno$ci od momentu dipolowego rozpuszczalnika. Z tego wzgledu postanowitam
blizej zbada¢ zaleznos¢ pomiedzy przesunieciem Stokes’a, a polarnoscig rozpuszczalnika.
W tym celu wykorzystatam dwa podejscia wczesniej opisane: Lipperta-Mattagi, w ktérym
wyznaczatam zaleznos¢ parametru Af czyli polaryzowalnos$ci rozpuszczalnika, od
przesuniecia Stokes’a wyrazonego w cm™. Drugie podejscie wykorzystuje parametr
Dimrotha E730, ktory rowniez odnosi sie do réznic w polaryzowalnosci rozpuszczalnikéw,
natomiast w przeciwiedstwie do pierwszej teorii, bierze pod uwage oddziatywania
specyficzne jakie mogg wystepowaé pomiedzy zwigzkiem badanym, a roztworem. Dla
kazdej serii danych przedstawionych na wykresach (Rysunek 52), wyznaczytam krzywa

regres;ji liniowej metodg najmniejszych kwadratéw.

Przesuniecie Stokes'a vs. Af - dla zwigzku 8

7000 DMSO
—_ pirydyna ¢ *
576000 | toluen AcOEt N
§ ¢ ¢ DCM ‘ ¥
Q DME  woda
— 5000 * THF
s 1,4-dioksan
T y = 2374,4x +5199,9
C 4000 R? = 0,4447
3000
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4
Af
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Przesuniecie Stokes'a vs. E;30 - dla zwigzku 8
7000
6500 . o+ DMSO MeOH
= 6000 o Acoet PLYYM ) Ac
: oluen *
g 5500 * DCM DMF woda
= 5000 o THF
? 4500 1,4'di0ksan
S 4000 y= 22,2868x2+ 4750,6
3500 R?=0,2363
3000
30 35 40 45 50 55 60 65
E.;30
Przesuniecie Stokes'a vs. Af - dla zwigzku 10
7500 woda
*
7000
6500 DMSQ met’anol
6000
1 5500 |toluen M ACN
£ 5000 | ¢e DMF
2 DCM
Y 4500 1,4-dioksan
? 4000 y =4971,1x + 4443,6
8 3500 R?=0,5453
3000
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4
Af
Przesuniecie Stokes'a vs. E;30 - dla zwigzku 10
7500
7000 woda
6500 DMSO o
F"E 6000 Metanol
o 5500 THEF
_— toluen
.,?_ °000 o AcOEt DM
g 4500 1,4-dioksan Ac
4000
3500 y =84,175x + 1922,4
R?=0,8956
3000
30 35 40 45 50 55 60 65
E;30
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Przesuniecie Stokes'a vs. Af - dla zwigzku 12

6000 Metanol
4
5500 o Woda
R DMF
. 5000
£ o AcOEt
(8] oluen
— 4500 DCM ¢ ACN
"; ‘ ] DMSO
& 4000 @ Y pirydyna
> THF
L 4
3500 1,4-dioksan y = 3081,5x + 3932
2 _
3000 R%=0,3481
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4
Af
Przesuniecie Stokes'a vs. E;30- dla zwigzku 12
6000
¢ Metanol
5500
*
= 5000 toluen woda
'E * AcOEt
o .
= 4500 —
z . pl‘ry yna DMSO
S 4000 THF DCM
*
3500 L 4-dioksan y = 50,578x + 2438,8
R?=0,5371
3000
30 35 40 45 50 55 60 65

E,30

Rysunek 52. Wykresy zaleznosci przesuniecia Stokes’a od parametréow polarnosci rozpuszczalnika,

wg. parametru polaryzowalnosci Lipperta-Mattagi (Af) oraz Dimrotha (E+30).

Dla zwigzku 8 i 10 i 12 dopasowanie wobec parametru Af i Er30 jest niewielkie (R? < 0,5,
z wyjatkiem zwigzku 10 i zaleznosci wobec parametru Er30), co wskazuje, ze
polaryzowalno$é rozpuszczalnika niewystarczajgco precyzyjnie charakteryzuje rodzaj
wystepujacych oddziatywan z czasteczka badang. Dla zwigzku 10 wieksze dopasowanie
wystepuje dla parametru Dimroth’a, co w wiekszym stopniu wyjasnia udziat oddziatywan
specyficznych w przesunieciu Stokes’a. Dla zwigzku 12 parametr Dimrotha rdwniez

wskazuje na znaczny wptyw oddziatywan specyficznych z rozpuszczalnikiem, ale jest on w
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duzym stopniu nieuporzadkowany. W kazdym przypadku natomiast widoczne sg znaczne
odchylenia od liniowosci, co wskazuje na udziat innych oddziatywan, nie opisanych w.w.
parametrami (jak np. dipol-dipol, dyspersyjnych, etc.), ktérych rodzaju nie jestesmy
w stanie okresli¢ na podstawie tych dwdch zaleznosci. Zdecydowatam sie zatem na
zastosowanie zaleznosci przesuniecia Stokes’a od: parametréw Hansen’a i Kamlet-Taft’a.
Parametry Hansen’a okreslaja wptyw: dD — czyli sit dyspersyjnych, dP — czyli
oddziatywania dipol-dipol, dipol-dipol indukowany oraz dH — wigzan wodorowych.
Natomiast parametry Kamlet-Taft’a to: a— wptyw H-donordéw, B — wptyw akceptordow
protonu, *— polarnosé. Dla kazdego zwigzku (8-12) wyznaczytam zalezno$¢ przesuniecia
Stokes’a od poszczegdlnego parametru, a wszystkie wykresy zostaty umieszczone w czesci
eksperymentalnej (Wykresy 1-21). Na podstawie otrzymanych danych (1-21, czes¢

eksperymentalna, 2.2. Spektrofluorymetria) mozna wysnué nastepujace wnioski:

- dla zadnego z wykresdéw nie zaobserwowatam prostych zaleznosci dla poszczegdlnych
parametrow, ze wzgledu na ztozonos¢ oddziatywan pomiedzy zwigzkami

a rozpuszczalnikiem

- dla wody obserwowalne sg najwieksze odstepstwa od liniowosci, ze wzgledu na jej
charakter kwasowy (wiekszy niz np. dla metanolu), powodujgc potencjalnie czesciowa

protonacje czgsteczki na endocyklicznym atomie azotu
- parametry Hansena oraz Kamleta- Tafta:

i) wptyw sit dyspersyjnych na emisje fluorescencji maleje w szeregu 12>10>8
(czes¢ eksperymentalna, Wykresy 2, 9 i 16, parametr dD)

ii) najwiekszy udziat oddziatywan dipol-dipol, dipol-dipol indukowany
wystepuje w przypadku zwigzku 10 z rozpuszczalnikami jak octan etylu,
DMSO, pirydyna (czes¢ eksperymentalna, wykres 10 , parametr dP). Dla
zwigzku 8 i 12 oddziatywania dipolowe nie wyjasniajg jednoznacznie rdznic
w przesunieciach Stokes’a (R? < 0,5, cze$¢ eksperymentalna, Wykres 3 i 17)

iii) dopasowanie parametru okres$lajgcego udziat wigzan wodorowych
w oddziatywaniach rozpuszczalnikéw z substancjami rozpuszczonymi (dH)
jest zdecydowanie najlepsze dla zwigzku 10 (R*> = 0,7, cze$é

eksperymentalna, Wykres 11), natomiast dla pochodnej 12 (R? = 0,3,
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Wykres 18) i 8 (R? = 0,03, cze$¢ eksperymentalna, Wykres 4), brak jest
zauwazalnych trendéw. Wskazuje to, ze H-donorowos¢ rozpuszczalnika ma
duze znaczenie w oddziatywaniach ze zwigzkami posiadajgcymi podstawnik
na egzocyklicznym atomie azotu. Znikome dopasowanie parametru dH dla
zwigzku 8 moze wskazywa¢ na H-donorowy charakter oddziatywania
zwigzku z rozpuszczalnikiem. Potwierdzeniem tej obserwacji jest zaleznosé¢
przesunie¢ Stokes’a w odniesieniu do parametru B (akceptor protonu) i *
(polarnosé), ktéry wskazuje na duzg site oddziatywania H-akceptorow ze
zwigzkiem 8 (czes¢ eksperymentalna, Wykresy 6 i 7), natomiast znikomga na
analogi 10 (czes$¢ eksperymentalna, Wykresy 13 i 14) oraz 12 (czesé
eksperymentalna, Wykresy 20 i 21).

2.3.4. pH-wrazliwos¢

Zwigzki pirydyny, ze wzgledu na obecno$é atomu azotu, podatne sg na protonacje (pKa

w poblizu 5,5) i w zwigzku z tym mogg wykazywaé silne zmiany wobec zmian w pH

srodowiska. W celu okreslenia pH-wrazliwosci dokonatam pomiaru absorpcji oraz emisji

dla zwigzkéw 8, 10 i 12, w zakresie pH od 2-12. W celu uzyskania odpowiedniego zakresu

pH uzywatam roztworu buforu fosforanowego (zakres pH=5.8-7.4), natomiast dla

uzyskania wartosci ponizej pH=5 i powyzej pH=8 przekraczajac jego pojemnosé buforowa

- dokonujgc zmian odpowiednio kwasem H3POs lub NaOH. Maksima absorpcji i emisji

przedstawitam w Tabeli 12.

Tabela 12. Wartosci maksimum absorpcji i emisji dla zwigzkéw 8, 10i 12 w zaleznosci od pH.

pH Aabs[nm] 8  Aem[nm] 8 Aabs[nm] 10 Aem[nm] 10  Aabs[nm] 12 Aem[nm] 12
2 376 485 385 515 382 500
3 374 460 383 490 382 470
4 369 450 376 472 380 460
5 365 448 373 475 378 470
6 362 450 373 490 372 480
7 361 470 368 501 371 490
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8 358 480 371 502 372 492
9 353 480 371 504 372 490
10 353 480 371 505 368 490
11 352 478 370 505 368 490
12 352 478 370 504 370 495

Podobnie jak w przypadku okreslania zmian w profilach absorpcyjno-emisyjnych
w zaleznosci od polarnosci rozpuszczalnika, réwniez w przypadku zmian pH widoczne s3
takie réznice. Dla wszystkich trzech zwigzkéw, maksima widm absorpcji przesuwaja sie
w kierunku batochromowym wraz ze wzrostem kwasowosci (czyli obnizaniem pH). Dla
zwigzku 8, rdznica miedzy maksimum absorpcji w pH 12 i pH 2 wynosi 24 nm,
(odpowiednio 352 i 376 nm), dla zwigzku 10 A = 17 nm (368 i 385 nm,) a dla zwigzku 12
zmiana jest najmniejsza i wynosi 14 nm (368 nm w pH 12 i 382 nm w pH 2). Co wiecej,
zmiany w maksimach widm emisji tych zwigzkéw w zaleznosci od pH sg bardziej ztozone.
W wyniku obnizania pH najpierw dochodzi do przesuniecia hipsochromowego
w maksimach widm emisji tych zwigzkéw miedzy pH 8 i 4, dla zwigzku 8 z 478 nm dla pH
12 do 448 nm dla pH 5, dla zwigzku 10 z 504 nm w pH 12 na 472 nm w pH 3 oraz dla
zwigzku 12 z 495 nm dla pH 12 do 460 nm w pH 3. Nastepnie, dalsze obnizanie pH do
2 prowadzi do ponownego przesuniecia tym razem w kierunku batochromowym do
podobnych, cho¢ nie identycznych wartosci, jak w przypadku pH 12 (tj. do 485 nm dla
zwigzku 8, 515 nm dla zwigzku 10 i 500 nm dla zwigzku 12). W efekcie, mamy do czynienia
takze ze zmianami w przesunieciach Stokesa, ktére wahajg sie od 127 nm (480 nm— 353
nm) do 81nm (450 nm — 369 nm dla 8, od 134 nm (505 nm — 371 nm) do 96 nm (472 nm —
376 nm) dla zwigzku 10 i od 125 nm (495 nm — 370 nm) do 80 nm (460 nm — 380 nm) dla

zwigzku 12.

Pordwnanie absorpcji z widmami emisji wskazuje na wieksze i bardziej dramatyczne
zmiany stany uprotonowania zwigzkéw w stanie wzbudzonym i silniejszy wptyw

rozpuszczalnika. W stanie podstawowym mamy zatem prawdopodobnie jednoetapowy
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proces protonowania w.w. zwigzkdw (co réwniez pokazujg krzywe miareczkowania,
(Wykresy 22-27, czes¢ eksperymentalna, 2.2. Spektrofluorymetria). W przypadku stanu

wzbudzonego obserwujemy przynajmniej dwa etapy zmian w protonowaniu czgsteczek.

Na podstawie wykreséw zaleznosci najwiekszych zmian absorpcji W Amin oraz Amax od pH
srodowiska wyznaczytam pKa dla wybranych analogéow 2-Py TGO: 8, 10 i 12,

a uzyskane wyniki zebratam w Tabeli 13.

Tabela 13. Wyznaczone pKa dla zwigzkéw 8-10.

Zwigzek pKa teoret. pKa ekp.

8 6,2 6,1+/-0,3
10 6,0 59+/-0,3
12 5,9 59+/-0,3

Wprowadzenie modyfikacji na egzocyklicznym atomie azotu, ma niewielki wptyw na
wartos¢ pKa. Najwyzszg wartos$é osiggamy dla zwigzku 8 (-NH), a najnizszg dla 12 (-NBn).
Wyniki eksperymentalne pordwnatam z wartosSciami teoretycznymi wyznaczonymi
w programie ChemAxon uzyskujgc wysoki stopien zbieznosci. Pomimo, iz widma emisji
fluorescencji wykonywane byty w buforze o zmiennej sile jonowej, lecz tym samym
sktadzie, to dla wiekszosci przypadkdow musiatam przekroczyé wartos¢ pojemnosci
buforowej. Zdecydowatam sie na to, aby unikng¢ stosowania buforéw rdéznigcych sie sitg
jonowa i sktadem chemicznym, gdyz mozie mieé toznaczacy wptyw na wydajnosé
kwantowg fluorescencji, co znaczgco zmniejszytoby wiarygodnos¢ wyznaczania pKa
w stanie wzbudzonym. Dostosowywanie pH roztworu przed pomiarami, z uzyciem kwasu
fosforowego (V) lub NaOH, zmniejszato stabilnos¢ danego pH, ale niwelowato efekt
powstawania oddziatywan specyficznych skfadnikéw buforu oraz badanej substancji
w stanie wzbudzonym. pK, stanu wzbudzonego wyznaczatam na podstawie cyklu
Forstera'#3, ktéry wykorzystuje rdinice energetyczng pomiedzy stanem podstawowym,
a singletowym stanem wzbudzonym skoniugowanego kwasu i zasady, ktéra moze byc¢
przedstawiona jako réznica w zmianach entalpii réwnowagi kwasowo zasadowej w stanie

podstawowym i wzbudzonym (Rysunek 53).
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B*

AEA = --------_1— S

Rysunek 53. Powyzszy diagram ilustruje ilos¢ energii jaka jest potrzebna aby czgsteczka przeszta
ze stanu podstawowego SO (AEa i AEg) do stanu wzbudzonego S1 oraz ilos¢ energii niezbedng do
oderwania protonu aby czgsteczka przeszta w forme zasadowg (AH i AH*). Litera A oznacza forme

sprotonowang, B — deprotonowana.

Tabela 14. pKa w stanie wzbudzonym wyznaczone z widm emisji fluorescencji.

Zwigzek pKa* (exp)
8 8,15+/0,01
10 7,69 +/0,01
12 7,43 +/ 0,01

Na podstawie uzyskanych wynikéw widoczne jest, iz pKs w stanie wzbudzonym osigga
wyzszg wartos¢ od pKs, stanu podstawowego o okoto dwie jednostki. Najwyzsza wartos¢,
podobnie jak w pK, stanu podstawowego, zostata zaobserwowana dla pochodnej bez
podstawnika na egzocyklicznym atomie azotu (8). Kazda z czgsteczek w stanie
podstawowym posiada pK; nizsze niz w stanie wzbudzonym, co oznacza, zie
prawdopodobnie réznica entalpii stanu podstawowego jest mniejsza niz stanu
wzbudzonego. Zwiekszenie pKa* wyznaczone eksperymentalnie moze oznaczaé, ze
czasteczka jest silniejszg zasadg w stanie wzbudzonym, zatem fatwiej ulega protonacji na
endocyklicznym atomie azotu. Protonacja grupy pirydynylowej powinna rdéwniez
ogranicza¢ dezaktywacyjny efekt przejscia n-n*, a co za tym idzie — zwiekszac potencjalnie

udziat radiacyjnych przejs¢**4. Wynika to z faktu, ze jezeli proton utworzyt kompleks
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z atomem azotu, to zwiekszy on energie najnizszego stanu n-nt*, nie wptywajgc na stan -

T[*

Na podstawie otrzymanych wartosci zaniku fluorescencji w réznym pH (Tabela 12),
jednoznacznie wida¢, iz w pH kwasnym czas zycia jest najkrétszy. Bardzo krétki czas zycia
jest przyczyng izomeryzacji i/lub wygaszania fluorescencji w wyniku protonacji —
w pH 2 istnieje w petni sprotonowana forma kazdego ze zwigzkéw, charakteryzujgca sie
pojedynczym, bardzo krétkim czasem zycia (okoto 0,2 ns). Natomiast w przypadku pH
obojetnego i zasadowego (pH 12), prawdopodobnie wystepuje mieszanina formy
sprotonowane] i niesprotonowanej, co pokazujg dwa czasy zaniku fluorescencji

(z czego udziat krétkiego czasu zycia jest najwiekszy).

Tabela 15. Czasy zycia fluorescencji dla zwigzku 8,101 12 w pH 2, 7i 12.

pH Zwiagzek 10 Zwigzek 8 Zwiazek 12

2,0 1=0,10 11=0,21 11=0,16

7,0 1.=0,58;12=1,61 1=0,73;12=1,90 1 =1,069;12=3,76
A1=78%; A2=22% A1=69%; A2=31% A1 =86%; A= 14%

12,0 1.=0,54;12=1,44 11=0,52;12=1,15 1=0,57;12=1,53
A1=77%; A2=23% A1=69%; A2=31% A1=71%; A2=29%

3. Synteza weglanow nukleozydéw oraz badanie szybkosci termocyklizacji
Na podstawie dotychczasowych badan, wiadome jest, ze

2-aminopirydynylowe petnigce funkcje ochronng grup hydroksylowych, estrowych lub
fosforanowej ulegajg reakcji wewnatrzczgsteczkowej cyklizacji pod wptywem temperatury
w okreslonym pH (czes¢ literaturowa, rozdziat 1.7.1.).W wyniku tego procesu tworzy sie
produkt bicykliczny 47 (Schemat 52) o charakterystycznym profilu absorpcyjno-emisyjnym
oraz wolna grupa funkcyjna. Produkt bicykliczny, ze wzgledu na jego jonowy charakter,
mozna tatwo zidentyfikowaé oraz odseparowaé od pozostatych sktadnikow mieszaniny.

,,Sitg napedowyq” reakcji cyklizacji jest nukleofilowos¢ pirydynowego atomu azotu, stad tez
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modyfikacje pierscienia pirydyny oraz egzocyklicznego atomu azotu, w zaleznosci od
charakteru elektronowego grup funkcyjnych, wptywajg na przyspieszenie Ilub
spowolnienie tej reakcji. Podczas swoich badan zatozytam, ze rozbudowa struktury 2-Py
TGO w celu uzyskania wtasciwosci fluorescencyjnych, moze wptywac na szybkosé procesu
termo usuwania ze znakowanej czgsteczki, ze wzgledu na wieksze usztywnienie struktury
oraz zmiany w rozkfadzie gestosci elektronowej pochodnych 2-aminopirydylowych.
W celu weryfikacji postawionej hipotezy, przeprowadzitam badania polegajgce na
okresleniu szybkosci odtgczania jednego z wczesniej otrzymanych fluoroforéw
(E)- 2- {metylo- [6- (2-pirydyn-2-yl-winylo) -pirydyn-2-yl)aminoetanolu (10) od
modelowego nukleozydu jakim byfa 3’-O-acetylowana tymidyna za pomocag tgcznika
weglanowego. Badania miaty na celu: i) potwierdzenie termolabilnych wtasciwosci formy
weglanowe] fluoroforu 10 ii) wyznaczenie temperatury granicznej, w ktérej nastepuje
odtgczenie fluoroforu od znakowanej bioczgsteczki iii) okreslenie maksymalnej szybkosci

odblokowania w najwyzszej temperaturze granicznej wynoszacej 90°C.

3.1. Synteza 3’-O- acetylo-5'-(2- {metylo- [6- (2-pirydyn-2-yl-winylo) -pirydyn-2-yl) —
aminoetyloksykarbonylo tymidyny (10)

Aminoalkohole 2-PyTGO nie wykazujg witasciwosci termolabilnych (sg jedynie
prekursorami termowrazliwych grup) i dopiero ich przeksztatcenie np. w forme
weglanowg lub fosforanowg pozwala badac ten proces. Dlatego tez, (E)- 2- {metylo- [6-
(2-pirydyn-2-yl-winylo) -pirydyn-2-yl)aminoetanol (10), przeksztatcitam w niesymetryczny
weglan przeprowadzajac reakcje 1,1’-karbonyldiimidazolu z modelowym nukleozydem:
3’-0O-acetylowang tymidyng, a nastepnie z zwigzkiem 10, wedtug procedury opisanej
w czesci eksperymentalnej (Schemat 45). Zastosowanie 3’-O-acetylowanej tymidyny ma
dwie podstawowe zalety. Po pierwsze dzieki obecnosci grupy acetylowej
zdezaktywowana jest reaktywnos¢ grupy 3’-hydroksylowej rybozy, co pozwala na
selektywng aktywacje wytgcznie grupy 5-OH. Po drugie, zasadolabilna grupa acetylowa
jest wewnatrzczgsteczkowym standardem, posrednio informujgcym czy fluorofor
usuwany jest wg mechanizmu termocyklizacji (grupa acetylowa pozostaje na swoim

miejscu) czy tez w wyniku hydrolizy (grupa acetylowa ulega hydrolizie).
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Schemat 45. Synteza weglanu 3’-O-acetylowanej tymidyny z przytagczonym fluoroforem na grupie

5’-hydroksylowej oraz mechanizm wewnatrzczgsteczkowej cyklizacji.

Synteze niesymetrycznego weglanu 46 mozina przeprowadzi¢ dwiema dwuetapowymi
drogami:

A) pierwsza polega na aktywacji grupy 5’-hydroksylowej nukleozydu 1,1’-
karbonylodiimidazolem a nastepnie w obecnosci TMG rekacji z aminoalkoholem.

B) w drugiej, najpierw przeprowadzamy aktywacje grupy hydroksylowej aminoalkoholu
a nastepnie prowadzimy reakcje z wolng grupag hydroksylowa nukleozydu, réwniez
w obecnosci TMG. Z doswiadczenia wynika, ze kolejno$¢ prowadzonej syntezy, jest istotna
dla réznych klas pirydynyl-2-ylowych aminoalkoholi. W przypadku przeprowadzanych
przeze mnie reakcji zdecydowatam sie na droge A i otrzymanie w pierwszej kolejnosci
karbaminianu nukleozydowego (45) aby w nastepnym kroku przytgczyé zwigzek 10.

Gtéwna przyczyng takiego wyboru, byt fakt, iz aktywacja grupy hydroksylowej alkoholu
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powodowata powstawanie produktu ubocznego, bedacego symetrycznym weglanem
(dimeryzacja) sktadajgcym sie z dwdch czasteczek zwigzku 10 (Rysunek 54). Wynik taki
potwierdzitam za pomocg analizy masowej metodga ESI. Ze wzgledu na duzg reaktywnos$é
1,1’-karnonylodiimidazolu,  powstawanie  dimeréw jest czestym  zjawiskiem,
przyczyniajgcym sie do obnizania wydajnosci reakcji. Dobdér odpowiedniej ilosci
ekwiwalentow 1,1’-karbonyldiimidazolu, zmniejszat ilo$¢ powstajgcego produktu
ubocznego tylko w przypadku pierwotnej aktywacji grupy 5-hydroksylowej nukleozydu,
tak jak na schemacie 52. Kolejng z istotnych obserwacji podczas syntezy weglanu 46 byt
fakt, iz reakcje nalezato prowadzi¢ przez maksymalnie dwie godziny, gdyz po tym czasie
powstajgcy w reakcji weglan zaczynat ulega¢ rozpadowi (do produktu cyklicznego oraz
acetylowanej tymidyny). Przeciwdziatanie w postaci obnizenia temperatury wprawdzie
zmniejszato rozktad weglanu 46, ale znaczgco wydtuzato czas niezbedny do catkowitego

przereagowania substratéw.

dimer alkoholu 10

Rysunek 54. Struktura dimeru tworzgcego sie w czasie trwania reakcji przytagczania aminoalkoholu

do grupy 5’-OH nukleozydu.

3.2 Szybkos¢ termocyklizacji

W celu przebadania wfasciwosci termolabilnych otrzymanego weglanu 46,
w kontekscie projektowania potencjalnych termowrazliwych znacznikow
fluorescencyjnych, przeprowadzitam badanie procesu cyklizacji, okreslajgc zalezno$é
szybkosci powstawania produktéw (lub ubytku substratow) w funkcji czasu w okreslonej
temperaturze i statym pH oraz w funkcji temperatury w zadanym czasie i statym pH.
Rozpuszczony weglan nukleozydu, ogrzewatam w okreslonej temperaturze, a przebieg
reakcji kontrolowatam za pomocg wysokosprawnej chromatografii cieczowej, Jako
medium reakcji wybratam bufor fosforanowy z dwéch powodéw: pH buforu jest bliskie

neutralnemu i wynosi 6.86 (w pH kwasnym nastepuje protonacja endocyklicznego atomu
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azotu i zahamowanie procesu cyklizacji®’ oraz cechuje go duza stabilno$¢ w szerokim

zakresie temperatur.

3.2.1. Wyznaczenie szybkosci termocyklizacji w funkcji czasu

Zwigzek 46 po rozpuszczeniu w buforze poddatam ogrzewaniu w temperaturze (90°C),
aby okresli¢ najkrétszy czas w ktérym mozna skutecznie usung¢ znacznik bez naruszenia
struktury znakowane] bioczgsteczki. Temperatura 90 °C zostata okreslona jako
maksymalna z dwéch powoddw: po pierwsze jest to najwyzsza temperatura, w ktérej nie
zachodzi depurynacja nukleozydu (w przypadku zastosowania guanozyny lub adenozyny)
oraz po drugie stosowany roztwor jest roztworem wodnym, a temperatura wyzsza niz
90°C spowodowataby jego wrzenie. Otrzymane wartosci szybkosci
wewnatrzczasteczkowej cyklizacji w funkcji czasu pokazaty jednoznacznie, iz catkowite
odfgczenie zwigzku 10 od nukleozydu, w temperaturze granicznej 90°C i pH 6.86,

nastepuje juz w przeciggu 15 minut (Wykres 28).

100
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60
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20

ilo$¢ znakowanego
nukleozydu [%]

0 5 10 15 20

czas [min.]

Wykres 28. Proces odfgczania znacznika od 3’-O-acetylowanej tymidyny w funkcji czasu. OSy
obrazuje stopniowy zanik zwigzku wyjsciowego 46.

Zaprezentowane chromatogramy (Rysunek 55) przedstawiajg rezultaty analiz HPLC, na
ktérych widoczne jest przeksztatcenie weglanu nukleozydu (czas retencji 13,54 min.) do
3’-0O-acetylowanej tymidyny (czas retencji 8,5 min) oraz produktu cyklicznego (czas
retencji 9.6 min). Rysunek 54 przedstawia wyniki trzech analiz: przed rozpoczeciem
ogrzewania (chromatograf a), w trakcie ogrzewania (t = 5min, chromatograf b) oraz

analize wykonang po 10 minutach (chromatograf c) gdzie zaobserwowano 90% zanik
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weglanu 46. W 15 minucie ogrzewania (chromatograf d) nastgpito 100% odfaczenie
znacznika od nukleozydu, jednakze zaobserwowatam niewielki sygnat przy czasie retencji
7.6 minuty$wiadczacy o postepujgcej deacetylacji tymidyny (chromatograf d) (Tabela 16).

Proces ten jest najprawdopodobniej wynikiem powolnej hydrolizy grupy acetylowe;j.

Tabela 16. Czasy retencji poszczegdlnych sktadnikéw analizy HPLC.

Czas retencji [min.]

7,6

Tymidyna

a) chromatogram ilustrujgcy czas retencji weglanu 46 w temperaturze 20°C

mAU
1000 ’
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46
500 H
250 \
‘L
o N SN |
———————tt———t—t—t ettt
0.0 25 5.0 75 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 225 25.0 275  min

b) chromatogram ilustrujacy czasy retencji zwigzkéw w mieszaninie reakcyjnej: analiza wykonana
po 5 minutach ogrzewania w temperaturze 90°C

A
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c) chromatogram ilustrujacy czasy retencji zwigzkéw w mieszaninie reakcyjnej: analiza wykonana
po 10 minutach ogrzewania w temperaturze 90°C

mAU
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] 43 |
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0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 22.5 25.0 27.5 min

d) chromatogram ilustrujgcy czasy retencji zwigzkdw w mieszaninie reakcyjnej: analiza wykonana
po 15 minutach ogrzewania w temperaturze 90°C
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Rysunek 55. Chromatogramy przedstawiajgce analizy HPLC w trakcie prowadzenia procesu
termocyklizacji w funkcji czasu.

3.2.2. Wyznaczanie szybkosci termocyklizacji w funkcji temperatury

Po okresleniu, najkrotszego z mozliwych, czaséw niezbednych do usuniecia fluoroforu ze
znakowanej bioczgsteczki, rozpoczetam badania nad wyznaczeniem najnizszej mozliwej
temperatury, w ktérej nastepuje catkowite odtgczenie znacznika. W tym celu wybratam
czas 2 godzin (jest to sredni czas przygotowania i obrdébki znakowanych kwasdow
nukleinowych). Wykonatam, analogiczny do poprzedniego, eksperyment tym razem
ogrzewajac weglan 46 w zmiennych temperaturach (25, 30, 40, 50, 60 °C), przy statym
czasie (2 godziny) i statym pH (bufor fosforanowy pH=6.86). Na Wykresie 3 przedstawione
sg wyniki okreslajgce zaleznos$¢ szybkosci reakcji cyklizacji od zmiany temperatury. Na

podstawie uzyskanych danych mozna wysnué¢ wniosek, ze juz w temperaturze 30°C
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nastepuje widoczne przyspieszenie procesu termocyklizacji, a dwugodzinne ogrzewanie
w temperaturze 60°C, pozwala na catkowite usuniecie barwnika z 3’-O- acetylowanej
tymidyny (Wykres 29). W zwigzku z powyzszym mozna zatozy¢, iz temperatura okoto 20°C

jest temperaturg optymalng do manipulowania znakowanymi czgsteczkami.
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Wykres 29. Proces cyklizacji weglanu 3’-O-acetylowanej tymidyny w funkcji temperatury. OSy

obrazuje stopniowy zanik zwigzku wyjsciowego (46).

Na przedstawionych chromatogramach (Rysunek 56) wida¢ réwniez, iz podniesienie
temperatury do 30°C i ogrzewanie zwigzku przez dwie godziny, spowodowato
przyspieszenie procesu cyklizacji. W temperaturze 30°C (chromatogram a) i 40°C
(chromatogram b) widaé jeszcze dos¢ intensywny sygnat pochodzacy od weglanu 46,
jednak obserwowany jest réwniez sygnat o czasie retencji wynoszagcym 9,6 minuty, co
odpowiada produktowi cyklicznemu oraz 8,6 minuty pochodzacy od acetylowanej
tymidyny z wolng grupg 5’-hydroksylowg (Tabela 16). W temperaturze 50°C
(chromatogram c¢) wida¢ znaczacy przyrost sygnatu pochodzgcego od acetylowanej
tymidyny w stosunku do weglanu, a w temperaturze 60°C (chromatogram d) praktycznie
caty weglan ulega rozktadowi do produkty cyklicznego (47) oraz acetylowanej tymidyny

(43).
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a) chromatogram ilustrujgcy czasy retencji zwigzkéw w mieszaninie reakcyjnej: analiza wykonana
po 2 godzinach ogrzewania w temperaturze 30°C
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b) chromatogram ilustrujgcy czasy retencji zwigzkédw w mieszaninie reakcyjnej: analiza wykonana
po 2 godzinach ogrzewania w temperaturze 40'C
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¢) chromatogram ilustrujgcy czasy retencji zwigzkéw w mieszaninie reakcyjnej: analiza wykonana
po 2 godzinach ogrzewania w temperaturze 50°C
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d) chromatogram ilustrujacy czasy retencji zwigzkdw w mieszaninie reakcyjnej: analiza wykonana
po 2 godzinach ogrzewania w temperaturze 60°C
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Rysunek 56. Chromatogramy przedstawiajgce analizy HPLC w trakcie prowadzenia procesu

termocyklizacji w funkcji temperatury.

Badanie szybkosci cyklizacji w zaleznos$ci od zmiennej temperatury lub czasu wykazaty, ze
efektywne usuniecie termowrazliwego znacznika fluorescencyjnego jest mozliwe
W nizszych temperaturach (ponizej 90°C), a dzieki mozliwosci detekcji powstatych

produktdw proces ten mozna $ledzi¢ za pomocg pomiardow fluorescencyjnych.

3.2.3. lzolacja i potwierdzenie struktury produktu cyklicznego

Podstawg badania mechanizmu dowolnej reakcji jest doktadna analiza
i charakterystyka powstatych produktéw. Aby potwierdzi¢, ze usuniecie znacznika
nastepuje na drodze wewnatrzczgsteczkowej cyklizacji, postanowitam wyizolowad
produkty pojawiajgce sie w mieszaninie reakcyjnej W tym celu wykorzystatam mieszanine
pozostatg po rozktadzie termicznym, izolujgc poszczegdlne frakcje stosujgc gradientowy
rozdziat za pomocg HPLC. Na podstawie analizy widm masowych HRMS-ESI oraz analizy
'H NMR potwierdzitam, ze izolowany produkt charakteryzujacy sie czasem retencji 10,5
min, to zwigzek bicykliczny (47) przedstawiony na Rysunku 57. W celu doktadnego
potwierdzenia struktury produktu cyklicznego, poréwnatam jego widmo 'H NMR
z widmem protonowym aminoalkoholu 10. Na jej podstawie wskazatam rdznice
w wartosciach przesunie¢ chemicznych protonéw grup metylenowych (Rysunek 58), ktére

ulegty przesunieciu w doéf pola: a - z 3.54 ppm na 3.95 ppm oraz B —z 3.71 ppm na 4.80

ppm.
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Rysunek 57. Oznaczenia protonéw zwigzku cyklicznego (47)

Dla zwigzku 10 protony grup —CHx- a i B, miaty zblizone przesuniecie chemiczne
(réznica niewiele wieksza od statej sprzezenia, Av= J). Na widmie produktu cyklicznego
wzrosta rdéznica przesunie¢ chemicznych miedzy grupami metylenowymi. Kolejng istotng
zmiang w widmach formy liniowej i cyklicznej, jest réznica w przesunieciach chemicznych
protonéw pierscienia pirydyny, ze wzgledu na obecno$é¢ tadunku dodatniego
(zdelokalizowany) i tym samym zmiany w rozktadzie gestosci elektronowej w pierscieniu
pirydyny. Sygnat pochodzacy od protonu H12 ulegt migracji w doét pola
i wynosi 7.12 ppm (A=0.53 ppm), sygnat protonu H10 przesunat sie o A=0.70 ppm w dét
pola i wynosit 7.45 ppm, natomiast sygnat protonu H11, znajdujacy sie w pozycji para do
azotu pirydynowego, ulegt przesunieciu w dét pola 0,54 ppm (Rysunek 58), co dodatkowo
potwierdzito powstanie uktadu bicyklicznego 47. Na podstawie przeprowadzonej analizy
moge stwierdzi¢, ze rozbudowa pirydyny o winylopirydyne nie blokuje wfasciwosci
termolabilnych, a  usuniecie  znacznika PyVnPn nastepuje  na  drodze

wewnatrzczgsteczkowej cyklizacji, zwanej w literaturze termocyklizacja.
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Rysunek 58. Zestawienie widm*H NMR: produktu cyklicznego i prekursora aminoalkoholowego.

3.3. Pomiar zmian fluorescencyjnych dla weglanu nukleozydu

Podczas wyznaczania szybkosci wewnatrzczasteczkowej termocyklizacji, widoczne byty
zmiany w profilach absorpcyjno emisyjnych substratu i produktu bicyklicznego. Zbadatam
wiec w jakim stopniu mozemy $ledzié te zmiany wytgcznie przy uzyciu spektrofluorymetrii,
gdyz ta metoda bytaby zdecydowanie tatwiejsza do zastosowania niz kazdorazowe
wykorzystywanie rozdziatu HPLC. Przeprowadzitam zatem eksperyment detekcji zmian
w intensywnosci oraz dtugosciach fal emisji fluorescencji, a doktadne warunki

eksperymentu opisatam w czesci eksperymentalne;.
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Rysunek 59. Zmiany w profilu emisyjnym w procesie cyklizacji. Niebieska linia oznacza wyjsciowe
maksimum emisji fluorescencji weglanu nukleozydowego zwigzku 10. Linia czerwona to ostatnia
zarejestrowana zmiana podczas procesu cyklizacji pokazujgca hipsochromowe przesuniecie

maksimum emisji powstajgcego zwigzku cyklicznego.

Okazato sie, ze widac¢ znaczgce rdéznice w dtugosciach fali emisji znakowanego nukleozydu
a powstajgcego w czasie produktu cyklicznego, a réznica wynosi 44 nm. Proces cyklizacji
oraz jej przebieg mozina obserwowaé za pomocg detekcji zmian maksimum emisji
i intensywnosci fluorescencji. Bytoby to przydatne zwtaszcza w przypadku gdzie izolacja
analitu i detekcja na HPLC nie bytyby mozliwe. Znaczacg obserwacjg jest brak tak zwanego
punktu izoemisyjnego, co moze swiadczy¢ o tym, ze mechanizm reakcji nie przebiega wg.
typowego, jednoetapowego przejscia (A-B), a mechanizm tworzenia produktu jest
skomplikowany i tworzy sie labilny(/e) produkt(y) posredni€ o innej absorpcji. Zmiany te
nie byly obserwowalne dla powyzszego zwigzku podczas analiz procesu cyklizacji
z wykorzystaniem HPLC -by¢ moze ze wzgledu na szybkos$é reakcji i brak mozliwosci jej
wychwycenia na HPLC. Spektrofluorymetria, dzieki krotszemu czasowy eksperymentu,

pozwala zatem na sledzenie szybkich proceséw niewidocznych w eksperymentach HPLC.
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4. Przytaczanie fluoroforu PyVnPy do nici oligonukleotydowej

Wyniki uzyskane podczas badania witasciwosci fluorescencyjnych aminoalkoholi
(PyVnPy) oraz procesu termocyklizacji ich nukleozydowych pochodnych pozwolity na
stwierdzenie ze fluorofory PyVnPy moga petni¢ role termo wrazliwych znacznikow
fluorescencyjnych do znakowania np. kwaséw nukleinowych. W zwigzku z powyzszym

zaplanowatam dalsze badania w tym kierunku:

i) opracowanie sposobu znakowania oligonukleotydédw za pomocg pochodnych
PyVnPy,
i) okreslenie warunkéw koniecznych do efektywnego usuwania znacznika

PyVnPy, pozostawiajgc oligonukleotyd w formie nienaruszonej.

Przedstawiony cel badawczy zaktada, iz zsyntetyzowane przeze mnie zwigzki
fluorescencyjne mogg by¢ wykorzystane do znakowania kwaséw nukleinowych przez

np. facznik fosforanowy (Rysunek 60).

[ zasada (A,C, T, G) J

oligonukleotyd

Rysunek 60. Oligonukleotyd znakowany fluorescencyjnie z wykorzystaniem linkera

fosforanowego.

Nowe znaczniki fluorescencyjne zgodnie z wczesniejszymi wynikami powinny
charakteryzowac sie jedng, unikalng cechg, ktérej obecnie dostepne komercyjne barwniki
nie posiadajg, a mianowicie zdolnos¢ do ich usuniecia w odpowiednich warunkach pH
i temperatury bez wptywu na strukture uwalnianej czasteczki. Dodatkowo cechg

uzyteczng bedzie fakt, iz proces ten bedzie mozna ilosciowo oznaczyc¢.
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4.1. Synteza (E)-2-cyjanoetylo- 2-(metyl(6-(2-(pyridin-2-yl)winyl)pyridin-2-
yl)amino)etylodiizopropyloamidofosforynu — metoda A

Posrod metod wykorzystywanych do znakowania oligonukleotydéw najbardziej
efektywng i wygodng jest przeksztatcenie barwnika fluorescencyjnego w postac
amidofosforynu i przytagczenie go do wolnej grupy hydroksylowej syntetyzowanego
oligomeru, w trakcie automatycznej syntezy na fazie statej. Warunkiem koniecznym
wykorzystania danego barwnika jest jego trwatosé podczas postsyntetycznego odcinania
oligomeru od podtoza, jak i usuwania grup zasado labilnych. Pierwszy etap reakcji opierat
sie na otrzymaniu amidofosforynu z aminoalkoholu 10. Synteze amidofosforynéw
przeprowadza sie w atmosferze argonu, stosujagc bezwodny acetonitryl lub chlorek
metylenu jako rozpuszczalnik. Aminoalkohol 10 oraz aktywator 5-(benzylotio)-1H-tetrazol
(BTT) poddawany jest liofilizacji bezposrednio przed reakcja, i tgczony
z handlowo dostepnym amidofosforynem 2-cyjano-N,N,N,N-tetraizopropylowym (48)
(Tabela 17). Postep reakcji monitorowany jest za pomocg widma fosforowego 3P NMR.
Badania nad reakcjg otrzymania amidofosforynu 49 byty przeprowadzane w formie reakgji
pilotowych. Synteze przeprowadzitam tréjkrotnie dostosowujgc odpowiednig ilos¢
ekwiwalentow BTT (Tabela 17), w celu osiggniecia jak najwiekszej wydajnosci
i zminimalizowania produktéw potencjalnej hydrolizy kwasowej. W kazdej z reakcji

testowych uzytam réwnomolowych ilosci aminoalkoholu 10 oraz amidofosforynu 48.

148



1l. BADANIA WEASNE | DYSKUSJIA WYNIKOW

Tabela 17. Schemat reakc;ji syntezy amidofosforynu (49) oraz wyniki przeprowadzonych reakcji

pilotazowych.

—

NooPo—~_on

49

10 48
W Amidofosforyn 49 Sygnaty rezonansowe na widmie 31P NMR
)

6 147.77 ppm (60%
leq leq 0,4 eq 50 16.09 ppm

12.36 ppm

147.78 ppm (85 %)

124.32 ppm (7 %)

leq leq 0,4 eq 15
16.89 ppm (3 %)
11.795 (5%)
147 ppm (90%)
leq leq 0,8 eq 30 16 ppm (3%)

12 ppm (7 %)

W pierwszym tescie, uzytam aktywatora w postaci 5-(benzylotio)-1H-tetrazolu (BTT)
w ilosci 0,4 eq, a reakcje prowadzitam tacznie przez 50 minut. Po 40 minutach
skontrolowatam przebieg reakcji wykonujac widmo 3P NMR oraz ptytke TLC w uktadzie
eluujgcym benzen/trietyloamina (9/1 v/v). Na widmie fosforowym pojawit sie sygnat
rezonujgcy przy 147 ppm, ktéry swiadczy o powstaniu produktu 49 oraz sygnaty w rejonie
wystepowania H-fosfoniandw (bedacych produktami hydrolizy amidofosforynu) przy 16
oraz 12 ppm (Rysunek 61).
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Rysunek 61. Fragment widma 3P NMR przedstawiajgcego sygnaty pochodzgce od amidofosforynu
49 (147 ppm) oraz produktéw hydrolizy (16 i 12 ppm)

Co wiecej, na widmie3'P NMR nie obserwowatam sygnatu odpowiadajgcego zwigzkowi 48
(przesuniecie chemiczne wynoszgce 121 ppm) co oznaczato, iz przereagowat on
w catosci z aminoalkoholem 10, lub jego cze$é¢ ulegta hydrolizie, do produktéw
H-fosfonianowych (sygnaty obserwowane w widmie). Kontrola reakcji przy uzyciu TLC
potwierdzita powstawanie produktu gtdwnego, ale wykazata rdéwniez niepetne
przereagowanie aminoalkoholu (10). Ze wzgledu na duzg ilo$¢ produktéw hydrolizy
(w postaci H-fosfoniandw), zdecydowatam sie na drugi test, w ktdrym postanowitam
skrocié czas reakcji (Lp. 2 tabela 17). W tym przypadku BTT uzytam w ilosci 0,4 eq,
natomiast czas skrécitam do 15 minut. Po 15 minutach wykonatam widmo 3'P NMR, gdzie
obserwowatam sygnat pochodzgcy od produktu gtéwnego 49 ktdrego przesuniecie
wynosito 147 ppm, a takie jak w poprzedniej reakcji, sygnaty pochodzgcego od
produktow hydrolizy przy 16 oraz 12 ppm. Ze wzgledu krétszy czas trwania reakcji, na
widmie fosforowym pojawit sie sygnat pochodzacy od nieprzereagowanego
amidofosforynu  2-cyjano-N,N,N,N-tetraizopropylowego (48), przy przesunieciu
chemicznym wynoszacym 121 ppm, a na ptytce TLC w mieszaninie reakcyjnej widoczny
byt intensywny sygnat pochodzgcy od aminoalkoholu 10. Na podstawie widma 3P NMR,
wywnioskowatam, iz ze wzgledu na wysoki stopien nieprzereagowania substratu 10 i 48
jak i hydrolize produktu 49 do H-fosfoniandéw, skrécenie czasu reakcji nie stanowi
optymalnego rozwigzania i nie przyczynia sie do zwiekszenia jej wydajnosci. Dlatego tez
zdecydowatam sie na zastosowanie dwukrotnie wiekszej ilosci ekwiwalentéw BTT ( Ip. 3,
tabela 17) co potencjalnie miato przyspieszy¢ konwersje substratéw. Dodatkowo, do
mieszaniny reakcyjnej dodatam sita molekularne eliminujac w ten sposéb Sladowe ilosci
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wody, ktéra mogtaby dostac sie do uktadu w wyniku otwierania naczynia reakcyjnego.
Reakcje prowadzitam az do potwierdzenia catkowitego przereagowania substratéow (30
minut). Tym razem stosunek sygnatéw sktadnikéw mieszaniny reakcyjnej na widmie
31p NMR wskazywat obnizenie ilo$ci produktéw hydrolizy zwigzku 49, co wptyneto na
wzrost wydajnosci otrzymywania produktu gtéwnego. Finalnie, zdecydowatam sie na
przeprowadzenie reakcji nr 3 (Lp.3, Tabela 17) w wiekszej skali (400 mg aminoalkoholu
10), przerywajagc jej przebieg przy uzyciu bezwodnej aminy drugorzedowej
(diizopropyloaminy). Wszystkie operacje zwigzane z oczyszczaniem nalezy przeprowadzi¢
sprawnie majac swiadomos¢, ze amidofosforyn reaguje ze sladami wody w $Srodowisku
kwasowym. Aby to wyeliminowa¢, rozdziat prowadzi sie w obecnosci aminy (oczyszczanie
izokratyczne, w uktadzie eluujgcym benzen/ trietyloamina 9/1). Nienukleozydowe
amidofosforyny czesto otrzymuje sie w postaci oleistej, ktora nie sprzyja trwatosci tych
zwigzkoéw.

W omawianej syntezie, dodatkowo, mamy podatne na rozktad ugrupowanie termolabilne
(niestabilne w pH zasadowym oraz wyzszej temperaturze). Obydwa czynniki potegujg
prawdopodobieistwo rozktadu otrzymanego amidofosforynu. Obecno$¢ aminy
trzeciorzedowej zmniejsza prawdopodobienstwo kwasowej hydrolizy amidofosforynu 49

podczas rozdziatu chromatograficznego z uzyciem kwasowego silikazelu. (Rysunek 62).
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Rysunek 62. Fragment widma 3P NMR otrzymanego amidofosforynu 49.
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4.2, Przytgczenie znacznika do oligonukleotydu — podejscie pierwsze

Oczyszczony i wyizolowany amidofosforyn 49 wykorzystatam do funkcjonalizacji
konica 5’ 12-meru o sekwencji 5’ -TTT TTT TTT TTT- 3’. Jest to sekwencja modelowa, ktéra
nie zawiera zasadolabilnych grup ochronnych w zasadach heterocyklicznych (np. dla
zablokowania reaktywnosci grupy —NHz). Wybdr sekwencji mieszanej wymagatby
wydtuzenia czasu ekspozycji na dziatanie zasady (najczesciej stezony amoniak) niezbednej
podczas usuwania grup ochronnych. Na tym etapie badan, chciatam jedynie przetestowad
termolabilne witasciwosci barwnika, a zbyt diuga ekspozycja na czynniki zasadowe
mogtaby spowodowac jego niekontrolowane odtgczenie na drodze hydrolizy zasadowe;j.
Przed przytagczaniem znacznika, amidofosforyn 49 rozpuscitam w bezwodnym acetonitrylu
(roztwér 0,1 M) i umiescitam nad sitami molekularnymi 4A na 24 godziny. Synteze
oligonukleotydéw przeprowadzitam metodg amidofosforynowg na podtozu statym
z wykorzystaniem automatycznego syntetyzera DNA/RNA. Po zakorczeniu automatyczne;j
syntezy 12-meru przeprowadzitam manualne przyfaczenie fluoroforu 49 do
oligonukleotydu, a czas trwania kondensacji zwiekszytam do 12 minut. Nastepnie,
oligonukleotyd zostat odtgczony od podioza i oczyszczony z wykorzystaniem
preparatywnego zelu poliakrylamidowego.

Na podstawie analizy czystosci otrzymanego oligomeru wykonanej za pomocg HPLC
okazato sie, iz podczas procesu odcinania oligomeru od podtoza dochodzi do catkowitego
odfaczenia barwnika PyVnPy zamiast grupy cyjanoetylowej (Schemat 46). Dowodem na
taki stan rzeczy jest analiza MALDI izolowanych oligonukleotyddéw, ktéra odpowiada
masie oligomeru w postaci diestru fosforowego z pozostata grupg cyjanoetylowg na
koricu 5°. Dzieje sie tak, gdyz triestry fosforanowe sg bardzo nietrwate i szybko nastepuje
ich przeksztatcenie do trwatnego diestru fosforanowego z jednoczesnym usunieciem
najbardziej labilnej w warunkach zasadowych grupy. W omawianym przypadku pochodna
grupy PyVnPy okazata sie bardziej labilna niz stosowana w standardowych warunkach

grupa cyjanoetylowa.
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Schemat 46. Odfaczenie barwnika od grupy 5’-fosforanowej na drodze reakcji cyklizacji lub

hydrolizy zasadowej.

4.3, Synteza Bis[2-(pirydyno-2 yl)winylo]pirydynolo] N,N,N’,N-

'tetraizopropyloamidofosforynu— metoda B

Poniewaz triestry fosforanowe sg bardzo nietrwate w poréwnaniu z diestrami
fosforanowymi oraz ze wzgledu na fakt, iz fluorofor 10 okazat sie lepszg grupa
opuszczajgcg hiz grupa cyjanoetylowa, nastgpito przedwczesne odfgczenie barwnika
z otrzymanego oligomeru. Aby temu przeciwdziataé, postanowitam zamienié grupe
cyjanoetylowg na druga jednostke alkoholu 10 (Schemat 47). Jezeli faktycznie,
wspomniany wczesniej proces odcinania oligonukleotydu od podtoza powoduje szybkie
odfgczeniem fluoroforu PyVnPy z triestru fosforowego do trwatego diesteru, to
zastosowanie dwdch podjednostek alkoholu 10 spowoduje ze obecny w czgsteczce drugi
fluorofor PyVnPy pozostanie nienaruszony. W tym celu zaplanowatam synteze
amidofosforynu Bis[2-(pirydyno-2-yl)winylo]pirydynylo]N,N,N',N'tetraizopropylowego
(52) (Schemat 48).
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Schemat 47. Synteza Bis[2-(pirydyno-2-yl)winylo]pirydynylo]-N,N,N’N’

tetraizopropyloamidofosforynu (52).

W celu otrzymania amidofosforynu 52 ponownie przeprowadzitam dwuetapowg synteze.
Pierwszy etap, ze wzgledu na wysokg reaktywnos$¢ 1-chloro-N,N,N'N'-
tetraizopropylofosfinodiaminy (50) zachodzi bardzo szybko i w jej wyniku otrzymujemy
bisamidofosforyn 51. Obecnos¢ N,N-diizopropyloetyloaminy pozwala na neutralizacje
powstajgcego kwasu HCl i tym samym na unikniecie kwasowej hydrolizy zwigzku 51. Drugi
etap jest wolniejszy, dlatego tez wymagat zastosowania aktywatora postaci BTT. Kontrola
reakcji przy uzyciu spektroskopii 3'P NMR potwierdzita powstanie produktu 52, dajgcego
sygnat rezonujacy przy 147 ppm. Dodatkowa zaletg tej formy amidofosforynu 52 jest fakt,
ze otrzymujemy go w postaci ciata statego co znacznie utatwia proces liofilizacji oraz

przechowywania przed zastosowaniem w syntezie oligonukleotyddw.

4.4, Przytaczenie znacznika do oligonukleotydu — podejscie drugie

W celu przytaczenia barwnika do oligonukleotydu ponownie przeprowadzitam synteze
oligomeru 12-merowego o sekwencji 5’-TTT TTT TTT TTT-3’na fazie statej. Ze wzgledu na
zaobserwowang wczesniej niestabilnos¢ fluoroforu PvP, zdecydowatam sie na zastgpienie
podtoza CPG z linkerem bursztynianowym, na podifoze Q-CPG z linkerem bedacego
pochodng hydrochinonu (Rysunek 63). Nowy linkier pozwala na usuniecie

oligonukleotydu z fazy statej pod wptywem dziatania amoniaku, w bardzo krétkim czasie
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(ok. 1 minuta w temperaturze 22°C). Skraca to znacznie czas ekspozycji oligomeru na

dziatanie czynnikéw zasadowych.

OY\OOO\)J\WWMO

o

Rysunek 63. Struktura linkera na podtozu Q-CPG.

Po zakonczeniu reakcji kondensacji i po przeniesieniu syntetycznego oligomeru do
roztworu, otrzymany analit poddatam analizie MALDI gdzie obserwowatam mase
3905,561 kDa (wartos¢ masy obliczona teoretycznie dla znakowanego oligonukleotydu
wynosita 3904,6258 kDa). Na podstawie tej analizy mozna potwierdzi¢ obecnos$é

znakowanego fluorescencyjnie oligomeru (Schemat 48).
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Schemat 48. Odtaczenie jednej podjednostki aminoalkoholowej podczas odcinania oligomeru od

podtoza, z jednoczesnym zachowaniem drugiego fluoroforu na stabilnym diestrze fosforowym

4.5, Badanie mozliwosci odigczania barwnika z konca 5’-oligonukleotydu

Otrzymanie oligomeru znakowanego fluoroforem PnVny na 5’-koncu pozwolito na
przeprowadzenie dalszych badan nad trwatoscig diestréw fosforanowych. Ze wzgledu na
wysokg stabilnos¢ diestrow, odtgczenie znacznika z syntetycznego oligomeru, pomimo
przeprowadzenia pozytywnych préb na pochodnych weglanowych, nie byto rzecza
oczywistg, W celu weryfikacji witasciwosci termolabilnych znacznika przeprowadzitam
ogrzewanie wodnego roztworu oligomeru stosujgc temperature 90°C. Sktad mieszaniny

poreakcyjnej zostat zanalizowany z zastosowaniem HPLC zaopatrzonego w dwa detektory:
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UV-VIS (DAD) oraz fluorescencyjnego (FLD) (Tabela 18). Produkty rozktadu byty izolowane

i poddane analizie MALDI.

Tabela 18. Czasy retencji sktadnikéw analizy HPLC reakcji usuwania znacznika z oligomeru.

Zwigzek Czasretencji [min.]
Znakowany oligonukleotyd 14,49
Oligonukleotyd bez znacznika 12,57
Cykliczna forma znacznika 22,64-24,52

3577 detektror DAD
| ——"—— oligonukleotyd bez

3.4 ! znacznika
temperatura 90 °C
25 - czas4godziny 1

temperatura 20 °C
1,5 - czas2 godziny

1
znakowany
05 - oligonukleotyd
: temperatura 23 °C
0 T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30
37 detektor fluorescencyjny fluorescencja od formy cykliczne]
temperatura 0 °C &
2,5 - czas4 godziny 1 = N
2 .
|5 | femperatura %0°C
' czas 2 godziny J\N
l -
05 - " 7 ﬂgorescencja od znakowanego
temperatura 25°C oligonukleotydu
0 T T T T T |
0 5 10 15 20 25 30

Rysunek 64. Czasy retencji dla poszczegdlnych sygnatéw mieszaniny podczas reakcji usuwania
znacznika z oligonukleotydu. Przedstawione sg dwa chromatogramy, z uzyciem odmiennego
detektora: DAD lub FLD i opisem odpowiednich sygnatéw. Warunki analizy opisane zostaty

w czesci eksperymentalnej.
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Sygnat ktéry charakteryzowat sie czasem retencji wynoszgcym 14,5 minuty odpowiada
znakowanemu fluorescencyjnie oligonukleotydowi, ktérego sygnat widoczny jest zaréwno
na detektorze FLD jak i DAD. Po 1 godzinie ogrzewania znakowanego oligonukleotydu
zaobserwowatam ze 50% oligomeru uleglo przeksztatceniu do oligomeru
charakteryzujacego sie czasem retencji 12,5 minuty (5 fosforylowany oligomer).
Dodatkowo, na detektorze UV-VIS oraz FLD pojawia sie nowy sygnat przy czasie retencji
okoto 24 minuty, ktéry prawdopodobnie odpowiada bicyklicznemu produktowi bedgcemu
wynikiem termocyklizacji. Po tgcznym czasie ogrzewania wynoszacym 4 godziny, 95%

znakowanego oligonukleotydu ulegto zanikowi co sugerowato odfgczenie barwnika.

W celu potwierdzenia mechanizmu odblokowania, zebratam nastepujace anality: czas
retencji 12,57 oraz 22-24 min., i poddatam analizie MALDI oraz analizie HRMS-ESI. Na
widmie MALDI widoczna jest masa nieznakowanego oligomeru w postaci 5 -fosforanu

(Rysunek 65).

Rysunek 65. Fragment widma MALDI oligonukleotydu po reakcji odblokowania, ktérego analit

zebrano z HPLC; warto$¢ masy odpowiadanieznakowanemu oligomerowi bo usunieciu znacznika.

Wynik uzyskany z analizy ESI produktu cyklicznego udowodnit, ze obserwowana masa
(238 m/z [M]") odpowiada doktadnie kationowi 47 powstatemu w wyniku
wewnatrzczasteczkowej cyklizacji. Postulowany mechanizm odblokowania przedstawia
ponizszy Schemat 49. Dzieki przeprowadzonym badaniom, nie tylko opracowatam

wydajng metode syntezy amidofosforynu i jego przytaczenia do oligonukleotydu, lecz
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rowniez udowodnitam, ze mozliwe jest odtgczenie barwnika w wyniku zmiany
temperatury w Srodowisku obojetnym. Potwierdzitam nowg zalete moich zwigzkéw,
niedostepng dla innych znacznikéw fluorescencyjnych stosowanych w znakowaniu
oligonukleotydéw. Opracowanie metody syntezy fluorescencyjnych analogéw pirydyn-2-
ylowych  wprowadza mozliwosci tworzenia termo  wrazliwych  fluoroforéow
o kontrolowanym sposobie ich odtgczania, ktéry nie wptywa destrukcyjnie na strukture

znakowanej bioczgsteczki.
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Schemat 49. Postulowany mechanizm usuwania znacznika z diiestru fosforanowego na korncu 5’
oligomeru.
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IV. CZESC EKSPERYMENTALNA

1. Uwagi ogodlne

1.1. Odczynniki do syntez

Wiekszos¢ reagentow stosowanych do syntez zakupiono w firmie Sigma-Aldrich
i stosowano bez dalszego oczyszczania; w razie potrzeby liofilizowano badz destylowano

i przechowywano nad sitami molekularnymi 4 A.

1.1.1. Rozpuszczalniki organiczne

e Rozpuszczalniki bezwodne, jak N,N-dimetyloformamid, toluen, acetonitryl
i chlorek metylenu, a takze o czystosci analitycznej stosowane do wykonywania
analiz HPLC, byty zakupione w firmie Sigma Aldrich/Merck; w razie potrzeby
przechowywane nad sitami molekularnymi 4 A.

e Pirydyna: zasypana KOH na 24 godziny po czym destylowana znad CaH;
i przechowywana nad sitami molekularnymi 4A.

e Benzen: uzywany gtéwnie do liofilizacji lub oczyszczania nienukleozydowego
amidofosforynu; zasypany KOH na 24 godziny po czym destylowany znad CaH;
i przechowywany nad sitami molekularnymi 4A.

e Pozostate rozpuszczalniki uzywane do pomiaréw fluorescencyjnych, oczyszczania
mieszanin reakcyjnych na drodze ekstrakcji lub chromatografii kolumnowej,

zakupione w firmie POCH, ChemPur lub Sigma Aldrich.

1.1.2. Odczynniki stosowane do pomiaréw fluorescencyjnych

e Rozpuszczalniki organiczne: N,N-dimetyloformamid, pirydyna, chlorek metylenu,
metanol, tetrahydrofuran, dimetylosulfotlenek, ksylen, woda.

e Ludox HS-40 roztwoér koloidowy SiO;

e N-metyloakrydyna

e Bufor fosforanowy pH = 5,8-8; w celu adjustacji pH uzywano odpowiednio 0,1 M

roztworu NaOH lub H3POa.
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1.2. Chromatografia cienkowarstwowa i kolumnowa

Postep reakcji monitorowano za pomocg chromatografii cienkowarstwowej (TLC) na
ptytkach szklanych o wymiarach 2,5 cm x 7,0 cm. Ptytki byty pokryte 0,25 mm warstwa
zelu krzemionkowego - silica gel 60 F254 (Merck). Obraz na ptytkach odczytywany po
naswietlaniu Swiattem UV, o dfugosciach fali 254 lub 356 nm, badZz wywotywany
roztworami: 10% kwasu siarkowego (VI) lub azotanu srebra w alkoholu etylowym,

a nastepnie ogrzewane na ptycie grzejnej w celu zobrazowania analizowanych substancji.

Rozdziaty chromatograficzne prowadzone na kolumnie chromatograficznej uzywajac zelu

krzemionkowego 60 (70-230 mesh).

1.3. Reaktory mikrofalowe

Uzyto reaktorow: ERTEC z otwartym naczyniem i chtodnicg zwrotng, zakres mocy 0-750 W
z ptynna regulacja, czestotliwosé pola 2,45 GHz, opcja monitorowania mocy odbitej.
Pomiar temperatury reakcji prowadzono za pomocg pirometru z mozliwoscig
monitorowania w zakresie 0-500°C oraz reaktor CEM Discover z zamknietg komorg
cisnieniowg, mocy wyjsciowej 300 W, czestotliwosciag magnetronu 2,45 GHz, kontrolg
temperatury w zakresie 15-450°C i sterowaniem ci$nieniem w zakresie do 21 bar (200

pomiardow ci$nienia na minute).

1.4. Wysokosprawna Chromatografia Cieczowa

Wysokosprawng chromatografie cieczowg (dla aminoalkoholi, weglanéw nukleozydéw
oraz oligonukleotydéw) w uktadzie faz odwréconych (RP HPLC) wykonywano na
aparaturze firmy Schimadzu (UFLC), ktdra byta wyposazona w detektor UV-Vis (DAD) oraz
detektor fluorescencyjny (FLD). Chromatogramy zostaty rejestrowane przy dtugosci fali
wynoszgcej 260 nm, natomiast dla zwigzkéw fluorescencyjnych dtugos¢ fali wzbudzenia
i emisji w zakresie fal: 350 — 480 nm. Do analizy wykorzystano kolumne Synergi 4u Fusion-
RP 80 A PHENOMENEX o wymiarach 150 x 4.6 mm z prekolumna. Analizy wykonywano
w uktadzie gradientowym: bufor A - 0.01 M octan trietyloamoniowy; bufor B: 0.01M

octan trietyloamoniowy w 40% roztworze acetonitrylu. Czas trwania jednej analizy
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wynosit 30 minut (gradient liniowy 0-100% ), a przeptyw cieczy zostat ustawiony na

1mL/min.

1.5. Spektroskopia NMR oraz Spektrometria Mas

Widma spektroskopowe 'H, 3C, 'H-'H COSY, 'H-3C HSQC i HMBC, 'H-°N HSQC
i HMBC, 3'P oraz ®F NMR wykonane zostaty w Pracowni NMR w Instytucie Chemii
Bioorganicznej w Poznaniu na spektrometrach firmy Bruker Avance o czestosciach 400
i 500 MHz. Widma rejestrowano w temperaturze 25°C, przesuniecia chemiczne podano
W ppm, a sprzezenia w Hz. Widma 3!P dla zsyntetyzowanych amidofosforynéw byty
rejestrowane wzgledem wzorca zewnetrznego (85% H3POs w D;0). W celu przygotowania
prébek do badan wykorzystatam deuterowane rozpuszczalniki zakupione w firmie Sigma-
Aldrich: DMSO-d6, CdCl;, MeOd, benzen-d6, Acetonitryl-d3. Prébki przygotowatam
rozpuszczajagc od 10 do 30 mg zwigzku w maksymalnie 0,6 mL deuterowanego
rozpuszczalnika. Skroty stosowane w opisie sprzezen: s (singlet), d (dublet), t (triplet),
br.(szeroki), dd (dublet dubletow), ddd (dublet dubletéw dubletéw), dt (dublet trypletow),

td (tryplet dubletéw) oraz m (multiplet).

Widma masowe wykonano z zastosowaniem elektrorozpylania (ESI), na spektrometrze
mas typu Orbitrap firmy Thermo Scientific, sprzezonym ze Zrédtem jondw TriVersa
NanoMate (Advion) oraz analizatorem ¢-TOF. Stosowano nastepujgce parametry:
napiecie zrodta ESI 3,2 kV, nebulizacja azotem w 0,4 bar, natezenie przeptywu suchego
gazu 4,0 |/min w temperaturze 220 °C, dla weglanéw 80-100°C. Stezenie prébek wynosito

okoto 10 M, a uzywanym rozpuszczalnikiem byt metanol.

Widma masowe MALDI-TOF w trybie jonizacji dodatniej wykonano na spektrometrze
Bruker UltrafleXtreme stosujgc kwas 3-hydroksypikolinowy jako matryce i jako kalibrant:

peptide calibration standard (Bruker).
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1.6. Krystalografia — pomiary rentgenowskie i metody obliczeniowe

Krysztat dla zwigzku 10 otrzymano z chlorku metylenu przez powolne odparowanie
w temperaturze pokojowej a nastepnie schtodzenie do temperatury -20°C. Analizy
przeprowadzono w temperaturze 130K na dyfraktometrze SuperNoval42 z lustrzanym
monochromatorem na promieniowanie CuKa (A = 1.5418A). Skorygowano efekt
polaryzacji Lorentza i absorbcje. Parametry komorki elementarnej wyznaczono metoda
najmniejszych kwadratéw. Do rozwigzania struktury uzyto programu SIR92143.
Udoskonalenie z procedurg petnej matrycy F2 przeprowadzono na SHELXL97144. Funkcja
Iw(|Fo|2-|Fc|2)2, gdzie w-1= [02(Fo)2 + A-P2 + B-P) i P=[Max (Fo2,0)
+ 2Fc2]/3, zostata zminimalizowana. Wszystkie atomy nie bedace atomami wodoru
uszczegétowiono anizotropowo, a pozycje atoméw wodoru zostaly obliczone

i doprecyzowane dzieki modelowi sztywnego unoszenia.1.7. Pomiar zawartosci wody

Pomiary zawartosci wody dla rozpuszczalnikéw bezwodnych, przeprowadzono metoda

Karla-Fischera na kulometrze TitroLine KF.

2. Synteza chemiczna

2.1. Otrzymywanie 2-(6-bromo-pirydyn-2-ylo-amino)-etanolu

A W kolbie okrggtodennej umieszczono 2,6-dibromopirydyne
Br/(Nj\N/\/OH (0,03 mol; 7 g) w 20 mL pirydyny, etanoloamine (0,033 mol,
H 2 ml) oraz N,N-diizopropyloetyloamine (0,045 mol, 7,3

mL). Cato$¢ mieszano przy uzyciu mieszadta magnetycznego i ogrzewano do 120 °C w
reaktorze mikrofalowym przez 5 godzin, kontrolujgc reakcje przy uzyciu chromatografii
cienkowarstwowej. Po zakonczeniu reakcji rozpuszczalniki odparowano i wykonano
ekstrakcje: DCM/nasycony NaHCOs (1/1 v/v). Nastepnie produkt oczyszczono przy uzyciu
chromatografii kolumnowej wypetnionej silikazelem, stosujgc jako eluent mieszanine
heksan/octan etylu (gradientowo, zaczynajac heksan konczac 7/3 v/v), zebrane frakcje

zawierajgce produkt odparowano na wyparce obrotowej. W celu pozbycia sie

pozostatosci rozpuszczalnikdw, produkt poddano liofilizacji z benzenu. Otrzymano 4,4 g 2-
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(6-bromo-pirydyn-2-ylamino)-etanolu (21) w postaci bezbarwnego oleju, z wydajnoscia

73%, ktory scharakteryzowano przy uzyciu spektroskopii NMR i MS:

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & [ppm] 7.19 (dd, J = 8.2, 7.5 Hz, 1H), 6.68 (dd, J = 7.5,
0.6 Hz, 1H), 6.32 (dd, J = 8.3, 0.6 Hz, 1H), 5.24 (t, J = 5.7 Hz, 1H, -NH), 3.98 (s, 1H, -OH),
3.78 (t, J = 4.9 Hz, 2H), 3.41 (td, J = 5.6, 4.4 Hz, 2H). 13C NMR (101 MHz, Chloroform-d)
6 [ppm] 158.96, 139.68, 139.50, 115.74, 105.77, 61.98, 44.59;

HRMS-ESI m/z; obliczone: 216,9976 C;H9BrN,O [M+H]*; obserwowane: 238,9802
C7H9BrN2ONa [M+Na]*

2.2. Ogdlna metoda arylacji 2-pirydynylowych aminoalkoholi

W kolbie okrggtodennej umieszczono odpowiedni aminoetanol (1 eq) w 10 mL DMF,
bromek (1,2 eq) oraz diizopropyloetyloamine (1,5 eq). Cato$¢ mieszano przy uzyciu
mieszadta magnetycznego i ogrzewano do 120 °C w tazni olejowej pod chtodnicg zwrotng
przez okoto 24 godziny, kontrolujgc reakcje przy uzyciu chromatografii cienkowarstwowej.
Po zakonczeniu reakcji rozpuszczalniki odparowano i wykonano ekstrakcje:
DCM/nasycony NaHCOs (1/1 v/v). Nastepnie produkt oczyszczano przy uzyciu
chromatografii kolumnowej wypetnionej silikazelem, stosujgc jako eluent mieszanine
heksan/octan etylu (gradientowo, zaczynajagc heksan, konczac 7/3  v/v),
a zebrane frakcje zawierajgce produkt odparowano na wyparce obrotowej. W celu

pozbycia sie pozostatosci rozpuszczalnikdw, produkt poddano liofilizacji z benzenu.

2.3. Otrzymywanie 2-[(6-bromo-pirydyn-2-ylo)-(2,4-difluoro-benzylo)-amino]-etanolu

/@\ W kolbie okrggtodennej umieszczono 2-(6-bromo-pirydyn-

— OH 2-ylamino)-etanol (21) (0,0046 mol, 1 w 10 mL DMF,

Br~ SNT SN y ) (21) ( g)
bromek-2,4-difluorobenzylowy (0,0055 mol, 0,7 mL) oraz
N,N-diizopropyloetyloamine (0,007 mol, 1,13 mL). Catos¢

F F' mieszano przy uzyciu mieszadta magnetycznego

i ogrzewano do 120°C w tfazni olejowej pod chtodnicg zwrotng przez okoto 24 godziny,
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kontrolujac reakcje przy uzyciu chromatografii cienkowarstwowej. Po zakonczeniu reakcji
rozpuszczalniki odparowano i wykonano ekstrakcje: DCM/ nasycony NaHCOs (1/1 v/v).
Nastepnie produkt oczyszczono przy uzyciu chromatografii kolumnowej wypetnionej
silikazelem, stosujac jako eluent mieszanine heksan/octan etylu (gradientowo, zaczynajac
heksan koniczac 7/3 v/v), a zebrane frakcje zawierajgce produkt odparowano na wyparce
obrotowej. W celu pozbycia sie pozostatosci rozpuszczalnikéw, produkt poddano
liofilizacji z benzenu. Otrzymano 950 mg 2-[(6-bromo-pirydyn-2-ylo)-(2,4-difluoro-
benzylo)-amino]-etanolu  (24) w postaci oleju, z wydajnoscia 63%, ktory

scharakteryzowano przy uzyciu spektroskopii NMR i MS:

'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & [ppm] 7.30 — 7.26 (m, 1H,), 7.20 (td, J = 8.7, 6.4 Hz,
1H), 6.90 — 6.82 (m, 2H), 6.79 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 6.42 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 4.71 (s, 2H, H9),
3.90 (dd, J = 5.5, 4.5 Hz, 2H), 3.80 (t, J = 5.0 Hz, 2H). 3C NMR (126 MHz, Chloroform-d) &
[ppm] 162.51 (dd, J = 194.7, 11.8 Hz), 160.54 (dd, J = 194.3, 11.9 Hz), 158.54, 139.88,
139.37, 129.28 (dd, J = 9.6, 5.9 Hz), 119.96 (dd, J = 14.9, 3.7 Hz), 115.92, 111.45 (dd, J =
21.1, 3.7 Hz), 104.86, 104.61 — 103.48 (m), 62.15, 52.28, 47.04;

HRMS-ESI m/z; obliczone: 343,0258 CisH13BrFaN.O [M+H]*; obserwowane: 343,0255
[M+H]*

2.4 Otrzymywanie 2-[(6-bromo-pirydin-2-ylo)-(2,4-dimetylo-benzylo)-amino]-etanolu

| W kolbie okrggtodennej umieszczono 2-(6-bromo-pirydyn-2-

Br N/ N/\/OH ylamino)-etanol (21) (0,0029 mol; 0,63 g) w 10 mL DMF,
bromek 2,4-dimetylobenzylowy (0,0035 mol; 0,53 mL) oraz
N,N-diizopropyloetyloamine (0,0045 mol; 0,71 mL). Catos¢

mieszano przy uzyciu mieszadta magnetycznego i ogrzewano do 110 °C w tazni olejowej
pod chtodnicg zwrotng przez okoto 48 godzin, kontrolujgc reakcje przy uzyciu
chromatografii cienkowarstwowej. Po zakoniczeniu reakcji rozpuszczalniki odparowano
i wykonano ekstrakcje: DCM/ nasycony NaHCOs (1/1 v/v). Nastepnie produkt oczyszczono
przy uzyciu chromatografii kolumnowe] wypetnionej silikazelem, stosujgc jako eluent

mieszanine heksan/octan etylu (gradientowo, zaczynajgc heksan konczac 7/3 v/v),
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a zebrane frakcje zawierajgce produkt odparowano na wyparce obrotowe;j.
W celu pozbycia sie pozostatosci rozpuszczalnikdw, produkt poddano liofilizacji
z benzenu. Otrzymano 560 mg 2-[(6-bromo-pirydin-2-ylo)-(2,4-dimetylbenzylo)-amino]-
etanolu (28) w postaci oleju, z wydajnosciag 58%, ktdéry scharakteryzowano przy uzyciu

spektroskopii NMR i MS:

1H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & [ppm] 7.20 (dd, J = 8.4, 7.5 Hz, 1H), 7.04 (s, 1H), 6.96
(dd, J = 7.9, 1.7 Hz, 1H), 6.91 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 6.74 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 6.27 (d, J = 8.4 Hz),
4.55 (s, 2H), 3.87 (td, J = 4.7, 1.0 Hz, 2H), 3.82 — 3.72 (m, 2H), 2.31 (s, 3H), 2.28 (s, 3H, m-
CHs). 3C NMR (101 MHz, Chloroform-d) & [ppm] 159.10, 139.75, 139.15, 136.87, 135.37,
131.49, 130.89, 126.82, 125.48, 115.43, 105.09, 62.81, 52.35, 51.46, 20.88, 18.88;

HRMS-ESI m/z; obliczone: 335,0759 Ci16H19BrN2O [M+H]*; obserwowane: 335,0757 [M+H]*

2.5. Otrzymywanie 2-[(6-bromo-pirydyn-2-ylo)-(2-fluoro-benzylo)-amino]-etanolu

| ~ W kolbie okragtodennej umieszczono 2-(6-bromo-pirydyn-2-

Br N/ N/\/OH ylamino)-etanol (21) (0,0037 mol; 0,8 g) w 10 mL DMF,
bromek 2-fluorobenzylowy (0,0044 mol; 0,53 mL) oraz N,N-

diizopropyloetyloamine (0,0055 mol; 0,90 mL). Catos¢

mieszano przy  uzyciu mieszadta magnetycznego

i ogrzewano do 120 °C w tazni olejowe] pod chtodnicg zwrotng przez okoto 48 godzin,
kontrolujac reakcje przy uzyciu chromatografii cienkowarstwowej. Po zakonczeniu reakgji
rozpuszczalniki odparowano i wykonano ekstrakcje: DCM/ nasycony NaHCOs (1/1 v/v).
Nastepnie produkt oczyszczono przy uzyciu chromatografii kolumnowej wypetnionej
silikazelem, stosujgc jako eluent mieszanine heksan/octan etylu (gradientowo, zaczynajac
heksan konczac 7/3 v/v), a zebrane frakcje zawierajgce produkt odparowano na wyparce
obrotowej. W celu pozbycia sie pozostatosci rozpuszczalnikéw, produkt poddano
liofilizacji z benzenu. Otrzymano 640 mg 2-[(6-bromo-pirydyn-2-ylo)-(2-fluoro-benzylo)-
amino]-etanolu (26) w postaci oleju, z wydajnoscig 54% i scharakteryzowano przy uzyciu

spektroskopii NMR i MS:
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'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) 6 [ppm]b7.34 — 7.27 (m, 2H), 7.21 (td, J = 7.7, 1.8 Hz),
7.16 — 7.10 (m, 2H), 6.80 (d, J = 7.4 Hz), 6.43 (d, J = 8.4 Hz), 4.77 (s, 2H), 3.92 (dd, J = 5.5,
4.3 Hz, 2H), 3.87 — 3.81 (m, 2H), 3.39 (s, 1H, -OH). *3C NMR [ppm] (126 MHz, Chloroform-
d) & [ppm] 161.75 (d, Jcr=250 Hz), 159.80, 158.76, 139.75, 139.36, 128.95 (d, J = 7.9 Hz),
128.11, 124.31 (d, J = 3.6 Hz), 115.68, 115.45 (d, J = 21.2 Hz), 104.83, 62.38, 52.38, 47.44
(d, J = 4.8 Hz);

HRMS-ESI m/z; obliczone: 325,0352 CisH14BrFN,O [M+H]*; obserwowane: 325,0349
[M+H]*

2.6. Otrzymywanie 2-[(6-bromo-pirydyn-2-ylo)-(2-chloro-benzylo)-amino]-etanolu

AN W kolbie okragtodennej umieszczono 2-(6-bromo-pirydyn-2-
Br/@\N/\/OH ylamino)-etanol (21) (0,0037 mol; 0,8 g) w 10 mL DMF,
bromek-2-chlorobenzylowy (0,0043 mol; 0,56 mL) oraz N,N-

diizopropyloetyloamine (0,0055 mol; 0,8 mL). Catos¢

cl mieszano przy uzyciu mieszadta magnetycznego

i ogrzewano do 120 °C w tazni olejowej pod chtodnicg zwrotng przez okoto 48 godzin,
kontrolujac reakcje przy uzyciu chromatografii cienkowarstwowej. Po zakonczeniu reakgcji
rozpuszczalniki odparowano i wykonano ekstrakcje: DCM/ nasycony NaHCOs (1/1 v/v).
Nastepnie produkt oczyszczono przy uzyciu chromatografii kolumnowej wypetnionej
silikazelem, stosujac jako eluent mieszanine heksan/octan etylu (gradientowo, zaczynajac
heksan koriczac 7/3 v/v), a zebrane frakcje zawierajgce produkt odparowano na wyparce
obrotowej. W celu pozbycia sie pozostatosci rozpuszczalnikéw, produkt poddano
liofilizacji z benzenu. Otrzymano 716 mg 2-[(6-bromo-pirydyn-2-ylo)-(2-chloro-benzyl)-

amino]-etanolu (27) w postaci oleju, z wydajnoscig 57% i scharakteryzowano przy uzyciu

spektroskopii NMR i MS:

'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) 6 [ppm] 7.30 — 7.19 (m, 4H), 7.11 (dt, J = 6.9, 1.9 Hz,
1H), 6.77 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 6.36 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 4.68 (s, 2H), 3.88 (t, J = 5.0 Hz, 2H, H8),
3.78 (t, J = 5.0 Hz, 2H).13C NMR (126 MHz, Chloroform-d) 6 [ppm] 158.68, 139.77, 139.46,
134.72, 130.09, 127.53, 126.56, 124.60, 115.78, 104.80, 62.18, 52.86, 52.16;
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HRMS-ESI m/z; obliczone: 341,0056 Ci4H14BrCIN2.O [M+H]*; obserwowane: 341,0055
[M+H]*

2.7. Otrzymywanie 2-[(6-bromo-pirydyn-2-ylo)-(4-metylo-benzylo)-amino]-etanolu

/@\ W kolbie okragtodennej umieszczono 2-(6-bromo-pirydyn-2-
Br N/ N/\/OH ylamino)-etanol (25) (0,0046 mol; 1 g) w 10 mL DMF,

bromek-4-metylobenzylowy (0,0069 mol; 1,28 g) oraz

diizopropyloetyloamine (0,007 mol; 1,13 mL). Catosé
mieszano przy uzyciu mieszadfa magnetycznego i ogrzewano do 110 °C w tfazni olejowej
pod chtodnicg zwrotng przez okoto 24 godziny, kontrolujgc reakcje przy uzyciu
chromatografii cienkowarstwowej. Po zakonczeniu reakcji rozpuszczalniki odparowano
i wykonano ekstrakcje: DCM/ nasycony NaHCOs3 (1/1 v/v). Nastepnie produkt oczyszczono
przy uzyciu chromatografii kolumnowej wypetnionej silikazelem, stosujgc jako eluent
mieszanine heksan/octan etylu (gradientowo, zaczynajac heksan konczac 7/3 v/v),
a zebrane frakcje zawierajgce produkt odparowano na wyparce obrotowej. W celu
pozbycia sie pozostatosci rozpuszczalnikéw, produkt poddano liofilizacji z benzenu.
Otrzymano 990 mg 2-[(6-bromo-pirydyn-2-ylo)-(4-metyl-benzyl)-amino]-etanolu (25)
w postaci oleju, z wydajnoscig 68% i scharakteryzowano przy uzyciu spektroskopii NMR

i MS:

14 NMR (400 MHz, Chloroform-d) & [ppm] 7.22 (dd, J = 8.4, 7.5 Hz, 1H), 7.15 (d, J = 8.0 Hz,
2H), 7.10 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 6.75 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 6.40 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H3), 4.64 (s, 2H,
H9), 3.88 (td, J = 4.8, 1.1 Hz, 2H), 3.84 — 3.77 (m, 2H), 3.15 (s, 1H, -OH), 2.34 (s, 3H). 13C
NMR (101 MHz, Chloroform-d) & [ppm] 158.50, 139.32, 138.56, 136.64, 133.24 129.07,
125.92, 115.08, 104.80, 62.15, 52.88, 52.10, 20.57;

HRMS-ESI m/z; obliczone: 321,0602 C15H17BrN2O [M+H]*; obserwowane: 321,0600 [M+H]*
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2.8. Otrzymywanie 2-[benzylo-(6-bromo-pirydyn-2-ylo)-amino]-etanolu

| ~ W kolbie okragtodennej umieszczono 2-(6-bromo-pirydyn-2-

Br N/ N/\/OH ylamino)-etanol (21) (0,0046 mol; 1 g) w 10 mL DMF, bromek
benzylu (0,0069 mol; 0,83 mL) oraz N,N-

diizopropyloetyloamine (0,007 mol; 1,13 mL). Catos¢

mieszano przy uzyciu mieszadta magnetycznego i ogrzewano do 110 °C w tazni olejowej
pod chtodnicag zwrotng przez okoto 72 godzin, kontrolujgc reakcje przy uzyciu
chromatografii cienkowarstwowej. Po zakoniczeniu reakcji rozpuszczalniki odparowano
i wykonano ekstrakcje: DCM/ nasycony NaHCOs (1/1 v/v). Nastepnie produkt oczyszczono
przy uzyciu chromatografii kolumnowe] wypetnionej silikazelem, stosujac jako eluent
mieszanine heksan/octan etylu (gradientowo, zaczynajac heksan konczac 7/3 v/v),
a zebrane frakcje zawierajgce produkt odparowano na wyparce obrotowe;.
W celu pozbycia sie pozostatosci rozpuszczalnikdw, produkt poddano liofilizacji
z benzenu. Otrzymano 790 mg 2-[benzylo-(6-bromo-pirydyn-2-ylo)-amino]-etanolu (22)
w postaci oleju, z wydajnoscig 55% i scharakteryzowano przy uzyciu spektroskopii NMR

i MS:

1H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & [ppm] 7.38 — 7.20 (m, 6H), 6.76 (d, J = 7.4 Hz, 1H),
6.39 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 4.69 (s, 2H), 3.93 — 3.85 (m, 2H), 3.84 — 3.77 (m, 2H), 3.17 (s, 1H).
13C NMR (101 MHz, Chloroform-d) & [ppm] 158.53, 139.29, 138.74, 136.49, 128.38,
126.91, 125.95, 115.12, 104.66, 62.11, 53.05, 52.05;

ESI MS m/z; obliczone: 307,0446 C14H1sBrN,O [M+H]*; obserwowane: 307,0443 [M+H]*

2.9. Otrzymywanie 2-[(6-bromo-pirydyn-2-ylo)-naftaleno-2-ylmetyl-amino]-etanolu

/“\/j W kolbie okrggtodennej umieszczono 2-(6-bromo-pirydyn-
= OH
Br N N 2-ylamino)-etanol (21) (0,0069 mol; 1,5 g) w 10 mL DMF,

OO 1-(bromometylo)-naftalen (0,0076 mol; 1,67 g) oraz N,N-
diizopropyloetyloamine (0,007 mol; 1,13 mL). Catos¢
mieszano przy uzyciu mieszadta magnetycznego i ogrzewano do 110 °C w tazni olejowej

pod chtodnicg zwrotng przez okoto 24 godzin, kontrolujgc reakcje przy uzyciu
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chromatografii cienkowarstwowej. Po zakonczeniu reakcji rozpuszczalniki odparowano
i wykonano ekstrakcje: DCM/ nasycony NaHCOs3 (1/1 v/v). Nastepnie produkt oczyszczono
przy uzyciu chromatografii kolumnowej wypetnionej silikazelem, stosujgc jako eluent
mieszanine heksan/octan etylu (gradientowo, zaczynajac heksan konczac 7/3 v/v),
a zebrane frakcje zawierajgce produkt na wyparce obrotowej. W celu pozbycia sie
pozostatosci rozpuszczalnikdéw, produkt poddano liofilizacji z benzenu. Otrzymano 1,4 g 2-
[(6-bromo-pirydyn-2-ylo)-naftaleno-2-ylmetyl-amino]-etanolu (23) w postaci oleju,

z wydajnosciag 58%, ktdry scharakteryzowano przy uzyciu spektroskopii NMR i MS:

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] 7.82 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.80 — 7.76 (m, 1H), 7.61 (s,
1H), 7.52 — 7.41 (m, 2H), 7.33 (dd, J = 8.5, 1.8 Hz, 1H), 7.18 (dd, J = 8.4, 7.4 Hz, 1H), 6.74
(d, J = 7.4 Hz, 1H), 6.40 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 4.82 (s, 2H), 3.89 (t, J = 5.2 Hz, 2H), 3.84 (dd, J =
5.3, 4.1 Hz, 2H).13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & [ppm] 158.98, 139.68, 139.34, 134.46,
133.34, 132.68, 128.69, 127.63, 126.30, 125.83, 124.85, 124.63, 115.50, 105.03, 62.43,
53.55, 52.28;

HRMS-ESI m/z: obliczone: 357,0602 Ci1sH17BrN2O [M+H]*; obserwowane: 379,0422

[M+Na]*

2.10. Ogolna metoda reakc;ji sprzegania

W kolbie okragtodennej przedmuchanej argonem, umieszczono Pd(OAc); (2 mol %)
i PPh3 (3:1 w stosunku do palladu) w bezwodnym DMF. Po 10 minutach dodano TBAB (0,4
eq), odpowiedni halogenek (1,2), alken (1,2 eq) i Cs2COs (1,5 eq). Reakcje prowadzono
w atmosferze argonu w reaktorze mikrofalowym (120°C, 300 W) przez
3 godziny. Po zakorniczeniu reakcji DMF odparowano i dokonano wstepnego oczyszczenia
za pomocy ekstrakcji dichlorometan/nasycony NaHCOs (1/1; v/v). Nastepnie produkt
oczyszczono przy uzyciu chromatografii kolumnowej wypetnione] silikazelem, stosujgc
jako eluent mieszanine heksan/octan etylu (gradientowo, zaczynajgc heksan koriczac 7/3
v/v), po czym zebrane frakcje zawierajgce produkt odparowano na wyparce obrotowe;j.

Aby otrzymac czysty produkt, poddano go liofilizacji z benzenu.
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2.11. Otrzymywanie (E)-2-bromo-6-[2-(pirydyn-2-ylo)-winylo)pirydyny

W  kolbie okragtodennej przedmuchanej argonem,

Br umieszczono Pd(OAc), (0,0004 mol, 90 mg) i PPh3 (0,0012
mol, 314 mg) w 12 mL bezwodnego DMF. Po 10 minutach

dodano TBAB (0,4 mmol; 128 mg), 2,6-dibromopirydyne
(0,021 mol, 5 g), 2-winylopirydyne (0,025 mol, 2,69 mL) i Cs,CO3 (0,031mol, 10 g). Reakcje
prowadzono w atmosferze argonu w reaktorze mikrofalowym (120°C, 300 W) przez
3 godziny. Po zakonczeniu reakcji DMF odparowano i dokonano wstepnego oczyszczenia
za pomocy ekstrakcji dichlorometan/nasycony NaHCOs (1/1; v/v). Nastepnie produkt
oczyszczono przy uzyciu chromatografii kolumnowej wypetnionej silikazelem, stosujac
jako eluent mieszanine heksan/octan etylu (gradientowo, zaczynajgc heksan konczac 7/3
v/v), po czym zebrane frakcje zawierajgce produkt odparowano na wyparce obrotowe;j.
Aby otrzymac czysty produkt, poddano go liofilizacji z benzenu. Otrzymano 3 g (E)-2-
bromo-6-[2-(pirydyn-2-yl)-winylo)pirydyny (3) w postaci biatego proszku, z wydajnoscia
60%, ktory scharakteryzowano przy uzyciu spektroskopii NMR i MS.

IH NMR (400 MHz, Chloroform-d) & [ppm] 8.63 (ddd, J = 4.8, 1.9, 0.9 Hz, 1H), 7.73 (d, J =
15.6 Hz, 1H), 7.69 (td, J = 7.7, 1.8 Hz, 1H), 7.61 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 7.52 (t, J = 7.7 Hz, 1H),
7.43 (dt, J = 7.8. 1.1 Hz, 1H), 7.34 (td, J = 7.5, 0.8 Hz, 2H), 7.20 (ddd, J = 7.6, 4.8. 1.2 Hz,
1H). 13C NMR (101 MHz, Chloroform-d) & [ppm] 156.32, 154.49, 149.81, 142.25, 138.86,
136.69, 133.29, 129.90, 126.76, 123.67, 122.94, 121.97;

HRMS-ESI m/z; obliczone: 261,0027 C12HsBrN; [M+H]*; obserwowane: 261,0035 [M+H]*

2.12. Otrzymywanie (E)-2-(benzylo{6-[2-(pirydyn-2-ylo)winylo] pirydyn-2-

ylo}amino)etan-1-olu

W kolbie okrggtodennej przedmuchanej argonem,
umieszczono Pd(OAc); (0,065 mmol, 15 mg) oraz
PPhs (0,19 mmol, 51 mg) w 5 mL bezwodnego
DMF. Po 10 min. dodano TBAB (0,05 mmol; 16
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mg), 2-[benzylo-(6-bromo-pirydyn-2-ylo)-amino]-etanol (22) (1,6 mmol; 500 mg),
winylopirydyne (1,9 mmol; 0,21 mL) i Cs2CO3 (2,4 mmol, 760 mg). Reakcje prowadzono
w atmosferze argonu w reaktorze mikrofalowym (120°C, 300 W) przez
3 godziny. Po zakonczeniu reakcji DMF odparowano i dokonano wstepnego oczyszczenia
za pomocg ekstrakcji DCM/ nasycony NaHCOs (1/1; v/v). Nastepnie produkt oczyszczono
przy uzyciu chromatografii kolumnowej wypetnionej silikazelem, stosujac jako eluent
mieszanine heksan/ octan etylu (gradientowo, zaczynajac od heksan, konczac 7:3 v/v),
a zebrane frakcje zawierajgce produkt odparowano na wyparce obrotowej. W celu
usuniecia resztek rozpuszczalnika organicznego czysty produkt poddano liofilizacji
z benzenu. Otrzymano 324 mg (E)-2-(benzylo{6-[2-(pyridin-2-yl)winylo]pyridin-2-
yl}amino)etan-1-olu (12) w postaci z6ttego oleju, z wydajnoscia 60%, ktory

scharakteryzowano przy uzyciu spektroskopii NMR i MS:

'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & [ppm] 8.55 — 8.49 (m, 1H, H6), 7.59 (td, J = 7.7, 1.8 Hz,
1H), 7.53 (d, J = 15.8 Hz, 1H), 7.44 (d, J = 15.9 Hz, 1H), 7.40 (dt, J = 7.9, 1.0 Hz), 7.30 (dd, J
= 8.5, 7.3 Hz, 1H), 7.25 — 7.22 (m, 1H), 7.19 — 7.13 (m, 4H), 7.08 (ddd, J = 7.5, 4.8, 1.1 Hz,
1H), 6.67 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 6.33 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 4.62 (s, 2H), 3.85 (t, J = 2.7 Hz, 4H). 13C
NMR (126 MHz, Chloroform-d) & [ppm] 158.86, 155.05, 152.15, 149.32, 138.50, 137.52,
136.79, 131.94, 130.69, 128.81, 127.22, 126.34, 123.09, 122.50, 113.50, 107.06, 63.33,
53.52,52.40

HRMS-ESI m/z; obliczone: 332,1763 C21H21N30 [M+H]*; obserwowane: 332,1758 [M+H]*;

2.13. Otrzymywanie (E)-2-((naftalen-2-yl-metylo)(6-(2-(pirydyn-2-ylo)winylo)pyridin-2-

yl)Jamino)etanolu

OO W  kolbie okragtodennej przedmuchanej
argonem, umieszczono Pd(OAc)2 (0,21 mmol,
N\/\OH 47 mg) oraz PPhs (0,63 mmol, 165 mg) w 5 mL

bezwodnego DMF. Po 10 min. dodano TBAB

(0,2 mmol; 32 mg), 2-[(6-bromo-pirydyn-2-ylo)-naftaleno-2-ylmetyl-amino]-etanol (23)
(4,2 mmol; 900 mg), 2-winylopirydyne (5,0 mmol; 0,54 mL) i Cs2CO3 (6,3 mmol, 2 g).
Reakcje prowadzono w atmosferze argonu w reaktorze mikrofalowym (120°C, 300 W)

173



IV. CZESC EKSPERYMENTALNA

przez 3 godziny. Po zakonczeniu reakcji DMF odparowano i dokonano wstepnego
oczyszczenia za pomocg ekstrakcji DCM/ nasycony NaHCOs (1/1; v/v). Nastepnie produkt
oczyszczono przy uzyciu chromatografii kolumnowej wypetnionej silikazelem, stosujac
jako eluent mieszanine heksan/ octan etylu (gradientowo, zaczynajgc od heksan, konczac
7:3v/v), a zebrane frakcje zawierajgce produkt odparowano na wyparce obrotowe;j.
W celu usuniecia resztek rozpuszczalnika organicznego czysty produkt poddano liofilizacji
z benzenu. Otrzymano 249 mg (E)-2-((naftalen-2-yl-metylo)(6-(2-(pirydyn-2-
ylo)winylo)pyridin-2-yl)Jamino)etanolu (30) w postaci zéttego oleju, z wydajnoscig 28%,

ktéry scharakteryzowano przy uzyciu spektroskopii NMR i MS:

'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & [ppm] 8.61 (dd, J = 4.9, 1.7 Hz, 1H), 7.85 — 7.77 (m,
3H), 7.69 — 7.66 (m, 2H), 7.63 (d, J = 15.8 Hz 1H), 7.55 (d, J = 15.8 Hz, 1H), 7.52 — 7.46 (m,
3H), 7.41-7.36 (m, 2H), 7.17 (dd, J = 7.5, 4.9 Hz), 6.77 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 6.47 (d, / = 8.5
Hz, 1H), 4.87 (d, J = 6.6 Hz, 2H), 3.98 (s, 4H). 13C NMR (126 MHz, Chloroform-d) 6 [ppm]
158.91, 155.10, 152.24, 149.43, 138.51, 136.67, 133.44, 132.71, 131.89, 130.80, 128.69,
127.68, 126.26, 125.77, 125.03, 124.34, 123.06, 122.47, 113.56, 107.08, 63.33, 53.70,
52.34;

HRMS-ESI m/z; obliczone: 382,1919 CysH23N30 [M+H]*; obserwowane: 382,1915 [M+H]*

2.14. Otrzymywanie (E)-2-(2,4-difluorobenzylo{6-[2-(pirydyn-2-ylo)winylo]pirydyn-2-

yl}amino)etan-1-olu

W kolbie okrggtodennej przedmuchanej argonem,
umieszczono Pd(OAc); (0,046 mmol; 10 mg) oraz
PPhs (0,14 mmol; 36 mg) w 5 mL bezwodnego
DMF. Po 10 min. dodano TBAB (0,1 mmol; 32 mg),

2-[(6-bromo-pirydyn-2-ylo)-(2,4-difluorobenzylo)-
amino]-etanol (24) (2,33 mmol; 800 mg), 2-winylopirydyne (2,8 mmol; 0,3 mL) i Cs,CO3
(2,99 mmol; 971 mg). Reakcje prowadzono w atmosferze argonu w reaktorze
mikrofalowym (120°C, 300 W) przez 4 godziny. Po zakonczeniu reakcji DMF odparowano i
dokonano wstepnego oczyszczenia za pomocg ekstrakcji DCM/ nasycony NaHCOs (1/1;
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v/v). Nastepnie produkt oczyszczono przy uzyciu chromatografii kolumnowej wypetnionej
silikazelem, stosujgc jako eluent mieszanine heksan/ octan etylu (gradientowo, zaczynajac
od heksan, konczac 7:3v/v), a zebrane frakcje zawierajgce produkt odparowano na
wyparce obrotowej. W celu usuniecia resztek rozpuszczalnika organicznego czysty
produkt poddano liofilizacji z benzenu. Otrzymano 412 mg (E)-2-(2,4-difluoro-benzylo{6-
[2-(pirydyn-2-ylo)winylo] pirydyn-2-ylo}Jamino)etan-1-olu (31) w postaci zéttego oleju,

z wydajnoscia 48 %, ktéry scharakteryzowano przy uzyciu spektroskopii NMR i MS:

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & [ppm] 8.58 (dd, J = 4.8, 1.7 Hz, 1H), 7.63 (td, / = 7.7,
1.9 Hz, 1H), 7.59 (d, J = 15.7 Hz, 1H), 7.49 (d, J = 15.7 Hz, 1H), 7.43 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.38
(dd, J = 8.5, 7.3 Hz, 1H), 7.19 — 7.11 (m, 2H), 6.87 — 6.75 (m, 2H), 6.74 (d, J = 7.3 Hz, 1H),
6.38 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 5.28 (s, 1H, -OH), 4.71 (s, 2H), 3.92 (dd, J = 7.4, 3.1 Hz), 3.86 (t, J =
4.8 Hz, 2H). 3C NMR (101 MHz, Chloroform-d) & [ppm] 162.87, 157.87, 154.69, 152.01,
149.12, 137.97, 136.07, 131.37, 130.49, 127.96, 122.49, 121.99, 120.17, 113.07, 110.85,
105.96, 103.44, 62.17, 51.64, 46.42

19F NMR (376 MHz, Chloroform-d) 6 -111.77 (p, J = 7.8 Hz), -114.25 (q, J = 8.6 Hz).

HRMS-ESI m/z; obliczone: 368,1574 C21H19F2N3O [M+H]*; obserwowane: 368,1570 [M+H]*

2.15. Otrzymywanie (E)-2-(4-metylobenzylo{6-[2-(pirydyn-2-ylo)winylo] pirydyn-2-

ylo}amino)etan-1-olu

W kolbie okrggtodennej przedmuchanej argonem,
umieszczono Pd(OAc). (0,025 mmol; 5,6 mg) oraz

PPhs (0,075 mmol; 20 mg) w 5 mL bezwodnego

DMF. Po 10 min. dodano TBAB (0,05 mmol; 16
mg), 2-[(6-bromo-pirydyn-2-ylo)-(4-metyl-benzylo)-amino]-etanolu (25) (0,6 mmol; 200
mg), 2-winylopirydyne (0,74 mmol; 81 uL) i Cs2CO3 (0,9 mmol; 305 mg). Reakcje
prowadzono w atmosferze argonu w reaktorze mikrofalowym (120°C, 300 W) przez
4 godziny. Po zakonczeniu reakcji DMF odparowano i dokonano wstepnego oczyszczenia
za pomocg ekstrakcji DCM/ nasycony NaHCOs (1/1; v/v). Nastepnie produkt oczyszczono

przy uzyciu chromatografii kolumnowej wypetnionej silikazelem, stosujgc jako eluent
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mieszanine heksan/ octan etylu (gradientowo, zaczynajac od heksan, konczac 7:3 v/v),
a zebrane frakcje zawierajgce produkt odparowano na wyparce obrotowej. W celu
usuniecia resztek rozpuszczalnika organicznego czysty produkt poddano liofilizacji
z benzenu. Otrzymano 90 mg (E)-2-(4-metylobenzylo{6-[2-(pyridin-2-yl)winylo]pyridin-2-
yl}amino)etan-1-olu (32) w postaci zd6ttego oleju, z wydajnoscia 42%, ktory

scharakteryzowano przy uzyciu spektroskopii NMR:

IH NMR (500 MHz, Chloroform-d) & [ppm] 8.51 (dd, J = 5.1, 1.7 Hz, 1H), 7.58 — 7.53 (m,
1H), 7.51 (d, J = 15.8 Hz, 1H), 7.43 (d, J = 15.7 Hz, 1H), 7.38 — 7.34 (m, 1H), 7.28 (dd, J =
8.5, 7.2 Hz, 1H), 7.07 — 7.02 (m, 5H), 6.65 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 6.33 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 4.58
(s, 2H), 3.86 — 3.82 (m, 2H), 3.82 — 3.79 (m, 2H), 2.24 (s, 3H). 33C NMR (126 MHz,
Chloroform-d) & [ppm] 158.83, 155.15, 152.20, 149.51, 138.27, 136.71, 136.44, 134.34,
131.81, 130.75, 129.37, 126.28, 122.97, 122.33, 113.26, 106.85, 63.21, 53.12, 52.16,
20.97;

ESI MS m/z; obliczone: 346,1919 Cy;H23N30 [M+H]*; obserwowane: 346,1914 [M+H]*

2.16. Otrzymywanie (E)-2-(2-chlorobenzylo{6-[2-(pirydyn-2-ylo)winylo]pirydyn-2-

ylo}amino)etan-1-olu

Cl

W kolbie okragtodennej przedmuchanej argonem,
umieszczono Pd(OAc); (0,023 mmol; 5,3 mg) oraz
PPhs (0,07 mmol; 18 mg) w 5 mL bezwodnego DMF.
Po 10 min. dodano TBAB (0,05 mmol; 16 mg), 2-[(6-

bromo-pirydyn-2-ylo)-(2-chloro-benzylo)-amino]-
etanolu (27) (0,58 mmol; 200 mg), 2-winylopirydyne (0,7 mmol; 76 plL) i Cs2,COs3 (0,88
mmol; 287 mg). Reakcje prowadzono w atmosferze argonu w reaktorze mikrofalowym
(120°C, 300 W) przez 4 godziny. Po zakonczeniu reakcji DMF odparowano i dokonano
wstepnego oczyszczenia za pomocg ekstrakcji DCM/ nasycony NaHCOs (1/1; v/v).
Nastepnie produkt oczyszczono przy uzyciu chromatografii kolumnowej wypetnionej
silikazelem, stosujgc jako eluent mieszanine heksan/ octan etylu (gradientowo, zaczynajac
od heksan, konczac 7:3 v/v), a zebrane frakcje zawierajgce produkt odparowano na

wyparce obrotowej. W celu usuniecia resztek rozpuszczalnika organicznego czysty
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produkt poddano liofilizacji z benzenu. Otrzymano 88 mg (E)-2-(2-chlorobenzylo{6-[2-
(pirydyn-2-yl)winylo] pirydyn-2-ylo}amino)etan-1-olu (33) w postaci zdttego oleju,

z wydajnoscig 41%, ktory scharakteryzowano przy uzyciu spektroskopii NMR i MS:

1H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & [ppm] 8.60 (dd, J = 5.3, 1.5 Hz, 1H), 7.67 (td, J = 7.7,
1.9 Hz, 1H), 7.61 (d, J = 15.8 Hz, 1H), 7.53 (d, J = 15.8 Hz, 1H), 7.48 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.40
(dd, J = 8.5, 7.2 Hz, 1H), 7.27 — 7.21 (m, 3H), 7.17 (ddd, J = 7.5, 4.8, 1.1 Hz, 1H), 7.13 (dt, J
=7.1,1.7 Hz, 1H), 6.77 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 6.38 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 4.69 (s, 2H), 3.94 (dd, J =
5.2, 3.8 Hz, 2H), 3.90 (dd, J = 7.5, 3.0 Hz, 2H). 3C NMR (126 MHz, Chloroform-d) & [ppm]
158.54, 155.00, 152.31, 149.31, 140.07, 138.53, 136.76, 134.72, 131.96, 130.73, 130.08,
127.40, 126.48, 124.51, 123.04, 122.49, 113.68, 106.75, 62.91, 52.96, 52.18;

ESI MS m/z; obliczone: 366,1373 C21H20CIN3O [M+H]*; obserwowane: 366,1372 [M+H]*

2.17. Otrzymywanie (E)-2-{2,4-dimetylobenzylo-[6-(2-pirydyn-2-ylo-winylo)-pirydyn-2-

ylo)-aminoetanolu

W kolbie okragtodennej przedmuchanej argonem,
umieszczono Pd(OAc); (0,021 mmol; 4,8 mg) oraz

PPhs (0,064 mmol; 17 mg) w 5 mL bezwodnego

DMF. Po 10 min. dodano TBAB (0,05 mmol; 16 mg),
2-[(6-bromo-pirydyn-2-ylo)-(2,4-dimetylbenzylo)-amino]-etanolu (28) (0,54 mmol; 180
mg), 2-winylopirydyne (0,64 mmol; 70 uL) i Cs2COs3 (0,8 mmol; 262 mg). Reakcje
prowadzono w atmosferze argonu w reaktorze mikrofalowym (120°C, 300 W) przez
4 godziny. Po zakonczeniu reakcji DMF odparowano i dokonano wstepnego oczyszczenia
za pomocg ekstrakcji DCM/ nasycony NaHCOs (1/1; v/v). Nastepnie produkt oczyszczono
przy uzyciu chromatografii kolumnowej wypetnionej silikazelem, stosujgc jako eluent
mieszanine heksan/ octan etylu (gradientowo, zaczynajgc od heksan, koriczac 7:3v/v),
a zebrane frakcje zawierajgce produkt odparowano na wyparce obrotowej. W celu
usuniecia resztek rozpuszczalnika organicznego czysty produkt poddano liofilizacji

z benzenu. Otrzymano 83 mg (E)-2-(2,4-dimetylobenzylo{6-[2-(pyridin-2-
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yl)winylo]pirydyn-2-yl}amino)etan-1-olu (34) w postaci z6ttego oleju, z wydajnoscig 43%,

ktéry scharakteryzowano przy uzyciu spektroskopii NMR i MS:

'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & [ppm] 8.60 (dd, J = 5.0, 1.7 Hz, 1H), 7.65 (td, J = 7.7,
1.9 Hz, 1H), 7.61 (d, J = 15.7 Hz, 1H), 7.53 (d, J = 15.8 Hz, 1H), 7.47 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.36
(dd, J = 8.5, 7.2 Hz, 1H), 7.15 (ddd, J = 7.5, 4.8, 1.1 Hz, 1H), 7.04 (s, 1H), 6.98 — 6.93 (m,
2H), 6.75 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 6.30 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 4.57 (s, 2H), 4.03 — 3.82 (m, 4H), 2.30
(s, Hz, 1H), 2.28 (s, 1H). 13C NMR (126 MHz, Chloroform-d) & [ppm] 158.91, 155.14,
152.18, 149.51, 138.35, 136.59, 136.48, 135.29, 131.80, 131.49, 131.36, 130.77, 126.74,
125.48, 123.00, 122.37,113.30, 106.89, 63.43, 52.18, 51.40, 20.84, 18.81;

HRMS-ESI m/z; obliczone: 360,2076 C23H25N30 [M+H]*; obserwowane: 360,2071 [M+H]*

2.18. Otrzymywanie (E)-2-{2-fluorobenzylo-[6-(2-pirydyn-2-ylo-winylo)-pirydyn-2-ylo)-

aminoetanolu

W kolbie okrggtodennej przedmuchanej argonem,
umieszczono Pd(OAc). (0,025 mmol; 5,6 mg) oraz
PPhs (0,075 mmol; 20 mg) w 5 mL bezwodnego
DMF. Po 10 min. dodano TBAB (0,05 mmol; 16 mg),

2-[(6-bromo-pirydyn-2-ylo)-(2-fluoro-benzylo)-
amino]-etanol (26) (0,61 mmol; 200 mg), winylopirydyne (0,73 mmol; 79 uL) i Cs,COs (0,9
mmol; 300 mg). Reakcje prowadzono w atmosferze argonu w reaktorze mikrofalowym
(120°C, 300 W) przez 4 godziny. Po zakonczeniu reakcji DMF odparowano i dokonano
wstepnego oczyszczenia za pomocg ekstrakcji DCM/ nasycony NaHCOs (1/1; v/v).
Nastepnie produkt oczyszczono przy uzyciu chromatografii kolumnowej wypetnionej
silikazelem, stosujgc jako eluent mieszanine heksan/ octan etylu (gradientowo, zaczynajac
od heksan, konczac 7:3v/v), a zebrane frakcje zawierajgce produkt odparowano na
wyparce obrotowej. W celu usuniecia resztek rozpuszczalnika organicznego czysty
produkt poddano liofilizacji z benzenu. Otrzymano 75 mg (E)-2-(2-fluorobenzylo{6-[2-
(pirydyn-2-yl)winylo]pirydyn-2-yl}Jamino)etan-1-olu (35) w postaci z6ttego oleju,

z wydajnoscig 35%, ktdry scharakteryzowano przy uzyciu spektroskopii NMR i MS:
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1H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & [ppm] 8.61 (dd, J = 5.0, 1.7 Hz, 1H), 7.66 (td, J = 7.7,
1.8 Hz, 1H), 7.60 (d, J = 15.7 Hz, 1H), 7.53 (d, J = 15.7 Hz, 1H), 7.46 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.40
(dd, J = 8.5, 7.3 Hz, 1H), 7.27 — 7.22 (m, 1H), 7.23 - 7.14 (m, 2H), 7.12 — 7.04 (m, 2H), 6.77
(d, J = 7.2 Hz, 1H), 6.40 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 4.76 (s, 2H), 4.03 — 3.81 (m, 4H). 13C NMR (126
MHz, Chloroform-d) & [ppm] 160.81 (d, Jrc = 245.5 Hz), 158.67, 155.12, 152.39, 149.51,
138.50, 136.60, 131.84, 130.87, 128.75, 127.87, 124.50, 124.31, 123.10, 122.46, 115.39,
113.57, 106.68, 63.28, 52.36, 47.52;

HRMS-ESI m/z; obliczone: 350,1169 C1H20FN3O [M+H]*; obserwowane: 360,1164 [M+H]*

2.19. Ogolna metoda substytucji nukleofilowej SnAr

W kolbie okragtodennej umieszczono bromopochodng pirydyny (1 eq) w bezwodnym
DMF, N,N-diizopropyloetanoloamine (1,5 eq) oraz duzy nadmiar etanoloaminy (10-20 eq).
Reakcje prowadzony w reaktorze mikrofalowym (120°C, 300 W) przez 3 godziny. Po
zakonczeniu reakcji DMF odparowano i dokonano wstgepnego oczyszczenia za pomocy
ekstrakcji DCM/ nasycony NaHCOs (1/1; v/v). Nastepnie produkt oczyszczono przy uzyciu
chromatografii kolumnowej wypetnionej silikazelem, stosujgc jako eluent mieszanine
DCM/metanol  (gradientowo, zaczynajgc od DCM  konczac  95/5  v/v),
a zebrane frakcje zawierajgce produkt odparowano na wyparce obrotowej. W celu
usuniecia resztek rozpuszczalnika organicznego czysty produkt poddano liofilizacji

z benzenu.

2.20. Otrzymywanie (E)-6-(2-pirydyn-2-yl-winylo)-pirydyn-2-ylo)-aminoetanolu (8)

W kolbie okrggtodennej umieszczono (E)-2-bromo-
H
N _ _ . 9. i .
\/\OH 6-[2-(pirydyn-2-ylo)-winylo)pirydyne  (3) (1,23

mmol, 320 mg) w 0,5 mL bezwodnego DMF, N,N-

diizopropyloetanoloamine (1,8 mmol, 0,3 mL) oraz duzy nadmiar etanoloaminy (1,5 mL).

Reakcje prowadzono w reaktorze mikrofalowym (120°C, 300 W) przez 3 godziny. Po
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zakonczeniu reakcji DMF odparowano i dokonano wstepnego oczyszczenia za pomoca
ekstrakcji DCM/ nasycony NaHCOs (1/1; v/v). Nastepnie produkt oczyszczono przy uzyciu
chromatografii kolumnowej wypetnionej silikazelem, stosujgc jako eluent mieszanine
DCM/metanol (gradientowo, zaczynajgc od DCM koriczac 95/5 v/v), a zebrane frakcje
zawierajgce produkt odparowano na wyparce obrotowej. W celu usuniecia resztek
rozpuszczalnika organicznego czysty produkt poddano liofilizacji z benzenu. Otrzymano
175 mg (E)-6-(2-pirydyn-2-yl-winylo)-pirydyn-2-ylo)-aminoetanolu (8) w postaci zéttawego

oleju, z wydajnoscig 60% ,ktéry scharakteryzowano przy uzyciu spektroskopii NMR:

'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & [ppm] 8.48 (dd, J = 5.0, 1.8 Hz, 1H), 7.52 (dd, J = 7.7,
1.8 Hz, 1H), 7.48 (d, J = 15.7 Hz, 1H), 7.39 (d, J = 15.7 Hz, 1H), 7.32 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.21
(dd, J = 8.3, 7.2 Hz, 1H), 7.06 — 6.99 (m, 1H), 6.58 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 6.23 (d, J = 8.3 Hz,
1H), 5.55 (s, 1H, -OH), 5.32 (t, J = 5.7 Hz, 1H, -NH), 3.74 (t, J = 4.8 Hz, 2H), 3.45 (g, J = 5.1
Hz, 2H). 23C NMR (126 MHz, Chloroform-d) & [ppm] 158.47, 155.05, 152.11, 149.28,
137.63, 136.44, 131.87, 130.28, 122.70, 122.20, 113.39, 108.50, 63.26, 44.71

HRMS-ESI m/z; obliczone: 242,1293 C14H15sN3O [M+H]*; obserwowane: 242,1277 [M+H]*;

2.21. Otrzymywanie (E)-2-{metylo-[6-(2-pirydyn-2-ylo-winylo)-pirydyn-2-ylo)-

aminoetanolu

| W kolbie okrggtodennej umieszczono (E)-2-bromo-

N\/\OH 6-[2-(pirydyn-2-yl-winylo)pirydyny

(3) (1,23 mmol, 320 mg) w 0,5 mL bezwodnego
DMF, N,N-diizopropyloetanoloamine (1,8 mmol, 0,3 mL) oraz duzy nadmiar
N-metyloetanoloaminy (1,5 mL). Reakcje prowadzono w reaktorze mikrofalowym (120°C,
300 W) przez 2 godziny. Po zakonczeniu reakcji DMF odparowano i dokonano wstepnego
oczyszczenia za pomocg ekstrakcji DCM/ nasycony NaHCOs (1/1; v/v). Nastepnie produkt
oczyszczono przy uzyciu chromatografii kolumnowej wypetnionej silikazelem, stosujac
jako eluent mieszanine DCM/metanol (gradientowo, zaczynajgc od DCM koriczac 95/5
v/v), a zebrane frakcje zawierajgce produkt odparowano na wyparce obrotowej. W celu
usuniecia resztek rozpuszczalnika organicznego czysty produkt poddano liofilizacji
z benzenu. Otrzymano 209 mg (E)-2-{metylo-[6-(2-pirydyn-2-yl-winylo)-pirydyn-2-ylo)-
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aminoetanolu (10) w postaci zdéttawego oleju, z wydajnoscia 67 %, ktory

scharakteryzowano przy uzyciu spektroskopii NMR i MS:

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] 8.57 (dd, J = 4.9, 1.7 Hz, 1H) 7.78 (td, J = 7.7, 1.9 Hz,
1H), 7.61-7.59 (m, 1H), 7.56 (d, 15.6 Hz, 1H), 7.52 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 7.50 — 7.47 (m, 1H),
7.26 (ddd, J = 7.4, 4.7, 1.0 Hz, 1H), 6.75 (d, J = 7.1 Hz, 1H), 6.59 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 4.73 (t, J
= 4.8 Hz, 1H), 3.71 — 3.54 (m, 4H), 3.10 (s, 3H). 3C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & [ppm]
157.77, 154.83, 151.88, 149.51, 137.69, 136.77, 132.49, 130.20, 122.51, 122.48, 111.65,
105.93, 58.58, 51.88, 36.73;

HRMS-ESI m/z; obliczone: 256,1450 C15H17N30 [M+H]*; obserwowane: 256,1433 [M+H]*

Krystalizacja: Poczatkowo uzyskany oleisty zwigzek rozpuscitam w niewielkiej ilosci
dichlorometanu i pozostawitam do powolnego odparowania w temperaturze pokojowej,
po czym umiescitam kolbe w temperaturze -20°C. Po dwdch dniach zauwazytam drobne
krysztatki na sciankach naczynia szklanego, ktére nastepnie zostaty wyodrebnione przez
dr Tomasza Manszewskiego i poddane dziataniu promieniowania rentgenowskiego w celu

uzyskania danych krystalograficznych.
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Tabela 19. Parametry krystalograficzne dla zwigzku 10.

Grupa Parametry parametr
Ukfad L. R
. przestrzenna komorki rozbieznosci R:
krystalograficzny .
elementarnej
a=12.8800 A dla mocnych
b=16.5100 A .
, =6.3950 A refleksédw: 0.0413
Jednoskosny
P21/C .
. dla wszystkich
:=90.000 reflekséw: 0.0459
B=99.63° T
y=90.000°

2.22. Synteza jodku (E)-2-(2-(6-((2-hydroksyetylo)(metylo)amino)pirydyn-2-ylo)winylo)-
1 metylopirydyniowego

W kolbie okragtodennej przedmuchanej argonem,
umieszczono zwigzek (E)-2-(4-metylobenzylo{6-[2-

(pirydyn-2-ylo)winylo] pirydyn-2-ylo}amino)etan-

1-ol (10) (1 eq, 0,12 mmol, 30 mg) w bezwodnym
acetonitrylu (1 mL) po czym kolbe zamknieto szczelnie septy. Nastepnie przy uzyciu
strzykawki dodawano kroplami jodek metylu (1,1 eq, 0,13 mmol, 8,3 uL). Reakcje
prowadzono w temperaturze pokojowej przez 10 godzin, kontrolujac jej przebieg przy
uzyciu chromatografii cienkowarstwowej (DCM/MeOH 95/5 v/v). Po przereagowaniu
substratu rozpuszczalnik odparowano na wyparce obrotowej, a zanieczyszczenia
i ewentualne pozostatosci substratu oddzielono na drodze ekstrakcji, korzystnie
DCM/woda 1:1 (v/v). Otrzymano 25 mg  jodku (E)-2-(2-(6-((2-
hydroksyetylo)(metylo)amino)pirydyn-2-ylo)winyl0)-1-metylopirydyniowego (37).
Wydajnos¢ reakcji: 80-90%.

'H NMR (500 MHz; DMSO-ds) 6 [ppm] 8.98 (dd; J = 6.3; 1.4 Hz; 1H; H6); 8.52 (dtd; J = 15.6;
8.2; 1.5 Hz; 2H); 7.94 (ddd; J = 7.6; 6.2; 1.7 Hz; 1H); 7.81 (s; 2H); 7.58 (dd; J = 8.6; 7.1 Hz;
1H); 6.90 (d; J = 7.0 Hz; 1H); 6.76 (d; J = 8.6 Hz; 1H); 4.67 (d; J = 5.1 Hz; 1H); 4.36 (s; 3H);
3.63 (q; J = 4.1; 3.4 Hz; 4H); 3.12 (s; 3H),*3C NMR [ppm]: 157.66; 151.82; 149.74; 145.98;
144.35; 142.20; 137.90; 125.38; 125.18; 119.01; 114.09; 108.49; 58.39; 51.97; 45.82;
36.78
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1H-15N NMR (500 MHz; DMSO-ds) & [ppm] 72,81 (N2 pirydynylowy), 195,46 (N*-PyCHs),

253,91 (pirydynowy atom azotu z przytgczong grupga 2-N-(CHs)CH.CH,0H)
HRMS-ESI m/z obliczone: 270,1602: obserwowane: C16H20N30+ [M]* 270,1601

2.23. Otrzymywanie 2-(2,4-difluorofenyloamino)etanolu

N/\/QH W kolbie okragtodennej umieszczono bromek 2,4-
/g\H difluorobenzylu (2,89 mmol; 372 uL), etanoloamine (14
3 F mmol, 0.8 mL) oraz N,N-diizopropyloetyloamine (8,7 mmol,
1,4 mL) ) Mieszanine umieszczono w tazni lodowej (woda/NaCl/léd) i mieszano przy
uzyciu mieszadta magnetycznego przez 3 godziny. Reakcje kontrolowano
z uzyciem chromatografii cienkowarstwowej. Po zakornczeniu reakcji wykonano ekstrakcje
w ukfadzie: eter dietylowy/ nasycony NaHCOs; do osiggniecia wartosci pH ~ 6.8
umozliwiajgcej usuniecie nadmiaru etanoloaminy. Nastepnie produkt oczyszczono przy
uzyciu chromatografii kolumnowej, a zebrane frakcje zawierajgce produkt odparowano na
wyparce obrotowej. Czysty produkt poddano liofilizacji z benzenu. Zwigzek 14 otrzymano
w postaci biatego proszku z wydajnoscig 45 % (230 mg), ktéry scharakteryzowano przy

uzyciu spektroskopii NMR oraz spektrometrii mas.

H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & [ppm] 7.28 (td, J = 8.5, 6.5 Hz, 1H), 6.81 (dddd, J =
11.5, 10.2, 5.7, 1.8 Hz, 2H), 3.80 (s, 2H), 3.66 — 3.60 (m, 2H), 2.77 — 2.70 (m, 2H), 2.44 (s,
1H). 3C NMR (101 MHz, Chloroform-d) & [ppm] 162.83 (dd, J = 105.3, 12.0 Hz), 160.36
(dd, J=105.7,12.0 Hz), 131.07, 122.68, 111.08, 103.74 , 60.74 , 50.31 , 46.29

HRMS-ESI m/z; obliczone 188,0887 CoH1:F2NO [M+H]*; obserwowane: 189,0900 [M+H]*;

2.24. Otrzymywanie 2-(chinolin-2-ylamino)etanolu

m\ W kolbie okragtodennej umieszczono 2-bromochinoline
OH (1 mmol; 208 mg), etanoloamin 1,5 mlL) and

NSNS ( g) e | )
H diizopropyloetyloamine (1,5 mmol, 244 pulL) . Mieszanine

umieszczono w tazni olejowe] i ogrzewano w temperaturze 120°C pod chtodnicg zwrotng
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przez 1 godzine. Reakcje kontrolowano z uzyciem chromatografii cienkowarstwowej. Po
zakonczeniu reakcji wykonano ekstrakcje w uktadzie: eter dietylowy/ nas. NaHCOs do
osiggniecia wartosci pH ~ 6.8 umozliwiajagcej usuniecie nadmiaru etanoloaminy.
Nastepnie produkt oczyszczono za pomocg PLC w ukfadzie eluujagcym heksan/octan
etylu/metanol (1:1:0,2 v/v/v), a frakcje zawierajgce zwigzek odparowano na wyparce
obrotowej. Zwigzek 18 otrzymano w postaci biatego proszku z wydajnoscig 70% (210 mg),

ktory scharakteryzowano przy uzyciu spektroskopii NMR oraz spektrometrii mas.

'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & [ppm] 7.78 (dd, J = 8.8, 0.6 Hz, 1H), 7.65 (dd, J = 8.3,
1.0 Hz, 1H), 7.57 (dd, J = 7.9, 1.4 Hz, 1H), 7.52 (ddd, J = 8.5, 7.0, 1.5 Hz, 1H), 7.22 (ddd, J =
8.1, 7.0, 1.2 Hz, 1H), 6.64 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 5.34 (s, 1H), 3.91 — 3.81 (m, 2H), 3.67 (q, J =
3.7 Hz, 2H), 3.47 (s, 1H). 3C NMR (126 MHz, Chloroform-d) 6 [ppm] 157.20 , 146.63 ,
137.67,129.83,127.35,125.44 ,123.24 ,122.53,112.33, 64.38, 45.84;

HRMS-ESI m/z; obliczone: 189,1028 C11H12N20 [M+H]*; obserwowane: 190,1125[M+H]*

2.25. Ogolna procedura otrzymywania weglanu nukleozydu

W kolbie okrggtodennej umieszczono nukleozyd (1 eq) oraz karbonyldiimidazol (1 eq)
w bezwodnym acetonitrylu. Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej przez 30
minut, kontrolujgc jej przebieg przy uzyciu TLC. Nastepnie dodano aminoalkohol (10,
1 eq) oraz TMG (0,2 eq), pozostawiajagc mieszanine w temperaturze pokojowej przez
2 godziny. Rozpuszczalnik odparowano a pozostato$é oczyszczono na kolumnie
chromatograficznej, uzywajagc eluentu w postaci mieszaniny chlorku metylenu
i metanolu (gradientowo, zaczynajgc od DCM koriczac na 95:5 v/v). Czysty produkt

zliofilizowano z benzenu i poddano analizie NMR i ESI.

184



IV. CZESC EKSPERYMENTALNA

2.26. Otrzymywanie 3'-0-acetylo-5'-(2-{metylo-[6-(2-pirydyn-2-yl-winylo)-pirydyn-2-
ylo—aminoetyloksykarbonylo tymidiny (46)

W kolbie okrggtodennej umieszczono
3’-O-acetylowang tymidyne (0,12
mmol, 34 mg) oraz 1,1’-
karbonyldiimidazol (0,24 mmol, 39

mg) w bezwodnym acetonitrylu

(2 mL). Reakcje  prowadzono
w temperaturze pokojowej przez 30 minut, przebieg kontrolujgc przy uzyciu TLC.
Nastepnie dodano aminoalkohol (0,12 mM, 39 mg) oraz TMG (0.2 mmol, 27 L),
pozostawiajgc mieszanine w temperaturze pokojowej przez 2 godziny. Rozpuszczalnik
odparowano a pozostatos¢ oczyszczono na kolumnie chromatograficznej, uzywajac
eluentu w postaci mieszaniny chlorku metylenu i metanolu (gradientowo, zaczynajac od
DCM koriczac na 95:5 v/v). Czysty produkt zliofilizowano i otrzymano 38mg (57%) z6ttego
proszku , ktory poddano analizie NMR i ESI.

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & [ppm] 8.66 — 8.55 (m, 1H), 7.70 — 7.65 (m, 1H), 7.63
(d, J = 5.3 Hz, 1H), 7.48 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.44 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.35 (d, J = 2.2 Hz, 2H),
7.14 (dd, J = 7.5, 4.9 Hz, 1H), 6.71 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 6.45 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 6.35 (dd, J =
8.8, 5.7 Hz, 1H), 5.16 (dd, J = 5.2, 3.2 Hz, 1H), 4.52 (dt, J = 11.5, 5.9 Hz, 1H), 4.42 (q, J = 4.6,
3.7 Hz, 1H), 4.39 (d, J = 2.9 Hz, 1H), 4.33 (dd, J = 11.8, 2.8 Hz, 1H), 4.17 (q, J = 2.7 Hz, 1H),
4.02 (tq, ) = 14.7, 8.8, 7.4 Hz, 2H), 3.10 (s, 3H), 2.40 — 2.29 (m, 1H), 2.22 — 2.10 (m, 2H),
2.09 (s, 3H), 1.88 (s, 3H). 13C NMR (101 MHz, Chloroform-d) & [ppm] 169.89 , 163.00 ,
157.25, 155.08 , 154.11, 152.11, 149.93, 149.18 , 137.44 , 136.01, 134.34 , 132.11,
130.24,127.82,122.10, 121.78 ,112.34, 111.15, 104.99, 84.04 , 81.62, 74.07 ,66.76,
65.86 ,47.87,36.73,36.64,20.39,12.13;

HRMS-ESI m/z; obliczone: 565,2173 [M+H]*; obserwowane: 566,2248 [M+H]*
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2.27. Synteza (E)-2-cyjanoetylo- 2-(metyl(6-(2-(pirydyn-2-ylo)winylo) pirydyn-2-

ylo)amino)etylo diizopropylo amidofosforynu (49) - metoda A

W kolbie okragtodennej umieszczono
\NJ/ uprzednio zliofilizowany alkohol 10
! (0,55 mmol; 140 mg) oraz sita

molekularne, w atmosferze argonu.

Nastepnie catos¢ schtodzono do 0°C
po czym dodano bis-(diizopropylamino)(2-cyjanoetoksy)fosfine (0,715 mmol; 227 ulL) oraz
5-(benzylotio)-1H-tetrazol (BTT) (0,44 mmol; 1,7 mL) i pozostawiono w temperaturze
pokojowej, kontrolujac reakcje przy uzyciu TLC oraz spektroskopii 3P NMR. Reakcje
zakonczono po 40 minutach dodajgc do mieszaniny 0,1 mL bezwodnej trietyloaminy, gdy
na widmie fosforowym byto obserwowalnego sygnatu pochodzacego od substratu
fosfinowego, a zaczety pojawiac sie sygnaty w obszarze H-fosfoniandéw (sugerujgce rozpad
produktu). Acetonitryl odparowano na wyparce obrotowe]j po czym produkt wyizolowano
przy uzyciu chromatografii kolumnowej w uktadzie elujgcym benzen-trietyloamina (9:1

v/v). Otrzymano okoto 120 mg czystego produktu 49, z wydajnoscia 48%.
Produkt scharakteryzowano przy uzyciu analizy TLC oraz spektroskopii 3'P NMR:
Analiza TLC w uktadzie benzen/trietyloamina; 9:1 (v/v); Rfamidofosforynu=0.7;

31p NMR (400 MHz; benzen-d6): 146.46 (s)

2.28. Synteza Bis-[2-(pirydyn-2-ylo)winylo]pirydyn-2-ylo]N,N,N',N -tetraizopropylo

amidofosforynu (51)— metoda B

(E)-2-(metyl{6-[2-(pirydyn-2-
ylo)winylo] pirydyn-2-

ylo}amino)etan-1-ol (80 mg;

0,313 mmol) liofilizowano z benzenu a nastepnie suszono na prézni przez 12 godzin.
Nastepnie umieszczono w niewielkiej kolbie okragtodennej przedmuchanej argonem

i zabezpieczonej septg. Do kolby dodano 1 ml bezwodnego dichlorometanu otrzymujac
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klarowny roztwér barwy zéttej. Dodano w jednej porcji 40,9 ul (0,235 mmola) N,N-
diizopropyloetyloaminy, a nastepnie roztwér schtodzono do temp. ok -5°C. Do
klarownego roztworu dodano 41,75 mg (0,156 mmol) bis(diizopropylamino)chlorofosfiny.
w momencie gdy analiza TLC w uktadzie rozwijajgcym:
heksan/dichlorometan/trietyloamina; v/v/v/; 6/3/1; wykazata potowiczny zanik substratu,
dodano 15 mg (0,078 mmol) 5-(benzylotio)-1H-tetrazol (BTT) i reakcje prowadzono do
catkowitego zaniku substratu. Roztwdér odparowano na wyparce obrotowej; a produkt
oczyszczano metodg chromatografii kolumnowej (zel krzemionkowy); stosujgc elucje
gradientowg w uktadzie dichlorometan/heksan/trietyloamina; v/v/v; od 1/8/1 do 2/7/1.
Potgczone frakcje produktu odparowano a pozostatos¢ zliofilizowano z benzenu.
Otrzymano 30 mg bis[2-(pirydyn-2-ylo)winylo]pirydyn-2-ylo]-N,N,N',N"-

tetraisopropyloamidofosforyn (51) w postaci zéttego oleju z wydajnoscig 30 %.

Produkt scharakteryzowano przy uzyciu analizy TLC oraz spektroskopii 3'P NMR:Analiza

TLC w uktadzie heksan/dichlorometan/trietyloamina; v/vv; 6/3/1; Rfamidofosforynu= 0,23;
31p NMR (400 MHz; benzen-d6): 146.46 (s).

2.29. Zautomatyzowana Synteza DNA

A. Synteza i przytgczanie znacznika

0,1 M roztwdr amidofosforynu ze znacznikiem fluorescencyjnym przygotowywano
wczeéniej rozpuszczajac w bezwodnym acetonitrylu z dodatkiem sit molekularnych 4A. Do
suszenia kolumienek stosowano Argon o czystosci N 5.0. Przeprowadzono synteze 12-
merowego oligomeru o sekwencji: PyVnPy (10) 5 TTT TTT TIT TTT 3’. Syntezy
przeprowadzono na fazie statej stosujgc podtoze krzemianowe Q — dT (Glen Research)
oraz komercyjny amidofosforyn tymidyny. Synteze prowadzono wykorzystujac
automatyczny syntetyzer DNA powtarzajgc cyklicznie dla kazdego przytgczanego
nukleotydu 4 etapy (detrytylacja, kondensacja, kapowanie, utlenianie). W tym celu
kolumienke ze statym ztozem Q-dT napetnia sie roztworami dla kazdego etapu stosujgc

nastepujgce warunki:
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1. detrytylacja: 3% roztwdr kwasu dichlorooctowego w chlorku metylenu czas 2 minuty

2. kondensacja: 0,1 molowy roztwér amidofosforyny-T w acetonitrylu mieszany
w réwnych proporcjach z 0,1 molowym roztworem 5-benzylo-mercaptotetrazolu(BMT)

czas 3 minuty

3. kapowanie: mieszanina dwodch roztworéw (A i B) o réwnych proporcjach czas:
1 minuta Roztwér A-10% roztwoér 1-N-metyloimidazolu w tetrahydrofuranie; roztwér B —

10% roztwor bezwodnika octowego w tetrahydrofuranie.
4. utlenienie: 0,05 molowy roztwér jodu w pirydynie, czas 1 minuta.

Po kazdym etapie kolumienke przeptukiwano bezwodnym acetonitrylem
i przedmuchiwano argonem. Po przyfgczeniu ostatniego oligonukloetydu usunieto
ostatnig grupe dimetoksytrytylowg (etap detrytylacji) i przeprowadzono etap kondensacji
stosujgc mieszanine amidofosforynu barwnika (amidofosforyn barwnika 10 (12mg)
rozpuszczonego w 200ul bezwodnego ACN) oraz 0,1 molowego roztworu BTT. Czas reakgc;ji
wynositl0 minut. Nastepnie przeprowadzono etap utleniania. Po jego zakoriczeniu
i przeptukaniu kolumny acetonitrylem i przedmuchaniu suchym argonem podtoze

umieszczano na 2 minuty w temperaturze 22°C w stezonym roztworze amoniaku (32%).

Nastepnie odwirowano podfoze krzemianowe, a supernatant zawierajgcy znakowany
oligomer naniesiono na kolumienke LGC MicroPure Il. Oligonukleotyd oczyszczano
przemywajac kolumienke: i) 97% 1M TEAA + 3% MeCN v/v ii) H,0 MiliQ iii) 20% MeCN
w H20 w wyniku czego uzyskano trzy frakcje, gdzie znakowany oligonukleotyd znajdowat
sie  we frakcji po przemyciu wodg miliQ. Oligonukleotydy analizowane
i oczyszczane byly na zelu poliakrylamidowym denaturujgcym (19% akrylamid, 1% N,N'-
metylenobisakrylamid, 7M mocznik). Wizualizacje oligomerdw uzyskiwano poprzez
umieszczenie zelu na ptycie z fluoroforem i oswietlenie lampg UV 254 nm. Oligomery

zawierajgce grupy fluoryzujgce wizualizowano poprzez oswietlenie lampg UV 366 nm.
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B. Analiza znakowanego oligomeru na HPLC

Przygotowanie analitu: znakowany oligonukleotyd (0,4 OD) rozpuszczono w 500ul wody

miliQ, wymieszano na Vortexie i odwirowano. Wykonano kolejno pomiar OD przy dtugosci
fali 260 nm, na podstawie ktérego wyznaczono objetosc nastrzyku na kolumne

chromatograficzng. (OD260 - 0,528;0bjetos¢ analitu - 100pl).

Warunki analizy:

kolumna Synegi Fusion — RP 80A PHENOMENEX, 150 x 4.6 mm z prekolumna

metoda gradientowa czas trwania 30 min:

-szybkos¢ przeptywu 1ml/min

-analiza w gradiencie bufor A (0,01M octan trietyloamoniowy)/ bufor B (0,01M octan
trietyloamoniowy w 40% roztworze acetonitrylu)

-Detektor DAD diodowy 220-700 nm

-Detektor FLD (Aabs.=370nm, Aem=476nm)

3. Pomiary fizykochemiczne

3.1. Widma absorpc;ji

Widma absorpcyjne rejestrowano na dwuwigzkowym spektrofotometrze Jasco V-750 oraz
Cary 100 (Agilent, USA) w kuwecie kwarcowej o dtugosci drogi optycznej wynoszacej 1cm;
zrodto swiatta: lampa deuterowa pracujgca w zakresie dtugosci fal od 187-900 nm; typ
detektora: fotopowielacz. Szerokos$¢ wigzki spektralnej wynosita 2/10nm. Wyznaczone
wartosci molowego wspodtczynnika ekstynkcji sg rezultatem 3-4 niezaleznych
i usrednionych wynikéw, majac na uwadze, ze dla zastosowanych stezen oraz szerokosci

wigzki spektralnej inherentny btagd pomiarowy moze siegaé 20%.

3.1.1. Wyznaczanie molowego wspétczynnika absorpcji

W celu wyznaczenia molowego wspofczynnika absorpcji €, dla zwigzkéw 8, 10 i 12 oraz
30-35 przygotowano, z doktadnoscia do 0,1 mg po 3 nawazki. Kazdg nawazke

rozpuszczono w 1 mL czystego metanolu i umieszczono w kolbach miarowych

0 pojemnosci 5 mL. Nastepnie do kazdej z kolb miarowych dolano po 4 mL metanolu. Dla
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kazdego z przygotowanych roztwordow dokonano pomiaru warto$ci maksimum
absorbancji w kuwecie kwarcowej o drodze optycznej 1 cm i wyznaczono € [M! cm]
wedtug prawa Lamberta-Beera: A= € x | x ¢, gdzie: A- absorbancja , |- dtugos¢ drogi
optycznej, c- stezenie molowe [mol/L]. Wartosci usredniono, a dla kazdej uwzgledniono

btad rzedu +/- 20%

3.2. Spektrofluorymetria

Widma fluorescencyjne (wzbudzenia i emisji) zsyntetyzowanych aminoalkoholi (8-12,30-
35) oraz wybranego weglanu nukleozydu w stezeniach 10* M zostaty rejestrowane na
spektrofluorymetrze FluoTime 300 EasyTau (PicoQuant, Germany), wyposazonego w
termostat. Zrédtem wzbudzajagcym byt laser diodowy (A = 315-400 nm) z szybkoscig
powtdrzen rzedu 80 MHz lub lampa rteciowa. Dtugo$é fali wzbudzenia wynosita 377 nm,
szerokosc¢ szczelin wzbudzenia oraz emisji wynosity: AA = 1 nm; krok wynosit 1 nm; Kazde
widmo byto wynikiem 4-6 niezaleznych i automatycznie usrednionych pomiaréw
i automatycznie skorygowane. Jako detektor zastosowano fotopowielacz PMT z funkcja
pojedynczego zliczania fotondw rejestrujacy emisje Swiatta w zakresie od 185 nm do 820
nm. Pomiary wykonywane byty w rozpuszczalnikach organicznych, wodzie lub buforze
fosforanowym (pH 5.8-8.0) oraz poza zakresem jego pojemnosci buforowej, az do pH 2
lub 12 (adjustacja pH 0,1 M roztworem wodorotlenku sodu lub H3POas; pomiar pH przy

uzyciu pH-metru przed kazdg z analiz). Zakres stezer prébek: 10-10% M

Rejestracja widm emisji fluorescencji dla procesu cyklizacji: probke z weglanem

nukleozydu w buforze fosforanowym o pH = 6.86 umieszczono w termostacie i co 5-10

minut dokonywano pomiaru widma emisji: przez okoto120 minut w temperaturze 60°C.

Wyznaczanie wydajnosci kwantowej: wyznaczana w oparciu o metode porownawczg ze

wzorcem; pomiary wykonane dla prébek w metanolu; warunki eksperymentalne:

- wzorzec — N-metyloakrydyna, ktérej widma absoprcyjne i emisyjne naktadajg sie

z widmami probek badanych; Cm = 10°-10° M

- dla kazdej z probek pomiary wykonywane byly na wykalibrowanych aparatach, nie

zmieniajgc ich ustawien podczas wykonywania eksperymentow
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- aby zminimalizowa¢ btagd pomiarowy uzyto kuwety kwarcowej o drodze optycznej 10
mm, stezenia prébek zostaty dobrane tak aby absorbancja w maksimum nie przekraczata

0,1, co niweluje efekt filtra wewnetrznego.

Wyznaczenie wydajnosci kwantowej: na podstawie skorygowanego widma emisji
fluorescencji, obliczajgc pole powierzchni pod krzywa prébki oraz wzorca, wykonujac
obliczenia na podstawie wzoru:

S, A} n?

ZxEx—2xof

SR Ay TNR
gdzie: x- substancja badana; R- referencja; S- pole powierzchni pod krzywa emisji
fluorescencji; A — absorbancja przy tej samej df. fali dla x i R; n - poprawka uwzgledniajgca
réznice w uzytych rozpuszczalnikach dla x i R; ¢ - wydajnos¢ kwantowa referencji.
Wspotczynniki  zatamania $Swiatta w réwnaniu pozwalajg uwzgledni¢ rdznice

w stosowanych rozpuszczalnikach dla prébek badanych jak i wzorca.

Procedura pomiaru:

1. pomiar widma absorpcji dla rozpuszczalnika

2. pomiar widma absorpcji dla prébki

3. odjecie widma rozpuszczalnika od widma prébki

4. okreslenie gestosci optycznej dla prébki dla okreslonej dtugosci fali

5. pomiar widma emisji rozpuszczalnika

6. pomiar widma emisji probki

7. Skorygowanie widma emisji i wyznaczenie pola powierzchni pod krzywa

8. powtodrzenie krokéw 1-7 dla standardu

Analiza _czasowo-rozdzielcza: pomiar czasow zycia fluorescencji dla konkretnych

fluoroforéw, wykonywano w zaleznosci od $rodowiska (polarnos¢ rozpuszczalnika, pH)
metodg TCSPC (ang. Time correlated single photoncounting). Analize przeprowadzono
rowniez na spektrofluorymetrze FluoTime300 stosujgc adekwatne warunki do
poprzednich i te same prébki dla ktérych rejestrowano widma emisji. Krzywe zaniku czasu

zycia analizowano poprzez program FluoFit (PicoQuant). Wartosci czasdw zycia T [ns]
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obliczono uzywajgc Gaussowskiego modelu z dekonwolucy (ang. lifetime distribution

model with reconvolution). IRF (ang. instrument response function), byta mierzona

z udziatem rozpraszacza $swiatta (LUDOX Colloidal Silica) dla kazdej z mierzonych proébek,

przed i po wykonaniu pomiaru, by zapewni¢ stabilnos¢ instrumentu.

Analiza wptywu rozpuszczalnika na wtasciwosci fizykochemiczne

Wyznaczanie zaleznosci pomiedzy przesunieciem Stokesa (oS y) a parametrem

Dimrotha, Hansena oraz Kamleta-Tafta;

Tabela 20. Parametry Dimroth’a,
rozpuszczalnikdw, zaczerpniete ze zrédet: Reichardt, Ch.; Chem. Rev. 1994, 94, 2319-2358’
https://www.accudynetest.com/solubility_table.html

Hansena

i Kamleta-Taft’a dla

zastosowanych

rozpuszczalnik

metanol (MeOH)

acetonitryl (ACN)

dichlorometan

(DCMm)

tetrahydrofuran

(THF)

1,4-dioksan

pirydyna

N,N-
dimetyloformamid

(DMF)

dimetylosulfotlenek

(DMSO)

parametr

Dimroth'a

Er 30

55,4

45,6

40,7

37,4

36

40,5

43,2

45,1

parametry Hansena

dD

14,7

15,3

18,2

16,8

17,5

19

17,4

18,4

dpP

12,3

18

6,3

5,7

1,8

8,8

13,7

16,4

dH

22,3

6,1

6,1

5,9

11,3

10,2

parametry
Kamlet'a-
Taft'a
a B
0,98 0,66
0,19 0,4
0,13 0,1
0 0,55
0 0,37
0 0,64
0 0,69
0 0,76

n*

0,6

0,75

0,82

0,58

0,55

0,87

0,88

Af

0,33

0,34

0,23

0,22

0,028

0,23

0,3

0,29

EN/T

0,762

0,46

0,309

0,207

0,164

0,302

0,386

0,444
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woda 63,1 15,6 16 42,3 1 0,18 1,09 0,35 1
octan etylu (AcOEt) 38,1 15,8 53 7,2 0 0,45 0,55 0,2 0,228
toluen 33,9 18 1,4 2 0 0,11 0,54 0,014 0,099
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Wykresy zaleznosci przesuniecia Stokes’a od okresloneqgo parametru zamieszczoneqgo
w.w. Tabeli 1, dla zwigzku 8, 10 12.

Zwiazek 8:

Wykres 1.

Przesunigcie Stokes'a vs. E;30 - dla zwigzku 8

6500 & PMsO M:OH

pirydyna
6000 AcOEt ¢ & ACN
toluen *
5500 PS DCM DMF woda

o

€

E- 5000 ¢ THF
? 1,4-dioksan
O
>

y =22,868x +4750,6
3500 R?=0,2363

30 35 40 45 50 55 60 65
E,30

Wykres 2.

Przesuniecie Stokes'a vs. dD - dla zwigzku 8

7000
DMSO

MeOH
¢ ACN ¢ pirydyna
6000 ® octan etylu DMF DCM *
——

L X3 L
5500 woda TS 3

5000 THF * toluen
1,4-dioksan

6500

4500

va-vf [cm™]

4000 y =-38,291x + 6396,4
3500 R?=0,0177

3000
14 14,8 15,6 16,4 17,2 18 18,8 19,6

dD
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Wykres 3.
Przesuniecie Stokes'a vs. dP - dla zwigzku 8
7000
6500 4 DMSO
pirydyna ’ MeOH
o7 6000 | i5iuen AcOEt N o R @ ACN
£ 5500 7Y
DCM DMF
q,g_, 5000 . THF woda
2 4500 | 1,4-dioksan
©
> 4000
y = 47,65x + 5288,6
3500 R? = 0,4767
3000
0 5 10 15 20
dP
Wykres 4.
Przesuniecie Stokes'a vs. dH - dla zwigzku 8
7000
6500
DMSO A
¢ pirydyna
T 5500 | @ ‘-\COEO DMF 2
S tol THF woda
S, 5000 oluen € 5050
(T
T
@ 4500
>
4000
y = 5,9867x + 5675,5
3500 R?=0,0272
3000
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
dH
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Wykres 5.
Przesuniecie Stokes'a vs. a - dla zwigzku 8
6500
L 2
ACN MeOH
__ 6000 N
L]
v L 2
g 5500 DCM .
THF
"?' 5000
©
>
4500
4000
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
o
Wykres 6.
Przesuniecie Stokes'a vs. B - dla zwigzku 8
7000
MeoH ~ DMSO
6300 ACN *
. 6000 DCM woda . pirydyna
-
p L/ 4 2
[ 5500 V'S
S AcOEt DMF
o 5000 toluen * THE
z 4500 1,4-dioksan
>
4000 y =917,69x + 5336,8
3500 R? = 0,2806
3000
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8
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Wykres 7.

Przesuniecie Stokes'a vs. n* - dla zwigzku 8

€ DMSO
¢ MeOH ACN

— 6000 AcOEt ¢
L]
P L ¢ woda
toluen * THF DCM DMF

L g

pirydyna

4500 1,4-dioskan

4000 y = 892x + 5079,1
3500 R?=0,1833

0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1 1,1 1,2

Zwiazek 10

Wykres 8.

Przesuniecie Stokes'a vs. E;30 - zwigzek 10

7500
7000 woda
6500
6000
>>00 toluen
5000 @
4500 1,4-dioksan
4000
3500
3000

THF

acoe?” DM

va-vf [cm™]

y =84,175x + 1922,4
R? = 0,8956

30 35 40 45 50 55 60 65
E,30
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va-vf [cm™]

7500
7000
6500
6000
5500
5000
4500
4000
3500
3000

Przesuniecie Stokes'a vs. dD - zwigzek 10

4

woda

MeOQ
ACN
AcOEt

y =-274,67x + 10250
R2=0,2547

pirydyna
4

toluen
®e
DCM

L
1,4-dioksan

14 14,8 15,6 16,4

dD

17,2 18 18,8 19,6

Wykres 10.

Przesuniecie Stokes'a vs. dP - zwigzek 10

pirydyna

4

woda

pmso ¢
ACN

y =108,43x + 4545,9
R?=0,6904

10
dP

15 20
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Wykres 11.

Przesuniecie Stokes'a vs. dH - zwigzek 10

8000
7500
7000
6500
6000
5500

5000 *
4500 toluen DCM 1,4-dioksan

va-vf [cm™]

4000
y=57,913x +4901,3

3500 R2=0,7112
3000

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
dH

Wykres 12.

Przesuniecie Stokes'a vs. a - zwigzek 10

¢ MeOH
- 6000 ¢ ACN
i

& DCM & THF
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Wykres 13.
Przesuniecie Stokes'a vs. B - zwigzek 10
7500
L 4
7000 woda
MeOH
— 6500 ACN *
< 6000 2
SO
€ 5500 —
=, ol AcOEt * DMF
oluen .
"'?' 5000 * P * L 2 pirydyna
g 4500 DCM 1,4-dioksan THF
4000 y =533,7x + 5349,6
2 _
3500 R2 =0,0265
3000
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8
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Zwigzek 12.
Wykres 15.
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Wykres 17.
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Wykres 19.
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Wykres 21.
Przesuniecie Stokes'a vs. n* - zwigzek 12
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Emisja fluorescencji w zaleznosci od pH
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Rysunek 66. Widma emisji fluorescencji dla zwigzku 8 w réznym pH.
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Rysunek 67. Widma emisji fluorescencji dla zwigzku 10 w réznym pH.
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Rysunek 68. Widma emisji fluorescencji dla zwigzku 12 w réznym pH.
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IV. CZESC EKSPERYMENTALNA

A. wyznaczanie pKa i pKa*

i) pKa wyznaczono z krzywej miareczkowania, znajdujgc najwiekszg rdznice w
maksimach absorpcji pomiedzy skrajnymi pH, po czym wyznaczono krzywe, z
ktérych odczytano wartosci pKa poréwnujgc je z wartosciami uzyskanymi

metodg obliczeniowa.

zwigzek 8:
——pH=12

08- ——pH=2
0,7 4
06
05
2 o044
= ]
0,34
0,2
0,14

0‘0 T 1 T 1 1 1
300 325 350 375 400 425 450

A [nm]

Wykres 22. Pasma absorpcyjne w pH 2 i 12 dla zwigzku 8.
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Wykres 23. Krzywa miareczkowania spektrofotometrycznego dla zwigzku 8.
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Zwiazek 10
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Wykres 24. Pasma absorpcyjne w pH 2 i 12 dla zwigzku 10.
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Wykres 25. Krzywa miareczkowania spektrofotometrycznego dla zwigzku 10.
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Zwigzek 12
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—pH =12
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300

Wykres 26. Pasma absorpcyjne w pH 2 i 12 dla zwigzku 12
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Wykres 27. Krzywa miareczkowania spektrofotometrycznego zwigzku 12.
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IV. CZESC EKSPERYMENTALNA

i) pKa*

Wyznaczono na podstawie cyklu Forstera'*® — posrednia metoda wyznaczania réwnowag

stanu wzbudzonego, takich jak pKa*.

(A7) H*

e

(AH)*

A~

A+ H*

e

AH

Dla dwdch skrajnych pH 2 oraz 12 okreslono maksima absorpcji oraz emisji i wyznaczono
réznice energii stanu wzbudzonego pomiedzy formg anionowg A oraz kationowg HA
zwigzku 8, 10 i 12, wyrazong jako réznica w entalpiach reakcji AH i AH*: Ena — Ea- = AH -
AH*. Nastepnie z zaleznosci:

Eya - Ea

pK, — pK, = 2.3RT

wyznaczono pKa* zwigzku 8, 10i 12.
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V. NAJWAZNIEJSZE WYNIKI

Najwazniejsze uzyskane wyniki

1. Opracowatam  wydajng metode syntezy  6-bromo-2-N-podstawionych
pirydynylowych aminoalkoholi.
2. Opracowatam metode syntezy pochodnych 1,2-Bis(pirydylo)etylenu
z wykorzystaniem wspomagania mikrofalowego.
3. Zoptymalizowatam reakcje sprzegania Hecka w ukftadach heterocyklicznych,
w szczegolnosci dla zwigzku 3.
4. Otrzymatam krysztat zwigzku 10, potwierdzajgcy izomerie geometryczng trans
produktu (badania rentgenograficzne).
5. Przeprowadzitam badania fotofizyczne otrzymanych fluoroforéw:
i) wyznaczytam molowe wspdtczynniki absorpcji (zwigzki 8-35)
ii) wyznaczytam wydajnosci kwantowe fluorescenc;ji (zwigzki 8-35)
iii) dla trzech wybranych pochodnych (8,10,12) zbadatam wptyw polarnosci
rozpuszczalnika na pasma absoprcyjno-emisyjne
iv) dla trzech wybranych pochodnych (8,10,12) wyznaczytam zaleznos¢
przesuniecia Stokes’a od parametréw:
a) Lipperta-Mattagi,
b) Dimrotha,
c¢) Kameta-Tafta
d) Hansena
v) dla trzech wybranych pochodnych (8,10,12) zbadatam wptyw zmian pH na
pasma absorpcyjno emisyjne
vi) dla trzech wybranych pochodnych (8,10,12) wyznaczytam czasy zycia
fluorescencji w zaleznosci od zastosowanego rozpuszczalnika oraz pH
vii) dla trzech wybranych pochodnych (8,10,12) wyznaczytam pKa stanu
podstawowego wzbudzonego
viii) zbadatam mechanizm reakcji termicznej cyklizacji za pomocg pomiarow
fluorescencyjnych w czasie rzeczywistym, wykazujgc, ze jest to wtasciwa
technika detekcji odciecia fluoroforu od znakowanej bio-czgsteczki.
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6. Otrzymatam weglan nukleozydu i przeprowadzitam badania umozliwiajgce

okreslenie szybkosci reakcji cyklizacji dla wybranego fluoroforu w funkcji czasu
i temperatury, potwierdzajac tym samym mechanizm termicznego usuwania na
drodze reakcji wewnatrzczgsteczkowe;j.

Zoptymalizowatam dwie metody syntezy amidofosforynu z barwnikiem
fluorescencyjnym.

Zoptymalizowatam metode witgczania jednostki fluoroforu na koniec 5’-nici oraz
oczyszczania znakowanego oligonukleotydu Przy uzyciu techniki HPLC
potwierdzitam termiczne odcinanie znacznika z centrum fosforowego nici

oligonukleotydowej, na drodze wewnatrzczasteczkowej cyklizacji.
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Abstract

Thermo-lability is a very desirable feature of compounds, with application in various biochemical
approaches. 2-pyridinyl thermolabile protecting groups (2-Py TGO) are an excellent example of
such thermo-responsive derivatives. They are a significant tool in organic chemistry and are
widely used for protection of hydroxyl and phosphate functions. Their prominent feature is the
deprotection process which occurs in mild conditions without the use of strong acids or bases.
This reaction is based on the intramolecular cyclization mechanism, highly dependable on
physicochemical properties of 2-pyridinyl compounds, pH and temperature. Due to the pyridine
ring properties, they are supposedly promising precursors of potential bioactive compounds or
fluorescent sensors. Heterocycles are widely described, as a crucial structural part of fluorescent
labels, because they are boosting the fluorescence properties, enhancing stability and highering
their sensitivity to the environmental factors, like pH or metal ions. Aminostyrylpyridinium dyes

are good example of useful sensors for detection of changes in cell membrane potential.

Many scientific branches, such as pharmacy, medicine, and biology, use sensitive analytical
methods in their experiments. Most common is fluorescent labeling, conducted, e.g. to track
chemical and biological processes in living organisms. Therefore, the challenge facing us was to
obtain 2-aminopyridine derivatives, possessing fluorescent properties and ability to
intramolecular cyclization. Combination of fluorescent and thermosensitive properties might lead
to the new class of fluorescent tags for oligonucleotides, with a unique mechanism of their
removal from the labeled molecule, in very mild conditions. Which is why the main aim of this
dissertation was to design, synthesize and characterize physicochemical properties of novel 1,2-
Bis(2-pyridyl)ethylene derivatives, as potential fluorescent dyes. | designed a conjugated system
of 2-aminopyridine derivatives to obtain certain physicochemical properties of potential
fluorescent dyes. First | planned and optimized the synthesis of 2-pyridinyl derivatives, based on
pyridines chemistry and cross-coupling Heck reaction. Structures of each compound were
characterized by spectroscopic techniques (*H NMR, 3C NMR, HSQC, COSY, °F NMR, H->N NMR,
HRMS-ESI, MALDI-TOF and crystallography for one analog). | obtained fluorescently labeled
nucleoside, for which | determined the efficiency of the fluorophore removal process in various
temperatures and time of heating. | determined photophysical properties of those compounds,
such as molar extinction coefficient, maxima of absorption and emission, Stokes shift and
quantum vyield of fluorescence. For three compounds | have also determined the effect of solvents

dipole moments on fluorescence emission and Stokes Shifts and described the effect by several
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factors, such as H-bonding, polarizability or dipole-dipole interactions. For three compounds
| have examined the pH effect on emission shifts and calculated the pKa of ground and excited
states. Moreover, | have developed the method for fluorophore-phosphoramidite synthesis,

oligomer labeling and deprotection of fluorescent tag from the oligonucleotide.

All the results will expand the heterocycles chemistry of new derivatives, which may be used in
future organic synthesis. Their potentially low toxicity and a specific removal mechanism from the

labeled molecule can be applied in tracking chemical and biological processes in living cells.
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