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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest zastosowanie pochodnej 4-nitro-2,1,3-benzoksadiazolu. Z opisu
zgtoszenia patentowego US2005282818, a takze z czasopisma ChemMedChem, 2015, 10(5), 797-803
jest znana pochodna 4-nitro-2,1,3-benzoksadiazolu, o wzorze 1,

$

— 7

NO,
Wzoér 1,

oraz sposob jej otrzymywania w reakcji 4-chloro-7-nitro-2,1,3-benzoksadiazolu z tiomorfoling w $rodo-
wisku dimetyloformamidu, prowadzonej w czasie 15 minut w tazni lodowej, a nastepnie w temperaturze
pokojowej w czasie 50 minut.

Dotychczas zwiazek ten stosuje sie jako inhibitor ubikwityny, zwtaszcza inhibitor ligazy ubikwityny.

Celem wynalazku jest znalezienie nowego zastosowania wyzej okre$lonego zwigzku, pochodne;
4-nitro-2,1,3-benzoksadiazolu.

Zastosowanie wedlug wynalazku polega na tym, ze pochodna 4-nitro-2,1,3-benzoksadiazolu,
o wzorze 1, okreslona powyzej, stosuje sie jako fluorescencyjny probnik do selektywnej detekcji kwasu
chlorowego(l). Detekcja kwasu chlorowego(l) przy uzyciu tego prébnika polega na tym, Ze probnik pod-
daje sie reakcji z badanym zwigzkiem, stosujac 1-140% molowych badanego zwigzku w stosunku do
iloéci prébnika, w srodowisku mieszaniny acetonitrylu i 0,1 M wodnego roztworu buforu fosforanowego
uzytych w stosunku objetosciowym 1:9, o pH 7,4, w czasie inkubacji do 1 minuty, po czym identyfikuje
sie produkt tej reakciji i zidentyfikowanie jako produktu zwiazku o wzorze 2,

$

~ 7/

NO,
Wzér 2,

w ktérym R stanowi grupe SO oznacza, ze badany zwigzek stanowi lub zawiera kwas chlorowy(l).

Zaletg zastosowania pochodnej 4-nitro-2,1,3-benzoksadiazolu, o wzorze 1, do detekcji kwasu
chlorowego(l) jest krotki czas detekcji oraz selektywne powstawanie produktu stanowiacego jedno-
znaczne potwierdzenie obecnoséci wykrywanego kwasu chlorowego(l). Zwiazek o wzorze 2, w ktérym R
oznacza grupe SO nie powstaje przy probie uzycia pochodnej o wzorze 1 do wykrycia innych biologicz-
nych utleniaczy, takich jak H20:z i nadtlenoazotyn. Pochodna 4-nitro-2,1,3-benzoksadiazolu, o wzorze 1
znajduje zastosowanie w procedurze detekcji kwasu chlorowego(l) w uktadach biologicznych, gdyz nie
wykazuje reaktywnosci wobec glutationu, ktory jest zwiazkiem wystepujacym w Srodowisku komaérko-
wym w duzym stezeniu.

Przedmiot wynalazku ilustruje ponizszy przyktad z powotaniem sie na rysunek, na ktérym fig. 1
przedstawia chromatogram pochodnej 4-nitro-2,1,3-benzoksadiazolu, o wzorze 1 oraz zmiany jakie
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powstaja przy dodawaniu kwasu chlorowego(l) do pochodnej o wzorze 1, fig. 2 i 3 przedstawiaja
zmiany widm fluorescencyjnych oraz selektywno$¢ pochodnej 4-nitro-2,1,3-benzoksadiazolu, o wzo-
rze 1, wzgledem kwasu chlorowego(l), nadtlenku wodoru, nadtlenoazotynu oraz glutationu.

Czesci podane w przyktadach oznaczaja czesci wagowe.

Przyktad

0,2 czesci 4-chloro-7-nitrobenzoksadiazolu (NBD-CI) rozpuszczono w 5 czeéciach chloroformu
i dodano 0,162 czesci tiomorfoliny oraz 0,12 czesci trietyloaminy, po czym cato$¢ mieszano w tempe-
raturze 50°C w czasie 5 minut w atmosferze argonu z wykorzystaniem pola mikrofalowego o mocy 50 W.
Nastepnie mieszanine reakcyjng odparowano pod zmniejszonym ciénieniem, dodano 30 czesci 20%
kwasu cytrynowego i ekstrahowano za pomoca 30 cze$ci dichlorometanu. Faze organiczng przemyto
30 czesSciami wody destylowanej i 30 czesciami nasyconego roztworu wodoroweglanu sodu. Po odpa-
rowaniu rozpuszczalnika pod zmniejszonym ci$nieniem surowy produkt oczyszczono na drodze chro-
matografii kolumnowej stosujac jako eluent mieszanine dichlorometan/metanol 20 : 1 (v/v).

Otrzymano 4-tiomorfolino-7-nitro-2,1,3-benzoksadiazol o wzorze 1 z wydajnoscia 85%, w postaci
ciemnoczerwonego proszku o temperaturze topnienia 182—-185°C. Widmo "H NMR oraz widmo masowe
HRMS-ESI otrzymanego zwiazku:

"H NMR (CDCI3,250 MHz) d (ppm): 8.38 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 6.24 (d, J = 8,9 Hz, 1H), 4.39 (t, 4H),
2.82 (t, 4H);

HRMS (ESI): m/z 267,0557 ([M+H]*)

HRMS (ESI-Na) m/z 289,0373 ([M+Na]*)

w petni potwierdzity jego budowe.

Wrhasciwosci spektroskopowe w acetonitrylu (ACN) otrzymanego zwiazku Aabs [nm] (g [M~'cm™):
500 (22000), Lem [NmM]: 550, Lex [Nm]: 500.

Wydajno$¢ kwantowa fluorescencji otrzymanego zwigzku w ACN wynosita 0,3%.

Przygotowano roztwér 0,00266 czesci 4-tiomorfolino-7-nitro-2,1,3-benzoksadiazolu o wzorze 1,
oznaczonego jako NBD-TM, w 9,997 czesciach acetonitrylu.

Przygotowano takze roztwér 0,017 czesci kwasu chlorowego(l) (HOCI) w 9,983 czesciach wody.

Nastepnie z przygotowanych roztworédw sporzadzono kompozycje zawierajace 0,150 ml roztworu
wyjsciowego probnika NBD-TM oraz 0—180 ul roztworu wyjsciowego kwasu chlorowego(l).

Przygotowane kompozycje rozciericzono do objetosci 1,5 ml przez dodanie buforu fosforanowego
o pH 7,4 (0,1 M). Po 1 minucie inkubacji probek w temperaturze pokojowej wykonano analizy chroma-
tograficzne przygotowanych probek za pomoca chromatografu firmy Shimadzu z detektorem DAD (mo-
del SPD-M20A); kolumna Kinetex Core-Shell (C18) firmy Phenomenex (100 mm x 4,6 mm) o $rednicy
ziarna 2,6 um; faza ruchoma: woda + 0,1% TFA — acetonitryl + 0,1% TFA o gradientowym przeptywie
od 10 do 100% acetonitryl + 0,1% TFA przez 15 minut, v/v; szybko$¢ przeptywu 1,5 ml/minute; objetosc
pobieranej probki: 20 ul.

Przeprowadzony eksperyment z zastosowaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej po-
twierdzit zastosowanie pochodnej 4-nitro-2,1,3-benzoksadiazolu, o wzorze 1 do selektywnej detekcji
kwasu chlorowego(l), w wyniku czego powstaje zwiazek o wzorze 2,

)

~. 7/

NO,
Wzoér 2,

w ktorym R stanowi grupe SO, zarejestrowany po 1 minucie inkubacji NBD-TM z kwasem chlorowym(l)
w $rodowisku o pH 7,4 (mieszanina acetonitrylu i 0,1 M wodnego roztworu buforu fosforanowego uzy-
tych w stosunku objetosciowym 1 :9) —fig. 1.
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Zastrzezenia patentowe

1. Zastosowanie pochodnej 4-nitro-2,1,3-benzoksadiazolu, o wzorze 1,
[Sj
N
=\

-~ /

NO,
Wzoér 1

jako fluorescencyjnego prébnika do selektywnej detekcji kwasu chlorowego(l).

2. Zastosowanie wedtug zastrz. 1, znamienne tym, ze detekcja kwasu chlorowego(l) przy uzyciu
jako prébnika pochodnej 4-nitro-2,1,3-benzoksadiazolu, o wzorze 1, okreslonej w zastrzeze-
niu 1, polega na tym, ze prébnik poddaje sie reakcji z badanym zwigzkiem, stosujac 1-140%
molowych badanego zwiazku w stosunku do ilosci prébnika, w srodowisku mieszaniny acetoni-
trylu i 0,1 M wodnego roztworu buforu fosforanowego uzytych w stosunku objetosciowym 1 :9,
o pH 7,4, w czasie inkubacji do 1 minuty, po czym identyfikuje sie produkt tej reakcji i zidenty-
fikowanie jako produktu zwiazku o wzorze 2,

$

~. 7/

NO,
Wzoér 2

w ktérym R stanowi grupe SO oznacza, ze badany zwigzek stanowi lub zawiera kwas chlo-
rowy(l).
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Rysunki
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