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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku sg sole estréw arylowych N-podstawionych kwaséw akrydynylo-9-kar-
boksylowych, sposéb otrzymywania tych zwiazkéw, odczynnik immunochemiczny do oznaczen lumine-
scencyjnych zawierajacy emiter chemiluminogenny. Zwiazki opisane w wynalazku moga znalez¢ zasto-
sowanie w diagnostyce medycznej do oznaczen immunochemicznych, gdzie jako metode detekcji sto-
suje sie pomiar emisji promieniowania w formie chemiluminescencji (Schulman SG, Schulman J, Raki-
cioglu Y (2001), Chemiluminescence in Analytical Chemistry, Garcia-Campafia AM, Bayenes WRG,
Marcel Dekker, New York-Basel).

Immunodiagnostyka medyczna, wykorzystujaca zjawisko chemiluminescencji w oznaczeniach
typu antygen-przeciwciato (ang. Chemiluminescent Immunoassays, CLIA, Enzymatic Chemilumine-
scent Immunoassays, ECLIA) jest dynamicznie rozwijajaca sie dziedzing analityki (Van Dyke Ch, Van
Dyke K, Woodfork eds. 2002, Luminescence Biotechnology Instruments and Applications, CRC Press,
Boca Raton, London-New York-Washington D.C.). Metody luminescencyjne stanowig dzi$ atrakcyjna
alternatywe w stosunku do typowych metodologii, wykorzystujacych absorpcje promieniowania (kolory-
metrycznych), na przyktad testach typu ELISA — z uwagi na bardzo wysoka czutos¢, niewielka ilosé
koniecznych odczynnikéw, prostote wykonania i wzglednie niski koszt (Roda A, Guardigli M, Michelini
E, Mirasoli M, Pasini P(2003) Anal. Chem. 462-470). Wykrywalno$¢ analitu w femtomolowym zakresie
stezen (10-5 M) jest z tatwoscia dostepna w wiekszosci aplikacji, gdzie stosuje sie detekcje chemilumi-
nescencyjna (Roda A, Guardigli M, Michelini E, Mirasoli M, Pasini P (2003): Anal. Chem. 462—470).
Zadna inna metoda chemiczna nie cechuje sie tak wysoka czutoécia. Metody chemiluminescencyjne
pozwalaja tez wyeliminowa¢ problemy zwiazane ze stosowaniem radioaktywnych izotopdw (specjalne
laboratoria, sktadowanie odpaddéw, zanik promieniotwérczy i inne), zachowujac podobnie wysoka czu-
to$¢. W badaniach immunochemicznych z detekcja chemiluminescencyjna najczesciej wykorzystuje sie
zwiazki organiczne bedace pochodnymi luminolu. Znane jest réwniez wykorzystanie w tym celu soli
akrydyniowych (Weeks |, Beheshti I, McCapra F, Campbell AK, Woodhead JS (1983) Clin. Chem. 29:
1474-1479). Wsrdd znanych soli akrydyniowych zdolnych do chemiluminescencji (emiteréw chemilu-
minescencji) znajduja sie estry aromatyczne i sulfonamidy N-podstawionego kwasu akrydynylo-9-kar-
boksylowego (Krzyminski K, Oz6g A, Malecha, P. Roshal AD, Wréblewska A, Zadykowicz B, Btazejow-
ski J (2011): J. Org. Chem. 76: 1072-1085; Adamczyk M, Fino JR, Mattingly PG, Moore JA, Pan Y
(2004) Bioorg. Med. Chem. Lett. 14: 2313-2317; Natrajan A, Sharpe D, Costello J, Jiang Q (2010) Anal.
Biochem. 406: 204-213). Pochodne akrydyny, stosowane jako znaczniki lub indykatory chemilumine-
scencyjne wykazuja szereg zalet w poréwnaniu z pochodnymi luminolu — cechuja sie zazwyczaj wyzsza
wydajnoscia, korzystna dynamika emisji typu btyskowego, dobrym zachowaniem zdolnosci emisyjne;
w uktadach biologicznych oraz brakiem wymogu uzycia katalizatora do wywotania chemiluminescenciji,
co obniza stosunek sygnatu do szumu (Zomer B, Stavenuiter JFC, Van den Berg RH, Jansen EHJM
(1991) Pract. Spectrosc. 12: 505-521). Wzgledna tatwos$¢ modyfikacji chemicznej powyzej wspomnia-
nych zwiazkow oraz prostota metod immunochemicznych zdecydowaty o dynamicznym rozwoju metod
analitycznych z ich udziatem (Browne K, Deheyn DD, El-Hiti GA, Smith K, Weeks | (2011) J. Am. Chem.
Soc. 133: 14637-14648; Van Dyke K, Van Dyke Woodfork K, (2002) “Luminescence Biotechnology”,
CRC Press, Boca Raton).

Zastosowania chemiluminogennych soli akrydyniowych obejmuja szeroki obszar analityki me-
dycznej i srodowiskowej, gdzie wykorzystuje sie je jako znaczniki luminescencyjne, w formie zwiazane;
z analitem biologicznym, jak réwniez jako indykatory luminescencyjne, w stanie niezwiazanym, ktérych
zmiany spektralne dotyczace intensywnosci, wzglednie kinetyki emisji umozliwiaja, po odpowiedniej ka-
libracji uktadu, okreslenie stezenia analitu w ukfadzie. Znane sa sposoby wykrywania ilosci analitow
biologicznych z udziatem chemiluminogennych soli akrydyniowych na poziomie attomoli lub nizszym.
Estry akrydyniowe/akrydanowe byty juz stosowane wielu tego typu oznaczeniach biomedycznych, mie-
dzy innymi ludzkiej a-fetoproteiny, gonadotropiny, hormondéw TSH, wiruséw, DNA, nadtlenku wodoru,
dioksygeniny i wielu innych (Garcia-Campana AM, Bayenes WRG Ed. (2001) Chemiluminescence in
Analytical Chemistry, Marcel Dekker; Kricka LJ (2003) Anal. Chim. Acta 500: 279-286). W badaniach
immunochemicznych z udziatem chemiluminogennych soli akrydyniowych jako emiteréw chemilumine-
scencji stosuje sie dwa typy potaczen. Z jednej strony sa to znaczniki, w ktérych elektronowo wzbudzony
produkt odrywa sie od analitu w procesie utleniania, emitujac promieniowanie z zakresu widzialnego,
co wykorzystuje sie najczesciej w oznaczeniach immunochemicznych typu antygen-przeciwciato. Z dru-
giej strony stosuje sie znaczniki, w ktérych wzbudzony elektronowo produkt pozostaje przytaczony do
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analitu po wywotaniu emisji promieniowania. Zwiazki z ostatniej grupy sa stosowane, przyktadowo,
w testach hybrydyzacyjnych kwaséw nukleinowych typu HPA (ang. Hybridisation Protection Assays)
(Brown RC, Li Z, Rutter AJ, Mu X, Weeks OH, Smith K, Weeks | (2009) Org. Biomol. Chem. 7: 386—
394). Oba typy uktadéw molekularnych réznig sie budowa, przy czym modyfikacja chemiczna potaczen
Z pierwszej grupy jest utrudniona — ze wzgledu na skumulowanie elementéw strukturalnych znacznika
decydujacych o jego przydatnosci w jednym fragmencie czasteczki, cho¢ sa one zwykle prostsze do
otrzymania z punktu widzenia syntezy chemicznej. Niekorzystna cecha znanych zwiazkéw chemilumin-
gennych na bazie estrow akrydyniowych jest ich podatnos¢ na ciemne reakcje uboczne — to jest hydro-
lize oraz tworzenie tak zwanych pseudo-zasad w srodowisku alkaicznym (Krzyminski K, Roshal AD,
Zadykowicz B, Biatk-Bielinska A, Sieradzan A. (2010): J. Phys. Chem. A 114: 10550-10562; Krzyminski
K, Oz6g A, Malecha P, Roshal AD, Wréblewska A, Zadykowicz B, Btazejowski J (2011) J. Org. Chem.
76: 1072-1085), ktéra stanowi utrudnienie w zastosowaniach praktycznych tego typu potaczen. Wciaz
poszukuje sie rozwiazan, umozliwiajacych poprawe witasnosci emisyjnych uktadéw chemiluminogen-
nych korzystnych w analityce — to jest mozliwie wysokiej intensywnosci emis;ji i kinetyki typu btyskowego
i jednoczesnie dobrej stabilnosci w roztworach wodnych.

Przedmiotem wynalazku sg sole estréw arylowych podstawionych kwaséw akrydynylo-9-karbok-
sylowych o wzorze ogdélnym 3 zawierajace szkielet oligomeru aminokwasowego:
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w dowolnej kombinacji
A-=CF3SOs, FSOg3, I

Sposdb otrzymywania soli estrow arylowych kwaséw akrydynylo-9-karboksylowych o wzorze
ogolnym 3 pokazanym wyzej, charakteryzuje sie wedtug wynalazku tym, ze do rozgatezionego oligo-
meru aminokwasowego otrzymanego z diaminokwasow, korzystnie z ornityny lub lizyny oraz @w-amino-
kwasu, korzystnie kwasu }aminomastowego przytacza sie co najmniej dwie czasteczki zwiazku o wzo-
rze ogélnym 1, okreslonego w zastrz. 1 lub zwiazku o wzorze ogéinym 2, w ten sposdb, Ze na noéniku
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statym, stosowanym w syntezie zgodnie ze strategia oston fluorenylo-9-metoksykarbonylowych Fmoc,
dajaca wolny kwas po odszczepieniu od nosnika, ktérym korzystnie jest zywica typu polistyren-glikol
polietylenowy PS-PEG z kotwiczka alkoholu p-alkoksybenzylowego lub zywica tritylowej lub zywica
2-chlorotritylowej lub zywica Wanga, osadza sie, korzystnie w stopniu 0,1 miliréwnowaznika amino-
kwasu na gram zywicy, kwas @-aminokwas chroniony na N-koricu ostong Fmoc otrzymany wedtug zna-
nych metod. Nastepnie nadmiar grup hydroksylowych nosnika blokuje sie przez acetylowanie wedtug
znanych metod, korzystnie za pomoca N-acetyloimidazolu, a nastepnie usuwa sie ostone grupy amino-
wej Fmoc z w-aminokwasu przytaczonego do zywicy za pomocag znanych metod. Sprzega sie wolng
grupe aminowa w w-aminokwasie za pomoca N,N-chronionego diaminokwasu wedtug znanych metod,
korzystnie za pomoca di(fluorenylo-9-metoksykarbonylo)-ornityny Fmoc-Orn-(Fmoc) lub di(fluorenylo-
9-metoksykarbonylo)-lizyny Fmoc-Lys-(Fmoc), a nastepnie usuwa sie z przytaczonych aminokwasow
ostony typu Fmoc wedtug znanych metod. Otrzymany na no$niku statym produkt ponownie acyluje sie
jak wyzej za pomoca kolejnej porcji N,N-chronionego diaminokwasu Fmoc-Orn(Fmoc) lub Fmoc-
Lys(Fmoc), a nastepnie usuwa sie ostone Fmoc z grup aminowych powyzszego diaminokwasu wedtug
znanych metod. Odszczepia sie otrzymany oligomer aminokwasowy z zywicy znang metodg odpowied-
nia do zastosowanego nosnika statego, a nastepnie wytraca sie wolny oligomer aminokwasowy eterem
dietylowym i liofilizuje go, po czym sprzega sie wolne grupy aminowe w oligomerze aminokwasowym
Z solg estréw arylowych podstawionych kwaséw akrydynylo-9-karboksylowych o wzorze ogéinym 1,
okreslona w zastrz. 1 lub solg estréw arylowych podstawionych kwasoéw akrydynylo-9-karboksylowych
0 wzorze ogolinym 2 okreslong w zastrz. 2. Oczyszcza sie otrzymany produkt korncowy o wzorze ogol-
nym 3, korzystnie za pomoca chromatografii cieczowej typu HPLC w odwréconych fazach, stosujac jako
faze ruchoma mieszanine acetonitrylu w wodzie w obecnosci 0,05-0,20% kwasu trifluorooctowego.

Odczynnik immunochemiczny do oznaczen chemiluminescencyjnych zawierajacy emiter chemi-
luminogenny, charakteryzuje sie wedtug wynalazku tym, ze emiterem sa sole N-podstawionych estrow
arylowych kwasow akrydynylo-9-karboksylowych o wzorze ogdlnym 3, ktéry to emiter jest sprzezony
jest z dowolnym biatkiem zdolnym do reakcji immunochemicznej z antygenem i korzystnie zawiera 10—
12-krotny nadmiar molowy emitera nad biatkiem i ktéry korzystnie mozna wyizolowa¢ sie za pomoca
techniki filtracji molekularnej i liofilizacji, i ktérych emisje wywotuje sie za pomoca znanych odczynnikéw,
korzystnie w obecnosci substancji powierzchniowo czynnych takich jak Triton X-100 lub Triton X-705
lub N-dodecylo-N,N-dimetylo-3-amonio-1-propanosulfonian sodowy lub chlorek heksadecylotrimetyloa-
moniowy. Wczes$niej wymienione Tritony to etery polimeru glikolu polietylenowego (PEG) i p-t-oktylofe-
nolu C14H220(C2H40)n gdzie ilo$¢ podjednostek glikolu polietylenowego n = 9-10 lub 55.

Zwiazki wedtug wynalazku umozliwiaja uzyskanie korzystnych wynikéw analitycznych w stosunku
do stanu techniki pod wzgledem wydajnosci emisji — czutosci metody oraz zakresu i prostoty ich stoso-
wania. Indykatory chemiluminescencyjne wedtug wynalazku zawieraja nowe rozwiazania strukturalne,
poprawiajace w odpowiednim srodowisku ich parametry fizykochemiczne w immunochemicznych ozna-
czeniach biomedycznych. Do cech tych nalezy wiazanie wielokrotne typu wegiel-wegiel w bezposred-
nim sasiedztwie ugrupowania estru aromatycznego, korzystnie utatwiajace transfer energii reakcji na
powstajacy produkt, ulegajacy wzbudzeniu elektronowemu i bedacy docelowym emiterem. Z drugiej
strony rozdzielone przestrzennie grupy atomow odpowiedzialne za emisje promieniowania od grupy
atomoéw odpowiedzialnych za taczenie znacznika CL z analitem pozwalaja na niezalezng i bardziej
wszechstronng modyfikacje chemiczng obu wspomnianych fragmentéw. Odpowiednia kombinacja pod-
stawnikéw w czasteczkach emiteréw chemiluminogennych korzystnie zmniejsza szumy pomiarowe (po-
ziom tta) oraz poprawia dynamike emisji i/lub trwatos¢ odczynnikéw immunochemicznych z ich udzia-
tem. Przylaczenie kilku czasteczek chemiluminogennych soli akrydyniowych do odpowiednio zaprojek-
towanych oligomeréw aminokwasowych wedtug wynalazku umozliwia uzyskanie ztozonego uktadu mo-
lekularnego, zawierajacego kilka czasteczek emitera chemiluminescenciji, co winno poprawié¢ jego zdol-
nos¢ emisyjna — a co za tym idzie — wykrywalno$¢ analitu (biatka reporterowego). Sposéb oznaczania
ilosci analitu wedtug wynalazku umozliwia uzyskanie korzystnych parametréw analitycznych, to jest niz-
szych limitéw detekcji/oznaczalno$ci (LOD/LOQ) i lepszej rozpoznawalnosci analitu biatkowego (sero-
specyficznos¢). Dzieki wysokiej reaktywnosci odczynnikéw immunochemicznych wedtug wynalazku
uzyskuje sie ogdlnie lepsza efektywnos¢ emisji, dynamiczna chemiluminescencje typu btyskowego oraz
zadowalajaca trwatosé, co poszerza mozliwoéci analityki biomedycznej. Dotyczy to w szczegdlnosci
badan, gdzie podstawa oznaczenia sa specyficzne reakcje typu antygen-przeciwciato w diagnostyce
klinicznej, w tym immunoidentyfikacja specyficznych biatek np. fuzyjnych, wykrywanie i monitorowanie
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czynnikéw zakaznych, badania kwaséw nukleinowych. Sposoby okreslania ilosci analitu wedtug wyna-
lazku moga znalez¢ zastosowanie w analizie farmaceutycznej i monitoringu srodowiska — wszedzie tam,
gdzie konwencjonalne metody bioanalizy wykazuja niewystarczajaca czutosc.

Wynalazek przedstawiono we worze ogélnym 3, zas$ zwiazki posrednie na wzorze ogéinym 11 2.
Na schemacie 1 i 2 pokazano droge syntezy zwiazku o wzorze 1 i 2. Wynalazek pokazano w przykta-
dach wykonania na rysunku, gdzie na fig. 1 przedstawiono przyktadowe widmo typu "H NMR (500 MHz,
CDsCN, 300 K) zarejestrowane dla zwigzku 1b, fig. 2 przyktadowe widmo masowe typu MALDI-TOF dla
zwigzku 2b, jon macierzysty M* = 527,3, fig. 3 wzor strukturalny przyktadowego znacznika akrydynio-
wego wedtug wzoru ogdlnego 3, opartego o rdzen oligomeru aminokwasowego na bazie ornityny
i kwasu y-aminomastowego (3a), za$ Acr oznacza w tym przypadku akrydyniowy emiter chemilumine-
scencji dostepny w handlu (CAS 177332-37-5), fig. 4A wysokorozdzielczg analize masowa typu MALDI-
QTOF dla oligoestru akrydyniowego 3a, sygnat gtéwny (m/z = 479,6) odpowiada masie molekularnej
czterokrotnie natadowanego kationu macierzystego pochodzacego od 3a (M* = 1918,3276), fig. 4B jony
fragmentacyjne emitera chemiluminescencji 3a (fig. 3) z uwidocznionym jonem macierzystym (m/z ~
480) oraz jonami fragmentacyjnymi charakterystycznymi dla soli akrydyniowych (m/z ~ 193, AcrNCH3"),
a fig. 5—12 sa przyktadami dodatkowymi o zwigzkach posrednich: fig. 5 poréwnanie intensywnos$ci emisji
odczynnikéw immunochemicznych w zaleznosci od metody przytaczania emitera chemiluminescenc;ji
do biatka anty-ludzkie IgG, 1b— emiter CL o wzorze ogdinym 1 (schemat 1, X = CH=CH, R2 = R7 = H,
Rz = Re = OCHs), C — emiter CL dostepny w handlu (CAS 177332-375), Cay oznacza znang metodo-
logie sprzegania emitera z biatkiem (http://www.caymanchem.com/pdfs/200201.pdf), II-VI oznaczaja
warianty metody opisanej w przyktadzie 5, rézniace sie proporcja molowa pomiedzy emiterem CL (E)
a znakowanym biatkiem (B), zastosowang podczas sprzegania; II: E/B = 15; Ill: E/B = 11,3; IV: E/B =
22,6;V: E/B =33,9; VI: E/B = 41,5, fig. 6 poréwnanie intensywnosci emisji integralnej (wartosci znorma-
lizowane) pochodzacej od odczynnikéw immunochemicznych zawierajacych indykatory chemilumine-
scencyjne o wzorze ogolnym 4 (luminol — stan techniki; 4d: R2=Br, R2’ =R7 =F; 4e: R2=Br, R2’ = R4
='R7 =F; 4f: R2=Br, R2' = R7' = Br), fig. 7 poréwnanie sumarycznej intensywnosci emisji przyktadowych
odczynnikéw immunochemicznych wedtug zastrzezenia 1, 2 w obecnosci lub przy braku obecnosci sub-
stancji powierzchniowo czynnych w uktadzie pomiarowym, fig. 8 poréwnanie stabilnosci w roztworze
alkalicznym emiterow chemiluminescencji 2a i 2b wzgledem pokrewnego produktu handlowego (CAS
177332-375), jednakowe ilosci emiterow akrydyniowych inkubowano w temp. 298 K w buforze fosfora-
nowym (pH = 8,0) i po okreSlonym czasie badano pod katem zachowanej zdolno$ci do emisji promie-
niowania, fig 9 wykresy kalibracyjne (emisja integralna w jednostkach wzglednych (RLU) vs. stezenie
analitu biatkowego dla immunologicznej metody bezposredniej z udziatem odczynnikéw immunoche-
micznych zawierajacych emitery chemiluminescencji 1a, 1b, 1c otrzymane wg zastrzezenia 1 i 2a, 2b
wg zastrzezenia 2, uzyskane zgodnie z opisem wg zastrzezenia 12, C oznacza zawierajacego handlowy
emiter chemiluminescencji (CAS 177332-37-5) przygotowany i zastosowany wg zatgczonego opisu
(http://www.caymanchem.com/pdfs/200201.pdf), fig. 10 reaktywnos¢ odczynnikéw immunochemicz-
nych (wykresy kalibracyjne) z udziatem emiteréw chemiluminescencji 1a, 1b, 2a w oznaczeniach po-
$rednich z udziatem antygendw Toxoplasma gondii, opisanych w przyktadzie 9, C oznacza kontrolny
emiter chemiluminescencji (C: CAS 177332-37-5), dostepny w handlowych testach wykorzystujacych
sole akrydyniowe (http://www.caymanchem.com/pdfs/200201.pdf). fig. 11 poréwnanie integralnej inten-
sywnosci emisji odczynnikéw immunochemicznych (¢ = 0,05 ug/ml) z udziatem emiteréw chemilumine-
scencji 1a, 1b, 2a otrzymanych wedtug przyktadéw 1, 2 i 5 oraz emitera handlowego (C: CAS 177332-
37-5) w tych samych warunkach, badania serospecyficzno$ci prowadzono w obecnosci (serum pozy-
tywne) lub przy braku obecnosci (serum negatywne) specyficznych przeciwciat typu anty-T. gondii
w surowicy pacjentow, fig. 12 porodwnanie intensywnosci integralnej emisji pochodzacej od odczynnikéw
immunochemicznych zawierajacych statg ilos¢ indykatora chemiluminescencyjnego (4f: wzér ogdiny 4,
Rz = Br, Rz’ = R7’ = Br) w obecnosci biatka znakowanego HRP, w testach bezposrednich zastosowano
substancje pomocnicze: wzmacniacze sygnatu (SPITZ, DMAP) i srodki powierzchniowo czynne (Triton
X-100, Triton X-705, CTAC, DDAPS); luminol/PIP oznacza uktad referencyjny (typowy), wszystkie po-
miary wykonano w tych samych warunkach eksperymentalnych.

Przyktad 1. Sposéb otrzymywania soli triflatowych N-podstawionych estréw arylowych
kwaséw akrydynylo-9-karboksylowych o wzorze ogélnym 1 — zwigzek posredni.

Poszczegdline kroki syntezy (A=E) zwigzkéw 1a (X = CH=CH, Rz = R7 = Rs = H, R2' = OCHBz), 1b,
(X =CH=CH, Rz = R7 = H, R2' = R¢' =OCHs), 1¢ (X = CH=CH, Rz = R2' = OCH3, R7 = R¢' = H) wraz
z zaznaczeniem produktéw posrednich typu §-9 przedstawiono na schemacie 1 i opisano ponizej.
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Ogdlna metoda otrzymywania estrow benzylowych kwaséw karboksylowych 6 (droga A). Synteza
zwigzkow 6a (schemat 1, X = CH=CH, R2' = OCH3s, R¢' = H), 6b (schemat 1, X = CH=CH, R2' = R¢' =
OCH.).

Do roztworu, zawierajacego dostepna w handlu pochodna kwasu karboksylowego typu §
(1 mmol) w 2 ml dimetyloformamidu (DMF) dodaje sie 1 mmol weglanu potasowego (K2CO3), 1,1 mmol
chlorku benzylu (CeHs-CH2-Cl): i 0,1 mmol jodku potasu (K1). Zawarto$¢ miesza sie w zamknietym
naczyniu przez 5-30 godzin w temperaturze pokojowej, po czym mieszanine reakcyjna wprowadza sie
do nadmiaru zimnej wody. Produkt ekstrahuje sie za pomoca dichlorometanu (CH2Clz), po czym war-
stwe organiczna nalezy przemyé woda, osuszy¢ przez dodanie bezwodnego MgSO4 i usunac rozpusz-
czalnik pod zmniejszonym ci$nieniem. Surowy ester benzylowy typu 6 oczyszcza sie metoda szeroko-
porowatej chromatografii kolumnowej (ang. flash chromatography, faza stacjonarna: SiO2, faza ru-
choma; 1-5% izopropanol ((CH3z)2CHOH) w chloroformie (CHCIs). Produkty posrednie identyfikuje sie
w oparciu o widma masowe typu MALDI-TOF oraz widma magnetycznego, rezonansu jadrowego typu
"H NMR. Wydajnosci: (E)-3-(4-hydroksy-3-metoksyfenylo)akrylan benzylu (6a) — 73%, (E)-3-(4-hy-
droksy-3,5-dimetoksyfenylo)-akrylan benzylu (6b) — 67%.

Ogdina metoda otrzymywania pochodnych estréw arylowych kwasu akrydynylo-9-karboksylowego 7
(droga B). Synteza zwigzkow 7a (schemat 1, X = CH=CH, R2 = Rz = Ré = H, R2’ = OCH3), 7b (X =
CH=CH, R2=R7=H, R2", R¢ =OCH3), 7¢ (X = CH=CH, R2 = R2' = OCH3, R7 = R¢' = H).

Do roztworu zawierajacego 1 mmol estru typu 6 rozpuszczonego w 30 ml CH2Clz dodaje sie
3,3 mmola trietyloaminy (EtsN) i katalityczng ilo$¢ N,N-dimetylopirydyno-4-aminy (DMAP). Do tak przy-
gotowanej mieszaniny nalezy wprowadzi¢ 1,1 mola odpowiednio podstawionego chlorowodorku
9-(chlorokarbonylo)akrydyny, otrzymanego wedtug opisanych metod (Krzyminski K, Roshal AD, Zady-
kowicz B, Biatk-Bielinska A, Sieradzan A. (2010): J. Phys. Chem. A 114: 10550-10562; Krzyminski K,
Oz6g A, Malecha P, Roshal AD, Wréblewska A, Zadykowicz B, Btazejowski J (2011) J. Org. Chem. 76:
1072-1085). Mieszanine reakcyjna nalezy pozostawi¢ na mieszadle magnetycznym przez 4-50 godzin
w temperaturze pokojowej, hastepnie odparowac¢ do sucha pod zmniejszonym cisnieniem i surowy pro-
dukt przekrystalizowaé z metanolu. Produkty zidentyfikowa¢ w oparciu o widma masowe typu MALDI-
TOF i widma typu "H NMR. Wydajnosci: akrydynylo-9-karboksylan 4-((E)-2-((benzyloksy)karbonylo)wi-
nylo)-2-metoksyfenylu 7a — wydajnosé 74%, akrydynylo-9-karboksylan 4-((E)-2-((benzyloksy)karbo-
nylo)winylo)-2,6-dimetoksyfenylu 7b — wydajno$¢ 77%, 2-metoksyakrydynylo-9-karboksylan 4-((E)-2-
-((benzyloksy)karbonylo)winylo)-2-metoksy-fenylu 7¢ — wydajno$¢ 69%. Przyktadowa analiza '"H NMR
dla 7c (CDCls, 300 K, 8, ppm (J, Hz): 3,98 (3H, s); 4,08 (3H, s); 5.21 (2H, s); 6,41 (1H, d, J = 16,0); 7,18
(2H, m); 7,27-7,38 (6H, m); 7,43 (1H, d, J = 8,8); 7,62 (1H, t, J = 7,6); 7,68 (1H, d, J = 16,0); 7,71 (1H,
d, J=91);,7.77 (1H, t, J = 7,3); 8,21-8,34 (2H, m); 8,50 (1H, d, J = 8,7).

Ogdina metoda otrzymywania kwasow (2E)-3-{4-[(akrydynylo-9-karbonylo)oksy]fenyloc}akrylowych 8
(droga C). Synteza zwigzkéw 8a (schemat 5, X = CH=CH, R, = R7 = Rs' =H, R,' = OCH3), 8b (X =
CH=CH, R2 =R7 =H, R2'= Re¢'= OCHS3), 8¢ (X = CH=CH, R2= R2'= OCH3, Rz = Rs'= H).

1 mmol diestru typu 7 rozpuszcza sie w 5 ml 40% roztworu HBr w kwasie octowym i pozostawia

na mieszadle przez 1-15 godzin w temperaturze 20-50°C. Po tym czasie mieszanine rozciencza sie
namiarem wody z lodem, po czym odfiltrowuje sie osad surowego produktu. Czysty zwigzek typu 8
otrzymuje sie w drodze krystalizacji z etanolu lub mieszaniny etanol-woda (1/1 obj./obj.). Wydajnosci:
kwas (E)-3-{(4-[(akrydynylo-9-(karbonylo)oksy]-3-metoksyfenylo)akrylowy (8a) — 85%; kwas (E)-3-{(4-
-[(akrydynylo-9-(karbonylo)oksy]-3,5-dimetoksyfenylo)akrylowy (8b) — 91%; kwas (E)-3-{(4-[(2-metok-
syakrydynylo-9-(karbonylo)oksy]-3-metoksyfenylo)akrylowy (8¢) — 90%. Przyktadowa, analiza '"H NMR
dla 8¢ (DMSO-ds, 300 K, 3, ppm (J, Hz): 4,07 (3H, s); 4,15 (3H, s); 6,68 (1H, d, J = 16,0); 7,44 (2H, m);
7,67 (1H,d, J = 16,0); 7,69 (1H, s); 7,89 (1H, t, 7,9); 7,95 (1H, t, 7,9); 8,13 (1H, d, J = 9,4); 8,25 (1H, d,
J=8,4);8,36 (1H, d, J =9,3); 8,59 (1H, d, J = 8,6); 12,5 (1H, ss).
Ogdélna metoda otrzymywania estréw sukcynimidylowych kwaséw (2E)-3-{4-[(akrydynylo-9-karbo-
nylo)oksy]fenylc}akrylowych 9 (droga D). Synteza zwigzkéw 9a (schemat 1, X = CH=CH, R = R7= Rs'
= H, R2'= OCHj3); 9b (X = CH=CH, R = R7; = H, R2'= Rs'= OCH3), 9¢ (X = CH=CH, R2 = R>'= OCH3,
R7, Re' = H)

Do chtodzonego lodem roztworu zawierajacego 1 mmol; kwasu typu 8 w suchym DMF dodaje sie
1,2 mmola dicykloheksylokarbodiimidu (DCC), po czym mieszaning pozostawia sie na mieszadle przez
okres 0,5-2 godzin. Nastepnie do naczynia dodaje sie 1,2 milimola N-hydroksybursztynoimidu (NHS)
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i pozostawia na mieszadle przez okres 6—20 godzin. Po zakonczeniu reakcji mieszanine nalezy roz-
cienczyé za pomocg CH2Clz (okoto 20 ml) i przemy¢ woda (3x). Warstwe organiczng nalezy osuszy¢ za
pomoca bezwodnego MgSO4, odparowaé rozpuszczalnik pod zmniejszonym, ciénieniem i oczysci¢ pro-
dukt metoda grawitacyjnej chromatografii kolumnowej (faza stacjonarna: SiOz, faza ruchoma: 20-50%
octan etylu w heksanie lub 1-5% izopropanol w CHCI3). Wydajno$ci: akrydynylo-9-karboksylan 4-(E)-
-2-((sukcynoimidyloksy)karbonylo)-winylo)-2-metoksy-fenylu (9a) — 75%; akrydynylo-9-karboksylan
4-((E)-2-((sukcynoimidyloksy)karbonylo)winylo)-2,6-dimetoksy-fenylu (9b) — 73%; 2-metoksyakrydy-
nylo-9-karboksylan 4-((E)-2-((sukcynoimidyloksy)karbonylo)winylo)-2-metoksy-fenylu (9¢) — 78%.

Przyktadowe analizy: '"H NMR (CDCls, 5, ppm (J, Hz): 9a: 2,81 (4H, s); 3,99 (3H, s); 6,55 (1H, d,

J=16.0); 7,22 (2H, m); 7.30 (1H, d, J = 8,6); 7,60 (2H, t, J=7,9); 7,77 (2H, t, J =7,2); 7,87 (1H, d, J =
16,0); 8,23 (2H, d, J = 8,8); 8,31 (2H, d, J = 8,8). 9b: "H NMR (CDCla), 5, ppm (J, Hz): 2,89 (4H, s); 4,03
(6H, s); 6,62 (1H, d, J = 16,0); 6,95 (214, s); 7,67 (2H,t, J=8,0); 7,84 (2H,t,J=7,4); 7,91 (1H, d, J =
16,0); 8,30 (2H, d, J = 8,7); 8,49 (2H, d, J = 8,7).
Ogdlna metoda syntezy N-metylowanych soli triflatowych estréw bursztynoimidylowych kwaséw (2E)-
-3-{4-[(akrydynylo-9-karbonylo)oksy]fenylo}akrylowych 1 (droga) E). Synteza zwigzkéw 1a (schemat 1,
X =CH=CH, R2 = R7=Rs' = H, R’ = OCH3), 1b (X = CH=CH, R: = R; = H, R’ = Rs' = OCH3), 1c
(X=CH=CH, R2 = R2'= OCH3, R7 = R¢' = H).

Do roztworu zawierajacego 1 milimol estru aktywnego typu 9 w suchym CH2Cl2 dodaje sie
4 mmole 2,6-di-tert-butylopirydyny (zwiazanej na no$niku polimerycznym) i po okoto 10 minutach wpro-
wadza 5-10 mmoli trifluorometanosulfonianu (triflatu) metylu (CF3SO3CHs). Mieszanine reakcyjna na-
lezy utrzymywac na mieszadle magnetycznym przez 1-15 godzin. Po zakonczeniu reakcji do miesza-
niny dodaje sie minimalna ilo$¢ suchego acetonitrylu do rozpuszczenia wytraconego osadu soli akrydy-
niowej, po czym mieszanineg saczy sie przez filtr strzykawkowy (0,45 um, PTFE) i wprowadza wprost do
minimum 100-krotnego nadmiaru objeto$ciowego suchego eteru dietylowego. Po ochtodzeniu miesza-
niny (okoto -20°C) osad soli akrydyniowej typu 1 nalezy odsaczy¢, przemyc¢ i wysuszyé w prézni i prze-
chowywac bez dostepu wilgoci, w obnizonej temperaturze (okoto -20°C). Otrzymane zwigzki stanowig
emitery chemiluminescencji wedtug zastrzezenia 1 i 5. Przyktadowe analizy: trifluorometanosulfonian
10-metyloakrydynio-9-karbonyloksy)-4-((E)-2-(sukcynimidyloksy)-karbonylo)winylo)-2-metoksyfenylu
(1a) — wydajnos¢: 89%, czystos¢: 97% (RP-HPLC: faza stacjonarna: C18, faza ruchoma: 60%/40%
acetonitryl (CH3CN)/0,1% kwas trifluorooctowy w wodzie (TFAzq); '"H NMR (CD3CN), 8, ppm (J, Hz):
2,84 (4H, s); 4,14 (3H, s); 4,87 (3H, s); 6,90 (1H, d, J = 16.0); 7,49 (1H, d, J = 8,2); 7,60 (1H, d, J = 8,2);
7,64 (1H, s); 8,03 (1H, d, J = 16,0); 8,16 (2H, t, J = 7,3); 8,51 (2H, t, J = 7,3); 8,70 (4H, m). Trifluorome-
tanosulfonian 10-metyloakrydynio-9-(karbonyloksy)-4-((E)-2-((sukcyn-imidyloksy)karbonylo)winylo)-
2,6-dimetoksyfenylu (1b) — wydajnos¢; 91%; czystos¢ >92% (RP-HPLC: faza stacjonarna: C18, faza
ruchoma: CH3CN/0,1% TFAaq = 60%/40% obj./obj.); '"H NMR (CDsCN, & (ppm), J (Hz): 2,84 (4H, s);
4,09 (6H, s); 4,85 (3H, s); 6,92 (1H, d, J = 16,0); 7,24 (2H, s); 7,99 (1H, d, J = 16,0); 8,18 (2H, t, J =
7,0); 8,51 (2H,t, J=7,5); 8,68 (2H, d, J=9,1); 8,72 (2H, d, J = 8,6). Trifluorometanosulfonian 2-metoksy-
10-metyloakrydynio-9-(karbonyloksy)-4-{(E)-2-((sykcynimidyloksy)karbonylo)-winylo)-2-metoksyfenylu
(1c) — wydajnos¢; 78%; czystosé: >90%. (RP-HPLC: faza stacjonarna: C18, faza ruchoma: 70%
CH3CN/30% 0,1% TFA w H20); '"H NMR (CDsCN), 8, ppm (J, Hz): 2,84 (4H, s); 4,09 (6H, s); 4,85 (3H,
s); 6,92 (1H, d, J = 16.0); 7,24 (2H, s); 7,99 (1H, d, J = 16,0); 8,18 (2H, t, J = 7.0); 8,51 (2H, t, J = 7,5);
8,68 (2H, d, J =9,1); 8,72 (2H, d, J = 8,6). Przyktadowe widmo typu 'H NMR dla zwigzku 1b przedsta-
wiono na fig. 1.

Przyktad 2. Sposdb otrzymywania wybranych soli triflatowych estréow arylowych N-podsta-
wionych kwaséw akrydynylo-9-karboksylowych o wzorze ogdélnym 2 — zwiazek posredni, przedstawio-
nym na schemacie 2.

Poszczegdline kroki syntezy (F, G, C, D, E) zwiazkéw 2a (R2 = H, R2-Re'=H, n = 3), 2b (R2=H,
R2"-Rs'= H, n = 4) wraz z zaznaczeniem produktéw posrednich 10-13 przedstawiono ma schemacie 2
i opisano ponizej.

Ogdina metoda otrzymywania estréow arylowych kwasoéw akrydynylo-2-hydroksy-9-karboksylowych 11
(droga F). Synteza zwigzkéw 11a (schemat 2, R> = H, R.“Rs' = H, n = 3), 11b (R2 = H, R2'-R¢' = H,
n=4,).

Estry aromatyczne kwasu akrydynylo-9-karboksylowego typu 10 mozna otrzymaé wg metod opi-
sanych w literaturze (Krzyminski K, Roshal AD, Zadykowicz B, Biatk-Bielinska A, Sieradzan A (2010):
J. Phys. Chem. A 114: 10550-10562; Smith K, Yang JJ, Li Z, Weeks |, Woodhead JS (2009) J. Photo-
chem. Photobiol. A. Chem. 203; 72—79). Grupe metoksylowa (2-OCHs) w zwigzkach typu 10 usuwa sie
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selektywnie w srodowisku kwasnym. Nawazke zwiazku typu 10 (10a: R2 = H, R2-Rs'= H; 10b: R2 = H,
Rz = CHzs) nalezy umiesci¢ w kolbie cisnieniowej i doda¢ okoto 100-krotny nadmiar wagowy roztworu
kwasu bromowodorowego w kwasie octowym (HBr/CH3COzH = 45/55 wagowo). Zawarto$é kolby mie-
sza sie w temperaturze okoto 100°C przez 3-5 godzin. Po tym czasie roztwdr reakcyjny chtodzi sie,
wprowadza do wody z lodem i zobojetniania nasyconym roztworem weglanu sodu (Na2COs). Produkt
reakcji nalezy odfiltrowac, przemyé¢ woda i wysuszy¢ w eksykatorze prézniowym. Otrzymang 2-hydroksy
pochodna akrydyny typu 11 przemywa sie na lejku mieszanina toluen/cykloheksan, aby usunaé $lady
mato polarnych zanieczyszczen.

Przyktadowe analizy: 11a: wydajnosé: 65%; t.t. = 273°C (rozktad); TLC (SiOz, toluen/pirydyna =
10/1 obj./obj.): Re = 0,37; analiza elementarna (% znaleziony/obliczony): C = 75,87/76,18, H=4,43/4,16,
N = 4,26/4,44; "H NMR (DMSO-ds, t.p.): 7,42 (1H, s), 7,43 (1H, s), 8,20 (3H, ss), 7,74 (1H, t), 7,84 (1H,
t), 7,54-7,64 (5H, m). 11b: wydajnos¢: 63%; t.t. = 252°C (rozktad); TLC (SiOz, toluen/pirydyna = 10/1
obj./obj.): Rr = 0,39; analiza elementarna (% znaleziony/obliczony): C = 76,39/76,58, H = 4,72/4,59,
N =4,12/4,25.

Ogdina metoda otrzymywania estrow arylowych kwasow akrydynylo(benzyloksykarbonylo)-alkilo-9-kar-
boksylowych 12 (droga G). Synteza zwigzkéw 12a (schemat 2, R = H, R;-Rs'=H, n=3), 12b (R> = H,
R>“Rs'=H, n=4).

Aby wprowadzi¢ ugrupowanie separujace (tacznik) z grupa aktywna w potozenie 2 rdzenia akry-
dyny zwiazkow typu 11 nalezy zastosowaé chronione j<halogenokwasy alifatyczne, np. ester benzylowy
lub tert-butylowy kwasu 4-bromomastowego lub 5-bromowalerianowego, otrzymane z handlowych od-
czynnikow wedtug znanych procedur (Vogel Al, Preparatyka organiczna, wyd. 3 (2006), Wydawnictwa
Naukowo-Techniczne, Warszawa). Osuszona 2-hydoksy pochodng akrydyny typu 11 rozpuszcza sie
w niewielkiej ilosci bezwodnego DMF i otrzymany roztwdr umieszcza w strzykawce. Mieszanine wkrapla
sie przez septum w atmosferze gazu obojetnego (Ar) w ciagu okoto 30 minut do mieszanej i chtodzone;
(-20°C) zawiesiny zawierajacej 2-3 krotny nadmiar molowy (w stosunku do 11) wodorku sodowego
(NaH), rozprowadzonego w niewielkiej ilosci suchego DMF. Po tym czasie usuwa sie taznie z lodem
i kontynuuje reakcje przez kolejne 30 min. w temperaturze pokojowej. Nastepnie sporzadza sie roztwor
stechiometrycznej iloéci (w odniesieniu do 11) estru benzylowego lub tert-butylowego kwasu 4-bromo-
mastowego lub 5-bromowalerianowego w suchym DMF, ktéry stopniowo dodaje sie w ciagu okoto
30 min. ze strzykawki przez septum do wczesniej otrzymanej O-hydroksy soli zwigzku 11, ktéra nie jest
wyodrebniana (t.p., Ar). Po tym czasie mieszanine reakcyjna nalezy stopniowo ogrzewac¢ do temp. 65—
70°C i temperature te utrzymuje sie przez 3-5 godzin. Po zakonczeniu reakcji mieszanine reakcyjna
wprowadza sie do rozcienczonego roztworu HClaq (5—10%) i wytracong substancje ekstrahuje toluenem,
przemywa woda, a potaczone ekstrakty suszy bezwodnym siarczanem sodu (Na2SOa). Po przefiltrowa-
niu roztworu i usunieciu rozpuszczalnika otrzymuje sie zwiazki typu 12, ktére oczyszcza sie metoda
grawitacyjnej chromatografii kolumnowej (faza stacjonarna: SiOz, faza ruchoma: toluen/pirydyna = 10/1
obj./obj.). Przyktadowe analizy: ester fenylowy kwasu akrydynylo-2(3'-benzyloksykarbonylo)-propioksy-
-9-karboksylowego 12a: wydajno$¢ chemiczna 86%, TLC: Rr = 0,45 (SiOz, toluen/pirydyna = 10/1
obj./obj.), temperatura topnienia (t.t.) = 108—110°C; analiza elementarna (% obliczony/znaleziony): C =
75,71/75,78; H = 5,02/5,13; N = 2,92/2,85. '"H NMR (CDCls, 8, ppm (integracja, multipletowo$¢ (s —
singlet, t — triplet, kwi — kwintet, ss — sekstet): 2,21 (2H, kwi.); 2,59 (2H, t); 3,49 (2H, t); 5,16 (2H, s); 7,39
(5H, s). Ester fenylowy kwasu akrydynylo-2(3'-benzyloksykarbonylo)-butooksy-9-karboksylowego
(12b): wydajnos¢ 89%, TLC: Rr = 0,51 (SiOg, toluen/pirydyna = 10/1 obj./obj.), t.t. = 88-89°C, analiza
elementarna (% obliczony/znaleziony): C = 75,89/76,05; H = 5,32/5,38; N = 2,76/2,77. '"H NMR (CDCls,
8, ppm (integracja, multipletowosc¢): 1,80 (4H, ss); 2,40 (2H, t); 3,40 (2H, t); 5,10 (2H, s), 7,32 (5H, s).
Otrzymywanie estrow arylowych kwaséw 2-((y-sukcynimidyloksykarbonylo)alkoksy)akrydynylo)-9-kar-
boksylowych 13 (droga C, D). Synteza zwigzkéw 13a (schemat 2, R, = H, R,;~Re¢' = H, n = 3), 13b
(R2=H, R,~Rs'=H,n=4).

Aby usuna¢ ostone benzylowa z grupy karboksylowej i nastepnie aktywowac ja, adoptuje sie me-
tody opisane w literaturze przedmiotu (Zomer G, Stavenuiter JFC, Van den Berg RH, Jansen EHJM
(1991) Pract. Spectrosc. 12: 505-521). W tym celu substraty typu 12 rozpuszcza sie w okoto 10-krotnym
nadmiarze wagowym 33% roztworu HBr/CH3sCOzH i pozostawia na mieszadle przez okoto 2 godziny
w temp. 40-50°C. Po zakonczeniu reakcji mieszanine wprowadza sie do nadmiaru wody, a produkty
odsacza, przemywa woda i suszy w prozni. Otrzymuje sie zwigzki, stanowigce estry arylowe kwasow
2-((~karbonylooksy)alkoksy)akrydynylo)-9-karboksylowych. Aktywacje wolnych grup karboksylowych
w ostatnich zwigzkach mozna przeprowadzi¢ z uzyciem NHS, otrzymujac zwiazki typu 13. Przyktadowe
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analizy: ester fenylowy kwasu 2-((3'-sukcynimidyloksykarbonylo)-propioksy)akrydynylo)-9-karboksylo-
wego 13a — wydajnosé: 70%, TLC: Rr = 0,46 (SiO2, CH2CI2/CH3CN = 4/1 obj./obj.), t.t. = 162-163°C,
analiza elementarna (% obliczony/znaleziony): C = 65,51/66,46; H = 4,31/4,45; N = 5,63/5,62. '"H NMR
(CDCls, 3, ppm (integracja, multipletowos$¢): 7,38 (1H, d.); 7,48 (1H, d.); 8,24 (2H, t.), 7,68 (1H, t.); 7,81
(1H, t); 8,30 (1H, d); 7,45-7,62 (5H, m.); 4,30 (2H, t.); 2,38 (2H, kwi.); 2,95 (2H, t.); 2,85 (4H, s.). Ester
fenylowy kwasu 2-((3'-sukcynimidyloksykarbonylo)-butoksy)akrydynylo)-9-karboksylowego 13b: wydaj-
no$¢: 68%, TLC: Rr = 0,47 (SiOz, toluen/acetonitryl = 1/1 obj./obj.), t.t. = 140—-142°C, analiza elemen-
tarna: C =68,01/67,96; H = 4,65/4,72; N = 5,56/5,47. '"H NMR (CDCls, 3, ppm (integracja, multipleto-
wos¢): 7,30-8,35 (12H, m.); 4,38 (2H, t.); 2,05 (4H, m.); 2,75 (2H, t.); 2,85 (4H, s.).

Otrzymywanie soli estrow arylowych kwasow 2-((y-sukcynimidyloksykarbonylo)-alkoksy)-10-metylo-
akrydynio)-9-karboksylowych 2 (droga E). Synteza zwigzkéw 2a (schemat 2, R2 = H, R2“Rs' = H,
n=3),2b (R2=H, R2“R¢'=H, n=4).

N-metylowane sole akrydyniowe typu (emitery chemiluminescencji) 2 otrzymuje sie bezposrednio
ze zwiazkow typu 13 w analogiczny sposoéb, jak opisano powyzej dla zwigzkdw typu 1 (schemat 5, droga
E). Otrzymane zwiazki 2 nalezy przemy¢ niewielkg iloscig toluenu i osuszyé w eksykatorze. Przyktadowe
analizy: trifluorometanosulfonian estru fenylowego kwasu 2-((3'-sukcynimidyloksykarbonylo)propioksy)-
-10-metyloakrydynio-9-karboksylowego (2a) — wydajnosé: 93%, TLC: Rr = 0,20 (SiOz, 0,2%.
TFA/CH3CN), t.t. = 110-111°C, analiza elementarna (% obliczony/znaleziony): C = 54,31/54,38; H =
3,78/3,80; N = 4,25/4,23; "H NMR (CD3CN, §, ppm (integracja, multipletowo$¢): 7,56 (1H, m.): 8,18 (1H,
k.), 8,63 (2H, d.), 8,40 (1H, t.), 8,09 (1H, t.), 8,49 (1H, d), 7,61-7,68 (2H, m.), 7,55-7,61 (2H, m.), 7,49
(1H, t.), 4,42 (2H, t.), 2,33 (2H, kwi.), 2,93 (2H, t.), 2,76 (4H, s.), 4,88 (3H, s.); UV: (CH3CN): Amax = 275
nm (£ = 6,79-10* dm3molxcm). Trifluorometanosulfonian estru fenylowego kwasu 2-((3'-sukcynimidy-
loksy-karbonylo)butoksy)-10-metyloakrydynio-9-karboksylowego 2b — wydajno$¢: 96%, TLC: Rr = 0,21
(SiO2, 0,2% TFA/acetonitryl), t.t. = 101-102°C, analiza elementarna: C = 54,89/55,03; H = 3,98/4,02; N
=4,16/4,14. "H NMR (CDsCN, §, ppm (integracja, multipletowos¢): 7,50 (1H, d.); 8,12 (1H, k.); 8,62 (2H,
k.), 8,37 (1H, t); 8,06 (1H, t); 8,44 (1H, d); 7,58 (2H, m.); 7,52—7,58 (2H, m.); 7,47 (1H, t.); 4,33 (2H, t.);
1,99 (4H, m.); 2,93 (2H, t.), 2,78 (2H, t.); 2,76 (4H, s.); 4,84 (3H, s.). UV-Vis (acetonitryl): Ama* = 276 nm
(£=6,82-10* dm3molxcm). Przyktadowe widmo typu MALDI TOF MS dla zwiazku 2b przedstawiono na
fig. 2.

Przyktad 3. Sposéb otrzymywania emiteréw chemiluminescencji o wzorze ogdélnym 3,
okreslony emiter pokazano na Fig. 3, zawierajacych szkielet oligomeru aminokwasowego.

Poszczegdlne kroki syntezy oligoestru akrydyniowego na bazie ornityny i kwasu y-aminomasto-
wego (3a, Fig. 3) opisano ponize;.

Do otrzymania zwiazku wykorzystuje sie zwiazek pokazany na wzorze ogélnym 1 lub 2 — opisany
powyzej w przyktadach.

Wprowadzanie ochron grup aminowych typu Fmoc do czgsteczek ornityny (Orn) i kwasu y-aminoma-
stowego (GABA).

Do nawazki kazdego z aminokwaséw (Orn, GABA), rozpuszczonego w mieszaninie acetoni-
tryl/woda (1/1 obj./obj.) dodaje sie 10% nadmiar molowy N-(9-fluorenylometoksykarbonyloksy)-sukcyni-
midu (Fmoc-OSu) i prowadzi sie reakcje przez okoto 1,5 godziny w zakresie pH = 8,5-9,0, kontrolowa-
nym za pomoca dodatku trietyloaminy (TEA). Nastepnie mieszanine zateza sie pod zmniejszonym ci-
$nieniem, po czym, w celu wytracenia osadu, dodaje sie odpowiednig objeto$¢ 1,5 M roztworu HCI, aby
uzyskac kornncowe pH mieszaniny w zakresie 2—3. Produkty z ochroniong grupga aminowa (Fmoc-GABA,
Fmoc-Orn(Fmoc)-OH) krystalizuje sie z toluenu. Wydajno$¢ reakcji jest ilosciowa (bliska 100%).
Osadzanie chronionego aminokwasu Fmoc-GABA na zywicy

Na tym etapie przytacza sie C-koniec chronionego aminokwasu Fmoc-GABA do nosnika statego,
dobranego zgodnie ze strategia Fmoc, na przyktad zywicy kopolimerowej, zawierajacej usieciowany
polistyren z przytaczonymi poprzez mostki eterowe resztami glikolu polietylenowego. Nalezy umiescié
1 g zywicy, korzystnie typu TentaGel R RAM w suchym naczyniu i doda¢ kilka mililitréw dichlorometanu
(CH2CI2) w celu jej napecznienia, po czym po okoto 20 minutach odsgcza sie zywice od rozpuszczalnika.
Nastepnie do suchego naczynia odwaza sie otrzymany w poprzednim etapie chroniony aminokwas typu
Fmoc-GABA w ilosci odpowiadajacej 5-krotnemu molowemu namiarowi w stosunku do stopnia obsa-
dzenia zywicy i rozpuszcza sie go w jak najmniejszej ilosci DMF. Nastepnie do kolby z roztworem Fmoc-
GABA w DMF wprowadza sie 1-(mezytyleno-2-sulfonylo)-3-nitro-1H-1,2,4-triazol (MSNT) oraz 1-mety-
loimidazol (Melm) w ilo$ci odpowiadajacej 10% namiarowi molowemu w stosunku do uzytego Fmoc-
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GABA. Mieszanine umieszcza sie na mieszadle magnetycznym i miesza sie w t.p. w atmosferze gazu
obojetnego (Ar) az do rozpuszczenia odczynnikdw sprzegajacych. Nastepnie rozpuszczony aminokwas
z odczynnikami sprzegajacymi dodaje sie do wczesniej przygotowanej zywicy i naczynie z mieszanina
reakcyjna wytrzasa sie przez 1-1,5 godziny. Otrzymang zywice z osadzonym Fmoc-GABA przemywa
sie kolejno: 4x3 ml DMF (1 min.), 4x3 ml CH2Clz (1 min.) 4x3 ml metanolem (1 min.) i 4x3 ml eterem
dietylowym (1 min.).
Ustalanie stopnia obsadzenia zywicy

Umieszcza sie 20 mg zywicy z osadzonym Fmoc-GABA w Kkolbie miarowej 25 ml, dodaje 2 m|
2% roztworu 1,8-diazabicyklo[5.4.0lundek-7-enu (DBU) w DMF i wytrzasa sie cato$é przez okoto 30
minut. Nastepnie dopetnia sie kolbe miarowa do kreski acetonitrylem (CH3sCN). Stopieh obsadzenia
wyznacza sie metoda spektrofotometryczng (UV-Vis) za pomoca pomiaru absorbancji przy dtugosci fali
330 nm, pochodzacej od dibenzofulwenu (DBF). W opisany sposob uzyskuje sie stopieh obsadzenia
zywicy w granicach 0,10-0,15 mmol. W celu zacetylowania pozostatych wolnych grup aminowych na
tak przygotowanej zywicy, wytrzasa sie jg przez okoto 12 godzin z 3,2 mmola N-acetyloimidazolu, roz-
puszczonego w minimalnej ilosci DMF.
Usuniecie ostony Fmoc z osadzonego pierwszego aminokwasu na nosniku

W celu usunigecia ostony Fmoc z osadzonej na zywicy pochodnej kwasowej Fmoc-GABA, stosuje
sie wytrzasanie z 50% roztworem piperydyny w DMF (1x5 min., nastepnie 1x20 min.). W celu przemycia
zywicy stosuje sie kolejno nastepujace wytrzasania: 3 x DMF (5 min.), 2 x izopropanol (5 min.)i 1 x DMF
(20 min.). Potwierdzenie obecnosci wolnych grup aminowych (NHz) wykonuje sie pomoca testu chlora-
nilowego (Chan WC, White PD, ,Fmoc Solid Phase Peptide Synthesis: A Practical Approach” (2000),
Oxford University Press, Oxford, England). W powyzszy sposéb uzyskuje sie catkowite usuniecie ostony
Fmoc z osadzonego na nosniku GABA.

Sprzeganie chronionego aminokwasu Fmoc-Orn(Fmoc)-OH z no$nikiem

Proces polega na tworzeniu wiazania peptydowego z udziatem wolnych grup aminowych (NH2)
obecnych w GABA oraz grupy karboksylowej obecnej w N,N'-dichronionej ornitynie, Fmoc-Orn(Fmoc)-
OH, otrzymanej jak opisano powyzej. Jako czynniki sprzegajace stosuje sie N,N-diizopropylokarbodii-
mid (DIPCI) i N-hydroksybenzotriazol (HOBt). Nawazke (4-krotny molowy namiar w stosunku do stopnia
obsadzenia zywicy) rozpuszcza sie w minimalnej ilosci DMF, a nastepnie dodaje DIPCI (10% nadmiar
molowy w stosunku do Fmoc-Orn(Fmoc)-OH) oraz nawazke HOBt (4-krotny namiar molowy w stosunku
do Fmoc-Orn(Fmoc)-OH). Cato$¢ rozpuszcza sie, a nastepnie dodaje do zywicy przygotowanej jak opi-
sano powyzej, prowadzac reakcje sprzegania przez okoto 1,5 godziny. Nadmiar reagentéw usuwa sie
przez wymywanie za pomoca DMF (4x5 min.). Proces sprzegania monitoruje sie na obecno$¢ wolnych
grup aminowych za pomoca wyzej wspomnianego testu chloranilowego. Wynik negatywny wskazuje na
zakonczenie przytaczania pierwszej czasteczki ornityny Fmoc-Orn(Fmoc)-OH do GABA (ornityna 1).
Usuwanie grupy ochronnej z chronionego aminokwasu Fmoc-Orn(Fmoc)-OH osadzonego na nosniku
(ornityna 1).

W celu usuniecia grup ostonowych Fmoc z N,N-dichronionej ornityny Fmoc-Orn(Fmoc) potaczo-
nej z GABA, wytrzasa sie zmodyfikowana jak opisano powyzej zywice z 50% roztworem piperydyny
w DMF (1x5 min., 1 x20 min.). W celu przemycia produktu stosuje sie wytrzasanie z DMF (3x5 min.),
nastepnie z izopropanolem (2x5 min.) oraz DMF (1x20 min.).

Sprzeganie chronionego aminokwasu typu Fmoc-Orn(Fmoc)-OH z ornityng 1.

Przytaczenie ornityny 2 do Zywicy wykonuje sie analogicznie jak opisano powyzej, z tym ze do
reakcji bierze sie 2-krotnie wyzszy namiar molowy odczynnikéw jak w pierwszym etapie acylowania, ze
wzgledu na obecnosé 2 grup aminowych w ornitynie. Usuwanie grup ochronnych typu Fmoc z ornityny
2 wykonuje sie wedtug znanych metod, analogicznie jak opisano powyzej w przypadku ornityny 1.
Odszczepienie oligomeru aminokwasowego od zywicy

Do odszczepienia uzyskanego oligomeru aminokwasowego od zywicy stosuje sie mieszanine
zawierajaca objetosciowo 88% kwasu trifluorooctowego (TFA), 5% fenolu, 5% wody i 2% triizopropylo-
silanu (TIPSI). Tak przygotowany roztwér miesza sie ze zmodyfikowana zywica (10 ml roztworuna 1 g
zywicy) i cato$é wytrzasa sie przez 2 godziny. Po odsaczeniu zywicy od roztworu i zageszczeniu prze-
saczu oligomer aminokwasowy wytraca sie przez wprowadzenie mieszaniny do nadmiaru eteru diety-
lowego. Wytracony oligomer odwirowuje sie na wirdwce (15 min.), a nastepnie izoluje przez dekantacje
fazy eterowej. Czynno$¢ te powtarza sie 3-krotnie. Po osuszeniu oligomeru rozpuszcza sie go w wodzie
destylowanej i liofilizuje.
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Przytgczenie soli akrydyniowej do oligomeru aminokwasowego

Reakcje prowadzi sie w warunkach typowych dla sprzegania pierwszorzedowej grupy aminowej
biatek z aktywowanymi estrami typu NHS (bufor fosforanowy, pH = 8,5, t.p., 30 min.), mieszajac réwno-
molowe ilosci emitera chemiluminescencji, otrzymanego wedtug przyktadu 1 lub przykiadu 2, wzglednie
handlowego produktu (CAS 177332-37-5), z otrzymanym jak opisano powyzej oligomerem aminokwa-
sowym. Produkt oczyszcza sie za pomoca pdtpreparatywnej chromatografii typu RP-HPLC, stosujac
kolumne typu C8 (np. 250 mm, 5 um, 100 A) i gradientowg fazg ruchoma (A = Hz20, B = 80% ACN +
0,1% TFA, B = 0-100%, objetos¢ nastrzyku 200 ul), a nastepnie izoluje go za pomoca liofilizacji. Po-
wstaje znacznik zawierajacy cztery ugrupowania estru akrydyniowego w czasteczce i dany Acr poka-
zany nafig. 3, z wydajno$cia chemiczna na poziomie 20-30%. Czysto$¢ zwiazku okresla sie za pomoca
RP-HPLC, stosujac elucje izokratyczng za pomoca mieszaniny 0,1% TFA w wodzie/0,06% TFA w ace-
tonitrylu w stosunku objeto$ciowym 1/1, kolumne typu C6-Phenyl lub C-18 i detekcje absorpcyjna przy
dtugosci fali 254 nm i 365 nm. Przyktadowe widmo typu MALDI-TOF MS dla zwiazku 3a (Fig. 3) przed-
stawiono na fig. 1A i fig. 1B.

Przyktad 4. Odczynnik immunochemiczny do oznaczern chemiluminescencyjnych zawiera-
jacy emiter chemiluminescencji o wzorze ogdélnym 1, 2, 3, otrzymany wedtug przyktadéw 1-3. Dodat-
kowo pokazano wtasciwosci luminescencyjne zwiazkéw o wzorze 1 i 2 — stanowiace czesé struktury
wynalazku — zwiazku o wzorze 3.

Sposob otrzymywania odczynnikdédw immunochemicznych zawierajacych emitery chemilumine-
scencji 1a (X = CH=CH, R2=R7 = Rs = H, R2'= OCHz), 1b (X = CH=CH, Rz = R7 =H, R2'= Re¢'= OCH3),
1¢c (X = CH=CH, R2=R2'= OCHs, R7 = Re¢' = H), 2a (R2-Rs'=H, n=3), 2b (R2-Rs'=H, n=4)i 3a
(fig. 3) opisano ponizej.

Do matej kolby wprowadza sie 0,18 mg (1,2x10-° mola) handlowego biatka typu IgG (np. Goat
Anti-Human Immunoglobulin G) w buforze fizjologicznym (pH = 7,5; 0,01 M monofosforan sodowy, 0,25
M NaCl), a nastepnie odpowiednig ilos¢ zasady (0,01 M NaOH), aby otrzymac¢ roztwér o pH w granicach
8,0-9,0. Do otrzymanej mieszaniny nalezy wprowadzi¢ roztwdr emitera chemiluminescencji, otrzyma-
nego w przyktadzie 1 lub 2, rozpuszczonego w bezwodnym DMF lub CH3CN, aby otrzymac mieszanine
zawierajaca 10-12-krotny namiar molowy emitera nad znakowanym biatkiem, optymalnie 13,6x10-°
mola znacznika, to jest 2,72 ul roztworu 1a—2b o stezeniu 5 mM (procedura lll, fig. 5). W przypadku
zastosowania emitera chemiluminescencji 3a, do otrzymania odczynnika immunochemicznego stosuje
sie 3-5-krotny nadmiar molowy 3a nad znakowanym biatkiem, a reakcje prowadzi w obecnosci naste-
pujacych odczynnikéw sprzegajacych: 1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo)karbodiimidu (EDAC) i N-hy-
droksysukcynimidu (NHS) w iloSciach réwnomolowych w stosunku do uzytego emitera.

Pozostate kroki sa identyczne dla wszystkich typow emiteréw chemiluminescencji opisanych
w dokumencie. Kolbe pozostawia sie na mieszadle w temp. pok. przez okoto 30 minut i po tym czasie
do mieszaniny wprowadza sie 50 ul 1% roztworu lizyny i pozostawia na mieszadle przez kolejne
15 minut. Powstate koniugaty typu biatko-znacznik, stanowigce odczynniki immunochemiczne, nalezy
wyizolowac stosujac ztoze chromatograficzne typu sitowego, na przyktad Sephadex G-50 lub G-25 jako
faze stacjonarna oraz kwasny bufor fosforanowy (pH = 3,5-5,0) w charakterze fazy ruchomej, zbierajac
frakcje po 1 ml. Nastepnie nalezy wykona¢ pomiary chemiluminescencji poszczegdlnych frakcji zuzy-
ciem luminometru ptytkowego w standardowy sposéb, opisany w pismiennictwie (http://www.cayman-
chem.com/pdfs/200201.pdf; Krzyminski K, Oz6g A, Malecha P, Roshal AD, Wréblewska A, Zadykowicz
B, Btazejowski J (2011) J. Org. Chem. 76: 1072-1085) i wyselekcjonowac na tej podstawie 1-2 frakcje
o0 maksymalnej intensywnosci emisji. Stezenie biatka w otrzymanych roztworach odczynnikéw immuno-
chemicznych mozna wyznaczyé stosujac metode spektrofotometryczna, a korzystnie test Bradforda
(http://www.biorad.com/webroot/web/pdf/Isr/literature/4110065A.pdf). Przygotowany roztwédr odczyn-
nika mozna bezposrednio stosowaé w oznaczeniach immunochemicznych, a pomiedzy badaniami na-
lezy go przechowywac¢ w obnizonej temperaturze (-20°C). Odczynnik immunochemiczny korzystnie jest
wyizolowaé w stanie suchym, stosujac ultrafiltracje molekularna roztworu o najwiekszej emisji i filtry
wirébwkowe o zdefiniowanym punkcie odciecia masy (np. Centrifugal Filter Units, 30000 NMWL), prze-
mywajac produkt zakwaszong woda destylowana (HClaq, pH = 5,0-5,5) i liofilizujac pozostatos¢ otrzy-
mana na filtrze. Przyktadowe rezultaty dotyczace wydajnosci emisji odczynnikéw immunochemicznych
otrzymanych w powyzszy sposob z udziatem przyktadowego emitera chemiluminescencji 1b przedsta-
wiono na fig. 5. Optymalne odczynniki immunochemiczne, stosowane do dalszych badan, uzyskuje sie
stosujgc 11,3-krotny nadmiar molowy emitera chemiluminescencji nad znakowanym biatkiem wedtug
opisanej w tym przyktadzie metodologii.
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Przyktad 5. Porownanie efektywnosci emisji odczynnikéw immunochemicznych zawieraja-
cych emitery chemiluminescencji o wzorze ogdélnym 1 i 2 otrzymanych wedtug przyktadu 1i 2, w obec-
nosci substancji powierzchniowo czynnych. Intensywnos$é emisji odczynnikéw immunodiagnostycznych
uzyskanych z udziatem emiteréw chemiluminescencji 1a (schemat 1, X= CH=CH, R2=R7=Res = H, R?'
= OCHBs), 1b (schemat 1, X = CHCH, Rz = R7 = H, R2' = Rs' = OCHB3), 1¢ (schemat 1, X = CH=CH, Rz =
R2' = OCHs, R7 = Ré' = H), 2a (schemat 2, Rz = H, R2'-R¢' = H, n = 3), 2b (schemat 2, R2= H, R2'-Re¢' =
H, n = 4) w ukfadach zawierajacych N-dodecylo-N,N-dimetylo-3-amonio-1-propanosulfonian sodowy,
chlorek heksadecylotrimetyloamoniowy i Triton X-100.

Efektywnos¢ emisji odczynnikow immunochemicznych, otrzymanych wedtug przyktadu 5, zawie-
rajacych emitery chemiluminescencji 1a, 1b, 1¢, 2a, 2b poréwnano w obecnosci réznego typu substancji
powierzchniowo czynnych, to jest (N-dodecylo-N,N-dimetylo-3-amonio-1-propanosulfonianu sodowego
(DDAPS), chlorku heksadecylotrimetyloamoniowego (CTAC) i Tritonu X-100 (TX-100), uzyskujac kon-
cowe stezenia na ptytce pomiarowej w zakresie 5—10 mM w przypadku CTAC i DDAPS oraz 10-20 mM
w przypadku TX-100. Wywotanie emisji chemiluminescencji przeprowadzono dodajgc do studzienek
pomiarowych, zawierajacych okreslona ilo$¢ odczynnika immunochemicznego wedtug przyktadu powy-
zej, rozpuszczonego buforze fosforanowym (0,04 mg/ml, pH = 3,5-5) kolejno 50 ul 0,06% roztworu
nadtienku wodoru (H202) w 0,01 M kwasie azotowym (V) (HNO3) z dodatkiem jednego z powyzej wy-
mienionych srodkéw powierzchniowo czynnych, a nastepnie 50 ul 0,2 M roztworu NaOH i mierzac cat-
kowity sygnat emisji przy ustalonej czutosci aparatu. Dodatek surfaktantéw do uktadu pomiarowego
zwieksza intensywno$¢ emisji promieniowania, w szczegolnosci w przypadku odczynnikéw immuno-
chemicznych zawierajacych emitery chemiluminescencji wg zastrzezenia 1. Szczegdlnie wysoka efek-
tywnos¢ emisji uzyskuje sie, stosujgc emiter 1b (schemat 1, X = CH=CH, Rz = R7=H, R7 = R2' = OCH3)
w obecnosci DDAPS lub TX-100. Poréwnanie efektywnosci emisji odczynnikéw immunochemicznych
otrzymanych z udziatem emiteréw chemiluminescencji 1a, 1b, 1c, 2a, 2b przedstawiono na fig. 7.

Poréwnanie stabilnosci chemicznej odczynnikéw immunochemicznych otrzymanych wediug
przyktadu 5 z udziatem emiteréw chemiluminescenciji 2a, 2¢ oraz substratu handlowego C (fig. 3, CAS:
177332-37-5) w roztworze buforowym przedstawiono na fig. 8. Stabilno$¢ chemiczna odczynnika im-
munochemicznego jest rozumiana w niniejszym wynalazku jako stopierh zachowanej pierwotnej zdolno-
$ci do emisji po jego inkubacji w roztworze alkalicznym przez okre$lony czas (pH = 8,0; 298 K). Wysoka
stabilnos¢ odczynnikéw jest korzystna ze wzgledu na warunki analiz biomedycznych, ktére najczesciej
wykonuje sie w zakresie wartosci pH = 7-8. Odczynniki zawierajace emitery CL 2a i 2c s3 stabilniejsze
roztworze, anizeli odpowiednik handlowy C. Odczynniki, zawierajace emitery o wzorze ogélnym 1a-1¢
wykazujg stabilno$¢ poréwnywalng z produktem handlowym C.

Przyktad 6. Sposob okreslania ilosci biatkowego analitu biologicznego za pomoca pomiaru
chemiluminescencji z udziatem odczynnikéw immunochemicznych o wzorze ogdéinym 1 i 2, otrzymanych
wedtug przyktadéw 1 i 2, polegajacy na immunologicznej metodzie bezposredniej.

Wykresy kalibracyjne dla odczynnikdw immunochemicznych zawierajacych 1a (schemat 1, X =
CH=CH, R2 = R7 = Rs =H, R2' = OCH3), 1b (schemat 1, X = CH=CH, R2 = R7 = H, R2' = Rs' = OCH3),
1c (schemat 1, X = CH=CH, Rz = R2' = OCH3s, R7 = R¢' = H), 2a (schemat 2, Rz = H, R2'-Res' = H, n = 3),
2b (schemat 2, Rz = H, R2'-R¢' =H, n = 4).

Na biate ptytki polistyrenowe przystosowane do badarn immunochemicznych (na przyktad Maxi-
Sorp White Multiwell Plates) pokryte antygenami klasy |gG (analit) naktada sie seryjnie rozcienczone
przeciwciata klasy anty-lgG (np. Goat Anti-Human 1gG (H+L)) z przytaczonym kowalencyjnie emiterem
chemiluminescencji o wzorze ogdélnym 1 i 2, to jest odczynniki immunochemiczne zawierajace zwiazki
1a, 1b, 1c, 2a, 2b, otrzymane jak w przyktadzie 5. Piytki nalezy inkubowaé przez okoto 60 minut
w temperaturze 37°C, nastepnie optukac i osuszyé. Aby wywotaé emisje promieniowania, do kolejnych
studzienek dodaje sie z pomp 10-50 ul 0,06% roztworu nadtlenku wodoru (H202) w 0,01 M HNOs3,
zawierajacy 5 mM DDAPS, a nastepnie taka samg objeto$¢ 0,20-0,25 M roztworu wodnego wodoro-
tlenku sodowego (NaOHaq) | mierzy catkowita (integralna) emisje promieniowania przez okres 3—-30 se-
kund, w zaleznosci od uzytego znacznika. Czas pomiaru musi umozliwi¢ zebranie przynajmniej 99%
sygnatu emisji. Pomiary wykonuje sie z udziatem luminometru ptytkowego z opcja dozowania odczyn-
nikéw z pomp. Wykresy kalibracyjne, uzyskane w immudiagnostycznych testach bezposrednich z udzia-
tem odczynnikdéw immunochemicznych zawierajacych przyktadowe emitery chemiluminescencji 1a, 1b,
1c, 2a, 2b przedstawiono na fig. 9. Wykres kalibracyjny, uzyskany w tym samym uktadzie pomiarowym
z udziatem handlowego odpowiednika i wykonany wedtug zataczonych procedur oznaczono jako C
(CAS 177332-37-5; http://www.caymanchem.com/pdfs/200201.pdf).


http://www.caymanchem.com/pdfs/200201.pdf
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Przyktad 7. Reaktywnos$é odczynnikdw immunochemicznych, zawierajacych emitery che-
miluminescencji o wzorze ogdélnym 1 i 2, otrzymane wedtug przyktadéw 1 i 2 w immunologicznej meto-
dzie posredniej.

Poréwnanie czutosci i serospecyficznosci odczynnikdéw immunochemicznych zawierajacych emi-
tery chemiluminescencji 1a (schemat 1, X = CH=CH, Rz = R7 = Rs = H, R2' = OCHzs), 1b (schemat 1, X
= CH=CH, R2=R7=H, R2' =R¢' = OCH3), 1¢ (schemat 1, X = CH=CH, R2 = R2' = OCH3) R7 = R¢' = H)
i 2a (schemat 2, Rz = H, R2'-R¢' = H, n = 3) w badaniach toksoplazmozy z udziatem pomiaru chemilu-
minescencji.

Biate ptytki 96-dotkowe przystosowane do badar immunochemicznych (na przyktad MaxiSorp
White Multiwell Plates) pokry¢ antygenami Toxoplasma gondii, inkubowac¢ okoto 60 min. w 37°C i prze-
my¢é. Nastepnie ptytki inkubowaé w tych samych warunkach z surowica ludzka i po wyptukaniu inkubo-
wac je ponownie z odczynnikami immunochemicznymi, to jest przeciwciatami antyludzkimi np. Goat
Anti-Human IgG (H+L), znakowanymi emiterami chemiluminescencji 1a lub 1b, lub 2a, otrzymanymi jak
opisano w przyktadzie powyzej. Dodatkowo, jedna ptytke nalezy inkubowac¢ w tych samych warunkach
z udziatem odczynnika immunochemicznego otrzymanego na bazie tego samego biatka i poréwnywal-
nego handlowego emitera chemiluminescencji (C: CAS 177332-37-5) w sposdb opisany w ulotce tech-
nicznej produktu (http://www.caymanchem.com/pdfs/200201.pdf).

Po wyptukaniu ptytek nalezy odczytaé catkowita (integralna) emisje promieniowania z uzyciem
luminometru ptytkowego, wprowadzajac kolejno do studzienek pomiarowych 50 ul mieszaniny sktada-
jacej sie z 0,06% H202 w 0,01M HNOs zawierajacej $rodek powierzchniowo czynny typu DDAPS
o stezeniu 25 mM, jak opisano w przyktadzie powyzej, a nastepnie takg sama objeto$¢ 0,2 M roztworu
NaOHaq lub TBAOHaq. Wykresy kalibracyjne, przedstawiajace zaleznos$¢ intensywnosci emisji (chemi-
luminescencji) od stezenia badanego odczynnika immunochemicznego przedstawiono na fig. 10. Na
podstawie przedziatow ufnosci danych przedstawionych na powyzszych wykresach okreslono limity de-
tekcji (LOD) i limity oznaczalnosci (LOQ) odczynnikdéw immunochemicznych, ktére wyniosty: LOD
(x10-° ug< studzienka) = 7,93: 4,55; 3.68 i 11,6 odpowiednio dla 1a, 1b, 2a i C (odczynnik kontrolny)
oraz LOQ (x10 pg/studzienka) = 12.5; 7.33; 5.90 i 18.4 odpowiednio dla 1a, 1b, 2a i C. Przyktadowe
rezultaty dotyczace serospecyficznosci opisanej w tym przyktadzie metody dla ustalonego i statego ste-
Zenia odczynnika immunochemicznego, rownego 0,05 ug/ml, przedstawiono na fig. 11.


http://www.caymanchem.com/pdfs/200201
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Zastrzezenia patentowe

1. Sole estrow arylowych podstawionych kwaséw akrydynylo-9-karboksylowych o wzorze ogdl-
nym 3 zawierajgce szkielet oligomeru aminokwasowego:

a===0

—2
X Z/
\(‘ ;
/ 23X
(=] =O/
/Z!
3

]
3

aer”” o )
COH
gdzie: lub
Acr= Act =
Ry LN
Ry Ry
AB O o R; Ry Ry
4 N
HC—N o s -
: \o u~! 2 I f
9 "o
3 8
R, K L,
n=1-8
X = CH>-CH, CH=CH, C=C R2=H, CHs, F, Cl, Br, |
R2, R7=H, CHs, F, Cl, Br, |, R2' - Re' =H, CHs, F, Cl, Br, |
OCH3,0(CH2CH20)nCHs gdzie n = 1-6 w dowolnej kombinaciji
w dowolnej kombinaciji A-=CF3S0Os, FSOs;, I

R2’, Re' =H, CHs, F, Cl, Br, |, OCHs
w dowolnej kombinacji
A = CFsS0s, FSOg3, I-.

2. Sposob otrzymywania soli estréw arylowych kwasoéw akrydynylo-9-karboksylowych o wzorze
ogolnym 3, okreslonych w zastrz. 1, znamienny tym, ze do rozgatezionego oligomeru amino-
kwasowego otrzymanego z diaminokwasow, korzystnie z ornityny lub lizyny oraz w-amino-
kwasu, korzystnie kwasu jpaminomastowego przytacza sie co najmniej dwie czasteczki
zwiazku o wzorze ogélnym 1
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HC—N®

R

gdzie:

X=CH=CH, C=C

Rz, R7 =H, CHs, F, Cl, Br, I, OCHs, O(CH2CH20)~CHs gdzie n = 1-6 w dowolnej kombinaciji
R2', Re' = H, CHs, F, CI, Br, I, OCH3z w dowolnej kombinaciji

R"=H, SOsH

A- = CF3SOs, FSOg, I

lub zwiazku o wzorze ogdlnym 2:

Ry
Ry Ry
R: Rol
(9] o (o]
N\
(™ o)
R
R, /lk N
AN (Mo o’
o)
0.7
|
e CH,
gdzie
n=1-8

Rz=H, CHs, F, Cl, Br, |

R2'-R¢' = H, CHs, F, CI, Br, | w dowolnej kombinacji

R"=H, SOsH

A- = CF3S0Os, FSOg3, I

przy czym na nosniku statym, stosowanym w syntezie zgodnie ze strategig oston fluorenylo-9-
-metoksykarbonylowych Fmoc, dajaca wolny kwas po odszczepieniu od nosnika, ktérym ko-
rzystnie jest zywica typu polistyren-glikol polietylenowy PS-PEG z kotwiczka alkoholu p-alko-
ksybenzylowego lub zywica tritylowa lub 2ywica 2-chlorotritylowa lub zywica Wanga, osadza sie
korzystnie w stopniu 0,1 milirbwnowaznika aminokwasu na gram zywicy kwas w-aminokwas
chroniony na N-kohcu ostona Fmoc otrzymany wedtug znanych metod, a nastepnie nadmiar
grup hydroksylowych noénika blokuje sie przez acetylowanie wedtug znanych metod, korzystnie
za pomoca N-acetyloimidazolu, a nastepnie usuwa sie ostone grupy aminowej Fmoc z w-ami-
nokwasu przylaczonego do zywicy za pomoca znanych metod, po czym sprzega sie wolna
grupe aminowa w a-aminokwasie za pomoca N,N-chronionego diaminokwasu wedtug znanych
metod, korzystnie za pomoca di(fluorenylo-9-metoksykarbonylo)-ornityny Fmoc-Orn-(Fmoc) lub
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di(fluorenylo-9-metoksykarbonylo)-lizyny Fmoc-Lys-(Fmoc), a nastepnie usuwa sie z przytaczo-
nych aminokwasoéw ostony typu Fmoc wedtug znanych metod, po czym otrzymany na no$niku
statym produkt ponownie acyluje sie jak wyzej za pomoca kolejnej porcji N,N'-chronionego dia-
minokwasu Fmoc-Orn(Fmoc) lub Fmoc-Lys(Fmoc), a nastepnie usuwa sie ostone Fmoc z grup
aminowych powyzszego diaminokwasu wedtug znanych metod, po czym odszczepia sie otrzy-
many oligomer aminokwasowy z zywicy znana metoda odpowiednia do zastosowanego nosnika
statego, a nastepnie wytraca sie wolny oligomer aminokwasowy eterem dietylowym i liofilizuje
go, po czym sprzega sie wolne grupy aminowe w oligomerze aminokwasowym z sola estréw
arylowych podstawionych kwasoéw akrydynylo-9-karboksylowych o wzorze ogdlnym 1, lub sola
estrow arylowych podstawionych kwaséw akrydynylo-9-karboksylowych o wzorze ogéinym 2
okreslonym powyzej, po czym oczyszcza sie otrzymany produkt koricowy o wzorze ogdéinym 3
okreslonym powyzej, korzystnie za pomoca chromatografii cieczowe] typu HPLC w odwréco-
nych fazach, stosujac jako faze ruchoma mieszanine acetonitrylu w wodzie w obecnosci 0,05—
0,20% kwasu trifluorooctowego.

. Odczynnik immunochemiczny do oznaczer chemiluminescencyjnych zawierajacy emiter che-

miluminogenny, znamienny tym, ze emiterem sg sole N-podstawionych estréw arylowych
kwaséw akrydynylo-9-karboksylowych o wzorze ogdinym 3 okredlonym w zastrz. 1, ktéry to
emiter jest sprzezony z dowolnym biatkiem zdolnym do reakcji immunochemicznej z antyge-
nem i korzystnie zawiera 1012-krotny nadmiar molowy emitera nad biatkiem i ktéry korzystnie
mozna wyizolowa¢ sie za pomoca techniki filtracji molekularnej i liofilizacji, i ktérych emisje
wywotuje sie za pomoca znanych odczynnikow, korzystnie w obecnoéci substancji powierzch-
niowo czynnych takich jak etery polimeru glikolu polietylenowego (PEG) i p-t-oktylofenolu
C14H220(C2H40)n gdzie ilos¢ podjednostek glikolu polietylenowego n = 9-10 lub 55, lub N-do-
decylo-N, N-dimetylo-3-amonio-1-propanosulfonian sodowy lub chlorek heksadecylotrimetylo-
amoniowy.
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Wzory:
1. Emitery chemiluminescencyjne.
Ry
) .
A //0 R,
HC—N® / C\ /0 b
\ o] x—c/
O—N
Re' R-
Rz o

gdzie:

X=CH=CH, C=C

R2, R7 = H, CHs, F, Cl, Br, I, OCHs, O(CH2CH20):CH3 gdzie n = 1-6 w dowolnej kombinacji
R2', Re' = H, CHgs, F, Cl, Br, I, OCHs w dowolnej kombinacji

R"=H, SOsH

A = CF3S03, FSOs, I

2. Emitery chemiluminescencyjne.

Ry
Ry Ry
R? RO‘
(o] o o
N\
¢ o
R
R, /‘k N
X S (cMin o
o)
07
|
A8 CH,
gdzie
n=1-8

R2=H, CHs, F, Cl, Br, |

R2'-Ré' = H, CHs, F, Cl, Br, | w dowolnej kombinacji
R"=H, SO3H

A~ =CF3S0s, FSOs, I
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3. Emitery chemiluminescencyjne — wynalazek

HN \N
l H
Acy NH

gdzie:

Acr=
Ry

V7,
vt

R,
o
) u~!

) .

R

o
A

X =CH2-CHz, CH=CH, C=C

Ro, Rz =H, CHs, F, CI, Br, |,
OCH3,0(CH2CH20)nCHs gdzie n = 1-6
w dowolnej kombinac;ji

R, Rs’=H, CHs, F, Cl, Br, |, OCHz w
dowolnej kombinacii

A = CF3S0s, FSOs;, I

/ 23X
g
/Z!

lub
Acr=
R,
Ry Ry’
[ X /e
0,
\c/
" X o\vc's
&
o b
n=1-38

R2=H, CHs, F, Cl, Br, |
R2'-Re'=H, CHs, F, Cl, Br, |
w dowolnej kombinac;ji

A =CF3S0s3, FSOs3, I
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Schemat 1. Droga syntezy zwiazkdw objetych zastrzezeniem 1 o wzorze ogélnym 1 przedstawionych na schemacie 1.

X =CH=CH, C=C
Ra, R; = H. CHs, F, Cl, Br, |, OCHsy, O(CH2CH.O}CHs (n =
1-8) w dowolnej kombinacji

R:', Rs =H, CHs, F, C, Br, |, OCH, w dowolnej kombinacii
R" = H, SO4H
A" =CF3S0,,FSOy ., I
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Schemat 2. Droga syntezy zwiazkdw objetych zastrzezeniem 2 o wzorze ogdélinym 2 przedstawionych na schemacie 2.
Ry’ Rs’ Ry Ry’
Ry’ Re Ry
o o]
"COT T i
—_— —
N N \N
Ry Ry
Rz' Rg.
C.0 o ) E
—_— fo) — [o}
° (OAI\ ¥ ° »J\ "
O O O

~2
13 2 é“i o

Y
10

n=1-8

R2=H, CHs, F, Cl, Br, |

R2' — Re’' = H, CHs, F, ClI, Br, | w dowolnej kombinacii
R”=H, SOzH

A = CF3S0s3, FSOs', I



PL 240 086 B1

Rysunki
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