adaATA S ihem T o
S w].'.’.‘. eyt
I e,

i
TEh

$a8

1
(A 4
VAT
Mf SARTRIES) 5

R, "?’\: ¥y W& f

) - e :"L. ﬂ,

oy A -

ol t"

s ’
N Al
RN L
UE Nt 1
77 g ? dal 1”‘"‘ ¥ "Us'}“ I

o - = RN

SpiRslY 1 RN

Mt 4 i

o . v Dk {1 £

o ¥ Sl 5 '5? g\:; I

: LA T

P

iy

R

Ty
e v
n\ﬂ oy
Kghs 'ﬂr.*
*, [

“‘ .
; Ve ek Tt
S T ALl
e

K2




O INSTYTUT CHEMII ORGANICZNEJ

POLSKA AKADEMIA NAUK

A_21-€
LQ-/ & ~ {Z,S/
K-c-127
Mikotaj Chrominski K —ol-13Y

Synteza pofqczen witaminy B;; z protoporfiryng LX,

potencjalnych aRtywatorow cyRlazy guanylowej

Praca przedstawiona
Radzie Naukowej Instytutu Chemii Organicznej Polskiej Akademii Nauk

celem uzyskania tytulu doktora nauk chemicznych

Promotor:

dr hab. Dorota Gryko, prof. nadzw.

Biblioteka Instytutu Chemii Organicznej PAN

Warszawa 2013 0-B.355/13

90000000186677







INNOVATIVE ECONOMY FNP Eu?é’?:?:ﬁ%'ééfgﬁ't-

NATIONAL COHESION STRATEGY DEVELOPMENT FUND
Fundacja na rzecz Nauki Polskiej

Praca doktorska wykonana w ramach projektu:
Novel approach towards NO-free activators of sGC enzyme

for medical treatment of heart diseases.

Projekt realizowany w ramach programu TEAM Fundacji na rzecz Nauki Polskiej,
wspotinansowany przez Uni¢ Europejska z Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego.

Numer grantu: TEAM/2009-3/4

N NARODOWE CENTRUM NAUKI
Badania przedstawione w rozdziale 3.1 wykonano w ramach projektu:

Porfiryny w reakcji Huisgena — czy insercja miedzi jest nieunikniona?

Projekt realizowany w ramach grantu Preludium | Narodowego Centrum Nauki

Numer grantu: UMO-2011/01/N/ST5/05613

=

THE UNIVERSITY of TexAs

HEearLTH Science CENTER AT HousTON

Badania biologiczne wykonane zostaty przez Emila Martina
w University of Texas Health Science Center w Houston.
Cze$¢ badan biologicznych przeprowadzitem samodzielnie w trakcie trzytygodniowego

stazu odbytego w grupie Emila Martina okresie 28.04-21.05.2011.



http://rcin.org.pl



Czesé wynikow przedstawionych w niniejszej pracy zostala opublikowana w artvkulach:

e Mikolaj Chrominski, Keith 6 Proinsias, Emil Martin, Dorota Gryko, Protoporphyrin IX/Cobyrinate

Derived Hybrids — Novel Activators of Soluble Guanylyl Cyclase.
European Journal of Organic Chemistry, 2013: 1530-1537.

e Mikolaj Chrominski, Dorota Gryko, “Clickable” Vitamin B,, Derivative.
Chemistry — a European Journal, 2013, 19: 5141-5148.

e Mikolaj Chrominski, L ukasz Banach, Maksymilian Karczewski, Keith 6 Proinsias , Iraida Sharina,
Dorota Gryko, Emil Martin, Synthesis and Evaluation of Bifunctional sGC Regulators: Optimization of
a Connecting Linker. Journal of Medicinal Chemistry, 2013, 56 (18): 7260-7277.

e Mikolaj Chrominski, Agnieszka Lewalska, Dorota Gryko Reduction-free synthesis of stable acetylide
cobalamins. Chemical Communications, 2013, DOI: 10.1039/C3CC47210H

¢ Mikolaj Chrominski, Anna Zieleniewska, Maksymilian Karczewski, Dorota Gryko, Porphyrins as
substrates in CUAAC — Exclusion of Unwanted Copper Insertion into the Macrocyclic Core, Journal of

Porphyrins and Phthalocyanines, rekopis wstepnie przyjety do druku

Wyniki przedstawione w rozdziale 3.3 byly podstawa zgloszenia patentowego:

¢ Mikolaj Chrominski, Dorota Gryko, Pochodne witaminy B;, i sposéb ich otrzymywania,
zgloszenie nr P. 400 265.

Wyniki przedstawione w niniejszej pracy byly prezentowane na miedzynarodowych

konferencjach:

¢ YoungChem 2010, Gdansk,

..Click” approach towards molecular hybrids of vitamin B;, and protoporphyrin IX — in search of new
NO free drugs for heart diseases - prezentacja ustna

e Bj,symposium, 2012, Nancy, Francja
Protoporphyrin 1X/Cobinamide Derived Hybrids Novel Activators of Soluble Guanylyl Cyclase -

prezentacja ustna
e YoungChem 2012, Gdansk,
Protoporphyrin _IX/Cobinamide Derived Hybrids Novel Activators of Soluble Guanylyl Cyclase-

prezentacja ustna
‘Clickable’ Vitamin By, - poster
¢ Frontiers in Chemistry, 2013, Erywan, Armenia

Natural tetrapyrroles - just “click™ it! — prezentacja ustna







Podziekowania

W tym miejscu pragnatbym podziekowac kilku (moze kilkunastu) osobom,
dzigki ktoérym ta praca miata szans¢ powstac, a ja mialem szans¢ nie zwariowac,

lub zwariowac tylko troszke.

Prof. Dorocie Gryko dzigkuje za zaszczyt tworzenia i wspottworzenia Zespotu XV,
rzucenie na glebokq wode, caly zestaw kot ratunkowych w pogotowiu,
Nieustanng motywacje metodq kija, marchewki i kija,

mozliwos¢ pracy w tematyce dziwnej, trudnej i ciekawej.

Bytym i obecnym cztonkom Zespotu XV dzigkuje za specyficzng atmosfere pracy
tgczqeq pierwiastki Chaosu i Ladu (ze nieznaczng przewagq tych pierwszych).

W laboratorium po prostu lubitem przebywac, nawet jak chwilowo nie byto nic do roboty.
Rafatowi za umiejetne tqczenie ww pierwiastkow (w koncu chemik) i funkcje kawalerii.
Sabinie, Dominice, Sylwkowi Mackowi - towarzyszom spod wyciggu.

Sylwkowi w szczegdlnosci dziekuje za petnienie funkcji wspétnarzekacza oraz piorunochronu.
Keithowi za glupawki ogéine i szczegdlne.

Kasi, Ani, Maksowi, Agnieszce i Jarkowi — studentbandzie z ktorq sie uzeratem. | nawzajem.
Chtopakom z zespotow 111 i IX.

Robertowi za rozmowy o wszystkim i o niczym, z przewagq tego ostatniego.

Emilowi, za opieke za wielkqg Wielkg Wodgq i poszerzenie horyzontow.

Starym, biednym, zmeczonym rodzicom dzieki ktorym wyszedten na ludzi

oraz Witkowi i Jaskowi ktorzy na ludzi wlasnie wychodzq.

I Uli, za wszystko.

Nie tylko za zaliczenie zerowki w trybie wieczorowym i wystawienie gotowosci szkolnej. A psik!



Wykaz stosowanych skrétow

AAC
AgAAC
BlZ
BSA
CA
cGMP

COoD

CuAAC
DBU
DCVC
DIPEA
DMA
DMPU
DTT
EC50
EDC
Eq

GTP

HMPA
1C50
Ki
NaAsk
NMP
PpIX
R.T.
RUuAAC
sGC
SPAAC
TBTA

ZnAAC
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katalizowana miedzig 1,3-dipolarna cykloaddycja azydku do alkinu
1,8-diazabicyklo(5.4.0)undek-7-en
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tris[(1-benzylo-1H-1,2,3-triazol-4-ilo)metylo]amina

katalizowana cynkiem 1,3-dipolarna cykloaddycja azydku do alkinu
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,,Kazda pozgdana zmiana moze by¢ uskuteczniona dzieki zastoSOwaniu wiasciwego rodzaju i stopnia sity
we wiasciwy sposob oraz za pomocg odpowiedniego medium wobec odpowiedniego obiektu.”

Alister Crowley, ,,Magia w teorii i praktyce”

1. Zalozenia i cel pracy

Cyklaza guanylowa (sGC) jest wewnatrzkomérkowym enzymem odpowiedzialnym za
transformacje guanozyno-5'-trifosforanu (GTP) w cykliczny guanozyno-3',5'-monofosforan
(cGMP) (Schemat 1.1). Poziom st¢zenia cGMP w komorkach reguluje wiele funkcji, w tym
skurcze migsni gladkich odpowiedzialnych za prawidlowa prace naczyn krwionosnych.'
Nieprawidtowe funkcjonowanie sGC prowadzi do zaburzen w syntezie cGMP i powoduje
choroby uktadu sercowo-naczyniowego, w tym chorobe wiencowa i niedokrwienie serca. Ze
wzgledu na swa funkcje, sGC jest atrakcyjnym obiektem w poszukiwaniach nowych lekow w

chorobach uktadu krazenia.?

o)
i (NfLNH
¢ )N\H N N/)\NHZ
o0 NN, SGC
HO—-p-0-P-0-P- o — ] ym OH
o O O
OH OH O-p
o
GTP cGMP

Schemat 1.1. Konwersja GTP do cGMP katalizowana przez sGC.

sGC jest heterodimerem zbudowanym z dwoch podjednostek a i 5, przy czym w kazdej z
nich mozna wyr6zni¢ trzy domeny: regulatorowa, centralng odpowiedzialng za tworzenie
dimerow oraz katalityczna, w ktorej wigzany jest substrat - GTP. Domena regulatorowa zawiera
czasteczke hemu, ktora jest receptorem tlenku azotu (NO). W odpowiedzi na wigzanie si¢ NO do
czasteczki hemu, sGC rozpoczyna produkcje cGMP. Jedng z grup aktywatorow sGC stanowig
zwiazki bedace donorami NO w warunkach fizjologicznych (np. nitrogliceryna). Wada tej terapii
jest brak selektywno$ci oraz pojawianie sie tolerancji lekowej, co skutkuje konieczno$cig
stopniowego zwigkszania dawek lekow. Poszukiwania regulatoréw sGC dziatajacych wedlug
alternatywnych mechanizmow doprowadzily do odkrycia zwigzkéw stymulujacych sGC
niezaleznie od NO,* * w tym protoporfiryny IX (PpIX, Rysunek 1.1). Ignarro opisal PpIX jako
silny, niezalezny od NO aktywator sGC dziatajacy in vitro.> ® Niestety, w testach in vivo PpIX

okazala si¢ nieskuteczna ze wzgledu na ograniczong penetracje bton komorkowych i co za tym

11



idzie, niskg biodostepnos¢. Cechg wspdlng obu klas aktywatoréw sGC (zaleznych i niezaleznych

od NO) jest dzialanie w obrgbie domeny regulatorowe;.

Martin, we wspotpracy z zespotem XV IChO PAN, odkryt, ze kobinamid (Rysunek 1.1) i
jego pochodne sg umiarkowanie silnymi aktywatorami sGC dziatajagcymi wedtug zupetnie innego
mechanizmu niz dotychczas znane aktywatory.7'9 Zwiazki te, stymuluja prace sGC poprzez
oddzialywanie wylacznie z domena katalityczna 1 wykazuja dziatanie synergistyczne z

niezaleznymi od NO aktywatorami dzialajacymi w domenie regulatorowe;.’

Glownym celem mojej pracy bylo zaprojektowanie i otrzymanie zwigzkow bedacych
polaczeniami PpIX z kobinamidem oraz witaming B, (Rysunek 1.1) jako potencjalnych

aktywatorow sGC.

Podstawowym zalozeniem, na ktorym oparlem swoja prace, byla potencjalnie wysoka
aktywnos$¢ biologiczna tzw. zwigzkow hybrydowych, w ktorych pochodne kobinamidu i PpIX
beda ze soba kowalencyjnie potaczone. Spodziewatem sig, ze tak skonstruowane czasteczki,
ztozone z dwoéch roznych farmakoforow, beda oddziatywaé z sGC w réznych domenach i wedlug

réznych mechanizméw, powodujac znacznie silniejsza aktywacje niz uzyte osobno.'® ™

Drugim zalozeniem, ktore przyjaglem w trakcie pracy, byta mozliwos¢ wykorzystania
specyficznych szlakow rozpoznawania i wchianiania witaminy B;, do zwigkszenia biodostgpnosci
PpIX poprzez stworzenie zwigzku bedacego hybryda Bi, i PpIX. Skutecznos$¢ takiej strategii
dostarczania zwigzkéw biologicznie czynnych do miejsca ich dziatania jest udokumentowana w

literaturze naukowej.*?

S
N
HO
NH OH
C °
& TOH
kobinamid protoporfiryna IX witamina B,

Rysunek 1.1 Struktury kobinamidu, protoporfiryny IX i witaminy B,.
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Realizacja tak postawionego celu obejmowata:
1. Zaprojektowanie polaczen hybrydowych pochodnych PpIX i kobinamidu.

Czynnikami, ktére musiatem uwzgledni¢ na tym etapie, byty wptyw modyfikacji farmakoforow
na aktywnos¢ biologiczng oraz dostepnos¢ metod selektywnej modyfikacji zaréwno PpIX jak i

kobinamidu.

2. Otrzymanie odpowiednio sfunkcjonalizowanych pochodnych kobinamidu i PplX

oraz opracowanie warunkow selektywnej i wydajnej reakcji ich laczenia.

Jako kluczowa reakcje w syntezie polaczen hybrydowych wybralem katalizowang solami miedzi
() 1,3-dipolarng cykloaddycje azydku do alkinu (CuAAC). Taka strategia wymagata otrzymania
pochodnych kobinamidu i PpIX posiadajacych grupe azydkows i terminalny alkin. Szczegolnym
problemem syntetycznym byta kwestia insercji miedzi do luki makrocyklicznej porfiryny na

koncowym etapie syntezy polaczen hybrydowych.

3. Synteze serii polaczen kobinamidu z PpIX oraz przebadanie ich pod katem

aktywacji sGC.

Najwazniejszym aspektem tej czesSci badan bylo znalezienie zaleznosci pomigdzy struktura i
dlugoscia tacznika pomigdzy jednostkami kobinamidu i PpIX, a zdolnoscia zaprojektowanych
zwigzkow hybrydowych do stymulowania sGC (Rysunek 1.2). Badania biologiczne wykonane
zostaly przez Emila Martina w The University of Texas Health Science Center w Houston. Dzigki

uprzejmosci Emila Martina, czg$¢ z przeprowadzonych badan wykonatem samodzielnie.

tacznik

TN

PpIX kobinamid

sGC

Domena regulatorowa Domena katalityczna

77N

GTP cGMP

Rysunek 1.2. Schematyczna zasada postulowanego dziatania hybrydowych potaczen PpIX i kobinamidu.

4. Zaprojektowanie i otrzymanie pochodnych witaminy B, zdolnych do wejscia w
reakcje CuAAC poprzez wprowadzenie w odpowiednie pozycje grupy azydkowej lub

terminalnego alkinu.

OI‘g

= BIBLIOTEKA
3 &
¢

e/
M"'I " "444

11
06‘
o
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W literaturze brak bylo doniesien na temat zastosowania CUAAC w funkcjonalizacji witaminy
Bi,. Odpowiednig modyfikacje struktury witaminy B, oraz opracowanie efektywnej metody

funkcjonalizacji na drodze CuA AC uznatem za atrakcyjne problemy syntetyczne.

5. Otrzymanie polaczen witaminy B;, z PplX na drodze CUAAC oraz badania ich

wla$ciwosci biologicznych.

Chemiczne modyfikacje PplX, kobinamidu i witaminy B;, i ich wptyw na wiasciwosci
biologiczne, sa tematyka wcigz stosunkowo stabo rozpoznang i przez to atrakcyjng. Struktura tych
zwiazkow jest ztozona a ich reaktywno$¢ czesto trudna do przewidzenia, co znacznie komplikuje
planowanie syntez i interpretacje wynikéw. Z drugiej jednak strony majg one fascynujaca
sktonnos¢ do wchodzenia w wysoce chemoselektywne reakcje, 0 czym mialem okazje si¢

przekonac.
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“Bring me all the elements,
Spread them around my head”

Bruce Dickinson, “The Alchemist”

2. Czesc literaturowa

2.1. 1,3-Dipolarna cykloaddycja azydkéw do alkinéw

2.2.1. Wstep

1,3-Dipolarna cykloaddycja jest peryckliczng reakcjg 1,3-dipoli z dipolarofilami
prowadzaca do pieciocztonowych uktadéw cyklicznych (Schemat 2.1).** * 1,3-Dipolami sa
zwiazki posiadajace uktad czterech elektronéw n zdelokalizowanych pomiedzy trzy sasiadujace
ze sobg atomy i rozdzielony tadunek (np. nitrony, azydki, diazozwiazki, ozon), natomiast
dipolarofilem moze by¢ alken, alkin a takze zwigzek karbonylowy lub imina.

®
1,3-dipol o a/b\z\c ] E

Q ( — e — T %
] e«\_,/ : e\ /
dipolarofil e=d : d i d

Schemat 2.1. 1,3-dipolarna cykloaddycja.

Reakcja ta zostala odkryta na przetomie XIX i XX wicku,' lecz szeroko zakrojone,
systematyczne badania przeprowadzone zostaly przez Huisgena w latach 60. Na przestrzeni
kilkunastu lat zdotat on rozbudowaé¢ ten dzial chemii, ustali¢ mechanizm, wprowadzié
klasyfikacje dipoli i opracowa¢ optymalne warunki prowadzenia tego typu reakcji.'® Prace
Huisgena wyznaczyty nowe standardy w reakcjach cykloaddycji, jednak wiele ich wariantow, w
tym reakcja azydkow z alkinami, wymagaty zastosowania do$¢ drastycznych warunkow i dawaty

mieszaniny regioizomerow (Schemat 2.2).

Pomimo tych niedogodnos$ci, termiczny wariant tej reakcji znalazl szereg zastosowan w
syntezie pigciocztonowych zwigzkow heterocyklicznych. Artykut przegladowy autorstwa
Huisgena, dotyczacy szczegdlow mechanistycznych 1,3-dipolarnej cykloaddycji, konczy si¢
stowami ,,It is possible, then, that future studies of 1,3-dipolar cycloadditions will bring to light

further new colors and contours”.*’
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Schemat 2.2. Termiczny wariant 1,3-dipolarnej cykloaddycji azydku do alkinu.

Te nowe kolory i ksztalty ujrzaly $wiatlo dzienne na poczatku XXI wieku, kiedy to,
niezalezenie od siebie, Sharpless'™ i Meldal” odkryli katalityczny wariant 1,3-dipolarnej
cykloaddycji azydku do alkinu. W obecnosci katalitycznych ilosci soli miedzi(I) nastgpuje reakcja
azydku z terminalnym alkinem prowadzaca do 1,4-dipodstawionego-1,2,3-triazolu (z ang. copper
catalyzed azide-alkyne cycloaddition, CuAAC, Schemat 2.3). Reakcja prowadzona w taki sposob
nie wymaga ogrzewania, jest regio i chemoselektywna, daje doskonate, niemal ilo$ciowe
wydajnosci.’® To odkrycie wzbudzito ogromne zainteresowanie i doprowadzito do burzliwego

rozwoju tej metodologii.

©/\o/\ N 1% CUSO,/10% NaAsk QO oy
t-BUOH/H,0 \‘Q\/N

R.T., 24h
1 2 3,91%

Schemat 2.3. Katalizowana miedzia (I) 1,3-dipolarna cykloaddycja azydku do alkinu.

Najnowsze doniesienia literaturowe wykazuja, ze rowniez inne metale takie jak: ruten®
srebro,?* samar,? cynk® lub ztoto®* moga by¢ katalizatorami reakcji AAC (Schemat 2.4). Ponadto
znane sa warianty AAC przebiegajace w obecnosci katalitycznej ilosci zasady® oraz zupehie
spontaniczne reakcje AAC wymagajace stosowania, specjalnie do tego celu przygotowanych,

cyklicznych alkinow.”®
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Schemat 2.4. Poré6wnanie nowoczesnych sposobow prowadzenia reakcji AAC

2.1.2. CUAAC

Poczatkowo badania nad CuAAC skupione byly na wyjasnieniu roli soli miedzi(l) i
mechanizmu tej reakcji. Juz pierwsza praca opisujaca CuAAC zawierala rozwazania
mechanistyczne tlumaczace rolg miedzi w aktywacji substratow i jej udzial w stanach
przejéciowych (Schemat 2.5)."® W przeciwienstwie do wariantu termicznego, ktory jest reakcja

pericykliczng, CuAAC jest reakcija przebiegajaca przez kilka standw przejsciowych.

Pierwotnie postulowany mechanizm zakladal wytworzenie, w pierwszym etapie,
acetylenku miedzi I, do ktorego nastepnie koordynuje azydek. Cyklizacja przebiegajaca poprzez
nukleofilowy atak wegla na terminalny atom azotu azydku prowadzi do powstania
szeSciocztonowego zwigzku metalacyklicznego zawierajacego atom miedzi |l. Nastepnie
przebiega kontrakcja pierscienia, w wyniku ktorej tworzy si¢ triazol 111 miedziowany w pozycji
5. Protonowanie tego zwiazku przejsciowego prowadzi do powstania wlasciwego produktu 1V i

odtworzenia katalizatora miedziowego.

W toku dalszych badan, z wykorzystaniem technik spektroskopowych wspomaganych
przez metody obliczeniowe, pojawily si¢ nowe dowody wskazujace na duzo bardziej zlozony

przebieg tej reakcji, jednak z zachowaniem pewnych kluczowych etapdw opisanych w

17



mechanizmie Sharplessa (koordynacja azydku do kationu miedzi, protonowanie zwigzku

posredniego 111). 2%
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No N H*
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Schemat 2.5. Pierwsza propozycja mechanizmu CuAAC.

Obecnie uwaza sig, ze w stanach przejsciowych tej reakcji biorg udziat dwa (lub wiecej) kationy
miedzi koordynowane czasteczkami rozpuszczalnika lub odpowiednimi ligandami (Schemat
2.6).%' Poglad, ze zwiazkami posrednimi sa acetylenki miedzi znajdujace si¢ w skomplikowanych
rownowagach | (Schemat 2.6) przewaza obecnie nad postulatem dotyczacym wystepowania -

kompleksow miedzi z alkinem jako kluczowych stanow przejsciowych.?’

W ostatnich latach ukazalo si¢ wiele prac przegladowych bardzo szczegotowo
opisujacych rézne aspekty CuAAC — od rozwazan mechanistycznych®’ poprzez dyskusje

stosowanych systemow katalitycznych’ 3233

az do wielu monografii po§wieconych zastosowaniu
CuAAC w roznych dziedzinach chemii. Ponizsze zestawienie ma na celu krotkie omowienie

dostepnych metodologii i sposobow prowadzenia tego typu procesow.

Wykazano, ze aktywna formg katalizatora tej reakcji jest Cu(l), w zwiazku z czym
wigkszos$¢ prostych soli Cu(l) (np. halogenki), jej tlenki a nawet metaliczna miedz wykazuja
aktywno$é katalityczng w CuAAC.* Zwigzki i kompleksy Cu(l) tatwo sig utleniajg lub ulegaja
dysproporcjonowaniu, dlatego tez wygodnym sposobem generowania Cu(l) in situ jest redukcja
soli Cu(ll) askorbinianem sodu (NaAsk) lub tris(karboksyetylo)-fosfing. Uktad katalityczny
CuSO4/NaAsk jest najczesciej stosowany i1 z reguly bardzo skuteczny, ograniczony jednak do
reakcji prowadzonych w wodzie lub mieszaninach wody z polarnymi rozpuszczalnikami
organicznymi (np. alkoholami, DMF, THF).** W toku tych badan stwierdzono korzystny wptyw
réznych dodatkéw, takich jak: zasady, kwasy oraz ligandy zdolne do stabilizacji Cu(l), na

efektywnos¢ CuAAC. Ich zastosowanie znacznie skraca czas reakcji, pozwala na zmniejszenie
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ilosci uzytego Kkatalizatora, podnosi selektywno$¢ reakcji i tolerancj¢ grup funkcyjnych na

warunki reakcji oraz znacznie rozszerza zakres rozpuszczalnikéw stosowanych w CuAAC.

R1 — E:Uml—n B@
Ry—==
BH
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2~N" N
Ry “ !
v B ©
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Schemat 2.6. Mechanizm CuAAC.

I tak, zaobserwowano, ze dodatek kwaséw karboksylowych dramatycznie skraca czas
reakcji z kilkunastu godzin do niespelna kilku minut. Efekt ten tlumaczono znacznym
przyspieszeniem etapu protonowania zwiazku posredniego 111 (Schematy 2.5 i 2.6).3 Wkrotce
okazalo si¢, ze uzycie karboksylanow Cu(I) zamiast generowania Cu(I) in situ pozwala na bardzo
efektywne prowadzenie CuAAC, niemal niezaleznie od uzytego rozpuszczalnika.*® Petna
konwersja i doskonate wydajnosci uzyskiwano w ciagu kilkunastu minut, a reakcje prowadzone
bez uzycia rozpuszczalnika wymagaty jedynie 3 sekund przy obecnosci 1 mol% katalizatora i 20

minut, jezeli uzyto go w ilosci 0.01 mol%.

Trzeciorzgdowe aminy byly pierwszymi zasadami i/lub ligandami jakie wykorzystano do
CUuAAC." Obecnie uktad Cul/N,N-diizopropyloetyloamina jest jednym z najpopularniejszych
uktadéw katalitycznych stosowanych w CuAAC. Kolejne prace opisywaly zastosowanie
ligandow posiadajacych atomy azotu o hyrydyzacji sp® (iminy, rézne pochodne imidazolu i
oksazoliny, triazole), z ktorych najlepiej zbadane i najszerzej stosowane sa poli 1,2,3-triazole typu

10 (Rysunek 2.1).%
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Rysunek 2.1 Ligandy azotowe stosowane w CUAAC.

Podstawa odkrycia ich zdolnosci do tworzenia wysoce aktywnego kompleksu z Cu(l) byly
obserwacje sugerujace, ze CuUAAC prowadzona dla niektorych klas substratow (np. polialkindw)
ma charakter autokatalityczny.*® ¥ Doktadne badania nad tym zjawiskiem doprowadzily do
opracowania ligandow typu 10 (Rysunek 2.1), ktore, jak si¢ okazato, doskonale stabilizujg Cu(l).
Zastosowanie tej klasy zwiazkoéw umozliwia zmniejszenie ilosci soli miedzi do 0.25 mol%.*
Ponadto strukture liganda tatwo mozna modyfikowaé, a co za tym idzie, sterowal jego
whasciwosciami. Ligandy 10c i 10d*® zawierajace w swej strukturze polarne grupy funkcyjne
umozliwiajg efektywne prowadzenie CuUAAC w wodzie, z wykorzystaniem tak skomplikowanych
substratow jak biatka, DNA a nawet cate, odpowiednio modyfikowane komoérki. Podobne,
wyjatkowo skuteczne, ligandy azotowe 1la-b zaprojektowano w oparciu o jednostki

benzimidazolowe (Rysunek 2.1). Ich zastosowanie umozliwia uzycie katalizatora w ilosci rzedu

ppm

39, 40

Kolejng klasa ligandow azotowych, ktore efektywnie promuja CuAAC s3 pochodne
pirydyny i fenantroliny. | tak, dodatek pirydyny lub 2,6-lutydyny zauwazalnie zwigksza szybko$é
i selektywnos¢ reakcji dla zwigzkéw zawierajacych ugrupowania uretanowe (Tabela 2.1, wiersz
3)."" Autorzy stwierdzili, Ze silnia koordynacja kationu miedzi w kolejnych stanach przejciowych
uniemozliwia jego oddziatywanie z grupa karbonylowa i zapobiega oslabieniu wigzania wegiel-

tlen mogacego prowadzi¢ do rozktadu uretanu.

Opracowanie nowych, aktywnych uktadow katalitycznych do CuAAC, w szczegdlnosci
poszukiwania nowych klas ligandow, byto i jest przedmiotem intensywnych badan. Sulfonowana,
rozpuszczalna w wodzie batofenantrolina 15 (Rysunek 2.2) znalazla zastosowanie w
funkcjonalizacji biomolekut na drodze CuAAC, wykazujac lepsza skutecznos¢ niz TBTA (10a).*
Najnowsze prace opisuja zastosowanie trwalego, kationowego kompleksu [Cu(Phen)(PPh;),]NO;

16 (Rysunek 2.2).* Reakcje prowadzone wobec tego katalizatora nie wymagaja uzycia
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Tabela 2.1. Wptyw pirydyny na chemoselektywno$¢ CuAAC dla odpowiednio sfuncjonalizowanych uretanow.

O/\/\N3 . % )J\ _Bn
O~ = 0N
O o "0

13 13

K R R )
14a 14b 14c 14d
Katalizator/rozpuszczalnik Wydajno$¢ 14a [%] Wydajno$¢ 14b [%]  Wydajno$é 14c + 14d [%]
CuSO4/NaAsk/woda 5 5 55
Cul/pirydyna/toluen 77 23 0
Cul/pirydyna 98 2 0

=N_ N=/ |NO,
AN
cd.

/N
PhsP”  PPhy

15 16

Rysunek 2.2. Pochodne fenantroliny stosowane jako ligandy w CuUAAC.

Ligandy fosforowe, znane z klasycznej chemii metali przejsciowych, okazaty si¢ rowniez
uzytecne w CUAAC. Zastosowanie (PhsP);CuBr lub (EtO)sP-Cul z dodatkiem zasady (N,N-
diizopropyloetyloaminy lub DBU) i prowadzenie reakcji w reaktorze mikrofalowym pozwolito na
otrzymanie serii oligomeréw acylowanych pochodnych cukrowych z bardzo dobrymi

. L, . .44
wydajno$ciami.

Bardzo ciekawg klasa zwigzkow bedacych katalizatorami CuAAC sg kompleksy Cu(l) z
N-heterocyklicznymi karbenami.* *° Kompleksy te sa bardzo stabilne, mimo to efektywnie

katalizuja CuAAC, pozwalajac na przeprowadzenie tej reakcji w roznych rozpuszczalnikach (w
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tym w wodzie) lub zupelie bez rozpuszczalnikow. Ilo$¢ katalizatora wymagana do pelnej

konwersji w temperaturze pokojowej nie przekracza 1 mol%, a przy prowadzeniu reakcji w 50 °C
mogta zosta¢ zredukowana do 0.005 mol%.

Najnowszym trendem w pracach nad sposobem prowadzenia CUAAC jest opracowanie
katalizator6w osadzonych na nos$nikach statych, prowadzenie CuAAC w reaktorach

przeptywowych oraz mtynach kulowych.*’

2.1.3. RUAAC

Roéwnolegle do badan nad CuAAC, prowadzono prace nad zastosowaniem innych metali
przejsciowych w reakcji AAC. W 2005 roku Jia i Fokin, czerpigc inspiracj¢ z bogatej chemii
alkinow w warunkach katalizy zwigzkami rutenu (cyklooligomeryzacje, cykloaddycje, metateza,

reakcja Pausona-Khanda), opisali zastosowanie kompleksow rutenu(Il) jako efektywnych
katalizatorow AAC.%

Tabela 2.2 Regioselektywno$¢ reakcji RuAAC w zalezno$ci od struktury katalizatora.

temp. wrzenia

2% [Ru] N=N N-N

| + 1

C /\© R C \\/Nv© %N
6 7

Katalizator [Ru] Wydajnos¢ 6 [%] Wydajnos$¢ 7 [%]
Ru(AcO),(PPhs), 46 0
RuH,(CO)(PPhy), 56 0
CpRuCI(PPh;), 1 13
Cp*RuClI(PPh,), 0 100
[Cp*RuCl], 0 100

Intensywne badania wykazaty, ze w zaleznosci od struktury ligandow w kompleksach rutenu(Il),

produktem reakcji jest 1,4- lub 1,5- podstawiony 1,2,3-triazol (Tabela 2.2).

Regioselektywno$é tej reakcji thumaczy zaproponowany mechanizm.”® W przypadku
komplekséw nie posiadajgcych ligandow typu cyklopentadienylowego, reakcja przebiega w
sposob zblizony jak w przypadku CuAAC, prowadzac do 1,4-dwupodstawionych triazoli (Tabela

2.2, wiersze 1 i 2). * Reakcje z zastosowaniem kompleksow posiadajacych ligand
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pentametylocyklopentadienylowy (Cp*) daja wytacznie izomer 1,5- z doskonata wydajnoscg

(wiersze 4 5).

Mechanizm RUAAC katalizowanej kompleksami z ligandem Cp* nie przewiduje
tworzenia si¢ acetylenkéw rutenu jako zwigzkéw posrednich, lecz oksydatywne sprzgganie
azydku z alkinem zachodzace w sferze koordynacyjnej rutenu, proces analogiczny do
cyklooligomeryzacji alkinow (Schemat 2.7).® Odmienny mechanizm reakcji RUAAC w
porownaniu do CuAAC, wyjasnia reaktywnos$¢ dwupodstawionych alkinéw jako substratow w tej

reakciji.

mn F;u/ Ro ILU/CI 1
\/
N \
/ ‘N \\ N~R,
R .
2 N N

Schemat 2.7. Mechanizm RUAAC.

Dokladne badania eksperymentalne i wspomagane obliczeniami®® wykazatly, ze
aktywnym Katalizatorem tej reakcji jest [Cp*RuCl]. Bogaty w elektrony ligand Cp* jest
elementem struktury zapewniajagcym doskonalg regioselektywnosc przytaczenia rutenu do atomu
wegla Cl1 terminalnego alkinu i co za tym idzie pelng regioselektywnos¢ reakcji atomu wegla C2
z azotem N3 azydku skoordynowanego przez azot N1 do centrum rutenowego (11, Schemat 2.7).
Rolg pozostalych ligandéw prekatalizatora Cp*RuCIL, jest mozliwie szybkie oddysocjowanie z
wytworzeniem aktywnej formy katalizatora, dlatego trwalsze kompleksy wymagaja prowadzenia
reakcji w podwyzszonych temperaturach, podczas gdy prekatalizatory z labilnymi ligandami
dienowymi (cyklooktadien i norbornadien) sg aktywne w temperaturze pokojowej. Cykloaddycje
azydkow do alkindbw wobec katalizatorow rutenowych moga by¢ prowadzone w rdéznych
rozpuszczalnikach organicznych, przy czym najwyzsze wydajnosci uzyskiwano prowadzac
reakcje w dioksanie lub tetrahydrofuranie przy ilosci katalizatora nieprzekraczajacej 2 mol%.
RuAAC okazala si¢ by¢ reakcja chemoselektywna, efektywna nawet dla wysoce

sfunkcjonalizowanych substratow, stajac si¢ doskonalym uzupelieniem CuAAC. Odmienny
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mechanizm RuAAC umozliwia uzycie jako substrtratow dwupodstawionych alkinow dodatkowo
rozszerzajac zakres stosowalnosci. Najnowsze doniesienia literaturowe opisuja sekwencje reakcji:
substytucja nukleofilowa bromu anionem azydkowym/RUAAC prowadzone w jednym naczyniu
(one-pot reaction)®" oraz warunki, w ktorych na drodze RuUAAC otrzymaé mozna z doskonata

regioselektywnoscig 1,4-dwupostawione 1,2,3-triazole.®®

2.1.4. Zastosowanie innych metali przejSciowych

W ostatnim okresie pojawity si¢ doniesienia o zastosowaniu kompleksow srebra,”*
samaru,® metalicznego cynku® i nanoczastek zlota osadzonych na no$nikach statych® jako
katalizatorow AAC.

W 2011 McNulty opisat kompleks srebra 17 (Tabela 2.3), ktoéry okazat si¢ dobrym
katalizatorem reakcji azydkow z terminalnymi alkinami, prowadzacej do 1,4-dwupodstawionych
1,2,3-triazoli.** Zaproponowany mechanizm tej reakcji jest analogiczny do mechanizmu CuAAC.
W celu efektywnego przeprowadzenia AgGAAC konieczny jest dodatek kwasu karboksylowego,
ktérego rolg jest protonowanie zwigzkdéw przejsciowych prowadzace do utworzenia pozadanego
triazolu i odtworzenia katalizatora. Pierwotne warunki AgAAC wymagaly uzycia niemal
pigciokrotnego nadmiaru azydku, duzych ilosci katalizatora 17 (20 mol%) oraz dlugiego czasu

reakcji (Tabela 2.3, wiersz 1).%

Tabela 2.3. Porownanie aktywnosci katalizatorow AgAAC.

[Ad] Nan
D= ) o0
toluen
20% kw. kapronowy
5 2 80-90°C 6

Ak A
@t?“giz% @ifﬁgiz%
SO AT
17

18

Katalizator t [h] Alkin : azydek Wydajno$é [%0]
17,20 mol% 48 1:48 98
18, 2 mol% 24 1:1.04 98

24



Poprzez systematyczng modyfikacje struktury ligandéw zdotano otrzymaé katalizator 18
(wiersz 2), w ktorym kation srebra jest znacznie efektywniej chelatowany.® Skutkuje to wicksza
trwalo$cig kompleksu 18, ktory nie rozktada si¢ w warunkach reakcji, moze by¢ z powodzeniem

odzyskiwany i uzyty ponownie.

Jego zastosowanie pozwala na uzycie substratow w ilosciach stechiometrycznych, 2
mol% katalizatora i1 skrocenie czasu reakcji o potowe. AgAAC jest reakcja ogolng, wydajng i
moze sta¢ si¢ alternatywa dla CuAAC w przypadkach, gdzie uzycie zwiazkow miedzi jest

wykluczone ze wzgledu na ich toksycznos$¢ (np. chemia lekéw).

AAC, przebiegajaca w obecnosci cynku osadzonego na weglu aktywnym (Zn/C), odkryta
zostata w roku 2010 (Schemat 2.8).2 Pomimo swego ograniczenia do alkinéw z podstawnikiem
arylowym, stanowi ciekawa alternatywe dla CuAAC. Heterogeniczny katalizator tatwo jest
oddzieli¢ od mieszaniny poreakcyjnej bez znaczacej utraty aktywnosci. Ponadto Zn/C katalizuje
rowniez reakcje azydkow z dwupodstawionymi alkinami, co sugeruje zupelnie inny mechanizm

reakcji niz w przypadku CuAAC.

10% Zn/C Ney
O 0 25 0400
DMF
50 °C, 20h
H 6,
Ph 2 9,

Dz

R
R

H, 90%

5R
8, R Ph, 61%

Schemat 2.8. Reakcja ZnAAC.

Ostatnio wykazano, ze reakcja AAC moze by¢ katalizowana kompleksami metali ziem
rzadkich dajac 1,5-dwupodstawione 1,2,3-triazole (analogicznie do RUuAAC).? Sposréd
przebadanych katalizatorow o ogdlnym wzorze LN[N(SiMes),]s, kompleksy samaru odznaczaty
si¢ najwigkszg aktywnos$cia. Reakcja, chociaz interesujaca z teoretycznego punktu widzenia, daje
znacznie nizsze wydajnosci niz RuAAC. Ponadto zakres stosowalno$ci ograniczony jest do
prostych azydkoéw i alkinow nie posiadajgcych reaktywnych grup funkcyjnych, a sama reakcja

wymaga $ci§le bezwodnych i beztlenowych warunkow.

Najnowszy wariant AAC wykorzystuje nanoczastki zlota osadzone na porowatych
nanoczastkach TiO, (Schemat 2.9).* Tak zaprojektowany Katalizator pozwala na
przeprowadzenie cykloaddycji azydku do alkinu z doskonatg regioselektywnos$cig prowadzaca
wylgcznie do izomeru 1,4- nowo wytwarzanego 1,2,3-triazolu 6. Reakcje, z powodzeniem,
prowadzono w temperaturze pokojowej, W réznych rozpuszczalnikach (w tym w wodzie), a
odzyskany katalizator nie tracit swej aktywnos$ci nawet po pigciokrotnym uzyciu. Dodatkowymi
zaletami tego rozwigzania sg: bardzo mata ilo$¢ uzytego katalizatora (rzedu ppm ztota) oraz

mozliwos$¢ zastosowania dwupodstawionych alkinow jako substratow.
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Schemat 2.9. Reakcja AUAAC.

2.1.5. AAC katalizowana zasada

Fokin opracowat katalityczny wariant reakcji azydkow z terminalnymi alkinami nie
wymagajacy uzycia zwiazkéw metali przejéciowych.”® Okazalo sie, ze pochodne fenyloacetylenu
reaguja z azydkami aromatycznymi w obecnosci katalitycznej ilosci zasady dajac 1,5-
dwupodstawione 1,2,3-triazole z wydajnosciami rzedu 80-90%. Dla opisanej przemiany
zaproponowany zostal mechanizm zaktadajacy deprotonowanie terminalnego alkinu i nastepcza
reakcj¢ z elektrofilowym azotem N3 azydku, zakonczong cyklizacja typu S5-endo-dig i
protonowaniem anionu produktu kolejna czasteczka fenyloacetylenu. Zasadami stosowanymi w
tej reakcji sg alkoholany lub wodorotlenek tetrabutylamoniowy. Reakcja przebiega w
temperaturze pokojowej i wymaga jedynie 10 mol% zasady. Pomimo tego, ze ta metodologia

ograniczona jest do prostych substratow, jest cickawg alternatywa dla RuAAC.

2.1.6. SPAAC

Nowoczesnym, niekatalitycznym wariantem reakcji azydkow z alkinami jest SPAAC
(ang. Strain Promoted Azide-Alkyne Cycloaddition) opracowana przez Bertozzi.?® Odpowiednio
zaprojektowane pochodne cyklooktynu 22a-d (Schemat 2.10), ze wzglgdu na duze naprezenie
wigzania potrojnego, spontanicznie reaguja z azydkiem dajac w efekcie w petni podstawiony
1,2,3-triazole 23a-d (Schemat 2.10). Ze wzgledu na wysokg reaktywno$¢ naprezonych
cyklooktynow, przeprowadzenie tej reakcji nie wymaga podwyzszonej temperatury, wysokich
stezen ani zadnych zewnetrznych dodatkow (kataliatorow, zasad, kwasow) a wydajnosci sg

zazwyczaj iloSciowe.

Niestety, synteza odpowiednich cyklooktynow 22a-d jest z reguly wieloetapowa i
skomplikowana, co utrudnia zastosowanie SPAAC w chemii organicznej.® Niemniej jednak, dla

potrzeb biologii i biochemii, gdzie operuje si¢ niewielkimi ilo$ciami reagentdw, SPAAC jest
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reakcjg niemal doskonatg — ani cyklooktyn ani azydek nie reagujg z grupami funkcyjnymi
obecnymi w bioczasteczkach i nie zakldcaja ich funcjonowania, co zapewnia doskonata

selektywno$¢ SPAAC nawet w warunkach fizjologicznych (reakcja bioortogonalna).*®

S te

>95%
R
22a-d 2 23a-d
__ F — —
_ F
OH
H H
HO HO :

“OH

22a 22b 22¢ 22d

Schemat 2.10. Przebieg SPAAC oraz przyktadowe struktury cyklooktynéw uzywanych do tej reakcji.

Opisano wiele przykltadow wykorzystania SPAAC do wybarwiania odpowiednio
sfunkcjonalizowanych enzymow, biatek, komorek i innych obiektow bedacych w obszarze
zainteresowania biologéw. Spektakularnym przyktadem zastosowania tej reakcji jest
przeprowadzenie jej w zywym organizmie do badania lokalizacji produktow metabolizmu oraz

wykrywania zmian nowotworowych.*

Obecnie intensywne prace syntetyczne skupione sg przede wszystkim na zaprojektowaniu

cyklooktynow, ktore bylyby tatwe w syntezie, stabilne, a jednoczeénie reaktywne w SPAAC.

2.1.7. Podsumowanie

Od czasu opublikowania pierwszych prac dotyczacych CuAAC nastapit niezwykle
burzliwy rozwo6j tego dzialu chemii. W ciggu niewiele ponad dekady zostaly opracowane
efektywne katalizatory umozliwiajace synteze zarowno 1,4- jak i 1,5- dwupodstawionych 1,2,3-
triazoli. Stosunkowo tatwa synteza zarowno terminalnych alkinéw jak i1 azydkow, tagodne
warunki oraz wysoka tolerancja na obecnos¢ nawet reaktywnych grup funkcyjnych uczynity z
katalitycznego wariantu AAC (szczegdlnie CuAAC) doskonatg reakcje do taczenia nawet bardzo
skomplikowanych struktur. Rozne warianty AAC stosowane sg z powodzeniem w wielu
dziedzinach chemii gdzie zachodzi potrzeba efektywnego i trwalego potgczenia dwoch jednostek.
Tymi fragmentami moga by¢ nie tylko zwiazki organiczne, ale rowniez tak skomplikowane i
delikatne uktady jak monowarstwy, nanorurki, maszyny molekularne, biatka, enzymy a nawet

zywe komorki.
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Z niezwykle bogatej literatury na temat AAC wynika, ze najwiecej mozliwo$ci stwarza
obecnie kataliza zwigzkami miedzi i rutenu. Dynamiczny rozwoj i ciagle zainteresowanie
problemem opracowania nowych, efektywnych katalizatoréw rodzi nadzieje, ze w niedalekie;j

przysztosci odkryte zostang warunki umozliwiajace rownie efektywne przeprowadzenie AAC z

uzyciem innych, mniej toksycznych metali.
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2.2. Zastosowanie katalitycznych AAC w syntezie zwiazkow biologicznie

czynnych

2.2.1. Wstep

Zwiazki biologicznie czynne zawierajace w swojej strukturze 1,2,3-triazol znane byty na
dhugo przed odkryciem katalitycznych wariantow reakcji terminalnych alkinéw z azydkami.*
Niektore z tych zwiazkow przeszty etap badan klinicznych i sa handlowo dostepne. Synteza
takich zwigzkow opierata si¢ zazwyczaj na reakcjach termicznych prowadzacych z reguty do
mieszaniny izomeréw. Od momentu odkrycia CuAAC i RuUAAC wzrosto zainteresowanie reakcja
azydkow z alkinami jako doskonatego, praktycznego narzedzia do syntezy uktadéw

triazolowych.”® Do niewatpliwych zalet tych reakcji naleza:

- wysokie wydajnosci,

- chemoselektywno$¢ i mozliwos¢ kontroli regioselektywnosci otrzymywanych 1,2,3- triazoli,
- dostepnos¢ katalizatorow,

- fagodne warunki prowadzenia reakcji, niewymagajace wysokich temperatur ani bezwodnych i

beztlenowych warunkow,
- mozliwos$¢ prowadzenia reakcji w wodzie.

Uniwersalnos$¢ reakcji CuHAAC i RuAAC pozwala na zastosowanie ich na wczesnych
etapach badan nad nowymi zwigzkami o potencjalnej aktywnosci biologicznej. Oba warianty
okazaly si¢ bardzo uzyteczne w poszukiwaniu nowych struktur wiodacych oraz modyfikacji juz
istniejacych zwiazkéw o potwierdzonym dzialaniu biologicznym.”” *® Ponadto AAC jest
doskonatym narzedziem do laczenia roznych (czgsto skomplikowanych) farmakoforow w

syntezie i optymalizacjach struktury czasteczek hybrydowych.

Zastosowanie katalitycznych wariantow AAC, a w szczegolnosci CuAAC, w syntezie
zwigzkow biologicznie czynnych jest przedmiotem wielu artykutow przegladowych, z reguty
ograniczonych do konkretnych klas zwigzkéw np. peptydow™ lub cukrow.®® W trakcie pisania
niniejszej pracy ukazat si¢ obszerny artykul, ktory opisuje zastosowanie AAC w syntezie
zwigzkow biologicznie czynnych klasyfikujac je pod katem ich docelowych dziatan
terapeutycznych.”® Niniejszy przeglad nie ma na celu powielania informacji zawartych w wyzej

wymienionych monografiach, lecz zwigzle przedstawienie szerokich mozliwos$ci, jakie stwarza
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AAC w syntezie zwigzkow biologicznie czynnych niemal niezaleznie od ich struktury, stopnia jej

skomplikowania i zaprojektowanej funkcji.

2.2.2. Wiasciwosci 1,2.3-triazolu

1,2,3-Triazol (Rysunek 2.3) jest picciocztonowym, heterocyklicznym zwigzkiem
aromatycznym. Ze wzglgdu na obecno$¢ wolnych par elektronowych na atomach azotu N2 i N3
posiada on whasciwosci akceptora wigzafn wodorowych.!* Z kolei duzy moment dipolowy (rzedu
5D) powoduje polaryzacje wiazania C-H do tego stopnia, ze moze on bra¢ udziat w tworzeniu
wigzan wodorowych w charakterze donora. Odlegtosci pomigdzy podstawnikami w 1,4- i 1,5-

podstawionym 1,2,3-triazolu wynosza odpowiednio 5.0 A i2.4 A.

Ry MNon s R‘N'N‘\I\]'
& H
H R R H

Rysunek 2.3. Geometria 1,2,3-triazolu.

Wymienione cechy strukturalne powoduja, Ze podstawione 1,2,3-triazole moga
zastepowaé rozne grupy funkcyjne, podobne pod wzgledem geometrii i polarnosci.”’ Do takich
grup zaliczy¢ mozna migdzy innymi: grupe amidowa, jednostke furanu oraz wigzanie podwojne
wegiel — wegiel. Wlasciwosé ta jest czgsto wykorzystywana w badaniach nad optymalizacja
struktur wiodacych, gdzie uktad 1,2,3-triazolu stuzy jako latwy w syntezie zamiennik wyzej
wymienionych grup funkcyjnych lub jako alternatywa dla tworzenia grupy amidowej w taczeniu
wiekszych fragmentow prowadzacych do finalnego zwiazku.

1,2,3-Triazol jest ukladem bardzo trwatym, odpornym na dziatanie zaréwno kwasow i
zasad oraz utleniaczy i reduktorow. Odznacza si¢ tez wysoka trwato$cig termiczng. Z punktu
widzenia chemii zwigzkow biologicznie czynnych, bardzo wazng wlasciwoscia triazolu jest jego

wyjatkowa odporno$é na hydrolize w warunkach fizjologicznych.”

2.2.3. Triazol jako zamiennik grupy amidowej

Geometria i moment dipolowy 1,2,3-triazolu powoduja, ze moze by¢ on stosowany jako
odpowiednik grupy amidowej. Ulozenie podstawnikow oraz zwrot wektora momentu dipolowego
w 1,4-dwupodstawionym triazolu powoduja jego podobienstwo do trans amidéw, natomiast 1,5-

podstawione triazole z powodzeniem moga zastapié cis amidy (Rysunek 2.4).%" %
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Rysunek 2.4. Poréwnanie geometrii 1,2,3-triazoli i amidow.

Cechy te, w potaczeniu z tatwo$cia syntezy triazoli na drodze katalitycznej AAC wywotaty duze

zainteresowanie wsréd chemikéw zajmujacych sig¢ syntezg zwiazkow biologicznie czynnych.

W 2003 roku Brik opisat seri¢ zwiazkéw bedacych inhibitorami proteazy HIV-1.%
Zwiazki te zaprojektowane zostaly w oparciu o struktur¢ znanego, handlowo dostgpnego leku
Amprenaviru (Rysunek 2.5). Celem autoréw byla szybka i efektywna synteza analogéw typu 24 0
roznorodnej budowie jednak z zachowaniem kluczowych elementéw struktury wiodace;.
Glownym zalozeniem bylo zastgpienie jednego z wigzan amidowych 1,2,3-triazolem w celu

fatwej i1 szybkiej syntezy duzej biblioteki zwigzkéw (Rysunek 2.5).
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Rysunek 2.5. Struktura aprenaviru i jego analogow.

Substratem do syntezy analogéow byt zwiazek 25 bedacy prawa czescig struktury
wiodacej (Schemat 2.11). Reakcja z odpowiednimi alkinami przeprowadzona byta w obecnosci
CuSO, i metalicznej miedzi w mikroreaktorach. Zwigzki 24a i 24b, ktore we wstepnych
badaniach okazaly si¢ najaktywniejsze, zsyntetyzowane zostaly w skali preparatywnej i
szczegdtowo przebadane, wykazujac ICs; odpowiednio 6 nM i 13 nM, czyli o dwa rzgdy
wielko$ci nizsze niz substraty, z ktorych zostaly otrzymane i poréwnywalne z handlowo

dostepnymi lekami.®* %
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Schemat 2.11. Synteza analogéw aprenaviru.

Wigzanie amidowe zostalo z powodzeniem zastagpione przez triazol w syntezie analogow
ceramidu (Rysunek 2.6), lipidowego zwiazku regulujacego procesy komorkowe.** Zdolnosé do
indukowania apoptozy niektérych komorek rakowych wzbudzito zainteresowanie ceramidem jako

potencjalnym lekiem przeciwnowotworowym.

(0]
HNJ\/CmHss

Ho\/Y\/C13H27
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Rysunek 2.6. Struktura ceramidu.

Powaznym ograniczeniem w jego stosowaniu, okazata si¢ niepozadana enzymatyczna
hydroliza wigzania amidowego w warunkach fizjologicznych. Lee ze wspotpracownikami
postanowili zastgpi¢ grupe amidowg w strukturze ceramidu, duzo trwalszym ugrupowaniem
1,2,3-triazolu. W tym celu zaprojektowali seri¢ triazolowych analogéw réznigcych si¢ dtugoscia
fancucha alifatycznego. Zwiazkiem wyjsciowym do wszystkich syntez byt drugorzedowy azydek
26 (Schemat 2.12), ktory poddano reakcji CuAAC z terminalnymi alkinami alifatycznymi w

obecnosci CuSO4/NaAsk. Dawat on pozadane produkty 27a-e z wysokimi wydajnosciami.

R
N
" = R r\i’\ﬁ
3
CuS0,/NaAsk 27a, R = -(CH,),CH
HO. C3H ) 2)2CH3
SN Ot - HO\/\‘/\/CHHN 27b, R = -(CH,)3CHs
k" H,O/t-BuOH O 27¢, R = -(CH,)sCHj
27d, R = <(CH,),CHj
26 27, 85-95% 27e, R = -(CH3),3CH3

Schemat 2.12. Synteza analogéw ceramidu.
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W toku badan biologicznych okazalo sie, ze zsyntetyzowane analogi majg silniejsze dziatanie
przeciwnowotworowe niz ~ wyjéciowy ceramid. Kluczowym elementem  struktury
odpowiedzialnym za wysoka cytotoksyczno$¢ byl krotszy niz w ceramidzie tancuch alkilowy
zawierajacy 3 atomy wegla (zwigzek 27a). Dalsze badania nad tymi zwigzkami wykazaly, ze

analogi z krotszym podstawnikiem lepiej penetruja btony komorkowe.

C i

O o 0 28a, R = Me,
SN R 28b,R=CCH,

N" °N\ 28c, R=CH,CN,

” =l 28d,R=F,

R 28e, R=Br
Linezolid 28

\\\‘_ // HO
® 29a, R = Al
a, R = Ar,
Hom o7y 29b, R = Het-Ar
Novobiocyna 29

H,NT S0 7>

Rysunek 2.7. Sturktura Linezolidu, Novobiocyny i ich analogbw.

Podobna strategia zastapienia grupy amidowej pierscieniem triazolowym zastosowana

6588 i Novobiocyny® (Rysunek 2.7). W obydwu

zostala do syntezy analogow m.in. Linezolidu
wypadkach, otrzymane zwiazki typu 28 i 29 byly trwalsze i wykazywaty podobng lub wyzsza

aktywno$¢ biologiczng niz struktury pierwotne.

W chemii peptydow CuAAC znalazta szerokie zastosowanie przede wszystkim do
laczenia wigkszych fragmentéw peptydowych, ale rowniez jako narzedzie do ich cyklizacji,
sieciowania i funkcjonalizacji tancuchow bocznych.”® % ® Szczegélnie uzyteczne okazato sie
wykorzystanie CuAAC do reakcji makrocyklizacji krotkich peptydoéw, ktéra jest trudna do
przeprowadzenia klasycznymi metodami. Maarsveen przeprowadzit cyklizacje odpowiednio
sfunkcjonalizowanego tetrapeptydu 30 w celu syntezy analogu cyklicznego inhibitora tyrozynazy
wykorzystywanego min. w terapiach dermatologicznych(Schemat 2.13).” Cyklizacja na drodze
CuAAC wymagata zastosowania wysokiej temperatury i dodatku 3 ekwiwalentow DBU. Jednak
pomimo stosunkowo drastycznych warunkow reakcji, pozadany produkt 31 udato sie otrzymac z

wysoka wydajnoscia 70%.
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Schemat 2.13. Zastsoswanie CuUAAC do makrocyklizacji analogéw peptyddw.

Rowniez wigksze pierscienie peptydowe mozna zamykaé efektywnie z wykorzystaniem
tej metodologii.®* Waznym aspektem makrocyklizacji z uzyciem CuAAC jest staranna
optymalizacja warunkdéw reakcji, przede wszystkim ilo$ci uzytego katalizatora. Z doniesien
literaturowych wynika, ze zastosowanie matych ilosci katalizatora prowadzi do powstawania
cyklicznego dimeru jako produktu gléwnego, natomiast zastosowanie ponad 50 mol% zrodta

Cu(l) pozwala na efektywne prowadzenie reakcji makrocyklizacji.®®

Laczenie dluzszych fragmentéw peptydowych z uzyciem AAC znalazto szerokie
zastosowanie ze wzgledu na tagodne warunki, duze wydajnosci oraz zachowanie konfiguracji
centréw stereogenicznych.” Problem zastosowania CUAAC, gdzie wytworzony 1,2,3-triazol jest
zamiennikiem wigzania amidowego w chemii peptydow jest tematem bardzo szerokim i jego

doktadne omowienie znacznie przekracza zakres niniejszego przegladu literaturowego.

2.2.4. Triazol jako zamiennik wiazania podwodjnego wegiel —wegiel

Wzajemne rozmieszczenie podstawnikow w 1,4-dwupodstawionym 1,2,3 triazolu jest
zblizone do trans olefiny. Wiasciwo$¢ ta wykorzystana zostala w kombinatoryjnej syntezie
analogow resweratrolu — naturalnej pochodnej stilbenu wystgpujacej m.in. w czerwonym winie
(Rysunek 2.8)."" Resweratrol ma korzystne dziatanie na uktad krazenia i uktad nerwowy, dziata

przeciwzapalnie oraz moze by¢ stosowany w profilaktyce przeciwnowotworowe;j.

resweratrol 32

Rysunek 2.8. Struktura resweratrolu i jego analogow.

Wykorzystujac techniki syntezy kombinatoryjnej, Tron zsyntetyzowal biblioteke

analogéw resweratrolu o ogolnej strukturze typu 32, w ktorej wiazanie podwdjne wegiel-wegiel

34



zastapione zostalo ugrupowaniem 1,2,3-triazolowym (Schemat 2.14). Uzycie standardowych
warunkow CuAAC (CuSO,/NaAsk) pozwolilo na otrzymanie serii 74 zwiazkéw z rdéznymi
podstawnikami w piersScieniach fenylowych. Autorzy nie podali wydajnosci otrzymanych
zwigzkoéw, lecz zastrzegli, ze wszystkie byly wydzielone i oczyszczone wyltacznie poprzez

krystalizacj¢ do czysto$ci ponad 95%.
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Schemat 2.14. Synteza analogéw resweratrolu.
Sposrod bogatej biblioteki otrzymanych zwigzkow, najaktywniejszy zwiazek 32a wykazat 1Cso >
10 nM w testach na cytotoksyczno$¢ wobec komorek raka piersi, trzy rzedy wielkosci nizszy niz
w przypadku samego resweratrolu. Autorzy nie przeprowadzili doktadnych badan nad zalezno$cia

aktywnosci od struktury.

Podobne podejscie zastosowano w syntezie analogdéw geiparvarinu (Rysunek 2.9).7* Jest
to zwigzek naturalny, wystepujacy w lisSciach wierzby australijskiej i ma potwierdzone
wlasciwosci przeciwnowotworowe. Bazujac na swoich wczesniejszych odkryciach, Li i
wspolpracownicy zaprojektowali syntez¢ analogow geiparvarinu zastgpujac ugrupowanie

kumaryny jednostka chromonu 35, a eter typu allilowego ugrupowaniem 1-benzylotriazolowym.
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Rysunek 2.9. Struktura geiparvarinu.

Synteza tych zwigzkdéw zawierata bardzo ciekawe rozwigzanie: azydki benzylowe generowane
byty in situ i bez wydzielania poddawane reakcji z 7-propargiloksy-beznopinan-4-onem (35)
(Schemat 2.15). Jako rozpuszczalnika uzyto DMSO, ktéry jest idealnym rozwigzaniem w
przypadku reakcji zachodzacych wedlug mechanizmu Sy2. Ponadto jego wysoka polarno$é
zapewnia rozpuszczalno$¢ katalizatora CuAAC w ilo$ciach wystarczajacych do efektywnego
przeprowadzenia cykloaddycji. Obie te reakcje zachodzity w jednym naczyniu, bez rozdzielania

etapow substytucji i CuUAAC w czasie.
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Schemat 2.15. Synteza analogéw geiparvarinu.
Wydajnosci otrzymanych pochodnych typu 37 wahaly si¢ od 61 do 85%. Wszystkie otrzymane
zwiazki odznaczaty si¢ duzo wigkszg trwaloscia niz geiparvarin i poréwnywalng
cytotoksycznos$cig wobec komorek raka szyi i raka watroby oraz bardzo niskg toksycznoscia

wobec zdrowych komorek.

2.2.5. Triazol jako zamiennik furanu

1,2,3-Triazol, ze wzgledu na swoje geometryczne podobienstwo do innych
pieciocztonowych pierscieni heteroaromatycznych, z powodzeniem jest stosowany jako ich
zamiennik. W oparciu o t¢ wlasciwos¢, Tidwell przeprowadzit synteze analogéw furamidyny 38
(Rysunek 2.10), doustnego leku przeciw pierwotniakom, ktéry obecnie znajduje si¢ w trzeciej

fazie badan klinicznych.”

SN=NC

1A !

N~
— HN>/©/T\2TI‘©\{NH
HoN NHy

38 39a

Rysunek 2.10. Struktura furamidyny i jej 1,2,3-triazolowego analogu.

W zaprojektowanych zwigzkach, pierscien furanu zastapiony zostal znacznie trwalszym i
fatwiejszym w syntezie triazolem. Kluczowy etap syntezy biblioteki pochodnych polegal na
addycji azydkow fenylowych (40) do fenylocaetylenow z podstawnikami —CN (41) w ro6znych
pozycjach (Schemat 2.16, na schemacie uwzgldniono trzy najprostsze analogi furamidyny).
Kolejne etapy polegaly na przeksztatceniu grup nitrylowych w amidyny, w reakcji z
odpowiednimi aminami w warunkach kwasowych.
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Schemat 2.16. Synteza analogéw furamidyny.

Wszystkie z 60 otrzymanych zwigzkow przebadano in vitro przeciwko réznym gatunkom
chorobotworczych pierwotniakow.  Najaktywniejsze z nich przebadano réwniez in vivo.
Wykazano, ze wymagana dawka konieczna do catkowitego wyleczenia zainfekowanych myszy

wynosita Img/kg.

2.3. Zastosowanie AAC do syntezy zwigzkow hybrydowych

2.3.1. Zwiazki hybrydowe

Strategia poszukiwania nowych lekow polegajaca na jednoczesnej regulacji
funkcjonowania wigcej niz jednego docelowego obiektu dziatania substancji czynnych nosi
nazw¢ polifarmakologii. Koncepcja ta przetamuje utarty schemat, w ktérym poszukiwanie lekow
ukierunkowane jest na jeden konkretny obiekt (enzym, receptor, biatko itp.), ktorego dysfunkcja

powoduije stan chorobowy.*® **

Istnieja trzy mozliwe podejscia do polifarmakologii.'® Najstarsze polega na podawaniu
pacjentom kombinacji réznych lekow jednoczesnie (,.koktajl lekéw”), np. pod postacig kilku
tabletek. Skutecznos$¢ takiej terapii wymaga od pacjentow Scistej dyscypliny. Nieodpowiednia
proporcja dawek lekow moze powodowaé efekty uboczne np. zaburzone wchtanianie, zmiany w
ich metabolizmie lub nieprzewidziane oddzialywania substancji czynnych pomigdzy soba.
Nowsze podejscie opiera si¢ na przygotowaniu lekdw zawierajgcych kilka substancji czynnych.
Optymalna proporcja sktadnikoéw w tak zaprojektowanych lekach jest szczegotowo przebadana,
co minimalizuje ryzyko przedawkowania. Na rynku dost¢pne sa rozne leki wielosktadnikowe, np.
Caduet (kombinacja amlodypiny i atorvastatyny) i Vytorin (kombinacja ezetimibu i

symwastatyny), oba skuteczne w terapii miazdzycy.

Wada rozwigzan bazujacych na mieszaninach substancji czynnych sg dlugotrwate i
kosztowne badania kliniczne, majace na celu ustalenie optymalnych proporcji. R6zny metabolizm

u pacjentow moze skutkowa¢ skomplikowang i trudng do przewidzenia farmakokinetyka i
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farmakodynamikg poszczegolnych skladnikéw. W razie wystapienia efektdéw ubocznych,

pojawiaja si¢ trudnosci z ustaleniem ich przyczyny.

Najnowszym, obiecujacym podejsciem do polifarmakologii jest synteza zwiazkdéw
zawierajagcych w swojej strukturze dwa farmakofory (lub wigcej) o réznych funkcjach

11

biologicznych.™* Czasteczki tego typu nazywane sa zwigzkami hybrydowymi lub

wieloligandowymi, chociaz w literaturze mozna je znalezé réwniez pod nazwa chimer,
homo/hetero dimeréw, blizniakow (ang. twin).'* Zaleta stosowania lekéw hybrydowych jest: duzo
fatwiejsze dawkowanie, prostsza do okreslenia farmakokinetyka i farmakodynamika, wynikajaca

z faktu stosowania tylko jednej substancji czynnej, skrocenie czasu i redukcja kosztéw fazy badan
- O

linked merged
fused

o-C @ O

Rysunek 2.11. Klasyfikacja zwigzkow hybrydowych ze wzgledu na sposob taczenia farmakoforow.

klinicznych.

Zwigzki hybrydowe klasyfikuje si¢ ze wzgledu na sposob laczenia farmakoforow
(Rysunek 2.11),** niestety nie istnieje jeszcze ujednolicona polska nomenklatura dla tego typu

zwiazkow.

Zwiazki, w ktorych farmakofory oddzielone s3 od siebie tacznikiem okresla si¢
angielskim terminem ,,/inked” (potaczone). Bezposrednie polaczenie farmakoforow daje zwigzki
typu ,,merged” (scalone), natomiast zwigzki, zawierajgce w swej strukturze kluczowe elementy

wielu farmakoforéw nazywane sg ,,fused ” (zro$nigte, zlane).

Poszukiwanie zwigzkéw hybrydowych opiera si¢ glownie na dostgpnej wiedzy o
aktywnos$ci biologicznej 1 mechanizmach dziatania wczesniej odkrytych zwiazkow lub grup
zwigzkow, ktora pozwala na racjonalng analize i zaprojektowanie nowych struktur. Katalityczna
AAC jest bardzo dobrym narzedziem do syntezy hybryd, w ktérych farmakofory rozdzielone sg
tacznikiem. Grupe azydkows i terminalny alkin stosunkowo tatwo jest wprowadzi¢ do struktury
czasteczek organicznych — bezposrednio lub jako terminalng grupe na odpowiednio
zaprojektowanym taczniku. Strategia syntezy zwiazkéw hybrydowych typu ,,linked” oparta na

CuAAC znalazta, w ostatnich latach, szerokie zastosowanie w projektowaniu zwigzkow o
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potencjalnej aktywnosci biologicznej.”® Reakcja cykloaddycji jest z reguty ostatnim lub jednym z

ostatnich etapéw syntezy.

2.3.2. f-Laktamy

f-Laktamy stanowig wazng klase¢ zwigzkow biologicznie czynnych. Od wielu lat znajduja
zastosowanie jako zwiazki przeciwbakteryjne (penicyliny, cefalosporyny), a w ostatnich latach
odkryte zostato ich dziatanie antymalaryczne i przeciwnowotworowe m.in. przeciw komdrkom
raka piersi. Wysoka aktywnos¢ biologiczna, dobrze rozpoznana chemia fS-laktamoéw oraz znane
mechanizmy ich dziatania stwarzaja mozliwo$¢ racjonalnego projektowania hybrydowych

zwigzkow biologicznie czynnych zwierajacych to ugrupowanie w swojej strukturze.

R R. 0
_N N
0 p-TsCl, EtzN
= + _— Ns
Ny \
OH DCM

44 45 43, 70-80%
43a, R = Ph,
43b, R =Bn,
43c,R=Cy

Schemat 2.17. Synteza 3-azydo-2-azetydynonu 43.
W syntezie hybryd zawierajacych jednostke f-laktamowa zwiazkiem wyjsciowym w reakcji AAC
jest 3-azydo-2-azetydynon (43, Schemat 2.17). Zwiazki 43 otrzymywane sg w reakcji 1-
azadienow 44 z kwasem azydooctowym (45) i z powodzeniem stosowane do potaczen z réznymi
zwiazkami o udokumentowanym dziataniu biologicznym.”* Wykazano, Zze obecno$¢ grupy
fenylowinylowej w pozycji 4 zwigksza powinowactwo f-laktaméw do komoérek nowotworowych.
Pierwsze proby otrzymania fS-laktamowych hybryd na drodze CuAAC, polegaty na cykoladdycji
zwigzkow typu 43 z prostymi acetylenami, w tym z fenyloacetylenem (5). Syntezy prowadzone
byty w temperaturze pokojowej, w mieszaninie woda/etanol w obecno$ci Cu(I) generowanej in
situ poprzez redukcje CuSO,.’* Pomimo tego, ze substrat jest azydkiem drugorzedowym,
wydajnosci triazoli 46 byly bardzo wysokie (Schemat 2.18). Otrzymana seria zwigzkow
charakteryzowata si¢ wysoka aktywnoscig przeciwmalaryczng oraz niska cytotoksycznoscig, w
szczegolnosci dotyczyto to pochodnej N-cykloheksylowej. Wysoka aktywnos$¢ zwiazkow typu 43
w reakcji CuAAC oraz obiecujgce wiasciwosci biologiczne produktow ich cykloaddycji zachecity
autorow do zaprojektowania hybryd zawierajacych, oprocz pierscienia fS-laktamowego, inne

farmakofory.
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46a, R = Bn,
46¢c, R = Cy

Schemat 2.18. 3-Azydo-2-azetydynony 43 w reakcji CUAAC.

Hybrydy, zlozone ze zwigzkoéw typu 43 1 podstawionych chalkondéw zaprojektowane
zostaly jako potencjalne zwiazki przeciwnowotworowe.” Chalkony stanowia ciekawa grupe
zwigzkow posiadajacych aktywno$¢ biologiczng, w tym udokumentowane wlasciwos$ci
przeciwnowotworowe. Mechanizm ich dziatania jest analogiczny do naturalnie wystgpujacych
kombretastatyn.” Dodatkowa zaleta chalkonéw jest tatwosé syntezy i modyfikacji ich struktury.
Pochodne 47 i 48 zawierajace terminalny alkin (Schemat 2.19) zsyntetyzowane zostaty w reakcji
O-alkilowania bromkiem propargilu chalkonow posiadajacych grupe -OH w pozycji 4
odpowiednio pier§cienia A lub B. Seria otrzymanych pochodnych poddana zostata reakcji z
azydkami typu 43 w warunkach standardowych. Pozadane pochodne 49 i 45 otrzymano z

Cy, (0]
N
N (o}
N-N PZ S
\ gﬁN MR
Y
O

wysokimi wydajnos$ciami >75%.

o)
PN 49, >75%
| —R 493, R = 2-OMe,
O 49b, R = 4-OMe,
/ 43c 49c¢, R = 2,4-diOMe
Z 4 CuSO,/Na Ask
—_—
lub H,O/EtOH lub
RT
c o)
o) N
A = 3
\:—R \ N”'\\'N =~ \ R
o] % 7
48
/ °
50, >75%
50a, R = 2-OMe,
50b, R = 4-OMe,

50c, R = 2,4-diOMe

Schemat 2.19. Synteza hybryd g-laktaméw i chalkondw.
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Badania biologiczne, wykazaty, ze zwigzek 50a (R = 2-OMe) charakteryzuje sie wysoka
cytotoksyczno$cig wobec komodrek nowotworow pluc (ICsp < 1 uM) i prostaty (ICso = 67.1 pM).
Hybryda ta, jako jedyna z catej serii, wykazala rowniez wysoka aktywno$¢ przeciwko biataczce
(ICsp < 1 uM) i nowotworowi okr¢znicy (ICso = 6.4 uM). Kluczowym czynnikiem wptywajacym
na wysoka aktywno$¢ przeciwnowotworowa okazata si¢ obecno$¢ grupy metoksylowej
pierScieniu fragmentu chalkonowego oraz podstawnika N-cykloheksylowego w jednostce p-

laktamu.

p-Laktamy typu 43 uzyte byly do syntezy zwiazkoéw hybrydowych, ktore postuzyty do
zwalczania rzesistka pochwowego (Trichomonas Vaginalis),” wyjatkowo nieprzyjemnego
pierwotniaka stanowigcego istotny problem w krajach o klimacie tropikalnym i o niskim
poziomie higieny. Koncepcja stworzenia hybrydy przeciwko temu pasozytowi polegata na
potaczeniu przeciwpasozytniczych wilasciwosci f-laktamow i izatyn, (1H-indolo-2,3-dionow,
Rysunek 2.12), ktore stanowig klas¢ zwigzkow o wlasciwosciach przeciwwirusowych,
przeciwgrzybicznych i przeciwbakteryjnych. Wprowadzanie modyfikacji na atomie azotu oraz w
pozycji 5 pierScienia aromatycznego izatyny znaczaco wplywa na wlasciwosci biologiczne tego

typu zwiazkow.

: O
ozycja 5
pozycj ~
O
N
H

Rysunek 2.12. Struktura izatyny.

Synteza pochodnych izatyny, posiadajacych terminalny alkin polegata na N-alkilowaniu
podstawionej w pozycji 5 izatyny bromkiem propargilu. Tak przygotowane pochodne typu 51
poddano reakcji z azydkami typu 43 w obecno$ci CuSO4/NaAsk (Schemat 2.20, na Schemacie
przedstawiono przykladowa syntez¢ jednego potaczenia hybrydowego). Wszystkie zwigzki
zostaly oczyszczone =z uzyciem jedynie ekstrakcji i Kkrystalizacji, bez uzycia technik
chromatograficznych. Niestety, autorzy nie podali wydajnosci otrzymanych zwigzkéw. Badania
in vitro otrzymanej biblioteki zwigzkow wykazaty, ze wigkszo$¢ z nich efektywnie hamuje
rozwoj T. vaginalis, przy czym najaktywniejszy okazatl si¢ zwigzek 52 (Schemat 2.20), dla
ktorego warto$¢ ICso wynosita 7.06 uM. Autorzy nie zbadali wptywu dtugosci tacznika pomiedzy
p-laktamem a izatyng na aktywno$¢ biologiczng, co moim zdaniem, mogloby da¢ wigkszy wglad

w zaleznos$¢ aktywnosci od struktury.

41



NaH (0]

51a, X =H
X 7 ///\ Br x o 51b, X = Cl
\CE%:O N e X=F
N DMF 51d, X = Me
H temp. pokojowa \\Q 51e, X = Br

51, >65%

o) N N
@ﬁ,}o . \ N, CuSO,/NaAsk N

H,O/EtOH ) <N o
temp. pokojowa
N (o]
52

/

Schemat 2.20. Synteza N-propargilowych pochodnych izatyny 51 i hybryd 52.

Analogiczna strategia syntetyczna zastosowana zostata do otrzymania hybryd S-laktaméw
z pochodnymi ferrocenu i ferrocenylochalkonu (Rysunek 2.13).”® ™ Autorzy, bazujac na swoich
wczesniejszych odkryciach, spodziewali si¢ wysokiej aktywnos$ci bakteriostatycznej hybryd typu
53 i 54 przeciwko pratkom gruzlicy. Niestety, nawet przy duzych stezeniach, Zadna z
otrzymanych hybryd nie byta aktywna.

o)
o} Nsn
N= R-N N
R-N N /N 53a, R = Ph, \%\/O 54a, R = Ph,
\/K@ 53b, R = Cy, P 54b, R = Cy,
_ 4 53¢, R = n-Bu, o) 54c, R = n-Bu,
@ 53d, R = Bn 54d, R = Bn
N
53 54 -
<

Rysunek 2.13. Hybrydy f-laktamu 43 i pochodnych ferrocenu.

Grupa azydkowa w zwiazkach typu 43 moze z powodzeniem zosta¢ zredukowana do
grupy aminowej a nastepnie poddana alkilowaniu (Schemat 2.21).2° W zaleznoéci od ilosci
bromku propargilu i zasady uzytych do reakcji mozliwe jest selektywne wprowadzenie jednej

(zwigzek 56) lub dwoch (zwiazek 57) grup propargilowych z wysokimi wydajnos$ciami.
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(a) bromek propargilu (1.1 Eq), K,CO3 (1.2 Eq), DMF
(b) bromek propargilu (2.5 Eq), K,CO3; (2.2 Eq), DMF 57, 80%

Schemat 2.21. Synteza N-propargilowych pochodnych B-laktamu 43c.

Tak otrzymane pochodne uzyte zostaly w syntezie potaczen z 7-chlorochinolina, uzywang w
leczeniu malarii. Zamiarem autoréw byto opracowanie zwigzkow zdolnych do niszczenia
zmutowanej odmiany zarodzca sierpowatego (Plasmodium falciparum), ktora wyksztatcita
odporno$¢ na preparaty oparte na chlorochinolinie. 4-Azydo-7-chlorochinolina 58 otrzymana
zostata z 4,7-dichlorochinoliny na drodze reakcji SyAr (Schemat 2.22).

N3 Cy, o]
m N CuSO4/Na Ask % —
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o N7 \ H/\\\ HZO/EtOH
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Vi N
NS
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N, Cy. O
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cl N \ \\\\ 2
N
58 57
\ P al
N
60, 86%

Schemat 2.22. Synteza hybryd ztozonych z 4-Azydo-7-chlorochinoliny 34 i B-laktaméw.
Synteza pozadanych hybryd na drodze CuAAC byla wydajna, zarbwno w przypadku uzycia
alkinu 56 jak i 57, przy czym synteza zwigzku 60 wymagata uzycia az 25 mol% katalizatora.
Wartym podkreslenia jest fakt, ze azydki zwigzane bezpo$rednio z pierscieniem aromatycznym

nalezg do dos¢ ktopotliwych substratow w reakcjach CuAAC. Czgsto wymagaja one Starannego
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doboru warunkow reakcji, jednak w tym wypadku doskonale sprawdzit si¢ standardowy uktad

CuSO,/NaAsk.

Otrzymane zwiazki, zgodnie z zalozeniem, wykazywaty podwyzszona aktywnos$¢ przeciw
komoérkom zarodZca sierpowatego, odpornym na leczenie chlorochinoling. Bistriazol 60
wykazywal okoto dwukrotnie wyzsza aktywno$¢ niz odpowiedni monotriazol 59. Fakt ten
tlumaczono udziatem ugrupowan triazolowych w wiazaniach wodorowych podczas dokowania
zwigzkow w miejscu aktywnym enzymu bedacego obiektem docelowym. Symulacje z
wykorzystaniem metod modelowania molekularnego potwierdzity t¢ hipoteze wykazujac, ze
kompleks enzym-bis triazol 60 maja znacznie nizsza energi¢, a zatem sg trwalsze niz analogiczny

kompleks enzymu z mono triazolem 59.

2.3.3. Steroidy

Steroidy maja szerokie zastosowanie w medycynie jako s$rodki przeciwzapalne,
przeciwwirusowe, przeciwbakteryjne i przeciwnowotworowe.®* Pochodne steroidow, ze wzgledu
na swoje wlasciwosci antagonistyczne w stosunku do receptora estrogendéw znajdujacego sie w
niektorych nowotworach, stanowia obiecujacy element strukturalny lekow hybrydowych
projektowanych pod katem zwalczania raka piersi. W zwigzkach tych, fragment steroidowy petni
funkcje nie tylko farmakoforu wiazacego si¢ z odpowiednim receptorem, ale rowniez czynnika

wplywajacego na selektywnos¢ opracowanych terapeutykow.

Guichard zaprojektowal N-heterocykliczny kompleks platyny 64 zawierajacy w swojej
strukturze terminalny alkin (Schemat 2.23).%2 Otrzymany kompleks funkcjonalizowano na drodze
AAC. W ten sposob przylaczono pochodng estronu 63 modyfikowang tancuchem alkilowym w
pozycji 16 (Schemat 2.23). Zastosowanie CuAAC do syntezy finalnych zwigzkow prowadzito
wylacznie do rozpadu kompleksu. W tej sytuacji, autorzy zdecydowali si¢ na wykorzystanie
RUAAC, uzyskujac hybryde 65 potaczong przez 1,5-dwupodstawiony 1,2,3-triazol z wydajnoscia
41% (Schemat 2.23). Otrzymany zwiagzek 65 odznaczatl si¢ znaczaco nizszym wspotczynnikiem
ICsp niz cis-platyna w badaniach in vitro, przeprowadzonych na komorkach raka piersi, okreznicy,

jajnika i szpiku kostnego.
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Schemat 2.23. Synteza pochodnej estronu 63 i hybrydy 65.

Podobna koncepcja wykorzystana zostata przez Hansona w syntezie potaczen pochodnej

estrogenu z Mitomycyna C* i Geldanamycyna® (Schemat 2.24), zwigzkéw o potwierdzonej

aktywno$ci w terapii zaawansowanego raka piersi. Zwigzki 67, 68a-b zostaty zmodyfikowane

przez wprowadzenie odpowiedniej grupy aminowej do pierscienia chinonu.

o
yNHz 1. CHyl
d 2. NaOH
3. H,S0, o]
O 4. CH,N,

(0]
NH,
g
o— ///\NHz

HyN

68a, R = i‘{\
68b, R = WO%W
A

Geldanamycyna 68

Schemat 2.24. Synteza pochodnych mitomycyny i geldanamycyny.
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7 wczesniejszych badan wspomaganych technikami obliczeniowymi wynika, ze
modyfikacja steroidu w pozycji 11 ma najmniejszy wplyw na jego wiazanie z receptorami
estrogenu,® w zwiazku z tym odpowiedni lacznik wprowadzono w te pozycje. Grupe
hydroksyfenylowa wprowadzono do zwigzku 70 w reakcji z odpowiednim bromkiem
arylomagnezowym a nastepnie poddano alkilowaniu odpowiednimi zwigzkami z terminalnymi

grupami funkcyjnymi: -N3 i alkinem (73a-c, Schemat 2.25).

MgBr
1.
" /™ TMSO HO
\ ° O [Cu(l) O
H202 2. HCI '
_—
° ° ‘ QO
< 4
© 69 70, 74% © 71,85%
.0 r©
o U ST,
(D T/ (D
oo S

72, 60-65% 73, >92%

|
73a,R = thi\/"‘s 73, R= SOy 73¢,R = B@N/

Schemat 2.25. Synteza pochodnych estradiolu modyfikowanych w pozycji 11.
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Schemat 2.26. Synteza hybryd estriadiolu i mitomycyny C oraz geldanamycyny.
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Reakcje syntezy odpowiednich hybryd przeprowadzono w standardowych warunkach CuAAC.
Stosujac  CuSO4/NaAsk w mieszanianie woda/t-BuOH otrzymano hybrydy 74-76 z dobra
wydajnoscia w przypadku pochodnej mitomycyny® 74 i umiarkowanymi w przypadku
pochodnych geldanamycyny® 375 i 76 (Schemat 2.26).

Otrzymane hybrydy 74-76 wykazywaty bardzo dobre wtasciwosci cytotoksyczne wobec
wybranych linii komorek raka piersi (ICsp rzedu 100 nM), jednak autorzy nie przedstawili

dowodu na synergistyczne dzialanie farmakoforéw znajdujacych si¢ w tych zwiazkach.® %

Innym zastosowaniem steroidow w projektowaniu lekéw hybrydowych jest
wykorzystanie ich duzego powinowactwa do niektdrych receptoréw znajdujacych si¢ w btonach
komoérek nerwowych. Zhang otrzymat seri¢ zwigzkéw hybrydowych sktadajacych sie z
kurkuminy jako substancji czynnej oraz cholersteryloaminy jako czynnika dokujacego terapeutyk
w komoérkach nerwowych.® Kluczowym, dla wysokiej aktywnosci biologicznej, czynnikiem byta
dlugos¢ tacznika pomiedzy farmakoforami oraz miejsce przylaczenia go we fragmencie
kurkuminy. Pochodne kurkuminy 77 i 78 otrzymano w wyniku alkilowania centralnego tancucha

weglowego lub jednej z grup hydroksylowych w pierscieniach aromatycznych (Rysunek 2.14).

O OH O OH

HO x oH HO o

77 78

Rysunek 2.14. Pochodne kurkuminy z podstawnikiem propargilowym.

Pochodne steroidowe otrzymane zostalty w standardowych przeksztatceniach poprzez
funkcjonalizacj¢ grupy aminowej cholesteryloaminy 79 réznej dlugosci tacznikami zakonczonymi

grupg azydkowa (Schemat 2.27).

H,N

Schemat 2.27. Synteza pochodnych cholesteryloaminy 79.
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Laczenie otrzymanych blokéw budulcowych 77, 78 z 80a-b i 81 na drodze CuUAAC
przeprowadzono wobec CuSO,/NaAsk w mieszanianie woda/THF (Schemat 2.28). Niestety,

wydajnos$ci reakcji nie zostaty podane.

Otrzymane zwiazki testowano pod katem przeciwdziatania chorobie Alzheimera.
Zwiazek 82 (Schemat 2.28) posiadajacy tacznik sktadajacy si¢ z 17 atomdéw odznaczal si¢
najwyzsza selektywnos$cig i aktywno$cia ochronng (ICsp = 0.08 pM) i zostal wybrany jako

struktura wiodaca do dalszych badan optymalizacyjnych.

77 + 81
CuSO,4/NaAsk
H,O/THF
N N
N~ ~ N
Y

82

Schemat 2.28. Synteza hybrydy cholesteryloaminy i kurkuminy.

Hazra przeprowadzita syntez¢ potaczen pochodnych kwasow zotciowych 86 i 87
(Schemat 2.29) z p-laktamami w celu stworzenia przeciwbakteryjnych i przeciwgrzybicznych
zwigzkow o zwickszonej selektywno$ci 1 przenikalnosci przez btony komorkowe
drobnoustrojow.®” Bloki budulcowe, pochodne kwaséw cholanowego i cholowego 83 i 84,
otrzymano na drodze wysoko wydajnej estryfikacji lub amidowania grupy karboksylowej
(Schemat 2.29). Jako pochodna pg-laktamu uzyty zostal zwigzek 85, otrzymany w sposob
analogiczny jak 43 (Schemat 2.17). Etap syntezy wilasciwych hybryd 86 i 87 przeprowadzony
zostal w reaktorze mikrofalowym. Takie rozwiazanie pozwolito na otrzymanie pozadanych
zwigzkow 86 i 87 z bardzo wysokimi wydajnos$ciami, a czas prowadzenia reakcji zostal skrocony
do kilku minut. Otrzymane zwigzki typu 86 i 87 poddano szeroko zakrojonym badaniom
biologicznym. Zwigzki 87a-b bedace amidowymi pochodnymi uzytych kwasow zotciowych
wykazywaly znacznie wyzsze wlasciwosci przeciwbakteryjne i przeciwgrzybicze niz analogiczne

estry.
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/
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86a, R=0OH, X=0 97% Cl
86b, R=H, X=0 97%
87a, R=0H, X=NH 97%
87b, R=H, X=NH 95%

Schemat 2.29. Synteza hybryd kwaséw zoétciowych i p-laktamu 85.

2.3.4. Sulfonamidy

Sulfonamidy sg grupa lekéw szeroko stosowana w medycynie. Ich pochodne mozna
znalez¢ w wielu lekach przeciwbakteryjnych, moczopednych, przciwcukrzycowych i
przeciwbolowych. W ostatnich latach byty one badane pod wzgledem ich zdolnosci do inhibicji
anhydrazy weglanowej (CA, ang. carbonic anhydrase).®® Niektore z izoform CA wystepuja w
komoérkach rakowych a ich nadekspresja przyczynia si¢ do szybkiego rozwoju nowotworu.
Podstawowym problemem w projektowaniu zwigzkow przeciwrakowych opartych na
sulfonamidach jest kwestia ich selektywnosci wzgledem konkretnych izoform CA i przenikania

przez blony komorkowe.

Jedna z koncepcji rozwigzania tego problemu zaproponowana zostala przez Poulsen i
polegata na polaczeniu sulfonamidéow z pochodnymi cukrow.® Szerokie badania nad tym
zagadnieniem skupione byly glownie na dokladnej optymalizacji struktury zaprojektowanych
polaczen. Jedno z podejs¢ polegalo na laczeniu azydocukrow typu 90 z sulfonamidami
zawierajagcymi ester lub amid propargilowy o ogdlnej strukturze 89 (Schemat 2.30, na Schemcie

przedstawiono syntez¢ hybryd na przyktadzie glukozy).
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Schemat 2.30. Synteza hybrydowych potaczen pochodnych sulfonamidéw z azydocukrami na przyktadzie glukozy.

Laczenie amidowej pochodnej 89a z zabezpieczonymi cukrami przeprowadzono na
drodze CuAAC (Schemat 2.30). Grupy zabezpieczajace na kolejnym etapie byly hydrolizowane
w warunkach zasadowych. Estrowg pochodng sulfonamidu 89b fgczono z azydocukrami z
wolnymi grupami hydroksylowymi 93, poniewaz nastgpczy etap odbezpieczania prowadzit

rowniez do hydrolizy hybrydy.

Otrzymang seri¢ zwigzkow przebadano pod katem zdolnosci inhibicji réznych izoform
CA. Poréwnanie wynikow wykazato, Ze otrzymane potaczenia miaty silne wtasciwosci inhibitora
ekspresji enzymu (K; na poziomie ok 400 nM) oraz znacznie wyzszg selektywnos¢ wzgledem
formy CA IX znajdujacej si¢ w komodrkach nowotworowych niz CA wystepujacych w komorkach
zdrowych (rzedu 0.05). Wiasciwosci te, silnie zalezaty od pochodnej cukrowej uzytej do syntezy.
Na przyktad, pochodne glukozy i galaktozy, bedace epimerami, odznaczaly si¢ czterokrotna
roznica w aktywnosci 1 szeSciokrotng roznica w selektywnos$ci, na korzy$¢ galaktozy. Dalsza
optymalizacja tych obiecujacych wynikow polegala na drobnych modyfikacjach struktury.
Pierwsza z nich polegata na ,,odwroceniu” struktury tacznika.®® Za substrat postuzyt sulfonamid
95 posiadajgcy grupe azydkowa w pozycji 4 (Schemat 2.31). Pochodnymi cukrowymi uzytymi do
tych badan byly glikozydy propargilowe z grupami hydroksylowymi zabezpieczonymi grupa
acylowa 96. Podobnie jak we wczesniejszych przypadkach etapy taczenia i nastepczej hydrolizy
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przebiegaly z wysokimi wydajno$ciami mimo, ze azydki aromatyczne bywaja klopotliwymi

substratami w reakcjach CUAAC.

SO,NH; OR OSOZNHZ
RO CuSO4/Na Ask o O\)\/
RO
OR

+ 5 — -
é&o\/ H,O/t-BUOH
RO 87%

97, R=Ac

N3

MeONa

95 96, R = Ac 98, R=H
100%

-

Schemat 2.31. Synteza hybrydowych potaczen pochodnych sulfonamidoéw z glikozydami propargilowymi na
przyktadzie galaktozy.

Wszystkie otrzymane pochodne cechowaly si¢ duzo nizszym minimalnym stezeniem
koniecznym do inhibicji CA IX w poréwnaniu do zwigzkdéw otrzymanych z azydo cukréw i
estru/amidu 89. Zatem dla tej klasy zwigzkoéw rodzaj tacznika i pozycja triazolu ma kluczowe
znaczenie. Zwigzek 98 otrzymany z glikozydu galaktozy posiadat K; = 9.7 nM,

piec¢dziesigciokrotnie nizsze niz pochodna galaktozy typu 92.

Dasze optymalizacje struktury tacznika wykazaty, ze zastgpienie O-glikozydow
S-glikozydami oraz wprowadzenie jodu w pozycje 5 1,2,3-triazolu znacznie poprawia parametry
tej klasy zwigzkow hybrydowych. Sulfonamidowa pochodna glukozy 100 (Schemat 2.32),
wykazuje Ki = 6.2 nM i jest odporna na dziatanie glikozydaz.®* Wprowadzenie jodu w pozycje 5
przeprowadzone zostalo na etapie CuAAC poprzez uzycie stechiometrycznej ilosci Cul w
obecnosci NBS.% Taki uktad dziata jednoczesnie jako katalizator CuAAC i zrédto kationow I,
ktore reaguja z silnie nukleofilowym zwigzkiem posrednim 111 reakcji cykloaddycji (patrz:
Schematy 2.5 i 2.6). Stosunkowo niska wydajnos¢ syntezy hybrydy 100 spowodowana byta

protonowaniem pozycji 5 zwiazku posredniego 111, prowadzacym do 5-H 1,2,3-triazolu.”

SO,NH,
SO,NH, oH
 CuliNBS L,Cu Ry I* OH ~UN
' Hl—?og&/s/ IN‘N HO 0 j"N
DIPEA . S N
OH R,” N HO
Ng THF OH
95 99 ] 100, 43%

Schemat 2.32 Synteza hybrydy sulfonamidu 95 z S-glikozydem propargilowym glukozy.

2.3.5. Hybrydy peptydowe

W chemii peptydow CuAAC znalazta szerokie zastosowanie nie tylko do syntezy
analogdw polipeptydow,” lecz rowniez do efektywnego funkcjonalizowania tancuchéw bocznych

w celu otrzymania potaczen hybrydowych.®
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Rysunek 2.15. Hybryda peptydu i aminocukrow.

Modyfikacje tancuchoéw bocznych peptydéw z zastosowaniem CuAAC wymagaja
wprowadzenia do ich struktury grup azydkowych lub alkinowych. Pochodne takie otrzymuje si¢
zazwyczaj poprzez wbudowanie odpowiednich syntetycznych aminokwaséw w trakcie syntezy
peptydu na fazie stalej. Naste¢pnie, tak przygotowany peptyd bierze udziat w reakcji CuAAC.
Przyktadem takiego sposobu modyfikowania peptydow jest opisana przez Danishefskiego synteza
potencjalnej szczepionki przeciwnowotworowej 101 (Rysunek 2.15), w ktorej do tancucha
peptydowego przylaczone zostaly trzy jednostki aminocukrowe.” Synteza prowadzono w
$rodowisku wodnym z uzyciem nanoczastek Cu jako katalizatora. Zwigzek 101 zostat otrzymany

z wydajnoscig 65%.

Walsh wykorzystat to podejécie do syntezy analogow cyklicznego dekapeptydu-
tyrocydyny o whasciwosciach przeciwbakteryjnych.”* Fenyloalanina, w trakcie syntezy
makrocyklu zostala zastapiona propargiloglicyng. Nastepnie, w celu podniesienia selektywnosci 1
aktywno$ci zmodyfikowanego peptydu przytaczano odpowiednie mono-, di- i tri-
azydosacharydy. Sposrdd 240 pochodnych otrzymanych w CuAAC katalizowanej
CuSO4/NaAsk/TBTA, wigkszos¢ byta duzo bardziej selektywna wobec komorek bakteryjnych niz
tyrocydyna. Ponadto dwie z nich wykazywaly sze$ciokrotnie nizsze minimalne stezenie

powodujace zahamowanie rozwoju komorek bakteryjnych niz tyrocydyna.
2.3.6. Cukry

Pochodne cukréw stanowiag bardzo wazng grupe zwiazkow z punktu widzenia chemii
lekow. Sacharydy i polisacharydy sg elementem strukturalnym wielu zwiazkdéw biologicznie

czynnych, czgsto odpowiedzialnym za selektywne rozpoznanie przez receptory znajdujace si¢ w
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komoérkach lub na ich powierzchni. Chemia cukrow, ze wzgledu na bogactwo struktur, ztozong
budowe i obecno$¢ wielu centréw stereogenicznych jest uwazana za trudng i wymagajaca.
CuAAC okazala si¢ uzyteczna rowniez dla tej klasy zwigzkéw, pozwalajac na selektywna syntezg

potaczen weglowodanéw z innymi zwiazkami biologicznie czynnymi.®

Hotha opracowal praktyczne warunki taczenia mono- i oligosacharydéw na drodze
CuAAC.* Odpowiednie glikozydy 3-butynowe 102 i 2-azydoetylowe 103 faczone byty ze sobg w
reakji cykloaddycji (Schemat 2.33). W zoptymalizowanych warunkach najlepszym katalizatorem
okazal si¢ uktad Cul/N,N—diizopropyloetyloamina, a rozpuszczalnikiem acetonitryl. Wydajnosci
otrzymanych potaczen typu 104 byty bardzo wysokie. Autorzy nie podali jednak zadnych danych
dotyczacych wihasciwosci biologicznych otrzymanych zwiazkéw, wskazujac jedynie na potencjat

syntetyczny opracowanej metodologii.

OAc

V/J:&/O\/\Q
(AcO); 102
Cul/DIPEA OAc ACO
. - 4
o) z
MeCN Vl: o) N"_0 037
OAc © = \/\gz\N N
Lo (A0 (o),
AcO -96%
(AcO)3 103 104, 89-96%

Schemat 2.33. Wykorzystanie CuAAC do syntezy potaczen monosacharyddw.

Polgczenia pochodnych chinoliny z pochodnymi cukréw byly obiektem badan Dasa.”
Glownym celem przyjetym podczas projektowania tych struktur byto poprawienie selektywnosci i

farmakokinetyki chinolinowych zwigzkow przeciwgruzliczych.

OA OAc

o)
OAg-OAc CuSO,/Na Ask \g\ﬂ/o
X . / 4 AcO
N3 AO O THF OAc />
N N“ —
OAc N-N <
105 26 N

106, 55%

Schemat 2.34. Synteza potaczen 2-(azydometylo)-chinoliny z heksozami na przyktadzie galaktozy.

Pochodna chinoliny uzyta w tych badaniach byla 2-(azydometylo)-chinolina 105
(Schemat 2.34), a jako pochodne cukrowe uzyte zostaty O-acylowane glikozydy propargilowe 96.
W  standardowych warunkach CuAAC synteza polaczen przebiegta z wydajnosciami
umiarkowanymi do wysokich, a badania biologiczne wykazatly duzy potencjat otrzymanych
zwiazkow jako $rodkow przeciwko szczepowi M. tuberculosis H37Rv, odpornemu na inne

pochodne chinoliny.
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Pochodna galaktozy 106, wykazywata najwyzszg aktywno$¢ bakteriobdjczg i zostata
wybrana jako struktura wiodaca do dalszych badan.*

Baasov zaprojektowal hybrydowe antybiotyki ztozone z jednostki cyprofloksacyny i
neomycyny B (Schemat 2.35).”” Cyprofloksacyna jest silnym, dobrze wchtanianym
antybiotykiem stosowanym w powaznych zakazeniach bakteryjnych, w tym waglikiem.*
Natomiast neomycyna B jest antybiotykiem aminoglikozydowym o do$¢ silnym dziataniu
przeciw np. gronkowcom, niestety stosunkowo toksycznym i slabo wchtanianym z ukladu

pokarmowego.®
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HOOC F 1. Br-(CHy)n-Br HOOC F 107a,n =2
| 2. NaN;, | 107b,n=3
N N N/\ 107¢,n=4
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Schemat 2.35. Synteza pochodncyh Cyprofloksacyny i Neomycyny B.

Celem autorow byla synteza zwigzku, ktory, ze wzgledu na obecnos¢ dwoch
farmakoforow o odmiennych mechanizmach dziatania, bedzie wykazywal wlasciwosci
bakteriobojcze i bakteriostatyczne wobec gatunkow bakterii, ktore uodpornity si¢ na ktorys z tych
lekéw. Odpowiednie pochodne cyprofloksacyny 107 otrzymane zostaly przez N-alkilowanie
azotu fragmentu piperazyny o, -dibromoalkanami i nastgpcza substytucje azydkiem sodu
(Schemat 2.35). Synteza alkinowych pochodnych neomycyny B byta duzo bardziej ztozona i
wymagata zr¢gcznej manipulacji grupami ochronnymi. Na przyktad pochodna 109, z grupa 5°’-OH
przeksztatcong w eter propargilowy, otrzymana zostala w siedmioetapowej syntezie z lgczng
wydajnoscig 26%. Otrzymanie zwigzkow 108a-b wymagato przeprowadzenia szeScioetapowych

syntez z catkowitg wydajnoscig 34% i 39% dla odpowiednio 108a i 108b.
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Reakcja lgczenia otrzymanych blokow budulcowych prowadzona byta w kuchence
mikrofalowej (standardowym sprzecie AGD) w wodnym roztworze Et;N wobec
[(CH3CN)4Cu]PFs, bardzo aktywnego kompleksu Cu(l), jako katalizatora (Schemat 2.36). Czasy
reakcji, potrzebne na pelne przereagowanie substratow, wynosity mniej niz 1 min., a wydajno$ci

byty doskonate, nie nizsze niz 85%.

107a + 109

[(CHCN),CulPF
7% Et;N/H,0
HW, 40s

F N=N
N q o)
o N /\/N\/V o
OH NH
HOOC \ N 2 OH
Ave HNN\LG

oa 9  110,97%

Schemat 2.361. Synteza hybrydy cyprofloksacyny i neomycyny B.

Otrzymana biblioteka potaczen poddana zostata badaniom aktywnos$ci przeciwbakteryjnej
na réznych szczepach bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych, wykazujac znacznie wyzsza
aktywnos¢ niz neomycyna B a poréwnywalng do cyprofloksacyny. Zaobserwowano duza
zalezno$¢ aktywnosci od dlugosci i rodzaju tacznika pomiedzy farmakoforami. Ponadto w toku
badan, ustalono, ze badane bakterie duzo wolniej uodparniajg si¢ na dzialanie otrzymanych
zwigzkow hybrydowych typu 110 niz na antybiotyki, z ktéorych zostaly otrzymane.
Najaktywniejszy zwigzek 110 (Schemat 2.36), przebadany zostal rowniez na wyizolowanych z
bakterii E. coli enzymach bgdacych obiektami docelowymi neomycyny B i cyprofloksacyny.
Wyniki tych testow jednoznacznie wykazaty, ze hybryda 110 oddzialuje z kazdym z tych

enzymow.

Racjonalne podejscie do syntezy zwiazkow hybrydowych zawierajacych jednostke
weglowodanowg w swojej strukturze przedstawit Ernst podczas poszukiwan antagosnistow
E-selektyny.” Selektyny sa enzymami, ktorych dysfunkcja powoduje stany zapalne i prowadzi

m.in. do astmy i zapalenia stawow.'”

55



HO

OH
COOH OH COOH
OBz OH
HO"—r~07—0 o o) o
AcHN d o o ©Obp
HO Q )
o AcHN  “OH OH
OH OH

0
2 OH on oM
on OH OH

sLeX 111, struktura zoptymalizowana

Rysunek 2.16. Struktura Sialyl-Lewis™ i struktura jego pochodnej o podwyzszonym powinowactwie do E-selektyny.

Sialyl-Lewis* (sLe*, Rysunek 2.16) jest tetrasacharydem, znanym antagonista E-
selektyny, jednak aktywnym jest jedynie w wysokich stezeniach. Wynika to z faktu, ze kompleks
sLe*-E-slektyna ma czas pétrwania rzedu sekund. Celem, jaki postawili sobie autorzy, byto
znalezienie zwigzku o duzym powinowactwie do E-selektyny, ktorego polgczenie z sLe®
wydtuzytoby czas pottrwania kompleksu aktywnego lek-enzym. Stosujac zaawansowane techniki
spektroskopowe w badaniach oddzialywan enzymu z biblioteka malych zwigzkow
heterocyklicznych, do syntezy potgczen z sLe* wybrano 5-nitroindol. Zoptymalizowana zostata

rowniez struktura pochodnej sLe™ (111, rysunek 2.16).
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Schemat 2.37. Synteza pochodnych sLe* i 5-nitroindolu.

Syntezg pochodnych sLe” zawierajacych terminalny alkin 112 przeprowadzono poprzez
selektywne amidowanie jednej z grup karboksylowych homologami propargiloaminy (Schemat
2.37). Pochodne 5-nitroindolu funkcjonalizowane na atomie azotu i w pozycji 3, otrzymano na

drodze standardowych przeksztatcen.
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Synteze¢ potaczen hybrydowych przeprowadzono stosujac wszystkie mozliwe kombinacje
otrzymanych substratow (Schemat 2.38, na schemacie podana jedna przyktadowa synteza) z
wydajnos$ciami 21-98%. Sposrod otrzymanej serii potaczen hybrydowych, wszystkie wykazywaty
powinowactwo do L-selektyny o rzad wielkosci wigksze niz zwigzek 111 (K rzedu 50 nM w
porownaniu do 111 K; = 1.45 uM), a czas zycia kompleksu enzym-hybryda 115 wynosit
pomiedzy 4 a 5 min.

NH, H\/\/// OaN AN
o OBz N N
?\Egmomxg . \
OH
N

OH X

0
on Mz CuSO,/NaAsk 114c

OH THF/H,O/t-BuOH

HN
H,oN OBz
A SIS
N, N
OH OH N L/\ N02
9/ on N
OH —

OH 115, 91%

Schemat 2. 38. Synteza hybrydy pochodnej 115 sLe* i 5-nitroindolu.

2.3.7. Hybrydy r6zne

Fedorov zaprojektowal hybrydy sktadajace si¢ z alkaloidu kolchicyny i tubulizyny w celu

stworzenia zwiazku efektywnie oddziatujacego z tubuling znajdujaca si¢ w komorkach rakowych,
w wyniku czego nastepuje zahamowanie mitozy (Rysunek 2.17).'%
N
NS N

P
N7 NN
~o o~

R = iPr, Tubulizyna A
kolchicyna R = Cy, Tubulizyna B

Rysunek 2.17. Struktury kolchicyny i tubulizyny.
Bazujac na doniesieniach, ze zmiana podstawnikow na atomie azotu w kolchicynie i
modyfikacja podstawnikdéw N-alkilowych w tubulizynie nie wptywa znaczgco na ich aktywno$¢

przeciwnowotworowa, zaprojektowano pochodne 116a-c i 121a-e, ktére mozna potaczy¢ na
drodze CUAAC (Schemat 2.39).
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Modyfikacja kolchicyny polegala na czteroetapowej syntezie: deacylowniu grupy
amidowej i nastgpczym sprzeganiu z kwasem m-azydo karboksylowym. Pochodne tubulizyny

otrzymano w dwu lub trzyetapowej syntezie wychodzac z chlorku cyjanuru (Schemat 2.39).

1. Boc,O
2. MeONa
3. TFA
—_—
115, 94% 116
116a, n = 2, 69%
116b, n = 5, 70%
116¢,n =9, 95%
H
1 2
N| SN Cl
+ B —
Cl)\N/ cl )§N
I /
119, 929
17 i *
N 7 /
OH
- o S, /—Qo
OH " AN
HQN/\/ NH DCC/DMAP >—N 12131 m=2
N)%N . )—NH o% 121b,m =3
be >— = 121c,m=4
N N/ N HN 121d, m=38
H \—Q—o\ 121e, m = 15
120, 71%

121, 90-99%
Schemat 2.39. Synteza pochodnych kolchicyny i tubulizyny.

Laczenie otrzymanych blokéw budulcowych 116 i 121 na drodze CuAAC
przeprowadzono w standardowych warunkach. W reakcjach tych czynnikiem redukujacym
CuSO, byt askorbinian magnezu (Schemat 2.40, na schemacie przedstawiona synteza
przyktadowego zwiazku). Wydajnosci otrzymanych hybryd typu 122 byly umiarkowane do
wysokich. Zwiazki te wykazywaty silniejsze dziatanie przeciwnowotworowe niz tubulizyna oraz
kolchicyna. Optymalna dtugo$¢ tacznika wynosita 20 atoméw (n = 2, m = 8, Schemat 2.40) i
hybryda 122 zostata wybrana jako struktura wiodaca do dalszych optymalizacji.

CuSO,/MgAsk N
116a + 121d TH,ﬁ,Hzgo N HN N\\/NH
\N« \
~
0 X
NH

122, 63%

Schemat 2.40. Synteza hybryd pochodnych kolchicyny i tubulizyny.
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Kamal opisat syntez¢ i wlasciwosSci przeciwnowotworowe hybryd otrzymanych poprzez

potaczenie chalkondéw z pochodnymi pirolo[2,1-c][1,4]benzodiazepiny (PBD) (Rysunek 2.18),'*

zwigzkow o udokumentowanej zdolnosci do wywolywania apoptozy komodrek rakowych.

Rysunek 2.18. Struktura pirolo[2,1-c][1,4]benzodiazepiny (PBD).

Synteza zaprojektowanych hybryd 127 byta zbiezna i wieloetapowa (Schemat 2.41). O-

alkilowane chalkony 123 z terminalng grupa azydkowa otrzymane zostaly z waniliny w

dwuetapowej syntezie. Substratem do syntezy zwiazku 124, prekursora PBD, byla rowniez

wanilina. Prekursor 124 otrzymany zostal w siedmioetapowej syntezie i poddany O-alkilowaniu

bromkiem propargilu dajac zwiazek 125. W nastepnym etapic CuAAC prowadzonym w

standardowych warunkach otrzymano hybrydy 126, ktore po redukcji grupy nitrowej i nastepczej

cyklizacji prowadzily do pozadanych pochodnych PBD 127.
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o CHO —— OI:E((N 124
|
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| e

Nz O XN
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~ = +
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(¢] | o s

125, 93%
S
123a,n = 1, 80% \_

123b. n =3, 70% CuSO,4/NaAsk \\
H,0/t-BuOH
o)
— N\N
o, 1~ NO
o)
Mr':‘\)\/ 126a,n=1,78%
o— N 126b, n = 3, 85%
Q 0 ¢ S\\
\_
1. SnC|2

2. HgC'z, CaC03

0
O = o, N o N%
N 127a,n =1, 52%
O Hn P~ \Q\WN 127b, n = 3, 56%
o) 0
I \ ©

Schemat 2.41. Synteza hybryd pochodnych chalkonu i PBD.
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Badania biologiczne na komorkach raka piersi, ptuc, jamy ustnej, okreznicy, prostaty i
jajnikow z wykazaty silne dziatanie przeciwnowotworowe otrzymanych hybryd, szczeg6lnie w
przypadku raka piersi. Doktadne badania na biatkach, bedacych obiektami dziatania chalkonéw i
pochodnych PBD potwierdzity podwojny mechanizm dziatania hybryd typu 127, wiasciwy dla

obydwu farmakoforéw znajdujacych si¢ w ich strukturze

Polaczenia izatyn z pochodnymi uracylu modyfikowanymi w pozycji C-5 byly

3

przedmiotem badan Kumara.'® Hybrydy otrzymano na drodze CuAAC stosujac rézne

kombinacje N-alkilowych pochodnych izatyny oraz pochodnych N,N-dipropargilo-5-halogeno-
uracylu. Z bogatej biblioteki otrzymanych hybryd wyloniony zostat zwiazek 142 (Schemat 2.42),
ktorego ICsy przeciwko komorkom raka prostaty wynosito 18 pM.

o) ||L o (o} Q
cl
@E/g:o . j‘\)j/ CuSO,/NaAsk &o /(\)L o{t@

N 0PN H,O/EtOH N NN
- e G@ Sy

N // 2 N O

3

cl
140 141 142, 83%

Schemat 2.42. Synteza hybrydy izatyny i 5-halogenouracylu.

Zwigzek 128 (Rysunek 2.19) jest selektywnym inhibitorem nonreceptora kinazy
tyrozynowej (c-Scr) i hamuje wzrost komorek rakowych, z kolei 129 (Rysunek 2.19) jest
selektywnym inhibitorem deacetylazy histonowej (HDAC), substancja wywotujaca apoptoze

komorek rakowych i obecnie znajduje si¢ w fazie badan klinicznych jako potencjalny lek na raka

piersi.
cl
o}
_OH
NH, N
NTX
L L
N N
L
128 129

Rysunek 2.19. Struktura zwigzkow 128 i 129.

Ko i Soellner zaobserwowali, ze mieszanina zwigzkow 128 i 129 nie tylko hamowata namnazanie
si¢ komorek rakowych ale rowniez wywolywata ich obumieranie.'® Bazujac na tym fakcie
zaprojektowali i otrzymali hybryde 139 (lub jak sami to nazwali chimere, Schemat 2.44). Zwigzek

134 otrzymany zostal w czteroetapowej syntezie (Schemat 2.43), obejmujgcej kondensacje 3-
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bromofenylohydrazyny 131 z pochodng malononitrylu 130, reakcje z formamidem i nastepczg
reakcj¢ Sonogashiry. Pozadany zwiazek 134 otrzymano z catkowita wydajnoscia 20%.

o @wé?
@

130 131 132, 54%
1. =—TMS
[PdJ/[Cu]
2. TBAF
formamid
134, 50%
133, 76% Br

Schemat 2.43. Synteza zwigzku 134.

Blok budulcowy 134 zostat nast¢pnie poddany reakcji z azydkiem 135 w obecnosci soli Cu(I) lub
kompleksow Ru(Il) (Schemat 2.44), w celu otrzymania regioizomerycznych zwiazkow 136 i 138 i
porownania ich aktywno$ci biologicznej. Wydajnosci obydwu reakcji cykloaddycji byty

wyjatkowo niskie, ale autorzy zaznaczyli, ze warunki reakcji nie byty optymalizowane.

Cl

N3 Hy o NH, HN__o
Cul/DIPEA
/" _NHOH A
O L N,N
N
o]

@\fﬁ' @\fﬂ

135 N=N N=N
136, 27% 137, 73%
Cl Cl
NH | H
N3 2 0.0 NHz O N.
CpRUCOD)C NN — NH,OH NN OH
o M = ’N M — ,N
~ N“ N N" N
o}
N\N .
b N
N \
135 138, 37% 139, 50%

Schemat 2.44 Synteza hybryd zwiazkéw 137 i 139.

Nastepcza reakcja cykloadduktéw z hydroksyloaming data odpowiednie zwigzki hybrydowe 137 i
139 (Schemat 2.44). Regioizomeryczne hybrydy 137 i 139 poddane zostaly badaniom na

komorkach raka piersi, w wyniku, ktorych ustalono, ze zwigzek 139 ma dziatanie
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przeciwnowotworowe przy stezeniach o rzad wielko$ci nizszych niz rdwnomolowa mieszanina
wyjsciowych blokow budulcowych 128 i 129. Zwiazek 139 byt niemal trojkrotnie aktywniejszy

niz jego regioizomer 137.

2.3.8. Podsumowanie

Ilos¢ publikacji na temat wykorzystania katalitycznej AAC w syntezie zwigzkow
biologicznie czynnych znacznie przekracza ramy zwiezlego przegladu literaturowego pracy
doktorskiej, a nawet licznych, obszernych monografii i artykutéw przegladowych, ktore z reguly
ograniczajg si¢ do wybranej klasy zwigzkow lub docelowych obiektow ich dziatania.
Przedstawiony przeglad literatury jest jedynie fragmentem mozliwosci, jakie stwarza katalityczna
AAC w nowoczesnej chemii i fragmentem z jej zastosowania w syntezie zwigzkow biologicznie
czynnych. Z przytoczonych przyktadéw, a takze z licznych prac, ktore nie zostaly w tym
przegladzie uwzglednione, mozna wyciggna¢ wniosek, ze wystarczy do mieszaniny azydku i
alkinu doda¢ zrodto Cu(l) i, po niespelna dobie, wykrystalizowa¢ produkt. Nie jest to do konca
zgodne z rzeczywistos$cia, o czym piszacy te slowa miat szanse si¢ przekona¢. Dla ztozonych
substratow czesto konieczny jest staranny dobdr warunkow reakcji, w tym katalizatora i nie da si¢
unikng¢ chromatograficznego oczyszczania produktu. Niezwykle obszerna literatura opisujaca
zastosowanie CuAAC zakonczone sukcesem, pozwala jednak sadzié, ze jest to dobry wybor

metody tgczenia roznych czgsteczek, ktory powinien przebiegaé bez wigkszych probleméow.

Intencjg autora niniejszego przegladu nie byto wyczerpanie tematu zastosowania CUAAC
w syntezie zwigzkow biologicznie czynnych, lecz w miar¢ mozliwo$ci, przedstawienie
niezwyklej uniwersalno$ci AAC w tej dziedzinie chemii organicznej, w ktorej liczy si¢ mozliwie
szybki dostep do duzej liczby, czesto bardzo skomplikowanych struktur. Przytoczone przyktady
sa, mam nadziej¢, przekonujaca ilustracja ogromnego potencjalu tej reakcji i argumentem

przemawiajacym za jej wyborem, jako narzedzia do wtasnych badan.
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3. Badania wlasne

,, Gdyby bowiem dodano don czegos obcego, natychmiast by si¢ zepsufo.”

,»Rosarium philosophorum: Artis auriferae. tom 2”
3.1. Optymalizacja warunkéw prowadzenia reakcji AAC porfiryn w

formie wolnej zasady

3.1.1. Wstep

Zaprojektowane przeze mnie polaczenia hybrydowe sktadajace si¢ z jednostki PpIX i
pochodnej kobinamidu sg potencjalnymi aktywatorami sGC. Celem mojej pracy byla synteza
mozliwie bogatej biblioteki takich potaczen, a CuAAC wydawata si¢ doskonalg reakcja do jej
przygotowania. Z doniesien literaturowych wynika, ze aktywacja sGC przez kompleksy PpIX z
metalami przejéciowymi jest nieefektywna,® dlatego tez w docelowych hybrydach porfiryna musi
wystepowac w postaci tzw. wolnej zasady (ang. free base porphyrin). Wymog ten byt pierwsza

trudnoscia, jaka napotkalem w trakcie planowania syntezy docelowych zwiazkéw hybrydowych.

Porfiryny, jak wigkszo§¢ zwiazkdéw tetrapirolowych, sa doskonatymi ligandami metali
przejsciowych, w tym miedzi. Kompleksy Cu-porfiryna odznaczajg si¢ tatwoscig tworzenia i
trwalos$cig. Reakcja kompleksowania jest praktycznie nieodwracalna, a usuniecie kationu Cu(ll) z

kompleksu mozliwe jest wylacznie w silnie kwasnych warunkach.

Jak wynika z najnowszej literatury dotyczacej modyfikacji porfiryn, w trakcie
prowadzenia CuAAC insercja miedzi do luki makrocyklicznej jest procesem nieuniknionym.
Latwosé¢ utleniania Cu(I) w $rodowisku reakcji powoduje, ze trudno jest zapobiec powstawaniu
Cu(ll). Kompleksowanie kationu miedzi (11) w luce makrocyklicznej przerywa cykl katalityczny,
poniewaz trwatoé¢ kompleksu Cu(Il)-porfiryna uniemozliwia odtworzenie si¢ katalizatora.'®
Powoduje to znaczne obnizenie wydajnosci i/lub zanieczyszczenie produktu niepozadanym
kompleksem. Rozdzielenie takiej mieszaniny jest zadaniem karkotomnym lub nawet
niewykonalnym za pomoca konwencjonalnych technik. Problem ten mozna rozwiaza¢ poprzez
zastosowanie kompleksow porfiryn z cynkiem jako substratéw do CuAAC. Takie podejscie wigze
si¢ z wprowadzeniem dwoch dodatkowych etapow: ,,zabezpieczania” makrocyklicznej luki
porfiryny kationem cynku a nastepnie jej ,,odbezpieczania” w warunkach kwasnych po etapie
cykloaddycji (Schemat 3.1), co z reguly wiaze si¢ z koniecznos$cia dodatkowego oczyszczania
zwigzkéw posrednich technikami chromatograficznymi. Ponadto taka strategia wyklucza

stosowanie substratow posiadajacych grupy funkcyjne wrazliwe na dziatanie kwasow.
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Cu(l) lub Ru(ll), RN,

Schemat 3.1. Porfiryny w reakcji AAC.

Burzliwy rozwdj metodologii katalitycznych AAC, w tym opracowanie trwatych i
aktywnych komplekséw Cu(l) oraz zastosowanie zwigzkow innych metali przejsciowych zrodzito
nadziejg, ze mozliwe bedzie bezposrednie zastosowanie tej reakcji dla porfiryn, bez koniecznos$ci
»zabezpieczania” luki makrocyklicznej (Schemat 3.1). Majac w perspektywie wieloetapowe
syntezy skomplikowanych pochodnych protoporfiryny IX uznatem, ze warto byloby je skroci¢ o
dwa etapy, w tym jeden z uzyciem silnego kwasu. Opracowanie warunkéw reakcji AAC, w
ktorych nie zachodzitoby kompleksowanie miedzi przez porfiryne wydato mi si¢ atrakcyjnym

celem nie tylko z punktu widzenia moich badan, lecz rowniez w kontekscie modyfikacji porfiryn.

3.1.2. Synteza porfiryn

Badania nad tym zagadnieniem rozpoczalem od syntezy porfiryn posiadajacych
terminalne grupy alkinowe lub azydkowe. Otrzymane zwigzki podzielitem na dwie grupy:
syntetyczne porfiryny z podstawnikami arylowymi w pozycjach mezo oraz pochodne naturalnej
PplIX.

Synteze porfiryn typu A3B z podstawnikami arylowymi w pozycji mezo przeprowadzitem
wedtug metod opisanych w literaturze.'® ' Otrzymatem je w mieszanej kondensacji pirolu z
odpowiednimi aldehydami aromatycznymi w warunkach opisanych przez Lindseya (Schemat
3.).100
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Schemat 3.2. Synteza porfiryn typu AsB.

Terminalna grupe alkinowa wprowadzitem w postaci eteru propargilowego odpowiednio
w pozycje 4- 145a i 2- 145b grupy fenylowej. 5-p-(Azydometylo)fenylo-10,15,20-
trimezytyloporfiryna 146a (Schemat 3.2) otrzymana zostata z 5-p-(bromometylo)fenylo-10,15,20-
trimezytyloporfiryny (145c) w reakcji substytucji nukleofilowej anionem azydkowym w
warunkach katalizy ~ przeniesienia miedzyfazowego.'® 5-p-Azydofenylo-10,15,20-
trimezytyloporfiryna 146b otrzymana zostata z 5-p-nitrofenylo-10,15,20-trimezytyloporfiryny
(145d), w cyklu przemian: redukcja grupy nitrowej, diazowanie i nastgpcza reakcja z azydkiem

sodu.'®

Podczas badan nad zakresem stosowalnosci opracowywanej metody planowatem
sprawdzi¢, czy okaze si¢ ona efektywna dla porfiryn posiadajacych wigcej niz jedng grupe
reaktywng w AAC. W tym celu, w Kkondensacji 4-propargiloksybenzaldehydu 144a z

110

5-mezytylodipirometanem (147),”~ otrzymatem porfiryne typu trans-A,B, 148 posiadajaca dwie

grupy 4-propargiloksyfenylowe (Schemat 3.3).
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144a 147

148, 29%

Schemat 3.3. Synteza porfiryny typu A,B,

Odpowiednie pochodne PpIX 149 i 150 otrzymatem w reakcji estryfikacji PpIX
alkoholem propargilowym i 2-(2-azydoetoksy)etanolem (Schemat 3.4). Analogéw glikolu
etylenowego i estrow propargilowych planowatem uzy¢ jako substratdéw w syntezie polaczen
hybrydowych, o ktéorych mowa bedzie w kolejnym rozdziale, uznalem wiec, ze wskazane jest
zastosowanie ich w optymalizacji. Reakcje prowadzone byly z uzyciem EDC/DMAP i dawaty

pozadane dwuestrowe pochodne 149 i 150 z wysokimi wydajnos$ciami.

R-OH
EDC/DMAP
DMF

HO™Yg  HO™ O POQ
R R

PpIX

149, R = ‘H{\/O\/\M 93%

150,R= ¢\ 78%

Schemat 3.4. Synteza diestrowych pochodnych PplX.

3.1.3. Optymalizacja warunkéw CuAAC

Do prac nad optymalizacja warunkéw CuAAC dla zwigzkéw porfirynowych wybratem
reakcje alkinu 145a z 2-(2-azydoetoksy)etanolem 151 (Tabela 3.1). Wybor podyktowany byt tym,
ze spodziewana roznica w polarnosci pomiedzy substratem 145a a produktem 152 jest
wystarczajaco duza, zeby monitorowanie reakcji technikg TLC oraz oczyszczanie produktu

technikg chromatografii kolumnowej nie nastreczato wickszych trudnosci.
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Tabela 3.1. Optymalizacja warunkéw CuAAC porfiryny 145a z azydkiem 151.2

Ny >0 on
151
CuAAC
. [Cu] . Wydajnos¢ Insercja

L.p. Katalizator Rozpuszczalnik T [°C] t[h] b ]
[mol%] [9%0] Cu

1 CuSO,/NaAsk® 30 DMF RT 17 34 nd
2 CuSO,/NaAsk® 30 DMF 50 17 30 nd
3 CuSO,/NaAsk® 60 DMF RT 17 35 nd
4 CuSO,/NaAsk/TBTA® 30 DMF RT 17 60 nd
5 Cul/TBTA? 30 DMF RT 17 85 nd
6 CuOAc 20 DCM RT 05 79° +
7 [Cu(Phen)(PPh3),]NO; 10 DMF RT 6 Slady nd
8 [Cu(Phen)(PPhs),]NO; 10 DMF 50 2 92 nd

[a] Warunki reakcji: reakcje prowadzone byly w atmosferze argonu w proboéwkach z kranem Rotaflo. Porfiryna 145a
(30 mg, 0.04 mmol, 1.0 Eq) i azydek 151 (7 mg, 0.06 mmol, 1.5 Eq) dodawane byly do roztworu katalizatora w
odpowiednim rozpuszczalniku i mieszanine reakcyjng intensywnie mieszano. Reakcje monitorowane byly technika
TLC; [b] wydajnos¢ wydzielonego produktu; [c] uzyto 3 Eq NaAsk; [d] uzyto 0.6 Eq TBTA, kompleks Cu(l)/TBTA
formowano przez 20 min. przed dodaniem substratow. [e] wydajnos¢ 152 i Cul52; [f] nd = analiza MS nie wykazata
obecnosci Cul52 w wydzielonym produkcie.

W pierwszym eksperymencie postanowilem zastosowac standardowy uktad katalityczny
CUuAAC (Tabela 3.1, wiersz 1)."* Uzylem dziesieciokrotnie wickszej ilosci reduktora, majac
nadzieje, ze tak duza ilos¢ NaAsk pozwoli na wykluczenie obecnosci Cu(ll) ze $rodowiska
reakcji. Po 17 godzinach zaobserwowatem pelng konwersj¢ substratu 145a. Niestety, reakcja nie
byta selektywna i powstato w niej duzo niezidentyfikowanych produktow ubocznych. Pozadana

pochodna 152 tworzyta si¢ z wydajnosciag 34%. Interpretacja widm magnetycznego rezonansu
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jadrowego potwierdzita spodziewana strukture 152. Sygnat przy & = 7.92 ppm w widmie ‘*H NMR
pochodzi od rezonansu protonu przy C5 w wytworzonym 1,2,3-triazolu i jest on skorelowany z
sygnalem przy 6 = 123.5 ppm w widmie HSQC odpowiadajacym weglowi C5. W widmie MS
wydzielonego zwiazku 152 obecne byly dwa sygnalty przy m/z = 926.5 i 948.5 odpowiadajace
jonom pseudomolekularnym odpowiednio [M+H]" i [M+Na]*. Brak sygnatu przy m/z = 986.5,
spodziewanego dla jonu pseudomolekularnego [M+H]* kompleksu Cul52, $wiadczyt o tym, ze
zastosowanie duzego nadmiaru NaAsk pozwolito na skuteczne zminimalizowanie (lub nawet
wykluczenie) obecnosci kationéw Cu®* w mieszaninie reakcyjnej. Uznatem to za doskonaty punkt
wyijscia do dalszych badan optymalizacyjnych. Zarowno podniesienie temperatury do 50 °C, jak i
zwickszenie ilo$ci katalizatora do 60 mol% spowodowaly znaczny spadek selektywnosci reakcji i
powstanie duzej ilosci produktow ubocznych (wiersze 2 i 3). Postanowitem wigc rozpoczac
poszukiwania innego, efektywniejszego uktadu katalitycznego. Dodatek TBTA (10a, Rysunek
2.1), liganda efektywnie stabilizujacego Cu(I) w CuAAC®* spowodowal znaczng poprawe
wydajnos$ci reakcji (wiersz 4), lecz znowu powstawaly niezidentyfikowane produkty uboczne,
znacznie utrudniajgce oczyszczenie produktu. Zmiana zrodta Cu(I) z generowanego in situ na Cul
spowodowala wzrost wydajnosci do 85% (wiersz 5). Produkt 152 nie byl zanieczyszczony
kompleksem Cul52 (analiza MS), wcigz jednak stosunkowo duza ilos¢ produktow ubocznych o
polarnosci zblizonej do porfiryny 152 utrudniata jej oczyszczenie. Ponadto TBTA musiato by¢
dodane w dwukrotnym nadmiarze wzgledem zrodta miedzi, aby reakcja zaszta z wysoka
wydajnoscig. Kolejnym przetestowanym katalizatorem byt CuOAc, opisany w literaturze jako
niezwykle efektywny katalizator CUAAC,® ktorego aktywnosé¢ praktycznie nie zalezy od uzytego
rozpuszczalnika. Reakcja przy uzyciu tego katalizatora w DCM data pelna konwersja substratu
145a w ciggu zaledwie 30 minut, a produkt 152 zostat wydzielony z wydajnoscig 79% (wiersz 6).
Niestety, widmo MS wydzielonego produktu wykazato, Zze pomimo zastosowania S$cisle
bezwodnych i beztlenowych warunkow, jest on zanieczyszczony znaczng iloscig kompleksu

miedzi Cul52 (sygnaty przy m/z = 986.5 i 1009.5 dla odpowiednio [M]* i [M+Na]®).

W 2012 roku Chen opisat CuAAC katalizowang kationowym kompleksem
[Cu(Phen)(PPh3),JNO; 16 (Rysunek 2.2)."* Kompleks ten, juz w iloci 0.01 mol%, bardzo
efektywnie katalizuje reakcje fenyloacetylenu z azydkiem benzylu. W moim przypadku, uzycie
kompleksu 16 w reakcji 145a z 151 w temperaturze pokojowej doprowadzito do powstania
jedynie sladowych ilosci produktu (wiersz 7). Podniesienie temperatury do 50 °C korzystnie
wptyneto na przebieg reakcji. Petng konwersje substratu 145a zaobserwowatem po 2 godzinach, a
produkt 152 zostat wydzielony z wydajnosciag 92% (wiersz 8), bez $ladéw zanieczyszczenia

kompleksem z miedzig (analiza MS).

Zachgcony tym wynikiem, postanowitem sprawdzi¢ wptyw rozpuszczalnika na przebieg

badanej reakcji. Ku mojemu zadowoleniu, reakcja byta szybka, selektywna i wydajna prawie
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niezaleznie od uzytego rozpuszczalnika, pod warunkiem prowadzenia jej w temperaturze 50 °C
(Tabela 3.2). Ponadto, zastosowanie toluenu pozwolito na obnizenie temperatury reakcji do
temperatury pokojowej (wiersz 7). Dodatkowo, w reakcji tej ilo§¢ uzytego katalizatora mogta
zosta¢ zredukowana do 3 mol%, a substraty uzyte w ilosci rdwnomolowej (wiersz 8). W zadnej z
przeprowadzonych reakcji nie zaobserwowalem obecnoSci kompleksu miedzi Culb2 w

wydzielonym produkcie.

Tabela 3.2. Wptyw rozpuszczalnikéw na katalizowana kompleksem 16 CUAAC porfiryny 145a z azydkiem 151.

L.p. 16 [mol%] Rozpuszczalnik T [°C] t[h] Wydajnos¢ [%]°
1 10 DCM RT 4 $lady
2 10 DCM 50 4 86
3 10 DCE RT 4 slady
4 10 DCE 50 2 80
5 10 MeCN RT 4 slady
6 10 MeCN 50 72 43
7 10 toluen RT 2 96
8° 3 toluen RT 2 82

[a] Warunki reakcji: reakcje prowadzone byly w atmosferze argonu w probowkach z kranem Rotaflo. Porfiryna 145a
(30 mg, 0.04 mmol, 1.0 Eq) i azydek 151 (7 mg, 0.06 mmol, 1.5 Eq) dodawane byty do roztworu katalizatora w
odpowiednim rozpuszczalniku a mieszanine reakcyjng intensywnie mieszano. Reakcje monitorowane byty technika

TLC; [b] wydajnos$¢ wydzielonego produktu; [¢] uzyto 1.0 Eq azydku 151.

3.1.4. Zakres i ograniczenia opracowanej metody.

Z powodoéw zwigzanych z rozpuszczalnos$cig porfiryn w rozpuszczalnikach organicznych,
przyjalem dwa zestawy warunkow reakcji do dalszych badan:
A: toluen (0.125 M), 10 mol% katalizatora 16, temperatura pokojowa,
B: DCE (0.125 M), 10 mol% katalizatora 16, 50 °C.
Czas prowadzenia reakcji byt zroznicowany, na wptyw prawdopodobnie miata struktura

substratow.
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W celu zbadania uzytecznosci opracowanej metody, uzywajac wyzej opisanych warunkow,

przeprowadzilem seri¢ reakcji CuAAC z porfirynami posiadajacymi terminalny alkin lub grupe -

N3 w réznych pozycjach.

Ar, Arq
Ary Ary + NS/\/O\/\OH — An Arq
151
Arz Ar2
N=N
O/// ng/Nx
145b, Ar, = Mes, Ar, = 153, Ar, = Mes, Ar, = 3 Metoggo/?' 2h
Ho—""
F F F F
154, Ary = CgF5 Ar, = Metoda A, 5 h
155, A, = CeFs A= F F 70%

F F
© o
|ﬂ HO \E\,:N
)
Schemat 3.5. Reakcje azydku 151 z porfirynami zawierajacymi w swojej strukturze urgupowanie eteru propargilowy.
Badania rozpoczatem od przeprowadzenia reakcji z porfirynami zawierajagcymi W SWojej
strukturze terminalny alkin. Porfiryna 145b, regioizomer 145a, w reakcji z azydkiem 151
prowadzonej wedtug metody B, data produkt cykloaddycji 153 z wydajnoscia 90% (Schemat 3.5).
Z tego wynika, ze przebieg reakcji nie zalezy od pozycji podstawnika w pierscieniu arylowym w
mezo-porfirynie. Reakcja perfluoroaryloporfiryny 154" z azydkiem 151 data produkt
cykloaddycji 155 z wysoka wydajnoscia 70%, jednakze czas potrzebny do pelnej konwersji
musiat zosta¢ wydtuzony do 5 h (Schemat 3.5).

R

2 |ub 151

Metoda B

— O § )
2h
N=N
O\A/N\R
156, R = Bn, 99%

148 157, R = (CH,),0(CH,),0H, 76%

Schemat 3.6. Porfiryna 148 w reakcji CUAAC.
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Porfiryna typu A,B, 148, posiadajaca dwie grupy propargiloksyfenylowe, reagowata
rownie dobrze jak monopodstawione porfiryny, dajac w reakcjach z azydkiem benzylu 2 i

azydkiem 151 produkty bis cykloaddycji z doskonatymi wydajnosciami (Schemat 3.6).

2lub 151
Metoda B
_——
2h
156, R = Bn, 99%
148 157, R = (CH,),0(CH,),0H, 76%

Schemat 3.6. Porfiryna 148 w reakcji CUAAC.

Podjatem rowniez probe potaczenia porfiryn 145a i 146a. Odpowiedni dimer 160 udato
si¢ uzyska¢ z wydajnos$cia 63%. Reakcj¢ nalezato prowadzi¢ przez 18 godzin, zeby uzyska¢ pelna

konwersj¢ substratu (Schemat 3.7).

Metoda B

145a + 146a — >

18 h

158, 63%

Schemat 3.7. Synteza dimeru porfiryn 158.

W toku badan sprawdzitem uzyteczno$¢ opracowanych warunkow dla reakcji porfiryn
zawierajacych grupe azydkowa z alkinami. Porfiryna 146a, posiadajaca azydek typu
benzylowego, w reakcji z fenyloacetylenem, alkoholem propargilowym oraz glikozydem
propargilowym glukozy data cykloaddukty z wydajno$ciami odpowiednio: 98%, 64% i 71%
(Schemat 3.8).

Niestety, porfiryna 146b, z azydkiem typu fenylowego, okazata si¢ mato reaktywna. W
reakcji z alkoholem propargilowym udato mi si¢ wydzieli¢ produkt cykloaddycji 160 z bardzo
niska wydajnoscia (13%), natomiast reakcja z fenyloacetylenem doprowadzita wylacznie do

rozkladu substratu.
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N
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Schemat 3.8. Reakcje CuUAAC porfiryn posiadajacych w swojej strukturze grupe —N3 z r6znymi alkinami.

Pochodne PpIX okazaly si¢ niemal rownie reaktywne w zaproponowanych przeze mnie
warunkach CUAAC (Schemat 3.9). Diester propargilowy 150, w reakcji z azydkiem 151 i z
azydkiem benzylu 2 dat produkty bis cykloaddycji 161a i 162b z wydajnosciami odpowiednio
33% i 89%. Z kolei reakcje diestru 149 z alkoholem propargilowym i fenyloacetylenem daty
produkty 162a i 162b z wydajnosciami odpowiednio 66% i 89% (Schemat 3.9). Analiza MS
wykazata, ze réwniez w przypadku prowadzenia CuAAC na pochodnych PpIX w

zaproponowanych warunkach, nie zachodzi kompleksowanie Cu(ll).
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Schemat 3.9. Diestry PpIX w reakcji CUAAC.

3.1.5. Optymalizacja warunkéw RuAAC

Od czasu odkrycia RUAAC,” reakcja ta zyskata na popularnosci jako metoda
alternatywna i komplementarna do CUAAC. Ku mojemu zaskoczeniu, nie byta ona do tej pory
wykorzystywana do modyfikacji porfiryn. Zastosowanie RuAAC w reakcjach porfiryn wydato mi
si¢ atrakcyjne, poniewaz porfiryny tworza kompleksy z rutenem jedynie w stosunkowo
drastycznych warunkach, stad tez prawdopodobienstwo koordynacji rutenu w luce
makrocklicznej porfiryny w tagodnych warunkach RuUAAC wydawato si¢ znikome. W RUAAC
mozna sterowac regioselektywnoscia reakcji w zalezno$ci od struktury uzytego katalizatora, a co
za tym idzie, mie¢ potencjalny wplyw na wiasciwosci wytwarzanych zwiazkow. Ponadto,

najnowsza literatura opisuje katalizator i warunki prowadzenia RuAAC prowadzace do 1,4-
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dwupodstawionego 1,2,3-triazolu (produktu analogicznego do tego, ktory mozna otrzymaé w
CuAAC).®

W przypadku substratu porfirynowego, najwyzsza wydajno$¢, jaka udato mi si¢ uzyskac
w reakcji azydku 146a z fenyloacetylenem wynosita 39% (Schemat 3.10). Rekcja prowadzona
byla we wrzacym THF przez 8 godzin, a jej wydajno$c byta znacznie nizsza niz ta uzyskana w

reakcji katalizowanej [Cu(Phen)(PPh3),]NOs (Schemat 3.7).

=
5

RuH,(CO)(PPh3)3

THF
wrzenie, 8h

158a, 39%

Schemat 3.10. Reakcja RUAAC porfiryny 145d z fenyloactylenem.

W toku dalszych badan postanowitem wykorzysta¢ kompleksy rutenu z ligandem
pentametylocyklopentadienylowym (Cp*). Zwiazki tego typu sa aktywnymi katalizatorami
RuAAC juz temperaturze pokojowej 1 zapewniaja wysokie wydajnosci oraz catkowitg
regioselektywno$¢ powstawania 1,5-dwupodstawionego 1,2,3-triazolu.®* Do badan nad
optymalizacja warunkéw RuAAC katalizowang Cp*RuCl(COD) wybratem reakcj¢ porfiryny
146a z fenyloacetylenem 5 (Tabela 3.3). W krotkim czasie udato mi si¢ ustali¢, ze optymalnym
rozpuszczalnikiem dla tej reakcji jest THF (wiersz 1), w ktorym pelna konwersja nastepowata po
2 godzinach a produkt 163a moglem wydzieli¢ z wydajnoscia 91%. Porownywalne wydajnosci
udato mi si¢ uzyska¢ w DCM i toluenie, nieco stabsza w DCE (wiersze 2, 3 i 4). Natomiast w
reakcjach prowadzonych w polarnych rozpuszczalnikach produkt powstawat znacznie wolniej i z

wyraznie nizsza wydajnoscia (wiersze 5 i 6).

Zwigzki 158a i 163a, otrzymane z tych samych substratow wobec réznych katalizatorow,
sg regioizomerami roznigcymi sie potozeniem podstawnikéw w  pierScieniu 1,2,3-triazolu.
Poréwnanie widm 'H NMR obu zwiazkéw pokazuje wyrazna roznice w przesunieciach

chemicznych sygnatu rezonansu protonu CH w pierscieniach 1,2,3-triazolu.
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Tabela 3.3. Wplyw rozpuszczalnikéw na RuAAC porfiryny 146a z fenyloacetylenem 5 katalizowang Cp*RuCl(COD).?

=
5

Cp*RuCI(COD)
rozpuszczalnik
RT
L.p. Rozpuszczalnik t [h] Wydajnosé [%]"

1 THF 2 91
2 DCM 2 86
3 toluen 2 84
4 DCE 2 61
5 DMF 2 18°
6 DMSO 2 $lady®

[a] Warunki prowadzenia reakcji: reakcje prowadzone byly w atmosferze argonu, fenyloacetylen 5 (4 ul, 0.036 mmol,
3.0 Eq) i Cp*RuCI(COD) (0.5 mg, 0.001 mmol, 0.1 Eq) rozpuszczono w odpowiednim rozpuszczalniku (0.1 ml) a
nastepnie dodawano porfiryng 146a (10 mg, 0.012 mmol, 1 Eq). Postep reakcji monitorowano technika TLC; [b]
wydajno$¢ wydzielonego produktu; [c] zwrot substratu 146a.

W pochodnej 158a z 1,4-dwupodstawionym 1,2,3-triazolem przesunig¢cie chemiczne pochodzace
od protonu w pozycji C5 pierscienia triazolu wynosi 7.98 ppm, z kolei w pochodnej 163a, bedace;j
izomerem 1,5-, analogiczny sygnat pochodzacy od protonu C4 triazolu znajduje si¢ przy 7.81
ppm. Réwnie duzg roznice zaobserwowaé mozna $ledzac odpowiednie sygnaty w widmach **C
NMR zwigzkéw 158a i 163a. Sygnat wegla C5 zwigzku 158a ma przesunigcie 119.7 ppm
natomiast wegiel C4 zwigzku 163a ma przesunigcie 133.4 ppm. Dane te sg w pelni zgodne z
metodg rozrozniania izomerow 1,2,3-triazoli technikami NMR zaproponowang przez
Crearyego'® i potwierdzaja strukture otrzymanych pochodnych oraz  doskonaty

regioselektywnos¢ zastosowanych reakcji CUAAC i RUAAC.
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3.1.6. Zakres i ograniczenia opracowanej metody

Majac opracowane optymalne warunki prowadzenia RuAAC oraz potwierdziwszy jej
regioselektywno$¢ przystapilem do badan nad zakresem stosowalnosci tej reakcji. Wydajnos¢
reakcji porfiryny 146a z pochodnymi fenyloacetylenu podstawionymi w pozycji para jest
uwarunkowana elektronowym charakterem podstawnikéw (Schemat 3.11). Zwiazki z grupami
elektronoakceptorowymi (-CN i -NO;) sg wyraznie mniej aktywne w RuAAC i w reakcji z
porfiryna 146a daty cykloaddukty 163b i 163c z wydajnos$ciami odpowiednio 53% i 41%, z kolei
silnie elektronodonorowy podstawnik -MeO pozwolit na otrzymanie produktu 163d z
wydajnoscia 82%. Alifatyczne alkiny odznaczaly si¢ umiarkowang aktywnoscig: cykloaddukty
163e i 163f, otrzymatem w reakcji azydku 146a z alkoholem propargilowym i eterem benzylowo-

propargilowym z wydajnosciami odpowiednio 43% i 44% (Schemat 3.11)

G

R

Cp*RuCI(COD)

THF
RT,2h

163b, R = 4-CN-Ph, 53%

163c, R = 4-NO,, 41%
163d, R = 4-MeO-Ph, 82%
163e, R = CH,OH, 43%

163f, R = PhCH,OCH, 44%

Schemat 3.11. Porfiryna 146a w reakcji RUAAC z r6znymi alkinami.

Ku mojemu zaskoczeniu porfiryna 145a, posiadajaca podstawnik
4-propargiloksyfenylowy, w reakcji z azydkiem benzylu 2 data duzo nizsza od spodziewanej
wydajno$¢ cykloadduktu 164 (Schemat 3.12) oraz duza ilo§¢ produktu ubocznego o duzej
polarnosci. Widmo masowe tego polarnego zwiagzku wykazato, Ze jest on produktem powstatym
w wyniku zerwania wigzania wegiel-tlen w grupie eterowej (165, Schemat 3.12). Dodatkowym
potwierdzeniem nietrwatosci eteru propargilowego w warunkach RuAAC, byta reakcja porfiryny
145a z kompleksem Cp*RuCl(COD) prowadzona bez obecnosci azydku. W tak przeprowadzone;j

reakcji porfiryna 145a rozktadata si¢ do 165 oraz innych niezidentyfikowanych zwiazkow.
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THF
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164, 34%
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Schemat 3.12. Porfiryna 145a w reakcji RUAAC.

Reakcja diestrowej pochodnej PplX 149 z fenyloacetylenem 5 (Schemat 3.13) przebiegta
z wysokg wydajnoscia, dajac produkt bis cykloaddycji 166 z wydajnoscig 93%, co pozwala
przypuszcza¢, ze opracowane warunki RUAAC moga znalez¢ zastosowanie do modyfikacji

pochodnych PplX.

7 = 7
J o /
Cp*RuCI(COD)

—_—

THF

RT, 2h N

N

N3 N
N
(o] /
S 0y o7 0 S 0" o o N
O\) \\\ O\J \\\ °N

L L)

149 166, 93%

Schemat 3.13. Diestrowa pochodna PplX w reakcji RUAAC.

3.1.7. Podsumowanie

W toku badan nad zastosowaniem Kkatalitycznych wariantow AAC do modyfikacji
porfiryn, wykazatem, ze zastosowanie odpowiednich parametrow CuAAC pozwala na unikniecie
problemu kompleksowania miedzi przez porfiryne. Kluczem do sukcesu okazato si¢ uzycie
kationowego kompleksu 16 jako katalizatora. Opracowane warunki reackji CUAAC wobec tego
katalizatora sa ogodlne, a produkty cykloaddycji mozna otrzymac z wysokimi wydajnosciami.

Dodatkowo wykazatem, ze mozliwe jest efektywne przeprowadzenie reakcji RuUAAC
katalizowanej kompleksem Cp*RuCl(COD). Pomimo tego, ze metoda ta podsiada pewne
ograniczenia wynikajace ze struktury substratow, jest ona dobrym uzupetnieniem nowoczesnych

metod funkcjonalizacji porfiryn.
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,, Chimajra niepokonana,

ktora swoj rod wywodzita od bogow, a nie od ludzi.

Z przodu lwem byta, od tytu wezem, a kozgq posrodku,
strasznie ziongcq poteznym, plomiennym ogniem zagtady”

Homer, ,,Iliada”, piesn 6,wersety 180-182

3.2. Synteza i wlasciwosci biologiczne polaczen protoporfiryny IX i

pochodnych kobinamidu

3.2.1.Wstep

Podstawy koncepcji stworzenia hybrydowych aktywatorow sGC sa stosunkowo
klarowne: PpIX i kobinamid oddziatujg z sGC poprzez wigzanie si¢ w réznych jej domenach i
wedlug réznych mechanizmow. Wydawalo si¢ wigc, Zze wystarczy potaczy¢ aktywatory
facznikiem o dtugosci, ktéra zapewni swobodny dostgp obu farmakoforéw do ich miejsc

wigzacych. Niestety rzeczywistos¢ okazata sie, jak zwykle, bardziej ztozona.

Projektujac zwiazki hybrydowe ztozone z pochodnej kobinamidu i PpIX musiatem
uwzgledni¢ kilka istotnych czynnikéw. Po pierwsze struktura krystalograficzna sGC wciaz jest
nieznana. Brak szczegétowych informacji na temat struktury oraz odleglosci i wzajemnej
orientacji miejsc wigzacych, znacznie utrudniato zaprojektowanie optymalnego ksztattu (przede
wszystkim dlugosci tacznika) czasteczki hybrydowej. Kolejna niewiadoma, to doktadny
mechanizm oddziatywania pochodnych kobinamidu z domena katalityczng sGC.” Ustalenie
zalezno$ci aktywnosci biologicznej od struktury jest w poczatkowej fazie badan.”® Ponadto
zaréwno kobinamid jak i PpIX maja stosunkowo skomplikowane struktury. Dlatego tez, waznym
aspektem byl dobor odpowiedniego sposobu funkcjonalizacji, zapewniajacego dostep do

g - BT 113,114
mozliwie duzej ilosci pochodnych.***

Celem mojego projektu bylo otrzymanie serii potaczen hybrydowych, ktorych
przebadanie pod katem stymulacji sGC pozwoliloby na okreslenie zaleznosci miedzy ich
strukturg i aktywnoscig. Jako narzgdzie do taczenia otrzymanych blokow budulcowych wybratem
CUuAAC, ktora, dobrze sprawdza si¢ w sytuacjach, kiedy konieczne jest otrzymanie wigkszych
bibliotek zwigzkéw. Wybor ten byt zupetnie arbitralny, aczkolwiek uzasadniony. Strategia, oparta
na CuAAC wymaga wprowadzenia do blokow budulcowych azydku oraz terminalnego alkinu,

ktore postanowitem umiesci¢ w pochodnych odpowiednio PpIX i kobinamidu.
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Nastgpng kwestig bylo zaprojektowanie odpowiedniego lacznika. Decydujgc si¢ na
zastosowanie CuAAC w kluczowym etapie syntezy, wprowadzatem pomiedzy kobinamid a PpIX
1,2,3-triazol, sztywny, pigciocztonowy pierscien heterocykliczny o $cisle okre$lonej geometrii,
zblizonej do geometrii grupy amidowe;j. Zalezato mi jednak na tym, aby obydwa farmakofory w
zwigzkach hybrydowych miaty mozliwie duzo stopni swobody, by mogly przyja¢ optymalna
konformacje¢ i ,,wpasowac” si¢ w odpowiednie miejsca wigzace sGC. Ostatecznie jako substraty
do syntezy tacznikéw wybralem odpowiednio sfunkcjonalizowane glikole oligoetylenowe oraz
alkany. Ogolng strukture zaprojektowanych hybrydowych potaczen pochodnych kobinamidu i
PplIX przedstawia Rysunek 3.1

1,2,3-triazol

MeO,C CO,Me

pochodna kobinamidu pochodna PplIX

Rysunek 3.1. Ogolna struktura zaprojektowanych potaczen hybrydowych.

3.2.2. Synteza pochodnych kobinamidu

Substratem do syntezy zaprojektowanych pochodnych kobinamidu mogacych bra¢ udziat
w reakcji AAC jest witamina By, (Schemat 3.14). Jest to czasteczka ztozona, posiadajaca wiele
roznych grup funkcyjnych. Na pierwszy rzut oka moze ona przerazi¢ osobe, ktorej przychodzi
mie¢ z nig do czynienia. Zaskakujacy jest jednak fakt, ze By,, pomimo skomplikowanej budowy,

moze by¢ bardzo selektywnie modyfikowana.'™

Przyktadem takiej transformacji jest
bromolaktonizacja pierscienia B z nastgpcza metanoliza grup amidowych (Schemat 3.14). Tak
otrzymany lakton 167 jest doskonatym substratem do otrzymywania heksaestrowych pochodnych
kobinamidu sfunkcjonalizowanych w pozycji c-. Martin i Gryko wykazali, ze estrowe pochodne
kobinamidu sfunkcjonalizowane w tej pozycji silnie aktywuja sGC.”® Biorac pod uwage te
doniesienia oraz fakt, ze modyfikacje pozycji c- kobinamidu sg selektywne i stosunkowo proste
do przeprowadzenia, zaprojektowalem seri¢ pochodnych 169a-e (Tabela 3.4) posiadajacych

terminalny alkin lub grupe azydkows.
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Synteze laktonu 167, z nastgpczg metanolizg grup amidowych przeprowadzitem wedlug
wysoce wydajnych procedur literaturowych.'”® Hydrofobowy lakton 167 (Schemat 3.14)
poddatem nastgpnie redukcji cynkiem w kwasie octowym i tak otrzymany c-kwas 168 uzytem do

modyfikacji na kolejnych etapach.

H,NOC

1.NBS
2. H,SO,4/MeOH

MeO,C CO,Me

167, 80%

MeO,C CO,Me MeO,C CO,Me
167 168, 60%

Schemat 3.14. Synteza c-kwasu 168.

Przeksztatcalem go w estry 169a-b i amidy 169c-d odpowiednio alkoholi i amin z
terminalnymi grupami alkinowymi, réznigcymi si¢ dtugoscia tancucha weglowego (Tabela 3.4,
wiersze 1-4). Procedury literaturowe, zalecajace wymiane jednego z ligandoéw cyjankowych
kwasu 168 na wodg i uzycie DEPC jako odczynnika sprzegajacego,*® zmodyfikowatem i uzytem
kwasu 168 w formie kompleksu dicyjano w obecnosci EDC/DMAP. Modyfikacja warunkow
reakcji pozwolita na uniknigcie klopotliwego etapu wymiany ligandow oraz uzyskanie
pochodnych 169a-d z wysokimi wydajno$ciami (Tabela 3.4).

W celu dalszych badan nad optymalizacja dtugosci i budowy tacznika w docelowych
zwiagzkach hybrydowych, przeprowadzilem syntez¢ pochodnej 169e, poprzez estryfikacje kwasu

168 azydoalkoholem otrzymanym z gikolu trietylenowego (wiersz 5).
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Tabela 3.4. Synteza pochodnych kobinamidu.

co,Me O R

OH

M602C R-XH MeOzC
////\COZMe EDC/DMAP //\COZMe
DCM

MeO,C MeO,C

MeO,C CO,Me MeO,C CO,Me

168 169a-e
L.p. R-XH Nr zwiazku Wydajnos¢ [%]

1 HO™ 169a 91

2 HOT " 169b 89

3 HNT 169¢ 85

4 HaNT 169d 75

5 HO/(V O};ﬁ Ns 169 89

Dodatkowo, wptyw miejsca funkcjonalizacji pochodnych kobinamidu w docelowych hybrydach
na aktywacj¢ sGC planowatem zbadaé otrzymujac zwigzki, w ktorych fragment kobinamidu
potaczony bylby z pochodng PpIX poprzez pozycj¢ mezo, stosunkowo latwo dostepng do
selektywnych modyfikacji.**" **® Odpowiedni blok budulcowy 171 otrzymatem z heptaestru
metylowego kwasu kobyrynowego 170 zgodnie z procedurg opracowang w naszym zespole
(Schemat 3.15).

MeO,C CO,Me MeO,C CO,Me
170 171

Schemat 3.15. Synteza pochodnej kobinamidu sfunkcjonalizowanej w pozycji mezo.
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3.2.3. Synteza pochodnych PplX

Na etapie projektowania hybrydowych potaczeh PpIX z pochodnymi kobinamidu
musialem zadecydowaé, ktore z grup funkcyjnych w zwiazkach wyjsciowych poddam
modyfikacji, a co za tym idzie, jaka bedzie strategia syntezy biblioteki pochodnych. Z badan nad
wptywem modyfikacji PpIX na aktywacje sGC wynika, ze porfiryna musi wystgpowacé w formie
wolnej zasady a grupy winylowe i propanokaboksylowe sa koniecznymi elementami
strukturalnymi zapewniajacymi wysoka aktywno$¢ biologiczna.® Ostatecznie zdecydowatem sig
na modyfikacj¢ grup propanokarboksylowych, co bylo podyktowane gltownie wzgledami
praktycznymi. Modyfikacja grup winylowych obniza trwalo$¢ otrzymywanych pochodnych, co
utrudnia wykonywanie wszelkich operacji (zwlaszcza oczyszczania) i wyklucza dluzsze

3 : r 114
przechowywanie otrzymanych zwiazkow.

Dodatkowym czynnikiem przemawiajacym na
niekorzy$¢ modyfikacji grup winylowych byta nieunikniona konieczno$¢ zabezpieczania grup —

CO;H, co znaczenie skomplikowatoby i wydtuzyto syntezy docelowych blokéw budulcowych.

Produkty modyfikacji grup karboksylowych PpIX, sg nie tylko trwalsze i prostsze do
otrzymania, ale zapewniajg réwniez dobrg rozpuszczalno$¢ zwiazkéw w rozpuszczalnikach

organicznych, co znacznie utatwia ich oczyszczanie technikami chromatograficznymi.

Tabela 3.5. Synteza monoestrowych pochodnych PplX.

x
HO N3 A\
EDC/DMAP + regioizomer
DMF
HO OH HO (0]
(6] © (0]
PP|X 172a-c (e)
0y
N3
L.p. n Nr zwiazku Wydajnos¢ [%]
1 1 172a 61
2 2 172b 58
3 3 172c 54

Stosujagc metode estryfikacji, uzyta wcze$niej do otrzymania diestrow PpIX (Schemat

3.4), przeprowadzilem synteze serii monoestrow (Tabela 3.5). Selektywng estryfikacje jednej z
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grup propanokarboksylowych udato sie przeprowadzi¢ stosujgc niskie stezenie PpIX (0.01M),
powolne wkraplanie roztworu alkoholu (1.05 Eq) do mieszaniny reakcyjnej oraz odpowiednio
dobrang ilo$¢ odczynnikoéw sprzegajacych. Do reakcji uzylem pochodnych glikolu odpowiednio

di, tri i tetraetylenowego z terminalng grupa azydkowa (Tabela 3.5).*

Wydajnosci reakcji byly
umiarkowane a, otrzymane monoestry 17 trwate i dobrze rozpuszczalne w rozpuszczalnikach
organicznych (DCM, chloroform, THF, AcOEt). Ze wzgledu na to, ze struktura PpIX nie jest
symetryczna, otrzymane pochodne byly mieszaninami regioizomerdw, ktorych nie bytem w stanie

w zaden sposob rozdzielic.

A
~
A\
N
HO
Y o7 NH HO 70
\\ Y
173 O\L 174
~

N3

Rysunek 3.2. Pochodne PplIX o ograniczonej rozpuszczalno$ci.

Proba otrzymania analogu zwiazku 172a z grupa amidowa zamiast estrowej (173,
Rysunek 3.2) oraz monoestru pent-4-yn-1-olu 174 (Rysunek 3.2) zakonczyly si¢ potowicznym
sukcesem. Wprawdzie udato mi si¢ otrzymac pozadane zwigzki, lecz z powodu z ograniczonej

rozpuszczalnosci w DCM i chloroformie ich wydzielanie byto trudne, czasochtonne i mato

wydajne.

Z powodu trudnosci technicznych zwigzanych z oczyszczaniem, na ktoére natknatem sie
na etapie otrzymywania biblioteki zwigzkow hybrydowych, postanowitem otrzymaé zwigzki
176a-c (Tabela 3.6, wiersze 1-3), analogi 172a-c. Modyfikacja struktury polegata na estryfikacji
wolnej grupy kwasowej 2-trimetylosililoetanolem. Estry tego typu sa stosowane jako grupa
zabezpieczajaca, ktorg tatwo mozna usung¢ w reakcji ze zwigzkami bgdacymi zrédtem anionu
fluorkowego lub mieszaning TFA/DCM.'?® Pochodna 175 (Tabela 3.6) otrzymatem z doskonata
wydajnoscig wedlug procedury analogicznej do otrzymywania monoestrow 172a-c. Monoester
175 jest dorze rozpuszczalny w rozpuszczalnikach organicznych, a przeksztalcenie drugiej grupy
karboksylowej w odpowiednie estry 176a-C przebieglo z niemal iloSciowymi wydajno$ciami

(wiersze 1-3).
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Tabela 3.6. Dwuetapowa synteza diestrowych lub amidoestrowych pochodnych PplX.

oS S
>Si/\/OH
| N R-XH N\
EDC/DMAP EDC/DMAP
PplIX E— - =
DMF DCM
O R
OH o) .
\~ % 0 \ — o7 X
—Si + regioizomer —5 o) + redion
\ i regioizomer
175, 83 % 176a-e
L.p. R-XH Nr zwigzku Wydajnosé¢ [%6]
1 |-|o/\/o\/\N3 176a 96

2 HO(’\/C’?\Z/\ N 176b 85
3 HO%VO%\Ng, 176¢c 90

4 H2N/\/o\/\ N 176d 95
5 HO™ " o 176e 98

Otrzymanie potaczen zwigzkow 173 i 174 (Rysunek 3.2) z pochodnymi kobinamidu byto
istotne z punktu widzenia p6zniejszych badan nad optymalizacjg struktury tacznika. Zastgpienie
wolnej grupy karboksylowej esterm  2-trimetylosililowym rozwigzalo problem z
rozpuszczalnoscig. Odpowiednie pochodne 176d-e otrzymatem z wysokimi wydajno$ciami

(wiersze 4 5).

Wprowadzenie estru 2-trimetylosililo-etanolu znaczaco obniza polarno$é¢ pochodnych
PpIX, co na kolejnych etapach utatwialo oddzielanie zwiazkow hybrydowych od pozostatosci
substratow. Zwiazki 176a-e sa tatwe do otrzymania i oczyszczenia, a wydajnosci ich syntez

bardzo wysokie.

3.2.4. Optymalizacja warunkow otrzymywania potaczen hybrydowych

Majgc opracowane efektywne metody syntezy blokéw budulcowych oraz warunki
CuAAC, w ktorych nie zachodzi insercja miedzi do luki makrocyklicznej porfiryny, przystapitem
do otrzymywania potaczen hybrydowych.
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Jako zwigzki modelowe wybralem pochodng kobinamidu 169a (ester propargilowy
kwasu 168) oraz monoester 172a otrzymany z PpIX. Ku mojemu zaskoczeniu, reakcja koryny
169a z porfiryng 172a, wobec katalizatora 16 nie zachodzita w ogole (Schemat 3.16). Niezaleznie
od ilo$ci uzytego katalizatora i czasu prowadzenia reakcji odzyskiwatem substraty oraz
obserwowatem tworzenie si¢ niewielkich ilosci bardzo polarnych, niezidentyfikowanych

produktow ubocznych.

_ —
/'/\COZMe [Cu(Phen)gZPh3)2]NO3
4 brak reakcji
toluen lub DCE
50°C

(e}

(0] HO~ O

S MeO,C CO,Me

O\L 172a 169a

Schemat 3.16. Proba potaczenia koryny 169a i porfiryny 172a z uzyciem kompleksu 16.

Zwiazki typu 169 oraz 172 nie byly wykorzystywane podczas optymalizacji i badan nad
ograniczeniami metody prowadzenia CuAAC wobec kompleksu 16. Postanowilem wiec
sprawdzi¢ czy w warunkach, ktore przyjalem za optymalne, substraty do syntezy potaczen
hybrydowych sa reaktywne.

\ ©/
5

[Cu(Phen)(PPh3),]NO3
16

brak reakc;ji
toluen lub DCE
50°C
N
Co_J0 °
(0] HO
172a
N3
2
[Cu(Phen)(PPh3),]NO3
1
6 brak reakgcji

toluen lub DCE
50°C

MeO,C CO;Me

169a

Schemat 3.17. Proby wprowadzenia pochodnych 169a i 172a a w reakcje z uzyciem kompleku 16.
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Z przeprowadzonych eksperymentow, w ktorych alkin 169a i azydek 172a probowatem
podda¢ CuAAC z prostymi, reaktywnymi partnerami: azydkiem benzylu 2 i fenyloacetylenem 5
(Schemat 3.17) wynikato, ze ani monoester PpIX 172a ani ester propargilowy 169a nie wchodza
w reakcj¢ CuAAC w opracowanych warunkach. W zadnej z tych reakcji nie zaobserwowatem
tworzenia si¢ oczekiwanego produktu, jedynie zwrot substratow. Przyczyny nie udato mi sig
ustalic.

W sytuacji, kiedy w opracowanych warunkach CuAAC zaden z substratéw nie wchodzit
w kluczows reakcje cykloaddycji, zmuszony bylem do poszukiwan innego uktadu katalitycznego,
ktory pozwolitby na potaczenie otrzymanych blokéw budulcowych (Tabela 3.7). Badania
rozpoczatem od sprawdzenia najprostszego uktadu katalitycznego, czyli generowania Cu(l) in
situ. Zastosowanie CuSO,/NaAsk do reakcji alkinu 169a z azydkiem 172a w polarnych
rozpuszczalnikach (wiersze 1 i 2) doprowadzito do otrzymania wytacznie $ladéw produktu.’®
Obecnos¢ w widmie spektrometrii mas sygnatu przy m/z = 1761.6 odpowiadajacego jonowi
pseudomolekularnemu [M-CN]" wykazata, ze wydzielony zwigzek jest oczekiwanym produktem
cykloaddycji 177aa. Obecno$¢ sygnatu przy m/z = 1822.7 wskazywata na to, Ze jest on
zanieczyszczony produktem insercji miedzi do luki makrocyklicznej jednostki profirynowej. Nie
pomoglo zastosowanie dodatku liganda stabilizujacego Cu(I) (TBTA)* nawet w duzym
nadmiarze (wiersz 3). Zmiana zroédta miedzi na uktad Cul/TBTA réwniez nie poprawita wyniku
reakcji — sladowe ilosci hybrydowego produktu 177aa zanieczyszczone byty jego kompleksem z

miedzig Cul77aa (wiersze 4-6).

Okazalo sig, ze przeprowadzenie reakcji na porfirynie 172a w formie wolnej zasady jest
duzo trudniejsze niz si¢ spodziewatam. Dlatego tez, zdecydowatem si¢ na zastosowanie
kompleksu cynku jako substratu. Kompleks cynkowy porfiryny Znl72a otrzymywatem w reakcji
z Zn(AcO),. Niestety porfiryna Znl72a okazata si¢ nietrwata, zatem wydzielalem ja wylacznie

technikami ekstrakcji i uzywatem bezposrednio do nastgpnego etapu.

Reakcja porfiryny Znl72a z pochodng kobinamidu 169a w obecnosci CuSO./NaAsk
postgpowata bardzo powoli (wiersz 7), a powstawaniu produktu towarzyszyto tworzenie sig¢
znacznych ilo$ci polarnych produktow ubocznych. Po czterech dniach prowadzenia reakcji udato
si¢ wydzieli¢ zaledwie 10% pozadanego kompleksu cynkowego hybrydy Znl77aa. Znacznie
aktywniejszy katalizator, uktad Cul/TBTA nie przyspieszyl przebiegu reakcji. Niezaleznie od
zastosowanego rozpuszczalnika (wiersze 8-11) konwersja wciaz byta bardzo powolna, a reakcja
nieselektywna. Zastosowanie karbenowego kompleksu Cu(l), opisanego jako niezwykle
efektywnego katalizatora CUAAC,” nie doprowadzito do powstania nawet $ladow produktu
(wiersze, 12 13).
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Tabela 3.7. Optymalizacja warunkéw CuAAC pochodnej kobinamidu 169a z pochodnymi PpIX 172ai Zn172a.?

= Napy =
\ (‘ZizMe o) O/—Q\/N
169a :
CuAAC
B MeO,C CoyMe Cutr7aa, M= Cu
Zn172a, M = Zn Zn177aa, M = Zn
L.p. M Katalizator Rozpuszczalnik t [h] Wydajnosé [%]"
1 2H CuSO,/NaAsk*® t-BUOH/H,0 12 Slady ""
2 2H CuSO,/NaAsk*® DMF 12 Slady "
3 2H CuSO4/NaAsk/ITBTA® DMF 12 Slady ™"
4 2H Cul/TBTA? t-BUOH/H,0 12 $lady ™"
5 2H Cul/TBTA DMF 12 Slady ™"
6 2H Cul/TBTA®® DMF 12 saldy ™"
7 Zn CuSO,/NaAsk® DMF 4 dni 10"
8 Zn Cul/TBTA% t-BUOH/H,0 12 §lady ™
9 Zn Cul/TBTA DMF 12 dlady 9
10 Zn Cul/TBTA®® DMF 12 slady "9
11 Zn Cul/TBTA®¢ THF 12 $lady "
12 Zn (SIMes)CuBr DCM 12 A
13 Zn (SIMes)CuBr MeCN 12 J
14 Zn CuOAc DCM 45 min. 75%

[a] Warunki prowadzenia reakcji: katalizator (30 mol%) w roztwarzano odpowiednim rozpuszczalniku (3 ml) i
dodawano substraty (0.02 mmol). Postep reakcji monitorowano technika TLC; [b] wydajno$¢ wydzielonego produktu;
[c] katalizator formowano przez 20 min. przed dodaniem substratow; [d] uzyto 30 mol% TBTA; [e] uzyto 90 mol%
TBTA; [f] konwersja niepena; [g] tworzenie si¢ polarnych produktéw ubocznych; [h] mieszanina hybryd 177aa i

Cul77aa; [i] nie zaobserwowatem konwersji (analiza TLC).
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Ostatecznie, zastosowanie katalitycznych ilosci CuOAc i prowadzenie reakcji w
atmosferze argonu w bezwodnym DCM okazato dobrym wyborem.® Reakcja przebiegata bardzo
selektywnie, a niemal pelna konwersja nastgpowata w ciggu 45 minut (wiersz 14). Zwiazek

hybrydowy Zn177aa wydzielitem z wydajnos$cia 75%.

Zastosowanie innych rozpuszczalnikow wigzato si¢ z wydtuzeneniem czasu reakcji oraz

znacznie obnizato jej selektywno$¢ (Tabela 3.8, wiersze 1-3).

Tabela 3.8. Modyfikacja warunkéw syntezy hybrydy Znl177aa.?

L.p. Rozpuszczalnik [obj.] t[h] Wydajnos¢ [%]°

1 Toluen (3 ml) 12 -cd

2 CHClI3 (3 ml) 12 13¢¢

3 THF (3 ml) 12 §lady®®

4 DCM (3 ml)® 12 70

5 DCM (1 ml) 20 min 40°

6 DCM (9 ml) 15 68

7 DCM (3 ml)’ 40 min 48¢

8 DCM (3 ml)° 1 ch

[a] Warunki prowadzenia reakcji: reakcje prowadzono w bezwodnych rozpuszczalnikach w atmosferze argonu, do
roztworu substratéw 169a (0.02 mmol) i Zn172a (0.02 mmol) w odpowiednim rozpuszczalniku dodawano katalizator
(30 mol%). Postgp reakcji monitorowano technika TLC; [b] wydajno$¢ wydzielonego produktu; [c] konwersja
niepetna; [d] tworzenie si¢ polarnych produktow ubocznych; [e] reakcja prowadzona w 0 °C; [f] uzyto DCM klasy
czda, reakcja nie byla prowadzona w atmosferze argonu; [g] reakcja pomigdzy 169a a 172a; [h] mieszanina hybryd
177aa i Cul77aa.

Modyfikacje warunkow prowadzenia reakcji w DCM réwniez nie spowodowaly wzrostu
wydajnosci pozadanego produktu. ObniZenie temperatury do 0 °C dramatycznie spowolnito
reakcje, ale nie wptyngto znacznie na jej wydajnosc¢ i selektywnosé (wiersz 4). Trzykrotne
obnizenie iloéci rozpuszczalnika (wiersz 5) doprowadzito do powstawania polarnych produktow
ubocznych i spadku selektywnosci. Z kolei rozcienczenie mieszaniny reakcyjnej spowodowato
wydtuzenie czasu potrzebnego do osiagnigcia pelnej konwersji substratéw bez znaczacego
wpltywu na wydajno$¢ (wiersz 6). Rezygnacja z warunkéw $cisle bezwodnych i1 beztlenowych
spowodowata wyrazny spadek selektywnos$ci i wydajnosci (wiersz 7). Niestety, uzycie profiryny

172a w formie wolnej zasady doprowadzito do otrzymania hybrydy 177aa zanieczyszczonej
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produktem insercji miedzi do luki makrocyklicznej jednostki porfirynowej (wiersz 8). Co prawda,
wyzej opisane modyfikacje warunkow nie poprawity wydajnosci (Tabela 3.7, wiersz 14), jednak

byla ona na tyle satysfakcjonujaca, ze uktad CuOAc/bezwodny DCM uznatem za optymalny.

Analiza widm NMR (w tym widm korelacyjnych) i spektrometrii mas pozwolita na
jednoznaczne potwierdzenie struktury otrzymanej hybrydy Znl77aa. W celu uzyskania widma
NMR dobrej rozdzielczosci konieczny byt odpowiedni dobér rozpuszczalnika. Widma "HNMR
rejestrowane w CDCI; byly nieczytelne, ze wzgledu na znaczne poszerzenie sygnatéw i nie
nadawaly si¢ do interpretacji, natomiast prowadzenie pomiar6w w DMSO-dg pozwolito na
otrzymanie widm dobrej jakosci. Fragment widma "HNMR hybrydy Zn177aa przedstawitem na
Rysunku 3.3. Sygnaly przy 6 = 7.87 i 7.86 ppm pochodzg od protonu w pierscieniu triazolu.
Sygnat ten wystepuje w postaci dwoch singletow, poniewaz otrzymana hybryda Znl77aa jest
mieszaning regioizomeréw, ktorych nie Dbylem w stanie rozdzieli¢ technikami
chromatograficznymi. Pozostale sygnaly pochodza od charakterystycznych grup protonéw
jednostki PpIX: 4 protonow mezo-CH i grup winylowych (a, b i d) oraz pochodnej kobinamidu:
mezo-CH i protonéw pochodzacych od grupy CH, estru w pozycji c- (e i f).
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Rysunek 3.3. Widmo *H NMR zwiazku Zn177aa w zakresie 10.5-4.5 ppm. Widmo zarejestrowne zostato w DMSO-dg
w temperaturze pokojowej na aparacie Varian 600 MHz.

Widmo MS hybrydy Znl77aa jest bardzo ztozone, jednak wnikliwa interpretacja
pozwolita mi przypisa¢ osiem najintensywniejszych sygnatow. Cztery sygnaty przy m/z = 1823.8,
1845.8 1872.8 1 1894.8 odpowiadajg jednododatnim jonom pseudomolekularnym odpowiednio:
[M-CNY*, [M-HCN+Na]*, [M+Na]" i [M-H+2Na]", z kolei sygnaty przy m/z = 923.6, 934., 948.1
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i 959.1 pochodza od dwdudodatnich jonéw [M-CN+Na]*, [M-H-CN+2Na]*, [M+2Na]** i [M-
H+3Na]*". Obecnosé jonow typu [M-CN] wynika z faktu, Ze jeden z ligandow cyjankowych we
fragmencie pochodzacym od kobinamidu jest labilny i tatwo oddysocjowuje. Jest to cecha
wspolng pochodnych dicyjanokobinamidu. Obecnos¢ jonow typu [M-H+xNa] spowodowana jest
obecnoscia wolnej grupy kwasowej w strukturze otrzymanego zwiazku i tworzeniem si¢ w

warunkach pomiaru soli sodowych.

Majac opracowang efektywna metode laczenia pochodnych kobinamidu z pochodnymi
cynkowych komplekséw PpIX przystapitem do otrzymania docelowego zwiazku — hybrydy, w
ktorej jednostka porfirynowa wystepuje w postaci wolnej zasady. Usunigcie cynku z luki
makrocyklicznej porfiryny przeprowadzilem poprzez potraktowanie hybrydy Znl77aa
mieszaning DCM/TFA w proporcji 1:1. Prowadzenie reakcji przez 4 godziny w Scisle
bezwodnych warunkach, pozwolito ilo§ciowo usung¢ jon cynku i otrzymaé pozadana hybryde

177aa z wydajnoscia 88%, produkty rozktadu tworzyly si¢ w niewielkich ilosciach.

Zaréwno etapy CuAAC jak 1 usuwania cynku prowadzitem w tym samym
rozpuszczalniku (bezwodnym DCM), postanowitem wiec sprawdzi¢, czy mozliwe jest

przeprowadzenie obu tych reakcji metoda ,,one-pot” (Schemat 3.18).

COMe O ,—= =
+
: o)
) U
o
MeO,C CO,Me \)
169a Zn172a
1. CuAcO
2.TFA
DCM
=
A\
HO,C
MeO,C COMe 177aa, 70%

Schemat 3.18. Dwuetapowa synteza hybrydy 177aa prowadzona metoda ,,one-pot”.
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Po stwierdzeniu pelnej konwersji substratow w reakcji koryny 169a z porfiryng Znl72a
(analiza TLC), do mieszaniny reakcyjnej dodatem TFA i po 4 godzinach przerwalem reakcje.
Hybryde 177aa udato si¢ wydzieli¢ z wydajnoscia 70%. Takie podejscie znacznie upraszczalo

calg procedurg.

Zastosowanie technik NMR oraz spekrometrii mas potwierdzilo strukture otrzymanego
zwiazku hybrydowego. Widmo 'H NMR hybrydy 177aa réznito si¢ od widma Znl77aa
obecnoscig sygnatu przy -4.20 ppm pochodzacego od protonéw NH jednostki pirolowej. Sygnat
pochodzacy od protonu w pierscieniu 1,2,3-triazolu ponownie wystepowal w postaci dwoch
singletow, tym razem lepiej rozseparowanymi (7.97 i 7.80 ppm). Zaobserwowaé¢ moglem rowniez
wyrazny, cho¢ znacznie poszerzony sygnal przy 6 = 12.27 ppm odpowiadajacy protonowi —
COOH. W widmie MS hybrydy 177aa wystepowal analogiczny zestaw sygnalow jak w
przypadku hybrydy Znl77aa. Najintensywniejszy sygnat przy m/z = 1761.9 odpowiadat jonowi
pseudomolekularnemu [M-CN]*

3.4.5. Synteza serii potaczen hybrydowych

Wykorzystujac opracowana, dwuetapowa metode syntezy zwiazkéw hybrydowych
przystapitem do prac nad otrzymaniem serii zwiazkow rozniacych si¢ dlugoscia i strukturg

lacznika.

Poczatkowo skupitem si¢ na przeprowadzeniu reakcji pochodnej kobinamidu 169a, z
monoestrowymi  pochodnymi PpIX Znl72a-c. Pomimo, ze reakcje zachodzity bardzo
selektywnie, to wydzielanie otrzymanych zwigzkow technikami chromatograficznymi bylo
ktopotliwe. Stosowane substraty 169a i Znl72a-c, hybrydowe produkty cykloaddycji oraz
niewielkie ilo$ci produktow ubocznych powstajacych w trakcie reakcji maja zblizong polarno$c.
W zwigzku z tym oczyszczenie pozadanych zwigzkéw hybrydowych jest zmudne i czasochionne,
wymagato uzycia duzych ilosci zelu krzemionkowego i rozpuszczalnikoéw, a takze powtdrzenia
chromatografii w celu uzyskania zwiazkow o czystosci > 95%. Ponadto nietrwato$¢ cynkowych
pochodnych monoestrow Znl72a-c i problemy z ich wydzielaniem technikami ekstrakcyjnymi

powodowaty duze straty na etapie ich otrzymywania.

Majac w perspektywie synteze kilkunastu potaczen hybrydowych, postanowitem
zmodyfikowac strategie¢ ich otrzymywania (Schemat 3.19). Pierwsza zmiang, byto uzycie jako
substratow diestrowych pochodnych PpIX typu 176, w ktorych grupa kwasowa zastgpiona zostata
estrem 2-trimetylosililoetylowym. Ponadto okazato si¢, ze cynkowe kompleksy typu Znl76 byly

wyraznie trwalsze i latwiejsze do wydzielenia. Druga modyfikacja obejmowata rezygnacje z
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przeprowadzania procesow CuAAC i usuwania cynku w jednym naczyniu, pomimo tego, ze
poczatkowo takie podej$cie wydawato si¢ bardzo atrakcyjne. Korzyscia ptynaca z tej zmiany byla
mozliwo$¢ uzycia porfiryn Znl76a-d w nieznacznym nadmiarze (1.1 EQ), co zapewnialo peina
konwersj¢ pochodnej kwasu kobyrynowego. Pozostala, nieprzereagowana pochodng PpIX
mogtem tatwo i1 bardzo szybko oddzieli¢ od otrzymanej hybrydy ze wzgledu na znaczne roéznice
w ich polarnosci. Oczyszczony kompleks cynkowy zwigzku hybrydowego Znl77 traktowatem
nastepnie mieszaning TFA/DCM. W tych warunkach jednocze$nie zachodzito odbezpieczenie
estru 2-trimetylosililo-etylowego oraz usuni¢gcie cynku z luki makrocyklicznej czgsci

porfirynowej.

W tak zmodyfikowanych warunkach otrzymatem seri¢ zwiazkéw stosujac wszystkie
mozliwe kombinacje alkinowych pochodnych kobinamidu 169a-d z cynkowymi kompleksami
pochodnych PplX Znl176a-d (Schemat 3.19, Tabela 3.9).
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Schemat 3.19. Synteza serii zwiazkow hybrydowych typu 177.

Wydajnosci wydzielonych zwiazkéw hybrydowych typu 177 wahaty si¢ w granicach 27-
86%. Niska wydajnos¢ hybrydy 177ad (wiersz 1, kolumna 4) zwigzana byla z jej powolnym
rozkladem w czasie wydzielania technika chromatografii kolumnowej, jednak szybkie
przeprowadzenie chromatografii pozwolito na otrzymanie probki, ktorej ilos¢, czystos¢ i trwatose

byly wystarczajace do przeprowadzenia pelnej charakterystyki i badan biologicznych.
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Tabela 3.9. Potaczenia pochodnych kobinamidu i PpIX otrzymane na drodze CuAAC.

,L) 176k

177ba, 47%

17Tch, 0%

177db, 56%
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Tabela 3.9. Ciag dalszy

176d

17Tde, 39%
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Podobny problem zaistnial podczas syntezy hybryd z uzyciem zwigzku 169c, amidu
propargilowego kwasu 168 (wiersz 3). Pomimo obiecujacego przebiegu ich syntezy (analiza
TLC), wszystkie otrzymane hybrydy 177ca-177cd byty bardzo niestabilne zarowno w warunkach
chromatografii kolumnowej, jak i po wydzieleniu, co uniemozliwito ich charakterystyke oraz
przeprowadzenie badan biologicznych. Pozostale 11 zwigzkow hybrydowych odznaczato si¢
wysoka stabilno$cig, zarowno W postaci czystej jak i w roztworach. Nie wymagaly one
przechowywania w niskich temperaturach i w atmosferze argonu, i nawet po kilku miesigcach

przechowywania nie zaobserwowatem ich rozktadu (analiza TLC).

Uzupelnieniem otrzymanej biblioteki potaczen hybrydowych byly zwiazki 178 i 179
(Schemat 3.20), otrzymane odpowiednio z koryny 169e i porfryny Znl76e oraz koryny 171 i
porfiryny Znl176b w celu zbadania wptywu struktury lacznika oraz pozycji jego wigzania z
jednostka pochodnej kobinamidu.

N=N
CO,Me 0 ! \/)—\_\
N OH
k AT 0
: o o)
MeO,C 2 0
1. CuAcO “,, / ~CO,Me
2. TFA
169e + Zn176e — >
DCM
MeOZC
178, 73%
COZMG COzMe
CO,Me HO
//C02Me
1. CuAcO -
2. TFA
171 + Zn176b —— NH o
DCM /\/O\/\O/\/
g /N o
N:N
179, 64%
Cone COzMe

Schemat 3.20. Synteza zwigzkoéw hybrydowych 178 i 179.

Hybryda 178 zawiera tgcznik o takiej samej dtugosci i strukturze jak 177bb, z tym, Ze jest
on potaczony ,,odwrotnie” z odpowiednimi blokami budulcowymi. Z kolei zwigzek 179 zawiera
tacznik o dtugosci zblizonej do tej, ktéra w toku badan biologicznych okazala si¢ optymalna,
jednak miejscem jego przytaczenia do jednostki kobinamidu nie jest pozycja c-, jak w przypadku

pozostalych zwiazkow, lecz pozycja mezo.
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3.2.6. Badania nad aktywacja sGC przez zwiazki hybrydowe

Zdolno$¢ otrzymanych zwigzkéw hybrydowych do aktywacji sGC przebadana zostata
przez Martina w University of Texas Health Science Center w Houston. Dzieki jego uprzejmosci,
czes¢ badan wykonalem osobiscie w trakcie trzytygodniowego stazu odbytego w okresie 28.04-
21.05.2011. Ponizszy opis przeprowadzonych testdéw biologicznych i ich interpretacji jest
skrotowy 1 ma za zadanie przedstawienie wylacznie najwazniejszych wynikéw i wykazanie

zalezno$ci wlasciwosci biologicznych od struktury.

Przeprowadzone testy obejmowaly poroéwnanie aktywnosci zwigzkdéw hybrydowych i
blokéw budulcowych, z ktérych =zostaly otrzymane, udowodnienie zalozonej synergii
farmakoforéw znajdujacych si¢ w hybrydzie oraz ustalenie zaleznosci pomigdzy dlugoscig i

strukturg tacznika a zdolono$cia do aktywacji SGC.

Badania aktywatorow sGC polegaja na poréwnaniu ilosci cGMP powstalego w reakcji
katalizowanej oczyszczonym enzymem bez dodatku regulatora z iloscia powstata w reakcji
wobec enzymu inkubowanego z hybryda. W praktyce, przeprowadza si¢ to stosoujac GTP
znakowany **P w pozycji a (Schemat 3.21) jako substrat.** Po odpowiednim czasie reakcje
enzymatyczng przerywa si¢ dodajac sol Zn(Il) a wytworzony cGMP oddziela chromatograficznie
od nieprzereagowanego GTP. Na podstawie pomiaru emisji promieniowania Czerniakowa
otrzymanej probki mozna obliczy¢ ilo$¢ powstatego cGMP. Normalizacja danych pozwala na

okreslenie aktywnosci sGC w obecno$ci badanego zwigzku wzglgdem czystego sGC.

Regulator
o]
0
S
) NH _
< NT N7 NH,
I |C‘) ﬁ N N NH, sGC o
Ho_FI)_o_T_()_?Q'l: o) o - = [ >um OH
o O O
OH OH O-52p°
o
GTP cGMP

Schemat 3.21. Badanie aktywosci sGC z uzyciem GTP znakowanego 3P.

Poczatkowe badania przeprowadzone dla zwigzkow hybrydowych 177aa i 177bb
wykazaty, ze sa one znacznie silniejszymi aktywatorami sGC niz bloki budulcowe, z ktorych
zostaly otrzymane (Rysunek 3.4). Aktywno$¢ hybrydy 177bb przy stezeniu 200 uM byta nieco
wicksza niz PpIX 1 znacznie wyzsza niz dla kobinamidu. Dodatkowy eksperyment

przeprowadzony zostat dla rownomolowej mieszaniny zwiazkow 169b i 172b, z ktorych zostata
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otrzymana hybryda 177bb. Poréwnanie wyniku z wynikiem otrzymanym dla zwigzku

hybrydowego wykazato, ze kowalencyjne polaczenie obu farmakoforéw wyraznie wzmacnia

efekt aktywacji sGC. Zdolno$¢ testowanych zwiazkow hybrydowych do stymulowania sGC

znacznie réznita si¢ w zaleznosci od dtugos$ci tacznika pomiedzy farmakoforami (hybryda 177aa

vs hybryda 177bb) co sugeruje, ze jest to wazny czynnik wplywajacy na ich aktywnos¢. Zatem

wstepne wyniki potwierdzaty przyjete zatozenia.

30 -

Aktywno

‘A0 1

177aa 177bb 172a 172b 169a 169b 172b + 169b PpIX kobinamid

Rysunek 3.4. Porownanie zdolnosci zwigzkow hybrydowych 177aa i 177bb, blokéw budulcowych i struktur
wiodacych do aktywacji sGC. Pomiary prowadzono przy 200 pl aktywatora.

Nastepnie przebadatem catg seri¢ hybryd w celu ustalenia optymalnej dlugosci tacznika,

zapewniajgce] najwyzsza aktywacj¢. Porownanie maksymalnej aktywnosci sGC oraz wartosci

ECs, hybryd 177aa-177bd, przedstawia Rysunek 3.5 (liczby w nawiasach oznaczajg ilo$é

atomow w taczniku)..
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Rysunek 3.5. Porownanie ECsy i maksymalnej aktywnosci hybryd 177aa-bd.
Liczby w nawiasach oznaczaja ilo§¢ atoméw w taczniku.



Najwazniejszym wnioskiem plyngcym z tej czesSci badan, jest istnienie optymalnej
dhugosci tacznika pomiedzy pochodnymi PpIX i kobinamidu. Hybryda 177ba, w ktorej
farmakofory oddzielone byty od siebie 13 atomami (pierscien 1,2,3-triazolu przyjety zostat jako 2
atomy), byla najsilniejszym aktywatorem sGC z calej serii. Dtuzsze i krotsze taczniki pomiedzy

farmakoforami powodowaty spadek maksymalnej aktywnosci oraz wzrost wartosci ECs.

Kolejne eksperymenty zmierzaty do udowodnienia jednoczesnego dziatania zwigzkow
hybrydowych na domeny regulatorowa i katalityczng sGC. W tym celu sGC zostala poddana

odpowiednim modyfikacjom.

I tak, eksperymenty majace na celu wykazanie, ze zwiazki hybrydowe oddziatluja z
domeng regulatorowa przeprowadzone zostaly na sGC, z ktorej czasteczka hemu zostata usunigta
poprzez inkubowanie enzymu ze $rodkiem powierzchniowo czynnym. Taki zabieg utatwia i
przyspiesza zwigzanie aktywatora w domenie regulatorowej, przez co wzmacnia jego dziatanie
(obniza ECsg).*?? Enzym pozbawiony hemu byt okoto szesciokrotnie silniej aktywowany przez
hybryde 177ba (ECso = 5.4 uM), niz pierwotna forma, zawierajaca hem (ECso = 31.0 uM), co
dowodzito, ze hybryda oddziatluje z sGC poprzez domeng regulatorowa.

Podobne badania przeprowadzone zostaly na zmutowanej formie sGC, w ktorej domena
regulatorowa zostata usunigta na etapie biosyntezy enzymu. Tak przygotowanej sGC pochodne
PpIX nie aktywuja w ogoéle, natomiast pochodne kobinamidu ,nie czujg” braku domeny
zawierajacej hem i ich zdolno$¢ do aktywowania enzymu pozostaje bez zmian. W przypadku
modelowego zwiazku hybrydowego 177ba usunigcie domeny regulatorowej spowodowato
spadek aktywnosci do poziomu odpowiadajacego pochodnej kobinamidu 169b, z ktérej hybryda
177ba zostata otrzymana. Oznacza to, ze zwigzek hybrydowy z cala pewnoscia oddziatuje
rowniez z domeng katalityczna poprzez fragment bedacy pochodna kobinamidu. Taka sama
zalezno$¢ przejawialy rowniez inne zwiazki hybrydowe poddane takim testom. Uzyskane dane
dowiodly, ze wysoka aktywnos¢ sGC w obecnosci zwigzkow hybrydowych wynika z

jednoczesnego dziatania na domeng regulatorows i katalitycznag.

Kolejng, dos¢ zaskakujaca, obserwacja byla dramatycznie nizsza aktywno$¢ hybryd
otrzymanych z amidowych pochodnych kobinamidu lub PpIX (Tabela 3.10). Zwiazki 177da,
177bd i 177dd (wiersze 2, 3 i 4) o identycznej dlugosci tacznika co zwigzek 177ba (wiersz 1),
lecz posiadajgce grupe lub grupy amidowe w miejscu wigzania sie tgcznika z farmakoforami,

praktycznie nie aktywowaty sGC. Przyczyna tego zjawiska jest wcigz niejasna.
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Tabela 3.10. Wptyw obecnosci grupy amidowej w miejscu wiazania si¢ facznika z farmakoforami na aktywno$é
biologiczna zwigzkow hybrydowych.

Maksymalna
L.p. Numer zwiazku Struktura lacznika ECs [uM] .
aktywacja

O~

1 177ba <3 © 31 67+2.1

o

~_O L~

2 177da < © 136 5.3+0.9

~_O -~
3 177bd 4 N - 1.320.1

~_O -~
4 177d o~ N - 0.9+0.2

Ponadto zwigzek 178, w ktorym tacznik jest identyczny jak w 177bb, lecz ,,odwrocony”
wzgledem farmakoforow, chociaz posiadat zblizona warto§¢ ECsy, wykazywal czterokrotnie
nizsza maksymalng aktywnos$¢ (Tabela 3.11), co $wiadczy o tym, Ze nie tylko dlugosé, ale i
struktura tacznika (np. pozycja pierscienia 1,2,3-triazolu) odgrywa istotng rol¢ w oddziatywaniu
hybryd z sGC.

Tabela 3.11. Poréwnania aktywnosci biologicznej zwigzkow 177bb i 178.

Maksymalna
L.p. Numer zwiazku Struktura lacznika ECs [uM] .
aktywacja
Y N/\/O\/\O/\/O
1 177bb e 79 53.7+4.0
o
O~ O
2 178 © NN 89 13.241.4

o)

3.2.7. Podsumowanie

Zaprojektowane i otrzymane przeze mnie zwigzki hybrydowe typu 177 okazaly sie¢
silnymi regulatorami sGC. Istotnymi czynnikami wptywajacymi na aktywno$¢ biologiczng byty
struktura 1 dtugo$¢ lgcznika uzytego do rozdzielenia farmakoforow w przestrzeni. Kluczowy

okazat si¢ rowniez brak grup amidowych w miejscu wigzania si¢ tacznika z farmakoforem.

Otrzymane zwigzki sg pierwszymi hybrydowymi aktywatorami sGC i potwierdzaja, ze
mozliwe jest aktywowanie tego enzymu poprez symultaniczne oddziatywanie jednej czasteczki z

domeng regulatorowa i domeng katalityczng.
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,» Warunkiem niezbednym do spowodowania zmiany jest praktyczna zdolnosé¢ do uruchomienia we wiasciwy

sposob niezbednych sil.”

Alister Crowley, ,,Magia w teorii i praktyce”

3.3. Zastsowanie AAC do modyfikacji witaminy B,

3.3.1.Wstep

Od czasu odkrycia witamina By, budzi niestabngce zainteresowanie chemikéw i

123 124 Ma ona najbardziej skomplikowana strukture sposréd wszystkich witamin

biologow.
(Rysunek 3.6) 1ijest jednym z nielicznych przyktadow naturalnego zwigzku metaloorganicznego.
Jest to kompleks kobaltu(lll) i koryny, wysycony koordynacyjnie przez ligand cyjankowy od
strony g (goérnej) koryny i atom azotu benzimidazolu begdacego czescia petli nukleotydowej
znajdujacej si¢ po stronie o (dolnej). Pierscien koryny jest dodatkowo niesymetrycznie

podstawiony czterema grupami propionamidowymi, trzema grupami acetamidowymi i o§mioma

grupami metylowymi.

Ustalenie struktury witaminy B, przez Dorothy Hodgkin oraz zaplanowanie i
przeprowadzenie syntezy totalnej przez Roberta Woodwarda i Eshenmosera byly osiggnieciami

na miar¢ Nagrody Nobla.

Witamina By, jest zwigzkiem niezbednym do prawidtowego funkcjonowania organizméow
ssakow. Organizm ludzki nie potrafi jej wytwarzaé. Dlatego tez musi by¢ ona dostarczana z
pozywieniem. Wiele pracy zostalo poswigcone doktadnemu poznaniu mechanizmu wchtaniania
B1, z uktadu pokarmowego. Obecnie przyjety model obiegu witaminy B, zaktada jej rozpoznanie
i transport przez trzy enzymy obecne na kolejnych odcinkach uktadu pokarmowego:
Transkobalaming I (haptokoryne, TCIl) obecng w ustach, Czynnik Wewnetrzny (Czynnik
Castle’a, IF) w zotadku oraz Transkobalaming II (TCII), ktora transportuje By, z jelit do krwi i

dalej do odpowiednich komérek.'? 1%

Ze wzgledu na swoj specyficzny i dobrze rozpoznany szlak metaboliczny, B, jest w
ostatnich latach badana jako transporter lekow podawanych doustnie. Podstawa tej koncepcji jest
zatozenie, ze odpowiednie potgczenie czasteczki biologicznie czynnej z witaming B;, zachowa si¢
jak ,kon trojanski” 1 pozwoli na wykorzystanie kaskady enzyméw rozpoznajacych i

transportujacych witaming B;, na dostarczenie jej do odpowiednich komérek. * ¥
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witamina B4,

Rysunek 3.6. Oznaczenia grup funkcyjnych w czasteczce witaminy B,

Wykorzystanie tej strategii nie bytoby mozliwe bez doktadnej wiedzy na temat, jak
modyfikacje poszczegdlnych grup funkcyjnych w strukturze witaminy B, wplywaja na jej
rozpoznanie przez odpowiednie biatka (oznaczenia poszczegoélnych grup przedstawia rysunek
3.6)."”° Szeroko zakrojone badania zostaly przeprowadzone przez Wilbura,'?® ktory wykazat, ze
modyfikacje propionamidowych grup w pozycjach b i e tylko nieznacznie wptywajg na wigzanie
si¢ pochodnych z TCII, w poréwnaniu z niemodyfikowana Bi,. Modyfikacje pierwszorzedowej
grupy hydroksylowej 5’OH oraz zmiany liganda od strony f praktycznie nie zmieniajg stalych
wigzania z TCI, IF i TCIL.

Funkcjonalizacja grup propionamidowych b i e mozliwa jest jedynie po przeprowadzeniu
tagodnej hydrolizy, w wyniku ktorej otrzymuje si¢ ztozong mieszaning monokwasoéw, a pozadane
zwigzki wydziela si¢ skomplikowanymi technikami chromatograficznymi.'” Modyfikacje
ligandéw na kationie kobaltu realizuje si¢ zazwyczaj w sekwencji przemian: redukcja Co(IIT) —
Co(I) i nastepcza reakcja z elektrofilem.™® Niestety, przeprowadzenie takich modyfikacji jest z
reguly trudne, wydajnosci sg niskie a otrzymane zwiazki nietrwate. Stosunkowo najprostsze i

130 W metodzie tej, w pierwszym etapie

najczesciej stosowane sg transformacje grupy 5’OH.
przeprowadza si¢ reakcje z elektrofilowym donorem grupy karbonylowej (np. 1,1’-karbonylo-
di(1,2,4-triazolem)) i nastgpnie reakcje ze zwigzkami zawierajacymi grupe aminowg lub
hydroksylowa w wyniku ktorej uzyskuje si¢ uretan lub weglan. Takie polaczenia mozna
otrzymac z dobrymi wydajno$ciami i zazwyczaj sg one stabilne. Najnowsza metoda modyfikacji

grupy 5’OH polega na jej utlenieniu do odpowiedniego kwasu karboksylowego, ktory nastgpnie

mozna podda¢ estryfikacji lub amidowaniu.'*"

W literaturze brak jest doniesien o zastosowaniu 1,3 dipolarnej cykloaddycji w chemii

witaminy Bi,. Uznatem, ze CuAAC, ktorej skuteczno$é zostata potwierdzona nawet dla bardzo
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skomplikowanych uktadéw, bylaby atrakcyjnym narzedziem do taczenia By, z innymi
czasteczkami, tutaj z protoporfiryng IX. Miatem nadziej¢, ze stworzenie hybrydy tych dwoch
zwigzkow zwigkszy biodostepno$¢ PpIX i zaowocuje stworzeniem aktywatora sGC dzialajacego
in vivo. Projektujac odpowiednie pochodne By,, zalozytem, ze mozliwe jest wprowadzenie grupy
azydkowej w pozycje 5’ witaminy Bj, poprzez przeksztalcenie pierwszorzgdowej grupy
hydroksylowej w dobra grupe odchodzaca (LG) i nastgpcza reakcje substytucji anionem
azydkowym (Schemat 3.22). Spodziewatem sig, ze pierwszorzedowy azydek 181 bedzie dobrym
substratem CuAAC.

H,NOC

Schemat 3.22. Analiza retrosyntetyczna azydku 181.

3.3.2. Optymalizacja syntezy azydkowej pochodnej witaminy B,

Pierwszy etap otrzymywania zaprojektowanej pochodnej 181 wymagal przeksztatcenia
jedynej pierwszorzgdowej grupy -OH w strukturze B;, w dobrg grupe odchodzaca. Reakcja tego
typu roéwniez nie byta do tej pory opisana. Z chemicznego punktu widzenia jest to reakcja
banalna, jednak skomplikowana struktura i ograniczona rozpuszczalnos¢ witaminy Bi, w
rozpuszczalnikach organicznych sprawia, ze na pozoér niewymagajace reakcje moga okazac sig

ktopotliwe.

Poczatkowo, podjatem proby przeprowadzenia grupy 5°OH w odpowiedni tosylan w
reakcji witaminy B;, z chlorkiem kwasu p-toluenosulfonowego, stosujac rézne kombinacje
mieszanin polarnych aprotycznych rozpuszczalnikow (DMF, DMSO, DMA, DMPU, HMPA,
NMP) i zasad (pirydyna, DIPEA, TEA). Niestety, w wyniku przeprowadzonych eksperymentow
uzyskiwatem bardzo skomplikowane mieszany reakcyjne, ktore, jak wykazata analiza MS,
zawieraly substrat, liczne niezidentyfikowane produkty uboczne i §ladowe ilo$ci wiasciwego

produktu. Podobne efekty uzyskatem stosujac inne odczynniki sulfonylujace: chlorek 4-
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nitrofenylosulfonylu, chlorek 2-nitrofenylosulfonylu, chlorek 2,4-dinitrofenylosulfonylu,
bezwodnik p-toluenosulfonylowy. Jedynie w reakcji z chlorkiem metanosulfonylu w mieszaninie
DMA/DIPEA zaobserwowatem selektywne tworzenie si¢ tylko jednego zwiazku (Schemat 3.23,
Tabela 3.12, wiersz 1). Zwiagzek ten wydzielitem, a analizy widm NMR i spekromertii mas
potwierdzity, Ze jest on oczekiwanym produktem mesylowania grupy 5’OH. W widmie ‘H NMR
mesylanu 180 zaobserwowatem pojawienie si¢ nowego singletu przy 6 = 3.29 ppm pochodzacego
od grupy —SO,CHs.

MsCI
Zasada
- .
Rozpuszczalnik

Schemat 3.23. Reacja witaminy B, z chlorkiem metanosulfonylu.

Bazujac na tym wyniku przystapitem do optymalizacji warunkéw reakcji. Postawitem
sobie za cel dobranie takich parametrow, aby mozliwe bylo unikniecie chromatograficznego
oczyszczania produktu. Zwigkszanie st¢zenia MsCl w mieszaninie reakcyjnej spowodowalo
wzrost konwersji przy jednoczesnym spadku selektywnosci (wiersze 2-4). Jednak nawet przy
zastosowaniu bardzo duzego nadmiaru MsCl, konwersja byta wciaz niepetna (wiersz 4). Zmiana
zasady z DIPEA na TEA pozwolila na osiagnigcie wysokiej konwersji bez potrzeby uzywania
znacznych nadmiarow MsCl. Jednak w reakcji tworzyto si¢ duzo produktow ubocznych. Kolejne
reakcje przeprowadzitem uzywajac NMP jako rozpuszczalnika, w ktorym reakcja przebiegata
selektywnie, ale z niskg konwersja (wiersze 6 i 7). Kluczowym czynnikiem, ktory ostatecznie
zapewnil wysoka konwersje, bylo dodawanie reagentow do roztworu witaminy Bj, w trzech
porcjach w godzinnych odstepach (wiersz 8). Takie podejscie pozwolito na osiggnigcie petnej i
selektywnej konwersji w czasie 4 godzin oraz wykluczyto potrzebg uzywania duzych nadmiaréw
MsCl. Reakcje mozna byto przeprowadzi¢ w skali preparatywnej (wiersz 9) bez spadku konwersji
i selektywnosci. W mieszaninie reakcyjnej produkt 180 byl jedyna pochodng witaminy By,
(analiza HPLC), zatem jego wydzielenie wymagato jedynie przeprowadzenia serii odpowiednich
ekstrakcji roztworem fenolu w DCM. Uniknigcie koniecznos$ci wydzielania pochodnej 180

technikami chromatograficznymi znacznie upro$cito i skrocito catg procedure.
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Tabela 3.12. Optymalizacja warunkéw reakeji witaminy By, z chlorkiem metanosulfonylu.?

L.p. MsCI [Eq] Rozpuszczalnik Zasada Konwersja [%6]°

1 5 DMA DIPEA 36

2 15 DMA DIPEA 70°

3 30 DMA DIPEA 80°

4 60 DMA DIPEA 85°

5 15 DMA TEA 80°

6 15 NMP DIPEA 43

7 15 NMP TEA 40

g 15 NMP DIPEA 100°

o 5 NMP DIPEA 100° (90)f

[a] Ogodlne warunki reakcji: witaming By, (1.3 mg, 1.0 umol) roztwarzano w odpowiednim rozpuszczalniku (100 pl), do
roztworu dodawano MsCl i zasade (50ul); [b] oszacowana na podstawie analizy HPLC po 18 h prowadzenia reakcji;
[c] w mieszaninie reakcyjnej obecne byly niezidentyfikowane produkty uboczne; [d] Roztwor MsCl w NMP (100 pl) 1
zasada dodawane byly w trzech rownych porcjach w godzinnych odstgpach; [e] konwersja po godzinie od dodania
ostatnich porcji roztworu MsCl i zasady; [f] wydajno$¢ wydzielonego produktu 180 w reakcji przeprowadzonej w skali

1 mmol witaminy Bj,.

Majac opracowang doskonata metode syntezy pochodnej 180 przystapitem do
optymalizacji warunkow reakcji podstawienia grupy 5’OMs anionem azydkowym. Wydawac¢ by
sie¢ moglo, ze jest to reakcja wyjeta wprost z elementarza chemii organicznej i znowu data o sobie
zna¢ niebanalna struktura witaminy Bj, ktora komplikuje prowadzenie nawet najprostszych
reakcji. Reakcje pomiedzy mesylanu 180 z azydkiem sodu poczatkowo prowadzitem w DMF
(Tabela 3.13, wiersze 1-3). W temperaturze pokojowej reakcja przebiegata selektywnie, ale

bardzo powoli, po trzech dniach konwersja wynosita zaledwie 36% (wiersz 1).
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Tabela 3.13. Optymalizacja otrzymywania azydku 181.2

H,NOC

NaN3

_— >
rozpuszczalnik

temperatura
NH N
[ o €
e
.O,|\DC\)—O \ o
N 181
N3
Konwersja [%]°
L.p. Rozpuszczalnik T [°C]

24 h 72 h
1 DMF 25 25 36
2 DMF 40 30 72°
3 DMF 60 50¢ -
4 DMSO 25 slady 10
5 DMPU 25 62 80
6 DMPU 40 100°%4 -
7 NMP 25 15 50
8 NMP 40 80°
9 HMPA 25 92 92
10 HMPA 40 100 (93)¢

[a] Ogolne warunki reakcji: mesylan 180 (5 mg, 3.5 pmol) i NaN3 (1 mg, 17.5 pumol) roztwarzano w odpowiednim
rozpuszczalniku (100 pl), umieszczano w tazni olejowej i ogrzewano do odpowiedniej temperatury; [b] oszacowana na
podstawie analizy HPLC; [c] tworzenie si¢ produktow wymiany liganda na atomie kobaltu; [d] w mieszaninie
reakcyjnej obecne byly niezidentyfikowane produkty uboczne; [e] wydajnosé wydzielonego produktu 181 w reakcji

przeprowadzonej w skali 0.5 mmol.
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Widmo spektrometrii mas surowej mieszaniny reakcyjnej potwierdzito powstanie pozadanego
produktu. Podniesienie temperatury, tak jak si¢ spodziewalem, przyspieszylo reakcje, lecz
spowodowalo czg$ciowa wymiang liganda cyjankowego na atomie kobaltu na azydkowy,
zarbwno w substracie, jak i w produkcie (wiersze 2 i 3). Zamiana rozpuszczalnika na DMSO
znacznie spowolnita reakcje (wiersz 4), prowadzac jedynie do powstania sladow produktu. Przy
zastosowaniu DMPU, po trzech dniach konwersja zatrzymata si¢ na poziomie 80%. Nie poprawit
jej nawet dodatek kolejnych porcji NaN; (wiersz 5). Podniesienie temperatury do 40 °C, pomimo,
ze zapewnito pelng konwersje, spowodowalo znaczny spadek selektywnosci reakcji (wiersz 6).
Podobny rezultat uzyskatem stosujac NMP jako rozpuszczalnik (wiersze 7 1 8). Dopiero reakcja
prowadzona w HMPA prowadzona w temperaturze 40 °C przebiegta z zadowalajaca szybkoscia,
wysoka selektywno$cig 1 konwersja (wiersz 9). Wydajnos¢ azydku 181, w reakcji
przeprowadzonej w skali 0.5 mmol, wynosita 93% a jego wydzielanie produktu z mieszaniny

poreakcyjnej ograniczone byto jedynie do technik ekstrakcyjnych.

Tabela 3.14. Poréwnanie sygnatéw w widmie *C NMR pochodzacych od fragmentu rybozy w By, i azydku 181.2

NH
[ HO (/
R O R, R N
N \
-~_p-0
(@) lﬁ R3 O
O iR
Rs N
N3
By, Azydek 181
Przypisanie
1¥C NMR BC NMR HSQC HMBC
[ppm] [ppm] [ppm]
R1 85.4 85.9 6.32 -
R2 69.2 68.9 3.99 -
R3 74.7 72.6 458 -
R4 81.4 80.2 4.03 -
R5 61.9 51.2 3.86;3.59 4.58 (R3)

[a] Widma zarejestrowane zostaly w DMSO-dy na aparacie Varian 600 MHz. Wartosci & podane sa wzglgdem

resztkowych sygnatéw rozpuszczalnika uzytych jako wzorzec wewnetrzny (8 = 2.50 i 39.52).
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Struktura azydku 181 zostala potwierdzona z uzyciem catego arsenatu technik
magnetycznego rezonansu jadrowego 1 spektrometrii mas. Obecno$¢ grupy azydkowej
potwierdzalo charakterystyczne, intensywne pasmo przy 2106 cm™ w widmie IR. W widmie
ESIMS obecne byly sygnaty przy m/z = 701.79, 712.17, 1380.58 i 1402.56 odpowiadajace jonom
pseudomolekularnym odpowiednio: [M+H+Na]**, [M+2Na]**, [M+H]" i [M+Na]*. Analiza widm
NMR pozwolita na przypisanie prawie wszystkich obserwowanych sygnatow. Kluczowy sygnat
w widmie **C NMR pochodzacy od wegla R5 we fragmencie rybozy jest przesunicty w gore pola
0 10.7 ppm w poréwnaniu do analogicznego sygnatu w witaminie By, (Tabela 3.14, wiersz 5).

Zmiany w wartos$ciach przesunig¢ pozostatych sygnalow pierscienia rybozy byty nieznaczne.

Ostatecznym potwierdzeniem struktury azydku 181 bylo wykonanie rentgenowskiej
analizy strukturalnej monokrysztalu uzyskanego przez dyfuzje par acetonu do wodnego roztworu
181 (Rysunek 3.7). Azydek 181 krystalizowal w uktadzie rombowym w grupie przestrzennej
P2,2,2;, charakterystycznej dla witaminy By, i jej pochodnych. Zastgpienie grupy hydroksylowej
azydkiem nie spowodowalo znaczacych zmian strukturalnych w obrgbie czasteczki.
Zauwazalnemu wydluzeniu uleglo jedynie wigzanie R4-RS5, ktorego dlugo$¢ w azydku 181

wynosi 1.527 A w poréwnaniu do 1.450 A w witaminie Bj,."?®

Rysunek 3.7. Struktura krystaliczna azydku 181.

3.3.3. Zastosowanie azydkowej pochodnej witaminy B, w reakcjach AAC.

Kolejnym krokiem moich badan byto sprawdzenie, czy azydek 181 moze by¢ uzyty jako
substrat w CuAAC. Alkinem, wybranym przeze mnie do badan nad poszukiwaniem optymalnych

warunkow reakcji byt alkohol propargilowy (Tabela 3.15). Wybor tego alkinu podyktowany byt
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spodziewana roznicag w polarnosci substratu i produktu, ktéra ulatwitaby kontrole przebiegu

reakcji technikg HPLC.

H,NOC

/\OH

CuAAC

N-N 182a
g(N
OH
Tabela 3.15. Optymalizacja warunkéw CuAAC azydku 181 z alkoholem propargilowym.?
L.p. Katalizator Rozpuszczalnik t[h] Konwersja [%6]°
1 CuSO4/NaAsk DMF 24 60°
2 CuSO,/NaAsk/TBTA DMF 3 45°
3 Cul/TBTA DMF 24 25
4 CuOAc H,0 3 50°
5 [PhenCu(PPhs),]JNO, H,0 24 0
6 Cul/TBTA H,O 24 93
7 Cul/TBTA H,O/t-BuOH® 24 88
8 Cul/TBTA H,O/THF® 24 90
9 Cul/TBTA H,O/DMF* 24 100(96)"

[a] Ogolne warunki reakcji: azydek 181 (5 mg, 0.003 mmol) i alkohol propargilowy (0.5 ul) dodawano do roztworu
katalizatora (40 mol%) w odpowiednim rozpuszczalniku (200 pl), reakcje prowadzono w temperaturze pokojowe;j; [b]
oszacowana na podstawie analizy HPLC; [c] mieszanina 1/1 v/v; [d] skomplikowana mieszanina reakcyjna; [e]
wydajno$¢ wydzielonego produktu 182a w reakcji przeprowadzonej w skali 0.02 mmol z uzyciem 20 mol%

katalizatora.
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Reakcja w obecnoéci Cu(I), generowanej in situ,"® doprowadzita do powstania
oczekiwanego produktu, jednak konwersja byta niepetna i tworzyly sie liczne produkty uboczne
(Tabela 3.15, wiersz 1). Dodatek TBTA* (wiersz 2) przyspieszyt reakcje, lecz nie poprawit
selektywnosci. Doskonalg selektywnos$¢ zapewnito uzycie uktadu katalitycznego Cul/TBTA, lecz
reakcja byta powolna (wiersz 3). Inne katalizatory, wcze$niej wykorzystywane przeze mnie,
rowniez okazaly si¢ nieskuteczne (wiersze 4 i 5).** Tylko reakcja katalizowana Cul/TBTA
prowadzita do selektywnego tworzenia si¢ cykloadduktu 182a. Postanowitem sprawdzié, czy
zmiana rozpuszczalnika pozwoli na przyspieszenie reakcji i uzyskanie wyzszej konwersji.
Reakcja w wodzie byla selektywna, ale przebiegala z niepelna konwersjg (wiersz 6). Uzycie
mieszanin wody z réznymi rozpuszczalnikami (wiersze 7-9) doprowadzito do ustalenia
optymalnego Srodowiska reakcji — mieszaniny woda/DMF (wiersz 9). W takich warunkach

konwersja byta catkowita, a produkt 182a mogt by¢ wydzielony z wydajnoscia 96%.

Opracowane warunki okazaly si¢ ogoélne zarowno dla stosunkowo prostych zwiazkow,

jak i tych bardziej sfunkcjonalizowanych (Rysunek 3.8).

CONH,
""\\/CONHZ MOH A@

182b, 92% 182¢, 92%

©\ HO

A0 A A0 §NHB
N~ NHBoc \g/\ oc

(N/ °
Ct 182d, 96% 182e, 71%

. 0, O_ «
Ao A
AcO” >~ YOAc HO” ™~ ~OH
OAc OH

182f, 87% 182g, 82%

Rysunek 3.8. Zastsowanie azydku 181 w reakcji CUAAC.

W reakcji azysku 181 z 4-pentyn-1-olem i fenyloacetylenem (5) wydajno$ci otrzymanych
cykloadduktow 182b i 182c wynosity w obu wypadkach 92%. Ester propargilowy L-
fenyloalaniny dat pochodng 182d z bardzo wysoka wydajnoscig 96%, natomiast nizsza wydajnos¢
71% uzyskana zostata dla anolgcznej pochodnej L-seryny 182e. O-Glikozydy propargilowe D-
glukozy reagowaly podobnie, niezaleznie od tego, czy uzyty substrat byl wyczerpujaco
acylowany (pochodna 182f, 87%), czy tez grupy hydroksylowe byly niezabezpieczone (pochodna
1829, 82%).
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Azydek 181 okazat si¢ réwniez aktywny w reakcji typu SPAAC.? Bicykliczna pochodna
cyklooktynu 22d>* uzyta w formie mieszaniny izomeréw endo/exo, spontanicznie reagowata z

azydkiem 181, dajac pochodng 183 z niemal ilosciowa wydajnoscia (Schemat 3.24).

=

HO
endo/exo 22d

B ———————

H,0/MeCN

N-N  183,95%

OH
Schemat 3.24. Zastsowanie azydku 181 w SPAAC.

3.3.4. Prdba syntezy potaczenia pochodnych witaminy Bi, i PplX.

Majac potwierdzong wysoka reaktywnos¢ azydku 181 w reakcjach cykloaddycji do
alkinow, przeprowadzitem proby jego polaczenia z pochodng PpIX 176e (Schemat 3.25).
Niestety, otrzymane produkty (ws$roéd nich zapewne i oczekiwana hybryda) wytracaly sie z
mieszaniny reakcyjnej i byly nierozpuszczalne w zadnym rozpuszczalniku, co uniemozliwito
przeprowadzenie analiz, w tym nawet analizy TLC. Efekt innych podjetych przeze mnie prob
przeprowadzenia tej reakcji byt podobny. Nie pomogly ani zmiany rozpuszczalnika na bezwodny

DMEF, ani proby zastosowania innych katalizatorow.

Préba usuniecia sililowej grupy zabezpieczajacej grupe karboksylowa fragmentu PplX
0.1 M roztworem TBAF w THF nie powiodla si¢. Potraktowanie mieszaniny poreakcyjnej (po
starannym usunigciu rozpuszczalnikéw) bezwodnym kwasem trifluorooctowym doprowadzito do
powstania skomplikowanej mieszaniny zwigzkow. Jestem przekonany, ze zastosowanie
pochodnych PpIX sfunkcjonalizowanych na grupach winylowych i posiadajacych wolne grupy
karboksylowe oraz staranna optymalizacja warunkoéw reakcji pozwola na otrzymanie pozadanych
hybryd, ale badania zwigzane z takimi pochodnymi PpIX nie byly przedmiotem mojego

doktoratu.**
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Cul/TBTA
produkty

H,O/DMF nierozpuszczalne

Schemat 3.25. Proba potaczenia pochodnej witaminy B1, z pochodng PpIX na drodze CuAAC.

3.3.5. Podsumowanie

Prace nad synteza pochodnej witamny Bj,, mogacej by¢ substratem w reakcji CuAAC,
doprowadzity mnie do opracowania bardzo efektywnej metody wprowadzania grupy azydkowej
w pozycj¢ 5° fragmentu rybozy. Glowna zaleta opracowanej, dwuetapowej syntezy azydku 181
jest jej wysoka wydajnos¢ oraz prosty sposob wydzielania produktu, sprowadzajacy si¢ wylacznie
do technik ekstrakcyjnych. Zaréwno mesylan 180 jak i azydek 181 mozna w krotkim czasie

otrzymac¢ w skali gramowej, co jest rzadkos$cia w chemii pochodnych witaminy By,.

Azydek 181 okazat si¢ dobrym substratem do CUAAC i SPAAC. Mam nadziej¢, ze
opracowana metoda okaze si¢ uzytecznym rozszerzeniem dostgpnych sposobow laczenia

witaminy By, ze zwigzkami o potencjalnym znaczeniu farmaceutycznym.
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,» Wtym szalenstwie jest metoda”

William Shakespeare, ,,Hamlet”, akt 2, scena I, thum. S. Baranczak

3.4. Alkynylowe pochodne witamimy B,

3.4.1. Wstep

Zmiana liganda na kationie kobaltu w witaminie B;, nie wptywa znaczaco na rozpoznanie
tak zmodyfikowanej czasteczki przez odpowiednie enzymy.'?® Strategia laczenia witaminy By, ze
zwigzkami biologicznie czynnymi poprzez modyfikacje ligandow, np. w reakcji alkilowania
kationu kobaltu wydaje si¢ atrakcyjna. Niestety, prowadzenie reakcji na centralnym kationie
kobaltu witaminy B,, wiaze si¢ z licznymi trudno$ciami. Pierwszym problemem jest koniecznosé
przeprowadzenia redukcji Co(lll) do Co(I). Jest to proces wymagajacy uzycia nadmiaru silnych
reduktoréw (np. metalicznego cynku) w $cisle bezwodnych i beztlenowych warunkach. Kolejny
problem polega na tym, ze otrzymane pochodne zawierajace wigzanie Co-C sa zazwyczaj bardzo
nietrwate i rozkltadajg si¢ pod wpltywem tlenu, $wiatla i podwyzszonej temperatury. Pomimo
niedogodnosci, w literaturze znalez¢ mozna wiele przyktadow syntez pochodnych witaminy Bj,,
do ktorych wprowadzony zostat ligand alkilowy,'”® winylowy,™* a ostatnio nawet arylowy.*
Niektore z tych zwiazkéw wykazuja bardzo ciekawe wlasciwosci biologiczne. Metylokobalamina
jest zwiazkiem wystepujacym w naturze, waznym kofaktorem w enzymatycznych reakcjach
transferu grupy metylowej.'”® Arylokobalamina, nazwana przez odkrywcow ,,antywitaming”,™*
ma t¢ ciekawg ceche, ze jest rozpoznawana i transportowana przez odpowiednie enzymy, lecz ze
wzgledu na trwalo§¢ wigzania Co-C(sp?) nie wykazuje whasciwosci biologicznych

charakterystycznych dla witaminy B,.

Interesujagcym jest fakt, ze chemia pochodnych witaminy B;, zawierajacych wiagzanie Co-
C(sp) jest bardzo stabo poznana. W literaturze opisano dwa przyktady takich zwigzkow, lecz brak
jest ogolnej metody ich otrzymywanaa, a glebsze badania strukturalne nie zostaty do tej pory
opublikowane. Pratt wykazal, Zze reakcje kobinamidu z acetylenem i fenyloacetylenem
prowadzone w obecnosci soli miedzi(Il) prowadza do mieszaniny zawierajacej pochodne mono- i
di- alkynylowane na atomie kobaltu."®*® Szczegotowy mechanizm reakcji (zwlaszcza rola soli
miedzi) i wlasciwosci otrzymanych zwiazkéw nie byly dyskutowane. Klar, w krotkim i
lakonicznym komunikacie, opisat reakcj¢ witaminy Bj, z fenyloacetylenkiem sodu w ciektym
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amoniaku. Otrzymany produkt alkynylowania kobaltu nie byt jednak dobrze

scharakteryzowany.

Oba doniesienia sugerowaty, ze mozliwe jest przeprowadzenie reakcji witaminy By, z

alkinami bez potrzeby redukcji kationu kobaltu. Co ciekawe, ostatnio szczegdlowo opisano
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reakcje zredukowanej witaminy By, z fenyloacetylenem prowadzaca wylacznie do

fenylowinylokobalaminy,**’

co jeszcze mocniej utwierdzito mnie w przekonaniu istnienia
alternatywnych mechanizmoéw reakcji witaminy Bj, z alkinami przebiegajacych na kationie
kobaltu, bez uzycia reduktorow. Wydato mi si¢ to bardzo intrygujace, warte sprawdzenia oraz

ewentualnego rozwiniecia.

3.4.2. Odkrycie i optymalizacja otrzymywania alkynylowej pochodnej witaminy B,

Planujac wstepne eksperymenty, wziglem pod uwagg oba czynniki umozliwiajgce reakcje
alkynylowania kobaltu przedstawione w przytoczonych pracach: obecnos¢ jonéw miedzi'® i
obecno$é soli fenylacetylenu (w oryginalnym komunikacie Klara, soli sodowej).**® Obecnos¢ obu
tych czynnikéw zapewniato uzycie fenyloacetylenku miedzi(I), ktory jest zwigzkiem stabilnym i

fatwo dostgpnym.

W reakcji witaminy By, z fenyloacetylenkiem miedzi(I) uzytym w nadmiarze w obecnosci
trifenylofosfiny zaobserwowalem tworzenie si¢ trzech gldéwnych produktow 184, 185 i 186
(Schemat 3.26, na schemacie podano czasy retencji poszczegdlnych zwiazkow w przyjetych
warunkach analizy HPLC). Przedluzanie czasu reakcji prowadzitlo do zaniku zwigzku 185,
pozostate dwa, jak si¢ okazato, pozostawaly ze sobg w rownowadze w proporcji ok. 1:3
(184:186). Krotka optymalizacja majgca na celu wyeliminowanie tworzenia si¢ produktow
ubocznych pozwolita na znalezienie warunkéw, w ktorych tworzyly sie wylacznie trzy

zaobserwowane wczesniej produkty.

184 . 185 . 186
11.27 min 11.57 min 12.43 min

N
OH

witamina B4,

Schemat 3.26. Reakcja witaminy By, z fenyloacetylenkiem miedzi(l).
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Staranna kontrola sktadu mieszaniny reakcyjnej (Tabela 3.16) wykazata, ze zwigzek 185
jest najprawdopodobniej pierwotnym produktem reakcji i w czasie jej trwania przeksztalca sie¢ w

zwiazki 184 i 186 pozostajace ze sobg w rownowadze.

Ze wzgledu na fakt, ze zwiazki 184 i 186 pozostaja ze soba w rownowadze, ich rozdziat
technikami chromatograficznymi byt stosunkowo trudny, jednak udato mi si¢ wyizolowa¢ probke

czystego zwiazku 186 z wydajnoscia 22% i poddaé go analizie.

Tabela 3.16. Kontrola zmiany skfadu mieszaniny reakcyjnej w reakcji pomiedzy B, a fenyloacetylenkiem Cu(l).?

Udzial skladnikéw w mieszaninie reakcyjnej [%]b

L.p. t
B1. 184 185 186
1 5 min 91 0 7 1
2 10 min 87 1 9 3
3 15 min 85 1 9 4
4 30 min 75 2 15 8
5 45 min 67 3 20 10
6 1h 56 3 25 15
7 2h 23 3 30 30
8 3h 15 8 34 45
9 5h 0 13 14 53
10 24h 0 22 0 71

[a] Ogdlne warunki reakcji: Witamine By, (1 Eq), fenyloacetylenek Cu(l) (10 Eq), PhsP (10 Eq) i sita molekularne 4A

dodano w atmosferze argonu do bezwodnego DMF i ogrzewano do 60 °C; [b] oszacowany na podstawie analizy HPLC.

Analiza widm NMR (*H, **C i widm korelacyjnych) oraz spektrometrii mas pozwolita na
jednoznaczne okre§lenie struktury zwigzku 186. Okazal si¢ on by¢ pochodng Bi,, w ktorej
nastgpito spodziewane alkynylowanie atomu kobaltu oraz laktonizacja grupy acetamidowej
znajdujacej si¢ na pierScieniu B liganda korynowego (Schemat 3.27). Zamykanie si¢ takiego

laktonu jest czesta reakcja uboczna w chemii witaminy Bi,.**®
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186 184

Schemat 3.27. Struktura zwiagzkow 184 i 186.

Stechiometria zwigzku 186 okreslona zostatla technika spektrometrii mas wysokiej
rozdzielczosci. W widmie obecny jest sygnal m/z = 1429.5796 odpowiadajacy masie jonu
pseudomolekularnego [M+H]" z dokladnoscia 0.8 ppm. Na widmach NMR zwiazku 186
najbardziej charakterystyczne sg sygnaly pochodzace od grupy fenylowej, znajdujace si¢ w
regionach charakterystycznych dla protondéw i atoméw wegli aromatycznych oraz dla wegla L2 (6
= 100.4 ppm w widmie *C NMR), wchodzacego w sktad grupy alkinowej. Zbyt wolna relaksacja
jadra atomu wegla L1 oraz znaczne poszerzenie sygnatu zwigzane z oddzialywaniem z
kwadrupolowym jadrem **Co spowodowaly, ze odpowiedni sygnat w widmie *C NMR jest
niewidoczny. Obecnos$¢ laktonu na pierScieniu B koryny zostala potwierdzona znacznym
przesunigciem si¢ w dot pola sygnatu pochodzacego od atomu wegla w pozycji 8 (94.9 ppm dla
186 w poréwnaniu do 54.1 ppm dla witaminy B;,). Ponadto usztywniona struktura laktonu
powoduje, ze sygnaly pochodzace od protonow grupy metylenowej w pozycji 37 wystepuja w
postaci dwoch dubletow przy odpowiednio 3.25 i 2.64 ppm, ktore wykazuja ten sam zestaw
korelacji z atomami wegla w pozycjach C6, C7, C8, C36, C38 w widmie HMBC (Rysunek 3.9).
Pelne przypisanie sygnaléw obserwowanych w widmach 'H i *C NMR zamieszczone jest w

cze$ci eksperymentalne;j.

W widmie spektrometrii mas zarejestrowanym dla mieszaniny zwiazkow 184 i 186 w
stanie rownowagi obecne sg sygnaly przy m/z = 1429.6 (dla 186) i 1447.6 (dla 184). Roznica 18
Da w masie odpowiednich jonow sugeruje, ze zwigzek 184 jest produktem przytaczenia do 186
czasteczki wody, najprawdopodobniej w reakcji hydrolizy laktonu. Ze wzglgdu na to, ze zwigzku
184 nie udalo mi si¢ wydzielic w stanie czystym, nie przeprowadzalem jego peinej

charakterystyki.
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Rysunek 3.9. Fragment widma HMBC laktonu 186.

Struktura zwigzku 186, sugerowata, ze pochodna 185, pierwotny produkt reakcji, jest
alkynylowana pochodng witaminy By, ktéra w czasie trwania reakcji przeksztatca si¢ w lakton
186. Kolejnym krokiem moich badan, bylo sprawdzenie, czy mozliwe jest przeprowadzenie
bezposredniej reakcji pomigdzy witaming Bi, i fenyloacetylenem oraz wyeliminowanie reakcji
laktonizacji (Schemat 3.28). W reakcji witaminy B, z fenyloacetylenem prowadzonej w DMA w
obecnosci Cul (0.5 Eq) i PhsP nie zaobserwowatem sladow konwersji nawet po trzech dniach. Po
dodaniu do mieszaniny reakcyjnej DIPEA, w ciggu 20 godzin konwersja osiggneta 54%. Jedyna
pochodng witaminy Bi,, ktéra si¢ tworzyta byt zwigzek 185, pierwotny produkt reakcji B;, z
fenyloacetylenkiem miedzi(I). Zwiazek ten wydzielitem i po wykonaniu kompletu analiz okazato
sig, ze jest to oczekiwany produkt alkynylowania kobaltu (dyskusja wynikéw analiz

spektroskopowych znajduje si¢ kolejnym podrozdziale).
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Schemat 3.28. Otrzymywanie alkynylowanej pochodnej witaminy By,.

Przystapilem zatem do intensywnej optymalizacji badanej reakcji. Na poczatku
postanowitem sprawdzi¢, ktore ze skladnikéw mieszaniny reakcyjnej wptywaja na konwersje.
Wykluczajac kolejne sktadniki, ustalitem, ze dodatek PhsP jest zbedny, natomiast obecnos¢ Cu(l)
oraz zasady jest warunkiem koniecznym do zaj$cia reakcji. Zmiana rozpuszczalnika nie poprawita
osigganej konwersji (Tabela 3.17), a w przypadku uzycia NMP i metanolu (wiersze 2 i 3)
zaobserwowatem powolne tworzenie si¢ laktonu 186. Uzycie wody i DMSO dato jedynie §lady

produktu (wiersze 4 i 5).

Tabela 3.17 Optymalizacja rozpuszczalnika w reakcji witaminy B,, z fenyloacetylenem.?

L.p. Rozpuszczalnik Konwersja [%6]°
1 DMF 20
2 NMP 46°
3 MeOH 20°
4 H,0 2
5 DMSO 5

[a] Ogolne warunki reakcji: do roztworu witaminy B, (13 mg, 10 pmol), fenyloacetylenu (10 pl, 100 ummol) i Cul (1
mg, 5 pmol) w odpowiednim rozpuszczalniku (0.2 ml) dodawano i-PrEtN (8 ul, 50 pmol). Probki analityczne pobrane
byty po 20 h; [b] oszacowana na podstawie analizy HPLC; [c] tworzenie si¢ laktonu 186.

Kolejnym krokiem bylo ustalenie optymalnego zrédta miedzi (Tabela 3.18). Okazato sie,
ze dowolna sol Cu(l) katalizuje omawiang reakcj¢. Najszybsza konwersje zaobserwowatem w

reakcji katalizowanej CuOAc, dla ktorego konwersja osiagneta 54% juz po czterech godzinach.
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Tabela 3.18. Wptyw soli miedzi na przebieg reakcji witaminy By, z fenyloacetylenem.?

Konwersja [%]°

L.p. CuX
4h 24h
1 CuCl 30 50
2 CuBr 25 50
3 Cul 35 50
4 CuCN 15 50
5 CuOAc 54 54

[a] Ogoélne warunki reakcji: do roztworu witaminy By, (13 mg, 10 umol), fenyloacetylenu (10 pl, 100 pmmol) i CuX (5
pumol) w DMA (0.2 ml) dodawano i-Pr,EtN (8 pl, 50 umol); [b] oszacowana na podstawie analizy HPLC.

W toku dalszych badan ustalilem, ze najlepsza zasada dla badanej reakcji jest DBU, pozwalajacy
na osiagnigcie konwersji 65%. Zastosowanie innych zasad (TEA, pirydyna, DABCO, morfolina)

nie poprawito wyniku, powodowato spadek selektywno$ci i tworzenie si¢ laktonu 186.

Zastanawiajacy wydal mi si¢ fakt, ze poziom konwersji byt prawie zawsze na poziomie,
ktory odpowiadat ilo$ci uzytej soli miedzi. Sugerowato to, ze reakcja nie ma charakteru
katalitycznego, a s6l miedzi jest reagentem. W celu ustalenia, czy moje przypuszczenia sa
stuszne, przeprowadzitem seri¢ reakcji stopniowo zwigkszajac ilo§¢ dodawanego CuOAc (Tabela
3.19).

Tabela 3.19. Wptyw ilosci CuOAc na konwersje w reakcji witaminy B, z fenyloacetylenem.?

L.p. CuOAc [mol%] Konwersja [%6]°
1 30 37
2 50 65
3 80 83
4 100 96 (85)°

[a] Ogoélne warunki reakcji: do roztworu witaminy By, (13 mg, 10 pmol), fenyloacetylenu (10 pl, 100 pmmol) i CuOAc
w DMA (0.2 ml) dodawano DBU (7 pl, 50 pumol), probki analityczne pobrano po 6h; [b] oszacowana na podstawie
analizy HPLC; [c] wydajno$¢ wydzielonego zwiazku 185 w skali 100 pmol.
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Z otrzymanych danych wynika, ze s61 Cu(I) jest reagentem stechiometrycznym i niemal
ilosciowa konwersj¢ zapewnia uzycie jej w ilosci rownomolowej wzglgdem witaminy B;, (Tabela
3.19, wiersz 4). Warunki, z uzyciem stechiometrycznej ilosci CuOAc i DBU jako zasady uznatem

za optymalne. Alkynylowang pochodng witaminy Bj, otrzymalem z wydajnoscia 85% (wiersz 4).

Kolejnym krokiem badan, byto ustalenie roli soli Cu(l) i zasady w odkrytej reakcji. Z
przeprowadzonych eksperymentéw wynikato, ze obydwa reagenty sg konieczne do jej przebiegu.
Fakt, ze konwersja jest $ci$le skorelowana z iloscia uzytej soli miedzi sugeruje, ze jej rola jest
ulatwienie odejscia liganda cyjankowego lub po prostu jego usunigcie. Usunigcie cyjanku z
kationu prowadzi¢ powinno do otrzymania soli witaminy Bj,, np. akwakobalaminy, w ktorej
ligandem dla kobaltu jest czasteczka wody. Taka wymiana liganda dla kobaltu w witaminie B,

powoduje duze zmiany w widmie UV/Vis.

W wyniku reakcji By, i CUOAC w ilosci rownomolowej, nie zaobserwowatem tworzenia
si¢ akwakobalaminy, ani zadnych innych pochodnych witaminy By, (analizy UV/Vis, HPLC i
MS). Dodatek zasady do mieszaniny reakcyjnej nie spowodowal zmiany. Zatem samo
wprowadzenie Cu(l) i zasady do roztworu witaminy B, nie jest w stanie usungé liganda

cyjankowego.

Kolejne eksperymenty zmierzajace do ustalenia mechanizmu reakcji przeprowadzitem z
uzyciem chlorowodorku akwakobalaminy 187 (Schemat 3.29). Badania te mialy na celu
stwierdzenie, czy obecno$¢ miedzi jest konieczna do zaj$cia alkynylowania kationu kobaltu w

przypadku braku liganda cyjankowego (Tabela 3.20).

187

Schemat 3.29. Reakcja akwakobalaminy z fenyloacetylenem 5
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a

Tabela 3.20.Wptyw obecnosci Cu(I) na przebieg reakcji akwakobalaminy z fenyloacetylenem.

Lp CuOAc DBU Konwersja [%6]°
1 + + 100

2 - + 100

3 + - 0

4 ] - 0

[a] Ogdlne warunki reakcji: do roztworu akwakobalaminy (13 mg, 10 umol), fenyloacetylenu (10 pl, 100 pmmol) i
CuOAc (1.2 mg, 10 pmol) w DMA (0.2 ml) dodawano DBU (7 ul, 50 pmol), probki analityczne pobrane bylty po 3h;
[b] oszacowana na podstawie analizy HPLC.

Z przeprowadzonych badan jasno wynika, ze w przypadku, kiedy kation kobaltu
zwigzany jest z bardzo labilnym ligandem, reakcja osiaga petng konwersje wylacznie w obecnosci
zasady (Tabela 3.20, wiersz 2). W przypadku braku DBU, reakcja w ogole nie zachodzita
(wiersze 3 1 4). Oznacza to, ze rola zasady w badanej reakcji jest deprotonowanie
fenyloacetylenu. Funkcja Cu(I) w reakcji z uzyciem witaminy By, jest oddziatywanie z anionem
cyjankowym umozliwiajace atak nukleofilowy anionu fenyloacetylenu na elektrofilowy kation

kobaltu (Schemat 3.30).

S)
— ECu] —s //
N
Il ‘ ‘
I‘l [Cu]
—(;0— [ —?o— — —(Tjo—
N
¢ ¢ ¢
N N N
/ / /
witamina B4, [CulCN 185

Schemat 3.30. Proponowany mechanizm reakcji witamny B, z fenyloacetylenem w obecnosci soli Cu(l) i zasady.
Kompleksy, w ktoérych anion cyjankowy jest ,,mostkiem” pomiedzy kationami réznych
metali (w tym miedzi) wchodzacymi w sktad kompleksu, znane sa w literaturze, a w niektorych
przypadkach udato si¢ je wydzieli¢ i doktadnie scharakteryzowa¢.'*® Mozliwe jest, ze w badanej

reakcji mamy do czynienia z podobng sytuacja, jednak ustalenie dokladnej natury stanu
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przejsciowego tej reakcji wymagaloby przeprowadzenia szeroko zakrojonych badan

fizykochemicznych.

3.3.3. Struktura i wlasciwosci alkynylowej pochodnej witaminy B,

Struktura pochodnej 185 okreslona zostata technikami NMR, spektrometrii mas wysokiej

rozdzielczosci oraz rentgenowskiej analizy strukturalnej.

W widmie mas zwigzku 185 obecne sg sygnaly przy m/z = 726.8, 737.8 i 1452.6
odpowiadajace masom jonéw pseudomolekularnych odpowiednio [M+H+Na]*, [M+2Na]*" i
[M+Na]*. Dodatkowo, wysokorozdzielczy pomiar masy jonu [M+Na]® (m/z = 1452.5931)
potwierdzit stechiometrie zwigzku 185 z doktadnoscia 0.1 ppm. W widmie IR zaobserwowac

mozna pasmo przy v = 2123 cm™ potwierdzajace obecno$é potrojnego wiazania wegiel-wegiel.

Whikliwa analiza widm NMR (*H, **C i widm korelacyjnych) zarejestrowanych w
DMSO-ds pozwolita na przypisanie prawie wszystkich sygnalow wystepujacych zar6wno w
widmie *H NMR jak i *C NMR (Rysunek 3.10, Tabela 3.21).

OH

Rysunek 3.10. Przyjeta numeracja pozycji w alkynylowej pochodnej 185.

Jedynymi nieprzypisanymi sygnatami w widmie *C NMR pozostaly sygnaty pochodzace
od atoméw wegli grup amidowych. Podobnie jak w przypadku laktonu 186, wsrdod sygnatow
pochodzacych od atomdéw wegli liganda alkynylowego nie obserwowatem rezonansu wegla L1
zwigzanego z kationem kobaltu. Wszystkie pozostate sygnaly pochodzace od liganda byty
obecne, dobrze wydzielone i wykazywaty charakterystyczne korelacje bliskiego i dalekiego
zasiggu (wyrdoznione w Tabeli 3.21 ciemniejszym kolorem). Wartosci przesunig¢ chemicznych
atomow wegli, z ktorych zbudowany jest pierscien korynowy praktycznie nie ulegly zmianie w

poréwnaniu do tych otrzymanych dla witaminy Bj,.
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Tabela 3.21. Przypisanie sygnatow w widmach *H NMR i *C NMR zwigzku 185 zarejestrowanych w DMSO-ds..

BC NMR Zaobserwowane 5C NMR Zaobserwowane
Przypisanie S (I;orelaqe Przypisanie S gorelaqe
[ppm] Q HMBC [ppm] Q HMBC
[ppm] [ppm]
c4 178.3 C35 Pr2 711 4.08 Pr3
C16 176.9 C13, C54, R2 69.7 3.88
C53
C10, C13,
C11 174.1 R5 62.3 3.55
C46, C47
c7 58.7 C54, C60
173.7 C3 55.1 4,58 C25, C26
C27. C32 173.5 C8 53.9 3.74 C10, C36.
' ' C37
C38, C43,
173.3 C13 53.4 3.04 Cde, C47,
C50, C57, C49
C8, C36,
cél 173.2 Cc7 50.3
C37,
C10, C46,
173.1 C12 47.6
C47
C9 172.7 C8, C10 Cc2 46.8 C20, C25
c21, 32, 171.8 Prl 459 3.53,2.44 Pr3
C38, C43,
€50, C57, 1715 C37 42.2 2.37,1.73 C36
C6 164.9 C8, C35 C26 42.0 213 C25
Cl4 164.3 C13,C53 C18 38.3 2.70 C54
B2 143.1 7.07 Cc31 35.7 222
B9 137.3 B7, B2 C49 34.2 2.35, 2.26
B6 132.3 B4, B10 C60 325 2.44 C55
B5 131.1 B7,B11 C42 32.4 155,1.21
L4 130.7 6.72 L6 C55 31.8 2.38,1.72 C54
B8 130.2 B2, B4 C46 316 0.94 C47
L5 128.5 7.03 C56 30.3 2.63,2.04
L3 127.3 L5 C48 27.7 1.89,1.54 C13, C49
L6 125.7 6.95 L4 c41 26.4 1.70,0.94 C8, C42
B4 1174 6.48 B11 C30 26.0 1.70,1.64 C3,C31
B7 1115 7.26 B10 Pr3 20.7 1.01
C5 105.6 C35 B11 20.34 2.13 B7
C15 103.1 C53 B10 20.32 2.14 B4
L2 100.3 L4 C20 20.2 0.29
C10 93.6 5.85 C36 19.2 1.64 c41
R1 85.24 6.24 Ch4 16.9 1.16
C1 84.7 €3, C19, C25 16.8 1.14
C20, C25
R4 81.7 3.87 C35 16.1 2.43
R3 75.1 4.46 R2, R5 C53 15.4 2.36
C19 74.8 421 C20
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Przesunigcia chemiczne sygnatéw pochodzacych od pozostatych elementdéw struktury
witaminy B, (benzimidazolu, pierscienia rybozy, grup acetamidowych, propionamidowych i
metylowych) rowniez praktycznie nie ulegly zmianie, zarobwno w widmie '"H NMR jak i **C

NMR.

Ostatecznym potwierdzeniem struktury alkynylowej pochodnej 185 bylo wykonanie
rentgenowskiej analizy strukturalnej monokrysztatu uzyskanego przez dyfuzj¢ par acetonu do
wodnego roztworu 185 (Rysunek 3.11). Zwigzek 185 krystalizuje w charakterystycznym dla
witaminy B, i jej pochodnych uktadzie rombowym w grupie przestrzennej P2,2,2; . Zastgpienie
liganda cyjankowego fenyloalkynylowym nie spowodowato znaczacych zmian strukturalnych w
porownaniu do witaminy By,. Ciekawy jest fakt, ze wprowadzony ligand jest nieznacznie zgigty

w kierunku pierscienia D koryny, kat wigzania Co-C1-C, wynosi 173.22°.

Rysunek 3.11. Struktura krystaliczna alkynylowej pochodnej 185.

Wysoka jako$¢ uzyskanej analizy pozwolita na porownanie charakterystycznych dlugosci

wigzan z danymi dla znanych metaloorganicznych pochodnych witaminy B;, (Tabela 3.22).

Z przedstawionego poroéwnania wynika, ze w alkynylowej pochodnej 185 dtugosci
wigzan Co-L (wiersz 1) sg zblizone do tych zmierzonych dla witaminy B, (wiersz 6) i krotsze niz
w odpowiednich pochodnych alkilowych, winylowych i arylowych, w ktorych wegiel zwigzany z
kobaltem ma hybrydyzacje inng niz sp. Réznica w dtugosci wigzania Co-C; dla wszystkich
dyskutowanych zwigzkow, z wyjatkiem winylokobalaminay (wiersz 4), wynosi ok. 0.1 A. W
przypadku wigzania Co-Ngz roznica dlugoéci siega nawet 0.2 A (wiersze 11 3).
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Tabla 3.22. Poréwnanie dtugo$ci wybranych wiazan w metaloorganicznych pochodnych witaminy Bj,.

L.p. Pochodna witaminy By, Dlugo$é wigzania Co-C [A]  Dlugosé wigzania Co-Ng; [A]
1 Fenyloetynylokobalamina 185 1.89 2.07
2 4-etylo-fenylokobalamina®®* 1.98 2.23
3 fenylowinylokobalamina®® 2.00 2.28
4 winylokobalamina®® 1.91 2.17
5 metylokobalamina'? 1.99 2.19
6 cyjanokobalamina (witamina By,)'% 1.86 2.01

Skracenie si¢ wigzan koblaltu z aksjalnymi ligandami ma przelozenie na trwatos¢
dyskutowanych pochodnych. Pochodne zawierajace podstawnik metylowy, winylowy i arylowy
opisane s3 jako zwiazki nietrwate, ulegajace rozktadowi pod wpltywem $wiatta, podwyzszonej
temperatury i tlenu. W przypadku otrzymanej pochodnej alkynylowej 185, w ktorej omawiane

wigzania ulegly znacznemu skroceniu, wyglada to zupelnie inaczej.

Przeprowadzone przeze mnie testy wykazaty jego wysoka trwatos$¢, niespotykang wsrod
innych metaloorganicznych pochodnych witaminy Bi,. Zwigzek 185 ogrzewany w wodnym
roztworze do temperatury wrzenia przez 24 h nie ulegl rozktadowi. Podobnie, wodny roztwor
zwigzku 185 wystawiony na intensywne dziatanie $wiatla slonecznego nie zmienial swojego
sktadu, nawet po kilku godzinach (analizy UV/VIS i HPLC). Ponadto jest on odporny na
dzialanie stabych zasad i kwasow (w zakresie pH 4-12). W roztworach o pH ponizej 4 zwiazek
185 ulega protonowaniu i rozktadowi, prawdopodobnie do akwakobalaminy (analiza UV/VIS).
Zaskakujagca dla mnie byla odporno$¢ zwigzku 185 na redukcje. Uzycie odczynnikoéw
stosowanych w chemii witaminy Bi, do redukcji centralnego kationu kobaltu (metaliczny cynk,
mrowczan amonu, borowodorek sodu), w przypadku pochodnej 185 nie doprowadzity do zmiany

stopnia utlenienia kobaltu i usunigcia liganda alkynylowego ze struktury.

3.3.4. Zakres i ograniczenia opracowanej metody alkynylowania witaminy B,

Badania nad =zakresem i ograniczeniami opracowanej metody rozpoczatem od
przeprowadzenia serii reakcji z pochodnymi fenyloacetylenu (Tabela 3.23) w warunkach

uznanych przeze mnie za optymalne.
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Reakcje przebiegaly z doskonalymi wydajno$ciami, niezaleznie od elektronowego
charakteru podstawnikow w pier§cieniu fenylowym. Pochodne fenyloacetylenu posiadajace grupy
silnie elektronoakceptorowe dawaty wysokie wydajnosci odpowiednich produktow (wiersze 1-3),
a udzial niezidentyfikowanych produktow ubocznych w mieszaninach reakcyjnych byt
nieznaczny. Jedynym wyjatkiem byta pochodna 188d, posiadajaca podstawnik —CN (wiersz 4). W
reakcji tworzyta si¢ do$¢ znaczna ilo$¢ produktow ubocznych, jednak roéznica w ich polarnosci

wzgledem pozadanej pochodnej nie powodowata problemoéw z wydzielaniem.

Tabela 3.23. Synteza aryloetynylowych pochodnych witaminy B,.

OH OH
witamina B4, 188a-h
L.p. X Nr. zwigzku Wydajno$é [%]*
1 4-NO, 188a 90
2 4-CF, 188 70
3 2-CF, 188¢ 81
4 4-CN 188d 64
5 4-OMe 188e 80°
6 2,4,6-tri-OMe 188f 0°
7 4-etynyl 188g 70
8 4-Br 188h 71

[a] Wydajnos¢ wydzielonych zwiazkow; [b] pelna konwersja nastgpita po 5 h; [c] skomplikowana mieszanina

reakcyjna.
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Potozenie podstawnika w pierScienu fenylowym nie miato wigkszego wplywu na
przebieg reakcji (wiersze 2 i 3), nawet orto podstawiona pochodna dawata produkt 188c z dobrg
wydajno$cia. Obecno$¢ w pier§cieniu fenylowym silnie elektronodonorowej grupy metoksylowe;j,
spowodowala, ze czas reakcji musial by¢ wydluzony (wiersz 5). Uzycie pochodnej z trzema
podstawnikami metoksylowymi (wiersz 6) doprowadzito do powstania skomplikowanej
mieszaniny reakcyjnej, w ktorej trzy zwiazki powstajace w najwigkszych ilosciach byly
najprawdopodobniej pozadang pochodng oraz produktami laktoniazacji i nastepczej hydrolizy.
Wysoka wydajnos¢ uzyskatem rowniez w reakcji z 1,4-dietynylobenzenem i 4-bromo-
fenyloacetylenem (wiersze 6). Otrzymane pochodne 1889 i 188h, zamierzatem uzy¢ do badan nad

mozliwosciami dalszej funkcjonalizacji tej klasy zwigzkow.

Stosujac technike dyfuzji par acetonu do wodnych roztworéw zwigzkow 188a i 188e
udato mi si¢ otrzymaé¢ monokrysztaly, ktore poddane zostaly rentgenowskiej analizie
strukturalnej. Pozwolilo to na okreslenie wptywu wlasciwosci elektronowych podstawnikow na

dhugosci wigzan aksjalnych ligandow oraz na inne elementy struktury (Tabela 3.24).

Tabela 3.24. Porownanie wybranych dhugosci wigzan i katow dla alkynylowych pochodncych witaminy By,

Numer zwigzku

L.p.
188a 185 188e
1 Dhugos¢ wigzania Co-Cy4 [A] 1.867 1.889 1.863
2 Dtugo$é wigzania Co-Ngz [A] 2.058 2.068 2.079
3 Dhugo$é wigzania C, 1-C, [A] 1.120 1.171 1.216
4 Kat Co-C1-C» [°] 172.43 173.22 174.92
5 Kat zgiecia pierscienia koryny [°] 20.26 17.68 18.31

Zarowno w przypadku pochodnej z podstawnikiem elektronodonorowym jak i
elekronoakceptorowym skroceniu ulegto wigzanie Co-C (wiersz 1). W miar¢ wzrostu
elektronodonorowych wilasciwosci podstawnika w pierScieniu fenylowym wydtuzeniu ulega
wigzanie Co-Ngz (wiersz 2), wigzanie potrdjne C=C (wiersz 3) oraz rosnie kat zgigcia
podstawnika aryloalkynylowego w strong pier§cienia D koryny (wiersz 4). Kat zgigcia pierScienia
koryny (wiersz 5) dla pochodnej 188a, jest najwigkszy sposroéd badanych zwiazkow i wynosi
20.26°. Dla dwoch pozostatych pochodnych jest on zblizony do wartosci wyznaczonej dla

witaminy B, (18.0°).*%
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Zmiany strukturalne, szczeg6lnie skrdcenie wigzan Co-Ngs i C 1-C , w pochodnej 188a
zawierajacej ligand 4-nitrofenyloacetylenowy oraz wydluzenie w pochodnej 188e z ligandem 4-
metoksyfenylacetylenowym, maja wplyw na wlasciwosci fizykochemiczne otrzymanych
kompleksow. Zwigzek 188a jest odporny na dziatanie wysokiej temperatury i $wiatta, podobnie
jak 185. Jednak jest znacznie odporniejszy na dziatanie kwasow, poniewaz protonowaniu i
rozktadowi ulega dopiero w roztworze o pH = 1.0. Z kolei zwigzek 188e jest odporny na dziatanie
swiatla, lecz pod wptywem ogrzewania w roztworze wodnym rozklada si¢ w czasie krotszym niz

2h. Ponadto jest on znacznie bardziej wrazliwy na dziatanie kwasow, rozktadajac si¢ w pH = 5.5.

Wiedzac, ze opracowana reakcja jest ogélna i bardzo efektywna dla pochodnych
fenyloacetylenu, postanowitem sprawdzi¢, czy proste alkiny alifatyczne rowniez moga znalez¢

zastosowanie w alkynylowaniu witamimny B;, (Tabela 3.25).

Tabela 3.25. Zastoswanie alkinéw alifatycznych w reakcji alkynylowania witaminy By,.

R
H,NOC
=z
R
CuOAc
DBU
DMA
RT
OH
witamina B4, 189a-e
L.p. Alkin Nr. zwigzku Wydajnosé [%]?
1 = > 189a o
2 =~ “oH 189b 52

3 /(o : 189 53°
c
Z
0 d
4 /k 189d 0
& OH
(0]

|
5 ///ko/\/s( 189¢ 85

[a] Wydajno$¢ wydzielonych zwigzkow; [b] brak konwersji; [c] konwersja niepetna po 24h; [d] reakcja nieselektywna.
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W reakcji z 1-heksynem (Tabela 3.25, wiersz 1) nie zaobserwowatem w ogole tworzenia
si¢ pozadanego produktu 189a, nawet po 24 h. Zastosowanie alkoholu propargilowego (wiersz 2)
dato odpowiedni produkt alkynylowania 189b z umiarkowana wydajnoscia 52%. Podobng
wydajnos$¢ otrzymalem w reakcji z 2-metylo-3-butyn-2-olem (wiersz 3), chociaz reakcja
przebiegala bardzo powoli, prawdopodobnie z powodu zatloczenia sterycznego. Kwas
acetylenokarboksylowy (wiersz 4) reagowal bardzo nieselektywnie, dajac skomplikowanag
mieszaning zwigzkow, w ktorej dominowal produkt alkynylowania z nastgpczym zamknigciem
laktonu (analiza MS surowej mieszaniny poreakcyjnej). Duza ilo§¢ produktow ubocznych oraz
zmiany jej skladu w czasie spowodowane nieokre§lonymi réwnowagami uniemozliwity
wydzielenie produktu. Szczgsliwie, ester kwasu acetylenokarboksylowego reagowat selektywnie i
odpowiedni produkt 189e udato mi si¢ otrzymaé z wysoka wydajnoscig 85% (wiersz 5).
Zastosowanie estru 2-trimetylosylilo-etanolu znacznie obnizylo polarnos¢ zwiazku 18% w
porownaniu do witaminy B, co bardzo utatwito jego wydzielenie. Z przeprowadzonych badan
wynika, ze mozna otrzyma¢ odpowiednie alkynylowe pochodne z podstawnikami alifatycznymi,

cho¢ niewatpliwie sg to trudne sustraty w tej reakcji.

3.4.5. Zastosowanie alkynylowanych pochodnych witaminy B;, w reakcji CUAAC.

Opracowana metoda alkynylowania kationu kobaltu pochodnymi fenyloacetylenu w
witaminie B, okazala si¢ ogélna, wydajna i praktyczna. Postanowilem wiec wykazaé
uzyteczno$¢ otrzymanych zwigzkéw w otrzymywaniu zfunkcjonalizowanych pochodnych
witaminy Bi,. W tym celu otrzymalem pochodna 188g posiadajagca w swojej strukturze
terminalny alkin, majac nadziej¢, ze bedzie mozliwe uzycie jej jako substratu w CuAAC.
Zastosowanie katalizatora Cul/TBTA w mieszaninie woda/DMF, warunkéw, ktore okazaty sie
doskonate dla wczesniej opracowanej azydkowej pochodnej witaminy By, 181, pozwolilo na
selektywne otrzymanie cykloadduktow 190 w reakcji pochodnej 188g z azydkiem benzylu 2 i 2-
(2-azydoetoksy)etanolem 151 z wydajnosciami odpowiednio 75 i 78 % (Schemat 3.31).

Préba otrzymania potaczenia pochodnej 188g z azydkowg pochodng PpIX Znl72a nie
powiodla si¢ (schemat 3.31). Niestety, produkty byly skrajnie nierozpuszczalne w

rozpuszczalnikach organicznych, co uniemozliwito analiz¢ sktadu mieszaniny poreakcyjne;j.
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2,151 lub Zn172a

Cul/TBTA
e

H,O/DMF

190a, 75%

R= xH{\/O\/\OH 190b, 78%

Schemat 3.31. Zastsowanie pochodnej 188g w reakcji CUAAC.

3.4.6. Podsumowanie

W toku przedstawionych badan opracowalem ogoélng metode wprowadzania liganda
alkynylowego na kation kobaltu witaminy Bj,. Wedlug mojej wiedzy, jest to pierwsza ogdlna
metoda syntezy metaloorganicznych pochodnych witaminy B;, niewymagajaca redukcji kationu
kobaltu w celu wprowadzenia liganda weglowego. Przedstawiona metoda nie wymaga stosowania
warunkow bezwodnych i beztlenowych, jest bardzo wydajna dla pochodnych fenyloacetylenu i

umiarkowanie wydajna dla alkindéw z podstawnikiem alifatycznym.

W trakcie przygotowywania artykulu opisujacego cze$¢ przedstawionych wyzej
wynikow, ukazat sie artykul opisujacy synteze pochodnej 185, jednak strategia zastosowana przez
autoréw opierala si¢ na utartych metodach redukji i nastepczej reakcji rodnikowej.**® Wydajnosé
ich syntezy (64%) byta znacznie nizsza niz otrzymana przeze mnie (85%), a zastosowana metoda
z pewnos$cig nie moze by¢ nazwana prosta i ogolng, co utwierdzilo mnie w przekonaniu o

wyjatkowosci otrzymanych wynikow.

Otrzymane przeze mnie zwigzki stanowia nowa klase trwatych metaloorganicznych
pochodnych witaminy By, ktore otwierajg nowe mozliwosci w chemii i by¢ moze biologii tej

niezwyktej czasteczki.
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Zupetnie si¢ do tego nie nadajesz. Oj, nie bedzie z ciebie chemik...”

Mgr Bozena Nowak do M.Ch.,
lekcja chemii. L.O. im. M.Kopernika w Ostrowi Maz., wrzesien 1999

4. Podsumowanie i wnioski

Badania przeprowadzone w ramach niniejszej pracy doktorskiej znacznie wzbogacaja
arsenal dostepnych metod modyfikacji naturalnych zwigzkéw tetrapirolowych oraz moga
doprowadzi¢ do glebszego poznania ich aktywnos$ci biologicznej, w szczegolnosci w kontekscie

ich oddziatywan z cyklaza guanylowa.

W toku przeprowadzonych badan zaprojektowalem i otrzymalem serie pochodnych
kwasu kobyrynowego i protoporfiryny IX z grupa azydkowa i terminalnym alkinem. Nastepnie
opracowatlem metode ich tgczenia na drodze katalizowanej solami miedzi(l) 1,3-dipolarnej
cykloaddycji azydku do alkinu (CuAAC). Stosujgc opracowane warunki otrzymatem biblioteke
zwigzkoéw hybrydowych, w ktorych jednostki koryny i PpIX oddzielone byty od siebie tacznikami
o roznej dlugosci tancucha. Badania biologiczne przeprowadzone dla otrzymanych zwigzkow
wykazatly, ze sg one dobrymi aktywatorami sGC, ktorych aktywnos$¢ silnie zalezy od dtugosci i
struktury tacznika pomigdzy farmakoforami. Potwierdzone zostato rowniez wstgpne zatozenie, ze
zaprojektowane zwigzki hybrydowe aktywuja sGC jednoczes$nie oddzialujac z domeng

katalityczng i regulatorowa tego enzymu.

Badania prowadzone przeze mnie w obszarze rozwoju metod funkcjonalizacji zwigzkow
tetrapirolowych, doprowadzily do opracowania warunkow prowadzenia CuAAC na porfirynach w
formie wolnej zasady, w ktorych nie wystgpuje problem insercji miedzi do luki makrocyklicznej
porfiryny. Opracowana metoda jest ogoélna i wydajna, zarowno dla syntetycznych porfiryn
podstawionych w pozycji mezo jak i pochodnych naturalnej protoporfiryny 1X. Dodatkowo, po
raz pierwszy, wykazalem mozliwos¢ zastosowania Kkatalizy rutenem do efektywnej
funkcjonalizacji porfiryn na drodze AAC, reakcji bedacej komplementarnym uzupeiieniem
CUuAAC. Opracowane rozwigzania moga stac¢ si¢ dobrg alternatywa dla dotychczas stosowanych

metod.

Za wazne osiggniecie uwazam opracowanie praktycznych metod otrzymywania
catkowicie nowych pochodnych witaminy Bj, oraz sposobdéw ich funkcjonalizacji na drodze
CuAAC. Pierwsze podejsécie polega na przeksztalceniu pierwszorzedowej grupy hydroksylowe;j
znajdujacej si¢ w strukturze Bj, w mesylan z nastgpczym podstawieniem anionem azydkowym.
Synteza azydkowej pochodnej witaminy B;; moze by¢ przeprowadzona w duzej (jak na chemig

witaminy Bj,) skali bez oczyszczania technikami chromatograficznymi. Azydkowa pochodna jest
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aktywna w reakcji CuAAC, co jest doskonalym uzupetnieniem dotychczas stosowanych metod

faczenia pochodnych witaminy B, w pozycji 5°.

Szczegdlnym sukcesem byto odkrycie i zoptymalizowanie ogdlnej metody syntezy oraz
scharakteryzowanie nowej klasy metaloorganicznych pochodnych witaminy By, W toku badan
odkrylem, ze w bezposredniej reakcji witaminy B, z terminalnymi alkinami prowadzonej w
obecnosci soli Cu(l) i zasady nastepuje selektywne alkynylowanie kationu kobaltu. W
porownaniu z dotychczas znanymi pochodnymi By, posiadajacymi wiazanie Co-C, pochodne
alkynylowe sa niezwykle trwale, nie rozktadaja si¢ pod wptywem s$wiatta ani, w wigkszosci
przypadkow, pod wptywem ogrzewania. Opracowana metoda jest pierwszym przyktadem ogodlnej
syntezy metaloorganicznych pochodnych witaminy Bi,, niewymagajacym redukcji kationu
kobaltu.

Reasumujac, wyniki uzyskane przeze mnie w ramach pracy doktorskiej znacznie
poszerzaja dotychczasowy stan wiedzy na temat chemii i biologii protoporfiryny IX i pochodnych
witaminy Bj,. Otrzymane przeze mnie pochodne bedace hybrydami pochodnych kwasu
kobyrynowego i PpIX moga przyczyni¢ si¢ do poznania mechanizmoéw aktywacji sGC, a
opracowane przeze mnie sposoby modyfikacji witaminy Bj, naleza do najselektywniejszych i

najtatwiejszych do przeprowadzenia.
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W zajmujgcym ogromng winiarskq piwnice alchemicznym laboratorium praca nie ustawala,
zawsze coS sie dzialo, czy to w swigtek, czy w piqtek, czy w niedziele. Nigdy nie wygasaly piece i atanory,
grzejqc niemitosiernie, co dalo sie ceni¢ zwlaszcza porqg zimowq, a takze latem, jesli zdarzylo si¢ zimne. W
atanorach dokonywaly sie kalcynacja i wyzarzanie, najrozmaitsze substancje przechodzily od fazy albedo
do fazy nigredo, wydzielajac przy przechodzeniu okropny smrod. W kolbach ciegiem cos sie filtrowalo,
destylowato wzglednie ekstrahowalo, czemu towarzyszyly burzliwe eferwescencje i smrod jeszcze
straszniejszy. W wielkich aludelach kwasy dzialaly na metale, po czym metale nieszlachetne transmutowaty
w szlachetne, z lepszym lub gorszym efektem. Bulgotal w tyglach merkuriusz, czyli argentum vivin, topita
sie w kupelach siarka, wydzielata w retortach nitra i osadzata sol, a wyziewy wyciskaty tzy z oczu. Cos tam
sig rozpuszczato, cos koagulowalo, a cos sublimowalo, pryskal na wsze strony kwas, wypalajgc dziurki na
stotach...”

Andrzej Sapkowski, ,,Bozy bojownicy”

5. Czes¢ eksperymentalna.

5.1. Informacje ogolne

¢ Handlowo dostgpne odczynniki uzywane byty bez dodatkowego oczyszczania.

o Rozpuszczalniki do preparatywnej chromatografii kolumnowej byty destylowane przed
uzyciem.

e Bezwodne i beztlenowe rozpuszczalniki (DCM, Toluen, DCE, DMF, THF) suszone byty
wedhug standardowych procedur.***

e Chromatografia cienkowarstwowa wykonywana byla na ptytkach aluminiowych
pokrytych warstwa zelu krzemionkowego Silica Gel GF254 (0.20 mm).

e Chromatografia kolumnowa wykonywana byta przy uzyciu zelu Kiesgel 60, 230-400
mesh (Merck).

e Chromatograficzne oczyszczanie zwigzkow hybrydowych typu 177 wykonywane bylo na
zelu krzemionkowym Kiesgel 60, 200 mesh (Macherey-Nagel).

e Preparatywna chromatografia kolumnowa na odwroconych fazach wykonywana byta
przy uzyciu zelu Silica Gel 90 C18 (Fluka) i rozpuszczalnikow klasy HPLC.

e Widma NMR rejestrowane byly na aparatach Varian 500, widma korelacyjne
rejestrowane byly na aparacie Varian 600. Widma rejestrowane byly w temperaturze
pokojowej, chyba, ze zaznaczono inaczej. Przesunigcia chemiczne podane sg w ppm z
uzyciem TMS lub resztkowych sygnatow rozpuszczalnikow jako wzorcow
wewnetrznych.

e Widma w podczerwieni zarejestrowano wykorzystujac aparat Perkin-Elmer 1640 FT-IR.

¢ Widma UV-Vis zarejestrowano wykorzystujac aparat Jenway 7315.

133



o Widma spektrometrii mas (MS) oraz wysokorozdzielczej spektrometrii mas (HR MS)
zostaly wykonane na aparatach 4000 Q-TRAP (Applied Biosystems) i SYNAPT G2-S
HDMS (Waters) wykorzystujac ESI jako technikg jonizacji.

e Analizy HPLC wykonywane byly na aparacie Knauer z zastsowaniem kolumny
Eurospher 11 100-5 C18 250 mm x 4.6 mm z prekolumnng i detekcji UV/VIS przy A =
361 nm.

Warunki pomiaru dla eksperymentow opisanych w rozdziale 3.3:

Przeptyw: 1ml/min, ci$nienie 9.6 MPa, T =30 °C.

Program:
Czas [min] H,0 [%] MeCN [%]
poczatkowy 99 1
10 80 20
20 80 20
30 30 70

Warunki pomiaru dla eksperymentéow opisanych w rozdziale 3.4:

Przeptyw: 1ml/min, ci$nienie 9.6 MPa, T = 30 °C.

Program:
Czas [min] H,0 [%] MeCN [%]
poczatkowy 99 1
15 30 70
30 30 70
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5.2. Opisy syntezy i charakterystyka nowych zwigzkow

Porfiryna 145a. Otrzymana wedlug z procedury literaturowej.’®
Wydajnoéé 11%. HRMS ESI, (m/z): obliczono dla CsgHsoN,O [M+H]"
795.4057; otrzymano 795.4061. UV/Vis (DCM), Anax (nm) (g, L-mol’
L.em™): 642(3.89x10°%), 594(4.47x10%), 548(8.71x10%, 511(1.07x10),
445(2.04x10%), 418(2.82x10°)."H NMR (500 MHz, CDCIls), & (ppm):
8.80 (d, J = 4.7, 2H), 8.70 (s, 1H), 8.67 (d, J = 4.7 Hz, 2H), 8.63 (s, 4H),
8.12 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.33 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.27 (s, 4H), 7.22 (s, 1H), 4.95 (d, J = 2.3 Hz,
2H), 2.66 (t, J = 2.3 Hz, 1H), 2.61 (s, 6H), 2.60 (s, 3H), 1.86 (5H s), 1.85 (s, 10H), 1.84 (s, 3H), -
2.54 (s, 2H). *C NMR (125 MHz, CDCl;), & (ppm): 157.4, 149.8, 139.44, 139.3, 138.4, 138.2,
137.6, 137.4, 135.4, 132.1, 131.1, 127.7, 127.6, 118.8, 117.9, 117.6, 113.1, 112.9, 78.7, 75.81,
75.76, 56.2, 38.7, 35.4, 34.7, 26.9, 21.73, 21.67, 21.5.

Porfiryna 145b. Otrzymana wedlug z procedury literaturowe;j.'®
Wydajno$é: 10%. HRMS ESI, (m/z): obliczono dla CssHsoN,O [M+H]"
795.4057; otrzymano 795.4053. UV/Vis (DCM), Amax (M) (g, L-mol
Lem™): 642(5.37x10%), 594(3.24x10°%), 548(6.61x10), 511(9.77x10%),
445(1.62x10%), 418(3.02x10%). *H NMR (500 MHz, CDCl,), & (ppm):
8.73 (d, J = 4.6 Hz, 2H), 8.64 (m, 2H), 8.62 (s, 4H), 8.01 (dd, J = 1.5, J = 7.3 Hz, 1H), 7.75 (m,
1H), 7.48 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.38 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.21 (s, 1H), 4.40 (d, J = 2.3 Hz, 2H), 2.61
(s, 9H), 2.28 (t, J = 2.3 Hz, 1H), 1.87 (s, 3H), 1.86 (s, 3H), 1.85 (s, 3H), 1.83 (s,3H), -2.52 (s, 2H).
B3C NMR (125 MHz, CDCls), & (ppm): 157.2, 139.51, 139.48, 139.46, 139.4, 138.4, 138.3, 137.6,
136.0, 131.8, 129.6, 127.7, 120.5, 117.8, 117.7, 114.6, 113.2, 78.7, 75.2, 56.2, 21.73, 21.70, 21.5.

Porfiryna 146a. 5-p-(Bromometylo)fenylo-10,15,20-
trimezytyloporfiryne (145¢) (320 mg, 0.38 mmol) i azydek sodu (200
mg, 22 mmol) roztworzono w mieszaninie DCM/woda (100 ml, 1/1 v/v).
Do mieszaniny dodano wodorosiarczan tetrabutyloamoniowy (42 mg,

0.13 mmol). Dwufazowg mieszaning reakcyjng mieszano intensywnie w

temperaturze pokojowej przez 18 h. Faze wodna oddzielono, fazg
organiczna przemyto 3 razy woda, suszono Na,SO, i odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem.
Produkt wydzielono technika chromatografii kolumnowej stosujac jako eluent mieszaning
DCM/heksan (1/4 v/v). Wydajno$¢ 230 mg, 76% .

HRMS ESI, (m/z): obliczono dla CssHsoN; [M+H]" 796.4122; otrzymano 796.4108. UV/Vis
(DCM), Amax (NM) (g, L-mol™-cm™): 643(4.47x10°), 591(6.76x10), 548(9.55x10°), 516(1.62x10%),
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418(4.07x10°). *H NMR (500 MHz; CDCl5), & (ppm): 8.74 (d, J = 4.8 Hz, 2H), 8.68 (d, J = 4.7
Hz, 2H), 8.63 (s, 4H), 8.21 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 7.66 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 7.27 (s, 4H), 7.24 (s,
2H), 4.66 (s, 2H), 2.62 (s, 6H), 2.61 (s, 3H), 1.85 (s, 6H), 1.84 (s, 12H), -2.56 (s, 2H). *C NMR
(125 MHz, CDCly) & (ppm): 149.8, 142.3, 141.5, 139.4, 139.3, 138.3, 138.1, 137.7, 134.7, 130.5,
127.7,126.5, 118.3, 118.0, 117.8, 105.6, 88.0, 80.7, 66.2, 54.9, 52.7, 21.7, 20.5.

Porfiryna 148. Otrzymana wedlug procedury literaturowej.'
Wydajnoéé: 29%. HRMS ESI, (m/z): obliczono dla CssHs7N4O, [M+H]"
807.3693; otrzymano 807.3701. UV/Vis (DCM), Amax (M) (g, L-mol
Lem™): 646(6.31 x10%), 596(6.92x10%), 588(6.92 x10%), 548(1.05 x10%),
516(1.74x10%), 446(2.34x10%), 419(3.89x10°). 'H NMR (500 MHz,
CDCl3), 3 (ppm): 8.81 (d, J = 4.8 Hz, 4H), 8.68 (d, J = 4.2 Hz, 4H), 8.14
(d, J = 8.2 Hz, 4H), 7.33 (d, J = 8.5 Hz, 4H), 7.27 (s, 4H), 7.22 (s, 1H), 4.94 (d, J = 2.1 Hz, 4H),
2.66 (s, 2H), 2.62 (s, 6H), 1.84 (s, 12H), -2.54 (s, 2H). *C NMR (125 MHz, CDCl;), & (ppm):
157.4,139.4, 138.5, 137.7, 135.5, 135.3, 127.8, 118.8, 118.2, 113.2, 78.7, 75.8, 56.2, 21.6, 21.5.

Ogoélna procedura syntezy pochodnych PpIX 149 i 150.

Protoporfiryne IX (1 Eq) roztworzono w atmosferze argonu w bezwodnym DMF (0.05
M). Otrzymany roztwor schtodzono do 0 °C i dodano EDC (6 Eq) i DMAP (6 Eq) w jednej
porcji. Do mieszaniny reakcyjnej dodawano roztwor odpowiedniego alkoholu lub aminy (5 Eq) w
DMF (0.1 M) utrzymujac temperatur¢ tazni chtodzacej ponizej 0 °C. Po dodaniu catosci i
ogrzaniu si¢ mieszaniny reakcyjnej do temperatury pokojowej mieszano przez noc. Mieszaning
reakcyjng wlano do nasyconego roztworu NH,CI i ekstrahowano 3 razy DCM. Zebrane fazy
organiczne przemyto 3 razy woda, suszono Na,SO, i odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem.
Produkt wydzielono technika chromatografii kolumnowej stosujac jako eluent mieszaning
MeOH/DCM (1-5% v/v). Frakcje zawierajace produkt odparowano pod zmniejszonym
ci$nieniem, pozostalo$¢ rozpuszczono w DCM, wytracono pentanem, odwirowano i suszono pod

zmniejszonym cis$nieniem w temperaturze 50 °C.

= Porfiryna 149 Wydajnos$¢: 93%. HRMS ESI, (m/z): obliczono dla
w A CuoHagN1gOgNa [M+Na]* 811.3650; otrzymano 811.3612. UV/Vis
(DCM), Amax (NM) (g, L-mol™-cm™): 667.7(6.03 x10%), 629.9(5.01

N3 3 3 3 4

¥ o 9 7 o) x10%), 575.2(6.61 x10%, 540.4(1.10 x10%, 505.0(1.32 x10%,

406.2(1.55 x10°). '"H NMR (500 MHz, CDCls), & (ppm): 9.89 (s,
1H), 9.85 (s, 1H), 9.80 (s, 1H), 9.74 (s, 1H), 8.1-8.2 (m, 2H), 6.28 (dd, J = 0.8, J= 17.7 Hz, 1H),
6.26 (dd, J=1.0, J= 17.8 Hz, 1H), 6.11 (dd, J= 1.2, J = 11.2 Hz, 2H), 4.28-4.34 (m, 4H), 4.12-
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4.15 (m, 4H), 3.53(s, 3H), 3.51 (s, 3H), 3.49 (s, 3H), 3.27-3.30 (m, 4H), 3.22-3.26 (m, 4H), 2.95-
2.98 (M, 4H), 2.62-2.66 (m, 4H), -4.32 (s, 2H). *C NMR (125 MHz, CDCly), 5 (ppm): 173.1,
138.2, 136.6, 130.2, 120.6, 97.6, 97.1, 96.8, 96.0, 69.5, 68.8, 63.4, 53.4, 50.0, 36.9, 21.7, 11.6.

= ) Porfiryna 150 Wydajnos¢: 78%. HRMS ESI, (m/z): obliczono dla
w CaoH3sN,O, [M+H]" 639.2966; otrzymano 639.2994. UV/Vis (DCM), Amax
(nm) (e, L-mol™*-em™): 630.0(4.37 x10°%), 575.3(6.03 x10%), 540.3(9.77
x10%), 505.1(1.17 x10%), 406.2(1.35 x10°). *H NMR (500 MHz, CDCls), &
(ppm): 10.08 (s, 1H), 10.06 (s, 1H), 9.95 (s, 1H), 9.94 (s, 1H), 8.20-8.30
(m, 2H), 6.43 (d, J = 18.0 Hz, 2H), 6.16 (d, J = 11.2 Hz, 2H), 4.68 (s, 4H), 4.30-4.40 (m, 4H),
3.60-3.70 (m, 12H), 3.30 (t, J = 7.7 Hz, 4H), 2.30 (s, 2H), -3.92 (2H, 9).
3C NMR (125 MHz, CDCly), & (ppm): 172.2, 130.4, 120.8, 98.0, 97.4, 97.1, 96.1, 77.6, 74.9,
58.5,51.1,36.7,29.7, 21.6, 12.7, 11.7..

(S5 oo
_ =

Ogolna procedura CuAAC katalizowanej [Cu(Phen)(PPh3),]NO;

Metoda A: Porfiryng (1.0 Eq), odpowiedni azydek Ilub alkin (1.5 Eq) i
[Cu(Phen)(PPh3),]JNO; (0.1 Eq) umieszczano w atmosferze argonu w probowce cisnieniowej z
kranem Rotaflo. Dodano bezwodny toluen (0.125 M) i mieszano w temperaturze pokojowe;j.
Postep reakcji monitorowano technika TLC. Po stwierdzeniu catkowitej konsumpcji substratu
porfirynowego mieszaning poreakcyjna odparowywano pod zmniejszonym cisnieniem. Produkt
wydzielano technika chromatografii kolumnowej stosujac jako eluent mieszaning MeOH/DCM
(0-3%). Frakcje zawierajace produkt odparowywano pod zmniejszonym cisnieniem i suszono pod

zmniejszonym cisnieniem w temperaturze 50 C.

Metoda B: Porfiryne (1.0 Eq), odpowiedni azydek lub alkin (1.5 Eq) i [Cu(Phen)(PPhs),]NO;
(0.1 Eqg) umieszczano w atmosferze argonu w probowce cisnieniowej z kranem Rotaflo. Dodano
bezwodny DCE (0.125 M), wstawiano do tazni olejowej, ogrzanej wczesniej do temperatury
50 'C i mieszano. Postep reakcji monitorowano technika TLC. Po stwierdzeniu catkowitej
konsumpcji substratu porfirynowego mieszaning poreakcyjng odparowywano pod zmniejszonym
cisnieniem. Produkt wydzielano technikg chromatografii kolumnowej stosujagc jako eluent
mieszaning MeOH/DCM (0-3%). Frakcje zawierajace produkt odparowywano pod zmniejszonym

ci$nieniem i suszono pod zmniejszonym ci$nieniem w temperaturze 50 C.
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Porfiryna 152. Otrzymano wedtug metody B, czas prowadzenia reakcji
2 h. Wydajno$é: 96%. Analiza elementarna (%) obliczona dla
CeoHseN;Os + H,O: C 76.33, H 6.51, N 10.38; otrzymano C 76.03, H
6.92, N9.97. MS ESI, (m/z): obliczono dla CgHsoN;O; [M + H]
926.5; otrzymano 926.6. UV/Vis (DCM), Amax (nM) (g, L-mol™-cm™):
647 (2.63 x10%), 591 (3.80 x10°), 549 (5.89 x10%), 515 (1.23 x10%), 419
(3.24 x10%). '*H NMR (500 MHz, CDCls), & (ppm): 8.79 (d, J = 4.7 Hz, 2H), 8.67 (d, J = 4.7 Hz,
2H), 8.62 (s, 4H), 8.11 (m, 2H), 7.92 (s, 1H), 7.35 (m, 2H), 7.27 (bs, 4H), 7.24 (s, 2H), 5.45 (s,
2H), 4.63 (t, J = 5.0 Hz, 2H), 3.95 (t, J =5.0 Hz, 2H), 3.75 (bt, J = 4.1 Hz, 2H), 3.62 (t, J = 4.3
Hz, 2H), 2.62 (d, J = 3.4 Hz, 9H), 1.95 (bs, 1H), 1.85 (d, J = 3.3 Hz, 18H), -2.50 (s, 2H). **C
NMR (125 MHz, CDCly), 6 (ppm): 157.6, 143.8, 139.0, 138.0, 137.7, 137.2, 135.0, 134.7, 130.0,
127.3,123.5,118.4,117.4,117.1, 1125, 72.1, 69.0, 61.9, 61.3, 50.0, 21.3, 21.2, 21.0.

Porfiryna 153. Otrzymano wedtug metody B, czas prowadzenia reakcji
2 h. Wydajnoéé: 90%. Analiza elementarna (%) obliczona dla
CeoHsoN;O4: C 77.81, H 6.55, N 9.66; otrzymano C 75.55, H 6.71, N
9.89. MS ESI, (m/z): obliczono dla CgHsN;O; [M + H]®  926.5,
otrzymano 926.5. UV/Vis (DCM), Amax (NM) (g, L-mol™-cm™): 646 (2.88
x10%), 593 (4.57 x10°), 547 (6.61 x10%), 513 (1.58 x10%), 418 (3.47 x10°).
'H NMR (500 MHz, CDCl5), & (ppm): 8.75 (d, J = 4.7 Hz, 2H), 8.64 (m, 6H), 7.99 (dd, J = 7.3, J
= 1.5 Hz, 1H), 7.75-7.79 (m, 1H), 7.65-7.69 (m, 1H), 7.44-7.49 (m, 2H), 7.37 (t, J = 7.4 Hz, 1H),
7.27 (bs, 4H), 7.24 (s, 2H), 6.09 (s, 1H), 5.18 (s, 2H), 3.73 (t, J = 5.1 Hz, 2H), 3.02 (t, J = 5.1 Hz,
2H), 2.62 (bs, 9H), 2.41 (bs, 1H), 3.26 (t, J = 4.6 Hz, 2H), 1.82-1.87 (m, 18H), -2.57 (s, 2H). *C
NMR (125 MHz, CDCly), § (ppm): 157.9, 144.2, 139.4, 139.2, 138.1, 137.8, 136.0, 132.1, 131.9,
131.2, 130.0, 128.5, 127.8, 122.5, 120.2, 117.8, 115.2, 112.5, 71.1, 68.3, 63.2, 59.8, 49.4, 29.7,
21.6.

Porfiryna 155. Otrzymano wedtug metody A, czas prowadzenia reakcji
5 h. Wydajnoé¢: 70%. Analiza elementarna (%) obliczona dla
Cs1H22F1sN7O3 + H,0: C 52.82, H 2.09, N 8.45; otrzymano C 52.96, H
1.78, N 8.36. MS ESI, (m/z): obliczono dla Cs;H,,F1sN;O; [M + H]*
1142.3; otrzymano 1142.5. UV/Vis (DCM), Apax (NM) (g, L-mol™-cm™):
637 (4.17 x10%), 582 (2.95 x10°), 535 (2.19 x10°), 506 (8.91 x10%), 411

XOMN%NN (1.48 x10%). 'H NMR (500 MHz, CDCl5), & (ppm): 8.95 (d, J = 4.3 Hz,

2H), 8.91 (bs, 6H), 8.08 (s, 1H), 5.74 (s, 2H), 4.69 (t, J = 5.0 Hz, 2H), 3.97 (t, J = 5.0 Hz, 2H),
3.76 (bt, J = 4.2 Hz, 2H), 3.62 (t, J = 4.3 Hz, 2H), 1.91 (bs, 1H), -2.91 (2H, ). *C NMR (125
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MHz, CDCLy), & (ppm): 148.3, 147.5, 145.6, 143.3, 142.9, 142.4, 141.2, 140.2, 138.6, 137.9,
137.6, 136.5, 124.8, 115.6 (t, J = 20.8 Hz), 114.5, 104.8, 103.5, 72.6, 69.3, 68.0, 61.7, 50.5.

Porfiryna 156. Otrzymano wedtug metody B, czas prowadzenia reakcji
2 h. Wydajno$é: 99%. MS ESI, (m/z): obliczono dla C;;HgN1O;
[M+H]" 1073.5, otrzymano 1073.5. UV/Vis (DCM), Amax (nm) (g, L-mol’
L.em™): 650 (1.38 x10%), 593 (1.62 x10°%), 551 (2.19 x10%), 517 (9.77
x10%), 419 (1.58 x10°)."H NMR (500 MHz, CDCl3), & (ppm): 8.79 (d, J =
4.6 Hz, 4H), 8.68 (d, J = 4.6 Hz, 4H), 8.10 (d, J = 8.1 Hz, 4H), 7.65 (s,
2H), 7.33-7.42 (m, 6H), 7.31 (s, 4H), 7.30 (s, 4H), 7.26 (s, 4H), 5.56 (s,
4H), 5.39 (s, 4H,), 2.26 (s, 6H), 1.83 (s, 12H), -2.60 (s, 2H). *C NMR (125 MHz, CDCly), &
(ppm): 158.0, 144.6, 139.4, 138.5, 137.7, 135.5, 134.9, 134.4, 129.2, 128.8, 128.1, 127.7, 122.7,
118.8, 118.2, 113.0, 62.31, 54.3, 21.6, 21.4.

Porfiryna 157. Otrzymano wedlug metody B, czas prowadzenia
reakcji 2 h.Wydajnos¢: 76%. Analiza elementarna (%) obliczona dla
CesHeaN10O + H,O: C 70.70, H 6.12, N 12.88; otrzymano C 70.59, H
6.14, N 12.86. MS ESI, (m/z): obliczono dla CgHgiN1oOg [M + H]*
1069.5; otrzymano 1069.6. UV/Vis (DCM), Amax (NM) (e, L-mol™-cm’
1): 648 (3.72 x10%), 592 (4.68 x10%), 551 (7.76 x10%), 516 (1.48 x10%),
420 (3.89 x10°). *H NMR (500 MHz, CDCl3), 5 (ppm): 8.81 (d, J = 4.7 Hz, 4H), 8.68 (d, J = 4.7
Hz, 4H), 8.12 (d, J = 8.2 Hz, 4H), 7.93 (s, 2H), 7.35 (d, J = 8.2 Hz, 4H), 7.27 (bs, 4H), 5.46 (s,
4H), 4.62 (t, J = 4.9 Hz, 4H), 3.94 (t, J = 4.9 Hz, 4H), 3.74 (bs, 4H,), 3.60 (t, J = 4.5 Hz, 4H), 2.61
(s, 6H), 2.11 (bs, 2H), 1.83 (s, 12H), -2.60 (s, 2H). *C NMR (125 MHz, CDCls),  (ppm): 158.1,
144.2, 139.4, 138.5, 137.7, 135.6, 135.0, 127.8, 124.0, 118.9, 118.2, 113.0, 72.6, 69.3, 62.3, 61.7,
50.4, 21.6, 21.5.

Dimer 158. Otrzymano wedlug metody B w
Q temperaturze 60°C, czas prowadzenia reakcji 18 h.

Wydajnosé: 63%. HRMS ESI, (m/z): obliczono dla
) CuoHioN1:O  [M+H]"  1590.8107,  otrzymano
1590.8112. UV/Vis (DCM), Amax (NM) (g, L-mol™-cm™):
647 (5.13 x10%), 590 (6.17 x10°), 548 (1.07 x104), 514 (4.47 x10), 418 (8.51 x10°). 'HNMR
(500 MHz, CDCls), 5 (ppm): 8.82 (d, J = 4.6 Hz, 2H), 8.75 (d, J = 4.6 Hz, 2H), 8.69 (m, 6H),
8.63 (s, 4H), 8.62 (s, 4H), 8.26 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 8.15 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 8.02 (s, 1H), 7.70 (d,
J = 7.8 Hz, 2H), 7.40 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.26 (s, 6H), 7.24 (s, 4H), 5.94 (s, 2H), 5.50 (s, 2H),
2.61 (s, 12H), 2.60 (s, 6H), 1.86 (s, 12H), 1.85 (s, 12H), 1.84 (s, 12H), -2.55 (s, 4H).”*C NMR
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(125 MHz, CDCl3), & (ppm): 158.2, 144.9, 142.9, 139.43, 139.40, 138.4, 138.3, 138.2, 138.1,
137.7, 137.63, 135.5, 135.2, 135.1, 133.9, 127.74, 127.71, 126.4, 123.0, 118.8, 118.1, 118.0,
117.9, 117.5, 113.0, 62.5, 54.4, 53.4, 29.7, 21.72, 21.67, 21.5.

Porfiryna 159a. Otrzymano wedlug metody B, czas prowadzenia reakcji
2 h. Wydajno$¢: 98%. Analiza elementarna (%) obliczona dla Cg,HssN-:
C 82.91, H 6.17, N 10.92; otrzymano C 79.16, H 5.89, N 10.01.MS ESI,
(m/z): obliczono dla Cg;HsgN; [M + H]* 898.5; otrzymano 898.5. UV/Vis
(DCM), Amax (nM) (e, L-mol™-cm™): 645(9.12 x10%), 593(1.45 x10%),
547(1.66 x10%), 514(4.07 x10%), 418(9.77 x10%), 366(5.25 x10%. 'H
NMR (500 MHz, CDCly), § (ppm): 8.77 (dd, J = 24.6, J = 4.6 Hz, 1H),

8.67-8.72 (m, 5H), 8.63 (s, 3H), 8.21-8.24 (m, 2H), 7.98 (s, 1H), 7.91-7.93 (m, 2H), 7.66 (d, J =
8.0 Hz, 2H), 7.45-7.48 (m, 2H), 7.35-7.37 (m, 1H), 7.27 (bs, 4H), 7.24 (s, 2H), 5.91 (s, 2H), 2.61
(bs, 9H), 1.85-1.83 (m, 18H), -2.57 (s, 2H).2*C NMR (125 MHz, CDCls), § (ppm): 149.8, 149.6,
1485, 142.8, 139.4, 139.0, 138.2, 137.5, 135.0, 134.2, 131.8, 131.1, 130.6, 128.9, 128.3, 127.7,
126.1, 125.8, 119.8, 117.8, 54.3, 29.6, 21.7.
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Porfiryna 159b. Otrzymano wedtug metody B, czas prowadzenia reakcji
2 h. Wydajno$é: 64%. Analiza elementarna (%) obliczona dla
Cs7Hs3N;O: C 80.35, H 6.27, N 11.51; otrzymano C 78.35, H 6.72, N
10.35.MS ESI, (m/z): obliczono dla Cs;HssN;O_[M + H]* 852.4, [M +
Na]* 874.4; otrzymano 852.7, 874.6. UV/Vis (DCM), Amax (NM) (g, L-mol
L.em™): 647 (4.07 x10%), 591 (5.89 x10°%), 541 (1.00 x10%, 513 (1.78
x10%), 417 (3.98 x10°). *H NMR (500 MHz, CDCl,), 5 (ppm): 8.69 (dd, J

=15.5, J = 4.6 Hz, 4H), 8.63 (s, 4H), 8.20 (d, J = 7.1 Hz, 2H), 7.61 (d, J = 7.1 Hz, 2H), 7.27 (bs,
4H), 7.25 (s, 3H), 5.88 (bs, 2H), 2.62 (s, 9H), 2.4 (bs, 1H), 1.84 (d, J = 5.4 Hz, 18H), 1.43 (s,
2H), -2.57 (s, 2H).”®*C NMR (125 MHz, CDCls), & (ppm): 146.0, 142.9, 139.4, 138.3, 138.1,
137.7,135.0, 134.0, 127.8, 126.3, 121.8, 118.1, 118.0, 117.8, 56.9, 54.2, 34.7, 26.9, 25.3, 21.6.

Porfiryna 159c. Otrzymano wedlug metody B, czas prowadzenia
reakcji 2 h. Wydajnosé: 71%. Analiza elementarna (%) obliczona
dla CgHesN;Og + 2H,0: C 72.05, H 6.43, N 9.34; otrzymano C
71.89, H 6.17, N 9.20. MS ESI, (m/z): obliczono dla CgsHgsN;Og [M
+ H]" 1014.5; otrzymano 1014.5. UV/Vis (DCM), A (NM) (e,
L-mol™-cm™): 647 (3.98 x10°%), 591 (6.17 x10%), 548 (8.51 x10°), 513

(2.04 x10%), 418 (4.68 x10°). *H NMR (500 MHz, DMSO-ds, 80 °C),

5 (ppm): 8.74 (d, J = 4.8 Hz, 2H), 8.61 (d, J = 4.9 Hz, 2H), 8.58 (bs, 3H), 8.37 (s, 1H), 8.20 (d, J
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= 8.0 Hz, 2H), 7.73 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.30-7.33 (M, 4H), 5.95 (s, 2H), 4.97 (d, J = 12.4 Hz,
1H), 4.81 (d, J = 12.3 Hz, 1H), 4.71 (m, 1H), 4.56-4.58 (m, 2H), 4.39 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 4.24 (t,
J = 12.3 Hz, 1H), 3.74-3.78 (m, 2H), 3.52-3.56 (m, 2H), 3.19-3.25 (m, 3H), 3.13-3.16 (M, 2H),
2.58 (s, 9H), 1.79 (s, 18H), -2.54 (bs, 2H).*C NMR (125 MHz, DMSO-ds, 80 °C), & (ppm):
145.0, 141.5, 139.0, 138.0, 137.8, 136.2, 134.9, 131.8, 130.7, 130.3, 128.2, 127.9, 126.8, 125.0,
119.1, 118.0, 117.8, 102.9, 77.5, 74.0, 71.0, 62.3, 62.0, 53.3, 21.7, 21.5.

Porfiryna 160. Otrzymano wedtlug metody B, czas prowadzenia reakcji
2 h. Wydajnosé¢: 13%. MS ESI, (m/z): obliczono dla CsgHs:N;O [M +

H]* 838.4, otrzymano 838.6, 860.5. Ze wzgledu na nietrwato$¢ zwiazku

nie udato si¢ przeprowadzi¢ analiz NMR.

Porfiryna 161a. Otrzymano wedlug metody A, czas prowadzenia
reakcji 2.5 h. Wydajnosé: 33%. MS ESI, (m/z): obliczono dla
CusHe7N10g [M+H]" 901.4, otrzymano 901.9. UV/Vis (DCM), Amax
(nm) (¢, L'm™cm™): 629(9.55 x10%), 578(1.86 x10°%), 541(3.47
x10%), 505(5.37 x10°%), 406(6.17 x10*)."H NMR (500 MHz, CDCls),
& (ppm): 10.06 (s, 1H), 9.96 (s, 1H), 9.86 (s, 1H), 9.84 (s, 1H), 8.22 (m, 2H), 6.37 (m, 2H), 6.21
(m, 2H), 5.74 (s, 1H), 5.63 (s, 1H), 4.84 (s, 2H), 4.83 (s, 2H), 4.33 (m, 4H), 3.67 (s, 3H), 3.65 (s,
3H), 3.52 (s, 6H), 3.28 (m, 4H), 3.00 (m, 4H), 2.77 (t, J = 4.7 Hz, 2H), 2.66 (t, J = 4.7 Hz, 2H),
2.58 (m, 4H), 2.18 (t, J = 4.8 Hz, 2H), -4.80 (s, 2H)."*C NMR (125 MHz, CDCl;), & (ppm):
173.0, 142.06, 142.03, 130.01, 129.97, 123.4, 123.3, 121.2, 97.7, 97.2, 96.9, 96.6, 71.6, 71.5,
67.8, 67.7, 60.78, 60.76, 57.6, 48.6, 48.5, 36.6, 29.7, 21.8, 12.7, 11.7.

Porfiryna 161b. Otrzymano wedlug metody A, czas
prowadzenia reakcji 2.5 h. Wydajnoéé: 89%. MS ESI,
(m/z):  obliczono dla CssHssNyiOs [M+H]™  905.4,

NN oA oo N otrzymano 906.0. UV/Vis (DCM), Amax (M) (g, L-mol
d Lem™): 631(1.95 x10%), 577(3.16 x10%), 541(5.25 x10%),
505(6.46 x10°%), 407(5.75 x10%)."H NMR (500 MHz, CDCls), 5 (ppm): 9.75 (s, 1H), 9.72 (s, 1H),
9.55 (s, 2H), 8.08 (m, 2H), 7.64 (m, 1H), 7.38-7.58 (m, 1H), 6.95 (m, 2H), 6.79 (m, 4H), 6.09-
6.34 (m, 5H), 5.95 (m, 4H), 5.32 (s, 1H), 5.21 (s, 1H), 4.78 (s, 2H), 4.74 (s, 2H), 4.20 (s, 4H),
3.50 (s, 3H), 3.49 (s, 3H), 3.40 (s, 3H), 3.37 (s, 3H), 3.15 (m, 4H), -4.80 (5,2 H). *C NMR (125
MHz, CDCly), & (ppm): 172.8, 42.23, 142.16, 133.62, 133.60, 132.1, 132.0, 131.9, 130.0, 128.5,
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128.4, 128.3, 128.2, 127.9, 126.9, 126.8, 122.3, 122.2, 120.7, 97.4, 96.9, 96.6, 95.9, 57.5, 57.49,
52.3,52.2, 36.5, 21.6, 12.53, 12.51, 11.5, 11.4

Porfiryna 162a. Otrzymano wedlug metody A, czas prowadzenia

reakcji 2.5 h. Wydajnosé¢: 66%. Analiza elementarna (%) obliczona
dla CuHseNyOs + H,0: C 62.73, H 6.36, N 15.24; otrzymano
1 § C 62.51, H 6.16, N 15.00.MS ESI, (m/z): obliczono dlaC,sHssN10Og
[M + H]" 901.4; otrzymano 901.4. UV/Vis (DCM), Amax (NM) (e,
L-mol™-cm™): 629 (6.61 x10%), 580 (9.77 x10%), 540 (1.62 x10%), 508 (1.78 x10), 406 (2.14
x10%). 'H NMR (500 MHz CDCI3), & (ppm): 10.02 (s, 2H), 9.99 (s, 1H), 9.86 (s, 1H), 9.87 (s,
1H), 8.18 (m, 2H), 6.53 (d, J = 21.7 Hz, 2H), 6.33 (d, J = 17.7 Hz, 2H), 6.17 (d, J = 11.5 Hz, 2H),
4.28-4.35 (m, 8H), 3.94 (bs, 4H), 3.62 (s, 6H), 3.55 (s, 6H), 3.23-3.29 (m, 8H), 3.00 (m, 4H), 2.82
(m, 4H), 1.64 (bs, 2H), -4.21 (bs, 2H). *C NMR (125 MHz, CDCly), & (ppm): 173.2, 147.2,
138.3, 137.0, 136.8, 136.5, 130.1, 122.1, 121.0, 98.0, 97.2, 97.0, 96.3, 68.5, 56.1, 49.1, 36.8, 21.8,
12.6,11.7.
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Porfiryna 162b. Otrzymano wedtug metody A, czas prowadzenia

C? \ N? reakcji 2.5 h. Wydajno$é: 89%. MS ESI, (m/z): obliczono dla

N K.

n@“ ; CsgHsoN1gOg [M+H]™ 993.5, otrzymano 993.9. UV/Vis (DCM),
O\Lo o OS

Amax (NM) (e, L-mol™-cm™): 670(2.69 x10%), 630(2.51 x10%),
576(3.31 x10%), 541(5.50 x10%), 504(6.46 x10%), 406(7.24 x10%).
'H NMR (500 MHz, CDCl3), & (ppm): 9.95 (s, 2H), 9.82 (s, 2H), 8.14 (m, 2H), 7.48 (m, 4H),
7.13 (m, 4H), 7.00 (m, 2H), 6.65 (s, 1H), 6.63 (s, 1H), 6.30 (m, 2H), 6.15 (m, 2H), 4.28 (bs, 4H),
3.94 (m, 4H), 3.58 (s, 3H), 3.55 (s, 3H), 3.48 (s, 3H), 3.47 (s, 3H), 3.19 (m, 4H), 2.99 (s, 4H),
2.94 (s, 4H), 2.68 (s, 4H), -4.21 (s, 2H). *C NMR (125 MHz, CDCls), § (ppm): 173.0, 146.97,
146.95, 130.4, 130.0, 128.5, 128.4, 127.7, 125.32, 125.31, 120.9, 119.9, 97.8, 97.1, 96.8, 96.2,
68.5, 68.30, 63.1, 48.9, 36.8, 21.8, 12.6, 11.6, 11.5

Ogolna procedura RuAAC katalizowanej Cp*RuCl(COD)

Alkin (3.0 Eq) i Cp*RuCI(COD) (0.1 Eq) roztworzono w bezwodnym THF (Co¢ = 0.125
M) w atmosferze argonu. Do mieszaniny dodano porfiryng 145d (1 EqQ) i mieszano w
temperaturze pokojowej. Postep reakcji monitorowano technikg TLC. Po stwierdzeniu catkowitej
konsumpcji substratu porfirynowego mieszaning poreakcyjna rozcienczano DCM, przemywano 3
razy woda, suszono Na,SO, i odparowywano pod zmniejszonym ci$nieniem. Produkt wydzielano

technika chromatografii kolumnowej stosujac jako eluent mieszaning MeOH/DCM (0-3%).
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Frakcje zawierajace produkt odparowywano pod zmniejszonym ci$nieniem i Suszono pod

zmniejszonym cis$nieniem w temperaturze 50 C.

Porfiryna 163a. Wydajnos¢: 91%. HRMS ESI, (m/z): obliczono dla
Ce2HssN; [M+H]" 898.4591; otrzymano 898.4589. UV/Vis (DCM), Amax,
(nm) (e, L-mol™-cm™): 645(9.12 x10%), 593(1.45 x10%), 547(1.66 x10%),
514(4.07 x10%), 418(9.77x10°), 366(5.25 x10%). 'H NMR (500 MHz,
CDCls), 6 (ppm): 8.67 (d, J = 4.8 Hz, 2H), 8.64 (d, J = 4.5 Hz, 2H),
8.63 (s, 4H), 8.08 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.80 (s, 1H), 7.58-7.52 (m, 2H),
7.46 (dd, J =1.9,J = 7.4 Hz, 2H), 7.37 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.27 (d, J =
0.9 Hz, 4H), 7.26 (d, J = 0.6 Hz, 2H), 7.24 (s, 1H), 5.89 (s, 2H), 2.62 (s, 6H), 2.61 (s, 3H), 1.85 (s,
6H), 1.84 (s, 12H), -2.58 (s, 2H). *C NMR (125 MHz, CDCls), & (ppm): 142.1, 139.4, 139.3,
138.31, 138.28, 138.1, 137.72, 137.71, 134.8, 134.7, 133.5, 129.7, 129.10, 129.08, 127.75,
127.74,127.1, 125.5, 118.0, 118.1, 117.9, 52.0, 31.6, 29.7, 21.72, 21.67, 21.46, 21.45.

Porfiryna 163b. Wydajnose: 53%. HRMS ESI, (m/z): obliczono
dlaCgsHssNg [M+H]" 923.4544; otrzymano 923.4532. UV/Vis (DCM),
Amax (NM) (g, L-mol™-cm™): 645(1.20 x10%), 590(8.32 x10%), 548(1.12
x10%), 514(1.58 x10%), 443(1.29x10°), 418(4.90x10°). 'H NMR (500
MHz, CDCl3), & (ppm): 8.68 (d, J = 4.6 Hz, 2H), 8.63 (s, 4H), 8.60 (d, J
=5.0 Hz, 2H), 8.10 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.82 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.53 (d,
J=8.5Hz, 2H), 7.30 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.28 (d, J = 0.5 Hz, 4H), 7.23
(s, 2H), 5.82 (s, 2H), 2.62 (s, 6H), 2.61 (s, 3H), 1.90 (s, 2H), 1.85 (s, 6H), 1.84 (s, 12H), 1.82 (s,
2H), -2.58 (s, 2H). °C NMR (125 MHz, CDCls), & (ppm): 149.9, 149.8, 149.7, 149.3, 142.6,
139.4, 138.2, 138.0, 137.76, 137.73, 136.4, 134.8, 134.2, 133.8, 132.8, 132.6, 131.6, 129.5, 129.1,
127.8, 125.2, 127.5, 124.7, 118.1, 118.0, 117.9, 117.6, 113.7, 52.3, 21.9, 21.72, 21.66, 21.46,
21.44.

Porfiryna 163c. Wydajnos¢: 41%. HRMS ESI, (m/z): obliczono dla
CeoHssNgO, [M+H]" 943.4442; otrzymano 943.4433. UV/Vis (DCM),
Amax (NM) (g, L-mol™-cm™): 644(9.77 x10%), 593(4.07 x10%), 548(2.45
x10%), 514(2.29 x10%), 443(1.15 x10°%), 419(5.13 x10°), 363(9.77 x10%.
'H NMR (500 MHz, CDCls), & (ppm): 8.68 (d, J = 4.8 Hz, 2H), 8.63 (s,
4H), 8.61 (d, J = 4.6 Hz, 2H), 8.42 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 8.12 (d, J = 7.4
Hz, 2H), 7.65 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 7.80 (1H, s), 7.36 (d, J = 8.2 Hz, 2H),
7.27 (s, 3H), 7.25 (s, 3H), 5.90 (s, 2H), 2.61 (s, 3H), 1.85 (s, 6H), 1.84 (s,
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12H), -2.58 (s, 2H). *C NMR (125 MHz, CDCls), & (ppm): 148.5, 144.0, 142.7, 138.2, 139.4,
138.0, 137.7, 136.2, 134.9, 134.2, 134.1, 133.4, 129.8, 127.8, 127.7, 125.2, 124.3, 120.9, 118.1,
118.0, 117.6, 83.4, 70.3, 52.4, 45.9, 29.7, 24.5, 21.8, 21.7, 21.5

Porfiryna 163d Wydajnos¢: 82%. HRMS ESI, (m/z): obliczono dla
CesHssN;O [M+H]" 928.4697; otrzymano 928.4694. UV/Vis (DCM),
Amaxs (nm) (¢, L-mol™-cm™): 645(1.23 x10%), 592(4.37 x10°), 548(3.55
x10%), 514(4.47 x10°), 443(1.07 x10°), 418(2.04 x10°), 365(1.51x10%).'H
NMR (500 MHz, CDCls), & (ppm): 8.66 (td, J = 3.1, J = 7.7 Hz, 5H),
8.63 (s, 4H), 8.09 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.34 (t, J = 7.1 Hz, 4H), 7.26 (s,
2H), 7.27 (s, 4H), 7.24 (s, 1H), 7.23 (s, 1H), 5.79 (s, 2H), 3.86 (s, 3H),
2.62 (s, 6H), 2.61 (s, 3H), 1.85 (s, 6H), 1.84 (s, 12H), -2.58 (s, 2H)."*C NMR (125 MHz, CDCls):
& (ppm): 149.8, 149.7, 149.5, 142.1, 139.4, 138.3, 138.11, 138.06, 137.7, 135.0, 134.7, 133.1,
130.4, 127.8, 125.5, 119.1, 118.1, 118.0, 117.9, 114.6, 114.3, 55.4, 55.3, 51.8, 21.96, 21.94, 21.8,
21.74, 21.68, 21.5.

Porfiryna 163e. Wydajnosé: 43%. HRMS ESI, (m/z): obliczono dla
Cs7Hs4N,O [M+H]* 852.4384; otrzymano 852.4373.UV/Vis (DCM), Amax
(nm) (e, L-mol™-cm™): 590(2.75 x10%), 548(5.52 x10%), 515(7.94 x10°),
418(1.74 x10°). Ze wzgledu na nietrwalo$¢ zwiazku nie udato sie

przeprowadzi¢ analiz NMR.

Porfiryna 163f. Wydajno$¢: 44%. MS ESI, (m/z): obliczono dla
CssHsoN7O [M+H]" 942.5; otrzymano 942.5. UV/Vis (DCM), Amax (NM)
(e, L-mol™cm™): 640(1.00 x10%, 590(1.78 x10%, 548(3.80 x10%),
513(6.03 x10°%), 418(1.74 x10°). '"H NMR (500 MHz, CDCls) & (ppm):
8.63 (d, J = 15.3 Hz, 9H), 8.11 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.44 (d, J = 8.1 Hz,
2H), 7.37 (d, J = 4.5 Hz, 4H), 7.30 (t, J = 4.3 Hz, 1H), 7.27 (s, 5H), 7.24-
7.20 (m, 1H), 5.85 (s, 2H), 4.61 (s, 2H), 4.57 (s, 2H), 2.62 (s, 6H), 2.61
(s, 3H), 1.85 (s, 6H), 1.84 (s, 12H), -2.58 (s, 2H).”*C NMR (125 MHz, CDCl5), & (ppm): 149.8,
142.3, 139.3, 138.3, 138.1, 137.7, 136.8, 134.7, 134.4, 134.1, 133.2, 128.7, 128.6, 128.4, 128.3,
128.1, 128.0, 127.7, 127.5, 118.3, 118.0, 117.9, 110.0, 72.6, 72.1, 59.8, 52.3, 34.1, 29.7, 22.3,
21.9,21.8,21.7,21.6, 21.4.
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Porfiryna 164. Porfiryne 145a (30.0 mg, 40 umol, 1 Eq.) i
Cp*RuCl(COD) (1.5 mg, 4 pumol, 0.1 Eq.) roztworzono w atmosferze
argonu w bezwodnym THF (0.5 ml). Do mieszaniny dodano azydek
benzylu 12 pl, 100 umol, 2.5 Eqg.) i mieszano przez 2 h w temperaturze
pokojowej. Mieszaning poreakcyjna rozcienczono DCM, przemyto 3

razy woda, suszono Na,SO, i odparowano pod zmniejszonym

cisnieniem. Produkt wydzielono technika chromatografii kolumnowe;j
stosujac jako eluent mieszaning MeOH/DCM (0-3%). Frakcje zawierajace produkt odparowano
pod zmniejszonym ci$nieniem i suszono pod zmniejszonym ci$nieniem w temperaturze 50 C.
Wydajnosé: 12.6 mg, 34%. HRMS ESI, (m/z): obliczono dla CgHseN;,O [M+H]" 928.4697;
otrzymano 928.4631. UV/Vis (DCM), Amax (NM) (g, L-mol™-cm™): 649(5.01 x10%), 592(6.03
x10%), 546(1.07 x10%), 516(1.95 x10%), 419(5.01 x10°). '"H NMR (500 MHz, CDCl5), & (ppm):
8.74 (d, J = 4.8 Hz, 2H), 8.68 (d, J = 4.8 Hz, 2H), 8.08 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 8.63 (s, 4H), 7.42-
7.36 (m, 4H), 7.27 (s, 4H), 7.26 (s, 4H), 7.25 (s, 1H), 5.75 (s, 2H), 5.10 (s, 2H), 2.62 (s, 6H), 2.61
(s, 3H), 1.85 (s, 6H), 1.84 (s, 12H). *C NMR (125 MHz, CDCl,), & (ppm): 149.8, 142.3, 139.4,
138.3, 138.1, 137.7, 136.8, 134.8, 134.4, 134.1, 133.2, 128.7, 128.6, 128.4, 128.3, 128.1, 128.0,
127.7,127.5,125.8, 118.8, 117.9, 72.6, 29.8, 52.2, 34.1, 22.3, 21.9, 21.8, 21.71, 21.66, 21.5.

Porfiryna 166. Fenyloacetylen (3.0 Eq.) i Cp*RuCI(COD)

/
7
N (0.1 Eq.) roztworzono w atmosferze argonu w bezwodnym

R THF (Cport = 0.125 M). Do mieszaniny dodano pochodna

oy s i protoprfiryny 149 i mieszano w temperaturze pokojowej.

Postep reakcji monitorowano technika TLC. Po stwierdzeniu catkowitej konsumpcji substratu
porfirynowego mieszaning poreakcyjna rozcienczano DCM, przemywano 3 razy woda, suszono
Na,SO, i1 odparowywano pod zmniejszonym ci$nieniem. Produkt wydzielano technikg
chromatografii kolumnowej stosujac jako eluent mieszaning MeOH/DCM (0-3%). Frakcje
zawierajace produkt odparowywano pod zmniejszonym ci§nieniem i suszono pod zmniejszonym
cisnieniem w temperaturze 50 C. Wydajnos¢ 93%. HRMS ESI, (m/z): obliczono dla
CsgHsoN19Os [M+H]" 993.4770, otrzymano 993.4772. UV/Vis (DCM), Amax (NM) (&, L-mol™-cm”
1): 670(2.69 x10%, 630(2.51 x10%), 576(3.31 x10°), 541(5.50 x10°%), 504(6.46 x10°%), 406(7.24
x10%). *H NMR (500 MHz, CDCls), 8 (ppm): 9.95 (s, 1H), 9.90 (s, 1H), 9.87 (s, 1H), 9.83 (s, 1H),
8.15 (td, J=11.5, J = 17.7 Hz, 2H), 7.49 (s, 2H), 7.24 (s, 2H), 7.16-7.11 (m, 6H), 7.07 (d, J= 3.7,
J=7.4Hz, 4H), 6.31 (d, J = 6.5 Hz, 1H), 6.27 (d, J = 6.7 Hz, 1H), 6.14 (dd, J= 6.6, J= 11.4 Hz,
2H), 4.30 (t, J =7.6 Hz, 4H), 3.97 (t, J = 4.7 Hz, 4H), 3.66 (t, J = 5.3 Hz, 4H), 3.55 (s, 3H), 3.52
(s, 3H), 3.50 (s, 3H), 3.24 (dd, J=5.9, J=13.8 Hz, 4H), 3.19 (t, J = 7.7 Hz, 4H), 3.11 (dd, J= 5.3,
J =10.0 Hz, 4H), -4.11 (s, 2H). *C NMR (125 MHz, CDCl5), & (ppm): 173.0, 138.5, 132.6,
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130.18, 130.15, 129.1, 128.8, 128.6, 126.6, 120.8, 97.8, 97.2, 96.9, 96.2, 68.9, 68.7, 63.2, 53.4,
47.1, 36.8,31.5, 22.7, 21.7, 12.6, 11.69, 11.67.

Ogolna procedura syntezy pochodnych kwasu kobyrynowego

Monokwas 168'° (1 Eq.) rozpuszczono w bezwodnym DCM (0.1 M) w atmosferze
argonu. Otrzymany roztwor schodzono do 0°C i dodano EDC (3Eq.) i DMAP (3 Eq.) w jednej
porcji a nastgpnie odpowiedni alkohol lub aming (10 Eq.). Po ogrzaniu si¢ mieszaniny reakcyjnej
do temperatury pokojowej mieszano przez noc. Mieszaning reakcyjng rozcienczono DCM i
przemyto buforem fosforanowym (pH = 7) zawierajacym ok 1% KCN. Fazg organiczng suszono
nad Na,SO4 i odparowano. Produkt wydzielono technikg DCVC uzywajac mieszaniny 5%
MeOH/DCM. Frakcje zawierajace produkt odparowano pod zmnigjszonym ci$nieniem,
roztworzono w DCM, przemyto buforem fosforanowym (pH = 7) zawierajacym ok 1% KCN.
Faze organiczng suszono nad Na,SO, i odparowano. Produkt roztworzono w DCM, wytragcono

pentanem, odwirowano i suszono pod zmniejszonym ci$nieniem w temperaturze 50 °C.

Pochodna 169a.Wydajnos¢: 91%. Analiza elementarna (%) obliczona
dla: CssH73CoNgO14 + H,O: C 59.46, H 6.68, N 7.43; otrzymano: C
59.59, H 6.94, N 7.34. HRMS ESI, (m/z): obliczono dla CssH73CoN5O14
[M-CN]": 1086.4481; otrzymano 1086.4533. UV/Vis (DCM), Amax (NM)
(e, L-mol™-cm™): 589.3 (1.09x10%), 549.6 (8.51x10%), 422 (2.86x10%),
371 (2.82x10%), 316.5 (9.25x10%), 278.8 (1.2x10%). *H NMR (500 MHz, toluen-dg), & (ppm): 5.67
(bs, 1H, CH meso), 4.42 (dd, J = 1.9 Hz, J = 15.5 Hz, 1H, O-CH,-CCH), 4.25 (dd, J= 1.9 Hz, J =
15.5 Hz, 1H O-CH,-CCH), 3.94 (d, J = 10.4 Hz, 1H), 3.90-3.85 (m, 1H), 3.61-3.54 (m, 1H), 3.47
(s, 3H, O-CHj3), 3.39 (s, 3H O-CHj3), 3.38 (s, 6H, 2x O-CH3), 3.33 (s, 3H, O-CHj3), 3.29 (s, 3H,
O-CHjy), 2.90-2.79 (m, 3H), 2.72-2.43 (m, 8H), 2.42-2.33(m, 3H), 2.32-2.21 (m, 4H), 2.20 (s, 3H,
CHg), 2.04 (s, 3H, CH3), 2.00-1.91 (m, 4H), 1.84-1.65 (m, 3H), 1.44 (s, 3H, CHjs), 1.36 (s, 3H,
CHs), 1.69 (s, 3H, CHs), 1.12 (s, 3H, CH3), 0.95 (s, 6H, 2xCH3). *C NMR (125MHz, toluen-dg) &
(ppm): 176.1, 174.9, 173.3, 172.7, 172.3, 172.0, 171.7, 171.3, 171.2, 169.1, 163.3, 91.0, 82.5,
77.9, 74.8, 74,5, 58.1, 56.7, 54.1, 53.6, 51.3, 51.2, 50.9, 50.8, 50.6, 50.5, 48.7, 46.5, 45.7, 41.9,
41.2, 39.4, 34.6, 33.4, 32.7, 31.5, 30.9, 30.3, 30.1, 29.5, 26.9, 26.5, 25.5, 25.3, 24.6, 22.7, 22.5,
21.9,19.0,18.8,17.7, 16.6, 15.5, 15.1, 13.9, 11.2.

CO,Me

CO,Me
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Pochodna 169b. Wydajnos¢ 89%. Analiza elementarna (%)
obliczona dla CsgH77CoNgO44: C 61.04, H 6.80, N 7.36; otrzymano: C
60.90, H 6.84, N 7.16. MS ESI, (m/z): obliczono dla Cs;H;7CoNsO14
[M-CN]": 1114.5; otrzymano: 1114.4. UV/Vis (DCM), Amax (NM) (&
“ L-mol™-cm™): 589.3 (0.93x10%), 550.6 (7.31x10%), 422 (2.36x10°%), 371
(2.45x10%), 315.0 (7.86x10%), 278.8 (9.93x10°). 'H NMR (500 MHz, toluen-dg), 5 (ppm): 5.68
(bs, 1H), 3.94 (t, J = 6.3 Hz, 3H), 3.89 (t, J = 5.5 Hz, 1H), 3.63 (dd, J= 5.0 Hz, J = 3.5 Hz, 1H),
3.47 (s, 3H), 3.403 (s, 3H), 3.339 (s, 3H), 3.39 (s, 3H), 3.34 (s, 3H), 3.29 (s, 3H), , 2.88-2.81 (m,
4H), 2.71-2.54 (m, 4H), 2.54-2.46 (m, 4H), 2.46-2.23 (m, 8H), 2.21 (s, 3H), 2.04 (s, 3H) 1.98-
1.94 (m, 4H), 1.79 (t, J = 2.5 Hz ,1H), 1.53-1.47 (m, 3H), 1.45 (s, 3H), 1.41 (s, 3H), 1.21 (bs, 1H),
1.18 (s, 3H), 1.15 (s, 3H), 1.00 (s, 3H), 0.99 (s, 3H). *C NMR (125 MHz, toluen-dg), & (ppm):
176.0, 175.1, 174.8, 173.4, 172.8, 172.8, 172.3, 172.0, 171.7, 171.4, 171.3, 169.9, 163.6, 163.1,
103.3.102.3,91.1, 82.9, 82.5, 74.8, 69.2, 58.1, 56.7, 54.2, 53.7, 51.3, 50.9, 50.9, 50.6, 50.5, 48.8,
46.5, 45.7, 42.1, 41.2, 39.4, 34.6, 33.4, 32.7, 31.6, 31.5, 30.8, 30.4, 30.1, 29.5, 29.1, 27.3, 26.9,
26.4,255,25.2,24.6,22.7,21.9,19.1, 18.9, 17.7, 16.5, 15.1, 15.0, 13.9, 11.2.

CO,Me

Pochodna 169c.Wydajnosé: 85%. Analiza elementarna (%) obliczona
dla CsgH74CoN;0,3+H,0: C 59.51, H 6.78, N 8.68; otrzymano C 59.77,
H 6.53, N 8.51. MS ESI, (m/z): obliczono dla CssH74CoNgO15 [M-CN]*
1085.46; otrzymano 1085.40, dla CsgH74CoN,O3Na [M+Na]* 1034.46;
otrzymano 1034.40. UV/Vis (DCM), Amax (NM) (e, L-mol™-cm™): 589
(1.09x10%), 550 (8.60x10%), 422 (2.85x10%), 371 (2.92x10%), 317 (9.25x10%), 279 (1.23x10%. 'H
NMR (500 MHz, CDCl5), & (ppm): 7.47 (t, J = 5.5 Hz, 1H), 5.54 (s, 1H), 3.89 (ddd, J = 17.3,J =
5.5, J=2.4 Hz, 2H), 3.80-3.72 (m, 2H), 3.77 (s, 3H), 3.71 (s, 3H), 3.70 (s, 3H), 3.69 (s, 3H), 3.68
(s, 3H), 3.64 (s, 3H), 3.05 (dd, J = 6.7, J = 4.4 Hz, 1H), 2.86-2.79 (m, 1H), 2.68-2.59 (m, 4H),
2.58-2.35 (m, 8H), 2.34-2.26 (m, 3H), 2.24 (s, 3H), 2.23-2.14 (m, 4H), 2.13 (s, 3H), 2.08 (t, J =
2.4 Hz, 1H), 2.10-1.95 (m, 2H), 1.87-1.74 (m, 2H), 1.79 (s, 3H), 1.74-1.59 (m, 3H), 1.51 (s, 3H),
1.36 (s, 3H), 1.28 (s, 3H), 1.21 (s, 3H). **C NMR (125 MHz, CDCls), & (ppm): 175.8, 175.7,
175.4, 173.8, 173.6, 172.8, 172.6, 171.7, 171.6, 171.1, 169.4, 163.5, 160.6, 135.9, 129.1, 107.0,
102.2, 91.4, 82.7, 79.9, 74.7, 70.4, 58.9, 58.4, 57.0, 53.5, 52.4, 51.83, 51.79, 51.61, 51.58, 51.5,
47.1, 46.9, 45.7, 41.3, 39.2, 33.6, 32.4, 31.7, 31.5, 30.9, 30.7, 29.6, 28.7, 25.7, 25.6, 24.8, 22.1,
19.7,19.3,18.4,16.9, 15.7, 15.2.

CO,Me

CO,Me
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Pochodna 169d. Wydajnos$é: 75%. Analiza elementarna (%)
obliczona dla CsgH7;sCoN;O45+H,0: C 60.15, H 6.96, N 8.47;
otrzymano C 60.23, H 7.09, N 8.49. MS ESI, (m/z): obliczono dla
Cs/H7sCoNgO1; [M-CN]®  1113.50; otrzymano 1113.50, dla
CoMe Eone CsgH7sCoN;O3Na [M+Na]® 1162.49; otrzymano 1162.50. UV/Vis
(DCM), Amax (MM) (e, L-mol™-cm™): 589 (1.15x10%), 550 (8.57x10%), 423 (2.85x10%), 371
(2.89x10%), 317 (9.30x10°%), 279 (1.24x10%. 'H NMR (500 MHz, CDCl5), § (ppm): 7.09 (t, J =5.5
Hz, 1H), 5.55 (s, 1H), 3.77 (s, 3H), 3.71 (s, 6H), 3.70 (s, 3H), 3.68 (s, 3H), 3.64 (s, 3H), 3.48-
3.37 (m, 1H), 3.08-3.02 (m, 1H), 2.97-2.88 (m, 1H), 2.86-2.78 (m, 1H), 2.67 (dd, J = 9.4, J =45
Hz, 1H), 2.64-2.34 (m, 10H), 2.33-2.26 (m, 2H), 2.24 (s, 3H), 2.22-2.12 (m, 4H), 2.10 (s, 3H),
2.08-1.96 (m, 2H), 1.90 (s, 1H), 1.88 (t, J = 2.6 Hz, 1H), 1.86-1.81 (m, 2H), 1.79 (s, 3H), 1.77-
1.55 (m, 6H), 1.51 (s, 3H), 1.38 (s, 3H), 1.37 (s, 3H), 1.27 (s, 3H), 1.21 (s, 3H). *C NMR (125
MHz, CDCls), § (ppm): 175.9, 175.7, 175.3, 173.8, 173.5, 172.8, 172.5, 171.6, 171.4, 171.3,
169.6, 163.5, 161.2, 106.6, 102.2, 91.3, 83.4, 82.6, 74.6, 68.6, 58.7, 58.4, 56.5, 53.5, 52.4, 51.9,
51.80, 51.79, 51.57, 51.55, 51.4, 47.2, 46.9, 46.1, 41.7, 39.2, 38.7, 33.6, 32.4, 31.7, 31.4, 30.8,
30.7, 29.60, 29.58, 27.9, 25.7, 25.6, 24.8, 22.0, 19.7, 19.2, 18.4, 16.9, 16.1, 15.29, 15.27.

Pochodna 169e. Wydajno$é: 89%. Analiza elementarna (%) obliczona
dla CsoHg,CoNgO46+H,0O: C 56.68, H 6.77, N 10.08; otrzymano C
56.42, H 6.93, N 9.83. MS ESI, (m/z): obliczono dla CsgHg,CoNgO15
[M-CN]" 1205.52; otrzymano 1205.52, dla CsgHg,CoNgO:6Na [M+Na]*
1254.51; otrzymano 1254.51. UV/Vis (DCM), Xmnx (nm)
(e, L-mol™-cm™): 589 (1.20x10%), 552 (8.45x10%), 423 (2.69x10°%), 371
(2.90x10%), 317 (8.38x10°%), 279 (1.24x10%. '"H NMR (500 MHz, CDCl5), & (ppm): 5.58 (s, 1H),
4.34 (m, 4H), 3.76 (s, 3H), 3.72 (s, 3H), 3.70 (s, 3H), 3.69 (s, 3H), 3.66 (s, 3H), 3.65 (s, 3H), 3.63
(s, 3H), 3.49-3.44 (m 1H), 3.42-2.34 (m 3H), 3.06-2.98 (m, 2H), 2.87-2.78 (m, 2H), 2.77-2.24
(m, 18H), 2.23 (s, 3H), 2.18 (s, 3H), 2.16-1.98 (m, 2H), 1.89-1.61 (m, 4H), 1.58 (s, 3H), 1.51 (s,
3H), 1.38 (s, 3H), 1.35 (s, 3H), 1.26 (s, 3H), 1.21 (s, 3H). *C NMR (125 MHz, CDCls), & (ppm):
176.2, 1755, 175.2, 173.9, 173.5, 172.9, 172.7, 171.9, 171.7, 171.4, 170.5, 163.6, 163.4, 103.5,
102.1, 91.2, 82.5, 74.7, 70.6, 70.5, 70.0, 69.0, 63.6, 58.3, 56.6, 54.0, 53.6, 52.3, 51.8, 51.7, 51.6,
51.5, 50.6, 48.5, 47.0, 45.5, 42.2, 41.05, 39.2, 33.7, 32.5, 31.8,31.0, 30.7, 29.7, 26.5, 25.7, 24.9,
22.0,19.8,19.0, 18.4, 16.9, 15.9, 15.2.

CO,Me

CO,Me
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Pochodne protoporfiryny

Ogoélna procedura syntezy monofunkcyjnych pochodnych PpIX 172a-c

Protoporfiryng IX (1.00 Eg.) roztworzono w bezwodnym DMF (0.01 M) w atmosferze
argonu. Otrzymany roztwor schtodzono do 0°C i dodano EDC (3.00 Eqg.) i DMAP (3.00 Eq.) w
jednej porcji. Do mieszaniny reakcyjnej przez 3 h dodawano po kropli roztwor odpowiedniego
alkoholu lub aminy (1.05 Eq.) w DMF (0.1 M) utrzymujac temperature tazni chtodzacej ponizej 0
°C. Po dodaniu catosci i ogrzaniu si¢ mieszaniny reakcyjnej do temperatury pokojowej mieszano
przez noc. Mieszaning reakcyjng wlano do nasyconego roztworu NH,CI i ekstrahowano 3 razy
DCM. Zebrane fazy organiczne przemyto 3 razy woda, suszono Na,SO, i odparowano pod
zmnigjszonym cisnieniem. Produkt wydzielono technikg chromatografii kolumnowej stosujac
jako eluent mieszaning MeOH/DCM (1-5% v/v). Frakcje zawierajace produkt odparowano pod
zmnigjszonym ci$nieniem, pozostalos¢ rozpuszczono w DCM, wytracono pentanem, odwirowano

i suszono pod zmniejszonym ci$nieniem w temperaturze 50 °C.

= /| Porfiryna 172a.Wydajno$¢: 61%. Analiza elementarna (%) obliczona dla
w CasH41N;Os + H,O: C 65.78, H 6.25, N 14.13; otrzymano: C 65.75, H 6.14,
N 14.10. HRMS ESI, (m/z): obliczono dla: CzsH.N;Os [M+H'] 676.3242;
otrzymano: 676.3224. UV/Vis (DCM), Amx (nM) (¢ L-mol™-cm™): 669
f (2.3x10%), 693 (4.69x10°%), 576 (7.30x10%), 540 (1.04x10%), 505 (1.20x10%),
N 406 (1.59x10%). *H NMR (400 MHz, CDCl;), & (ppm): 9.80i 9.79 (s,s, 1H,
CH mezo0), 9.731 9.72 (s,5, 1H, CH mezo), 9.65i 9.64 (s, s, 1H, CH mezo), 9.62 (s, 1H, CH mezo),
8.15-7.93 (m, 2H, winyl), 6.30-6.03 (m, 4H, winyl), 4.25-4.04 (m, 6H), 3.47 (s, 3H, -CHy), 3.45 i
3.44 (s,s, 3H, -CHy), 3.43 i 3.41 (5,5, 3H, -CHj), 3.39 i 3.37 (5,5, 3H, -CH3), 3.36-3.30 (m, 2H),
3.19-3.09 (m, 4H), 3.03 (t, J = 4.7 Hz, 2H), 2.76 (t, J = 4.7 Hz, 2H), -4.50 (bs, 2H, NH pirol); *C
NMR (100 Hz, CDCly), 6 (ppm) = 176.5, 173.6, 130.1, 130.0, 129.9, 120.2, 120.1, 97.2, 96.7,
96.4, 96.6, 69.3, 68.8, 63.4, 49.9, 36.9, 36.6, 21.6, 21.3, 12.0, 11.4, 11.3.

= sl Porfiryna 172b.Wydajnos¢: 58%. Analiza elementarna (%) obliczona dla
w C4oHasN7Og: C 66.74, H 6.30, N 13.62; otrzymano: C 66.56, H 6.40, N

13.23. HRMS ESI, (m/z): obliczono. dla: C4HsN;Og [M+H'] 720.35041;
otrzymano: 720.3498. UV/Vis (DCM), Amax (NM) (¢ L-mol™-cm™) = 669
(2.32x10%), 693 (4.77 x10°%), 576 (7.30 x10°), 540 (1.08x10%), 504
(1.20x10%), 406 (1.60x10°). '"H NMR (500 MHz, CDCl3), & (ppm): 9.62 i 9.61 (s, s, 1H), 9.48 i
9.47 (s, s, 1H), 9.45 i 9.44 (s, s, 1H), 9.40 i 9.38 (s, S, 1H), 8.11-7.76 (m, 2H), 6.30-5.97 (m, 4H),
4.25-4.16 (m, 2H), 4.14-3.95 (m, 4H), 3.47-3.40 (m, 2H), 3.37 (s, 3H), 3.36 1 3.35 (s, s, 3H), 3.34
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i 3.33 (s, 5, 3H), 3.30 i 3.27 (5, s, 3H), 3.16-3.05 (M, 6H), 3.33-2.97 (M, 2H), 2.96-2.90 (m, 2H),
2.89-2.83 (m, 2H), -4.50 (bs, 2H). *C NMR (125 Hz, CDCly), 5 (ppm): 176.3, 173.8, 130.4,
120.4, 97.4, 96.9, 96.6, 95.8, 70.1, 70.04, 69.6, 69.2, 63.7, 50.4, 37.2, 37.1, 21.9 12.7, 11.6.

4
&

< Porfiryna 172c

Wydajnos$¢ 54%

Analiza elementarna (%) obliczona dla C4;H4N;O; +2H,0: C 63.06, H
1 6.68, N 12.26; otrzymano: C 62.83, H 6.44, N 12.37. HRMS ESI, (m/z):
obliczono. dla: CgHsN;O; [M+H'] 764.3766; otrzymano: 764.3774.
UV/Vis (DCM), Amax (") (e L-mol™-cm™) = 669 (2.22x10%), 693 (4.80 x10°), 576 (7.35 x10°%),
540 (1.10x10%), 504 (1.18x10%), 406 (1.61x10°). '"H NMR (500 MHz, CDCls), & (ppm): 9.81 i
9.79 (s, s, 1H), 91 9.74 (s, 2H), 9.64 i 9.63 (s, s, 1H), 8.15-7.94 (m, 2H), 6.31-6.04 (m, 4H), 4.31-
4.25 (m, 2H), 4.24-4.14 (m, 4H), 3.60-3.56 (m, 2H), 3.50 (s, 3H), 3.48 i 3.47 (s, s, 3H), 3.45(s,
3H), 3.42 (s, 3H), 3.16-3.05 (m, 6H), 3.33-2.97 (m, 4H), 2.96-2.90 (m, 4H), 2.89-2.83 (m, 2H), -
4.60 (bs, 2H). *C NMR (125 Hz, CDCls), & (ppm): 174.8, 173., 130.1, 120.4, 97.5, 96.9, 96.6,
96.1, 70.3, 70.2, 70.2, 70.0, 69.7, 69.1, 63.6, 50.4, 37.1, 36.8, 21.8, 21.4, 12.5, 11.5, 11.4.

OHO
o/"

Porfiryna 175. Wydajnosé¢: 83%. Analiza elementarna (%) obliczona dla
CseH46N,O,Si: C 70.66, H 6. 99, N 8.45; otrzymano C 70.64, H 7.03, N 8.40.
HRMS ESI, (m/z): obliczono dla C3gHsN40,Si 663.3361 [M+H]"; otrzymano
663.3368. UV/Vis (DCM), Amax (NM) (e, L-mol™-cm™): 630 (1.03x10%), 575
}\ (1.37x10%), 540 (2.31x10%), 505 (2.86x10%), 406 (3.32x10°). 'H NMR (500
MHz, CDCls), & (ppm): 9.9319.91 (s, s, 1H) , 9.8519.84 (s, s, 1H), 9.78 1 9.76 (bs, 2H), 8.14 (dd,
J=11.6,J=17.6 Hz, 1H), 8.04 (m, 1H), 6.26 (dd, J = 10.6, J = 17.6 Hz, 2H), 6.11 (dd, J = 4.3, J
= 11.6 Hz, 2H), 4.25-4.15 (m, 6H), 3.54 i 3.52 (s, s, 3H), 3.51 i 3.50 (s, s, 3H), 3.49 i 3.48 (s, s,
3H), 3.46 i 3.45 (s, s, 3H), 3.20 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 3.09 (t, J = 7.8 Hz, 2H), 0.84 (t, J = 8.5 Hz,
2H), -0,09 (s, 9H), -4.23 (bs, 2H). *C NMR (125 MHz, CDCls), & (ppm): 176.0, 174.5, 136.4,
130.2, 130.2, 120.5, 97.6, 97.2, 96.8, 96.1, 63.4, 37.4, 36.8, 22.0, 21.6, 17.2, 12.58, 12.56, 11.6,
11.5,-1.4, -1.7.

Ogolna procedura syntezy pochodnych PpIX 176a-e

Monoester PpIX 175 (1 Eq) roztworzono w bezwodnym DCM (0.01 M) w atmosferze argonu.
Otrzymany roztwor schtodzono do 0 °C i dodano EDC (3 Eq) i DMAP (3 Eq) w jednej porcji. Do
mieszaniny reakcyjnej dodawano odpowiedni alkohol lub aming (3 Eq). Po ogrzaniu si¢
mieszaniny reakcyjnej do temperatury pokojowej mieszano przez noc. Mieszaning reakcyjng
przemyto nasyconym roztworem NH,Cl i 3 razy woda, suszono Na,SO, i odparowano pod

zmniejszonym ci$nieniem. Produkt wydzielono technikg chromatografii kolumnowej stosujac
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jako eluent mieszaning 1% MeOH/DCM. Frakcje zawierajace produkt odparowano pod
zmniejszonym ci$nieniem, pozostalo$¢ rozpuszczono w DCM, wytrgcono pentanem, odwirowano

i sSuszono pod zmniejszonym ci$nieniem w temperaturze 50 °C.

Porfiryna 176a.Wydajnos¢: 96%. Analiza elementarna (%) obliczona
dla C43Hs3N;0sSi: C 66.55, H 6.88, N 12.63; otrzymano C 66.70, H 6.92,
N 12.47. MS ESI, (m/z): obliczono dla CyHs,N;0sSi [M+H]" 776.39;
otrzymano 776.40. UV/Vis (DCM), Amax (M) (e, L-mol™cm™): 631
(9.31x10%, 576 (7.35x10%, 540 (1.12x10%), 505 (1.33x10%), 406
(1.72x10°). 'H NMR (500 MHz, CDCls), & (ppm): 9.96 i 9.95 (s, s, 1H),
9.91 (s, 1H), 9.87 (s, 1H), 9.81i 9.80 (s, s, 1H), 8.23-8.02 (m, 2H), 6.36-6.23 (m, 2H), 6.19-6.08
(m, 2H), 4.42-4.28 (m, 4H), 4.25-4.18 (m, 2H), 4.18-4.12 (m, 2H), 3.58 i 3.57 (s, s, 3H), 3.56 (s,
3H), 3.55 i 3.54 (s, s, 3H), 3.53 (s, 3H), 3.31-3.19 (m, 6H), 2.94 (t, J = 4.5 Hz, 2H), 2.62 (t, J =
4.5 Hz, 2H), 0.92-0.85 (m, 2H), -0.03 i -0.04 (s, s, 9H), -4.20 (bs, 2H). *C NMR (125 MHz,
CDCls), & (ppm): 173.2, 173.0, 130.2, 120.5, 97.7, 97.1, 96.8, 96.0, 69.4, 68.7, 63.4, 62.7, 50.0,
37.3,36.9,21.8,21.7,17.2,12.6, 11.62, 11.60, 11.58, -1.6.

Porfiryna 176b.Wydajnos¢: 85%. Analiza elementarna (%) obliczona
dla C4sHs7N;OgSi: C 65.91, H 7.01, N 11.96; otrzymano C 65.72, H
7.22, N 11.63. MS ESI, (m/z): obliczono dla CssHssN;OgSi [M+H]"
820.41; otrzymano 820.42. UV/Vis (DCM), Amax (NM) (g, L-mol™-cm™):
H,s\i\ 630 (1.03x10%), 576 (7.76x10%), 540 (1.12x10%), 504 (1.58x10"), 406

(1.83x10°). 'H NMR (500 MHz, CDCls), & (ppm): 9.88 i 9.86, (s, s,
1H), 9.81 (s, 1H), 9.89 (s, 1H), 9.72i 9.69 (s, s, 1H), 8.16-8.00 (m, 2H), 6.62-6.19 (m, 2H), 6.16-
6.05 (m, 2H), 4.36-4.24 (m, 4H), 4.23-4.15 (m, 2H), 4.14-4.04 (m, 2H), 3.52 i 3.51 (s, s, 3H), 3.50
i 3.49 (s, s, 3H), 3.48 (s, 3H), 3.45 (s, 3H), 3.29-3.16 (m, 6H), 2.89-2.77 (m, 6H), 2.64-2.55 (m,
2H), 0.91-0.82 (m, 2H), -0.06 i -0.07 (s, s 9H), -4.35 (bs, 2H). *C NMR (125 MHz, CDCls), &
(ppm): 173.3, 173.1, 130.2, 120.5, 97.6, 97.1, 96.7, 96.0, 69.9, 69.8, 69.2, 68.8, 63.6, 62.8, 50.7,
50.1, 37.3, 36.9, 21.6, 17.3, 12.6, 11.64, 11.60, -1.6.

Porfiryna 176c. Wydajno$é: 90%. Analiza elementarna (%)
obliczona dla C47HeN;O;Si: C 65.33, H 7.12, N 11.35; otrzymano C
65.21, H 7.15, N 11.11. MS ESI, (m/z): obliczono dla C4HgN;0-Si
[M+H]" 864.44; otrzymano 864.45. UV/Vis (DCM), Amax NM (e,
L-mol™-cm™): 630 (1.12x10%), 576 (7.35x10%), 540 (1.12x10%), 505
(1.33x10%), 406 (1.72x10°). *H NMR (500 MHz, CDCl3), & (ppm): 9.92 i 9.91 (s, s, 1H), 9.85 (s,
1H), 9.85 (s, 1H), 9.76 i 9.74 (s, s, 1H), 8.22-8.01 (m, 2H), 6.36-6.21 (m, 2H), 6.19-6.06 (M, 2H),
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4.40-4.30 (M, 4H), 4.27-4.20 (m, 2H), 4.19-4.14 (m, 2H), 3.35 (s, 3H), 3.54 (s, 3H), 3.53 (s, 3H),
3.51 (s, 3H), 3.39-3.34 (M, 2H), 3.33-3.30 (M, 2H), 3.30-3.21 (M, 4H), 3.20-3.17 (m, 2H), 3.14 t,
J=4.9 Hz, 2H), 3.08-3.03 (m, 4H), 2.92-2.86 (m, 2H), 0.95-0.86 (m, 2H), -0.02 i -0.03 (s, s, 9H),
-4.29 (bs, 2H). *C NMR (125 MHz, CDCly), & (ppm): 173.2, 173.1, 130.2, 130.1, 120.5, 97.5,
97.0, 96.7, 95.9, 70.1, 70.02, 69.99, 69.94, 69.93, 69.6, 68.8, 63.6, 62.8, 50.4, 37.3, 36.9, 21.8,
21.7,17.2, 12,5, 11.61, 11.57, -1.6.

Porfiryna 176d. Wydajnosé: 95%. Analiza elementarna (%) obliczona
dla C43Hs4NgO,Si: C 66.64, H 7.02, N 14.46; otrzymano C 66.41, H
6.89, N 14.39. MS ESI, (m/z): obliczono dla CysHssNgO,Si [M+H]*
775.40; otrzymano 775.50. UV/Vis (DCM), Amax (NM) (€, L-mol™-cm™):
630 (1.04x10%, 577 (6.56x10°%), 540 (1.98x10%), 505 (1.33x10"), 406
(2.01x10°). 'H NMR (500 MHz, CDCl3), & (ppm): 9.82 i 9.79 (s, s, 1H), 9.81 (s, 1H), 9.70 (s,
1H), 9.65 i 9.61 (s, s, 1H), 8.18-8.02 (m, 2H), 6.33-6.21 (m, 2H), 6.17-6.07 (m, 2H), 5.86-5.76
(m, 1H), 4.32-4.18 (m, 4H), 4.05-3.96 (M, 2H), 3.53i 3.52 (s, s, 3H), 3.51 i 3.50 (s, S, 3H), 3.47 i
3.45 (s, s, 3H), 3.44 i 3.41 (s, s, 3H), 3.20-3.13 (m, 2H), 3.09-3.33 (m, 2H), 3.02-2.97 (m, 2H),
2.46-2.40 (m, 2H), 1.70-1.62 (m, 2H), 1.40-1.33 (m, 2H), 0.70-0.63 (m, 2H), -0.20 i -0.21 (s, s,
9H), -4.58 (bs, 2H). *C NMR (125 MHz, CDCl,), & (ppm): 173.6, 172.4, 130.2, 120.4, 97.4,
96.86, 96.83, 96.53, 96.50, 96.2, 69.0, 68.3, 62.7, 49.04, 49.02, 39.6, 38.7, 37.0, 22.8, 21.6, 17.1,
12.6,12.5,11.6, 11.5, 11.47, 11.41, -1.8.

Porfiryna 176e. Wydajno$¢: 98%. Analiza elementarna (%) obliczona dla
CusHsoN4O,Si: C 7249, H 7.19, N 7.69; otrzymano C 72.26, H 7.02, N
7.71. MS ESI, (m/z): obliczono dla CuHssN,O,Si [M+H]" 729.38;
otrzymano 729.30. UV/Vis (DCM), Amx (nM) (¢, L-mol™-cm™): 630
(8.34x10%), 577 (5.76 x10°%), 540 (2.17x10%), 505 (1.43x10%), 406
(2.56x10°%). *H NMR (500 MHz, CDCls), 5 (ppm): 10.06 (s, 1H), 1.05 (s, 1H), 9.94 (s, 1H), 9.94
(s, 1H), 8.27-8.15 (m, 2H), 6.39-6.28 (m, 2H), 6.20-6.10 (m, 2H), 4.36 (t, J = 7.8 Hz, 4H), 4.21-
4.13 (m, 4H), 3.64 i 3.63 (s, s, 3H), 3.62 i 3.61 (s, s, 3H), 3.58 (s, 3H), 3.57 (5, 3H), 3.25 (t, J =
7.6 Hz, 2H), 3.22 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 2.09-2.02 (m, 2H), 1.81 (t, J = 2.7 Hz, 1H), 1.73-1.65 (m,
2H), 0.86-0.79 (m, 2H), -0.09 i -0.10 (s, s, 9H), -3.92 (bs, 2H). **C NMR (125 MHz, CDCls), &
(ppm): 173.2, 173.0, 130.3, 120.7, 97.9, 97.3, 97.01, 96.98, 96.1, 82.9, 68.8, 63.1, 62.8, 37.3,
37.0, 27.4,21.82,21.79, 17.2, 15.0, 12.67, 12.66, 11.7, -1.64.
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Ogolna procedura syntezy cynkowych pochodnych PpIX Znl72a-c i Znl76a-e.

Pochodne PpIX (1 Eg.) roztworzono w mieszaninie DCM/MeOH (1/1 viv, 0.01 M) i
dodano Zn(AcO), (100 Eq). Po 3 h mieszaning rozcienczono DCM i przemyto 3 razy woda
destylowang. Faze¢ organiczng suszono Na,SO, i odparowano. Pozostato§é roztworzono w DCM,
wytragcono pentanem, odwirowano i suszono przez 2 h pod zmniejszonym ci$nieniem. Otrzymane
pochodne, ze wzgledu na swojg nietrwato$¢, byly uzywane do nastgpnych etapow bez

dodatkowego oczyszczania.

Optymalizacja reakcji CuAAC pomiedzy 169a a Zn172a

Pochodna PpIX 172a (9 mg, 0.020 mmol) lub Zn172a (10 mg, 0.020 mmol) i alkin 169a
(17 mg, 0.02 mmol) roztworzono w atmosferze argonu w odgazowanym rozpuszczalniku (3 ml).
Dodawano katalizator i odpowiedni dodatek (reduktor lub ligand). Postep reakcji monitorowano
technikg TLC. Reakcje przerywano przez wlanie mieszaniny poreakcyjnej do buforu
fosforanowego (pH = 7) zawierajacego ok. 1% KCN. Faze wodna ekstrahowano DCM. Zebrane
fazy organiczne suszono Na,SO, i odparowywano. Produkt wydzielano technikg chromatografii
kolumnowej stosujagc jako eluent mieszaning MeOH/DCM (1-7% v/v). Zebrane frakcje
zawierajace produkt odparowywano pod zmniejszonym cisnieniem, rozpuszczano w DCM i
przemywano buforem fosforanowym (pH = 7) zawierajgcym ok. 1% KCN. Fazg organiczng

suszono Na,SO, i odparowywano pod zmniejszonym ci§nieniem.

= Hybryda Znl77aa. Wydajnoéé: 75 %. Analiza

elementarna (%) obliczona dla
CgsH112CON13049Zn: C 60.95, H 6.09, N 9.83;
otrzymano: C 61.01, H 6.19, N 9.50. MS ESI. (m/z)
Gowe  Loe obliczono dla:  Cg3Hi1,CON1,056Zn  [M-CN']
1823.7; otrzymano: 1823.8; dla: CgsH11:CON;,019Zn+Na” [M—HCN+Na]* 1845.7; otrzymano:
18458, dla: CgH15CoNysNaOZn  [M+Na]®  1872.7; otrzymano: 1872.8; dla:
Co4H111CoN;13010Zn+2Na’ [M-H+2Na]" 1894.7; otrzymano: 1894.8. UV/Vis (DCM), Amax (NnM) (&
L-mol™-cm™): 584 (1.93x107), 548 (1.91x10%), 421 (1.44x10°), 370 (4.51x10%), 277 (1.97x10%).
'H NMR (600 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 12.25 (bs, 1H, COOH), 10.26 (s, 1H, CH mezo PPIX),
10.18 (s, 1H, CH mezo PPIX), 10.16 (s, 1H, CH mezo PPIX), 10.10 (s, 1H, CH mezo PPIX), 8.57-
8.45 (m, 2H, winyl), 7.87 i 7.86 (s, s, 1H, CH triazol), 6.45-6.34 (m, 2H, winyl), 6.18-6.07 (m,
2H, winyl), 5.55 (s, 1H, CH mezo vit By,), 5.05 (s, 2H, CH,-CO,-CH;-Cyiazol), 4.39-4.28 (m, 4H, 2
X Cppix-CH,-CHy), 4.26-4.20 (m, 2H, Nyiazo-CH>), 4.08 (bs, 2H), 3.78-3.70 (m, 6H), 3.66 (s, 3H),
3.62 (s, 3H), 3.64-3.45(m, 6H), 3.60 (s, 6H), 3.53 (s, 3H), 3.52 (s, 3H), 3.47-3.37 (m, 3H), 3.28 (t,
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J = 6Hz, 2H), 3.20-3.12 (m, 3H), 2.90-2.85 (m, 1H), 2.82-2.70 (m, 2H, CH,-CO,-CH-Cyisz01),
2.67-2.58 (m, 3H), 2.47-2.35 (m, 3H), 2.34-2.25 (m, 3H), 2.24-2.07(m, 5H), 2.05 (s, 3H, mezo-
CHsy), 2.02 (s, 3H mezo-CHjs), 1.99-1.68 (m, 6H), 1.63-1.46 (m, 4H) 1.45 (s, 3H, CH3), 1.29 (s,
3H, CHs), 1.25 (s, 3H, CHs), 1.18 (s, 3H, CHs), 1.11 (s, 3H, CHs), 0.91 (s, 3H, CHs). *C NMR
(150 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 176.0, 175.4, 175.3, 173.7, 173.3, 173.0, 172.8, 172.75, 172.74,
172.0, 171.0, 170.1, 163.2, 162.9, 148.2, 148.1, 147.9, 147.8, 147.5, 147.2, 146.5, 146.0, 141.4
(Ciazol), 139.7, 139.2, 137.3, 137.2, 136.8, 136.6, 136.5, 130.9 (winyl), 130.8 (winyl), 124.8 (C-
Hiriazor), 119.5 (winyl), 103.2 (mezo Vit By,), 101.6 (mezo Vit Byy), 98.1 (mezo PPIX), 97.7 (mezo
PPIX), 97.4(mezo PPIX), 96.9 (mezo PPIX), 90.2 (C-H, mezo Vit Byy), 82.1, 73.9, 68.3, 67.8,
63.1, 57.6, 57.3, 56.2, 53.3, 52.3, 51.9, 51.6, 51.5, 51.4, 51.3, 49.0, 47.9, 46.1, 45.2, 41.6, 40.9,
37.2, 36.9, 32.9, 31.4, 30.9, 30.6, 30.5, 30.3, 30.2, 29.1, 26.3, 25.9, 25.2, 24.7, 24.2, 22.0, 21.6,
21.5,21.4,18.9,18.7,175,16.1,15.1, 14.7, 13.9, 12.8, 11.4.

Procedura demetalacji Znl77aa

Zwigzek Znl77aa (22 mg, 0.01 mmol) roztworzono w bezwodnym DCM (2 ml) w
atmosferze argonu. Do otrzymanego roztworu dodano TFA (2 ml) i mieszano przez 4 h w
temperaturze pokojowej. Mieszaning poreakcyjna rozcienczono DCM (50 ml), przemyto 3 razy
woda destylowana i buforem fosforanowym (pH = 7) zawierajacym ok. 1% KCN.Faze
organiczng suszono Na,SO, i odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Produkt wydzielono
technikg chromatografii kolumnowej stosujac jako eluent mieszaning MeOH/DCM (1-7% v/v).
Zebrane frakcje zawierajace produkt odparowywano pod zmniejszonym ci$nieniem,
rozpuszczano w DCM i przemywano buforem fosforanowym (pH = 7) zawierajacym ok. 1%
KCN. Faze organiczng suszono Na,SO, i odparowywano pod zmniejszonym cisnieniem.
Pozostatos¢ rozpuszczono w DCM, wytragcono pentanem, odwirowano 1 suszono pod

zmniejszonym cisnieniem w temperaturze 50 °C.

Ogélna procedura syntezy zwigzkow hybrydowych 177aa-177dd

Pochodng kwasu kobyrynowego 169 (1.0 Eq) i pochodng PpIX Znl176 (1.1 EQ)
roztworzono w atmosferze argonu w bezwodnym DCM. Do otrzymanego roztworu dodano
CuOAc (0.3 Eq) i intensywnie mieszano. Postep reakcji monitorowano technika TLC. Po
catkowitej konwersji zwigzku 169 (TLC, 40-60 min) mieszaning reakcyjng rozcienczano DCM i
przemywano 3 razy woda destylowang i buforem fosforanowym (pH = 7) zawierajagcym ok. 1%
KCN. Fazg organiczng suszono Na,SO, i odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Faze

organiczng suszono Na,SO,4 i odparowywano pod zmniejszonym ci$nieniem. Surowg mieszaning
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poreakcyjng nanoszono na kolumne chromatograficzng, oddzielano pozostala pochodng Znl76
stosujgc jako eluent mieszaning 1% MeOH/DCM, a nastgpnie eluowano zwigzek hybrydowy
stosujac jako eluent mieszaning 5% MeOH/DCM. Frakcje zawierajace produkt odparowywano
pod zmniejszonym ci$nieniem, pozostalos¢ roztwarzano w DCM, przemywano buforem
fosforanowym (pH = 7) zawierajacym ok. 1% KCN. Faze organiczng suszono Na,SO, i
odparowano pod zmnigjszonym cisnieniem, pozostato$¢ rozpuszczono w DCM, wytragcono
pentanem, odwirowano i suszono pod zmnigjszonym ci$nieniem w temperaturze pokojowe;.
Otrzymane ciato stale roztwarzano w atmosferze argonu w bezwodnym DCM (6 ml), dodawano
TFA (2 ml) i mieszano przez 4 h. Mieszaning poreakcyjng rozcienczono DCM (50 ml),
przemywano 3 razy woda destylowang i buforem fosforanowym (pH = 7) zawierajagcym ok. 1%
KCN. Faze organiczng suszono Na,SO, i odparowano pod zmniejszonym cisnieniem. Produkt
wydzielono technikg chromatografii kolumnowej stosujac jako eluent mieszaning MeOH/DCM
(3-7% v/v). Zebrane frakcje zawierajace produkt odparowywano pod zmniejszonym ci$nieniem,
rozpuszczano w DCM i przemywano buforem fosforanowym (pH = 7) zawierajacym ok. 1%
KCN. Faze organiczng suszono Na,SO, i odparowywano pod zmniejszonym ci$nieniem.
Pozostatlo$¢ rozpuszczono w DCM, wytracono pentanem, odwirowano i suszono przez noc pod

zmniejszonym cisnieniem w temperaturze 50 °C

= Hybryda 177a. Wydajno$é: 70%. Analiza

elementarna (%) obliczona dla Cg4H;14CON1301g:
C 63.11, H 6.42, N 10.18; otrzymano C 63.13, H
. 6.55, N 9.93. MS ESI, (m/z) obliczono dla
COMe \cone CgsH114CON1,0y9  [M-CN]* 1761.8; otrzymano
1761.8, dla Cg3H113CON1,019+Na” [M-HCN+Na]* 1783.7; otrzymano 1783.7; UV/Vis (DCM),
Amax (nm) (g, L-mol™-cm™): 667 (8.39x10%), 629 (3.66x10°), 579 (1.32x10%), 542 (1.57x10%), 508
(1.49x10%), 409 (1.31x10°), 278 (2.27x10%. '"H NMR (600 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 12.27 (bs,
1H, COOH), 10.15 (bs, 1H, meso PPIX), 10.13 (m, 2H, meso PPIX), 10.09, 10.10 (s, s 1H, meso
PPIX), 8.50-8.35 (m, 2H, winyl), 7.80,7.97 (s, s, 1H, triazol), 6.61 (bd, J = 17 Hz, 2H, winyl),
6.20 (bd, J = 17 Hz, 2H, winyl), 5.51 (s, 1H, meso vit By,), 5.01 (s, 2H), 4.37-4.25 (m, 4H), 4.11
(dd, J = 5.5 Hz, J = 11.0 Hz, 2H), 4.08-4.03 (m, 2H), 3.75-3.69 (m, 2H), 3.67 (s, 3H, CH3), 3.66
(s, 3H, CHs), 3.69-3.64 (m, 2H), 3.62 (s, 3H, CHs), 3.59 (s, 3H, CHs), 3,58 (s, 3H, CHs), 3.61-
3.53 (m, 3H), 3.51 (s, 3H, CH3), 3.50 (s, 3H, CH3), 3.54-3.45 (m, 2H), 3.44-3.36 (m, 3H), 3.26 (t,
J =74 Hz, 2H), 3.16 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 3.12 (t, J = 6.1 Hz, 1H), 2.85-2.71 (m, 3H), 2.65-2.54
(m, 3H), 2.46-2.34 (m, 3H), 2.33-2.17 (m, 5H), 2.19-1.90 (m, 3H), 2.03 (s, 3H, CHs), 1.96 (s, 3H,
CHs), 1.90-1.78 (m, 3H), 1.76-1.64 (m, 3H), 1.64-1.53 (m, 1H), 1.50-1.42 (m, 3H), 1.40 (s, 3H,
CHs), 1.28 (s, 3H, CHy), 1.24 (s, 3H, CHs), 1.11 (s, 3H, CHj3), 1.09 (s, 3H, CH3), 0.86 (s, 3H,
CHs), -4.20 (bs, 2H, NH pirol). *C NMR (150 MHz, DMSO-dq), 8 (ppm): 175.4, 174.9, 174.8,
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174.0,173.1,172.8, 172.4,172.3, 172.27, 172.25, 171.5, 170.5, 169.5, 162.7, 162.4, 141.4, 130.0,
124.8, 121.0, 103.2, 101.6, 97.6, 97.3, 97.0, 96.9, 90.2, 82.1, 74.0, 68.2, 67.8, 63.1, 57.6, 57.3,
56.2, 53.3, 51.9, 51.6, 51.4, 51.2, 48.9, 47.9, 46.0, 45.2, 41.6, 41.0, 38.8, 36.7, 36.4, 34.2, 32.9,
31.4, 30.9, 30.5, 30.3, 30.2, 29.1, 26.3, 25.9, 25.2, 24.2, 22.0, 21.6, 21.2, 21.1, 18.8, 18.7, 17.5,
16.1,15.1, 14.7, 13.9, 12.6, 11.3.

. Hybryda 177ab. Wydajno$é: 58 %.

° Analiza elementarna (%) obliczona dla
CosH116CON130,0+2H,0: C 61.69, H 6.58, N
_ | 9.74; otrzymano C 61.55, H 6.51, N 9.48. MS
Foe dome ESI, (m/z) obliczono dla CesHi1sCON1,050 [M-
CN]" 1805.79; otrzymano 1806.10; dla CgsH115C0N130,0Na [M+Na]* 1854.78, otrzymano 1855.0.
UV/Vis (DCM), hmax (nM) (g, L-mol™-cm™): 629 (4.45x10%), 579 (2.83x10%), 542 (2.34x10%), 508
(1.50x10%, 406 (1.56x10%). 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds, 358 K), & (ppm): 10.20 (s, 1H),
10.16 (s, 1H), 10.14 (s, 2H), 8.42-8.29 (m, 2H), 7.80 (s, 1H), 6.47-6.35 (m, 2H), 6.24-6.16 (m,
2H), 5.66 (s, 1H), 5.08 (d, J = 4.1 Hz, 2H), 4.40-4.27 (m, 4H), 4.20 (t, J = 5.0 Hz, 2H), 4.13-4.03
(m, 2H), 3.68 (s, 3H), 3.67 (s, 3H), 3.66 (s, 3H), 3.63 (s, 3H), 3.60 (s, 3H), 3.61 (s, 3H), 3.60 (s,
3H), 3.58 (s, 3H), 3.57 (s, 3H), 3.53 (s, 3H), 3.52 (s, 3H), 3.50-3.42 (m, 4H), 3.38-3.34 (m, 2H),
3.31-3.25 (m, 2H), 3.23-3.16 (m, 3H), 3.15-3.11 (m, 2H), 3.08-3.05 (m, 2H), 2.90-2.85 (m, 1H),
2.73 (dd, J =16.3, J = 7.5 Hz, 2H), 2.67-2.59 (m, 2H), 2.58-2.50 (m, 4H), 2.45-2.09 (m, 6H),
2.08 (s, 3H), 2.05 (s, 3H), 2.01-1.72 (m, 4H), 1.64-1.49 (m, 2H), 1.46 (s, 3H), 1.34 (s, 3H), 1.28
(s, 3H), 1.20 (s, 3H), 1.11 (s, 3H), 0.96 (s, 3H), -3.81 (bs, 2H). *C NMR (125 MHz, DMSO-d,
358 K), & (ppm): 175.1, 174.6, 1745, 173.1, 172.5, 172.2, 171.9, 171.7, 171.5, 170.9, 170.2,
169.0, 162.4, 162.3, 141.1, 136.8, 136.0, 129.6, 124.0, 120.5, 102.87, 101.2, 97.2, 96.8, 96.6,
96.3, 89.8, 81.8, 73.9, 68.93, 68.85, 67.9, 67.7, 62.8, 57.4, 57.0, 56.1, 53.4, 52.5, 51.3, 51.0, 50.8,
50.6, 48.8, 47.8, 45.9, 45.3, 41.7, 40.9, 36.2, 36.0, 32.7, 31.4, 30.4, 30.24, 30.17, 21.0, 28.8, 25.6,
24.9,24.0,21.0, 20.8, 18.5, 18.4, 17.0, 15.7, 14.6, 14.1, 11.8, 10.7.

/\/O\/\

HO,C

Hybryda 177ac. Wydajnos¢: 61 %.
~| Analiza elementarna (%) obliczona dla
- CogH122CON 1302, +3H,0: C 60.95, H 6.68,
che Eone e N 9.43; otrzymano C 61.26, H 6.37 , N
9.19. MS ESI, (m/z): obliczono dla Cg;H15,CoN;,0,; [M-CN]* 1849.8; otrzymano 1850.1; dla
CogH12:CoN;30,:Na [M+Na]* 1898.8, otrzymano 1890.0. UV/Vis (DCM), Amax (M) (g, L-mol
Lem™): 630 (3.98x10%, 580 (2.75x10%), 542 (2.12x10%), 508 (1.67x10%), 406 (1.70x10°). ‘H
NMR (500 MHz, DMSO-ds, 358 K), & (ppm): 11.79 (bs, 1H), 10.21 (s, 1H), 10.17 (s, 1H), 10.15
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(s, 2H), 8.50-8.13 (m, 2H), 7.88 (s, 1H), 6.68-6.12 (m, 4H), 5.66 (s, 1H), 5.11 (d, J = 2.3 Hz, 2H),
4.39-4.24 (m, 4H), 4.14-4.04 (m, 2H), 3.69 (s, 3H), 3.67 (s, 3H), 3.66 (s, 3H), 3.63 (s, 3H), 3.61
(s, 6H), 3.60 (s, 3H), 3.59 i 3.58 (s, s, 3H), 3.54 (s, 3H), 3.53 (s, 3H), 3.39 (t, J = 6.9 Hz, 2H),
3.32-3.26 (m, 2H), 3.24-3.11 (m, 8H), 3.08-3.04 (m, 2H), 2.94-2.89 (m, 1H), 2.73 (dd, J=7.5,J =
16.2 Hz, 2H), 2.68-2.51 (m, 5H), 2.45-2.28 (m, 6H), 2.28-2.11 (m, 6H), 2.09 (s, 3H), 2.07 (s, 3H),
2.02-1.70 (m, 6H), 1.65-1.52 (m, 2H), 1.48 (s, 3H), 1.34 (s, 3H), 1.28 (s, 3H), 1.22 (s, 3H), 1.12
(s, 3H), 0.98 (s, 3H), -3.80 (bs, 2H). *C NMR (125 MHz, DMSO-ds, 358 K), & (ppm): 175.4,
174.4, 173.6, 173.3, 173.0, 172.8, 172.7, 171.9, 170.0, 162.9, 141.8, 130.5, 125.4, 102.1, 82.6,
69.7, 69.6, 68.8, 68.4, 63.8, 55.3, 52.4, 52.1, 51.8, 51.7, 49.6, 48.4, 45.7, 37.2, 36.9, 33.4, 31.1,
31.0, 30.8, 29.6, 22.0, 21.7, 19.3, 19.2, 18.0, 16.6, 15.6, 15.1, 11.0, 11.7, 10.8.

= Hybryda 177ad. Wydajno$é: 27 %.

Analiza  elementarna (%) obliczona dla
CosH115CON1,015+H,0: C 62.52, H 6.53, N 10.86;
Ho,c otrzymano C 62.34, H 6.51, N 10.51. MS ESI,
Moo, \cone (m/z): obliczono dla CgH115CoNy30:5 [M-CN]*
1760.78; otrzymano 1760.80; dla Cg4H115CoN1,O5Na [M+Na]* 1809.77, otrzymano 1809.90.
UV/Vis (DCM), hmax (NM) (g, L-mol™-cm™): 630 (5.32x10%), 578 (3.23x10%), 540 (2.89x10%), 508
(1.65x10%), 406 (1.66x10°). 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds, 358 K), & (ppm): 14.36 (bs, 1H),
10.21 (s, 1H), 10.16 (s, 1H), 10.13 (s, 1H), 10.09 (s, 1H), 8.42-8.29 (m, 2H), 7.75 (bs, 1H), 7.69
(s, 1H), 6.45-6.34 (m, 2H), 6.24-5.15 (m, 2H), 5.54 (s, 1H), 5.09-5.01 (m, 2H), 4.37-4.24 (m, 4H),
4.03-3.95 (m, 2H), 3.69 (s, 2H), 3.68 (s, 3H), 3.66 and 3.65 (s, s, 3H), 3.64 (s, 3H), 3.62 (s, 6H),
3.59 and 3.56 (s, s, 3H), 3.58 (s, 3H), 3.55 (s, 3H), 3.54 (s, 3H), 3.52-3.48 (m, 2H), 3.38-3.32 (m,
4H), 2.90-2.84 (m 2H), 2.78-2.70 (m, 2H), 2.70-2.52 (m 6H), 2.47-2.36 (m, 6H), 2.36-2.11 (m,
8H), 2.09 (s, 3H), 2.06 (s, 3H), 2.01-1.75 (m, 6H), 1.64-1.49 (m, 2H), 1.46 (s, 3H), 1.36 (s, 3H),
1.30 (s, 3H), 1.21 (s, 3H), 1.13 (s, 3H), 0.95 (s, 3H), -3.89 (bs, 2H). **C NMR (125 MHz, DMSO-
ds, 358 K), & (ppm): 175.1, 174.7, 174.5, 172.5, 172.2, 171.73, 171.71, 171.5, 171.4, 170.9, 170.2,
169.0, 162.4, 162.3, 141.1, 136.3, 129.7, 123.9, 120.4, 102.9, 101.2, 97.1, 96.7, 96.6, 96.5, 89.8,
81.8, 73.9, 68.4, 67.6, 57.4, 57.0, 56.1, 53.4, 52.5, 51.4, 51.0, 50.8, 50.6, 50.5 48.6, 47.8, 45.6,
45.3, 38.1, 37.7, 32.7, 31.4, 30.4, 30.24, 30.18, 30.0, 28.9, 25.6, 24.9, 24. 0, 21.6, 21.1, 18.5, 18.4,
17.1,15.8,14.7,14.1, 11.8, 10.73, 10.71.

Hybryda 177ba. Wydajnos¢ 47%

Analiza elementarna (%) obliczona dla
CosH118CON13059+ 2H,0: C 62.22, H 6.64, N 9.83;
HO,C otrzymano C 62.31, H 6.69, N 9.61. MS ESI, (m/z):
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obliczono dla CggH115C0N13059 [M-CN]* 1789.8; otrzymano 1789.9, dla CggH;15CON;30:6+Na”
[M+Na]* 1838.8, otrzymano 1838.9. UV/Vis (DCM), Amax (NM) (¢ L-mol™-cm™): 629 (4.31x10%),
574 (1.17x10%), 540 (1.72x10%), 505 (1.74x10%), 406 (1.45x10°), 276 (2.16x10%). '"H NMR (500
MHz, DMSO- ds, 358 K), 5 (ppm): 14.40 (bs, 1H), 10.18 (s, 1H), 10.15 (s, 1H), 10.14 (s, 1H),
10.12 (s, 1H), 8.40-8.31 (m, 2H), 7.36 (s, 1H), 6.45-6.36 (M, 2H), 6.24-6.17 (m, 2H), 5.58 (s, 1H),
4.40-4.30 (m, 4H), 4.13-4.08 (m, 2H), 4.07-4.02 (m, 2H), 4.00-3.93 (m, 2H), 3.73 (d, J = 10.0
Hz, 2H), 3.70 (s, 3H), 3.68 (s, 3H), 3.67 i 3.66 (5,5, 3H), 3.65 (s, 3H), 3.63 (s, 3H), 3.62 (s, 3H)
3.61(s, 2H), 3.60 (s, 3H), 3.58 (s, 3H), 3.55 (s, 3H), 3.54 (s, 3H), 3.52-3.47 (M, 3H), 3.44-3.39 (m,
3H), 3.29 (t, J = 7.0 Hz, 3H), 3.24-3.17 (m, 3H), 2.92-2.86 (m, 2H), 2.78- 2.71 (m, 2H), 2.70-2.52
(m, 5H), 2.47-2.29 (m, 4H), 2.28-2.12 (m, 4H), 2.11 (s, 3H), 2.07 (m, 3H), 2.04-1.83 (m, 4H),
1.82-1.75(m, 2H), 1.47 (s, 3H), 1.37 (s, 3H), 1.31 (s, 3H), 1.21 (s, 3H), 1.14 (s, 3H), 0.98 (s, 3H),
-3.86 (bs, 2H). *C NMR (125 MHz, DMSO- ds, 358 K), § (ppm) 175.1, 174.7, 1745, 172.5,
172.2,171.8,171.74,171.71, 171.5, 170.9, 170.3, 169.3, 162.5, 162.4, 162.3, 145.2, 143.9, 143.7,
136.7, 136.5, 135.9, 135.8, 129.64, 129.63, 129.61, 121.24, 120.51, 120.46, 102.8, 101.2, 97.2,
96.8, 96.6, 96.3, 89.8, 81.8, 73.9, 68.0, 67.6, 63.1, 62.7, 57.3, 56.1, 53.4, 52.4, 51.3, 50.96, 50.95,
50.8, 50.57, 50.55, 48.4, 47.7, 45.8, 45.3, 41.8, 40.8, 38.7, 36.3, 36.0, 31.4, 30.4, 30.3, 30.2, 28.8,
27.3,255,24.9,24.0, 20.8, 18.49, 18.47,17.0, 15.7,14.6 , 13.1, 11.8, 10.7.

Hybryda 177bb. Wydajnos¢ 86%.

Analiza elementarna (%) obliczona dla
CogH122CON 13020+ H,0: C 62.64, H 6.65, N 9.69;
otrzymano C 62.50, H 6.74, N 9.44. MS ESI,
(m/z): obliczono dla Cg;H;5,CON3,05 [M-CNJ?
1833.8; otrzymano 1833.9; dla
CogH120CON;30,0+Na’” [M+Na]*: 1882.8, otrzymano 1882.9. UV/Vis (DCM), Amax (NM) (g, L-mol
L.em™): 629 (3.79x10%), 574 (1.37x10%), 541 (1.59x10%), 506 (1.42x10%), 406 (1.34x10°), 277
(2.09x10%). *H NMR (500 MHz, DMSO- dg, 358K), & (ppm): 10.24 (s, 1H), 10.20 (s, 1H), 10.18
(s, 1H), 10.17 (s, 1H), 8.45-8.33 (m, 2H), 7.48 (s, 1H), 6.68-6.18 (m, 4H), 5.60 (m, 1H), 4.42-4.31
(m, 4H), 4.18-4.12 (m, 2H), 4.11-4.07 (m, 2H), 4.05-3.99 (m, 2H), 3.76-3.73 (m, 2H), 3.71 (s,
3H), 3.70 (s, 3H), 3.69 (s, 3H), 3.65 (s, 3H), 3.64 (s, 3H), 3.63 (s, 3H), 3.62 1 3.61 (s,s, 3H), 3.60
(s, 3H), 3.56 (s, 3H), 3.55 (s, 3H), 3.45-3.41 (m, 2H), 3.38-3.35 (m, 2H), 3.33-3.27 (m, 4H), 3.25-
3.17 (m, 4H), 3.16 -3.12 (m, 2H), 3.09-3.05 (m, 2H), 2.95-2.89 (m, 1H), 2.80-2.70 (m, 1H), 2.69-
2.50 (m, 6H), 2.47-2.15 (m, 10H), 2.13 (s, 3H), 2.09 (s, 3H), 2.07-1.74 (m 5H), 1.68-1.54 (m,
2H), 1.50 (s, 3H), 1.37 (s, 3H), 1.31 (s, 3H), 1.24 (s, 3H), 1.15 (s, 3H), 1.00 (s, 3H), -4.50 (bs,
2H). *C NMR (125 MHz, DMSO- dg, 358K), & (ppm): 175.1, 174.6, 174.4, 173.1, 172.5, 172.23,
171.9,171.71, 171.69, 171.5, 170.9, 170.3, 169.3, 162.5, 162.3, 145.2, 136.5, 136.0, 129.6, 121.3,
120.5, 102.8, 101.2, 97.3, 96.8, 96.6, 96.3, 89.8, 81.8, 73.9, 68.9, 68.9, 68.0, 67.7, 63.1, 62.81,

CO,Me CO,Me
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57.4, 56.0, 53.4, 52.5, 51.3, 50.9, 50.8, 50.6, 50.5, 48.5, 47.7, 45.9, 45.3, 41.8, 408, 38.7, 36.2,
36.0, 32.7, 31.4, 30.4, 30.3, 30.2, 30.0, 28.8, 27.4, 25.5, 24.9, 24.0, 21.1, 21.0, 20.9, 20.8, 18.5,
17.0,15.7,14.7,14.2,11.8, 10.7

Hybryda 177bc. Wydajnosé: 41%.
Analiza elementarna (%) obliczona dla
Ci00H126CON130+H,0: C 62.46, H
6.71, N 9.47; otrzymano C 62.46, H
6.74, N 9.28. MS ESI, (m/z): obliczono
dla CgoH126CON1,0,; [M-CN]* 1877.85;
otrzymano 1878.00; dla CioH126CON330:Na [M+Na]® 1926.84, otrzymano 1926.90. UV/Vis
(DCM), Amax (MM) (g, L-mol™cm™): 630 (4.78x10%, 580 (2.91x10%), 542 (2.33x10%), 508
(1.67x10%, 406 (1.82x10°). 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds, 358 K), & (ppm): 12.42 (bs, 1H),
10.00 (s, 2H), 9.97 (s, 1H), 9.92i 9.90 (s, s, 2H), 8.41-8.22 (m, 2H), 7.57 (s, 1H), 6.42-6.29 (m,
2H), 6.22-6.08 (m, 2H), 5.60 (s, 1H), 4.35-4.16 (m, 6H), 4.05 (bs, 2H), 3.99 (t, J = 6.9 Hz, 2H),
3.67 (s, 3H), 3.63 (s, 3H), 3.61 (s, 3H), 3.60 (s, 3H), 3.58 (s, 3H), 3.57 i 3.56 (s, s, 3H), 3.52 (s,
6H), 3.52 (s, 3H), 3.50 i 3.49 (s, 3H), 3.28-3.09 (M, 10H), 3.04-2.99 (m, 2H), 2.99-2.95 (m, 2H),
2.87-2.82 (m, 2H), 2.81-2.74 (m, 2H), 2.70-2.53 (m, 8H), 2.47-2.12 (m, 12H), 2.10 (s, 3H), 1.99
(s, 3H), 1.95-1.62 (m, 6H), 1.57-1.51 (m, 2H), 1.49 (s, 3H), 1.30 (s, 3H), 1.26 (s, 3H), 1.16 (s,
3H), 1.11 (s, 3H), 0.92 (s, 3H), -4.50 (bs, 2H). *C NMR (125 MHz, DMSO-ds, 358 K), & (ppm):
175.5, 174.9, 174.8, 174.0, 173.1, 172.9, 172.5, 172.4, 172.3, 172.2, 171.5, 170.6, 169.9, 162.8,
162.4, 145.6, 129.9, 122.0, 120.8, 103.2, 101.6, 97.3, 97.0, 96.7, 96.6, 90.2, 82.1, 74.0, 69.3, 69.1,
68.4, 68.0, 63.5, 63.3, 57.6, 56.2, 53.4, 52.4, 51.9, 51.6, 51.6, 51.4, 51.2, 49.0, 47.9, 46.1, 45.2,
41.8, 41.0, 36.9, 36.4, 33.0, 31.4, 30.7, 30.5, 30.4, 30.3, 29.1, 27.7, 25.9, 25.2, 24.2, 21.7, 21.4,
21.2,21.1,18.9,18.8,17.4,16.1, 15.2, 14.7, 13.9, 12.5, 11.2.

HO,C

Co,Me CO,Me

Hybryda 177bd. Wydajnosé¢: 60%.

Analiza elementarna (%) obliczona dla
CosH116CON1,0:5+H,0: C 62.87, H 6.65, N 10.69;
HOLC otrzymano C 62.55, H 6.71, N 10.45. MS ESI,
(m/z): obliczono dla CgsH116CON;30:5 [M-CNJ*
1788.81; otrzymano 1789.00; dla CggH110CON14O15Na [M+Na]* 1837.81; otrzymano 1837.90.
UV/Vis (DCM), Amax (nM) (g, L-mol™-cm™): 630 (6.01x10°), 580 (3.91x10%), 542 (3.55x107), 508
(2.50x10%), 406 (1.98x10°). '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds, 358 K), & (ppm): 14.30 (bs, 1H),
10.26 (s, 1H), 10.25 (s, 1H), 10.21 (s, 1H), 10.19 (s, 1H), 8.46-8.34 (m, 2H), 7.67 (bs, 1H), 7.31
(s, 1H), 6.48-6.37 (m, 2H), 6.26-6.15 (m, 2H), 5.59 (s, 1H), 4.41-4.28 (m, 4H), 4.02-3.95 (m, 2H),
3.94-3.84 (m, 2H), 3.73i 3.72 (s, s, 3H), 3.711 3.70 (s, s, 3H), 3.69 (s, 3H), 3.64 (s, 3H), 3.63 (s,

CO,Me COMe
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6H), 3.62 (s, 3H), 3.61 i 3.60 (s, s, 3H), 3.56 (s, 3H), 3.55 (s, 3H), 3.53-3.45 (m, 4H), 3.25-3.16
(m, 4H), 3.16-3.11 (m, 6H), 2.95-2.90 (m, 3H), 2.90 -2.71 (m, 2H), 2.71-2.52 (m, 5H), 2.48-2.33
(m, 6H), 2.24-2.13 (m, 4H), 2.12 (s, 3H), 2.09 (s, 3H), 1.84-1.76 (m, 4H), 1.67-1.53 (m, 3H), 1.49
(s, 3H), 1.36 (s, 3H), 1.31 (s, 3H), 1.23 (s, 3H), 1.14 (s, 3H), 0.99 (s, 3H), -3.73 (bs, 2H). *C
NMR (125 MHz, DMSO-dg, 358 K), & (ppm): 175.1, 174.7, 174.5, 172.5, 172.3, 171.7, 171.6,
171.0, 170.3, 169.3 162.5, 129.7, 121.2, 120.6, 102.8, 96.8, 89.8, 81.8, 68.4, 67.7, 63.1, 57.4,
52.5, 51.3, 51.0, 50.8, 50.59, 50.57, 48.4, 47.7, 45.9, 45.3, 41.8, 39.5, 39.3, 39.2, 39.0, 38.7, 38.1,
37.8, 32.7, 30.4, 30.3, 30.2, 30.0. 28.9, 27.3, 25.5, 25.0, 24.0, 21.6, 21.1, 18.5, 17.1, 15.8, 14.7,
14.2,11.8,10.8.

Hybryda 177da. Wydajnosé: 70 %.

Analiza elementarna (%) obliczona dla
CosH116CON1,0:5+2H,0: C 62.26, H 6.69, N 10.59;
HO.C otrzymano C 62.45, H 6.85, N 10.23. MS ESI,
(m/z): obliczono dla CgsHi10CON13055 [M-CNJ*
1788.81; otrzymano 1788.90; dla CgsH110CON14O5Na [M+Na]* 1837.81; otrzymano 1837.90.
UV/Vis (DCM), hmax (nM) (g, L-mol™-cm™): 630 (4.38x10%), 579 (4.87x10%), 542 (2.73x10%), 508
(1.76x10%), 406 (1.45x10°). 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds, 358 K), & (ppm): 10.16 (s, 1H),
10.13 (s, 1H), 10.10 (s, 2H), 8.40-8.21 (m, 2H), 7.60-7.52 (m, 1H), 7.34 (s, 1H), 6.44-6.35 (m,
2H), 6.22-6.12 (m, 2H), 5.52 (s, 1H), 4.39-4.25 (m, 4H), 4.11-4.04 (m, 2H), 4.05-4.00 (m, 2H),
3.68 (s, 3H), 3.67 (s, 3H), 3.63 (s, 3H), 3.62 i 3.61 (s, s, 3H), 3.60 (s, 3H), 3.59 (s, 3H), 3.57 (s,
3H), 3.55 (s, 3H), 3.54 (s, 3H), 5.53 (s, 3H), 3.49-3.46 (m, 2H), 3.42-3.37 (m, 2H), 3.30-3.14 (m,
6H), 3.13-3.04 (m, 2H), 2.93-2.83 (m, 2H), 2.77-2.69 (m, 2H), 2.68-2.51 (m, 4H), 2.46-2.08 (m,
11H), 2.07 (s, 3H), 2.06 (s, 3H), 1.96-1.70 (m, 6H), 1.67-1.53 (m, 4H), 1.48 (s, 3H), 1.34 (s, 3H),
1.28 (s, 3H), 1.20 (s, 3H), 1.12 (s, 3H), 0.97 (s, 3H), -3.87 (bs, 2H). **C NMR (125 MHz, DMSO-
ds, 358 K), & (ppm): 174.9, 174.7, 174.4, 173.1, 172.5, 172.3, 171.8, 171.7, 171.5, 171.0, 170.9,
168.4, 162.5, 162.4, 145.6, 136.7, 136.0, 135.8, 129.6, 121.2, 120.5, 103.6, 101.1, 97.2, 96.8,
96.6, 96.3, 90.1, 81.8, 73.8, 68.1, 67.7, 62.7, 57.4, 56.0, 54.6, 52.5, 51.3, 51.0, 50.9, 50.8, 50.6,
49.1, 48.4, 45.8, 45.4, 43.7, 41.0, 37.9, 36.2, 36.0, 32.7, 31.6, 30.6, 30.4, 30.2, 28.8, 28.1, 27.9,
27.8, 25.5, 24.9, 24.0, 22.1, 21.4, 21.0, 20.9, 20.8, 18.5, 17.8, 17.0, 15.8, 14.6, 14.2, 13.2, 11.8,
10.7.

CO,Me CO;Me

Hybryda 177db. Wydajnosé: 56 %.

Analiza elementarna (%) obliczona dla
CogsH123C0ON14049+2H,0: C 62.08, H 6.75, N 10.34;
otrzymano C 61.83, H 6.85, N 10.03. MS ESlI,
(m/z): obliczono dla Cg;H1,3CON;3059 [M-CN]*
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1832.84; otrzymano 1833.4. UV/Vis (DCM) Amax (NM) (e, L-mol™-cm™): 630 (5.22x10%), 580
(2.84x10%), 543 (4.43x10%), 508 (2.32x10%), 406 (2.01x10°). 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds, 358
K), 6 (ppm): 10.09 (s, 1H), 10.08 (s, 2H), 10.05 (s, 1H), 8.36-8.25 (m, 2H), 7.36 (t, J = 5.5 Hz,
1H), 7.45 (s, 1H), 6.41-6.31 (m, 2H), 6.22 (m, 2H), 5.66 (s, 1H), 4.37-4.25 (m, 4H), 4.13 (t, J =
5.3 Hz, 2H), 4.10-4.05 (m, 2H), 3.68 (s, 3H), 3.63 (s, 6H), 3.61 (s, 9H), 3.57 (s, 3H), 3.56 (s, 3H),
3.55 (s, 3H), 3.54 (s, 3H), 3.44-3.39 (m, 2H), 3.37-3.33 (m, 2H), 3.32-3.24 (m, 4H), 3.20-3.09 (m,
4H), 2.96-2.87 (m, 4H), 2.78-2.70 (m, 2H), 2.68-2.51 (m, 4H), 2.45-2.25 (m, 11H), 2.25-2.11 (m,
2H), 2.09 (s, 3H), 2.06 (s, 3H), 1.98-1.86 (m, 4H), 1.86-1.72 (m, 2H), 1.68-1.56 (m, 4H), 1.51 (s,
3H), 1.35 (s, 3H), 1.29 (s, 3H), 1.22 (s, 3H), 1.13 (s, 3H), 0.99 (s, 3H), -3.98 (bs, 2H). *C NMR
(125 MHz, DMSO-dg, 358 K), & (ppm): 174.9, 174.7, 1745, 172.5, 172.3, 171.8, 171.7, 171.5,
171.1, 170.9, 168.5, 162.5, 162.4, 136.7, 129.61, 129.58, 121.2, 120.4, 103.6, 101.0, 97.1, 96.6,
96.5, 96.2, 90.1, 81.8, 73.8, 68.9, 68.8, 68.0, 67.7, 62.8, 57.4, 56.0, 54.7, 52.5, 51.3, 51.0, 50.9,
50.8, 50.6, 49.2, 48.6, 45.8, 45.4, 43.7, 41.0, 37.9, 36.0, 32.7, 31.4, 30.4, 30.2, 28.8, 28.2, 25.6,
24.9,24.0,22.2,21.0,20.8, 18.5, 17.9, 17.0, 15.8, 14.6, 14.7, 11.7, 10.7.

Hybryda 177dc. Wydajnos¢: 39 %.
Analiza elementarna (%) obliczona dla
Ci00H127CONy,0+2H,0: C 61.91, H
6.81, N 10.11; otrzymano C 62.04, H
6.54 , N 9.97. MS ESI, (m/z): obliczono
dla CggH1,7CON;130, [M-CN]* 1876.89;
otrzymano 1877.00. UV/Vis (DCM), Amax(nm) (g, L-mol™-cm™): 630 (4.45x10%), 580 (2.83x10"),
541 (2.34x10%), 508 (2.13x10%), 406 (1.78x10°). *H NMR (500 MHz, DMSO-ds, 358 K), & (ppm):
14.37 (bs, 1H), 10.27 (s, 1H), 10.21 (s, 1H), 10.20 (s, 1H), 10.18 (s. 1H), 8.45-8.29 (m, 2H), 7.65
(t, = 5.5 Hz, 1H), 7.52 (s, 1H), 6.48-6.37 (m, 2H), 6.24-6.16 (m, 2H), 5.57 (s, 1H), 4.40-4.30 (m,
4H), 4.24 (t, J = 5.5 Hz, 2H), 4.12-4.05 (m, 2H), 3.72i 3.71 (s, s, 3H), 3.70 i 3.69 (s, s, 3H), 3.67
(s, 3H), 3.64 (s, 3H), 3.63 (s, 3H), 3.61 (s, 3H), 3.60 (s, 3H), 3.59 i 3.57 (s, s, 3H), 3.54 (s, 3H),
3.53 (s, 3H), 3.39-3.32 (m, 4H), 3.29 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 3.22-3.09 (m, 4H), 2.74 (dd, J = 7.5, J =
16.1 Hz, 2H), 2.68-2.54 (m, 6H), 2.45-2.26 (m, 10H), 2.25-2.11 (m, 5H), 2.10 (s, 3H), 2.09 (s,
3H), 2.06-1.73 (m, 12H), 1.67-1.60 (m, 4H), 1.51 (s, 3H), 1.35 (s, 3H), 1.29 (s, 3H), 1.23 (s, 3H),
1.13 (s, 3H), 1.01 (s, 3H), -3.72 (bs, 2H). *C NMR (125 MHz, DMSO-ds, 358 K), & (ppm):
175.5, 174.9, 174.8, 174.0, 173.1, 172.9, 172.5, 172.4, 172.3, 172.2, 171.5, 170.6, 169.9, 162.8,
162.4, 145.6, 129.9, 122.0, 120.8, 103.2, 101.6, 97.3, 97.0, 96.7, 96.6, 90.2, 82.1, 74.0, 69.3, 69.1,
68.4, 68.0, 63.5, 63.3, 57.6, 56.2, 53.4, 52.4, 51.9, 51.6, 51.6, 51.4, 51.2, 49.0, 47.9, 46.1, 45.2,
41.8, 41.0, 36.9, 36.4, 33.0, 31.4, 30.7, 30.5, 30.4, 30.3, 29.1, 27.7, 25.9, 25.2, 24.2, 21.7, 21.4,
21.2,21.1,18.9,18.8,17.4,16.1, 15.2, 14.7, 13.9, 12.5, 11.2.

HO,C
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= Hybryda 177dd. Wydajnosé: 79 %.

Analiza elementarna (%) obliczona dla
N CogH120CON35s0:7+2H,0: C 62.29, H 6.75, N
11.35; otrzymano C 62.11, H 6.82, N 11.07.
MS ESI, (m/z): obliczono dla CgsH;,0CoON140;7
[M-CN]* 1787.83; otrzymano 1787.90. UV/Vis
(DCM), Amax (MM) (e, L-mol™cm™): 630(4.45x10%), 580 (2.83x10%), 541 (2.34x10%), 508
(1.50x10%, 406 (1.60x10°). '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds, 358 K), & (ppm): 14.40 (bs, 1H),
10.19, (s, 1H), 10.13 (s, 1H), 10.10 (s, 1H), 10.06 (s, 1H), 8.39 (m, 2H), 7.84 (bs, 1H), 7.61 (bs,
1H), 7.29 (s, 1H), 6.43-6.35 (m, 2H), 6.22-6.13 (m, 2H), 5.52 (s, 1H), 4.34-4.19 (m, 4H), 3.93-
2.85 (m, 2H), 3.67 (s, 3H), 3.66 i 3.65 (s, s, 3H), 3.64 (s, 3H), 3.63 (s, 3H), 3.60 (s, 3H), 3.59 (s,
3H), 3.56 (s, 3H), 3.55 (s, 3H), 3.54 (s, 6H), 3.51-3.46 (m, 3H), 3.32-3.26 (m, 4H), 3.10-3.00 (m,
5H), 2.94-2.82 (m, 4H), 2.78-2.69 (m, 2H), 2.68-2.51 (m 4H), 2.45-2.40 (m, 4H), 2.38-2.34 (m,
3H), 2.33-2.09 (m, 6H), 2.08 (s, 3H), 2.07 (s, 3H), 1.96-1.71 (m, 4H), 1.65-1.53 (m, 4H), 1.48 (s,
3H), 1.34 (s, 3H), 1.29 (s, 3H), 1.21 (s, 3H), 1.13 (s, 3H), 0.97 (s, 3H), -3.92 (bs, 2H). *C NMR
(500 MHz, DMSO-dg, 358 K), & (ppm): 174.9, 174.7, 174.5, 172.5, 172.3, 171.7, 171.6, 171.0,
170.9, 168.5, 162.5, 162.4, 129.7, 121.2, 120.4, 103.6, 96.8, 96.6, 96.2, 90.1, 81.8, 73.8, 68.4,
67.7, 57.4, 56.0, 52.5, 51.3, 51.0, 50.8, 50.6, 49.1, 48.4, 45.8, 45.4, 38.1, 37.9, 32.7, 31.4, 30.4,
30.2, 28.8, 28.2, 25.5, 25.0, 24.0, 22.1, 21.7, 21.0, 18.5, 17.8, 17.0, 15.8, 14.6, 14.2, 11.8, 10.7.

HO,C

CO,Me COMe

Hybryda 178. Wydajno$¢é: 73 %.

Analiza elementarna (%) obliczona dla
CogH122C0ON130,0+2H,0: C 62.05, H 6.69, N
- 9.60; otrzymano C 62.12, H 6.92, N 9.44. MS
Love  Lowe ‘ ) | ESI, (mf2): obliczono dla CerH13C0oN;,050 [M-
CN]" 1833.82; otrzymano 1833.80; dla CggH;2,CoN;30,0Na[M+Na]® 1882.82; otrzymano
1882.70. UV/Vis (DCM), Amax (nM) (g, L-mol™cm™): 630 (3.97x10°%), 580 (2.01x10%), 542
(2.55x10%), 508 (1.86x10%), 406 (1.72x10°). 'H NMR (500 MHz, DMSO-d;, 358 K), & (ppm):
14.30 (bs, 1H), 10.20 (s, 1H), 10.12 i 10.10 (s, s, 1H), 10.07 (s, 1H), 10.04 (s, 1H), 8.47-8.17 (m,
2H), 7.22 (s, 1H), 6.46 (m, 2H), 6.21 (m, 2H), 5.56 (s, 1H), 4.39-4.14 (m, 4H), 4.11-3.99 (m, 4H),
3.70 and 3.69 (s, s, 3H), 3.68 (s, 3H), 3.63 (s, 6H), 3.62 (s, 3H), 3.60 (s, 3H), 3.57 (s, 3H), 3.55 (5,
3H), 3.54 (s, 3H), 3.53 (s, 3H), 3.47-3.01 (m, 15H), 2.79-2.67 (m, 4H), 2.64-2.51 (m, 4H), 2.45-
2.14 (m, 12H), 2.10 (s, 3H), 2.05 (s, 3H), 2.00-1.84 (m, 4H), 1.83-1.55 (m, 6H), 1.49 (s, 3H), 1.35
(s, 3H), 1.29 (s, 3H), 1.22 (s, 3H), 1.12 (s, 3H), 0.98 (s, 3H), -3.97 (bs, 2H). *C NMR (500 MHz,
DMSO-ds, 358 K), 6 (ppm): 175.1, 174.5, 172.5, 172.3, 171.9, 171.7, 171.5, 170.9, 170.3, 169.2,
162.5, 136.4, 136.2, 130.6, 129.7, 129.6, 120.4, 118.8, 102.9, 96.9, 96.5, 96.2, 89.8, 81.8, 69.1,
69.1, 68.2, 67.7, 63.0, 62.8, 57.4, 56.1, 53.4, 52.5, 51.3, 51.0, 50.8, 50.6, 50.3, 48.7, 48.1, 47.7,

HO,C
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45.9, 45.3, 41.8, 40.9, 36.6, 36.1, 32.7, 31.4, 30.4, 30.3, 30.2, 28.9, 27.4, 25.5, 24.9, 24.0, 21.1,
20.9,18.5,17.1,15.8,14.7,14.2,12.0, 11.8, 10.7.

Hybryda 179: Wydajnosé: 64%.

Analiza elementarna (%) obliczona dla
CgoH123C0ON1402,+2H,0: C 61.29, H 6.60,
O 0 N 10.11; otrzymano C 61.03, H 6.75, N
10.84. MS ESI, (m/z): obliczono dla
CogH123CON130,1  [M-CN]*  1876.83;
otrzymano 1876.90; dla CggH13CoN1,0xNa [M+Na]® 1925.82; otrzymano: 1925.90. UV/Vis
(DCM), Aax (NM) (g, L-m™-cm™): (5.47x10%), 574 (1.29x10%), 541 (1.70x10%), 505 (1.69x10%),
406 (1.48x10°). 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds, 358 K), & (ppm): 10.08 (s, 1H), 10.07 (s, 1H),
10.05 (s, 1H), 10.02 1 10.00 (s, s, 1H), 9.06 (s, 1H), 8.43-8.31 (m, 2H), 7.62 (s, 1H), 6.41-6.30 (m,
2H), 6.22-6.12 (m, 2H), 4.33-4.19 (m, 4H), 4.16-4.09 (m, 2H), 4.06-3.99 (m, 2H), 3.65 (s, 3H),
3.62 (s, 3H), 3.61 (s, 3H), 3.60 (s, 3H), 3.59 (s, 3H), 3.54 (s, 3H), 3.51 (s, 3H), 3.49 (s, 3H), 3.46
(s, 3H), 3.45 (s, 3H), 3.42 (m, 2H), 3.36-3.27 (m, 5H), 3.26-3.21 (m, 4H), 3.20-3.15 (m, 2H),
3.14-3.07 (m, 2H), 3.05-3.00 (m, 2H), 2.94-2.90 (m, 2H), 2.86-2.67 (m, 4H), 2.63-2.51 (m, 4H),
2.45-2.23 (m, 8H), 2.22-2.09 (m, 4H), 2.05 (s, 3H), 2.02-1.85 (m, 6H), 1.82 (s, 3H), 1.75-1.52 (m,
6H), 1.27 (s, 3H), 1.23 (s, 3H), 1.08 (s, 3H), 1.07 (s, 3H), 0.62 (s, 3H), -4.30 (bs, 2H). *C NMR
(500 MHz, DMSO, 358 K), & (ppm): 174.7, 173.8, 173.0, 172.8, 172.6, 172.04, 171.97, 171.9,
171.8, 171.4, 171.1, 170.3, 162.9, 161.5, 145.1, 129.6, 129.6, 121.7, 103.7, 103.2, 101.0, 97.0,
96.7, 96.4, 81.7, 73.1, 68.7, 68.6, 67.9, 67.6, 62.8, 56.9, 55.4, 53.1, 51.5, 51.2, 51.0, 50.7, 50.6,
48.4, 46.6, 46.4, 44.8, 36.1, 34.3, 32.5, 30.8, 30.1, 29.8, 29.3, 29.2, 28.6, 24.9, 24.6, 23.9, 21.3,
21.1,20.7,20.3,17.7,16.6, 15.8, 14.9, 14.4, 13.5, 12.1, 10.8.

HO,C

CO,Me CO;Me

Mesylan 180. Witamine B, (1360 mg, 1.0 mmol) rozpuszczono w NMP

H,NOC

(5 mL). Do otrzymanego roztworu dodawano w godzinnych odstepach 3
S porcje roztworu chlorku mesylu (500mg, 4.4 mmol) w NMP (2.7 ml) i
DIPEA (2.7 ml). Po dodaniu ostatniej porcji, mieszaning reakcyjng
mieszano przez godzing a nastgpnie rozcienczono wodg destylowana

(100 ml) i przemyto DCM (3 porcje po 100 ml). Fazg wodnag

$ ekstrahowano roztworem fenolu w DCM (20g fenolu w 20 ml DCM).

Faze organiczng przemyto woda destylowang (3 porcje po 20 ml) a
nastgpnie rozcienczono DCM do objetosci 200 ml i ekstrahowano wodg destylowana porcjami po
20 ml do uzyskania bezbarwnej fazy organicznej. Zebrane fazy wodne przemyto DCM (100 ml) a

nastgpnie odparowano pod zmniejszonym cisnieniem. Pozostalos¢ po odparowaniu roztworzono
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w MeOH (10 ml), wytracono eterem dietylowym, odwirowano i suszono pod zmniejszonym

ci$nieniem otrzymujac mesylan 180 o czystosci >95% (HPLC). Wydajnos¢ 1290 mg, 90%.
Probka analityczna zostala dodatkowo oczyszczona metoda chromatografii kolumnowej na
odwroconych fazach stosujac mieszaning woda/MeOH jako eluent (10-20% v/v). MS ESI, (m/z):
obliczono dla CgsHgoCoN14015PS+Na [M+Na]* 1455.5; otrzymano: 1455.8. UV/Vis (H,0), Amax
(nm) (g, L-mol™-cm™):361 (2.34x10*)."H NMR (500 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 7.83 (s, 1H),
7.71 (s, 1H), 7.64 (s, 1H), 7.57 (s, 1H), 7.54 (s, 1H), 7.36 (bs, 2H), 7.15 (s, 1H), 7.12 (s, 1H), 7.06
(s, 1H), 7.03 (s, 1H), 6.92 (s, 1H), 6.78 (s, 1H), 6.72 (s, 1H), 6.51 (s, 1H), 6.44 (s, 1H), 6.36 (bs,
1H), 6.30 (s, 1H), 5.90 (s, 1H), 4.74-6.61 (m, 3H), 4.55 (dd, J= 9.4, J= 30.4 Hz, 2H), 4.19-4.10
(m, 2H), 3.98 (bs, 1H), 3.94 (d, J = 10.6 Hz, 1H), 3.70 (dd, , J =5.5, J = 9.6 Hz, 1H), 3.54-3.44
(m, 2H), 3.28 (s, 3H), 3.06 (d, J = 11.0 Hz, 1H), 2.86-2.72 (m, 3H), 2.68-2.55 (m, 2H), 2.47 (s,
3H), 2.44 (bs, 1H), 2.38 (s, 3H), 2.37-2.34 (m, 1H), 2.33-2.20 (m, 3H), 2.17 (s, 3H), 2.16 (s, 3H),
2.08-1.96 (m, 3H), 1.86-1.56 (m, 6H), 1.69 (s, 3H), 1.54-1.46 (m, 1H), 1.32 (s, 3H), 1.23 (s, 3H),
1.17 (s, 3H), 1.15-1.02 (m, 4H), 1.06 (s, 3H), 0.89 (bs, 1H), 0.30 (s, 3H). *C NMR (125 MHz,
DMSO-dg), 6 (ppm): 179.6, 178.3, 175.2, 173.7, 173.3, 172.9, 172.6, 172.5, 171.2, 171.1, 165.4,
164.7, 142.3, 136.3, 132.7, 131.4, 129.7, 116.4, 111.5, 105.9, 103.0, 93.6, 85.9, 84.4, 79.2, 79.1,
74.8, 71.7, 70.7, 69.0, 68.8, 58.6, 55.0, 54.0, 53.2, 52.4, 52.3, 50.4, 47.4, 46.6, 45.0, 42.1, 41.7,
38.2, 36.8, 35.8, 35.1, 33.85, 31.8, 31.2, 30.0, 27.0, 25.8, 25.6, 20.3, 20.2, 20.0, 19.9, 19.7, 18.7,
16.53, 16.45, 15.7, 15.1 HPLC: t, = 14.18 min.

H,NOC

] Azydek 181. Mesylan 180 (720 mg, 0.5 mmol) rozpuszczono w
Sccom|  HMPA (5 ml). Do otrzymanego roztworu dodano NaN; (325 mg, 5.0

\\\\\

mmol) i intensywnie mieszano w 40 °C przez noc. Mieszaning
Oi) e poreakcyjna rozcienczono woda destylowang (150 ml) i DCM (3
[,:)H :‘ZYEN@\/ porcje po 100 ml). Fazg¢ wodng ekstrahowano roztworem fenolu w
oo\ o DCM (20 g fenolu w 20 ml DCM). Faze organiczng przemywano

N
N3

woda destylowang (3 porcje po 20 ml) a nastepnie rozcienczono DCM
do objetosci 200 ml i ekstrahowano woda destylowang porcjami po 20 ml do uzyskania
bezbarwnej fazy organicznej. Zebrane fazy wodne przemyto DCM (100 ml) a nastepnie
odparowano pod zmniejszonym cisnieniem. Pozostalo$¢ po odparowaniu roztworzono w MeOH
(5 ml), wytrgcono eterem dietylowym, odwirowano i suszono pod zmniejszonym ci$nieniem

otrzymujac azydek 181 o czystosci >98% (HPLC). Wydajno$¢ 640 mg, 93%.

Probka analityczna zostala dodatkowo oczyszczona metoda chromatografii kolumnowej na
odwrdconych fazach stosujac mieszaning woda/MeOH jako eluent (10-20% v/v).

MS ESI, (m/z): obliczono dla Cg3Hg,CoNy;0:5P+Na [M+Na]* 1402.5; otrzymano 1402.6.

IR (KBr), v (cm™): 3386, 3192, 2969, 2935, 2106, 2028, 1667, 1573, 1497, 1449, 1401, 1350,
1217, 1144, 1110, 1075, 868, 848, 560. UV/Vis (H;0), Amx (nm) (e, L-mol™-cm™): 361

164



(2.52x10%)."H NMR (600 MHz,DMSO-dg), & (ppm): 8.02 (s, 1H, NH amid), 7.93 (s, 1H, NH
amid), 7.65 (s, 1H, NH amid), 7.60 (s, 1H, NH amid), 7.55 (s, 1H, NH amid), 7.39 (s, 1H, B7),
7.36 (s, 1H, NH amid), 7.12 (s, 1H, NH amid), 7.10 (s, 1H, NH amid), 7.04 (s, 2H, B2 i NH
amid), 6.99 (s, 1H, NH amid), 6.79 (s, 1H, NH amid), 6.74 (s, 1H, NH amid), 6.55 (s, 1H, NH
amid), 6.45 (s, 1H, B4), 6.34 (bs,1H, R2-OH), 6.32 (s, 1H, R1) 5.92 (s, 1H, 10), 4.73 (s, 1H, 3),
458 (s, 1H, R3), 4.14 - 4.06 (m, 1H, Pr2), 4.06-4.01 (d, J = 7.2 Hz, R1), 3.98 (bs, 1H, R2), 3.95
(d, J = 9.5 Hz, 1H, 19), 3.86 (d, J = 11.4 Hz, 1H, R5), 3.76-3.68 (m, 1H, 8), 3.59 (d, J = 10.5 Hz,
1H, R5), 3.50-3.43 (m, 1H, Pr1), 3.10 (d, J = 10.2 Hz, 1H, 13), 2.87-2.80 (m, 1H, Pri), 2.79-2.72
(bs, 1H, 18), 2.69-2.58 (m, 2H 56 lub 55 i 42 lub 41), 2.47 (s, 3H, 35), 2.49-2.32 (m, 6H, 30 lub
31, 37, 49, 55, 56), 2.39 (s, 3H, 53), 2.30-2.12 (m, 2H, 26, 30 lub 31), 2.17 (s, 3H, B10), 2.16 (s,
3H, B11), 2.08-1.93 (m, 2H, 26, 42 lub 41), 1.85-1.58 (m, 6H, 30 lub 31, 37, 41 lub 42, 48, 55 lub
56), 1.70 (s, 3H, 36), 1.59-1.50 (m, 1H, 60), 1.32 (s, 3H, 47), 1.24 (s, 3H, 54), 1.23-1.15 (m, 1H,
60), 1.17 (s, 3H, 25), 1.08 (s, 3H, 46), 1.03 (d, J = 5.9 Hz 3H, Pr3), 0.92 (bs, 1H, 41 lub 42), 0.29
(s, 3H, 20). *C NMR (150 MHz, DMSO-ds), 8 (ppm): 179.6 (4), 178.3 (16), 175.3 (11), 173.74
(9), 173.66 (C=0 amid), 173.3 (C=0 amid), 172.9 (C=0 amid), 172.7 (C=0 amid), 172.6 (C=0
amid), 171.2 (C=0 amid), 171.1 (C=0 amid), 165.4 (6), 164.6 (14), 142.2 (B2), 136.3 (B9), 132.7
(B6), 131.6 (B5), 129.7 (B8), 116,4 (B4), 111.6 (B7), 105.9 (C5), 103.1 (15), 93.5 (10), 85.9
(R1), 84.4 (1), 80.2 (R4), 74.8 (19), 72.8 (R3), 70.6 (Pr2), 68.9 (R2), 58.6 (17), 55.0 (3), 54.0 (8),
53.2 (13), 51.2 (R5), 50.3 (7), 47.4 (12), 46.6 (2), 44.8 (Prl), 42.2 (37), 41.5 (26), 38.2 (18), 35.2
(31 lub 30), 34.0 (49), 31.9 (60), 31.7 (46,56 lub 55), 31.2 (55 lub 56), 30.0 (42 lub 41), 26.9 (48),
26.0 (41 lub 42), 25.6 (30 lub 31), 20.23 i 20.19 (Pr3), 20.0 (47), 19.96 (B11), 19.86 (B10), 19.74
(20), 18.7 (36), 16.47 (54), 16.43 (25), 15.7 (35), 15.2 (53). HPLC: t, = 13.90 min.
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Przypisanie sygnatéw w widmach 1H i 13C NMR dla azydku 181.

¥C NMR Obserwowane korelacje ¥C NMR Obserwowane korelacje
Przypisanie Przypisanie
[ppm] HQSC [ppm] HMBC [ppm] HQSC [ppm] HMBC
4 179.6 C3,C35 3 55.0 a7 C25
C10, C35°,
16 178.3 C53, C54 8 54.0 3.71 Ca6, Car
C10, C13, C46, C47,
11 175.3 a6, Ca7 13 53.2 3.10 s
9 173.74 C10 R5 51.2 3.86; 3.59 R3°
C8, C35",
173.66 7 50.3 C36, C37°,
c42°
C10, C13,
1733 12 47.4 C46, C47,
c48
C3, C25, C26,
27,32, 38, 43, 50, 1729 2 46.6 €20
57, 60°
172.7 Pri 4438 3.46; 2.83 Pr3
172.6 37 422 2.46;1.72  CB8,C30,C35
171.2 26 415 2.21; 2.04 C3,C25
C19, C54,
171.1 18 382 2.77 G55, Ot
6 165.4 C8,C35,C36 || 311ub30 35.2 2.28,2.22 c3
14 164.6 C13,C53 49 34.0 2.38 C13, Ca7,
c48
B2 142.2 7.04 R1 60 31.9 1.54;1.20 C19, C55
) 1.07; 2.54
B9 136.3 B2, B7 46; 56 lub 55 317 120130, 247 C13.C47
B6 132.7 B4, B10 55 lub 56 31.2 2.38; 1.77 c54
B5 131.6 B7, B11 42 lub 41 30.0 2.63;2.02
B8 129.7 B2, B4 48 26.9 2.02; 1.65 C1385C346'
B4 116.4 6.45 B10 41 lub 42 26.0 1.77;0.92 C8,C36
B7 111.6 7.40 B11 30 lub 31 25.6 1.77;1.66 C3, C3l
5 105.9 c35 20.23
Pr3 1.03
15 103.1 C13, C53 20.19
10 935 5.92 cs 47 20.06 1.32 c46
R1 85.9 6.32 R2, R® B11 19.96 2.16 B7
1 84.4 €3, C19, C20, B10 19.86 217 B4
c25
R4 80.2 4.03 RSP 20 19.74 0.29 c19
19 748 3.95 c20 36 18.7 1.70 C35, C37
R3 726 458 R4, R5" 54 16.47 1.24
Pr2 70.6 4.09 Pri® Pr3 25 16.43 117 c26
R2 68.9 3.99 R1 35 15.7 2.48 C36
17 58.6 C54, C56 53 15.2 2.40 c48

[a] atomy wegla grup karbonylowych, ze wzgledu na naktadanie si¢ sygnatow jednoznaczne przypisanie bylo

niemozliwe; [b] sygnaty korelacyjne o stabej intensywnosci.
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Dane krystalograficzne

Stechiometria zwigzku Cg3Hg7CoN1,045P
Grupa przestrzenna P2,2,2;
Dhugosci krawedzi komorki (A) a 15.7650(4); b 22.4091(5); ¢ 24.8830(8)
Katy (°) o 90.00; B 90.00;y 90.00
Objetos¢ komoérki (A%) 8790.7(4)
7,7 Z:4272"0
R (%) 5.90
Numer depozytu w bazie CCDC 906734

Ogolna procedura katalizowanej miedzia [1,3] dipolarnej cykloaddycji azydku 181 do
alkinow.

Cul (1.0 mg, 0.005 mmol) i TBTA (5.0 mg, 0.01 mmol) dodane zostaty do mieszaniny
DMF/woda (0.5 ml, 1/1 v/v). Otrzymang zawiesing mieszano intensywnie do uzyskania
klarownego roztworu (ok. 20 min), dodano azydek 181 (30 mg, 0.02 mmol) i alkin (0.035 mmol)
1 mieszano przez noc w temperaturze pokojowej. Mieszaning poreakcyjng wytrgcono eterem
dietylowym (15ml) i odwirowano. Uzyskany osad wysuszono pod zmniejszonym ci$nieniem a
nastgpnie roztworzono w wodzie o temperaturze ok 4 °C i odwirowano. Roztwor nad osadem
zawierajacy surowy produkt, zostat nalozony na kolumne chromatograficzng ze zlozem RP i
eluowany mieszaning woda/MeOH (10-40%, v/v). Zebrane frakcje zawierajace produkt
odparowano, pozostatos¢ roztworzono w MeOH (1ml), wytrgcono eterem dietylowym i suszono

pod zmniejszonym ci$nieniem.

HzNOj 1 Pochodna 182a. Wydajnos¢: 96 %.

/ : MS ESI, (m/z): obliczono dla CgHgiCoNy;0.4P+Na [M+Na]"™ 1458.6;
otrzymano 1458.6. UV/Vis (H,0), Ama (nM) (e, L-mol™-cm™): 361
(2.37x10%). 'H NMR (600 MHz, DMSO-dg), 5 (ppm): 8.52 (s, 1H), 7.80
(s, 1H), 7.69 (s, 1H), 7.63 (s, 2H), 7.54 (s, 1H), 7.37 (s, 1H), 7.29 (s,
1H), 7.17 (s, 1H), 7.13 (s, 1H), 7.05 (s, 1H), 7.04 (s, 1H), 7.01 (s, 1H),
6.80 (s, 1H), 6.78 (s, 1H), 6.51 (s, 1H), 6.44 (s, 1H), 6.31 (bs, 1H), 5.99
(s, 1H), 5.91 (s, 1H), 5.37 (s, 1H), 4.91 (d, J = 11.5 Hz, 1H), 4.74 (d, J =
13.4 Hz, 1H), 4.68 (d, J = 7.1 Hz, 1H), 451 (d, J = 4.2 Hz, 2H), 4.35 (s, 1H), 4.24-4.03 (m, 2H),
3.97-3.86 (m, 2H), 3.71 (dd, J = 5.2, J = 9.9 Hz, 1H), 3.53-3.44 (m, 1H), 3.10 (d, J = 10.7 Hz,
1H), 2.81-2.70 (m, 2H), 2.69-2.55 (m, 2H), 2.49-2.37 (m, 3H), 2.48 (s, 3H), 2.42 (s, 3H), 2.31-
2.16 (m, 4H), 2.14 (s, 3H), 2.11 (s, 3H), 2.09-1.95 (m, 4H), 1.84-1.72 (m, 5H), 1.70 (s, 3H), 1.66-
1.58 (m, 3H), 1.57-1.48 (m, 2H), 1.37 (s, 3H), 1.23 (s, 3H), 1.17 (s, 3H), 1.07 (s, 3H), 0.89 (bs,
2H), 0.28 (s, 3H). *C NMR (150 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 179.5, 178.2, 175.9, 173.8, 173.2,
172.7, 1725, 172.4, 171.0, 170.9, 165.3, 164.7, 147.3, 142.1, 136.2, 132.7, 131.3, 129.5, 125.0,
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116.3, 111.4, 105.9, 102.9, 93.5, 85.6, 84.4, 79.2, 78.8, 74.9, 72.5, 70.6, 68.5, 58.7, 55.1, 54.9,
54.6, 53.1, 50.3, 48.6, 47.5, 46.6, 45.2, 42.1, 41.7, 38.0, 35.1, 33.7, 31.8, 31.6, 31.5, 31.3, 30.0,
27.5,25.7,25.5,20.2, 19.9, 19.8, 19.6, 18.7, 16.6, 16.4, 15.6, 14.9. HPLC: t, = 13.02 min.

Hz“Oj o Pochodna 182b. Wydajnos¢: 92 %.
S\ _cow MS ESI, (m/z): obliczono dla CggHesCoN;;01,P+Na [M+Na]™ 1486.6;
N otrzymano 1486.6. UV/Vis (H,0), Amx (NM) (e, L-mol™-cm™): 361
) \» (2.50x10%). *H NMR (600 MHz, DMSO-dq), & (ppm): 8.47 (s, 1H), 7.82
(NQ (s, 1H), 7.69 (s, 1H), 7.63 (s, 2H), 7.54 (s, 1H), 7.34 (s, 1H), 7.32 (s,
oN 1H), 7.17 (s, 1H), 7.13 (s, 1H), 7.05 (s, 1H), 7.03 (s, 1H), 7.00 (s, 1H),
R 6.79 (s, 1H), 6.78 (s, 1H), 6.50 (s, 1H), 6.44 (s, 1H), 6.26 (s, 1H), 5.95
ow (s, 1H), 5.90 (s, 1H), 4.91 (d, J = 12.0 Hz, 1H), 4.72-4.62 (m, 3H), 4.29-
4.22 (m, 1H), 4.21-4.10 (m, 2H), 3.93 (d, J = 10.7, 1H), 3.89 (s, 1H), 3.71 (dd, J= 5.3, J= 9.9 Hz,
1H), 3.59-3.49 (m, 2H), 3.43 (dd, J = 6.1, J= 11.4 Hz, 2H), 3.17 (d, J = 4.9 Hz, 1H), 3.18 (d, J =
11.0 Hz, 1H), 2.82-2.71 (m, 2H), 2.70-2.57 (m, 4H), 2.50-2.36 (m, 3H), 2.48 (s, 3H), 2.42 (s,
3H), 2.34-1.94 (m, 8H), 2.15 (s, 3H), 2.14 (s, 3H), 1.91-1.59 (m, 8H), 1.70 (s, 3H), 1.57-1.48 (m,
2H), 1.37 (s, 3H), 1.23 (s, 3H), 1.17 (s, 3H), 1.07 (s, 3H), 0.89 (bs, 2H), 0.28 (s, 3H). *C NMR
(150 MHz, DMSO-dg), 6 (ppm): 179.5, 178.2, 174.9, 173.7, 173.2, 172.7, 1725, 172.4, 171.1,
170.9, 165.3, 164.6, 146.2, 142.3, 136.2, 132.6, 131.3, 129.5, 124.1, 116.3, 111.5, 105.9, 102.9,
93.5, 85.6, 84.3, 78.9, 74.9, 72.0, 70.7, 68.5, 60.0, 58.7, 54.9, 54.0, 53.2, 50.3, 48.6, 48.3, 47.5,
46.6, 45.2, 42.1, 41.7, 38.0, 35.1, 33.6, 32.2, 31.8, 31.5, 31.3, 30.0, 27.6, 25.6, 25.5, 21.7, 20.32,
20.29, 19.9,19.8, 195, 18.7, 16.7, 16.4, 15.6, 14.9.
HPLC: t, = 13.35 min.

HNOC™

”2”05 ,, Pochodna 182c. Wydajno$¢ 92 %.
ol \—cowsf  MS ESI, (m/z): obliczono dla C7HeCoNy7O13P+Na [M+Na]" 1504.6,
W otrzymano 1504.6. UV/Vis (H;0), Amx (nm) (e, L-m™*cm™):361
o \y (2.43x10%). *H NMR (600 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 9.35 (s, 1H), 7.87-
o (Q 7.77 (m, 3H), 7.70 (s, 1H), 7.66-7.57 (m, 2H), 7.53 (s, 1H), 7.47-7.40
080X o (m, 2H), 7.35-7.29 (m, 2H), 7.27 (s, 1H), 7.17 (s, 1H), 7.13 (s, 1H), 7.06
&@ (s, 1H), 70.3 (s, 1H), 7.02 (s, 1H), 6.77 (d, J = 11.0 Hz, 1H), 6.50 (s,
1H), 6.44 (s, 1H), 6.28 (s, 1H), 6.01 (s, 1H), 5.90 (s, 1H), 5.04 (d, J =
11.9 Hz, 1H), 4.78 (d, J = 13.4 Hz, 1H), 4.68 (d, J = 6.4 Hz, 1H), 4.40-4.28 (m, 1H), 4.27-4.21
(m, 1H), 4.20-4.14 (m, 1H), 3.94 (d, J = 11.0 Hz, 1H), 3.72 (dd, J = 5.4 Hz, J = 10.0 Hz, 1H),
3.61-3.49 (m, 1H), 3.10 (d, J = 11.1 Hz, 1H), 2.82-2.74 (m, 1H), 2.73-2.58 (m, 2H), 2.49-2.38 (m,
7H), 2.48 (s, 3H), 2.44 (s, 3H), 2.29-2.15 (m, 4H), 2.14 (s, 3H), 2.11 (s, 3H), 2.08-1.96 (m, 3H),
1.89-1.58 (m, 7H), 1.70 (s, 3H), 1.57-1.47 (m, 2H), 1.38 (s, 3H), 1.24 (s, 3H), 1.20-1.16 (m, 2H),
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1.16 (s, 3H), 1.08 (s, 3H), 0.90 (bs, 1H), 0.28 (s, 3H). *C NMR (150 MHz, DMSO-d;), & (ppm):
180.0, 178.7, 175.4, 174.2, 173.6, 173.1, 172.9, 172.9, 171.5, 171.3, 165.7, 165.1, 146.3, 142.8,
136.6, 133.0, 131.7, 131.5, 129.9, 129.3, 128.1, 125.6, 124.3, 116.7, 111.9, 110.0, 106.4, 103.3,
94.0, 86.1, 84.8, 79.2, 75.3, 72.4, 71.1, 68.8, 65.4, 59.1, 55.4, 54.5, 53.7, 50.8, 49.0, 48.9, 48.0,
47.0, 45.9, 42.6, 42.1, 38.4, 35.5, 34.2, 32.3, 32.0, 31.8, 30.5, 28.2, 26.1, 25.9, 20.8, 20.3, 20.2,
20.0,19.2,17.2, 16.8, 16.1, 15.6, 15.3.HPLC: t, = 21.90 min.

“2“05 Pochodna 182d. Wydajno$é: 96 %.

CN:’ “"\_CONH; MS ESI, (m/z): obliczono dla CgHiCoN;s0:;P+Na [M+Na]”

N 1705.6; otrzymano 1705.5. UV/Vis (H;0), Amax (NM) (g, L-mol™-cm’

\» 1):361 (2.33x10%). 'HNMR (600 MHz, DMSO-dq), & (ppm): 8.82 (s,
o (Q 1H), 7.75 (s, 1H), 7.66-7.56 (m, 3H), 7.53 (s, 1H), 7.38 (d, J = 8.2 Hz,
o5 1H), 7.33 (s, 1H), 7.26-7.20 (m 4H), 7.19-7.07 (m, 3H), 7.05 (s, 1H),

\ﬁ‘}j o, 7.03 (s, 1H), 6.99 (s, 1H), 6.78 (s, 2H), 6.50 (s, 1H), 6.45 (s, 1H), 6.25
oé:}"% (s, 1H), 5.96 (s, 1H), 5.91 (s, 1H), 5.23-5.08 (m, 2H), 5.01 (d, J = 12.6

Hz, 1H), 4.74 (d, J = 14.3 Hz, 1H), 4.66 (d, J = 7.2, 1H), 4.30-4.13 (m,
4H), 3.93 (d, J = 10.9 Hz, 1H), 3.87 (s, 1H), 3.75-3.66 (m, 1H), 3.61-3.52 (m, 1H), 3.08 (d, J =
10.8 Hz, 1H), 3.05-2.97 (m, 1H), 2.93-2.83 (m, 1H), 2.81-2.56 (m, 3H), 2.49-2.38 (m, 6H), 2.48
(s, 3H), 2.42 (s, 3H), 2.30-2.16 (m, 2H), 2.14 (s, 3H), 2.13 (s, 3H), 2.10-1.95 (m, 3H), 1.86-1.72
(m, 4H), 1.70 (s, 3H), 1.65-1.42 (m, 3H), 1.37 (s, 3H), 1.28 (s, 9H), 1.22 (s, 3H), 1.20-1.18 (m,
2H), 1.17 (s, 3H), 1.14-1.11 (m, 3H), 1.07 (s, 3H), 0.90 (bs, 1H), 0.27 (s, 3H). *CNMR (150
MHz, DMSO-dg), 6 (ppm): 180.0, 178.7, 175.4, 174.2, 174.2, 173.6, 173.1, 172.9, 172.8, 172.2,
1715, 171.3, 165.7, 165.1, 155.9, 142.7, 141.5, 138.1, 136.7, 133.1, 131.8, 129.9, 129.6, 128.5,
127.4, 126.8, 116.7, 111.9, 106.4, 103.3, 94.0, 86.1, 84.8, 79.3, 78.7, 75.4, 72.2, 71.2, 68.9, 59.1,
58.2, 55.6, 55.4, 54.5, 53.7, 50.8, 48.9, 48.0, 47.0, 45.8, 42.6, 42.2, 38.5, 36.7, 35.5, 34.1, 32.3,
31.94, 31.88, 30.5, 28.5, 28.1, 26.1, 25.9, 20.8, 20.3, 20.2, 20.0, 19.2, 17.2, 16.8, 16.1, 15.3.
HPLC: t, =27.70 min.

HzNoj j Pochodna 182e. Wydajnos¢: 71%.

/ MS ESI, (m/z): obliczono dla C;;H;04CoN3sO:6P+Na [M+Na]”
1645.7; otrzymano 1645.8.UV/Vis (H,0), Amax (nm) (¢, L-mol™-cm’
1):361 (2.54x10%). '"H NMR (600 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 8.78 (s,
1H), 7.70 (s, 1H), 7.62 (s, 1H), 7.58 (s,1H), 7.55 (s, 1H), 7.53 (s, 1H),
7.33 (s, 2H), 7.20 (s, 1H), 7.14 (s, 1H), 7.07 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.04
(s, 2H), 7.00 (s, 1H), 6.80 (s, 1H), 6.77 (s, 1H), 6.49 (s, 1H), 6.45 (s,
1H), 6.21 (s, 1H), 6.07 (s, 1H), 5.92 (s, 1H), 5.90 (s, 1H), 5.34 (d, J =
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13.1 Hz, 1H), 5.16 (d, J = 13.2 Hz, 1H), 5.00 (d, J = 13.0, 1H), 4.70 (d, J = 14.1 Hz, 1H), 4.65 (d,
J=6.9 Hz, 1H), 4.24-4.08 (m, 4H), 3.93 (d, J = 11.2 Hz, 1H), 3.85 (s, 1H), 3.79-3.67 (m, 2H),
3.66-3.51 (M, 2H), 3.08 (d, J = 11.5 Hz, 1H), 2.82-2.58 (m, 3H), 2.49-2.39 (m, 6H), 2.48 (s, 3H),
2.43 (s, 3H), 2.32-2.17 (m, 3H), 2.13 (s, 3H), 2.14 (s, 3H), 2.11-1.94 (m, 3H), 1.92-1.57 (m, 6H),
1.70 (s, 3H), 1.56-1.46 (m, 1H), 1.45-1.34 (m, 3H), 1.37 (s, 9H), 1.31 (s, 1H), 1.22 (s, 3H), 1.17
(s, 3H), 1.13 (d, J = 6.2 Hz, 3H), 1.07 (s, 3H), 0.89 (bs, 1H), 0.28 (s, 3H). *C NMR (150 MHz,
DMSO-dg), & (ppm): 180.0, 178.7, 175.4, 174.2, 174.2, 173.6, 173.1, 172.86, 172.85, 171.5,
171.4, 171.3, 165.7, 165.1, 155.9, 142.6, 136.6, 133.1, 131.7, 129.9, 126.7, 116.7, 106.4, 103.3,
94.0, 86.0, 84.8, 78.7, 75.4, 68.8, 65.4, 61.8, 58.4, 56.6, 55.4, 54.5, 53.7, 50.8, 48.0, 47.0, 42.6,
42.2, 38.4, 35,5, 34.1, 32.2, 31.9, 31.7, 30.5, 28.6, 25.9, 20.7, 20.3, 20.2, 19.9, 19.2, 17.2, 16.8,
16.1, 15.6. HPLC: t, = 21.43 min.

H,NOC

Pochodna 182f. Wydajno$¢ 87 %.

MS ESI, (m/z): obliczono dla CgoH10sCoN3;0,5P+Na [M+Na]* 1788.7;
otrzymano 1788.9. UV/Vis (H,0), Ama (NM) (e, L-mol™-cm™): 361
(2.42x10%. 'H NMR (600 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 8.81 (s, 1H),
7.67 (s, 1H), 7.59 (s, 2H), 7.51 (s, 2H), 7.30 (s, 1H), 7.22 (s, 1H), 7.17
(s, 1H), 7.11 (s, 1H), 7.02 (s, 1H), 7.00 (s, 1H), 6.96 (s, 1H), 6.76 (s,
1H), 6.74 (s, 1H), 6.47 (s, 1H), 6.42 (s, 1H), 6.19 (s, 1H), 5.88 (s, 2H),
5.22 (t, J = 9.6 Hz, 1H), 4.99 (d, J = 13.1 Hz, 1H), 4.88 (t, J = 9.6 Hz,
1H), 4.84 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 4.78 (d, J = 12.4 Hz, 1H), 4.75-4.67 (m,

2H), 4.66-4.59 (m, 2H), 4.24-4.07 (m, 4H), 4.06-3.99 (m, 2H), 3.89 (d, J = 11.2 Hz, 1H), 3.84 (s,
1H), 3.68 (dd, J = 5.3, J= 10.1 Hz, 1H), 3.57-3.50 (m, 1H), 3.05 (d, J = 11.5 Hz, 1H), 2.78-2.65
(m, 2H), 2.64-2.55 (m, 1H), 2.46-2.37 (m, 5H), 2.45 (s, 3H), 2.39 (s, 3H), 2.28-2.14 (m, 2H), 2.11
(s, 3H), 2.10 (s, 3H), 2.04-1.97 (m, 2H), 2.00 (s, 3H), 1.94 (s, 3H), 1.92 (s, 3H), 1.88 (s, 3H),
1.83-1.68 (m, 4H), 1.67 (s, 3H), 1.64-1.45 (m, 3H), 1.35 (s, 3H), 1.24-1.11 (m, 3H), 1.19 (s, 3H),
1.14 (s, 3H), 1.07 (s, 3H), 1.04 (s, 3H), 0.86 (bs, 1H), 0.24 (s, 3H). *C NMR (150 MHz, DMSO-
de), & (ppm): 180.0, 178.7, 175.4, 174.3, 174.2, 173.6, 173.1, 172.9, 171.5, 171.3, 170.5, 170.0,
169.7, 169.6, 165.7, 165.1, 142.8, 136.7, 133.0, 131.8, 129.9, 127.2, 116.7, 111.8, 106.4, 103.3,
98.5, 94.0, 86.1, 84.8, 75.3, 72.6, 71.4, 71.0, 68.5, 62.2, 62.0, 59.2, 55.4, 54.5, 53.7, 50.6, 48.7,
48.0, 47.0, 38.4, 35.5, 34.1, 32.2, 31.94, 31.87, 28.2, 25.9, 21.0, 20.83, 20.75, 20.71, 20.3, 20.24,
20.18,19.9, 19.2, 17.2, 16.7, 16.1, 15.3. HPLC: t, = 26.07 min.
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H,NOC

Pochodna 182g. Wydajnos¢ 82 %.

MS ESI, (m/z): obliczono dla C7,H10;CoN;;0:7;P+Na [M+Na]* 1620.6;
otrzymano 1620.8. UV/Vis (H,0), Amx (nM) (g, L-mol™-cm™):361
(2.26x10%. 'H NMR (600 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 8.82 (s, 1H),
7.72 (s, 1H), 7.62 (s, 1H), 7.58 (s, 2H), 7.53 (s, 1H), 7.32 (s, 1H), 7.28
(s, 1H), 7.20 (s, 1H), 7.14 (s, 1H), 7.05 (s, 1H), 7.03 (s, 1H), 7.00 (s,
1H), 6.82 (s, 1H), 6.77 (s, 1H), 6.50 (s, 1H), 6.45 (s, 1H), 6.25 (s, 1H),
5.89 (s, 1H), 5.82 (s, 1H), 5.38-5.31 (m, 1H), 5.26 (d, J = 5.1 Hz, 1H),
5.00 (d, J =12.8 Hz, 1H), 4.93 (d, J = 5.7 Hz, 1H), 4.86 (d, J = 4.7 Hz,

1H), 4.81-4.69 (m, 3H), 4.68-4.60 (m, 1H), 4.26-4.14 (m, 4H), 4.10 (dd, J= 5.2, J = 10.5 Hz,
1H), 3.92 (d, J = 10.8 Hz, 1H), 3.84 (s, 1H), 3.79-3.67 (m, 2H), 3.63-3.54 (m, 1H), 3.48-3.42 (m,
1H), 3.26-2.93 (m, 5H), 2.81-2.58 (m, 4H), 2.49-2.35 (m, 5H), 2.48 (s, 3H), 2.43 (s, 3H), 2.30-
1.93 (m, 6H), 2.14 (s, 6H), 1.91-1.58 (m, 6H), 1.70 (s, 3H), 1.57-1.48 (m, 1H), 1.39 (s, 3H), 1.22
(s, 3H), 1.17 (s, 3H), 1.14-1.11 (m, 3H), 1.07 (s, 3H), 0.90 (bs, 1H), 0.28 (s, 3H). *°C NMR (150
MHz, DMSO-d¢), 5 (ppm): 180.0, 178.7, 175.3, 174.2, 173.6, 173.1, 172.9, 171.5, 171.3, 165.7,
165.2, 143.5, 142.8, 136.6, 133.2, 131.8, 129.8, 127.8, 116.7, 111.9, 106.5, 103.3, 102.3, 94.0,
86.0, 84.8, 79.3, 77.5, 75.4, 73.8, 72.0, 71.4, 70.9, 68.8, 65.4, 61.4, 59.2, 55.4, 54.5, 53.8, 50.8,
49.0, 48.6, 48.0, 47.0, 45.7, 42.6, 42.2, 38.4, 35.5, 34.1, 32.3, 31.9, 31.7, 28.2, 26.0, 20.7, 20.3,
20.2,20.0,19.2, 17.2, 16.8, 16.0, 15.6. HPLC: t, = 12.48 min.

H,NOC

HNOC™ N

Pochodna 183. Azydek 180 (30 mg, 0.02 mmol) i endo/exo
bicyclo[6.1.0]non-4-yn-9-yl-metanol 22d (5.3 mg, 0.035 mmol)
roztworzono w mieszaninie woda/MeCN (0.5 ml, 2/3 v/v) i mieszano
przez noc w temperaturze pokojowej. Mieszaning poreakcyjng
wytragcono eterem dietylowym (15ml), odwirowano, uzyskany osad
wysuszono pod zmniejszonym ci$nieniem. Surowy produkt, zostat
natozony na kolumng¢ chromatograficzng ze zlozem RP i eluowany
mieszaning woda/MeOH (10-40%, v/v). Zebrane frakcje zawierajace

produkt odparowano, pozostato§¢ roztworzono w MeOH (1ml),

wytracono eterem dietylowym i suszono pod zmniejszonym ci$nieniem. Wydajno$é 95 % (~1/1
endo/exo).
MS ESI, (m/z): obliczono dla C;3H30;CoN;7O1,P+Na [M+Na]® 1552.6; otrzymano 1552.6.
UV/Vis (H;0), Amax (nM) (g, L-mol™-cm™):361 (1.46x10%). '"H NMR (600 MHz, DMSO-dg), &
(ppm): 7.95 (s, 1H), 7.89 (s, 2H), 7.83 (s, 1H), 7.62 (s, 1H), 7.54 (s, 1H), 7.36 (s, 1H), 7.31 (d, J =
10.2 Hz, 1H), 7.20-7.11 (m, 2H), 7.10-7.04 (m, 1H), 7.02 (s, 2H), 6.78 (s, 1H), 6.73 (s, 1H), 6.65-
6.50 (m, 2H), 6.43 (s, 1H), 6.15-5.86 (m, 2H), 4.84-4.62 (m, 2H), 4.58-4.36 (m, 3H), 4.34-4.06
(m, 3H), 4.05- 3.85 (m, 2H), 3.72 (m, 1H), 3.26-2.83 (m, 8H), 2.82-2.56 (m, 5H), 2.47 (s, 3H),
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2.37 (s, 3H), 2.31-2.19 (m, 5H), 2.17 (s, 6H), 2.08-1.86 (M, 5H), 1.83-1.72 (m, 4H), 1.69 (s, 3H),
1.60-1.37 (m, 4H), 1.36-1.29 (m, 1H), 1.31 (s, 3H), 1.24 (s, 3H), 1.18 (s, 3H), 1.12-0.99 (m, 5H),
0.92-0.75 (m, 2H), 0.74-0.60 (m, 2H), 0.58-0.36 (m, 2H), 0.30 (s, 3H). *C NMR (150 MHz,
DMSO-ds), & (ppm): 180.0, 178.7, 175.4, 174.2, 173.6, 173.1, 172.92, 172.87, 171.5, 171.3,
165.7, 165.1, 146.3, 142.8, 136.6, 133.0, 131.7, 131.5, 129.9, 129.3, 128.1, 125.6, 124.3, 116.7,
111.9, 110.0, 106.4, 103.3, 94.0, 86.1, 84.8, 79.2, 75.3, 72.4, 71.1, 68.8, 65.4, 59.1, 55.4, 54.5,
53.7, 50.8, 49.0, 48.9, 48.0, 47.0, 45.9, 42.6, 42.1, 38.4, 35.5, 34.2, 32.0, 31.8, 30.5, 28.2, 26.1,
25.9, 20.8, 20.3, 20.2, 20.0, 19.2, 17.2, 16.8, 16.1, 15.6, 15.3. HPLC: t, = 14.23 min i 14.37 min.

Lakton 186. Witaming By, (67 mg, 0.05 mmol), acetylenek miedzi (I)
(82 mg, 0.50 mmol) i PhsP (130 mg, 0.50 mmol) roztworzono w
bezwodnym i odtlenionym DMF (5ml). Do roztworu dodano sita
molekularne 4A (500 mg). Mieszanine reakcyjng umieszczono w tazni
olejowej i powoli ogrzano do 60 °C. Po osiagnigciu zadanej temperatury

mieszano przez 20 godzin. Mieszaning reakcyjng przesaczono przez

warstwe celitu, przesacz wytracono eterem dietylowym i odwirowano.

Wytracony osad przemyto dwukrotnie eterem dietylowym, odwirowano
i suszono pod zmniejszonym cisnieniem. Lakton 186 wydzielono technika chromatografii
kolumnowej na zelu RP C2 stosujac jako eluent mieszaning woda/MeCN (10-70% v/v). Frakcje,
niezwlocznie po zebraniu odparowywano pod zmniejszonym ci$nieniem, bez ogrzewania. Frakcje
zawierajace czysty lakton 186 (analiza HPLC) roztworzono w MeOH, produkt wytracono eterem
dietylowym, odwirowano i suszono poz zmniejszonym ci$nieniem. Wydajnos¢é: 15 mg (22%).
HRMS ESI (m/z): obliczono dla C7sHg;N1,0:sPCo[M+H]* 1429.5796, otrzymano 1429.5784. *H
NMR (600 MHz, DMSO-ds), 6(ppm): 7.74 (s, 1H), 7.59 (s, 2H), 7.52 (s, 1H), 7.34 (s, 1H), 7.30
(s, 1H), 7.12 (s, 1H), 7.09 (s, 1H), 7.06 (s, 1H), 7.05-7.01 (m, 2H), 7.00-6.95 (m, 1H), 6.99-6.97
(m, 2H), 6.89 (s, 1H), 6.75 (s, 1H), 6.70 (m, 2H), 6.65 (s, 1H), 6.64 (s, 1H), 6.38 (s, 1H), 6.25 (s,
1H), 6.08 (s, 1H), 5.83 (s, 1H), 4.56 (s, J = 5.7 Hz, 1H), 4.51 (bs, 1H), 4.17 (d, J = 11.2 Hz, 1H),
4.10 (bs, 1H), 3.94 (s, 1H), 3.90-3.83 (m, 1H), 3.60-3.47 (m, 3H), 3.26 (d, J = 18.5 Hz, 1H), 3.07
(d, J =11.1 Hz, 1H), 2.79-2.67 (m, 3H), 2.64 (m, 2H), 2.45-2.32 (m, 4H), 2.44 (s, 3H), 2.39 (s,
3H), 2.30-2.16 (m, 3H), 2.16- 1.99 (m, 5H), 2.14 (s, 6H), 1.77 (s, 3H), 1.74-1.54 (m, 5H), 1.36 (s,
3H), 1.15 (s, 6H), 1.04 (d, J = 5.7 Hz, 3H), 0.93 (s, 3H), 0.33 (s, 3H). *C NMR (150 MHz,
DMSO-dg), 6 (ppm): 178.5, 177.7, 176.8, 174.0, 173.7, 173.6, 173.1, 173.0, 172.5, 171.4, 166.2,
164.1, 160.9, 143.1, 137.3, 132.8 , 131.6, 130.7, 130.3, 128.6, 126.8, 126.1, 116.9, 111.9, 105.9,
104.9, 100.4, 94.9, 90.5, 85.9, 84.9, 81.8, 75.4, 74.8, 71.3, 69.7, 62.0, 58.8, 55.2, 53.2, 51.5, 48.2,
47.0, 45.7, 41.9, 40.9, 38.3, 35.7, 34.1, 32.2, 31.7, 31.3, 30.3, 29.7, 29.0, 27.7, 25.9, 20.7, 20.4,
20.3,19.7,17.0, 16.9, 16.7, 15.5. HPLC: t, = 12.52 min.
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Przypisania sygnatéw w widmiach *H i *C NMR laktonu 186.

¥C NMR Zaobserwowane korelacje ¥C NMR Zaobserwowane korelacje
Przypisanie Przypisanie
[ppm] HQSC [ppm] HMBC [ppm] HQSC [ppm] HMBC
ca 1785 C35 R3 74.8 451
C16 177.7 C53, C54 Pr2 71.3 4.10 Pr3
R2 69.7 3.94
c11 176.8 (éi%’ Ccf; R5 62.0 3.56
174.0 c17 58.8 C53, C54
173.70 c3 55.2 456 C25
173.65 C13 53.2 3.07 C46, C47
C27, C32,
C38, C43, 173.05 Cc7 51.5 C36, C37
Rl C13, C46
C61 173.02 c12 482 Ay
1725 Cc2 47.0 C20, C25
171.4 Pri 45.7 353,271 Pr3
Cc9 166.2 C10 C26 41.9 212 C25
Cl4 164.1 C13, C53 C37 40.9 3.25,2.64 C36
cé 160.9 €35, C36, c18 383 2.72 cs4
C37
B2 143.1 7.09 c31 35.7 2.20
B9 137.3 B2 C49 34.1 2.36, 2.27 C13
B6 1328 B4, B10 C60 32.2 2.46
B5 131.6 B11 C55 317 173 C54
L4 130.7 6.86 L6 C46 31.3 0.93 C13, C47
B8 130.3 B2, B4 C56 30.3 2.63,2.03
L5 128.6 7.04 ca1 29.7 1.61 ca2
L3 126.8 L5 ca2 29.0 2.09,1.94 ca1
L6 126.1 6.98 L4 c48 27.7 1.92,1.57 c13
B4 116.9 6.37 B11 €30 25.9 1.70 c31
B7 111.9 7.30 B10 Pr3 20.7 1.04
c5 105.9 C35 B10/B11 20.4 2.14 B4/B7
C15 104.9 C53 C20 20.3 0.33
L2 100.4 L4 car 20.3 1.35
c8 24.9 ?:%307 Cctff,' C36 19.7 1.77 €a7, Cal,
car ca2
C10 90.5 5.83 C25 17.0 1.15
R1 85.9 6.25 C35 16.9 2.43
c1 84.9 €31, c20. c54 16.7 115
R4 81.8 3.88 C53 155 2.39
c19 75.4 418 €20

[a] atomy wegla grup karbonylowych, ze wzglgdu na nakladanie si¢ sygnalow jednoznaczne przypisanie byto

niemozliwe.
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Ogélna procedura otrzymywania alkynylowych pochodnych B, 185, i 188a-h i 186a-189a-e.

Witaming B;, (135 mg, 0.1 mmol), CuAcO (12 mg, 0.1 mmol) roztworzono w DMA (1.5
ml). Do otrzymanego roztworu dodano odpowiedni alkin (1.0 mmol) a nastepnie roztwor DBU
(76 pl, 0.5 mmol) w DMA (0.5 ml). Mieszaning reakcyjng intensywnie mieszano w temperaturze
pokojowej 1 monitorowano HPLC. Po stwierdzeniu catkowitego przereagowania substratu,
mieszaning reakcyjng wytragcono eterem dietylowym (15 ml) i odwirowywano. Wytracony osad
przemywano dwukrotnie eterem dietylowym (2 x 15 ml), odwirowywano i suszono na powietrzu.
Otrzymany osad roztwarzano w wodzie destylowanej (30 ml) odwirowywano. Czerwony roztwor
zlewano z nad zo6lto-bragzowego osadu i zatezaono. Produkt oczyszczano technikg chromatografii
kolumnowej na zelu RP C18 stsoujgc mieszaning woda/MeCN (10-70% v/v) jako eluent. Frakcje
zawierajace produkt taczono i odparowywano pod zmniejszonym ci$nieniem. Otrzymane ciato
state roztwarzano w MeOH (2 ml), wytrgcano eterem dietylowym (15 ml) i odwirowywano. Osad

suszono pod zmniegjszonym ci$nieniem w temperaturze 50 °C

Pochodna 185. Wydajnos¢: 85%.
HRMS ESI (m/z): obliczono dla CyHgsN3130,PCoNa [M+Na]®
1452.5932, otrzymano 1452.5931. IR (KBr) v
(cm™) = 3333, 3189, 2967, 2937, 1223, 1666, 1574, 1496, 1217, 1151,
1068, 995, 847, 759. UV/Vis (H20), Amax (nm) (g, L-mol™-cm™)= 551
[ _@(Q (7.5x10°%), 522 (6.5x10°%), 363 (1.3x10%), 259, 218. *H NMR (600 MHz,
g DMSO-dg), & (ppm):7.69 (s, 1H), 7.57 (s, 2H), 7.48 (s, 2H), 7.30 (s, 1H),
- 7.26 (s, 1H), 7.11 (s, 1H), 7.08 (s, 1H), 7.05-6.99 (m, 3H), 6.98-6.94 (m,
1H), 6.93 (s, 1H), 6.88 (s, 1H), 6.74 (s, 1H), 6.74-6.70 (m, 1H), 6.63 (s, 1H), 6.50 (s, 1H), 6.48 (s,
1H), 6.33-6.27 (m, 1H), 6.25 (s, 1H), 6.06 (bs, 1H), 5.83 (s, 1H), 4.58 (d, J = 6.2 Hz, 1H), 4.51-
4.41 (m, 1H), 4.20 (d, J = 11.0 Hz, 1H), 4.11-4.04 (m, 1H) 3.92-3.38 (m, 2H), 3.75 (dd, J = 5.5, J
= 9.6 Hz, 1H), 3.60-3.49 (m, 3H), 3.03 (d, J = 11.1 Hz, 1H), 2.74-2.56 (m, 3H), 2.46-2.31 (m,
5H), 2.44 (s, 3H), 2.36 (s, 3H), 2.28-2.08 (m, 4H), 2.14 (s, 3H), 2.13 (s, 3H), 2.08-1.99 (m, 1H),
1.94-1.82 (m, 4H), 1.80-1.66 (m, 4H), 1.64 (s, 3H), 1.60-1.49 (m, 2H), 1.32 (s, 3H), 1.25-1.17 (m,
1H), 1.16 (s, 3H), 1.14 (s, 3H), 1.01 (d, J = 5.9 Hz, 3H), 0.95 (s, 4H), 0.29 (s, 3H). *C NMR
(150 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 178.3, 176.9, 174.1, 173.99, 173.74, 173.35, 173.23, 173.10,
172.7,171.80, 171.5, 164.9, 164.3, 143.1, 137.3, 132.3, 131.1, 130.7, 130.2, 128.5, 127.3, 125.7,
117.4, 1115, 105.6, 103.1, 100.3, 93.6, 85.2, 84.7, 81.7, 75.1, 74.8, 71.1, 69.7, 62.3, 58.7, 55.1,
53.9, 53.4, 50.4, 47.6, 46.8, 45.9, 42.2, 42.0, 38.3, 35.7, 34.2, 32.5, 32.4, 31.8, 31.6, 30.3, 27.7,
26.4, 26.0, 20.7, 20.34, 20.32, 20.2, 19.2, 16.9, 16.8, 16.1, 15.4. HPLC: t, = 11.72 min.

\_-CONH,
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Dane krystalograficzne

Stechiometria zwiazku C7oHgsN1304PCo
Grupa przestrzenna P2,2,2,
Dhugosci krawedzi komorki (A) a 15.8504(3); b 21.6765(4); ¢ 26.2587(5)
Katy (°) o 90.00; 3 90.00; v 90.00
Objetosé komoérki (A%) 9022
7,7 Z:4272"0
R (%) 4.22
Numer depozytu w bazie CCDC 961230

HNOC™

Pochodna 188a. Wydajnos¢: 90%.

HRMS ESI (m/z): obliczono dla CyHgN;40sPCoNa  [M+Na]*
1497.5783, otrzymano 1497.5770. UV/Vis (H20): Amax (nM) (6, L-mol
.cm™)= 549 (6.8x10%), 522 (5.3x10%), 363 (1.7x10%), 263, 216. 'H NMR
(500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 7.97 (s, 1H), 7.95 (s, 1H), 7.68 (s, 1H),
7.58 (s, 1H), 7.54 (s, 1H), 7.50 (s, 1H), 7.32 (s, 1H), 7.30 (s, 1H), 7.14
(s, 1H), 7.09 (s, 1H), 7.05 (s, 1H), 6.96 (s, 1H), 6.93 (s, 1H), 6.98 (s,

1H), 6.76 (s, 1H), 6.66 (s, 1H), 6.52 (s, 1H), 6.49 (s, 1H), 6.37-6.29 (m,

1H), 6.27 (s, 1H), 6.07 (s, 1H), 5.87 (s, 1H), 4.56 (d, J = 6.8 Hz, 1H), 4.51-4.44 (m, 1H), 4.18-
4.03 (M, 2H), 3.95-3.83 (m, 2H), 3.78 (dd, J = 5.3, J = 9.6 Hz, 1H), 3.64-3.49 (m, 3H), 3.07 (d, J
= 10.8 Hz, 1H), 2.77-2.56 (m, 3H), 2.47-2.32 (m, 5H), 2.46 (s, 3H), 2.39 (s, 3H), 2.31-2.22 (m,
4H), 2.18 (s, 3H), 2.16 (s, 3H), 2.12-1.98 (m, 4H), 1.95-1.69 (m, 6H), 1.66 (s, 2H), 1.61-1.51 (m,
2H), 1.34 (s, 3H), 1.26-1.19 (m, 2H), 1.18 (s, 3H), 1.17 (s, 3H), 1.04 (d, J = 6.1 Hz, 3H), 0.97 (s,
4H), 0.31 (s, 3H). C NMR (125 MHz, DMSO-ds) 5 (ppm): 178.6, 177.3, 174.4, 174.0, 173.7,
173.3, 173.09, 173.1, 171.7, 171.4, 165.2, 164.4, 144.9, 143.1, 137.2, 133.9, 132.5, 131.5, 131.2,
130.2, 124.1, 117.3, 111.6, 105.6, 103.2, 100.9, 93.7, 85.7, 84.7, 81.8, 75.1, 74.8, 71.1, 69.7, 62.3,
58.8, 55.2, 54.0, 53.4, 50.3, 49.0, 47.7, 46.8, 45.9, 42.1, 38.4, 35.7, 34.2, 32.5, 32.4, 31.7, 30.4,
27.7, 26.4, 26.0, 20.7, 20.4, 20.3, 20.14, 19.2, 19.0, 16.9, 16.1, 15. HPLC: t,= 12.08 min.

Dane krystalograficzne

Stechiometria zwigzku C,oHgoN14046PCo
Grupa przestrzenna P2,2,2
Dhugosci krawedzi komérki (A) a12.8063(3); b 22.7406(6); ¢ 29.1298(7)
Katy (°) o 90.00; B 90.00; y 90.00
Objetosé komoérki (A%) 8483.27
7,7 Z:427"0
R (%) 5.22
Numer depozytu w bazie CCDC 961228
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Pochodna 188b. Wydajnos¢ 70%.

MS ESI, (m/z): obliczono dla C;;Hg,N;3014FsPCoNa, [M+2Na]2+
7717833 ; otrzymano 771.7833. UV/Vis (H;0), Xmx (M)
(e, L-m™-cm™): 551 (6.3x10%), 522 (5.0x10%), 363 (1.2x10%), 274, 213.
'H NMR (600 MHz, DMSO-dq), & (ppm): 7.70 (s, 1H), 7.59 (s, 1H),
\ 7.55 (s, 1H), 7.51 (s, 1H), 7.45 (s, 1H), 7.43 (s, 1H), 7.33 (s, 1H), 7.31
\\ﬁq'o%i@( (s, 1H), 7.15 (s, 1H), 7.11 (s, 1H), 7.06 (s, 1H), 6.96 (s, 1H), 6.94 (s,

,O,R_»\

> L 1H), 6.92 (s, 1H), 6.91 (s, 1H), 6.77 (s, 1H), 6.53 (s, 1H), 6.51 (s, 1H),
6.39-6.31 (m, 1H), 6.28 (s, 1H), 6.08 (s, 1H), 5.87 (s, 1H), 4.58 (d, J = 6.3 Hz, 1H), 4.53-4.44 (m,
1H), 4.18 (d, J = 11.2 Hz, 1H), 3.97-3.86 (m, 2H), 3.83-3.72 (m, 1H), 3.65-3.50 (m, 3H), 3.07 (d,
J=10.8 Hz, 1H), 2.78-2.54 (m, 3H), 2.48-2.34 (m, 4H), 2.47 (s, 3H), 2.40 (s, 3H), 2.32- 2.22 (m,
5H), 2.19 (s, 3H), 2.17 (s, 3H), 2.15-2.01 (m, 5H), 1.97-1.86 (m, 1H), 1.84-1.71 (m, 4H), 1.67 (s,
3H), 1.63-1.52 (m, 2H), 1.36 (s, 3H), 1.29-1.21 (m, 2H), 1.19 (s, 6H), 1.05 (d, J = 6.1 Hz, 3H),
0.98 (s, 4H), 0.32 (s, 3H). *C NMR (150 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 178.5, 177.2, 174.2, 174.0,
173.7, 1733, 173.1, 173.0, 172.9, 171.7, 171.4, 165.1, 164.4, 143.2, 137.2, 132.4, 131.2, 131.2,
131.2, 130.2, 126.1, 125.8, 125.7, 125.6, 1255, 1235, 117.3, 111.6, 105.7, 103.2, 99.9, 93.6,
85.7, 84.7, 81.8, 75.1, 74.8, 71.1, 69.7, 62.3, 58.7, 55.2, 54.0, 53.4, 50.3, 49.0, 47.7, 46.8, 45.9,
42.2, 38.4, 35.7, 34.2, 32.5, 32.4, 31.8, 31.6, 30.3, 27.7, 26.4, 26.0, 20.7, 20.4, 20.3, 20.2, 19.2,

16.9, 16.8, 16.1, 15.4. HPLC: t, = 13.25 min.

\_-CONH,

Pochodna 188c. Wydajno$¢ 81%.

MS ESI, (m/z): obliczono dla C;;Hg3N13014FsPco [M+H]" 1498.5987;
otrzymano 1498.5964. UV/Vis (H,0), Amax (nM) (g, L'-m™-cm™): 551
(4.8x10%), 520 (4.0x10%), 369 (1.6x10%), 263, 216. '"H NMR (600 MHz,
DMSO-ds), 6 (ppm): 7.66 (s, 1H), 7.62 (s, 1H), 7.54 (s, 2H), 7.49 (s,
1H), 7.44 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 7.37-7.26 (m, 3H), 7.21-7.10 (m, 2H),
7.09 (s, 1H), 7.03 (s, 1H), 6.91-6.86 (m, 3H), 6.77 (s, 1H), 6.66 (s, 1H),
6.52 (s, 1H), 6.50 (s, 1H), 6.32 (s, 1H), 6.27 (s, 1H), 6.07 (s, 1H), 5.87
(s, 1H), 4.69 (d, J = 7.1 Hz, 1H), 4.54-4.44 (m, 1H), 4.22-4.07 (m, 2H), 3.95-3.85 (m, 2H), 3.84-
3.76 (m, 1H), 3.64-3.51 (m, 3H), 3.08 (d, J = 10.7 Hz, 1H), 2.82-2.56 (m, 3H), 2.49-2.20 (m, 7H),
2.47 (s, 3H), 2.40 (s, 3H), 2.18 (s, 3H), 2.17 (s, 3H), 2.15-2.00 (m, 7H), 1.98-1.84 (m, 1H), 1.83-
1.58 (m, 4H), 1.59-1.49 (m 2H), 1.36 (s, 3H), 1.26-1.17 (m, 2H), 1.16 (s, 3H), 1.15 (s, 3H), 1.05
(d, J = 5.9 Hz, 3H), 1.02 (s, 3H), 0.97-0.85 (m, 1H), 0.32 (s, 3H). *C NMR (150 MHz, DMSO-
de), & (ppm): 178.5, 177.1, 174.3, 174.0, 173.8, 173.36, 173.3, 173.1, 172.9, 171.8, 171.5, 165.2,
164.3, 143.1, 137.2, 134.7, 132.4, 132.1, 131.1, 130.2, 128.7, 128.5, 128.2, 128.0, 125.8, 125.1,
125.0, 123.0, 117.4, 111.6, 105.6, 103.2, 97.2, 93.6, 85.8, 84.8, 81.8, 75.1, 71.1, 69.7, 65.4, 62.3,

HNOC™
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54.9, 53.7, 53.4, 50.3, 47.6, 46.8, 45.9, 42.1, 38.4, 35.8, 34.2, 32.5, 32.2, 31.9, 31.7, 30.3, 27.7,
26.5, 26.1, 20.7, 20.4, 20.3, 20.2, 19.1, 17.0, 16.9, 16.1, 15.4. HPLC: t, = 12.30 min.

Pochodna 188d. Wydajnos$¢ 64%.

HRMS ESI, (m/z): obliczono dla C;;HgsN1,014Pco [M+H]" 1455.6065;
otrzymano 1455.6056. UV/Vis (H,0), Amax (M) (g, L'm™-cm™): 551
(6.3x10%), 522 (5.2x10%), 363 (1.3x10%), 266, 218. '"H NMR (600 MHz,
DMSO-ds), 6 (ppm): 7.69 (s, 1H), 7.58 (s, 1H), 7.56 (s, 1H), 7.54 (s,
2H), 7.51 (s, 2H), 7.33 (s, 1H), 7.30 (s, 1H), 7.16 (s, 1H), 7.10 (s, 1H),
7.70 (s, 1H), 6.69 (s, 1H), 6.90 (s, 1H), 6.88 (s, 1H), 6.86 (s, 1H), 6.77
(s, 1H), 6.67 (s, 1H), 6.53 (s, 1H), 6.50 (s, 1H), 6.36-6.33 (m, 1H), 6.28
(s, 1H), 6.08 (s, 1H), 5.87 (s, 1H), 4.57 (d, J = 6.7 Hz, 1H), 4.54-4.43 (m, 1H), 4.20-4.06 (m, 2H),
3.94-3.85 (m, 2H), 3.78 (dd, J = 5.4, 9.8 Hz, 1H), 3.66-3.49 (m, 3H), 3.07 (d, J = 10.9 Hz, 1H),
2,78-2.56 (m, 3H), 2.48-2.35 (m, 4H), 2.46 (s, 3H), 2.39 (s, 3H), 2.32-2.21 (m 3H), 2.18 (s, 3H),
2.17 (s, 3H), 2.13-1.99 (m 3H), 1.97-1.85 (m, 1H), 1.83-1.69 (m, 5H), 1.67 (s, 3H), 1.64-1.51 (m,
2H), 1.35 (s, 3H), 1.28-1.20 (m, 2H), 1.18 (s, 6H), 1.05 (d, J = 6.1 Hz, 3H), 0.97 (s, 4H), 0.32 (s,
3H). °C NMR (150 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 178.5, 177.3, 174.3, 174.0, 173.7, 173.3, 173.1,
173.04, 173.00, 171.7, 171.4, 165.1, 164.4, 143.1, 137.2, 132.6, 132.5, 131.7, 131.4, 131.2, 130.2,
119.2, 117.3, 111.6, 107.9, 105.6, 103.2, 100.6, 93.7, 85.7, 84.7, 81.8, 75.2, 74.8, 71.1, 69.7, 62.
3,58.7, 55.2, 54.0, 53.4, 50.4, 47.7, 46.8, 45.9, 42.1 , 39.8, 39.6, 39.5, 38.4, 35.7, 34.2, 32.5, 32.4,
31.8, 31.6, 30.3, 27.7, 26.4, 26.0, 20.8, 20.7, 20.4, 20.3, 20.1, 19.2, 17.0, 16.9, 16.1, 15.4. HPLC:
t,=11.50 min.

Pochodna 188e. Wydajno$¢ 80%.
HRMS ESI, (m/z): obliczono dla C;;HgsN;30:5sPCoNa [M+Na]”
. ~CONH, 1482.6032, otrzymano 1482.6035. UV/Vis (H,0), Amax, (NM) (g, L-mol
MLm= 550 (5.8x10°%), 522 (4.4x10%), 364 (1.2x10%), 262, 218. *H NMR
(500 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 7.65 (s, 1H), 7.60 (s, 1H), 1.50 (s, 3H),
¢ ¥ 7.32 (s, 1H), 1.29 (s, 1H), 7.16 (s, 1H), 7.10 (s, 1H), 7.05 (s, 1H), 6.96
['@(Q (s, 1H), 6.86 (s, 1H), 6.76 (s, 1H), 6.70-6.60 (m, 5H), 6.52 (s, 1H), 6.50
° L, (s, 1H), 6.39-6.32 (m, 1H), 6.26 (s, 1H), 6.05 (s, 1H), 5.85 (s, 1H), 4.59
(d, J = 8.1 Hz, 1H), 4.54-4.42 (m, 1H), 4.21 (d, J = 11.0 Hz, 1H), 4.17-4.05 (m, 1H), 3.39-3.85
(m, 2H), 3.75 (dd, J = 5.3, J = 9.9 Hz, 1H), 3.63 (s, 3H), 3.61-3.52 (m, 3H), 3.05 (d, J = 11.5 Hz,
1H), 2.72-2.57 (m, 3H), 2.49-2.35 (m, 5H), 2.46 (s, 3H), 2.39 (s, 3H), 2.32-2.20 (m, 6H), 2.18 (s,
3H), 2.16, (s, 3H), 2.12-2.01 (m, 1H), 1.95-1.82 (m, 1H), 1.83-1.50 (m, 6H), 1.67 (s, 3H), 1.35 (s,
3H), 1.29-1.20 (m, 1H), 1.18 (s, 3H), 1.17 (s, 3H), 1.06 (d, J = 6.3 Hz, 3H), 0.97 (s, 4H), 0.31 (s,
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3H). ®C NMR (125 MHz, DMSO-dq), 5 (ppm): 178.2, 176.8, 174.0, 173.8, 173.4, 173.2, 173.1,
172.7, 171.9, 171.5, 164.8, 164.2, 157.5, 143.2, 137.3, 132.3, 131.9, 131.1, 130.2, 119.8, 117.4,
114.1, 110.0, 105.6, 103.1, 99.5, 93.5, 85.7, 84.7, 75.1, 74.7, 69.7, 62.3, 58.7, 55.5, 55.0, 54.0,
53.4, 50.4, 47.6, 46.7, 45.9, 42.3, 35.7, 34.2, 32.5, 32.4, 31.6, 26.4, 26.0, 20.7, 20.3, 20.2, 20.1,
19.3,16.9, 16.8, 16.2, 15.4. HPLC: t,= 11.68 min.

Dane krystalograficzne

Stechiometria zwigzku C71HgsN13015PCo
Grupa przestrzenna P2,2,2
Dhugosci krawedzi komérki (A) a15.8339(4); b 22.4091(5); ¢ 24.8830(8)
Katy (°) o 90.00; 3 90.00; v 90.00
Objetosé komoérki (A%) 8971.8
7,7 Z:4270
R (%) 5.83
Numer depozytu w bazie CCDC 961229

Pochodna 188g. Wydajnosé: 70%.

HRMS ESI, (m/z): obliczono dla C;;HgsN;130:4PCoNa, [M+2Na]2+
749.7909; otrzymano 749.7908. UV/Vis (H,0), Amax (NM) (¢, L-m™-cm’
1): 550 (8.1x10%), 522 (6.2x10%), 364 (1.6x10%), 283, 218. *H NMR (600
MHz, DMSO-dg), 6 (ppm): 7.69 (s, 1H), 7.60 (s, 1H), 7.55 (s, 1H), 7.51
(s, 1H), 7.34 (s, 1H), 7.30 (s, 1H), 7.19 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.15 (s, 1H),
7.10 (s, 1H), 7.05 (s, 1H), 6.96 (s, 1H), 6.90 (s, 1H), 6.77 (s, 1H), 6.74
(d, J = 8.2 Hz, 2H), 6.67 (s, 1H), 6.53 (s, 1H), 6.50 (s, 1H), 6.36-6.29
(m, 1H), 6.28 (s, 1H), 6.06 (s, 1H), 5.86 (s, 1H), 4.59 (d, J = 6.4 Hz,
1H), 4.54-4.43 (m, 1H), 4.18 (d, J = 11.1 Hz, 1H), 4.13 (s, 1H), 4.12-4.06 (m, 1H), 3.97-3.86 (m,
2H), 3.81-3.73 (m, 1H), 3.65-3.51 (m, 3H), 3.06 (d, J = 11.1 Hz, 1H), 2.78-2.56 (m, 3H), 2.49-
2.33 (m, 4H), 2.46 (s, 3H), 2.39 (s, 3H), 2.33-2.21 (m, 3H), 2.18 (s, 3H), 2.17 (s, 3H), 2.13-1.97
(m, 3H), 1.95-1.84 (m, 1H), 1.84-1.71 (m, 5H), 1.67 (s, 3H), 1.63-1.51 (m, 3H), 1.35 (s, 3H),
1.28-1.21 (m, 2H), 1.18 (s, 3H), 1.17 (s, 3H), 1.05 (d, J = 6.1 Hz, 3H), 0.97 (s, 4H), 0.32 (s, 3H).
B3C NMR (150 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 177.9, 176.6, 173.7, 173.6, 173.3, 172.9, 172.7, 172.6,
172.4, 171.4, 171.0, 164.6, 163.9, 142.7, 136.8, 132.0, 131.5, 130.7, 130.4, 129.8, 127.2, 118.4,
116.9, 111.1, 105.2, 102.7, 100.0, 93.2, 85.3, 84.3, 83.3, 81.4, 81.3, 74.6, 74.3, 70.6, 69.3, 61.8,
58.3,54.7, 53.5, 52.9, 49.9, 48.6, 47.2, 46.3, 45.4, 41.7, 41.6, 20.3, 19.90, 19.88, 19.7, 18.8, 16.5,
16.4,15.7,14.9. HPLC: t, = 12.27 min.
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Pochodna 188h. Wydajnos¢ 71%.
HRMS ESI, (m/z): obliczono dla CyHesNi3O14PcoBr [M+2H]*
754.7631; otrzymano 754.7642. UV/Vis (H,0), Amax (NM) (¢, L-m™-cm’
1): 551 (4.3x10%), 522 (4.2x10%), 364 (1.0x10%), 267, 213. *H NMR (600
MHz, DMSO-dg), 6 (ppm): 7.65 (s, 1H), 7.59 (s, 1H), 7.50 (s, 3H), 7.33
y \ (s, 1H), 7.30 (s, 3H), 7.27 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.16 (s, 1H), 7.09 (s, 1H),
E%O%EQ/ 7.05 (s, 1H), 6.96 (s, 1H), 6.77 (s, 1H), 6.68 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 6.66 (s,
° 1, 1H), 6.52 (s, 1H), 6.50 (s, 1H), 6.35 (s, 1H), 6.27 (s, 1H), 5.86 (s, 1H),
4.57 (d, J = 6.5 Hz, 1H), 4.49 (s, 1H), 4.17 (d, J = 11.0 Hz, 1H), 4.11 (s, 1H), 3.90 (bs, 2H), 3.77
(dd, J =5.3, 9.9 Hz, 1H), 3.67-3.47 (m, 3H), 3.06 (d, J = 11.0 Hz, 1H), 2.81-2.58 (m, 3H), 2.48-
2.34 (m, 2H), 2.46 (s, 3H), 2.39 (s, 3H), 2.31-2.21 (m, 3H), 2.19 (s, 3H), 2.16 (s, 3H), 2.15-1.99
(m, 4H), 1.97-1.84 (m, 1H), 1.83-1.69 (m, 5H), 1.67 (s, 3H), 1.64-1.51 (m, 3H), 1.35 (s, 3H),
1.28-1.20 (m, 2H), 1.17 (s, 6H), 1.06 (d, J = 5.3 Hz, 3H), 0.97 (s, 4H), 0.31 (s, 3H). *C NMR
(150 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 178.4, 177.1, 174.2, 174.0, 173.7, 173.35, 173.2, 173.1, 172.9,
171.8, 171.4, 165.0, 164.3, 143.1, 137.3, 132.6, 132.4, 131.5, 131.2, 130.2, 126.3, 118.7, 117.3,
111.5, 110.0, 105.6, 103.1, 99.4, 93.6, 85.7, 84.7, 81.7, 75.2, 74.8, 71.1, 69.7, 62.3, 58.7, 55.1,
54.0, 53.4, 50.4, 47.6, 46.7, 45.9, 42.1, 38.3, 35.7, 34.2, 32.4, 31.8, 31.6, 30.4, 27.7, 26.4, 26.0,
20.7,20.4,20.3,20.2, 19.2, 16.9, 16.8, 16.1, 15.4. HPLC: t, = 12.95 min.

HNOC™

HNOC

1o \_-CONH,

HO Pochodna 189b. Wydajno$é: 52%
HRMS ESI, (m/z): obliczono dla CgHoN130:sPCoNa  [M+Na]*
1406.5725; otrzymano 1406.5713. UV/Vis (H,0), Amax (nM) (e, L-m’
L.em™): 547 (5.4x10%), 522 (4.2x10%), 367 (9.9x10°%), 269, 215. 'H NMR
) (600 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 7.58 (s, 1H), 7.55 (s, 1H), 7.53 (s, 1H),
[@(Q 7.50 (s, 1H), 7.44 (s, 1H), 7.32 (s, 1H), 7.25 (s, 1H), 7.10 (s, 1H), 7.04 (s,
Son 2H), 6.94 (s, 1H), 6.89 (s, 1H), 6.75 (s, 1H), 6.62 (s, 1H), 6.60 (s, 1H),
6.46 (s, 1H), 6.25 (s, 1H), 6.23 (s, 1H), 6.01 (s, 1H), 5.76 (s, 1H), 4.54-4.41 (m, 2H), 4.28 (d, J =
7.4 Hz, 1H), 4.20 (d, J =11.1 Hz, 1H), 4.14-4.04 (m, 2H), 3.91 (s, 1H), 3.88-3.82 (m, 2H), 3.71 (s,
2H), 3.61-3.50 (m, 5H), 3,02 (d, J = 10.8 Hz, 1H), 2.76-2.54 (m, 3H), 2.45-2.21 (m, 3H), 2.42 (s,
3H), 2.37 (s, 3H), 2.15 (s, 3H), 2.13 (s, 3H), 2.13-1.97 (m, 4H), 1.95-1.84 (m, 2H), 1.81-1.69 (m,
3H), 1.67 (s, 3H), 1.65-1.46 (m, 5H), 1.30 (s, 3H), 1.25-1.20 (m, 2H), 1.18 (s, 6H), 1.05 (d, J =
5.9 Hz, 3H), 0.98 (s, 4H), 0.25 (s, 3H). *C NMR (150 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 177.8, 176.6,
174.0, 173.9, 173.8, 173.6, 173.4, 173.1, 172.5, 172.1, 171.6, 164.7, 164.1, 143.1, 137.4, 132.3,
131.0, 130.2, 117.5, 111.4, 98.7, 93.3, 85.7, 84.7, 81.7, 75.0, 74.5, 71.2, 69.6, 62.2, 55.6, 54.2,
53.3, 50.7, 50.2, 47.4, 46.6, 45.8, 42.4, 42.0, 38.2, 35.7, 34.3, 32.4, 31.9, 30.4, 27.6, 26.4, 26.1,
20.7,20.5, 20.3, 20.1, 19.5, 17.0, 16.9, 16.2, 15.5. HPLC: t, = 9.38 min.

H,NOC

I “\_-CONH,
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Pochodna 188c. Wydajnosé: 53%,
HRMS ESI, (m/z): obliczono dla Cg;HesN130:5sPCo [M+H]™ 1412.6218;
otrzymano 1412.6202. UV/Vis (H,0), Amax (M) (e, L-m™-cm™): 545
(5.1x10%), 522 (4.1x10%), 368 (9.2x10%), 269, 215. '"H NMR (600 MHz,
(. ) DMSO-ds), & (ppm): 7.59 (s, 1H), 7.55 (s, 1H), 7.52 (s, 1H), 7.49 (s,
['@f@( 2H), 7.31 (s, 1H), 7.26 (s, 1H), 7.09 (s, 1H), 7.06 (s, 1H), 7.01 (s, 1H),
6 6.92 (s, 1H), 6.88 (s, 1H), 6.74 (s, 1H), 6.62 (s, 1H), 6.50 (s, 1H), 6.47
(s, 1H), 6.31 (s, 1H), 6.24 (s, 1H), 6.01 (s, 1H), 5.77 (s, 1H), 4.52-4.43 (m, 1H), 4.30 (d, J = 6.5
Hz, 1H), 4.26-4.17 (m, 2H), 4.15-4.04 (m, 1H), 3.95-3.85 (m, 2H), 3.70-3.62 (m, 1H), 3.61-3.45
(m, 3H), 3.03 (d, J = 10.8 Hz, 1H), 2.78-2.56 (m, 3H), 2.47-2.33 (m, 5H), 2.44 (s, 3H), 2.38 (s,
3H), 2.31-2.22 (m, 3H), 2.17 (s, 3H), 2.15 (s, 3H), 2.12-1.98 (m, 2H), 1.91-1.70 (m, 5H), 1.68 (s,
3H), 1.64-1.47 (m, 3H), 1.33 (s, 3H), 1.27-1.23 (m, 2H), 1.21 (s, 3H), 1.20 (s, 3H), 1.06 (d, J =
5.3, 3H), 1.01 (s, 3H), 0.99 (s, 7H), 0.27 (s, 3H). *C NMR (150 MHz, DMSO-d), & (ppm):
177.3, 176.0, 1735, 173.3, 173.2, 173.0, 172.9, 172.6, 171.9, 171.6, 171.1, 164.1, 163.6, 142.6,
136.9, 131.7, 130.4, 129.8, 117.1, 110.9, 105.1, 102.5, 92.8, 85.2, 84.2, 81.3, 74.6, 74.0, 70.6,
69.2, 63.7, 61.8, 57.9, 55.0, 53.6, 52.9, 49.6, 46.9, 46.1, 45.4, 41.6, 37.7, 35.2, 33.7, 33.2, 33.1,
32.0, 31.5, 31.0, 29.9, 27.2, 25.9, 25.6, 20.3, 19.8, 19.6, 19.0, 16.5, 16.3, 15.6, 14.9. HPLC: t, =
9.98 min.

\_-CONH,

Pochodna 188e. Wydajnos¢: 85%.

HRMS ESI, (m/z): oblicznono dla CyzoHi0,N1305PCoSi [M+H]"
1498.6406, otrzymano 1498.6396. UV/Vis (H,0): Amax (M) (¢ L-mol
Lem™) = 547 (5.3x10%), 522 (4.3x10%), 367 (9.6x10%, 269, 215.
'H NMR (500 MHz, DMSO-dg), &(ppm): 7.62 (s, 1H), 7.59 (s, 1H),
7.54 (s, 2H), 7.50 (s, 1H), 7.30 (s, 2H), 7.14 (s, 1H), 7.10 (s, 1H), 7.06
(s, 1H), 6.99 (s, 1H), 6.75 (s, 1H), 6.63 (s, 1H), 6.50 (s, 1H), 6.46 (s,
1H), 6.40-6.32 (m, 1H), 6.28 (s, 1H), 6.09 (s, 1H), 5.85 (s, 1H), 4.59 (d,
J = 6.7 Hz, 1H), 4.52-4.44 (m, 1H), 4.15-4.05 (m, 1H), 4.03 (d, J = 11.1 Hz, 1H), 3.94-3.84 (m,
4H), 3.80 (dd, J = 5.5, J = 9.8 Hz, 1H), 3.66-3.48 (m, 3H), 3.08 (d, J = 11.1 Hz, 1H), 2.76-2.57
(m, 3H), 2.48-2.35 (m, 4H), 2.47 (s, 3H), 2.39 (s, 3H), 2.31-1.97 (m, 5H), 2.18 (s, 3H), 2.16 (s,
3H), 1.97-1.84 (m, 1H), 1.82-1.70 (m, 4H), 1.67 (s, 3H), 1.64-1.46 (m, 6H), 1.33 (s, 3H), 1.25-
1.14 (m, 1H), 1.18 (s, 3H), 1.16 (s, 3H), 1.06 (d, J = 6.2 Hz, 3H), 1.01 (s, 3H), 0.97-0.85 (m, 1H),
0.78-0.67 (m, 2H), 0.29 (s, 3H), -0.08 (s, 9H). **C NMR (125 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 178.3,
177.1, 174.2, 173.4, 173.2, 172.9, 172.79, 172.7, 172.5, 171.3, 170.7, 164.9, 164.1, 151.4, 142.6,
136.6, 132.1, 130.8, 129.7, 116.7, 111.2, 105.2, 102.7, 93.2, 85.3, 84.3, 81.3, 74.7, 74.3, 70.6,
69.2, 62.0, 61.7, 58.3, 54.7, 53.3, 52.9, 49.9, 47.2, 46.3, 45.4, 41.7, 37.8, 35.1, 33.7, 31.9, 31.3,
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29.8, 27.1, 26.0, 25.5, 20.3, 19.9, 19.8, 19.6, 18.7, 16.4, 16.2, 15.6, 14.9, -1.5. HPLC: t= 13.25

min.

Ogoélna procedura katalizowanej miedzig [1,3] dipolarnej cykloaddycji azydkéow do alkinu
188g.

Cul (1.0 mg, 0.005 mmol) i TBTA (5.0 mg, 0.01 mmol) dodane zostaly do mieszaniny
DMF/woda (0.5 ml, 1/1 v/v). Otrzymang zawiesing mieszano intensywnie do uzyskania
klarownego roztworu (ok. 20 min), dodano alkin 188g (30 mg, 0.02 mmol) i odpowiedni azydek
(0.03 mmol) 1 mieszano przez noc w temperaturze pokojowej. Mieszaning poreakcyjna wytragcono
eterem dietylowym (15ml) i odwirowano. Uzyskany osad wysuszono pod zmniejszonym
ciSnieniem a nastepnie roztworzono w wodzie o temperaturze ok 4 °C i odwirowano. Roztwor
nad osadem zawierajacy surowy produkt, zostal nalozony na kolumng¢ chromatograficzng ze
ztozem RP i eluowany mieszaning woda/MeOH (10-70%, v/v). Zebrane frakcje zawierajace
produkt odparowano, pozostatos¢ roztworzono w MeOH (1ml), wytracono eterem dietylowym i

suszono pod zmniejszonym cis$nieniem.

Pochodna 190a. Wydajnoséé: 75%.
HRMS ESI, (m/z): obliczono dla CgH10;N10:4PCo [M+H]" 1587.6753;
otrzymano 1587.6737. UV/Vis (H,0), Amax (nM) (¢, L'm™-cm™): 551
(5.7x10%), 520 (4.3x10%), 364 (1.5x10"), 262, 218 '"H NMR (600 MHz,
DMSO-ds), 6 (ppm): 8.48 (s, 1H), 7.61 (s, 1H), 7.55 (s, 1H), 7.53 (s,
1H), 7.50 (s, 1H), 7.45 (s, 1H), 7.39-7.27 (m, 7H), 7.25 (m, 1H), 7.15 (s,
Mo o 1H), 7.10 (s, 1H), 7.04 (s, 1H), 6.94 (s, 1H), 6.89 (s, 1H), 6.80 (s, 1H),
,@Q 6.79 (s, 1H), 6.76 (s, 1H), 6.64 (s, 1H), 6.51 (s, 1H), 6.50 (s, 1H), 6.24
" (s, 1H), 6.06 (bs, 1H), 5.86 (s, 1H), 5.58 (s, 2H), 4.58 (bs, 2H), 4.21 (d, J
=11.0 Hz, 1H), 4.13 (bs, 1H), 3.96 (bs, 1H), 3.90 (bs, 1H), 3.80-3.66 (m, 1H), 3.64-3.45 (m, 2H),
3.04 (d, J = 10.6 Hz, 1H), 2.81-2.54 (m, 3H), 2.47-2.30 (m, 8H), 2.46 (s, 3H), 2.38 (s, 3H), 2.29-
2.19 (m, 8H), 2.15 (s, 3H), 2.13-1.98 (m, 2H), 1.95-1.85 (m, 1H), 1.84-1.69 (m, 3H), 1.66 (s, 3H),
1.61-1.59 (m, 2H), 1.34 (s, 3H), 1.28-1.20 (m, 2H), 1.18 (s, 3H), 1.16 (s, 3H), 1.11-1.02 (m, 3H),
0.97 (s, 4H), 0.32 (s, 3H). *C NMR (150 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 177.9, 176.5, 173.7, 173.6,
173.3, 172.9, 172.7, 172.6, 172.4, 171.4, 171.0, 164.6, 163.9, 146.3, 142.6, 136.8, 135.9, 132.0,
130.8, 129.8, 128.8, 128.2, 127.9, 127.7, 126.2, 124.7, 121.3, 116.9, 110.9, 109.5, 93.2, 85.3,
84.2, 81.3, 74.3, 69.2, 58.2, 54.6, 53.6, 52.9, 49.9, 47.2, 46.2, 41.8, 41.6, 37.8, 35.2, 33.8, 32.0,
31.2,29.9, 27.2, 26.0, 25.6, 20.2, 19.9, 19.7, 18.8, 16.5, 16.4, 15.7, 14.9. HPLC: t, = 13.05 min.

HNOC™

o “\_-CONH,
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Pochodna 190b. Wydajnosé: 78%.

HRMS ESI, (m/z): obliczono dla CsgH10,N10:6PCoONa, [M+2Na]2+
793.3437; otrzymano 793.3428. UV/Vis (H,0), Amnax (nM) (g, L-m’
Lem™): 550 (5.5x10°%), 522 (4.1x10%), 364 (1.4x10%), 262, 218. 'H
NMR (600 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 8.42 (s, 1H), 7.65 (s, 1H), 7.58
(s, 1H), 7.54 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.50 (s, 2H), 7.32 (s, 1H), 7.29 (s,
1H), 7.15 (s, 1H), 7.10 (s, 1H), 7.04 (s, 1H), 6.96 (s, 1H), 6.89 (s, 1H),
6.81 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 6.76 (s, 1H), 6.65 (s, 1H), 6.50 (bs, 2H), 6.33
(s, 1H), 6.26 (s, 1H), 6.04 (s, 1H), 5.86 (s, 1H), 4.65 (t, J = 5.2 Hz,
1H), 4.59 (d, J = 7.2, 1H), 4,51 (t, J = 5.0 Hz, 2H), 4.49-4.44 (m, 1H), 4.22 (d, J = 11.2 Hz, 1H),
4.15-4.05 (m, 1H), 3.93-3.84 (m, 2H), 3.81 (t, J = 5.1 Hz, 2H), 3.80-3.74 (m, 1H), 3.64-3.50 (m,
3H), 3.48-3.39 (m, 4H), 3.06 (d, J = 11.1 Hz, 1H), 2.76-2.55 (m, 3H), 2.48-2.32 (m, 5H), 2.47 (s,
3H), 2.39 (s, 3H), 2.31-2.19 (m, 4H), 2.17 (s, 3H), 2.16 (s, 3H), 2.12-1.99 (m, 2H), 1.96-1.85 (m,
2H), 1.85-1.70 (m, 4H), 1.67 (s, 3H), 1.63-1.51 (m, 2H), 1.34 (s, 3H), 1.28-1.21 (m, 2H), 1.19 (s,
3H), 1.17 (s, 3H), 1.05 (d, J = 6.1 Hz, 3H), 0.98 (s, 4H), 0.32 (s, 3H). *C NMR (150 MHz,
DMSO-d), & (ppm): 178.3, 177.0, 174.1, 174.0, 173.8, 173.4, 173.2, 173.1, 172.8, 171.9, 171.5,
165.0, 164.3, 146.3, 143.1, 137.3, 132.4, 131.2, 131.1, 130.2, 128.3, 126.6, 125.3, 122.0, 117.4,
111.5, 110.0, 105.7, 103.2, 100.4, 93.6, 85.7, 84.7, 75.1, 74.8, 72.5, 71.1, 69.0, 65.4, 62.3, 60.5,
55.1, 54.0, 53.4, 50.4, 50.0, 47.6, 46.8, 45.9, 42.2, 38.3, 35.7, 34.2, 32.5, 32.4, 31.8, 31.6, 30.3,
27.7, 26.5, 26.0, 20.8, 20.4, 20.3, 20.2, 20.1, 19.2, 17.0, 16.9, 16.2, 15.4. HPLC: t, = 10.62 min.

Procedura badania aktywnosci sGC in vitro.'**

Roztwor zawierajacy TEA (25 mM), BSA (1 ng/ml), DTT (1 mM), MgCl, (4 mM),
kinazg keratynowa (0.05 mg/ml) i fosfokreatyne (5 mM) i oczyszczona sGC'*' (0.1 pg)
inkubowano z badanym zwigzkiem przez 10 min. w 37 °C. Do roztworu dodawano nastepnie
roztwor GTP /[a-32P]GTP (~150000 cpm) (catkowite st¢zanie GTP wynosito 1 mM) i
inkubowano przez 10 min. w 37 °C. Reakcje przerywano dodajac roztwor octanu cynku (400 pl,
100mM) i weglanu sodu (500 pl. 120 mM). Osad zawierajacy nieprzereagowany GTP
odwirowywano, roztwor nad osadem nanoszono na kolumng¢ chromatograficzng wypetiong
Al,O;. Wytworzony cGMP eluowano buforem pH = 7.5 (10 ml) i umieszczano w liczniku
scyntylacyjnym. Zawartos¢ ¢cGMP w eluencie oznaczano pomiarem emisji promieniowania
Czerniakowa a wynik normalizowano wzgledem ilosci cGMP otrzymanej w reakcji kontrolnej

katalizowanej czysta sGC.
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