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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku sa nowe zwiazki, pochodne SH-benzo[alfenoksazyno-5-onu, sposéb ich
wytwarzania oraz zastosowanie.

Z czasopisma Analytical Chemistry, 2018, 90, 855-858 znany jest zwiazek, pochodna 7-hy-
droksy-3H-fenoksazyno-3-onu (rezorufiny), o wzorze a,

Wzora,

Zwigzek o wzorze a otrzymuje sie w reakcji 7-hydroksy-3H-fenoksazyno-3-onu (rezorufiny) z es-
trem pinakolowym kwasu 3-bromometylofenyloboronowego, w srodowisku bezwodnego N,N-dimetylo-
formamidu, w obecnosci weglanu potasu, w temperaturze pokojowej w czasie 24 godzin.

W czasopismie Chemical Communications, 2012, 48, 2809-2811 ujawniono zwigzek, pochodna
7-hydroksy-3H-fenoksazyno-3-onu (rezorufiny), o wzorze b,

QOO@

Wzdr b,

Zwigzek o wzorze b otrzymuje sie w reakcji soli sodowej 7-hydroksy-3H-fenoksazyno-3-onu (soli
sodowej rezorufiny) z estrem pinakolowym kwasu 2-bromometylofenylo-boronowego, w srodowisku
N,N-dimetyloformamidu, w obecnoséci weglanu potasu, w temperaturze pokojowej, w czasie 24 godzin.

Znana jest takze, z czasopisma Chemistry — A European Journal, 2015, 21, 15167-15172, po-
chodna 7-hydroksy-3H-fenoksazyno-3-onu (rezorufiny), o wzorze c,

Sasava

Wzbre,

Pochodna o wzorze c otrzymuje sie w reakcji 7-hydroksy-3H-fenoksazyno-3-onu (rezorufiny)
z estrem pinakolowym kwasu 4-bromometylofenyloboronowego, w srodowisku N,N-dimetyloformamidu,
w obecnosci weglanu cezu, w temperaturze pokojowej w czasie 24 godzin.
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Z czasopisma ChemRxiv Preprint, 2018 znana jest pochodna 7-hydroksy-3H-fenoksazyno-3-onu

(rezorufiny), o wzorze d,
o

Xz

Wzor d

Pochodna o wzorze d otrzymuje sie w reakcji soli sodowej 7-hydroksy-3H-fenoksazyno-3-onu
(soli sodowej rezorufiny) z 1-(bromometylo)-4-nitrobenzenem, w srodowisku N,N-dimetyloformamidu,
w obecnos$ci weglanu potasu, w temperaturze 100°C w czasie 17 godzin.

Z opisu patentowego PL 231073 sa znane zwiazki, pochodne 5H-benzo[alfenoksazyno-5-onu,
ktére stanowia pochodne 9-maleimido-5H-benzo[alfenoksazyno-5-onu, o wzorze e,

Wzor e

w ktérym X oznacza atom wodoru, chloru lub bromu.
Zwiazki o wzorze e otrzymuje sie z pochodnej SH-benz[a]-fenoksazyno-5-onu o wzorze f,

NH,
Wzor f

w ktérym X ma wyzej wymienione znaczenie, ktéra poddaje sie reakcji z bezwodnikiem maleinowym
w srodowisku chloroformu, w temperaturze wrzenia chloroformu, w czasie 45-55 godzin, po czym produkt
tej reakcji, po przemyciu chloroformem, poddaje sie reakcji domykania pierscienia maleimidu w obecnosci
octanu sodu, w $rodowisku bezwodnika octowego, w temperaturze 100°C w czasie 2-5 godzin, a nastep-
nie odfiltrowuje sie produkt finalny, ktéry przemywa sie woda.
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Przedmiotem wynalazku sa zwiazki, pochodne 5H-benzo[a]fenoksazyno-5-onu, o wzorze 1,

N
72
7
0 o) o R
Rz
Ra
Wzoér 1

w ktérym R1, Rz i Ra oznaczajg niezaleznie od siebie atom wodoru, grupe nitrowa, boronowa, grupe
estrowa kwasu boronowego.

Zwiazki o wzorze 1 stanowia ciata state (proszki) o barwie pomaranczowej, o temperaturze top-
nienia 195-325°C i znajduja zastosowanie jako barwniki fluoryzujace.

Sposdb otrzymywania zwigzkéw o wzorze 1, okreslonych powyzej, wedtug wynalazku polega
na tym, ze 2-hydroksy-1,4-naftochinon o wzorze 2,

@)

0O
Wzor 2

poddaje sie reakcji z chlorowodorkiem 4-aminorezorcyny o wzorze 3,
+ -
NH5 CI
OH

OH
Wzor 3

przy stosunku molowym substratéw 1 :1, w srodowisku kwasu octowego o stezeniu 80% uzytego w ilo-
$ci 57 moli na 1 mol substratéw, w atmosferze gazu obojetnego, w temperaturze 80-150°C w czasie

15-45 minut, z wykorzystaniem pola mikrofalowego o mocy 10-300 W. Produkt tej reakcji, 9-hydroksy-
-5H-benzo[alfenoksazyno-5-on o wzorze 4,
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HO O O

Wzor 4

po oczyszczeniu na drodze chromatografii kolumnowej, poddaje sie reakcji z pochodna (bromome-
tylo)benzenu o wzorze 5,

Br

Wzor 5

w ktérym R1, Rz i Rs maja wyzej podane znaczenie, przy stosunku molowym substratéw 1 :1,3, w $ro-
dowisku bezwodnego N,N-dimetyloformamidu, w obecnosci weglanu metalu alkalicznego, takiego jak
weglan sodu, weglan potasu lub weglan cezu, uzytego w ilo$ci 1,3 mola na 1 mol zwigzku o wzorze 4,
w atmosferze gazu obojetnego, w temperaturze 50-80°C w czasie 15-90 minut, z wykorzystaniem pola
mikrofalowego o mocy 10-300 W, po czym odfiltrowuje sie produkt finalny, ktéry przemywa sie woda,
lub uzyskana mieszanine poreakcyjna rozcieficza sie octanem etylu, faze organiczna przemywa sie
kolejno nasyconym roztworem octanu amonu, woda oraz nasyconym roztworem chlorku sodu, a na-
stepnie usuwa sie rozpuszczalnik pod zmniejszonym cisnieniem. Surowy produkt oczyszcza sie na dro-
dze chromatografii kolumnowej.

Zastosowanie wedlug wynalazku polega na tym, ze zwiazki o wzorze 1, w ktérych R1, Rz i Ra
oznhaczaja niezaleznie od siebie grupe boronowa lub grupe estru pinakolowego kwasu boronowego,
stosuje sie jako kolorymetryczne i fluorescencyjne prébniki do detekcji reaktywnych form tlenu i azotu,
zwtaszcza nadtlenku wodoru, kwasu chlorowego(l) lub nadtlenoazotynu. Zastosowanie to polega na
reakcji probnika z nadtlenkiem wodoru, kwasem chlorowym(l) lub nadtlenoazotynem, uzytymi w ilosci
1-300% molowych w stosunku do ilosci prébnika, w $rodowisku mieszaniny acetonitrylu i 0,1 M wod-
nego roztworu buforu fosforanowego uzytych w stosunku objetosciowym 1 :4, o pH 5,7-8,0, w czasie
inkubacji do 1440 minut.

Nowe prébniki wedtug wynalazku, w poréwnaniu ze znanymi probnikami pochodnymi kwasu bo-
ronowego, opartymi na szkielecie rezorufiny (wzoér a, b, c), nie wykazuja reaktywnosci wobec glutationu,
ktory jest zwiazkiem wystepujacym w srodowisku komérkowym w duzym stezeniu. Dzieki temu prébniki
wedtug wynalazku umozliwiaja detekcje reaktywnych form tlenu i azotu z pominieciem identyfikacji nie-
pozadanych produktow reakcji tych prébnikéw z glutationem. Nadto prébniki wedtug wynalazku wyka-
zuja odpowiedz kolorymetryczna i fluorescencyjna wobec reaktywnych form tlenu i azotu ze znacznym
batochromowym przesunieciem maksimum pasma absorpcji i emisji w warunkach pH fizjologicznego,
dzieki czemu utatwiona jest identyfikacja probnika i produktu jego utleniania, a posrednio rowniez ana-
liza jakosciowa i iloSciowa analitow.
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Przedmiot wynalazku ilustruja ponizsze przyktady, z powotaniem sie na rysunek, na ktérym fig. 1
przedstawia chromatogram zwiazku o wzorze 1, zastosowanego jako probnik do detekcji reaktywnych
form tlenu, z zastosowaniem nadtlenku wodoru jako reagenta, fig. 2 i 3 — widma absorpcyjne zwiazku
o wzorze 1, zastosowanego jako probnik do detekcji reaktywnych form tlenu, z zastosowaniem nad-
tlenku wodoru jako reagenta. Czesci podane w przyktadach oznaczajg czesci wagowe.

Przyktad 1.

0,175 czesci 2-hydroksy-1,4-naftochinonu i 0,162 czesci chlorowodorku 4-amino-rezorcyny roz-
puszczono w 4,3 czesciach 80% kwasu octowego, po czym cato$¢ mieszano w temperaturze 150°C
w atmosferze argonu przez 15 minut. Nastepnie mieszanine reakcyjna rozciericzono 20 czesciami wody
i ekstrahowano za pomoca 30 czesci dichlorometanu. Po odparowaniu rozpuszczalnika pod zmniejszo-
nym cisnieniem surowy produkt oczyszczono na drodze chromatografii kolumnowej stosujac jako eluent
mieszanine dichlorometan/metanol 20 : 1 (v/v). Otrzymano 0,060 czesci 9-hydroksy-5H-benzo[alfenok-
sazyno-5-onu o wzorze 4 z wydajno$cia 23%, w postaci ciemnoczerwonego proszku o temperaturze
topnienia 303-305°C.

Widmo 'H NMR oraz widmo masowe ES otrzymanego zwiazku w petni potwierdzity jego budowe:

"H NMR (250 MHz, CDCl3): 6 6,32 (s, 1H), 6,75 (d, J = 2,3 Hz, 1H), 6,83 (dd, J1 =8,7Hz, J.=2,4
Hz, 1H), 7,60 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 7,62—7,74 (m, 2H), 8,20 (d, J = 7,3 Hz, 1H), 8,62 (d, J = 6,9 Hz, 1H)

MS (ES): m/z 264,0668 ([M+H]*)

Wiasciwos$ci spektroskopowe w dimetylosulfotlenku (DMSO):

Aabs [NM] (¢ [M-'cm-"]): 458 (6500)

Aem [NmM]: 571

Aex [nm]: 458

Wydajno$¢ kwantowa fluorescencji otrzymanego zwigzku w DMSO wynosita 0,41. Nastepnie
0,015 czesci otrzymanego 9-hydroksy-5H-benzo[a]fenoksazyno-5-onu rozpuszczono w 1,9 czesciach
bezwodnego N,N-dimetyloformamidu, po czym dodano 0,010 cze$ci weglanu potasu i catosé mieszano
w temperaturze pokojowej w atmosferze argonu przez 5 minut. Po tym czasie, do tak przygotowanego
roztworu dodano 0,013 czesci (bromometylo)benzenu i catos¢ mieszano w temperaturze 60°C w at-
mosferze argonu przez 45 minut, przy zastosowaniu pola mikrofalowego o zmiennej mocy 10300 W. Po
ochtodzeniu do temperatury pokojowej mieszanine reakcyjna rozciehiczono 12 czesciami octanu etylu.
Faze organiczng przemyto kolejno 10 czesciami nasyconego roztworu chlorku amonu, 10 cze$ciami
wody i 10 cze$ciami nasyconego roztworu chlorku sodu. Rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszo-
nym cisnieniem. Surowy produkt oczyszczono na drodze chromatografii kolumnowej stosujac jako elu-
ent mieszanine dichlorometan/metanol 20 : 1 (v/v).

Otrzymano 0,019 czeéci zwigzku (wydajnosé 94%) o wzorze 1, w ktérym R4, Rz i Rs oznaczaty
atom wodoru, w postaci pomaranczowego proszku o temperaturze topnienia 233-235°C.

Widmo 'H NMR oraz widmo masowe ES otrzymanego zwiazku w petni potwierdzity jego budowe:

"H NMR (250 MHz, DMSO-ds): 6 5,30 (s, 2H), 6,38 (s, 1H), 7,10-7,16 (m, 2H), 7,32-7,54 (m, 5H),
7,75-7,94 (m, 3H), 8,17 (dd, J1 = 7,6 Hz, J2 = 1,6 Hz, 1H), 8,64 (dd, J1 = 7,4 Hz, J2=1,8 Hz, 1H)

MS (ES): m/z 354,1139 ([M+H]*)

Wiasciwos$ci spektroskopowe w dimetylosulfotlenku (DMSO):

Aabs [nm] (g [M-'cm-"]): 453 (15300)

Aem [nm]: 568

Aex [nm]: 453

Wydajno$¢ kwantowa fluorescencji otrzymanego zwiazku w DMSO wynosita 0,21.

Przyktad 2.

9-hydroksy-5H-benzo[a]fenoksazyno-5-on otrzymano postepujac analogicznie jak w przyktadzie 1.

Nastepnie 0,025 czesci otrzymanego 9-hydroksy-5H-benzo[a]fenoksazyno-5-onu rozpuszczono
w 3,8 czesciach bezwodnego N,N-dimetyloformamidu, po czym dodano 0,017 czesci weglanu potasu
i cato$¢ mieszano w temperaturze pokojowej w atmosferze argonu przez 5 minut. Do tak przygotowa-
nego roztworu dodano 0,027 cze$ci 1-(bromometylo)-4-nitrobenzenu i cato$é mieszano w temperaturze
80°C w atmosferze argonu przez 45 minut, przy zastosowaniu pola mikrofalowego o zmiennej mocy
10-300 W. Powstaty po tym czasie osad odsgczono i przemyto dichlorometanem.

Otrzymano 0,010 czes$ci zwiazku (wydajno$¢ 26%) o wzorze 1, w ktérym R1 i Rz oznaczaty atom
wodoru, a Rs oznaczato grupe nitrowa, w postaci pomararnczowego proszku o temperaturze topnienia
323-325°C.
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Widmo "H NMR oraz widmo masowe ES otrzymanego zwiazku w petni potwierdzity jego budowe:

1H NMR (250 MHz, DMSO-ds): & 5,46 (s, 2H), 6,39 (s, 1H), 7,17 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 7,74-7,86 (m,
5H), 8,17 (dd, J1 =7, Hz, J2 = 1,9 Hz, 1H), 8,26 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 8,65 (dd, J1 =7,3 Hz, J2 = 2,0 Hz, 1H)

MS (ES): m/z 399,0977 ([M+H]*)

Wiasciwos$ci spektroskopowe w dimetylosulfotlenku (DMSO):

Aabs [nm] (g [M-'cm-"]): 450 (12100)

Aem [nm]: 565

Aex [nm]: 450

Wydajno$¢ kwantowa fluorescencji otrzymanego zwigzku w DMSO wynosita 0,18.

Przyktad 3.

9-hydroksy-5H-benzo[a]fenoksazyno-5-on otrzymano postepujac analogicznie jak w przyktadzie 1.

Nastepnie 0,042 czes$ci otrzymanego 9-hydroksy-5H-benzo[a]fenoksazyno-5-onu rozpuszczono
w 1,9 czedciach bezwodnego N,N-dimetyloformamidu, po czym dodano 0,029 czesci weglanu potasu
i cato$¢é mieszano w temperaturze pokojowej w atmosferze argonu przez 5 minut. Do tak przygotowa-
nego roztworu dodano 0,061 czeéci estru pinakolowego kwasu 4-bromometylofenyloboronowego i ca-
tos¢ mieszano w temperaturze 60°C w atmosferze argonu przez 30 minut, przy zastosowaniu pola
mikrofalowego o zmiennej mocy 10-300 W. Po ochtodzeniu do temperatury pokojowej mieszanine
reakcyjna rozcienczono 16 czesdciami octanu etylu. Faze organiczng przemyto kolejno 15 czesciami
nasyconego roztworu chlorku amonu, 15 czesciami wody i 15 czesciami nasyconego roztworu chlorku
sodu. Rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym cisnieniem. Surowy produkt oczyszczono na
drodze chromatografii kolumnowej stosujac jako eluent mieszanine dichlorometan/metanol 20 : 1 (v/v).

Otrzymano 0,040 czes$ci zwiazku (wydajno$¢ 52%) o wzorze 1, w ktérym R1 i Rz oznaczaty atom
wodoru, a Rs oznaczato grupe estru pinakolowego kwasu boronowego, w postaci pomaranczowego
proszku o temperaturze topnienia 195-197°C.

Widmo "H NMR oraz widmo masowe ES otrzymanego zwiazku w petni potwierdzity jego budowe:

"H NMR (250 MHz, DMSO-ds): 6 1,35 (s, 12H), 5,20 (s, 2H), 6,43 (s, 1H), 6,87 (d, J = 2,6 Hz, 1H),
6,99 (dd, J1 = 8,8 Hz, J2 = 2,7 Hz, 1H), 7,45 (d, J = 8,1 Hz, 2H), 7,71-7,78 (m, 3H), 7,86 (d, J = 8,1 Hz,
2H), 8,30 (dd, J1=6,7 Hz, J2 = 2,3 Hz, 1H), 8,69 (dd, J1 =6,8 Hz, J2 = 2,2 Hz, 1H)

MS (ES): m/z 480,1996 ([M+H]*)

Wiasciwosci spektroskopowe w dimetylosulfotlenku (DMSO):

Aabs [NM] (¢ [M-'cm-"]): 453 (5800)

Aem [NM]: 570

Aex [nm]: 453

Wydajno$¢ kwantowa fluorescencji otrzymanego zwigzku w DMSO wynosita 0,20.

Przyktad 4.

9-hydroksy-5H-benzo[a]fenoksazyno-5-on otrzymano postepujac analogicznie jak w przyktadzie 1.

Nastepnie 0,053 cze$ci otrzymanego 9-hydroksy-5H-benzo[a]fenoksazyno-5-onu rozpusz-
czono w 1,9 czesciach bezwodnego N,N-dimetyloformamidu, po czym dodano 0,029 czesci we-
glanu cezu i cato$¢ mieszano w temperaturze pokojowej w atmosferze argonu przez 5 minut. Do tak
przygotowanego roztworu dodano 0,068 czesci estru pinakolowego kwasu 4-bromometylofenylobo-
ronowego i catos¢ mieszano w temperaturze 60°C w atmosferze argonu przez 35 minut, przy zasto-
sowaniu pola mikrofalowego o zmiennej mocy 10-300 W. Po ochtodzeniu do temperatury pokojowej
mieszanine reakcyjng rozcienczono 16 czesciami octanu etylu. Faze organiczng przemyto kolejno
15 czesciami nasyconego roztworu chlorku amonu, 15 czesciami wody i 15 cze$ciami nasyconego
roztworu chlorku sodu. Rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Surowy produkt
oczyszczono na drodze chromatografii kolumnowej stosujac jako eluent mieszanine dichlorome-
tan/metanol 20 : 1 (v/v).

Otrzymano 0,038 czes$ci zwiazku (wydajnos$¢ 40%) o wzorze 1, w ktérym R1 i Rz oznaczaty atom
wodoru, a Rs oznaczato grupe estru pinakolowego kwasu boronowego, w postaci pomaranczowego
proszku o temperaturze topnienia 195-197°C.

Widmo "H NMR oraz widmo masowe ES otrzymanego zwiazku w petni potwierdzity jego budowe:

"H NMR (250 MHz, DMSO-ds): 6 1,35 (s, 12H), 5,20 (s, 2H), 6,43 (s, 1H), 6,87 (d, J = 2,6 Hz, 1H),
6,99 (dd, J1 = 8,8 Hz, J2 = 2,7 Hz, 1H), 7,45 (d, J = 8,1 Hz, 2H), 7,71-7,78 (m, 3H), 7,86 (d, J = 8,1 Hz,
2H), 8,30 (dd, J1=6,7 Hz, J2 = 2,3 Hz, 1H), 8,69 (dd, J1 =6,8 Hz, J2 = 2,2 Hz, 1H)

MS (ES): m/z 480,1996 ([M+H]*)
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Przyktad 5.

Przygotowano roztwér wyjSciowy prébnika przez rozpuszczenie 0,0048 czesci zwigzku o wzo-
rze 1, w ktérym R1 i Rz oznaczaty atom wodoru, a Rs oznaczato grupe estru pinakolowego kwasu boro-
nowego, oznaczonego jako BOR-POX2, w 7,85 czesciach acetonitrylu.

Przygotowano takze roztwér wyjsciowy nadtlenku wodoru przez dodanie do 0,017 cze$ci perhy-
drolu 9,983 czesci wody.

Nastepnie z przygotowanych roztwordéw wyjsciowych sporzadzono kompozycje o nastepujacym
sktadzie:

0,150 ml roztworu wyj$ciowego prébnika BOR-POX2,

0,150 ml acetonitrylu,

0-30 ul roztworu wyjsciowego nadtlenku wodoru.

Przygotowane kompozycje rozciericzono do objetosci 1,5 ml za pomoca buforu fosforanowego
o pH 7,4 (0,1 M). Po 24 godzinach inkubacji prébek w temperaturze pokojowej wykonano analizy chro-
matograficzne przygotowanych prébek za pomoca chromatografu firmy Shimadzu z detektorem DAD
(model SPD-M20A); kolumna Kinetex CoreShell (C 18) firmy Phenomenex (100 mm x 4,6 mm) o $red-
nicy ziarna 2,6 um; faza ruchoma: woda + 0,1% TFA — acetonitryl + 0,1% TFA o gradientowym przepty-
wie od 10 do 100% acetonitryl + 0,1% TFA przez 15 minut, v/v; szybkos$¢ przeptywu 1,5 ml/minute;
objetosé pobieranej prébki 20 ul. Przeprowadzony eksperyment potwierdzit powstawanie produktu utle-
nienia prébnika BOR-POX2 nadtlenkiem wodoru, tj. zwigzku o wzorze 4, oznaczonego jako OH-POX|,
a tym samym potwierdzit zastosowanie prébnika do detekcji reaktywnych form tlenu — nadtlenku wo-
doru, za pomoca wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcja diodowa — fig. 1 rysunku przed-
stawiajaca chromatogramy (detektor DAD 450 nm) zarejestrowane po 24 godzinach inkubacji prébnika
BOR-POX2 (100 uM) z nadtienkiem wodoru (0—300 uM) w $rodowisku o pH 7,4 (MeCN : bufor fosfora-
nowy 0,1 M, pH 7,4; 1:4, viv).

Przyktad 6.

Roztwér wyjsciowy prébnika przygotowano przez rozpuszczenie 0,0048 czesci zwigzku o wzo-
rze 1, w ktérym R1 i Rz oznaczaty atom wodoru, a Rs oznaczato grupe estru pinakolowego kwasu boro-
nowego, oznaczonego jako BOR-POX2, w 7,85 czesciach acetonitrylu.

Roztwdr wyjsciowy nadtlenku wodoru przygotowano przez dodanie do 0,017 czesci perhydrolu
9,983 czesci wody.

Nastepnie z przygotowanych roztwordéw wyjsciowych sporzadzono kompozycje o nastepujacym
sktadzie:

0,06 ml roztworu wyj$ciowego prébnika BOR-POX2,

0,54 ml acetonitrylu,

0-6 ul roztworu wyjsciowego nadtienku wodoru.

Przygotowane kompozycje rozciericzono do objetosci 3 ml za pomoca buforu fosforanowego
o pH 7,4 (0,1 M). Po 24 godzinach inkubacji prébek w temperaturze pokojowej, zarejestrowano widma
absorpcyjne (spektrofotometr V-670 firmy Jasco) i widma emisyjne (spektrofluorymetr FLS-920 firmy
Edinburgh) badanych kompozycji. Przeprowadzony eksperyment potwierdzit batochromowe przesu-
niecie maksimum pasma absorpcji i emisji oraz znaczny wzrost intensywnosci fluorescencji z maksi-
mum emisji zlokalizowanym przy ok. 620 nm po reakcji z nadtlenkiem wodoru, a tym samym potwierdzit
zastosowanie zwiazku o wzorze 1, w ktérym R1 i R2 oznaczaty atom wodoru, a Rs oznaczato grupe
estru pinakolowego kwasu boronowego, jako kolorymetrycznego i fluorescencyjnego prébnika do de-
tekcji reaktywnych form tlenu — nadtienku wodoru, — fig. 2 rysunku przedstawiajaca widma absorpcyjne
préobnika BOR-POX2 (20 uM) zarejestrowane po 24 godzinach inkubacji z nadtlenkiem wodoru
(060 uM) w $rodowisku o pH 7,4 (MeCN : bufor fosforanowy 0,1 M, pH 7,4; 1 :4, v/v) oraz fig. 3 rysunku
przedstawiajaca widma absorpcyjne prébnika BOR-POX2 (20 uM) zarejestrowane po 24 godzinach in-
kubacji z nadtlenkiem wodoru (0—60 uM) w $rodowisku o pH 7,4 (MeCN : bufor fosforanowy 0,1 M,
pH 7,4;1:4, viv).



PL 239 295 B1 9

Zastrzezenia patentowe

1. Zwiazki, pochodne 5H-benzo[a]fenoksazyno-5-onu,0 wzorze 1,

N
72
s
0 0 0O R
R,
R3
Wzor 1

w ktérym R1, Rz i Rs 0znaczaja niezaleznie od siebie atom wodoru, grupe nitrowa, boronowa,
grupe estrowa kwasu boronowego.

2. Sposob otrzymywania zwigzkow o wzorze 1, okre$lonych w zastrzezeniu 1, znamienny tym,
ze 2-hydroksy-1,4-naftochinon o wzorze 2,

O
OH

O
Wzor 2

poddaje sie reakcji z chlorowodorkiem 4-aminorezorcyny o wzorze 3,
+ -
NH5 Cl
OH

OH
Wzor 3

przy stosunku molowym substratéw 1 :1, w Srodowisku kwasu octowego o stezeniu 80% uzy-
tego w ilodci 57 moli na 1 mol substratéw, w atmosferze gazu obojetnego, w temperaturze
80-150°C w czasie 15-45 minut, z wykorzystaniem pola mikrofalowego o mocy 10-300 W,
a produkt tej reakcji, 9-hydroksy-5H-benzo[alfenoksazyno-5-on o wzorze 4,
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HO O O

Wzor 4

po oczyszczeniu na drodze chromatografii kolumnowej, poddaje sie reakcji z pochodna (bro-
mometylo)benzenu o wzorze 5,

Br

Wzor 5

w ktérym R1, Rz i Rs 0znaczaja niezaleznie od siebie atom wodoru, grupe nitrowa, boronowa,
grupe estrowa kwasu boronowego, przy stosunku molowym substratéw 1 : 1,3, w $rodowisku
bezwodnego N,N-dimetyloformamidu, w obecnosci weglanu metalu alkalicznego, takiego jak
weglan sodu, weglan potasu lub weglan cezu, uzytego w ilosci 1,3 mola na 1 mol zwigzku
o wzorze 4, w atmosferze gazu obojetnego, w temperaturze 50-80°C w czasie 15-90 minut,
z wykorzystaniem pola mikrofalowego o mocy 10-300 W, po czym odfiltrowuje sie produkt
finalny, ktéry przemywa sie woda, lub uzyskana mieszanine poreakcyjna rozciencza sie octa-
nem etylu, faze organiczna przemywa sie kolejno nasyconym roztworem octanu amonu, woda
oraz nasyconym roztworem chlorku sodu, a nastepnie usuwa sie rozpuszczalnik pod zmniej-
szonym cisnieniem, zas surowy produkt oczyszcza sie na drodze chromatografii kolumnowe;.

. Zastosowanie zwigzkéw o wzorze 1, w ktérych Ri, Rz i Rs oznaczajg niezaleznie od siebie

grupe boronowa lub grupe estru pinakolowego kwasu boronowego jako kolorymetrycznych
i fluorescencyjnych prébnikéw do detekcji reaktywnych form tlenu i azotu, zwtaszcza nad-
tlenku wodoru, kwasu chlorowego(l) lub nadtlenoazotynu.

. Zastosowanie wedtug zastrz. 3, znamienne tym, ze polega na reakcji probnika z nadtlenkiem

wodoru, kwasem chlorowym(l) lub nadtlenoazotynem, uzytymi w ilosci 1-300% molowych
w stosunku do ilosci prébnika, w srodowisku mieszaniny acetonitrylu i 0,1 M wodnego roz-
tworu buforu fosforanowego uzytych w stosunku objeto$ciowym 1 :4, o pH 5,7-8,0, w czasie
inkubacji do 1440 minut.
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Rysunki

BOR-POX2

?

-

BOR-POX2
po 24h

OH-POX

BOR-POX2
+25 M H.O,

BOR-POX2

BOR-POX2
+ 100 pM H202

M
N  +50uMH,0,
-

BOR-POX2
\ o ~ +150 (M H,0,
BOR-POX2
\ +300 M H,O,
' 9 13 14 15

Czas retencji (min)

Fig. 1
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