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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku sa nowe zwiazki, pochodne lucyferyny, sposéb ich otrzymywania
oraz zastosowanie.

Lucyferyny jest to grupa zwigzkéw chemicznych obecnych w organizmach zywych, zdolnych
do emitowania $wiatta na drodze bioluminescencji.

Z czasopism: Journal of the American Chemical Society, 2015, 137 (24), 7592-7595, Bioorganic
and Medicinal Chemistry Letters, 2006, 16 (2), 331-337, European Journal of Medicinal Chemistry,
2015, 94, 140-148, Chemistry — A European Journal, 2016, 22 (27), 9330-9337, Chemical Communi-
cations, 2018, 54 (14), 1774-1777 znane sa pochodne estru metylowego lucyferyny, o wzorze a
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gdzie R" oznacza grupe hydroksylowa lub metoksylowa, a takze sposob ich otrzymywania polegajacy
na reakcji lucyferyny z pirydyng oraz DCC (N, N-dicykloheksylokarbodiimidem) w metanolu w tempera-
turze pokojowej w czasie 3 godzin w atmosferze gazu obojetnego, lub tez na reakcji lucyferyny
z TMSCHN: (trimetylosililodiazometanem) w mieszaninie toluen/metanol 1:7 v/v w temperaturze poko-
jowej w czasie 2 godzin.

Z czasopisma Angewandte Chemie — International Edition, 2014, 53 (48), 13059-13063 znane
sg pochodne estrowe lucyferyny, o wzorze b
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w ktérym R' oznacza grupe metylowa lub etylowa.
Z opisu zgtoszenia patentowego W02014/162157 A1 znane sa zwiazki, pochodne lucyferyny,
o wzorze

(R)n R®
\/ Vv Y
-~ \ 7/
el
R1
M AN W ya
wzor ¢

w ktérym R' oznacza atom wodoru lub podstawionag grupe alkilowa, R? oznacza podstawiona grupe
hydroksylowa, podstawiong grupe aminowg, podstawiona grupe tiolowa, podstawiong grupe alkilowa
lub podstawiona grupe arylowa, R® oznacza grupe karboksylowa lub grupe karboksylowa podstawiong
tancuchem Ci1.6 alkilowym, M oznacza atom tlenu lub atom siarki lub grupe NR*, w ktorej R* oznacza
atom wodoru, podstawiona grupe alkilowa, podstawiong grupe alkenylowa, podstawiona grupe arylowa,
podstawiona grupe heteroarylowg lub podstawiong grupe heterocykliczna, X oznacza podstawiong
grupe alkenylenowa, podstawiona grupe alkinylenowa, podstawiong grupe arylowa lub ich kombinacje

grupy alkilenokarbonylowej, n oznacza 0, 1, 2, 3, V i Y oznaczajg niezalezne od siebie CR® lub atom
azotu, W i Z oznaczaja niezalezne od siebie CR?, atom siarki lub atom tlenu, R% oznacza atom wodoru,
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podstawiona grupe hydroksylowa, podstawiona grupe aminowa lub podstawiona grupe alkilowa,
R’ oznacza atom wodoru, podstawiona grupe alkilowa lub podstawiona grupe arylowa.

Nitroksyl (HNO), wedtug terminologii IUPAC azanon, jest jednym z przedstawicieli reaktywnych
form azotu. Powstaje jako produkt jednoelektronowej redukciji NO*.

W celu detekcji nitroksylu w uktadach biologicznych stosuje sie prébniki z odpowiednia grupa
reaktywna. W ostatnim czasie jednym z takich ugrupowan sa pochodne z grupa merkaptooctowa.

Znane sa probniki fluorescencyjne do oznaczania nitroksylu, takie jak pochodne kumaryny (cza-
sopismo Journal of the American Chemical Society, 2017, 139 (51), 18476—18479), opis zgtoszenia
patentowego US2020/0140452) oraz pochodne fluoresceiny (czasopismo Journal of the American Che-
mical Society, 2017, 139 (51), 18476-18479, opis zgtoszenia patentowego US2020/0140452).

Celem wynalazku jest otrzymanie nowych zwigzkéw — pochodnych lucyferyny, przeznaczonych
do detekcji fluorescencyjnej nitroksylu (HNO).
Przedmiotem wynalazku sg zwiazki, pochodne lucyferyny, o wzorze 1

wzor |
w ktorym R' oznacza grupe alkilowa o liczbie atoméw wegla od 1-6 w postaci tancucha prostego, roz-
gatezionego lub cykloalkilowego, a R? oznacza atom wodom, fluoru, chloru, bromu lub jodu.
Sposob otrzymywania zwiazkéw o wzorze 1, okreslonych powyzej, wedlug wynalazku polega
na tym, ze ester metylowy pochodnej lucyferyny, o wzorze 2
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w ktérym R' oznacza grupe alkilowa o liczbie atomow wegla 1-6 w postaci tancucha prostego, rozgate-

zionego lub cykloalkilowego, zas R? oznacza atom wodoru, fluoru, chloru, bromu lub jodu, poddaje sie
reakcji z roztworem kwasu 2-metylo-2-(trifenylo-A*-sulfanylo)propionowego o wzorze 3

Ph o
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wzor 3

w bezwodnym dichlorometanie, stosujac 1 cze$¢ wagowa zwiazku o wzorze 2 / 1 czes¢ wagowa
kwasu o wzorze 3 rozpuszczonego w bezwodnym dichlorometanie, po czym dodaje sie chlorowo-
dorek N-(3-dimetyloaminopropylo)-N'-etylokarbodiimidu (chlorowodorek EDC) oraz 4-(dimetyloa-
mino)pirydyne (DMAP), stosujac EDC i DMAP w ilosciach odpowiednio 2,0-6,0 czesci wagowych
i 0,2-0,6 czesci wagowych / 1 cze$¢ wagowa zwigzku o wzorze 2 i cato$¢ miesza w temperaturze
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pokojowej w czasie 2—16 godzin w atmosferze argonu. Nastepnie cato$¢ przemywa sie trzykrotnie na-
syconym wodnym roztworem chlorku sodu, faze organiczng suszy za pomocg siarczanu magnezu(VI)
i po odparowaniu do sucha pozostato$¢ rozpuszcza sie w chloroformie, stosujac 0,2-2,0 czesci wago-
wych chloroformu / 1 cze$¢ wagowa zwigzku o wzorze 2, dodaje kwas trifluorooctowy oraz trietylosilan
w ilosciach odpowiednio 5,0-20,0 czesci wagowych i 5,0-10,0 czesci wagowych / 1 czes¢ wagowa
zwigzku o wzorze 2 i miesza catos¢é w temperaturze pokojowej w czasie 1-3 godziny. Po odparowaniu
pozostatosci rozpuszczalnika pod zmniejszonym cisnieniem, surowe produkty oczyszcza sie, stosujac
chromatografie kolumnowa, w ktérej faze ruchoma stanowi mieszanina dichlorometanu i metanolu
o stosunku objetosciowym sktadnikow 30: 1 v/v.

Zastosowanie wedtug wynalazku polega na tym, ze zwigzki o wzorze 1, okreslone powyzej,
stosuje sie jako fluorescencyjne probniki do selektywnej detekcji nitroksylu (HNO). Zastosowanie zwigz-
kéw okreslonych powyzej jako probnikéw do detekcji nitroksylu polega na tym, ze zwigzki te poddaje
sie reakcji z substancje badang na obecnos¢ nitroksylu, zawierajaca 0,03—100% masowych nitroksylu
w stosunku do masy probnika, w srodowisku mieszaniny acetonitrylu i 0,1 M wodnego roztworu buforu
fosforanowego o pH 5,7-9,0 uzytych w stosunku objetosciowym 1 :9 v/v, w czasie inkubacji co najmniej
30 minut, po czym identyfikuje sie produkt tej reakc;ji i zidentyfikowanie produktu jako produktu utlenienia
prébnika nitroksylem czyli estru D-lucyferyny oznacza, ze badana substancja stanowi lub zawiera nitroksyl.

Zwiazki o wzorze 1 reaguja stechiometrycznie z nitroksylem i dlatego sg znacznie lepszymi préb-
nikami do detekcji nitroksylu niz stosowane dotychczas do tego celu prébniki. Zwiazki o wzorze 1 umoz-
liwiaja detekcje nitroksylu obok reagentéw z grupy obejmujacej nadtienek wodoru, kwas chlorowy(l),
nadtlenoazotyn, anion wodorosiarczkowy, anion siarczkowy, anion azotanowy(lll), anion siarcza-
nowy(lV), L-cysteina, glutation.

Przedmiot wynalazku ilustrujg ponizsze przyktady z powotaniem sie na rysunek, na ktérym fig. 1
przedstawiono chromatogramy oraz wykresy zmian stezenia prébnikéw stosowanych w przyktadzie lll,
potwierdzajgce powstanie produktéw utlenienia tych probnikow nitroksylem, fig. 2 ilustruje zmiany in-
tensywnosci fluorescencji przy dtugosci fali 542 nm i dtugosci fali 546 nm probnikéw stosowanych
w przykfadzie IV po dodaniu nitroksylu, zas fig. 3 ilustruje wykres relatywnej intensywnosci fluorescencji,
przy dtugosci fali 542 nm i diugosci fali 546 nm probnikéw stosowanych w przyktadzie V po dodaniu
nitroksylu, w obecnosci odpowiednio nadtlenku wodoru, nadtlenoazotynu, kwasu chlorowego(l), wodoro-
siarczku sodu, siarczku sodu, azotanu(lll) sodu, siarczanu(lV) sodu, hydroksyloaminy, L-cysteiny, glutationu.

Czesci podane w przyktadach oznaczajg czesci wagowe.

Przyktad |

0,30 czesci estru metylowego pochodnej lucyferyny o wzorze 2, w ktorym R' oznacza grupe
metylowa, a R oznacza atom wodoru, poddano reakcji z 0,30 czesci kwasu 2-metylo-2-(trifenylo-A*-sulfa-
nylo)propionowego o wzorze 3 rozpuszczonego w 0,15 czesciach bezwodnego dichlorometanu,
a nastepnie dodano 1,80 czesci chlorowodorku N-(3-dimetyloaminopropylo)-N'-etylokarbodiimidu
(chlorowodorek EDC) oraz 0,12 czesci 4-(dimetyloamino)pirydyny (DMAP) i mieszano w temperaturze
pokojowej przez 16 godzin w atmosferze argonu. Nastepnie calo$¢ przemyto trzykrotnie nasyconym
wodnym roztworem chlorku sodu, faze organiczng osuszono za pomoca siarczanu magnezu(VI) i od-
parowano do sucha. Pozostato$¢ rozpuszczono w 0,15 czesciach chloroformu i dodano 6,00 czesci
kwasu trifluorooctowego oraz 3,00 czesci trietylosilanu i mieszano w temperaturze pokojowej przez 2 go-
dziny. Pozostatosci rozpuszczalnika odparowano pod zmniejszonym cisnieniem. Surowy produkt
oczyszczano, stosujgac chromatografie kolumnowa, w ktorej faze ruchoma stanowita mieszanina dichlo-
rometanu i metanolu zmieszanych w stosunku 30 : 1 v/v.

Otrzymano 0,20 czesci zwigzku o wzorze 1, w ktérym R' oznaczato grupe metylowa, a R? ozna-
czato atom wodoru, w postaci jasnozdéttego proszku (wydajnosé 66%) o temperaturze topnienia 71°C.

Widmo 'H NMR otrzymanego zwiazku wykonane w chloroformie-d zawierato nastepujace sy-
gnaty: 3,73 (dd, J= 11,1, 9,7 Hz, 1H, CH), 3,82 (dd, J= 11,2, 8,9 Hz, 1H, CH>), 3,86 (s, 3H, CHa), 5,39
(t, J = 9,3 Hz, 1H, CH), 7,30 (dd, J = 8,9, 2,3 Hz, 1H, aromatyczny), 7,74 (d, J = 2,2 Hz, 1H, aroma-
tyczny), 8,15 (d, J = 8,9 Hz, 1H, aromatyczny), oraz widmo MS (ESI): [M+H]* = 397,0354 (100%) w petni
potwierdzity budowe otrzymanego zwiazku.

Przyktad Il

0,30 czesci estru metylowego pochodnej lucyferyny o wzorze 2, w ktorym R' oznacza grupe
metylowa, a R? oznacza atom chloru, poddaje sie reakcji z 0,30 czesci kwasu 2-metylo-2-(trifenylo-A*-sulfa-
nylo)propionowego o wzorze 3 rozpuszczonego w 0,15 czesciach bezwodnego dichlorometanu, a na-
stepnie dodano 1,80 czesci chlorowodorku EDC oraz 0,12 czesci DMAP i mieszano w temperaturze
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pokojowej przez 16 godzin w atmosferze argonu. Nastepnie cato$¢ przemyto trzykrotnie nasyconym
wodnym roztworem chlorku sodu, faze organiczng osuszono za pomoca siarczanu magnezu(VI) i od-
parowano do sucha. Pozostato$¢ rozpuszczono w 0,15 czesciach chloroformu i dodano 6,00 czesci
kwasu trifluorooctowego oraz 3,00 czesci trietylosilanu i cato$¢ mieszano w temperaturze pokojowe;
przez 2 godziny. Pozostatosci rozpuszczalnika odparowano pod zmniejszonym cis$nieniem. Surowy pro-
dukt oczyszczano, stosujac chromatografie kolumnowa, w ktérej faze ruchoma stanowita mieszanina
dichlorometanu i metanolu zmieszanych w stosunku 30:1 v/v.

Otrzymano 0,20 czesci zwigzku o wzorze 1, w ktorym R' oznaczato grupe metylowa, a R2 ozna-
czato atom chloru, w postaci jasnozéttego proszku (wydajnos¢ 67%) o temperaturze topnienia 56°C.
Widmo 'H NMR wykonane w chloroformie-d zawierato nastepujace sygnaty: 3,74 (dd, J = 11,2, 9,7 Hz,
1H, CHz), 3,84 (dd, J = 11,2, 8,9 Hz, 1H, CH2), 3,87 (s, 3H, CHs), 5,39 (dd, J = 9,7, 9,0 Hz, 1H,
CH), 7,38 (d, J = 8,8 Hz, 1H, aromatyczny), 8,06 (d, J = 8,8 Hz, 1H, aromatyczny), widmo MS (ESI):
[M+H]* = 430,9964 (100%) w petni potwierdzito budowe otrzymanego zwigzku.

Przyktad Il

Przygotowano 7,92 x 10° czesci zwiazku o wzorze 1, w ktérym R" oznaczato grupe metylowa,
a R? oznaczato atom wodoru, oznaczonego jako prébnik P1 oraz 8,58 x 105 czesci zwigzku o wzorze 1,
w ktorym R' oznaczato grupe metylowa, a R? oznaczato atom chloru, oznaczonego jako prébnik P2,
co stanowito 20 mM prébnika P1 oraz 20 mM prébnika P2, z ktérych kazdy rozpuszczono w 0,15 ml
acetonitrylu oraz 1,35 ml 0,1 M wodnego roztworu buforu fosforanowego o pH = 7,4 oraz dodano odpo-
wiednio 4, 8, 12, 16, 20, 30, 40 mM nitroksylu (HNO) jako roztwor soli Angeliego — Naz(N2O3z) w 0,1 M
wodnym roztworze wodorotlenku sodu. Nastepnie badano ilo$¢ powstajacego produktu reakcji prob-
nika P1 oraz prébnika P2 z nitroksylem, po czasie inkubacji 30 minut, na chromatografie firmy Shimadzu
z detektorem DAD (model SPD-M20A), kolumna Kinetex Biphenyl firmy Phenomenex (50 mm x 4,6 mm)
o $rednicy ziarna 2,6 ym, faza ruchoma: woda + 0,1% TFA — acetonitryl + 0,1% TFA o gradientowym
przeptywie od 10 do 100% acetonitryl + 0,1% TFA przez 10 minut, v/v, szybko$¢ przeptywu 1,5 ml/min,
objetos¢ pobieranej probki 10 pl.

Przeprowadzony eksperyment potwierdzit powstawanie produktu utlenienia prébnika P1 z nitrok-
sylem, jakim byt ester metylowy D-lucyferyny oraz produktu utlenienia probnika P2 z nitroksylem jakim
byt ester metylowy 7-chloro-D-lucyferyny, a tym samym potwierdzit zastosowanie w/w prébnikéw do de-
tekcji nitroksylu (fig. 1 rysunku).

Przyktad IV

Przygotowano 3,96 x 10° czesci zwigzku o wzorze 1, w ktérym R" oznaczato grupe metylowa,
a R? oznaczato atom wodoru, oznaczonego jako prébnik P1 oraz 4,29 x 105 czesci zwigzku o wzorze 1,
w ktorym R' oznaczato grupe metylowa, a R? oznaczato atom chloru, oznaczonego jako prébnik P2,
co stanowito 10 mM prébnika P1i 10 mM prébnika P2, z ktérych kazdy rozpuszczono w 0,30 ml aceto-
nitrylu oraz 2,70 ml 0,1 M wodnego roztworu buforu fosforanowego o pH = 7,4 oraz dodano odpowiednio
1,2,3,4,5,6, 8, 10, 20, 30, 40, 50 mM HNO jako roztwor soli Angeliego — Naz(N20Os3) w 0,1 M wodnym
roztworze wodorotlenku sodu. Nastepnie badano zmiany widma fluorescencji w zaleznosci od ilosci
dodanego HNO, po czasie inkubacji 30 minut, na spektrofluorymetrze firmy Edinburgh Instruments (mo-
del FLS920), zakres rejestracji widma 360—-660 nm przy dtugosci wzbudzenia wynoszacym 332 nm
dla prébnika P1 oraz zakres rejestracji widma 410—-680 nm przy dtugosci wzbudzenia wynoszacym
397 nm dla prébnika P2. Przeprowadzony eksperyment potwierdzit zastosowanie probnika P1
oraz probnika P2 jako fluorescencyjnej sondy do detekcji HNO (fig. 2 rysunku).

Przyktad V

Przygotowano 3,96 x 10° czesci zwigzku o wzorze 1, w ktérym R" oznaczato grupe metylowa,
a R? oznaczato atom wodoru, oznaczonego jako prébnik P1 oraz 4,29 x 105 czesci zwigzku o wzorze 1,
w ktorym R' oznaczato grupe metylowa, a R? oznaczato atom chloru, oznaczonego jako prébnik P2,
co stanowito 10 mM prébnika P1 oraz 10 mM prébnika P2, z ktérych kazdy rozpuszczono w 0,30 ml
acetonitrylu oraz 2,70 ml 0,1 M wodnego roztworu buforu fosforanowego o pH = 7,4 oraz dodano 100 mM
odpowiednio nadtlenku wodoru, nadtlenoazotynu, kwasu chlorowego(l), wodorosiarczku sodu, siarczku
sodu, azotanu(lll) sodu, siarczanu(lV) sodu, hydroksyloaminy lub 500 mM odpowiednio L-cysteiny,
glutationu oraz 10 mM HNO jako roztwor soli Angeliego — Na2(N20Os) w 0,1 M wodnym roztworze wodo-
rotlenku sodu, zwanych dalej analitami. Nastepnie badano zmiane widma fluorescencji w zaleznosci
od dodanej ilosci analitéw, po czasie inkubacji 30 minut, na spektrofluorymetrze firmy Edinburgh Instru-
ments (model FLS920), zakres rejestracji widma 360—-660 nm przy dtugosci wzbudzenia wynoszacym
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332 nm dla probnika P1 oraz zakres rejestracji widma 410—680 nm przy dtugo$ci wzbudzenia wynosza-
cym 397 nm dla préobnika P2. Przeprowadzony eksperyment potwierdzit selektywnos$¢ probnika P1
oraz probnika P2 jako fluorescencyjnej sondy do detekcji nitroksylu HNO wzgledem innych analitéw
(fig. 3 rysunku).

Zastrzezenia patentowe

1. Zwiazki, pochodne lucyferyny, o wzorze 1
(0]

N N 0
1 R=am
HS
%J\O s 3
H,C CH, R

wzor 1

w ktorym R' oznacza grupe alkilowa o liczbie atoméw wegla od 1-6 w postaci faricucha prostego,
rozgatezionego lub cykloalkilowego, a R? oznacza atom wodoru, fluoru, chloru, bromu lub jodu.

2. Sposdb otrzymywania zwigzkoéw o wzorze 1, okreslonych w zastrz. 1, znamienny tym, Ze es-
ter metylowy pochodnej lucyferyny, o wzorze 2

o)

x—0

N
|S>——<S

HO

wz0r 2
w ktérym R' oznacza niezalezna od siebie grupe alkilowg o liczbie atomdw wegla 1-6 w po-
staci tancucha prostego, rozgatezionego lub cykloalkilowego, zas R? oznacza atom wodoru, fluoru,

chloru, bromu lub jodu, poddaje sie reakcji z roztworem kwasu 2-metylo-2-(trifenylo-\*-sulfa-
nylo)propionowego o wzorze 3
Ph o

Ph,_
ph—">

OH
H,C CH;,

wzor 3
w bezwodnym dichlorometanie, stosujac 1 cze$¢ wagowa zwiazku o wzorze 2 / 1 cze$¢ wagowa
kwasu o wzorze 3 rozpuszczonego w bezwodnym dichlorometanie, po czym dodaje sie chlorowo-
dorek N-(3-dimetyloaminopropylo)-N'-etylokarbodiimidu (chlorowodorek EDC) oraz 4-(dimetyloa-
mino)pirydyne (DMAP) stosujac EDC i DMAP w ilosciach odpowiednio 2,0-6,0 czesci wagowych
i 0,2-0,6 czesci wagowych / 1 czes¢ wagowa zwigzku o wzorze 2 i catos¢ miesza w tempera-
turze pokojowej w czasie 2—16 godzin w atmosferze argonu, nastepnie przemywa sie trzykrot-
nie nasyconym wodnym roztworem chlorku sodu, faze organiczna suszy za pomocg siarczanu
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magnezu(VI) i po odparowaniu do sucha pozostato$¢ rozpuszcza sie w chloroformie, sto-
sujac 0,2-2,0 czesci wagowych chloroformu / 1 czes¢ wagowa zwiazku o wzorze 2, dodaje
kwas trifluorooctowy oraz trietylosilan w ilosciach odpowiednio 5,0—20,0 czesci wagowych
i 5,0-10,0 czesci wagowych / 1 cze$¢ wagowa zwigzku o wzorze 2 i miesza cato$¢ w tempe-
raturze pokojowej w czasie 1-3 godziny i po odparowaniu pozostatosci rozpuszczalnika
pod zmniejszonym ci$nieniem, surowe produkty oczyszcza sie, stosujac chromatografie ko-
lumnowa, w ktérej faze ruchoma stanowi mieszanina dichlorometanu i metanolu o stosunku
objetosciowym sktadnikow 30 : 1 v/v.

. Zastosowanie zwigzkéw o wzorze 1, okreslonych w zastrzezeniu 1 jako fluorescencyjnych
prébnikow do selektywnej detekcji nitroksylu.

. Zastosowanie wedtug zastrz. 3, znamienne tym, ze zwigzki o wzorze 1 okreslone w zastrzeze-
niu 1, poddaje sie reakcji z substancje badana na obecnos¢ nitroksylu, zawierajacg 0,03—100%
masowych nitroksylu w stosunku do masy prébnika, w $rodowisku mieszaniny acetonitrylu
i 0,1 M wodnego roztworu buforu fosforanowego o pH 5,7-9,0, uzytych w stosunku objetoscio-
wym 1:9 v/v w czasie inkubacji co najmniej 30 minut, po czym identyfikuje sie produkt tej reakc;ji
i zidentyfikowanie produktu jako produktu utienienia probnika nitroksylem czyli estru D-lucyfe-
ryny oznacza, ze badana substancja stanowi lub zawiera nitroksyl.
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