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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku sg zwigzki, pochodne 4-nitro-2,1,3-benzenoselenodiazolu sposéb ich
otrzymywania oraz ich zastosowanie.
Z opisu zgtoszenia patentowego WO 2020187913 jest znany zwigzek, pochodna selenobenzo-

diazolu, o wzorze a,

N

N

. 7

NO,

Wzor a,

Zwigzek o wzorze a otrzymuje sie w reakcji fluoro-7-nitrobenzo [c] [1,2,5] selenadiazolu z piry-
dyng, prowadzonej w $rodowisku acetonitrylu, w obecnoéci dietyloaminy, w temperaturze pokojowe;j
w czasie 5 minut.

Z czasopisma Indian Journal of Chemistry — Section B Organic and Medicinal Chemistry, 1990,
29 (8), 781-783 znana jest pochodna 4-nitro-2,1,3-benzoksadiazolu, o wzorze b,

()

e A

NO,

Wzér b,
Zwigzek o wzorze b otrzymuje sie w reakcji kondensacji 7-bromo-5-metylo-4-nitro-2,1,3-benzo-
selenodiazolu z morfoling, prowadzonej w trakcie ogrzewania w czasie 24 godziny.

Z opisu zgtoszenia patentowego US2005282818, a takze z czasopisma ChemMedChem, 2015,
10(5), 797-803 jest znany zwigzek, pochodna benzoksadiazolu, o wzorze c,

8

~—

NO

Wzbr ¢,
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Zwigzek o wzorze ¢ otrzymuje sie w reakcji 4-chloro-7-nitro-2,1,3-benzoksadiazolu z tiomorfoling,
w Srodowisku dimetyloformamidu, w czasie 15 minut, w tazni lodowej, a nastepnie w temperaturze po-
kojowej w czasie 50 minut.

Celem wynalazku jest otrzymanie nowych zwigzkéw — pochodnych 4-nitro-2,1,3-benzenoseleno-
diazolu, ktére znajdujg zastosowanie w badaniach komérkowych do Sledzenia proceséw biologiczno-
chemicznych oraz do detekcji fluorescencyjnej kwasu chlorowego(l).

Przedmiotem wynalazku sg zwigzki, pochodne 4-nitro-2,1,3-benzenoselenodiazolu, o wzorze

ogoinym 1,
ER]
N

— N,

—

NO2
Wzér |

w ktérym R oznacza atom S lub grupe SO.
Zwigzki o0 wzorze 1 majg postac ciat statych (proszkéw) o barwie czerwonej, o temperaturze top-
nienia 210°C gdy R oznacza atom S i temperaturze topnienia >360°C gdy R oznacza grupe SO.
Sposo6b otrzymywania zwigzkdéw o wzorze 1, okre$lonych powyzej, w reakcji 4-nitro-2,1,3-benze-
noselenodiazolu z pochodng morfoliny, wedtug wynalazku polega na tym, ze 4-nitro-2,1,3-benzenose-
lenodiazol poddaje sie reakcji z pochodng morfoliny, o wzorze 2,

.

Wzdr 2

w ktérym R oznacza atom S lub grupe SO, w obecnosci trietyloaminy, w atmosferze gazu obojetnego,
przy stosunku wagowym 4-nitro-2,1,3-benzenoselenodiazol/pochodna morfoliny/trietyloamina 0,2 cze-
Sci wagowe: 0,162 czesci wagowe: 0,12 czeSci wagowych, w srodowisku chloroformu uzytego w ilosci
5 czesci wagowych/0,2 czesci wagowe 4-nitro-2,1,3-benzenoselenodiazolu, w temperaturze 50°C
w czasie 15 godzin, a po zakonczeniu tej reakcji usuwa sie rozpuszczalnik pod zmniejszonym ciénie-
niem i do pozostatego produktu tej reakcji dodaje sie 20% roztwor wodny kwasu cytrynowego w iloSci
30 czesci wagowych/0,2 czesci wagowe 4-nitro-2,1,3-benzenoselenodiazolu, ekstrahuje dichlorometa-
nem uzytym w iloéci 30 czeSci wagowych/0,2 czesci wagowe 4-nitro-2,1,3-benzenoselenodiazolu, po-
zostatg faze organiczng przemywa sie kolejno wodg, nasyconym roztworem wodoroweglanu sodu,
usuwa rozpuszczalnik pod zmniejszonym cis$nieniem i produkt finalny oczyszcza sie na drodze chroma-
tografii kolumnowej stosujgc jako eluent mieszanine dichlorometan/metanol o stosunku objeto$ciowym
20:1 (viv).

Zastosowanie wedlug wynalazku polega na tym, ze zwigzek o wzorze 1, w ktérym R oznacza
atom S (NBD-Se-TM), stosuje sie jako fluorescencyjny probnik do selektywnej detekciji kwasu chloro-
wego(l). Detekcja kwasu chlorowego(l) przy uzyciu tego prébnika polega na tym, ze probnik poddaje
sie reakcji z kwasem chlorowym(l) stosujgc 1-160% molowych kwasu chlorowego(l) w stosunku do
iloSci prébnika, w $rodowisku mieszaniny acetonitrylu i 0,1 M wodnego roztworu buforu fosforanowego
uzytych w stosunku objetosciowym 1:9, o pH 7,4, w czasie inkubacji do 1 minuty i w wyniku tej reakciji
otrzymuje sie zwigzek o wzorze 1, w ktérym R oznacza grupe SO (NBD-Se-TSO).
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Dzieki zastosowaniu nowych zwigzkéw o wzorze 1, w ktérym R oznacza atom S jako prébnikéw
do detekcji kwasu chlorowego(l), utatwiona jest identyfikacja probnika i produktéw jego utleniania,
a posrednio rowniez analiza jakosciowa i ilosciowa kwasu HOCI, bez koniecznosci identyfikacji niepo-
zgdanych produktéw reakciji — zwigzkéw o wzorze 1 z glutationem. Zaletg zastosowania zwigzku o wzo-
rze 1, w ktérym R oznacza atom S do detekcji kwasu chlorowego(l) jest krétki czas detekcji oraz selek-
tywne powstawanie produktu, stanowigcego jednoznaczne potwierdzenie obecnosci wykrywanego
kwasu chlorowego(l). Zwigzek o wzorze 1, w ktérym R oznacza atom S znajduje zastosowanie w pro-
cedurze detekcji kwasu chlorowego(l) w uktadach biologicznych, gdyz nie wykazuje reaktywnos$ci wo-
bec glutationu, ktéry jest zwigzkiem wystepujgcym w Srodowisku komérkowym w duzym stezeniu. Zwig-
zek o wzorze 1, w ktérym R oznacza grupe SO nie powstaje przy probie uzycia zwigzku o wzorze 1,
w ktéorym R oznacza atom S, do wykrycia innych biologicznych utleniaczy, takich jak H>O i nadtleno-
azotyn. Zwigzki o wzorze 1, w ktérym R oznacza grupe S lub SO mogg by¢ potencjalnie wykorzystane
w badaniach komérkowych do zastosowania w $ledzeniu proceséw biologiczno-chemicznych.

Przedmiot wynalazku ilustrujg ponizsze przyktady, z powofaniem sie na rysunek, na ktérym
Fig. 1 przedstawia chromatogram zwigzku o wzorze 1, w ktérym R oznacza atom S, zastosowanego
jako prébnik do detekcji kwasu chlorowego(l), Fig. 2 i 3 oznaczajg odpowiednio widmo fluorescencyjne
oraz selektywnos$¢ zwigzku o wzorze 1, w ktérym R oznacza atom S, wzgledem kwasu chlorowego(l),
azotu oraz glutationu. Czesci podane w przyktadach oznaczajg czesci wagowe.

Przyktad 1

0,2 czesci 4-nitro-2,1,3-benzenoselenodiazolu (NBD-Se-Cl) rozpuszczono w 5 czeéciach chloro-
formu, dodano 0,162 czesci tiomorfoliny oraz 0,12 czeSci trietyloaminy, po czym cato$é mieszano
w temperaturze 50°C w czasie 15 godzin w atmosferze argonu. Nastepnie mieszanine reakcyjng odpa-
rowano pod zmniejszonym ci$nieniem, dodano 30 czesci 20% roztworu wodnego kwasu cytrynowego
i ekstrahowano za pomocg 30 czesci dichlorometanu. Faze organiczng przemyto 30 czeSciami wody
destylowanej i 30 cze$ciami nasyconego roztworu wodoroweglanu sodu. Po odparowaniu rozpuszczal-
nika pod zmniejszonym cisnieniem, surowy produkt oczyszczono na drodze chromatografii kolumnowe;j
stosujac jako eluent mieszanine dichlorometan/metanol 20:1 (v/v).

Otrzymano 4-tiomorfolino-7-nitro-2,1,3-benzenoselenodiazol (NBD-Se-TM) z wydajnoscig 85%,
w postaci ciemnoczerwonego proszku o temperaturze topnienia 210°C.

Widmo 'H NMR oraz widmo masowe HRMS-ESI otrzymanego zwigzku:

"H NMR (CDCls3, 250 MHz) d (ppm): 8.55 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 6.47 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 4.39 — 4.03
(m, J=10.3 Hz, 4H), 3.02 -2.76 (m, J = 5.2 Hz, 4H);

HRMS (ESI): m/z 330.9773 ([M+H]")

HRMS (ESI-Na) m/z 352.9590 ([M+Na]")

w petni potwierdzity jego budowe.

Wiasciwosci spektroskopowe w acetonitrylu (ACN) otrzymanego zwigzku:

habs [nM] (e [M~"'ecm]): 500 (22000), Lem [NmM]: 550, Lex [nM]: 500.

Przyktad 2

0,2 czesci 4-nitro-2,1,3-benzenoselenodiazol (NBD-Se-Cl) rozpuszczono w 5 czesciach chloro-
formu, dodano 0,162 czesci monotlenku tiomorfoliny oraz 0,12 czesci trietyloaminy, po czym cato$é
mieszano w temperaturze 50°C w czasie 15 godzin w atmosferze argonu. Nastepnie mieszanine reak-
cyjng odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem, dodano 30 czesci 20% roztworu wodnego kwasu cy-
trynowego i ekstrahowano za pomocg 30 czesci dichlorometanu. Faze organiczng przemyto 30 cze-
Sciami wody destylowanej i 30 czeSciami nasyconego roztworu wodoroweglanu sodu. Po odparowaniu
rozpuszczalnika pod zmniejszonym ciSnieniem, surowy produkt oczyszczono na drodze chromatografii
kolumnowej stosujgc jako eluent mieszanine dichlorometan/metanol 20:1 (v/v).

Otrzymano 4-monotlenek tiomorfolino-7-nitro-2,1,3-benzenoselenodiazol (NBD-Se-TSO) z wy-
dajnoscig 80% w postaci ciemnoczerwonego proszku o temperaturze topnienia >360°C.

Widmo 'H NMR oraz widmo masowe HRMS-ESI otrzymanego zwigzku:

"H NMR (DMSO, 250 MHz) d (ppm): 8.50 (d, J = 9.5 Hz, 1 H), 6.81 (d, J=9.1 Hz, 1H), 4.73 (d,
J=15Hz, 2H), 4.23 (d, J = 11.9 Hz, 2H), 3.09 (d, J = 14.3 Hz 2H), 2.92 - 2,62 (m, 2H);

HRMS (ESI): m/z 346.9720 ([M+H]")

HRMS (ESI-Na) m/z 368.9539 ([M+H]")

w petni potwierdzity jego budowe.

Wiasciwosci spektroskopowe w acetonitrylu (ACM) otrzymanego zwigzku:

habs [nM] (e [M"'ecm™]): 500 (16760), Lem [NmM]: 620, Lex [nM]: 500.
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Przyktad 3

Przygotowano roztw6r prébnika tj. roztwér 0,00329 czesci 4-tiomorfolino-7-nitro-2,1,3-benzeno-
selenodiazotu (zwigzku o wzorze 1, w ktérymi R oznaczat atom S (NBD-Se-TM) w 9,997 czeSciach
acetonitrylu.

Przygotowano takze roztwor 0,017 czesci kwasu chlorowego(l) (HOCI) w 9,983 czes$ciach wody.

Nastepnie z przygotowanych roztworéw sporzgdzono kompozycje zawierajgce 0,150 ml roztworu
wyjsciowego probnika NBD-Se-TM oraz 0-80 pl roztworu wyj$ciowego kwasu chlorowego(l).

Przygotowane kompozycje rozcienczono do objetosci 1,5 ml przez dodanie buforu fosforanowego
opli 7,4 (0,1 M). Po 1 minucie inkubacji prébek w temperaturze pokojowej wykonano analizy chromato-
graficzne przygotowanych probek za pomocg chromatografu firmy Shimadzu z detektorem DAD (model
SPD-M20A); kolumna Kinetex Core-Shell (C18) firmy Phenomenex (100 mm x 4,6 mm) o Srednicy
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; objetosé
pobieranej probki: 20 pl.

Przeprowadzony eksperyment potwierdzit powstawanie produktu utlenienia préobnika NBD-Se-
TM z kwasem chlorowym(l) tj. zwigzku o wzorze 1, w ktérym R oznacza grupe SO (NBD-Se-TSO),
a tym samym potwierdzit, za pomocg wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcjg diodowa,
zastosowanie prébnika NBD-Se-TM do detekcji kwasu chlorowego(l) — Fig. 1 rysunku przedstawiajgca
chromatogramy (detektor DAD 450 nm) zarejestrowane po 1 minucie inkubacji probnika NBD-Se-TM
(50 uM) z kwasem chlorowym(l) (0-80 pM) w Srodowisku o pH 7,4 (mieszanina acetonitrylu i 0,1 M
wodnego roztworu bufora fosforanowego uzytych w stosunku objetoSciowym 1:9).

Zastrzezenia patentowe

1. Zwigzki, pochodne 4-nitro-2,1,3-benzenoselenodiazolu, o wzorze 1,
[Rj
N
N

o

NOC,
Wzér 1

w ktérym R oznacza atom S lub grupe SO.

2. Sposbb otrzymywania zwigzkéw o wzorze 1, okre$lonych w zastrzezeniu 1, w reakcji 4-nitro-
-2,1,3-benzenoselenodiazolu z pochodng morfoliny, znamienny tym, ze 4-nitro-2,1,3-benze-
noselenodiazol poddaje sie reakcji z pochodng morfoliny, o wzorze 2,

-

Wzor 2
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w ktérym R oznacza atom S lub grupe SO, w obecnoéci trietyloaminy, w atmosferze gazu
obojetnego, przy stosunku wagowym 4-nitro-2,1,3-benzenoselenodiazol/pochodna morfo-
liny/trietyloamina 0,2 czeSci wagowe: 0,162 czesci wagowe: 0,12 czesci wagowych, w $rodo-
wisku chloroformu uzytego w ilosci 5 cze$ci wagowych/0,2-czeSci wagowe 4-nitro-2,1,3-ben-
zenoselenodiazolu, w temperaturze 50°C w czasie 15 godzin, a po zakonczeniu tej reakgc;ji
usuwa sie rozpuszczalnik pod zmniejszonym ci$nieniem i do pozostatego produktu tej reakgcji
dodaje sie 20% roztwdr wodny kwasu cytrynowego w ilosci 30 czesci wagowych/0,2 czesci
wagowe 4-nitro-2,1,3-benzenoselenodiazolu, ekstrahuje dichlorometanem uzytym w iloSci
30 czesci wagowych/0,2 czesci wagowe 4-nitro-2,1,3-benzenoselenodiazolu, pozostatg faze
organiczng przemywa sie kolejno wodg, nasyconym roztworem wodoroweglanu sodu, usuwa
rozpuszczalnik pod zmniejszonym ciSnieniem i produkt finalny oczyszcza sie na drodze chro-
matografii kolumnowej stosujgc jako eluent mieszanine dichlorometan/metanol o stosunku ob-
jetosciowym 20:1 (v/v).

. Zastosowanie zwigzku o wzorze 1 okre$lonego w zastrzezeniu 1, w ktérym R oznacza atom
S jako fluorescencyjnego probnika do selektywnej detekcji kwasu chlorowego(l).

. Zastosowanie wedtug zastrz. 3, znamienne tym, ze detekcja kwasu chlorowego(l) przy uzyciu
zwigzku o wzorze 1, w ktérym R oznacza atom S jako prébnika polega na tym, ze probnik ten
poddaje sie reakcji z kwasem chlorowym(l), stosujgc 1-160% molowych kwasu chlorowego(l)
w stosunku do ilosci probnika, 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 i w wyniku tej reakcji otrzymuje sie zwigzek o wzorze 1, w ktérym R oznacza grupe SO.



Intensywnosc fluorescencji

40000 4

30000

20060 4

10064

PL 245694 B1

Rysunki

NBD-Se-TSO

NBD-Se-TM

[1GuM HOC1 50yM NBD-Se-TH|

At |

"
X =

| 120pM HOCI S0uM NBD-Se-TM]

q—nd
ie. 4 v o - . 3

25uM HOCI 50uM NBD-Se-TM

k.
o ——~

[30yM HOCI 50pM NBD-Se-TM]

{ 4045M HOC! 50yM NBD-Se-TM|

g' ] -
b b ;

T'504M HOCI 50yM NBD-86.TM|

e

_

[60uM HOC} S0y NBC-Se-Th)

{70uM HOC! 50uM NBD-Se-TM!
| Seedunsed A 1 i | L& e |
{I- | 80uM HOCI SOuM NBD-Se-TMi
2 3 4 5
czas retencji (min)
Fig. 1
Z 45000
=
& 40000+
$ 35000
2 30000+
@ 25000
J £ 20000
£ 15000
E 10000
550 6(‘30 S;'rb 760 75‘0 6 I2 & é lB 10
Dlugesé fall (nm) HOCI (M)

Fig. 2



PL 245694 B1

; GSH
H 2O 2 ONOO

45000

35000
30000
25000
20000
15000
10000 -

1
=3
=1
<1
=3
<

ilousosalon) ssoumAsualu|

Probe HOCI

Fig. 3



