Zalacznik nr 3A
DO WNIOSKU O PRZEPROWADZENIE
POSTEPOWANIA HABILITACYJNEGO

AUTOREFERAT

Dr Tomasz Pospieszny

Synteza, badania spektroskopowe I teoretyczne
koniugatéw kwasow zélciowych

Osiaggniecia naukowe zgloszone do postepowania habilitacyjnego stanowia
monotematyczny cykl 11 publikacji naukowych wydanych po uzyskaniu stopnia
naukowego doktora

UM

Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu
Poznan, 2016




Dr Tomasz Pospieszny, Wydziat Chemii UAM w Poznaniu Zatgcznik 3A

Spis tresci

1. Spis publikacji obejmujgcych tematyke habilitacji........................o 3
2. Omowienie osiggnie¢ naukowych zgloszonych do postepowania habilitacyjnego......6
21, WPIOWAAZENIE. ....ccceiiiiiiiiiecereee ettt e 6
2.2.  Synteza, badania spektroskopowe, strukturalne i teoretyczne koniugatow

KwasOW ZOICIOWYCh........ciiiiiiiiiiii e 9
2.1.1. Bromoacetoksypodstawione pochodne kwaséw zéiciowych.................. 9
2.1.2. Czwartorzedowe sole amoniowe pochodnych kwaséw zoétciowych....15

2.1.3. Wielkoczgsteczkowe pochodne kwaséw zotciowych.......................27

2.1.4. Badania in silico koniugatow kwasow zétciowych........................... 44

2.3.  Podsumowanie i WniosKi..............cocoiiiiiiiiiiiii 48

24, LIteratura.......coooooiiiiiiiiiiciccc 53

3. Dalsze perspektywy pracy badawczej...............coooiiiiii 55



Dr Tomasz Pospieszny, Wydziat Chemii UAM w Poznaniu Zatgcznik 3A

1. Spis publikacji obejmujacych tematyke habilitacji

Przedstawiona rozprawa habilitacyjna pt. ,Synteza, badania spektroskopowe i teoretyczne
koniugatow kwaséw zétciowych” obejmuje cykl 11 monotematycznych prac [H1-H11]
zawierajacych wyniki i interpretacje prowadzonych przeze mnie badan eksperymentalnych
i teoretycznych w latach 2013-2016. Trzy prace [HS8], [H10], [H11] sa publikacjami
monoautorskimi.  Publikacja  [H10] stanowi prace przegladowa o zasiegu
miedzynarodowym, za$ [H11] stanowi rozdzial ksiazki ,Studies in Natural Products

Chemistry”.
IF IF Udzial  Punkty
Nr Publikacja wroku  5-letni (%) MNiSW
wydania
[H1] T. Pospieszny, H. Koenig, I Kowalczyk, 0,686 0,774 85 20

B. Brycki, Spectroscopic methods and theoretical
studies of bromoacetic substituted derivatives of
bile acids, Acta Chim. Slov., 2015, 62, 15-27.

Udzial wtasny: koncepcja pracy, synteza zwigzkdw,
analiza  spektroskopowa  otrzymanych  zwigzkdw,
interpretacja  wynikow, obliczenia semiempiryczne,
badania in silico, napisanie manuskryptu i udzial w
dyskusji z recenzentami.

[H2] T. Pospieszny, B. Brycki, Design and synthesis of 0,664 0,621 95 15
new conjugates of bile acids with salicylic,
acetylsalicylic and nicotinic acids, Letters in Organic
Chemistry, 2016, 13.
DOI: 10.2174/1570178613666160303215734
Udzial wlasny: koncepcja pracy, synteza zwigzkow,
zaplanowanie i wykonanie badan spektroskopowych,
interpretacja  wynikow, obliczenia  semiempiryczne,
badania in silico, napisanie manuskryptu i udzial w
dyskusji z recenzentami.

[H3] T. Pospieszny, H. Koenig, I Kowalczyk, 0,664 0,621 85 15

B. Brycki, Synthesis, Molecular Structure and

Spectral Properties of New Aminosteroid Analogs

of Squalamine Derivatives, Letters in Organic

Chemistry, 2015, 12, 674-684.

Udzial wtasny: koncepcja pracy, synteza zwigzkdw,

analiza  spektroskopowa  otrzymanych  zwigzkdw,

interpretacia  wynikow, obliczenia  semiempiryczne,

badania in silico, napisanie manuskryptu i udzial w

dyskusji z recenzentami.

[H4] B. Brycki, H. Koenig, I. Kowalczyk, 2,416 2,791 50 30

T. Pospieszny, Synthesis, spectroscopic and
theoretical ~ studies of new  quaternary
N,N-dimethyl-3-phthalimidopropylammonium
conjugates of sterols and bile acids, Molecules, 2014,
19, 4212-4233.
Udzial wtasny: koncepcja pracy, synteza pochodnych
kwasow Zétciowych, analiza spektroskopowa
otrzymanych  zwigzkéw,  interpretacia  wynikow,
obliczenia semiempiryczne, badania in silico, napisanie
manuskryptu i udzial w dyskusji z recenzentami.
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[H5]

W. Kozanecka, L. Mréweczyniska,
T. Pospieszny, B. Jasiewicz, M. Gierszewski,
Synthesis, spectroscopy, theoretical and biological
studies of new gramine-steroids salts and
conjugates, Steroids, 2015, 98, 92-99.

Udzial wtasny: koncepcja pracy, synteza zwigzkdw,
analiza  spektroskopowa  otrzymanych  zwigzkdw,
interpretacja  wynikow, obliczenia  semiempiryczne,
napisanie  manuskryptu i udzial w dyskusji z
recenzentami.

2,639

2,696

65

25

[H6]

T. Pospieszny, H. Koenig, B. Brycki, Synthesis and
spectroscopic studies of new quasi podands from
bile acid derivatives, Tetrahedron Lett., 2013, 54,
4700-4704.

Udziat wtasny: koncepcja pracy, synteza zwigzkow,
analiza  spektroskopowa  otrzymanych  zwigzkdw,
interpretacia  wynikow, obliczenia  semiempiryczne,
badania in silico, napisanie manuskryptu i udzial w
dyskusji z recenzentami.

2,391

2,295

90

25

[H7]

T. Pospieszny, H. Koenig, I Kowalczyk,
B. Brycki, Synthesis, spectroscopic and theoretical
studies of new quasi-podands from bile acid
derivatives linked by 1,2,3-triazole rings, Molecules,
2014, 19, 2557-2570.

Udzial wtasny: koncepcja pracy, synteza zwigzkdw,
analiza  spektroskopowa  otrzymanych  zwigzkow,
interpretacja  wynikow, obliczenia semiempiryczne,
badania in silico, napisanie manuskryptu i udziat w
dyskusji z recenzentami.

2,416

2,791

85

30

[H8]

Tomasz Pospieszny, Design and synthesis of new
bile acid-sterol conjugates linked via 1,2,3-triazole
ring, Helv. Chim. Acta, 2015, 98, 1337-1350.

Udzial wtasny: koncepcja pracy, synteza zwigzkdw,
zaplanowanie i wykonanie badan spektroskopowych,
interpretacja  wynikow, obliczenia semiempiryczne,
badania in silico, napisanie manuskryptu i dyskusja z
recenzentami.

1,138

1,151

100

20

[H9]

T. Pospieszny, M. Pakiet, I. Kowalczyk, B. Brycki,
Design, synthesis and application of new bile acid
ligands with 1,2,3-triazole ring, Supramolecular
Chemistry, 2016,

DOI: 10.1080/10610278.2016.1175568

Udziat wtasny: koncepcja pracy, synteza zwigzkow,
zaplanowanie i wykonanie badarn spektroskopowych,
interpretacja  wynikéw, obliczenia  semiempiryczne,
napisanie manuskryptu i dyskusja z recenzentami.

2,394

1,970

80

25

[H10]

T. Pospieszny, Molecular Pockets, Umbrellas and
Quasi Podands from Steroids: Synthesis, Structure
and Applications, Mini-Rev. Org. Chem., 2015, 12,
258-270.

Udziat wtasny: koncepcja pracy, napisanie manuskryptu
i dyskusja z recenzentami.

1,042

1,548

100

20

[H11]

T. Pospieszny, Steroidal Conjugates: Synthesis,
Spectroscopic and Biological Studies, w Studies in
Natural Products Chemistry Edited by Atta-ur

0,000

0,000

100

0,000




Dr Tomasz Pospieszny, Wydziat Chemii UAM w Poznaniu

Zatgcznik 3A

Rahman, Elsevier, Amsterdam, Netherlands 2015,
46, 169-200, ISBN: 978-0-444-63462-7.

Rozdziat w ksigzce.

Udziat wtasny: koncepcja pracy, napisanie manuskryptu
i dyskusja z recenzentami.

Sumaryczny Impact Factor

16,45

Sredni Impact Factor

Sumaryczny 5-letni Impact Factor
Sredni 5-letni Impact Factor

Sumaryczna liczba punktéw MNiSW
Srednia sumaryczna liczba punktéw MNiSW

Sredni udzial % habilitanta

1,64

17,26
1,72

225
22,5

85

Publikacje w wersji elektronicznej stanowia Zalacznik 4, natomiast o$wiadczenia

wspoélautoréw prac wraz z okreéleniem indywidualnego wkiadu kazdego z nich znajduja sie

w Zalaczniku 5.
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2. Omoéwienie osiagnie¢ naukowych zgloszonych do postepowania
habilitacyjnego

21. Wprowadzenie

Steroidy stanowia duza i niezwykle wazng grupe zwiazkéw pochodzenia naturalnego.
Wystepuja w komoérkach wszystkich roslin i zwierzat petniagc w nich funkcje: budulcowe,
regulujace, transportujace, ochronne i sygnatowe [1]. Do najwazniejszych steroidow nalezg
sterole (np. cholesterol, ergosterol, stigmasterol), kwasy zélciowe (np. litocholowy,
deoksycholowy, cholowy), hormony roélinne (np. brassinolid) i zwierzece (np. estron,
progesteron, testosteron) oraz glikozydy nasercowe (np. scylaren A, digitoksyna) [1-4].
Cecha wspodlng steroidow jest szkielet cyklopentanoperhydrofenantrenowy rozmaicie
zréznicowany przez podstawniki i stopiefi nienasycenia [5,6]. Ze wzgledu na specyficzna
budowe oraz znaczng aktywnosé¢ biologiczng steroidy sa szeroko wykorzystywane
w syntezie zwigzkéw, ktére znajduja zastosowanie w medycynie, farmakologii,
biotechnologii, kosmetologii czy nanotechnologii. Zwiazki tego typu powinny
charakteryzowa¢ sie¢ zmniejszonym dziataniem toksycznym przy jednoczesnym wzroscie
aktywnoséci farmakologicznej. Stanowi to najwazniejsze zalozenie syntezy koniugatow
steroidowych [7]. Niezwykle wazne i interesujace w tym wzgledzie sa kwasy z6lciowe, ktére
wplywaja w znacznym stopniu na rozpuszczalnoé¢ cholesterolu w zélci. Naleza one do
zwiazkéw powierzchniowo czynnych, tzn. zmniejszaja napiecie powierzchniowe, a takze
emulguja ttuszcze. Kwasy zoélciowe najczesciej wystepuja w postaci koniugatéw z glicyna
lub tauryna (Rysunek 1). Zwiazki te charakteryzuje amfipatyczny charakter, specyficzna
geometria czasteczki (pierscienie A/B sg polaczone w geometrii cis), duzy i sztywny uktad
pierScieni alicyklicznych, r6zne pod wzgledem reaktywnosci chemicznej grupy
hydroksylowe (3a; 3a,7a; 3a,12a; 3a,7a,120), taricuch boczny (najczesciej ztozony z pieciu
atomow wegla) zakoriczony grupa karboksylowa oraz czystoé¢ enancjomeryczna (Rysunek
1) [8-10].

R R° R° R*

1 kwas glikocholowy OH OH OH NHCH2;CO:H

2 kwas taurocholowy OH OH OH NHCH2CH,SO3H
3 kwas cholanowy H H H OH

4 kwas litocholowy OH H H OH

5 kwas deoksycholowy OH H OH OH

6 kwas chenodeoksycholowy OH OH H OH

7 kwas cholowy OH OH OH OH

Rysunek 1. Numeracja oraz stereochemia wybranych naturalnie wystepujacych koniugatéow kwasu
cholowego z aminokwasami (1), (2) oraz kwaséw zétciowych (3-7).
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Modyfikacje grup funkcyjnych wystepujacych w czasteczkach kwaséw zoétciowych,
umozliwiaja otrzymanie pochodnych o znacznej aktywnosci farmakologicznej. Natomiast
modyfikacja struktury, polegajaca na wprowadzeniu do ich czgsteczek zwigzkow
pochodzenia naturalnego, np. alkaloidéw, pirymidyn, puryn, diugotaricuchowych poliamin
czy weglowodanéw, prowadzi do otrzymania pochodnych kwaséw zétciowych o znacznej
aktywnosci biologicznej, wlasciwosciach kompleksujacych oraz mozliwosci rozpoznawania
molekularnego przez biatka czy enzymy, tworzeniu ukladéw typu gosé-gospodarz,
szerokich zastosowaniach w chemii supramolekularnej czy biomimetycznej [H10], [H11].
Ponadto pochodne aminowe lub amidowe kwaséw zoélciowych pelnig funkcje bardzo
dobrych organozelatoréw czy hydrozeli [11,12], sa takze niezastapione w projektowaniu
sztucznych receptorow [13-22]. Syntetyczne receptory posiadajace w swojej budowie
elementy strukturalne kwaséw zolciowych moga zawiera¢ od jednej do kilku jednostek
steroidowych. Szczegodlnie czesto projektowane sa cholafany zbudowane z dwéch jednostek
kwasow zolciowych polaczonych réznie zmodyfikowanymi Igcznikami. Cechuja sie one
wlasciwosciami jonoforéw, przez co moga stanowic fragmenty systeméw kanaléw jonowych
[22]. W zaleznoéci od modyfikacji szkieletu kwasu zolciowego oraz lacznika mozna je
stosowa¢ w rozpoznawaniu czasteczkowym kationéw i anionéw [23,24]. Jezeli natomiast
czasteczki kwasow zotciowych sa polaczone ze sobg bezposrednio z pominieciem fgcznikéw,
powstaja cyklocholany nazywane makrocyklicznymi laktonami [25-27]. Niezwykle
interesujagca i wazna z punktu widzenia chemii supramolekularnej czy inzynierii
materialowej jest zdolnos¢ z jaka kwasy zolciowe tworza ciekle krysztaly, krysztaty
inkluzyjne czy tez organiczne [27-29]. Powstaja one najczesciej w wyniku réznego typu
upakowania pochodnych weglowodoréw aromatycznych w komérce elementarnej kwaséw
z6lciowych.

Wedlug danych literaturowych izolowanie, synteza oraz modyfikowanie nowych
koniugatéw steroidowych (ang. steroid conjugates) o réznych wiasciwosciach fizycznych,
biologicznych i przede wszystkim farmakologicznych, wzrosto znaczaco w ciggu ostatnich
dwoch dziesiecioleci. Na szczegdlng uwage zasluguje postep w metodach izolacji, a takze
projektowaniu i syntezowaniu steroidowych koniugatéw z poliaminami, polialkoholami,
alkaloidami, weglowodanami, nukleozasadami, ktéry otwiera dostep do nowych, licznych
i niezwykle skutecznych lekéw, a takze zwigzkéw o wlasciwosciach organozelujacych czy
kompleksujacych.

Moje zainteresowania modyfikacjami kwasoéw zoélciowych - zaréwno poprzez tworzenie ich
koniugatéw z kwasem salicylowym, acetylosalicylowym i nikotynowym, trzeciorzedowymi
aminami dlugotaricuchowymi, alkaloidami, tworzenie ich wielkoczgsteczkowych
pochodnych czy zastosowanie chemii ‘"click" w projektowaniu nowych ukladéw
dimerycznych i zwigzkéw wielkoczasteczkowych sa czeécia powyzszego obszaru
badawczego.

Przedmiotem moich zainteresowan byly réwniez wilasciwosci fizykochemiczne oraz
szczegolowa analiza strukturalna determinujgca aktywnos$¢ biobojcza otrzymanych
koniugatéw kwasow zotciowych.
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Przedstawiona rozprawa habilitacyjna obejmuje cykl 11 publikacji monotematycznych [H1-
H11] zawierajagcych wyniki i interpretacje prowadzonych przeze mnie badan
eksperymentalnych i teoretycznych w latach 2013-2016.

Realizujac cel mojej pracy przeprowadzilem synteze i pelng analize spektroskopowa oraz
badania teoretyczne bromoacetoksypodstawionych pochodnych kwaséw zoétciowych,
stanowigcych podstawowe substraty w syntezie organicznej produktéw pochodzenia
naturalnego [H1]. Zastosowanie tych zwigzkéw opisalem w pracy [H2],
w ktoérej omoéwilem synteze koniugatow kwasoéw zélciowych z kwasem salicylowym,
acetylosalicylowym i nikotynowym. Ponadto zalozeniem mojej pracy byta synteza i analiza
wladciwosci  fizykochemicznych koniugatéw kwaséw zoélciowych o zréznicowanej
strukturze i wlasciwosciach - poczawszy od czwartorzedowych soli alkiloamoniowych
pochodnych kwaséw zoélciowych [H3] i bromkéw ftalimidopropyloamoniowych
pochodnych kwaséw zoélciowych [H4], przez sole kwaséw zolciowych z graming
i poréwnanie ich wlasciwosci z koniugatami graminy z cholesterolem i cholestanolem [H5],
do quasi-podandéw kwaséw zélciowych [H6] i ich pochodnych zawierajacych pierscienie
1,2,3-triazolowe [H7-H9]. Poza badaniami eksperymentalnymi i teoretycznymi
przedstawilem aktualny stan wiedzy dotyczacy otrzymywania i zastosowania
zréznicowanych koniugatéw kwaséw zélciowych w dwoch artykulach przegladowych
o zasiegu miedzynarodowym [H10], [H11].

Gloéwny cel naukowy moich badan zaktadat:
> synteze nowych koniugatéw kwaséw zolciowych oraz okreslenie ich struktury
badanie wtasciwosci spektroskopowych otrzymanych zwigzkéw
badanie oddzialywan wewnatrz i miedzyczasteczkowych
badania biologiczne wybranych zwiazkéw
badania semiempiryczne

VV VYV VYV

badania in silico

Moje badania byly wykonywane przy zastosowaniu magnetycznego rezonansu jadrowego
(*H i BC NMR, 2D NMR), spektroskopii w podczerwieni oraz spektrometrii masowe;j.
Badania eksperymentalne zostaly wsparte obliczeniami kwantowo-chemicznymi (PM5, ab
initio) oraz analiza in silico przy zastosowaniu programu PASS (ang. Prediction of Activity
Spectra for Substances).

Poczatkowy etap mojej pracy naukowej byl zwigzany z pracami wykonywanymi
w Zakladzie Chemii Bioorganicznej UAM kierowanym przez prof. dr. hab. Zdzistawa
Paryzka. Gléwne zadania badawcze, ktére realizowal prof. Z. Paryzek wraz z zespolem
naukowym, dotyczyly chemii supramolekularnej steroidéw, steroidowych cyklobutanonéw,
dimeréw i zwigzkéw makrocyklicznych kwaséw zoélciowych, reakcji ozonolizy steroidéw
oraz przegrupowan czasteczkowych triterpenéw. Doswiadczenie oraz fundamenty wiedzy,
ktére zdobytem w grupie badawczej prof. Z. Paryzka, umozliwily mi sformutowanie
wlasnego, odrebnego tematu badawczego, ktérego rdzeniem sa kwasy zolciowe ich
modyfikacja oraz analiza wtasciwosci spektroskopowych.
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22. Synteza, badania spektroskopowe, strukturalne i teoretyczne koniugatow
kwasoéw zé6lciowych

221 Bromoacetoksypodstawione pochodne kwaséw zélciowych

Modyfikowanie czasteczek kwaséw zolciowych jest niezwykle wazne z punktu widzenia
otrzymywania nowych koniugatéw steroidowych o zréznicowanej aktywnosci biologicznej.
Szczegbélnie  latwo  mozna  przeksztalca¢  chemicznie  chloroformylowe  [30]
i halogenoacetylowe (chloro- lub bromo-) podstawione pochodne kwaséw zotciowych.
Halogenoacetylowe pochodne s3 najczeéciej otrzymywane w reakcji kwasoéw zolciowych
z a-chloro- lub a-bromopodstawionymi chlorkami lub bromkami kwaséw karboksylowych
z dodatkiem weglanu potasu w chloroformie lub dichlorometanie, lub z wodorkiem sodu
badZ wapnia, wobec bromku tetrabutyloamoniowego (TEBA) w toluenie, a takze pirydyny
lub 4-(dimetylo)aminopirydyny (DMAP) w toluenie [31-39]. Zwiazki tego typu pelnia
niezwykle wazng role w reakcji substytucji nukleofilowej z nukleofilami azotowymi,
tlenowymi badz siarkowymi. Wykorzystywane sa w reakcji selektywnego alkilowania N-1
uracylu czy 2-tiouracylu [31,33], N-9 adeniny [32], N-1 imidazolu [35] czy
S-alkilowania pochodnych ditiokarbaminianéw [34]. Ponadto zwiazki te sa uzywane
w syntezie azydkow, bedacych podstawowymi substratami w chemii "click" [36-38]. Bajaj et
al. zastosowali chloroacetoksypochodne kwasow zélciowych do otrzymywania
czwartorzedowych soli alkiloamoniowych, ktére wykazywaly znaczng aktywnosé
cytotoksyczna [39].

Jak dotad nikt nie podjal sie selektywnej syntezy, wyodrebnienia i pelnej charakterystyki
spektroskopowej (tH NMR, 3C NMR, 2D NMR, FT-IR), a takze badari semiempirycznych
(PMD) i ab initio (B3BLYP) tych niezwykle uzytecznych substratow w syntezie organicznej.
Pierwsze, pelne doniesienia na ten temat zostaly przedstawione w pracy [H1].

Zwiazki (8-14) otrzymano w reakcji odpowiedniego estru metylowego kwasu zélciowego
z bromkiem kwasu bromooctowego wobec wodorku sodu i TEBA w bezwodnym toluenie
(Schemat 1).

CO,CH3
i) CH30H, p-TsOH I
(4) lub (5) lub (7) R2
if) BrCH,COBr, TEBA, NaH, PhCH3 Rl
Br
R R
8 H H
9 H OH
10 H OCOCH3Br
11 OH OH
12 OH OCOCH:2Br
13 OCOCH.Br OH

14 OCOCHBr OCOCH,Br

Schemat 1. Selektywna synteza bromoacetoksypodstawionych pochodnych kwaséw zétciowych.
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Wzrost reaktywnosci grup hydroksylowych wzgledem reakcji acetylowania, hydrolizy czy
redukcji mozna zestawi¢ w nastepujacy szereg: 30-OH > 7a-OH > 120-OH [27]. Jest to
bezposrednio zwigzane z ekwatorialnym polozeniem grupy 3a-OH, a tym samym jej
najwieksza podatnoscia na czynnik reagujacy. Natomiast grupa 12a-OH jest najbardziej
zatloczona sterycznie, przez co reagujacy z niag zwiazek ma utrudniony dostep do tej czesci
szkieletu kwasu zolciowego. Otrzymane produkty byly oczyszczane na kolumnie
chromatograficznej i poddane pelnej analizie spektroskopowe;j.

Na Rysunku 2 przedstawiono fragment widma H NMR zwigzkoéw (11-13). Obecnosé
niepodstawionych grup hydroksylowych 70-OH i 12a-OH powoduje, ze sygnaly
pochodzace od protonéw 7B-H i 12B-H sa potozone odpowiednio przy 3,85 i 4,00 ppm.
Jezeli grupa 120-OH jest podstawiona przez grupe bromoacetoksylowg, wéwczas protony
123-H ulegaja przesunieciu chemicznemu w kierunku wyzszych wartosci ppm (5,17 ppm).
Podobnie, podstawienie grupy 70-OH powoduje przesuniecie chemiczne w kierunku
wyzszych wartoéci ppm pochodzacych od protonéw 7p-H.

1

12pH 7BH

3p-H

5.20 5.10 5.00 4.90 4.80 4.70 4.60 4.50 440 430 4.20 4.10 4.00 3.90
ppm
12

12p-H

7p-H
3p-H

5.20 5.10 5.00 4.90 4.80 4.70 4.60 4.50 4.40 4.30 4.20 4.10 4.00 3.90
ppm

13

12B-H
7B-H

rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr

Rysunek 2. Widma 'H-NMR w zakresie 5,20-3,80 ppm przedstawiajace charakterystyczne sygnaly dla
zwiazkéw (11) czerwony, (12) czarny oraz (13) zielony [H1].

Interesujace sa takze sygnaly pochodzace od protonéw grup 3a-OCOCH2Br,
70-OCOCH:Br oraz 12a-OCOCH,Br. Dla zwiazkéw (8-14) w widmach H NMR jest
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widoczny charakterystyczny singlet wystepujacy w  przedziale 3,80-3,79 ppm,
odpowiadajacy metylenowym protonom grupy bromoacetoksylowej potozonej w pozycji 3o.
Z kolei dla zwigzkéw (13) i (14) widoczne sa dublety potozone odpowiednio przy 3,83 i 3,85
ppm, a odpowiadajace protonom grupy 7a-OCOCH:Br. Ponadto dla zwiazkéw (10), (12)
i (14) widoczne s3 odpowiednio dublet i dwa singlety potozone przy 3,85, 3,86 i 3,89 ppm.
Obserwacje te potwierdzono w oparciu o analize widm 2DNMR (COSY, HSQC, HMBC)
3a,70,12a-tribromoacetoksycholanu metylu (14). Widmo 'H-3C HSQC wskazuje korelacje
pomiedzy trzema wigzaniami protonéw C3p-H, C7B-H, C12B-H i atomem wegla grupy
C=0 [40]. Widmo HSQC zwigzku (14) pokazano na Rysunku 3. Przeciecie sygnatéw
pomiedzy 3BH/3a-CO,, 7pH/7a-CO,;, 12BH/120-CO, potwierdza strukture 3o,70,120-
tribromoacetoksycholanu metylu (14).
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Rysunek 3. Widmo HSQC NMR w CDCl; 3a,70,120-tribromoacetoksycholanu metylu (14) [H1].

Ponadto, dokonano poréwnania eksperymentalnych przesunie¢ chemicznych (H i 13C
NMR) i obliczonych dla wybranego zwigzku. Korelacje pomiedzy eksperymentalnymi
przesunieciami chemicznymi H i 3C NMR (8exp) i obliczonymi (GIAO, ang. The Gauge-
independent Atomic Orbitals) izotopowymi stalymi ekranowania (Ocac) dla 3o,7a,120-
tribromoacetoksycholanu metylu (14) przedstawiono na Rysunku 4. Obie korelacje sa
liniowe, opisane przez réwnanie dexp=a+b Ocac. Parametr a wynosi odpowiednio dla 13C i 'H
337,1619 i 45,3617, natomiast b -1,5539 i -1,3954. Bardzo dobre wspoétczynniki korelacji
(r2=0,9895) dla 3C NMR i (r2=0,8322) dla 'H NMR 3a,7a,12a-tribromoacetoksycholanu
metylu (14) potwierdzaja zoptymalizowana geometrie czasteczki.
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Rysunek 4. Eksperymentalne przesuniecia chemiczne (8exp) dla 30,70,120-tribromoacetoksycholanu
metylu (14) w poréwnaniu z izotopowymi staltymi ekranowania (0cac) przy uzyciu GIAO/B3LYP/6-
31G(d, s); Oexp=a+b ocal; (a) wegiel-13; (b) proton [H1].

Niezwykle istotna okazata sie takze analiza widm FT-IR. Widma FT-IR reprezentatywnych
zwigzkoéw (11), (13) i (14) przedstawiono na Rysunku 5.
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Rysunek 5. Widmo FT-IR (film) 3a-bromoacetoksy-7a,120-dihydroksycholanu metylu (11) (—), 3a,7a-

dibromoacetoksy-12a-hydroksycholanu metylu (13) (=), 30,70,12a-tribromoacetoksycholanu metylu
(14) (—) w zakresie 3600-400 cm™ [H1].

Charakterystyczne pasma obserwowane w widmach FT-IR sa potozone przy 3543 cm (9),
3433 cm? (11), 3541 cm? (12) i 3530 cm? (13) i przypisane drganiom rozciagajacym v(OH)
grup O(7)H, O(12)H lub O(7)H i O(12)H. W kazdym przypadku widoczne sa takze bardzo
charakterystyczne dwa silne pasma w regionach 1734-1730 cm?* i 1287-1284 cm?, ktore
odpowiadaja drganiom ©v(C=0) i ©v(C-O). Nalezy zauwazy¢, ze obecnos¢ grup
chloroacetoksylowych w dwupodstawionych pochodnych estru metylowego kwasu
deoksycholowego w polozeniu C(3) i C(12) lub tréjpodstawionych pochodnych estru
metylowego kwasu cholowego w potozeniu C(3), C(7) i C(12) powoduje nieznaczne
przesuniecie pasm drgan grup karbonylowych v(C=0) w kierunku wyzszych liczb falowych
1737-1731 cm?, co wynika z efektu indukcyjnego atomu chloru [37]. Ponadto, poréwnujac
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pasma drgan grupy karbonylowej v(C=0) w estrach metylowych i etylowych omawianych
zwigzkéw mozna wykazaé, ze pasma grupy karbonylowej estréw etylowych sg przesuniete
o okoto 20 cm! w kierunku wyzszych liczb falowych [41].

Struktury otrzymanych zwigzkéw obliczone metoda PM5 przy uzyciu programu WinMopac
2003 przedstawione sa na Rysunku 6. Najnizsza warto$¢ ciepta tworzenia wynoszaca
-425,4859 kcal/mol zaobserwowano dla 3a,7a,120-tribromoacetoksycholanu metylu (14).
Trwalos¢ tego zwiazku jest zwigzana z obecnoécia czterech grup estrowych w wyizolowanej
czasteczce. Z kolei wartosci HOF dla 3a,12a-dibromoacetoksy-7a-hydroksycholanu metylu
(12) i 3a,7a-dibromoacetoksy-12a-hydroksycholanu metylu (13) jako izomeréw
polozeniowych sa poréwnywalne (Tabela 1).

(14)

Rysunek 6. Struktury molekularne zwiagzkéw (8-14) obliczone metoda PM5 [H1].

Tabela 1. Cieplo tworzenia (ang. heat of formation HOF) [kcal/mol] dla zwiazkéw (8-14).

Zwiazek HOF AHOF HOF kilku czasteczek
Litocholanu metylu -226,5896 - -
Deoksycholanu metylu -268,6761 - -

Cholan metylu -309,3719 - -

8 -266,3263  -39,7367 -1348,8740

9 -308,5947 -39,9186 -1558,2560
10 -345,9485  -77,2724 -1744,5095
11 -348,0126  -38,6407 -1756,1661
12 -386,0620 -76,6901 -1941,6084
13 -388,6102 -79,2383 -1957,0453
14 -425,4859 -116,1140 -2108,7200

AHOF = HOsziqzkéw(S-M) - HOF estrow metylowych kwaséw zétciowych

Uklad  przestrzenny  3o,12a-dibromoacetoksy-7a-hydroksycholanu ~ metylu  (12)
przedstawiono na Rysunku 7. Cieplo tworzenia (12) ma wartos¢ -1941,6084 [kcal/mol],

13
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a odleglosci pomiedzy grupami karbonylowymi 3a-CO; i 12a-CO, wynosza odpowiednio
8,03 A 17,45 A. Z kolei odleglosci pomiedzy grupami C(24)O. sa réwne 7,68 A. Kompensacja
tadunku nastepuje w wyniku miedzyczasteczkowych oddziatywan elektrostatycznych.

Rysunek 7. Uklad przestrzenny zwigzku 3a,120-dibromoacetoksy-7a-hydroksycholanu metylu (12)
[H1].

Trzy sposréd oméwionych powyzej zwigzkéw: 3a-bromoacetoksylitocholan metylu (8),
3a-bromoacetoksydeoksycholan metylu (9) oraz 3o-bromoacetoksycholan metylu (11)
wykorzystano w syntezie nowych, nieznanych dotad w literaturze chemicznej koniugatow
kwasow zoélciowych z kwasem salicylowym (15-17), acetylosalicylowym (18-20) oraz
nikotynowym (21-23) (Rysunek 8) [H2]. Zwiazki te zostaly otrzymane w reakcji estryfikacji
bromoacetoksypodstawionych pochodnych kwaséw zotciowych (8), (9), (11) z kwasem
salicylowym, acetylosalicylowym lub nikotynowym przy uzyciu katalitycznej ilosci 1,8-
diazabicyklo[5.4.0Jundec-7-enu (DBU) w bezwodnym toluenie. Synteza tego typu
koniugatéw jest szczegélnie interesujaca i uzasadniona, gdyz koniugaty np. aspiryny
w polaczeniu z polimerem alkoholu winylowego majg podobna aktywnosé do aspiryny, ale
sa mniej toksyczne. Otrzymane nowe koniugaty kwaséw zoélciowych moga by¢ réwniez
potencjalnymi prolekami [H2].

R? R2
Rl Rl

o Oj/O o Oj/O
o (15-20) O)‘\o (21-23)
3 N/

OR
R" R° R’ R R° R’ R" R°
15 H H H |18 H H Ac|21 H H
16 H OH H |19 H OH Ac|22 H OH
17 OH OH H |20 OH OH Ac |23 OH OH

Rysunek 8. Koniugaty bromoacetoksypodstawionych pochodnych kwaséw zélciowych z kwasem
salicylowym (15-17), acetylosalicylowym (18-20) i nikotynowym (21-23).
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Wszystkie koniugaty zostaly scharakteryzowane spektroskopowo (H NMR, 3C NMR, FT-
IR) i spektrometrycznie (ESI-MS). Wyznaczono takze ich struktury molekularne. Na
Rysunku 9 przedstawiono przykladowe struktury koniugatéw (17), (20) oraz (23).

17) (20) (23)

Rysunek 9. Struktury molekularne zwigzkéw (17), (20) i (23) obliczone metoda PM5 [H2].

Najnizsze wartoéci HOF zostaly wyznaczone dla pochodnych kwasu cholowego (17), (20),
(23). Zwigkszenie liczby grup hydroksylowych w szkielecie kwasu zélciowego wplywa na
obnizenie wartosci ciepla tworzenia. Ponadto nizsze wartosci HOF zaobserwowano dla
koniugatéw kwasow zoélciowych z kwasem acetylosalicylowym (20), co mozna wytlumaczy¢
poprzez zmniejszenie reaktywnosci grupy fenolowej kwasu salicylowego. Na obnizenie
ciepla tworzenia wplywa réwniez wigzanie wodorowe pomiedzy grupa hydroksylowa
kwasu cholowego i karbonylowa kwasu acetylosalicylowego [H2].

2.1.2. Czwartorzedowe sole amoniowe pochodnych kwaséw zélciowych

Jednym z najwazniejszych i najlepiej poznanych koniugatéw steroidowych jest skwalamina

(Rysunek 10) [42]. Zostala ona po raz pierwszy wyizolowana z watroby kolenia pospolitego
(Squalus acanthias) [43-46].

Rysunek 10. Skwalamina oraz jej struktura molekularna [42].

Skwalamina jest antybiotykiem o bardzo szerokim spektrum aktywnosci drobnoustrojowej
obejmujacej bakterie Gram-dodatnie i Gram-ujemne, grzyby, pierwotniaki, a takze wirusy
[47-55]. Tak duze spektrum aktywnosci biologicznej spowodowato, ze wiele o$rodkéw
badawczych zajelo sie projektowaniem, synteza oraz okre$laniem wiasciwosci nowych
koniugatéw steroidowo-aminowych [56-64]. Gtéwne kryteria syntezy biologicznie czynnych
koniugatéw steroidoéw i poliamin zostaly podane przez Salunke et al. [7]. Koniugaty tego
typu powinny zawiera¢ sztywny, duzy szkielet hydrofobowy i przylaczony do niego
elastyczny hydrofilowy taficuch zawierajacy polarng grupe. Grupy siarczanowe powinny
by¢ tatwo usuwane i zastepowane innymi grupami polarnymi np. hydroksylowymi lub
karboksylowymi. Z kolei szkielet steroidowy moze by¢ modyfikowany na rézne sposoby,
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natomiast struktura taricucha poliaminowego jest mniej istotna. Brycki i wspélpracownicy
otrzymali, okreslili wlasciwosci i opisali serie analogéw skwalaminy [65,66]. W kolejnych
pracach rozszerzylem badania na kwasy zoélciowe i opisalem koniugaty typu
czwartorzedowych soli alkiloamoniowych kwaséw zétciowych modyfikowanych zaréwno
w pozycji C(3) jak i C(24) [H3-H5].

Przeprowadzilem reakcje dwuczasteczkowej substytucji nukleofilowej pomiedzy
bromoacetoksypodstawionymi pochodnymi kwaséw: litocholowego (8), deoksycholowego
(9) i cholowego (11) z trzeciorzedowymi aminami diugotaricuchowymi: N,N-dimetylo-N-
decylaming (24, 28, 32), N,N-dimetylo-N-dodecylaming (25, 29, 33), N,N-dimetylo-N-
tetradecylaming (26, 30, 34) oraz N,N-dimetylo-N-heksadecylaming (27, 31, 35) (Rysunek 11)
[H3].

CO,CH3
R?
Br@ : R!
R3/\/\(l3 0
/\ d
R" R° R’ R" R R° R R° R’
24 H H CsHis |28 H OH CsHis |32 OH OH CiHis
25 H H GCoHig |29 H OH CgHig | 33 OH OH CgHig
26 H H CuHzs |30 H OH CuHzs |34 OH OH  CiHas
27 H H CiHyy [31 H OH CisHyy | 35 OH OH  CigHar

Rysunek 11. Czwartorzedowe sole alkiloamoniowe kwaséw zoétciowych (24-35).

Zgodnie z mechanizmem reakcji substytucji nukleofilowej zmiana rozpuszczalnika z etanolu
lub acetonu na acetonitryl w znaczacy sposéb skrocila czas prowadzenia reakcji ze stu do
trzech godzin. Tak zmodyfikowane warunki reakcji wplynely korzystnie na wydajnosci
prowadzonych reakcji. Struktury wszystkich koniugatéw zastaty okreslone i potwierdzone
przy uzyciu metod spektroskopowych (*H, 1*C NMR, FT-IR) oraz spektrometrii masowej.
Ponadto wyznaczono takze struktury molekularne poszczegolnych zwiazkéw [H3].

Na Rysunku 12 przedstawiono przykladowe widmo H NMR bromku N,N-dimetylo-(3a-
acetoksy-7a,12a-dihydroksy-5p-cholan-24-ianu metylu)-N-dodecylammoniowego.W widmie
tym widoczny jest charakterystyczny multiplet odpowiadajacy protonowi 3f-H, mieszczacy
sie w przedziale 4,76-4,61 ppm. Ponadto, wida¢ szerokie singlety (bs) przy 3,95 i 3,82 ppm
odpowiadajace protonom 12B8-H i 7B-H. Wszystkie te sygnaly sa nieznacznie tylko
przesuniete wzgledem analogicznych protonéw w zwiazku (11). Protony grupy
metylenowej N*CH, tworza szeroki i rozmyty multiplet w zakresie 3,88-3,73 ppm i wchodza
w zakres sygnatu protonu 78-H przez co znacznie go rozszerzaja. W widmie TH NMR wida¢
takze wyrazny wplyw czwartorzedowego atomu azotu na odstanianie protonéw grupy
metylenowej C(1)H.. Sygnatl tych protonéw jest polozony w przedziale 5,01-4,90 ppm
tworzac szeroki singlet i jest przesuniety w kierunku wyzszych wartosci ppm wzgledem
sygnatu protonoéw grupy CH:Br zwigzku (11) o okoto 1,2 ppm. Sygnat pochodzacy od
szesciu protondw grup metylowych przylaczonych do czwartorzedowego atomu azotu jest
widoczny przy 3,53 ppm jako szeroki singlet.
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Rysunek 12. Widmo 'H-NMR (CDCI;, 300 MHz) bromku N,N-dimetylo-(3a-acetoksy-7o,120.-
dihydroksy-5B-cholan-24-ianu metylu)-N-dodecylamoniowego (33) [H3].

Na Rysunku 13 przedstawiono widmo FT-IR zwigzkéw (25), (29) i (33). Roznice w szerokich
pasmach absorpcji w zakresie 3500-3000 cm? odpowiadajace drganiom rozciagajacym grup
v(OH) sa $cisle powiazane z liczbg niepodstawionych grup hydroksylowych w czasteczkach
koniugatéw kwaséw zoétciowych. W widmie FT-IR zwigzku (25) znajduja sie dwa pasma
drgann rozciagajacych przy 3606 i 3414 cm?, odpowiadajace drganiom rozciggajacym
czasteczki wody. Z kolei w widmie zwigzku (29) pasmo przy 3338 cm? jest typowe dla
drgan rozciggajacych zwiazanej wodorowo grupy v(OH). Natomiast w widmie FT-IR
koniugatu (33) zawierajacego dwie niepodstawione grupy hydroksylowe w potozeniu
70-OH i 120-OH wida¢ bardzo silne dwa pasma usytuowane przy 3474 i 3376 cm?, ktore
powstaja w wyniku drgan rozciagajacych obu grup OH. W widmie FT-IR koniugatu (25)
drgania zginajace OH w czasteczce wody s(HOH) daja ostre pasmo przy 1639 cm-. Ponadto
w widmach w podczerwieni zwigzkéw (25) (29) i (33) drgania rozciagajace grup v(CH>)
i v(CHs) zaobserwowano w regionie 3081-2951 cm. Z kolei drgania deformacyjne &(CH,)
i &(CHs3) sa widoczne w regionie 1471-1352 cm-!. Intensywne pasma deformacyjne y(CH,)
grup metylenowych sa polozone w zakresie 870-610 cm. Drgania rozciaggajace v(COO)
grupy karboksylowej zaobserwowano przy 1742; 1741 11749 cm? odpowiednio dla
zwigzkéw (25), (29) i (33).
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Rysunek 13. Widmo FT-IR (KBr) zwiazkéw (25) (—), (29) (—), (33) (—) w zakresie 3600-400 cm™1
[H3].

W widmach masowych analizowanych koniugatéw mozna zaobserwowac niewielka
fragmentacje masowa, ktéra jest zdecydowanie analityczna. W widmach ESI-MS
wykonanych w metanolu, wszystkich zwigzkéw widoczny jest jon molekularny
i zaledwie kilka jonéw fragmentarycznych. Najczesciej jonem o intensywnoéci wzglednej
100% jest jon powstajacy w wyniku pekniecia wigzania CHa2(sp3)-N(sp?)(CHz)z.
W przedstawionym na Rysunku 14 widmie zwigzku (32) mozna jednak przesledzi¢
fragmentacje masowgq. Jonem podstawowym jest jon M* [CsoH70NOe*] zawierajacy
szkielet steroidowy o intensywnosci wzglednej 100% polozony przy m/z 648.
Charakterystyczna eliminacja czasteczki wody prowadzi do powstania jonu
fragmentarycznego [CsoHesNOs*] przy m/z 630 (50%). Poniewaz w pochodnych kwasu
deoksycholowego (25), (29) i (33) nie zaobserwowano eliminacji czasteczki wody z jonu
molekularnego mozna stwierdzi¢, ze odchodzaca czasteczka wody pochodzi od grupy
hydroksylowej 70-OH. Ponadto w widmie ESI-MS zwigzku (32) widoczne sa dodatkowe
dwa jony fragmentaryczne przy m/z 244 (28%) i 186 (70%). Pierwszy z nich powstaje
w wyniku hydrolizy wigzania C(sp?)-O(sp?), a drugi w wyniku rozpadu wigzania
CHoa(sp?)-N(sp?)(CHs)2 i wewnatrzczasteczkowego przegrupowania protonu, w wyniku
czego aminowy atom azotu zostaje czwartorzedowany.

648 [CaH7oNOsg]
100+

186 [CH3-(CH2)s-CHz-NH(CH3)2"

630 | [CoH7NOgs— H20]"

244 [CH3—(CH2)e-CHz—N(CHz)2-CH2-COzH]"

(o8 O NSRS Y W W Y e
1

" .
T T T T T T T T T T T T T P T T T T

T RaREEE N e Hrrfraer aapiennn m/z
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Rysunek 14. Widmo ESI-MS w trybie jonéw dodatnich bromku N,N-dimetylo-(3a-acetoksy-7a,12a-
dihydroksy-5p-cholan-24-ianu metylu)-N-decylamoniowego (32) [H3].
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Struktury molekularne konformeréw syn i anti koniugatu (33) obliczone metoda PM5
przedstawiona Rysunku 15. Najnizsze wartoéci HOF dla czwartorzedowych koniugatéw
alkiloamoniowych kwasoéw zélciowych (24-35) sa widoczne dla koniugatow kwasu
cholowego (32-34). Na obnizenie wartosci HOF ma wplyw zaréwno liczba grup
hydroksylowych w szkielecie steroidowym jak i zwigkszanie dlugos¢ tanicucha
alkiloamoniowego. Wartosci HOF dla konformeréw anti sa nieco nizsze niz dla
konformeréw syn. Mozna to wytlumaczy¢ tym, iz uklad przestrzenny konformeréw anti
tworzy stabilne kompleksy typu goéé-gospodarz. Kompleksy takie moga by¢ stabilizowane
przez wigzania wodorowe lub oddzialywania elektrostatyczne, wynikajace z liczby grup
hydroksylowych w czasteczce kwasu zolciowego - im wiecej grup hydroksylowych tym
nizsze wartosci ciepta tworzenia. W przypadku konformeréw syn obserwuje sie zwiekszenie
wartosci ciepla tworzenia, co jest zwigzane ze zmniejszeniem dostepu do powierzchni
koniugatu.

Rysunek 15. Struktury molekularne koniugatu (33) obliczone metoda PM5 - konformer syn (a), anti
(b) [H3].

Niezwykle istotng funkcje biologiczng pelnig takze N-ftalimidowe pochodne, ktérych
zdolnos¢ hamowania o-glukozydazy wykorzystana jest w substancjach o aktywnosci
farmakologicznej. Zwiazki tego typu sa badane miedzy innymi pod katem eradykacji
zarodZca sierpowatego (Plasmodium falciparum) wywolujacego malarie. Pierwotniak ten jest
przyczyna najwiekszej liczby zgonéw ludzi na $wiecie. Problem ten zwrdécit moja uwage,
dlatego tez postanowilem otrzymaé nowe N-ftalimidowe pochodne kwaséw zotciowych
o potencjalnych wlasciwosciach przeciwpierwotniakowych. Na Schemacie 2 zostala
przedstawiona synteza bromkoéw: N,N-dimetylo-(3 a-acetoksy-5p-cholan-24-ian metylu)-3-
N-ftalimidopropyloamoniowego (36), N,N-dimetylo-(3a-acetoksy-12a-hydroksy-53-cholan-
24-ian metylu)-3-N-ftalimidopropyloamoniowego (37) oraz N,N-dimetylo-(3a-acetoksy-
70,120-dihydroksy-5p3-cholan-24-ian metylu)-3-N-ftalimidopropyloamoniowego (38) [H4].

Q CO,CHg
N""N(CH,),
o) R2
(8) lub (9) lub (11)

CH4CN, 81 °C R!

o 0
o] @j/ Rl R?
N/\/\N o 36H H
/\ B 37H OH
0 38 OH OH

Schemat 2. Synteza N-ftalimidowych podstawionych pochodnych kwaséw zétciowych (36-38).
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Widma FT-IR N-ftalimidowych pochodnych kwaséw zoélciowych (36-38) przedstawiaja
charakterystyczne pasma przy 1775-1773 cm? odpowiadajace drganiom rozciggajacym
grupy karbonylowej v.(C=0) w czesci ftalimidowej (Rysunek 16) [67,68]. Z Kkolei
symetryczne drgania rozciagajace vs(C=0) wystepuja w widmie FT-IR jako szerokie,
niesymetryczne pasma o duzej intensywnosci przy 1716-1699 cm?, co sugeruje
nieréwnocenno$¢ grup karbonylowych w czeéci ftalimidowej. W widmie FT-IR koniugatu
kwasu litocholowego (36) (Rysunek 16, niebieska linia) widaé¢ charakterystyczne pasma
drgan v.s(C=0) i vs(C=0) ugrupowania ftalimidowego przy odpowiednio 1773 cm? oraz
w 1712 i 1699 cm?. W tym przypadku drgania v.s(C=0) i v5(C=0) sa niesymetryczne
w poréwnaniu do pasm karbonylowych pochodnych kwasu deoksycholowego (37)
i cholowego (38). Nierownocenno$¢ v.s(C=0) w widmie FT-IR obserwuje si¢ réwniez dla
N,N-bis-(ftalimidopropylo)-N-propyloaminy [69]. W przeciwienistwie do powyzszego
przykladu w monohydracie chlorowodorku N,N-dimetylo-3-ftalimidopropylamoniowego
i N-n-butylotetrachloroftalimidzie nie zaobserwowano rozszczepienia pasma drgani grupy
karbonylowej mimo réznych oddzialywann kazdej grupy karbonylowej w strukturze
supramolekularnej [70,71]. Ponadto drgania rozciagajace v(COO) w grupie karboksylowej
w podczerwieni wystepuja przy 1747-1736 cm! (Rysunek 16).

100

Transmitancja [%)]

1800 1750 1700 1650
Liczba falowa/cm™
Rysunek 16. Widmo FT-IR w zakresie drgan grupy karbonylowej dla koniugatéw (36) (—), (37) (—),
(38) (—) [H4].

Dla badanych zwigzkéw zoptymalizowano struktury molekularne metoda PM5 oraz
B3LYP/6-31G(d,p) (Rysunek 17). Cieplo tworzenia [kcal/mol] oraz energie [a.u.]
przedstawiono w Tabeli 2.

(@) (b)

Rysunek 17. Struktura molekularna koniugatu (38) wyznaczono metodami B3LYP (a) i PM5 (b).
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Podobnie jak w poprzednich przypadkach, najnizsze wartosci ciepta tworzenia
zaobserwowano dla pochodnej kwasu cholowego, na co ma wplyw obecnos¢ dwoéch
wolnych grup hydroksylowych, ktére moga bra¢ udzial w tworzeniu miedzy- jak
i wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych. Potwierdzaja to réwniez badania
wykonane przy pomocy metody B3LYP/6-31G(d,p) (Tabela 2).

Tabela 2. Ciepto tworzenia (HOF) [kcal/mol] oraz energia [a.u.]
kwasow zoétciowych (4), (5), (7) i ich koniugatéw (36-38).

Zwiazek HOF AHOF Energia AE
[kcal/mol] [kcal/mol] [a.u.] [a.u.]
4 -236.1585 - -1204.997432 -
5 -278.4616 - -1263.040016 -
7 -318.1685 - -1337.190617 -
36 -306.6215 -70.4630  -4640.248926 -3435.251494
37 -348.9986 -70.5370  -4714.391510 -3451.351494
38 -388.2588 -70.0903  -4788.548913 -3451.358296

AHOF = HOFkoniugat (36-38) — HOkaas z6lciowy (4,5,7)
AE = Ekoniugat (36-38) — Exwas z6lciowy(4,5,7)

Dlugosci wigzann wodorowych C(4)-H--Br i C(2)-H--Br oraz oddzialywanie pomiedzy
czwartorzedowym atomem azotu i anionem bromkowym N(2) --‘Br sg poréwnywalne dla
obu metod, chociaz warto$ci wyznaczone metoda B3LYP sa nieco krétsze - szczegélnie dla
wigzania C(4’)-H - Br. R6znice pomiedzy strukturami obliczonymi metoda PM5 i B3LYP/6-
31G(d,p) wystepuja natomiast w katach torsyjnych C(7')-N(1)-C(6")-C(5"), C(8")-C(7")-N(1)-
C(6'), C(5')-C(4')-N(2)-C(2) oraz C(6')-C(5')-C(4)-N(2).

Poréwnanie ukladu przestrzennego i interakcji bromku N,N-dimetylo-(3a-acetoksy-7a,120-
dihydroksy-5p-cholan-24-ianu metylu)-N-dodecylamoniowego (33) oraz bromku N,N-
dimetylo-(7a,12a-dihydroksy-5p-cholan-24-ianu metylu)-3-N-ftalimidopropyloamoniowego
(38) przedstawiono na Rysunku 18. Koricowe cieplo tworzenia dla ukladu czasteczek (33)
wynosi -2030,3194 kcal/mol, natomiast dla (38) -1358,893 kcal/mol. Z kolei odleglosci
pomiedzy czwartorzedowym atomem azotu i anionem bromkowym (N---Br) wynosi
odpowiednio 3,94 A i 433 A. Kompensaga tadunkéw nastepuje poprzez
miedzyczasteczkowe  oddzialywania elektrostatyczne, co jest bardzo dobrym
potwierdzeniem wniosku, ze wewnatrzczasteczkowe interakcje maja wplyw na zmniejszenie
wartoéci ciepla tworzenia. W strukturze supramolekularnej badanych koniugatéow
(N*---Br-)  jaki
i intermolekularne (N*---Br-—--N*---Br-), podczas gdy w zoptymalizowanej strukturze

oddzialywania elektrostatyczne sa  zaréwno intramolekularne

pojedynczej czasteczki oddziatywania miedzyczasteczkowe sa nieobecne.
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(33) (38)

Rysunek 18. Uklad przestrzenny koniugatéw (33) i (38).

Realizujac cel mojej pracy przeprowadzilem takze synteze koniugatéw kwaséw zétciowych
i graminy (39). Gramina jest alkaloidem indolowym, izolowanym z jeczmienia zwyczajnego
(Hordeum wvulgare). Jej biochemicznym prekursorem jest tryptofan, ktéry w wyniku
biosyntetycznych modyfikacji traci dwa atomy wegla z tarficucha bocznego, zachowujac
egzocykliczny atom azotu z grupy aminowej. Gramina wykazuje znaczng aktywnosc¢
farmakologiczng miedzy innymi podnosi ciénienie tetnicze krwi, rozluznia naczynia
krwionosne, przyspiesza regeneracje miesni gltadkich oskrzeli, pelni istotng role w procesie
metabolizmu aminokwaséw. Alkaloid ten znalazl zastosowanie jako lek przeciwko
zapaleniu oskrzeli czy astmy oskrzelowej, a jej pochodne sa aktywnymi czynnikami
przeciwnowotworowymi.

Jednym z etapéw koncepcji pracy byta synteza adduktow kwasoéw zoétciowych i graminy (40-
42) [H5] (Schemat 3). Struktury otrzymanych adduktéw zostaly potwierdzone poprzez
analize spektroskopowa i analize elementarna.

NMe, C02e H\?\‘/CHs
2 H C/
(@) lub (5)lub (7)  + y i 3 m
N a R'R N
OH 40 H H
(39) 41 H OH
420H OH

Schemat 3. Synteza adduktéw kwaséw zélciowych z graming (40-42).

Kolejnym etap polegal na syntezie nowych koniugatow kwaséw zétciowych z graminy jako
trzeciorzedowej aminy oraz 3o-bromoacetoksypodstawionych pochodnych kwaséw
z6lciowych (8), (9) i (11). Z uwagi na trudnosci syntetyczne, postanowiono przeprowadzic¢
reakcje modelowe z uzyciem mniej sfunkcjonalizowanych czgsteczek pochodnych steroli:
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3B-bromooctanu cholesterylu (43) i 3-bromooctanu dihydrocholesterylu (44) oraz graminy.

Otrzymano symetryczne zwigzki dimeryczne, ktore zawieraly w swojej strukturze czesci

sterolowe polaczone czwartorzedowym atomem azotu pochodzacym z czasteczki alkaloidu
Ojo

(Schemat 4).
SNe Br°
Br/\g O o /’/—_>>
(43) W,/
)

MeCN (45

—_—
(39) + 80°C M

0P
o) - o
Br/\\( ON® Br

O (44)
O
O\w‘%/’/)_
(48)

Schemat 4. Synteza dimeréw pochodnych cholesterolu i dihydrocholesterolu (45) i (46) [H5].

Strukture otrzymanych zwigzkéw potwierdzono za pomoca metod spektralnych (*H i 13C
NMR, FT-IR), a takze przy uzyciu spektrometrii mas (ESI-MS). Mechanizm powstawania
nowych, nieoczekiwanych produktéow wytlumaczono w oparciu o teorie miekkich
i twardych kwaséw i zasad Pearsona [72-74]. Pierwszym krokiem jest bezposrednia reakcja
N-alkilowania czasteczki graminy 3B-bromooctanem cholesterylu (43) lub 3B-bromooctanem
dihydrocholesterylu (44) w wyniku czego tworzy sie monopodstawiony addukt typu (47)
(miekki kwas). W nastepstwie ataku anionu bromkowego (miekka zasada) na grupe
metylenowa czasteczki graminy powstaje 3-(bromometyleno)-1H-indol oraz zwiazki
monopodstawione (48) i (49). Ostatecznym etapem reakcji jest atak trzeciorzedowego atomu
azotu monomeréw (48) i (49) na grupe metylenowa kolejnych czasteczek 3B-bromooctanu
cholesterylu (43) lub 3B-bromooctanu dihydrocholesterylu (44) w wyniku czego powstaja
dimery (45) i (46) (Schemat 5).

B o)
\/ , 0
la) _Steroid \
O —N\)k _Steroid
\ I Y ————— (45)i (46)
Br (48) lub (49) -Br-
N - Q
H ©f§ o
! B Q\)J\ Steroid
a7 r
(47) o~
(43) lub (44)

Schemat 5. Proponowany mechanizm powstawania dimeréw (45) i (46) [H5].

Na Rysunku 19 przedstawiono struktury molekularne adduktéw kwaséw zélciowych
z graming wyznaczone metoda PMb5. Z przeprowadzonych badan semiempirycznych
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wynika, ze najnizszg warto§¢ HOF ma addukt (42). Ponadto pierscienie czgsteczki graminy
sa zorientowane prostopadle do szkieletu steroidowego. Natomiast proton grupy N+*(CHs).H
jest umiejscowiony pomiedzy dwoma atomami tlenu grupy karboksylowej. Odlegtosc
pomiedzy protonem a atomami tlenu grupy karboksylowej wynosi 1.76 A, natomiast
pomiedzy protonem i atomem azotu 1.26 A

(42)
Rysunek 19. Obliczone metodg PM5 struktury adduktéw alkaloidowo-steroidowych (40-42).

Wyznaczono takze ciepto tworzenia powstalych dimeréw sterolowych. Wyniki obliczen
wskazuja na wieksza trwaloé¢ dimeru powstalego z dihydrocholesterolu. Mozna to
wyttumaczy¢ brakiem wigzan wielokrotnych w czasteczce zwiazku. Jednoczes$nie badania
semiempiryczne nie wyjasnily, dlaczego nie powstaly oczekiwane koniugaty. Ciepto
tworzenia pochodnej dihydrocholesterolowej wynosi -389,8861 kcal/mol, natomiast dla
cholesterolowej -344,1652 kcal/mol. Na Rysunku 20 przedstawiono strukture molekularng
dimeru (45).

Rysunek 20. Struktura molekularna dimeru (45) [H5].

Ponadto wspoélpracujac z Zakladem Biologii Komoérki Instytutu Biologii Eksperymentalnej
na Wydziale Biologii UAM, zbadalem aktywnos¢ biologiczng adduktéw (40-42) oraz
dimeréw (45) i (46). W literaturze chemicznej istnieja interesujace doniesienia dotyczace
hemolitycznej aktywnosci adduktéw kwaséw zoétciowych z nikotyna i jej pochodnymi [75].
Wyniki pozyskane dla produktéw poréwnano z aktywnosScia biologiczng substratow tj.:
graminy (39), kwasu litocholowego (4), deoksycholowego (5) i cholowego (7) oraz
3B-bromooctanu cholesterylu (43) i 3p-bromooctanu dihydrocholesterylu (44). Jako miare
aktywnosci biologicznej przyjeto wlasciwosci cytotoksyczne zwiazkéw wzgledem
erytrocytow ludzkich oraz zdolno$¢ modyfikacji ksztaltu tych komorek. Aktywnosé
cytotoksyczna mierzono spektrofotometrycznie poprzez ocene uwalniania hemoglobiny
i wyrazenie wynikéw jako wudzial procentowy hemolizy. Gramina byla jedynym
niehemolitycznym zwigzkiem stosowanym w badaniach.
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Zmienne stopnie hemolizy, zmieniajace si¢ w granicach od 8% do 100%, wykrywano po
inkubacji z kwasami zélciowymi (4), (5) i (7) w zakresie stezeri od 0,001 mg/ml do 1 mg/ml
(Rysunek 21a). Stopiert hemolizy jest zalezny od hydrofobowosci kwaséw zoétciowych, co
mozna przedstawi¢ w szeregu: kwas monohydroksylowy > kwas dihydroksylowy > kwas
trihydroksylowy. Z kolei bromooctany steroli (43) i (44) wykazuja stabg hemolize - od 4% do
16%, w zakresie stezeri od 0,5 mg/ml do 1 mg/ml (Rysunek 21a).

(a)
substraty .
m 39*

m4
=5

m7
=43

1 075 05 0.25 0.1 005 001 [} [}[}5 0.00
stezenie (mg/ml)

hemoliza (%)

produkty
40
41*%
4:2#

o
&

46

8 3

1 075 0h 025 0.1 005 001 0005 0.0
stezenie (mg/ml)

hemoliza (%)

Rysunek 21. Hemoliza (%) indukowana przez badane zwiazki (po 60 minutach inkubacji
w temperaturze 37 °C). Substraty (a), produkty (b). *Nie zaobserwowano hemolizy powyzej stezenia
1 mg/ml dla: graminy (39), adduktu graminy z kwasem deoksycholowym (41) i adduktu graminy
z kwasem cholowym (42) [H5].

Nieoczekiwanie, addukty kwaséw deoksycholowego i cholowego z gramina nie
wykazywaly hemolizy (Rysunek 21b). Addukt graminy i kwasu litocholowego (40)
wykazuje mniejsza aktywnoé¢ hemolityczng niz sam kwas litocholowy (4). Wartos¢ Hso
(stezenie zwiazku powodujacego 50% hemolizy) dla adduktu kwas litocholowy-gramina
(0,061 mg/mL) byla prawie siedmiokrotnie wyzsza niz dla samego kwasu litocholowego
(0,009 mg/ml). Z kolei oba nowe dimery steroli i graminy wykazywaly wyzszy udziat
procentowy hemolizy niz odpowiadajace im substraty sterolowe. Na Rysunku 21b wida¢
wzrost hemolizy indukowanej o 80% wywolanej przez dimer (45) przy stezeniu 1 mg/ml,
w poréwnaniu do 3B-bromoacetoksycholesterolu (43). Podobna korelacje, ale mniej wyrazne
mozna zaobserwowac dla dimeru (46) i 33-bromoacetoksydihydrocholesterolu (44).

25



Dr Tomasz Pospieszny, Wydziat Chemii UAM w Poznaniu Zatgcznik 3A

Réwnolegle z badaniami hemolizy opisano morfologie krwinek czerwonych uzyskana
z obrazéw elektronowego mikroskopu skaningowego (Rysunek 22). Komorki erytrocytow
charakteryzuje dyskocytarny ksztalt, ktory w zaleznosci od czynnikéw fizycznych jak
i chemicznych moze ulega¢ zmianie. Traktowane komoérek erytrocytow adduktami kwasow
z6lciowych i graminy, powoduje przeksztalcenie dyskocytu w stomatocyt (Rysunek 22B, C,
D). Takie zmiany morfologii erytrocytéw, jak rowniez uwolnienie mikropecherzykéw (tzw.
pecherzykéw endo) z ich blony komérkowej sa typowe po ekspozycji kwaséw zétciowych
i nie wykazuja zadnego wplywu graminy na transformacje ksztattu komoérek erytrocytow.
Natomiast zmiana ksztattu komorek erytrocytow wywotana dimerami (45) i (46) (Rysunek
22E, F), wskazuje, ze ulegaja one stosunkowo tatwemu wiaczeniu do blony komorkowej
erytrocytow. Stabilny ksztatt echinocytu wywotany dzialaniem dimeru (45) zaobserwowano
przy jego niskim stezeniu, co mozna wyjasni¢ jego akumulacja w zewnetrznej warstwie
dwuwarstwy biatkowo-lipidowej czerwonej krwinki (Rysunek 22E).

Rysunek 22. Wplyw na morfologie ludzkich erytrocytéw (obserwowany pod elektronowym
mikroskopem skaningowym): PBS (prébka kontrolna) (A); adduktu kwas litocholowy-gramina 0,005
mg/ml (B); adduktu kwas deoksycholowy-gramina 1 mg/ml (C); adduktu kwas cholowy-gramina
1 mg/ml (D); 3B-bromoacetoksycholesterol-gramina 0,25 mg/ml (E);
3p-bromoacetoksydihydrcholesterol-gramina 0,25 mg/ml (F). Zwiazki nie wywolujace (C,D) lub
wywotlujace staba (5-10%) hemolize (B,E,F). Strzatki pokazuja pecherzyki endo w stomatocytach [H5].

Przeprowadzono takze ocene asymetrii i plynnosci erytrocytéw przeprowadzajac test
z Merocjaning 540 (MC540). MC540 jest anionowym, lipofilnym zwiazkiem fluoroforowym,
ktéry nie przenika przez blony do wnetrza komorek. Zmiana asymetrii i plynnosci
erytrocytow wywolana przez badany zwigzek umozliwia wnikanie czasteczek MC540
pomiedzy strukturalne pofatdowania btony. Barwnik umiejscawia sie pomiedzy domenami
btony, ale nie Iaczy sie z nimi SciSle, co mozna obserwowac pod mikroskopem konfokalnym.
Obecnos¢ czerwonej fluorescencji w blonie erytrocytéw (czerwone obrysy komorek)
Swiadczy o modyfikujacym dziataniu badanego zwiazku na asymetrie i plynnosé
dwuwarstwy lipidowej (Rysunek 23). Na Rysunku 23A i 23D widac naturalny dyskocytarny
ksztalty erytrocytow. Natomiast na Rysunku 23B/E i 23C/F wida¢ wyrazny wplyw,
wywolany badanymi zwigzkami, na zmiane w strukturze molekularnej dwuwarstwy
lipidowej. Otrzymane wyniki wskazuja, Ze na zmiane dyskocytarnego ksztattu erytrocytéow
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na ksztalt stomatocytu lub echinocytu wptywaja zaréwno kwasy zoétciowe, jak i ich addukty
z graming, a takze dimer (45).
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Rysunek 23. Zaburzenia w asymetrii i upakowaniu fosfolipidéow w blonie erytrocytow
z wykorzystaniem MC540 (zdjecia wykonane za pomoca mikroskopu konfokalnego): (A/D) prébka
kontrolna; (B/E) stomatocyty indukowane przez kwas litocholowy 0,00005 mg/mL; (C/F) echinocyty
indukowane przez koniugat gramina-3p-bromoacetoksycholesterol 0,15 mg/mL [H5].

2.1.3. Wielkoczasteczkowe pochodne kwaséw zélciowych

W ostatnich latach zwrécono szczegélng uwage na wielkoczasteczkowe pochodne kwaséw
z6lciowych. W tym nurcie badawczym zaprojektowano, otrzymano i badano zastosowanie
tzw. molekularnych kieszeni [76-82] i parasoli [83-93]. Najnowszy przeglad literaturowy
dotyczacy tych zagadnienn przedstawitem w pracy [H10]. Zwiazki te sa zbudowane
z przynajmniej dwoéch amfifilowych czesci polaczonych labilnym faricuchem z centralnym
atomem. Z kolei tworzenie wielkoczasteczkowych pochodnych steroidéw zawierajacych
sztywna "platforme" pierscienia aromatycznego po raz pierwszy opisal w 2008 roku zespot
hiszpanskich uczonych [94,95]. Otrzymali oni pochodne estronu i estradiolu potaczonych
z pierScieniem benzenu poprzez pierscienie 1,2,3-triazolu. Zwrécilo to moja uwage
i ukierunkowalo moje zainteresowanie badawcze na synteze pochodnych zawierajacych
szkielety kwaséw zotciowych [H6,H7].

W pracy [H6] skupilem sie na syntezie i badaniu wlasciwosci fizykochemicznych nowych
wielkoczasteczkowych  estrow  3o-acetoksy-, 3a,12a-diacetoksy- oraz 3a,7a,120-
triacetoksypodstawionych pochodnych kwasow z6lciowych z 1,3,5-
tris(bromometyleno)benzenem i 1,2,4,5-tetrakis(bromometyleno)benzenem.  Struktury
zwigzkéw (47-53) przedstawiono na Rysunku 24. Zwigzki te zostaly otrzymane w reakcji
bezposredniego alkilowania jonéw karboksylowych kwaséw  zétciowych 1,3,5-
tris(bromometyleno)benzenem lub 1,2,4,5-tetrakis(bromometyleno)benzenem za pomoca
katalitycznej ilosci 1,8-diazabicyklo[5.4.0]Jundec-7-enu (DBU) w bezwodnym toluenie [96].
DBU jako mocna zasada oraz slaby nukleofil generuje jon karboksylowy. Jest to bardzo
skuteczna reakcja estryfikacji, zalezna jednak silnie od polarnoéci rozpuszczalnika. Najlepsze
wydajnosci dla odpowiednich estréw otrzymano w rozpuszczalnikach niepolarnych, takich
jak toluen.
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(47-50) (51-53)
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H
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Rysunek 24. Quasi-podandy pochodnych kwaséw zoétciowych (47-53).

Z kolei zainspirowany praca Luo et al. [80] postanowilem przeprowadzi¢ reakcje syntezy
quasi-podandéw pochodnych kwaséw zolciowych zawierajacych w strukturze dodatkowe
pierscienie 1,2,3-triazolowe [H7]. Zalozenia chemii "click" sa stosunkowo nowe i stanowia
bardzo atrakcyjna metode nowoczesnej syntezy organicznej. Produkty powstate w chemii
"click" sg stabilne w rozpuszczalnikach o réznej polarnosci, w tym w wodzie, odporne na
utlenianie iredukcje. Ponadto piersScienie 1,2,3-triazoli bardzo czesto uczestnicza
w tworzeniu wigzant wodorowych, co zwieksza trwatoé¢ badanych ukladéw. Szczegélnie
skuteczna jest metoda wykorzystujaca katalityczne ilosci miedzi(I) w 1,3-dipolarnej
cykloaddycdji (reakcja Huisgena) pomiedzy terminalnymi alkinami i azydkami. Jest to bardzo
prosty sposob syntezy pierscieni 1,2,3-triazolu. Zastosowanie reakcji Huisgena w tworzeniu
wielkoczasteczkowych pochodnych kwaséw zoélciowych jest niezwykle przydatne [80-82].

W pracy [H7] skupilem sie na syntezie i badaniu wiladciwosci fizykochemicznych quasi-
podandéw, ktére otrzymano w reakcji estréw propargilowych kwaséw zoélciowych oraz
1,3,5-tris(azydometyleno)benzenu w  mieszaninie f-butanol/woda, z dodatkiem
askorbinianu sodu, CuSOs5HO w temperaturze 65 °C. Wszystkie substraty otrzymano
zbardzo dobrymi wydajnoéciami (>85%). Na Rysunku 25 przedstawiono struktury
otrzymanych zwigzkéw (54-58). Zgodnie z zalozeniem pracy otrzymano trzy zwigzki
tripodstawione (56-58), oraz dwa zwiazki dipodstawione (54,55), posiadajace wolna grupe
azydkowa.
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(56-58)

R R R’
54 OH H H
55 OH OH OH
56 OH H H
57 OH H OH
58 OH OH OH

Rysunek 25. Struktury i numeracja quasi-podandéw pochodnych kwaséw zétciowych zawierajacych
dodatkowe pierscienie 1,2,3-triazolowe (54-58).

Wszystkie opisane powyzej koniugaty, w przeciwienstwie do molekularnych kieszeni czy
parasoli posiadaja sztywna "platforme" benzenowgq. Pozwala to na latwiejsze generowanie
konformeréw z odpowiednig geometrig. Pierscieri aromatyczny jest plaski, dzieki czemu
moze tatwo wchodzi¢ w interakcje z powierzchnia, na przyklad biopolimeréw. Moze on
spelnia¢ funkcje specyficznej kotwicy w uktadach biologicznych. Struktury wszystkich
opisanych powyzej quasi-podandéw zostaly przeze mnie potwierdzone przez analize
spektroskopowa (*H-NMR, 3C-NMR i FT-IR) i spektrometrie masowg, oraz przebadane przy
pomocy metod semiempirycznych (PM5).

W Tabeli 3 przedstawiono diagnostyczne przesuniecia chemiczne protonéw szkieletu
steroidowego wystepujace w widmach H NMR zwigzkéow (47-58). W przypadku
koniugatéw (47-53) do grup hydroksylowych 3a-OH, 7a-OH i 12a-OH wprowadzono
blokady acetoksylowe. Mialo to na celu zwiekszenie liczby atoméw elektronodonorowych
i zbadanie oddzialywan wewnatrzczasteczkowych  zwiazkoéw. Blokada grup
hydroksylowych spowodowatla, ze przesuniecia chemiczne protonéw 3p-H, 7p-H i 12p-H
ulegaja przesunieciu do wyzszych wartoéci ppm o okolo 1 ppm wzgledem przesunieé
protonéw sasiadujacych z niepodstawionymi grupami hydroksylowymi. Szczegélnie
interesujace jest widmo 'H NMR zwigzku (50), ktéry posiada w swojej strukturze trzy r6zne
pochodne kwaséw zélciowych (Rysunek 26).
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Tabela 3. Przesuniecia chemiczne protonéw zwigzkéw (47-58).

Zwiazek Proton
WIAZEE TR 78-H 12p-H
47 475469 - -
48 474466 - 5,07
49 461454 490 5,10
4,76-4,66

50 Jeoas LO1/490 508/507
51  4,76-4,68 - -
52 475467 - 5,07
53 461454 4,90 5,08
54 3,68-358 - -
55 347334 3,82 3,93
56 3,66-3,59 - -
57 3,613,559 - 3,96
58 321315 361 3,78

W widmie 'H widoczne sa dwa bardzo charakterystyczne multiplety 4,76-4,66 ppm i 4,60-
4,54 ppm, ktore przypisano trzem protonom C33-H. Ponadto widoczne sa trzy singlety
grupy CHs-18 przy 0,72, 0,71 i 0,63 ppm oraz dwa singlety grupy CHs-19 przy 0,93 i 0,92
ppm, odpowiadajace dziewieciu protonom. W widmie 'H NMR koniugatu (50) mozna
zauwazy¢ takze bardzo charakterystyczny dublet przy 0,91 ppm oraz dublet dubletéw przy
0,81 ppm, ktére przypisano protonom grupy CHs;-21. W widmie wida¢ takze dwa szerokie
singlety protonéw C12p-H przy 5,08 i 5,07 ppm, a takze dwa singlety dla protonéw C7p-H
przy 4,9114,90 ppm (Rysunek 26).

25-CHy 19-CH; (L+D+CH),
(L+D+CH) 21-CHs (L)
18-CH; (D+CH)

18-CHs (L)

21-CH;(D+CH)

0.95 090 085 0.80 075 070 0.65
ppm

12-H (D+CH)

7B-H(CH) 3B-H (L+D) 3p-H (CH)

5.10 3.06 5.02 4.98 4.94 4.90 4.86 4.82 4.78 4.74 4.70 4.00 4.62 4.58 4.54
ppm

Rysunek 26. Widmo 'H NMR zwiazku (50).
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Z kolei w widmach 'H NMR zwiazkéw (54) i (55) byt widoczny intensywny singlet przy 4,35
ppm pochodzacy od protonéw grupy metylenowej CH>-Ns. Jest to sygnat diagnostyczny,
ktéry nie wystepuje w widmach zwiazkéw tripodstawionych (56-58) (Rysunek 27).
Natomiast sygnaty dwéch protonéw metylenowych grup CO-CH-triazol i Ph-CH»-triazol
sa polozone jako singlety odpowiednio w zakresach 5,21-5,10 i 5,57-5,48 ppm. We wszystkich
widmach zwigzkéw wielkoczasteczkowych zawierajacych pierécienie 1,2,3-triazolowe
widoczne sa singlety usytuowane odpowiednio w przedziatach 7,62-7,61 ppm przypisane do
dwoch protonéw pierscieni triazolowych zwiazkéw (54,44) oraz w zakresie 8,17-7,58 ppm
przypisane trzem protonom pierscieni triazolowych dla zwigzkow (56-58).

31-CH, 25.CH, CH3-N3
27.CH 3p-H
- Jﬁm\
78 77 76 75 56 55 54 53 52 51 50 49 48 47 46 45 44 43 37 36 35
ppm
31-CH; 25-CH,
27.CH 3pH

M M

8 77 76 75 56 55 54 53 52 51 50 49 48 47 46 45 44 43 38 37 36 35
ppm

Rysunek 27. Widmo 'H NMR w zakresie 7,8-3,55 ppm dla zwigzkéw (54) (czerwony) i (58) (niebieski)
[H7].

W widmach FT-IR (film) wszystkich zsyntetyzowanych zwiazkéw przy uzyciu metod
chemii "click" zaobserwowano bardzo charakterystyczne pasma polozone przy 3441-3358
cm?, ktére odpowiadaja drganiom rozciagajacym zwiazanych wodorowo grup vO(3)-H,
vO(7)-H i vO(12)-H. Z kolei obecnos¢ dwoch charakterystycznych i silnych pasm
w przedziale 1739-1732 cm? i 1260-1225 cm? przypisano odpowiednio drganiom
rozciagajacym grup v(C=0) i v(C-O). Ponadto dla zwiazkéw (54) i (55) zaobserwowano
intensywne pasmo przy okoto 2100 cm?, ktére jest zwiazane z obecnoscia drgan
rozciagajacych grupy v(N=N*=N-). Widma FT-IR zwiazkéw (55) i (58) przedstawiono na
Rysunku 28.
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Rysunek 28. Widmo FT-IR zwiazkéw (55) (—) i (58) (—) w zakresie 3600-500 cm™! [H7].

Ponadto dla wszystkich wielkoczasteczkowych pochodnych kwaséw  zélciowych
wyznaczono struktury molekularne. Ostateczne wartosci HOF [kcal/mol] przedstawiono
w Tabeli 4. Przykladowe struktury molekularne zwigzkéw (50) i (53) pokazano na Rysunku
29, za$ zwiazkoéw (55) i (58) na Rysunku 30.

Z przeprowadzonych badan wynika, Ze najnizsze wartosci HOF maja pochodne kwasu
cholowego (49) i (53). Trwalos¢ tych zwiazkéw mozna wytlumaczyé obnizeniem ich
reaktywnosci poprzez zablokowanie grup hydroksylowych, a tym samym zwiekszeniem
wewnatrzczasteczkowych oddziatywan elektrostatycznych. W przypadku zwiazku (50)
zawierajacego w swojej strukturze trzy rézne kwasy zolciowe nastepuje wzrost wartosci
HOF, co z kolei mozna wytlumaczy¢ brakiem zachowania symetrii i tym samym
zaburzeniem stabilizujacych oddziatywan wewnatrzczasteczkowych. Ponadto wartosci HOF
dla tetrapodstawionych pochodnych benzenu sa nizsze niz wartosci tréjpodstawionych
pochodnych benzenu. Wynika to z tworzenia naprzemiennego ukladu steroidu
w strukturze, a tym samym zmniejszenia elektrostatycznych i sterycznych interakcji
pomiedzy szkieletami kwaséw zélciowych. Ten uklad przestrzenny kwaséw zoétciowych
moze ulatwié¢ formowanie stabilnych komplekséw goéé-gospodarz.

Tabela 4. Cieplo tworzenia (HOF) [kcal/mol] dla zwigzkéw (47-58).

. HOF . HOF

Zwiazek o mol]  ZWI3%K a1 /mol]
47 7902419 54 217.30
48 10565849 55 38273
49 13073404 56 ~440.71
50  -1049.0739 57 ~568.23
51 -10600673 58 ~694.62
52 -1407.2389 - -
53 -17304799 - -
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Rysunek 29. Struktury molekularne zwigzkéw (50) i (53) obliczone metoda PM5 [H6].

W przypadku wielkoczasteczkowych pochodnych kwaséw zéiciowych posiadajacych wolne
grupy hydroksylowe najnizsze wartosci HOF obserwuje sie dla zwigzkéw zawierajacych
w swojej strukturze szkielety kwasu cholowego (55) i (58) (Tabela 4, Rysunek 30).

(58)

Rysunek 30. Struktury molekularne zwigzkéw (55) i (58) obliczone metoda PM5 [H7].
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Jest to spowodowane wzrostem liczby grup hydroksylowych, co sprzyja tworzeniu
wewnatrzczasteczkowych ~ wigzain  wodorowych.  Jednocze$nie = wykazano,  zZe
monopodstawione pochodne kwaséw zoélciowych zawierajgce pierscieni 1,2,3-triazolowy nie
moga powstawac, poniewaz wartosci ich ciepla tworzenia sa stosunkowo wysokie (okoto
-66 kcal/mol). Natomiast we wszystkich strukturach quasi-podandéw zaobserwowano
oddzialywanie stackingowe n-n pomiedzy dwoma pierscieniami 1,2,3-triazolowymi.
Obliczone odleglosci miedzyplaszczyznowe wynosza okoto 55 A dla zwigzkow
dipodstawionych i okoto 5,7 A dla zwiazkow tripodstawionych, za wyjatkiem pochodnej
kwasu cholowego (58). W przypadku zwigzku (58) na zmniejszenie odleglosci pomiedzy
pierscieniami 1,2,3-triazolowymi ma wplyw wieksza liczba wewnatrzczasteczkowych
wigzant wodorowych O-H:--O.

Obliczone odleglosci sa wigksze o okoto 1,7 A w poréwnaniu do klasycznych oddziatywan
stackingowych m-m, co mozna wytlumaczy¢ bezposrednim potaczeniem pierscieni 1,2,3-
triazolowych ze sztywnym pierScieniem benzenowym, determinujagcym zwiekszenie
odlegtosci. Powyzsze wnioski potwierdzaja wyznaczone wielkosci katéw wigzania miedzy
atomami N(28)-C(31)-C(32) atomoéw (Tabela 5).

Tabela 5. Odlegtosé miedzy atomami N(28)-N(28') [A] i kat wigzania [°]
N(28)-C(31)-C(32) zwiazkéw (54-58).

Odlegtos¢ [A] Kat wigzania [°]

Zwiazek 08I N(28)  N(28)-C(31)-C(32)
54 5,49 110,8
55 5,49 110,8
56 5,75 110,8
57 5,73 111,7
58 5,46 110,8

Poréwnujac wartosci ciepla tworzenia wielkoczasteczkowych zwiazkoéw tripodstawionych
(47-49) i zawierajacych pierécienie 1,2,3-triazolowe (56-58) nalezy stwierdzi¢, ze blokowanie
grup  hydroksylowych  obniza  wartoé¢ HOF. Zatem  trwalos¢  zwiazkow
wielkoczasteczkowych jest bardziej zalezna od reaktywnosci grup funkcyjnych, a nie
wewnatrzczasteczkowej  stabilizacji  struktury wigzaniami wodorowymi czy tez
oddziatywaniami stackingowymi n-.

Prowadzac badania w obszarze chemii "click" postanowilem przeprowadzi¢ synteze
nieznanych dotad w literaturze chemicznej koniugatéw kwaséw zoélciowych i steroli
polaczonych pierécieniem 1,2,3-triazolowym [H8]. Koniugaty steroidowe posiadajace
w swojej strukturze pierscien 1,2,3-triazolowy otrzymuje sie z wysoka wydajnoscia.
Koniugaty cholesterolu z pochodnymi chalkonéw czy monosacharydéw potaczone
pierécieniem 1,2,3-triazolowym wykazywaly rézng aktywnos$¢ przeciwbakteryjng oraz
cytotoksyczna [97].

Estry propargilowe kwaséw zoélciowych (59-61), oraz 3p3-bromooctan ergosterylu (64) i 3p-
bromooctan cholesterylu (43), zostaly otrzymane zgodnie z procedurami znanymi
w literaturze [H1,H7]. Wszystkie zwigzki wydzielono z bardzo dobrymi wydajnosciami 85-
94%. 3pB-Azydooctan ergosterylu (65) i cholesterylu (66) byly syntetyzowane w reakcji
odpowiednich 3p-bromooctanéw steroli z azydkiem sodu w DMF w temperaturze 50 °C.
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Oba zwigzki otrzymano z bardzo dobrymi wydajnosciami (>95%). Struktury tych zwigzkéw
zostaly potwierdzone na podstawie analizy spektroskopowej (H i 3C NMR, FT-IR) oraz
spektrometrii mas (ESI-MS). Jest to pierwsze pelne literaturowe doniesienie na temat syntezy
i analizy spektroskopowej 3f-azydooctanu ergosterylu (65) i 3p-azydooctanu cholesterylu
(66).

Zwiazki (59-61) oraz (65) i (66) stanowily substraty w reakcji chemii "click". Reakcje
prowadzono w standardowych warunkach (CuSOsx5H:O, askorbinian sodu) w dwéch
réznych mieszaninach rozpuszczalnikéw: t-BuOH/HxO (5:1) i DMF/HO (4:1). W obu
przypadkach otrzymano takie same wyniki. Wszystkie produkty zostaly oczyszczone na
kolumnie chromatograficznej. Szczeg6lng uwage nalezalo zwrdéci¢ na pochodne ergosterolu
(67-69), poniewaz moga one ulega¢ fotochemicznej transformacji w pochodne witaminy D.
Jest to zwigzane z elektrocyklicznym otwarciem pierécienia B czasteczki ergosterolu
w wyniku czego powstaje uklad heksatrienowy, ktéry w kolejnym kroku ulega [1,7]
sigmatropowemu przeniesieniu protonu. Na Schemacie 6 przedstawiono reakcje
otrzymywania estréow propargilowych kwaséw zoétciowych (59-61), azydkow steroli (65,66)
oraz koniugatéw kwaséw zoélciowych i steroli potaczonych pierscieniem 1,2,3-triazolowym
(67-72).

(a)

CO,H
IZ
; R ==—CH,0H,
R DCC, DMAP, CH,Cl, B
OH 4 R'=R?=H OH (59)R'=R2=H
(5)R'=H, R?= OH (60) R'=H, R?= OH
(7)R'=R2=0H (61)R'=R?=0OH
<]
s N
\
HO. \\®
Br N
©2) \\(O \\(o
BrCH,COBr, TEBA, ;" NaN3, DMF, 50 °C ;"
hdlohail Bl o - . o -
CaH,, PhCH3 B 7
HO.
(64) (65)
(63) (43) (66)
()
(65) + (59)
(65) + (60)
(65) + (61)
askorbinian sodu, CuSOy * 5H,0,
t-BuOH/H,0 (5:1), 60-65 °C
(66) + (59)
(66) + (60)
(66) + (61)

OH

Schemat 6. Synteza estréw propargilowych kwaséw zéiciowych (59-61) (a), azydkéw steroli (65,66)
(b) oraz koniugatéw kwaséw zélciowych i steroli polaczonych pierscieniem 1,2,3-triazolowym (67-72)

(c).
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W widmach "H NMR badanych koniugatéw (67-72) widoczne sa bardzo wyrazne sygnaty
protonéw H-27" pierscieni 1,2,3-triazolowych oraz grup metylenowych CH>-25" i CH,-30.
W kierunku wysokich wartoéci ppm (7,77-7,75 ppm) przesuniete sa sygnaly protonéw
H-27’, ktére tworza charakterystyczny singlet. Jest to zwigzane 2z obecnoscig
elektroujemnych atoméw azotu oraz elektronéw m pierécienia triazolowego. Natomiast
diagnostyczne protony grup metylenowych CH>-25 i CH>-30 tworza takze singlety
potozone odpowiednio przy 5,24 ppm i 5,15-5,13 ppm. Na Rysunku 31 przedstawiono
zestawienie widm H NMR koniugatéw kwasu litocholowego (70), deoksycholowego (71)
i cholowego (72) potaczonych pierécieniem 1,2,3-triazolowym z cholesterolem.

CH;-30 fff
/
,f
H-27' II'—J
;j
3a-H 3p-H j.i
/
_LJ’
/
/
/
{
/
CH3z-30 ’fr’
f2
/
ff
3o 12p-H 3p-H f
AJL LM J-fj
/
/
/
/
/
/
H-27" ,"if
/
bt 128-H  78-H 3p-H ’,f;
AN M /
7.7 54 52 5.0 48 4.6 44 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4
ppm

Rysunek 31. Widma '"H NMR w zakresie 7,8-3,40 ppm zwiazkow (70) (—), (71) (—) i (72) (—).

W widmach 3C NMR wszystkich otrzymanych zwigzkéw widoczne sa réznice w potozeniu
grup metylowych. Atomy wegla grup metylowych CHs-18 i CHs-19 szkieletu steroidowego
pochodnych ergosterolu (65), oraz (67-69) daja sygnaly polozone odpowiednio w zakresach
15,83-15,80 ppm i 18,25-18,22 ppm. Natomiast dla pochodnych cholesterolu (66) i (70-72)
znajduja sie w przedzialach 11,84-11,82 ppm i 19,27-19,24 ppm. W przypadku czesci
steroidowej otrzymanych koniugatéw zawierajacej szkielet kwaséw zolciowych sygnaly
atoméw wegla grup CHs-18" oraz CHs-19’, znajduja sie¢ odpowiednio w zakresach 12,67-
11,97 ppm i 23,61-23,12 ppm. Charakterystyczne przesuniecia chemiczne atoméw wegla
grup metylowych obecnych w taficuchu bocznym ergosterolu i cholesterolu dla grupy
CHs-21 sa odpowiednio potozone przy 19,64-19,61 ppm i 18,69-18,67 ppm. Z kolei
w laricuchu bocznym kwaséw zélciowych atomy wegla grupy CHs-21" sa polozone przy
18,23-17,25 ppm. Natomiast dla grup CHs-26 i CH;3-27 steroli umieszczone sa w zakresie
19,97-19,94 ppm dla zwigzkéw (65), (67-69) oraz 22,80-22,77 ppm dla zwiazku (66) i 22,55-
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22,52 ppm dla zwiazkéw (70-72). Ponadto dla pochodnych ergosterolu atomy wegla grupy
CH3s-28 s widoczne w zakresie 17,65-17,62 ppm. Analityczne r6znice w widmach 3C-NMR
grup metylowych przedstawitem na Rysunku 32.

(@)

19' 26/27 21 19 28 21' 18 18'
| | ' ' | ‘ | N
| [ [ [ [ [ [ [ | [ [ [ |

22.0 21.0 20.0 19.0 18.0 17.0 16.0 15.0 14.0 13.0 12.0
23.0 11.0
ppm
(b)
19' 26/27 19 21 21" 18" 18
| [ [ [ |
22.0 21.0 20.0 19.0 18.0 17.0 16.0 15.0 14.0 13.0 12.0
23.0 11.0
ppm

Rysunek 32. Réznice analityczne w polozeniu grup metylowych koniugatow (69) (a) i (72) (b)
w widmach 13C NMR [HS].

Widma w podczerwieni koniugatéw (70-72) przedstawiono na Rysunku 33a. Najbardziej
charakterystyczne w widmie FT-IR otrzymanych zwiazkéw sg pasma przy 3397, 3404 i 3397
(Rysunek  33b).
i intensywnoé¢ tych pasm zalezy od stopnia asocjacji koniugatéow i liczby grup

cm? odpowiadajace drganiom rozciagajacym grup OH Pozycja
hydroksylowych. Pasma te wskazuja na zlozona strukture zgodna z udzialem grup
hydroksylowych w tworzeniu miedzyczasteczkowych wigzarn wodorowych. Podobny efekt
zaobserwowano dla drgan grup estrowych v(C=0) ktore leza odpowiednio przy 1740, 1739
oraz 1739 cm? (Rysunek 31c). Z kolei zazwyczaj silne pasma drgan v(C=C) sa stosunkowo
stabe dla koniugatéw steroidowych i obserwuje sie je przy 1669, 1671, 1669 cm (Rysunek
33c). W widmach FT-IR wszystkich badanych koniugatéw zaobserwowano dodatkowe silne
pasmo drgan wigzania v(C-O) znajdujace si¢ przy 1216 cm? dla (70-72) oraz silne pasmo
drgan grupy OCO-C wystepuje w zakresie 1170-1164 cm-.
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Rysunek 33. Widma FT-IR koniugatéow (70) (—), (71) (—) i (72) (—) w zakresie 3600-400 cm™" (a), 3600-
3100 cm™ (b) i 1800-1600 cm™ (c) [H8].

Dla otrzymanych koniugatéw wyznaczono takze wartosci ciepta tworzenia (Rysunek 34).
Najnizsze wartoéci HOF ma koniugat kwasu cholowego zawierajacy w swojej budowie czesé
cholesterolowa (72). Grupy hydroksylowe sprzyjaja tworzeniu wewnatrzczasteczkowych
wigzait wodorowych oraz oddzialywaniu elektrostatycznemu, za$ zmniejszenie
nienasycenia czasteczki wplywa na zmniejszenie wartosci HOF.
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J

(69) X (72;

Rysunek 34. Struktury molekularne koniugatéw (69) i (72) obliczone metoda PM5 [HS].

Przeanalizowano takze uklad przestrzenny i interakcje koniugatu (72) (Rysunek 35). Ciepto
tworzenia dla ukladu czasteczek wynosi -2277,1838 kcal/mol, a odlegloéci pomiedzy
atomami C(19)-C(19") oraz C(25)-C(25') sasiadujacych koniugatow wynosza odpowiednio
6,92 A i 6,29 A. Uzyskany uklad przestrzenny oraz charakteryzujace go wartosci stanowia
bardzo dobre potwierdzenie wniosku, ze wzajemne interakcje miedzyczasteczkowe

zmniejszaja wartosci ciepta tworzenia.

Rysunek 35. Uklad przestrzenny koniugatu (72) obliczony metoda PM5 [HS].

Otrzymatem takze trzy nowe dimery kwaséw zélciowych polaczone pierécieniami 1,2,3-
triazolowymi (75-77) oraz dwa dimery podstawione w potozeniu C(3) szkieletu
steroidowego grupami bromoacetoksylowymi (78) i (79) (Schemat 7) [H9]. Koniugaty te
otrzymano w reakci estréw propargilowych kwaséw zolciowych (59-61) lub ich
bromoacetoksy podstawionych pochodnych (73) i (74) oraz 1,3-di(azydometyleno)benzenu
w mieszaninie t-butanol/metanol (5:1) w obecnosci askorbinianu sodu i CuSOsx5H>O
w 60°C. Wszystkie zwiazki otrzymano z dobrymi wydajnosciami i scharakteryzowano za
pomoca metod spektroskopowych (*H i 3C NMR, FT-IR) oraz spektrometrii mas (ESI,
MALDI). Wyznaczono takze ich strukture molekularng przy uzyciu metody PM5. Koniugaty
(75-77) zastosowano jako ligandy w syntezie adduktéw z kwasem ftalowym, tereftalowym
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i 4-aminobenzoesowym (PABA, witamina B1o). Wykazano, ze addukty powstaja w wyniku
tworzenia sie wigzania wodorowego pomiedzy grupami hydroksylowymi szkieletu
steroidowego a grupami karboksylowymi dodanych kwaséw aromatycznych.

O
n O // N 28
R? 1,3-di(azydometyleno)benzen, NN @
Rl
s askorbinian sodu, n=N
OR CuSO, x 5H,0, . %\/N
t-BUOH/MeOH (5:1, 60°C) oR R1 3
RZ
o
R* R’ R’ R* R’ R’
59 H H H 75 H H H
60 H OH H 76 H OH H
61 OH OH H 77 OH OH H
73 H H COCH.Br 78 H H COCH2Br
74 H OH COCH.Br 79 H OH COCH.Br

Schemat 7. Synteza koniugatéw kwaséw zoétciowych potaczonych pierécieniem 1,2,3-triazolowym (75-
79).

Widma H NMR zwiazkéw (75-77) wykonano w dwoch rozpuszczalnikach CDCl; i DMSO-
ds. We wszystkich przypadkach sygnaly protonéw pierscien benzenowych znajduja sie
w zakresie 7,43-7,20 ppm. Natomiast sygnat protonu pierScienia triazolowego C(27)H tworzy
charakterystyczny singlet przy okoto 7,55 ppm w CDCl; lub 8,18 ppm w DMSO-ds. Z kolei
sygnaly protonéw metylenowych C(25)H sa polozone w podobnym zakresie (okoto 5,19
ppm). W widmach H NMR zwiazkéw (75-77) wida¢ charakterystyczne multiplety
w zakresie 3,68-3,14 ppm, ktére przypisano sygnalom protonéw 3B-H szkieletu
steroidowego. Z kolei w widmach "H NMR zwigzkéw (75-77) wykonanych w DMSO-ds jako
rozpuszczalniku sygnaly protonéw grup hydroksylowych 3a-OH dla wszystkich zwigzkéw,
wystepuja jako dublety odpowiednio przy 4,45, 4,46 oraz 4,31 ppm. Natomiast protony grup
hydroksylowych 120-OH w zwigzkach (76) i (77), oraz 7a-OH w (77) sa polozone przy 4,18,
4,10 i 4,00 ppm. W widmach 'H NMR zwigzkéw (78) i (79) sa obecne charakterystyczne
singlety protonéw grupy 3a-OCOCH:Br potozone w zakresie 3,84-3,80 ppm. Jest to zgodne
z wynikami opisanymi w pracy [H1].

Na Rysunku 36 przedstawiono widma 'H NMR koniugatu (77) i jego adduktéw z kwasem
ftalowym, tereftalowym i 4-aminobenzoesowym. Charakterystyczna cecha pojawiajaca sie
w widmach 'H NMR odpowiednich adduktéw jest obecnos¢ poszerzonych sygnatéow
protonéw 3B-H i 12B-H oraz poszerzonych i wyplaszczonych sygnaléw pochodzacych od
protonéw grup 3o-OH i 120-OH. W widmie 'H NMR adduktu dimeru (77) z kwasem
ftalowym wida¢, ze sygnaly pochodzace od protonéw grup 7a-OH oraz 12a-OH zostaly
znacznie splaszczone, za$ sygnal pochodzacy od protonu grupy 3a-OH znika. Jest to
zwiazane z udzialem tych grup w tworzenia miedzyczasteczkowych wigzarn wodorowych,
czemu takze sprzyja polozenie grup karboksylowych w czasteczce kwasu ftalowego
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w pozycji orto. Obecnos¢ grup blokujacych w potozeniu C(3) szkieletu steroidowego
w  koniugatach (78) i (79) uniemozliwia tworzenie wigzan wodorowych pomiedzy
koniugatami a kwasami aromatycznymi i powstanie adduktéw. Wynika z tego wniosek, iz
tylko grupy hydroksylowe uczestnicza w tworzeniu wigzarn wodorowych, za$ atomy azotu
pierécienia triazolowego nie biora w nim udziatu.

Koniugat (77)

30.-OH 12¢-OH 7¢-OH 1283-H 78-H 3p-H

e S

;
4.5 4.4 4.3 4.2 4.1 4.0 3.9 3.8 3.7 3.6 3.5 3.4 3.3 3.2 3.1
ppm

Addukt (77) + kwas ftalowy

120.-OH 70.-OH 12p-H 78-H 3p-H

45 44 43 42 41 40 3.9 38 37 36 35 34 3.3 32 3.1
ppm

Addukt (77) + kwas tereftalowy

30,-OH 120-OH 70-OH 123-H 7B8-H 3p-H

45 44 43 42 41 40 39 38 37 3.6 35 34 33 32 3.1
ppm

Addukt (77) + kwas 4-aminobenzoesowy

3a-OH 120-OH 70-OH 128-H 78-H 3p-H
4.5 4.4 4.3 4.2 4.1 4.0 3.9 3.8 3.7 3.6 3.5 3.4 3.3 3.2 3.1
ppm

Rysunek 36. Widma 'H NMR w zakresie 4,5-3,0 ppm zwiazkéw (77) i jego adduktéw z kwasem
ftalowym, tereftalowym i 4-aminobenzoesowym [H9].

Widma FT-IR dimeru (75) i jego adduktéow 2z kwasem ftalowym, tereftalowym
i 4-aminobenzoesowym pokazano na Rysunku 37. Intensywne szerokie pasmo absorpcji
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w regionie 3500-3300 cm? odpowiada drganiom rozciagajacym v(OH) i v(NH). W adduktach
pasmo to jest szerokie i przesuniete w strone nizszych czestosci ze wzgledu na tworzenie
wewnatrz- i miedzyczasteczkowych wigzan wodorowych (Rysunek 37). Obecnos$¢ wigzan
wodorowych w czasteczce powoduje réwniez przesuniecie drgan rozciggajacych v(C=0)
w strone nizszych czestosci: 1734 cm? dimer (75), 1734 i 1701 cm? addukt dimeru (75)
z kwasem ftalowym, 1734 i 1693 cm-! addukt dimeru (75) z kwasem tereftalowym oraz 1734
11676 cm? addukt dimeru (75) z kwasem 4-aminobenzoesowym (Rysunek 37).
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Rysunek 37. Widma FT-IR dimeru (75) (a) i jego adduktéw z kwasem ftalowym (b), tereftalowym

(c) i 4-aminobenzoesowym (d) [HI].

1800 1600 1400

Liczba falowa/cm™

1200

1000

800

600

400

42



Dr Tomasz Pospieszny, Wydziat Chemii UAM w Poznaniu Zatgcznik 3A

Dla otrzymanych koniugatéw wyznaczono takze wartosci ciepta tworzenia (Rysunek 38).
Wykazano, ze wraz ze wzrostem liczby wolnych grup hydroksylowych w szkielecie
steroidowym zmniejsza sie ciepto tworzenia. Z kolei dimery (78) i (79) maja nizsze wartosci
ciepla tworzenia niz dimery z niepodstawionymi grupami hydroksylowymi. Jest to
zwiazane ze zwiekszeniem trwatosci dimeru poprzez obecnos¢ stabilniejszej grupy estrowej
w wyizolowanej czgsteczce. Ponadto, wszystkie addukty majg mniejsze HOF niz tworzace je
dimery. Jest to zwigzane z tworzeniem wigzarn wodorowych, co zostalo potwierdzone za
pomoca analizy widm 'H NMR i FT-IR.

(77) + kwas tereftalowy (77) + kwas 4-aminobenzoesowy

Rysunek 38. Struktury molekularne koniugatu (77) i jego adduktéw obliczone metoda PM5 [H9].

Przeanalizowano takze uklad przestrzenny i interakcje koniugatu (77) (Rysunek 39a). Ciepto
tworzenia dla ukladu czasteczek wynosi -2737,5566 kcal/mol, a odleglosci pomiedzy
pierscieniami benzenowymi, jak rowniez pierScieniami triazolowymi i atomami wegla C(3)
wynosza odpowiednio 19.1 A and 8.9 A. Z kolei dla uktadu supramolekularnego ciepto
tworzenia wynosi -5481.8837 kcal/mol (Rysunek 39b). Czasteczki sa ulozone w formie
specyficznego kanatu, przez ktéry moga by¢ przenoszone jony lub czasteczki obojetne.
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(a)

Rysunek 39. Uklad przestrzenny koniugatu (77) obliczony metoda PM5 dla szesciu czasteczek (a)
oraz 12 (b) [H9].

2.1.4. Badania in silico koniugatéw kwaséw zélciowych

Poszukiwania nowych zwiazkéw chemicznych, zaré6wno poprzez synteze jak i modyfikacje
oraz izolacje z organizméw zywych, wiaza sie z opracowaniem ich dzialania
farmakologicznego lub toksycznego. Przeprowadzenie badan in vitro, a w ich konsekwencji
in vivo jest czasochtonne i kosztowne. Dlatego tez zastosowanie badan in silico przy uzyciu
programu komputerowego PASS (ang. Prediction of Activity Spectra for Substances -
Przewidywanie Spektrum Aktywnosci Substancji) wydaje sie niezwykle uzyteczne, bowiem
nie tylko skraca czas poszukiwan, ale takze typuje mozliwy rodzaj aktywnosci biologicznej,
co z kolei umozliwia szybsza selekcje materialu do badan farmakologicznych [98,99].
Ponadto program PASS na podstawie wzoru strukturalnego czasteczki przewiduje nie tylko
potencjalne dzialanie farmakologiczne, ale takze toksyczne, co umozliwia projektowanie
substancji o konkretnych preferencjach. Dzialanie programu polega na poréwnaniu
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struktury badanego zwigzku z wzorami zwiazkéw znajdujacymi sie w bazie danych (250 000
zwigzkéw aktywnych biologicznie, 5500 aktywnosci biologicznych). Zastosowanie
programu PASS jest szczegodlnie przydatne do okredlania aktywnosci biologicznej zwiazkéw
zawierajacych w swojej strukturze zwigzek pochodzenia naturalnego lub tez metabolitow
wtérnych. W literaturze mozna znalezé przyklady niezwykle skutecznego zastosowania
programu PASS w poszukiwaniu nieznanych dotad zwigzkéw o dzialaniu
farmakologicznym [100-103].

Program PASS okresla prawdopodobienistwo wystapienia danej aktywnosci PA (ang.
probability "to be active") oraz jego brak PI (ang. probability "to be inactive"). Wartosci PA > 0,7
oznaczajag wysokie prawdopodobieristwo wystapienia okreélonej aktywnosci biologicznej
w przeprowadzonych badaniach. Nalezy podkresli¢, ze jezeli badana substancja ma
w strukturze elementy substancji znanej i wykazujacej aktywnosé¢ biologiczng
(farmakologiczng lub toksyczng) to prawdopodobieristwo aktywnosci eksperymentalnej
wzrasta. Jezeli wartosci PA danych zwigzkéw sa umiejscowione w przedziale 0,5-0,7 to
prawdopodobieristwo potwierdzenia aktywnosci biologicznej w badaniach laboratoryjnych
jest zdecydowanie mniejsze. Z kolei potwierdzenie aktywnosci biologicznej w badaniach
laboratoryjnych dla zwigzkéw majacych wartosci PA < 0,5 jest znikome. Na podstawie tych
zalozen mozna przeprowadzi¢ z duzym powodzeniem diagnozowanie aktywnosci
farmakologicznej. W niniejszej pracy wybratem te rodzaje aktywnosci biologicznej, ktére
byly przewidywane dla potencjalnego zwigzku z najwyzszym prawdopodobienistwem
aktywnosci (PA).

Dla bromoacetoksypodstawionych pochodnych kwaséw zéiciowych (8-14) do najczesciej
przewidywanej aktywnosci biologicznej nalezy zaliczy¢ inhibitory hydrolazy acylokarnityny
(PA>95%), hydrolazy alkenylglicerofosfocholiny (PA>90%), alkiloacetylglicerofosfatazy
(PA>90%), a takze dehydrogenazy aldehydu D-mlekowego, glukanu endo-1,3-beta-D-
glukozydazy, monooksygenazy glicerylowo-eterowe czy antagoniste cholesterolu (Pa>80%)
(Tabela 6) [H1]. Natomiast koniugaty (15-23) wykazuja antagonistyczng aktywnosé¢ wobec
cholesterolu, hipercholesterolemii, a takze sa inhibitorami hydrolazy
alkenyloglicerofosfocholiny. Dodatkowo koniugaty kwaséw zoélciowych i kwasu
salicylowego (15-17) z bardzo duzym prawdopodobiefistwem (PA>90%) moga pelni¢ role
zwigzkéw zoélciopednych czy znieczulajacych. Natomiast koniugaty kwaséw zélciowych
i kwasu acetylosalicylowego (18-20) z duzym prawdopodobienistwem sa bardzo dobrymi
analeptykami oddechowymi [H2].

Natomiast czwartorzedowe sole alkiloamoniowe kwaséw zélciowych (24-35) wykazuja
znaczne prawdopodobieistwo aktywnosci (PA>90%) jako inhibitory hydrolazy
acylokarnityny, = hydrolazy  alkenylglicerofosfocholiny,  alkiloacetylglicerofosfatazy
i monooksygenazy glicerolowo-eterowej. Natomiast jako antagonista cholesterolu i inhibitor
dekstranazy wykazuja aktywnoé¢ farmakologiczng z prawdopodobienistwem ponad 80%.
Z drugiej strony koniugaty pochodne kwasu deoksycholowego (28-31), jako jedyne,
wykazujag  aktywnoéci  biologiczng powyzej 80%  jako inhibitory  hydrolazy
alkenylglicerofosfoetanolaminy,  glukanu  endo-1,3-p-D-glukozydazy i  reduktazy
glutationowej. Podobne wnioski mozna wyciagnaé wobec koniugatéw (32-35), ktérych
prawdopodobienstwo aktywnosci powyzej 80% wystepuje wobec pobudzania z6ici i dwéch
inhibitoréw: monooksygenazy flawinowej i desaturazy plasmanyloetanoloaminy. Pochodne
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zarowno kwasu deoksycholowego (28-31) jak i kwasu cholowego (32-35) ze znacznym
prawdopodobieristwem (PA>80%) wykazuja aktywnos¢ biologiczng w stosunku do
inhibitorow: dehydrogenazy aldehydu D-mlekowego, decylazy N-(diugotaricuchowych
acylopodstawionych) etanoloaminy i liazy fosfatydyloinozytolo diacyloglicerolowej. Wobec
koniugatéw zawierajacych dlugie taricuchy alkilowe mozna wyciggna¢ wniosek, iz dlugos¢
laficucha alkilowego nie ma wplywu na oszacowanie aktywnosci farmakologicznej, za$
zasadniczym fragmentem jest szkielet steroidowy oraz obecnoé¢ czwartorzedowego atomu
azotu, co potwierdzaja dotychczasowe wyniki eksperymentalne [H3].

Z kolei czwartorzedowe sole ftalimidopropyloamoniowe pochodne kwaséw zéiciowych (36-
38) sa potencjalnymi inhibitorami monooksygenazy glycerolowo-eterowej, hydrolazy
acylokarnityny i alkiloacetylglicerofosfatazy. W przypadku pozostatlych aktywnosci
biologicznych prawdopodobienstwo jest mniejsze od 80%. Warto tez podkresli¢, Ze najwiecej
potencjalnych aktywnoséci biologicznych wykazywata pochodna kwasu deoksycholowego
(37), co najprawdopodobniej mozna wytlumaczy¢ optymalnym oddzialywaniem pomiedzy
grupa hydroksylowa 120-OH pierécienia steroidowego, anionem bromkowym
i pierscieniem ftalimidowym [H4].

Tabela 6. Prawdopodobienistwo aktywnosci biologicznej (PA) dla zwigzkéw (8-14).

e . 0 Zwigzek

Aktywnos¢ biologiczna (PA>80%) 5 9 10 11 12 13 12
Inhibitor hydrolazy acylokarnityny 9% 98 97 99 98 98 97
Polipowatosci gruczolakowatej 8 - - 82 8 - -
Inhibitor hydrolazy alkenyloglicerofosfocholiny 94 97 95 9% 94 96 92
Inhibitor hydrolazy alkenyloglicerofosfoetanolaminy 81 8 82 8 81 8 -
Inhibitor alkiloacetyloglicerofosfatazy 94 97 95 95 94 95 92
Pobudzanie z61ci - 8 - 90 87 86 -
Antagonista cholesterolu 89 85 81 83 88 82 -
Substrat CYP3A - 8 - 8 - 8 -
Substrat CYP3A4 8 8 - 8 82 8 -
Inhibitor dekstranazy 8 - 8 91 88 91 83
Inhibitor dehydrogenazy aldehydu D-mlekowego - - - 8 81 81 -
Inhibitor glukanu endo-1,3-3-D-glukozydazy 8 95 89 91 88 91 83
Inhibitor monooksygenazy glicerolowo-eterowej - 8 84 89 88 88 86
Inhibitor peptydoglikanu glikozylotransferazy 83 91 8 87 84 87 -
Inhibitor desaturazy plasmanyloetanoloaminy - - - 8 81 81 -
Inhibitor reduktazy glutationowej - 8 8 8 - 81 -
Inhibitor reduktazy epoksydowej witaminy K - 8 - 87 8 83 -

Natomiast dla zwigzkéw wielkoczasteczkowych (47-53) prawdopodobienstwo aktywnosci
biologicznej bylo wyznaczane powyzej 85%, a uzyskane dane w badaniach in silico
przedstawiono w Tabeli 7 [H6]. Wedlug tych danych, do najczesciej przewidywanych
rodzajow aktywnosci biologicznej nalezy zaliczy¢ aktywnos¢ wobec zapalenia spojowek,
antyhipercholesterolemii i hipercholesterolemii, a takze toksycznosci oczna i hipolipemiczna.
Warto podkreslié, ze otrzymane koniugaty wykazuja znaczng toksycznoéé, co dodatkowo
potwierdza uzyteczno$¢ programu PASS w poszukiwaniu aktywnosci toksykologicznej
nowych zwiazkéw. W przypadku zwigzkéw (54-58) program PASS okazal sie ograniczony,
bowiem dla zwigzkéw (56-58) masa molowa byla wieksza niz 1200 g/mol co wiazalo sie
z niemoznoscia wyznaczenia prawdopodobieristwa aktywnosci biologicznej. Jednoczednie
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koniugaty dipodstawione (54) i (55) wykazywaly prawdopodobienstwo aktywnosci
biologicznej jako antagonisci cholesterolu, a takze inhibitory monooksygenazy glicerolowo-
eterowej, alkiloacetyloglicerofosfatazy czy hydrolazy acylokarnityny ihydrolazy
alkenyloglicerofosfocholiny [H7].

Tabela 7. Prawdopodobieristwo aktywnosci biologicznej (PA) dla zwiazkéw (47-53).

. . Zwiazek

Aktywnos¢ biologiczna (PA>85%)

48 49 50 51 52 53
Zapalenie spojowek 95 95 94 95 95 94 93
Antyhipercholesterolemia 92 89 91 89 93 92 93
Analeptyk oddechowy 91 - - - 91 - -
Hipercholesterolemia 91 83 89 838 91 88 89
Toksycznosé oczna 89 87 89 87 87 86 87
Hipolipemia 87 88 91 88 89 89 93
Analeptyk 87 8 - 8 8 - -
Teratogennosé¢ 8 - - - 88 86 -
Zaburzenia behawioralne 8% - - - 87 - -
Embriotoksycznosé 8% - - - 87 - -
Hepatoprotektant & - - - - - -
Cholestaza - 8 - 8 - 87 -

Na Rysunku 36 przedstawiono prawdopodobieristwo aktywnosci biologicznej (PA) dla
zwiazkow (67-72) [HS].
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Przewidywana aktywnosc¢ biologiczna

(1) Antagonista cholesterolu; (2) Antyhipercholesterolemia; (3) Hipolipemia; (4) Leczenie choréb
rozrostowych; (5) Inhibitor CYP7; (6) Inhibitor hydrolazy acylokarnityny; (7) Inhibitor
monooksygenazy glicerolowo-eterowej; (8) Inhibitor O-acetylotransferazy alkoholowej; (9) Stymulant
kaspazy 3; (10) Substrat CYP3A4; (11) Substrat CYP3A; (12) Inhibitor oksoreduktazy.

Rysunek 36. Prawdopodobienistwo aktywnosci biologicznej (PA) dla zwigzkéw (67-72) [HS].
Najwieksze prawdopodobienistwo aktywnosci biologicznej zwiazkéw (67-69) jest
przewidziane dla: inhibitoréw monooksygenazy glicerolowo-eterowej, oksydoreduktazy
i O-acetylotransferazy alkoholowej, a takze substratow CYP3A4 i CYP3A. Z kolei dla
zwigzkéw  (70-72) stosunkowo duze PA jest dla antagonisty cholesterolu,
antyhipercholesterolemia i hipolipemii.
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2.3. Podsumowanie i wnioski

Zadanie naukowe, ktérego realizacji i rozwigzania si¢ podjatem, polegalo na syntezie
i analizie spektroskopowej oraz zbadaniu wtasciwosci, zréznicowanych strukturalnie
pochodnych kwaséw zoélciowych. Z uwagi na obecnoé¢ w strukturze wielu koniugatéw
czwartorzedowego atomu azotu lub pierscieni 1,2,3-triazolowych zwiazki te moga stanowic
alternatywe dla  stosowanych  obecnie Srodkéw  terapeutycznych, zwlaszcza
przeciwdrobnoustrojowych. Otrzymane zwiazki zostaly takze przebadane in silico, co
umozliwia szybsze i latwiejsze poszukiwanie docelowego farmakologicznego zastosowania
badanych koniugatow.

Prowadzone przeze mnie badania naukowe byly skoncentrowane na:

1) otrzymaniu niezwykle funkcjonalnych w syntezie organicznej bromoacetoksy
podstawionych pochodnych kwaséw zétciowych [H1];

2) syntezie  koniugatow  kwaséw  zélciowych z  kwasem  salicylowym,
acetylosalicylowym i nikotynowym [H2];

3) syntezie czwartorzedowych soli amoniowych pochodnych kwaséw zéiciowych
[H3][H4]

4) syntezie adduktéw kwaséw zétciowych z graming [H5];

5) syntezie wielkoczasteczkowych pochodnych kwaséw zoétciowych [H6-H9];

6) doglebnej analizie spektroskopowej i spektrometrycznej wszystkich otrzymanych
koniugatéw [H1-H9J;

7) badaniach semiempirycznych i ab initio otrzymanych zwigzkéw [H1-H9];

8) badaniach in silico koniugatéw kwaséw zoétciowych [H1-H4], [H6-HS].

W omoéwionym cyklu publikacji otrzymatem, scharakteryzowatem i opisatem:

1) synteze 59 nowych pochodnych kwaséw litocholowego, deoksycholowego i cholowego,
w  tym: bromopodstawionych pochodnych kwaséw zoélciowych, koniugatéow kwaséw
z6lciowych z  kwasem  salicylowym, acetylosalicylowym i nikotynowym,
czwartorzedowych  soli  alkiloamoniowych  kwaséw  zolciowych,  bromkoéw
ftalimidopropyloamoniowych pochodnych kwaséw zolciowych, adduktéw kwasoéw
z6lciowych z graming, tri- i tetrapodstawionych quasi-podandéw opartych na sztywnym
pierScieniu benzenowym, quasi-podandéw zawierajacych dodatkowe pierscienie 1,2,3-
triazolowe, mieszanych koniugatéw kwaséw zoélciowych i steroli potaczonych
pierScieniem 1,2,3-triazolowym oraz dimerycznych ligandéw kwaséw zolciowych
zawierajacych pierécienie 1,2,3-triazolowe;

2) doglebna analize spektroskopowa 1H, 3C NMR, 2D NMR, FT-IR oraz spektrometryczna
ESI-MS wszystkich otrzymanych koniugatow kwaséw zoétciowych;

3) strukture molekularna zwigzkéw przy uzyciu metod semiempirycznych i ab initio;

4) wplyw adduktéw kwaséw zoétciowych i graminy na hemolize erytrocytow;

5) powstawanie adduktéow dimerycznych ligandéw kwaséow zoélciowych i kwaséw
aromatycznych;

6) badania in silico koniugatow kwasoéw zoélciowych, ktére umozliwiaja przewidywanie
aktywnosci farmakologicznej oraz ich toksycznosci.
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Istotnym wktadem do nauki przeprowadzonych przeze mnie badarn jest:

1. Opracowanie dogodnych i wydajnych metod syntezy bromoacetoksypodstawionych
pochodnych kwaséw zélciowych.

Opracowalem metode otrzymywania oraz rozdzialu chromatograficznego niezwykle
uzytecznych substratow w syntezie produktéw naturalnych: 3a-bromoacetoksylitocholanu
metylu, 3a-bromoacetoksydeoksycholanu metylu, 3a,12a-dibromoacetoksydeoksycholanu
metylu, 3a-bromoacetoksycholanu metylu, 30,7a-dibromoacetoksycholanu metylu, 3o,120-
dibromoacetoksycholanu metylu, 3a,7a,120-tribromoacetoksycholanu metylu. Podatem po
raz pierwszy w literaturze §wiatowej pelna analize spektroskopowgq otrzymanych zwigzkow
w oparciu o interpretacje widm H i 3C NMR, 2D NMR (COSY, HSQC, HMBC), FT-IR.
Liniowa korelacja pomiedzy eksperymentalnymi i obliczonymi przesunieciami chemicznych
H i 3C NMR potwierdzita zoptymalizowana geometrie czasteczek. Okreslitem strukture
molekularng oraz wyznaczylem trwatosci otrzymanych zwigzkéw, poprzez analize ciepla
tworzenia. Ponadto, przeprowadzitem badania in silico ulatwiajace znalezienie zastosowania
otrzymanych zwigzkéw w farmakologii czy toksykologii. Zastosowatem otrzymane zwiazki
do syntezy nowych koniugatow kwaséw zélciowych i kwaséw salicylowego,
acetylosalicylowego i nikotynowego. Nowe koniugaty zostaly scharakteryzowane
spektroskopowo, zoptymalizowalem takze ich strukture molekularna.

2. Otrzymanie i scharakteryzowanie czwartorzedowych alkiloamoniowych pochodnych
kwasow zélciowych.

Otrzymalem i scharakteryzowatem przy uzyciu metod spektroskopowych (*H i *C NMR,
FT-IR) oraz spektrometrii masowej koniugaty kwaséw zolciowych z trzeciorzedowymi
aminami dtugotaricuchowymi N,N-dimetylo-N-decyloaming, N,N-dimetylo-N-
dodecyloaming, N,N-dimetylo-N-tetradecyloaming oraz N,N-dimetylo-N-heksadecyloamina.
Ponadto, zoptymalizowalem struktury molekularne poszczegélnych koniugatow.
Z otrzymanych danych wynika, Ze najnizsze wartosci HOF dla czwartorzedowych
koniugatéw alkiloamoniowych kwaséw zolciowych charakteryzuja koniugaty kwasu
cholowego. Efektem wplywajacym na to jest liczba grup hydroksylowych w szkielecie
steroidowym jak i zwiekszanie dlugosci faricucha alkiloamoniowego. Poréwnalem takze
wartosci ciepla tworzenia dla konformeréw anti i konformeréw syn. Z analizy danych
wynika, ze wartosci HOF sg nizsze dla konformeréw anti. Wiaze sie to z faktem, iz uklad
przestrzenny konformeréw anti tworzy stabilne kompleksy typu gosé-gospodarz.
Kompleksy te moga by¢ stabilizowane przez wigzania wodorowe lub oddziatywania
elektrostatyczne, co jest Sciéle powiazane z liczba grup hydroksylowych w czasteczce kwasu
z6lciowego. Wartosci ciepta tworzenia sa nizsze dla zwiazkéw z wieksza liczba grup
hydroksylowych. W przypadku konformeréw syn zostaly zaobserwowane wigksze wartosci
ciepla tworzenia, co mozna ttumaczy¢ zmniejszeniem dostepu do powierzchni koniugatu.

Otrzymalem takze serie bromkéw: N,N-dimetylo-(3a-acetoksy-53-cholan-24-ianu metylu)-3-
N-ftalimidopropyloamoniowego, = N,N-dimetylo-(3a-acetoksy-12a-hydroksy-5p-cholan-24-
ianu metylu)-3-N-ftalimidopropyloamoniowego oraz N,N-dimetylo-(3a-acetoksy-7o,12a-
dihydroksy-5p-cholan-24-ianu metylu)-3-N-ftalimidopropyloamoniowego. Z analizy widm
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FT-IR N-ftalimidowych pochodnych kwaséw zéiciowych wynika nieréwnocennos$é¢ grupy
karbonylowej w czeéci ftalimidowej. Wyznaczytem takze wartosci HOF dla otrzymanych
koniugatéw metoda PM5. Najnizsze wartosci ciepla tworzenia charakteryzuja pochodna
kwasu cholowego, na co ma wplyw obecnos¢ dwoéch wolnych grup hydroksylowych, ktére
moga bra¢ udzial w tworzeniu miedzy- jak i wewnatrzczasteczkowych wigzan
wodorowych. Wniosek ten potwierdzily podobne zaleznosci, ktére zaobserwowatem dla
wynikéw otrzymanych przy pomocy metody B3LYP/6-31G(d,p).

3. Otrzymanie i scharakteryzowanie adduktéw kwaséw zélciowych z gramina.

Z uwagi na znaczng aktywnos¢ biologiczng kwaséw zétciowych oraz graminy - alkaloidu
indolowego otrzymalem i opisalem addukty kwaséw zolciowych z graming. Struktury
zwiazkéw zostaly potwierdzone poprzez analize spektroskopowa i analize elementarna.
Otrzymalem symetryczne zwiazki dimeryczne, ktére zawieraly w swojej strukturze czesé
sterolowa oraz fragment alkaloidu z czwartorzedowym atomem azotu. Struktury
otrzymanych zwigzkéw zostaly potwierdzone za pomoca metod spektralnych (*H i 13C
NMR, FT-IR), a takze przy uzyciu spektrometrii masowej (ESI-MS). Wyjasnitem takze
mechanizm powstawania produktéw w oparciu o teorie miekkich itwardych kwasow
i zasad Pearsona. Z analizy danych pozyskanych z obliczefi semiempirycznych metoda PM5
wynika, ze pierécienie czasteczki graminy s zorientowane prostopadle do szkieletu
steroidowego. Z kolei proton z grupy N*(CHs)H jest umiejscowiony pomiedzy dwoma
atomami tlenu grupy karboksylowej. Odlegtoé¢ pomiedzy protonem, a atomami tlenu grupy
karboksylowej wynosi 1.76 A, zas pomiedzy protonem i atomem azotu 1.26 A.

Badano wtasciwosci cytotoksyczne zwiazkéw wzgledem erytrocytow ludzkich oraz
zdolnoé¢ modyfikacji ksztaltu tych komoérek. Aktywnos$é cytotoksyczna mierzono
spektrofotometrycznie, poprzez ocene uwalniania hemoglobiny i wyrazenie wynikéw jako
procent hemolizy. Gramina byla jedynym niehemolitycznym zwigzkiem stosowanym
w badaniach. Zmienne stopnie hemolizy w przedziale od 8% do 100%, okreslono po
inkubacji z kwasami zélciowymi w zakresie stezeri od 0,001 mg/ml do 1 mg/ml. Wykazano,
ze stopienn hemolizy jest zalezny od hydrofobowosci kwaséw zélciowych, co mozna
przedstawi¢ w szeregu: kwas monohydroksylowy > kwas dihydroksylowy > kwas
trihydroksylowy. Z kolei bromooctany steroli wykazuja stabg hemolize - od 4% do 16% -
w zakresie stezen od 0,5 mg/ml do 1 mg/ml. Addukty kwaséw deoksycholowego
i cholowego z graming nie wykazywaty hemolizy. Addukt graminy i kwasu litocholowego
wykazywal mniejsza aktywno$¢ hemolityczng niz sam kwas litocholowy. Wartos¢ Hso dla
adduktu kwasu litocholowego z graming byta prawie siedmiokrotnie wyzsza niz dla samego
kwasu litocholowego. Natomiast dimery steroli i graminy wykazywaly wyzszy procent
hemolizy niz odpowiadajace im substraty sterolowe.

Oznaczono takze morfologie krwinek czerwonych w obrazach mikroskopowych
otrzymanych elektronowym mikroskopem skaningowym. Traktowane komoérek
erytrocytow adduktami kwaséw zoélciowych i graminy, powoduje przeksztalcenie
dyskocytu w stomatocyt. Natomiast zmiana ksztalttu komorek erytrocytéw wywotana
dimerami (45) i (46) wskazuje, ze ulegaja one stosunkowo latwemu wlaczeniu do blony
komoérkowej erytrocytéw. Stabilny ksztalt echinocytu wywolany dzialaniem dimeru (45)
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zaobserwowano przy jego niskim stezeniu, co mozna wyjasni¢ jego akumulacjy
w zewnetrznej warstwie blony biatkowolipidowej czerwonej krwinki.

4. Opracowanie oryginalnych metod syntezy nowych wielkoczasteczkowych pochodnych
kwaséw zélciowych.

Opracowatlem wydajng synteze i przeanalizowalem wlasciwosci fizykochemiczne
wielkoczasteczkowych — estrow  3o-acetoksy-, 3a,12a-diacetoksy- oraz 3a,7a,120-
triacetoksypodstawionych pochodnych kwasow z6lciowych z 1,3,5-
tris(bromometyleno)benzenem i 1,2,4,5-tetrakis(bromometyleno)benzenem. Zwiazki te
zostaly otrzymane w reakcji bezposredniego alkilowania jonéw karboksylowych kwasow
z6lciowych  1,3,5-tris(bromometyleno)benzenem lub  1,2,4,5-tetrakis(bromometyleno)-
benzenem za pomoca Kkatalitycznej ilosci DBU w bezwodnym toluenie. Jest to bardzo
dogodna metoda prowadzenia reakgji estryfikacji. Najwyzsze wydajnosci dla odpowiednich
estrow otrzymalem w rozpuszczalnikach niepolarnych, takich jak toluen.

Zmodyfikowalem takze struktury quasi-podandéw pochodnych kwaséw zétciowych
poprzez wprowadzenie do nich pierscieni 1,2,3-triazolowych przy uzyciu chemii "click".
Koniugaty te zostaly otrzymane w reakcji estrow propargilowych kwaséw zoétciowych oraz
1,3,5-tris(azydometyleno)benzenu w  mieszaninie f-butanol/woda, z dodatkiem
askorbinianu sodu, CuSOs5H,O w temperaturze 65 °C. Wszystkie substraty otrzymaltem
zbardzo dobrymi wydajnosciami (>85%). Koniugaty te, posiadaja sztywna "platforme"
benzenowa, co pozwala na tatwiejsze generowanie konformeréw z odpowiednig geometria.
Pierdcien aromatyczny jest plaski, dzieki czemu moze tatwo wchodzi¢ w interakcje
z powierzchnia, na przyktad biopolimeréw. Moze on spelnia¢ funkcje specyficznej kotwicy
w ukladach biologicznych. Z analizy danych uzyskanych metodami semiempirycznymi
wynika, ze najnizsze wartosci HOF maja wszystkie pochodne kwasu cholowego. Trwalos¢
tych zwigzkéw mozna wytlumaczy¢ obnizeniem ich reaktywnosci poprzez zablokowanie
grup hydroksylowych (quasi-podandéw nie zawierajace pierscieni 1,2,3-triazolowych w
strukturze), a tym samym zwiekszeniem wewnatrzczasteczkowych oddzialywan
elektrostatycznych. Ponadto, struktury quasi-podandéw zawierajace pierscienie 1,2,3-
triazolowe w strukturze sg stabilizowane poprzez oddzialywanie stackingowe n-n
pomiedzy =~ dwoma  pierScieniami  1,2,3-triazolowymi. Obliczone  odleglosci
miedzyplaszczyznowe wynosza okoto 5,5 A dla zwiazkéw dipodstawionych i okoto 5,7 A
dla zwigzkéw tripodstawionych, za wyjatkiem pochodnej kwasu cholowego.

Otrzymatem i scharakteryzowalem koniugaty kwaséw zoélciowych i steroli polaczonych
pierscieniem 1,2,3-triazolowym. Wszystkie zwigzki wydzielilem z bardzo dobrymi
wydajnosciami powyzej 85%, a ich struktury zostaly potwierdzone na podstawie analizy
spektroskopowej (*H i 1BC NMR, FT-IR) oraz spektrometrii mas (ESI-MS). Reakcje
prowadzitem w standardowych warunkach (CuSO4x5H>O, askorbinian sodu) w dwéch
réznych mieszaninach rozpuszczalnikéw: t+-BuOH/H>O (5:1) i DMF/HO (4:1). W obu
przypadkach otrzymatem wyniki poréwnywalne. Przeprowadzitem takze analize widm 13C
NMR wszystkich otrzymanych koniugatéw. Na szczegdélng uwage zastuguja grupy
metylowe szkieletu steroidowego (CHs-18, CHs-19, CHs-21, CH3-26, CH3-27, CH3-28) ktore
moga by¢ wykorzystywane w réznieniu analitycznym badanych koniugatow.
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Otrzymalem takze i scharakteryzowalem dimery kwaséw zoélciowych potaczone
pierscieniami 1,2,3-triazolowymi oraz dimery podstawione w polozeniu C(3) szkieletu
steroidowego grupami bromoacetoksylowymi. Wyznaczylem réwniez ich strukture
molekularng przy wuzyciu metody PMb5. Koniugaty z niepodstawionymi grupami
hydroksylowymi zastosowalem jako ligandy w syntezie adduktéw z kwasem ftalowym,
tereftalowym i 4-aminobenzoesowym. Wykazalem, ze addukty powstaja w wyniku
tworzenia sie wigzania wodorowego pomiedzy grupa hydroksylowga szkieletu steroidowego
a dodanymi kwasami aromatycznymi. Obecnos¢ grup blokujacych w potozeniu C(3)
szkieletu kwasow zétciowych w dimerach uniemozliwiato tworzenie wigzann wodorowych
pomiedzy koniugatami a kwasami aromatycznymi, co sugeruje, ze atomy azotu pierscieni
triazolowych nie uczestnicza w tworzeniu wigzan wodorowych.

5. Przeprowadzenie badan in silico koniugatow kwaséw zélciowych.

Zastosowanie badan in silico przy uzyciu programu komputerowego PASS (ang. Prediction of
Activity Spectra for Substances - Przewidywanie Spektrum Aktywnosci Substancji) umozliwia
szybsza selekcje materialu do badani farmakologicznych. Wyznaczylem przewidywana
aktywnos¢ dla otrzymanych zwiazkéw z prawdopodobieristwem wiekszym od 85%.
Przeprowadzone badania in silico zwigkszaja tym samym szanse na szybsze znalezienie
farmakologicznego zastosowania otrzymanych koniugatéw kwaséw zoétciowych.

Optymalizacja syntez (zastosowanie substytucji nukleofilowej, metod chemii ,click”) oraz
zastosowanie szeregu réznorodnych metod fizykochemicznych wspartych wynikami
obliczern kwantowo-chemicznych pozwala sformutowaé wniosek dotyczacych wiasciwosci
strukturalnych i spektroskopowych koniugatow kwaséw zoélciowych, ze struktura
molekularna przedstawionych koniugatéow kwaséw zélciowych zalezy miedzy innymi od
wewnatrzczasteczkowych interakcji. Maja one wplyw na zmniejszenie wartoséci ciepta
tworzenia. W strukturach supramolekularnych badanych koniugatéow oddzialywania
elektrostatyczne sa zaréwno intramolekularne jaki i intermolekularne. Ponadto w oparciu
o badania in silico mozna przypuszczaé, ze obserwowane réznice wlasciwosci koniugatéw
kwasow zoélciowych wplywaja na zréznicowanie ich aktywnosci farmakologicznej.
Wszystkie zwiagzki powinny wykazywac tendencje do mniejszej toksycznosci i wiekszej
aktywnosci farmakologicznej wzgledem substratow.

Majac na uwadze, stwierdzenie ze “Nature continues to be the main source of inspiration for
synthetic chemists in their quest to make novel conjugates, which can have different physical,
biological and medicinal properties. Nature makes these conjugates from mixed biosynthesis and some
of these chimeras are found to exhibit unusual biological properties”[7], ciaglta modyfikacja
chemiczna kwaséw zoélciowych - jednych z najwazniejszych zwigzkéw pochodzenia
naturalnego - daje nam nadziej¢e na tworzenie nowych polaczeri majacych réznorodne
zastosowania praktyczne.
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Dalsze perspektywy pracy badawczej

W najblizszej przysztosci bede kontynuowal rozpoczete przeze mnie dotychczas badania,

ktére zamierzam realizowac poprzez synteze nowych koniugatéw kwaséw zoétciowych.
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Szczegélnie chcialbym rozwinaé aspekt zwigzany z wykorzystaniem ich wlasciwosci
przeciwdrobnoustrojowych.

Realizacja moich planéw badawczych bedzie zwigzana z funkcjonalizacja grupy C(24)
szkieletu kwasow zoélciowych poprzez tworzenie dlugotancuchowych amidéw lub amin,
zawierajacych w swojej strukturze kilka atoméw azotu. Ponadto chcialbym rozwinaé¢ moje
badania o préby syntezy nowych koniugatéw kwaséw zoélciowych z alkaloidami i ditiolami.
Wybér tych zwigzkéw jest uzasadniony poprzez ich wysoka i specyficzng aktywnosé
biologiczng. Dlatego tez, otrzymane koniugaty steroidowe powinny charakteryzowacé sie
zwiekszona aktywnoscia biologiczna w poréwnaniu z ich elementami skladowymi.
Chemiczna modyfikacja grup funkcyjnych kwaséw zolciowych umozliwi synteze
koniugatéw o zréznicowanych wlasciwosciach kompleksujacych, inkluzyjnych i zelujacych.
Planuje takze przeprowadzenie reakgji selektywnego tiolowania i selenowania wybranych
koniugatéw. Otrzymane koniugaty zostana poddane badaniom fizyko-chemicznym
obejmujacym analize spektroskopowa (H i *C NMR, 2D NMR, FT-IR, EI-MS, ESI-MS,
MALDI), jak i réwniez badaniom in silico i in vivo. Wyznaczone zostang takze minima
energetyczne oraz najkorzystniejsze konformacje otrzymanych koniugatéw przy uzyciu
programu CAChe Fujitsu. Przeprowadzone zostang badania aktywnosci biostatycznej
i biobojczej w stosunku do grzybow (MIC) i dla wybranych koniugatéw steroidowych.
Przeprowadzone badania pozwola na uzyskanie istotnych informacji dotyczacych nowych
koniugatéw steroidowych. W szczegéInoéci badania okresla dobor optymalnych warunkow
przeprowadzenia efektywnej syntezy, zdolnosci kompleksotworczych czy tez zelujacych.
Uzyskane wyniki pozwola na wykorzystanie badanych ukladéw jako mikrobiocydow
o szerokim spektrum dziatania biobéjczego przeciwko plesniom i drozdzom.
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