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ABSTRACT

Stilbene derivatives are characterized by many beneficial biomedical
properties. They show, inter alia, chemopreventive [28], anti-inflammatory and
antioxidant properties [29]. One of the most popular stilbene derivatives are
combretastatins, which can inhibit the polymerization process of microtubules [30].
Another stilbene derivative is, for instance, resveratrol, which is characterized
by wide anti-cancer properties [31].

Dibenzo[b,floxepines also show advantageous and interesting biomedical
properties. These compounds are stilbene analogs in which the two aromatic rings
bond with each other with a vinyl bridge and an oxygen atom. Many
dibenzo[b,floxepines have strong antipsychotic, anti-inflammatory, anti-depressant,
insecticidal, anti-epileptic and anticancer properties [5].

Stilbenes and their precursors — oxepines, can be derived from azo compounds
that are potential molecular photoswitches. These photoswitches are used in the so-
called photopharmacology. The scope of photopharmacology is designing,
synthesis, studying and using drugs, which activity can be controlled by light.
The purpose of photopharmacology is also to solve the problem of off-target
activity and severe side effects by establishing an external modality for controlling
the action of the drug. The use of such drugs in treatment could prevent systemic
and environmental side effects through the selective activation of them
at the molecular target [1].

These molecular photoswitches based on oxepine ring could be extremely
useful in photopharmacological therapy. The combination of azo group changing its
configuration with the dibenzo[b,floxepine group should lead to the creation
of interesting compounds. This is a promising combination of the medical
properties of this bioactive compound with the function of the molecular
photoswitch.

A method of the synthesis of a series of azo dibenzo[b,f]loxepine derivatives
was developed and implemented. Synthesized compounds can be used in the future
as potential molecular photoswitches. For this purpose, a 4-step synthesis was
conducted, starting from the simplest substrates — a benzaldehyde derivative
and 2,4-dinitrotoluene (schem. 1).

Keywords: stilbenes, dibenzo[b,floxepines, photopharmacology, molecular
photoswitches, azo compounds
Stowa kluczowe: stilbeny, dibenzo[b,f]loksepiny, fotofarmakologia, fotochromowe

przetaczniki molekularne, zwigzki azowe
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

2,4-DNT — 2,4-dinitrotoluen

COSY — dwuwymiarowe widmo korelacyjne (ang. Correlation
Spectroscopy)

DBU — 1,8-Diazabicyklo[5.4.0]undek-7-en

DCM — dichlorometan

DMF — N,N-dimetyloformamid

DMSO — dimetylosulfotlenek

HMBC — korelacyjne widmo 2D (ang. Heteronuclear Multiple
Bond Correlation)

HSQC — korelacyjne widmo 2D (ang. Heteronuclear Single
Quantum Coherence)

Me — grupa metylowa

NBS — N-bromosukcynoimid

rt — temperatura pokojowa

TLC — chromatografia cienkowarstwowa
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WPROWADZENIE

Jedna z glownych form leczenia chordb, wystepujacych wsrod ludzi, jest terapia
farmakologiczna. Polega ona na dziataniu substancjg aktywna biologicznie na okreslony
cel molekularny, znajdujacy si¢ w organizmie czlowieka. Zwiazki aktywne biologicznie
odpowiedzialne sg za efekt biologiczny, gdyz ulegaja interakcji z celami molekularnymi
takimi jak np. receptory, enzymy, kanaty jonowe czy tez czasteczki nosnika. Zwigzki te
tworza z nimi szereg wiazan. Terapia farmakologiczna, zwana réwniez farmakoterapia,
jest jednak czgsto utrudniona przez niska selektywnosé lekow. Skutkuje to pojawieniem
si¢ opornosci wsrod szczepow bakterii chorobotworczych oraz ogolnoustrojows
toksycznos$cig. Prowadzi to w efekcie do niepozadanych skutkdw ubocznych [1]. Niska
selektywno$¢ zwiazkéw aktywnych wywotana jest w glownej mierze przez brak
kontroli aktywnoSci takiego leku w czasie 1 przestrzeni. Prowadzi to do poszukiwania
nowych metod terapeutycznych, ktéore moga zapewnic¢ kontrole nad precyzja i dynamika
dziatania zwiazkoéw aktywnych biologicznie.

Jedng z takich nowoczesnych metod jest fotofarmakologia. Zajmuje si¢
projektowaniem, badaniem, syntezg a takze stosowaniem lekow, ktorych aktywnos$c
mozna kontrolowaé za pomoca promieniowania elektromagnetycznego ($wiatla
widzialnego). Fotofarmakologia stanowi sposob rozwigzania aktywnosci leku poza
miejscem docelowym (celem molekularnym) oraz jest sposobem uniknigcia skutkow
ubocznych. Jest to mozliwe dzigki kontrolowaniu aktywnosci terapeutyku z zewnatrz
organizmu. Stosowanie takich $rodkéw do leczenia mogloby zapobiec efektom
ubocznym poprzez selektywng aktywacje lekow w miejscu docelowym [1]. Zwigzkami
stosowanymi w fotofarmakologii sg tzw. fotochromowe przetaczniki molekularne.
Fotofarmakologia zajmuje si¢ poszukiwaniem potaczen pomiedzy dzialaniem takich
fotochromowych przetacznikow molekularnych, a strukturg aktywnych biologicznie
substancji. Nalezy podkresli¢, Ze jest to metoda, ktora jest dopiero w fazie rozwoju.

Przetgczniki molekularne charakteryzujg si¢ tym, ze sg zdolne do odwracalnego
przejscia migdzy minimum dwoma termodynamicznie stabilnymi stanami. Wsrod wielu
rodzajow przetacznikéw molekularnych mozna wyrézni¢ m.in. wcze$niej wspomniane
fotochromowe przetaczniki molekularne. W tych zwiazkach przejscie pomigdzy dwoma
stanami zachodzi pod wplywem §wiatla. Reakcje te nazywaja si¢ reakcjami
fotoizomeryzacji. Najbardziej powszechne reakcje fotoizomeryzacji zachodza
w zwigzkach posiadajacych nienasycone wigzanie olefinowe (-C=C-) lub grupe azowa
(-N=N-). Ugrupowania te charakteryzuja si¢ tym, ze posiadaja dwa izomery
geometryczne — F (gdzie podstawniki znajduja si¢ po réznych stronach ptaszczyzny)
i Z (gdzie podstawniki znajduja si¢ po tej samej stronie plaszczyzny).
Napromieniowanie §wiattem o odpowiedniej dtugosci fali moze spowodowaé zmiang
konfiguracji E/Z w tych czasteczkach. Zwiazki te mozna réwniez wykorzystywa¢ do
wprowadzania lekéw do zakazonych komoérek. Moze si¢ to odbywaé np. poprzez
wbudowanie czasteczki w kanat btonowy, a nastgpnie otwarcie tego kanatu w komorce
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pod wptywem S$wiatla i wprowadzenie leku. Otwarcie takiego kanalu polega na zmianie
konfiguracji E/Z wiazania podwdjnego w fotochromowym przetaczniku molekularnym
wbudowanym w kanal blonowy. Synteza takich $wiattoczulych czasteczek —
fotochromowych przetacznikow molekularnych — umozliwia odwracalng regulacj¢ ich
struktury, a co za tym idzie, kontrole ich wlasciwosci za pomoca $wiatta [2].

Zarowno pochodne stilbenu jak i dibenzo[b,floksepiny znane sg ze swoich
interesujgcych wlasciwosci biomedycznych. Dibenzo[b,floksepiny sa to zwiazki ktore
posiadaja w swoim szkielecie motyw (Z)-stilbenu, a dodatkowo ich pier§cienie
aromatyczne sa polaczone tlenem. Pochodne stilbenu posiadaja wlasciwosci
przeciwwirusowe, antyoksydacyjne, przeciwgrzybicze czy tez przeciwbakteryjne.
Charakteryzuje je rowniez zdolno$¢ do opdzniania rozwoju nowotworow [3] — taka
cechg wykazuje np. resweratrol. Wsroéd innych pochodnych stilbenu mozna wyr6znié
chociazby kombretastatyny, ktére charakteryzuja si¢ tym, ze hamuja proces
polimeryzacji  mikrotubul — gtownego skladniku cytoszkieletu  komorek
eukariotycznych. Prowadzi to do S$mierci komoérki np. komorki rakowej [4].
Dibenzo[b,f]loksepiny natomiast wykazuja silne wlasciwosci przeciwzapalne,
antypsychotyczne, owadobodjcze, przeciwpadaczkowe czy tez przeciwdepresyjne [5].

Mozna oczekiwaC, ze przez potaczenie funkcji fotochromowego przetacznika
molekularnego z wiasciwosciami medycznymi dibenzo[b,f]loksepiny powstang nowe
»przetaczalne” czasteczki o oczekiwanych wlasciwosciach. W niniejszej pracy
przedstawiono opracowang metod¢ oraz zrealizowang syntez¢ szeregu azowych
pochodnych dibenzo[b,f]oksepiny, ktore moga byé w przysztosci wykorzystane jako
potencjalne fotochromowe przetaczniki molekularne. Przeprowadzono takze analizg
strukturalng otrzymanych zwigzkéw. Sposréd wielu grup zmieniajacych swoja
konfiguracje pod wplywem $wiatta wybrano ugrupowanie azowe ze wzgledu na jego
charakterystyczna wiasciwo$¢ absorpcji $wiatta w zakresie od 650 do 900 nm. Zakres
ten jest w przedziale pomigdzy absorpcja promieniowania widzialnego przez
hemoglobing a absorpcja promieniowania przez wode [1]. Prowadzi to do tego, ze takie
$wiatto moze docieraé glebiej do tkanek.

1. DIBENZOIB,FIOKSEPINY

Dibenzo[b,f]oksepiny sa to zwiagzki ktore posiadaja w swoim szkielecie motyw
(Z)-stilbenu, a dodatkowo ich pier$cienie aromatyczne sg potaczone tlenem (rys. 1).
Jak juz wspomniano wykazuja wiele interesujacych wlasciwosci biomedycznych.
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R =Cl, Br, I, NO,, OMe, OEt, COOH

R? R7

Rysunek 1. Struktura pochodnych dibenzo[b,f]oksepiny
Figure 1. Structure of dibenzo[b,f]loxepine derivatives

1.1. WLASCIWOSCI DIBENZO|B, FJOKSEPIN

Dibenzo[b,floksepiny pod wzgledem swojej struktury przypominaja
(Z2)-stilben, dlatego przypuszcza si¢, ze dzigki temu wiele ich wlasciwosci
biomedycznych  pokrywa si¢ z  wlasciwosciami  stilbenow.  Jednymi
z najpopularniejszych przyktadow czasteczek nalezacych do tej klasy zwiazkow sa
pacharyna (8-metoksy-7-metylodibenzo[b,f]oksepino-1,6-diol) oraz bauhiniastatyna
(6-metoksy-7-metylodibenzo[b,f]oksepino-1,8-diol) (rys. 2). Po raz pierwszy
wyizolowano je z rosliny o nazwie Bauhinia purpurea. Rosliny z rodzaju bauhinia
czgsto stosuje si¢ w nieckonwencjonalnym leczeniu raka u ludzi w Indiach i Afryce.
Pacharyna oraz bauhiniastatyna sg zdolne do znacznego hamowania rozrostu
komérek nowotworowych [5, 6].

OR!
HaC

a) R'=H, R*= OCH,

25 b) R' = OCH,, R2 = H

OH

Rysunek 2.  Struktura pacharyny (a) i bauhiniastatyny (b)
Figure 2. Structure of pacharin (a) and bauhiniastatin (b)
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Wymienione wczesniej zwiazki sa analogami strukturalnymi bauhinoxepinu
B oraz artocarpolu A (rys. 3) — czasteczek rowniez nalezacych do klasy
dibenzo[b,floksepin. Wykazuja one odpowiednio wihasciwosci przeciwgrzybicze
i przeciwzapalne [5].

Rysunek 3. Struktura bauhinoxepinu B (a) i artocarpolu A (b)
Figure 3. Structure of bauhinoxepin B (a) and artocarpol A (b)

Pochodng artocarpolu A jest natomiast artocarpol G (rys. 4), ktory, jak
dowiedziono, silnie hamuje uwalnianie B-glukoronidazy i histaminy pochodzacych
z degranulacji komorek tucznych [7].

CH;

CHy

Rysunek 4. Struktura artocarpolu G
Figure 4. Structure of artocarpol G
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Podstawione dibenzo[b,f]oksepiny charakteryzujg si¢ tym, ze wykazujg silne
wlasciwosci antypsychotyczne [5, 8, 9], przeciwzapalne [5, 10], przeciwdepresyjne
[5, 11], owadobojcze [5, 12], przeciwpadaczkowe [5, 13] czy tez antyhipertensyjne
[5]-

Do interesujacych zwiazkéw nalezacych do klasy dibenzo[b,f]loksepin mozna
zdecydowanie zaliczy¢ zwiazek bedacy antagonista receptora All (angiotensyny II)
(rys. 5). Angiotensyna II jest to hormon peptydowy powodujacy wzrost ciSnienia
tetniczego co prowadzi do uszkodzenia naczyn krwiono$nych i serca. Antagonisci
tego hormonu lacza si¢ z tzw. receptorami angiotensynowymi, dzigki czemu
blokuja potaczenie samej angiotensyny II z tymi receptorami. W wyniku tego
zwigzek ten moze mie¢ wiasciwosci regulujace poziom elektrolitow w organizmie
oraz wlasciwosci regulujace cisnienie krwi [13].

Rysunek 5. Struktura antagonisty AIL
Figure 5. Structure of All antagonist

2. FOTOFARMAKOLOGIA

W obecnie stosowanych terapiach medycznych najczesciej wykorzystuje sie
zwiazki  bioaktywne, ktore s3 zdolne do wywolywania odpowiedzi
farmakologicznej poprzez oddzialywanie z odpowiednimi celami molekularnymi
takimi jak np. kanaty jonowe, enzymy, receptory czy tez czasteczki nosnika [14].
Terapia ta, zwana farmakoterapia, jest jednak czesto utrudniona co wynika z niskiej
selektywnosci lekow, ktore powoduja ogodlnoustrojowa toksyczno$¢ a takze
pojawianie si¢ opornosci wérod szczepow bakterii chorobotworczych. Powoduje to
wiele niepozadanych skutkéw ubocznych [2]. Ogranicza to rowniez skutecznosé
dziatania leku w miejscu docelowym [15].

Niska selektywnos¢ lekéw w miejscu docelowym wywotana jest gldwnie przez
brak kontroli aktywnosci takiego leku w czasie i przestrzeni. Bardzo czgsto
osiggniecie wysokiej selektywnosci jest po prostu niemozliwe. Wynika to z faktu,
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ze miejsca docelowe rozprzestrzenione sa po calym organizmie — zaréwno
w tkankach chorych jak i zdrowych [16].

Jako przyktad mozna poda¢ receptor naskorkowego czynnika wzrostu — EGFR.
Jest on nadekspresjonowany w raku glowy i szyi, ale takze znajduje si¢ w zdrowych
komérkach nabtonka [17]. Innym przyktadem sg chociazby cytotoksyczne $rodki
przeciwnowotworowe takie jak taksany czy alkaloidy barwinka rézyczkowego
(Vinca rosea). Stosuje si¢ je szeroko w terapii roznego rodzaju nowotwordw, ale
znane sg z niskiej selektywnosci, co powoduje wiele skutkéw ubocznych. Ich
dzialanie polega na ,,ostabianiu” procesu mitozy [18], co niestety wptywa réwniez
na zdrowe, prawidtowo dzielgce sie komorki. Powoduje to niepozadane skutki takie
jak: zapalenie btony Sluzowej [19], wypadanie wlosow [20] i niedokrwisto$¢ [21].

Niska selektywno$¢ stosowanych lekéw zmniejsza rowniez graniczny poziom
toksycznosci, co prowadzi do zawezenia okna terapeutycznego (zakres stezenia
leku w surowicy, w ktorym skutecznos$¢ kliniczna jest najwicksza, a niepozadane
dzialania uboczne najmniejsze z mozliwych). Skutkiem tego jest zmniejszenie
dopuszczalnej dawki leku i niewykorzystanie pelnego potencjatu leku [22]. Obecnie
ponad 85% terapeutykow o niskiej masie czasteczkowej [23] odrzuca si¢ juz
w fazie badan klinicznych z powodu ich ograniczonego okna terapeutycznego.

Dlatego tez niezwykle wazne jest poszukiwanie metod, dzigki ktérym
aktywacja terapeutyku w miejscu docelowym bedzie prowadzona w sposéb
selektywny, a takze w okreslonym czasie. Nieustannie poszukuje si¢ metod terapii,
ktére moglyby zapewni¢ kontrolg nad dynamika oraz precyzja dziatania aktywnych
zwiazkow. Jedna z takich metod jest fotofarmakologia.

2.1. KONCEPCJA FOTOFARMAKOLOGII

Fotofarmakologia zajmuje si¢ projektowaniem, badaniem, synteza a takze
stosowaniem lekéw, ktérych aktywnos¢ mozna kontrolowa¢ za pomoca $wiatta
widzialnego. Stanowi ona sposob rozwigzania problemu aktywnos$ci leku poza
miejscem docelowym oraz sposob uniknigcia skutkéw ubocznych. Jest to mozliwe
dzieki kontrolowaniu aktywno$ci takiego leku =z zewnatrz organizmu.
Fotofarmakologia pozwala zapobiec efektom ubocznym, co wynika z selektywnej
aktywacji terapeutykow w miejscu docelowym [1].

W celu aktywacji zwigzkow aktywnych fotofarmakologia wykorzystuje
promieniowanie widzialne. Swiatto jest znakomitym czynnikiem wplywajacym na
molekuty. Wykazuje ono wielki stopiefn ortogonalnosci w stosunku do wigkszosci
elementéw systeméw biochemicznych. Fotony majg znikomg toksyczno$¢ i nie
powoduja zanieczyszczenia badanego obiektu. Poza tym $wiatlo moze byé
dostarczane z bardzo wysoka precyzja przestrzenng i czasowg, co ma ogromne
znaczenie w kontrolowaniu dziatania zwigzkéw aktywnych biologicznie. Swiatto
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mozna rowniez tatwo regulowa¢ w sposob zaréwno jakosciowy jak i ilosciowy
poprzez regulowanie intensywnosci i dtugosci fali [2]. Podsumowujac — $wiatto
oferuje wysoki poziom rozdzielczo$ci czasoprzestrzennej. Przy odpowiednich
dlugosciach fal jest nieinwazyjne. Nie powoduje rowniez zanieczyszczen probki,
jest wige pozadanym czynnikiem do zewnetrznej aktywacji czasteczek [24].

2.2. FOTOFARMAKOLOGIA A LEKI KONWENCJONALNE

Ponizszy rysunek (rys. 6) przedstawia zestawienie aktywnosci leku w czasie
i przestrzeni dla a) konwencjonalnego leku, b) proleku i c) odwracalnie
fotokontrolowanego leku. Jak mozna zauwazy¢, w przypadku lekéw
konwencjonalnych aktywnos$¢ takiego terapeutyku jest obecna w calym ciele
pacjenta w czasie, gdy lek jest tam obecny. Powoduje to wiele dziatan
niepozadanych — po wydaleniu, nagromadzenie takiego terapeutyku moze mie¢
negatywny wplyw na Srodowisku a takze prowadzi¢ do powstawania patogenow
lekoopornych. Cze$¢ dziatan niepozadanych mozna uniknaé stosujac tzw. proleki,
ktore charakteryzuja si¢ tym, ze uwalniajg substancj¢ czynng w okre§lonym etapie.
Jednak niepozadane skutki uboczne oraz efekt gromadzenia si¢ lekow
w $rodowisku mozna catkowicie usungé, stosujac leki, ktorych aktywno$¢ mozna
odwracalnie kontrolowaé w czasie i przestrzeni [2].

Nieaktywny lek W petni aktywny lek
-

Problemy wywotane
y przez aktywne leki

Toksycznos¢ dla
srodowiska i
pojawienie sig
opornosci

Srodowisko

Ciato

Czas i przestrzen

Toksycznosé

el

Lek Prolek Odwracalnie
konwencjonalny fotokontrolowany lek

Rysunek 6. Poréwnanie aktywnosci leku w czasie i przestrzeni dla a) konwencjonalnego leku, b) proleku
oraz c) odwracalnie fotokontrolowanego leku (na podstawie [2])

Figure 6. Comparison of the drug activity over time and space for a) a conventional drug, b) a prodrug
and c) a reversibly photocontrolled drug (based on [2])
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2.3. FOTOCHROMOWE PRZELACZNIKI MOLEKULARNE

Zwiazkami stosowanymi w fotofarmakologii sg tzw. fotochromowe
przetaczniki molekularne. Sg to czasteczki, ktéra sa zdolne do odwracalnego
»przetaczania si¢” pomigdzy minimum dwoma termodynamicznie stabilnymi
stanami. Takie przejscie (przelaczenie) moze by¢ spowodowane przez wiele
czynnikow: zmian¢ temperatury, pH, dlugosci fali $wiatta zdolnego do
oddzialywania z molekulg 1 natezenia pradu [25]. Kazdy z termodynamicznie
stabilnych stanow posiada odmienng budowe czasteczki, a wiec roéznig si¢ one od
siebie wiadciwo$ciami zaréwno chemicznymi jak i fizycznymi.

W przypadku fotochromowych przetagcznikéw molekularnych przejscie migdzy
jednym a drugim stanem zachodzi pod wptywem $wiatta. I whasnie takie zwigzki
stosowane s3 w szeroko rozumianej fotofarmakologii. Sg to bioaktywne czasteczki,
ktore sa zdolne do zmiany stanu, a wiec i zmiany struktury, pod wptywem $wiatla
[1, 2, 24]. Wiasciwosci farmakokinetyczne i1 farmakodynamiczne takich zwigzkow
sa bezposrednio zwigzane z ich strukturg. Fotoindukowana zmiana ich struktury
moze prowadzi¢ do zmiany wlasciwosci terapeutycznych [1].

Fotochromowe przelaczniki molekularne wystepujg takze w naturze. Jak
powszechnie wiadomo proces fotosyntezy jest wywolywany $wiatlem [24, 26].
Chromofor w strukturze biatka absorbuje foton, co skutkuje zmiang konformacji
przytaczonego biatka. Procesy te sa calkowicie odwracalne, a chromofory mogg si¢
przetaczaé pomigdzy dwoma lub wigksza liczbg form izomerycznych [24, 27].

Przejscie miedzy dwoma stanami takiego fotochromowego przetacznika moze
zachodzi¢ na wiele sposobow. Jednymi z najpopularniejszych mechanizmoéw
takiego procesu jest otwieranie/zamykanie pierScienia (rys. 7) oraz zmiana
konfiguracji E/Z (rys. 8).

Uv
Vis

Rysunek 7. Mechanizm przej$cia pomiedzy dwoma stanami zachodzacy poprzez elektrocykliczng reakcje
zamykania/otwierania pier§cienia

Figure 7. Mechanism of the switch between two states through the electrocyclic reaction
of closing/opening of the ring
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N=—/N

Rysunek 8.  Mechanizm przejscia pomigdzy dwoma stanami poprzez zmiang konfiguracji E/Z
Figure 8. Mechanism of the switch between two states through the change of the £/Z configuration

Reakcje izomeryzacji indukowane §wiatlem najczeSciej wystepuja
w zwigzkach zawierajacych wigzanie olefinowe (-C=C-) lub ugrupowanie azowe
(-N=N-). Mechanizm takich reakcji polega na zmianie konfiguracji E/Z wigzania
podwodjnego. Ugrupowanie azowe dodatkowo posiada charakterystyczng
wlasciwos$¢ absorpcji §wiatla w zakresie od 650 do 900 nm. Jest w przedziale
pomiedzy zakresem absorpcji $wiatla przez wode a zakresem absorpcji przez
hemoglobine [1]. Konsekwencja tego jest to, ze §wiatlo moze dociera¢ glebiej do
tkanek, poniewaz nie jest absorbowane przez te zwiazki.

3. SYNTEZA ZWIAZKOW AZOWYCH ZBUDOWANYCH ZE SZKIELETU
DIBENZO|[B,FIOKSEPINY

Opracowano  metode  syntezy  zwigzkow  zawierajacych  szkielet
dibenzo[b,floksepiny i wigzanie azowe. Molekuly takie moga by¢ w przysztosci
wykorzystane jako fotochromowe przetaczniki molekularne. W celu uzyskania tych
zwiazkdéw opracowano oraz zrealizowano 4-etapowa synteze wykorzystujac w tym
celu substraty — pochodng benzaldehydu oraz 2,4-dinitrotoluen (schem. 1).

Reakcje przeprowadzone zostaly dla serii 5 pochodnych zawierajacych rézne
podstawniki w substracie — pochodnej benzaldehydu. Otrzymano 5 zwigzkow
azowych zawierajacych szkielet dibenzo[b,f]oksepiny.

W pierwszym etapie syntezy zachodzi reakcja pomiedzy 2,4-DNT a pochodng
benzaldehydu. W wyniku tej reakcji powstaje pochodna stilbenu zawierajaca grupe
hydroksylowa. Reakcje prowadzi si¢ w obecnosci zasady — pirolidyny oraz
najczesciej w toluenie (w przypadku 2,4-dihydroksybenzaldehydu reakcja
prowadzona byla w DMF, co wynika ze stabej rozpuszczalno$ci tego zwigzku
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w toluenie). Reakcje prowadzi si¢ w temperaturze 130°C (jedynie w przypadku 2,4-
dihydroksybenzaldehydu reakcja prowadzona byla w temperaturze pokojowe;j,
co z kolei wynika z duzej podatno$ci tego zwigzku na utlenianie w podwyzszonej
temperaturze).

+ pirolicyria, Ar NaNy, DME o
ki ilinde S .
toluen, 130°C 10°C, 481
=

R? NOs

()R, RE R R =H
(2)R'=0CH, R% R>, R'=H
(3 R?=OH,R' R*, R* = H (dia
1,213 etapu)

(4) R? = OCOCH,, R, R, R*= H

(S)R R= ]@

YW
HOOD'HD

R =
DBU, NBS
R? N=N' R2 ————
o . GHGl T8°C R~
R R
.

Schemat 1.  Schemat opracowanej 4-ctapowej syntezy prowadzacej do otrzymania zwiazkoéw azowych
zbudowanych z pier$cienia dibenzo[b,f]oksepiny

Scheme 1.  Scheme of the developed 4-step synthesis leading to obtaining the azo compounds containing
dibenzo[b,f]oxepine scaffold

Drugi etap syntezy to wewnatrzczasteczkowa aromatyczna substytucja
nukleofilowa (SyAr), ktora zachodzi w otrzymanej w pierwszym etapie pochodne;j
stilbenu. W  wyniku tej reakcji otrzymuje si¢ nitrowa pochodng
dibenzo[b,f]oksepiny. Reakcje¢ prowadzi si¢ w obecnosci NaNj (azydku sodu). Jako
rozpuszczalnik stosuje si¢ DMF, a sama reakcj¢ prowadzi si¢ w temperaturze
110°C.

Kolejny etap syntezy to reakcja redukcji grupy nitrowej w otrzymanej
w drugim etapie nitrowej pochodnej dibenzo[b,f]oksepiny do aminowej pochodne;j
dibenzo[b,f]oksepiny. Redukcje prowadzi si¢ w obecno$ci cynku oraz kwasu
octowego. Warunki reakcji zostaly tak dobrane, aby nie zostal naruszony
siedmioczlonowy pierscien z tlenem.

Ostatni etap syntezy to tworzenie zwigzku azowego. Reakcj¢ t¢ prowadzi si¢
w obecnosci NBS oraz DBU w temperaturze -78°C. Charakteryzuje si¢ ona niskim
czasem przebiegu wynoszacym 10-15 minut. W przypadku pochodnej hydroksylo-
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wej niezbedne jest jej zabezpieczenie grupa acetylowa juz po drugim etapie reakc;ji,
co wynika ze zdolnosci tego zwiazku do szybkiej polimeryzacji w warunkach
reakcji tworzenia zwigzkéw azowych.

Struktura wszystkich otrzymanych zwigzkoéw azowych zawierajacych szkielet
dibenzo[b,f]oksepiny zostala przedstawiona na ponizszym rysunku (rys. 9).

S0 QO

NN

(L] 3

[*]
NN 0, NN
0 CHyO 0. °
HG

2 (4)

(5)

Rysunek 9.  Struktura otrzymanych zwiazkow azowych zawierajacych szkielet dibenzo[ b,fJoksepiny
Figure 9. Structure of the obtained azo compounds containing dibenzo[b,f]oxepine scaffold

Ponizsza tabela zawiera zestawienie dla czteroetapowej syntezy w ktorej
otrzymuje si¢ zwiazki azowe (tab. 1).
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Tabela 1. Spis reakcji prowadzacych do otrzymania zwigzkéw azowych zawierajacych szkielet
dibenzo[b,f]oksepiny

Table 1. List of reactions leading to obtaining the azo compounds containing dibenzo[b,f]oxepine
scaffold

Zwiazek 1 etap 2 etap 3 etap 4 etap W

azowy Wynik | Wyd. | Wynik | Wyd. | Wynik | Wyd. | Wynik | Wyd. el

(¢} + 30% + 99% + 59% + 10% 1,8%

?2) + 54% + 97% + 83% + 35% 15,2%

A3) +* X + 39% +¥* 85% + 25% 8,3%

) +* X + 39% +¥* 85% + 249 ** 8,0%

(5) + 23% + 92% + 59% FHEEE X X

1’ — Reakcja przebiegla, ,,X” — wydajno$¢ nieokreslona, * - produkt nie byt wydzielany, ** - Przed reakcja
nastapito zabezpieczenie grupy hydroksylowej, *** - Wydajno$¢ laczna po odbezpieczeniu grupy
hydroksylowej, **** - Produkt surowy

Dowiedziono réwniez, ze nie mozna otrzymac zwigzkow azowych o szkielecie
dibenzo[b,floksepiny przy zastosowaniu klasycznych warunkéw diazowania
(z uzyciem NaNO, oraz HCIl) oraz w reakcji z azotynem tert-butylu — w tych
przypadkach reakcja nie przebiega wcale lub nie prowadzi do powstania
pozadanych zwigzkow azowych.

Na podstawie przeprowadzonych badan mozna wywnioskowaé, ze opracowana
metoda syntezy zwigzkow azowych zawierajacych pierscien dibenzo[b,f]oksepiny
stuzy jedynie do otrzymywania symetrycznych pochodnych. Powstajace produkty
azowe w wiekszo$ci przypadkow stabo rozpuszczajg si¢ w wigkszo$ci popularnych
rozpuszczalnikow organicznych.

Struktury wszystkich otrzymanych zwiazkéw potwierdzono za pomocg
spektroskopii 'H NMR, °C NMR oraz z wykorzystaniem dwuwymiarowych widm
korelacyjnych — COSY, HSQC oraz HMBC.

Na widmach 'H NMR zwiazkéw otrzymanych w danej serii reakcji mozna
zauwazy¢ charakterystyczng zmiang przesuni¢¢ chemicznych sygnatdéw, co pozwala
na okreslenie zmiany wptywu podstawnikow na gestos¢ elektronowa w pierscieniu
aromatycznym podczas tworzenia nowych zwigzkow (rys. 10). W przypadku
pochodnej stilbenu (a) obserwuje si¢ najwigksze przesunigcia protondw
aromatycznych w kierunku nizszego pola magnetycznego, co wynika z obecnosci
dwoch silnie elektronoakceptorowych grup nitrowych. Pochodna stilbenu
przeksztalca si¢ w nitrowg pochodng dibenzo[b,f]loksepiny (b). Podczas tego
procesu nastepuje odejScie jednej grupy nitrowej w wyniku czego obserwuje si¢
przesunigcie chemiczne dla protondéw aromatycznym w wyzszym polu. W trzecim
etapie reakcji przeprowadza si¢ redukcj¢ grupy nitrowej co prowadzi do powstania
aminowej pochodnej dibenzo[b,floksepiny (¢). Podczas tego procesu nastepuje
zmiana charakteru podstawnika — z elektronoakceptorowej grupy nitrowej na
elektronodonorowa grupe aminowa. Na widmie 'H NMR obserwuje si¢ wigc
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wigksze przestanianie protonéw aromatycznych (wszystkie protony majg
przesuniecia mniejsze od przesuni¢cia chemicznego CDCl;). W ostatnim etapie
reakcji grupa aminowa zastgpiona jest ugrupowaniem azowym (d). W widmach
protonowych obserwuje si¢ przesunigcia sygnatow protondéw aromatycznych
w kierunku wyzszych wartos$ci przesunig¢ chemicznych, jednak nie tak znacznie jak
w przypadku grupy nitrowe;.

a)
\ ‘ |
Il | |1 1] [ M
i
b) I
OMme
NO;
-
c) l
Ove
| NH,
H | o
L
q) | _

Rysunek 10. Pordéwnanie zmiany przesuni¢¢ chemicznych sygnaldow protonéw aromatycznych w widmach
'H NMR dla (E)-bis(6-metoksydibenzo[b,f]loksepin-3-yl)diazenu (2)

Figure 10.  Comparison of changes in chemical shift of aromatic protons signals in "H NMR spectra
for (E)-bis(6-metoxydibenzo[b,f]oxepin-3-yl)diazene (2)

Czgs¢  eksperymentalna (na  przykladzie otrzymywania  (E)-bis(7-
metoksydibenzo[b,f]oksepin-3-yl)diazenu (2):

e Otrzymywanie pochodnej stilbenu:

W kolbie dwuszyjnej o pojemnosci 100 ml umieszczono element mieszajacy
oraz 300 mg (1.97 mmol) 2-hydroksy-3-metoksybenzaldehydu i 359 mg (1.97
mmol) 2,4-dinitrotoluenu. Nastepnie cato$¢ rozpuszczono w ok. 40 ml toluenu.
Kolbe dwuszyjna zaopatrzono w chlodnice zwrotng, u gory ktorej podtaczono balon
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z argonem. Druga szyje zatkano septa. Mieszajacy si¢ roztwor przeplukiwano
argonem przez 10 minut. Po tym czasie do uktadu dodano 59.1 pl (0.71 mmol)
pirolidyny — katalizatora reakcji. Roztwor przyjal barwe ciemnobrazowa. Przebieg
reakcji byl badany poprzez analize potozenia plamek znajdujacych si¢ na plytkach
TLC z wykorzystaniem ukladu heksan:octan etylu 1:1 jako eluenta. Uktad
umieszczony byt w azni olejowej. Temperatura uktadu wynosita 130°C. Reakcje
zakoniczono po 24 h. Po tym czasie mieszaning poreakcyjng zatezono na wyparce
obrotowej. Powstaty oleisty osad rozpuszczono w chlorku metylenu po czym
oczyszczono go na kolumnie chromatograficznej. Stosowanym eluentem byt uktad
heksan-octan etylu. Zwickszano polarno$¢ uktadu w trakcie prowadzenia
oczyszczania na kolumnie.

e Otrzymywanie nitrowej pochodnej dibenzo[b,f]oksepiny:

W  kolbie okragtodennej o pojemnosci 100 ml umieszczono element
mieszajacy oraz 200 mg (0.63 mmol) (£)-2-hydroksy-3-metoksy-2’,4’-
dinitrostilbenu 1 69.6 mg (1.07 mmol) azydku sodu — NaNj;. Nastgpnie catos¢
rozpuszczono w ok. 30 ml DMF. Roztwor przyjal barwe z6tta. Przebieg reakcji byt
badany poprzez analiz¢ potozenia plamek znajdujacych si¢ na plytkach TLC
z wykorzystaniem chlorku metylenu jako eluenta. Uktad umieszczony byt w tazni
olejowej. Temperatura uktadu wynosita 110°C. Reakcje zakonczono po 24 h. Po
tym czasie mieszaning poreakcyjng zatezono na wyparce obrotowej. Powstaty osad
rozpuszczono w chlorku metylenu po czym oczyszczono na kolumnie
chromatograficznej. Stosowanym eluentem byt chlorek metylenu.

e Otrzymywanie aminowej pochodnej dibenzo[b,f]oksepiny:

W kolbie okraglodennej o pojemnosci 100 ml umieszczono element
mieszajacy oraz 100 mg (0.37 mmol) 6-metoksy-3-nitrodibenzo[b,floksepiny.
Nastepnie cato$¢ rozpuszczono w ok. 50 ml kwasu octowego. Roztwor przyjat
barwe z6tta. Do uktadu dodano nastgpnie 4.8 g (74 mmol) uprzednio
zaktywowanego cynku. Roztwor zaczal przyjmowacé barwe zielonkawa. Przebieg
reakcji byl badany poprzez analize potozenia plamek znajdujacych si¢ na plytkach
TLC z wykorzystaniem ukladu heksan:octan etylu 1:1 jako eluenta. Reakcja
prowadzona byta w temperaturze pokojowej. Reakcje zakonczono po 24 h. Po tym
czasie mieszaning poreakcyjng przesaczono przez celit kilkukrotnie przemywajac
go chlorkiem metylenu. Przesacz zatgzono nastgpnie na wyparce obrotowej.
Powstaly osad rozpuszczono w chlorku metylenu po czym oczyszczono go na
kolumnie chromatograficznej. Stosowanym eluentem byt uktad heksan-octan etylu.
Zwigkszano polarnos$¢ uktadu w trakcie prowadzenia oczyszczania na kolumnie.

Aktywacja cynku:

Uprzednio odwazong ilo$¢ cynku umieszczono we fiolce po czym wypetniono
ja IM HCI do % objetosci. Zatkano korkiem i cato$¢ mieszano przez okoto
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2 minuty. Nastepnie cato$¢ przesagczono na lejku Schotta. Pozostaly cynk
przemywano nastgpnie jednokrotnie 1M HCI, trzykrotnie woda, dwukrotnie
etanolem oraz jednokrotnie eterem dietylowym.

e Otrzymywanie zwigzku azowego:

W kolbie okraglodennej o pojemnosci 25 ml umieszczono element mieszajacy
oraz 50 mg (0.21 mmol) 6-metoksydibenzo[b,floksepino-3-aminy i 74.8 mg (0.42
mmol) NBS. Nastepnie cato§¢ rozpuszczono w ok. 3 ml chlorku metylenu.
Mieszajacy si¢ roztwor przeptukiwano argonem przez 5 minut. Nastepnie cato$é
ochtodzono do temperatury -78°C poprzez zanurzenie w fazni zawierajgcej aceton
i suchy 16d. Po ochtodzeniu do tej temperatury do uktadu dodano 63.8 ul (0.42
mmol) DBU. Roztwor przyjal czerwong barwe. Reakcje zakonczono po ok. 10-15
minutach. Po tym czasie kolb¢ ogrzano do temperatury pokojowej po czym do
mieszaniny poreakcyjnej dolano ok. 10 ml wodnego roztworu wodoroweglanu
sodu. Cato$¢ mieszano przez nastgpne 5 minut po czym ekstrahowano z dodatkiem
wodnego roztworu kwasu solnego oraz chlorku metylenu. Potaczone warstwy
organiczne wysuszono nad bezwodnym MgSQ, i zatezono na wyparce obrotowe;.
Powstaly osad rozpuszczono w chlorku metylenu po czym oczyszczono go na
kolumnie chromatograficznej. Stosowanym eluentem byt chlorek metylenu.

UWAGI KONCOWE

W niniejszym opracowaniu przedstawiono opis biomedycznych wlasciwosci jakie
wykazujg dibenzo[b,floksepiny. Wykazujg one wlasciwosci antypsychotyczne,
owadobdjcze, przeciwdepresyjne, przeciwzapalne, antynowotworowe czy tez
antyhipertensyjne.

W opracowaniu poswigcono takze rozdziat dotyczacy nowej metody leczenia,
ktéra intensywnie si¢ rozwija - fotofarmakologii. Jest to terapia wykorzystujaca swiatto.
Wykorzystuje si¢ zwiazki zwane fotochromowymi przetacznikami molekularnymi,
ktére sg zdolne do zmiany swojej struktury pod wptywem $wiatta. Dzieki temu takie
molekuty mozna wykorzystywa¢ w lecznictwie, gdyz czgsto jest tak, ze jedna z tych
form wykazuje aktywno$¢ biologiczng a druga nie. W konsekwencji aktywno$é
zwiazku moze by¢ regulowana za pomoca $wiatta. Fotofarmakologia stanowi sposob
rozwigzania problemu aktywno$ci leku poza miejscem docelowym oraz sposob
zmniejszenia skutkow ubocznych jego dziatania.

W fotochromowych przetacznikach molekularnych najczesciej wystepujacym
ugrupowaniem jest ugrupowanie azowe (-N=N-). Latwo ulega ono fotoizomeryzacji, ze
zmiang konfiguracji E/Z wigzania azowego. Ponadto charakterystyczna jest wtasciwosé
tego wigzania do absorpcji $wiatta w zakresie od 650 do 900 nm. Zakres ten jest
w przedziale migdzy zakresem absorpcji promieniowania widzialnego przez wodg
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i absorpcji promieniowana przez hemoglobine. Dzigki temu $§wiatto moze docieraé
glebiej do tkanek, bo nie jest absorbowane przez te zwiazki.

Wydaje si¢ wigc, ze synteza pochodnych dibenzo[b,f]oksepiny zawierajacych
ugrupowanie azowe jest niezwykle korzystna, gdyz wystapi tu potaczenie wiasciwosci
biomedycznych aktywnego zwigzku z funkcjg fotochromowego przetacznika
molekularnego.

W prezentowanym opracowaniu opisano opracowang metode syntezy zwigzkow
azowych zawierajacych pierScien dibenzo[b,f]oksepiny. Otrzymane zwiazki azowe
mogg poshuzy¢ jako potencjalne fotochromowe przelaczniki molekularne i ze wzgledu
na wilasciwosci biomedyczne dibenzo[b,floksepin by¢ moze zostang wykorzystane
w fotofarmakologii.
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