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Celem niniejszej rozprawy doktorskiej jest pogtebienie wiedzy dotyczgcej indolizyn o
rozszerzonym uktadzie sprzezonym 1, traktowanych jako potencjalni kandydaci do zastosowan
w bioobrazowaniu. Zakres badan obejmowat zaréwno udoskonalanie istniejacych Sciezek
syntezy znanych rdzeni indolizynowych, jak i opracowanie nowych strategii syntetycznych
prowadzacych do wczesniej nieopisanych struktur. Szczegdlny nacisk potozono na
racjonalizacje wptywu podstawnikéw na wtasciwosci fotofizyczne otrzymywanych zwigzkéw,
co umozliwito identyfikacje struktur o szczegélnie obiecujgcych wtasciwosciach do dalszych
zastosowan biologicznych. Przedstawione wyniki stanowig istotny wktad w rozwdj chemii
indolizyn oraz w projektowanie nowych sond fluorescencyjnych dla celéw bioobrazowania.

W ramach tego tematu opublikowano trzy artykuty oraz jedng prace przegladowa, ktdre zostaty w
catosci wtgczone do niniejszej dysertacji.

Pierwszy projekt, ktérym sie zajmowatam, zaowocowat publikacjg: ,,The Krohnke synthesis of
benzo[a]indolizines revisited: towards small, red light emitters”, w ktérej opisatam
zoptymalizowana metodologie syntezy oraz rozszerzytam biblioteke benzo[alindolizyn.
Przedstawitam rdéwniez racjonalizacje ich wtasciwosci fotofizycznych w zaleznosci od
wprowadzonych podstawnikdéw. Synteza benzo[a]indolizyn — klasy indolizyn o rozszerzonym
uktadzie sprzezonym 1t — zostata po raz pierwszy opisana przez Krohnkego w latach 70. Opierata
sie ona na dwuetapowej reakc;ji soli pirydyniowych z 1-chloro-2,4,6-trinitrobenzenem, w ktérej
pierwszy etap prowadzono w CHCl, z uzyciem nieorganicznej zasady K,CO,, a drugi w DMSO z
piperydyna petnigca role zasady. Metodologia ta ograniczata sie do otrzymania kilku produktéw
ze stosunkowo niskimi wydajnos$ciami. Pierwszg modyfikacjg, ktérg wprowadzitam w syntezie,
byto zastgpienie silnie wybuchowego 1-chloro-2,4,6-trinitrobenzenu mniej niebezpiecznymi
pochodnymi 4-chloro-3,5-dinitrobenzenu, co pozwolito mi uzyskaé trzy produkty z
wydajnosciami na poziomie 20-30%. Drugg istotng zmiang byto opracowanie bardziej
odpowiedniego uktadu zasada-rozpuszczalnik, eliminujgcego koniecznosé izolowania zwigzku
posredniego. Po przeprowadzeniu szeregu préb z réznymi zasadami i rozpuszczalnikami, dzieki
zastosowaniu Cs,CO,; w sulfolanie, udato mi sie zmniejszy¢ liczbe etapéw syntetycznych,
zwiekszyé wydajnosci oraz skréci¢ czas reakcji soli pirydyniowej z pochodnymi 4-chloro-3,5-
dinitrobenzenu. Pozwolito mi to wyizolowaé jedenascie réznych produktéw w wydajnosciach
od 5% do 80%, a dalsza funkcjonalizacja umozliwita otrzymanie dwoéch dodatkowych
pochodnych. Po opracowaniu bardziej efektywnej Sciezki syntetycznej skupitam sie na
badaniach wtasciwosci fotofizycznych otrzymanych zwigzkéw. Analiza wptywu réznych
podstawnikéw oraz ich potozenia na wtasciwosci fotofizyczne pozwolita mi zracjonalizowaé
zaleznos$ci pomiedzy strukturg a fotofizyka tej klasy fluoroforéw (rys. 1).

W drugim projekcie skupitam sie na optymalizacji metodologii syntezy estrow 2-okso-2H-
pirano[2,3-bJindolizyno-3-karboksylowych, zaproponowanej po raz pierwszy przez
Kakehiego w latach 90., oraz na zbadaniu wtasciwosci fotofizycznych otrzymanych
pochodnych. Prace te doprowadzity do publikacji pt. ,,Strongly fluorescent indolizine-based
coumarin analogs”. Kakehi przeprowadzit reakcje wybranych soli pirydyniowych z dietylo-2-
(etoksymetyleno)malonianem w EtOH, stosujgc K,CO, jako zasade. Zastepujgc weglan potasu



Cs,CO,, udato mi sie skrécic czas reakcji, a stosujgc zréznicowany zestaw soli pirydyniowych,
uzyskatam osiem produktéw o wydajnosciach 5-50%. Nastepnie przeprowadzitam dalszg
funkcjonalizacje, otrzymujac pie¢ dodatkowych struktur. Dysponujac szerokg gama estréw 2-
okso-2H-pirano[2,3-blindolizyno-3-karboksylowych, przeprowadzitam badania fotofizyczne
oraz racjonalizacje ich wtasciwosci fluorescencyjnych (przyktady pokazano na rys. 1). Wsréd
nich barwnik styrylowy zostat wybrany do barwienia linii komérkowej H9c2 i wykazat, po
permeabilizacji digitoning, selektywna lokalizacje w jadrach komdérkowych.

Ostatni projekt wykraczat poza udoskonalanie i rozwijanie wczesniejszych prac, prowadzac do
odkrycia zupetnie nowej klasy fluoroforéw. Wyniki tej pracy zostaty opisane w publikacji pt. , The
Hybrid of Indolizine and Merocyanine — A New Class of Organelle-specific Dyes”. W ramach tego
projektu przeprowadzitam reakcje ,one pot” indolizynoli, otrzymanych z soli pirydyniowych, z
2,3,5,6-tetrafluoro-4-hydroksybenzaldehydem w ksylenie, uzyskujgc szes¢ hybrydowych barwnikow
polimetinowych (z wydajnosciami 26-90%), ktére nazwatam indolizyno-merocyjaninami
(IndMers). Opracowang metodologie rozszerzytam réwniez na reakcje z innymi aldehydami o
podobnych wtasciwosciach, uzyskujagc dwie nowe, dotychczas nieopisane struktury: barwnik
ksantenowy w ksztatcie litery V oraz barwnik typu cyjanina. Dla otrzymanych struktur
przeprowadzitam kompleksowe badania fotofizyczne (przyktady przedstawiono na rys. 1), ktére
pozwolity ustali¢ zaleznosci miedzy strukturg a wifasciwosciami fotofizycznymi tych zwigzkow.
Ponadto, dla wybranych struktur zbadatam fotostabilno$¢ i rozpuszczalnosé w srodowisku wodnym.
Co wazne jeden z otrzymanych zwigzkdéw charakteryzowat sie szczegdlnie korzystnymi
wtasciwosciami, w tym emisjg w zakresie NIR, rozpuszczalnosciag w wodzie, wysoka przenikalnoscia
do komodrek HT1080 (fibrosarcoma) oraz MRC5 (normalne ludzkie fibroblasty ptucne), a takze
zalezna od kontekstu akumulacjg w mitochondriach i jgderkach bogatych w RNA (w poréwnaniu
odpowiednio z MitoTracker™ Green FM i SYTO RNASelect™). Swiadczy to o tym, ze udato mi sie
opracowacé nowy barwnik do bioobrazowania.
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Rysunek 1. Struktura i wizualne pordwnanie emisji fluorescencyjnej wybranych przedstawicieli benzo[a]indolizyn,
pirano[bJindolizyn oraz IndMeréw w DCM.



