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Wykaz skrotow:

Ac- acetyl

ACQ - ang. aggregation-caused quenching, wygaszanie emisji wywolane agregacja

AIE, ang. aggregation-induced-emission, emisja indukowana agregacja

AZT - 3'-azydo-3'-deoksytymidyna

BCN - bicyklo[6.1.0]non

BM - 2-bromomaleimid

Boc - tert-butyloksykarbonyl

CMIA - ang. Carbonyl Metallo Immuno Assays, testy immunologiczno-metalokarbonylowe
CORMs - ang. Carbon Monoxide Releasing Molecules, czasteczki uwalniajace tlenek wegla
Cp - cyclopentadienyl

CT - ang. Computed Tomography, tomografia komputerowa

CuAAC - ang. Copper(l)-catalyzed azide-alkyne cycloaddition, cykloaddycja azydkow i
alkinow katalizowana miedzig(I)

Cys - cysteina

DBCO - aza-dibenzocyklooktyn

DBM - 2,3-dibromomaleimid

DCC - N,N'-dicykloheksylokarbodiimid

DCM - dichlorometan

DCU - N,N'-dicykloheksylomocznika

DDSs - ang. drug delivery systems, systemy dostarczania lekow

DIAD - azodikarboksylan diizopropylowy

DIBO - 4-dibenzenocyklooktynol

DMAP - 4-dimetyloaminopirydyna

DMF - N,N-dimetyloformamid

DMSO - dimetylosulfotlenek

DNA - kwas deoksyrybonukleinowy

EGEFR - ang. Epidermal Growth Factor Receptor, receptor nablonkowego czynnika wzrostu
ESR - ang. Electron Spin Resonance Spectroscopy, spektroskopia elektronowego rezonansu
spinowego

FpDBM - CpFe(CO)2(n!-2,3-dibromomaleimidato)

FpM - CpFe(CO)a(n!-2-bromomaleimidato)

GalNAc - N-acetylogalaktozamina

GSH - glutation



Hcys - homocysteina

HelLa - linia komorkowa wywodzaca sie z komorek raka szyjki macicy, nazwa od pierwszych
liter imienia i nazwiska dawcy Henrietty Lacks

HL-60 - linia komorkowej ludzkiej biataczki promielocytowe;j

HPLC - ang. High-performance liquid chromatography, wysokosprawna chromatografia
cieczowa

HRMS - ang, High-resolution mass spectrometry, spektrometria mas wysokiej rozdzielczosci
iEDDA - ang. inverse electron demand Diels—Alder reaction, reakcja Dielsa—Aldera z
odwréconym zapotrzebowaniem elektronowym

Ins - insulina

IR - ang. Infrared, promieniowanie podczerwone

Liz - lizozym

MCF-7 - akronim od ang. Michigan Cancer Foundation-7, dotyczy lini komérkowej raka
piersi

MCPBA - meta-chloronadbenzoesowy

MDA-MB-231 - ang. MD Anderson - Metastatic Breast — 231, linia komoérek ludzkiego raka
piersi wyizolowana w MD Anderson Cancer Center

Me - metyl

MRI - ang. Magnetic Resonance Imaging, obrazowanie metoda rezonansu magnetycznego
ODIBO - okso-dibenzocyklooktyn

OFETs - ang. Organic field-effect transistors, organiczne tranzystory polowe

OLEDs - ang. Organic light-emitting diodes, energooszczgdne organiczne diody emitujace
Swiatto

OPVs - ang. Organic photovoltaics, organiczne ogniwa fotowoltaiczne

PET - ang. Positron Emission Tomography, pozytonowa tomogratia emisyjna

Py - piren-1-yl

RNA - kwas rybonukleinowy

RNR - reduktaza rybonukleotydowa

SPAAC - ang. strain promoted azide-alkyne cycloaddition, cykloaddycja azydek-alkin
promowana naprezeniem

TCEP - chlorowodorek tris(2-karboksyetylo)fosfiny

TFAA - bezwodnik kwasu trifluorooctowego

THF - tetrahydrofuran

TLC - ang. Thin Layer Chromatography, cienkowarstwowa chromatografia cieczowa
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Streszczenie

Wraz ze wzrostem rozwoju i szybkim tempem zycia wzrasta zachorowalno$¢ na choroby
cywilizacyjne, w tym na choroby nowotworowe. Przeklada si¢ to na poszukiwanie nowych
rozwigzan w leczeniu jak i monitorowaniu proceséw zachodzacych w zywych organizmach.
Wiaze si¢ to z poszukiwaniem szybkich, tanich i nieinwazyjnych metod diagnostycznych.
W ramach doktoratu przeprowadzone zostaly badania nad nowymi znacznikami, ktdére
w przysziosci moga znalez¢ zastosowanie zarowno w znakowaniu biomolekut i lekéw jak

réwniez w diagnostyce medycznej oraz bioobrazowaniu.

W pierwszej kolejnosci zbadano znaczniki metalokarbonylowe, tatwe do detekcji
w spektroskopii IR. Zwigzki te zawieraly w czasteczce fragmenty (di)bromomaleimidu, ktore
fatwo reaguja z biomolekulami, w ktorych strukturze wystepuja grupy -SH. W pracy
zastosowano jedng z metod modyfikacji protein, gdzie w mostek dwusiarczkowy wbudowana
zostala pochodna maleimidu (rebridging). Otrzymane w ten sposéb metalokarbonylowe
pochodne ditiomaleimidu, pod wptywem naswietlania swiattem widzialnym, tracg fragment
metalokarbonylowy i przeksztalcajg sie¢ w N-niepodstawione pochodne ditiomaleimidu, ktore
wykazuja fluorescencje. Z badan biologicznych wynika, ze pochodne metalokarbonylowe,
wykazuja aktywnos¢ cytotoksyczng w stosunku do komorek nowotworowych, natomiast ich
analogi, nie zawierajace fragmentu metalokarbonylowego, nie byly toksyczne. Badania
z wykorzystaniem mikroskopu konfokalnego, sugeruja, ze metalokarbonylowe pochodne

latwiej przedostaja si¢ do wnetrza komorki niz ich organiczne odpowiedniki.

Opracowane metody syntetyczne pozwolily réwniez na otrzymanie znacznikow
fluorescencyjnych zawierajacych fluorofor pirenowy oraz aktywny w reakcjach typu ,.click”
uktad cyklooktynowy. Ze wzgledu na ciekawe wlasciwosci fotofizyczne w roztworach, jaki
i w ciele statym, zwigzki te moga zosta¢ zastosowane jako znaczniki fluorescencyjne. Obecnos¢
fragmentu cyklooktynowego w czasteczce sprawia, ze zwiazki te ulegaja reakcjom
bioortogonalnym, co zostalo wykorzystane do bezposredniej modyfikacji bioczasteczek,
a otrzymane koniugaty wykazywaty silng fluorescencje¢. Ponadto, z przeprowadzonych badan
biologicznych wynika, ze zwigzki te, nie sg toksyczne zarowno dla komérek prawidlowych, jak

1 nowotworowych, moga zatem stanowi¢ bezpieczng alternatywe dla znacznikow izotopowych.

Zostata podjeta réwniez proba modyfikacji ukltadu maleimidowego za pomoca pirenu
i jego tiopochodnej. Otrzymane pochodne (di)tiomaleimidu z pirenem nie wykazywaty

wlasciwosci luminescencyjnych.



Abstract

As modern life becomes increasingly fast-paced, the number of civilization-related
diseases, including cancer, continues to rise. This situation drives the search for new solutions
to treat diseases, but also to monitor biological processes occurring in living organisms. As
a result, scientists are particularly interested in developing diagnostic methods that are fast,
affordable, and non-invasive. The main aim of this doctoral research focused on the
development of new markers that may find applications both in the labeling of biomolecules

and drugs, as well as in medical diagnostics and bioimaging.

The first part of the research focused on the investigation of metal carbonyl markers, which
can be easily detected using infrared (IR) spectroscopy. These compounds contain
(di)bromomaleimide fragments which readily react with biomolecules possessing thiol groups.
One of the protein modification strategies which was applied in this work involves the
incorporation of a maleimide derivative into a disulfide bridge — a process known as rebridging.
Metal carbonyl dithiomaleimide compounds undergo an interesting transformation during
irradiation with visible light - they lose the metal carbonyl part and turn into non-substituted
dithiomaleimide derivatives which emit fluorescence. Biological studies showed that the metal
carbonyl compounds are toxic to cancer cells, while their organic analogues are not cytotoxic.
Confocal microscopy studies suggest that compounds containing the metal carbonyl unit enter/

penetrate cells more easily than their purely organic analogues.

The synthetic methods developed in this work also enabled to obtain fluorescent markers
containing a pyrene fluorophore and a cyclooctyne group capable of participating in so-called
“click” reactions. These compounds show attractive photophysical properties both in solution
and in the solid state, making them promising fluorescent probes. Due to the presence of the
cyclooctyne fragment, these markers can undergo bioorthogonal reactions - highly selective
chemical reactions that take place inside biological systems without disturbing them. This
property was successfully used for the direct labeling of biomolecules, producing strongly
fluorescent conjugates. Moreover, biological studies indicate that these compounds are non-
toxic to both normal and cancer cells, and thus may represent a safe alternative to isotopic

labels.

Finally, the study also included modifications of the maleimide ring using pyrene and its
sulfur/thiol derivative. However, the resulting pyrene-substituted (di)thiomaleimide derivatives

did not exhibit luminescent properties.



1. Cel pracy

Wraz z rozwojem nowych technologii, przemystu oraz medycyny wzroslo zainteresowanie
technikami detekcji oraz wizualizacji, ktore ulatwiaja m.in., badanie zywnosci oraz wody,
kontrole¢ procesow metabolicznych zachodzacych w zywych komorkach czy precyzyjna
diagnoze zdrowotng. Ponadto, istotnym jest poszukiwanie skutecznych metod detekcji
i monitorowania bioczasteczek, w celu dokladniejszej interpretacji proceséw i przemian
zachodzacych na poziomie komdrkowym. Mozliwos¢ $ledzenia zmian na poziomie
molekularnym przeklada si¢ na opracowywanie nowych $ciezek terapii celowanej oraz

monitorowania jej skutecznosci np. podczas leczenia choréb nowotworowych.

Niniejsza praca doktorska wpisuje si¢ we wspomniany powyzej obszar badan, a jej cel

obejmowat:

1) Modyfikacje czasteczek wykazujacych aktywnos¢ biologiczng oraz biomolekut przy
pomocy pochodnych bromo- i dibromomaleimidu, a nastepnie zbadanie ich
wlasciwoscei  fizykochemicznych. Przeprowadzenie modyfikacji miato na celu
opracowanie nowych strategii znakowania bioczasteczek przy uzyciu bromo- oraz
dibromopochodnych maleimidu (N-niepodstawionych oraz zawierajacych fragment
metalokarbonylowy) w celu otrzymania biokoniugatéw tatwych do detekcji metodami
spektroskopowymi. Moje badania oparlam na metodzie ,,mostkowania” biatka
(rebridging), ktéra polega na wbudowaniu fragmentu maleimidu badz sukcynimidu

w mostek dwusiarczkowy (Schemat 1).

Schemat 1. Pogladowe przedstawienie strategii modyfikacji biomolekut przy uzyciu

pochodnych maleimidu
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2) Prébe zaprojektowania oraz syntezy nowych znacznikoéw fluorescencyjnych, ktore
w swej strukturze zawierajg pierscien pirenu (fluorofor odpowiedzialny za wtasciwosci
fotofizyczne) potaczony tacznikiem (linkerem) =z ukladem cyklooktynowym
(Rysunek 1). Obecnos$¢ wiazania potrojnego w czasteczce cyklooktynu umozliwia
przeprowadzenie reakcji typu ,.click” wykorzystywanych w chemii bioortogonalne;j,
ktorych celem jest otrzymanie biokoniugatow. Przylaczenie do czasteczki o znaczeniu
biologicznym znacznika zawierajacego fluorofor - w tym przypadku piren, miato
prowadzi¢ do otrzymania fluorescencyjnych biokoniugatéw tatwych do detekcji

metodami spektroskopii emisyjne;j.

linker = ester, eter, N-alkil, S-aklil

Rysunek 1. Znaczniki oparte na ukladzie piren-linker-cyklooktyn

3) Synteze pochodnych maleimidu zawierajacych pierscien pirenu, ktdre rowniez moglyby
postuzy¢ do znakowania bioczgsteczek na drodze addycji tioli do wigzania podwdjnego
maleimidu, lub substytucji atomu bromu we fragmencie bromomaleimidu przez grupe
tiolowa.

4) Prébe detekcji otrzymanych biokoniugatow przy pomocy nieinwazyjnych metod
spektroskopowych:  spektroskopii IR  (znaczniki metalokarbonylowe) oraz
spektroskopii emisyjnej (znaczniki fluorescencyjne) do detekcji otrzymanych

biokoniugatow - Rysunek 2.

Znacznik Znacznik
—— fluorescencyjny metalokarbonylowy

Rysunek 2. Pogladowe przedstawienie detekcji zmodyfikowanych bioczasteczek za pomoca

metod spektroskopowych
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CZESC LITERATUROWA

2. Wybrane metody znakowania bioczgsteczek

Wraz z szybkim tempem zycia obserwowany jest ciggly wzrost zachorowan na choroby
cywilizacyjne, w tym nowotworowe. Przeklada si¢ to na szybki rozwdj medycyny oraz
zwickszone zapotrzebowanie na pozyskiwanie nowych bezpiecznych metod terapii,
obrazowania postepdw leczenia, a takze pozyskiwania nowych lekéw. Wszystko to ma wplyw
na duze zainteresowanie wsrod naukowcow strategia znakowania biomolekul. Selektywna
funkcjonalizacja bioczasteczek, takich jak biatka, kwasy nukleinowe, lipidy lub weglowodany,
jest przedmiotem stalego zainteresowania ze wzgledu na ich powszechne zastosowanie, od
podstawowych badan na poziomie biochemicznym - w celu uzyskania wgladu w procesy
biologiczne, po bardziej zaawansowane zastosowania biomedyczne - rozwoj diagnostyki czy
nowe metody terapii celowanych.! W ciagu ostatnich dwoch dekad reakcje typu ,.click” oraz
metody chemii bioortogonalnej, ktére moga by¢ wykorzystywane do znakowania
bioczasteczek, bez zaktdcania ich proceséw biologicznych, zrewolucjonizowaly dziedzing

inzynierii biomedyczne;.

Chemia bioortogonalna taczy chemie syntetyczna z biologia, co przyczynia sie do szerokiej
aplikacyjnosci tego typu reakcji. Reakcje bioortogonalne otwierajg nowe kierunki badan, a co
najistotniejsze zwiekszaja mozliwosci modyfikacji biomolekut zaréwno in vitro jak i in vivo.?
Istnieje kilka strategii znakowania biomolekutl. Szeroka stosowalnoscia ciesza si¢ ligacje
chemiczne, ktore dzieli si¢ na dwie odrebne klasy reakcji - biokoniugacje oraz reakcje

bioortogonalne.!

Biokoniugacja to proces wigzania bioczasteczki z inng bioczasteczka, badz czasteczka
organiczng w celu utworzenia biokoniugatéw. W zaleznosci od stosowanych czasteczek
organicznych (markerow, fluoroforow czy polimerow) modyfikacje te prowadza do otrzymania
réznych koniugatéw, np. koniugatu lek-bialko, biatko-barwnik, bialko-polimer. Wyrézniamy
dwie strategie biokoniugacji - strategic kowalencyjng (tworzenie stabilnego wigzania
kowalencyjnego migdzy dwiema czasteczkami, z ktorych co najmniej jedna jest bioczasteczka)

oraz niekowalencyjng (tworzenie odwracalnych polaczen miedzy dwiema czasteczkami,

!'Sabot, C.; Kele, P., Novel Approaches in Biomolecule Labeling, Biomolecules, 2021, 11, 1809

% Vianney Delplace, Rethinking Click and Bioorthogonal Chemistry for Biomedical Applications, ACS Materials Lett., 2024, 6, 153—158
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z ktorych co najmniej jedna jest bioczasteczka - wigzania wodorowe, sity elektrostatyczne, czy

hydrofobowe).?

Pojecie chemii bioortogonalnej zostato zdefiniowane przez Carolyn Bertozzi, ktora w 2022
roku otrzymata Nagrode Nobla w dziedzinie chemii wraz z Mortenem Meldalem i Barrym
Sharplessem za rozwdj chemii ,.click” oraz chemii bioortogonalnej. Najistotniejsza cecha
reakcji bioortogonalnych jest fakt, iz zachodza one szybko i selektywnie oraz nie zakldcaja

reakcji biologicznych zachodzacych w organizmie.*

Biokoniugacja polega na bezposredniej modyfikacji natywnych bioczasteczek, takich jak
aminokwasowe tancuchy biatek, ktore sg z natury nukleofilowe (gldwnie Cys, Lys), natomiast
reakcje bioortogonalne, wymagaja wczesniejszego wprowadzenia/wbudowania biologicznie
obojetnej grupy funkcyjnej do bioczasteczki. Grupa ta moze ta nastepnie reagowac z czasteczka
zawierajacg fragment fluoroforowy odpowiedzialny za fluorescencje lub inne ugrupowanie
bedace tatwe do identyfikacji za pomoca metod bioobrazowania. Ogromng zaleta chemii
bioortogonalnej jest mozliwo$¢ bezpiecznego przeprowadzania reakcji wewnatrz uktadow
zywych, podczas gdy reakcje biokoniugacji sa w wigkszosci ograniczone do zastosowan

in vitro.!

3 R. Narain, (Ed.). Chemistry of Bioconjugates: Synthesis, Characterization, and Biomedical Applications, 2014, John Wiley & Sons

4 E. M. Sletten, C. R. Bertozzi, Bioorthogonal Chemistry: Fishing for Selectivity in a Sea of Functionality, Angew. Chem. Int. Ed. 2009, 48,
6974-6998
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2.1. Biokoniugacja

Metody chemicznej modyfikacji stanowig jeden 2z najprostszych 1 najbardziej
bezposrednich sposobéw identyfikacji reszt aminokwasowych istotnych dla funkcji bialka.
Preznie rozwijajace sie w ostatnim czasie strategie ,,sztucznego zszywania” (stapling® czy tez
rebridging®) tafcuchéw peptydowych poprzez niewielkie molekuty, ktorych obecno$é ma na
celu zastgpienie rdéznego typu wigzan w proteinach, umozliwiaja zmiane struktury

modyfikowanego tancucha, a co za tym idzie zmiang jego funkcji.

Stapling jest chemiczng modyfikacja peptydu, polegajaca na tworzeniu kowalencyjnego
»Spinacza” pomiedzy dwiema resztami lancucha bocznego aminokwaséw. Modyfikacje te

skupiaja sie na grupach tiolowych (Schemat 2), aminowych oraz metylotiolowych.”-

o R Rm,Br

Schemat 2. Pogladowe przedstawienie staplingu

Rebridging to strategia chemiczna polegajaca na ponownym potaczeniu dwoch wolnych
grup tiolowych (najczesciej reszt cysteiny), ktore uprzednio tworzyty mostek dwusiarczkowy,
ktory zostat zredukowany (Schemat 3). W procesie rebridgingu mostek dwusiarczkowy zostaje
otwarty 1 zastgpiony nowym, syntetycznym lacznikiem (najczesciej male czasteczki
organiczne), co przywraca spojnos¢ strukturalng peptydu/proteiny, czesto réwnoczesnie
wprowadzajac nowe wlasciwosci. Rebridging jest szczeg6lng technika staplingu
ukierunkowang na rozszywanie mostkéw dwusiarczkowych, do redukcji wigzania -S-S- stosuje

sie¢ powszechnie chlorowodorek tris(2-karboksyetylo)fosfiny (TCEP). Strategia ta jest

> A. M. Ali, J. Atmaj, N. Van Oosterwijk, M. R. Groves, A. Domling, Stapled Peptides Inhibitors: A New Window for Target Drug Discovery,
Computational and Structural Biotechnology Journal, 2019, 17, 263

¢S. L. Kuan, T. Wang, T. Weil, Site-Selective Disulfide Modification of Proteins: Expanding Diversity beyond the Proteome, Chem. Eur. J.,
2016, 22, 17112

7Y. Chen, C. Dai, J. Han, Y. Xing, F. Yin, Z. Li, Recent Chemical Biology Insights Towards Reversible Stapled Peptides, ChemBioChem,
2025, 5, 26(9)

8 Lau et al., Peptide stapling techniques based on different macrocyclisation chemistries, Chem. Soc. Rev., 2015, 44, 91-102
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narzedziem wykorzystywanym do selektywnych (site-selective) modyfikacji, poniewaz

ukierunkowana jest na wigzania dwusiarczkowe obecne w tancuchach peptydowych.”’

1.  TCEP
4 2. @) )
s ey Q

Schemat 3. Pogladowe przedstawienie rebridgingu

Warto podkresli¢, ze zastosowanie peptydow terapeutycznych gwattownie wzrosto w ciggu
ostatnich trzech dekad obejmujgc obszary takie jak choroby metaboliczne, onkologiczne
i choroby ukladu krazenia. Z danych zebranych w 2018 roku, na podstawie wczesniej
opublikowanego raportu Peptide Therapeutics Foundation, wynika iz sposréd 484 zgloszonych
peptyddw terapeutycznych 60 zostalo zatwierdzonych w Stanach Zjednoczonych, Europie
i/ lub Japonii, a 155 peptyddéw znajduje si¢ w fazie badan klinicznych, z czego 50% jest obecnie

w badaniach II fazy.!”

Wprowadzenie znacznikéw do struktury biatka wpltywa dodatkowo na zwigkszenie
mozliwosci obrazowania i wykrywania poprzez sprzeganie ze srodkami obrazujgcymi. Nowe
podejscie do modyfikacji peptydéw ukierunkowane jest na aminokwasy, takie jak lizyna
i cysteina. Cysteina w swej czasteczce zawiera grupe -SH, ktora uczestniczy
w tworzeniu mostkow dwusiarczkowych, ktore maja wpltyw na strukture biatek. Niesparowana,
wolna cysteina, wykazujaca wysoka nukleofilowosé, stosunkowo rzadko wystepuje w biatkach
przez co jest idealnym miejscem ich chemoselektywnej modyfikacji - tworzenie pochodnych
tancuchéw cysteiny to jedne z najbardziej istotnych technik modyfikacji i koniugacji biatek.
Specyticzng modyfikacje cysteiny zazwyczaj osiaga si¢ na drodze reakcji grupy tiolowej

z elektrofilami, takimi jak maleimidy.

M. T. W. Lee, A. Maruani, J. R. Baker, S. Caddick, V. Chudasama, Next-generation disulfide stapling: reduction and functional re-
bridging all in one, Chem. Sci., 2016, 7, 799-802

19J. L. Lau, M. K. Dunn, Therapeutic peptides: historical perspectives, current development trends, and future directions., Bioorg. Med.
Chem., 2018, 26, 2700
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Tego typu strategie dostarczaja naukowcom potezne narzedzie umozliwiajace selektywna
modyfikacj¢ peptyddw i biatek zawierajacych w swej budowie mostki dwusiarczkowe przez co
zyskuja bezposredni wptyw na programowanie ich wiasciwosci w zaleznosci od potrzeb
terapeutycznych. Co wigcej znakowanie bialek znacznikami fluorescencyjnymi charakteryzuje
sie wiekszym bezpieczenstwem oraz przystepnoscig w uzyciu niz znakowanie znacznikami

izotopowymi.

Chemiczne metody modyfikacji bialek polegajace na funkcjonalizacji reszt
aminokwasowych sg nieocenionym narzedziem w syntezie nowych biokoniugatow. Tego typu
reakcje prowadzone sg na natywnych strukturach bialek, przy jednoczesnym zachowaniu
integralnosci i funkcjonalnos$ci biatka. Chemiczne modyfikacje biatek powinny spelniaé szereg

wymagan takich jak:!!
e zachowanie zgodnosci z funkcjonalnymi grupami wystepujagcymi w biatkach,
o selektywnosé reakcji,

e mozliwos$¢ prowadzenia reakcji w srodowisku wodnym, w neutralnym badz zblizony

do neutralnego pH,
e temperatura reakcji nie powinna przekracza¢ temperatury pokojowej (do 40 °C),
o reakcje powinny cechowac si¢ szybka kinetyka,
e do modyfikacji stosowane powinny by¢ nietoksyczne reagenty w niskich stezeniach.

Wszystkie te kryteria maja na celu zapewni¢ wysoka wydajno$¢ modyfikacji. Ponadto,
istotnym elementem sg latwe procedury charakterystyki oraz oczyszczania otrzymanych
biokoniugatow, co bezposrednio przeklada sie na stosowalno$é¢ metod w badaniach in vivo,

poniewaz nie zakldcaja normalnych proceséw zyciowych komorki.

Biokoniugacja syntetycznych polimerow z biatkami oraz lancuchami peptydowymi jest
jedng z dobrze poznanych metod zmiany wlasciwosci natywnych biomolekut. Tego typu
biokoniugaty otrzymywane sa w celu wprowadzania terapii opartych na lekach polimerowych.
Pierwotnie badania skupialy si¢ glownie na koniugacji do reszt lizyny.

7 czasem przeprowadzone zostaly badania skupiajace si¢ na resztach cysteiny, ktore

' O. Boutureira, G. J. L. Bernardes, Advances in Chemical Protein Modification, Chem. Rev., 2015, 115, 5, 2174-2195
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przyczynity sie do opracowania szeregu odczynnikéw selektywnie wigzacych sie
z aminokwasami zawierajacym grupy tiolowe. Do koniugacji cysteiny wykorzystywane sa
m.in. N-podstawione maleimidy, pirydylowe dwusiarczki oraz polimery z grupami

akrylowymi.'?

W literaturze znajduje si¢ wiele prac dotyczacych modyfikacji reszt cysteiny. Jednym
z ciekawszych przykladow koniugacji sg opublikowane w 2012 roku badania skupiajace si¢ na
modyfikacji mostka dwusiarczkowego w kalcytoninie tososia przy uzyciu polimerow
funkcyjnych przytaczonych do ugrupowania dibromomaleimidowego. Polimery zostaly
skutecznie sprzggniete z kalcytoning tososia poprzez modyfikacje mostka dwusiarczkowego
przy uzyciu réwnomolowych ilosci peptydu i polimeru (Schemat 4). Modyfikacja ta jest
przyktadem koniugacji typu rebridging polegajacym na pierwotnej redukcji wigzania
dwusiarczkowego w celu otrzymania wolnych reszt -SH, a nastepnie ich reakcja z czasteczka

organiczna, ktéra prowadzi do ponownego ,,zmostkowania™.!?

|
Ié NS
v o /

/ R= ugrupowanie polimerowe /

pH=6.2, TCEP

Schemat 4. Rebridging mostka dwusiarczkowego kalcytoniny tososia polimerowa pochodng

maleimdu

Zaleta modyfikacji typu stapling czy rebridging lancuchow peptydowych, jest ich
odwracalnos¢, np. przy uzyciu tego samego odczynnika redukujacego uzytego do wezesniejszej

modyfikacji mostka dwusiarczkowego.

Przyktadowo, na Schemacie 5 zostal przedstawiony przyklad odwracalnego staplingu.
W pierwszym etapie dwie wolne grupy -SH peptydu A =zostaly poddane reakcji
z dichlorotetrazyng B, przez co otrzymano zmodyfikowany peptyd C. Nastepnie
przeprowadzono proces ,,rozszycia” - unstaplingu, w celu otrzymania pierwotnego peptydu A.

W tym celu ,,zszyty peptyd” zostal poddany dziataniu promieniowania UV, ktére spowodowato

2M. W. Jones, R. A. Strickland, F. F. Schumacher, S. Caddick, J.. R. Baker, M. I. Gibson, D. M. Haddleton, Polymeric Dibromomaleimides
As Extremely Efficient Disulfide Bridging Bioconjugation and Pegylation Agents, J. Am. Chem. Soc., 2012, 134, 3, 1847-1852
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uzyskanie pochodnej ditiocyjanianowej D, a w ostatnim etapie, wprowadzenie do wodnego
roztworu cysteiny spowodowalo usuniecie grup nitrylowych i otrzymanie pierwotnego

niezmodyfikowanego peptydu A."2

N i
H

Woda cysteinowa
(87%)

BB o

HS SH

OB %
N—N
(:I—</ \>—CI
=iy
CHCly. Imin

(78%)
| B

o
I A

Lampa UV-A 5_</ \>—s
MeOH, 24h

(26%)

Schemat 5. Przyklad odwracalnego staplingu'?

Coraz to nowsze metody i podejscie do chemicznej modyfikacji biomolekut doprowadzity
do opracowania szeregu metod biokoniugacji biatek. Metody te z powodzeniem znajdujg

zastosowanie w wielu dziedzinach, takich jak:

e fluorescencyjne znakowanie biatek,
e rozwdj terapeutycznych koniugatow biatkowych stosowanych w leczeniu m.in. HIV,
nowotworow oraz malarii,

e nowoczesne narzedzia diagnostyczne. !

13'S. P. Brown, A. B. Smith, Peptide/Protein Stapling and Unstapling: Introduction of s-Tetrazine, Photochemical Release, and Regeneration
of the Peptide/Protein, J. Am. Chem. Soc., 2015, /37, 4034—4037
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2.2 Reakcje bioortogonalne

Reakcje  bioortogonalne sa szeroko stosowane do znakowania bioczasteczek,
w szczegblnosci biatek, weglowodandéw i kwaséw nukleinowych, za pomoca markerow
fluorescencyjnych.!* !> Reakcje bioortogonalne oprécz nieinwazyjnosci wobec zywych
organizmdw, charakteryzuja sie wysoka wydajnoscia, duzym zakresem zastosowania, wysoka
chemoselektywnos$cia i szybkoscia.!? Aby reakcja mogla zostaé uznana jako reakcja

bioortogonalna, musi spetnia¢ nastepujace warunki:

e reakcje powinny zachodzi¢ w warunkach fizjologicznych, czyli w $srodowisku wodnym
o pH zblizonym do obojetnego i temperaturze okoto 37°C,

e reakcje powinny by¢ selektywne - substraty reakcji reaguja tylko z okreslonymi,
specyficznymi substratami - nie reagujac z innymi sktadnikami komorki,

e reakcje powinny zachodzi¢ szybko, nawet przy niskich stezeniach, a otrzymane
produkty reakcji powinny by¢ stabilne, co umozliwi obserwowanie procesow
zachodzacych w komorce,

e reakcje powinny obejmowaé grupy funkcyjne, ktére nie wystepuja naturalnie

w uktadach biologicznych.!®

W literaturze znajduje si¢ wiele przykladow reakcji badanych pod katem spelniania
warunkoéw reakcji bioortogonalnych. Natkniemy si¢ na reakcje takie jak ligacja Bertozzi-
Staudingera, cykloaddycje CuAAC (Copper(l)-catalyzed Azide-Alkyne Cycloaddition)
i cykloaddycje azydek-alkin SPAAC (Strain-Promoted Alkyne-Azide Cycloaddition) oraz
reakcje iIEDDA (inverse electron-demand Diels-Alder). W celu znalezienia i wytypowania
warunkoéw najkorzystniejszych oraz najbezpieczniejszych do zastosowania w uktadach
biologicznych zostala przebadana kinetyka tych reakcji oraz przeanalizowano stosowane

reagenty oraz produkty - Tabela 1.%4

14 K. Krell, H. A. Wagenknecht, Fluorogenic and Bioorthogonal Modification of RNA Using Photoclick Chemistry, Biomolecules, 2020, 10,
480

15 P. Shieh, C. R. Bertozzi, Design strategies for bioorthogonal smart probes, Org. Biomol. Chem., 2014, 12, 9307-9320

1“R.E . Bird, S. A. Lemmel, X. Yu, Q. A. Zhou, Bioorthogonal Chemistry and Its Applications, Bioconjugate Chem., 2021, 32, 2457-2479
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Czy spetnia

Czy spehnia .
zvyarﬁnki warunki
Typ reakeji Schemat reakcji .. reakcji
reakeji bioortogonal
elick™? .g
nej?
Ligacja
Bertozzi- i i Nie - Ni
Staudingera 7N ocr, N 7N N—R, niska -
R— P A TR ., produktem
T vheo T wydajnosé ubocznym
oraz produkty jest metanol
Reakcja fosfin z azydkami uboczne .
CuAAC
i N . Nie -
R P 0 )E W Nie - otrzeba
R———= + R ! . .
SN v niezbedne jest P .
Ry uzveie zastosowania
e y katalizatora
Reakcja cykloaddycji alkendéw z azydkami w katalizatora miedziowego
obecnosci katalizatora
SPAAC
R,
/
N N
F \
Ry—— ‘ + RZ\\/\ —» R— | //N
N Tak Tak
Reakcja cykloaddycji alkenow z azydkami
Reakcje
iIEDDA
Nie -
powstaja Tak
produkty
. . uboczne
Reakcja bogatego w elektrony dienofila
z elektrofilowym dienem
Reakcje
X [o) [o)
tiol-alken s ) .
(addycja grupy ‘ , R; Nie - Nie -
tiolowej do R—sio+ | N > N powstaja zastosowanie
Wi@za‘}ia nietrwale tiolu jako
podwojnego 0 [o)
alkenu) produkty reagenta

Reakcja tiolu z alkenem

Tabela 1. Podsumowanie réznych typdéw reakceji w celu wytypowania wariantow

spelniajacych warunki reakcji typu ,,click” oraz reakcji bioortogonalnej
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Reakcje bioortogonalne cechuja si¢ selektywnoscia oraz mozliwoscig stosowania
w warunkach fizjologicznych, co czyni je bardzo istotnym narzedziem syntetycznym. Reakcje

te maja jednak pewne ograniczenia.

Ligacja Staudingera zachodzaca pomiedzy azydkami, a fosfinami, jest jedng z pierwszych
wariantéw reakcji ,.click” opracowywanych w celu znalezienia warunkéw bezpiecznych dla
uktadow biologicznych. Na drodze ligacji Staudingera tworza si¢ aminy i tlenki fosfin poprzez
produkt posredni - iminofosforan. Carolyn Bertozzi zmodyfikowata klasyczny wariant ligacji
Staudingera, w ktorym azydek reaguje z odpowiednio zaprojektowang fosfina, tworzac trwalg
pochodng amidu. W przeciwienstwie do klasycznej reakcji, modyfikacja ta wykorzystuje
elektrofilowa "putapke" (np. grupe estrowa) w pozycji orto fosfiny. Taki zabieg ma na celu
zapobiec hydrolizie 1 umozliwia znakowanie czasteczek w zywych komorkach.
W nastepnym etapie powstaje nowe wigzanie amidowe, ktore lgczy dwa reagenty. Do ligacji
Staudingera (Schemat 6) wykorzystywane s3 maltoczasteczkowe azydki, ktore po
wprowadzeniu do biomolekuly reaguja z fosfinami z duzg selektywnos$cig tworzac stabilne
wigzania amidowe. Jedng z wad tego rozwigzania jest powolna kinetyka, co skutkuje mato

wydajnym bioznakowaniem.'®

X OCH, X OCH, N—R,
Ri—+ + N3—R, ——® Rj—— —>» R,

= -N, ! = - MeOH

PPh, p=—N—R, PPh,

4

Ph %Ph
Schemat 6. Ligacja Bertozzi-Staudingera

Katalizowane miedzig cykloaddycje azydek-alkin (CuAAC) zostaly zaproponowane przez
Artura Michaela - Schemat 7. Tego typu reakcje byly intensywnie badane przez Huisgena,
a nastepnie Sharplessa i Meldala. Zastosowanie katalizatoréw miedziowych do cykloaddycji
znaczaco poprawito wydajnos¢ oraz regioselektywnos¢ tych reakcji. Cho¢ reakcje te sa
regioselektywne, a stosowanie katalizator6w ma pozytywny wptyw na kinetyke reakcji, to ze

wzgledu na cytotoksycznosé zwiazkéw miedzi, mozliwosci bioaplikacjne sg znaczaco nizsze.'

N
Cu() | \\\1
R——— ; R,—N; —— /
Ry
R,

Schemat 7. Cykloaddycja CuAAC
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Ze wzgledu na fakt, iz stosowalnos$¢ reakcji CuAAC w biouktadach jest ograniczona ze
wzgledu na obecno$¢ jonéw miedzi (I),!” chemie typu ,click” zrewolucjonizowat
zaproponowany przez Carolyn Bertozzi niekatalityczny wariant cykloaddycji azydkowo-
alkinowych (SPAAC) - Schemat 8. Reakcje te przebiegaja z duzymi (niejednokrotnie
iloSciowymi) wydajnosciami, w temperaturze pokojowej, bez dodatku Kkatalizatorow
z doskonatlg selektywnoscig nawet w warunkach fizjologicznych. Pozwala to na znakowanie

sfunkcjonalizowanych enzymow, biatek czy komarek.

+ R,—/N; ———®» Ri—— N

Schemat 8. Cykloaddycja SPAAC

Aby zwiekszy¢ wydajnosci reakcji, bez koniecznosci stosowania katalizatoréw
miedziowych, badaczka zamienita proste alifatyczne alkiny na cykliczne odpowiedniki -
pochodne cyklooktynu wsrod ktérych wymieni¢ mozemy m.in. 4-dibenzenocyklooktynol
(DIBO), aza-dibenzocyklooktyn (DBCO), bicyklononyn (BCN), czy okso-dibenzocyklooktyn
(ODIBO) przedstawione na Rysunku 4. Dzi¢ki Bertozzi i jej zespotowi cyklooktyny staty si¢
waznymi reagentami w bioortogonalnej chemii, a ich reaktywno$¢ wynika z obecnosci
zwigkszonych naprezen w pierscieniu cyklooktynu. Pochodne te reaguja z azydkami na drodze
cykloaddycji tworzac stabilne 1,2,3-triazole, dajac uniwersalny wariant reakcji

bioortogonalnych w poréwnaniu do cykloaddycji CuAAC. '8

DIBO DBCO ODIBO BCN-OH

Rysunek 4. Reaktywne pochodne cyklooktynu stosowane w reakcjach SPAAC

7K. Miszczak, Chemia bioortogonalna — Nowa perspektywa dla chemii organicznej, 2018, 72, 9-10

8 D. Svatunek, K.athrin Lang, A. Murnauer, Z. Tan, K. N. Houk, How cycloalkane fusion enhances the cycloaddition reactivity of
dibenzocyclooctynes, Chem. Sci., 2024, 15, 2229-2235
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Cyklooktyn i jego pochodne stosowane sa do znakowania aminokwasow, peptyddw i biatek
zawierajacych wiagzania -SH lub mostki dwusiarczkowe.!” W tym przypadku mozliwe jest
zardbwno bezposrednie znakowanie czasteczek, jak i znakowanie poprzedzone aktywacja
mostkow dwusiarczkowych w reakcji z dichlorotetrazyng. Bardzo ciekawym jest stosowanie
strategii typu ,.kliknij, aby uwolni¢” (ang. ,.click to release™) w celu zainicjowania syntezy
lekéw in vitro 1 in vivo. Ponadto naukowcy wykazali, ze poprzez wprowadzenie zamaskowane;j
reszty lizyny za pomocg miejscowo specyficznej inkorporacji aminokwasu, reakcja
bioortogonalna moze zosta¢ wykorzystana do wywotania aktywacji bialka. Ta strategia
umozliwia farmakologiczng aktywacje bialek w zywych organizmach i moze dostarczy¢
nowych informacji na temat wpltywu aktywnosci bialek na fizjologie. Dodatkowe badania
wykazaty, Zze bioortogonalne maskowanie moze by¢ rowniez wykorzystane do aktywacji
fluoroforow w obrazowaniu, umozliwiajagc wykrywanie biomolekul, takich jak RNA.
Sprzezenia bioortogonalne mogg znalez¢ zastosowanie do inicjowania tworzenia biologicznie
aktywnych sktadnikéw, zarowno poprzez bezposrednia synteze lekow in situ, jak i poprzez
kontrolowane uwalnianie lekow. Jesli tego typu rozwigzania in vivo beda dalej rozwijane, to

reakcje bioortogonalne maja duzy potencjat do zastosowania w praktyce klinicznej.?

Kolejnym wariantem reakcji bioortogonalnych jest ligacja tetrazyny. Ten typ reakcji po raz
pierwszy zostal opisany przez Blackmana oraz Devaraja i zachodzi na drodze odwrotnej reakcji
Dielsa-Aldera (iEDDA) - Schemat 9. W tym wariancie cykloaddycji tetrazyna pelni role
ubogiego w elektrony dienu i reaguje z bogatym w elektrony dienofilem.?! Stosowane sg rézne
dienofile, jednak najpowszechniej wykorzystywane sa naprezone alkeny, takie jak
trans-cyklookteny, ale réwniez norborneny,?? cyklooktyny?* i metylocyklopropen®*. Kinetyka

ligacji tetrazyny jest szybka co czyni ja niemal optymalna metoda do zastosowan w zywych

19 A. Vidyakina, S. A. Silonov, A. I. Govdi, A. Yu. Ivanov, E. P. Podolskaya, I. A. Balova, S. Brise, N. A. Danilkina, Key Role of Cycloalkyne
Nature in Alkyne-Dye Reagents for Enhanced Specificity of Intracellular Imaging by Bioorthogonal Bioconjugation, Organic & Biomolecular
Chemistry, 2024, 22

2N. K. Devaraj, The Future of Bioorthogonal Chemistry, ACS Cent. Sci., 2018, 4, 952-959

2IR.E.Bird, S. A. Lemmel, X. Yu, Q. A. Zhou, Bioorthogonal Chemistry and Its Applications, Bioconjugate Chem., 2021, 32, 24572479

22 N. K. Devaraj, R. Weissleder, S. A. Hilderbrand, Tetrazine Based Cycloadditions: Application to Pretargeted Live Cell Imaging,
Bioconjugate Chem., 2008, 19 (12), 2297-2299

2 M. T. Taylor, M. L. Blackman, O. Dmitrenko, J. M. Fox, Design and Synthesis of Highly Reactive Dienophiles for the Tetrazine—trans-
Cyclooctene Ligation, J. Am. Chem. Soc., 2011, 133 (25), 9646—9649

2 D. N. Kamber, L. A. Nazarova, Y. Liang, S. A. Lopez, D. M. Patterson, H. W. Shih, K. N. Houk, J. A. Prescher, Isomeric Cyclopropenes
Exhibit Unique Bioorthogonal Reactivities, J. Am. Chem. Soc., 2013, 135 (37), 13680—13683
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komoérkach. Jedynym ograniczeniem tych reakcji jest trwalo$¢ stosowanych pochodnych

tetrazyny.?
R, R,
.\J)\N XN
e N N |
N\rN -N, ™ NH
R; R;

Schemat 9. Cykloaddycja typu iEDDA

Selektywne i wydajne znakowanie bioczasteczek w warunkach fizjologicznych jest nadal
trudne do osiagnigcia za pomoca tradycyjnych narzedzi biochemicznych lub biologii
molekularnej. Poniewaz reakcje bioortogonalne mozna przeprowadza¢ bez zadnej ingerencji
w uktad biologiczny, istnieje znaczne zainteresowanie ich wykorzystaniem do znakowania
i $ledzenia matych czasteczek w zywych komorkach.?® Postep jaki zostat dokonany poprzez
rozwijanie chemii bioortogonalnej - optymalizowanie warunkéw reakcji, dobor odpowiednio
reaktywnych 1 biokompatybilnych reagentéw, dostarczyl naukowcom nowych narzedzi
umozliwiajacych znakowanie biomolekul, a nastepnie ich bioobrazowanie. Wszystkie typy
reakcji bioortogonalnych znalazty zastosowanie do znakowania biomolekut takich jak tancuchy
peptydowe, proteiny, cukry, tancuchy DNA i RNA, a takze lipidy. Badania moga by¢

prowadzone in vitro, ale naukowcy podejmuja takze proby prowadzenia badan in vivo.?”-3-2%-

30,31

Ze wzgledu na swoja prostote, wysokie wydajnosci i specyficzno$¢, chemia bioortogonalna
cechuje si¢ duzym potencjatem zastosowania w dostarczaniu lekéw. Reakcje bioortogonalne
poprawiaja dostarczanie S$rodkow terapeutycznych do miejsc docelowych. Ponadto,

nanoczastki 1 bioczasteczki moga by¢ taczone z blonami komoérkowymi poprzez reakcje

3 M. R. Karver, R. Weissleder, S. A. Hilderbrand, Synthesis and Evaluation of a Series of 1,2,4,5-Tetrazines for Bioorthogonal Conjugation,
Bioconjugate Chem., 2011, 22 (11), 22632270

%X, Li, Z. Liua, S. Dong, Bicyclo[6.1.0]nonyne and tetrazine amino acids for Diels—Alder reactions, RSC. Adv., 2017, 7, 44470-44473
21 K. Horisawa, Specific and quantitative labeling of biomolecules using click chemistry, Frontierd in Physiology, 2014, 4

K. Lang, J. W. Chin, Cellular incorporation of unnatural amino acids and bioorthogonal labeling of proteins, Chem. Rev., 2014, 114, 4764—
4806

¥ R.E.Bird, S. A. Lemmel, X. Yu, Q. A. Zhou, Bioorthogonal Chemistry and Its Applications, Bioconjugate Chem., 2021, 32, 24572479

39 J. H. Choi, S. Kim, O. Kang, S. Y. Choi, J. Y. Hyun, H. S. Lee, L. Shin, Selective fluorescent labeling of cellular proteins and its biological
applications, Chem. Soc. Rev., 2024, 53, 9446

3I'N. Z. Fantoni, A. H. El-Sagheer, T. Brown, 4 Hitchhiker’s Guide to Click-Chemistry with Nucleic Acids, Chem. Rev., 2021, 121, 7122-7154
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bioortogonalne, zapewniajac mozliwos$¢ opracowywania nowych wielofunkcyjnych systemow

dostarczania lekow DDSs (,,drug delivery systems”).>

Bardzo ciekawym zastosowaniem chemii bioortogonalnej sa reakcje typu .,fotoclick™, ktore
w poréwnaniu do reakcji iEDDA naukowcy moga kontrolowa¢ dzigki wykorzystaniu $wiatta
do zapoczatkowania reakcji. Podczas naswietlania dochodzi do tworzenia si¢ produktu
wykazujacego fluorescencje. Grupa badawcza Katji Krell i Hansa-Achima Wagenknechta
opisata indukowang $wiatlem reakcje typu ,.click” DNA zmodyfikowanego tetrazolem oraz
modyfikacje jednoniciowego RNA, a otrzymane przez badaczy wyniki stanowig nowe

narzedzie do fluorescencyjnego obrazowania RNA w komérkach biologicznych.!*

Coraz czesdciej modyfikowane peptydy i biatka wykorzystywane sa w terapiach
celowanych. Terapeutyczne biomolekuly znajduja zastosowanie w leczeniu choréb uktadu
krazenia, procesach metabolicznych czy onkologicznych, w leczeniu choréb wirusowych (np.
wirusa HIV) c¢zy pasozytniczych (np. malarii). Bialkowe koniugaty s3 rowniez

wykorzystywane jako narzedzia diagnostyczne.3! 3334

3. Bioobrazowanie

Biosensing oraz bioobrazowanie to dwie najczgsciej stosowane techniki do badania
uktadow biologicznych roznigce si¢ podejsciem i wynikami. Biosensing skupia si¢ na
wykrywaniu oraz analizie ilosciowej czasteczek lub procesow biologicznych z zastosowaniem
specjalistycznych urzadzen zwanych biosensorami, podczas gdy bioobrazowanie, ktore jest
optyczng forma biosensingu, ma na celu analiz¢ wizualng (jako$ciowa) struktur oraz procesow
i funkcji biologicznych. Zaréwno biosensing jak i1 bioobrazowanie umozliwiaja badanie
procesow biologicznych i patologicznych w zywych systemach na poziomie molekularnym,

zapewniajac w ten sposob mozliwosci cennej wezesnej diagnozy wielu chorgb.: 3¢

Techniki bioobrazowania zostaly wykorzystane po raz pierwszy w 1980 roku i do dzi$ sa

jednym z podstawowych narzedzi stosowanych w medycynie do diagnostyki choréb, a takze

32 W. Yi, et.al., Recent advances in developing active targeting and multifuncional drug delivery systems via bioorthogonal chemistry, Signal
Transduction and Targeted Therapy, 2022, 7, 386

33 A. Chi-Lung Lee, J. L. Harris, K. K. Khanna, J.-H. Hong, 4 Comprehensive Review on Current Advances in Peptide Drug Development
and Design, Int. J. Mol. Sci., 2019, 20, 2383

3 M. T. W. Lee, et. Al., Next-generation disulfide stapling: reduction and functional re-bridging all in one, Chem. Sci., 2016, 7, 799
33 K. Pu, Biosenors and Bioimaging, ChemBioChem, 2019, 20

3¢ J. Li, K. Pu, Development of organic semiconducting materials for deep-tissue optical imaging, phototherapy and photoactivation, Chem.
Soc. Rev., 2019, 48, 38-71
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do $ledzenia proceséw komorkowych.?” Wizualizacja nie bylaby mozliwa bez stosowania
specjalistycznych sond molekularnych, czujnikéw, czy srodkéw kontrastowych, a sama
technika ma nie zaktocaé proceséw zyciowych. Ogromng zaletg tej metodyki jest zbieranie
danych analitycznych w czasie niemal rzeczywistym, wysoka dokladno$¢ oraz niezawodnos¢.
Przetwarzanie obrazow oraz analiza duzych zbioréw danych sg nieodlgcznymi elementami
bioobrazowania. Wizualizacja obejmuje struktury subkomoérkowe i komorki, a takze cale

organizmy wielokomoérkowe, tkanki i narzady.
Typowe metody obrazowania obejmuja techniki takie jak:

e rentgenografia,

e tomografia komputerowa (CT),

e pozytonowa tomografia emisyjna (PET),
e rezonans magnetyczny (MRI),

e ultradzwieki,

e fluorescencja,

e mikroskopia optyczna.®3: 3% 4

Duza =zaleta stosowania technik optycznych (spektroskopii UV/VIS, spektroskopii
emisyjnej czy mikroskopii optycznej) jest fakt, iz daja one obrazy o wysokiej rozdzielczosci
bez koniecznosci stosowania radioaktywnych $rodkow kontrastowych. Nowoczesne techniki
bioobrazowania pozwalaja nie tylko zwizualizowacé przestrzenng dystrybucje bialek czy
kwasow nukleinowych, ale i réwniez sprawdzi¢ czy badane molekuly wystepuja w konkretnych

cze$ciach komorek, a nawet to czy ze soba oddziatuja.*!

Obrazowanie fluorescencyjne bialek jest kluczowe dla zrozumienia ich funkcji w ich
rodzimym $rodowisku, dostarcza ono wglad w lokalizacje, dynamike i1 transport biatek
w zywych systemach. W zwiazku z tym selektywne znakowanie bialek docelowych
fluoroforami stato si¢ bardzo aktywnym obszarem badawczym, obejmujacym chemig

bioorganiczna, biologie chemiczng i biologie komorki. Opracowano rozne metody

37 Wen-Xiong Wang, Bioimaging of metals in environmental toxicological studies: Linking localization and functionality, Crit. Rev. Env. Sci.
Tec., 2022, 52, 3384-3414

3 H. S. Lahoti, S.D. Jogdand, Bioimaging: Evolution, Significance, and Deficit, Cureus , 2022, 14(9)
¥ R. Salzer, BIOMEDICAL IMAGING: Principles and Applications, John Wiley & Sons, Inc., Hoboken, New Jersey, 2012
40 A. Verma, S. K. Gupta, Chapter 5: "History and Techniques of Bioimaging", Magnetic Quantum Dots for Bioimaging, CRC Press, 2023

4 K. Defenko i wsp., Techniki bioobrazowania na poziomie komérkowym metody in situ, Postgpy biologii komorki tom 40, 2013 nr 3, 551-578

25



selektywnego znakowania bialek fluoroforami w komorkach i tkankach, ktére sg stale
rozwijane w celu wizualizacji i charakteryzowania bialek.>! Chemia bioortogonalna umozliwia
otrzymanie biologicznych $rodkéw terapeutycznych dzieki swojej biokompatybilnos$ci.
Ponadto mozliwe jest tworzenie polaczen, ktére sa trudne do uzyskania przy uzyciu
standardowych technologii ekspresji bialek lub ich sprzggania, a stosowanie chemii
bioortogonalnej] ma ogromny potencjal w generowaniu trudnodostepnych potaczen typu

biatko-biatko.*?

Barwniki egzogenne, w tym fluorescencyjne sondy molekularne, sg od lat stosowane
w celu zintensyfikowania kontrastu w materiatach biologicznych w procesie zwanym
,barwieniem”, ktorz pozostaje podstawa wielu klinicznych diagnoz chordb. Po dzi§ dzien,
barwniki organiczne nadal stanowig wigkszo$¢ fluorescencyjnych sond molekularnych
stosowanych w obrazowaniu biologicznym ze wzgledu na ich ustalong chemie, skalowalnos¢
i réznorodne wiasciwosci fizyczne, chemiczne i biologiczne. O potencjale aplikacyjnym
barwnika do bioobrazowania $wiadczy fakt, ze wyzsza wydajno$¢ kwantowa fluorescencji
koreluje z dluzszym czasem zycia fluorescencji. Dlatego preferowane sg sondy molekularne
o wyzszych wydajnosciach kwantowych i dluzszym czasie zycia fluorescencji - co zapewnia
dobry kontrast obrazowania. Jednymi z najpowszechniej stosowanymi barwnikami w biologii
sa fluoresceina, rodamina (Rysunek 5), czy cyjaniny. Ponadto, fluorescencyjne sondy
molekularne moga wykazywac¢ inne ciekawe wilasciwosci fizykochemiczne, tj. wrazliwos$¢ na
zmiany otaczajacego Srodowiska, co dodatkowo zwieksza ich potencjal aplikacyjny. Takim
przyktadem jest Rodaminal23 - przepuszczalny dla komorek, kationowy, zielony barwnik

fluorescencyjny o wysokim powinowactwie do mitochondriow.* 44 43

4 M Baalmann, et. al., 4 Bioorthogonal Click Chemistry Toolbox for Targeted Synthesis of Branched and Well-Defined Protein—Protein
Conjugates, Angew. Chem. Int. Ed., 2020, 59, 12885-12893

4 M. Y. Berezin, S. Achilefu, Fluorescence Lifetime Measurements and Biological Imaging, Chemical Reviews, 2010, 110, 5
4 M. Sameiro T. Goncalves, Fluorescent Labeling of Biomolecules with Organic Probes, Chemical Review., 2009, 109, 190

4Q. Yu, M. Proia, A. Heikal, Integrated biophotonics approach for noninvasive and multiscale studies of biomolecular and cellular biophysics,
A.J. Biomed. Opt., 2008, 13(4), 041315
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Rysunek 5. Przyktady barwnikow powszechnie stosowanych do bioobrazowania

W  poréownaniu z innymi technikami, takimi jak identyfikacja radioizotopowa,
spektroskopia ESR, MRI i metodami detekcji elektrochemicznej, obrazowanie fluorescencyjne
wyrdznia sie wieloma zaletami - wysoka czutoscia, nieinwazyjnoscig 1 bezpieczenstwem
podczas detekcji w organizmach zywych.*® 47 Czujniki fluorescencyjne, ktérych dziatanie
opiera si¢ na matych czasteczkach organicznych staly si¢ obecnie bezcennymi narzedziem dla
wspotczesne] biologii, poniewaz dostarczaja szczegdlowa wiedze na temat potozenia i ilosci

waznych czasteczek.*® #

Obok barwnikéw organicznych 1 innych syntetycznych fluoroforéw, szeroka
stosowalnoscia cieszg si¢ bialka fluorescencyjne, ktére sa wytwarzane przez komoérki poprzez
kaskade proceséow kodowanych przez DNA.’% 5! Gléwna rdéznica miedzy organicznymi
fluoroforami, a biatkami fluorescencyjnymi jest fakt, iz fluorofory w bialkach sa na ogot

osloniete od $rodowiska przez powloke biatkowa.*’

4 K. Horisawa, Specific and quantitative labeling of biomolecules using click chemistry, Front Physiol, 2014, 5, Article 457
4D, J. Stephens, V. J. Allan, Light microscopy techniques for live cell imaging, Science 300, 2003, 82-86

48 K. Ayyavoo, P. Velusamy, Pyrene based materials as fluorescent probes in chemical and biological fields, New J. Chem., 2021, 45, 10997—
11017

4T. Nagano, Development of fluorescent probes for bioimaging applications, Proc. Jpn. Acad. Ser. B: Phys. Biol. Sci., 2010, 86, 837-847
9'S. J. Remington, Fluorescent proteins: maturation, photochemistry and photophysics, Curr. Opin. Struct. Biol., 2006, 16, 714

SI'L. Zhang, H. N. Patel, J. W. Lappe, R. M. Wachter, Reaction Progress of Chromophore Biogenesis in Green Fluorescent Protein, J. Am.
Chem. Soc., 2006, 128, 4766
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Na poziomie laboratoryjnym techniki bioobrazowania sg wykorzystywane do badania
procesow biologicznych, takich jak sygnalizacja komoérkowa, interakcje miedzybiatkowe oraz
mechanizmy choréb. Jesli chodzi o zastosowania kliniczne techniki bioobrazowania stosowane
sa w diagnozowaniu choréb oraz monitorowaniu skutecznosci leczenia. Szeroka stosowalnos¢
technik bioobrazowania ma bezposredni wplyw na rozwdj wczesnej diagnostyki i leczenia
interwencyjnego chorob. Co wiecej, techniki bioobrazowania sg niezbedne do diagnostyki oraz
leczenia choréb nowotworowych. Umozliwiaja one szczegdtowa wizualizacje guzow
w organizmie, doktadng identyfikacje i diagnozg na wczesnych etapach powstawania, przez co

lekarze maja mozliwo$¢ monitorowania ich rozwoju i procesu leczenia w czasie rzeczywistym.
52,53, 54

4. Wybrane znaczniki czgsteczek biologicznie aktywnych

Ze wzgledu na duza ilo$¢ danych literaturowych dotyczacych znacznikéw biomolekut w tej
czesci pracy zostang omowione tylko te zagadnienia, ktore sg merytorycznie zwigzane

z przeprowadzonymi przeze mnie badaniami.
4.1. Pochodne maleimidu

Jako uniwersalne i reaktywne reagenty sprzegajace, pochodne maleimidu (Rysunek 6)
umozliwity efektywna syntezg roznych produktéw cyklicznych, znajdujac zastosowanie
w chemii medycznej, farmacji oraz nauce o materiatach. W ciggu ostatnich 50 lat stosowanie
pochodnych maleimidu jako akceptorow Michaela stato si¢ powszechna metoda sprzegania
z bioczasteczkami zawierajagcymi grupe tiolowa.>> Omawiane zwigzki sa réwniez blokami
budulcowymi do syntezy bardziej ztozonych uktadéw, np. na drodze reakcji polimeryzacji.>

W ciagu ostatnich pigciu lat uktady maleimidowe zyskaly duze znaczenie w syntezie

2 X. Li, Y. Zhou, L. Li, T. Wang, B. Wang, R. Che, Y. Zhai, J. Zhang, W. Li, Metal selenide nanomaterials for biomedical applications,
Colloids Surf. B. Biointerfaces, 2023, 225

3 7. Zeng, H. Gao, C. Chen, L. Xiao, K. Zhang, Bioresponsive nanomaterials: recent advances in cancer multimodal imaging and imaging-
guided therapy, Front. Chem., 2022, 276

3# L. Chen, W. Zuo, Z. Xiao, Q. Jin, J. Liu, L. Wu, N. Liu, X. Zhu, 4 carrier-free metal- coordinated dual-photosensitizers nanotheranostic
with glutathione-depletion for f luorescence/photoacoustic imaging-guided tumor phototherapy, J. Colloid Interface Sci., 2021, 600, 243-255

55 K. Renault, J. W. Fredy, P.-Y. Renard, C. Sabot, Covalent Modification of Biomolecules through Maleimide-Based Labeling Strategies,
Bioconj. Chem., 2018, 29, 249

% B. E. Kirkpatrick, K. S. Anseth, T. S. Hebner, Diverse reactivity of maleimides in polymer science and beyond, Polymer International, 2025,
74, 4,296-306
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organicznej, ze wzgledu na ich role w tworzeniu czasteczek cyklicznych na drodze reakcji

annulacji oraz fotoannulacji, aktywacji wiazania C-H, cykloaddycji i spirocyklizacji.>> 7> 3% 5

O
NH

o

Rysunek 6. Maleimid

Reakcje pomiedzy tiolami, a maleimidami od dawna s3a uznawane za jedne
z najefektywniejszych addycji typu Michaela.®® Czynnikiem nukleofilowym w reakcji addycji
do wigzania podwodjnego maleimidu jest grupa tiolowa, ktéra przylacza si¢ do jednego
z atoméw wegla q,f-nienasyconego uktadu karbonylowego w pierscieniu maleimidowym
(Schemat 11). Na drodze reakcji addycji nukleofilowej grupy -SH do wigzania podwdjnego

maleimidu tworzy sie trwale wigzanie tioeterowe.

Chociaz addycja tiolu do wigzania podwdjnego maleimidu spetnia wigkszo$¢ warunkdw,
aby klasyfikowa¢ ja jako reakcje bioortogonalna, jedno z wazniejszych kryteriow zostaje
niespeltnione, otrzymane produkty sa nietrwate (Schemat 10). Ze wzgledu na ich niezawodnos¢,
wydajnos$¢ 1 selektywnos¢, reakcje te od kilku dekad stanowig podstawowe narzedzie w
syntezie biokoniugatéw.®! Reakcje typu tiol-maleimid znajduja zastosowanie takze w syntezie
polimeréw i materialdéw oraz przyczyniaja si¢ do rozwoju chemii typu ,,click” stosowanej do

syntezy makroczasteczek i nowych materiatow.5?

STM. Aslam, M. S. Akhtar, H. N. Lim, J. H. Seo, Y. R. Lee, Recent advances in the transformation of maleimides via annulation, Org. Biomol.
Chem., 2025, 23, 269-291

8 G. Ilayda, T. Oguzhan, A. Gokhan, S. Ufuk, S. Gunay, H. Durmaz, Thiol-Dibromomaleimide Polymerization: A Simple Strategy for Easily
Degradable and Modifiable Polythioether Synthesis, Macromolecules, 2025, 58, 8, 3906-3915

5 A. H. St. Amant, D. Lemen, S. Florinas, S. Mao, C. Fazenbaker, H. Zhong, H. Wu, C. Gao, R. J. Christie, J. R. de Alaniz, Tuning the Diels—
Alder Reaction for Bioconjugation to Maleimide Drug-Linkers, Bioconjugate Chem., 2018, 29, 7, 24062414

% D. P. Nair, M. Podgorski, S. Chatani, T. Gong, W. Xi, C. R. Fenoli, C. N. Bowman, The Thiol-Michael Addition Click Reaction: A Powerful
and Widely Used Tool in Materials Chemistry, Chem. Mater., 2014, 26, 1, 724-744

'S, D. Fontaine, R. Reid , L. Robinson, G. W. Ashley, D. V. Sant, Long-Term Stabilization of Maleimide—Thiol Conjugates, Bioconjugate
Chem., 2015, 26, 1, 145-152

2 B. H. Northrop, S. H. Frayne, U. Choudhary, Thiol-maleimide “click” chemistry: evaluating the influence of solvent, initiator, and thiol on
the reaction mechanism, kinetics, and selectivity, Polym. Chem., 2015, 6, 3415-3430
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Schemat 10. Addycja tiolu do wigzania podwojnego maleimidu

Maleimidy sa szeroko stosowane jako akceptory Michaela do sprzegania z tiolami
biatkowymi, co umozliwia selektywne modyfikacje biomolekul. Jest to mozliwe dzieki
stosunkowo niskiej zawartosci wolnych grup -SH pochodzacych od cystein wystepujacych
w strukturach biatek oraz ich wysokiej nukleofilowosci.®* ® Biologiczne tiole, takie jak
cysteina i glutation, odgrywaja istotng role metaboliczng w organizmach zywych. Z tego
powodu poszukuje si¢ nowych potaczen lekow i markerow biatkowych, ktére mozna uzyskaé
w reakcjach typu tiol-maleimid. Reakcja addyc;ji tiolu do czasteczki maleimidu jest szczegolnie
istotna i przydatna do znakowania przeciwcial.®> ® Ponadto, maleimid jest czesto stosowany
do koniugacji z innymi biologicznie istotnymi zwigzkami, takimi jak barwniki fluorescencyjne,
lipidy czy leki przeciwnowotworowe.’” Z tych wzgledow préba modyfikacji mostkow
dwusiarczkowych za pomoca pochodnych sukcynimidu i maleimidu jest szczegdlnie

interesujaca.®®

Maleimidy moga by¢ podstawiane zarowno w pozycjach alkenylowych, jak 1 w grupie
imidowej, dzigki czemu mozliwe jest pozyskiwanie dwu- i trojfunkcyjnych podstawionych
pochodnych. Szeroka mozliwos$¢ funkcjonalizacji uktadu maleimidowego przyczynita si¢ do
otrzymania pochodnych, ktére znajduja zastosowanie w reakcjach sprzegania, jako znaczniki

biatek czy zwiazki ulatwiajace dostarczanie lekow (Rysunek 7). Na szczegdlng uwage

% 'S. B. Gunnoo, A. Madder, Chemical protein modification through cysteine, ChemBioChem, 2016, 17, 529-553

M. Salmain, N. Fischer-Durand, B. Rudolf, Bioorthogonal Conjugation of Transition Organometallic Complexes to Peptides and Proteins:
Strategies and Applications, Eur. J. Inorg. Chem., 2020, 21-35

% M. Davydova, G. D. Le Roi, P. Adumeau, B. M. Zeglis, Synthesis and Bioconjugation of Thiol-Reactive Reagents for the Creation of Site-
Selectively Modified Immunoconjugates, J. Vis. Exp., 2019, 145

% P. A. Szijj, et al. Minireview: Addressing the retro-Michael instability of maleimide bioconjugates, Drug Discov Today: Technol, 2018, 30,
27-34

7 A. Bergamo, G. Sava, Ruthenium complexes can target determinants of tumour malignancy, Dalton Trans., 2007, 1267-72

% G. I Tezcan, O. Aslantruk, G. Sagdic, U. S. Gunay, Thiol-Dibromomaleimide Polymerization: A Simple Strategy for Easily Degradable and
Modifiable Polythioether Synthesis, Macromolecules, 2025, 58, 3906—3915
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zastuguja halogenopochodne maleimidu, zwlaszcza bromomaleimidy, ktére wykorzystywane

sa do modyfikacji bialek.®

0]
R,
N—R'
Ry
(o]

R, Ry: -CH,Br, -NHR, -OR, -SR, -Cl, -Br, -1
R': aryl, alkil, aminokwas

Rysunek 7. Przyktady pochodnych maleimidu

Ciekawym przykladem zastosowania pochodnej maleimidowej jest sonda fluorescencyjna
DBT-2 (EEGK-maleimid) typu .light-up” - Rysunek 8. Sonda ta rozpuszcza si¢
w wodzie, natomiast jej emisja w roztworach wodnych jest bardzo staba. W roztworach
zawierajacych biatka dochodzi do reakcji wolnych grup tiolowych bialek z grupami
maleimidowymi, co prowadzi do wlaczenia fluorescencji sondy. Wykazano, ze znaczne
wzmocnienie fluorescencji sondy moze by¢ wykorzystane do selektywnego wykrywania tioli

biatkowych, w komoérkach Escherichia coli oraz w zywych komorkach $rodblonka.”®
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Rysunek 8. Sonda DBT-2(EEGK-maleimid) do selektywnego wykrywania tioli biatkowych

w roztworach

W ostatnim czasie duzym zainteresowaniem wsrod naukowcodw ciesza sie¢ bromopochodne

maleimdu. W 2009 roku ukazata si¢ praca Bakera i wspdtpracownikow, w ktorej wykazano, ze

% J. E. Barker, J. D. Tibbetts, C. T. J. Ferguson, Y. Xie, R. K. O'Reilly, Substituted Maleimides: Self-Reportable Linkers and Tags in
Bioconjugation, Materials Science, and Nanotechnology, Angew. Chem. Int. Ed. Engl., 2024, 43, 21;63

@G, Chen, Y. Hua, C. Ou, X. Zhang, D. Mao, Z. Yang, M. Chen, Nanostructure formation-induced fluorescence turn-on for selectively detecting
protein thiols in solutions, bacteria and live cells, Chem. Comm., 2015, 51, 10758-10761
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bromomaleimidy reaguja szybko i selektywnie z cysteing (Schemat 11). Ponadto,
udowodniono, ze bromomaleimidy w przeciwienstwie do maleimidéw, mogg by¢ stosowane
do odwracalnej modyfikacji cysteiny. Uzycie fosfiny TCEP w przypadku koniugatéw
tiomaleimidowych umozliwia przywrocenie do pierwotnej formy. Warto podkresli¢, ze
w przypadku reakcji addycji i otrzymania koniugatéw tiosukcynimidowych reakcje te sg

z reguly nieodwracalne.”!

0 0]
BocHN C02CH3
NR > | NR
MeOH, NaOAc
(0] /( Y
R=H, Me BocHN CO,CH;,

Schemat 11. Reakcja bromomaleimidu z N-Boc-CysOMe

Ciekawych informacji dotyczacych reaktywnosci bromomaleimidow dostarczyt
eksperyment, w ktérym mieszaning maleimidu oraz 2-bromomaleimidu (BM) poddano
konkurencyjnej reakcji z estrem metylowym N-Boc-cysteiny (N-Boc-CysOMe) - Schemat 12.
W wyniku reakcji otrzymano mieszanine produktow w stosunku 7:3, co wskazuje, ze

bromomaleimid reaguje z cysteing szybciej niz maleimid.®

o) 0
BocHN® “CO,CH;
NH + NH > |  ~u + NH
MeOH, NaOAc
BM BocHN CO,CH, BocHN CO,CH;,
7:3

Schemat 12. Reakcja konkurencyjna BM oraz maleimidu z N-Boc-CysOMe

Dodatkowo zbadana zostata selektywnos¢ reakcji bromomaleimidow wzgledem cysteiny
w poréwnaniu z innymi nukleofilami. Do reakcji zostata uzyta N-Boc-CysOMe oraz
propyloamina. Z mieszaniny wyizolowany zostal wylacznie produkt reakcji pochodnej

N-Boc-CysOMe z maleimidem. Nie zaobserwowano obecnosci produktu reakcji maleimidu

"' L. M. Tedaldi, M. E. B. Smith, R. I. Nathani, J. R. Baker, Bromomaleimides: new reagents for the selective and reversible modification of
cysteine, Chem. Commun., 2009, 65836585

32



z propyloamina (Schemat 13). Swiadczy to jednoznacznie o 100% selektywnosci reakcji

bromomaleimidéw wzgledem grup tiolowych w poréwnaniu z nukleofilami aminowymi.*

0
»( CH,
BocHN” ~CO,CH; + H,NT N
NH
MeOH

BM BocHN CO,CH, H3C

100% 0%
Schemat 13. Reakcja konkurencyjna propyloaminy oraz N-Boc-CysOMe z BM

2,3-Dibromomaleimid (DBM) oraz tiopochodne (Rysunek 9) moga wbudowywaé sie
w mostek dwusiarczkowy, tworzac nowy mostek maleimidowy - co zostalo potwierdzone na

przykladzie hormonu peptydowego somatostatyny.’?

e X Xy O g

Rysunek 9. Pochodne maleimidu stosowane do modyfikacji mostkow dwusiarczkowych

Wykazano, ze mono- i dibromomaleimidy moga by¢ stosowane do selektywnej modyfikacji
reszty cysteinowej w somatostatynie, a sama modyfikacja moze by¢ odwracalna.”® Oprocz
potencjalnych korzysci ptynacych z odwracalnosci tej modyfikacji, dibromopochodne
maleimidu dajg réwniez mozliwos¢ przytaczania kolejnych grup funkcyjnych. Do koniugatéw
biatko-maleimid moze zosta¢ dofaczony drugi tiol, tworzac koniugaty maleimidowe lub
sukcynimidowe. Podobnie jak w przypadku innych odczynnikéw opartych na maleimidzie, do
atomu azotu mozna réwniez przyltaczy¢ grupe funkcyjng. Daje to trzy mozliwosci przylaczenia
bialek badZz innych czasteczek, co udowodniono na drodze znakowania somatostatyny

dibromomaleimidem oraz jego fluorescencyjna pochodna (Rysunek 10).74

"2 F. F. Schumacher, M. Nobles, C. Ryan, M. E. B. Smith, A. Tinker, S. Caddick, J. R. Baker, In Situ Maleimide Bridging of Disulfides and a
New Approach to Protein PEGylation, Bioconjugate Chem., 2011, 22, 132-136

Y. Chen, C. Dai, J. Han, Y. Xing, F. Yin, Z. Li, Recent Chemical Biology Insights Towards ReversibleStapled Peptides, ChemBioChem.,
2025, 26

* M. E. B. Smith, F. F. Schumacher, C. P. Ryan, L. M. Tedaldi, D. Papaioannou, G. Waksman, J. R. Baker, Protein Modification,
Bioconjugation, and Disulfide Bridging Using Bromomaleimides, J. Am. Chem. Soc., 2010, 132, 1960-1965
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NH

Rysunek 10. Dibromomaleimid oraz jego fluoresceinowa pochodna do

znakowania somatostatyny

Ponadto, w 2014 1 2017 roku grupa naukowa Bakera zaproponowata kolejne zastosowanie
pochodnych maleimidow do bioznakowania. Zastosowano dibromomaleimidy, jako
najprostsze i1 najlatwiej dostepne reagenty do tworzenia mostkow dwusiarczkowych,
z dodatkowo przytagczonymi do atomu azotu réznymi linkerami. Wykazano, ze
dibromomaleimidy z przylaczonymi elektronoujemnymi linkerami (Rysunek 11) stanowia
zoptymalizowane uklady do biokoniugacji natywnych przeciwcial, umozliwiajace tworzenie

wyjatkowo trwatych biokoniugatow.’> 76

0 0 0
0
i i | —cma>—{
HN
linker = (CH,)s-, -CH~, —({ )—
) ) ) _\

N\
Rysunek 11. Pochodne maleimidu stosowane do koniugacji przeciwciat

Co wazne, w 2013 roku grupa badawcza O’Reilly’ego zaproponowata nowe zastosowanie
pochodnych maleimidow jako znaczniki fluorescencyjne w chemii materialowe]
1 biomedycynie. Zaobserwowano, ze na drodze reakcji bromomaleimidu z alkilotiolami
powstaja produkty o silnej fluorescencji. Mozliwos¢ podstawienia atomdéw bromu réznymi

podstawnikami czyni z tych zwiazkéw uniwersalne znaczniki fluorescencyjne.”’

> F. F. Schumacher, J. P. M. Nunes, A. Maruani, V. Chudasama, M. E. B Smith, K.A. Chester, J. R. Baker, S. Caddick, Next generation
maleimides enable the controlled assembly of antibody—drug conjugates via native disulfide bond bridging, Org. Biomol. Chem., 2014, 12,
7261-7269

6 M. Morais, J. P. M. Nunes, K. Karu, N. Forte, I. Benni, M. E. B. Smith, J. R. Baker, Optimisation of the dibromomaleimide (DBM) platform
for native antibody conjugation by accelerated post-conjugation hydrolysis, Org. Biomol. Chem., 2017, 15, 2947-2952

7M. P. Robin, P. Wilson, A. B. Mabire, J. K. Kiviaho, J. E. Raymond, D. M. Haddleton, R. K. O’Reilly, Conjugation-Induced Fluorescent
Labeling of Proteins and Polymers Using Dithiomaleimides, J. Am. Chem. Soc., 2013, 135, 28752878
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W reakcji dibromomaleimidow i monobromomaleimidéw z redukowanymi mostkami
dwusiarczkowymi (Schemat 14) oraz wolnymi grupami aminowymi (Schemat 15) obecnymi

w a-chymotrypsynie otrzymano koniugaty enzymatyczne.”

NR

O R=-CH;, PEG
P

pH=6, TCEP

Schemat 14. Rebridging mostka dwusiarczkowego a-chymotrypsyny przy uzyciu

pochodnej DBM

o
JI:NR
R=-CHj3;, propargil
O X=H,Br o
pH=8.5,33% DMF
NR
NH, N N\ o

Schemat 15. Reakcja pochodnej (di)bromomaleimdu z grupa aminowg a-chymotrypsyny

Otrzymane koniugaty enzymdéw mostkowanych ditiomaleimidami wykazywaty
fluorescencje, podobnie bylo w przypadku produktow reakcji BM z grupa aminowa
a-chymotrypsyny. Analiza uzyskanych widm wzbudzenia i emisji sprzezonych enzymow

wykazala, ze sa one podobne do widm fluoroforéw matoczasteczkowych.”®

Opracowany zostal koniugat N-acetylogalaktozaminy (GalNAc) zawierajacy fragment
ditiomaleimidowy (Rysunek 12), ktéry charakteryzuje si¢ dobra wykrywalnoscia na drodze
spektroskopii fluorescencyjnej. Emisja koniugatu jest na tyle silna, ze strategia ta moze mie¢

potencjalne zastosowanie w dostarczaniu lekéw w terapii medycznej.” Ponadto, zaleta tego

8 J. T. Husband, A. C. Hill, R. K. O’Reilly, Utilizing functionalized bromomaleimides for fluorogenic conjugation and PEGylation of enzymes,
Polym. Int., 2019, 68, 1247-1254

8. Kong, X. Gao, Q. Wang, J. Jin, L. Qiu, M. Xie, 4 Novel Dithiomaleimide-Based GalINAc-siRNA Conjugate Enabling Good siRNA Delivery
and Traceability, Molecules, 2023, 28, 7184
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zwigzku oprécz silnej emisji, jest obecnos$¢ w strukturze ugrupowania alkinowego, dzieki

ktéremu moze on reagowaé z azdykami na drodze reakc;ji ,,click”.
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Rysunek 12. Koniugat GalVAc
4.2. Kompleksy metaloorganiczne oraz chemia biometaloorganiczna

Stosowanie metali oraz ich soli w celach leczniczych praktykowane byto juz w czasach
starozytnych cywilizacji - egipskiej, chinskiej, greckiej i rzymskiej. Miedz stosowano do
odkazania ran,’ zloto do leczenia probleméw skérnych, np. osob dotknietych ospa i wrzodami

skornymi,?'a srebro do leczenia ran i infekcji.®?

Odkrycie w 1844 roku cisplatyny (Rysunek 13), ktora jest kompleksem nieorganicznym,
przyczynito si¢ do licznych badan nad innymi kompleksami metali, np. kompleksami tytanu,
zelaza, molibdenu czy rutenu, pod katem ich dzialania przeciwnowotworowego.
Zapoczatkowato to prace nad nowa klasa zwiazkéw - kompleksami metaloorganicznymi.
W 1965 roku w zespole Barnetta Rosenberga zaobserwowano iz cisplatyna hamuje podziat
bakterii Escherichia coli, co doprowadzito do odkrycia przeciwnowotworowych wlasciwosci

tego kompleksu, ktory stat sie kluczowym lekiem onkologicznym.®?

8 G. Borkow, J. Gabbay, Copper, an ancient remedyreturning to fight microbial, fungal and viral infections, Curr. Chem. Biol., 2009, 3, 272~
278

81 Z. Huaizhi, N. Yuantao, China’s ancient gold drugs, Gold Bulletin, 2001, 34, 24-29
82 M. Spear, Silver: an age-old treatment modality in modern times, Plastic. Surg. Nurs., 2010, 30, 90-93

8 G. Jaouen et al., 12.08 Medicinal organometallic chemistry, 2007, Elsevier
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Rysunek 13. Struktura cisplatyny

Specyficzne wihasciwosci komplekséw metaloorganicznych pozwalaja na wykorzystanie
ich w réznych galeziach biologii i medycyny - stosowane sg nie tylko jako $rodki
przeciwnowotworowe 1 przeciwbakteryjne, ale réwniez jako leki przeciwzapalne oraz
przeciwmalaryczne. Zwigzki te moga stuzy¢é réwniez do znakowania molekul oraz jako
inhibitory enzymoéw. Przykladem mogg by¢ kompleksy rutenu posiadajace zdolnosé
hamowania przerzutow nowotworowych, czego nie obserwuje si¢ w przypadku kompleksow

innych metali.3% 85 86

Kompleksy metaloorganiczne stanowig grupe zwiazkdbw z pogranicza chemii
nieorganicznej i organicznej. Sktadaja si¢ one z centrum metalicznego, ktére jest bezposrednio
zwigzane z przynajmniej jednym atomem wegla grupy organicznej.?”- ¥ Ligand to czasteczka
lub jon, ktéry ma przynajmniej jedna pare elektrondw, ktora moze wykorzystaé¢ do polaczenia
z metalem. Centrum metaliczne moze by¢ zwigzane z réznymi ligandami (np. grupami
arenowymi, alkenowymi, alkinowymi, karbenowymi), ktore sa donorami wolnych par

elektronowych, badz elektronéw wigzan 7 lub 6 — Tabela 2.%

8 C. X. Zhang, S. J. Lippard, New metal complexes as potential therapeutics, Curr. Chem. Biol, 2003, 7, 481-489
85 A. Bergamo, G. Sava, Ruthenium complexes can target determinants of tumour malignancy, Dalton Trans., 2007, 1267-72

8 C-H. Leung, S. Lin, H-J. Zhonga, D-L. Ma, Metal complexes as potential modulators of inflammatory and autoimmune responses, Chem.
Sci., 2015, 6, 871-884

87 J. K. C. Abbott, B. A. Smith, T. M. Cook ,Z.-L. Xue, Chapter 10. Synthesis of Organometallic Compounds, Modern Inorganic Synthetic
Chemistry, Elsevier B.V, 2017

88 J. Clayden, N. Greeves, S. Warren and P. Wothers, Organic Chemistry, Oxford University Press, 2001

8 J. Zakrzewski, Wyklad pt. ,,Wstep do chemii metaloorganicznej metali przejsciowych”, £.6dz, 2020
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Zrodlo elektronow Przyktady

H,N: — > Me H,0: —» Me

Wolne pary elektronow np. NHs, H,0

Pary elektrondw )
Kompleksy ©
H—H
Vi m— R 1\Ide M N\F

Pary elektronéw 6

Kompleksy 6

Tabela 2. Rodzaje ligandow w kompleksach metaloorganicznych

Chemia biometaloorganiczna rozwingta si¢ w do$¢ krétkim czasie, rownolegle z chemia
medyczna metalofarmaceutykow.”” °! Termin chemia biometaloorganiczna zostal po raz
pierwszy uzyty w 1985 roku w pracy profesora G. Jaouena®? i odnosi sie do kompleksow
tworzonych przy uzyciu klasycznych ligandow metaloorganicznych oraz biomolekut (steroidy,
aminokwasy, cukry, peptydy, DNA, witaminy, enzymy, przeciwciala), polaczonych z centrum

metalicznym. Kompleksy te odgrywaja istotng role w procesach biologicznych.

W 1996 roku w grupie naukowej Jaouena opisana pochodna ferrocenu wykazujaca
aktywno$¢ biologiczng wzgledem dwoéch linii komorkowych nowotworu piersi - MCF-7
i MDA-MB-231.%* Metaloorganiczny analog chemioterapeutyku - tamoksifenu, wykazywat

silne  dzialanie antyproliferacyjne. Ponadto, linia komdrek nowotworu piersi

% M. Fanelli, M. Formica, V. Fusi, L. Giorgi, M. Micheloni, P. Paoli, New trends in platinum and palladium complexes as antineoplastic
agents, Coord. Chem. Rev., 2016, 310, 41-79

1 B. J. Pages, K. B. Garbutcheon-Singh, J. R. Aldrich-Wright, Platinum intercalators of DNA as anticancer agents, Eur. J. Inorg. Chem., 2017,
1613-1624

%2S. Top, G. Jaouen, A. Vessiéres, J. Abjean, D. Davoust, C. A. Rodger, B. G. Sayer, M. J. McGlinchey, Chromium tricarbonyl complexes of
estradiol derivatives: defferentiation of o- and B-diastereoisomers using 1- and 2-dimensional NMR spectroscopy at 500 MHz,
Organometallics, 1985, 4, 2143-2150

%S, Top, J. Tang, A. Vessiéres, D. Carrez, C. Provot, G. Jaouen, Ferrocenyl hydroxytamoxifen: a prototype for a new range of oestradiol
receptor site-directed cytotoxics, Chem. Commun., 1996, 0, 955-956
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MDA-MB-231, ktéra jest niewrazliwa na dziatanie tamoksifenu, okazata si¢ by¢ podatna na

) 94, 95

dzialanie ferrocenylowej pochodnej terapeutyku (Rysunek 14

0—\—N/CH3

CH, CH,

Rysunek 14. Struktura tamoksifenu i ferrocifenu

Duza trwatos¢ rutenu i jego komplekséw wyrdzniajg go wsrdd innych metali. Ruten moze
przyjmowaé stopnie utlenienia od +II do +IV, a procesy redoks moga zachodzié
w warunkach fizjologicznych. Ponadto, ubogie w tlen $rodowisko komodrki nowotworowej
promuje procesy redukcyjne z +III do +II stopnia utlenienia, co przektada si¢ na wzrost
aktywnos$ci kompleksu oraz jego interakcji w komorce nowotworowej. Nie dziwi zatem, ze
kompleksy rutenu wykazuja czesto aktywnosé przeciwnowotworowa, a ich dodatkowa zaleta
jest niska cytotoksycznosci wobec komoérek prawidlowych dzieki czemu zwiazki tj. NAMI-A,
KP1019 oraz jego s6l sodowa KP1339 (Rysunek 15) zostaly zakwalifikowane do badan

klinicznych.”%: 798

%% E. Hillard, A. Vessieres, L. Thouin, G. Jaouen, C. Amatore, Ferrocene-mediated proton-coupled electron transfer in a series of ferrocifen-
type breast-cancer drug candidates, Angew. Chem. Int. Ed., 2006, 45, 285-290

% A. Vessieres, C. Corbet, J. M. Heldt, N. Lories, N. Jouy, I. Laios, G. Leclercq, G. Jaouen, R. A. Toillon, 4 ferrocenyl derivative of
hydroxytamoxifen elicits an estrogen receptor-independent mechanism of action in breast cacncer cell lines, J. Inorg. Biochem., 2010, 104,
503-511

% M. Juszczak, M. Kluska, D. Wysokifiski, K. Wozniak, Anti-cancer properties of ruthenium compounds: NAMI-A and KP1019, Postepy Hig.
Med. Dosw. (online), 2020, 74, 12-19

7 Q. Sun, Y. Li, H. Shi, Y. Wang, J. Zhang, Q. Zhang, Ruthenium Complexes as Promising Candidates against Lung Cancer, Molecules,
2021, 26, 4389

8 S. Katheria, Ruthenium Complexes as Potential Cancer Cell Growth Inhibitors for Targeted Chemotherapy, ChemistrySelect., 2022, 7
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Rysunek 15. Pochodne rutenu wykazujace dzialanie przeciwnowotworowe

zakwalifikowane do badan klinicznych

Zmodyfikowanie struktury dostepnych lekéw poprzez wprowadzenie atomow metali, np.
zelaza, rutenu czy renu, w wielu przypadkach prowadzi do uzyskania metaloterapeutykow.
Obecnos¢ atomdéw metali w strukturze moze zwigkszy¢ aktywnos¢é danego leku oraz znaczaco

wplyna¢ na wtasciwosci fizykochemiczne czasteczki.

Bardzo ciekawym przyktadem metaloterapeutyku jest renowa pochodna dobrze znanego
leku - aspiryny. Kompleks aspiryny z renem (I) i fenantroling (Rysunek 16) zostal poczatkowo
przebadany pod katem aktywnosci przeciwbakteryjnej, natomiast ze wzgledu na
niewystarczalng rozpuszczalno$é, badania aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej byly
utrudnione. Badania aktywnosci przeciwnowotworowej kompleksu renowego z kwasem
acetylosalicylowym na ludzkich komorkach nowotworowych HelLa wykazaty, Zze jest ona
kompleksem aktywnym wzgledem komorek. Dodatkowo ciekawa wlasciwoscia opisanego

metaloterapeutyku bylo wykazywanie pomaranczowej fosforescencji.”

9 J. Skiba, A. Kowalczyk, P. Staczek, T. Bernas, D. Trzybinski, K. Wozniak, U. Schatzschneider, R. Czerwieniec, K. Kowalski, Luminescent
fac-[Re(CO)3(phen)] carboxylato complexes with novel luminescent properties: A structure—property relationship study, New J. Chem., 2019,
43, 573-583
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Rysunek 16. Struktura aspiryny i jej metaloorganicznej pochodne;j

Zelazo odgrywa kluczowa role w procesach biologicznych i fizjologicznych, odpowiada
m. in. za transport tlenu, wspiera uktad odpornosciowy i nerwowy, bierze udziat w detoksykacji
komoérek i jest niezbedne do syntezy DNA.'% Istnieja zwiazki chelatujace zelazo, ktore zostaly
zidentyfikowane jako inhibitory reduktazy rybonukleotydowej (RNR) - enzymu kluczowego
niezbednego podczas syntezy i naprawy DNA. Ponadto, wiele badan wykazato, ze zwigzki
chelatujace zelazo moga skutecznie ogranicza¢ jego dostepno$¢ w procesach transportu
1 metabolizmu komodrkowego, co prowadzi do zahamowania wzrostu komorek

nowotworowych.!%!

Kompleksy metaloorganiczne zelaza, w tym pochodne ferrocenu czesto wykazujg
aktywno$¢ przeciwnowotworowa. Przykladem moze byé¢, kompleks ferroceno-
benzoimidazolowy wykazuje silng cytotoksyczno$¢ wobec komorek raka pluc i ma podobne
dzialanie na receptor EGFR jak znany chemoterapeutyk - erlotynib.!%?> Innym przyktadem jest
chalkonowa pochodna ferrocenu, ktéra wykazata szerokie spektrum dziatania przeciwko
réznym liniom komoérek nowotworowych (Jurkat, HeLa, MCF-7, A549 i MDA), co czyni ja
obiecujacym kandydatem w dalszych badaniach klinicznych.!®® Kolejnym przykladem jest

heterocykliczny kompleks ferrocylofenolowy zawierajacy ugrupowanie sukcynimidowe.

190 G. Gao, J. Li, Y. Zhang, Y, Chang, Cellular Iron Metabolism and Regulation, Adv. Exp. Med. Biol., 2019, 1173, 21-32

9UP P, Arun et al., Exploring Metal Complexes for Cancer Treatment: Mechanistic Insights and Therapeutic Potential, J. Organomet. Chem.,
2025, 1035, 123682

122 B, A. Babgi, M. H. Abdellattif, M. A. Hussien, N. E. Eltayeb, Exploring DNA-Binding and anticancer properties of benzoimidazolyl-
ferrocene dye, J. Mol. Struct., 2019, 1198, 126918

183y, Janka, D. Zatko, V. Ladislav, P. Pal, P. Janka, M. Gabriela, Some ferrocenyl chalcones as useful candidates for cancer treatment, Vitr.
Cell. Dev. Biol. - Anim., 2015, 51, 964-974
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Kompleks ten wykazuje silng aktywnos¢ wobec komoérek raka jajnika opornych na

cisplatyne.!® Struktury wyzej opisanych komplekséw zostaly przedstawione na Rysunku 17.

kompleks ferrocenowo-imidazolowy chalkonowa pochodna ferrocenu kompleks sukcynimido-ferrocenofenolowy

Rysunek 17. Przyktadowe kompleksy zelaza wykazujace aktywnos$¢ przeciwnowotworowa

Metaloterapeutyki zawierajace w swej strukturze atom zelaza znajduja zastosowanie jako
leki przeciwpasozytnicze. Takim przykladem jest np. ferrochina (pochodna chlorochiny)

stosowana jako lek przeciwmalaryczny (Rysunek 18).!0

)\/\/K N

Rysunek 18. Struktura chlorochiny i ferrochiny

Na przestrzeni lat zsyntezowano kompleksy metaloorganiczne zawierajace grupe
azydkowa, ktora zostala uzyta w reakcjach sprzegania typu CuAAC (cykloaddycji azydkowo-
alkinowej katalizowanej Cu (I)) z biopolimerami. Pierwszym przykladem takiego zastosowania
bylo uzycie pochodnej ferrocenu w reakcji z biologicznie czynnym peptydem enkefaling -

neuropeptydem wigzacym sie z receptorami opioidowymi, zaangazowanym w dzialanie

104 P Pigeon, Y. Wang, S. Top, F. Najlaoui, M.C. Garcia Alvarez, J. Bignon, M. J. McGlinchey, G. Jaouen, A New Series of Succinimido-
ferrociphenols and Related Heterocyclic Species Induce Strong Antiproliferative Effects, Especially against Ovarian Cancer Cells Resistant
to Cisplatin, J. Med. Chem., 2017, 60, 8358-8368

15 F. L. Eyase, H. M. Akala, J. D. Johnson, D. S. Walsh, Inhibitory Activity of Ferroquine, versus Chloroquine, against western Kenya
Plasmodium falciparum Field Isolates Determined by a SYBR Green [ In Vitro Assay, Am. J. Trop. Med. Hyg., 2011, 85(6), 984-988
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przeciwbolowe oraz procesy zwigzane ze stresem. Kolejnym uzytym do bioznakowania

enkefaliny zwigzkiem byl rutenowy analog ferrocenu (Rysunek 19).%

Fe Ru

=7 <

Rysunek 19. Azydkowe pochodne ferrocenu i rutenocenu stosowane do znakowania

peptydow

Bardzo ciekawym aspektem dotyczacym kompleksoéw metaloorganicznych jest mozliwosé
ich zastosowania do bioobrazowania. W literaturze opisano kilka przyktadow reakcji CuAAC
komplekséw metaloorganicznych z bialkami. Dwa z nich (kompleks Zelaza oraz rutenu -
Rysunek 20) mialy na celu wprowadzenie fragmentu karbonylowego do biatka, aby
wykorzystaé silne wlasciwosci absorpcyjnych ligandéw -CO w zakresie $redniej podczerwieni
(obejmujacym pasma w zakresie 1800-2150 cm™). Obecnos¢ ligandéw -CO umozliwia ich
fatwa detekcje na drodze spektroskopii w podczerwieni cechujacej sie nieinwazyjnoscia dla

biomolekut i duza czutoscia.”

> , /

Fe
0C” I\ -
co NH\/ :
Re
oc” \ ~co
0 Cco

Rysunek 20. Przykladowe kompleksy Zelaza i rutenu wykorzystywane do biobrazowania

Natomiast, kompleksy irydu (IIT) (Rysunek 21) znajduja szerokie zastosowanie jako sondy
do bioobrazowania ze wzgledu na ciekawe wlasciwosci fotofizyczne. Jednakze mozliwosc¢ ich
praktycznego zastosowania znaczaco ogranicza slaba przenikalnos¢ do komoérek oraz wysoka

cytotoksycznosé.!%

106 S, Jing, X. Wu, D. S-H. Chan, S-C. Nao, J. Du, C-Y. Wong, J. Wang, C-H. Leung, W. Wang, Luminescent iridium(Ill)—peptide bioconjugates
for bioanalytical and biomedical applications, Inorg. Chem. Front., 2024, 11, 3400-3417
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Rysunek 21. Przyktadowy kompleks irydu (IIT) wykorzystywany do bioobrazowania
4.2.1. Zelazowe kompleksy metalokarbonylowe

W Katedrze Chemii Organicznej (KChO) Uniwersytetu L.6dzkiego od wielu lat prowadzone
sa badania zwigzane z syntezg pdtsandwichowych komplekséw metaloorganicznych metali
przejsciowych. Kompleksy te w swej strukturze zawierajg atomy réznych metali tj. zelazo,
molibden, wolfram i ruten, do ktorych przytaczone sa ligandy n?’-cyklopentadienylowe (Cp),
ligandy karbonylowe (-CO) oraz ligandy n'-N-imidato. Kompleksy te roznia sie od siebie

struktura, reaktywnoscia chemiczng oraz charakteryzujg si¢ réznym potencjatem aplikacyjnym.

Obecnos¢ ligandow karbonylkowych w kompleksach umozliwia tatwa detekcje na drodze
spektroskopii w podczerwieni (FT-IR). Obecnosé¢ -CO wigze si¢ z wystepowaniem w widmie
charakterystycznych, intensywnych pasm absorpcji w zakresie 1800-2150 cm™. Warto
wspomnie¢, ze ogromng zaletg uzycia spektroskopii IR jest jej wysoka czulo$é. Wykrywanie
ligandow -CO mozliwe jest nawet przy bardzo niewielkich stezeniach - mniejszych niz 107
mol/I.'%7 Ponadto, zakres ten jest zazwyczaj wolny od absorpcji biomolekut, ktore nie absorbuja
w tym obszarze (w tym obszarze absorbujg jedynie ugrupowania C=N). Dodatkowo, pasma
pochodzace od grup karbonylkowych sg 8-10 razy bardziej intensywne niz jakiekolwiek inne

pasma absorpceyjne widoczne w widmach IR. Zjawisko to przyczynilo si¢ do powstania terminu

CMIA (ang. Carbonyl Metallo Immuno Assays)'®, ktéry jest forma testu immunologicznego

197V Bhatt, Chapter 8 — Metal Carbonyls, Essentials of Coordination Chemistry, Elsevier, 2016
1% N. Fischer-Durand, M. Salmain, B. Rudolf B., L. Jugé, V. Guérineau, O. Laprévote, A. Vessiéres, G. Jaouen, Design of a new

multifunctionalized PAMAM dendrimer with hydrazide-terminated spacer arm suitable for metal-carbonyl multilabeling of aldehyde-
containing molecules, Macromolecules, 2007, 40, 8568-8575
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umozliwiajacego znakowanie lekow przeciwpadaczkowych!'% czy hormonéw, np.

kortyzolu przy pomocy spektroskopii IR.!'!?

Warto tez wspomnie¢ o potencjale terapeutycznym tlenku wegla (CO). Najlepszym
sposobem na kontrolowane i bezpieczne dostarczanie tlenku wegla do organizmu ludzkiego
jest zastosowanie tzw. CORMs (Carbon Monoxide Releasing Molecules) - czasteczek, ktore
uwalniajg okreslone ilosci tlenku wegla w odpowiedzi na specyficzny bodziec. Jedna
z najbardziej obiecujacych metod - uwalniania CO z komplekséw metalokarbonylowych jest
fotoaktywacja. Fotochemiczne uwalnianie tlenku wegla umozliwia kontrole nad miejscem,
czasem 1 dawkg CO dostarczang do tkanki docelowej. Obecnie opracowano wiele nowych
nosnikoéw opartych na kompleksach metali uwalniajacych tlenek wegla. Przeprowadzone
dotychczas badania wskazuja na skutecznos$é tych kompleksow w leczeniu réznych standéw
patologicznych, takich jak zakazenia bakteryjne, procesy zapalne, stres oksydacyjny, choroby

nowotworowe, gdzie odnotowano wiele obiecujacych wynikow.!!3 114 115

Zelazo dzieki swojej zdolnosci do przenoszenia elektrondw i zmiany stopnia utlenienia jest
jednym z najwazniejszych niezbednych mikroelementéw dla organizmu ludzkiego i petni
kluczowa role w wielu procesach biochemicznych takich jak transport tlenu, replikacja DNA
oraz roznorodne reakcje redoks. Ponadto, kompleksy zelaza stanowia niezbedne centra

katalityczne w wielu enzymach redoks. !

Zelazowy kompleks metaloorganiczny CpFe(CO)2(n'-maleimidato) - FpM zawiera
jednoczesnie w swej strukturze: ligand n'-N-maleimidato, ligand n’-cyklopentadienylowy (Cp)

oraz dwa ligandy karbonylkowe (-CO). Jest on bardzo ciekawym substratem, ktéry mozna

19 A. Varenne, A. Vessieres, P. Brossier, G. Jaouen, Application of the non-radioisotopic carbonyl metalloimmunoassay (CMIA) to
diphenylhydantoin, Res. Commun. Chem. Pathol. Pharmacol, 1994, 84, 81-94

10°A. Varenne, A. Vessieres, M. Salmain, P. Brossier, G. Jaouen, Production of specific antibodies and development of a non-isotopic
immunoassay for carbamazepine by the carbonyl metallo-immunoassay (CMIA) method, J. Immunol. Methods, 1995, 186, 195-204

1A, Vessiéres, K. Kowalski, J. Zakrzewski, A. Stepien, M. Grabowski, G. Jaouen, Synthesis of CpFe(CO)(L) complexes of hydantoin anions
(Cp =n5-C5 H5, L-CO, PPh3 ), and the use of the 5,5-diphenylhydantoin anion complexes as tracers in the nonisotopic immunoassay CMIA
of this antiepileptic drug, Bioconjugate Chem., 1999, 10, 379-385

12V, Philomin, A. Vessiéres, G. Jaouen, New applications of carbonylmetalloimmunoassay (CMIA): a non-radioisotopic approach to cortisol
assay, J. Immunol. Methods, 1994, 171, 201-210

13°A. Kubicka, E. Parfieniuk, E. Fornal, M. Palusiak, D. Lizinska, A. Gumieniczek and B. Rudolf, Metallocarbonyl complexes: (n5-
C5H5)M(CO)n(nl-N-imidato) (M = Fe, Ru, Mo, W; n = 2, 3) as new photoactive CO-releas ing molecules (CORMs), J. Photochem. Photobiol.,
A, 2018,351, 115-123

4 D. Wysokinski, P. Lewandowska, D. Zatak, M. Juszczak, M. Kluska, D. Lizinska, B.Rudolf, K. Wozniak, Photoactive CO-releasing
complexes containing iron— genotoxicity and ability in HO-1 gene induction in HL-60 cells, Toxicol. Res., 2019, 8, 544

15 M. A. Wright, J. A. Wright, PhotoCORMs: CO release moves into the visible, Dalton Trans., 2016, 45, 6801-6811

116.S-S. Xue, Y. Pan, W. Pan, S. Liu, .N. Li, B. Tang, Bioimaging agents based onredox-active transition metal complexes, Chem. Sci., 2022,
13, 9468-9484
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modyfikowaé¢ w celu otrzymania produktow metaloorganicznych o pozadanych
wlasciwosciach i potencjale aplikacyjnym. FpM otrzymuje si¢ na drodze fotochemiczne;j

reakcji CpFe(CO)al (Fpl) z maleimidem w obecnosci diizopropyloaminy (DIPA) (Schemat 16).

AN / &
|—Fe DIPA, hv Fe
— oc” |\ N
/ \C 0 + NH oC \ /
ocC toluen co
0) (0]
Fpl FpM

Schemat 16. Synteza CpFe(CO)a(n'-maleimidato) - FpM

Obecnosé ligandu n'-N-maleimidato sprawia, ze kompleksy tego typu latwo ulegaja
reakcjom Michaela z odczynnikami nukleofilowymi. Reakcje Michaela nalezg do grupy
waznych, czesto wykorzystywanych metod tworzenia nowego wigzania typu wegiel-wegiel

0. 117 Oprocz réznych wariantéw reakcji Michaela, kompleksy

oraz wegiel-heteroatom.
zawierajgce w strukturze czasteczke maleimidu mogg ulega¢ reakcjom cykloaddycji [4+2]

znanych w $rodowisku naukowym jako reakcje Dielsa-Aldera.

Ze wzgledu na strukture FpM istnieje wiele sposobéw modyfikacji tego uktadu. Na
Schemacie 17 zostaly przedstawione najwazniejsze przeksztatcenia kompleksu FpM na drodze
reakcji addycji -oksa, -aza, -tio, -fosfa Michaela oraz Dielsa-Aldera opracowane w zespole
Prof. Bogny Rudolf. Mozliwa jest rowniez wymiana ligandow -CO na inne, np. fosfinowe (PR3)

i fosforynowe (P(OR)3).108’ 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124

7 A. Michael, Base-promoted conjugate addition of carbon nucleophiles (donors) to activated unsaturated systems (acceptors), J. Prakt.
Chem., 1887, 35, 349

18 B, Rudolf, J. Zakrzewski, (n5-cyclopentadienyl)Fe(CO)2 -complex of maleimide anion: An organometallic carbonyl probe for biomolecules
containing HS groups, Tetrahedron Lett., 1994, 35, 9611

19 B. Rudolf, J. Zakrzewski, Addition of imidazoles and aminoacids to the ethylenic bond in (n5-C5HS5) Fe(CO)2(nl-N-maleimidato),
J. Organomet, Chem., 1996, 522, 313-315

120 B. Rudolf et al., The phospha-Michael addition of dimethyl- and diphenylphosphites to the n'-N-maleimidato ligand: Inhibition of serine
hydrolases by half-sandwich metallocarbonyl azaphosphonates, J. Organomet. Chem., 2009, 694, 908-915

12 B. Rudolf et al., Synthesis and characterization of new M(II) carbonyl complexes (M % Fe or Ru) including an hl -N-maleimidato ligand.
Reactivity studies with biological thiols, J. of Organomet. Chem., 2016, 801, 101-110

122D, Jamroz, N. Fischer-Durand, M. Palusiak, S. Wojtulewski, S. Jarzyniski, M. Stepniewska, M. Salmain, B. Rudolf, Inverse electron-demand
Diels-Alder (iEDDA) bioorthogonal conjugation of half-sandwich transition metallocarbonyl entities to a model protein, Appl. Organometal.
Chem., 2020, 34, 5507

123 A. Kosinska, S. Wojtulewski, M. Palusiak, P. Tokarz, B. Rudolf, 4 Useful Synthetic Route to N-Nonsubstituted Succinimides via Light-
Induced Degradation of Metallocarbonyl Complexes, Organometallics, 2021, 40, 6, 663—673

1248, Das, et al., Synthesis, anticancer activity, and molecular docking of half-sandwich iron(Il) cyclopentadienyl complexes with maleimide
and phosphine or phosphite ligands, Scientific Reports, 2024, 14, 5634
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Schemat 17. Modyfikacje kompleksu FpM

Zsyntezowano rowniez metalokarbonylowe pochodne bromomaleimidu (BM) oraz
dibromomaleimidu (DBM). Wykazano, wéwczas iz bromomaleimidy reaguja selektywnie
z grupami tiolowymi cysteiny, na drodze substytucji atomu bromu tworzac tiomaleimidy.
Zwiazki te moga zostaé¢ nastgpnie rozszczepione za pomoca TCEP w celu zregenerowania
pochodnych cysteiny. Bromopochodne Zzelazowego kompleksu metaloorganicznego FpM:
- FpBM i CpFe(CO)x(n!-2,3-dibromomaleimidato)
FpDBM (Rysunek 22), poddano reakcji z biomolekulami zawierajacymi grupy tiolowe

CpFe(CO)2(n!-2-bromomaleimidato)

odpowiednio z estrem etylowym cysteiny w postaci chlorowodorku, glutationem oraz papaing
- enzymem, ktory w swojej strukturze zawiera cysteine. Atomy bromu na drodze reakcji
substytucji zostaty podstawione grupami tiolowymi cysteiny. Natomiast w przypadku nadmiaru

tiolu zaobserwowano takze reakcje addycji do wiazania podwojnego (Schemat 19).!%

125 B. Rudolf, M. Salmain, E.Fornal, A Rybarczyk-Pirek, Metallocarbonyl complexes of bromo- and dibromomaleimide: synthesis and
biochemical application, Appl. Organomet. Chem., 2012, 26, 80-85
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Rysunek 22. Struktury FpBM i FpDBM

W wyniku reakcji metalokarbonylowej pochodnej bromomaleimidu (FpBM)
z chlorowodorkiem estru etylowego cysteiny zaobserwowano tworzenie sie¢ dwoch koniugatow
- produktu reakcji substytucji atomu bromu atomem siarki oraz ditio pochodnej sukcynimidu,
ktéra powstaje w wyniku podstawienia atomu bromu atomem siarki, a nast¢pnie addycji

czasteczki cysteiny do wigzania podwojnego (Schemat 18).!13

9 NH,
e S (o)
Z VN
0 oC CH,
&7 Y ~
Y Br HS\)\n,OvCHz HCI o o
oc” \e\N o
co J > + .
2 CH
O @ O \)\«0\/ |
FpBM S
Fe_
oc”\ N 0
Cco
0
o
S
0/\
HN CH,

Schemat 18. Reakcja FpBM z chlorowodorkiem estru etylowego cysteiny

Natomiast na drodze reakcji metalokarbonylowej pochodnej dibromomaleimidu (FpDBM)
z  glutationem (GSH) zaobserwowano  tworzenie si¢  trzech  koniugatow
(Schemat 20). Na drodze tej reakcji powstaja produkty mono- i dipodstawienia atomu bromu
atomem siarki pochodzacej z czasteczki glutationu. Powstaje réwniez pochodna
sukcynimidowa (dochodzi do substytucji dwoch atoméw bromu atomami siarki,
a nastepnie na drodze addycji do wigzania podwojnego przylacza sie trzecia czasteczka

glutationu) - Schemat 19.!1°
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Schemat 19. Reakcja FpBM z glutationem

Zwiazki metaloorganiczne stanowig bardzo istotng klase zwigzkow organicznych, ktore
znajdujg zastosowanie zaré6wno w syntezie organicznej, a takze jako zwiazki o duzym
potencjale terapeutycznym. Ponadto, ze wzgledu na swoje unikatowe wlasciwosci zwigzane
z ich budowa (latwa detekcja karbonylkéw metodami spektroskopii IR, wlasciwosci
fluorescencyjne w przypadku kompleksow irydu) znajduja zastosowanie aplikacyjne
w bioobrazowaniu. Warto dodaé, ze w literaturze znajduje si¢ wiele informacji dotyczacych
mozliwosci modyfikacji komplekséw metaloorganicznych co umozliwia przemyslane
projektowanie nowych czasteczek o konkretnych wlasciwosciach fizykochemicznych.
Z tych powoddéw istotnym wydaje si¢ projektowanie nowych komplekséw metaloorganicznych,
ktére moglyby znalez¢é zastosowanie w terapiach przeciwnowotworowych, znakowaniu oraz

bioobrazowaniu.
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4.3. Pochodne pirenu

Ciekawa alternatywa dla znacznikoéw izotopowych jest projektowanie fluoroforow
organicznych, ktére moga zosta¢ uzyte jako znaczniki badz barwniki fluorescencyjne
umozliwiajace bioobrazowanie czy monitorowanie procesu leczenia. Zaleta tego typu
zwigzkow jest mozliwos¢ detekcji tatwo dostepnymi, bezpiecznymi oraz bardzo czulymi

metodami spektroskopowymi.

W  ostatnich latach wykazano, ze jednymi 2z bardziej obiecujacych uktadow
fluorescencyjnych mogacych znalez¢ zastosowanie biologiczne lub medyczne, sg pochodne

pirenu.

Piren (Rysunek 23) to wiclopierscieniowy weglowodoér aromatyczny sktadajacy sie

z czterech sprzgzonych ze sobg pierscieni benzenowych.

Piren
Rysunek 23. Struktura pirenu

Zardéwno piren jak i jego pochodne wykazuja interesujace wlasciwosci fotofizyczne, w tym
dhugie czasy zycia fluorescencji, wysokie wydajnosci fluorescencji oraz fluorescencje zalezna
od srodowiska otaczajacego fluorofor. Dodatkowo, chemia pirenu jest tematyka dos¢ dobrze
poznang, a w literaturze znajduje si¢ wiele przyktadow modytikacji pirenu (Rysunek 24), co
umozliwia przemyslane projektowanie nowych fluoroforow z jednoczesna mozliwoscia
kontrolowania koloru fluorescencji oraz innych wlasciwosci fotofizycznych i dopasowania ich

do konkretnych zastosowan. 2% 127

126 T. M. Figueira-Duarte, K. Miillen, Pyrene-based materials for organic electronics, Chem. Rev., 2011, 111, 7260— 7314

127 J. M. Casas-Solvas, J. D. Howgego, A. P. Davis, Synthesis of substituted pyrenes by indirect methods, Org. Biomol. Chem., 2014, 12,
212-232
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tert-butylowanie
borylowanie

K elektrofile
Region K

utlenianie

Rysunek 24. Mozliwe modyfikacje uktadu pirenowego

Obecnos¢ czterech skondensowanych pierscieni aromatycznych w czasteczce pirenu
przektada sie na jego reaktywnos$¢ chemiczng. Zwigzek ten, podobnie jak inne weglowodory
aromatyczne, ulega substytucji elektrofilowej. W reakcji pirenu z elektrofilami preferowane
jest podstawienie w pozycjach o zwiekszone] gestosci elektronowej, tj. 1, 3, 6, 8. Wyjatek
stanowig reakcje alkilowania (fert-butylowanie i1 adamantylowanie) oraz borylowania
prowadzace do produktéw mono- i dipodstawienia w pozycjach 2 i 7. W przypadku
pochodnych pirenu zawierajacych w pozycjach 2 i 7 duze objetosciowo podstawniki reakcje
z odczynnikami elektrofilowymi prowadzg do powstania produktéw substytucji w obrebie
regionu K. Przykladowo, acylowanie 2,7-ditert-butylopirenu zachodzi w pozycji 4. Innym
przyktadem reakcji zachodzacych w obszarze K jest utlenianie. Ponadto, piren ulega reakcjom
katalizowanym metalami przej$ciowymi oraz reakcjom cyklizacji prowadzacym do rozbudowy
uktadu sprzezonych wigzan n. Duza ilos¢ mozliwych modyfikacji pozwala na wprowadzanie
réznych grup funkcyjnych do uktadu pirenowego. Pozwala to na latwe sterowanie barwag emisji
uzyskanych fluoroforow oraz na projektowanie zwiazkéw wykazujacych okreslone

wlasciwosci luminescencyjne.'?

Wiasciwoscei fotofizyczne pochodnych pirenu przektadaja sie natomiast na mozliwosci
aplikacyjne m.in. jako biomarkery, sondy s$rodowiska, znaczniki luminescencyjne do
bioobrazowania itp. Na szczeg6lng uwage zashuguja pochodne karbonylowe, ktére wykazuja
fluorescencje zalezng od Srodowiska, wynikajaca z oddziatywania pomiedzy emisyjnymi
stanami wzbudzonymi typu mm*, a nieemisyjnymi stanami nm*.'?® Dodatkowo, ostatnie

opublikowane dane eksperymentalne wykazuja niska toksycznos$¢ pochodnych pirenu na

128 A. Wrona-Piotrowicz et al., Pyrene fluorophores bearing two carbonyl groups in 1,2-positions: Synthesis and photophysical properties of
pyrene-1,2-dicarboximides and a pyrene-1,2-dicarboxamide, J. Photochem. Photobiol. A Chem., 2016, 330, 15-21
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poziomie komérkowym. Szczegolnie cenne pod wzgledem aplikacyjnym sg pochodne pirenu

posiadajace grupe karbonylowa, tiokarbonylowa czy estrowa.*®
4.3.1. Zjawisko fluorescencji - informacje ogolne

Szczegolnie istotne przy projektowaniu nowych fluoroforéw jest poznanie podstawowych

parametréw fotofizycznych skladajacych si¢ na wlasciwosci luminescencyjne.

Luminescencja jest to zjawisko fizyczne, ktére polega na emisji promieniowania
elektromagnetycznego przez czasteczki w stanie wzbudzonym. Natezenie takiego

promieniowania jest wieksze od natezenia promieniowania cieplnego w danej temperaturze.

W zaleznosci od sposobu wzbudzania czgsteczki mozna wyrozni¢ kilka rodzajow
luminescencji, np.: fotoluminescencj¢, chemiluminescencj¢, bioluminescencj¢ czy

termoluminescencije.

Fotoluminescencja jest efektem wzbudzenia czasteczki na skutek absorpcji fotonu.
W wyniku absorpcji fotonu dochodzi do przeniesienia elektronu z najnizszego poziomu
wibracyjnego elektronowego stanu podstawowego na pierwszy lub wyzszy poziom wibracyjny
elektronowego stanu wzbudzonego. Proces ten jest bardzo szybki (~10's) i przebiega bez
zmiany potozenia ciezszych jader atomowych (reguta Francka-Condona). Nastepnie
wzbudzona czasteczka dazy do powrotu do stanu réwnowagi i wyemitowania pochlonigtej
energii, czemu moga towarzyszy¢ rozne procesy. Przejscia te ilustruje diagram Jabtonskiego

(Rysunek 25).
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stan elektronowy wzbudzony
singletowy S;

konwersja wewnetrzna (1011 - 10 s)

& relaksacja oscylacyjna (10°12 — 1019 s)

przejscie miedzysystemowe

(10-10—-10%s)
stan elektronowy wzbudzony
singletowy S;

% stan elektronowy wzbudzony
absorpcja (101% s) trypletowy T,

wirtualny stan
oscylacyjny 1
wzbudzony 1

1

1

3 Al

: 1 fosforescencja (10°— 10 s)
1
1

\

stan elektronowy podstawowy wygaszanle (107 10%'5) * * Y
singetowy S

antystokesowskie Rayleigha stokesowskie
rozproszenie

Rysunek. 25. Diagram Jablonskiego
(https://epodreczniki.open.agh.edu.pl/handbook/37/module/976/reader)

Jezeli czasteczka znajduje sie¢ w singletowym S; stanie elektronowym wzbudzonym to jej
powrotowi do stanu podstawowego towarzyszy emisja promieniowania nazywana
fluorescencja. Jest to przejscie pomigdzy stanami o takiej samej multipletowosci i jest ono
dozwolone zgodnie z regula zachowania spinu. Proces ten zachodzi z szybkoscig rzedu 10357,

a czas zycia fluorescencji wynosi ok. 10 ns.!2% 130

W przypadku powrotu z trypletowego T stanu elektronowego wzbudzonego zjawisko to
nosi nazwe fosforescencji. Przejsciu temu towarzyszy zmiana spinu i zgodnie z w/w teorig
powinno by¢ zabronione. Jest ono jednak mozliwe, ale przebiega ze znacznie mniejsza
szybkoscia (stata szybkosci rzedu 103 - 10%™), a czas zycia fosforescencji wynosi zazwyczaj

od milisekundy do sekundy.'?’

Zaréwno absorpcja, fluorescencja i fosforescencja sa procesami promienistymi. Oprocz
nich moga mie¢ miejsce procesy bezpromieniste takie jak konwersja wewnetrzna (ang. IC,
Internal Conversion) oraz przejscia miedzysystemowe (ang. ISC, InterSystem Crossing).

Poniewaz szybkos¢ bezpromienistej dezaktywacji jest znacznie wigksza od szybkosci przejs¢

129J. R. Lakowicz, Principles of fluorescence spectroscopy, Third Edition, Springer, Singapore 2006, ISBN-13: 978-0387-31278-1

130 L. Sobezyk, A. Kisza, K. Gatner, A. Koll, Eksperymentalna chemia fizyczna, Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 1982, ISBN: 83-
01-00390-1
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promienistych to emisja pochodzi niemal w catosci z najnizszego poziomu wibracyjnego stanu

wzbudzonego.

Widma emisji, bedace wykresem intensywnosci fluorescencji w funkcji dtugosci fali (nm)
lub liczby falowej (cm™) sg zazwyczaj niezalezne od dhugosci fali wzbudzenia. Najczesciej
dlugos¢ fali wzbudzenia odpowiada dtugofalowemu maksimum absorpcji. Réznica miedzy
maksimum absorpcji i emisji danego fluoroforu nosi nazwe przesuniecia Stokesa. Na jej
warto$¢ majg wplyw m.in.: zmiana geometrii czasteczki nastepujagca w wyniku relaksacji,
réznica w warto$ci momentu dipolowego w stanie wzbudzonym i podstawowym oraz polarnos¢

rozpuszczalnika.'®

Parametrami, ktére charakteryzuja wlasciwosci fluoroforu sg wydajnosé¢ kwantowa

fluorescencji oraz czas zycia fluorescencji.

Wydajnosé kwantowa fluorescencji (®) to stosunek liczby wyemitowanych fotonow do
liczby fotonéw zaabsorbowanych przez substancj¢. Parametr ten jest kluczowy do zrozumienia

procesow fotofizycznych, okresla efektywnos¢ procesu emisji i wyrazany jest wzorem:

ilo$¢ wyemitowanych fotonow

ilo$¢ zaabsobowanych fotonéw

Wydajnos¢ kwantowa fluorescenciji jest bezposrednio zwigzana z procesami promienistymi
(dochodzi do emisji fotonu podczas powrotu czasteczki ze stanu wzbudzonego do stanu
podstawowego) 1 bezpromienistymi (wygaszanie stanu wzbudzenia zachodzi bez emisji
Swiatla) - obejmuje relaksacje oscylacyjng, konwersje wewngtrzng oraz przejscia
miedzystemowe, ktore zostaly przedstawione na Rysunku 25. Wysoka wydajno$¢ kwantowa
fluorescencji obserwuje si¢, gdy zachodzi malo proceséw bezpromienistych, a niska wydajnos¢

kwantowa fluorescencji wiaze sie¢ z dominacja proceséw bezpromienistych.'?

Wydajnos¢ kwantowa fluorescencji w roztworze mozna wyznaczy¢ na drodze metody
bezposredniej stosujac sfere catkujaca lub posredniej - stosujac metode wzorca. Metoda wzorca
polega na poréwnaniu intensywnosci fluorescencji badanej probki z wzorcem o znanej
wydajnosci kwantowej np. siarczanem chininy. Wydajnos¢ kwantowa fluorescencji w ciele

statym wyznaczana jest jedynie przy uzyciu metody bezposrednie;.

Kolejnym istotnym parametrem opisujagcym wlasciwosci fotofizyczne czasteczek

wykazujacych fluorescencje jest czas zZycia fluorescencji (t). Jest to Sredni czas w jakim
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fluorofor znajduje si¢ w stanie wzbudzenia (na wyzszym poziomie energetycznym), zanim

powréci do stanu podstawowego, emitujac foton.!3!

Po wzbudzeniu czasteczki zachodzace procesy dezaktywacji (promieniste i bezpromieniste)
prowadza do zmniejszenia si¢ ilosci czasteczek w stanie wzbudzonym. Czas zycia fluorescencji
jest odwrotnie proporcjonalny do sumy stalych szybkosci zaniku fluorescencji, co mozna

opisa¢ wzorem:

1

Tk +k,

gdzie: stala radiacyjna k; (promienista) i nieradiacyjna knr (niepromienista) to wspdtczynniki,
okreslajace sposob, w jaki wzbudzony uktad traci energi¢. Stata radiacyjna opisuje emisje

fotonu, podczas gdy stata nieradiacyjna dotyczy utraty energii przez ciepto lub przekaz energii.

Zanik fluorescencji ma charakter ekspotencjalny, a czas zycia fluorescencji odpowiada czasowi,

po ktoérym liczba czasteczek wzbudzonych spadnie do ok. 30%.

Pomiedzy czasem zycia fluorescencji, a wydajnoscia kwantowa fluorescencji istnieje

zaleznos$¢, ktora wyrazajq wzory:

P
kr=?

_(1-9)

nr T

Zaleznos¢ ta pozwala takze na wyznaczenie staltej radiacyjnej ki nieradiacyjnej knr.'>?

13UP. Suppan, Chemia i $wiatlo, Wydawnictwo Naukowe PWN, 1997, ISBN 83-01-12375-3
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4.3.2. Wlasciwosci fluorescencyjne i zastosowanie pochodnych pirenu

Na wlasciwosci luminescencyjne, a wiec parametry opisane w poprzednim podrozdziale,
duzy wpltyw ma struktura czasteczki. W przypadku pochodnych pirenu czesto obserwuje si¢
wygaszanie luminescencji na skutek agregacji czasteczek spowodowane oddziatywaniami typu
n-n ukladéw pirenowych (m-stacking) - Schemat 20.'3? Istnieje takze zjawisko odwrotne
t.j. wzmocnienie fluorescencji na skutek kontrolowanej czgsciowej agregacji, zwigzanej np.

z wprowadzeniem do uktadu pirenowego zattoczonych podstawnikéw w pozycjach 2 i 7.1

Fluorescencja monomeru Fluorescencja ekscimeru
Ex: 345nm Emisja 370-390nm Emisja 460-500nm

stan podstawowy pirenu stan wzbudzony pirenu stan wzbudzony dwuczasteczkowej
formy pirenu

Schemat 20. Emisja monomeru i ekscimeru

Pochodne pirenu sg interesujagcymi zwigzkami, ktére zastosowanie znajduja w wielu
dziedzinach nauki i techniki, np.: w chemii materialowej jako fluorofory o zastosowaniu
aplikacyjnym do produkcji zaawansowanych materiatow optoelektronicznych takich jak:
energooszczedne organiczne diody emitujace swiatto (OLEDs) 1 organiczne tranzystory polowe
(OFETs) czy tez stanowigce odnawialne zrodla energii organiczne ogniwa fotowoltaiczne
(OPVs), ale rowniez w mikroskopii fluorescencyjnej oraz do projektowania i syntezy

luminescencyjnych biomateriatow. 26 127

Pochodne pirenu sg wykorzystywane jako sondy srodowiskowe wrazliwe na zmiany pH
$rodowiska.!** Pomiar pH w komoérkach jest bardzo istotny, poniewaz nadmierne odchylenia

pH w organizmie moga powodowaé szereg choréb neurodegeneracyjnych. Wykazano, ze

132 K. Zhang et al., Theoretical Study of the Mechanism of Aggregation-Caused Quenching in Near-Infrared Thermally Activated Delayed
Fluorescence Molecules: Hydrogen-Bond Effect, J. Phys. Chem. C, 2019, 123, 40, 2470524713

13 A. Wrona-Piotrowicz, A. Makal, J. Zakrzewski, Triflic Acid-Promoted Adamantylation and tert-Butylation of Pyrene: Fluorescent
Properties of Pyrene-Decorated Adamantanes and a Channeled Crystal Structure of 1,3,5-Tris(pyren-2-yl)adamantane, J. Org. Chem., 2020,
85,17, 11134-11139

134 P. L Paris, J. M. Langenhan, E. T. Kool, Probing DNA sequences in solution with a monomer-excimer fluorescence color change, Nucleic
Acids Res., 1998, 26, 3789
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zaburzenia zwigzane z nieregularnym pH w cytoplazmie lub kwasnych blonach komérkowych
sg przyczyna nowotworzenia si¢ zdrowych komorek, choroby Alzheimera i mogg prowadzic¢

do probleméw z uktadem sercowo-plucnym oraz nerwowym.*®

W 2019 roku Chao i wspotpracownicy opisali fluorescencyjny znacznik oparty na pirenie,
potaczony z powszechnie stosowanym akceptorem elektrondéw - benzotiazolem (Rysunek 26).
Pochodna ta wykazywala duze przesuniecie Stokesa (105 nm) oraz czula odpowiedz pH
(pochodna emitowala w zakresie pH od 4,70 do 3,16), umozliwiajac nieinwazyjny pomiar
w zywych komorkach. Stwierdzono, ze zwigzek ten moze by¢ wykorzystywany jako narzedzie

wizualizacyjne w uktadach biologicznych do monitorowania zmian pH.!%3
. N
N \KNE

Rysunek 26. Pochodna pirenu wykorzystywana jako sensor pH w zywych komorkach

Metale przejsciowe tj. zelazo, kobalt, miedZz czy cynk sa niezbedne dla systemu
fizjologicznego. W ludzkim organizmie bialka i enzymy zawierajace te metale petnig istotne
funkcje m.in. uczestniczg w transporcie tlenu, reakcjach redox, magazynowaniu i transporcie
zelaza itp. Z tych powodow poszukiwanie nowych czutych i selektywnych metod identyfikacji
kationéw metali jest bardzo pozadane. Obecnie projektowane sa sondy fluorescencyjne na bazie

pirenu umozliwiajace detekcje kationdw metali, takich jak na przyktad Ag®,!3¢ Au?* 137 pp?*,138

135 J. Chao, M. Li, Y. Zhang, C. Yin, F. Huo, 4 simple fluorescent pH probe and its application in cells, Chem. Pap., 2019, 73, 1481-1488

136y, Fujiwara, Y. Amao, Optical oxygen sensor based on controlling the excimer formation of pyrene-1-butylic acid chemisorption layer onto
nano-porous anodic oxidized aluminium plate by myristic acid, Sens. Actuators B: Chem., 2003, 89, 58-61

1378, 1. Hazarika, B. Dolai and A. K. Atta, Water compatible triazole linked pyrene-CI-glucosyl fluorescent sensor for Au3+ and living cell
imaging studies, J. Mol. Struct., 2020, 1202, 127272

138 C. C. Nagel, J. G. Bentsen, J. L. Dektar, et al. US Patent 1995, 5, 409, 666
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Zn2+ 139, 140 2+ 141
b

czy Hg . Uklady te moga zmienia¢ swoje wiasciwosci fluorescencyjne pod

wptywem kompleksowania kationow srebra, badz reagowac selektywnie z jonami otowiu (IT)

obecnymi w roztworze.*®

Bardzo istotng zaletag metod fluorescencyjnych stanowigcych wazne narzedzie w badaniach
eksperymentalnych, jest mozliwos¢ precyzyjnej analizy mechanizméw molekularnych.
Pozwalaja one na prowadzenie pomiarow w czasie rzeczywistym, w srodowisku roztworu,
z wysoka rozdzielczoscia czasowsg i czutoscia siegajaca pojedynczych czasteczek. Dzieki tym
wlasciwosciom mozliwa jest dokladna charakterystyka oddzialywan typu biatko-biatko,
aktywnos$ci enzymatycznej, zmian konformacyjnych, subkomorkowej lokalizacji biatek oraz

obserwacja dynamiki pojedynczych czasteczek biatkowych w czasie rzeczywistym.'#?

Wewnatrzkomorkowe czasteczki zawierajace grupy tiolowe, takie jak cysteina (Cys),
homocysteina (Heys) oraz glutation (GSH), odgrywaja kluczowa role w utrzymaniu struktur
wyzszego rzedu Kkontrolujacych homeostaze redoks oraz funkcjonowanie biatek.
Nieprawidlowy poziom aminotioli w ptynach ustrojowych moze prowadzi¢ do rozwoju wielu
choréb, w tym choroby Alzheimera, choréb ukladu sercowo-naczyniowego oraz zaburzen
hematopoezy. W 2019 roku zostata zaprojektowana i zsyntetyzowana fluorescencyjna sonda
typu ,turn-on” do wykrywania cysteiny (Cys) - Rysunek 27. W wyniku reakcji addycji
Michaela uktad m-sprzezony sondy ulega zniszczeniu na skutek ataku grupy -SH na wigzanie
podwojne w q,f-nienasyconym ukladzie wegiel-wegiel, co prowadzi do zmiany emisji
fluorescencji. Jednoczes$nie sonda charakteryzuje si¢ wysoka selektywnoscia i czutoscia oraz
niskg granicg detekcji. Eksperymenty obrazowania fluorescencyjnego wykazaty, ze sonda ma
duzy potencjal do wykrywania cysteiny w organizmach. '** Inny przyklad fluorescencyjnego
znakowania cysteiny pochodnymi pirenu zostal opisany w 2020 roku przez Sato
i wspolpracownikow. W swych badaniach opisali metode fluorescencyjnego znakowania reszt
cysteinowych w biatkach i innych biomolekutach. Technika ta wykorzystuje sonde oparta na

pirenie, ktora tworzy ekscimer (dimer) w przypadku bliskiego potozenia dwoch oznakowanych

139 P, Thirupathi and K. H. Lee, 4 ratiometric fluorescent detection of Zn(Il) in aqueous solutions using pyrene-appended histidine, Bioorg.
Med. Chem. Lett., 2013, 23, 6811-6815

140y, Upadhyay, T. Anand, L. T. Babu, P. Paira, G. Crisponi, S. K. Ashok Kumar, R. Kumar and S. K. Sahoo, Three-in-one type fluorescent
sensor based on a pyrene pyridoxal cascade for the selective detection of Zn(ii), hydrogen phosphate and cysteine, Dalton Trans., 2018, 47,
742-749

41y, Zhou, C. Y. Zhu, X. S. Gao, X. Y. You and C. Yao, Hg’"Selective Ratiometric and “Off—On" Chemosensor Based on the
Azadiene—Pyrene Derivative, Org. Lett., 2010, 12, 2566-2569

142 C. P. Toseland, Fluorescent labeling and modification of proteins, J. Chem. Biol., 2013, 6, 85-95

143 J. Chao, M. Lil, Y. Zhang, C. Yin, F. Huo, 4 Fluorescent Probe Based on Pyrene Ring for Detecting Cys and its Application in Biology, J.
Fluoresc., 2019, 29, 1241-1248
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grup pirenowych, co skutkuje batochromowym przesunigciem maksimum emisji. Autorzy
przedstawili zupelnie nowa metode fluorescencyjnego znakowania z wykorzystaniem reakcji
typu ,.click” do wolnych grup -SH. Sonda pirenowa (Rysunek 27) zostata zaprojektowana tak,
aby specyficznie reagowaé z resztami cysteiny, przylaczajac znacznik pirenowy do tych
aminokwaséw. Ta nowatorska metoda znakowania fluorescencyjnego ma potencjal do
szerokiego zastosowania w roznych dziedzinach, w tym jako sonda fluorescencyjna do

diagnostyki choréb.!#*

(0]
7 X NN
T O

J. Chao, M. Lil, Y. Zhang, C. Yin, F. Huo, M. Naya, C. Sato,
J. Fluoresc., 2019, 29, 1241-1248 Int. J. Mol. Sci., 2020, 21, 7550

Rysunek 27. Pochodna pirenu wykorzystywana do znakowana cysteiny

Pochodne bis-pirenu (Rysunek 28) zostaly przebadane pod katem stosowania ich jako
unikatowe sondy bedace potencjalnymi sensorami do monitorowania pH w procesie
endocytozy. Dwie pochodne bis-pirenu zostalty wprowadzone do hydrofobowych miceli
wrazliwych na pH, ktére nastepnie wprowadzono do lizosoméw. W ostatnim etapie
zachodzacym w $rodowisku kwasnym lizosoméw zwiagzki te ulegly samoagregacji
z jednoczesnym wlaczeniem fluorescencji. Proces ten zostal roéwniez powtorzony
w zywych komorkach otrzymujac podobny efekt jak w przypadku prob in vitro, co otwiera

nowa droge dla wysoce czulej diagnostyki molekularnej.'*

4 M. Naya, C. Sato, Pyrene Excimer-Based Fluorescent Labeling of Cysteines Brought into Close Proximity by Protein Dynamics: ASEM-
Induced Thiol-Ene Click Reaction for High Spatial Resolution CLEM, Int. J. Mol. Sci., 2020, 21, 7550

145 7. Duan, Y. J. Gao, Z. Qiao, S. Qiao, Y. Wang, C. Hou, L. Wang, H. Wang, pH-Sensitive Polymer Assisted Self-Aggregation of Bis(pyrene)
in Living Cells In Situ with Turn-On Fluorescence, Nanotechnology, 2015, 26, 355703

59



Rysunek 28. Bis-pireny stosowane do obrazowania lizosomow w srodowisku kwasnym

Kolejnym przyktadem pochodnej pirenowe;j, ktora wykazala potencjal bioaplikacyjny jest
1-(hydroksyacetylo)piren - fluorescencyjny fotowyzwalacz, ktéry zostal wprowadzony jako
nowe narzedzie do obrazowania komorek i ,klatkowania™ alkoholi, fenoli i adenozyny.
Wychodzac z pirenu, do ktoérego przylaczona byta adenozyna, pod wptywem promieniowania
ultrafioletowego  otrzymane zostaly dwie pochodne - 1-(hydroksyacetylo)piren
i 1-acetylopiren (Rysunek 29). W tym przypadku zaobserwowano ciekawe zjawisko polegajace
na uwalnianiu pochodnych pirenu po napromieniowaniu $wiattem UV, co czyni zwigzek ten

przydatnym do kontrolowanych reakcji biochemicznych w komorkach. !4

NH,

(O
I OTO I I
O
‘ ‘ 0><0 ‘ ‘ ‘ ‘

piren z klatka adenozyny 1-acetylopiren 1-(Hydroksyacetylo)piren

OH

Rysunek 29. Pochodne pirenu stosowane do bioobrazowania

W 2019 roku barwnik pireno-pirydyniowy (Rysunek 30) zostal zbadany i opisany przez
Abeywickrama i wspotpracownikdw pod katem zastosowania w mikroskopii fluorescencyjne]
- jako sonda fluorescencyjna do wizualizacji jader komdorkowych w zywych komoérkach. Dzieki
swoim wlasciwosciom fotofizycznym t.j. duzym przesunigciom Stokesa, wysokim

wydajnosciom kwantowym fluorescencji, wysokiej selektywnosci oraz szybkiemu wzbudzeniu

146 A Jana, B. Saha, M. Ikbal, S. K. Ghosh, N. D. P. Singh, /-(Hydroxyacetyl)pyrene A New Fluorescent Phototrigger for Cell Imaging and
Caging of Alcohols, Phenol and Adenosine, Photochem. Photobiol. Sci., 2012, 11, 1558-1566
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przy diugosci fali lasera 488 nm. Pochodna ta moze pelnié¢ funkcje barwnika jader

komérkowych tatwego do detekeji przy uzyciu mikroskopii konfokalnej.'*’

2 T

\\l

Rysunek 30. Barwnik pireno-pirydyniowy stosowany do wizualizacji jader komdrkowych

Opracowano, takzg metode wykrywania heparyny, polisacharydu odpowiedzialnego za
rozrzedzanie krwi, przy uzyciu czujnika opartego na rozpadzie ekscymerdéw pirenu. Metoda ta
jest szybka, umozliwia wizualng detekcje w $rodowisku wodnym oraz charakteryzuje sie¢
wysoka czutoscig 1 selektywnoscig. Czujnik na bazie pirenu (Rysunek 31) cechuje sie prosta
metoda przygotowania, szybka odpowiedzig spektroskopowa, niskim kosztem oraz wysoka
czulo$cig i1 selektywnoscig. Po dodaniu heparyny do roztworu sensora dochodzi do rozpadu
ekscymerdw pirenu, co powoduje spadek emisji ekscymerowej i jednoczesny wzrost emisji
monomerdéw pirenu i zmiany w widmie fluorescencji. Metoda ta moze by¢ stosowana zard6wno

w roztworach buforowych, jak i w probkach surowicy, co czyni jg potencjalnie uzyteczng

Rysunek 31. Pochodna pirenu stosowana do wykrywania heparyny

w zastosowaniach klinicznych.!*8

Innym przyktadem bio uzytecznych pochodnych pirenu jest kompleks z cynkiem (Rysunek
32) opracowany w zespole Zhu w 2016 roku, zaprojektowany jako zwigzek modelowy do

detekcji DNA. Zwiazek ten wykazal duza czutos¢ w wykrywaniu krétkiego jednoniciowego

47 C. S. Abeywickrama, K. J. Wijesinghe, C. B. Plescia, L. S. Fisher, T. Goodson, R. V. Stahelin and Y. Pang, 4 pyrene-based two-photon
excitable fluorescent probe to visualize nuclei in live cells, Photochem. Photobiol. Sci., 2020, 19, 1152-1159

8Y. Qiao, Z. Yao, W. Ge, L. Zhang, H.C. Wu, Rapid and visual detection of heparin based on the disassembly of polyelectrolyte-induced
pyrene excimers, Org. Biomol. Chem., 2017, 15, 2569-2574
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DNA. Co istotne, obecno$¢ tlenu nie wygasza dhlugotrwalej emisji fluorescencyjnej
ekscymerdw, co stanowi uniwersalng technike do opracowywania dlugo $wiecacych sond
fluorescencyjnych do czasowo rozdzielczej detekcji (Zime-resolved Iluminescence)

w $rodowiskach i ukladach zawierajacych tlen.'#

Rysunek 32. Pochodna pirenu stosowana do wykrywania jednoniciowego DNA

W literaturze opisane zostaly przyklady nukleozydéw i analogow zasad nukleinowych

A150,151,152

zawierajgce podstawiony piren stuzacych m.in. do monitorowania struktury DN czy

do biosensingu kwaséw nukleinowych.'>?

Bioobrazowanie opierajace sie na zjawisku fluorescencji w celu prostego i bezposredniego
rozpoznawania aminokwasoéw w czasie rzeczywistym jest bardzo pozadanym rozwigzaniem.
Selektywne wykrywanie i iloSciowe oznaczanie lizyny - niezbednego aminokwasu, bedacego
waznym skladnikiem diety ludzi i zwierzat - jest istotne, poniewaz jej biodostepnos¢ zalezy od
wielu czynnikow. Do tej pory opracowano nieliczne fluorescencyjne sensory lizyny, oparte na
zmianie intensywnosci emisji przy jednej dlugosci fali, a jedyny znany sensor ratiometryczny
nie potrafi odr6zni¢ lizyny od argininy. W zespole badawczym Ghosha opracowano pochodng
pirenu (Rysunek 33), ktéra stanowi uzyteczny ratiometryczny sensor fluorescencyjny, ktory

selektywnie wykrywa lizyne w stezeniach nanomolowych. Zwiazek ten zostat z powodzeniem

497, Zhu, W. Li, C. Yang, Switching monomer/excimer ratiometric fluorescence to time-resolved excimer probe for DNA detection: A simple
strategy to enhance the sensitivity, Sens. Actuators, B, 2016, 224, 31-36

130T, Ono, S.Wang, C. Koo, L. Engstrom, S. S. David, E. T. Kool, Direct Fluorescence Monitoring of DNA Base Excision Repair, Angew.
Chem. Int. Ed., 2012, 51, 1689 —1692

151 B. R. Babu, J. Wengel, Universal hybridization using LNA (locked nucleic acid) containing a novel pyrene LNA nucleotide monomer, Chem.
Comm., 2001, 20, 2114-2115

12M. E. Qstergaard, P. J. Hrdlicka, Pyrene-functionalized oligonucleotides and locked nucleic acids (LNAs): Tools for fundamental research,
diagnostics, and nanotechnology, Chem. Soc. Rev., 2011, 40, 5771-5788

153 Z. He, J. Wu, B. Qiao, H. Pei, Q. Xia, Q. Wu, H. Ju, Target Catalyzed Assembly of Pyrene Labelled Hairpins for Exponentially Amplified
Biosensing, ACS Appl. Bio Mater., 2020, 3, 5342-5349
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zastosowany jako sonda do obrazowania lizyny w komorkach ludzkiego raka piersi (MCF7) za

pomoca mikroskopii fluorescencyjnej.!>*

H,C

Rysunek 33. Pochodna pirenu stosowana do obrazowania komérek nowotworowych raka

piersi

Emisja indukowana agregacja (AIE, aggregation-induced-emission) to wyjatkowy temat
badawczy 1 wlasciwosé, ktéra moze prowadzi¢ do szerokiego zakresu zastosowan, w tym
obrazowania komorkowego, teranostyki, iloSciowego oznaczania analitoéw i specyficznego
wykrywania biologicznie waznych gatunkow. Luminofory wykazujace efekt AIE
charakteryzuja si¢ zdolnoscia do emitowania fluorescencji z wysoka wydajnoscig, a ich
kwantowa wydajnos¢ fluorescencji zwieksza sie¢ podczas agregacji lub krystalizacji. Takie
zwigzki sa nieemisyjne lub stabo emisyjne w rozcienczonych roztworach, ale emituja
intensywnie po utworzeniu agregatoéw. W kierunku rozwoju materiatow aktywnych AIE
opracowano wiele aromatycznych grup sktadajacych si¢ z tetrafenyloetylenu, antracenu,
pirenu, itp. Piren dzieki plaskiej strukturze zawierajacej cztery skondensowane pierscienie
benzenowe, posiada niezwykla ceche delokalizacji elektrondw, ktéra jest wazna we
wlasciwosci AIE. Opracowano liczne materialy aktywne AIE na bazie pirenu w kierunku
zastosowan w zakresie wykrywania, obrazowania i teranostyki. Efektem przeciwnym do AIE
jest wygaszanie emisji wywolane agregacja (ACQ, aggregation-caused quenching). 43 153
Pochodne pirenu wykazujace efekt AIE znalazly rozne zastosowania, np. jako czujniki (sondy

pirenowe wykazujace zjawisko AIE dziataja jako selektywne i czule detektory jonéw metali,

154 A. Ghosh, A. Sengupta, A. Chattopadhyay, D. Das, Lysine Triggered Ratiometric Conversion of Dynamic to Static Excimer of a Pyrene
Derivative: Aggregation-Induced Emission, Nanomolar Detection and Human Breast Cancer Cell (MCF7) Imaging, Chem. Commun., 2015,
51, 11455-11458

155 M. Shellaiah, K. W. Sun, Pyrene-Based AIE Active Materials for Bioimaging and Theranostics Application, Biosensors, 2022, 12, 550
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np. Cu?, Fe**, AP* oraz jonow H" ', do bioobrazowania oraz w badaniach

teranOSt}’CZﬂyCh,157’ 158, 159

Pochodne pirenu sg powszechnie stosowanymi materiatami do produkeji bioczujnikéw ze
wzgledu na duza trwalo$¢ chemiczna, wysoka wydajnos¢ kwantowa fluorescencji, dtugie czas
zycia fluorescencji oraz fluorescencje zalezng od $rodowiska. Wezesniej opisane pochodne
pirenu znajduja zastosowanie jako sensory pH - jako sondy Srodowiskowe jak i sondy
molekularne stosowane in vivo. Pochodne pirenu znajdujg szerokie zastosowanie jako
fluorescencyjne sensory do identyfikacji jonéw metali oraz aniondéw. Jako sensory stanowig
doskonate wsparcie w analizie zanieczyszczen wody, ocenie niedoborow/nadmiaru metali oraz
w diagnostyce i1 leczeniu nowotworéw. Wykrywanie toksycznych metali ciezkich przyczynia
sie¢ do ochrony srodowiska a takze znajduje zastosowanie w $ledzeniu zanieczyszczen
produktéw zywnosciowych i farmaceutycznych. Ponadto, w literaturze znajduje si¢ wiele
informacji o stosowaniu pochodnych pirenu jako sond temperaturowych, sond do detekcji
gazow czy fotosensybilizatorow. Tak szeroka stosowalnos¢ pochodne pirenowe zawdzieczaja

unikatowym wlasciwosciom fotofizycznym.

Interesujagca wiasciwoscia fotofizyczna pirenu i jego pochodnych jest dualna emisja
w roztworze, ktorag mozna kontrolowa¢ - emisja moze pochodzi¢ od monomerow lub
ekscymerdw. Gtowna zaleta stosowania pirenu i jego pochodnych do analizy badanych probek
jest jego wysoki wspotezynnik ekstynkcji, ktory pozwala na badania przy uzyciu minimalnych
ilosci biomolekut. Ponadto, dodatkowym atutem stosowania pochodnych pirenowych jest
prosta i bezpieczna detekcja za pomoca nieinwazyjnych metod spektroskopowych. Pochodne
pirenowe dzigki mozliwosci projektowania i kontrolowania wiasciwosci fotofizycznych
umozliwiaja syntez¢ specjalistycznych sond molekularnych umozliwiajacych badanie
odziatywan w bialkach, analize struktur nici DNA oraz RNA, bioobrazowanie organelli

w komorkach zdrowych, ale i do obrazowania komorek nowotworowych.

156 Md. M. Islam, Z. Hu, Q. Wang, C. Redshaw, X. Feng, Pyrene-based aggregation-induced emission luminogens and their applications,
Mater. Chem. Front., 2019, 3, 762-781

157 C. Zhang, X. Pan, S. Cheng, A. Xie, W. Dong, Pyrene Derived Aggregation-Induced Emission Sensor for Highly Selective Detection of
Explosive CL-20, J. Luminescence, 2021, 233, 117871

158 X, Yang, Z. Zhao, H. Ran, J. Zhang, L. Chen, R. Han, X. Duan, H. Sun, J. Y. Hu, New Pyrene-Based Butterfly-Shaped Blue AIEgens:
Synthesis, Structure, Aggregation-Induced Emission and Their Nondoped Blue OLED, Dye. Pigment., 2020, 173, 107881

159 R. Kumari, D. Sunil, Emerging Trends in Aggregation Induced Emissive Luminogens as Bacterial Theranostics, J. Drug Target., 2021, 29,
793-807
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CZESC BADAWCZA

5. Omoéwienie wynikow
5.1. Synteza N-niepodstawionych oraz metalokarbonylowych

pochodnych maleimidu i sukcynimidu

Nawigzujac do czesci literaturowej bromopochodne maleimidu stanowig ciekawa klase
zwigzkow, ktore z powodzeniem znajduja zastosowanie w modyfikacji biomolekul. Z tego
powodu postanowilam w ramach rozprawy doktorskiej podja¢ probe wykorzystania
bromopochodnych maleimidu oraz ich metalokarbonylowych analogéw do znakowania
bioczasteczek. W tym  celu  wymienione  zwigzki = poddalam  reakcjom
z tiolami o znaczeniu biologicznym. Dla wszystkich badanych zwigzkow przeprowadzitam
analize spektroskopowa i masowa. Wykonane zostaly rowniez badania biologiczne w celu
okreslenia potencjatu aplikacyjnego do znakowania bioczasteczek. W moich badaniach
wykorzystatam rowniez fakt, ze pochodne (di)bromomaleimidu moga postuzy¢é do

mostkowania biomolekut (rebridging).

W pierwszej kolejnosci zdecydowatam sie przeprowadzi¢ reakcje bromopochodnych
maleimidu (oraz ich metalokarbonylowych analogdw) z tiolami o znaczeniu biologicznym -

estrem metylowym N-acetylocysteiny (Cys) oraz tetraoctanem tioglukozy (Gluc).

Pierwszym etapem moich badan byta synteza monobrompochodnej maleimidu, a nastepnie
metalokarbonylowych analogdéw mono- i dibromomaleimidu. W pierwszej kolejnosci
zsyntezowatam 2-bromomaleimid (Schemat 21). Dostepny handlowo maleimid poddalam
reakcji bromowania za pomocg bromu czasteczkowego, a jako rozpuszczalnik uzytam
chloroform zgodnie z procedurg opisang w literaturze (Chem. Commun., 2009, 6583-6585).
Reakcje prowadzitam przez 2 godziny w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika.
2,3-dibromosukcynimid otrzymatam z 80% wydajnoscia, a nast¢pnie poddatam go reakcji
eliminacji (-HBr) prowadzonej w kwasie octowym, w obecnosci octanu sodu (Schemat 21).
Strukture 2-bromomaleimidu (BM) potwierdzilam poprzez poréwnanie widm 'H NMR

z danymi literaturowymi.
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Schemat 21. Synteza BM

Kolejnym etapem mojej pracy badawczej byta synteza jodku - CpFe(CO).1 (Fpl), ktory jest
niezbedny do syntezy metalokarbonylowych pochodnych maleimidu. Fpl otrzymalam na
drodze reakcji dimeru (cyklopentadienylo) dikarbonylzelaza(Il) z jodem czasteczkowym
(Schemat 22) otrzymujac produkt w postaci bordowo-fioletowych krysztatdow.

0
P o NS
T G — TN Y
oc " 50°C, 45 min co
o
Fpl

Schemat 22. Synteza Fpl

Nastepnie zsyntezowatam metalokarbonylowe pochodne monobromo- i dibromo-
maleimidu  CpFe(CO)2(n'-2-bromomaleimidato)  Fp-BM  oraz  CpFe(CO)2(n!-2,3-
dibromomaleimidato) Fp-DBM (Schemat 23). Synteze obu kompleksow przeprowadzitam na
drodze fotochemicznej reakcji Fpl 2z pochodnymi bromomaleimidu prowadzonej
w obecnosci diizopropyloaminy (DIPA). Obie procedury zostaly opracowane wczesniej w
zespole profesor Bogny Rudolf. Produkty reakcji oczyscitam za pomoca chromatografii

kolumnowej, a ich strukture potwierdzitam poprzez poréwnanie widm 'H NMR z danymi

literaturowymi.
(0]
Br
DIPA, hv
I NH + I—/Fe\ N—Fe
CcO
R oC toluen
[0]
R=H, Br
BM Fpl Fp-BM (70%)
DBM Fp-DBM (75%)

Schemat 23. Synteza Fp-BM i Fp-DBM
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Dodatkowo, strukture zwigzku potwierdzitam za pomoca spektroskopii w podczerwieni,
ktora pozwala w tatwy sposéb zidentyfikowaé grupy C=0O, gdyz karbonylki wykazuja
charakterystyczne pasma drgan rozciagajacych w zakresie 1850-2100 cm’.

W przypadku zwigzku Fp-BM pasma drgan rozciagajacych dwoch ligandow -CO
znajdujacych sie w czasteczce obecne sa odpowiednio przy 1993 i 2056 cm™ (Rysunek 34).
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Rysunek 34. Widmo FT-IR zwiazku Fp-BM

W przypadku zwiazku Fp-DBM pasma drgan rozciagajacych dwoch ligandéw
karbonylkowych znajdujacych sie w czasteczce obecne sa odpowiednio przy 1996 i 2042 cm’!
(Rysunek 35).
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Rysunek 35. Widmo FT-IR zwigzku Fp-DBM

Nastepnym etapem mojej pracy badawczej byto sprawdzenie reaktywnosci BM, DBM oraz
ich metalokarbonylowych pochodnych - Fp-BM i Fp-DBM wzgledem grup tiolowych

obecnych w bioczasteczkach.

W pierwsze] kolejnosci podjetam prébe funkcjonalizacji estru metylowego
N-acetylocysteiny (Cys) za pomocg N-niepodstawionych bromomaleimidow. Prace
rozpoczetam od reakcji BM z Cys (Schemat 24). Prowadzilam ja w metanolu, w obecnosci

octanu sodu. W analogiczny sposob przeprowadzitam reakcje DBM z Cys (Schemat 25).

Synteze TM-Cys prowadzitam 20 min. w temperaturze pokojowe;j. Po zakonczeniu reakcji
usuwatam rozpuszczalnik pod zmniejszonym cisnieniem, a surowy produkt oczyscitam za
pomoca chromatografii kolumnowej. Budowe produktu oraz czystos¢ okreslitam metodami

spektroskopowymi: 'H i 1*3C NMR, IR oraz HRMS (High-Resolution Mass Spectrometry).

(o)
leq leq JI\
o) HN CH,
(o) (o)
Br S OCH;
HS OCH3; NaOAc
HN + —» N
HN CH; McOH 0
) \"/
o (o)
BM Cys TM-Cys (93%)

Schemat 24. Synteza TM-Cys
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W widmie '"H NMR (600MHz, MeOD) zwiazku TM-Cys obecny jest singlet przy 1,99 ppm
od trzech protonow grupy metylowej podstawnika acetylowego, nastepnie multiplet w zakresie
3,29-3,33 ppm i dublet dubletéw przy 3,49 ppm o stalych sprzezenia odpowiednio J; = 4,8 Hz,
J> = 13,8 Hz pochodzace kazdy od jednego protonu grupy metylenowej potaczonej
bezposrednio z atomem siarki. Kolejnym sygnalem jest singlet przy 3,77 ppm odpowiadajacy
trzem protonom grupy -OCHj3, oraz dublet dubletéw przy 4,76 ppm o stalych sprzezenia J; =
5,1 Hz i J> = 8,1 Hz odpowiadajacy protonowi grupy metinowej potaczonej z grupg -NH
cysteiny. Najdalej przesunietym sygnalem w widmie jest singlet przy 6,34 ppm pochodzacy od
protonu przylagczonego do atomu wegla wigzania podwdjnego C=C obecnego w pierscieniu

maleimidowym.

W widmie '3C NMR (150MHz, MeOD) zwiazku TM-Cys obecne sa sygnaty pochodzace
od atoméw wegla grup karbonylowych: przy 172,0, 170,7, 170,2 i 169,0 ppm. Sygnat przy
150,3 ppm pochodzi od atoméw wegla tworzacych wigzanie podwojne C=C, a sygnatl
pochodzacy od atomu wegla zwigzanego z atomem siarki znajduje si¢ przy 119.4 ppm. Kolejno
w widmie obecne sg sygnaly pochodzace od alkilowych atomow wegla - przy 51,8 ppm
(-OCH3), 50,9 ppm (-HC-NH), 32,2 ppm (-H2C-S-), 20,9 ppm (-CH3).

W  widmie IR obecne sg charakterystyczne pasma drgan grupy -NH przy
3312 cm™ oraz pasma drgan grup C=0O obecnych w czasteczce odpowiednio przy 1754
i 1710 cm™. Dodatkowo dla TM-Cys zostalo wykonane widmo masowe wysokiej
rozdzielczosci HRMS (ESI), ktore potwierdzilo powstanie tego zwigzku.

Nastepnie podjetam probe syntezy DTM-Cys (Schemat 25). Reakcje prowadzitam 30 min.
w temperaturze pokojowej. Nastepnie surowy produkt oczyscitam chromatograficznie, a jego
strukture i czysto$¢ okreslitam wykonujace analizy spektroskopowe: 'H i 3C NMR, IR oraz
HRMS.
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o H;C OCH,
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HS OCH;3; NaOAc (0]
HN + —— HN l
HN CH, McOH 0
Br \"/ S
(o) (o)
o H;C OCH;
NH

BM Cys O DBM-Cys (85%)

Schemat 25. Synteza DTM-Cys
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W widmie 'H NMR (600 MHz, DMSO-d6) zwiazku DTM-Cys obecny jest singlet przy
1,84 ppm pochodzacy od szesciu protonow dwodch rownocennych grup metylowych
podstawnikdw acetylowych, nastepnie dwa dublety: pierwszy przy 3,39 ppm o statej sprzgzenia
J = 8,4 Hz oraz drugi przy 3.41 ppm o stalej sprzezenia J = 9,0 Hz, pochodzace od dwoch
protonow grupy metylenowej polaczonej z atomem siarki; singlet przy 3,70 ppm odpowiada
szesciu protonom dwoch grup metoksylowych, dwa dublety odpowiadajg jednemu protonowi
drugiej grupy metylenowej potaczonej bezposrednio z atomem siarki - przy 3,70 ppm o stalej
sprzezenia J = 4,8 Hz oraz przy 3,73 ppm o takiej samej wartosci stalej sprzezenia. Kolejnym
sygnatem jest multiplet w zakresie 4,48-4,52 ppm odpowiadajacy dwom protonom dwoch grup
metinowych znajdujacych sie w sasiedztwie grupy -NH fragmentu cysteinowego. Najdalej
przesuniete sygnaly w widmie pochodza od protondw grup aminowych - dublet przy 8,45 ppm
o stalej sprzezenia J = 7,8 Hz odpowiadajacy dwom protonom grup aminowych cysteiny oraz
poszerzony singlet przy 11,21 ppm pochodzacy od protonu grupy -NH obecnej w pierscieniu

maleimidowym.

W widmie *C NMR (150MHz, DMS0-d6) zwiazku DTM-Cys obecne sa sygnaly atoméw
wegla grup C=0: przy 171,0, 169,9 i 167,6 ppm, sygnal pochodzacy od atoméw wegla
tworzacych wigzanie podwojne C=C pierscienia maleimidowego - 136,5 ppm, a nastepnie
obecne sg sygnaly pochodzace od alkilowych atoméw wegla - przy 52,8 ppm (-OCH3), 52,7
ppm (-HC-NH-), 32,4 ppm (-H>C-S-) oraz sygnaty od atomow wegla grup metylowych przy
22,7 ppm.

W widmie IR obecne sa charakterystyczne pasma drgan grupy -NH przy 3382
i 3344 cm™ oraz pasma grup C=0 odpowiednio przy 1768 i 1725 cm™.. Dla zwigzku DTM-Cys
wykonatam analize HRMS (ESI) - m/z: obliczona dla CioH12N2OsSH [M+H]" 273,0540,
wyznaczona 273,0540.

Dodatkowo, dla zwigzku DTM-Cys uzyskalam monokrysztaty, ktore pozwolity mi
jednoznacznie potwierdzi¢ strukture uzyskanego produktu oraz dostarczyly informacji

dotyczacych oddziatywan wystepujacych na poziomie molekularnym.

Badania rentgenostrukturalne zostaly wykonane w zespole dr hab. Anny Makal, prof. UW
z Uniwersytetu Warszawskiego. Struktura czasteczkowa pochodnej zostata przedstawiona na
Rysunku 36. Analiza rentgenostrukturalna dostarcza informacji o tworzeniu si¢
wewnatrzezasteczkowych wigzan wodorowych miedzy atomami wodoru grup -NH oraz

atomami tlenu grup karbonylowych cystein. Dwa podstawniki aminokwasowe ukladaja si¢
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podobnie na wzor antyréwnoleglej f-kartki wystepujacej w strukturze biatek i sg stabilizowane
przez  dwa  krétkie  wewnatrzczasteczkowe — wigzania  wodorowe.  Obecnos¢
wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych wplywa zaréwno na ksztalt przestrzenny

czasteczek, jak 1 wlasciwosci fizykochemiczne.

Rysunek 36. Struktura czasteczkowa DTM-Cys

Analiza upakowania czasteczki w komorce elementarnej (Rysunek 37) umozliwia
okreslenie trojwymiarowej budowy czasteczek oraz sposobu ich wzajemnego ulozenia w sieci
krystalicznej. W pojedynczej komdrce elementarnej obecne sa cztery czasteczki DTM-Cys.
Ponadto, mozna zaobserwowac tworzenie si¢ wigzan wodorowych miedzy dwoma
podstawnikami cystein w uktadzie maleimidowym jednej czasteczki, a atomami tlenu grupy

karbonylowej podstawnika cysteinowego drugiej czasteczki.

Rysunek 37. Upakowanie w komérce elementarnej DTM-Cys

Wedlug danych literaturowych  dipodstawienie atoméw bromu w  reakcji
dibromomaleimidéw z grupami tiolowymi prowadzi do otrzymania produktéw wykazujacych
fluorescencje (Chem. Commun., 2009, 658-6585; JACS, 2013, 135, 2875-2878).

We wspomnianych w literaturze reakcjach stosowano rozne tiole, m.in. butano-1-tiol,
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2-merkaptoetanol czy ester metylowy N-(tert-butoksykarbonylo)-L-cysteiny. Na drodze reakcji

w/w tioli z dibromomaleimidem otrzymano ditiomaleimidy, ktore wykazywaly fluorescencje.

Otrzymany przeze mnie produkt na drodze reakcji DBM z Cys (Schemat 26) jest zwigzkiem
nieopisanym do tej pory w literaturze i w odroznieniu od monopodstawionej pochodne;j
TM-Cys wykazuje wlasciwosci fluorescencyjne. DTM-Cys wykazuje w ciele stalym zielong

barwe fluorescencji, a w roztworze niebieska (Rysunek 38).

Rysunek 38. Fluorescencja DTM-Cys w metanolu

W celu scharakteryzowania wlasciwosci fotofizycznych zarejestrowalam widmo

absorpcyjne i emisyjne zwiazku DTM-Cys w roztworze acetonitrylu (Rysunek 39).
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Rysunek 39. Widmo absorpcyjne i emisyjne DBM-Cys w roztworze
acetonitrylu (¢c=10~ mol/l)

Nastepnie przystgpitam do przeprowadzenia analogicznej reakcji dla kompleksow
metaloorganicznych. Jako pierwsza przeprowadzitam reakcje metalokarbonylowej pochodne;j
Fp-BM z Cys (Schemat 26). Zaobserwowalam, ze w zaleznosci od czasu prowadzenia reakcji

oraz od uzytej ilosci rownowaznikéw Cys otrzymatam produkt monopodstawienia z 70%
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wydajnoscig lub produkt podstawienia i addycji do wigzania podwdjnego z 93% wydajnoscia

(mieszanina diastereoizomerow).
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Schemat 26. Synteza Fp-TM-Cys i Fp-DTS-Cys

Produkt monopodstawienia otrzymatam w reakcji Fp-BM z 1,1 rownowaznikiem Cys.
Natomiast na drodze reakcji 2,2 rownowaznika estru z Fp-BM otrzymatam mieszaning dwoch
diastereoizomerow Fp-DTS-Cys w stosunku 70:30, ktore rozdzielilam na drodze
chromatografii kolumnowej, a budowe wyzej wymienionych produktow oraz ich czystos¢

ustalilam metodami spektroskopowymi 'H i *C NMR, IR oraz HRMS.

W widmie protonowego rezonansu magnetycznego zwigzku Fp-TM-Cys (400MHz,
CD2Cl») obecny jest singlet przy 1,84 ppm od trzech protonéw grupy metylowej podstawnika
acetylowego, nastepnie multiplet w zakresie 3,23-3,39 ppm od dwoch protondw grupy
metylenowej polaczonej bezposrednio z atomem siarki. Nastgpnymi obecnymi w widmie
sygnatami sg singlet przy 3,75 ppm od trzech protonéw grupy -OCH3 oraz multiplet w zakresie
4,81-4,86 ppm odpowiadajacy protonowi grupy -CH polaczonej z grupg -NH cysteiny. Singlet
przy 5,07 ppm odpowiada pigciu protonom pierscienia cyklopentadienylowego, a singlet przy
6,22 ppm pochodzi od protonu przylaczonego do atomu wegla wigzania podwdjnego obecnego
w pierscieniu maleimidowym. Najdalej przesunietym sygnalem w widmie jest dublet przy
6,39 ppm, ktérego stala sprzgzenia wynosi J = 6,4 Hz pochodzacy od jednego protonu
grupy -NH.
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W widmie '*C NMR (75MHz, CD,Cl) zwigzku Fp-TM-Cys sygnat przy 212,3 ppm
potwierdza obecno$¢ karbonylkow w czasteczce, a nastepne sygnaly pochodza od atoméw
wegla grup C=0: 6 179.4, 170,5 ppm. Kolejne sygnaly pochodza od atomow wegla tworzacych
wigzanie podwdjne pierscienia maleimidowego - przy 151,6 ppm oraz przy 124,4 ppm. Kolejny
sygnal przy 85,0 ppm odpowiada pieciu réwnocennym atomom wegla pierscienia
cyklopentadienylowego. Kolejne sygnaty pochodza od alkilowych atoméw wegla - przy 52,8
ppm (-HC-NH-), 51,3 ppm (-OCH3), 33,5 ppm (-H2C-S-) oraz sygnat przy 22,7 ppm od atomu
wegla grupy metylowe;j.

Identyfikacje diastereoizomerow Fp-DTS-Cys oraz okreslenie ich konfiguracji umozliwita
mi analiza spektroskopowa. Widma 'H NMR obu diastereoizomeréw roznia sie jedynie
przesuni¢ciem i multipletowosciga dwoch protonéw uktadu sukcynimidowego - co wynika
z faktu, iz w konfiguracji trans protony te nie sprzegaja sie ze sobg (Rysunek 40) - widoczne sg
dwa singlety przy 3,49 i 3,45 ppm, natomiast w konfiguracji cis protony moga si¢ ze sobg
sprzega¢ (Rysunek 41). W widmie protonowym diastereoizomeru cis obecne sg dwa dublety -
pierwszy przy 3,99 ppm o statej sprzezenia J = 8,1 Hz oraz drugi dublet przy 4,07 ppm o stalej
sprz¢zenia J = §,1Hz.

W widmie '"H NMR (400MHz, CD,Cl,) izomeru trans obecne sa dwa singlety od szesciu
protondéw grup metylenowych - pierwszy przy 2,01 ppm oraz drugi przy 2,02 ppm. Multiplety
w zakresie 3,0-3,06 ppm oraz 3,31-3,41 ppm odpowiadajg dwom protonom grup metylowych
kazdy potaczonych bezposrednio z atomami siarki. Singlet przy 3,45 ppm oraz singlet przy 3,49
ppm odpowiadajg protonom pierscienia sukcynimidowego 1 sa charakterystycznymi sygnatami
umozliwiajagcymi okreslenie konfiguracji diastereoizomeru. Kolejne sygnaty pochodza od
szesciu protonow grup metoksylowych - singlet przy 3,72 ppm oraz singlet przy 3,73 ppm. Dwa
multiplety (w zakresie 4,70-4,74 1 4,84-4,89 ppm) pochodza od protonow dwoch grup -CH-.
Kolejny sygnat przy 5,06 ppm odpowiada pieciu protonom pierscienia cyklopentadienylowego.
Dublet przy 7,05 ppm, ktérego stata sprzezenia wynosi J = 7,2 Hz oraz dublet przy 7,69 ppm,
o statej sprzezenia J = 7,6 Hz pochodza od dwoch protonow grup -NH.
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Rysunek 40. Widmo 'H NMR diastereoizomeru trans Fp-DTS-Cys w CD,Cl, (300 MHz)

W widmie weglowym (75MHz, CD,Cly) diastereoizomeru trans sygnaty obecne przy 212,3
1 212,2 ppm odpowiadajg atomom wegla dwdch karbonylkéw, a sygnaty przy 6 186,8, 1863,
171,1, 170,9, 170,1 ppm pochodza od grup karbonylowych. Sygnat przy 85,2 ppm odpowiada
pigciu réwnocennym atomom wegla pierscienia cyklopentadienylowego. Kolejne sygnaly
pochodza od alkilowych atomow wegla - 0 52,5 ppm (-OCHj3), 52,0 ppm (atomy wegla
wigzania C—C w uktadzie sukcynimidowym), 50,9, 49,2 ppm (-HC-NH-), 35,7 i 34,3 ppm
(-H2C-S-) oraz 22,7122,6 ppm (-CH3). W widmie IR obecne sa charakterystyczne dla ligandow
karbonylkowych pasma drgan przy 2046 i 1997 cm™ oraz pasma drgan grup karbonylowych
przy 174111638 cm™.

W widmie 'H NMR (300MHz, CD>Cl,) izomeru cis (Rysunek 41) obecny jest singlet przy
2,04 ppm odpowiadajacy szesciu protonom grup metylowych. Nastepnie obecne sg dwa
multiplety w zakresie 2,98-3,09 ppm oraz 3,25-3,34 ppm - kazdy z sygnatow odpowiada dwom
protonom grup metylenowych potaczonych bezposrednio z atomami siarki. Singlet przy 3,73
ppm oraz singlet przy 3,74 ppm odpowiadajg trzem protonom grup metoksylowych kazdy.
Nastepnie obecne sg dwa dublety umozliwiajace okreslenie konfiguracji diastereoizomeru,
pierwszy przy 3,99 ppm, o stalej sprzgzenia J = 8,1 Hz, drugi dublet, o tej samej wartosci statej
sprz¢zenia znajduje si¢ przy 4,07 ppm. Sygnaly dla diastereoizomeru cis sg przesunigte
w kierunku wyzszych wartosci oraz r6znig si¢ multipletowoscia od sygnatow zarejestrowanych

dla diastereoizomeru trans. Dwa multiplety (w zakresie 4,72-4,78 i1 4,81-4,86 ppm) pochodza
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od dwoch protonéow grup -CH bezposrednio polaczonych z grupami -NH cysteiny.
W przypadku diastereoizomeru cis sygnal odpowiadajacy pieciu protonom pierscienia
cyklopentadienylowego jest singletem znajdujacym si¢ przy 5,06 ppm. Dublet przy 7,02 ppm
o stalej sprzezenia J = 6,6 Hz oraz dublet przy 7,72 ppm o stalej sprzezenia J = 7,5 Hz pochodza

od dwdch protonow grup -NH cystein.
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Rysunek 41. Widmo 'H NMR diastereoizomeru cis Fp-DTS-Cys w CD,Cl> (300 MHz)

W widmie '3C NMR (75MHz, CD,Cl,) diastereoizomeru cis sygnat pochodzacy od
karbonylkow obecny jest przy 212,3 ppm, natomiast sygnaly atomoéw wegla grup
karbonylowych przy & 187.3, 186,7, 171,2, 171,1, 170,3, 170,2 ppm. Nastepnie obecny jest
przy 85,3 ppm sygnat pieciu rownocennych atomow wegla pierscienia cyklopentadienylowego.
Kolejne sygnaty pochodza od alkilowych atoméw wegla - 52,5 ppm (-OCH3), sygnat przy 52,0
ppm pochodzi od atomdéw wegla wigzania C-C pierscienia sukcynimidowego, sygnaly przy
50,9 1 49,2 ppm pochodza od atomdéw wegla grup metylowych bezposrednio zwigzanych
z grupg -NH. Sygnaly przy 35,7 i 34,3 ppm pochodza od atoméw wegla grup -CH» (-H2C-S-)
oraz atomow wegla grup -CHjs przy 22,7 1 22,6 ppm.

Nastepnie postanowilam otrzymaé Fp-DTS-Cys na drodze reakcji dwuetapowej. W tym
celu uzytam zsyntezowany i oczyszczony Fp-TM-Cys, ktory poddatam ponownie reakcji
z Cys Okazalo sie, ze w przypadku reakcji dwuetapowej rowniez tworzy si¢ mieszanina

diastereoizomerow, ale w stosunku 1:1 (Schemat 27).
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Schemat 27. [I-etapowa metoda syntezy Fp-DTS-Cys

Kolejnym krokiem bylo otrzymanie pochodnej Fp-DTM-Cys - w tym celu
przeprowadzitam reakcje Fp-DBM 2z estrem metylowym N-acetylocysteiny, w ktorej
otrzymatam z 70% wydajnoscig dipodstawiong pochodng Fp-DTM-Cys (Schemat 28).
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Schemat 28. Synteza Fp-DTM-Cys

Identyfikacje produktu reakcji przedstawionej na Schemacie 28 dokonatam na podstawie
analiz spektroskopowych. W widmie 'H NMR (400MHz, CD,Cl,,) singlet przy 1,99 ppm
odpowiada szesciu protonom dwodch grup metylowych podstawnikow acetylowych, a nastepny
sygnat pochodzi od czterech protondw dwoch grup metylenowych potaczonych bezposrednio
z atomami siarki - dublet przy 3,67 ppm o statej sprzezenia J = 5,2 Hz. Kolejnym sygnatem jest
singlet przy 3,71 ppm od szesciu protonow dwoch grup -OCH3; oraz multiplet
w zakresie 4,82-4,86 ppm odpowiadajacy dwom protonom grup metinowych bezposrednio
potaczonych z grupami -NH cysteiny. Nastepnie, przy 5,09 ppm obecny jest singlet
odpowiadajacy pieciu protonom pierscienia cyklopentadientlowego. Najbardziej przesunietym
sygnatlem obecnym w widmie jest dublet przy 7,12 ppm o stalej sprzezenia J = 7,2 Hz
odpowiadajacy dwdém protonom grup -NH.
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W widmie '3C NMR (75MHz, CD>Cl,) zwiazku Fp-DTM-Cys obecne sa sygnaly atomow
wegla grup karbonylkowych - przy 212.9, 212,6 ppm. Sygnaly pochodzace od atomow wegla
grup karbonylowych znajdujg sie przy 177.5, 171,2, 169,8 ppm, natomiast sygnat przy 140,1
ppm odpowiada atomom wegla tworzacym wigzanie podwdjne C=C. Sygnal znajdujacy sie
przy 85,2 ppm pochodzi od pieciu réwnocennych atomow wegla pierscienia
cyklopentadienylowego. Kolejne sygnaty pochodza od alkilowych atoméw wegla - przy 52,8
ppm (-OCH3), 52,6 ppm (-HC-NH-), 33,5 ppm (-H2C-S-) oraz 22,7 ppm (-CH3).

W widmie IR obecne sg charakterystyczne dla karbonylkow pasma drgan rozciggajacych
przy 2045 i 1995 cm™. Dodatkowo powstanie produktu Fp-DTM-Cys zostalo potwierdzone
przy pomocy analizy HRMS (ESI).

W odréznieniu od DTM-Cys, Fp-DTM-Cys nie wykazuje fluorescencji, co mozna
wytlumaczy¢ obecnoscig fragmentu metalokarbonylowego potaczonego z atomem azotu. Brak
whasciwoscei fluorescencyjnych jest prawdopodobnie zwigzany z wystepowaniem ,efektu

atomu ciezkiego”, ze wzgledu ma obecno$¢ atomu zelaza w czasteczce.

Wyzej opisane reakcje potwierdzaja wysoka reaktywnos$¢ pochodnych bromomaleimidu
w reakcjach z grupami tiolowymi. W reakcji substytucji atomu bromu w BM oraz w Fp-BM
otrzymatam produkty monopodstawienia (TM-Cys i Fp-TM-Cys) z zadawalajacymi
wydajnosciami, a w przypadku reakcji Fp-BM z dwoma réwnowaznikami estru metylowego
N-acetylocysteiny otrzymalam pochodng sukcynimidowa - Fp-DTS-Cys. Z kolei na drodze
reakcji DBM oraz jego metalokarbonylowej pochodnej - Fp-DBM z Cys, otrzymatam
ditiomaleimidy (DTM-Cys i Fp-DTM-Cys). Ponadto, zgodnie z doniesieniami opisanymi

w literaturze pochodna DTM-Cys, podobnie jak inne ditiomaleimidy wykazuje fluorescencje.

Wybdr Cys jako zrodta wolnych grup tiolowych nie byl przypadkowy - cysteina jest
naturalnym budulcem lancuchow peptydowych, a w strukturach peptydéw oraz biatek wolne
grupy tiolowe tworza mostki dwusiarczkowe. Reakcje te stanowity podstawe do zaplanowania
eksperymentéw polegajacych na modyfikacji biomolekul - tancuchow peptydowych oraz

bialek przy uzyciu bromopochodnych maleimidu.

Zaciekawiona reaktywnosciag bromomaleimidow w reakcjach substytucji postanowitam
przeprowadzi¢ reakcje DBM i Fp-DBM z inng aktywna biologicznie czasteczka, ktora zawiera
grupe tiolowa. Do dalszych modyfikacji wybratam tetraoctan tioglukozy (Gluce), ktéra jest
zwigzkiem szeroko przebadanym biologicznie. Zwigzek ten ma wigksza zdolnos¢ do

przenikania przez blony komoérkowe i moze utatwiaé transport do wnetrza komoérki. Oprocz
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tego, pochodne glukozy zawierajagce grupe tiolowa reaguja tatwo 2z pochodnymi

dibromomaleimidu i byly ostatnio wykorzystane bioobrazowania, np. hepatocytow myszy
(Molecules 2023, 28, 7184).

Kolejng czes¢ badan rozpoczetam od reakeji tetraoctanu tioglukozy (Gluc) z DBM 1 Fp-
DBM (Schemat 29).
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Schemat 29. Synteza DTM-Gluc i Fp- DTM-Gluc

W pierwszej kolejnosci przeprowadzitam reakcje DBM z tetraoctanem tioglukozy,
w metanolu w obecnosci octanu sodu. Reakcje zakonczylam po okoto 10 minutach, gdy

zaobserwowalam wypadanie zottego osadu. Produkt reakcji oczyscitam chromatograficznie,

a oczyszczony ditiomaleimid DTM-Glue scharakteryzowalam metodami spektroskopowymi.

W widmie 'H NMR zwigzku DTM-Gluc (Rysunek 42) obecne s3 sygnaly pochodzace od
protonow  grup  acetylowych -  singlet przy 2,09 ppm  odpowiadajacy
12 protonom oraz dublet przy 2,04 ppm, o stalej sprzezenia J = 7,2 Hz odpowiadajacy dwunastu
protonom. Kolejne obecne w widmie sygnaly pochodza od protonow pierscienia cukrowego:
multiplet w zakresie 3,84-3,87 ppm od dwoéch protondéw; dublet przy 4,11 ppm
o stalej sprzezenia.J = 2,4 Hz odpowiada jednemu protonowi; dwa dublety przy 4,24 1 4,26 ppm
o takiej samej warto$ci stalej sprzezenia J = 4,8 Hz kazdy pochodzacy od jednego protonu;

multiplet w zakresie 5,07-5,11 ppm od dwoch protondw; dwa tryplety przy 5,14 1 5,30 ppm dla
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ktérych wartosci stalych sprzezenia wynoszacych odpowiednio J = 9,9 Hz i J = 9,3 Hz

odpowiadaja dwom protonom kazdy, oraz dublet przy 5,89 ppm o stalej sprzgzenia J= 10,2 Hz

od dwdch protonow. Najdalej przesunietym sygnatem jest poszerzony singlet przy 7,72 ppm

odpowiadajacy jednemu protonowi grupy -NH obecnej w pierscieniu maleimidowym.
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Rysunek 42. Widmo '"H NMR DTM-Gluc CDCI; (600 MHz)

Widmo *C NMR DTM-Glue (Rysunek 43) dostarczylo informacji m.in. dotyczacych

karbonylowych atoméw wegla o: 170,6, 170,3, 169,4, 169,3, 164,9 ppm. Sygnal pochodzacy

od atoméw wegla tworzacych wiazanie podwdjne znajdowal sie przy 134,6 ppm, nast¢pne

sygnaty: 6 79,7, 75,9, 73,8, 70,5, 67.9, 61,6, 20,7, 20,6, 20,5 ppm pochodzily od alifatycznych

atomow wegla. W widmie IR widoczne bylo pasmo drgan walencyjnych grupy

-NH przy 3272 cm™! oraz pasma drgan rozciagajacych pochodzace od grup karbonylowych przy

174311724 cm™.
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Rysunek 43. Widmo *C NMR DTM-Glue CDCI; (600 MHz)
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Ponadto, dla zwigzku DTM-Gluc uzyskalam monokrysztaly, ktorych analiza
rentgenostrukturalna pozwolila jednoznacznie potwierdzi¢ strukture uzyskanego produktu oraz
dostarczyla informacji dotyczacych oddziatywan wystepujacych na poziomie molekularnym.
W jednostce asymetrycznej zwigzku DTM-Gluc znajduje sie sze$¢ niezaleznych czasteczek
(Rysunek 44). Miedzy czasteczkami wystepuja silne oddziatywania N-H O przez co czasteczki
facza si¢ w dimery. Grupa -NH maleimidu jednej czasteczki oddzialuje z grupami acylowymi

acetylowanej tioglukozy drugiej czasteczki oraz odwrotnie.

Rysunek 44. Struktura czasteczkowa DTM-Gluc

W komorce elementarnej zwigzku DTM-Glue (Rysunek 45) znajduje sie 12 czasteczek
miedzy, ktérymi tworzg si¢ liczne wigzania wodorowe. W komorce elementarnej widoczne sg

czasteczki rozpuszczalnika - heksanu.

Rysunek 45. Upakowanie w komorce elementarnej DTM-Glue
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W reakcji tiocukru z DBM otrzymatam dipodstawiong pochodna, ktéra podobnie jak
DTM-Cys wykazuje fluorescencje w ciele stalym oraz roztworze (Rysunek 46).

OAc

OAc

HN

OAc

Rysunek 46. Fluorescencja DTM-Gluc w roztworze acetonitrylu

W celu scharakteryzowania wlasciwosci fotofizycznych zarejestrowatam widmo
absorpcyjne i emisyjne zwigzku DTM-Gluc w roztworze acetonitrylu (Rysunek 47). Zwigzek

ten wykazywat duzo bardziej intensywna fluorescencje niz pochodna z cysteina DTM-Clys.
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Rysunek 47. Widmo absorpcyjne i emisyjne DTM-Gluc w roztworze
acetonitrylu (c=10~ mol/l)

W celu otrzymania Fp-DTM-Glue przeprowadzilam reakcje Fp-DBM 2z Gluc,
w obecnosci octanu sodu. Ze wzgledu na staba rozpuszczalnos¢ Fp-DBM
w metanolu reakcje prowadzitam w acetonitrylu. Reakcje mieszalam 16 h w temperaturze
pokojowej, nastepnie usungtam rozpuszczalnik pod zmniejszonym ci$nieniem, a surowy
produkt oczyscitam chromatograficznie. Budowe zwiazku otrzymanego na drodze wyzej

opisanej reakcji potwierdzitam metodami spektroskopowymi.

W widmie 'H NMR (600MHz, CDCls) zwigzku Fp-DTM-Glue (Rysunek 48) obecne sg
charakterystyczne sygnaly pochodzace od protondw grup acetylowych - singlet przy 2,02 ppm
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od szesciu protondw, singlet przy 2,05 ppm odpowiadajacy kolejnym szesciu protonom oraz
dublet przy 2,07 ppm, o stalej sprzezenia J = 7,2 Hz od dwunastu protondéw. Nastepnie
w widmie obecne sg sygnaly pochodzace od protonéw pierscienia cukrowego: multiplet
w zakresie 3,87-3,89 ppm odpowiadajacy dwém protonom; dwa dublety przy 4,101 4,12 ppm
o stalych sprzezenia wynoszacych J = 1,8 Hz odpowiadajace jednemu protonowi kazdy; dwa
dublety przy 4,28 i 4,30 ppm o statych sprzezenia J = 4,8 Hz pochodzace od jednego protonu
kazdy; multiplet w zakresie 5,03-5,06 ppm od dwdch protondéw. Nastepnie widoczne sg dwa
nalozone na siebie sygaly - multiplet w zakresie 5,11-5,15 ppm odpowiadajacy dwdm protonom
pierscienia cukrowego oraz singlet przy 5,09 ppm odpowiada 5 protonom pierscienia
cyklopentadienylowego, ktory jest sygnalem potwierdzajacych obecno$é fragmentu
metalokarbonylowego w czasteczce. Tryplet przy 5,28 ppm o statej sprzezenia J = 9,3 Hz od
dwoéch protondéw oraz dublet przy 5,85 ppm o statej sprzezenia J = 10,2 Hz odpowiadajacy

dwém protonom.
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Rysunek 48. Widmo 'H NMR Fp-DTM-Glue CD>Cl; (600 MHz)

Analiza widma '*C NMR (150MHz, CD,Cl) Fp-DTM-Gluc (Rysunek 49) dostarczyla
wigce] informacji m.in. dotyczacych obecnych w strukturze czgsteczki karbonylkow - sygnal
od atoméw wegla grup C=0 znajduje si¢ przy 6 212,5 ppm, a karbonylowych atoméw wegla
przy 6: 177,0, 170,3, 169.8, 169.3, 169.2 ppm. Sygnal pochodzacy od atomow wegla
tworzacych wigzanie C=C obecny jest przy 137,6 ppm, a nastepnie sygnal pochodzacy od

83



atomow wegla pierscienia Cp - 85,1 ppm. Nastepne sygnaly: 80,5, 75,8, 73,8, 70,6, 68,0, 61,7,
20,5, 20,4, 20,3 ppm pochodzily od alifatycznych atoméw wegla.
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Rysunek 49. Widmo '*C NMR Fp-DTM-Gluc CD>Cl, (150 MHz)

W widmie IR Fp-DTM-Gluc (Rysunek 50) obecne sa charakterystyczne dla pochodnych
typu CpFe(CO)x(n'-maleimidato) pasma drgan walencyjnych grup -CO przy 2047
i 1997 cm™' oraz pasma drgan pochodzace od grup karbonylowych przy 1743 em™'.
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Rysunek 50. Widmo ATR-IR zwigzku Fp-DTM-Gluc

Dla  zwigzku  Fp-DTM-Gluec uzyskalam  monokrysztaly, ktérych  analiza
rentgenostrukturalna dostarczyla interesujacych informacji. Analiza rentgenostrukturalna
pozwolita potwierdzi¢ strukture uzyskanego produktu. Niestety struktura ta nie jest kompletna,
poniewaz nie obserwujemy w niej jednego z ligandow CO, ktorego potozenia nie da sie ustali¢
na podstawie otrzymanych wynikow. Otrzymane dane nie pozwalaja precyzyjnie udoktadnic¢
polozen atomow po jednej stronie czasteczki, natomiast struktura czasteczkowa jak najbardziej

potwierdza otrzymanie koniugatu Fp-DTM-Gluc (Rysunek 51).
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Rysunek 51. Struktura czasteczkowa Fp-DTM-Gluc

W komorce elementarnej (Rysunek 52) obecne sa cztery czasteczki Fp-DTM-Gluc
i w odréznieniu do jej N-niepodstawionego analogu, nie obserwujemy tu oddziatywan

miedzyczasteczkowych.

Rysunek 52. Upakowanie w komorce elementarnej Fp-DTM-Gluc

Zwiazki metalokarbonylowe bedace pochodnymi typu CpFe(CO)2(n'-imidato)
charakteryzujg sie duzag wrazliwoscig na $wiatlo. Aspekt ten zostal wykorzystany w zespole
prof. Bogny Rudolf m.in. podczas fotolitycznej degradacji komplekséw metalokarbonylowych
w celu otrzymania trudnych do zsyntezowania innymi metodami N-niepodstawionych
sukcynimidéw (Organometallics, 2021, 40). Z tego powodu podjelam prébe sprawdzenia czy
pochodna Fp-DTM-Gluc bedzie réwniez ulegaé¢ degradacji pod wplywem naswietlania

$wiatlem widzialnym, i czy w konsekwencji utraci grupe metalokarbonylowa.

Eksperyment wykonatam na prébce przygotowanej w rurce do analizy spektroskopowej
NMR - 0,008 mmol Fp-DTM-Gluc rozpuscitam w 60ul CD>Cly, (¢=0,13 mmol/ml)
i zarejestrowalam widmo protonowe. Aby moc poréwnaé widma 'H NMR zwigzku
Fp-DTM-Gluc po naswietlaniu i zdefiniowa¢ produkt naswietlania, zarejestrowatam widmo

protonowe DTM-Gluc w tym samym rozpuszczalniku. Nastepnie rurke z Fp-DBM-Gluc
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naswietlatam przez 96 godzin $wiattem widzialnym (zar6wka o mocy 35 W (12V), zachowujac
staty 20 cm dystans miedzy zrodlem $wiatla, a rurka) rejestrujgc widmo protonowe co 24

godziny (Rysunek 53).
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Przed naswietlaniem

! | | Po naswietlaniu przez 24h

Rysunek 53. Poréwnanie widm 'H NMR Fp-DBM-Gluc w CD2Cl»

przed i w trakcie naswietlania (600 MHz)

Podczas naswietlania obserwowatam pojawienie si¢ fluorescencji w roztworze. Po uplywie
96 godzin od rozpoczecia naswietlania, zarejestrowalam widmo 'H NMR gdzie
zaobserwowalam brak charakterystycznego sygnatu od protonow pierscienia Cp (singletu przy
5,09 ppm), co sugeruje catkowita degradacje fragmentu metalokarbonylowego. Dodatkowo
w widmie obecny jest nowy sygnal - poszerzony singlet przy 7,58 ppm od jednego protonu
grupy -NH. Poréwnujac widma protonowe pochodnej DTM-Gluc oraz produktu naswietlania
stwierdzitam, ze ich widma si¢ nie roznig, zatem produktem otrzymanym w wyniku

naswietlania Fp-DTM-Gluc jest DTM-Gluc (Rysunek 54).
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Rysunek 54. Poréwnanie widm 'H NMR DTM-Glue z widmem produktu naswietlania

Fp-DTM-Gluc CD:Cl (600 MHz)
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Wyzej opisane pochodne zostaly scharakteryzowane metodami spektroskopowymi -
warto$ci Amax oraz molowe wspdtczynniki ekstynkcji € zostaly zebrane w Tabeli 3. Dla
DTM-Cys i DTM-Gluc zarejestrowatam widma elektronowej emisji. Roztwory DTM-Cys
w acetonitrylu, metanolu i wodzie wykazywaty staba fluorescencje z maksimum emisji
odpowiednio przy 501, 527 i 550 nm - dodatkowo zwigzek ten wykazuje zjawisko
solwatochromizmu, a wydajnos¢ kwantowa fluorescencji w acetonitrylu zwiazku DTM-Cys
wynosita 0,04. DTM-Gluc w roztworze w acetonitrylu wykazywal fluorescencje z maksimum
emisji przy 494 nm, a wydajnos¢ kwantowa fluorescencji w acetonitrylu wynosi 0,12.
Metalokarbonylowe pochodne - Fp-DTM-Cys i Fp-DTM-Gluc nie wykazuja fluorescencji, co
najprawdopodobniej zwigzane jest z obecnoscig ciezkiego atomu we fragmencie
metalokarbonylowym, ktéry jest przytaczony do pierscienia ditiomaleimidowego. Ponadto,
zaobserwowalam stopniowy wzrost intensywnosci emisji w czasie dla zwigzkéw
Fp-DTM-Cys i Fp-DTM-Gluc, zaréwno dla roztworu w acetonitrylu, jak i w roztworze buforu
PBS, co jest zgodne z postepujacym rozkladem i przeksztalcaniem do organicznych
pochodnych DTM-Cys i DTM-Gluc, co potwierdzitam przeprowadzajac eksperyment
naswietlania Fp-DTM-Glue, ktorego produktem jest DTM-Gluc.

Zwigzek Amax (nm) ¢ (L'mol™-cm™)
Fp-BM 369 730
Fp-DBM 367 830
Fp-TM-Cys nietrwaty
Fp-DTS-Cys brak Amax
Fp-DTM-Cys 386 4260
308 12840
Fp-DTM-Gluc 387 1450
312 5850
BM 277 270
DBM 303 1910
TM-Cys 340 3370
DTM-Cys 394 3340
DTM-Gluc 371 3020
250 6200

Tabela 3. Wartosci Amax oraz molowego wspolczynnika ekstynkcji € dla zsyntezowanych

pochodnych
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5.2. Zastosowanie N-niepodstawionych bromomaleimidow oraz ich
metalokarbonylowych pochodnych w reakcjach modyfikacji

biomolekul

Poszukiwanie nowych metod detekcji biomolekul, ktore utatwityby $ledzenie proceséw
zachodzacych w zywych organizmach na poziomie molekularnym z punktu widzenia
medycyny oraz biologii molekularnej jest wysoce pozadane. Techniki takie jak biodetekcja oraz
bioobrazowanie umozliwiajg badanie proceséw biologicznych i patologicznych w zywych
komorkach. Zaproponowane w projekcie znaczniki (N-niepodstawione bromomaleimdy) ze
wzgledu na silng fluorescencje powstajacych w wyniku substytucji bromu dtiomaleimidéw
oraz ich metalokarbonylowe pochodne ze wzgledu na tatwa detekcje karbonylkow przy uzyciu
spektroskopii IR wprowadzone do czasteczek bialek znaczaco wulatwig detekcje

zmodyfikowanych biomolekut metodami spektroskopowymi.

Opisane w poprzednim podrozdziale funkcjonalizacje prostych czgsteczek o znaczeniu
biologicznym stanowily dla mnie punkt wyjscia do dalszych badan, ktére polegaly na
modyfikacji mostkéw dwusiarczkowych peptydow oraz bialek. Kolejnym etapem moich badan
byto otrzymanie biokoniugatéw w reakcji z biomolekutami - insuling oraz lizozymem. T¢ czgs¢
badan wykonatam pod opieka prof. Mich¢le Salmain oraz dr Nathalie Fischer-Durand podczas

stazu w laboratorium Institut Parisien de Chiemie Moléculaire.

W pierwszej kolejnosci podjetam probe modyfikacji hormonu peptydowego - insuliny
bydlecej (Ims), ktora w swej strukturze zawiera trzy mostki dwusiarczkowe (jeden

wewnatrztancuchowy oraz dwa miedzytancuchowe) - Rysunek 55.

Rysunek 55. Struktura insuliny bydlecej Ins (https://www.rcsb.org/structure/4E7V)
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Kazdorazowo procedure rozpoczynatam od rozpuszczenia insuliny w 0,01M roztworze
kwasu solnego, nastepnie regulowalam pH do ok. 7 uzywajac 0,5M roztworu NaOH,
a nastepnie dodawatam roztwor buforowy (NaPB, pH = 7.8) otrzymujac klarowny roztwoér
insuliny. Do tak przygotowanego roztworu wprowadzalam tris(2-karboksyetylo)fosting
rozpuszczong w roztworze buforowym NaPB w celu redukcji mostka dwusiarczkowego,
a nastgpnie roztwor znacznika w DMSO (Schemat 30). Modyfikacje prowadzitam przez 24h

w temperaturze 35°C w celu uniknigcia degradacji biatka.

O

Br.
Insulina
bydleca | NR, (0] (0]
Ry 0 Ri=H, CpM(CO), S S
R,=H,B
S—S HS SH .
S S
(0] (0]

Schemat 30. Rekacja Ins z DBM, Fp-BM i Fp-DBM

Na drodze modyfikacji przedstawionej na Schemacie 30 podjetam probe¢ otrzymania trzech
biokoniugatow insuliny bydlecej przedstawionych na Rysunku 56. Otrzymane biokoniugaty
oczyScitam stosujgc specjalistyczne kolumny pulapkowe HiTrap desalting columns, ktoére
umozliwity mi rozdziat zwigzkow maloczasteczkowych (nadmiaru nieprzereagowanego
znacznika) od zwigzkéw wysokoczasteczkowych. Przy uzyciu HPLC oraz technik
spektrometrii  masowej MALDI-TOF podjetam probe charakterystyki otrzymanego
biokoniugatu. Dla kazdego otrzymanego produktu zarejestrowatam widmo UV/Vis w celu
poréwnania z widmem niezmodyfikowanej insuliny bydlecej, a dla biokoniugatow
zawierajacych fragment metalokarbonylowy przeprowadzitam badania stezenia fragmentow

metalokarbonylowych w biokoniugatach za pomoca spektroskopii IR.
0 0 0
NH | N— /e\C o N— /e\ co
S S ocC S ocC
0 0] 0
DTM-Ins Fp-DTM-Ins Fp-DTS-Ins

Rysunek 56. Biokoniugaty DTM-Ins, Fp-DTM-Ins, Fp-DTS-Ins

Widma absorpcyjne (Rysunek 57) wszystkich trzech biokoniugatéw rdznig si¢ nie tylko od

widma absorpcyjnego niezmodyfikowanej insuliny bydlecej, ale r6znig si¢ tez od siebie. Dla
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kazdego ze zwigzkow zaobserwowatam maksimum absorpcji przy innej dtugosci fali. Wynika

to z r6znicy w budowie zastosowanych znacznikow.

— Fp-DTM-Ins
L4 —— Fp-DTS-Ins
1,2 —— DTM-Ins

—— Ins

[

Absorpcja
(=]
%

270 290 310 330 350 370 390 410 430 450 470 490
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Rysunek 57. Widma absorpcyjne Ins oraz biokoniugatow DTM-Ins, Fp-DTM-Ins,
Fp-DTS-Ins

Podobnie jak w przypadku prostych bioczasteczek (pochodnej Cys i Glue) na drodze
modyfikacji bioczasteczki dibromomaleimdem otrzymatam biokoniugat DTM-Ins, ktory
wykazuje fluorescencje - w tym przypadku zo6tta. Obecnos¢ fragmentu metalokarbonylowego
w czasteczce biokoniugatu Fp-DTM-Ins w tym przypadku réwniez skutkowata brakiem

fluorescencji.

Dla biokoniugatu DTM-Ins zarejestrowatam widmo elektronowe emisji (Rysunek 58).

Zwigzek ten w roztworze buforowym wykazywatl fluorescencj¢ z maksimum emisji przy

512 nm.
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Rysunek 58. Widmo emisyjne Ins oraz DTM-Ins
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Kolejnym eksperymentem jaki przeprowadzilam byla proba naswietlenia biokoniugatu
Fp-DTM-Ins. Biokoniugat zawierajacy fragment metalokarbonylowy naswietlalam przez
2 godziny $wiatlem widzialnym. Kontrole opisanego eksperymentu prowadzitam rejestrujac
widmo emisyjne naswietlanej probki (Rysunek 59). Widma zarejestrowane przed i po
naswietlaniu $wiattem widzialnym wskazuja, ze pod wplywem naswietlania tworzy sie produkt
wykazujacy fluorescencje. Wigze sie to, podobnie jak w przypadku koniugatu Fp-DBM-Gluc
z degradacja fragmentu metalokarbonylowego pod wplywem $wiatla, dzieki czemu w procesie
naswietlania powstaje biokoniugat DTM-Ins, ktory wykazuje fluorescencje (Amax=516nm).

Naswietalnie Fp-DTM-Ins w NaPB
55

45
35

25

Intensywnosé [a.u.]

15

Fp-DTM-Ins

430 480 530 580 630 680
A[nm]

Rysunek 59. Widmo emisyjne biokoniugatu Fp-DTM-Ins przed i po naswietlaniu

Degradacje fragmentu metalokarbonylowego w procesie naswietlania potwierdzitam
rejestrujac widmo IR koniugatu przed i po naswietlaniu $wiattem widzialnym. Probke do
analizy jakosciowej przygotowywatam rozcienczajac Fp-DTM-Ins w 20 mM AcONHa,
a nastepnie nanositam po 4 plL roztworu, w dwoch powtdrzeniach, na membrany
nitrocelulozowe. Membrang kontrolng przygotowywatam poprzez naniesienie 4 pL. 20 mM
AcONHa. Tak przygotowane membrany pozostawialam do wysuszenia na co najmniej
2 godziny w temperaturze pokojowej, w ciemnosci, a nastepnie rejestrowatam widma IR
w zakresie 1800-2200 cm™ stosujac odpowiednia przystawke. Poczatkowo dla biokoniugatu w
widmie IR obecne byly pasma drgan walencyjnych karbonylkéw polaczonych z metalem
(Rysunek 60). Po zakonczeniu eksperymentu i powtornym zarejestrowaniu widma IR produktu
naswietlania pasma drgan walencyjnych karbonylkéw nie byly obecne w widmie co $wiadczy

o degradacji fragmentu Fp.
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Rysunek 60. Widmo IR Fp-DTM-Ins przed naswietlaniem

Nastepnie podjetam probe modyfikacji lizozymu (Liz), ktory zawiera cztery mostki

dwusiarczkowe w swej strukturze (Rysunek 61).

Rysunek 61. Struktura lizozymu Liz
(https://www.rcsb.org/structure/2VB1)

Kazdorazowo procedurg rozpoczynatam od rozpuszczenia biatka w roztworze buforowym,
a nastgpnie do roztworu biatka wprowadzalam odczynnik redukujacy TCEP rozpuszczony
w roztworze buforowym NaPB w celu redukcji mostka dwusiarczkowego, a nastepnie roztwor
znacznika w DMSO (Schemat 31). Modyfikacje prowadzitam przez 24 h w temperaturze 35°C

w celu unikniecia degradacji biatka.
0
Br.
| NR 0
Br
TCEP O R-H, cpM(CO),

Schemat 31. Reakcja Liz z DBM i Fp-DBM

92



Na drodze modyfikacji przedstawionej na Schemacie 31 otrzymalam dwa biokoniugaty
lizozymu przedstawionych na Rysunku 62. Otrzymane biokoniugaty oczyscitam stosujac
specjalistyczne kolumny putapkowe HiTrap desalting columns. Przy uzyciu technik HPLC oraz
technik spektrometrii masowej MALDI-TOF podjelam probe charakterystyki mieszaniny
biokoniugatu oraz niezmodyfikowanej bioczasteczki. Dla otrzymanych produktéw modytikacji
zarejestrowatam widmo UV/ViS w celu poréwnania z widmem niezmodyfikowanego Liz, a dla
biokoniugatu zawierajacego fragment metalkarbonylowy przeprowadzitam badania stezenia

fragmentu metalokarbonylowego w biokoniugacie za pomocg analizy IR.

/ / LSAN
—Fe
NH I N *~co
oC
0 0
DTM-Liz Fp-DTM-Liz

Rysunek 62. Biokoniugaty DTM-Liz i Fp-DTM-Liz

Widma absorpcyjne (Rysunek 63) biokoniugatow réznig sie od widma absorpcyjnego
niezmodyfikowanego lizozymu ditugoscia fali, przy ktérej znajduje si¢ maksimum absorpcji.

Wynika to z roznicy w budowie zastosowanych znacznikow.

1,8

1,6 — Liz
14 Fp-DTM-Liz

1,2 DTM-Liz

Absorpcja

280 330 380 430 480
A[nm]

Rysunek 63. Widma absorpcyjne Liz oraz biokoniugatow DTM-Liz, Fp-DTM-Liz

Podobnie jak w przypadku biokoniugatéw Imns, uzywajac dibromomaleimidu jako

znacznika otrzymatam produkt, ktéry wykazuje z6tta fluorescencje, natomiast obecnosé
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fragmentu metalokarbonylowego w strukturze biatka skutkowata brakiem fluorescencji

biokoniugatu.

Dla biokoniugatu DTM-Liz wykazujacego fluorescencje zarejestrowatam widmo
elektronowe emisji (Rysunek 64). Zwiazek ten w roztworze buforowym wykazywal

fluorescencje z maksimum emisji przy 469 nm.

50 DTM-Liz
| NH
_ Liz

30

20

Intensywnos¢ [a.u.]

10

380 430 480 530 580 630
A[nm]

Rysunek 64. Widmo emisyjne lizozymu oraz biokoniugatu DTM-Liz

Analogicznie jak dla biokoniugatu Fp-DTM-Ins przeprowadzitam probe naswietlenia
Fp-DTM-Liz. Biokoniugat zawierajacy fragment metalokarbonylowy naswietlatam przez
2 h $wiatlem widzialnym otrzymujac produkt wykazujacy fluorescencje. Kontrole opisanego
eksperymentu prowadzitam uzywajac metod spektroskopowych - analizujagc widmo emisyjne
(Rysunek 65) przed i po naswietlaniu. Produkt naswietlania Fp-DTM-Liz wykazuje maksimum

emisji przy 535 nm.

Nas$wietalnie Fp-DTM-Liz w NaPB

0 %
m‘ '];E“(‘()
) oc

(o]
Fp-DTM-Liz

85

75

65
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25

15

430 480 530 580 630 680

Rysunek 65. Widmo emisyjne biokoniugatu Fp-DTM-Liz przed i po naswietlaniu
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W tym przypadku degradacj¢ fragmentu metalokarbonylowego w procesie naswietlania
réwniez potwierdzitam rejestrujgc widmo IR koniugatu przed i po naswietlaniu $wiattem
widzialnym. W widmie IR Fp-DTM-Liz przed naswietlaniem obecne byly pasma drgan
rozciagajacych ligandow -CO, a po zakonczeniu eksperymentu i powtéornym zarejestrowaniu
widma IR produktu naswietlania pasma drgan walencyjnych karbonylkéw nie byly obecne

w widmie, co jest zwigzane z degradacja fragmentu Fp.

5.3. Badania aktywnosci biologicznej bromomaleimidow oraz ich

metalokarbonylowych pochodnych

Z wczesniej przeprowadzonych badan w Katedrze Chemii Organicznej wynika, ze wsrod
badanych kompleksow zelazowych zawierajacych ligand maleimidato, FpM wykazuje
najwyzsza cytotoksycznos¢ wobec komodrek nowotworowych HL-60 (linia komorkowe;j
ludzkiej biataczki promielocytowej), jak rowniez nie jest toksyczny wobec komorek
prawidtowych (S. Das, et al., Scientific Reports, 2024, 14, 5634). Ciekawym wydawato si¢
przeprowadzenie podobnych badan biologicznych dla pochodnych zsyntezowanych w ramach

pracy doktorskiej.

W zespole dr hab. Sylwii Michlewskiej z Pracowni Obrazowania Mikroskopowego
i Specjalistycznych Technik Biologicznych Wydziatu BiOS UL zostat przebadany wplyw
DTM-Cys, Fp-DTM-Cys, DTM-Gluc, Fp-DTM-Gluc oraz DBM, Fp-DBM i Fp-BM na
zywotno$¢ komorek potrojnie negatywnego nowotworu piersi - MDA-MB-231. Komorki
zostaly wystawione na dziatanie 5 réznych stezen kazdego zwiazku w ciemnosci, Zywotnos¢
komorek zostala wyznaczona za pomoca testu MTT po 24 h (Rysunek 66). Oznaczono 1Cs
(stezenie, przy ktorym zywotnos$¢ komorek jest zmniejszona o 50%) dla pochodnych Fp-DBM,
Fp-BM i Fp-DTM-Gluc, a wartosci zostaly podane w Tabeli 4. Testy cytotoksycznosci
wykazaty, ze pochodne: Fp-DBM, Fp-BM i Fp-DTM-Gluc wywotaly zalezny od stezenia
spadek zywotnosci badanych komorek (Tabela 4). W przypadku DBM oraz koniugatéw DTM-
Cys i DTM-Gluc, a takze Fp-DTM-Clys, stwierdzono, ze zwigzki te nie wykazuja toksycznosci
wobec komérek MDA-MB231 w testowanych warunkach.
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Rysunek 66. Wartosci cytotoksycznosci zwigzkdw po 24-godzinnej inkubacji wzgledem

komorek raka piersi MDA-MB-231

Zwiazek ICso (nM)
Fp-DBM 84+1.5
Fp-BM 10.5+0.5
Fp-DTM-Gluc 17.4

Tabela 4. Wartosci ICso Fp-DBM, Fp-BM i Fp-DTM-Gluc dla komorek
MDA-MB-231 po 24-godzinnej inkubacji

Prawdopodobnie, cytotoksycznos¢ Fp-DTM-Gluc wobec komérek MDA-MB-231 wynika
z obecnosci fragmentu Fp oraz jego zdolnosci do uwalniania tlenku wegla, poniewaz jego
organiczny analog DTM-Gluc nie wykazuje cytotoksycznosci. Obecnos$é pierscienia
cukrowego w strukturze zwigzku Fp-DTM-Gluc moze sprzyjaé¢ lepszemu wnikaniu tego
zwigzku do wnetrza komorki, analogiczna Fp-DTM-Cys nie wykazala cytotoksycznosci

wzgledem komdrek MDA-MB-231 nawet przy stezeniu 50 uM.

W przypadku pochodnych DBM oraz Fp-DBM zaobserwowano, ze jedynie Fp-DBM
wykazuje cytotoksycznos¢ w stosunku do komorek MDA-MB-231. Chociaz obydwa te zwigzki
(DBM, Fp-DBM) wykazuja wysoka reaktywnos$¢ wobec tioli, co moze wptywac na struktury

organelli komorkowych. Wynik ten podkresla role grupy Fp, ktora utatwia wehtanianie zwigzku

przez komorki.

Ponadto, N-podstawienie grupa Fp zapobiega szybkiemu hydrolizowaniu pierscienia
maleimidowego, ktory bez obecnosci fragmentu Fp polaczonego z atomem azotu w roztworze

ulega otwarciu.
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Nastepnie w celu zobrazowania wplywu otrzymanych biokoniugatow na komorki
MDA-MB-231 przeprowadzony zostat eksperyment bioobrazowania przy uzyciu mikroskopii
konfokalnej. Do komoérek MDA-MB-231 wprowadzono po 15 uM kazdej pochodnej,
a nastepnie komorki byly inkubowane przez 2 godziny w ciemnos$ci. Po uplywie czasu
inkubacji wykonane zostaly obrazy fluorescencyjne i transmisyjne komoérek w kanale zielonym
przy uzyciu mikroskopu konfokalnego (Rysunek 67). Parametry wzbudzenia i emisji byly

identyczne dla prébki kontrolnej oraz dla probek inkubowanych z badanymi zwigzkami.

Fp-DTM-Gluc DTM-Cys DTM-Gluc

Fp-DTM-Cys

Rysunek 67. Poréwnanie fluorescencji badanych zwiazkéw w komérkach MDA-MB-231 po
2- godzinnej inkubacji (stezenie 15 mM)- Wzbudzenie - 405 nm, moc lasera 2%; Detekcja -
450-600 nm, PMT 900; strzatki - komorki oderwane od podtoza, odwrdcone strzatki -

komorki peczniejace

Na podstawie wynikow mozna zauwazy¢, ze w komoérkach inkubowanych z DTM-Gluc,
DTM-Cys, Fp-DTM-Cys i DBM wykryto stosunkowo staby wewnatrzkomérkowy sygnat
fluorescencyjny, pochodzacy gléwnie z owalnych i ziarnistych struktur, najprawdopodobnie]
mitochondriéw. Z kolei, komorki inkubowane z Fp-BM wykazywaly rozproszong
fluorescencje cytoplazmatyczng, a komorki traktowane Fp-DTM-Glue i Fp-DBM
wykazywaly bardzo intensywny sygnat fluorescencyjny z maksimum okolo 520 nm, a wzor

barwienia obejmowal gléwnie jadro, cytoplazme i mitochondria. Ponadto, dla komorek

97



inkubowanych z Fp-DTM-Gluc, Fp-DBM i Fp-BM zaobserwowano uszkodzenia btony

komorkowej.

Fluorescencja w komoérkach inkubowanych z Fp-DTM-Gluc i Fp-DBM byla najwyzsza
(25-30 razy wyzsza niz dla proby kontrolnej) mimo, Zze pierwotnie oba te zwigzki nie wykazuja
emisji w roztworach. Oznacza to, ze prawdopodobnie ulegajg one przemianom chemicznym
wewnagtrz  komoérek. W  przypadku Fp-DTM-Gluc intensywna fluorescencja
wewnagtrzkomorkowa najprawdopodobniej wynika z utraty fragmentu Fp po 2 godzinach
inkubacji, prowadzac do powstania wykazujacego fluorescencje DTM-Gluc. Prawdopodobnie,
obecnos¢ fragmentu metalokarbonylowego, sprzyja przenikaniu zwigzku przez blony
komorkowe, poniewaz zablokowanie atomu azotu w pierscieniu maleimidowym zapobiega
jego otwarciu na drodze hydrolizy. Staba fluorescencja komorek inkubowanych z DTM-Cys
i DTM-Gluc moze wiec wynika¢ z roznej trwatosci pierscienia ditiomaleimidowego, ktory
podstawiony fragmentem Fp (Fp-DTM-Gluc) nie ulega hydrolizie przy wejsciu do komorki,
a nastepnie traci fragment Fp i wykazuje fluorescencje. Wyjasnieniem intensywnej
fluorescencji komorek inkubowanych z Fp-DBM jest prawdopodobnie zwigzane
z przeksztalceniem Fp-DBM w DTM, na drodze reakcji z tiolami obecnymi w komorce, oraz

utratg fragmentu metalokarbonylowego.

W celu potwierdzenia tezy, iz zablokowanie grupy -NH maleimidu fragmentem
metalokarbonylowym hamuje hydrolize 1 otwieranie si¢ pierscienia maleimidowego
przeprowadzitam eksperyment majacy na celu okreslenie trwatosci pochodnych DBM,
Fp-DBM, DTM-Cys, DTM-Gluc, Fp-DTM-Cys i Fp-DTM-Gluc. Stabilnosé¢
dibromomaleimidéw oraz ditiomaleimidéw w buforze PBS (pH 7,4) monitorowatam na drodze
spektroskopii absorpcyjnej (Rysunek 68). Widmo absorpcyjne DBM ulegalo zmianom
W czasie, czemu towarzyszyt stopniowy zanik pasma absorpcyjnego przy 243 nm. W przypadku
Fp-DBM nie zaobserwowatam istotnych zmian widma absorpcyjnego w ciggu 24 h.
Analogiczng tendencje zaobserwowalam dla pochodnych ditiomaleimidéw: w widmach
absorpcyjnych DTM-Cys oraz DTM-Gluc obserwowatam powolne zmiany w ciggu 150 min.,
natomiast w przypadku Fp-DTM-Cys i Fp-DTM-Gluc widma absorpcyjne nie ulegly zmianie
przez 24 h. Wyniki te wskazuja, ze przylaczenie fragmentu Fp do atomu azotu pierscienia
maleimidowego skutecznie chroni zaréwno pochodne dibromomaleimidu, jak i ditiomaleimidu

przed hydroliza.
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Rysunek 68. Widma absorpcyjne rejestrowane w zmiennym czasie, w celu sprawdzenia
trwalosci DBM, Fp-DBM, DTM-Cys, DTM-Gluc, Fp-DTM-Cys i Fp-DTM-Gluc
w roztworze PBS

Nalezy zauwazy¢, ze eksperymenty dotyczace zywotnosci komoérek i przenikaniu zwigzku
przez blony komodrkowe przeprowadzono w ciemnosci, tak ze utrata Fp 1 nastepujace
uwolnienie -CO obserwowane dla pochodnych Fp zachodzi poprzez mechanizm niezalezny od

Swiatla.

Dane uzyskane dzigki bioobrazowaniu na drodze mikroskopii konfokalnej dostarczaja
istotnych informacji na temat aktywnosci biologicznej badanych zwigzkow oraz specyficzne;j
roli fragmentu metalokarbonylowego w przenikaniu do komoérek. Ponadto, rozpad w komorce

fragmentu metalokarbonylowego dostarcza do komédrek dodatkowy czynnik - uwalniane jest
Co.

Bromopochodne maleimidu BM 1 DBM oraz ich metalokarbonylowe pochodne
Fp-BM i Fp-DBM, tatwo reaguja z tiolami (pochodnymi cysteiny i tioglukozy) i moga petni¢
funkcje zwigzkéw stosowanych do modyfikacji typu rebridging mostkow dwusiarczkowych

w biatkach (np. insulinie bydlecej).

Badania biologiczne wykazaly cytotoksyczno$¢ metalokarbonylowych pochodnych wobec
komoérek potrdjnie negatywnego raka piersi, podczas gdy ich analogi organiczne nie
wykazywaly toksycznego wplywu na badane komoérki. Mozna to wyjasni¢ obecnoscia

fragmentu Fp, ktéry sprzyja przyswajaniu zwigzku przez komorki, zapobiega otwarciu
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pierscienia na drodze hydrolizy oraz uwalnia bioaktywne czasteczki, takie jak tlenek wegla
i jon Fe**. Wlasciwosci fluorescencyjne Fp-DBM i Fp-DTM-Gluc okazaly si¢ niezwykle
uzyteczne do uzyskania informacji na temat ich przemian wewnatrzkomérkowych, co
potwierdzily dane otrzymane na drodze eksperymentu bioobrazowania przy uzyciu mikroskopii
konfokalnej. Intensywna fluorescencja komorek po wprowadzeniu komplekséw wskazuje, ze
oba zwiazki utracily fragment metalokarbonylowy, a w przypadku DBM, zaszla reakcja
z tiolami obecnymi w komdrce, co skutkowato powstaniem pochodnej DTM, ktéra wykazuje
fluorescencje. Wplyw grupy Fp na aktywno$é biologiczng pochodnych Fp-DTM wydaje si¢
niezwykle ciekawy, jednak mechanizm jej dziatania wymaga dalszych badan.

Otrzymane biokonjugaty maleimidowe Fp-DTM-Cys, Fp-DTM-Gluc, Fp-DTM-Ins oraz
Fp-DTM-Liz wykazuja typowe pasma absorpcji w zakresie $redniej podczerwieni, zwigzane
z obecnoscig dwoéch ligandéw karbonylkowych, natomiast nie wykazuja wlasciwosci
fluorescencyjnych. Ich organiczne analogi - DTM-Cys, DTM-Gluc, DTM-Ins oraz DTM-Liz,
wykazuja intensywng fluorescencje. Naswietlanie $wiatlem widzialnym pochodnych
metalokarbonylowych skutkuje degradacja fragmentu metalokarbonylowego i uwolnieniem -
CO. Zwiazki te sa3 nowym przyktadem zwiazkéw typu ,,photo-CORMs”. Pod wplywem
naswietlania  $wiattem  widzialnym  pochodne  Fp-DTM-Cys, Fp-DTM-Gluc,
Fp-DTM-Ins, Fp-DTM-Liz zmieniaja wtasciwosci spektroskopowe ze znacznikéw IR na
znaczniki fluorescencyjne, co wigze si¢ z utrata fragmentu metalokarbonylowego
(Rysunek 69). Jest to pierwszy przyklad zwiazkow, ktore uwalniajg tlenek wegla i1 w tym
samym czasie dochodzi do emisji fluorescencji. Ze wzgledu na te wlasciwos¢ zwiazki te wydaja
sie szczegolnie interesujace pod katem aplikacyjnosci jako znaczniki biomolekut. Ponadto, sa
fatwe do detekcji metodami spektroskopowymi co czyni je potencjalnymi kandydatami do

dalszych badan.
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Rysunek 69. Schemat dziatania nowych sond typu ,,photo-CORMs”

Opisane wyzej wyniki stanowily postawe publikacji, ktorej jestem wspotautorka, pt.
»~Metallocarbonyl bromomaleimide derivatives for thiol bioconjugation and disulfide bridging:

spectroscopic and biological properties”, ktdry zostal opublikowany w czasopismie Dalton

Transactions (Dalton Transactions, 2025, 54, 16864-16875).

5.4. Synteza nowych pochodnych pirenu zawierajacych fragment

cyklooktynu

Znakowanie fluorescencyjne polega na reakcji grupy funkcyjnej znacznika
luminescencyjnego z odpowiednia grupa funkcyjng bioczasteczki. Znajomos$é budowy
biomolekut, reaktywnosci grup funkcyjnych i mechanizméw zachodzacych reakcji umozliwia
inteligentne projektowanie znacznikéw, tak aby mogly z powodzeniem by¢ wykorzystane
w medycynie i biologii molekularnej. Istotnym przy projektowaniu znacznikow jest niewielki
rozmiar czasteczki, trwato$¢ chemiczna oraz wydajne laczenie si¢ z bioczasteczkami w celu
utworzenia biokoniugatow charakteryzujacych si¢ wysoka wydajnoscia kwantowa

fluorescencji.

Szczegolnie interesujacymi zwigzkami, pod wzgledem wlasciwosci fluorescencyjnych, sa
wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne, a w szczegdlnosci piren oraz jego pochodne.
Wiele z pochodnych pirenu wykazuje silng fluorescencj¢ zalezng od srodowiska otaczajacego
fluorofor, dhugie czasy zycia fluorescencji oraz wysokie wydajnosci kwantowe fluorescencji
zardbwno w roztworze jak i w ciele stalym. Ponadto, istotng cecha ukladu pirenowego jest
fatwo$¢ modyfikowania go na drodze reakcji chemicznych (Rysunek 24). Umozliwia to

projektowanie nowych fluoroforow o zdefiniowanej strukturze 1 wlasciwosciach
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fotofizycznych. Warto tez zwréocié uwage na fakt, ze ostatnie doniesienia literaturowe wskazuja
na niskg toksyczno$¢ pochodnych pirenu, dzieki czemu moga by¢ stosowane w uktadach

biologicznych.

tert-butylowanie
borylowanie

. elektrofile
Region K :

utlenianie

Rysunek 24. Mozliwe modyfikacje uktadu pirenowego

Istnieje wiele strategii znakowania biomolekul, ale szczegdlnym zainteresowaniem
w ostatnich latach ciesza si¢ opisane przeze mnie w czesci literaturowej reakcje bioortogonalne.
Charakteryzuja si¢ one wysoka wydajnoscia, duzym zakresem zastosowania, wysoka
chemoselektywnoscia i szybkoscig oraz tym, ze moga zachodzi¢ w warunkach fizjologicznych
organizmu. Przyktadem takiej reakcji jest niekatalityczny wariant reakcji azydkow z alkinami
SPAAC. Kolejnym wariantem jest ligacja tetrazyny zachodzaca na drodze odwrotnej reakcji
Dielsa-Aldera (iEDDA), gdzie tetrazyna pelni role ubogiego w elektrony dienu i reaguje z
bogatym w elektrony dienofilem np. pochodng cyklooktynu. W tym przypadku znakowanie
musi by¢ poprzedzone aktywacja mostkow dwusiarczkowych w reakcji za pomoca
dichlorotetrazyny. Reakcje te umozliwiajg znakowanie sfunkcjonalizowanych enzymow, biatek
czy komérek. Pochodne cyklooktynu ze wzgledu na obecno$é wigzania potrdjnego sa uktadami
reaktywnymi chemicznie przez co mozliwa jest ich bezposrednia biokoniugacja do biomolekut
na drodze reakcji addycji. W sprzedazy dostepnych jest wiele pochodnych cyklooktynu
zawierajacych rozne grupy funkcyjne. Jednym z takich zwigzkéw jest endo-9-
hydroksymetylbicyklonon-4-yn (BCN-OH). Zwiazek ten, ze wzgledu na obecno$é grupy
hydroksylowej, moze ulega¢ r6znym modyfikacjom z jednoczesnym zachowaniem wigzania

potrojnego.

Podczas swojej pracy podjetam probe syntezy nowych znacznikéw fluorescencyjnych

opartych na ukladzie piren-linker-cyklooktyn (Schemat 32), gdzie role linkera pelnityby rézne
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grupy funkcyjne. W zaprojektowanych przeze mnie znacznikach obecno$é pierscienia
pirenowego odpowiada¢ miala za wlasciwosci fotofizyczne uktadu, natomiast obecnosé
wigzania potrojnego w cyklooktynie, powinna wplywaé¢ na wysoka reaktywnos¢ wobec
czasteczek aktywnych biologicznie (takze w warunkach fizjologicznych). W ramach projektu
IDUB realizowanego w trakcie rozprawy doktorskiej zsyntezowatam nowe fluorescencyjne
znaczniki, zbadatam ich wlasciwosci fotofizyczne, biologiczne oraz ich uzytecznosé

w znakowaniu bioczasteczek.

R HO

R =-COOH, -OH, amid, tioamid.

.

Schemat 32. Synteza znacznikdéw opartych na uktadzie piren-linker-cyklooktyn

W pierwszej kolejnosci podjetam probe syntezy znacznika, w ktérym w pozycji linkera
znajduje sie grupa estrowa. Ze wzgledu na konieczno$¢ zachowania tagodnych warunkow
reakcji, pochodng estrowa otrzymalam na drodze reakcji estryfikacji Steglicha
endo-9-hydroksymetylbicyklonon-4-ynu (BCN-OH) z kwasem pireno-1-karboksylowym -
Schemat 33. Do reakcji zamiast silnego kwasu nieorganicznego, ktory stosowany jest
w klasycznym wariancie estryfikacji, uzylam uktad 4-dimetyloaminopirydyny (DMAP) oraz
N,N'-dicykloheksylokarbodiimid (DCC), w celu wigzania tworzacej si¢ wody. DCC jest czesto
wykorzystywany jako odczynnik kondensujacy, a DMAP petnil role katalizatora. Taki wybor
odczynnikow umozliwil otrzymanie pochodnej estrowej z wysoka 93% wydajnoscia, przy

jednoczesnym zachowaniu wigzania potrojnego BCN-OH.

COOH HO
O O )
DCC, DMAP
+ — = 7
O DCM, 2h, temp. pok. O

kwas pireno-1- BCN-OH Py-ester-BCN
karboksylowy 93%

Schemat 33. Synteza Py-ester-BCN na drodze estrytikacji Steglicha
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W celu otrzymania w/w estru DCC oraz DMAP rozpuscitam w bezwodnym chlorku
metylenu, a nastepnie dodatam BCN-OH oraz kwas pirenokarboksylowy. Reakcje
prowadzilam w temperaturze pokojowej przez 2 h, reakcje zakonczytam dodajac 1 ml wody,
ktéra spowodowata, ze z mieszaniny wypadl osad N, N'-dicykloheksylomocznika (DCU).

Produkt oczyscitam na drodze chromatografii kolumnowej, uzywajac chloroformu jako eluent.

Strukture otrzymanego zwigzku potwierdzitam wykonujac analize spektroskopowa.
W widmie '"H NMR (600MHz, CDCl3) zwiazku Py-ester-BCN (Rysunek 70) obecne sa protony
pochodzace od cyklopropanu - multiplet w zakresie 0,95-1,00 ppm odpowiada trzem protonom.
Nastepne sygnaly pochodza od os$miu protonéw pierscienia cyklooktynowego. Cztery
multiplety w zakresach: 1,45-1,51 ppm, 2,19-2,21 ppm, 2,33-2,37 ppm oraz 2,50-2,53 ppm,
ktére odpowiadajg dwom protonom kazdy. Dublet przy 4,46 ppm o stalej sprzezenia J = 6,7 Hz
pochodzi od dwodch protondéw grupy -OCH,. Sygnaly o najwigkszym przesuni¢ciu chemicznym
odpowiadaja protonom pierscienia pirenowego - tryplet od jednego protonu przy 8,07 ppm
o statej sprzezenia J = 7,6 Hz, dublet od jednego protonu przy 8,10 ppm o stalej sprzezenia
J = 8,9 Hz, kolejny dublet przy 8,18 ppm o statej sprzezenia J = 3,8 Hz odpowiada jednemu
protonowi uktadu aromatycznego. Kolejne sygnaty to dublet przy 8,19 ppm o stalej sprz¢zenia
J=3,0 Hz oraz dublet przy 8,24 ppm o statej sprzezenia J = 9,4 Hz kazdy od jednego protonu.
Tryplet przy 8,27 ppm o stalej sprzezenia J = 8,5 Hz odpowiada dwdédm protonom
aromatycznym, dublet przy 8,64 ppm o stalej sprzezenia J = 8,0 Hz pochodzi od jednego
protonu, podobnie jak dublet przy 9,27 ppm o statej sprzezenia J = 9,4 Hz od jednego protonu.
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Rysunek 70. Widmo '"H NMR Py-ester-BCN w CDCl; (600 MHz)
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W widmie weglowym (150MHz, CDCI3) Py-ester-BCN (Rysunek 71) obecny przy 168.2
ppm sygnat odpowiada karbonylowemu atomowi wegla. Sygnaty 6 134,3, 131,1, 130.,4, 129,6,
129.,3, 128,3, 126,3, 126,2, 125,0, 124,9, 124,3, 124,2, 124,1 ppm pochodza od atomow wegla
pierscienia pirenowego. Sygnal przy 98,8 ppm pochodzi od atoméw wegla tworzacych
wigzanie potrojne, a sygnaly pochodzace od alifatycznych atomow wegla pierscienia

cyklooktynowego i cyklopropanowego znajduja sie przy 69,5, 33,4, 23.8, 21,4 ppm.
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Rysunek 71. Widmo *C NMR Py-ester-BCN w CDCl; (150 MHz)

W widmie IR zwigzku Py-ester-BCN grupa estrowa (C=0) wykazuje charakterystyczne
pasma drgan przy 1695 cm. Dodatkowo otrzymanie omawianej pochodnej potwierdzilo
widmo masowe wysokiej rozdzielczosci - m/z: obliczona dla C27H22NO>H [M+H]" wynosi

379,1698, natomiast warto$¢ wyznaczona eksperymentalnie 379,1707.

Ponadto, dla zwigzku Py-ester-BCN uzyskalam monokrysztaty, ktorych analiza
rentgenostrukturalna zostata wykonana w zespole Prof. Anny Makal. Wykonanie badan
rentgenostrukturalnych umozliwilo jednoznaczne potwierdzenie struktury uzyskanego
produktu oraz dostarczylo informacji dotyczacych oddziatywan wystepujacych na poziomie
molekularnym. W jednostce asymetrycznej zwigzku Py-ester-BCN znajduje sie jedna

niezalezna czasteczka (Rysunek 72).
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Rysunek 72. Struktura czasteczkowa Py-ester-BCN

Przygotowujac krysztaly Py-ester-BCN zauwazytam, ze w $wietle UV cze$¢ z nich emituje
Swiatlo niebieskie, a cze$¢ zielone. Emisja byla zalezna od rozpuszczalnika uzytego do
krystalizacji. Analiza rentgenostrukturalna wykazata, ze jest to spowodowane obecnoscia
réznych form polimorficznych réznigcych si¢ upakowaniem w krysztale pochodnej estrowej

(Rysunek 73 1 74).

W obu przypadkach w komdrce elementarnej znajduja si¢ cztery czasteczki estru.
W przypadku formy emitujacej swiatto o barwie zielonej widoczne jest rownolegte utozenie
fragmentow pirenowych, przy czym grupy estrowe ulozone sg na przemian, po przeciwnych
stronach czasteczki. Pomiedzy pierscieniami pirenowymi wystepuja oddziatywania typu m-n

(m-stacking) (Rysunek 73).

Rysunek 73. Upakowanie w komorce elementarnej Py-ester-BCN

- forma polimorficzna wykazujaca zielong emisje

W przypadku formy emitujacej $wiatto niebieskie pierscienie pirenowe nie oddziatuja ze

soba (Rysunek 74).
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Rysunek 74. Upakowanie w komorce elementarnej Py-ester-BCN - forma polimorficzna

wykazujaca niebieskg emisje

Podczas projektowania kolejnego znacznika postanowilam otrzymaé pochodna,
w ktorej role linkera miedzy pirenem, a uktadem cyklooktynowym bedzie petni¢ grupa eterowa.
W  tym celu podjetam  probe syntezy  1-hydroksypirenu  (Schemat  34).
Pireno-1-karboksyaldehyd oraz kwas meta-chloronadbenzoesowy (MCPBA) rozpuscitam
w chlorku metylenu i pozostawilam na 24 h w temperaturze pokojowej, w atmosferze gazu
obojetnego. Produkt wydzielitam z mieszaniny poreakcyjnej na drodze ekstrakcji. Nastepnie
oczyscitam go za pomoca chromatografii kolumnowej. W celu potwierdzenia struktury
otrzymanej pochodnej, wykonatam analiz¢ spektroskopowa - zarejestrowatam widmo

"H NMR, a nastepnie poréwnatam je z danymi literaturowymi.
(0]

OH
O temp. pok O

pireno-1- MCPBA 1-hyroksypiren
karboksyaldehyd

Schemat 34. Synteza 1-hydroksypirenu

Nastepnie przeprowadzilam synteze pochodnej eterowej Py-eter-BCN (Schemat 35).
W tym celu BCN-OH i 1-hydroksypiren rozpuscitam w tetrahydrofuranie, a nastepnie roztwor
schtodzitam do 0°C, w atmosferze gazu obojetnego. Po schlodzeniu mieszaniny reakcyjnej
dodatam kolejno PPhs oraz DIAD i kontynuowatam mieszanie w 0°C przez ok. 5 min., po tym

czasie mieszaning reakcyjng ogrzalam do temperatury pokojowej. Reakcje prowadzilam
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45 min., produkt wydzielitam z mieszaniny poreakcyjnej na drodze ekstrakcji, a nast¢pnie

oczys$citam go stosujac chromatografi¢ kolumnowa.

I OH HO I
DIAD, PPh;
THF,
0°C->temp. pok.

75%

(o)

Schemat 35. Synteza Py-eter-BCN na drodze reakcji Mitsunobu

Wybrana przeze mnie reakcja Mitsunobu, nalezy do reakcji charakteryzujacych sie
tagodnymi warunkami pozwalajacymi m.in. na zachowanie wigzania potroéjnego. Ponadto,
reakcja ta cechuje si¢ duza uniwersalnoscig i moze by¢ stosowana dla réznych typow

odczynnikéw nukleofilowych.

Otrzymany produkt scharakteryzowalam metodami spektroskopowymi. W widmie
'"H NMR (600MHz, CDCl3) zwiazku Py-eter-BCN (Rysunek 75) w czesci alifatycznej obecne
sa sygnaly od protondéw pierscienia cyklopropanowego - multiplet w zakresie 0,95-0,98 ppm
odpowiada dwoém protonom, a mulitplet w zakresie 0,99-1,03 ppm jednemu protonowi. Kolejne
sygnaty pochodza od os$miu protonéw pierscienia cyklooktynowego - cztery multiplety
w zakresie 1,45-1,52 ppm, 2,19-2,22 ppm, 2,32-2,37 ppm oraz 2,50-2,52 ppm, ktore
odpowiadaja dwém protonom kazdy. Dublet przy 4,30 ppm o stalej sprzezenia J = 6,4 Hz
pochodzi od dwodch protondéw grupy -OCHo,. Sygnaly o najwigkszym przesunigciu chemicznym
pochodza od protonéw uktadu pirenowego - dublet przy 7,52 ppm o statej sprzezenia J = 8,3
Hz oraz dublet przy 7,90 ppm o statej sprz¢zeniaJ = 8,9 Hz kazdy od jednego protonu. Multiplet
w zakresie 7,95-7,98 ppm pochodzi od dwdch protonow. Nastepne sygnaty to multiplet w
zakresie 8,08-8,10 ppm od dwoch protonow, dwa dublety odpowiednio przy 8,13 ppm o stalej
sprzezenia J = 7,6 Hz oraz przy 8,49 ppm o stalej sprzezenia J= 9,1 Hz pochodzace od jednego
protonu kazdy.
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Rysunek 75. Widmo '"H NMR Py-eter-BCN w CDCl; (600 MHz)

W widmie 3C NMR (150MHz, CDCls) pochodnej Py-eter-BCN (Rysunek 76) sygnaty
przy 153,2,131,8, 131,7, 1273, 126,4, 126,1, 125,9, 125,5, 125,3, 125,0, 124,3, 124,2, 121.4,
120,7 ppm pochodza od atomow wegla pierscienia pirenowego. Sygnat przy 98,9 ppm pochodzi
od atomow wegla tworzacych wigzanie potrdjne, sygnaly przy 109,8, 73,1, 33,5, 24,3, 23,0,

21,5 ppm pochodza od alifatycznych atomow wegla pierscienia cyklopropanowego oraz
cyklooktynowego.

153.16
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Rysunek 76. Widmo '*C NMR Py-eter-BCN w CDCl; (150 MHz)
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W widmie IR zwigzku Py-eter-BCN obecne jest charakterystyczne pasmo absorpcji drgan

rozciagajacych wigzania C-O przy 1252 cm

. Dla wyze] opisanej pochodnej zostata
przeprowadzona analiza HRMS - m/z: warto$¢ obliczona dla CasH2»OH [M+H]" wynosi

351,1749, a wartos¢ wyznaczona 351,1754.

Dla pochodnej eterowej uzyskalam monokrysztaly, ktérych analiza rentgenostrukturalna
umozliwila jednoznaczne potwierdzenie struktury uzyskanego produktu oraz dostarczyta
informacji dotyczacych oddziatywan mig¢dzyczasteczkowych. W jednostce asymetrycznej
zwigzku Py-eter-BCN znajduje si¢ jedna niezalezna czasteczka (Rysunek 77).

Rysunek 77. Struktura czasteczkowa Py-eter-BCN

W pojedynczej komodrce elementarnej Py-eter-BCN (Rysunek 78) znajdujg si¢ cztery
czasteczki zwigzku. W przypadku pochodnej Py-eter-BCN fragmenty pirenowe sasiadujacych
czasteczek sa ulozone prostopadle wzgledem siebie, nie wystepuje zatem m-stacking. Nie

zaobserwowalam tworzenia si¢ wigzan wodorowych.

Rysunek 78. Upakowanie w komorce elementarnej Py-eter-BCN

Opisang wczesniej reakcje Mitsunobu postanowitam wykorzysta¢ do otrzymaia
S- 1 N-alkilowych pochodnych (tio)amidow. Te czg$¢ prac badawczych rozpoczelam od syntezy
tioamidu N-etoksykarbonylowego (Schemat 36) stosujac metode opracowang w KChO
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(Arkivoc., 2012, 6, 412-20). W tym celu piren poddalam reakcji z izotiocyjanianem
etoksykarbonylowym. Reakcje¢ prowadzitam 10 min. w temperaturze pokojowej, w obecnosci
kwasu tryflowego. Nastepnie mieszaning poreakcyjng poddatam ekstrakcji. Surowy produkt
oczyscitam chromatograficznie. Strukture otrzymanego z 90% wydajnoscig tioamidu

potwierdzitam poréwnujac widmo protonowe z danymi literaturowymi.

S (0
NJI\O/\CH3
H
(0]
“ TfOH “
+ A\ —_—>
SCN 0 CH, DCM, 10 min,
temp. pok.

piren izotiocyjanian tioamid N-etoksykarbonylowy
N-etoksykarbonylu 90%

Schemat 36. Synteza tioamidu N-etoksykarbonylowego

W kolejnym kroku postanowitam tioamid poddaé¢ reakcji Mitsunobu z BCN-OH.
W przypadku tioamidéw obecnos$¢ wigzania N-H w sasiedztwie grupy tiokarbonylowe;j
i karbonylowej wplywa na jego zwigkszona ,.kwasowo$¢” dajac jednoczesnie mozliwos¢
tworzenia na skutek rezonansu S,N-anionéw - potencjalnych pronukleofili w reakcji
Mitsunobu. Wiedzac jednak, ze atom siarki jest silniej nukleofilowy niz atom azotu

spodziewatam sie tworzenia produktu S-alkilowania, a nie N-alkilowania.

Synteze S-alkilowej pochodnej (Schemat 37) przeprowadzitam analogicznie jak
w przypadku Py-eter-BCN. Tioamid N-etoksykarbonylowy oraz BCN-OH rozpuscilam
w THFie, mieszanine reagentow schtodzitam do 0°C w atmosferze argonu, a nastepnie dodatam
PPhs oraz DIAD i kontynuowalam mieszanie w 0°C przez 10 min. Po tym czasie mieszaning
reakcyjna ogrzalam do temperatury pokojowej i kontynuowalam mieszanie przez 4 h.
Nastepnie przeprowadzitam ekstrakcje w ukltadzie woda : chlorek metylenu, a surowy produkt

oczys$citam na drodze chromatografii kolumnowej uzywajac chlorku metylenu jako eluent.
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O N o CH; N (0} CH;
DIAD, PPh;
+ _
THF, 10 min
O 0°C->temp. pok. O

tioamid BCN-OH Py-S-BCN
N-etoksykarbonylowy 85%

Schemat 37. Synteza Py-S-BCN na drodze reakcji Mitsunobu

Identyfikacje produktu reakcji przedstawionej na Schemacie 38 dokonatam na podstawie
analiz  spektroskopowych. W widmie 'H NMR (600MHz, CDCl3) zwiazku
Py-S-BCN (Rysunek 79) w czesci alifatycznej obecne sg sygnaty od protonow grupy
metylowej - tryplet od trzech protonéw grupy -CH3 przy 0,74 ppm o stalej sprzezenia J = 7,8
Hz oraz protony pierscienia cyklopropanowego - multiplet w zakresie 0,79-0,86 ppm
odpowiadajacy trzem protonom. Nastepnie w widmie obecne sg sygnaty od o$miu protonow
pierscienia cyklooktynowego - cztery multiplety w zakresie 1-39-1,45 ppm, 2,17-2,19 ppm,
2,29-2,33 ppm oraz 2,47-2,50 ppm, ktére odpowiadaja dwom protonom kazdy. Dublet przy
3,28 ppm o stalej sprzezenia J = 7,0 Hz pochodzi od dwoch protondw grupy metylenowe;j
zwigzane] z atomem siarki, a kwartet przy 3,80 ppm o statej sprzezenia J = 7,1 Hz pochodzi od
dwoéch protondéw grupy -CHz. Kolejne sygnaty pochodza od protonow uktadu pirenowego -
dublet przy 7,97 ppm o stalej sprzezenia J = 7,8 Hz od jednego protonu, multiplet w zakresie
8,03-8,07 ppm od dwoch protonow. Kolejne sygnaly to trzy dublety odpowiednio przy 8,14
ppm o stalej sprzezenia J = 8,9 Hz, przy 8,15 ppm o statej sprzezenia J = 4,6 Hz oraz przy 8,16
ppm o stalej sprzezenia J = 3,3 Hz. Najdalej przesunietym sygnatem jest multiplet

w zakresie 8,22-8,25 ppm pochodzacy od trzech protondéw uktadu aromatycznego.
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Rysunek 79. Widmo 'H NMR Py-S-BCN w CDCl; (600 MHz)

W widmie *C NMR (150MHz, CDCIls) pochodnej Py-S-BCN (Rysunek 80) sygnaly
obecne przy 177,0 oraz 161,1 ppm odpowiadajg karbonylowemu atomowi wegla i atomowi
wegla S-C=N-. Sygnaly przy 132,4, 131,2, 131,0, 130,8, 128,7, 128,5, 1274, 127.2, 126,4,
125,9, 125,8, 125,0, 124,4, 124,1 ppm pochodza od atomow wegla uktadu pirenowego. Sygnat
przy 98,8 ppm pochodzi od atomdéw wegla tworzacych wigzanie potrojne, sygnaly pochodzace
od alifatycznych atoméw wegla znajduja sie przy 37,7, 33,5, 25,8, 23,2, 21,4, 13,8 ppm.
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Rysunek 80. Widmo '*C NMR Py-S-BCN w CDCl; (150 MHz)

Oprocz widm magnetycznego rezonansu jadrowego otrzymanie Py-S-BCN potwierdzilo
widmo masowe wysokiej rozdzielczosci HRMS (ESI) - m/z: warto$¢ obliczona dla wzoru

C30H27NO2SH [M+H]" wynosi 466,1841, a wyznaczona eksperymentalnie 466,1846.
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Dla otrzymanego zwigzku otrzymalam takze monokrysztaly, co pozwolito na
przeprowadzenie badan rentgenostrukturalnych. Zostaty one wykonane w zespole Prof. Anny
Makal. Rysunek 81 przedstawia strukture czasteczkowag S-alkilowej pochodne;.
W jednostce asymetrycznej Py-S-BCN wystepuje tylko jedna czasteczka zwigzku.

Rysunek 81. Struktura czasteczkowa Py-S-BCN

Natomiast w komorce elementarnej Py-S-BCN (Rysunek 82) znajduja sie cztery niezalezne

czagsteczki, miedzy ktorymi nie wystepuja oddziatywania typu m-.

Rysunek 82. Upakowanie w komérce elementarnej Py-S-BCN

W  kolejnym  etapie  postanowilam  poddaé¢  reakcji = Mitsunobu  amid
N-etoksykarbonylowy. W tym celu zsyntezowany tioamid N-etoksykarbonylopirenowego
rozpuscitam w bezwodnym chlorku metylenu, a nast¢pnie dodatam bezwodnik trifluorooctowy
w celu utlenienia atomu siarki (Schemat 38). Reakcje prowadzitam 2 h w temperaturze
pokojowej. Produkt wydzielitam z mieszaniny poreakcyjnej na drodze ekstrakcji, a nastepnie

oczyscitam na drodze chromatografii kolumnowe;j.
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Schemat 38. Synteza amidu N-etoksykarbonylowego

Strukture produktu potwierdzitam rejestrujac widmo 'H NMR oraz '3C NMR. Dodatkowo
dla amidu N-etoksykarbonylopirenowego wykonatam wysokorozdzielczg analize masowsg -
HRMS m/z: [M+H]" obliczona dla wzoru CioHisO3N wynosi 318,1130, a wyznaczona
eksperymentalnie 318,140; warto$¢ obliczona dla wzoru C20H1403N [M-H]" wynosi 316,0974,
a wartos¢ wyznaczona 316,0976.

Nastepnie amid N-etoksykarbonylopirenowy wykorzystalam jako prekursor do syntezy
docelowego znacznika - N-alkilowej pochodnej (Schemat 39). Py-N-BCN otrzymalam
w analogiczny sposob jak wyzej opisang pochodng Py-S-BCN.

0 0
)I\ /\ OH 0 NJI\O/\CH3
DIAD, PPh3 “
THF, 1h, ‘ /
0°C->temp. pok.

amid BCN-OH Py-N-BCN
N-etoksykarbonylopirenowy 70%

Schemat 39. Synteza Py-N-BCN na drodze reakcji Mitsunobu

W widmie 'H NMR (600MHz, CDCl3) zwigzku Py-N-BCN (Rysunek 83) obecne sa
sygnaly od protondéw grupy metylowej — tryplet od trzech protondéw przy 0,42 ppm o stalej
sprzezenia J = 7,1 Hz, sygnaly od protonéw pierscienia cyklopropanowego - multiplet
w zakresie 1,00-1,03 ppm odpowiadajacy dwom protonom oraz multiplet w zakresie 1,04-1,07
ppm od jednego protonu. Kolejne sygnaly pochodza od o$miu protonéw pierscienia

cyklooktynowego - cztery multiplety w zakresie 1,46-1,51 ppm, 2,20-2,22 ppm, 2,33-2,38 ppm
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oraz 2,52-2,55 ppm, ktére odpowiadajg dwom protonom kazdy. Kwartet przy 3,73 ppm o statej
sprzezenia J = 7,1 Hz pochodzi od dwoch protonéw grupy -CH>CH3, a dublet przy 4,10 ppm o
stalej sprz¢zenia J = 6,8 Hz pochodzi od dwdch protondw grupy -CHz zwigzanej z atomem
azotu. Kolejne sygnaly pochodza od protondéw pierscienia aromatycznego - dublet przy 7,97
ppm o stalej sprzezenia J = 7,9 Hz, tryplet przy 8,05 ppm o stalej sprzezenia J = 7,6 Hz, dwa
dublety - przy 8,07 ppm o stalej sprzezenia J = 8,9 Hz i przy 8,13 ppm o stalej sprzezenia
J = 8.9 Hz, kazdy od jednego protonu uktadu aromatycznego. Kolejne sygnatly to dublet przy
8,15 ppm o stalej sprzezenia J = 9,2 Hz, dublet przy 8,17 ppm o stalej sprzezenia J = 7,9 Hz,
oraz trzy dublety: pierwszy przy 8,22 ppm o stalej sprzezenia J = 2,8 Hz, drugi przy 8,23 ppm
o statej sprze¢zenia J = 2,8 Hz oraz trzeci dublet przy 8,30 ppm o statej sprzezenia J = 9,2 Hz,
kazdy od jednego protonu.

s WP s Saasiay)

| | uf) ”’ ‘ l ‘ ’ "
I fu ilh " i
) \ LN L A gl .
T T T T T T T T T T T T T
8.4 8.3 8. 8 7.9 PPM 26 24 22 20 18 16 14 12 ppm

\||w\r,,‘,1|\| "'é\ EREEE | FR

Rysunek 83. Widmo 'H NMR Py-N-BCN w CDCl; (600 MHz)

Analiza widma 'C NMR (150MHz, CDCls;) pochodnej Py-N-BCN dodatkowo
potwierdzita strukturg otrzymanego produktu (Rysunek 84). W widmie obecne sa sygnaty przy
172,7 i 154,9 ppm odpowiadaja karbonylowym atomom wegla. Sygnaly od atoméw wegla
pierscienia pirenowego obecne sa przy 132.8, 132,3, 131,3, 130,7, 128,8, 128,6, 128.1, 127.2,
126,3,125,9,125,7,124,6,124,2,123,8 ppm. Sygnal przy 98.9 ppm pochodzi od atomdéw wegla
tworzacych wigzanie C=C, a sygnal przy 62,6 ppm pochodzi od atoméw wegla grupy -CH»
zwigzane] z atomem azotu. Nastepnie w widmie obecne sg sygnaly od alifatycznych atomow
wegla pierscienia cyklooktynowego, pierscienia cyklopropanowego oraz grupy -CH»>-CHj3 -

przy 49,5, 33,6, 24,5, 23,8, 21,5 i 13,2 ppm.
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Dla w/w produktu wykonatam takze analize¢ masowa HRMS (ESI) zwigzku Py-N-BCN
m/z: obliczona dla C30H27NOsH [M+H]": 450,2069, warto$¢ wyznaczona eksperymentalnie
450,2075.

mmmmmmmmmmmmmmmmmm

I I
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm
Rysunek 84. Widmo 3C NMR Py-N-BCN w CDCl; (150 MHz)

Otrzymane przeze mnie znaczniki sg zwigzkami nowymi, nieopisanymi wczesniej
w literaturze. Istotnym zatem bylo okreslenie wilasciwosci fotofizycznych otrzymanych
zwigzkow, ktore maja duzy wptyw na mozliwosci aplikacyjne, w tym na zastosowanie ich jako

znacznikow fluorescencyjnych bioczasteczek.

5.5. Badania fotofizyczne - wlasciwosci absorpcyjne oraz emisyjne

zsyntezowanych znacznikow fluorescencyjnych

Trzy zsyntezowane w ramach rozprawy doktorskiej pochodne pirenu z fragmentem
cyklooktynu wykazuja fluorescencje (Py-ester-BCN, Py-eter-BCN i Py-N-BCN) jedynie
S-alkilowa pochodna Py-S-BCN nie wykazywala emisji w roztworze i ciele statym. Brak
wlasciwoscei fluorescencyjnych w przypadku S-alkilowej pochodnej jest zwigzany z efektem
atomu ci¢zkiego, ktory prowadzi do wygaszania fluorescencji. Zwigzek ten moze jednak
w roznych warunkach, np. biologicznych ulega¢ utlenianiu do silnie fluorescencyjnego amidu,
co byloby interesujagcym od strony aplikacyjne;.

Na wlasciwosci luminescencyjne duzy wplyw ma m. in. struktura czasteczki. Kazda
zsyntezowana pochodna zawiera inne ugrupowanie (linker) taczace uklad pirenowy

z fragmentem cyklooktynu. Obecnosé réznych grup funkcyjnych w strukturze czasteczki
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powinna mie¢ wpltyw na wlasciwosci fotofizyczne zaprojektowanych zwigzkow, w tym na
barwe emitowanego $wiatta, wydajnos¢ kwantowa fluorescencji i czas zycia fluorescencji.
Wszystko to przeklada sie na mozliwosci aplikacyjne otrzymanych zwiazkéw m.in. daje
mozliwo$¢ zastosowania jako biomarkery, sondy $rodowiska, czy znaczniki luminescencyjne
do bioobrazowania itp. Aby okresli¢ wiasciwosci fotofizyczne oraz potencjal aplikacyjny
otrzymanych znacznikéw przeprowadzilam szereg badan zardwno w roztworach jak i w ciele
statym. Cze$¢ z nich wykonalam w KChO Uniwersytetu t.odzkiego, a czes$¢
w trakcie wyjazdu naukowo-badawczego do PPSM ENS-Universite Paris-Saclay we Francji.
Badania fotofizyczne rozpoczetam od zarejestrowania widm absorpcyjnych i emisyjnych
otrzymanych znacznikdw w serii rozpuszczalnikow réznigeych si¢ polarnoscia (DCM, CHCls,
MeCN, octan etylu, cykloheksan, THF). Pozwolilo mi to okresli¢ wpltyw s$rodowiska
otaczajacego fluorofor na wtasciwosci fluorescencyjne badanych zwigzkéw. Wszystkie widma
rejestrowatam dla roztwordéw o stezeniu 5x10°¢ mol/l, tak aby unikna¢ agregaciji czasteczek.
Na Rysunku 85 przedstawilam znormalizowane widma absorpcji i emisji zwigzku
Py-ester-BCN. W tym przypadku nie obserwowalam zaleznosci fluorescencji od rodzaju
rozpuszczalnika. Ksztalt krzywej emisji kazdorazowo byl typowy dla monomeru pirenu

(Schemat 21).
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Rysunek 85. Znormalizowane widma elektronowe absorpcji i emisji zwiazku Py-ester-BCN
w réznych rozpuszczalnikach

Dla otrzymanego estru wyznaczylam roéwniez wydajnos¢ kwantowa fluorescencji

w wymienionych wczesniej rozpuszczalnikach oraz obliczylam molowe wspolczynniki

ekstynkcji. Uzyskane dane zebralam w Tabeli 5. Wydajnos¢ kwantowa fluorescencji

wyznaczytam metoda posrednia, stosujac jako odnosnik siarczan chininy.

118



Rozpuszezalnik

CH)Cl»

CHCl3

MeCN

Octan etylu

Cykloheksan

THF

Aab[nm]/e

352/1= 3x10*
384/er=7,74x10°

352/¢1= 3,34x10*
385/e=1,074x10*

349/e1=2,96x10*
382/er= 6,26x10*

350/e1=3,08x10*
383/e="7,1x10°

352/e1= 3,06x10*
363/e>=1,978x10*
384/e5= 10°

352/e1= 4,14x10*
383/ex=1,44x10*

A3= 430

Stokes shift

[em]

2702,2

2768,1

3012,3

2864,5

2435,1

25024

Qr

89,8%

85,2%

90,5%

84,5%

77,5%

86,7%

Tabela 5. Wybrane dane fizykochemiczne wyznaczone dla zwigzku Py-ester-BCN

Zwiazek ten charakteryzuje si¢ wysoka wydajnoscig kwantowa fluorescencji rdéznigca sie
tylko nieznacznie w zaleznosci od rozpuszczalnika. Najwyzsza wydajnos¢ kwantowa
fluorescencji zwigzek Py-ester-BCN wykazuje rozpuszczony w roztworze acetonitrylu
1 wynosi ona 90,5%. W pozostalych rozpuszczalnikach miesci sie¢ ona w przedziale od 77,5%
dla cykloheksanu do 89,8% dla roztworu w dichlorometanie. Otrzymane wyniki jednoznacznie
wskazuja, ze otrzymany przeze mnie znacznik luminescencyjny ma silne wlasciwosci
emisyjne, co moze by¢ korzystne przy znakowaniu bioczasteczek i ich detekc;ji.

W kolejnym etapie zarejestrowatam widma absorpcyjne i emisyjne dla Py-eter-BCN. Na
Rysunku 86 przedstawitam wyniki badan fotofizycznych uzyskane dla pochodnej eterowe;j.

Analogicznie jak dla estru do badan uzylam roztworéw o stezeniu 5x10°mol/l w szesciu

réznych rozpuszczalnikach.
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Rysunek 86. Znormalizowane widma elektronowe absorpcji i emisji zwigzku Py-eter-BCN

w réznych rozpuszczalnikach

Uzyskane dane eksperymentalne pozwolily mi na wyznaczenie wydajnosci kwantowej

fluorescencji w réznych rozpuszczalnikach oraz na obliczenie molowych wspotezynnikéw

ekstynkcji (Tabela 6). W tym przypadku wydajnos¢ kwantowag fluorescencji réwniez

wyznaczytam metoda posrednia, stosujac jako odnosnik siarczan chininy.

Rozpuszcezalnik

CH2ClL

CHCl3

MeCN

Octan etylu

Cykloheksan

Aab[nm]/e

347/e1= 2,33x10*
364/e:=1,36x10*
384/e,= 8,38x10°

347/e1= 3,04x10*
365/g1=1,79x10*
384/e,=1,07x10*

346/gi=2,38x10*
363/e1= 1,25x10*
382/er= 8,08x10°

346/e1=2,03x10*
362/¢1=2,40x10*
382/e>=8,08x10°

336/e1=2,61x10*
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Stokes shift

[em]

2911,7

2911,7

2927,7

29277

2299.4

Qr

82,1%

28%

58,6%

52,8%

62,6%



346/er=2,42x10* =404
352/e3=2,44x10* As= 426
363/e4= 1,33x10*
382/es= 9,22x10°

347/e1=2,02x10* =386
THF 364/¢,=1,20x10* A= 405 2708.7 93%,
383/e3=7,22x10° =428

Tabela 6. Wybrane dane fizykochemiczne wyznaczone dla zwigzku Py-eter-BCN

W przeciwienstwie do estru wydajnos¢ kwantowa fluorescencji eteru byta zalezna od
uzytego rozpuszczalnika. Znacznik Py-eter-BCN najwyzsza wydajnos¢ kwantowa
fluorescencji wykazuje w roztworze tetrahydrofuranu i wynosi ona 93%. W pozostatych
rozpuszczalnikach jest ona rowniez dosy¢ wysoka i miesci si¢ w przedziale od 82,1% dla
chlorku metylenu do 52,8% dla roztworu w octanie etylu. Najnizsza wydajnos¢ kwantowa
fluorescencji zwigzek wykazuje w chloroformie. Zwigzane jest prawdopodobnie z jego
kwasowym charakterem, co moze powodowa¢ degradacj¢ zwiazku. Zwigzek ten mimo
wysokiej wydajnosci kwantowej fluorescencji w wiekszosci rozpuszczalnikéw jest mniej
atrakcyjny dla zastosowan biologicznych ze wzgledu na wrazliwos$¢ na srodowisko kwasowe.

W sposéb analogiczny przeprowadzitam badania dla N-alkilowej pochodnej. Na
Rysunku 87 przedstawilam znormalizowane widma absorpcji i emisji zwiazku Py-N-BCN. Do
rejestracjii widm réwniez przygotowatam roztwory o stezeniu 5x10° mol/l w szesciu
rozpuszczalnikach, réznigcych sie polarnoscia. Po zarejestrowaniu widm elektronowe;j
absorpcji 1 emisji dla pochodnej N-alkilowej wyznaczylam metoda posrednia wydajnosé
kwantowa fluorescencji w omowionych rozpuszczalnikach, a dane zebratam

w Tabeli 7.
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Rysunek 87. Znormalizowane widma elektronowe absorpcji i emisji zwigzku Py-N-BCN

Rozpuszezalnik

CHxCl,

CHCl;

MeCN

Octan etylu

Cykloheksan

THF

w réznych rozpuszczalnikach organicznych

Aab[nm]/e

332/e,= 1,92x10"

345/c,=2.81x10"

332/e,= 1,50x10"

45/e,=2,37x10"

328/e,= 1,78x10"

342/e,= 2,42x10"

328/e,= 2.30x10"

342/e,=3.18x10"

329/,= 2,06x10"

43/e,=3.01x10"

330/e,= 1.76x10"

343/e,= 2,74x10'

hem [nm]

A= 420

)= 422

A= 422

%= 409

A= 391

A= 409

Stokes shift
F

[em™]

5176,0 37,7%
5288.,8 67,8%
5288.8 16,1%
4789,7 7,3%
4819,7 4,9%
4704,6 9,8%

Tabela 7. Wybrane dane fizykochemiczne wyznaczone dla zwigzku Py-N- BCN
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Znacznik  Py-N-BCN  wykazywal nizsze wydajnosci kwantowe fluorescencji
W roztworach w poroéwnaniu z dwoma opisanymi wyzej znacznikami. W przypadku zwiazku
Py-N-BCN najwyzsza wydajnos¢ kwantowg fluorescencji obserwowatam dla roztworu
chloroformu i wynosila ona 67,3%. Niska wydajnos¢ kwantowa fluorescencji zostata
wyznaczona dla roztworéw w cykloheksanie, octanie etylu oraz tetrahydrofuranie wynosita ona
kolejno 4,9%, 7,3% oraz 9,8%. W pozostatych rozpuszczalnikach jest ona wyzsza i miesci si¢
w przedziale od 16,1% dla roztworu w acetonitrylu do 37,7% dla roztworu w chlorku metylenu.

Wykonanie pomiardéw fotofizycznych w roztworach umozliwilo mi zbadanie wpltywu
linkera na wlasciwosci fotofizyczne otrzymanych pochodnych. Z wyzej opisanych danych
jednoznacznie wynika, iz zmiana ugrupowan Iaczacych fluorofor (uktad pirenowy)
z czasteczkg cyklooktynu ma bezposredni wplyw na wihasciwosci fluorescencyjne
projektowanych znacznikow. Najciekawsze wlasciwosci luminescencyjne oraz wydajnosé
kwantowg fluorescencji w roztworach wykazuje pochodna estrowa.

Dla otrzymanych zwigzkoéw przeprowadzitam takze badanie w ciele stalym. Podczas prac
syntetycznych  oraz  przygotowywaniu  monokrysztaldéw  zwiazku  Py-ester-BCN
zaobserwowatam zjawisko solwatochromizmu. Po krystalizacji zwigzku
Py-ester-BCN w chlorku metylenu obserwowatam zielong fluorescencje¢ w ciele stalym,

natomiast po krystalizacji w cykloheksanie - niebieska fluorescencje (Rysunek 88).

Rysunek 88. Fluorescencja zwigzku Py-ester-BCN kolejno w roztworze chloroformu, w ciele

statym po krystalizacji z cykloheksanu i w ciele stalym po krystalizacji z chlorku metylenu

Dodatkowo badania rentgenostrukturalne wykonane w zespole Prof. Anny Makal
potwierdzity mozliwos¢ uktadania sie czasteczek w komorce elementarnej w rézny sposob.
Gdy pierscienie pirenowe uktadaja si¢ w jednej linii to pomiedzy pierscieniami pirenowymi
wystepuja oddziatywania typu n-nt (n-stacking) (Rysunek 73) co skutkuje zielong barwe emisji

typowa dla ekscymerdéw pirenowych. Natomiast gdy pierscienie pirenowe nie oddziatywujg ze
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sobg (Rysunek 74) obserwujemy niebieski kolor fluorescencji charakterystyczny dla
monomeru.

Potwierdzaja to takze zarejestrowane przeze mnie widma emisji w ciele statym. Otrzymane
widma emisyjne zwigzku Py-ester-BCN po krystalizacji z chlorku metylenu oraz cykloheksanu

przedstawilam na Rysunku 89.
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Rysunek 89. Znormalizowane widma emisyjne zwigzku Py-N-BCN w roztworze
chloroformu, w ciele statym po krystalizacji z cykloheksaniu 1 w ciele stalym po krystalizacji

z chlorku metylenu

Uzyskane dane zachgcity mnie do dalszych badan wtasciwosci fotofizycznych w ciele
statym. Przeprowadzitam je podczas trzech stazy naukowych w laboratorium PPSM
(ENS Paris-Saclay) we Francji w grupie dr Rémiego M¢étivier. Jednostka ta posiada bardzo
dobrze wyposazone laboratorium fotofizyczne oraz specjalizuje si¢ w zaawansowanych
badaniach z pogranicza fizyki i chemii.

Podczas stazu mialam mozliwos¢ zarejestrowania widm elektronowych emisji w ciele
statym (Rysunek 90) i wyznaczenia wydajnosci kwantowej fluorescencji w ciele stalym
otrzymanych znacznikow metoda bezposredniag z wykorzystaniem sfery catkujacej. Otrzymane

wyniki zebratam w Tabeli 8.
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Rysunek 90. Widma elektronowe emisji zwigzkéw Py-ester-BCN, Py-eter-BCN
oraz Py-N-BCN w ciele statym

Zwiazek Py-ester-BCN Py-eter-BCN Py-N-BCN

Qesst 36,4% 13,9% 26,8%

Tabela 8. Wydajnos$¢ kwantowa fluorescencji w ciele statym zwigzkow Py-ester-BCN,

Py-eter-BCN oraz Py-N-BCN

Wykonane badania fotofizyczne znacznikéw luminescencyjnych w ciele statym w PPSM
potwierdzaja wplyw ugrupowania laczacego fluorofor (uktad pirenowy) z fragmentem
cyklooktynowym na wlasciwosci fluorescencyjne w ciele statym projektowanych znacznikow.
Zwiazki roéznig si¢ znaczaco wygladem widm emisyjnych oraz wykazuja ré6zna wydajnosé
kwantowa fluorescencji w ciele stalym. Najwyzsza warto$¢ Qcst zostata wyznaczona dla
Py-ester-BCN i wynosita 36,4%, nastepnie dla pochodnej Py-NV-BCN - 26,8%, a najnizsza dla
pochodnej Py-eter-BCN - 13,9%.

Dodatkowo, podczas stazu w grupie dr Rémiego Métivier wyznaczytam czasy zycia
fluorescencji w ciele statym oraz w roztworach dla wyzej wymienionych zwigzkéw. Otrzymane
wyniki zebralam w Tabeli 9, w ktorej oprécz czasdéw zycia fluorescencji w chlorku metylenu
1 acetonitrylu oraz ciele stalym, umiescitam dane dotyczace wydajnosci kwantowe;j

fluorescencji.
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Zwiazek | Qypcm

ester- 89,8%
BCN

Py-eter-
82,1%
BCN
Py-N-
Y 37,7%
BCN

[ns]

5,44

10,23

1,13

kr

[107s71] [107s7"]

16,4

7,98

knr

1,86

1,74

87,7

QymecN

90,5%

58,6%

16,1%

[ns]

6,82

8,79

0,92

kr

[107s71] [107s7]

13,2

6,67

24,4

knr

1,39

4,74

127,1

stolid

36,4%

13,9%

26,8%

[ns]

10,75

15,32

0,76

Tabela 9. Wybrane dane fizykochemiczne wyznaczone dla zwigzkéw Py-ester-BCN,
Py-eter-BCN oraz Py-N-BCN

Analizujac wyniki badan fotofizycznych w roztworach i w ciele stalym dla trzech

otrzymanych przeze mnie znacznikdéw stwierdzitam, ze najciekawszym zwigzkiem w tej grupie

jest ester Py-ester-BCN. Jest on stabilny w Srodowisku kwasowym, wykazuje wysokie

wydajnosci kwantowe fluorescencji zaréwno w roztworach jak i w ciele statym, co moze by¢

znaczace przy zastosowaniach praktycznych. Zwiazek ten postanowilam uzy¢ jako modelowy

do znakowania wybranych bioczasteczek.
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5.6. Zastosowanie pochodnej Py-ester-BCN w reakecjach z czasteczkami

biologicznie aktywnymi

Kolejnym etapem moich badan realizowanych w ramach rozprawy doktorskiej bylo
sprawdzenie reaktywnosci wigzania potrojnego pierscienia cyklooktynu wzgledem czasteczek
o0 znaczeniu biologicznym. Ze wzgledu na najciekawsze wtasciwosci fotofizyczne jako zwigzek
modelowy do reakcji z czasteczkami biologicznie aktywnymi wybralam znacznik
Py-ester-BCN. Badania rozpoczelam od funkcjonalizacji najprostszego aminokwasu
zawierajacego grupe -SH, tj. cysteiny. Do modyfikacji postanowitam wykorzystaé reakcje typu
IEDDA.

W pierwszym etapie podjetam probe syntezy prostego analogu zmodyfikowanego mostka
dwusiarczkowego, aby w drugim etapie moc przeprowadzié¢ reakcje typu ,.click” migdzy
wigzaniem potréjnym obecnym w czasteczce modelowego znacznika fluorescencyjnego oraz
uktadem azotowym czasteczki tetrazyny. Przeprowadzenie tej reakcji mialo na celu
zasymulowanie reakcji typu .,click” zachodzacych podczas modyfikacji biomolekul na drodze

reakcji bioortogonalnych.

W pierwszym etapie podjetam probe syntezy prostego analogu zmodyfikowanego mostka
dwusiarczkowego, aby w drugim etapie moc przeprowadzi¢ reakcje typu ,.click” migdzy
wigzaniem potrdjnym obecnym w czasteczce modelowego znacznika fluorescencyjnego oraz
ukladem azotowym czasteczki tetrazyny. Przeprowadzenie tej reakcji miato na celu
zasymulowanie reakcji typu ,,click” zachodzacych podczas modyfikacji biomolekul na drodze

reakcji bioortogonalnych.

W pierwszym etapie (Schemat 40) ester metylowy N-Boc-L-cysteiny (N-Boe-Cys) oraz
octan sodu rozpuscitam w acetonitrylu nastepnie do mieszaniny reakcyjnej dodatam porcjami
rozpuszczong w acetonitrylu dichlorotertazyne. Reakcje prowadzitam w temperaturze
pokojowej, obserwujac po 20 min. zmiane barwy mieszaniny reakcyjnej z malinowe] na
pomaranczowo-r6zowa. Reakcje prowadzitam przez 1 h, kontrolujac (TLC) zanik plamki
pochodzacej od 3.6-dichloro-1,2,4,5-tetrazyny. Powstata di/N-Boc-Cys-tetrazyne uzylam do

dalszej reakcji bez dodatkowego oczyszczania.
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Schemat 40. Synteza diN-Boc-Cys-tetrazyna

Do mieszaniny reakcyjnej uzyskanej w 1 etapie dodatam porcjami rozpuszczony
w acetonitrylu Py-ester-BCN (Schemat 41). Po ok. 30 min roztwdr zrobit si¢ intensywnie
pomaranczowy i zaobserwowatam wypadanie biatego osadu. Mieszaning reakcyjna ogrzatam
do 30°C i pozostawilam na 22 h. Produkt wydzielitam z mieszaniny poreakcyjnej na drodze

ekstrakcji, a nastgpnie oczyscitam go za pomoca chromatografii kolumnowe;.
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Schemat 41. Synteza Py-ester-BCN-di/N-Boc-Cys-tetrazyny

W widmie 'H NMR (600MHz, CDCl3) zwigzku Py-ester-BCN-diN-Boc-Cys-tetrazyna
obecne sg sygnaty protondéw pierscienia cyklopropanowego - multiplet w zakresie 0,87-0,91
ppm odpowiada dwém protonom, a multiplet w zakresie 1,06-1,09 ppm odpowiada jednemu
protonowi. Multiplet 18 protonow w zakresie 1,41-1,42 ppm odpowiada protonom dwdch grup
tert-butylowych. Multiplet w zakresie 2,63-2,68 ppm odpowiada dwoém protonom pierscienia
cyklooktynowego, multiplet w zakresie 2,82-2,92 ppm odpowiada czterem protonom

pierscienia cyklooktynowego. Nastepnie obecny jest multiplet w zakresie 3,73-3.79 od
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12 protondw - sygnat od szesciu protonow dwdch grup -CH3s nalozyt sie z sygnatem od czterech
protonéw dwdch grup -CHz zwigzanych z atomami siarki oraz sygnatlem od dwoch protonow
pierscienia cyklooktynowego. Dublet przy 4,26 ppm o statej sprzezenia J = 7,3 Hz pochodzi od
dwéch protonow grupy -CH> zwigzanej z atomem tlenu grupy estrowej, multiplet w zakresie
4,59-4,66 ppm pochodzi od dwdch protonow dwoch grup -CH zwigzanych z atomem azotu,
a poszerzony singlet przy 5,69 ppm odpowiada dwom protonom grup -NH. Najdalej przesunigte
sygnaty odpowiadajg protonom pierscienia pirenowego - tryplet jednego protonu przy 8,05 ppm
o stalej sprzezenia J = 6,6 Hz, dublet jednego protonu przy 8,08 ppm o stalej sprzgzenia J = 8,9
Hz, multiplet w zakresie 8,22-8,28 ppm pochodzi od trzech protonow uktadu aromatycznego.
Nastepnie obecne sg dwa dublety - dublet jednego protonu przy 8,59 ppm o stalej sprz¢zenia
J = 8,0 Hz oraz dublet pochodzacy od jednego protonu przy 9,20 ppm o statej sprzezenia
J=9.4 Hz.

W widmie *C NMR (150MHz, CDCl3) zwiazku Py-ester-BCN-diN-Boc-Cys-tetrazyna
obecne sg sygnaly obecnych w czasteczce atomow wegla grup karbonylowych oraz C=N,
odpowiednio przy 171.4, 171,3, 168.1, 158,1, 155,3. Sygnaly pochodzace od atomow wegla
uktadéw aromatycznych znajduja si¢ przy: 138,8, 134,3, 131,0, 129,6, 129.4, 128.3, 127.2,
126,4, 126,3, 126,2, 124,9, 124,2, 124,1, 1239, natomiast alifatyczne atomy wegla obecne
w czasteczce znajdujg sie przy 68,5, 53,3, 52,6, 32,7, 28.3, 27,6, 27,2, 26,8, 21.5.

Zachgcona wyzej opisanymi wynikami postanowitam podjaé probe bezposredniej addycji
tiolu do wigzania potrdjnego obecnego w czasteczce cyklooktynu (Schemat 42). Mozliwosé
bezposredniej funkcjonalizacji moglaby stanowi¢ nowa prosta metode znakowania
bioczasteczek zawierajacych wolne grupy -SH w warunkach fizjologicznych. Wazne wydato
mi si¢ takze dobranie warunkéw reakcji tak, aby byly jak najbardziej zblizone do

fizjologicznych.

W tym celu N-Boc-Cys oraz octan sodu rozpuscitam w acetonitrylu, a nastepnie dodatam
porcjami Py-ester-BCN i mieszaning reakcyjng podgrzalam do 37°C (warunki temperaturowe
zblizone do fizjologicznych). Reakcje prowadzitam 72 h kontrolujac jej przebieg za pomoca
chromatografii cienkowarstwowej. Nastepnie surowy produkt wydzielitam z mieszaniny

poreakcyjnej stosujac ekstrakcje 1 oczyscitam go chromatograficznie.
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Schemat 42. Synteza Py-ester-BCN-N-Boc-Cys

Analiza widma protonowego umozliwila mi potwierdzenie struktury produktu
Py-ester-BCN-N-Boc-Cys - w wyniku wyzej opisanej reakcji otrzymatam produkt
monoaddycji. W widmie '"H NMR (600MHz, CDCls) zwiazku Py-ester-BCN-N-Boc-Cys
obecne sg sygnaty protondéw pierscienia cyklopropanowego - multiplet w zakresie 1,02-1,04
ppm odpowiada jednemu protonowi, a multiplet w zakresie 1,06-1,13 ppm odpowiada dwom
protonom. Multiplet pochodzacy od 11 protonéw w zakresie 1,44-1,46 ppm odpowiada
dziewigciu protonom grupy fert-butylowej oraz dwom protonom pierscienia cyklooktynowego.
Nastepne sygnaly pochodzg od protonéw pierscienia cyklooktynowego - multiplet w zakresie
2,15-2,21 ppm odpowiada jednemu protonowi, multiplet w zakresie 2,28-2,34 ppm odpowiada
dwoém protonom, multiplet w zakresie 2,34-2,40 odpowiada jednemu protonowi, multiplet
w zakresie 2,42-2.47 odpowiada jednemu protonowi, multiplet w zakresie 2,52-2,58 ppm
odpowiada jednemu protonowi. Multiplet w zakresie 2,99-3,14 ppm odpowiada dwoém
protonom grupy -CHz zwiazanej z atomem siarki. Kolejnymi sygnatami w widmie sa dublet
przy 3,75 ppm o statej sprzezenia J = 8,4 Hz pochodzacy od trzech protondéw grupy -OCHj3
i tryplet przy 4,37 ppm o statej sprzezenia J = 7,2 Hz pochodzacy od dwoch protonow grupy -
CH» zwiazanej z atomem tlenu. Multiplet jednego protonu przy 4,58 ppm pochodzi od grupy -
CH zwigzanej z atomem azotu, a poszerzony singlet przy 5,30 ppm odpowiada protonowi grupy
-NH. Multiplet w zakresie 5,88-5,91 ppm pochodzi od protonu przylaczonego do atomu wegla
wigzania podwojnego obecnego w pierscieniu cyklooktynowym. Najdalej przesuniete sygnaly
odpowiadaja protonom uktadu pirenowego — tryplet od jednego protonu przy 8,07 ppm o stalej
sprzezenia J = 7,6 Hz, dublet od jednego protonu przy 8,10 ppm o stalej sprzezenia J = 8,9 Hz,
dublet od dwoch protondéw przy 8,18 ppm o stalej sprzezenia J = 9,6 Hz, dublet od jednego
protonu przy 8,23 ppm o statej sprzgzenia J= 9,4 Hz, a tryplet przy 8,27 ppm o stalej sprzezenia
J = 8,7 Hz pochodzi od dwoch protondw ukladu aromatycznego. Ostatnie sygnaly obecne

w widmie zwigzku Py-ester-BCN-/N-Boc-Cys to dublet od jednego protonu przy 8,62 ppm
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o statej sprzgzenia J = 7,8 Hz oraz dublet odjednego protonu przy 9,24 ppm o statej sprzezenia
J=9,6 Hz.

W widmie '3C NMR (150MHz, CDCl3) zwiazku Py-ester-BCN-N-Boc-Cys znajduja sic
sygnaly obecnych w czasteczce atomdéw wegla grup karbonylowych oraz C=N, odpowiednio
przy: 1714, 171,3, 168,1, 158.,1, 155,3, sygnaly atoméw wegla ukladow aromatycznych
znajduja sie przy: 138.8, 134,3, 131,0, 129,6, 129.4, 128.3, 127,2, 126.4, 126,3, 126,2, 124,9,
124,2,124,1, 123.9, a sygnaly od alifatycznych atomoéw wegla obecne sg przy: 69,3, 52,4, 33,9,
31,6,29,4,29,2, 28,3, 28,3, 27,4, 26,4, 23,3, 23,0, 22,1.

Wyniki przeprowadzonej reakcji sa obiecujace w kontekscie mozliwosci aplikacyjnych.

Znaczniki fluorescencyjne moga by¢ stosowane nie tylko do znakowania okreslonych
elementow komorkowych, takich jak w/w grupy -SH. Ich stosowanie pozwala takze na
nieinwazyjne $ledzenie proceséw zachodzacych w zywych organizmach. Jednym z takich
procesOw jest monitorowanie postepow terapii, szczegoélnie wazne przy leczeniu chordb
nowotworowych. Przylaczenie znacznika fluorescencyjnego do czasteczki farmaceutyku moze
pomoc w lepszym zrozumieniu procesu jego wchlaniania, $ciezki metabolicznej 1 jego
oddziatywania na organizm. Interesujacym zatem wydato mi si¢ sprawdzenie czy mozliwe jest
uzycie opracowanego przeze mnie znacznika do znakowania lekoéw. Pozostajac w obrebie
reakcji bioortogonalnych uznatam, ze Py-ester-BCN powinien by¢ reaktywny w reakcjach
cykloaddycji typu SPAAC. Aby mozna byto przeprowadzi¢ taka reakcje z w/w zwigzkiem drugi
reagent powinien zawiera¢ ugrupowanie azydkowe. Ugrupowanie takie posiada
3'-azydo-3'-deoksytymidyna (AZT), ktéra jest stosowana jako lek antyretrowirusowy
(Zidovudinum), np. w leczeniu zakazen wirusem HIV. Interesujacym wydalo mi si¢ zatem

przeprowadzenie reakcji ,.click” Py-ester-BCN z AZT.

W tym celu Py-ester-BCN rozpuscitam w THF w 50°C, a nast¢pnie do mieszaniny dodatam
AZT rozpuszczone w niewielkiej ilosci wody. Reakcje prowadzitam w 50°C przez 20 h
(Schemat 43). Nastepnie odparowalam rozpuszczalnik, a surowy produkt oczyscitam za
pomoca chromatografii kolumnowej, stosujac jako uktad rozwijajacy mieszanine chloroform :

metanol 99:1.
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Schemat 43. Synteza Py-ester-BCN-AZT

Strukture otrzymanego zwigzku potwierdzitam wykonujac analize spektroskopowa.
W widmie 'H NMR (600MHz, CDCl3) zwiazku Py-ester-BCN-AZT (Rysunek 91) obecny jest
multiplet w zakresie 1,03-1,13 ppm pochodzacy od trzech protonéw cyklopropanu. Singlet przy
1,92 ppm odpowiada trzem protonom grupy CH3. Nastepne sygnaty pochodzg od protonow
pierscienia cyklooktynowego oraz uktadu cyklicznego AZT sg to multiplety w zakresach: 2.46-
2.51, 2,70-2,76, 2,91-2,99, 3,02-3,07, 3,09-3,15, 3,44-3,49, 3,62-3,69, 3,99-4,02, 4,34-4,38,
4,39-4,42, 4,44-4,48 oraz 5,25-52,8 odpowiadajace jednemu protonowi kazdy. Kwartet przy
6,13 ppm o stalych sprzezenia J; = 5,2 Hz i J>= 6,7 Hz odpowiada jednemu protonowi. Kolejne
sygnaty odpowiadajg protonom pierscienia pirenowego - tryplet od jednego protonu przy 8,08
ppm o stalej sprzezenia J = 7,6 Hz, dublet od jednego protonu przy 8,10 ppm o stalej sprz¢zenia
J = 8,8 Hz, a dublet przy 8,19 ppm o stalej sprzezenia J = 8,8 Hz odpowiada dwom protonom.
Kolejne sygnaly to dublet jednego protonu przy 8,24 ppm o stalej sprzezenia J= 9,4 Hz, tryplet
dwoch protonow przy 8,28 ppm o stalej sprzezenia J = 8,3 Hz oraz dublet jednego protonu przy
8,62 ppm o statej sprzezenia J = 8,0 Hz. Przy 8,69 ppm obecny jest poszerzony singlet
pochodzacy od protonu grupy -OH, a najdalej przesuniety sygnal przy 9,24 ppm to dublet

jednego protonu o statej sprzezenia J = 9,4 Hz.
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Rysunek 91. Widmo 'H NMR Py-ester-BCN+AZT w CDCl; (600 MHz)

W widmie *C NMR (150MHz, CDCl;) Py-ester-BCN+AZT (Rysunek 92) sygnaly przy
168,2, 163,4, 150,3 ppm odpowiadajg karbonylowym atomom wegla. Sygnaty 6: 145,4, 139,0,
134,3, 133,7,133,6, 131,1, 130,4, 129,7, 129,4, 128.3, 127,2, 126,4, 126,2, 124,9, 124,2, 123,9
ppm pochodza od atomow wegla pierscienia pirenowego. Sygnaty pochodzace od alifatycznych
atomow wegla pierscienia cukrowego AZT, cyklooktynowego i cyklopropanowego znajduja
sig przy 111,2, 91,1, 85,6, 85,5, 68,7, 61,9, 61,8, 56,2, 36,9, 36,8, 27,3, 26,6, 25,6, 25,5, 24,3,
23,2,22.9,22,7,22,6, 12,4 ppm.
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Rysunek 92. Widmo *C NMR Py-ester-BCN-AZT w CDCl; (150 MHz)
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5.7. Badania

Podczas stazu naukowego w laboratorium PPSM (ENS Paris-Saclay) w grupie
dr Rémiego M¢étivier oraz dr Clémence Allain, zbadatam wiasciwosci fotofizyczne opisanych
w poprzednim podrozdziale koniugatow. Zarejestrowatam widma elektronowej absorpcji oraz

emisji w roztworze acetonitrylu (Rysunek 93). Widma zostatly zarejestrowane dla roztworow,

fotofizyczne

dla ktorych absorbancja wynosita 0,1 dla Amax.
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Rysunek 93. Widma elektronowe absorpcji i emisji otrzymanych koniugatow

W roztworze acetonitrylu

koniugatéw pokrywaja si¢ z wartosciami Amax znacznika (linia przerywana).

Dodatkowo, podczas stazu wykonalam badania majace na celu wyznaczenie czasow zycia
fluorescencji
w roztworze acetonitrylu. Pomiar krzywych zaniku fluorescencji wykonatam metoda zliczania
pojedynczych fotonéow skorelowanych czasowo (metoda TCSPC - time correlated single

photon counting). Zarejestrowane krzywe zaniku fluorescencji dla poszczegdlnych koniugatow

zostaly przedstawione przeze mnie na Rysunkach 94-96.
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Rysunek 94. Krzywa zaniku fluorescencji koniugatu Py-ester-BCN-diN-Boc-Cys-tetrazyny

W roztworze acetonitrylu
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Rysunek 95. Krzywa zaniku fluorescencji koniugatu Py-ester-BCN-/N-Boc-Cys

W roztworze acetonitrylu
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Rysunek 96. Krzywa zaniku fluorescencji koniugatu Py-ester-BCN+AZT

W roztworze acetonitrylu
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Zwigzek QyMecN 7 [ns]

Py-ester-BCN-di/N-Boc-

86.2% 6,76

Cys-tetrazyny
Py-ester-BCN-N-Boc-Cys 83,7% 6,85
Py-ester-BCN+AZT 91,4% 6,65

Tabela 10. Wybrane dane fizykochemiczne wyznaczone dla zwigzkéw Py-ester-BCN-di/V-
Boc-Cys-tetrazyny, Py-ester-BCN-N-Boc-Cys oraz Py-ester-BCN+AZT

Otrzymane przeze mnie koniugaty wykazujg silng fluorescencje w roztworze acetonitrylu.
Wartosci wydajnosci kwantowej mieszcza si¢ w przedziale 83,7% do 91,4% i sa poréwnywalne
z wydajnoscia kwantowa uzytego znacznika Py-ester-BCN (90,5%). Wyznaczone wartosci
wydajnosci kwantowej fluorescencji oraz czasy zycia fluorescencji w acetonitrylu zostaly

zebrane w Tabeli 10.

Uzyskane wyniki pokazuja, ze otrzymany przeze mnie znacznik Py-ester-BCN ma duzy
potencjatl aplikacyjny. Moze on zosta¢ wykorzystany zaréwno do znakowania, na drodze
reakcji bioortogonalnych, bioczasteczek zawierajacych grupy -SH jak i mostki dwusiarczkowe.
Ponadto, zwigzek ten moze by¢ wykorzystany do znakowania fluorescencyjnego lekdéw, czego
przyktadem jest przeprowadzona przeze mnie reakcja z AZT. Znakowanie takie moze stanowic
nowe narzedzie diagnostyczne pozwalajace na monitorowanie procesu leczenia

z wykorzystaniem nieinwazyjnej spektroskopii fluorescencyjne;j.
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5.8. Zastosowanie pochodnej Py-ester-BCN w reakcjach z biomolekulami

Wyzej opisane syntezy koniugatéw potwierdzily reaktywnos$¢ modelowego znacznika
fluorescencyjnego - Py-ester-BCN wobec prostych czasteczek takich jak: ester metylowy
N-Boc-L-cysteiny (N-Boc-Cys) czy AZT (3'-Azydo-3'-deoksytymidyna), a otrzymane
koniugaty wykazywaly interesujace wlasciowsci fotofizyczne. Wysoka wydajnos¢ kwantowa
otrzymanych koniugatow charakterystyczna dla Py-ester-BCN zache¢cita mnie do sprawdzenia
dziatania tego znacznika wzgledem bardziej skomplikowanych uktadow. Do eksperymentu
tego postanowitam uzy¢ biatka HSA - albuminy surowicy ludzkiej (Rysunek 97), ktéra jest

najobficiej wystepujacym biatkiem w ludzkim osoczu.

Rysunek 97. Struktura albuminy surowicy ludzkiej
(Pobrana ze strony https://www.rcsb.org/structure/1AO6)

Wybor HSA jako modelowego biatka nie byt przypadkowy, poniewaz w jego strukturze 34
z 35 reszt cysteiny tworzy mostki dwusiarczkowe, a jedna reszta cysteiny (Cys-34) pozostaje
niezwigzana. Obecnos$¢ wolnej grupy tiolowej reszty cysteiny w pozycji Cys-34 jest kluczowa
dla modyfikacji strukturalnych tego biatka. Dodatkowo, w 2014 roku ukazata si¢ praca
(J. Am. Chem. Soc., 2014, 136, 13233-13239), w ktorej opisane zostalo selektywne znakowanie
HSA w pozycji Cys-34 i detekcja otrzymanego koniugatu za pomoca spektroskopii UV-VIS
i emisyjnej. Tak jak wykazalam we wczesniejszej czgsci pracy znacznik
Py-ester-BCN reaguje, w warunkach zblizonych do fizjologicznych, z grupa -SH cysteiny.
Postanowilam zatem sprawdzi¢ czy znacznik ten bedzie reagowal z HSA i czy mozliwym
bedzie bezposrednie sledzenie zachodzacych zmian za pomoca spektroskopii fluorescencyjne;j

(Schemat 44).
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PBS (pH=7,4)
— T
35°C, 24h

Schemat 44. Znakowanie HSA za pomocg Py-ester-BCN

W tym celu przygotowatam roztwér HSA (0,060 pmol) w buforze PBS (1 ml) — aby
odwzorowac¢ warunki fizjologiczne, do ktérego dodatam roztwoér Py-ester-BCN (0,066 pmol)
w mieszaninie woda + DMSO (0,9 ml:100 ul). Dodatek DMSO mial na celu zwigkszenie
rozpuszczalnosci znacznika fluorescencyjnego w mieszaninie reakcyjnej. Nastepnie catosé¢
ogrzalam do 35°C (warunki zblizone do fizjologicznych) i mieszatam przez 24 h. W celu
obserwacji zachodzacych zmian i kontroli przebiegu reakcji rejestrowatam widma absorpcji
i emisji. Podczas reakcji HSA z pochodng estrowa cyklooktynu widoczna jest zmiana barwy
fluorescencji roztworu. Niezmodyfikowana albumina wykazywata bardzo staba fluorescencje.
Dodanie znacznika fluorescencyjnego poczatkowo wywotato zwiekszenie fluorescencji
roztworu - sam znacznik w roztworze wodnym wykazuje zielong fluorescencje, natomiast po
24 h mieszanina reakcyjna zmienita kolor emisji na jasnoniebieska (Rysunek 98), co moze

sugerowac zakonczenie reakcji.

Roztwor HSA przed
modyfikacja

Roztwor zmodyfikowanego
HSA po24h

Py-ester-BCN w
roztworze buforowym

Rysunek 98. Zdjecia roztwordw reagentdw i mieszaniny poreakcyjnej (HSA+ Py-ester-BCN)
w $wietle UV (A=365 nm)
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Na Rysunku 99 zamiescitam widma absorpcji i emisji pokazujace zmiany zachodzace

w czasie 24 h w mieszaninie HSA+ Py-ester-BCN.

—HSA ) 1500 4 —HSA )
= Py-ester-BCN Py-ester-BCN

1,254 . HSA+Py-ester-BCN Oh s HSA+Py-ester-BCN Oh
=—HSA+Py-ester-BCN 3h 1250 =—HSA+Py-ester-BCN 3h

s HS A+ Py-ester-BCN 6h

= HSA+Py-ester-BCN 6h
~HSA+Py-ester-BCN 24h

= HSA+Py-ester-BCN 24h

1000 4

750 4

Intensywnosé [a.u.]

500

2504 |

A [nm]

Rysunek 99. Widma absorpcyjne i emisyjne zarejestrowane podczas znakowania HSA

ludzkiej znacznikiem fluorescencyjnym Py-ester-BCN

Samo niezmodyfikowane biatko wykazywalo bardzo stabg fluorescencje (linia czarna),
a roztwor znacznika wykazuje zielong fluorescencje, co potwierdza widmo elektronowe emisji
zarejestrowane w zakresie 400 — 630 nm (linia niebieska - Amax = 510 nm). Rejestracja zmian
emisji zachodzacych po 3 h, 6 h, 24 h pozwala na obserwacj¢ zmian zachodzacych
w mieszaninie reakcyjnej. Wraz z uptywem czasu zmniejsza si¢ intensywnos¢ fluorescencji
W wyzej wymienionym obszarze. Jednoczesnie widoczne jest pojawienie si¢ nowych pasm
emisji w obszarze fal krotszych. Po 24 h nastepuje zmiana barwy emitowanego $wiatta
z zielonej na niebieska. Zmiany te moga by¢ zwigzane z addycja znacznika Py-ester-BCN do
wolnej grupy -SH Cys34 znajdujacej si¢ w HSA. Przeprowadzony eksperyment pokazuje, ze
opracowany znacznik fluorescencyjny moze oddziatywaé¢ z wiekszymi bioczasteczkami,
a zmiany wywolane jego obecnoscia w ukladzie moga by¢ monitorowane za pomoca

spektroskopii fluorescencyjne;j.
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5.9. Badania aktywnosci biologicznej zsyntezowanych znacznikow

fluorescencyjnych

Dla zsyntezowanych znacznikow - Py-ester-BCN, Py-eter-BCN, Py-N-BCN oraz
Py-S-BCN we wspdlpracy z zespolem dr hab. Sylwii Michlewskiej zostaty przeprowadzone
badania biologiczne. Dla w/w zwigzkéw przeprowadzono testy cytotoksycznosci wobec dwoch
réznych linii komorkowych - komoérek zdrowych (BJ) oraz komérek potrdjnie negatywnego
nowotworu piersi (MDA-MB-231). Z uzyskanych wynikéw zebranych na Rysunku 100
wynika, iz badane znaczniki nie sg cytotoksyczne po 24 h zaréwno dla komérek prawidtowych

jak i nowotworowych.

BJ MDA-MB-231
(zdrowe komorki fibroblastow) (komorki nowotworu piersi)
= 105 5 105
: :
S €
=] =]
= 4
9] )
2 Z
. 35 ; 35
= =
: :
Control 5 10 25 50 100 Control 5 10 25 50 100
STEZENIE [MMOL/L] STEZENIE [MMOL/L]
[ Py-ester- Py-S BCN Py-N-BCN [ Py-eter- [ Py-ester- Py-S-BCN [] Py-N-BCN [0 Py-eter-
BCN BCN BCN BCN

Rysunek 100. Cytotoksyczno$é badanych zwiazkow wzgledem komorek fibroblastow (BJ)
oraz komoérek nowotowrowych (MDA-MB-231)

Nawigzujac do pierwotnego zatozenia mojej rozprawy doktorskiej, iz zsyntezowane przeze
mnie znaczniki fluorescencyjne miatyby znalez¢é zastosowanie w znakowaniu biomolekut,
bioobrazowaniu, c¢zy monitorowaniu procesu leczenia, to wuzyskane wyniki badan
biologicznych sg bardzo obiecujace i potwierdzaja wysoki potencjat aplikacyjny otrzymanych
zwigzkow.

Oprocz wyzej opisanych badan biologicznych, ktére zostaly przeprowadzone we
wspotpracy z zespotem dr hab. Sylwii Michlewskiej, wykonane zostalo obrazowanie za
pomoca mikroskopii konfokalnej. Rezultaty wprowadzenia znacznikéw do komorek

prawidtowych oraz nowotworowych zostaly przedstawione na Rysunku 101.

Do badan mikroskopowych zostaly wykorzystane te same linie komérkowe, dla ktorych
zostaly przeprowadzone badania cytotoksycznosci - prawidlowe komorki fibroblastow (BJ)
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i komoérki nowotworowe raka piersi MDA-MB-231. Wsérod badanych zwigzkow, zarowno
w przypadku komorek prawidlowych, jak i nowotworowych znaczniki Py-ester-BCN,
Py-eter-BCN, Py-N-BCN wykazywaly intensywne sygnaly fluorescencyjne. W przypadku
komérek MDA-MB-231 fluorescencja badanych zwigzkow byla intensywniejsza, co
prawdopodobnie wynika z ich wiekszej aktywnosci metabolicznej. Wzdr barwienia komorek
byt podobny niezaleznie od badanych znacznikdéw luminescencyjnych i linii komérkowych.
Oprécz niewielkich, intensywnie fluorescencyjnych osadow wewnatrz komorki (biata
strzatka), znaczniki zabarwiajg btony komorkowe w cytoplazmie, szczegolnie w okolicy jadra

komoérkowego, czyli w obszarze bogatym w retikulum endoplazmatyczne.

BJ MDA

Py-ester-BCN Coiitrol

-S-BCN

Py-N-BCN

Py-eter-BCN

Rysunek 101. Poréwnanie fluorescencji badanych zwigzkow w komorkach BJ oraz

komorkach nowotworowych MDA-MB-231 po 2- godzinnej inkubacji (stezenie 10 pM)
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5.10. Synteza nowych pochodnych maleimidu zawierajacych fragment

pirenowy

Wykonane w ramach rozprawy doktorskiej badania potwierdzily reaktywnosé
bromopochodnych maleimidu wobec biologicznie istotnych tioli oraz ich szerokie
zastosowanie w reakcjach biokoniugacji. Proba zastosowania pochodnych pirenu, ktore
wykazujg szereg ciekawych wihasciwosci fizykochemicznych, podczas projektowania nowych
znacznikdw fluorescencyjnych zakonczyla si¢ sukcesem. W literaturze znajduje sie¢ wiele
doniesien, ze maleimid moze by¢ podstawiony zaréwno w pozycjach alkenylowych, jak
i w grupie imidowej, co umozliwia syntezowanie mono-, di- i tréjfunkcyjnych podstawionych
pochodnych. (Angew. Chem. Int. Ed. Engl., 2024, 21, 63). Ponadto, w 2011 roku zostata
opublikowana praca, w ktorej opisano roézne warianty wprowadzania aromatycznych
podstawnikéw w pozycjach aleknylowych maleimidu na drodze reakcji sprzegania Hecka
i Suzuki katalizowanych palladem (J. Org. Chem. 2011, 76, 9, 3122-3130). Zaciekawiona
otrzymanymi wynikami podjelam prébe zaprojektowania oraz syntezy znacznikdw, ktore beda

zawiera¢ w swej strukturze uktad pirenowy przytaczony do pierscienia maleimidowego.

W pierwszej kolejnosci postanowitam zmodytikowa¢ niepodstawiony maleimid w pozycji

alkenylowej na drodze reakcji katalizowanej zwigzkami palladu.

Prace rozpocze¢tam od syntezy chlorku pirenosulfonowego (Schemat 45). W celu jego
otrzymania kwas pirenosulfonowy rozpuscitam w DMF i mieszatam w temperaturze 0°C przez
30 min., a nastepnie porcjami dodatam chlorek tionylu obserwujac wypadanie brunatno-zottego
osadu. Po 2 h mieszanine poreakcyjng wylalam na 16d i przesaczytam, a produkt oczy$citam na
drodze chromatografii kolumnowej. Strukture oraz czystos¢ chlorku pirenosulfonowego

okreslitam na podstawie widma '"H NMR.

I SO;H I S0,Cl1
SOCl,
_
DMF,
‘ 2h, temp. pok. O

Schemat 45. Synteza chlorku pireno-1-sulfonowego
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Podjelam wiele prob otrzymania Mal-Py, modyfikujac warunki reakcji maleimidu
z chlorkiem pirenosulfonowym. Produkt otrzymatam jedynie w przypadku gdy chlorek kwasu
pirenosulfonowego, maleimid oraz chlorek palladu (II) rozpuscitam w acetonitrylu, i reakcje
prowadzilam 1 h w 80°C. Niestety produkt otrzymalam z bardzo niska wydajnoscig
(Schemat 46). Wynika ona prawdopodobnie z niskiej reaktywnosci N-niepodstawionego

maleimidu.

S0,C1
o
PdCl,, TFA
HN | + —_—
MeCN,
72h, 80°C

(0]

Maleimid chlorek Mal-Py

1-pirenosulfonowy 2%

Schemat 46. Synteza Mal-Py

Identyfikacje Mal-Py dokonalam na podstawie widma 'H NMR (Rysunek 102). W widmie
protonowego rezonansu magnetycznego zwigzku (600MHz, aceton-ds) obecny jest singlet przy
6,97 ppm od jednego protonu przylaczonego do atomu wegla wigzania podwojnego obecnego
w pierscieniu maleimidowym. Nastepny sygnal - poszerzony singlet przy 7,48 ppm odpowiada
jednemu protonowi grupy -NH obecnej w pierscieniu maleimidowym. Kolejne sygnaly
pochodza od protonow pierscienia pirenowego - tryplet przy 8,09 ppm o stalej sprz¢zenia
J=17,6 Hz odpowiada jednemu protonowi, dublet przy 8,11 ppm o stalej sprzezenia J = 8,8 Hz
odpowiada jednemu protonowi, multiplet w zakresie 8,16-8,18 ppm od dwodch protondw, dublet
przy 8,20 ppm o statej sprzezenia.J = 7,3 Hz pochodzi od jednego protonu, kolejny dublet przy
8,25 ppm o statej sprzezenia J = 8,0 Hz réwniez odpowiada jednemu protonowi, a ostatni sygnat

- multiplet w zakresie 9,29-8,25 ppm pochodzi od trzech protondéw uktadu pirenowego.
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Rysunek 102. Widmo 'H NMR Mal-Py w acetonie-ds (600 MHz)

Niska wydajnos¢ syntezy oraz sladowe ilosci zsyntezowanego produktu uniemozliwity mi
zarejestrowanie dobrej jakosci widma '3C NMR. W celu dodatkowego potwierdzenia struktury
zwigzku Mal-Py zostala wykonana analiza HRMS (ESI) m/z: m/z: obliczona dla wzoru
C20HiINO2H [M+H]" 298,0868 wyznaczona eksperymentalnie 298,0874. Zarejestrowalam
rowniez widmo w podczerwieni, w ktorym obecne sg charakterystyczne pasma drgan
1

walencyjnych grupy -NH przy 3447 cm”
1719 cm™,

oraz grup karbonylowych przy 1768 oraz

Ponadto, dla zwigzku Mal-Py wuzyskalam monokrysztaly, ktorych analiza
rentgenostrukturalna pozwolita jednoznacznie potwierdzi¢ strukture uzyskanego produktu.
W pojedynczej komorce elementarnej obecne sa dwie czasteczki Mal-Py (Rysunek 103).
Ponadto, mozna zaobserwowac tworzenie si¢ wigzan wodorowych miedzy atomami wodoru
grupy -NH obecnej w ukladzie maleimidowym jedenej czasteczki, a atomami tlenu grupy

karbonylowej podstawnika cysteinowego drugiej czasteczki.

Rysunek 103. Struktura czasteczkowa Mal-Py
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Na podstawie wynikéw analizy rentgenostrukturalnej mozemy stwierdzi¢ iz w komorce
elementarnej zwigzku Mal-Py (Rysunek 104) znajduje si¢ 8 czasteczek. Ponadto,
trojwymiarowa struktura dostarczyla nam informacji dotyczycacych sposobu ulozenia
pierscieni pirenowych w sieci krystalicznej. Na podstawie upakowania w komorce
elementarnej mozna stwierdzié, ze pierscienie pirenowe sg utozone do siebie rownolegle, moga

zatem oddziatlywaé ze soba na zasadzie m-stackingu. Zjawisko to prowadzi do wygaszania

fluorescencji.

Rysunek 104. Upakowanie w komorce elementarnej Mal-Py

Ze wzgledu na niska wydajnos¢ wyzej opisanej reakcji podjetam probe zmodyfikowania
warunkow reakcji oraz zmiang stosowanych reagentow. Ze wzgledu na powodzenie reakcji
miedzy bromopochodnymi maleimidu, a tiolami, postanowitam uzy¢ do reakcji

bromopochodnych maleimidu oraz merkaptopirenu jako odczynnika nukleofilowego.

Prace rozpoczelam od syntezy 1-merkaptopirenu (Schemat 47). Do reakcji uzytam
wczesniej zsyntezowany chlorek pirenosulfonowy, ktéry rozpuscitam w chlorku metylenu,
a nastepnie dodatam porcjami trifenylofosfine. Reakcje prowadzitam w temperaturze

pokojowej przez 18 h. W wyniku reakcji otrzymatam 1-merkaptopiren z 65% wydajnoscia.

S0,Cl1
O PPh,
— |
DCM,
O 18h, temp. pok.

/SH

)

)

A

\/
chlorek 1-merkaptopiren
pireno-1-sulfonowy 65%

Schemat 47. Synteza 1-merkaptopirenu
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Strukture oraz czystos¢ otrzymanego produktu okreslitam na podstawie analizy widma

"H NMR poréwnujac multipletowo$é oraz przesuniecia sygnatéw z danymi literaturowymi.

W pierwszej kolejnosci do reakcji z merkaptopirenem uzylam monobromomaleimid
(Schemat 48). 1-Merkaptopiren oraz octan sodu rozpuscitam w acetonitrylu, tak przygotowany
roztwér mieszaltam w 35°C, a nastepnie dodalam porcjami rozpuszczony w acetonitrylu
bromomaleimid. Po 30 min. zaobserwowalam zabarwienie mieszaniny reakcyjnej na zotto,

reakcje prowadzitam 60 min. w 35°C. W wyniku reakcji otrzymatam Mal-S-Py z 30%

wydajnoscia.
o
H
HN |
e o SN
| X o o | X
B
X ' NaOAc A
| + BN — |
G MeCN, Z
I Y/ 1h, 35°C |
\/ \/
1-merkaptopiren BM Mal-S-Py

80%

Schemat 48. Synteza Mal-S-Py

W widmie '"H NMR (600MHz, DMSO-ds) zwiazku Mal-S-Py (Rysunek 105) jest obecny
przy 5,31 ppm dublet o stalej sprzgzenia J = 1,2 Hz pochodzacy od jednego protonu
przytaczonego do atomu wegla wigzania podwojnego pierscienia maleimidowego. Kolejne
sygnaty pochodza od protonow uktadu pirenowego - tryplet przy 8,19 ppm o staltej sprzezenia
J=17,6 Hz odpowiadajacy jednemu protonowi, dublet przy 8,30 ppm o stalej sprzezenia J= 8,9
Hz odpowiadajacy jednemu protonowi, kolejny dublet jednego protonu przy 8,36 ppm o stalej
sprzezenia J = 8,9 Hz, nastepnie dwa multiplet w zakresie 8,37-8,41 oraz 8.42-8.,44 ppm
odpowiadajace trzem protonom kazdy. Ostatni sygnal - poszerzony singlet przy 11,11 ppm

odpowiada jednemu protonowi grupy -NH obecnej w pierscieniu maleimidowym.
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Rysunek 105. Widmo 'H NMR Mal-S-Py w DMSO-ds (600 MHz)

W widmie 3CNMR (150MHz, DMSO-ds) Mal-S-Py (Rysunek 106) sygnaly obecne przy
170,8 i 169,5 ppm odpowiadajg dwom karbonylowym atomom wegla, sygnat przy o: 151,2
ppm pochodzi od atomu wegla ukladu pirenowego zwigzanego z atomem siarki, kolejne
sygnaty 6: 133,6, 132,6, 132.4, 131,1, 130,7, 130,2, 129,6, 127,7, 127.5, 127,0, 126,9, 126.4,
125,2, 123,4, 123,8 ppm pochodza od pozostalych atoméw wegla uktadu pirenowego.
Dodatkowo strukture omawianej pochodnej potwierdzito widmo masowe wysokiej
rozdzielczosci - m/z: obliczona dla wzoru C0HjoNO2S [M-H]" wynosita 328,0432,
a wyznaczona 328,0434, natomiast warto$¢ dla obliczona dla wzoru C2oH;i1NO2SH [M+H]"
wynosita 330,0589, a wyznaczona eksperymentalnie 330,0594.
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Rysunek 106. Widmo *C NMR Mal-S-Py w DMSO-de (150 MHz)
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Do kolejnej reakcji uzylam dibromomaleimid i 1-merkaptopiren (Schemat 49). Podobnie
jak poprzednio 1-merkaptopiren oraz octan sodu rozpuscitam w acetonitrylu, roztwor ogrzatam
do 35°C i dodatam porcjami rozpuszczony w acetonitrylu dibromomaleimid. Wraz z postepem
reakcji zaobserwowalam zabarwienie mieszaniny reakcyjnej na pomaranczowo-czerwono.
Reakcje prowadzitam 15 min. w 35°C. W wyniku reakcji otrzymatam BrMal-S-Py z 40%
wydajnoscia.

1 eq. 1eq 0]

SH
o o
Br
NaOAc
+ HN —_—
MeCN,
Br 1h, 35°C
o

1-merkaptopiren DBM BrMar-S-Py
40%

Br

Schemat 49. Synteza BrMal-S-Py

Identyfikacje produktu reakcji przedstawionej na Schemacie 49 dokonatam na podstawie
analiz spektroskopowych. W widmie 'H NMR (600MHz, DMSO-ds) zwiazku BrMal-S-Py
(Rysunek 107) obecne sa protony uktadu pirenowego - tryplet przy 8,17 ppm o statej sprzezenia
J=17,6Hz odpowiadajacy jednemu protonowi, dublet przy 8,26 ppm o statej sprzgzenia J = 8,9
Hz odpowiadajacy jednemu protonowi, kolejne sygnaty to dublet przy 8,32 ppm o stalej
sprzezenia J = 6,8 Hz oraz dublet przy 8,33 ppm o stalej sprzezenia J = 5,9 Hz pochodzace od
jednego protonu kazdy. Multiplet w zakresie 8,37-8,41 odpowiada dwdém protonom
aromatycznym, dublet przy 8,49 ppm o stalej sprzezenia J = 8,0 Hz pochodzi od dwoch
protonow, a dublet przy 8,49 ppm o stalej sprzezenia J = 9,2 Hz odpowiada jednemu protonowi.
Najdalej przesuniety sygnal - poszerzony singlet przy 11,56 ppm odpowiada jednemu

protonowi grupy -NH obecnej w pierscieniu maleimidowym.
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Rysunek 107. Widmo '"H NMR BrMal-S-Py w DMSO-ds (600 MHz)

W widmie CNMR (150MHz, DMSO-ds) BrMal-S-Py (Rysunek 108) sygnat przy 167,7
ppm odpowiada atomowi wegla tworzacego wigzanie z atomem bromu, a sygnaly przy 166,2,
165,8 ppm odpowiadajg karbonylowym atomom wegla. Sygnat przy 141,8 ppm pochodzi od
atomu wegla zwigzanego z atomem siarki, natomiast sygnaty o 134,0, 133,3, 132,7, 131,1,
130,7,130,3,129,8, 129,4,127,7,127,4, 126,8, 125,6, 124,7, 123,8, 121,0, 120,7 ppm pochodza
od atomoéw wegla uktadu pirenowego. (sygnaly przy 206,9 oraz 31,1 ppm pochodza od
rozpuszczalnika - acetonu). Dodatkowo strukture omawianego zwiazku potwierdzitlo widmo
masowe wysokiej rozdzielczosci - m/z: obliczona dla wzoru CaoHoNO2SBr [M-HJ"
wynosi 405,9537, a wyznaczona 405,9539. Warto$¢ obliczona dla C20Hi1oNO2SBrH [M+H]*
wynosi 407,9694, natomiast wyznaczona eksperymentalnie 407,9702.

| L LA g

T T T \ T \ T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Rysunek 108. Widmo '*C NMR BrMal-S-Py w DMSO-ds (150 MHz)
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W omawianej reakcji zaobserwowalam tworzenie si¢ $ladowych ilosci produktu
dipodstawienia uktadu maleimidowego. Postanowilam sprawdzi¢ czy uzycie do reakcji dwoch
roéwnowaznikéw 1-merkaptopirenu spowoduje wzrost wydajnosci syntezy BrMal-S-Py, czy

tez gléwnym produktem reakcji bedzie produkt dipodstawienia.

W tym celu do reakcji uzylam 2 rownowazniki tiolu oraz 1 rownowaznik
dibromomaleimidu (Schemat 50). Podobnie jak poprzednio 1-merkaptopiren oraz octan sodu
rozpuscitam w acetonitrylu, nastepnie roztwér ogrzalam do 35°C, i dodatam porcjami
dibromomaleimid rozpuszczony w acetonitrylu. Mieszanina reakcyjna po 30 min. zabarwila si¢
na krwistoczerwono, reakcje prowadzitam 2,5 h w 35°C. Okazalo sie, ze gtdwnym produktem

reakcji jest Mal-S-diPy.

2 eq. 1eq.
q q H
O (0]
NaOAc
MeCN ‘
2,5h, 35°C
1-merkaptopiren Mal-S-diPy

30%

Schemat 50. Synteza Mal-S-diPy

W widmie 'H NMR (600MHz, DMSO-ds) zwiazku Mal-S-diPy (Rysunek 109) obecne s3
protony uktadu pirenowego - singlet przy 7,54 ppm odpowiadajacy czterem protonom, tryplet
przy 7,80 ppm o statej sprzezenia J = 7,5 Hz odpowiadajacy dwdém protonom, kolejne sygnaly
to dublet dubletow dwoch protondw przy 7,82 ppm o statych sprzezenia J1 = 7,6 Hz >,= 1.3
Hz, dublet przy 7,94 ppm o statej sprz¢zeniaJ= 1,5 Hz od czterech protondéw oraz dublet dwdch
protnéw przy 7,96 ppm o stalej sprzezenia J = 8,0 Hz. Dublet dubletow przy 8,00 ppm
o statych sprzezenia J1 = 7,3 Hz J> = 1,2 Hz odpowiada dwém protonom aromatycznym,
a dublet przy 8,06 ppm o stalej sprzezenia J = 8,0 Hz pochodzi od dwoch protonéw. Sygnat
0 najwigkszym przesuni¢ciu chemicznym - poszerzony singlet przy 11,50 ppm odpowiada

jednemu protonowi grupy -NH obecnej w pierscieniu maleimidowym.
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(150MHz, DMSO-ds) Mal-S-diPy (Rysunek 110) sygnal obecny przy

169,0 ppm odpowiada dwom réwnocennym karbonylowym atomom wegla, a sygnaty 6: 134,8,

131,2,130,5, 130,3, 130
123,0, 122,7 ppm poc

,1,129.,8,128,4,127,9,127,2,126,6, 125,9, 125,7,125,0, 124,1, 123,2,

hodza od atomoéw wegla uktadu pirenowego oraz atomoéw wegla

tworzacych wigzanie podwojne w maleimidzie. Dodatkowo struktur¢ omawianej pochodnej

potwierdzito widmo masowe wysokiej rozdzielczosci - dla  C3zgHioNO2S:H [M+H]" wynosi

562,0935, wartos¢ wy

znaczona 562,0935; m/z: obliczona dla C3sHijoNO2S:Na [M+Na]*

wynosi 584,0755, a wyznaczona 584,768.

Il

il
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Rysunek 110. Widmo '3C NMR Mal-S-diPy w DMSO-ds (150 MHz)
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Dla dipodstawionej pochodnej maleimidu Mal-S-diPy uzyskatam monokrysztaty, ktorych
analiza rentgenostrukturalna pozwolila jednoznacznie potwierdzi¢ strukture uzyskanego
produktu. W pojedynczej komorce elementarnej obecna jest jedna czasteczka Mal-S-diPy
(Rysunek 111). Ze wzgledu na geometrie wigzan miedzy atomami siarki i atomami wegla
tworzacymi wigzanie podwojne w ukladzie maleimidowym, pierscienie pirenowe ulozone sa

do siebie rownolegle, ale nie naktadaja si¢ na siebie.

Rysunek 111. Struktura czasteczkowa Mal-S-diPy

W komoérce elementarnej zwigzku Mal-S-diPy (Rysunek 112) znajdujg si¢ 4 czasteczki. Na
podstawie tréjwymiarowej struktury widzimy, ze czasteczki nie oddziatuja ze sobg w sieci

krystalicznej i nie tworza si¢ miedzy nimi wigzania wodorowe.

Rysunek 112. Upakowanie w komérce elementarnej Mal-S-diPy

Zaprojektowane przeze mnie pochodne maleimidu z pirenem mialy zosta¢ wykorzystane
jako znaczniki fluorescencyjne. Jedynie Mal-Py wykazywal wlasciwoscei fluorescencyjne.
Niestety, ze wzgledu na niska wydajno$¢ reakcji nie udato mi sie przeprowadzi¢ badan
fotofizycznych dla tej pochodnej. Pochodne Mal-S-Py, BrMal-S-Py i Mal-S-diPy nie
wykazuja wlasciwosci emisyjnych, co jest zwigzane z obecnoscig w ich czasteczkach atomu

siarki lub atomu bromu, ktére wygaszaja fluorescencje.
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PODSUMOWANIE

W ramach rozprawy doktorskie;j:

v' Przeprowadzitam  badania  dotyczace  reakcji  pochodnych — bromo-
i dibromomaleimidu z biologicznie aktywnymi zwigzkami modelowymi (Cys,
Gluc) uzyskujac szereg nowych tiomaleimidow: TM-Cys, DTM-Cys, DTM-Gluc,
Fp-TM-Cys, Fp-DTM-Cys, Fp-DTM-Gluc, na drodze substytucji atomu bromu
przez grupy tiolowe bioczasteczek. W jednym przypadku na drodze substytucji
i addycji grupy tiolowej do wigzania podwdjnego maleimidu otrzymatam
ppochodng sukcynimidowa Fp-DTS-Cys. Do wuzyskania tych zwigzkéw
wykorzystalam  pochodne bromo- oraz dibromomaleimidu oraz ich
metalokarbonylowe analogi. W przypadkow N-niepodstawionych pochodnych
ditiomaleimidu  (DTM-Cys, DTM-Gluc) zaobserwowatam  wlasciwosci
fluorescencyjne. Natomiast otrzymane pochodne metalokarbonylowe Fp-TM-Cys,
Fp-DTM-Cys i Fp-DTM-Gluc sg fatwe do detekcji w spektroskopii IR, natomiast
fluorescencji nie wykazuja.

v" W ramach przeprowadzonych badan wykazatam, ze pochodne ditiomaleimidu
zwierajgce fragment metalokarbonylowy (Fp-DTM-Cys i Fp-DTM-Gluc) pod
wplywem naswietlania Swiatlem widzialnym przeksztatcaja si¢ we fluorescencyjne
analogi DTM-Cys, DTM-Gluc. Zwiazki Fp-DTM-Cys i Fp-DTM-Gluc tracg
w czasie naswietlania fragment metalokarbonylowy, ktéry ulega degradacji
z wydzieleniem CO, w zwigzku z tym sa przykladem tzw. ,.photo-CORMSs”.

v Przeprowadzitam badania aktywnosci biologicznej zsyntezowanych pochodnych
(DBM, Fp-DBM, Fp-BM, DTM-Cys, DTM-Gluc, Fp-DTM-Cys,
Fp-DTM-Gluc), z ktérych wynika, ze pochodne metalokarbonylowe, wykazuja
aktywno$¢ cytotoksyczng w stosunku do komoérek raka piersi MDA-MB-231,
podczas gdy ich analogi bez fragmentu metalokarbonylowego nie byty toksyczne.
Badania z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej, sugeruja, ze zwiazki
zawierajagce fragment metalokarbonylowy latwiej przedostaja sie do wnetrza
komorki niz ich organiczne analogi.

v’ Zastosowatam bromochodne maleimidu (DBM, Fp-BM, Fp-DBM) do znakowania
biatek. Przeprowadzitam szereg reakcji w/w pochodnych z insuling bydleca (Ins)

oraz lizozymem (Liz), a na drodze modyfikacji polegajacej na wbudowaniu
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fragmentu maleimidu badz sukcynimidu w mostek dwusiarczkowy (rebridging),
otrzymalam szereg biokoniugatow: DTM-Ins, Fp-TM-Ins, Fp-DTM-Ins,
DTM-Liz oraz Fp-DTM-Liz. Podobnie jak w przypadku wczesniej otrzymanych
pochodnych (DTM-Cys, DTM-Gluc) otrzymane biokoniugaty zawierajace
fragment ditiomaleimidu (DTM-Ins, DTM-Liz) wykazywaly wlasciwosci
fluorescencyjne. Natomiast, wbudowanie maleimidowe;j pochodnej
metalokarbonylowej w mostek dwusiarczkowy biomolekut umozliwito tatwa
detekcje biokoniugatow Fp-TM-Ins, Fp-DTM-Ins oraz Fp-DTM-Liz na drodze
spektroskopii w podczerwieni dzieki obecnosci liganow CO.

Przeprowadzitam naswietlanie otrzymanych koniugatow Fp-DTM-Ins oraz
Fp-DTM-Liz $wiattem widzialnym 1 przeprowadzitam analize¢ spektroskopowa
produktéw naswietlania. Na drodze tych eksperymentéw wykazalam, ze
naswietlanie Fp-DTM-Ins oraz Fp-DTM-Liz prowadzi do utraty fragmentu
metalokarbonylowego i tworzenia DTM-Ins i1 DTM-Liz, ktore wykazuja
wlasciwosci  fluorescencyjne. Nalezy podkresli¢, ze otrzymane zwiazki
metalokarbonylowe zawierajace fragment ditiomaleimidu sg pierwszym
przykladem znacznikéw, ktore pod wplywem naswietlania przeksztatcajg sie ze
znacznika wykrywanego przy pomocy spektroskopii IR w  znacznik
fluorescencyjny.

Zsyntezowatlam trzy nowe znaczniki fluorescencyjne oparte na ukladzie
piren-linker-cyklooktyn (Py-ester-BCN, Py-eter-BCN, Py-N-BCN). Czwarty
zwigzek o analogicznej strukturze Py-S-BCN nie wykazywal wlasciwosci
fluorescencyjnych prawdopodobnie ze wzgledu na obecno$¢ atomu siarki. Dla
zwigzkéw wykazujacych fluorescencje przeprowadzitam obszerne badania
fotofizyczne w roztworach oraz ciele stalym (zarejestrowanie widm elektronowych
absorpcjii emisji, wydajnos¢ kwantowa fluorescencji, czasy zycia fluorescencji).
7 przeprowadzonych badan wynika, ze tacznik pomiedzy pierenem,
a cyklooktynem ma ogromny wplyw na wlasciwosci fluorescencyjne badanych
zwigzkow.

Najciekawsze wlasciwosci luminescencyjne wykazuje Py-ester-BCN, i w zwigzku
z tym zostal wybrany jako zwigzek modelowy do dalszych badan. Reaktywnos$¢
pierscienia cyklooktynowego z tetrazyng sprawdzitam w reakcji iEDDA Py-ester-
BCN z diN-Boc-Cys-tetrazyna, w wyniku ktérej otrzymatam oczekiwany
biokoniugat (Py-ester-BCN-diN-Boc-Cys-tetrazyny). Przeprowadzitam takze

154



bezposrednig reakcje Py-ester-BCN z N-Boc-Cys, ktora data produkt monoaddycji
do pierscienia cyklooktynowego. Natomiast w wyniku reakcji SPAAC,
Py-ester-BCN z AZT otrzymalam biokoniugat Py-ester-BCN+AZT. Wszystkie
otrzymane biokoniugaty wykazuja silne wlasciwosci fluorescencyjne, co
potwierdzitam wykonujgc pomiary fotofizyczne. Uzyskane wyniki wskazuja, ze
otrzymane przeze mnie znaczniki moga znaleZ¢ zastosowanie praktyczne.
Przeprowadzitam eksperyment, ktérego celem bylo sprawdzenie czy modelowy
znacznik  Py-ester-BCN mozna uzy¢ do znakowania wigkszych ukladow
biologicznych oraz czy mozliwa jest kontrola przebiegu reakcji metoda
spektroskopii emisyjnej. Do eksperymentu uzytam biatka HSA, ktore zawiera jedna
grupe -SH. Zarejestrowane widma elektronowe emisji mieszaniny HSA + Py-ester-
BCN w czasie 0 - 24 h przedstawiajg zmiany fluorescencji (przesuniecie maksimum
emisji w kierunku krotszych dhlugosci fal), ktore moga by¢ efektem wigzania si¢
znacznika z wolng grupa -SH biatka HSA.

Zwiazki Py-ester-BCN, Py-eter-BCN, Py-N-BCN, Py-S-BCN zostaly poddane
badaniom biologicznym, ktore wykazaty, ze wszystkie w/w pochodne nie wykazuja
cytotoksycznosci wobec komorek nowotworowych MDA-MB-231
i prawidlowych BJ, co jest obiecujace w S$wietle potencjalnych zastosowan
farmakologicznych. Badania z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej pokazaty,
ze znaczniki zabarwiaja btony komorkowe w cytoplazmie, szczeg6lnie w okolicy
jadra komorkowego, czyli w obszarze bogatym w retikulum endoplazmatyczne.
Ostatnig grupa zwiazkéw otrzymanych w ramach mojej pracy byly pochodne
maleimidu zawierajace uktad pirenowy. Pierwsza pochodng Mal-S-Py, otrzymatam
w wyniku reakcji maleimidu z chlorkiem pireno-1-sulfonowym katalizowanej
palladem. Zwiazek ten wykazywal fluorescencj¢ natomiast wydajnos¢ reakcji byla
niewielka, dlatego podjetam proby zmiany warunkow modyfikacji uktadu
maleimidowego. W wyniku reakcji 1-merkaptopirenu z pochodnymi bromo- oraz
diibromomaleimidu, otrzymatam trzy nowe zwiazki (BrMal-S-Py, Mal-S-Py,
Mal-S-diPy). Niestety, obecnos¢ w czasteczkach atomu bromu i/lub atomoéw siarki
sprawia, ze otrzymane pochodne nie wykazuja wlasciwosci fluorescencyjnych.
7 tego wzgledu zwiazki te nie byly przeze mnie dalej badane pod katem zastosowan

biologicznych.

155



CZESC EKSPERYMENTALNA

6. Cze$¢ eksperymentalna

6.1. Stosowane metody analityczne

a)

b)

Metody chromatograficzne:

chromatografia cienkowarstwowa TLC - wykorzystano dostepne handlowo plytki
pokryte zelem krzemionkowym 60, 0,25 mm, ze wskaznikiem fluorescencyjnym F254,
jako eluenty stosowano dostepne handlowo rozpuszczalniki, badz ich mieszaniny
w odpowiednim gradiencie,

chromatografia kolumnowa - zsyntezowane produkty byly oczyszczane na drodze
chromatografii  kolumnowej stosujac szklane kolumny wypeklnione zelem
krzemionkowym; jako eluenty wykorzystano dostepne handlowo rozpuszczalniki
organiczne oraz ich mieszaniny,

chromatografia kolumnowa flash - zsyntezowane produkty byly oczyszczane na drodze
chromatografii  kolumnowej stosujac  szklane kolumny wypelnione Zelem
krzemionkowym, wykorzystujac cisnienie (powietrza lub gazu obojetnego) do
szybkiego przepltywu fazy ruchomej przez kolumne wypelniong zelem.

Analiza instrumentalna:

magnetyczny rezonans jadrowy NMR wykonano dla wszystkich otrzymanych
produktow dla 0,5-1% roztworéw w handlowo dostepnych rozpuszczalnikach
deuterowanych (CDCl3, DMSO-ds, CDCl). Analizy zostaly wykonane na aparacie
Bruker Avance III 600MHz lub Bruker Neo Prodigy 600MHz, ktore dostgpne sg na
Wydziale Chemii UL.. Widma wykonywane podczas stazu Erasmus+ byly wykonywane
na aparturze dostepnej w jednostce badawczej Institut Parisien de Chimie Moléculaire,
Sorbonne Universite — aparat Bruker Avance III 400 MHz oraz Bruker Avance III
300MHz,

widma absorpcyjne oraz emisyjne rejestrowane byly przy uzyciu spektrofotometru
Lambda 45 UV/VIS marki PerkinElmer oraz spektrofluorymetru LS55 PerkinElmer
dostepnych na Wydziale Chemii UL. Do badan fotofizycznych realizowanych podczas
stazy naukowych w Institut Parisien de Chimie Moléculaire zostal
uzyty spektrofotometr Cary 50 firmy Varian oraz spektrofluorymetr P-6200
zaopatrzony w system chlodzacy ETC-272T marki Jasco. Badania fotofizyczne
wykonane w ENS Paris-Saclay zostaly wykonane przy uzyciu spektrofotometru Cary
5000 Agilent Technologies, spektrofluorymetru Jobin—Yvon Fluorolog FL3-221
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Horiba, do wyznaczenia wydajnosci kwantowych w ciele stalym zostata uzyta sfera
catkujaca F3018 marki Horiba. Czasy zycia fluorescencji w ciele statym i w roztworach
zostaly zarejestrowane przy uzyciu specjalistycznego zestawu aparatury sktadajacej si¢
z lasera Titanium Sapphire (Millennia, Spectra-Physics), lasera YAG (Millennia,
Spectra-Physics), detektora Hamamatsu MCPR3809U photomultiplier,

widma w podczerwieni (FT-IR) rejestrowalam przy uzyciu spektrometru Fourier
Transform InfraRed (FTIR) NEXUS (Thermo Nicolet), widma ATR-FT-IR
rejestrowalam przy uzyciu spektrometru marki Shimadzu IRSpirit, ktére sa dostepne na
Wydziale Chemii UL. Widma ATR-FR-IR oraz FT-IR wykonywane podczas stazu
w Institut Parisien de Chimie Moléculaire zostaly zarejestrowane przy uzyciu
spektrofotometru Bruker Tensor 27 IR zaopatrzonego w detektor DTGS,

analiza rentgenostrukturalna zostata wykonana przy uzyciu dyfraktometru SuperNova
Double Source Rigaku, Cu dostepnego na Wydziale Chemii UW,

analiza HRMS - aparatura dostepna w CBMiM PAN w Lodzi, analiza HRMS
w jednostce Institut Parisien de Chimie Moléculaire zostala wykonana przy uzyciu
aparatu ESI-LTQ Orbitrap XL Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA),
Mikroskopia konfokalna — analiza konfokalna zostala wykonywana przy uzyciu
mikroskopu konfokalnego LEICA TCS SP-8 (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany)
dostepnego na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska UL, analiza pozyskanych
obrazéw zostata wykonana przy uzyciu oprogramowania Leica LAS X software.
Przepisy preparatywne:

cze$¢  stosowanych substratow bedacych odczynnikami handlowo dostepnymi
pochodzito z firm, tj. Sigma-Aldrich, Merck, TCI, Angene, rozpuszczalniki
wykorzystane w syntezie byly dostepne handlowo (Merck, ChemPur, POCh, Supleco).
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6.2. Synteza N-niepodstawionych oraz metalokarbonylowych

pochodnych maleimidu i sukcynimidu

6.2.1. Synteza Fpl

3,55 g dimeru (cyklopentadienylo) dikarbonylzelaza(Il) oraz 4,45 g jodu rozpuscitam
w chloroformie. Reakcje prowadzitam w 50°C, pod chtodnica zwrotna, w atmosferze gazu
obojetnego. Po 45 min. mieszaning reakcyjng przemyltam 20% wodnym roztworem
tiosiarczanu sodu i ekstrahowatam chloroformem. Warstwe organiczng wysuszytam nad
bezwodnym siarczanem (VI) magnezu, a nadmiar rozpuszczalnika usunelam pod
zmniejszonym cisnieniem. Czysty produkt w postaci bordowo-fioletowych krysztalow
otrzymatam na drodze krystalizacji z mieszaniny chloroform : heptan (3:1)

Wydajnosé: 2,52 g, 83%; '"H NMR (CDCls, 600MHz): § 5,22 (s, 5SH, Cp); IR (KBr, cm™):
2041, 1998 (vC=0)

6.2.2. Synteza BM

(0}
Br

HN
(0]

Etap I: 4 g maleimidu (leq.) rozpuscitam w chloroformie i porcjami uzywajac wkraplacza
wkraplatam brom czasteczkowy (leq., 2,32 ml). Reakcje prowadzitam przez 2 h
W temperaturze wrzenia rozpuszczalnika, obserwujac zmiang koloru mieszaniny poczatkowo
na pomaranczowa, a nastgpnie na zotta, po 2 h mieszaning schlodzitam do temperatury
pokojowej, a kolbe z mieszaning poreakcyjng umiescitam w lodowce na noc w celu krystalizacji
produktu. Otrzymany produkt w postaci bialego osadu przesaczytam i wysuszylam na linii

prozniowe.

IT etap: otrzymany w I etapie 2,3-dibromosukcynimid (7 g) rozpuscitam w 160 ml kwasu
octowego i dodatam 11,3 g octanu sodu (3eq). Reakcje prowadzitam 1,5 h w 120°C, nastepnie

3 h w temperaturze pokojowej. Do mieszaniny poreakcyjnej dodalam wodny roztwoér
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wodoroweglanu sodu i ekstrahowatam octanem etylu. Powstaly po zatezeniu rozpuszczalnika
osad przesaczytam otrzymujac produkt w postaci biatego ciala statego.

Wydajnosé: 359 mg, 75%; 'H NMR (CDCls;, 600MHz): 8 7,56 (bs, 1H, NH), 8,76 (d, J= 8,3
Hz, 1H), 6,88 (s, 1H)

6.2.3. Synteza Fp-BM

(o)
Br

oc/Fe\N I

CO
(0]

FpI (1 eq., 1,15 g) oraz BM (1 eq., 668 mg) rozpuscitam w 45 ml toluenu, mieszanine reakcyjna
przemytam strumieniem argonu i dodatam 2 ml diizopropyloaminy (3.5 eq.). Kolbg umiescitam
w lazni lodowej, reakcje prowadzitam przez 1,5 h naswietlajac swiattem widzialnym. Powstaty
osad przesaczylam, a przesgcz zatezylam pod zmniejszonym cisnieniem, dodatam wodny
roztwor 2% NaOH i ekstrahowalam chlorkiem metylenu, warstwe organiczng osuszytam nad
siarczanem (VI) magnezu i usung¢lam rozpuszczalnik pod zmniejszonym cisnieniem. Surowy
produkt oczyscitam chromatograficznie uzywajac chlorek metylenu jako eluent otrzymujac
product w postaci zoltego ciala stalego.

Wydajnosé: 936 mg, 70%; 'H NMR (CDCl3, 600MHz): & 6,78 (s, 1H), 5,08 (s, 5H, Cp);
13C NMR (CDCl3, 150 MHz): § 211,9 (C=0), 181,0, 176,9 (C=0), 136,2, 133,6 (C=C), 84,8
(Ccp); IR (KBr, cm™): 2056, 1993 (vC=0), 1656 (v C=0)

6.2.4. Synteza Fp-DBM

(0]
<&? o
oc /FQ\N |
CcO Br
(0]

FplI (1 eq., 607,6 mg) oraz DBM (1 eq., 509,7 mg) rozpuscitam w 45 ml toluenu, mieszaning
reakcyjng przemytam strumieniem argonu i dodatam 1 ml diizopropyloaminy (3.5 eq.). Kolbe
umiescitam w lazni lodowej, reakcje prowadzitam przez 1,5 h naswietlajagc $wiattem
widzialnym. Powstaly osad przesaczytam, a przesacz zatezylam pod zmniejszonym ci$nieniem,
dodatam wodny roztwoér 2% NaOH i ekstrahowalam chlorkiem metylenu, warstwe organiczng

osuszylam nad siarczanem (VI) magnezu i usung¢lam rozpuszczalnik pod zmniejszonym
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ci$nieniem. Surowy produkt oczyscitam chromatograficznie uzywajac chlorek metylenu jako
eluent otrzymujac product w postaci zottego ciata statego.

Wydajno$é: 646 mg, 75%; "H NMR (CDCls, 600MHz): 5 5,08 (s, 5H, Cp); '*C NMR (CDCls,
150 MHz) § 211,6 (C=0), 175,2 (C=0), 131,9 (C=C), 84,9 (Ccp); IR (KBr, cm™): 2042, 1996
(vC=0), 1666 (v C=0)

6.2.5. Synteza TM-Cys
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Ester metylowy N-acetylo-L-cysteiny Cys (1 eq., 50 mg) oraz octan sodu (1 eq., 23,1 mg)
rozpuscitam w 3 ml metanolu. Nastepnie przygotowalam roztwor BM (1,1 eq., 54,6 mg)
w 3 ml metanolu i dodalam porcjami do mieszaniny reakcyjnej. Reakcje prowadzitam 30 min.
w temperaturze pokojowej, nastepnie usunetam rozpuszczalnik pod zmniejszonym ci$nieniem,
a surowy product oczyscitam chromatograficznie (eluent: octan etylu) otrzymujac produkt
W postaci bialego ciala stalego.

Wydajno$é: 70 mg, 93%; "TH NMR (CDs0D, 600 MHz): § 6,34 (s, 1H, C=CH), 4,77 (dd, 1H,
J1=9,0 Hz, J>= 6,0 Hz, CH-NH), 3,77 (s, 3H, OCHa), 3,51 (dd, 1H, J;= 6,0 Hz, J>= 15 Hz,
S-CHy), 3,32 (m, 1H, S-CH>), 1,99 (s, 3H, CH3); 3C NMR (CD30D, 150 MHz): § 172,1, 170,7,
170,2 169,0 (C=0), 150,3 (C=C), 119,4 (C=C-S), 51,8 (OCH3), 50,9 (HC-NH), 32,2 (H2C-S),
20,9 (CH3); IR (ATR - ciato state, cm™): 3312 (vN-H), 1754, 1710 (vC=0), 1687, 1655 (vC=C);
HRMS (ES+) m/z: obliczona dla C10Hi2N20sSH [M+H]* 273,0540, wyznaczona 273,0540

6.2.6. Synteza DTM-Cys
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Cys (2,2 eq., 195 mg) oraz octan sodu (2,2 eq., 90,1 mg) rozpuscitam w 5 ml metanolu.
Przygotowatam roztwér DBM (leq., 127 mg) w 5 ml metanolu i dodatam porcjami do
mieszaniny reakcyjnej. Reakcje prowadzitam 20 min. w temperaturze pokojowej, nastepnie
usunetam  rozpuszczalnik pod  zmniejszonym  ci$nieniem, Produkt oczyscitam
chromatograficznie (eluent: mieszanina octan etylu:metanol, 95:5) otrzymujac produkt
W postaci zielono-zo6ttych krysztatow.

Wydajnosé: 190 mg, 85%; "H NMR (DMSO-d6, 600 MHz): & 8,46 (d, 2H, J= 7,8 Hz, 2xNH),
4,50 (td, 2H, J; = 8.4 Hz, J>= 5,4 Hz, 2xCH-NH), 3,72 (dd, 1H, J; = 13,5 Hz, J>= 5.1 Hz, S-
CHp), 3.63 (s, 6H, 2xOCHs), 3,41 (dd, 1H, J; = 13,5 Hz, J>= 8,7 Hz, S-CHy), 1,84 (s, 6H,
2xCH3); 13C NMR (DMSO-d6, 150 MHz): § 171,0, 169.9, 167,6 (C=0), 136,5 (C-S), 52,8
(OCHs), 52,7 (HC-NH), 32,4 (H.C-S), 22,7, 22,7 (CH3); IR (ATR - cialo state, cm™): 3382,
3344 (vN-H), 2958, 2926 (vC-H), 1768, 1725 (vC=0), 1674, 1648 (vC=C); HRMS (ES+) m/z:
obliczona dla Ci6H21N303S:Na [M+H]" 470,0662, wyznaczona 470,066

6.2.7. Synteza Fp-TM-Cys
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Cys (leq., 53,2 mg) oraz octan sodu (1 eq., 24,6 mg) rozpuscitam w 5 ml metanolu, a nast¢pnie
przygotowatam roztwor Fp-BM (1,1 eq., 100 mg) w 10 ml metanolu i dodatam porcjami do
mieszaniny reakcyjnej. Reakcje prowadzilam 24 h w temperaturze pokojowej, nastepnie
dodatam 100 ml wody i ekstrahowatam trzema porcjami octanu etylu (3x100 ml). Warstwe
organiczng wysuszytam nad bezwodnym MgSQj4, usunetam rozpuszczalnik pod zmniejszonym
ci$nieniem i oczyscitam chromatograficznie (eluent: mieszanina octan etylu:metanol, 95:5)
otrzymujac produkt w postaci zottego oleju.

Wydajno$é: 62 mg, 72%; '"H NMR (CD,Clz, 400 MHz): § 6,39 (d, 1H, J = 6,4 Hz, NH), 6,21
(s, 1H, C=CH), 5,06 (s, SH, Cp), 4,82 (td, 1H, J;= 5,4 Hz, J>= 4,1 Hz, CH-NH), 3,74 (s, 3H,
OCHa), 3,35 (dd, 1H, J;=10,2 Hz, J>= 3,9 Hz, S-CH»), 3,24 (dd, 1H, J;=10,2 Hz, J>= 4,2 Hz,
S-CHa), 1,96 (s, 3H, CHs); 13C NMR (CD:Cl, 75 MHz): § 212,3 (C=0), 181.3 (C=0), 179.4
(C=0), 170,5 (C=0), 169,7 (C=0), 151,6 (C=C-S), 124,4 (C=C-H), 85,0 (Cp), 52.8 (HC-NH),
51,3 (OCHs), 33,5 (H2C-S), 22,8 (CH3); FTMS + ESI m/z: obliczona dla
C17H16N207SFeH [M+H]" 449,0106, wyznaczona 449,0133
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6.2.8. Synteza Fp-DTS-Cys
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Procedura A: Cys (3.1 eq., 50 mg) oraz octan sodu (3,1 eq., 23,1 mg) rozpuscitam w 2 ml
acetonitrylu. Po przygotowaniu roztworu BM (1,1 eq., 54,6 mg) w 2 ml acetonitrylu dodatam
go porcjami do mieszaniny reakcyjnej. Reakcje prowadzitam przez 22 h w temperaturze
pokojowej, nastepnie mieszaning ogrzalam do 30°C w celu lepszego rozpuszczenia
i pozostawitam na kolejne 23 h. Reakcjep prowadzitam tacznie 45 h, usungtam rozpuszczalnik
pod zmniejszonym ci$nieniem i oczyscitam chromatograficznie (eluent: octan etylu:metanol,
95:5). Otrzymatam dwa diastereoizomery Fp-DTS-Cys-a and Fp-DTS-Cys-b w stosunku
70:30, w postaci z6ttych ciat statych.

Wydajnos$é: (50,3 mg Fp-DTS-Cys-a oraz 23,1 mg Fp-DTS-Cys-b), 93%

Procedura B: Cys (2,1 eq., 50 mg) oraz octan sodu (2,1 eq., 23,1 mg) rozpuscitam w 3 ml
acetonitrylu, a nast¢pnie przygotowatam roztwér Fp-TM-Cys (0,170 mmol, 54,6 mg) w 3 ml
acetonitrylu i dodatam porcjami do mieszaniny reakcyjnej. Reakcje prowadzitam przez 22 h
zwigkszajac po 17 h temperature z pokojowej do 30°C, po usunigciu rozpuszczalnika pod
zmniejszonym ci$nieniem surowy produkt oczyscitam chromatograficznie stosujac mieszanine
octan etylu:metanol (95:5) do rozwiniecia. Otrzymatam dwa diastereoizomery cis i trans
W postaci zottego ciata statego (stosunek diastereoizomerow 1:1).

Wydajnos$é: (34 mg Fp-DTS-Cys-a oraz 38 mg Fp-DTS-Cys-b, 50:50), 77%

Fp-DTS-Cys-a (trans): "H NMR (CD;0D, 400 MHz,) § 7,75 (d, 1H, J= 8,1 Hz, NH), 7,14 (d,
1H, J=7,5 Hz, NH), 5,06 (s, 5H, Cp), 4,88 (dt, 1H, J;= 8,1 Hz, J>=4,8 Hz, CH-NH), 4,73 (td,
1H, J;=17.5 Hz, J>=4.,5 Hz, CH-NH), 3,74 (s, 3H, OCH3), 3,73 (s, 3H, OCHa), 3,51 (s, 1H, S-
CHsu), 3,47 (s, 1H, S-CHsu), 3,37 (m, 2H, S-CHb), 3,04 (m, 2H, S-CH>), 2,01 (s, 6H, CH3); 3C
NMR (CD30OD, 150 MHz): § 212.3, 212,2 (C=0), 186.8, 186,3 (C=0), 171,1, 170.9, 170,1,
170,1 (C=0), 85,2 (Cp), 52,9 (C-C), 52,5 (OCH3), 50,4 (HC-NH), 35.8, 34,0 (H2C-S), 22,7,
22,6 (CH3); IR (ATR - cialo state, cm™): 2958, 2925 (v C-Haiiphat.). 2046, 1997 (vC=0), 1741
(vC=0), 1638 (vC=C); HRMS (ES+) m/z: obliczona dla C»3H27FeN300S2Na [M+Na]*
648,0379, wyznaczona 648,0378
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Analiza: Fp-DTS-Cys-b (cis): 'TH NMR (CD;OD, 400 MHz) 7,74 (d, J = 7,5 Hz, 1H, NH),
7,03 (d, J = 6,6Hz, 1H, NH), 5,06 (s, SH, Cp), 4,83 (m, 1H, CH-NH), 4,75 (m, 1H, CH-NH),
4,08 (d, J = 8,1 Hz, 1H, S-CHsu), 4,00 (d, J= 8,1 Hz, 1H, S-CHsu), 3,74 (s, 3H, OCHz3), 3,73
(s, 3H, OCHz), 3,30 (m, 2H, S-CH>), 3,04 (m, 2H, S-CHy), 2,04 (s, 6H, CH3); '*C NMR
(CD30D, 150 MHz): 6 212,3, (C=0), 187.3, 186,7 (C=0), 171,1, 170,3, (C=0), 85,3 (Cp), 52,6,
52,5 (OCHs), 52,0 (HC-NH), 50,9, 49,2 (HC-CH), 35,7, 34,3 (H2C-S), 22,7, 22,6 (CH3);
HRMS (ES+) m/z: obliczona dla Ca3H»7FeN3019S:Na [M+Na]"® 648,0379, wyznaczona
648,0381

6.2.9. Synteza Fp-DTM-Cys
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Cys (1,8 eq., 55,3 mg) oraz octan sodu (1,8 eq., 25,5 mg) rozpuscitam w 3 ml acetonitrylu.
Przygotowatam roztwér DBM (1 eq., 50 mg) w 3 ml acetonitrylu i dodatam porcjami do
mieszaniny reakcyjnej. Reakcje prowadzitam przez 2 h w temperaturze pokojowej, nastepnie
dodatam kolejng porcje pochodnej cysteiny i octanu sodu, mieszaning ogrzatam do 30°C
i pozostawitam na noc. Reakcje prowadzilam 24 h, odparowatam rozpuszczalnik pod
zmniejszonym cisnieniem. Po oczyszczeniu na drodze chromatografii kolumnowej (eluent:
octan etylu:metanol, 98:2) otrzymatam produkt w postaci z6tto-pomaranczowego proszku.
Wydajno$é: 39 mg, 70%; "H NMR (300MHz, CD,Cly): 7,14 (d, J= 7,8 Hz, 2H, NH), 5,09 (s,
5H, Cp), 4,82 (dt, 2H, J;= 7.5 Hz, J>= 4,9 Hz, CH-NH), 3,71 (s, 6H, OCHa), 3.68 (d, J = 5.1
Hz, 4H, S-CH>), 1,99 (s, 6H, CH3); 3C NMR (75 MHz, CD2Cl»): § 212,9, 212,6 (C=0), 177.5,
171,2, 169,8 (C=0), 140,1 (C=C), 85.2 (Cp), 53,1 (OCH3), 52,6 (HC-NH), 33,5 (H2C-S), 22,5
(CH3); IR (ATR - cialo stale, cm™): 2958, 2927 (vC-H), 2045, 1995 (vC=0), 1742 (v C=0),
1645 (vC=C); HRMS (ES+) m/z: obliczona dla wzoru C23HzsFeN3019S:H [M+H]" 624,043,
wyznaczona 624,0409
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6.2.10. Synteza DTM-Gluc
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Tetraoctan tioglukozy Glue (2,2 eq., 400 mg) oraz octan sodu (2,2 eq., 90,2 mg) rozpuscitam
w 6 ml metanolu, a nastepnie przygotowatam drugi roztwér: DBM (1 eq., 127 mg) rozpuscitam
w 6 ml metanolu i dodalam go porcjami do mieszaniny reakcyjnej. Reakcje prowadzitam
10 min. w temperaturze pokojowej, nastepnie usunetam metanol pod zmniejszonym
ci$nieniem, mieszaning poreakcyjna rozpuscitam w chlorku metylenu i ekstrahowatam
w uktadzie woda-chlorek metylenu (3x30 ml). Oczyscitam produkt na drodze chromatografii
kolumnowej uzywajac mieszaniny chlorek metylenu:metanol (98:2) do wymycia zwiazku.
Otrzymatam produkt w postaci zottych krysztatow.

Wydajno$é: 390 mg, 95%; 'H NMR (CDCl3, 600MHz): 8 7,72 (bs, 1H, NH), 5,90 (d, /= 10,2
Hz, 2H), 5,31 (t, J = 9,3 Hz, 2H), 5,16 (t, J= 9,9 Hz, 2H, CH>), 5,11-5,07 (m, 2H, CH>), 4,27-
4,26 (d,J=4,8 Hz, 1H), 4,25-4,24 (d, J= 4,8 Hz, 1H), 4,14-4,13 (d, J=2,4 Hz, 1H), 4,12-4,11
(d, J= 2,4 Hz, 1H), 3,87-3,84 (m, 2H), 2,03 (d, J = 7,2 Hz, 12H, OAc), 2,09 (s, 12H, OAc);
13C NMR (CDCl3, 150MHz): § 170,6, 170,3, 169.4, 169,3, 164,9 (C=0), 134,6 (C=C), 79,7,
75,9, 73,8, 70,5, 67,9 (CH), 61,6 (CHz), 20,7, 20,6, 20,5 (CH3); IR (ATR - ciato state, cm™):
3272 (VWN-H), 1743, 1725 (vC=0); HRMS (ES+) m/z: obliczona dla C3:H3oNO20SH [M+H]"
820,1428, wyznaczona 820,142

6.2.11. Synteza Fp-DTM-Gluc
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Gluc (2,2 eq., 87,3 mg) oraz octan sodu (2.2 eq., 19,6 mg) rozpuscitam w 6 ml acetonitrylu,
a nastepnie przygotowatam roztwor DBM (1 eq., 127 mg) w 6 ml acetonitrylu i dodalam
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porcjami do mieszaniny reakcyjnej. Reakcje prowadzitam 16 h w temperaturze pokojowej,
nastgpnie usunetam rozpuszczalnik pod zmniejszonym cisnieniem, mieszaning poreakcyjna
rozpuscitam w chlorku metylenu, ekstrakcje prowadzitam w uktadzie woda-chlorek metylenu.
Warstwe wodng ekstrahowalam trzema porcjami po 30 ml chlorku metylenu. Produkt
oczyscitam chromatograficznie (eluent: chlorek metylenu:metanol, 99:1) otrzymujac produkt
W postaci zoltego ciala statego.

Wydajnosé: 170 mg, 80%; 'H NMR (CDCl3;, 600MHz): 8 5,86 (d, /= 10,2 Hz, 2H), 5,31-5,28
(t, J=9,3 Hz, 2H), 5,15-5,11 (m, 2H+5H, Cp), 5,06-5,03 (m, 2H), 4,29 (d, J = 4,8 Hz, 1H),
4,28 (d, J=4,8 Hz, 1H), 4,12 (d, J= 1,8 Hz, 1H), 4,10 (d, J= 1,8 Hz, 1H), 3,89-3,87 (m, 2H),
2,07 (d, J= 7,2 Hz, 12H, OAc), 2,05 (s, 6H, OAc), 2,02 (s, 6H, OAc); '3C NMR (CD:Cl»,
150MHz): 3 212.,5 (C=0), 177,0, 170,3, 169,8, 169,3, 169,2 (C=0), 137,6 (C=C), 85,1 (Cp),
80,5, 75,8, 73.8, 70,6, 68,0 (CH), 61,7 (CH»), 20,5, 20,4, 20,3 (CH3); IR (ATR - cialo stale,
cm™): 2047, 1997 (vC=0), 1743 (vC=0), 1651 (vC=C); HRMS (ES+) m/z: obliczona dla
C30H43FeN102:S:H [M+H]" 998,1146, Wwyznaczona 998,1136; obliczona dla
C39H43FeN1022S:Na [M+Na]" 1020,0965 wyznaczona 1020,0955

6.3. Synteza nowych pochodnych pirenu zawierajagcych fragment

cyklooktynu
6.3.1. Synteza Py-ester-BCN

DCC (2 eq. 123,8 mg) oraz DMAP (1 eq., 36,65 mg) rozpuscitam w 5 ml bezwodnego chlorku
metylenu, nastepnie dodatam 50 mg BCN-OH (1,1 eq.). Po rozpuszczeniu dodatam kwasu
pireno-1-karboksylowy (1 eq., 74,9 mg) w 3 porcjach. Reakcje prowadzitam przez 2 h.
Dodatam 1ml wody, mieszatam kolejne 10 min. w celu wytracenia DCU, a nastgpnie dodatam
duza ilo$¢ chlorku metylenu, przesaczytlam, dodatam wode i ekstrahowatam chlorkiem
metylenu. Warstwe organiczng wysuszylam nad bezwodnym siarczanem sodu (VI),

a mieszaning zatezylam pod zmniejszonym cisnieniem, a produkt oczyscitam
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chromatograficznie uzywajac chloroformu do rozwiniecia. Otrzymatam produkt w postaci
bialego ciala statego.

Wydajnosé: 105 mg, 93%; 'H NMR (CDCls, 600MHz): 9,27 (d, J = 9,4 Hz, 1H, Py), 8,64
(d, J = 8,0 Hz, 1H, Py), 8,27 (t, J = 8.5 Hz, 2H, Py), 8,24 (d, J = 9,4 Hz, 1H, Py), 8,19 (d,
J=13,0 Hz, 1H, Py), 8,18 (d, /= 3,8 Hz, 1H, Py), 8,10 (d, /= 8,9 Hz, 1H, Py), 8,07 (t, /="7.6
Hz, 1H, Py), 4,46 (d, /= 6,7Hz, 2H, O-CH>), 2,53-2,50 (m, 2H, BCN), 2,37-2,33 (m, 2H, BCN),
2,21-2,19 (m, 2H, BCN), 1,51-1,45 (m, 2H, BCN), 1,00-0,95 (m, 3H, cyklopropan); 13C NMR
(CDCls, 150MHz): 6 168,2 (CO), 134,3, 131,1, 130.,4, 129,6, 129,3, 128.3, 126.3, 126,2, 125.0,
124,9, 1243, 124,2, 124,1 (Py), 98,8 (C=C), 69,5, 33,4, 23.8, 21,4; IR (KBr, cm™): 2919, 2902,
2842 (vC-H), 1695 (vC=0), 1539 (vC=C), 1249, 1229 (vC-O); HRMS (ESI) m/z: obliczona
dla wzoru C27H22NO;H [M+H]" 379,1698 wyznaczona 379,1707; Ttp= 135.5 - 136,5°C

6.3.2. Synteza 1-hydroksypirenu

Pireno-1-karboksyaldehyd (1 eq., 230 mg) rozpuscitam w 10 ml chlorku metylenu, a nast¢pnie
dodatam kwas meta-chloronadbenzoesowy (1,5 eq., 258 mg). Reakcje prowadzilam 24h,
w temperaturze pokojowej, w obecnosci gazu obojetnego. Produkt wydzielitam z mieszaniny
poreakcyjnej na drodze ekstrakcji, a nastepnie oczyscitam go za pomoca chromatografii
kolumnowej, jako eluent stosowatam mieszanine rozpuszczalnikéw heksan:octan etylu (95:5).
Produkt otrzymalam w postaci kremowego proszku.

Wydajno$é: 146 mg, 67 %; '"H NMR (CDCl3, 600MHz): & 8,34 (d, J = 9,0 Hz, 1H, Py),
8.11-7,90 (m, 7H, Py), 7,47 (d, J= 7,8 Hz, 1H, Py), 5,56 (s, 1H, -OH)

6.3.3. Synteza Py-eter-BCN
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1-hydroksypiren (1 eq., 126 mg) oraz BCN-OH (leq., 82,5 mg) rozpuscitam w 4,5 ml
tetrahydrofuranu. Mieszanine reakcyjng schtodzitam do 0°C w obecnosci argonu. Do
schlodzonej mieszaniny dodalam 1,5 eq. PPh; (216,4 mg) oraz 1,5 eq. DIAD (162,4 ul)
i kontynuowatam mieszanie w 0°C przez kolejne 5 min. Nastepnie mieszanine ogrzatam do
temperatury pokojowej. Reakcje prowadzitam 45 min., do mieszaniny poreakcyjnej dodatam
50 ml H>O i ekstrahowatam 50 ml chlorku metylenu. Produkt otrzymalam w postaci biatego
ciala stalego po oczyszczeniu na kolumnie chromatograficznej, uzywajac chlorku metylenu

jako eluent.

Wydajnosé: 145 mg, 75%; '"H NMR (CDCl3;, 600MHz): 8 8,49 (d, J=9.,1 Hz, 1H, Py), 8,13
(d, J=17,6 Hz, 1H, Py), 8,10-8,08 (m, 2H, Py), 8,06 (d, /=9,2 Hz, 1H, Py), 7,98-7,95 (m, 2H,
Py), 7,90 (d, J= 8,9 Hz, 1H, Py), 7,52 (d, /= 8,3 Hz, 1H, Py), 4,30 (d, /= 6,4 Hz, 2H, O-CH>),
2,52-2,50 (m, 2H, BCN), 2,37-2,32 (m, 2H, BCN), 2,22-2,19 (m, 2H, BCN), 1,52-1,45 (m, 2H,
BCN), 1,03-0,99 (m, 1H, cyklopropan), 0,98-0,95 (m, 2H, cyklopropan); 3C NMR (CDCls,
150MHz): 6 153,2, 131,8, 131,7, 127,3, 126,4, 126,1, 125,9, 125,5, 125,3, 125,0, 124,3, 124,2,
121,4, 120,7 (Py), 109.8, 98.9 (C=C), 73,1, 33.5, 24,3, 23,0, 21,5; IR (KBr, cm™): 2968, 2925,
2899, 2842 (vC-H), 1600, 1500 (vC=C), 1252 (vC-O); HRMS (ESI) m/z: obliczona dla
Ca6H22OH [M+H]" 351,1749, wyznaczona 351,1754; Twp=140 - 140,6°C

6.3.4. Synteza tioamidu /N-etoksykarbonylowego
S 0

O NJI\O/\CH3
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Piren (1 eq., 2,02 g) rozpuscitam w 100 ml chlorku metylenu i dodalam 3,5 ml kwasu
tryflowego (4 eq.). Nastepnie do mieszaniny reakcyjnej dodalam izotiocyjanian
N-etoksykarbonylu (1,2 eq., 1,42 ml). Reakcje zakonczytam po 10 min., dodatam 200 ml H>,O
1 ekstrahowatam 150 ml chlorku metylenu, nastgpnie warstwe organiczng przemyltam dwiema
porcjami wodnego roztworu NaHCOs3; (2x150 ml). Warstwe organiczng wysuszytam nad
siarczanem sodu (VI), a nadmiar rozpuszczalnika usunelam pod zmniejszonym cisnieniem.
Produkt oczy$citam chromatograficznie (eluent: chlorek metylenu) otrzymujac pomaranczowo-

z6lte krysztaty.
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Wydajnosé: 3 g, 90%; 'H NMR (600 MHz, CDCI3): § 9,48 (s, 1H, NH), 8,24 (d, /=9 Hz,
1H), 8,21 (dd, J; = 3,6 Hz, J> = 11,4 Hz, 2H), 8,16 (d, J= 7.8 Hz, 1H), 8,17 (dd, J; = 1.8 Hz, .J»
= 10.8 Hz, 2H), 8.05 (d, /=9 Hz, 1H), 8.03 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 8.01 (d. J = 7.8 Hz, 1H), 4,04
(q.J= 6,6 Hz, 2H), 1,08 (t, J= 7.2 Hz, 3H)

6.3.5. Synteza Py-S-BCN

Tioamid N-etoksykarbonylowy (1 eq., 333 mg) oraz BCN-OH (1 eq., 150 mg) rozpuscitam
w tetrahydrofuranie (10 ml), nastepnie roztwor schlodzitam do 0°C w obecnosci argonu,
dodatam PPhs (1,5 eq., 393.4 mg), dodatam DIAD (1,5 eq., 295,3 ul) i kontynuowatam
mieszanie w 0°C przez kolejne 10 min. Nastepnie roztwér ogrzatam do temperatury pokojowej,
a reakcje prowadzitam przez 15 min. Dodatam 50 ml H>O i ekstrahowatam 50 ml chlorku
metylenu. Warstwe organiczng wysuszylam nad siarczanem sodu (VI), a nadmiar
rozpuszczalnika  usunelam pod zmniejszonym  cisnieniem. Produkt oczy$cilam
chromatograficznie (eluent: chlorek metylenu) otrzymujac biaty proszek.

Wydajnosé: 395 mg, 85%; 'H NMR (CDCl3, 600MHz): & 8,25-8,22 (m, 3H, Py), 8,16 (d,
J=3.3 Hz, 1H, Py), 8,15 (d, /= 4,6 Hz, 1H, Py), 8,14 (d, J= 8.9 Hz, 1H, Py), 8,07-8,03 (m,
2H, Py), 7,97 (d, J= 7.8 Hz, 1H, Py), 3,80 (q, /= 7,1 Hz, 2H, CH), 3,28 (d, J = 7,0 Hz, 2H,
S-CH»), 2,50-2,47 (m, 2H, BCN), 2,33-2,29 (m, 2H, BCN), 2,19-2,17 (m, 2H, BCN), 1,45-1,39
(m, 2H, BCN), 0,86-0,79 (m, 3H, cyklopropan), 0,74 (t, J = 7.8 Hz, 3H, CHs); 3C NMR
(CDClIs, 150MHz): 6 177,0, 161,1 (CO), 132.4, 131,2, 131,0, 130,8, 128,7, 128.5, 127.4, 127.2,
126.4, 125,9, 125,8, 125,0, 124.4, 124,1 (Py), 98,8 (C=C), 62,3, 37,7, 33,5, 25,8, 23,2, 21.4,
13,8 (CHs); IR (KBr, em™): 3447 (VN-H), 2981, 2922, 2905, 2839 (vC-H), 1712 (vC=0), 1606
(vC=C); HRMS (ESI) m/z: obliczona dlaC3oH27NO>SH [M+H]" 466,1841, wyznaczona
466,1846; Tiop=145.5 - 146,6°C
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6.3.6. Synteza amidu N-etoksykarbonylowego
o 0

O NJI\O/\CH3
H

Tioamid N-etoksykarbonylowy (1 eq., 1,5 g) rozpuscitam w 30 ml bezwodnego chlorku
metylenu, nastepnie dodawatam porcjami 0,938 ml bezwodnika trifluorooctowego (1,5 eq.).
Reakcje prowadzitam 2 h, dodatam 50 ml H»O i ekstrahowatam 50 ml chlorku metylenu.
Warstwe organiczng przemytam dwiema porcjami wodnego roztworu NaHCO3 (2x50 ml) oraz
50 ml solanki. Warstwe organiczng wysuszylam nad siarczanem sodu (VI), a nadmiar
rozpuszczalnika usunglam pod zmniejszonym  ci$nieniem. Produkt oczy$citam
chromatograficznie uzywajac mieszaniny chlorek metylenu:octan etylu (95:5) do wymycia
produktu. Otrzymujac zo6tto-zielone ciato state.

Wydajnosé: 714 mg, 50%; "H NMR (CDCls, 600MHz): § 8,54 (d, J=9,2 Hz, 1H, Py), 8.22-
8,20 (m, 4H, Py), 8,15 (bs, 1H, NH), 8,14-8,09 (m, 4H, Py), 8,05 (t, /= 7,6 Hz, 1H, Py), 8,02
(d, J=8,9 Hz, 1H, Py), 4,3 (q, /= 7,1 Hz, 2H, CH>), 1,33 (t,J=7,1 Hz, 3H, CH3); 3C NMR
(CDCls, 150MHz): 6 167,8, 151,0 (CO), 133,5, 131,1, 130,5, 129.4, 129,3, 129,2, 128.,2, 127,0,
126,5, 125,3, 124,7, 124,6, 124,2, 124,1, 123,8 (Py), 62,5 (CH>), 14,2 (CHs); HRMS (ESI)
m/z: obliczona dla CoH;sOsNH [M+H]" 318,1130, wyznaczona 318,1140; obliczona dla
C20H1403N [M-H]" 316,0974, wyznaczona 316,0976

6.3.7. Synteza Py-N-BCN

o o
O NJI\O/\CH3
U /

Amid N-etoksykarbonylowy (1 eq., 317 mg) oraz BCN-OH (1 eq., 150 mg) rozpuscitam
w tetrahydrofuranie (12 ml) mieszaning w obecnos$ci argonu schtodzitam do 0°C, dodatam
1,5 eq. PPh; (393.4 mg), 1,4 eq. DIAD (295,3 pl) i mieszatam przez 10 min. w 0°C. Nastepnie

roztwdr ogrzatam do temperatury pokojowej. Reakcje prowadzitam 1 h, dodalam 50 ml H,O

169



i ekstrahowatam 50 ml chlorku metylenu. Warstwe organiczng przemytam 50 ml wody. Produkt
oczys$citam chromatograficznie (eluent: chloroform), otrzymujac biale ciato state.
Wydajnosé: 315 mg, 70%; "H NMR (CDCls, 600MHz): 8,30 (d, J=9,2 Hz, 1H, Py), 8,23
(d, J= 2,8 Hz, 1H, Py), 8,22 (d, J = 2,8 Hz, 1H, Py), 8,17 (d, /= 7,9 Hz, 1H, Py), 8,15 (d,
J=9,2 Hz, 1H, Py), 8,13 (d, J= 8,9 Hz, 1H, Py), 8,07 (d, /= 8,9 Hz, 1H, Py), 8,05 (t, J=7.,6
Hz, 1H, Py), 7,97 (d, J = 7,9 Hz, 1H, Py), 4,10 (d, J = 6,8 Hz, 2H), 3,73 (q, J = 7,1 Hz, 2H,
CH>), 2,55-2,52 (m, 2H, BCN), 2,38-2,33 (m, 2H, BCN), 2,22-2,20 (m, 2H, BCN), 1,51-1,46
(m, 2H, BCN), 1,07-1,04 (m, 1H, cyklopropan), 1,03-1,00 (m, 2H, cyklopropan), 0,42 (t, J=7,1
Hz, 3H, CHs);

13C NMR (CDCls, 150MHz): § 172,7, 154,9 (CO), 132,8, 132,3, 131,3, 130,7, 128.8, 128.6,
128,1, 127,2, 126,3, 125,9, 125,7, 124,6, 124,2, 123,8 (Py), 98,9 (C=C), 62,6, 49,5, 33,6, 24,5,
23,8, 21,5, 13,2 (CH3); IR (KBr, cm™): 2971, 2925, 2902, 2839 (vC-H), 1732, 1709 (vC=0),
1649 (vC=C); HRMS (ESI) m/z: obliczona dla C3oH27NOsH [M+H]" 450,2069, wyznaczona
450, 2075, Trp= 94,5 - 95,5°C

6.4. Reakcje pochodnej Py-ester-BCN z czgsteczkami biologicznie

aktywnymi
6.4.1. Synteza Py-ester-di/N-Boc-Cys-tetrazyna
0

L
CH,
(1] "
O = S\)\\/
| NH
0 s\ %l\ /k
H,C_ /[S// 0= >No
0
HN 0
>
I etap: 2.4 eq. esteru metylowyego N-Boc-L-cysteiny N-Boce-Cys (141 mg) oraz octan sodu
(2,4 eq., 43 mg) rozpuscitam w 5 ml acetonitrylu, nastepnie przygotowatam roztwor
dichlorotertazyny (1 eq., 38 mg) w 5 ml acetonitrylu i dodalam porcjami do mieszaniny
reakcyjnej. Postep reakceji kontrolowatam przy uzyciu TLC.
IT etap: Do mieszaniny z pierwszego etapu dodalam porcjami rozpuszczony w 7 ml

acetronitrylu Py-ester-BCN (1 eq., 95 mg). Mieszanine reakcyjng podgrzalam do 30°C w celu
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lepszego rozpuszczenia substratu. Reakcje prowadzitam przez 22 h, nastepnie dodatam 50 ml
H>O 1 ekstrahowatam chlorkiem metylenu (50 ml) DCM. Produkt oczyscitam
chromatograficznie (eluent: chlorek metylenu:heksan, 95:5) otrzymujac bialy proszek.
Wydajnosé: 200 mg, 90%; '"H NMR (CDCl3, 600MHz): § 9,20 (d, J = 9,4 Hz, 1H, Py), 8,59
(d, J=8,0 Hz, 1H, Py), 8,28-8.,22 (m, 3H, Py), 8,19-8,17 (m, 2H, Py), 8,08 (d, /= 8,9 Hz, 1H,
Py), 8,05 (t, /= 6,6 Hz, 1H, Py), 5,69 (bs, 2H, 2x-NH), 4,66-4,59 (m, 2H, 2x-N-CH), 4,26 (d,
J=17,3 Hz, 2H, O-CH>), 3,79-3,73 (m, 12H, 6H, 2x-CH3, 4H 2x-S-CHz i 2H BCN), 2,92-2,82
(m, 4H, BCN), 2,68-2,63 (m, 2H, BCN), 1,42-1,41 (m, 18H, 2x tert-Bu), 1,09-1,06 (m, 1H,
cyklopropan), 0,91-0,87 (m, 2H, cyklopropan); 3C NMR (CDCls, 150MHz): & 171,4, 171,3,
168.1, 158,1, 155,3 (CO), 138.8, 134,3, 131,0, 129.,6, 129.4, 128.3, 127,2, 126,4, 126,3, 126,2,
124,9, 124,2, 124,1, 123,9 (Py), 68,5, 53,3 (Caiifat.), 52,6 (-OCHz3), 32,7, 28,3 (tert-butyl), 27,6,
27,2,26.,8, 21,5 (Caiifat.)

6.4.2. Synteza Py-ester-N-Boc-Cys
0

(L] e
< B
NH
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N-Boc-Cys (3 eq., 105,9 mg) oraz octan sodu (2,6 eq., 32 mg) rozpuscitam w 3 ml acetonitrylu.
Przygotowatam roztwor Py-ester-BCN (leq., 56,7 mg) w 7 ml acetonitrylu i dodatam porcjami
do mieszaniny reakcyjnej. Mieszanine reakcyjng podgrzalam do 30°C w celu lepszego
rozpuszczenia substratu. Reakcje prowadzitam 3 dni w 37°C, kontrolujgc przebieg reakcji przy
uzyciu chromatografii cienkowarstwowej. Do mieszaniny poreakcyjnej dodatam 50 ml H>O i
ekstrahowatam 50 ml chlorku metylenu, nast¢pnie przemylam warstwe organiczng dwiema
porcjami H>O (2x50 ml). Produkt oczyscitam na drodze chromatografii kolumnowej uzywajac
mieszaninu chlorek metylenu:metanol (99:1), jako eluent. Otrzymatam produkt w postaci
biatego proszku.
Wydajno$é: 78 mg, 85%; 'H NMR (CDCls, 600MHz): § 9,24 (d, J = 9,6 Hz, 1H, Py), 8.62
(d, J = 7.8 Hz, 1H, Py), 8,27 (t, J = 8,7 Hz, 2H, Py), 8,23 (d, J = 9.4 Hz, 1H, Py), 8,18
(d, J=9.6 Hz, 2H, Py), 8,10 (d, /= 8,9 Hz, 1H, Py), 8,07 (t, /= 7,6 Hz, 1H, Py), 5,91-5,88 (m,
1H, HC=C), 5,30 (bs, 1H, -NH), 4,58 (m, 1H, N-CH), 4,37 (d, J = 7,2 Hz, 2H, O-CH>), 3,75
(d, J=8,4 Hz, 3H, -OCHa), 3,14-2,99 (m, 2H, S-CH>), 2,58-2,52 (m, 1H, BCN), 2,47-2,42 (m,

171



1H, BCN), 2,40-2,34 (m, 1H, BCN), 2,34-2.28 (m, 2H, BCN), 2,21-2,15 (m, 1H, BCN), 1,46~
1,44 (m, 11H, 9H tert-Bu + 2H BCN), 1,13-1,06 (m, 2H, cyklopropan), 1,04-1,02 (m, 1H,
cyklopropan); '3C NMR (CDCls, 150MHz): 6 171.,4, 171,3, 168,1, 158,1, 155,3 (CO), 138.8,
134,3, 131,0, 129.6, 129.4, 128.3, 127.2, 126.4, 126,3, 126,2, 124.9, 124,2, 124,1, 123,9 (Py),
69,3, 52,4 (-OCHa3), 33.9, 31,6, 29.4, 29,2, 28,3 (Cuita.), 28,3 (tert-butyl), 27,4, 26,4, 23,3, 23,0,
22.1 (Califat.)

6.4.3. Synteza Py-ester-AZT
0
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Py-ester-BCN (1,2 eq., 225 mg) rozpuscitam w 20 ml tetrahydrofuranu w 50°C, a nastgpnie
dodatam AZT (1 eq., 134 mg). Dodatkowo w celu lepszego rozpuszczenia AZT dodatam 1 ml
wody. Reakcje prowadzitam w 50°C przez 20 h. Rozpuszczalnik usunetam pod zmniejszonym
ci$nieniem, surowy produkt oczyszczalam na drodze chromatografii kolumnowej (eluent:
mieszanina chloroform:metanol, 99:1). Produkt otrzymatam w postaci biatego proszku.
Wydajno$é: 290 mg, 90%; 'H NMR (CDCls, 600MHz): 4 9,24 (d, J = 9,4 Hz, 1H, Py), 8,69
(bs, 1H, OH), 8,62 (d, /= 8,0 Hz, 1H, Py), 8,28 (t,J=8,3Hz, 2H, Py), 8,24 (d, /=9,4 Hz, 1H,
Py), 8,19 (d, J= 8,8 Hz, 2H, Py), 8,10 (d, /= 8,8 Hz, 1H, Py), 8,08 (t, /= 7,6 Hz, 1H, Py), 6,13
(q, J1 = 5.2 Hz, J>= 6,7 Hz 1H), 5,28-5,25 (m, 1H), 4,48-4,44 (m, 1H), 4,42-4,39 (m, 1H),
4,38,4,34 (m, 1H), 4,02-3,99 (m, 1H), 3,69-3,62 (m, 1H), 3,49-3,44 (m, 1H), 3,15-3,09 (m, 1H),
3,07-3,02 (m, 1H), 2,99-2,91 (m, 3H), 2,76-2,70 (m, 1H), 2,56-2,51 (m, 1H), 2,51-2,46 (m, 1H),
1,92 (s, 3H, -CH3), 1,54-1,45 (m, 2H), 1,13-1,03 (m, 3H, cyklopropan); C NMR
(CDCI3 150MHz): 8 168,2, 163.4, 150,3 (CO), 145.4, 139,0, 134,3, 133,7, 133,6, 131,1, 1304,
129,7,129.4,128.3, 127,2, 126,4, 126,2, 1249, 124,2, 123,9 (Py), 111,2, 91,1, 85,6, 85,5, 68,7,
61,9, 61,8, 56,2, 36,9, 36.8, 27,3, 26,6, 25,6, 25,5, 24,3, 23,2, 22,9, 22,7, 22,6, 12,4 (Caiifar.)
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6.5. Synteza nowych pochodnych maleimidu zawierajacych fragment
pirenowy

6.5.1. Synteza chlorku pireno-1-sulfonowego

I S0,CI

Kwas pirenosulfonowy (1 eq., 2 g) rozpuscitam w 30 ml DMFu, roztwér schtodzitam do 0°C,
a nastepnie dodatam porcjami chlorek tionylu (10 eq., 8,2 g) obserwujac wypadanie brunatno-
z6ltego osadu. Reakcje prowadzitam przez 2 h, nastepnie mieszaning poreakcyjng wylatam na
16d, a powstaly osad przesaczytam. Osad rozpuscitam w 200 ml chlorku metylenu, dodatam
100 ml H»O i ekstrahowatla, nastepnie warstwe organiczng wysuszylam nad bezwodnym
siarczanem sodu (VI), przesaczylam i odparowatam chlorek metylenu pod zmniejszonym
ci$nieniem. Surowy produkt oczyscitam chromatograficznie (eluent: mieszanina chlorek
metylenu:heksan, 60:40). Otrzymatam produkt w postaci zottych krysztatow.

Wydajnosé: 75%; '"H NMR (CDCl3, 600MHz): 4 9,12 (d, J=9,3 Hz, 1H), 8,76 (d, J= 8,3 Hz,
1H), 8,45 (d,J=9,4 Hz, 1H), 8,41 (d,J=7,6 Hz, 1H), 8,38 (d, /= 7,6Hz, 1H), 8,31 (d, J=8.,9
Hz, 1H), 8,24 (d, J= 8.3 Hz, 1H), 8,18 (t, /= 7,6 Hz, 1H), 8,13 (d, /= 8,9 Hz, 1H)

6.5.2. Synteza Mal-Py

Chlorek kwasu pirenosulfonowego (1,5 eq., 451 mg), maleimid (1 eq., 97 mg) i chlorek palladu
(II) - 10% mol, 18 mg. Substraty rozpuscitam w 5 ml acetonitrylu, nastepnie dodatam TFA
(2 eq., 153 pl). Mieszaning reakcyjnag ogrzatam do 80°C. Reakcje prowadzilam przez 18 h,
nastepnie dodatam 50 ml wody i ekstrahowalam chlorkiem metylenu (50 ml). Warstwe
organiczng wysuszylam nad bezwodnym siarczanem sodu (VI) i odparowalam chlorek

metylenu pod zmniejszonym cisnieniem. Surowy produkt oczyscitam na drodze chromatografii
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kolumnowej uzywajac do chlorku metylenu jako eluent. Otrzymalam produkt w postaci
drobnych czerwonych krysztatow.

Wydajno$é: 6 mg, 2%; "H NMR (aceton-ds, 600MHz): 8 9,29-8,25 (m, 3H), 8,25 (d, J = 8.0
Hz, 1H), 8,20 (d, /= 7,3 Hz, 1H), 8,18-8,16 (m, 2H), 8,11 (d, J= 8,8 Hz, 1H), 8,09 (t, /= 7.6
Hz, 1H), 7,48 (bs, 1H, NH), 6,97 (s, 1H, HC=C); IR (KBr, cm™): 3447 (VN-H), 2958, 2922,
2846 (vC-H), 1768, 1719 (vC=0), 1626 (vC=C); HRMS (ESI) m/z: obliczona dla
C20H1iINO2H [M+H]" 298,0868 wyznaczona eksperymentalnie 298,0874

6.5.3. Synteza 1-merkaptopirenu

-
‘O‘

Chlorek kwasu pirenosulfonowego (1 eq., 300 mg) rozpuscitam w 25 ml chlorku metylenu,
nastepnie dodalam porcjami PPhs (3 eq., 786,9 mg). Reakcje prowadzilam przez 18 h.
Nastepnie do mieszaniny poreakcyjnej dodatam 50ml wody, i ekstrahowatam chlorkiem
metylenu,

a warstwe organiczng wysuszylam nad bezwodnym siarczanem sodu (VI). Nadmiar chlorku
metylenu odparowatam pod zmniejszonym cisnieniem. Mieszaning poreakcyjng oczyscitam
chromatograficznie uzywajac mieszaniny heksan:octan etylu (95:5) jako eluentu. Otrzymatam
produkt w postaci biato-zielonego proszku.

Wydajnosé: 150 mg, 65%, 'H NMR (CDCls, 600MHz): & 8,37 (d, J = 9,1 Hz, 1H), 8,19
(t,J=17,4 Hz, 2H), 8,14 (d, J=9,1 Hz, 1H), 8,03-7,98 (m, 5H), 3,84 (bs, 1H, SH)

6.5.4. Synteza Mal-S-Py

o

Merkaptopiren (1 eq., 50 mg) oraz octan sodu (1 eq., 17 mg) rozpuscitam w 7 ml acetonitrylu,

mieszanine ogrzatam do 35°C. Nastepnie do mieszanny reakcyjnej dodatam porcjami wezeéniej
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przygotowany roztwor BM (1 eq., 37 mg) w 5 ml acetonitrylu. Reakcje prowadzitam 60 min.
w 35°C, nastgpnie dodatam 50 ml H>O i ekstrahowatam 50 ml chlorku metylenu. Warstwe
organiczng wysuszylam nad bezwodnym siarcznanem sodu (VI) i oczyscitam na drodze
chromatografii kolumnowej stosujac chlorek metylenu jako eluent. Produkt otrzymalam
W postaci jasno zottego ciata statego.

Wydajnosé: 55 mg, 80%; "H NMR (DMSO-ds, 600MHz): 5 11,11 (bs, 1H, NH), 8,44-8,42 (m,
3H, Py), 8,41-8,37 (m, 3H, Py), 8,36 (d, /= 8.9 Hz, 1H, Py), 8,30 (d, /= 8,9 Hz, 1H, Py), 8,19
(t, J=17,6 Hz, 1H, Py), 5,31 (d, J= 1,2 Hz, 1H, maleimid); ¥*C NMR (DMSO-d¢, 150MHz):
8170,8,169,5 (CO), 151,2 (C-S), 133,6, 132,6, 132,4, 131,1, 130,7, 130,2, 129.6, 1277, 127.5,
127,0, 126.9, 126.,4, 125.2, 123.,4, 123.8, 121,2, 121,1 (Py); HRMS (ESI) m/z: obliczona dla
wzoru  CyoHioNO2S [M-H]"  328,0432  wyznaczona  328,0434; obliczona dla
C2oH1iINO,SH [M+H]" 330,0589 wyznaczona 330,0594

6.5.5. Synteza MalBr-S-Py

(0]
Br

Merkaptopiren (1 eq., 50 mg) oraz octan sodu (1 eq., 17 mg) rozpuscitam w 6 ml acetonitrylu
i podgrzatam do 35°C w celu lepszego rozpuszczenia substratow. Nastepnie do mieszaniny
reakcyjnej dodalam porcjami wezesniej przygotowany roztwor DBM (leq., 53,5 mg), ktory
rozpuscitam w 4 ml acetonitrylu. Reakcje prowadzitam przez 15 min. w 35°C, nast¢pnie
dodatam 50 ml H»O i ekstrahowatam 50 ml chlorku metylenu. Produkt oczyscitam
chromatograficznie. Jako eluent zastosowatam chloroform. Otrzymatam produkt w postaci
czerowonego ciala statego.

Wydajnosé: 35 mg, 40%; 'H NMR (DMSO-ds, 600MHz): § 11,56 (bs, 1H, NH), 8,49
(d,/=9,2 Hz, 1H, Py), 8,42 (d, /= 8,0 Hz, 2H, Py), 8,38-8,35 (m, 2H, Py), 8,33 (d,/=5.9
Hz, 1H, Py), 8,32 (d, /= 6,8 Hz, 1H, Py), 8,26 (d, /= 8,9 Hz, 1H, Py), 8,17 (t, J= 7.6 Hz,
1H, Py); 13C NMR (DMSO-ds, 150MHz): 6 167,7 (C-Br), 166.2, 165,8 (CO), 141,8 (C-S),
134,0, 133,3, 132,7, 131,1, 130,7, 130,3, 129.8, 129.4, 127.7, 127.4, 126.8, 125.,6, 124,7,
123,8,121,0, 120,7 (Py); HRMS (ESI) m/z: obliczona dla C20HoNO>SBr [M-H]" 405,9537
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wyznaczona 405,9539; obliczona dla CaoHiiNO>SBrH [M+H]" 407,9694 wyznaczona
407,9702

6.5.6. Synteza Mal-S-diPy
Do
S S

Merkaptopiren (2 eq., 50 mg) oraz octan sodu (2 eq., 17 mg) rozpuscitam w 7 ml
acetronitrylu i podgrzatam do 35°C w celu lepszego rozpuszczenia substratow. Nastepnie do
mieszaniny reakcyjnej dodalam porcjami wczesniej przygotowany roztwér DBM (1 eq.,
53,5 mg), ktéry rozpuscitam w 3 ml acetonitrylu. Reakcje prowadzitam przez 2,5 h w 35°C,
nastepnie dodatam 50 ml H>O i ekstrahowatam 50 ml chlorku metylenu. Produkt oczyscitam
chromatograficznie. Jako eluent zastosowalam chlorek metylenu. Otrzymatam produkt
W postaci ciemnoczerwonego ciata statego.

Wydajnos$é: 18 mg, 30%; "H NMR (DMSO-ds, 600MHz): & 11,50 (bs, 1H, NH), 8,06 (d,
J=28.,0 Hz, 2H, Py), 8,00 (dd, J1=7,3 Hz, J»= 1,2 Hz, 2H, Py), 7,96 (d, J = 8,0 Hz, 2H, Py),
7,94 (d, J= 1,5 Hz, 4H, Py), 7,82 (dd, J1 = 7,6 Hz, .= 1,3 Hz, 2H, Py), 7,80 (t, /= 7,5 Hz,
2H, Py), 7,54 (s, 4H, Py); 3C NMR (DMSO-d¢, 150MHz): 8 169,0 (CO), 134,8, 131,2,
130,5, 130,3, 130,1, 129,8, 128.4, 127,9, 127,2, 126,6, 125,9, 125,7, 125,0, 124,1, 123,2,
123,0, 122,7 (Py); HRMS (ESI) m/z: obliczona dla C3sHioNO2S:H [M+H]" 562,0935
wyznaczona 562,0935; obliczona dla C3sHioNO2S:Na [M+Na]* 584,0755 wyznaczona
584,0768
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