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1. WPROWADZENIE

Ureaza, obok nitrogenazy, odgrywa kluczowa rolg w biogeochemicznym
obiegu azotu w srodowisku naturalnym. Pierwiastek ten wchodzi w sktad wielu
zwigzkow nieorganicznych i organicznych, co dowodzi, ze jest on niezbedny dla
wszystkich organizméw, a jego dostepnos¢ wywiera ogromny wplyw na
funkcjonowanie réznych ekosystemow [1-3].

Powszechnym Zrédlem azotu w glebie jest mocznik, ktorego konwersja
przez ureaze do amoniaku, a nastepnie proces nitryfikacji do azotanow
i azotynow sprawiaja, ze azot staje sie dostepny dla roslin i innych organizmow
odgrywajac kluczowa role W utrzymaniu produktywnosci naturalnych
ekosystemow. Niektore rosliny zdolne sg do samodzielnego wytwarzania
ureazy, co pozwala im wykorzystywaé mocznik jako zrédlo azotu
w srodowiskach ubogich w sktadniki odzywcze [4,5]. W wodnym obiegu azotu,
mocznik wytwarzany jest przez wigkszo$¢ organizmow. Przeksztatcenie go do
innych zwigzkow azotowych umozliwia rozwdj fitoplanktonu, ktory jest
pierwszym ogniwem morskiego tancucha pokarmowego, a takze odzywia
rosliny produkujace tlen [6]. Azot atmosferyczny stanowi okoto 78% sktadu
procentowego powietrzu, natomiast jest stosunkowo obojetny chemicznie
i nie moze by¢ bezposrednio wykorzystywany przez wigkszos¢ organizmow.
Dlatego niektore bakterie i inne mikroorganizmy wyksztalcity sposoby
przeksztatcania go w przyswajalne formy, takie jak amoniak, azotany i azotyny.
W cyklu tym ureaza bierze swoj udzial, a produkowany przez nig amoniak moze
by¢ miedzy innymi wykorzystany przez bakterie nitryfikujace, a nast¢pnie
denitryfikujace do odzyskania azotu czasteczkowego [7].
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Ureaza naturalnie wystgpuje w bakteriach, grzybach, roslinach i algach.
Powszechnie spotykana jest w przewodzie pokarmowym zwierzat
i wytwarzana przez niektore bakterie zyjace w glebie i wodzie.

Oprocz proceséw naturalnych, ureaza znalazla szerokie wlasciwosci
aplikacyjne  w wielu dziedzinach. W diagnostyce medycznej oraz
w monitoringu §rodowiska ureaza w potaczeniu ze wskaznikami chemicznymi
wykorzystywana jest jako biosensor do wykrywania obecnosci mocznika®
w réznorodnych probkach [8-11]. Natomiast w przemysle stosuje si¢ ja miedzy
innymi do zwigkszenia skutecznosci nawozow na bazie mocznika [12,13] oraz
produkcji pasz dla zwierzat, w procesach bioremediacji mocznika ze $Sciekow
przemystowych (przeksztalcenie w amoniak umozliwia lepszy sposob usuwania
np. poprzez napowietrzanie) [14], w przemysle betoniarskim jako $rodek
utwardzajagcy [15], a takze do modyfikowania wiasciwosci niektorych
produktow spozywczych. W produkcji wyrobéw mlecznych enzym ten
odpowiedzialny jest za tworzenie okreslonych smakéw i tekstur [16,17],
aw przemysle winiarskim i piwowarskim stosowany jest do usuwania gorzkiego
smaku i do kontroli pH procesu fermentacji [18-20].

Pomimo ogromnego znaczenia ureazy zbyt duza aktywno$¢ tego enzymu
moze mie¢ negatywny wpltyw na Srodowisko i zdrowie [21]. Nadmierna
konwersja mocznika do amoniaku powoduje istotne konsekwencje:

1) uposledzenie uktadu pokarmowego (ktorego dziatanie Scisle zalezy
od warto$ci pH), a takze rozw¢j infekcji drog moczowych oraz schorzen
neurologicznych,

2) gromadzenie si¢ wysokich stezen amoniaku w srodowiskach o wysokim

poziomie zanieczyszczenia mocznikiem, powodujac zasadowos$¢

! Na przyklad, zakazenie bakterig Helicobacter pylori wykrywa sie za pomoca
bezinwazyjnego mocznikowego testu oddechowego, ktory polega na podaniu mocznika
znakowanego radioaktywnym izotopem wegla i pomiarze znakowanego dwutlenku
wegla powstajacego w reakcji katalizowanej przez ureaze.
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zaréwno gleb jak i wod, co moze okaza¢ si¢ toksyczne dla roslin oraz
organizmow, hamujac rozwdj i pogarszajac stan zdrowia,

3) bezposredni wpltyw na proces nitryfikacji, ktory w nadmiarze moze
doprowadzi¢ do zakwaszenia gleby, powodujac negatywny wplyw
na wzrost roslin i zyzno$¢ gleb,

4) nadmierna eutrofizacja i powstawanie szkodliwych zakwitow glonow,
skutkujace niedoborem tlenu i $miercig organizméw wodnych,

5) utrata zasobéw azotu w wyniku procesu ulatniania si¢ amoniaku, €O
w przypadku przemystu rolnego skutkuje zwigkszaniem kosztow
produkcji w wyniku koniecznosci stosowania wigkszej ilosci nawozow,

6) duza produkcja podtlenku azotu (w warunkach niskiego poziomu tlenu
podczas nitryfikacji lub tlenowej inhibicji denitryfikacji), ktory jako
sktadnik gazu cieplarnianego przyczynia si¢ do zmian klimatu,

7) zahamowanie wzrostu drozdzy wykorzystywanych W procesie

fermentacji podczas przemystowej produkcji alkoholu z roslin.

Podsumowujgc, ureaza odgrywa wazna role W réznych procesach, jednak jej
nadmierna aktywno$¢ moze mie¢ negatywny wpltyw na zdrowie cztowieka,
srodowisko naturalne oraz przemyst. Zrozumienie wptywu aktywnos$ci ureazy
na otoczenie jest niezwykle wazne w minimalizacji negatywnych skutkow jej
dziatania, ochrony zdrowia spoleczenstwa, odpowiedniego gospodarowania
glebami rolnymi, a takze produktywnosci naturalnych ekosystemow oraz
przemystu. W zwigzku z powyzszym kontrola aktywnosci tego enzymu jest
niezwykle istotna, a rozwoj nowych technik i synteza nowych inhibitorow wciaz
pozostaje inspirujagcym zakresem badan prowadzonych w ramach nauk

chemicznych.
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2. STUDIA LITERATUROWE
2.1. Ureaza: struktura, pochodzenie i znaczenie

2.1.1. Ogolna charakterystyka enzymu

Ureaza (amidohydrolaza mocznikowa, EC.3.5.1.5) jest metaloenzymem?
katalizujacym hydrolityczny rozkltad mocznika®, bedacego koncowym
produktem metabolizmu biatek u zwierzat ureotelicznych (ssaki), a takze
biodegradacji kwasu moczowego wydalanego przez zwierzeta urykoteliczne
(owady, ptaki, gady) [22]. Enzym ten jest zatem kluczowym elementem
metabolizmu zwigzkdéw azotowych w wielu organizmach.

Badania naukowe prowadzone z wykorzystaniem ureazy przyczynity si¢ do
wielu pionierskich osiagnie¢ w naukach biochemicznych. Po raz pierwszy efekt
jej dziatania zostal zaobserwowany w 1876 roku przez Frédérica Musculusa,
ktory powiazal przyS$pieszong przemiane mocznika w weglan amonu
z obecnos$cig roztworu sfermentowanego moczu w badanej probee [23].
Obserwacje te zostaly potwierdzone w 1890 roku przez Pierre’a Miquelta, ktory
zaproponowal obecng nazwg biatka. Od 1909 roku, kiedy to miato miejsce

odkrycie przez Takeuchiego ureazy w soi (Glycine max) zapewniajace obfite

2 Enzym posiadajacy w centrum aktywnym jon/jony metalu, ktére biorg udziat
w procesie Kkatalitycznym i koordynowane sa przez grupy boczne reszt
aminokwasowych.

3 Hydroliza mocznika zachodzi dwuetapowo. Pierwsza reakcja prowadzi
do otrzymania amoniaku i karbaminianu, ktéry nastepnie spontanicznie rozpada si¢ dajac
kolejna czasteczke amoniaku i dwutlenek wegla — w roztworze o niskiej pojemnosci
buforowej powstajace produkty alkalizuja Srodowiska. Ureaza przy$piesza pierwsza
reakcje okoto 10'-krotnie.
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zrodlo enzymu, zainteresowanie ureaza, jako modelowym zwigzkiem do
przeréznych badan, znaczaco wzrosto. Przetomowe osiagniecia biochemii,
W tym zwigzane z narodzinami wspotczesnej enzymologii, miaty miejsce
w 1926 roku za sprawg Jamesa Sumnera, ktdry po raz pierwszy wyizolowat
ureazg z fasoli (Canavalia ensiformis), oczyscit otrzymujac posta¢ krystaliczng
i wykazal, ze enzymy sg biatkami [24]. W 1946 roku za swoje prace otrzymat
nagrode Nobla w dziedzinie chemii. Co wigcej, ureaza jest tez pierwszym
wyizolowanym enzymem, w ktorym Nicholas Dixon w 1975 roku stwierdzit
obecno$¢ kationow niklu w miejscu aktywnym i opisat ich kluczowy wplyw na
aktywno$¢ enzymatyczng [25].

Ureaza jest biatkiem wielkoczasteczkowym i w zaleznosci od pochodzenia
(Tabela 1), posiada roézng mase czasteczkowa, strukture (homo- lub

heteromeryczng) oraz budowe centrum aktywnego.

Tabela 1. Niektére przyklady naturalnych zrodel ureazy.

Grzyby Rosliny Algi
Aspergillus nidulans Canavalia ensiformis | Nitellopsis obtusa
Aspergillus niger Glycine max Bezkregowce
Coccidioides immitis Cajanus cajan
Cryptococcus neoformans Gossypium hirsutum Otala lactea
Bakterie
Brevibacterium ammoniagenes Proteus vulgaris
Brucella suis Sporosarcina pasteurii
Helicobacter pylori Staphylococcus aureus
Klebsiella aerogenes Staphylococcus saprophyticus
Lactobacillus fermentum Staphylococcus xylosus

Proteus mirabilis Ureaplasma urealyticum
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Ureazy roslinne i grzybowe sktadajg si¢ z kilku identycznych podjednostek,
w przeciwienstwie do ureaz bakteryjnych, ktore zbudowane sg z dwodch
lub trzech odrebnych czgsci i wystepuja w postaci trimerowych lub
heksamerowych agregatéw [26]. Kazda podjednostka posiada jedno miejsce
aktywne z dwoma kationami niklu koordynowanymi przez kilka reszt
aminokwasowych (histydyne, asparaging i lizyng mostkujaca dwa atomy
metalu). Budowa miejsca aktywnego rézni si¢ w zaleznosci od pochodzenia
enzymu. Ureaza jest enzymem bogatym w cysteing, a jedna z reszt znajduje si¢
na wejsciu do centrum aktywnego enzymu i bierze udzial w tworzeniu tzw.
»klapki” blokujacej miejsce katalityczne. Chociaz sama nie bierze udzialu
w reakcji enzymatycznej, zmiana konformacyjna z jej udziatem ma bezposredni
wplyw na rozmieszczenie innych Kkluczowych reszt aminokwasowych,

a w konsekwencji na mechanizm katalizy.

2.1.2. Czynnik wirulencji patogenéw chorobotworczych

Ureazy bakteryjne stanowia najliczniejsza grupe (Tabela 1), a cze$¢ z nich
jest przyczyng wielu powaznych chorob w organizmie ludzkim. Enzym stanowi
czynnik wirulencji* niektorych patogendw, umozliwiajac im kolonizacje
w tkankach, namnazanie i rozw0j infekcji (Tabela 2) [27]. Ze wzgledu na duza
zasadowo$¢ amoniaku bedacego jednym z produktéw reakcji katalizowanej
przez ureaze, enzym jest bezposrednim zrdédtem toksyn wobec zywych komorek,
a obecno$¢ aktywnosci ureolitycznej jest waznym markerem wielu infekcji

bakteryjnych.

4 Czynnik wirulencji (inaczej zjadliwo$é) drobnoustrojéow — zdolnoéé organizmu
chorobotwoérczego do wniknigcia, namnozenia oraz uszkodzenia tkanek i przezycia
W niesprzyjajacym srodowisku.
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Tabela 2. Przyklady najbardziej dotkliwych choréb bakteryjnych,
w ktorych ureaza stanowi czynnik zjadliwoSci.

Patogen Skutki zasiedlenia gospodarza

Bruceloza — przewlekta i zakazna choroba
odzwierzgca objawiajaca si¢ poronieniami,
bezptodnos$cig samic oraz zapaleniem
narzadéw pltciowych samcow.

B. suis

Choroba wrzodowa zotgdka — uszkodzenia
nabtonka w btonie §luzowej, na skutek
zapalenia wywolanego neutralizacjg kwasu
solnego w soku zotagdkowym. Przewlekta
i nieleczona infekcja ma wptyw na rozwoj
nowotworow btony Sluzowej zotadka.

H. pylori

Infekcje drog moczowych oraz powstawanie
kamieni nerkowych (na skutek wytracania si¢
N soli w zasadowym moczu), a w konsekwencji
P. mirabilis . . . ”
niedrozno$¢ oraz niewydolnos$¢ nerek.

P. vulgaris . , .
Zapalenie opon mézgowych — ureaza ulatwia

pokonanie bariery krew-mozg i inwazje
osrodkowego ukladu nerwowego.

Rézne rodzaje infekcji narzaddw i tkanek

S. aureus L. . .
odporne na dziatanie antybiotykow.

U. urealyticum | Infekcje drog moczowych oraz narzadow ptciowych.

2.1.3. Oporno$¢ antybiotykowa szczepow bakteryjnych

Niektére z mikroorganizméw wyksztatcity molekularne mechanizmy
obronne umozliwiajgce im przetrwanie w obecnosci substancji terapeutycznych
zdolnych do hamowania namnazania i eliminacji, tj. antybiotykow. Wyroznia si¢

antybiotykooporno$¢ naturalna i nabyta. Pierwsza z nich wynika
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z pierwotnych wlasciwosci komoérek bakterii — jest determinowana genetycznie
i moze by¢ powigzana z posiadaniem cech takich jak nieprzepuszczalna §ciana
komorkowa, wytwarzanie enzyméw, niskie powinowactwo lub brak
odpowiedniego receptora dla substancji czynnej. Natomiast
antybiotykooporno$¢ nabyta jest wynikiem przeprowadzania transferu genow
lub spontanicznych mutacji. W konsekwencji uniewrazliwienie si¢ bakterii na
substancje czynng lub chociazby na jej standardowo stosowane stezenie
prowadzi do braku skuteczno$ci stosowanej terapii, a to stanowi ogromny
i narastajgcy problem w medycynie. Ponadto powaznym utrudnieniem jest tatwy
dostep do antybiotykow, a takze niewystarczajgca $wiadomos$¢ pacjentow
0 wplywie stosowania nieodpowiedniej terapii i samodzielnego modyfikowania
zalecen lekarskich na mozliwo$¢ powstania opornych szczepow. Aktualnym
rozwigzaniem stosowanym w celu przeciwdziatania opornym szczepom jest
stosowanie kombinacji substancji czynnych. W przypadku leczenia zakazenia
bakteria H. pylori przeprowadza sie czterosktadnikowa farmakoterapie
sktadajacg si¢ z obnizajacego wydzielanie kwasu Zotgdkowego inhibitora pompy
protonowej, bakteriobdjczych soli bizmutu oraz dwdch antybiotykow przez
7-14 dni.

Jak wspomniatam powyzej, jednym z naturalnych mechanizmoéw obronnych
bakterii jest wytwarzanie odpowiednich enzymoéw utatwiajacych im przezycie.
Wsrdd wielu patogennych mikroorganizméw czynnikiem takim jest rowniez
ureaza, a hamowanie jej aktywno$ci moze znaczaco wplyna¢ na powodzenie

terapii poprzez synergistyczne dziatanie z antybiotykami.
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2.2. Inhibitory ureazy: rodzaje, synteza i aktywno$¢ biologiczna

Zwigzkami zdolnymi do kontroli aktywnos$ci ureazy sa inhibitory.
W najbardziej typowym podejéciu substancje te wiaza si¢ w miejscu aktywnym
lub blokuja do niego dostep zapobiegajac wigzaniu mocznika,
a w konsekwencji zmniejszajac jego hydroliz¢. Budowa centrum aktywnego
i grupy funkcyjne zaangazowane w proces katalityczny ureazy warunkuja, ktore
substancje wptyng hamujaco na jej dziatanie (Tabela 3). Dlatego kluczowa jest
znajomos$¢ mechanizmu oddziatywania inhibitora z enzymem (np. rola reszt
aminokwasowych zdolnych do oddziatywan) juz na etapie projektowania
struktur. W zwiazku z faktem, iz nawet niewielka zmiana w strukturze inhibitora
moze znaczaco wplynaé na powinowactwo, opracowywanie réznorodnych
strukturalnie zwigzkow i1 tworzenie obszernych bibliotek, poddawanie ich
badaniom przesiewowym i analiza zaleznosci struktura-aktywnos$¢, sktadaja si¢
na kompleksowy proces optymalizacji sily hamowania i selektywnosci

inhibitorow, ktory dodatkowo moze wymagaé wielu etapow iteracyjnych.

Tabela 3. Podstawowe grupy inhibitor6ow ureazy.

Strukturalne Analogi

: ; e Inne
analogi mocznika stanu przejsciowego

zwiazki selenowe

polifenole
tiomocznik ao,pB-nienasycone uktady
hydroksymocznik . amidy, estry zwiazki heterocykliczne
i kwasy fosforowe
kwas D
zwiazki tiolowe
acetohydroksamowy

zwiazki boru

jony metali ciezkich
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Inhibitory ureazy znalazly szerokie zastosowania, aczkolwiek dwa gtowne
zwigzane sg z rolnictwem oraz medycyna. Hamujac hydroliz¢ mocznika w glebie
ograniczajg one straty azotu w procesach ulatniania i wymywania, a tym samym
zwickszajg wydajnos¢ nawozow azotowych czynigc je bardziej efektywnymi
i przyjaznymi dla srodowiska. Natomiast w medycynie inhibitory ureazy badano
pod katem ich potencjalu ograniczania wirulencji bakterii wytwarzajacych
ureaze. Na przyktadzie kwasu acetohydroksamowego zauwazono, ze jego
jednoczesne stosowanie z antybiotykami pomaga w leczeniu infekcji poprzez
zmniejszenie zjadliwosCi 1 przezywalnosci drobnoustrojow. Szczegdlnie
w przypadku zastosowania medycznego, niezwykle istotnym aspektem jest
dazenie do opracowywania zwigzkéw chemicznych o bardzo dobrych
wilasciwosciach hamowania aktywnos$ci enzymu, ale takze bedacych strukturami
stabilnymi chemicznie i o jak najmniejszej cytotoksycznosci.

W literaturze znane sa dwa gldwne mechanizmy inhibicji ureazy. Pierwszy
Z nich opiera si¢ na tworzeniu niekowalencyjnego oddzialywania pomig¢dzy
inhibitorem, a katalitycznymi kationami niklu, gtéwnie w wyniku strukturalnego
podobienstwa do substratu katalizowanej reakcji lub stanu przej$ciowego
(Podrozdziat 2.2.1). Drugim podejsciem, jest wykorzystanie zdolno$ci
niektorych  ugrupowan  do  tworzenia  wigzania  kowalencyjnego
Z grupa tiolowa cysteiny znajdujaca sie przy wejsciu do miejsca aktywnego
ureazy. Efektem tego jest zwykle nieodwracalna inaktywacja biatka poprzez
zaburzenie mozliwosci zmian konformacyjnych zwigzanych z wigzaniem
substratu (Podrozdziat 2.2.2). Oba typy inhibitorow powinny wykazywac si¢
odpowiednia komplementarno$cig strukturalng do okreslonych regionow
enzymu. Ze wzgledu na ogromne zainteresowanie tym tematem, wielu
naukowcow dokonato przegladu prac 0 inhibitorach ureazy i podsumowania

najwazniejszych osiggnie¢ w tym zakresie [22,28-32].
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2.2.1. Niekowalencyjne inhibitory ureazy bakteryjnej

Niekowalencyjne inhibitory ureazy bakteryjnej stanowia liczng grupe
zwigzkow, ktére wigzg si¢ w centrum aktywnym enzymu poprzez
koordynowanie centralnych jonéw niklu i/lub tworzenie sieci oddziatywan
z resztami aminokwasowymi tworzacymi wneke aktywna. Wigkszo$¢ z nich
dziata zgodnie z mechanizmem inhibicji kompetycyjnej, konkurujac o dostep do

centrum katalitycznego.

2.2.1.1. Analogi mocznika, tiomocznika i kwasy acetohydroksamowe

Najprostszymi inhibitorami ureazy sg strukturalne analogi mocznika.
Stosunkowo proste zwiazki, takie jak hydroksymocznik (1), semikarbazyd (2)
oraz tiomocznik (3) okazaty si¢ by¢ milimolarnymi inhibitorami ureaz
bakteryjnych (Rysunek 1) [33-35]. Wprowadzanie modyfikacji strukturalnych
(w celu lepszego dopasowania do centrum Kkatalitycznego poprzez tworzenie
dodatkowych oddziatywan), w wielu przypadkach korzystnie wptyn¢to na
hamowanie aktywnosci enzymu. Przykladowo, lepszym inhibitorem od
tiomocznika okazata si¢ jego N-acylowana pochodna (4), ktora otrzymano

z odpowiedniego kwasu karboksylowego (Schemat 1) [36].

i
H,N NN H2
H
O 2 S
HZNJ\N/OH Ki =31 mM, S. saprophyticus HQNJ\NHQ
H
1 3
K; = 0,23 mM, B. ammoniagenes K; = 26 mM, B. suis
K;=1.0 mM, B. suis K; =21 uM, S. pasteurii

K; = 0,13 mM, S. saprophyticus

Rysunek 1. Struktury analogow mocznika oraz ich
aktywnos$¢ wobec ureaz bakteryjnych.
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4,ICso = 0,16 pM, H. pylori
(a) SOCI,, 90°C, 1-2 h; (b) tiomocznik, PhCH3, 100°C, 1,5-2 h

Schemat 1. Synteza N-podstawionych pochodnych tiomocznika
oraz ich aktywnos$¢ wobec ureazy z H. pylori.

Kolejnymi zwigzkami zawierajacymi w swojej strukturze fragment
mocznika i wigzacymi si¢ w centrum aktywnym w sposob analogiczny do
substratu sa barbiturany. Jednak ze wzgledu na wigcksze powinowactwo atomu
siarki do jondéw niklu, lepsze wyniki osiagnicto dla tiobarbituranéw [37,38].
Po modyfikacji w wyniku kondensacji Knoevenagela, ktéra umozliwita
przytaczenie réznych podstawnikow do struktury wiodacej, uzyskano inhibitory

ureazy ze S. pasteurii silniejsze od tiomocznika (5-8) (Schemat 2).

Q RCHO Q
N>H=S NaOH N>H:S R = 3,4-(OH),Ph, 5, IC50 = 1,6 UM
N t12h o N p-CH3Ph, 6, IC5, = 6,7 uM

o) o)

O ./ RCHO, O ./

) N>=s EtOH N>= R = 3,5-(0CHs),Ph, 7, ICsg = 7,4 uM

N i, 3 h K N p-I(CH3),N]Ph, 8, IC5, = 8,6 uM

o) A\ fe) A

2

Schemat 2. Synteza pochodnych tiobarbituranéw i bistiobarbituranéw
oraz ich aktywnos$¢ wobec ureazy ze S. pasteurii.

Jednym z najbardziej znanych inhibitorow ureazy jest kwas
acetohydroksamowy (9) (Rysunek 2) [35,39-41]. Swoja skuteczno$¢ zawdzigcza
wysokiemu powinowactwu zwigzanemu z wilasciwosciami koordynowania
jonow metali przez ugrupowanie hydroksamowe. Zwigzek wigze si¢ w miejscu

aktywnym enzymu jako dwukleszczowy ligand chelatujacy centrum metaliczne.
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)LN,OH
H

K; = 0,77 mM, B. suis 9 K; = 2,6 UM, K. aerogenes

K; = 2,0 uM, H. pylori K; = 3,3 uM, S. pasteurii

Rysunek 2. Struktura kwasu acetohydroksamowego
oraz jego aktywnos$¢ wobec ureaz bakteryjnych.

Niestety, zastosowany klinicznie zwigzek ten powodowal znaczace skutki
uboczne takie jak teratogennos$¢ [42], odwracalne objawy neurosensoryczne
i psychoneurologiczne, zaburzenia uktadu pokarmowego i hematologicznego
[43], niemniej jednak zostat zatwierdzony przez Agencje Zywnosci i Lekow
(FDA) w 1983 r. do leczenia przewleklych infekcji drog moczowych
(w Stanach Zjednoczonych pod nazwa Lithostat, a w Europie jako Uronofrex).
Ze wzgledu na prostg strukturg 1 wzglednie niskg toksycznos$¢ jest jednym
z najintensywniej badanych inhibitor6w ureaz roslinnych, bakteryjnych oraz
grzybowych, a takze w terapiach medycznych stosowanych w stanach
patologicznych wywotanych przez bakterie ureolityczne. Kwasy hydroksamowe
sg latwe w syntezie i posiadajg duze mozliwo$ci modyfikacji strukturalnych.
Zsyntetyzowano roznorodne pochodne, np. z odpowiednio zabezpieczonych
aminokwasow (Schemat 3). Wiele z nich wykazato bardzo dobra aktywnosé

biologiczng wobec ureazy bakteryjnej z H. pylori (10,11) [28,44,45].

H ©
a c.e
BOC‘X’N\)J\OEt

0
H
Boc., -OH . X,N\)J\”,OH

X =Leu, 10, IC59 = 0,22 uM
Met, 11, IC5 = 0,31 uM

(0]
H
b, Boc._.N OBzl _d,e
X = reszty X \)J\H
aminokwasowe
(a) Gly-OEt - HCI, HOBt, EDC, THF, -20 °C — 5 °C, 24 h; (b) Gly-NHOBzI - HCI,
HOBt, EDC,THF, -20 °C — 5 °C, 24 h; (¢) 1 M NH,OH/CH3;0H, 4 °C, 20 h;
(d) 5% Pd/C, H,, CH30H, rt, 1 h; (e) 4,2 M HCI/AcOEt, rt, 1h

Schemat 3. Synteza i aktywno$¢ pochodnych kwasu acetohydroksamowego
wobec ureazy z H. pylori.
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2.2.1.2. Zwiazki fosforoorganiczne

Inng grupa bardzo dobrych inhibitoréow, ktore oddziatujg z katalitycznymi
kationami niklu w centrum aktywnym, sa analogi stanu przejSciowego reakcji

hydrolizy katalizowanej przez ureaz¢ (Schemat 4).

O
H2N NHZ ureaza H2N/~\NH3

|I|
9 0 2
wigksza P / wigeksza
o © varky, & 6F0 167

R = PhO, 12, K; = 0,094 nM, K. aerogene
K; = 0,60 nM, S. pasteurii

p-CIPhO, 13, K; = 0,35 nM, S. pasteurii
NH,, 14, K; = 32 nM, S. pasteurii
p-FPhCONH, 15, IC5y = 5,0 nM, H. pylori
m-CIPhCONH, 16, IC5q = 3,9 nM, H. pylori

I C02 + 2NH3

Schemat 4. Reakcja hydrolizy mocznika katalizowana przez ureaze
oraz koncepcja inhibitorow fosforoorganicznych bedacych analogami
stanu przejs$ciowego.

Najbardziej intensywnie eksplorowana grupg takich analogow sa zwiazki
fosforoorganiczne ze wzgledu na odpowiednig geometrie i strukture
elektronowa grupy fosforowej. Najwigksze podobienstwo do tetraedrycznego
stanu przej$ciowego reakcji enzymatycznej wykazuja amidy kwasu fosforowego
i wiele z nich okazato si¢ by¢ inhibitorami o bardzo wysokiej (nawet
subnanomolarnej) aktywnosci (12-16) [39,46,47]. Jednak pomimo wysokiej
skutecznosci w hamowaniu aktywnos$ci ureazy ich zastosowanie napotkato
krytyczne ograniczenia ze wzgledu na hydrolityczng labilnos¢ wigzania N-P
W $rodowisku wodnym. Rozwigzaniem problemu stabilnosci byto catkowite
wyeliminowanie wigzan N-P i zastgpienie ich wigzaniami C-P
i/lub O-P. Niestety pomimo zwigkszenia trwato$ci zwigzkow zabieg ten wptynat

niekorzystnie na site inhibicji.
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Otrzymywanie kwasoéw  fosfinowych/fosfonowych jest przewaznie
skomplikowanym i wieloetapowym procesem, czesto wymagajacym
odpowiedniej strategii protekcji/deprotekcji grup funkcyjnych w zalezno$ci od
stosowanych warunkow reakcji. Tworzenie wigzania C—P jest natomiast
podstawowym wyzwaniem syntetycznej chemii fosforoorganicznej i moze by¢
realizowane r6znymi metodami opracowanymi na przestrzeni lat. Do syntezy
inhibitorow ureazy uzyto przyktadowo dobrze poznanej addycji P-H do
ugrupowania karbonylowego (reakcja Abramowa) dajacej a-hydroksyfosfiniany
lub a-hydroksyfosfoniany. Reakcja ta jest czesto stosowana do syntezy
podstawowego bloku budulcowego (kwasu hydroksymetylo-H-fosfinowego),
ale takze dalszej rozbudowy strukturalnej (Schemat 5). Niezwykle uzyteczna jest
takze jednoetapowa, trojsktadnikowa reakcja Kabacznika-Fieldsa, w wyniku
ktorej z aminy, zwigzku karbonylowego oraz H-fosfonianu (fosforynu)
dialkilowego (lub analogu) otrzymuje sie a-aminometylofosfoniany/fosfiniany.
Uwaza sie, ze jest ona jedng z najskuteczniejszych metod syntezy fosforowych
analogdw o-aminokwasow, ktore zdolne sg do wykazywania aktywnosci

biologicznej wobec enzymow, w tym takze ureaz (17,18) [48-51].

a 1l
HaPOz == o B OH 77 _N_P_OH

(a) (CH,0),, aq. HCI, EtOH, 100°C, 48 h; (b) aq. Me,NH, aq. HCI, (CH,0),, 90°C, 5 h

N (IP? a N ('F?> EZI b H,N (IP? N
SN - NP NS - N IS NS
Cbz HOH Cbz o R On

18, K;= 0,11 pM

(a) NHR(Bzl), (CH,0),, aq. HCI, EtOH, t.w., 4 h; (b) Hy, 10% Pd/C, CH30H, rt, 1 h

Schemat 5. Synteza wybranych a-aminofosfinianéw oraz ich aktywnos¢
wobec ureazy ze S. pasteurii.
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Ciekawym watkiem badawczym dotyczacym a-aminofosfinianow byto
porownanie ich aktywnos$ci biologicznej wobec ureaz wzgledem analogicznych
tiofosfinianéw zsyntetyzowanych w reakcji tionowania z odczynnikiem
Lawessona (19,20) [52]. Roznica w jednym atomie spowodowata kilkaset krotny
spadek wartosSci stalej inhibicji dowodzac wickszego powinowactwa atomu

siarki niz atomu tlenu do centralnych jonéw niklu ureazy (Rysunek 3).

H Il
Cbz. N P
N ~ | ~N
H/\C[)]/ OH
X=0,19 . 800-krotnie mniej X=8, 29.
K; =135 uM, S. pasteurii ------------------ > K;=0,17 yM, S. pasteurii
K =178 uM, P. vulgaris ------------------ >  K;=0,45 yM, P. vulgaris

400-krotnie mniej

Rysunek 3. Poréwnanie aktywnosci fosfinianow i analogicznych
tiofosfinianow wobec ureaz bakteryjnych

Innym podejsciem do syntezy zwigzkéw fosfooroganicznych jest
modyfikacja aktywowanych uktadow o,B-nienasyconych w reakcji substytucji
nukleofilami fosforowymi. Przyktadowo, badacze podj¢li sie rozbudowy
strukturalnej kwasu cynamonowego wykazujacego aktywno$¢ inhibitorowa
wobec ureaz, tworzac duzg biblioteke mikromolarnych i submikromolarnych
inhibitorow ureazy ze S. pasteurii (Schemat 6) [54-53]. Substratami
nienasyconymi byty addukty Mority-Baylisa-Hillmana, otrzymane w reakcji
para-podstawionych benzaldehydow z akrylanem metylu. Po acylowaniu grupy
hydroksylowej (w celu uzyskania lepszej grupy odchodzacej) przeprowadzono
reakcje z aktywowanym  (sililowanym) nukleofilowym komponentem
fosforowym otrzymujac odpowiednie kwasy H-fosfinowe 21 i 22. W nastepnych
etapach przeprowadzono nastepcze modyfikacje strukturalne: utlenianie
ugrupowania kwasu H-fosfinowego do kwasu fosfonowego (23 i 24), hydroliza

grupy estrowej kwasow fosfonowych (25 i 26) oraz redukcja wigzania
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podwojnego jednego ze zwiazkow (z 25 do 27), ktore pozwolity na bogatg
analize zaleznoéci  struktura-aktywno$¢é. Znamienng obserwacja byto
pogorszenie parametréw inhibicji po redukcji wigzania podwojnego, Swiadczace
0 jego udziale w interakcji z centrum aktywnym enzymu, a zatem istnieniu

dodatkowego (poza kompleksowaniem jondéw niklu) mechanizmu inhibicji.

OAc

/@Ao ab mcoows

X X

c, d /@/\[COOCH:; e mCOOCHg
X P/H X P/OH

7\ o\
d oH d oH
X = CHa, 21, K; = 23 uM X = CHg, 23, K = 21 pM
X =F, 22, K;= 14 uM X =F, 24, K, = 63 uM
X ,,P\/OH X IIP\/OH
O OH O OH
X = CHa, 25, K; = 0,59 uM X = CHa, 27, K; = 90 uM

X =F, 26, K;=9,8 yM
(a) akrylan metylu, DABCO, rt, 3 d; (b) AcCl, pyridyna, CH,Cl,, 0°C, 1 h, rt, 16 h;
(c) HP(OSiMej3),, CH,Cly, 0°C — rt, 16 h; (d) MeOH, rt, 30 min; (e) DMSO, I, THF,
t.w., 24 h; (f) 6 M HCI, t.w., 24 h; (g) Hp, 10% Pd/C, MeOH, 1 atm, rt, 2 d

Schemat 6. Synteza i aktywno$¢ wobec ureazy ze S. pasteurii fosforowych
analogéw kwasu cynamonowego.

2.2.1.3. Zwiazki heterocykliczne

Uktady heterocykliczne rowniez hamujg aktywno$¢ ureaz. Zwigzki te sa
zwykle inhibitorami kompetycyjnymi, cho¢ nie sg analogami substratu czy
struktury stanu przejsciowego katalizowanej reakcji, niekoniecznie takze

koordynuja jony metalu. Sg jednak komplementarne do miejsca aktywnego



2. STUDIA LITERATUROWE

i tworza korzystne oddziatywania z resztami aminokwasowymi, w tym wigzania
wodorowe, interakcje typu n czy hydrofobowe. Przyktadem takiego zwiagzku jest
benzimidazol 28, otrzymany w reakcji cyklizacji pochodnej 1,2-benzenodiaminy
z aldehydem aromatycznym (Schemat 7) [56,57].

Br,

NH2 Br OCH3 N328205 N
+ W’ S OCH3
N
Br NH, OHC OCH3 refluks, 4h Br b oCH,
28, K;=8,2uM

Schemat 7. Synteza przykladowej pochodnej benzimidazolu
oraz jej aktywnos$¢ wobec ureazy ze S. pasteurii.

Kolejng grupa zwiazkow, ktorej zachowanie wobec aktywnosci ureaz
zostalo zbadane, byty pochodne tiazolidyny otrzymane z chlorowodorku
L-cysteiny (Schemat 8) [58]. Kwasy tiazolidyno-4-karboksylowe okazaly sie
dwukleszczowymi ligandami, zdolnymi do wigzania si¢ z atomami niklu
w pseudotetraedrycznej geometrii koordynacyjnej poprzez atomy tlenu.
Zsyntetyzowano rowniez estry tego kwasu, ktore wykazaly wzrost aktywnosci
inhibitorowej, co wynika z lepszych wiasciwosci elektronodonorowych grup
alkilowych. Najskuteczniejsza wobec ureazy ze S. pasteurii okazata si¢ by¢

pochodna n-heptylowa, zwigzek 29.

HS S S
a b
l - AN_>‘COOH - 4,\T>‘COO(CH2)GCH3
HCI - H,N™ “COOH H H
29, 1C55 = 0,24 upM

(a) (CH,0),, H,0, EtOH, pirydyna, rt, 24 h; (b) CH3(CH,)sOH, SOCl,, t, 2h

Schemat 8. Synteza pochodnej tiazolidyny
oraz jej aktywnos$¢ wobec ureazy ze S. pasteurii.
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2.2.1.4. Chinolony

Wazng klas¢ zwigzkow biologicznie aktywnych stanowig chinolony,
a w szczeg6lnosci fluorochinolony. Uwaza si¢, ze s3 jednymi z klinicznie
najskuteczniejszych syntetycznych lekéw przeciwbakteryjnych o szerokim
spektrum dziatania [60]. Tworza duza grupe zwigzkow, w ktorej znajduje
si¢ wiele znanych antybiotykow zarowno przeciw bakteriom Gram-ujemnym,
jak i Gram-dodatnim. Gléwnymi przedstawicielami sg cyprofloksacyna,
lewofloksacyna oraz moksyfloksacyna (Tabela 4). Zwiazki te okazaly sig
obiecujacymi inhibitorami ureaz z H. pylori, P. mirabilis oraz S. aureus [61,62],
a w polaczeniu z innymi substancjami (wykorzystujac efekt synergistyczny
umozliwiajgcy obnizenie stezenia stosowanego antybiotyku) zostaly

zastosowane w skuteczniejszej terapii.

Tabela 4. Aktywno$¢ przeciwbakteryjna antybiotykow chinolonowych.

MICgo (ug/ml)
H. pylori  P. mirabilis S. aureus

Substancja czynna

O

FWCOOH

I

N N 1 32 16
AT

Cyprofloksacyna

O
F COOH

|
WX

Lewofloksacyna

0
FD\)‘j/COOH
|
N N 1 64 1
HN
SEE

Moksyfloksacyna
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Wyniki modelowania molekularnego sugeruja, ze inhibicja ureazy odbywa
si¢ przez oddzialywanie grupy karboksylowej z jonami niklu w miejscu
aktywnym. Aczkolwiek niewykluczona jest takze kowalencyjna modyfikacja
celu biologicznego, na skutek nukleofilowej addycji tiolu do uktadu
nienasyconego, okres$lanej jako addycja Michaela (wigcej w podrozdziale
2.2.2.3).

2.2.1.5. Inne inhibitory

Tiole réwniez koordynuja jony niklu w centrum aktywnym ureazy,
aczkolwiek sg stabymi inhibitorami (30-34, Rysunek 4) [39]. Badania kinetyczne
wykazaly, ze mechanizm oddzialywania jest zalezny od pH, a najbardziej
efektywna inhibicja wystepuje dla formy anionowej (R-S°). Jak mozna zauwazy¢
na ponizszym rysunku obecno$¢ dodatkowych grup funkcyjnych w strukturze

zwigzku, w szczegdlnosci aminowej, podnosi site inhibicji.

0]
HS/\/R HS/\)J\O/R

R = NH,, 30, K; = 0,010 mM NH,
OH, 31, K; = 0,55 mM R= CHs, 33, K= 0,12 mM
H, 32, K; = 21 mM H, 34, K, =95 mM

Rysunek 4. Aktywnos¢ tioli wobec ureazy z K. aerogenes.

Kwas borowy i jego pochodne (35-38) sg szybkowiazacymi inhibitorami
ureaz, aczkolwiek sita ich oddziatywania rowniez okazata si¢ by¢ stosunkowo
staba (Rysunek 5) [63]. Struktura krystaliczna ujawnita, ze kwas borowy
mostkuje jony niklu za pomoca dwoch atomow tlenu, a trzeci skierowany jest
w strong wngki [64]. Wprowadzenie hydrofobowych podstawnikow nieznacznie

pogorszyto warto$¢ inhibicji, niemniej jednak dodatkowe modyfikacje jak
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chociazby obecnos$¢ halogenow, zdolnych do tworzenia halogenowych wigzan

wodorowych, odtwarza wyjsciowe wtasciwosci inhibicyjne.

OH o
B.
gH (é)H ©B\OH O OH
HO"~“OH 0K Br
35K =010mM  36,K=055mM  37,K=13mM 38 K =0,12mM

Rysunek 5. Aktywno$¢ zwigzkéw boru wobec ureazy z P. mirabilis.
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2.2.2. Kowalencyjne inhibitory ureazy bakteryjnej

Cechg charakterystyczng kowalencyjnych inhibitorow ureazy jest tworzenie
trwalego wigzania ze specyficzng reszta aminokwasowa enzymu,
co nieodwracalnie hamuje jego aktywnos$¢. W grupie tej mozna wyrdzni¢ kilka
typéw zwiazkoéw, aczkolwiek ich mechanizm dziatania gléwnie obejmuje
reaktywno$¢ wobec grupy tiolowej cysteiny znajdujacej si¢ na wejsciu do

centrum aktywnego (Cys322 w przypadku enzymu ze S. pasteurii).

2.2.2.1. Zwiazki selenoorganiczne

W ostatnim czasie duze zainteresowanie wsrod naukowcow opracowujacych
inhibitory ureazy wzbudzily zwiazki organiczne zawierajace atom selenu.
Odbywa sie to za sprawg ciekawej reaktywnosci tych zwigzkoéw, polegajacej ha
tworzeniu wigzania kowalencyjnego z grupa tiolowa cysteiny i powstawaniu
mostkow selenowo-siarkowych. Najwszechstronniej badanym przedstawicielem
tej klasy zwigzkéw jest ebselen (N-fenylo-1,2-benzizoselenazol-3(2H)-on),
znany ze swoich wiladciwosci przeciwutleniajgcych, przeciwzapalnych oraz
przeciwdrobnoustrojowych [65]. Jest on rozwazany w leczeniu chorob
onkologicznych, neurodegeneracyjnych, a takze bakteryjnych oraz wirusowych.
Przyktadowo, udowodniono jego zdolno$¢ do specyficznej inhibicji bakteryjnej
reduktazy tioredoksyny (ktorej inaktywacja prowadzi do zaburzenia
mechanizmu kontroli stresu oksydacyjnego komorek) [66] oraz proteazy
cysteinowej (odgrywajacej kluczowa rolg w replikacji wirusa SARS-CoV) [67].
Ebselen odgrywa znaczaca rol¢ w hamowaniu nadmiernego wydzielania soku
zotadkowego, a posiadajac wlasciwosci antyureolityczne dziata terapeutycznie
na chorobe wrzodowa. Wykazuje synergistyczne dziatanie z antybiotykami,
uwrazliwia¢ na ich dziatanie nawet w przypadku bardzo opornych na leki
patogendéw [68]. Ponadto, toksyczno$é ebselenu oraz jego metabolitow zostata

szczegdtowo przebadana i jest akceptowalna.
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Powyzsza charakterystyka czyni ebselen i jego analogi — N-podstawione
1,2-benzizoselenazol-3(2H)-ony cennymi obiektami badan z uzyciem ureazy.
W  pierwszym podejSciu zsyntetyzowano grupe ponad 20 zwigzkéw
selenoorganicznych (benzizoselenazol-3(2H)-onéw oraz diselenidow) w reakcji
amin pierwszorzedowych badz aminokwasow z chlorkiem
2-(chloroseleno)benzoilu lub  2,2'-diselenobisbenzoilu  (Schemat 9) [41].
Otrzymane zwiagzki zostaly poddane testom aktywno$ci inhibitorowej
i wigkszo$¢ z nich okazata si¢ by¢ nanomolarnymi inhibitorami enzymu (39-42).
Na szczegdlng uwage zastuzyt ebselen, ktory najlepiej inaktywowat zaréwno
natywny enzym ze S. pasteurii, jak i hamowat ureolize¢ w zZywych komorkach
H. pylori. W potaczeniu z poznanymi uprzednio wiasciwosciami, okazat si¢

bardzo obiecujgcym kandydatem na nowy srodek leczniczy choroby wrzodowej.
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(a) SOClI,, DMF, t.w.; (b) SOCI,, benzen, t.w.; (¢) amina lub aminokwas (nadmiar),
DMAP, ACN; (d) HOBt, DCC, NMM, chlorowodorek estru metylowego aminokwasu, THF

Schemat 9. Synteza pochodnych benzizoselenazol-3(2H)-onu (A)
i diselenidu (B) oraz ich aktywno$¢ wobec ureazy ze S. pasteurii
i ureolizy w komorkach H. pylori.

Obiecujagca  aktywno$¢ ebselenu zainspirowala szerokie badania

optymalizacyjne struktury, a najciekawsze wyniki przyniosto wprowadzenie
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atomow halogenu do czasteczki wyjsciowej. Zsyntetyzowano 25 nowych
struktur wykorzystujac chlorek 2-(chloroseleno)benzoilu oraz pochodne aniliny.
Halogenowane pochodne (43-45, Rysunek 6) wykazaty wyjatkowe pikomolarne
wartosci statej inhibicji ureazy ze S. pasteurii [69]. Tak wysokie powinowactwo
wyjasniono zdolnoscig do tworzenia specyficznych halogenowych wigzan
wodorowych. Co wigcej, halogenowanie zapewnia odpowiednig lipofilowos¢,
przepuszczalno$¢ i stabilno$¢ metaboliczng zwigzkdéw, co stanowi cenng

charakterystyka farmakologiczng w kontekscie opracowania przysztych lekow.

0
43, R = 4-CF4Ph, K; = 36 pM
N-R 44, R=24-diFPh, K;= 17 pM
Se 45, R = 2-F-4-CIPh, K; = 5,3 pM
Rysunek 6. Aktywnos$¢ halogenowych pochodnych ebselenu
wobec ureazy ze S. pasteurii.

2.2.2.2. Polifenole

Bardzo obszerng klase¢ inhibitorOw ureaz stanowig polifenole, ktorych
najprostszym przyktadem jest katechol. Otrzymanie struktury krystalicznej
nieaktywnej ureazy ze S. pasteurii zawierajacej orto-dihydroksybenzen
zwigzany z cysteing (Cys322) dato podstawy do rozwazan nad mechanizmem
wigzania tego typu inhibitoréw. Poczatkowo aktywnos$¢ katecholi powigzano ze
znanymi wilasciwosciami inhibitorowymi benzochinonu, ktére sa wynikiem
addycji grupy tiolowej do uktadu nienasyconego w reakcji Michaela [70]. W tym
przypadku mechanizm dzialania katecholi miatby opiera¢ si¢ na ich uprzednim
utlenieniu. Inng z kolei propozycja byt rodnikowy mechanizm addycji grupy
tiolowej do pierscienia polifenolu [71]. Zaproponowano zitozony
wielokierunkowy przebieg procesu, a jego szczegdty wceiaz pozostaja aktualnym

zagadnieniem.
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Badania nad hamowaniem aktywnos$ci ureaz przez pochodne katecholu
opieraja si¢ gtownie na analizie wptywu obecnosci tancuchoéw bocznych lub
podstawnikow w pierScieniu gléwnym. Przetestowanie duzej serii polifenoli
wobec ureazy z H. pylori umozliwito otrzymanie bogatej analizy zaleznosci
struktura-aktywno$¢ [72]. Do badan uzyto pochodnych katecholu oraz
pirogalolu w celu oceny wpltywu zar6wno wplywu podstawnikow,
jak 1 dodatkowej grupy hydroksylowej w pierscieniu gtdwnym. Testowane
zwigzki zostaly otrzymane na drodze selektywnego acylowania i redukcji
produktéw posrednich (Schemat 10). Z przeprowadzonych testow aktywnosci
biologicznej zaobserwowano, ze najskuteczniejszym wsrdd przebadanych jest
4-(4-hydroksyfenetylo)benzeno-1,2-diol (47), a wprowadzenie trzeciej grupy
hydroksylowej w pierScieniu gtdéwnym we wszystkich przypadkach
powodowato pogorszenie sity inhibicji, co prawdopodobnie spowodowane jest

obnizeniem reaktywnosci pier§cienia W addycji grupy tiolowej.
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Schemat 10. Synteza przykladowych pochodnych polifenoli z lancuchami
bocznymi oraz ich aktywnos$¢ wobec ureazy z H. pylori.

Kolejnym  przyktadem obszernej serii zwigzkéw  katecholowych
przetestowanych wobec ureazy ze S. pasteurii sg pochodne kwasow
3,4-dihydroksyfenylooctowego oraz 3,4-dihydroksycynamonowego [73].
Zbadano okoto 40 kwasow, estrow oraz amidow. Zaskakujaco zaden z analogow

kwasu kawowego nie wykazal aktywnos$ci hamujacej. Niewielkie réznice



2. STUDIA LITERATUROWE

w strukturze zwigzkow (dodatkowy atom wegla | wigzanie podwdjne)
diametralnie wptywaty na poziom inhibicji. Ester butylowy oraz propargilowy
kwasu 3,4-dihydroksyfenylooctowego okazaty si¢ by¢ o rzad wielko$ci bardziej
aktywne niz niepodstawiony katechol (Rysunek 7).

HO HO ° HO °
52, 1Csp = 7,4 uM 53, ICsg = 0,67 UM 54, 1Cs = 0,52 UM

Rysunek 7. Aktywno$¢ katecholu oraz jego pochodnych
wobec ureazy ze S. pasteurii.

Dobre wiasciwosci inhibitorowe pochodnych katecholu oraz ich niska
cytotoksyczno$¢ byly motywacja badan macierzystego zespotu (bezposrednio
poprzedzajacych wyniki niniejszej rozprawy) do stworzenia pochodnych
fosforowych w celu wprowadzenia ugrupowania zdolnego do dodatkowych
oddziatywan z centralnymi jonami metalu ureazy [74]. Zsyntetyzowano zwiazki
zawierajace jeden badz trzy atomy wegla pomiedzy grupg fosforowa
a ugrupowaniem katecholu. Trzy serie zwigzkéw uzyskano na drodze
wieloetapowej syntezy z handlowo dostepnych substratéw takich jak:
kwas 3,4-dihydroksycynamonowy, alkohol 3,4-dimetoksybenzylowy oraz
aldehyd 3,4-dimetoksybenzoesowy. Kilka docelowych struktur cechowato sie
mikromolarna a nawet submikromolarng warto$cia statej inhibicji wobec ureazy

ze S. pasteurii (Rysunek 8).
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Rysunek 8. Aktywnos$¢ fosforowych pochodnych katecholu
wobec ureazy ze S. pasteurii.
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Bardziej rozbudowanymi strukturalnie polifenolami sg flawonoidy
— zwigzki pochodzenia glownie roslinnego, bedace powszechnym
sktadnikiem pokarmowym w zbilansowanej diecie czlowieka [75,76].
Ich budowa chemiczna w wigkszo$ci przypadkow opiera si¢ na szkielecie
flawonu lub izoflawonu i r6zni si¢ od siebie rodzajem i potozeniem podstawnika.
Flawonoidy sg znane ze swojej kompleksowej aktywnos$ci biologicznej,
obejmujacej wilasciwosci  zarowno  antyoksydacyjne,  przeciwzapalne,
przeciwnowotworowe, jak i przeciwdrobnoustrojowe. Zaleta ich stosowania
w leczeniu jest bardzo niska toksyczno$¢, a takze synergistyczne dziatanie
z antybiotykami.

Mechanizm oddziatywania flawonoidow z ureazg zalezy od struktury
szkieletu glownego oraz rodzaju podstawnikow. Dla flawonoidow
zawierajacych ugrupowanie katecholowe zaobserwowano kowalencyjny
mechanizm inhibicji opierajacy si¢ na tworzeniu wigzania z resztg cysteiny [77].

W zwigzku z powszechno$cig wystepowania flawonoidéw w §rodowisku
naturalnym staly si¢ one sktadnikami medycyny niekonwencjonalne;j.
Powszechnie znane sg cenne wlasciwosci lecznicze takich roslin jak: macznica
lekarska, mniszek lekarski, pokrzywa, skrzyp polny, zielona herbata, pietruszka,
kurkuma, zurawina, bordwka brusznica oraz wiele innych. Zawieraja one
substancje aktywne, w tym takze z grupy flawonoidéw. Ziololecznictwo
znalazto duze zastosowanie, W tym we wspomaganiu leczenia infekcji drog
moczowych. Substancje aktywne zawarte w sktadzie ros$lin majg dziatanie
moczopedne zwiekszajac diureze oraz obnizajac warto§¢ pH moczu powodujac
niekorzystne srodowisko rozwoju dla patogenow.

W naukowej literaturze mozna znalez¢ wiele przyktadow dotyczacych
zastosowania ziotolecznictwa dla obnizenia aktywnosci ureaz. Przyktadowo, dla
potwierdzenia skuteczno$ci leczenia wrzodow zotadka ekstraktem z kwiatow
ro$liny Lonicera japonica (znanej jako wiciokrzew japonski — ozdobny krzew

popularny w tradycyjnej medycynie azjatyckiej) przeprowadzono testy
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aktywnosci biologicznej in vitro surowych preparatéw wobec H. pylori [77].
Wykazano, ze paki kwiatowe rosliny mogg zawiera¢ nawet 15 réznych
flawonoidéw, a do najefektywniejszych nalezg luteolina i kwarcetyna, bedace
glownymi substancjami aktywnymi (Rysunek 9). Zbadano ekstrakt roslinny,
wyizolowane z niego w procesie ekstrakcji alkoholowej surowe flawonoidy oraz
dla poréwnania czyste substancje aktywne. Zaobserwowano umiarkowang
aktywno$¢ przygotowanych preparatow wobec ureazy z H. pylori,
potwierdzajaca ich wptyw na proces leczenia, co stanowi cickawe uzupehienie

medycyny konwencjonalnej.

ekstrakt z kwiatow rosliny L. japonica ICs0 = 2195 uM

wyizolowane w procesie ekstrakcji
surowe flawonoidy z kwiatéw rosliny IC50 = 946 M
L. japonica (57% zawarto$ci flawonoidéw)

OH O OH O
58, Luteolina, IC5y = 35 yM 59, Kwercetyna, IC59 = 11 M

Rysunek 9. Aktywnos$¢ surowych preparatéw roslinnych
oraz czystych flawonoidow wobec ureazy z H. pylori.

2.2.2.3. Uklady a,f-nienasycone

Kolejna grupa zwiazkow o interesujacej reaktywnosci wzgledem grupy
tiolowej cysteiny sa a,B-nienasycone uktady karbonylowe/karboksylowe:
w wyniku ataku nukleofilowego w produkcie ich reakcji powstaje nowe

wigzanie wegiel-siarka w pozycji B (Schemat 11). Jest to wariant znanej reakcji,
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nosi nazwe addycji tia-Michaela 1 wymaga obecnosci katalizatora (najczesciej

zasadowego, np. wodoroweglany, aminy, aminokwasy).

biatko

B:/\HCS/O - O\S(N\/EWG — O\S/\/EWG

Schemat 11. Ogolny mechanizm reakcji tia-Michaela.

Reaktywno$¢ obu substratow przektada si¢ na zdolnos$¢ inhibicji enzymu.
Szybko$¢ reakcji jest zalezna od zasadowosci tiolu, mocy zasady, polarnosci
rozpuszczalnika, a takze struktury przestrzennej reagentow — obecnosé
sterycznie rozbudowanych podstawnikéw w pozycjach a i f akceptora Michaela
oraz wokot centrum nukleofilowego moze utrudnia¢ reakcje. Ostatni parametr
nalezy szczeg6Olnie rozwazyé podczas planowania i projektowania struktur
inhibitorow o takim mechanizmie dziatania.

Przyktadem uktadéw a,B-nienasyconych testowanych wobec ureaz sg
pochodne kwasu akrylowego i propargilowego (60-65) (Rysunek 10) [53].
Zsyntetyzowano kilkadziesigt stosunkowo prostych czgsteczek zawierajgcych
grupy funkcyjne przy wigzaniu podwojnym (o réznej sterecizomerii, E lub 2)
lub potrojnym. Zwiazki zbadano pod katem ich aktywnos$ci hamujacej
aktywno$¢ ureazy ze S. pasteurii wykazujac w kilku przypadkach nanomolarna
warto§¢  statej inhibicji. Na  szczegdlng uwage zastuzyt kwas
acetylenodikarboksylowy (64), ktory oprocz bardzo niskiej statej inhibicji
cechowat si¢ takze brakiem cytotoksycznosci wobec komorek ssaczych.
Co wiecej, przeprowadzone modelowanie molekularne wykazato, ze jego
efektywny sposob wigzania moze opierac si¢ na jednoczesnym wigzaniu z resztg

cysteiny i koordynowaniu kationéw niklu w centrum aktywnym.
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Rysunek 10. Aktywnos$¢ ukladow a,p-nienasyconych
wobec ureazy ze S. pasteurii.

2.2.2.4. Jony metali ci¢zKkich

Jony metali cigzkich rowniez skutecznie hamuja aktywnos$¢ ureaz
bakteryjnych, w szczegdlnosci jony rteci(Il), srebra(I) oraz miedzi(ll) sg
uznawane za najsilniejsze inhibitory w tej grupie zwiazkoéw [34,78].
Ich mechanizm wigzania w centrum aktywnym nie jest jednoznacznie poznany
[79]. Najcze$ciej uwaza sie, ze jest on wolnowigzacy niekompetycyjny
i obejmuje glownie oddziatywanie jonéw metali z grupami tiolowymi enzymu.
W wyniku tego tworzone sg toksyczne nierozpuszczalne siarczki, co stanowi
przeciwskazanie dla ich stosowania. Oprdcz reaktywnosci wobec grup
tiolowych zaobserwowano, ze jony Cu®* i Ag" posiadaja takze zdolnos¢ do
interakcji z innymi resztami aminokwasowymi poprzez koordynowanie atomu
azotu w histydynie oraz atomu tlenu w kwasie asparaginowym i glutationowym
[80]. Niemniej jednak pomimo dobrej aktywnosci wobec ureaz tylko zwiazki
bizmutu (kompleks Bi(EDTA) Ki = 2,5 mM wobec ureazy z K. aerogenes [81])

zostaly uznane za bezpieczne w stosowaniu.

2.2.3. Podsumowanie

Opracowano wiele rodzajow inhibitoréw ureaz, aczkolwiek pomimo
mnogosci dotychczasowych rozwigzan, niekorzystne zjawisko opornosci

antybiotykowej szczepow bakteryjnych ciagle inspiruje rozwoj tej tematyki.
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Zdolnos¢ do réznorodnych oddziatywan w centrum aktywnym ureazy stwarza
ogromne mozliwosci modyfikacji istniejacych rozwigzan 1 poszukiwania
efektywniejszych, ktére beda stanowié alternatywne narzedzie regulowania
aktywnosci ureazy. Istotag powodzenia badan jest odpowiednio zaprojektowana
struktura inhibitora, ktéra najbardziej dopasuje si¢ do centrum aktywnego
enzymu tworzgc silng sie¢ oddziatywan oraz ewentualnie wigzan chemicznych.
Jak wynika z przyktadoéw literaturowych nawet niewielka zmiana w strukturze
inhibitora moze spowodowaé diametralng roéznice w efektywnosci inhibicji.
Przyczyna jest wymagajaca sterycznie budowa przestrzenna centrum aktywnego
enzymu, zdolna akceptowa¢ jedynie stosunkowo mato rozbudowane czasteczki.
Dlatego tak wazne jest prowadzenie kompleksowych badan w oparciu
o racjonalne projektowanie oraz tworzenie duzych bibliotek zwigzkow.
Szczegblnie istotne jest takze przeprowadzanie testow aktywnosci biologicznej
na enzymach réznego pochodzenia — nawet subtelna r6znica w budowie miejsca
aktywnego ma znaczacy wplyw na site inhibicji, a w konsekwencji na
selektywno$¢ dziatania zwigzku. Oprocz powyzszych aspektow nalezy pamietaé
0 aspektach aplikacyjnych, ktorych podstawa jest bezpieczenstwo stosowania.
Wazna kwestig sa badania cytotoksycznos$ci okreslajace wplyw nowych struktur
na funkcjonowanie organizmdw oraz srodowiska.

Podsumowujac, poszukiwanie skutecznych inhibitoréw ureazy jest
podejsciem  wieloaspektowym. Wymaga od naukowcow  znajomosci
podstawowej biochemii enzymu, racjonalnego projektowania nowych struktur
(coraz czgsciej w oparciu o modelowanie molekularne), znajomos$ci mozliwos$ci
syntetycznych i projektowania indywidualnych szlakow syntezy oraz
prowadzenia szeroko zakrojonych testow biologicznych. Ciagly rozwoj tej
dziedziny prowadzi do doskonalenia rozwigzan oraz lepszego zrozumienia

mechanizméw inhibicji ureazy.
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3. BADANIA WLASNE

3.1. Cel badan

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej bylo opracowanie nowej klasy
inhibitorow ureaz 0 unikalnym sposobie dziatania. W szerokim kontekscie
projekt ten motywowany byl ograniczeniami uniwersalnych $rodkow
przeciwdrobnoustrojowych, ktore prowadza do rozwoju opornosci bakterii na
dostepne antybiotyki. Pomimo wieloletnich badan, nadal brakuje inhibitorow
ureazy, ktore 1tacza wysoka skutecznos$é, stabilnos¢ i bezpieczenstwo
stosowania. Opracowywanie nowych inhibitor6w ureazy pozostaje ogromnym
wyzwaniem, ktore pomoze usprawni¢ profilaktyke i terapi¢ wielu chordb

wywotanych przez patogeny wykorzystujgce ureazg jako czynnik wirulencji.
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Rysunek 11. Modele mechanizm6w hamowania ureazy w miejscu
aktywnym opartych na (A) oddzialywaniu grupy fosfonowej/fosfinowej
z jonami niklu lub (B) tworzeniu wigzania kowalencyjnego z reszta
cysteiny tworzaca strukture ,,klapki” zamykajacej miejsce aktywne po
zwiazaniu substratu (Cys322 w przypadku enzymu ze S. pasteurii)
oraz (C) proponowany mechanizm jednoczesnej interakcji z oboma
miejscami Kluczowymi dla aktywnoSci ureazy.
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Zwigkszenie selektywnosci inhibitorow zmniejsza ich cytotoksycznosc,
a tym samym minimalizuje ryzyko powstawania skutkéw ubocznych. Obecnosé¢
specyficznych oddziatywan wptywa na skuteczno$¢ dziatania inhibitora
i jest podstawa projektowania nowych zwigzkow biologicznie czynnych.
Opierajac  si¢ na okreslonych elementach strukturalnych/funkcjonalnych
w swoich badaniach zaproponowatam potaczenie ich mechanizméw wigzania
w centrum Kkatalitycznym ureazy w celu otrzymania nowych zaawansowanych
ligandow enzymu (Rysunek 11). Planowano sprawdzi¢ aktywno$¢ zwigzkow
wzgledem modelowego 0czyszczonego enzymu bakteryjnego, wydzielonego
z bakterii S. pasteurii, a takze dziatanie antyureolityczne wzgledem catych

komorek uzywajac linii H. pylori.



3. BADANIA WELASNE

3.2. Struktury inhibitorow

Podstawowym wyzwaniem postawionym przede mna byto zaprojektowanie
struktur, ktore miatyby zdolno$¢ do tworzenia zaréwno kowalencyjnych,
jak i niekowalencyjnych interakcji w centrum aktywnym enzymu. Opierajac si¢
czesciowo na danych literaturowych [41,73,74] zaproponowalam potaczenie
konkretnych ugrupowan, tj. grupy fosfonowej/fosfinowej dedykowanej
koordynowaniu jonéw niklu z fragmentem katecholu lub 1,2-benzizoselenazol-

3(2H)-onu, ktore sg reaktywne wzgledem tioli (Schemat 12).

0, OH
PSR, Ry=H,OH,
HO CH2CH2COOM9,
+ ) COOR, CH,CH,COOH
R . ~OH R, = H, Me
o ¢ N\
(0] ED\J( \(*J’X
[}
S SR ) —@‘zs N-"o-1
R’ & OH Se
)(OEt),, P(O)(OH),

Schemat 12. Ogolna idea konstrukcji fosforoorganicznych pochodnych
katecholu lub 1,2-benzizoselenazol-3(2H)-onu jako nowych inhibitorow
ureazy.

W strukturze fosforowych pochodnych katecholu zastosowatam tgcznik
zawierajacy dwa atomy wegla miedzy kluczowymi fragmentami struktury.
Dodatkowo inhibitory byty funkcjonalizowane grupg lub grupami
karboksylowymi zdolnymi do tworzenia wigzan wodorowych z innymi, gtéwnie
zasadowymi resztami aminokwasowymi w centrum aktywnym enzymu [74].
Natomiast w przypadku fosforowych pochodnych 1,2-benzizoselenazol-3(2H)-
onu zastosowatam szeroki wybdr tacznikoéw alifatycznych, alifatyczno-
aromatycznych oraz aromatycznych. Badania te uzyskaly finansowanie

w ramach projektu OPUS 16 pt. ,,Inhibitory ureazy o podwojnym mechanizmie
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dziatania i ich aktywno$¢ przeciwwirulentna wzgledem Helicobacter pylori
i Cryptococcus neoformans” finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki,
kierowanego przez promotora rozprawy.

Dodatkowo, nawigzujac do wysokiej aktywnosci chlorowanych pochodnych
ebselenu, co przypisano tworzeniu specyficznych wigzan wodorowych oraz
oddziatywan typu m [69], zaproponowatam synteze halogenowych pochodnych
N-benzylo-1,2-benzizoselenazol-3(2H)-onu, zawierajacych rézng liczbg oraz
potozenie atoméw chloru, fluoru lub grupy trifluorometylowej (Rysunek 12).
Projekt ten mial na celu zbadanie, jakie pozycje podstawnikow beda
najefektywniejsze w oddzialywaniu z centrum aktywnym enzymu. Gtownym
celem bylo jednak otrzymanie zwigzkow bardzo dobrze dziatajacych przeciw
patogennym liniom komoérkowym  bakterii  wykazujacych — aktywnosc¢
ureolityczng. Wspomniane pochodne ebselenu, mimo Ze o wyjatkowo wysokim
powinowactwie wzgledem natywnego enzymu ze S. pasteurii [69], nie
odzwierciedlity tego potencjatu w testach wzgledem catych komoérek H. pylori.
Pochodne benzylowe oraz alkilowe 1,2-benzizoselenazol-3(2H)-onu okazaty si¢
ciekawsze pod tym wzgledem (dane nieopublikowane). Dlatego postanowitam
potaczy¢ pozytywne cechy roznych grup zwigzkow selenoorganicznych

w zmodyfikowanej strukturze.

N
Se

X = mono, di, tri-(F, Cl, CF3)

Rysunek 12. Struktura halogenowych pochodnych
N-benzylo-1,2-benzizoselenazol-3(2H)-onu.
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3.3. Fosforowe pochodne katecholu

3.3.1. Synteza kwasu H-fosfinowego

Wieloetapowa  synteze  zaplanowanych  fosforowych  pochodnych
katecholu rozpoczetam od standardowej estryfikacji kwasu
2-(3,4-dimetoksyfenylo)octowego, ktéra przebiegla w sposob iloSciowy
(Schemat 13). Nastepnie przeprowadzitam kondensacje Knoevenagela
otrzymanego estru z formaldehydem w celu uzyskania akrylanu P1.2.
W reakcji tej obserwowalam powstawanie produktu ubocznego, ktoérym byt
2-(3,4-dimetoksyfenylo)-3-(hydroksymetylo)propanian metylu. Wydajnosé
pozadanego produktu zwickszytam skracajgc czas trwania kondensacji przez
zastosowanie ogrzewania wspomaganego mikrofalami — udziat produktu

ubocznego zmalat z 50% (dla ogrzewania konwencjonalnego) do ponizej 10%.
H3CO H3CO
P1.1,99%
b HSCOD)‘\COOCH;;
HsCO

P1.2, 57%
PO2Hs HsCOOC O  COOCH;
H,CO H,CO P OCH,4
c. COOCH; on
H;CO H5CO OCH,4
P1.3,50% P1.4,9%

(a) CH;0H, SOCI,, 0°C, 30 min, (b) paraformaldehyd, K,CO3, TBAB,
DMF, 40°C, 2 h, MW, (¢) NH,*H,PO,~, BSA, CH,Cl,, 0°C, 1 h, nastepnie
zwigzek P1.2, 0°C — rt, 24 h, nastepnie CH3OH, rt, 24 h

Schemat 13. Synteza kwasu H-fosfinowego P1.3.

Otrzymany elektrofilowy akrylan postuzyt do reakcji z nukleofilowym

zwigzkiem fosforowym. Kluczowa w tej reakcji okazata si¢ odpowiednia
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aktywacja soli amonowej kwasu podfosforawego prowadzaca do otrzymania

podfosforynu bis(trimetylosililowego) (Rysunek 13).

31P NMR
NHa+H2PO2-, HMDS

31p NMR
NHa+H2PO2-, TMSCI/EtsN H;COO0C 9 COOCHj3
H;CO F" OCH;
OH
H3CO OCH3
31p NMR

PO,H,

NHa4+H2PO2-, BSA
H,CO

95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 5 0
ppm

Rysunek 13. Zestawienie widm 3P NMR surowych mieszanin
poreakcyjnych otrzymanych w reakcjach tworzenia produktu P1.3
Z r6znymi odczynnikami sililujacymi sél amonowa kwasu podfosforawego.

Zastosowanie heksametylodisilazanu (HMDS) w wysokiej temperaturze
doprowadzito do powstania zlozonej mieszaniny, ktora zawierata pozadany
produkt P1.3, ale réwniez miedzy innymi jego utleniong form¢ (kwas fosfonowy
P1.6, Schemat 14) oraz produkt podwdjnej addycji P1.4 (Schemat 14).
Aktywacja podfosforynu amonu chlorotrimetylosilanem (TMSCI) w srodowisku
zasadowym dawata gléwnie produkt podwdjnej addycji. Zastosowanie
N,O-bis(trimetylosililo)acetamidu  (BSA) okazalo si¢ najdogodniejsze
i po metanolizie estru sililowego, bedacego produktem posrednim addycji
HP(OSiMes), do akrylanu, otrzymano gtéwnie kwas H-fosfinowy P1.3

z zadowalajaca wydajnoscia. Jak wspomniano, przy zastosowaniu tej metody
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produkt uboczny P1.4 powstat w iloSci mniejszej niz 10%, aczkolwiek struktura
ta rowniez wydata mi si¢ interesujaca w kontekscie zastosowania. Dlatego
postanowitam ja wyizolowaé, scharakteryzowac, a takze uzy¢ do dalszych

przeksztatcen.

3.3.2. Modyfikacje kwasu H-fosfinowego i odblokowanie grup funkcyjnych

W kolejnym etapach przeprowadzitam modyfikacje wigzania P-H kwasu
H-fosfinowego  (Schemat 14). Wydluzony kwas fosfinowy P1.5
zsyntetyzowatam w reakcji addycji fosfa-Michaela aktywowanego (za pomoca
TMSCIl) zwigzku P1.3 do akrylanu metylu [82]. Natomiast kwas
fosfonowy P1.6 otrzymatam w wyniku utlenienia P1.3 za pomocg DMSO
z dodatkiem 1, [83].

Koncowym etapem procedury bylo usunigcie grup ochronnych:
rozszczepienie lub hydroliza eteréw katecholowych i estrow karboksylowych.
Calkowite demetylowanie zwigzkéw P1.4-6 przeprowadzitam przy uzyciu
tribromku boru w wyniku czego otrzymatam kwasy P1.7, P1.10 oraz P1.11.
Podczas oczyszczania chromatograficznego  mieszanin  poreakcyjnych
wyizolowatam zwigzki P1.8 oraz P1.12. Zwiazek P1.8 zidentyfikowatam jako
produkt chemoselektywnego usunigcia grup metylowych =z eteréw
katecholowych substratu P1.4 (z zachowaniem estréw), natomiast P1.12 — jako
produkt elektrofilowego podstawienia pierScienia aromatycznego atomem
bromu. Demetylowanie grup w zwigzku P1.3 przeprowadzitam stosujac
zoptymalizowane przeze mnie ogrzewanie wspomagane mikrofalami
W mieszaninie stezonego kwasu solnego i lodowatego octowego otrzymujac
produkt P1.9. Warunki te zastosowalam réwniez referencyjnie w hydrolizie
zwigzku P1.6, co spowodowato wzrost wydajnosci produktu P1.11
(z 32% z uzyciem BBrs; do 46%) i zmniejszenie ilo$ci zanieczyszczen.

Ze wzgledu na tatwos¢ przeprowadzenia, krotki czas reakcji i zmniejszenie
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ztozono$ci mieszanin poreakcyjnych, metoda jest korzystniejsza i moze byc¢

rekomendowana.

|a
Q OH

P~coocH,
H3CO COOCH;
H,CO

P1.5, 64%

P~"cooH
HO COOH
HO
P1.10, 56%

le

Q OH

P~"coocH,
HO COOCH,
HO

P1.13

R 9 R
d HOﬁP%@OH
P14 — OH
HO OH

P1.3 lC

PO3H, PO,H,
H3CO COOCH; HO COOH
H,CO HO
P1.6, 71% P1.9, 44%
lc lub d
PO3H, PO3H,
HO
HO COOH COOH
HO HO Br

P1.11, 46% (f), 32% (9)

le

P1.12, 3% (9)

PO,H,
HO COOCH,
HO

P1.14

R = COOH, P1.7, 42%
R = COOCH;, P1.8, 46%

(a) TMSCI, Et3N, CH,Cl,, 0°C, 1h, nastepnie akrylan metylu, 0°C — rt, 24 h,
CH3OH, rt, 24 h, (b) 1,, DMSO, THF, 60°C, 5 h, (c) HCI, CH;COOH, 140°C,
20 min, MW, (d) BBr3, CH5Cl5, Ar, -5°C — rt, 48 h, nastepnie H,0, rt, 2 h, (e) CH30H

Schemat 14. Przeprowadzone modyfikacje kwasu H-fosfinowego
oraz usunigcie grup ochronnych katecholu oraz funkcji karboksylowych.
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W préobach demetylowania substratow P1.5 i P1.6 przy uzyciu trichlorku
boru nie udato mi si¢ wydzieli¢ produktow selektywnej reakcji, tj. estrow
karboksylowych zawierajacych wolne ugrupowanie katecholu. Zgodnie
z zalozeniami zwigzki te, obok kwasow, powinny by ciekawymi strukturami
w konteks$cie aktywnosci biologicznej. Dlatego zwiazki P1.13 i P1.14
zdecydowatam sig¢ zsyntetyzowaé z otrzymanych juz wczesniej kwasow P1.10
i P1.11. Zaskakujgco, zastosowanie standardowej estryfikacji w metanolu
z chlorkiem tionylu dawato mieszaniny substratu i produktu w zmieniajacych si¢
proporcjach. Zauwazytam, ze podczas chromatograficznego oczyszczania czy
wykonywania pomiarow widm NMR estry okazywaty si¢ bardzo wrazliwe na
hydrolize, nawet W obecnosci $ladowych ilosci wody zawartej
w rozpuszczalnikach w temperaturze pokojowej. Przypuszczalnie reakcja ta byta
procesem autokatalitycznym, w ktoérym role odgrywaja grupy kwasowe zawarte
W czasteczce substratu. Potwierdzenie uzyskatam rozpuszczajac probki estrow
w wodzie 1 obserwujgc szybkg hydrolize sktadnika estrowego, co powodowato
zmiane sygnatu na widmie *'P NMR.

Obserwacja ta nasungta mi pomyst estryfikacji w oparciu o podobny
mechanizm, tj. spontaniczng reakcje w czystym rozpuszczalniku. Idea okazata
si¢  stuszna, co udowodnitam rozpuszczajac kwasy w metanolu
i przeprowadzajac seri¢ pomiarow widm NMR w czasie, mierzac tym samym
postep reakcji (Rysunek 14). W przypadku kwasu P1.10 reakcja przebiegata
etapami. Estryfikacja jednej grupy karboksylowej nastgpita w ciggu okoto
24 godzin, podczas gdy estryfikacja mniej reaktywnej grupy trwata okoto
2 tygodnie (Rysunek 14A). Natomiast catkowitg estryfikacje kwasu P1.11
osiggnieto po okoto 80 godzinach (Rysunek 14B).
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Rysunek 14. Przebieg estryfikacji kwasu P1.10 prowadzacej do P1.13 (A)
oraz P1.11 do P1.14 (B, C), na podstawie widm *P NMR.

Z podanych powyzej powoddéw zwigzkéw tych nie bylam w stanie
wyizolowa¢ 1 scharakteryzowaé. Wykonatam jedynie widma masowe
potwierdzajace poprawnos$¢ struktur. W kontekScie pomiardw aktywnosci
biologicznej nalezato zapobiec hydrolizie estrow w wodzie. Dlatego dodatkowo
przeanalizowatam wptyw buforu pomiarowego (3 mM bufor fosforanowy,
pH 7) na szybkos$¢ hydrolizy. Na podstawie analizy widm NMR stwierdzitam,
ze stabilno$¢ zwiazkow jest zachowana (ponizej 5% hydrolizy w ciagu 3 dni).
Zatem po estryfikacji, metanolowe roztwory estrow rozcienczano bezposrednio
w buforze pomiarowym do odpowiedniego stezenia i natychmiast poddano
testom aktywnos$ci biologicznej. Potwierdzito to posrednio autokatalityczny
wplyw grup kwasowych — ich buforowanie hamowato proces hydrolizy.

Wobec napotkanych problemow z reaktywnos$cig grup karboksylowych

postanowitam sprawdzi¢, czy ich obecno$¢ jest niezbedna dla spodziewanej
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aktywnos$ci antyureolitycznej. Wymagato to syntezy analogu wybranej
pochodnej katecholowej, np. kwasu fosfonowego, 0 uproszczonej strukturze.
W tym celu przeprowadzitam reakcje Arbuzowa 4-(2-bromoetylo)-1,2-
dimetoksybenzenu z fosforynem trietylowym (Schemat 15). Nastepnie
otrzymany ester P1.15 poddatam hydrolizie w warunkach kwasowych
otrzymujac produkt koncowy P1.16.

H300:©/\/Br HSCOD/\/P(O)(OEQZ A
a
H,CO H,CO
P1.15, 85%
HO;@/\/PO:),HZ
HO
P1.16, 53%

(a) P(OEt)3, 140°C, 2 h, MW, (b) HCI, CH3COOH, 140°C, 20 min, MW

Schemat 15. Synteza fosfonowej pochodnej zawierajacej fragment
katecholu, pozbawionej grupy karboksylowej.
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3.4. Fosfonowe pochodne N-podstawionego 1,2-benzizoselenazol-3(2H)-onu

W kolejnym projekcie podjetam si¢ syntezy fosfonowych pochodnych
N-podstawionego 1,2-benzizoselenazol-3(2H)-onu. Jedna z podstawowych
metod ich otrzymywania jest zamykanie pigciocztonowego pierscienia
heterocyklicznego w reakcji chlorku 2-(chloroseleno)benzoilu z aminami
pierwszorzedowych [84]. W celu uzyskania struktur zaplanowanych
w niniejszej pracy (Schemat 12) przeprowadzitam syntezy zarowno kluczowego
substratu selenoorganicznego (Podrozdziat 3.4.1), jak i zestawu rdéznych

aminofosfonianianow (Podrozdziat 3.4.2).

3.4.1. Synteza chlorku 2-(chloroseleno)benzoilu

Reagent selenoorganiczny otrzymatam w wyniku czteroetapowej syntezy,
ktorg rozpoczetam od otrzymania diselenku disodu w reakcji sproszkowanego
selenu z metanolanem sodu w obecno$ci hydrazyny. Nastepnie przeprowadzitam
diazowanie grupy aminowej kwasu antranilowego a otrzymang s6l diazoniowg
poddalam reakcji z wczesniej otrzymanym komponentem selenowym
(Schemat 16) [85]. Otrzymany kwas 2,2’-diselenobishenzoesowy oczyscitam
poprzez rekrystalizacje w 1,4-dioksanie, a nastgpnie przeksztatcitam w chlorek
2-(chloroseleno)benzoilu w reakcji z chlorkiem tionylu. Produkt oczyscitam

przez rekrystalizacje w heksanie.

COOH
©:COOH ©:COOH ©iCOCI
NH2 N2 Cl J@ SeCl
HOOC
46% 98%

(a) NaNO, HCI, H,0, 0°C, (b) 1. Na,Se, -5°C, 2. HCI, (c) SOCI,, DMF, t.w.

Schemat 16. Synteza chlorku 2-(chloroseleno)benzoilu.
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3.4.2. Synteza aminofosfonianow

Zaplanowatam kilka typow lacznikow pomigdzy grupa aminowa
a fosfonowa. Kazdy z nich charakteryzowat si¢ rézna dlugosci i/lub roézna
izomerig konstytucyjng. Zakres optymalnej diugos¢ linkera oszacowalam
poprzez wyznaczenie odleglosci pomiedzy atomem siarki grupy tiolowej
w cysteinie (znajdujacej sie na wejsciu do centrum aktywnego ureazy, Cys321
w ureazie z H. pylori, Cys322 w ureazie ze S. pasteurii) a kationami niklu,

w oparciu o struktury krystaliczne odpowiednich enzymow (Rysunek 15).

Rysunek 15. Odleglos¢ atomu siarki grupy tiolowej w cysteinie kluczowej
dla zmian konformacyjnych biatka od kationéw niklu w ureazie z H. pylori
(A: struktura PDB 1E9Y) oraz ze S. pasteurii (B: struktura PDB 2UBP,
konformacja otwarta, C: struktura PDB 3UBP, konformacja zamknieta).
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Dlugos¢ ta zalezata od konformacji miejsca aktywnego enzymu (otwarta
badz zamknigta), a takze od zrdodta pochodzenia biatka, dlatego docelowe
zwigzki zostaly wybrane w szerokim zakresie diugosci linkera. Poniewaz
proponowane aminofosfoniany zawieraly réozne kombinacje alifatycznej badz
aromatycznej grupy fosfonowej oraz aminowej, dla poszczegdlnych wariantow
zaplanowatam indywidualne warunki syntezy estrow dietylowych tych

zwigzkow W zaleznosci od dostgpnych substratow.

3.4.2.1. Aminofenylofosfoniany

Aminofenylofosfoniany P2.1.1 i P2.2.1 otrzymalam w wyniku
katalizowanych  zwigzkami palladu reakcji  sprzggania krzyzowego
halogenopochodnych z komponentami fosforowymi. Pierwszg wykonatam
reakcje fosforylowania 4-jodoaniliny z uzyciem fosforynu trietylu w obecnosci
chlorku palladu(ll) w wodzie. Pomimo doktadnego zastosowania literaturowych
warunkow reakcji, nie udato mi sie odtworzy¢ bardzo dobrej wydajnosci reakcji
[86]. W zwigzku z tym dla pochodnej meta zaproponowatam inng reakcje
sprze¢gania z zastosowaniem 3-bromoaniliny, fosforynu dietylowego i octanu

palladu(Il), ktora w rezultacie spowodowata lepsza konwersje (Schemat 17).

P(O)(OEt),
3 X
HZNO <& HzN@ b, HzNOP(O)(OEt)Z
P2.1.1,80% meta, X = Br P2.2.1, 53%

para, X =1

(a) HP(O)(OEt), Pd(OAc), PPhs NEt; EtOH, t.w.
(b) P(OEt); PdCl, TBAB, n-Pr3N, H,0, t.w.

Schemat 17. Synteza aminofenylofosfonianéw dietylowych.
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3.4.2.2. (Aminofenylo)alkilofosfoniany

W  przypadku aminofosfoniandbw z tacznikiem benzylowym lub
fenetylowym synteze rozpoczetam od handlowo dostepnych bromkoéw benzylu
lub fenetylu z ugrupowaniem nitrowym w pozycji meta lub para (Schemat 18).
Pierwszym etapem byla reakcja Arbuzowa. Przeprowadzitam ogrzewanie
bromkéw z fosforynem trietylu wspomagane mikrofalami, co doprowadzito do
uzyskania fosfonianow P2.3.1-P2.6.1 z bardzo dobrymi wydajno$ciami.
Analizujac stopien konwersji kazdego z nich zauwazylam, ze pochodne
benzylowe byly nieco bardziej reaktywne od fenetylowych, a takze pochodne
meta od para. W kolejnym etapie wykonatam redukcj¢ grupy nitrowej przy
uzyciu chlorku cyny(Il) otrzymujac aminofosfoniany P2.3.2-P2.6.2 z bardzo

dobrymi wydajno$ciami, rowniez wyzszymi dla pochodnych benzylowych.

— — o —
OZN‘@H,Br e O2N‘<\:>H,P(O)(0Et)2 - HZN‘@H,P(O)(OEUZ
n=1-2 n n

P2.3.1, n =1, meta, 91% P2.3.2, n =1, meta, 82%
P2.4.1,n =1, para, 84% P2.4.2,n =1, para, 87%
P2.5.1, n = 2, meta, 73% P2.5.2, n = 2, meta, 76%
P2.6.1,n =2, para, 71% P2.6.2, n = 2, para, 72%

(a) P(OEt);, 140°C, 2 h, MW, (b) SnCl, HCI, EtOH, 60°C, 2 h

Schemat 18. Synteza (aminofenylo)alkilofosfonianéw dietylowych.

3.4.2.3. (Aminometylofenylo)metylofosfoniany

Kolejne aminofosfoniany otrzymatam w wyniku syntezy Gabriela,
polegajacej na otrzymywaniu amin z pierwszorzedowych halogenkéw
alkilowych, z zastosowaniem ftalimidku potasu (Schemat 19). Aby uzyska¢
zaplanowany uktad strukturalny uzytam dichloropochodnej m-ksylenu oraz
dibromopochodnej p-ksylenu. W pierwszej kolejnos$ci przeprowadzitam reakcje

substytucji nukleofilowej nadmiaru halogenopochodnej z ftalimidkiem potasu,



3. BADANIA WEASNE

otrzymujac ftalimidy P2.7.1 oraz P2.8.1. Nastgpnie obecnos$¢ drugiego atomu
halogenu umozliwita mi otrzymanie fosfonianow P2.7.2 oraz P2.8.2 w reakcji
Arbuzowa z fosforynem trietylu. Ostatnim etapem byta hydrazynoliza uktadu
ftalimidowego. Ze wzgledu na konieczno$¢ zachowania zestryfikowanej grupy
fosfonianowej nie bratam pod uwagg¢ mozliwosci przeprowadzenia hydrolizy

w warunkach kwasowych lub zasadowych.

o ¢ XX
/7 X Ox  a, — b
_ N
X
o)

meta, X = Cl P2.7.1, meta, X = Cl, 65%
para, X = Br P2.8.1, para, X = Br, 69%

o j/j)/\P(OXOEt)z j/j\)/\p(oxoa)2
. _
@E‘éN H,N
(0]

P2.7.2, meta, 66% P2.7.3, meta, 77%
P2.8.2, para, 69% P2.8.3, para, 81%

(a) ftalimidek potasu, DMF, 100°C, 8 h, (b) P(OEt); 140°C, 2 h, MW,
(c) NyH4 EtOH, rt, 12 h

Schemat 19. Synteza (aminometylofenylo)metylofosfonianow dietylowych.

3.4.2.4. o-Aminoalkilofosfoniany

o-Aminoalkilofosfoniany dietylowe otrzymatam w analogicznej sekwencji
reakcji jak (aminometylofenylo)metylofosfoniany (Schemat 20). Zaréwno
produkty alkilowania — bromki alkilowe z ugrupowaniem ftalimidowym
P2.9.1-P2.12.1, jak i odpowiadajace im alkilofosfoniany P2.9.2-P2.12.2
wydzielitam z bardzo wysokimi wydajnosciami, ktéore w wigkszo$ci
przypadkow przekroczyty 90%. Po hydrazynolizie napotkatam jednak problemy

z doczyszczaniem surowych mieszanin aminoalkilofosfonianéw. Trudnos$cia
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w chromatografii byt brak ugrupowan absorbujacych promieniowanie z zakresu
pracy detektora, a w ekstrakcji — zaskakujaco duza rozpuszczalno$¢ tych
zwigzkow w wodzie. Sprobowatam takze wydziela¢ je w postaci
chlorowodorkoéw amoniowych, jednakze podejscie to takze nie przyniosto
zadowalajacych wynikéw ze wzgledu na wysoka higroskopijnos¢ soli.
We  wszystkich metodach oczyszczania pojawialy si¢  dodatkowe
zanieczyszczenia, z ktorych udato mi sie zidentyfikowaé produkt czg¢$ciowej
hydrolizy estru fosfonowego. W zwiazku z powyzszymi problemami, a takze
ze wzgledu na zadowalajgca homogeniczno$¢ surowych mieszanin po
hydrazynolizie, zdecydowatam si¢ uzy¢ surowe aminoalkilofosfoniany
w dalszym etapie.

(6] (6]
Br Br P(O)(OEt),
Br—, 2 @E“EN—% L. @I:‘éN—Mn
(e} (e}
n=2>5
P2.9.1,n=2,93% P2.9.2,n=2,96%
P2.10.1,n =3, 92% P2.10.2, n = 3, 96%
P2.11.1, n =4, 90% P2.11.2, n=4, 89%
P2.12.1,n =5, 89% P2.12.2, n =5, 95%

P(O)(OEt),
c
—  HyoN—v), ) )
bez wydzielania

(a) ftalimidek potasu, DMF, 100°C, 8 h, (b) P(OEt); 140°C, 2 h, MW,
(c) NoH, EtOH, rt, 12 h

Schemat 20. Synteza o-aminoalkilofosfonianéw dietylowych.

3.4.3. Synteza 1,2-benzizoselenazol-3(2H)-onéw i hydroliza estrow

fosfonowych

W  kolejnym  etapie  przeprowadzalam  reakcje  otrzymanych
aminofosfonianéw z chlorkiem 2-(chloroseleno)benzoilu (Schemat 21).

Reakcja ta przebiegata w temperaturze pokojowej, a jej wydajnos¢ zalezna byta
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od charakteru aminy (aromatyczna/alifatyczna) i czasu prowadzenia reakcji,

dlatego zdecydowatam si¢ go znormalizowa¢ do 48 godzin. Niezwykle waznym

elementem bylo zastosowanie bezwodnego rozpuszczalnika oraz Sciste

zachowanie zasadowych warunkéw, ktore

zapewnial nadmiar

aminy

I1l-rzedowej. Amina wigzata wydzielajacy si¢ chlorowodor, w przeciwnym razie

powstajacy pierscien ulegat otwarciu.

X=

P2.1.2, 53%
P2.1.3, 60%

P2.2.2, 74%
P2.2.3, 65%

P2.3.3, 70%
P2.3.4, 48%

P2.4.3, 66%
P2.4.4,53%

b /P03H2
— N=X
Se

(a) Et3N, CH,Cly, t, 48 h, (b) CH;COOH, HCI, 140°C, 20 min, MW

&©% P2.5.3, 56%
@ P2.6.3, 61%
1\©/\r P2.7.4, 52%
@W P2.8.4, 56%

tylko estry

P2.9.3, 63%
P2.9.4, 59%

P2.10.3, 68%
P2.10.4, 63%

P2.11.3, 73%
P2.11.4, 66%

P2.12.3, 81%
P2.12.4,70%

P(O)

0
cocl X . ©j/<
@ +  HoN P(O)(OEt), —= N—=X
SeCl Se
0

(OEt),

NN

Schemat 21. Synteza fosfonowych pochodnych N-podstawionego
1,2-benzizoselenazol-3(2H)-onu.

Ostatnim etapem procedury byta hydroliza grup estrowych. W pierwszej

kolejnosci sprobowatam transestryfikacji bromotrimetylosilanem (TMSBr)

i nastgpczej metanolizy, jednak metoda ta przyniosta ztozone mieszaniny

poreakcyjne.

Oczekiwany produkt

powstawal w niewielkim stopniu,
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co prawdopodobnie byto skutkiem nietrwatosci pierscienia selenazolonu wobec
bromowodoru. W celu ztagodzenia warunkéw sprobowatam uzyé TMSBr
z dodatkiem trietyloaminy, co jednak prowadzito jedynie do monoestréw
fosfonowych. Sprobowatam takze odwrocenia sekwencji reakcji: hydroliza
aminofosfonianéw dietylowych do kwasow fosfonowych a nastepnie ich uzycie
w reakcji z chlorkiem 2-(chloroseleno)benzoilu. W tym przypadku trudno byto
jednak dobra¢ dobry rozpuszczalnik dla aminokwasu, a wydajnos¢ aminolizy
chlorku byla niska. Skutecznym podejsciem okazato si¢ zastosowanie
zoptymalizowanego  ogrzewania estrow  wspomaganego  mikrofalami
w mieszaninie st¢zonego kwasu solnego i lodowatego octowego. Krotki czas
reakcji wplynat korzystnie na zmniejszenie ilosci powstajacych produktéw
ubocznych, co umozliwito bezproblemowe oczyszczenie otrzymanych kwasow
z zastosowaniem chromatografii HPLC na odwroconej fazie.

Wigkszoé¢ zwigzkow miata postaé krystaliczng, w tym dla dwoch kwasow
fosfonowych (P2.9.4 oraz P2.11.4) otrzymatam monokrysztaly w formie
charakterystycznych igiet, co pozwolito wyznaczy¢ ich struktury krystaliczne
przez Panig dr inz. Juli¢ Bakowicz z Instytutu Materialdéw Zaawansowanych
Wydziatu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej. Dokonane pomiary
umozliwily zobrazowanie struktur przestrzennych, ktére réznity si¢ od siebie
upakowaniem i wzajemnym rozmieszczeniem czasteczek (Rysunek 16).
Zwiazek P2.9.4 tworzyt bardziej zwartg sie¢ krystaliczna, a ptaskie aromatyczne
fragmenty 1,2-benzizoselenazol-3(2H)-onu uktadaty si¢ rownolegle wzgledem
siebie, co wskazalo na dominujgce oddzialywania typu face to face.
W przypadku zwigzku P2.11.4 pierScien aromatyczny jest utozony naprzeciw

grupy fosfonowej.
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Rysunek 16. Struktura przestrzenna otrzymanych krysztaléw
zwigzkéw P2.9.4 (A) oraz P2.11.4 (B).

W wyniku przeprowadzonych syntez otrzymatam 12 estrow oraz 8 kwasow
fosfonowych. Poniewaz estry wykazaly si¢ znaczaco wyzsza aktywno$cia
antyureolityczng niz odpowiadajace im kwasy (patrz rozdziat 3.7), dla kilku
koncowo zsyntetyzowanych pochodnych zrezygnowalam z etapu hydrolizy.
Dla wybranych przypadkow zdecydowatam si¢ jednak otrzymac dodatkowo
monoestry kwasow fosfonowych, zwiazki o posredniej hydrofobowosci

i whasciwosciach kwasowo-zasadowych miedzy kwasami a estrami. W tym celu
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przeprowadzitam hydrolize estrow dietylowych w warunkach zasadowych
(Schemat 22), a otrzymane zwiazki zostaly poddane testom kinetycznym,

co wzbogacito dyskusje zaleznosci struktura-aktywnos$é.

O (0]
@EQ FONOEY 5 yiNaon @E/( PIONOHYOEY
N A s N
S, n MeOH, rt, 2 h Se n
P2.9.3,n=2 P2.9.5,n=2,60%
P2.12.3,n=5 P2.12.5,n =5, 68%

Schemat 22. Hydroliza diestréw do monoestréw etylowych kwasu
2-(3-oksobenzo[d][1,2]selenazol-2(3H)-ilo)alkilofosfonowego
w warunkach zasadowych.

Ponadto, w celu potwierdzenia znaczenia reaktywnos$ci pier§cienia
selenazolonu wzgledem tioli dla efektywnej inhibicji, testom poddano takze
wybrane zwigzki ftalimidowe jako analogi strukturalne selenazolonowego
uktadu heteroaromatycznego. Wybrano otrzymane uprzednio estry P2.9.2
i P2.12.2, a takze odpowiadajgce im kwasy P2.9.6 i P2.12.6, te ostatnie
otrzymane w wyniku hydrolizy w zoptymalizowanych, opisanych powyzej

warunkach (Schemat 23).

1) (6]
@O chycoon, Hl Y
N=, 140°C, 20 min, MW N~
o) (0]
P2.9.2,n =2 P2.9.6,n =2, 61%
P2.12.2,n=5 P2.12.6, n = 5, 69%

Schemat 23. Otrzymanie ftalimidowych pochodnych kwasu
alkilofosfonowego.

Co ciekawe, chlorek 2-(chloroseleno)benzoilu okazat si¢ reaktywny takze
wzgledem fosforamidowego atomu azotu. Zamknigcie pier§cienia z uzyciem

fosforamidu dietylowego pozwolito otrzymac strukture P2.13 nieposiadajaca
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lacznika pomigdzy atomem azotu a grupg fosfonianowa, co poszerzyto

biblioteke potencjalnych inhibitoréw ureazy (Schemat 24).

0
cocl
EtsN, CH,CI
@ + HN—P(O)(OEY), —23 222> Ejf(,N—P(O)(OEt)2
SeCl ’ Se
P2.13, 51%

Schemat 24. Synteza (3-oksobenzo[d][1,2]selenazol-2(3H)-ilo)fosforamidu
dietylowego.
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3.5. Halogenowe pochodne N-benzylobenzizoselenazol-3(2H)-onu

W ostatnim projekcie podjetam sie syntezy okoto dwudziestosktadnikowej
biblioteki halogenowanych N-benzylowych pochodnych 1,2-benzizoselenazol-
3(2H)-onu (Schemat 25). W tym celu przeprowadzitam reakcje wczesniej
otrzymanego chlorku 2-(chloroseleno)benzoilu z handlowo dostepnymi

halogenowanymi benzyloaminami w standardowych warunkach.

@COCI o R _EN CH:Ch ©f<}\j_/R
SeCl rt, 48h Se
R=
F F
P3.1 P3.6 P3.11 ﬂ P3.16 FQ
63% 419 @ 44% 59%
F F Cl
525 %QCI B3 = )F hei? %QF E7 @cn
cl F F CFy
Cl
P3.3 @ P3.8 @F P3.13 @ P3.18 @CF
62% 89% 53% 35% 3
Cl F CF, F
F
Qo M B O B
Cl F CF,4
CF,4
P3.5 @ P3.10 @,F P3.15
50% 68% 31%
F F CF,

Schemat 25. Synteza halogenowych pochodnych N-benzylo-
1,2-benzizoselenazol-3(2H)-onu.

Analizujac wydajnosci otrzymanych produktow, zauwazylam, ze rodzaj
podstawnika i jego polozenie maja duzy wptyw na reaktywnos$¢ grupy aminowe;.

Najnizsze wydajnosci zaobserwowatam w reakcji z 2,3,4-trifluoro-
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benzyloaming, a takze w wigkszosci przypadkéw amin zawierajacych
co najmniej jedng grup¢ trifluorometylowg. Zatem obecno$¢ podstawnikow
silnie elektronoakceptorowych zdecydowanie obnizata nukleofilowosé grupy
aminowej i utrudniata jej reakcje z chlorkiem 2-(chloroseleno)benzoilu.
Pozostate produkty otrzymatam z zadowalajaca lub dobra wydajnoscia. Warto
podkreslic  tatwos¢ wydzielania zwiazkow, ktore byly krystaliczne.
Oczyszczanie chromatograficzne nie bylo zatem konieczne a zastosowanie
ekstrakcji (zasadowej w celu usunigcia pozostatosci substratu selenowego oraz
kwasowej usuwajgcej pozostato§¢ aminy) oraz przemywania osadéw eterem

dietylowym byto wystarczajace dla pozbycia si¢ drobnych zanieczyszczen.
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3.6. Aktywnos¢ biologiczna zwiazkow

We wspélpracy z dr. inz. Wojciechem Taborem oraz dr Agnieszkg
Grabowiecka [87,88] wszystkie zsyntetyzowane zwigzki zostaty poddane testom
aktywnos$ci inhibitorowej wobec oczyszczonej natywnej ureazy z bakterii
Sporosacina pasteurii CCM 2056 (ze wzgledu na dostepnos¢, znang strukture
krystaliczng oraz wielo$¢ danych dotyczacych inhibicji), a takze hamowania
ureolizy in vitro w zywych komorkach bakterii Helicobacter pylori Tx30a
(ATCC 51932 — szczep ten zostat wybrany ze wzgledu na jego niskg wrazliwo$¢
na stresogenne warunki srodowiskowe np. ekspozycje¢ na tlen podczas testow
ureolizy [89]). Linia komorek zostata uzyskana we wspotpracy z dr. Pawlem
Krzyzkiem z Katedry 1 Zaktadu Mikrobiologii Uniwersytetu Medycznego
im. Piastow Slaskich we Wroctawiu.

Resztkowg aktywno$¢ enzymu oznaczano metodg kolorymetryczng.
Dziatanie inhibitorow $ledzono w buforze fosforanowym zawierajacym
mocznik oraz 0,01% czerwieni krezolowej. Uzyty wskaznik odpowiadat
za zmiang¢ absorbancji roztworu wraz ze wzrostem pH roztworu pomiarowego
(wzrostem stgzenia powstajacego amoniaku). Reakcje inicjowano poprzez
dodanie enzymu, a absorbancj¢ mierzono przez 1,5 h przy dtugosci fali rownej
570 nm. W przypadku wolnowiazacych zwigzkoéw katecholowych, testy
aktywno$ci zostaly przeprowadzone bez i z etapem preinkubacji enzymu
z inhibitorami przez 1 h przed dodaniem inicjujacego reakcje mocznika
i rozpoczeciem pomiardw. W trakcie testow przygotowywano i uwzgledniano
takze $lepa probe (kontrole aktywno$ci enzymu niehamowanego) oraz
analizowano wplyw rozpuszczalnika uzytego do rozpuszczenia badanych
zwigzkéw chemicznych. Stalg dysocjacji kompleksu enzym-inhibitor (K;) dla
pomiarow wobec natywnej ureazy z bakterii S. pasteurii oraz parametr ICso dla
pomiarow wobec zywych komorek H. pylori wyznaczano z otrzymanych

krzywych pomiarowych zaleznosci absorbancji od czasu.
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3.6.1. Fosforowe pochodne katecholu

Dziewi¢¢ otrzymanych fosforowych zwigzkéw katecholowych poddano
dziataniu wzgledem oczyszczonej ureazy ze S. pasteurii. Z krzywych postepu
reakcji zaobserwowano, ze niektore z inhibitorow poczatkowo wykazywaty
staby wplyw na hamowanie, po ktorym nastgpowat hiperboliczny spadek
aktywnosci enzymu. Pozostate za$ charakteryzowaty si¢ nieco wyrazniejszym
poczatkowym hamowaniem, po ktorym nastepowal wolniejszy i mniej znaczacy
spadek aktywnos$ci enzymu. Charakterystyka ta znalazta odzwierciedlenie
w polepszonych parametrach kinetycznych po wstepnej inkubacji enzymu
z inhibitorem przed dodaniem substratu (Tabela 5). W przypadku wiekszosci
katecholi wzrost inhibicji po etapie preinkubacji byt umiarkowany. Natomiast
w przypadku zwigzkow P1.8, P1.10 oraz P1.11 zaobserwowano znaczny spadek
(nawet o dwa rzedy wielko$ci) wartosci statej Ki, co dowodzi silnego

wolnowigzgcego mechanizmu ich oddziatywania z centrum aktywnym enzymu.

Tabela 5. Aktywnos$é¢ inhibitorowa fosforowych pochodnych katecholu
wobec ureazy ze S. pasteurii oraz ureolizy komorek H. pylori [87].

R4 9
HO P<
(‘)HRZ Natywny enzym Ureoliza komoérek
HO X bakterii S. pasteurii bakterii H. pylori
K; [uM] IC50 [UM]
X R1 Rz _bez B . z .
preinkubacji preinkubacja
P1.9 H COOH H 79,349 58,8 +5,2 10,5+ 0,54
P1.10 (CH,),COOH 298 + 26 6,13 £ 0,33 9,28 + 0,97
P1.11 OH 400 * 38 2,36 £ 0,20 0,750,020
R
P1.7 ;\/QQOH 16,0+ 0,50 6,80+ 0,86 13,1+£0,53
OH
P1.13 COOCH;4 (CH,),COOCH3 295+ 13 228 + 24 412 £ 65
P1.14 OH 107 £+ 11 78,055 31,4+1,8
R
P1.8 J\/‘\1©0H 223 + 26 7,55+ 0,67 106 £ 6,5
OH
P1.16 H OH 17,728 9,10+ 1,8 26,6 + 0,60
P1.12 | Br COOH OH 41,9+45 34,8+3,6 50,3+ 1,1
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Wszystkie  zsyntetyzowane fosforowe pochodne katecholi  byty
mikromolarnymi inhibitorami ureazy ze S. pasteurii, a najlepszym z nich okazat
si¢ kwas P1.11, dla ktoérego warto$¢ Ki wynosi 2,36 pM. Obecno$¢ ugrupowania
H-fosfinowego w zwiazku P1.9 obnizyla zdolno§¢ do hamowania enzymu
o0 jeden rzad wielkosci, natomiast w przypadku rozbudowanego ugrupowania
fosfinowego w zwigzku P1.10 réznica w wartosci Ki w stosunku do kwasu
fosfonowego P1.11 byta nieznaczna. Swiadczy to o tworzeniu przez grupe
karboksylowg podstawnika P-karboksyetylowego dodatkowych oddziatywan
w centrum aktywnym enzymu, ktore rekompensujg brak interakcji zwigzanych
z nieobecnoscig jednej grupy P-OH (Rysunek 17). Co ciekawe, zwiazki
symetrycznie podstawionego kwasu fosfinowego (kwas P1.7 oraz ester P1.8)
réwniez wykazywaly dobrag site hamowania. Natomiast zwigzki zawierajace
estryfikowang grupe karboksylowa P1.8, P1.13 oraz P1.14 okazaty sie ogolnie
gorszymi inhibitorami niz odpowiadajace im kwasy (zwigzki P1.7, P1.10 oraz
P.11). Zwigzek P1.13 uzyskal najwyzsza warto$¢ Ki, co moze by¢ zwigzane
z jego najwickszg hydrofobowoscia i rozbudows strukturalng (miejsce aktywne
ureazy jest ograniczone sterycznie). W przypadku produktu ubocznego
z atomem bromu (zwigzek P1.12), otrzymana warto$¢ poczatkowej statej
inhibicji byta jedng z lepszych, aczkolwick jedynie nieznacznie zmienita si¢ pod
wplywem inkubacji. Na podstawie tej obserwacji mozna stwierdzi¢, ze obecnos¢
atomu bromu znaczaco wptywa na reaktywno$¢ katecholu w tworzeniu wiazania
z cysteing czynigc inhibitor mniej efektywnym.

Zaktadajac wigzanie kowalencyjne tworzone miedzy atomem siarki Cys322
a pozycja 5 uktadu katecholowego przeprowadzono modelowanie sposobu
wigzania wybranych inhibitorow o najwyzszym powinowactwie z ureazg ze
S. pasteurii (wykonane przez prof. dr. hab. inz. Lukasza Berlickiego z Katedry
Chemii Bioorganicznej Politechniki Wroctawskiej). Najbardziej aktywny
zwigzek P1.11 wigzat si¢ w bardzo korzystnej konformacji tworzac wiele

optymalnych oddziatywan z resztami aminokwasowymi miejsca aktywnego
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enzymu (Rysunek 17A). Dwa z atomow tlenu ugrupowania kwasu fosfonowego
byly skoordynowane z katalitycznymi jonami niklu, natomiast trzeci tworzyt
wigzanie wodorowe z NH imidazolu His222. Grupa karboksylowa liganda
tworzyta mostek solny z grupg guanidynowa Arg339, a takze wigzanie
wodorowe z NH imidazolu His323. Jedna z grup hydroksylowych katecholu
tworzyta wigzanie wodorowe z grupg aminowa Lys169. Ten korzystny uktad
oddziatywan byl nieznacznie zaburzony w zwigzku fosfinowym P1.10.
Nieobecnosé¢ jednego fosforylowego atomu tlenu spowodowata brak wigzan
wodorowych z His222, lekkie przesunigcie czasteczki w kierunku Arg339
i utrate kontaktu z His323 (Rysunek 17B). Te straty w energii wigzania byly
rekompensowane silnymi wigzaniami wodorowymi obu grup karboksylowych
z grupa guanidynowa Arg339. Na podstawie wynikow modelowania
molekularnego mozna Stwierdzié, ze zwiagzki fosforowe zawierajace uktad
katecholu o zaplanowanej strukturze majg mozliwo$¢ oddziatywania z enzymem
zgodnie z zatozeniami, tj. wykazujac podwojny mechanizm inhibicji. Wigzaniu
kowalencyjnemu z grupg tiolowg cysteiny towarzyszyta rozbudowana sie¢

oddzialywan, w tym z katalitycznymi jonami niklu.

A B

His222
His222

Arg339

5/?\( Nilg
Ni2
His323
Met367
Ala366 Met367 | Ala366
Met318 4
Lys169 Lys169

\
\\ Met318

Rysunek 17. Modele kompleksow zwiazkéw P1.11 (A) oraz P1.10 (B)
z ureazg ze S. pasteurii (na podstawie struktury krystalicznej
PDB 5G4H [71]) [87].
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Opisane powyzej wlasciwosci hamujace aktywno$¢ 0czyszczonej ureazy ze
S. pasteurii znalazty odzwierciedlenie w zdolnosci fosfonianow i fosfinianow do
kontrolowania rozktadu mocznika w zZywych komoérkach H. pylori. Ponownie
kwas P1.11 okazal si¢ by¢ najskuteczniejszym inhibitorem, a otrzymana dla
niego wartos¢ ICso wyniosta 0,75 uM. Zwigzki zawierajace funkcje wolnego
kwasu karboksylowego wykazywaty wigksza aktywnos¢ niz odpowiadajace im
estry oraz zwigzek P1.16, ktory nie zawieral grupy karboksylowe;.
W szczegdlnoscei strukturalnie wydtuzone estry P1.13 oraz P1.8, ktore sg bardziej
hydrofobowe niz odpowiednie kwasy, byty najmniej skutecznymi inhibitorami
ureolizy w calych komorkach — tylko w tych przypadkach wartosci ICso
przekraczaty 100 pM.

Trzy najskuteczniejsze inhibitory (P.10, P1.11 oraz P1.16) oceniono pod
katem ich dziatania cytotoksycznego wzgledem komorek eukariotycznych (testy
wykonane komercyjnie w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej
PAN we Wroctawiu). W teScie antyproliferacyjnym in vitro z sulforodaming
B (stosujac cis-platyne jako kontrole pozytywna) nie zaobserwowano istotnego
wplywu inhibitorow na proces wzrostu mysich fibroblastow zarodkowych
(3T3-L1) oraz ludzkich komorek nabtonka nerki (HEK-293) poddanych
rosngcym stgzeniom inhibitora. Nawet przy najwyzszym testowanym st¢zeniu
(100 uM) obserwowane hamowanie wzrostu nie przekroczylo 50%. Zatem
badane zwiazki zostaly zaklasyfikowane jako nisko toksyczne wobec komorek

eukariotycznych in vitro.

3.6.2. Fosfonowe pochodne N-podstawionego 1,2-benzizoselenazol-3(2H)-onu

Mechanizm oddziatywania zwigzkoéw selenowych w centrum aktywnym byt
szybkowigzacy, dlatego nie stosowano protokotu z preinkubacjg. Wszystkie
zsyntetyzowane 1,2-benzizoselenazol-3(2H)-ony z fosforylowanym

aromatycznym lub zawierajacym pier§cien aromatyczny N-podstawnikiem
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okazaty si¢ by¢ nanomolarnymi inhibitorami (zakres K; od 5,06 nM do 542 nM)
(Tabela 6). Najbardziej aktywnymi zwigzkami w tej grupie byly fosfoniany
dietylowe P2.3.3 oraz P2.7.4, dla ktérych wartos¢ Ki wynosita ponizej 10 nM.
Zaskakujaco zaobserwowano, ze estry fosfonowe wigza si¢ z enzymem silniej
niz odpowiadajace im kwasy. Jedynym wyjatkiem byta para zwigzkow P2.2.2
i P2.2.3, aczkolwiek rdznica pomigdzy otrzymanymi dla nich wartosciami Ki; jest
minimalna. Przy zalozeniu kowalencyjnego mechanizmu wigzania z Cys322,
wyniki te $wiadcza raczej o wysokiej komplementarno$ci struktur do biatka,
niz o wigzaniu jonow niklu przez grupe fosfonowa (w takim przypadku
aktywno$¢ kwasow powinna by¢ dominujgca). Potwierdzita to takze obserwacja,
zgodnie z ktorg wydluzenie N-podstawnika wigzato si¢ polepszeniem
wlasciwosci hamujacych, a przyczyng tego mogt by¢ wzrost hydrofobowe;j
powierzchni kontaktu z bialkiem. Dla inhibitoréw typowo oddziatujacych
z ograniczonym przestrzennie miejscem Kkatalitycznym ureazy rozbudowa

strukturalna nie byta korzystna, co stwierdzono dla zwigzkow katecholowych.

Tabela 6. Aktywno§¢ inhibitorowa fosfonowych  pochodnych
N-podstawionego 1,2-benzizoselenazol-3(2H)-onu wobec ureazy
ze S. pasteurii oraz ureolizy komérek H. pylori [88].

7 N\
7 %X
©[Z<N n Natywny enzym Ureoliza komoérek
Se bakterii S. pasteurii bakterii H. pylori
K; [nM] IC50 [NM]
n m X
P2.1.2 0 0 meta P(O)(OEt), 286 + 34 40,4 £ 0,62
P2.1.3 PO3zH, 413 £ 30 314 £ 17
P2.2.2 0 0 para P(O)(OEt), 453 + 15 29,5%0,34
P2.2.3 PO3H, 424 £ 8,4 358 + 21
P2.3.3 0 1 meta P(O)(OEt), 7,77+2,8 58,9 + 0,34
P2.3.4 PO3zH, 436 + 41 187 £ 12
P2.4.3 0 1 para P(O)(OEt), 105+ 8,5 54,3+0,14
P2.4.4 PO3H, 415+ 3,9 542 £+ 12
P2.5.3 0 2 meta P(O)(OEt), 26,4+4,6 126 £ 2,7
P2.6.3 0 2 para P(O)(OEt), 68,0 £ 2,1 33,5%1,5
P2.7.4 1 1 meta P(O)(OEt), 5,06 £ 0,42 33,0£1,5
P2.8.4 1 1 para P(O)(OEt), 18,6 £ 0,41 32,2+3,0
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Porownujac dane dla regioizomerow zauwazono, iz dla pochodnych meta
powinowactwo do enzymu bylo istotnie lepsze niz dla izomerow para.
Najwickszg réznice pomigdzy warto$ciami statych inhibicji zaobserwowano dla
estrow P2.3.3 i P2.4.3 — zmiana podstawienia dietylofosfonianu z pozycji para
w meta spowodowata 13,5-krotny spadek statej inhibicji. Analizujac wartosci
Ki dla par zwigzkow P2.5.3 i P2.7.4 oraz P2.6.3 i P2.8.4 (bedacych wzgledem
siebie izomerami konstytucyjnymi), stwierdzono natomiast, ze wprowadzenie
grupy metylenowej pomiedzy atom azotu a pierscien aromatycznym korzystnie
wplyneto na inhibicjg. Wyjasnieniem (oprocz uprzywilejowanego ulozenia
przestrzennego) moze by¢ wptyw zmiany strukturalnej na reaktywnos$¢ samego
inhibitora w tworzeniu wigzania Se-S, warunkowanej innym charakterem
N-podstawnika: fenylowy/benzylowy.

W przypadku zdolnosci do kontrolowania rozktadu mocznika w zywych
komorkach H. pylori analizowane zwigzki wykazaty znakomite whasciwosci
hamujace, cho¢ zaleznos$¢ struktura-aktywno$¢ nieco rdznita si¢ od wynikoéw dla
ureazy oczyszczonej ze S. pasteurii. Najskuteczniejszym inhibitorem okazat si¢
by¢ zwigzek P2.2.2, dla ktorego wartos¢ 1Cso wynosi 29,5 nM — byt to
najbardziej znaczacy wynik uzyskany w badaniach objetych zakresem mojej
pracy. Zwiazki P2.6.3, P2.7.4 oraz P2.8.4 posiadaly porownywalng sitg
hamowania ureolizy H. pylori. Estry fosfonowe potwierdzity zdecydowanie
silniejsze hamowanie enzymu niz odpowiadajace im kwasy. Roéznice
w aktywnosci regioizomerow sa mniej widoczne: najwicksze 3,8-krotne
pogorszenie ICso zaobserwowano przy zmianie podstawienia ugrupowania
dietylofosfonianu z pozycji meta w para dla estrow P2.5.3 i P2.6.3.

Estry i kwasy fosfonowe podstawione terminalnie w N-alifatycznej reszcie
1,2-benzizoselenazol-3(2H)-onu okazaly si¢ roéwniez bardzo dobrymi,
nanomolarnymi inhibitorami ureazy ze S. pasteurii (Tabela 7). Ponownie
ugrupowanie estrowe przyczynito si¢ do zdecydowanie silniejszego hamowania

aktywnos$ci enzymu, a najlepszy wynik uzyskano dla fosfonianu dietylowego
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P2.12.3, dla ktorego wartos¢ Ki wyniosta 12,8 nM. Nie zaobserwowano $cistej
zaleznos$ci aktywnos$ci inhibitora od dtugosci fragmentu alifatycznego. Nieco
zaskakujaco zwiazkiem o najwigkszym powinowactwie do biatka okazatl sig
fosforamid P2.13 (K; = 7,92 nM).

Inne zastosowane modyfikacje strukturalne nie przyniosty polepszenia sity
hamowania enzymu. Aktywnos$¢ biologiczna monoestrow okazata si¢ by¢
zdecydowania stabsza, nawet w porownaniu do analogicznych kwasow.
Natomiast pochodne ftalimidu byly nieaktywne w badanym zakresie st¢zen,
co dowodzi, iz obecno$¢ reaktywnego uktadu selenazolonu jest kluczowa

i warunkuje mechanizm inhibicji.

Tabela 7. Aktywno$¢ inhibitorowa fosfonowych pochodnych
1,2-benzizoselenazol-3(2H)-onu  oraz  ftalimidu N-podstawionych
fragmentem fosfonoalkilowym wobec ureazy ze S. pasteurii oraz ureolizy
komérek H. pylori [88].

0
X
©EZ<N+7< n Natywny enzym Ureoliza komoérek
4 bakterii S. pasteurii bakterii H. pylori
K; [nM] IC5o [nM]
L n X
P2.9.3 Se 2 P(O)(OEt), 25,7 +0,20 130 £3,9
P2.9.4 PO3H, 415+6,2 1603 + 18
P2.9.5 P(O)(OH)(OEt) 2410 + 40 4330 + 190
P2.10.3 3 P(O)(OEt), 71,6 £4,0 189 +3,8
P2.10.4 PO3H, 288+7,0 874+9,6
P2.11.3 4 P(O)(OEt), 35,8 + 0,40 265+ 7,1
P2.11.4 PO3H, 426+7,9 2106 + 11
P2.12.3 5 P(O)(OEt), 12,8 40,10 299 + 8,8
P2.12.4 PO3H, 108 £2,2 867 + 12
P2.12.5 P(O)(OH)(OEt) 670 £ 10 4030 + 150
P2.13 0 P(O)(OEt), 7,92 0,21 263 + 16
P29.2 | C=0 2 P(O)(OEt), > 500 - 10° >50-10°%
P2.9.6 PO3H, >500 - 10° >50-10°
P2.12.2 5 P(O)(OEt), >50-103 >50-103
P2.12.6 PO3H, >50 - 10° >50 - 103

W przypadku hamowania aktywno$ci zywych komoérek H. pylori

najskuteczniejszym inhibitorem w tej grupie zwigzkéw okazat si¢ byc ester
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P2.9.3, dla ktorego warto$¢ ICso wyniosta 130 nM. Zaobserwowano, ze state
inhibicji estrow fosfonowych rosty wraz ze wzrostem dtugosci tacznika. Kwasy
fosfonowe, monoestry fosfonowe oraz pochodne ftalimidu wykazaty
zdecydowanie stabsza site¢ hamowania ureolizy.

Po poréwnaniu wartosci aktywno$ci biologicznej uzyskanych dla
wszystkich fosfonowych pochodnych N-podstawionego 1,2-benzizoselenazol-
3(2H)-onu zaobserwowano, ze okreslone zwigzki posiadaty interesujaca
selektywno$é. Niektore byty bardzo dobrymi inhibitorami ureazy ze S. pasteurii,
a stabszymi wobec ureolizy H. pylori (np. P2.12.3 czy P2.13), a niektore
przeciwnie (np. P2.2.2). Oczywiscie, trudno poréwnywac uktad pomiarowy
zawierajacy czyste bialko z testami na liniach komorkowych, ale
perspektywicznie intersujace byloby okre§lenie, czy roznice dotyczg sposobu
wigzania w centrach aktywnych obu enzymoéw, czy innych kwestii np. transportu
zwigzkow przez §ciany komorkowe.

Wybrane inhibitory o wysokiej aktywnosci (P2.1.2, P2.2.2, P2.3.2, P2.4.2,
P2.4.3, P2.9.3 oraz P2.12.3) oceniono pod katem ich wptywu cytotoksycznego

na komorki eukariotyczne (podobnie jak opisano powyzej, Tabela 8).

Tabela 8. Aktywnos$¢ antyproliferacyjna wybranych fosfonowych
pochodnych N-podstawionego 1,2-benzizoselenazol-3(2H)-onu  wobec
eukartiotycznych linii komérkowych.

Linia komoérkowa Linia komérkowa
3T3-L1 HEK293
IC50 [UM] 1C 50 [UM]
cis-platyna 3,30 0,142
P2.1.2 76,0 -
P2.2.2 43,7 62,5
P2.3.2 44,8 63,0
P2.4.2 64,6 42,4
P2.4.3 48,4 61,8
P2.9.3 65,6 72,5
P2.12.3 - 39,8
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Wszystkie zwiazki wykazaly umiarkowang lub niska aktywno$¢
antyproliferacyjnag (ICso powyzej 40 uM). Sg mniej toksyczne od cis-platyny,
posiadaja jednak odmienny mechanizm dziatania — zaburzaja status redoks
komorki. Zwiazek P2.12.3 nie wplywa na proces wzrostu mysich fibroblastow
zarodkowych, natomiast zwigzek P2.1.2 na lini¢ ludzkich embrionalnych

komorek nerkowych.

3.6.3. Halogenowe pochodne N-benzylo-1,2-benzizoselenazol-3(2H)-onu

Halogenowe pochodne N-benzylo-1,2-benzizoselenazol-3(2H)-onu rowniez
okazaty si¢ nanomolarnymi, a nawet subnanomolarnymi inhibitorami ureazy ze
S. pasteurii (Tabela 9). Najlepszy wynik w niniejszej pracy uzyskano dla
selenazolonu P3.2, dla ktérego warto$¢ K;i wyniosta 0,594 nM. Pochodne
posiadajgce jeden lub dwa atomy halogenowca w swojej strukturze wykazaty
najwyzsza aktywnos$¢ (Ki ponizej 54,3 nM), natomiast wprowadzenie kolejnego
atomu lub obecnos$¢ grupy trifluorometylowej znacznie ostabiato wlasciwosci
inhibitora (Ki powyzej 210 nM). Wyniki hamowania ureolizy wykazywanej
przez zywe komorki H. pylori byly znacznie mniej zréznicowane. Wszystkie
warto$ci ICso zawieraly si¢ w stosunkowo waskim zakresie 93,5-345 nM.
Co zaskakujace, najlepszy inhibitor ureazy ze S. pasteurii (P3.2) okazatl si¢
najstabszym bioragc pod uwage hamowanie ureolizy H. pylori, natomiast zwigzek
P3.18 wykazal przeciwna zaleznos¢. To kolejne potwierdzenie faktu, ze subtelne
réznice w strukturze liganda oraz enzymu (mimo znacznych podobienstw
w budowie centrum aktywnego ureaz bakteryjnych [90]) moga skutkowac
specyficzno$cig wigzania. Ponadto dane uzyskane na modelowych biatkach

niekoniecznie koresponduja z badaniami bardziej ztozonych uktadow.



Tabela 9.

N-podstawionego

Aktywnosé
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inhibitorowa
1,2-benzizoselenazol-3(2H)-onu

wobec

ze S. pasteurii oraz ureolizy komorek H. pylori [88].

O
Crp”
NJ
S'e
R

P3.1 Ph
P3.2 2,4-diCIPh
P3.3 2,5-diCIPh
P3.4 3,4-diCIPh
P3.5 2-FPh
P3.6 3-FPh
P3.7 4-FPh
P3.8 2,4-diFPh
P3.9 2,6-diFPh
P3.10 3,4-diFPh
P3.11 3,5-diFPh
P3.12 2,3,4-triFPh
P3.13 3-CF4Ph
P3.14 4-CF3Ph
P3.15 3,5-diCF3Ph
P3.16 2-Cl-5-FPh
P3.17 4-Cl-3-CF3Ph
P3.18 3-F-4-CF;Ph
P3.19 | 4-F-3-CF,Ph

Natywny enzym
bakterii S. pasteurii
K; [nM]

2,68+0,18
0,594 + 0,032
9,04 + 0,22
15,9 + 0,65
3,61+0,28
12,2 £ 0,40
254 +2,8
2,62+0,19
1,16 £ 0,14
3,35+0,65
1,30 £ 0,027
294 + 26
250+ 24
210+ 19
332+ 29
54,3+1,5
1856 + 37
1590 + 190
299+8,8

Ureoliza komérek
bakterii H. pylori
1C50 [nM]

151 +£5,7
345+ 16
341+ 23
3156 +47
171+£54
154 + 8,4
193 + 8,1
287 +18
218+ 14
110 £4,5
122+ 41
179+£3,3
1M12+24
170+£1,6
208 +4,5
96,4+1,8
153+54
93,5+£5,3
107 £1,9

halogenowych pochodnych

ureazy
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3.7. Podsumowanie

W swojej pracy doktorskiej zaplanowatam 1 zsyntetyzowatam
55 docelowych zwiazkow fosforoorganicznych i/lub selenoorganicznych,
a poprawnos¢ ich struktury oraz homogeniczno$¢ potwierdzitam technikami
spektroskopowymi. Wszystkie zwigzki zostaly poddane testom aktywnosci
biologicznej wobec oczyszczonej natywnej ureazy z bakterii S. pasteurii oraz
ureolizy wykazywanej przez komoérki patogennej bakterii H. pylori. Pochodne
katecholu okazaly si¢ by¢ mikromolarnymi, natomiast pochodne
1,2-benzizoselenazol-3(2H)-onu nanomolarymi inhibitorami modelowej ureazy.
Co istotne, w kazdej grupie zwigzkow zidentyfikowano zwigzki niezwykle
aktywne antyureolityczne w badaniach in vitro wzgledem patogennej bakterii
(Rysunek 18). Takie zwigzki, ograniczajace dziatanie czynnikow etiologicznych
mikroorganizméw chorobotwoérczych i ostabiajace wirulencje, to niezwykle
cenne substancje, ktdére moga zosta¢ skojarzone z klasycznymi antybiotykami
w terapiach kombinowanych.

Fosforowe zwigzki katecholowe otrzymane w niniejszej pracy okazaly si¢
mniej aktywnymi inhibitorami ureazy niz zwigzki selenoorganiczne, pomimo
tego ze z duzym prawdopodobienstwem w bardziej $cisty sposéb wypeknity
poczatkowe zatozenia, tj. oddzialywaly w zaplanowany hybrydowy sposdb
z enzymem laczac dwa odrebne mechanizmy wigzania. Oczywistym powodem
zaobserwowanych réznic moze by¢ mniejsza reaktywno$¢ chemiczna katecholu
wzgledem tioli w poréwnaniu do pierscienia izoselenazolonu, czy tez mniejsza
komplementarno$¢ oddziatywan po zwigzaniu z enzymem. Nieoczekiwanie
wysoki potencjal hamowania ureolizy H. pylori przez 1,2-benzizoselenazol-
3(2H)-onu pokazat atrakcyjnosc i przewrotno$¢ prowadzenia badan naukowych,
ktoére przyniosty bardzo dobre wyniki pomimo niespetnienia racjonalnych
przestanek planowania. Wyniki takie mozna probowac racjonalizowa¢ w celu
uzyskania wskazéwek do ewentualnych dalszych etapow optymalizacji struktur

aktywnych.
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Fosforowe pochodne katecholu

HOOC O Hooc 0

HO P H P
| “OH © I >">CcooH
0 OH

HO HO

K; = 2,36 + 0,20 uM, S. pasteurii

= + ji
ICsp = 0,75 £ 0,020 UM, H. pylori S OB URRITLIG S R L]

Fosfonowe pochodne N-podstawionego 1,2-benzizoselenazol-3(2H)-onu
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K; = 5,06 £ 0,42 nM, S. pasteurii Ki=7,77 £ 2,8 nM, S. pasteurii
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ICs0 = 29,5 + 0,34 nM, H. pylori

Halogenowe pochodne N-benzylo-1,2-benzizoselenazol-3(2H)-onu

Cl CF3
0] O F
Se S
Ki = 0,594 £ 0,032 nM, S. pasteurii IC59 = 93,5 £ 5,3 nM, H. pylori

Rysunek 18. Wybrane struktury o najwyzszej aktywnos$ci wobec ureazy
ze S. pasteurii oraz ureolizy komérek H. pylori.

Poréwnujac  otrzymane wyniki dla N-podstawionych pochodnych
1,2-benzizoselenazol-3(2H)-onu  z  aktywno$cia  najbardziej  poznanej
analogicznej struktury (ebselen, N-fenylo-1,2-benzizoselenazol-3(2H)-on)
zaobserwowatam, ze niektére z opracowanych modyfikacji spowodowaty
znaczacy Wzrost parametrow kinetycznych charakteryzujacych oddziatywanie
inhibitora z enzymem. Przyktadowo, halogenopochodne P3.2, P3.9 oraz P3.11
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wykazaly nizsze wartosci statej inhibicji enzymu ze S. pasteurii niz ebselen.
Zysk byt niewielki (2-4-krotny), ale nalezy pamigta¢, ze wynik uzyskany dla
ebselenu jest wyjatkowo niski (Ki = 2,11 nM ) [41], pomimo tego udato si¢ go
polepszy¢. Natomiast caly szereg benzizoselenazolonéw znacznie efektywniej
hamowat ureolize w komoérkach H. pylori niz ebselen (ICso = 769 nM) [41].
Byly to halogenopochodne, z ktorych najcickawsze wyniki uzyskaty pochodne
P3.16 oraz P3.18 (okoto 8-krotnie wyzsza aktywnosc¢). Przede wszystkim jednak
modyfikowane zwiazki fosforoorganiczne przyniosty najwigkszy wzrost
wilasciwosci antyureolitycznych. Fosfoniany dietylowe P2.2.2, P2.6.3, P2.7.4
czy P2.8.4 wykazaly okoto 25-krotnie nizsze stezenie hamujace 50% rozktadu
ureazy przez badang lini¢ bakterii patogennej niz ebselen.

Obserwowane polepszenie parametréw inhibicji §wiadczy 0 korzystnym
wplywie zastosowanych atomow/grup funkcyjnych, ktéore mogg tworzyé
dodatkowe oddziatywanie inhibitora z centrum aktywnym enzymu. Uzyskanie
informacji na temat ewentualnego mechanizmu tego wigzania metodami
modelowania molekularnego czy rentgenografii strukturalnej jest oczywistg
kontynuacjg badan, planowang poza ramami niniejszej pracy. Obecnie
we wspotpracy z prof. Stefano Ciurlim z Uniwersytetu Bolonskiego, ekspertem
w badaniach strukturalnych ureazy, trwaja prace nad uzyskaniem kompleksow

ligand-biatko, ktore naswietlityby poruszong kwestig.
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4.1. Specyfikacja aparatury oraz odczynnikow

Wszystkie stosowane odczynniki i rozpuszczalniki zakupiono w jakosci
analitycznej od komercyjnych dostawcow (Merck — Sigma-Aldrich, Avantor
Performance Materials Poland, Chemland i Stanlab). Bezwodny dichlorometan
przygotowywano destylujgc znad P,Os bezposrednio przed uzyciem, natomiast
bezwodng trietyloamine destylowano i przechowywano nhad wyprazonymi
sitami molekularnymi o porowatosci 3 A.

Reakcje monitorowano za pomocg chromatografii cienkowarstwowej,
na ptytkach z zelem krzemionkowym 0 porowatosci 60 A 0,25 mm z markerem
fluorescencyjnym Fzs4 firmy Merck.

Oczyszczanie zwigzkow prowadzono metodg rekrystalizacji lub
chromatografii kolumnowej stosujac zel krzemionkowy o porowatosci 60 A
firmy Sigma-Aldrich. Chromatografi¢ flash przeprowadzono z uzyciem aparatu
Teledyne ISCO CombiFlash® Rf+ Lumen™ z zastosowaniem kolumn
chromatograficznych High Performance GOLD Silica oraz C18 firmy Teledyne
ISCO.  Woysokosprawng  chromatografi¢  cieczowag  przeprowadzono
z uzyciem aparatu Shimadzu stosujac kolumng ReproSil-Pur Basic-C18 firmy
Dr. Maisch.

Widma *H, *C, *F, 3P i "Se NMR rejestrowano w rozpuszczalnikach
deuterowanych przy czgstotliwosciach odpowiednio: 400 lub 600 MHz, 100 lub
151 MHz, 376 MHz, 162 MHz i 76 MHz na spektrometrach firmy JEOL.

Przesuniecia chemiczne sygnatow na widmach 'H i *C NMR odniesiono
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do wartosci danych literaturowych dla rozpuszczalnika, natomiast widma
1°F 31p j "Se NMR wykonano stosujac zewnetrzny standard.

Widma masowe 0 wysokiej rozdzielczosci (HRMS) zarejestrowano na
spektrometrze Waters LCT Premier XE, stosujac jonizacje typu elektrosprej
(ESD).

Reakcje indukowane mikrofalami przeprowadzono z uzyciem aparatu
Initiator+ SP Wave Biotage. Temperatury topnienia zmierzono na aparacie
DigiMelt firmy SRS stosujac przyrost temperatury 2°C/min.

Wszystkie zsyntetyzowane zwiazki koncowe daty poprawne widma

NMR i HRMS, a ich czysto$¢ wynosita powyzej 95%.

4.2. Przepisy preparatywne

4.2.1. Kwasy fosfonowe i fosfinowe zawierajace fragment katecholu

2-(3,4-Dimetoksyfenylo)octan metylu (P1.1). Do ochtodzonego w tazni
lodowej roztworu kwasu 3,4-dimetoksyfenylooctowego (0,15 mol, 30,0 @)
w metanolu (40 ml) wkroplono chlorek tionylu (0,23 mol, 27,3 Q)
w temperaturze 0°C. Po 30 minutach mieszania, roztwor pozostawiono do
ogrzania do temperatury pokojowej, a nastepnie odparowano lotne substancje
pod zmniejszonym ci$nieniem. Pozostalo$¢ rozpuszczono w octanie etylu
(250 ml), przemyto 5% wodnym roztworem NaHCO; (100 ml) i solankg
(100 ml) oraz wysuszono nad bezwodnym siarczanem sodu. Po odparowaniu
rozpuszczalnika pod zmniejszonym ci$nieniem otrzymano 31,7 g (99%)
oleistego produktu o lekko zottej barwie. 'H NMR (400 MHz, CDCls)
8 6,81 (s, 3H), 3,87 (s, 3H), 3,86 (s, 3H), 3,69 (s, 3H), 3,56 (s, 2H). *C NMR
(101 MHz, CDCls) 6 172,42, 149,04, 148,28, 126,54, 121,51, 112,48, 111,31,
56,00, 55,96, 52,16, 40,83. HRMS (ESI) m/z obliczono dla Ci1H1404+H"
211,0970, znaleziono 211,0972.
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2-(3,4-Dimetoksyfenylo)akrylan metylu (P1.2). Zwigzek P1.1 (0,071 mol,
15,0 g) rozpuszczony w DMF (20 ml), paraformaldehyd (0,10 mol, 3,0 g),
bromek tetra-n-butyloamoniowy (0,90 @) i bezwodny weglan potasu
(0,071 mol, 9,9 g) ogrzewano w syntezatorze mikrofalowym w temperaturze
55°C przez 2 h. Nastepnie roztwor ochtodzono do temperatury pokojowej,
dodano wode destylowana (50 ml) i ekstrahowano produkt porcjami octanu etylu
(3 x 100 ml). Faze organiczng przemyto solankg (10 ml) oraz wysuszono nad
bezwodnym siarczanem sodu. Po odparowaniu rozpuszczalnika pod
zmniegjszonym ci$nieniem z6ita oleista pozostalo$¢ oczyszczono metoda
chromatografii flash, stosujac gradient heksan/octan etylu, 50/50 — 0/100 v/v.
Otrzymano 9,0 g (57%) oleistego produktu o stomkowej barwie. ‘H NMR
(400 MHz, CDCls) & 7,03 — 6,95 (m, 2H), 6,85 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 6,28
(d, 3 = 1,2 Hz, 1H), 5,86 (d, J = 1,2 Hz, 1H), 3,89 (s, 6H), 3,83 (s, 3H).
C NMR (101 MHz, CDCIs) 3 167,63, 149,32, 148,56, 140,89, 129,55, 125,82,
121,03, 111,69, 110,86, 56,04, 52,35. HRMS (ESI) m/z obliczono
dla C1,H1404+H" 223,0970, znaleziono 223,0974.

Kwas 2-(3,4-dimetoksyfenylo)-3-metoksy-3-oksopropylo-H-fosfinowy
(P1.3). Do ochtodzonej w tazni lodowej zawiesiny soli amonowej kwasu
podfosforawego (0,024 mol, 2,0 g) w bezwodnym dichlorometanie (10 ml),
wkroplono N,O-bis(trimetylosililo)acetamid (0,061 mol, 12,4 g). Po jednej
godzinie mieszania dodano zwigzek P1.2 (0,020 mol, 4,5 g) rozpuszczony
W bezwodnym dichlorometanie (5 ml). Zanik akrylanu $ledzono metoda
chromatografii cienkowarstwowej. Gdy reakcja dobiegta konca, dodano metanol
(10 ml) i mieszaning reakcyjna mieszano przez noc. Po odparowaniu lotnych
sktadnikéw pod zmniejszonym cisnieniem, pozostato$¢ rozpuszczono W octanie
etylu (50 ml), przemyto 5% wodnym roztworem NaHSO, (20 ml)
i solankg (20 ml) oraz wysuszono nad bezwodnym siarczanem sodu.

Po odparowaniu rozpuszczalnika pod zmniejszonym ci$nieniem oleista brazowa
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mieszaning oczyszczono metoda chromatografii flash, stosujac gradient octan
etylu/metanol, 100/0 — 10/90 v/v. Otrzymano 2,9 g (50%) biatych krysztatow.
Temperatura topnienia 106-110°C. *"H NMR (400 MHz, CD3;OD) § 6,93 — 6,84
(m, 3H), 6,85 (d, J = 506,6 Hz, 1H), 3,93 (ddd, J = 9,0, 8,9, 6,3 Hz, 1H), 3,83
(s, 3H), 3,81 (s, 3H), 3,64 (s, 3H), 2,30 (dddd, J = 15,1, 15,0, 9,0, 2,4, 1H), 1,88
(dddd, J = 15,0, 14,8, 6,3, 1,8 Hz, 1H). *C NMR (101 MHz, CDsOD) § 175,74
(d, J=7,8 Hz), 150,53, 149,84, 133,50 (d, J = 10,6 Hz), 121,23, 113,05, 112,67,
56,46, 56,41, 52,61, 46,77, 37,38 (d, J = 89,6 Hz). *P NMR (162 MHz,
CDsOD) & 23,06. HRMS (ESI) m/z obliczono dla Ci2Hi17OsP-H* 287,0684,
znaleziono 287,0672.

Kwas bis[2-(3,4-dimetoksyfenylo)-3-metoksy-3-oksopropylo]fosfinowy
(P1.4) zostat wyizolowany podczas chromatograficznego oczyszczania zwigzku
P1.3. Otrzymano 0,45 g (9%) oleistego produktu ubocznego o stomkowe;j
barwie. 'H NMR (400 MHz, CDCl) & 6,85 — 6,72 (m, 6H),
3,98 — 3,90 (m, 2H), 3,85 (s, 6H), 3,82 (s, 6H), 3,64 (s, 6H), 2,61 — 2,47
(m, 2H), 2,05 — 1,89 (m, 2H). ®C NMR (101 MHz, CDCls) & 173,95
(d, J=8,6 Hz), 149,27, 148,77, 131,18 (d, J = 9,6 Hz), 120,12, 111,65, 111,07,
55,09, 51,56, 44,78, 33,23 (d, J = 91,1 Hz). P NMR (162 MHz, CDCls)
8 55,49 (br). HRMS (ESI) m/z obliczono dla CasHz1010P+H" 511,1733,
znaleziono 511,1722.

Kwas 2-(3,4-dimetoksyfenylo)-3-metoksy-3-oksopropylo-P-(3-metoksy-3-
oksopropylo)fosfinowy (P1.5). Do ochtodzonego w tazni lodowej roztworu
zwigzku P1.3 (4,2 mmol, 1,2 g) w bezwodnym dichlorometanie (10 ml) dodano
w atmosferze argonu kolejno bezwodng trietyloaming (0,015 mol, 1,5 g) oraz
TMSCI (0,012 mol, 1,3 g). Roztwor mieszano W temperaturze 0°C przez 1 h,
a nastepnic dodano akrylan metylu (4,2 mmol, 0,36 Q) rozpuszczony
w bezwodnym dichlorometanie (1 ml). Mieszanie kontynuowano przez noc

w temperaturze pokojowej, a nastepnego dnia dodano metanol (10 ml)
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i mieszano kolejng dobe. Po odparowaniu lotnych aktadnikow pod
zmniejszonym ci$nieniem pozostatos¢ rozpuszczono W octan etylu (50 ml)
i przemyto 1,0 M roztworem kwasu solnego (3 x 20 ml) i solanka, wysuszono
nad bezwodnym siarczanem sodu. Po odparowaniu rozpuszczalnika pod
zmniejszonym cisnieniem oleistag brgzowg oleista mieszaning oczyszczono
metodg chromatografii flash, stosujac gradient octan etylu/metanol,
100/0 — 10/90 v/v. Otrzymano 1,0 g (64%) oleistego produktu o lekko brazowe;j
barwie. 'H NMR (400 MHz, (CDs),SO) & 6,89 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 6,88 (d,
J=2,2 Hz, 1H), 6,81 (dd, J = 8,2, 2,2 Hz, 1H), 3,85 (ddd, J = 10,6, 9,4, 5,4 Hz,
1H), 3,74 (s, 3H), 3,72 (s, 3H), 3,57 (s, 3H), 3,56 (s, 3H), 2,48 — 2,27 (m, 3H),
2,00 (ddd, J=15,3,12,5, 5,4 Hz, 1H), 1,76 — 1,60 (m, 2H). *C NMR (101 MHz,
(CD3);S0) 6 173,34 (d, J = 7,2 Hz), 172,66 (d, J = 16,3 Hz), 148,82, 148,26,
131,39 (d, J = 10,4 Hz), 119,82, 111,95, 111,38, 55,58, 52,08, 51,66, 44,44,
32,73 (d, J = 89,6 Hz), 26,40 (d, J = 2,7 Hz), 24,77 (d, J = 92,1 Hz). *P NMR
(162 MHz, (CD3):S0) 6 45,54. HRMS (ESI) m/z obliczono dla C16H230sP+H"
375,1209, znaleziono 375,1216.

Kwas 2-(3,4-dimetoksyfenylo)-3-metoksy-3-oksopropylofosfonowy (P1.6).
Zwigzek P1.3 (4,2 mmol, 1,2 g), DMSO (8,3 mmol, 0,65 ml) i I (30 mg)
ogrzewano pod chtodnicg zwrotng w temperaturze wrzenia w THF (10 ml) przez
5 h. Nastgpnie roztwoér ochlodzono do temperatury pokojowej
i odparowano lotne substancje pod zmniejszonym ci$nieniem. Bragzowg oleista
mieszaning oczyszczono metoda chromatografii flash, stosujac gradient octan
etylu/metanol, 100/0 — 10/90 v/v. Otrzymano 0,9 g (71%) oleistego produktu
0 lekko brazowej barwie. 'H NMR (400 MHz, CD;0D) § 6,92 — 6,85 (m, 3H),
3,92 (ddd, J = 12,2, 10,2, 4,2 Hz, 1H), 3,82 (s, 3H), 3,80 (s, 3H), 3,66 (s, 3H),
2,68 (ddd, J = 17,3, 15,0, 10,2 Hz, 1H), 2,00 (ddd, J = 18,6, 15,0, 4,2 Hz, 1H).
C NMR (101 MHz, CDs;0D) § 176,47 (d, J = 3,6 Hz), 150,35, 149,59, 134,89
(d, J = 14,2 Hz), 120,99, 112,99, 112,53, 56,48, 56,39, 52,55, 48,04
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(d, J = 2,0 Hz), 34,31 (d, J = 1325 Hz). *P NMR (162 MHz, CD;0OD)
8 25,73. HRMS (ESI) m/z obliczono dla C12H170/P+H* 305,0790, znaleziono
305,0799.

Demetylowanie eterow i estréw z zastosowaniem BBrz (procedura A).
Do lodowatego roztworu kwasu fosfonowego lub fosfinowego (1 eq.) w CH,Cl>
(10 ml) wkroplono 1,0 M roztwor BBrz w CH2Cl, (12 eq.) i mieszano
w temperaturze pokojowej przez 48 h w atmosferze argonu. Nast¢pnie dodano
wode destylowana (50 ml) i kontynuowano mieszanie przez 2 h. Po odparowaniu
lotnych substancji pod zmniejszonym cisnieniem, oleista pozostatosé
oczyszczono metoda chromatografii HPLC na odwrdconej fazie, stosujac

gradient acetonitryl/woda, 10/90 — 90/10 v/v + 0,05% TFA, 45 min.

Demetylowanie eterow i estrow z zastosowaniem mieszaniny kwasow,
stezonego solnego i lodowatego octowego (1:1 v/v) (procedura B).
Ester (1,0 mmol) rozpuszczony w kwasie octowym (1 ml) i stezony kwas solny
(1 ml) ogrzewano w syntezatorze mikrofalowym w 140°C przez 20 min.
Po ochtodzeniu roztworu do temperatury pokojowej odparowano lotne
substancje pod zmniejszonym ci$nieniem, a oleista pozostalos¢ oczyszczono
metodg chromatografii. HPLC na odwroconej fazie, stosujac gradient

acetonitryl/woda, 10/90 — 90/10 v/v + 0,05% TFA, 45 min.

Kwas bis[2-karboksy-2-(3,4-dihydroksyfenylo)etylo]fosfinowy (P1.7) zostat
otrzymany z substratu P1.4 (0,20 mmol, 0,10 g) zgodnie z procedurg A.
Otrzymano 0,035 g (42%) oleistego produktu o stomkowej barwie. ‘H NMR
(400 MHz, D;0O) 6 6,801 6,74 (d kazdy, J = 8,2 Hz, 2H), 6,751 6,70 (d kazdy,
J = 2,2 Hz, 2H), 6,65 i 6,60 (dd kazdy, J = 8,2, 2,2 Hz, 1H), 3,68 — 3,56
(m, 2H), 2,33 — 2,12 (m, 2H), 2,00 — 1,79 (m, 2H). *C NMR (101 MHz, D0)
0 176,811 176,74 (d kazdy, J1 = 11,7 Hz, J, = 13,3 Hz), 144,38 i 144,30, 143,93
i 143,83, 130,20 i 130,10 (d kazdy, J» = 6,5 Hz, J, = 8,1 Hz), 120,35
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i 120,21, 116,50 i 116,43, 115,44 i 115,29, 44,43 i 44,38, 32,39 i 31,62
(d kazdy, J1 = 91,2 Hz, J, = 91,4 Hz). *'P NMR (162 MHz, D,0) & 52,66, 52,55.
HRMS (ESI) m/z obliczono dla C1gH1s010P+H" 427,0794, znaleziono 427,0793.

Kwas bis[2-(3,4-dihydroksyfenylo)-3-metoksy-3-oksopropylo]fosfinowy
(P1.8) zostat wyizolowany podczas chromatograficznego oczyszczania zwigzku
P1.7. Otrzymano 0,040 g (46%) oleistego produktu ubocznego o lekko brazowe;j
barwie. *H NMR (400 MHz, D;0) § 6,79 i 6,73 (d kazdy, J = 8,2 Hz, 2H), 6,74
i 6,70 (d kazdy, J = 2,2 Hz, 2H), 6,61 i 6,56 (dd kazdy, J = 8,2, 2,2 Hz, 2H),
3,69 — 3,59 (m, 2H), 3,57 (s, 6H), 2,32 — 2,15 (m, 2H), 2,02 — 1,80 (m, 2H).
¥C NMR (101 MHz, D;O) & 175,48 i 175,43 (d kazdy, J, = 11,6 Hz,
J, = 13,1 Hz), 144,37 i 144,29, 143,96 i 143,86, 129,84 i 129,76 (d kazdy,
J1 = 7,0 Hz, J, = 8,1 Hz), 120,25 i 120,12, 116,42 i 116,38, 115,38 i 115,28,
52,94 152,92, 44,32 i 44,28, 32,27 i 31,65 (d kazdy, J1 = 91,3 Hz, J, = 91,0 Hz).
P NMR (162 MHz, D;0) & 52,08, 51,97. HRMS (ESI) m/z obliczono dla
C19H21010P+H" 441,0951, znaleziono 441,0996.

Kwas 2-karboksy-2-(3,4-dihydroksyfenylo)etylo-H-fosfinowy (P1.9) zostat
otrzymany z substratu P1.3 (1,4 mmol, 0,40 g) zgodnie z procedura B.
Otrzymano 0,15 g (44%) oleistego produktu o lekko brazowej barwie.
'H NMR (400 MHz, D,0) § 6,87 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 6,87 (d, J = 2,2 Hz, 1H),
6,84 (ddd, J =551,5, 2,8, 1,5 Hz, 1H), 6,78 (dd, J = 8,2, 2,2 Hz, 1H), 3,87 (ddd,
J=10,1, 7,8, 7,7 Hz, 1H), 2,42 (dddd, J = 16,5, 15,4, 7,6, 2,8 Hz, 1H), 2,18
(dddd, J = 154, 14,4, 7,8, 1,5 Hz, 1H). ®C NMR (101 MHz, D.0)
5176,95 (d, J=10,8 Hz), 144,31, 143,73, 130,37 (d, J = 9,5 Hz), 120,31, 116,48,
115,48, 44,34, 32,87 (d, J = 91,8 Hz). *'P NMR (162 MHz, D,O) § 31,84.
HRMS (ESI) m/z obliczono dla CoH1106P+Na* 269,0191, znaleziono 269,0160.

Kwas 2-karboksy-2-(3,4-dihydroksyfenylo)etylo-P-(2-karboksyetylo)-
fosfinowy (P1.10) zostat otrzymany z substratu P1.5 (1,1 mmol, 0,40 g) zgodnie



4. CZESC EKSPERYMENTALNA

z procedurg A. Otrzymano 0,19 g (56%) oleistego produktu o lekko bragzowe;j
barwie. '"H NMR (400 MHz, D,0) & 6,85 (d, J = 2,2 Hz, 1H), 6,83 (d,
J = 8,2 Hz, 1H), 6,76 (dd, J = 8,2, 2,2 Hz, 1H), 3,82 (ddd, J = 9,3, 9,2, 6,2 Hz,
1H), 2,57 — 2,24 (m, 4H), 1,77 — 1,62 (m, 1H), 1,62 — 1,45 (m, 1H). *C NMR
(101 MHz, D,0) & 176,81 (d, J = 13,5 Hz), 176,21 (d, J = 16,7 Hz), 144,47,
144,00, 130,18 (d, J = 6,6 Hz), 120,47, 116,57, 115,44, 44,56, 31,40 (d,
J=91,6 Hz), 26,21 (d, J = 2,6 Hz), 23,88 (d, J = 92,5 Hz). *P NMR (162 MHz,
D.0) & 53,87. HRMS (ESI) m/z obliczono dla Ci2Hi5s0sP+Na* 341,0402,
znaleziono 341,0393.

Kwas 2-karboksy-2-(3,4-dihydroksyfenylo)etylofosfonowy (P1.11) zostat
otrzymany z substratu P1.6 (2,1 mmol, 0,65 g) zgodnie z procedurg A.
Otrzymano 0,18 g (32%) oleistego produktu o lekko brazowej barwie. Natomiast
z 0,050 g (0,16 mmol) substratu zgodnie z procedurg B otrzymano 0,020 g
(46%). 'H NMR (400 MHz, D;0O) & 6,84 (d, J = 2,2 Hz, 1H), 6,82
(d, J = 8,2 Hz, 1H), 6,75 (dd, J = 8,2, 2,2 Hz, 1H), 3,80 (ddd, J = 11,6, 8,3,
6,2 Hz, 1H), 2,53 (ddd, J = 17,5, 15,4, 8,3 Hz, 1H), 2,09 (ddd, J = 17,7, 15,4,
6,2 Hz, 1H). ®C NMR (101 MHz, D,0) & 177,16 (d, J =10,2 Hz), 144,19,
143,60, 131,07 (d, J = 11,1 Hz), 120,10, 116,41, 115,32, 45,43 (d, J = 2,3 Hz),
30,36 (d, J = 135,6 Hz). **P NMR (162 MHz, D;0) & 26,31. HRMS (ESI)
m/z obliczono dla CgH1:O7P+Na* 285,0140, znaleziono 285,0160.

Kwas 2-(2-bromo-4,5-dihydroksyfenylo)-2-karboksyetylofosfinowy (P1.12)
zostat wyizolowany podczas chromatograficznego oczyszczania zwigzku P1.11
(otrzymanego wedlug procedury A). Otrzymano 0,020 g (3%) oleistego
produktu ubocznego o brazowej barwie. '"H NMR (400 MHz, D.0) & 7,04
(s, 1H), 6,82 (s, 1H), 4,25 (ddd, J = 12,4, 7,3, 7,2 Hz, 1H), 2,53 (ddd, J = 17,9,
15,6, 7,2 Hz, 1H), 2,18 (ddd, J = 17,9, 15,6, 7,3 Hz, 1H). *C NMR (101 MHz,
D:0) 6 176,18 (d, J = 12,2 Hz), 144,59, 144,04, 129,25 (d, J = 9,2 Hz), 120,02,
116,17, 113,02, 44,64, 29,24 (d, J = 137,0 Hz). *'P NMR (162 MHz, D,0)
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8 26,93. HRMS (ESI) m/z obliczono dla CoH10BrO;P+H" 340,9426, znaleziono
340,9426.

2-(3,4-Dimetoksyfenylo)etylofosfonian dietylu (P1.15). 4-(2-Bromoetylo)-
1,2-dimetoksybenzen (4,7 mmol, 1,2 g) i fosforyn trietylu (9,4 mmol, 1,6 Q)
ogrzewano w syntezatorze mikrofalowym w temperaturze 140°C przez 2 h.
Nastepnie roztwor ochtodzono do temperatury pokojowej i odparowano nadmiar
fosforynu trietylu pod zmniejszonym cis$nieniem. Brazowa oleista mieszaning
oczyszczono metoda chromatografii flash, stosujgc gradient octan etylu/metanol,
100/0 — 10/90 v/v. Otrzymano 1,2 g (85%) oleistego produktu o stomkowe;j
barwie. '"H NMR (400 MHz, CD;0D) 6,88 — 6,85 (m, 2H), 6,78 (dd, J = 8,1,
2,1 Hz, 1H), 4,07 (m, 4H), 3,82 (s, 3H), 3,79 (s, 3H), 2,88 — 2,77 (m, 2H), 2,16
—2,03(m, 2H), 1,30 (t, J = 7,1 Hz, 6H). *C NMR (101 MHz, CDs0D) & 150,53,
149,13, 135,02 (d, J = 16,4 Hz), 121,41, 113,23, 113,20, 63,19 (d, J = 6,6 Hz),
56,53, 56,42, 29,04 (d, J = 4,6 Hz), 28,01 (d, J = 138,2 Hz), 16,69 (d,
J=6,3Hz). **P NMR (162 MHz, CDs0D) 5 32,73. HRMS (ESI) m/z obliczono
dla C14H230sP+H" 303,1361, znaleziono 303,1398.

Kwas 2-(3,4-dihydroksyfenylo)etylofosfonowy (P1.16) zostal otrzymany
z substratu P1.15 (1,7 mmol, 0,50 g) zgodnie z procedurg B. Otrzymano 0,19 g
(53%) kremowych krysztatow. "H NMR (400 MHz, D,0) § 6,77 (d, J = 8,1 Hz,
1H), 6,75 (d, J = 2,0 Hz, 1H), 6,65 (dd, J = 8,1, 2,0 Hz, 1H), 2,74 — 2,63 (m,
2H), 2,02 — 1,89 (m, 2H). *C NMR (101 MHz, D;0) & 143,90, 142,16, 134,36
(d, J = 17,4 Hz), 120,28, 116,29, 115,90, 28,56 (d, J = 132,5 Hz), 27,54 (d,
J = 4,0 Hz). **P NMR (162 MHz, D,0) & 30,44. HRMS (ESI) m/z obliczono
dla CgH110sP+H™ 219,0422, znaleziono 219,0421.
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4.2.2. Fosfonowe pochodne N-podstawionego 1,2-benzizoselenazol-3(2H)-onu

4.2.2.1. Synteza aminofenylofosfonianow

(3-Aminofenylo)fosfonianu dietylu (P2.1.1). 3-Bromoaniling (35 mmol,
6,0 g), fosforyn dietylu (44 mmol, 6,0 g), trifenylofosfine (5,9 mmol, 1,6 g),
octan palladu(ll) (2,4 mmol, 0,55 g) oraz trietyloaming (87 mmol, 8,8 Q)
ogrzewano pod chtodnica zwrotng w temperaturze wrzenia w etanolu (25 ml) w
atmosferze argonu przez 24 h. Po ochlodzeniu mieszaniny poreakcyjnej
odsaczono osad i odparowano lotne sktadniki przesaczu. Uzyskang oleista
mieszaning poddano oczyszczaniu z zastosowaniem chromatografii flash,
stosujac gradient heksan/octan etylu, 20/80 — 0/100 v/v. Otrzymano 6,4 g (80%)
pomaraficzowego oleju. 'H NMR (400 MHz, CDs;OD) & 7,23 (ddd,
J=28,1,7,3, 53 Hz, 1H), 7,08 (ddd, J = 14,45, 1,7, 1,6 Hz, 1H), 7,02 (dddd,
J=13274,12, 12Hz, 1H), 6,91 (dddd, J = 8,1, 2,3, 1,1, 1,1 Hz, 1H), 4,07
(m, 4H), 1,31 (t, J = 7,1 Hz, 6H). *C NMR (101 MHz, CDs;OD) & 149,67 (d,
J = 18,1 Hz), 130,55 (d, J = 17,5 Hz), 128,84 (d, J = 187,3 Hz), 121,27 (d,
J = 9,8 Hz), 120,31 (d, J = 3,4 Hz), 118,38 (d, J = 11,5 Hz), 63,59 (d,
J = 5,7 Hz), 16,57 (d, J = 6,3 Hz). *P NMR (162 MHz, CDs;OD) & 21,26.
HRMS (ESI) m/z obliczono dla CioHisNOsP+H+ 230,0946, znaleziono
230,0862.

(4-Aminofenylo)fosfonianu dietylu (P2.2.1). 4-Todoaniling (40 mmol, 8,7 g),
fosforyn trietylu (80 mmol, 13,3 g), tri-n-propyloamin¢ (80 mmol, 11,5 g),
bromek tetra-n-butyloamoniowy (6,0 mmol, 1,9 g) oraz chlorek palladu(ll)
(2,0 mmol, 0,35 g) ogrzewano pod chtodnicg zwrotng w temperaturze wrzenia
w wodzie (100 ml) przez 3 h. Po ochtodzeniu mieszaniny poreakcyjnej
wyekstrahowano produkt do warstwy organicznej kilkoma porcjami octanu etylu
(3 x 50 ml). Warstwe organiczng przemyto solankg (20 ml) i wysuszono nad
bezwodnym siarczanem sodu. Po odsgczeniu osadu rozpuszczalnik odparowano

pod zmniejszonym ci$nieniem, a pozostalo$¢ krystalizowano z octanu etylu.
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Otrzymano 4,9 g (53%) kremowych krysztatbw. Temperatura topnienia: 117-
118°C. '"H NMR (400 MHz, CD3;OD) & 7,44 (dd, J = 12,8, 8,6 Hz, 2H), 6,71
(dd, J = 8,6, 3,9 Hz, 2H), 4,02 (m, 4H), 1,29 (t, J = 7,1 Hz, 6H). *C NMR (101
MHz, CDsOD) 6 154,39 (d, J = 2,9 Hz), 134,40 (d, J = 11,8 Hz), 114,77 (d,
J = 16,1 Hz), 112,96 (d, J = 200,8 Hz), 63,18 (d, J = 5,5 Hz), 16,58 (d,
J=6,6 Hz). **P NMR (162 MHz, CDs0D) § 23,49. HRMS (ESI) m/z obliczono
dla C10H1sNO3P+H+ 230,0946, znaleziono 230,0918.

4.2.2.2. Synteza (aminofenylo)alkilofosfonianow

Synteza fosfonianéw w reakcji Arbuzowa (procedura C). Bromek alkilowy
(1 eq.) oraz fosforyn trietylu (2 eq.) ogrzewano w syntezatorze mikrofalowym
w 140°C przez 2 h. Po ochlodzeniu mieszaniny poreakcyjnej odparowano lotne
sktadniki pod zmniejszonym cis$nieniem a pozostalo$¢ oczyszczono
z zastosowaniem chromatografii flash, stosujac gradient heksan/octan etylu,
20/80 — 0/100 v/v.

(3-Nitrobenzylo)fosfonian  dietylu  (P2.3.1) zostal  zsyntetyzowany
z bromku 3-nitrobenzylu (9,3 mmol, 2,0 g) oraz fosforynu trietylu (19 mmol,
3,1 g) zgodnie z procedura C. Otrzymano 2,3 g (91%) pomaranczowego oleju.
'H NMR (400 MHz, CD;0OD) & 8,20 (dd, J = 2,3, 2,3 Hz, 1H), 8,12 (dddd,
J =283, 23, 231,1Hz 1H), 7,70 (dddd, J = 7,6, 2,6, 1,8, 1,1 Hz, 1H), 7,55
(td, J = 8,3, 1,2 Hz, 1H), 4,06 (m, 4H), 3,40 (d, J = 21,9 Hz, 2H), 1,25 (t,
J = 7,1 Hz, 6H). ®°C NMR (101 MHz, CDs;OD) & 149,63, 137,36 (d,
J = 6,3 Hz), 135,56 (d, J = 9,5 Hz), 130,72 (d, J = 2,9 Hz), 125,68 (d,
J = 6,6 Hz), 122,94 (d, J = 3,4 Hz), 63,92 (d, J = 6,9 Hz), 33,18 (d,
J = 137,9 Hz), 16,63 (d, J = 6,0 Hz). *'P NMR (162 MHz, CD;OD) & 26,73.
HRMS (ESI) m/z obliczono dla CiiHisNOsP+H" 274,0844, znaleziono
274,0818.
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(4-Nitrobenzylo)fosfonian dietylu (P2.4.1) zostal zsyntetyzowany z bromku
4-nitrobenzylu (17 mmol, 3,8 g) oraz fosforynu trietylu (35 mmol, 5,8 g) zgodnie
z procedurg C. Otrzymano 4,0 g (84%) pomaranczowego oleju.
'H NMR (400 MHz, CDs;OD) & 8,20 (dd, J = 8,9, 1,1 Hz, 2H), 7,56 (dd,
J =89 2,6 Hz, 2H), 4,08 (m, 4H), 3,43 (d, J = 22,5 Hz, 2H), 1,27 {(t,
J=7,0Hz, 6H).®*C NMR (101 MHz, CD;0D) & 148,45 (d, J = 4,0 Hz), 141,16
(d, 3 = 9,5 Hz), 132,12 (d, J = 6,3 Hz), 124,51 (d, J = 3,2 Hz), 63,95 (d,
J = 6,9 Hz), 33,65 (d, J = 137,0 Hz), 16,63 (d, J = 6,0 Hz). **P NMR
(162 MHz, CD;0D) & 26,34. HRMS (ESI) m/z obliczono dla C1:H1sNOsP+H"
274,0844, znaleziono 274,0846.

(3-Nitrofenetylo)fosfonian  dietylu  (P2.5.1) zostal  zsyntetyzowany
z bromku 3-nitrofenetylu (6,5 mmol, 1,5 g) oraz fosforynu trietylu (13 mmol,
2,2 g) zgodnie z procedurg C. Otrzymano 1,4 g (73%) pomaranczowego oleju.
'"H NMR (400 MHz, CD;OD) § 8,16 (dd, J = 2,1, 2,1 Hz, 1H), 8,09 (ddd,
J=38,1, 23, 1,1 Hz, 1H), 7,69 (m, 1H), 7,55 (t, J = 7,9 Hz, 1H), 4,08 (m, 4H),
3,03 (m, 2H), 2,20 (m, 2H), 1,29 (t, J = 7,1 Hz, 6H). **C NMR (101 MHz,
CDsOD) 6 149,78, 144,35 (d, J = 14,9 Hz), 135,92, 130,77, 124,18, 122,46,
63,32 (d, J = 6,6 Hz), 29,15 (d, J = 4,9 Hz), 27,19 (d, J = 140,5 Hz), 16,66 (d,
J=6,3Hz). **P NMR (162 MHz, CDs0D) § 31,77. HRMS (ESI) m/z obliczono
dla C12H1sNOsP+H* 288,1001, znaleziono 288,1004.

(4-Nitrofenetylo)fosfonian  dietylu  (P2.6.1) zostal  zsyntetyzowany
z bromku 4-nitrofenetylu (43 mmol, 10,0 g) oraz fosforynu trietylu (87 mmol,
14,4 g) zgodnie z procedurg C. Otrzymano 8,9 g (71%) pomaranczowego oleju.
'H NMR (400 MHz, CD3;0D) 5 8,15 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 7,55 — 7,48 (m, 2H),
4,09 (m, 4H), 3,00 (m, 2H), 2,16 (m, 2H), 1,30 (t, J = 7,0 Hz, 6H). *C NMR
(101 MHz, CDsOD) 6 150,03 (d, J = 15,5 Hz), 148,14, 130,52, 124,65, 63,36
(d, J = 6,3 Hz), 29,36 (d, J = 4,3 Hz), 27,06 (d, J = 140,5 Hz), 16,67 (d,
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J=6,0 Hz). *P NMR (162 MHz, CDs;0D) § 31,67. HRMS (ESI) m/z obliczono
dla C12H1sNOsP+H* 288,1001, znaleziono 288,1009.

Redukcja zwigzkéw nitrowych (procedura D). Nitropochodna (1 eq.), chlorek
cyny(1l) (5 eq.) oraz stezony kwas solny (1 ml) byty ogrzewane pod chtodnica
zwrotng W 96% etanolu (50 ml) w temperaturze wrzenia w atmosferze argonu
przez 2 h. Po ochtodzeniu mieszaniny poreakcyjnej odparowano lotne substancije
a pozostato§¢ potraktowano octanem etylu (100 ml). Warstwg organiczng
przemyto 1,0 M roztworem NaOH (40 ml) oraz solankg (20 ml), a nastepnie
suszono nad bezwodnym siarczanem sodu. Po odsaczeniu $rodka suszacego
rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym cisnieniem a pozostatos¢
oczyszczono z zastosowaniem chromatografii flash stosujac gradient octan
etylu/metanol, 100/0 — 90/10 v/v.

(3-Aminobenzylo)fosfonian dietylu (P2.3.2) zostal otrzymany z substratu
P2.4.1 (6,2 mmol, 1,7 g) i chlorku cyny(ll) (31 mmol, 5,9 g) zgodnie
z procedurg D. Otrzymano 1,2 g (82%) pomaranczowego oleju. '"H NMR
(400 MHz, CD50D) 6 7,04 (dt, J = 7,7, 1,1 Hz, 1H), 6,70 — 6,58 (m, 3H), 4,02
(m, 4H), 3,10 (d, J = 21,7 Hz, 2H), 1,25 (t, J = 7,0 Hz, 6H). *C NMR
(101 MHz, CD30D) 6 147,66 (d, J = 2,9 Hz), 131,81 (d, J = 9,2 Hz), 128,88 (d,
J = 3,2 Hz), 119,37 (d, J = 6,6 Hz), 116,63 (d, J = 6,6 Hz), 113,92 (d,
J = 3,7 Hz), 62,36 (d, J = 6,9 Hz), 32,47 (d, J = 137,6 Hz), 15,32 (d,
J=6,0Hz). ®P NMR (162 MHz, CD30D) § 28,65. HRMS (ESI) m/z obliczono
dla C11HisNO3P+H+ 244,1103, znaleziono 244,1073.

(4-Aminobenzylo)fosfonian dietylu (P2.4.2) zostal otrzymany
z substratu P2.3.1 (13 mmol, 3,5 g) i chlorku cyny(ll) (64 mmol, 12,1 g) zgodnie
z procedurg D. Otrzymano 2,7 g (87%) kremowych krysztatdéw. Temperatura
topnienia: 92-95°C. 'H NMR (400 MHz, CD;0D) § 7,04 (dd, J = 8,5, 2,6 Hz,
2H), 6,68 (d, J = 8,2 Hz, 2H), 3,99 (m, 4H), 3,08 (d, J = 20,9 Hz, 2H), 1,24 (t,
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J=7,1Hz, 6H). *C NMR (101 MHz, CD;0D) & 147,83 (d, J = 3,4 Hz), 131,60
(d, J = 6,6 Hz), 121,22 (d, J = 9,8 Hz), 116,67 (d, J = 3,2 Hz), 63,58 (d,
J=7,2Hz),32,77 (d, = 138,7 Hz), 16,66 (d, J = 6,0 Hz). *PNMR (162 MHz,
CD;0D) § 29,12. HRMS (ESI) m/z obliczono dla Ci1H1sNOsP+H* 244,1103,
znaleziono 244,1073.

(3-Aminofenetylo)fosfonian dietylu (P2.5.2) zostat otrzymany
z substratu P2.6.1 (4,2 mmol, 1,2 g) i chlorku cyny(ll) (21 mmol, 4,0 g) zgodnie
z procedurg D. Otrzymano 0,82 g (76%) pomaranczowego oleju.
'"H NMR (400 MHz, CD;0OD) § 7,02 (t, J = 7,7 Hz, 1H), 6,63 — 6,53 (m, 3H)
4,07 (m, 4H), 2,76 (m, 2H), 2,06 (m, 2H), 1,31 (t, J = 7,0 Hz, 6H). *C NMR
(101 MHz, CDsOD) & 147,63, 141,60 (d, J = 16,4 Hz), 128,99, 117,61, 114,91,
113,44, 61,87 (d, J = 6,6 Hz), 28,14 (d, J = 4,9 Hz), 26,56 (d,
J =138,5 Hz), 15,37 (d, J = 6,0 Hz). *P NMR (162 MHz, CD3;0D) § 32.80.
HRMS (ESI) m/z obliczono dla Ci:H20NOsP+H+ 258,1259, znaleziono
258,1269.

(4-Aminofenetylo)fosfonian dietylu (P2.6.2) zostat otrzymany
z substratu P2.5.1 (11 mmol, 3,1 g) i chlorku cyny(ll) (54 mmol, 10,2 g) zgodnie
z procedura D. Otrzymano 2,0 g (72%) pomaranczowego oleju.
'H NMR (400 MHz, CD;0D) § 6,97 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 6,68 (d, J = 8,4 Hz,
2H), 4,05 (m, 4H), 2,75 (m, 2H), 2,02 (m, 2H), 1,29 (t, J = 7,1 Hz, 6H).
3C NMR (101 MHz, CD;OD) & 146,88, 131,64 (d, J = 16,4 Hz), 129,76,
116,92, 63,12 (d, J = 6,6 Hz), 28,62 (d, J = 4,6 Hz), 28,22 (d, J = 137,6 Hz),
16,70 (d, J = 6,0 Hz). **P NMR (162 MHz, CD;0D) & 32,96. HRMS (ESI) m/z
obliczono dla C12H20NOsP+H+ 258,1259, znaleziono 258,1265.



4. CZESC EKSPERYMENTALNA

4.2.2.3. Synteza (aminometylofenylo)metylofosfonianow

Synteza halogenowych pochodnych N-podstawionego ftalimidu — | etap
syntezy Gabriela (procedura E). Dihalogenopochodna (2 eq.) oraz ftalimidek
potasu (1 eq.) ogrzewano pod chtodnicg zwrotng w DMF (50 ml) w 100°C przez
8 h. Nastepnie ochtodzono mieszaning poreakcyjng, odsaczono wydzielony osad
i odparowano lotne sktadniki przesgczu. Pozostatos¢ rozpuszczono w CHCl,
(200 ml) i warstwe organiczng przemyto wodg destylowana (2 x 50 ml) oraz
solankg (50 ml), a nast¢pnie roztwor suszono nad bezwodnym siarczanem sodu.
Odsaczono $rodek suszacy, odparowano rozpuszczalnik pod zmniejszonym
ci$nieniem a pozostato$¢ oczyszczano z zastosowaniem chromatografii flash,

stosujac gradient heksan/octan etylu, 90/10 — 0/100 v/v.

N-(3-(Chlorometylo)benzylo)ftalimid  (P2.7.1)  zostat  zsyntetyzowany
z 1,3-bis(chlorometylo)benzenu (80 mmol, 14,0 g) oraz ftalimidku potasu
(40 mmol, 7,4 g) zgodnie z procedura E. Otrzymano 7,4 g (65%) bezbarwnych
krysztatow. Temperatura topnienia: 128-130°C. *H NMR (400 MHz, CDCls)
5 7,85 (dd, J = 5,4, 3,1 Hz, 2H), 7,71 (dd, J = 5,4, 3,1 Hz, 2H), 7,44 (s, 1H),
7,41 — 7,37 (m, 1H), 7,33 — 7,30 (m, 2H), 4,84 (s, 2H), 4,55 (s, 2H). *C NMR
(101 MHz, CDCIs) 6 168,13, 138,09, 137,02, 134,20, 132,18, 129,31, 128,92,
128,86, 128,29, 123,55, 46,06, 41,46. HRMS (ESI) m/z obliczono dla
C16H12BrNO2+H™ 330,0130, znaleziono 330,0115.

N-(4-(Bromometylo)benzylo)ftalimid  (P2.8.1) zostal  zsyntetyzowany
z 1,4-bis(bromometylo)benzenu (52 mmol, 14,0 g) oraz ftalimidku potasu
(26 mmol, 4,9 g) zgodnie z procedurg E. Otrzymano 5,7 g (65%) bezbarwnych
krysztatow. Temperatura topnienia: 143-144°C. *"H NMR (400 MHz, CDCl5)
5 7,84 (dd, J = 5,3, 3,1 Hz, 2H), 7,71 (dd, J = 5,5, 3,1 Hz, 2H), 7,41 (d,
J=8,2 Hz, 2H), 7,34 (d, J = 8,2 Hz, 2H), 4,83 (s, 2H), 4,45 (s, 2H). °C NMR
(101 MHz, CDCls) 6 168,11, 137,52, 136,73, 134,20, 132,18, 129,52, 129,23,
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123,52, 41,31, 33,15. HRMS (ESI) m/z obliczono dla CisHi:BrNO+H*
330,0130, znaleziono 330,0159.

3-(Ftalimidometylo)benzylofosfonian dietylu (P2.7.2) zostat zsyntetyzowany
z substratu P2.7.1 (17 mmol, 5,0 g) oraz fosforynu trietylu (35 mmol, 5,8 g)
zgodnie z procedurg C. Otrzymano 4,6 g (66%) bezbarwnych krysztalow.
Temperatura topnienia: 97-98°C. *H NMR (400 MHz, CDCls) & 7,83 (dd,
J=5,4, 3,0 Hz, 2H), 7,70 (dd, J = 5,4, 3,0 Hz, 2H), 7,35 — 7,18 (m, 4H), 4,82
(s, 2H), 3,98 (m, 4H), 3,12 (d, J = 21,5 Hz, 2H), 1,20 (t, J = 7,1 Hz, 6H).
3C NMR (101 MHz, CDCls) & 168,11, 136,75 (d, J = 3,2 Hz), 134,16, 132,22
(d, 3 =9,2 Hz), 132,20, 129,99 (d, J = 6,9 Hz), 129,43 (d, J = 6,3 Hz), 129,06
(d, 3 =2,9 Hz), 127,25 (d, J = 3,4 Hz), 123,48, 62,37 (d, J = 6,9 Hz), 41,55,
33,74 (d, J = 137,9 Hz), 16,44 (d, J = 6,0 Hz). **P NMR (162 MHz, CDCls)
8 26,71. HRMS (ESI) m/z obliczono dla CxH22NOsP+H" 388,1314, znaleziono
388,1317.

4-(Ftalimidometylo)benzylofosfonian dietylu (P2.8.2) zostat zsyntetyzowany
z substratu P2.8.1 (12 mmol, 4,0 g) oraz fosforynu trietylu (24 mmol, 4,0 g)
zgodnie z procedurg C. Otrzymano 3,3 g (69%) bezbarwnych krysztatow.
Temperatura topnienia: 107-109°C. *H NMR (400 MHz, CDCls) & 7,83 (dd,
J =55, 3,1 Hz, 2H), 7,70 (dd, J = 5,5, 3,1 Hz, 2H), 7,36 (d, J = 8,1 Hz, 2H),
7,23 (dd, J = 8,3, 2,4 Hz, 2H), 4,81 (s, 2H), 3,99 (m, 4H), 3,10 (d, J = 21,7 Hz,
2H), 1,22 (t, J = 7,1 Hz, 6H). *C NMR (101 MHz, CDCls) & 168,15, 135,13 (d,
J = 4,0 Hz), 134,14, 132,22, 131,32 (d, J = 9,5 Hz), 130,16 (d, J = 6,6 Hz),
128,96 (d, J = 3,2 Hz), 123,47, 62,33 (d, J = 6,9 Hz), 41,35, 33,50 (d,
J = 138,2 Hz), 16,47 (d, J = 6,0 Hz). P NMR (162 MHz, CDCls) & 26,85.
HRMS (ESI) m/z obliczono dla CxH2NOsP+H* 388,1314, znaleziono
388,1315.
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Synteza aminofosfonianéw — hydrazynoliza ftalimidéw — Il etap syntezy
Gabriela (procedura F). Monohydrat hydrazyny (3 eq.) wkroplono do roztworu
pochodnej ftalimidu (1 eg.) w etanolu (100 ml) w temperaturze pokojowej.
Mieszano 12 h, a nast¢pnie odsaczono powstaly osad hydrazydu kwasu
ftalowego 1 odparowano lotne skladniki przesagczu pod zmniejszonym
ciSnieniem. Surowy produkt rozpuszczono w octanie etylu, odsaczono
pozostatosci hydrazydu i odparowano rozpuszczalnik pod zmniejszonym
ci$nieniem. Pozostalo$¢ oczyszczano z zastosowaniem chromatografii flash,

stosujac gradient octan etylu/metanol, 100/0 — 90/10 v/v.

3-(Aminometylo)benzylofosfonian  dietylu (P2.7.3) zostal otrzymany
z substratu P2.7.2 (4,6 mmol, 1,8 g) oraz monohydratu hydrazyny (14 mmol,
0,69 g) zgodnie z procedura F. Otrzymano 0,92 g (77%) stomkowego oleju.
'H NMR (400 MHz, CD;0D) & 7,37 — 7,21 (m, 4H), 4,03 (m, 4H), 3,86 (s, 2H),
3,25 (d, J = 21,7 Hz, 2H), 1,26 (t, J = 7,1 Hz, 6H). *C NMR (101 MHz,
CDsOD) 6 141,66 (d, J = 3,3 Hz), 133,17 (d, J = 9,4 Hz), 130,48 (d,
J = 6,6 Hz), 130,11 (d, J = 6,6 Hz), 129,93 (d, J = 3,2 Hz), 127,51 (d,
J = 3,7 Hz), 63,73 (d, J = 6,9 Hz), 45,93, 33,56 (d, J = 137,8 Hz), 16,66 (d,
J = 6,0 Hz). P NMR (162 MHz, CD;OD) & 28,23. HRMS (ESI)
m/z obliczono dla C1,H20NOsP+H* 258,1259, znaleziono 258,1249.

4-(Aminometylo)benzylofosfonian  dietylu (P2.8.3) zostal otrzymany
z substratu P2.7.2 (3,4 mmol, 1,3 g) oraz monohydratu hydrazyny (10 mmol,
0,50 g) zgodnie z procedurg F. Otrzymano 0,70 g (81%) stomkowego oleju.
'H NMR (400 MHz, CD3;0D) & 7,40 — 7,30 (m, 4H), 4,03 (m, 4H), 3,92 (d,
J=1,8Hz, 2H), 3,25 (d, J = 21,7 Hz, 2H), 1,26 (t, J = 7,1 Hz, 6H). *C NMR
(101 MHz, CDs0OD) 6 138,23 (d, J = 4,0 Hz), 132,57 (d, J = 9,4 Hz), 131,43 (d,
J = 6,6 Hz), 129,35 (d, J = 3,2 Hz), 63,70 (d, J = 6,9 Hz), 45,23, 33,30 (d,
J = 137,8 Hz), 16,65 (d, J = 6,0 Hz). *P NMR (162 MHz, CDs;OD) & 28,02.



IR ¢ 2E$¢ EKSPERYMENTALNA

HRMS (ESI) m/z obliczono dla CiHxNOsP+H* 258,1259, znaleziono
258,1265.

4.2.2.4. Synteza aminoalkilofosfonianow

2-(2-Bromoetylo)ftalimid (P2.9.1) zostat zsyntetyzowany z 1,2-dibromoetanu
(160 mmol, 30,0 g) oraz ftalimidku potasu (80 mmol, 14,8 g) zgodnie
z procedurg E. Otrzymano 18,8 g (93%) bezbarwnych krysztalow. Temperatura
topnienia: 83-85°C. '"H NMR (400 MHz, CD;OD) & 7,91 — 7,86 (m, 2H),
7,85 7,80 (m, 2H), 4,07 (t, J = 6,6 Hz, 2H), 3,68 (t, J = 6,6 Hz, 2H). ®*C NMR
(101 MHz, CDsOD) 6 169,30, 135,56, 133,20, 124,30, 40,44, 29,26. HRMS
(ESI) m/z abliczono dla C1oHsBrNO,+H™ 253,9817, znaleziono 253,9825.

2-(3-Bromopropylo)ftalimid (P2.10.1) zostat zsyntetyzowany
z 1,3-dibromopropanu (148 mmol, 30,0 g) oraz ftalimidku potasu (74 mmol,
13,8 g) zgodnie z procedurg E. Otrzymano 18,4 g (92%) bezbarwnych
krysztatow. Temperatura topnienia: 70-72°C. *"H NMR (400 MHz, CD;OD)
6 7,88 — 7,83 (m, 2H), 7,83 — 7,77 (m, 2H), 3,82 (t, J = 6,9 Hz, 2H), 3,47
(t, J = 6,6 Hz, 2H), 2,22 (p, J = 6,6 Hz, 2H). *C NMR (101 MHz, CD;0OD)
o 169,78, 135,37, 133,41, 124,13, 37,64, 32,72, 30,91. HRMS (ESI)
m/z obliczono dla C1;H10BrNO,+H* 267,9973, znaleziono 267,9966.

2-(4-Bromobutylo)ftalimid (P2.11.1) zostat zsyntetyzowany
z 1,4-dibromobutanu (140 mmol, 30,0 g) oraz ftalimidku potasu (70 mmol,
12,9 g) zgodnie z procedurg E. Otrzymano 17,7 g (90%) bezbarwnych
krysztatow. Temperatura topnienia: 79-81°C. *"H NMR (400 MHz, CD;OD)
5 7,88 — 7,83 (m, 2H), 7,83 — 7,77 (m, 2H), 3,70 (t, J = 6,6 Hz, 2H), 3,49
(t, J = 64 Hz, 2H), 1,85 (m, 4H). ®C NMR (101 MHz, CDsOD)
d 169,85, 135,39, 133,36, 124,12, 37,83, 33,56, 31,14, 28,17. HRMS (ESI)
m/z obliczono dla C1;H1:BrNO,+H* 282,0130, znaleziono 282,0132.
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2-(5-Bromopentylo)ftalimid (P2.12.1) zostat zsyntetyzowany
z 1,5-dibromopentanu (130 mmol, 30,0 g) oraz ftalimidku potasu (65 mmol,
12,1 g) zgodnie z procedurg E. Otrzymano 17,2 g (89%) bezbarwnych
krysztatow. Temperatura topnienia: 62-63°C. *"H NMR (400 MHz, CD;OD)
6 7,87 — 7,82 (m, 2H), 7,81 — 7,77 (m, 2H), 3,68 (t, J = 7,1 Hz, 2H), 3,44
(t, J = 6,7 Hz, 2H), 1,89 (m, 2H), 1,69 (m, 2H), 1,49 (m, 2H). ®C NMR
(101 MHz, CDsOD) & 169,84, 135,34, 133,37, 124,08, 38,50, 34,03, 33,34,
28,61, 26,35. HRMS (ESI) m/z obliczono dla CisH14BrNO,+H" 296,0286,
znaleziono 296,0265.

Synteze ftalimidoalkilofosfonianéw dietylowych przeprowadzono zgodnie
z procedurg C, aczkolwiek etap konwencjonalnego ogrzewania zostat zastgpiony

ogrzewaniem w syntezatorze mikrofalowym w 140°C przez 2 h.

2-Ftalimidoetylofosfonian dietylu (P2.9.2) zostal zsyntetyzowany z substratu
P2.9.1 (73 mmol, 18,6 g) oraz fosforynu trietylu (146 mmol, 24,33 Q).
Otrzymano 21,9 g (96%) bezbarwnego oleju. *H NMR (400 MHz, CD;OD)
5 7,89 — 7,84 (m, 2H), 7,84 — 7,77 (m, 2H), 4,08 (m, 4H), 3,94 (dt,
J=14,5,7,3 Hz, 2H), 2,28 (dt, J = 18,2, 7,3 Hz, 2H), 1,27 (t, J = 7,1 Hz, 6H).
BC NMR (101 MHz, CD;OD) & 169,28, 135,43, 133,44, 124,19, 63,51
(d, J = 6,6 Hz), 32,86 (d, J = 3,7 Hz), 24,74 (d, J = 140,8 Hz), 16,57 (d,
J=6,0 Hz). **P NMR (162 MHz, CDs0D) 5 29,83. HRMS (ESI) m/z obliczono
dla C14H1sNOsP+H* 312,1001, znaleziono 312,0964.

3-Ftalimidopropylo)fosfonian dietylu (P2.10.2) zostal zsyntetyzowany
z substratu P2.10.1 (68 mmol, 182 ¢g) oraz fosforynu trietylu
(136 mmol, 22,6 g). Otrzymano 21,3 g (96%) bezbarwnego oleju.
'H NMR (400 MHz, CD;OD) & 7,88 — 7,82 (m, 2H), 7,82 — 7,77 (m, 2H), 4,08
(m, 4H), 3,72 (t, J = 7,1 Hz, 2H), 2,02 — 1,78 (m, 4H), 1,31 (t, J = 7,1 Hz, 6H).
C NMR (101 MHz, CD;0D) & 169,79, 135,40, 133,33, 124,15, 63,33 (d,
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J = 6,6 Hz), 39,06 (d, J = 19,0 Hz), 23,48 (d, J = 139,3 Hz), 22,75 (d,
J = 1,7 Hz), 16,69 (d, J = 6,0 Hz). P NMR (162 MHz, CD3;OD)
8 32,88. HRMS (ESI) m/z obliczono dla C1sH20NOsP+H" 326,1158, znaleziono
326,1157.

4-Ftalimidobutylofosfonian  dietylu (P2.11.2) zostal zsyntetyzowany
z substratu P2.11.1 (62 mmol, 17,5 g) oraz fosforynu trietylu
(124 mmol, 20,6 g). Otrzymano 18,8 g (89%) bezbarwnego oleju. Temperatura
topnienia: 77-79°C. 'H NMR (400 MHz, CD;OD) & 7,87 — 7,82 (m, 2H),
7,82 — 7,78 (m, 2H), 4,07 (m, 4H), 3,70 (t, J = 6,7 Hz, 2H), 1,93 — 1,75 (m, 4H),
1,61 (m, 2H), 1,29 (t, J = 7,0 Hz, 6H). *C NMR (101 MHz, CD;OD)
5 169,84, 135,39, 133,34, 124,11, 63,16 (d, J = 6,6 Hz), 37,95, 30,04 (d,
J = 16,1 Hz), 25,11 (d, J = 140,5 Hz), 20,71 (d, J = 5,2 Hz), 16,69 (d,
J=6,0Hz). *P NMR (162 MHz, CD;0D) & 33,60. HRMS (ESI) m/z obliczono
dla C1sH22NOsP+H" 340,1314, znaleziono 340,1321.

5-Ftalimidopentylofosfonian  dietylu (P2.12.2) zostal zsyntetyzowany
z substratu P2.12.1 (57 mmol, 17,0 g) oraz fosforynu trietylu
(114 mmol, 19,0 g). Otrzymano 19,2 g (95%) bezbarwnego oleju. ‘H NMR
(400 MHz, CDs0OD) 6 7,86 — 7,81 (m, 2H), 7,81 — 7,76 (m, 2H), 4,07 (m, 4H),
3,67 (t, J=7,0 Hz, 2H), 1,85 - 1,56 (m, 6H), 1,45 (m, 2H), 1,30 (t, J = 7,0 Hz,
6H). *C NMR (101 MHz, CDsOD) & 169,82, 135,34, 133,35, 124,07, 63,10 (d,
J =6,6 Hz), 38,44, 28,97, 28,52 (d, J = 16,1 Hz), 25,54 (d, J = 140,2 Hz), 22,95
(d, J = 5,2 Hz), 16,71 (d, J = 6,0 Hz). ¥P NMR (162 MHz, CD;OD)
8 33,93. HRMS (ESI) m/z obliczono dla C17H24NOsP+H" 354,1470, znaleziono
354,1458.

Otrzymywanie aminoalkilofosfonianow przeprowadzono zgodnie z procedura
F, aczkolwiek pominieto etap chromatograficznego oczyszczania. Zwiazki

zostaly wstepnie oczyszczone poprzez utworzenie chlorowodorkow: do oleistej
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pozostalosci (po odparowaniu lotnych skladnikow przesgczu po reakcji)
rozpuszczonej w dioksanie (30 ml), dodano 4,0 M roztwor kwasu solnego
w dioksanie (10 ml), ochtodzono, a wytrgcony chlorowodorek aminy odsgczono
przemywajac eterem dietylowym. Poniewaz chlorowodorki
aminoalkilofosfonianow byly higroskopijne ponownie zdeprotonowano grupe
aminowg zasadg, dodajac osad do roztworu trietyloaminy (3 ml)
w duchlorometanie (20 ml) i suszagc nad bezwodnym siarczanem sodu — przesacz
po odsgczeniu $rodka suszacego uzywano bezposrednio do reakcji z chlorkiem

2-(chloroseleno)benzoilu.

4.2.2.5. Synteza chlorku 2-(chloroseleno)benzoilu [91]

Diselenek disodu. W trojszyjnej kolbie okraglodennej zaopatrzonej
w zamknigcie olejowe oraz termometr rozpuszczono wodorotlenek sodu
(0,75 mol, 30,0 g) w metanolu (300 ml), dodano sproszkowany selen (0,25 mol,
19,7 g) oraz 100%-owy hydrat hydrazyny (64 mmol, 3,2 g). Sktadniki mieszano

przez 48 h w temperaturze pokojowej.

So6l diazoniowa kwasu antranilowego. W zlewce rozpuszczono kwas
antranilowy (0,25 mol, 34,3 g) w goracym wodnym 10% roztworze kwasu
solnego (200 ml), nastgpnie ochtodzono roztwor w tazni lodowej i dodano
do niego porcjami schtodzony roztwor azotanu(lll) sodu (0,28 mol, 18,6 g

w 100 ml wody), tak aby temperatura mieszaniny nie przekroczyta -5°C.

Kwas 2,2’-diselenobisbenzoesowy. Zimny roztwor soli diazoniowej wkroplono
do schtodzonego do -20°C roztworu diselenku disodu, tak aby temperatura
mieszaniny reakcyjnej nie przekroczyta -10°C. Reakcje kontynuowano
w temperaturze pokojowej przez 48 h. Nastepnie odsagczono nieprzereagowany
selen a przesacz ogrzano do wrzenia z weglem aktywnym. Odsaczono wegiel

aktywny z przesacz zakwaszono stezonym kwasem solnym. Wytracony osad
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odsaczono pod zmniejszonym cisnieniem, przemyto goragcg woda
i rekrystalizowano z 1,4-dioksanu. Otrzymano 23,0 g (46%) kremowego osadu.
'"H NMR (400 MHz, DMS0) § 7,99 (dd, J = 7,7, 1,6 Hz, 1H), 7,63 (dd, J = 8,0,
0,6 Hz, 1H), 7,45 (ddd, J = 8,0, 7,7, 1,6 Hz, 1H), 7,32 (m, 1H).
3C NMR (100 MHz, DMSO0) § 169,10, 134,16, 133,99, 132,12, 130,02, 129,27,
127,09. HRMS (ESI) m/z obliczono dla C14H1004Se,+Na* 424,8807, znaleziono
424,8795.

Chlorek  2-(chloroseleno)benzoilu. Kwas  2,2’-diselenobisbenzoesowy
(49 mmol, 19,5 g), chlorek tionylu (0,49 mol, 58,0 g) oraz DMF (1 ml)
ogrzewano pod chtodnicg zwrotng w temperaturze wrzenia przez 2 h. Nastepnie
roztwor ochtodzono do temperatury pokojowej i odparowano lotne sktadniki pod
zmniegjszonym ci$nieniem. Oleista mieszaning poreakcyjng rozpuszczono
w toluenie i ponownie odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Zestalony
surowy produkt rekrystalizowano z heksanu. Otrzymano 24,2 g (98%)
pomaranczowo-zottych krysztatow, ktore uzywano do dalszych reakcji bez

dodatkowego oczyszczania.

4.2.2.6. Synteza 1,2-benzizoselenazol-3(2H)-onow

Synteza 1,2-benzizoselenazol-3(2H)-onow (procedura G). Do roztworu aminy
(1,0 eq.) w bezwodnym dichlorometanie (5 ml) dodano bezwodng trietyloaming
(2,5 eq.), a nastepnie wkroplono przez septe chlorek 2-(chloroseleno)benzoilu
(0,95 eq.) rozpuszczony w bezwodnym dichlorometanie (1 ml). Po 48 h
mieszania w temperaturze pokojowej dodano 5% wodny roztwor
wodoroweglanu sodu (20 ml), mieszano 10 min i produkt ekstrahowano
dichlorometanem (50 ml). Nastepnie warstwe organiczng przemyto 5% wodnym
roztworem wodorosiarczanu sodu (20 ml) i solanka (20 ml). Warstwe organiczna
suszono nad bezwodnym siarczanem sodu. Po odsgczeniu $rodka suszacego

odparowano rozpuszczalnik pod zmniejszonym cisnieniem a pozostatosé
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oczyszczono  z  zastosowaniem chromatografii flash, stosujac

dichlorometan/metanol w gradiencie 100/0 — 90/10 v/v.

3-(3-Oksobenzo[d][1,2]selenazol-2(3H)-ilo)fenylofosfonian dietylu (P2.1.2)
zostal zsyntetyzowany z substratu P2.1.1 (4,4 mmol, 1,0 g) oraz chlorku
2-(chloroseleno)benzoilu (4,1 mmol, 1,0 g) zgodnie z procedurg G. Otrzymano
0,90 g (53%) lekko zéttych krysztatdw. Temperatura topnienia: 107-110°C.
'H NMR (400 MHz, CDs;OD) & 8,07 (ddd, J = 14,5, 2,2, 1,4 Hz, 1H),
8,06 — 7,96 (m, 2H), 7.88 (dddd, J = 7,8, 2,3, 1,2, 1,2 Hz, 1H), 7,76 — 7,60 (m,
3H), 7,50 (ddd, J = 8,1, 7,3, 1,1 Hz, 1H), 4,16 (m, 4H), 1,35 (t, J = 7,0 Hz, 6H).
C NMR (101 MHz, CDsOD) 168,14, 141,25 (d, J = 18,9 Hz), 140,69,
133,90, 131,11 (d, J = 16,5 Hz), 130,72 (d, J = 3,4 Hz), 130,54 (d, J = 9,4 Hz),
130,34 (d, J = 189,9 Hz), 129,51, 129,27, 129,15, 127,67, 126,35, 64,11 (d,
J = 5,9 Hz), 16,63 (d, J = 6,3 Hz). **P NMR (162 MHz, CDs;OD) & 18,30.
"Se NMR (76 MHz, CD;OD) & 969,96. HRMS (ESI) m/z obliczono dla
C17H1sNOsPSe+H" 412,0217, znaleziono 412,0180.

4-(3-Oksobenzo[d][1,2]selenazol-2(3H)-ilo)fenylofosfonian dietylu (P2.2.2)
zostal zsyntetyzowany z substratu P2.2.1 (8,7 mmol, 2,0 g) oraz chlorku
2-(chloroseleno)benzoilu (8,3 mmol, 2,1 g) zgodnie z procedurg G. Otrzymano
2,5 g (74%) lekko zottych krysztatow. Temperatura topnienia: 165-170°C.
'H NMR (400 MHz, CD3;0D) 5 8,01 (ddd, J = 7,9, 1,4, 0,6 Hz, 1H), 7,98 (ddd,
J=38,2,009 09 Hz, 1H), 7,88 (s, 2H), 7,86 (d, J = 2,5 Hz, 2H), 7,69 (ddd,
J=83,7,2,1,4Hz, 1H), 7,50 (ddd, J =8,1, 7,2, 1,0 Hz, 1H), 4,14 (m, 4H), 1,34
(t, 3 = 7,1 Hz, 6H). *C NMR (101 MHz, CDsOD) & 168,11, 145,23, 140,57,
134,02, 133,91, 129,56, 129,40, 127,68, 126,29, 126,14 (d, J = 193,3 Hz), 125,84
(d, J = 15,5 Hz), 63,92 (d, J = 5,7 Hz), 16,62 (d, J = 6,3 Hz). *P NMR
(162 MHz, CDs0OD) & 19,05. "’Se NMR (76 MHz, CD;0D) & 968,38. HRMS
(ESI) m/z obliczono dla C17H1sNO4PSe+H" 412,0217, znaleziono 412,0218.
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3-(3-Oksobenzo[d][1,2]selenazol-2(3H)-ilo)benzylofosfonian dietylu (P2.3.3)
zostal zsyntetyzowany z substratu P2.3.2 (2,5 mmol, 0,60 g) oraz chlorku
2-(chloroseleno)benzoilu (2,3 mmol, 0,60 g) zgodnie z procedurg G. Otrzymano
0,70 g (70%) zolty olej. *"H NMR (400 MHz, CDsOD) & 7,99 (m, 2H), 7,68
(ddd, J = 8,3, 7,2, 1,4 Hz, 1H), 7,57 (dd, J = 2,2, 2,2 Hz, 1H), 7,55 — 7,46 (m,
2H), 7,43 (t, J = 7,8 Hz, 1H), 7,28 (dddd, J = 7,8, 2,8, 1,3, 1,3 Hz, 1H), 4,08 (m,
4H), 3,32 (d, J = 21,8 Hz, 2H), 1,29 (t, J = 7,1 Hz, 8H). *C NMR (101 MHz,
CD;OD) & 167,97, 140,95, 140,64 (d, J = 3,3 Hz), 134,42 (d, J = 9,3 Hz),
133,65, 130,45 (d, J = 3,1 Hz), 129,58 (d, J = 6,6 Hz), 129,39, 129,29, 128,12
(d, J =6,5 Hz), 127,53, 126,27, 125,34 (d, J = 3,6 Hz), 63,85 (d, J = 6,9 Hz),
33,48 (d, J = 137,8 Hz), 16,72 (d, J = 6,0 Hz). *'P NMR (162 MHz, CD;0D)
8 27,61. "Se NMR (76 MHz, CDs;0D) & 969,06. HRMS (ESI) m/z obliczono
dla C1sH20NOsPSe+H" 426,0374, znaleziono 426,0385.

4-(3-Oksobenzo[d][1,2]selenazol-2(3H)-ilo)benzylofosfonian dietylu (P2.4.3)
zostal zsyntetyzowany z substratu P2.4.2 (4,1 mmol, 1,0 g) oraz chlorku 2-
(chloroseleno)benzoilu (3,9 mmol, 0,99 g) zgodnie z procedura G. Otrzymano
1,1 g (66%) lekko zottych krysztatow. Temperatura topnienia: 140-142°C.
'H NMR (400 MHz, CD30D) & 7,99 (m, 2H), 7,68 (ddd, J = 8,3, 7,2, 1,4 Hz,
1H), 7,57 (dd, J = 8,6, 1,1 Hz, 2H), 7,50 (ddd, J = 7,5, 7,3, 1,0 Hz, 1H), 7,42
(dd, J = 8,5, 2,6 Hz, 2H), 4,07 (m, 4H), 3,30 (d, J = 21,7 Hz, 2H), 1,29 (t,
J = 7,1 Hz, 6H). *C NMR (101 MHz, CDs;OD) & 167,96, 140,91, 139,35,
133,63, 131,89 (d, J = 6,6 Hz), 131,70 (d, J = 9,5 Hz), 129,38, 129,30, 127,52,
126,67 (d, J = 3,2 Hz), 126,25, 63,78 (d, J = 6,9 Hz), 33,22 (d, J = 137,9 Hz),
16,68 (d, J = 6,0 Hz). *P NMR (162 MHz, CDsOD) & 27,71. ""Se NMR
(76 MHz, CDsOD) & 96823, HRMS (ESI) m/z obliczono dla
C1sH20NO4PSe+H" 426,0374, znaleziono 426,0365.

3-(3-Oksobenzo[d][1,2]selenazol-2(3H)-ilo)fenetylofosfonian dietylu
(P2.5.3) zostat zsyntetyzowany z substratu P2.5.2 (1,9 mmol, 0,50 g) oraz
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chlorku 2-(chloroseleno)benzoilu (1,8 mmol, 0,47 g) zgodnie z procedura G.
Otrzymano 0,45 g (56%) zottego oleju. 'H NMR (400 MHz, CD;OD)
8 8,03—7,94 (m, 2H), 7,68 (ddd, J = 8,2, 7,3, 1,4 Hz, 1H), 7,54 — 7,46 (m, 2H),
7,45-17,38 (m, 2H), 7,23 (ddd, J = 6,4, 2,0, 2,0 Hz, 1H), 4,08 (m, 4H), 2,95 (m,
2H), 2,17 (m, 2H), 1,30 (t, J = 7,1 Hz, 6H). *C NMR (101 MHz, CD;0OD)
8 167,98, 143,64 (d, J = 15,8 Hz), 141,01, 140,56, 133,61, 130,59, 129,39,
129,28, 128,02, 127,51, 126,67, 126,24, 124,84, 63,28 (d, J = 6,7 Hz), 29,34 (d,
J = 4,6 Hz), 27,55 (d, J = 139,5 Hz), 16,71 (d, J = 6,1 Hz). *P NMR
(162 MHz, CD;0OD) & 32,28. ""Se NMR (76 MHz, CD3;0D) & 969,66. HRMS
(ESI) m/z obliczono dla C1sH22NO4PSe+H" 440,0530, znaleziono 440,0538.

4-(3-Oksobenzo[d][1,2]selenazol-2(3H)-ilo)fenetylofosfonian dietylu
(P2.6.3) zostal zsyntetyzowany z substratu P2.6.2 (1,9 mmol, 0,50 g) oraz
chlorku 2-(chloroseleno)benzoilu (1,8 mmol, 0,47 g) zgodnie z procedura G.
Otrzymano 0,49 g (61%) lekko zottych krysztalow. Temperatura topnienia:
137-139°C. '"H NMR (400 MHz, CDs0D) & 8,03 — 7,93 (m, 2H), 7,67 (ddd,
J=8,2,72,1,4Hz, 1H), 7,56 — 7,45 (m, 3H), 7,39 - 7,32 (m, 2H), 4,08 (m, 4H),
2,93 (m, 2H), 2,15 (m, 2H), 1,29 (t, J = 7,1 Hz, 6H). *C NMR (101 MHz,
CDsOD) 5 167,99, 141,15 (d, J = 15,8 Hz), 140,99, 138,70, 133,58, 130,20,
129,36, 129,27, 127,51, 126,95, 126,25, 63,27 (d, J = 6,6 Hz), 29,06 (d,
J=14,6Hz), 27,65 (d, J = 139,2 Hz), 16,72 (d, J = 6,1 Hz). **P NMR (162 MHz,
CD;0D) 5 32,30. ""Se NMR (76 MHz, CD30D) § 968,14. HRMS (ESI) m/z
obliczono dla C1gH22NO4PSe+H* 440,0530, znaleziono 440,0523.

(3-(3-Oksobenzo[d][1,2]selenazol-2(3H)-ilo)metylo)benzylofosfonian

dietylu (P2.7.4) zostat zsyntetyzowany z substratu P2.7.3 (3,5 mmol, 0,90 g)
oraz chlorku 2-(chloroseleno)benzoilu (3,3 mmol, 0,84 g) zgodnie z procedura
G. Otrzymano 0,76 g (52%) zoltego oleju. '"H NMR (400 MHz, CD;OD)
57,97 (ddd, J =7,9, 1,4, 0,6 Hz, 1H), 7,89 (ddd, J = 8,1, 0,9, 0,9 Hz, 1H), 7,61
(ddd, J=8,3,7,2, 1,4 Hz, 1H), 7,46 (ddd, J = 8,1, 7,2, 1,0 Hz, 1H), 7,39 - 7,23
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(m, 4H), 4,99 (s, 2H), 3,96 (m, 4H), 3,23 (d, J = 21,8 Hz, 2H), 1,17 (t,
J = 7,1 Hz, 6H). ®C NMR (101 MHz, CD;0D) 169,21, 141,14, 139,37 (d,
J = 3,3 Hz), 133,54 (d, J = 9,4 Hz), 133,14, 130,78 (d, J = 6,5 Hz), 129,99 (d,
J = 3,2 Hz), 128,98, 128,89, 128,01, 127,97, 127,21, 126,33, 63,75 (d,
J =6,9 Hz), 54,81, 33,61 (d, J = 137,7 Hz), 16,61 (d, J = 6,0 Hz). **P NMR
(162 MHz, CD30D) & 27,84. "Se NMR (76 MHz, CD;0D) 903,93. HRMS
(ESI) m/z obliczono dla C1sH22NO4PSe+H" 440,0530, znaleziono 440,0538.

(4-(3-Oksobenzo[d][1,2]selenazol-2(3H)-ilo)metylo)benzylofosfonian
dietylu (P2.8.4) zostat zsyntetyzowany z substratu P2.8.3 (2,7 mmol, 0,70 g)
oraz chlorku 2-(chloroseleno)benzoilu (2,6 mmol, 0,66 g) zgodnie z procedurg
G. Otrzymano 0,64 g (56%) lekko zottych krysztalow. Temperatura topnienia:
152-153°C. *H NMR (400 MHz, CDsOD) § 7,96 (ddd, J = 7,8, 1,4, 0,6 Hz, 1H),
7,89 (ddd, J = 8,1, 0,9, 0,9 Hz, 1H), 7,61 (ddd, J = 8,2, 7,2, 1,4 Hz, 1H), 7,45
(ddd, J=8,1, 7,2, 1,0 Hz, 1H), 7,32 (m, 4H), 4,98 (d, J = 1,7 Hz, 2H), 4,01 (m,
4H), 3,24 (d, J = 21,7 Hz, 2H), 1,24 (t, J = 7,1 Hz, 6H). *C NMR (101 MHz,
CD;0OD) § 169,23, 141,11, 137,76 (d, J = 3,9 Hz), 133,12, 132,72 (d, J = 9,3
Hz), 131,43 (d, J = 6,6 Hz), 129,53 (d, J = 3,2 Hz), 128,94, 128,91, 127,21,
126,31, 63,74 (d, J = 6,9 Hz), 54,81, 33,40 (d, J = 137,9 Hz), 16,65 (d,
J = 6,0 Hz). **P NMR (162 MHz, CD;0D) 5 27,97. ""Se NMR (76 MHz,
CD;0D) 903,25. HRMS (ESI) m/z obliczono dla C19H2,NO4PSe+H" 440,0530,
znaleziono 440,0541.

2-(3-Oksobenzo[d][1,2]selenazol-2(3H)-ilo)etylofosfonian dietylu (P2.9.3)
zostal zsyntetyzowany z surowego produktu reakcji zwigzku P2.9.2 (3,2 mmol,
1,00 g) z monohydratem hydrazyny (9,6 mmol, 0,48 g) otrzymanego zgodnie
z procedurg F oraz chlorku 2-(chloroseleno)benzoilu (3,1 mmol, 0,78 g) zgodnie
z procedurg G. Otrzymano 0,70 g (63%) pomaranczowego osadu. Temperatura
topnienia: 123-124°C. *H NMR (400 MHz, CDs;0D) § 7,97 — 7,89 (m, 2H), 7,62
(ddd, J=8,3,7,2, 1,4 Hz, 1H), 7,45 (ddd, J = 8,0, 7,2, 1,0 Hz, 1H), 4,11 (m, 4H),
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4,04 (m, 2H), 2,30 (m, 2H), 1,29 (t, J = 7,1 Hz, 6H). ®*C NMR (101 MHz,
CD;0D) & 169,35, 141,21, 133,18, 128,75, 128,73, 127,20, 126,40, 63,54 (d,
J = 6,6 Hz), 39,84 (d, J = 2,1 Hz), 26,66 (d, J = 138,9 Hz), 16,62 (d,
J = 6,2 Hz). **P NMR (162 MHz, CD;0OD) § 28,88. 'Se NMR (76 MHz,
CD;OD) & 914,51. HRMS (ESI) m/z obliczono dla CisHisNO4PSe+H*
364,0217, znaleziono 364,0226.

3-(3-Oksobenzo[d][1,2]selenazol-2(3H)-ilo)propylofosfonian dietylu
(P2.10.3) zostat zsyntetyzowany z surowego produktu reakcji zwiazku P2.10.2
(3,2 mmol, 1,00 g) z monchydratem hydrazyny (9,2 mmol, 0,46 g) otrzymanego
zgodnie z procedurg F oraz chlorku 2-(chloroseleno)benzoilu (2,9 mmol, 0,74 g)
zgodnie z procedura G. Otrzymano 0,75 g (68%) ciemnego oleju. *H NMR
(400 MHz, CDs0D) 6 7,97 — 7,90 (m, 2H), 7,61 (ddd, J = 8,3, 7,2, 1,4 Hz, 1H),
7,44 (ddd, J = 8,0, 7,2, 1,0 Hz, 1H), 4,08 (m, 4H), 3,90 (t, J = 6,8 Hz, 2H),
2,07 — 1,93 (m, 2H), 1,93 — 1,78 (m, 2H), 1,30 (t, J = 7,1 Hz, 6H). **C NMR
(101 MHz, CDsOD) 6 169,39, 140,93, 133,10, 128,85, 128,82, 127,21, 126,36,
63,30 (d, J = 6,6 Hz), 45,40 (d, J = 19,0 Hz), 24,45 (d, J = 4,7 Hz), 23,07 (d,
J = 142,2 Hz), 16,71 (d, J = 6,0 Hz). *'P NMR (162 MHz, CDsOD) & 32,83.
"Se NMR (76 MHz, CDsOD) & 907,96. HRMS (ESI) m/z obliczono dla
C14H20NO4PSe+H™ 378,0373, znaleziono 378,0396.

4-(3-Oksobenzo[d][1,2]selenazol-2(3H)-ilo)butylofosfonian dietylu (P2.11.3)
zostal zsyntetyzowany z surowego produktu reakcji zwigzku P2.11.2
(2,9 mmol, 1,00 g) z monohydratem hydrazyny (8,8 mmol, 0,44 g) otrzymanego
zgodnie z procedura F  oraz chlorku  2-(chloroseleno)benzoilu
(2,8 mmol, 0,71 g) zgodnie z procedurag G. Otrzymano 0,80 g (73%) ciemnego
oleju. *H NMR (400 MHz, CD3;OD) & 7,97 — 7,89 (m, 2H), 7,62 (ddd,
J=8,2,7.2,14Hz 1H), 7,45 (ddd, J= 8,7, 7,2, 1,0 Hz, 1H), 4,06 (m, 4H), 3,88
(t, J = 6,8 Hz, 2H), 1,94 — 1,80 (m, 4H), 1,72 — 1,57 (m, 2H), 1,27 (t,
J = 7,1 Hz, 6H). ®*C NMR (101 MHz, CDs;OD) & 169,31, 140,89, 133,03,
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129,00, 128,82, 127,19, 126,33, 63,15 (d, J = 6,6 Hz), 44,46, 31,86 (d,
J = 16,2 Hz), 25,19 (d, J = 140,5 Hz), 20,42 (d, J = 5,1 Hz), 16,69 (d,
J = 6,1 Hz). **P NMR (162 MHz, CD;0OD) § 33,56. 'Se NMR (76 MHz,
CDsOD) & 902,97. HRMS (ESI) m/z obliczono dla CisHNOsPSe+H"
392,0530, znaleziono 392,0533.

5-(3-Oksobenzo[d][1,2]selenazol-2(3H)-ilo)pentylofosfonian dietylu
(P2.12.3) zostat zsyntetyzowany z surowego produktu reakcji zwigzku P2.12.2
(2,8 mmol, 1,00 g) z monohydratem hydrazyny (8,5 mmol, 0,42 g) otrzymanego
zgodnie z procedura F oraz chlorku  2-(chloroseleno)benzoilu
(2,7 mmol, 0,68 g) zgodnie z procedurg G. Otrzymano 0,88 g (81%) ciemnego
oleju. '"H NMR (400 MHz, CD;OD) & 7,97 — 7,89 (m, 2H), 7,61 (ddd,
J=8,2,7,2,1,4Hz, 1H), 7,44 (ddd, J = 7,9, 7,2, 1,1 Hz, 1H), 4,05 (m, 4H), 3,84
(t, J = 7,0 Hz, 2H), 1,86 — 1,70 (m, 4H), 1,70 — 1,56 (m, 2H), 1,55 — 1,42 (m,
2H), 1,29 (t, J = 7,0 Hz, 6H). *C NMR (101 MHz, CDs0D) § 169,23, 140,87,
132,99, 129,08, 128,80, 127,17, 126,30, 63,09 (d, J = 6,6 Hz), 45,14, 30,91,
28,39 (d, J = 16,1 Hz), 25,62 (d, J = 140,4 Hz), 23,09 (d, J = 5,2 Hz), 16,71 (d,
J = 6,0 Hz). **P NMR (162 MHz, CD;0D) § 33,90. "Se NMR (76 MHz,
CDsOD) & 902,95. HRMS (ESI) m/z obliczono dla CisH2sNO4PSe+H"
406,0687, znaleziono 406,0688.

(3-Oksobenzo[d][1,2]selenazol-2(3H)-ilo)fosforamid dietylu (P2.13) zostat
zsyntetyzowany z estru dietylowego amidu kwasu fosforowego (2,0 mmol, 0,30
g) oraz chlorku 2-(chloroseleno)benzoilu (1,9 mmol, 0,47 g) zgodnie z procedura
G. Otrzymano 0,32 g (51%) kremowego osadu. Temperatura topnienia
135-137°C. 'H NMR (400 MHz, CD3;0D) & 7,94 (m, 2H), 7,71 (ddd, J = 8,3,
7,2, 1,2 Hz, 1H), 7,48 (ddd, J = 8,9, 7,2, 1,1 Hz, 1H), 4,25 (m, 4H), 1,36
(dt, J = 7,1, 0,9 Hz, 6H). *C NMR (101 MHz, CD;0D) & 170,66, 143,88
(d, J =4,0 Hz), 134,90, 129,69, 128,68 (d, J = 11,8 Hz), 127,61, 126,66, 66,28
(d, J = 6,0 Hz), 16,41 (d, J = 6,6 Hz). *P NMR (162 MHz, CD;0D) -2.23.
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"Se NMR (76 MHz, CD;OD) & 989,15 (d, J = 7,9 Hz). HRMS (ESI) m/z
obliczono dla C1;H14NO4PSe+H" 335,9904, znaleziono 335,9884.

Kwas 3-(3-oksobenzo[d][1,2]selenazol-2(3H)-ilo)fenylofosfonowy (P2.1.3)
zostat otrzymany z substratu P2.1.2 (0,61 mmol, 0,25 g) zgodnie z procedura B.
Otrzymano 0,13 g (60%) biatego osadu. Temperatura topnienia: 223-225°C.
'H NMR (400 MHz, D;0) & 7,87 (m, 2H), 7,81 — 7,64 (m, 3H), 7,56 — 7,44 (m,
3H). ®C NMR (101 MHz, D,O) & 167,95 160,49, 142,71 (d,
J = 165,6 Hz), 140,08, 136,96 (d, J = 15,7 Hz), 132,88, 130,11 (d, J = 8,2 Hz),
129,02 (d, J = 13,5 Hz), 128,10 (d, J = 9,5 Hz), 128,01, 126,82, 126,66
(t, J = 13,4 Hz), 124,63. P NMR (162 MHz, D,O) & 10,37. "Se NMR
(76 MHz, D20) 6 997,23. HRMS (ESI) m/z obliczono dla C13H1oNO4PSe+H”
355,9591, znaleziono 355,9593.

Kwas 4-(3-oksobenzo[d][1,2]selenazol-2(3H)-ilo)fenylofosfonowy (P2.2.3)
zostal otrzymany z substratu P2.2.2 (0,61 mmol, 0,25 g) zgodnie z procedurg B.
Otrzymano 0,14 g (65%) biatego osadu. Temperatura topnienia powyzej 260°C.
'H NMR (400 MHz, D,0) & 7,85 — 7,73 (m, 4H), 7,62 (ddd, J = 8,5, 7,2,
1,3 Hz, 1H), 7,49 — 7,39 (m, 3H). *C NMR (101 MHz, D;0) & 167,72, 162,00,
140,83 (d, J = 166,8 Hz), 139,89, 137,78 (d, J = 3,4 Hz), 132,81, 131,44 (d,
J=19,5Hz), 127,90, 126,57, 126,37, 125,61 (d, J = 13,1 Hz), 124,49. *P NMR
(162 MHz, D;0) & 10,84. ""Se NMR (76 MHz, D,0) § 997,91. HRMS (ESI)
m/z obliczono dla C13H10NO4PSe+H* 355,9591, znaleziono 355,9673.

Kwas 3-(3-oksobenzo[d][1,2]selenazol-2(3H)-ilo)benzylofosfonowy (P2.3.4)
zostat otrzymany z substratu P2.3.3 (0,59 mmol, 0,25 g) zgodnie z procedura B.
Otrzymano 0,10 g (48%) bialego osadu. Temperatura topnienia: 200-205°C.
'H NMR (400 MHz, D,0) & 7,93 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 7,88 (d, J = 8,1 Hz, 1H),
7,71 (m, 1H), 7,53 (m, 1H), 7,44 — 7,34 (m, 3H), 7,30 (ddd, J = 7,5, 1,9, 1,9 Hz,
1H), 2,90 (d, J = 19,6 Hz, 2H). *C NMR (101 MHz, D,0) & 168,04, 162,49,
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140,33 (d, J = 7,9 Hz), 137,17, 132,89, 129,66 (d, J = 5,2 Hz), 129,14, 128,04,
127,58 (d, J = 5,6 Hz), 126,67, 126,60, 124,67, 123,41, 37,24 (d, J = 121,7 Hz).
P NMR (162 MHz, D;0) & 17,71. ""Se NMR (76 MHz, D;0) & 996,60.
HRMS (ESI) m/z obliczono dla CiH12NOsPSe+H* 369,9747, znaleziono
369,9730.

Kwas 4-(3-oksobenzo[d][1,2]selenazol-2(3H)-ilo)benzylofosfonowy (P2.4.4)
zostal otrzymany z substratu P2.4.3 (0,59 mmol, 0,25 g) zgodnie z procedura B.
Otrzymano 0,11 g (53%) biatego osadu. Temperatura topnienia powyzej 260°C.
'H NMR (400 MHz, D20) & 7,80 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 7,77 (d, J = 8,1 Hz, 1H),
7,62 (m, 1H), 7,48 — 7,30 (m, 5H), 2,89 (d, J = 19,8 Hz, 2H). *C NMR
(101 MHz, D;O) 6 167,73, 162,07, 139,93, 138,84, 134,57, 132,71, 130,54 (d,
J=5,5Hz), 127,87, 126,56, 125,99, 124,50, 37,16 (d, J = 121,9 Hz). **P NMR
(162 MHz, D;0) 8 17,82. "Se NMR (76 MHz, D;0) & 996,14. HRMS (ESI)
m/z obliczono dla C14H1,NOsPSe+H" 369,9747, znaleziono 369,9730.

Kwas 2-(3-oksobenzo[d][1,2]selenazol-2(3H)-ilo)etylofosfonowy (P2.9.4)
zostal otrzymany z substratu P2.9.3 (0,83 mmol, 0,30 g) zgodnie z procedurg B.
Otrzymano 0,15 g (59%) biatego osadu. Temperatura topnienia: 215-217°C.
'H NMR (400 MHz, D;0) & 7,83 — 7,74 (m, 2H), 7,60 (ddd, J = 8,4, 7,2,
1,3 Hz, 1H), 7,44 (ddd, J = 8,0, 7,2, 1,1 Hz, 1H), 3,77 (m, 2H), 1,74 (m, 2H).
BC NMR (101 MHz, D;O) & 167,98, 137,43, 133,05, 127,88, 127,22,
126,12, 125,09, 44,29 (d, J = 7,2 Hz), 27,02 (d, J = 130,7 Hz). P NMR
(162 MHz, D,0) & 17,16. "Se NMR (76 MHz, D,0) & 931,78. HRMS (ESI)
m/z obliczono dla CoH1oNO4PSe+H™* 307,9591, znaleziono 307,9597.

Kwas 3-(3-oksobenzo[d][1,2]selenazol-2(3H)-ilo)propylofosfonowy
(P2.10.4) zostat otrzymany z substratu P2.10.3 (0,80 mmol, 0,30 g) zgodnie
z procedura B. Otrzymano 0,16 g (63%) biatego osadu. Temperatura topnienia:
222-223°C. *H NMR (400 MHz, D;0) & 7,74 (m, 2H), 7,57 (ddd, J = 8,5, 7,2,
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1,3 Hz, 1H), 7,39 (ddd, J = 8,0, 7,2, 1,0 Hz, 1H), 3,78 (t, J = 7,1 Hz, 2H), 1,89
(m, 2H), 1,49 (m, 2H). ®*C NMR (101 MHz, D,O) & 168,37, 139,43,
132,19, 127,31, 126,76, 126,22, 124,50, 46,08 (d, J = 19,8 Hz), 25,96 (d,
J = 131,7 Hz), 25,13 (d, J = 3,6 Hz). *'P NMR (162 MHz, D;0) § 22,77.
Se NMR (76 MHz, D,O) & 925,64. HRMS (ESI) m/z obliczono dla
C10H12NO4PSe+H" 321,9748, znaleziono 321,9755.

Kwas 4-(3-oksobenzo[d][1,2]selenazol-2(3H)-ilo)butylofosfonowy (P2.11.4)
zostal otrzymany z substratu P2.11.3 (0,77 mmol, 0,30 g) zgodnie z procedura
B. Otrzymano 0,17 g (66%) biatego osadu. Temperatura topnienia: 226-228°C.
'H NMR (400 MHz, D;0) § 7,77 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 7,74 (dd, J = 8,0, 1,4 Hz,
1H), 7,55 (ddd, J = 8,2, 7,2, 1,4 Hz, 1H), 7,40 (m, 1H), 3,70 (t, J = 7,4 Hz, 2H),
1,72 (p, 3 = 7,4 Hz, 2H), 1,52 (m, 2H), 1,46 — 1,33 (m, 2H). *C NMR
(101 MHz, D;O) & 168,51, 138,19, 132,08, 127,89, 127,30, 126,32, 125,49,
44,23, 31,49 (d, J = 17,2 Hz), 29,02 (d, J = 130,5 Hz), 21,56 (d, J = 3,8 Hz).
P NMR (162 MHz, D,0) & 23,38. "’Se NMR (76 MHz, D;0) & 923,75.
HRMS (ESI) m/z obliczono dla Ci1H1sNOsPSe+H* 335,9904, znaleziono
335,9900.

Kwas 5-(3-oksobenzo[d][1,2]selenazol-2(3H)-ilo)pentylofosfonowy (P2.12.4)
zostal otrzymany z substratu P2.12.3 (0,74 mmol, 0,30 g) zgodnie z procedura
B. Otrzymano 0,18 g (70%) biatego osadu. Temperatura topnienia: 190-192°C.
'H NMR (400 MHz, D;0) & 7,74 — 7,66 (m, 2H), 7,54 (ddd, J = 8,3, 7,2,
1,3 Hz, 1H), 7,36 (ddd, J = 8,0, 7,2, 1,0 Hz, 1H), 3,70 (t, J = 7,1 Hz, 2H), 1,67
(p, J = 7,3 Hz, 2H), 1,49 (m, 2H), 1,45 — 1,28 (m, 4H). *C NMR (101 MHz,
D,0) & 168,22, 139,34, 132,11, 127,26, 126,79, 126,18, 124,45, 44,92, 29,42,
28,88 (d, J = 131,4 Hz), 27,73 (d, J = 17,8 Hz), 23,50 (d, J = 4,1 Hz). *'P NMR
(162 MHz, D,0) & 24,35. "Se NMR (76 MHz, D,0) & 923,22. HRMS (ESI)
m/z obliczono dla C12H1sNO4PSe+H* 350,0061, znaleziono 350,0070.
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Otrzymywanie monoestréw (procedura H). Do fosfonianu dietylowego
rozpuszczonego w metanolu (2 ml) dodano 2 M wodny roztwor wodorotlenku
sodu (2 ml) i mieszano przez 2 h. Po odparowaniu rozpuszczalnikow pod
zmniejszonym ci$nieniem, produkt oczyszczono metoda chromatografii HPLC
na odwroconej fazie, stosujgc gradient acetonitryl/woda, 10/90 — 90/10 v/v
+0,05% TFA, 45 min.

Monoester  etylowy  kwasu  2-(3-oksobenzo[d][1,2]selenazol-2(3H)-
ilo)etylofosfonowego (P2.9.5) zostat otrzymany z substratu P2.9.3 (0,28 mmol,
0,10 g) zgodnie z procedurg H. Otrzymano 0,040 g (43%) biatego osadu.
Temperatura topnienia: 210-211°C. *H NMR (400 MHz, D,0) & 7,80 (dd,
J=1,9, 1,2 Hz, 1H), 7,60 (dd, J = 7,7, 1,5 Hz, 1H), 7,36 (ddd, J = 8,8,7,9, 1,5
Hz, 1H), 7,31 (ddd, J = 8,8, 7,7, 1,2 Hz, 1H), 3,86 (m, 2H), 3,61 (m, 2H), 1,96
(m, 2H), 1,16 (t, J = 7,1 Hz, 3H). *C NMR (101 MHz, D;0) & 169,54, 135,60,
132,08, 130,84, 128,66, 127,56, 126,58, 60,78 (d, J = 6,0 Hz), 37,95 (d,
J=4,0Hz), 26,70 (d, J = 131,6 Hz), 15,89 (d, J = 6,6 Hz). **P NMR (162 MHz,
D,0) & 24,10. ""Se NMR (76 MHz, D,0) § 925,56. HRMS (ESI) m/z obliczono
dla C1:H14NO4PSe+H™ 335,9904, znaleziono 335,9968.

Monoester  etylowy  kwasu  5-(3-oksobenzo[d][1,2]selenazol-2(3H)-
ilo)pentylofosfonowego (P2.12.5) zostat otrzymany z substratu P2.12.3
(0,25 mmol, 0,10 g) zgodnie z procedura H. Otrzymano 0,045 g (48%) biatego
osadu. Temperatura topnienia: 182-183°C. 'H NMR (400 MHz, D.O)
d 7,75 (dd, J = 7,9, 1,2 Hz, 1H), 7,61 (dd, J = 7,6, 1,6 Hz, 1H), 7,33 (ddd,
J=89,7,9,1,6Hz 1H), 7,28 (ddd, J =8,9, 7,6, 1,2 Hz, 1H), 3,78 (m, 2H), 3,47
(t, J=6,9 Hz, 2H), 1,60 (p, J = 7,0 Hz, 2H), 1,55 — 1,42 (m, 4H), 1,42 - 1,33
(m, 2H), 1,14 (t, J = 7,1 Hz, 3H). *C NMR (101 MHz, D,0) § 169,42, 135,89,
131,99, 130,81, 128,40, 127,53, 126,61, 60,37 (d, J = 5,7 Hz), 42,49, 28,76,
27,41 (d, J = 17,2 Hz), 25,99 (d, J = 134,1 Hz), 22,58 (d, J = 5,2 Hz), 15,97 (d,
J = 6,3 Hz). *'P NMR (162 MHz, D,0) & 29,26. "’'Se NMR (76 MHz, D,0)
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5 917,83. HRMS (ESI) m/z obliczono dla CisHxoNO4PSe+H* 378,0373,
znaleziono 378,0499.

Kwas 2-ftalimidoetylofosfonowy (P2.9.6) zostat otrzymany z substratu P2.9.2
(0,26 mmol, 0,050 g) zgodnie z procedurg B. Otrzymano 0,025 g (61%) biatego
osadu. Temperatura topnienia: 177-178°C. '"H NMR (400 MHz, D;0) & 7,56 —
7,52 (m, 1H), 7,50 — 7,40 (m, 3H), 3,47 (m, 2H), 1,71 (m, 2H). *C NMR
(101 MHz, D,O) & 172,46, 134,58, 129,36, 127,18, 36,89, 29,04 (d,
J=126,4 Hz). **P NMR (162 MHz, D,0) § 18,73. HRMS (ESI) m/z obliczono
dla C1oH10NOsP+H" 256,0375, znaleziono 256,0383.

Kwas 5-ftalimidopentylofosfonowy (P2.12.6) zostat otrzymany z substratu
P2.12.2 (0,14 mmol, 0,050 g) zgodnie z procedurg B. Otrzymano 0,029 g (69%)
bialego osadu. Temperatura topnienia: 168-169°C. '"H NMR (400 MHz, D,0)
§ 7,58 — 7,54 (m, 1H), 7,51 — 7,39 (m, 3H), 3,32 (t, J = 7,0 Hz, 2H), 1,60 (p,
J=6,8Hz, 2H), 1,55 1,45 (m, 2H), 1,46 — 1,31 (m, 4H). *C NMR (101 MHz,
D,0) & 172,88, 134,68, 129,34, 127,20, 40,05, 29,38 (d, J = 130,7 Hz), 28,30 (d,
J=17,8 Hz), 28,05, 23,91 (d, J = 4,3 Hz). *P NMR (162 MHz, D,0) & 24,90.
HRMS (ESI) m/z obliczono dla CisHisNOsP+H* 298,0844, znaleziono
298,0844.
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4.2.3. Halogenowe pochodne N-benzylo-1,2-benzizoselenazol-3(2H)-onu

Wszystkie ponizsze zwigzki zostaly zsyntetyzowane wedlug procedury G
stosujac 1,0 eq. aminy, 3,0 eq. trietyloaminy i 1,0 eg. chlorku
2-(chloroseleno)benzoilu. Zmodyfikowano proces oczyszczania: zwiazkow nie
oczyszczano chromatograficznie, natomiast po ekstrakcji i odparowaniu
rozpuszczalnika krystaliczng pozostato$¢ traktowano eterem dietylowym,
a nastepnie odsgczano przemywajac osad kolejnymi porcjami tego

rozpuszczalnika.

N-Benzylo-1,2-benzizoselenazol-3(2H)-on (P3.1) =zostal zsyntetyzowany
z benzyloaminy (1,4 mmol, 0,15 g) i chlorku 2-(chloroseleno)benzoilu
(1,4 mmol, 0,36 g). Otrzymano 0,25 g (63%) kremowego osadu. Temperatura
topnienia: 137-139°C. '"H NMR (400 MHz, (CD3),SO) & 8,00 (d, J = 8,1 Hz,
1H), 7,85 (dd, J = 7,8, 1,5 Hz, 1H), 7,61 (ddd, J = 8,4, 7,2, 1,5 Hz, 1H), 7,43
(ddd, J = 8,0, 7,2, 1,0 Hz, 1H), 7,38 — 7,25 (m, 5H), 4,91 (s, 2H).
3C NMR (101 MHz, (CD3),SO) & 166,45, 139,37, 138,38, 131,70, 128,64,
128,01, 127,87, 127,60, 127,57, 125,97, 125,94, 46,78. "'Se NMR (76 MHz,
(CDs3),SO) & 858,78. HRMS (ESI) m/z obliczono dla CisH;1NOSe+H*
290,0084, znaleziono 290,0089.

N-(2,4-Dichlorobenzylo)-1,2-benzizoselenazol-3(2H)-on (P3.2) zostal
zsyntetyzowany z 2,4-dichlorobenzyloaminy (0,85 mmol, 0,15 g) i chlorku
2-(chloroseleno)benzoilu (0,85 mmol, 0,22 g). Otrzymano 0,25 g (82%) biatego
osadu. Temperatura topnienia: 196-198°C. *H NMR (600 MHz, (CD3),SO)
8,03 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 7,85 (dd, J = 7,8, 1,6 Hz, 1H), 7,68 (d, J = 2,2 Hz,
1H), 7,63 (ddd, J = 8,4, 7,1, 1,6 Hz, 1H), 7,47 — 7,41 (m, 2H), 7,27 (d,
J = 8,4 Hz, 1H), 4,96 (s, 2H). *C NMR (101 MHz, (CD3),SO) & 166,85,
139,69, 134,85, 133,72, 133,35, 132,09, 131,25, 129,13, 127,91, 127,78,
127,59, 126,26, 126,13, 44,36. "'Se NMR (76 MHz, (CDs),SO) & 868,93.
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HRMS (ESI) m/z obliczono dla CiHeCl,NOSe+H"* 357,9305, znaleziono
357,9310.

N-(2,5-Dichlorobenzylo)-1,2-benzizoselenazol-3(2H)-on (P3.3) zostal
zsyntetyzowany z 2,5-dichlorobenzyloaminy (0,85 mmol, 0,15 g) i chlorku
2-(chloroseleno)benzoilu (0,85 mmol, 0,22 g). Otrzymano 0,19 g (62%) biatego
osadu. Temperatura topnienia: 205-207°C. *H NMR (600 MHz, (CD3),SO)
88,04 (d, J =8,0 Hz, 1H), 7,86 (dd, J = 7,8, 1,6 Hz, 1H), 7,64 (ddd, J = 8,3, 7,1,
1,6 Hz, 1H), 7,55 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 7,48 — 7,41 (m, 2H), 7,28 (d, J = 2,6 Hz,
1H), 4,97 (s, 2H). *C NMR (101 MHz, (CD3),SO) & 166,66, 139,60, 137,84,
132,01, 131,91, 131,23 (2C), 129,26, 129,11, 127,59, 127,38, 126,05 (2C),
44,40. ""Se NMR (76 MHz, (CDs),SO) & 868,95. HRMS (ESI) m/z obliczono
dla C14HoCI;NOSe+H" 357,9305, znaleziono 357,9310.

N-(3,4-Dichlorobenzylo)-1,2-benzizoselenazol-3(2H)-on (P3.4) zostal
zsyntetyzowany z 3,4-dichlorobenzyloaminy (0,85 mmol, 0,15 g) i chlorku
2-(chloroseleno)benzoilu (0,85 mmol, 0,22 g). Otrzymano 0,23 g (74%)
kremowego osadu. Temperatura topnienia: 154-156°C. '"H NMR (600 MHz,
(CD3)2S0) 6 8,04 (d, J =7,9 Hz, 1H), 7,85 (dd, J = 7,8, 1,6 Hz, 1H), 7,62 (ddd,
J=84,71,16Hz 1H),7,61(d,J=8,3Hz, 1H), 7,59 (d, J =2,1 Hz, 1H), 7,44
(ddd, J = 7,6, 7,1, 0,9 Hz, 1H), 7,29 (dd, J = 8,3, 2,1 Hz, 1H), 4,92 (s, 2H).
C NMR (101 MHz, (CD3),SO) & 166,65, 139,77, 139,56, 131,81, 131,07,
130,83, 130,03, 129,86, 128,26, 127,58 (2C), 126,08, 126,00, 45,43. "'Se NMR
(76 MHz, (CD;),SO) 6 863,65. HRMS (ESI) m/z obliczono dla
C14HgCI,NOSe+H™ 357,9305, znaleziono 357,9310.

N-(2-Fluorobenzylo)-1,2-benzizoselenazol-3(2H)-on (P3.5) zostal
zsyntetyzowany z 2-fluorobenzyloaminy (1,6 mmol, 0,20 g) i chlorku

2-(chloroseleno)benzoilu (1,6 mmol, 0,41 g). Otrzymano 0,25 g (50%) biatego
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osadu. Temperatura topnienia: 153-154°C. '"H NMR (600 MHz, (CDs).CO)
8 7,98 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,95 (dd, J = 7,6, 1,8 Hz, 1H), 7,64 (ddd,
J =183 72 15 Hz, 1H), 7,47 (ddd, J = 7,7, 7,7, 1,1 Hz, 1H), 7,42 (ddd,
J=17,6,7,6,20Hz, 1H), 7,38 (dddd, J = 7,4, 7,4, 5,4, 1,8 Hz, 1H), 7,18 (m,
2H), 5,05 (s, 1H). ®C NMR (151 MHz, (CDs),CO) & 167,53, 161,67 (d,
J = 245,8 Hz), 139,70, 132,79, 131,53 (d, J = 3,8 Hz), 130,88 (d, J = 8,2 Hz),
128,93, 128,43, 126,92, 126,09, 125,97, 125,47 (d, J = 3,8 Hz), 116,16 (d,
J=21,3Hz), 41,91 (d, J = 4,9 Hz). *F NMR (376 MHz, (CD3),CO) & -119,46
(m). 'Se NMR (76 MHz, (CD3),CO) & 879,51 (d, J = 17,2 Hz). HRMS (ESI)
m/z obliczono dla C14H10FNOSe+H"* 307,9990, znaleziono 307,9996.

N-(3-Fluorobenzylo)-1,2-benzizoselenazol-3(2H)-on (P3.6) zostal
zsyntetyzowany z 3-fluorobenzyloaminy (1,2 mmol, 0,15 g) i chlorku
2-(chloroseleno)benzoilu (1,2 mmol, 0,30 g). Otrzymano 0,15 g (41%)
kremowego osadu. Temperatura topnienia: 138-140°C. '"H NMR (600 MHz,
(CD3).S0O) 6 8,09 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,85 (dd, J = 7,7, 1,2 Hz, 1H), 7,61 (ddd,
J=38,0,8,0, 1,7 Hz, 1H), 7,43 (ddd, J = 7,4, 7,4, 1,0 Hz, 1H), 7,39 (m, 1H),
7,17 — 7,08 (m, 3H), 4,92 (s, 2H). *C NMR (101 MHz, (CD3),SO) & 166,61,
162,28 (d, J = 243,9 Hz), 141,48 (d, J = 7,2 Hz), 139,63, 131,70, 130,65 (d,
J = 8,3 Hz), 127,83, 127,56, 126,21, 125,96, 123,94 (d, J = 2,9 Hz), 114,60 (d,
J =215 Hz), 114,29 (d, J = 20,7 Hz), 46,10. F NMR (376 MHz, (CD5),SO)
& -113,04 (m). "Se NMR (76 MHz, (CD5).SO) & 857,44. HRMS (ESI) m/z
obliczono dla C14H10FNOSe+H* 307,9990, znaleziono 307,9996.

N-(4-Fluorobenzylo)-1,2-benzizoselenazol-3(2H)-on (P3.7) zostal
zsyntetyzowany z 4-fluorobenzyloaminy (1,2 mmol, 0,15 g) i chlorku
2-(chloroseleno)benzoilu (1,2 mmol, 0,30 g). Otrzymano 0,19 g (53%) biatego
osadu. Temperatura topnienia: 153-155°C. '"H NMR (600 MHz, (CDs).CO)
57,96 (m, 2H), 7,63 (ddd, J = 8,2, 7,2, 1,5 Hz, 1H), 7,47 (ddd, J = 8,2, 7,2, 1,0
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Hz, 1H), 7,46 — 7,43 (m, 2H), 7,12 (dd, J = 8,9, 8,9 Hz, 2H), 4,98 (s, 2H).
3C NMR (151 MHz, (CD3),CO) & 167,50, 163,23 (d, J = 244,1 Hz), 139,69,
135,47 (d, J = 3,3 Hz), 132,75, 131,20 (d, J = 8,7 Hz), 128,94, 128,61, 126,90,
126,08, 116,17 (d, J = 21,8 Hz), 47,51. F NMR (376 MHz, (CDs).CO)
8 -116,11 (m). "'Se NMR (76 MHz, (CD3),CO) & 876,98. HRMS (ESI) m/z
obliczono dla C1sH10FNOSe+H" 307,9990, znaleziono 307,9993.

N-(2,4-Difluorobenzylo)-1,2-benzizoselenazol-3(2H)-on (P3.8) zostal
zsyntetyzowany z 2,4-difluorobenzyloaminy (1,0 mmol, 0,15 g) i chlorku
2-(chloroseleno)benzoilu (1,0 mmol, 0,27 g). Otrzymano 0,30 g (89%) biatego
osadu. Temperatura topnienia; 187-188°C. '"H NMR (600 MHz, (CDs),CO)
5 7,98 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,94 (dd, J = 7,9, 1,5 Hz, 1H), 7,64 (ddd,
J=183,7,2,1,5Hz, 1H), 7,52 — 7,46 (m, 2H), 7,07 (ddd, J = 10,3, 9,1, 2,5 Hz,
1H), 7,02 (dddd, J = 8,5, 8,5, 2,5, 1,0 Hz, 1H), 5,03 (s, 2H). *C NMR
(151 MHz, (CDs).CO) 6 167,54, 163,56 (dd, J = 247,6, 11,8 Hz), 161,75 (dd,
J=248,3,12,5Hz), 139,67, 132,85, 132,83 (dd, J = 9,2, 5,5 Hz), 128,93, 128,36,
126,96, 126,10, 122,42 (dd, J = 15,3, 3,5 Hz), 112,41 (dd, J = 21,2, 3,8 Hz),
104,54 (t, J = 26,0 Hz), 41,45 (d, J = 4,2 Hz). *F NMR (376 MHz, (CD3),CO)
8 -111,78 (m, 1F), -114,82 (m, 1F). ""Se NMR (76 MHz, (CDs).CO) & 876,17
(d, 3 = 17,9 Hz). HRMS (ESI) m/z obliczono dla C14HsF2NOSe+H" 325,9896,
znaleziono 325,9905.

N-(2,6-Difluorobenzylo)-1,2-benzizoselenazol-3(2H)-on (P3.9) zostal
zsyntetyzowany z 2,6-difluorobenzyloaminy (1,0 mmol, 0,15 g) i chlorku
2-(chloroseleno)benzoilu (1,0 mmol, 0,27 g). Otrzymano 0,25 g (74%) biatego
osadu. Temperatura topnienia: 192-193°C. '"H NMR (600 MHz, (CDs).CO)
5 7,95 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 7,93 (dd, J = 7,7, 1,5 Hz, 1H), 7,62 (ddd,
J=8,2,71,14Hz, 1H), 7,563 — 7,43 (m, 2H), 7,09 (dd, J = 8,1, 8,1 Hz, 2H),
5,12 (s, 2H). *C NMR (151 MHz, (CD3),CO) & 167,07, 162,49 (dd,
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J = 249,0, 7,6 Hz), 139,36, 132,78, 131,90 (t, J = 10,4 Hz), 128,93, 128,42,
126,95, 126,02, 114,59 (t, J = 19,4 Hz), 112,47 (dd, J = 21,2, 4,5 Hz), 35,86
(t, J = 3,8 Hz). F NMR (376 MHz, (CD3),CO) & -114,81 (m). "'Se NMR
(76 MHz, (CD3)2CO) & 872,54 (t, J = 21,9 Hz). HRMS (ESI) m/z obliczono dla
C14HoF2NOSe+H" 325,9896, znaleziono 325,9905.

N-(3,4-Difluorobenzylo)-1,2-benzizoselenazol-3(2H)-on  (P3.10)  zostat
zsyntetyzowany z 3,4-difluorobenzyloaminy (1,0 mmol, 0,15 g) i chlorku
2-(chloroseleno)benzoilu (1,0 mmol, 0,27 g). Otrzymano 0,23 g (68%) biatego
osadu. Temperatura topnienia: 151-152°C. '"H NMR (600 MHz, (CDs).CO)
§ 7,98 (d, J = 7,9 Hz, 1H), 7,96 (dd, J = 7,9, 1,7 Hz, 1H), 7,65 (ddd, J = 8,3,
7,2, 1,7 Hz, 1H), 7,48 (ddd, J = 7,7, 7,4, 1,0 Hz, 1H), 7,38 (ddd, J = 11,5, 7.7,
2,2 Hz, 1H), 7,31 (ddd, J = 10,5, 8,3, 8,3 Hz, 1H), 7,25 (m, 1H), 4,99 (s, 2H).
BC NMR (151 MHz, (CD3),CO) & 167,65, 150,92 (dd, J = 246,1, 12,9 Hz),
150,49 (dd, J = 245,5, 12,5 Hz), 139,72, 137,03 (dd, J = 5,6, 4,0 Hz), 132,88,
128,99, 128,35, 126,97, 126,13, 125,72 (dd, J = 6,6, 3,1 Hz), 118,33 (d,
J =173 Hz), 118,05 (d, J = 18,0 Hz), 47,15. **F NMR (376 MHz, (CD5),CO)
8 -139,56 (m, 1F), -141,43 (m, 1F). "'Se NMR (76 MHz, (CD3),CO) & 883,71.
HRMS (ESI) m/z obliczono dla CisHgF,NOSe+H* 325,9896, znaleziono
325,9904.

N-(3,5-Difluorobenzylo)-1,2-benzizoselenazol-3(2H)-on  (P3.11)  zostat
zsyntetyzowany z 3,5-difluorobenzyloaminy (1,0 mmol, 0,15 g) i chlorku
2-(chloroseleno)benzoilu (1,0 mmol, 0,27 g). Otrzymano 0,15 g (44%) biatego
osadu. Temperatura topnienia: 149-150°C. '"H NMR (600 MHz, (CD3).CO)
5 8,00 (dd, J = 8,1, 1,0 Hz, 1H), 7,97 (dd, J = 7,8, 1,5 Hz, 1H), 7,66 (ddd,
J =281, 7.2 15 Hz, 1H), 7,49 (ddd, J = 8,1, 7,2, 1,0 Hz, 1H), 7,05 (dd,
J =8,4, 2,4 Hz, 2H), 6,95 (dddd, J = 9,3, 9,3, 2,4, 2,4 Hz, 1H), 5,04 (s, 2H).
C NMR (151 MHz, (CDs),CO) & 167,78, 164,02 (dd, J = 247,4, 12,5 Hz),
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144,02 (t, J = 9,0 Hz), 139,78, 132,97, 129,04, 128,17, 127,01, 126,18, 111,77
(dd, J = 20,4, 5,2 Hz), 103,58 (t, J = 25,9 Hz), 47,30 (q, J = 2,7 Hz). **F NMR
(376 MHz, (CD3),CO) & -110,85 (m). "Se NMR (76 MHz, (CDs),CO)
& 889,75. HRMS (ESI) m/z obliczono dla CisHeF:NOSe+H* 325,9896,
znaleziono 325,9905.

N-(2,3,4-Trifluorobenzylo)-1,2-benzizoselenazol-3(2H)-on  (P3.12) =zostat
zsyntetyzowany z 2,3,4-trifluorobenzyloaminy (0,62 mmol, 0,10 g) i chlorku
2-(chloroseleno)benzoilu (0,62 mmol, 0,16 g). Otrzymano 0,055 g (26%) zéttego
osadu. Temperatura topnienia: 178-180°C. '"H NMR (600 MHz, (CDs).CO)
58,00 (d, J =8,1 Hz, 1H), 7,94 (dd, J = 7,8, 2,1 Hz, 1H), 7,65 (ddd, J = 8,3, 7,1,
1,5 Hz, 1H), 7,48 (ddd, J = 8,0, 7,3, 1,1 Hz, 1H), 7,27 (m, 1H), 7,19 (m, 1H),
5,07 (s, 2H). *C NMR (151 MHz, (CD3),CO) & 167,65, 151,45 (ddd, J = 248,3,
9,9, 2,9 Hz), 150,19 (ddd, J = 249,0, 10,1, 3,3 Hz), 140,47 (dt, J = 2494,
15,4 Hz), 139,70, 132,97, 128,97, 128,14, 127,03, 126,17, 125,44 (dt, J = 9,0,
4,5 Hz), 124,24 (dd, J = 12,0, 3,6 Hz), 113,37 (dd, J = 17,7, 3,8 Hz), 41,34 (t,
J = 3,5 Hz). ®F NMR (376 MHz, (CD3),CO) & -137,06 (m 1F), -140,06 (m,
1F), -162,99 (m, 1F). "Se NMR (76 MHz, (CD;),CO) & 880,88 (d,
J = 16,6 Hz). HRMS (ESI) m/z obliczono dla Ci4HsFsNOSe+H" 343,9801,
znaleziono 343,9797.

N-(3-(Trifluorometylo)benzylo)-1,2-benzizoselenazol-3(2H)-on (P3.13)
zostal zsyntetyzowany z 3-(trifluorometylo)benzyloaminy (0,86 mmol, 0,15 g)
i chlorku 2-(chloroseleno)benzoilu (0,86 mmol, 0,22 g). Otrzymano 0,16 g
(53%) biatego osadu. Temperatura topnienia: 134-135°C. *H NMR (600 MHz,
(CD3):CO) 6 7,99 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,97 (dd, J = 7,8, 1,7 Hz, 1H), 7,76 (s,
1H), 7,71 — 7,58 (m, 4H), 7,49 (ddd, J = 7,8, 7,5, 1,0 Hz, 1H), 5,12 (s, 2H).
C NMR (101 MHz, (CDs),CO) & 167,53, 140,62, 139,57, 132,72, 132,69,
130,93 (q, J = 32,0 Hz), 130,27, 128,80, 128,12, 126,78, 125,98, 125,40
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(9, J = 4,0 Hz), 125,05 (q, J = 3,9 Hz), 125,04 (d, J = 271,7 Hz), 47,41.
YF NMR (376 MHz, (CD3),CO) & -62,96. "'Se NMR (76 MHz, (CD5),CO)
& 883,95. HRMS (ESI) m/z obliczono dla CisHioFsNOSe+H* 357,9958,
znaleziono 357,9954.

N-(4-(Trifluorometylo)benzylo)-1,2-benzizoselenazol-3(2H)-on (P3.14)
zostat zsyntetyzowany z 4-(trifluorometylo)benzyloaminy (0,86 mmol, 0,15 g)
i chlorku 2-(chloroseleno)benzoilu (0,86 mmol, 0,22 g). Otrzymano 0,12 g
(38%) biatego osadu. Temperatura topnienia: 156-157°C. *H NMR (600 MHz,
(CD3),CO) & 7,99 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 7,97 (dd, J = 7,9, 2,1 Hz, 1H), 7,71 (d,
J=8,1Hz, 2H), 7,65 (ddd, J = 8,2, 7,2, 1,5 Hz, 1H), 7,60 (d, J = 8,1 Hz, 2H),
7,49 (ddd, J = 7,9, 7,2, 1,0 Hz, 1H), 5,11 (s, 2H). *C NMR (151 MHz,
(CD3),CO) 6 167,72, 143,98, 139,75, 132,91, 130,08 (g, J = 32,2 Hz), 129,53,
129,02, 128,29, 126,99, 126,36 (q, J = 4,1 Hz), 126,16, 125,34 (d, J = 271,3 Hz),
47,63. ®F NMR (376 MHz, (CD3).CO) & -62,86. ''Se NMR (76 MHz,
(CDs).CO) & 885,50. HRMS (ESI) m/z obliczono dla CisHioFsNOSe+H”
357,9958, znaleziono 357,9957.

N-(3,5-Bis(trifluorometylo)benzylo)-1,2-benzizoselenazol-3(2H)-on (P3.15)
zostal zsyntetyzowany z 3,5-bis(trifluorometylo)benzyloaminy (0,62 mmol,
0,15 g) i chlorku 2-(chloroseleno)benzoilu (0,62 mmol, 0,16 g). Otrzymano
0,080 g (31%) biatego osadu. Temperatura topnienia: 218-220°C. 'H NMR
(600 MHz, (CD3).CO) 6 8,08 (s, 2H), 8,00 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 7,98 (s, 1H),
7,97 (dd, J=7,8, 1,5 Hz, 1H), 7,67 (ddd, J = 8,1, 7,2, 1,5 Hz, 1H), 7,50 (ddd,
J =179 7,2, 1,0 Hz, 1H), 5,23 (s, 2H). *C NMR (151 MHz, (CD3),CO)
d 168,01, 142,91, 139,89, 133,08, 132,25 (q, J = 33,3 Hz), 129,67 (q,
J = 4,2 Hz), 129,06, 128,04, 127,10, 124,42 (d, J = 272,6 Hz), 122,23 (p,
J = 4,2 Hz), 47,24. ®F NMR (376 MHz, (CD;),CO) & -63,15. "'Se NMR
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(76 MHz, (CD3)CO) 6 879,91. HRMS (ESI) m/z obliczono dla
C1sHoFsNOSe+H" 425,9832 znaleziono 425,9841.

N-(2-Chloro-5-fluorobenzylo)-1,2-benzizoselenazol-3(2H)-on (P3.16) zostat
zsyntetyzowany z 2-chloro-5-fluorobenzyloaminy (0,94 mmol, 0,15 Q)
i chlorku 2-(chloroseleno)benzoilu (0,94 mmol, 0,24 g). Otrzymano 0,19 g
(59%) biatego osadu. Temperatura topnienia: 183-184°C. *H NMR (600 MHz,
(CD»).CO) 6 8,02 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,97 (dd, J = 7,8, 1,7 Hz, 1H), 7,67 (ddd,
J=8,4,72,1,5Hz, 1H), 7,54 — 7,47 (m, 2H), 7,19 — 7,12 (m, 2H), 5,08 (s, 2H).
3C NMR (151 MHz, (CD3),CO) & 167,80, 162,46 (d, J = 244,8 Hz), 139,92,
138,99, 132,98, 132,04 (d, J = 9,0 Hz), 129,00, 128,08, 127,02, 126,20, 117,47
(d, J = 23,6 Hz), 117,10 (d, J = 22,9 Hz), 45,77. F NMR (376 MHz,
(CD3),CO) § -115,74 (m). "'Se NMR (76 MHz, (CD3),CO) & 880,78. HRMS
(ESI) m/z obliczono dla C1sHsCIFNOSe+H" 341,9600 znaleziono 341,9590.

N-(4-Chloro-3-(trifluorometylo)benzylo)-1,2-benzizoselenazol-3(2H)-on
(P3.17) zostat zsyntetyzowany z 4-chloro-3-(trifluorometylo)benzyloaminy
(0,72 mmol, 0,15 g) i chlorku 2-(chloroseleno)benzoilu (0,72 mmol, 0,18 g).
Otrzymano 0,16 g (57%) biatego osadu. Temperatura topnienia: 141-143°C.
'H NMR (600 MHz, (CD3),CO) & 8,00 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 7,96 (dd,
J=178,1,5Hz 1H), 7,88 (d, J = 2,3 Hz, 1H), 7,70 — 7,62 (m, 3H), 7,48 (ddd,
J =87 7,3, 1,0 Hz, 1H), 5,10 (s, 2H). *C NMR (151 MHz, (CD3),CO)
5 167,80, 139,79, 139,46, 134,34, 132,96, 132,80, 131,47, 129,01, 128,53 (q,
J = 30,9 Hz), 128,32 (q, J = 5,2 Hz), 128,19, 127,02, 126,20, 123,93 (q,
J = 272,6 Hz), 47,05. ’F NMR (376 MHz, (CD3).CO) & -62,91. "Se NMR
(76 MHz, (CD3)CO) o6 887,20 HRMS (ESI) m/z obliczono dla
C15HoCIFsNOSe+H™ 391,9568 znaleziono 391,9570.




122

4. CZESC EKSPERYMENTALNA

N-(3-Fluoro-4-(trifluorometylo)benzylo)-1,2-benzizoselenazol-3(2H)-on
(P3.18) zostat zsyntetyzowany z 3-fluoro-4-(trifluorometylo)benzyloaminy (1,0
mmol, 0,20 g) i chlorku 2-(chloroseleno)benzoilu (1,0 mmol, 0,26 g). Otrzymano
0,13 g (35%) zottego osadu. Temperatura topnienia: 155-157°C. 'H NMR
(600 MHz, (CD3),C0O) 6 8,01 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 7,97 (dd, J = 7,7, 1,7 Hz, 1H),
7,74 (dd, J =78, 7,8 Hz, 1H), 7,67 (ddd, J = 8,2, 7,2, 1,5 Hz, 1H), 7,49 (ddd,
J=7,7,7,2,1,0Hz, 1H), 7,43 7,39 (m, 2H), 5,12 (s, 2H). *C NMR (101 MHz,
(CD3),CO) 8 167,70, 160,29 (d, J = 254,4 Hz), 147,26 (d, J = 7,7 Hz), 139,67,
132,82, 128,84, 128,19 (d, J = 4,2 Hz), 127,85, 126,84, 126,03, 124,70 (d,
J =34 Hz), 123,56 (q, J = 271,0 Hz), 116,90 (d, J = 21,2 Hz), 46,96. *°F NMR
(376 MHz, (CD3).C0O) & -61,63 (d, J = 12,3 Hz, 3F), -116,30 (m, 1F). "'Se NMR
(76 MHz, (CD3).CO) & 892,63. HRMS (ESI) m/z obliczono dla
C1sHgF4sNOSe+H™ 375,9864 znaleziono 375,9859.

N-(4-Fluoro-3-(trifluorometylo)benzylo)-1,2-benzizoselenazol-3(2H)-on
(P3.19) zostal zsyntetyzowany z 4-fluoro-3-(trifluorometylo)benzyloaminy
(0,52 mmol, 0,10 g) i chlorku 2-(chloroseleno)benzoilu (0,52 mmol, 0,13 g).
Otrzymano 0,075 g (39%) biatego osadu. Temperatura topnienia: 154-156°C.
'"H NMR (600 MHz, (CD3),CO) § 8,01 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,97 (dd, J = 7,9,
1,7 Hz, 1H), 7,74 (dd, J = 7,9 Hz, 1H), 7,67 (ddd, J= 8,3, 7,2, 1,5 Hz, 1H), 7,49
(t, 3 = 7,5 Hz, 1H), 7,44 — 7,38 (m, 2H), 512 (s, 2H). *C NMR
(101 MHz, (CD3),CO) 6 167,65, 160,31 (d, J = 254,5 Hz), 147,30 (d,
J = 7,8 Hz), 139,64, 132,83, 128,85, 128,20 (d, J = 4,3 Hz), 127,87, 126,85,
126,03, 124,70 (d, J = 3,4 Hz), 12358 (q, J = 271,2 Hz), 116,90 (d,
J = 21,2 Hz), 46,96. F NMR (376 MHz, (CDs3),CO) & -61,64 (d,
J = 12,3 Hz, 3F), -116,31 (m, 1F). "Se NMR (76 MHz, (CD3),CO) & 892,08.
HRMS (ESI) m/z obliczono dla CisHoFsNOSe+H" 375,9864 znaleziono
375,9859.
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Ureaza jest enzymem wystepujacym w wielu organizmach i odgrywajacym
kluczowa rolg w globalnym obiegu azotu. Wiele chorobotworczych bakterii,
takich jak Helicobacter pylori, Proteus mirabilis oraz Staphylococcus aureus,
wykorzystuje to biatko jako czynnik wirulencji. Inhibitory ureazy ostabiajgce
zjadliwo$¢ mikroorganizmdéw, zastosowane w potaczeniu z antybiotykami,
moga przyczynic si¢ do ograniczenia opornosci na dostgpne §rodki. Celem pracy
doktorskiej byto opracowanie nowych klas inhibitorow ureaz bakteryjnych,
zawierajacych w swojej strukturze ugrupowania zdolne do tworzenia zaro6wno
wigzan kowalencyjnych, jak i niekowalencyjnych oddzialywan w centrum
katalitycznym. W zatozZeniu takie zwigzki dziatalyby efektywniej i z wigksza
specyficznoscia.

W czesci literaturowej rozprawy podsumowano podstawowe informacje
o przedmiocie badan, koncentrujagc si¢ typach inhibitoréw ureazy,
mechanizmach ich dzialania oraz metodach syntezy. W ramach badan wtasnych
zaplanowano oraz zsyntetyzowano kilka typow struktur (55 indywidualnych
zwigzkow chemicznych) o hybrydowym sposobie dziatania, taczacych elementy
funkcjonalne o réznych mechanizmach inhibitorowej aktywno$ci
antyureolitycznej. Byly to grupy fosfonowa lub fosfinowa dedykowane
koordynowaniu  jonéw niklu, a takze fragmenty katecholu lub
1,2-benzizoselenazol-3(2H)-onu, ktore sg reaktywne wzgledem tioli. Wymagato
to zaplanowania indywidualnych $ciezek syntetycznych wiodacych do
ztozonych docelowych czasteczek, dodatkowo wykazujacych
komplementarno§¢ do centrum aktywnego biatka. Otrzymane zwiazki

fosforoorganiczne i/lub selenoorganiczne zostaly poddane testom aktywnos$ci
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biologicznej wobec oczyszczonej ureazy z bakterii Sporosarcina pasteurii
i ureolizy wykazywanej przez komorki H. pylori. Zidentyfikowano struktury
bedace niezwykle efektywnymi inhibitorami enzymu modelowego: pochodne
katecholu wykazaly co prawda state inhibicji w zakresie mikromolarnym, ale
pochodne 1,2-benzizoselenazol-3(2H)-onu — w zakresie nanomolarym.
Co wigcej, w kazdej z grup ujawniono zwigzki wyjatkowo aktywne
antyureolityczne w badaniach in vitro wzgledem bakterii patogenne;.
Dla najskuteczniejszych inhibitoréw zostaly przeprowadzone testy
cytotoksyczno$ci wobec komorek ssaczych dowodzace znikomego badz
niskiego wplywu na ich zywotnos¢. W ramach pracy doktorskiej uzyskano
szereg pochodnych o pozadanych wlasciwosciach w kontek$cie ewentualnego

zastosowania w kombinowanych terapiach przeciwdrobnoustrojowych.
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Urease is an enzyme found in many organisms and plays a key role in the
global nitrogen cycle. Nevertheless, its uncontrolled activity is an undesirable
phenomenon from the point of view of agriculture or health care.
Many pathogenic bacteria, such as Helicobacter pylori, Proteus mirabilis and
Staphylococcus aureus, use this protein as a virulence factor. Urease inhibitors
weakening the virulence of microorganisms, used in combination with
antibiotics, may help reduce resistance to available drugs. The aim of the
doctoral thesis was to develop new classes of bacterial urease inhibitors
containing groups capable of forming both covalent bonds and non-covalent
interactions in the catalytic center. It is assumed that such compounds will work
more effectively and with greater specificity.

The literature part of the dissertation summarizes basic information about
the subject of research, focusing on the types of urease inhibitors, their
mechanisms of action and synthesis methods. As part of my own research,
several types of structures (55 individual chemical compounds) with a hybrid
mode of action, combining functional elements with different mechanisms of
inhibitory antiureolytic activity, were planned and synthesized. These were
phosphonic or phosphine groups dedicated to coordinating nickel ions, as well
as fragments of catechol or 1,2-benzisoselenazol-3(2H)-one, which are reactive
towards thiols. This required planning individual synthetic paths leading to
complex target molecules, additionally showing complementarity to the active
center of the protein. The obtained organophosphate and/or organoselenium
compounds were a subject to biological activity tests against purified urease from

the bacteria Sporosarcina pasteurii and ureolysis demonstrated by H. pylori
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cells. Extremely effective inhibitors of the model enzyme were identified:
catechol derivatives showed inhibition constants in the micromolar range, but
1,2-benzisoselenazol-3(2H)-one derivatives showed inhibition constants in the
nanomolar range. Moreover, in each group, exceptionally active antiureolytic
compounds were found in in vitro tests against pathogenic bacteria. Cytotoxicity
tests against mammalian cells were performed for the most effective inhibitors,
showing a negligible or low impact on their viability. As a part of the doctoral
thesis, a number of derivatives with desirable properties were obtained in the

context of possible use in combined antimicrobial therapies.
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Widma NMR zsyntetyzowanych produktow koncowych



9. MATERIALY UZUPELNIAJACE

87
€87
€81
S8'1
8’1
81
81
68'1
16'7
267
€67
v6'T |
S6'7
96°T
86'
ST'Z
917
612
07z
122

OH

Va

€27
vTT
Erad
9T
we

1€

£9°€
b9'E

99'€

—00'C

—S0'C

85°€
65
09°€
19°€
19°€
79°€
€9°€

—S0'C

—80'C
—8T'v

35 30 25 20 15 1.0 05 0.0

4.0
ppm

A -

4.5

6.0 55 5.0

6.5

7.0

7.5

8.0

L1TE
¥6'TE A
80°Z¢
343 7

8Ebh
me.vvv.

67'STT
PHSTT /.
flad
05'9TT >

17°021
S€°02T 7

90°0ET
PTOET
9T'0ET
£T0ET

€8°EPT
£6°EKT

0€'bbT
8E KT \

£9'9L1
SL'9LT
08'9£T
98'9LT

T T T T T T T T T T T T T T T T T T \1\0\0

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20

ppm

§5'7S
997§ >

-10

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 O

-20

ppm

Rysunek 19. Widma 'H, *C i P NMR zwiazku P1.7

wykonane w D;0.



i
<
i

cl
o
10 O

OH

611E

i ~ L Zore\ —__ %

£6'T o S.Nm\ EEEESSS
23

P
1.0

"
T

b~ _

867 o v

26'7S
¥6'2S >

s
]
N
B
T

—00'C

HeL
HO

I 7WM
2.0

€T == 10'C

1615
80'ZS >

3.0 25

9. MATERIALY UZUPELNIAJACE
15

3.5

-S8'S

\M/NA.N

ppm

33
EE
ey =

4.0

l

4.5
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20

98'EbT
96°EKT

67bT
LEHT \.

5.5

6.5

199 ==-70C [

we =1
69°9 — 1984

7.0

7.5

0 20 10 0 -10 20

ppm
Rysunek 20. Widma 'H, *C i P NMR zwiazku P1.8
wykonane w D;O.

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 O




142 9. MATERIALY UZUPELNIAJACE

TInm sroLomNOCOnn R T IR PN NN NN ER RN NSO OON e N NN,
HHAR EFEBRRRR 2244 BRI TLLIIIAGIITIARNARANARAAA 22497
PSR IV v v SRR SRR B PR e NN I IN N N N I NN NI A A A A S I A I DR PP PR P R P
LLLLLL RPN
N N e = e
o
P
~
| SoH
H
H o
OH
HO

11
ﬂ | | |
J ] L M
3 g8 1 g g8
80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 0.0
ppm
v N v \/
I
I

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
ppm

31.84

N —

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 -10 -20

ppm
Rysunek 21. Widma 'H, *C i P NMR zwiazku P1.9
wykonane w D;0.



9. MATERIALY UZUPELNIAJACE 143

o
2
a
N T NN N OO T N O RN TN O N NN NN OO NP RO T NNO IR YN T I ARE N O NN T MmN
BEEERRRN e R eaRhhATTIqissAnNAnAnnNnnAARNRRNRRRRREE33303RRRRARRMARGE
EReReR g IR B IR INIININ NN B S A A PA A SATARA B S R B S o e o o e
—— RN

o
I
r o
OW

H o OoH
oH

L
%

da A & oh dob
80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 00

ppm

gXY LT 39 §5¥ e  mynovw
gegs i3 g8 &34 ¢ sddaem
ERRE %3 8% S83F ¥ HE888sg
~ \ Voo I NN
I
‘\
I
" bl

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0O
ppm

53.87

0 -10 20

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
ppm
Rysunek 22. Widma 'H, *C i *P NMR zwiazku P1.10
wykonane w D;O.



144 9. MATERIALY UZUPELNIAJACE

4
m&ow b m&w N%NNNTNNNNNN
o
i
> oH
OH
HO, o
OH
HO'
A H“ “H
I . G
44 ) 44
80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 0.0
ppm
v N v Y, v N
I
I
(A iy L A o A Wi s L A ron g Ll

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0O
ppm

26.31

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 -10 -20

ppm
Rysunek 23. Widma *H, *C i *'P NMR zwiazku P1.11
wykonane w D;0.



9. MATERIALY UZUPELNIAJACE

145

s o @gunmag e nNNgeN R ANNY
s = NSSNNAN RRLHRRGRLINAASS AR
]38 PRp PR NNNNNNNNN NN NN A A

4/'040

OH

Q
I

C
N

) 4 4 d
e g 2 2 S
] i -

_-144.59
- 144,04

44.64
_-29.93
~28.56

¥ O T " L J1 - . A

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 O
ppm

26.93

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 -10 -20

ppm
Rysunek 24. Widma 'H, *C i P NMR zwiazku P1.12
wykonane w D;O.




146 9. MATERIALY UZUPELNIAJACE

RRRRggEg @ RRR23LHLHEIRGHEIRG3
[ERERER R R NRNNNNNN A
S = B

o

=

1.00—
2.00—

o 2.02—

80 75 70 65 6.0 55 50 45 4.0 3‘.5 3.0 25 2 1.5 1.0 05 0.0

ppm

- 143.90
~ 142.16
< 134.44
134.27
_-120.28
116.29
L1590
Y 29.22
27.90

{ 27.56
27.52

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 O
ppm

30.44

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 -10 -20
ppm
Rysunek 25. Widma 'H, *C i *P NMR zwiazku P1.16
wykonane w D;0.



N~
<
—i

9. MATERIALY UZUPELNIAJACE

PE'T
SE'T
LET
$Q-TONVHLIW 0E'E
$Q-TONVHLIW TE'E
$Q-TONVHLIW TE'E
$Q-TONVHLIW TE'E
$Q-TONVHLIW ZE'€

381
(384
(284
[a34
STH
STt
STt
9TH

9T'H
Fasg
Ty
pASY
8Tt
8Tt
8Tt
ozt
ozt
OGH 88"
8y
6v'L
05,
05
15
[<y3
[<y4
v9'L
99°L
99°L
9'C
9L

89°L
69
692

69
[y
°we
\73

we
€L
98°L
98'L
8L
8
8L
88

68
86'L
86'L
86'L
008
00’8
208
208

s0'8
508
s0'g
808

608
608

M

619

—L0'v

0T
e
00T
766’
~00'T

T T T T T T T T T T T T T 1\.0 0\.5 O‘.O

85 80 75 7.0 65 6.0 55

1.5

2.0

50 45 4.0 35 3.0 25

ppm

09°9T
99'9T >

PA-TONVHLIW £5°8

Egoé}iz@m.m«
$Q-TONVHLIW 6. ?W

$Q-TONVHLIW £'6%
$Q-TONVHLIW b6k

80'v9
[ase] >

bQ-TONVHLIW TZ'6b &

S€°92T
19'czt
ST'6ZT
Jaalias
ov'6ZT
15°62T
66°0ET
65°0ET
TL0ET
YL OET
€0°TET
0TTET
6T TIET
o6t
69061~

9T THT
SETHT 7

$1'89T —

30

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40

ppm

96'696 —

0£'8T —

200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 O

700 600 500 400

1100 1000 900 800

-20

ppm

ppm

Rysunek 26. Widma 'H, **C, *'P i "Se NMR zwiazku P2.1.2

wykonane w CD;OD.



9. MATERIALY UZUPELNIAJACE

4.79 D20

N

3
8
85 80 75 7.0 65 6.0 55 50 45 40 35 3.0 25 20 1.5 1.0 05 0.0
ppm
1

NMMWMMWWWWW“

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 O
ppm

10.37
997.23

0 A

200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 -20 1100 1000 900 800 700 600 500
ppm ppm

Rysunek 27. Widma 'H, **C, *'P i "Se NMR zwiazku P2.1.3
wykonane w D,0.



&3
Q
<
<
Z
nd
o
-
=)
N
)
D
d
5
~
=
]
<
=
o

234
PE'T
9€'T
$Q-TONVHLIW 0E'E
bQ-TONVHLIW TE'E
$Q-TONVHLIW TE'E
$Q-TONVHLIW TE'E
bQ-TONVHLIW ZE'E
80t
60t
60t
oT't
1387
1387
J387
(a8
[487
£Th
(384
387
1334
(234
STy
STH
9TH
9T'H
oy
Ty
8Tt
8Tt
6Tt

OQH 88'%

8v'L

208

|

ST

\/o\ /o\/w 1

wiad

/S0'T
;\.wo.ﬁ
6T
T
T60'T

oo

85 80 75 7.0 65 60 55

1.0 05 0.0

1.5

2.0

50 45 4.0 35 3.0 25

6591
59'9T >
2208 —

PQ-TONVHLIW £5°8b

Egoé}ﬁz@m.m«
$0-TONVHLIW 6. w«%

Egozsﬁuzi.mc
$Q-TONVHLIW £'6b
$Q-TONVHLIW b9°6b

68'€9
56'€9 >

ppm

81'5ZT
Lrszt
T6'STT
67°9T
OT'LZT b

89'L7T —
ob'6zT
95'62T \
T6°EET \.
20HET
£5°0vT —

£2°SHT —

T1'89T —

T T T T T T T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40

30

ppm

8€'896 —

50'6T —

400

T
500

700

800

1100 1000 900

T T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 O

600

-20

ppm

ppm

Rysunek 28. Widma 'H, **C, *'P i "Se NMR zwiazku P2.2.2

wykonane w CD;OD.



150 9. MATERIALY UZUPELNIAJACE

o
P— OH

/
Se OH

J .

70 65 60 55 50 45 40 3.5 30 25 20 15 1.0 05 00

ppm
& s wogsecmessnnane
N S LSRRRNITMAUMOn T
O ESaRrziasnngas
E LInaoaaoaaaaNg
I S V=
I
Wkl L, iy e " 1 o

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20
ppm

10.84
997.91

V00N ot

200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 -20 1100 1000 900 800 700 600 500
ppm ppm

Rysunek 29. Widma 'H, **C, *'P i "Se NMR zwiazku P2.2.3
wykonane w D,0.



m
Q
<
=
5
Z
nd
o
-
=)
N
)
D
d
5
~
=
]
<
=
o

$Q-TONVHLIW
$Q-TONVHLIW
$Q-TONVHLIW
$Q-TONVHLIW
$Q-TONVHLIW

—0

o NN

o
/
e

H;C

—11'9

860
"56'0

—€E'P

00T
70T
AMO.N
0T
\eo

—00'C

85 80 75 7.0 65 60 55

1.0 05 0.0

1.5

2.0

50 45 4.0 35 3.0 25

ppm

69'9T
SL°9T >

0826 ~
St 2e

PQ-TONVHLIW 85°8

Zgoé\xﬁzmm.m«
$Q-TONVHLIW 6. w«%

Egozsﬁuzi.mc
$Q-TONVHLIW £'6b
$Q-TONVHLIW b6k

78'€9
68'€9 >

ze'set
9€'seT
Lot
5421
60'82T
91°'8¢T
62'621
6€'67T
SS6CT
19'621
E£5°0€ET
9v'0ET
S9'EET
LEVET W
O PET
99°0pT ~
S6°06T <

16'19T —

Ll L

T T T T T T T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40

30

ppm

90'696 —

1912 —

400

T
500

700

800

1100 1000 900

T T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 O

600

-20

ppm

ppm

Rysunek 30. Widma 'H, **C, *'P i "Se NMR zwiazku P2.3.3

wykonane w CD;OD.



9. MATERIALY UZUPELNIAJACE

°
]
3
330G ERRNRREEBARRALRIYSARBNSARRRFARAZR 28
R I I N N A N R NN G A Qe
e i - M 5
i
o r—OH
OH
/
Se
I
i
| 1
1 i ﬂ
AR
Shdd T
ceaeano o
—Oo-O0oMm- o
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
85 80 75 7.0 65 6.0 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 0.5 0.0
ppm
s @ ne@osTIZenSn
s 2 AR283%IERE8LS 59
3 o donAgagnNes T &8
g % Iiooooonnanay 58
[ B i G N

T T T T T T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 8 70 60 50 40 30 20 10 O

ppm

o

17.71
996.60

A A o

2b0 1‘80 1‘60 1‘40 fzo 160 éO (;0 40 iO b —iO 1i00 1600 960 860 760 GbO 560
ppm ppm
Rysunek 31. Widma 'H, **C, *'P i "Se NMR zwiazku P2.3.4
wykonane w D,0.



&3
Q
<
<
Z
nd
o
-
=)
N
)
D
d
5
~
=
]
<
=
o

8T

62-F
et/

e
$Q-TONVHLIW TE'E
$Q-TONVHLIW TE'E
$Q-TONVHLIW ZE'E

233

i
[
\

80t
80t
oT't
[487
OGQH 68'%
ov'L
WL
WL
43
£vL
evL
bl
8v'L
8y
0S'L
05
<3
[0
SS'L
95°L
95°L
95°L
YAy
85
85
65
992
99'L
89°L
89'L
89
[y
oL
6L
66'L
66'L
108
108

S Carr—

—0r'9

680
0T

= 00t

HJC‘\
o—

/€61
~86'0
26T

yo'1

= —06'T

85 80 75 7.0 65 6.0 55

1.0 05 0.0

1.5

2.0

50 45 4.0 35 3.0 25

ppm

59'91
19T >

€576~
06'€€

PQ-TONVHLIW £5°8

Zgoé\xﬁzmm.m«
$0-TONVHLIW 6. w«%

Egozsﬁuzi.mc
$Q-TONVHLIW £'6b
$Q-TONVHLIW b6

SL°€9
€9 >

sT'9zT
59'92T
89'9T
[ Waas
0€'6ZT
8€°6T

S9'TET
SLTIET
98'TET
61T
coeer
SE'6ET ~

16°06T

96'£9T —

T T T T T T T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40

30

ppm

£2'896 —

we—

400

T
500

700

800

1100 1000 900

T T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 O

600

-20

ppm

ppm

Rysunek 32. Widma 'H, **C, *'P i "Se NMR zwiazku P2.4.3

wykonane w CD;OD.



9. MATERIALY UZUPELNIAJACE

FHRRRRRRRREZEZRLLIITILLAARAT as
NRRRRNRRRNRRRRNNNNNNNRRN N R RN S NN
B N W SN RENENSNES W
W rrr—
[¢] OH
oy
\OH
/
Se
i
]
|
|
Jhk |
4234 E
QRS &
SS—w -
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
85 80 75 70 65 6.0 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 05 0.0
ppm
o musdeosooo
N QRARNRNLSNGH
§ 8 AERERERNNHY
(.

_-37.77
~~36.55

M Y Vimammb s e M A

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20
ppm

17.82
996.14

TN RO AN o

2b0 1é0 1%0 1‘40 fzo 160 éO (;0 40 iO b —iO 1i00 1600 960 860 7b0 GbO
ppm ppm
Rysunek 33. Widma 'H, **C, *'P i "Se NMR zwiazku P2.4.4
wykonane w D,0.

T
500



Lo
Lo
—

9. MATERIALY UZUPELNIAJACE

671
[
434
(354
ST'T
STz
91T
e
817
61T
07’z
07’z
[244
167
€67
€67
b6'T
v6'T
567
96T
16T
16T
66'C
$Q-TONVHLIW 0E'E
$Q-TONVHLIW TE'E
$Q-TONVHLIW TE'E
bQ-TONVHLIW TE'E
$Q-TONVHLIW ZE'€
S0t
90
90
80t
80t
oT't
oTt
[487
OQH 88'%
6v°'S
e
e
x4
iz
YL
sTL
8L
ov'L
e
L
L
8y,
8v'L
05
052
05
05
5L
(93
[<y3
992
99'L
89
89,
89
ose
oL
96'L
96°L
6L
86'L
86'L
66'L
66'L
66
108
108

—

—

e

—

—L6'T

—96'T

~£6'0
6T
6T
—L60
960
260

1.0 05 0.0

1.5

2.0

50 45 4.0 35 3.0 25

85 80 75 7.0 65 6.0 55

ppm

89'9T
bL9T >

58'97
vz'8T V

€67
1767 7

$Q-TONVHLIW £5°8F

qagoz%Ezmmw«
bQ-TONVHLIW 6£°8 %

PQ-TONVHLIW Eb°6b
$Q-TONVHLIW b9'6b
1865

ST'€9
2€'€9 >

$Q-TONVHLIW TZ6b %

b8'bTT
[Z4T4d
£9'92T
15°£2T
20°81
87621

6€'67T
65°0€T “
T9°EET
95°0bT
1061 b

95°€VT
et 7

86'£9T —

T T T T T T T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40

30

ppm

99'696 —

877 —

500

600

700

800

T
1100 1000 900

-20

200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 O

ppm
Rysunek 34. Widma 'H, **C, *'P i "Se NMR zwiazku P2.5.3

ppm

wykonane w CD;OD.



9. MATERIALY UZUPELNIAJACE

156

0€'T
€T
€T
e
[a%4
€17
[3%4
ST'T
STz
e
e
817
61T
687
167
167
6T
€67
¥6'T
56T
96'C
$Q-TONVHLIW 0E'E
bQ-TONVHLIW TE'E
bQ-TONVHLIW TE'E
$Q-TONVHLIW TE'E
$Q-TONVHLIW Z€°€
S0t
S0t
20t
L0
L0t
80t
60t
60t
oTt
J387
[a84
(a8
OQH 88'%
6°'S
vEL
S€'L
9€°L
i
LEL
WL
8v'L
6v'L
6v°L
0S'
05
15
5L
152
<3
[
S9'L
99°L
9
9L
89
69
69
96°L
96'L
96'L
862
86'L
86'L
86'L
66'L
008
008
008
008

—

|
=

=

0T

—66'T

—60't

~86'T
~L0€E
~50°'T

—00'C

1.0 05 0.0

20 1.5

3.0 25

5.0 45 4.0 3.5

85 80 75 7.0 65 6.0 55

ppm

6591
59'9T >
1208 —

PQ-TONVHLIW £5°8

wggozii_\zm.?
$0-TONVHLIW 6. ?W

vogczqzmzi.m«
$Q-TONVHLIW £'6b
$Q-TONVHLIW b9°6b

68'€9
S6'€9 >

81'5ZT
Lrszt
26'STT
62°9T
02Tt

89'L7T —
ob'62T

95'6ZT \
T6°EET \.
20bET

£5°0vT —
£2SbT —

T1'89T —

T T T T T T T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60

30

50 40

ppm

$1'896 —

0g'ze —

400

T
500

700

800

1100 1000 900

600

-20

200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 O

ppm
Rysunek 35. Widma 'H, **C, *'P i "Se NMR zwiazku P2.6.3

ppm

wykonane w CD;OD.



&3
Q
<
<
Z
nd
o
-
=)
N
)
D
d
5
~
=
]
<
=
o

$Q-TONVHLIW
$Q-TONVHLIW
$Q-TONVHLIW
$Q-TONVHLIW
$Q-TONVHLIW

133
€€
€€
€€
433
£6'€
€6°€
v6'E
v6'E
b6'E
S6'€
96'€
96'€

96'€
L6°€
16°€

86'€
86'€
86'€
66'€
66'€
00t r
00t
0%
00
0t
8%
66 /
9T'L /
Era
@
8TL
8T'L
67L
(3
€L
€L
€€
i
oL
WL
9L
8v'L
8y
65
65,
19
19
19
€9
€9 ~
88
88
68
062
062
16
96°L
96°L
86'L
86'L

<19

E————pa

[ —

~MTT
2ot

[0} 00T

85 80 75 7.0 65 6.0 55

1.0 05 0.0

1.5

2.0

50 45 4.0 35 3.0 25

ppm

8591~

$9'9T

€626~
(a2 e

$Q-TONVHLIW 9€8%
$Q-TONVHLIW 85°8%
$Q-TONVHLIW 6£8%

$Q-TONVHLIW TZ'6b

$Q-TONVHLIW €06

$Q-TONVHLIW E.w«\
18°bS

TL°€9
8L'€9 >

€692
jraeat
16'121
10°82T
68'87T
86'82T
£6°67T
00°0€T
SLIOET
T8°0€T

PTEET
6Y'EET W
65°€ET
SE'6ET
6E'6ET W
PTTHT

12691 —

T T T T T T T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40

30

ppm

€6°€06 —

v8'LT—

400

T
500

700

800

1100 1000 900

T T T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 O

600

-20

ppm

ppm

Rysunek 36. Widma 'H, **C, *'P i "Se NMR zwiazku P2.7.4

wykonane w CD;OD.



9. MATERIALY UZUPELNIAJACE

158

zoro1
@t agor >
vTT
sz1
17°€
ze
$Q-TONVHLIW 0E'E . e~ _
Q-TONVHLIW TE'E 809 60°bE
Q-TONVHLIW TE'E
$Q-TONVHLIW TE'E $0-TONVHLINW wm.?%

1.0 05 0.0

30

(-

1.5

$Q-TONVHLIW Z€°€ $Q-TONVHLIW LS8
L6°€ $Q-TONVHLIW 6£8%
16°€
86'€ $Q-TONVHLIW 126t
86'€ $Q-TONVHLIW €06 ——3
86'€ $Q-TONVHLIW b9 m«\
66'€ 18°bS
66'€ TL°€9
00t 8L'€9 >
00t
0%
00
00 W
0t
0t
[N
€0t
€0t
€0t f
$0'b
[
S0t
S0t
90 %

OaH mmw/ ‘/O‘M‘ / ]

86

AN —— S0z €921

L 17Tt

L 16821

L ¥6'82T

ey : 25621 e |

shL S5'62T

SbL Ov'TET

o9bL Ly TIET M

e 3 19°T€T —
9L°TET \

v © ~ ereer B
bLLET
8LLET
et

. @
L &
£2°69T — B

(R

T
50 40

2.0

ST'€06 —

3.0 25

—zze

— YN

ppm
ppm

5.0 45 4.0 3.5

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60

1607 —

85 80 75 7.0 65 6.0 55

65°L
65,
092
190
197
L
€9
b 20
88°L
88'L \L/m:
06L 660
06°L g
A /660
06, g
s6'C = 00T
S6°L
96'¢
26'¢
L6,
86'L
86L

ﬁ

400

500

600

700

ppm

Rysunek 37. Widma 'H, **C, *'P i "Se NMR zwiazku P2.8.4

800

1100 1000 900

T
-20

200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 O

wykonane w CD;OD.

ppm




(o2}
Lo
—

9. MATERIALY UZUPELNIAJACE

@
671
€T
9T'T
877
877
877
0£'7
1€
[4x4
[2x4
€€
S€'T
$Q-TONVHLIW 0E'E
$Q-TONVHLIW TE'E
$Q-TONVHLIW TE'E
$Q-TONVHLIW TE'E
bQ-TONVHLIW ZE'E
0%
0t
[N
€0t
€0t
b0y
b0y
S0t
S0t
S0t
90
90y
L0t
0t
80t
60t
60t
oT't
ort
oTt
1387
J382
[a84
[487
[a84
(384
£T'b
(387
(234
STt
STt
OQH 98'%
£vL
£vL
St
St
St
e
WL
09
19
9L
9L
€9
v9'L
§9°
6L
6L
6L
6L
€6
€62
v6'L
v6'L
S6'
S6'L
S6'L

—

o~

)

—£0'9

== €0'C

=g 1T

~66'E

== 0T
== —£0'T

—00C

1.0 05 0.0

1.5

2.0

50 45 4.0 35 3.0 25

85 80 75 7.0 65 6.0 55

ppm

6591
59'9T >
L6'ST~
sez—
£8'6€
S8'6€ >

PA-TONVHLIW 9€°8

RS-,

$Q-TONVHLIW 1Z'6%
$Q-TONVHLIW €'6%
$Q-TONVHLIW b9'6b

15°€9
£5°€9 7

$Q-TONVHLIW 6£°8%
bQ-TONVHLIW 00°6b

ov'9zT
0Tzt S

74144
sL'8zt N
8T'EET

1T —

SE'69T —

T T T T T T T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40

30

ppm

15°b16 —

88'87 —

400

T
500

700

800

1100 1000 900

600

-20

200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 O

ppm
Rysunek 38. Widma 'H, **C, *'P i "Se NMR zwiazku P2.9.3

ppm

wykonane w CD;OD.



160 9. MATERIALY UZUPELNIAJACE

009NN NN NN IS0 RN NI T IONNND DO orooonnyn goroeymazog
BRRRRRNRNNNGOEISNNNNNTIIITICTTTITILT gaaaaaasa Gadaasaanaa
NRRNRNRNNNRNNNNNNNNNNNNNN NN NN N RN N P o o o i i |
B eSS SENERES MM NN e

i
r* OH
Y OH
Se

L

85 80 75 7.0 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 0.0
ppm

d4
2

2.02~

7103 G _

167.98

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 O
ppm

17.16
931.78

0100 O O Y

2b0 1é0 1%0 1‘40 fzo 160 éO éO 40 éO b —iO liOO 1600 9b0 SbO 760 660 SbO 460
ppm ppm
Rysunek 39. Widma 'H, **C, *'P i "Se NMR zwiazku P2.9.4
wykonane w D,0.



9. MATERIALY UZUPELNIAJACE

161

SgesPoggaREENeNInNDCag Cr eI NI nNEES0S SORRNEeRITIanaRYT
R@RRREZghnamaammanmm g FELRBELEELEEETNn SARRAARRARRAR D =~
RRRNRRRRIIURTRRTITIINR AddmMAd MM mamdamn daddaddddndaddndd
o o
NIP
HO o—\
Se CHy

A 1l L i

Y 0 A g
85 80 75 7.0 65 6.0 55 50 45 40 35 3.0 25 20 1.5 1.0 05 0.0
ppm
| k¥ TN

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
ppm

24.10
925.56

A 0 O

200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 O 1100 1000 900 800 700 600 500 400
ppm ppm

Rysunek 40. Widma 'H, **C, *'P i "Se NMR zwiazku P2.9.5
wykonane w D;0.




9. MATERIALY UZUPELNIAJACE

162

$Q-TONVH13W 0€°€

$Q-TONVHLIW TE'E
$Q-TONVHLIW TE'E
$Q-TONVHLIW TE'E
$Q-TONVHLIW Z€°€
88'€

06'€

433

€0t
b0y
S0t
90y
L0t
20
80t

60t

60t

or't

ort

1387

[484

(384
OQH 68'%
L

L

bl

9L
WL

65

09

19

19

9L

€9

€9

6L

6L

€6

€6

v6'L

b6'L

S6'L

—_——

——===01'1
——==-T0T

T T T T T T T T T 3\.0 2\.5 2\.0 T T T T

1.0 05 0.0

1.5

5.0 45 4.0 3.5

85 80 75 7.0 65 6.0 55

ppm

8991

pLIT >
9£TT~_
8L€T—

2 \
LhvT

05k

6b'Sh
Zgoz,}Ezmm?
vagoz,qusB.mw W

$Q-TONVHLIW 648

$Q-TONVHLIW 12°6% 7
#Q-TONVHLIW €b°6b 4
$Q-TONVHLIW $9'6t 7

LT'€9
£€°€9 >

$0-TONVHLIW 00° 6 N

9€'9ZT
jraeat S

£6'0T —

6€°69T —

T T T T T T T T T T T T T T T T
50 40

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60

30

ppm

96'£06 —

e —

700 600 500 400

1100 1000 900 800

-20

200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 O

ppm

ppm

Rysunek 41. Widma 'H, **C, *'P i "Se NMR zwiazku P2.10.3

wykonane w CD;OD.



9. MATERIALY UZUPELNIAJACE 163

WoEPMNMeeR NN S DN aD NN BN s TN-ocogmmrwsooomroLT MmN
NRRRRRONAANNNARTTanAAda0 @Rs 320G RRRBARIATIICTTICT
NRRRRNRRRNNNRNNNNNNN SRR NN P SA33353333353333353333333

|

l
o

70 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 2

2.00-,

1.02—

L
oo
g

O [1.98

85 80 7.

5 15 1.0 05 0.0
ppm
b 2 zaRas 28 g8
g a2 a4q4qq By B
NNV v S
|
I
]

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 O
ppm

22.77
925.64

AN A 0 N N

200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 -20 1100 1000 900 800 700 600 500 400
ppm ppm
Rysunek 42. Widma 'H, **C, *'P i "Se NMR zwiazku P2.10.4
wykonane w D,0.



9. MATERIALY UZUPELNIAJACE

164

$Q-TONVHLIW
$Q-TONVHLIW
$Q-TONVHLIW
$Q-TONVHLIW
$Q-TONVHLIW

OaH

23
Te°E
1€
1€°€
£33

98'€
88'€
68'€ —
10 7
00
[
€0t
b0y
S0t
90
90t
L0
80t
60t
oT't
1382
[a84
(487
€Tt
68t

£vL
£vL
we
WL
092

9L
9L
9L
$9'L
b9'L
6L
6L
€62

s

v6'L
b6'L
S6'L

P=0

—+0'9

I‘M\mﬁ.N
=== 60t

— === 86T
- ~9g'y

==-50'T
—==-701
—

—00C

T T T T T T T T T 3\.0 2\.5 2\.0 T T T T

1.0 05 0.0

1.5

5.0 45 4.0 3.5

85 80 75 7.0 65 6.0 55

ppm

bA-TONVHLIW 85°8b

?.«v
Egoé}ﬁz mm,?/
$Q-TONVHLIW 6L w«%

"
" '
30

|

bQ-TONVHLIW TZ'6b
$Q-TONVHLIW £'6b
$Q-TONVHLIW b9°'6b

[ag:}
E.mmv

€€°92T
61°LZT S

78'82T
00'62T N
€0°EET

68°0vT —

TE69T —

T T T T T T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40

ppm

£6'206 —

95°€E —

200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0

700 600 500 400

1100 1000 900 800

-20

ppm

ppm

Rysunek 43. Widma 'H, **C, *'P i "Se NMR zwiazku P2.11.3

wykonane w CD;OD.



9. MATERIALY UZUPELNIAJACE

165

DonLmMmMENONIN YT NN DD @N Now nYNomLonTNOTDORN Y
RRRRRROANRNHNRTT AN RR© RRRRGOLNHNEITIAAA
NRRRRRNRRRNNRRRNNRRRNSR L i e e ol el i
LLLLLL NN NN e | A
———— N =
o
[¢] P— OH
OH
Se

i ) P

EEE § a4d
85 80 75 7.0 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 05 0.0
ppm
| TS NPV
I
1!

I

A Lot " s N L i " I " m o
WY g o UL AL o

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 O
ppm

23.38
923.75

A0 M

200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 -20 1100 1000 900 800 700 600 500 400
ppm ppm

Rysunek 44. Widma 'H, **C, *'P i "Se NMR zwiazku P2.11.4
wykonane w D,0.




9. MATERIALY UZUPELNIAJACE

166

$Q-TONVHLIW 0E'E
$Q-TONVHLIW TE'E
$Q-TONVHLIW TE'E

$Q-TONVHLIW TE'E
$Q-TONVHLIW ZE'€
€8°€
v8'E
98'€
00
0y
€0t
b0t
b0y
S0t
90
90y
L0t
80t
80t
60t
OQH 68'%
£vL
evL y
St
9L
L
65
09
19 r
197
9L
€9
€9
16
6L
6L
6L
€62
v6'L
v6'L

N

809
= —0C'C
“PET

- STy

=0T
660
—

—00C

T T T T T T T T T 3\.0 2\.5 2\.0 T T T T

1.0 05 0.0

1.5

5.0 45 4.0 3.5

85 80 75 7.0 65 6.0 55

89'9T
bL9T >
L0°€7
e W
6T
2€'92 7
1687
a4
PSP

$Q-TONVHLIW 9€8%

$Q-TONVHLIW TZ'6%
$Q-TONVHLIW €6
$Q-TONVHLIW b9'6b

90°€9 \
wree

$Q-TONVHLIW 6£°8%
$Q-TONVHLIW 00'6%

ppm

0€£'9ZT
ey S

08'8T
80'6ZT N
66'ZET

£8°0vT —

27691 —

T T T T T T T T T T T T T T T T
50 40

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60

30

ppm

56'206

06'€E —

700 600 500 400

1100 1000 900 800

-20

200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 O

ppm

ppm

Rysunek 45. Widma 'H, **C, *'P i "Se NMR zwiazku P2.12.3

wykonane w CD;OD.



N~
(o]
—i

9. MATERIALY UZUPELNIAJACE

671

SE'T

\\HMéo.v
~or'e

\J\No&

wed

)

50 45 4.0 35 3.0 25

=60
——m—00]
e ——— 66T

85 80 75 7.0 65 6.0 55

1.0 05 0.0

1.5

2.0

160 —

ppm

SPYTIN_
81°921 ~

61921 \
9z L2t
rzer

PEBET —

TT'89T —

Al L

L

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40

30

ppm

TTETe —

SEvT—

(0 000000 A

200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 O

700 600 500 400

1100 1000 900 800

-20

ppm

ppm

Rysunek 46. Widma 'H, **C, *'P i "Se NMR zwiazku P2.12.4

wykonane w D,0.



9. MATERIALY UZUPELNIAJACE

168

[481
PIT

€T
9T
96T
8e'T
7
EP°T
T |
b7
9T
g

86T
6b'T
05T
057
157 |
251
257
$S'T
95°1
857
09'7
291
91
mN.ﬂL

Sb'E
33
8b'€
05°€
e
sL€

9LE—¢
8L'€
08'€
£33
£8'€

9TL
8T'L

o€
0€'L
€L

€L
€€

85
65
092

9L
vl
vLL
YLl
9L
oLL

~0'€
AT
0y
AR

—66'T

—T10'T
—00°T

85 80 75 7.0 65 6.0 55

1.0 05 0.0

1.5

2.0

3.0 25

5.0 45 4.0 3.5

ppm

¥6'ST
0091 >
95T
19772 AN
££'57 —

99t/
€€z
6Lt
or'8z

6vT —

S€°09
0v'09 >

19°921
€sLen V
opger 7
T8'0ET \
66'TET Ve
68'sET

69T —

50 40

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 7

20 10

30

70 60

ppm

€8°416—

97'67 —

200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0

700 600 500 400

1100 1000 900 800

-20

ppm

ppm

Rysunek 47. Widma 'H, **C, *'P i "Se NMR zwiazku P2.12.5

wykonane w D;0.



(o2}
O
i

9. MATERIALY UZUPELNIAJACE

$Q-TONVHLIW
$Q-TONVHLIW
$Q-TONVHLIW
$Q-TONVHLIW
$Q-TONVHLIW

€T
€T
PE'T
bE'T
Se'T
9€'T
7€
87'€
87'€
67°€
67
8Tt

S

ozt
(142
47
ji44
wy
wy
x4
£y
[244
bTh
vTr

STt
sTv
Erad

9T
9Th
@y
@y
8TH
8Tt
6Tt
6Tt
67t
0t

€Y
€Y
€€

oaH

£vL
£vL
St
WL
e

99'L
99°L
89
89
69 \

oL
oLe
062
16
16°L
6L

€6
S6'L

- V901

lléo;
/00T

T T T T T T T T T T T T T 1\.0 0\.5 O‘.O

85 80 75 7.0 65 6.0 55

1.5

2.0

50 45 4.0 35 3.0 25

1791
bboT >

bA-TONVHLIW £5°8

Egoé}iz@m.m«
$0-TONVHLIW 6. w«/

$Q-TONVHLIW £'6b

PA-TONVHLIW TZ'6b N
$Q-TONVHLIW b6k

57°99
€99 >

ppm

99'92T
19°221 V
29'821
bL'8TT N

69'62T
06'bET 7/

98'€vT
06°€vT >

99'0LT —

30

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40

ppm

60686
07686 >

€T —

00 400

600

700
ppm

1000 900

-20

200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 O

500

800

ppm

Rysunek 48. Widma 'H, **C, *'P i "Se NMR zwiazku P2.13

wykonane w CD;OD.



9. MATERIALY UZUPELNIAJACE

170

OSWa 667
OSWa 052
OSWa 052
OSWa 052
OSWa 152

—~

16t
6TL

233
vEL
S€'L
SEL
9E'L
LEL
LEL

WL
WL
£bL
£vL
£vL
St
St
65

09
19
19
9L
€9

vgLAE
v8'L /
98°L
98'L 7
66'L
662
008
108

208

J

3.5

o

—00'C

20 15 1.0 0.5 0.0

2.5

3.0

75 70 65 6.0 55 50 45 4.0

8.0

8.5

ppm

OSWa 68'8€ W

OSWQ b6'6€
OSWa ST'0b
8L'9y —

b6'SZT
£6'5TT
P wias
09221
18121

10821
+9'82T “
0L TET

SE'BET
LE6ET

Sb'99T —

10 0

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20

ppm

84858 —

1100 1050 1000 950 900 850 800 750 700 650 600 550 500 450 400 350

300

ppm
Rysunek 49. Widma 'H, **C i "Se NMR zwiazku P3.1
wykonane w (CD3).SO



—i
N~
—i

9. MATERIALY UZUPELNIAJACE

OSWa 052

OSWa 67
0SWa 052
OSWa 052
0SWa 152

Cl

Cl

I\

96'% —

Yaara

L
£vL
£vL
£vL
oL
L
L
oL

St
19
19
9L
€9
€9
$9'L
b9'L

89L7
s8L
seL

98'L N
98°L
208
208

€08
€08

—00'C

JU

35 3.0 25 20 15 1.0 05 0.0

4.0

80 75 70 65 6.0 55 50 45

8.5

ppm

OSWa 68'8€
OSWa 0T'6€
OSWa T€'6€

OSWa STk
9Ebh

TSmO s o
OSWa ££'6€
0osWa rm.mm\

£1°92T
97'9z1
65421
8LLTT W

16°£21
ET'6ZT “
STIET
60°ZET
SEEET
(7334
S8VET

69'6ET

58'99T —

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10

0

ppm

£6'898 —

P9 0000000 O

1100 1050 1000 950 900 850 800 750 700 650 600 550

300

350

500 450 400

ppm
Rysunek 50. Widma 'H, **C i "Se NMR zwiazku P3.2
wykonane w (CD3).SO



9. MATERIALY UZUPELNIAJACE

172

J Q Lo
o
© o
5 o
[o
— o
o reN
e
=
o ~ =3
3 J 0OSWa 68'8€ 0
LA OSWa0T'6E
- L OSWd TE'6€E o
TSwa 25 o <
OSWa ££'6€ & _
OSWa v6'6€
LS oswasror \ LR
4 N obby
0OSWA 6+ §
OSWa 05°C \R n = w
OSWa 052 el
0SWa 05
0OSWa 152 =l
o ~
Fer o
o
n
Fod (g
2 2
Fe L
g C &
o
n (=} L= [=%
F o =
50921
el m
o 65°L21 o
16— =012k 5 6zt -
9z'621 / — — =)
BAEEN e L@
T6°TET i
Ln tozer /.

L PELET ~ - %
8z _ 09661 — — ry
8TL
L L2 o .
&L el L 56'898 —
bl —
L
L L “ | 3
Sb'L i
SbL
9L ° 99'99T — — IS
9L r
st S —
95t o
A § . L ©
2o 00T —
€9\ i NS
b9l = MNoA [=
voL J «l i w
MWHM ‘“ ~T0T| ©

- ‘I 0o o
98¢ <00'T[" 00 'S
98¢ ~
8L
8¢ L =]
€08 =} Fa
s0'g

300

500 450 400 350

550

ppm
Rysunek 51. Widma 'H, **C i "Se NMR zwiazku P3.3

wykonane w (CD3).SO.

1100 1050 1000 950 900 850 800 750 700 650 600

A 000000 A




9. MATERIALY UZUPELNIAJACE

173

00000
233283
22222
3 53355
NTenTTMaN NN oo RNNTNNNS QR o 9 Soooa
CoOBRRR33LLRTLRIRATTTTTTAAIR @ LRRRT
P I I I N N N I N A NN < NN
| ~ =
e R e
o
Se

A . J

EYTEE g
85 80 75 7.0 65 60 55 50 45 40 3.5 3.0 25 20 15 1.0 05 0.0
ppm
233939
1
i e

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 O
ppm

863.65

W’WWMWMWW“WWWWW

1100 1050 1000 950 900 850 800 750 700 650 600 550 500 450 400 350 300

ppm
Rysunek 52. Widma 'H, **C i "Se NMR zwiazku P3.4
wykonane w (CD3),SO.




9. MATERIALY UZUPELNIAJACE

174

NOLIDV +0°Z
NOL3DV 50°C
NOL3DV S0°Z

NOL3DV 50°C
NOL3DV 90°Z

OTH S8' —
s0's
STL
STL
9T'L
e
e

8T
8T'L
61'L
0T'L

9L
9L
£
LEL
8€'L
8eL
6L
6€°L
ovL
ob'L
e
e
wiL
€L
VL
vrL
9L
9L
Zae
Ly
8L
6b°L
79y
£9'
v9°L
49

$9°L
S97 %
S92

v6'L
b6'L
S6°L
96'L
L6
66'L

0T'T

35 3.0 25 20 15 1.0 05 0.0

4.0

80 75 70 65 6.0 55 50 45

8.5

ppm

zoEuqmqu
zoEu<mm,m~
NOLIDV 1£°67

zoEu<8,m~
NOL3DV 0T°0€
NOLIDV ZZ°0€

06'TH
£6'Th >

60911
ceort >
o'zl
b5zl
L6°STT
Lot
6091
69T
evaet
6821
S8°0ET
06°0€1
ZsTET
PSTET
L€
oz6ET
58091 —
spzor
£5°291 —

0

10

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20

ppm

6€°6/8
29'6£8 >

0 O A P

-160 -200 1100 1000 900 800 700 600 500 400 300

-120

-80

ppm

ppm

Rysunek 53. Widma 'H, **C, **F i "Se NMR zwiazku P3.5

wykonane w deuterowanym acetonie.



Lo
N~
—i

9. MATERIALY UZUPELNIAJACE

OSWa 052

OSWa 667
OSWa 052
OSWa 052
0SWa 157

6y —
602
or'e
e

[4%3
[4%3
€T
£TL
bIL
STL
LEL
8€L

66
66
ov'L
e F
eve

oL
65§
65z

19
19
9L
9L

v8'L
v8'L
98'L
98'L

608
or'g

66T

1T°e
€T
ot
5ot
€01

\.Oc.ﬁ

75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 00
ppm

8.0

8.5

OSWa 68'8€
OSWa 0T
oswa
oswa
OSWa ££°6€

10 0

"OSWA 76 o
0SWa S0k
0Ty —

6THTT
ObpTT W
6bbTT
0LbTT 7
£6'€2T
96'€ZT A
96'5ZT
12921

7
95421 \
€8°22T
T9°0€T
69°0€T
0LTET

£9'6ET
SHTHT
TS THT

20191 —
05°€9T —
19°99T —

ppm

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20

bbLS8 —

ppm

L T L

-160 -200 1100 1000 900 800 700 600 500 400 300

-120

ppm

Rysunek 54. Widma 'H, **C, *F i "Se NMR zwiazku P3.6

-80

wykonane w (CD3),SO.



9. MATERIALY UZUPELNIAJACE

176

NOLIDV +0°T
NOL3DV S0°Z
NOL3DV 50°Z

NOL3DV 50°C
NOL3DV 90°Z

OTH €8' —

86
\i¥3
1393
[y

[
€L
YL
bIL
b
oL
oL
ShL
ShL
9L

ob's
v
Zas
v
8bL
6b°L
Sfﬁ
794
£9°2
STﬁ
€9
VmN/(
s9¢’
b6l
v6'L
%L
9L

L6
6L

25 20 15 1.0 05 0.0

3.0

3.5

4.0

80 75 70 65 6.0 55 50 45

8.5

zoEuqmqwm
zoEu<mm,m~
NOLIDV 1£'67

ppm

NOLIDV £6'6T
NOL3DV 01°0€

NOLIDV ZZ'0€

15—

0T'9TT
bTOTT >
80°9ZT /
06'92T
19°821 V
v6'82T —
LUTET
€TTET N
SLTET
9b'SET
8b'SET
69'6€T

79T ~
$O'pOT
05°£9T —

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10

0

ppm

86'9/8 —

AN bt

-200 1100 1000 900 800 700 600 500 400 300

-160

-120

-80

ppm
Rysunek 55. Widma 'H, **C, *F i "Se NMR zwiazku P3.7

ppm

wykonane w deuterowanym acetonie.



N~
N~
—i

9. MATERIALY UZUPELNIAJACE

NOL3DV 50°C
NOL3DV S0°Z

NOLIDV v0°Z
NOL3DV 50°T W
NOL3DV 90°Z

OTH €8'C

€0°S
002
002
0L
0L
0L
20
0L
0L
€02
£0'L
£0°L
$0'L
S0,

S0

902

0
0L
0
80'L
60°L
9L
9L
e

20T
00T

—60°C
—90'T

€0°T
00T

2.0

2.5

0.0

0.5

1.0

wn
—

3.0

4.0 3.5

5.0 45

80 75 70 65 6.0 55

8.5

ppm

NOLIDV Sb'67
NOLIDV 85°67
NOLIDV 0£'67

<NOLIDY €8 6

NOLIOV 96 6C
NOLIDV 60°0€
NOL3DV ZZ°0€

L2
s >

LE750T
bSHOT
[Za%
£€TIT
SETIT
Jigais
6bTTT
9€'7ZT
8€'7TT
ov'zet
8y'7ZT

01°9zT
96'92T
9€'821
£6'8T /
6LTET
8'TET
S8'TET
68'7ET
£9'6ET —
88'091
£6°091
€5°29T
19291
0L7791
wN.Nmﬂ\

PEPIT
[l
b§'L9T

|

.Ha

-

10 0

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20

ppm

90'9/8
677948 >

00T

00T

-160 -200 1100 1000 900 800 700 600 500 400 300

-120

-80

ppm

ppm

Rysunek 56. Widma 'H, **C, °F i "Se NMR zwiazku P3.8

wykonane w deuterowanym acetonie.



9. MATERIALY UZUPELNIAJACE

178

zOEu«voN
zoEu,\mON
NOL3DV 50°C

NOL3DV S0°Z
NOL3DV 90°Z

OTH €8'7 —

—S0°C

—€0'C
€T
—80°T

10T
00T

40 35 30 25 20 15 1.0 05 0.0

5.0 4.5

6.0 5.5

6.5

7.0

7.5

8.0

8.5

ppm

zoEu<$.mN
zoEu<G.mN
NOLIDV 0£'67

—_—

zohmulxmm.mm
NOL3DV 60°0€

NOLIDV ZZ°0€
£8'5E
98°'5€

88'SE

€211
wrr
sean
95211
9b°bTT
65 PTT W
P11
20921
691 W
8T~
6821

€8'TET
06'TET
L6TET
8L7TET \

9E'6ET

¥9' 19T
gortor
62°€91 \

PEEIT
£0°291 7

L

10

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20

0

ppm

9z'eL8
bS'2L8
£8'7/8

v

-160 -200 1100 1000 900 800 700 600 500 400 300

-120

-80

ppm

ppm

Rysunek 57. Widma 'H, **C, *F i "Se NMR zwiazku P3.9

wykonane w deuterowanym acetonie.



(2]
N~
—i

9. MATERIALY UZUPELNIAJACE

NOL3DV 50°Z

NOLIDV +0°T
NOL3DV 50°C
NOL3DV S0°Z
NOL3DV 90°Z

OTH ¥8' —

66
[z
vTL
vTL
st
sTL
sTL

9T'L
6TL
0£'L
€L

€L
€L
bEL
9€'L
9€L
i
8E'L
8€L

6€°L
ov' ]
v
1y
8y
8v'
6b°L
05°
€9°L
£9'
v9°L
S92
592

66'L

—+0'C

/50T

wmo.ﬁ

60'T
60T
90'T
00T

30 25 20 15 10 05 0.0

50 45 4.0 3.5

80 75 70 65 6.0 55

8.5

ppm

NOLIDV Sb'67
NOLIDV £5'67
NOLIDV 0£°67

NOLIDV 96'67
NOLIDV 60°0€
NOL3OV ZZ°0€

STy —

66°LTT
11811
LT8TT
6€'8TT
69'5TT
1521
bLSTT
SL'STT
£1°92T
16921

SE'BTT T
66'821 —
88'2€T —
00°€T
£0°LET W
90T
2L6ET \
£9'6bT
PR
90°05T
P1°0ST
9'1ST

PETST
69'1ST

L2751
soso1/

10 0

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20

TL€88 —

00T

T0°T

-160 -200 1100 1000 900 800 700 600 500 400 300

-120

-80

ppm

ppm

Rysunek 58. Widma 'H, **C, *F i "Se NMR zwiazku P3.10

wykonane w deuterowanym acetonie.



9. MATERIALY UZUPELNIAJACE

NOL3DV 50°C

NOLIDV +0°Z
NOL3DV S0°Z
NOLIDV 50°C

NOL3DV 90°Z
OTH €8T
$0's
€69
€69
¥6'9
¥6'9
56'9
56'9
96'9
96'9
169
£0°L
€02
0L
v0'L
b0'L
bO'L
b0'L
S0
S0,
S0,
90°L
902
90'L
0L
8b'L
8b'L
6b'L
&b
6b'L

|

L

~00°'T
~10°C

—L0°T
—L0°T

/€0'T
00T

30 25 20 15 1.0 05 0.0

3.5

5.0 45 4.0

70 65 6.0 5.5

7.5

8.0

8.5

ppm

zoEuqmqu
zoEu<mm,mN
NOLIIV 26T

NOL3DV 0T°0€
NOLIOV 220

8Ty
671y W
€Ly

NOLIDV £6'67 N

THE0T
65°€0T W.
9L°€0T

L9711
89'TTT
(78441
T TIT
S8TTT

8T'9ZT

1021~ .
JA%: 1483
boeer /.

e —

ezer
8L6ET~_

S6'ErT
0bT W
L0°bbT

91'€91
YT'EIT

08591 -7

88'¥91
87491 7

10

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20

0

ppm

SL'688 —

-160 -200 1100 1000 900 800 700 600 500 400 300

-120

-80

ppm

ppm

Rysunek 59. Widma 'H, **C, **F i "Se NMR zwiazku P3.11

wykonane w deuterowanym acetonie.



—
—i
Sa) v o Lo |
ro
w w
O -
n LS |
2 p
[o
o
NOLIDV 5b'67 L
= NOL3DV 85°6T |
N (=} NOLIDV 1£'67
~d o g — NOLIDV £8'67 | w
E NOL3DV 60°0€ |
P wn NO13DV 2Z'0€ o
U - wE T FR
YETY W
Z LETY
U NOL3DV +0°'C =) | w L
NOL13JV S0°'C L n/m
> NOL3OV 50 =
NO13DV S0°'C o
% NOL30V 90°C n 13 |
— N o
e FR 82,088~ |
E OZH 28'7— - ) et
= Fen -
< F o
n L
= 1 = o
™ 6TETT FR
N Qo8 ze€nt
N e e o |
e o PHETT 'S
sre r< 6THTT =1
sre m Tver
e Q e =)
o n & se'szr = |
et < szt
ot vhseT o
oL szt | [
i o 6bSTT o
e Fus L1921
@l —0z| W0 £0°L2T ~& o ot
521 — L@ i
o 18217 2
ol n 16821
ozt Lo eze1 o
gt n bS6ET o LS eotl
e H9'6ET W —— A ot
e 0L6€T \
i e 62141 2 i
set o TH6bT — = Fn
a s9°051 f —
o] 00°TST o
6l n £z2sT Lo L
i ro 1€°25T —
s -
8L | _ _ |
054 . 59291 —s LR
052 L
9L ﬁ ~ o
b9, ~0T |12 [
A \so'1| 1 A
592 N _S0T| 1n
FOA S R 2 i
Al -80'T Lo
4%
¥6'L 20T @ °
N 1 LS L
se.f ~00° 1| 0 =
6L
fods NOT: T+ o
00'8 L =
008 ) ] =

ppm

-200 1100 1000 900 800 700 600 500 400 300

-160

-120
wykonane w deuterowanym acetonie.

ppm

Rysunek 60. Widma 'H, **C, °F i "Se NMR zwiazku P3.12

-80



9. MATERIALY UZUPELNIAJACE

182

NOLIDV +0°Z
NOL3DV S0°Z
NOL3DV S0°Z

NOL3DV 50°T
NOL3DV 90°C

OTH €8' —

s —

°
8
~
_

35 30 25 20 15 10 05 0.0

4.5 4.0

5.0

5.5

75 7.0 6.5 6.0

8.0

ppm

zomu/‘mo,wm
zoEu<mN,m~
NOLIOV Sb'67

NOLIDV €8'67
NOLIDV £0°0€

NOL3DV 220

Wb —

69°€21
66621

£0'seT

£0°S2T

or'szt

PE'SZT

8€°SZT
2v'SzT
9v'SZT |
86'52T
6£°92T
8£°921
21821
08°827
LTOET A
9¥'0ET
LL70ET N

60'TET
69°ZET

e’
LS6ET ~
90pT "

£5°£9T —

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20

0

10

ppm

56'€88 —

9679 —

-200 1100 1000 900 800 700 600 500 400 300

-160

-120

-80

ppm

ppm

Rysunek 61. Widma 'H, **C, °F i "Se NMR zwiazku P3.13

wykonane w deuterowanym acetonie.



™
oo}
—

9. MATERIALY UZUPELNIAJACE

NOL3DV S0°Z

NOLIDV +0°Z
NOL3DV 50°C
NOL3DV S0°Z
NOL3DV 90°Z

OTH €8'C —

s —

8b°L
8b'L
6bL
6bL
6bL
052
052
652
192
v9'L
YL
592

99

|
:

192

96'L
6L
86°L
66'L
00’8
00’8

|

—80'C

35 3.0 25 20 15 10 05 0.0

4.0

80 75 70 65 6.0 55 50 45

8.5

ppm

NOLIDV Sb'67
NOL3OV 85°67
NOLIDV 1£°67

NOLIDV £6'67
NOL3OV 0T°0€
NOL3DV 220

£9'Ly —

29T —

10 0

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20

ppm

05'588

98'79- —

O N A A W AN A O

-160 -200 1100 1000 900 800 700 600 500 400 300

-120

-80

ppm

ppm

Rysunek 62. Widma 'H, **C, *F i "Se NMR zwiazku P3.14

wykonane w deuterowanym acetonie.



o O
[©
o
o
1
o .
NOLIDV Sb'62 o
e NOLIOV 8567
[ NOL3DV 16T ] o
7 e
NOLIDV £6'62
n NOL3DV 0T°0€ o
[~ NOL3DV 2Z°0€ (=S
NOLIDV +0°'Z o vrrh— o
NOL3DV S0°T Fa LR
NO13JV S0°'C
NOL3DV S0 .
NOLIDV 907 n 12
[N
e
OTH €8' — o 16'6/8 —
Fes o
eten Lo
81221
0 Tezen
el fxaaatd L %
szzet
87zt
o T5°ETT m
o r< IS ze'ser re e
vzoet | g
Q o121 o g
n & 0827 L=
F o 90°62T —
A £9'621 o
25 99'627 IS
=2 8b'L o 89°627 _ _ M
@) [ 1£°621 —
A.. o L T6'TET - o
tes - PTZET \M\ L&
0s5'¢ S—+0'T : M
= 9E°2ET ~&
%t 1 85°Z€T %
A ter [ 80°€€T %
= o 68'6ET — — rY
N o T62HT — -
- 59'¢ o °
99¢ LS (g
e 992 © L
[a W} 19 i
89°¢
U 89 L Lo
N 96, o
U 162 °
Lo 10'89T — — L
Y 162 L _ﬂ/v N
86°L
o 86'L o o
L © ST'EY
86'¢ @
A 862 n
m 86°L — —L0TF N .
00'8 o1 |
m 00'8 ﬁ 9
00'8 v07| ©
L= o
= 18 _ | mm—— 101 0O [
< ] Yooz S|
108
s . 2
208 LN B
: 80'8 © ~
(@)}

ppm

-200 1100 1000 900 800 700 600 500 400 300

-160

-120
wykonane w deuterowanym acetonie.

ppm

Rysunek 63. Widma 'H, **C, °F i "Se NMR zwiazku P3.15

-80




Lo
oo}
—

9. MATERIALY UZUPELNIAJACE

NOL3DV +0°T
NOL3DV S0°Z
NOL3DV 50°Z
NOL3DV 50°T

NOL3DV 90°Z

OTH 78'7 —

mmiﬁ

Cl

35 30 25 20 15 10 05 0.0

4.0

80 75 70 65 6.0 55 50 45

8.5

ppm

NOLIDV 85°67

zomu/:.\am
NOLIDV 1£'67 %

NOLIDV £6'67
NOLIDV 60°0€
NOLIDV ZZ'0€

sy —

€011
8TLIT /
6E°LTT
s’
0z'9eT
[{kas V
80'821 7
o0zt /.
To0°zET
L0°Z€T

86°ZET
66'8€T
26'6ET

S9T9T —
et
08291 —

10 0

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20

ppm

8088 —

-160 -200 1100 1000 900 800 700 600 500 400 300

-120

-80

ppm

ppm

Rysunek 64. Widma 'H, **C, °F i "Se NMR zwiazku P3.16

wykonane w deuterowanym acetonie.



9. MATERIALY UZUPELNIAJACE

186

NOL3DV 90°Z

OTH €8' —

o No
[}
NOL3DV +0°'C
NOL3DV S0°'C
NOLIOV 50 -
NO13DV S0

e
e
6b'L

05,
b9'L
b9'L

59'L
59,
99°L

9L
89'L
69°L

88'L
68'L
S6°L

=

6L
6L
16

00’8

—00'C

b0'T
sP0°E
/860
7660
~00'T

30 25 20 15 1.0 0.5 0.0

55 50 45 40 3.5

6.0

80 75 7.0 65

8.5

ppm

NOLIDV Sb'67
NOLIDV 85'67 W

NOLIDV 1£'67

NOL3OV 96'67
NOL3DV 60°0€

NOLIDV ZZ'0€

S0ty —

TTITT

9°6€T |
6L6€T -

08'£9T —

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20

0

10

ppm

07’288 —

16'79- —

1100 1000 900 800 700 600 500 400 300

-160 -200

-120

-80

ppm
Rysunek 65. Widma 'H, **C, *F i "Se NMR zwiazku P3.17

ppm

wykonane w deuterowanym acetonie.



N~
[o0]
—i

0.0

0.5

1.0

NOL3DV 90°62
NOLIDV 52'67 W

NOLIDV Sb'67

35 3.0 25 20 15

9. MATERIALY UZUPELNIAJACE

4.0
ppm

5.0 4.5

6.5 6.0 5.5

7.0

7.5

8.0

NOLIDV £8'67
NOLIDV Z0°0€
NOL3OV 220

16'9p —

6L79TT
007211
0£'LTT
17°2en
8941
et
16421
£0°92T
£2°921
v8'9ZT
s8'22T
[a8:744
L1821
24744
twser
LL1ET \
8'TET
L9°6ET —

2244
0€'LbT >

£0'65T —
bST9T —

0L729T —

8.5

0

10

ppm

Rysunek 66. Widma 'H, **C, °F i "Se NMR zwiazku P3.18

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 9 80 70 60 50 40 30 20

ppm

-200 1100 1000 900 800 700 600 500 400 300

-160

-120

wykonane w deuterowanym acetonie.

ppm




9. MATERIALY UZUPELNIAJACE

188

NOL3DV 50°Z

NOLIDV +0°Z
NOL3DV 50°C
NOL3DV S0°Z
NOL3DV 90°Z

OTH €8' —

s —

ov'L
ov'L
e
WL
8b'L
6b'L
052
15°¢
15°¢
S9'L
99'L
9
9
19
89°L
89'L

€L
YLL

96'L
96°L
86'L
86'L

108

—00C

,€0°T
—£0'T
£0°T
0T
70T
00T

30 25 20 15 10 05 0.0

3.5

5.0 45 4.0

80 75 70 6.5 6.0 55

8.5

NOLIDV 52'67

zoEu<oo,m~
NOLIDV Sb'67 W

ppm

NOLIDV £8'67
NOLIDV £0°0€

NOL3DV ZZ°0€

96'9p —

08'9TT
10°LTT
fxaads
69421
(273244
£6'5CT

£0°9ZT
58°92T

i Wead

aract
[24:48 N
s8'821

€82€T 7
P96ET —
Jayias

e
bO'6ST —
85191 —

59'29T —

it

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 9 80 70 60 50 40 30 20 10

0

ppm

80'768 —

0b'9TT-
6€79TT-
LE9TT-
SE9TT-
€E9TT-
TE9TT-
0€°9TT-
62911~
£T9TT-
97911~
$TOTT-

99'19-
£9'79- >

-200 1100 1000 900 800 700 600 500 400 300

o
o
-
:
o
|
—o0't| T
o
L&
X
20|
=)
LS
y
Lo

ppm
Rysunek 67. Widma 'H, **C, *F i "Se NMR zwiazku P3.19

ppm

wykonane w deuterowanym acetonie.



