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1. Wstep i cel pracy

Pomimo postepow w medycynie, opiece zdrowotnej i nauce wcigz mierzymy si¢ z
niewystarczajacymi zabezpieczeniami przed zagrozeniami naturalnymi, takimi jak patogeny i
nowotwory. Dodatkowo zmiany klimatyczne, urbanizacja planety i zwigzane z tym czynniki
zwigkszaja narazenie spoleczenstwa na stres oksydacyjny spowodowany nierOwnowaga
stezenia wolnych rodnikow i1 poziomu antyoksydantow. To ostabia odpornos¢ na patogeny,
takie jak grzyby czy bakterie, a takze zwigksza ryzyko wystepowania chordb
neurodegeneracyjnych, takich jak choroba Parkinsona czy choroba Alzheimera, oraz choréb
nowotworowych. W zwigzku z tym konieczne staje si¢ poszukiwanie nowych zwigzkow, ktore
nie tylko skutecznie neutralizuja nadmiar wolnych rodnikéw, ale rowniez wykazuja

wielokierunkowg aktywno$¢ biologiczna.

W zwiazku z tym, gléwnym celem badawczym mojej pracy byla synteza nowych
zwigzkow o wielokierunkowej aktywnos$ci biologicznej (m.in. antyoksydacyjnej,
przeciwbakteryjnej, przeciwgrzybiczej i przeciwnowotworowej), ktére moglyby poméc w
walce z patogenami, stresem oksydacyjnym oraz chorobami cywilizacyjnymi (takimi jak

nowotwory czy choroby neurodegeneracyjne).

Najlepsza strategia syntezy nowych zwigzkéw wydaje si¢ laczenie znanych substancji
aktywnych w struktury hybrydowe, aby dzigki efektowi synergii uzyska¢ zwiazki wysoce
skuteczne, a jednocze$nie bezpieczne dla cztowieka. Taka strategia moze przyczynié si¢ do
opracowania nowoczesnych s$rodkéw terapeutycznych o szerokim spektrum dziatania,
ukierunkowanych na mechanizmy molekularne lezace u podstaw wielu chordb

cywilizacyjnych.

W ramach pracy doktorskiej skupitem si¢ na syntezie zwigzkéw hybrydowych taczacych
naturalny alkaloid kofeing¢ z pochodnymi uracylu, stilbenu oraz zwigzkami azolowymi i
tioazolowymi. Chemiczne modyfikacje, ktore przeprowadzilem, dotyczyly pozycji C-8 w
czgsteczce kofeiny. Aby utatwié¢ analiz¢ 1 interpretacj¢ wynikow badan wlasnych, podzielitem
otrzymane pochodne na cztery grupy:

Grupa I — Koniugaty kofeiny z pochodnymi uracylu i tiouracylu (zwiazki 2-8),

Grupa II — Koniugaty kofeiny z pochodnymi stilbenu (zwiazki 9-20),

Grupa III — Koniugaty kofeiny z pochodnymi imidazolu i pirazolu (zwigzki 21-28),

Grupa IV — Koniugaty kofeiny z pochodnymi pirazoli (zwigzki 29—45).



Otrzymane zwiazki zostaly dokladnie scharakteryzowane spektroskopowo za pomoca
spektroskopii protonowego i weglowego rezonansu magnetycznego (‘"H NMR, '*C NMR),
spektroskopii w podczerwieni (FT-IR) oraz spektrometrii mas (EI MS i ESI MS).

Dla wigkszosci z nich okreslono aktywno$¢ hemolityczna, antyoksydacyjng (we wspotpracy z
Zaktadem Biologii Komorki Wydziatu Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w
Poznaniu), przeciwgrzybiczg i przeciwbakteryjng w odniesieniu do kilku gatunkéw patogenow
srodowiskowych (we wspolpracy z Katedra Gleboznawstwa i Mikrobiologii Wydziatu
Rolnictwa, Ogrodnictwa 1 Biotechnologii Uniwersytetu Przyrodniczego). Dla pochodnych grup
IT i IV przeprowadzono badania cytotoksycznosci wobec linii komdorkowych U87 (komorki
glejaka mozgu) oraz HT29 (komodrki nowotworu jelita grubego), a takze aktywnos$ci
inhibicyjnej wobec enzyméw: acetylocholinesterazy (AChE) oraz a-glikozydazy (we

wspotpracy z Wydzialem Chemii Uniwersytetu Van Yuzuncu Yil w Van, Turcja).

Analiza krystalograficzna dwoch otrzymanych przeze mnie pochodnych kofeiny zostata
wykonana w Zaktadzie Krystalografii Wydziatu Chemii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza

w Poznaniu.

Dla wszystkich pochodnych okreslitem parametry fizykochemiczne, takie jak masa czasteczki,
lipofilowo$¢ (logP), liczba donoréw 1 akceptorow atomu wodoru (HBD i HBA) oraz
powierzchnia polarna (PSA), pozwalajace wstepnie oszacowaé biodostepnosé, toksycznosé
oraz podobienstwo nowych zwigzkéw do obecnie stosowanych lekow. Okreslitem takze
wchtanialnos¢ zwigzkow przez uktad pokarmowy (GI Abs), ich zdolno$¢ do przekraczania

bariery krew—moézg (BBB Perm) oraz ich rozpuszczalnos¢ w wodzie.



2. Czesc¢ literaturowa
2.1 Zwiazki hybrydowe

Zwiazki hybrydowe to zwigzki powstale w wyniku potagczenia dwéch lub wiecej
substancji o aktywnosci biologicznej. Jesli przynajmniej jeden z fragmentoéw takiej czasteczki
ma pochodzenie naturalne, méwimy o biokoniugatach. Synteza zwigzkéw hybrydowych
stanowi innowacyjng strategi¢ w chemii medycznej i projektowaniu lekéw. Potaczenie
aktywnos$ci biologicznej réznych rodzajéow zwigzkéw w ramach jednej czasteczki pozwala
uzyska¢ nowe substancje o zwigkszonej aktywno$ci biologicznej, selektywnosci lub
korzystniejszych wlasciwosciach farmakokinetycznych [1]. Ponadto hybrydy moga
oddzialywa¢ na jeden lub wiele biologicznych celow (enzymow, receptorow, biatek
strukturalnych), co wpisuje si¢ w koncepcje tzw. wielocelowego projektowania lekow (multi-
target drug design).

Wyrodznia si¢ kilka gtownych strategii syntezy zwiazkéw hybrydowych. Jedng z nich
jest bezposrednie potaczenie dwoch farmakoforow (fragmentéw wykazujacych aktywnosé
biologiczng) mostkiem chemicznym lub grupa laczaca, tzw. linkerem, zachowujac ich
oryginalne wlasciwosci. Inne podej$cie obejmuje integracje obu fragmentow w jeden nowy
szkielet czasteczki, tworzac tzw. fused hybrids [2]. Niezaleznie od przyjetej strategii
kluczowym celem jest poprawa efektywnosci terapeutycznej przy jednoczesnym zmniejszeniu
skutkéw ubocznych zwigzkow wyjsciowych. W ostatnich latach zwigzki hybrydowe ciesza si¢
rosngcym zainteresowaniem w $wiecie nauki, szczeg6lnie w konteks$cie badan nad nowymi
lekami przeciwnowotworowymi, przeciwbakteryjnymi czy neuroprotekcyjnymi. Synteza
zwigzkow hybrydowych moze prowadzi¢ do przezwyciezenia lekoopornosci, zwigkszenia
biodostepnosci oraz obnizenia toksycznosci w poréwnaniu z prekursorami wobec zdrowych
komorek, co czyni t¢ strategi¢ bardzo przydatng w nowoczesnym projektowaniu lekéw. Na

ponizszym schemacie (Schemat 1) przedstawitem strategie tworzenia zwigzkoéw hybrydowych.
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Schemat 1. Synteza zwigzkow hybrydowych a) przez linker b) tworzenie fused hybrids

Znanych jest wiele zwigzkow hybrydowych. Przyktadem sa hybrydy izatyny, triazyny
lub aniliny z innymi biologicznie aktywnymi zwigzkami (Rys. 1), ktore wykazuja dziatanie
przeciwneurodegeneracyjne (poprzez jednoczesng inhibicj¢ enzymoéw acetylcholinesterazy i
butyrylocholinesterazy), a takze antyoksydacyjne 1 przeciwzapalne, co umozliwia
wykorzystanie tych zwigzkoéw w walce z chorobg Alzheimera (AD) czy Parkinsona (PD) [3].
Hybrydy chalkonu i triazolu wykazuja obiecujacg aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa i
cytotoksyczng, szczegolnie wobec komorek raka jelita grubego i1 ptuc [4], natomiast hybrydy
triazolu i chinoliny sg wykorzystywane w walce z malarig. Te ostatnie dziatajg jako potencjalne
inhibitory hem-polimerazy; wykazuja takze aktywnos¢ wobec roznych szczepow Plasmodium
falciparum, w tym tych opornych na leki [5]. Ciekawym przykladem sg rowniez sulfonowe
hybrydy chalkonu, ktore wykazuja dziatanie antyoksydacyjne oraz dzialaja
przeciwotyloSciowo poprzez hamowanie aktywno$ci enzymow trawiennych [6]. Z kolei
zwigzki zawierajace w swojej strukturze pirol 1 tetrazol wykazujg dzialanie przeciwgrzybicze
wobec czterech gatunkow grzybow, a w badaniach na szczurach wykazuja dzialanie
rozluzniajace naczynia krwionosne [7]. Powyzsze przyklady pokazuja, ze projektowanie
zwigzkow hybrydowych umozliwia tworzenie uktadow wielofunkcyjnych, ktore dzieki
synergistycznemu oddzialywaniu farmakoforéw moga przewyzsza¢ skutecznoscig zwiazki

wyjsciowe.



Rys. 1. Wzory strukturalne zwigzkow hybrydowych izatyny (A), chinoliny (B) i chalkonu (C)

2.2 Zwiazki bioaktywne

W obliczu rosnacej liczby zagrozen zwiazanych zar6wno z chorobami zakaznymi, jak 1
cywilizacyjnymi, nauka intensyfikuje poszukiwania nowych, skutecznych czasteczek o
wysokiej aktywno$ci biologicznej. Szczegdlnym zainteresowaniem ciesza si¢ produkty
naturalne, znane cztowiekowi od wiekow i szeroko wykorzystywane w tradycyjnej medycynie,
ktore czesto wykazuja wielokierunkowe dziatanie biologiczne. Zwigzki pochodzenia
naturalnego, dzigki swojej biodostepnosci i niskiej toksycznosci, stanowia doskonaty materiat
wyjsciowy do dalszych modyfikacji chemicznych. W procesie projektowania lekow okazuje
sie, ze niewielkie modyfikacje strukturalne znanych zwigzkéw — takie jak podstawienie
okreslonych grup funkcyjnych, wprowadzenie heteroatomow czy sprz¢zenie z innym
farmakoforem — moga znacznie zwigkszy¢ ich aktywno$¢ biologiczng. Co wigcej, laczenie
dwoch lub wigcej bioaktywnych fragmentéw w strukture hybrydowa umozliwia wykorzystanie
efektu synergistycznego, ktory czesto przeklada sie¢ na wigksza skuteczno$¢ otrzymanego
produktu przy nizszych dawkach terapeutycznych oraz mniejszej liczbie dzialan
niepozadanych. Tego typu podejscie, przy relatywnie niskim koszcie syntezy 1 szerokiej
dostepnosci substratow, wpisuje si¢ w aktualne potrzeby farmakologii 1 biotechnologii. W
konsekwencji, synteza z wykorzystaniem zwigzkow chemicznych pochodzenia naturalnego
oraz ich modyfikacja pozostaja jednymi z kluczowych kierunkéw poszukiwan nowych lekow

w dobie globalnych wyzwan medycznych.



2.3 Kofeina i jej pochodne

Jednym z naturalnych zwiazkow bioaktywnych jest przedstawiciel alkaloidow
purynowych — kofeina (1,3,7-trimetyloksantyna) (Rys. 2), wystepujaca miedzy innymi w
ziarnach kawy (Coffea arabica), lisciach herbaty (Camellia sinensis) czy owocach guarany
(Paullinia cupana) (Rys. 3). Zawarto$¢ kofeiny w suchej masie rdzni si¢ w zaleznosci od
gatunku roslin lub sposobu obrobki (np. palenia ziaren kawy) [8]. Kofeina, ze wzgledu na swoje
pobudzajace dziatanie, byta stosowana juz w starozytnosci. To zwigzek znany na calym §wiecie
i spozywany codziennie przez miliony ludzi. Po raz pierwszy zostal wyizolowany z ziaren kawy

w 1819 roku przez Friedricha Ferdynanda Rungego [9].

Rys.3. Rosliny zawierajgce kofeing, kolejno — ziarna kawy, liscie herbaty i owoce guarany

Zrodta obrazow: https://www.bonappetit.com/drinks/non-alcoholic/article/storing-coffee https://newenglishteas.com/en-

eu/blogs/top-tips/loose-leaf-tea-love https://urushop.co.uk/guarana-the-eye-of-the-rainforest/

2.3.1 Budowa 1 reaktywnos$¢ kofeiny

Na szkielet kofeiny skladajg si¢ skondensowane pier§cienie pirymidyny i imidazolu.
Obecnos¢ grup metylowych w pozycjach N-1, N-3 1 N-7 skutkuje dezaktywacjg atomdw azotu
w czgsteczce. Najczestszym miejscem modyfikacji czasteczki kofeiny jest atom wegla C-8.
Kofeina w tej pozycji ulega miedzy innymi halogenowaniu rodnikowemu w reakcjach z

chlorem, bromem czy jodem (Rys. 4) [10-14].


https://www.bonappetit.com/drinks/non-alcoholic/article/storing-coffee
https://newenglishteas.com/en-eu/blogs/top-tips/loose-leaf-tea-love
https://newenglishteas.com/en-eu/blogs/top-tips/loose-leaf-tea-love
https://urushop.co.uk/guarana-the-eye-of-the-rainforest/
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Rys.4. Schemat halogenowania czgsteczki kofeiny

Kofeina, w obecnosci soli lub kompleksow metali przejSciowych, takich jak miedz czy cynk,
dziatajacych jako katalizatory, reaguje z halogenkami alkilowymi, tworzac pochodne

podstawione w pozycji C-8 (Rys. 5) [15-16].

/L > Z'?EL*Z“ )\J&%

Rys.5. Schemat alkilowania czgsteczki kofeiny

Natomiast w obecnosci soli takich jak Pd(CH3COO),, Cu(CH3COO),, Cul chetnie reaguje ze
zwigzkami aromatycznymi (Rys. 6) [17-22].

L/ s L/
\N N ‘ \N N
o )‘iﬁ:r\}ﬁ Pd(CH;CO0), ﬁ(> Ar
| T

Rys.6. Reakcja arylowania czgsteczki kofeiny

Pozycja C-8 jest takze preferowana w reakcjach kofeiny ze zwigzkami zawierajagcymi wigzania

wielokrotne. W kwasnym $rodowisku, w obecno$ci komplekséw rutenu, nastepuje redukcja
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wigzan wielokrotnych (Rys. 7a), natomiast w zasadowym $rodowisku, z uzyciem jonow

palladu 1 miedzi jako katalizatorow, zachodzi reakcja sprzggania Hecka (Rys. 7b) [23-25].

” // /LJIW
Ziw

o
Pd(CHSCOO)l \N N/ / R
> Cul, plrydyna | >_/7
}\ / N/
o

Rys.7. Reakcje kofeiny ze zwigzkami zawierajgcymi wigzania wielokrotne

Czasteczka kofeiny poddana dzialaniu promieniowania mikrofalowego lub UV reaguje z
pierwszo- 1 drugorzgdowymi alkoholami, tworzac odpowiednie alkohole o wyzszej rzedowosci
(Rys. 8) [26-27], natomiast w obecnosci nadtlenku tert-butylu w $rodowisku wodnym ulega

reakcji trifluorometylacji w pozycji C-8 (Rys. 9a) [28-29].

fi)ﬁ - ;\)tH

Rys.8. Reakcja kofeiny z alkoholami w obecnosci promieniowania

Kofeina jest takze podatna na atak nukleofilowy zwigzkow disulfidowych w obecnos$ci jonow
miedzi, w efekcie czego dochodzi do zerwania mostka disiarczkowego substratu i utworzenia

tiopochodnej (Rys. 9b) [30].
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Rys.9. Synteza pochodnych kofeiny a) trifluorometylowej b) sulfonowej

Kolejnym, mniej preferowanym miejscem modyfikacji czasteczki kofeiny sg grupy
karbonylowe. Ze wzgledu na ich umiejscowienie w pierScieniu nie podlegaja one
standardowym reakcjom podstawiania wegla karbonylowego, ale moga zosta¢ zamienione na
atomy siarki (reakcja z odczynnikiem Lawessona) albo na atomy selenu w przypadku uzycia

odczynnika Woolinsa (Rys. 10) [31-33].
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Rys.10. Synteza pochodnych siarkowych (a, b) oraz pochodnej selenowej (c) kofeiny

Mozliwa jest rowniez reakcja metylowania atomu azotu N-9 czasteczki kofeiny (Rys. 11).
Powstatly produkt reakcji ma tadunek dodatni, co w efekcie pozwala na utworzenie kompleksow

metali z czgsteczka kofeiny [34-36].
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Rys.11. Reakcja metylowania pozycji N-9 kofeiny

2.3.2 Aktywno$¢ biologiczna kofeiny

Kofeina w roslinach peilni funkcje ochronng; jest naturalnym pestycydem, ktory
odstrasza owady. Natomiast ludzie wykorzystuja kofeine glownie ze wzgledu na jej
pobudzajacy wptyw na organizm. Podobienstwo chemiczne czasteczki kofeiny do jednego z
neuroprzekaznikow — adenozyny — sprawia, Zze moze ona wigza¢ si¢ z receptorami
adenozynowymi w organizmie (Rys. 12), co czyni ja inhibitorem adenozyny o dzialaniu
kompetencyjnym [37]. Dzigki temu do modzgu nie docieraja informacje o zmgczeniu

organizmu, co skutkuje poprawa koncentracji.

Axon
terminal

Synaptic
cleft

Dendrit:

Rys.12. Mechanizm dziatania pobudzajgcego kofeiny

Zrédlo obrazu: hittps://mindthegraph.com/blog/caffeine/

Kofeina jako =zwigzek bioaktywny dziala wielokierunkowo, wykazuje aktywnos¢
przeciwgrzybicza [38], przeciwbakteryjng [39], antynowotworowa [40], a takze dziata
neuroprotekcyjnie jako maloczasteczkowy antyoksydant [41]. Na przestrzeni lat otrzymano
wiele zwigzkow hybrydowych i1 pochodnych kofeiny, ktore wykazuja aktywnosci wymienione

powyzej.
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AktywnoS$¢ przeciwgrzybicza

Badania nad aktywnoS$cig przeciwgrzybicza kofeiny wskazuja, ze zwigzek ten moze
znalez¢ zastosowanie w ochronie drzew przed grzybami plesniowymi (Coniophora puteana,
Poria placenta, Gloeophyllum trabeum, Trametes versicolor) [38]. Szczegolnie obiecujace sa
wyniki dotyczace mieszaniny kofeiny z chitozanem, ktora skutecznie inhibuje rozrost C.
puteana, co sugeruje synergiczne dzialanie tych substancji [42]. Kofeina wykazuje rowniez
zdolnos¢ do hamowania wzrostu Colletotrichum fructicola, patogenu odpowiedzialnego za
antraknoze lisci, powazng chorobg wptywajaca na uprawy owocow 1 warzyw [43]. Co wiecej,
fungistyczne wlasciwosci kofeiny potwierdzono w odniesieniu do gatunkow Fusarium sp., C.
gloeosporioides oraz F. verticillioides, ktére sa odpowiedzialne za istotne straty w rolnictwie
[44]. Kofeina charakteryzuje si¢ niskg toksyczno$cig dla organizmow wyzszych oraz tatwoscia

biodegradacji, co czyni jg atrakcyjng alternatywa dla syntetycznych fungicydow.
Aktywnos$¢ przeciwnowotworowa

Badania nad aktywnoscig biologiczng kofeiny podkreslaja jej potencjat w
zastosowaniach onkologicznych. Jej dziatanie przeciwnowotworowe wigze si¢ gltownie z
hamowaniem kinaz ATM 1 ATR — kluczowych regulatoréw odpowiedzi komoérkowej na
uszkodzenia DNA — co zwigksza wrazliwo$¢ komoérek nowotworowych na stres genotoksyczny
[45]. Chociaz kofeina sama wykazuje stosunkowo stabg zdolno$¢ do inhibicji tych enzymow,
modyfikacje strukturalne tego zwigzku prowadza do powstania nowych pochodnych o
silniejszych wtasciwosciach antyproliferacyjnych (Rys. 13) [45,46]. Niektore z nich,
szczegllnie te zawierajace hydrofobowe podstawniki przy atomie azotu N-7 pierScienia
ksantynowego, wykazuja dzialanie cytotoksyczne wobec linii komdrek nowotworowych takich
jak A2780 (rak jajnika), MOLT-4 (biataczka) 1 HeLa (rak szyjki macicy), dorownujac lub
przewyzszajac aktywno$¢ znanych inhibitorow ATR, takich jak VE-821 [45].

5O O

| ° ”

Rys.13. Pochodne kofeiny o wlasciwosciach antyproliferacyjnych
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Na szczeg6lng uwage zastuguja takze di- 1 poliaminowe pochodne kofeiny (Rys. 14), ktore
wykazaly selektywna cytotoksycznos¢ wobec komorek raka piersi (MCF-7), a jednoczes$nie
chronity erytrocyty przed stresem oksydacyjnym, co sugeruje synergizm mechanizméw

antyoksydacyjnych i1 przeciwnowotworowych [46].

I/
~, N NH_/
|

Rys.14. Pochodna poliaminowa kofeiny

Analiza wtasciwosci antynowotworowych kofeiny wskazuje na jej dziatanie na réznych
etapach rozwoju nowotworu, takich jak proces kancerogenezy, indukcja apoptozy oraz
hamowanie angiogenezy. Dodatkowo kofeina przyjmowana podczas chemioterapii wzmacnia
jej dziatanie [47]. Badania przesiewowe in silico pozwolity zidentyfikowac szereg pochodnych
kofeiny jako obiecujagce inhibitory wzrostu komodrek nablonkowych nowotworéw, co

dodatkowo potwierdza znaczenie tej grupy zwigzkéw w projektowaniu lekéw celowanych [48].

Aktywnos$¢ przeciwbakteryjna

Kofeina nie wykazuje szerokiej aktywnoS$ci przeciwbakteryjnej [49]; dziata hamujaco na
rozwoj biofilmu Pseudomonas aeruginosa [50] poprzez zaburzanie quorum sensing™® bakterii,
co w efekcie hamuje ruchliwo$¢ rojowag tego gatunku [51]. Hamuje rowniez rozwoj
enterobakterii z gatunkow Serratia marcescens 1 Enterobacter cloacae [52], ktore moga
powodowac stany zapalne m.in. stawow, wsierdzia czy spojowek [53]. Dzigki modyfikacjom
czasteczki  kofeiny otrzymano pochodne o zdecydowanie wyzsze] aktywnosci

przeciwbakteryjne;j.

Quorum sensing* — zjawisko komunikacji bakterii pozwalajgce organizmom okreslic gestos¢ populacji i
dostosowac jq poprzez regulacj¢ gendéw. Jest to sposob przystosowania si¢ do niekorzystnych warunkow

srodowiska. Zjawisko to nie ma jeszcze polskiej nazwy.
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Przyktadem moga by¢ nietoksyczne kompleksy kofeiny z dodatkowa grupg metylowg w
pozycji N-9 oraz octanem srebra, wykazujace skuteczno$¢ przeciwko Burkholderia cepacia,

bakteriom powodujacym cigzkie schorzenia drog oddechowych (Rys. 15) [54].
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Rys.15. Wzory strukturalne kompleksu kofeinowo-octanowego (A) oraz hybrydy octanu i kofeiny (B)

Co wigcej, kofeina czgsto wzmacnia efekty i aktywnos$¢ zwigzkéw w mieszaninie. Przebadane
ekstrakty z ziaren guarany i kawy wykazuja dziatanie przeciwbakteryjne wobec szczepow
bakterii takich jak Pseudomonas fluorescens, Staphylococcus aureus [49], Escherichia coli czy
Bacillus cereus [55]. Aktywno$¢ ta jest wyzsza niz aktywno$¢ pojedynczych zwigzkow
(polifenoli, katechin) [55]. Mimo dzialania na niewielkg grupe gatunkow, kofeina moze
stanowi¢ cenny skfadnik w terapiach przeciwbakteryjnych — jej synergistyczne dzialanie z
innymi zwigzkami przeciwbakteryjnymi, dzigki wielotorowemu mechanizmowi, moze znalez¢
zastosowanie w walce z antybiotykoopornoscig bakterii, na co wskazuja powyzsze wyniki

dotyczace zaburzania biofilmu bakterii.

Aktywnos$¢ antyoksydacyjna

Kofeina zaliczana jest do egzogennych antyoksydantéw matoczasteczkowych —
zwigzkOw o matej masie czasteczkowej dostarczanych do organizmu. Jej gléwnymi
mechanizmami dzialania przeciwutleniajacego sa mechanizmy SET (single electron transfer)
oraz RAF (radical adduct formation) [56], ktére zostang omdéwione w dalszej czgséci pracy.
Wykazuje ona skuteczne dziatanie antyoksydacyjne wobec rodnika hydroksylowego "OH [56],
umiarkowanie neutralizuje rodnik metoksylowy ‘OCH3 oraz stabo neutralizuje rodnik
hydroperoksylowy HOO". Nie wykazuje zadnego dziatania wzgledem rodnikow O," oraz
‘OOCHs3 [56]. Badania wskazuja, ze kofeina stabo neutralizuje alkilowe rodniki peroksylowe

[57]. W kontekscie stresu oksydacyjnego moze odgrywaé role czasteczki ochronnej,
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szczegbdlnie w komorkach narazonych na wysokie st¢zenie reaktywnych form tlenu, takich jak
neurony, komoérki nerek czy hepatocyty. Kofeina wykazuje synergistyczne dziatanie z innymi
biologicznie aktywnymi zwigzkami znajdujacymi si¢ w ekstraktach z ziaren kawy lub lisci
zielonej herbaty. Wraz z katechinami dziata hamujgco na proces peroksydacji lipidow oraz
zwigksza aktywno$¢ enzymoéw neutralizujgcych reaktywne formy tlenu w nerkach, dzigki
czemu moze zapobiega¢ chorobom nerek [58,59]. Na rysunku (Rys. 16) przedstawiono
przyktadowe pochodne kofeiny wykazujace aktywnos$¢ cytoprotekcyjng, ktore sa rowniez

dobrymi chelatorami jonéw zelaza(II) [60].
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Rys. 16. Pochodne kofeiny o aktywnosci antyoksydacyjnej

Ze wzgledu na jej czeste spozycie w diecie 1 dobrze znang toksycznos¢, kofeina jest waznym
zwigzkiem wyjSciowym w syntezie nowych bioaktywnych zwigzkow o wilasciwos$ciach

antyoksydacyjnych.
Kofeina jako inhibitor enzymow

Kofeina 1 jej pochodne wykazuja potencjat jako inhibitory enzymu
monoaminooksydazy (MAO) [61], co moze opdznia¢ postep chordb neurodegeneracyjnych,
takich jak choroba Alzheimera (AD) i choroba Parkinsona (PD) [62]. Dziatajac na osrodkowy
uktad nerwowy, moga takze wspiera leczenie zaburzen psychicznych, takich jak depresja,
zespot stresu pourazowego (PTSD) czy zaburzenia obsesyjno-kompulsyjne (OCD).

Kofeina ma réwniez zdolno$¢ do hamowania enzymow trawiennych w organizmie —
a-glukozydazy i1 a-amylazy, odgrywajacych wazng role w rozkladzie weglowodandéw na
prostsze zwiazki [63,64]. Zaproponowane mechanizmy dzialania wskazuja na reaktywacje
przez kofeing szlaku sygnalizacyjnego insuliny oraz szlaku metabolizmu pirogronianu i

biosyntezy katecholoamin [63]. Aktywno$¢ kofeiny wzgledem katabolicznych enzymow
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cukrow moze przyczynia¢ si¢ do wykorzystywania tego zwigzku w terapii cukrzycy i chorob
watroby [65]. Ponadto czasteczka kofeiny wykazuje powinowactwo do acetylocholinoesterazy,
enzymu neurotransmisyjnego katalizujgcego reakcje rozpadu acetylocholiny na choling i kwas
octowy. Kofeina pehi funkcje selektywnego inhibitora niekompetycyjnego dla tego enzymu.
Mimo 1000-krotnie stabszego wigzania z enzymem niz standardowa takryna, kofeina jest
zdecydowanie mniej toksyczna [66]. Istota badan nad skutecznymi inhibitorami enzyméw
neurotransmisyjnych jest terapia chorob neurodegeneracyjnych. Odkrycie zwiazkéw o
wysokim potencjale terapeutycznym w tym zakresie moze prowadzi¢ do znacznego
zahamowania rozwoju AD czy PD, a w dhuzszej perspektywie mozliwe jest catkowite

wyeliminowanie tych schorzen.

2.4 Uracyl 1 jego pochodne

Jednym ze zwigzkow pochodzenia naturalnego jest uracyl (Rys. 17). Jest on jedng z
czterech zasad azotowych wystepujacych w kwasie rybonukleinowym (RNA),

komplementarng do adeniny.

Rys.17. Wzor uracylu

Gtowng funkcjg uracylu w organizmach zywych jest udziat w procesie kodowania 1 translacji
gendw, czyli produkcji biatek. Szkieletem uracylu jest pierscien pirymidynowy. Biosynteza
uracylu przebiega poprzez deaminacj¢ cytozyny, a jego naturalna obecno$¢ ogranicza si¢
niemal wylacznie do RNA; w DNA jest niepozadany, poniewaz moze by¢ efektem
spontanicznej deaminacji cytozyny, co moze prowadzi¢ do mutacji. Mimo to, ugrupowanie
uracylu nie wystepuje wytacznie w kwasach nukleinowych. W przyrodzie jest réwniez
identyfikowany jako metabolit w organizmach ro$linnych i zwierzecych. Jest skladnikiem
wielu szlakéw metabolicznych. W mikroorganizmach i ros§linach uracyl oraz jego pochodne
biorg udziat w regulacji wzrostu i syntezie bialek. Co istotne, niektore pochodne uracylu

wykazujg  aktywno$¢  biologiczng, np. przeciwnowotworowsg, przeciwwirusows,
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przeciwbakteryjng, przeciwpasozytnicza [67] 1 znajdujg zastosowanie jako substancje czynne

lekow, jak choc¢by 5-fluorouracyl (Rys. 18), stosowany w chemioterapii nowotworow [68].
HN |

Rys.18. Wzor 5-fluorouracylu

5-Fluorouracyl wykazuje dziatanie cytotoksyczne wobec nowotworéw piersi, przewodu
pokarmowego, jajnikow czy skory [67], a dzigki swojej strukturze metabolizowany jest jak
naturalnie wystepujacy w organizmie uracyl [69]. Juz w 1987 roku Erik De Clercq i jego
wspolpracownicy badali aktywnos$¢ antywirusowa zwigzkoéw pirymidynowych i purynowych,
wykazujac, ze analogi pirymidyn skutecznie zwalczaja cytomegalowirusy, natomiast w
zwalczaniu wirus6w uktadu autoimmunologicznego skuteczniejsze dziatanie wykazuja zwigzki
purynowe [70]. Inng wartg uwagi pochodng uracylu jest 2-tiouracyl (Rys. 19), wykazujacy

powinowactwo do ludzkiej albuminy [71].

HN ‘

Rys.19. Struktura 2-tiouracylu

Zwiazki zawierajace w swojej strukturze ugrupowanie tiouracylowe (Rys. 20) wykazuja
ponadto dziatanie antyproliferacyjne wobec linii komoérek raka piersi, jelita grubego, prostaty
oraz watroby. Pochodne te dziataja jako inhibitory syntazy tymidylanowej (TS) — enzymu

stanowigcego jedno z gtdéwnych miejsc docelowych dziatania zwigzkoéw cytotoksycznych [72].
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Rys.20. Pochodne 6-arylo-5-cyjano-2-tiouracylu
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Zwiazki syntetyzowane z 6-amino-2-tiouracylu oraz dostepnych na rynku preparatow Khelinu
i Visangenu (Rys. 21), zawierajace ugrupowanie pirymidynowe, wykazaly dzialanie

przeciwzapalne i analgetyczne [73].

Rys.21. Hybryda Visangenu i pochodnej uracylowej

Pochodne pirymidynowe powstate w reakcji zamykania pier§cienia z 6-amino-2-tiouracylu i
bromooctanu metylu (Rys. 22A) wykazuja dzialanie antyoksydacyjne przy jednoczesnej
protekcji DNA, a takze sa zdolne do skutecznego usmiercania linii komorek Ehrlicha [74]. Na
przestrzeni lat naukowcy zsyntetyzowali wiele tego typu pochodnych o zrdéznicowanym
dziataniu. W 2000 roku Fukushima wraz z zespolem otrzymat chlorowodorek 5-chloro-6-[1-
(2-iminopirolidynylo)metyloJuracylu (TPI) — skuteczny inhibitor fosforylazy tymidynowe;j
(Rys. 22B) [75], enzymu odpowiedzialnego za fosforylacje nukleotyddéw pirymidynowych, a

takze promujacego angiogeneze komorek rakowych [68].
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Rys.22. Pochodne uracylu — bromooctanowa (A) oraz chlorowodorkowa (B)

W 2013 roku opublikowano syntez¢ pochodnych nukleozydéw uracylowych o aktywnosci
antynowotworowej [76]. Zwiazki te (Rys. 23) wykazuja réwniez dzialanie antywirusowe
wobec wirusow HSV-11 VZV [77]. Natomiast zwigzki hybrydowe izatyny 1 uracylu potaczone

pier§cieniem triazolowym wykazuja aktywnos$¢ przeciwnowotworowg [78].
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Rys.23. Pochodne nukleozydowe uracylu o aktywnosci przeciw wirusom HSV-1i VZV

2.5 Polifenole

Kolejng interesujaca grupa zwigzkéw o wysokim potencjale biologicznym s3
polifenole. Stanowig one jedna z najliczniejszych grup metabolitow wystepujacych w
ro$linach. Struktura polifenoli jest definiowana obecnoscia co najmniej dwodch grup
fenylowych w czasteczce. W organizmach ro$linnych polifenole petnig gléwnie funkcje
ochronne przed czynnikami $rodowiskowymi, zaré6wno biotycznymi (ochrona przed
patogenami — grzybami, bakteriami czy wirusami), jak i abiotycznymi (promieniowanie UV,
uszkodzenia mechaniczne czy stres oksydacyjny). Dodatkowo polifenole biora udziat w
procesach fizjologicznych ro$lin, takich jak regulacja wzrostu oraz barwienie tkanek.
Znaczenie biologiczne polifenoli nie ogranicza si¢ jednak wytacznie do roslin. W organizmach
wyzszych, w tym ludzi, zwigzki te wykazuja szerokie spektrum aktywnosci biologiczne;.
Uwaza sig, ze ich regularne spozywanie wraz z dietg roslinng przyczynia si¢ do zmniejszenia
ryzyka rozwoju wielu chorob cywilizacyjnych, w tym nowotworéw, choréb sercowo-
naczyniowych, cukrzycy typu II oraz schorzeh neurodegeneracyjnych [59,79]. Polifenole
wystepuja powszechnie w ro$linach wyzszych. Szczego6lnie bogate w polifenole s3 owoce
jagodowe (np. borowki, porzeczki, winogrona), herbata, kakao, oliwki, zboza petnoziarniste,
przyprawy oraz warzywa. W roslinach zwigzki te gromadzg si¢ gtownie w skorkach, tupinach
oraz warstwach zewnetrznych owocow, lisci 1 nasion. Polifenole dzielg si¢ na kilka grup
chemicznych, takich jak flawonoidy, taniny, kwasy fenolowe oraz stilbeny. Stilben (1,2-
difenyloetylen) w naturze wystepuje gtdéwnie w postaci resweratrolu (3,5,4'-trihydroksystilben)

(Rys. 24A), pterostilbenu, piceatannolu (Rys. 24B) oraz g-winiferyny.
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Rys. 24. Naturalne pochodne stilbenu — resrewatol (A), piceatannol (B)

W przyrodzie zwigzki stilbenowe sa wtdrnymi metabolitami ro$linnymi, ktoére przede
wszystkim pelnig funkcje ochronne. Najczgsciej spotykane sg w takich rodzinach roslin jak
Vitaceae (winoroslowate), Fabaceae (bobowate) czy Pinaceae (sosnowate). Najwieksze ilosci
resweratrolu znajduja si¢ w skorkach winogron, owocach morwy, orzeszkach ziemnych oraz w
czerwonym  winie. W  organizmach ro$linnych  zwiazki stilbenowe  dzialajg
przeciwdrobnoustrojowo 1 sg syntetyzowane przez rosliny w miejscu wystgpowania infekcji
[80]. Stilbeny maja wysoka zdolno$¢ do neutralizowania wolnych rodnikow, co czyni je
skutecznymi antyoksydantami. Wcze$niej wspomniany resweratrol wykazuje zdolno$¢
zmiatania wolnych rodnikow poréwnywalng do standardowych wzorcéw (Troloxu, o-
tokoferolu) oraz zapobiega peroksydacji lipidow [81]. Ponadto resweratrol ma zdolnos¢
hamowania cyklu komoérkowego wielu linii komoérkowych nowotworow ludzkich; jest
inhibitorem kinazy tyrozynowej (co prowadzi do blokady transkrypcji w komorkach
nowotworowych) [82], a dodatkowo przyczynia si¢ do spowolnienia agregacji ptytek krwi,
wspierajagc  ochron¢ organizmu przed miazdzyca [83]. Pomimo dobrych wlasciwosci
terapeutycznych resweratrol ma niska biodostepnos¢ i jest bardzo szybko metabolizowany oraz
wydalany z organizmu. W zwigzku z tym na znaczeniu zyskuje synteza pochodnych stilbenu o
zwigkszonej biodostgpnosci dla organizmu. W 2015 roku Vandana Srivastava i Hoyun Lee
opublikowali synteze¢ chinolinowo-stilbenowych hybryd (Rys. 25) o wysokiej aktywnosci
antyproliferacyjnej, przy jednoczesnie wyzszej selektywnosci wobec komoérek rakowych niz

wobec komorek gospodarza [84].

Rys. 25. Hybrydy chinolinowo-stilbenowe
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Ponadto pochodne stilbenu polaczone z benzoksazolonem, kwasem cynamonowym czy

chalkonem (Rys. 26) okazaty si¢ skutecznymi inhibitorami polimeryzacji tubuliny [85].
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Rys.26. Pochodne benzoksazolonu (A), kwasu cynamonowego (B) i chalkonu (C) zawierajgce
ugrupowanie stilbenowe

Podsumowujac, pochodne stilbenu, dzigki szerokiemu spektrum dziatania, stanowig grupe
zwigzkéw o potencjale terapeutycznym, szczegélnie w leczeniu nowotwordw. Jako silne

antyoksydanty moga tez przyczyniaé si¢ do zapobiegania chorobom neurodegeneracyjnym.

2.6 Zwiazki azolowe

Zwiazki azolowe, a w szczegolnosci imidazole i pirazole (Rys. 27), naleza do jednych
z najwazniejszych zwigzkdéw heterocyklicznych zawierajacych atomy azotu. Struktury azolowe
powszechnie wystepuja zarowno w naturze, jak i w licznych biologicznie aktywnych zwigzkach
syntetycznych. Imidazol to kluczowy sktadnik histydyny (Rys. 28), aminokwasu niezbednego
do prawidlowego funkcjonowania organizmu, oraz jej pochodnej, histaminy, bioracej udzial w

reakcjach zapalnych 1 alergicznych, a takze w regulacji wydzielania soku zotagdkowego.

Rys.27. Imidazol i pirazol
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Rys.28. Struktura histydyny

Struktura imidazolu jest rowniez obecna w wielu koenzymach, takich jak cytochrom P450 czy
witamina B12 (Rys. 29), w ktorych uczestniczy w procesach enzymatycznych i

transportowych.
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Rys.29. Zwiqzki naturalne zawierajqce pierscien imidazolowy — witamina B12

Pirazole to zwiazki zdecydowanie rzadziej wystepujace w $Srodowisku naturalnym, jednak
zaréwno imidazole, jak i1 pirazole cechuja si¢ wysoka reaktywnos$cig chemiczng oraz zdolnoscia
do tworzenia wigzan wodorowych 1 koordynacyjnych, co sprawia, ze sg wykorzystywane w
syntezie zwigzkow o znaczeniu farmakologicznym, w tym o dziataniu przeciwzapalnym, oraz
jako inhibitory 5-lipogenazy, a takze jako agoni$ci 1 antagonisci receptorow histaminowych
[86]. Pochodne zawierajace w swojej strukturze pierscien pirazolowy wykazuja aktywnos$¢
przeciwnowotworowg wobec roznych linii komérkowych [87,88], w tym nowotwordéw phuc

(A549) [89]. Przyktady takich pochodnych przedstawiono ponizej (Rys. 30).

Rys.30. Pochodne pirazolu o dziataniu przeciwnowotworowym
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Na uwage zastuguja takze ich wlasciwosci antybakteryjne. Przyktadem moze by¢ 4,5-bis(3,5-
dichlorofenylo)-2-(trifluorometylo)-1H-imidazol (Rys. 31), ktory skutecznie hamuje rozwoj

Staphylococcus aureus 1 Bacillus subtilis [90].

Rys.31. Pochodne z pierscieniem imidazolowym o wlasciwosciach antybakteryjnych

2.7 Chemia click, pierscien triazolowy

Skutecznym narzedziem do otrzymywania zwigzkoéw hybrydowych, czasteczek
aktywnych biologicznie, jest reakcja 1,3-dipolarnej cykloaddycji, zwana reakcja ,,chemii

click”. Ponizej przedstawilem schemat reakcji chemii click (Schemat 2).

= CUuAAC /G

Schemat 2. Schemat reakcji click

Zrodlo obrazu: hitps://www.researchgate.net/publication/370421790_Advances_in_the_construction_of diverse_SuFEx_linkers

Opracowanie tej metody przez Sharplessa na poczatku XXI wieku stanowi jeden z krokow
milowych w chemii organicznej, a jej autorzy w 2022 roku otrzymali za nig Nagrod¢ Nobla.
Gltowne zatozenia tej metody to prowadzenie reakcji w sposob szybki 1 wydajny, przy
minimalnej ilosci produktow ubocznych oraz tatwa izolacja produktu koncowego. Chemia click
zostala zaprojektowana jako uniwersalne narz¢dzie do syntezy zwigzkéw chemicznych w
warunkach przyjaznych $rodowisku, czgsto w obecnosci wody jako rozpuszczalnika i przy
niskich temperaturach [91]. Reakcje ,click” cechuja si¢ wysoka regioselektywnoscia,
zachodzgc niemal wytacznie z utworzeniem produktu 1,4-dipodstawionego triazolu, co czyni

je niezwykle przydatnymi w projektowaniu i syntezie zwigzkéw hybrydowych, lekow,
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materiatlow polimerowych oraz sond biologicznych. Szczegolng popularnos$¢ zyskata reakcja
1,3-dipolarnej cykloaddycji pomigdzy azydkiem a alkinem, katalizowana przez kationy miedzi
(Cu(l)) — tzw. reakcja CuAAC (Copper(I)-Catalyzed Azide-Alkyne Cycloaddition).
Koncowym produktem reakcji jest pigciocztonowy pierscien 1,2,3-triazolowy, ktory
charakteryzuje si¢ wysoka stabilno$cig chemiczng i termiczng. Schemat reakcji przedstawiono

ponizej (Schemat 3).
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Schemat 3. Mechanizm CuAAC
Zrédlo obrazu: hitps://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0010854511001809

Od czasu opracowania metody chemia click znalazta szerokie zastosowanie. Przykitadowo,
pozwala na fatwe znakowanie DNA, biatek, peptydow i1 wirusow bez konieczno$ci stosowania
grup ochronnych. Jej niezaprzeczalnym atutem jest rowniez mozliwo$¢ funkcjonalizacji
powierzchni statych (np. mikromacierzy) oraz tworzenia nanostruktur i polimeréw sieciowych
[92]. Powstajacy w reakcji pierscien 1,2,3-triazolowy (Rys. 32A), podobnie jak pierscien 1,2,4-
triazolowy (Rys. 32B), jest stabilny, odporny na hydroliz¢ i1 utlenianie, a przy tym wykazuje
powinowactwo do bialek [93]. PierScien triazolowy nie tylko pelni funkcje skutecznego
tacznika pomiedzy roznorodnymi fragmentami bioaktywnymi, lecz takze sam wykazuje istotne

wlasciwos$ci farmakologiczne.
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Rys.32. Struktura pierscienia 1,2,3-triazolowego (A) oraz 1,2,4-triazolowego (B)
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Na szczegdlng uwage zastuguja wlasciwosci antyproliferacyjne i przeciwgrzybicze pierscienia
triazolowego. Przykladami mogg by¢ pochodne triazolowe: ketokonazol, vorikonazol i
flukonazol [94]. Ten ostatni jest najpowszechniej stosowanym lekiem zawierajacym
ugrupowanie triazolowe (Rys. 33), stosowanym klinicznie od lat 90., ktoéry zapoczatkowat

rozw¢j licznych pochodnych o zblizonym lub poszerzonym spektrum dziatania [95,96].

Rys.33. Struktura flukonazolu — najpopularniejszego triazolowego srodka grzybobdjczego

Wykazano, ze polaczenie pochodnych triazolowych z naturalnymi lub podtsyntetycznymi
fragmentami, takimi jak indol [97] (Rys. 34A), chalkon [98], pier§cien pirymidynowy [99]
(Rys. 34B), a nawet szkielet steroidowy [100], prowadzi do powstania hybryd o silnym
dziataniu przeciwnowotworowym. Zwiazki te skutecznie oddziatujg (prawdopodobnie poprzez
inhibicje¢ polimeryzacji tubuliny lub indukcj¢ apoptozy komorek) na rézne linie komorkowe, w
tym na nowotwory ptuc (A549), szyjki macicy (HeLa), prostaty (DU145) oraz watroby
(HepG2), a takze na chloniaka wielkokomérkowego (ALCL) [101].

< 2 /
\ : o~
<

A cl
Rys.34. Struktury aktywnych pochodnych indolu (A) oraz pirymidyny (B) zawierajqcych w strukturze
pierscien triazolowy
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Dodatkowo pochodne triazolowe (Rys. 35) wykazujg obiecujace dziatanie przeciwgruzlicze,
skutecznie oddzialujac na Mycobacterium tuberculosis, co czyni je potencjalnymi kandydatami

na nowe leki w terapii lekoopornej gruzlicy [102,103].

N|/ :\>xs
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Rys.35. Pochodne triazolowe o aktywnosci przeciwgruzliczej

Wykazano rowniez ich potencjal w modulowaniu szlakow zapalnych, dzigki czemu zwigzki
triazolowe moga znalez¢ zastosowanie jako inhibitory enzymoéw zapalnych (np. COX-2) [104].
Zwiazki zawierajace triazol wykazuja takze dziatanie przeciwwirusowe [105] oraz
antybakteryjne [106]. Ze wzgledu na swojg syntetyczng dostgpnos¢, kompatybilnosé
chemiczng 1 wysoka aktywno$¢ biologiczng, triazole pozostaja jednymi z najbardziej
uniwersalnych 1 wszechstronnych elementéw strukturalnych w chemii medycznej, szczeg6lnie

w projektowaniu zwigzkow hybrydowych o ukierunkowanej aktywnosci biologiczne;.

2.8 Stres oksydacyjny

W czasach dynamicznego rozwoju cywilizacyjnego 1 urbanizacji spoleczenstwo
prowadzi coraz szybszy i1 bardziej intensywny tryb zycia, co wigze si¢ z rosnaca ekspozycja na
czynniki stresogenne oraz rozwojem tzw. choroéb cywilizacyjnych. Przewlekly stres,
nieprawidlowa dieta, zanieczyszczenie srodowiska oraz postepujace zmiany klimatu prowadza
do zaburzen funkcji fizjologicznych organizmu. Wszechobecny smog, obecnos¢ metali
cigzkich, pestycydow oraz zmiany temperatury i wilgotnosci negatywnie wplywaja nie tylko
na uktad odpornosciowy cztowieka, ale takze na jego zdolno$¢ do neutralizacji reaktywnych
form tlenu (ROS). Zsumowanie powyzszych czynnikéw skutkuje obnizong odpornoscig na
infekcje oraz zaburzeniem réwnowagi oksydacyjno-antyoksydacyjnej, co sprzyja rozwojowi
przewlektego stanu zapalnego i moze prowadzi¢ do powaznych konsekwencji zdrowotnych, w
tym choréb neurodegeneracyjnych, takich jak choroba Parkinsona czy choroba Alzheimera
[107,108]. Zaburzenie rownowagi pomigdzy reaktywnymi formami tlenu a zdolnoscig

organizmu do ich neutralizowania nazywane jest stresem oksydacyjnym [109] (Rys. 36).
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Rys.36. Schematyczne przedstawienie degeneracji zdrowej komorki pod wplywem wolnych rodnikow
Zrédto obrazu: https://www.poczuciepiekna.pl/wszystkie-aktualnosci/353-co-to-jest-stres-oksydacyjny

Efektem stresu oksydacyjnego moze by¢ peroksydacja lipidow, prowadzaca do utraty
integralnosci bton komorkowych, co skutkuje uposledzeniem funkcjonowania komorek.
Innymi skutkami dziatania wolnych rodnikdw s3a uszkodzenia biatek oraz kwasow
nukleinowych [110]. Do reaktywnych form tlenu naleza m.in. rodnik hydroksylowy ("OH),
anion ponadtlenkowy (O:"), rodnik alkoksylowy (RO"), nadtlenek wodoru (H20:) oraz rodnik
nadtlenkowy (ROO®) — powstaja one jako produkty uboczne proceséw metabolicznych
zachodzacych w mitochondriach, a takze pod wptywem czynnikdéw zewnetrznych, takich jak
promieniowanie UV, zanieczyszczenia srodowiskowe, stres, palenie tytoniu czy infekcje
wirusowe 1 bakteryjne [111]. Stres oksydacyjny odgrywa istotng rol¢ w patogenezie wielu
chorob cywilizacyjnych 1 przewlektych, takich jak miazdzyca, cukrzyca, choroby
neurodegeneracyjne, nowotwory, choroby autoimmunologiczne, a takze procesy starzenia si¢

[112].

Przyjety

elektron

0
Oddanie
elektronu

Antyoksydant ——————- Wolny rodnik el Atom stabilny

Rys.37. Schemat dziatania antyoksydantow

Zrédlo obrazu: https://www.nutergia.com/pl/pl/zrozumiec-mikroodzywianie/jaka-jest-rola-antyoksydantow

Zwiazki neutralizujace reaktywne formy tlenu, w tym wolne rodniki, nazywane sg
antyoksydantami (Rys. 37). Wyrdznia si¢ antyoksydanty wielkoczasteczkowe, takie jak
enzymy, np. dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), katalaza (CAT) czy peroksydaza glutationowa

(GPx), oraz matoczasteczkowe: witaming C, witamine E, glutation, melatonine, kofeine czy
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polifenole. Antyoksydanty maloczasteczkowe mozna podzieli¢ rowniez na endogenne
(syntetyzowane przez organizm) oraz egzogenne (dostarczane do organizmu z zewnatrz).
Zwiazki antyoksydacyjne moga neutralizowa¢ wolne rodniki wedtug kilku poznanych
mechanizmow — HAT, SET (Rys. 38), RAF czy chelatowanie metali przejSciowych
odpowiedzialnych za inicjacj¢ reakcji rodnikowych [57, 113].
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Rys.38. Mechanizm dziatania antyoksydacyjnego SET i HAT, gdzie R — rodnik A:H — antyoksydant
Zrédlo obrazu:
https://www.researchgate.net/publication/380911378 Methods_for_determining_in_vitro_antioxidant capacity_Metodos pa

ra_determinacao_de_atividade antioxidante_in_vitro_Henriqueta Talita Guimaraes Barboza_Izabela_Miranda_de Castr

[2)

W patogenezie stresu oksydacyjnego istotng role odgrywaja nie tylko czynniki srodowiskowe,
ale rébwniez patogeny, takie jak wirusy, bakterie czy komorki nowotworowe, ktore same
generuja reaktywne formy tlenu w procesie infekcji lub transformacji nowotworowe;.
Jednoczes$nie dlugotrwate zaburzenie réwnowagi oksydacyjnej prowadzi do ostabienia uktadu
immunologicznego, co zwigksza podatnos¢ organizmu na dziatanie wspomnianych patogenow

1 poglebia biedne koto uszkodzen oksydacyjnych.

2.9 Patogeny Srodowiskowe

W $rodowisku naturalnym organizmy ro$linne 1 zwierzgce nieustannie staja w obliczu
licznych zagrozen $rodowiskowych. Jednymi z najbardziej powszechnych, a jednocze$nie
najtrudniejszych do wyeliminowania, sa patogeny — bakterie, wirusy oraz grzyby
mikroskopowe, ktore w sposob ciagly oddziatujg na otaczajace je organizmy. W warunkach
naturalnych 1 rolniczych grzyby powoduja powazne straty gospodarcze, prowadzac do
masowych infekcji upraw, degradacji gleby, pogorszenia jako$ci plonow, a w skrajnych
przypadkach do ich calkowitego zniszczenia. W $rodowisku czlowieka te patogeny
niejednokrotnie odpowiadaja za choroby skory, ukladu oddechowego, a takze zakazenia

ogolnoustrojowe, szczegodlnie niebezpieczne dla 0sob z ostabiong odpornoscia. Zagrozenia te
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nabierajg szczeg6Olnego znaczenia w dobie rosngcej liczby ludno$ci na $wiecie oraz
postepujacych zmian klimatycznych, ktore sprzyjaja rozprzestrzenianiu si¢ mikroorganizmow
chorobotworczych. Zmiany te prowadza do degradacji srodowiska naturalnego i zachwiania
rOwnowagi ekosystemoOw, czynigc organizmy zywe jeszcze bardziej podatnymi na ataki
patogenow. Ponadto rosngce zapotrzebowanie na zywno$¢ wywiera presj¢ na poszukiwanie
coraz skuteczniejszych metod ochrony roslin i zwierzat przed chorobami.

Jednymi z patogenoéw Srodowiskowych sg gatunki mikroskopowych grzybow: Alternaria
alternata, Botrytis cinerea i Fusarium spp., kazdy z nich powoduje choroby roslin uprawnych
1 jest szkodliwy dla cztowieka.

Alternaria alternata to szeroko rozpowszechniony grzyb, ktoéry wystepuje w glebie,
powietrzu oraz na resztkach roslinnych. Jest oportunistycznym patogenem ro$lin i ludzi,
znanym przede wszystkim z powodowania plamistosci li§ci, zgorzeli lodyg oraz gnicia owocow
w licznych gatunkach uprawnych (Rys. 39). Grzyb produkuje r6znorodne mykotoksyny, w tym
alternariol i tenuazyng, ktore maja wlasciwosci cytotoksyczne i moga zagraza¢ zdrowiu ludzi i
zwierzat. A. alternata ma zdolno$¢ do rozwoju w szerokim zakresie temperatur i wilgotnosci,
co czyni go trudnym do zwalczania w warunkach naturalnych. Ze wzgledu na swoje
wiasciwosci alergenne zarodniki tego grzyba sg rdwniez istotnym czynnikiem ryzyka dla os6b
cierpigcych na choroby uktadu oddechowego, takie jak astma czy alergiczny niezyt nosa [114-
116].

Rys.39. Zgorzel (z lewej) i plamistos¢ lisci (z prawej) — choroby wywolane patogenem z gatunku
Alternaria

Zrédia obrazéw: hitps://agroatlas.ru/en/content/diseases/Fabacee/Fabacee_Alternaria_alternata/index.html
https.//agritech.tnau.ac.in/crop_protection/crop_prot_crop%20diseases_veg potato 2.html

Botrytis cinerea, czg¢sto nazywany szarg plesnig (Rys. 40), jest jednym z najwazniejszych
grzybow patogennych atakujacych wiele gatunkow ro§lin uprawnych, w tym winorosl,
truskawki, pomidory i satatg. Uwazany jest za typowego nekrotrofa, ktorego gltdéwnym

mechanizmem infekcji jest wnikanie przez rany lub naturalne otwory roslin, po czym nastepuje
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szybki rozrost grzybni i produkcja enzymow prowadzacych do degradacji 1 $mierci tkanek
gospodarza. Botrytis cinerea jest szczegodlnie destrukcyjny dla dojrzatych lub starzejacych sig
tkanek roslin dwuli§ciennych. Zdarza si¢, ze patogen przez dlugi czas pozostaje w stanie
uspienia, a infekcja rozwija si¢ dopiero wtedy, gdy fizjologia gospodarza ulega zmianie i

pojawiajg si¢ sprzyjajace warunki srodowiskowe.

Rys.40. Szara plesn — choroba wywolywana przez Botrytis cinerea, odpowiedzialna za masowe psucie
upraw, w tym truskawek i malin

Zrédlo obrazu: https://m.espacepourlavie.ca/en/ereen-pages/diseases-pests-and-undesirable-plants/botrytis-blight-or-grey-
mold

Grzyb ten cechuje si¢ duza zdolnoscia adaptacyjna, a jego zarodniki moga przetrwa¢ w glebie,
w resztkach roslinnych oraz na powierzchni liSci. Oprocz strat gospodarczych, jakie powoduje,
B. cinerea stanowi takze powazny problem w przechowywaniu i transporcie produktéw rolnych
[117-119].

Grzyby z rodzaju Fusarium stanowia liczng 1 zréznicowang grupe patogendéw, ktore
infekuja zaréwno rosliny jak 1 ludzi. Gatunki takie jak Fusarium oxysporum, Fusarium
culmorum czy Fusarium solani sa odpowiedzialne za wiele chordb roslinnych, w tym fuzariozy
zb6z (Rys. 41), zgorzele korzeni oraz wigednigcie naczyniowe. Patogeny te wytwarzajg szereg
mykotoksyn, w tym fumonizyny, trikoteceny 1 zearalenon, ktoére wykazuja dzialanie
cytotoksyczne, neurotoksyczne i kancerogenne. Z uwagi na zdolnos$¢ do przetrwania w glebie
oraz adaptacji do réznych warunkow s$rodowiskowych, rodzaj Fusarium jest trudny do
catkowitego wyeliminowania z agrosystemow. Co wiecej, niektore szczepy wykazuja opornosé
na $rodki grzybobojcze, co jeszcze bardziej komplikuje walke z infekcjami. Poza rolnictwem
gatunki te moga powodowac infekcje oportunistyczne u ludzi, zwlaszcza u 0s6b z obnizona

odpornoscia [120-122].
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Rys.41. Fuzarioza — choroba upraw roslinnych wywolywana przez patogeny z gatunku Fusarium

Zrédlo obrazu: hitps.//cals.cornell.edu/field-crops/soybeans/diseases-of-sovbeans/fusarium-wilt

W tym kontekscie szczegdlnego znaczenia nabierajg badania nad synteza skutecznych srodkow
przeciwdrobnoustrojowych — zwlaszcza takich, ktore beda jednoczesnie bezpieczne dla

srodowiska 1 zdrowia cztowieka.
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3. Dyskusja wynikow

3.1 Koniugaty kofeiny z pochodnymi uracylu i tiouracylu (I grupa

pochodnych)

3.1.1 Synteza, analiza spektroskopowa

Uracyl, z uwagi na swoje naturalne wystepowanie, prosta budowe¢ chemiczng i tatwos¢
modyfikacji, jest czesto wykorzystywany jako zwigzek wyjsciowy w projektowaniu i syntezie
nowych zwigzkéw bioaktywnych. Pochodne uracylu stanowig rozbudowang grupe zwigzkow
o udokumentowanej aktywnosci biologicznej. Modyfikacje strukturalne, szczegdlnie tworzenie
zwigzkow hybrydowych pochodnych uracylu i kofeiny, umozliwiaja syntez¢ zwigzkow o
wielokierunkowej aktywnos$ci biologicznej. Dlatego tez pierwsza grupe otrzymanych przeze
mnie zwigzkéw stanowily pochodne zawierajace czasteczke kofeiny oraz ugrupowanie
uracylowe lub tiouracylowe, polaczone pierScieniem triazolowym. Glownym celem
przeprowadzonych przeze mnie syntez bylo otrzymanie pochodnych wykazujacych zarowno
wlasciwosci antyoksydacyjne, jak i przeciwgrzybiczne oraz przeciwbakteryjne, a takze
okreslenie zalezno$ci miedzy rodzajem 1 potozeniem podstawnikow w pierScieniu
pirymidynowym a wlasciwo$ciami biologicznymi otrzymanych czasteczek. Ponadto w
literaturze naukowej jest niewiele informacji na temat wykorzystania kofeiny w syntezach
chemii klik [123]. Uznatem, Ze tworzenie nowych potaczen uracylowych 1,2,3-triazolowych z

kofeing 1 bedzie interesujagcym kierunkiem badan.

Korzystajac z metody chemii click, otrzymatem siedem nowych koniugatéw (zwiazki 2-8),
roéznigcych si¢ zardGwno potozeniem, jak i rodzajem podstawnika w pier§cieniu pirymidynowym
(Tabela 1). Substratami w moich reakcjach byty: pochodna propargilowa kofeiny, ktorg
otrzymalem w trzech etapach (Schemat 4), oraz pochodne azydkowe 2-tiouracylu (Schemat 5)

1 5-fluorouracylu (Schemat 6).

8-Bromokofeina (A) i 8-tiokofeina (B) to zwigzki znane z literatury [14,124]. W wyniku reakcji
8-tiokofeiny z bromkiem propargilu otrzymatem pochodng 1. Pochodne azydkowe (Gla—g —
kolejno$§¢ numeracji azydkow pokrywa sie¢ z kolejnoscia otrzymanych pochodnych
triazolowych) uzyskalem w wyniku reakcji dwuetapowej. W pierwszym etapie mieszatem

odpowiednie pochodne uracylu z dibromopentanem. Otrzymany produkt poddatem reakc;ji z
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azydkiem sodu. Czasteczki polaczytem tacznikiem alkilowym o pigciu atomach wegla. Taka
dlugo$¢ tancucha uznalem za optymalng ze wzgledu na efekty steryczne, zdolno$¢ wigzania w
miejscach aktywnych enzymoéw oraz rozpuszczalno$¢ w wodzie [125]. W przypadku
2-tiouracylu grupa alkiloazydkowa zostala wprowadzona na atom siarki, natomiast w
przypadku 5-fluorouracylu — na atom azotu. Synteza koniugatow 2—8 zostata przedstawiona na

schemacie 7.

Sy i N/ NBS NaHS$ B
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Schemat 4. Synteza 8-(prop-2-yn-1-ylosulfanylo)kofeiny (1)
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Schemat 5. Synteza pochodnych azydkowych tiouracyli (G1a-f)
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Schemat 6. Synteza pochodnej azydkowej 5-fluorouracylu (G1g)
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Schemat 7. Synteza koniugatow kofeiny i pochodnych 2-tiouracylu (lub 5-fluorouracylu) z
wykorzystaniem metody chemii click (zwiqzki 2-8)
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Tabela 1. Rodzaje podstawnikow uzytych do syntezy pochodnych pirymidynowych

Nr zwigzku R! R? R’
2 H H 0]
3 H Ph 0]
4 H Me O
5 Pr H 0]
6 H Pr O
7 H H NH
8 F H 0]

Otrzymane zwigzki zostaly scharakteryzowane spektroskopowo. W widmach 'H NMR
wszystkich zwigzkow mozna zaobserwowac sygnaly protonow tancucha alkilowego w zakresie
1,21-4,32 ppm. W zaleznos$ci od rodzaju podstawnika w pier§cieniu pirymidynowym sygnat
protonu z pierScienia byl obserwowany w zakresie 5,70—6,60 ppm, natomiast sygnat protonu
grupy aminowej uracylu w zakresie 12,66—12,71 ppm. Sygnaly protonu pierscienia
triazolowego mozna zaobserwowa¢ w zakresie 7,93—8,14 ppm. Charakterystyczne sygnaty w
zakresie 3,20-3,70 ppm pochodza od protonéw grup metylowych kofeiny. W widmach *C
NMR wszystkich zwigzkéw widoczne sg sygnaty w zakresie 150,6—155,6 ppm, $wiadczace o
obecnosci grup karbonylowych kofeiny i uracylu; ponadto sygnalty w zakresie 163,0-169,6
ppm pochodza od atomu wegla grupy tionylowej w ugrupowaniu 2-tiouracylu. Sygnaty od
atomow wegla pierScienia triazolowego obserwuje si¢ w zakresie 123,5-123,7 ppm oraz 142,4—

142,5 ppm.

Na widmach FT-IR wszystkich zwigzkéw widoczne jest charakterystyczne pasmo absorpcji
przy 3050 cm™', pochodzace z wigzania =C-H w pierécieniu triazolowym. W zakresie 1650—
1705 cm™ mozna zauwazy¢ -charakterystyczne pasma absorpcji wigzan C=0O grup

karbonylowych.

W widmach ESI-MS wszystkich otrzymanych koniugatow obecne sg sygnaty pochodzace od
jonu (M+H)"; dla wiekszo$ci zwigzkow ich intensywno$¢ wynosita 100%. Wyjatkiem sa

pochodna 3 (intensywnos¢ 10%) oraz zwigzki 5 1 7 (intensywnos¢ odpowiednio 40% 1 60%).

Widma 'H i *C NMR, ESI-MS oraz FT-IR wybranych pochodnych kofeiny znajduja si¢ w
Czgsci Eksperymentalnej (Rozdziat 4).
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3.1.2 Ocena wlasciwosci fizykochemicznych zwigzkéw 1 grupy
Parametry fizykochemiczne zwigzkoéw, ich wchtanialno$¢ przez uktad pokarmowy (GI Abs),
zdolnos¢ do przekraczania bariery krew-mozg (BBB Perm) oraz rozpuszczalno$¢ w wodzie

(logS) przedstawitem w tabelach 2 1 3.

Tabela 2. Przewidywane wlasciwosci fizykochemiczne syntetyzowanych zwigzkow obliczone za
pomocq platformy SwissADME (http://www.swissadme.ch) (dostep 6 maja 2024)

. MW TPSA GI BBB Reguta
Zwiazek [g/ml] logp HBD  HBA [A%] Abs Perm  Lipinskiego
2 503.6 1.47 1 7 188.88  Niska Nie Nie
3 579.7 2.67 1 7 188.88  Niska Nie Nie
4 517.6 1.81 1 7 188.88  Niska Nie Nie
5 545.7 2.45 1 7 188.88  Niska Nie Nie
6 545.7 2.51 1 7 188.88  Niska Nie Nie
7 502.7 0.90 2 7 193.54  Niska Nie Nie
8 505.5 1.06 1 8 172.69  Niska Nie Nie

MW - masa czgsteczkowa, logP — lipofilowos¢;, HBA — liczba akceptorow wigzan wodorowych;, HBD
— liczba donorow wigzan wodorowych, TPSA — topologiczna powierzchnia polarna; GI Abs —
wchianianie w przewodzie pokarmowym BBB Perm — przenikanie przez bariere krew-mozg

Tabela 3. Przewidywana rozpuszczalnos¢ w wodzie nowych hybryd kofeinowo-uracylowych obliczona
za pomocq platformy SwissADME (http.//www.swissadme.ch) (dostep 6 maja 2024)
Rozpuszczalnos¢

Zwiazek logS (mg/ml] Rozpuszczalnos¢
2 -4.13 1.2*10°! Umiarkowana
3 -6.01 4.4%1073 Staba
4 -4.49 6.04*107 Umiarkowana
5 -5.19 1.85*102 Staba
6 -5.30 1.40*1072 Staba
7 -3.35 3.75*10! Dobra
8 -3.40 3.80*10" Umiarkowana

Otrzymane koniugaty charakteryzuja si¢ stosunkowo wysoka masa czasteczkowa,
przekraczajaca 500 g/mol. Ponadto posiadaja duza topologiczng powierzchnie polarng (TPSA),
ktorej warto$ci wynosza od 172,69 A2 (dla zwiazku 8) do 193,54 A2 (dla zwiazku 7). Ze
wzgledu na wspomniane parametry strukturalne Zzaden ze zwigzkoéw z tej grupy nie spetnia
reguty Lipinskiego, co sugeruje niska biodostepno$¢ po podaniu doustnym (GI Abs).
Otrzymane pochodne wykazuja réwniez brak zdolnosci przenikania przez barier¢ krew—mozg
(BBB Perm). Czasteczki te posiadaja w swojej strukturze od 7 do 8 akceptorow wigzan
wodorowych (HBA) oraz od 1 do 2 donoréw atoméw wodoru (HBD). Zwigzki wykazuja

umiarkowang lipofilowos$¢, przy czym wspdtczynnik podziatu (logP) miesci si¢ w przedziale
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od 0,9 do 2,67 (najbardziej lipofilowy jest zwigzek 3 posiadajacy pierscien fenylowy).
Swiadczy to o hydrofobowym charakterze czasteczek. W wickszosci przypadkow
przewidywana rozpuszczalno$¢ w wodzie jest staba (zwigzki 3, 5, 6) lub umiarkowana (zwigzki
2,4, 8). Jedynym wyjatkiem jest pochodna 7, ktora wykazuje dobrg rozpuszczalnos¢ w wodzie.
Podsumowujac, bardzo staba przewidywana absorpcja z przewodu pokarmowego oraz brak
mozliwosci przekraczania kluczowych barier fizjologicznych prawdopodobnie wykluczaja
mozliwo$¢  zastosowania tych  pochodnych w  postaci doustnych preparatow
farmakologicznych.

Warto jednak pamigta¢, ze Regula Pigciu Lipinskiego stuzy glownie jako narzedzie
wspomagajace i nie jest bezwzglednym kryterium, poniewaz wiele zatwierdzonych lekéw nie

spetnia wszystkich jej zasad w petni [126].
3.1.3 Ocena aktywnosci biologicznej pochodnych I grupy

Otrzymane pochodne kofeiny i1 uracylu poddano wielokierunkowej ocenie biologiczne;.
Sprawdzano ich wplyw na blony komoérkowe (hemokompatybilno$¢), zdolnoSci

antyoksydacyjne, chelatujace oraz aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa.

Aktywnos$¢ hemolityczna pochodnych I grupy

Aktywno$¢ hemolityczna zwigzkéw jest istotnym elementem oceny ich aktywnosci
biologicznej, poniewaz moga one mie¢ kontakt z uktadem krwiono$nym w organizmie, a jej
okreslenie pozwala oceni¢ ich wptyw na integralno$¢ btony erytrocytow. Hemoliza to proces,
w ktorym blony erytrocytow ulegaja uszkodzeniu w wyniku interakcji zwigzkow z ich
sktadnikami. Prowadzi to do naruszenia integralno$ci btony i uwolnienia hemoglobiny na
zewnatrz komorki. Zwigzki o aktywnosci hemolitycznej na poziomie mniejszym niz 10% moga
zosta¢ uznane za hemokompatybilne (niewywotujace znacznej hemolizy) [127,128]. Na
rysunku 42 przedstawitem wartosci aktywnosci hemolitycznej nowych zwigzkéw. Kontrolg w
przeprowadzonych badaniach byt bufor fosforanowy (PBS), imitujacy naturalne $rodowisko

czerwonych krwinek w organizmie.
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Rys.42. Wykres aktywnosci hemolitycznej zwigzkow 2—8 w stezeniu 0,01 mg/mL. (60min, 37°C).
Przedstawione wyniki sq wartosciami srednimi £ odchylenie standardowe (n = 9). C — kontrola, RBC
(red blood cells — czerwone krwinki) w buforze fosforanowym PBS. Czerwona linia na poziomie 10%

wskazuje granice hemokompatybilnosci zwigzkow

Badania przeprowadzone w st¢zeniu 0,01 mg/mL wykazaly, ze wszystkie zsyntetyzowane
pochodne z tej grupy sa hemokompatybilne. Najwyzsza aktywnos¢ hemolityczng (7,06% =+
0,58) wykazal zwigzek 2, zawierajacy w swojej strukturze niepodstawiony pierscien 2-
tiouracylowy. Wprowadzenie podstawnikow do pierScienia 2-tiouracylu zmniejszato efekt
hemolityczny, przy czym zwiazek 6, zawierajacy podstawnik n-propylowy w pozycji C-6
pierScienia pirymidynowego, wykazal najnizszg aktywno$¢ hemolityczng (4,14% + 1,23).
Przedstawione wyniki badan wskazuja, ze modyfikacja strukturalna w obrgbie pierScienia
pirymidynowego wplywa na zdolno$¢ badanych zwiazkéw do zaburzania struktury blony
erytrocytow, z kolei sam rodzaj heteroatomu w pozycji 2 pierscienia (dla zwigzkdéw 2—7 — atom

siarki, dla zwiagzku 8 — atom tlenu) nie ma decydujacego wptywu na ten proces.

Ocena wlasciwosci cytoprotekcyjnych zwiazkow 1 grupy wzgledem erytrocytow
eksponowanych na dzialanie AAPH

W komorkach zachodzi stata regulacja poziomu wolnych rodnikéw i antyoksydantow, majaca
na celu utrzymanie rownowagi oksydacyjnej. Zaburzenie tej réwnowagi, spowodowane
czynnikami zewn¢trznymi i wewnetrznymi, prowadzi do rozwoju stresu oksydacyjnego oraz
uszkodzenia struktury komorki. W zwigzku z tym istotne jest poszukiwanie nowych zwigzkéw
o potencjale antyoksydacyjnym oraz ocena ich wtasciwosci biologicznych. W tym celu
wykorzystywane sg testy in vitro stanowigce proste 1 skuteczne narzedzie do wstepnej oceny

aktywnosci biologicznej zwigzkow.
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W poprzednich latach otrzymano szereg pochodnych kofeiny [60,31], ktore skutecznie
neutralizowaly rodniki generowane przez AAPH (dihydrochlorek 2,2'-azobis(2-
amidynopropanu)). Przyktadem moga by¢ siarkowe oraz diaminowe pochodne kofeiny (Rys.
43). Dlatego tez postanowitem sprawdzi¢, czy otrzymane przeze mnie pochodne wykaza

rowniez aktywnos$¢ cytoprotekcyjna.

~, O {
oty
T Xy

Rys.43. Przykiady siarkowych oraz diaminowych pochodnych neutralizujgcych rodniki generowane
przez AAPH

AAPH powszechnie wykorzystywany jest w badaniach biologicznych jako induktor stresu
oksydacyjnego w komorkach, m.in. w erytrocytach. Pod wpltywem temperatury rozktada sig,
wytwarzajac przy tym rodniki nadtlenkowe (Rys. 44). Powstate rodniki moga powodowac
peroksydacj¢ lipidow 1 bialek blonowych, niszczy¢ strukture¢ btony erytrocytow i w efekcie

prowadzi¢ do hemolizy.

oo "
HN NH HN : o HN
N==N 2HCI — 2 + Nj —_ = 2
NH, NH2 N

;
° 8 © 8
Rys.44. Rozpad AAPH na rodniki i generowanie rodnikow nadtlenkowych
Wyniki dotyczace aktywnosci cytoprotekcyjnej otrzymanych pochodnych pierwszej grupy w
stezeniu 0,01 mg/mL przedstawilem na rysunku 45. Jako wzorzec zastosowano standardowy

antyoksydant Trolox (Tx) — kwas 6-hydroksy-2,5,7,8-tetrametylochroman-2-karboksylowy,

pochodng witaminy E.
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Rys.45. Wykres aktywnosci cytoprotekcyjnej pochodnych 2-8 w stezeniu 0,01 mg/mL w warunkach
stresu oksydacyjnego. Wyniki przedstawione jako Srednie wartosci + odchylenie standardowe (n = 9)
w porownaniu z aktywnoscig wzorca Troloxu (Tx) (*** p < 0.001)

Analizujac wyniki przedstawione na rysunku 45, mozna zauwazyé, ze nowo otrzymane
pochodne tej grupy nie wykazaly wysokiej aktywno$ci cytoprotekcyjnej. Zaobserwowano
jednak wyrazne zalezno$ci miedzy ich budowa a zdolnoscig do ochrony komorek. Posrod
otrzymanych pochodnych najwyzsza aktywno$¢ cytoprotekcyjng wykazat zwiazek 8 (42,88%
+ 11,77), zawierajacy w swojej strukturze pierScien uracylu podstawiony atomem fluoru w
pozycji C-5. Przypuszcza si¢, ze takie usytuowanie podstawnika ulatwia efektywniejsza
stabilizacj¢ rodnikow podczas przenoszenia protondow ze wzgledu na jego bliskie sgsiedztwo z
grupa karbonylowg. Stosunkowo dobra aktywno$cig wykazat si¢ rowniez zwigzek 2 (31,61%
+ 9,81), zawierajacy niezmodyfikowany pierscien 2-tiouracylu.

Najnizszg aktywno$¢ cytoprotekcyjng wykazaly pochodne z alkilowymi podstawnikami w
pozycji C-6. Sa to: pochodna 4 z grupg metylowa (6,03% =+ 4,82) oraz zwigzek 6 z grupa
propylowa (4,26% =+ 5,97). Wyniki te uwidaczniaja specyficzng regute strukturalng. Grupy
elektronodonorowe (takie jak lancuchy alkilowe) wplywaja niekorzystnie i drastycznie
obnizaja aktywno$¢ cytoprotekcyjng zwigzkow. Z kolei podstawniki elektronoakceptorowe
zwigkszajg ich zdolnos¢ do skutecznej neutralizacji wolnych rodnikow [129].

Ze wzgledu na charakterystyczng strukture tych czasteczek, obejmujaca pierscien triazolowy,
grupe pirymidynowa oraz uktad purynowy, sugeruje si¢, ze te zwigzki uczestnicza w
neutralizacji rodnikow poprzez dwa glowne mechanizmy: RAF, polegajacy na tworzeniu
stabilnych adduktoéw rodnikowych [60], oraz SET, opierajacy si¢ na transferze elektronow w

obrebie uktadu aromatycznego [130].
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Zdolnos¢ chelatowania Fe* pochodnych grupy I

Zdolnoéé do chelatowania jonow Fe®" jest waznym czynnikiem w ocenie potencjatu
antyoksydacyjnego zwigzkow. Wysoka aktywno$¢ chelatowania spowalnia przebieg reakcji
Habera-Weissa oraz reakcji Fentona, w ktérej dochodzi do utleniania jonéw Fe?* do Fe** oraz
do utworzenia rodnikow hydroksylowych, ktore, reagujac z lipidami, prowadza do ich
peroksydacji. Ponizej przedstawitem wykres aktywnos$ci chelatujacej nowych pochodnych

kofeiny (Rys. 46).
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Rys.46. Wykres aktywnosci chelatujgcej jonow zelaza(ll) przez pochodne 2—8 oraz standard EDTA w
stezeniu 0,01 mg/mL.(* p < 0,05, ***p < 0,001)

Aktywnos$¢ chelatujaca analizowanych zwiazkéw wykazywata zakres od niskiego do
umiarkowanego poziomu, wynoszac od 5,28% do 25,55%. Wprowadzenie pierscienia
triazolowego do struktury czasteczki zwykle zwigksza jej zdolno$¢ do chelatowania jonow
metali. W przypadku pochodnych 2-8 wprowadzenie pierScienia triazolowego jedynie w
minimalnym stopniu poprawito zdolnos$ci chelatujace w pordwnaniu z samg czasteczka kofeiny
(11,25% £ 2,84) [31]. Najwyzsza aktywnos¢ (25,55% + 10,94) wykazat zwigzek 3, zawierajacy
w swojej strukturze pierscien fenylowy w pozycji C-6 pierscienia pirymidynowego, natomiast
najnizsza aktywnos¢ wykazat zwiazek 7 (5,28% = 3,16). Niska warto$¢ aktywnosci chelatujacej
dla pochodnej 7 mozna przypisa¢ zastgpieniu atomu tlenu atomem azotu w pozycji C-4
pierscienia pirymidynowego, co skutkuje zmniejszeniem liczby dostepnych wolnych par
elektronowych uczestniczacych w koordynacji jonow Fe?". Stabszy wynik zwiazku 8 (o
najwyzszej aktywno$ci cytoprotekcyjnej) tlumaczy obecno$¢ atomu halogenku w jego
strukturze, ktéra moze sprzyja¢ tworzeniu oddzialywan miedzyczasteczkowych, takich jak
wigzania wodorowe, co ogranicza dostepnos¢ czasteczki 1 tym samym zmniejsza jej zdolnos¢

do efektywnego chelatowania metali.
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Aktywnos$¢ przeciwgrzybicza i przeciwbakteryjna pochodnych I grupy

Przeprowadzono oceng skutecznosci I grupy pochodnych wobec patogendéw srodowiskowych.
Uzyskane koniugaty nie wykazaty aktywnos$ci bakteriobojczej. Zaobserwowano jednak istotny
potencjat przeciwgrzybiczy. Aktywno$¢ przeciwgrzybicza zostata okreslona in vitro metoda
studzienkowg. Zdolnos¢ do hamowania wzrostu patogenow grzybiczych bylta zréznicowana i

zalezala od konkretnego gatunku grzyba oraz od budowy zwigzku (Tabela 4).

Tabela 4. Aktywnos¢ grzybobdjcza zwigzkow 2—-8. Strefy hamowania wzrostu: <9 mm (zwiqgzki stabo
aktywne),; 10—15 mm (zwiqzki Srednio aktywne); >15 mm (zwigzki aktywne)

Zwigzek Fusarium  Fusarium Trichoderma  Trichoderma  Alternaria Botrytis
culmorum  graminearum atroviridae harzianum alternata cinerea
2 16 0 8 7 6,5 5,5
3 2,5 0 0 7 12
4 0 0 9 6 10 0
5 1 4 0 0 7 13,4
6 1,2 6,4 4,5 0 8 17
7 16 0 8,5 6,5 4 55
8 10,5 0 4 8 8 0

Zwiazki 2 1 7 wykazaly hamujace dzialanie wobec Fusarium culmorum — patogenu
odpowiedzialnego za rozprzestrzenianie si¢ fuzariozy w plonach rolnych, osiagajac strefe
zahamowania wzrostu wynoszaca 16 mm, co klasyfikuje je jako zwiazki o wysokiej
aktywnosci. Pochodna 6 okazala si¢ najskuteczniejszym srodkiem przeciwko grzybowi Botrytis
cinerea, powodujagcemu rozwoj szarej plesni na owocach takich jak truskawki czy maliny, ze
strefg zahamowania wynoszaca 17 mm. Dodatkowo, zwiazki 3 1 5 wykazaty wobec niego
umiarkowang aktywnos$¢ (strefy zahamowania wynosity odpowiednio 12 mm i 13,4 mm).
Pozostale badane szczepy grzyboéw (np. Fusarium graminearum, gatunki Trichoderma oraz
Alternaria alternata) okazaty si¢ oporne na celowane dziatanie testowanych pochodnych

kofeiny.

Przedstawione wyniki zostaty opublikowane w pracy: M. Szlauzys, K. Ostrowski, D. Nowak,
W. Prukata, J. Starzyk, B. Jasiewicz, L. Mrowczynska, Hybrid Uracil Derivatives with Caffeine
and Gramine Obtained via Click Chemistry as Potential Antioxidants and Inhibitors of Plant
Pathogens, Molecules 30 (2025) 2714. https.//doi.org/10.3390/molecules30132714
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3.2 Koniugaty kofeiny z pochodnymi stilbenow (II grupa pochodnych)

3.2.1 Synteza, analiza spektroskopowa

Kolejng grupa pochodnych, ktére otrzymatem, sa zwigzki hybrydowe kofeiny i stilbenu.
Zastosowanie strategii hybrydyzacji molekularnej, polegajacej na potaczeniu w jednej
czasteczce szkieletu kofeiny oraz ugrupowania stilbenowego, otwiera droge do otrzymania
zwiazkow o znacznie zwickszonym potencjale biologicznym. Przykladem literaturowym jest
zwigzek CSC, ktoéry dziata jako antagonista receptorow A2A i inhibitor MAO-B, wykazujac
duzy potencjal w terapii choroby Parkinsona [131]. Badania pokazuja, Ze polaczenie czasteczki
kofeiny ze zmodyfikowanymi grupami fenylowymi pozwala otrzyma¢ zwiazki o

wiasciwosciach inhibicyjnych wobec enzyméw [132,133]

Gléwnym celem mojej pracy byta synteza oraz kompleksowa ocena aktywnosci biologicznej
nowej grupy koniugatow kofeinowo-stilbenowych. Pod wzgledem strukturalnym nowe
koniugaty mozna podzieli¢ na dwie grupy. Pierwsza grupa obejmuje zwigzki, w ktérych
ugrupowanie stilbenowe jest potagczone z czasteczkg kofeiny poprzez atom tlenu. Druga grupa
to hybrydy z dluzszym (mieszanym) facznikiem siarkowo-tlenowym, zawierajacym tancuch
weglowodorowy o zroznicowanej dlugosci. Zsyntezowane zwigzki scharakteryzowatem
spektroskopowo. Ponadto oceniono ich aktywnos$¢ biologiczng, obejmujaca zdolno$¢
hamowania enzymoéw, takich jak acetylocholinoesteraza (AchE) i1 a-glukozydaza, a takze ich

cytotoksyczne wlasciwosci wobec linii komorkowych nowotworowych.

Synteze nowych koniugatow kofeiny i stilbenu przeprowadzilem z wykorzystaniem dwoch
odrebnych procedur, ktorych dobor zalezat od rodzaju facznika wprowadzonego w pozycje
C-8 szkieletu kofeiny. Zwigzki wyjsciowe (pochodne stilbenolu) uzyte w reakcjach otrzymano
zgodnie z wczesniej opublikowanymi metodami [134]. Zwigzki 9—11, hybrydy z lacznikiem
tlenowym, otrzymalem w wyniku reakcji 8-bromokofeiny z odpowiednimi pochodnymi
stilbenolu w DMF, z dodatkiem weglanu cezu. Z kolei zwiazki 12-20, hybrydy z tacznikiem
siarkowo-tlenowym 1 fancuchem alkilowym, otrzymalem w reakcji 8-tiokofeiny z
bromoalkoksylowymi pochodnymi stilbenu w DMF, z dodatkiem weglanu potasu. Obie reakcje
prowadzitem w temperaturze 70 °C (Schemat 8). Wsrdéd pochodnych grupy 12-20 mozna
wyodregbni€ trzy serie zwiazkow o zroznicowanych dtugos$ciach tancucha alkilowego (n =3, n
=4,n=6), ktore dodatkowo r6znig si¢ obecnoscig podstawnikdéw w ugrupowaniu stilbenowym

(-Cl, -NO»).
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Schemat 8. Synteza zwigzkow hybrydowych kofeiny i pochodnych stilbenu

Strukture nowo zsyntetyzowanych koniugatéw jednoznacznie potwierdzitem za pomoca analiz
spektroskopowych, w tym spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego ("H NMR 1 *C
NMR), spektroskopii w podczerwieni (FT-IR) oraz spektrometrii mas (EI-MS).

W widmach 'H NMR wszystkich pochodnych obecne sg trzy singlety w zakresie 3,35—4,10
ppm, pochodzace od protonow trzech grup metylowych czasteczki kofeiny. Sygnaty
pochodzace od aromatycznych protondw stilbenu obserwuje si¢ w zakresie 7,30-8,25 ppm,
natomiast protony podwojnego wigzania w szkielecie stilbenu widoczne sg jako singlety w

przedziale 6,84—7,29 ppm.

W widmach zwigzkoéw zawierajacych tacznik weglowodorowy obecne sg dodatkowe sygnaty
pochodzace od protonow alkilowych. Dla hybryd z krotkim tacznikiem (zwiazki 12—14) obecne
sg dwa triplety w przedziale 3,25-4,15 ppm oraz multiplet w zakresie 2,24-2,31 ppm. W
przypadku pochodnych 15-17, charakteryzujacych si¢ dluzszym tancuchem alkilowym,
dodatkowe sygnaly wystepuja w postaci multipletu w zakresie 1,96-2,32 ppm, natomiast dla
hybryd o najdtuzszym tancuchu (pochodne 18-20) obecne sg dodatkowe multiplety w zakresie
1,51-1,86 ppm.
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W widmach *C NMR otrzymanych pochodnych widoczne s3 sygnaty pochodzace od grup
karbonylowych kofeiny przy 150,6 i 159,7 ppm. Sygnaly aromatycznych atomow wegla
stilbenu oraz atoméw wegla wigzania podwojnego znajduja si¢ w zakresie 114,6—144,3 ppm.
Sygnaty atomow wegla grup metylowych kofeiny obserwuje si¢ w zakresie 27,8-30,4 ppm,

natomiast atomoéw wegla tacznikoéw alkilowych w zakresie 25,5-67,7 ppm.

W widmach FT-IR analizowanych zwiazkow obecne sg pasma absorpcji przy 1920—-1810 cm™,
przypisywane pierscieniom aromatycznym stilbenu, a takze pasmo absorpcji przy 3060-3020
cm™' pochodzace od podwojnego wigzania stilbenowego. Pasma drgan rozciggajacych wigzan
C—H ugrupowan alkilowych wystepuja w zakresie 2960-2880 cm™'. Charakterystyczne pasmo
drgan rozciagajacych dla grup karbonylowych (C=0) wystepuje w zakresie 1700-1650 cm™.

W widmach masowych (EI-MS) wszystkich pochodnych obecne sg sygnaty pochodzace od

jondéw molekularnych o intensywnosci od 10% do 100%.

Widma 'H i *C NMR, EI-MS oraz FT-IR wybranych pochodnych kofeiny II grupy znajduja
si¢ w Czes$ci Eksperymentalnej (rozdziat 4).

3.2.2 Ocena wtasciwosci fizykochemicznych zwigzkow II grupy

Parametry ADME oraz wilasciwosci fizykochemiczne hybryd kofeinowo-stilbenowych
przedstawilem w tabeli 5. Zsyntetyzowane zwiazki w wiekszosci spetniaja regute Lipinskiego
(z wyjatkiem pochodnej 19), co sugeruje ich potencjalne zastosowanie jako leki doustne. Masy
czasteczkowe (MW) mieszczg si¢ w zakresie od 388 do 549 g/mol, a liczba donorow wigzan
wodorowych (HBD) dla wszystkich analizowanych pochodnych wynosi 0. Wigkszo$¢ nowych
koniugatow charakteryzuje si¢ wysokim przewidywanym wchtlanianiem 2z przewodu
pokarmowego. Wyjatkiem sg zwiazki 14, 17 oraz 20, dla ktorych wchlanianie zostato okreslone
jako niskie. Wedtug parametrow TPSA (topologicznej powierzchni polarnej), wymienione trzy
zwiagzki przekraczaja umowng granice 140 A2 (warto$é 142,17 A?), co moze stanowié
teoretyczng barierg ograniczajaca ich stosowanie drogg doustng. Zdolnos¢ do przekraczania
bariery krew—mozg (BBB) jest kluczowym parametrem w kontekscie lekow skierowanych na
schorzenia neurologiczne (np. chorobe Alzheimera). Z analiz in silico wynika, ze tylko hybryda
9 jest w stanie pokonac t¢ bariere. Pozostate pochodne (10-20) nie przenikaja bariery krew—
moézg. Zwigzki z tej grupy charakteryzuja si¢ silnie hydrofobowym charakterem, a ich

wspolczynnik podziatu (logP) osigga wysokie wartosci w przedziale od 2,48 do 5,52.
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Tabela 5. Przewidywane wiasciwosci fizykochemiczne syntetyzowanych zwigzkow obliczone za
pomocq platformy SwissADME (http://www.swissadme.ch) (dostep 6 wrzesnia 2024)

Nr MW LogP HBD HBA TPSA GI Abs BBB Reguta
[g/mol] [A?] Perm Lipinskiego
9 388 3,2 0 4 71,05 Wysoka Tak Tak
10 423 3,76 0 4 71,05 Wysoka Nie Tak
11 433 2,48 0 6 116,87 Wysoka Nie Tak
12 461 4,02 0 4 96,35 Wysoka Nie Tak
13 497 4,53 0 4 96,35 Wysoka Nie Tak
14 506 3,33 0 6 142,17 Wysoka Nie Tak
15 476 4,35 0 4 96,35 Niska Nie Tak
16 511 4,88 0 4 96,35 Wysoka Nie Tak
17 521 3,64 0 6 142,17 Niska Nie Tak
18 503 5,00 0 4 96,35 Wysoka Nie Tak
19 541 5,52 0 4 96,35 Wysoka Nie Nie
20 549 4,25 0 6 142,17 Niska Nie Tak

MW — masa czgsteczkowa; HBA — liczba akceptorow wigzan wodorowych; HBD — liczba donorow
wigzan wodorowych; PSA — powierzchnia polarna; GI abs. — Wchianianie w przewodzie pokarmowym
BBBperm — przenikanie przez barierg krew-mozg

Tabela 6 prezentuje dane dotyczace rozpuszczalno$ci hybryd, wskazujac na jej ograniczong
wartos¢ w wiekszosci przypadkow, przy wyraznym wplywie zastosowanego Iacznika.
Koniugaty z lacznikiem tlenowym, bez dodatkowego tancucha weglowego (zwiazki 9-11),
wykazujg umiarkowang rozpuszczalno$¢ w wodzie. Nawet najkrotszy tancuch (3 atomy wegla)
znacznie obniza rozpuszczalno$¢ zwigzku. W efekcie wszystkie pozostate hybrydy (zwiazki

12-20) zostaly sklasyfikowane jako stabo rozpuszczalne.

Tabela 6. Przewidywana rozpuszczalnos¢ w wodzie nowych hybryd kofeinowo-pyrazolowych
obliczona za pomocg platformy SwissADME (http.//www.swissadme.ch) (dostep 6 wrzesnia 2024)

Nr LogS Rozpuszczalnose w Klasa rozpuszczalnosci
wodzie
9 -4,88 3,96*%107 Umiarkowana
10 -5,54 1,23*1073 Umiarkowana
11 -5,13 4,38*107 Umiarkowana
12 -6,46 1,6%10+ Staba
13 -7,11 3,9%10° Staba
14 -7,25 2,87*%10° Staba
15 -6,83 7,13%107 Staba
16 -7,48 1,7¥10° Staba
17 -7,61 1,28*%10 Staba
18 -7,57 1,35%10° Staba
19 -8,23 3,2%10° Staba
20 -8,36 2,41*%10°¢ Staba
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Podobnie jak w przypadku konjugatow kofeiny z pochodnymi uracylu, warto pamigtaé, ze
obliczenia in silico stuzg jako narz¢dzie wspomagajace i nie stanowig ostatecznego kryterium
oceny potencjatu lekéw. Niemniej jednak konieczna jest dalsza optymalizacja struktur

pochodnych, aby poprawi¢ ich zdolno$¢ przenikania przez barier¢ krew—mozg.

3.2.3 Ocena aktywnoS$ci biologicznej zsyntetyzowanych biokoniugatow

Badania inhibicji enzymoéw: acetylocholinoesterazy (AChE) i a-glukozydazy (a-Glu)

Wyniki badan inhibicji enzymdéw przez nowo zsyntetyzowane hybrydy kofeinowo-stilbenowe
wobec acetylocholinoesterazy (AChE) oraz a-glukozydazy (a-Glu), wraz z warto$ciami ICso
(stezenie hamujace 50% aktywnosci enzymu, wyrazone w uM), przedstawiono na rysunku 47.
Zsyntezowane hybrydy kofeiny i stilbenu wykazaty obiecujace wlasciwos$ci inhibicyjne wobec
powyzszych enzyméw, przy jednoczesnym wykazaniu zréznicowanych preferencji

strukturalnych dla kazdego z nich.

Wigkszo$¢ koniugatdéw hamowata AChE przy wartos$ciach ICso w zakresie od 1,82 do 2,63 uM,
co czyni je zwigzkami skuteczniejszymi niz lek referencyjny — dinitrofenol (DNP), dla ktérego
warto$¢ 1Cso wynosi 2,484 + 0,135 uM. Wéréd badanych zwigzkéw najskuteczniejszymi
inhibitorami AChE okazaty si¢ hybryda 13 (zawierajaca atom chloru, n = 3, ICso = 1,823 +
0,317 uM) oraz hybryda 14 (zawierajaca grup¢ nitrowa, n = 3, ICso = 1,225 + 0,102 uM).
Analiza SAR dla enzymu AChE wykazata, ze kluczowymi czynnikami wptywajacymi na
aktywno$¢ zwiazkow sa dlugos¢ tancucha alkilowego taczacego czasteczke kofeiny ze
stilbenem oraz rodzaj podstawnika w czasteczce stilbenu. Wyniki badan ujawnity, ze najlepsze
rezultaty osiaga si¢ w przypadku krétkiego tancucha (n = 3), podczas gdy jego wydtuzenie (do
n=41n = 6) powoduje obnizenie wlasciwosci hamujacych u wiekszosci hybryd. Przypuszcza
sie, ze obecno$¢ podstawnikow elektronoakceptorowych (-Cl, -NO;) sprzyja korzystnemu

utozeniu czasteczki w miejscu aktywnym enzymu.

W przypadku hamowania enzymu a-Glu skutecznos¢ analizowanych hybryd (9—20) miescita
si¢ w zakresie ICso od 1,58 do 3,47 uM. Najwyzsza aktywno$¢ wykazata hybryda 20 z
tacznikiem szescioweglowym (n=6) oraz podstawnikiem nitrowym. Jej wynik ICso (1,582 +
0,832 uM) byt poréwnywalny z wartos$cig ICso wyznaczong dla inhibitora referencyjnego,

akarbozy (1,612 + 0,252 uM).

Warto podkresli¢, Ze strukturalne wymagania skutecznego hamowania o-Glu r6znig si¢ od tych

dla AChE. Najlepsze rezultaty w hamowaniu a-Glu uzyskano dla zwiazkéw z najdtuzszym
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facznikiem alkilowym (n=6) z grupa nitrowa, co przypuszczalnie zapewnia optymalng
konfiguracje do dokowania w hydrofobowych kieszeniach enzymu. Zwigzki o krotkim
tancuchu alkilowym, bez grup elektronoakceptorowych (np. hybryda 12 (R=H, n=3) czy
hybryda 15 (R=H, n=4)), wykazywaty najstabsze dziatanie w tym tescie.

Podsumowujac, w badaniach wykazano, ze opracowanie skutecznego leku o potencjalnym
zastosowaniu zarOwno w terapii demencji, jak i cukrzycy wymaga znalezienia kompromisu w
strukturze — konieczne jest zrownowazenie dtugosci tancucha alkilowego 1 wtasciwosci

elektronowych w czesci stilbenowej zwigzku.

inhibicja AChE
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Rys.47. Wartosci ICsg oraz zdolnos¢ inhibicji enzymow AChE i o-Glu przez zwiqzki 9-20 wzgledem

wzorca DNP (dinitrofenolu) dla AChE oraz ACB (akarbozy) dla a-Glu (Zrédito: Design, Synthesis,

Spectroscopic Characterization, Enzyme Inhibitory and Anticancer Evaluation of Novel Caffeine-
Stilbene Hybrids, praca w przygotowaniu)

Aktywnos$¢ cytotoksyczna pochodnych II grupy wobec komoérek nowotworowych

Wyselekcjonowane w badaniach enzymatycznych hybrydy kofeiny i stilbenu zostaty
dodatkowo poddane testom cytotoksycznosci w celu oceny ich potencjatu
antyproliferacyjnego. Badania te przeprowadzono na dwoch liniach komoérek nowotworowych:
U-87 MG (glejak wielopostaciowy) oraz HT29 (gruczolakorak jelita grubego), analizujac
efekty po 24 1 48 godzinach ekspozycji na badane zwiazki. Wykresy przezywalnosci komoérek
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nowotworowych U87 po 24 148 godzinach, wyrazone w procentach, przedstawiono na rysunku
48, a dla komorek nowotworowych HT29 na rysunku 49. Najwyzsza cytotoksyczno$¢ wobec
komorek glejaka U-87 MG wykazata pochodna 16, osiagajac wartosci ICso na poziomie 31,78
uM po 24 godzinach oraz 44,78 uM po 48 godzinach. Mimo ze parametry te ustgpowaty
wynikom referencyjnego leku (5-fluorouracylu), hybryda 16 byta najbardziej obiecujagcym
koniugatem w analizowanej grupie. Umiarkowang skuteczno$¢ wobec komorek glejaka
wykazata pochodna 17, nieco stabsza — zwigzek 14, natomiast najnizsza aktywno$¢ —
odznaczajacg si¢ bardzo wysokimi wartosciami ICso (rzgdu 124,8 uM oraz 174,2 uM w tescie

24 h) — odnotowano dla zwigzkow 19 i 20.

W badaniach przeprowadzonych na linii komorek gruczolakoraka jelita grubego (HT29)
najskuteczniejszag pochodng okazata si¢ pochodna 16, wykazujac najwyzszy potencjat
antyproliferacyjny. Warto$¢ ICso dla tego zwiazku po 24-godzinnym okresie inkubacji
wyniosta 41,74 uM, podczas gdy po przedtuzeniu tego czasu do 48 godzin warto$¢ ta obnizyta
si¢ do 25,63 uM, zblizajac si¢ do poziomu wartosci leku referencyjnego 5-Fu (ICso: 26,55 uM).
Na szczego6lng uwage zastuguje profil dziatania pochodnej 14. Po 24 godzinach inkubacji jej
aktywnos$¢ byta stosunkowo niska (ICso = 91,85 uM). Jednak przedtuzenie ekspozycji do 48
godzin skutkowato ponad dwukrotng poprawg skutecznosci (ICso = 40,61 uM). Podobnie jak
w przypadku komorek glejaka, zwiazki 17 1 19 wykazaly umiarkowang cytotoksyczno$¢ wobec

HT29, a hybryda 20 byta najmniej aktywna.
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Rys.48. Wykresy przezywalnosci komorek nowotworowych U87 po 24 i 48 godzinach w obecnosci

wybranych zwigzkow, wyrazone w procentach. PC oznacza kontrolg dodatnig (5-Fluorouracyl), a NC
— kontrolg ujemng. (¥****P<0,0001, ***P<0,0005, **P<0,01, *P<0,05) (zrodto. Design, Synthesis,
Spectroscopic Characterization, Enzyme Inhibitory and Anticancer Evaluation of Novel Caffeine-
Stilbene Hybrids, praca w przygotowaniu)
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Rys.49. Wykresy przezywalnosci komorek nowotworowych HT-29 po 24 i 48 godzinach w obecnosci
wybranych zwigzkow, wyrazone w procentach. PC oznacza kontrole dodatniq (5-Fluorouracyl), a NC
— kontrolg ujemng. (****P<0,0001, ***P<0,0005, **P<0,01, *P<0,05) (zrodto.: Design, Synthesis,
Spectroscopic Characterization, Enzyme Inhibitory and Anticancer Evaluation of Novel Caffeine-
Stilbene Hybrids, praca w przygotowaniu)
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Przeprowadzone badania dowodza, ze aktywnos$¢ cytotoksyczna badanych koniugatow zalezy
od ich struktury chemicznej, typu nowotworu oraz czasu, przez ktory komorki sg wystawione
na dzialanie tych substancji. Istotny spadek wartosci ICso (co oznacza wzrost skutecznosci),
zaobserwowany po 48 godzinach, szczeg6lnie widoczny dla hybrydy 14, dowodzi, ze
cytotoksyczny efekt nowych konjugatéow kofeiny i stilbenu rozwija si¢ stopniowo, a

przedtuzona ekspozycja komoérek nowotworowych na te substancje znaczaco poteguje ich

ostateczne dziatanie antyproliferacyjne
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3.3 Koniugaty kofeiny z pochodnymi imidazoli i tioimidazoli (I1I
grupa pochodnych)

3.3.1 Synteza, analiza spektroskopowa

Trzecia grupa zsyntetyzowanych przeze mnie zwigzkow obejmuje pochodne kofeiny
zawierajagce w swojej strukturze ugrupowania imidazolowe (tiazolowe), benzimidazolowe
(benzotiazolowe), ich pochodne albo pierscien triazolowy. Imidazol i benzimidazol to zwigzki
heterocykliczne powszechnie wystgpujace zarOwno w naturze, jak i w wielu biologicznie
aktywnych zwigzkach syntetycznych. Z kolei benzimidazole i benzotiazole stanowig niezwykle
wazne grupy farmakoforow w chemii medycznej [135]. Wykazuja one szerokie spektrum
dzialania, m.in. wlasciwosci antyoksydacyjne oraz skuteczno$¢ w walce z roznymi patogenami

[136].

Celem moich badan byla przede wszystkim ocena aktywnos$ci biologicznej nowych
pochodnych kofeiny oraz okre§lenie wptywu rodzaju heteroatomu znajdujacego si¢ w
pierscieniu azolowym na t¢ aktywnos$¢. Dodatkowo przeprowadzilem szczegdtowa analize
majagca na celu poréwnanie potencjatu cytoprotekcyjnego, przeciwgrzybiczego oraz

antybakteryjnego pomiedzy wybranymi pochodnymi azolowymi a benzazolowymi.

Zwiazki 21-28 otrzymatem w wyniku reakcji substytucji nukleofilowej przeprowadzonej w
r6znych warunkach ($ciezki a, b, ¢) z uzyciem 8-bromokofeiny oraz odpowiednich pochodnych
azolowych:  1-metylo-/H-benzimidazol-2-tiolem  (zwigzek 21, Sciezka a), 2-
merkaptoimidazolem, 2-merkaptotiazolem, 1-metylo-2-merkaptoimidazolem (zwigzki 22-24,
Sciezka b), 2-tiazoling, 1,2,4-triazolem oraz 3-merkapto-1,2,4-triazolem (zwiazki 25, 27 1 28,

Sciezka c) (schemat 9).

W otrzymanych pochodnych pier$cien tioazolowy i benzotioazolowy sg polaczone z czasteczka
kofeiny przez atom siarki (zwigzki 21-25), natomiast pier§cien triazolu jest bezposrednio
zwigzany z kofeing (zwigzki 27, 28). Zwigzek 26, niezawierajacy w swojej strukturze
pierscienia azolowego, otrzymatem jako produkt uboczny podczas syntezy zwigzkow 21, 22 i

24. Uzyskatem go rowniez w reakcji 8-bromokofeiny z 8-tiokofeing (DMF, 60°C, K2CO:3).
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Schemat 9. Schemat otrzymywania pochodnych azolowych kofeiny

Strukture otrzymanych zwigzkéw potwierdzitem metodami spektroskopowymi: 'H NMR, 13C

NMR, FT-IR oraz EI-MS.

W widmach 'H NMR wszystkich pochodnych obecne sg sygnaty w zakresie 3,00—4,14 ppm
odpowiadajace protonom grup metylowych czasteczki kofeiny. Sygnaly protondw pierscienia
azolowego zwiazku 23 wystepuja w zakresie 7,40—7,75 ppm, natomiast w zwigzku 26 sg obecne
jako tryplety przy 3,46 1 4,24 ppm. Sygnaly protondéw pierscienia triazolu sg obecne jako
singlety przy 8,48 1 9,27 ppm dla zwiazku 27 oraz przy 8,56 ppm dla zwigzku 28. W zakresie
7,30-7,70 ppm wystepuja sygnaty protondw pierscieni aromatycznych. Sygnaly pochodzace
od protonow grupy N-metylowej obecnej w zwigzkach 21 i 24 sg widoczne w zakresie 4,09—
4,12 ppm.

W widmach *C NMR wszystkich zwigzkoéw, sygnaty w zakresie 2040 ppm pochodzg od
atomow wegla trzech grup metylowych w czasteczce kofeiny. Dodatkowo przy okoto 1511 154
ppm mozna zauwazy¢ sygnaty odpowiadajace atomom wegla w grupie karbonylowe;j. Sygnatly
atomow wegla C-8 czasteczki kofeiny sg obecne przy okoto 147 ppm w zwigzkach z tacznikiem
siarkowym (21-26) oraz przy okoto 150 ppm w pochodnych triazolowych (27 i 28). Sygnaty
atomOw wegla pierScieni aromatycznych sg obecne w zakresie 110-120 ppm, natomiast
sygnaly atomow wegla pier§cieni triazolu (zwigzkow 27 i 28) w zakresie 139—142 ppm oraz

150-176 ppm.
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W widmach FT-IR wszystkich zwigzkdéw obecne sg pasma absorpcji w zakresie 1708—1654
cm™!, ktdre przypisuje si¢ drganiom rozciggajacym grupy karbonylowej czasteczki kofeiny.
Ponadto pasma absorpcji wigzan podwdjnych w szkielecie ksantyny, pierScieni
heterocyklicznych oraz pierscieni aromatycznych wystepuja w zakresie 3188—3000 cm™.
Zwiazki 27 1 28 wykazujg pasma absorpcji w zakresie 3110-3129 cm™ oraz trzy pasma
absorpcji w zakresach 1513, 1408 1 1378 cm™!, zwigzane z obecno$cig pierscienia triazolu.

W widmach EI-MS wszystkich zwigzkow mozna zauwazy¢ sygnaly odpowiadajace jonom
molekularnym, ktérych wzgledna intensywno$¢ miesci si¢ w zakresie od 55 do 100%, z

wyjatkiem zwigzku 24, dla ktorego intensywnosc¢ ta wynosita tylko 5%.

Widma 'H i 3C NMR, EI-MS oraz FT-IR wybranych pochodnych kofeiny III grupy znajduja
si¢ w Czgs$ci Eksperymentalnej (Rozdziat 4).

3.3.2 Ocena wlasciwosci fizykochemicznych pochodnych III grupy

Wtasciwosci fizykochemiczne 1 parametry ADME nowo zsyntetyzowanych pochodnych
kofeiny z grupy trzeciej (zwigzki 21-28) okreslitem za pomocg oprogramowania SwissADME,
a uzyskane wyniki przedstawitem w tabeli 7. Otrzymane wyniki wskazuja na og6lnie korzystny
profil farmakokinetyczny analizowanych struktur. Wszystkie otrzymane zwiazki spetniaja
regute Lipinskiego. W ich strukturach znajduje si¢ od 4 do 6 akceptorow wigzan wodorowych
(HBA) oraz od 0 do 1 donora takich wigzan (HBD). Zaden z analizowanych zwigzkow nie
wykazuje zdolnosci przenikania przez barier¢ krew—modzg. Charakteryzuja si¢ one niskim
prawdopodobienstwem pasywnego przenikania. Wiekszo$¢ badanych czasteczek wykazuje
wysoka przewidywang wchtanialno§¢ z uktadu pokarmowego, co moze sprzyja¢ ich
potencjalnemu zastosowaniu w postaci lekow doustnych. Wyjatkami pod wzgledem dobrego
wchlaniania sg zwiazki 26 1 28, dla ktorych parametr GI abs oceniono jako niski. Jest to
spowodowane tym, ze przekraczaja one powszechnie akceptowang dla lekéw doustnych
granice powierzchni polarnej wynoszacg 140 A2 — dla zwigzku 26 warto$¢ TPSA wynosi 148,94
A2 a dla zwiazku 28 osiaga 156,63 A2 co wskazuje na potencjalnie ograniczong biodostepnosé
doustng. Pozostate pochodne charakteryzuja si¢ optymalnym zakresem TPSA wynoszacym od
102,72 do 128,25 A2 Dla wszystkich nowych pochodnych z tej grupy przewiduje sie dobra
rozpuszczalno$¢ w wodzie, co §wiadczy o nieco bardziej hydrofilowym charakterze tych
czgsteczek. Badane zwigzki wykazuja umiarkowang lipofilowos$¢, a ich wspotczynnik podziatu

(LogP) waha si¢ w przedziale od 2,06 (zwiazek 27) do 3,08 (zwiazek 26).
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Tabela 7. Przewidywane wlasciwosci fizykochemiczne oraz parametry ADME syntetyzowanych
zwigzkow obliczone za pomocg SwissADME (http://www.swissadme.ch) (dostep 21 listopada 2024)

Zwiazek MW LogP HBD HBA TPSA[A?] GI abs BBBperm Reguta Rozpuszczalno$é

Lipinskiego w wodzie
21 358.42  2.75 0 4 102.72 Wysoka Nie Tak Dobra
22 29232 2.25 | 4 115.80 Wysoka Nie Tak Dobra
23 309.37  2.65 0 4 128.25 Wysoka Nie Tak Dobra
24 306.34 249 0 4 104.94 Wysoka Nie Tak Dobra
25 311.38  2.76 0 4 124.78 Wysoka Nie Tak Dobra
26 418.43  3.08 0 6 148.94 Niska Nie Tak Dobra
27 293.31 2.06 0 5 117.83 Wysoka Nie Tak Dobra
28 325.37 238 0 5 156.63 Niska Nie Tak Dobra

MW — masa czgsteczkowa; HBA — liczba akceptorow wigzan wodorowych; HBD — liczba donorow
wigzan wodorowych; PSA — powierzchnia polarna; GI abs. — wchianianie w przewodzie
pokarmowym,; BBBperm — przenikanie przez bariere krew-mozg

3.3.3 Ocena aktywnosci biologicznej pochodnych 111 grupy

Aktywnos$¢ hemolityczna pochodnych III grupy

Zwiazki otrzymane w ramach pracy doktorskiej wykazaty zréznicowang aktywnos¢
hemolityczng w badanym stezeniu 0,1 mg/mL wahajacg si¢ od 4,13% + 0,89 (zwigzek 22) do
12,24% =+ 0,73 (zwiazek 25) (Rys. 45).

Poniewaz dwie inne pochodne z tej samej grupy zwiazkow: 8-((1H-benzo[/d]imidazol-2-
vl)thio)-1,3, 7-trimethyl-1H-purine-2,6(3H,7H)-dione (P1) oraz 8-(benzo[d]thiazol-2-ylthio)-
1,3, 7-trimethyl-1H-purine-2,6(3H,7H)-dione (P2) (Rys.50) zostaly wcze$niej otrzymane w
naszym laboratorium a ich wtasciwosci hemolityczne oraz cytoprotekcyjne zostaty zbadane
dofaczytem je do niniejszego opracowania w celu lepszego zobrazowania wptywu pierscienia
benzazolowego na aktywno$¢ biologiczng zwigzkow. Poniewaz nie sg to zwigzki otrzymane w

ramach pracy doktorskiej, oznaczytem je kolorem.
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Wigkszo$¢ badanych zwigzkow nie wykazata znaczacej hemolizy erytrocytow. Zwiazki 22, 24
oraz 26-28 (m.in. te zawierajgce pierscien imidazolowy lub triazolowy) wykazywaty
aktywno$¢ hemolityczng na poziomie okoto 5%, co jest wynikiem zblizonym do naturalnego
zachowania kontrolnych krwinek czerwonych inkubowanych w buforze PBS. Nalezy takze
zaznaczyC, ze sama kofeina, stosowana w tym samym stezeniu, nie wykazywata aktywnos$ci
hemolitycznej [31], podobnie jak wczesniej otrzymane pochodne P11 P2 z tej samej grupy.
Aktywnos$¢ hemolityczng przekraczajaca bezpieczny prog 10% (co prowadzi do tagodnej
hemolizy) odnotowano jedynie dla trzech pochodnych: 21, 23 i 25. Zwigkszona toksycznosé
tych czasteczek wynika z ich umiarkowanej lipofilowosci (wartosci logP wynoszace
odpowiednio 2,75, 2,65 oraz 2,76), a takze z warto$ci powierzchni polarnej wynoszacych
odpowiednio 102,72, 128,25 i 124,78, co sprzyja silniejszym oddziatywaniom z btong
erytrocytow.

Analiza zalezno$ci pomigdzy budowg a aktywno$cia wskazuje, ze dwa gltowne czynniki
strukturalne wptywajace na zwigkszenie aktywnosci hemolitycznej zwigzkdéw to obecnosé
grupy N-metylowej lub atomu siarki w pier§cieniu pigciocztonowym. W pier§cieniu
benzimidazolowym zwiazku 21 grupa N-metylowa znaczaco podnosi hydrofobowos¢
czasteczki, co skutkuje silniejszymi, niekorzystnymi interakcjami zwigzku z blong komorkowa.
W przypadku zwigzku 23 obecnos¢ dodatkowego atomu siarki sprawia, ze struktura jest
bardziej podatna na reakcje utleniania—redukcji, co z kolei moze prowadzi¢ do zwigkszonej

produkcji wolnych rodnikéw, ktére bezposrednio uszkadzajg blong komorkowa.
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Rys.51. Aktywnos¢ hemolityczna zwigzkow P1, P2, 21-28 w stezeniu 0,1 mg/mL (60 min, 37 °C).
Przedstawione wyniki sq wartosciami srednimi £ odchylenie standardowe (n = 9). C — kontrola, RBC
(red blood cells — czerwone krwinki) w buforze fosforanowym PBS. Czerwona linia na poziomie 10%

wskazuje granice hemokompatybilnosci zwigzkow

Ocena wlasciwosci cytoprotekcyjnych zwiazkow III grupy wzgledem erytrocytow

eksponowanych na dzialanie AAPH

W analizie wlasciwosci cytoprotekcyjnych zwigzkéw uwzglednitlem réwniez otrzymane
wczesniej pochodne z tej samej grupy (P1 1 P2), co pozwolilo na dokladniejsze okreslenie
zalezno$ci miedzy budowa a aktywnoscig (SAR). Wartosci aktywnos$ci cytoprotekcyjnej
pochodnych 21-28 oraz zwigzkow P1 i1 P2 przedstawitem na rysunku 46. Uzyskane wyniki
sugeruja, ze otrzymane przeze mnie pochodne kofeiny (zwigzki 21-28) nie s3 wysoce
skutecznymi antyoksydantami w przeprowadzonych testach i w wigkszos$ci stabo chronig
komorki przed hemolizag wywotana stresem oksydacyjnym.

Sposrod badanych zwigzkéw otrzymanych w ramach pracy doktorskiej najwyzszg aktywnosé
cytoprotekcyjna wykazaly zwiazki 22 (35,4% + 7,9) oraz 25 (24,89% + 10,65). Wysoka
aktywnos$¢ cytoprotekcyjna zwigzku 22 wynika prawdopodobnie z jego optymalnych
wlasciwosci fizykochemicznych, takich jak umiarkowana lipofilowo$¢, odpowiednia polarno$¢
oraz wysoka biodostepnos¢ (Tabela 7). Najwyzsza aktywno$¢ cytoprotekcyjng w catym
zestawieniu (67,39% =+ 2,12) wykazata pochodna P2 otrzymana wczesniej w naszym
laboratorium. Niskie warto$ci aktywnos$ci cytoprotekcyjnej (od 5,66% do 10,46%)

zaobserwowano dla zwigzkow 21, 24 1 28. Z kolei zwiazki 23, 26 i 27 okazaly si¢ catkowicie
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nieaktywne, nie wykazujac zadnego dziatania ochronnego (oznaczone jako @) przeciw

hemolizie wywotanej przez wolne rodniki.

Analiza wynikéw dla wszystkich pochodnych, w tym zwiazkéw P11 P2, pokazuje niezwykle
interesujaca, przeciwstawng role atomu siarki w zalezno$ci od reszty uktadu. W grupie
zwiazkow benzazolowych (P1, P2 121) obecnos¢ atomu siarki znaczaco zwigksza ich potencjat
antyoksydacyjny. Najwyzsza aktywno$¢ cytoprotekcyjng odnotowano dla pochodnej P2;
zwigzki P1 i 21 nie wykazuja tej aktywnos$ci. Zupelnie odwrotny efekt wystepuje w uktadach
azolowych (zwigzki 22-24) — tutaj obecnos¢ siarki obniza wtasciwosci cytoprotekcyjne, czego
dowodem jest catkowity brak aktywnos$ci zwigzku 23. Z kolei zastgpienie pierscienia imidazolu
pierscieniem benzazolu zazwyczaj oslabia aktywnos$¢ antyoksydacyjng czasteczki, niemniej
jednak od tej reguly istnieje wyjatek — w przypadku pochodnych tioazolowych obserwuje si¢
efekt odwrotny. Ponadto podstawienie wolnego atomu azotu w pierscieniu azolowym grupa
metylowg istotnie obniza potencjat ochronny tych zwiazkow. Wynik ten potwierdza, iz procesy
neutralizacji wolnych rodnikéw w przypadku tych pochodnych najprawdopodobniej
przebiegaja poprzez mechanizm przeniesienia atomu wodoru (HAT — Hydrogen Atom

Transfer). Podstawienie atomu azotu uniemozliwia prawidtowy przebieg tego procesu.
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Rys.52. Wykres aktywnosci cytoprotekcyjnej pochodnych P1, P2 21-28 w stezeniu 0,1 mg/mL w
warunkach stresu oksydacyjnego. Wyniki przedstawione jako srednia wartos¢ £ odchylenie
standardowe (n = 9) w porownaniu z aktywnoscig wzorca Troloxu (Tx) (*** p < 0,001, @— wskazuje
na brak stwierdzonej aktywnosci)
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AktywnoS$¢ przeciwbakteryjna i przeciwgrzybiczna pochodnych III grupy

Nowo otrzymane pochodne kofeiny z trzeciej grupy (zwigzki 21-28) poddano testom in vitro
w celu oceny ich potencjatu przeciwdrobnoustrojowego wobec wybranych patogenow. Testy
przeprowadzono z uzyciem szczepéw bakterii Micrococcus luteus, Bacillus subtilis,
Escherichia coli oraz Pseudomonas fluorescens, a takze grzybow z gatunkow Alternaria
alternata, Fusarium culmorum, Trichoderma harzianum i Botrytis cinerea.

Wigkszo$¢ badanych zwigzkdéw nie wykazata aktywnosci bakteriobojczej. Jedynym wyjatkiem
byt zwigzek 25, dla ktorego zaobserwowano stabg aktywno$¢ przeciwko bakteriom M. luteus.
Analiza aktywno$ci przeciwgrzybiczej (Tabela 8) wykazata, ze otrzymane pochodne wykazaty
znacznie wigkszy potencjat w hamowaniu rozwoju grzybow niz bakterii. Zwigzki 26 1 28
wykazywaly najsilniejszag zdolno$¢ hamowania rozwoju grzyboéw z gatunku B. cinerea,
osiggajac strefy zahamowania wzrostu odpowiednio 20 mm i 15 mm (co klasyfikuje je jako
zwigzki silnie aktywne). Obiecujace wilasciwosci wobec tego grzyba wykazal zwigzek 27
(strefa zahamowania wzrostu: 12 mm). Znaczace zahamowanie wzrostu Trichoderma
atroviride zaobserwowano dla zwigzkow 21, 22, 24 oraz 25, z zakresami zahamowania od 10
do 15 mm, co $wiadczy o ich $redniej aktywno$ci. Ponadto zaobserwowano wyrazny efekt
hamujacy ze strony zwigzkow 26, 27 1 28 na rozw0j Alternaria alternata. Nalezy podkreslic,
ze zwigzek 23 (nieujety w tabeli) nie wykazat aktywnos$ci wobec zadnego z testowanych

mikroorganizméw, zarowno grzybow, jak i bakterii.

Tabela 8. Aktywnos¢ grzybobojcza zwigzkow 21-28. Strefy hamowania wzrostu: <9 mm (zwigzki stabo
aktywne),; 10—15 mm (zwigzki sSrednio aktywne); >15 mm (zwiqzki aktywne)

Zwiazek Fusarium Trichoderma  Trichoderma  Alternaria Botrytis
culmorum  atroviridae harzianum alternata cinerea

21 43 10,0 3,0 1,8 2,5
22 5,0 11,0 4,0 3.3 3,5
24 4,5 11,0 4,0 3,5 4,8
25 6,0 10,0 3,0 4,5 7,8
26 1,0 0 2,0 8,0 20
27 1,8 0 2,0 7,5 12
28 1,0 4,0 2,0 8,0 15

Przedstawione wyniki zostaly opublikowane w Journal of Molecular Structure (2026): K.
Ostrowski, A. Sierakowska, D. Grzonka, M. Goldyn, D. Nowak, J. Starzyk, B. Jasiewicz, L.
Mrowczynska, Synthesis, structure and evaluation of antifungal and cytoprotective activities
of caffeine—azole hybrids, doi: https://doi.org/10.1016/j.molstruc.2026.147221
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3.4 Koniugaty kofeiny z pochodnymi pirazoli (IV grupa pochodnych)

3.4.1 Synteza, analiza spektroskopowa

Ostatnia grupa pochodnych kofeiny, ktorg otrzymatem, to koniugaty z pochodnymi pirazolu.
Pierscien pirazolu, zawierajacy dwa sasiadujace atomy azotu, wykazuje szeroki zakres
aktywnosci biologicznej, w tym hamowanie enzymow [137], neutralizacje wolnych rodnikéw
[138,139] oraz potencjal przeciwnowotworowy [140,141]. Z tego powodu uwaza si¢ go za
kluczowy element w strukturze zwigzkow hybrydowych [89,142—143]. W literaturze podkresla
si¢, ze potaczenie pierscienia pirazolu ze szkieletem ksantynowym (kofeing) jest obiecujacym
kierunkiem badan majacych na celu poprawe wiasciwosci farmakologicznych tych zwigzkow

[137-138, 144-147].

Do badan wybratem kilkanascie pochodnych pirazolowych zawierajacych zar6wno
podstawniki elektronodonorowe, jak i elektronoakceptorowe w pozycjach C-3, C-4 lub C-5
pierscienia pirazolu. Umozliwilo to przeprowadzenie szczegotowych badan zaleznosci miedzy
strukturg tych zwiazkéw a ich aktywnoscia. Celem pracy bylo réwniez zbadanie wpltywu
wybranych grup funkcyjnych na wlasciwosci elektronowe, reaktywno$¢ chemiczng oraz

aktywnos$¢ biologiczng otrzymanych koniugatow.

W wyniku przeprowadzonych reakcji uzyskatem 17 zwiazkéw hybrydowych (28-44). Dwie
pochodne (28 1 29) sa znane z literatury [142]; jednakze otrzymano je innymi metodami, a ich

aktywno$¢ biologiczna nie zostata badana.

Wszystkie pochodne IV grupy otrzymatem w wyniku reakcji substytucji nukleofilowej 8-

bromokofeiny z odpowiednig pochodng pirazolu w DMF z uzyciem K>COs (Schemat 12).

W wyniku reakcji 8-bromokofeiny z 5-izopropylo-1H-pirazolem oraz 5-metoksy-1H-pirazolem
otrzymatem kolejno zwiazki 33 1 37, ktére zawieraja odpowiednio grupe izopropylowa lub
metoksylowa w pozycji 3 pierScienia pirazolowego. Wynika to prawdopodobnie z oddziatywan
miedzyczasteczkowych, warunkéw reakcji lub preferencji podstawnika [148,149], poniewaz

nie zaobserwowalem innych produktéw reakcji

Strukture otrzymanych zwigzkoéw potwierdzitem, wykorzystujac metody spektroskopowe: 'H
NMR, '*C NMR, FT-IR oraz EI-MS.
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W przeprowadzonych syntezach uzywalem komercyjnych pochodnych pirazolowych o
czystosci od 90% do 98%. Wstepna analiza spektroskopowa otrzymanych produktéw nie
wykazata obecno$ci zanieczyszczen. Jednak poézniejsza analiza krystalograficzna (rozdziat
3.4.2) wykazala, ze w strukturze zwigzku 41 stwierdzono obecnos$¢ zanieczyszczen
wystepujacych w zakupionym substracie. W zwigzku z tym zdecydowatem si¢ powtorzy¢
synteze tej pochodnej, korzystajac ze substratu pirazolowego zakupionego u innego dostawcy.
Po wykonaniu analizy spektroskopowej ponownie zsyntetyzowany zwigzek 41 zostal

wykorzystany w badaniach biologicznych.
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Schemat 10. Schemat syntezy zwigzkow hybrydowych kofeiny i pirazolu
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W widmach'H NMR wszystkich pochodnych obecne sa charakterystyczne sygnaty
pochodzace od atomoéw wodoru w pierscieniu pirazolu (w zakresie od 6,54 do 8,30 ppm) oraz
protonéw grup metylowych szkieletu kofeiny (w zakresie od 3,30 do 4,12 ppm). Ponadto
potwierdzono obecno$¢ specyficznych podstawnikow w wybranych pochodnych. Widmo 'H
NMR zwigzku 37 zawiera sygnat przy 10,10 ppm, ktdry przypisuje si¢ protonowi grupy
aldehydowej. Z kolei w widmie zwigzku 39 obserwuje si¢ sygnat przy 12,98 ppm,
odpowiadajacy protonom drugorzgdowej grupy aminowej. Protony aromatyczne zwigzkow 41—
44 wystepuja w zakresie od 7,83 do 7,18 ppm, natomiast sygnaty pochodzace od protonow
pierscienia tiofenu w zwigzku 40 mieszcza si¢ w przedziale 7,35-7,44 ppm. Sygnaly
pochodzace od protondéw grup metoksylowych (zwigzki 36, 42—44) sa obecne w zakresie 3,42—
4,41 ppm, natomiast protony grup alifatycznych (zwiazki 29-33) daja sygnaty w zakresie 1,25—
3,11 ppm.

W widmach *C NMR wszystkich zwigzkéw zaobserwowano charakterystyczne sygnaty
atomow wegla czasteczki kofeiny oraz pier§cienia pirazolowego. Sygnaly pochodzace od
atomow wegla kofeiny wystepuja w zakresie 151,5-155,1 ppm, podczas gdy sygnaly atomow
wegla grup metylowych obserwuje si¢ w zakresie 27,9-34,9 ppm. Charakterystyczne sygnaly
atomow wegla pierscienia pirazolowego wystepuja w zakresach 127,2—143,7 ppm oraz 105,6—
109,8 ppm. Dodatkowo w widmie zwigzku 37 zaobserwowano sygnal przy 185,7 ppm,
odpowiadajacy atomowi wegla karbonylowego w grupie aldehydowej. W widmach zwigzkow
41-44 obecne s3 sygnaty aromatycznych atoméw wegla w zakresie 111,5-130,3 ppm. W
przypadku zwiagzku 40 obecno$¢ pierscienia tiofenu potwierdzono na podstawie sygnatow
atomow wegla w zakresie 126,1-143,2 ppm. Ponadto w widmach zwigzkéw 29-33 widoczne

sg sygnaty atomow wegla w przedziale 8,6-24,2 ppm, odpowiadajace grupom alifatycznym.

W widmach FT-IR wszystkich pochodnych zaobserwowano pasma w zakresie 3143-3119
cm!, ktore odpowiadajg drganiom rozciggajagcym wigzan C—H w pierscieniu pirazolu. Pasma
absorpcji w zakresie 1720-1653 cm ™' wskazuja na drgania rozciagajace wigzan C=0O w grupach
karbonylowych czasteczki kofeiny. Obecno$¢ grup alifatycznych potwierdzaja pasma w
zakresach 2977-2950 cm™ 1 1478-1453 cm™, natomiast pasmo absorpcji przy 2257 cm™,
obecne w widmie zwigzku 35, potwierdza obecno$¢ grupy nitrylowej (—C=N). W widmie
zwigzku 39 pasmo absorpcji w zakresie 3412-3243 cm™' $§wiadczy o obecnosci grupy N-H. Z
kolei widmo zwiazku 34 zawiera pasma w zakresie 3246 cm™' 12111 cm™, ktore potwierdzaja

obecnos$¢ wigzania potrojnego wegiel-wegiel (—C=C-).
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W widmach masowych (EI-MS) wszystkich pochodnych obecny jest sygnal pochodzacy od

jonu molekularnego o intensywnosci wzglednej 100%.

Widma 'H i ®C NMR, EI-MS oraz FT-IR wybranych pochodnych kofeiny znajduja sie w
Czgsci Eksperymentalnej (Rozdziat 4).

3.4.2 Struktura krystalograficzna pochodnych 37 1 41A

Struktura krystalograficzna zostata okreslona dla pochodnych 37 1 41A (zwiazek otrzymany w
pierwszej syntezie). Zwiazek 37 krystalizuje w ukladzie ortorombicznym, w grupie
przestrzennej Pnma. Analiza krystalograficzna wykazata, ze czasteczka tego zwiazku jest
niemal calkowicie ptaska, z wyjatkiem atomoéw wodoru w grupach metylowych. W krysztale
czasteczki zwigzku 37 wystepuja w dwoch ulozeniach (gtownym i1 mniejszosciowym) w

stosunku 9:1 (Rys.53).

Rys.53. Struktura krystalograficzna zwigzku 37 wraz z numeracjq atomow. a) gtowny element
krysztatu; b) dwie alternatywne pozycje czgsteczki w krysztale, ktorych wystgpowanie szacuje si¢ na
50% (zrodlo: Caffeine-pyrazole hybrids: synthesis, structure, and biological evaluation of their
hemolytic activity, antioxidant activity, enzyme inhibitory effects, and anticancer potential, K.
Ostrowski, B. Jasiewicz, B. Warzajtis, L. Mrowczynska, F. Tiirkan, E. Oguz, A. Cetin, praca w
przygotowaniu)

Upakowanie w krysztale jest gtdéwnie determinowane przez oddzialywania typu ,stacking”
(uktadanie w stosy), wspomagane przez wigzania wodorowe typu C—H---O. Zaobserwowano
interesujaca zaleznos$¢ polegajaca na tym, ze kierunek wigzan wodorowych tworzonych przez
sktadnik mniejszosciowy jest przeciwny do kierunku wigzan wodorowych tworzonych przez

sktadnik gtowny (Rys.54). Ponadto czasteczki uktadaja si¢ w sposob warstwowy (Rys.55).
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Rys.54. Ulozenie czqgsteczki zwiqzku 37 w krysztale. Rysunek gorny przedstawia nieuporzgdkowane
sktadniki: glowny skladnik oznaczony kolorem czerwonym, a sktadnik poboczny kolorem rozowym. Na
rysunku dolnym pokazano dwa elementy: gtowny w lewym dolnym rogu oraz poboczny w prawym
dolnym rogu.(Zrédto: Caffeine-pyrazole hybrids: synthesis, structure, and biological evaluation of
their hemolytic activity, antioxidant activity, enzyme inhibitory effects, and anticancer potential, K.
Ostrowski, B. Jasiewicz, B. Warzajtis, L. Mrowczynska, F. Tiirkan, E. Oguz, A. Cetin, praca w
przygotowaniu)

Rys.55. Czes¢ gorna: warstwowy uklad czgsteczek w krysztatach. Gltowne i poboczne skiadniki sq
rozrozniane kolorem (czerwonym dla glownych i rozowym dla pobocznych). Czes¢ dolna: rodzaj
naktadania si¢ czgsteczek (po lewej: sktadnik gtowny, po prawej: skiadnik poboczny).(zrodto:
Caffeine-pyrazole hybrids: synthesis, structure, and biological evaluation of their hemolytic activity,
antioxidant activity, enzyme inhibitory effects, and anticancer potential, K. Ostrowski, B. Jasiewicz, B.
Warzajtis, L. Mrowczynska, F. Tiirkan, E. Oguz, A. Cetin, praca w przygotowaniu)
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Pochodna 41A krystalizuje w uktadzie monocyklicznym, w grupie przestrzennej P2i/n.
Podobnie jak w poprzednim przypadku, uklad tiofeno-pirazolowy jest umiejscowiony w tej
samej plaszczyznie co szkielet kofeiny, co sprawia, ze cata czgsteczka jest ptaska. Krysztaty
tego zwigzku wykazuja dwa rodzaje nieuporzadkowania: pozycyjne, w ktorych fragment
tiofenu moze przyjmowacé wzgledem jednego z atomdéw azotu w pirazolu pozycje dominujaca
lub mniejszo$ciowa anty, oraz podstawieniowe, wynikajace z obecnosci zanieczyszczen w
komercyjnej pochodnej pirazolu — okoto 10% czasteczek zawiera w swojej strukturze fragment
2-metylotiotiofenu zamiast oczekiwanego tiofenu. W rezultacie stosunek trzech wariantow
utozenia w tym samym miejscu krystalograficznym wynosi odpowiednio 85:5:10. Struktura
dominujacego sktadnika krysztatu jest przedstawiona na Rys.56a, natomiast na Rys.56b
pokazano naktadanie si¢ trzech skladnikow zajmujacych to samo miejsce w sieci

krystalograficzne;j.

Rys.56. (a) Perspektywiczny widok czgsteczki zwigzku 414 wystepujqcej w krysztatach wraz z
numeracjg atomow. (b) Naktadanie si¢ trzech sktadnikow krysztatu zajmujgcych to samo miejsce
krystalograficzne, bedgce wynikiem nieuporzqdkowania pozycyjnego i substytucyjnego. (zrodto:
Caffeine-pyrazole hybrids: synthesis, structure, and biological evaluation of their hemolytic activity,
antioxidant activity, enzyme inhibitory effects, and anticancer potential, K. Ostrowski, B. Jasiewicz, B.
Warzajtis, L. Mrowczynska, F. Tiirkan, E. Oguz, A. Cetin, praca w przygotowaniu)

Upakowanie przestrzenne zwigzku 41A rozni si¢ diametralnie od upakowania przestrzennego
zwiazku 37. Zamiast warstw czasteczki tacza si¢ ze sobg czotowo (face-stacking), tworzac
kolumnowe stosy (Rys.57a 1 Rys.57b). Kolumny te uktadaja si¢ w przestrzeni, tworzac
trojwymiarowg strukture przypominajaca siatke (grid-like structure) (Rys. 57¢).
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Rys.57. (a) Stupowa struktura utworzona przez czgsteczki zwigzku 41A. Zielony i rozowy kolor
odroznia dwa typy naktadania si¢ czgsteczek; (b) widok prostopadty do stosu ilustruje stopien
czesciowego pokrycia czgsteczek, (c) struktura krystaliczna widziana wzdtuz osi [001] ukazuje uktad
'siatki' stosow nachylonych do siebie pod kqtem 59,2°. Dla przejrzystosci pokazano tylko gtowny
sktadnik nieuporzqdkowania. (zrodito: Caffeine-pyrazole hybrids: synthesis, structure, and biological
evaluation of their hemolytic activity, antioxidant activity, enzyme inhibitory effects, and anticancer
potential, K. Ostrowski, B. Jasiewicz, B. Warzajtis, L. Mrowczynska, F. Tiirkan, E. Oguz, A. Cetin,
praca w przygotowaniu)

Podsumowujac, mimo ze obie czasteczki sa niemal catkowicie ptaskie, tworzg w krysztatach
zupehnie rozne uktady. Zwigzek 37 ma charakterystyczng warstwowg strukture, podczas gdy

zwigzek 41 A tworzy zorganizowang, trojwymiarowg siec.

3.4.3 Ocena wtasciwosci fizykochemicznych zwigzkow IV grupy
Parametry fizykochemiczne nowo zsyntetyzowanych zwiazkéw, ich zdolno$¢ do przekraczania
bariery krew—mozg, wchlanialno$¢ przez uktad pokarmowy oraz rozpuszczalnos¢ w wodzie

przedstawiono ponizej w tabelach 91 10.
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Tabela 9. Przewidywane wiasciwosci fizykochemiczne syntetyzowanych zwigzkow obliczone za
pomocq platformy SwissADME (http://www.swissadme.ch) (dostep 14 stycznia 2025)
Nr MW LogP HBD HBA TPSA GI Abs BBB Perm Reguta

[g/mol] [A?] Lipinskiego
29 260 0.13 0 4 79.64 Wysoka Nie Tak
30 274 0.59 0 4 79.64 Wysoka Nie Tak
31 288 0.90 0 4 79.64 Wysoka Nie Tak
32 302 1.20 0 4 79.64 Wysoka Nie Tak
33 302 1.21 0 4 79.64 Wysoka Nie Tak
34 353 1.28 0 4 79.64 Wysoka Nie Tak
35 284 0.62 0 4 79.64 Wysoka Nie Tak
36 364 0.73 0 5 103.43 Wysoka Nie Tak
37 290 0.39 0 5 88.87 Wysoka Nie Tak
38 288 -0.05 0 5 96.71 Wysoka Nie Tak
39 300 0.98 0 4 79.64 Wysoka Nie Tak
40 326 0.31 1 5 108.32  Wysoka Nie Tak
41 342 1.61 0 4 107.88  Wysoka Nie Tak
42 370 2.17 0 4 79.64 Wysoka Nie Tak
43 366 1.63 0 5 88.87 Wysoka Nie Tak
44 396 1.64 0 6 98.63 Wysoka Nie Tak
45 434 2.61 0 8 88.87 Wysoka Nie Tak

MW — masa czgsteczkowa; HBA — liczba akceptorow wigzan wodorowych; HBD — liczba donorow
wigzan wodorowych; PSA — powierzchnia polarna; GI abs. — Wchianianie w przewodzie pokarmowym
BBB — przenikanie przez barierg krew—mozg

Tabela 10. Przewidywana rozpuszczalnos¢ w wodzie nowych hybryd kofeinowo-pyrazolowych
obliczona za pomocq platformy SwissADME (http.//www.swissadme.ch) (dostep 14 stycznia 2025)

Nr LogS Rozpuszczalno$¢ w Klasa rozpuszczalnosci
wodzie

29 -1.20 2.12*10! Rozpuszczalny

30 -1.47 9.24 Rozpuszczalny

31 -1.92 3.47*10! Rozpuszczalny

32 -2.26 1.66 Rozpuszczalny

33 -2.29 1.54 Rozpuszczalny

34 -2.57 9.45*10°! Rozpuszczalny

35 -1.35 1.20*10! Rozpuszczalny

36 -2.36 1.60 Rozpuszczalny

37 -1.60 7.22 Rozpuszczalny

38 -0.89 3.74*10! Rozpuszczalny

39 -1.69 6.12 Rozpuszczalny

40 -1.61 8.05 Rozpuszczalny

41 -3.11 2.63*%10! Rozpuszczalny

42 -3.47 1.27*%10! Rozpuszczalny

43 -2.97 3.89*10! Rozpuszczalny

44 -3.15 2.83*107! Rozpuszczalny

45 -3.93 5.12*%1072 Umiarkowanie rozpuszczalny
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Otrzymane wyniki potwierdzaja, ze analizowane zwigzki charakteryzuja si¢ korzystnym
profilem fizyko-chemicznym. Wszystkie zbadane pochodne w petni spetniajg kryteria reguly

Lipinskiego, co jest kluczowe w projektowaniu lekéw doustnych.

Powierzchnia polarna wszystkich zwigzkéw wynosi mniej niz 140 A? (miesci si¢ w przedziale
od 79,64 A2 do 108,32 A?), co sugeruje ich zdolnoéé przenikania przez blony biologiczne. Niska
masa czasteczkowa sprzyja temu procesowi. Wiekszos¢ badanych pochodnych ma niski
parametr logP, oscylujacy w granicach od -0,05 do 2,61, co wskazuje na ich hydrofilowy
charakter. Zwiazki te charakteryzuja si¢ rowniez odpowiednig sztywnos$cig czasteczki — w
badanych strukturach wystepuja maksymalnie 4 wigzania rotacyjne, przy czym liczba ta nie
powinna przekracza¢ 10 [150]. Czasteczki posiadaja relatywnie niewiele donoréw wigzan
wodorowych (0 lub 1) oraz odpowiednig liczbg akceptorow wigzan wodorowych (HBA w
zakresie od 4 do 8). Wszystkie zsyntetyzowane zwigzki charakteryzuja si¢ wysoka
przyswajalnos$cig z przewodu pokarmowego. Z drugiej strony, pomimo odpowiednich
parametrow przenikalnos$ci (np. TPSA czy logP), zadna z pochodnych nie jest w stanie
przekroczy¢ bariery krew—mozg. Poniewaz gldéwnym celem syntezy tych hybryd jest ich
potencjalne uzycie jako inhibitoréw enzymu AChE oraz przeciwko komoérkom glejaka mozgu
U87, niska przenikalno$¢ przez barier¢ krew—mozg (BBB) stanowi istotng przeszkode w ich
praktycznym zastosowaniu. Jednakze warto pamigtac, ze obliczenia in silico opieraja si¢ na
modelach statystycznych i sg gtdéwnie narzedziami uzupetniajacymi; nie stanowig one $cistych

barier dla kandydatow na leki.

Dodatkowo kluczowym wyzwaniem przy opracowywaniu nowych zwigzkéw bioaktywnych
jest zapewnienie ich wilasciwej rozpuszczalnosci w wodzie, co ma istotne znaczenie dla
wchlaniania, dystrybucji i biodostepnosci leku w organizmie [151]. Przewazajaca wiekszos¢
zwiazkow zostata sklasyfikowana jako dobrze rozpuszczalna w wodzie (wartosci LogS od -
0,89 do -3,47). Jedynym odstgpstwem jest najciezszy w grupie zwigzek 44 (MW = 434 g/mol,

LogS = -3,93), ktory zostal uznany za ,,umiarkowanie rozpuszczalny”.

3.4.4 Ocena aktywnosci biologicznej pochodnych IV grupy

Aktywno$¢ hemolityczna pochodnych IV grupy
Z powodu zréznicowania rozpuszczalnosci otrzymanych zwigzkoéw nie wszystkie zostaty

uwzglednione w badaniach.
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Wigkszos¢ przebadanych zwigzkow wykazala wysoka hemokompatybilno$¢, powodujac
hemoliz¢ na poziomie ponizej 5% przy stezeniu 0,1 mg/mL (Rys.58). Uznana w badaniu
granica hemokompatybilno$ci wynosi 10%, co oznacza, ze badane zwiazki sg bezpieczne dla
erytrocytow ludzkich. Najnizszy poziom aktywno$ci odnotowano dla zwigzku 41 (3,41% +
0,22), ktory zawiera pierscien pirazolu podstawiony grupg tiofenowa. Tylko dwie z badanych
pochodnych przekroczyty barier¢ 5% hemolizy. Byt to zwigzek 33 (8,84% + 1,20), zawierajacy
pierscien pirazolu z grupa izopropylowa w pozycji C-3 oraz zwigzek 29 (7,84% + 1,27),
posiadajacy niepodstawiony pierscien pirazolowy. Otrzymane wyniki wyraznie wskazuja, ze
na aktywno$¢ hemolityczng wptyw ma nie tylko sama obecno$¢ danego podstawnika, ale takze
jego doktadne potozenie w pierscieniu pirazolu. Najlepiej obrazuje to przyktad pochodnych z
grupa izopropylowa. Gdy podstawnik ten znajduje si¢ w pozycji C-3 (zwigzek 33), wywotuje
najwyzsza hemoliz¢ w catej grupie (8,84%). Obecnos¢ tego podstawnika w pozycji C-4
(zwigzek 32) powoduje spadek aktywnosci hemolitycznej o ponad potowe do wartosci 4,14%.
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Rys.58. Wykres aktywnosci hemolitycznej wybranych zwigzkow sposrod 28—45 w stezeniu 0,1 mg/mL.
60 min., 37 °C. Przedstawione wyniki sq wartosciami Srednimi + odchylenie standardowe (n = 9), C —
kontrola, RBC w buforze PBS. Czerwona linia na poziomie 10% wskazuje granice
hemokompatybilnosci zwigzkow
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Ocena wlasciwosci cytoprotekcyjnych zwiazkow IV grupy wzgledem erytrocytow
eksponowanych na dzialanie AAPH

Warto$ci aktywnosci cytoprotekcyjnej pochodnych z grupy 29—45 przedstawilem na Rys.59.
Sposrod przebadanych zwigzkow najwyzsza aktywnos$¢ cytoprotekcyjng (72,62% + 1,89)
wykazat zwigzek 35, zawierajacy pierscien pirazolu z grupg etynylowa w pozycji C-4. Wynik
ten jest niemal identyczny z wartos$cig otrzymang dla referencyjnego antyoksydantu Troloxu
(72,33% =+ 1,22). Pochodna 41, z pierScieniem pirazolu podstawionym grupg tiofenu, zapewnita
ochron¢ na poziomie 63,44% + 6,66. Zwiazek 34, posiadajacy pier§cien 3-bromo-5-metylo-
pirazolowy, wykazat protekcj¢ na poziomie 54,90% =+ 6,20. Dla poroéwnania, najnizsza
aktywno$¢ cytoprotekcyjng odnotowano dla zwigzku 45 (25,33% =+ 6,09). Ponadto badania
wykazaty, ze zwiazki 29 (z niepodstawionym pier§cieniem pirazolowym) oraz 33 (z grupa
izopropylowa w pozycji C-3), ktére powodowaly najwigksza hemolize, w ogole nie wykazaty

dziatania ochronnego przed stresem oksydacyjnym (oznaczone jako o).

Analiza wynikéw jednoznacznie wskazuje, ze precyzyjny dobdr rodzaju podstawnika oraz jego
polozenie w pierScieniu pirazolu sa kluczowe w procesie projektowania zwigzkéw o

wiasciwosciach antyoksydacyjnych, ktore nie uszkadzajg btony komorkowe;.
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Rys.59. Wykres aktywnosci cytoprotekcyjnej wybranych pochodnych sposrod zwigzkow 29-45 w
stezeniu 0,1 mg/mL w warunkach stresu oksydacyjnego (60 mM AAPH, 240 min, 37 °C). Wyniki
przedstawione jako Srednia wartos¢ + odchylenie standardowe (n = 9) w poréownaniu z aktywnoscig
wzorca Troloxu (Tx) (¥*** p < 0.001)
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Badania inhibicji enzymoéw: acetylocholinoesterazy (AChE) i a-glukozydazy (a-Glu)

Wyniki badan inhibicji enzyméw AChE oraz a-glukozydazy przedstawiono na Rys. 60.
Wartos$ci ICso inhibicji AChE dla badanych zwigzkow miescity si¢ w przedziale od 2,193 +
0,145 do 4,277 + 1,028 uM. Sposrod przebadanych zwigzkow pochodna 36, zawierajaca
pierscien 4-bromo-5-cyjanopirazolowy, okazata si¢ najsilniejszym inhibitorem AChE (ICso =
2,193 £ 0,145 uM), dziatajac skuteczniej niz lek referencyjny — 2,4-dinitrofenol (DNP, ICso =
2,475 £+ 0,387 uM). Najmniej skutecznym inhibitorem byt zwigzek 38 z grupa formylowa (ICso
=4,277 £ 1,028 uM), wykazujacy dziatanie dwukrotnie stabsze niz pochodna 36.

Porownujgc wartosci 1Cso zwigzkow 29 (4-metylopirazol, ICso = 4,100 £+ 0,148 uM), 30 (4-
etylopirazol, ICso = 3,347 = 0,495 uM) oraz 31 (4-izopropylopirazol, ICso =4,250 £ 0,681 uM),
mozna zauwazy¢, ze rodzaj tancucha alkilowego w pierScieniu pirazolu wptywa na ich

aktywnos¢.

Poréwnanie aktywnosci zwigzkow 36 (z grupa cyjanowg —CN, ICso = 2,193 + 0,145 uM), 38
(z grupa formylowa —CHO, 1Cso = 4,277 = 1,028 uM) i 40 (dwa pierScienie pirazolowe, ICso =
4,005 £ 1,105 uM) pokazuje, ze wptyw na inhibicj¢ acetylocholinesterazy zalezy w duzej
mierze od rodzaju 1 potozenia podstawnikéw. Ze wzgledu na charakter
elektronowoakceptorowy i niewielka objeto$¢ steryczng grupy cyjanowej, zwiazek 36 wykazat
znacznie silniejszg inhibicj¢ enzymu — okoto dwukrotnie wigksza niz zwigzek 38 z grupa
formylowa oraz okoto 1,85 raza wigksza niz zwigzek 40 zawierajagcy dwa pierscienie

pirazolowe.

Wartosci ICso inhibicji a-glukozydazy dla analizowanych koniugatow miescily si¢ w zakresie
od 2,828 + 1,098 do 5,171 + 1,125 uM, co wskazuje, ze badane zwigzki wykazywaty mniejsza
aktywno$¢ w poréwnaniu z wzorcem, tj. akarboza (ICso = 1,650 + 0,782 uM). Najsilniejsze
hamowanie a-glukozydazy wykazaty zwiazki 44 (ICso = 2,828 + 1,098 pM) oraz 45 (ICso =
2,875 £ 0,291 uM), natomiast najmniej aktywny okazat si¢ zwigzek 39 (ICso = 5,171 + 1,125
uM).

Analiza wartosci ICso dla zwigzkéw 36, 38 1 40 wykazala odmienng zaleznos$¢ strukturalng niz
w przypadku AChE. Obecno$¢ podstawnika cyjanowego w zwigzku 36 nie podniosta znaczaco
efektywnosci hamowania a-glukozydazy; aktywnos¢ byta tylko okoto 1,3-krotnie wyzsza niz
w przypadku zwigzkéw 38 1 40. Oznacza to, Ze obecno$¢ grupy cyjanowej bardziej sprzyja

oddziatywaniu z AChE niz z a-glukozydaza.
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Pochodne 4245 charakteryzujg si¢ najbardziej zrownowazonym profilem dziatania wobec obu
analizowanych enzymow. Jest to szczegdlnie widoczne dla pochodnych 44 (ICso = 2,557 +
1,045 uM dla AChE oraz 2,828 + 1,098 uM dla a-glukozydazy) i 45 (ICso = 2,272 + 0,185 uM
dla AChE oraz 2,875 + 0,291 uM dla a-glukozydazy).

Pochodna 42, zawierajaca atom chloru (ICso = 2,625 + 0,4 uM), wykazata nieznacznie stabsza
inhibicj¢ enzymu AChE, o okoto 1,1 raza w poréwnaniu ze zwigzkiem 44, z podstawnikiem
metoksylowym (ICso = 2,557 + 1,045 uM). To sugeruje, ze elektrodonorowe grupy
metoksylowe mogg nieznacznie zwigksza¢ powinowactwo do enzymu AChE, prawdopodobnie

poprzez zwigkszenie gestosci elektronowej w obrebie uktadu aromatycznego [152].
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Rys.60. Zdolnosé inhibicji enzymow AChE i o-Glu przez zwiqzki 29—45 wzgledem wzorca DNP
(dinitrofenolu) dia AChE oraz ACB (akarbozy) dla o-Glu (zrodlo: Caffeine-pyrazole hybrids:
synthesis, structure, and biological evaluation of their hemolytic activity, antioxidant activity, enzyme
inhibitory effects, and anticancer potential, K. Ostrowski, B. Jasiewicz, B. Warzajtis, L. Mrowczynska,
F. Tiirkan, E. Oguz, A. Cetin, praca w przygotowaniu)

71



Aktywnos$¢ cytotoksyczna pochodnych IV grupy wobec komorek nowotworowych

Wstepne okreslenie aktywnos$ci cytotoksycznej wybranych hybryd kofeinowo-pirazolowych
przeprowadzono metoda wizualizacji komoérek (MTT). Testy wykonano na dwoch liniach
komorkowych: U87 (komoérkach glejaka moézgu) oraz HT29 (komoérkach nowotworu jelita
grubego), analizujac cytotoksycznos$¢ po 24 1 48 godzinach ekspozycji. Jako lek referencyjny
zastosowano 5S-fluorouracyl. Wyniki badan przedstawiono na rysunkach 61 1 62,

zamieszczonych ponizej.
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Rys.61. Wykresy procentowej zywotnosci komorek nowotworowych U87 po 24 i 48 godzinach w
obecnosci wybranych zwigzkow. PC oznacza kontrole dodatnig (5-Fluorouracyl), a NC — kontrole
ujemng. (****P<0,0001, ***P<0,0005, **P<0,01, *P<0,05) (zrodlo: Caffeine-pyrazole hybrids:
synthesis, structure, and biological evaluation of their hemolytic activity, antioxidant activity, enzyme
inhibitory effects, and anticancer potential, K. Ostrowski, B. Jasiewicz, B. WarZajtis, L. Mrowczynska,
F. Tiirkan, E. Oguz, A. Cetin, praca w przygotowaniu)
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Rys.62. Wykresy procentowej zywotnosci komorek nowotworowych HT-29 po 24 i 48 godzinach w
obecnosci wybranych zwigzkow. PC oznacza kontrole dodatnig (5-Fluorouracyl), a NC — kontrole
ujemng. (****P<0,0001, ***P<0,0005, **P<0,01, *P<0,05) .(zrodlo: Caffeine-pyrazole hybrids:
synthesis, structure, and biological evaluation of their hemolytic activity, antioxidant activity, enzyme
inhibitory effects, and anticancer potential, K. Ostrowski, B. Jasiewicz, B. Warzajtis, L. Mrowczynska,
F. Tiirkan, E. Oguz, A. Cetin, praca w przygotowaniu)
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Otrzymane wyniki wskazuja, ze najwyzszym potencjatem cytotoksycznym wzgledem linii U87
(glejaka mozgu) wykazat si¢ zwigzek 36 ktorego wartosci ICso wynosity 15,22 uM 117,11 uM,
kolejno po 24 i 48 godzinach ekspozycji. Pochodna ta po 24 godzinach ekspozycji byta okoto
2,6-krotnie silniejsza niz fluorouracyl, dla ktorego ICso wynosi 40,05 uM. Taka skutecznos¢
zwiagzku moze wynikac z silnego efektu elektroakceptorowego podstawnikow oraz z planarnej
struktury czasteczki. Zwigzek 43, zawierajacy podstawnik 2-metoksybenzenowy, byt drugim
najefektywniejszym zwigzkiem o dziataniu cytotoksycznym. Jego wartosci ICso wynosity
37,8 uM po 24 godzinach i 26,76 uM po 48 godzinach. Prawie 1,5-krotne zwigkszenie
aktywnosci po 24 godzinach sugeruje, ze mechanizm jego dziatania opiera si¢ na czasowej,
kumulacyjnej cytotoksycznosci wobec komoérek U87. Nalezy réwniez podkresli¢, ze zwigzek
ten wykazywat niska cytotoksycznos$¢ wobec erytrocytow ludzkich. Pozostate z badanych
zwigzkow wykazaty niskg aktywnos$¢, osiagajac wysokie wartosci ICso: zwiazek 33 — (24h-1Cso
=153,8 uM, 48h-1Cs0 = 76,38 uM), zwigzek 34 — (24h-ICso = 194,3 uM, 48h-1Cso = 147 uM),
zwigzek 44 — (24h-1Csp = 136 uM, 48h-1Csp = 78,69 uM).

Wyniki cytotoksyczno$ci zwiazkéw wzgledem linii HT29 wskazuja, ze ich mechanizmy
dziatania r6znia si¢ od tych obserwowanych na linii U87, co odzwierciedla wptyw rodzaju
nowotworu na biologiczng aktywno$¢ badanych zwigzkow. Zwigzek 36 okazal sie
najskuteczniejszy w tym przypadku, osiagajac ICso = 51,89 uM po 24 h i ICso = 47,07 uM po
48 h, co oznacza, ze jego aktywnos$¢ jest okoto 3,5-krotnie nizsza w pordwnaniu z linig U87.
Kolejnym skutecznym zwigzkiem byt zwigzek 44, zawierajacy podstawnik 1,4-
dimetoksybenzenowy, z ICso = 42,17 uM po 24 h 1 ICso = 48,14 uM po 48 h. Wartosci te sa

zblizone do warto$ci wzorca.

Powyzsze wyniki wskazuja na zwigzek migdzy rodzajem podstawnika w pierScieniu
pirazolowym a zaobserwowang cytotoksycznoscig. Rodzaj podstawnika wptywa na
wlasciwosci elektronowe czasteczki oraz jej potencjalng zawade przestrzenng, co moze
wplywac na skuteczno$¢ transportu tych substancji przez blony komoérkowe, na przyktad przez
btong komoérkowa U87. Aktywnos¢ poszczegdlnych pochodnych zalezy takze od rodzaju linii
komorkowej. Na przyktad zwigzek 44 wykazat stabe wlasciwosci cytotoksyczne wobec glejaka
mozgu (U87), lecz w przypadku nowotworu jelita grubego (HT29) jego aktywno$¢ znacznie

wzrosta, osiagajac poziom poréwnywalny z aktywnos$cia 5-fluorouracylu.
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4. CZESC EKSPERYMENTALNA

4.1 Odczynniki
Odczynniki wykorzystane do syntez laboratoryjnych zostaty pozyskane z r6znych zrodet.

Grupa I — Wigkszo$¢ substratow (pochodnych uracylowych i tiouracylowych) zostata
pozyskana drogg komercyjng (Sigma-Aldrich/Merck; czystos¢ 95-99%). Substraty
przeznaczone do syntezy zwiazkow 4 1 7 zostaly otrzymane w ramach wspotpracy z prof. UAM
dr hab. Wiestawem Prukalg. Przed rozpoczgciem procesu syntezy przeprowadzono réwniez
analizy chromatograficzne oraz spektroskopowe, ktore potwierdzily czysto$¢ otrzymanych

Zwigzkow.

Grupa II — Pochodne stilbenolu zostaty otrzymane w ramach wspotpracy z prof. UAM dr hab.
Wiestawem Prukata. Przed rozpoczgciem syntezy przeprowadzono analiz¢ chromatograficzng

oraz spektroskopowa, potwierdzajaca czystos¢ otrzymanych zwigzkow.

Grupa III — Wszystkie uzyte odczynniki podczas syntezy zostaly nabyte droga komercyjng od
firmy Sigma-Aldrich/Merck o czystosci 95-99%.

Grupa IV — Odczynniki zostaly nabyte od firm Sigma-Aldrich/Merck, Angene Chemical,
Fluorochem, Apollo Scientific oraz BLBpharm. Czysto$¢ nabytych odczynnikow miescita si¢

w zakresie od 90% do 98%.

4.2 Metody
Wszystkie syntezy zostaty przeprowadzone w Zaktadzie Produktéw Bioaktywnych Wydzialu

Chemii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu.

Przeprowadzitem samodzielng analiz¢ spektroskopii w podczerwieni. Widma zostaly
zarejestrowane na urzadzeniu Nicolet iS 5 (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA), z uzyciem
tta KBr. Dalsze analizy spektroskopowe i pomiary wykonano w Centralnym Laboratorium

Aparaturowo-Badawczym Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu.
NMR

Widma 'H NMR oraz )C NMR zwiazkéw otrzymanych w ramach pracy doktorskiej

zarejestrowano na spektrometrze Varian 400, z uzyciem CDClz lub DMSO-ds jako
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rozpuszczalnikow oraz TMS (tetrametylosilan) jako wzorca wewnetrznego. Przesunigcia

chemiczne zarejestrowano w jednostkach ppm (parts per million).

EI-MS

Widma masowe EI zarejestrowano na spektrometrze Bruker 320MS/420GCGC-MS.
ESI-MS

Widma masowe ESI zarejestrowano na chromatografie Waters HPLC/MS.

Analiza elementarna

Analiza elementarna (zawarto$¢ pierwiastkow: wegla, wodoru, azotu, tlenu 1 siarki) zostata

wykonana na aparacie Vario EL III (Shimadzu, Kyoto, Japonia).

Postgp reakcji  kontrolowalem chromatograficznie, wykorzystujac chromatografie
cienkowarstwowg (TLC). Chromatografia cienkowarstwowa byta wykonywana na ptytkach
pokrytych Zelem krzemionkowym (silica gel) 60 (Sigma-Aldrich, Burlington, MA, USA) ze
wskaznikiem fluorescencyjnym (254 nm) 1 wizualizowana pod $wiattem UV. Sktad uzytych

eluentow podczas analizy rdznit si¢, w zaleznos$ci od grupy syntetyzowanych zwigzkow:
Grupal

e Faza PE: EtOAc 3:7 (eter naftowy : octan etylu 3:7) uzywana bylta podczas syntezy 8-
bromokofeiny, 8-tiokofeiny oraz zwigzkow 1-8

e Faza CHCls: EtOAc, 1:1 zostata uzyta w trakcie monitorowania syntezy zwiazkéw Gla-
GIr

e Faza CHCIls;: MeOH 15:1 postuzyta do analizy zwigzku Glg

Grupa II
e Faza CHCI3:AcOEt 1:1 stuzyta do monitorowania przebiegu syntez zwigzkow 9-20
Grupa III

e Faza PE: EtOAc 3:7 (eter naftowy : octan etylu 3:7) uzywana bylta podczas syntezy 8-

bromokofeiny oraz zwigzkow 21-28
Grupa IV
e Faza PE: EtOAc 3:7 (eter naftowy : octan etylu 3:7) uzywana byta podczas syntezy 8-

bromokofeiny oraz zwigzkow 29-45
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Oczyszczanie zwigzkow z zastosowaniem chromatografii kolumnowe;j

Synteze konczytem oczyszczaniem surowego produktu z pozostalo$ci substratow lub
produktéw ubocznych, wykorzystujac metode gradientowej chromatografii kolumnowej z
zelem krzemionkowym jako faza stacjonarng o ziarnistosci (60-200 A); faze ruchomg
stanowila natomiast mieszanina rozpuszczalnikow organicznych o skladzie zaleznym od
oczyszczanego zwigzku. W trakcie pracy uzylem nastepujacych eluentéw do gradientowe;j

chromatografii kolumnowe;j:
CH»ClL: AcOEt; CHCls: EtOAc; CH,Cl: MeOH

Otrzymane i oczyszczone zwigzki zostaly poddane serii badan biologicznych.
We wspotpracy z Zaktadem Biologii Komoérki Wydziatu Biologii Uniwersytetu im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu zbadano aktywno$¢ hemolityczng, cytoprotekcyjng oraz chelatujaca

jony Fe?".

We wspotpracy z Katedrg Gleboznawstwa i Mikrobiologii Wydziatu Rolnictwa, Ogrodnictwa
i Biotechnologii Uniwersytetu Przyrodniczego okreslono aktywnos$¢ przeciwbakteryjng i

przeciwgrzybiczna.

We wspdlpracy z Wydzialem Chemii Uniwersytetu Van Yiizinci Yil w Van, w Turcji,
okreslono cytotoksyczno$¢ pochodnych wobec linii komoérkowych U87 1 HT29 oraz ich

zdolnos$¢ do inhibicji enzymow: acetylocholinoesterazy (AChE) 1 a-glukozydazy.

4.2.1 Procedury metodyki badania aktywno$ci biologicznej otrzymanych
zwiazkow

Przygotowanie czerwonych krwinek ludzkich

Wszystkie metody przeprowadzono zgodnie z odpowiednimi wytycznymi i przepisami, a
Komisja Bioetyczna zatwierdzita wszystkie protokoly eksperymentalne dotyczace badan
naukowych na Uniwersytecie Medycznym w Poznaniu (nr umowy ZP/2867/D/21).
Koncentraty ludzkich czerwonych krwinek (RBC) (65% hematokrytu) zakupiono w Banku
Krwi w Poznaniu bez kontaktu z dawcami krwi. RBC ptukano trzykrotnie (3000 obr./min, 10
min, +4 °C) w roztworze soli fizjologicznej i buforu fosforanowego o pH 7,4 (PBS: 137 mM
NaCl, 2,7 mM KCIl, 10 mM Na:HPOa i1 1,76 mM KH:POs) z dodatkiem 10 mM glukozy. Po
przemyciu erytrocyty zawieszono w buforze PBS w stezeniu 1,65 x 10"9 komorek/ml (15%

hematokrytu), przechowywano w temperaturze +4 °C i zuzyto w ciggu 5 godzin.
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Badania aktywnosci hemolitycznej

Aktywno$¢ hemolityczng nowo zsyntetyzowanych zwigzkéw badano zgodnie z protokotem
[153]. Krwinki czerwone (1,65 % 108 komorek/ml, 1,5% hematokrytu) inkubowano z badanymi
zwigzkami w st¢zeniu 0,01 mg/ml przez 60 minut w temperaturze 37°C, z wytrzasaniem.
Krwinki czerwone inkubowane w buforze PBS oraz w lodowatej wodzie stanowity
odpowiednio kontrole negatywng i pozytywng. Kazdg probke przygotowano trzykrotnie, a
eksperyment przeprowadzono rowniez trzykrotnie. Po inkubacji probki natychmiast
umieszczono w lodzie, aby zahamowac¢ proces hemolizy. Nastepnie do kazdej probki dodano
odpowiednig objetos¢ buforu PBS, aby uzyska¢ wystarczajaca objgto$¢ supernatantu do
pomiaru absorbancji (Ab). Po wirowaniu (4000 obr./min, 5 min, +4°C) absorbancje
supernatantéw mierzono przy 540 nm za pomocg spektrofotometru. Aktywnos$¢ hemolityczng

kazdego zwigzku obliczono wedtug wzoru:
AktyWnOéé hemolityCZI’la (%) = Ab probka badana / Ab kontrola pozytywna X 100

Gdzie pozytywna kontrola to absorbancja supernatantu RBC w lodowatej wodzie (100%

hemolizy). Wyniki przedstawiono jako $rednia warto$¢ = odchylenie standardowe (n = 9)
Badania aktywnosSci cytoprotekcyjnej

Krwinki czerwone (1,65 x 108 komorek/mL, 1,5% hematokrytu) poddano wstepnej inkubacji
(wytrzasanie przez 20 min w temperaturze 37°C) w buforze PBS (pH 7,4) uzupetnionym o 10
mmol glukozy oraz o badane zwiazki w stezeniu 0,01 mg/mL. Jako standard zastosowano
Trolox (rozpuszczalng w wodzie pochodng witaminy E) w tym samym stezeniu (0,01 mg/mL).
Po wstepnej inkubacji dodano 1 M dichlorowodorku 2,2’-azobis[2-metylopropionamidyny]
(AAPH), hydrofilowego generatora wolnych rodnikow, w celu uzyskania stezenia koncowego
60 mmol/ml. Kazdg probke przygotowano trzykrotnie; proby rowniez powtarzano trzykrotnie.
Probki inkubowano przez kolejne 240 minut, wytrzasajac je w temperaturze 37°C. Krwinki
czerwone inkubowane w samym buforze PBS oraz w obecnos$ci AAPH postuzyty jako kontrola
negatywna 1 pozytywna. Po inkubacji probki natychmiast umieszczono na lodzie, aby
zahamowa¢ hemoliz¢ wywotang stresem oksydacyjnym. Nastepnie do kazdej probki dodano
odpowiednig objetos¢ buforu PBS, aby uzyska¢ wystarczajaca objetos¢ supernatantu do
pomiaru absorbancji (Ab). Po odwirowaniu (4000 obr./min, 5 min, +4°C) absorbancj¢
supernatantéw mierzono przy 540 nm za pomoca spektrofotometru. Hamowanie hemolizy
indukowanej] AAPH przez badane zwiazki i Trolox obliczono za pomocg nastepujacego

rOwnania;
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Hamowanie hemolizy oksydacyjnej (%) = 100 — [(Abprsbka+aapt/ Abaapn) x 100]

gdzie Abprsbka to warto$¢ absorbancji uzyskana z probek inkubowanych z badanymi zwigzkami
lub Troloxem i AAPH, Abaapu to warto$¢ absorbancji uzyskana z probek inkubowanych
wylacznie z AAPH. Wyniki przedstawiono jako warto$¢ $rednig + odchylenie standardowe (n

=9).
Badania zdolnosci chelatowania jonow zelaza (1I)

Aktywnos¢ chelatujaca oceniano poprzez hamowanie tworzenia kompleksu ferrozyny z jonami
Fe** po inkubacji badanych zwiazkéw z jonami Fe?'. Eksperyment przeprowadzono
dwukrotnie. Zdolnos¢ chelatowania Fe?* okres$lono na podstawie absorbancji kompleksu przy
562 nm. Do roztworu FeCl; o st¢zeniu 0,6 mM (0,02 mL) dodano badane zwigzki w stezeniu
0,1 mg/mL w 0,2 ml EtOH. Jako standardowy $rodek chelatujacy zastosowano EDTA. Reakcje
rozpoczeto od dodania 5 mmol ferrozyny (0,04 mL) w EtOH, a nastgpnie natychmiast
energicznie wytrzasano. Probki inkubowano w temperaturze pokojowej przez 10 minut. Po
inkubacji absorbancje (Ab) roztworéw mierzono spektrofotometrem przy 562 nm. Procent

zahamowania tworzenia kompleksu ferrozyna—Fe?" obliczono za pomocg réwnania:
Aktywno$¢ chelatujaca Fe?* (%) = [1 — (Abi — Abg)] x 100

gdzie Abo to absorbancja probki bez badanego zwigzku, a Ab; to absorbancja w obecnos$ci
badanego zwiazku lub EDTA. Wyniki przedstawiono jako warto$¢ Srednig + odchylenie

standardowe (n =9).
Badania aktywnoSci przeciwgrzybiczej i przeciwbakteryjnej

Aktywnos¢ przeciwgrzybicza zwigzkOw oznaczono wobec Alternaria alternata, Fusarium
culmorum, Trichoderma harzianum i Botrytis cinerea. Wlasciwosci przeciwbakteryjne
zwigzkOw oznaczono wobec wybranych bakterii: Micrococcus luteus, Bacillus subtilis,
Escherichia coli i Pseudomonas fluorescens. Wszystkie kultury mikroorganizmoéw uzyskano z
kolekeji czystych kultur Katedry Mikrobiologii Wydzialu Gleboznawstwa 1 Mikrobiologii
Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu. Do oceny wlasciwos$ci przeciwdrobnoustrojowych
zwigzkoéw zastosowano metode dyfuzji studzienkowej. Do testow bakteryjnych uzyto pozywki
bulionowej, a do hodowli ple$ni agaru ziemniaczano-dekstrozowego (PDA). Nastepnie 6 mL
kazdej z pltynnych pozywek wylano na sterylne szalki Petriego 1 pozostawiono do zestalenia.
W kolejnym kroku na powierzchni kazdej ptytki umieszczono dwa sterylne szklane pier§cienie

o srednicy 0,5 cm, dodano 20 ml kazdego ptynnego podloza zawierajacego zawiesiny
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testowanych mikroorganizmow. Koncowa zawiesina bakteryjna miata gestos¢ 107
komorek/cm?, uzyskang w wyniku 48-godzinnych hodowli na pozywece, a zawiesina grzybow
miata gegstos¢ 108 zarodnikow/cm?, uzyskang w wyniku 5-dniowych hodowli na PDA. Po
zestaleniu si¢ podloza szklane pier$cienie usunig¢to otdéwkiem, pozostawiajac po dwa dotki na
kazdej ptytce. Nastgpnie do jednego dotka dodano 0,1 mL zwigzku rozpuszczonego w czystym
DMSO; drugi dotek zawierat czyste DMSO 1 stuzyt jako kontrola. Kazdy zwiazek badano w
czterech powtorzeniach. Plytki inkubowano w termostacie w temperaturze 27°C w przypadku
hodowli M. luteus, B. subtilis i P. fluorescens, a takze w temperaturze 37°C w przypadku
hodowli E. coli przez 48 godzin. Wszystkie hodowle grzybow inkubowano w termostacie w
temperaturze 24°C przez pi¢¢ dni. Po zakonczeniu inkubacji $rednice zahamowanego wzrostu

badanych szczepow zmierzono suwmiarka.
Analiza statystyczna

W przypadku wiasciwos$ci antyoksydacyjnych i cytoprotekcyjnych dane przedstawiono jako
warto$¢ Srednig = odchylenie standardowe (SD) wynikéw trzech niezaleznych eksperymentow,
przy czym kazda probke pobrano trzykrotnie (n = 9). Do poréwnania aktywnos$ci pochodnych
z aktywnos$cig wzorcow, odpowiednio Troloxu lub EDTA, zastosowano sparowany test t-
Studenta. Istotno$¢ statystyczng zdefiniowano jako p < 0,05. R6znica nieistotna statystycznie

jest oznaczona jako n.s.
Analiza struktur krystalograficznych

Pomiar  dyfrakcji  rentgenowskiej  pojedynczego  krysztalu  przeprowadzono @z
monochromatycznym promieniowaniem CuKa na dyfraktometrze Bruker D8 QUEST KAPPA
z detektorem Bruker PHOTON III CPAD. Dane przetworzono za pomocg oprogramowania
SAINT V8.41 [154]. Strukture¢ krysztatu rozwigzano metodami bezposrednimi za pomoca
oprogramowania SHELXT-2018/2 [155] oraz SHELXL [156].

Przygotowanie linii komorek nowotworowych

Ludzka lini¢ komoérkowa glejaka wielopostaciowego U887 MG (HTB-14) oraz ludzka linig
komorkowa gruczolakoraka jelita grubego HT-29 (HTB-38) dostarczyl Wydziat Biologii
Medycznej Uniwersytetu Van Yiiziincii Y1l w Turcji. Komoérki hodowano w kolbach do
hodowli tkankowej T-25 1 T-75 zawierajacych minimalng pozywke esencjalng Eagle’a
(EMEM) uzupetniong o 10% surowice ptodowa bydleca (FBS), 1% penicyling i streptomycyng

oraz 1% L-glutaming. Pozywke hodowlang wymieniano 2—3 razy w tygodniu, aby zapewnic
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optymalne warunki wzrostu. Wszystkie procedury zwigzane z hodowlg komoérek, w tym
namnazanie 1 subkulturowanie, przeprowadzano w warunkach sterylnych w komorze
bezpieczenstwa biologicznego klasy II. Komorki inkubowano w temperaturze 37°C w
nawilzonej atmosferze zawierajacej 5% CO: do momentu osiggnigcia odpowiedniej
konfluencji. W celu rutynowego pasazowania komorki przylegajace oddzielano za pomoca
roztworu trypsyny z EDTA. Zywotno$¢ i liczbe komoérek oceniano za pomocg testu
wykluczenia blekitu trypanowego. Przed 48-godzinnymi badaniami cytotoksycznosci
przeprowadzono testy proliferacji w celu okreslenia optymalnej gestosci wysiewu dla kazde;j
linii komorkowej. Komorki rozcienczano szeregowo i1 wysiewano do 96-dotkowych
mikroptytek w gestosciach od 1 x 10° do 1,5625 x 10° komorek na dotek w koncowej objetosci
100 pL. Po 96 godzinach inkubacji do kazdej studzienki dodano 10 pl odczynnika
tetrazoliowego WST-8, a ptytki inkubowano przez kolejne 30 minut w temperaturze 37°C.
Wartosci absorbancji zmierzono przy dlugosci fali 450 nm za pomoca czytnika mikroptytek.
Proliferacj¢ komorek okreslono ilosciowo na podstawie danych dotyczacych absorbancji przy

uzyciu oprogramowania GraphPad Prism. [152, 157]
Badania cytotoksycznoSci

Zwiazki organiczne wykorzystane w niniejszym badaniu (5 mg) rozpuszczono w 5 mL DMSO
w celu przygotowania roztwordw macierzystych, ktore przechowywano w temperaturze -80°C
do momentu uzycia. Po okresleniu Zzywotnosci komoérek i zliczeniu ich liczby metoda
wykluczenia bigkitu trypanowego, komorki wysiewano na ptytki 96-dotkowe w
zoptymalizowanych gestosciach ustalonych we wstepnych eksperymentach dotyczacych
proliferacji. Zabiegi przeprowadzono w trzech powtdrzeniach w zakresie st¢zen od 5 nM do
100 puM, a eksperymenty wykonano dla okresow ekspozycji wynoszacych 24 i 48 godzin. Po
poczatkowym 24-godzinnym okresie przylegania komoérek pozywke hodowlang ostroznie
usunigto 1 zastgpiono §wieza pozywka zawierajacg badane zwigzki w koncowym stezeniu 100
uM, przygotowang w DMSO. Nastgpnie komorki inkubowano przez wyznaczone czasy
ekspozycji (24 1 48 h). Pod koniec kazdego okresu inkubacji do kazdej studzienki dodano 10
pL odczynnika WST-8, a plytki inkubowano dalej w temperaturze 37°C przez 30 minut, aby
umozliwi¢ powstawanie pomaranczowego produktu formazanu. Absorbancj¢ mierzono
spektrofotometrycznie przy 450 nm, a zywotno$¢ komorek obliczano poprzez pordwnanie grup
poddanych dziataniu zwigzkéw z grupami kontrolnymi, w ktérych nie wystepowat zwigzek

aktywny [158, 159]. Wszystkie eksperymenty przeprowadzono w trzech powtdrzeniach, aby

80



zapewni¢ powtarzalno$¢ wynikéw. Wartosci ICso okreslono za pomocg oprogramowania

GraphPad Prism.

Zywotno$¢ komorek (%) zostata okreslona zgodnie z ponizszym réwnaniem:
Zywotno$é komorek (%) = (Aprsbka / Akontrola) X 100

Badania inhibicji acetylocholinoesterazy

Aktywno$¢ enzymatyczng oznaczono spektrofotometrycznie metodg Ellmana [160]. W tym
tescie tiocholina reaguje z 5,5'-ditiabis(kwasem 2-nitrobenzoesowym) (DTNB), co prowadzi
do powstania kwasu 5-tio-2-nitrobenzoesowego (TNB), anionu o zo6ttej barwie. Szybkos¢
tworzenia si¢ TNB, ktora jest wprost proporcjonalna do aktywnosci AChE, monitorowano
poprzez pomiar absorbancji przy 412 nm [161 ,162]. Reakcje t¢ mozna podsumowaé w

nastgpujacy sposob:
Jodek acetylocholiny — tiocholina + sdl octanowa
Tiocholina + DTNB — kwas 5-tio-2-nitrobenzoesowy (TNB) + forma utleniona tiocholiny
Badania inhibicji alfa-glukozydazy

Aktywnos$¢ hamujaca a-glukozydazy badanych zwigzkéw organicznych oceniono zgodnie ze
zmodyfikowang procedura opisang przez Bachhawat i in. (2011) [163]. Efekty hamujace
okreslono  metoda  spektrofotometryczna z  wykorzystaniem  p-nitrofenylo-a-D-
glukopiranozydu (pNPG) jako substratu. Mieszanina reakcyjna zawierata bufor fosforanowy
(50 mM, pH 6,9), roztwér enzymu a-glukozydazy (1 U/mL) oraz rézne stezenia badanych
zwiazkow. Mieszaning poddano wstgpnej inkubacji w temperaturze 37°C przez 10 minut, aby
umozliwi¢ interakcje migdzy enzymem a potencjalnymi inhibitorami. Reakcje enzymatyczng
zainicjowano dodaniem pNPG (3 mM) i pozostawiono do przebiegu w temperaturze 37°C
przez 30 minut. Reakcj¢ zatrzymano, dodajac roztwor weglanu sodu (0,1 M), co jednoczesnie
utatwito pojawienie si¢ zabarwienia. Uwolniony p-nitrofenol, odpowiedzialny za zoétte
zabarwienie, zostal oznaczony spektrofotometrycznie przy 405 nm [164]. Jako kontrolg
pozytywna zastosowano akarboze (ACB). Warto$ci ICso obliczono na podstawie zalezno$ci
dawka—odpowiedz przy uzyciu analizy regresji opartej na procentowym hamowaniu w funkcji

stezenia zwigzkow.
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4.3 Synteza triazolowych pochodnych kofeiny z dotagczonym
ugrupowaniem uracylowym — Grupa I (zwigzki 2—8)

Zwigzek 1
8-(prop-2-yn-1-ylosulfanylo)kofeina

Do roztworu 8-tiokofeiny (1 mmol) w DMF (dimetyloformamid) (6 mL) dodalem K>CO3
(2 mmol). Mieszaning mieszatem przez 30 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie
wkroplitem bromek propargilu (1,5 mmol). Mieszaning reakcyjng mieszatem przez 1
godzing w temperaturze pokojowej. Reakcje monitorowalem za pomocg chromatografii
cienkowarstwowej (TLC) (PE: EtOAc 3:7). Po zakonczeniu reakcji dodatem wode (18 mL),
a surowy produkt wytracit si¢ w postaci brazowego osadu, ktéry nastepnie oczyscilem

metoda chromatografii kolumnowej (CHCIz: EtOAc 10:1).

Brazowe ciato state (222 mg, 87%); t.t. 176-177 °C; '"H NMR (400 MHz, CDCls) & 4,00
(d, J = 2,6 Hz, 2H), 3,91 (s, 3H), 3,57 (s, 3H), 3,39 (s, 3H), 2,28 (t, J = 2,6 Hz, 1H). 1*C
NMR (100 MHz, CDCls) 6 154,6, 151.,4, 148,4, 148,3, 109,0, 78,3, 72,4, 32,5, 29,7, 27,9,
21,7. FT-IR: (KBr, cm™) vmax: 3446,58, 3277,04, 2932,66, 1701,28, 1670,26, 153851,
1364,42, 756,85. EI-MS (m/z, int%) 263 ([M]", 10%).
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Rys. E1.1. Widmo 'H NMR zwigzku 1
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Zwiazki Gl.a-g
Odpowiednie pochodne uracylu z tahcuchem bromopentanowym (1 mmol) rozpuscitem
w 2 mL DMF, a azydek sodu (5 mmol) w wodzie. Zmieszatem oba roztwory. Reakcje
grzalem przez 8 h i mieszatem przez kolejne 24 h. Przebieg reakcji monitorowatem za
pomoca chromatografii cienkowarstwowej (TLC). Na zakonczenie dodalem 5 mL
wody, otrzymang mieszaning ekstrahowatem Et;O (3 x 40 mL), przemytem woda (3 x
40 mL) oraz solankag (120 mL). Polaczone ekstrakty organiczne suszytem nad

bezwodnym Na>SOg4; rozpuszcezalnik odparowatem pod zmniejszonym ci$nieniem.

Zwiazek 2
8-(((1-(5-((6-okso-1,6-dihydropirymidyn-2-ylo)sulfanylo)pentyl)- 1H-1,2,3-triazol-4-
yvlo)metylo)sulfanylo)kofeina
1 mmol zwigzku 3 rozpuscitem w 10 mL DMSO, a nastgpnie dodatem do roztworu
azydkowa pochodna G1.a (1 mmol). Do mieszaniny dodawatem porcjami CuSO4-5H>O
(5 mg) oraz askorbinian sodu (13 mg), rozpuszczone w 0,5 mL wody. Reakcje
mieszalem przez godzing w temperaturze pokojowej, a jej przebieg monitorowatem za
pomoca chromatografii cienkowarstwowej (TLC) (PE:AcOEt 3:7). Reakcje
zakonczytem dodaniem 30 mL wody. Nastepnie ekstrahowatem produkt, uzywajac
AcOEt (3 x 40 mL). Ekstrakty przemytem woda (3 x 40 mL) oraz solankg (100 mL).

Rozpuszczalnik odparowalem pod zmniejszonym ci$nieniem, otrzymujac surowy
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produkt, ktory nastepnie oczyscitem metodg gradientowej chromatografii kolumnowe;j

(CH2Cl2: MeOH).

Biale cialo stale (272 mg, 54%); t.t. 265266 °C; 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) &
12,66 (s, 1H), 7,99 (s, 2H), 5,76 (s, 1H), 4,52 (s, 2H), 4,32 (t, J= 7,0 Hz, 2H), 3,70 (s,
3H), 3,45 (s, 3H), 3,34 (s, 3H), 3,04 (t, J = 7,4 Hz, 2H), 1,79 (q, J = 7,1 Hz, 2H), 1,62
(q, J=17,6 Hz, 2H), 1,27 (q, J = 7,5 Hz, 2H). '3C NMR (100 MHz, DMSO-ds) & 153,7
(2x), 150,7, 148,9, 147,7, 142,4, 123,6 (2x), 108,0, 54,9, 49,1, 38,9, 32,0, 29,5, 29,3,
29,2, 28,1, 27,5, 27,2, 24.9. FT-IR: (KBr, cm™) vmax: 3428,77, 2923,31, 2852,56,
1704,07, 1655,29, 1537,96, 1456,21, 1365,96, 1271,40, 1217,41, 1170,79, 980,75,
745,93. ESI-MS (MeOH) (m/z, % int.) 504 ((M+H]", 100%).
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Zwiazek 3

8-(((1-(5-((6-okso-4-fenyl- 1,6-dihydropirymidyn-2-ylo)sulfanylo)pentyl)-1H-1, 2, 3-triazol-4-
vio)metylo)sulfanylo)kofeina

1 mmol zwiazku 3 rozpuscitem w 10 mL DMSO, a nastepnie dodatem do roztworu azydkowa
pochodng G1.b (I mmol). Do mieszaniny dodawatem porcjami CuSO4-5H>0 (5 mg) oraz
askorbinian sodu (13 mg), rozpuszczone w 0,5 mL wody. Reakcje mieszalem przez godzing w
temperaturze pokojowej, a jej przebieg monitorowalem za pomoca chromatografii
cienkowarstwowej (TLC) (PE:AcOEt 3:7). Reakcje zakonczylem dodaniem 30 mL wody.
Nastepnie ekstrahowatem produkt, uzywajac AcOEt (3 x 40 mL). Ekstrakty nastepnie
przemylem wodg (3 x 40 mL) oraz solankg (100 mL). Rozpuszczalnik odparowatem pod
zmniejszonym cis$nieniem, otrzymujac surowy produkt, ktory nastgpnie oczyscilem metoda

gradientowej chromatografii kolumnowej (CH2Cl2: MeOH).

Biale ciato state (137 mg, 25%); t.t. 259-260 °C; 'H NMR (400 MHz, DMSO-de) § 12,71 (s,
1H), 7,98 (s, 1H), 7,40 (m, 5H), 7.60 (s, 1H), 4,52 (s, 2H), 4,31 (t, ] = 7,0 Hz, 2H), 3,70 (s, 3H),
3,45 (s, 3H), 3,20 (s, 3H), 3,04 (t, ] = 7,2 Hz, 2H), 1,78 (q, J = 7,1 Hz, 2H), 1,68-1,52 (m, 2H),
1,33-1,21 (m, 2H). *C NMR (100 MHz, DMSO-ds) § 155,6, 153,8 (2x), 150,7, 148.8, 147.8,
142,4, 1359, 130,5, 128,7 (2x), 126,6 (2x), 123,7 (2x), 108,1, 54,9, 49,2, 32,0, 29,5, 29,5, 29,3,
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28,3, 27,4, 27,1, 25,1. FT-IR: (KBr, cm™") vmax: 3444,54, 2929,63, 2868,77, 1703,31, 1662,81,
1538,51, 1366,36, 1220,35, 971,70, 746,75. ESI-MS (MeOH) (m/z, % int.) 568, ([M + Na]",
100%).

Zwigzek 4

8-(((1-(5-((4-metylo-6-okso- 1,6-dihydropirymidyn-2-ylo)sulfanylo)pentyl)-1H-1,2,3-triazol-4-
vlo)metylo)sulfanylo)kofeina

1 mmol zwigzku 3 rozpuscitem w 10 mL DMSO, a nastepnie dodatem do roztworu azydkowa
pochodng Gl.c (I mmol). Do mieszaniny dodawatem porcjami CuSO4-5H>O (5 mg) oraz
askorbinian sodu (13 mg), rozpuszczone w 0,5 mL wody. Reakcj¢ mieszatlem przez godzing w
temperaturze pokojowej, a jej przebieg monitorowalem za pomocg chromatografii
cienkowarstwowej (TLC) (PE:AcOEt 3:7). Reakcje zakonczylem dodaniem 30 mL wody.
Nastepnie ekstrahowatem produkt, uzywajac AcOEt (3 x 40 mL). Ekstrakty nastepnie
przemytem wodg (3 x 40 mL) oraz solankg (100 mL). Rozpuszczalnik odparowatem pod
zmniejszonym ci$nieniem, otrzymujac surowy produkt, ktory nastepnie oczysScilem metoda

gradientowej chromatografii kolumnowej (CH2Cl2: MeOH).

Biale cialo stale (414 mg, 78%); t.t. 268-269 °C; 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) § 12,48 (s,
1H), 7,99 (s, 1H), 5,76 (s, 1H), 4,52 (s, 2H), 4,32 (t, ] = 7,0 Hz, 2H), 3,69 (s, 3H), 3,44 (s, 3H),
3,19 (s, 3H), 3,03 (t, ] = 7,2 Hz, 2H), 2,13 (s, 3H), 1,79 (q, ] = 7,1 Hz, 2H), 1,62 (q, ] = 7,4 Hz,
2H), 1,26 (q,1=7,5, 7,0 Hz, 2H). 3C NMR (100 MHz, DMSO-ds) § 153,7, 150,7, 148.9, 147,8,
142.,4, 123,6, 108,0, 54,9, 49,1, 40,4, 40,0, 32,0, 29,5, 29,1, 28,0, 27,5, 27,3, 27,2, 27,2, 24,8,
23,4. FT-IR: (KBr, cm™) vimax: 3435,12, 3145,48,2938,29, 2860,79, 2738,65, 1698,32, 1660,59,
1537,85, 1464,37, 1365,29, 1218,27, 1178,17, 953,36, 752,68. ESI-MS (MeOH) (m/z, % int.)
518, ([M + H]", 100%), 540, ([M + Na]*, 80%).
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Zwiazek 5

8-(((1-[5-((6-0kso-5-propylo-1,6-dihydropirymidyn-2-ylo)sulfanylo)pentyl)-1H-1,2, 3-triazol-4-

ylo)metylo)sulfanylo)kofeina

1 mmol zwigzku 3 rozpuscitem w 10 mL DMSO, a nastepnie dodatem do roztworu azydkowa

pochodng G1.d (1 mmol). Do mieszaniny dodawatem porcjami CuSO4-5H>O (5 mg) oraz

askorbinian sodu (13 mg), rozpuszczone w 0,5 mL wody. Reakcj¢ mieszalem przez godzing w

temperaturze pokojowe;j,

a jej przebieg monitorowatem za pomoca chromatografii

cienkowarstwowej (TLC) (PE:AcOEt 3:7). Reakcje zakonczytem dodaniem 30 mL wody.

Nastepnie ekstrahowatem produkt, uzywajac AcOEt (3 x 40 mL). Ekstrakty nastepnie
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przemytem woda (3 x 40 mL) oraz solankg (100 mL). Rozpuszczalnik odparowatem pod
zmniejszonym ci$nieniem, otrzymujac surowy produkt, ktory nastepnie oczyscitem metoda

gradientowej chromatografii kolumnowej (CH2Cl2: MeOH).

Biale cialo stale (98 mg, 18%); t.t 264-265 °C; 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) § 12,62 (s, 1H),
7,99 (s, 1H), 5,76 (s, 1H), 4,52 (s, 2H), 4,31 (t, I = 7,0 Hz, 2H), 3,69 (s, 3H), 3,44 (s, 3H), 3,20
(s, 3H), 3,02 (t, ] = 7,2 Hz, 2H), 2,23 (s, 2H), 1,81-1,72 (m, 2H), 1,64-1,57 (m, 2H), 1,47 (q, J
=17,7Hz, 2H), 1,25 (d,J = 11,6 Hz, 2H), 0,85 (d, J = 7,3 Hz, 3H). 13C NMR (100 MHz, DMSO-
ds) & 153,7, 150,7, 150,0, 148,8, 147,8, 142,5 (2x), 123,7, 108,0, 54,9, 49,1, 32,1 (2x), 29,5,
29,1, 28,1 (2x), 27,5, 27,2, 24,9 (2x), 21,1, 13,7. FT-IR: (KBr, cm™") vmax: 3445,71, 3147,65,
2941,36, 2865,06, 1700,11, 1664,16, 1537,20, 1462,94, 1365,68, 1214,00, 1170,03, 992,35,
754,87. ESI-MS (MeOH) (m/z, % int.) 568, ([M + Na]", 40%).
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Zwiazek 6

8-(((1-(5-((6-okso-6-propylo-1,6-dihydropirymidyn-2-ylo)sulfanylo)pentyl)-1H-1,2,3-triazol-4-
vio)metylo)sulfanylo)kofeina

1 mmol zwigzku 3 rozpuscitem w 10 mL DMSO, a nastepnie dodatem do roztworu azydkowa
pochodng Gl.e (I mmol). Do mieszaniny dodawatem porcjami CuSO4-5H20 (5 mg) oraz
askorbinian sodu (13 mg), rozpuszczone w 0,5 mL wody. Reakcje mieszalem przez godzing w
temperaturze pokojowej, a jej przebieg monitorowalem za pomoca chromatografii
cienkowarstwowej (TLC) (PE:AcOEt 3:7). Reakcje zakonczylem dodaniem 30 mL wody.
Nastepnie ekstrahowatem produkt, uzywajac AcOEt (3 x 40 mL). Ekstrakty nastepnie
przemylem wodg (3 x 40 mL) oraz solankg (100 mL). Rozpuszczalnik odparowatem pod
zmniejszonym cisnieniem, otrzymujac surowy produkt, ktory nastgpnie oczyscitem metoda

gradientowej chromatografii kolumnowej (CH2Cl2: MeOH).

Biale ciato state (137 mg, 25%); t.t. 259-260 °C; 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) § 12,62 (s,
1H), 7,98 (s, 1H), 5,76 (s, 1H), 4,52 (s, 2H), 4,31 (t, J = 7,0 Hz, 2H), 3,70 (s, 3H), 3,45 (s, 3H),
3,20 (s, 3H), 3,04 (t, ] = 7,2 Hz, 2H), 1,78 (q, J = 7,1 Hz, 2H), 1,68-1,52 (m, 5H), 1,33-1,21
(m, 3H), 0,85 (t, ] = 7,4 Hz, 3H). '*C NMR (100 MHz, DMSO-ds) & 153,8, 150,7, 150,1, 148,8,
1478, 142.,4, 123,6, 108,1, 54,9, 49,1, 40,4, 32,1, 29,5 (2x), 29,2, 28,7, 28,1, 27,5 (2x), 27,2,
24,9, 20,5, 13,4. FT-IR: (KBr, cm™") vmax: 3444,54, 2929,63, 2868,77, 1703,31, 1662,81,
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1538,51, 1366,36, 1220,35, 971,70, 746,75. ESI-MS (MeOH) (m/z, % int.) 568, (M + Na]",
100%).

mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm
GmmE TIRREIS8E CREL EBEESZEESIENESS
mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm

B N S L s

l ‘ |
}}J ”//

[l

12.62
7.99
7.66
576

/ /

CHy N:‘":N

Iy T b T Ly AN A T
a g k3 28 ggeg § RR¥8 9
s 2 S I EEr N AAAn m
14.0 135 13.0 125 120 115 1.0 105 10.0 95 90 85 @0 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 L0 05 0.0

f1 (ppm)

Rys. E5.1. Widmo 'H NMR zwigzku 6

123.66
108.05

200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 1]
f1 (ppm)

Rys. E5.2. Widmo *C NMR zwiqzku 6

94



ZQ88670 1 (0.101)

100+

Scan ES+

568 7.07e7

H
o | 5%
;47 585 623 1114
L» 1539 679 kﬁu
Ol . (I, PRI A . " A miz
r 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 T I
450 ' 500 550 | 600 | 650 = 700 | 750 800 850 900 950 1000 1050 1100 1150 1200
Rys. E5.3. Widmo ESI-MS zwigzku 6
v
100 4
|
80 - ® ~
E 1l @
& s 88
3 g o
= |
g 60 ;r’_ @2 © |
= < ° 1o
2 ” 5 © 8
w
© 40 4 0 ¥
= - b
@
S5
QS ®
20 -9
©
0 T T T
4000 3000 2000 1000

Wavenumber cm-1

Rys. E5.4. Widmo FT-IR zwigzku 6

Zwiazek 7

8-(((1-(5-((6-amino-1,6-dihydropirymidyn-2-ylo)sulfanylo)pentyl)-1H-1,2,3-triazol-4-
vio)metylo)sulfanylo)kofeina

1 mmol zwiazku 3 rozpuscitem w 10 mL DMSO, a nastepnie dodatem do roztworu azydkowa

pochodng G1.f (1 mmol). Do mieszaniny dodawatem porcjami CuSO4-5H20O (5 mg) oraz

askorbinian sodu (13 mg), rozpuszczone w 0,5 mL wody. Reakcj¢ mieszalem przez godzing w

temperaturze pokojowej, a jej przebieg monitorowalem za pomoca chromatografii

cienkowarstwowej (TLC) (PE; AcOEt 3:7). Reakcje zakonczylem dodaniem 30 mL wody.
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Nastepnie ekstrahowatem produkt, uzywajagc AcOEt (3 x 40 mL). Ekstrakty nast¢pnie
przemylem woda (3 x 40 mL) oraz solanka (100 mL). Rozpuszczalnik odparowatem pod
zmniejszonym ci$nieniem, otrzymujac surowy produkt, ktory nastepnie oczyscitem metoda

gradientowej chromatografii kolumnowej (CH2Cl: MeOH).

Biale ciato state (180 mg, 36%); t.t 266—267 °C; 'H NMR (400 MHz, DMSO-d) & 12,61 (s,
1H), 7,99 (s, 1H), 7,87 (d, ] = 5,8 Hz, 1H), 6,87 (s, 1H), 6,11 (d, ] = 5,8 Hz, 1H), 5,76 (s, 1H),
4,52 (d, = 3,8 Hz, 2H), 4,31 (t, ] = 7,1 Hz, 2H), 3,69 (s, 3H), 3,44 (s, 3H), 3,19 (s, 3H), 2,93
(t,J=7,3 Hz, 2H), 1,77 (q, ] = 10,6, 9,0 Hz, 2H), 1,59 (q, ] = 7,5 Hz, 2H), 1,36—1,21 (m, 2H).
3C NMR (100 MHz, DMSO-ds) 6 169,7, 163,0, 154,8, 153,7, 150,7, 148.,9, 147,7, 142.,4, 123.6,
108,0, 101,1, 54,9, 49,2, 32,0, 29,5, 29,3, 28,5, 27,5, 25,1, 22,6. FT-IR: (KBr, cm™) Vimax:
3419,36, 3337,56, 3195,83, 2931,89, 2857,46,1701,66, 1652,91, 1579,64, 1540,22, 1463,43,
1366,64, 1246,83, 1215,62, 974,49, 747,69. ESI-MS (MeOH) (m/z, % int.) 525, (M + Na]",
60%).

Zwigzek 8

8-(((1-(5-(5-fluoro-2,4-diokso-3,4-dihydropirymidyn- 1 (2H)-ylo)pentyl)-1H- 1,2, 3-triazol-4-
vio)metylo)sulfanylo)kofeina

1 mmol zwigzku 3 rozpuscitem w 10 mL DMSO, a nastepnie dodatem do roztworu azydkowa
pochodng G1.g (1 mmol). Do mieszaniny dodawatem porcjami CuSO4-5H>0O (5 mg) oraz
askorbinian sodu (13 mg), rozpuszczone w 0,5 mL wody. Reakcj¢ mieszalem przez godzing w
temperaturze pokojowej, a jej przebieg monitorowalem za pomoca chromatografii
cienkowarstwowej (TLC) (PE; AcOEt 3:7). Reakcj¢ zakonczylem dodaniem 30 mL wody.
Nastepnie ekstrahowatem produkt, uzywajac AcOEt (3 x 40 mL). Ekstrakty nastepnie
przemylem woda (3 x 40 mL) oraz solankg (100 mL). Rozpuszczalnik odparowatem pod
zmniejszonym cisnieniem, otrzymujac surowy produkt, ktory nastgpnie oczyscitem metoda

gradientowej chromatografii kolumnowej (CH2Cl2: MeOH).

Biate cialo state (251 mg, 48%); t.t. 248-249 °C; '"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 11,95 (s,
1H), 8,14-8,11 (t, 1H), 7,95 (s, 1H), 4,50 (s, 2H), 4,30-4,25 (t, 2H), 3,78-3,74 (t, 2H), 3,68 (s,
3H), 3,43 (t, 3H), 3,32 (s, 3H), 1,77-1,73 (m, 2H), 1,53-1,48 (m, 2H), 1,30-1,25 (m, 2H). 1*C
NMR (100 MHz, DMSO-ds) 6 156,7, 153,7, 150,6, 149,3, 148,9, 147,7, 142.,4, 140,1, 137.8,
128,8, 123,5, 108,0, 49,1, 32,0, 29,3, 27,4, 27,1, 26,2, 23,0, 22,5. FT-IR: (KBr, cm™) viax:
3463,68,2948,1, 1713,68, 1660,94, 1550,12, 1371,15, 1034,54, 756,03. ESI-MS (MeOH) (m/z,
% int.) 523, (M + Na'], 100%).
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4.4 Synteza 1 dane spektroskopowe pochodnych kofeiny =z
ugrupowaniem stilbenowym — Grupa II (zwigzki 9-20)

Zwiazek 9

(E)-8-(4-styrylofenoksy)kofeina
Pochodnag stilbenu (4-hydroksystilben) (1 mmol) rozpuscitem w 5 mL DMF, nastepnie dodatem
Cs2COs (2 mmol) i mieszatem przez 30 min. Po tym czasie dodatem 1 mmol 8-bromokofeiny
i mieszalem przez nastgpne 72 h, monitorujac postgp reakcji za pomoca chromatografii
cienkowarstwowej (TLC). Reakcje zakonczylem dodaniem wody (20 mL), a catos¢
ekstrahowalem CHCl; (3 x 40 mL). Potaczone ekstrakty organiczne przemylem woda (3 x 40
mL) oraz solanka (120 mL). Ekstrakt suszytem nad bezwodnym Na;SOs4 1 usunatem
rozpuszczalnik pod zmniejszonym ci$nieniem. Surowy produkt oczyscitem gradientowa

chromatografig kolumnowa.

Biate ciato state (215 mg, 56%); t.t. 216217 "C; 'H NMR (400 MHz, CDCl3) § 7,58 — 7,50 (m,
4H), 7,40 — 7,34 (m, 2H), 7,32 — 7,27 (m, 3H), 7,10 (d, J = 1,9 Hz, 2H), 3,88 (s, 3H), 3,47 (s,
3H), 3,41 (s, 3H). °C NMR (100 MHz, CDCls) 8 154,9, 1534, 152,7, 151,6, 145,9, 137,0,
135,0, 130,2, 129,2, 128,7, 128,6, 127,8, 127,7, 127,3, 126,5, 126,2, 119,6, 119,0, 115,6, 30,4,
29,9, 27,8. FT-IR: (KBr, cm™) viua: 3066, 2955, 2873, 1696, 1664, 1510, 1449, 1238, 1204,
1042, 968, 875, 757. EI-MS (m/z, % int): 387 ([M], 100%).
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Spectrum 1A, 2.188 min
BP: 367.4 (1.237e+8=100%), ko167 xms Scans: 243-245, 30.0:800.0=, RIC: 7.4718+8
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Zwigzek 10
(E)-8-(4-(4-chlorostyrylo)fenoksy)kofeina

Pochodng stilbenu (4’-chloro-4-hydroksystilben) (1 mmol) rozpuscitem w 5 mL DMF,
nastgpnie dodatem Cs2COs (2 mmol) i mieszatem przez 30 min. Po tym czasie dodatlem 1 mmol
8-bromokofeiny 1 mieszatem przez nastgpne 72 h, monitorujagc postep reakcji za pomoca

chromatografii cienkowarstwowej (TLC). Reakcje zakonczytlem dodaniem wody (20 mL), a
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catos¢ ekstrahowatem CHCIls (3 x 40 mL). Potaczone ekstrakty organiczne przemytem woda
(3 x 40 mL) oraz solankg (120 mL). Ekstrakt suszylem nad bezwodnym Na>SO4 i usungtem
rozpuszczalnik pod zmniejszonym ci$nieniem. Surowy produkt oczyscitem gradientowa

chromatografig kolumnowsa.

Biale cialo stale (93 mg, 22%); t.t. 222223 °C; 'H NMR (400 MHz, CDCl3) § 7,61 — 7,51 (m,
2H), 7,48 — 7,40 (m, 2H), 7,35 — 7,30 (m, 4H), 7,05 (d, J = 8,3 Hz, 2H), 3,88 (s, 3H), 3,46 (s,
3H), 3,41 (s, 3H). °C NMR (100 MHz, CDCl3) § 154,9, 153,2, 152.8, 151,6, 145,8, 135,4,
134.,6, 133,4, 130,2, 130,1, 128,9 (2x), 127.,9, 127.8, 127,7, 127,6, 119,7, 119,1, 103,8, 30,4,
29,9, 27,8. FT-IR: (KBr, cm™) vmar: 3437, 3014, 2952, 1710, 1658, 1503, 1445, 1205, 1089,
973, 754, 503. EI-MS (m/z, % int): 422 ([M], 100%).
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Zwiazek 11
(E)-8-(4-(4-nitrostyrylo)fenoksy)kofeina

Pochodnag stilbenu (4-hydroksy-4 -nitro-stilben) (1 mmol) rozpuscitem w 5 mL DMF, nastepnie
dodatem Cs>COs; (2 mmol) 1 mieszatem przez 30 min. Po tym czasie dodalem 1 mmol 8-
bromokofeiny i mieszatem przez nastgpne 72 h, monitorujac postep reakcji za pomocy
chromatografii cienkowarstwowej (TLC). Reakcje¢ zakonczylem dodaniem wody (20 mL), a
cato$¢ ekstrahowalem CHCI;3 (3 x 40 mL). Potaczone ekstrakty organiczne przemylem woda
(3 x 40 mL) oraz solankg (120 mL). Ekstrakt suszytem nad bezwodnym Na;SO4 1 usungtem
rozpuszczalnik pod zmniejszonym ci$nieniem. Surowy produkt oczy$citem gradientowa

chromatografig kolumnowa (CHCI3:AcOE).

Zottawe ciato state (110 mg, 25%); t.t. 228-229 °C; '"H NMR (400 MHz, CDCl3) & 8,30 — 8,19
(m, 2H), 7,66 — 7,59 (m, 4H), 7,38 — 7,34 (m, 2H), 7,29 — 7,25 (d, J= 16,3 Hz, 1H), 7,12 (d, J
= 16,3 Hz, 1H), 3,90 (s, 3H), 3,47 (s, 3H), 3,41 (s, 3H). 3C NMR (100 MHz, CDCls) & 154.9,
153,5,153,0, 151,6, 146,9, 145,8, 143,5,133.8, 131,9, 128,3 (2x), 126,9 (2x), 126,7, 124,2 (2x),
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119,8 (2x), 103,9, 30,5, 29,9, 27,8. FT-IR: (KBr, cm™) via: 3074, 2961, 2839, 1710, 1670,
1511, 1456, 1347, 1239, 1204, 1104, 1043, 752. EI-MS (m/z, % int): 432 ([M], 75%).
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Specirum 1A, 2.406 mn
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Zwiazek 12

(E)-8-((3-(4-styrylofenoksy)propylo)sulfanylo)kofeina

1 mmol 8-tiokofeiny rozpuscitem w 5 mL DMF, dodalem 2 mmol K>COj3 i mieszalem przez 30
min. Nastepnie dodatem do mieszaniny 4-(3-bromopropoksy)stilben (1 mmol) i mieszatem
przez 48 h. Reakcj¢ monitorowatem za pomocg chromatografii cienkowarstwowej (TLC). Na

zakonczenie reakcji dodatem wody (20 mL), nastepnie catos¢ ekstrahowatem CHCI3 (3 x 40
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mL). Potaczone ekstrakty przemylem woda (3 x 40 mL) oraz solankg (120 mL). Calos¢
suszytem nad bezwodnym Na;SOys, a rozpuszczalnik usungtem pod zmniejszonym ci$nieniem.
Otrzymany surowy produkt oczy$citem stosujac metode gradientowej chromatografii

kolumnowej (CHCl3:AcOEt)

Biale ciato stale (161 mg, 35%; t.t. 172-173 °C; 'H NMR (400 MHz, CDCls § 7,60 — 7,20 (m,
9H), 7,05 (d, J=9,1 Hz, 1H), 6,97 (d, J = 8,8 Hz, 1H), 4,12 (t, J = 5,8 Hz, 2H), 3,85 (s, 3H),
3,53 (s, 3H), 3,48 (t, J= 6,9 Hz, 2H), 3,36 (s, 3H), 2,33 — 2,22 (m, 2H). '*C NMR (100 MHz,
CDCls § 158,3, 154,5, 151,6, 150,6, 148,4, 137,5, 130,4, 128,6 (2x), 128,0, 127,6 (2x), 127.3,
126,8, 126,2 (2x), 114,5, 108,6, 77,2, 65,5, 32,2, 29,7, 29,5, 29,5, 27,9. FT-IR: (KBr, cm™) Vynax:
3437, 3021, 2940, 2875, 1696, 1657, 1536, 1510, 1451, 1364, 1249, 1178, 1035, 976, 822, 754,
714, 536, 518. EI-MS (m/z, % int.): 462 ([M], 10%).
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Zwigzek 13

(E)-8-((3-(4-(4-chlorostyrylo)fenoksy)propylo)sulfanylo)kofeina

1 mmol 8-tiokofeiny rozpuscitem w 5 mL DMF, dodalem 2 mmol K>CO3 i mieszalem przez 30
min. Nastgpnie dodatem do mieszaniny 4’-chloro-4-(3-bromopropoksy)stilben (1 mmol) i
mieszalem przez 48 h. Reakcje monitorowatem za pomocg chromatografii cienkowarstwowe;j
(TLC). Na zakonczenie reakcji dodalem wody (20 mL), nastepnie catos¢ ekstrahowatem CHCl;
(3 x40 mL). Potaczone ekstrakty przemytem woda (3 x 40 mL) oraz solankg (120 mL). Cato$¢
suszytem nad bezwodnym Na>SOs, a rozpuszczalnik usungtem pod zmniejszonym ci$nieniem.
Otrzymany surowy produkt oczy$cilem stosujagc metode gradientowej chromatografii

kolumnowej (CHCl3:AcOEt)

Biale cialo state (249 mg, 50%; t.t. 190-191 °C; '"H NMR (400 MHz, CDCl3) § 7,29 — 7,42 (m,
4 H), (d, J = 8,6 Hz, 2H), 6,98 (s, 1H), 6,92 (s, 1H), 6,85 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 4,11 (t, J=5,8
Hz, 2H), 3,85 (s, 3H), 3,52 (s, 3H), 3,48 (t, /= 6,9 Hz, 2H), 3,36 (s, 3H), 2,30 — 2,25 (m, 2H).
13C NMR (100 MHz, CDCls) & 158,5, 154,5, 151,5, 150,6, 148.,4, 136,1, 132,8, 130,1, 128,8
(2x), 128,6, 127,7 (2x), 127,4 (2x), 125,5, 114,6 (2x), 108,6, 65,6, 32,2, 29,6, 29,6, 29,5, 27,8.
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FT-IR: (KBr, cm™) viax: 3438, 3021, 2944, 2870, 1696, 1671, 1604, 1512, 1367, 1257, 1174,
1096, 1034, 966, 831, 746, 539. EI-MS (m/z, % int.): 496 ([M], 100%).
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Spectrum 1A, 4. 980 min
BP: 496.3 (792480=100%), ko158.ms Scans: 568-570, 30.0:800.0=_ RIC: 9.416e+6
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Zwiazek 14

(E)-8-((3-(4-(4-nitrostyrylo)fenoksy)propylo)sulfanylo)kofeina

1 mmol 8-tiokofeiny rozpuscitem w 5 mL DMF, dodatem 2 mmol K>COs3 1 mieszatem przez 30
min. Nastepnie dodalem do mieszaniny 4 ’-nitro-4-(3-bromopropoksy)stilben (1 mmol) 1

mieszatem przez 48 h. Reakcje monitorowatem za pomoca chromatografii cienkowarstwowe;j
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(TLC). Na zakonczenie reakcji dodalem wody (20 mL), nastepnie catos¢ ekstrahowatem CHCl3
(3 x40 mL). Potaczone ekstrakty przemylem woda (3 x 40 mL) oraz solankg (120 mL). Calo$¢
suszytem nad bezwodnym Na>SOs, a rozpuszczalnik usungtem pod zmniejszonym ci$nieniem.
Otrzymany surowy produkt oczy$cilem stosujagc metode gradientowej chromatografii

kolumnowej (CHCl3:AcOEt)

Zottawe ciato state (61 mg, 12%); t.t. 218-219 °C; 'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 8,26 — 8,14
(m, 2H), 7,67 — 7,57 (m, 2H), 7,53 — 7,41 (m, 2H), 7,21 (d, J= 16,3 Hz, 1H), 7,01 (d, J = 16,3
Hz, 1H), 6,95 — 6,82 (m, 2H), 4,14 (t, J = 5,8 Hz, 2H), 3,86 (s, 3H), 3,52 (s, 3H), 3,49 (t, J =
6,8 Hz, 2H), 3,35 (s, 3H), 2,33 — 2,25 (m, 2H). 13C NMR (100 MHz, CDCl3) & 159,2, 154,5,
151,4, 150,8, 1483, 146,4, 1442, 132,6, 129,1, 128,3 (2x), 126,5 (2x), 124,2, 124,0 (2x), 114,6
(2x), 108,6, 65,6, 32,1, 29,6, 29,5, 29,4, 27,8. FT-IR: (KBr, cm™) vmax: 3471, 3077, 2955, 2887,
1701, 1659, 1598, 1510, 1368, 1339, 1254, 1177, 1032, 836, 748. EI-MS (m/z, % int.): 506
(IM1, 20%).

Zwiazek 15

(E)-8-((4-(4-styrylofenoksy)butylo)sulfanylo)kofeina

1 mmol 8-tiokofeiny rozpuscitem w 5 mL DMF, dodatem 2 mmol K>COs3 i mieszatem przez 30
min. Nastgpnie dodatem do mieszaniny 4-(4-bromobutoksy)stilben (1 mmol) i mieszatem przez
48 h. Reakcje monitorowatem za pomocg chromatografii cienkowarstwowej (TLC). Na
zakonczenie reakcji dodatem wody (20 mL), nastepnie cato$¢ ekstrahowatem CHCIl3 (3 x 40
mL). Potaczone ekstrakty przemylem woda (3 x 40 mL) oraz solankg (120 mL). Catos¢
suszylem nad bezwodnym Na>SOy4, a rozpuszczalnik usunglem pod zmniejszonym cisnieniem.
Otrzymany surowy produkt oczy$cilem stosujagc metode gradientowej chromatografii

kolumnowej (CHCl3:AcOEt)

Biate ciato state (238 mg, 50%); t.t. 214-215 °C; '"H NMR (400 MHz, CDCl3) § 7,52 — 7,40 (m,
2H), 7,34 (m, 2H), 7,27 — 7,18 (m, 3H), 7,03 (1H), 6,98 (1H), 6,86 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 4,06 —
3,99 (m, 2H), 3,84 (s, 3H), 3,53 (s, 3H), 3,39 (s, 3H), 3,38 — 3,33 (m, 2H), 2,04 — 1,89 (m, 4H).
3C NMR (100 MHz, CDCls) § 158,5, 154,6, 151,5, 151,0, 148,5, 137,6, 130,3, 128,6 (2x),
128,1, 127,7 (2x), 127,2, 126,7, 126,2 (2x), 114,6 (2x), 108,6, 67,1, 32,4, 32,1, 29,7, 28,1, 27,8,
26,5. FT-IR: (KBr, cm™) vua: 3435, 3019, 2956, 2869, 1703, 1667, 1604, 1509, 1455, 1359,
1246, 1176, 1030, 803, 746, 534. EI-MS (m/z, % int.): 476 ([M], 20%)
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Spectrum 14, 3.288 min

BP: 280.5 (4.995e+6=100%), ko 155.xms Scans: 364-366, 15.0:800.0=, RIC: 4.921e+7
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Zwiazek 16
(E)-8-((4-(4-(4-chlorostyrylo)fenoksy)butylo)sulfanylo)kofeina

1 mmol 8-tiokofeiny rozpuscitem w 5 mL DMF, dodalem 2 mmol K>COj3 i mieszalem przez 30
min. Nastepnie dodalem do mieszaniny 4’-chloro-4-(4-bromobutoksy)stilben (1 mmol) 1

mieszalem przez 48 h. Reakcje monitorowatem za pomocg chromatografii cienkowarstwowe;j
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(TLC). Na zakonczenie reakcji dodalem wody (20 mL), nastepnie catos¢ ekstrahowatem CHCl3
(3 x40 mL). Potaczone ekstrakty przemylem woda (3 x 40 mL) oraz solankg (120 mL). Calo$¢
suszytem nad bezwodnym Na>SOs, a rozpuszczalnik usungtem pod zmniejszonym ci$nieniem.
Otrzymany surowy produkt oczy$cilem stosujagc metode gradientowej chromatografii

kolumnowej (CHCl3:AcOEt)

Biale ciato state (245 mg, 48%); t.t. 172-173 °C; '"H NMR (400 MHz, CDCl; § 7,41 (m, 4H),
7,34 — 7,26 (m, 2H), 7,01 (d, J= 16,3 Hz, 1H), 6,95 — 6,82 (m, 3H), 4,03 — 3,99 (m, 2H), 3,84
(s, 3H), 3,53 (s, 3H), 3,39 (s, 3H), 3,38 — 3,33 (m, 2H), 2,05 — 1,89 (m, 4H). 3C NMR (100
MHz, CDCl3) § 158,6, 154,5, 151,5, 151,0, 148.4, 136,1, 132,7, 129,8, 128,7, 128,7 (2x), 127,7
(2x), 127,3 (2x), 125,3, 114,6 (2x), 108,5, 67,1, 32,4, 32,1, 29,7, 28,1, 27,8, 26,4. FT-IR: (KBr,
em™) vimar: 3429, 3021, 2941, 2870, 1698, 1667, 1604, 1534, 1365, 1252, 1032, 973, 832, 747,
540. EI-MS (m/z, % int.): 510 ([M], 50%).

Zwigzek 17
(E)-8-((4-(4-(4-nitrostyrylo)fenoksy)butylo)sulfanylo)kofeina

1 mmol 8-tiokofeiny rozpuscitem w 5 mL DMF, dodalem 2 mmol K>CO3 i mieszalem przez 30
min. Nastepnie dodalem do mieszaniny 4 ’-nitro-4-(4-bromobutoksy)stilben (1 mmol) i
mieszalem przez 48 h. Reakcj¢ monitorowalem za pomoca chromatografii cienkowarstwowej
(TLC). Na zakonczenie reakcji dodatem wody (20 mL), nastepnie cato$¢ ekstrahowatem CHCl3
(3 x40 mL). Polaczone ekstrakty przemylem woda (3 x 40 mL) oraz solankg (120 mL). Cato$¢
suszylem nad bezwodnym Na>SOs4, a rozpuszczalnik usunglem pod zmniejszonym cisnieniem.
Otrzymany surowy produkt oczy$citem stosujac metode gradientowej chromatografii

kolumnowej (CHCl3:AcOEt)

Brazowawe cialo state (78 mg, 15%); t.t. 202203 °C; '"H NMR (400 MHz, CDCls § 8,20 (d, J
= 8,8 Hz, 2H), 7,60 (d, /=9,0 Hz, 1H), 7,48 (d, /= 8,5 Hz, 1H), 7,23 (m, 4H), 7,00 (d, J=16,3
Hz, 1H), 6,90 (d, J = 8,8 Hz, 1H), 4,09 — 4,02 (m, 2H), 3,85 (s, 3H), 3,53 (s, 3H), 3,39 (s, 3H),
3,36 (t,J=17,0 Hz, 2H), 1,98 (m, J = 3,6 Hz, 4H). 3C NMR (100 MHz, CDCl5) § 159,5, 154,6,
151,5, 151,0, 148,5, 146,5, 144,2, 132,8, 130,2, 129,6, 129,1, 128,4 (2x), 126,5 (2x), 124,1 (2x),
114,8 (2x), 67,2, 32,4, 32,2, 29,7, 28,1, 27,8, 26,5. FT-IR: (KBr, cm™) viua: 3439, 3037, 2933,
2862, 1701, 1656, 1604, 1511, 1337, 1285, 1176, 1108, 1034, 974, 841, 746, 494. EI-MS (m/z,
% int.): 521 ([M], 20%).
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Spectrum 1A, 8.961 min

BP: 281.0 (2.043e+5=100%), ko 156_1.ms Scans: 1011-1013, 15.0:800.0>, RIC: 1.436e+7
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Zwigzek 18
(E)-8-((6-(4-styrylofenoksy)heksylo)sulfanylo)kofeina

1 mmol 8-tiokofeiny rozpuscitem w 5 mL DMF, dodatem 2 mmol K>COs3 1 mieszatem przez 30
min. Nastepnie dodalem do mieszaniny 4-(6-bromoheksoksy)stilben (1 mmol) i mieszalem

przez 48 h. Reakcje monitorowatem za pomocg chromatografii cienkowarstwowej (TLC). Na
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zakonczenie reakcji dodatem wody (20 mL), nast¢pnie catos¢ ekstrahowatem CHCls (3 x 40
mL). Potaczone ekstrakty przemytem woda (3 x 40 mL) oraz solanka (120 mL). Catos¢
suszytem nad bezwodnym Na>SOs, a rozpuszczalnik usungtem pod zmniejszonym ci$nieniem.
Otrzymany surowy produkt oczy$cilem stosujagc metode gradientowej chromatografii

kolumnowej (CHCl3:AcOEt)

Biale ciato state 261 mg, 52%); t.t. 148-149 °C; 'H NMR (400 MHz, CDCls) & 7,52 — 7,39 (m,
3H), 7,39 — 7,29 (m, 2H), 7,25 — 7,20 (m, 2H), 7,06 (d, J = 16,3 Hz, 1H), 6,96 (d, J = 16,3 Hz,
1H), 6,91 — 6,83 (m, 2H), 3,98 (t, J = 6,4 Hz, 2H), 3,83 (s, 3H), 3,55 (s, 3H), 3,39 (s, 3H), 3,30
~3,26 (m, 2H), 1,86 — 1,75 (m, 4H), 1,55 — 1, 51 (m, 4H). '3C NMR (100 MHz, CDCls) § 158,8,
154,6, 151,5, 151,2, 148,5, 137,6, 130,1, 128,6 (2x), 128,2, 127,7 (2x), 127,2, 126,6, 1265,
126,2 (2x), 114,7 (2x), 67,8, 32,6, 32,1, 29,7, 29,5, 28,3, 27,8, 25,9, 25,5. FT-IR: (KBr, cm™")
Vmax: 3436, 3022, 2935, 2858, 1712, 1665, 1604, 1537, 1511, 1358, 1248, 1176, 1036, 965, 822,
746, 691, 537. EI-MS (m/z, % int.): 504 ([M], 10%).
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Zwigzek 19
(E)-8-((6-(4-(4-chlorostyrylo)fenoksy)heksylo)sulfanylo)kofeina

1 mmol 8-tiokofeiny rozpuscitem w 5 mL DMF, dodalem 2 mmol K>CO3 i mieszalem przez 30
min. Nastgpnie dodatem do mieszaniny 4 ’-chloro-4-(6-bromoheksoksy)stilben (1 mmol) 1
mieszalem przez 48 h. Reakcje monitorowatem za pomocg chromatografii cienkowarstwowe;j
(TLC). Na zakonczenie reakcji dodalem wody (20 mL), nastepnie catos¢ ekstrahowatem CHCl;
(3 x40 mL). Potaczone ekstrakty przemytem woda (3 x 40 mL) oraz solankg (120 mL). Cato$¢
suszytem nad bezwodnym Na>SOs, a rozpuszczalnik usungtem pod zmniejszonym ci$nieniem.
Otrzymany surowy produkt oczy$citem stosujac metode gradientowej chromatografii

kolumnowej (CHCl3:AcOEt)

Biale ciato stato (260 mg, 48%); t.t. 152—153 °C; 'H NMR (400 MHz, CDCl3) § 7,43 — 7,40
(m, 4H), 7,30 6,93 (m, 4H), 6,87 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 3,98 (t, /= 6,4 Hz, 2H), 3,84 (s, 3H), 3,55
(s, 3H), 3,39 (s, 3H), 3,33 — 3,24 (m, 2H), 1,82-1,79 (m, 6H), 1,55-1,52 (m, 2H). 13C NMR (100
MHz, CDCI3) 6 159,0, 154,6, 151,6, 151,3, 148,5, 136,2, 132,7, 129,8, 128,8 (3x), 127,8 (2x),
127,4 (2x), 125,3, 114,7 (2x), 108,6, 67,8, 32,6, 32,1, 29,7, 29,5, 29,1, 28,3, 27,8, 25,5. FT-IR:
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(KBr, cm™) viax: 3438, 3024, 2937, 2867, 1701, 1669, 1604, 1511, 1364, 1252, 1218, 1089,
1032, 973, 831, 746, 539. EI-MS (m/z, % int.): 538 (M, 25%).

Zwiazek 20
(E)-8-((6-(4-(4-nitrostyrylo)fenoksy)heksylo)sulfanylo)kofeina

1 mmol 8-tiokofeiny rozpuscitem w 5 mL DMF, dodatlem 2 mmol K>COs i mieszatem przez 30
min. Nastgpnie dodatem do mieszaniny 4 ’-nitro-4-(6-bromoheksoksy)stilben (1 mmol) i
mieszalem przez 48 h. Reakcj¢ monitorowatem za pomocg chromatografii cienkowarstwowe;j
(TLC). Na zakonczenie reakcji dodatem wody (20 mL), nastgpnie catos¢ ekstrahowatem CHCIl3
(3 x40 mL). Potaczone ekstrakty przemytem woda (3 x 40 mL) oraz solankg (120 mL). Cato$¢
suszytem nad bezwodnym Na>SOs, a rozpuszczalnik usungtem pod zmniejszonym ci$nieniem.
Otrzymany surowy produkt oczy$citem stosujac metode gradientowej chromatografii

kolumnowej (CHCl3:AcOEt)

Brazowe cialo stale (203 mg, 37%); t.t. 157-158 °C; '"H NMR (400 MHz, CDCl; § 8,20 (d, J =
8,8 Hz, 2H), 7,59 (d, J=8,5 Hz, 2H), 7,48 (d, J= 8,4 Hz, 1H), 7,20 (m, 2H), 7,02 (m, 2H), 6,90
(d,J=28,8 Hz, 1H), 4,00 (t, J= 6,4 Hz, 2H), 3,84 (s, 3H), 3,55 (s, 3H), 3,39 (s, 3H), 3,33 — 3,25
(m, 2H), 1,82 (d, J = 6,2 Hz, 6H), 1,55 (q, J = 3,7 Hz, 2H). *C NMR (100 MHz, CDCI;) &
159,7, 154,6, 151,6, 151,2, 148,5, 146,5, 144,3, 132,9, 128,4 (2x), 126,5 (2x), 124,1 (2x), 124,1
(2x), 114,9, 114,8, 108,06, 67,9, 32,6, 32,1, 29,7, 29,5, 29,0, 28,3, 27,8, 25,5. FT-IR: (KBr, cm
D) Vinax: 3440, 3026, 2940, 2863, 1700, 1656, 1509, 1335, 1259, 1174, 1031, 842, 747, 537. EI-
MS (m/z, % int.): 549 ([M], 60%).
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4.5 Synteza 1 dane spektroskopowe biokonjugatow kofeiny i
pochodnych pierscienia imidazolowego — Grupa III (zwigzki 21-28)

Zwiazek 21

8-((1-metylo-1H-benzo(d)imidazol-2-ylo)sulfanylo)kofeina

1,5 mmol 2-merkapto-3-metylo-1H-benzimidazolu rozpuscitem w 15 mL EtOH, nastepnie
dodatem 2 mmol K>COj i mieszatem przez godzing. Po tym czasie dodatem 8-bromokofeing
(1 mmol). Mieszaning¢ grzalem pod chtodnicg zwrotng w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika
przez 3 h. Reakcj¢ monitorowalem za pomoca chromatografii cienkowarstwowej (TLC). Na
zakonczenie reakcji dodatem 20 mL wody. Otrzymang mieszaning ekstrahowatem AcOEt (3 x
30 mL), przemylem woda (3 x 30 mL) oraz solanka (90 mL). Podczas reakcji powstat zwigzek
26 jako produkt uboczny. Surowa mieszanine zwigzkéw 21 i 26 rozdzielitem, korzystajac z
chromatografii kolumnowej gradientowej (CHCI3:AcOEt). Zwiazek 26 uzyskalem z
wydajnoscia 10%.

Biale cialo state (213 mg, 60%); t.t. 208-209 ‘C; 'H NMR (400 MHz, CDCl3): § 7,71-7,69 (dt,
J=179, 1,1 Hz, 2H), 7,34 (dd, J= 6,4, 1,2 Hz, 2H), 4,12 (s, 3H), 3,95 (s, 3H), 3,51 (s, 3H), 3,39
(s, 3H). 3C NMR (100 MHz, CDCls): § 154,85, 151,29, 147,83, 143,12, 142,97, 141,59,
136,48, 123,67, 122,77, 119,89, 110,17, 109,53, 33,59, 31,11, 29,78, 27,99. FT-IR: (KBr, cm
D) Vimax: 3051, 2945, 1703, 1659, 1603, 1454, 1364, 745. EI-MS (m/z, % int.): 356 ([M], 65%).
Zawarto$¢ obliczona dla: C1sHisN6sO2S (MW = 356,11): C, 53,92; H, 4,53; N, 23,58; O, 8,98;
S, 9; otrzymana: C, 53,6; H, 3,99; N, 23,51; S, 8,43 %.

Zwiazek 22

8-((1H-imidazol-2-ylo)sulfanylo)kofeina

1,5 mmol 2-merkaptoimidazolu rozpuscitem w 15 mL EtOH, nastgpnie dodatem 2 mmol
K>CO3 i mieszalem przez godzing. Po tym czasie dodalem 8-bromokofeing (I mmol).
Mieszaning grzalem pod chlodnicg zwrotng w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika przez 3 h.
Reakcje monitorowatem za pomocg chromatografii cienkowarstwowej (TLC). Na zakonczenie
reakcji dodatem 20 mL wody. Otrzymang mieszaning ekstrahowalem AcOEt (3 x 30 mL),
przemytem woda (3 x 30 mL) oraz solanka ( 90 mL). Podczas reakcji powstat zwiazek 26 jako

produkt uboczny. Surowa mieszaning zwigzkow 22 1 26 rozdzielitem, korzystajac z

120



chromatografii kolumnowej gradientowej (CHCl3:AcOEt). Zwigzek 26 uzyskalem z
wydajnoscia 15%.

Biate ciato stale (220 mg; 76%); t.t. 221-222 °C; '"H NMR (400 MHz, CDCl3) 8: 10,94 (s, 1H),
7,18 (dt, J = 11,2, 1,4 Hz, 2H), 4,06 (s, 3H), 3,58 (s, 3H), 3,40 (s, 3H). *C NMR (100 MHz,
CDCl3): 8 154,69, 151,28, 147,88, 147,77, 144,76, 130,73, 118,83, 109,16, 33,20, 29,94, 28,06.
FT-IR: (KBr, cm™") vmax: 3131, 3000, 2892, 2633, 1704, 1665, 1604, 1449, 1367, 744. EI-MS
(m/z, % int.): 292,2 ([M], 70%). Zawarto$¢ obliczona dla C11H12NsO2S (MW = 292.32): C,
452; H, 4,14; N, 28,75; 0, 10,95; S, 10,97. Otrzymana: C, 43,32; H, 2,87; N, 27,65; S, 10,49
%.

ARIZIZESS

R

-10.94
—4.06

—~—3.58
340

|
Lo | | |
H.C MH
Ty N >‘ \l |J J
SN
0 T N
CHB
I(s) D (s)
7.27 3.58
A(s) B (dt) c(s)||E(E
10.94 7.18 4,06 | |3.40
I j ._AJJUIL J N A
H L] H HH
14 13 12 1 10 s 8 7 6 5 4 3 2 1 0
f1 (ppm)

Rys. E14.1. Widmo 'H NMR zwiqgzku 22

121



7732 cdcl3
76,68 cdel3

EEELS = B 2 B o
EREEE g e g neA s
[SS Iy
o CH, Nﬁ
HC_ N >—JNH
N
AN
0 bll N
CH,
1
I |
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 a0 80 70 60 50 40 30 20 10 0 -10
f1 (ppm)
Rys. E14.2. Widmo °C NMR zwiqzku 22
Spectrum 1A, 2.124 min
BP: 100.0 (1.853e+6=100%) Scans: 234-236, 30.0:800.0>, RIC: 1.747e+7
100%] 100.0 3
1 67.0 1
1 99.0 ]
75% 2022 E
50%] -
1 81.0 1
25% 2122 -
] 108.0 1932 234.2 ]
4 ¥0|0 4
1 293.2 ]
1 55.9 % QSH ‘ k } 1361  155.0 WT?'Z 1942 259.2 T ]
] . . 110l0 235.2 ]
0%-1 22 b Nl |\h Al Aﬂ\ " mn“\ ‘.\T\m \.‘IM I ||m alluls Al \.2 3.2” [ 274.1 il 1
50 100 150 200 280 300 e

Rys. E14.3. Widmo EI-MS zwigzku 22

122



98.58

g
e
<

=

—C

™

3
300089 e

121930 ~
1109 95 - -
e —

560 = _

275842

/
281999
-
s
263373
—

a7
51497

3131.11
1037.32

@
3
2892.69
——

1331.07

Transmittance %

L T ——

s B B B w 5
a B B o8 8 B
170N
— -

1604 86

1540.87
1449.94 1427 11
138707 4346.78

1500 1000 500

------

Wavenumber (cm-1)

Rys. E14.4. Widmo FT-IR zwigzku 22

Zwiazek 23

8-((tiazol-2-ylo)sulfanylo)kofeina

1,5 mmol 2-merkapto-3H-1,3-tioazolu rozpuscitem w 6 mL DMF, do roztworu dodatem 2
mmol K>COj 1 mieszalem przez godzing. Nastgpnie dodatlem 1 mmol 8-bromokofeiny i cato§¢
grzalem w 65 °C przez 3 godziny. Reakcje monitorowatlem za pomoca chromatografii
cienkowarstwowej (TLC). Na zakonczenie syntezy do mieszaniny dodatem 18 mL wody 1
cato$¢ ekstrahowatem AcOEt (3 x 30 mL). Otrzymane ekstrakty organiczne przemytem woda
(3 x 30 mL) oraz solanka (90 mL). Otrzymany surowy produkt oczy$cilem stosujac

gradientowg chromatografi¢ kolumnowg (CHCl3: AcOEt)

Biale ciato state (185 mg, 60%); t.t. 195-196 °C; 'H NMR (400 MHz, CDCl5): § 7,75 (d, J =
3,4 Hz, 1H), 7,40 (d, J = 3,4 Hz, 1H), 4,07 (s, 3H), 3,59 (s, 3H), 3,41 (s, 3H). '*C NMR (100
MHz; CDCl3): 6 157,50, 154,93, 151,27, 147,89, 143,57, 142,40, 122,26, 110,17, 33,47, 29,88,
28,03. FT-IR: (KBr, cm™) viuar: 3101, 3087, 2952, 1702, 1662, 1600, 1540, 1446, 1340, 762.
EI-MS (m/z, % int.): 309 ([M], 55%). Zawartos¢ obliczona dla C11H11N5O02S2 (MW = 309,04):
C,42,71; H, 3,58; N, 22,64; O, 10,34; S, 20,73. Otrzymana: C, 42,7; H, 3,6; N, 22.6; S, 20,7
%.
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Spectrum 1A, 1.392 min

BP: 99.0 (1.112e+6=100%) Scans: 147-149, 15.0:800.0>, RIC: 1.090e+7
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Zwigzek 24

8-((1-metylo-1H-imidazol-2-ylo)sulfanylo)kofeina

1,5 mmol 2-merkapto-1-metylo- 1 H-imidazolu rozpuscitem w 6 mL. DMF, do roztworu dodatem
2 mmol K>CO3 i mieszatem przez godzing. Nastepnie dodatem 1 mmol 8-bromokofeiny i catos$¢
grzalem w 65 °C przez 3 godziny. Reakcj¢ monitorowalem za pomoca chromatografii
cienkowarstwowej (TLC). Na zakonczenie syntezy do mieszaniny dodatem 18 mL wody i
catos¢ ekstrahowatem AcOEt (3 x 30 mL). Otrzymane ekstrakty organiczne przemytem woda

(3 x 30 mL) oraz solanka (90 mL). Podczas reakcji powstat zwigzek 26 jako produkt uboczny.
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Surowa mieszaning zwigzkow 24 i 26 rozdzielitem, korzystajac z chromatografii kolumnowe;j

gradientowej (CHCl3: AcOEt). Zwigzek 26 uzyskatem z wydajnosciag 12%.

Bezbarwne cialo state (203 mg, 67%); t.t. 225-226 °C; 'H NMR (400 MHz, CDCl5): 8 7,11 (dd,
J=14,3,1,3 Hz, 2H), 4,09 (s, 3H), 3,87 (s, 3H), 3,49 (s, 3H), 3,38 (s, 3H). 1*C NMR (100 MHz;
CDCl): 6 154,80, 151,34, 147,85, 144,44, 133,32, 130,54, 124,71, 109,49, 34,32, 33,31, 29,70,
27,92. FT-IR: (KBr, cm™") viar: 3131, 3114, 2958, 1702, 1661, 1599, 1456, 1343, 762. EI-MS
(m/z, % int.): 306 ([M], 5%). Zawartos¢ obliczona dla C12H14N6O2S (MW = 306,34): C, 47,05;
H, 4,61; N, 27,43; O, 10,45; S, 10,47; Otrzymana: C, 47,8; H, 4,02; N, 26,45; S, 10,1 %.
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Zwiazek 25

8-((4,5-dihydrotiazol-2-ylo)sulfanylo)kofeina

1,5 mmol 2-merkapto-tioazoliny rozpuscitem w 6 mL DMF, do roztworu dodatem 2 mmol
K2COs3 1 mieszatlem przez godzing. Nastgpnie dodatem 1 mmol 8-bromokofeiny 1 calos¢
grzalem w 65 °C przez 3 godziny. Reakcje monitorowatlem za pomoca chromatografii
cienkowarstwowej (TLC). Na zakonczenie syntezy do mieszaniny dodatem 18 mL wody i
cato$¢ ekstrahowatem AcOEt (3 x 30 mL). Otrzymane ekstrakty organiczne przemytem woda

(3 x 30 mL) oraz solanka (90 mL). Otrzymany surowy produkt oczy$cilem stosujac

gradientowg chromatografi¢ kolumnowg (CHCl3: AcOEt)

Biale ciato state (205 mg, 66%); t.t. 211-212 ‘C; 'H NMR (400 MHz, CDCl5): § 4,24 (t,J= 8,1
Hz, 2H), 4,05 (s, 3H), 3,60 (s, 3H), 3,46 (t,J = 8,1 Hz, 2H), 3,42 (s, 3H). *C NMR (100 MHz;
CDCl3): 6 162,14, 154,99, 151,25, 147,67, 140,67, 110,50, 64,87, 36,03, 33,53, 29,84, 28,02.
FT-IR: (KBr, cm™) viax: 2959, 2844, 1706, 1666, 1599, 1540, 1450, 1343, 744. EI-MS (m/z, %
int.): 309,8 ([M], 100%). Zawarto$¢ obliczona dla C11Hi3N502S; (MW =311,05): C, 42,43; H,
421; N, 22,49; 0, 10,28; S, 20,59; Otrzymana: C, 45,2; H, 4,1; N, 28,8; S, 11,0 %.
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Zwigzek 26

8,8'-tiobis(kofeina)

0,5 mmol 8-tiokofeiny rozpuscitem w 6 mL DMF, do roztworu dodatem 1 mmol K>COs,
mieszaning mieszalem i ogrzewatem w 65 °C przez 30 min. Nastgpnie do mieszaniny dodalem
8-bromokofeine (0,5 mmol) 1 cato$¢ grzatem, utrzymujac stata temperature przez nastepne 6
godzin. Reakcje monitorowatem za pomoca chromatografii cienkowarstwowej (TLC). Reakcje
zakonczytem, dodajac wody (18 mL). Otrzymany osad oczyscitem na kolumnie

chromatograficznej (CHCl3:AcOEt).

Biale ciato state (305 mg, 73%); t.t. 248-249 "C; 'H NMR (400 MHz, CDCls) § 4,14 (s, 6H),
3,50 (s, 6H), 3,40 (s, 6H). *CNMR (100 MHz; CDCls): & 154,86 (x2), 151,25 (x2), 147,97
(x2), 141,08 (x2), 110,12 (x2), 33,57 (x2), 29,85 (x2), 28,05 (x2). FT-IR: (KBr, cm™) v
2955, 1705, 1667, 1601, 1454, 1370, 765. EI-MS (m/z, % int.): 418 ([M], 60%). Zawarto$¢
obliczona dla CisHi1sNsO4S (MW = 418,43): C, 45,93; H, 4,34; N, 26,78; O, 15,29; S, 7,66;
Otrzymana: C, 43,91; H, 5,1; N, 25,33; S, 8,68 %.
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Zwiazek 27

8-(1H-1,2,4-triazol-1-ilo)kofeina

1,5 mmol /,2,4-3H-triazolu rozpuscitem w 6 mL DMF, do roztworu dodatem 2 mmol K>COs 1
mieszatem przez godzing. Nastgpnie dodalem 1 mmol 8-bromokofeiny 1 calos¢ grzatem w
65 °C przez 3 godziny. Reakcje monitorowatem za pomocg chromatografii cienkowarstwowej
(TLC). Na zakonczenie syntezy do mieszaniny dodatem 18 mL wody i calo$¢ ekstrahowatem
AcOEt (3 x 30 mL). Otrzymane ekstrakty organiczne przemytem woda (3 x 30 mL) oraz
solankg (90 mL). Otrzymany surowy produkt oczyscitem stosujgc gradientowg chromatografie
kolumnowg (CHCI3:AcOEt)

Biale ciato state (137 mg, 53%); t.t. 218-219 "C; 'H NMR (400 MHz, DMSO-dj): & 9,27 (s,
1H), 8,48 (s, 1H), 4,01 (s, 3H), 3,45 (s, 3H), 3,26 (s, 3H). 3*C NMR (100 MHz; DMSO-ds): §
154,15, 152,98, 150,36, 145,80, 145,31, 139,90, 106,35, 32,72, 29,15, 27,25. FT-IR: (KBr, cm
) Viax: 3129, 3002, 2958, 1703, 1671, 1614, 1548, 1513, 1460, 1408, 1378, 1338. EI-MS (m/z,
% int.): 261 ([M], 100%). Zawartos¢ obliczona dla CioHi11N702 (MW = 261,1): C, 45,98; H,
4,24; N, 37,53; O, 12,25; Otrzymana: C, 45,7; H, 3,16; N, 37,83 %.

131



927
848
—_— s

c(s){D ()

Al(s)
4.01 | 3.45

9.27

B (s)
8.48

250 dmso

393 =
4.03 =

14 13 12 11 10 9 8 7 6
f1 (ppm}

107 =
109 =
4 387 =

Rys. E18.1. Widmo 'H NMR zwigzku 27

ideiliiii

38.63 dmsa
38.43 dmsa

——32.72

39.68 dmso
39.47 dmso
2915

39.26 dmso

;

39.05 dmso

—27.25

—139.90
10635

T
200

T
190

T
180

T
170

T
160

T
150

T T T T
140 130 120 110 100 90 80 70 60
f1 (ppm)

Rys. E18.2. Widmo "*C NMR zwigzku 27

132



Spectrum 1A, 1.532 min
BP: 261.1 (6.203e+6=100%) Scans: 163-165, 15.0:800.0>, RIC: 1.258e+7
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Zwiazek 28

8-(3-sulfanylo-1H-1,2,4-triazol-1-ilo)kofeina

1,5 mmol 3-merkapto-1,2,4-triazolu rozpuscitem w 6 mL DMF, do roztworu dodatem 2 mmol

K2COs3 1 mieszatem przez godzing. Nastgpnie dodatem 1 mmol 8-bromokofeiny i1 calos¢

grzalem w 65 °C przez 3 godziny. Reakcj¢ monitorowalem za pomoca chromatografii

cienkowarstwowej (TLC). Na zakonczenie syntezy do mieszaniny dodatem 18 mL wody i
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catos¢ ekstrahowatem AcOEt (3 x 30 mL). Otrzymane ekstrakty organiczne przemytem woda
(3 x 30 mL) oraz solanka (90 mL). Otrzymany surowy produkt oczyScilem stosujac
gradientowg chromatografi¢ kolumnowa (CHCl3:AcOEt)

Biale ciato state (73 mg, 25%); t.t. 198199 °C; '"H NMR (400 MHz, DMSO-ds): & 8,56 (s, 1H),
3,87 (s, 3H), 3,34 (s, 3H), 3,19 (s, 3H), 2,93 (s, 1H). 1*C NMR (100 MHz; DMSO-ds): § 176,22,
154,26, 150,69, 147,20, 146,09, 142,01, 109,24, 33,13, 29,45, 27,65. FT-IR: (KBr, cm™) v
3110, 2917, 2854, 2736, 2676, 1708, 1666, 1604, 1541, 1449, 1341, 745. EI-MS (m/z, % int.):
293 ([M], 100%). Zawarto$¢ obliczona dla C10H11N702S (MW =293,31): C, 40,95; H, 3,78; N,
33,43; 0, 10,91; S, 10,93; Otrzymana: C, 41,03; H, 3,8; N, 33,41; S, 10,91 %.
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4.6 Synteza 1 dane spektroskopowe pochodnych kofeiny z analogami
pierscienia pirazolowego — Grupa IV (zwigzki 29—45)

Zwigzek 29
8-(1H-pirazol-1-ilo)kofeina

1 mmol / H-pirazolu rozpuscitem w 5 mL DMF i dodalem do roztworu K2CO3 (2 mmol). Catos¢
mieszalem przez 30 min. Nastgpnie dodalem 1 mmol 8-bromokofeiny i1 grzatem mieszaning
przez nastepne 24 h w temperaturze 70 °C. Postep reakcji monitorowatem za pomocg
chromatografii cienkowarstwowej (TLC). Reakcje zakonczylem dodaniem 20 mL wody.
Otrzymany surowy osad oczyScilem metoda gradientowej chromatografii kolumnowe;j

(CHCl3:AcOEY)

Biate krysztaly (104 mg, 40%); t.t. 199200 °C; 'H NMR (400 MHz, CDCls3) § 8,25 (d, J = 2,1
Hz, 1H), 7,81 (d, J = 1,2 Hz, 1H), 6,52 (dd, J = 2,7, 1,7 Hz, 1H), 4,29 (s, 3H), 3,58 (s, 3H), 3,43
(s, 3H). 3C NMR (100 MHz, CDCl3) & 155,2, 151,5, 146,5, 1435, 143,2, 131,1, 108,1, 106,6,
34,3, 29,7, 27,9. FT-IR: (KBr, cm™") vmax: 3341, 3143, 2944, 1696, 1653, 1553, 1463, 1243,
1034, 754, 529. EI-MS (m/z, % int.): 280 ([M],100%). Zawarto$¢ obliczona dla Ci1H12N20»
(MW = 260,26): C, 50,77; H, 4,65; N, 32,29; Otrzymana: C, 49,72; H, 4,38; N, 31,92 %.

Zwiazek 30
8-(4-metylo-1H-pirazol-1-ilo)kofeina

1 mmol 4-metylo-1H-pirazolu rozpuscitem w 5 mL DMF i dodatem do roztworu K>COs (2
mmol). Calo$¢ mieszatem przez 30 min. Nastgpnie dodatem 1 mmol 8-bromokofeiny i grzatem
mieszaning przez nastepne 24 h w temperaturze 70 °C. Postep reakcji monitorowalem za
pomoca chromatografii cienkowarstwowej (TLC). Reakcje zakonczylem dodaniem 20 mL
wody. Otrzymany surowy osad oczy$citem metoda gradientowej chromatografii kolumnowe;

(CHCIl3:AcOEt)

Biale ciato state (227 mg, 83%); t.t. 192—193 °C; 'H NMR (400 MHz, CDCls) § 8,00 (1H), 7,61
(s, 1H), 4,27 (s, 3H), 3,56 (s, 3H), 3,41 (s, 3H), 2,17 (dd, J = 1,0, 0,5 Hz, 3H). '3*C NMR (100
MHz, CDCl3) & 155,1, 151,5, 146,6, 144,3, 143,7, 129,1, 118,8, 106,4, 34,3, 29,6, 27,9, 8.6.
FT-IR: (KBr, cm™) vmar: 3445, 3130, 2966, 1720, 1672, 1551, 1458, 1294, 1222, 1038, 966,
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744, 532. EI-MS (m/z, % int.): 274 ([M], 100%). Zawarto$¢ obliczona dla C12H14N¢O2 (MW =
274,28): C, 52,55; H, 5,15; N, 30,64; Otrzymana: C, 53,00; H, 5,11; N, 30,52 %.
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Spectrum 1A, 1.205 min
BP: 274.2 (8.679e+6=100%). 2a05.xms Scans: 129-131, 35.0:800.0=, RIC: 3.244e+7
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Zwigzek 31
8-(4-etylo-1H-pirazol-1-ilo)kofeina

1 mmol 4-etylo-1H-pirazolu rozpuscitem w 5 mL DMF i dodatem do roztworu K>COs (2
mmol). Calo$¢ mieszatem przez 30 min. Nastgpnie dodatem 1 mmol 8-bromokofeiny i grzatem
mieszaning przez nastgpne 24 h w temperaturze 70 °C. Postgp reakcji monitorowalem za

pomoca chromatografii cienkowarstwowej (TLC). Reakcje zakonczylem dodaniem 20 mL
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wody. Otrzymany surowy osad oczyscitem metoda gradientowej chromatografii kolumnowe;j

(CHCl3:AcOE)

Biale ciato stale (40 mg, 13%); t.t. 193-194 °C; '"H NMR (400 MHz, CDCls) § 8,01 (s, 1H),
7,65 (s, 1H), 4,28 (s, 3H), 3,58 (s, 3H), 3,42 (s, 3H), 2,58 (d, ] = 1,0 Hz, 2H), 1,27 (t, ] = 7,6
Hz, 3H). 13C NMR (100 MHz, CDCl3) § 155,2, 151,6, 146,6, 143,8, 1432, 128,2, 126,1, 1065,
34,3,29,7,27.9, 17,2, 14,6. FT-IR: (KBr, cm™) vmax: 3442, 3138,2971, 1712, 1685, 1542, 1468,
1283, 1034, 963, 743, 526. EI-MS (m/z, % int.): 288 ([M], 100%). Zawarto&¢ obliczona dla
C13H16NO2 (MW = 288.31): C, 54,16; H, 5,59; N, 29,15; Otrzymana: C, 54,32; H, 5,61; N,
29,23 %.

oo

B
T
]

7

2

2
61
B1
9

9

7

7

5

L]
127
125
000

o

108 -
321

299 =
O e
200 -1
Fi=-T

T T T T T T T T T .
12 11 10 3 B 7 6 5 4 3 2 1 o
f1 (ppm)

Rys. E21.1. Widmo 'H NMR zwigzku 31

140



s s zan - . 153
g5 238 g4 g RRE B nE
(N Y W S~ N |
0 o,
/
H.C
N ‘ N e
N
J A
0 N
|
CH,
1
I
[
1
200 180 léﬂ l“lﬂ 1‘20 160 EID EID 4ID ZID 6
f1 (ppm)
. Ji .
Rys. E21.2. Widmo "*C NMR zwiqgzku 31
Spectrum 14, 0.392 min
BP: 268.4 (4.899e+6=100%), ko162.xms Scans: 24-36, 20.0:300.0>, RIC: 2.416e+7
1000’{,_: 2884 ik
] 2877 ]
75% 4
50% =
25%] -
] 260.3 2§94
1 30 664 313 w072 1302 2023
] ' : <1471 1752 : 2245 2455
0% ﬂ atly 51n?. |". ||11. ally iR i NI [ 1l o b .11 1l [ A il |||. il
"""Eb""""'1ﬂ:o""'""150""""'260""""'250""""'3&0"'m;z

Rys. E21.3. Widmo EI-MS zwigzku 31

141



100 - m W
; |
80 b "
i g ﬂ
% ’ ﬁ |
9 60 :
C o
8 2
g = | (u\l)
e 40 -
© & 8
|_ I
20 - g
© ‘fg <! % é
0 1 1 — = T
4000 3000 2000 1000

Wavenumber (cm-1)

Rys. E21.4. Widmo FT-IR zwigzku 31

Zwiazek 32
8-(4-(propan-2-ylo)-1H-pirazol-1-ilo)kofeina

1 mmol 4-izopropylo-1H-pirazolu rozpuscitem w 5 mL DMF 1 dodatem do roztworu K>COs3 (2
mmol). Cato$¢ mieszalem przez 30 min. Nastepnie dodatlem 1 mmol 8-bromokofeiny 1 grzatem
mieszaning przez nastepne 24 h w temperaturze 70 °C. Postep reakcji monitorowalem za
pomoca chromatografii cienkowarstwowej (TLC). Reakcje zakonczylem dodaniem 20 mL
wody. Otrzymany surowy osad oczy$citem metoda gradientowej chromatografii kolumnowe;j

(CHCl3:AcOEt)

Biale ciato state (163 mg, 54%); t.t. 188—189 °C; 'H NMR (400 MHz, CDCls) § 8,00 (1H), 7,67
(1H), 4,28 (s, 3H), 3,58 (s, 3H), 3,42 (s, 3H), 2,93 (h, J = 0,9 Hz, 1H), 1,29 (d, ] = 6,9 Hz, 6H).
3C NMR (100 MHz, CDCl3) § 155,1, 151,5, 146,6, 143,8, 142,3, 131,6, 127,2, 106,5, 34,3,
29,7,27,9,24.,2,23,5 (2X). FT-IR: (KBr, cm™) vmax: 3445, 3141, 2961, 2876, 1709, 1667, 1551,
1476, 1288, 1193, 1040, 971, 757, 683, 537. EI-MS (m/z, % int.): 302 ([M], 100%). Zawarto$¢
obliczona dla Ci4H1sN¢O2 (MW = 302,34): C, 55,62; H, 6,00; N, 27,80; Otrzymana: C, 55,76;
H, 6,05; N, 27,91 %.
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Spectrum 14, 1.651 min
BP: 302.3 (2.589e+7=100%), zg06.xms Scans: 182-184, 35.0:800.0=, RIC: 1.268e+8
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Zwiazek 33
8-(3-(propan-2-ylo)- 1 H-pirazol-1-ilo)kofeina

1 mmol 5-izopropylo-1H-pirazolu rozpuscitem w 5 mL DMF i dodatem do roztworu KoCO3 (2
mmol). Cato$¢ mieszalem przez 30 min. Nastepnie dodatlem 1 mmol 8-bromokofeiny 1 grzatem
mieszaning przez nastgpne 24 h w temperaturze 70 °C. Postgp reakcji monitorowalem za

pomoca chromatografii cienkowarstwowej (TLC). Reakcje zakonczylem dodaniem 20 mL

144



wody. Otrzymany surowy osad oczyscitem metoda gradientowej chromatografii kolumnowe;j

(CHCl3:AcOE)

Biale ciato stale (48 mg, 16%); t.t. 188189 °C; '"H NMR (400 MHz, CDCl;) § 8,17 (1H), 6,34
(1H), 4,30 (s, 3H), 3,57 (s, 3H), 3,42 (s, 3H), 3,07 (h, J = 7,1 Hz, 1H), 1,32 (d, J = 7,0 Hz, 6H).
3C NMR (100 MHz, CDCl3) & 163,0, 155,1, 151,6, 146,7, 143,9, 131,4, 106,4, 105,8, 34,4,
29,7,27.9, 22,2 (2x), 21,1. FT-IR: (KBr, cm™) vmax: 3452, 3116, 2968, 2875, 1712, 1666, 1548,
1463, 1288, 1246, 1037, 968, 777, 540. EI-MS (m/z, % int.): 302 ([M], 100%). Zawarto$¢
obliczona dla C14H1sN¢O2 (MW = 302,34): C, 55,62; H, 6,00; N, 27,80; Otrzymana: C, 55,58;
H, 5,98; N, 27,73 %.
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Zwiazek 34
8-(3-bromo-5-metylo-1H-pirazol-1-ilo)kofeina

1 mmol 3-bromo-5-metylo-1H-pirazolu rozpuscitem w 5 mL DMF i dodatem do roztworu
K>COs (2 mmol). Catos¢ mieszatem przez 30 min. Nastepnie dodatem 1 mmol 8-bromokofeiny
1 grzalem mieszaning przez nastepne 24 h w temperaturze 70 °C. Postep reakcji monitorowatem
za pomocg chromatografii cienkowarstwowej (TLC). Reakcj¢ zakonczytem dodaniem 20 mL
wody. Otrzymany surowy osad oczy$citem metoda gradientowej chromatografii kolumnowe;j

(CHCl3:AcOEt)

Biale ciato state (165 mg, 47%); t.t. 187-188 °C; 'H NMR (400 MHz, CDCls) § 6,29 (1H), 4,05
(s, 3H), 3,57 (s, 3H), 3,43 (s, 3H), 2,47 (d, ] = 0,9 Hz, 3H). '*C NMR (100 MHz, CDCI;) &
155,2,151,5, 146,1, 144,9, 141,9, 130,3, 110,9, 106.9, 33,5, 29,8, 28,0, 12,2. FT-IR: (KBr, cm’
) vimax: 3442, 2931, 1717, 1653, 1537, 1460, 1235, 1031, 754, 526. EI-MS (m/z, % int.): 352
([M], 100%). Zawartos¢ obliczona dla C12H13BrNsO2 (MW = 353,18): C, 40,81; H, 3,71; N,
23,80; Otrzymana: C, 40,75; H, 3,81; N, 23,32 %.
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Zwigzek 35
8-(4-etynylo-1H-pirazol-1-ilo)kofeina

1 mmol 4-etynylo-1H-pirazolu rozpuscitem w 5 mL DMF i dodatem do roztworu K>COs (2
mmol). Calo$¢ mieszatem przez 30 min. Nastgpnie dodatem 1 mmol 8-bromokofeiny i grzatem
mieszaning przez nastepne 24 h w temperaturze 70 °C. Postep reakcji monitorowatem za
pomoca chromatografii cienkowarstwowej (TLC). Reakcje zakonczylem dodaniem 20 mL
wody. Otrzymany surowy osad oczy$cilem metoda gradientowej chromatografii kolumnowe;j

(CHCl3:AcOE)

Biale ciato state (241 mg, 85%); t.t. 197198 °C; 'H NMR (400 MHz, CDCI3) § 8,38 (s, 1H),
7,87 (1H), 4,28 (s, 3H), 3,57 (s, 3H), 3,42 (s, 3H), 3,15 (1H). '*C NMR (100 MHz, CDCls) &
155,1,151,5, 146,4, 145,4, 142,5,133,9, 106,8, 105,1, 80,6, 73,2, 34,4, 29,8, 28,0. FT-IR: (KBr,
em™!) viax: 3447, 3246, 3124, 2955, 2111, 1709, 1656, 1550, 1478, 1296, 1039, 968, 830, 762,
516. EI-MS (m/z, % int.): 284 ([M], 100%). Zawarto$¢ obliczona dla Ci3Hi12N6O2 (MW =
284,28): C, 54,93; H, 4,25; N, 29,56; Otrzymana: C, 54,87; H, 4,31; N, 29,60 %.
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Zwiazek 36
8-(4-bromo-5-karbonitrylo-1H-pirazol-1-ilo)kofeina

1 mmol 4-bromo-5-karbonitrylo- 1 H-pirazolu rozpuscitem w 5 mL DMF 1 dodatem do roztworu
K>COs (2 mmol). Catos¢ mieszatem przez 30 min. Nastepnie dodatem 1 mmol 8-bromokofeiny
1 grzalem mieszaning przez nast¢pne 24 h w temperaturze 70 °C. Postep reakcji monitorowatem
za pomocg chromatografii cienkowarstwowej (TLC). Reakcj¢ zakonczytem dodaniem 20 mL
wody. Otrzymany surowy osad oczyscitem metoda gradientowej chromatografii kolumnowe;j

(CHCl3:AcOEt)

Biale ciato state (229 mg, 63%); t.t. 181182 °C; 'H NMR (400 MHz, CDCI3) § 8,43 (s, 1H),
4,30 (s, 3H), 3,56 (s, 3H), 3,43 (s, 3H). '*C NMR (100 MHz, CDCls & 155,1, 151,3, 146,0,
140,7,132,3,130,3,110,9, 107,5, 101,7, 34,6, 29,8, 28,13. FT-IR: (KBr, cm™") vimax: 3455, 3130,
2958,2257,1715, 1669, 1551, 1468, 1358, 1251, 977, 752, 521. EI-MS (m/z, % int.): 364 ([M],
100%). Zawartos¢ obliczona dla C12H1oBrN7O2 (MW = 364,16): C, 39,58; H, 2,77; N, 26,92;
Otrzymana: C, 39,60; H, 2,82; N, 27,02 %.
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Zwigzek 37
8-(3-metoksy-1H-pirazol-1-ilo)kofeina

1 mmol 3-metoksy-1H-pirazolu rozpuscitem w 5 mL DMF i dodatem do roztworu K>COs3 (2
mmol). Calo$¢ mieszatem przez 30 min. Nastgpnie dodatem 1 mmol 8-bromokofeiny i grzatem
mieszaning przez nastepne 24 h w temperaturze 70 °C. Postep reakcji monitorowatem za
pomocg chromatografii cienkowarstwowej (TLC). Reakcje zakonczylem dodaniem 20 mL
wody. Otrzymany surowy osad oczy$cilem metoda gradientowej chromatografii kolumnowe;j

(CHCl3:AcOE)

Biale ciato state (210 mg, 73%); t.t. 192-193 °C; 'H NMR (400 MHz, CDCls) § 8,07 (1H), 5,98
(1H), 4,31 (s, 3H), 3,99 (s, 3H), 3,56 (s, 3H), 3,42 (s, 3H). *C NMR (100 MHz, CDCl3) § 166,1,
155,1, 151,6, 146,8, 1439, 132,6, 106,2, 95,9, 56,5, 34,2, 29,7, 27.9. FT-IR: (KBr, cm™) Vmax:
3119, 2953, 1701, 1656, 1553, 1460, 1296, 1238, 1087, 984, 752, 518. EI-MS (m/z, % int.):
289 ([M], 100%). Zawartos¢ obliczona dla C1sHi1sN¢O3 (MW = 366,38): C, 59,01; H, 4,95; N,
22,94; Otrzymana: C, 59,13; H, 4,87; N, 22,91 %.
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Spectrum 1A, 1.588 min

BP: 259.9 (1.910e+7=100%), 310.4ms Scans: 174-176, 30.0:800.0>, RIC: 1.633e+8
100%] 289.9 E
75%] -
] 2907
50% =

25%]

2415 ]
2047 o
] 176.5 -
0% FRTRIN [ TR |m. ||I JLI || ulll |||. znﬂz'E
e P
miz

Rys. E25.3. Widmo EI-MS zwiqzku 37

152



100

80

60

2953.07-

3119.68 -

40 -

518.24—

Transmittance (%)

20 ~

984.68—
752.02—

1701.43
N
1656.72

1087.79

4000 3000 2000 1000

Wavenumber (cm-1)

Rys. E25.4. Widmo FT-IR zwigzku 37

Zwigzek 38
8-(3-formylo-1H-pirazol-1-ilo)kofeina

1 mmol /H-pirazolo-3-karbaldehydu rozpuscitem w 5 mL DMF 1 dodatem do roztworu KoCOs
(2 mmol). Calo$¢ mieszatem przez 30 min. Nastepnie dodatem 1 mmol 8-bromokofeiny i
grzalem mieszaning przez nastgpne 24 h w temperaturze 70 °C. Postgp reakcji monitorowatem
za pomocg chromatografii cienkowarstwowej (TLC). Reakcj¢ zakonczytem dodaniem 20 mL
wody. Otrzymany surowy osad oczyscitem metodg gradientowej chromatografii kolumnowe;j

(CHCl3:AcOEt)

Biale ciato stale (126 mg, 44%); t.t. 210-211 °C; '"H NMR (400 MHz, CDCls) § 10,10 (1H),
8,34 (1H), 7,02 (d, J = 2,7 Hz, 1H), 4,37 (s, 3H), 3,59 (s, 3H), 3,44 (s, 3H). *C NMR (100
MHz, CDCI3) 6 185,7, 155,2, 153,9, 151,4, 146,3, 142,3, 133,1, 107,2, 107,1, 34,5, 29,8, 28,1.
FT-IR: (KBr, cm™) vmax: 3130, 2926, 2860, 1707, 1675, 1548, 1455, 1291, 1040, 812, 752, 511.
EI-MS (m/z, % int.): 288 ([M], 100%). Zawartos¢ obliczona dla C12H12NgO3 (MW = 288,27):
C, 50,00; H, 4,20; N, 29,15; Otrzymana: C, 50,13; H, 4,18; N, 29,21 %.
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Zwiazek 39
8-(3-cyklopropylo-1H-pirazol-1-ilo)kofeina

1 mmol 3-cyklopropylo-1H-pirazolu rozpuscitem w 5 mL DMF i dodatem do roztworu K>CO3
(2 mmol). Calo$¢ mieszalem przez 30 min. Nastgpnie dodatem 1 mmol 8-bromokofeiny
1 grzatem mieszaning przez nastepne 24 h w temperaturze 70 °C. Postep reakcji monitorowatem
za pomocg chromatografii cienkowarstwowej (TLC). Reakcj¢ zakonczytem dodaniem 20 mL
wody. Otrzymany surowy osad oczy$cilem metoda gradientowej chromatografii kolumnowej

(CHCl3:AcOE)

Biale cialo stale (222 mg, 74%); t.t 188—189 °C; 'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 8,10 (d, ] =2,7
Hz, 1H), 6,18 (d, J =2,7 Hz, 1H), 4,28 (s, 3H), 3,56 (s, 3H), 3,41 (s, 3H), 2,01 (dt, ] = 8,4, 5,0
Hz, 1H), 1,08 — 0,93 (m, 2H), 0,92 — 0,78 (m, 2H). '*C NMR (100 MHz, CDCI3) § 159.4, 155,1,
151,5, 146,6, 143,7,131,5,106,3, 105,4, 34,3,29,7,27,9, 9,2, 8,5 (2x). FT-IR: (KBr, cm™") Vimax:
3450, 3122, 2950, 1701, 1659, 1551, 1453, 1236, 1037, 968, 746. EI-MS (m/z, % int.): 300
([M], 100%). Zawartos¢ obliczona dla C14HisNeO2 (MW = 300,32): C, 55,99; H, 5,37; N,
27,98; Otrzymana: C, 56,03; H, 5,41; N, 28,02 %.
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Zwigzek 40
8-(1H,1'H-4,4"-bipirazol- 1-ilo)kofeina

1 mmol /H,1'H-4,4"-bipirazolu rozpuscitem w 5 mL DMF i dodatem do roztworu K>CO3 (2
mmol). Calo$¢ mieszatem przez 30 min. Nastgpnie dodatem 1 mmol 8-bromokofeiny i grzatem
mieszaning przez nastgpne 24 h w temperaturze 70 °C. Postgp reakcji monitorowalem za
pomoca chromatografii cienkowarstwowej (TLC). Reakcje zakonczylem dodaniem 20 mL

wody. Otrzymany surowy osad oczyscitem metodg gradientowej chromatografii kolumnowe;j
(CHCl3:AcOEY)

Biate ciato state (42 mg, 15%); t.t. 204205 °C; '"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) § 12,98 (s,
1H), 8,63 (s, 1H), 8,25 (s, 1H), 8,16 (s, 1H), 7,90 (s, 1H), 4,13 (s, 3H), 3,45 (s, 3H), 3,25 (s,
3H). 3C NMR (100 MHz, DMSO-d;) § 154,4, 150,9, 146,0, 143,1, 141,5, 136,7, 126,6, 125,7,
116,9, 110,8, 106,0, 33,9, 29,5, 27,6. FT-IR: (KBr, cm™") vmax: 3412, 3243, 3122, 2963, 1698,
1659, 1550, 1458, 1392, 1294, 1042, 968, 762. EI-MS (m/z, % int.): 326 ([M], 100%).
Zawarto$¢ obliczona dla C14H14NgO2 (MW =326,32): C, 51,53; H, 4,32; N, 34,34; Otrzymana:
C, 51,47; H, 4,34; N, 34,29 %.
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Zwigzek 41
8-(3-(tiofen-2-ylo)- 1 H-pirazol-1-ilo)kofeina

1 mmol 3-tiofeno-1H-pirazolu rozpuscitem w 5 mL DMF i dodatem do roztworu K>COs
(2 mmol). Cato$¢ mieszalem przez 30 min. Nastepnie dodalem 1 mmol 8-bromokofeiny i
grzalem mieszaning przez nastepne 24 h w temperaturze 70 °C. Postep reakcji monitorowatem
za pomocg chromatografii cienkowarstwowej (TLC). Reakcj¢ zakonczytem dodaniem 20 mL

wody. Otrzymany surowy osad oczy$cilem metoda gradientowej chromatografii kolumnowe;j
(CHCI3:AcOEY)

Biale ciato stale (174 mg, 51%); t.t. 193-194 °C; 'H NMR (400 MHz, CDCls) § 8,26 (d, ] =
2,7 Hz, 1H), 7,44 (1H), 7,35 (1H), 7,10 (1H), 6,71 (d, J = 2,7 Hz, 1H), 4,37 (s, 3H), 3,57 (s,
3H), 3,42 (s, 3H). 1*C NMR (100 MHz, CDCls) § 155,1, 151,5, 150,2, 146,5, 143,2, 134,8,
132,2,127,6, 126,1, 125,5, 106,6, 105,6, 34,5, 29,7, 27,9. FT-IR: (KBr, cm™") Vmax: 3447, 3074,
2953, 1701, 1664, 1553, 1461, 1294, 1225, 1038, 974, 850, 757, 545, 492. EI-MS (m/z, % int.):
342 ([M], 100%). Zawarto$¢ obliczona dla CisH14N¢O2S (MW = 342.38): C, 52,62; H, 4,12; N,
24,55; S, 9,36; Otrzymana: C, 52,67; H, 4,17; N, 24,67; S, 9,25 %.
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Zwiazek 42
8-(3-(4-chlorofenylo)-1H-pirazol-1-ilo)kofeina

1 mmol 3-(4-chlorofenylo)-1H-pirazolu rozpuscitem w 5 mL DMF i dodatem do roztworu
K>COs (2 mmol). Calo$¢ mieszalem przez 30 min. Nastgpnie dodatem 1 mmol 8-bromokofeiny
1 grzalem mieszaning przez nastepne 24 h w temperaturze 70 °C. Postep reakcji monitorowatem
za pomocg chromatografii cienkowarstwowej (TLC). Reakcje¢ zakonczytem dodaniem 20 mL
wody. Otrzymany surowy osad oczy$citem metoda gradientowej chromatografii kolumnowe;
(CHCl3:AcOEY)

Biale ciato stale (240 mg, 65%); t.t. 185-186 °C; 'H NMR (400 MHz, CDCls) § 8,31 (d, ] =
2,7 Hz, 1H), 7,85 — 7,77 (m, 2H), 7,46 — 7,35 (m, 2H), 6,80 (d, J = 2,7 Hz, 1H), 4,40 (s, 3H),
3,59 (s, 3H), 3,43 (s, 3H). *C NMR (100 MHz, CDCl3) & 155,2, 153,9, 151,6, 146,6, 143,46,
134,9, 132,5, 130,3, 129,1 (2x), 127,3 (2x), 106,7, 105,6, 34,6, 29,8, 28,0. FT-IR: (KBr, cm™)
Vmax: 3447, 3119, 2953, 1910, 1696, 1654, 1553, 1458, 1365, 1043, 976, 841, 748, 516. EI-MS
(m/z, % int.): 370 ([M], 100%). Zawarto$¢ obliczona dla Ci17Hi5CIN¢O> (MW = 370,80): C,
55,07; H, 4,08; N, 22,67; Otrzymana: C, 55,17; H, 4,11; N, 22,71 %.
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Spectrum 1A, 1.981 min

BP: 370.3 (1.457e+6=100%), za11.ms Scans: 219-221, 30.0:800.0>, RIC: 2.1556+7
100%] 3703 ]
75%] E
509% 3.5 4

] 25 ]
25%] 3

] 3423

] 2167 2587 2850 3117 ﬂ. 3641
0% Y O [ W AP - il m

L o v o e e ot o T

miz

Rys. E28.3. Widmo EI-MS zwigzku 42

100

1910.71- 4§

80

3119.68—
2953.07 -
841.94—
516.32—

1043.09 -
976.55—
748.98 —

o
o
l
3447.37—
1696.35_
1553.75—
1458.69 —
1365.66—

o
o
1

|
©
<
0
©
-

Transmittance (%)

20 A

0 T T
4000 3000 2000 1000

Wavenumber (cm-1)

Rys. E28.4. Widmo FT-IR zwigzku 42

Zwigzek 43
8-(3-(2-metoksyfenylo)-1H-pirazol-1-ilo)kofeina

1 mmol 3-(2-metoksyfenylo)-1H-pirazolu rozpuscitem w 5 mL DMF 1 dodalem do roztworu
K>COs (2 mmol). Calo$¢ mieszalem przez 30 min. Nastgpnie dodatem 1 mmol 8-bromokofeiny

1 grzalem mieszaning przez nast¢pne 24 h w temperaturze 70 °C. Postep reakcji monitorowatem
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za pomocg chromatografii cienkowarstwowej (TLC). Reakcj¢ zakonczytem dodaniem 20 mL
wody. Otrzymany surowy osad oczy$cilem metoda gradientowej chromatografii kolumnowe;j

(CHCl3:AcOE)

Biale cialo state (139 mg, 38%); t.t 219-220 °C; 'H NMR (400 MHz, CDCls) & 8,28 (1H), 8,01
(1H), 7,38 (1H), 7,11 — 7,03 (m, 2H), 7,07 — 6,99 (m, 1H), 4,41 (s, 3H), 3,95 (s, 3H), 3,60 (s,
3H), 3,44 (s, 3H). °C NMR (100 MHz, CDCls) § 157,3, 155,2, 152,4, 151,6, 146,8, 143,8,
131,2, 130,1, 129,7, 128,8, 120,9, 120,8, 111,6, 109,9, 55,6, 34,6, 29,8, 27,9. FT-IR: (KBr, cm’
1) vmax: 3437, 3135, 2950, 1704, 1659, 1545, 1471, 1278, 1027, 760, 526. EI-MS (m/z, % int.):
366 ([M], 100%). Zawarto$¢ obliczona dla C1sHisNsO3 (MW = 366,38): C, 59,01; H, 4,95; N,
22,94; Otrzymana: C, 59,09; H, 4,99; N, 22,93 %.
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Spectrum 14, 2463 min
BP: 366.4 (2.546e+7=100%), ko170.ms Scans: 275-277, 30.0:800 0>, RIC: 2 652e+8
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Zwigzek 44
8-(3-(2,5-dimetoksyfenylo)-1H-pirazol-1-ilo)kofeina

1 mmol 3-(2,5-dimetoksyfenylo)- 1 H-pirazolu rozpuscitem w 5 mL DMF i dodatem do roztworu
K>COs (2 mmol). Calo$¢ mieszatem przez 30 min. Nastgpnie dodatem 1 mmol 8-bromokofeiny
1 grzalem mieszaning przez nastepne 24 h w temperaturze 70 °C. Postep reakcji monitorowatem
za pomocg chromatografii cienkowarstwowej (TLC). Reakcj¢ zakonczytem dodaniem 20 mL

wody. Otrzymany surowy osad oczyScitem metoda gradientowej chromatografii kolumnowe;j
(CHCl3:AcOEt)

Biate ciato state (174 mg, 44 %); t.t 218-219 °C; 'H NMR (400 MHz, CDCls) § 8,27 (1H), 7,58
(1H), 7,10 (1H), 6,99 — 6,88 (m, 2H), 4,40 (s, 3H), 3,89 (s, 3H), 3,84 (s, 3H), 3,59 (s, 3H), 3,43
(s, 3H). 3C NMR (100 MHz, CDCl3) & 155,2, 153,8, 152,2, 151,8, 151,6, 146,7, 143,7, 131,3,
121,5, 115,1, 114,0, 112.,9, 109,8, 106,6, 56,2, 55,8, 34,6, 29,8, 27.9. FT-IR: (KBr, cm™) Vmax:
3444, 3154, 2953, 1704, 1659, 1551, 1460, 1254, 1053, 786, 529. EI-MS (m/z, % int.): 396
([M], 100%). Zawartos¢ obliczona dla Ci9H20N6Os (MW = 396,41): C, 57,57; H, 5,09; N,
21,20; Otrzymana: C, 57,52; H, 5,12; N, 21,31 %.
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Spectrum 1A, 2.316 min
BP: 396.0 (2.396e+7=100%), ko169.ms Scans: 257-259, 30.0:600.0=, RIC: 2.374e+8
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Zwigzek 45
8-(5-(4-metoksyfenylo)-3-(trifluorometylo)-1 H-pirazol- 1-ilo)kofeina

1 mmol 5-(4-metoksyfenylo)-3-(trifluorometylo)-1H-pirazolu rozpuscitem w 5 mL DMF
1 dodatem do roztworu K>CO3 (2 mmol). Cato$¢ mieszatem przez 30 min. Nastepnie dodatem
1 mmol 8-bromokofeiny i grzalem mieszaning przez nastgpne 24 h w temperaturze 70 °C.

Postep reakcji monitorowalem za pomoca chromatografii cienkowarstwowej (TLC). Reakcje
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zakonczytem dodaniem 20 mL wody. Otrzymany surowy osad oczyscitem metoda

gradientowej chromatografii kolumnowej (CHCI3: AcOEt)

Biale ciato state (339 mg, 78%); t.t. 195-196 °C; 'H NMR (400 MHz, CDCls) § 7,22 — 6,89
(m, 5H), 3,82 (s, 3H), 3,57 (s, 3H), 3,56 (s, 3H), 3,42 (s, 3H). 3*C NMR (100 MHz, CDCl;) &
160,9, 155,2, 151,4, 148,3, 146,2, 141,8, 129,2 (2x), 127,5, 127,1, 119,3, 114,7 (2x), 107,2,
104,4, 55,3, 32,2, 29,9, 28,1. FT-IR: (KBr, cm™) vmax: 3443, 3244, 3144, 2977, 2858, 2053,
1895, 1718, 1662, 1620, 1474, 1260, 1168, 1041, 987, 802, 747. EI-MS (m/z, % int.): 434 ([M],
100%). Zawartos$¢ obliczona dla: Ci19H7F3N¢O3; (MW = 434,38): C, 52,54; H, 3,94; N, 19,35;
Otrzymana: C, 52,48; H, 3,76; N, 19,32 %,
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5. Podsumowanie pracy

Glownym celem mojej pracy byla synteza nowych pochodnych kofeiny o szerokim zakresie
aktywnos$ci biologicznej, ktore moga znalezé zastosowanie w zwalczaniu chordb
cywilizacyjnych, takich jak nowotwory i choroby neurodegeneracyjne, a takze w ograniczaniu
stresu oksydacyjnego oraz infekcji wywotywanych przez patogeny S$rodowiskowe.
Przeprowadzone przeze mnie modyfikacje chemiczne polegaly na modyfikacji czasteczki
kofeiny w pozycji C-8 poprzez wprowadzanie w t¢ pozycje innych ugrupowan biologicznie
aktywnych, takich jak pochodne uracylu, stilbeny, imidazole oraz pirazole. W wyniku
przeprowadzonych syntez uzyskatem 45 nowych zwigzkéw chemicznych, ktore podzielitem

na cztery grupy.

Grupa I (zwigzki 2—-8) obejmuje koniugaty kofeiny z pochodnymi uracylu, tiouracylu oraz 5-
fluorouracylu. Do tego potaczenia wykorzystalem reakcje¢ cykloaddycji azydkowo-alkinowe;j
(tzw. chemia click).

Grupa II (zwiazki 9-20) to hybrydy kofeiny z pochodnymi stilbenu. Pochodne réznig si¢
dlugoscia weglowego tancucha alifatycznego (n = 3, 4 lub 6 atomdéw wegla) oraz obecnoscia
réznych podstawnikéw elektroakceptorowych (-Cl, -NO2) w pierscieniu stilbenowym.

Grupe III (zwigzki 21-28) stanowig pochodne azolowe i benzazolowe kofeiny (potaczone z
imidazolami, tiazolami, triazolami). W ramach tej grupy wyizolowatem réwniez produkt
uboczny, dimer, w ktorym czasteczki kofeiny potaczone sg atomem siarki.

Grupa IV (zwigzki 29-45) to grupa koniugatow, w ktorej kofeina zostala potaczona
bezposrednio z pierScieniem pirazolowym posiadajagcym roznorodne podstawniki

elektronodonorowe i elektroakceptorowe.

Wszystkie otrzymane zwigzki scharakteryzowalem spektralnie za pomoca spektroskopii
jadrowego rezonansu magnetycznego 'H NMR i '3C NMR, spektroskopii w podczerwieni FT-
IR oraz spektrometrii mas EI/ESI-MS. We wspolpracy z Zaktadem Krystalografii Wydziatu
Chemii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu ustalono struktury krystalograficzne
dwoéch pochodnych 37 1 41A. Przeprowadzona analiza strukturalna potwierdzita obecnos¢

r6éznic w upakowaniu krysztatow obu pochodnych.

Otrzymane zwigzki poddalem rowniez badaniom in silico za pomoca oprogramowania
SwissADME. Analizy te wykazaly korzystny profil farmakokinetyczny dla wigkszosci
otrzymanych zwigzkéw. Prawie wszystkie pochodne z grup II, IIl i IV spelniaja regule

Lipinskiego.
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We wspdlpracy z osrodkami krajowymi 1 zagranicznymi dokonano oceny potencjatu
biologicznego otrzymanych zwiagzkow. Zwiazki, ktore otrzymatem, poddano badaniom w
zakresie ich aktywnosci biologiczne;j:
e hemolitycznej i cytoprotekcyjnej — (Zaktad Biologii Komoérki, Wydziat Biologii, UAM)
—zwiagzki grup [, Il 1 IV
e przeciwbakteryjnej 1 przeciwgrzybicznej — (Katedra Gleboznawstwa i Mikrobiologii
Wydziat Rolnictwa, Ogrodnictwa i Biotechnologii UP) - zwiazki grup I 1 III
e inhibicji enzymoéw oraz cytotoksycznosci — (Wydziat Chemii, Uniwersytet Van

Yiiziincii Y1l w Van, Turcja) - zwigzki grup 11 IV.

Badania aktywnos$ci hemolitycznej i cytoprotekcyjnej zostaly przeprowadzone w odniesieniu
do erytrocytow ludzkich. Zdecydowana wickszo$¢ koniugatoéw jest wysoce hemokompatybilna
1 nie uszkadza bton komorkowych. Najwickszg aktywnosciag hemolityczng — przekraczajaca
dopuszczalng granice hemolizy — charakteryzujg si¢ zwiazki z grupy III. Stwierdzono, ze
obecno$¢ atomu siarki w pierscieniu azolowym lub obecno$¢ grupy N-metylowej moze
sprzyja¢ hydrofobowym interakcjom z btong erytrocytéw. Wyniki testow z AAPH wskazuja,
ze wigkszos¢ z przeanalizowanych zwiazkow odznacza si¢ niska aktywnoscig cytoprotekcyjna.
Najwyzsza aktywno$¢ cytoprotekcyjng wykazata pochodna pirazolowa kofeiny (35) (ochrona
na poziomie 72,62%), doréwnujac standardowi Troloxu (72,33%). Wysoka aktywnoscig
charakteryzuje si¢ réwniez zwigzek 41 (63,44%). Analizujac zalezno$¢ aktywnosci od
struktury, zauwazamy, ze obecno$¢ grup elektroakceptorowych lub fragmentow struktury
bogatych w elektrony, utatwiajacych delokalizacj¢ rodnika (wigzanie potréjne w zwigzku 35,

pierscien tiofenu w zwiazku 41), znaczaco zwigksza potencjat antyoksydacyjny.

Zwiazki przebadane pod katem potencjalu przeciwbakteryjnego 1 przeciwgrzybicznego
wykazywatly zréznicowana aktywno$¢. Chociaz zaden z nich nie okazat si¢ skuteczny wobec
badanych szczepow bakterii, najwigkszy odsetek zwigzkow wykazat aktywnos¢ wobec Botrytis
cinerea, patogenu powodujacego szarg plesn. Najbardziej aktywna byta pochodna 26, ktorej
strefa zahamowania wzrostu grzybni osiagala 20 mm. Zwiazki z grupy I skutecznie hamowaty
rozw0j Fusarium culmorum, bedacego przyczyng fuzariozy upraw. Natomiast pochodne grupy
IIT wykazaty umiarkowany potencjat wobec Trichodermy atroviride.

Analiza zwigzkow z grup II 1 IV pod katem aktywno$ci inhibicyjnej wobec
acetylocholinoesterazy (AChE) oraz a-glukozydazy (a-Glu) wykazala, Ze wigkszo$¢

pochodnych z ugrupowaniem stilbenowym charakteryzuje si¢ wyzsza skutecznoscia dziatania
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wobec AChE w porownaniu ze zwigzkiem referencyjnym. Najlepszymi inhibitorami AChE
okazaty si¢ koniugaty o krotkim tancuchu weglowym (n=3) zawierajace grupy
elektroakceptorowe. Najbardziej aktywny zwigzek (16) osiagnat ICso na poziomie zaledwie
1,665 uM, co czyni go znacznie skuteczniejszym niz lek referencyjny (DNP, ICso = 2,484 uM).
Wsrod pochodnych grupy IV najwyzsza aktywnos¢ zarejestrowano dla zwigzku 36 (ICso =
2,193 +0,145).

W odniesieniu do aktywnosci wzgledem a-glukozydazy, najskuteczniejszym zwigzkiem jest
pochodna charakteryzujaca si¢ najdtuzszym tancuchem alkilowym (20), dla ktorej wartos¢ ICso
wynosi 1,582 + 0,832. Wartos¢ ta jest poréwnywalna z wartoscig uzyskang dla leku

referencyjnego — akarbozy (ICso = 1,612 uM).

Otrzymane hybrydy zbadano pod katem hamowania namnazania komoérek nowotworowych
glejaka mozgu (linia U87) oraz gruczolakoraka jelita grubego (linia HT29) w przedziatach
czasowych 24 i 48 godzin.

Dla nowotworu glejaka najskuteczniejsza okazata si¢ pochodna pirazolowa 36,
charakteryzujaca si¢ warto§ciami ICso wynoszacymi 15,22 pM po 24 godzinach oraz 17,11 pM
po 48 godzinach, co stanowi wynik wyzszy niz uzyskany dla 5-fluorouracylu (ICso = 40,05

uM).

W przypadku nowotworu jelita grubego najwieksza aktywno$¢ wykazat zwiazek 16 (hybryda
stilbenowa), dla ktorego po 48 godzinach ekspozycji wartos¢ ICso spadta do 25,63 pM,

osiggajac wartos¢ zblizong do wartosci leku referencyjnego, tj. 5-fluorouracylu.

Powyzsze roznice wskazuja na mozliwos¢ skutecznego profilowania pochodnych
pirazolowych w celach terapeutycznych wobec nowotworow glejaka modzgu, natomiast

pochodne stilbenowe moga by¢ ukierunkowane na nowotwory jelita grubego.
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6. Streszczenie pracy
6.1 Streszczenie w jezyku polskim

W wyniku przeprowadzonych w ramach pracy doktorskiej syntez otrzymatem 45 nowych
pochodnych kofeiny, ktére powstaly poprzez potaczenie jej czasteczki z innymi uktadami o
udokumentowanej aktywnosci biologicznej: pochodnymi uracylu, stilbenami, imidazolami
oraz pirazolami. W procesie syntezy wykorzystatem gtownie reakcje substytucji nukleofilowe;j
oraz 1,3-dipolarng cykloaddycje Huisgena. Zsyntezowane zwiazki podzielitem na cztery grupy
zroznicowane pod wzgledem strukturalnym. Budowe chemiczng otrzymanych pochodnych
potwierdzitem metodami spektroskopowymi, w tym spektroskopia w podczerwieni (FT-IR),
spektrometrig mas (EI/ESI-MS) oraz magnetycznym rezonansem jadrowym ('"H NMR i *C
NMR).

Nowe hybrydy poddano szerokim testom biologicznym, oceniajac m.in. aktywnos$¢
hemolityczng, cytoprotekcyjng (w ochronie przed wolnymi rodnikami generowanymi przez
zwigzek AAPH) oraz zdolno$¢ do chelatowania jonéw metali. Przebadano roéwniez dziatanie
przeciwbakteryjne i przeciwgrzybicze pochodnych, ich zdolno$¢ do inhibicji enzyméw
(acetylocholinoesterazy 1 alfa-glukozydazy) oraz cytotoksyczno$¢ wobec linii komérkowych
nowotworow U87 i HT29. Uzyskane wyniki potwierdzaja wysoce zréznicowang i obiecujaca
aktywno$¢ otrzymanych koniugatow. Niektore zwigzki wykazaly zdolnos¢ do ochrony
komorek przed stresem oksydacyjnym. Najlepszy rezultat uzyskano dla pochodnej 35 (72,62%
+ 1,89), charakteryzujacej si¢ aktywnoscia poréwnywalng z aktywnosciag zwigzku
referencyjnego. Wyjatkowa skutecznos¢ w hamowaniu rozwoju patogenu Srodowiskowego
Botrytis cinerea odnotowano dla zwigzku 26. Otrzymane zwigzki, zwlaszcza pochodne
stilbenowe, a szczegolnie zwigzek 16, wykazuja wysoka zdolno$¢ inhibicji enzymu AChE (ICso
= 1,665 = 0,495). Jest to wyzsza skuteczno$¢ niz w przypadku zwigzku referencyjnego.
Pochodna 36 wykazala wyzszy potencjal antyproliferacyjny wzgledem komorek
nowotworowych lini1 U87 niz zwigzek wzorcowy (co potwierdzono zarowno po 24-godzinnej,

jak 1 48-godzinnej ekspozycji).

Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze kofeina stanowi dobry zwigzek wyjsciowy do projektowania

1 syntezy nowych pochodnych o szerokim spektrum aktywnosci biologiczne;.
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6.2 Streszczenie w jezyku angielskim

As part of my doctoral dissertation, I synthesized 45 new caffeine derivatives by combining the
caffeine molecule with other compounds of documented biological activity: uracil derivatives,
stilbenes, imidazoles, and pyrazoles. In the synthesis process, I primarily used nucleophilic
substitution reactions and the 1,3-dipolar Huisgen cycloaddition. I divided the synthesized
compounds into four structurally distinct groups. I confirmed the chemical structures of the
obtained derivatives using spectroscopic methods, including Fourier transform infrared
spectroscopy (FT-IR), electrospray ionization mass spectrometry (ESI-MS), and 'H and *C

nuclear magnetic resonance (NMR).

The new hybrids underwent extensive biological testing, including assessments of hemolytic
and cytoprotective activity (protection against free radicals generated by AAPH) and metal-ion
chelation. The antibacterial and antifungal activities of the derivatives were also examined,
along with their ability to inhibit enzymes (acetylcholinesterase and alpha-glucosidase) and
their cytotoxicity against the U887 and HT29 cancer cell lines. The results confirm the highly
diverse and promising activity of the obtained conjugates. Some compounds demonstrated the
ability to protect cells against oxidative stress. The best result was obtained for compound 35
(72.62% = 1.89), which exhibited activity comparable to that of the reference compound.
Compound 26 exhibited exceptional efficacy in inhibiting the growth of the environmental
pathogen Botrytis cinerea. The compounds obtained, especially the stilbene derivatives, and in
particular compound 16, exhibit a high ability to inhibit the AChE enzyme (ICso = 1.665 +
0.495). This efficacy is higher than that of the reference compound. Derivative 36 showed
greater antiproliferative activity against U87 cancer cells than the reference compound, as

confirmed at both 24 and 48 hours.

The results confirm that caffeine is an good starting compound for designing and synthesizing

new derivatives with versatile biological activity.
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zwigzki naturalne, kofeina, zwigzki hybrydowe, pochodne
kofeiny,

Slowa kluczowe w jez. angielskim
(max 5)

natural compounds, caffeine, hybrid compounds, caffeine
derivatives

Streszczenie pracy w jez. polskim
(max 1400 znakéw)

W wyniku przeprowadzonych syntez otrzymatem 45 nowych
pochodnych kofeiny. W procesie syntezy wykorzystatem
gléwnie reakcje substytucji nukleofilowej oraz chemig¢ click.

Zsyntezowane zwigzki podzielilem na cztery grupy
zroznicowane pod wzgledem strukturalnym. Budowe
otrzymanych  pochodnych  potwierdzilem  metodami

spektroskopowymi, w tym spektroskopia w podczerwieni,

spektrometria mas oraz magnetycznym rezonansem

jadrowym.

Nowe hybrydy poddano szerokim testom biologicznym,
oceniajac m.in. aktywno$¢ hemolityczng, cytoprotekcyjng
oraz zdolno$¢ do chelatowania jonéw metali. Przebadano
rowniez dziatanie przeciwdrobnoustrojowe pochodnych, ich
zdolno$¢ do inhibicji wybranych enzymoéw oraz
cytotoksyczno$¢ wobec nowotworow U87 1 HT29. Uzyskane
wyniki potwierdzaja wysoce zroznicowang i obiecujaca
aktywno$¢ otrzymanych koniugatéw. Niektore zwiagzki
wykazaly zdolno§¢ do ochrony komorek przed stresem
oksydacyjnym. Najlepszy rezultat uzyskano dla pochodnej 35
(72,62% += 1,89). Wyjatkowa skuteczno§¢ w hamowaniu
rozwoju  patogenu

odnotowano dla zwigzku 26. Otrzymane zwiazki, zwlaszcza

srodowiskowego  Botrytis  cinerea

pochodne stilbenowe, a szczeg6lnie zwiazek 16, wykazuja
wysoka zdolnoé¢ inhibicji enzymu AChE (IC50 = 1,665 +
0,495).  Pochodna

36 wykazala wyzszy potencjal
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antyproliferacyjny wzgledem komorek nowotworowych linii
U87 niz zwiazek wzorcowy.

Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze kofeina stanowi dobry
zwigzek wyjsciowy do projektowania i syntezy nowych
pochodnych o szerokim spektrum aktywnosci biologiczne;j.

Streszczenie pracy w jez.
angielskim (max 1400 znakow)

As a result of the conducted syntheses, I obtained 45 new
caffeine derivatives. The synthetic procedures were based
mainly on nucleophilic substitution reactions and click
chemistry. The synthesized compounds were divided into four
structurally diverse groups. The structures of the obtained
derivatives were confirmed using spectroscopic methods,
including infrared spectroscopy, mass spectrometry, and nucle
magnetic resonance spectroscopy.

The new hybrids were subjected to extensive biological
testing, including the evaluation of hemolytic and
cytoprotective activity, as well as their ability to chelate metal
ions. The antimicrobial activity of the derivatives, their ability
to inhibit selected enzymes, and their cytotoxicity against U87
and HT29 cancer cell lines were also investigated. The
obtained results confirmed the highly diverse and promising
biological activity of the synthesized conjugates. Some
compounds were able to protect cells against oxidative stress.
The best result was obtained for derivative 35 (72.62% % 1.89).
Compound 26 showed particularly high efficacy in inhibiting
the growth of the environmental pathogen Botrytis cinerea.
The synthesized compounds, especially the stilbene
derivatives, with compound 16 in particular, exhibited strong
AChE inhibitory activity (IC50 = 1.665 = 0.495). Derivative
36 showed a higher antiproliferative potential against U87
cancer cells than the reference compound.

The obtained results confirm that caffeine is a suitable starting
compound for the design and synthesis of new derivatives
exhibiting a broad spectrum of biological activities.
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Streszczenie w jezyku angielskim

As part of my doctoral dissertation, I synthesized 45 new caffeine derivatives by combining the
caffeine molecule with other compounds of documented biological activity: uracil derivatives,
stilbenes, imidazoles, and pyrazoles. In the synthesis process, I primarily used nucleophilic
substitution reactions and the 1,3-dipolar Huisgen cycloaddition. I divided the synthesized
compounds into four structurally distinct groups. I confirmed the chemical structures of the
obtained derivatives using spectroscopic methods, including Fourier transform infrared
spectroscopy (FT-IR), electrospray ionization mass spectrometry (ESI-MS), and 'H and *C
nuclear magnetic resonance (NMR).

The new hybrids underwent extensive biological testing, including assessments of hemolytic
and cytoprotective activity (protection against free radicals generated by AAPH) and metal-ion
chelation. The antibacterial and antifungal activities of the derivatives were also examined,
along with their ability to inhibit enzymes (acetylcholinesterase and alpha-glucosidase) and
their cytotoxicity against the U887 and HT29 cancer cell lines. The results confirm the highly
diverse and promising activity of the obtained conjugates. Some compounds demonstrated the
ability to protect cells against oxidative stress. The best result was obtained for compound 35
(72.62% = 1.89), which exhibited activity comparable to that of the reference compound.
Compound 26 exhibited exceptional efficacy in inhibiting the growth of the environmental
pathogen Botrytis cinerea. The compounds obtained, especially the stilbene derivatives, and in
particular compound 16, exhibit a high ability to inhibit the AChE enzyme (IC50 = 1.665 +
0.495). This efficacy is higher than that of the reference compound. Derivative 36 showed
greater antiproliferative activity against U87 cancer cells than the reference compound, as
confirmed at both 24 and 48 hours.

The results confirm that caffeine is an good starting compound for designing and synthesizing
new derivatives with versatile biological activity.
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