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Streszczenie Rozprawy

Tematyka niniejszej rozprawy dotyczy syntezy oraz badan spektroskopowych i biologicznych
azowych pochodnych zwigzkéw bioaktywnych, stanowigcych potencjalne fotochromowe
przetaczniki molekularne. W pierwszej czesci pracy przedstawiono szczegdlowy przeglad
literaturowy, ktory rozpoczyna si¢ omowieniem podstaw koncepcji fotofarmakologii. Jest to
nowoczesna dziedzina nauki, koncentrujagca si¢ na projektowaniu i badaniu zwigzkow
chemicznych, ktorych aktywno$¢ biologiczng mozna precyzyjnie modulowa¢ za pomocg
Swiatta. Dzigki takiemu podejsciu mozliwe staje si¢ zewnetrzne i selektywne sterowanie
dzialaniem terapeutycznym substancji czynnych, ograniczajace ich aktywnos$¢ jedynie do
wybranych tkanek lub obszarow organizmu. Strategia ta ma na celu istotne zmniejszenie ryzyka
wystapienia dziatan niepozadanych poprzez lokalng aktywacj¢ leku wylacznie w miejscu
docelowym. Kolejna czgs¢ przegladu poswigcona zostala charakterystyce fotochromowych
przetacznikdw molekularnych — zwigzkéw chemicznych zdolnych do odwracalnej zmiany
swojej struktury 1 wlasciwosci fizykochemicznych pod wptywem §wiatta o okreslonej dtugosci
fali. Szczeg6lng uwage poswigcono azobenzenom — ich mechanizmowi dzialania,
wlasciwosciom fotoizomeryzacyjnym oraz metodom syntezy. Dodatkowo przedstawiono
przyktady zastosowan przetacznikow fotochromowych w  kontekScie scenariuszy
terapeutycznych, ukazujac ich potencjat w precyzyjnie sterowanej §wiatlem farmakoterapii. W
dalszej czeSci rozdziatu dokonano przegladu wybranych zwigzkoéw bioaktywnych
oddziatujacych z domeng kolchicynowg biatka a,B-tubuliny. Substancje te, poprzez wigzanie
si¢ z tym miejscem, wykazujg dzialanie przeciwnowotworowe, polegajace na zahamowaniu
polimeryzacji a,B-tubuliny — procesu niezbednego do formowania mikrotubul, a tym samym

do prawidlowego przebiegu podzialow komoérkowych.

W kolejnej czesci rozprawy przedstawiono wyniki badan wiasnych. Rozdzial ten podzielono

na podrozdzialy, z ktorych kazdy poswigcono analizie poszczegolnych klas zwigzkow.

Na poczatku skoncentrowano si¢ na badaniach chemicznych dotyczacych pochodnych
dibenzo[b,f]oksepiny, prowadzonych w celu opracowania nowych, bardziej zaawansowanych
fotochromowych przetagcznikdw molekularnych. Otrzymano szereg zréznicowanych struktur,
z ktorych pierwsze stanowity oligomery metoksylowych pochodnych
3-nitrodibenzo[b,floksepiny potaczonych mostkiem metylenowym. Dalsze badania

obejmowaty syntez¢ dimeréw 6-metoksy-3-nitrodibenzo[b,floksepiny z zastosowaniem



alternatywnych tacznikow, takich jak pochodne benzylowe zawierajace grupy nitrowe lub
halogenowe. Udowodniono tym samym mozliwo$¢ wprowadzania dodatkowych ugrupowan
nitrowych, co jest istotne z punktu widzenia dalszych reakcji prowadzacych do tworzenia grup
azowych. W kolejnych etapach zsyntetyzowano réwniez struktury dibenzo|[b,f]oksepiny
potaczone z 4,4’-dietoksy-1,1’-bifenylem poprzez reakcje z réznymi aldehydami w obecnosci
eteratu trifluorku boru. Otrzymane zwiazki wykazywaty potencjat do dalszej funkcjonalizacji
w kierunku otrzymywania zwigzkéw azowych. Nastgpnie skupiono si¢ na badaniu wtasciwosci
chemicznych pochodnych nitrodibenzo[b,fJoksepiny, co umozliwilo synteze pierwszych
zwiazkow azowych zawierajacych ten szkielet. Opracowano metod¢ syntezy symetrycznych
zwigzkow azowych opartych na szkielecie dibenzo[b,f]oksepiny, ktore nastepnie wykorzystano
do otrzymywania struktur ,,wyzszej generacji”, zawierajacych wigcej niz jedno ugrupowanie
azowe. Tak uzyskane zwiazki postuzyly do budowy dimerow, trimeréw oraz pentameréw, w
ktoérych taczniki stanowity grupy metylenowe lub zawierajace 2,4-dinitrofenylowy podstawnik
w grupie metylenowej. W dalszej czegsci przeprowadzono synteze niesymetrycznych zwigzkéw
azowych, zawierajacych fragmenty dibenzol[b,f]oksepiny oraz p-fluorofenylu, co pozwolito na
wprowadzenie podstawnika halogenowego do struktury zwiazku. Ostatecznie dokonano
robwniez syntezy niesymetrycznych zwigzkow azowych, zawierajacych wigcej niz jedno
wigzanie azowe i opartych na szkielecie dibenzo[b,f]oksepiny. Cze$¢ koncowa rozdziatu
zostata poswigcona badaniom fotochemicznych wiasciwosci wybranych zwigzkow azowych.
Analizowano ich zdolno$¢ do izomeryzacji z formy E do Z pod wptywem $wiatla o r6znych
dhugosciach fal w celu okreslenia optymalnych warunkow aktywacji. Dodatkowo wykonano
pomiary widm UV-ViS, ktore umozliwity oszacowanie stopnia separacji pasm absorpcyjnych.
Zbadano rowniez kinetyke procesu reizomeryzacji z izomeru Z do E, co pozwolito na oceng

stabilno$ci fotochemicznej formy Z w czasie.

W kolejnym podrozdziale badan wlasnych zaprezentowano wyniki dotyczace syntezy oraz
charakterystyki chemicznej, fotochemicznej 1 biologicznej azowych pochodnych chalkonu.
Opracowano trzyetapowa metode syntezy tych zwigzkow, a nastepnie przeprowadzono
szczegotowe badania ich wilasciwosci fotochemicznych. W pierwszej kolejnosci oceniono
zdolno$¢ otrzymanych zwigzkow do izomeryzacji geometrycznej z formy E do formy Z pod
wptywem $wiatlta o roznych dlugosciach fal, celem okreslenia optymalnych warunkow ich
aktywacji. Wykazano, ze badane pochodne moga by¢ skutecznie aktywowane $wiatlem
zielonym, ktore uznawane jest za biozgodne 1 przyjazne dla Zywych organizméw. Kolejnym

etapem bylo zarejestrowanie widm UV-ViS, co umozliwilo oceng¢ stopnia separacji pasm



absorpcyjnych. Zaobserwowano korzystne rozdzielenie pasm n—n* oraz n—n*, przy czym
pasmo absorpcyjne izomeru Z charakteryzowato si¢ wigksza intensywno$cia w poréwnaniu z
izomerem E. Dalsze badania wykazaty, ze izomery Z azowych pochodnych chalkonu wykazuja
stosunkowo wysoka stabilno$¢ termodynamiczng w czasie, co potwierdzono poprzez analize
kinetyki reizomeryzacji z formy Z do E. Dodatkowo przeprowadzono testy trwatosci jednego z
wybranych zwigzkow, ktore potwierdzity powtarzalnos¢ i stabilno$¢ procesu fotokonwersji.
Poza analizag fotochemiczng wykonano réwniez dokowanie molekularne wybranych
pochodnych, ktére wykazato wysokie powinowactwo badanych ligandow do kompleksu
o,B-tubuliny. Na tej podstawie mozna wnioskowaé o potencjale tych zwigzkéw jako
fotokontrolowanych inhibitorow oddziatujacych z mikrotubulami. Uzupehieniem prac
badawczych byty testy biologiczne przeprowadzone na jednym z wyselekcjonowanych
zwigzkOw. Zaobserwowano, ze izomer Z tej pochodnej chalkonu powoduje zatrzymanie
komorek linii ludzkiego raka prostaty PC-3 w fazie G2/M cyklu komoérkowego, przy
jednoczesnym znacznym nagromadzeniu komoérek w fazie S, co wskazuje na jego potencjalng

aktywno$¢ cytotoksyczng oraz zdolno$¢ do hamowania proliferacji komorek.

W ostatnim podrozdziale badan witasnych przedstawiono wyniki dotyczace syntezy oraz
charakterystyki chemicznej, fotochemicznej 1 biologicznej azowych pochodnych kolchicyny.
Opracowano wieloetapowa synteze tych zwigzkow, pozwalajacg na efektywne otrzymanie
nowych uktadow zawierajacych szkielet kolchicyny oraz grupe azowa, z potencjatem do
zastosowania jako fotokontrolowane zwigzki bioaktywne. W dalszym etapie przeprowadzono
badania fotochemiczne, koncentrujac si¢ na analizie zdolnosci izomeryzacji geometrycznej z
izomeru E do izomeru Z pod wplywem $wiatta o roznych dlugosciach fal. Zaobserwowano, ze
rowniez pochodne kolchicyny moga by¢ aktywowane za pomocg swiatla zielonego, ktore jest
uznawane za biozgodne, co czyni te zwigzki szczegdlnie interesujagcymi z punktu widzenia
fotofarmakologii. W celu dalszej charakterystyki przeprowadzono pomiary widm UV-ViS,
ktore wykazaty korzystne rozdzielenie pasm absorpcyjnych typu m—n* oraz n—om*.
Zaobserwowano roéwniez, ze pasmo absorpcyjne izomeru Z jest bardziej intensywne niz
odpowiadajace mu pasmo izomeru E, co moze by¢ istotne przy projektowaniu selektywnych
fotoprzetacznikéw. Dodatkowo przeanalizowano kinetyke procesu reizomeryzacji z izomeru Z
do E, co pozwolilo na oceng stabilnosci formy Z w czasie. Na podstawie uzyskanych danych
potwierdzono, ze izomery Z otrzymanych pochodnych kolchicyny cechujg si¢ zadowalajaca
trwato$cig termodynamiczng. Przeprowadzono takze testy stabilnosci fotochemicznej

wybranego zwigzku modelowego, na podstawie ktorych pokazano wysoka powtarzalno$¢ i



trwato$¢ procesu fotokonwersji, co jest kluczowe dla zastosowan w warunkach biologicznych.
Uzupehieniem badan byly analizy dokowania molekularnego, w oparciu o ktore stwierdzono,
ze uzyskane azowe pochodne kolchicyny maja zdolno$¢ wigzania si¢ w miejscu aktywnym
domeny kolchicynowej, zlokalizowanym na granicy podjednostek a- i1 B-tubuliny, co
potwierdza zachowanie mechanizmu dziatania charakterystycznego dla kolchicyny. Ponadto
przeprowadzono badania biologiczne dla dwoch wyselekcjonowanych zwigzkow. W $swietle
uzyskanych wynikéw udowodniono, ze izomery Z charakteryzujg si¢ wyzszg selektywnoscia
wobec komorek nowotworowych (linia komoérek raka prostaty LNCaP) w porownaniu z
komorkami prawidtowymi (linia komorek ludzkiej embrionalnej nerki HEK-293), co wskazuje

na ich potencjat terapeutyczny jako fotokontrolowanych, selektywnych cytostatykow.

Ostatnia czg$¢ rozprawy obejmuje dane eksperymentalne oraz zawiera podsumowanie i

whnioski z przeprowadzonych badan.
Stowa kluczowe:

Fotofarmakologia, fotochromowe przetaczniki molekularne, dibenzo[b,f]oksepina, chalkon,

kolchicyna, zwiazki azowe, azologizacja, rozszerzenie struktury Bona Fide, fotoizomeryzacja.



Abstract of the Thesis

The subject of this Dissertation concerns the synthesis, spectroscopic studies, and biological
evaluation of azo derivatives of bioactive compounds, serving as potential molecular
photoswitches. The first part of the Dissertation presents a detailed literature review, beginning
with an introduction to the fundamentals of photopharmacology. This modern scientific field
focuses on the design and study of chemical compounds whose biological activity can be
precisely modulated by light. This approach enables external and selective control over the
therapeutic action of active substances, limiting their activity to specific tissues or regions of
the body. The goal of this strategy is to significantly reduce the risk of side effects by locally
activating the drug exclusively at the target site. The next section of the review is dedicated to
molecular photoswitches — chemical compounds capable of reversible changes in their
structure and physicochemical properties upon exposure to light of a specific wavelength.
Particular attention is given to azobenzenes, including their mechanism of action,
photoisomerization properties, and methods of synthesis. Additionally, examples of the
application of photoswitches in therapeutic scenarios are presented, highlighting their potential
in light-controlled pharmacotherapy. The chapter also includes a review of selected bioactive
compounds that interact with the colchicine-binding domain of the o,B-tubulin protein. These
substances exhibit anticancer activity by binding to this site and inhibiting the polymerization
of a,B-tubulin — a process essential for microtubule formation and, consequently, for proper

cell division.

The next part of the dissertation presents the results of the author's original research. This
chapter is divided into subsections, each focusing on the analysis of a specific class of

compounds.

The research begins with the chemical studies of dibenzo[b,floxepine derivatives, aimed at
developing new, more advanced molecular photoswitches. A series of diverse structures were
obtained, starting with methoxy-substituted 3-nitrodibenzo[b,f]oxepine oligomers connected by
a methylene bridge. Further studies involved the synthesis of
6-methoxy-3-nitrodibenzo[b,floxepine dimers using alternative linkers, such as benzyl
derivatives bearing nitro or halogen groups. These studies confirmed the possibility of
introducing additional nitro groups, which is important for subsequent reactions leading to azo
group formation. Subsequent steps included the synthesis of dibenzo[b,floxepine structures

linked to 4,4'-diethoxy-1,1'-biphenyl via reactions with various aldehydes in the presence of



boron trifluoride etherate. The obtained compounds showed potential for further
functionalization toward the formation of azo compounds. Next, the chemical properties of
nitrodibenzo[b,floxepine were examined, leading to the synthesis of the first azo compounds
containing this scaffold. A method for synthesizing symmetrical azo compounds based on
dibenzo[b,floxepine was developed, which were subsequently wused to create
“higher-generation” structures — containing more than one azo group. These compounds were
used to build dimers, trimers, and pentamers with methylene or 2,4-dinitrobenzyl linkers. Later,
unsymmetrical azo compounds were synthesized, incorporating dibenzo[b,f]oxepine and
p-fluorophenyl fragments, allowing for the introduction of a halogen substituent into the
molecular structure. Finally, unsymmetrical azo compounds containing more than one azo bond
and based on the dibenzo[b,f]loxepine scaffold were also synthesized. The final part of this
chapter is devoted to the photochemical properties of selected azo compounds. Their ability to
isomerize from the E to the Z form under light of different wavelengths was analysed to
determine optimal activation conditions. UV—-ViS spectra were recorded to estimate the degree
of absorption band separation. The kinetics of Z to E reisomerization were also studied to assess

the photochemical stability of the Z form over time.

The next subsection of the original research presents results concerning the synthesis and
chemical, photochemical, and biological characterization of azo chalcone derivatives. A
three-step synthesis method was developed for these compounds, followed by detailed
investigations of their photochemical properties. First, the compounds' ability to undergo E-to-Z
geometric isomerization under different wavelengths of light was evaluated to determine
optimal activation conditions. It was shown that the tested derivatives can be effectively
activated by green light, which is considered biocompatible and safe for living organisms.
Subsequently, UV-ViS spectra were recorded to assess the degree of absorption band
separation. Favorable separation of n—n* and n—n* bands was observed, with the Z-isomer
showing higher absorption intensity compared to the E-isomer. Further studies revealed that the
Z-isomers of azo chalcone derivatives exhibit relatively high thermodynamic stability over
time, confirmed by the kinetics of Z-to-E reisomerization. Stability tests were also conducted
on a selected compound, demonstrating the repeatability and stability of the photoconversion
process. In addition to the photochemical analysis, molecular docking of selected derivatives
was performed, revealing high binding affinity of the studied ligands to the a,B-tubulin
complex. This suggests the potential of these compounds as light-controllable inhibitors of
microtubule interactions. The research was complemented by biological tests conducted on one

of the selected compounds. It was observed that the Z-isomer of this chalcone derivative causes

10



arrest of human prostate cancer PC-3 cells in the G2/M phase of the cell cycle, along with
significant accumulation of cells in the S phase, indicating its potential cytotoxic activity and

ability to inhibit cell proliferation.

The final subsection of the original research presents results related to the synthesis and
chemical, photochemical, and biological characterization of azo colchicine derivatives. A
multi-step synthesis of these compounds was developed, enabling the efficient preparation of
new systems containing a colchicine scaffold and an azo group, with potential application as
light-controlled bioactive agents. Photochemical studies focused on the geometric
isomerization ability from the £ to Z form under light of various wavelengths. It was observed
that colchicine derivatives can also be activated with green light, which is considered
biocompatible, making these compounds especially interesting for photopharmacology. To
further characterize the compounds, UV-ViS spectra were recorded, showing favorable
separation of m—n* and n—n* absorption bands. The Z-isomer’s absorption band was more

intense than that of the £-isomer, which may be important in designing selective photoswitches.

Additionally, the kinetics of Z-to-E reisomerization were analysed to evaluate Z-isomer stability
over time. The data confirmed that Z-isomers of the synthesized colchicine derivatives exhibit
satisfactory thermodynamic stability. Photochemical stability tests of a selected model
compound demonstrated high repeatability and durability of the photoconversion process,
which is crucial for biological applications. The research was further supplemented by
molecular docking studies, which showed that the synthesized azo colchicine derivatives are
capable of binding to the colchicine-binding domain, located at the interface of the a- and
B-tubulin subunits, confirming the retention of the mechanism of action characteristic of
colchicine. Biological studies were also carried out on two selected compounds. The results
demonstrated that the Z-isomers show higher selectivity toward cancer cells (LNCaP human
prostate cancer cell line) compared to normal cells (HEK-293 human embryonic kidney cell

line), indicating their therapeutic potential as light-controllable selective cytostatic agents.

The final part of the Dissertation includes experimental data as well as a summary and

conclusions of the conducted research.
Keywords:

Photopharmacology, molecular photoswitches, dibenzo[b,f]oxepine, chalcone, colchicine, azo

compounds, azologization, Bona Fide Extension, photoisomerization.
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Wykaz skrotow i symboli

4-PL — czteroparametrowy model logistyczny
5-LOX — 5-lipoksygenaza

AMPA - kwas 2-amino-3-(5-(2-benzylo-2 H-tetrazol-5-yl)-3-hydroksyizoksazol-4-
yl)propionowy

ANOVA - dwuczynnikowa analiza wariancji

ARV 771 — (28,4R)-1-((S)-2-(tert-butylo)-15-((S)-4-(4-chlorofenylo)-2,3,9-trimetylo-6H-
tieno[3,2-f]triazolo[4,3-a]diazepino-6-yl)-4,14-diokso-6,10-dioksa-3,13-diazapentadekanoyl)-
4-hydroksy-N-((S)-1-(4-(4-metyltiazol-5-yl)fenylo)etylo)pirolidyno-2-karboksyamid

B3LYP — hybrydowy funkcjonat gestosci (ang. Becke's Three-Parameter Lee-Yang-Parr)
BFGS — algorytm Broydena—Fletchera—Goldfarba—Shanno

Boc — grupa tert-butoksykarbonylowa

BI-1 — 3-(1-oktanoylopiperydyno-4-yl)-1,3-dihydro-2 H-benzo[d]imidazol-2-on
BIDA — benzyloksydimetylobenzen

BODIPY — borodifluorek difenylopirrometanowy

CGP 3466 — N-(dibenzo[b,f]azepin-5-yl)-N'-propargiloamina

CI — przedziat ufnosci (ang. confidence interval)

CKId/a — kinaza kazeinowa I

COSY — dwuwymiarowe widmo korelacyjne (ang. correlation spectroscopy)
COX-2 — cyklooksygenaza 2

CPL - swiatto spolaryzowane kotowo (ang. circularly polarized light)

CRY1 — kryptochrom 1
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DBU - 1,8-diazabicyklo[5.4.0Jundek-7-en

DCM - dichlorometan

DDQ - 2,3-dichloro-5,6-dicyjano-1,4-benzochinon

DHC - dihydrochalkony

DIPEA — N,N-diizopropyloetyloamina

DMAP — 4-(dimetyloamino)pirydyna

DMF — dimetyloformamid

DMSO — dimetylosulfotlenek

DFT — teoria funkcjonaléw gestosci (ang. density functional theory)

EGFR — receptor naskorkowego czynnika wzrostu (ang. epidermal growth factor receptor)

FACS — sortowanie komorek aktywowane fluorescencja (ang. fluorescence activated cell

sorting)

FaDu — linia komorkowa pochodzaca z raka ptaskonabtonkowego gardta

FBS — ptodowa surowica bydleca

FID — zanik swobodnej precesji (ang. free induction decay)

FraC — fragaceatoksyna C

GABA — kwas y-aminomastowy

HATU - heksafluorofosforan azabenzotriazol tetrametylo uronium

HEK-293 — linia diploidalnych komorek zarodka ludzkiego

HeLa — linia komorkowa wywodzaca si¢ z komorek raka szyjki macicy

HMBC — dwuwymiarowe widmo korelacyjne (ang. heteronuclear multiple bond correlation)
HSQC — dwuwymiarowe widmo korelacyjne (ang. heteronuclear single quantum coherence)
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1GluR2 — jonotropowy receptor glutaminianu 2

IC-50 — potowa maksymalnego stezenia hamujacego

IL-1pB — interleukina 1 beta

IL-2 — interleukina 2

IL-2R — receptor interleukiny 2

IL-6 — interleukina 6

iNOS — indukowalna syntaza tlenku azotu (ang. inducible nitric oxide synthase)
LED - dioda elektroluminescencyjna (ang. /ight-emitting diode)

LNCaP — linia komorkowa wyizolowana z przerzutow raka gruczotu krokowego do

nadobojczykowego wezta chtonnego

MAO-A — monoaminooksydaza-A

MAO-B — monoaminooksydaza-B

MASE — $redni absolutny btad skalowany (ang. mean absolute scaled error)
MCF-7 — linia komorkowa ludzkiego raka piersi

MDA-MB-231 — linia komorkowa ludzkiego gruczolaka piersi

mGluR2 — metabotropowy receptor glutaminianu 2

MRI — rezonans magnetyczny (ang. magneting resonance imaging)

MTS - 3-(4,5-dimetylotiazol-2-ylo)-5-(karboksymetoksyfenylo)-2-(4-sulfofenylo)-2 H-tetrazol
MTT — bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-ylo)-2,5-difenylotetrazoliowy

Nalm6 — ludzka prekursorowa linia komoérkowa ostrej biataczki limfoblastycznej
NBS — N-bromosukcynoimid

NCS — N-chlorosukcynoimid
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NF-xB - jadrowy czynnik transkrypcyjny NF kappa B (ang. nuclear factor

kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)

NIR - bliska podczerwien (ang. near infrared)

NIS — N-jodosukcynoimid

NLPZ — niesteroidowe leki przeciwzapalne

U2 — linia komorkowa glejaka i gwiazdziaka

U20S - linia komoérkowa pochodzaca z ludzkiego kostniakomigsaka

P-gp — P-glikoproteina

PBS — 50l fizjologiczna buforowana fosforanem (ang. phosphate buffered saline)
PC-3 — linia komodrkowa ludzkiego raka prostaty

PCM — metoda modelowania efektow solwatacji (ang. polarizable continuum model)
PDT — terapia fotodynamiczna (ang. photodynamic therapy)

PI3K/Akt — wewnatrzkomorkowy szlak sygnatowy fosfatydyloinozytydo-3-kinaza/Akt
PIDA — (diacetoksyjodo)benzen

PPG — fotousuwalne grupy ochronne (ang. photoremovable protecting groups)

PPG — fotopletyzmografia (ang. photoplethysmography)

PROTAC — chimera ukierunkowana na proteoliz¢ (ang. proteolysis targeting chimeras)
PSS — stan fotostacjonarny (ang. photostationary state)

RET - kinaza tyrozynowa

RORY — receptor jadrowy ROR gamma

RPMI 1640 — pozywka do hodowli komérkowych

SCF — pole samouzgodnione (ang. self-consistent field)
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SCS — przesuniecie chemiczne podstawnika (ang. substituent chemical shift)
SeAr — aromatyczna substytucja elektrofilowa
SOD — dysmutaza ponadtlenkowa (ang. superoxide dismutase)

STAT3 — przetwornik sygnatu 1 aktywator transkrypcji 3 (ang. signal transducer and activator

of transcription 3)

TEA — trietyloamina

TFA — kwas trifluorooctowy

TNF-a — czynnik martwicy nowotworow alfa (ang. tumor necrosis factor a.)

TRPC3 — biatko petnigce funkcje kanatu jonowego (ang. transient receptor potential cation

channel subfamily C member 3)

ZR-75-1 — linia komoérkowa pochodzaca ze ztosliwego wysieku puchliny brzusznej
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1. Wstep i cel pracy

Wspolczesna farmakoterapia opiera si¢ gtownie na wykorzystaniu zwigzkow bioaktywnych,
ktore oddzialujg z wybranymi celami molekularnymi organizmu, takimi jak enzymy, kanaty
jonowe, biatka transportowe czy receptory. Pomimo istotnych postepow w rozwoju lekow,
problem ich niskiej selektywnos$ci pozostaje jednym z najpowazniejszych wyzwan medycyny
XXI wieku. Substancje lecznicze, wykazujace dziatanie systemowe, nierzadko powoduja
toksyczne skutki uboczne, ograniczajac ich zastosowanie 1 skuteczno$¢. Ponadto,
nieprecyzyjne oddziatywanie lekow moze przyczynia¢ si¢ do rozwoju lekoopornosci,

szczegblnie w przypadku nowotwordéw oraz szczepOow bakterii opornych na antybiotyki.

W odpowiedzi na te ograniczenia, dynamicznie rozwija si¢ interdyscyplinarna dziedzina nauki
— fotofarmakologia, ktéra oferuje mozliwo$¢ precyzyjnej, czasowo 1 przestrzennie
kontrolowanej aktywacji lekéw z wykorzystaniem S$wiatta. Zastosowanie zwigzkow
fotokontrolowanych, tj. takich, ktorych aktywnos$¢ biologiczna zalezy od dhlugosci fali
elektromagnetycznej w zakresie widzialnym, umozliwia minimalizacj¢ skutkow ubocznych i
maksymalizacje efektu terapeutycznego. Kluczowym komponentem tej technologii sa
fotochromowe przetaczniki molekularne — czasteczki zdolne do odwracalnych zmian
strukturalnych indukowanych fotonami. Zmiany te moga prowadzi¢ do transformacji miedzy
formg aktywna a nieaktywng, dajac mozliwos¢ doktadnej regulacji aktywnosci leku w

organizmie.

Wsrod wielu struktur wykorzystywanych do tworzenia fotoaktywnych czasteczek, szczegdlne
miejsce zajmujg pochodne azobenzenu — zwigzki zdolne do odwracalnej izomeryzacji E/Z pod
wplywem $wiatla. Integracja biologicznie aktywnych czasteczek z fragmentami zawierajacymi
grupy azowe, badz ich azologizacja, otwiera nowe mozliwosci w otrzymywaniu zwigzkow o
pozadanej fotoaktywnosci. Szkielet dibenzo[b,floksepiny oraz struktury chalkonowe
wykazujace powinowactwo do domeny kolchicynowej a,B-tubuliny, cechuja si¢ wysokim
potencjatem przeciwnowotworowym 1 stanowig doskonala bazg do konstruowania

molekularnych przelacznikdéw $wiattoczutych.

Glownym celem niniejszej rozprawy byto projektowanie, synteza oraz charakterystyka nowych
potencjalnych fotochromowych przetacznikéw molekularnych opartych na szkieletach
dibenzo[b,floksepiny, chalkonu i kolchicyny. Przeprowadzone badania mialy na celu
otrzymanie i analiz¢ tych pochodnych jako zaawansowanych struktur fotoprzetaczalnych o
mozliwym zastosowaniu w terapii nowotworowej oraz jako narz¢dzi do precyzyjnej regulacji

procesOéw biologicznych §wiatlem.
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2. Przeglad literaturowy

W zdecydowanej wigkszosci wspdlczesnie stosowanych terapii medycznych wykorzystuje si¢
zwigzki bioaktywne. Substancje te posiadaja zdolno$¢ wywolywania odpowiedzi
farmakologicznej poprzez specyficzne oddzialywanie z molekularnymi  celami
terapeutycznymi (miejscami docelowymi) obecnymi w komodrkach organizmu ludzkiego. Do
tych struktur zalicza si¢ migdzy innymi kanaty jonowe, enzymy, biatka transportowe oraz
receptory [1]. Farmakoterapia umozliwia leczenie schorzen oraz tagodzenie ich objawow za
pomoca farmaceutykow [2]. Skutecznos¢ tej metody leczenia jest istotnie ograniczana przez
niskg selektywno$¢ wielu stosowanych substancji, co skutkuje wystgpowaniem
ogolnoustrojowej toksycznosci oraz rozwojem opornosci wsrdod patogennych szczepow
bakteryjnych, prowadzac do powaznych dziatah niepozadanych, a w skrajnych przypadkach do
rozwoju lekoopornosci [2]. Procesy te generuja zarowno krotkotrwale, jak 1 $rednio- oraz
dlugoterminowe skutki uboczne, znaczaco ograniczajac skuteczno$¢ terapeutyczng leku w

miejscu jego zamierzonego dziatania [3].

W celu zwigkszenia selektywnos$ci farmakoterapii opracowano kilka strategii, obejmujacych,

miedzy innymi:

— Unikanie reakcji krzyzowych w trakcie stosowania zwigzkéw bioaktywnych oddziatujacych

na wybrane cele molekularne [4];

— Precyzyjne ukierunkowanie lekow na miejsca docelowe ograniczone do odpowiednich
narzadow lub tkanek, badz wykazujace nadekspresje w okreslonych stanach patologicznych,
pozwala ograniczy¢ dzialanie poza celem terapeutycznym, zmniejszajac tym samym ryzyko

dziatan niepozadanych oraz, na przyktad w immunoterapii, ryzyko przerzutow [5];
— Miejscowe podawanie leku, jak ma to miejsce migdzy innymi w terapii okulistycznej [6].

Problem niskiej selektywnosci lekow wynika w duzej mierze z braku kontroli nad ich
aktywnoscig zar6wno w czasie, jak 1 w przestrzeni. W wielu przypadkach osiggnigcie wysokiej
selektywnos$ci pozostaje niemozliwe, co zwigzane jest z szerokim rozmieszczeniem celéw
molekularnych w organizmie, zar6wno w tkankach zmienionych chorobowo, jak i zdrowych
[5]. Przyktadem moze by¢ receptor naskorkowego czynnika wzrostu (EGFR), ktory, pomimo
nadekspresji w nowotworach glowy 1 szyi, wystepuje réwniez w prawidlowych tkankach

nabtonkowych [7]. Fakt ten istotnie ogranicza mozliwo$¢ zwickszenia dawki cetuksymabu
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stosowanego do leczenia raka jelita grubego oraz nowotwordéw gtowy i szyi [8]. Analogicznie,
niska selektywnos¢ wykazuja cytotoksyczne $rodki przeciwnowotworowe, takie jak alkaloidy
barwinka rozyczkowego (zrodta winblastyny 1 winkrystyny) czy taksany (leki
chemioterapeutyczne stosowane w leczeniu raka piersi). Pomimo szerokiego zastosowania w
terapii nowotworowej, srodki te sg ,,obarczone” wysokim ryzykiem dziatan niepozadanych,
wynikajacych z ich mechanizmu dziatania polegajacego na zaburzaniu procesu mitozy [9], co
wptywa réwniez na proliferujace komorki zdrowe, prowadzac do skutkéw ubocznych takich

jak tysienie [10], zapalenie bton sluzowych [11] oraz niedokrwisto$¢ [12].

Dodatkowo, ograniczona selektywnos$¢ lekéw skutkuje zmniejszeniem dopuszczalnego
poziomu toksyczno$ci, zawezajac tym samym okno terapeutyczne i zmuszajac do stosowania
suboptymalnych dawek, co ogranicza wykorzystanie ich petnego potencjatu terapeutycznego
[13]. Ponadto, szacuje si¢, iz ponad 85% zwigzkow o niskiej masie czasteczkowej [14] zostaje
wyeliminowanych na etapie badan klinicznych wtasnie z powodu niekorzystnego stosunku
skuteczno$ci do toksycznosci. W konsekwencji wiele potencjalnie aktywnych czasteczek,
mogacych znalez¢ zastosowanie w leczeniu nieuleczalnych schorzen, jest odrzucanych

wylacznie na podstawie niewystarczajacej selektywnos$ci dziatania.

Kolejnym istotnym wyzwaniem wspotczesnej farmakologii jest narastajaca oporno$¢ na leki.
Szczegdlnie niepokojace jest zjawisko opornosci wielu szczepoOw bakterii na $rodki
przeciwbakteryjne [15]. Zjawisko to w duzej mierze wynika z nadmiernego 1 niewtasciwego
stosowania antybiotykow w $rodowiskach spotecznych oraz szpitalnych, co prowadzi do
eliminacji wrazliwych bakterii oraz selektywnej presji sprzyjajacej namnazaniu si¢ szczepow
opornych. Proces ten mozna réwniez rozpatrywaé¢ w kontekscie ograniczonej selektywnosci
antybiotykow, ktore oddziatujg nie tylko na patogeny zakazajace organizm ludzki, lecz takze

na mikroorganizmy bytujace w srodowisku [2].

W zwiazku z powyzszym, kluczowe znaczenie maja strategie umozliwiajace selektywna,
czasowo 1 przestrzennie kontrolowang aktywacje terapeutyku w obrgbie miejsca docelowego.
W ostatnich latach intensywnie rozwijane sg nowatorskie metody terapeutyczne, zapewniajace
precyzyjne sterowanie dynamika i lokalizacja dziatania zwiazkéw bioaktywnych. Jednym z

najbardziej obiecujacych kierunkéw rozwoju jest fotofarmakologia.
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2.1 Koncepcja fotofarmakologii

Fotofarmakologia wylonita si¢ jako dziedzina na styku chemii organicznej, fotochemii i chemii
medycznej [2, 16-17]. Zasada fotofarmakologii opiera si¢ na wiaczaniu grup reagujacych na
swiattlo do istniejacych lekdéw, umozliwiajac im reagowanie na $wiatto na poziomie
strukturalnym. Fotofarmakologia stanowi interdyscyplinarng dziedzing nauki zajmujaca si¢
projektowaniem, synteza, charakterystyka oraz zastosowaniem zwigzkow terapeutycznych,
ktorych aktywnos$¢ biologiczna moze by¢ modulowana za pomocg $wiatta. Technologia ta
umozliwia wysoce selektywng aktywacje lekow wylacznie w obrgbie zmienionych chorobowo
tkanek, minimalizujac ryzyko dzialan niepozadanych zwigzanych z ich dziataniem poza

miejscem docelowym [8].

Swiatto widzialne (czg$¢ promieniowania elektromagnetycznego w zakresie 380—780 nm)
stanowi doskonaly czynnik aktywujacy ze wzgledu na swoje unikalne wtasciwosci. Wyrdznia
si¢ wysokim stopniem ortogonalno$ci wzgledem proceséw chemicznych i biochemicznych, a
w przeciwienstwie do chemicznych regulatorow biologicznych nie powoduje zanieczyszczen
badanego ukladu i charakteryzuje si¢ niska, czg¢sto pomijalng toksycznoscig. Dodatkowo
Swiattlo umozliwia niezwykle precyzyjne dostarczanie sygnatu aktywujacego zaréwno w
wymiarze przestrzennym, jak 1 czasowym, co jest niezbedne do skutecznego sterowania
dzialaniem bioaktywnych czasteczek. Istnieje rowniez mozliwo$¢ modulacji parametrow
Swiatla, takich jak intensywno$¢ czy dlugos¢ fali, co dodatkowo zwigksza kontrole nad

procesem aktywacji [2].

Dzigki powyzszym wlasciwosciom s$wiatto oferuje wyjatkowo wysoka rozdzielczos$¢
czasoprzestrzenng oraz nieinwazyjny charakter dziatania, umozliwiajac zewnetrzng aktywacje

czasteczek bez ryzyka zanieczyszczenia probki [17].

Na rysunku 1 1 tabeli 1 przedstawiono schematyczne poroéwnanie aktywnosci
konwencjonalnych lekow, prolekow oraz lekow odwracalnie fotokontrolowanych w
odniesieniu do przestrzeni i1 czasu. Konwencjonalne leki wykazujg aktywno$¢ w calym
organizmie pacjenta przez caly okres w nim obecnosci, co moze prowadzi¢ do dziatan
niepozadanych, a po wydaleniu — do negatywnego wpltywu na $rodowisko oraz rozwoju
patogendw opornych na leczenie. Proleki umozliwiajg czeSciowe ograniczenie tego problemu

poprzez opoznione uwalnianie aktywnej formy zwigzku. Natomiast peing eliminacj¢ dzialan
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niepozadanych oraz wptywu na srodowisko umozliwia zastosowanie lekow, ktorych aktywnos¢

jest odwracalnie kontrolowana za pomoca $wiatla, zarowno w czasie, jak i w przestrzeni [2].

Nieaktywny lek W petni aktywny lek
I
Problemy wywotane
A przez aktywne leki
9 Toksycznosc dla
§ srodowiska i
L pojawienie sie
2 opornosci
W
\§ /_ \
gl ©
—_
o
F
S Toksycznosc
— ¥ 4
Lek Prolek Odwracalnie
konwencjonalny fotokontrolowany lek

Rysunek 1. Poréwnanie aktywnosci lekow konwencjonalnych, prolekéw i lekow fotokontrolowanych [2].

Tabela 1. Poréwnanie wlasciwosci lekow konwencjonalnych, prolekéw i lekow fotokontrolowanych.

Konwencjonalne
Wiasciwosé Proleki Leki fotokontrolowane
leki
Aktywnos$¢ ' Zwigkszona w Precyzyjna w miejscu
Caly organizm o .
przestrzenna miejscu aktywacji docelowym
Stata, od momentu Opozniona, ‘
Aktywnos¢ ) Dynamiczna, sterowana
podania do zalezna od ‘
czasowa Swiattem
eliminacji metabolizmu
Selektywnos¢ . , ‘
Niska Srednia Wysoka
dzialania
Ryzyko dzialan ) ) o
Wysokie Ograniczone Minimalne
niepozadanych
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Wplyw na Wysoki ) Niski (kontrolowana
) Umiarkowany
srodowisko (pozostatosci lekoéw) aktywnos$¢)
Ograniczona
Wysoka ($wiattem: dlugos¢
Sterowalnos$¢ Brak (przez szlaki
‘ fali, intensywnos¢, czas)
metaboliczne)
Antybiotyki, ' Fotomodulowane $rodki
Leki aktywowane
Przyklady klasyczne ‘ przeciwnowotworowe,
) enzymatycznie
cytostatyki fotouczulacze

2.1.1 Metody terapeutyczne wykorzystujace swiatlo

Fotofarmakologia (rys. 2a), pomimo iz na chwil¢ obecng nie osiagngta etapu wdrozenia
klinicznego, postrzegana jest przez srodowisko medyczne jako perspektywiczna strategia
terapeutyczna w medycynie przysztosci. Wynika to z mozliwosci precyzyjnej,
fotokontrolowanej modulacji aktywnos$ci lekdw w organizmie, umozliwiajacej selektywne
oddzialywanie na wybrane cele molekularne. Warto jednak zaznaczy¢, ze fotofarmakologia nie
stanowi pierwszego przypadku wykorzystania $wiatla w zastosowaniach medycznych. Do

najistotniejszych wczesniej rozwinigtych metod nalezg [8]:

a) Terapia fotodynamiczna (PDT, ang. photodynamic therapy) (rys. 2b) [8], [18] — metoda
terapeutyczna oparta na generowaniu singletowego tlenu (tlen czgsteczkowy O» na najnizszym
stopniu wzbudzenia) oraz wolnych rodnikéw pod wptywem S$wiatta. Tlen singletowy jest
aktywniejszy od tlenu trypletowego, ale wiaze si¢ to z jego mniejsza trwaloscig. Taka postacé
tlenu oddziatuje z blonami komérkowymi oraz strukturami wewnatrzkomorkowymi, indukujac
autolize¢ komorek. Ze wzgledu na krotki czas zycia singletowego tlenu jego dzialanie
ograniczone jest do niewielkiej objetosci przestrzennej, co skutkuje zwigkszong selektywnos$cig
efektu terapeutycznego [19]. Niemniej jednak, pelna selektywnos$¢ nie jest osiggalna, a
uszkodzenia zdrowych tkanek sa mozliwe. PDT znajduje zastosowanie kliniczne w leczeniu
schorzen dermatologicznych i onkologicznych, m.in. w terapii raka podstawnokomodrkowego,
czerniaka ztosliwego, migsaka Kaposiego oraz choroby Bowena [8]. Zastosowania te obejmuja
gléwnie zmiany polozone powierzchownie, co ogranicza efektywnos¢ PDT w leczeniu
nowotworow glebokotkankowych. Technologie opracowane dla PDT moga jednak znalez¢

zastosowanie w bardziej selektywnych terapiach fotofarmakologicznych [8, 18].
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b) Optogenetyka (rys. 2¢) [8] — zaawansowana technika biologii molekularnej i
neurobiologii, polegajaca na wykorzystaniu $wiatta do kontrolowania aktywnos$ci
zmodyfikowanych genetycznie kanatow jonowych, wywodzacych si¢ z fotoczutych rodopsyn
[20—22]. Wektorowa manipulacja genomem umozliwia ekspresje tych biatek w neuronach, co
otwiera nowe mozliwosci terapeutyczne, np. w leczeniu choroby Parkinsona. Jednak
konieczno$¢ stosowania technologii inzynierii genetycznej znaczaco ogranicza potencjat

kliniczny optogenetyki w porownaniu z podej$ciem fotofarmakologicznym [8].

c) Chronofotofarmakologia (rys. 3) — dyscyplina taczaca elementy chronobiologii,
zajmujacej si¢ badaniem rytmow biologicznych, oraz fotofarmakologii, koncentrujacej si¢ na

modulacji aktywnosci biologicznej zwigzkow chemicznych za pomoca $wiatla [23].

Chronofotofarmakologia umozliwia przestrzenno-czasowa kontrole nad funkcjonowaniem
rytmow okotodobowych organizmu poprzez stosowanie fotokontrolowanych czasteczek
bioaktywnych [23]. Pozwala to na precyzyjna modulacj¢ procesow biologicznych zaleznych od
zegara molekularnego poprzez selektywna aktywacje lub dezaktywacje wybranych $ciezek

sygnatowych za pomoca $wiatta o okreslonej dtugosci fali (rys. 3) [23-24].

Strategie stosowane w ramach chronofotofarmakologii mozna podzieli¢ na dwa gltowne

podejscia:

— Systemy nieodwracalne, oparte na zastosowaniu fotousuwalnych grup ochronnych (PPG, ang.
photoremovable protecting groups), ktére, po ekspozycji na swiatlo, trwale aktywuja zwigzek

bioaktywny [23, 25-27];

— Systemy odwracalne, wykorzystujace fotochromowe przetaczniki molekularne (np. pochodne
azobenzenu), ktore umozliwiaja wielokrotne przelaczanie czasteczki pomigdzy formami
aktywna 1 nieaktywng poprzez naprzemienng ekspozycje na swiatto o réoznych dlugosciach fal

(np. $wiatto zielone i fioletowe) [16, 23].

W praktyce pozwala to na uzyskanie zewngtrznej, dynamicznej i odwracalnej kontroli nad

kluczowymi elementami molekularnymi regulujgcymi rytm okotodobowy.

Chronofotofarmakologia umozliwia wplywanie na molekularne mechanizmy zegara

biologicznego poprzez $wiatloczule modulatory oddziatujace na istotne bialka, takie jak:
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— CKlIo/a (kinazy odpowiedzialne za fosforylacje elementow zegara molekularnego) [23, 28—

31];
— CRY1 (biatko kryptochromowe hamujace aktywno$¢ zegara) [23, 32];
— RORYy (receptor jadrowy regulujacy ekspresje gendw zegarowych) [23].

Swiatlo, w odpowiednio dobranych warunkach czasowych, umozliwia wydtuzenie lub
skrocenie okresu rytmu okotodobowego, a takze zmiang fazy rytmu, co ma zastosowanie w
leczeniu zaburzen takich jak jet lag (zesp6t naglej zmiany strefy czasowej) [23, 28], bezsennos¢

[23, 33] czy zaburzenia afektywne sezonowe [23].

Skuteczno$¢ tej strategii zostala udokumentowana zaré6wno na poziomie hodowli
komoérkowych (np. na liniach komoérkowych U20S pochodzacych z kostniakomigsaka) [23,
30], eksplantatéw tkankowych (np. $ledziona, jadro nadskrzyzowaniowe myszy) [23, 28, 30],
jak rowniez calego organizmu (np. larwy danio prggowanego) [23, 28]. W celu zapewnienia
kompatybilnosci biologicznej oraz uzyskania glebszej penetracji tkanek, preferowane jest

wykorzystanie $§wiatla z zakresu widzialnego, w przeciwienstwie do $wiatla ultrafioletowego.

Podsumowujac chronofotofarmakologia oferuje mozliwo$¢ precyzyjnej i nieinwazyjnej
regulacji rytmow biologicznych, minimalizacji efektow ubocznych wynikajacych z
nieselektywnego dzialania farmakoterapii, a takze mozliwos¢ opracowania nowych strategii
leczenia choréb zwigzanych z zaburzeniami rytméw okotodobowych, takich jak nowotwory,
choroby neurodegeneracyjne czy zaburzenia snu. Technologia ta otwiera nowe perspektywy
dla medycyny spersonalizowanej, umozliwiajac dostosowanie terapii nie tylko do

odpowiedniego miejsca w organizmie, ale rowniez do optymalnego czasu ich dziatania.

d) Inne strategie terapeutyczne [8] — obejmujace zastosowanie fotoaktywnych kompleksow
metali [34], fotoklatkowych zwigzkow bioaktywnych [35] oraz fotouczulaczy, takich jak

klinicznie stosowane pochodne psoralenu [36].
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a) Fotofarmakologia

swiatlo
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Rysunek 2. Zilustrowanie podstawowych zasad dotyczacych metod leczenia kontrolowanych §wiatlem na

przykladzie receptora blony komérkowej: a) fotofarmakologia; b) PDT; c¢) optogenetyka [8].
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Rysunek 3. Zaburzenie obwodowego zegara okolodobowego oraz dwa podejscia do przywracania
prawidlowych rytméw: farmakologiczne (dzialanie systemowe) oraz chronofotofarmakologiczne (dzialanie

czasoprzestrzenne) [23].
2.1.2 Wykorzystanie fotofarmakologii w regulacji funkcji bialek

Fotofarmakologia to obiecujaca 1 innowacyjna strategia umozliwiajgca precyzyjnag,
nieinwazyjng kontrole funkcji biatek za pomoca swiattoczutych modyfikacji chemicznych.
Przyktadem takiego dziatania jest modyfikacja toksyny tworzacej pory — fragaceatoksyny C
(FraC) — w taki sposob, aby reagowala na $wiatlo widzialne dzigki kowalencyjnemu
przylaczeniu  rozpuszczalnego w  wodzie, tetra-orto-fluorowanego  przelacznika
azobenzenowego [37-38]. Modyfikacja ta umozliwia odwracalng modulacj¢ aktywnosci
cytolitycznej FraC w wyniku fotokonwersji migdzy konfiguracjami £ 1 Z (rys. 4) [37].
Fotoprzetacznik azobenzenowy zostat zsyntetyzowany z wykorzystaniem reakcji aromatycznej
substytucji nukleofilowej, co umozliwilo wprowadzenie grupy sulfonianowej zwiekszajacej
rozpuszczalno$¢ w wodzie [37]. Konfiguracja E, indukowana przez $§wiatlo niebieskie (430
nm), utrzymuje FraC w stanie nieaktywnym, uniemozliwiajac jego wigzanie z btong lipidowa.
Z kolei naswietlanie $wiattem zielonym (530 nm) powoduje przejscie do formy Z, ktora
umozliwia FraC wigzanie z btong komoérkowa, oligomeryzacje i tworzenie pordw, prowadzac
do lizy komorek (rys. 4) [37, 39]. Mechanizm ten zostal potwierdzony in vitro i ujawnit istotne
roznice w aktywnosci hemolitycznej pomiedzy poszczegdlnymi stanami izomerycznymi. Co

istotne, podejscie to rozszerzono na ludzkie komorki nowotworowe — linie¢ FaDu (rak
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ptaskonabtonkowy gardia dolnego) — gdzie aktywowana forma Z FraC wykazywata wyzsza
aktywno$¢ cytolityczng w porownaniu z formag E [37]. Na podstawie tego potwierdzono
potencjat tej technologii jako fotokontrolowanego narzgdzia terapeutycznego w leczeniu
nowotworow. Przedstawione badania stanowig pierwszy znany przypadek pelnej kontroli
aktywnos$ci cytolitycznej biatka przy uzyciu $wiatta widzialnego, ukierunkowanej na

selektywne niszczenie komorek rakowych.

(a) Kontrola toksycznosci biatek

ok v (b) Badane mutacje
przy pomocy swiatta widzialnego

Niebieskie swiatto Zielone swiatto
Brak aktywnosci  Aktywnos¢ cytolityczna
Monomer

—\ rozpuszczalny
% wodzie F, e
N == a\Q‘ W
.‘ Por /
jadrowy

Dwuy

(c) Budowa fotoprzetacznika

Reakcja na éwiatio widzialne

Wigzanie kowalencyjne

do docelowego biatka 51( \QE

> Rozpuszczalnos$¢ w wodzie

Rysunek 4. (a) Schematyczne przedstawienie monomeru FraC znakowanego przelacznikiem
azobenzenowym; izomer £ hamuje wigzanie monomeru z dwuwarstwa lipidowa, natomiast po naswietleniu
Swiatlem zielonym powstaly izomer Z umozliwia wiazanie z blona oraz dalsze formowanie oligomerycznego
kompleksu porowego w docelowej blonie (zéltej); (b) Schematyczne przedstawienie monomeru FraC
wbudowanego w docelowg blone, gdzie zaznaczono reszty aminokwasowe zmutowane do cysteiny (szare
sfery), a takze czasteczki sfingomieliny stabilizujace por (pomaranczowe); (c) Elementy konstrukcyjne
docelowego przelacznika, reagujacego na Swiatlo widzialne, zawierajacego grupe zwiekszajaca

rozpuszczalno$é w wodzie oraz cze$é do kowalencyjnej modyfikacji bialek [37].
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2.1.3 Fotochromowe przelaczniki molekularne

Jak juz wspomniano w poprzednim podrozdziale, aby czasteczka aktywna reagowalta z
dostarczonym z zewnatrz $wiattem wbudowuje si¢ w nig element przetaczalny lub laczy z
przetacznikiem molekularnym. Molekularne przetaczniki to czasteczki zdolne do
odwracalnego przechodzenia pomiedzy co najmniej dwoma stanami stabilnymi
termodynamicznie, z ktérych kazdy charakteryzuje si¢ unikalng strukturg przestrzenng.
Przetaczenie pomiedzy tymi stanami moze by¢ inicjowane rdznorodnymi bodzcami
zewnetrznymi, takimi jak zmiana pH, temperatura, dlugos¢ fali promieniowania

elektromagnetycznego czy tez nat¢zenie pradu elektrycznego [40].

Kazdy z tych standw, bedac odmiennie uksztaltowang strukturg chemiczng, wykazuje réwniez
rézne wlasciwosci fizykochemiczne, co przektada si¢ na ich zastosowanie w zaawansowanych
systemach molekularnych [41]. Ze wzgledu na mechanizmy dziatania, przelgczniki

molekularne mozna sklasyfikowaé w kilku gtownych kategoriach:

1. Przelaczniki typu gos$é—gospodarz, w ktorych réznice w budowie przekltadaja si¢ na

odmienne powinowactwo do czgsteczki goscia.

2. Przelaczniki zawierajace struktury rotaksanow 1 katenanow, w ktorych elementy
makrocykliczne mogg porusza¢ si¢ wzgledem siebie, co prowadzi do zmiany wlasciwosci

catego uktadu.

3. Fotochromowe przetaczniki molekularne, ktore zmieniaja swoja konfiguracj¢ pod wptywem

Swiatla, zazwyczaj w sposob catkowicie odwracalny.

W fotofarmakologii szczegodlne znaczenie maja fotochromowe przelaczniki molekularne,
bedace biologicznie aktywnymi zwigzkami zdolnymi do zmiany swojej konfiguracji po
absorpcji fotonu [2, 8, 17]. Poniewaz ich aktywnos$¢ biologiczna zalezy bezposrednio od
struktury chemicznej, kontrola tej struktury za pomoca $wiatta umozliwia precyzyjne
sterowanie wilasciwos$ciami farmakologicznymi, zaréwno farmakokinetycznymi, jak i
farmakodynamicznymi [8]. Takie przetaczniki wystepuja rowniez w naturze — przykladem
moga by¢ naturalne procesy biologiczne inicjowane przez swiatlo, jak np. fotosynteza [17, 42].
W mechanizmach tych kluczowa role odgrywa chromofor, ktéry po absorpcji §wiatta ulega
przemianie, wywotujac zmiang¢ konformacyjng powigzanego biatka. Dzigki temu $wiatto moze

dziata¢ jako selektywny i odwracalny czynnik kontrolny w regulacji funkcji biomolekut [43].
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Termin ,,fotochromowy przetacznik molekularny” wywodzi si¢ z pojgcia fotochromizmu, czyli
odwracalnego procesu przejscia zwigzku chemicznego pomigdzy dwoma formami
izomerycznymi pod wplywem $wiatla. PrzejSciu temu towarzysza zmiany w widmach
absorpcyjnych obu form, co moze by¢ obserwowane m.in. jako zmiana koloru substancji (rys.

5) [44].

hV/?LA

hV/?\B
(A)

Absorbancja

lA 7\.]3
Dtugosé fali [nm]

Rysunek 5. Maksima absorpcji charakteryzujace dwa termodynamicznie stabilne stany fotochromowego

przelacznika molekularnego.

Warto zaznaczy¢, ze oprocz swiatla, takze inne czynniki fizykochemiczne, takie jak zmiana
pH, temperatury czy pola elektrycznego, moga inicjowaé przetaczenia molekularne [40].
Efektem tych ,przetaczen” sa m.in. zmiany takich parametrow jak: moment dipolowy,
przewodnictwo elektryczne, wlasciwosci optyczne (np. wspotczynnik zatamania $wiatta), a
nawet potencjat redoks [45]. Zmiana koloru przelacznika stanowi czgsto bezposredni, wizualny
wskaznik jego aktywnego stanu, co pozwala na monitorowanie jego dziatania bez uzycia

zaawansowanych metod pomiarowych [44].

Zmiana izomeryczna przetgcznikéw molekularnych moze przebiega¢ na rozne sposoby,
zaleznie od ich struktury chemicznej i typu reakcji indukowanej bodzcem zewnetrznym. Do

najczgstszych mechanizmow naleza:
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a) Otwarcie 1 zamknigcie pier§cienia — w tym mechanizmie izomeryzacja odbywa si¢ na
drodze fotoinicjowanej reakcji elektrocyklicznej, prowadzacej do cyklizacji lub odwrotne;j

transformacji czasteczki (schem. 1) [44].

uv

Vis

Schemat 1. Zamykanie/otwieranie pierScienia w ditiofenoetenach.

b) Przemiana konfiguracyjna E/Z — zmiana geometrii woko6t wigzania podwojnego zachodzaca
pod wpltywem §wiatta, ktéra moze takze obejmowac wewnatrzczasteczkowy transfer protonu

(schem. 2, schem. 3) [44].
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Schemat 2. Zmiana konfiguracji E/Z w tioindygo.

N uv -
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Schemat 3. Zmiana konfiguracji E/Z wraz z wewnatrzczasteczkowa migracja wodoru (tautomeria

keto-enolowa) w N-salicylidenoanilinie.
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¢) Zmiana konfiguracji absolutnej — dotyczy zwigzkow chiralnych zawierajacych o$ chiralna.
W tym przypadku konwersja pomi¢dzy izomerami zachodzi z uzyciem $wiatla

spolaryzowanego kotowo (CPL), co jest unikalne dla tego typu uktadéw (schem. 4) [44].

I-CPL

r-CPL

Schemat 4. Zmiana konfiguracji absolutnej w zwiazkach chiralooptycznych.

W literaturze opisano wiele syntetycznych fotochromowych przetagcznikow molekularnych,
ktére ulegaja odwracalnym zmianom struktury pod wpltywem §wiatta. Zazwyczaj ich
wiasciwosci charakteryzuje si¢ poprzez analiz¢ spektralng w zakresie absorpcji UV-ViS [17].
Dla wigkszosci zastosowan fotochromowych przetacznikéw molekularnych widzialny 1 bliski
podczerwieni (NIR, ang. near infrared) zakres promieniowania jest niewatpliwie bardziej
odpowiedni niz §wiatlo UV. Jednak fotoprzetaczniki to tradycyjnie raczej mate czasteczki, co
wymaga zastosowania fotonow o wysokiej energii do izomeryzacji przynajmniej w jednym
kierunku. W zwiazku z tym rozwoj takich systemow, ktore nie wymagaja swiatla UV do
aktywacji, znaczaco si¢ rozwingt w ostatnich latach. Pierwsze przetaczniki dziatajace wylacznie
w zakresie §wiatla widzialnego zostaly opisane okoto dwodch dekad temu dla diaryloetenow
[46—47], a w 2009 roku dla pochodnych azobenzenu [46, 48]. Oprocz tradycyjnych kryteriow
wydajnosciowych dla zwiagzkow fotochromowych, takich jak fotokonwersja, czyli sktad
mieszaniny w stanie fotostacjonarnym (PSS), wydajno$§¢ kwantowa przelaczania w obu
kierunkach, czas potowicznego rozpadu termicznego mniej stabilnych izomeréw oraz
odpornos¢ na zmeczenie, zdolnos¢ do izomeryzacji bez udziatu §wiatta UV jest uwazana za

kluczowa cechg jaka powinien posiada¢ fotochromowy przetacznik molekularny [46].

Dotychczas opracowano wiele roznych sposobow aktywacji fotochromowych przetacznikéw
molekularnych przy uzyciu $wiatla widzialnego zamiast UV [46]. Strategie te mozna podzieli¢

na 3 odrgbne grupy:
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1. Bezposrednie fotowzbudzenie (rys. 6a) — ogolna i najbardziej ,,bezposrednia” strategia
(cho¢ niekoniecznie najprostsza). Dotyczy projektowania struktury fotochromowych
przetacznikdw molekularnych w taki sposob, aby dzigki odpowiedniemu dostrojeniu luki dla
orbitali HOMO-LUMO (np. poprzez wstawianie roéznych podstawnikow) doprowadzié

fotoprzetaczniki do bezposredniej aktywacji za pomocg §wiatla widzialnego [46].

2. Posrednie fotowzbudzenie (rys. 6b) — polega na transferze energii przy uzyciu
sensybilizatorow (zwiazkow dodawanych do emulsji §wiatloczutej w celu zrownowazenia i
powigkszenia czuto$ci negatywowego materiatu $Swiattoczutlego w wigkszym zakresie
czestotliwosci fal §wietlnych, ktore sg przez te substancje pochtaniane), takich jak trypletowe
fotosensybilizatory, a takze przy uzyciu nanoczastek lub anten wielofotonowych, ktore sa w
stanie zaabsorbowa¢ jeden lub wiele kwantéw $wiatta dlugofalowego, w wyniku czego

,»hapedzaja” izomeryzacje poprzez nietrywialny transfer energii do przetacznika [46].

3. Posrednie fotowzbudzenie poprzez fotoindukowany transfer elektronu (rys. 6¢) — opiera si¢
na projektowaniu fotochromowych przetacznikow, w ktorych zastagpienie aktywacji swiattem
UV osiagga si¢ poprzez indukowanie przelaczenia w jednym kierunku za pomoca reakcji
utleniania/redukcji. Procesy te mozna wyzwoli¢ elektrochemicznie lub poprzez
napromieniowanie $wiatlem widzialnym wykorzystujac fotoindukcje (przeniesienie elektronu

do/z sensybilizatora) [46].
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a) Bezposrednie fotowzbudzenie
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b) Posrednie fotowzbudzenie poprzez transfer energii
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Rysunek 6. Ogélne strategie zastepowania Swiatla UV (fioletowe przerywane strzalki) swiattem widzialnym

(czerwone ciagle strzalki) w celu wywolania przemiany mi¢dzy dwoma przelacznikami —

A i B. So: stan

podstawowy; Si: pierwszy stan wzbudzony singletowy; Ti: pierwszy stan trypletowy; ISC: przejscie miedzy

stanami o réznej multipletowoSci (ang. intersystem crossing); TTA: anihilacja tryplet—tryplet; ET: transfer

energii; (P)eT: (fotoindukowany) transfer elektronéw [46].
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Ze wzgledu na stabilno$¢ termiczng dwoch przechodzacych w siebie izomeréw, fotochromowe

przetaczniki molekularne mozna podzieli¢ na dwa typy [48]:

1. Fotochromizm typu T — obejmuje zwiazki, dla ktérych jeden z izomerdéw jest termicznie
niestabilny 1 zazwyczaj powraca do formy stabilnej termodynamicznie w ciggu milisekund do
kilku minut. Chociaz tego typu zwigzki zazwyczaj nie moga by¢ przetaczane w obu kierunkach
za pomocg $wiatla widzialnego, to jednak wysoka szybko$¢ termicznej reizomeryzacji pozwala

na odwrdcenie przelaczenia poprzez zwykle przerwanie naswietlania [46, 48].

2. Fotochromizm typu P — dotyczy zwigzkéw dla ktérych oba izomery sg stabilne termicznie.
Typowym kryterium stosowanym do rozrdéznienia tych dwoéch klas jest termiczny czas

potowicznego rozpadu (t12) termodynamicznie mniej stabilnego izomeru [46, 48].

Okreslone zastosowanie fotoprzetacznikow w fotofarmakologii determinuje wymagania
dotyczace aktywujacej dlugosci fali, rozkladow stanow fotostacjonarnych, wydajnosci
przemiany fotochemicznej oraz okresu poéltrwania stanu metastabilnego. Nalezy jednak
zauwazy¢, ze nie istnieje jedna uprzywilejowana kombinacja tych parametrow — w zaleznosci
od zastosowania mozna zdefiniowa¢ rézne scenariusze (rys. 7), ktére opierajg si¢ na

odmiennych wlasciwo$ciach fotoprzetaczalnych [49].
Scenariusz 1 — Aktywacja przed podaniem do organizmu

W tym scenariuszu czgsteczka fotoreaktywna jest aktywowania $wiattem przed podaniem
pacjentowi. Po wprowadzeniu do organizmu forma aktywna (izomer metastabilny, MS)
stopniowo przeksztalca si¢ w mniej aktywna lub nieaktywng forme (izomer stabilny, S) poprzez

relaksacje termiczng (powrdt do stanu rownowagi po podgrzaniu) (rys. 7-1) [49].
Kluczowe wymagania:
e Izomer MS musi by¢ biologicznie aktywny;

e Okres péttrwania izomeru MS powinien wynosi¢ kilka godzin, aby zapewni¢ aktywnos$¢

w trakcie krazenia w organizmie;

e Aktywacja moze odbywa¢ si¢ poza oknem terapeutycznym (UV), poniewaz

naswietlanie odbywa si¢ poza organizmem;
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o Wskazana jest znaczna réznica w aktywnosci mi¢dzy izomerami, cho¢ czesto trudna do

osiggnigcia.

Przyktadami takich zwigzkéw moga by¢ antybiotyki na bazie azobenzenu aktywowane do
formy Z §wiattem UV (365 nm). W czasie okoto 2 godzin powracaja do mniej aktywnej formy
E. Pozwala to kontrolowac ,,sit¢ dzialania” antybiotyku zaleznie od momentu podania [49-50].
Scenariusz ten pozwala ograniczy¢ obecno$¢ aktywnych lekéw (np. antybiotykow) w
srodowisku. Jest to rowniez dobra metoda w przypadku sytuacji wymagajacych ograniczonego

czasu dziatania leku (np. znieczulenie miejscowe).
Scenariusz 2 — Aktywacja in vivo i szybka dezaktywacja termiczna

W tym scenariuszu czasteczka podawana jest w nieaktywnej, stabilnej formie (S), a aktywacja
nastgpuje miejscowo w ciele pacjenta za pomocg $wiatta. Poza obszarem naswietlania, aktywna

forma szybko powraca do formy nieaktywnej dzigki relaksacji termicznej (rys. 7-2) [49].
Kluczowe wymagania:
e Bardzo krétki czas pottrwania formy MS (milisekundy do sekund);
o Aktywacja za pomocg $wiatta czerwonego lub NIR, zdolnego do penetracji tkanek;
o Wysoka wydajno$¢ konwersji fotoizomeréw w kierunku formy aktywne;.

Przyktadami takich zwiazkow sa azo-pochodne sulfonylomocznika, kontrolujace wydzielanie
insuliny przez komorki B trzustki. Po naswietleniu §wiattem 560 nm przechodza z nieaktywne;j
formy E do aktywnej Z, ktéra wraca do £ w ciggu milisekund [49, 51]. Scenariusz ten znajduje
zastosowanie w  przypadku neurobiologii 1 endokrynologii podczas  kontroli
neuroprzekaznikow 1 hormonow. Ogranicza on réwniez dzialanie ogdlnoustrojowe poprzez

doktadng aktywacje tylko w miejscu dziatania [51].
Scenariusz 3 — Dezaktywacja przed podaniem i reaktywacja in vivo

W tym scenariuszu czasteczka jest dezaktywowana $wiattem przed podaniem (np.
przeksztalcona w izomer MS), a nastgpnie reaktywowana w miejscu dzialania inng dlugos$cia
fali. Zapobiega to przedwczesnemu dziataniu i pozwala na precyzyjng aktywacje (rys. 7-3)

[49].
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Kluczowe wymagania:

Stabilna forma (S) musi by¢ bardziej aktywna biologicznie;
e Izomer MS powinien mie¢ dtugi okres pottrwania, by nie reaktywowatl si¢ samorzutnie;

e Dwukierunkowe przetagczanie powinno by¢ mozliwe przy uzyciu S$wiatla

czerwonego/NIR;
o Wysoki udzial formy MS przed podaniem.

Przyktadami takich zwigzkow sg blokery kanatéw potasowych, ktore sa aktywowane tylko w
miejscu dziatania [52], a takze diazocyny (cykliczne azobenzeny) [53—54]. Scenariusz ten
stosuje si¢ w przypadku leczenia nowotwordéw i chordb neurologicznych, gdy konieczna jest

aktywacja tylko w okreslonym miejscu [49].
Scenariusz 4 — Pelna kontrola izomeryzacji in vivo

Lek jest podawany w nieaktywnej, stabilnej formie, aktywowany lokalnie $wiattem (A1), a
nastgpnie dezaktywowany w otaczajacych tkankach innym §wiattem (A2). Pozwala to na pelna

przestrzenng i czasowg kontrole (rys. 7-4) [49].
Kluczowe wymagania:

e Obie formy izomerdw musza by¢ aktywowane inng dilugoscia fali w zakresie

czerwonym/NIR;
o Wydajna konwersja w obu kierunkach;
e Dlugi okres pottrwania formy MS.

Przyktadem takiego zwiazku jest fotoaktywna czasteczka kontrastowa (zawierajaca gadolin),
stosowana w MRI (ang. magnetic resonance imaging), aktywowana $wiatlem 505 nm,
dezaktywowana 435 nm. Cho¢ jeszcze poza ,,idealnym” zakresem NIR, pokazuje potencjal tego
podejécia [55-56]. Scenariusz ten stosuje si¢ w precyzyjnej diagnostyce czy tez leczeniu

nowotworow gdzie aktywacja leku nastepuje tylko w guzie, nie w zdrowej tkance [49].
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Scenariusz S — Nieodwracalna aktywacja (fotoklatkowanie)

W tym scenariuszu stosuje si¢ fotoklatki (PPG, ang. photoplethysmography), ktore po
naswietleniu nieodwracalnie uwalniajg lek lub aktywna czasteczke. Jest to bardzo skuteczne

narzedzie do celowanego uwalniania lekéw 1 obrazowania (rys. 7-5) [49].
Kluczowe wymagania:
o Aktywacja §wiattem czerwonym/NIR;
o Wysoka wydajnos¢ odblokowania (absorpcja x wydajnos¢ kwantowa);
o Stabilnos$¢ zwigzkow fotoklatkowanych w warunkach biologicznych.

Przyktadami takich zwigzkow sg inhibitory kinazy RET (wptywajace na rozwoj neuronow u
zarodkow ryb), ktore odblokowywane sg swiattem UV [57]. Réwniez pochodna dopaminy z
podstawnikiem bazujacym na BODIPY (borodifluorek difenylopirrometanowy) jest stosowana
w tym scenariuszu (aktywowana jest $Swiattem o dlugosci 652 nm). Uklad ten jest
odpowiedzialny za kontrole rytmu serca [58]. Scenariusz ten stosuje si¢ podczas celowanego
dostarczania lekow, obrazowania i terapii (doktadna kontrola czasu i miejsca dziatania), a takze

terapii fotodynamicznej (selektywne uwalnianie toksyn) [49].

Pig¢ przedstawionych scenariuszy terapeutycznych ukazuje wszechstronno$¢ i1 potencjal
czasteczek fotoreaktywnych w zastosowaniach medycznych. Nowe strategie fotofarmakologii
1 fotomedycyny umozliwiaja stworzenie terapii spersonalizowanych, selektywnych i
minimalnie inwazyjnych, przyblizajac zastosowanie $wiatla w medycynie do praktyki

kliniczne;j.
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Rysunek 7. Scenariusze terapeutyczne dotyczace zastosowania odwracalnych (1-4) i niecodwracalnych (5)
systemow fotokontrolowanych w medycynie, uwzgledniajace sytuacje, w ktorych zwigzek ma by¢
aktywowany na zewnatrz (1) lub wewnatrz organizmu (2-5), oraz biorac pod uwage, czy forma stabilna (2),
czy metastabilna (1, 3, 4) przelacznika jest bardziej aktywna biologicznie. Intensywnos$¢ koloru w tle
wykreséw odpowiada rosnacej aktywnosci biologicznej, ktéra mozna uzyskaé¢ poprzez zmiane stezenia

izomeru metastabilnego (niebieska linia) [49].
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2.1.4 Klasy fotochromowych przelacznikow molekularnych
Do najwazniejszych klas fotochromowych przetacznikéw molekularnych naleza:

1. Pochodne azobenzenu — jedna z najlepiej poznanych i najczgsciej stosowanych klas
przetacznikow. Wystepuja w dwoch formach izomerycznych (£ 1 Z), z ktérych forma E jest
energetycznie bardziej stabilna. Izomeryzacja jest czesto indukowana przyjaznym dla
organizmoéw $wiattem zielonym i prowadzi do wyraznych zmian wtasciwosci fizycznych, w

tym momentu dipolowego (schem. 5) [17, 59—-60].

/\1 N=N

R

Schemat 5. Rozne struktury pochodnych azobenzenu powstajace poprzez zmiane konfiguracji E/Z.

2. Pochodne stilbenu — strukturalnie zblizone do azobenzenow, roéwniez ulegaja izomeryzacji
E/Z. Roznice w mechanizmie przej$cia wynikajg z odmiennego charakteru stanu wzbudzonego

formy £ (schem. 6) [61].
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Schemat 6. R6zne struktury pochodnych stilbenu powstajace poprzez zmiane¢ konfiguracji E/Z.

3) Pochodne spiropiranu — pod wplywem $wiatta UV przechodza w form¢ merocyjaninowa,
ktora jest bardziej polarna i barwna. Proces ten jest odwracalny i moze by¢ cofnigty termicznie

lub za pomocg §wiatta widzialnego (schem. 7) [62—-66].

Schemat 7. Roézne struktury pochodnych spiropiranu powstajace poprzez zamykanie/otwieranie

pierscienia.

4) Pochodne ditiofenoetenu — ich przelaczanie zwigzane jest z odwracalng fotocyklizacja
ugrupowania heksatrienowego. Posiadaja dobrg stabilno$¢ 1 wysoka trwatos¢ cyklu przetaczen,

osiagajac nawet 10 cykli (schem. 8) [17, 67-68].
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Schemat 8. Rdézne struktury pochodnych ditiofenoetenu powstajace poprzez zamykanie/otwieranie

pierscienia.

5) Pochodne tiofenofulgidu — podobnie jak pochodne ditiofenoetenu — ulegaja cyklizacji
pod wpltywem $wiatta. Je$li struktura zawiera podstawione wigzania lub pier§cienie

heterocykliczne, reakcja ta moze by¢ termicznie nicodwracalna (schem. 9) [69—72].

R R
0 0
/
NN N\ N/
0 0
A, -
AN Az

Schemat 9. Rézne struktury pochodnych tiofenofulgidu powstajace poprzez zamykanie/otwieranie

pierscienia.

6) Pochodne hemitioindygo — izomeryzuja poprzez zmian¢ konfiguracji E/Z przy wigzaniu
olefinowym. Cho¢ zmiana momentu dipolowego nie jest tak znaczaca jak w pochodnych
spiropiranu, to proces ten takze jest odwracalny i aktywowany okreslonymi dtugosciami fal

(schem. 10) [17, 73-75].
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Schemat 10. Rozne struktury pochodnych hemitioindygo powstajace poprzez zmiane konfiguracji E/Z.

Fotoizomeryzacja, szczeg6lnie dotyczaca wigzan olefinowych (-C=C-) lub azowych (-N=N-),
ma szerokie zastosowania praktyczne. Przykladem jest kontrolowane uwalnianie lekéw do
wnetrza komorki przez aktywacje §wiattem kanatu blonowego, w ktory wbudowano czasteczke

przetacznika. Pod wplywem $wiatta kanat ulega otwarciu, umozliwiajac dostarczenie substancji

aktywnej (rys. 8) [8].
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Rysunek 8. Schemat wykorzystania fotochromowych przelacznikéw molekularnych do wprowadzania

lekow do komorek [8].
2.1.5 Fotochromowe przelaczniki molekularne w medycynie

Koncepcja fotopodatnosci na lek stanowi rozwinigcie ogdlnego pojecia podatnosci
terapeutycznej. Aby dany receptor lub enzym, ktory odgrywa role w patogenezie choroby, mogt
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by¢ uznany za cel terapeutyczny, powinien wykazywa¢ wysokie powinowactwo do leku oraz
wptywaé na jego aktywno$¢ biologiczng [8]. Fotopodatno$¢ uwzglednia te kryteria,
rozszerzajac je o konieczno$¢ reagowania na zmiany struktury fotochromowych przetacznikow

molekularnych, ktore zachodza pod wplywem $wiatta.
Warunki niezbe¢dne do uznania danego celu molekularnego za fotopodatny obejmuja:

e Reagowanie z ligandem fotokontrolowanym, ktoérego struktura i funkcja ulegaja
zmianie po ekspozycji na §wiatlo;

e Lokalizacj¢ celu w obrgbie zmienionej chorobowo tkanki, do ktorej $wiatto moze zostac
precyzyjnie dostarczone;

e Mozliwos¢ efektywnego dotarcia Swiatla do tego miejsca.

Z mysla o tych wymaganiach zaproponowano klasyfikacje narzadoéw cztowieka w zaleznosci

od stopnia tatwosci z jakim mozna do nich doprowadzi¢ §wiatto:
1. Klasa 1 — organy tatwo dostepne, takie jak skora [76] oraz oczy [77];

2. Klasa 2 — organy dostepne przy uzyciu technik endoskopowych, m.in. jama ustna i gardto
[78], uktad oddechowy [79], przewo6d pokarmowy [80], zatoki [81], drogi zotciowe [82], szyjka
macicy [83] oraz pecherz moczowy [84];

3. Klasa 3 — struktury znajdujace si¢ bezposrednio pod powierzchnig skoéry, m.in. jadra,

powierzchniowe wezly chlonne, migénie, kosci oraz tarczyca [8];

4. Klasa 4 — narzady wymagajace drobnych nacig¢¢ chirurgicznych, takie jak watroba [85],
naczynia krwiono$ne [86], otrzewna [87], trzustka [88], Zotadek, jelita, jajniki, nerki, §ledziona,

prostata [89], a takze inne gruczoty i tkanki glebokie [8];

5. Klasa 5 — struktury wymagajace wigkszej inwazyjno$ci zabiegéw, w tym szpik kostny [8§]

oraz mozg [90].

Przyktad praktycznego zastosowania fotofarmakologii w leczeniu nowotwordéw dotyczy
pochodnych kombretastatyny (rys. 9). Zwiazki te, wykorzystywane w terapii celowanej
nowotworow zlokalizowanych w obrgbie struktur klasy 3, wykazuja zdolno§¢ do hamowania
polimeryzacji tubuliny — kluczowego biatka cytoszkieletu komodrek nowotworowych.

Szczegdlne wiasciwosci ujawnia azowa pochodna kombretastatyny A—4, ktorej forma Z
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charakteryzuje si¢ nawet 250 razy wyzsza cytotoksyczno$ciag w porownaniu do formy E,

niewykazujacej aktywnos$ci w ciemnosci (rys. 9) [8].

o~ o~
OH OH
XX N§N
~o (|) ~o (|)
O O
a) b)

Rysunek 9. Struktura kombretastatyny A4 (a) i jej azo-pochodnej (b).

Forma Z tej pochodnej wiaze si¢ specyficznie z miejscem kolchicynowym w strukturze
tubuliny, co warunkuje szybki efekt fotobiologiczny zwigzany z cytotoksycznoscig. Na
podstawie badan in vitro przeprowadzonych na komorkach gruczolaka oraz komoérkach
srodblonka zyly pepowinowej potwierdzono skuteczno$¢ dzialania tej fotokontrolowanej
czasteczki. Dodatkowo wykazano, ze azo-fosforanowy analog kombretastatyny A—4 skutecznie

destabilizuje mikrotubule w srodowisku z udzialem $wiatla [8].

2.1.6 Pochodne azobenzenu jako jedna z najlepiej poznanych Kklas

fotochromowych przelacznikow molekularnych

Jedna z kluczowych zalet stosowania przetacznikéw azowych w pordwnaniu z tradycyjnymi
lekami jest mozliwo$¢ ich miejscowej aktywacji poprzez kontrolowane naswietlanie.
Najbardziej korzystnym zakresem dtugosci fali $wiatla stosowanym do aktywacji jest przedziat
650-900 nm (tzw. okno zycia) — pozwala on unikng¢ niepozadanej absorpcji przez
hemoglobing i wode, a takze eliminuje potrzebg stosowania potencjalnie szkodliwego

promieniowania UV [46].
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Azobenzeny podczas absorpcji fotonow wykazujg dwa gtowne przejscia elektronow (rys. 10).
Pasmo n—n* zlokalizowane jest w obszarze UV (zazwyczaj miedzy 310 a 360 nm) i wywoluje
ono izomeryzacj¢ E/Z, natomiast pasmo n—n* zlokalizowane jest w widocznym obszarze

(zazwyczaj okoto 450 nm) 1 takze aktywowaé moze izomeryzacj¢ E/Z [46].

AB

Absorbancja

300 400 500 600 700

Dtugosc fali [nm]

Rysunek 10. Widmo absorpcyjne UV-ViS izomeréw E/Z azobenzenu (AB) [46].

W przypadku azobenzenu, energie wzbudzen typu n—n* dla obu izomeroéw (£ 1 Z) sg do siebie
zblizone ze wzgledu na poréwnywalne zmiany energetyczne orbitali n* 1 n (rys. 11). W
izomerze Z delokalizacja elektrondw 7 jest zmniejszona z powodu duzych katéw dwusciennych
wokot pojedynczych wigzan N-C. W rezultacie poziom orbitalu n* jest wyzszy niz w izomerze
E. Jednak poziom energetyczny orbitalu n w izomerze Z rOwniez jest wyzszy niz w izomerze

E, przez co energie wzbudzen n—n* sg bardzo zblizone dla obu izomerow E 1 Z (rys. 11) [91].

E (eV)

- 24 ¥ —

E-azobenzen Z-azobenzen

Rysunek 11. Diagram energetyczny orbitali , n oraz n* azobenzenu [91].
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Najbardziej celowe podejscie do projektowania przetacznikow aktywnych w Swietle
widzialnym to rozszerzenie systemu sprzezenia m aby obnizy¢ luke HOMO-LUMO, a tym
samym przesuna¢ pasmo absorpcyjne w kierunku promieniowania czerwonego [46]. Wada tej
strategii jest jednak to, ze przez rozszerzenie sprze¢zenia m, zdolno$¢ fotoprzetgczania moze
zosta¢ utracona, a zatem uzyskanie pozytywnych wynikéw nie jest tatwe. Rozszerzenie
systemu  w azobenzenach znacznie przesuwa w kierunku ,,§wiatta czerwonego” pasmo n—n*,
podczas gdy pasmo n—n* zmienia si¢ tylko nieznacznie. W wyniku tego te dwa pasma maja

tendencje do naktadania si¢ [46].

Klasyczng metodg rozszerzenia sprzezenia orbitali 7t 1 obnizenia luki HOMO-LUMO, a tym
samym, przesuwania absorpcji azobenzenéw w stron¢ swiatta widzialnego jest wprowadzanie
grup elektronoakceptorowych (EWG) w pozycjach orto lub para wzgledem wigzania N=N. Z
uwagi na wzglednie wysokie poziomy energetyczne orbitalu n w azobenzenie, wynikajace z
odpychajacych oddzialywan wolnych par elektronowych azotu, redukcja gestosci elektronowe;j
n poprzez sasiednie grupy o charakterze wyciagajacym elektrony ¢ powinna obnizy¢ energi¢
orbitalu n. Mozna to skutecznie osiggnac poprzez wprowadzenie np. podstawnikéw fluorowych
w pozycjach orto (rys. 12). Nalezy zauwazy¢, ze atomy fluoru wykazuja silny efekt indukcyjny,

podczas gdy ich efekt mezomeryczny jest raczej pomijalny [91].

Z

Rysunek 12. Diagram energetyczny orbitali @, n oraz n* o-tetrafluoroazobenzenu [91].

Jak juz wcze$niej wspomniano problemem pozostaje fakt, ze wiele azowych przelacznikow
bioaktywnych ulega aktywacji wlasnie pod wptywem $wiatta UV, co ogranicza ich
zastosowanie w warunkach biologicznych. Jednym z rozwigzan tego ograniczenia jest
modyfikacja azobenzenéw poprzez podstawienie pozycji orto pierScieni aromatycznych, co
skutkuje przesunigciem pasma absorpcji w stron¢ widzialng [46]. W$rdd najczescie]
stosowanych podstawnikow w tego typu modyfikacjach znajduja si¢ grupy metoksy, fluoro i

chloro. Opracowano rowniez struktury zawierajgce podstawienia bromowe [92] oraz pochodne
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typu OPh, SPh czy tez SePh [93]. Jednym z kluczowych kierunkéw ,,rozwoju zwigzkow
azowych” jest przesunigcie ich maksimum absorpcji ku wigkszym dtugos$ciom fal. Szczegolnie
obiecujace okazuje si¢ podstawienie czterema atomami chloru w pozycjach orto, co powoduje
przesuni¢cie pasma absorpcji z okoto 200 nm az do 560 nm [94-95]. Co istotne, nawet
pojedynczy atom chloru w pozycji orto moze wyraznie oddzieli¢ pasma n—n* (pomiedzy
izomerami E i Z), prowadzac do przesuni¢cia maksimum absorpcji w strong fal dtuzszych (efekt

batochromowy) [46].

Wplyw liczby 1 rozmieszczenia podstawnikoéw halogenkowych w pozycjach orfo zostat
szczegblowo przeanalizowany. W tych badaniach odkryto, ze mieszane podstawienie, w
szczegdlnosci kombinacji di-orfo-chloro i di-orfo-fluoro, znaczaco skraca czas ekspozycji na
Swiatlo o dlugosci 660 nm. Tego typu wilasciwosci czynig je bardziej uzytecznymi w
zastosowaniach fotofarmakologicznych. Wyniki tych analiz wskazuja réwniez, ze zwiazki
zawierajagce mieszane podstawienia tetra-orfo przewyzszaja ,,.czysto” chloro- lub
fluoro-podstawione analogi pod wzgledem wlasciwosci fotochemicznych. Dodatkowo
zaobserwowano, ze podstawienie grupami zmniejszajacymi gesto$¢ elektronowa w pozycji
para moze dalej zwigksza¢ efekt batochromowy w obu formach izomerycznych, co dodatkowo

poszerza mozliwosci ich zastosowania (rys. 13) [95].
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Rysunek 13. a) Fotoizomeryzacja tetra-orto-chloroazobenzenu (1 — azobenzen, 2 —

tetra-orto-chloroazobenzen); b) Widmo UV-ViS zwigzkow 1 i 2 (50uM roztwér w DMSO) ¢) Widmo UV-
ViS zwigzkéw 1i 2 (500uM roztwor w DMSO) [95].

2.1.7 Projektowanie i modulacja fotochromowych przelacznikow molekularnych

na przykladzie pochodnych azobenzenu

Fotofarmakologia, jak juz wspomniano, jest obiecujacym podejsciem umozliwiajagcym
ukierunkowane dziatanie lekdw za pomocg Swiatta. W fotofarmakologii do struktury
biologicznie aktywnych matych czasteczek wprowadza sie $wiattoczute przetaczniki
molekularne, co pozwala na optyczng kontrole ich aktywno$ci. Wychodzac poza metode prob

1 btedéw, ,,fotofarmakologia coraz czesciej wykorzystuje” racjonalne metody projektowania
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lekéw do opracowywania biologicznie aktywnych ligandow sterowanych §wiatlem. Istnieje

wiele strategii projektowania i modulacji fotochromowych przetacznikéw molekularnych [96]:
1. Rzeczywiste rozszerzenie struktury (Bona Fide Extension)

Strategia ta polega na dodaniu pier§cienia aromatycznego zawierajagcego izomeryzowalny
uktad (np. azobenzen) do struktury wyjsciowej leku, bez usuwania istniejgcych podstawnikow.
Takie rozszerzenie moze wptywac na interakcje z kieszenig hydrofobowa receptora, zaleznie

od izomeru (£ lub Z) (schem. 11) [96-97].

— > -
HO | N

Schemat 11. Pochodna propofolu (Srodek do podtrzymania znieczulenia ogélnego) zawierajaca azobenzen,
ktéra w postaci izomeru E dziala jako aktywator receptoréw GABA, pelniac funkcje fotosterowalnego

Srodka znieczulajacego.

2. Projektowanie oparte na strukturze (Structure-Based Design)

Metoda wykorzystuje dane krystalograficzne i dokowanie molekularne do zaplanowania
modyfikacji zwigzku bazowego. Analiza miejsca wigzania pozwala okresli¢ optymalne pozycje

podstawnikow dla fotoprzetacznika (schem. 12) [96, 98].

Schemat 12. Pochodna BnTetAMPA — agonisty receptora AMPA (kwas 2-amino-3-(5-(2-benzylo-2H-
tetrazol-5-yl)-3-hydroksyizoksazol-4-yl)propionowy) — zawierajaca pochodng azobenzenu w pozycji meta,
zaprojektowana na podstawie struktury krystalicznej receptora iGluR2 (jonotropowy receptor

glutaminianu 2), aktywna w formie E.
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3. Azologizacja (Azologization)

Strategia ta polega na bioizosterycznym zastgpieniu fragmentu struktury zwigzku aktywnego
farmakologicznie fotoprzetagczalnym uktadem, najcze$ciej azobenzenem, tak aby zmiana

konfiguracji prowadzita do zmiany aktywnosci biologicznej (schem. 13) [96, 99].

" pesss WWqse
(] ()

O~ OH O~ OH

Schemat 13. BINA (benzyloksydimetylobenzen) — allosteryczny agonista receptora mGluR2
(metabotropowy receptor glutaminianu typu 2) zawierajacy azobenzen; tylko forma E tworzy wiazanie

jonowe z reszta Arg635, aktywujac receptor.

4. Insercja przelacznika (Insertion Approach)

Fotochromowy przelacznik molekularny (np. azobenzen) zostaje wbudowany pomiedzy dwa
atomy oryginalnej czasteczki, pelnigc rolg wewnetrznego, aktywowanego $swiattem tacznika

(schem. 14) [96, 100].

Schemat 14. Fotochromowy przelacznik molekularny wbudowany w lancuch alifatyczny BI-1
(3-(1-oktanoylopiperydyno-4-yl)-1,3-dihydro-2H-benzo|[d]imidazol-2-on) — agonisty TRPC3 (kanal
jonowy odgrywajacy kluczowa role w sygnalizacji wapniowej w komodrkach); forma Z aktywuje kanal

jonowy i umozliwia optyczne sterowanie aktywnoscia neuronow.
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5. Zastapienie lacznika w ligandach bifunkcyjnych

W przypadku zlozonych ligandow, takich jak ARV 771 (schem. 15), fotochromowy
przetacznik molekularny moze zastapi¢ lacznik pomiedzy dwiema jednostkami
farmakoforowymi. ARV 771 jest zwigzkiem nalezacym do klasy zwigzkow PROTAC (ang.
proteolysis targeting chimeras) — sg to dwufunkcyjne czasteczki, ktére wigzg si¢ z biatkiem
docelowym oraz z ligazg ubikwityny E3, co prowadzi do ubikwitynacji biatka
docelowego. Ubikwitynacja to proces, w ktoérym biatko zostaje oznaczone do degradacji przez
system ubikwityna-proteasom (UPS). Zmiana dlugosci uktadu po ekspozycji na s$wiatto

zmienia efektywnos$¢ oddziatywania czasteczki [96, 101].
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Schemat 15. ARV 771 zawierajacy azobenzen jako przelacznik; tylko izomer E umozliwia skuteczna

degradacje bialka, forma Z pozostaje biologicznie nieaktywna.

Powyzsze strategie pokazuja roznorodne mozliwosci projektowania fotochromowych
przetacznikow molekularnych zawierajacych grupe azowa, ktore umozliwiajg precyzyjne,
czasowo 1 przestrzennie kontrolowane dziatania farmakologiczne. Takie podej$cie moze by¢
szczegOlnie przydatne w terapii celowanej oraz w badaniach nad regulacja funkcji biatek w

srodowisku in vivo.
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2.1.8 Metody otrzymywania fotochromowych przelacznikow molekularnych

zawierajacych ugrupowanie azowe

Pochodne azobenzenu stanowig najlepiej zbadang grupe przetacznikow molekularnych, co
przetozylo si¢ na rozwoj wielu metod ich syntezy. Zwiazki zawierajace ugrupowanie azowe sg
obecnie najczesciej wykorzystywanymi fotochromowymi przetagcznikami molekularnymi w

zastosowaniach biomedycznych. Schemat 16 podsumowuje najwazniejsze metody syntezy

pochodnych azobenzenu:

Schemat 16. Metody syntezy pochodnych azobenzenu.

1. Klasyczna reakcja diazowania, w ktorej pochodna aniliny sprzgga si¢ z aktywowanym

pierscieniem aromatycznym w obecnosci HC1 1 NaNO> (schem. 16-1) [102];

2. Reakcja nitrozopochodnej z pochodng aniliny prowadzona w obecnos$ci kwasu

trifluorooctowego (TFA) (schem. 16-2) [103];
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3. Sprzeganie pochodnej aniliny z aktywowanym pierScieniem aromatycznym z

wykorzystaniem azotynu tert-butylu (schem. 16-3) [104];

4. Oksydatywne sprzeganie pochodnych aniliny w obecno$ci nadmanganianu potasu (schem.

16—4) [105];
5. Oksydatywne sprzgganie w obecnosci bromku miedzi(I) (schem. 16-5) [105];

6. Oksydatywne sprzeganie przeprowadzane przy uzyciu podchlorynu tert-butylu (schem. 16—
6) [105];

7. Oksydatywne sprzg¢ganie z zastosowaniem NXS (N-halogenosukcynoimid, gdzie X = Cl, Br,
I) oraz DBU (1,8-diazabicyklo[5.4.0Jundek-7-en) (schem. 16-7) [105];

8. Oksydatywne sprzgganie pochodnych aniliny z uzyciem hiperwalencyjnego zwigzku jodu —

PIDA ((diacetoksyjodo)benzen) jako reagenta (schem. 16-8) [106].

2.2 Zwigzki aktywne biologicznie oddzialujace z domeng kolchicynowg w

tubulinie

Zwiazki wigzace si¢ z domeng kolchicynowa w tubulinie wykazuja wlasciwosci
przeciwnowotworowe dzigki specyficznemu mechanizmowi dziatania. Tubulina jest biatkiem
budujacym mikrotubule, ktére stanowig kluczowy element cytoszkieletu komorkowego [107].
Mikrotubule odgrywaja fundamentalng role w wielu procesach komérkowych, zwtaszcza w
mitozie — podziale komérkowym. Domena kolchicynowa to miejsce wiazace leki na tubulinie.
Kiedy zwigzek (np. kolchicyna, kombretastatyna czy ich pochodne) przytaczy si¢ do tej
domeny, hamuje polimeryzacj¢ tubuliny, czyli proces taczenia podjednostek tubuliny w
mikrotubule [108—109]. Blokowanie polimeryzacji mikrotubul zaktdca tworzenie wrzeciona
podzialowego, ktore jest niezbedne do prawidtowego rozdziatu chromosomoéw podczas
podziatlu komérki [110]. W efekcie komorki nowotworowe, ktére charakteryzujg si¢ bardzo
szybkim tempem podziatu, sg szczegdlnie wrazliwe na tego typu leki. Przylaczanie kolchicyny
do tubuliny to proces powolny, praktycznie nieodwracalny i wyraznie zalezny od temperatury
[111]. Gdy ligand zajmie miejsce wigzace kolchicyne, dochodzi do stabilizacji zakrzywionej
formy heterodimeru of-tubuliny. W trakcie formowania si¢ mikrotubul heterodimery
of-tubuliny musza zmieni¢ swoja zakrzywiong forme na prosta, co wymaga przesunigcia

niektorych struktur drugorzegdowych w obrebie B-tubuliny, zblizajac je do siebie. To powoduje
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zmniejszenie objetosci miejsca wigzacego kolchicyne. Jesli jednak w tym miejscu obecny jest
ligand, nie dochodzi do wymaganych zmian konformacyjnych. W efekcie kompleks utworzony
przez ligand i heterodimer af-tubuliny nie jest w stanie uczestniczy¢ w procesie polimeryzacji
mikrotubul [112—-113]. Zahamowanie procesu mitozy prowadzi do zatrzymania cyklu
komorkowego (najczescie] w fazie G2/M), a w konsekwencji do apoptozy (programowanej
$mierci komorki) [114—115]. Waznym aspektem jest takze szybko$¢ 1 odwracalnos$¢ dziatania
niektorych z tych zwiazkow, co umozliwia precyzyjna kontrole terapeutyczna, zwlaszcza w
przypadku fotomodulowanych lekow (np. azowych pochodnych kombretastatyny), ktore

mozna aktywowac §wiatlem w sposob selektywny w tkankach nowotworowych [116—117].
2.2.1 Dibenzo|b,f]oksepiny

Dibenzo[b,f]oksepiny (rys. 14-1), podobnie jak stilbeny, wykazuja wiele interesujacych
aktywnosci biologicznych 1 s3 szeroko rozpowszechnione w przyrodzie. Strukturalnie
przypominaja stilbeny, jednak réznig si¢ obecnos$ciag mostka winylowego oraz atomu tlenu,

ktory taczy dwa pier§cienie aromatyczne.
2.2.1.1 Wilasciwosci biologiczne pochodnych dibenzo|[b,floksepiny

Wsrod wazniejszych przedstawicieli dibenzo[b,f]oksepin znajduja si¢
8-metoksy-7-metylodibenzo[b,f]loksepino-1,6-diol, znany jako pacharyna (rys. 14-2), oraz
6-metoksy-7-metylodibenzo[b,f]oksepino-1,8-diol, znany jako bauhiniastatyna (rys. 14-3). Po
raz pierwszy wyizolowano je z rosliny Bauhinia purpurea, stosowanej w terapii nowotworowej
w tradycyjnej medycynie indyjskiej i afrykanskiej. Na podstawie badafh stwierdzono, ze

zwigzki te skutecznie hamujg proliferacje komorek nowotworowych [118-119].

Pacharyna 1 bauhiniastatyna sg spokrewnione strukturalnie z innymi przedstawicielami tej
grupy, takimi jak bauhinoksepina B (rys. 14—4) czy artokarpol A (rys. 14-5), ktore wykazuja
odpowiednio dzialanie przeciwgrzybicze oraz przeciwzapalne [119]. Artokarpol A posiada
réwniez pochodng — artokarpol G — ktora skutecznie blokuje uwalnianie B-glukuronidazy i

histaminy z komorek tucznych podczas ich degranulacji [120].

Wiele zwigzkow z tej grupy wykazuje rdéznorodne dziatanie farmakologiczne, m.in.
przeciwpsychotyczne [119, 121, 122], przeciwzapalne [119, 123], przeciwdepresyjne [119,
124], owadobdjcze [119, 125] oraz przeciwpadaczkowe [119, 126]. Stosowane sg rowniez w

terapii hipertensji [119]. Przyktadem szczegdlnie interesujgcego zwigzku jest antagonista
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receptora angiotensyny II (AIl) (rys. 14-6), ktéry dzieki blokowaniu receptorow
angiotensynowych zapobiega dzialaniu angiotensyny II, wptywajac tym samym na obnizenie

ci$nienia tetniczego i ochrong naczyn krwiono$nych oraz serca [126].

Sposréd dibenzo[b,floksepin znane sg rowniez zwigzki o dzialaniu przeciwzapalnym, jak
bermoprofen (rys. 14-7), bedacy produktem utleniania wigzania podwojnego w pierscieniu
siedmiocztonowym, zaliczany do grupy niesteroidowych lekoéw przeciwzapalnych (NLPZ)

[123, 127].

Czes¢  dibenzo[b,floksepin  zawierajacych  dodatkowy, skondensowany  pierscien
heterocykliczny w pozycjach 4 1 5, wykazuje silne dzialanie psychoaktywne [127-128].
Tetracykliczne zwiazki, takie jak maroksepina (rys. 14-8) czy sawoksepina (rys. 14-9),
znajduja zastosowanie jako leki przeciwdepresyjne, w terapii zaburzen lgkowych oraz

schizofrenii [127, 129—-131].

Warto wspomnie¢ réwniez o zwigzku CGP 3466 (rys. 14-10), zawierajacym szkielet
dibenzo[b,f]oksepiny, ktory posiada dziatanie neuroprotekcyjne dzieki zdolnos$ci zapobiegania

apoptozie komodrek nerwowych [129, 132].

Wiasciwosci syntetycznych analogdéw dibenzo[b,floksepin sa szczegdlnie obiecujace w
leczeniu chordb neurodegeneracyjnych, takich jak choroba Parkinsona czy Alzheimer [129,

133-134].
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Rysunek 14. Przyklady biologicznie czynnych pochodnych dibenzo[b,f]oksepiny.
2.2.1.2 Metody otrzymywania pochodnych dibenzo[b,f]oksepiny

Pochodne dibenzo[b,floksepiny mozna otrzymywaé rdéznymi metodami. Najczesciej
wykorzystuje si¢ w tym celu etery difenylowe jako substraty lub przeprowadza reakcje
kondensacji pomiedzy zwigzkami zawierajgcymi pierscien aromatyczny. Jednym z prostszych
podejs¢ jest nukleofilowa aromatyczna substytucja w czasteczce stilbenu. Do najwazniejszych

metod syntezy zalicza si¢ (schem. 17):
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Schemat 17. Podsumowanie metod syntezy pochodnych dibenzo[b,f]loksepiny.

1. Sprzeganie Ullmana polaczone z reakcja Friedla-Craftsa (schem. 17-1)

W tej metodzie reakcja rozpoczyna si¢ od sprzg¢gania odpowiedniej halogenopochodnej
acetofenonu z pochodng fenolu, co prowadzi do powstania eteru diarylowego. Nastepnie grupa
ketonowa jest przeksztalcana do kwasu lub jego pochodnej, a pdzniej przeprowadzana jest
reakcja Friedla-Craftsa, w wyniku ktorej powstaje keton. Ostatni etap to redukcja grupy
karbonylowej potaczona z odwodnieniem, co ostatecznie pozwala otrzymac

dibenzo[b,f]lokseping [123-124, 135].
2. Aromatyczna wewnatrzczasteczkowa substytucja nukleofilowa (SxAr) (schem. 17-2)

Ta metoda to reakcja wewnatrzczasteczkowa, w ktorej stilben zawierajacy grupe hydroksylowa
w jednym pier$cieniu aromatycznym i grupe nitrowa w drugim ulega cyklizacji z utworzeniem
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dibenzo[b,floksepiny. Reakcja przeprowadzana jest w obecnosci azydku sodu [136],
najczesciej w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika. W metodzie tej uzyskuje si¢ wysokie

wydajnosci produktow, osiagajace 88-95% [136].
3. Sprzeganie Ullmana i metateza olefin (schem. 17-3)

W tym podejsciu stosuje si¢ reakcje halogenopochodnej styrenu z jego hydroksypochodna,
otrzymujac produkt posredni, ktory nastepnie w wyniku metatezy olefin przeksztatcany jest w
dibenzo[b,flokseping [120]. W etapie sprzegania Ullmana uzyskuje si¢ produkt z wydajnoscia
okoto 85%, natomiast w drugim etapie uzyskuje si¢ produkt koncowy ilosciowo. Waznag role

odgrywa tutaj ligand, ktérym najczesciej jest 2-[(£)-(hydroksyimino)metylo]fenol [120].
4. Przegrupowanie Wagnera-Meerweina (schem. 17—4)

Metoda ta polega na przegrupowaniu karbokationu w pochodnej ksantenu, co prowadzi do

powstania dibenzo[b,f]oksepiny [137—-138].
5. Synteza z 2-halobenzaldehydow (schem. 17-5)

W tej reakcji 2-halobenzaldehyd reaguje z 2-(2-hydroksyfenylo)acetonitrylem lub jego
pochodnymi, w efekcie uzyskujac dibenzo[b,f]lokseping [118, 133]. Poczatkowo reakcje
prowadzono w obecnosci weglanu cezu [118], ale wprowadzenie jodku miedzi pozwolito na

optymalizacje warunkow i osigganie wydajnos$ci przekraczajacych 90% [133].
2.2.2 Chalkony

Kolejnymi zwigzkami dokujgcymi si¢ w miejscu wigzania kolchicyny w tubulinie s3 pochodne
chalkonu. Sa to zwiazki nalezace do grupy polifenoli, ktore charakteryzuja si¢ obecno$cia
struktury o,B-nienasyconego ketonu (aryl-aryl-propenon) (rys. 15-1). Stanowig one wazng
grupe naturalnych i syntetycznych zwigzkéw o szerokim spektrum aktywnosci biologicznej, co

sprawia, ze sg intensywnie badane w celu opracowywania nowych lekéw.
2.2.2.1 Wilasciwosci biologiczne pochodnych chalkonu

Pochodne chalkonu wykazuja silne dziatanie przeciwnowotworowe poprzez rdzne
mechanizmy, takie jak hamowanie proliferacji komorek nowotworowych, indukcje apoptozy,
zatrzymanie cyklu komorkowego czy hamowanie angiogenezy 1 metastazy. Przyktadem

takiego zwigzku jest ksantoangelol (rys. 15-2), bedacy naturalnym chalkonem wyizolowanym
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z ro$liny Angelica keiskei. Wykazuje on aktywnos$¢ przeciwnowotworowg wobec réznych linii
komoérkowych, m.in. raka jelita grubego i piersi, poprzez indukcje apoptozy oraz zahamowanie
migracji 1 inwazji komoérek nowotworowych [139]. Izolikwirytygenina (rys. 15-3) natomiast
zawarta jest w lukrecji Glycyrrhiza glabra 1 hamuje wzrost komorek raka ptuc i1 okreznicy, a

takze dziata synergistycznie z niektorymi lekami przeciwnowotworowymi [140].

Dodatkowo chalkony wykazuja réwniez aktywnos$¢ przeciwzapalng poprzez hamowanie
dziatania enzymu COX-2 (enzym bedacy kluczowym celem niesteroidowych lekéw
przeciwzapalnych) i 5-LOX (enzym odgrywajacy role w procesie powstawania leukotrienow
— zwigzkéw biorgcych udzial w stanach zapalnych), zmniejszanie poziomu cytokin
prozapalnych, a takze hamowanie aktywacji NF-kB (rodzina czynnikow transkrypcyjnych,
ktore odgrywaja kluczowa rolg w roznych procesach komdrkowych, takich jak odpornos¢, stan
zapalny, proliferacja komorek i przezycie komoérek). Przyktadem chalkonu o takim dziataniu
jest popularna buteina (rys. 15-4) wystepujaca w Butea monosperma i Dalbergia odorifera,
ktéra hamuje aktywno§¢ COX-2 oraz zmniejsza wydzielanie TNF-a i IL-6 (cytokiny zwigzane

z procesem zapalnym) [141].

Chalkony znane sg rowniez ze swoich silnych wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych,
zwlaszcza oddzialuja na Gram-dodatnie bakterie i niektore grzyby. Ich dzialanie przeciw
drobnoustrojom opiera si¢ na uszkadzaniu btony komorkowej, hamowaniu biosyntezy kwasow
nukleinowych 1 biatek, a takze synergistycznym dzialaniu z antybiotykami. Zwigzkiem o
podanym dziataniu jest chociazby likochalkon A (rys. 15-5), ktory hamuje pompy efflux w
bakteriach, zwigkszajac skutecznos¢ antybiotykow [142].

Chalkony zdolne s3 rowniez do neutralizacji wolnych rodnikow i1 zwigkszania aktywnosci
enzymoOw antyoksydacyjnych (np. SOD, ang. superoxide dismutase, katalaza). Dzigki swoim
wlasciwo$ciom przeciwutleniajagcym chronig przed stresem oksydacyjnym i dzialaja ochronnie
na komoérki nerwowe 1 sercowe. Zwiagzkiem o takim dzialaniu jest chalkon wyodrebniony z
Alpinia katsumadai zwany kardamoninem (rys. 15-6), ktory chroni neurony przed

uszkodzeniami wywotywanymi przez aktywne formy tlenu [143].

Niektore chalkony sa zdolne do oddzialywania na uklad nerwowy poprzez hamowanie
enzymOw degradujacych neuroprzekazniki, takich jak MAO-A (monoaminooksydaza-A) i
MAO-B (monoaminooksydaza-B), = modulacj¢ = uktadu  serotoninergicznego i

dopaminergicznego oraz dziatlanie przeciwlegkowe 1 przeciwdepresyjne. Syntetyczne
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hydroksychalkony wykazaty in vitro silne wtasciwosci hamujagce MAO-B, co wskazuje na ich

potencjalne zastosowanie w chorobie Parkinsona [144].

Na podstawie badan z 2013 roku wykazano réwniez, ze chalkony mogg ujawnia¢ wlasciwosci
hipoglikemiczne poprzez hamowanie dziatania enzymow a-glukozydazy i a-amylazy. Sg one
zdolne do poprawy wrazliwosci komoérek na insuling, a takze dziatajg ochronnie na komorki
B-trzustki. Wczesniej wspomniana izolikwirytygenina, oprocz swoich wlasciwosci
przeciwnowotworowych, jest zdolna do hamowania aktywnosci a-glukozydazy, zmniejszania
poziomu glukozy we krwi oraz poprawiania tolerancji glukozy, co zostalo udowodnione w

badaniach na myszach z cukrzycag [145].
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Rysunek 15. Przyklady biologicznie czynnych pochodnych chalkonu.

2.2.2.2 Metody otrzymywania pochodnych chalkonu

Chalkony s3 klasa zwigzkéw, ktore mozna otrzymaé przy uzyciu stosunkowo prostych i

standardowych metod syntezy (schem. 18). Do najwazniejszych metod syntezy zalicza si¢:
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Schemat 18. Podsumowanie metod syntezy pochodnych chalkonu.
1. Kondensacja aldolowa (schem. 18-1)

Najbardziej klasyczna 1 powszechnie stosowana metoda otrzymywania chalkonow. Polega na
kondensacji odpowiedniego aldehydu aromatycznego z ketonem aromatycznym (najczesciej
acetofenonem) w warunkach zasadowych (np. w obecnosci NaOH, KOH w etanolu). Reakcja

prowadzi do powstania o,-nienasyconego ketonu [146].

Cho¢ najczesciej kondensacje aldolowa prowadzi si¢ w warunkach zasadowych, w niektorych
przypadkach stosuje si¢ kataliz¢ kwasowa (np. HCI, H>SO4), zwlaszcza gdy reagenty sg

wrazliwe na zasady [147].
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2. Reakcja Hecka (schem. 18-2)

W tej metodzie chalkony powstaja w wyniku sprzegania (ang. cross-coupling) styrenow z
arylobromkami lub arylojodkami w obecnosci tlenku wegla(Il) 1 katalizatora palladowego. Jest
to szczegoOlnie korzystne, gdy chcemy wprowadzi¢ trudniej dostepne grupy arylowe

(posiadajace reaktywne podstawniki) [148].
3. Utlenianie dihydrochalkonéw (schem. 18-3)

Chalkony mozna otrzymac przez utlenianie odpowiednich dihydrochalkonéw (DHC) przy
uzyciu srodkow utleniajacych takich jak jod, DDQ
(2,3-dichloro-5,6-dicyjano-1,4-benzochinon) lub MnO, [149].

4. Kondensacja Perkina (schem. 18—4)

Cho¢ nie jest to klasyczna metoda syntezy chalkonéw, w niektorych przypadkach mozna
wykorzystaé reakcje Perkina, w ktorej bezwodniki kwasowe reaguja z aldehydami w obecnosci
soli sodowych kwasow karboksylowych, co prowadzi do otrzymania a,B-nienasyconych

ketonow [150].
2.2.3 Kolchicyna

Kolchicyna (rys. 16) to naturalny alkaloid izolowany gtownie z ro$lin z rodzaju Colchicum,
takich jak zimowit jesienny (Colchicum autumnale), ktéra od wiekow byta wykorzystywana w
leczeniu dny moczanowej, ale obecnie stosuje si¢ ja gtownie do leczenia choroby Behgeta,
skrobiawicy czy tez rodzinnej goraczki $rodziemnomorskiej [151]. Zwiazek ten wykazuje
szerokie spektrum aktywnos$ci biologicznej, co czyni go przedmiotem intensywnych badan

farmakologicznych i klinicznych [152—153].
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Rysunek 16. Schemat struktury kolchicyny wraz z oznaczeniem pier$cieni w czasteczce i numeracja atomow

wegla.

Czasteczka kolchicyny zbudowana jest z 3 pierscieni — jednego aromatycznego pierscienia
szesciocztonowego oraz dwoch pierscieni siedmioczlonowych, z czego jeden jest pierScieniem

tropolonowym, a drugi zawiera centrum stereogeniczne znajdujace si¢ na atomie wegla C7.
2.2.3.1 Wilasciwosci biologiczne kolchicyny

Jednym z kluczowych mechanizmoéw dziatania kolchicyny jest jej zdolno$¢ do wigzania si¢ z
tubuling, co prowadzi do destabilizacji mikrotubul. Kolchicyna wigze si¢ w tzw. domenie
kolchicynowej tubuliny, hamujgc proces polimeryzacji heterodimeréw of-tubuliny w
mikrotubulach [154-155]. Powoduje to zatrzymanie cyklu komérkowego w fazie metafazy, co
skutkuje zahamowaniem proliferacji komoérek, w tym komorek nowotworowych [156-157].
Kolchicyna wykazuje dziatanie przeciwzapalne, poniewaz hamuje migracj¢ neutrofili do
ognisk zapalnych, zmniejsza wydzielanie cytokin prozapalnych (np. IL-1PB, TNF-a) oraz
redukuje produkcje reaktywnych form tlenu [158-159]. Z tego wzgledu jest stosowana w
terapii dny moczanowej, choroby Behgeta oraz zapalenia osierdzia [160-161]. Co wigcej,
kolchicyna wykazuje wtasciwosci przeciwnowotworowe, co potwierdzono w wielu modelach
przedklinicznych. Ogranicza angiogeneze, wptywa na apoptoze komorek nowotworowych oraz
zmniejsza inwazyjnos¢ 1 zdolno$¢ do tworzenia przerzutow [162-163]. Przyktadowo,
wykazano, ze kolchicyna indukuje apoptoze w komorkach raka ptuc poprzez aktywacje kaspaz

oraz zahamowanie szlaku PI3K/Akt [164]. Ponadto, dzigki swoim wiasciwosciom
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antymitotycznym, kolchicyna badana jest jako potencjalny sktadnik terapii skojarzonych w

nowotworach jajnika i piersi [165].

Podsumowujac, kolchicyna jest zwigzkiem o wielokierunkowym dzialaniu biologicznym,
wykorzystywanym zardwno w leczeniu choréb zapalnych, jak i jako potencjalny kandydat w

terapii przeciwnowotworowe;.

2.2.3.2 Aktywnos$¢ biologiczna pochodnych kolchicyny — modyfikacja strukturalna
kolchicyny

Jak juz wczes$niej wspomniano kolchicyna jest zdolna do wigzania si¢ z domena kolchicynowa
w tubulinie w wyniku czego hamuje polimeryzacj¢ mikrotubul. Szczegdtowa strukturg miejsca
wigzania kolchicyny na tubulinie poznano juz w 2004 roku [166]. Na podstawie tych danych,
a takze wtasciwos$ci kolchicyny i innych zwigzkéw o dzialaniu antymitotycznym, opracowano
baze¢ danych, ktora umozliwila stworzenie modelu farmakoforowego. Model ten obejmuje trzy
miejsca zdolne do akceptowania wigzan wodorowych, mogace oddziatywa¢ z wybranymi
aminokwasami w obrebie tubuliny (Valf181, Cysp241, Ala250, Aspp251 i LeuP252) (rys.
17), jedno miejsce bedace donorem wigzania wodorowego, ktore wchodzi w interakcje z
ThrB179, a takze dwa centra hydrofobowe oraz element strukturalny o charakterze planarnym.
Na podstawie kolejnych analiz wykazano, Ze skuteczne wigzanie do miejsca kolchicyny
wymaga obecnosci co najmniej dwoch centrow hydrofobowych, jednej grupy akceptora

wigzania wodorowego oraz plaskiej struktury aromatycznej [166].
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Rysunek 17. Domena kolchicynowa w tubulinie i miejsca wiazania si¢ z nig kolchicyny.

Jak juz wczes$niej wspomniano kolchicyna zawiera trzy pierscienie, ktére oznacza si¢ literami
A, B, C (rys. 16). Na podstawie badan strukturalnych mozliwe jest zidentyfikowanie
fragmentow czasteczki, ktore odpowiadajg za kluczowe wtasciwosci biologiczne zwigzku, co
pozwala na ukierunkowane modyfikacje chemiczne bez utraty aktywnosci [166]. Zmiany w
obrebie pierScienia A zazwyczaj prowadza do catkowitej utraty zdolnosci wigzania do miejsca
aktywnego, natomiast pierscieniec B i C wykazuja wigkszg tolerancje na modyfikacje.
Szczegodlne znaczenie maja grupy metoksylowe obecne w pier§cieniach A 1 C — odpowiadaja
one za cytotoksyczno$¢ zwiazku, cho¢ nie wptywaja istotnie na jego interakcje z biatkiem
transportujgcym — P-glikoproteing (P-gp). Kluczowa rolg¢ w rozpoznawaniu kolchicyny przez
P-gp odgrywa atom azotu zlokalizowany przy weglu C7 (w formie aminy lub amidu). W
zwigzku z tym wiele badan koncentrowato si¢ na chemicznej modyfikacji pozycji C7, z
zamiarem opracowania nowych analogéw o lepszym profilu terapeutycznym — wyzszej
skutecznos$ci, mniejszej toksycznosci 1 ograniczonej podatno$ci na mechanizmy opornosci

lekowe;.
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Modyfikacja pierscienia A:

Jak wczesniej zaznaczono, ingerencja w strukture pierscienia A zwykle prowadzi do obnizenia
aktywnosci biologicznej zwigzku, nie przynoszac jednocze$nie redukcji dziatan niepozadanych
charakterystycznych dla kolchicyny. Z tego wzgledu liczba przebadanych analogéw z
modyfikacjami w tym obszarze — zaréwno zwigzkoéw naturalnych, jak 1 syntetycznych —
pozostaje ograniczona. Usunigcie jednej lub kilku grup metoksylowych skutkuje wyraznym

spadkiem wtasciwosci antymitotycznych [167].
Modyfikacja pierscienia B:

W przeciwienstwie do pierScienia A, charakteryzujacego si¢ niska tolerancja na modyfikacje
strukturalne, pierscien B wykazuje wicksza elastyczno$¢ w tym zakresie [168]. Mozliwe sg
zarbwno zmiany jego rozmiaru, jak i substytucja w pozycjach bocznych, ktéore w wielu
przypadkach nie wptywaja negatywnie na aktywno$¢ biologiczng. Szczegélnie obiecujace
okazaty si¢ pochodne z modyfikacjami przy atomie wegla C7, ktére czesto zachowuja silne

dzialanie cytotoksyczne [151].

Do przyktadow modyfikacji pierscienia B zaliczajg si¢ reakcje prowadzace do jego
kondensacji, ekspansji, tworzenia dodatkowych pierscieni czy wprowadzania heteroatomow.
Jednym z przyktadow modyfikacji jest synteza pochodnych tiokolchicyny z sze$ciocztonowym
pierscieniem B [169]. Otrzymane zwiazki przebadano pod katem ich zdolnosci do hamowania
polimeryzacji tubuliny na réznych liniach komorkowych. Sposrdd analizowanych struktur,
najwieksza aktywno$¢ przeciwnowotworowa wykazaly pochodne estrowe tiokolchicyny (rys.
18-1). Wysoka cytotoksyczno$cig charakteryzowaly si¢ rOwniez analogi zawierajace wigzania
olefinowe oraz estry z krotkimi tancuchami. Co wigcej, jeden z alkenowych pochodnych
tiokolchicyny (rys. 18-2), stosowany w polaczeniu z winkrystyng, wykazywat dziatanie

synergiczne wobec komorek nowotworowych opornych na ten lek [170].

Kolchicyn¢ mozna rowniez modyfikowa¢ w pozycjach 7 (pierscienia B) 1 8 (pierscienia C)
poprzez dodanie nowego pierScienia. Przykladem takiego zwigzku jest tetracykliczny
kolchicyd (rys. 18-3). Zwiazek ten wykazat cytotoksyczne dziatanie wobec wielu r6znych linii
komoérkowych, a w niektérych przypadkach jego skuteczno$¢ byta zblizona do dziatania

paklitakselu [171].
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Wprowadzenie heteroatomu do pierscienia B najczgsciej polega na insercji atomu azotu lub
tlenu do jego struktury. Jeden z takich analogéw, zawierajacy atom tlenu (rys. 18—4),
charakteryzuje si¢ umiarkowang aktywnos$cig biologiczna, jednak istotnie poteguje dziatanie
cytostatyczne doksorubicyny w stosunku do komorek nowotworowych linii ostrej biataczki

limfoblastycznej Nalm6 [172].

Jednym ze sposobow poprawy rozpuszczalnosci kolchicyny w $rodowisku wodnym jest
wprowadzenie cukrow do struktury kolchicyny, czyli synteza glikozydowanych pochodnych,
ktorych ogolng strukture przedstawiono na rysunku 18-5 [173]. Na podstawie analizy
biologicznej tych analogow stwierdzono, ze ich dzialanie cytotoksyczne jest stabsze niz w
przypadku samej kolchicyny. Warto zauwazy¢, ze zaobserwowano rowniez nietypowy efekt
zwigzany z dwukrotnym podstawieniem deoksypentozy, ktoére prowadzito do stabilizacji
mikrotubul — efektu odwrotnego do tego, ktéry zazwyczaj wywotuja kolchicynowe

pochodne [173].

Zostaly réwniez przeprowadzone badania szeregu pochodnych kolchicyny, w ktérych
modyfikowano tancuch boczny, aby oceni¢ wptyw obecnosci grup hydrofilowych i
hydrofobowych na aktywno$¢ biologiczng zwigzku. Na podstawie eksperymentow in vivo
dowiedziono, ze po podaniu kolchicyna poczatkowo akumuluje si¢ w btonie komorkowej, a
jedynie niewielka jej czg$¢ przenika do wnetrza komorki 1 dociera do tubuliny. Dopiero w
pozniejszym etapie czasteczka uwalniana jest do cytozolu, gdzie niemal nieodwracalnie wigze
si¢ z tubuling. Na tej podstawie stwierdzono, ze blona komodrkowa pelni role swoistego
magazynu  kolchicyny, regulujac tempo  jej uwalniania 1 dostepnos¢

wewnatrzkomorkowa [174].

Jednym z kierunkow modyfikacji kolchicyny jest dolaczanie ugrupowan mocznikowych do jej
struktury (rys. 18—6). Przeprowadzone testy na liniach komorkowych wykazaty, ze wigkszo§¢
tak zmodyfikowanych analogdw zachowuje wysoka aktywnos$¢ biologiczng. Co wigcej,
stwierdzono, ze wprowadzenie atomu chloru w pozycji orto pierScienia N-fenylowego
dodatkowo zwigkszato skutecznos¢ dziatania tych zwigzkéw. Szczegolnie interesujgce okazaty
si¢ pochodne o strukturze 2,2-difluoro oraz 2-chloro, ktérych zdolno$¢ do hamowania
aktywnosci kinaz byta porownywalna do sunitinibu — leku zatwierdzonego przez FDA w 2006
roku do leczenia raka nerki i nowotworéw przewodu pokarmowego opornych na inne

terapie [175].
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Zwiazek oznaczony jako CT20126, bedacy pochodng tiokolchicyny (rys. 18-7), wykazuje
zdolno$§¢ hamowania proliferacji komoérek bez wywolywania przy tym typowej
cytotoksycznosci [176]. Ponadto obserwuje si¢ jego wpltyw na obnizenie ekspresji genow
prozapalnych, takich jak iNOS i TNF-a, w komoérkach makrofagéw. Co istotne, mechanizm
indukowanej przez ten zwigzek apoptozy rézni si¢ od tego, ktory jest charakterystyczny dla
kolchicyny i jej znanych analogéw. Cho¢ poczatkowo CT20126 zostal zaprojektowany jako
potencjalny inhibitor polimeryzacji tubuliny, okazalo si¢, ze w przeciwienstwie do kolchicyny,
nie tylko prowadzi do szybkiej depolimeryzacji mikrotubul, ale jednocze$nie stymuluje
polimeryzacje dimerow tubuliny do krotkich, nieprawidtowych filamentow, ktore nie sg zdolne

do petnienia swoich fizjologicznych funkcji [177].

Znane s3 roéwniez pochodne kolchicyny zawierajace grupe karbaminianowa (rys. 18-8), ktore
wykazujg dziatanie immunosupresyjne [178]. Zwiazki te wptywaja na proliferacje komorek T
typu CD8+ oraz CD4+ poprzez hamowanie polimeryzacji tubuliny, zatrzymanie cyklu
komoérkowego w fazie (G2, oraz ostabienie polimeryzacji mitochondrialnej. Ponadto
ograniczaja aktywacje limfocytow T poprzez zahamowanie dziatania receptora IL-2 (IL-2R) i
szlaku sygnatowego STAT3. Wlasciwosci te wskazuja, ze zwiazki te moga by¢ wykorzystane

w terapii potransplantacyjnej, zwlaszcza w synergicznym dziataniu z cyklosporyna A [178].

Przeprowadzono rowniez synteze oraz oceng aktywnosci biologicznej potrojnie podstawionych
pochodnych kolchicyny (przy weglach C4, C7 1 C10), w tym 4-chlorotiokolchicyny
zawierajacej grupe karbaminianowg (rys. 18-9) [179-180]. Wiele z otrzymanych zwigzkow
wykazywato znacznie wyzsza cytotoksyczno$s¢ w poréwnaniu do standardowej kolchicyny, a
takze do lekow takich jak doksorubicyna i cisplatyna, co potwierdzono w testach na liniach
komoérkowych. Co wiecej, niektore z tych pochodnych cechowaly si¢ podwyzszong
selektywno$cia wobec komorek nowotworowych przy ograniczonym dzialaniu na zdrowe

komorki.
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Rysunek 18. Przyklady biologicznie czynnych pochodnych kolchicyny ze zmodyfikowanym pier§cieniem B.

Podsumowujac, modyfikacja tancucha bocznego w pierscieniu B kolchicyny pozwala na
uzyskanie zwigzkow o odmiennym profilu biologicznym oraz moze zwigksza¢ ich
selektywno§¢ wobec komorek nowotworowych, przy zachowaniu ich cytotoksycznych
wlasciwosci. Ponadto podstawienie atomu wegla w pozycji C7 pierscienia B stwarza
mozliwosci tworzenia prolekow, zwigzkow hybrydowych oraz koniugatow z polimerowymi

no$nikami, co moze poszerzy¢ potencjalne zastosowania terapeutyczne kolchicyny.
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Modyfikacja pierscienia C:

Jak juz wcze$niej wspomniano, obecnos¢ pierscienia tropolonowego odgrywa istotng rolg w
wigzaniu kolchicyny do tubuliny [181-182]. W poréwnaniu do pierscienia A, pierscien C
wykazuje wigksza tolerancje¢ wobec modyfikacji strukturalnych. Dzigki temu opracowano
wiele pochodnych kolchicyny z przeksztatlconym pierscieniem C, ktore charakteryzujg sig
podwyzszong aktywnoscig biologiczng — czesto poprzez jego kontrakcje. PierScien
tropolonowy cechuje si¢ takze duza tatwoscia funkcjonalizacji, co czyni go atrakcyjnym

obiektem do dalszych modyfikacji chemicznych.

Wsrod znanych analogéw kolchicyny z pomniejszonym pierScieniem C znajduja si¢
N-acetylokolchinol (rys. 19-1), jego rozpuszczalna w wodzie pochodna — ZD6126 (rys. 19—
2) [183], a takze pochodna eterowa NCME (rys. 19-3). Sa to zwiazki przeciwnowotworowe

silnie niszczace unaczynienie guza.

Jednym z interesujacych analogéw kolchicyny jest rowniez zwigzek okreslany jako ,,Green 17
(rys. 19—4) [184]. Stanowi on izomeryczng form¢ NCME, rdzniaca si¢ od niego pozycja grup
metoksylowych w pier§cieniu A — s3 one przesunicte o jedng pozycje. W odrdznieniu od
kolchicyny, Green 1 nie wptywa na proces polimeryzacji tubuliny. Green 1 indukuje autofagie
w komorkach nowotworowych, takich jak komorki raka trzustki oraz biataczki E6, natomiast
nie wykazuje takiego dziatania wobec prawidlowych ludzkich fibroblastow. Co wigce;,
zwigzek ten powoduje zwiekszong produkcje reaktywnych form tlenu w mitochondriach
izolowanych z komorek rakowych trzustki. Na podstawie eksperymentdw in vivo potwierdzono

réwniez dobrg tolerancj¢ Green 1 po podaniu myszom [184].

Zastgpienie grupy metoksylowej atomem fluoru w strukturze NCME prowadzi do powstania
pochodnych o wyzszej stabilno$ci metabolicznej 1 wigkszej lipofilowosci, a takze do
ujawnienia nowych, dotad nieznanych efektéw biologicznych [185]. Na podstawie
przeprowadzonych badan nad cytotoksycznoscig fluorowanych kolchinoli (rys. 19-5) wobec
komorek nowotworowych prostaty 1 trzustki wykazano, ze zwiazki te skutecznie hamujg ich
wzrost — na poziomie porownywalnym z N-acetylokolchinolem i NCME. Warto zaznaczy¢,
ze fluoropochodne charakteryzowaly sie nizsza toksycznoscia wobec zdrowych komorek w

poréwnaniu do innych znanych analogéw kolchicyny.

Roéwniez pochodne dibenzo[c,e]oksepiny (rys. 19-6) sa zwigzkami o wysokim potencjale

biologicznym [186]. Ich zdolno$¢ do hamowania polimeryzacji tubuliny jest poréwnywalna z
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efektem wywieranym przez kombretastatyng A—4, mimo istotnych réznic w budowie tych

zwiazkow [187-188].

Znane s3 réwniez pochodne kolchinolu zawierajace dodatkowy pierscien heterocykliczny
skondensowany z pierscieniem C (rys. 19-7) [189—-190]. Zwiazki te wykazujg silne dzialanie
antyproliferacyjne oraz zdolnos$¢ do indukowania apoptozy w komorkach chtoniaka Burkitta.
Nie bez znaczenia jest fakt, ze pochodne te odznaczaly si¢ niska toksyczno$cig wobec zdrowych

komorek.

o

(6)
Rysunek 19. Przyklady biologicznie czynnych pochodnych kolchicyny ze zmodyfikowanym pierscieniem C.

Podsumowujac, jedng z najczesciej stosowanych strategii modytfikacji pier§cienia C kolchicyny
jest jego kontrakcja — czyli przeksztatcenie pier§cienia tropolonowego w pierscien benzenowy
posiadajacy rézne podstawniki. Ws$rdd najczeSciej spotykanych grup funkcyjnych w
zmniejszonym pierscieniu  C znajduja si¢ grupy hydroksylowe 1 metoksylowe,
charakterystyczne m.in. dla N-acetylokolchinolu i NCME. Opis dziatania 1 synteza tych
zwiazkow jest dobrze udokumentowana w literaturze, a badania nad ich nowymi analogami sg
nadal aktywnie prowadzone. Warto réwniez zaznaczy¢, ze modyfikacje pierscienia C budza
zainteresowanie Srodowiska naukowego ze wzgledu na fakt, iz nie wplywaja istotnie na

cytotoksyczne wtasciwosci kolchicyny.
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2.3 Podsumowanie przegladu literaturowego i podstawy hipotezy

badawczej

Niniejszy przeglad literaturowy dotyczy zagadnien zwigzanych z fotofarmakologia —
dziedzing badajaca zastosowanie S$wiattoczutych zwiazkéw chemicznych w medycynie.
Kluczowa role odgrywaja tu fotochromowe przetaczniki molekularne, czyli zwigzki zdolne do
odwracalnej zmiany swojej struktury pod wplywem $wiatla. Taka wilasciwos¢ umozliwia
kontrolowanie ich aktywnosci biologicznej — zazwyczaj tylko jedna z form danego zwigzku
wykazuje dziatanie farmakologiczne, co pozwala na jej precyzyjne aktywowanie lub
dezaktywowanie za pomoca odpowiedniego bodzca $wietlnego. Zwigzki te moga réwniez
wchodzi¢ w interakcje z okreslonymi celami biologicznymi, utatwiajac transport lekow lub
modulujgc ich dziatanie w zalezno$ci od konformacji. Najczesciej spotykanym motywem
strukturalnym w przetacznikach molekularnych wykorzystywanych w fotofarmakologii jest
ugrupowanie azowe (-N=N-), ktore ulega efektywnej fotoizomeryzacji miedzy formami £ i Z.
Z tego wzgledu opracowano wiele metod syntezy zwigzkéw zawierajacych ten fragment

strukturalny.

Przedstawiono rowniez opis dziatania i otrzymywania dibenzo[b,f]oksepiny i jej pochodnych,
ktore wykazuja wiele interesujacych wiasciwosci biomedycznych, takich jak dziatanie
przeciwpsychotyczne, przeciwdepresyjne, przeciwzapalne czy owadobdjcze, 1 sa szeroko
rozpowszechnione w przyrodzie. Strukturalnie przypominajg stilbeny, jednak roznig si¢
obecnoscig mostka winylowego oraz atomu tlenu, ktory taczy dwa pierscienie aromatyczne. Do
popularnych metod otrzymywania tej klasy zwigzkow naleza m.in. reakcja Ullmana z
pdzniejsza metatezg olefin, reakcja Friedla-Craftsa, przegrupowanie Wagnera-Meerweina oraz

wewnatrzczasteczkowa aromatyczna substytucja nukleofilowa.

Kolejna opisana grupa zwigzkdéw to pochodne chalkonu. Sg to zwigzki nalezace do grupy
polifenoli, ktore charakteryzuja si¢ obecnoscig struktury o,B-nienasyconego ketonu
(1,3-diaryl-2-propen-1-on). Stanowig one wazng grupe naturalnych i syntetycznych zwigzkow
o szerokim spektrum aktywnosci biologicznej. Chalkony wykazujg silne dziatanie
przeciwnowotworowe poprzez roézne mechanizmy, takie jak hamowanie proliferacji komorek
nowotworowych, indukcja apoptozy, zatrzymanie cyklu komoérkowego czy hamowanie
angiogenezy 1 metastazy. Ponadto chalkony znane s3 ze swoich wlasciwosci

przeciwdrobnoustrojowych, antyoksydacyjnych czy tez hipoglikemicznych. Wsréd
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najpopularniejszych metod syntezy tej klasy zwigzkow mozna zaliczy¢ kondensacje aldolowa,

reakcje Hecka czy tez kondensacj¢ Perkina.

Przedstawiono takze przeglad literaturowy dotyczacy kolchicyny i jej pochodnych. Kolchicyna
jest naturalnym alkaloidem izolowanym gtownie z roslin z rodzaju Colchicum. Zwigzek ten
wykazuje szerokie spektrum aktywnosci biologicznej, co czyni go przedmiotem intensywnych
badan farmakologicznych i klinicznych. Kolchicyna jest zwigzkiem o wielokierunkowym
dziataniu biologicznym, wykorzystywanym zardwno w leczeniu chorob zapalnych, jak 1 jako
potencjalny kandydat w terapii przeciwnowotworowej. Modyfikacja jej struktury prowadzi do

otrzymania mniej lub bardziej aktywnych biologicznie zwigzkow.

Wszystkie wymienione zwigzki wykazuja wilasciwosci przeciwnowotworowe poprzez ich
zdolno$¢ do wigzania si¢ z tubuling w tzw. domenie kolchicynowej. Kiedy zwigzek (np.
kolchicyna, kombretastatyna czy ich pochodne) przylaczy si¢ do tej domeny, hamuje
polimeryzacje tubuliny, czyli proces taczenia podjednostek tubuliny w mikrotubule.
Blokowanie polimeryzacji mikrotubul zaktoca tworzenie wrzeciona podziatowego, ktore jest
niezbedne do prawidtowego rozdzialu chromosomoéw podczas podzialu komorki. W efekcie
komoérki nowotworowe, ktore charakteryzuja si¢ bardzo szybkim tempem podzialu, sa

szczegOlnie wrazliwe na tego typu leki.

Na podstawie powyzszych faktow sformulowano hipoteze badawcza, ze syntezowanie
pochodnych dibenzo[b,floksepiny, chalkonu czy kolchicyny zawierajacych ugrupowanie
azowe moze by¢ niezwykle korzystne ze wzgledu na polaczenie wlasciwosci medycznych
takiego bioaktywnego zwiazku z funkcja fotochromowego przelacznika molekularnego.

Hipoteza ta stanowita podstawe niniejszej pracy.
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3. Badania wlasne

3.1 Wprowadzenie

Prowadzac badania nad inhibitorami mikrotubul, przeanalizowano struktur¢ aktywnej
kolchicyny (rys. 20-1), aktywnej kombretastatyny A—4 (rys. 20-2), metoksylowej pochodne;j
dibenzo[b,f]oksepiny (rys. 20-3) oraz metoksylowej pochodnej chalkonu (rys. 20—4).
Zaobserwowano, ze obecno$¢ grup metoksylowych decyduje o ich aktywnos$ciach
biologicznych. Dodatkowo zwiazki te wykazuja dzialanie przeciwnowotworowe poprzez
oddziatywanie z domeng kolchicynowa. Metoksylowa pochodna dibenzo[b,f]oksepiny
wykazuje dzialanie cytotoksyczne wobec komodrek nowotworowych HelLa 1 U87 [191] 1
posiada w swoim szkielecie motyw (Z)-stilbenu, a jej pierscienie aromatyczne sg polaczone
tlenem. Metoksylowa pochodna chalkonu ujawnia dzialanie cytotoksyczne wobec komorek
nowotworowych ZR-75-1, MCF-7 oraz MDA-MB-231 [192] i posiada w swojej strukturze
motyw (E)-stilbenu. Z kolei kolchicyna wykazuje zdolno§¢ hamowania proliferacji komorek
raka piersi linii MCF-7 oraz indukowania ich apoptozy, co potwierdzono w badaniach [193].
Jak wczes$niej wspomniano, zwigzek ten indukuje rowniez apoptoz¢ w komorkach raka pluc
poprzez aktywacje kaspaz oraz zahamowanie szlaku PI3K/Akt [164]. Dzigki swoim
wlasciwo$ciom antymitotycznym kolchicyna stanowi takze przedmiot badan jako potencjalny
sktadnik terapii skojarzonych w leczeniu nowotworow jajnika oraz raka piersi [165]. Majac na
uwadze dotychczasowe obserwacje, zdecydowano si¢ na przeprowadzenie badan obejmujacych
metoksylowe pochodne dibenzo[b,floksepiny, metoksylowe pochodne chalkonu oraz

kolchicyneg.
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Rysunek 20. Podobienstwa w strukturze kolchicyny (a), kombretastatyny A—4 (b), metoksylowej pochodnej
dibenzo[b,floksepiny (c) oraz metoksylowej pochodnej chalkonu (d).

3.2 Synteza oraz badanie wlasciwosci chemicznych i fotochemicznych

pochodnych dibenzo|[b,floksepiny

Dibenzo[b,f]oksepina oraz jej pochodne, jak wspomniano wczesniej, wykazuja obiecujace
wlasciwosci medyczne 1 zdolnos¢ do oddziatywania z domeng kolchicynowg tubuliny. W
zwigzku z zalozeniami niniejsze] pracy, jako pierwszy obiekt badan przyjeto szkielet

dibenzo[b,f]oksepiny.
3.2.1 Badanie wlasciwosci chemicznych pochodnych dibenzo|b,f]loksepiny

W celu poszukiwania nowych potaczen mogacych petnic¢ role fotochromowych przetacznikow
molekularnych bazujacych na szkielecie dibenzo[b,f]loksepiny, zdecydowano si¢ na
przeprowadzenie reakcji pomiedzy pochodnymi dibenzo[b,f]oksepiny a r6znymi odczynnikami
chemicznymi. Dziatania te miaty na celu zbadanie wtasciwosci chemicznych analizowanych

pochodnych oraz ich przydatnosci w dalszych badaniach nad materiatami fotoaktywnymi.
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Kierujac si¢ powyzszym zatozeniem 5 roznych pochodnych 3-nitrodibenzo[b,f]oksepiny 1a—e
poddano reakcji z paraformaldehydem w obecnosci katalizatora (BF3-OEty), w wyniku czego

otrzymano oligomeryczne potaczenia dibenzo[b,f]oksepin 2a—e (schem. 19) o zréznicowanej

strukturze.
R4
R, NO, R
O ° Q (CH,0), o
R3 BF,"OEt,, rt O Q
R, =
1a-e 2a

a: R, = OCH,, R,, R;, R, = H (80%)
b: R, = OCH,, R, R;, R, = H (mieszanina)
¢:R,=O0CH;, R, R,, R, = H (54%)
d:R,=OCH;, R, R,, R; = H (65%)
e:R,,R;=O0CH;, R, R, =H (30%)

2e

Schemat 19. Schemat syntezy oligomerycznych pochodnych dibenzo[b,f]oksepiny.

W  wyniku reakcji substytucji elektrofilowej tworzg si¢ oligomery wyjsciowej
dibenzo[b,f]oksepiny. Przeprowadzono rowniez reakcje z uzyciem innych katalizatorow —
ZnCly, AICI3, TiCls oraz Sc(SOsCF3); — jednak najlepsze wyniki otrzymano w przypadku
BF3-OEt,. Ilo$¢ uzytego katalizatora roOwniez ma znaczenie w przebiegu reakcji. Wyzsze
wydajnosci otrzymywania produktéw obserwowano przy zwigkszeniu ilo$ci katalizatora
uzytego w reakcji. Wptyw ma na to najprawdopodobniej fakt, ze katalizator bedacy kwasem
Lewisa oddziatuje réwniez z wolnymi parami elektronowymi na atomie tlenu w pierscieniu
dibenzo[b,f]loksepinowym. Na podstawie analizy strukturalnej produktéw powstajacych w
powyzszej reakcji mozna byto zaobserwowac, ze pochodne dibenzo[b,f]oksepiny (w zaleznos$ci
od lokalizacji podstawnika w pierScieniu) tworzyly rézne oligomery. W celu uzyskania
czytelnego obrazu zmian wywotanych podstawnikiem zastosowano rezonans '*C NMR i
konwencje SCS (ang. substituent chemical shift) dla wszystkich wegli w zwigzkach 2a—e.
Oprécz  zmierzenia  standardowych jednowymiarowych widm '*C  NMR, do
przyporzadkowania sygnatow poszczegdlnym atomom uktadu dibenzo[b,f]oksepiny postuzono

si¢ dwuwymiarowg homojadrowa spektroskopig korelacyjng H-H (COSY) 1 dwuwymiarowa
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heterojadrowg spektroskopig korelacyjng C-H (HSQC) i (HMBC). Stosujac przesunigcie
chemiczne podstawnikéw spodziewano si¢, ze uda si¢ wyjasni¢ réznice w przebiegu reakcji dla
zwigzkéow 2a—e. Interpretacja SCS w widmach C NMR jest dobrze ugruntowana metoda
badania oddziatywan elektronowych w réznych uktadach molekularnych, pomimo braku
prostego 1 ogdlnego zwigzku pomig¢dzy przesunigciami chemicznymi a gestoscig elektronowsg
na danym jadrze. Dla wegla oznaczonego jako i, SCS definiuje si¢ jako rdznice przesunigé
pomiedzy pochodng RX a zwigzkiem wyjsciowym HX: SCSi(RX) = 6i(RX) — di(HX). Wyniki

tych obliczen zostaty przedstawione w tabeli 2.

Tabela 2. Przesuniecia chemiczne jader 3C dla 3-nitrodibenzo[b,f]oksepiny, wspolezynniki SCS obliczone

dla atoméw wegla w réznie podstawionych metoksylowych pochodnych 3-nitrodibenzo[b,f]oksepiny.

R C1 Cc2 C3 C4 c4 Ccs Co6 Cc7 C8 c9 cy C10 C11 C1r

Ri-
Re=H

131,12 | 121,26 | 149,05 | 117,46 | 156,93 | 156,86 | 122,35 | 132,06 | 126,73 | 130,80 | 130,43 | 134,36 | 129,10 | 138,01

la:
Ri= -0,05 0,02 -0,19 —-0,27 -0,2 -12,4 29,91 -17,08 | —4,98 -3,99 1,11 0,03 0,09 0,3
OCH;
1b:
Ry= —-0,27 0,07 -0,29 0,23 —-0,66 1,09 -14,34 | 30,97 -13,93 0,82 -7,34 0,08 —2,49 0,54
OCH;

1lc:
Rs= 0,08 -0,13 0,01 0,18 0,35 —6,34 0,75 14,87 | 30,84 | —15,84 0,69 0,06 0,32 -0,03
OCH3;
1d:
Rs= —-0,25 0,12 0,05 0,03 0,04 1,72 -7,89 0,51 -17,37 | 27,18 | -11,26 | 5,41 0,73 0,58
OCH;
le:
R2,
Ri=
OCH3;
1f:
Ry,
Ri=
OCH;

—-0,37 —-0,13 0,25 0,04 -0,33 -6,38 | —15,64 19,98 20,33 -18,02 | 8,43 0,12 -1,99 0,55

-0,01 —-0,14 —-0,21 —-0,49 0,13 —-18,31 30,42 —29,70 31,00 —25,95 1,12 0,15 0,36 0,26

Na podstawie analizy obliczonych wspotczynnikow SCS mozna uzasadni¢, dlaczego
metoksylowe pochodne 3-nitrodibenzo[b,f]loksepiny la—e w reakcji z paraformaldehydem

"prowadza do powstania" zwigzkow 2a—e. Wskazniki te odzwierciedlajg aktywnos$¢
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poszczegbdlnych atomow wegla w reakcji substytucji elektrofilowej, wskazujac na zwigkszong
gesto§¢  elektronowag ~w  okreslonych  pozycjach.  Wyjasnia  to,  dlaczego
6-metoksy-3-nitrodibenzo[b,f]oksepina 1a reaguje w pozycji orto, co prowadzi do utworzenia
dimerycznego produktu 2a (wegiel C7 posiadajacy najmniejszy wspdtczynnik SCS, wynoszacy
—17,08), dlaczego 7-metoksy-3-nitrodibenzo[b,f]oksepina 1b reaguje w dwoch pozycjach orto
tworzac trimer 2b (wegle C6 1 C8 posiadajace wspdtczynniki SCS o zblizonych wartosciach —
odpowiednio —14,34 1 —13,93), czy tez dlaczego 1-metoksy-7-nitrodibenzo[b,f]oksepina 1d
reaguje w pozycji orto tworzac dimer 2d (wegiel C8 posiadajacy najmniejszy wspodtczynnik
SCS, wynoszacy —17,37). W przypadku zwigzku 2b otrzymano ztozong mieszanin¢ produktow,
niemozliwg do rozdzielenia standardowymi metodami. Najprawdopodobniej w mieszaninie
znajdowaly si¢ r6zne produkty podstawienia wegli C6 (wspotczynnik SCS wynoszacy —14,34)
1 C8 (wspotczynnik SCS wynoszacy —13,93). W przypadku zwigzku 2e nie obserwowano
produktow reakcji SEAr co wynika najprawdopodobniej z zatloczenia sterycznego wokot wegli
C6 (wspotczynnik SCS wynoszacy —15,64) i C9 (wspotczynnik SCS wynoszacy —18,02).
Zamiast tego otrzymano produkty 2e, ktore powstaly w wyniku reakcji Prinsa pomigdzy
olefinowym wigzaniem podwojnym a paraformaldehydem. Ponadto obliczono réwniez
wspotczynniki SCS dla zwigzku 2f, dla ktorego nie przeprowadzono reakcji w warunkach

laboratoryjnych.

W celu sprawdzenia czy analiza wspotczynnikow SCS dla podstawionych pochodnych
dibenzo[b,floksepiny ma zastosowanie w przypadku innych, bardziej rozbudowanych
aldehydow, zdecydowano si¢ na przeprowadzenie syntezy oligomerow dibenzo[b,f]oksepiny z
facznikiem innym niz metylenowy. Do badan wybrano 6-metoksy-3-nitrodibenzo[b,f]oksepine
la. W tym celu zwigzek ten poddano reakcji z pochodnymi benzaldehydu, w obecnosci kwasu
Lewisa — BF3-OEty, otrzymujac dimery z tgcznikami benzylowymi 3a—e (schem. 20) oraz
produkt 3f. Wprowadzenie kolejnych grup nitrowych do zwigzku la pozwala na dalsza
funkcjonalizacje¢ czasteczki 1 ostatecznie tworzenie potencjalnych fotochromowych

przetacznikdw molekularnych wykorzystujacych grupe azowa.
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1a

a:R, =NO,, R,, R, =H (26%)

b: R, =NO,, R, R; = H (36%)
¢:R,R,=NO,, R, =H (66%)
d:R, =CL R,, R, =H (9%)

e:R, =CIL R, =Br, R, = H (14%)
f:R,, R, =NO,, R, = H (43%)

3f

Schemat 20. Schemat syntezy dimerow 6-metoksy-3-nitrodibenzo[b,f]oksepiny z r6znymi lacznikami.

W przypadku reakcji z aldehydami a—e otrzymano oczekiwane dimery wyjsciowe]
dibenzo[b,f]oksepiny, podobnie jak w przypadku wcze$niej wspomnianego zwigzku 2a. W
przypadku aldehydu f nie zaobserwowano produktu reakcji
6-metoksy-3-nitrodibenzo[b,floksepiny ze wspomnianym aldehydem, tylko produkt 3f, ktory
jest wynikiem elektrofilowego ataku wegla C6 6-metoksy-3-nitrodibenzo[b,f]oksepiny na
wegiel z wigzania olefinowego w drugiej czasteczce tego samego zwiazku, co prowadzi do

powstania dimeru 3f bez tacznika.

3.2.2 Badanie wlasciwosci chemicznych hybrydowych polaczen pochodnych

dibenzo|b,f]oksepiny z bifenylem w obecnosci réznych aldehydow

Po sukcesie syntezy réznych oligomerow dibenzo[b,floksepiny przedstawionych w
podrozdziale 3.2.1, zdecydowano si¢ na dalsze tworzenie nowych prekursorow
fotochromowych przetacznikow molekularnych bazujacych na szkielecie

dibenzo[b,f]oksepiny.
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Na poczatku skupiono si¢ na zbadaniu najbardziej (tab. 2) aktywnych w reakcji substytucji
elektrofilowej atomow wegla pochodnych 3-nitrodibenzo[b,f]oksepiny 1a oraz 1d. W tym celu
postanowiono przeprowadzi¢ reakcje 6-metoksy-3-nitrodibenzo[b,f]loksepiny 1la oraz
I-metoksy-7-nitrodibenzo[b,floksepiny 1d z 4,4’-dietoksy-1,1’-bifenylem stosujac rdzne
taczniki pochodzace od aldehydu i w obecnosci kwasu Lewisa — BF3-OEt.. Uzyskano
produkty 4a—e oraz 4f—j bedace hybrydowymi potaczeniami pochodnych dibenzo[b,f]oksepiny
z bifenylem z roznymi tacznikami (schem. 21). Wybdr 4,4’-dietoksy-1,1’-bifenylu byt
podyktowany jego korzystnymi witasciwosciami biochemicznymi. 4,4’-dietoksy-1,1’-bifenyl
charakteryzuje si¢ stabilng, aromatyczng strukturg bifenylowa, wzbogacong o dwie grupy
etoksylowe w pozycjach 4 i 4°. Grupy te zwigkszajg polarno$¢ czasteczki oraz poprawiaja jej
rozpuszczalno$¢ w rozpuszczalnikach organicznych o charakterze polarno-apolarnym. Dzigki
temu zwiazek moze efektywnie oddzialywaé z r6znorodnymi srodowiskami biologicznymi, w
tym z lipidowymi btonami komoérkowymi. Jest to rowniez popularny substrat wykorzystywany
do syntezy bifen[n]arenow. Sa to zwiazki makrocykliczne, ktdre posiadaja w swojej strukturze

wneke zdolng do oddziatywania z ré6znymi zwigzkami np. lekami.

. .
o
; » »

R R

1a, 1d

a:R=H, R, = OCH,, R, = H (60%) f:R =H, R, =H, R, = OCH, (31%)

b:R = © R,=OCH,, R,=H (15%) g R= © R, =H, R, = OCH, (16%) L

NO. NO,

2 o R

N

R,
o, i NO, —
c:R:@f ,R, = OCH,, R, = H (20%) h:R:(:f , R, =H,R,=O0CH, (21%) O O
NO, NO (o} O
NO,

2
d:R= Qno; R,=OCH,,R,=H (9%) i:R = @LNO% R, = H, R, = OCH, (9%) O

WBr Br
e:R= (;( ,R,=OCH,,R,=H (8%) j:R= (:f ,R, =H, R, = OCH, (9%) 6
Cl

§ h
4f.j

Schemat 21. Schemat syntezy hybrydowych polaczen metoksylowych pochodnych
3-nitrodibenzo[b,f]loksepiny z 4,4’-dietoksy-1,1’-bifenylem w obecnosci réznych aldehydow.
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Zgodnie z oczekiwaniami uzyskano produkty 4a—e i 4f—j, co pokrywa si¢ z wczesniej
przedstawionym rozktadem ggstosci elektronowej w czasteczce dibenzo[b,f]oksepiny (tab. 2).
Na podstawie wykonanych eksperymentow wykazano, ze dotgczenie podjednostki bifenylowej
do pochodnej dibenzo[b,f]loksepiny poprzez lacznik benzylowy jest mozliwe 1 przebiega z

wydajnoscig od 8% do 60% w zaleznosci od uzytego aldehydu.

3.2.3 Synteza azowych pochodnych dibenzo[b,floksepiny — potencjalnych

fotochromowych przelacznikow molekularnych — azologizacja

Realizujac syntetyczny cel niniejszej rozprawy skoncentrowano si¢ na otrzymaniu
azo-pochodnych dibenzo[b,f]oksepiny. W pierwszym etapie nalezato uzyskaé grupy aminowe
w pochodnych 3-nitrodibenzo[b,f]loksepiny. Grupa aminowa jest niezbedna do wytworzenia
grupy azowej wystepujacej] w fotochromowych przetacznikach molekularnych. Uzyte
pochodne dibenzo[b,f]oksepiny zawieraja dwa ugrupowania wrazliwe na czynniki redukujace
— grupe nitrowg oraz wigzanie olefinowe. W celu optymalizacji warunkoéw reakcji zbadano

dwa rozne uktady redukujace (schem. 22).

a:R, =O0CH;, R, R, = H (76%)

2,
0.
S O Q b: R, = OCH,, R, R, = H (69%)
R, S S d: R, = OCH,, R,, R, = H (66%)
2 NO, V\m?/\o‘?\*

N C%CZ)) R A NH
1a-b, 1d v O 0 Q " a:R,=OCH,, R, R, = H (85%)
. b: R, = OCH,, R, R, = H (84%)
R, d: R, = OCH,, R, R, = H (71%)
6a-b, 6d

Schemat 22. Schemat redukcji metoksylowych pochodnych 3-nitrodibenzo[b,floksepiny w roéznych

srodowiskach.

Sprawdzono, ze uktad zawierajacy monohydrat hydrazyny oraz pallad na weglu jako czynnik
redukujacy, jest zdolny do redukcji zarowno grupy nitrowej, jak 1 wigzania olefinowego.
Natomiast zastosowanie ostabionego czynnika redukujgcego — pytu cynkowego w kwasie

octowym — powoduje selektywna redukcje jedynie grupy nitrowej, co umozliwia syntezg
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pochodnych aminowych wykorzystywanych do produkcji azobenzenowych przetacznikow

molekularnych.

Analogiczng reakcj¢ z monohydratem hydrazyny przeprowadzono z udziatem pochodnych
stilbenu w celu sprawdzenia przebiegu reakcji redukcji zwigzkoéw z wigzaniem olefinowym w
konfiguracji E. Otrzymano analogiczne wyniki (schem. 23), ktére zostaly opatentowane i

opublikowane.

a:R,, R, = OCH,, R,, R, R, = H (99%)

b: R, = OCH,, R,, R,, R,, R, = H (98%)

¢:R,, R, = OCH,, R,, Ry, R, = H (100%)
d:R,, R, = OCH,, R,, R,, R, = H (97%)

e:R,, R,, R, = OCH,, R, R, = H (100%)

f:R, = OH, R, = OCH,, R,, R, R, = H (78%)
e:R,=OC,H, R, = OH, R, R,, R, = H (89%)

N,H,-H,O, Pd/C
EtOH, reflux

5°

Ta-g 8a-g
Schemat 23. Schemat redukcji nitrowych pochodnych (E)-stilbenu.

W kolejnym etapie pracy skupiono si¢ na opracowaniu najbardziej efektywnej 1 optymalne;j
metody syntezy azowych pochodnych dibenzo[b,floksepiny. W tym celu przetestowano
dziesi¢¢ roznych procedur syntezy zwiazkéw azowych, opisanych w literaturze (tab. 3).
Sposrod nich wyselekcjonowano metode, ktéra wyrdzniata sie¢ najwyzsza wydajnos$cia,

stanowigcg najbardziej efektywne rozwigzanie do dalszych badan.

Tabela 3. Zestawienie zbadanych metod syntezy azowych pochodnych dibenzo|b,f]oksepiny.

Metoda Warunki Wydajnos¢ [%]
1[105] NBS, DBU, CH:Cl, Ar, =78°C 45
2 [104] t~-BuONO (1,2 eq), EtOH, rt, 48h 0
3 [105] KMnOs, CuSO4-5H20, CH2Cly, 24h, 1t 20
4 [105] KMnOys, CuSO4-5H>0, CH2Cly, ucieranie 10
51103] 1) okson, H>O, CH2Cl, 2) AcOH, TFA, toluen 5
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6 [105] NCS, DBU, CH:Cl,, Ar, —78°C 45
7 [105] NIS, DBU, CH2Cl, Ar, —78°C 37
8 [105] NCS, DBN, CH:Cl,, Ar, =78°C 10
9 [105] NCS, #-BuOK, CH:Cl,, Ar, —78°C 20
10 [194] KOH, DMF, N», 150°C zlozona mieszanina

Nastepnie, wykorzystujac wybrang metode, przeprowadzono synteze o$miu symetrycznych
pochodnych dibenzo[b,f]oksepiny 9a—h, ktére w swojej strukturze zawieraly grupg azowa oraz

dwie czasteczki dibenzo|b,f]oksepiny, tworzac dimer wyjsciowej pochodnej (schem. 24).

R4
o
N=n R,
R1

DBU, NBS
DCM, -78°C

6a-h 9a-h

a:R, = OCH,, R,, R,, R, = H (45%)

b: R, = OCH,, R, Ry, R, = H (27%)
¢:R, = OCH,, R,, R, R, = H (35%)
d:R,=OCH,, R,, R,, R, = H (37%)
e:R,, R, = OCH,, R,, R, = H (15%)
f:R,,R,, R, R, = H (10%)

g: R, = OCOCH,, R, Ry, R, = H (25%)
h:R,=NO,, R, R,, R, = H (23%)

Schemat 24. Schemat syntezy symetrycznych azowych pochodnych dibenzo[b,f]oksepiny.

W celu otrzymania zwigzkéw 9a—h odpowiednie aminowe pochodne dibenzo[b,f]oksepiny 6a—
h poddano reakcji utleniania w obecnosci DBU 1 NBS. Uzyskane zwigzki azowe stanowig
potencjalne fotochromowe przetaczniki molekularne, zawierajace szkielet
dibenzo[b,f]oksepiny, ktéry — podobnie jak sama dibenzo[b,f]oksepina — moze wykazywac
korzystne wlasciwosci  biologiczne 1 biomedyczne. Charakterystyka wlasciwosci

fotochromowych otrzymanych zwigzkow zostata szczegotowo przedstawiona w dalszej czesci

pracy.
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3.2.4 Synteza symetrycznych pochodnych dibenzo|b,floksepiny zawierajacych

wiecej niz jedng grupe azowa

Na podstawie wynikow przedstawionych w podrozdzialach 3.2.2 oraz 3.2.3 postanowiono
przeprowadzi¢ synteze zwigzkow azowych "wyzszej generacji", czyli takich, ktore zawieraja
w swojej strukturze wigcej niz jedng grupe azowa, co moze przelozy¢ sie¢ na ich zwigkszong
aktywno$¢ fotochromowg i1 funkcjonalnos¢. W tym celu wczesniej otrzymany azo-dimer
6-metoksy-3-nitrodibenzo[b,floksepiny 9a poddano reakcji z paraformaldehydem Ilub
2,4-dinitrobenzaldehydem w obecnosci kwasu Lewisa — BF3-OEt,. W wyniku tego procesu
otrzymano zwiazki azowe 10a-b, 11, 12 bazujace na strukturze dibenzo[b,f]oksepiny,

zawierajace wiecej niz jedno ugrupowanie azowe (schem. 25).

9a
a: R = H (49%) +
“t= _NO,
uR—§f (7%)

11
R = H (5%)

12
R = H (40%)

Schemat 25. Schemat syntezy zwiazkéw azowych ,wyZszej generacji” zawierajacych szkielet

dibenzo[b,f]loksepiny.

Jak mozna zauwazy¢, w analizowanej reakcji powstawaly rézne oligomery wyjsciowego
zwigzku azowego — dimer, trimer oraz pentamer, ktéry prawdopodobnie powstal wskutek
wtornej reakcji migdzy dimerem a trimerem. Reakcj¢ przeprowadzono dwukrotnie z r6Zznym
czasem jej trwania. W pierwszym przypadku, gdy reakcja trwata 24 h, zaobserwowano jedynie

powstawanie dimeru 10a z wydajnoscig 49% oraz trimeru 11 z wydajnosciag 5%. Po 36 h
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zaobserwowano pentamer 12 jako glowny produkt, powstajacy z wydajnoscig 40% oraz
niewielkg ilo§¢ dimeru powstajagcego z wydajnoscia 11%. Wszystkie te produkty

charakteryzuja si¢ obecno$cig wigcej niz jednej grupy azowe;j.
3.2.5 Synteza niesymetrycznych azo-pochodnych dibenzo|b,f]oksepiny

Po zbadaniu redystrybucji  gestosci  elektronowej w  szkielecie = pochodnych
3-nitrodibenzo[b,f]oksepiny (tab. 2) i otrzymaniu interesujacej klasy zwigzkéw hybrydowych
4a—e 1 4f—j (schem. 26) postanowiono zsyntetyzowac¢ zwigzek zawierajacy w swojej strukturze
ugrupowanie azowe. Jako obiekt do badan wybrano zwigzek azowy 9a, ktéry poddano reakcji

z paraformaldehydem i 4,4’-dietoksy-1,1’-bifenylem (schem. 26).

— s P e ()
Ny °
N=, o .
o S P N j\ BF,-OEt,, rt .
O Q O W ~u CHCly Ar O

0 (o)

9a j j 13 (49% crude)

Schemat 26. Schemat syntezy zwigzku azowego opartego na szkielecie dibenzo[b,floksepiny i

4,4’-dietoksy-1,1’-bifenylu.

W celu uzyskania zwigzku azowego 13 przeprowadzono reakcje¢ substytucji elektrofilowe;j
zwigzku 9a z paraformaldehydem oraz 4,4’-dietoksy-1,1’-bifenylem w obecnosci kwasu
Lewisa BF3-OEt. Niestety, reakcja ta okazata si¢ mato selektywna, a oczyszczenie
otrzymanego produktu sprawiato znaczne trudnosci. Z tego powodu zrezygnowano z syntezy
dalszych pochodnych zawierajacych inne faczniki, takie jak pochodne benzylowe, poniewaz
przewidywano wzrost liczby produktow ubocznych. Analiza widm masowych czg§ciowo
oczyszczonej mieszaniny poreakcyjnej pozwala wnioskowac, ze oprocz powstajacego produktu
monopodstawienia wystgpujg réwniez produkty dipodstawienia oraz diluzsze oligomery,

ktérych nie dato si¢ wyodrebni¢ w czystej postaci.

Jak to zostato przedstawione w podrozdziale 2.1.6, zgodnie z danymi literaturowymi [46],
wprowadzenie podstawnikow halogenkowych powinno przesunag¢ maksimum absorpcji pasma
n—7* w kierunku wyzszych dtugosci fal. Ze wzgledu na stosunkowo wysoka energi¢ orbitalu
n w czgsteczce azobenzenu, wynikajaca z obecnosci odpychajacych oddziatywan pomigdzy

wolnymi parami elektronowymi atoméw azotu, podstawienie uktadu aromatycznego atomami
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halogenow — wykazujacymi charakter elektronoakceptorowy w zakresie oddziatywan ¢ —
prowadzi do zmniejszenia gestosci elektronowej, a tym samym do stabilizacji i obnizenia
energii orbitalu n. Prowadzi to do rozszerzenia sprz¢zenia orbitali 7t i obnizenia luki HOMO(n)—
LUMO(=t*), a tym samym przesuni¢cia absorpcji azobenzendow w strone §wiatla widzialnego.
Aby sprawdzi¢ czy jest to prawda w przypadku dibenzo[b,f]oksepin zdecydowano si¢ na
syntez¢ mieszanych zwigzkéw azowych, zawierajacych szkielet dibenzo[b,f]oksepiny oraz
podstawnik p-fluorofenylowy. Dlatego tez przeprowadzono reakcje syntezy mieszanych

zwiazkow azowych 14a—b, 14e—g (schem. 27).

6a-b, 6e-g 14a-b, 14e-g

a:R, = OCH,, R, Ry, R, = H (68%)

b: R, = OCH,, R, R, R, = H (56%)

eR,,R,= OCH3, R,R,=H (50%)

f: R,R,,R,,R,=H (49%)

g: R, = OCOCH,, R, R,, R, = H (61%)

Schemat 27. Schemat syntezy mieszanych zwiazkéw azowych zawierajacych szkielet dibenzo[b,f]oksepiny i

p-fluorofenylu.

W celu otrzymania powyzszych zwiazkéw 14a-b, 14e-g, aminowa pochodng
dibenzo[b,f]oksepiny 6a—b, 6e—g poddano reakcji utleniania wraz z p-fluoronitrozobenzenem,
w obecnos$ci kwasu octowego. p-fluoronitrozobenzen otrzymany zostat in situ poprzez reakcje
czgsciowego utleniania p-fluoroaniliny za pomocg oksonu (2KHSOs-KHSO4:-K>SOs). Fluor

zostat zastosowany jako podstawnik w aminie ze wzgledu na jego wysoka biokompatybilnos¢
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oraz korzystny profil tolerancji w organizmie [103]. Dla zwigzkow 14a—b, 14e—g obliczono

réwniez parametr SCS, a uzyskane wyniki przedstawiono w tabeli 4.

Tabela 4. Przesuniecia chemiczne jader 3C dla (E)-1-(dibenzo[b,f]oksepin-3-yl)-2-(4-fluorofenylo)diazenu
14f i wspélezynniki SCS obliczone dla atoméw wegla w réznych pochodnych mieszanych zwiazkéw azowych

14a—b, 14e, 14g zawierajacych szkielet dibenzo|[b,f]oksepiny i p-fluorofenylu.

F
15
14
12
13
R C1 Cc2 C3 C4 c4 Ccs () c7 C8 c9 CY [ C10 | C11 [CII’ | C12 | C13 | C14 | CI5
14f: Ri-
ReH 129,68 | 120,85 | 153,67 | 114,56 | 157,87 | 156,98 | 121,52 | 130,28 | 125,14 | 129,48 | 130,35 | 131,46 129,33 | 133,28 | 149,13 | 124,98 | 116,09 | 164,49
=
14a: Ri=
OCH -0,16 | —0,05 | —0,04 | 1,47 | -0,11 |-11,91| 30,38 |-17,44| -5,32 | —4,49 | 1,27 | -0,13 | 0,03 | 0,24 | 0,04 | 0,00 | —0,05 | —0,05
3
14b: Ry=
OCH -0,11 | -0,01 | —-0,02 | 0,13 | -0,41 | 1,25 (-14,31| 31,78 |-13,89| 0,79 | -7,10 | —0,19 | —2,26 | 0,44 | 0,23 | —0,02 | —0,02 | 0,06
3
14e: Rz,
Rs= -0,12 | 0,16 | —0,14 | —0,36 | 0,23 | —6,32 (—18,19| 20,45 | 21,02 (-18,22| —8,38 | —0,24 | —-1,51 | 0,28 | 0,01 | —0,04 | 0,00 | —0,03
OCH3;
14g: R=
OCH 0,01 0,44 | -0,02 | -0,18 | 0,58 | 0,46 | —6,30 | 21,87 | —6,74 | 0,27 | -2,19 | —0,89 | —0,19 | —0,21 | 0,03 | 0,01 | —0,01 | 0,00
3

Na podstawie analizy uzyskanych wynikdw mozna stwierdzi¢, ze zastgpienie grupy nitrowej
grupg azowa nie powoduje istotnych zmian w gestosci elektronowej wokot atomoéw wegla w
pierScieniu zawierajagcym grup¢ metoksylowa, co pozwala przypuszczaé, ze wiasciwosci

chemiczne dibenzo[b,f]oksepiny pozostaly niezmienione.

3.2.6 Synteza niesymetrycznych pochodnych azowych dibenzo[b,f]oksepiny

zawierajacych wiecej niz jedng grupe azowa

Majac na uwadze opisang w podrozdzialach 3.2.1 1 3.2.2 zdolno$¢ pochodnych
dibenzo[b,f]loksepiny do tworzenia dimerow z udzialem rdéznych typow Iacznikow,
zdecydowano si¢ na zaprojektowanie 1 synteze zwigzkoéw zawierajacych trzy grupy azowe.

Proces syntezy zwiazkow 16a—b, zawierajacych trzy grupy azowe zdolne do zmiany
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konfiguracji (schem. 28), przeprowadzono w dwoch etapach, wykorzystujac jako substraty

wyjsciowe zwiazki 3a, 3c.

a: R, =NH,, R, =H (71%)
b: R, R, = NH, (63%)

16a-b
a:R,, R, =F, R,, R, =H (2%)
b:R,=F,R,,R;, Ry;=H (5%)

Schemat 28. Schemat syntezy zwiazkéw z trzema grupami azowymi, zawierajacych pierscien

dibenzo[b,f]loksepiny.

Pierwszy etap syntezy polegat na redukcji trzech (3a) lub czterech (3¢) grup nitrowych do grup
aminowych, przeprowadzonej z wykorzystaniem ukladu redukujgcego cynk/kwas octowy.
Otrzymane pochodne aminowe (15a-b) poddano nastgpnie reakcji sprzggania z
fluoronitrozobenzenem, otrzymywanym in situ poprzez utlenianie fluoroaniliny za pomoca

oksonu. W wyniku tej reakcji otrzymano zwiazki zawierajace trzy grupy azowe 16a—b.
3.2.7 Analiza fotochemiczna azowych pochodnych dibenzo[b,f]oksepiny
3.2.7.1 Analiza fotochemiczna symetrycznych azo-pochodnych dibenzo[b,f]oksepiny

W celu weryfikacji czy zsyntetyzowane azowe pochodne dibenzo|[b,f]oksepiny 9a—h wykazuja

korzystne wtasciwosci fotochemiczne przeprowadzono szereg badan:
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a) Fotoizomeryzacja:

Dla okreslenia w jakim stopniu zwigzki 9a—h fotoizomeryzuja pod wptywem promieniowania
o roznych dlugosciach fal przeprowadzono eksperyment, w ktérym wybrane zwigzki poddano

naswietlaniu $wiattem o dtugosciach fal 365 nm, 395 nm, 410 nm oraz 465 nm (tab. 5).

Tabela 5. Udzial procentowy izomeru Z w stanie fotostacjonarnym (PSS) wybranych azowych pochodnych

dibenzo[b,f]loksepiny.

Udzial izomeru Z w stanie fotostacjonarnym (PSS)
Zwigzek
365 nm 395 nm 410 nm 465 nm
9a 44% 51% 46% 48%
9b 28% 47% 50% 48%
9e 15% 40% 45% 42%
9g 38% 49% 51% 49%

Do naswietlania probek podczas eksperymentdw uzyto samodzielnie wykonanego zestawu
diod LED (ang. light-emitting diode). Zestaw ten sktadal si¢ z ptytek, w ktére wlutowano cztery
rzedy po 6 diod LED. Sterowanie pracg odpowiednich plytek umozliwiata platforma Arduino

Uno (zawierajaca mikrokontroler) potaczona z modutem 8 przekaznikow (rys. 21).
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Rysunek 21. (a) Arduino Uno polaczone z modulem 8 przekaznikéw; (b) diody LED wlutowane w plytke;
(c) zestaw stosowany podczas badan biologicznych do naswietlania prébek; (d) zestaw do naswietlania

probek stosowany w spektroskopii NMR.

W trakcie naswietlania zwigzkéw 9a, 9b, 9e, 9g zmieniaja one swojg konfiguracj¢ z trwalszej
E na mniej trwalg Z (schem. 29). Wraz ze zmiang konfiguracji zachodzi zmiana w geometrii

czasteczki, polarnosci oraz prawdopodobnie aktywnosci biologicznej zwigzkow.

RO,

_ \o
o

(E)-9e (2)-9¢

Schemat 29. Zmiana konfiguracji z E na Z zachodzaca w zwiazkach 9a—h podczas naswietlania Swiatlem o

réznych dlugosciach fal, na przykladzie zwiazku 9e.

Przeprowadzone badania potwierdzity, ze azo-pochodne dibenzo[b,floksepiny wykazuja

zdolnos¢ do fotoizomeryzacji E/Z pod wptywem §wiatla o odpowiedniej dlugosci fali, co
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swiadczy o ich wihasciwosciach fotochemicznych. Najskuteczniejsza aktywacja zachodzi

jednak przy uzyciu promieniowania o dlugosci fali okoto 400 nm.

Procentowy udziat izomeru Z w mieszaninie tworzacej si¢ w stanie fotostacjonarnym (PSS)
zostal obliczony za pomoca analizy intensywnosci sygnalow w widmach '"H NMR mieszaniny
w danym stanie fotostacjonarnym. Zmiana konfiguracji prowadzi do wyraznych zmian w
widmach NMR, ktore przejawiaja si¢ pojawieniem si¢ nowych sygnalow charakterystycznych

dla protonéw izomeru Z, obok sygnaléw odpowiadajacych izomerowi E (rys. 22).

(E)-H1 (2)-H1

‘JML 465nm i
410nm M M

il
L
| @
1

275 270 7.65 7.60 7.55 7.50 745 740 7.35 7.3 7.25 7.20 715 710

Rysunek 22. Zmiany zachodzace w widmach 'H NMR na przykladzie sygnalu pochodzacego od protonu H;
w zwigzku 9e podczas naswietlania Swiattem o réznych dlugosciach fal. Dark oznacza widmo zwiazku, na

ktore nie dzialalo zadne Swiatlo (zwiazek byl przechowywany w ciemnosci).
b) Widma UV-ViS:

W celu okreslenia stopnia rozdzielenia pasm n—n* i n—n* izomerdéw E i Z oraz wyznaczenia
maksimum absorpcji tych pasm zmierzono widma UV-ViS zwigzkéw 9a-b, 9e—g, ktore

zostaly przedstawione na rysunku 23 i1 rysunku 24.
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Rysunek 23. Widma UV-ViS izomeru E zwiazkow 9a-b, 9e—g.

Na podstawie widm UV-ViS izomeru E zwigzkow 9a—b, 9e—g stwierdzono obecnos$¢ pasm
typu n—n*, pochodzacych od ugrupowania azowego i zlokalizowanych w zakresie 371446
nm (maksima absorpcji). Pasma odpowiadajace przejsciom n—n* nie byly wyraznie
rozdzielone od pasm mw—n*. Wszystkie widma zarejestrowano w DMSO przy stezeniu

roztworu wynoszacym 10 pM.

Okreslono rowniez fotoprzetaczalne wiasciwosci zwiazku 9f poprzez badanie zmiany

maksimum absorpcji pasma n—n* dla izomeru E i izomeru Z (rys. 24).
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Rysunek 24. Widma UV-ViS zwiazku 9f bez naswietlania (dark) i po naswietlaniu $wiatlem o dlugos$ci 365

nm.

Jak mozna zauwazy¢ podczas naswietlania zwiazku 9f dochodzi do przesunigcia maksimum
absorpcji pasma n—n* w kierunku fal krotszych — efekt hipsochromowy, co potwierdza
powstawanie izomeru Z w trakcie naswietlania. Nie zaobserwowano jednak ponownie separacji
pasm n—n* i n—n* dla izomeru Z. Rozdzielenie tych pasm jest pozadane, gdyz prowadzi ono
do wydzielenia pasma n—n*, ktérego maksimum absorpcji znajduje si¢ blizej ,,przyjaznego”

Swiatla zielonego niz maksimum absorpcji pasma n—n* (podrozdz. 2.1.6).

3.2.7.2 Analiza fotochemiczna niesymetrycznych azowych pochodnych

dibenzo[b,f]loksepiny

Analogicznie jak w przypadku symetrycznych zwigzkéw azowych, w celu oceny, czy
zsyntetyzowane azowe pochodne dibenzo[b,f]oksepiny (14a-b, 14e-g oraz 16a-b) —
rozpatrywane jako potencjalne fotochromowe przelaczniki molekularne — wykazuja korzystne

wlasciwosci fotochemiczne, przeprowadzono seri¢ eksperymentow.
a) Fotoizomeryzacja:

Aby okresli¢ stopien fotoizomeryzacji zwigzkow 14a—b, 14e—g oraz 16a—b pod wplywem
promieniowania o roznych dhugosciach fal, przeprowadzono eksperyment polegajacy na
naswietlaniu wybranych zwigzkéw $wiatlem o dziesigciu dlugosciach fal z zakresu 390-610
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nm (tab. 6, rys. 25). W trakcie ekspozycji na $wiatto zaobserwowano przejscie konfiguracji z

termodynamicznie stabilnej formy £ do mniej trwatej formy Z.

Tabela 6. WartoS$ci procentowego udzialu izomeru Z w stanie fotostacjonarnym (PSS) w zwiazkach 14a-b,

14e—g i 16a—b.

Udziat procentowy izomeru Z [%]
Diugosc Zwigzek
fali 14a 14b 14e 14f 14g |16a* (double) 16a* (mono)|16b* (double) 16b* (mono)
77,66 79,24 67,23 52,63 73,48 63,18 29,9 73,49 44,71
77,03 74,08 65,97 53,8 68,01 61,99 26,01 70,62 30,61
36,39 16,16 42,67 29,92 8,28 16,98 8,62 22,47 8,69
27,03 25,54 43,73 39,31 26,46 38,15 51,85 23,96 31,05
505 nm 22,61 22,12 30,39 31,47 21,92 50,31 70,49 20,98 32,39
515 nm 22,48 22,02 32,22 31,8 22,07 51,17 69,3 21,53 32,26
21,18 17,35 28,43 26,77 19,24 53,88 69,33 17,14 20,15
23,28 19,88 31,57 28,76 21,21 52,49 75,17 19,33 28,68
| 590nm | 0,9 2,32 4,17 3,38 3,06 28,15 14,51 1,88 0,83
0 0 0 0 0 5,2 1,92 0 0

*double — grupa azowa z czesSci dibenzo[ b, floksepinowej zwigzku; mono — grupa azowa z cz¢éci azobenzenowe;j

zwiazku.

S0

a0

MniHlHlulHlMuill

16a* (double) 16a* (mono) 16b* (double) 16b* (mono)

% izomeru Z
5 8 3 2 3

[
=1

"
o

W 390 nm m400 nm m430nm 470 nm 505 nm 515 nm 525 nm W535 nm 590 nm W610 nm

Rysunek 25. Udzial procentowy izomeru Z w stanie fotostacjonarnym (PSS) w zwiazkach 14a-b, 14e-g i

16a—b przedstawiony w formie wykresu stupkowego.

Jak mozna zauwazy¢ dla zwigzkéw 14a-b, 14e—g najwicksza aktywacja (najwicksza ilos¢
izomeru Z) zachodzi pod wpltywem s$wiatta o dhugosci 390400 nm (zakres ultrafioletu).
Zwiazki 16a-b posiadajg kilka wigzan azowych — ugrupowania azowe potaczone ze
szkieletem dibenzo[b,f]oksepiny (double) sg gtownie aktywowane $wiatlem o dtugosci 390—
400 nm, a grupa azowa niepolaczona ze szkieletem dibenzo[b,f]oksepiny (mono) jest juz
aktywowana gléwnie przez $wiatlo zielone z zakresu 505-535 nm. Na podstawie tych

eksperymentdéw mozna stwierdzi¢, ze obecnos¢ szkieletu dibenzo[b,f]oksepiny przesuwa
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maksimum absorpcji  grupy azowej ku falom krotszym, podczas gdy szkielet

fluoroazobenzenowy przesuwa maksimum absorpcji w strong fal dluzszych.

Procentowy udziat izomeru Z w mieszaninie tworzacej si¢ w stanie fotostacjonarnym (PSS)
zostal obliczony za pomoca analizy intensywnosci sygnatéw na widmach '°F NMR mieszanin
w stanie fotostacjonarnym. Zmiana konfiguracji prowadzi do wyraznych zmian w widmach
NMR, ktore przejawiaja si¢ pojawieniem si¢ nowych sygnatéw charakterystycznych dla

fluoréw izomeru Z, obok sygnatéw odpowiadajacych izomerowi E (rys. 26).

(E)-F (2)-F
i 610 nm
590 nm
JJ‘I 4 535 nm
525 nm
515 nm
505 nm
JL M 470 nm
i 4 430 nm
Al /\__400 nm
AL | EL 390 nm

A dark

T T T T
-111.5 -112.0 -112.5 -113.0 -113.5 -114.0 -114.5 -115.0 -115.5 -116.0 -116.5 -117.0 -1175

Rysunek 26. Zmiany zachodzace w widmie ’F NMR na przykladzie sygnalu pochodzacego od fluoru w
zwiazku 14b podczas naswietlania §wiatlem o réznych dlugosciach fal. Dark oznacza widmo zwiazku, na

ktére nie dzialalo Zadne $wiatlo (zwigzek byl przechowywany w ciemnosci).
b) Kinetyka fotoizomeryzac;ji:

Aby oceni¢ szybkos¢ reizomeryzacji z izomeru Z do E dla zwigzkéw 14a-b, 14e—g oraz 16a,
przeprowadzono pomiary zmian ich ste¢zenia w funkcji czasu (tab. 7, rys. 27). Pomiary
przeprowadzono po uprzednim doprowadzeniu powyzszych zwigzkéw do stanu

fotostacjonarnego (PSS). W przypadku zwigzkéow 14a-b, 14e—g uczyniono to poprzez
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naswietlenie ich §wiattem o dlugosci fali 390 nm, a w przypadku zwigzku 16a po naswietleniu

go $wiattem o dtugosci fali 535 nm.

Tabela 7. Zmiana iloSci izomeru Z zwiazkéw 14a—b, 14e—g oraz 16a w funkcji czasu.

A Dlugosé
0h 1h 2h 3h 4 h 5h 6h 7h 8h 9h
[%0] fali
14a 77,66% | 5345% | 4023% | 2826% | 25.56% | 23.08% | 23,13% | 21,18% | 2097% | 1993% | 57,73 | 390nm
14b 79.24% | 68.87% | 59.85% | S1.64% | 44.06% | 38.75% | 33.89% | 3047% | 27.42% | 24.86% | 5438 | 390nm
14e 67.23% | 54,70% | 4641% | 40.12% | 35.17% | 32.30% | 30,79% | 30,59% | 28.29% | 2827% | 3896 | 390nm
14f 52,63% | 43,70% | 38,69% | 3246% | 28,33% | 2689% | 26,77% | 2509% | 24,50% | 2345% | 29,18 | 390nm
14g 73,48% | 63,10% | 5424% | 4536% | 40,15% | 33,07% | 29.62% | 26,80% | 24,30% | 22,50% | 5098 | 390nm
16a
52,49% | 52,03% | 51,16% | 50.91% | 50,58% | 49.89% | 49,70% | 49,50% | 48,85% | 48,47% | 4,02 535 nm
(double)
16a
75,17% | 72.97% | 71.86% | 7158% | 70,47% | 7031% | 68,65% | 6820% | 67,93% | 67,30% | 7.87 535 nm
(mono)
Kinetyka fotoizomeryzaciji Z->E
100
90
—— 143
80
— —f—14b
T 70
Bl
N 60 l4e
| =
@ 50 \ 14f
E 40 x —e—14g
N 30
—&—16a (mono)
20
—&— 16a (double)
10
0

0 2 4 6 8 10
Czas [h]

Rysunek 27. Zmiana ilo$ci izomeru Z zwiazkéw 14a—b, 14e—g oraz 16a w funkcji czasu w formie wykresu.

Procentowy udziat izomeru Z w mieszaninie okreslano za pomocg analizy po6l powierzchni pod
sygnatami w widmach 'F NMR, mierzonych co godzine przez 9 godzin (rys. 28). Po 9
godzinach ilo$¢ izomeru Z w zwigzkach 14a—b, 14e-g spadta z poziomu 52,63-79,24% do
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poziomu 19,93-28,27%, czyli od okoto 30 az do 60%. Swiadczy to o niestabilno$ci izomeru Z
tych pochodnych w czasie. Natomiast izomer Z zwigzku 16a wykazywal znaczng stabilno$¢ w

czasie — po 9 godzinach jego udzial procentowy zmniejszyt si¢ jedynie o okoto 4—8%.

(E)-F (2)-F

A 9h

4 8h

A 7h

4 6h
h 5h
A ah
i3h
A 2n
L
. kOh

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
-111.4 -1118 -112.2 -112.6 -113.0 -113.4 -113.8 -114.2 -114.6 -115.0 -115.4 -115.8 -1162 -116.6 -117.0 -117.4

Rysunek 28. Zmiany w funkcji czasu zachodzace w widmie ’F NMR, na przykladzie sygnatu pochodzacego

od fluoru w zwiazku 14b.
¢) Widma UV-ViS:

Podobnie jak w przypadku symetrycznych pochodnych azowych dibenzo[b,f]oksepiny,
przeprowadzono analize stopnia rozdzielenia pasm przej$¢ elektronowych typu m—n* oraz
n—n* dla izomeréw E 1 Z. Widma UV-ViS zarejestrowano dla zwigzkow 14b (rys. 29, rys.

30) oraz 16a (rys. 31, rys. 32).
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Rysunek 29. Widmo UV—Vis izomeru E zwiazku 14b.
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Rysunek 30. Widmo UV-ViS izomeru Z zwiazku 14b.

112



UV-ViS (E)-16a

2,5
‘% 2
- ——500uM
©
Q 15 ——400pM
T
2 ——300uM
L2
< 1 200uM
——80pM
0,5
0
300 350 400 450 500 550 600
Dtugosé fali [nm]
Rysunek 31. Widmo UV-ViS izomeru E zwiazku 16a.
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Rysunek 32. Widmo UV-ViS izomeru Z zwiazku 16a.

W przypadku izomeru £ zwigzku 14b maksimum absorpcji pasma n—n* nie jest widoczne,
natomiast ujawnia si¢ ono w widmie UV-ViS izomeru Z 1 wystepuje przy dlugosci fali okoto

450 nm. Pasmo odpowiadajace przejsciu n—n* jest dobrze widoczne w widmach obu
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izomerow, przy czym obserwuje si¢ wyrazny efekt hipsochromowy dla tego pasma. Dla
zwigzku 16a zarejestrowano jedynie pasmo zwigzane z przejSciem m—mn*, bez wyraznie
rozdzielonego pasma n—n*. Moze to wynika¢ z obecnosci duzej liczby wigzan azowych, ktére
wplywajg na strukture elektronowg uktadu. We wszystkich przypadkach intensywnos$¢ pasm
absorpcyjnych dla izomerdéw Z byta nizsza niz dla odpowiadajacych im izomeréw E. Mozna
wnioskowaé, ze w izomerze Z dochodzi do zmiany geometrii czgsteczki, co wplywa na
ostabienie naktadania si¢ orbitali w, a tym samym zmniejsza prawdopodobienstwo przej$cia

elektronowego 1 prowadzi do obnizenia intensywnosci tego pasma absorpcji.
3.2.8 Modelowanie molekularne azowych pochodnych dibenzo[b,f]oksepiny

Synergia metod eksperymentalnych i obliczeniowych odgrywa kluczowa rolg w identyfikacji
oraz optymalizacji nowych, skutecznych zwigzkow przeciwnowotworowych [195]. Dokowanie
molekularne to zaawansowana technika komputerowa, ktéra pozwala oceni¢, w jaki sposob
konformacja ligandu dopasowuje si¢ do centrum aktywnego biatka lub innej makroczasteczki,
dazac do ukladu o najnizszej energii wigzania. Co istotne, metoda ta umozliwia réwniez
ilosciowa oceng energii oddziatywan ligand-cel biologiczny, z uwzglednieniem kluczowych
procesow odpowiedzialnych za molekularne rozpoznawanie [195]. W oparciu o dostgpne dane
literaturowe [118—119] oraz wyniki badan cytotoksyczno$ci [191] przewidywano, ze niektore
pochodne dibenzo[b,floksepiny moga dziata¢ jako inhibitory polimeryzacji tubuliny,
wykazujac zdolno$¢ wigzania si¢ w miejscu aktywnym dla kolchicyny. Z tego wzgledu,
réwnolegle do prac syntetycznych, przeprowadzono badania interakcji zwigzkow 4a, 4f oraz
izomerdéw E i Z zwigzkow 9a—c, 9e—f, 14b i 16a—b z heterodimerem o,p-tubuliny (struktura o
kodzie PDB: 1SA0 z migdzynarodowej bazy danych — Protein Data Bank) z wykorzystaniem
modelowania molekularnego. Geometrie badanych zwigzkéw optymalizowano przy uzyciu
teorii funkcjonatu gestosci (DFT) z wykorzystaniem funkcjonatu B3LYP oraz w bazie 6-31G*,
z zastosowaniem metody PCM (ang. the polarizable continuum model) w celu modelowania
efektow solwatacji przy uzyciu programu Gaussian 03W [196]. Dokowanie molekularne
przeprowadzono z wykorzystaniem oprogramowania AutoDock Vina [197]. Szacunkowe
warto$ci energii oddzialywania zwiazkéw 4a, 4f oraz izomeréw E 1 Z zwigzkéw 9a—c, 9e—f,
14b i1 16a-b zostaly przedstawione w tabeli 8 (energia oddziatywania zwigzkoéw kontrolnych,

kolchicyny 1 CA-4, wynosi odpowiednio —8,6 kcal/mol 1 —7,62 kcal/mol) [198—199].
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Tabela 8. Szacunkowa warto$¢ energii oddzialywania zwiazkow 4a, 4f oraz izomeroéow E i Z zwiazkow 9a—c,

9e—f, 14b, 16a—b z tubuling.

Zwiazek Powinowactwo Powinowactwo A Powinowactwa
izomeru E (kJ/mol) | izomeru Z (kJ/mol) (kJ/mol)

4a* -10,0

4t -10,4

9a -13,9 -123 1,6
9b —13.,5 —14,2 —-0,7
9¢ —14,2 -13,5 0,7

9e -12,8 -12,4 0,4

9f -13,4 -12,4 1
14b —-9,6 -9,2 0,4
16a -9,1 —9,7 —-0,6
16b —6,0 -11,0 -5,0

* Brak izomeréw E/Z poniewaz nie wystepuje grupa azowa

W przypadku zwiazkow 9a, 9c, 9e, 9f oraz 14b energia oddzialywania izomeru Z z
heterodimerem o3 tubuliny byta wyzsza niz energia oddziatywania izomeru E. Dla zwigzkow
9b, 16a—b energia oddziatywania izomeru Z z biatkiem byla nizsza niz energia oddziatywania
izomeru E, a w przypadku zwigzku 16b warto$¢ ta byla prawie dwukrotnie nizsza. Warto
rowniez zaznaczy¢, ze energia oddziatywania wszystkich zwigzkéw byla nizsza niz energia
oddziatywania zwigzku kontrolnego — kolchicyny. Jedynie izomer E zwiazku 16b posiadat

energi¢ wigzania wyzsza niz energia oddziatywania kolchicyny z heterodimerem a,f-tubuliny.

Na podstawie analizy energii oddzialywan dla zwiazkow 4a, 4f oraz izomerow E i Z zwigzkow
9a—c, 9e—f, 14b i 16a—b w o,B-tubulinie, zidentyfikowano gtéwne interakcje odpowiedzialne
za powinowactwo ligandow do miejsca wigzania kolchicyny (rys. 33). Badane ligandy 9a—c,
9e—f byly stabilizowane gléwnie poprzez oddzialywania hydrofobowe z podjednostkami o i 3
tubuliny, takimi jak Leu248, Lys254, Leu255, Lys352 dla izomerow Z oraz Glyl1, Thr145,
Leu248, Lys254, Leu255, Asn258, Ala316, Lys352 dla izomeréw E. W przypadku izomerow

E wystepowala rowniez stabilizacja poprzez wigzanie wodorowe z Asn101. Badane ligandy 4a,
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4f, 14b i 16a-b byly glownie stabilizowane przez oddzialywania Van der Waalsa z
a,B-tubulina, takie jak:

e ValPB238, Thrp239, Leuf255, Leup252, LeuP248, LeuP242, Lysp352, Lysp254 i
Alap250 dla 4a;

o llep378, ValP238, Thrp239, LeuP255, Leup248, LeuP242, LysP352, Lysp254 i
Alap250 dla 4f;

o Lys352, Lysp254, AlaB316, Asnp258 i Valaf181 dla izomeru E zwigzku 14b;

o IleB378, ValB318, Lysp352, Lysp254, LeuB255, LeuP248, Asnf258 i Alap250 dla
izomeru Z zwiazku 14b;

e ValB238, LeuP255, Leup248, Leup242, Lysp352 1 Alap316 dla izomeru E zwigzku 16a;

o IleP378, Valp318, Ala316, LeuPp255, Leup248 i Lysp352 dla izomeru Z zwiazku 16a;

o Lysp352, LeuP255, LeuP248, Leup242 i Alap250 dla izomeru E zwigzku 16b;

o LysP352, Lysp254, Alap316, Leuf255 i LeuP248 dla izomeru Z zwiazku 16b.

Na rysunku 33 dla zwiazkoéw 4a, 4f oraz izomerdéw E 1 Z zwiazkdéw 91, 14b 1 16a—b pokazano

wizualizacj¢ oddzialywan ligandu z domeng kolchicynowa w a,B-tubulinie.
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Rysunek 33. Model interakcji zwigzkow 4a, 4f oraz izomeréw E i Z zwiazkéw 9f, 14b, 16a—b z domena

kolchicynowg a,p-tubuliny.

Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna stwierdzi¢, ze badane ligandy wykazuja wysokie
powinowactwo do kompleksu a,B-tubuliny, porownywalne z obserwowanym dla kolchicyny.
Ponadto, przeprowadzone analizy dokowania molekularnego potwierdzily hipoteze, ze
pochodne te oddziatuja z miejscem wigzania kolchicyny, zlokalizowanym na styku
podjednostek a 1 B tubuliny, co stanowilo uzasadnienie dla podjgcia opisanych wczesniej prac

syntetycznych.
3.2.9 Dyskusja

Jak juz wcze$niej wspomniano, zasadniczym celem niniejszej rozprawy doktorskiej byto

otrzymanie zwigzkéw o potencjalnej aktywnos$ci biologicznej, zawierajacych grupe azowa i
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posiadajacych okreslone wlasciwosci spektroskopowe. Jako pierwszy obiekt badan wybrano
szkielet dibenzo[b,floksepiny. W pierwszej kolejnosci, postugujac si¢ interpretacja SCS w
widmach '*C NMR, okreslono miejsca reaktywne umozliwiajagce tworzenie réznie
podstawionych dimeréw dibenzo[b,f]oksepiny. Nastepny etap badan obejmowat probe syntezy
oligomeréw dibenzo[b,f]loksepiny z wykorzystaniem tacznikdw innych niz metylenowy, co
zaowocowalo otrzymaniem dimeréw zawierajacych réznorodne mostki strukturalne.
Interesujacym wynikiem jest obserwacja, ze szybko$¢ tworzenia potaczenia pochodnej
dibenzo[b,floksepiny z 4,4’-dietoksy-1,1’-bifenylem w obecnosci roznych aldehydow jest
wieksza niz szybkos$¢ tworzenia symetrycznych dimerow dibenzo[b,f]Joksepiny. W przewadze
zawsze powstawal produkt podstawienia 4,4’-dietoksy-1,1’-bifenylu. Udowodniono tez, ze
pochodne dibenzo[b,f]oksepiny sg zdolne do tworzenia wickszych oligomerow oraz zwigzkoéw
z trzema wigzaniami azowymi, bazujacych na pierscieniu dibenzo[b,floksepiny. W kolejnym
kroku przystagpiono juz do uzyskania docelowych azo-dibenzo[b,f]oksepin. Z sukcesem
otrzymano seri¢ pochodnych azo-dibenzo[b,floksepiny i zbadano ich wlasciwosci

fotochemiczne.

Otrzymane zwigzki nie wykazaly jednak rozdzielenia pasm absorpcyjnych odpowiadajacych
przej$ciom elektronowym typu n—n* i n—n* w widmach izomeréw E 1 Z. Brak takiej separacji
uniemozliwia selektywne wzbudzanie poszczegolnych stereoizomeréw przy uzyciu $wiatta o
okreslonej dtugosci fali, co znaczaco ogranicza mozliwos$¢ ich zastosowania w badaniach
biologicznych opartych na kontrolowanej fotokonwersji. Wprowadzenie podstawnikow
fluorowych tylko w nieznacznym stopniu przesuwato maksimum absorpcji w kierunku
zielonego $wiatta. Badania nad synteza rozgal¢zionych azowych pochodnych
dibenzo[b,f]oksepiny dowiodty, ze sam szkielet dibenzo[b,f]loksepinowy przesuwa maksimum
absorpcji w kierunku fal krotszych, mniej korzystnych dla organizmu zywego. Dodatkowo w
wigkszosci przypadkow nie byla zauwazalna separacja pasm przej$¢ typu n—n* 1 n—m*.
Rozdzielenie pasm absorpcyjnych w molekularnych przetacznikach fotochromowych ma
kluczowe znaczenie dla ich efektywnego dziatania. W szczegdlnosci dazy si¢ do
batochromowego przesunig¢cia pasma n—n*, co umozliwia selektywne wzbudzanie wybranych
izomerdéw (£ lub Z) przy uzyciu $wiatla o odpowiednio dobranej energii. Pasmo to odgrywa
istotng role w inicjowaniu procesu fotoizomeryzacji, a jego wyrazne oddzielenie od pasma
n—n* stwarza mozliwos¢ selektywnej aktywacji przy uzyciu $wiatla o dtuzszej dtugosci fali,

na przykltad w zakresie $wiatla zielonego.
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Dodatkowo izomery Z azowych pochodnych dibenzo[b,f]oksepiny 14a—b, 14e—g byly rowniez
niestabilne w czasie, co wykazaly badania nad kinetyka fotoizomeryzacji. Czg$ciowy sukces
otrzymano w przypadku rozgalezionych niesymetrycznych azowych pochodnych
dibenzo[b,f]oksepiny zawierajgcych wigcej niz jedno ugrupowanie azowe (16a). W tym
przypadku dowiedziono, ze szkielet fluoroazobenzenowy, w odroznieniu od szkieletu
dibenzo[b,floksepiny, jest zdolny do przesuwania maksimum absorpcji w kierunku $wiatta
zielonego. Dodatkowo udowodniono, ze izomer Z zwigzku 16a jest stabilny w czasie, poniewaz
stopien jego reizomeryzacji nie przekraczal 8%. Niestety zwigzek ten otrzymuje si¢ po
wieloetapowej syntezie, dlatego tez wydajnos¢ catkowita otrzymywania tego zwigzku jest

niska.

Z wykorzystaniem modelowania molekularnego wykazano, ze otrzymane zwiazki zawierajace
pierscien dibenzo[b,f]loksepiny 4a, 4f oraz ugrupowanie azowe 9f, 14b i 16a-b moga
oddzialywa¢ z miejscem wigzania kolchicyny w strukturze tubuliny, co wskazuje na ich
potencjalng aktywnos$¢ biologiczng zwigzang z modulacjg funkcji mikrotubul. Pomimo
obiecujacych wynikéw analiz dokowania molekularnego, otrzymane pochodne
dibenzo[b,f]oksepiny nie wykazaly oczekiwanej aktywnosci jako molekularne przetaczniki
fotoaktywne w zakresie promieniowania widzialnego, co wskazalo na koniecznos¢
poszukiwania alternatywnych struktur chemicznych. Podjeto decyzj¢ o skierowaniu dalszych
badan na nowg klase¢ zwigzkdbw — pochodne chalkonu — wykazujace takze korzystne

wiasciwosci biomedyczne oraz zdolno$¢ oddziatywania z domeng kolchicynowa.

3.3 Synteza oraz badanie wlasciwosci fotochemicznych i biologicznych

azowych pochodnych chalkonu

Pochodne chalkonu naleza do jednych z najaktywniejszych biologicznie flawonoidow o
potencjale terapeutycznym, ktory zostal potwierdzony w szeregu badan przedklinicznych 1
klinicznych obejmujacych szerokie spektrum aktywnosci biologicznej [200]. Zgodnie z
zatozeniami niniejszej pracy przystapiono do syntezy pochodnych chalkonu z dodanym
pierscieniem aromatycznym zawierajagcym izomeryzowalny uklad (azobenzen). W tym
przypadku zastosowano strategi¢ rozszerzenia struktury (Bona Fide Extension) omoOwiong
wczesniej, w podrozdziale dotyczacym projektowania i modulacji fotochromowych

przetacznikdw molekularnych.
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3.3.1 Synteza azowych pochodnych chalkonu

W  celu otrzymania zwigzkow 2la-l, bedacych azowymi pochodnymi chalkonu,
przeprowadzono trojetapowa synteze (schem. 30). W pierwszym etapie odpowiednie pochodne
aniliny 17a—c poddano utlenianiu do pochodnych nitrozo 18a—c¢ z uzyciem oksonu. Drugi etap
polegal na sprzeganiu pochodnych nitrozo 18a—c z 3-aminobenzaldehydem w obecno$ci kwasu
octowego, co doprowadzito do utworzenia ugrupowania azowego w zwigzkach 19a—c. W
ostatnim etapie przeprowadzono kondensacj¢ aldolowa otrzymanych zwigzkow 19a—c z
odpowiednimi pochodnymi benzaldehydu 20a-d, co pozwolilo na otrzymanie azowych
pochodnych zawierajacych szkielet chalkonu — zwiazkéw 21a-1. W efekcie syntezy uzyskano
dwanascie zréznicowanych strukturalnie pochodnych chalkonu, zawierajacych podstawniki

metoksylowe oraz halogenowe.

NH, NO
X z X z
Okson NH, N¢N
DCM/H,0 AcOH X 2
Y Y
17a-c 18a-c
Y

aaY=FR,R,=0CH;; X, Z,R; =H (30%) 19a-c
b: Y =F;R,,R,=0CH;; X, Z, R, = H (33%) Ra

¢:Y=F;R,,R,,R,=O0CH,; X, Z = H (25%)
d:Y=FR,=Br;X,Z,R,,R,=H (29%)
eX,Y=FR,R,=0CH;; Z, R, =H (43%)
f:X,Y=F;R,R,=O0CH,; Z, R, = H (31%) o
g: X, Y=FR,R,,R,=0CH;; Z=H (30%) y ]
h: X, Y=F;R,=Br; Z,R,, R, =H (36%) O O
i:X,Z=F;R,,R,=0CH,; Y, R, =H (35%) R
i:X,Z=F;R,,R;,=0CH;; Y, R, = H (42%) "

k: X,Z=F;R,,R,,R,=OCH,; Y = H (41%) x z
I:X,Z=F;R,=Br; Y,R,, R; = H (28%)

21a-l

Schemat 30. Schemat syntezy azo-pochodnych chalkonu.
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3.3.2 Analiza fotochemiczna azowych pochodnych chalkonu

W celu weryfikacji, czy zsyntetyzowane azo-pochodne chalkonu 21a-1 wykazuja pozadane
wiasciwosci fotochemiczne w zakresie Swiatta widzialnego, przeprowadzono na nich szereg

badan:
a) Fotoizomeryzacja:

Aby oceni¢ zdolno$¢ zwiagzkéw 21a-1 do fotoizomeryzacji pod wptywem promieniowania o
roznych dtugosciach fal, przeprowadzono eksperyment, w ktorym wybrane zwiazki poddano
naswietlaniu §wiattem o dziewigciu roznych dtugosciach fal, mieszczacych si¢ w zakresie od
390 do 610 nm (tab. 9, rys. 34). W wyniku oddziatywania §wiattem zwigzki te ulegaty zmianie
konfiguracji z bardziej stabilnej formy £ do mniej stabilnej formy Z. Zwiazki 21d oraz 21h
cechowaty si¢ bardzo niska rozpuszczalno$cig w uzywanym rozpuszczalniku — DMSO,

dlatego nie zbadano ich wtasciwosci fotochemicznych.

Tabela 9. Wartosci procentowego udzialu izomeru Z w stanie fotostacjonarnym (PSS) dla zwigzkéw 21a—c,

21e-g oraz 21i-l.

Udzial procentowy izomeru Z [%]
Diugos¢ Zwigzek
fali 2la 21b 21c 2le 21f 21g 21i 21j 21k 21l
24,94 15,28 20,75 16,18 16,05 17,75 24,02 16,39 21,68 15,46
25,92 17,33 22,06 22,41 16,75 20,2 25,04 16,51 21,51 16,55
20,28 12,11 14,3 11,94 15,7 21,74 20,47 19,78 20,88 12,27
28,04 22,89 26,96 37,12 21,39 36,2 53,33 49,38 52,56 53,26
32,44 32,38 30,59 46,84 47,13 44,82 71,32 68,87 71,35 71,88
29,47 27,08 29,75 45,56 45,85 43,41 74,84 73,2 74,39 75,44
27,72 25,4 28,75 45,63 41,18 44,75 73,53 72,24 73,94 74,61
1,02 0,02 0,62 3,99 0,36 3,82 28,97 9,82 42,8 52,99
0,69 0 0 0 0 0 9,88 10,49 23,81 16,98
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Rysunek 34. Udzial procentowy izomeru Z w stanie fotostacjonarnym (PSS) w zwiazkach 21a—c, 21e-g oraz

21i-1 w formie wykresu stupkowego.

Na podstawie przeprowadzonych badan potwierdzono, ze azowe pochodne chalkonu wykazuja
zdolno$¢ do odwracalnej izomeryzacji E/Z pod wplywem $wiatta o odpowiedniej dtugosci fali,
a zatem charakteryzuja si¢ wlasciwosciami fotochemicznymi. W oparciu o uzyskane wyniki,
mozna zauwazy¢, ze najwigkszy stopien aktywacji w przypadku zwigzkoéw 21a—c, 21e-g oraz
21i-1 obserwuje si¢ po naswietlaniu $wiattem zielonym o dhugosci 505-525 nm. Swiadczy to o
tym, ze wprowadzenie do struktury chalkonu podstawnikoéw halogenkowych prowadzi do
przesunigcia maksimum absorpcji w kierunku zakresu $§wiatla zielonego, korzystnego z punktu
widzenia zastosowan biologicznych 1 medycznych. Z analizy danych przedstawionych na
wykresie wynika rowniez, ze dla zwiazkéw zawierajacych jeden podstawnik fluorowy w
pozycji 4 (21a—c) i dwa podstawniki fluorowe w pozycjach 2,4 (21e—g), zawarto$¢ izomeru Z
w stanie fotostacjonarnym (PSS) miescita si¢ w przedziale 30,59-47,13%, natomiast w
przypadku pochodnych z dwoma podstawnikami fluorowymi w pozycjach 2,6 (21i-1) wartos¢
ta wzrastata do okoto 75%. Wskazuje to jednoznacznie, ze obecno$¢ podstawnikow fluorowych
istotnie wplywa na wiasciwosci fotochemiczne chalkonowych uktadow azowych. Z kolei
podstawniki metoksylowe 1 bromowe nie wywolywaly istotnych zmian w sktadzie mieszaniny

izomeréw w stanie fotostacjonarnym.

Procentowy udziat izomeru Z w mieszaninie tworzacej si¢ w stanie fotostacjonarnym (PSS)

zostal obliczony za pomoca analizy intensywnosci sygnatéw na widmach '°F NMR mieszanin
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w stanie fotostacjonarnym. Zmiana konfiguracji prowadzi do istotnych modyfikacji widm
NMR, ktore przejawiaja si¢ pojawieniem si¢ nowych sygnatéw charakterystycznych dla

fluoréw izomeru Z, obok sygnatéw odpowiadajacych izomerowi E (rys. 35).

(E)-F (2)-F
x - ) 610 nm
|

— J‘ U U 525 nm

4,505 nm

A 470 nm

A 430 nm

A 400 nm

£330 nm

—

dark

T T T T T T T T T T T
-103.5 -104.0 -104.5 -105.0 -105.5 -106.0 -106.5 -107.0 -1075 -108.0 -108.5 -109.0 -109.5

Rysunek 35. Zmiany zachodzace w widmie ’F NMR na przykladzie sygnalu pochodzacego od fluoru w
zwiazku 21a podczas naswietlania Swiatlem o réznych dlugos$ciach fal. Dark oznacza widmo zwigzku, na

ktore nie dzialalo zadne Swiatlo (zwiazek byl przechowywany w ciemnosci).
b) Stabilno$¢ fotochemiczna:

W celu oceny fotochemicznej stabilnosci otrzymanych zwigzkow przeprowadzono
eksperyment, w ktorym zwigzek 21j poddano powtarzajacym si¢ cyklom naswietlania Swiattem
o dlugosciach fal 525 oraz 430 nm (rys. 36). Wielokrotne, odwracalne cykle naswietlania
zwigzku 21j naprzemiennie $wiattem zielonym 1 niebieskim nie powodowaly istotnego
,fotowybielania” ani degradacji, co potwierdza powtarzalno$¢ 1 trwalo$¢ fotochemicznej

konwersji tego zwigzku.

123



Absorbancja

1,62

=
[=}]

1,58

1,56

Stabilnos¢ fotochemiczna 21

Cykl

Rysunek 36. Wykres przedstawiajacy stabilnos$¢ fotochemiczng zwiazku 21j.

c¢) Kinetyka fotoizomeryzacji:

10

W celu zbadania szybkos$ci reizomeryzacji z izomeru Z do E dla zwigzkow 21a—c, 21e-g oraz

21i-1 przeprowadzono pomiary zmian ich st¢zenia w funkcji czasu (tab. 10, rys. 37). Pomiary

przeprowadzono po

uprzednim doprowadzeniu powyzszych

zwigzkow do

stanu

fotostacjonarnego (PSS). W przypadku zwigzkéw 21a—c, 2le-g wykonano to poprzez

naswietlenie ich Swiattem o dlugosci fali 505 nm, a w przypadku zwigzkow 21i-1 po

naswietleniu ich $§wiattem o dtugosci fali 525 nm.

Tabela 10. Zmiana ilo$ci izomeru Z zwiazkéw 21a—c, 21e-g oraz 21i-1 w funkcji czasu.

A Dhugosé
0Oh 1h 2h 3h 4h 5h 6h 7h 8h
[%o] fali
21a | 32,44% | 31,33% | 30,37% | 29,40% | 28,74% | 27,66% | 26,82% | 26,38% | 26,02% | 6,42 505 nm
21b | 32,38% | 32,21% | 30,20% | 29,69% | 28,37% | 26,74% | 2521% | 24,74% | 24,03% | 8,35 | 505nm
21c | 30,59% | 30,16% | 28,28% | 27,14% | 25,95% | 25,61% | 25,18% | 24,05% | 23,17% | 7,42 505 nm
21e | 46,84% | 4535% | 45,18% | 44,16% | 43,55% | 43,39% | 43,01% | 42,31% | 42,17% | 4,67 | 505nm
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21F | 47,13% | 46,61% | 45,77% | 44,72% | 44,28% | 43.95% | 43,30% | 42.60% | 41.87% | 5,26 | 505nm
21g | 44,82% | 43,69% | 42,89% | 42,36% | 41,25% | 40,61% | 40,50% | 39,88% | 38,78% | 6,04 | 505nm
21i | 74,84% | 73.32% | 72,17% | 70,90% | 69,59% | 68,98% | 68,00% | 67,46% | 66,19% | 8,65 | 525nm
21j | 73.20% | 72,55% | 71,89% | 71,23% | 71,00% | 70,01% | 69,58% | 69,12% | 67,.90% | 5,30 | 525nm
21k | 74.39% | 74.02% | 72,48% | 72.26% | 70,95% | 70,43% | 69.33% | 67,93% | 67.18% | 7,21 | 525nm
211 | 75.44% | 74.04% | 72,70% | 71,56% | 70,77% | 69,92% | 68,63% | 67,93% | 67,78% | 7,66 | 525nm
Kinetyka fotoizomeryzacji Z->E
100
90
80 —_—21a
- \ —21b
.B_Q. 60 21c
N 21e
5 50
T
= — —21f
40
I —21g
30 D . — — 21
__h——
20 —21;
10 — 21k
—211
0
0 1 2 4 5 6 7 8
Czas [h]

Rysunek 37. Zmiana ilo$ci izomeru Z zwiazkow 21a—c, 21e-g oraz 21i-1 w funkcji czasu w formie wykresu.

Procentowy udziat izomeru Z w mieszaninie okreslano za pomocg analizy pol powierzchni pod

sygnatami w widmach '"F NMR, mierzonych co godzine przez 8 godzin (rys. 38). Po 8

godzinach ilo$¢ izomeru Z w zwigzkach 21a—c, 21e-g oraz 21i-l obnizyla si¢ o okoto 5-9%.

Swiadczy to o stabilnosci izomeru Z tych pochodnych w czasie. Nie stwierdzono istotnego

wplywu liczby podstawnikow fluorowych na zmiany zawartosci izomeru Z w funkcji czasu.
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Rysunek 38. Zmiany w funkcji czasu zachodzace w widmie ’F NMR na przykladzie sygnalu fluoru w

zwiazku 21a.
d) Widma UV-ViS:

Podobnie jak w przypadku pochodnych azowych dibenzo[b,f]oksepiny, przeprowadzono
analiz¢ stopnia rozdzielenia pasm przej$¢ elektronowych typu n—n* oraz n—n* dla izomerdéw
E 1 Z zwigzkow 21a-l. Zarejestrowano widma UV-ViS wszystkich zwigzkéw, a wybrany
przyktad przedstawiono na rysunku 39 i rysunku 40. Stezenia stosowane w probkach byty na
tyle niskie, ze bylo mozliwe rozpuszczenie réwniez zwigzkow 21d 1 21h, ktére nie s3

rozpuszczalne w DMSO w wysokich stezeniach.
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Rysunek 39. Widmo UV-ViS izomeru E zwiazku 211.
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Rysunek 40. Widmo UV-ViS izomeru Z zwigzku 211.
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Zmierzone zostaty réwniez warto$ci maksimum absorpcji pasm n—n* izomerow E 1 Z dla

zwigzkow 21b, 21d, 21f, 21h, 21j i 211, a takze obliczone wartosci ich wspdtczynnikow
ekstynkcji (tab. 11).

Tabela 11. Wybrane dane spektroskopowe UV-ViS dla zwigzkow 21b, 21d, 21f, 21h, 21j oraz 211.

EmaxN—7* EmaxN—7*
Amaxn—7* Amaxn—m* AANmaxn—7T*
Zwiazek (E) [dm3-mol (Z) [dm3-mol
(E) [nm] (2) [nm] [nm]
l,cm-I] l,cm-I]

21b 442 1 688 4340 898 8,1
21d 440,8 660 4341 850 6,7
21f 4419 872 427.9 1150 14,0
21h 441,2 796 426,9 1016 14,3
21j 4483 922 417,4 1130 30,9
211 448.6 902 4179 1074 30,7

Molowy wspodtczynnik absorpcji € obliczany byt za pomoca prawa Lamberta-Beera:
A

£=q

gdzie:

A — absorbancja;

¢ [dm?/mol] — stezenie roztworu;

| [cm] — dlugos¢ Sciezki kuwety (badania byty prowadzone na kuwetach o dtugosci $ciezki 1

cm).

W przypadku zwigzkow 21a-1 obserwuje si¢ wyrazne rozdzielenie pasm n—n* oraz n—mn*
zardwno dla izomeru E, jak 1 Z. Porownanie widm obu izomerdéw ujawnia korzystny efekt
batochromowy, polegajacy na przesuni¢ciu pasm absorpcyjnych w kierunku dtuzszych fal. Co
istotne, maksima absorpcji zaréwno izomeru FE, jak i Z mieszcza si¢ w zakresie §wiatla
widzialnego, co czyni te zwiazki szczegoOlnie obiecujacymi w kontek$cie zastosowan

fotochemicznych. Dla zwigzkoéw 21j 1 211 r6znica ta przekraczata 30 nm. Ponadto, w przypadku
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izomeru Z zaobserwowano wzrost intensywnosci pasma n—n* w poréwnaniu z izomerem E,
co wskazuje na zwigkszone prawdopodobienstwo przejscia wynikajace ze zmiany energii
przejscia elektronowego. Dla pozostatych zwigzkéw (21a, 21c, 21e, 21g, 21i, 21k) rowniez
byta obserwowalna separacja pasm przejs¢ typu n—n*, niestety pasmo to bylo na tyle rozmyte,
ze niemozliwe bylo jednoznaczne okreslenie maksimum absorpcji pasma n—n*, a jedynie

przyblizony zakres jego wystepowania.
3.3.3 Modelowanie molekularne azowych pochodnych chalkonu

Przeprowadzono rowniez badania powinowactwa izomerow E i Z zwigzkow 21b, 21d, 21f,
21h, 21j i 211 z heterodimerem a,B-tubuliny (struktura o kodzie PDB: 1SA0) z wykorzystaniem
modelowania molekularnego. Geometrie badanych zwigzkéw optymalizowano przy uzyciu
teorii funkcjonatu gestosci (DFT) z wykorzystaniem funkcjonatu B3LYP oraz w bazie 6-31G*,
z zastosowaniem metody PCM w celu modelowania efektéw solwatacji przy uzyciu programu
Gaussian 03W [196].

oprogramowania AutoDock Vina [197]. Szacunkowe warto$ci energii oddziatywania

Dokowanie molekularne przeprowadzono z wykorzystaniem

izomerdw E 1 Z zwiazkéw 21b, 21d, 21f, 21h, 21j i 211 zostaly przedstawione w tabeli 12
(energia oddzialywania zwigzku kontrolnego — kolchicyny — wynosi -8,6 kcal/mol) [198—

199].

Tabela 12. Szacunkowa wartos$¢ energii oddzialywania izomeréw E i Z zwiazkow 21b, 21d, 21f, 21h, 21j i

211

Zwiazek Powinowactwo Powinowactwo A Powinowactwa
izomeru E (kJ/mol) | izomeru Z (kJ/mol) (kJ/mol)

21b —-8,9 —-8,9 0

21d —9,4 -9,8 —-0,4

21f -9,4 -9,0 0,4

21h -9,4 —-10,0 —-0,6

21j —9,2 -9,1 0,1

211 -9,5 -10 —-0,5

W przypadku zwigzkow 21f oraz 21j energia oddzialywania izomeru Z z heterodimerem

o,pB-tubuliny byla wyzsza niz energia oddzialywania izomeru E. Dla zwigzkéw 21d, 21h oraz
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211 energia oddzialywania izomeru Z byta nizsza niz energia oddziatywania izomeru E,
natomiast dla zwigzku 21b byla ona identyczna. Warto rowniez zaznaczyC, ze energia
oddziatywania wszystkich zwigzkéw z heterodimerem a,B-tubuliny byla nizsza niz energia

oddziatywania zwigzku kontrolnego — kolchicyny.

Na podstawie analizy energii oddziatywan dla izomerow E i Z zwigzkow 21b, 21d, 21f, 21h,
21j, 211 w a,B-tubulinie zidentyfikowano gtowne interakcje odpowiedzialne za powinowactwo
ligandéw do miejsca wigzania kolchicyny (rys. 41). Badane ligandy byly stabilizowane

gtéwnie przez hydrofobowe oddziatywania Van der Waalsa z a,-tubuling, takie jak:

o Leuf255, Leup248, Ilef378 oraz Ala250 dla izomeru E zwigzku 21b;

e Alap316, Leup255, Leup248, Lysp352, Lysp254 oraz Ser178 dla izomeru Z zwigzku
21b;

o Lysp254, AlaB250, LeuB255 oraz Leup248 dla izomeru £ zwigzku 21d;

o IleB378, LysP352, Lysp254, LeuP255, LeuP248, Leup242, Alap317 oraz Alaf250 dla
izomeru Z zwiazku 21d;

o LeuP248, Lysp254 oraz AlaB250 dla izomeru E zwigzku 21f;

o Lysp352, AlaB316, LeuP255, Leup248, Lysp254, Alap250 oraz Ser178 dla izomeru Z
zwigzku 21f;

o LeuP255, Leup248, Lysp254 oraz Ala250 dla izomeru £ zwigzku 21h,;

o Ilef378, Lysp352, Lysp254, Ala317, LeuP255, LeuP248, Leup242 oraz Alaf250 dla
izomeru Z zwigzku 21h;

e Lysp352 oraz Lysp254 dla izomeru £ zwiazku 21j;

o Ilef378, AlaB316, LeuP255, LeuP248, Lysp254, Alap250 oraz Asn258 dla izomeru Z
zwigzku 21j;

o Lysp254, LeuB255, Leup248 oraz Alap250 dla izomeru £ zwigzku 211,

o llep378, Alaf317, AlaB316, Lysp352, LeuP255, LeuP248, Leup242, Lysp254 oraz
AlaB250 dla izomeru Z zwigzku 211.

Na rysunku 41 dla izomeréw E 1 Z zwigzkow 21b, 21d, 21f, 21h, 21j, 211 przedstawiono

wizualizacj¢ oddzialywan ligandu z domeng kolchicynowa w a,f-tubulinie.
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Rysunek 41. Model interakcji izomerow E i Z zwiazkéw 21b, 21d, 21f, 21h, 21j, 211 z domeng kolchicynowg

o,p-tubuliny.

Na podstawie uzyskanych wynikow mozna stwierdzi¢, ze badane ligandy charakteryzuja si¢
wysokim powinowactwem do kompleksu a,-tubuliny, porownywalnym z obserwowanym dla
kolchicyny. Dodatkowo, potwierdzajg hipoteze, iz zwigzki te oddziatuja z miejscem wigzania

kolchicyny, zlokalizowanym na granicy podjednostek a- i B-tubuliny.
3.3.4 Badania biologiczne azowych pochodnych chalkonu

Fototoksycznos$¢ jest zjawiskiem zaleznym od wielu jednoczes$nie dziatajacych czynnikow.

Odpowiednia optymalizacja parametrow optycznych pozwala znaczaco ograniczy¢

131



uszkodzenia komorek. Kluczowym elementem jest energia fotonow wykorzystywana podczas
napromieniania, ktéra w istotny sposob wpltywa na poziom fototoksycznosci. Dlatego tak
wazne jest precyzyjne dobranie nie tylko dtugosci fali, ale réwniez intensywnos$ci $wiatla.
Przyktadowo, podczas gdy naswietlanie komorek $wiattem o dhlugosci fali 488 nm z
intensywnoéciag 0,2 kW/cm? przez 240 sekund powoduje ich catkowita $mier¢, to przy
przesunigciu dlugosci fali do 514 nm — mimo ze komoérki otrzymuja te¢ samg dawke $wiatta
(~48 kl/cm?) — przezywa 100% z nich. Juz niewielka zmiana dtugosci fali, wynoszaca
zaledwie 26 nm, ukazuje wyrazng wrazliwos¢ komorek na promieniowanie w zaleznos$ci od jej
dtugosci fali. Zwickszenie intensywnosci $wiatta do 2 kW/cm? przy dtugosci fali 514 nm (~480
kJ/cm?) skutkowato $miercig wszystkich komérek, natomiast przy tej samej intensywnosci i
dawce przezywato odpowiednio 85% i 100% komorek naswietlanych $wiatlem o dlugosciach
fal 558 nm i 640 nm [201]. Dlatego tez w badaniach fotochemicznych 1 biologicznych
otrzymanych zwiagzkéw uzyto diod LED o niskiej intensywnos$ci $wiatla, ktore zapewniaty
bezpieczniejsze warunki w badaniach biologicznych (parametry techniczne diod LED

umieszczono w czesci eksperymentalnej).
3.3.4.1 Analiza proliferacji komoérkowej

Po przeprowadzeniu analizy spektroskopowej zsyntetyzowanych zwigzkow zdecydowano si¢
sprawdzi¢ wptyw wybranego zwigzku 21j na okre$long lini¢ nowotworowg. Komorki linii
ludzkiego raka prostaty PC-3 wykazuja cechy charakterystyczne dla zaawansowanych stadiow
choroby, co czyni je szczegélnie cennym modelem do oceny strategii terapeutycznych
ukierunkowanych na tg agresywna posta¢ nowotworu. Wybrany zwigzek, w badanym zakresie
stezen do 40 uM, wykazywat wyraznie zauwazalny negatywny wplyw na proliferacj¢ komorek
PC-3 (rys. 42). Efekt ten byt bardziej nasilony po dodatkowym 24-godzinnym traktowaniu
komorek. Zastosowany czteroparametrowy model logistyczny (4PL) okazat si¢ odpowiedni dla
uzyskanych danych (rys. 42A), z ogélng tendencja wskazujaca na koniecznos¢ zwigkszania

stezenia zwigzku w celu uzyskania wyzszej warto$ci st¢zenia hamujacego (IC) (rys. 42B).

Wartosci ICso dla izomeru Z zostaty oszacowane na 11,91 uM (95% CI: 9,59-14,25) po 24
godzinach oraz 4,75 uM (95% CI: 4,24-5,26) po 48 godzinach traktowania. [zomer E byt nieco
mniej aktywny w poréwnaniu do izomeru Z, z wartosciami ICso wynoszacymi 14,83 uM (95%
CI: 9,79-19,88) po 24 godzinach oraz 5,81 uM (95% CI: 5,45-6,16) po 48 godzinach inkubacji,

cho¢ bez statystycznie istotnej roznicy (rys. 42C).
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Hamowanie proliferacji, wyrazone jako stosunek dolnej do gérnej asymptoty, oceniony na
podstawie dopasowanego modelu (czyli maksymalna proliferacja komorek w warunkach
eksperymentalnych), wykazywalo podobng tendencje jak wartosci ICso (rys. 42D). Mniej
skuteczny byl izomer Z, z warto$ciami znormalizowanej asymptoty wynoszacymi 45,3% (95%
CI: 38,4-52,3) po 24 godzinach oraz 0,9% (95% CI: —4,4-6,1) po 48 godzinach. Z kolei izomer
E wykazywal mniej wyrazng aktywno$¢ hamujaca (wyrazong w postaci znormalizowanego
limitu) z warto$ciami wynoszacymi 49,6% (95% CI: 36,5-62,7) po 24 godzinach oraz 15,0%
(95% CI: 11,6-18,3) po 48 godzinach inkubacji (rys. 42D). Dla obu izomerow po 48 godzinach
roznica byla statystycznie istotna (p < 0,05). Wielko$¢ efektu wynikajacego ze zmiany
konfiguracji z Z na E, oceniona przy uzyciu wskaznika g Hedgesa, byta na umiarkowanym

poziomie i wyniosta 0,38 po 24 godzinach oraz 0,47 po 48 godzinach inkubacji (rys. 42E).

Wybrane metryki oceny dopasowania modelu 4PL wskazuja na dobra jakos¢ dopasowania dla

kazdego biologicznego powtorzenia (rys. 42F-I):
— Wartosci odlegtosci Cooka nie przekraczajg granicznej wartosci 4/n;
— Wartosci MASE sg ponizej 1;

— Wartoéci DR? (wskaznik dopasowania do modelu idealnego) wynosza wszystkie powyzej

0,83 1 sg statystycznie istotne (p > 0,05);

— Test dopasowania Neilla potwierdzit dobrg jako$¢ dopasowania dla niemal wszystkich

powtdrzen biologicznych.

Dla poréwnania oceniono aktywno$¢ kolchicyny wobec komoérek PC-3 w podobnych
warunkach jako kontrole pozytywna. Kolchicyna charakteryzowata si¢ wartosciami ICso
wynoszacymi 23,51 uM (95% CI: 16,86-30,16) po 24 godzinach i 12,50 uM (95% CI: 9,55—
15,45) po 48 godzinach traktowania (rys. 43). Wyniki te sg zgodne z wartoscig 1Cso rowng
57,56 uM po 24 godzinach, uzyskang przez Ergul i Bakar-Ates [202], co potwierdza
wiarygodno$¢ zastosowanego uktadu eksperymentalnego. Ponadto, warto$ci znormalizowanej
asymptoty zostaty obliczone na 63,79% (95% CI: 59,70-67,88) oraz 51,28% (95% CI: 47,11—
55,45) po odpowiednio 24 1 48 h traktowania komorek PC-3 kolchicyna.
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Rysunek 42. Proliferacja komoérek PC-3 w obecnosci zwiazku 21j zostala oceniona za pomoca testu MTS, a
znormalizowane wartoSci OD4so dopasowano do modelu czteroparametrowego logistycznego (4PL).
Znormalizowane wartosci ODago oraz dopasowane modele przedstawiono oddzielnie dla kazdego izomeru
zwigzku 21j — Z i E oraz dla dwoch czaséw inkubacji: 24 i 48 godzin (A), wraz z wartoSciami stezen
hamujacych w zakresie od 5 do 90% (B). Wartosci ICso oraz znormalizowane wartosci dolnej asymptoty
zostaly przedstawione wraz z odpowiadajacymi im Srednimi (C i D). Wskaznik g Hedgesa zostal obliczony
dla réznicy wartosci ICso pomiedzy izomerami Z i E (E). Wybrane metryki jako$ci dopasowania modelu
zostaly przedstawione w rysunkach F-I. Paski bledéw na kazdym wykresie przedstawiaja bledy
standardowe, natomiast pola i wstegi odpowiadaja 95% przedzialom ufnosci. Istotno$¢ wartosci p
oznaczono w nastepujacy sposéb: 0-0,001 (***), 0,001-0,01 (**), 0,01-0,05 (*), 0,05-0,1 (.), >0,1 (NS, brak

istotnosci).

134



24h 48 h

-

0.9

@

Znormalizowane ODy9

Stezenie (uM)
C

I(_‘so

L 2

P

24 h 24h 481

Goérna/dolna asymptota

Rysunek 43. Proliferacja komoérek PC-3 w obecnosci kolchicyny zostala oceniona za pomoca testu MTS, a
znormalizowane warto$ci ODasgo dopasowano do modelu czteroparametrowego logistycznego (4PL).
Znormalizowane wartosci OD49 oraz dopasowane modele zostaly pokazane osobno dla kazdego czasu, 24 i
48 h (A). Wartosci ICso oraz znormalizowane wartosci dolnej asymptoty zostaly przedstawione razem z
odpowiadajacymi im Srednimi, a indywidualne wartosci jako szare kropki (B i C). Shupki bledow oraz

wstegi w kazdym panelu przedstawiaja 95% przedzialy ufnosci.

3.3.4.2 Analiza cyklu komorkowego

Wptyw izomeru Z zwigzku 21j na przebieg cyklu komorkowego komorek PC-3 oceniano dla
stezen 20, 30 1 40 uM (rys. 44). Wyniki wykazaly, ze zwigzek 21j znaczaco zwigkszatl
akumulacje komorek w fazach S 1 G2/M, a jednocze$nie istotnie zmniejszat populacje komorek
znajdujacych sie w fazie GO/G1. Odsetek komoérek PC-3 w fazie G2/M wynosit 30,2% (20 uM),
37,0% (30 uM) oraz 32,1% (40 uM) w poroéwnaniu do komoérek kontrolnych, gdzie wartos¢ ta
wynosita 26,5%. I[los¢ komorek PC-3 w fazie S rowniez byl wyzszy 1 wynosit odpowiednio
29,7% (20 uM), 28,8% (30 uM) i 31% (40 uM). Niemal wszystkie zmiany byly statystycznie
istotne przy p < 0,01 (dwuczynnikowa ANOVA z testem post hoc Tukeya). Wyniki te
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wskazuja, ze izomer Z zwiagzku 21j jest zdolny do zatrzymania komoérek PC-3 w fazie G2/M,

przy jednoczesnej znaczacej akumulacji komorek w fazie S. Podobnie dziatata kolchicyna,

ktora réwniez powodowata zatrzymanie komorek PC-3 w fazie G2/M [202]. Odsetek komorek

w fazie G2/M wzrost z 15,73% (20 uM) do 54,23% (60 uM). W konsekwencji odsetek komorek

w fazie GO/G1 odpowiednio si¢ zmniejszyt (rys. 45). Niemal wszystkie zmiany, w porownaniu

do komorek traktowanych nos$nikiem (DMSO), byly statystycznie istotne przy p < 0,001

(dwuczynnikowa ANOVA z testem post hoc Tukeya). Uzyskane wyniki sa zgodne z

powszechnie

akceptowanym mechanizmem dzialania

zatrzymywaniu cyklu komorkowego w fazie G2/M [202].
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Rysunek 44. Wplyw izomeru Z zwiagzku 21j zostal oceniony za pomocg cytometrii przeplywowej. Liczba

komorek w poszczegdlnych fazach cyklu komérkowego — GO0/G1, S i G2/M — zostala zmierzona tak jak

przedstawiono na przykladowych histogramach. Warto$ci dla kazdego stezenia byly poréwnywane do

stezenia 0 pM (komorki traktowane 0,5% DMSO) za pomoca dwuczynnikowej analizy wariancji (ANOVA)

z testem post-hoc Tukeya. Istotno$¢ wartosci p oznaczono w nastepujacy sposéb: 0-0,001 (***), 0,001-0,01

(*%), 0,01-0,05 (*), 0,05-0,1 (.), >0,1 (NS, brak istotnosci).
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Rysunek 45. Wplyw kolchicyny zostal oceniony za pomoca cytometrii przeplywowej. Liczba komérek w
kazdej fazie cyklu komérkowego — G0/G1, S oraz G2/M — zostala zmierzona, tak jak przedstawiono na
przykladowych histogramach. Wartosci dla kazdego stezenia byly porownywane do stezenia 0 uM (komoérki
traktowane 0,5% DMSO) za pomoca dwuczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z testem post hoc
Tukeya. Istotno$¢ wartos$ci p zostala oznaczona w nastepujacy sposéb: 0-0,001 (***), 0,001-0,01 (**), 0,01—
0,05 (*), 0,05-0,1 (.), >0,1 (NS, brak istotnosci).

3.3.5 Dyskusja

Rozdziat ten pos$wigcony zostal projektowaniu, syntezie oraz badaniom strukturalnym,
fizykochemicznym 1 biologicznym zwiazkéw azowych opartych na szkielecie chalkonu. Z
sukcesem otrzymano seri¢ nowych pochodnych i1 przeprowadzono analiz¢ ich whasciwosci
fotochemicznych. Po raz pierwszy w literaturze opisano syntez¢ zwigzkéw azowych opartych
na strukturze chalkonu (21a-1). Wykazano, Zze zwigzki te mozna aktywowac¢ §wiatlem zielonym
o dhugosci fali w zakresie 505-525 nm, ktore jest bezpieczne dla organizmu zywego. Ponadto
stwierdzono, ze obecno$¢ atomoéw fluoru powoduje przesunigcie maksimum pasm
absorpcyjnych ku falom o wigkszej dtugosci. Na efekt ten wplywaja zarowno liczba, jak i
rozmieszczenie atomow fluoru, przy czym najsilniejsze przesunigcie obserwuje si¢ dla

podstawienia 2,6-difluoro. Na podstawie badan spektroskopowych potwierdzono, ze we
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wszystkich otrzymanych zwigzkach (izomerach E i Z) dochodzi do wyraznej separacji pasm
n—n* oraz n—n*. Podstawienie atomow fluoru prowadzi do przesunig¢cia pasma n—n* ku
dluzszym dhlugosciom fal, co skutkuje mozliwosciag aktywacji zwigzkow $wiatlem o

zwiekszonej dlugosci fali.

Zaleznos$¢ ta wynika z faktu, ze im mniejsza jest roznica energetyczna pomiedzy orbitalem
HOMO(n) a orbitalem LUMO(n*) tym nizsza energia wymagana do przej$cia elektronowego,
co przektada si¢ na absorpcj¢ promieniowania o dluzszej dlugosci fali. W przypadku
pochodnych fluorowych efekt ten wigze si¢ z obecnoscig atomow fluoru w pozycjach orto,
ktore obnizajg gestos¢ elektronowg w pobliskim wigzaniu N=N, skutkujac obnizeniem energii
orbitalu n, co powoduje mniejsze energie wzbudzen n—n* i przesunigcie maksimum absorpcji
ku wiekszym dlugosciom fal [91]. Ze wzgledu na niewielki promien atomu fluoru, geometria
planarnego izomeru E-azobenzenu pozostaje praktycznie niezmieniona (obliczenia zawarte w
czesci eksperymentalnej). W izomerze Z delokalizacja elektronéw m jest ostabiona wskutek
duzych katow dwusciennych wokol wigzan pojedynczych N-C. W efekcie poziom
energetyczny orbitalu * w izomerze Z (LUMO dla izomeru Z zwigzku 21j wynosi —2,433 eV)
jest znacznie wyzszy niz w plaskim izomerze £ (LUMO dla izomeru E zwiazku 21j wynosi
—2,552 eV). Poziom orbitalu n w izomerze Z jest niemal taki sam jak w izomerze E (HOMO
dla izomeru Z zwigzku 21j wynosi —6,054 eV, a dla izomeru E —6,051eV), co prowadzi do
roznic w energiach wzbudzenia n—n* dla obu izomeréw (réznica energetyczna HOMO-
LUMO dla izomeru E zwigzku 21j wynosi 3,499 eV, a dla izomeru Z 3,621 eV). W rezultacie
wprowadzenie atoméw fluoru do uktadu azobenzenowego spowodowato zaburzenie jego
struktury, co przelozylo si¢ na zr6znicowanie energetyczne oraz przesuni¢cie potozenia pasm

n—n* pomigdzy izomerami £ 1 Z.

Udzial izomeru Z w mieszaninie w stanie fotostacjonarnym (PSS) wykazywal zalezno$¢ od
liczby atomow fluoru obecnych w danym zwigzku. Warto zauwazy¢, ze najwigksza ilo$é
izomeru Z obserwowano w zwigzkach podstawionych atomami fluoru w pozycjach 2,6,
nastepnie w pozycjach 2,4, a najmniejsza wykazywaty zwiazki zawierajace pojedynczy atom
fluoru. Na podstawie analiz kinetyki fotoizomeryzacji stwierdzono, ze izomery Z wszystkich
otrzymanych zwigzkéw charakteryzuja si¢ wysoka stabilnoscia w czasie. Stopien ich
reizomeryzacji nie przekraczat 9% niezaleznie od ilo$ci atoméw fluoru i pozycji podstawienia.
Co istotne badania stabilno$ci chemicznej zwigzku 21j nie ujawnily istotnych efektow
,fotowybielania” ani degradacji, co potwierdza wysoka powtarzalno$¢ oraz trwalos¢
fotochemicznej konwersji tego zwiazku.
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Na podstawie uzyskanych wynikow mozna rowniez stwierdzi¢, ze badane ligandy
charakteryzuja si¢ wysokim powinowactwem do kompleksu a,B-tubuliny, porownywalnym z
obserwowanym dla kolchicyny. Dodatkowo potwierdzajg hipoteze, iz zwiazki te oddziatujg z
miejscem wigzania kolchicyny, zlokalizowanym na granicy podjednostek o i B tubuliny.
Badania biologiczne przeprowadzone na zwigzku 21j wskazaly réwniez, ze izomer Z tego
zwigzku jest zdolny do zatrzymania komoérek PC-3 w fazie G2/M, przy jednoczesnej znaczacej
akumulacji komoérek w fazie S. Zadowalajace wyniki uzyskane dla pochodnych chalkonu
stanowity podstawe do rozszerzenia badan na nowag klase zwigzkdw o potencjale

biomedycznym, oddziatujacych z domeng kolchicynowg — azowe pochodne kolchicyny.

3.4 Synteza oraz badanie wlasciwosci fotochemicznych i biologicznych

azowych pochodnych kolchicyny

Kolchicyna to naturalny alkaloid, ktory od wiekéw wykorzystywany byl w leczeniu r6znych
chordb, takich jak dna moczanowa czy tez rodzinna goraczka $§rédziemnomorska [151].
Zwiazek ten wykazuje szerokie spektrum aktywnos$ci biologicznej, co czyni go przedmiotem
intensywnych badan farmakologicznych i klinicznych [152—-153]. W celu realizacji zalozen
niniejszej pracy przeprowadzono syntez¢ pochodnych kolchicyny, zawierajacych w swojej

strukturze pierscien aromatyczny z izomeryzowalnym uktadem azobenzenowym.
3.4.1 Synteza azowych pochodnych kolchicyny

Przy projektowaniu azowych pochodnych kolchicyny zdecydowano si¢ na zastosowanie
zwigzkéw zawierajacych atomy chloru w swojej strukturze. W przypadku azobenzenu
podstawienie czterech chlorow w pozycjach 2,2°,6,6° prowadzi do batochromowego
przesunigcia pasma typu n—n* w porownaniu do macierzystego azobenzenu [203]. Zjawisko
to zwigzane jest z efektem indukcyjnym atomow chloru, ktory stabilizuje orbital n* izomeru E,
obnizajac tym samym energi¢ wymagang do przejscia n—n*, podobnie jak obserwowany efekt
podstawnikoéw fluorowych. Mozna to rowniez przypisa¢ oddziatywaniom odpychajacym
mig¢dzy atomami chloru a wolnymi parami elektronowymi atomoéw azotu, co prowadzi do
znacznej destabilizacji orbitalu n. W rezultacie zmniejsza si¢ roznica energii pomiedzy
orbitalami n 1 ©*, powodujac przesuni¢cie batochromowe pasma n—n*. W poréwnaniu do
fluoru, chlor wywotuje znacznie silniejszy efekt batochromowy pasma n—n* dla izomeru Z
wzgledem macierzystego azobenzenu [203]. Podobnego efektu oczekiwano roéwniez w

przypadku wprowadzenia atomow chloru do azowych pochodnych kolchicyny.
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W celu otrzymania zwigzkéw 29a—d i1 29e—h zrealizowano wieloetapowg $ciezke syntezy
(schem. 31, schem. 32, schem. 33). W pierwszej czesci przeprowadzono trdjetapowa synteze
N-deacetylokolchicyny 25 z kolchicyny 22. Bezposrednia hydroliza wigzania amidowego
prowadzi do racemizacji produktu, dlatego tez niezbg¢dne jest uprzednie zabezpieczenie
zwiazku grupg tert-butoksykarbonylowg (Boc) 23. Umozliwia to nastepnie przeprowadzenie
procesu hydrolizy zasadowej, bez racemizacji produktu 24. Ostatni etap syntezy
N-deacetylokolchicyny 25 polega na odbezpieczeniu atomu azotu za pomocg kwasu

trifluorooctowego (schem. 31).

o o

Boc\N)\\
(o)

HN)\\
(o]
o TEA, BocZO o MeONa
/ DMAP, DCM / MeOH
L)
/ o
o
AN AN

22 23 24

25
Schemat 31. Schemat syntezy /N-deacetylokolchicyny.

W drugiej czgsci wykonano dwuetapowa syntez¢ pochodnych azobenzenu 28a—d i 28e-h z
odpowiedniej chloroaniliny 26a—d. Pierwszy etap reakcji polegat na niecatkowitym utlenieniu
okreslonej chloroaniliny 26a—d do pochodnych nitrozo 27a—d za pomoca oksonu. Drugi etap
polegal na reakcji sprzggania otrzymanych wczesniej pochodnych nitrozo 27a—d z kwasem
meta lub para aminobenzoesowym, prowadzac do otrzymania pochodnych azobenzenu 28a—d
1 28e—h zawierajacych atomy chloru w pozycjach 2, 4 i/lub 6 oraz grupe karboksylowa w
pozycji meta lub para (schem. 32).
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a:R, = CL R,, R, = H, m-COOH (27%) NXN
b:R,=Cl, R,, R, =H, m-COOH (24%) CH,COOH
¢:R,,R,=Cl, R, =H, m-COOH (62%)
d: R, R, =ClL R, =H, m-COOH (25%)
e:R, =CL R,, R, = H, p-COOH (36%) COOH
f:R,=ClL R, R, = H, p-COOH (71%)
g:R,, R, =Cl, R, =H, p-COOH (7%) 28e-h

h: R,, R, =Cl, R, = H, p-COOH (49%)

Schemat 32. Schemat syntezy pochodnych azobenzenu zawierajacych atomy chloru i grupe karboksylowg.

Ostatni etap syntezy zrealizowano poprzez reakcje amidacji uprzednio otrzymanych
azobenzenéw 28a—d oraz 28e—h z N-deacetylokolchicyna 25, prowadzac do utworzenia
wigzania amidowego w koncowych zwiazkach 29a—d i 29e—h. W wyniku przeprowadzonej
syntezy uzyskano osiem zroznicowanych strukturalnie pochodnych kolchicyny, zawierajacych

atomy chloru (schem. 33).
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e:R, = CL, Ry, Ry = H, p-COOH (48%)  28e-h
f:R,=CL R, R, = H, p-COOH (25%)
g R, R, = Cl, R, = H, p-COOH (10%)
h: R,, R, = Cl, R, = H, p-COOH (53%)

COOH

Schemat 33. Schemat syntezy azo-pochodnych kolchicyny.
3.4.2 Analiza fotochemiczna azowych pochodnych kolchicyny

W celu weryfikacji, czy zsyntetyzowane azo-pochodne kolchicyny 29a—-d, 29e-h wykazuja
pozadane wlasciwosci fotochemiczne w zakresie §wiatla widzialnego, przeprowadzono na nich

szereg badan:
a) Fotoizomeryzacja:

Aby oceni¢ zdolno$¢ zwigzkow 29a—d, 29e-h do fotoizomeryzacji pod wplywem
promieniowania o réznych dtugosciach fal, przeprowadzono eksperyment, w ktérym wybrane
zwigzki naswietlano $wiattem o dziewigciu dtugosciach fal mieszczacych si¢ w zakresie 390—
610 nm (tab. 13, rys. 46). W wyniku oddzialywania $wiattem zwigzki te ulegaly zmianie

konfiguracji z bardziej stabilnej formy £ do mniej stabilnej formy Z.
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Tabela 13. Wartosci procentowego udzialu izomeru Z w stanie fotostacjonarnym (PSS) dla zwiazkow 29a—
d, 29e-h.

Udziat procentowy izomeru Z [%]
Dtugosc Zwigzek
fali 29a 29b 29c 29d 2%e 29f 29g 29h
35,37 31,98 33,78 35,75 26,17 29,52 31,97 18,53
36,88 32,87 34,82 26,73 23,11 27,65 26,6 19,53
36,09 32,33 35,07 31,18 30,06 28,76 33,49 25,85
45,49 39,4 44,07 46,42 39,96 37,67 37,59 40,89
52,46 42,24 50,26 64,56 47,94 42,84 45,72 60,52
53,17 47,15 51,52 65,61 48,19 44 46,07 62,9
54,47 47,81 54,36 70,27 50,86 44,79 49,09 64,77
40,64 24,77 43,87 62,74 39,7 27,59 40,11 56,37
28,19 0 31,22 26,88 26,13 18,98 26,73 31,7
80
J0
60
NSO
S
i
Q
E40
o
N
323()
20
10 |
]
29a 29b 29¢ 29d 29 29f 29g 29h

H390nm H400nm MH430nm M470nm M505nm 525nm ME535nm 590 nm E610nm

Rysunek 46. Udzial procentowy izomeru Z w stanie fotostacjonarnym (PSS) w zwiazkach 29a—-d, 29e-h w

formie wykresu stupkowego.

Na podstawie przeprowadzonych badan potwierdzono, ze azowe pochodne kolchicyny
wykazujg zdolno$¢ do odwracalnej izomeryzacji E/Z pod wptywem $wiatla o odpowiedniej
dlugosci fali, a zatem charakteryzuja sie wlasciwosciami fotochemicznymi. W oparciu o
uzyskane wyniki, mozna zauwazy¢, ze najwigkszy stopien aktywacji obserwuje si¢ po
naswietlaniu §wiattem zielonym o dtugosci 535 nm (w przypadku azowych pochodnych

chalkonu 505 nm lub 525 nm). Swiadczy to o tym, ze wprowadzenie do struktury kolchicyny
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podstawnikéw halogenkowych prowadzi do przesunigcia maksimum absorpcji w kierunku
zakresu S$wiatla zielonego, korzystnego z punktu widzenia zastosowan biologicznych i
medycznych. Z analizy danych przedstawionych na wykresie wynika rowniez, ze dla zwigzkoéw
zawierajacych jeden atom chloru (29a-b, 29e-f), zawarto$§¢ izomeru Z w stanie
fotostacjonarnym (PSS) miescita si¢ w przedziale 44,79-54,47%, natomiast w przypadku
pochodnych z dwoma atomami chloru (29¢—d, 29g—h) wartos¢ ta miescita si¢ w przedziale
49,09-70,27%. Najwickszy stopien izomeryzacji zaobserwowano dla pochodnych
zawierajacych dwa atomy chloru w pozycji orto. Wskazuje to jednoznacznie, ze obecnos¢
atomow chloru istotnie wptywa na wiasciwosci fotochemiczne kolchicynowych uktadéw
azowych. Potozenie wigzania amidowego w pozycji meta lub para w niewielki sposéb
wpltywalo na wlasciwosci fotochemiczne badanych zwigzkow, z roznicg okoto 5% na korzysé

podstawienia meta.

Procentowy udzial izomeru Z w mieszaninie tworzacej si¢ w stanie fotostacjonarnym (PSS)
zostal obliczony za pomoca analizy intensywnoéci sygnatéw na widmach 'H NMR mieszanin
w stanie fotostacjonarnym. Zmiana konfiguracji prowadzi do istotnych modyfikacji widm
NMR, ktore przejawiaja si¢ pojawieniem si¢ nowych sygnatow charakterystycznych dla

protondw izomeru Z, obok sygnaléw odpowiadajacych izomerowi E (rys. 47).
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Rysunek 47. Zmiany zachodzace w widmie "H NMR na przykladzie sygnalu pochodzacego od protonu NH
zwigzku 29h podczas naswietlania Swiatlem o r6znych dlugosciach fal. Dark oznacza widmo zwiazku, na

ktére nie dzialalo Zadne $wiatlo (zwigzek byl przechowywany w ciemnosci).

b) Stabilno$¢ fotochemiczna:

W celu oceny fotochemicznej stabilno$ci otrzymanych zwiazkow przeprowadzono
eksperyment, w ktorym zwigzek 29g poddano powtarzajacym si¢ cyklom naswietlania
swiattem o dhugosciach fal 535 oraz 430 nm (rys. 48). Wielokrotne, odwracalne cykle
naswietlania zwigzku 29g naprzemiennie swiatlem zielonym i niebieskim nie powodowaty
istotnego ,.fotowybielania” ani degradacji, co potwierdza powtarzalnos¢ 1 trwato$¢

fotochemicznej konwersji tego zwiazku.
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Rysunek 48. Wykres przedstawiajacy stabilnos$¢ fotochemiczng zwiazku 29g.

c¢) Kinetyka fotoizomeryzacji:
W celu zbadania szybkosci reizomeryzacji z izomeru Z do E dla zwigzkéw 29a—d, 29e-h
przeprowadzono pomiary zmian ich st¢zenia w funkcji czasu (tab. 14, rys. 49). Pomiary
zwigzkow do stanu

uprzednim doprowadzeniu powyzszych

przeprowadzono po
fotostacjonarnego (PSS) za pomocg $wiatla zielonego o dtugosci fali 535 nm.

Tabela 14. Zmiana ilosci izomeru Z zwiazkow 29a—d, 29e—h w funkcji czasu.
A Dlugosé
Oh 1h 2h 3h 4h 5h 6h 7h 8h
[%0] fali
29a | 54,47% | 53,54% | 51,84% | 51,22% | 49,49% | 49,14% | 48,70% | 47,93% | 47,04% | 7,43 535 nm
29b | 47,81% | 47,37% | 47,01% | 46,66% | 46,03% | 45,55% | 44,99% | 44,77% | 44,55% | 3,26 535 nm
29¢ | 54,36% | 53,99% | 53,66% | 53,45% | 52,96% | 52,54% | 51,56% | 50,66% | 50,50% | 3,86 | 535nm
29d | 70,27% | 70,00% | 68,53% | 67,65% | 65,99% | 64,30% | 63,11% | 61,94% | 61,06% | 9,21 535 nm
29¢ | 50,86% | 50,13% | 49,77% | 48,87% | 46,83% | 46,03% | 45,53% | 44,48% | 44,06% | 6,80 | 535nm
20f | 44,79% | 44,11% | 43,64% | 43,08% | 42,81% | 42,11% | 41,34% | 41,09% | 40,89% | 3,90 535 nm
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29g | 49,09% | 48,13% | 47,59% | 46,99% | 45,83% | 45,11% | 44,45% | 44,01% | 43,57% | 5,52 535 nm
29h | 64,77% | 64,12% | 63,74% | 63,01% | 62,11% | 61,55% | 61,32% | 60,60% | 60,02% | 4,75 535 nm
Kinetyka fotoizomeryzaciji Z->E
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Rysunek 49. Zmiana iloSci izomeru Z zwiazkow 29a—d, 29e—h w funkcji czasu w formie wykresu.

Procentowy udziat izomeru Z w mieszaninie okreslano za pomocg analizy pol powierzchni pod

sygnatami w widmach '"H NMR, mierzonych co godzing przez 8 godzin (rys. 50). Po 8

godzinach ilo$¢ izomeru Z w zwigzkach 29a—d, 29e-h spadta o okoto 3-9,5%. Swiadczy to o

stabilnos$ci izomeru Z tych pochodnych w czasie. Nie stwierdzono istotnego wpltywu liczby

podstawnikoéw chlorowych czy tez potozenia wigzania amidowego na zmiany zawarto$ci

izomeru Z w funkcji czasu.
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Rysunek 50. Zmiany w funkcji czasu zachodzace w widmie 'H NMR na przykladzie sygnalu pochodzacego

od protonu NH zwiazku 29h.
d) Widma UV-ViS:

Podobnie jak w przypadku pochodnych azowych chalkonu, przeprowadzono analiz¢ stopnia
rozdzielenia pasm przej$¢ elektronowych typu n—n* oraz n—n* dla izomerow E i Z zwigzkoéw
29a-d, 29e-h. Zarejestrowano widma UV-ViS dla wszystkich zwigzkow, a wybrany przyktad

przedstawiono na rysunku 51 i rysunku 52.
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Rysunek 51. Widmo UV-ViS izomeru E zwigzku 29g.
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Rysunek 52. Widmo UV-ViS izomeru Z zwiazku 29g.

Zmierzone zostaty réwniez warto$ci maksimum absorpcji pasm n—n* izomerow E 1 Z dla

zwiazkow 29b, 29d, 29f 1 29h, a takze obliczone warto$ci ich wspotczynnikow ekstynkcji (tab.
15).
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Tabela 15. Wybrane dane spektroskopowe UV-ViS dla zwigzkow 29b, 29d, 29f oraz 29h.

EmaxN—7* EmaxN—7*
Amaxn—m* Amaxn—m* AANmaxn—7T*
Zwiazek (E) [dm3-mol (Z) [dm3-mol
(E) [nm] (2) [nm] [nm]
l-cm'l] l-cm'l]

29b 432.8 760 430,8 798 2,0
29d 443 .4 574 418,6 812 24,8
29f 441.,0 1084 437,2 1196 3.8
29h 442 8 720 415,8 1022 27

W przypadku zwiazkéw 29a—d, 29e—h obserwuje si¢ wyrazne rozdzielenie pasm n—n* oraz
n—n* zarowno dla izomeru E, jak i Z. Porownanie widm obu izomeréw ujawnia korzystny
efekt batochromowy, polegajacy na przesunigciu pasm absorpcyjnych w kierunku dtuzszych
fal. Co istotne, maksima absorpcji zardwno izomeru E, jak i Z mieszcza si¢ w zakresie §wiatta
widzialnego, co czyni te zwigzki szczegdlnie obiecujagcymi w kontekScie zastosowan
fotochemicznych. Dla zwigzkow 29d i 29h r6znica pomi¢dzy pasmami n—n* (E) i n—n* (Z)
wynosita odpowiednio 24,8 nm i1 27 nm. Ponadto, w przypadku izomeréw Z zaobserwowano
wzrost intensywnosci pasma n—n* w porOwnaniu z izomerami E, co wskazuje na zwigkszone
prawdopodobienstwo przej$cia wynikajace ze zmiany energii przejscia elektronowego. Efekt
ten jest wiekszy dla dichloro podstawionych pochodnych w stosunku do monochloro
podstawionych pochodnych. Dla pozostalych zwiazkow (29a, 29¢, 29e, 29g) rowniez
zaobserwowano rozdzielenie pasm typu n—m*. Niestety, pasma te wykazywaly znaczne
rozmycie, co uniemozliwiato jednoznaczne wyznaczenie maksimum absorpcji, pozwalajac

jedynie na oszacowanie przyblizonego zakresu ich wystepowania.
3.4.3 Modelowanie molekularne azowych pochodnych kolchicyny

Przeprowadzono roéwniez badania powinowactwa izomeréw E 1 Z zwigzkow 29d oraz 29h do
heterodimeru o,B-tubuliny (struktura o kodzie PDB: 1SA0Q) z wykorzystaniem modelowania
molekularnego. Geometrie badanych zwigzkéw optymalizowano przy uzyciu teorii
funkcjonatlu gestosci (DFT) z wykorzystaniem funkcjonalu B3LYP oraz w bazie 6-31G*, z
zastosowaniem metody PCM (ang. the polarizable continuum model) w celu modelowania

efektow solwatacji przy uzyciu programu Gaussian 03W [196]. Dokowanie molekularne

przeprowadzono z wykorzystaniem oprogramowania AutoDock Vina [197] 1 metody Broyden—
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Fletcher—Goldfarb—Shanno [204]. Szacunkowe warto$ci energii oddzialywania izomerow E 1 Z

zwigzkow 29d oraz 29h zostaly przedstawione w tabeli 16 (energia oddziatywania zwigzku

kontrolnego — kolchicyny — wynosi -8,8 kcal/mol) [198-199].

Tabela 16. Szacunkowa wartos$¢ energii oddziatywania izomeréw E i Z zwiazkéw 29d oraz 29h.

Powinowactwo Powinowactwo A Powinowactwa
Zwigzek
izomeru E (kJ/mol) | izomeru Z (kJ/mol) (kJ/mol)
29d -9,5 -9,4 0,1
29h —9.,8 —9,2 0,6

Energia oddziatywania izomeru Z zwigzkow 29d oraz 29h z heterodimerem a,B-tubuliny byta
niewiele wyzsza niz energia oddziatywania izomeru E. Warto réwniez zaznaczy¢, ze energia
oddzialywania obu tych zwiazkdéw byta nizsza niz energia oddziatywania zwigzku kontrolnego

— kolchicyny — z heterodimerem o,3-tubuliny.

Na podstawie analizy energii oddziatywan dla izomerow E i Z zwigzkéw 29d oraz 29h w
ao,B-tubulinie, zidentyfikowano gtéwne interakcje odpowiedzialne za powinowactwo ligandow
do miejsca wigzania kolchicyny (rys. 53). Badane ligandy byly stabilizowane gtéwnie przez

hydrofobowe oddzialywania Van der Waalsa z a,B-tubuling, takie jak:

o AlaB250, Lysp254, Leup255, Leup248 oraz Asnf258 dla izomeru E zwigzku 29d;
o LeufP255, LeuP248 oraz Lysp352 dla izomeru Z zwigzku 29d;

o LeuP248, Lysp254, Ala316, ValB318 oraz Ilef378 dla izomeru E zwigzku 29h;
o LeuP248, LysP352 oraz Lysp254 dla izomeru Z zwigzku 29h.

Oba zwigzki zlokalizowane byty w kieszeni hydrofobowe;j, ktora w warunkach normalnych jest

zajmowana przez pierscien A kolchicyny, oraz wykazywaly silne wigzania wodorowe.

Na rysunku 53 przedstawiono wizualizacj¢ oddziatywan izomerow E i Z zwiazkow 29d oraz

29h z domeng kolchicynowa w strukturze a,B-tubuliny.
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(E)-29d

Rysunek 53. Model interakcji izomerow E i Z zwiazkow 29d oraz 29h z domeng kolchicynowa a,B-tubuliny.

Analiza wynikéw dokowania wskazuje, ze dominujacym typem oddziatywan w przypadku
badanych zwiazkéw sg interakcje hydrofobowe, podczas gdy wigzania wodorowe odgrywaja
istotng rol¢ w stabilizacji i odpowiedniej orientacji ligandow w obrebie kieszeni wigzacej. Na
podstawie uzyskanych danych mozna wnioskowaé, ze badane ligandy charakteryzuja sie
wysokim powinowactwem do kompleksu o,B-tubuliny, porownywalnym z obserwowanym dla
kolchicyny. Dodatkowo potwierdzajg hipoteze, iz zwiazki te oddziatuja z miejscem wigzania

kolchicyny, zlokalizowanym na granicy podjednostek o- i B-tubuliny.
3.4.4 Badania biologiczne azowych pochodnych kolchicyny

Po przeprowadzeniu analizy spektroskopowej zsyntetyzowanych zwigzkow zdecydowano si¢
sprawdzi¢ wptyw wybranych zwigzkéw 29d 1 29h na lini¢ komorek raka prostaty (LNCaP). W
pierwszym kroku sprawdzono cytotoksyczne dziatanie zwigzkéw na nienowotworowe komorki
HEK-293 (komorki ludzkiej embrionalnej nerki) (rys. 54a—b). Oba zwiazki redukowaly

przezywalnos¢ komoérek w sposob zalezny od dawki w warunkach ciemnosci. Jednak
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ekspozycja na $wiatto prowadzita do istotnego wzrostu przezywalnosci przy wszystkich
testowanych stezeniach, co potwierdza, ze promieniowanie ostabia cytotoksyczny efekt tych
zwigzkéw w komorkach prawidlowych. Pozytywna kontrola — kolchicyna, zastosowana w
stezeniu ICso (1,3 pg/ml), konsekwentnie zmniejszata przezywalnos¢ komorek o okoto 50%,
potwierdzajac wiarygodnos¢ warunkow testu. Z kolei profile cytotoksycznosci zwiazkow 29d
129h w komodrkach LNCaP przedstawiono na rysunku 54¢c—d. W przeciwienstwie do komorek
HEK-293, oba zwiazki wykazywaly istotng, zalezng od dawki, cytotoksyczno§¢ wobec
komorek LNCaP, ktora ulegata znacznemu nasileniu po naswietlaniu §wiatlem. Ekspozycja na
$wiatlo prowadzita do dalszego zmniejszenia przezywalnosci komoérek we wszystkich
stezeniach w poréwnaniu do warunkow bez $wiatla, co wskazuje na zwigkszong skutecznosé
przeciwnowotworowa zwigzkéw po przetaczeniu fotonowym. Dla komérek LNCaP warto$§¢

ICs0 kolchicyny wyniosta 1,1 pg/ml, co stanowi potwierdzenie stabilnos$ci testu.
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Rysunek 54. Przezywalno$¢ komorek HEK-293 traktowanych rosnacymi stezeniami zwiazkéw 29d (a) i 29h
(b) w warunkach braku $wiatla oraz w obecnoSci Swiatla. Przezywalno$¢ komérek LNCaP traktowanych
rosngcymi stezeniami zwiazkéw 29d (c) i 29h (d) w warunkach braku $wiatla oraz w obecno$ci Swiatla. #/*

p <0,01 w poréwnaniu z komoérkami kontrolnymi niepoddanymi dzialaniu zwiazkéw.
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3.4.5 Dyskusja

Niniejszy rozdzial zostal poswigcony projektowaniu, syntezie oraz charakterystyce
strukturalnej, fizykochemicznej i1 biologicznej zwigzkéw azowych zawierajacych szkielet
kolchicyny. W wyniku przeprowadzonych prac uzyskano seri¢ nowych pochodnych, ktore
poddano szczegdtowej analizie wiasciwosci fotochemicznych. Zwigzki te mozna otrzymac
poprzez kilkuetapowa synteze, ktorej koncowym etapem jest reakcja amidacji pomiedzy

N-deacetylokolchicyng a odpowiednig pochodng azobenzenu.

Zgodnie z oczekiwaniami dowiedziono, ze zwigzki te mozna aktywowacé za pomoca $wiatta
zielonego o dlugosci fali 535 nm — ,przyjaznego” dla organizmu zywego. Dodatkowo
udowodniono, ze atomy chloru powoduja przesuni¢cie maksimum pasm absorpcyjnych w
kierunku fal dtuzszych (w poréwnaniu do azobenzenu). Wplyw na to ma zaréwno ilo$¢ jak i
rozmieszczenie atomow chloru. Najwieksza rdéznica jest zauwazalna dla podstawienia
2,6-dichloro. Na podstawie badan spektroskopowych potwierdzono, ze dla wszystkich
otrzymanych zwigzkow i dla kazdego z ich izomeréw dochodzito do zauwazalnej separacji
pasm n—n* 1 n—n*. Powodowalo to przesunigcie pasma n—n* w kierunku fal dtuzszych, a
wiec 1 aktywacje zwigzkow $wiatlem o wigkszej dtugosci fali. Dla zwigzkow 29d i 29h roznica
pomigdzy pasmami n—n* (E) i n—n* (Z) wynosita odpowiednio 24,8 nm i 27 nm. Wskazuje
to na znaczng roznice w energii miedzy orbitalami HOMO(n) i LUMO(n*) w przypadku
izomerdéw E i Z (dla izomeru E zwigzku 29d r6éznica wynosi 2,949 eV, a dla izomeru Z 3,193
eV; dla izomeru E zwigzku 29h r6znica wynosi 3,022 eV, a dla izomeru Z 3,195 eV). Roznica
ta moze wynika¢, analogicznie jak w przypadku podstawnikow fluorowych, z obecnosci
atomow chloru w pozycjach orto, ktére — poprzez efekt indukcyjny — obnizajg gestos¢
elektronowg w poblizu wigzania N=N. Ze wzgledu na wigkszy promien atomowy chloru w
poréwnaniu do fluoru, wystepuje odchylenie od planarno$ci w czasteczce E-izomeru
(obliczenia zawarte w czeSci eksperymentalnej). Z kolei w izomerze Z, delokalizacja
elektronow 7 jest ograniczona z powodu znacznych katow torsyjnych wokot wigzan
pojedynczych N—C. W efekcie poziom energetyczny orbitalu LUMO(n*) w izomerze Z (dla
izomeru Z zwigzku 29d —2,418 eV; dla izomeru Z zwigzku 29h —2,48 eV) jest wyzszy niz w
izomerze E (dla izomeru E zwigzku 29d —2,591 eV; dla izomeru E zwigzku 29h —2,658 eV).
Poziom orbitalu n wynosi dla izomeru Z zwigzku 29d —5,611 eV, a dla izomeru Z zwigzku 29h
—5,675 eV, co prowadzi do roznic w energiach wzbudzenia n—n* dla obu izomeréw (réznica

energetyczna HOMO-LUMO dla izomeru £ zwigzku 29d wynosi 2,949 eV, dla izomeru Z
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zwiazku 29d 3,193 eV, dla izomeru E zwigzku 29h wynosi 3,022 eV, a dla izomeru Z zwigzku
29h 3,195 eV). Znaczna r6znica energii pomi¢dzy orbitalami n i ©* dla obu izomeréw prowadzi
do wyraznej separacji pasm n—n*, co umozliwia selektywne wzbudzenie jednego z izomerow.
[lo§¢ izomeru Z w mieszaninie w stanie fotostacjonarnym (PSS) réwniez zalezata od ilosci
atomow chloru w danym zwigzku. Najwicksza 1lo$¢ tego izomeru wystepowata dla zwigzkéw
zawierajacych chlory w pozycjach 2,6, a przyblizona dla zwigzkéw zawierajacych dwa atomy

chloru w pozycji 2,4 lub jeden w pozycji 2 lub 4.

Na podstawie przeprowadzonych badan kinetyki fotoizomeryzacji wykazano, ze izomery Z
wszystkich otrzymanych zwigzkéw cechuja sie wysoka stabilno$cig w czasie. Stopien ich
reizomeryzacji nie przekraczat 9,5% niezaleznie od ilosci atomow chloru i pozycji
podstawienia. Badania stabilnosci chemicznej zwigzku 29g nie ujawnily istotnego
,fotowybielania” ani degradacji, co potwierdza powtarzalno$¢ oraz trwalo$¢ fotochemicznej

konwersji tego zwigzku.

Jak przewidywano, na podstawie przeprowadzonego modelowania molekularnego, majacego
na celu ocen¢ powinowactwa izomeréow E 1 Z zwigzkow 29d oraz 29h do heterodimeru
a,pB-tubuliny (PDB: 1SAOQ0), badane ligandy cechuja si¢ wysokim powinowactwem do
kompleksu a,B-tubuliny, poréwnywalnym z kolchicyna. Dodatkowo potwierdza to hipoteze, iz
zwigzki te oddziatuja z miejscem wigzania kolchicyny, zlokalizowanym na granicy

podjednostek a 1 3 tubuliny.

Interesujace wyniki uzyskano sprawdzajac wplyw najbardziej ,,obiecujacych” zwiazkow 29d i
29h (dane z badan spektroskopowych) na lini¢ komodrek raka prostaty (LNCaP) 1
nienowotworowych komorek HEK-293. Izomery Z (w obecnosci §wiatla) obu zwigzkow, w
przypadku nienowotworowych komorek, byly znaczaco mniej toksyczne niz izomery E (W
warunkach braku §wiatta). Mozna zatem stwierdzi¢, Ze promieniowanie oslabia cytotoksyczny
efekt zwiazkow o konfiguracji Z w komorkach prawidlowych. Z kolei w przypadku linii
komorek raka prostaty (LNCaP), oba zwiazki wykazywaly istotng, zalezng od dawki
cytotoksyczno$¢, ktora ulegala znacznemu nasileniu po naswietlaniu §wiatlem (zmiana
konfiguracji na Z). Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna wnioskowaé, ze izomery Z
zwigzkow 29d oraz 29h charakteryzuja si¢ wyzsza selektywnoscia wobec komorek
nowotworowych w poréwnaniu do komoérek zdrowych, co jest zgodne z przyjeta hipoteza

badawcza.
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4. Podsumowanie badan wlasnych i wnioski koncowe

4.1 Zalozenia i podstawy badan

W niniejszej rozprawie doktorskiej przeprowadzono kompleksowe badania trzech klas
zwigzkow organicznych — pochodnych dibenzo[b,f]oksepiny, chalkonu oraz kolchicyny — z
uwzglednieniem ich potencjalnego zastosowania jako fotochromowych przetagcznikow
molekularnych o wtasciwos$ciach przeciwnowotworowych. Inspiracja do rozpoczecia badan
byta analiza strukturalna znanych inhibitoréw mikrotubul — kolchicyny i kombretastatyny A—
4 — ktoére wigzg si¢ z tzw. domeng kolchicynowa w heterodimerze a,p-tubuliny 1 wykazuja
silne dziatanie cytotoksyczne. Obie te czasteczki, podobnie jak wybrane do badan pochodne
dibenzo[b,f]oksepiny oraz chalkonu, zawierajg sztywne szkieletowe uktady aromatyczne oraz
grupy metoksylowe, ktore odgrywaja kluczowa role w oddzialywaniu z miejscem wigzania
kolchicyny. Na tej podstawie postawiono hipoteze, ze odpowiednio zmodyfikowane pochodne
dibenzo[b,f]oksepiny, chalkonu oraz kolchicyny moga wykazywa¢ podobne wlasciwosci
biologiczne, a dodatkowo — dzigki wprowadzeniu ugrupowan azowych — funkcjonowac jako

odwracalne fotochromowe przetaczniki molekularne aktywowane §wiattem.

Celem pracy byla synteza oraz charakterystyka fotochemiczna i biologiczna nowych zwiazkow
zawierajacych szkielet dibenzo[b,f]loksepiny, chalkonu lub kolchicyny, wykazujacych
swiatloczulg aktywnos¢, zdolnych do selektywnego oddziatywania z domeng kolchicynowg

ao,B-tubuliny.
4.2 Osiagniecia w obszarze przeprowadzonych badan

4.2.1 Pochodne dibenzo|b,floksepiny

Zbadano szeroka game¢ pochodnych dibenzo[b,f]loksepiny, koncentrujac si¢ na ich zdolnosci do
tworzenia oligomerdw i polaczen hybrydowych. Na podstawie analizy przesuni¢¢ chemicznych
w widmach '*C NMR oraz wspétczynnikow SCS okreslono redystrybucje gestosci
elektronowej na poszczegdlnych atomach wegla w  metoksylowych pochodnych
3-nitrodibenzo[b,f]oksepiny. Pozwolito to na identyfikacj¢ wptywu efektow strukturalnych,
takich jak zatloczenie przestrzenne oraz lokalna gestos¢ elektronowa, na aktywno$é
poszczegbdlnych pozycji zwigzku, co w konsekwencji umozliwito przewidzenie przebiegu
reakcji substytucji elektrofilowej w tych miejscach. Uzyskano dimery, trimery 1 pentamery
dibenzo[b,floksepiny z roznymi tacznikami, a takze zwigzki hybrydowe =z
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4,4’-dietoksy-1,1’-bifenylem. Przeprowadzone badania dostarczyly podstaw niezbednych do
zaprojektowania oraz syntetycznego wytworzenia kolejnych zwigzkow, umozliwiajac dalsza
optymalizacj¢ ich wlasciwos$ci chemicznych i biologicznych. Szczegdlny nacisk potozono na
syntez¢ 1 badanie wlasciwosci azowych pochodnych — zaréwno symetrycznych, jak i
niesymetrycznych — zawierajacych jedng lub wiecej grup azowych. Wykazano, ze zwigzki te
pod wptywem $wiatla ulegaja fotoizomeryzacji E/Z. Na podstawie badan fotochemicznych
potwierdzono zdolno$¢ otrzymanych zwigzkow do izomeryzacji £/Z pod wplywem $wiatla z
zakresu 390450 nm (zakres promieniowania w obszarze ultrafioletu 1 S$wiatla
fioletowo-niebieskiego). Szczegotowa analiza ilosci izomeru Z w stanie fotostacjonarnym
wykazata, ze efektywnos$¢ konwersji osiggata maksymalnie okoto 80%. Jednak w widmach
UV-ViS nie obserwowano rozdzielenia pasm przejs¢ n—n* oraz n—n*, a izomery Z
cechowaly si¢ ograniczong stabilno$cia — w wielu przypadkach obserwowano szybka
reizomeryzacj¢, co znaczaco ograniczato potencjal badanych zwiazkéw do zastosowan in vivo.
Pomimo prob przesunigcia maksimum absorpcji do zakresu $wiatta zielonego poprzez
wprowadzenie podstawnikéw fluorofenylowych, efekt ten byt niewielki. Ponadto, izomery Z
wykazywaly ograniczong stabilno$¢ w czasie, co wykazaty badania kinetyczne. Czg¢séciowym
sukcesem byto dodanie motywu fluoroazobenzenowego, ktory w przeciwienstwie do uktadu
dibenzo[b,f]oksepinowego, umozliwial przesunigcie maksimum absorpcji do zakresu §wiatta
zielonego (505-535 nm) 1 zapewnial wigkszg trwato$¢ izomeru Z. Zwiazki rozgatezione
zawierajgce szkielet azobenzenowy byly bardziej stabilne, ale proces syntezy przebiegal z
ograniczong wydajnoscig. Na podstawie przeprowadzonego modelowania molekularnego
wykazano, ze zaréwno izomery E, jak 1 Z maja wysokie powinowactwo do miejsca wigzania
kolchicyny w heterodimerze a,B-tubuliny. Szczegolnie interesujace byty zwigzki 9b oraz 16b.
Dla zwiazkéw 9b, 16a—b energia oddziatywania izomeru Z z bialkiem byta nizsza niz energia
oddziatywania izomeru E, a w przypadku zwigzku 16b warto$¢ ta byla prawie dwukrotnie
nizsza. Analiza oddziatywan ligandow potwierdzita mozliwo$¢ wigzania z tym samym

miejscem aktywnym w a,-tubulinie.

Podsumowujac, dibenzo[b,floksepina stanowi obiecujacy szkielet do projektowania
fotochromowych przelacznikow molekularnych, jednak wymaga dalszej optymalizacji
strukturalnej, m.in. poprzez wprowadzenie kolejnych podstawnikow, szczegodlnie w celu
poprawy wydajnosci izomeryzacji indukowanej $wiattem widzialnym oraz zwigkszenia

stabilnosci termodynamicznej izomeru Z.
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4.2.2 Azowe pochodne chalkonu

W drugiej czgsci pracy skoncentrowano si¢ na badaniach azowych pochodnych chalkonu —
pochodnych flawonoidéw, znanych z aktywnos$ci biologicznej. Zastosowano trojetapowsq
syntez¢, obejmujacg:  utlenienie  aniliny do  nitrozopochodnej, sprz¢ganie @z
3-aminobenzaldehydem, oraz kondensacj¢ aldolowa z pochodng benzaldehydu. Uzyskano

dwanascie nowych zwigzkow zawierajacych szkielet chalkonowy oraz grupe azows.

Na podstawie badan procesu fotoizomeryzacji wykazano, ze zwigzki te efektywnie przechodzg
izomeryzacj¢ E/Z pod wplywem $wiatta zielonego (505-525 nm), osiggajac stany
fotostacjonarne zawierajagce nawet ~75% izomeru Z (zwlaszcza przy obecnosci dwoch
podstawnikéw fluorowych). W poréwnaniu do pochodnych dibenzo[b,f]oksepiny, chalkony

cechowaly sie:

— Lepszym przesunigciem maksimum absorpcji przejScia n—n* do zakresu $wiatla

,»przyjaznego” biologicznie;

— Wyzszg stabilno$cig izomeru Z (reizomeryzacja Z/E po 8 godzinach wynosita zaledwie 5—

9%);

— Mozliwoscig przeprowadzania wielokrotnych cykli izomeryzacji bez degradacji zwigzku

(brak tzw. fotowybielania).

W oparciu o modelowanie molekularne potwierdzono, ze zaréwno izomery E, jak 1 Z
charakteryzuja si¢ wysokim powinowactwem do miejsca wigzania kolchicyny w heterodimerze
a,B-tubuliny. Obliczone energie oddzialywania byly nizsze niz w przypadku kolchicyny, co
oznacza silniejsze oddzialtywanie z biatkiem. Analiza interakcji badanych ligandéw
potwierdzita ich zdolno$¢ do wigzania w obrgbie tego samego miejsca aktywnego w
o,pB-tubulinie. Dodatkowo przeprowadzono badania biologiczne na zwigzku 21j.
Zaobserwowano, ze izomer Z tej pochodnej chalkonu powoduje zatrzymanie komorek linii
ludzkiego raka prostaty PC-3 w fazie G2/M cyklu komoérkowego, przy jednoczesnym
znacznym nagromadzeniu komorek w fazie S, co dowodzi jego potencjalnej aktywnos$ci

cytotoksycznej oraz zdolnosci do hamowania proliferacji komorek.

Podsumowujac, pochodne chalkonu, zwlaszcza z podstawnikami fluorowymi, prezentuja
wysoce pozadane wlasciwos$ci fotochromowe i1 stanowig obiecujace molekularne przetgczniki,
zdolne do aktywacji pod wptywem $wiatla widzialnego.
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4.2.3 Azowe pochodne kolchicyny

W trzecim etapie pracy skoncentrowano si¢ na projektowaniu, syntezie oraz fotochemicznej
charakterystyce azowych pochodnych kolchicyny, reprezentujagcych nowa klase zwigzkow
zdolnych do $§wiattoczutego wigzania z domeng kolchicynowa a,B-tubuliny. W przeciwienstwie
do chalkonéw i dibenzo[b,f]oksepin, ktorych szkielety jedynie imitowaty strukturg kolchicyny,
opracowane zwigzki zawieraty bezposrednio zmodyfikowany rdzen kolchicyny, wzbogacony
0 ugrupowanie azowe — potencjalnie umozliwiajace fotokontrolg aktywnos$ci biologicznej. Na
podstawie badan procesu fotoizomeryzacji wykazano, ze zwiazki te efektywnie przechodza
izomeryzacj¢ E/Z pod wptywem $wiatta zielonego (535 nm), osiggajac stany fotostacjonarne
zawierajace nawet ~70% izomeru Z (zwlaszcza przy obecnosci 2 podstawnikéw chlorowych).
Widma UV-ViS ilustruja wyrazne rozszczepienie pasm absorpcyjnych przej$¢ typu n—mn* oraz
n—n*. Izomery Z cechowaly si¢ ponadto dobra stabilnosciag z reizomeryzacja si¢gajaca
maksymalnie 9,21% po 8 h. Stabilno$¢ izomerow Z byta porownywalna do stabilnosci
izomerow Z w pochodnych chalkonu. Dokonano réwniez dokowania molekularnego izomeréw
E 1 Z dla wybranych zwigzkéw w domenie kolchicynowej o,B-tubuliny, ktére potwierdzity
wysokie powinowactwo do miejsca wigzania kolchicyny. Energia oddzialywania tych
zwigzkOw byta nizsza niz energia oddzialywania niepodstawionej kolchicyny. Ponadto
przeprowadzono badania biologiczne dla dwoch wyselekcjonowanych zwigzkow. W Swietle
uzyskanych wynikéw udowodniono, ze izomery Z charakteryzuja si¢ wyzsza selektywnoscia
wobec komorek nowotworowych (linia komorek raka prostaty — LNCaP) w poréwnaniu z
komorkami prawidlowymi (linia komorek ludzkiej embrionalnej nerki — HEK-293), co
wskazuje na ich potencjal terapeutyczny jako fotokontrolowanych, selektywnych

cytostatykow.

Pochodne kolchicyny, w szczegdlnosci chloropodstawione analogi, charakteryzuja si¢
korzystnymi wlasciwosciami fotochromowymi i wykazuja potencjal jako $wiattowrazliwe,
biologicznie aktywne przetaczniki molekularne, ktore moga by¢ aktywowane $wiatlem

widzialnym.
4.3 Wnhnioski koncowe

Celem badan przedstawionych w niniejszej pracy bylo opracowanie nowych zwigzkoéw
organicznych charakteryzujacych si¢ zdolnoscia do fotoizomeryzacji, ktore jednoczesnie

wykazuja potencjat do oddziatywania z miejscem kolchicynowym a,B-tubuliny, kluczowym
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dla regulacji dynamiki mikrotubul oraz przebiegu cyklu komorkowego. W ramach
eksperymentow zrealizowano strategi¢ projektowania, syntezy i charakterystyki strukturalnej
trzech klas zwigzkow: pochodnych dibenzo[b,f]oksepiny, chalkonu oraz kolchicyny. Kazda z
analizowanych klas zwigzkéw zostala wybrana w oparciu o wczesniejsze doniesienia
literaturowe, dotyczace ich aktywno$ci biologicznej, obecnosci sztywnych struktur
aromatycznych oraz potencjatu do modyfikacji przez wprowadzenie grupy azowej — istotnego
elementu umozliwiajacego kontrole aktywnos$ci $wiatlem. Wszystkie trzy serie zwigzkoéw
zostaly zsyntetyzowane, scharakteryzowane réznymi metodami (‘H, '3C, '°F NMR, COSY,
HSQC, HMBC, MS, UV-ViS) i poddane szczegdtowej analizie ich fotofizycznej reaktywnosci,
ze szczegdlnym uwzglednieniem efektywnosci oraz odwracalno$ci izomeryzacji £/Z, dtugo$ci
fali aktywujacej proces oraz stabilnosci izomeréw Z. Dodatkowo, przeprowadzono dokowanie
molekularne wybranych struktur do miejsca kolchicynowego biatka o,B-tubuliny, w celu

okreslenia potencjalnej aktywnosci biologiczne;.
Na podstawie przeprowadzonych badan sformutowano nastepujace uogélnione wnioski:

1. Mozliwe jest racjonalne projektowanie czgsteczek organicznych zdolnych do

Swiatloczulego przelaczania aktywnosci biologicznej

— Wszystkie trzy klasy zwiazkow — dibenzo[b,f]oksepina, chalkon i kolchicyna — umozliwity
funkcjonalizacje poprzez wprowadzenie grupy azowej, zachowujac przy tym integralnos¢

strukturalna;

— Zsyntetyzowane zwiazki wykazywaly zroznicowang efektywno$¢ izomeryzacji E/Z, zalezng
od podstawnikow, dlugosci fali promieniowania elektromagnetycznego oraz symetrii

czasteczki;

— Uzyskano znaczne ilo$ci izomeréw Z w stanie fotostacjonarnym oraz wykazano mozliwos¢

wielokrotnego przeprowadzania cykli przetaczania bez obserwowanej fotodegradacji.

2. Azowe pochodne chalkonu okazaly si¢ jednymi z najbardziej efektywnych grup

przelacznikow molekularnych

— Wykazaly duzg zawarto$¢ izomeru Z w stanie fotostacjonarnym, aktywacje $wiatlem
zielonym (505-525 nm), wysoka stabilno$¢ izomeru Z (spadek tylko 5-9% po 8 h) i doskonata

odpornos$¢ na fotowybielanie;

160



— Struktura badanych zwigzkow umozliwiata skuteczng modyfikacje rozktadu gestosci
elektronowej, jednoczes$nie zachowujac uktad sprzyjajacy przesunieciu widma absorpcji w

zakres promieniowania widzialnego;

— Pochodne chalkonu taczg wiasciwosci fotochromowe z naturalng aktywnos$cia biologiczng 1

wykazuja duzy potencjal w kontekscie rozwoju innowacyjnych fotofarmaceutykow.
3. Azowe pochodne kolchicyny pelnig funkcj¢ naturalnych fotomodulatorow mikrotubul

— Azowe pochodne kolchicyny zachowuja farmakofor kolchicynowy, jednoczesnie nabywajac

zdolno$¢ do $wiattoczutej modulacji aktywnosci biologiczne;j;

— Roznice w energii oddzialywania izomerow E i Z z biatkiem a,B-tubuling potwierdzaja

mozliwo$¢ kontroli inhibitora tubuliny, w zalezno$ci od konformacji przestrzennej czasteczki;

— Proponowane podejscie stanowi innowacyjne rozwigzanie, ktore moze umozliwi¢ rozwdj
Swiattoczutych inhibitoréw mikrotubul cechujacych sie wysoka selektywno$cig oraz

ograniczonym dziataniem ogdlnoustrojowym.

4. Pochodne dibenzo|b,floksepiny okazaly si¢ uzyteczne jako wstepne modele do badan,
jednak ich struktury wymagaja dalszych modyfikacji w celu optymalizacji wlasciwosci

fotochemicznych

— Pomimo, ze pochodne dibenzo[b,floksepiny wykazaly zdolno$¢ do izomeryzacji 1 silnego
wigzania z a,p-tubuling, ich aktywacja wymaga Swiatta w zakresie UV (390—410 nm), co jest
przyczyna ograniczonego zastosowania w ukladach biologicznych z uwagi na potencjalng

fototoksycznos¢;

— Niska stabilno$¢ izomerdéw Z oraz nizsza wydajnos¢ konwersji ograniczajg ich uzyteczno$¢

w zastosowaniach biologicznych bez dalszych modyfikacji strukturalnych;

— Zmiana symetrii czgsteczki 1 wprowadzenie dodatkowych grup fluorowych poprawito te
wlasciwosci, co wskazuje na mozliwosci dalszego rozwoju tej grupy zwigzkow, jako

swiattoczutych regulatorow aktywnosci biologiczne;.
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5. Modelowanie molekularne potwierdza aktywnos$¢ biologiczng i selektywnos¢ izomerow

VA

— We wszystkich badanych klasach zwigzkéw zaobserwowano, ze izomery Z wykazuja
silniejsze lub odmienne powinowactwo do domeny kolchicynowej a,B-tubuliny w poréwnaniu

z izomerami £;

— Umozliwia to precyzyjne, sterowane $§wiatlem wilaczanie lub wylgczanie aktywnos$ci

biologicznej;

— Zsyntetyzowane zwigzki moga dziata¢ jako fotofarmaceutyki, wykazujace aktywnos¢ jedynie
w okreslonej formie, czasie i w kontrolowanych warunkach naswietlania, co pozwala na

precyzyjne ukierunkowanie efektu terapeutycznego i minimalizacje dziatan niepozadanych.
6. Wnioski aplikacyjne i dalsze kierunki badan

— Przedstawione podejscie moze by¢ wykorzystane do projektowania przelacznikow
molekularnych w fotofarmakologii, regulacji aktywno$ci enzymow i bialek, celowanego

dostarczania lekow oraz inteligentnych materiatéw bioaktywnych;

— Dalsze badania powinny obejmowac ocen¢ cytotoksyczno$ci in vitro w roéznych liniach
komorek nowotworowych, analiz¢ kinetyki dzialania w $rodowisku biologicznym (w tym
stabilno$¢ 1 biodostepnosc), synteze zwiazkdw o ulepszonych wiasciwosciach spektralnych
(zwlaszcza w przypadku dibenzo[b,f]oksepiny), oraz opracowanie fotomodulowanych

nosnikow lekow.

Wyniki przedstawionej rozprawy doktorskiej potwierdzaja, ze kontrolowana S$wiattem
modulacja aktywnosci biologicznej, realizowana za pomoca precyzyjnie zaprojektowanych
zwigzkow fotochromowych, jest zarowno wykonalna, jak 1 obiecujgca. Wykazano, ze
odpowiednio zaprojektowane pochodne chalkonu, kolchicyny oraz dibenzo[b,f]oksepiny moga
stanowi¢ fundament nowej generacji §wiatloczutych lekdéw, biosensorow oraz przetagcznikow

molekularnych.

Rozwdj tej koncepcji niesie ze sobg potencjal stworzenia innowacyjnych, selektywnych i mnie;j
inwazyjnych strategii terapeutycznych, ktére wykorzystujg $wiatlo jako precyzyjny czynnik

regulacyjny, wpisujac si¢ tym samym w zatozenia fotofarmakologii XXI wieku.
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5. Cze¢s¢ eksperymentalna

5.1 Synteza

Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR): Wszystkie widma zostaty
zarejestrowane za pomocg spektrometréow JEOL (JNM-ECZL) pracujacego przy polu
magnetycznym 14,1 T, Varian VNMRS pracujacego przy polu magnetycznym 11,7 T oraz
spektrometru Varian Mercury VX pracujacego przy polu 9,4 T. Pomiary wykonano dla ok. 1
mM roztworow wszystkich zwigzkéw w DMSO-de lub CDCls. Resztkowe sygnaly DMSO-ds
(2,54 ppm) i CDCl; (7,26 ppm) w widmach 'H NMR oraz sygnaty DMSO-de (40,4 ppm) i
CDCls (77,0 ppm) w widmach '3C NMR zostaly uzyte jako odniesienia przesuniecia
chemicznego. Wielko$ci spinowe opisane zostaty jako: s (singlet), d (dublet), t (tryplet), q
(kwartet), m (multiplet), dd (dublet dubletéw), td (tryplet dubletoéw), ddd (dublet dubletow
dubletéw), tt (tryplet trypletow), tdd (tryplet dubletow dubletow). State sprzezenia podano w
hercach (Hz). Wszystkie widma protonowe zostaty zarejestrowane przy uzyciu standardowego
oprogramowania spektrometru i zestawu parametrow: czas akwizycji 3s, kat impulsu 30°.
Standardowy zestaw parametréw pomiarowych dla widm '*C NMR byl nastepujacy: dhugo$é
impulsu 7 ps (90° dtugos$¢ impulsu wynosita 12,5 ps), czas akwizycji 1s, szeroko$¢ widmowa
200 ppm, wykonano 1000 skanéw z 32 K punktami danych, po czym przeprowadzono
uzupelnianie zerami do 64 K; sygnaly FID poddano transformacji Fouriera po zastosowaniu
poszerzenia linii o 1 Hz. Widma 'H-'3Cgs-HSQC oraz 'H-'*Cgs-HMBC réwniez zostaty
zarejestrowane przy uzyciu standardowego oprogramowania Varian. Parametry pomiarowe dla
widm F NMR byly nastepujace: dtugos¢ impulsu 1 ps (90° dtugos¢ impulsu wynosita 8 ps),
czas akwizycji 2,3 s, szeroko$¢ widmowa 241 ppm, wykonano 32 skany z 524 K punktami

danych.

Spektrometria mas (MS): Widma masowe zostaly zarejestrowane na spektrometrze QTOF

Premier firmy Waters oraz spektrometrze LTQ Orbitrap Velos.

Temperatura topnienia: Do tych pomiaro6w uzyto aparatu do pomiaru temperatury topnienia

Stuart SMP10. Temperaturg topnienia mierzono z doktadnoscig 1-2°C.

Wszystkie komercyjnie dostepne zwigzki zostaty zakupione od firm Merck 1 Sigma-Aldrich 1
uzyte bez dalszego oczyszczania. Rozpuszczalniki suszono zgodnie ze standardowymi

procedurami.
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5.2 Badania fotochemiczne

Do naswietlania probek wykorzystano samodzielnie zbudowane matryce 24
niskonapigciowych diod elektroluminescencyjnych (LED), sterowane przez pltytke Arduino.
Tak zautomatyzowany system umozliwia precyzyjne, impulsowe oswietlanie w trakcie
dlugoterminowych testoéw. Co najwazniejsze, wykazano jego kompatybilno$¢ z warunkami
hodowli komoérek. Proponowany system sktadat si¢ z mikrokomputera Arduino sterujgcego
8-kanalowym modulem przekaznikow, ktory wiaczat 1 wylaczat zestawy matryc LED,
emitujgcych blyski o identycznym czasie trwania (500 ms). W niniejszych badaniach
zastosowano diody LED o nast¢pujacych dtugosciach fal (w nm): 390, 400, 430, 470, 505, 515,
525, 535, 590, 610. Wszystkie diody LED zakupiono w Mouser Electronics, Inc., a
odpowiadajace im numery katalogowe to odpowiednio:  749-UV5TZ-390-30,
749-UV5TZ-400-15, 749-5BWC, 630-HLMP-CB3A-UVODD, 630-HLMP-CE34-Y1CDD,
859-LTL2V3TCYK2, 630-HLMP-CM3A-Z10DD, 859-LTL2V3TGX3KS,
630-HLMP-EL1A-Z1KDD. W kazdej matrycy LED stosowano tylko jedng dtugos$¢ fali.

5.2.1 Analiza skladu stanu fotostacjonarnego (PSS) metoda 'H NMR lub “F NMR

Sktad stanu fotostacjonarnego okreslano na podstawie pomiaréw widm 'H lub F NMR
(DMSO-d¢, C = 1 mM) odpowiednich zwigzkow po naswietlaniu. W eksperymentach
dostosowanych termicznie, probki byty przechowywane w ciemno$ci w temperaturze 120°C
przez noc w celu zapewnienia petnego powrotu do izomeru E. Nastgpnie probke naswietlano
diodami LED o roznych dlugosciach fal, stopniowo wydtuzajac czas ekspozycji, az nie

obserwowano dalszych zmian w widmie. L3czny czas na§wietlania wynosit 20 godzin.
5.2.2 Badania fotoizomeryzacji metoda spektroskopii UV-ViS

Spektrometr UV-ViS: Do pomiarow spektroskopii UV-ViS uzyto czytnika mikroptytkowego
EnSpire® (PerkinElmer, Turku, Finlandia) z oprogramowaniem EnSpire Workstation w wersji

4.10.3005.1440 (PerkinElmer), w trybie pomiaru absorbancji.

Wszystkie eksperymenty wykonano trzykrotnie. Stezone roztwory wybranych zwigzkéw
przygotowano w DMSO w odpowiednich stezeniach 1 wygrzewano w temperaturze 120°C
przez noc, aby zapewni¢ pelny powrdt do izomeru E. Nastgpnie odpowiednig ilo$¢ roztworu
przenoszono mozliwie jak najszybciej do kuwety i dokonywano pomiaru absorbancji.

Nastepnie probki byly naswietlane odpowiednim $§wiattem przez 20 godzin przy uzyciu
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samodzielnie zbudowanego systemu LED, po czym odpowiednig ilo§¢ roztworu przenoszono

mozliwie jak najszybciej do kuwety i dokonywano pomiaru absorbanc;ji.
5.2.3 Badanie stabilnosci fotochemicznej

Przygotowane probki najpierw naswietlano $wiattem zielonym przez 5 minut, po czym
przenoszono je mozliwie jak najszybciej i odczytywano absorbancje. Nastepnie probki byty
naswietlane $wiatlem niebieskim przez 5 minut, po czym ponownie przenoszono je jak
najszybciej 1 dokonywano pomiaru absorbancji. Nastgpnie caty protokét powtarzano

kilkukrotnie.
5.2.4 Badanie kinetyki izomeryzacji Z/E

Probki przygotowano w rurkach NMR 1 naswietlano odpowiednig dlugos$cia $wiatta za pomoca
matrycy LED przez 20 godzin. Nastepnie probki pozostawiono i mierzono widma 'H NMR lub
F NMR co godzing przez 8-9 godzin.

5.3 Aspekty obliczeniowe i modelowanie molekularne

Optymalng geometri¢ stanu podstawowego izomeru E 1 Z zwigzkéw 21j oraz 29d i 29h
wyznaczono przy uzyciu teorii funkcjonalu gestosci (DFT). W obliczeniach zastosowano
funkcjonat B3LYP oraz bazg 6-31G*. Efekty §rodowiska rozpuszczalnika symulowano za
pomoca modelu ciagltego (PCM; Gaussian 03W) [196]. Dla wszystkich badanych zwigzkéw
(izomerow E i Z zwiazkdéw 21j oraz 29d i 29h) obliczono rdwniez molekularne orbitale HOMO
1 LUMO. Wszystkie obliczenia przeprowadzono na serwerze wyposazonym w procesor Intel
XEON® E7310 (16 rdzeni quad-core) o taktowaniu 1,60 GHz, dziatajagcym pod systemem
operacyjnym Open SUSE 10.3. Jako rozpuszczalnik zastosowano DMSO. Do uzyskania
rozkladéw roznicy gestosci elektronowej wykorzystano program Avogadro (wersja 1.2.0;

http://avogadro.cc/).
5.3.1 Obliczone struktury

— Obliczone wspodtrzedne atomowe izomeru £ zwigzku 21j (fragment pliku log):

Standard orientation:

Center Atomic Atomic Coordinates (Angstroms)

Number Number Type X Y Z
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46 1 0 8.449233 -3.146446 -0.008606
47 1 0 7.000407 -2.888812 1.003194
48 1 0 6.827846 -3.165776 -0.757316

Po uwzglednieniu poprawek modelu PCM, energia SCF wynosi -1422.05666789 jednostek

atomowych (a.u.).

Rysunek 55. Wizualizacja obliczonej geometrii izomeru E czasteczki 21j.

— Obliczone wspotrzedne atomowe izomeru Z zwigzku 21j (fragment pliku log):

Standard orientation:

Center Atomic Atomic Coordinates (Angstroms)
Number Number Type X Y Z
1 6 0 3.492298 -0.146379 0.231375
2 6 0 3.770450 1.162755 0.633114
3 6 0 5.009685 1.750853 0.331299
4 6 0 5.968583 1.029712 -0.375282
5 6 0 5.685097 -0.288702 -0.782541
6 6 0 4.461127 -0.882347 -0.486891
7 6 0 2.180616 -0.699486 0.578483
8 6 0 1.739349 -1.956735 0.357037
9 6 0 0.449497 -2.504873 0.819464
10 6 0 -0.720730 -1.609054 1.119375
11 8 0 0.330680 -3.721374 0.974585
12 6 0 -1.601611 -1.994480 2.143632
13 6 0 -2.717176 -1.217286 2.444000
14 6 0 -3.009052 -0.079782 1.689682
15 6 0 -2.158907 0.283594 0.636959
16 6 0 -0.995812 -0.453410 0.381558
17 7 0 -2.325207 1.494086 -0.106973
18 7 0 -3.413663 1.857285 -0.604772
19 6 0 -5.753038 -0.949576 -1.537717
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20 6 0 -4.579600 -0.250870 -1.291375
21 6 0 -4.568716 1.008256 -0.674405
22 6 0 -5.818070 1.558217 -0.355732
23 6 0 -7.011114 0.884217 -0.565751
24 6 0 -6.970262 -0.377088 -1.165084
25 9 0 -5.835211 2.777245 0.216397
26 9 0 -3.404901 -0.783124 -1.681994
27 8 0 5.176253 3.028589 0.772140
28 6 0 6.411406 3.681891 0.496392
29 8 0 6.693534 -0.895698 -1.469453
30 6 0 6.495250 -2.229587 -1.926281
31 1 0 3.038481 1.744827 1.184900
32 1 0 6.936132 1.443769 -0.631417
33 1 0 4.245918 -1.893512 -0.805918
34 1 0 1.520838 -0.003959 1.092843
35 1 0 2.384760 -2.710231 -0.088237
36 1 0 -1.385487 -2.896069 2.707521
37 1 0 -3.370113 -1.497132 3.265842
38 1 0 -3.872101 0.531588 1.931914
39 1 0 -0.344027 -0.134992 -0.425038
40 1 0 -5.699092 -1.919849 -2.020318
41 1 0 -7.945212 1.349289 -0.268889
42 1 0 -7.894808 -0.916214 -1.346067
43 1 0 6.325694 4.677609 0.934407
44 1 0 7.255310 3.152549 0.956187
45 1 0 6.583967 3.771914 -0.583394
46 1 0 7.416628 -2.507728 -2.440543
47 1 0 6.323093 -2.918153 -1.089595
48 1 0 5.653769 -2.291561 -2.627653

Po uwzglednieniu poprawek modelu PCM, energia SCF wynosi -1422.04005349 jednostek

atomowych (a.u.).

Rysunek 56. Wizualizacja obliczonej geometrii izomeru Z czgsteczki 21j.
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— Obliczone wspotrzedne atomowe izomeru E zwiagzku 29d (fragment pliku log):

Standard orientation:

Center Atomic Atomic Coordinates (Angstroms)
Number Number Type X Y Z

1 6 0 4.255221 -0.548630 -0.526022
2 6 0 5.127885 -0.965672 0.501649
3 6 0 5.587968 -2.284939 0.575503
4 6 0 5.201721 -3.217642 -0.405818
5 6 0 4.321535 -2.817979 -1.417054
6 6 0 3.845194 -1.504982 -1.478419
7 6 0 2.839201 -1.107660 -2.536743
8 6 0 1.430459 -0.888285 -1.939269
9 6 0 1.468091 -0.108943 -0.608063
10 6 0 2.370747 1.136724 -0.705592
11 6 0 3.788288 0.871733 -0.617433
12 6 0 1.755600 2.346869 -0.888440
13 6 0 2.198743 3.722626 -1.042166
14 6 0 3.626542 4.101722 -0.900944
15 6 0 4.697448 3.259820 -0.717459
16 6 0 4.764187 1.846276 -0.620308
17 8 0 3.760815 5.441073 -0.989463
18 6 0 5.050518 6.038020 -0.867257
19 8 0 1.360269 4.608285 -1.271645
20 7 0 0.111742 0.151327 -0.150800
21 8 0 5.723888 -4.467058 -0.273629
22 8 0 6.372274 -2.685087 1.631756
23 8 0 5.557450 -0.073704 1.459074
24 6 0 4.779150 -0.099785 2.664707
25 6 0 7.774611 -2.471907 1.434109
26 6 0 5.375089 -5.445735 -1.247574
27 6 0 -0.159992 0.296637 1.180264
28 6 0 -8.258610 0.301956 -0.470646
29 6 0 -9.337918 -0.145943 -1.224108
30 6 0 -9.370126 -1.476821 -1.638590
31 6 0 -8.332738 -2.344355 -1.303478
32 6 0 -7.245060 -1.877035 -0.566761
33 6 0 -7.176828 -0.535980 -0.136145
34 7 0 -6.171407 0.003123 0.704592
35 17 0 -8.223945 1.981687 0.037861
36 17 0 -6.012803 -3.045481 -0.120080
37 7 0 -4.992113 -0.243957 0.345836
38 6 0 -3.990798 0.258437 1.220224
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39 6 0 -2.675228 0.060588 0.784835
40 6 0 -1.600103 0.503391 1.561632
41 6 0 -1.861036 1.131097 2.786873
42 6 0 -3.174215 1.337567 3.217139
43 6 0 -4.244094 0.904660 2.441313
44 8 0 0.722925 0.253792 2.038780
45 1 0 3.996777 -3.525526 -2.171913
46 1 0 -0.610154 0.330060 -0.838019
47 1 0 2.781020 -1.876062 -3.314388
48 1 0 0.812275 -0.346647 -2.668794
49 1 0 0.945292 -1.853668 -1.749897
50 1 0 1.909995 -0.752504 0.155168
51 1 0 0.669796 2.321332 -0.930563
52 1 0 5.672018 3.733262 -0.657511
53 1 0 5.780159 1.475999 -0.528157
54 1 0 4.883230 7.112283 -0.956591
55 1 0 5.501654 5.816225 0.107226
56 1 0 5.721725 5.704068 -1.667482
57 1 0 3.166595 -0.183711 -3.028749
58 1 0 5.193438 0.676610 3.312083
59 1 0 3.724762 0.119584 2.454389
60 1 0 4.865742 -1.074232 3.157733
61 1 0 8.270387 -2.832000 2.338845
62 1 0 8.138352 -3.039882 0.569390
63 1 0 7.992117 -1.406429 1.297483
64 1 0 5.907255 -6.353611 -0.958710
65 1 0 4.295615 -5.642029 -1.250050
66 1 0 5.691304 -5.142119 -2.253389
67 1 0 -10.139444 0.539404 -1.478126
68 1 0 -10.212273 -1.842113 -2.218460
69 1 0 -8.361219 -3.385399 -1.607174
70 1 0 -2.530092 -0.466862 -0.153373
71 1 0 -1.019594 1.449087 3.393598
72 1 0 -3.359077 1.833679 4.165788
73 1 0 -5.270179 1.048858 2.761227

Po uwzglednieniu poprawek modelu PCM, energia SCF wynosi -2810.86093841 jednostek
atomowych (a.u.).
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Rysunek 57. Wizualizacja obliczonej geometrii izomeru E czasteczki 29d.

— Obliczone wspotrzedne atomowe izomeru Z zwigzku 29d (fragment pliku log):

Standard orientation:

Center Atomic Atomic Coordinates (Angstroms)
Number Number Type X Y Z
1 6 0 1.723365 1.591513 0.443843
2 6 0 0.839119 2.153578 -0.507424
3 6 0 -0.244020 2.945182 -0.104678
4 6 0 -0.465795 3.193513 1.262380
5 6 0 0.420958 2.669363 2.206206
6 6 0 1.506096 1.885448 1.805731
7 6 0 2.450254 1.310423 2.836022
8 6 0 2.247640 -0.205132 3.021337
9 6 0 2.036949 -0.971429 1.690812
10 6 0 3.077046 -0.560555 0.627380
11 6 0 2.886532 0.743169 0.023932
12 6 0 4.081691 -1.457525 0.369334
13 6 0 5.257315 -1.492968 -0.486858
14 6 0 5.585586 -0.381449 -1.411435
15 6 0 4.893641 0.795269 -1.569617
16 6 0 3.722571 1.280750 -0.933874
17 8 0 6.700531 -0.671749 -2.110822
18 6 0 7.203675 0.258773 -3.068421
19 8 0 6.002430 -2.484180 -0.447280
20 7 0 2.003060 -2.402841 1.999723
21 8 0 -1.559648 3.952188 1.552028
22 8 0 -1.117036 3.441447 -1.046568
23 8 0 1.069937 1.968830 -1.849354
24 6 0 0.125869 1.138480 -2.540155
25 6 0 -0.882834 4.810090 -1.403588
26 6 0 -1.834846 4.239881 2.920965
27 6 0 0.935288 -3.253127 1.869957
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Po uwzglednieniu poprawek modelu PCM, energia SCF wynosi -2810.84066236 jednostek

atomowych (a.u.).

Rysunek 58. Wizualizacja obliczonej geometrii izomeru Z czasteczki 29d.

— Obliczone wspotrzedne atomowe izomeru £ zwigzku 29h (fragment pliku log):

Standard orientation:

Center Atomic Atomic Coordinates (Angstroms)
Number Number Type X Y Z
1 6 0 -4.323056 0.025850 -0.404283
2 6 0 -5.025627 -0.387222 0.754515
3 6 0 -5.760782 -1.581436 0.755177
4 6 0 -5.840295 -2.359579 -0.417699
5 6 0 -5.144548 -1.956404 -1.560816
6 6 0 -4.380146 -0.786388 -1.553981
7 6 0 -3.569778 -0.395270 -2.766789
8 6 0 -2.054825 -0.593906 -2.548914
9 6 0 -1.500854 -0.067133 -1.197777
10 6 0 -2.135090 1.275034 -0.774323
11 6 0 -3.532500 1.299424 -0.411540
12 6 0 -1.264691 2.339699 -0.788165
13 6 0 -1.338658 3.755318 -0.449860
14 6 0 -2.633733 4.426890 -0.241172
15 6 0 -3.849586 3.809145 -0.053738
16 6 0 -4.230795 2.449556 -0.096452
17 8 0 -2.672146 5.771230 -0.097479
18 6 0 -1.794723 6.637547 -0.841780
19 8 0 -0.280491 4.403547 -0.359568
20 7 0 -1.567980 -1.079607 -0.130585
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67 1 0 9.743888 -2.274463 -0.904028
68 1 0 10.966062 -0.193391 -0.306656
69 1 0 9.722326 1.745306 0.652063
70 1 0 3.192449 -1.717587 -1.987492
71 1 0 0.743146 -1.948108 -1.585545
72 1 0 1.281807 -0.477969 2.419662
73 1 0 3.730322 -0.223568 1.998219

Po uwzglednieniu poprawek modelu PCM, energia SCF wynosi -2810.84381735 jednostek

atomowych (a.u.).

Rysunek 59. Wizualizacja obliczonej geometrii izomeru E czasteczki 29h.

— Obliczone wspotrzedne atomowe izomeru Z zwigzku 29h (fragment pliku log):

Standard orientation:

Center Atomic Atomic Coordinates (Angstroms)
Number Number Type X Y Z
1 6 0 -3.507530 0.670699 -0.336840
2 6 0 -4.216169 0.528465 0.882540
3 6 0 -5.401459 -0.218186 0.936031
4 6 0 -5.926028 -0.795410 -0.238198
5 6 0 -5.227702 -0.660910 -1.441153
6 6 0 -4.022522 0.045862 -1.490530
7 6 0 -3.225799 0.095619 -2.773094
8 6 0 -1.962957 -0.789568 -2.708923
9 6 0 -1.115789 -0.629462 -1.417778
10 6 0 -1.043180 0.840215 -0.949062
11 6 0 -2.229468 1.450309 -0.398458
12 6 0 0.177438 1.439316 -1.164816
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59 1 0 -4.744717 2.817489 2.186945
60 1 0 -5.319549 1.480559 3.224194
61 1 0 -6.274692 -1.628501 3.734104
62 1 0 -6.149134 -2.482847 2.169509
63 1 0 -4.686100 -1.768021 2.921497
64 1 0 -8.562122 -2.606081 -0.877691
65 1 0 -7.894186 -1.399769 -2.012713
66 1 0 -6.967131 -2.884138 -1.632540
67 1 0 6.274588 1.520795 2.460433
68 1 0 5.075602 3.068002 0.917507
69 1 0 4.080968 2.192263 -1.196791
70 1 0 2.847417 -3.683487 -1.981272
71 1 0 0.414807 -3.311323 -1.614283
72 1 0 1.271422 -1.575236 2.223299
73 1 0 3.701739 -1.852810 1.815878

Po uwzglednieniu poprawek modelu PCM, energia SCF wynosi -2810.82980500 jednostek

atomowych (a.u.).

Rysunek 60. Wizualizacja obliczonej geometrii izomeru Z czasteczki 29h.
5.3.2 Orbitale molekularne

— Orbitale molekularne dla izomeru E zwiazku 21j:

Orbital HOMO (—6,051 eV), orbital LUMO (—2.552 eV).

— Orbitale molekularne dla izomeru Z zwigzku 21j:

Orbital HOMO (—6,054 eV), orbital LUMO (—2.433 eV).

— Orbitale molekularne dla izomeru E zwigzku 29d:

177



Orbital HOMO (—5,54 eV), orbital LUMO (—2.591 eV).
— Orbitale molekularne dla izomeru Z zwigzku 29d:
Orbital HOMO (—5,611 eV), orbital LUMO (—2.418 eV).
— Orbitale molekularne dla izomeru £ zwigzku 29h:
Orbital HOMO (-5,68 eV), orbital LUMO (—2.658 eV).
— Orbitale molekularne dla izomeru Z zwigzku 29h:
Orbital HOMO (—5,675 eV), orbital LUMO (—2.48 eV).
5.3.3 Dokowanie molekularne

Dokowanie molekularne zwiazkéw 4a, 4f oraz izomerow E i Z zwigzkow 9a—c, 9e—f, 14b, 16a—
b, 21b, 21d, 21f, 21h, 21j, 211, 29d, 29h do tréjwymiarowej struktury krystalograficznej
tubuliny (PDB: 1SAO0) [205] zostatlo przeprowadzone z wykorzystaniem oprogramowania
AutoDock Vina, stosujacego metod¢ Broydena—Fletchera—Goldfarba—Shanno (BFGS) [204].
Konfiguracje kompleksow biatko/metoksydibenzo[b,f]loksepina, biatko/chalkon oraz
biatko/kolchicyna zostaly przygotowane przy uzyciu programu UCSF Chimera [206]. Interfejs
graficzny AutoDock Tools (ADT) postuzyt do przygotowania enzymu — dodano wszystkie
atomy wodoru, a dla makroczasteczek zapisano pliki pdbqt. Trojwymiarowe struktury
ligandow zostaly zbudowane, zoptymalizowane metodg DFT (funkcjonat B3LYP, baza
6-31G*), oddzielnie dla izomerow E 1 Z, 1 zapisane w formacie Mol2. Przygotowanie ligandow
oraz ich zapis w formacie pdbqt rowniez przeprowadzono z wykorzystaniem interfejsu ADT.
Do wszystkich obliczen dokowania uzyto programu AutoDock Vina. Pliki wejsciowe do
dokowania wygenerowano w AutoDockTools. Ustalono rozmiar siatki (ang. grid box) na 21 x
21 x 21 punktow w kierunkach x, y, z, a jej srodek zlokalizowano w miejscu aktywnym biatka
na wspdtrzednych (39,82, 53,24, —8,21). Odstep siatki wynosit 0,375 A, co odpowiada w
przyblizeniu jednej czwartej dtugosci wigzania kowalencyjnego C-C. Wszystkie obliczenia
przeprowadzono na procesorze Intel® Core™ 17-4702MQ 3.2 GHz z systemem operacyjnym
Ubuntu 18.04 (dystrybucja Linux — Workstation). Do analizy wynikéw dokowania
wykorzystano oprogramowanie PyMOL (www.pymol.org/) [207]. W celu przewidzenia
mozliwych interakcji pomigdzy biatkiem a ligandem zastosowano rowniez narzedzie Protein—

Ligand Interaction Profiler (PLIP) [208].
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5.4 Badania biologiczne

Analiza proliferacji komodrkowej oraz cyklu komodrkowego zwigzku 21j zostata
przeprowadzona we wspOtpracy z dr. inz. Damianem Mieleckim z Instytutu Medycyny
Dos$wiadczalnej i Klinicznej im. M. Mossakowskiego oraz z dr hab. Anng Stachurska-Skrodzka
z Centrum Medycznego Ksztatlcenia Podyplomowego. Analiza proliferacji komorkowej
zwiazkow 29d oraz 29h zostata przeprowadzona we wspotpracy z dr. Igorem Zukowem oraz

Behnaz Mirzaei-Behbahani z Instytutu Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk.
5.4.1 Analiza proliferacji komorkowej
Zwigzek 21j:

Ludzka linia komoérkowa raka prostaty PC-3 (ATCC, USA, CRL-1435), wyizolowana z
przerzutéw do kosci, byla rutynowo hodowana w pozywce Ham F-12K (Kaighn)
(ThermoFisher, USA, 21127-022), uzupeinionej o 10% surowice plodowa cielgca
inaktywowang termicznie (Biowest, Francja, S181B) oraz 1% roztwor antybiotykow (Biowest,
Francja, L0022), w atmosferze nawilzonej zawierajacej 5% CO2, w temperaturze 37°C.
Komorki byly wykorzystywane pomiedzy 9 a 21 pasazem. Plytki 96-dotkowe byly
przygotowywane poprzez wysiewanie 5 x 10° lub 2,5 x 10° komérek na dotek, odpowiednio
dla 24- 1 48-godzinnych traktowan, z co najmniej pigcioma powtodrzeniami technicznymi i
dwoma biologicznymi. Po 24 godzinach pozywka byta wymieniana na pozywke bez surowicy,
w ktorej FBS zastgpiono buforem fosforanowym PBS bez jonow Mg?* i Ca** (Biowest, Francja,
L0615), uzupelnionym o wybrane stezenia zwigzku 21j w zakresie od 0,1 do 40 uM (pozywka
w grupie kontrolnej zawierata 0,5% DMSO). Komoérki byty traktowane izomerem E lub Z
zwigzku 21j, przy ciaglym o$wietleniu §wiatlem o dlugosci fali 525 nm. Proliferacja komorek
byta analizowana za pomoca testu CellTiter Aqueous One Solution Cell Proliferation MTS
(Promega, USA, G5430) po 24 lub 48 godzinach traktowania. Wartosci absorbancji przy 490 i
670 nm byty mierzone za pomocg czytnika ptytek FLUOStar Omega (BMG LABTECH GmbH,
Niemcy). Dodatkowo, aktywnos¢ kolchicyny wobec komdrek PC-3 byta oceniana w zakresie

stezen 1-200 uM, w podobnych warunkach eksperymentalnych.
Zwiazki 29d i 29h:

Komérki hodowano w inkubatorze z kontrolowang wilgotnosciag w temperaturze 37°C i

atmosferze zawierajacej 5% COz. Ludzkie embrionalne komorki nerkowe (HEK-293)
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utrzymywano w zmodyfikowanym podtozu Eagle’a (DMEM) (Thermo Fisher Scientific,
USA), uzupetionym o 10% surowic¢ ptodowa bydlegca (Gibco, Billings, USA, 10270-106)
oraz 1% penicyling-streptomycyne (Sigma-Aldrich, USA, P4333). Komorki ludzkiego raka
prostaty (LNCaP — rak weztow chionnych prostaty) utrzymywano w podtozu RPMI-1640
(Thermo Fisher Scientific, USA, 16-40-3187-0025), uzupetnionym o 1% L-glutaminy, 10%
surowicy ptodowej bydlecej i 1% penicyliny-streptomycyny. Komoérki byty pasazowane przy
osiggnigciu konfluencji na poziomie okoto 70-90%, aby utrzymac je w fazie logarytmicznego

wzrostu.

Komorki wysiewano do plytek 96-dotkowych w gestoéci 7 x 103 komorek na dotek w 200 pL
petnego podtoza hodowlanego i inkubowano przez 24 h w temperaturze 37°C w inkubatorze z
kontrolowang wilgotnoscia i 5% COx. Po inkubacji usuwano podtoze i zastgpowano je §wiezym
podtozem (200 uL) zawierajagcym rézne st¢zenia badanych zwigzkow. Grupy kontrolne
traktowano w ten sam sposob, jednak otrzymywaty jedynie podioze hodowlane bez dodatku
zwigzkow. Komorki eksponowano na dzialanie zwigzkow przez kolejne 24 h. Nastepnie
usuwano podtoze, a do kazdego dotka dodawano 100 pL roztworu MTT (0,5 mg/mL). Ptytki
inkubowano przez 4 h w temperaturze 37°C, aby umozliwi¢ powstanie krysztatow formazanu.
Po inkubacji delikatnie usuwano roztwdr MTT, a powstale krysztaly formazanu rozpuszczano
poprzez dodanie 100 uL DMSO do kazdego dotka, po czym inkubowano przez 10 min w
temperaturze 37°C w celu catkowitego rozpuszczenia. Absorbancj¢ kazdego dotka mierzono

przy dtugosci fali 540 nm za pomocg czytnika mikroplytek.
5.4.2 Analiza cyklu komoérkowego

Komorki PC-3 byty traktowane zgodnie z wcze$niej opisanym protokotem, z wyjatkiem tego,
ze do dotkow plytek 6-dotkowych wysiewano 0,15 x 10° komérek na dotek. Po 24 godzinach
traktowania komorki zostaly zebrane poprzez trypsynizacje¢ (Biowest, Francja, L0931),
dwukrotnie przemyte, zawieszone w PBS 1 dodane do zimnego 70% etanolu w celu utrwalenia
przez noc w —20°C. Nastepnie komorki odwirowano i1 zawieszono w PBS zawierajacym 5
pg/mL jodku propidyny w PBS (Sigma-Aldrich, USA, 4170), 0,1% Triton X-100 oraz 10
pg/mL RNAzy wolnej od DNAzy (A&A Biotechnology, Polska, 1006-10), inkubujac w
ciemnosci przez 4 godziny w temperaturze 37°C. Analiza FACS zostata przeprowadzona za
pomoca cytometru przeplywowego FACSCanto II oraz oprogramowania FACSDiva (BD
Biosciences). Predkos¢ przeptywu ustawiono na okoto 1000 zdarzen/komorek na sekundg.

Zarejestrowano sygnaly z 10 000 zdarzen na probke. Procentowe udzialy komoérek PC-3 w
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fazach cyklu komoérkowego (GO0/G1, S, G2/M) okreslono za pomocg oprogramowania ModFit
LT 4.1.7 (Verity Software House).

5.4.3 Analiza statystyczna
Zwiazek 21j:

Analizy statystyczne zostaly przeprowadzone w ramach projektu R 4.2.2 [209]. W przypadku
testu MTS oceniajacego proliferacje komorek, przed dopasowaniem do modelu odpowiedzi na
dawke, wartosci OD49g zostaty znormalizowane poprzez: 1) odjecie wartosci ODe70, 2) odjecie
Sredniej wartosci OD4go dla kontroli negatywnej (MTS inkubowany z pozywka wzrostowa),
oraz 3) podzielenie przez $rednig warto§¢ ODago dla kontroli pozytywnej (komorki hodowane
w obecnosci 0,5% DMSO). Do dopasowania danych dotyczacych proliferacji komorek
zastosowano czteroparametrowy model logistyczny (4PL) w skali log-log, z dolnym
ograniczeniem ustawionym na 0 i dopasowaniem grupowym, dostepny w pakiecie drc [210].
Reszty modelu byty sprawdzane pod katem normalno$ci za pomoca wykresow QQ 1 wykresow
gestosci. Metryki oceny jakos$ci dopasowania modelu zostaly obliczone za pomoca funkcji
dostgpnych w pakiecie drc oraz niestandardowych funkcji uzytkownika. Gdy byto to stosowne,
do oszacowania btgdu tendencji centralnej zastosowano metode delty. W celu oceny jako$ci
dopasowania dla kazdego z powtorzen biologicznych zastosowano: odleglos¢ Cooka, $Sredni
absolutny btad skalowany (MASE), wspotczynnik dewiacji R? (DR?) oraz test dopasowania
Neilla [211]. Warto$é DR? zostala obliczona zgodnie ze wzorem: 1 — (Dyes/Dhunt), gdzie Dres to
dewiacja resztkowa, a Dnun to dewiacja modelu zerowego (modelu, w ktorym przewidywana
wartoscig jest Srednia). R6znice w procentowym udziale faz cyklu komdrkowego oceniano za
pomoca dwuczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z testem post hoc Tukeya [212].
Wszystkie wykresy zostaly przygotowane przy uzyciu pakietu ggplot2 w wersji 3.5.1 [213].

Zwiazki 29d i 29h:

Wszystkie testy MTT przeprowadzono niezaleznie dwukrotnie, w kazdym przypadku z
piecioma powtdrzeniami dla kazdej badanej grupy. Dane przedstawiono jako S$rednia +
odchylenie standardowe (SD) i wyrazono w procentach wzgledem nieleczonych komorek
kontrolnych. Istotno$¢ statystyczng okreslono za pomoca nieparzystego testu 7-Studenta.
*p < 0,01 oznacza istotng r6znice pomiedzy badanymi zwigzkami a nieleczong grupa kontrolna,

natomiast #p < 0,01 oznacza istotng r6znice pomiedzy kolchicynag a nieleczong grupg kontrolna.
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5.5 Otrzymywanie pochodnych dibenzo[b,floksepiny

5.5.1 Otrzymywanie metoksylowych pochodnych 3-nitrodibenzo|b,f]oksepiny 1a—

(&

6-metoksy-3-nitrodibenzo[b,f]loksepina  1a, 7-metoksy-3-nitrodibenzo[b,f]oksepina 1b,
2-metoksy-7-nitrodibenzo[b,f]loksepina 1c¢, 1-metoksy-7-nitrodibenzo[b,f]loksepina 1d oraz
2,3-dimetoksy-7-nitrodibenzo[b,f]loksepina 1le zostaly otrzymane wedlug procedury

opracowanej w ramach dyplomu magisterskiego [214].

5.5.2 Otrzymywanie oligomerycznych polaczen metoksylowych pochodnych

3-nitrodibenzo|b,f]loksepiny z lacznikiem metylenowym 2a, 2c—e
Przyktadowa synteza:

W kolbie Schlenka o pojemnosci 25 mL umieszczono element mieszajacy oraz 1 mmol
odpowiedniej metoksylowej pochodnej 3-nitrodibenzo[b,floksepiny 1a—e. Do uktadu dodano
nastgpnie 1 mmol paraformaldehydu, po czym cato§¢ rozpuszczono w ok. 15 mL chlorku
metylenu. Poczatkowo mieszajacy si¢ roztwor przeptukiwano argonem przez 30 minut. Po tym
czasie do uktadu dodano ok. 0,3 mL BF3-Et20. Roztwor przyjat barwe zottozielong. Reakcje
prowadzono w temperaturze pokojowej oraz w atmosferze argonu. Przebieg reakcji badano za
pomocg analizy potozenia plamek na ptytkach do chromatografii cienkowarstwowej z uzyciem
chlorku metylenu jako eluenta. Po zakonczeniu reakcji mieszaning poreakcyjna przelano do 20
mL metanolu. Cato§¢ mieszano przez nastgpne 5 minut, po czym ekstrahowano 2x z 20 mL
wody, a nastepnie 2x z 30 mL chlorku metylenu. Potaczone warstwy organiczne wysuszono
nad bezwodnym MgSQO4, po czym rozpuszczalnik odparowano na wyparce obrotowe.
Powstaty osad rozpuszczono w niewielkiej ilosci chlorku metylenu 1 oczyszczono na kolumnie
chromatograficznej z uzyciem chlorku metylenu jako eluenta, otrzymujac osady zwiazkow 2a,

2c—e.
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Zwiazek 2a:

Rysunek 61. Schemat struktury zwigzku 2a wraz z numeracja atomow wegla.
Czas reakeji: 3 h

Wydajnos$¢: 80%

Posta¢: zotty osad

Temp. topnienia: rozktad powyzej 123°C

'"H NMR (500 MHz, CDCl3, 298 K): & (ppm): 8,19 (2H, d, “Juens = 2,5 Hz, He), 8,01 (2H,
dd, 3Jus.me = 8,5 Hz, Hs), 7,32 (2H, d, Hv), 6,98 (2H, uklad spinowy AB, d, *Juioni1 = 11,5 Hz,
Hi1), 6,89 (2H, d, *Ju1m = 8,5 Hz, Hi), 6,83 (2H, uktad spinowy AB, d, Hio), 6,67 (2H, d, H»),
3,96 (2H, s, CH»), 3,94 (6H, s, OCH3).

13C NMR (125 MHz, CDCl3, 298 K): & (ppm): 157,4 (C5°), 150,5 (C4), 148,5 (C7), 145.8
(C4%), 137,5 (C9°), 130,5 (C11), 129,4 (C3), 129,2 (C11°), 128,9 (C9), 128,7 (C10), 126,6 (C2),
120,1 (C8), 117,5 (C6), 112,0 (C1), 56,2 (OCH3), 35,4 (CH).

HRMS (ESI): C31H22N2OgNa, obliczono m/z: 573,1274; znaleziono m/z: 573,1277.
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Zwiazek 2c¢:

2c

Rysunek 62. Schemat struktury zwiazku 2¢ wraz z numeracja atoméw wegla.

Czas reakeji: 2 h

Wydajnosé: 54%

Postaé: ciemnozotty osad

Temp. topnienia: rozktad powyzej 295°C

"TH NMR (500 MHz, CDCl3, 298 K): 8 (ppm): pierscien A: 8,08 (1H, d, *Juens = 2,5 Hz, He),
8,01 (1H, dd, *Jusme = 8,5 Hz, Hs), 7,27 (1H, d, Ho), 7,24 (1H, d, *Jusns = 8,5 Hz, Ha), 6,99
(1H, d, H3), 6,92 (1H, uktad spinowy AB, d, *Juioui1 = 11,5 Hz, Hi1), 6,72 (1H, uktad spinowy
AB, d, Hio), 3,79 (3H, s, OCH3); pierscien B: 7,95 (1H, dd, *Jus o = 8,5 Hz, *Juens = 2,5 Hz,
Hs), 7,93 (1H, d, He), 7,26 (1H, d, Ho), 6,93 (1H, s, Ha), 6,84 (1H, uktad spinowy AB, d, *Juion11
= 11,5 Hz, Hn1), 6,70 (1H, uktad spinowy AB, d, Hio), 3,84 (3H, s, OCH3); pierscien C: 7,93
(1H, dd, *Jusno = 8,5 Hz, “Juens = 2 Hz, Hs), 7,80 (1H, d, He), 7,24 (1H, d, Hy), 6,81 (1H, uklad
spinowy AB, d, *Juioni1 = 11,5 Hz, H11), 6,67 (1H, uktad spinowy AB, d, Hio), 6,64 (1H, s,
Hi), 6,51 (1H, s, Hs), 3,89 (3H, s, OCH3), 4,02 (4H, s, CH>).

13C NMR (125 MHz, CDCl3, 298 K): & (ppm): 157,9, 157,2,157,2,155,4,154,9, 154,8, 154,5,
151,9, 150,3, 150,1, 148,5, 148,4, 137,4, 137,3, 137,3, 133,7, 133,6, 131,6, 131,5, 131,3, 129,8,
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129,5, 129,4,129,3,128,5, 128,1, 127,9, 127,6, 126,0, 123,1, 122,2, 121,4, 120,1, 120,0, 119,9,
116,9, 116,7, 115,9, 114,2, 112,6, 110,7, 110,2, 56,2, 55,9, 55,8, 25,6, 25,6.

HRMS (ESI): C47H3:N3012, obliczono m/z: 830,19859, znaleziono m/z: 830,19805.

Zwiazek 2d:

2d

Rysunek 63. Schemat struktury zwiazku 2d wraz z numeracja atomow wegla.

Czas reakeji: 2,5 h
Wydajnos$¢: 65%

Postaé: jasnozolty osad
Temp. topnienia: 263,5°C

'"H NMR (500 MHz, CDCls, 298 K): 8 (ppm): 7,93 (2H, dd, *Jus e = 8,5 Hz, *Juens = 2 Hz,
Hs), 7,72 (2H, d, He), 7,27 (2H, uktad spinowy AB, d, *Juiomi1 = 11,5 Hz, Hiy), 7,27 (2H, d,
Ho), 7,03 (2H, d, *Jusna = 8,5 Hz, Hs), 6,76 (2H, uktad spinowy AB, d, Hio), 6,59 (2H, d, Ha),
4,45 (2H, s, CH), 3,81 (6H, s, OCH3).

13C NMR (125 MHz, CDCls, 298 K): 8 (ppm): 156,7 (C5°), 156,4 (C1), 156,2 (C4’), 148,1
(C7), 138,5 (C9’), 132,1 (C3), 129,1 (C11), 129,1 (C9), 1271 (C10), 124,6 (C2), 120,1 (C8),
119,4 (C11°), 117,3 (C6), 1073 (C4), 56,0 (OCH3), 29,7 (CH).

HRMS (ESI): C31H22N20s, obliczono m/z: 550,13761, znaleziono m/z: 550,13707.
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5.5.3 Otrzymywanie dimerow 6-metoksy-3-nitrodibenzo[b,f]loksepiny z réznymi

lacznikami 3a—e, 3f
Przyktadowa synteza:

W kolbie okraglodennej o pojemnosci 50 mL umieszczono element mieszajacy oraz 1 mmol
6-metoksy-3-nitrodibenzo[b,f]loksepiny 1a. Do ukladu dodano nastgpnie 0,5 mmol
odpowiedniego aldehydu, po czym calo$¢ rozpuszczono w ok. 5 mL chlorku metylenu.
Poczatkowo mieszajacy si¢ roztwor przeptukiwano argonem przez 30 minut. Po tym czasie do
uktadu dodano ok. 0,5 mL BF3-Et,O. Roztwor przyjat barwe brazowa. Reakcje prowadzono w
temperaturze pokojowej oraz w atmosferze argonu. Przebieg reakcji badano za pomocg analizy
polozenia plamek na ptytkach do chromatografii cienkowarstwowej z uzyciem chlorku
metylenu jako eluenta. Po zakonczeniu reakcji mieszaning poreakcyjng przelano do 20 mL
metanolu. Calo$¢ mieszano przez nastepne 5 minut, po czym ekstrahowano 2x z 20 mL wody,
a nastepnie 2% z 30 mL chlorku metylenu. Potaczone warstwy organiczne wysuszono nad
bezwodnym MgSO4, po czym rozpuszczalnik odparowano na wyparce obrotowej. Powstaty
osad rozpuszczono w niewielkiej ilosci chlorku metylenu i oczyszczono na kolumnie
chromatograficznej z uzyciem uktadu octan etylu/heksan 1:1 jako eluenta, otrzymujac osady

zwigzkow 3a—e, 3f.

Zwiazek 3a:

Rysunek 64. Schemat struktury zwigzku 3a wraz z numeracja atomow wegla.

Czas reakcji: 3 tyg.

Wydajnos$é: 26%
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Postaé: jasnozotty osad
Temp. topnienia: 167°C

'"H NMR (500 MHz, CDCl3, 298 K): & (ppm): 8,19 (2H, d, “Juens = 2,5 Hz, He), 8,00 (1H,
dd, 3Juiams = 8,5 Hz, “Tnianie = 2 Hz, Hia), 8,00 (2H, dd, *Jus o = 8,5 Hz, Hs), 7,34-7,32 (1H,
m, Hie), 7,30 (2H, d, Hy), 7,11 (2H, d, *Jn1m2 = 8,5 Hz, H)), 7,03 (2H, uktad spinowy AB, d,
3Jmonn1 = 11,5 Hz, Hi1), 6,93-6,83 (2H, m, His, Hi7), 6,82 (2H, uktad spinowy AB, d, Hio),
6,67 (2H, d, H»), 6,66 (1H, s, CH), 3,94 (6H, s, OCH3).

13C NMR (125 MHz, CDCls, 298 K): & (ppm): 157,5 (C5°), 151,5 (C4), 148,6 (C13), 147,2
(C7), 146,1 (C4), 145,2 (C12), 137,4 (C9°), 135,4 (C16), 133,2 (C17), 130,3 (C10), 130,0
(C11) 128,8 (C3), 128,7 (C11°), 128,5 (C9), 126,6 (C15), 124,2 (C2), 120,1 (C14), 120,1 (C8),
117,5 (C6), 112,8 (C1), 56,1 (OCHz), 40,8 (CH).

HRMS (ESI): C37H25N3010tH, obliczono m/z: 672,16127, znaleziono m/z: 672,16127.

Zwiazek 3b:

Rysunek 65. Schemat struktury zwigzku 3b wraz z numeracja atomow wegla.

Czas reakcji: 2 tyg.
Wydajnosé: 36%
Postaé: jasnozotty osad

Temp. topnienia: 145°C
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'"H NMR (500 MHz, CDCls, 298 K): 6 (ppm): 8,19 (2H, d, “Jusns = 2,5 Hz, He), 8,12 (2H, d,
3Jmis,nia = 8,5 Hz, His), 8,01 (2H, dd, *Jus,me = 8,5 Hz, Hs), 7,30 (2H, d, Ho), 7,13 (2H, d, Hi3),
6,87 (2H, d, 3Juim2 = 8,5 Hz, Hi), 6,79 (2H, uktad spinowy AB, d, *Juionin = 11,5 Hz, Hiy),
6,75 (2H, uktad spinowy AB, d, Hio), 6,45 (2H, d, H2), 5,79 (1H, s, CH), 3,94 (6H, s, OCH3).

13C NMR (125 MHz, CDCls, 298 K): & (ppm): 157,5 (C5°), 151,0 (C4), 150,0 (C12), 148,7
(C7), 146,9 (C15), 146,2 (C4°), 137,1 (C9°), 131,3 (C3), 130,4 (C13), 129,7 (C11), 129,4 (C10),
129,1 (C11°), 129,0 (C9), 127,0 (C2), 123,8 (C14), 120,2 (C8), 117,5 (C6), 112,5 (C1), 56,1
(OCH:), 49,3 (CH).

HRMS (ESI): C37H25N3010, obliczono m/z: 671,15399, znaleziono m/z: 671,15345.

Zwigzek 3c:

Rysunek 66. Schemat struktury zwiazku 3¢ wraz z numeracja atoméw wegla.
Czas reakcji: 2 tyg.

Wydajnosé: 66%

Postaé: jasnozolity osad

Temp. topnienia: 185,5°C

TH NMR (500 MHz, CDCl3, 298 K): & (ppm): 8,77 (1H, d, “Juianis = 2,5 Hz, Hi4), 8,24 (1H,
dd, *Juiem17 = 8,5 Hz, Hie), 8,18 (2H, d, “Juens = 2,5 Hz, He), 8,01 (2H, dd, *Jusno = 8,5 Hz,
Hs), 7,31 (2H, d, Hy), 7,11 (1H, d, H7), 6,84 (2H, d, *Juim = 8,5 Hz, H)), 6,82 (2H, uklad
spinowy AB, d, *Juionin = 11,5 Hz, Hiy), 6,79 (2H, uktad spinowy AB, d, Hio), 6,66 (1H, s,
CH), 6,36 (2H, d, H>), 3,94 (6H, s, OCH3).
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13C NMR (125 MHz, CDCls, 298 K): & (ppm): 157,5 (C5°), 151,4 (C4), 148,9 (C13), 148.7
(C7), 146,9 (C15), 146,4 (C4°), 144,1 (C12), 136,9 (C9°), 133,2 (C17), 129,9 (C10), 129,5 (C3),
129,4 (C11°), 129,2 (C9), 129,0 (C11), 126,7 (C16), 126,5 (C2), 120,8 (C14), 120,3 (C8), 117,5
(C6), 112,5 (C1), 56,1 (OCHs), 44,4 (CH).

HRMS (ESI): C37H23N4012, obliczono m/z: 715,13124, znaleziono m/z: 715,13070.

Zwiazek 3d:

Rysunek 67. Schemat struktury zwiazku 3d wraz z numeracjg atomoéw wegla.
Czas reakcji: 3 tyg.

Wydajnosé: 9%

Postaé: jasnozotty osad

Temp. topnienia: 141°C

H NMR (500 MHz, CDCl;, 298 K): 5 (ppm): 8,19 (2H, d, “Tuens = 2,5 Hz, He), 7,99 (2H,
dd, 3Jusmo = 8,5 Hz, Hs), 7,53 (1H, dd, *Juiem7 = 8,5 Hz, *Jmismz = 2 Hz, Hi7), 7,28 (2H, d,
Ho), 7,23-7,19 (1H, m, Hie), 6,92 (1H, ddd, *Juianis = 8,5 Hz, *Juis.u16 = 8,5 Hz, His), 6,83 (2H,
d, Juim = 8,5 Hz, Hy), 6,81 (2H, uktad spinowy AB, d, *Juionn = 11,5 Hz, H), 6,73 (2H,
uktad spinowy AB, d, Hio), 6,46 (1H, dd, “Jrmiasme = 1,5 Hz, Hi4) 6,45 (2H, d, H»), 6,00 (1H, s,
CH), 3,93 (6H, s, OCH3).

13C NMR (125 MHz, CDCl3, 298 K): 6 (ppm): 157,5, 150,7, 148,5, 146,1, 140,0, 137,3, 131,7,
131,3, 130,1, 129,4, 129,0, 128,8, 128,4, 126,6, 126,3, 125,1, 120,1, 119,1, 117,5, 112,3, 56,1,
46,5.
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HRMS (ESI): C37H25CIN2Og+H, obliczono m/z: 661,13721, znaleziono m/z: 661,13722.

Zwigzek 3e:

Rysunek 68. Schemat struktury zwiazku 3e wraz z numeracja atoméw wegla.
Czas reakcji: 3 tyg.

Wydajnos$¢: 14%

Postaé: jasnozolty osad

Temp. topnienia: 133,5°C

TH NMR (500 MHz, CDCl3, 298 K): & (ppm): 8,19 (2H, d, “Juens = 2,5 Hz, He), 8,00 (2H,
dd, *Jus o = 8,5 Hz, Hs), 7,60 (1H, d, “Juiams = 2 Hz, His), 7,29 (2H, d, Ho), 7,14 (1H, dd,
3Juien7 = 8,5 Hz, Hie), 6,84 (2H, d, *Juime = 8,5 Hz, H)), 6,78 (2H, uklad spinowy AB, d,
3aioan = 11,5 Hz, Hiy), 6,75 (2H, uktad spinowy AB, d, Hio), 6,65 (1H, d, Hi7), 6,42 (2H, d,
H»), 5,91 (1H, s, CH), 3,93 (6H, s, OCH3).

13C NMR (125 MHz, CDCls, 298 K): & (ppm): 157,5 (C5°), 150,9 (C4), 148,6 (C7), 146,1
(C4%), 140,5 (C12), 137,2 (C9*), 133,6 (C15), 132,9 (C14), 132,2 (C17), 131,2 (C11°), 129,9
(C11), 129,3 (C3), 129,1 (C9), 129,0 (C10), 127,7 (C16), 126,6 (C2), 125,3 (C13), 120,1 (C8),
117,5 (C6), 112,4 (C1), 56,1 (OCHz), 48,8 (CH).

HRMS (ESI): C37H24BrCIN,Os+H, obliczono m/z: 739,04773, znaleziono m/z: 739,04773.
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Zwiazek 3f:

3f

Rysunek 69. Schemat struktury zwiazku 3f wraz z numeracja atoméw wegla.

Czas reakcji: 3 tyg.
Wydajnos$¢: 43%
Postaé: jasnozolty osad
Temp. topnienia: 266°C

"H NMR (500 MHz, CDCls, 298 K): & (ppm): 8,20 (1H, d, *Juens = 2,5 Hz, He), 8,18 (1H, d,
Tmismeo = 2,5 Hz, His), 8,01 (1H, dd, *Jusme = 8,5 Hz, Hs), 7,85 (1H, dd, 3Juom21 = 8,5 Hz,
Hao), 7,33 (d, 1H, Ho), 7,11 (1H, d, Ha1), 7,09 (1H, uktad spinowy AB, d, *Juiomi = 11,5 Hz,
Hii), 6,91 (1H, t, *Juiamss = 8 Hz, His), 6,91 (1H, d, *Juim = 8,5 Hz, Hy), 6,87 (1H, uktad
spinowy AB, d, Hio), 6,82 (1H, dd, “Juizuis = 1 Hz, His), 6,79 (1H, d, H), 6,27 (1H, dd, Hi3),
4,95 (1H, dd, *Jui2.m22 = 10 Hz, 3Jui2.m22: = 4 Hz, Hi2), 3,96 (3H, s, OCH3), 3,95 (3H, s, OCH3),
3,48 (1H, dd, 2Jmo2m22 = 15 Hz, Ha,), 3,41 (1H, dd, Hx>).

13C NMR (125 MHz, CDCl, 298 K): & (ppm): 157,5 (C5°), 157,2 (C17°), 151,5 (C16), 150,6
(C4), 148,5 (C7), 147,2 (C19), 146,1 (C4%), 145,2 (C16), 138,7 (C21°), 137,4 (C9"), 134,9
(C12%), 133,2 (C3), 131,1 (C21), 130,1 (C11), 129,0 (C9), 129,0 (C10), 128,9 (C11°), 125.5
(C2), 125,0 (C14), 121,4 (C13), 120,1 (C8), 119,1 (C20), 117.4 (C6), 117,1 (C18), 112,7 (C1),
110,6 (C15), 56,1 (OCH3), 56,1 (OCH3), 40,8 (C12), 37,2 (C22).

HRMS (ESI): C30H22N20s+H, obliczono m/z: 539,14489, znaleziono m/z: 539,14489.
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5.5.4 Otrzymywanie hybrydowych polaczen metoksylowych pochodnych
3-nitrodibenzo[b,floksepiny z 4,4’-dietoksy-1,1’-bifenylem 2z roéznymi

lacznikami 4a—e, 4f—j
Przyktadowa synteza:

W kolbie okraglodennej o pojemnosci 50 mL umieszczono element mieszajacy oraz 1 mmol
6-metoksy-3-nitrodibenzo[b,fJoksepiny 1a lub 1-metoksy-7-nitrodibenzo[b,f]oksepiny 1d. Do
uktadu dodano nastepnie 0,5 mmol odpowiedniego aldehydu, po czym cato$¢ rozpuszczono w
ok. 5 mL chlorku metylenu. Poczatkowo mieszajacy si¢ roztwor przeptukiwano argonem przez
30 minut. Po tym czasie do uktadu dodano ok. 1 mL BF;-Et;O. Roztwor przyjal barwe
ciemnozielong, ktora powoli ciemniata. Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej oraz
w atmosferze argonu. Przebieg reakcji badano za pomoca analizy polozenia plamek na ptytkach
do chromatografii cienkowarstwowej z uzyciem chlorku metylenu jako eluenta. Po
zakonczeniu reakcji mieszaning poreakcyjng przelano do 20 mL metanolu. Calo$¢ mieszano
przez nastgpne 5 minut, po czym ekstrahowano 2x z 20 mL wody, a nastgpnie 2% z 30 mL
chlorku metylenu. Potaczone warstwy organiczne wysuszono nad bezwodnym MgSOs, po
czym rozpuszczalnik odparowano na wyparce obrotowej. Powstaly osad rozpuszczono w
niewielkiej ilosci chlorku metylenu i oczyszczono dwukrotnie na kolumnie chromatograficznej
z uzyciem uktadu DCM/heksan 1:2, a nastgpnie heksan/octan etylu/DCM 8:2:1 jako eluentow,

otrzymujac osady zwiazkow 4a—e, 4f—j.
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Zwiazek 4a:

N

Rysunek 70. Schemat struktury zwiazku 4a wraz z numeracja atomow wegla.
Czas reakcji: 2,5 h

Wydajnos$é: 60%

Posta¢: zotty osad

Temp. topnienia: rozktad powyzej 115°C

'"H NMR (500 MHz, CDCl3, 298 K):  (ppm): pierscien dibenzo|[b,f]oksepiny: 8,20 (1H, d,
nens = 2,5 Hz, He), 7,99 (1H, dd, *Jusme = 8,5 Hz, Hs), 7,29 (H, d, Ho), 7,15 (1H, uktad
spinowy AB, d, *Juionn = 11,5 Hz, Hi1), 6,97 (1H, d, *Juim = 8,5 Hz, H»), 6,93 (1H, d, H)),
6,81 (1H, wuktad spinowy AB, d, Hi), 3,95 ((BH, s, OCH3); pierscien
4,4’-dietoksy-1,1’-bifenylu: 7,33 (1H, dd, *Jusue = 8,5 Hz, *Juzue = 2,5 Hz, He), 7,25 (2H, d,
Slwmy = 8,5 Hz, Hy), 6,96 (1H, d, Hy), 6,90 (1H, d, Hs), 6,83 (2H, d, Hs), 4,09 (2H, q,
3Jocmz,cuz = 7 Hz, OCHy), 4,01 (2H, q, *Jocnz,cns = 7 Hz, OCH>), 1,43 (3H, t, CHs); 1,41 (3H,
t, CH3); lacznik: 4,01 (2H, s, CH>).

13C NMR (125 MHz, CDCI3, 298 K): 6 (ppm): pierscien dibenzo[b,f]oksepiny: 157,9 (C14),
150,2 (C4), 148,4 (C7), 145,8 (C13), 137,8 (C15), 131,7 (C11), 129,6 (C12), 128,8 (C3), 128,1
(C9), 127,9 (C10), 127,4 (C2), 119,9 (C8), 117,5 (C6), 113,0 (C1), 56,2 (OCH3); pierscien
4,4 -dietoksy-1,1-bifenylu: 157,4 (C4%), 155,5 (C4), 133,3 (C1), 133,1 (C1°), 130,6 (C3),
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127,6 (C2), 1276 (C2°), 127,6 (C6), 125,4 (C6), 114,6 (C3°, C5”), 111,3 (C5) 63,7 (OCH,),
63,5 (OCH>), 15,0 (CHs), 14,8 (CHs); lacznik: 32,6 (CH).

HRMS (ESI): C32H29NOgNa, obliczono m/z: 546,1893; znaleziono m/z: 546,1873.

Zwiazek 4b:

Rysunek 71. Schemat struktury zwigzku 4b wraz z numeracja atomow wegla.
Czas reakcji: 3 dni

Wydajnosé: 15%

Postaé: jasnozotty osad

Temp. topnienia: 160°C

'TH NMR (500 MHz, CDCI3, 298 K):  (ppm): pierscien dibenzo[b,f]oksepiny: 8,20 (1H, d,
*Tnens =2 Hz, He), 7,99 (1H, dd, *Jus o = 8,5 Hz, Hs), 7,28 (1H, d, Ho), 7,00 (1H, uktad spinowy
AB, d, *Juioun = 11,5 Hz, Hi1), 6,87 (1H, d, *Juime = 8,5 Hz, Hi), 6,79 (1H, uktad spinowy
AB, d, Hio), 6,58 (1H, d, H»), 3,95 (3H, s, OCH3); pierscien 4,4’-dietoksy-1,1’-bifenylu: 7,41
(1H, dd, *Jusue = 8,5 Hz, *Jua.ns = 2,5 Hz, He), 7,21 (2H, d, *Juo 3 = 8,5 Hz, Hy?), 6,91 (1H, d,
Hs), 6,85 (1H, d, H»), 6,84 (2H, d, H3"), 4,02 (2H, q, *Jocuz.chs = 7 Hz, OCH>), 3,97-3,89 (2H,
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m, OCHa), 1,41 3H, t, CHa), 1,12 (3H, t, CHs); lacznik: 8,12 (2H, d, *Juzms = 9 Hz, Hs), 7,24
(2H, d, Hy), 6,08 (1H, s, CH).

13C NMR (125 MHz, CDCl3, 298 K): 8 (ppm): 158,1, 157,5, 155,1, 151,0, 150,5, 148,5, 146,6,
146,2, 137,5,133,3,132,9, 132,2, 130,8, 130,7, 130,3, 129,4, 128,9, 128,6, 128,2, 127,6, 126,6,
126,6, 123,5, 120,0, 117,4, 114,7, 112,4, 111,9, 63,9, 63,5, 56,1, 46,5, 14,8, 14,6.

HRMS (ESI): C33H3:N20s, obliczono m/z: 644,21532, znaleziono m/z: 644,21502.

Zwigzek 4c:

Rysunek 72. Schemat struktury zwiazku 4c wraz z numeracja atoméw wegla.
Czas reakcji: 3 dni

Wydajnosé: 20%

Postaé: jasnozotty osad

Temp. topnienia: 94,5°C

'TH NMR (500 MHz, CDCI3, 298 K):  (ppm): pierscien dibenzo[b,f]oksepiny: 8,21 (1H, d,
*Tnens = 2,5 Hz, He), 7,99 (1H, dd, *Jusne = 8,5 Hz, Hs), 7,28 (1H, d, Ho), 6,93 (1H, uktad
spinowy AB, d, *Juionn = 11,5 Hz, Hiy), 6,86 (1H, d, *Juim2 = 8,5 Hz, Hy), 6,80 (1H, uktad
spinowy AB, d, Hi), 6,52 (1H, d, Hz), 3,95 (BH, s, OCH;3); pierscien
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4,4’-dietoksy-1,1’-bifenylu: 7,42 (1H, dd, *Jusus = 8,5 Hz, *Juo.ne = 2,5 Hz, He), 7,14 (2H, d,
i = 8,5 Hz, Hy), 6,89 (1H, d, Hs), 6,81 (2H, d, Hy), 6,76 (1H, d, Ha), 4,01 (2H, q,
3Jocmz,cns = 7 Hz, OCH>), 3,98 (1H, qd, *Jocnz.cns = 7 Hz, 2Jocmz,ociz: = 2 Hz, OCH>), 3,88
(1H, qd, OCHy"), 1,41 (3H, t, CH3), 1,15 (3H, t, CHs); lacznik: 8,76 (1H, d, Ji.ns = 2,5 Hz,
Hs), 8,24 (1H, dd, *Jusme = 8,5 Hz, Hs), 7,31 (1H, d, Hs), 6,62 (1H, s, CH).

13C NMR (125 MHz, CDCl3, 298 K): 8 (ppm): 158,2, 157,5, 154,8, 150,9, 149,4, 148,5, 146,5,
146,4, 145,2,137,3,133,4, 133,1, 132,7, 130,2, 129,9, 129,6, 129,3, 129,1, 129,0, 127,9, 127,6,
127,2,126,2, 125,9, 120,2, 120,1, 117,4, 114,7, 112,3, 111,9, 63,9, 63,5, 56,1, 42,5, 14,8, 14,5.

HRMS (ESI): C33H31N3010, obliczono m/z: 689,20040, znaleziono m/z: 689,20020.

Zwigzek 4d:

Rysunek 73. Schemat struktury zwigzku 4d wraz z numeracja atomow wegla.
Czas reakcji: 4 dni

Wydajnosé: 9%

Postaé: jasnozotty osad

Temp. topnienia: 184°C

'TH NMR (500 MHz, CDCI3, 298 K): & (ppm): pierscien dibenzo[b,f]oksepiny: 8,20 (1H, d,
Tuens = 2,5 Hz, He), 7,99 (1H, dd, *Jusme = 8,5 Hz, Hs), 7,28 (1H, d, Ho), 7,01 (1H, uktad
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spinowy AB, d, *Juionnn = 11,5 Hz, Hyy), 6,88 (1H, d, *Juim2 = 8,5 Hz, Hy), 6,80 (1H, uktad
spinowy AB, d, Hi), 6,60 (1H, d, Hz), 3,95 (BH, s, OCH;3); pierscien
4,4-dietoksy-1,1’-bifenylu: 7,41 (1H, dd, *Jusue = 8,5 Hz, *Juzue6 = 2,5 Hz, He), 7,21 (2H, d,
3w my =9 Hz, Hy'), 6,91 (1H, d, Hs), 6,86 (1H, d, H2), 6,84 (2H, d, H3"), 4,02 (2H, q, *Jocnz.chs
= 7 Hz, OCHy), 3,95-3,91 (2H, m, OCH»), 1,40 (3H, t, CHs), 1,11 (3H, t, CHs); lacznik:
8,10-8,08 (1H, m, Hs), 7,98 (1H, t, “Juonas = 2 Hz, Hz), 7,43 (1H, t, *Jusnse = 8 Hz, Hs),
7,41-7,39 (1H, m, He), 6,09 (1H, s, CH).

13C NMR (125 MHz, CDCl3, 298 K): & (ppm): 158,1, 157,5, 155,1, 150,5, 148,5, 148,4, 146,2,
145,3, 137,5, 135,5, 133,3, 133,0, 132,3, 130,8, 130,8, 129.,4, 129,1, 128,9, 128,6, 128,2, 127,7,
126,6, 126,6, 124,3, 121,6, 120,0, 117,4, 114,7,112,4, 111,9, 63,8, 63,5, 56,1, 46,3, 14,8, 14,6.

HRMS (ESI): C33H3:N20s, obliczono m/z: 644,21532, znaleziono m/z: 644,21572.

Zwiazek 4e:

Rysunek 74. Schemat struktury zwiazku 4e wraz z numeracja atomow wegla.

Czas reakcji: 4 dni
Wydajnos$é: 8%

Postaé: jasnozotty osad
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Temp. topnienia: 72°C

'TH NMR (500 MHz, CDCI3, 298 K): & (ppm): pierscien dibenzo[b,f]oksepiny: 8,19 (1H, d,
4Tuens =2 Hz, He), 7,97 (1H, dd, *Jus.no = 8,5 Hz, Hs), 7,26 (1H, d, Ho), 6,98 (1H, uklad spinowy
AB, d, *Jnionn = 12 Hz, Hiy), 6,85 (1H, d, *Juime = 8,5 Hz, Hy), 6,77 (1H, uktad spinowy AB,
d, Hio), 6,54 (1H, d, H), 3,94 (3H, s, OCH3); pierscien 4,4’-dietoksy-1,1’-bifenylu: 7,39 (1H,
dd, *Jus.me = 8,5 Hz, “Jiame = 2,5 Hz, He), 7,18 (2H, d, *Ju> 3 = 8,5 Hz, Hy'), 6,89 (1H, d, Hs),
6,82 (2H, d, Hs"), 6,76 (1H, d, H»), 4,01 (2H, q, *Jocnz.cns = 7 Hz, OCH»), 3,95 (1H, qd,
3Jocmz,cmz = 7 Hz, 2locm,ocnz: = 2 Hz, OCH>), 3,88 (1H, qd, OCH>’), 1,40 (3H, t, CH3), 1,14
(3H, t, CH3); lacznik: 7,60 (1H, d, *Jusns = 2 Hz, H3), 7,14 (1H, dd, *Jusne = 8,5 Hz, Hs), 6,81
(1H, d, He), 6,22 (1H, s, CH).

13C NMR (125 MHz, CDCl3, 298 K): & (ppm): 158,1, 157,5, 155,3,150,4, 148,4, 146,1, 141,1,
137,6,133,1, 133,0, 132,8, 132,5,131,9, 131,7, 130,9, 130,8, 129,5, 128,9, 128,3, 128,1, 127,6,
127,3, 126,3, 126,2, 125,7, 120,0, 117,4, 114,7, 112,2, 112,0, 64,0, 63,5, 56,0, 46,0, 14,8, 14,7.

HRMS (ESI): C33H31BrCINOs, obliczono m/z: 711,10178, znaleziono m/z: 711,10167.

Zwigzek 4f:

.

4f

Rysunek 75. Schemat struktury zwiazku 4f wraz z numeracja atoméw wegla.
Czas reakeji: 3 h

Wydajnosé: 31%
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Postaé: jasnozotty osad
Temp. topnienia: 158,5°C

TH NMR (500 MHz, CDCl3, 298 K): 6 (ppm): pierscien dibenzo[b,f]oksepiny: 7,89 (1H, dd,
3Jus,no = 8,5 Hz, *Juens = 2 Hz, Hs), 7,71 (1H, d, He), 7,23 (1H, d, Hy), 7,22 (1H, uktad spinowy
AB, d, *Juionn = 11,5 Hz, Hn1), 7,19 (1H, d, *Jus.na = 8,5 Hz, H3), 6,70 (1H, uktad spinowy
AB, d, Hio), 6,64 (1H, d, Ha4), 3,84 (3H, s, OCH3); pierscien 4,4’-dietoksy-1,1’-bifenylu: 7,35
(1H, dd, *Tmam3 = 8,5 Hz, *“Jmome = 2,5 Hz, He), 7,24 (2H, d, 3Ju2 3 = 9 Hz, Hy'), 7,08 (1H, d,
Hs), 6,98 (1H, d, H,), 6,84 (2H, d, Hs"), 4,17 (2H, q, *Jocmz,cns = 7 Hz, OCH>), 4,02 (2H, q,
3Jocm,cnz = 7 Hz, OCH>), 1,45 (3H, t, CHs), 1,40 (3H, t, CHs); lacznik: 4,25 (2H, s, CHy).

13C NMR (125 MHz, CDCl3, 298 K): 8 (ppm): 157.9, 156,9, 156,4, 155,9, 155,7, 148,0, 138,3,
133,5,133,0, 132,6, 129,1, 129,1, 128,9, 128,3, 127,6, 126,9, 125,7, 125,2,119,9, 119,1, 117,6,
114,6,111,7, 107,2, 63,8, 63,4, 55,9, 29,8, 14,9, 14,9.

HRMS (ESI): C32H29NOg, obliczono m/z: 523,19948, znaleziono m/z: 523,19920.

Zwigzek 4g:

Rysunek 76. Schemat struktury zwiazku 4g wraz z numeracja atoméw wegla.

Czas reakcji: 3 dni
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Wydajnosé: 16%
Postaé: jasnozotty osad
Temp. topnienia: 108°C

'H NMR (500 MHz, CDCls, 298 K): & (ppm): pier$cien dibenzo[b,f]oksepiny: 7,85 (1H, dd,
3Jus,no = 8,5 Hz, *Jnens = 2,5 Hz, Hs), 7,37 (1H, d, He), 7,20 (1H, uktad spinowy AB, d, *Juio,ui
= 11,5 Hz, Hn1), 7,19 (1H, d, Ho), 6,81 (1H, d, *Jusms = 8,5 Hz, H3), 6,70 (1H, uktad spinowy
AB, d, Hio), 6,62 (1H, d, Ha4), 3,84 (3H, s, OCH3); pier$cien 4,4’-dietoksy-1,1’-bifenylu: 7,41
(1H, dd, *Jusue = 8.5 Hz, *Jmone = 2 Hz, He), 7,19 (2H, d, 3Ju>m3 = 9 Hz, Hy), 7,02 (1H, d,
Hs), 6,90 (1H, d, Hy), 6,84 (2H, d, H3"), 4,16 (1H, qd, *Jocnz.cns = 7 Hz, 2Jocmz,.ociz: = 2 Hz,
OCH>), 4,01 (1H, qd, OCH>’), 4,01 (2H, q, *Jocuz,cnz = 7 Hz, OCHa), 1,39 (3H, t, CH3), 1,23
(3H, t, CH3); tacznik: 8,16 (2H, d, *Jmons = 9 Hz, H3), 7,34 (2H, d, H,), 6,65 (1H, s, CH).

13C NMR (125 MHz, CDCls, 298 K): & (ppm): pier$cien dibenzo[b,f]oksepiny: 156,6 (C5),
156,4 (C1), 156,0 (C4"), 148,0 (C7), 138,0 (C9*), 131,9 (C3), 129,0 (C9), 1288 (C11), 1273
(C10), 127,0 (C2), 120,0 (C8), 119,3 (C11°), 117,4 (C6), 107,0 (C4), 55,9 (OCH3); pierscien
4,4-dietoksy-1,1°-bifenylu: 158,0 (C4°), 155,3 (C4), 133,2 (C1°), 133,1 (C1), 130,7 (C3),
127,9 (C2), 127,6 (C2°), 126,7 (C6), 114,7 (C3°), 112,2 (C5), 63,9 (OCH2), 63,5 (OCH>), 14,8
(CH3), 14,6 (CH3); acznik: 151,5 (C1), 146,6 (C4), 130,2 (C2), 123,5 (C3), 43,6 (CH).

HRMS (ESI): C3sH3:N2Og+H, obliczono m/z: 645,22314, znaleziono m/z: 645,22302.
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Zwiazek 4h:

4h

Rysunek 77. Schemat struktury zwiazku 4h wraz z numeracjg atomoéw wegla.

Czas reakcji: 3 dni
Wydajnosé: 21%
Postaé: jasnozotty osad
Temp. topnienia: 106°C

TH NMR (500 MHz, CDCl3, 298 K): 6 (ppm): pierscien dibenzo[b,f]oksepiny: 7,84 (1H, dd,
3Tus.no = 8,5 Hz, *Tuens = 2,5 Hz, Hs), 7,35 (1H, d, He), 7,19 (1H, uktad spinowy AB, d, *Juiom11
= 11,5 Hz, Hi1), 7,19 (1H, d, Ho), 6,74 (1H, d, *Jus na = 8,5 Hz, H3), 6,70 (1H, uktad spinowy
AB, d, H), 6,60 (1H, d, Hs), 3,84 (3H, s, OCH3); pierscien 4,4’-dietoksy-1,1’-bifenylu: 7,41
(1H, dd, *Jusue = 8,5 Hz, “Jmone= 2,5 Hz, He), 7,14 (2H, d, *Ju2 m3» = 8,5 Hz, Hy), 7,01 (1H, d,
Hs), 6,85 (1H, d, Hy), 6,83 (2H, d, H3"), 4,16 (1H, qd, *Jocmz,cns = 7 Hz, 2Jocwz.ocn2 = 2,5 Hz,
OCH>), 4,00 (1H, qd, OCH>"), 4,00 (2H, q, *Jocnz.cus = 7 Hz, OCHy), 1,39 (3H, t, CH3), 1,26
(3H, t, CHs); lacznik: 8,78 (1H, d, “Jusus = 2,5 Hz, H3), 8,31 (1H, dd, *Jusne = 8,5 Hz, Hs),
7,42 (1H, d, He), 7,16 (1H, s, CH).
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13C NMR (125 MHz, CDCl3, 298 K): & (ppm): 158,1, 156,8, 156,5, 156,0, 155,1, 149,6, 148,0,
146,4, 145,2, 137,8, 133,3,132,9, 132,9, 130,6, 129,4, 129,0, 128,6, 127,8, 127,7, 127,6, 127,5,
126,2,124,9,120,2, 120,1, 119,8, 117,6, 114,7, 112,2, 106,7, 64,0, 63,5, 55,9, 39,9, 14,8, 14,5.

HRMS (ESI): C33H31N3010, obliczono m/z: 689,20040, znaleziono m/z: 689,19995.

Zwiazek 4i:

4i

Rysunek 78. Schemat struktury zwiazku 4i wraz z numeracja atoméw wegla.

Czas reakcji: 4 dni
Wydajnos$é: 9%
Postaé: jasnozotty osad
Temp. topnienia: 75°C

TH NMR (500 MHz, CDCl3, 298 K): 6 (ppm): pierscien dibenzo[b,f]oksepiny: 7,85 (1H, dd,
3Tus,no = 8,5 Hz, “Inens = 2 Hz, Hs), 7,37 (1H, d, He), 7,20 (1H, uktad spinowy AB, d, *Jnioni
= 11,5 Hz, Hiy), 7,19 (1H, d, Ho), 6,84 (1H, d, *Jus na = 8,5 Hz, H3), 6,70 (1H, uktad spinowy
AB, d, Hio), 6,62 (1H, d, Ha4), 3,84 (3H, s, OCH3); pierscien 4,4’-dietoksy-1,1’-bifenylu: 7,40
(1H, dd, *Jusue = 8,5 Hz, “Juzne = 2,5 Hz, He), 7,20 (2H, d, *Juz 3 = 9 Hz, Ha'), 7,02 (1H, d,
Hs), 6,91 (1H, d, H), 6,84 (2H, d, H3), 4,14 (1H, qd, *Jocnz.cus = 7 Hz, 2Jocm,ocnz: = 2 Hz,
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OCHa), 4,02 (1H, qd, OCHy"), 4,01 (2H, q, *Jocnz.cus = 7 Hz, OCHa), 1,39 (3H, t, CH3), 1,23
(3H, t, CHs); lacznik: 8,11-8,09 (1H, m, Hs), 8,03 (1H, t, “Juan46 = 1,5 Hz, H2), 7,55-7,52 (1H,
m, He), 7,47 (1H, t, *Jus uas = 8 Hz, Hs), 6,66 (1H, s, CH).

13C NMR (125 MHz, CDCl3, 298 K): 8 (ppm): 158,0, 156,6, 156,4, 156,0, 155,2, 148,4, 147,9,
145,8, 138,1, 135,6, 133,3, 133,1, 131,9, 130,8, 129,2, 129,0, 128,9, 127,9, 127,7, 127,3, 127,0,
126,7,124,1, 121,6, 120,0, 119,3, 117,4, 114,7, 112,2, 107,1, 63,9, 63,5, 55,9, 43,3, 14,8, 14,6.

HRMS (ESI): C33H3:N20s, obliczono m/z: 644,21532, znaleziono m/z: 644,21512.

Zwiazek 4j:

4]

Rysunek 79. Schemat struktury zwiazku 4j wraz z numeracja atoméw wegla.

Czas reakcji: 4 dni
Wydajnosé: 9%

Postac: jasnozotty osad
Temp. topnienia: 65,5°C

'TH NMR (500 MHz, CDCl3, 298 K): 6 (ppm): pierscien dibenzo[b,f]oksepiny: 7,86 (1H, dd,
3Jus o = 8,5 Hz, *Jnens = 2,5 Hz, Hg), 7,66 (1H, d, He), 7,19 (1H, uktad spinowy AB, d, *Juio i
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= 11,5 Hz, Hi1), 7,19 (1H, d, Ho), 6,77 (1H, d, *Jus na = 8,5 Hz, H3), 6,68 (1H, uktad spinowy
AB, d, Hio), 6,59 (1H, d, Ha4), 3,83 (3H, s, OCH3); pierscien 4,4’-dietoksy-1,1’-bifenylu: 7,39
(1H, dd, 3Jus.ne = 8,5 Hz, *Jmome = 2,5 Hz, He), 7,21 (2H, d, *Tu2 13 = 8,5 Hz, Hy"), 6,99 (1H, d,
Hs), 6,86 (1H, d, Hy), 6,85 (2H, d, H3), 4,13 (1H, qd, *Jocnz.cns = 7 Hz, 2Jocmz,ochz: = 2 Hz,
OCH>), 4,02 (2H, q, *Jocmz.cuz = 7 Hz, OCHb), 3,98 (1H, qd, OCH>"), 1,40 (3H, t, CH3), 1,27
(3H, t, CH3); lacznik: 7,64 (1H, d, *Jusus = 2 Hz, Hs), 7,17 (1H, dd, *Jusue = 8 Hz, Hs), 6,90
(1H, d, He), 6,78 (1H, s, CH).

13C NMR (125 MHz, CDCl3, 298 K): & (ppm): 157,9, 156,7, 156,3, 156,1, 155,4, 148,0, 1414,
138,1, 133,4,132,9,132,8, 132,7, 131,4, 130,9, 129,8, 128,9, 128,9, 127,9, 127,6, 127,3, 127,2,
126,6, 126,4, 125,8,119,9, 119,3, 117,9, 114,6, 112,2, 106,8, 64,0, 63,5, 55,6, 43,4, 14,8, 14,7.

HRMS (ESI): C33H31BrCINOs, obliczono m/z: 711,10178, znaleziono m/z: 711,10174.

5.5.5 Otrzymywanie metoksylowych pochodnych
10,11-dihydrodibenzo|b,floksepiny-3-aminy Sa—b, 5d

Przyktadowa synteza:

W kolbie okraglodennej o pojemnosci 50 mL umieszczono element mieszajacy oraz 1 mmol
odpowiedniej metoksylowej pochodnej 3-nitrodibenzo[b,f]oksepiny la—b, 1d. Do uktadu
dodano nastepnie 120 mg Pd/C 5% wag., po czym catos$¢ rozpuszczono w 10 mL bezwodnego
etanolu. Mieszaning doprowadzono do wrzenia, po czym dodano kroplami 1,5 mL
monohydratu hydrazyny. Roztwor przyjal barwe czarng. Reakcj¢ prowadzono w temperaturze
wrzenia rozpuszczalnika. Przebieg reakcji badano za pomoca analizy potozenia plamek na
ptytkach do chromatografii cienkowarstwowej z uzyciem chlorku metylenu jako eluenta. Po
zakonczeniu reakcji mieszaning poreakcyjng przefiltrowano z uzyciem celitu. Przesacz
ekstrahowano z chlorkiem metylenu. Polaczone warstwy organiczne wysuszono nad
bezwodnym MgSQOs, po czym rozpuszczalnik odparowano na wyparce obrotowej otrzymujac

osady zwiazkow Sa—b, 5d.
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Zwiazek Sa:

5a

Rysunek 80. Schemat struktury zwiazku 5a wraz z numeracja atomow wegla.

Czas reakcji: 3 h
Wydajnos$é: 76%
Postaé: biaty osad
Temp. topnienia: 137°C

"H NMR (500 MHz, CDCl3, 298 K): & (ppm): 6,97 (1H, t, *Jusuzo = 8,5 Hz, Hs), 6,86 (1H,
d, 3Jmim = 8 Hz, Hy), 6,77 (1H, dd, *Ja7mo = 1,5 Hz, Hy), 6,75 (1H, dd, Ho), 6,65 (1H, d, *Jua.n4
= 2,5 Hz, Hy), 6,37 (1H, dd, *Jui,m = 8 Hz, Hy), 3,88 (3H, s, OCH3), 3,59 (2H, br. s, NH»),
3,13-3,11 (2H, m, Hio), 3,02-2,99 (2H, m, Hy}).

I3C NMR (125 MHz, CDCl3, 298 K): & (ppm): 157,1, 151,4, 146,6, 145,5,135,0, 131,3, 124,0,
121,3, 120,7,111,0, 110,2, 108,1, 56,1, 30,5, 30,4.

HRMS (ESI): Ci5H16NO2, obliczono m/z: 242,11756, znaleziono m/z: 242,11731.
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Zwiazek Sb:

5b

Rysunek 81. Schemat struktury zwiazku Sb wraz z numeracjg atomoéw wegla.

Czas reakeji: 3 h
Wydajnos$é: 69%
Postaé: biaty osad
Temp. topnienia: 136°C

"H NMR (500 MHz, CDCls, 298 K): & (ppm): 7,00 (1H, d, *Jus.no = 8,5 Hz, Ho), 6,89 (1H, d,
3Juime = 8 Hz, Hy), 6,70 (1H, d, *Jue.ns = 2,5 Hz, He), 6,59 (1H, dd, Hs), 6,52 (1H, d, *Juo.na =
2,5 Hz, Ha), 6,38 (1H, dd, Hy), 3,78 (3H, s, OCH3), 3,55 (2H, br. s, NH>), 3,04-3,01 (2H, m,
Hii), 3,00-2,97 (2H, m, Hio).

13C NMR (125 MHz, CDCl3, 298 K): & (ppm): 158,7, 157,4,157,4,145,7,131,0, 130,7, 124,0,
121,7,111,0, 109,9, 107,5, 106,2, 55,4, 30,9, 30,7.

HRMS (ESI): Ci5H16NO2, obliczono m/z: 242,11756, znaleziono m/z: 242,11722.
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Zwiazek 5d:

Rysunek 82. Schemat struktury zwiazku Sd wraz z numeracjg atomoéw wegla.

Czas reakeji: 3 h
Wydajnos$é: 66%
Postaé: biaty osad
Temp. topnienia: 121°C

"H NMR (500 MHz, CDCls, 298 K): 8 (ppm): 7,10 (1H, t, *Ju7nes = 8,5 Hz, Hy), 6,93 (1H,
d, *Juim2 = 8 Hz, Hy), 6,82 (1H, dd, “Juens = 1 Hz, He), 6,62 (1H, dd, Hg), 6,53 (1H, d, *Ju2,n4
= 2,5 Hz, Hs), 6,39 (1H, dd, H>), 3,81 (3H, s, OCH3), 3,58 (2H, br. s, NH>), 3,03 (4H, s, Hio,
Hi).

I3C NMR (125 MHz, CDCl3, 298 K): & (ppm): 158,2, 158,2, 157,7,145,7,130,2, 126,6, 123,2,
120,6, 113,6, 111,2, 107,5, 105,7, 55,7, 29,0, 24,7.

HRMS (ESI): Ci5H16NO2, obliczono m/z: 242,11756, znaleziono m/z: 242,11734.

5.5.6 Otrzymywanie metoksylowych pochodnych dibenzo[b,f]oksepiny-3-aminy
6a-b, 6d

Przykladowa synteza:

W kolbie okragtodennej o pojemnosci 100 mL umieszczono element mieszajacy oraz 0,37
mmol odpowiedniej metoksylowej pochodnej 3-nitrodibenzo[b,floksepiny 1a—b, 1d. Nastgpnie

catos¢ rozpuszczono w ok. 50 mL kwasu octowego. Roztwor przyjat barwe zo6ttg. Do uktadu
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dodano nastgpnie 74 mmol uprzednio zaktywowanego cynku. Roztwor zaczat przyjmowac
barwe jasnozielong. Przebieg reakcji byl badany poprzez analize potozenia plamek
znajdujacych si¢ na ptytkach TLC z wykorzystaniem ukladu heksan:octan etylu 1:1 jako
eluenta. Reakcja prowadzona byta w temperaturze pokojowej. Po zakonczeniu reakcji
mieszaning poreakcyjng przesaczono przez celit, kilkukrotnie przemywajac ja chlorkiem
metylenu. Przesacz zatezono nastgpnie na wyparce obrotowej. Powstaly osad najpierw
zakwaszono przy uzyciu 1 M HCI, a faz¢ wodna nastgpnie zobojetniono przy pomocy NaHCO:s.
Powstaty osad odsaczono pod zmniejszonym cisnieniem. Otrzymano osady zwigzkéw 6a—b,

6d.
Aktywacja cynku:

Uprzednio odwazong ilo$¢ cynku umieszczono we fiolce, po czym wypetniono ja 1 M HCl do
% objetosci. Zatkano korkiem 1 cato$¢ mieszano przez okoto 2 minuty. Nastepnie catosé
przesaczono na lejku Schotta. Pozostaty cynk przemywano nast¢pnie jednokrotnie 1 M HCI,

trzykrotnie woda, dwukrotnie etanolem oraz jednokrotnie eterem dietylowym.

Zwigzek 6a:

6a

Rysunek 83. Schemat struktury zwiazku 6a wraz z numeracja atoméw wegla.

Czas reakcji: 24 h
Wydajnos$é: 85%
Postaé: szary osad

Temp. topnienia: 179°C
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'"H NMR (500 MHz, CDCl3, 298 K): & (ppm): 7,01 (1H, t, *Jusu70 = 8 Hz, Hs), 6,95 (1H, d,
3T = 8 Hz, Hy), 6,87 (1H, dd, *Ju7mo = 1,5 Hz, Ho), 6,73 (1H, dd, Hy), 6,66 (1H, d, *Jno.a =
2 Hz, Ha), 6,64 (1H, uktad spinowy AB, d, *Juiom1 = 11,5 Hz, Hi1), 6,53 (1H, uktad spinowy
AB, d, Hyo), 6,42 (1H, dd, H2), 3,91 (3H, s, OCH3), 3,79 (2H, br. s, NH>).

13C NMR (125 MHz, CDCl, 298 K): & (ppm): 158,6 (C6), 151,9 (C3), 148,8 (C5°), 144,9
(C4%), 132,6 (C9°), 130,5 (C8), 130,2 (C1), 126,7 (C11), 124,8 (C10), 121,6 (C117), 120,7 (C9),
111,9 (C7), 111,6 (C2), 108,5 (C4), 56,3 (OCH3).

HRMS (ESI): Ci5sH14NO2>+H, obliczono m/z: 240,1019, znaleziono m/z: 240,1016.

Zwiazek 6b:

6b

Rysunek 84. Schemat struktury zwigzku 6b wraz z numeracja atomow wegla.

Czas reakcji: 24 h
Wydajnosé: 85%
Posta¢: szary osad
Temp. topnienia: 156°C

"H NMR (400 MHz, CDCls, 298 K): 8 (ppm): 7,02 (1H, d, *Jus,no = 8,4 Hz, Ho), 6,92 (1H, d,
3wz = 8,2 Hz, Hy), 6,69 (1H, d, “Jnens = 2,6 Hz, Hy), 6,65 (1H, dd, Hs), 6,52 (1H, d, *Ju.14
= 2,3 Hz, Hy), 6,48 (1H, uktad spinowy AB, d, *Juioun = 12 Hz, Hi1), 6,45 (1H, dd, H»), 6,44
(1H, uktad spinowy AB, Hio), 3,80 (3H, s, OCH3).
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13C NMR (100 MHz, CDCl3, 298 K): & (ppm): 160,9, 1579, 157,6, 147,8, 130,2, 129,7, 127,8,
126,4,123,7,121,5,111,7, 110,8, 107,9, 106,8, 55,5.

HRMS (ESI): Ci5H14NO2+H, obliczono m/z: 240,1019, znaleziono m/z: 240,1015.

Zwiazek 6d:

Rysunek 85. Schemat struktury zwiazku 6d wraz z numeracjg atomoéw wegla.

Czas reakcji: 24 h
Wydajnosé: 71%
Posta¢: szary osad
Temp. topnienia: 170°C

'H NMR (500 MHz, CDCls, 298 K): & (ppm): 7,19 (1H, t, 3Juzmes = 8,5 Hz, Hy), 6,94 (1H,
d, 3u1m = 8 Hz, H)), 6,84 (1H, uklad spinowy AB, d, 3w = 11,5 Hz, Hi), 6,77 (1H, dd,
Tuens = 0,5 Hz, He), 6,65 (1H, dd, Hs), 6,64 (1H, uklad spinowy AB, d, Hio), 6,49 (1H, d,
Troma = 2,5 Hz, Ha), 6,42 (1H, dd, H), 3,83 (3H, s, OCH:).

13C NMR (125 MHz, CDCl3, 298 K): 6 (ppm): 158,6, 158,5, 157,0, 148,5, 130,1, 129,3, 129,3,
121,6, 121,3,120,2, 113,8, 111,5, 107,6, 106,9, 55,9.

HRMS (ESI): Ci5H13NO>+H, obliczono m/z: 240,1019, znaleziono m/z: 240,1019.
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5.5.7 Otrzymywanie pochodnych 1,3-diamino-4-fenyloetylobenzenu 8a—g
Przyktadowa synteza:

W kolbie okragtodennej o pojemnosci 50 mL umieszczono element mieszajacy oraz 1 mmol
odpowiedniej pochodnej 2,4-dinitrostilbenu 7a—b. Do uktadu dodano nast¢gpnie 120 mg Pd/C
5% wag., po czym cato$§¢ rozpuszczono w 10 mL bezwodnego etanolu. Mieszaning
doprowadzono do wrzenia, po czym dodano kroplami 1,5 mL monohydratu hydrazyny.
Roztwor przyjat barwe czarng. Reakcje prowadzono w temperaturze wrzenia. Przebieg reakcji
badano za pomocg analizy potozenia plamek na ptytkach do chromatografii cienkowarstwowe;j
z uzyciem chlorku metylenu jako eluenta. Po zakonczeniu reakcji mieszaning poreakcyjng
przefiltrowano z uzyciem celitu. Przesacz ekstrahowano z chlorkiem metylenu. Potaczone
warstwy organiczne wysuszono nad bezwodnym MgSOs, po czym rozpuszczalnik odparowano

na wyparce obrotowej otrzymujac osady zwigzkow 8a—g.

Zwigzek 8a:

8a

Rysunek 86. Schemat struktury zwigzku 8a wraz z numeracja atomow wegla.

Czas reakcji: 8 h

Wydajnos$é: 99%
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Posta¢: ciemnobragzowy osad
Temp. topnienia: 135°C

H NMR (600 MHz, CDCL, 298 K): & (ppm): 7,04 (1H, d, 3Jmismas = 8,4 Hz, His), 6,85 (1H,
d, 3Jus.me = 7,8 Hz, He), 6,49 (1H, d, *Jui1ais = 1,8 Hz, Hy), 6,44-6,42 (1H, m, His), 6,11 (1H,
dd, “Tus.ms = 2,4 Hz, Hs), 6,08 (1H, d, Hz), 3,83 (3H, s, OCH:), 3,81 (3H, s, OCHs), 3,64 (4H,
br. s NHy), 2,75-2,73 (2H, m, CHy), 2,61-2,59 (2H, m, CHo).

13C NMR (150 MHz, CDCls, 298 K): 5 (ppm): 159,3, 158,2, 145,3, 130,4, 130,1, 122,9, 117,6,
105,9, 103,9, 102,5, 98,6, 98,6, 55,3, 55,3, 32,0, 30,6.

HRMS (ESI): Ci6H21N202, obliczono m/z: 273,15975, znaleziono m/z: 273,15952.

Zwiazek 8b:

Rysunek 87. Schemat struktury zwiazku 8b wraz z numeracja atomow wegla.

Czas reakcji: 8 h
Wydajnosé: 98%

Postaé: szary osad
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Temp. topnienia: 101°C

'"H NMR (600 MHz, CDCl3, 298 K): & (ppm): 7,10 (2H, d, *Juion11 = 8,4 Hz, Hi), 6,83 (2H,
d, Hi1), 6,81 (1H, d, 3Jus.ue = 7,8 Hz, He), 6,12 (1H, dd, *“Jus.ns = 2.4 Hz, Hs), 6,05 (1H, d, H3),
3,79 (3H, s, OCH3), 3,28 (4H, br. s, NH»), 2,83-2,80 (2H, m, CH>), 2,67-2,65 (2H, m, CH>).

13C NMR (150 MHz, CDCl3, 298 K): & (ppm): 157,8, 145,4, 1449, 134,2,130,3,129,3, 117,0,
113,8, 106,3, 102,6, 55,2, 34,9, 32,9.

HRMS (ESI): Ci5H19N2O, obliczono m/z: 243,14919, znaleziono m/z: 243,14920.

Zwiazek 8c:

8c

Rysunek 88. Schemat struktury zwiazku 8c wraz z numeracja atoméw wegla.

Czas reakcji: 8 h
Wydajnos$é: 100%
Postaé: ciemnoczerwony osad

Temp. topnienia: 97°C
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'H NMR (600 MHz, CDCl3, 298 K): & (ppm): 6,84 (1H, d, *Jus ue = 8,4 Hz, H), 6,37 (2H, d,
o2 = 1,8 Hz, Hio), 6,33 (1H, t, Hi2), 6,15 (1H, dd, *Jusns = 1,2 Hz, Hs), 6,08 (1H, d, H3),
3,77 (3H, s, OCHa), 3,63 (4H, br. s, NH»), 2,83-2,80 (2H, m, CH>»), 2,70-2,67 (2H, m, CH>).

13C NMR (150 MHz, CDCl3, 298 K): & (ppm): 160,7, 145,0, 144,9, 144,5,130,2, 117,1, 106,5,
106,4, 102,9, 97,9, 55,2, 36,0, 32.,4.

HRMS (ESI): Ci6H21N202, obliczono m/z: 273,15975, znaleziono m/z: 273,15958.

Zwiazek 8d:

8d

Rysunek 89. Schemat struktury zwiazku 8d wraz z numeracjg atomoéw wegla.

Czas reakcji: 8 h
Wydajnosé: 97%
Postaé: ciemnoszary osad
Temp. topnienia: 86°C

"H NMR (600 MHz, CDCl3, 298 K): 8 (ppm): 6,87 (1H, d, *Jusue = 7,8 Hz, He), 6,82 (1H, d,
3Tz = 9 Hz, Hiy), 6,77 (1H, d, *Jaiznia = 3,6 Hz, His), 6,74 (1H, dd, Hi2), 6,11 (1H, dd,
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“Tuans = 2,4 Hz, Hs), 6,08 (1H, d, Ha), 3,83 (3H, s, OCHs), 3,77 (3H, s, OCHs), 3,63 (4H, br. s,
NH,), 2,80-2,78 (2H, m, CHa), 2,66-2,63 (2H, m, CH>).

13C NMR (150 MHz, CDCls, 298 K): 5 (ppm): 153,5, 151,6, 145,4, 145,3,131,7, 130,4, 117,3,
116,3, 111,2, 111,2, 105,9, 102.5, 55,8, 55,6, 31,9, 31,5.

HRMS (ESI): Ci6H21N202, obliczono m/z: 273,15975, znaleziono m/z: 273,15948.

Zwigzek 8e:

8e

Rysunek 90. Schemat struktury zwiazku 8e wraz z numeracja atoméw wegla.

Czas reakcji: 8 h
Wydajnosé: 100%
Posta¢: brazowy osad
Temp. topnienia: 125,5°C

'H NMR (600 MHz, CDCls, 298 K): 8 (ppm): 6,81 (1H, d, 3Jus.n6 = 7,8 Hz, He), 6,37 (2H, s,
Hio), 6,15 (1H, dd, “Jus.us = 2,4 Hz, Hs), 6,10 (1H, d, Hs), 3,82 (3H, s, OCH3-12), 3,81 (6H, s,
OCHs-11), 3,69 (4H, br. s, NH,), 2,81-2,79 (2H, m, CHa), 2,69-2,67 (2H, m, CHa).
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13C NMR (150 MHz, CDCl3, 298 K): & (ppm): 153,0, 144,9, 144,6,137,7,136,2,130,4, 117 4,
106,9, 105,4, 103,2, 77,0, 60,8, 56,0, 36,1, 32,6.

HRMS (ESI): Ci7H23N203, obliczono m/z: 303,17032, znaleziono m/z: 303,17020.

Zwiazek 8f:

Rysunek 91. Schemat struktury zwiagzku 8f wraz z numeracjg atoméw wegla.
Czas reakcji: 8 h

Wydajnosé: 78%

Posta¢: czarny osad

Temp. topnienia: 99°C

'H NMR (600 MHz, CDCl, 298 K): & (ppm): 7,01 (1H, d, *Jii3.14 = 7,8 Hz, His), 6,81 (1H,
3Jusue = 7,8 Hz, He), 6,52 (1H, d, *Jui1.m13 = 2,4 Hz, Hi1), 6,42 (1H, dd, Hi3), 6,14 (1H, dd,
Tisns = 2,4 Hz, Hs), 6,11 (1H, d, Hs), 3,85 (3H, s, OCH3), 3,76 (3H, s, OCHs), 2,78-2,75 (2H,
m, CHz), 2,67-2,65 (2H, m, CHa).

13C NMR (150 MHz, CDCls, 298 K): & (ppm): 163,8, 162,8, 161,7, 133,5, 131,1, 111,1, 111,1,
107,5, 105,9, 105,9, 101,4, 101,2, 55,5, 55,3, 14.,8.
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HRMS (ESI): Ci5H19N202, obliczono m/z: 259,14410, znaleziono m/z: 259,14403.

Zwiazek 8g:

Rysunek 92. Schemat struktury zwiazku 8g wraz z numeracja atomow wegla.

Czas reakeji: 8 h
Wydajnosé: 89%

Postaé: ciemnoczerwony osad
Temp. topnienia: 103°C

'H NMR (600 MHz, CDCl, 298 K): & (ppm): 6,84 (1H, d, *Jii3.1m4 = 7,8 Hz, Hi3), 6,81 (1H,
d, *Jusue = 7,8 Hz, He), 6,68 (1H, dd, *Juioms = 1,8 Hz, His), 6,63 (1H, d, Hio), 6,12 (1H, dd,
Tusms = 2,4 Hz, Hs), 6,04 (1H, d, H3), 4,05 (2H, q, *Jcwa,cns = 7,2 Hz, CHa), 3,37 (4H, br. s,
NH>»), 2,80-2,78 (2H, m, CH»), 2,67-2,65 (2H, m, CH»), 1,42 (3H, t, CH3).

13C NMR (150 MHz, CDCl3, 298 K): & (ppm): 145,6, 145,5, 145.0, 143,9, 133,9, 130,4, 1208,
116,9, 114,2, 112,1, 106,3, 102,7, 64,4, 35,5, 32,9, 14.,9.

HRMS (ESI): Ci6H21N202, obliczono m/z: 273,15975, znaleziono m/z: 273,15933.
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5.5.8 Otrzymywanie azowych pochodnych dibenzo|b,f]oksepiny 9a—h
Przyktadowa synteza:

W kolbie okraglodennej o pojemnosci 25 mL umieszczono element mieszajacy oraz 0,21 mmol
odpowiedniej pochodnej dibenzo[b,floksepino-3-aminy 6a—h 1 0,42 mmol NBS. Nastepnie
calo$¢ rozpuszczono w ok. 3 mL chlorku metylenu. Mieszajacy si¢ roztwor przeplukiwano
argonem przez 5 minut. Nastepnie cato$¢ ochtodzono do temperatury —78°C poprzez
zanurzenie w lazni zawierajgcej aceton i suchy lod. Po ochtodzeniu do tej temperatury do
uktadu dodano 0,42 mmol DBU. Roztwor przyjal czerwong barwe. Po zakonczeniu reakcji
kolbg ogrzano do temperatury pokojowej, po czym do mieszaniny poreakcyjnej dolano ok. 10
mL wodnego roztworu wodoroweglanu sodu. Cato§¢ mieszano przez nastepne 5 minut, po
czym ekstrahowano z 10 mL 1 M kwasu solnego, a nastepnie 2% z 20 mL chlorku metylenu.
Potaczone warstwy organiczne wysuszono nad bezwodnym MgSO4 1 zat¢zono na wyparce
obrotowej. Powstaty osad rozpuszczono w chlorku metylenu, po czym oczyszczono go na
kolumnie chromatograficznej. Stosowanym eluentem byt chlorek metylenu. Otrzymano osady

zwiazkow 9a—h.

Zwiazek 9a:

(o)

9a

Rysunek 93. Schemat struktury zwiazku 9a wraz z numeracja atoméw wegla.

Czas reakcji: 15 min.
Wydajnosé: 45%

Posta¢: pomaranczowoczerwony osad
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Temp. topnienia: 193°C

TH NMR (500 MHz, CDCl3, 298 K): & (ppm): 7,88 (2H, d, *Ji2n4 = 2 Hz, Hyg), 7,71 (2H, dd,
3Juim = 8,5 Hz, Ha), 7,30 (2H, d, Hy), 7,07 (2H, t, *Jusn7o = 8,5 Hz, Hs), 6,96 (2H, dd, “Ju7.mo
= 1,5 Hz, Hy), 6,82 (2H, ukfad spinowy AB, d, *Juiomu11 = 11,5 Hz, Hio), 6,79 (2H, dd, Hy), 6,79
(2H, uktad spinowy AB, d, Hi1), 3,98 (6H, s, OCH3).

13C NMR (125 MHz, CDCl3, 298 K): 8 (ppm): 157,7, 153,8, 151,9, 145,1, 133,6, 131,6, 1314,
129.,6, 129,3, 125,0, 120,8, 119,9, 116,2, 112,9, 56,3.

HRMS (ESI): C30H23N204+H, obliczono m/z: 475,16523, znaleziono m/z: 475,16524.

Zwiazek 9b:

(o)

9b

Rysunek 94. Schemat struktury zwiazku 9b wraz z numeracjg atomow wegla.
Czas reakcji: 15 min.

Wydajnosé: 27%

Posta¢é: pomaranczowy osad

Temp. topnienia: 250°C

'"H NMR (500 MHz, CDCl3, 298 K): & (ppm): 7,72 (2H, dd, *Ju1m2 = 8 Hz, *Juo,ma = 2 Hz,
H>), 7,71 (2H, d, Hs), 7,27 (2H, d, Hi), 7,08 (2H, d, *Jusno = 8,5 Hz, Ho), 6,80 (2H, d, *Juens =
2,5 Hz, He), 6,71 (2H, uktad spinowy AB, d, *Juiom11 = 11,5 Hz, Hyo), 6,70 (2H, dd, Hs), 6,61
(2H, uktad spinowy AB, d, Hi1), 3,84 (6H, s, OCH3).
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13C NMR (125 MHz, CDCl3, 298 K): & (ppm): 161,9, 158,0, 157,3, 153,6, 133,8, 131,3, 130,2,
129,6, 127,0, 123,1, 121,2, 114,6, 111,3, 107,0, 55,6.

HRMS (ESI): C30H23N2041+H, obliczono m/z: 475,16523, znaleziono m/z: 475,16498.

Zwiazek 9c:

9c

Rysunek 95. Schemat struktury zwiazku 9¢ wraz z numeracja atoméw wegla.

Czas reakcji: 15 min.
Wydajnosé: 35%

Posta¢é: pomaranczowy osad
Temp. topnienia: 251,5°C

'"H NMR (500 MHz, CDCl3, 298 K): 8 (ppm): 7,72 (2H, dd, *Jui1m = 8,5 Hz, *Jnoma = 2 Hz,
H,), 7,72 (2H, d, Hs), 7,30 (2H, d, Hy), 7,17 (2H, d, *Juen7 = 9 Hz, He), 6,85 (2H, dd, *Ju7mo =
3 Hz, Hy), 6,77 (2H, uktad spinowy AB, d, *Juionn = 11,5 Hz, Hyo), 6,74 (2H, uklad spinowy
AB, d, Hi1), 6,70 (2H, d, Hy), 3,78 (6H, s, OCH3).

13C NMR (125 MHz, CDCl3, 298 K): & (ppm): 158,2, 156,7, 153,8, 147,1, 133,3, 131,4, 130,9,
129,8, 129,8, 124,0, 120,9, 119,1, 115,4, 114,1, 55,7.

HRMS (ESI): C30H23N204+H, obliczono m/z: 475,16523, znaleziono m/z: 475,16523.
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Zwiazek 9d:

Rysunek 96. Schemat struktury zwiazku 9d wraz z numeracjg atomoéw wegla.

Czas reakcji: 15 min.

Wydajnos$é: 37%

Postaé: pomaranczowy osad

Temp. topnienia: rozktad powyzej 258°C

TH NMR (500 MHz, CDCl3, 298 K): & (ppm): 7,97 (2H, d, *Jimona = 2 Hz, H4), 7,73 (2H, dd,
STmimz = 8,5 Hz, H), 7,50 (2H, d, Hy), 6,64 (2H, t, *Ju7nes = 8,5 Hz, H7), 6,21 (2H, uklad
spinowy AB, d, 3Juioni1 = 11,5 Hz, Hi), 6,17 (2H, uktad spinowy AB, d, Hi1), 5,76 (2H, d,
Hs), 5,65 (2H, d, Hs), 3,93 (6H, s, OCH3).

I3C NMR (125 MHz, CDCl3, 298 K): & (ppm): 157,4,157,1, 154,3,153,7, 134,2, 134,0, 129,7,
129,5,127,5, 118,6, 118,5, 117,4, 107,7, 107,1, 56,6.

HRMS (ESI): C30H23N204+H, obliczono m/z: 475,16523, znaleziono m/z: 475,16523.
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Zwiazek 9e:

(o)

9e

Rysunek 97. Schemat struktury zwiazku 9e¢ wraz z numeracja atoméw wegla.

Czas reakcji: 15 min.

Wydajnosé: 15%

Postaé: ciemnopomaranczowy/czerwony osad
Temp. topnienia: 254°C

'"H NMR (500 MHz, CDCl3, 298 K): & (ppm): 7,73 (2H, d, “Jmo,m4 = 2 Hz, Ha4), 7,71 (2H, dd,
3Juim2 = 8 Hz, Ha), 7,28 (2H, d, H1), 6,81 (2H, s, He), 6,70 (2H, uktad spinowy AB, d, 3TH10H11
= 11,5 Hz, Hio), 6,67 (2H, uklad spinowy AB, d, Hi1), 6,64 (2H, s, Ho), 3,92 (6H, s, OCH3),
3,86 (6H, s, OCH3).

I3C NMR (125 MHz, CDCl3, 298 K): & (ppm): 157,6, 153,7, 150,8, 150,6, 146,2, 133,7, 131,3,
129,6, 127,8, 122,0, 121,2, 114,3, 111,3, 105,4, 56,3, 56,1.

HRMS (ESI): C3:H27N2O6+H, obliczono m/z: 535,18636, znaleziono m/z: 535,18601.
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Zwiazek 9f:

(o)

of

Rysunek 98. Schemat struktury zwiazku 9f wraz z numeracja atoméw wegla.
Czas reakcji: 15 min.

Wydajnos¢é: 10%

Posta¢: pomaranczowy osad

Temp. topnienia: rozktad powyzej 255°C

'"H NMR (500 MHz, CDCl3, 298 K): & (ppm): 7,74-7,73 (2H, m, Hs), 7,71 (2H, dd, *Jn1 2 =
8,5 Hz, “Jrons = 2,5 Hz, Hz), 7,32 (2H, ddd, *Jue 7 = 8 Hz, *Ju7,us = 7,5 Hz, “Juzno = 2 Hz, Hy),
7,30 (2H, d, Hy), 7,24 (2H, dd, *Jue.ns = 1,5 Hz, He), 7,19 (2H, dd, *Jus.ne = 7,5 Hz, Ho), 7,14
(2H, ddd, Hs), 6,79 (2H, uktad spinowy AB, d, *Juiom1 = 11,5 Hz, Hio), 6,74 (2H, uktad
spinowy AB, d, Hi1).

13C NMR (125 MHz, CDCls, 298 K): 5 (ppm): 158.1 (C4%), 157.2 (C5”), 154.0 (C3), 133.7
(C11°), 131.8 (C10), 130.6 (C9*), 130.5 (C7), 129.9 (C1), 129.7 (C9), 129.6 (C11), 125.4 (C8),
121.8 (C6), 121.3 (C2), 114.9 (C4).

HRMS (ESI): C23H19N20>+H, obliczono m/z: 415,14410, znaleziono m/z: 415,04201.
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Zwiazek 9g:

Rysunek 99. Schemat struktury zwiazku 9g wraz z numeracja atomow wegla.
Czas reakcji: 15 min.

Wydajnos$é: 25%

Posta¢: zotty osad

Temp. topnienia: 251,5°C

'"H NMR (500 MHz, CDCl;3, 298 K): § (ppm): 7,73 (2H, dd, *Juim2 = 8 Hz, *Juona = 2 Hz,
H>), 7,69 (2H, d, Hs), 7,29 (2H, d, H1), 7,17 (2H, d, *Jus no = 8,5 Hz, Ho), 7,03 (2H, d, *Jueus =
2 Hz, He), 6,91 (2H, dd, Hs), 6,75 (2H, uklad spinowy AB, d, 3Juiou11 = 11,5 Hz, Hio), 6,72
(2H, uktad spinowy AB, d, Hi1), 2,30 (6H, s, CH3).

13C NMR (125 MHz, CDCls, 298 K): & (ppm): 169,0 (Ciarp.), 157.4 (C7), 157,3 (C4°), 153,8
(C5%), 152,2 (C3), 133,3 (C9*), 130,7 (C10), 129,8 (C9), 129,7 (C1), 129,2 (C11), 128,2 (C11*),
121,5 (C2), 118,4 (C4), 115,2 (C8), 114,5 (C6), 21,1 (CH3).

HRMS (ESI): C32H23N206+H, obliczono m/z: 531,15506, znaleziono m/z: 531,15505.
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Zwiazek 9h:

NO

9h

Rysunek 100. Schemat struktury zwiazku 9h wraz z numeracja atoméw wegla.
Czas reakcji: 15 min.

Wydajnosé: 23%

Postaé: pomaranczowy osad

Temp. topnienia: 248°C

'"H NMR (500 MHz, CDCl3, 298 K): 6 (ppm): 8,32 (2H, d, “Ju7,no = 3 Hz, Ho), 8,28 (2H, dd,
3Juen7 = 9 Hz, Hy), 8,23 (2H, d, *Juama = 2,5 Hz, Ha), 8,09 (2H, dd, 3Juime = 8,5 Hz, Ha), 7,67
(2H, d, He), 7,62 (2H, d, Hy1), 7,16 (2H, uktad spinowy AB, d, 3Jatoman = 11,5 Hz, Hio), 7,08
(2H, uktad spinowy AB, d, Hi1).

13C NMR (125 MHz, CDCls, 298 K): 5 (ppm): 160,4, 155,2, 148,6, 145,1, 136,4, 131,7, 130,7,
130,6, 130,2, 126,2, 125,3, 123,0, 121,1, 117,0.

HRMS (ESI): C2sH16N4Og+H, obliczono m/z: 505,11426, znaleziono m/z: 505,11426.

5.5.9 Otrzymywanie symetrycznych pochodnych dibenzo[b,f]oksepiny

zawierajacych wiecej niz jedno ugrupowanie azowe 10a—b, 11, 12
Przykladowa synteza:

W kolbie okragtodennej o pojemnosci 50 mL umieszczono element mieszajacy oraz 1 mmol
(E)-bis(6-metoksydibenzol[b,f]oksepin-3-yl)diazenu 9a. Calo$¢ rozpuszczono w chlorku
metylenu w celu otrzymania roztworu o stezeniu 5 mM. Poczatkowo mieszajacy si¢ roztwor
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przeplukiwano argonem przez 30 minut. Po tym czasie do uktadu dodano ok. 1 mL BF3-Et;O.
Nastepnie przez 2 h do uktadu dodawano kroplami 2 mmol odpowiedniego aldehydu. Roztwor
przyjal barwe ciemnoniebiesky. Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej oraz w
atmosferze argonu. Przebieg reakcji badano za pomocg analizy potozenia plamek na ptytkach
do chromatografii cienkowarstwowej z uzyciem chlorku metylenu jako eluenta. Po
zakonczeniu reakcji mieszaning poreakcyjng przelano do 20 mL metanolu. Cato$¢ mieszano
przez nastgpne 5 minut, po czym ekstrahowano 2% z 20 mL wody, a nastepnie 2% z 30 mL
chlorku metylenu. Potgczone warstwy organiczne wysuszono nad bezwodnym MgSOs4, po
czym rozpuszczalnik odparowano na wyparce obrotowej. Powstaly osad rozpuszczono w
niewielkiej ilosci chlorku metylenu i oczyszczono na kolumnie chromatograficznej z uzyciem

chlorku metylenu jako eluenta, otrzymujac osady zwigzkow 10a—b, 11, 12.

Zwiazek 10a:

10a

Rysunek 101. Schemat struktury zwigzku 10a wraz z numeracja atoméw wegla.
Czas reakcji: 24 h

Wydajnosé: 49%

Posta¢: pomaranczowy osad

Temp. topnienia: 240°C

TH NMR (500 MHz, CDCl3, 298 K): 6 (ppm): 7,92 (2H, d, *Juo' na = 2 Hz, Ha), 7,88 (2H,
d, “Tnoma = 2 Hz, Ha), 7,73 (2H, dd, *Jui- 2 = 8 Hz, Ha), 7,72 (2H, dd, *Ju1m2 = 8 Hz, Hy), 7,32
(2H, d, Hy), 7,31 (2H, d, Hy), 7,08 (2H, t, *Jusuz0 = 8 Hz, Hs), 6,97 (2H, dd, *Ju7ne = 1,5 Hz,
Ho), 6,92 (2H, uktad spinowy AB, d, *Juio.u11~ = 11,5 Hz, Hie), 6,87 (2H, uktad spinowy AB,
d, Hii), 6,87 (2H, d, 3Jus o~ = 8,5 Hz, Hys'), 6,82 (2H, uktad spinowy AB, d, *Juiom = 11,5
Hz, Hyo), 6,80 (2H, dd, H7), 6,79 (2H, uktad spinowy AB, d, H11), 6,67 (2H, d, Ho+), 3,98 (6H,
s, OCH3), 3,97 (2H, s, CH>), 3,96 (6H, s, OCH3).
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13C NMR (125 MHz, CDCl3, 298 K): & (ppm): 158,3, 157,8,153,9, 153,8, 151,9, 150,5, 146,1,
145,1, 133,7,133,7,131,6, 131,4, 129,9, 129,9, 129,6, 129,5, 129,4, 129,1, 128,5, 126,1, 125,0,
120,8, 120,0, 119,9, 116,2, 116,2, 112,9, 112,5, 56,3, 56,3, 35,5.

HRMS (ESI): Cs1H44N4Og+H, obliczono m/z: 961,32319, znaleziono m/z: 961,32319.

Zwiazek 10b:

10b

Rysunek 102. Schemat struktury zwigzku 10b wraz z numeracja atoméw wegla.

Czas reakcji: 3 tyg.

Wydajnos$é: 7%

Posta¢: czerwony osad

Temp. topnienia: rozktad powyzej 251°C

"H NMR (500 MHz, CDCl3, 298 K): & (ppm): 8,78 (1H, d, *Juiamis = 2,5 Hz, Hi4), 8,24 (1H,
dd, *Juien7 = 8,5 Hz, Hie), 7,89 (2H, d, “Juz pa> = 2 Hz, Hs), 7,88 (2H, d, “Jrons = 2 Hz, Ha),
7,73 (2H, dd, *Jur- w2 = 8 Hz, Hy), 7,71 (2H, d, *Jui w2 = 8 Hz, H»), 7,31 (2H, d, Hr'), 7,29 (2H,
d, Hi), 7,14 (1H, d, Hi7), 7,08 (2H, t, *Jus 79 = 8 Hz, Hs), 6,97 (2H, dd, “Ju7.me = 1,5 Hz, Ho),
6,82 (2H, uktad spinowy AB, d, *Juio i1~ = 11,5 Hz, Hio'), 6,82 (2H, uktad spinowy AB, d,
3Jmionn = 11,5 Hz, Hio), 6,79 (2H, dd, H7), 6,79 (2H, uktad spinowy AB, d, Hi1+), 6,75 (1H, s,
CH), 6,73 (2H, d, *Jus no~ = 8,5 Hz, Hy'), 6,72 (2H, uktad spinowy AB, Hi1), 6,33 (2H, d, Ho"),
3,98 (6H, s, OCH3), 3,95 (6H, s, OCH3).

13C NMR (125 MHz, CDCl3, 298 K): & (ppm): 158,3, 157,7, 1541, 153,8, 151,9, 151,5, 146,7,
146,7, 145,0, 144,7, 1442, 135.,8, 133.8, 133,4, 131,6, 131,5, 131,1, 130,6, 130,1, 129,6, 129,5,
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129,4, 1294, 127,1, 126,6, 126,0, 125,0, 120,8, 120,2, 120,0, 116,2, 115,9, 112,9, 112,0, 56,3,
56,2, 44,6.

HRMS (ESI): C¢7H4sNsO12+H, obliczono m/z: 1127,32464, znaleziono m/z: 1127,32465.

Zwiazek 11:

1"

Rysunek 103. Schemat struktury zwigzku 11 wraz z numeracja atoméw wegla.

Czas reakcji: 24 h

Wydajnos$é: 5%

Postaé: czerwony osad

Temp. topnienia: rozktad powyzej 255°C

"H NMR (500 MHz, CDCl3, 298 K): & (ppm): 7,92 (4H, d, *Ju2 s> = 2 Hz, Hs), 7,88 (2H,
d, *Juoms = 2 Hz, Ha), 7,73 (4H, dd, *Ju1-m = 7,5 Hz, Ha'), 7,72 (2H, dd, *Juim2 = 8 Hz, Hy),
7,32 (4H, d, Hy»), 7,31 (2H, d, Hy), 7,08 (2H, t, *Jus u70 = 8 Hz, Hs), 6,97 (2H, dd, *Ju7me = 1,5
Hz, Ho), 6,92 (4H, uktad spinowy AB, d, *Juio 11~ = 11,5 Hz, Hio"), 6,87 (4H, uktad spinowy
AB, d, Hi1), 6,87 (4H, d, *Jus no~ = 8,5 Hz, Hy'), 6,82 (2H, uktad spinowy AB, d, *Juionin =
11,5 Hz, Ho), 6,80 (2H, dd, H7), 6,79 (2H, uktad spinowy AB, d, H11), 6,67 (4H, d, Ho), 3,98
(12H, s, OCH3), 3,97 (4H, s, CH>), 3,96 (6H, s, OCH3).

HRMS (ESI): CoxHs7N6sO12tH, obliczono m/z: 1447,48114, znaleziono m/z: 1447,48115.

Zwiazek 12:

Rysunek 104. Schemat struktury zwiazku 12 wraz z numeracja atoméw wegla.

228



Czas reakcji: 36 h

Wydajnos$é: 40%

Postaé: czerwony osad

Temp. topnienia: rozktad powyzej 245°C

'"H NMR (500 MHz, CDCl3, 298 K): & (ppm): 7,92 (8H, d, *Juz s> = 2 Hz, Hs), 7,88 (2H,
d, *Tmona = 2 Hz, Ha), 7,74 (8H, dd, *Jur m> = 8 Hz, Ha'), 7,72 (2H, dd, *Tu1 2 = 8 Hz, H), 7,33
(8H, d, H), 7,32 (2H, d, Hy), 7,07 (2H, t, *Jus 70 = 8 Hz, Hs), 6,96 (2H, dd, “Ju7,m = 1,5 Hz,
Ho), 6,92 (8H, uktad spinowy AB, d, *Juio-mi1~ = 11,5 Hz, Hio'), 6,91 (8H, uktad spinowy AB,
d, Hii), 6,87 (8H, d, *Jus o~ = 8,5 Hz, Hs'), 6,82 (2H, uklad spinowy AB, d, *Juionn = 11,5
Hz, Hio), 6,79 (2H, dd, H7), 6,79 (2H, uktad spinowy AB, d, H11), 6,67 (8H, d, Ho+), 3,98 (6H,
s, OCH3), 3,98 (8H, s, CH>), 3,96 (24H, s, OCH3).

13C NMR (125 MHz, CDCl3, 298 K): & (ppm): 158,3, 157,8, 153,9, 153,9, 152,0, 150,5, 146,2,
145,2, 133,8, 133,7,131,7, 131,4, 129,9, 129,9, 129,6, 129,6, 129,4, 129,1, 128,5, 126,1, 125,0,
120,8, 120,0, 119,9, 116,3, 116,2, 112,0, 112,6, 56,3, 56,3, 35,5.

HRMS (ESI): Ci54H110N10020tH, obliczono m/z: 2419,79706, znaleziono m/z: 2419,79708.

5.5.10 Otrzymywanie polaczenia (E)-bis(6-metoksydibenzo[b,f]loksepin-
3-yl)diazenu z 4,4’-dietoksy-1,1’-bifenylem i lacznikiem metylenowym 13

Przyktadowa synteza:

W kolbie okragtodennej o pojemnosci 50 mL umieszczono element mieszajacy, 1 mmol
(E)-bis(6-metoksydibenzo[b,floksepin-3-yl)diazenu 9a oraz 2 mmole
4,4’-dietoksy-1,1’-bifenylu. Cato$¢ rozpuszczono w chlorku metylenu w celu otrzymania
roztworu o stgzeniu 5 mM. Poczatkowo mieszajacy si¢ roztwor przeptukiwano argonem przez
30 minut. Po tym czasie do uktadu dodano ok. 0,5 mL BF3-Et;0. Nastepnie przez 2 h do uktadu
dodawano kroplami 2 mmol paraformaldehydu. Roztwor przyjat barwe ciemnoniebieska.
Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej oraz w atmosferze argonu. Przebieg reakc;i
badano za pomocg analizy polozenia plamek na ptytkach do chromatografii cienkowarstwowe;j
z uzyciem chlorku metylenu jako eluenta. Po zakonczeniu reakcji mieszaning poreakcyjng

przelano do 20 mL metanolu. Cato$¢ mieszano przez nastgpne 5 minut, po czym ekstrahowano
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2x z 20 mL wody, a nastepnie 2x z 30 mL chlorku metylenu. Potaczone warstwy organiczne
wysuszono nad bezwodnym MgSO4, po czym rozpuszczalnik odparowano na wyparce
obrotowej. Powstaty osad rozpuszczono w niewielkiej ilosci chlorku metylenu i oczyszczono
na kolumnie chromatograficznej z uzyciem chlorku metylenu jako eluenta. Otrzymano

zanieczyszczony osad zwigzku 13.

Zwiazek 13:

v - LD
SR ool
C

(o)

W 13

Rysunek 105. Schemat struktury zwigzku 13.

Czas reakcji: 24 h
Wydajnos¢: 49% (crude)
Postaé: czerwony osad

5.5.11 Otrzymywanie niesymetrycznych azo-pochodnych dibenzo[b,floksepiny po

reakcji z 4-fluoroaniling 14a—b, 14e-g
Przykladowa synteza:

W kolbie stozkowej o pojemnosci 100 mL umieszczono element mieszajacy oraz 5 mmol
p-fluoroaniliny. Calo$¢ rozpuszczono w 25 mL chlorku metylenu. Nastgpnie do uktadu dodano
10 mmol roztwér oksonu w 25 mL wody. Roztwor przybral barwe jasnozielong lub
pomaranczow3, ktory ciemnial z czasem. Reakcj¢ prowadzono w temperaturze pokojowej oraz
w atmosferze argonu. Przebieg reakcji badano za pomocg analizy potozenia plamek na ptytkach

do chromatografii cienkowarstwowej z uzyciem chlorku metylenu jako eluenta. Po 3 godzinach
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oddzielono warstwe organiczng, a warstwe wodng ekstrahowano dwukrotnie DCM. Potaczone
warstwy organiczne wysuszono nad bezwodnym MgSQOs, po czym rozpuszczalnik odparowano
na wyparce obrotowej a powstaty osad uzyto bez dalszego oczyszczania do kolejnej reakceji, w
ktorej do kolby dodano 2,5 mmol odpowiedniej pochodnej dibenzol[b,f]loksepiny 6a—b, 6e—g.
Calos$¢ rozpuszczono w 25 mL kwasu octowego. Reakcje prowadzono w temperaturze
pokojowej oraz w atmosferze argonu. Po zakonczeniu reakcji mieszaning poreakcyjng
odparowano na wyparce obrotowej. Powstaly osad rozpuszczono w niewielkiej ilo$ci chlorku
metylenu 1 oczyszczono na kolumnie chromatograficznej z uzyciem chlorku metylenu jako

eluenta. Otrzymano osady zwigzkow 14a—b, 14e-g.

Zwiazek 14a:

14a

Rysunek 106. Schemat struktury zwigzku 14a wraz z numeracja atoméw wegla.

Czas reakcji: 16 h
Wydajnos$é: 68%
Posta¢: pomaranczowy osad

"H NMR (500 MHz, CDCls, 298 K): 8 (ppm): 7,95 (2H, dd, *Jui3 14 = 9 Hz, *Juizr = 5,5 Hz,
His), 7,86 (1H, d, *Tuo.na = 2 Hz, Ha), 7,69 (1H, dd, 3Ju1.m2 = 8,5 Hz, H), 7,30 (1H, d, H1), 7,20
(2H, dd, *Juiar = 9 Hz, His), 7,07 (1H, t, *Jus 79 = 8 Hz, Hg), 6,96 (1H, dd, *Ju7mo = 1,5 Hz,
Ho), 6,82 (1H, uklad spinowy AB, d, *Juioui1 = 11,5 Hz, Hio), 6,79 (1H, dd, Hy), 6,79 (1H,
uktad spinowy AB, d, Hi1), 3,96 (3H, s, OCH3).

13C NMR (125 MHz, CDCls, 298 K): & (ppm): 164.4 (d, 'Jcisr = 251,25 Hz, C15), 157.8
(C4%), 153,6 (C3), 151,9 (C6), 149,2 (d, *Jcior = 2,5 Hz, C12), 145,1 (C5°), 133,5 (C11°), 131,6
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(C9%), 131,3 (C10), 129,5 (C1), 129,4 (C11), 125,0 (C9), 125,0 (d, Jciz¢ = 8,75 Hz, C13),
120,8 (C2), 119,8 (C8), 116,0 (d, 2Jciar = 22,5 Hz, C14), 116,0 (C4), 112,8 (C7), 56,3 (OCHs).

HRMS (ESI): C21H15sFN2O2+H, obliczono m/z: 347,11903, znaleziono m/z: 347,11867.

Zwiazek 14b:

14b

Rysunek 107. Schemat struktury zwigzku 14b wraz z numeracja atoméw wegla.

Czas reakcji: 16 h
Wydajnos$é: 56%
Posta¢é: pomaranczowy osad

'"H NMR (500 MHz, DMSO-ds, 298 K): 6 (ppm): 7,97 (2H, dd, *Jui3n14 = 9 Hz, *Juisp = 5,5
Hz, Hi3), 7,73 (1H, dd, *Juime = 8 Hz, T = 2 Hz, H»), 7,71 (1H, d, Hs), 7,47 (1H, d, H)),
7,44 (2H, t, *Juiar = 9 Hz, Hi4), 7,23 (1H, d, *Jusno = 8,5 Hz, Ho), 6,97 (1H, d, *Jnens = 2,5 Hz,
He), 6,83 (1H, uktad spinowy AB, d, *Juiom1 = 11,5 Hz, Hio), 6,79 (1H, dd, Hs), 6,72 (1H,
uktad spinowy AB, d, Hi1), 3,79 (3H, s, OCH3).

13C NMR (125 MHz, CDCls, 298 K): & (ppm): 164,6 (d, Jcise = 251 Hz, C15), 162,1 (C7),
158,2 (C5°), 157,5 (C4’), 153,7 (C3), 149.4 (d, *Jc1or = 2,875 Hz, C12), 133,7 (C11°), 1313
(C10), 130,3 (C9), 129,6 (C1), 127,1 (C11), 125,0 (d, 3Jcisr = 8,75 Hz, C13), 123,3 (C9"),
120,8 (C2), 116,1 (d, Jciar = 22,875 Hz, C14), 114,7 (C4), 111,3 (C8), 107,2 (C6), 55,6
(OCHa).

HRMS (ESI): C21H15sFN20>+H, obliczono m/z: 347,11903, znaleziono m/z: 347,11871.
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Zwiazek 14e:

14e

Rysunek 108. Schemat struktury zwiazku 14e wraz z numeracja atoméw wegla.

Czas reakcji: 16 h
Wydajnos$é: 50%
Postaé: pomaranczowy osad

"H NMR (500 MHz, DMSO-ds, 298 K): 8 (ppm): 7,97 (2H, dd, *Jui3m4 = 9 Hz, *Juizr = 5,5
Hz, Hi3), 7,73 (1H, dd, *Juime = 8 Hz, T = 2 Hz, H»), 7,70 (1H, d, Hs), 7,47 (1H, d, H)),
7,44 (2H, t, *Jniar = 9 Hz, Hi4), 7,03 (1H, s, He), 6,89 (1H, s, Ho), 6,82 (1H, uktad spinowy AB,
d, *Juion = 11,5 Hz, Hyp), 6,76 (1H, uktad spinowy AB, d, Hi1), 3,80 (3H, s, OCH3), 3,73 (3H,
s, OCH3).

13C NMR (125 MHz, CDCls, 298 K): & (ppm): 164,5 (d, 'Jeisr = 251,125 Hz, C15), 157,6
(C4%), 153,5 (C3), 150,7 (C7), 150,7 (C5°), 149,1 (d, “Jcior = 3 Hz, C12), 146,2 (C8), 133,6
(C11°), 131,2 (C10), 129,6 (C1), 127,8 (C11), 124,9 (d, *Jci3¢ = 8,875 Hz, C13), 122,0 (C9"),
121,0 (C2), 116,1 (d, ciar = 22,75 Hz, C14), 114,2 (C4), 111,3 (C9), 105,4 (C6), 56,3 (OCH3),
56,1 (OCHs).

HRMS (ESI): C22H17FN2O3+H, obliczono m/z: 377,12960, znaleziono m/z: 377,12948.
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Zwiazek 14f:

14f

Rysunek 109. Schemat struktury zwiazku 14f wraz z numeracja atoméw wegla.

Czas reakcji: 16 h
Wydajnos$¢: 49%
Postaé: pomaranczowy osad

"H NMR (500 MHz, DMSO-ds, 298 K): 8 (ppm): 7,98 (2H, dd, *Jui3m4 = 9 Hz, *Juizr = 5,5
Hz, Hi3), 7,75 (1H, dd, *Juim2 = 8,5 Hz, Jmns = 2 Hz, H2), 7,71 (1H, d, Ha), 7,52 (1H, d, Hy),
7,45 (2H, t, 3Jmiar = 9 Hz, Hi4), 7,39 (1H, dd, *Jue 7 = 7 Hz, *Juens = 1,5 Hz, He), 7,35-7,33
(2H, m, H7, Hs), 7,22 (1H, dd, *Jusne = 7 Hz, *Ju7,n0 = 1 Hz, Ho), 6,92 (1H, uklad spinowy AB,
d, *Juiom1 = 11,5 Hz, Hio), 6,89 (1H, uktad spinowy AB, d, Hi1).

13C NMR (125 MHz, CDCls, 298 K): & (ppm): 164,4 (d, 'Jcisr = 251,25 Hz, C15), 157,9
(C4%), 157,0 (C5°), 153,7 (C3), 149,1 (d, “Jeiar = 3 Hz, C12), 133,3 (C117), 131,5 (C10), 130,4
(C9%), 130,3 (C7), 129,7 (C1), 129,5 (C9), 129,3 (C11), 125,1 (C8), 125,0 (d, Jcizr = 8,875
Hz, C13), 121,5 (C6), 120,9 (C2), 116,1 (d, Fciar = 22,75 Hz, C14), 114,56 (C4).

HRMS (ESI): C20H13FN20O+H, obliczono m/z: 317,10847, znaleziono m/z: 317,10829.
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Zwiazek 14g:

149

Rysunek 110. Schemat struktury zwiazku 14g wraz z numeracjg atomow wegla.

Czas reakcji: 16 h
Wydajnos$é: 61%
Postaé: pomaranczowy osad

'"H NMR (500 MHz, CDCls, 298 K): & (ppm): 7,95 (2H, dd, 3Jui3m14 = 9 Hz, *Tuizr = 5 Hz,
Hi3), 7,71 (1H, dd, *Juim = 8,5 Hz, “Tmane = 2 Hz, H»), 7,68 (1H, d, Hs), 7,28 (1H, d, Hy), 7,20
(2H, dd, *Juiar = 9 Hz, His), 7,17 (1H, d, *Jusne = 8,5 Hz, Ho), 7,03 (1H, d, *Juenus = 2,5 Hz,
He), 6,91 (1H, dd, Hs), 6,74 (1H, uktad spinowy AB, d, *Juionn = 11,5 Hz, Hio), 6,71 (1H,
uktad spinowy AB, d, Hi1), 2,30 (3H, s, OCH3).

13C NMR (125 MHz, CDCls, 298 K): 8 (ppm): 169,0 (Ca.), 164,5 (d, Jcisr = 251,13 Hz,
C15), 157,4 (C5°), 157,3 (C4°), 153,7 (C3), 152,2 (C7), 149,1 (d, *Jc1or = 3 Hz, C12), 133,1
(C11°), 130,6 (C10), 129,8 (C9), 129,7 (C1), 129,1 (C11), 128,2 (C9°), 125,0 (d, *Jc135 = 8,75
Hz, C13), 121,3 (C2), 118,4 (C8), 116,1 (d, 2ciar = 22,75 Hz, C14), 115,2 (C6), 114,38 (C4),
21,09 (CHa).

HRMS (ESI): C22H15sFN2Os+H, obliczono m/z: 375,11395, znaleziono m/z: 375,11403.
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5.5.12 Otrzymywanie oligomerycznych polaczen metoksylowych pochodnych

dibenzo|b,f]oksepiny-3-aminy z r6znymi lacznikami 15a-b
Przyktadowa synteza:

W kolbie okragtodennej o pojemnosci 100 mL umieszczono element mieszajacy oraz 0,15
mmol zwigzku 3a lub 3e¢. Nastepnie catos¢ rozpuszczono w ok. 50 mL kwasu octowego.
Roztwor przyjat barwe z6tta. Do uktadu dodano nastgpnie 30 mmol uprzednio zaktywowanego
cynku. Roztwor zaczat przyjmowacé barwe jasnozielong. Przebieg reakcji byt badany poprzez
analiz¢ potozenia plamek znajdujacych si¢ na ptytkach TLC z wykorzystaniem uktadu
heksan:octan etylu 1:1 jako eluenta. Reakcja prowadzona byta w temperaturze pokojowej. Po
zakonczeniu reakcji mieszaning poreakcyjng przesaczono przez celit, kilkukrotnie
przemywajac ja chlorkiem metylenu. Przesacz zat¢zono nastgpnie na wyparce obrotowe;.
Powstaly osad najpierw zakwaszono przy uzyciu 1 M HCIl, a faze wodng nastgpnie
zobojetniono przy pomocy NaHCOs3. Powstaty osad odsaczono pod zmniejszonym ci$nieniem.

Otrzymano osady zwigzkéw 15a—b.
Aktywacja cynku:

Uprzednio odwazong ilo$¢ cynku umieszczono we fiolce, po czym wypehiono ja 1 M HCl do
% objetosci. Zatkano korkiem 1 cato$¢ mieszano przez okoto 2 minuty. Nastepnie catosé
przesaczono na lejku Schotta. Pozostaty cynk przemywano nastepnie jednokrotnie 1 M HCI,

trzykrotnie woda, dwukrotnie etanolem oraz jednokrotnie eterem dietylowym.

Zwiazek 15a:

15a

Rysunek 111. Schemat struktury zwigzku 15a wraz z numeracja atoméw wegla.
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Czas reakcji: 48 h

Wydajnosé: 71%

Postaé: szary osad

Temp. topnienia: rozktad powyzej 255°C

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds, 298 K): & (ppm): 6,88 (2H, d, *Jus o = 9 Hz, Ho), 6,88 (2H,
d, *Juiams = 8 Hz, His), 6,59 (2H, d, *Juime = 8 Hz, Hy), 6,54 (2H, uktad spinowy AB, d,
3monn = 11,5 Hz, Ho), 6,45 (2H, d, H), 6,43 (2H, d, *Jusns = 2,5 Hz, He), 6,36 (2H, d, His),
6,33 (2H, uktad spinowy AB, d, Hi1), 6,32 (2H, dd, Hs), 5,46 (1H, s, CH), 3,78 (6H, s, OCH3).

13C NMR (125 MHz, DMSO-ds, 298 K): & (ppm): 158,5, 151,4, 149,9, 146,9, 144,9, 133,5,
130,9, 130,0, 129,8, 129,7, 129,6, 125,4, 121,7, 118,4, 114,0, 111,0, 110.,4, 106,1, 55,8, 47,8.

HRMS (ESI): C37H31N304+H, obliczono m/z: 582,23873, znaleziono m/z: 582,23869.

Zwiazek 15b:

15b

Rysunek 112. Schemat struktury zwigzku 15b wraz z numeracja atomow wegla.

Czas reakcji: 48 h
Wydajnosé: 63%
Postaé: szary osad

Temp. topnienia: rozktad powyzej 255°C
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'H NMR (500 MHz, DMSO-ds, 298 K): 8 (ppm): 6,87 (2H, d, *Jus uo = 8,5 Hz, Ho), 6,87 (1H,
d, 3Jmi7ms = 9 Hz, His), 6,53 (2H, uktad spinowy AB, d, *Juiom1 = 11,5 Hz, Hio), 6,43 (2H, d,
Tneus = 2,5 Hz, He), 6,38 (2H, d, 3Ju1m2 = 8,5 Hz, Hy), 6,32 (2H, dd, *Juens = 2,5 Hz, Hs), 6,27
(2H, ukfad spinowy AB, d, Hi1), 5,99 (2H, d, H2), 5,90 (1H, d, *Juis.m7 = 2,5 Hz, His), 5,75
(1H, dd, H17), 5,49 (1H, s, CH), 3,77 (3H, s, OCH3).

13C NMR (125 MHz, DMSO-ds, 298 K): & (ppm): 159,8, 158,6, 151,4, 150,5, 150,1, 144.9,
132,5,131,0,130,4,129,9, 125,2, 121,8, 118,5, 111,2, 110,5, 106,2, 105,7, 105,3, 104,2, 101,6,
55,9, 47,7.

HRMS (ESI): C37H3:N4O04+H, obliczono m/z: 597,24963, znaleziono m/z: 597,24930.

5.5.13 Otrzymywanie niesymetrycznych azo-pochodnych dibenzo[b,f]oksepiny

zawierajacych wigcej niz jedno ugrupowanie azowe 16a—b
Przyktadowa synteza:

W kolbie okragtodennej o pojemnosci 50 mL umieszczono element mieszajacy oraz 34,4 mmol
odpowiedniej fluoroaniliny. Cato$¢ rozpuszczono w 172 mL chlorku metylenu. Nastepnie do
uktadu dodano 68,8 mmol roztwér oksonu w 172 mL wody. Roztwdr przybrat barwe
jasnozielong lub pomaranczowa, ktory ciemniat z czasem. Reakcj¢ prowadzono w temperaturze
pokojowej oraz w atmosferze argonu. Przebieg reakcji badano za pomocg analizy polozenia
plamek na ptytkach do chromatografii cienkowarstwowej z uzyciem chlorku metylenu jako
eluenta. Po 3 godzinach oddzielono warstwe organiczng, a warstwe wodnag ekstrahowano
dwukrotnie DCM. Potaczone warstwy organiczne wysuszono nad bezwodnym MgSO4, po
czym rozpuszczalnik odparowano na wyparce obrotowej, a powstaty osad uzyto bez dalszego
oczyszczania do kolejnej reakcji, w ktorej] w kolbie okraglodennej umieszczono 172 pmol
zwigzku 15a. Calo$¢ rozpuszczono w 250 mL kwasu octowego. Reakcje prowadzono w
temperaturze pokojowej oraz w atmosferze argonu. Po zakonczeniu reakcji mieszaning
poreakcyjng odparowano na wyparce obrotowej. Powstaty osad rozpuszczono w niewielkiej
ilosci chlorku metylenu 1 oczyszczono na kolumnie chromatograficznej z uzyciem uktadu

heksan/octan etylu 3:1 jako eluenta. Otrzymano osady zwigzkow 16a—b.
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Zwiazek 16a:

16a

Rysunek 113. Schemat struktury zwigzku 16a wraz z numeracja atomoéw wegla.

Czas reakcji: 6 dni

Wydajnos$é: 2%

Posta¢: czerwony osad

Temp. topnienia: rozktad powyzej 260°C

"H NMR (500 MHz, CDCl3, 298 K): & (ppm): 7,95 (4H, dd, *Tu2.nos = 9 Hz, *Juxnr = 5,5 Hz,
H2), 7,92 (2H, dd, *Juismie = 9 Hz, “Juisr = 5,5 Hz, Hig), 7,89 (2H, d, *Juens = 2 Hz, He), 7,80
(2H, d, *Juianis = 8,5 Hz, His), 7,71 (2H, dd, *Jusne = 8,5 Hz, Hs), 7,30 (2H, d, Ho), 7,20 (4H,
dd, *Ju2sr = 9 Hz, H23), 7,19 (2H, dd, *Juior = 9 Hz, Hi9), 7,15 (2H, d, Hi4), 6,84 (2H, d, *Ju1 2
= 8,5 Hz, Hy), 6,79 (2H, uktad spinowy AB, d, *Juio.n11 = 12 Hz, Hio), 6,77 (2H, uklad spinowy
AB, d, Hi1), 6,52 (2H, d, H»), 5,81 (1H, s, CH), 3,95 (6H, s, OCH3).

13C NMR (125 MHz, CDCls, 298 K): & (ppm): 164,4 (d, Jcaar = 250 Hz, C24), 164.4 (d,
Heaor = 250,75 Hz, C20), 158,4, 153,7, 151,2, 150,7, 149,2 (d, “Jea1r = 2,625 Hz, C21), 1492
(d,“Te17r=2,625Hz, C17), 146,4, 146,1, 133,5, 132,5, 130,5, 130,2, 129,8, 129,2, 128,3, 126,7,
125,0 (d, *Jcaor = 8,875 Hz, C22), 124,8 (d, *Jcisr = 8,625 Hz, C18), 122,9, 119,9, 116,1 (d,
2Jeas = 22,75 Hz, C23), 116,0 (d, Jcior = 22,75 Hz, C19), 115,8, 111,9, 56,1, 49,5.

HRMS (ESI): CssH33F3N6O4, obliczono m/z: 903,29011, znaleziono m/z: 903,29020.
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Zwiazek 16b:

24

16b

Rysunek 114. Schemat struktury zwigzku 16b wraz z numeracja atomow wegla.
Czas reakcji: 4 dni

Wydajnos$é: 5%

Postaé: czerwony osad

Temp. topnienia: rozktad powyzej 250°C

'"H NMR (500 MHz, DMSO-ds, 298 K): 8 (ppm): 7,80 (2H, d, *Jui4ms = 8,5 Hz, Hs), 7,73
(2H, dd, *Jusno = 8 Hz, “Juens = 2 Hz, Hs), 7,64 (2H, d, He), 7,58 (2H, tt, *Juos.m4 = 8,5 Hz,
roar = 6,5 Hz, Has), 7,58 (1H, tt, 3Juiomo = 8,5 Hz, *Jmor = 6,5 Hz, Hao), 7,53 (2H, d, Ho),
7,34 (4H, t, *Juos r = 8,5 Hz, H23), 7,32 (2H, t, *Juior = 8,5 Hz, Hi9), 7,24 (2H, d, Hi4), 7,08 (2H,
d, *Juim = 8,5 Hz, Hy), 7,06 (2H, uktad spinowy AB, d, *Juioni1 = 11,5 Hz, Hi1), 6,94 (2H,
uktad spinowy AB, d, Hio), 6,45 (2H, d, H»), 6,15 (1H, s, CH), 3,86 (6H, s, OCH3).

HRMS (ESI): CssH34FsNsO4+H, obliczono m/z: 957,26185, znaleziono m/z: 957,26190.
5.6 Otrzymywanie azowych pochodnych chalkonu 21a-1

Przykladowa synteza:

W kolbie stozkowej o pojemnosci 500 mL umieszczono element mieszajacy oraz 9 mmol

odpowiedniej fluoroaniliny 17a—c. Cato$¢ rozpuszczono w 180 mL chlorku metylenu.
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Nastepnie do uktadu dodano 31,5 mmol roztwor oksonu w 180 mL wody. Roztwér przybrat
barwe jasnozielong lub pomaranczowa, ktéry ciemniat z czasem. Reakcje prowadzono w
temperaturze pokojowej oraz w atmosferze argonu. Przebieg reakcji badano za pomocg analizy
potozenia plamek na ptytkach do chromatografii cienkowarstwowej z uzyciem chlorku
metylenu jako eluenta. Po 4 godzinach oddzielono warstwe organiczng, a warstw¢ wodng
ekstrahowano dwukrotnie DCM. Polaczone warstwy organiczne wysuszono nad bezwodnym
MgSOs, po czym rozpuszczalnik odparowano na wyparce obrotowej, a nastepnie surowe
fluoronitrozoareny 18a—c uzyto bez dalszego oczyszczania do kolejnej reakcji, w ktorej do
kolby dodano 9 mmol 3-aminoacetofenonu. Cato$¢ rozpuszczono w 400 mL kwasu octowego.
Reakcj¢ prowadzono w temperaturze pokojowej oraz w atmosferze argonu. Po 24 h mieszaning
poreakcyjng odparowano na wyparce obrotowej. Powstaty osad rozpuszczono w niewielkiej
ilosci chlorku metylenu 1 oczyszczono na kolumnie chromatograficznej z uzyciem chlorku
metylenu jako eluenta. Otrzymano osady zwiazkéw 19a—c. Nastgpnie w kolbie okraglodennej
o pojemnosci 5 mL umieszczono odpowiednia pochodng benzaldehydu 20a—d oraz element
mieszajacy. Catos¢ rozpuszczono w 0,826 mL MeOH. Powstaly roztwor mieszano przez 15
minut, po czym dodano otrzymane wczes$niej osady zwigzkow 19a—c. Powstaly roztwor
mieszano przez kolejne 5 minut, po czym dodano 0,413 mL 6 M NaOH. Roztwor mieszano
przez kolejne 2 godziny, po czym umieszczono go w zamrazalniku. Po zakonczeniu reakcji
powstaly osad przesaczono pod zmniejszonym cisnieniem, a przesacz krystalizowano z

metanolu otrzymujac osady zwigzkow 21a-1.
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Zwiazek 21a:

7'
8I
gl
10’
F

21a

Rysunek 115. Schemat struktury zwigzku 21a wraz z numeracja atomoéw wegla.

Czas reakcji: 18 h (ostatni etap)
Wydajnosé: 30%
Postaé: zotty osad

"H NMR (600 MHz, DMSO-ds, 298 K): & (ppm): 8,55 (1H, t, *Jimo' na' ¢ = 1,8 Hz, Hy), 8,35
(1H, dt, 3Jus'ne = 7,8 Hz, *Jua e = 1,8 Hz, He'), 8,12 (1H, ddd, 3Jusa ns' = 8,4 Hz, He'), 8,03
(2H, dd, *Jus o' = 9 Hz, “Jus r = 5,4 Hz, Hy'), 7,95 (1H, uktad spinowy AB, d, *Ju7.ns = 15,6
Hz, Hy), 7,79 (1H, t, Hs*), 7,78 (1H, uktad spinowy AB, d, Hs), 7,58 (1H, d, *Juone = 1,8 Hz,
Hy), 7,47 (2H, t, 3Juo'r = 9 Hz, Ho'), 7,44 (1H, dd, *Jusne = 8,4 Hz, He), 7,04 (1H, d, Hs), 3,87
(3H, s, OCH3), 3,83 (3H, s, OCH3).

13C NMR (150 MHz, DMSO-ds, 298 K): & (ppm): 1894, 165,0 (d, 'Jcio-r = 249 Hz, C10),
154,6, 152,9, 152.4, 1499, 1495 (d, “Jc7r = 3 Hz, C7’), 146,2, 140,0, 130,9, 128,3, 126,7,
126,1 (d, *Jcgr = 12 Hz, C8’), 125,1, 120,3, 117.4 (d, 2Jcor = 22,5 Hz, C9°), 112,5, 112,4,
111,8, 56,7, 56,5.

HRMS (ESI): C23H19FN2Os+H, obliczono m/z: 391,14525, znaleziono m/z: 391,14518.
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Zwiazek 21b:
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21b

Rysunek 116. Schemat struktury zwigzku 21b wraz z numeracja atomow wegla.

Czas reakcji: 18 h (ostatni etap)
Wydajnosé: 33%
Postaé: zotty osad

"H NMR (600 MHz, DMSO-ds, 298 K): & (ppm): 8,56 (1H, t, *Jimo' na' ¢ = 1,8 Hz, Hy), 8,36
(1H, dt, 3Jus'ne = 7,8 Hz, *Jusne = 1,8 Hz, He'), 8,14 (1H, ddd, 3Jusa ns' = 7,8 Hz, He), 8,04
(2H, dd, *Jus o' = 9 Hz, “Jus r = 4,8 Hz, Hy'), 8,02 (1H, uktad spinowy AB, d, *Jusue = 15,6
Hz, Hs), 7,80 (1H, t, Hs"), 7,74 (1H, uktad spinowy AB, d, He), 7,47 (1H, t, *Juo'r = 9 Hz, Hy'),
7,12 (2H, d, “Tuoms = 2,4 Hz, Hy), 6,61 (1H, t, Hs), 3,82 (6H, s, OCH3).

13C NMR (150 MHz, DMSO-ds, 298 K): & (ppm): 189,6, 165,0 (d, Jcio-r = 250,5 Hz, C10),
161,6, 152,9, 149,5 (d, *Jerr = 3 Hz, C7), 145,8, 139,6, 137,4, 132,2, 131,00, 126,9, 126,1 (d,
3Jewr = 9 Hz, C8), 123,7,123,3, 117,4 (d, o s = 22,5 Hz, C9), 107.8, 103.9, 56,4.

HRMS (ESI): C23H19FN203+H, obliczono m/z: 391,14525, znaleziono m/z: 391,14505.
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Zwiazek 21e¢:
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8'
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F

21c

Rysunek 117. Schemat struktury zwigzku 21¢ wraz z numeracjg atomow wegla.

Czas reakcji: 18 h (ostatni etap)
Wydajnosé: 25%
Postaé: zotty osad

"H NMR (600 MHz, DMSO-ds, 298 K): & (ppm): 8,55 (1H, t, “Jimo' na' ¢ = 1,8 Hz, Hy), 8,36
(1H, dt, *Jus me = 7,8 Hz, *Jua me = 1,8 Hz, He), 8,13 (1H, ddd, 3Jua ns: = 9 Hz, Ha'), 8,03 (2H,
dd, 3Jus mo' = 9 Hz, *Jus'r = 5,4 Hz, Hy'), 7,97 (1H, uktad spinowy AB, d, *Jusne = 15,6 Hz,
Hs), 7,81 (1H, t, Hs"), 7,77 (1H, uktad spinowy AB, d, He), 7,47 (2H, t, *Jue'r = 9 Hz, Ho"), 7,27
(2H, s, Hy), 3,87 (6H, s, OCH3-3), 3,73 (3H, s, OCH;-4).

13C NMR (150 MHz, DMSO-ds, 298 K): & (ppm): 189,5, 165,0 (d, Jcio-r = 250,5 Hz, C10°),
154,0, 152,9, 149,5 (d, “Jerr = 1,5 Hz, C7°), 146,2, 140,9, 139,8, 132,2, 131,0, 130,9, 1268,
126,1 (d, 3Jegr = 9 Hz, C8°), 123,7, 122,0, 117,5 (d, 2Jco s = 22,5 Hz, C9°), 107,7, 61,0, 57,1.

HRMS (ESI): C24H>1FN2O4+H, obliczono m/z: 421,15581, znaleziono m/z: 421,15559.
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Zwiazek 21d:
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Rysunek 118. Schemat struktury zwigzku 21d wraz z numeracja atomow wegla.

Czas reakcji: 18 h (ostatni etap)
Wydajnosé: 29%
Postaé: zotty osad

"H NMR (600 MHz, DMSO-ds, 298 K): & (ppm): 8,59 (1H, t, *Jimo' na' ¢ = 1,8 Hz, Hy), 8,37
(1H, dt, 3Jus'ne = 7,8 Hz, *Jus e = 1,8 Hz, He'), 8,17 (1H, ddd, 3Jusa ns' = 7,8 Hz, Hye), 8,07
(2H, dd, *Jus' no: = 9,0 Hz, *Jus ¢ = 5,4 Hz, Hg'), 8,06 (1H, uktad spinowy AB, d, *Jusne = 15,6
Hz, Hs), 7,92 (2H, d, *Juons = 8,4 Hz, H3), 7,83 (1H, t, Hs), 7,81 (1H, uktad spinowy AB, d,
He), 7,71 (2H, d, Ho), 7,49 (2H, t, *Jno r = 9 Hz, Ho).

13C NMR (150 MHz, DMSO-ds, 298 K): & (ppm): 189,4, 1648 (d, 'Jcio-r = 249 Hz, C10°),
152,9, 149,5 (d, Je7r = 1,5 Hz, C7°), 144,0, 139,5, 134,6, 132,6, 131,6, 130,78, 126,8, 125,9
(d, 3Jegr = 10,5 Hz, C8°), 124,8, 123,6, 123,4, 123,3, 117,3 (d, o = 22,5 Hz, C9").

HRMS (ESI): C21H14BrFN>O+H, obliczono m/z: 409,03463, znaleziono m/z: 409,03459.
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Zwiazek 21e:

21e

Rysunek 119. Schemat struktury zwigzku 21e wraz z numeracjg atomow wegla.

Czas reakcji: 18 h (ostatni etap)
Wydajnosé: 43%
Postaé: zotty osad

'"H NMR (600 MHz, DMSO-ds, 298 K): & (ppm): 8,58 (1H, t, *Jimo' na ¢ = 1,8 Hz, Hy), 8,41
(1H, dt, 3Jus'ne = 7,8 Hz, *Jua e = 1,8 Hz, He'), 8,16 (1H, ddd, 3Jusa ns' = 7,8 Hz, He'), 7,93
(1H, uktad spinowy AB, d, *Ju7us = 15,6 Hz, H7), 7,90 (1H, dt, *Jui1ni2: = 9 Hz, T2 r = 6,6
Hz, Hi»), 7,84 (1H, t, Hs"), 7,82 (1H, uktad spinowy AB, d, Hs), 7,64 (1H, ddd, *Ju11-r = 9 Hz,
Tnom- = 2,6 Hz, Hir), 7,61 (1H, d, *Juone = 1,8 Hz, Ha), 7,47 (1H, dd, *Jus ne = 7,8 Hz, He),
7,32 (1H, td, *Jno r = 8,4 Hz, Ho"), 7,08 (1H, d, Hs), 3,91 (3H, s, OCH3), 3,87 (3H, s, OCH3).

13C NMR (150 MHz, DMSO-ds, 298 K): & (ppm): 189.3, 165,3 (dd, J = 252 Hz, J = 12 Hz),
160,8 (dd, ] = 256,5 Hz, J = 12 Hz), 152,9, 152,4, 149,96, 146,2, 140,0, 1389, 137.8 (dd, J =
15 Hz, 1 =7,5 Hz), 132,2, 131,0, 128,3, 126,5, 125,1, 124,0, 120,2 (d, J = 13,5 Hz), 113,5 (dd,
J=27Hz, J=3Hz), 111,9, 106,6 (dd, J = 27 Hz, ] = 24 Hz), 56,7, 56.5.

HRMS (ESI): C23Hi1sFaN2O3+H, obliczono m/z: 409,13583, znaleziono m/z: 409,13569.
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Zwiazek 21f:

21f

Rysunek 120. Schemat struktury zwigzku 21f wraz z numeracja atoméw wegla.

Czas reakcji: 18 h (ostatni etap)
Wydajnosé: 31%
Posta¢é: pomaranczowy osad

TH NMR (600 MHz, DMSO-ds, 298 K): & (ppm): 8,60 (1H, t, “Jimo a6 = 1,8 Hz, Hy'), 8,43
(1H, dt, *Jus'ne = 7,2 Hz, *Tuane = 1,8 Hz, He'), 8,16 (1H, ddd, *Jua s = 7,8 Hz, Hs'), 8,05
(1H, uktad spinowy AB, d, *Jusue = 15,6 Hz, Hs), 7,92 (1H, dt, *Jui1ni2: = 9 Hz, T2 r = 6,6
Hz, Hi»), 7,85 (1H, t, Hs*), 7,78 (1H, uktad spinowy AB, d, He), 7,64 (1H, ddd, *Ju11-r = 9 Hz,
Tuormirr = 2,6 Hz, Hirv), 7,32 (1H, td, *Juer = 8,4 Hz, Hy"), 7,15 (2H, d, *Jnz.ns = 2,4 Hz, H),
6,64 (1H, t, Hs), 3,86 (6H, s, OCH3).

13C NMR (150 MHz, DMSO-ds, 298 K): & (ppm): 189,5, 165,3 (dd, J = 250,5 Hz, J = 12 Hz),
161,6, 160,8 (dd, J = 258 Hz, ] = 13,5 Hz), 153,1, 145.8, 139,7, 137.8, (dd, ] = 7,5 Hz, ] = 4,5
Hz), 1373, 132,6, 131,0, 126,7, 124,2, 123,2, 120,2 (d, ] = 10,5 Hz), 113,5 (dd, T =24 Hz, J =
4,5 Hz), 107,8, 106,6 (dd, J = 27 Hz, J = 24 Hz), 103,9, 56,3.

HRMS (ESI): C23Hi1sFaN2O3+H, obliczono m/z: 409,13583, znaleziono m/z: 409,13568.
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Zwiazek 21g:

21g

Rysunek 121. Schemat struktury zwiazku 21g wraz z numeracja atomow wegla.

Czas reakcji: 18 h (ostatni etap)
Wydajnosé: 30%
Posta¢: pomaranczowy osad

"H NMR (600 MHz, DMSO-ds, 298 K): & (ppm): 8,59 (1H, t, “Jio' na-e = 1,8 Hz, Hy'), 8,43
(1H, dt, 3Jus ne = 7,8 Hz, *Juane = 1,8 Hz, He'), 8,16 (1H, ddd, 3Jusa-ns- = 7,8 Hz, Hs'), 8,00
(1H, uktad spinowy AB, d, *Jusue = 15,6 Hz, Hs), 7,91 (1H, dt, *Jui1-ni2: = 9 Hz, Tz r = 6,6
Hz, Hi2'), 7,85 (1H, t, Hs'), 7,81 (1H, uktad spinowy AB, d, Hy), 7,64 (1H, ddd, *Jui1-r =9 Hz,
Thomis = 2,6 Hz, Hir), 7,32 (1H, td, *Juer = 8,4 Hz, Ho"), 7,31 (2H, s, H2), 3,91 (6H, s,
OCH3-3), 3,77 (3H, s, OCH3-4).

13C NMR (150 MHz, DMSO-ds, 298 K): & (ppm): 189,5, 165,3 (dd, J = 250,5 Hz, J = 10,5
Hz), 160,8 (dd, J =258 Hz, ] = 13,5 Hz), 154,0, 153,1, 146,2, 140,9, 1399, 137.8 (dd, ] = 6 Hz,
J=13Hz), 132,6, 131,0, 130,9, 126,6, 124,1, 121,9, 120,2 (d, J = 10,5 Hz), 113,5 (dd, J = 24
Hz, ] =45 Hz), 107,7, 106,6 (dd, J = 25,5 Hz, ] = 24 Hz), 61,0, 57.0.

HRMS (ESI): C24H20F2N20O4+H, obliczono m/z: 439,14639, znaleziono m/z: 439,14627.
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Zwiazek 21h:

21h

Rysunek 122. Schemat struktury zwigzku 21h wraz z numeracja atomow wegla.
Czas reakcji: 18 h (ostatni etap)

Wydajnosé: 36%

Posta¢é: pomaranczowy osad

"H NMR (500 MHz, DMSO-ds, 298 K): 6 (ppm): 8,60 (1H, t, *Juo' na' ¢ = 2 Hz, Hy'), 8,42
(1H, dt, *Jus' ne' = 8 Hz, *Jua e’ = 1,5 Hz, He'), 8,15 (1H, ddd, *Jua ns = 8 Hz, Ha), 8,10 (1H,
uktad spinowy AB, d, Jusne = 15,5 Hz, Hs), 7,93 (2H, d, *Jmons = 8,5 Hz, H3), 7,91 (1H, dt,
Suiemie = 8,5 Hz, “Tuia r = 6 Hz, Hiz'), 7,84 (1H, t, Hs'), 7,82 (1H, uktad spinowy AB, d, He),
7,71 (2H, d, H»), 7,64 (1H, ddd, *Ju11-r = 9,5 Hz, *Jue s> = 3 Hz, Hivv), 7,32 (1H, tdd, *Juor =
8 Hz, Ho').

13C NMR (150 MHz, DMSO-ds, 298 K): 3 (ppm): 189.4, 164,9 (dd, J = 250,5 Hz, J = 12 Hz),
160,2 (dd, J = 258 Hz, J = 12 Hz), 153,0, 1437, 139,51, 137,7 (dd, J = 7,5 Hz, J = 4,5 Hz),
134,5, 132,4, 132,0, 131,3, 130,6, 126,3, 124,6, 123,7, 123,6, 120,3 (d, J = 10,5 Hz), 113,0 (dd,
J=22,5Hz,J =3 Hz), 106,1 (dd, J = 27 Hz, J = 24 Hz).

HRMS (ESI): C21H13BrF2N2O+H, obliczono m/z: 407,02521, znaleziono m/z: 407,02526.
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Zwiazek 21i:

10'

21i

Rysunek 123. Schemat struktury zwigzku 21i wraz z numeracja atomow wegla.

Czas reakcji: 18 h (ostatni etap)
Wydajnosé: 35%
Posta¢é: pomaranczowy osad

TH NMR (600 MHz, DMSO-ds, 298 K): & (ppm): 8,58 (1H, t, “Jmo a6 = 1,8 Hz, Hy'), 8,45
(1H, dt, *Jus'ne = 7,2 Hz, *Tuane = 1,8 Hz, He'), 8,15 (1H, ddd, *Jua s = 7,8 Hz, Ha'), 7,95
(1H, uktad spinowy AB, d, *Ju7.ns = 15,6 Hz, H7), 7,86 (1H, t, Hs*), 7,82 (1H, uktad spinowy
AB, d, Hy), 7,65 (1H, tt, *Juo 10 = 9,0 Hz, *Juior = 6,0 Hz, Hio'), 7,62 (1H, d, *Juz,u6 = 1,8 Hz,
H>), 7,48 (1H, dd, *Jus.us = 8,4 Hz, Hy), 7,41 (2H, t, *Juo' ¢ = 9 Hz, Ho'), 7,07 (1H, d, Hs), 3,91
(3H, s, OCH3), 3,87 (3H, s, OCH3).

13C NMR (150 MHz, DMSO-ds, 298 K): & (ppm): 189,3, 155.8 (dd, 'Jcs 5 = 256,5 Hz, *Jcs 5
=4,5Hz, C8), 153,6, 152,4, 149,9, 146,3, 140,1, 133,2 (t, 2Jc7 = 10,5 Hz, C7°), 133,0, 131,1
(t, 3Jcior = 10 Hz, C10°), 131,0, 128,3, 125,1, 123,7, 119,9, 114,0, (dd, 2Jcor = 19,5 Hz, *Jco
=3 Hz, C9°), 111,9, 56,6, 56,5.

HRMS (ESI): C23Hi1sFaN2O3+H, obliczono m/z: 409,13583, znaleziono m/z: 409,13565.
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Zwiazek 21j:

21j

Rysunek 124. Schemat struktury zwiazku 21j wraz z numeracja atoméw wegla.
Czas reakcji: 18 h (ostatni etap)

Wydajnosé: 42%

Posta¢é: pomaranczowy osad

"H NMR (600 MHz, DMSO-ds, 298 K): & (ppm): 8,59 (1H, t, “Juo' na' ¢ = 1,8 Hz, Hy), 8,47
(1H, dt, 3Jus'ne = 7,8 Hz, *Jusne = 1,8 Hz, He'), 8,16 (1H, ddd, 3Jusa ns' = 7,8 Hz, Ha), 8,06
(1H, uktad spinowy AB, d, *Jusne = 15,6 Hz, Hs), 7,87 (1H, t, Hs"), 7,78 (1H, uktad spinowy
AB, d, He), 7,65 (1H, tt, *Juo mio- = 9,0 Hz, *Juior = 6,0 Hz, Hio), 7,41 (2H, t, *Juor = 9 Hz,
Ho'), 7,15 (2H, d, *Juo,ns = 1,8 Hz, Hy), 6,64 (1H, t, Hy), 3,85 (6H, s, OCH3).

13C NMR (150 MHz, DMSO-ds, 298 K): & (ppm): 189,6, 161,6, 155,2 (dd, 'Jcs r = 256,5 Hz,
3Jes'r = 4,5 Hz), 153,6, 145,9, 139,7, 137,4, 133,3 (t, 2Jcrr = 10,5 Hz, C7°), 133,1, 131,1 (4,
3Jcior = 10,5 Hz, C10°), 124,0, 123,8, 123,3, 114,1 (dd, 2Jco r = 19,5 Hz, *Jco'r = 3 Hz, C9°),
108,0, 107,7, 104,0, 56,4.

HRMS (ESI): C23Hi1sF2N2O3+H, obliczono m/z: 409,13583, znaleziono m/z: 409,13577.
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Zwiazek 21Kk:

10'

21k

Rysunek 125. Schemat struktury zwigzku 21k wraz z numeracja atomow wegla.

Czas reakcji: 18 h (ostatni etap)
Wydajnosé: 41%
Postaé: czerwony osad

"H NMR (600 MHz, DMSO-ds, 298 K): & (ppm): 8,58 (1H, t, “Jimo' na' ¢ = 1,8 Hz, Hy), 8,46
(1H, dt, 3Jus'ne = 7,8 Hz, *Jua e = 1,8 Hz, He'), 8,16 (1H, ddd, 3Jus ns' = 7,8 Hz, He'), 8,01
(1H, uktad spinowy AB, d, *Jusne = 15,6 Hz, Hs), 7,87 (1H, t, Hs*), 7,82 (1H, uktad spinowy
AB, d, He), 7,65 (1H, tt, *Juo mio- = 9,0 Hz, *Juior = 6,0 Hz, Hio), 7,41 (2H, t, *Juor = 9 Hz,
Ho'), 7,31 (2H, s, H»), 3,91 (6H, s, OCH3-3), 3,77 (3H, s, OCH3-4).

13C NMR (150 MHz, DMSO-ds, 298 K): & (ppm): 189,3, 155,8 (dd, Jes'r = 256,5 Hz, 3Jes ¢
=4,5Hz, C8°), 153,6, 152,4, 149,9, 146,3, 140,1, 133,2 (t, 2Jc7¢ = 10,5 Hz, C7), 133,0, 131,1
(t, 3Jc1or = 10 Hz, C10), 131,0, 128,3, 125,1, 123,7, 119,9, 114,0, (dd, 2Jco s = 19,5 Hz, *Jco 5
=3 Hz, C9), 111,9, 56,6, 56.5.

HRMS (ESI): C24H20F2N20O4+H, obliczono m/z: 439,14639, znaleziono m/z: 439,14637.
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Zwiazek 211:

10’

211

Rysunek 126. Schemat struktury zwigzku 211 wraz z numeracja atomow wegla.
Czas reakcji: 18 h (ostatni etap)

Wydajnosé: 28%

Postaé: czerwony osad

"H NMR (600 MHz, DMSO-ds, 298 K): & (ppm): 8,60 (1H, t, “Jimo a6 = 1,8 Hz, Hy), 8,45
(1H, dt, 3Jus'ne = 7,8 Hz, *Jusne = 1,8 Hz, He'), 8,16 (1H, ddd, 3Jusa ns' = 7,8 Hz, He), 8,12
(1H, uktad spinowy AB, d, *Jusne = 15,6 Hz, Hs), 7,94 (2H, d, *Jw.n3 = 8,4 Hz, H3), 7,86 (1H,
t, Hs*), 7,83 (1H, uktad spinowy AB, d, He), 7,71 (2H, d, H»), 7,65 (1H, tt, *Jno mio- = 9,0 Hz,
Juior = 6,0 Hz, Hip), 7,41 (2H, t, *Juo 5 = 9 Hz, Hy).

13C NMR (150 MHz, DMSO-ds, 298 K): 8 (ppm): 189,3, 155,8 (dd, 'Jcs r = 256,5 Hz, *Ics'F
=4,5Hz, C8’), 153,6, 144,3, 139,6, 134,8, 133,3 (t, 2Jc7r = 10,5 Hz, C7°), 133,2, 133,0, 132,8,
131,9, 131,1 (t, *Jcior = 10,5 Hz, C10°), 125,1, 124,0, 123,9, 123,5, 114,1 (dd, 2Jco-r = 19,5
Hz, *Jco:r = 3 Hz, C9").

HRMS (ESI): C21H13BrF2N2O+H, obliczono m/z: 407,02521, znaleziono m/z: 407,02520.
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5.7 Otrzymywanie azowych pochodnych kolchicyny 29a—d, 29e-h

5.7.1 Otrzymywanie N-deacetylokolchicyny 25

W kolbie okragtodennej o pojemnosci 50 mL umieszczono element mieszajacy oraz 1,25 mmol
kolchicyny 22. Cato$¢ rozpuszczono w 20 mL chlorku metylenu. Nastepnie do uktadu dodano
2,35 mmol TEA oraz 2,05 mmol DMAP. Roztw6r mieszano przez 5 minut, po czym dodano
porcjami 43,5 mmol Boc,O. Uktad wyposazono w chtodnice zwrotna, a reakcj¢ prowadzono w
temperaturze wrzenia oraz w atmosferze argonu. Przebieg reakcji badano za pomocg analizy
potozenia plamek na ptytkach do chromatografii cienkowarstwowej z uzyciem uktadu octan
etylu/aceton 4:1 jako eluenta. Po 24 godzinach mieszanin¢ odparowano na wyparce obrotowe;.
Powstatly osad rozpuszczono w niewielkiej ilosci chlorku metylenu i oczyszczono na kolumnie
chromatograficznej z uzyciem uktadu octan etylu/aceton 4:1 jako eluenta. Polaczone fazy
organiczne odparowano na wyparce obrotowej otrzymujac zotty osad (N-boc)kolchicyny 23.
Nastepnie w kolbie okraglodennej o pojemnosci 50 mL umieszczono element mieszajacy oraz
2,44 mmol uprzednio otrzymanej (N-boc)kolchicyny 23. Do uktadu dodano nastepnie 7,51
mmol MeONa, a cato$¢ rozpuszczono w 22 mL metanolu. Roztwo6r mieszano przez 30 minut
w temperaturze 0°C. Po reakcji do uktadu dodano NH4Cl. Cato$¢ przeniesiono do rozdzielacza,
a faze organiczng, po wydzieleniu, wysuszono nad bezwodnym MgSO4, po czym
rozpuszczalnik odparowano na wyparce obrotowej. Powstaly osad rozpuszczono w niewielkiej
ilosci chlorku metylenu i oczyszczono na kolumnie chromatograficznej z uzyciem uktadu octan
etylu/aceton 4:1 jako eluenta. Potaczone fazy organiczne odparowano na wyparce obrotowe;j
otrzymujac jasnozotty osad (N-boc)deacetylokolchicyny 24. Nastepnie w kolbie okragtodenne;j
o pojemnosci 50 mL umieszczono element mieszajacy oraz 1,72 mmol uprzednio otrzymanej
(N-boc)deacetylokolchicyny 24. Cato$¢ rozpuszczono w 22 mL chlorku metylenu. Do uktadu
dodano nastgpnie 3,5 mL TFA. Roztwor mieszano przez 3 godziny w temperaturze pokojowe;.
Po reakcji do uktadu dodano toluen, a calo§¢ odparowano na wyparce obrotowej. Powstaly osad
rozpuszczono w niewielkiej ilosci chlorku metylenu 1 oczyszczono na kolumnie
chromatograficznej z uzyciem ukltadu DCM/metanol 9:1 jako eluenta. Potaczone fazy
organiczne odparowano na wyparce obrotowej otrzymujac zotty osad N-deacetylokolchicyny

25.
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5.7.2 Otrzymywanie karboksylowych pochodnych chloroazobenzenow 28a-d,
28e-h

Przyktadowa synteza:

W kolbie stozkowej o pojemnosci 500 mL umieszczono element mieszajacy oraz 1 mmol
odpowiedniej chloroaniliny 26a—d. Catos¢ rozpuszczono w 20 mL chlorku metylenu.
Nastepnie do uktadu dodano 3,5 mmol roztwor oksonu w 35 mL wody. Roztwor przybrat barwe
pomaranczowa, ktory ciemniat z czasem. Reakcj¢ prowadzono w temperaturze pokojowej oraz
w atmosferze argonu. Przebieg reakcji badano za pomoca analizy potozenia plamek na ptytkach
do chromatografii cienkowarstwowej z uzyciem chlorku metylenu jako eluenta. Po 4 godzinach
oddzielono warstwe organiczng, a warstwe wodng ekstrahowano dwukrotnie DCM. Potaczone
warstwy organiczne wysuszono nad bezwodnym MgSOs, po czym rozpuszczalnik odparowano
na wyparce obrotowej, a nastgpnie surowe chloronitrozoareny 27a—d uzyto bez dalszego
oczyszczania do kolejnej reakcji, w ktérej do kolby dodano 1 mmol kwasu para lub meta
aminobenzoesowego. Catos$¢ rozpuszczono w 50 mL kwasu octowego. Reakcje prowadzono w
temperaturze pokojowej oraz w atmosferze argonu. Po 24 h mieszaning poreakcyjng
odparowano na wyparce obrotowej. Powstaly osad rozpuszczono w niewielkiej ilosci chlorku
metylenu 1 oczyszczono na kolumnie chromatograficznej z uzyciem chlorku metylenu jako

eluenta. Otrzymano osady zwigzkow 28a—d, 28e—h.
5.7.3 Otrzymywanie azowych pochodnych kolchicyny 29a-d, 29¢-h

W kolbie okraglodennej o pojemnosci 10 mL umieszczono element mieszajacy oraz 0,15 mmol
N-deacetylokolchicyny 25. Do uktadu dodano nastgpnie 0,3 mmol odpowiedniej pochodnej
chloroazobenzenu 28a—d, 28e-h, 0,9 mmol N,N-diizopropyloetyloaminy oraz 0,15 mmol
HATU. Nastgpnie catos¢ rozpuszczono w 5 mL DMF, tak by otrzyma¢ maksymalne st¢zenie.
Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej oraz w atmosferze argonu. Przebieg reakc;i
badano za pomocg analizy potozenia plamek na ptytkach do chromatografii cienkowarstwowe;j
z uzyciem ukltadu DCM/metanol 9:1 jako eluenta. Po zakonczeniu reakcji mieszaning
poreakcyjng przemyto zimng woda i ekstrahowano octanem etylu. Fazg organiczng wysuszono
nad bezwodnym MgSO4, a przesacz odparowano na wyparce obrotowej. Powstaty osad
oczyszczono na kolumnie chromatograficznej z uzyciem ukladu DCM/metanol 9:1 jako

eluenta, otrzymujac osady azowych pochodnych kolchicyny 29a—d, 29e-h.
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Zwiazek 29a:

24
23

22
21

Cl

29a

Rysunek 127. Schemat struktury zwiazku 29a wraz z numeracjg atomow wegla.

Czas reakcji: 4 h (ostatni etap)
Wydajnos$é: 56%
Posta¢é: pomaranczowy osad

"H NMR (600 MHz, DMSO-ds, 298 K): & (ppm): 9,29 (1H, d, 3Ju7nu = 7,3 Hz, NH), 8,44 (t,
Tais.ai7.10 = 1,8 Hz, 1H, Hys), 8,11 (1H, m, Hy7), 8,07 (1H, dd, *Juisnio = 7,9 Hz, *Jmizme = 1,1
Hz, Hi9), 7,74 (2H, m, His, H22), 7,70 (1H, dd, *Jiam25 = 8,0 Hz, *Jus m2s = 1,6 Hz, Has), 7,60
(1H, m, Ha4), 7,51 (1H, m, Ha3), 7,27 (1H, s, Hs), 7,17 (1H, d, *Jui1n12 = 10,7 Hz, Hi2), 7,06
(1H, d, H11), 6,81 (s, 1H, Ha), 4,63 (1H, dd, *Jueu7 = 17,0 Hz, *Jue u7 = 8,6 Hz, Hy), 3,88 (3H,
s, OCH3-10), 3,85 (3H, s, OCHs-1), 3,82 (3H, s, OCH3-3), 3,62 (3H, s, OCH3-2), 2,67 (1H, m,
He), 2,31 (1H, m, He), 2,16 (2H, m, Hs).

13C NMR (150 MHz, DMSO-ds, 298 K): & (ppm): 178,4, 165.4, 164,1, 1539, 153,5, 152.5,
151,1,151,0, 150,9, 148,4, 141,3, 135,8, 135,7, 135,0, 134,7, 131,3, 130,9, 129,2, 128,6, 128,2,
125,9, 125,9, 123,1, 118,1, 112,7, 108,3, 61,4, 61,2, 56,5, 56,4, 52,8, 35,7, 29,7.

HRMS (ESI): C33H30CIN3O6+H, obliczono m/z: 600,18959, znaleziono m/z: 600,18963.
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Zwiazek 29b:

29b

Rysunek 128. Schemat struktury zwigzku 29b wraz z numeracja atomow wegla.

Czas reakcji: 4 h (ostatni etap)
Wydajnos$¢é: 62%
Posta¢é: pomaranczowy osad

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds, 298 K): & (ppm): 9,28 (1H, d, *Ji7nit = 7,3 Hz, NH), 8,42
(1H, t, *Juismz,10 = 1,8 Hz, His), 8,07 (2H, dt, *Jm7,ms = 7,8 Hz, *Jmisnio = 7,8 Hz, im0 =
1,1 Hz, Hy7, Hio), 7,95 (2H, d, *Jiz1,n22 = 8,5 Hz, Ha2), 7,72 (1H, t, His), 7,69 (2H, d, Ha1), 7,26
(1H, s, Hs), 7,17 (1H, d, *Jri 112 = 10,7 Hz, Hi2), 7,06 (1H, d, Hi1), 6,81 (1H, s, Ha), 4,62 (1H,
dd, 3Juen7 = 17,8 Hz, *Jue u7 = 7,8 Hz, Hy), 3,87 (3H, s, OCH3-10), 3,85 (3H, s, OCHzs-1), 3,82
(3H, s, OCH3-3), 3,61 (3H, s, OCH3-2), 2,66 (1H, m, Hs), 2,30 (1H, m, He), 2,16 (2H, m, H).

13C NMR (150 MHz, DMSO-ds, 298 K): & (ppm): 178,4, 165,4, 164,1, 153,5, 152,2, 151,1,
151,0, 150,9, 141,3, 136,8, 135,7, 135,6, 135,0, 134,7, 131,0, 130,9, 130,2, 130,1, 129,4, 125.9,
124,8, 122,3, 112,7, 108,3, 61,4, 61,2, 56,5, 56,4, 52,8, 35,7, 29,7.

HRMS (ESI): C33H30CIN3O6+H, obliczono m/z: 600,18959, znaleziono m/z: 600,18962.
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Zwiazek 29c:

24

29c

Rysunek 129. Schemat struktury zwigzku 29¢ wraz z numeracjq atomow wegla.
Czas reakcji: 4 h (ostatni etap)

Wydajnos$¢é: 36%

Posta¢é: pomaranczowy osad

"H NMR (600 MHz, DMSO-ds, 298 K): & (ppm): 9,30 (1H, d, *Ju7xn = 7,3 Hz, NH), 8,43
(1H, t, “Tuis,mi7,10 = 1,6 Hz, His), 8,12 (1H, d, *Jmi7mis = 7,7 Hz, Hi7), 8,06 (1H, d, *Juisuio =
8,1 Hz, Hi9), 7,92 (1H, d, *Juzamp4 = 2,1 Hz, Ha), 7,75 (1H, t, His), 7,72 (1H, d, *Jia 25 = 8,7
Hz, Has), 7,59 (1H, dd, Haa), 7,26 (1H, s, Hs), 7,17 (1H, d, *Jui1112 = 10,7 Hz, Hi2), 7,05 (1H,
d, Hi1), 6,80 (1H, s, Ha), 4,63 (1H, dd, *Juen7 = 17,2 Hz, *Jue.n7 = 8,4 Hz, Hy), 3,87 (3H, s,
OCH3-10), 3,85 (3H, s, OCHs-1), 3,81 (3H, s, OCH3-3), 3,61 (3H, s, OCH3-2), 2,66 (1H, m,
He), 2,30 (1H, m, He), 2,16 (2H, m, Hs).

13C NMR (150 MHz, DMSO-ds, 298 K): & (ppm): 178,4, 165,4, 164,1, 153,5, 152,3, 151,1,
152,0, 147,1, 141,3, 137,3, 135,8, 135,7, 135,6, 134,7, 132,6, 130,9, 130,7, 130,2, 128,9, 1284,
125,9, 125,3, 123,2, 119,3, 112,7, 108,3, 61,4, 61,2, 56,5, 56,3, 52,8, 35.8, 29.7.

HRMS (ESI): C33H29CI2N306+H, obliczono m/z: 634,150617; znaleziono m/z: 634,150620.
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Zwiazek 29d:

29d

Rysunek 130. Schemat struktury zwigzku 29d wraz z numeracja atomow wegla.

Czas reakcji: 4 h (ostatni etap)
Wydajnos$¢: 47%
Postaé: czerwony osad

'"H NMR (600 MHz, DMSO-ds, 298 K): & (ppm): 9,31 (1H, d, *Ju7nu = 7 Hz, NH), 8,44 (1H,
t, Tris,mi7,10 = 1,6 Hz, His), 8,17 (1H, d, *Jui7,ms = 7,5 Hz, Hi7), 8,08 (1H, d, *Juis,mi0 = 8,0 Hz,
Hio), 7,77 (1H, t, *Jma2.m23 = 8,0 Hz, Ha3), 7,66 (2H, d, H22), 7,45 (1H, dd, His), 7,24 (1H, s, Hs),
7,16 (1H, d, *Ju11.m12 = 10,5 Hz, Hy2), 7,05 (1H, d, H11), 6,80 (1H, s, Ha), 4,61 (1H, dd, *Juen
= 16,5 Hz, *Jue n7 = 9,0 Hz, Hy), 3,86 (3H, s, OCH3-10), 3,84 (3H, s, OCH3-1), 3,80 (3H, s,
OCHz3-3), 3,60 (3H, s, OCH3-2), 2,66 (1H, m, Hs), 2,29 (1H, m, He), 2,14 (2H, m, Hs).

13C NMR (150 MHz, DMSO-ds, 298 K): & (ppm): 178,4, 165,4, 164,1, 153,5, 152,2, 151,1,
151,0, 150,9, 141,3, 136,8, 135,7, 135,6, 135,0, 134,7, 131,0, 130,9, 130,2, 130,1, 129,4, 125.9,
124,8, 122,3, 112,7, 108,3, 61,4, 61,2, 56,5, 56,4, 52,8, 35,7, 29,7.

HRMS (ESI): C33H29C12N306+H, obliczono m/z: 634,150617; znaleziono m/z: 634,150622.
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Zwiazek 29e:

23

18 22

19
21

20

29e

Rysunek 131. Schemat struktury zwigzku 29e wraz z numeracjq atomow wegla.

Czas reakcji: 4 h (ostatni etap)
Wydajnos$¢: 48%
Posta¢: pomaranczowy osad

TH NMR (600 MHz, DMSO-ds, 298 K): & (ppm): 9,24 (1H, d, *Juznu = 7,3 Hz, NH), 8,12
(2H, d, *Juisms = 8,5 Hz, Hie), 8,00 (2H, d, His), 7,75 (1H, dd, *Juonz1 = 8,0 Hz, *Jmom2 =
1,2 Hz, Ha0), 7,71 (1H, dd, *Ju23 = 8,0 Hz, “Jr21,123 = 1,6 Hz, Ha3), 7,61 (1H, m, Ha), 7,52
(1H, m, H»1), 7,25 (1H, s, Hs), 7,17 (1H, d, *Juim2 = 10,7 Hz, Hi2), 7,06 (1H, d, Hi1), 6,81
(1H, s, Hs), 4,61 (1H, dd, *Juen7 = 16,7 Hz, *Jue u7 = 9,0 Hz, Hy), 3,88 (3H, s, OCH3-10), 3,85
(3H, s, OCH3-1), 3,82 (3H, s, OCH3-3), 3,61 (3H, s, OCH3-2), 2,67 (1H, m, He), 2,30 (1H, m,
He), 2,15 (2H, m, Hs).

13C NMR (150 MHz, DMSO-ds, 298 K): & (ppm): 178,4, 165,4, 164,1, 154,0, 153,5, 151,1,
151,0, 150,9, 1484, 141,3, 136.,9, 135,7, 134,8, 134,7, 131,3, 1293, 128.8, 128,6, 1259, 123,2,
119,5, 18,0, 112,7, 108,3, 61,4, 61,2, 56,5, 56,4, 52,8, 35,7, 29,7.

HRMS (ESI): C33H30CIN3O6+H, obliczono m/z: 600,18959; znaleziono m/z: 600,18962.
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Zwiazek 29f:

18

21 >C|
20

29f

Rysunek 132. Schemat struktury zwigzku 29f wraz z numeracja atoméw wegla.

Czas reakcji: 4 h (ostatni etap)
Wydajnos$é: 25%
Posta¢: pomaranczowy osad

TH NMR (600 MHz, CDCl;3, 298 K): & (ppm): 8,57 (1H, s, NH), 8,00 (2H, d, *Juisuis = 8,4
Hz, Hie), 7,88 (1H, s, Hs), 7,75 (2H, d, His), 7,64 (2H, d, *Jui9.m0 = 8,3 Hz, Hao), 7,44 (3H, m,
Hiz, Hig), 6,95 (1H, d, 3Jui1m2 = 11,0 Hz, Hi), 6,55 (1H, s, Ha), 4,91 (1H, dt, 3Juenr = 11,1
Hz, *Jue w7 = 5,7 Hz, Hy), 4,00 (3H, s, OCH3-10), 3,95 (3H, s, OCH3-1), 3,90 (3H, s, OCH3-3),
3,74 (3H, s, OCH3-2), 2,56 (1H, m, He), 2,41 (2H, m, Hs), 2,21 (1H, m, He).

13C NMR (150 MHz, DMSO-ds, 298 K): & (ppm): 178,4, 165,4, 164,1, 153,8, 153,5, 151,2,
151,0, 150,9, 141,3, 137,0, 136,7, 135,7, 135,0, 134,7, 130,9, 130,1, 129,3, 125,9, 124,9, 1230,
112,7, 1083, 61,4, 61,2, 56,6, 56,4, 52,8, 35,7, 29.8.

HRMS (ESI): C33H30CIN3O6+H, obliczono m/z: 600,18959; znaleziono m/z: 600,18955.
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Zwiazek 29g:

22

21 >C|

299

Rysunek 133. Schemat struktury zwigzku 29g wraz z numeracja atomoéw wegla.

Czas reakcji: 4 h (ostatni etap)
Wydajnosé: 10%
Posta¢: pomaranczowy osad

TH NMR (600 MHz, DMSO-ds, 298 K): & (ppm): 9,25 (1H, d, *Juznu = 7,3 Hz, NH), 8,12
(2H, d, *Juisnis = 8,5 Hz, His), 8,00 (2H, d, His), 7,95 (1H, d, *Jmaom22 = 2,0 Hz, Hao), 7,73 (1H,
d, *Jm2m23 = 8,7 Hz, Ha3), 7,60 (1H, dd, Ha2), 7,25 (1H, s, Hs), 7,17 (1H, d, *Ju11.n12 = 10,7 Hz,
Hi2), 7,06 (1H, d, Hi1), 6,81 (1H, s, Ha), 4,61 (1H, dd, *Juen7 = 16,8 Hz, *Jue u7 = 8,8 Hz, Hy),
3,88 (3H, s, OCH3-10), 3,85 (3H, s, OCHs-1), 3,81 (3H, s, OCH3-3), 3,61 (3H, s, OCH3-2), 2,67
(1H, m, He), 2,29 (1H, m, Hs), 2,16 (2H, m, Hs).

13C NMR (150 MHz, DMSO-ds, 298 K): & (ppm): 178,5, 165,5, 164,1, 1539, 153,5, 151,2,
151,0, 147,1, 141,3, 137,6, 137,2, 135,9, 135,7, 135,1, 134,7, 130,9, 130,8, 129,4, 129,0, 126,0,
123,4,119,3,112,8, 108,3, 61,5, 61,2, 56,6, 56,4, 55,4, 35,8, 29,8.

HRMS (ESI): C33H29C12N306+H, obliczono m/z: 634,150617; znaleziono m/z: 634,150618.
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Zwiazek 29h:

21

29h

Rysunek 134. Schemat struktury zwigzku 29h wraz z numeracja atomow wegla.

Czas reakcji: 4 h (ostatni etap)
Wydajnos$¢é: 53%
Posta¢: czerwony osad

TH NMR (600 MHz, DMSO-ds, 298 K): & (ppm): 9,27 (1H, d, *Ju7nu = 7 Hz, NH), 8,13 (2H,
d, 3Juismie = 8,5 Hz, Hie), 8,00 (2H, d, His), 7,65 (2H, d, *Jmomi = 8 Hz, Hao), 7,44 (1H, t,
H>1), 7,25 (1H, s, Hs), 7,17 (1H, d, *Jui1m2 = 10,7 Hz, Hi2), 7,05 (1H, d, Hi1), 6,80 (1H, s, Hs),
4,61 (1H, dd, *Juen7 = 16,5 Hz, 3Jne n7 = 8,5 Hz, Hy), 3,87 (3H, s, OCH3-10), 3,84 (3H, s,
OCH;-1), 3,80 (3H, s, OCH3-3), 3,60 (3H, s, OCH3-2), 2,65 (1H, m, He), 2,29 (1H, m, H), 2,15
(2H, m, Hs).

13C NMR (150 MHz, DMSO-ds, 298 K): 6 (ppm): 178,4, 165,4, 164,1, 153,8, 153,5, 151,2,
151,0, 150,9, 141,3, 137,0, 136,7, 135,7, 135,0, 134,7, 130,9, 130,1, 129,3, 125,9, 124,9, 124,0,
112,7,108,3, 61,4, 61,2, 56,6, 56,4, 52,8, 35,7, 29,8.

HRMS (ESI): C33H29C12N306+H, obliczono m/z: 634,150617; znaleziono m/z: 634,150617.
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