Pochodne fenotiazyny oraz ich zastosowanie

Przedmiotem wynalazku sa pochodne fenotiazyny zawierajace w swojej strukturze
sprzgzony pierScien imidazolu oraz ich zastosowanie jako fluorescencyjnych sond
molekularnych do barwienia struktur biologicznych.

Zwiazki zawierajace ugrupowanie fenotiazyny sa szeroko znane, gtéwnie z uwagi na

ich aktywnos$¢ biologiczng. Spora grupa lekow przeciwpsychotycznych, takich jak
chlorpromazyna czy flufenazyna oparta jest na fenotiazynie. Ponadto zwiazki z tej grupy
czesto wykazuja wartosciowe whasnosci fluorescencyjne, poniewaz grupa fenotiazyny jest
znanym fluoroforem. Przykltadowe barwniki oparte na pierScieniu fenotiazyny to blekit
metylenowy czy zielen metylenowa. Zwiazki te byly rowniez wykorzystywane w leczeniu
zakazen uktadu moczowego czy malarii, a obecnie biekit metylenowy bywa stosowany
w leczeniu methemoglobinemii. Wtasciwosci red-ox, ktore wykorzystuje si¢ w leczeniu
oraz zdolnos¢ do indukcji $wiattem w znacznym stopniu ograniczaja wykorzystanie tych
barwnikow w zastosowaniach mikroskopowych, zwlaszcza w barwieniu zywych komorek.
Przyktadowo bisbenzimidowy barwnik Hoehst 33342 wykorzystywany w barwieniu
z uwagi na wysoka selektywnos¢ wzgledem chromatyny wykazuje fototoksycznosé¢
zwlaszcza podczas wielokrotnej ekspozycji (M. Purschke 1 wsp. Phototoxicity of Hoechst
33342 in time-lapse fluorescence microscopy. Photochem. Photobiol, Sci. 2010, 12, 1634).
Tymczasem potgczenie dobrych wilasnosci barwiacych oraz struktur obecnych w waznej
grupie lekow moze by¢ korzystne z punktu widzenia zastosowania.
Zwiazki, ktore mogg by¢ stosowane w takich warunkach powinny charakteryzowaé si¢
przede wszystkim wysoka intensywnos$cig fluorescencji oraz duzym przesunigciem
Stokes’a, ktére rozumiane jest jako odlegtos¢ miedzy pasmem absorpcji a pasmem emisji
danej substancji. Ponadto, w zastosowaniach analitycznych, wazne jest aby zwigzek byt
obojetny chemicznie. Pozwala to na stosowanie barwnika w relatywnie szerokim zakresie
warunkéw, takich jak temperatura, pH czy obecno$¢ szczegodlnych reagentéw. Znaczenie
tego jest szczegOlne w barwieniu struktur biologicznych a zwlaszcza zywych komoérek,
gdzie nie ma mozliwosci wyeliminowania wielosktadnikowego medium. Zwigzki powinny
tatwo wiaza¢ si¢ z docelowymi strukturami oraz pozwala¢ na uzyskanie dobrego stosunku
sygnatu do tta. Uwaza si¢, ze odpowiednia charakterystyka substancji stosowanych do
barwienia w uktadach komorkowych lub detekcji jonow powinna obejmowac fluorescencje
w zakresie 500-900 nm oraz przesunigcie Stokes’a wigksze niz 20 nm.

Celem twoércoéw niniejszego wynalazku byto opracowanie pochodnych fenotiazyny
o wlasciwosciach pozadanych w barwieniu struktur biologicznych.

Istote wynalazku stanowia pochodne fenotiazyny, ktére majg posta¢ chemiczng
przedstawiong na wzorze 1, gdzie R oznacza grupe alkilowa zawierajaca od 1 do 20 atoméw
wegla, rowniez rozgateziong.

Korzystnie, grupe alkilowa stanowi grupa butylowa lub heksylowa lub decylowa lub
dodecylowa lub cetylowa.



Istote wynalazku stanowi réwniez zastosowanie pochodnych fenotiazyny, ktore maja
posta¢ chemiczng przedstawiong wzorem 1, gdzie R oznacza grupe alkilowa zawierajaca od
1 do 20 atomow wegla, réwniez rozgateziona, do barwienia struktur biologicznych, przy
czym korzystnie w pochodnych fenotiazyny grupe alkilowa stanowi grupa butylowa lub
heksylowa lub decylowa lub dodecylowa lub cetylowa.

Szczegolnie korzystnym zastosowaniem wynalazku jest wykorzystanie pochodnych
fenotiazyny do barwienia komoérek nowotworowych, zwlaszcza nowotwordw jelita grubego
lub piersi lub trzustki.

Zastosowanie pochodnych fenotiazyny do barwienia struktur biologicznych mozliwe
jest dzieki dobrym parametrom fotofizycznym oraz mozliwosci stosowania roztworow
w DMSO o niskiej toksycznosci wobec zywych komorek. Wysoka fluorescencja pozwala
na uzyskanie dobrego stosunku sygnatu do tta 1 pozadanego kontrastu. Preparaty oparte na
pochodnych fenotiazyny opisane wynalazkiem moga by¢ wykorzystywane w badaniach
materiatow biologicznych, diagnostyce medycznej czy kryminalistyce. Przyktadowo
pochodne fenotiazyny opisane wynalazkiem moga by¢ wykorzystane w badaniach
materialéw biopsyjnych w wykrywaniu nowotwordw jelit, piersi czy innych guzow litych.
Zaleta pochodnych opisanych wynalazkiem jest ich obojetno$¢ chemiczna oraz brak
toksycznosci. Obok zwigkszenia bezpieczenstwa pracy, pozwala to na zastosowanie
w barwieniu przyzyciowym w przypadku barwienia komorek bakterii, grzybow czy
komérek zwierzecych. W pracy J. Icha i wsp. [Phototoxicity in live fluorescence
microscopy, and how to avoid it. BioEssays, 2017, 39(8), 1700003-15] wykazano, ze wiele
barwnikdéw stosowanych obecnie wpltywa na zywotno$¢ komorek oraz ich metabolizm
jednoczes$nie zaburzajac wynik pomiaru. Pochodne fenotiazyny opisane wynalazkiem
dobrze wiaza si¢ ze strukturami biatkowymi, a jednoczesnie ich rozpuszczalnos¢ pozwala
w latwy sposéb usuna¢ z barwionego preparatu niezwigzany barwnik, co dodatkowo
wplywa pozytywnie na kontrast.

W zwiazku z powyzszym, pochodne opisane wynalazkiem nadaja si¢ dobrze do
stosowania w barwieniu zwierzecych komorek nowotworowych w stezeniu pozwalajacym
osiggnac¢ wysoki poziom fluorescencji. Jako komorki zwierzece nalezy rozumie¢ komorki
eukariotyczne dowolnego typu pobrane od wielokomoérkowego organizmu, w tym od
czlowieka.

Pochodne wedlug wynalazku moga by¢ otrzymywane z wykorzystaniem metod
znanych ze stanu techniki do otrzymywania analogicznych zwiazkéw [M. Y. Jo, Y. Lim, B.
Ahn, G. D. Lee, J. H. Kim, Bulletin of the Korean Chemical Society, 2012, 33, 492-498.; A.
M. Al-Soliemy, Journal of Molecular Structure, 2019, 1179, 525-531.; Z. Igbal, W. Wu, H.
Zhang, P. Hua, X. Fang, D. Kuang, L. Wang , H. Meier, D. Cao, Dyes and Pigments, 2013,
99, 299-307.; A. Stodek, D. Zych, A. Maron, R. Gawecki, A. Mrozek-Wilczkiewicz, K.
Malarz, R. Musiol, Journal of Molecular Liquids, 2019, 285, 515-525.; J. Cheng, Y. Chu,
Tetrahedron Letters, 2006, 47, 1575-1579.; W. He, Y. Ge, C. Tan, Organic Letters, 2014,
16, 3244-3247]. Mozliwa strategia otrzymywania pochodnych objetych wynalazkiem
zostala przedstawiona na schemacie reakcji zaprezentowanym na fig. 1 oraz opisana
ponizej.



Potencjalny sposob otrzymywania pochodnych bedgcych przedmiotem wynalazku.

Zwiazki wedlug wynalazku otrzymuje si¢ w wieloetapowej syntezie z 7-(2-
trimetylosililoetynylo-10-oktylo-10H-fenotiazyno-3-karboaldehydu poprzez przylaczanie
pochodnych imidazoli, tak jak to przedstawiono na schemacie reakcji zaprezentowanym na
fig. 1. Kilkuetapowa synteze potproduktow, to jest wlasciwego 2-jodo-N-alkiloimidazolu
oraz 7-(2-trimetylosililoetynylo)-10-oktylo-10H-fenotiazyno-3-karboaldehydu prowadzi si¢
w oparciu o znane z literatury metody wychodzac z handlowo dostepnego imidazolu
i fenotiazyny.

Najpierw  wytwarza  si¢  7-(2-trimetylosililoetynylo)-10-oktylo-10H-fenotiazyno-3-
karboaldehyd, niezbedny do syntezy finalnych etynylowych pochodnych. Na drodze
czteroetapowej syntezy otrzymuje si¢ kolejno: w reakcji alkilowania 10-oktylo-10H-
fenotiazyng (1 — na schemacie fig. 1), w wyniku formylowania Vilsmeiera-Haacka
10-oktylo-10H-fenotiazyno-3-karboaldehyd (2), w reakcji bromowania 7-bromo-10-oktylo-
10H-fenotiazyno-3-karboaldehyd (3). Tak pozyskany zwiazek (3) nastepnie poddaje si¢
reakcji sprzegania Sonogashiry z trimetylosililoacetylenem (TMSA) w obecnosci
[PACI,(PPh3),]/PPhs/Cul jako uktadu katalitycznego, otrzymujac
7-(2-trimetylosililoetynylo)-10-oktylo- 10H-fenotiazyno-3-karboaldehyd (4).

Natomiast 2-jodo-N-alkiloimidazole o réznych dlugosciach tancucha alkilowego, konieczne
w koncowym etapie moga by¢ tatwo otrzymane na drodze dwuetapowe] $ciezki
syntetycznej za pomoca znanych z literatury metod (jak przedstawiono w ramce na fig. 1).
Handlowo dostepny imidazol poddaje sie reakcji alkilowania wykorzystujagc odpowiednie
bromki alkilowe (5a-e), nastepnie otrzymuje si¢ pozadane jodopochodne (6a-e) w wyniku
reakcji jodowania.

Finalnym etapem jest sprzeganie Sonogashiry potproduktow (4) oraz (6a-e)
z rownoczesnym desililowaniem 7-(2-trimetylosililoetynylo)-10-oktylo-10H-fenotiazyno-3-
karboaldehydu. Reakcje prowadzi sie wobec uktadu katalitycznego Pd/Cu. W kolbie
okraglodennej trojszyjnej o pojemnosci 50 ml zaopatrzonej w chlodnicg zwrotna, bubbler
oraz mieszadto magnetyczne umieszcza sie¢ 1,8 mmol odpowiedniego 2-jodo-N-
alkiloimidazolu i rozpuszcza w 20 ml TEA. Zawarto$¢ kolby miesza si¢ i argonuje przez
okoto 10 minut. Nastgpnie do kolby dodaje si¢ 1,8 mmol 7-(2-trimetylosililo-10-oktylo-
10H-fenotiazyno-3-karboaldehydu. Miesza w atmosferze gazu obojetnego kolejne 10 minut,
do rozpuszczenia zawartosci kolby. Kolejno dodaje si¢ katalizatory: 5% mol PPhs (0,09
mmol), 10% mol PdCl,(PPhs), (0,18 mmol) oraz 10% mol Cul (0,18 mmol). Nastepnie
przez septum dodaje si¢ dwukrotny nadmiar 1M roztworu TBAF w THF (3,6 mmol).
Nastepuje zmiana barwy mieszaniny reakcyjnej na brunatng. Calo$¢ miesza sig¢
w atmosferze gazu obojetnego w temperaturze 90°C przez 24 godziny. Po tym czasie
mieszaning poreakcyjng doprowadza si¢ do temperatury pokojowej, odparowuje TEA.
Gotowy produkt oczyszcza si¢ chromatograficznie na zelu krzemionkowym stosujac jako
eluent heksan oraz octan etylu w stosunku objetosciowym 2:1. Oczyszczone produkty maja
posta¢ zottego lub pomaranczowego oleju. W ten sposob otrzymuje sie konkretne alkilowe
pochodne 10-oktylo-10H-fenotiazyno-3-karboaldehydu z wydajnosciami w zakresie
12-64%.



Ponizej przedstawiono przyktady rozwigzania wedtug wynalazku, ktére obrazuja,
lecz nie ograniczaja jego zakresu. W przyktadach 1-5 przedstawiono posta¢ chemiczna
otrzymanych pochodnych fenotiazyny. Przyktad 6 przedstawia wihasciwosci fotofizyczne
pochodnych wedlug wynalazku kluczowe w ich zastosowaniu. W przyktadach 7-9
przedstawiono mozliwosci zastosowania pochodnych w barwieniu struktur biologicznych
na przykladzie komorek zwierzecych.

Opis rozwigzania uzupetniony jest rowniez rysunkiem, na ktorym fig. 1 przedstawia
przyktadowy schemat otrzymywania nowych pochodnych fenotiazyny zawierajacych
w swoje] strukturze sprzezony pierscien imidazolu, gdzie: (6a (R = C4Hy), 6b (R = CcHj3),
6¢ (R =CjoHa1), 6d (R = Ci2Hos), 6e (R = Ci6Hs3)), (7a (R = C4Ho), 7b (R = C¢Hi3), 7¢ (R
= CioHz21), 7d (R = C2Has), 7e (R = Ci6Hz3)), fig. 2 - znormalizowane widma absorpcji
i emisji przyktadowego zwiazku 7a w roztworze DMSO o stezeniu 10-5 mol/dm’, natomiast
w tabeli 1 przedstawiono wtasciwosci fotofizyczne pochodnych fenotiazyny 7a-e.

Przyklad 1
7-((N-butyloimidaz-3-yl)etynylo)-N-oktylofenotiazyno-3-karboaldehyd (7a wedtug fig. 1).

Zwiazek otrzymano zgodnie z przedstawiona powyzej przyktadowa strategia w wyniku
reakcji 2-jodo-N-butyloimidazolu z 7-(2-trimetylosililoetynylo)-10-oktylo-10H-
fenotiazyno-3-karboaldehydem, jako z6tty ole;j.

'H NMR (400 MHz, CDCl3) § 9.81 (s, 1H), 7.66 (dd, J = 8.4, 1.8 Hz, 1H), 7.58 (d, ] = 1.7
Hz, 1H), 7.38 (dd, J = 8.4, 1.5 Hz, 1H), 7.26 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 7.13 (s, 1H), 6.96 (d, J =
10.4 Hz, 1H), 6.91 (t, J = 11.7 Hz, 1H), 6.85 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 4.10 (t, ] = 7.0 Hz, 2H),
3.88 (dd, J =16.1, 8.9 Hz, 2H), 1.83 (dd, ] =9.9, 4.5 Hz, 4H), 1.44 — 1.23 (m, 12H), 0.88 (t,
J = 5.8 Hz, 6H). >C NMR (101 MHz, CDCl3) § 189.65, 149.62, 143.92, 131.60, 131.26,
131.07, 129.98, 129.93, 129.36, 128.15, 124.15, 123.82, 119.97, 116.72, 115.51, 114.89,
91.61, 78.93, 47.95, 46.54, 32.57, 31.46, 28.93, 28.87, 27.50, 26.66, 26.52, 26.44, 22.37,
19.46, 13.84, 13.35. Analiza elementarna: C3oH3sN30S: teoret. C=74,19; H=7,26; N=8,65,
prakt. C=73,98; H=7,66; N=8,27.

Przyklad 2. 7-((N-heksyloimidaz-3-yl)etynylo)-N-oktylofenotiazyno-3-karboaldehyd (7b
wedtug fig. 1).

Zwiazek otrzymano zgodnie z przedstawiona powyzej przyktadowa strategia w wyniku
reakcji  2-jodo-N-heksyloimidazolu  z  7-(2-trimetylosililoetynylo)-10-oktylo-10H-
fenotiazyno-3-karboaldehydem, jako zotty olej.

'H NMR (400 MHz, CDCls) & 9.81 (s, 1H), 7.65 (dd, J = 8.4, 1.7 Hz, 1H), 7.56 (t, J = 9.0
Hz, 1H), 7.40 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.26 — 7.25 (m, 1H), 7.16 (s, 1H), 6.98 (s, 1H), 6.92 (d, J
= 8.4 Hz, 1H), 6.84 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 4.10 (s, 2H), 3.93 — 3.84 (m, 2H), 1.87 — 1.75 (m,
4H), 1.42 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 1.32 — 1.24 (m, 14H), 0.89 — 0.85 (m, 6H). °*C NMR (101
MHz, CDCls) & 189.86, 149.79, 144.34, 131.53, 131.43, 130.18, 129.99, 129.92, 129.25,
128.38, 124.38, 124.09, 116.64, 115.74, 115.74, 115.13, 92.76, 78.48, 48.19, 31.67, 31.21,
30.63, 29.68, 29.13, 29.08, 26.73, 26.66, 26.12, 22.57, 22.46, 14.04, 13.95. Analiza



elementarna: Cs3H3oN30S: teoret. C=74.81; H=7,65; N=8,18, prakt. C=74,84; H=8,00;
N=7,74.

Przyklad 3. 7-((N-decyloimidaz-3-yl)etynylo)-N-oktylofenotiazyno-3-karboaldehyd (7¢
wedtug fig. 1).

Zwiazek otrzymano zgodnie z przedstawiona powyzej przyktadowa strategia w wyniku
reakcji 2-jodo-N-decyloimidazolu z 7-(2-trimetylosililoetynylo)-10-oktylo-10H-
fenotiazyno-3-karboaldehydem, jako zotty olej.

'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 9.79 (s, 1H), 7.64 (dd, J = 8.4, 1.7 Hz, 1H), 7.56 (d, ] = 1.6
Hz, 1H), 7.34 (dd, ] =8.4, 1.6 Hz, 1H), 7.23 (d, ] = 1.6 Hz, 1H), 7.07 (d, J = 15.5 Hz, 1H),
6.94 (s, 1H), 6.90 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 6.82 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 4.11 — 4.02 (m, 2H), 3.86
(dd,J =15.1,7.8 Hz, 2H), 1.80 (m, 4H), 1.41 (t, ] = 6.6 Hz, 2H), 1.32 — 1.22 (m, 22H), 0.85
(d,J = 3.6 Hz, 6H). BC NMR (101 MHz, CDCl3) 6 190.56, 150.55, 144.80, 132.65, 132.20,
131.97, 130.91, 130.85, 130.49, 129.06, 125.09, 124.74, 120.90, 117.74, 116.42, 115.81,
02.31, 80.06, 48.88, 47.71, 32.57, 32.40, 31.48, 30.23, 30.18, 29.98, 29.86, 29.81, 29.80,
27.46, 27.38, 27.18, 23.37, 23.30, 14.81, 14.78. Analiza elementarna: CscsH47N30S: teoret.
C=75,88; H=8,31; N=7,37, prakt. C=75,67; H=8,29; N=6,80.

Przyklad 4. 7-((N-dodecyloimidaz-3-yl)etynylo)-N-oktylofenotiazyno-3-karboaldehyd (7d
wedtug fig. 1).

Zwiazek otrzymano zgodnie z przedstawiona powyzej przyktadowa strategia w wyniku
reakcji  2-jodo-N-dodecyloimidazolu z  7-(2-trimetylosililoetynylo)-10-oktylo-10H-
fenotiazyno-3-karboaldehydem, jako zotty olej.

'H NMR (400 MHz, CDCls)  9.83 (s, 1H), 7.70 — 7.64 (m, 1H), 7.58 (dd, J = 11.9, 4.6 Hz,
1H), 7.40 — 7.36 (m, 1H), 7.26 (d, J = 1.6 Hz, 1H), 7.16 (s, 1H), 6.99 (s, 1H), 6.92 (t, J =
12.0 Hz, 1H), 6.85 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 4.10 (t, ] = 7.1 Hz, 2H), 3.91 (t, J = 7.2 Hz, 2H),
1.89 — 1.80 (m, 4H), 1.45 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 1.29 (dd, J = 16.1, 9.0 Hz, 26H), 0.89 (dd, J =
6.7, 5.9 Hz, 6H). >C NMR (101 MHz, CDCls) 5 189.88, 149.88, 144.13, 131.96, 131.54,
131.31, 130.26, 130.19, 129.90, 128.39, 124.42, 124.06, 120.24, 117.06, 115.76, 115.15,
91.69, 79.41, 48.23, 47.06, 31.96, 31.75, 30.82, 29.76, 29.68, 29.67, 29.63, 29.53, 29.39,
29.21, 29.16, 26.80, 26.72, 26.53, 2274, 22.65, 14.18, 14.13. Analiza clementarna:
C33Hs1N308: teoret. C=76,34; H=8,60; N=7,03, prakt. C=76,80; H=8,78; N=6,51.

Przyklad 5. 7-((N-cetyloimidaz-3-yl)etynylo)-N-oktylofenotiazyno-3-karboaldehyd (7e
wedtug fig. 1).

Zwiazek otrzymano zgodnie z przedstawiona powyzej przyktadowa strategia w wyniku
reakcji 2-jodo-N-cetyloimidazolu z 7-(2-trimetylosililoetynylo)-10-oktylo-10H-fenotiazyno-
3-karboaldehydem, jako zotty ole;.

'H NMR (400 MHz, CDCls)  9.80 (s, 1H), 7.65 (dd, J = 8.4, 1.8 Hz, 1H), 7.57 (d, J = 1.8
Hz, 1H), 7.38 (dd, J = 8.4, 1.5 Hz, 1H), 7.25 — 7.24 (m, 1H), 7.15 (d, J = 5.6 Hz, 1H), 6.97
(s, 1H), 6.91 (d,J = 8.5 Hz, 1H), 6.83 (d, ] =8.5 Hz, 1H), 4.08 (t, ] = 7.1 Hz, 2H), 3.88 (t, J
= 7.2 Hz, 2H), 1.81 (dt, J = 15.0, 7.5 Hz, 4H), 1.42 (t, ] = 7.1 Hz, 2H), 1.30 — 1.19 (m,



34H), 0.87 (dd, J = 6.2, 2.1 Hz, 6H). >C NMR (101 MHz, CDCls) § 189.96, 149.91,
144.42, 131.70, 131.66, 131.55, 130.31, 130.28, 129.08, 128.52, 124.51, 124.20, 120.32,
116.84, 115.84, 115.24, 92.87, 79.14, 48.33, 47.30, 32.04, 31.81, 30.82, 29.82, 29.81, 29.78,
29.74, 29.69, 29.58, 29.48, 29.46, 29.27, 29.22, 29.20, 26.87, 26.80, 26.62, 26.58, 22.80,
22.71, 14.22, 14.17. Analiza elementarna: C4HsoN3;OS: teoret. C=77,13; H=9,09; N=6,43,
prakt. C=76,62; H=9,35; N=5,92.

Przyklad 6. Przyktadowe widma absorpcji 1 emisji zwigzkow opisanych wynalazkiem.

Widma absorbcji i emisji mierzone byly przy uzyciu standardowego spektrofotometru
W roztworze o stezeniu 10 M.

W tabeli 1 zebrano najwazniejsze parametry spektroskopowe potwierdzajace, iz
przedstawione pochodne nadaja si¢ do obrazowania struktur biologicznych.

Dane przedstawione w tabeli 1 wskazuja na mozliwos¢ wykorzystania zwiazkéw jako
barwnikow fluorescencyjnych. Wysokie warto$ci wydajnosci kwantowej fluorescencji oraz
przesuniecia Stockes’a to pozadane parametry w takich zastosowaniach. Pozwalaja na
uzyskanie wysokiej jasnosci punktow, w ktorych barwnik zostal zaadsorbowany, co
pozytywnie wptywa na kontrast obrazu. Jednoczesnie przesuniecie Stockes’a pozwala na
ograniczenie niepozadanego $wiecenia tla. Obrazy uzyskane za pomoca pochodnych sa
wyrazne o duzym kontrascie, a zwiazki pozwalaja na stosowanie wspotbarwienia za
pomocg innych barwnikow.

Przyklad 7. Toksyczno$¢ pochodnych fenotiazyny wobec réznych linii adherentnych
komorek nowotworowych.

Aktywnos¢ antyproliferacyjng testowanych zwiazkéw oznaczono wobec ludzkich komorek
nowotworow: jelita grubego linit HCT 116 +/+ (typu dzikiego) oraz HCT 116 -/- (z delecja
genu TP53), piersi linii MCF-7, trzustki linii PANC-1. Komorki wysiewano na 96-dotkowa
plytke w ilosci 5 tysiecy na dotek (po 100 uL/dotek) i inkubowano przez 24 godziny
w temperaturze 37°C i 5% CO,. Po tym czasie przygotowano i podawano roztwory
zwigzkow (rozpuszczonych w minimalnej ilosct DMSO) w stezeniach umozliwiajacych
wyznaczenie wartosci ICsg. Przyktadowa aplikacja zwigzku: rozpuszczenie zwigzku
w DMSO celem przygotowania roztworéw o nastepujacych stezeniach: 25 uM, 12,5 uM,
5uM, 2,5 uM, 1 uM, 0,5 uM, 0,1 uM w pozywce hodowlanej DMEM, koncowa objetos¢
w dotkach wynosita 200 puL. Nastepnie roztwory zostaly podane komorkom 1 inkubowane
72 godziny. Po tym czasie przezywalno$s¢ komorek zostala okreslona za pomoca
standardowego testu MTS. Nie zaobserwowano wyraznych efektéw toksycznosci.
Aktywnos¢ przeciwnowotworowa w postaci wyliczonych wartosci ICsy okreslono na
poziomie >25 pM. W zwiazku z powyzszym pochodne opisane wynalazkiem nadaja si¢
dobrze do stosowania w barwieniu zwierzecych komorek nowotworowych w stezeniu
pozwalajacym osiaggna¢ wysoki poziom fluorescenci.

Przyklad 8. Toksyczno$¢ pochodnych wobec linii komorek normalnych.

Cytotoksycznos$¢ badanych zwigzkéw oznaczono wobec komérek prawidlowych ludzkich
fibroblastow linii NHDF. Komoérki wysiewano na 96-dotkowa ptytke w ilosci 4 tysiecy na



dotek (po 100 puL/dotek) 1 inkubowano przez 24 godziny w temperaturze 37°C 1 5% CO». Po
tym czasie przygotowano 1 podawano roztwory zwiazkéw (rozpuszczonych w minimalnej
ilosct DMSO) w stezeniach umozliwiajacych wyznaczenie wartosci ICsyg. Przykltadowa
aplikacja zwiazku: rozpuszczenie zwiazku w DMSO celem przygotowania roztworow
o nastgpujacych stezeniach: 25 uM oraz 12,5 uM w pozywce hodowlanej DMEM, koncowa
objetos¢ w dotkach wynosita 200 uL. Nastepnie roztwory zostaly podane komoérkom
1 inkubowane 72 godziny. Po tym czasie przezywalno$¢ komoérek zostata okreslona za
pomoca standardowego testu MTS. Toksycznos¢ badanych pochodnych w postaci
wyliczonych wartosci ICsy przekracza poziom 25 uM. W zwiazku z powyzszym pochodne
opisane wynalazkiem nadaja si¢ dobrze do stosowania w barwieniu zwierzecych komorek
normalnych w stezeniu pozwalajacym osiggna¢ wysoki poziom fluorescencji.

Przyklad 9. Zastosowanie pochodnych fenotiazyny do barwienia struktur biologicznych.

Przyktadowa procedura barwienia komoérek ludzkiego nowotworu jelita grubego linii
HCT116 +/+. Komoérki wysiano w ilosci 120 tys. (wraz z 0,8 mL DMEM) na wczesnie]
przygotowane szkietka podstawowe pokryte poli-L-lizyng 1 obrysowane markerem
hydrofobowym, a nastgpnie inkubowano przez 24 godziny w 37°C, 5% CO,. Po tym czasie
przygotowano roztwory pochodnych z przykladow 1-5 (rozpuszczalnik DMSO) o stezeniu
25 uM w pozywce hodowlanej DMEM, koncowa objetos¢ na szkietku wynosita 0,8 mL.
Nastepnie roztwory zostalty podane komorkom i1 inkubowane przez 2 godziny w 37°C,
celem wnikniecia zwigzkow przez btone komoérkowa. Po inkubacji komorki przemywano
dwukrotnie DMEM (bez FBS i czerwieni fenolowej), a nastgpnie obserwowano przy
pomocy mikroskopu fluorescencyjnego po wzbudzeniu filtrem DAPIL Zastosowanie
pochodnych pozwala na osiaggnigcie wyraznego obrazu o dobrym stosunku sygnalu przy
niskiej fluorescencji ta.



