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Streszczenie

W ramach pracy dyplomowej opracowano i wykonano synteze nieodnotowanej
dotychczas w literaturze czasteczki zaprojektowanej jako selektywna sonda fluorescencyjna
do badania szlaku NFxB. Docelowy zwigzek sktada si¢ z dwdch czgéci. Pierwsza z nich, bedaca
pochodng podstawiong amidu piperyny, odpowiada za wigzanie si¢ czasteczki do biatek szlaku
NF«B. Druga to barwnik fluorescencyjny BODIPY, odpowiedzialny za wtasciwosci optyczne,
umozliwiajace detekcje mikroskopowa i lokalizacje potozenia sondy w komorce.

Zaplanowano dwa warianty pigcioetapowej syntezy — jeden z nich udalo si¢ w peini
zrealizowaé. Poszczegdlne etapy syntezy, obejmujace zabezpieczenie i odbezpieczenie grupy
aminowej, sprz¢ganie krzyzowe C—N oraz otrzymywanie amidow, zostaty zoptymalizowane.
Najlepsze ustalone warunki zastosowano do syntezy zwigzku na duzg skale, otrzymujac
ok. 50 mg ostatecznego produktu w czystej formie. Stanowi to ilo$¢ w zupetnos$ci wystarczajaca
do zaplanowanych badan biologicznych. Catkowita wydajno$¢ syntezy wyniosta 2,9%,
co odpowiada S$redniej wydajnosci ok. 49% na etap. W pracy umieszczono zarejestrowane
widma 'H NMR, '*C NMR, "F NMR, widma FT-IR (ATR) oraz HRMS (ESI) otrzymanego
produktu koncowego, a takze produktow posrednich zrealizowanej drogi syntezy.

Otrzymana molekuta bedzie zastosowana w badaniach prowadzonych w Instytucie
Biologii Eksperymentalnej im. Marcellego Nenckiego. Wtlasciwosci fluorescencyjne
otrzymanego zwigzku pozwolg na wykorzystanie go jako sondy molekularnej w technikach

mikroskopii fluoroscencyjne;.

Stowa kluczowe

Synteza organiczna, sonda fluorescencyjna, reakcja Buchwalda-Hartwiga,

otrzymywanie amidow, NFxB

Dziedzina pracy (kody wg programu Socrates-Erasmus)

13.3 chemia

Tytul pracy w jezyku angielskim

Synthesis of fluorescent probe for studies of NFkB pathway



Chciatbym uprzejmie podzigckowaé

dr. hab. Marcinowi Kalkowi

za ogromna inspiracje, poswiecony czas

oraz opieke nad moim rozwojem podczas pracy naukowej
w Laboratorium Metodologii Syntezy Chemicznej,

Centrum Nowych Technologii Uniwersytetu Warszawskiego.



Pragne rowniez ztozy¢ wyrazy wdzigcznosci
mgr. inz. Karolowi Kraszewskiemu

za wszechstronng 1 nieoceniong pomoc

przy stawianiu pierwszych krokéw

w praktyce laboratoryjne;.



Spis tresci

1. WyKaz stosowanych SKIOtOW..............cooouiiiiiiiiiiiiiiiieece et 7
2. Cel i ZaloZenIa PIracCy ........ooccooiiiiiiiiiiiiiie ettt 11
3. WSEEP LIEEIratUTOWY .....ooouiiiiiiiiiiiii ettt et e et e et e s abeesaeee s 12
3.1 SZIAK NEFKB ...ttt sttt et 12
3.1.1. Budowa bialek NFKB......cccccoiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 12
3.1.2. Aktywacja transkrypcji przez biatka NFkB ..........ccccoooeiiiiiiiiiiiee e 12
3.1.3. Modulacja aktywnosci NFkB przez amidy kwasu piperynowego...........cccceeeuneen.. 13
3.1.4. Modulacja aktywnosci NFkB przez 4,4’-sulfonylodianiling............cccceeevveeennennns 13

3.2. Zastosowanie zjawiska fluorescencji w badaniach biologicznych.............ccceeveneennneee. 14
3.2.1. Pochodne 4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacenU...........ccoeevvvveeeeeeeeiiesnennnnnn.. 14

3.3. Strategia 1 Metodyka SYNtEZY .......ceeeviuiiiiiiieciie e e 15
3.3.1. Zabezpieczanie grup amiNOWYCH........ccciiiiiiieeiieecie e e e 15
3.3.2. ATYIOWANIE QMMM ...ccutiieiiiieeiiieeieieeesieeesiteeesaeeeeaeeesaseeesseeesseeesssaeessseeessseeessseeesssees 17
3.3.3. Otrzymywanie amidow z uzyciem aktywacji kwasoéw karboksylowych................ 19

4. WYNIKE WEASIIC.......coooiiiii ettt e e et e e et e e e e nnaeeeeas 24
A1, PlaN SYNEEZY ...eeeuvieiieeiieeiie ettt ettt et e stte et steeebeesteeesbeeteeenbeeseeenbeeseesnseenseeenseeneens 24
4.2. Zabezpieczanie grup aminowej 4,4’-sulfonylodianiliny ...........ccccoeceeveniieniincnienennnene 26
4.3. Arylowanie pochodnych 4,4’-sulfonylodianiliny ............c.ccccceeeiienieniiiiniieniieiesieeens 27
4.4. Acylowanie aminy drugorZ€dOWE] ..........eecueeruieriieeriieeiiieniieeieerite et eieeereenieesreeneaeeneees 32
4.5. Odbezpieczenie Erupy AMINOWE]......cueerueerrueerurerireerueeareesseesseesseesseenseessseesseessseesseessses 35
4.6. Acylowanie aminy plerWSZOTZEAOWE] .....cc.eeeuieruieeriieriieeieentieeieenieeereesieesseenseessseenseens 36
5. POASUIMOWAIIEC .........ooiiiiiiiiiiiiiiiiicee ettt ettt ettt ettt et et e st eebeenaeeas 39
6. CzeSC eKSperymentalna..............coociiiiiiiiiiiiiie e 40
6.1, UWAZE OZOINEC.....ooiiiiiiieiiieiie ettt ettt s e et e taeesbeessaeeaseesaneens 40
6.2. Procedury optymaliZaACY Ne .......cc.eeriieiiieniiieiieiie ettt ettt et ereesseeebeeaee e 40
6.2.1. Arylowanie pochodnych 4,4’-sulfonylodianiliny ..........cccccoceeverieniiinenienienennnn 40
6.2.2. Reakcje otrzymywania amidOW ..........cccueeeiiieeiieeeiieeeiie e eeieeeeveeesveeeseveeeaaeeens 41

6.3, PrOCEAUIY SYNTEZY ....cccviiiiiieeciieeeiieeciee et ettt e e te e et e e s teeesteeessseeessseeesssaeesseeensseeennnas 46
6.4. Widma otrzymanych zwigzké6w chemicznych. .........c.cccooviveiiiiiiiiicieeeeee e, 52
6.4.1. Widma ZWIdZKU 1@ ...ooooiiiiiiiiieiieeeeee et e eaae e e 52
6.4.2. Widma ZWIGZKU 28 ....oeoiiiieiiieciiie ettt e et e e eaae s 54



6.4.3. Widma ZWIdZKU 3@ ...coooiiiieiiiiciieeceeee et
6.4.4. Widma ZWIGZKU 4 .....ooooiiiieiiieeeeee ettt et e et e e e ae e et eeaaeeenaee s
6.4.5. Widma ZWIGZKU S ....ooiiiiiicieeeeee et

7. Literatura



1. Wykaz stosowanych skrotow

AcOEt — octan etylu

APhos — (4-(N,N-dimetyloamino)fenylo)di-tert-butylofosfina
BINAP — 2,2’-bis(difenylofosfino)-1,1’-binaftyl

Boc — grupa fert-butoksykarbonylowa

Catacxium A — bis(adamant-1-ylo)-1-n-butylofosfina

CDI — N,N’-karbonylodiimidazol

Cy — grupa cykloheksylowa

CyJohnPhos — (bifen-2-ylo)dicykloheksylofosfina
DavePhos — 2-dicykloheksylofosfino-2’-(N,N-dimetyloamino)bifenyl
dba — dibenzylidenoaceton

DCC — N,N’-dicykloheksylokarbodiimid

DCE - 1,2-dichloroetan

DCM - dichlorometan

DIC — N,N’-diizopropylokarbodiimid

DIPEA — diizopropyloetyloamina

DMSO — dimetylosulfotlenek

DPEPhos — eter bis[2-(difenylofosfino)fenylowy]

dppf — 1,1’-bis(difenylofosfino)ferrocen

DTBMP — 2,6-di-tert-butylo-4-metylopirydyna

ECF — chloromréwczan etylu

EDC — chlorowodorek N-etylo-N’-(3-dimetyloaminopropylo)karbodiimidu
HRMS — wysokorozdzielcza spektrometria mas

i-Pr — grupa izopropylowa

IR — spektroskopia w podczerwieni

MCEF - chloromréwczan metylu

Me — grupa metylowa

MeCN - acetonitryl

NaHMDS — bis(trimetylosililo)amidek sodu

NMR - spektroskopia jadrowego rezonansu magnetycznego
Ph — grupa fenylowa

Pht — grupa ftalimidowa

PTLC — preparatywna cienkowarstwowa chromatografia cieczowa



RT — temperatura pokojowa

RuPhos — 2-dicykloheksylofosfino-2’,6’-diizopropoksybifenyl

SPhos — 2-dicykloheksylofosfino-2’,6’-dimetoksybifenyl

t-Bu — grupa tert-butylowa
TEA — trietyloamina
THF — tetrahydrofuran

TLC — cienkowarstwowa chromatografia cieczowa

Tabela 1. Akronimy struktur
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2. Cel i zalozenia pracy

Pochodne zwigzkéw naturalnych stanowig atrakcyjny obiekt badan dla naukowcow
zajmujacych si¢ projektowaniem nowych lekéw 1 substancji wykazujacych aktywnosc
biologiczng. Jednym z takich zwigzkéw naturalnych jest piperyna — z6tty, krystaliczny amid

I Zwigzek ten wykazuje powinowactwo

pozyskiwany z r6znych gatunkéw pieprzu.
do receptorow uczestniczacych w wielu procesach komorkowych. W Instytucie Biologii
Doswiadczalnej im. Marcellego Nenckiego PAN prowadzone sg badania nad wykorzystaniem
pochodnych piperyny jako substancji modulujacych aktywnos$¢ szlaku NFxB.

Celem mojej pracy bylo opracowanie oraz przeprowadzenie syntezy nowej,
nieodnotowanej dotychczas w literaturze czasteczki (Schemat 1), ktérg planuje si¢ zastosowac
do $ledzenia produktow koncowych tego szlaku. Czasteczka zostata zaprojektowana tak,
aby posiada¢ duze powinowactwo do biatek szlaku NFkB oraz wykazywa¢ fluorescencjg,
pozwalajac na $ledzenie lokalizacji tych biatlek w komoérce za pomocg mikroskopii optyczne;.
Sktada si¢ ona z dwodch zasadniczych czg$ci: (1) pochodnej piperyny, podstawionej
na amidowym atomie azotu grupami dopasowanymi do kieszeni biatek szlaku NFxB (amid
4,4’-sulfonylodianiliny i 4-metoksyaniliny) oraz (2) barwnika fluoroscencyjnego BODIPY,
podiaczonego przez likner. Synteza powinna dostarczy¢ produkt o wysokiej czystosci w ilosci
co najmniej 10 mg, wymaganej w badaniach biologicznych. Dodatkowo zwiazki posrednie
na wszystkich etapach syntezy nalezy w peti scharakteryzowa¢ za pomocg widm 'H NMR,

3C NMR, IR oraz HRMS.

barwnik fluorescencyjny pochodna piperyny
BODIPY wraz z linkerem

OMe

Schemat 1. Struktura zwigzku docelowego.
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3. Wstep literaturowy

3.1. Szlak NFkB?
Jadrowy czynnik transkrypcyjny NFkB odgrywa istotng role w licznych procesach

zachodzacych w komorkach. Kontroluje on ekspresje wielu gendéw, w tym tych
odpowiedzialnych za proliferacj¢ i wzrost komorek, czy syntez¢ inhibitoréw apoptozy.
Jadrowy czynnik transkrypcyjny NFkB pelni kluczowa funkcje w odpowiedzi
odpornosciowej, w szczegolnosci w reakcjach zapalnych. Reguluje on produkcje cytokin
i chemokin, réznicowanie si¢ limfocytow T czy aktywnos$¢ inflammasomow. Zaburzenia
dziatania NFkB moga prowadzi¢ do inicjacji procesow nowotworzenia i uodporniania si¢
zmian nowotworowych na stosowane terapeutyki. Zahamowanie aktywnosci jadrowego
czynnika transkrypcyjnego NFkB stato si¢ w ostatnich latach jedng ze strategii badanych

w kontek$cie nowych terapii przeciwzapalnych i przeciwnowotworowych.

3.1.1. Budowa bialek NFxB

Jadrowym czynnikiem transkrypcyjnym NFkB nazywa si¢ heterodimer zbudowany
z podjednostek biatkowych NFkB1 i1 RelA. Podjednostki te zaliczane sg do rodziny biatek
NF«B, w ktorej sktad wchodzi pie¢ biatek: NFkB1 (p50), NFkB2 (p52), RelA (p65), RelB
i cRel. Wszystkie charakteryzuja si¢ obecnosciag domeny RHD znajdujacej sie¢ w N-koncowym
odcinku tancucha peptydowego. Domena RHD — zbudowana z okoto 300 aminokwasow,
jest odpowiedzialna za utworzenie dimerow biatek NFkB oraz wykazuje oddziatywania
z biatkowymi inhibitorami jadrowego czynnika transkrypcyjnego IkB. W obrebie tej domeny
znajduje si¢ rowniez sekwencja odpowiedzialna za translokacj¢ czynnikow do jader
komoérkowych NLS. Biatka NFkB mozna podzieli¢ na dwie grupy ze wzgledu
na zréznicowanie ich C-konca. RelA, RelB oraz cRel charakteryzuja si¢ obecnoscia domeny
TAD odpowiedzialnej za aktywacje transkrypcji. NFkB1 1 NFkB2 — biatka nie zawierajace tej

domeny, odpowiadajg za hamowanie transkrypcji.

3.1.2. Aktywacja transkrypcji przez bialka NFkxB

W literaturze opisano trzy szlaki aktywacji transkrypcji przez NF«kB: klasyczny,
alternatywny oraz atypowy. Znaczenie fizjologiczne ostatniego z nich nie zostato dotychczas
jednoznacznie okreslone. Jadrowy czynniki transkrypcyjny NFkB wystepuje zdezaktywowany
w cytoplazmie. Aktywno$¢ czynnika jest ograniczona gtoéwnie poprzez niekowalencyjne
oddziatywanie z biatkami inhibitorowymi z grupy IkB. Analogicznie dezaktywnowane s3 inne

dimery biatek NFxB wykazujace zdolno$¢ do inicjacji transkrypcji, np. dimer NFxBI1 i c-Rel.
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Szlak klasyczny prowadzi do uwolnienia czynnikow transkrypcyjnych. Jest odpowiedzig
na obecno$¢ wirusdéw, cytokin prozapalnych lub lipopolisacharydow wchodzacych w sktad
otoczki bakterii Gram-ujemnych. Po zadziataniu bodzca dochodzi do aktywacji IKK — kinaz
inhibitorow jadrowego czynnika transkrypcyjnego NF«B, ktore katalizujg fosforylacje IxB.
Do fosforylowanych bialek kB przytaczajg si¢ nastepnie jednostki ubikwityny, co skutkuje
degradacja IxB w proteasomie 26S. Uwolniony czynnik transkrypcyjny ulega translokacji
do jadra, gdzie bierze udzial w transkrypcji. Kinazy IKK zaangazowane s3 réwniez w szlak
alternatywny. W odpowiedzi na obecno$¢ niektorych biatek lub cytokin z rodziny czynnikow
martwicy nowotworoOw TNF, kinazy IKK katalizujg fosforylacj¢ biatka p100. Biatko NFkB2,
powstate w wyniku nastepczej ubikwitynacji 1 proteolizy C-konca biatka p100, wigze si¢
z biatkiem RelB z utworzeniem aktywnego transkrypcyjnie heterodimeru. Szlak atypowy
nie zalezy od aktywnos$ci kinaz IKK. Jego aktywacja nastepuje na skutek uszkodzen DNA.
Fosforylacja inhibitorow IkB katalizowana jest przez kinaz¢ kazeinowg CK2. Wszystkie
trzy szlaki aktywacji transkrypcji tworzag w komorce uktad wzajemnych sprzezen zwrotnych —

zaréwno dodatnich jak i ujemnych.

3.1.3. Modulacja aktywno$ci NFkB przez amidy kwasu piperynowego’-

W literaturze wielokrotnie wykazano, ze piperyna posiada szereg aktywnos$ci
biologicznych, ~w  tym  antyoksydacyjng, przeciwzapalng, @ immunomodulacyjng
1 przeciwnowotworowa. Zwigzek ten jest zdolny do hamowania indukowanej czynnikami
martwicy nowotworow TNF-a aktywacji NFkB poprzez blokowanie aktywacji kinazy IKK.
W zwigzku z tym interesujaca wydaje si¢ by¢ taktyka projektowania w oparciu o strukture
piperyny lepszych wiodacych czasteczek terapeutycznych przeciwko réznym chorobom
zapalnym. Jedna z zaproponowanych w literaturze’ czasteczek jest (2E,4F)-5-(benzo[d][1,3]-
dioxol-5-yl)-N-(4-(hydroksymetylo)fenylo)penta-2,4-dienamid. Ta pochodna piperyny nie
tylko zmniejsza aktywno$¢ kinaz IKK, ale réwniez oddzialowuje z reszta lizyny 310
podjednostki RelA, zapobiegajac jej acetylacji — procesowi niezbgdnemu w celu osiagnigcia

pelnej aktywnosci jadrowego czynnika transkrypcyjnego NFxB.

3.1.4. Modulacja aktywnos$ci NFxB przez 4,4’-sulfonylodianiling?-1!
4,4’-sulfonylodianilina jest zwigzkiem chemicznym o szerokim zastosowaniu
medycznym. Substancja ta zostala wpisana na liste lekow podstawowych Swiatowej
Organizacji Zdrowia. 4,4’-sulfonylodianilina zalecana jest w leczeniu tragdu, profilaktyce
malarii czy zapobieganiu pneumocystozie i toksoplazmozie u oséb ze stabsza odpornoscia.

Lek oprocz wiasciwosci przeciwbakteryjnych czy przeciwzarodZzcowych wykazuje rowniez
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dziatanie przeciwzapalne oraz immunomodulujace. Stosowanie skutkuje obnizeniem poziomu
cytokin, czynnikow martwicy nowotworow TNF-o oraz hamowaniem aktywnosci NFxB —

mechanizm tych dziatan nie zostal dotad zbadany.

3.2. Zastosowanie zjawiska fluorescencji w badaniach biologicznych!!
Mikroskopia fluorescencyjna jest powszechnie stosowang technika obrazowania
w mikrobiologii. Metoda ta opiera si¢ na zjawisku fluorescencji, czyli zjawisku emisji §wiatta
widzialnego na skutek powrotu molekuty ze stanu elektronowego wzbudzonego
do podstawowego o tej samej multipletowosci. Techniki te umozliwiaja oznaczenie lokalizacji
wybranych substancji lub makromolekul, np. biatek, w danych organellach komoérkowych.
Fluorescencja lokalizowanego celu moze by¢ jego cecha natywna, wynikajaca z obecnosci
fluorochromu wewngtrznego, lub wynikiem oddziatywania z odpowiednio zaprojektowanym
fluorochromem zewnetrznym charakteryzujacym si¢  specyficznym oddzialywaniem
z badanym celem. Intensywno$¢ i barwa otrzymanego sygnatu moga by¢ zalezne od wielu
czynnikow, takich jak: pH, lepkos$¢ osrodka, czy obecno$¢ niektdrych jondw. Zalezno$é
ta pozwala na zastosowanie obrazowania fluorescencyjnego w badaniach analitycznych

ilosciowych jak 1 jako$ciowych.

3.2.1. Pochodne 4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacenu'?

Jedng z grup barwnikéw wykorzystywanych w obrazowaniu fluorescencyjnym
sa barwniki BODIPY. Barwniki BODIPY to pochodne 4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-
indacenu charakteryzujace si¢ waskim pasmem emisji, wysoka wydajnoscig kwantowa
fluorescencji 1 wysokim wspotczynnikiem ekstynkcji. Szeroki zakres zastosowania wynika
z ich charakteru hydrofobowego, dobrej stabilno$ci fotochemicznej i niewielkiej wrazliwo$ci
na zmiany pH oraz polarnos$¢ rozpuszczalnika. Co kluczowe, barwniki BODIPY moga by¢,
bez utraty wiasciwosci fluorescencyjnych, koniugowane z wieloma typami czgsteczek,
umozliwiajgc otrzymanie sond molekularnych mogacych selektywnie taczy¢ si¢ z peptydami,
biatkami czy lipidami, co pozwala na §ledzenie ich translokacji w trakcie badanych procesow

zachodzacych w komorkach.
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3.3. Strategia i metodyka syntezy

Zaprojektowana molekuta to zwigzek wielofunkcyjny zawierajacy dwa ugrupowania
amidowe 1 jedng grupe sulfonowa. Jej analiza retrosyntetyczna wskazuje na $Sciezke syntezy
oparta na kolejnym tworzeniu wigzan C-N, poprzez acylowanie jednej z grup aminowych
oraz arylowanie i acylowanie drugiej grupy aminowej (Schemat 2). Strategia opiera si¢ wigc
na rozbudowywaniu dostgpnej komercyjnie 4,4’-sulfonylodianiliny. Ze wzgledu na obecnos¢
dwoéch rownocennych grup aminowych w tym zwigzku wyjsciowym, konieczne bedzie
zabezpieczenie jednej z grup aminowych w celu zapewnienia selektywnosci przeprowadzanych

reakcji.

OMe

Schemat 2. Kluczowe dyskoneksje retrosyntetyczne w strukturze zwigzku docelowego.

3.3.1. Zabezpieczanie grup aminowych!?

W celu przeprowadzenia reakcji w sposob selektywny na jednej z wielu podobnych grup
zwigzku wielofunkcyjnego nalezy ograniczy¢ reaktywno$¢ pozostatych, mogacych reagowac
grup poprzez ich zwigzanie z odpowiednimi grupami zabezpieczajagcymi. Idealng grupe
zabezpieczajaca cechowalaby wysoka wydajnos¢ 1 selektywnos¢ w reakcji zabezpieczania,

stabilno§¢ w warunkach planowanych reakcji oraz mozliwo$¢ wydajnego jej zdejmowania.

Reaktywno$¢ grupy aminowej mozna ograniczy¢ poprzez przeprowadzenie aminy
w jej pochodne, ktore wykazuja wickszag zawade steryczng — np. benzyloaminy,
badz charakteryzuja si¢ nizsza nukleofilowoscig atomu azotu — np. w amidy, imidy,

czy karbaminiany.

Pierwsza z wymienionych mozliwosci, tj. przeprowadzenie aminy w amid, jest jedna
z najbardziej elementarnych metod zabezpieczania amin. Amidy cechuje wysoka stabilnos¢,
co w licznych syntezach stanowi problem, poniewaz zdjecie grupy zabezpieczajgcej poprzez
hydrolize wymaga zastosowania ostrych warunkow i cechuje si¢ niskg selektywnoscia

wzgledem réznych grup amidowych obecnych w czasteczce. Alternatywng metoda
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zabezpieczenia grupy aminowej jest przeprowadzenie jej w imid. Najczesciej stosowane sg
pochodne ftalimidowe, otrzymywane w reakcji aminy z bezwodnikiem ftalowym (Schemat 3a).
Zwiazki te cechuje nieco nizsza stabilno$¢ hydrolityczna od amidow, przez co zabezpieczenie
moze zosta¢ selektywne usunigte. Co wigcej, ftalimidy reaguja tatwo z hydrazyng
z wytworzeniem ftalohydrazydu, oferujac dodatkowy sposob odbezpieczania (Schemat 3a),
kompatybilny np. z amidami, ktoére nie reaguja z hydrazyng w tak tagodnych warunkach.
Kolejnym sposobem zabezpieczania amin jest tworzenie karbaminiandw. S3 one bardzo
odporne na hydrolizg, jednak zastosowanie odpowiednich labilnych podstawnikéw po stronie
alkoksylowej, umozliwia ich tatwe usuniecie w $cisle okreslonych warunkach. Do najczesciej
stosowanych w zabezpieczaniu amin karbaminiandw nalezy Boc (Schemat 3b). Grupa ta ulega
tatwemu odszczepieniu w warunkach kwasnych, poprzez tworzenie stabilizowanego kationu

tert-butylowego (Schemat 3b).

0
0
0
N,H,
(a) R=NH; 9 R-N \ = R-NH,
O O
(R—NPht) NH
NH
o)
O O

BuO™ O° Ot-Bu o OH

H+
b) R-NH - R-NH
() 2 R—N)J\Ot-Bu N R—N/go N\ 2
H H
(R—NHBoc) \OV CO,

Schemat 3. Zabezpieczanie i odbezpieczanie amin w formie (a) ftalimidow oraz (b) karbaminianoéw tert-
butylowych.
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3.3.2. Arylowanie amin'4

Ze wzgledu na powszechne wystgpowanie arylowanych amin w farmaceutykach,
produktach naturalnych, materiatach organicznych 1 katalizatorach, metody ich selektywnego
otrzymywania z wysokimi wydajno$ciami stanowig obiekt wielu badan. Aminy arylowane
historycznie otrzymywano poprzez redukcje¢ nitrozwiazkow, badz w wyniku substytucji
aromatycznej. Reakcje te ze wzgledu na liczne ograniczenia zwigzane z warunkami
ich prowadzenia, niskimi wydajnosciami, niskg regioselektywnoscia 1 koniecznos$cig
zabezpieczania réznych grup funkcyjnych sg obecnie rzadko stosowane. Praktycznie
w zupetnos$ci zostaly wyparte przez metody katalitycznego sprze¢gania halogenkéw arylu
z aminami z zastosowaniem kompleksow metali przejsciowych. Historycznie pierwsza
opracowang metodg tego typu byto sprzgganie Ullmana/Goldberg wykorzystujace zwigzki
miedzi. Mimo wielu zastosowan, charakteryzuje si¢ ono zwykle konieczno$cig uzycia wysokiej
temperatury i polarnych rozpuszczalnikow, ograniczajacych zakres stosowalnosci.!> W chwili
obecnej dominujagcg metoda arylowania amin jest reakcja Buchwalda-Hartwiga z uzyciem
katalizatoréw palladowych. Reakcja ta ma liczne zalety: moze by¢ prowadzona w obecnos$ci
matej ilosci katalizatora, czgsto 1% lub mniej, dostepne jest wiele ligandow umozliwiajacych
osiggniecie wysokiej reaktywnos$ci w fagodnych warunkach (np. fosfiny lub N-heterocykliczne
karbeny), mozna w niej stosowac¢ szerokie spektrum rozpuszczalnikow.!®

Aktywng forma katalizatora w reakcji Buchwalda-Hartwiga sa kompleksy palladu(0).
Ogo6lny mechanizm , podobnie jak w innych procesach sprzegania katalizowanych palladem(0),
jest ztozony trzech podstawowych etapoéw: (1) utleniajacej addycji halogenku arylowego
do kompleksu palladu(0), dajacej kompleks palladu(ll) zawierajacy ligand arylowy;
(2) wymiany ligandu, podczas ktorej amina jest wprowadzana do kompleksu i1 deprotonowana,
zastepujac halogenek; (3) redukcyjnej eliminacji, tworzacej wigzanie Ar—N 1 odtwarzajace;]
katalizator (Schemat 4). Na kazdym etapie mechanizmu atom palladu jest kompleksowany
przez dodatkowy ligand L (np. fosfing), ktory ma za zadanie zapobiezenie agregacji palladu(0)

oraz polepszenie reaktywnosci komplekséw w poszczegdlnych etapach reakeji.
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Schemat 4. Ogélny mechanizm reakcji Buchwalda-Hartwiga.

Ze wzgledu na mozliwo$¢ zniszczenia katalitycznie aktywnych kompleksoéw palladu(0)
przez utlenianie tlenem z powietrza, sprzeganie halogenkéw z aminami prowadzi si¢
w atmosferze gazu obojetnego. Z tego samego powodu stosuje si¢ prekatalizatory, bedace
stabilnymi na powietrzu zwigzkami palladu, ktére dopiero w $rodowisku reakcji ulegaja
przeksztalceniu w aktywne katalizatory. Prekatalizatory moga mie¢ forme¢ odpornych
na utlenianie komplekséw palladu(0), np. Pdz(dba);, ktore w mieszaninie reakcyjnej
wymieniajg ligand na wilasciwy do prowadzenia reakcji. Alternatywnie, mozna stosowac
prekatalizatory bedace kompleksami palladu(Il), ulegajagcymi in situ redukcji do aktywne;j
formy palladu(0). Szczegdlnym rodzajem prekatalizatorow zawierajacych pallad(Il) sg tzw.
katalizatory Buchwalda.!” Ich wspotczesna generacja (G3) to kompleksy Pd(II) zawierajace
jako ligandy 2-aminobifenyl, mesylan oraz fosfing (ktora jest wlasciwym ligandem L biorgcym
udziat katalizie). W warunkach reakcji w obecnosci zasady podlegaja one szybkiej aktywacji
poprzez deprotonowanie grupy aminowej i nastgpcza redukcyjng eliminacyj¢ karbazolu.
Prowadzi to do ilo§ciowego otrzymania niskoskoordynowango, a przez to bardzo aktywnego,

kompleksu LPd(0) (Schemat 5).
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Schemat 5. Aktywacja prekatalizatorow Buchwalda G3.

3.3.3. Otrzymywanie amidow z uzyciem aktywacji kwasow karboksylowych!®

Ugrupowanie amidowe wystepuje w wielu prostych jak i rozbudowanych zwigzkach
chemicznych o duzym znaczeniu. W przyrodzie amidy stanowig podstawg struktury biatek.
Syntetyczne amidy charakteryzuje szeroki zakres zastosowan — od lekdw po tworzywa
sztuczne.

Najczesciej stosowang metodg syntezy amidow jest ich otrzymywanie w wyniku
acylowania amin. Jednakze uzyskanie amidu w bezposredniej reakcji miedzy kwasem
karboksylowym i aming jest reakcja trudng. Dopiero w ostatnich latach opracowano szereg
metod katalitycznych, pozwalajacych wykona¢ taka transformacje, ale metodologia ta jest
jeszcze na wezesnym etapie rozwoju.!® W chwili obecnej najefektywniejsza droga syntezy
amidow jest uprzednia aktywacja kwasow karboksylowych w postaci r6znych pochodnych,
o zwigkszonej elektrofilowosci grupy karbonlowe;.

Jedna z najstarszych, ale w dalszym ciggu powszechnie stosowang metoda aktywacji
kwasow karboksylowych jest ich przeksztatcenie w chlorki kwasowe. Reakcje otrzymywania
amidow z uzyciem chlorkow kwasowych przeprowadza si¢ zazwyczaj dwuetapowo. Najpierw
otrzymuje si¢ chlorek kwasowy, a nastepnie dodaje aminy. Chlorek kwasowy mozna otrzymac
w reakcjach migdzy kwasem karboksylowym a odczynnikami takimi jak chlorek tionylu
czy chlorek oksalilu. Mechanizm obu reakcji zostat przedstawiony na Schemacie 6.
Zastosowanie tych odczynnikoéw do syntezy chlorkéw kwasowych wigze si¢ z powstawaniem
kwasu chlorowodorowego. Wiele substratéw moze by¢ wrazliwych na dziatanie HCl —
np. aminokwasy z zabezpieczeniem -Boc moga ulega¢ deprotekcji. Istnieja metody
otrzymywania chlorkow kwasowych w srodowisku obojetnym, np. przy uzyciu PhsP w CCly,

jak 1 zasadowym — za pomocg chlorku cyjanurowego w obecnos$ci zasady.
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Schemat 6. Mechanizm otrzymywania chlorkéw kwasowych z kwaséw karboksylowych z uzyciem chlorku
tionylu i chlorku oksalilu.

Otrzymane chlorki kwasowe wykazuja wysoka aktywnos$¢ w reakcjach acylowania
amin. Reakcje otrzymywania amidéw za posrednictwem chlorkow kwasowych prowadzi si¢
w zasadowych warunkach w celu uniknigcia przeksztatlcenia aminy w niereaktywny
chlorowodorek oraz zapobiegnigcia hydrolizy kwasowej produktu z udzialem powstajacego
w reakcji HCl. W celu zapewnienia zasadowego s$rodowiska reakcji dodaje si¢ aminy
trzeciorzedowe, np. DIPEA czy TEA. Chlorki kwasowe zawierajace atomy wodoru w pozycji
a moga w takich warunkach ulega¢ eliminacji prowadzacej do powstania ketenow. Keteny
w reakcji z aming dajg amid, taki sam jak w wyniku reakcji z chlorkiem kwasowym.
Zachodzenie reakcji przez keteny uznaje si¢ za przyczyng racemizacji w reakcji otrzymywania
amidow z uzyciem chlorkow kwasowych. Ograniczenia zwigzane z uzyciem chlorkow
kwasowych wynikajg rowniez z mozliwosci zachodzenia na obu etapach syntezy pobocznych
reakcji hydrolizy, odbezpieczenia grup funkcyjnych, czy tworzenia si¢ bezwodnikow.

Alternatywng dwuetapowa metodg otrzymywania amidow jest przeksztatcenie kwasow
karboksylowych w bezwodniki mieszane. Jednym z powszechnie stosowanych odczynnikow
jest chloromréwczan etylu (ECF). Reakcja kwasu karboksylowego z ECF prowadzi
do otrzymania bezwodnika mieszanego zawierajacego grup¢ weglanowa. Produkty uboczne
otrzymywania amidow ta metodg s3 stosunkowo niereaktywne i moga by¢ latwo usuwane

ze srodowiska reakcji ekstrakcja do fazy wodnej (Schemat 7).
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Schemat 7. Otrzymywanie amidow poprzez aktywacj¢ kwasu karboksylowego w formie mieszanego
bezwodnika.

Kolejnym odczynnikiem do aktywacji kwasow karboksylowych, znajdujacym
zastosowanie m. in. w przemysle farmaceutycznym,?” jest karbonylodiimidazol (CDI). Reakcja
kwasu karboksylowego z CDI prowadzi do wytworzenia acyloimidazolu, wykazujacego
wysoka reaktywno$¢ wobec amin (Schemat 8). Istotng zaleta tej metody w poréwnaniu
z przedstawionymi powyzej jest jej jednoetapowos¢ — CDI dodaje si¢ bezposrednio

do mieszaniny kwasu karboksylowego 1 aminy.
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Schemat 8. Otrzymywanie amidow poprzez aktywacj¢ kwasu karboksylowego za pomoca CDI.

Reaktywne czynniki acylujagce mozna roéwniez uzyska¢ w reakcji kwasu
karboksylowego z karbodiimiadami. Pdobnie jak w przypadku reakcji z CDI, tutaj rowniez
dodaje si¢ karbodiimid, np. DCC, EDC lub DIC, bezposrednio do mieszaniny kwasu
karboksylowego zaming. Ogodlny mechanizm kondensacji przy uzyciu karbodiimiadow
przedstawiono na Schemacie 9. Produktem ubocznym reakcji jest odpowiedni podstawiony

mocznik.
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Schemat 9. Otrzymywanie amidow poprzez aktywacj¢ kwasu karboksylowego za pomoca karbodiimidu.

W ostatnich latach popularno$¢ jako czynnki aktywujace w reakcjach otrzymywania
amidow zyskaly sole uroniowe zawierajace N-hydroksybenzotriazol lub jego pochodne.
Odczynniki te umozliwiajg szybkie i wydajne tworzenie wigzan amidowych i moga by¢ bardzo
przydatne do sprzggania sterycznie zabudowanych aminokwasow w syntezie peptydow.
Stosuje si¢ je w obecnosci zasadu (np. DIPEA) 1 ich dziatanie polega na przeksztatceniu
karboksylanu w aktywny ester z N-hydroksybenzotriazolem, stanowigcy wilasciwy czynnik
acylujacy (Schemat 10). Sole uroniowe, takie jak: HATU, HBTU, czy HBPyU, znalazly

szerokie zastosowanie w syntezie peptydow zarowno w roztworach jak i na fazie state;j.
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Schemat 10. Otrzymywanie amidow poprzez aktywacje kwasu karboksylowego za pomocg soli uroniowej
HATU.

Ze wzgledu na obecno$¢ ugrupowania benzotriazolowego sole uroniowe zostaly
sklasyfikowane jako potencjalne materiaty wybuchowe.?! Przypisanie im tej kategorii sprawito,
ze ich ekonomiczny transport i przechowywanie staje si¢ coraz trudniejszy. W poszukiwaniu
skutecznych zamiennikOw, opracowane zostaly nowe generacje soli uroniowych pozbawionych
tego ugrupowania. Jednym z nowoopracowanych czynnikow aktywujacych kwasy
karboksylowe jest COMU, ktérego reaktywnos$¢ jest porownywalna a czasem nawet wyzsza
niz HATU. W przypadku tego odczynnika, kwas ulega aktywacji w postaci estru z N-
hydroksyiming, o strukturze zoptymalizowanej, aby uczyni¢ z niej jak najlepsza grupe

odchodzaca (Schemat 11).
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Schemat 11. Otrzymywanie amidow poprzez aktywacj¢ kwasu karboksylowego za pomocg soli uroniowej
COMU.
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4. Wyniki wlasne
4.1. Plan syntezy

W oparciu o ogdlng strategi¢ syntezy oraz analize literatury zaprezentowane w czesci
3.3, zaplanowano otrzymanie czasteczki docelowej w sekwencji reakcji przedstawionej
na Schemacie 12. Synteza obejmie nast¢pujace etapy: (1) zabezpieczenie jednej z grup
aminowych 4,4’-sulfonylodianiliny; (2) wprowadzenie grupy 4-metoksyfenylowej poprzez
sprzeganie krzyzowe C—N typu Buchwalda-Hartwiga; (3) acylowanie aminy drugorz¢dowe;j
za pomocg aktywowanej pochodnej kwasu piperynowego; (4) odbezpieczenie grupy aminowej;
(5) acylowanie aminy pierwszorzedowe] z uzyciem aktywowanego kwasu 4-BODIPY-
butanowego.

W etapie pierwszym zostang przygotowane pochodne 4,4’-sulfonylodianiliny
zawierajace rozne grupy zabezpieczajace, poniewaz moga one wykazywac inng skutecznos$¢
w kolejnych etapach syntezy. Procedury syntetyczne na pozostatych etapach zostang poddane
wyczerpujacej optymalizacji, tak aby osiagna¢ jak najwyzsza wydajnos¢ catej sekwencji.
W szczeg6lnosci, w reakeji sprzegania krzyzowego Buchwalda-Hartwiga (etap 2) zostang
przetestowane roznorodne uktady katalityczne (prekatalizatory, ligandy; patrz cze$¢ 3.3.2)
oraz dobrane odpowiednie rozpuszczalnik 1 zasada. Z kolei dla procesow acylowania aminy
(etapy 3 i 5), beda zbadane r6ézne sposoby aktywacji kwaséw karboksylowych, omoéwione

w czesS¢ 3.3.3.
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Schemat 12. Plan syntezy zwiazku docelowego (PG=grupa zabezpieczajaca).
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4.2. Zabezpieczanie grup aminowej 4,4’-sulfonylodianiliny

Biorac pod uwage aspekty omowione w cz¢sci 3.3.1, postanowiono zsyntezowaé dwie
pochodne 4,4’-sulfonylodianiliny z grupa aminowa zabezpieczong, odpowiednio, w postaci
ftalimidu (Pht) oraz karbaminianu tert-butylowego (Boc). Obie te grupy zabezpieczajace
powinny by¢ stabilne w warunkach kolejnych etapow syntezy oraz ulega¢ selektywnemu
odbezpieczeniu w obecnosci grupy amidowe;.

Reakcja zabezpieczania jednej z grup aminowych 4,4’-sulfonylodianiliny w postaci
ftalimidu jest opisana w literaturze?? i przeprowadzono ja wedlug istniejacego przepisu
(Schemat 13). Reakcja niestety nie wykazuje selektywno$ci — w sposéb statystyczny zachodzi
nastepcze przeksztalcenie produktu 1a w zwigzek z dwoma grupami ftalimidowymi. Zgodnie
z raportem literaturowym, w reakcji zastosowano 0.91 ekwiw. bezwodnika ftalowego,
co prowadzi do optymalnej wydajnosci pozadanego zwigzku, ktorego otrzymano 47%
po oczyszczeniu za pomocg chromatografii kolumnowej od nieprzereagowanego substratu

1 ubocznego produktu z podwdjnym zabezpieczeniem.

o)
o)
o, 0 o) o, 0
H,N NH, pirydyna, 100 °C PhtN NH,
1,5 godz. 1a

47% (1,51 g)
Schemat 13. Zabezpieczenie 4,4’-sulfonylodianiliny grupa ftalimidowa.

Z kolei nie ma literaturze doniesienia o syntezie 4,4’-sulfonylodianiliny z jedng grupa
aminowg zabezpieczong przez Boc. Zastosowano wigc typowa procedure, uzywajac 0.91
ekwiw. diweglanu di-fert-butylu, w obecnosci weglanu potasu (Schemat 14). Roéwniez w tym
wypadku zaobserwowano tworzenie podwojnie zabezpieczonego produktu ubocznego.

Pozadany produkt 1b po oczyszczeniu otrzymano z wydajnoscig 27%.
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Schemat 14. Zabezpieczenie 4,4’-sulfonylodianiliny grupa fert-butoksykarbonylowa.

4.3. Arylowanie pochodnych 4,4’-sulfonylodianiliny

W kolejnym etapie podjeto si¢ optymalizacji reakcji arylowania grupy aminowej
w zwigzku 1a za pomoca 4-bromoanizolu w warunkach sprzegania krzyzowego Buchwalda-
Hartwiga.

W pierwszej kolejnosci przetestowano rozne uktady katalityczne, tj. prekatalizatory
i ligandy (Tabela 2). Ewaluacji poddano 22 katalizatory palladowe (poz. 1-22) i jeden oparty
na miedzi (poz. 23). W trzech przypadkach zastosowano jako zrodto palladu kompleks
Pdx(dba);-CHCI; (poz. 1-3), zawierajacy od razu pallad(0), w kombinacji z roznymi ligandami
fosfinowymi. Kolejne dwie reakcje przeprowadzono stosujac prekatalizatory zawierajace
pallad(Il) z dodatkiem odpowiednich ligandow (poz. 4-5). Wreszcie przetestowano seri¢
prekatalizatorow Buchwalda typu G3 (zob. Schemat 5), z r6znymi fosfinami (poz. 6-22).
W reakcji katalizowanej miedzia, uzyto kombinacji jodku miedzi(I) z proling, jako ligandem.
Wszystkie reakcje prowadzono w temperaturze 100 °C przez 22 godziny. Dla danego uktadu
katalitycznego stosowano warunki, ktore wczesniej byly opisane w literaturze jako
standardowe, w wickszosci wypadkdéw uzyto fert-butanolanu sodu jako zasady oraz toluenu
jako rozpuszczalnika. Wynik reakcji ustalono na podstawie widm 'HNMR surowych
mieszanin poreakcyjnych (po filtracji przez krotkg warstwe silikazelu, odparowaniu
i rozpuszczeniu w CDCI3). Produkty identyfikowano na przez poréwnanie z widami czystych
probek wyizolowanych z wybranych mieszanin reakcyjnych za pomocag PTLC.

W zadnej z przeprowadzonych reakcji nie zaobserwowano tworzenia si¢ pozadanego
produktu. Jednakze w kilku przypadkach wykryto zwigzki z utworzonym w wyniku sprzegania
krzyzowego wigzaniem C-N (czasem wigcej niz jednym), pozbawione zabezpieczenia
ftalimidowego (2x, 2y, 2z). Wynika stad, ze grupa ftalimidowa jest labilna w zastosowanych
warunkach reakcji, jednak pozadane sprzeganie ma miejsce. W szczegolnos$ci, najaktywniejsze

okazaty si¢ prekatalizatory Buchwalda Pd G3 zawierajace ligandy #~-BuBrettPhos, BrettPhos,
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AdBrettPhos, RockPhos, DTBMPPhos (odpowiednio poz. 6-10). Zostaly one wigc wybrane
do dalszych etapow optymalizacji.

Tabela 2. Ewaluacja uktadow katalitycznych.

ONpS;
supmege!
-R
H,N ox N

Br

(7

L
PhtN NH

1a

(1,1 ekwiw.)

prekatalizator
(+ligand)
zasada (2 ekwiw.)

rozpuszczalnik
100 °C, 22 godziny

Wydajno$¢ wyznaczona na

Lp.  Prekatalizator (+ligand) Zasada, rozpuszczalnik podstawie 'H NMR (%)
2x 2y 2z
1 1,5% Pd»(dba);:CHCIl; + 3% XantPhos t-BuONa, toluen - - -
2 1% Pd»(dba);*CHCIl; + 6% t-BusP t-BuONa, toluen - - -
3 1,5% Pd,(dba);*CHCIl; + 3% BINAP t-BuONa, toluen - - -
4 3% Pd(OAc), + 6% XPhos Cs,COs3, toluen/t-BuOH - - -
5 3% Pd(dppf)Cl, DCM + 3% dppf t-BuONa, toluen 5 - -
6 3% t-BuBrettPhos Pd G3 t-BuONa, toluen 33 17 17
7 3% BrettPhos Pd G3 t-BuONa, toluen 13 7 19
8 3% AdBrettPhos Pd G3 t-BuONa, toluen 11 7 7
9 3% RockPhos Pd G3 t-BuONa, toluen 27 7 5
10 3% DTBMPPhos Pd G3 t-BuONa, toluen 27 14 -
11 3% t-BuXPhos Pd G3 t-BuONa, toluen 14 - -
12 3% RuPhos Pd G3 t-BuONa, toluen 10 - -
13 3% APhos Pd G3 t-BuONa, toluen 3 - -
14 3% Catacxium A Pd G3 t-BuONa, toluen - - -
15 3% JosiPhos Pd G3 t-BuONa, toluen - - -
16 | 3% SPhos Pd G3 t-BuONa, toluen - - -
17 3% t-BusP Pd G3 t-BuONa, toluen - - -
18 3% CysP Pd G3 t-BuONa, toluen - - -
19 3% JackiePhos Pd G3 t-BuONa, toluen - - -
20 3% DavePhos Pd G3 t-BuONa, toluen - - -
21 3% CyJohnPhos Pd G3 t-BuONa, toluen - - -
22 3% DPEPhos Pd G3 t-BuONa, toluen - - -
23 10% Cul + 20% L-prolina K,COs3;, DMSO - - -
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Najbardziej prawdopodobnym powodem utraty zabezpieczajacej grupy ftalimidowej
bylo zastosowanie w reakcji mocnej zasady — fert-butanolanu sodu. Stad, postanowiono
zastapi¢ ja stabszymi zasadami nieorganicznymi — KyCO;, Cs2CO3 oraz K3POas.
Przeprowadzono szereg reakcji arylowania zwigzku 1a w obecnosci tych zasad oraz,
dodatkowo, w trzech réznych rozpuszczalnikach (toluen, tert-butanol i 1,4-dioksan), stosujac
prekatalizator RockPhos Pd G3, ktory poprzednio wykazal najlepsza selektywnos¢
monoarylacji (Tabela 2, poz. 9). Co wiecej, czas reakcji skrécono do 1 h.

Otrzymane wyniki podsumowano w Tabeli 3. Zdecydowanie najlepsze wyniki
otrzymano w reakcjach prowadzonych w 1,4-dioksanie, w ktorych pozadany produkt 2a
tworzyt si¢ z wydajno$cia ok. 40%, niezaleznie od zastosowanej zasady (poz. 7-9). W dalszym
ciggu nastepowalo czeéciowa utrata zabezpieczenia ftalimidowego i generowanie produktu

ubocznego 2x, jednak w znacznie mniejszym stopniu niz wczesniej.

Tabela 3. Ewaluacja rozpuszczalnikdéw i zasad.

Br

(1,1 ekwiw.)
9 0.0
L EEERT s oy
PhtN/©/ \©\NH2 rozpuszczalqik, 100 °C PhtN N
1 godzina H
1a 2a
Wydajno$¢ wyznaczona na
Lp. Rozpuszczalnik Zasada podstawie "H NMR (%)
2a 2x
1 toluen Cs2COs 9 6
2 toluen K>CO;s - -
3 toluen K3PO4 - -
4 tert-BuOH Cs,CO3 18 14
5 tert-BuOH K2CO3 3 2
6 tert-BuOH K3POg4 9 7
7 1,4-dioksan Cs,COs 41 13
8 1,4-dioksan K>COs 43 9
9 1,4-dioksan K3PO4 43 13

Biorgc pod uwage wysoka skuteczno$¢ 1,4-diokasanu jako rozpuszczalnika
w optymalizowanej reakcji Buchwalda-Hartwiga, przeprowadzono jeszcze test 5 wczesniej

wytypowanych prekatalizatorow w tym rozpuszczalniku, w obecnosci trzech r6znych zasad
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(Tabela 4). Podobnie jak w Tabeli 3, reakcje prowadzono przez 1 h w temperaturze 100 °C.

Najwyzsza wydajnos¢ pozadanego produktu, 55%, otrzymano, gdy prekatalizatorem byt

BrettPhos Pd G3, a zasada weglan cezu (poz. 4).

Tabela 4. Ostateczny dobor warunkow reakcji.

/©/OM6
Br

(1,1 ekwiw.)
3% prekatalizator

ONpe zasada (2 ekwiw.) /@)S//\@\ /©/0Me
/©/ \©\ 1,4-dioksan, 100 °C
PhtN NH, 1 godzina PhtN ”
1a 2a
Wydajno$¢ wyznaczona na podstawie 'H NMR
Lp. Prekatalizator Zasada (%)
2a 2x
1 t-BuBrettPhos Pd G3 Cs2CO; 40 20
2 t-BuBrettPhos Pd G3 K3POq4 - 50
3 t-BuBrettPhos Pd G3 t-BuONa 7 7
4 BrettPhos Pd G3 Cs2COs 55 15
5 BrettPhos Pd G3 K3POg4 45 10
6 BrettPhos Pd G3 t-BuONa - 22
7 AdBrettPhos Pd G3 Cs2CO3 - 47
8 AdBrettPhos Pd G3 K3POy4 - 33
9 AdBrettPhos Pd G3 t-BuONa - -
10 RockPhos Pd G3 Cs2COs 41 13
11 RockPhos Pd G3 K3PO4 43 9
12 RockPhos Pd G3 t-BuONa - 17
13 DTBMPPhos Pd G3 Cs2COs 20 7
14 DTBMPPhos Pd G3 K3PO4 13 5
15 DTBMPPhos Pd G3 t-BuONa - -

Ostatnim etapem optymalizacji byt dobor

wydajnosci reakcji zakonczonych po

czasu reakcji. Tabela 5 przedstawia

roznym czasie. Pelng konwersje substratu

zaobserwowano po 3 godzinach (poz. 2). Po tym czasie réwniez wydajno$¢ pozadanego

produktu byta najwyzsza. Dluzsze prowadzenie reakcji prowadzi do stopniowej deprotekcji

funkcji aminowej (poz.

za satysfakcjonujaca.
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Tabela 5. Dobor czasu reakcji.

Br

(1,1 ekwiw.)
O\\ ,/O 3% BrettPhos Pd G3 O\\ ,/O
H o]
PhtN NH, 1,4-dioksan, 100 °C PhtN N
czas H
1a 2a
. ¥4 1ol ()
Lp. Czas reakei Wydajnos$¢ wyznaczona na podstawie 'H NMR (%)
2a 2x
1 1h 55 15
3h 79 21
3 24 h 71 28

Zoptymalizowane warunki reakcji sprzegania krzyzowego =zostaly zastosowane
do syntezy zwiazkow 2a i 2b w duzej skali. Wyizolowano masy substancji odpowiadajace

wydajno$ciom odpowiednio 79% 1 87% (Schemat 15).

Br

(1,1 ekwiw.)
o, .0
(@) ONpe) 3% BrettPhos Pd G3 N oM
PhtN NH, 14-dioksan, 100°c  PhtN N
1a 3 godz. 2a
79% (914 mg)
Br
(1,1 ekwiw.)
() o, 0 3% BrettPhos Pd G3 0,0
/©/8\©\ Cs,CO03 (1,5 ekwiw.) /©/S\©\ OMe
BocHN NH, 14-dioksan, 100°C  BocHN HL ]
1b 3 godz. ob

87% (330 mg)

Schemat 15. Arylowanie pochodnych 4,4’-sulfonylodianiliny.
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4.4. Acylowanie aminy drugorzedowej

Kolejnym etapem syntezy jest acylowanie aminy drugorzedowej. W celu wyboru

najodpowiedniejszej metody przeprowadzono szereg reakcji w  matej skali

mi¢dzy zwiazkiem 2a i roéznie aktywowanymi pochodnymi kwasu piperynowego. Uzyto
standardowych dla poszczeg6lnych metod warunkow aktywacji kwasu i samego acylowania.

W Tabeli 6 przedstawiono wydajnosci tworzenia zwigzku 3a w poszczegolnych reakcjach,

ustalone na podstawie analizy mieszanin poreakcyjnych za pomoca spektroskopii 'H NMR.

Tabela 6. Ewaluacja metod acylowania grupy aminowej w zwiagzku 2a.

.
0.0 X NS O
S OMe >
OO °
PhtN N
H

2a

)
N o)

HO >

o

+ aktywator

O\\S//O
IOROW:
PhtN N NS

3@ Ome

Wydajno$¢ reakcji
Wyznaczona na

Lp. = Warunki aktywacji kwasu Warunki acylowania podstawie 'H NMR
(%)
1 EDC, DCM bez oddzielnej aktywacji, RT, 24 h -
2 | DCC, toluen bez oddzielnej aktywacji, 100 °C, 24 h -
3 | CDI,DCM,RT,4h DCM, RT, 24 h -
4 | MCF, TEA,DCM, RT, 1 h DCM, RT, 24 h -
5 | HATU, DIPEA, DCM bez oddzielnej aktywacji, RT, 24 h -
6  COMU, DIPEA, DMF, 0°C, 1h DMF, RT, 24 h -
7 | (COCl),, kat. DMF, DCM, RT,4h DIPEA, DCM, RT, 24 h -
8 | SOCL,RT,4h DIPEA, DCM, RT, 24 h 6
9 | SOCl, RT,4h DIPEA, DCM, 35 °C, 24 h 35
10 | SOCl, RT,4h DIPEA, DCE, 80 °C, 24 h 50

(98]
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Wigkszo$¢ reakcji nie doprowadzita do powstania pozadanego amidu. W szczegdlnosci
produktu nie zaobserwowano, gdy zastosowano karbodimidy EDC i DCC (poz. 1-2), nawet
w podwyzszonej temperaturze (poz. 2). Rowniez aktywacja kwasu w postaci pochodnej
imidazolowej (poz. 3) oraz bezwodnika mieszanego (poz. 4) nie przyniosta oczekiwanych
rezultatow. Takze uzycie soli uroniowych (poz. 5-6), w tym jednego z najsilniejszych
aktywatorow COMU (poz. 6), nie zaowocowato powstaniem wigzania amidowego. W koncu
najbardziej klasyczna aktywacja poprzez przeksztatlcenie kwasu w chlorek kwasowy
doprowadzita do utworzenia zwigzku 3a, jednak co ciekawe tylko w przypadku uzycia chlorku
tionylu (poz. 8), a nie chlorku oksailu (poz. 7). Nawet w tym przypadku do uzyskania
akceptowalnej wydajnosci konieczne bylo prowadzenie reakcji w temperaturze 80 °C przez

24 h (poz. 10).

Niskg reaktywnos$ci w procesie acylowania mozna ttumaczy¢ matlg nukleofilowoscia
aminy 2a, ktérej wolna para elektronowa na atomie azotu jest silnie zdelokalizowana na dwa

pier§cienie aromatyczne, tworzac razem z ich elektronami m uktad rezonansowy

Podobne testy r6znych metod acylowania przeprowadzono dla aminy drugorzgdowe;j
2b, zawierajacej zabezpieczenie Boc. Otrzymane wyniki przedstawiono w Tabeli 7. Niestety
w zadnym wypadku nie zaobserwowano tworzenia si¢ pozadanego produktu 3b. W przypadku
zastosowania aktywacji w postaci chlorku kwasowego 1 pdzniejszego acylowania w 80 °C (poz.
5), produkt nie powstal, ale w widmie 'H NMR mieszaniny poreakcyjnej zauwazono,
ze w doszto do wusunigcia grupy zabezpieczajacej Boc (tj. wykryto zwigzek 2x).
Prawdopodobnie warunki te sg za ostre dla utrzymania si¢ karbaminianu. Podjeto jeszcze jedng
probe otrzymania amidu 3b w silnie zasadowych warunkach, mogacych spowodowaé
wygenerowanie amidku z aminy, znacznie zwigkszajac nukleofilows¢ atomu azotu. Niestety
rowniez to podejscie zakonczyto si¢ niepowodzeniem (poz. 6). Wobec powyzszego

postanowiono nie kontynuowac $ciezki syntezy z grupg zabezpieczajaca Boc.
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Tabela 7. Ewaluacja metod acylowania grupy aminowej w zwiazku 2b.

O
HO™ SN NF O> + aktywator
@)
o |
0.0 X NS 0
S OMe )
oL < .
BocHN N
H
2b
O\\S//O
LS

BocHN N O>

O

3 Ome
Wydajnos$¢ reakcji
. . . . wyznaczona na
Lp. Warunki aktywacji kwasu Warunki acylowania podstawie 'H NMR

(%)

1 EDC, DCM bez oddzielnej aktywacji, RT, 24 h -

2 HATU, DIPEA, DCM bez oddzielnej aktywacji, RT, 24 h -

3 COMU, DIPEA, DMF, 0°C, 1 h DMF, RT, 24 h -

4 SOCl, RT, 4 h DIPEA, DCM, RT, 24 h -

5 SOCl,, RT, 4 h DIPEA, DCE, 80 °C, 24 h -

6 SOCl,, RT, 4 h NaHMDS, toluen, RT, 24 h -

Warunki acylowania dobrane na podstawie do$wiadczen z Tabeli 6, konkretnie te
z pozycji 10, zostaly wykorzystane do syntezy zwigzku 3a w duzej skali (Schemat 16).
Po reakcji wyizolowano z zastosowaniem metod chromatografii kolumnowej produkt o masie

odpowiadajaca wydajnosci 55%.
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CIOC _~_~ o

(2 ekwiw.)

oNPe!
S\©\ /©/O'V'e DIPEA (2,3 ekwiw.)
PhtN N DCE, 80 °C
24 .
2a godz
o, O
S
T8
PhtN N)W\©:0>
o
3
a OMe

55% (460 mg)

Schemat 16. Acylowanie aminy drugorzedowe;.

4.5. Odbezpieczenie grupy aminowej

Czwartym etapem syntezy jest usunigcie zabezpieczenia ftalimidowego. Zastosowano
w tym celu standardowa procedure, wykorzystujaca hydrazyne w uktadzie rozpuszczalnikow
woda-acetonitryl. Wstgpne eksperymenty w matej skali wykazaty, ze dla pelnej konwers;ji
substratu reakcja musi by¢ prowadzona w temperaturze 40 °C przez 16 h (kontrola TLC).
Przy zastosowaniu takich warunkow w petnej skali uzyskano 61% odbezpieczonego zwigzku

4, po oczyszczeniu za pomocg metod chromatografii kolumnowe;j (Schemat 17).
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ONp S

ISR

PhtN N)W\©:0> NoH,
0] MeCN/H,0, 40 °C
16 godz.

3b

OMe

O e)
L3
@)

4
61% (193 mg) OMe

Schemat 17. Odbezpieczenie grupy aminowe;.

4.6. Acylowanie aminy pierwszorzedowej

Ostatnim etapem konczacym syntez¢ jest acylowanie pierwszorzgdowej grupy
aminowe] kwasem karboksylowym zawierajacym barwnik fluorescencyjny BODIPY.

Podobnie jak w przypadku wcze$niejszego acylowania aminy drugorzedowej, wpierw
przeprowadzono ewaluacj¢ roznych metod przeprowadzenia tego procesu. Reakcje testowe
zostaly przeprowadzone w matej skali z uzyciem aminy 1a zamiast 4, ze wzgledu na dostepnos¢
1 tatwos$¢ otrzymania tego pierwszego zwigzku, wymagajacego jedynie jednego etapu syntezy.
Z punktu widzenia reakcji acylowania, grupy aminowe zwigzkow 1a i 4 powinny wykazywacé
bardzo zblizong reaktywnos¢, stad 1a stanowi dobry zwigzek modelowy.

W Tabeli 8 przedstawiono zastosowane warunki reakcji 1 odpowiadajgce im wydajnosci
wyznaczone za pomoca analizy 'H NMR mieszanin poreakcyjnych. W przypadku zastosowania
do aktywacji kwasu karboksylowego karbimidu EDC amid 5x powstaje z wydajnoscia 30%,
jesli reakcja prowadzona byta w temperaturze pokojowej (poz. 1) lub 50%, gdy zastosowano
80 °C (poz. 2). Aktywacje za pomocg CDI, HATU oraz COMU okazaly si¢ nieskuteczne
(poz. 3-5). Z kolei uzycie chlorku kwasowego, uzyskanego przy zastosowaniu chlorku oksalilu,
dalo produkt 5x z wydajnosciami odpowiednio 30% i 50%, dla reakcji w temperaturze
pokojowej (poz. 6) i w 80 °C (poz. 7). Ze wzgledu na rozktad grupy BODIPY w warunkach

aktywacji, nie zastosowano generowania chlorku kwasowego za pomoca chlorku tionylu.
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Tabela 8. Ewaluacja metod acylowania 1-rz. aminy — zwiazku la.

+ aktywator

4
: NPht

Wydajnos$¢ reakcji
Lp. Warunki aktywacji kwasu Warunki acylowania poZZ;Zr\i;Ce:Z?IfII?QR
(%)
1 EDC, DCM bez oddzielnej aktywacji, RT, 24 h 30
2 EDC, DCE bez oddzielnej aktywacji, 80 °C, 24 h 50
3 CDI, DCM, RT, 4 h DCM, RT, 24 h -
4 HATU, DIPEA, DCM bez oddzielnej aktywacji, RT, 24 h -
5 COMU, DIPEA, DMF, 0 °C, 1 h DMF, RT, 24 h -
6 (COCl),, kat. DMF, DCM, RT,4h | DIPEA, DCM, RT, 24 h 30
7 (COCl),, kat. DMF, DCE, RT, 4 h DIPEA, DCE, 80 °C, 24 h 50

Z uwagi na wczesniejsze lepsze rezultaty w acylowaniu aminy 2a przy uzyciu chlorku
kwasowego w porownaniu z aktywacja za pomocg EDC (Tabela 6, poz. 10 vs. 1), postanowiono
réwniez teraz zastosowac t¢ pierwszg metode do syntezy finalnego produktu 5 w duzej skali
(Schemat 18). Produkt zostat wyizolowany z zastosowaniem chromatografii kolumnowe;j

z wydajnoscig 23% w ilosci 45 mg.
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(2 ekwiw.)

DIPEA (2,3 ekwiw.)

DCE, 80 °C

23% (45 mg) OMe
Schemat 18. Acylowanie aminy pierwszorzgdowe;.

Wynik zauwazalnie stabszy niz ten w Tabeli 8, pozycja 7, wynika prawdopodobnie
z wystepujacej jednak roznicy w reaktywnos$ci pomi¢dzy aminami 1a i 4. Ze wzgledu zuzycie
calej dostepnej ilosci substratu 4 nie byla jednak mozliwa dalsza optymalizacja reakcji
acylowania (np. poprzez wykonanie dodatkowych prob aktywacji kwasu za pomocg innych
karbimidow, np. DCC). Szczesliwie, zsyntetyzowana ilo$¢ produktu koncowego jest
w zupelnosci  wystarczajaca do zaplanowanych badan biologicznych (wymagane byto

co najmniej 10 mg zwiagzku).
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5. Podsumowanie

W ramach pracy licencjackiej zsyntezowano docelowy produkt 5, ktory zostanie
wykorzystany jako sonda fluorescencyjna do badania szklaku NF«B.

W szczegdlnosci, na podstawie analizy struktury zwigzku opracowano $ciezke jego
syntezy obejmujaca pie¢ etapow. Celem zwigkszenia prawdopodobienstwa sukcesu, synteze
rozpocz¢to 1 prowadzono réwnolegle z uzyciem dwoch roznych grup zabezpieczajacych
funkcje aminowg. Wykonano optymalizacje¢ poszczegdlnych etapow, szczegdlnie dokladng
w przypadku arylowania aminy metodg Buchwalda-Hartwiga. Droga syntetyczna obejmujaca
zabezpieczenie grupy aminowej w postaci karbaminianu Boc nie zostata w petni zrealizowana.
Wynikto to z zbyt malej stabilnos$ci karbaminianu w ostrych warunkach potrzebnych
do acylowania mato reaktywnej aminy diarylowej. Druga droga syntezy, obejmujgca
zabezpieczenie grupy aminowej w postaci ftalimidu, zostata doprowadzona do konca.

Calkowita wydajno$¢ syntezy wyniosta 2,9%, co odpowiada $redniej wydajnosci
ok. 49% na etap. Warto$¢ ta nie jest by¢ moze imponujaca, jednak gldownym celem pracy byto
dostarczenie zwigzku w ilo$ci potrzebnej do badan biologicznych w rozsadnym czasie. Cel ten
zostal w pelni zrealizowany, ale wymagato to pdjscia na kompromis w kwestii doktadnosci
optymalizacji poszczegdlnych etapow. W szczegoélnosci, najnizsza pojedyncza wydajnosé
uzyskano podczas finalnego acylowania aminy, co wynikalo z do$¢ powierzchowne;j
optymalizacji na tym etapie syntezy.

Uzyskane produkty poszczegdlnych etapéw syntezy zostaty starannie oczyszczone
1 w pelni scharakteryzowane. Ich tozsamos¢ 1 czystos¢ zostata potwierdzona spektroskopowo —
zarejestrowano widma 'H NMR, *C NMR, °F NMR, FT-IR oraz HRMS. Wszystkie sygnaty
obecne na widmach NMR szczegdtowo przypisano do poszczegodlnych jader atomdéw obecnych

w analizowanych zwigzkow chemicznych na podstawie widm 2D.
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6. Cze¢S¢ eksperymentalna

6.1. Uwagi ogolne

Jezeli nie zaznaczono inaczej, wszystkie materiaty zostaty zakupione od komercyjnych
dostawcow 1 uzyte w dostarczonej postaci. Kwas 4-BODIPY -butanowy zsyntezowano wg
procedury opisanej w literatzurze.'> Kwas (2E 4E)-5-(1,3-benzodioksol-5-ylo)-2,4-
pentadienoinowy (kwas piperynowy) przed uzyciem przekrystalizowano z THF. Chlorek
tionylu przedestylowano przed uzyciem. TEA 1 DIPEA zostaly pozbawione wody
przez suszenie nad sitami molekularnymi 4 A. Wszystkie bezwodne rozpuszczalniki zostaty
zakupione w butelkach z zamknigciem septycznym w atmosferze gazu obojetnego.
Chromatografie kolumnowa przeprowadzono na zelu krzemionkowym 60 A, 43-60 pm
(SiliCycle) i zelu krzemionkowym modyfikowanym C18 90 A, 50 um (Biotage).

Widma 'H, 3C i F NMR zostaty zarejestrowane na spektrometrach Bruker 500 MHz
1 Varian 400 MHz w temperaturze otoczenia. Przesuni¢cia chemiczne skalibrowano wzgledem
sygnalow rozpuszczalnikow. Przypisanie sygnatow NMR zostalo dokonane na podstawie
eksperymentdéw korelacyjnych 2D (przyjete oznaczenie atomow jest umowne). Widma HRMS
(ESI) zarejestrowano na spektrometrze masowym Thermo QExactive. Widma FT-IR (ATR)
zostaly zarejestrowane na spektrometrze FT-IR Shimadzu IR Prestige-21 z przystawka ATR.

6.2. Procedury optymalizacyjne

Wszystkie eksperymenty optymalizacyjne zostaly przeprowadzone uzywajac 0,05 mmol
gldownego substratu. Wydajnosci wyznaczono za pomoca widm 'HNMR, stosujac

I-fluorododekan w charakterze wzorca wewnetrznego.

6.2.1. Arylowanie pochodnych 4,4’-sulfonylodianiliny 23-26

Ogolna procedura dla reakcji w Tabeli 2, poz. 1-51i 23

Do wysuszonej w piecu fiolki o pojemnosci 4 mL wprowadzono prekatalizator (1-3 %mol),
ligand (2-6 %mol), 1a (25,1 mg, 0,05 mmol) i zasade (0,10 mmol). Fiolke zakorkowano,
po czym trzykrotnie oprézniono z powietrza i wypetliono azotem. Nastepnie do fiolki dodano
za pomocy strzykawek rozpuszczalnik (bezwodny, 0,5 mL) 1 4-bromoanizol (6,9 uL, 10,4 mg,
0,055 mmol). Mieszaning reakcyjna mieszano przez 22 godziny w temperaturze 100 °C.

Po schlodzeniu do temperatury pokojowej dodano 1-fluorododekan (11,6 pL, 9,7 mg,
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0,05 mmol) oraz nasycony wodny roztwdér NaHCO3 (1 mL). Zawartos¢ fiolki wstrzasnigto,
a nastepnie ekstrahowano za pomoca AcOEt (2 x 1 mL). Polaczone warstwy organiczne
wysuszono nad Na>SOq 1 przefiltrowano z uzyciem filtru strzykawkowego. Rozpuszczalniki
odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem, a pozostato$¢ rozpuszczono w DMSO-ds (0,5 mL)

i zarejestrowano widmo '"H NMR.

Ogolna procedura dla reakcji w Tabeli 2, poz. 6-22 oraz Tabel 3-5

Do wysuszonej w piecu fiolki o pojemnos$ci 4 mL wprowadzono prekatalizator (0,0015 mmol),
1a (25,1 mg, 0,05 mmol) i zasade (0,10 mmol). Fiolke zakorkowano, po czym trzykrotnie
oprozniono z powietrza i wypeliono azotem. Nastepnie do fiolki dodano za pomoca
strzykawek rozpuszczalnik (bezwodny, 0,5 mL) i 4-bromoanizol (6,9 upL, 10,4 mg,
0,055 mmol). Mieszaning reakcyjng mieszano przez wskazany czas w temperaturze 100 °C.
Po schtodzeniu do temperatury pokojowej dodano 1-fluorododekan (11m6 pL, 9,7 mg,
0,05 mmol) oraz nasycony wodny roztwér NaHCO3 (1 mL). Zawartos¢ fiolki wstrzasnigto,
a nastepnie ekstrahowano za pomoca AcOEt (2 x 1 mL). Polaczone warstwy organiczne
wysuszono nad NaxSOyq 1 przefiltrowano z uzyciem filtra strzykawkowego. Rozpuszczalniki
odparowano pod zmniejszonym cisnieniem, a pozostato$¢ rozpuszczono w DMSO-ds (0,5 mL)

i zarejestrowano widmo '"H NMR.

6.2.2. Reakcje otrzymywania amidow

Ogolna procedura reakcji z EDC (Tabela 6, poz. 1; Tabela 7, poz. 1; Tabela 8, poz. 1-2)

Do wysuszonej w piecu fiolki o pojemno$ci 4 mL wprowadzono amine (0,05 mmol) oraz kwas
karboksylowy (0,055 mmol). Fiolk¢ zakorkowano, po czym trzykrotnie oprézniono z powietrza
1 wypetiono azotem. Nastepnie do fiolki dodano za pomoca strzykawki rozpuszczalnik
(bezwodny, 0,5 mL). Fiolke otwarto, szybko dodano EDC (10,5 mg, 0,055 mmol) i ponownie
zamknieto. Mieszaning reakcyjng mieszano we wskazanej temperaturze przez 24 godziny.
Nastepnie dodano 1-fluorododekan (11,6 pL, 9,7 mg, 0,05 mmol) oraz nasycony wodny
roztwor NaHCOs3 (1 mL). Zawartos$¢ fiolki wstrzasnieto, a nastgpnie ekstrahowano za pomoca
AcOEt (2 x 1 mL). Potaczone warstwy organiczne wysuszono nad Na;SOs 1 przefiltrowano
zuzyciem filtra strzykawkowego. Rozpuszczalniki odparowano pod zmniejszonym
ci$nieniem, a pozostalo$¢ rozpuszczono w DMSO-ds (0,5 mL) i zarejestrowano widmo

"H NMR.
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Ogolna procedura reakcji z DCC (Tabela 6, poz. 2)

Do wysuszonej w piecu fiolki o pojemno$ci 4 mL wprowadzono amine (0,05 mmol) oraz kwas
karboksylowy (0,055 mmol). Fiolk¢ zakorkowano, po czym trzykrotnie oprézniono z powietrza
1 wypetniono azotem. Nastepnie do fiolki dodano za pomocg strzykawki toluen (bezwodny,
0,5 mL). Fiolke otwarto, szybko dodano DCC (11,3 mg, 0,055 mmol) i ponownie zamknig¢to.
Mieszaning reakcyjng mieszano w temperaturze 100 °C przez 24 godziny. Po schtodzeniu
do temperatury pokojowej dodano 1-fluorododekan (11,6 pL, 9,7 mg, 0,05 mmol)
oraz nasycony wodny roztwor NaHCO; (1 mL). Zawarto$¢ fiolki wstrza$nigto, a nastgpnie
ekstrahowano za pomoca AcOEt (2 x 1 mL). Polagczone warstwy organiczne wysuszono
nad NaxSOys i przefiltrowano z uzyciem filtra strzykawkowego. Rozpuszczalniki odparowano
pod zmniejszonym ci$nieniem, a pozostalos¢ rozpuszczono w DMSO-ds (0,5 mL)

i zarejestrowano widmo '"H NMR.

Ogolna procedura reakcji z CDI (Tabela 6, poz. 3; Tabela 8, poz. 3)

Do wysuszonej w piecu fiolki o pojemnosci 4 mL wprowadzono kwas karboksylowy
(0,055 mmol). Fiolke zakorkowano, po czym trzykrotnie oprézniono z powietrza i wypekniono
azotem. Nastepnie do fiolki dodano zapomocg strzykawki DCM (bezwodny, 0,3 mL).
Fiolke otwarto, szybko dodano CDI (13,5 mg, 0,075 mmol) i ponownie zamknigto. Mieszaning
reakcyjng mieszano w temperaturze pokojowej przez 4 godziny, otrzymujac roztwor
imidazolowej pochodnej kwasu. Do drugiej wysuszonej w piecu fiolki o pojemnosci 4 mL
wprowadzono amine (0,05 mmol). Fiolk¢ zakorkowano, po czym trzykrotnie oproézniono
z powietrza 1 wypetiono azotem. Nastepnie do fiolki dodano za pomocg strzykawek DCM
(bezwodny, 0,2 mL) oraz poprzednio otrzymany roztwor imidazolowej pochodnej. Mieszaning
reakcyjng mieszano przez 24 godziny w temperaturze pokojowej. Nastepnie dodano
I-fluorododekan (11,6 puL, 9,7 mg, 0,05 mmol) oraz nasycony wodny roztwér NaHCO3 (1 mL).
Zawarto$¢ fiolki wstrzas$nieto, a nastepnie ekstrahowano za pomocg AcOEt (2 x 1 mL).
Potaczone warstwy organiczne wysuszono nad NaSOgs i przefiltrowano z uzyciem filtra
strzykawkowego. Rozpuszczalniki odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem, a pozostatos$¢

rozpuszczono w DMSO-ds (0,5 mL) i zarejestrowano widmo '"H NMR.

Ogolna procedura reakcji z MCF (Tabela 6, poz. 4)

Do wysuszonej w piecu fiolki o pojemnosci 4 mL wprowadzono kwas karboksylowy
(0,05 mmol). Fiolke zakorkowano, po czym trzykrotnie oprézniono z powietrza i wypekniono
azotem. Za pomocg strzykawki dodano DCM (bezwodny, 0,25 mL). Po uzyskaniu
jednorodnego roztworu dodano za pomocg strzykawek MCF (4,7 uL, 5,7 mg, 0,06 mmol)
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1 TEA (10,4 pL, 7,6 mg, 0,075 mmol). Mieszaning reakcyjng mieszano przez 1 godzing
w temperaturze pokojowej, otrzymujac roztwdr bezwodnika mieszanego. Do drugiej
wysuszonej w piecu fiolki o pojemnosci 4 mL wprowadzono amine (0,15 mmol). Fiolke
zakorkowano, po czym trzykrotnie oprézniono z powietrza i wypetniono azotem. Dodano
zapomocg strzykawek DCM (bezwodny, 0,35 mL) i1 roztwor bezwodnika mieszanego.
Mieszaning reakcyjng mieszano przez 24 godziny w temperaturze pokojowej. Nastepnie
dodano 1-fluorododekan (34,8 pL, 29,1 mg, 0,15 mmol) oraz nasycony wodny roztwor
NaHCOs; (1 mL). Zawarto$¢ fiolki wstrzasnigto, a nastepnie ekstrahowano za pomocg AcOEt
(2 x 1 mL). Potagczone warstwy organiczne wysuszono nad Na>SOys 1 przefiltrowano z uzyciem
filtra strzykawkowego. Rozpuszczalniki odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem,

a pozostalo$¢ rozpuszczono w DMSO-ds (0,5 mL) i zarejestrowano widmo 'H NMR.

Ogolna procedura reakcji z HATU (Tabela 6, poz.5; Tabela 7, poz. 2; Tabela 8, poz. 4)

Do wysuszonej w piecu fiolki o pojemnosci 4 mL wprowadzono amine (0,05 mmol), kwas
karboksylowy (0,06 mmol) oraz HATU (28,5 mg, 0,075 mmol). Fiolke zakorkowano,
po czym trzykrotnie oprézniono z powietrza i wypetliono azotem. Nastepnie do fiolki dodano
zapomocg strzykawki DCM (bezwodny, 0,5 mL). Mieszaning reakcyjng mieszano
w temperaturze pokojowej. Po 24 godzinach dodano 1-fluorododekan (11,6 pL, 9,7 mg,
0,05 mmol) oraz nasycony wodny roztwér NaHCOs3 (1 mL). Zawarto$¢ fiolki wstrzasnigto,
a nastgpnie ekstrahowano za pomocg AcOEt (2 x 1 mL). Polaczone warstwy organiczne
wysuszono nad NaxSOyq 1 przefiltrowano z uzyciem filtra strzykawkowego. Rozpuszczalniki
odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem, a pozostato$¢ rozpuszczono w DMSO-ds (0,5 mL)

i zarejestrowano widmo '"H NMR.

Ogolna procedura reakcji z COMU (Tabela 6, poz. 6; Tabela 7, poz. 3; Tabela 8, poz. 5)

Do wysuszonej w piecu fiolki o pojemno$ci 4 mL wprowadzono COMU (24 mg, 0,055 mmol).
Fiolke¢ zakorkowano, po czym trzykrotnie oprdzniono z powietrza i wypelniono azotem.
Za pomocg strzykawki dodano DMF (bezwodny, 0,1 mL). Do drugiej wysuszonej w piecu
fiolki o pojemnosci 4 mL wprowadzono kwas karboksylowy (0,055 mmol). Fiolke
zakorkowano, po czym trzykrotnie oprézniono z powietrza i wypeliono azotem. Za pomoca
strzykawek dodano DMF (bezwodny, 0,3 mL) oraz DIPEA (9,5 uL, 7,2 mg, 0.055 mmol).
Nastepnie fiolke schtodzono do 0 °C 1 wprowadzono do niej za pomocg strzykawki wczesniej
przygotowany roztwér COMU. Mieszaning reakcyjng mieszano przez 1 godzing
w temperaturze 0 °C. Do kolejnej wysuszonej w piecu fiolki o pojemnos$ci 4 mL wprowadzono

aming (0,05 mmol). Fiolk¢ zakorkowano, po czym trzykrotnie oprdézniono z powietrza
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1 wypehliono azotem. Dodano za pomoca strzykawki DMF (bezwodny, 0,1 mL). Fiolke
schlodzono do 0 °C. Otrzymany roztwor aminy wprowadzono za pomocg strzykawki do fiolki
zawierajacej aktywowany kwas. Mieszaning reakcyjng mieszano przez 30 minut
w temperaturze 0 °C i przez kolejne 24 godziny w temperaturze pokojowej. Nastepnie dodano
I-fluorododekan (11,6 puL, 9,7 mg, 0,05 mmol) oraz nasycony wodny roztwér NaHCO3 (1 mL).
Zawarto$¢ fiolki wstrzasnigto, a nastgpnie ekstrahowano za pomoca AcOEt (2 x 1 mL).
Potaczone warstwy organiczne wysuszono nad NaxSOs i przefiltrowano z uzyciem filtra
strzykawkowego. Rozpuszczalniki odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem, a pozostatos¢

rozpuszczono w DMSO-ds (0,5 mL) i zarejestrowano widmo '"H NMR.

Ogolna procedura reakcji z (COCI)2 (Tabela 6, poz. 7; Tabela 8, poz. 6-7)

Do wysuszonej w piecu fiolki o pojemnosci 4 mL wprowadzono kwas karboksylowy
(0,10 mmol). Fiolke zakorkowano, po czym trzykrotnie oprézniono z powietrza i wypetniono
azotem. Za pomocg strzykawki dodano rozpuszczalnik (bezwodny, 0,25 mL). Po uzyskaniu
jednorodnego roztworu dodano za pomocg strzykawek chlorku oksalilu (9,5 pL, 12,7 mg,
0,10 mmol) i1 krople DMF. Mieszaning reakcyjng mieszano przez 4 godziny w temperaturze
pokojowej, otrzymujac roztwdr chlorku acylu. Do drugiej wysuszonej w piecu fiolki
o pojemnosci 4 mL wprowadzono amine (0,05 mmol). Fiolk¢ zakorkowano, po czym
trzykrotnie oprézniono z powietrza i wypekliono azotem. Dodano za pomocg strzykawki
rozpuszczalnik (bezwodny, 0,25 mL). Fiolke schtodzono do 0 °C. Nastepnie dodano za pomocg
strzykawek DIPEA (17,2 pL, 13,1 mg, 0,10 mmol) iroztwor chlorku acylu. Mieszaning
reakcyjng mieszano przez 30 minut w temperaturze 0 °C iprzez kolejne 24 godziny
we wskazanej temperaturze. Nastepnie dodano 1-fluorododekan (11,6 uL, 9,7 mg, 0,05 mmol)
oraz nasycony wodny roztwor NaHCO3 (1 mL). Zawartos$¢ fiolki wstrzas$nigto, a nastepnie
ekstrahowano AcOEt (2 x 1 mL). Polaczone warstwy organiczne wysuszono nad Na;SOg4
i przefiltrowano zuzyciem filtra strzykawkowego. Rozpuszczalniki  odparowano
pod zmniejszonym ci$nieniem, a pozostatos¢  rozpuszczono w DMSO-ds (0,5 mL)

i zarejestrowano widmo '"H NMR.

Ogolna procedura reakcji z SOClL: (Tabela 6, poz. 8-10; Tabela 7, poz. 4-5)

Do wysuszonej w piecu fiolki o pojemnosci 4 mL wprowadzono kwas karboksylowy
(0,055 mmol). Fiolke zakorkowano, po czym trzykrotnie oprézniono z powietrza i wypetniono
azotem. Nastgpnie do fiolki dodano zapomoca strzykawki chlorek tionylu (0,5 mL).
Mieszaning reakcyjng mieszano w temperaturze pokojowej. Po uptywie 4 godzin nadmiar

chlorku tionylu odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem, a nast¢pnie fiolk¢ ponownie
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zamknig¢to, trzykrotnie oprozniono z powietrza i wypeliono azotem. Zawartos¢ fiolki
rozpuszczono w rozpuszczalnik (bezwodny, 0,25 mL) dodawanym za pomoca strzykawki.
Do kolejnej wysuszonej w piecu fiolki o pojemnos$ci 20 mL wprowadzono aming (0,05 mmol).
Fiolke zakorkowano, po czym trzykrotnie oprdzniono z powietrza i wypetlniono azotem.
Do fiolki za pomocg strzykawek dodano rozpuszczalnik (bezwodny, 0,25 mL), otrzymany
roztwor chlorku acylu oraz DIPEA (20,6 uL, 15,7 mg, 0,12 mmol). Mieszaning reakcyjna
mieszano przez 24 godziny we wskazanej temperaturze. Nastgpnie dodano 1-fluorododekan
(11,6 uL, 9,7 mg, 0,05 mmol) oraz nasycony wodny roztwor NaHCO3 (1 mL). Zawarto$¢ fiolki
wstrzasnigto, a nastepnie ekstrahowano za pomocg AcOEt (2 x 1 mL). Polaczone warstwy
organiczne wysuszono nad Na;SOs 1 przefiltrowano z uzyciem filtra strzykawkowego.
Rozpuszczalniki odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem, a pozostato$¢ rozpuszczono

w DMSO-ds (0,5 mL) i zarejestrowano widmo 'H NMR.

Ogolna procedura reakeji z SOCl: z uzyciem NaHMDS (Tabela 7, poz. 6)

Do wysuszonej w piecu fiolki o pojemnosci 4 mL wprowadzono kwas karboksylowy
(0,055 mmol). Fiolke zakorkowano, po czym trzykrotnie oprézniono z powietrza i wypetniono
azotem. Nastepnie do fiolki dodano za pomoca strzykawki chlorek tionylu (0,5 mL).
Mieszaning reakcyjng mieszano w temperaturze pokojowej. Po uptywie 4 godzin nadmiar
chlorku tionylu odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem, a nast¢pnie fiolke ponownie
zamknigto, trzykrotnie oprozniono z powietrza iwypeliono azotem. Zawartos¢ fiolki
rozpuszczono w toluenie (bezwodny, 0,25 mL) dodawanym za pomoca strzykawki. Do kolejne;j
wysuszonej w piecu fiolki o pojemnosci 4 mL wprowadzono aming (0,05 mmol). Fiolke
zakorkowano, po czym trzykrotnie oprdézniono z powietrza i wypetniono azotem. Do fiolki
za pomocg strzykawki dodano toluen (bezwodny, 0,25 mL). Nastepnie za pomocg strzykawki
dodano powoli NaHMDS. Fiolke schtodzono do 0 °C. Do fiolki dodano nastepnie za pomoca
strzykawki roztwor chlorku acylu. Mieszaning reakcyjna mieszano przez 30 minut
w temperaturze 0 °C 1 przez kolejne 24 godziny w temperaturze pokojowej. Nastepnie dodano
I-fluorododekan (11,6 puL, 9,7 mg, 0,05 mmol) oraz nasycony wodny roztwér NaHCO3 (1 mL).
Zawarto$¢ fiolki wstrzasnigto, a nastgpnie ekstrahowano za pomoca AcOEt (2 x 1 mL).
Potaczone warstwy organiczne wysuszono nad NaxSOs i przefiltrowano z uzyciem filtra
strzykawkowego. Rozpuszczalniki odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem, a pozostatos¢

rozpuszczono w DMSO-ds (0,5 mL) i zarejestrowano widmo '"H NMR.
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6.3. Procedury syntezy
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2-(4-((4-aminofenylo)sulfonylo)fenylo)izoindolino-1,3-dion  (1a). Bezwodnik ftalowy
(1,27 g, 8,46 mmol) dodano do roztworu 4,4'-diaminodifenylosulfonu (2,38 g, 9,31 mmol)
w pirydynie (bezwodna, 4,7 mL), a nast¢pnie mieszaning reakcyjng mieszano przez 1,5 godziny
w temperaturze 100 °C. Po ochtodzeniu do temperatury pokojowej, zestalong mas¢ roztarto
z10% wodnym HCI (18 mL), odsaczono iprzemyto woda. Powstalg substancj¢ stalg
rozpuszczono w DCM, roztwdér wysuszono nad NaxSOs4 1 przesgczono. Rozpuszczalnik
odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Produkt oczyszczono metoda chromatografii
kolumnowej (zel krzemionkowy, DCM:MeOH/99:1—95:5) i otrzymano jako bladozotte ciato
state (1,51 g, 47%). '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) § 8,02 7,96 (m, 4H, H°, H*""), 7,93 —
7,89 (m, 2H, H*F"), 7,67 (d, J = 8,6 Hz, 2H, H°), 7,60 (d, J = 8,8 Hz, 2H, H’), 6,64 (d, J = 8,8
Hz, 2H, H°), 6,23 (s, 2H, NH,); 3C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & 166,5 (C=0), 153,8 (C*),
142,3 (C%), 135,5 (C), 134,9 (C*7), 131,5 (C'7"), 129,6 (C?), 127,8 (C3), 127,2 (C?), 124,9
(C1), 123,6 (C?"), 113,1 (C?); FT-IR (ATR): 3444, 3361, 1710, 1593, 1499, 1373, 1287, 1140,
883, 826, 739 cm™'. HRMS (ESI): m/z 379,0745 ([M+H]", C20HisN204S* 0bl. 379,0747).
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Karbaminian (4-((4-aminofenylo)sulfonylo)fenylu) ter-butylu (1b). Diweglan di-fert-
butylu (1,57 g, 7,1 mmol) dodano do zawiesiny 4,4'-diaminodifenylosulfonu (2,00 g, 7,8 mmol)
1 K2COs (1,08 g, 7,8 mmol) w THF (bezwodny, 7,8 mL). Mieszaning reakcyjng mieszano przez
12 godzin w temperaturze 40 °C. Po ochtodzeniu do temperatury pokojowej, zestalong masg
roztarto z nasyconym roztworem wodnym NH4Cl (5 mL), odsgczono iprzemyto woda.
Powstalg substancj¢ stala rozpuszczono w DCM, roztwor wysuszono nad Na;SOq
i przesaczono. Rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Produkt
oczyszczono metodg chromatografii kolumnowej (zel krzemionkowy, n-heksan:AcOEt/

3:2—2:3) i otrzymano jako bladozélte ciato state (640 mg, 26%). 'H NMR (400 MHz, CDCl;)
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57,81 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 7,67 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 7,45 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 6,67 — 6,60 (m,
3H), 4,10 (s, 2H), 1,50 (s, 9H).
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2-(4-((4-((4-metoksyfenylo)amino)fenylo)sulfonylo)fenylo)izoindolino-1,3-dion (2a). Do
fiolki o pojemnosci 40 mL wysuszonej w piecu wprowadzono BrettPhos Pd G3 (64,7 mg, 0,071
mmol), zwigzek 1a (900 mg, 2,38 mmol) 1 Cs2COs3 (1,16 g, 3,57 mmol). Fiolke zakorkowano,
po czym trzykrotnie oprézniono z powietrza i wypetniono azotem. Nastepnie do fiolki dodano
za pomocg strzykawek 1,4-dioksan (bezwodny, 24 mL) i 4-bromoanizol (328 pL, 490 mg,
2,62 mmol). Mieszaning reakcyjng mieszano przez 3 godziny w temperaturze 100 °C.
Po schtodzeniu do temperatury pokojowej dodano nasycony wodny roztwor NaHCO;
(125 mL). Mieszaning przeniesiono do rozdzielacza i ekstrahowano za pomoca AcOEt
(5 x 100 mL). Polaczone warstwy organiczne wysuszono nad Na>SOs i przesaczono.
Rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym cisnieniem. Produkt oczyszczono metoda
chromatografii kolumnowej (zel krzemionkowy, DCM:MeOH/ 99:1—95:5) 1 otrzymano
jako bladozotte ciato state (914 mg, 79%). '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) § 8,72 (s, 1H, NH),
8,03 (d, J= 8,6 Hz, 2H, H?) 8,02 — 7,96 (m, 2H, H*""), 7,94 — 7,90 (m, 2H, H°""), 7,72 (d, J =
8,9 Hz, 2H, H*), 7,69 (d, J = 8,6 Hz, 2H, H°), 7,13 (d, J = 8,8 Hz, 2H, H°), 6,94 — 6,90 (m, 4H,
H*, H™), 3,74 (s, 3H, CH3). *C NMR (125 MHz, DMSO-ds) 6 166,5 (C=0), 155,7 (C?), 150,6
(C*), 141,9 (C%), 135,7 (Ch), 134,9 (C3F), 133,1 (C7), 131,5 (C'P"), 129,7 (C?), 127,9 (C?),
127,4 (C?), 127,2 (C1), 123,7, 123,6 (C*P*, C°), 114,7 (C*), 113,0 (C™), 55,2 (CH3). FT-IR
(ATR): 3376, 1717, 1590, 1522, 1345, 1289, 1245, 1147, 1111, 883, 825, 745cm™'. HRMS
(ESI): m/z 485,1170 ([M+H]", C27H21N205S" 0bl. 485,1166).
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Karbaminian tert-butylu (4-((4-((4-metoksyfenylo)amino)fenylo)sulfonylo)fenylu) (2b).
Do wysuszonej w piecu fiolki o pojemnosci 20 mL wprowadzono BrettPhos Pd G3 (22,6 mg,
0,025 mmol), zwigzek 1b (290 mg, 0,83 mmol) i Cs2CO3 (407 mg, 1,25 mmol). Fiolke
zakorkowano, po czym trzykrotnie oprdzniono z powietrza i wypelniono azotem. Nastepnie
do fiolki dodano za pomocg strzykawek 1,4-dioksan (bezwodny, 8,3 mL)
14-bromoanizol (115 puL, 171 mg, 0,92 mmol). Mieszaning reakcyjna mieszano przez 3 godziny
w temperaturze 100 °C. Po schiodzeniu do temperatury pokojowej dodano nasycony wodny
roztwor NaHCO3 (40 mL). Mieszaning przeniesiono do rozdzielacza i ekstrahowano za pomocg
AcOEt (5x 35 mL). Potagczone warstwy organiczne wysuszono nad Na>SO4 1 przesaczono.
Rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym cisnieniem. Produkt oczyszczono metoda
chromatografii kolumnowej (zel krzemionkowy, n-heksan:AcOEt/3:2—2:3) i otrzymano
jako bladozotte ciato state (330 mg, 87%). 'H NMR (400 MHz, CDCl3) § 7,82 (d, J = 8,8 Hz,
2H), 7,68 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 7,45 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 7,10 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 6,89 (d, J =
8,8 Hz, 2H), 6,78 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 6,63 (s, 1H), 5,85 (s, 1H), 1,51 (s, 9H).

(2E ,4E)-5-(benzo[d][1,3]dioksol-5-ylo)-N-(4-((4-(1,3-dioksoizoindolin-2-ylo)fenylo)sulfo-

nylo)fenylo)-NV-(4-metoksyfenylo)penta-2,4-dienamid (3a). Do wysuszonej w piecu fiolki
opojemnosci 20 mL wprowadzono kwas (2E,4E)-5-(1,3-benzodioksol-5-ylo)-2.4-
pentadienoinowy (545 mg, 2,42 mmol). Fiolke zakorkowano, po czym trzykrotnie oprézniono
z powietrza 1 wypetniono azotem. Nast¢pnie do fiolki dodano za pomoca strzykawki chlorek
tionylu (5 mL). Mieszaning reakcyjng mieszano w temperaturze pokojowej. Po uptywie
4 godzin nadmiar chlorku tionylu odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem, a nastgpnie
fiolke ponownie zamknigto, trzykrotnie oproézniono z powietrza i wypetniono azotem.
Zawarto$¢ fiolki rozpuszczono w DCE (bezwodny, 6 mL) dodawanym za pomoca strzykawki,

otrzymujac roztwor chlorku acylu. Do drugiej wysuszonej w piecu fiolki o pojemnos$ci 20 mL

48



wprowadzono zwigzek 2a (587 mg, 1,21 mmol). Fiolke zakorkowano, po czym trzykrotnie
oprézniono z powietrza i wypetniono azotem. Do fiolki za pomoca strzykawek dodano DCE
(bezwodny, 6 mL), roztwér chlorku acylu oraz DIPEA (481 pL, 361 mg, 2,79 mmol).
Mieszaning reakcyjng mieszano przez 24 godziny w temperaturze 80 °C. Po ochtodzeniu
do temperatury pokojowej dodano nasycony wodny roztwér NaHCO3 (10 mL). Mieszaning
przeniesiono do rozdzielacza i ekstrahowano za pomocg DCM (5 x 10 mL). Potaczone warstwy
organiczne wysuszono nad NaSOs4 1 przesagczono. Rozpuszczalnik  odparowano
pod zmniejszonym ci$nieniem. Produkt oczyszczono metoda chromatografii kolumnowe;j
(C18-zel krzemionkowy, H>O:MeCN/1:0—0:1) iotrzymano jako ciemnozotte ciato stale
(460 mg, 55%). W roztworze DMSO-ds zwigzek wystepuje jako mieszanina dwoch rotamerow
w stosunku ~95:5. Przedstawione dane NMR dotycza gtéwnego rotameru. '"H NMR (500 MHz,
DMSO-ds): 6 8,13 (d, J= 8,6 Hz, 2H, H?), 8,02 - 7,96 (m, 4H, H*', H*""), 7,94 — 7,90 (m, 2H,
H*PMy, 7,74 (d, J = 8,6 Hz, 2H, H°), 7,47 (d, J = 8,8 Hz, 2H, i), 7,36 (dd, J = 14,6 Hz, J =
10,1 Hz, 1H, H”), 7,28 (d, J = 8,8 Hz, 2H, H°), 7,23 (s, 1H, H°), 7,04 (d, J = 8,8 Hz, 2H, H™"),
7,00 — 6,85 (m, 4H, H°, H' /', H°), 6,02 (s, 2H, OCH-0), 5,94 (d, J = 14,6 Hz, 1H, H%), 3,79
(s, 3H, CH3). 3C NMR (125 MHz, DMSO-ds) § 166,5 (C=0"""), 165,6 (C=0), 158,8 (CP),
148,1, 148,0 (C7, C®), 147,7 (C*), 143,7 (CP), 140,04, 139,97 (C?, ), 136,8 (C), 136,5 (C"),
135,0 (C3F), 134,0 (CY), 131,5 (C'™), 130,6 (C°), 130,2 (C°), 128,3 (C?), 128,1 (C?), 128,0
(C%), 126,5 (C?), 125,2 (C%), 123,7 (C?"", 123,4 (C'"), 121,4 (C%), 1152 (C™), 108.4 (C%),
105,7 (C%, 101,3 (OCH20), 55,4 (CH3). FT-IR (ATR): 1717, 1654, 1589, 1489, 1369, 1246,
1154, 1034, 832, 743 cm’l. HRMS (ESI): m/z 685,1634 ([M+H]", C39H2N20sS* obL.
685,1639).
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(2E ,4E)-N-(4-((4-aminofenylo)sulfonylo)fenylo)-5-(benzo[d][1,3]dioksol-5-ylo)-/V-(4-me-

toksyfenylo)penta-2,4-dienamid (4). Zwigzek 3a (390 mg, 0.568 mmol) wprowadzono
do mieszaniny MeCN (60 mL) 1 H2O (30 mL). Nastepnie dodano 40% wodnego roztworu
hydratu hydrazyny (0,69 mL, 5,68 mmol). Mieszanin¢ reakcyjng mieszano przez 16 godzin

w temperaturze 40 °C. Po ochlodzeniu do temperatury pokojowej dodano nasycony wodny
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NH4Cl (30 mL). Mieszaning przeniesiono do rozdzielacza i ekstrahowano za pomocg AcOEt
(3 x 50 mL) i DCM (3 x 50 mL). Polaczone warstwy organiczne wysuszono nad Na;SOg4
i przesagczono. Rozpuszczalniki odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Produkt
0CZySZCZONno metodg chromatografii kolumnowe;j (C18-zel krzemionkowy,
H>0:MeCN/1:0—0:1) 1 otrzymano jako ciemnozoétte cialo state (193 mg, 61%). W roztworze
DMSO-ds zwiazek wystgpuje jako mieszanina dwoch rotamerdw w stosunku ~95:5.
Przedstawione dane NMR dotyczg gléwnego rotameru. 'H NMR (500 MHz, DMSO-dp): § 7,80
(d,J=8,7Hz, 2H, H*), 7,54 (d, J = 8,8 Hz, 2H, H?), 7,41 — 7,32 (m, 3H, H*, H’), 7,27 - 7,21
(m, 3H, H%, H°), 7,04 — 6,87 (m, 6H, H’, H'’, H", H, H), 6,61 (d, J= 8,8 Hz, 2H, ), 6,19 (s,
2H, NHa), 6,02 (s, 2H, OCH,0), 5,94 (d, J = 14,6 Hz, 1H, H%), 3,79 (s, 3H, CH;). *C NMR
(125 MHz, DMSO-ds) § 165,5 (C=0), 158,6 (CF), 153,7 (C*), 148,1, 148,0 (C7, C%), 146,6 (C?),
143,5 (%), 139,9 (C"), 137,4 (C"), 134,3 (C'), 130,7 (C°), 130,0 (C°), 129,5 (C?), 127,3 (C?),
126,7 (C*), 125,34, 125,25 (C', C°%), 123,4 (C'%), 121,3 (C%), 115,1 (C™), 113,0 (C?), 108,4 (C°),
105,7 (C%, 101,3 (OCH20), 55,4 (CH3). FT-IR (ATR): 3475, 3379, 1647, 1591, 1490, 1381,
1248, 1140, 1103, 1034, 1013, 831, 740 cm™. HRMS (ESI): m/z 555,1589 ([M+H]",
C31H27N206S " 0bl. 555,1584).
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(2E ,4E)-5-(benzo[d][1,3]dioksol-5-ylo)-N-(4-((4-(4-(5,5-difluoro-1,3,7,9-tetrametylo-SH-

4/4,5|4-dipyrrolo[1,2-¢c:  2',1'-f][1,3,2]diazaborin-10-ylo)butanamido)fenylo)sulfonylo)fe-
nylo)-N-(4-metoksyfenylo)penta-2,4-dienamid (5). Do wysuszonej w piecu fiolki
o pojemnosci 4 mL wprowadzono kwas 4-BODIPY-butanowy (155 mg, 0,451 mmol). Fiolke
zakorkowano, po czym trzykrotnie oprdzniono z powietrza i wypelniono azotem. Za pomoca
strzykawki dodano DCE (bezwodny, 1,1 mL). Po uzyskaniu jednorodnego roztworu dodano
za pomocg strzykawek chlorkek oksalilu (42,9 uL, 57,2 mg, 0,451 mmol) 1 krople DMF.
Mieszaning reakcyjng mieszano przez 4 godziny w temperaturze pokojowej, otrzymujac
roztwor chlorku acylu. Do drugiej wysuszonej w piecu fiolki o pojemnosci 4 mL wprowadzono

zwigzek 4 (125 mg, 0,225 mmol). Fiolke zakorkowano, po czym trzykrotnie oprézniono
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z powietrza 1 wypetiono azotem. Dodano za pomocg strzykawki DCE (bezwodny, 1,1 mL).
Fiolke schtodzono do 0 °C. Nastepnie dodano za pomocg strzykawek DIPEA (78 pL, 58 mg,
0,451 mmol) i1 roztwor chlorku acylu. Mieszaning reakcyjng mieszano przez 30 minut
w temperaturze 0 °C i przez kolejne 24 godziny w temperaturze 80 °C. Po ochtodzeniu
do temperatury pokojowej dodano nasycony wodny roztwér NaHCO3 (10 mL). Mieszaning
przeniesiono do rozdzielacza i1 ekstrahowano za pomoca AcOEt (3 x 10 mL) i DCM
(3x 10 mL). Potaczone warstwy organiczne wysuszono nad Na>SOs4 1 przesaczono.
Rozpuszczalniki odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Produkt oczyszczono metoda
chromatografii kolumnowej (zel krzemionkowy, n-heksan:AcOEt/5:5—3:7) 1 otrzymano
jako ciemnoczerwone cialo stale (45 mg, 23%). W roztworze DMSO-ds zwiazek wystepuje
jako mieszanina rotameréw w stosunku ~95:5/glowny:pozostate. Przedstawione dane NMR
dotycza rotameru gtéwnego. 'HNMR (500 MHz, DMSO-de): & 10,47 (s, 1H, NH),
7,92 - 7,86 (m, 4H, I, H*), 7,80 (d, J = 8,9 Hz, 2H, H°), 7,43 (d, J = 8,8 Hz, 2H, i),
7,35 (dd, J= 15,0 Hz, J=9,8 Hz, 1H, i), 7,27 — 7,21 (m, 3H, H%, H°), 7,04 — 6,86 (m, 6H, H’,
H!% H™ [P, H°), 6,23 (s, 2H, H'®), 6,02 (s, 2H, OCH-0), 5,93 (d, J= 14,6 Hz, 1H, H%), 3,79 (s,
3H, OCH;), 3,03 2,95 (m, 2H, '), 2,60 — 2,54 (m, 2H, H*), 2,40, 2,38 (2xs, 12H, CH3;BOPIPY),
1,91 — 1,84 (m, 2H, ). 3C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & 171,2 (C=08°PIFY) ' 165,6 (C=0),
158,7 (CP), 153,2 (C'%), 148,1, 147,9 (C7, C?), 147,3 (C*), 146,0 (C%), 143,7, 143,6 (C?, CP),
141,0 (C?), 139,9 ("), 139,1, 138,0 (C’, C"), 134,6 (C?), 130,8, 130,6 (C°, C'1), 130,1 (C°),
128,7, 127,9 (C?, C?), 126,6 (C*), 125,2 (C%), 123,4 (C'9), 121,8 (C1), 121,3 (C%), 119,2 (C?),
115,1 (C™), 108,4 (C%, 105,7 (C%, 101,3 (OCH:0), 55,4 (OCH3), 36,4 (C*), 27,02,
26,97 (CF, C"), 15,8, 14,1 (2xCH3). '’F NMR (376 MHz, DMSO-ds): & = -143,8 (m). FT-IR
(ATR): 2924, 1589, 1549, 1507, 1246, 1198, 1151, 1035, 984, 835, 740 cm™'. HRMS (ESI):
m/z 871,3135 ([IM+H]", C4sH4sBF2N4O7S" 0bl. 871,3143).

51



6.4. Widma otrzymanych zwiazkow chemicznych.

6.4.1. Widma zwiazku 1a
"H NMR (500 MHz, DMSO-ds)
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FT-IR (ATR)
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6.4.2. Widma zwiazku 2a
'"H NMR (500 MHz, DMSO-dj)
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FT-IR (ATR)
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6.4.3. Widma zwiazku 3a
'"H NMR (500 MHz, DMSO-dj)
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FT-IR (ATR)
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6.4.4. Widma zwiazku 4
'"H NMR (500 MHz, DMSO-dj)
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FT-IR (ATR)
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6.4.5. Widma zwiazku 5
'"H NMR (500 MHz, DMSO-dj)
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19F NMR (376 MHz, DMSO-ds)

-143.903

S U ——

d | T
-100 =110 =120

T
=180

T
-140

=70 -80 -90 -150 -160 -170 ppm
FT-IR (ATR)
B sHimaDzU
105
:ﬁmm Nt i,
%T ﬂ ¥t Yot o ,M“““ww"-‘wmwwwwb\J"T'."f"‘*\"'ﬂWM"«"'“ -
2 ‘~
= \\“ \ “ pe M
] ) Wi /Y
75— o T A
, & BT I AL
e R
60 | gl FHE LV E 2
4 =] 8 (‘3 Ld‘_§ () =
5 Ok Yoy DT
] g PELS
S =% F [
o0
30 Pt d—ch, k2
H»CF;E'S[ \ ONQ \QNL//\é\(j:O
i H
7 ‘\\/\QHS %\;l ‘ Z [)
15— b
0 e T R o e e o PRI :
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800
IT-21-12 1/cm
Comment; No. of Scans; 60 Date/Time; 2021-02-15 14:37:28
Im-21-12 Resolution; 1 [1/cm] User; Sterownik1
Apodization; Happ-Genzel

61




HRMS (ESI)
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