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Kinon-metidi (QM, naziv po IUPAC-u: kinometani) su reaktivni meduprodukti koji su povezani s bioloskom
aktivnosti brojnih prirodnih i sintetski dobivenih spojeva. Njihova aktivnost temelji se na inhibiciji enzima ili,
cedce, na alkilaciji/kriznom povezivanju DNA. QM se mogu generirati termic¢kim metodama, ali veliku prednost
imaju fotokemijske metode, jer pruzaju mogucnost prostorne i vremenske kontrole nad njihovim stvaranjem.
Za konacni cilj — primjenu u fotokemoterapiji od presudne je vaznosti razvoj prekursora za generiranje QM-a.
Ovim pregledom bit ¢e dan uvid u fotokemijske metode generiranja QM-a i razvoj njihove primjene u fotoke-

moterapiji.
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Kinon-metidi, reaktivni meduprodukti, fotokemijsko generiranje kinon-metida,
antiproliferativna aktivnost, agensi za alkilaciju DNA, krizno povezivanje DNA, fotokemoterapija

1. Uvod

Kinon-metidi”™ (engl. quinone methide, QM, naziv po
IUPAC-u: kinometani) reaktivni su meduprodukti koji su
Cesto prisutni u kemiji i fotokemiji fenola i njima srodnih
spojeva.” Osim vrlo Siroke primjene u organskoj sintezi,?3
vazna mogucénost primjene je i u bioloskim sustavima,
ponajprije kao antitumorskih agensa.* Potrebu za prouca-
vanjem i razumijevanjem kemije QM-a, kao i studiranje
njihove potencijalne primjenjivosti u bioloskim sustavima
pokazuju rezultati do kojih se do sada doslo na Institutu
Ruder Boskovi¢>®78910§ u grupi M. Freccera.®®" Kako su
QM reaktivni meduprodukti kratkog vremena Zivota, uobi-
¢ajeno je da se generiraju’® iz nekog pogodnog prekursora.
To se moze posti¢i upotrebom odgovarajucih reagensa ili
grijanjem (sintetske ili termicke metode).® Kako u biolos-
kim sustavima najc¢es¢e nije bas pogodno upotrebljavati
takve reagense, fotokemijske metode generiranja QM-a tu
postizu veliku prednost. 1z pogodnog prekursora moze se
nakon pobude svjetlom odredene valne duljine generirati
QM. Prednost toga je da se QM generira samo tada kad
se to zeli i samo na mjestu gdje je osvjetljeno. Medutim,
kako bi QM mogli imati prakticnu primjenu u medicini,
potrebno je pronaci sustave koji bi mogli dati QM nakon
pobudivanja svjetlom u vidljivom podrucju, idealno iznad
500 nm, ili barem svjetlom > 350 nm, koje ne apsorbiraju
uobicajene unutarstanicne molekule. Primjeri prekursora
QM-a koje bi se moglo pobuditi vidljivim dijelom spektra
nisu do sada opisani u literaturi.

* Autor za dopisivanje: dr. sc. Dani Skalamera

e-posta: Djani.Skalamera@irb.hr
" lako IUPAC vise ne preporucuje upotrebu naziva kinon-metid, ve¢ pre-
porucuje kinometan, autori ovog pregleda odlucili su zadrzati stari naziv
kinon-metid. Razlog tome je ponajprije uskladenost ovog ¢lanka sa svom
ostalom relevantnom i recentnom literaturom o kinon-metidima, koja se
koristi upravo tim nazivom.

2. Fotokemijske metode generiranja QM-a

U fotokemijskim reakcijama sudjeluju vrste koje su elek-
tronski pobudene, zbog ¢ega imaju znatno razlicitu raspo-
djelu elektrona u molekuli nego sto je to slucaj u osnovnom
stanju te je i reaktivnost u pobudenom stanju drugacija
nego u osnovnom stanju. Derivati fenola i fenilnih etera
ili laktona koji podlijezu B-cijepanju najcesce se upotre-
bljavaju za generiranje QM-a u fotokemijskim reakcijama.

Takav tip reakcija poznat je jo$ iz pionirskog rada Zim-
mermana, koji je studirao reakcije solvolize s nukleofilnim
otapalom, tj. nukleofilne supstitucije skupine vezane u
-polozaju u odnosu na kromofor.” Mehanizam reakcije
kod aromatskih spojeva, prema poznatim literaturnim po-
dacima, moze ukljucivati nastanak arilnih karbokationa,’
karbena™ ili homoliticko cijepanje veze praceno prijeno-
som elektrona.” lako se odvijaju razli¢itim mehanizmom
od reakcija u aromatskim spojevima,'* takve reakcije uo-
bicajene su i u fotokemiji mnogih karbonilnih spojeva.’ U
nastavku ¢e biti naveden pregled reakcija fotokemijskog
generiranja QM-a.

2.1. Fotofragmentacija oksaheterocikala

Jedna od prvih opisanih metoda fotokemijskog generiranja
QM-a bila je fotofragmentacija oksaheterocikala. Chap-
man i sur. studirali su generiranje QM-a iz benzolaktona 1,
i sulfona 4. Nakon fotopobude i eliminacije male molekule
(CO ili SO,) nastaje QM, koji odmah reagira s prisutnim
nukleofilnim otapalom — metanolom, dajuéi o-hidroksi-
benzil-metil-eter (3) kao produkt reakcije fotosolvolize
(shema 1). U Diels-Alderovoj reakciji [4+2] cikloadicije
QM-a 2i 1,1-dimetoksieten (5) daju kroman 6, cijom izo-
lacijom je na neizravan nacin dokazano postojanje QM-a
kao meduprodukta.’”
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Shema 17— Generiranje QM-a fotofragmentacijom oksaheterocikala'”
Scheme 1 — Generation of QM by photofragmentation of oxaheterocycles'”

Iz derivata kromena 7 takoder se moze generirati QM. Oz-
racivanjem dolazi do otvaranja prstena oksaheterocikla, pri
¢emu nastaje QM 8 u kojem [1,7] sigmatropnim pomakom
vodika dolazi do rearomatizacije te u konacnici nastaje ne-
zasi¢eni fenolni produkt 9 (shema 2).'®

Reakciju fotofragmentacije oksaheterocikala za diza-
jn fotouklonjivih zastitnih skupina (shema 3) iskoristili su
Wang i sur." Iz razlicito supstituiranih aldehida i ketona, na
takav se nacin mogu sintetizirati odgovarajudi acetali/ketali
10a-h u izvrsnim iskoristenjima (>90 %)."* Supstituira-
ni hidroksibenzilni alkohol 13 odabran je kao alkoholna
komponenta pri stvaranju ketala. Tako nastali acetali/ketali
vrlo su stabilni te mogu podnijeti razlicite reakcijske uvje-
te (kisele, bazne, grijanje). Ozracivanjem tako zasti¢enih
spojeva u smjesi CH;CN/H,O oslobada se aldehid, odno-
sno keton, a kao drugi produkt dobiva se hidroksibenzilni
alkohol 13, koji se moze ponovno upotrijebiti. lako za to u
radu nije ponuden izravan dokaz, mehanizam reakcije fo-
todeprotekcije vrlo vjerojatno ukljucuje meduprodukt QM
11. Uklanjanje zastitne skupine provedeno je u veoma do-
brom iskoristenju (75 -90 %), te ova metoda predstavlja
izvrstan nacin zasti¢ivanja aldehida ili ketona.

Wang i sur. takoder su razvili niz razli¢ito supstituiranih
benzilnih alkohola, koji se mogu upotrijebiti kao fotouklo-

njive zadtitne skupine za ortogonalnu zastitu u sintezi, jer
se selektivno uklanjaju ozracivanjem razlicitim valnim du-
liinama, ovisno o supstituentima R'-R3(slika 1).""

R3
2
R 14a R'= R2=H, R®*=OCH,
Ph 14b R'=H, R?=OCH, R*=H
R Ph 14c R'=R*=0OCH; R’=H
e 14d R'=H, R?=N(CH,), R®*=H

14e R'=R?=H, R*=N(CH;),

Slika 1 — Zastitne skupine za aldehide i ketone koje se mogu se-
lektivno ukloniti ozracivanjem razli¢itim valnim duljina-
ma’o

— Protecting groups for aldehydes and ketons which can
be selectively removed by irradiation at different wave-
lengths'®

Fig. 1

Autori su pokazali da salicilni alkoholi koji se upotreblja-
vaju kao zastitne skupine (spojevi 14) mogu pri drugacijim
reakcijskim uvjetima posluziti i kao blagi oksidansi za oksi-
daciju alkohola u aldehide.*
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Shema 2 - Generiranje QM-a fotokemijskim otvaranjem oksaheterocikla'®
Scheme 2 — Generation of QM by photochemical ring opening in oxaheterocycles'®
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Shema 3 - Fotodeprotekcija karbonilnih spojeva'®
Scheme 3 — Photodeprotection of carbonyl compounds'®
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Slika 2 — Struktura disaharida neuraminske kiseline zasticenog fotouklonjivom

zastitnom skupinom?

Fig. 2 = Structure of neuraminic acid disaccharide protected with photocage®

Linhardt sa suradnicima vrlo je uspjesno upotrijebio taj tip
zastitnih skupina u sintezi disaharida neuraminske kiseline
15 (slika 2).20

2.2. Kiselost fenola/hidroksiaromatskih spojeva
u pobudenom stanju i prijenos protona u
pobudenom stanju

S obzirom na to da reakcije fotogeneriranja QM-a iz fenola
i drugih hidroksiaromatskih spojeva ukljucuju proces pri-
jenosa protona u pobudenom stanju (ESPT), ovdje je vaz-
no reci nesto vise o samom procesu. Nakon elektronske
pobude, kod odredenih skupina aromatskih spojeva moze
doci do vrlo velike promjene u kiselo-baznim svojstvima.?'
Hidroksiaromatski spojevi (fenoli) i aromatski amini po-
staju jace kiseline, za razliku od dusikovih heteroaroma-
ta, kao Sto su derivati piridina, koji u pobudenom stanju
postaju jace baze. Prilikom pobudivanja molekule dolazi
do intramolekulske preraspodjele n-elektronskog oblaka (u
vremenu reda velicine atosekunde), pri ¢emu se elektron-
ska gustoca s kisika delokalizira u aromatski prsten. Poslje-
dica toga je slabljenje veze O—H te ¢e anionski oblik koji
nastaje u idu¢em koraku (fenolat) biti dodatno stabiliziran,
atime je potaknuta i daljnja disocijacija.?* Zbog toga ¢e vri-
jednost pK, pobudenog stanja (tj. pK,*) fenola biti niza od
vrijednosti pK, za disocijaciju iste molekule u osnovnom
stanju, tj. kiselost je povec¢ana u pobudenom stanju. Tako
je primjerice vrijednost pK, 2-naftola (16) u osnovnom
stanju 9,5, dok u pobudenom stanju pK* iznosi 2,8, sto
je promjena od 7 redova veli¢ine u konstanti disocijacije
(shema 4).22 lako su promjene vrijednosti pK, obi¢no od 4
do 10 redova veli¢ine, u literaturi je opisano i postojanje
spojeva koji su superfotokiseline. Primjer takvog spoja je
5,8-dicijano-2-naftol koji je u pobudenom stanju kiselina
s pK, = —4,5, $to je do danas najniza odredena vrijednost
pK*.23

Ako se kiselo i bazno mjesto u nekoj molekuli nalaze u
neposrednoj blizini, tada nakon pobude moze do¢i do
intramolekulskog prijenosa protona (engl. excited state
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Shema 4 - Disocijacija 2-naftola u osnovnom i pobudenom sta-
nju; ilustrativni prikaz Forsterova termodinamickog
ciklusa

Scheme 4 — Dissociation of 2-naphthol in ground and excited
state; illustrative representation of the Forster ther-
modynamic cycle

o
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intramolecular proton transfer, ESIPT), ako nisu u blizini,
tada se prijenos protona moze odvijati samo intermolekul-
ski (ESPT). Prema mehanizmu, prijenos protona moze biti
intrinzicki (izravno izmedu dva bliska mjesta u molekuli,
pravi ESIPT), uskladeni prijenos dvaju protona (npr. kod
7-azaindola) te fototautomerizacija s uklju¢enim moleku-
lama proti¢nog otapala.?*

2.3. Fotodehalogenacija derivata fenola

Jednu od prvih sistemati¢nih studija fotokemije fenola i
naftola koji sadrze benzilne supstituente proveli su Seiler
i Wirz.? Istrazivali su fotokemiju razli¢ito supstituiranih tri-
fluormetilfenola, gdje je fluor zapravo na benzilnom po-
lozaju, i pokazali su da u singlethom pobudenom stanju
dolazi do fotodisocijacije fenola. Nakon eliminacije fluori-
da nastaje QM 18 koji reakcijom s prisutnom vodom daje
benzilni alkohol 19. Proces se ponavlja dok se ne zamijene
svi atomi fluora, te na kraju rezultira salicilnom kiselinom
20 (shema 5). Navedene reakcije odvijaju se s vrlo visokim
kvantnim prinosima (do 0,8).

O F OH OH
CHF £ o CF,0H COOH
3 —_—

19 20

Shema 5 - Generiranje QM-a iz o-trifluormetilfenola (17)*
Scheme 5 — Generation of QM from o-trifluoromethylphenol (17)*
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2.4, Fotodehidratacija derivata fenola

QM se mogu generirati i reakcijama fotodehidratacije hi-
droksimetilfenola i slicnih derivata. Prvi primjer takve re-
akcije opisao je Gomberg u radu objavljenom 1913. godi-
ne.?® On je primijetio da uzorci suhog hidroksibenzilfenola
21, koji su izlozeni suncevoj svjetlosti, ¢ak i kratko, postaju
Zuti. Isto se dogadalo i u benzenskoj otopini. Te promje-
ne Gomberg je pripisao nastanku QM-a 22 kao rezultatu
eliminacije vode (shema 6), ali sam mehanizam reakcije
ostao je nepoznat jos vise od pola stoljeca.
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Shema 6 — Fotodehidratacija u Gombergovom spoju 212
Scheme 6 — Photodehydratation in Gomberg compound 21%¢

Lewis sa svojim suradnicima ponovno je studirao tu reakci-
ju 1970-ih godina.?’ Iz kristalne strukture spoja 21 (slika 3)
otkriveno je zasto je fotodehidratacija u cvrstom stanju
moguca: fenolna i benzilna OH-skupina su u vodikovoj
vezi unutar kristala, te u pobudenom stanju dolazi do pri-
jenosa protona s fenolne na benzilnu OH-skupinu, sto je
praceno dehidratacijom.

Slika 3 — Kristalna struktura spoja 21 otkriva zasto je moguca fo-
todehidracija u ¢vrstom stanju?’

Fig. 3 — Crystal structure of compound 21 reveals why photode-
hydration in solid state is possible?”

Sliénu reakciju dehidratacije 1970-ih godina studirao je
Hamai (shema 7).28
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Shema 7 - Reakcija fotodehidratacije u derivatu trifenilmetano-
la koju je studirao Hamai*®

Scheme 7 — Reaction of photodehydratation in triphenylmetha-
nol derivative studied by Hamai*®

Prvi koji je sistemati¢no proucavao fotokemiju hidroksi-
benzilnih alkohola bio je Wan sa svojim suradnicima te
je njegov doprinos na ovom podrucju danas temelj za ra-
zumijevanje tih reakcija.?* On je studirao jednostavne hi-
droksibenzilne alkohole (shema 8) te utvrdio da u reakciji
fotolize alkohola 25 u pobudenom stanju dolazi do prije-
nosa protona pracenog dehidratacijom. Pri tome nastaje
QM 2 koji je vrlo reaktivna vrsta te odmah reagira s prisut-
nim nukleofilnim otapalom — metanolom dajuéi adukt 26.

Fotosolvoliza, odnosno ugradnja metoksi-skupine, dogada
se i kod etera 27, ali uz znatno nizi kvantni prinos (she-
ma 8b). Razlog tome je Sto u spoju 27 ne moze doci do pri-
jenosa protona u pobudenom stanju, te je izlazak benzilne
OH-skupine znatno tezi. Pri tome kod spoja 27 vjerojatno
dolazi do heterolize veze CH,—OH, pri ¢emu se generira
benzilni kation, koji u reakciji s metanolom daje adukt 28,
a takoder je moguca i homoliza te veze, pri ¢emu nastaju
radikali koji prijenosom elektrona daju benzilni kation.*
Nekoliko godina kasnije, Wan i sur. su detektirali QM 2
LFP-om.*

/H/-\ ESIPT
o OH

O OH

hv MeOH M
@) > > OMe
-H,0
25 =023 2 26

OMe OMe

(b) OH L» OMe
MeOH
27 ®=0,058 28

Shema 8 - Fotokemija (a) hidroksibenzilnog alkohola 25, (b)
etera hidroksibenzilnog alkohola 27

Scheme 8 — Photochemistry of (a) hydroxybenzyl alcohol 25, (b)
ether derivative of hydroxybenzyl alcohol 27

Wan i sur. studirali su i fotokemiju niza o-, m- i p- hidroksi-
benzilnih alkohola 23,29-31 koji na benzilnom polozaju
imaju vodik, jednu ili dvije fenilne skupine (slika 4).*'
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Slika 4 — Strukture razlicito supstituiranih hidroksibenzilnih fenola i odgovara-

jucih QM-a’!

Fig. 4 — Structures of differently substituted hydroxybenzylphenols and corre-

sponding QM

Utvrdili su da do stabilizacije odgovaraju¢eg QM-a, a time
i znatnog produljenja vremena Zivota i kvantnog prinosa
njihova nastajanja, dolazi uvodenjem fenilnog supstituenta
na benzilni polozaj (tj. na metilenski polozaj odgovaraju-
¢eg QM-a) (tablica 1).

Tablica T - Kvantni prinosi reakcije fotometanolize i vremena zi-
vota meduprodukata QMa fotogeneriranih iz prekur-
sora 29a-b i 23

— Quantum vyield of photomethanolysis reaction and
lifetimes of QM intermediates photogenerated from
precursors 29a—b and 23

Table 1

Prekursor QM-a | Struktura QM-a ® /s
QM precursor QM structure
29a 32a 0,23 2-1073
29b 32b 0,46 0,4
23 24 0,76 -2

@ Tehnikom LFP opazen je tranzijent, ali je dugoZivuci pa nije moguce
pratiti kinetiku njegovog nestajanja.

2 Transient was observed by LFP, but it is too long-living, which makes it
impossible to monitor the kinetics of its decay.

Basaric i sur. su kao nastavak tog istrazivanja sintetizirali
spojeve 35a—c, koji su na benzilnom polozaju supstituirani
adamantanom (slika 5). Adamantan zbog sterickih smetnji
ometa napad nukleofila na QM pa on ima dulje vrijeme
Zivota.®

Najvedi kvantni prinos nastanka QM-a, u svim do sad na-
vedenim primjerima, je kod o-supstituiranih derivata. Ra-
zlog tome lezi u postojanju vodikove veze izmedu fenolne
OH-skupine (kiselo mjesto) i benzilne OH-skupine (bazic-
no mijesto), pa se prijenos protona uzduz te vodikove veze
u pobudenom stanju (ESIPT) odvija vrlo ucinkovito. Prije-
nos protona pracen je izlaskom molekule vode (dehidra-
tacijom). U slucajevima kad su OH-skupine na fenilnom
i benzilnom polozaju udaljene (kod m- i p- supstituiranih

S
O (@]
C 36 &)
37
35a o- O
35b m-
35¢ p-

38

Slika 5 — Strukture hidroksibenzilnih alkohola 35a-c i odgovara-
ju¢ih QM 36-38 s adamantanskim supstituentom®

Fig. 5 —Structures of hydroxybenzyl alcohols 35a-c and cor-
responding QMs 36—-38 with adamantane substituent®

derivata), ESIPT se ne moze dogoditi, ve¢ se prijenos pro-
tona odvija uz posredovanje otapala (ESPT).

Wan i sur. u nastavku su svojih istrazivanja studirali dehi-
drataciju i ESIPT ili otapalom (vodom) posredovani ESPT
na veéim kromofornim sustavima. Pripravili su seriju o-,
m- i p-supstituiranih hidroksibifenila 39-42 (shema 9) te
utvrdili da svi spojevi podlijezu fotokemijskim reakcijama
solvolize preko meduprodukta QM-a. Spoj 39 u fotoke-
mijskoj reakciji daje kroman 44 (¢ = 0,21 u CH,CN/H,0O
(1:1)) (shema 9a), a njegovo nastajanje objasnjeno je pri-
marnim nastankom QM-a 43 kod kojeg zbog blizine me-
tilenske i karbonilne skupine dolazi do elektrociklizacijske
reakcije. Reakcija intramolekulske elektrociklizacije je vrlo
brza, pa je zbog toga vrijeme zivota QM 43 kratko. Sli¢na
je situacija i kod spoja 40 iz kojeg nastaje kratkozivu¢i QM
45 zwitterionske strukture, a dalje, intramolekulskom cikli-
zacijom nastaju derivati fluorena 46a i 46b uz nesto malo
produkta solvolize 47 (5 %) (shema 9b). Kod fotolize para
supstituiranih spojeva 41 i 42 (shema 9c i d) ne moze doci
do intramolekulskih reakcija u odgovaraju¢im QM 48,
odnosno 50, pa su oni karakterizirani duljim vremenom
Zivota (400 ns, odnosno 65 ps), $to je autorima omogucilo
njihovu karakterizaciju LFP-om. Zanimljivo je da je kvantni
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Shema 9 - Serija bifenilnih prekursora QM-a i njihove reakcije fotodehidratacije i solvolize
Scheme 9 — Series of biphenyl precursors of QMs and their reaction of photodehydratation and solvolysis

prinos fotosolvolize za spoj 41 oko 10 puta vedi nego Sto je
to slucaj za spoj 42 (¢ = 0,23, odnosno 0,026).*

U istrazivanjima koja su uslijedila, Wan i sur. prosirili su
kromoforni sustav te su studirali reakciju fotodehidratacije
u naftalenskim derivatima 52—-54 (slika 6a),>? u bifenilima

(L

OH

58a R=H
58b R=Ph

Slika 6
QM

55-57723 (slika 6b), gdje je kromoforni sustav dodatno
povecan uvodenjem fenilnog supstituenta na benzilni po-
lozaj te u terfenilnim derivatima 58 i 59** (slika 6¢). Naf-
talenski derivati dali su vrlo kratkozivuce QM, $to je uzro-
kovano vrlo ucinkovitim nastajanjem kromana te iz tog
razloga QM nisu mogli biti studirani LFP-om. Supstitucija

L, U2
O OH OO OH

A

54
HQ
e Ua W
PH
57
R
OH
UaWaWal
59 R=H
59b R=Ph

— (a) Naftalenski,?* (b) bifenilni’®33 i (c) terfenilni** derivati koji u reakciji fotodehidratacije daju

Fig. 6 —(a) Naphthalene,* (b) biphenyl’*** and (c) terphenyl** derivatives which deliver QMs in pho-

todehydratation reaction
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benzilnog polozaja fenilom (55-57) produljila je vremena
Zivota odgovarajué¢ih QM-a, kao i kvantni prinos reakcije
fotosolvolize (za fotoreakciju spoja 23 prikazanu na she-
mi 8 kvantni prinos je 0,23, dok za istu fotoreakciju kod
spoja 55 iznosi 0,41). Kod terfenilnih derivata (58 i 59)
primijecena je reakcija fotosolvolize, $to indicira postoja-
nje QM-a kao meduprodukta, no oni nastaju s vrlo niskim
kvantnim prinosima i kratkozivudi su te nisu mogli biti oka-
rakterizirani LFP-om.?*

Popik® i Freccero® takoder su studirali reakciju fotode-
hidratacije kod naftalenskih derivata. S obzirom na to da
povecani kromoforni sustav pruza mogucnosti generiranja
QM-a svjetlos¢u valne duljine 350 nm, generiranje QM-a
iz takvih derivata je od osobitog interesa za biolosku pri-
mjenu QM-a. Freccero je pokazao da se, zbog postojanja
intramolekulske vodikove veze izmedu susjednog karboni-
la i fenolne OH-skupine, QM moze ucinkovitije generirati
(@ = 0,47) iz derivata BINOL-a 60 (shema 10), iako je kra-
¢ezivudi (r = 200 ps), od odgovarajuceg naftalenskog QM
61 (r = 4—8 ms).>®

OO - C C
OH hv
[ ——

CH;CN/H,O OO

60 61

Shema 10 - Fotodehidratacija kod derivata BINOL-a 60"
Scheme 10 — Photodehydration in BINOL derivative 60"

@)

OH OH

OH OH

Popik je LFP-om studirao reakciju dehidratacije derivata
2-naftola 62 i 63 te je utvrdio da odgovarajuc¢i QM 66 i 67
(r = 4 — 8 ms) nastaju stupnjevitim mehanizmom iz nekih
kracezivucih vrsta (z = 10 ps), koje je pripisao naftoksetnim
strukturama 64 i 65 (shema 11).%> U nastavku svojih istrazi-
vanja Popik je primijenio moguc¢nost generiranja QM-a iz

ﬁ
CH;CN/H,O
OH
—>
OO CH,CN/H,0

Shema 11
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naftalenskih derivata za dizajniranje fotouklonjivih zastit-
nih skupina za alkohole, fenole i karboksilne kiseline,*® ali i
za modifikacije ¢vrstih povrsina i fotolitografiju.®”

Meier je u svom preglednom radu® teorijskim racunima
pokazao da su QM stabilnije vrste od svojih veznih izo-
mera benzokseta (za oko 20 k) mol™"), pa su time i prevla-
davajuce vrste u ravnotezi (shema 12). Moze se ocekivati
da su naftokseti dosta slicni benzoksetima po ponasanju i
stabilnosti, te se asignacija tranzijentnih apsorpcijskih spek-
tara u radu Popika®> stoga moze dovesti u pitanje.

O
L —
2 68

Shema 12— Ravnoteza izmedu QM-a i benzokseta
Scheme 12 — Equilibrium between QM and benzoxete

S obzirom na to da su QM i benzokseti vrlo reaktivne vrste,
za njihovu detekciju pri sobnoj temperaturi nuzne su tran-
zijentne spektroskopske tehnike kao sto je LFP. Kako bi se
reaktivni meduprodukti odrzali stabilnima dovoljno dugo
da ih se moze okarakterizirati spektroskopskim tehnikama,
jedno od rjesenja je njihov studij pri jako niskim tempera-
turama, tj. pri kriogenim uvjetima (tipicno 10 K). Pri tim
uvjetima nema dovoljno energije da bi se presla energetska
barijera potrebna za kemijsku reakciju te vrste koje su ina-
Ce vrlo reaktivne mogu egzistirati vrlo dugo. 1z tog razloga
Tomioka i sur. fotokemijski su generirali roditeljski benzok-
set 68 u argonskoj matrici pri 10 K'i studirali njegovu foto-
izomerizaciju u QM 2 i obrnuto (shema 13).%? Uspjesno su
snimili IR spektre tih meduprodukta i usporedili ih s teorij-
ski izraCunatim, te time izravno dokazali njihove strukture.
Vrlo sli¢nu fotoravnotezu izmedu 4,6-dimetilbenzokseta i
4,6-dimetil-o-QM pri 7,6 K u argonskoj matrici studirali su
nesto kasnije Solomon i Wentrup sa suradnicima. Postoja-
nje QM-a i benzokseta, osim eksperimentom, potkrijepili
su i teorijskim racunima.*

O0n — OO
~O

— Fotodehidratacija u derivatima 2-naftola 62 i 63*°

Scheme 11 — Photodehydration in derivatives of 2-naphthol 62 and 63*
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Shema 13 - Reakcijski niz kojim su Tomioka i sur. generirali ro-

diteljski benzokset 68 i QM 2%
Scheme 13 — Reactions in which Tomioka and co-workers gener-
ated parent benzoxete 68 and QM 23

2.4.1. Fotoeliminacije octene kiseline

Fotoeliminaciju octene kiseline iz derivata 73 i 74 (slika 7)
studirali su Kresge i sur. U pobudenom stanju dolazi do
prijenosa protona s OH-skupine fenola na acetilnu skupi-
nu vezanu na benzilni polozaj, slijedi eliminacija octene
kiseline i nastanak odgovarajuc¢eg 0-QM-a 2,*" odnosno
roditeljskog p-QM-a 74a.*? Ovaj pristup generiranju QM-a
omogucio je po prvi put detekciju roditeljskog p-QM 74a
LFP-om.*2

2.4.2. Fotoeliminacije amina i amonijevih soli

Novu metodu generiranja 0-QM-a u vodenim otopinama,
uz ozracivanje valnim duljinama ve¢im od 300 nm, razvi-
li su Saito i sur.** U tu svrhu sintetizirali su Mannichove

OH  NMe,

oy

OH NMe,

£

, Kem. Ind. 66 (9-10) (2017) 481-504

OH OH

73 74 74a

Slika 7 — Acetatni prekursori QM-a*'#?
Fig. 7 — Acetate precursors of QM?*'42

o

baze derivata fenola (75), bifenila (76 i 77) i naftalena (78)
(slika 8) te su proveli fotokemijske reakcije deaminacije u
kojima nastaju odgovaraju¢i QM. Reakcije su provodili u
prisutnosti etil-vinil-etera i kao produkte izolirali derivate
kromana u dobrim iskoristenjima (shema 14). Prisutnost
QM-a kao meduprodukta u reakcijama nisu dokazali tran-
zijentnom spektroskopijom, nego samo neizravno, prema
produktima fotoreakcije.

Godine 2005. objavljen je rad u kojem su Matsumoto i
sur. iz naftalenskih derivata 81 i fenantrenskih derivata 82
(slika 9) generirali QM u vodenim otopinama te su u pri-
sutnosti razli¢ito supstituiranih vinilnih etera (etil, izobutil,
2-hidroksietil) dobivali razli¢ito supstituirane derivate kro-
mana. Fotogeneriranje QM-a studirali su dodatno i u ani-
onskim i neutralnim micelama.**

- O
OH O NR,
T O

81a R=Me 82a R=Me
81b R=Et 82b R=Et
82c R=i-Pr

Slika 9 — Aminometil(hidroksi)arenski prekursori QM-a*
Fig. 9 - Aminomethyl(hydroxy)arene precursors of QM?*

NMe
Mez 2
NMe2

Slika 8 — Mannichove baze — prekursori za fotokemijsko generiranje QM—a43

Fig. 8
OH hv
(>300 nm)
Ph/@/ NMe2 i enH0
76a
Shema 14

akcija s etil-vinil-eterom*?

— Mannich bases — precursors for photochemical generation of QM*

OEt

O W O. OEt
L=,
Ph Ph

79 80

— Generiranje QM-a iz Mannichove baze bifenila i njegova Diels-Alderova re-

Scheme 14 — Generation of QM from biphenyl Mannich base and their Diels-Alder reac-

tion with ethyl-vinyl-ether*?
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U radu autori navode i potencijalnu primjenu QM-a dobi-
venih iz spojeva 81 i 82 u bioloskim sustavima, ali iako se
radi o vrlo obecavajuc¢im spojevima, nazalost nisu prove-
dena nikakva bioloska ispitivanja.**

Prema radu Freccera i sur., ozracivanje kvaterne amonijeve
soli 83 dobivene metilacijom Mannichove baze ima znat-
no vedi kvantni prinos generiranja QM 2 (¢ = 0,98) od
odgovarajuceg ranije spomenutog alkoholnog derivata 25
(@ = 0,23)*" (shema 15).%2

Prednost amonijeve soli (npr. spoj 83), za razliku od alko-
holnih derivata, kakav je npr. spoj 25, osim vrlo ucinko-
vitog generiranja QM-a, je i u tome $to je topljiva u vodi.
Potrebno je naglasiti jos jednu prednost ovakvih spojeva, a
to je nepostojanje nukleofilnog centra — slobodnog amin-
skog dusika, kao sto je to slucaj u Mannichovim bazama
(npr. 75-78, 81 i 82). Slobodni amin reagira s QM-om i
time mu skracuje vrijeme Zzivota, a to je ovdje izbjegnuto.
Ucinkovito generiranje dugozivu¢ih QM-a omogucilo je
autorima studij reaktivnosti QM-a u Cistoj vodi s razli¢itim
nukleofilima - aminokiselinama: glicinom, serinom, cistei-
nom, lizinom i tirozinom te s peptidom glutationom. lako
su odredili i konstante brzine reakcije s raznim nukleofi-

OH
%Me N hv
MeOH/H,O
83 & =098
Shema 15

jom Mannichove baze*

lima,** mehanizam reakcije deaminacije u pobudenom
stanju do danas nije istrazen.

Zhou i sur. primijenili su fotoeliminaciju amonijevih soli
dobivenih iz Mannichovih baza za generiranje QM-a na
bifenilnom derivatu 84, dok su Freccero i sur. istu re-
akciju primijenili na derivatima bipiridina 85, BINOL-a
86-88""" i naftalena 89" (slika 10). Reakcije fotoelimi-
nacije iz derivata 85-88 odvijaju se s visokim kvantnim
prinosima te su odgovaraju¢i QM studirani LFP-om. S
obzirom na visoke kvantne prinose generiranja QM-a iz
amonijevih soli, kao i topljivosti soli u vodi te pozitivnog
naboja molekule, ta metoda pokazala se vrlo korisnom za
upotrebu u bioloskim sustavima, npr. za krizno poveziva-
nje molekule DNA.™

Fotoeliminaciju u konjugatu fenola i naftalimida 90 takoder
su studirali Freccero i sur. Mehanizam fotokemijske reak-
cije nastajanja QM-a ukljucuje tripletno pobudeno stanje
naftalimidnog kromofora, gdje se u prvom koraku dogada
prijenos elektrona, nakon cega se deprotonira fenolni ra-
dikal-kation dajuéi fenoksil-radikal. Povratnim prijenosom
elektrona nastaje fenolat koji deaminacijom ucinkovito ge-
nerira odgovarajuci QM. S obzirom na to da je pokazano

OMe

2 26

— Fotogeneriranje QM-a iz kvaterne amonijeve soli dobivene metilaci-

Scheme 15 — Photogeneration of QM from quaternary ammonium salt which is ob-
tained by methylation of Mannich base**

Slika 10 — Kvaterne amonijeve soli Mannichovih baza koristene za fotogeneriranje QM-a''a11¢46:47
Fig. 10 - Quaternary ammonium salts of Mannich bases used for photogeneration of QMs''a11¢46:47
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Shema 16 - Fotokemija 4- i 5-ariletinilnih Mannichovih baza i odgovarajucih soli®'

Scheme 16 — Photochemistry of 4- and 5-arylethynyl Mannich bases and corresponding salts®'

kako konjugati QM-a i naftalimida mogu selektivno alki-
lirati gvanidinske kvadruplekse, taj derivat ima vrlo velik
potencijal za primjenu u bioloskim sustavima.**0

Nedavno su Freccero i sur. objavili sintezu i fotokemiju 4- i
5-ariletinilnih Mannichovih baza i njihovih odgovarajucih
soli topljivih u vodi (91).>" Pokazali su da kod takvih spo-
jeva nakon pobude zracenjem valne duljine izmedu 310
i 400 nm moze doci do dva procesa (shema 16). Prvi se
dogada u proti¢cnim otapalima iz singletnog pobudenog
stanja i rezultira generiranjem QM-a koji moze posluziti
kao alkiliraju¢i agens. Drugi proces dogada se iz tripletnog
pobudenog stanja, i to u aproti¢nim otapalima. Pri tome
spoj 91 djeluje kao tripletni senzibilizator na kisik, sto re-
zultira nastankom singletnog kisika. S obzirom na to da se
iz spoja moze generirati QM bliskovidljivim zracenjem i da
moze djelovati kao tripletni senzibilizator na kisik, radi se o
strukturi koja je vrlo dobar lead spoj za daljnju optimizaciju
u svrhu primjene u fotokemoterapiji (QM), odnosno foto-
dinamickoj terapiji (singletni kisik).

2.4.3. Fototautomerizacije i ESIPT na ugljikov atom

Wirz i sur. su 1977. objavili prvi primjer fotokemijskog ge-
neriranja QM-a reakcijom fototautomerizacije u naftoki-
nonu 93.>? Reakcija se odvija preko tripletnog pobudenog
stanja, gdje dolazi do enolizacije i nastanka QM-a 94 (she-
ma 17).

o o]
(O == 1)
—_—

CH; O CH, OH
93 94

Shema 17 - Generiranje QM-a u reakciji fototautomerizacije®?
Scheme 17 — Generation of QM in phototautomerization reac-
tion>?

Rokita je taj tip reakcije upotrijebio za generiranje QM-a iz
antrakinon-oligonukleotidnog konjugata 95 (slika 11), koji

je upotrijebio za krizno povezivanje molekule DNA na vrlo
specificnom dijelu, komplementarnom s faktorom prepo-
znavanja u derivatu 95.>

O CHy
©
(Ui 30
N ~P~_ACGTCAGGTGGCACT
Moo
O CHy

O
[ I 9% I J
reaktivna skupina razmaknica faktor prepoznavanja
reactive group linker recognition factor

Slika 17 — Antrakinon-oligonukleotidni konjugat upotrijebljen za
fotoinduciranu alkilaciju DNA®?

Fig. 11— Anthraquinone-oligonucleotide conjugate used for
photoinduced alkylation of DNA®?

Roditeljski p-QM 74a moze se generirati iz derivata 4-hi-
droksiacetofenona 96 u foto-Favorskiijevoj reakciji. Reak-
cija se odvija iz tripletnog pobudenog stanja biradikalskog
tipa, gdje nakon dekarbonilacije nastaje QM 74a.>* Tako-
der je studirana reakcija fotogeneriranja QM-a 98 iz 4-hi-
droksiacetofenona 97 (slika 12).%°

OH

HO X = OTs, OMs HO o
9% 97 98

Slika 12 — Derivati 4-hidroksiacetofenona koji daju QM u fotoke-
mijskoj reakciji>*

Fig. 12— Derivatives of 4-hydroxyacetophenone which delivers
QM in photochemical reaction>*

ESPT su u reakcijama fototautomerizacije hidroksistirenskih
derivata 99-102 studirali Yates,”® Wan>” i Arai/Lewis?’>® sa
svojim suradnicima (slika 13).
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Slika 13 — Hidroksistirenski derivati koji daju QM reakcijama fo-
totautomerizacije®*°7%

Fig. 13— Hydroxystyrene derivatives which deliver QM by pho-
totautomerization?3°7:58

Kvantni prinos fotohidratacije spoja 99 u CH,CN/H,O
(1:1)iznosi 0,13 = 0,02 (shema 18).°72

Ph Ph Ph
OH
hv CH, CH,
—_— J——
on CHCN/H,0 o on
929 104 105
Shema 18 - Fototautomerizacija u o-hidroksistirenskom deriva-
tu 99°7
Scheme 18 - Phototautomerization in o-hydroxystyrene deriva-
tive 99°7°

| u meta-derivatu 106 takoder se dogada fotohidrata-
cija. Naravno, u tom slucaju reakcija se odvija preko
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zwitteriona 107 (shema 19), i ta je reakcija ucinkovitija
(@ = 0,10 = 0,02)°""¢ od analogne reakcije fotohidratacije
spoja 101 (¢ = 0,013 = 0,005)°""¢ zbog dobro poznatog
meta-efekta u fotokemiji.'?

Reakcije fotohidratacije u razli¢ito supstituiranim derivati-
ma hidroksistilbena studirali su Arai i sur. te su utvrdili da
je reakcija specificna — reaktivan je samo m-izomer 102.
On podlijeze fototautomerizaciji dajuci zwitterionski QM
103 (@ = 0,15), koji adicijom vode daje produkt fotohi-
dratacije.*®

U nastavku svojih istrazivanja Wan i sur. studirali su reak-
cije u kojima je dvostruka veza na koju se prenosi proton
dio aromatskog sustava.>® Tako su na primjeru 2-fenilfeno-
la 109 pokazali da pri ozracivanju u otopini CH;CN/D,O
dolazi do ugradnje deuterija na o- i p- polozaje fenilnog
prstena (shema 20). QM 110 moZe nastati u ¢vrstom sta-
nju, proticnom i aproticnom otapalu, dok je za nastanak
QM-a 111 nuzno proti¢no otapalo koje sudjeluje u prije-
nosu protona.

Sli¢ne reakcije studirane su kod 1-naftola,®® naftil-fenolnih
derivata (shema 21a),*" BINOL-a,°* terfenilnih derivata,®
pirenskih derivata,® i antracena® (shema 21b). Zanimlji-
vo je kako je upravo reakcija fototautomerizacije kod BI-
NOL-a glavni uzrok njegove racemizacije ako je izlozen
svjetlu.®?

Yates®® i Freccero studirali su i primjer ESIPT-a s fenolne
OH-skupine na susjednu trostruku vezu alkina 120 (she-
ma 22).°%> Freccero je LFP-om okarakterizirao vinilidenski
QM 121, a odredene su i konstante brzine reakcije QM-a
121 s raznim nukleofilima (aminima) te izolirani odgova-
rajudi adukti.

Ta reakcija ima svoju potencijalnu primjenu u sintezi deri-
vata tipa 122/123 u slucajevima kad to nije moguce prove-
sti na neki jednostavniji nacin.

HC
Ph HO——ph
Yy S G
oo

106
Shema 19

- Fotohidratacija u spoju 106°7°<

Scheme 19 - Photohydration in compound 10657"<

OH v
CH,CN / D,O
(obrada s H,0)
(H,O workup)

=OH

D 113

Shema 20 - ESPT u spoju 109, selektivna ugradnja deuterija u aromatski prsten kad je reakcija provedena

u deuteriranom proti¢cnom otapalu®

Scheme 20 — ESPT in compound 109, selective incorporation of deuterium in aromatic ring when the
reaction was carried out in deuterated protic solvent™
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Shema 21 - (a) ESIPT u naftil-fenolnom derivatu 114,°' (b) fotohidratacije u antracenskom derivatu 119%
Scheme 21 — (a) ESIPT in naphthtyl-phenol derivative 114,°' (b) photohydration in anthracene derivative 119
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Shema 22— ESIPT na alkinsku trostruku vezu i reakcije nastalog vinilidenskog QM-a s nukleofilom (aminom)
Scheme 22 — ESIPT on alkyne triple bond and reactions of formed vinylidene QM with nucleophile (amine)

3. Bioloska aktivnost kinon-metida
3.1. Mehanizmi bioloske aktivnosti kinon-metida

QM su spojevi Cija se bioloska aktivnost temelji na nji-
hovoj sposobnost alkiliranja prirodnih makromolekulskih
nukleofila prisutnih u stanici: aminokiselina,**” peptida
i proteina,®®% nukleotida,”® mogucnosti inhibiranja aktiv-
nosti nekih enzima” te alkilaciji i kriznom povezivanju

O CH,OCONH, OH

DNA. 110464770 Fotokemijskim reakcijama unutar Zive stani-
ce mogu se pripraviti QM, sto je vrlo pogodno za primjenu
u bioloskim sustavima, npr. za tretman karcinoma.* Spo-
sobnost kriznog povezivanja DNA svrstava QM u poten-
cijalne antitumorske terapeutike.”>”* Neki antineoplasti¢ni
agensi, kao sto je mitomicin C (124), temelje svoju antipro-
liferativnu aktivnost na meduproduktima QM-a (127) koji
nastaju kao posljedica metabolizma lijeka (shema 23).7
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e TTE—— =
H,C N DNA alkilation HyC N
OH NH, OH NH,
/ 128 127
OH OH
HN H,N DNA
) DNA  krizno povezivanje DNA p
H,C N cross-linking DNA — i,C s
OH NH, OH NH,
129 130

Shema 23— Mehanizam bioloske aktivnosti mitomicina C (124)*7*
Scheme 23 — Mechanism of biological activity of mitomycin C (124)*7*
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Do nedavno se smatralo da antraciklinski antibiotici, kao
Sto je npr. daunorubicin (131), temelje svoju biolosku ak-
tivnost na kriznom povezivanju DNA s QM-ima koji se ge-
neriraju u metabolizmu lijeka (shema 24).7°

e
OMe OH OH O\
132 secer
sugar
daunorubicin ¢

daunorubicine

OMe OH OH Nu

134 133
Shema 24 — Metabolicko generiranje QM-a iz daunorubicina
(131)
Scheme 24 — Metabolic generation of QM from daunorubicine
(131)73;1

Daunorubicin 131 je prirodni spoj koji je prvi put izoliran
iz bakterije Streptomyces peucetius, a upotrebljava se pod
registriranim imenom DaunoXome® kao lijek za lijecenje
nekih oblika leukemije.”> On ima sposobnost interkaliranja
izmedu parova baza u DNA gdje nakon generiranja QM-a
133 moze krizno povezati DNA, te inhibirati njezinu repli-
kaciju.”® Kriznim povezivanjem DNA inhibira se enzim to-
poizomeraza ll, koji ima ulogu razdvajanja lanaca pri repli-
kaciji.”” To je ujedno i mehanizam djelovanja svih lijekova
koji krizno povezuju DNA. Neka novija istrazivanja (Koch
i sur.) govore u prilog tome da kod antraciklina za krizno
povezivanje DNA nisu odgovorni QM, ve¢ formaldehid
koji nastaje metabolicki.”® Medutim, ¢ak i sami autori tvr-
de da je podrijetlo formaldehida nastalog u metabolizmu
nepoznato; njegovo postojanje u zivoj stanici potkrepljuju
samo ispitivanjima in vitro, gdje postoji mogucnost generi-
ranja formaldehida iz nekih prisutnih agenasa. Predlozeni
mehanizam bioloske aktivnosti koji ukljucuje formaldehid
iz tih se razloga moze dovesti u pitanje. Osim spomenutih
mitomicina C i antraciklina, u upotrebi su jos i CC 1065,
derivati duokarmicina i analozi ciklopropilpiroloindola,”
koji takoder svoje djelovanje temelje na QM-ima kao me-
duproduktima.

3.2. Prednosti fotokemijskih metoda generiranja QM

Fotokemijske metode generiranja QM-a imaju visestruke
prednosti nad termickim metodama, ponajvise zbog toga
sto ne zahtijevaju upotrebu nikakvog dodatnog reagensa.
Za razliku od uobicajenih reagensa koji se upotrebljavaju u
kemiji, fotoni ne generiraju nezeljene sporedne produkte
koji su rezultat kemijske transformacije reagensa. Stoga se
fotoni s pravom mogu smatrati reagensima bez traga (engl.
traceless reagent).®® Fotokemijskim generiranjem QM-a

moze se posti¢i prostorna i vremenska kontrola nad nji-
hovim stvaranjem, sto je veoma pogodno za njihovu pri-
mjenu u bioloskim sustavima, primjerice kao fotokemote-
rapeutika.*

3.3. Fototerapija

Fototerapija je u svojim jednostavnijim oblicima u primje-
ni vec vise od 3000 godina. Stari Egipcani, Kinezi i Indi-
janci primjenjivali su ju pri tretmanu bolesti koze. Tako
su pomocu biljnih ekstrakata koji su sadrzavali furokuma-
rine (psoralene) uspijevali lijeciti vitiligo i leukodermu te
postizali repigmetaciju koze nakon nanosenja preparata i
izlaganja suncu. Razvojem moderne znanosti uspjesno su
okarakterizirani psoraleni kao aktivni fotosenzibilizatori
u navedenim ekstraktima i utvrden je mehanizam njiho-
va djelovanja.? Fototerapija se do danas razvila u ozbilj-
nu granu medicine, s mnogo poznatih lijekova za razne
bolesti i stanja. Vecina fototerapeutika koji su u upotrebi
oslanjaju se na singletni kisik, koji se u zivom tkivu generira
uz pomoc svjetla i nekog pogodnog agensa — fotosenzibi-
lizatora. Takva terapija naziva se fotodinamicka terapija i
najcesce se primjenjuje kod lijeCenja makularne degenera-
cije uzrokovane starenjem, ali i za lijeCenje tumora.®* Zbog
potrebe za izvorom svjetlosti metode fototerapije mozda
djeluju invazivno, ali s obzirom na razvijenost opreme
(lampe, laseri, diodni laseri, LED, opticka vlakna, difuzori)
fototerapija je minimalno invazivna te je oporavak znat-
no kraci nego kod klasi¢nih operativnih zahvata.?3%* Dje-
lovanje fotokemoterapeutika temelji se na jednostavhom
principu koji je prikazan na slici 14. Metoda se sastoji u
tome da se pacijentu oboljelom od karcinoma daje agens
koji sam po sebi nema biolosku aktivnost u primijenjenoj
koncentraciji. Pozeljno je da taj agens ima svojstvo akumu-
liranja u tumorskom tkivu. Nakon fotokemijske aktivacije
agensa, i to samo na mjestu gdje se zeli postici antiprolife-
rativna aktivnost (u tumorskom tkivu), dolazi do izazivanja
nepopravljive Stete na stanicama tumora, $to za posljedicu
ima njihovo odumiranje te u konacnici dolazi do nestanka
tumora, a time i izljecenja.

svjetlo
~ li ght

4 N/

Slika 14 — Osnovni princip djelovanja fototerapeutika
Fig. 14 - Basic principle of action of phototherapeutics

Na temeljima tih principa mogao bi se kao fotokemotera-
peutik upotrijebiti lijek koji je po strukturi prekursor QM-a.
Moguce je generirati QM na to¢no Zeljenom mijestu i u
tocno zeljeno vrijeme, ozracivanjem. Fotogenerirani QM,
zbog svoje reaktivnosti, mogli bi uzrokovati nepopravljivu
Stetu u stanici i dovesti do smrti stanice, odnosno tkiva tu-
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mora. Valna duljina apsorpcije prekursora jedan je od izni-
mno vaznih zahtjeva za primjenu fotogeneriranih QM-a u
bioloskim sustavima. S obzirom na to da i samo tkivo ap-
sorbira svjetlost, idealna valna duljina za pobudivanje izno-
sila bi oko 650 nm (crveno svjetlo). Crveno svjetlo ujedno
ima i najve¢u mo¢ prodiranja kroz tkivo. Medutim, kako
iznad 350 nm ne apsorbiraju uobicajene stani¢ne molekule
(DNA, RNA, kromoforne aminokiseline), primjena fotoge-
neriranih QM-a nije nuzno ogranicena apsorpcijom samog
tkiva, pa je zasad kroz literaturu o bioloski primjenjivim
fotogeneriranim QM-ima jedan od glavnih ciljeva dizajn
prekursora s apsorpcijskim maksimumom iznad 350 nm.
Drugi vrlo vazan uvjet za primjenu fotogeneriranih QM-a
je omjer konstanti brzine reakcije QM-a s ciljanim bioloski
vaznim nukleofilima (DNA, proteini) i vodom (shema 25).

ky
OH 4, —H,0 ° W OH
OH -——— P Nu
+H,0 2
25 ka 2 135

Shema 25 - Fotogeneriranje QM-a, povratna reakcija uzroko-
vana reakcijom s vodom i nastajanje adukta u re-
akciji s nukleofilom

Scheme 25 — Photogeneration of QM, reversible reaction with

water and formation of aduct in the reaction with

nucleophile

Kako bi QM mogao reagirati s nukleofilima u $to manjim
koncentracijama i kako bi bio selektivniji u tim reakcijama,
cilj je postizanje $to duljeg vremena zivota QM-a. Takoder
je pozeljno da reakcija fotogeneriranog QM-a s nukleofili-
ma ima visok kvantni prinos, s obzirom na to da se na taj
nacin smanjuje potrebno vrijeme ozracivanja.

3.4. Primjena fotogeneriranih kinon-metida
u bioloskim sustavima

Reaktivnost QM-a s aminokiselinama, ponajprije s ciste-
inom istrazivali su Bolton,*” Freccero* i Popik® sa svojim
suradnicima. Nadeno je da se reakcija sa serinom moze
primijeniti za inhibiciju enzima.**#”# Takoder je pokazano

o) o) (“3
H,CO
CH, Pvuopy '
HCO HO™ Yog,
R
NHBoc
136a R=H
136b R=CH;
Shema 26

da se QM mogu upotrijebiti i za obiljezavanje proteina u
svrhu istrazivanja protein-ligand ili protein-protein interak-
cija.*® Veoma dobro je istrazena reaktivnost fotogeneri-
ranih QM-a s nukleinskim kiselinama. QM moze alkilirati
nukleinsku kiselinu na fosfatnoj okosnici i na samoj nukle-
obazi. S obzirom na to da reakcije s fosfatnom okosnicom
nisu toliko zanimljive i selektivne kao sto mogu biti reakcije
s bazama DNA, u literaturi je opisan relativno mali broj
takvih reakcija. Skibo i sur. pokazali su da derivati aziri-
dinil-kinona mogu alkilirati DNA na fosfatnoj okosnici.?”
Turnbull je studirao reaktivnost p-QM-a s modelnim spo-
jevima — dialkilfosfatima u reakciji nastajanja trialkilfosfa-
ta%®% te je dizajnirao derivat 136 koji zbog spontane reak-
cije laktonizacije nakon vezanja fosfata daje derivat 138,
Sto povecava brzinu i ucinkovitost nastajanja trialkilfosfata
(shema 26).

Reakcije QM-a s deoksinukleozidima i nukleinskim kise-
linama studirao je Rokita sa suradnicima,’® pri ¢emu je
utvrdio koja su reaktivna mjesta na pojedinoj bazi DNA
(oznacavanje i numeriranje prikazano je na slici 15).%°
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Slika 15 — Potencijalna alkilacijska mjesta na purinskim i pirimi-
dinskim nukleobazama. Zadebljano su oznacena nu-
kleofilna mjesta koja mogu napadati na QM.”’

Fig. 15 — Potential alkylation places on purine and pyrimidine
nucleobases. Nucleophilic positions which can attack
QM are in bold font.”!
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— Nastanak laktonskog produkta nakon reakcije QM-a s fosfatom®

Scheme 26 — Formation of lactone product in the reaction of QM with phosphate®
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QM reagiraju s purinskim nukleobazama (dA 139 i dG
140) preko egzociklickih amino-skupina na polozajima
C6, odnosno C2.7091292 dC 141 reagira preko dusika N1 u
prstenu, dok dT ne daje adukte s QM-om jer je vrlo slab
nukleofil.””™ U kompeticijskim eksperimentima s deoksi-
nukleozidima utvrdeno je da je reakcija s citozinom vise
od 10 puta brza od reakcije s adenozinom ili gvaninom.
Reaktivnost nukleobaza koje su dio DNA molekule znat-
no je manja, a ponajvise je smanjena reaktivnost citozina
(>3600 puta), dok reaktivnost gvanina ovdje dolazi do
izrazaja, pa on u dvostrukoj zavojnici DNA postaje glav-
na meta za reakcije s QM-om, ponajprije na egzociklickoj
amino-skupini na polozaju C2.92b70

Reakciju fotodeaminacije kod bifenilnog derivata 84 pri-
mijenili su Zhou i sur. te su pokazali da ima sposobnost
kriznog povezivanja lanaca u DNA.*

Osim reakcije fotodehidratacije u derivatu BINOL-a
60, Freccero i sur. studirali su i reakciju fotodeaminaci-
je u bis-soli 87."" Pokazali su da ozracivanje u prisutnosti
plazmidne DNA dovodi do kriznog povezivanja njezinih
lanaca (shema 27), a to su potvrdili elektroforezom (krizno
povezana DNA ima razlicitu elektroforetsku pokretljivost u
odnosu na normalnu DNA).

®
SO OC
OH hv
OH + >
C o 99
143 144 145

Freccero i sur. zatim su razvili cijeli niz derivata, koji su
po svojoj strukturi konjugati BINOL-a i aminokiselina: pro-
lina, alanina, valina i lizina te u reakciji fotodeaminacije
daju QM (slika 16)." Spojevi 87 i 148b u koncentracijama
1 = 2 pmol dm~? uzrokuju krizno povezivanje DNA na-
kon ozracivanja. Zanimljivo je da nije primijecena razlika
u sposobnosti kriznog povezivanja izmedu razli¢itih enan-
tiomera (87) ili dijastereomera (npr. 147b i 148b). Iz tog
razloga spojevi 149a—c bioloski su testirani u obliku race-
micnih smjesa. Spoj 149b krizno povezuje DNA u znatno
manjim koncentracijama (5 pmol dm~?) nego spojevi 149a
i 149c (40, odnosno 20 pumol dm~3).

Spojevi 149a-b su citotoksicni u koncentracijama reda
veli¢ine pmol dm™ i to nije pojacano ozracivanjem, dok
je citotoksi¢nost spojeva 147a i 148a povecana za oko
800 - 900 puta nakon ozracivanja. Istrazivana je fotore-
aktivnost i bioloska aktivnost derivata BINOL-a s 2,6-sup-
stitucijom 150a—e."'? Spojevi 88 i 150a krizno povezu-
ju DNA pri ozracivanju u koncentracijama 0,3 odnosno
1,25 pumol dm~3. Od derivata 150b—d metilni ester 150c
i hidrokloridna sol kiseline 150b citotoksi¢ni su nakon
ozracivanja u koncentracijama 1,25 pmol dm=3. Najveca
razlika izmedu citotoksicnosti i fotocitotoksicnosti je primi-
jecena kod najjednostavnijeg derivata 88.
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Shema 27 - Krizno povezivanje DNA derivatom BINOL-a 143"
Scheme 27 — Cross-linking of DNA with BINOL derivative 143"

H;COOC
/ 147¢ R=
W 147aR= ‘ G ‘ H
R _ {—N 148c R= §—N COOCH;
CO 18aR= 149a R= Y
‘OH B
OO on HOOG 147d R=
147b R= ® 148c R= H
R 148b R= —HNG 149b R= §—N<_-COOCH;
150e R= :
148a-d cr PN
H ®
CCOr O, e He
OH OH COOH
ROOC
oe¢ : o™ e
= 150c R= §__ ,R=CH
R R 150a R=0OH 150d R= l NG , R/:t-BL?
149a-c 150a—e

Slika 16 — Prekursori BINOL-nih QM-a'"
Fig. 16— Precursors of BINOL-type QMs'"
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S obzirom na dobru selektivnost porfirina prema stanicama
raka i antitumorskoj aktivnosti nakon pobude apsorpcijom
zraCenja, Zhou i sur. pripravili su derivat porfirina 151 (sli-
ka 17), koji ozracivanjem nakon fotodeaminacije moze dati
QM.? Utvrdili su da prilikom ozracivanja u prisutnosti su-
perzavijene pBR322 DNA dolazi do pucanja lanaca DNA,
Sto moze biti uzrokovano reakcijom s QM-om ili generira-
njem singletnog kisika, no prisutnost QM-a nije dokazana
niti kemijskim rekcijama s nukleofilima, niti LFP-om.

CH,CH;
©]
N(CHy);
) Cho
(H,C)5N
CH,CH; 151

Slika 17 — Porfirinski prekursor QM-a
Fig. 17— Porphyrine precursor of QM

Basari¢ je sa svojim suradnicima istrazivao biolosku ak-
tivnost QM-a fotogeneriranih iz bifenilne serije spojeva
152-155 (slika 18).

Antiproliferativna aktivnost spojeva 152-155 testirana je
na tri ¢ovjecje stanicne linije karcinoma: HCT 116 (kar-
cinom debelog crijeva), MCF-7 (karcinom dojke) i H 460
(karcinom pluca) s ozracivanjem i bez njega (300 nm,
3 dana, svaki dan po 1 min). Dobivene su ICs, vrijednosti
(koncentracija koja uzrokuje 50 %-tnu inhibiciju rasta sta-

Tablica 2 — 1Cs, vrijednosti” za spojeve 152-155
Table 2 — 1C,, values” for compounds 152-155

_ @
CIHCH,CH,N
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Slika 18 — Bifenilna serija spojeva, prekursora QM
Fig. 18 - Biphenyl series of QM precursors’

nica) za svaki pojedini spoj (tablica 2). Najvece povecanje
antiproliferativne aktivnosti pri ozracivanju nadeno je kod
derivata 153, koji se pokazao selektivno citotoksican za
stanice karcinoma debelog crijeva (HCT 116).

U nastavku istrazivanja proucavana je fotokemijska reak-
tivnost i bioloska aktivnost derivata naftola 156-160, koji
nakon fotopobude daju odgovaraju¢e QM 161-164 (sli-
ka 19).% Spojevi sadrze veliku adamantansku jedinicu, za
koju se ve¢ prije pokazalo da stabilizira QM i produljuje
njihovo vrijeme Zivota, te time povecava njihovu selektiv-
nost u reakcijama.’® Prijelazom s fenila® i bifenila” na nafta-
lenski kromofor postignuto je da prekursori QM-a apsorbi-
raju valne duljine zra¢enja =300 nm, Sto je primjerenije
za primjenu u bioloskim sustavima, za razliku od Stetnog
UV-zracenja.

Zanimljivo je napomenuti da su iz serije naftalenskih pre-
kursora dobivena dva stabilna QM-a 165 i 166 (slika 20),
koji ne reagiraju s nukleofilima.

Stanic¢ne linije
Cell lines
Prekursor QM-a HCT 116 MCEF-7 H 460
QM precursor ICso/ pmol dm~2
neozraceno ozraceno? neozraceno ozraceno® neozraceno ozraceno?
non-irradiated | irradiated® | non-irradiated | irradiated® | non-irradiated | irradiated?
152 11 +0,7 14 +3 11 2 15+ 4 4 +1 12+04
153 >100 9+1 >100 >100 >100 >100
154 36 £5 26 =5 29 £ 13 19 =5 29 =3 25 *+3
155 68 =7 64 =3 50 =3 13 +4 20+ 2 16 =3

2 Ozraceno 3 X 1T min na 300 nm sa 6 lampi.
Irradiated for 3 X 1 min at 300 nm with 6 lamps.
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Slika 19 — Naftalenski prekursori QM-a®
Fig. 19 —Naphthalene precursors of QM?
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Slika 20 — Stabilni naftalenski QM?®
Fig. 20 - Stable naphthalene QMs?®

LFP-om (u CH,CN-H,O 1: 1) su detektirani QM 161 i 164
te su im odredena vremena zivota. Radi se o dugozivu¢im
QM-ima s vremenima zivota u milisekundama (0,2 ms za
QM 161, odnosno 0,9 ms za QM 164). Odredene su i
konstante brzine reakcije tih QM-a s nukleofilima. Osim
fotokemijske reaktivnosti i studija LFP, na ovoj seriji spojeva
napravljeno je i antiproliferativno ispitivanje, ¢iji su rezulta-
ti prikazani u tablici 3.

Pokazano je da svi spojevi osim derivata 156 pokazuju an-
tiproliferativnu aktivnost ¢ak i bez ozracivanja, dok su sta-

bilni QM 165 i 166 aktivni ve¢ i u oko 10 puta manjim kon-
centracijama. Razlika citotoksi¢nosti za ozraceni (300 nm) i
neozraceni uzorak najznacajnija je kod spoja 156, ali samo
kod stani¢ne linije MCF-7 (IC;, = 5 pmol dm™), gdje uz
ozracivanje pokazuje vise od 20 puta vecu antiproliferativ-
nu aktivnost. Povecana antiproliferativna aktivnost uslijed
ozracivanja vjerojatno je uzrokovana fotokemijskim gene-
riranjem QM 161, sto je u skladu s vrlo visokim kvantnim
prinosom fotodehidratacije spoja 156 (¢ = 0,70).

U nastavku istrazivanja povecan je kromofor ugradnjom
jo$ jednog fenilnog prstena, kao logican nastavak istrazi-
vanja provedenih na bifenilnim derivatima. Iz bifenilnih
derivata su reakcijom fotodehidratacije generirani QM s
visokim kvantnim prinosima, a na humanim stani¢nim [i-
nijama karcinoma opazeno je povecanje antiproliferativ-
nog ucinka uz ozracivanje.” Nadalje je pripravljena serija
naftilfenola 167-172 u kojima je naftalenski prsten raz-
maknica izmedu p-fenola i OH skupine na benzilnom
polozaju (slika 21).° Ispitana je fotokemijska reaktivnost
molekula u reakcijama fotosolvolize i uc¢inkovitost fotoke-
mijskog nastajanja QM-a, ciji je cilj bio pronaci optimalan
polozaj supstitucije na naftalenskom kromoforu za najve-
¢u ucinkovitost reakcije dehidratacije. Pokazalo se da kod
2,6-supstituiranog derivata 171 dolazi do najucinkovitijeg
generiranja QM (¢ = 0,25 = 0,02).



498 | b. SKALAMERA et aL.: Kinon-metidi (1. dio): Fotokemijsko generiranje i razvoj primjene..., Kem. Ind. 66 (9-10) (2017) 481-504

Tablica 3 - 1C;, vrijednosti®

Table 3 — 1C;, values®
Stanicne linije
Cell lines
Prekursor QM-a HCT 116 MCEF-7 H 460
QM precursor ICso/pmoldm=3
neozraceno ozraceno? neozraceno ozraceno? neozraceno ozraceno?
non-irradiated irradiated? non-irradiated irradiated? non-irradiated irradiated?
156 =100 =100 =100 5=+1 =100 =100
157 17 £3 16 £ 2 19 +£3 16 £ 3 19 =1 18 =2
158 11 = 0,1 12 =1 12 =2 11 =1 10 =1 65
159 39 £ 1 34 £ 1 23+ 6 18 £ 2 45 = 10 29 =12
160 36 = 25 45 = 35 39 = 16 24 = 4 25 1 20+ 8
165 2,0+0,1 - 1,004 - 2,0=+0,2 -
166 2,0 0,1 - 3,0x0,1 - 2,0 0,1 -
trioksalen” 19 + 2 0,2 + 0,02 34+ 6 0,24 + 0,1 =100 0,1+ 0,1

trioxsalene®

2 Ozraceno 3 X T min na 300 nm sa 6 lampi. U izra¢unu ICs vrijednosti usporeden je uzorak tretiranih i ozracenih stani¢nih linija s netretiranim i ozra-
¢enim stanicama (kontrola), pa primijecenih 25 % inhibicije rasta uzrokovano zra¢enjem na 300 nm ne utjece na ovdje prikazane rezultate.

Irradiated for 3 X 1 min at 300 nm with 6 lamps. In the calculation of IC;, values, the sample of treated and irradiated cell lines was compared with
the sample of untreated and irradiated cell lines (control). Therefore, the observed 25 % of growth inhibition caused by irradiation at 300 nm have no

effect on here presented results.
b Trioksalen, IUPAC naziv: 2,5,9-trimetil-7H-furo[3,2-glkromen-7-on.

Trioxsalene, IUPAC name: 2,5,9-trimethyl-7H-furo[3,2-glchromen-7-on.

OH OH

HO ‘6 HO PF;h

167 168

O OH
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169 170
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Slika 21 — Naftil-fenolni prekursori QM-a?

Fig. 21

Medutim spojevi 167-172 nisu pokazali povecanje anti-
proliferativne aktivnosti uz ozracivanje.

Daljnje povecanje kromofora postignuto je uvodenjem
antracenske jedinice. Tako je pripravljen prekursor QM
173,"° ¢ija je valna duljina apsorpcijskog maksimuma na
vise od 350 nm, Sto je bio konacni cilj zbog potencijalne
primjene u bioloskim sustavima, uz izbjegavanje za stani-
ce Stetnog UV-zracenja. Derivati antracena zanimljivi su i

— Naphthyl-phenol precursors of QMs?

stoga Sto je za antracen poznato da se moze interkalirati
izmedu parova baza u DNA % za sto je pretpostavljeno da
bi moglo biti korisno svojstvo s obzirom na to da dovodi
reagens na mjesto gdje se treba odviti fotokemijska reak-
cija. Slican pristup uspjesno su primijenili Rokita i sur.”*
Utvrdeno je da kod spoja 173 nakon pobudivanja dolazi
do generiranja QM-a 174 koji je u kiselo-baznoj ravnotezi
s kationom 175. Ozracivanjem u prisutnosti nukleofila do-
biveni su odgovarajuci adukti 176.



D. SKALAMERA et al.: Kinon-metidi (1. dio): Fotokemijsko generiranje i razvoj primjene..., Kem. Ind. 66 (9-10) (2017) 481-504 | 499

51

177

TFE

Shema 28

.
O — O
OH S

Ph  Ph 174

hv TFE T hv
OH
QO

173

O

H+
—_—
—

Ph

Ph

Ph Ph 176 Ph' Ph

— Fotokemija spoja 173

Scheme 28 — Photochemistry of compound 173

Spoj 173 je uz ozracivanje pokazao 5-10 puta vecu an-
tiproliferativnu aktivnost u odnosu na neozracene stanice
(tablica 4). Do povecanja antiproliferativne aktivnosti do-
lazi ¢ak i kad je upotrijebljeno svjetlo valne duljine koja
pada u vidljivi dio spektra (420 nm), sto znaci da spoj 173
i sli¢ni derivati imaju velik potencijal za razvoj novih foto-
kemoterapeutika.

Tablica 4 — 1C,, vrijednosti za spoj 173'°
Table 4 - 1C,, values for compound 173

ICso/ pmol dm—3

Stanic¢ne linije
Cell lines neozrac¢eno 350 nm 420 nm
non-irradiated | 3 X 5min | 3 X 15 min
HCT 116 21+0,3 2+ 0,4 2+ 0,4
MCF-7 20+ 0,5 4+3 2+0,1
H 460 19 =1 3+1 2+0,2

4. Zakljucak

Fotokemijske metode generiranja QM-a (kinon-metidi, na-
ziv po ITUPAC-u: kinometani) pruzaju moguénost prostorne
i vremenske kontrole nad njihovim stvaranjem, a ujedno
su i vrlo blage jer ne zahtijevaju nikakav drugi reagens osim
fotona. Metode vremenski razlucene spektroskopije omo-
gucuju studij reaktivnosti QM-a (¢ak i na femtosekundnoj
skali), $to je vrlo vazno jer omogucuje korelaciju strukture
i reaktivnosti, a time i dizajn novih prekursora QM-a, s po-
boljSanim svojstvima koja su zanimljiva. Naj¢es¢a metoda
generiranja QM-a je reakcija fotodeaminacije. Medutim,
reakcija fotodehidratacije mogla bi biti primjenjivija u bi-
oloskim sustavima, ponajprije zbog njezine reverzibilnosti.
Kod takvih derivata nukleofilni napad vode na QM rege-
nerira prekursor QM-a, pa to ne dovodi do propadanja
aktivnog agensa. Jedan od najvaznijih ciljeva kod priprave
prekursora QM-a koji bi bili upotrebljivi kao lijekovi je po-
micanje valne duljine apsorpcije prekursora na 650 nm, jer

takvo svjetlo najbolje prodire kroz tkivo. To bi omogucilo
generiranje QM-a ne samo in vitro nego in vivo — u tkivi-
ma zivih organizama, ¢ime se otvaraju nove mogucnosti
za razvoj novih lijekova i konkretnu primjenu u lijecenju
malignih bolesti.

Popis kratica i simbola

List of abbreviations and symbols

BINOL - 1,1'-bi-2-naftol
—1,1-bi-2-naphthol

BO - benzokset
— benzoxete
ESPT - prijenos protona u pobudenom stanju

— excited state proton transfer
ESIPT - intramolekulski prijenos protona u pobudenom stanju
— excited state intramolecular proton transfer

ICs, - koncentracija koja uzrokuje 50 % inhibicije rasta
stanica

— half maximal inhibitory concentration

LED - svjetleca dioda
— light emitting diode
LFP - laserska pulsna fotoliza
— laser flash photolysis
NMR - nuklearna magnetska rezonancija
— nuclear magnetic resonance
Nu — nukleofil
— nucleophile
Pg — zadtitna skupina
— protecting group
RNA - ribonukleinska kiselina
— ribonucleic acid
QM —kinon-metid, naziv po IUPAC-u: kinometan
— quinone methide, IUPAC name: quinomethane
UV - ultraljubicasto
— ultraviolet
vis — vidljivo (svjetlo)
— visible (light)
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SUMMARY

Quinone Methides (Part Il): Photochemical Generation and Development
of Applications in Photochemotherapy

Pani Skalamera,” Antonija Husak, and Tatjana Sumanovac Ramljak

Quinone-methides (QMs, IUPAC name: quinomethanes) are reactive intermediates that are as-
sociated with the biological activity of numerous natural and synthetic compounds. Their activity
is based on the inhibition of enzymes or, more often, on the alkylation/cross-linking of DNA.
QM s can be generated by thermal methods, but photochemical methods have great advantages
because they provide the possibility of spatial and temporal control over their generation. For the
final goal — application in photochemotherapy, the development of precursors for the generation
of QMs is crucial. This review will provide insight into the photochemical methods of generating
QMs and development of their use in photochemotherapy.

Keywords

Quinone methides, reactive intermediates, photochemical generation of quinone methides,
antiproliferative activity, DNA alkylating agents, DNA cross-linking, photochemotherapy
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