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Zyciorys naukowy

Urodzitem si¢ 24 czerwca 1997 w Gryfinie. W 2016 roku rozpoczatem studia licencjackie na
Wydziale Chemii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu na kierunku chemia, specjalno$¢
chemia materialowa. Prace¢ licencjacka pt. ,, Hybrydy kowalencyjne tlenku grafenu z 4-trityloaniling”
obronitem w 2019 roku. W tym samym roku podjalem studia drugiego stopnia na kierunku analityka
zywnosci, prowadzonym wspoélnie przez Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu oraz
Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu. Pracg magisterska pt. ,, Synteza i analiza spektroskopowa oraz
badania semiempiryczne nowego koniugatu kwasu litocholowego i cholestanolu zawierajgcego

pierscien 1,2,3-triazolowy” przygotowatem pod kierunkiem prof. Tomasza Pospiesznego, uzyskujac

w 2021 roku tytul magistra inzyniera.

Zainteresowania naukowe rozwinglem w obszarze syntezy i modyfikacji zwiazkow
steroidowych oraz zastosowan reakcji chemii ,,click” w otrzymywaniu koniugatow o potencjalnych
wiasciwosciach biologicznych. W 2021 roku rozpoczatem ksztalcenie w Szkole Doktorskiej Nauk
Scistych Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, kontynuujac prace badawcza w grupie
prof. dr. hab. Tomasza Pospiesznego. Tematem mojej rozprawy doktorskiej jest ,, Otrzymywanie nowych

koniugatow steroidowych o potencjalnych wiasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych”.

W ramach pracy doktorskiej zajmowalem si¢ synteza oraz charakterystyka spektroskopowa
nowych koniugatéw steroidowych potaczonych pierscieniem 1,2,3-triazolowym, jak rowniez analiza
ich aktywnosci biologicznej. Moje badania obejmowaty takze zastosowanie metod in silico w ocenie

aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej otrzymanych zwigzkow.

Dotychczasowa dziatalno$¢ naukowa zaowocowata szeScioma publikacjami w renomowanych
czasopismach z listy filadelfijskiej, w tym pigcioma z pierwszym autorstwem. W publikacji
opublikowanej w czasopi$mie International Journal of Molecular Sciences pelitem funkcje asystenta
redaktora go$cinnego w ramach wydania specjalnego. Mdj sumaryczny Impact Factor wynosi 19,8 przy
catkowitej punktacji ministerialnej 440 pkt. Wyniki moich badan prezentowatem na licznych
konferencjach krajowych i migdzynarodowych, podczas ktorych trzykrotnie zostalem wyrdzniony

nagrodami za najlepsze wystgpienia ustne.

Wspolpracowatem takze z zespotami badawczymi z Politechniki Krakowskiej, Uniwersytetu
Przyrodniczego w Poznaniu oraz Wydziatu Biologii UAM. Poza dziatalnos$cig naukowa aktywnie
angazowalem si¢ w popularyzacje chemii, uczestniczac w organizacji Nocy Naukowcow oraz

Poznanskiego Festiwalu Nauki i Sztuki.
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w materialach pokonferencyjnych wraz z danymi bibliograficznymi

OPIS BIBLIOGRAFICZNY PKT IF
Anna Kawka, Grzegorz Hajda$, Damian Kulaga, Hanna Koenig, Iwona

Kowalczyk, Tomasz Pospieszny®*, Molecular structure, spectral and . e
theoretical study of new type bile acid—sterol conjugates linked via 1,2, 3-

triazole ring, Journal of Molecular Structure, 2022, 1273, 134313

Synteza zwiqzkow, metodologia, analiza formalna, analiza danych, edycja tekstu, wizualizacja.

P2

Grzegorz Hajdas, Anna Kawka, Hanna Koenig, Damian Kulaga,
Katarzyna Sosnowska, Lucyna Mrowczynska, Tomasz Pospieszny*, . T
Click chemistry as a method for the synthesis of steroid bioconjugates of .

bile acids derivatives and sterols, Steroids, 2023, 199, 1-12.

Koncepcja pracy, synteza zwigzkow, metodologia, analiza danych, przygotowanie manuskryptu,

udziat w dyskusji z recenzentami, edycja tekstu.

P3

Grzegorz Hajdas$*, Damian Kutaga, Hanna Koenig, Katarzyna

Sosnowska, Lucyna Mroéwczynska, Tomasz Pospieszny, Synthesis,

Hemolytic Activity, and In Silico Studies of New Bile Acid Dimers 70 4.1%*
Connected with a 1,2,3-Triazole Ring, ACS Omega, 2024, 9(37),39277-

39286.

Koncepcja pracy, synteza zwigzkow, metodologia,, analiza danych, przygotowanie manuskryptu,

udziat w dyskusji z recenzentami, edycja tekstu.

P4

Grzegorz Hajdas*, Hanna Koenig, Tomasz Pospieszny, Changing the
game: innovative applications of steroid conjugates, Rozdzial [w] Na
pograniczu chemii, biologii i fizyki - rozwoj nauk. Tom 6. Wydawnictwo

Naukowe UMK, Torun, Polska, 2025, 11-30.

Koncepcja pracy, metodologia, analiza danych, udziat w dyskusji z recenzentami, edycja tekstu,

nadzor administracyjny.

PS

Grzegorz Hajda$, Hanna Koenig, Tomasz Pospieszny*, Recent
Advances in Steroid Discovery: Structural Diversity and Bioactivity of

140 4 9**
Marine and Terrestrial Steroids, International Journal of Molecular

Sciences, 2025, 26(7), 3203.

Koncepcja pracy, przygotowanie manuskryptu, metodologia, analiza danych, udzial w dyskusji z

recenzentami, edycja tekstu, nadzor administracyjny.




P6 Grzegorz Hajdas*, Damian Kulaga, Hanna Koenig, Justyna Starzyk,
Vladislav Maliugin, Tomasz Pospieszny, Formylated Bile Acid—Steroid . e
Conjugates: Synthesis, Antifungal Properties, and in silico studies, ACS
Omega, 2025, 49, 60152-60161.

Koncepcja pracy, synteza zwiqzkow, metodologia, analiza danych, przygotowanie manuskryptu,

udziat w dyskusji z recenzentami, edycja tekstu.

*autor korespondencyjny; **Impact Factor w dniu opublikowania artykutu
Publikacje wchodzace w sklad rozprawy doktorskiej:P2, P3, P4, P5, P6

Autor korespondencyjny w trzech publikacjach: P3, P4, P6.



Wykaz uczestnictwa w ogélnopolskich i miedzynarodowych konferencjach naukowych

Wystapienia ustne

Grzegorz Hajda$, Anna Kawka, Hanna Koenig, Tomasz Pospieszny, Nowe koniugaty kwasow
zolciowych i cholestanolu polqczone pierscieniem 1,2,3-triazolowym, Sympozjum Mtodych
Naukowcoéw Wydziatu Fizyki, Warszawa, 20-22 wrze$nia 2022.*

Grzegorz Hajda$, Anna Kawka, Hanna Koenig, Tomasz Pospieszny, Nowe dimery
pochodnych kwasow zoétciowych polgczonych pierscieniem 1,2,3-triazolowym, Sympozjum
Mtodych Naukowcow Wydzialu Fizyki, Warszawa, 18-20 wrze$nia 2023.

Grzegorz Hajdas, Anna Kawka, Hanna Koenig, Tomasz Pospieszny, Synthesis and in silico
research of new conjugates of bile acid derivatives connected with a 1,2,3-triazole ring, XVII
Kopernikanskie Seminarium Doktoranckie, Torun, 6—7 czerwca 2024.**

Grzegorz Hajdas, Anna Kawka, Hanna Koenig, Tomasz Pospieszny, Koniugaty steroidowe:
nowatorskie podejscie do zwalczania opornosci na antybiotyki i hipercholesterolemii,

Sympozjum Mtodych Naukowcow Wydziatu Fizyki, Warszawa, 23-25 wrze$nia 2024.*

Wystapienia posterowe

Grzegorz Hajdas, Anna Kawka, Hanna Koenig, Tomasz Pospieszny, Nowe dimery kwasow
zotciowych i cholestanolu zawierajgce pierscien 1,2,3-triazolowy, IV Pomorskie Sympozjum
Studentéw Chemii, 23-24 kwietnia 2022.

Grzegorz Hajdas, Anna Kawka, Hanna Koenig, Tomasz Pospieszny, Dimery kwasow
zotciowych i cholestanolu polgczone pierscieniem 1,2,3-triazolowym: synteza, badania
spektroskopowe i teoretyczne, IX Sympozjum Doktorantéw Chemii, £.6dz, 19—20 maja 2022.
Grzegorz Hajdas, Anna Kawka, Hanna Koenig, Tomasz Pospieszny, Nowe dimery steroidowe
pierscieniem 1,2,3-triazolowym, 1V Ogo6lnopolskie Sympozjum Chemii Bioorganicznej,
Organicznej i Biomateriatow BioOrg, Poznan, 3 grudnia 2022.
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Spis rysunkow
Opis
Struktury chemiczne cholesterolu oraz kwasu cholowego.
Struktury chemiczne dihydrotestosteronu, kwasu cholowego oraz koprostanolu
z uwzglednieniem stereochemii pier§cieni A/B/C/D.
Struktury chemiczne i stereochemia szkieletu steroidowego w zaleznosci od
obecnosci wigzan nienasyconych w strukturze.
Struktury chemiczne wybranych fitosteroli.
Struktury chemiczne wybranych zoosteroli: cholesterolu, desmosterolu,
7—dehydrocholesterolu oraz lathosterolu.
Struktura chemiczna ergosterolu.
Struktury chemiczne wybranych stanoli.
Struktury chemiczne wybranych kwasow zolciowych: kwasu litocholowego,
cholowego, deoksycholowego oraz chenodeoksycholowego.
Podobienstwo triazoli oraz zwiazkoéw amidowych.
Struktura chemiczna skwalaminy.
Przyktadowy koniugat steroidowy zawierajacy pierscien 1,2,3—triazolowy
(wykazuje aktywno$¢ przeciwmalaryczng oraz przeciwleiszmaniowq).
Struktura koniugatu steroidowego nasladujacego polimyksyn¢ B.
Struktura estensumizydu A wyizolowanego z Myriopteron extensum.
Koniugat steroidowo—monosacharydowy z linkerem 1,2,3—triazolowym.
Koniugat steroidowo—juwenoidowy.
Koniugat kwasu cholowego ze zmodyfikowana pochodng karbaminianu.

Koniugat steroidowy pochodnej selenomocznika.

Widma "H NMR w zakresie 4,60-8,30 ppm zwigzkow: A (124), B (125), C
(126).

Aktywno$¢ hemolityczna badanych zwiazkow (0,1 mg/ml) po 1 godzinie

inkubacji w temperaturze 37°C.

Modele molekularne zwigzku (129): A) konformer syn, B) konformer anti. .
Natozenie zwigzkow (124) (zo6tty), (127) (niebieski) i mewastatyny (fioletowy).
Sposob wiazania zwigzkow (124) (zo6tty, po lewej) i (127) (niebieski, po prawe;j).
Widma "H NMR w zakresie 4,60-8,40 ppm dla najbardziej charakterystycznych
sygnatow zwigzkow: A (136), B (140), C (144).

Modele molekularne zwiazkow (136), (140) i (144) obliczone za pomoca
techniki PMS5.
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Aktywno$¢ hemolityczna badanych zwigzkow (0,1 mg/ml) po 1 godzinie
inkubacji w temperaturze 37°C.

(A—C) Sposob wigzania zwigzkéw dokowanych (136) — fioletowy, (140) —
czerwony, (144) — czarny; (D) powierzchnia gyrazy DNA z dokowanymi
zwigzkami.

Sposob wigzania zwigzkéw dokowanych z zaznaczonymi wigzaniami
wodorowymi: (A) zwiazek (136) — fioletowy, (B) zwigzek (140) — czerwony.
Widma '"H NMR w zakresie 4,75-8,45 ppm dla najbardziej charakterystycznych
sygnatow zwigzkow: A (156), B (158), C (159), D (164).

Modele molekularne zwigzkow: (156), (158), (159) i (164).

Ulozenie w pozycji dokowania zwiazkow (159) (A, czerwony) i (160) (B,
zielony) w kieszeni wigzacej enzymu TRIS.

Natozenie zwigzkow (159) (czerwony) i (160) (zielony) w kieszeni wigzacej

enzymu TRIS.
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Spis schematow
Opis
Numeracja atomow wegla w szkielecie steroidowym i przyktady podstawowych struktur
steroidowych.
Podzial steroidow ze wzgledu na ich aktywnos$¢ biologiczna.
Szlak biosyntetyczny witaminy Ds.
Biosynteza soli zotciowych na przykladzie kwasu cholowego.
Glowne obszary struktury steroidow poddawane modyfikacjom chemicznym.
Reakcja nitrowania i redukcji estronu.
Reakcja utlenienia pierscienia A estronu z uzyciem kwasu 2—jodoksybenzoesowego.
Reakcja alkilowania grupy hydroksylowej estronu poprzez sekwencje alkilowania
i przegrupowania Claisena.
Reakcja karbonylacji palladowej pochodnej estronu.
Reakcja deoksygenacji estronu.
Reakcja otrzymywania testosteronu poprzez modyfikacje chemiczne pier§cienia A.
Przyktadowa reakcja utlenienia testosteronu.
Przyktad zastosowania reakcji Mannicha do wprowadzania wigzan C—C w pierScieniu A
steroidow.
Przyktadowe reakcje halogenacji pier§cienia A steroidow.
Przyktad reakcji tworzenia wigzania podwojnego w pierscieniu A.
Redukcja pochodnej DHEA prowadzaca do powstania ketonowej pochodne;.
Otrzymywanie tiolowych pochodnych pregnanu.
Przyktad modyfikacji pier§cienia B — przemiany 6—dehydroestranu.
Przyktad modyfikacji pierscienia B w pozycji C(6).
Przyktad modyfikacji pierscienia B przy uzyciu reakcji Vilsmeyera.
Przyktad modyfikacji pierscienia B w pozycji C(7).
Modyfikacja pierscienia B pochodnej z grupy pregnanow.
Przyktadowa modyfikacja pierscienia C pochodnej estranowe;.
Przyktadowa modyfikacja pierscienia C pochodnej androstanowe;.
Synteza chemiczna 160-hydroksyestradiolu.
Synteza cis—diolowej pochodnej 17-benzoesanu estradiolu.
Modyfikacja C(17) steroidow z wykorzystaniem reakcji Suzuki.
Modyfikacja pier$cienia D w oparciu o przemiany dehydroepiandrosteronu.
Reakcja modyfikacji pierScienia D w potozeniu C(16) wykorzystujaca reakcje Grignarda.

Reakcja modyfikacji pierscienia D w potozeniu C(16) zwiazku z grupy pregnanow.
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Zastosowanie grupy fert—butylo—dimetylosililowej w serii przemian 3a—cholestanu.
Estryfikacja polihydroksylowych pochodnych steroidowych jako strategia zastosowania
grup ochronnych.

Zastosowanie grup octanowych i ich selektywnej hydrolizy w syntezie pochodnej kwasu
cholowego.

Wprowadzanie i usuwanie grup metylowych jako strategia ochrony grupy karboksylowej
tancucha bocznego kwasoéw zotciowych.

Przyktadowe rodzaje reakcji chemii ,,click”.

Przyktady reakcji typu ,,non—aldol”.

Przyktady reakcji otwarcia pierscienia w chemii ,,click™.

Reakcja Dielsa—Aldera.

Reakcja 1,3—dipolarnej cykloaddyc;ji (reakcja Huisgena).

Przyktady reakcji addycji do wigzan wielokrotnych.

Reakcja Huisgena (1,3—dipolarnej cykloaddycji).

Mechanizm reakcji CuACC.

Mechanizm reakcji RuACC.

Wprowadzenie grupy azydkowej do czasteczki steroidu z zachowaniem konfiguracji.
Wprowadzenie grupy azydkowej do czasteczki steroidu ze zmiang konfiguracji.
Wprowadzenie grupy azydkowej do fancucha bocznego kwasu zoétciowego.
Alternatywne wprowadzenie grupy azydkowej do tancucha bocznego kwasu zélciowego.
Wprowadzenie grupy azydkowej do kwasu zdtciowego poprzez modyfikacje grup
hydroksylowych.

Wprowadzenie grupy alkinowej poprzez modyfikacje grup hydroksylowych pochodnych
steroidowych.

Wprowadzenie grupy alkinowej poprzez modyfikacje grupy karboksylowej tancucha
bocznego kwasu zo6lciowego.

Wprowadzenie grupy alkinowej poprzez tworzenie estrow lub amidow alkinowych
tancucha bocznego kwaséw zoétciowych.

Synteza koniugatu kwasu zotciowego i flukonazolu.

Synteza propiolowych pochodnych estrow kwasow zolciowych.

Synteza azydkowych pochodnych steroli.

Synteza koniugatoéw steroidowych kwasow zotciowych i steroli z wykorzystaniem reakcji
Huisgena.

Synteza octanowych pochodnych kwasow zoélciowych z terminalnym ugrupowaniem
alkinowym

Synteza octanowych pochodnych kwasow zoétciowych z grupa azydkowsa.
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Synteza koniugatow octanowych pochodnych kwasow zotciowych.

Synteza estrow metylowych oraz pochodnych mrowczanowych kwasow zotciowych.

Synteza propiolowych estrow kwasoéw zotciowych.
Synteza propiolowych pochodnych steroli.
Synteza azydooctanowych pochodnych estrow kwasow zotciowych.

Synteza mréwczanowych koniugatéw steroidowych.
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Spis tabel
Opis
Numeracja atomow wegla w szkielecie steroidowym i przyktady podstawowych struktur
steroidowych.
Podzial steroidow ze wzgledu na ich aktywnos$¢ biologiczna.
Szlak biosyntetyczny witaminy Ds.
Biosynteza soli zotciowych na przykladzie kwasu cholowego.
Glowne obszary struktury steroidow poddawane modyfikacjom chemicznym.
Reakcja nitrowania i redukcji estronu.
Reakcja utlenienia pierscienia A estronu z uzyciem kwasu 2—jodoksybenzoesowego.
Reakcja alkilowania grupy hydroksylowej estronu poprzez sekwencje alkilowania
i przegrupowania Claisena.
Reakcja karbonylacji palladowej pochodnej estronu.
Reakcja deoksygenacji estronu.
Reakcja otrzymywania testosteronu poprzez modyfikacje chemiczne pier§cienia A.
Przyktadowa reakcja utlenienia testosteronu.
Przyktad zastosowania reakcji Mannicha do wprowadzania wigzan C—C w pierscieniu A
steroidow.
Przyktadowe reakcje halogenacji pier§cienia A steroidow.
Przyktad reakcji tworzenia wigzania podwojnego w pierscieniu A.
Redukcja pochodnej DHEA prowadzaca do powstania ketonowej pochodne;.
Otrzymywanie tiolowych pochodnych pregnanu.
Przyktad modyfikacji pier§cienia B — przemiany 6—dehydroestranu.
Przyktad modyfikacji pierscienia B w pozycji C(6).
Przyktad modyfikacji pierscienia B przy uzyciu reakcji Vilsmeyera.
Przyktad modyfikacji pierscienia B w pozycji C(7).
Modyfikacja pierscienia B pochodnej z grupy pregnanow.
Przyktadowa modyfikacja pierscienia C pochodnej estranowe;.
Przyktadowa modyfikacja pierscienia C pochodnej androstanowe;.
Synteza chemiczna 160-hydroksyestradiolu.
Synteza cis—diolowej pochodnej 17-benzoesanu estradiolu.
Modyfikacja C(17) steroidow z wykorzystaniem reakcji Suzuki.
Modyfikacja pier$cienia D w oparciu o przemiany dehydroepiandrosteronu.
Reakcja modyfikacji pierscienia D w C(16) wykorzystujaca reakcje Grignarda.

Reakcja modyfikacji pierscienia D w C(16) zwiazku z grupy pregnanow.
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Zastosowanie grupy fert—butylo—dimetylosililowej w serii przemian 3a—cholestanu.
Estryfikacja polihydroksylowych pochodnych steroidowych jako strategia zastosowania
grup ochronnych.

Zastosowanie grup octanowych i ich selektywnej hydrolizy w syntezie pochodnej kwasu
cholowego.

Wprowadzanie 1 usuwanie estrow metylowych jako strategia ochrony grupy
karboksylowej tancucha bocznego kwasow zotciowych.

Przyktadowe rodzaje reakcji chemii ,,click”.

Przyktady reakcji typu ,,non—aldol”.

Przyktady reakcji otwarcia pierScienia w chemii ,,click”.

Reakcja Dielsa—Aldera.

Reakcja 1,3—dipolarnej cykloaddyc;ji (reakcja Huisgena).

Reakcja tworzenia azydryn.

Reakcja Huisgena (1,3—dipolarnej cykloaddycji).

Mechanizm reakcji CuACC.

Mechanizm reakcji RuACC.

Wprowadzenie grupy azydkowej do czasteczki steroidu z zachowaniem konfiguracji.
Wprowadzenie grupy azydkowej do czasteczki steroidu ze zmiang konfiguracji.
Wprowadzenie grupy azydkowej do fancucha bocznego kwasu zoétciowego.
Alternatywne wprowadzenie grupy azydkowej do tancucha bocznego kwasu zélciowego.
Wprowadzenie grupy azydkowej do kwasu zdtciowego poprzez modyfikacje grup
hydroksylowych.

Wprowadzenie grupy alkinowej poprzez modyfikacje grup hydroksylowych pochodnych
steroidowych.

Wprowadzenie grupy alkinowej poprzez modyfikacje grupy karboksylowej tancucha
bocznego kwasu zo6lciowego.

Wprowadzenie grupy alkinowej poprzez tworzenie estrow lub amidow alkinowych
tancucha bocznego kwaséw zoétciowych.

Synteza koniugatu kwasu zotciowego i flukonazolu.

Synteza propiolowych pochodnych estrow kwasow zolciowych.

Synteza azydkowych pochodnych steroli.

Synteza koniugatoéw steroidowych kwasow zotciowych i steroli z wykorzystaniem reakcji
Huisgena.

Synteza octanowych pochodnych kwasow zoélciowych z terminalnym ugrupowaniem
alkinowym

Synteza octanowych pochodnych kwasow zoétciowych z grupa azydkowsa.
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Numer

10

11

Synteza koniugatow octanowych pochodnych kwasow zotciowych.

Synteza estrow metylowych oraz pochodnych mrowczanowych kwasow zotciowych.
Synteza propiolowych estrow kwasoéw zotciowych.

Synteza propiolowych pochodnych steroli.

Synteza azydooctanowych pochodnych estrow kwasow zotciowych.

Synteza mréwczanowych koniugatéw steroidowych.

Opis

Ciepta tworzenia (HOF) [kcal/mol] kwaséw zotciowych (2, 19-20), steroli (1, 17)
1 koniugatow (124-129).

Wartosci prawdopodobienstwa (Pa) dla przewidywanej aktywno$ci biologicznej
biokoniugatow (124-129).

Obliczona energia wigzania i aminokwasy bioragce udzial w tworzeniu wiazan
wodorowych dokowanych do miejsca aktywnego HMGCR—-CoA.

Ciepta tworzenia (HOF) [kcal/mol] azydooctanowych pochodnych kwasow zotciowych
(133-135) oraz koniugatow (136—144).

Wartosci prawdopodobienstwa (Pa) dla przewidywanej aktywno$ci biologicznej
koniugatow (136—144).

Wyniki dokowania i wigzania wodorowe utworzone z reprezentatywnymi zwigzkami
(136), (140) i (141).

Aktywno$¢ przeciwgrzybicza zwigzkow (153-164) oceniana metoda dyfuzji
studzienkowe;j.

Wartosci HOF zwigzkoéw (153—-164) otrzymane za pomoca obliczen PMS.

Wartosci prawdopodobienstwa (Pa) dla przewidywanej aktywnosci biologicznej
zwigzkow (153-164).

Charakterystyka wykrytych oddzialywan migdzy badanymi zwigzkami (159) i (160)
a wybranymi aminokwasami w kieszeni wigzacej.

Wykaz numeracji zwigzkow w artykutach naukowych (NrA) w poroéwnaniu

z obowigzujacymi w pracy (NrP).
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Skrot
Ac
AcOH
Bz
CA

3C NMR

CoA
CTX

CuAAC

DA
DDQ
DHEA
DHT
DIAD
DMF

EDC-HC1

ESI-MS

FHB
FPP
FRR

FT-IR

FXR

HMG-CoA

'"H NMR

HOF

HPLC

HTZ

Wykaz skrétéw

Grupa acetylowa (ang. Acetyl group )
Kwas octowy (ang. Acetic Acid)

Grupa benzoilowa (ang. Benzoyl group)
Kwas cholowy (ang. Cholic Acid)
Weglowy magnetyczny rezonans jadrowy
(ang. Carbon-13 Nuclear Magnetic Resonance)

Koenzym A (ang. Coenzyme A)
Ksantomatoza mézgowo—S$ciegnista (ang. Cerebrotendinous Xanthomatosis)

Cykloaddycja azydkowo—alkinowa katalizowana jonami Cu(I)
(ang. Cu(l)-Catalyzed Azide—Alkyne Cycloaddition)

Kwas deoksycholowy (ang. Deoxycholic Acid)
Dichlorodicyjanobenzochinon (ang. Dichlorodicyanobenzoquinone)
Dehydroepiandrosteron (ang. Dehydroepiandrosterone)
Dihydrotestosteron (ang. Dilhydrotestosterone)
Diizopropyloazodwumelanian (ang. Diisopropyl azodicarboxylate)
Dimetyloformamid (ang. Dimethylformamide)

Chlorowodorek 1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo)karbodiimidu
(ang. I-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide Hydrochloride)
Spektrometria masowa z jonizacjg elektrosprayowa

(ang. Electrospray lonisation Mass Spectrometry)
Fuzarioza ktoséw (ang. Fusarium Head Blight)
Difosforan farnezylu (ang. Farnesyl Pyrophosphate)
Zgnilizna podstawy zdzbta (ang. Fusarium Foot and Root Rot)
Spektroskopia w podczerwieni z transformacjg Fouriera
(ang. Fourier Transform Infrared Spectroscopy)
Receptor farnezoidowy X (ang. Farnesoid X Receptor)
Reduktaza 3-hydroksy-3-metyloglutarylokoenzymu A
(ang. 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzyme A Reductase)
Protonowy magnetyczny rezonans jadrowy
(ang. Proton Nuclear Magnetic Resonance )

Cieplo tworzenia (ang. Heat of Formation )
Wysokosprawna chromatografia cieczowa
(ang. High Performance Liquid Chromatography)

Hormonalna terapia zast¢pcza (ang. Hormone Replacement Therapy)
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IBX
LA
LDL
LPS
LXR
mCPBA

MRP1

NAFLD
p-TsOH

PA

PASS

PDB ID

PI

PMS

PMB
POCl;

RuAAC

SMT
TBDMS
TES
TFA
THF
TIPS
T™MG
TRIS

TGRS

Uv

Kwas 2-jodoksybenzoesowy (ang. 2-lodoxybenzoic Acid)
Kwas litocholowy (ang. Lithocholic Acid)
Lipoproteina o niskiej gestosci (ang. Low-Density Lipoprotein)
Lipopolisacharyd (ang. Lipopolysaccharide)
Receptor watrobowy X (ang. Liver X Receptor)
Kwas m-chloronadbenzoesowy (ang. m-Chloroperoxybenzoic Acid)
Bialko zwigzane z wielolekoopornoscia typu 1
(ang. Multidrug Resistance-associated Protein 1)
Niealkoholowe sttuszczenie watroby (ang. Non-Alcoholic Fatty Liver Disease)

Kwas p-toluenosulfonowy (ang. p-Toluenesulfonic Acid)
Prawdopodobienstwo wystapienia danej aktywnosci biologicznej

(ang. Probability “to be Active”)
Przewidywane spektrum aktywno$ci substancji
(ang. Prediction of Activity Spectra for Substances)
Identyfikator w bazie danych biatek (ang. Protein Data Bank Identifier)
Prawdopodobienstwo braku wystapienia danej aktywnosci biologicznej
(ang. Probability ,,to be Inactive”)
Metoda parametryczna 5 (ang. Parametric Method 5)

Polimyksyna B (ang. Polymyxin B)
Trichlorek fosforylu (ang. Phosphoryl Chloride)

Cykloaddycja azydkowo—alkinowa katalizowana rutenem
(ang. Ruthenium-Catalyzed Azide—Alkyne Cycloaddition)
Sterol C(24)-metylotransferaza (ang. Sterol C(24)-Methyltransferase)
Grupa tert-butylodimetylosililowa (ang. tert-Butyldimethylsilyl Group)
Grupa trietylosililowa (ang. Triethylsilyl Group)
Kwas trifluorooctowy (ang. Trifluoroacetic Acid)
Tetrahydrofuran (ang. Tetrahydrofuran)
Grupa triizopropylosililowa (ang. Triisopropylsilyl Group)
Tetrametyloguanidyna (ang. Tetramethylguanidine)
Syntaza trichodienu (ang. Trichodiene Synthase)
Receptor sprz¢zony z biatkiem G typu Takeda 5
(ang. Takeda G Protein-Coupled Receptor 5)

Promieniowanie ultrafioletowe (ang. Ultraviolet Radiation)
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Wstep

Natura stanowi ogromne zrodto zwiazkow o wyjatkowej aktywnosci biologiczne;,
obejmujacych  liczne klasy struktur organicznych o zrdéznicowanych  wlasciwos$ciach
fizykochemicznych. Zwigzki naturalne i ich pochodne od dziesiecioleci stanowig podstawe
nowoczesnej farmakoterapii, jednak coraz czgsciej napotykaja ograniczenia wynikajace z niskiej
biodostgpnosci, stabej rozpuszczalnosci, szybkiego metabolizmu lub narastajacej opornosci
mikroorganizmow. Poszukiwanie nowych strategii projektowania czasteczek o ulepszonych
parametrach farmakologicznych i selektywnosci wobec celéw biologicznych stanowi obecnie jedno
z gtownych wyzwan chemii medycznej. Jednym z obiecujacych kierunkéw w tym obszarze jest
sprzgganie dwoch bioaktywnych czasteczek w jedng strukture tzw. biokoniugat. Pozwala to na
potaczenie ich wlasciwosci farmakologicznych, ograniczenie toksycznosci oraz zwigkszenie
skutecznosci terapeutycznej. Biokoniugaty sg szczegolnie interesujace z punktu widzenia projektowania
nowoczesnych lekow o dziataniu celowanym, gdyz umozliwiajg jednoczesng modyfikacj¢ aktywnosci

biologicznej 1 wlasciwosci fizykochemicznych przy zachowaniu wysokiej stabilnosci strukturalne;.

Steroidy stanowig jedna z najwazniejszych klas zwigzkéw naturalnych wystepujacych we
wszystkich organizmach eukariotycznych. Ich czteropierscieniowy rdzen
cyklopentanoperhydrofenantrenowy nadaje czasteczkom sztywna strukture, warunkujacg ich
oddziatywania z receptorami biatkowymi. Silnie lipofilowy charakter umozliwia im przenikanie przez
btony komorkowe i wplywanie na liczne procesy metaboliczne. Obecno$¢ reaktywnych grup
funkcyjnych, zwlaszcza hydroksylowej w pozycji C(3) 1 karboksylowej lub alkilowej w C(17), utatwia
modyfikacje chemiczne prowadzace do pochodnych o nowych wilasciwosciach biologicznych. Dzigki

temu steroidy stanowig atrakcyjny szkielet do projektowania zwigzkow bioaktywnych.

Szczegodlne znaczenie maja dwie grupy zwigzkoéw steroidowych: kwasy zolciowe 1 sterole.
Kwasy zoétciowe, bedace pochodnymi cholanu, wykazuja amfipatyczny charakter oraz zawieraja
reaktywne grupy hydroksylowe i karboksylowe, co czyni je interesujagcymi substratami w chemii
supramolekularnej. Sterole, takie jak cholesterol, peilnig istotng role¢ strukturalng w blonach
komoérkowych, a modyfikacje ich czasteczek pozwalajga na uzyskanie pochodnych o zmienionej
polarnosci 1 aktywnosci biologicznej. Obie grupy wykazujg duzg réznorodnos¢ chemiczng, stanowigc

dogodne platformy do tworzenia biokoniugatow o okreslonych funkcjach.

Projektowanie nowych koniugatow steroidowych nabiera znaczenia wobec narastajgcej
oporno$ci drobnoustrojow na dostgpne $rodki farmakologiczne. Modyfikacje strukturalne moga
prowadzi¢ do otrzymywania zwigzkow o zwigkszonej przepuszczalno$ci przez btony komorkowe
patogendw lub zdolnych do oddziatywania z nowymi celami molekularnymi. Kluczowym narzgdziem

w syntezie tego typu pochodnych jest chemia ,,click”, zaproponowana przez Sharplessa. Opiera si¢ ona
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na prostych, wysokowydajnych reakcjach prowadzonych w tagodnych warunkach, prowadzacych do
trwatych produktow. Najbardziej znang reakcja z tego zakresu jest katalizowana jonami Cu(l)
cykloaddycja azydku i alkinu (CuAAC), prowadzaca do powstania pier§cienia 1,2,3-triazolowego.
Uktad triazolowy jest wyjatkowo stabilny, odporny na hydrolizg
i degradacje enzymatyczng, a jednoczesnie zdolny do tworzenia licznych oddzialywan

niekowalencyjnych z biatkami. Dzigki temu stanowi idealny tacznik w projektowaniu biokoniugatow.

Zastosowanie chemii ,,click” w modyfikacjach steroidow umozliwia szybkie i selektywne
tworzenie stabilnych koniugatoéw o przewidywalnej strukturze i wysokim potencjale biologicznym.
Potaczenie fragmentow kwasow zolciowych i steroli przez pierScien triazolowy pozwala uzyskac
wielofunkcyjne uktady o potencjalnym znaczeniu terapeutycznym, szczegdlnie w kontekscie rosnace;j

opornos$ci drobnoustrojow na klasyczne leki przeciwdrobnoustrojowe.

Celem niniejszej pracy doktorskiej byto otrzymanie i scharakteryzowanie nowych koniugatow
steroidowych o potencjalnych wiasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych. Zsyntezowano }lacznie
dwadziescia dziewie¢ nowych zwiazkéw, w tym dwadziescia siedem koniugatéw o charakterze
mieszanym i dimerycznym. Zwigzki te otrzymano w wyniku reakcji Huisgena bedacej przyktadem
chemii ,click”, prowadzacej do powstania trwalego potaczenia 1,2,3-triazolowego. W pracy
przeprowadzono pelng analize¢ spektroskopowg (NMR, FT-IR) i spektrometryczng (ESI-MS)
otrzymanych produktow, badania in silico obejmujace obliczenia kwantowo-mechaniczne (PM5),
predykcje aktywnosci biologicznej metodg PASS oraz dokowanie molekularne. W wybranych
przypadkach wykonano takze badania biologiczne obejmujace ocen¢ aktywnosci przeciwgrzybiczej
i hemolitycznej. Uzyskane wyniki postuzyty do okreslenia zalezno$ci migdzy strukturg a aktywnosScia
otrzymanych koniugatow oraz do sformutowania wnioskéw dotyczacych ich potencjalnego
zastosowania jako zwigzkéw o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym. Zastosowane podejscie badawcze,
taczace synteze, analize strukturalng oraz metody in silico i in vitro, pozwolito na uzyskanie nowych,
wczesniej nieopisywanych danych dotyczacych wlasciwosci koniugatow steroidowych. Otrzymane
rezultaty rozszerzaja aktualng wiedz¢ w zakresie chemii i biologii tej klasy zwiazkow. Uzyskane wyniki
istotnie poszerzaja aktualny stan wiedzy w obszarze chemii koniugatow steroidowych i wskazuja nowe

kierunki ich funkcjonalizacji.

Badania opisane w niniejszej pracy znalazly odzwierciedlenie w publikacjach w recenzowanych
czasopismach naukowych z zakresu chemii organicznej i chemii medycznej, m.in. ACS Omega,
Steroids, International Journal of Molecular Sciences oraz Journal of Molecular Structure, a takze byty

prezentowane na konferencjach naukowych o zasiegu krajowym i miedzynarodowym.
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MGR INZ. GRZEGORZ HAJDAS SEKCJA LITERATUROWA

1. Charakterystyka ogolna steroidow

Steroidy stanowig obszerng grupe zwiazkow pochodzenia naturalnego. Sg obecne
w organizmach zwierzecych, roslinnych oraz w mikroorganizmach. Wspdlna cecha wszystkich
steroidow jest obecno$¢ charakterystycznego tetracyklicznego szkieletu weglowego [1,2]. Zmienno$¢
strukturalna wewnatrz tej grupy zwiazkéw wynika gldwnie z roznic w uktadzie pierscieni tworzacych
szkielet, obecnosci grup funkcyjnych w okreslonych pozycjach szkieletu oraz zr6znicowania budowy
i dtugo$ci tancucha bocznego. Grupy chemiczne, takie jak hydroksylowe, karbonylowe czy nienasycone
wigzania podwojne decyduja o wilasciwosciach fizykochemicznych oraz aktywnosci biologicznej

poszczegblnych grup steroidow.

Sposrod wszystkich steroidow szczegélng rodzing zwigzkow stanowig sterole, zawierajace
grupe hydroksylowa w swojej strukturze. Najbardziej znanym przedstawicielem tej klasy zwigzkow jest
cholesterol. Jest to kluczowy sktadnik blon komorkowych zwierzat, odpowiedzialny za regulacje ich
ptynnosci i integralnosci [3]. Pelni on takze rolg biosyntetycznego prekursora wielu kluczowych
zwigzkow takich jak kwasy zotciowe, witamina D, glikokortykoidy czy hormony ptciowe [1]. Kwasy
z6lciowe sa hydroksylowanymi pochodnymi cholesterolu syntezowanymi w watrobie na drodze
wieloetapowych przemian biochemicznych [4]. Zawieraja charakterystyczny, amfipatyczny uktad grup
hydroksylowych oraz grupe karboksylowa w tancuchu bocznym [5]. Wystepuja gldwnie w postaci soli
sodowych i potasowych pehiac istotna role w procesach emulgacji lipidoéw w przewodzie pokarmowym
oraz regulacji gospodarki lipidowej organizmu. Dzigki swojej strukturze i reaktywno$ci chemiczne;j,
kwasy zotciowe oraz ich pochodne stanowig atrakcyjna grupe zwiazkéw do projektowania zwigzkow

biologicznie czynnych.

Steroidy odgrywaja kluczowa role w utrzymaniu homeostazy organizmu. Hormony steroidowe
uczestnicza w regulacji metabolizmu, rozwoju plciowego, proceséw zapalnych i odpowiedzi
immunologicznej. Niektore steroidy wykazuja rowniez dzialanie cytotoksyczne, antybiotyczne czy

przeciwnowotworowe co czyni je obiektem badan farmakologicznych i chemicznych.

1.1.Struktura steroidow

Charakterystyczng cechg wszystkich steroidéw jest obecnos$é szkieletu weglowego, bedacego
pochodna 1,2—cyklopentanoperhydrofenantrenu (Schemat 1). Sklada si¢ on z trzech pier§cieni
cykloheksanowych (A, B i C) oraz jednego pierScienia cyklopentanowego (D), tworzac wspdlnie
tetracykliczny rdzen weglowy. Szkielet ten uznawany za podstawowy motyw strukturalny mogacy
ulegac licznym modyfikacjom, tym samym determinujac wlasciwosci fizykochemiczne oraz aktywnosé

biologiczng poszczegdlnych zwigzkdéw steroidowych [6].

18



MGR INZ. GRZEGORZ HAJDAS SEKCJA LITERATUROWA

Przyklady
R! R? R?

A/B— cis A/B— trans
CHs CHs H Testan Androstan
CH3; H H Estran -
CHs CHs CH,CH; Pregnan Allopregnan
CH; CH;3 CH(CH3)CH,CH,CHj3 Cholan Allocholan
CH; CH;3 CH(CH3) (CH»);CH(CHs): Koprostan Cholestan

Schemat 1. Numeracja atoméw wegla w szkielecie steroidowym i przyktady podstawowych struktur

steroidowych.

Podstawowy szkielet steroidowy zawiera 17 atomdéw wegla ktorych numeracja zostala
ujednolicona dla tetracyklicznego uktadu pierscieni i jest powszechnie stosowana w nomenklaturze
zwigzkow steroidowych. Typowymi elementami tej struktury sa dwie grupy metylowe zlokalizowane
przy atomach C(10) i C(13) oraz zrdéznicowany strukturalnie tancuch boczny przy atomie C(17).
Lancuch ten moze przyjmowac posta¢ prostych badz rozgalezionych fragmentow weglowodorowych
0 roznym stopniu nienasycenia, grupy karboksylowe badz dodatkowe pierscienie

(w tym heterocykliczne).
Zréznicowanie strukturalne steroidow wynika z kilku czynnikow takich jak [7]:

» Konfiguracja przestrzenna kondensacji piercieni — mozliwe sg rozne uklady przestrzenne
pomiedzy pier$cieniami A/B, B/C i C/D m.in. uklad cis oraz trans;

» Stopien nienasycenia — obecno$¢ wigzan podwojnych w obrebie szkieletu;

» Rodzaj podstawnikow — gtéwnie w potozeniach C(3), C(7), C(11), C(17) i innych;

» Budowy tancucha bocznego przy C(17) — dtugo$¢ oraz rodzaj wptywa na klasyfikacje steroidu

1 jego wlasciwosci fizykochemiczne.

Na Schemacie 1 przedstawiono zestawienie podstawowych przyktadowych struktur szkieletow
steroidowych w zalezno$ci od konfiguracji pierscieni A/B oraz rodzaju podstawnikow R!, R?i R3. Uktad
pierscieniowy oraz budowa tancucha bocznego stanowi podstawe do klasyfikacji steroidow na grupy

takie jak estrany, androstany, pregnany, cholany czy cholestany. Przyktadowo, uktad estranowy
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charakteryzuje si¢ brakiem fancucha bocznego przy atomie C(17) (R’=H), natomiast szkielet

cholestanowy posiada w tym miejscu rozbudowany fragment alifatyczny.

Innym sposobem klasyfikacji steroidéw jest obecno$¢ charakterystycznych grup funkcyjnych.
Sterole np. cholesterol (1) posiadaja przy atomie C(3) grupe hydroksylowa, najczesciej w konfiguracji
B (Rysunek 1) [8]. Kwasy zolciowe np. kwas cholowy (2), bedace pochodnymi cholesterolu posiadaja
minimum jedng grupe hydroksylowa w obrebie szkieletu oraz karboksylowa przy tancuchu bocznym

(Rysunek 1). Cechy te s3 odpowiedzialne za ich amfipatycznos¢.

Cholesterol (1) Kwas cholowy (2)

Rysunek 1. Struktury chemiczne cholesterolu oraz kwasu cholowego.

1.2 Stereochemia steroidow

Szkielet 1,2—cyklopentanoperhydrofenantrenu zawiera siedem centrow chiralnych przy
atomach wegla C(5), C(8), C(9), C(10), C(14) oraz C(17). Warunkiem koniecznym dla istnienia centrow
chiralnych jest obecno$¢ czterech réznych podstawnikéw przy rozpatrywanych atomach wegla.
Teoretyczna liczba mozliwych stereoizomeréw wynikajaca z obecnosci siedmiu centrow
stereogenicznych wynosi 27, czyli 128. W rzeczywistosci liczba ta jest ograniczona przez sztywnos$¢
i wzajemne ulozenie pierscieni w szkielecie steroidowych. Przyjete konformacje, zwlaszcza dla

potaczen pierscieni trans, eliminujg czgs¢ mozliwych konfiguracji przestrzennych.

W przypadku steroli np. cholesterolu (1) (Rysunek 1), dodatkowo pojawia si¢ grupa
hydroksylowa przy atomie C(3), ktora stanowi kolejne centrum chiralnosci. Skutkuje to dalszym
zwigkszeniem liczby potencjalnych stereoizomerow. Kazde dodatkowe centrum stereogeniczne
w czasteczce podwaja mozliwg ilos¢ konfiguracji przestrzennych. Warto rowniez wspomnie¢
o zwigzkach, w ktorych centrum stereogeniczne powstaje wtoérnie w wyniku podstawienia grupy
funkcyjnej, np. epoksydacji lub hydroksylacji. Przyktadem sg hydroksylowane pochodne cholesterolu,
w ktorych stereochemia przy nowo wprowadzonych centrach decyduje o rozpoznawaniu przez enzymy

metabolizujace.
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Steroidy pochodzenia naturalnego wykazuja duza roznorodno$¢ stereochemiczng, ktora
bezposrednio wptywa na ich wtasciwos$ci biologiczne. Kluczowym aspektem jest wzajemna orientacja
pierscieni A/B. Orientacja ta moze wystepowa¢ w dwodch wariantach cis lub trans, zaleznie od
konfiguracji w pozycjach C(5) oraz C(10). Roznica ta pozwala wyodrgbnieni¢ dwa gléwne szeregi
strukturalne: normalny (uktad cis, np. cholestan) oraz al/lo (uktad trans, np. koprostan) (Schemat 1) [9].
Cho¢ roznica dotyczy jedynie geometrii w jednym miejscu szkieletu, znaczaco ksztattuje przestrzenna
budowe czasteczek, co przektada sie na ich rozpoznawanie przez receptory biologiczne. Historycznie
pierwszymi poznanymi steroidami byly zwiazki o uktadzie cis A/B pierscieni w szkielecie. Okre$lono
je mianem steroidow normalnych. Pézniej odkryte zwiazki o uktadzie pier§cieni trans A/B nazwano
allo steroidami, od greckiego ,allos” czyli ,inny”. Termin ten mial podkresla¢ odmienno$¢
stereochemiczng nowo odkrytej grupy steroidow. Nazewnictwo obydwu szeregow jest powszechnie
uzywane w nazewnictwie steroidow, z uwagi na fakt iz ré6znice w konfiguracji znaczaco wplywaja na

wlasciwosci biologiczne i fizykochemiczne.

Podobne znaczenie maja inne uktady pierscieni. W przypadku polaczen B/C i C/D najczesciej
obserwuje si¢ uklad trans, ktory nadaje czasteczce bardziej liniowa i sztywna konformacje. Stabilizuje
on strukture calego rdzenia steroidowego i ogranicza mozliwos¢ przeksztalcen konformacyjnych. Uktad
cis w tych pozycjach wystepuje rzadziej i zwykle jest zwigzany z okreSlonymi grupami zwigzkow
o specyficznej funkcji biologicznej. W naturalnych estranach i androstanach dominuja uktady frans B/C
i C/D, podczas gdy w niektdrych kwasach zotciowych oraz steroidach pochodzenia mikrobiologicznego
wystepuja mniej typowe konfiguracje — np. uktad cis A/B przy zachowanym frans C/D. Konfiguracja
pierscieni wplywa nie tylko na rozpoznanie przez receptory biologiczne, ale roéwniez na
rozpuszczalno$¢, powinowactwo do blon biologicznych oraz stabilnos¢ chemiczng. Jest to szczegdlnie
istotne w przypadku zwigzkéw o dziataniu hormonalnym, takich jak androgeny, estrogeny,

glikokortykoidy czy progestageny.

Przyktady wybranych steroidow z uwzglednieniem sterochemii pierscieni szkieletu 1,2—
cyklopentanoperhydrofenantrenu przedstawiono na Rysunku 2. Dihydrotestosteron (DHT) (3) jest
naturalnym androgenem o w petni frans—potaczonych pierscieniach A/B, B/C i C/D (Rysunek 2) [1].
Taka konfiguracja nadaje czasteczce sztywna, wydtuzona i stosunkowo ptaska geometrie, co sprzyja jej
wysokiemu powinowactwu do receptora androgenowego. Kwas cholowy (2), nalezacy do grupy
kwasow zotciowych, charakteryzuje si¢ uktadem cis A/B oraz trans B/C i C/D (Rysunek 2). Obecnosé¢
uktadu cis A/B powoduje wygieta konformacje czasteczki, natomiast trans C/D stabilizuje sztywniejsza
czg$¢ rdzenia steroidowego. Podobnag geometrie¢ wykazuje koprostanol (4), steroid pochodzenia
mikrobiologicznego, powstajacy w wyniku redukcji cholesterolu w jelicie grubym (Rysunek 2). Jego

uktad pierscieni cis A/B i trans C/D wptywa na wyraznie zgig¢ta budowe przestrzenng czasteczki.
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Kwas cholowy (2)
A/B: cis

B/C: trans

C/D: trans

Dihydrotestosteron (DHT) (3)
A/B: trans
B/C: trans
C/D: trans

Koprostanol (4)
A/B: cis

B/C: trans

C/D: trans

Rysunek 2. Struktury chemiczne dihydrotestosteronu, kwasu cholowego oraz koprostanolu

z uwzglednieniem stereochemii pierscieni A/B/C/D.

Obecnos¢ wigzania podwojnego w obrebie pier§cieni szkieletu steroidowego znaczaco wptywa
na ich konformacje i sztywnos¢ (Rysunek 3) [1,3]. Najczesciej spotykanymi uktadami sg A* (C(4)=C(5))
oraz A’ (C(5)=C(6)), szczegblnie w pierScieniu B. Uklad A°, charakterystyczny m.in. dla cholesterolu
(1) pozwala na zachowanie wigkszej elastycznosci pier§cienia A, przez co cala czasteczka zyskuje
pewna ruchomos$¢ konformacyjna. Wariant A, obecny np. w kortyzolu czy testosteronie, prowadzi do
sptaszczenia pier§cienia A, ograniczajac jego rotacj¢ (Rysunek 3). Ponadto stopien nienasycenia wplywa
na uktad centréw chiralnych, eliminujac mozliwo$¢ ich istnienia na atomach bezposrednio
zaangazowanych w wigzanie podwdjne. Przykltadem szczegélnym jest aromatyzacja pierscienia A,
obserwowana m.in. w estradiolu, skutkujgca utratg centrum chiralnosci przy atomie C(10) i powstaniem
planarnie usztywnionego uktadu aromatycznego (Rysunek 3). Konsekwencja tej zmiany jest zasadniczo

inny sposob wigzania z receptorami estrogenowymi.
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H H

A% nienasycenie A% nienasycenie

OH

H H H H

A%7 nienasycenie aromatyczny pierscien A

Rysunek 3. Struktury chemiczne i stereochemia szkieletu steroidowego w zaleznos$ci od obecnos$ci wigzan

nienasyconych w strukturze.

1.3 Aktywnos¢ biologiczna steroidow

Steroidy dziataja w wielu obszarach fizjologii. Reguluja ekspresje gendow, metabolizm
i gospodarke wodno—elektrolitows. Uczestniczg takze w trawieniu lipidéw i utrzymaniu integralno$ci
bton. Na Schemacie 2 przedstawiono podzial steroidow ze wzgledu na ich aktywnos$¢ biologiczng. Ich
dziatanie czesto zwigzane jest z oddziatywaniem z wyspecjalizowanymi biatkami, takimi jak enzymy,
transportery czy receptory wewnatrzkomorkowe. Interakcje te zalezg nie tylko od rodzaju grup

funkcyjnych, lecz takze od ksztaltu czasteczki, jej konformacji przestrzennej oraz stopnia nienasycenia.

Schemat 2. Podziat steroidéw ze wzgledu na ich aktywnos$¢ biologiczna.

cisnienia

ptciowe

Steroidy
|
| | | | |
Pochodne Pochodne Pochodne Pochodne Pochodne
cholestanu pregnanu androstanu estranu cholanu
Sktadnik bton Gospodarka Dziatanie Regulacja cyklu Regulacja
komérkowych | [ wodno- | anaboliczne | miesiaczkowego |[] | Metabolizmu
wy elektrolitowa a 8 lipidéw i glukozy
Prekursor Dziatanie Rozwdj zefiskich Wehtanianie
— hormondw i — przeciwzapalne, |}— Spermatogeneza | : — . - .
PN . - cech ptciowych witamin A,D,E i K
kwasoéw zétciowych immunosupresyjne
| | Regulacjastresui || | Meskiecechy Emulgacia lipidéw
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Wisrod steroidow wyrdznia si¢ kilka gtéwnych podklas o zroznicowanej funkcji biologiczne;:

>

Pochodne cholestanu, do ktorych nalezy m.in. cholesterol, odgrywaja kluczowg role
jako sktadnik bton komorkowych oraz prekursor w biosyntezie hormonow
steroidowych 1 kwasow zolciowych. Cholesterol wptywa na plynno$¢ btony oraz
uczestniczy w tworzeniu raftow lipidowych, pehligcych funkcje sygnatowe
1 organizacyjne w komorkach ssakow;

Pochodne pregnanu, takie jak kortyzol, aldosteron czy progesteron, sa hormonami
steroidowymi produkowanymi w korze nadnerczy. Regulujg one odpowiedzi stresowe,
gospodarke elektrolitowg oraz przebieg cyklu miesigczkowego. Kortykosteroidy
wykazuja rowniez silne dzialanie przeciwzapalne i immunosupresyjne, co znajduje
zastosowanie w farmakoterapii;

Pochodne androstanu, reprezentowane przez testosteron i androsteron, to glowne
meskie hormony piciowe. Odpowiadaja za rozwoj cech plciowych, regulacje
spermatogenezy oraz anaboliczne procesy zwigzane z budowa masy mig$niowej
i gestosci kosci. Ich syntetyczne pochodne znalazly zastosowanie w leczeniu
niedoboréw hormonalnych, ale réwniez jako srodki dopingujace;

Pochodne estranu, takie jak estradiol i estron, sg zenskimi hormonami piciowymi.
Uczestnicza w regulacji cyklu miesigczkowego, rozwoju gruczotow sutkowych oraz
wielu innych procesach rozrodczych i1 metabolicznych. Wspotczesna terapia
hormonalna (HTZ) oraz $rodki antykoncepcyjne bazuja w duzej mierze na pochodnych
estradiolu;

Pochodne cholanu, reprezentowane przez kwasy zotciowe (np. kwas cholowy,
deoksycholowy), petnig funkcje fizjologiczne w procesie trawienia lipidow. Dzialaja
jako detergenty ulatwiajace emulgacje tluszczow oraz wspomagaja wchlanianie
witamin rozpuszczalnych w thuszczach. Ponadto uczestnicza w regulacji metabolizmu
lipidow i glukozy poprzez interakcje z receptorami FXR (receptor farnezoidowy X)

1 TGRS (receptor sprzezony z biatkiem G typu Takeda 5) [9].

W grupie steroidow istotne miejsce zajmujg réwniez sterole i ich utlenione pochodne

(oksysterole), ktore mogg dziata¢ jako zwiazki sygnatowe, wptywajac na ekspresje gendw zwigzanych

z metabolizmem lipidow lub odpowiedzia zapalng [10]. Zdolno$¢ do selektywnej modyfikacji ich

struktury otwiera perspektywy projektowania nowych pochodnych o ukierunkowanym dziataniu

farmakologicznym.

Modyfikacja steroidéw umozliwia nie tylko poprawe ich wlasciwosci farmakokinetycznych, ale

roéwniez generowanie nowych struktur o potencjalnie odmiennym profilu biologicznym. Tego rodzaju
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strategie stanowig podstawe wielu prac badawczych w zakresie chemii medyczne;j i biologii chemicznej

[11,12].

2. Sterole

Sterole stanowig obszerna grup¢ naturalnych steroidéw obecnych we wszystkich organizmach
eukariotycznych. Pelnia kluczowe funkcje strukturalne i1 metaboliczne. W ich budowie
charakterystyczne jest wystepowanie grupy hydroksylowej przy atomie wegla C(3) oraz
zréznicowanego strukturalnie, najczesciej alifatycznego tancucha bocznego w pozycji C(17) [13].
W zaleznosci od zrodta biologicznego, sterole roznig si¢ budowa m.in. stopniem nienasycenia, co

warunkuje ich wtasciwosci fizykochemiczne i biologiczne.

Czasteczki te sa amfifilowe, zawieraja zar6wno fragment hydrofilowy (grupa hydroksylowa),
jak i hydrofobowy (reszta steroidowa i tancuch boczny), co umozliwia im integracje z btonami
biologicznymi. Dzigki tej cesze pelnig one funkcje stabilizujacg btony komodrkowe. Reguluja ich
ptynnos¢, grubo$¢ oraz tworzenie mikrostruktur. Sterole sa takze prekursorami licznych metabolitow

wtornych — hormonow steroidowych, kwaséw zoélciowych, witamin D oraz zwigzkow sygnatowych.
Mozna wyr6zni¢ trzy gléwne klasy steroli, zalezne od zrodta ich pochodzenia:

o Fitosterole — wystepujace u roslin, z dominujacymi przedstawicielami: B-sitosterolem,

kampesterolem i stigmasterolem;

e Zoosterole — gldwnie cholesterol, obecny w blonach komérkowych zwierzat i uczestniczacy

w syntezie hormonow;

e Mykosterole — wystepujace u grzybow, z ergosterolem jako gléwnym komponentem bion

komoérkowych.

Pomimo wspdlnych cech strukturalnych i biosyntetycznych, poszczegdlne klasy steroli
wykazuja istotne réznice w funkcji biologicznej i metabolizmie. W kolejnych podrozdziatach oméwiono

budowe, biosyntezg, wystepowanie oraz znaczenie fitosteroli, zoosteroli i mykosteroli.

2.1 Fitosterole

Fitosterole to naturalnie wystepujace steroidy roslinne, strukturalnie zblizone do cholesterolu
[14]. Pelnig w organizmach roslinnych gtéwnie funkcje strukturalng jako sktadniki bton komorkowych.
Wsrod roslinnych steroli najczesciej spotykane sg: B—sitosterol (5), kampesterol (6) i stigmasterol (7),
przy czym B-sitosterol zwykle dominuje ilosciowo w tkankach roslinnych [15]. Struktury powyzszych

zwigzkow zostaty przedstawione na Rysunku 4.
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Struktura fitosteroli opiera si¢ na szkieletach cholestanu, ergostanu lub stigmastanu, r6znigcych
si¢ dlugoscia i rozgatezieniem fancucha bocznego w pozycji atomu C(17). Gléwne roéznice pomigdzy
fitosterolami a cholesterolem dotycza budowy tancucha bocznego. W wigkszosci przypadkow
fitosterole zawieraja dodatkowe grupy metylowe lub etylowe w pozycji atomu wegla C(24), jak np.

w stigmasterolu (7) (Rysunek 4).

B-Sitosterol (5) Kampesterol (6)

Stigmasterol (7)

Rysunek 4. Struktury chemiczne wybranych fitosteroli.

Fitosterole moga wystepowa¢ jako wolne alkohole, estry kwasow tluszczowych lub jako
glikozydy. Ponadto, niektére rosliny syntetyzuja stanole — catkowicie nasycone pochodne steroli np.

sitostanol, o zblizonej funkcji biologiczne;j.

Fitosterole sa szeroko rozpowszechnione w tkankach ro$linnych, szczegoélnie w btonach
komorkowych. Najwigksze stezenia obserwuje si¢ w nasionach oleistych, otrebach, kietkach, orzechach
i olejach roslinnych [16]. W organizmach roslinnych petnig funkcje analogiczng do cholesterolu,
odpowiadaja za utrzymanie stabilnosci bton biologicznych, reguluja ich ptynno$¢ oraz biorg udziat

w odpowiedzi komoérki na czynniki stresowe.

Biosynteza fitosteroli przebiega z udzialem szlaku mewalonianowego, a podstawowym
prekursorem jest cyklartenol, produkt cyklizacji skwalenu (w odréznieniu od lanosterolu powstajacego

w organizmach zwierzat). Z cyklartenolu syntetyzowane sg kolejne sterole przez metylacje, redukcje

26



MGR INZ. GRZEGORZ HAJDAS SEKCJA LITERATUROWA

i przesunigcia wigzan podwojnych. Enzymy takie jak C(24)-metylotransferaza sterolowa (SMT) oraz

A’-reduktaza odpowiadajg za ro6znorodnos¢ koncowych produktow.

Fitosterole pelnia wazng role nie tylko w fizjologii roélin, ale takze dziataja prozdrowotne
w organizmach ludzkich. Ze wzgledu na strukturalne podobienstwo do cholesterolu, fitosterole
konkurujg z nim o wchianianie w jelicie cienkim, co prowadzi do obnizenia poziomu cholesterolu
catkowitego i LDL we krwi [17]. Mechanizm ten wykorzystywany jest w produkcji zywnos$ci
funkcjonalnej, w tym margaryn wzbogaconych w sterole roslinne. Wykazano takze, ze niektore
fitosterole majg dziatanie przeciwzapalne, przeciwnowotworowe (szczegodlnie w nowotworach jelita
grubego i prostaty), a takze immunomodulujgce. Prowadzone sg badania nad wykorzystaniem fitosteroli
jako ligandoéw receptorow jadrowych (np. LXR), co mogloby poszerzy¢ zakres ich potencjalnych

zastosowan terapeutycznych.

2.2 Zoosterole

Sterole zwierzece (zoosterole) to steroidy charakterystyczne dla organizméw zwierzecych.
Pelnig kluczowe funkcje w utrzymaniu integralnosci bton komorkowych, regulacji metabolizmu lipidow
oraz biosyntezie hormondéw steroidowych. Cholesterol jest dominujagcym sterolem w tej grupie,

stanowigc glowny komponent sterolowy tkanek zwierzecych.

Cholesterol (1) zawiera grupe hydroksylowg przy atomie wegla C(3), wigzanie podwdjne A3©),
oraz o$mioweglowy tancuch alkilowy w pozycji atomu C(17) (Rysunek 5).

Poza cholesterolem w komoérkach mogg by¢ obecne takze: desmosterol (8) (z dodatkowym
wigzaniem A*®> 7-dehydrocholesterol (9) — prekursor witaminy D; oraz latosterol (10), posredni
metabolit biosyntezy cholesterolu (Rysunek 5) [18,19]. Ich obecnos¢ odzwierciedla stan metaboliczny

komorki oraz aktywnos$¢ poszczegolnych enzymow szlaku biosyntezy.

27



MGR INZ. GRZEGORZ HAJDAS SEKCJA LITERATUROWA

Cholesterol (1) Desmosterol (8)

7-dehydrocholesterol (9) Latosterol (10)

Rysunek 5. Struktury chemiczne wybranych zoosterol:i cholesterolu, desmosterolu,

7-dehydrocholesterolu oraz latosterolu.

W watrobie cholesterol jest wykorzystywany do syntezy kwasow zolciowych — zwigzkow
niezbednych do emulgacji ttuszczéw 1 wehtaniania witamin rozpuszczalnych w thuszczach (A, D, E, K)
w przewodzie pokarmowym [20]. Jako prekursor biosyntezy hormonow steroidowych, cholesterol
stanowi punkt wyjs$cia do powstawania kortyzolu, aldosteronu, testosteronu oraz estradiolu. Hormony
te regulujg m.in. gospodarke wodno—elektrolitowa, metabolizm, funkcje rozrodcze oraz odpowiedz
immunologiczng. Dodatkowo peni istotng role w skorze, gdzie pod wptywem promieniowania UV
ulega konwersji do prewitaminy Ds (11), a nastepnie do aktywnej formy witaminy Ds (cholekalcyferolu)
(12), niezbednej m.in. do utrzymania prawidlowego metabolizmu wapnia i zdrowia uktadu kostnego
(Schemat 3) [21]. Dzigki tym zréznicowanym funkcjom cholesterol jest nie tylko waznym sktadnikiem
strukturalnym, lecz takze metabolicznie aktywna czasteczka o fundamentalnym znaczeniu dla

prawidlowego funkcjonowania organizmu.
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7-dehydrocholesterol (9) Prewitamina D (11) Witamina D5 (cholekalcyferol) (12)

Schemat 3. Szlak biosyntetyczny witaminy Ds.

Patologiczne stezenia cholesterolu we krwi, zwlaszcza jego frakcji LDL (tzw. ,,zlego”
cholesterolu), sa $cisle zwigzane z rozwojem miazdzycy, czyli odktadania si¢ ztogow lipidowych
w §cianach naczyn krwiono$nych [22-24]. Prowadzi to do zwegzenia $wiatla naczyn, uposledzenia
przeptywu krwi i w konsekwencji zwigkszonego ryzyka wystapienia choroby niedokrwiennej serca,
zawalu miesnia sercowego, udaru moézgu oraz innych powiklan ze strony uktadu sercowo-—
naczyniowego [25]. Zaburzenia gospodarki cholesterolowej sa zatem jednym z gtownych czynnikéw

ryzyka chordb cywilizacyjnych i stanowig istotny problem zdrowia publicznego.

Zbyt niski poziom cholesterolu réwniez moze mie¢ negatywne konsekwencje, szczegdlnie
w kontekscie rozwoju uktadu nerwowego [26]. Niedobory tego sterolu, wystepujace
m.in. w zaburzeniach peroksysomalnych takich jak zespot Zellwegera, moga prowadzi¢ do powaznych
deficytow neurologicznych [27]. Cholesterol jest bowiem niezbedny do prawidtowego rozwoju
i funkcjonowania moézgu. Bierze udzial w tworzeniu ostonek mielinowych otaczajacych aksony
neurondéw, w synaptogenezie oraz w utrzymaniu integralnosci blon komoérkowych komorek nerwowych.
Zaburzenia jego syntezy lub transportu moga skutkowaé opo6znieniem rozwoju psychoruchowego,

zaburzeniami poznawczymi i innymi powaznymi objawami neurologicznymi.

2.3 Mykosterole

Mykosterole stanowig grupe steroli charakterystycznych dla organizmoéow grzybowych. Ich
podstawowa funkcja jest stabilizacja struktury bton komoérkowych, analogicznie do roli cholesterolu
w komorkach zwierzgcych i fitosteroli w komorkach roslinnych [28]. Ergosterol (13), bedacy
dominujagcym sterolem w wigkszosci gatunkow grzybow, odgrywa kluczowa role w utrzymaniu
integralnosci i ptynnosci btony komodrkowej. Jego obecnos¢ jest powszechnie wykorzystywana jako
biomarker obecnosci komorek grzybowych. Jego biosynteza stanowi ponadto cel dziatania licznych
lekow przeciwgrzybiczych, co dodatkowo podkresla jego znaczenie biologiczne i farmakologiczne

[29,30].
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Ergosterol (13) posiada trzy wigzania podwdjne w pozycjach AX®, A7® i A22@3) oraz grupe
hydroksylowa w pozycji C(3) (Rysunek 6). Dodatkowe nienasycenie w pierscieniach steranowych oraz
fancuchu bocznym odréznia go od cholesterolu. Ergosterol oraz jego pochodne, takie jak episterol,
fekosterol czy 24(28)-dehydroergosterol, moga wystepowal rownoczesnie. Tworza wtedy
charakterystyczny profil sterolowy danego gatunku grzyba [31-33]. Znajduje on zastosowanie
w analizach chemotaksonomicznych oraz badaniach srodowiskowych, np. do oceny obecnosci grzybdw

mikroskopowych w powietrzu lub glebie.

Ergosterol (13)

Rysunek 6. Struktura chemiczna ergosterolu.

Ergosterol jako glowny sterol obecny w blonach komorkowych grzybow, pelni wspominang
wecze$niej funkcje analogiczng do cholesterolu w komorkach zwierzecych. Jego obecnos¢ jest kluczowa
dla utrzymania odpowiedniej ptynnosci i integralno$ci bton, co ma istotne znaczenie dla prawidtowego
funkcjonowania komodrek grzybowych [34]. Ergosterol stabilizuje strukture lipidowa bton, wptywa na
ich przepuszczalno$¢ oraz umozliwia prawidlowe dzialanie biatek btonowych, w tym kanalow

jonowych i receptorow.

Zwiazek ten petni roéwniez istotna funkcje biologiczng jako fotochemiczny prekursor witaminy
D. (ergokalcyferolu). Pod wptywem promieniowania UV dochodzi do konwersji ergosterolu do
prewitaminy D-, a nastepnie do aktywnej formy witaminy, co ma znaczenie w kontek$cie suplementacji

i produkcji preparatoéw witaminowych pochodzenia niezwierzecego [35].

Z perspektywy farmakologicznej, ergosterol stanowi gtéwny cel dziatania niektorych lekow
przeciwgrzybiczych, zwlaszcza antybiotykow polienowych, takich jak amfoterycyna B i nystatyna [36].
Zwiazki te wykazujg powinowactwo do ergosterolu, z ktorym tworza kompleksy zaburzajace strukture

btony komoérkowej, prowadzac do jej uszkodzenia i $mierci komorki.

30



MGR INZ. GRZEGORZ HAJDAS SEKCJA LITERATUROWA

3. Stanole

Stanole stanowia uwodornione pochodne steroli, w ktdrych wigzanie podwojne w pierscieniu B
zostato zredukowane (Rysunek 7). W przypadku fitostanoli do najwazniejszych przedstawicieli zalicza
si¢ sitostanol (14) oraz kampestanol (15) [37]. Zwiazki te sa naturalnie obecne w niektdrych produktach
ro$linnych, jednak w skali przemystowe] pozyskiwane sa gtownie jako produkt uboczny procesow

przetwarzania drewna w przemysle celulozowym.

Sitostanol (14) Stigmastanol (16)

Cholestanol (17) Koprostanol (18)
Rysunek 7. Struktury chemiczne wybranych stanoli.

Rozwoj technologii inzynierii genetycznej umozliwit modyfikacje genomu wybranych roslin
w celu zwiekszenia biosyntezy stanoli bez koniecznosci stosowania chemicznej redukcji [38].
Przyktadem ro$liny transgenicznej o zwickszonej zawarto$ci stanoli sa modyfikowane genetycznie
nasiona soi, w ktorych wykazano obecno$¢ znacznych iloéci sitostanolu (14), kampestanolu (15) oraz

stigmastanolu (16) (Rysunek 7) [39].

Wisrdd stanoli pochodzenia zwierzgcego (zoostanoli) szczego6lng uwage zwraca cholestanol
(17), bedacy produktem redukcji cholesterolu (Rysunek 7). Zwiazek ten naturalnie wystepuje w z6kci
oraz w kale, a jego obecno$¢ stwierdzono takze w tkankach zwierzat oraz u roslin wyzszych, gdzie
powstaje zarowno z cholesterolu, jak i z kampestanolu. Struktura cholestanolu przypomina cholesterol,
jedyna roznica jest brak wigzania podwojnego w pierscieniu steroidowym. W organizmie cztowieka
cholestanol syntetyzowany jest z 4—cholesten—3—olu, a jego stezenie w organizmie pozostaje zwykle

niskie i mie$ci si¢ w zakresie od 1/800 do 1/500 wartosci stezenia cholesterolu [40]. Patologiczny wzrost
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poziomu cholestanolu obserwowany jest w przypadku ksantomatozy mozgowo—sciggnistej (CTX). Jest
to rzadka choroba metaboliczna o podtozu genetycznym. Diagnostyka CTX opiera si¢ m.in. na
ilosciowym oznaczaniu cholestanolu w surowicy metoda HPLC z wykorzystaniem 27-hydroksylazy
sterolu. W leczeniu stosuje si¢ kwas chenodeoksycholowy, ktory skutecznie obniza poziom cholestanolu

i tagodzi objawy choroby.

Kolejnym przedstawicielem nasyconych steroli pochodzenia zwierzecego jest koprostanol (18),
izomer cholestanolu nalezacy do szeregu normalnego (Rysunek 7). Obecno$¢ tego stanolu w kale
cztowieka bywa wykorzystywana jako wskaznik aktywno$ci fermentacyjnej mikrobiomu oraz

biomarker zanieczyszczenia kalem w badaniach srodowiskowych [41,42].

4. Kwasy zolciowe

Kwasy zolciowe to grupa naturalnie wystepujacych steroidowych kwasow karboksylowych,
stanowigcych kluczowe metabolity cholesterolu, syntetyzowane w komorkach watroby ssakow.
Czasteczki te skladajg sie ze sztywnego, zakrzywionego szkieletu steroidowego typu 5B—cholanu,
zawierajacego od jednej do trzech grup hydroksylowych (zwykle w pozycjach 3a, 70 i 12a) oraz
bocznego tancucha zakonczonego grupa karboksylowa w pozycji atomu wegla C(24) [43]. Struktury

wybranych kwaséw zoélciowych zostaty przedstawione na Rysunku 8.

Kwas litocholowy (19) Kwas cholowy (2)

Kwas deoksycholowy (20) Kwas chenodeoksycholowy (21)

Rysunek 8. Struktury chemiczne wybranych kwasoéw zétciowych: kwasu litocholowego, cholowego,

deoksycholowego oraz chenodeoksycholowego.
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Kwasy zo6tciowe charakteryzuja si¢ czysto$cig enancjomeryczng oraz amfifilowym charakterem
czasteczki, wynikajacym z asymetrycznego rozmieszczenia grup hydroksylowych (czgs$¢ hydrofilowa)
wzgledem weglowodorowego szkieletu (cze$¢ hydrofobowa). W warunkach fizjologicznych ulegaja
one koniugacji z glicyna (22) lub tauryng (23), co prowadzi do powstania odpowiednio gliko—
i tauropochodnych kwasow zoétciowych (Schemat 4) [44]. Te koniugaty, okreslane jako sole zotciowe,
majg znacznie nizsze pKa oraz wyzsza rozpuszczalno§¢ w wodzie, co zwigksza ich zdolno$¢ do

dzialania jako $rodki powierzchniowo czynne.

Strukturalna roznorodno$¢ kwasow zotciowych wynika glownie z liczby 1 pozycji grup
hydroksylowych oraz konfiguracji ich podstawienia (o lub B) (Rysunek 8). Wyr6znia si¢ kwasy zotciowe
pierwotne takie jak kwas cholowy (2) i kwas chenodeoksycholowy (21) powstajace bezposrednio
w watrobie, oraz kwasy wtorne np. kwas deoksycholowy (20) i kwas litocholowy (19) generowane
w $wietle jelita poprzez dehydroksylacje przez mikrobiote jelitowa. Cho¢ wigkszo$¢ naturalnych
kwasow zolciowych posiada stereochemig typu A/B trans (szereg normalny), rzadziej spotykane sg ich
izomery szeregu allo (A/B—cis). Kwasy z6lciowe stanowia cenny szkielet w chemii biomimetycznej
i supramolekularnej [45-48]. Ich sztywna i chiralna struktura, a takze obecnos¢ regionow hydrofilowych
i hydrofobowych, sprzyjaja kontrolowanej samoorganizacji i oddzialywaniom z réznorodnymi
czasteczkami. Zwiazki te wykorzystywane sa jako promotory przenikalnosci bton, nosniki lekow,
matryce do tworzenia uktadéw supramolekularnych, a takze jako platformy do projektowania sensorow

molekularnych i materiatéw cieklokrystalicznych.

)

2 OH

Glicyna (22)

-+
O Na

Kwas cholowy (2)

NH

Taurocholan sodu (25)

Schemat 4. Biosynteza soli zétciowych na przyktadzie kwasu cholowego.
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5. Znaczenie biologiczne i zastosowanie kwasow zolciowych

Kwasy zolciowe i1 ich sole pelniag fundamentalne funkcje w organizmach kregowcow,
wykraczajace daleko poza ich pierwotna role w procesie trawienia [49]. W jelicie cienkim dziatajg jako
naturalne detergenty, umozliwiajac emulgacje tluszczoOw pokarmowych i zwiekszajac powierzchnie
kontaktu lipidow z enzymami trawiennymi. Dzigki amfipatycznemu charakterowi ulatwiajg one
tworzenie miceli wspomagajac absorpcje dtugotancuchowych kwasow tluszczowych, cholesterolu oraz
witamin rozpuszczalnych w thuszczach (A, D, E, K). Niedobory kwasow zoélciowych prowadza do

zaburzen wchtaniania thuszczow (zespo6t uposledzonego wchtaniania) i awitaminoz.

Poza funkcjg trawienna, kwasy zotciowe stanowig istotne czasteczki sygnalowe uczestniczace
w regulacji ekspresji genéw, metabolizmu lipidéw, glukozy oraz proceséw zapalnych. Dzialaja jako
ligandy receptoréw jadrowych (takich jak FXR) oraz btonowych (np. TGRS), inicjujac szlaki
sygnalizacyjne, ktére wpltywaja na synteze kwasow tluszczowych, sekrecje insuliny czy homeostaze
glukozy [50-54]. Ponadto kontroluja przepuszczalnos$¢ bariery jelitowej i moduluja sktad mikrobioty

jelitowej, co czyni je kluczowymi regulatorami osi jelitowo—watrobowe;.

W warunkach fizjologicznych biosynteza kwaséw zotciowych jest precyzyjnie regulowana
sprzgzeniem zwrotnym, a ich nadmiar lub niedobér prowadzi do zaburzen metabolicznych i chorob.
Niewlasciwy stosunek stezen cholesterolu do kwasow zotciowych w zétci moze skutkowaé jego
krystalizacjg 1 rozwojem kamicy zotciowej [55]. Dodatkowo, zaburzenia w metabolizmie kwasoéw
zotciowych sg powigzane z patogenezg cholestazy, niealkoholowego sthuszczenia watroby, zespotu jelita

drazliwego oraz chorob zapalnych jelit [56,57].

W medycynie klinicznej kwasy zolciowe, szczegdlnie ich syntetyczne analogi (np. kwas
obeticholowy) sa wykorzystywane w terapii pierwotnej] marskosci zotciowej watroby czy
cholestatycznych chorob watroby [58]. Z kolei ich naturalne formy, jak kwas ursodeoksycholowy,
znalazly zastosowanie w rozpuszczaniu kamieni zolciowych oraz poprawie przeptywu zotci [59,60].
Coraz czgsciej sa tez rozwazane jako potencjalne czynniki terapeutyczne w chorobach metabolicznych,
neurodegeneracyjnych, a nawet w terapii nowotwordéw, gdzie wykorzystuje si¢ ich zdolno$¢ do

modulacji ekspresji gendw pro i antyapoptotycznych [61-63].

6. Modyfikacje chemiczne steroidow

Struktura steroidow, oparta na szkielecie cyklopentanoperhydrofenantrenowym, oferuje liczne
mozliwos$ci chemicznej modyfikacji, zarowno w obrgbie samych pierscieni A-D, jak i przytaczonych
ugrupowan funkcyjnych m.in. w tancuchu bocznym przy atomie C(17). Obecno$¢ licznych centrow
stereogenicznych, roznorodnych grup funkcyjnych oraz reaktywnych miejsc w czasteczce sprawia, ze
steroidy stanowig doskonaly szkielet do chemicznej modyfikacji w celu poprawy ich wlasciwosci

biologicznych, farmakokinetyki czy dostgpnosci metaboliczne;j.
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Modyfikacje chemiczne mogga dotyczy¢ m.in. utleniania, redukcji, addycji nukleofilowych,
reakcji substytucji, halogenowania, tworzenia pierscieni heterocyklicznych, jak réwniez przeksztatcen
bardziej zaawansowanych, takich jak reakcje Grignarda, reakcje Wittiga, czy kondensacje aldolowe.
Przedstawiony na Schemacie 5 zestaw reakcji uwzglednia najcze$ciej wykorzystywane kierunki syntezy

w odniesieniu do poszczegdlnych pierscieni szkieletu steroidowego.

Halogenacja ‘

Przegrupowania 1

! Epoksydacja i
1 Uwodornienie
Hydroksylacja

Utlenianie

[ - Hydroksylacja ' b
___________________ 1 Laktonizacja |
e Utlenianie N, ; Utlenianie X
{ Redukcja 1 . . Reakcje Grignarda/organolityczne -
! Acylacja/alkilacja | ! Alkilacja !
| Konwersja do grupy odchodzacej + SN2 | 1 Amidacja I
| Chemia ,,Click” . I Estryfikacja |
. Addycje nukleofilowe | = . Chemia ,,Click” .
! Hydroksylacja [ Hydroksylacja - T T T -
! Epoksydacja | | Epoksydacja '
1 Halogenowanie . . Fluorowanie 1
Redukcja podwdjnego wigzania ! . Alkillowe utlenianie |
N m - ‘ ! Laktonizacja

\ Przegrupowania

Schemat 5. Gtéwne obszary struktury steroidéw poddawane modyfikacjom chemicznym

W niniejszym rozdziale skupiono si¢ na wybranych typach modyfikacji, ktore zilustrowano
przyktadami syntez i przemian obejmujacych poszczegdlne pierscienie steroidowe. Uwzgledniono
zaréwno klasyczne reakcje (np. utlenianie, halogenowanie, alkilacje), jak i bardziej wyspecjalizowane
podejscia, takie jak modyfikacje z wykorzystaniem chemii ,,click”, ktére omoéwiono w osobnym

podrozdziale.

Ponadto, ze wzgledu na istotna role planowania ochrony grup funkcyjnych w przebiegu
ztozonych syntez organicznych, osobny podrozdziat poswiecono zastosowaniu grup ochronnych. Ich
wiasciwy dobor i kolejnos¢ odstaniania stanowig kluczowy element strategii syntezy wieloetapowe;j

zwigzkow steroidowych.

6.1 Modyfikacje pierscienia A

Pierscien A stanowi kluczowy fragment szkieletu steroidowego. Ze wzgledu na swoja
roznorodng strukturg (nasycona, nienasycong lub aromatyczng) oraz obecno$¢ reaktywnych centrow,

szczegolnie w potozeniach atomow C(1)-C(3), stanowi atrakcyjny cel chemicznej modyfikacji. Reakcje
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zachodzgce w obregbie tego fragmentu mogg znaczaco wptywac na wtasciwosci biologiczne steroidow,

ich powinowactwo do receptorow, stabilno$¢ metaboliczng oraz profil farmakologiczny.

Do najczgéciej stosowanych metod modyfikacji pierscienia A naleza klasyczne reakcje
utleniania i redukcji, wprowadzanie podstawnikéw halogenowych lub hydroksylowych, epoksydacja,
alkilacja oraz reakcje umozliwiajace budowe dodatkowych ukladoéw pier§cieniowych, takich jak
pochodne izoksazoli czy pirazoli. Waznym kierunkiem s3 rowniez przeksztalcenia grup
hydroksylowych w inne ugrupowania funkcyjne (np. etery, estry, enole) oraz reakcje zmieniajace

stopien utlenienia atomow wegla w tym fragmencie czgsteczki [64-68].

W  niniejszym podrozdziale omdwiono wybrane typy modyfikacji pierScienia A,
z uwzglednieniem zaré6wno zwigzkow zawierajacych nasycony uktad cykloheksanowy, jak
i pochodnych z aromatyzowanym fragmentem A, typowym dla estrogenéw. Przedstawione przyklady
ilustruja zréznicowana reaktywno$¢ chemicznag tego fragmentu oraz potencjat transformacyjny,

umozliwiajacy projektowanie strukturalnie i funkcjonalnie zré6znicowanych pochodnych steroidowych.

Aromatyzacja pierscienia A, charakterystyczna dla estrogenéw takich jak estron i estradiol,
znaczaco zwigksza jego reaktywnos$¢ elektrofilowg. Obecnos¢ fenolowego ugrupowania
hydroksylowego przy atomie wegla C(3) ulatwia podstawienie elektrofilowe, szczegdlnie w pozycjach

atomow wegla C(2) i C(4), co umozliwia selektywng funkcjonalizacj¢ czasteczki.

Nitrowanie zwigzkoéw steroidowych, szczegolnie w pierscieniu A, stanowi cenne narzedzie
modyfikacji ich aktywnosci biologicznej i wtasciwosci fizykochemicznych. Wprowadzenie grupy
nitrowej w tej czesci czasteczki wplywa na gesto$¢ elektronowa uktadu i moze istotnie zmieniac
powinowactwo do receptorow steroidowych oraz enzyméw uczestniczacych w metabolizmie

hormonéw steroidowych.

Reakcja nitrowania estronu (26) przeprowadzona w kwasie octowym z dodatkiem st¢zonego
HNO; prowadzi do mieszaniny dwoch gtownych produktéw: 2—nitroestronu (27) oraz 4—nitroestronu
(28), powstajacych w zblizonych ilosciach (Schemat 6) [69,70]. Obie nitropochodne mogg nastepnie
ulec redukcji za pomoca borowodorku sodu, co pozwala na otrzymanie odpowiednich pochodnych
estradiolu: 2—nitroestradiolu (30) oraz 4—nitroestradiolu (31). Poré6wnanie przebiegu reakcji na estronie
i estradiolu wskazuje, ze stopien utlenienia fragmentu D czgsteczki przy atomie C(17) nie wptywa
znaczaco na kierunek podstawienia elektrofilowego w pierscieniu A. Sposréd poznanych
nitropochodnych szczegdlne znaczenie majg 2-nitrosteroidy, ktoére oprocz klasycznych wiasciwosci
farmakologicznych wykazujg dziatanie anestetyczne, analeptyczne i przeciwswigdowe, a niektore z nich
stosowane sg jako srodki dermatologiczne i antykoncepcyjne. 4-Nitrosteroidy, w tym pochodne estronu,
odznaczajg si¢ natomiast silnym dziataniem inhibitorowym wobec aromatazy, steroidowej C17-20 liazy
oraz So-reduktazy, co czyni je interesujacymi kandydatami w terapii choréb nowotworowych i zaburzen

hormonalnych [71].
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Schemat 6.Reakcja nitrowania i redukcji estronu.

Inng strategia jest utlenianie z wykorzystaniem bezwodnika 2—jodoksybenzoesowego (IBX)
(32), ktore umozliwia bardziej kontrolowane otrzymanie dwdch produktow: 2,3—chinonu (33) oraz
izomerycznego 3,4—chinonu (34) (Schemat 7). Oba chinony moga nastepnie zosta¢ zredukowane in situ
przy uzyciu kwasu askorbinowego, co pozwala na uzyskanie hydroksylowanych pochodnych estronu:
2-hydroksyestronu (35) oraz 4—hydroksyestronu (36). Zwigzek (35) wykazuje specyficzne, zalezne
od receptora estrogenowego dzialanie antyestrogenowe w komorkach raka piersi MCF-7 oraz

w modelach doswiadczalnych dziata przeciwnowotworowo [72,73].

Funkcjonalizacja pier§cienia A steroidow aromatycznych moze rowniez obejmowac
bezposrednie tworzenie nowych wigzan wegiel-wegiel, co otwiera drogg do syntezy bardziej ztozonych

pochodnych strukturalnych.
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Schemat 7.Reakcja utlenienia pierscienia A estronu poprzez wykorzystanie kwasu 2-jodoksybenzoesowego.

Alkilacja grupy hydroksylowej w pozycji C(3) estronu (26) z uzyciem bromku allilu prowadzi
do powstania eteru allilowego (37) (Schemat 8) [69,74,75]. Poddanie tego zwigzku ogrzewaniu
w wysokowrzacej N,N—dietyloanilinie inicjuje przegrupowanie Claisena, skutkujace otrzymaniem

mieszaniny dwodch izomerdéw allilowych: 2—allilowego (38) oraz 4—allilowego estronu (39).

1) 0O
\
Br
K2COs NN

(26) (37)

0 o)
HO HO\

(38) (39)

HO

Schemat 8. Reakcja alkilowania grupy hydroksylowej estronu jako przyktad reakcji tworzenia wigzania C-C,

poprzez sekwencje alkilowania i przegrupowanie Claisena.

Alternatywnym podejsciem do tworzenia wigzan C—C w pozycji atomu C(3) jest karbonylacja

palladowa [69,76]. Umozliwia wydajne, selektywne 1 elastyczne wprowadzanie grup
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karboksamidowych i estrowych do szkieletu steroidowego [77-79]. Grupa hydroksylowa estronu (26)
zostaje przeksztalcona w pochodng trifluorometanosulfonowa poprzez reakcje z bezwodnikiem
trifluorometanosylfonowym, co prowadzi do powstania pochodnej estronu (40) (Schemat 9). Nastepnie,
w obecnosci kompleksu palladu(Il) oraz odpowiedniego zrodia tlenku wegla (np. formamidu),
przeprowadzana jest reakcja karbonylacji, ktdra prowadzi do powstania estru (41). Koncowa redukcja
tego zwiazku przy uzyciu LiAlHs umozliwia uzyskanie zredukowanego homologu estradiolu (42),

w ktérym dochodzi do redukcji zaréwno grupy estrowej, jak i ketonowej w pozycji C(17).

O
0] 0O
(CF3SO)20 OCZHN/PI’Z
_  » ——
Pd(OAC)z(PPhs)Z
HO f H
\O
(26) (40) © (41)

LiAIH,

HO

(42)
Schemat 9. Reakcja karbonylacji palladowej pochodnej estronu.

Usunigcie grup hydroksylowych z pozycji C(3) za pomoca nowoczesnych metod
dehydroksylacji pozwala na uzyskanie czystych produktéw oraz zwigksza mozliwosci dalszej,

selektywnej funkcjonalizacji szkieletu steroidowego [69,80,81].

W przypadku estronu (26), reakcja rozpoczyna si¢ od przeksztalcenia fenolowej grupy
hydroksylowej w pochodng fosfinitowa (43), uzyskiwang w wyniku kondensacji z (EtO).POCI
(Schemat 10) [82,83]. Kolejny etap obejmuje redukcje w ciektym amoniaku w obecnosci litu,

prowadzaca do efektywnego usunigcia atomu tlenu w pozycji C(3) (44).

0 0 0
(EtO),POCI Li/NH3
_— _—
HO (I) o
<
(26) P (43) (44)
7
Et Et

Schemat 10. Reakcja deoksygenacji estronu.
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W uktadach androstanu pozycje atomow C(3) i C(17) odgrywaja kluczowa rol¢ w modulowaniu
aktywnosci biologicznej i stanowia czgsty cel selektywnych modyfikacji chemicznych. Przyktadem
takiego podejscia jest synteza testosteronu z tatwo dostepnego dehydroepiandrosteronu, w ktorej

centralne znaczenie ma kontrola stopnia utlenienia obu wymienionych pozycji [84-88].

Redukcja androst—5—en—3,17—dionu (45) z uzyciem LiAlH4 prowadzi do catkowitej redukcji
obu grup karbonylowych (Schemat 11) [84,89]. Redukcja w pozycji atomie C(17) przebiega
stereoselektywnie z utworzeniem epimeru P, natomiast w przypadku grupy ketonowej przy atomie
wegla C(3) powstaje mieszanina epimeréw hydroksylowych (46). Selektywne utlenienie alkoholu
allilowego w pozycji C(3) z uzyciem tlenku manganu(IV) (MnO,) umozliwia nast¢pnie uzyskanie
testosteronu (47) bez ingerencji w nietrwala wobec wielu utleniaczy grupe hydroksylowa w pozycji
atomu C(17). Wysoka selektywno$¢ MnO: wzgledem alkoholi allilowych ma kluczowe znaczenie dla

tej transformacji, eliminujac konieczno$¢ stosowania ochrony grup funkcyjnych.

0 OH OH

LiAIH, MnO,

0 HO 0
(45) (46) (47)

Schemat 11. Reakcja otrzymywania testosteronu poprzez modyfikacje chemiczne pierscienia A.

Opisana sekwencja reakcji ilustruje, w jaki sposob roznice w reaktywnos$ci grup
hydroksylowych w pozycjach atomoéow C(3) i C(17) moga by¢ wykorzystane do precyzyjnego
zarzadzania stopniem utlenienia w czasteczce androstanu. Ma to istotne znaczenie nie tylko
w kontek$cie projektowania syntez, lecz roéwniez dla zrozumienia zaleznosci miedzy strukturg

a aktywnoscig biologiczng steroidow.

Dodatkowo, utlenianie testosteronu (47) tlenkiem osmu(IV) (OsOs) prowadzi do powstania
4,5—glikolu (48) o nieokreslonej stereochemii (Schemat 12) [84]. Na podstawie mechanizmu reakcji
przyjmuje sie, ze obie grupy hydroksylowe w tym produkcie maja konfiguracje . Ten zwigzek ulega

spontanicznej eliminacji wody 3, prowadzac do powstania enolowej pochodnej formestanu (49).

OH OH r

OSO4

ot OH
(47) (48) (49)

Schemat 12. Przyktadowa reakcja utlenienia testosteronu.
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Reakcja Mannicha stanowi efektywng metod¢ wprowadzania dodatkowych atomow wegla
w pozycji enolizowalnej [84,90,91]. Przykladem jest reakcja octanu dihydrotestosteronu (50)
z formaldehydem i dimetyloaming, prowadzaca do powstania 2-—dimetyloaminometylenowej
pochodnej (51) (Schemat 13). Regiochemia tej reakcji wskazuje na preferowang enolizacje w pozycji
atomu C(2). Katalityczna redukcja tego zwiazku w podwyzszone] temperaturze zastepuje grupe
dimetyloaminowa atomem wodoru, co prawdopodobnie zachodzi poprzez utworzenie i redukcje
posredniego zwiazku po eliminacji dimetyloaminy (52). Nastgpne bromowanie prowadzi do powstania
2-bromo pochodnej (53), ktora po reakcji z weglanem litu w dimetyloformamidzie ulega eliminacji
halogenowodoru, tworzac uklad l1-en—3—onowy (54) [92]. Pochodna ta, znana jako anaboliczny

androgen: stenbolon, ma istotne znaczenie farmakologiczne i znajduje si¢ na liscie kontrolowanych

substancji.
OAc
(CHgNH (15920
T i,
H,C=0
> 0 =
= O
o 2 A
(50) (51) (52)
Br2
OAcC OAc
Li,CO3 Br
HsC <~——— HsC
DMF
0 i O A
(54) (53)

Schemat 13. Przyktad zastosowania reakcji Mannicha do wprowadzania wigzan C-C w pier$cieniu A

steroidow.

Wprowadzanie atomow halogenéw do szkieletu steroidowego stanowi istotng strategic
modyfikacji strukturalnej, czesto prowadzaca do zwigkszenia aktywnosci biologicznej i zmiany

wiasciwosci farmakokinetycznych [2,93].

Katalityczna redukcja androst—4—en—3,17—dionu (55) pozwala na otrzymanie So—dihydro
pochodnej (56) (Schemat 14) [84,94,95]. Nastepnie, reakcja tego zwigzku z chloranem potasu i kwasem
siarkowym(VI), czyli warunkach silnie kwasnych z jonami chloranowymi, prowadzi do selektywnego
powstania 2a—chlorowanej pochodnej (57). Regiochemia tej modyfikacji moze by¢ wyjasniona

analogicznie do reakcji formylacji, gdzie preferowana jest konfiguracja mniej sterycznie zatloczona.
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0
H, KCIO4
H,SO0,
o) o) :

(55) (56) (57)

Tin

Schemat 14. Przyktadowe rekcje halogenacji pierscienia A steroiddw.

Wiele prostych modyfikacji chemicznych pier$cienia A w steroidach przebiega analogicznie do
reakcji zachodzacych w zwigzkach pozbawionych grup alkilowych w pozycji C(17). W rzeczywistosci
wiele z tych transformacji byto poczatkowo opracowywanych i testowanych na pochodnych z alkilacja

przy atomie wegla C(17).

Przykltadem jest reakcja mestanolonu (58) z tlenkiem selenu(IV), ktoéra, podobnie jak
w zwigzkach pozbawionych podstawienia alkilowego przy atomie C(17), powoduje dehydrogenacje
pierscienia A z utworzeniem podwdjnego wigzania w pozycji atomu C(1), dajac metandrostenolon (59)
(Schemat 15) [84].

OH OH
-|||||CH3 -|||||CH3

8902

(58) (59)
Schemat 15. Przyktad reakcji tworzenia wigzania podwdéjnego w obrebie pierscienia A.

Katalityczna redukcja 17-metylowanego dehydroepiandrosteronu (60) prowadzi do powstania
pochodnej (61) z addycja wodoru od strony przeciwnej (Schemat 16). Nast¢pnie, oksydacja roznymi
metodami, na przyktad reakcja Oppenauera, odtwarza keton w pozycji atomu wegla C(3), dajac zwigzek
(62), ktory stanowi wyjsciowy substrat do dalszych modyfikacji pierscienia A [96,97].

OH OH
MCH3 MCH3

H,

—

HO HO
(60) (61) (62)

Tl

Schemat 16. Redukcja pochodnej DHEA prowadzaca do powstania ketonowej pochodnej

Grupa karbonylowa w pozycji atomu wegla C(3) pregnandw, ze wzgledu na mniejsze steryczne
ograniczenia, wykazuje znacznie wigkszg reaktywnos$¢ niz jej analog w pozycji atomu C(20), ktory jest

bardziej przestrzennie odstonicty [98]. Reakcje 16—dehydroprogesteronu (63) z fenylotiometanem
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przedstawiono na Schemacie 17. W pozycji C(3) powstaje enolowy tioeter, co wskazuje na bezposrednia
addycje tiolu do wugrupowania karbonylowego. Natomiast reakcja w obrgbie nienasycenia
zlokalizowanego w pierscieniu D — bardziej oddalonym od grupy karbonylowej, przebiega jako addycja

sprzezona tiolu do uktadu enonowego, prowadzac do otrzymania produktu (64) (Schemat 17).

o) (@)

aing

CeH
CgHsCH,SH NS
— >

O CgHs S

(63) (64)
Schemat 17. Otrzymywanie tiolowych pochodnych pregnanu.

6.2 Modyfikacje pierscienia B

Pierscien B czasteczek steroidowych, odgrywa istotng role w ksztaltowaniu konformacji
czasteczki oraz wplywa na rozklad gestosci elektronowej w strukturze steroidu. Cho¢ w literaturze
rzadziej poddawany modyfikacjom niz pierscienie A 1 D, stanowi warto$ciowy cel syntez
ukierunkowanych na zmiang wtasciwosci biologicznych, biodostepnosci oraz stabilno$ci metabolicznej.
Transformacje obejmujace zmiang stopnia nasycenia, wprowadzenie heteroatomow, rozszczepienie lub
kondensacj¢ pierScienia B stanowia istotne narzgdzia w projektowaniu nowych pochodnych

o zmodyfikowanej aktywnosci receptorowej oraz profilu farmakokinetycznym.

Synteza pochodnych estranéw zawierajacych podstawnik w pozycji C(6) wykorzystuje
substraty z wigzaniem podwojnym w tym rejonie czasteczki. Przyktadem takiego podejscia jest
modyfikacja 6—dehydroestronu zabezpieczonego jako 17-acetal (65), ktéry poddaje sie epoksydacji
kwasem nadoctowym (Schemat 18) [69,99]. Reakcja prowadzi do powstania epoksydu (66) w wyniku
selektywnego otwarcia mniej sterycznie zastonietej strony uktadu podwojnego. Nastepnie, dziatanie
bromkiem metylomagnezowym w reakcji Grignarda powoduje nukleofilowe otwarcie pier§cienia
oksiranowego z zachowaniem diaksjalnej regiochemii, prowadzac do alkoholu. Wprowadzona grupa
hydroksylowa  jest  przeksztalcana ~w  mesylan  poprzez reakcje z  CH3SO.Cl,
a nastgpnie eliminowana w obecnos$ci kolidyny, co skutkuje odtworzeniem wigzania podwdjnego
i powstaniem zwigzku (67). Koncowa hydroliza umozliwia jednoczesne usunigcie grup acetalowej
i acetylowej odpowiednio z pozycji atomow C(17) i C(3), prowadzac do otrzymania docelowego

produktu: 6-metylequilininy (69).
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Schemat 18. Przyktad modyfikacji pierscienia B na przyktadzie przemian 6-dehydroestranu.

Standardowa sekwencja reakcji stuzaca do wprowadzania podstawnikéw w pozycji C(6)
pierscienia B znajduje zastosowanie nie tylko w estranach, lecz rowniez w szeregu pregnandéw
i kortykosteroidow. Przyktadowo, w przypadku ukltadu androstanowego, proces ten rozpoczyna si¢ od
epoksydacji wigzania podwojnego w pierscieniu B z wykorzystaniem kwasu ftalowego (Schemat 19)
[98]. Reakcja przebiega preferencyjnie od mniej sterycznie zatloczonej strony, prowadzac do utworzenia
ao—epoksydu (71). Nastepnie, otwarcie pierScienia oksiranowego za pomocg bromku metylomagnezu
zachodzi z zachowaniem regiochemii diaksjalnej, prowadzac do produktu So—hydroksy—6p—
metyloandrostanu (72). Grupa hydroksylowa w pozycji C(3) ulega utlenieniu w warunkach reakcji
Oppenauera, dajac hydroksyketon (73). Pod wptywem ogrzewania z udzialem silnego kwasu nastepuje
eliminacja wody, w wyniku ktérej powstaje uktad 4—en—3—onowy (74) z podstawiong grupa metylowa
w pozycji konformacji p [100]. Ze wzgledu na uktad winylowy wzgledem grupy karbonylowej, atom
wegla C(6) staje si¢ podatny na epimeryzacje. Dziatanie tagodnej zasady umozliwia przeksztalcenie
B—metyloepimeru do bardziej stabilnej struktury z podstawieniem w pozycji o, co prowadzi do

powstania zwigzku (75).

44



MGR INZ. GRZEGORZ HAJDAS SEKCJA LITERATUROWA

OH
A\ @CO:SH
COzH CHs;MgBr
_— > —_—
AcO AcO AcO
(70) (71)
[O]
OH OH
AN [ W
HO
-
0 ;i o
(75) (74) (73)

Schemat 19. Przyktad modyfikacji pierscienia B w pozycji C(6).

Alternatywne podejscie do wprowadzania podstawnika w pozycji C(6) opiera si¢ na reakcji
Vilsmeyera, klasycznie stosowanej wobec pierScieni aromatycznych, lecz znajdujacej rowniez
zastosowanie w chemii cyklicznych enoloeteréw (Schemat 20) [98, 101]. Substrat (76) otrzymuje si¢
poprzez kondensacj¢ metanolu z androst—4—ene—3,17-dionem (55) w obecnosci kwasu
p—toluenosulfonowego [102,103]. Tak uzyskany enoloeter poddaje si¢ dziataniu trichlorkiem fosforylu
(POCl3) oraz CH»>(OCHj3), w chloroformie. Po obrébce poreakcyjnej izolowany jest produkt (77).
Zwiazek ten, znany jako eksemestan, stanowi silny, nieodwracalny inhibitor aromatazy, enzymu
odpowiedzialnego za konwersje androstanoidow w estrogeny. Dzieki tym wlasciwosciom znajduje

zastosowanie w terapii nowotworéw hormonozaleznych.

0 O 0
CH3OH CH3(OCHjz),
—_— —_—
p-TSA - POCI,
o) o o)
(55) (76) (77)

Schemat 20. Przyktad modyfikacji pierscienia B przy wykorzystaniu reakcji Vilsmeyera.

Strategia modyfikacji pozycji C(7) w szeregach gonanowych znajduje szerokie zastosowanie
rowniez w innych klasach steroidéw. Kluczowym etapem tej sekwencji jest rozszerzenie uktadu
sprzezonych wigzan podwojnych poprzez utworzenie struktury 4,6—dien—3—onowej (Schemat 21)
[98,104]. Transformacja taka mozliwa jest dzigki utlenieniu 17o—metylo—testosteronu (78) przy uzyciu
chloranilu, ktory selektywnie eliminuje wodor z pierscienia B, prowadzac do powstania zwiagzku (79).

W dalszym etapie przeprowadza si¢ sprzezong addycje bromku metylomagnezowego w obecnosci
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katalitycznej ilo$ci soli miedzi(I), co skutkuje otrzymaniem mieszaniny epimerow 7-metylowych (80).
Po ich rozdzieleniu uzyskuje si¢ dwa produkty o odmiennej konfiguracji przestrzennej: bolasteron (82),
w ktorym podstawnik przyjmuje pozycje aksjalna, oraz kalusteron (81) — epimer z grupa metylowa
w pozycji ekwatorialnej. Podstawnik wprowadzony w pozycji C(7), ze wzgledu na brak sasiedztwa
z grupa karbonylowa, cechuje si¢ stabilno$cia konfiguracyjna i nie ulega tatwej epimeryzacji.
Bolasteron, jako gtowny produkt reakcji, wykazuje wyjatkowo wysoka aktywno$¢ anaboliczno—
androgenng. Kalusteron, mimo nizszego powinowactwa do receptorow androgenowych, znalazt

zastosowanie jako lek przeciwnowotworowy.

OH OH OH
AL AN A
Chloranil CH3MgBr
_— —_—
Cul
0 0 0
(78) (79) (80)
OH

AN

(82) (81)
Schemat 21. Przyktad modyfikacji pierscienia B w pozycji C(7).

Przyktadem modyfikacji pierscienia B moze by¢ takze seria reakcji otrzymywania octanu
medroksyprogesteronu (Schemat 22) [98]. Etylowy enolowy eter otrzymywany w reakcji kondensacji
17-hydroksyprogesteronu z ortoformianem etylu, stanowi alternatywny substrat w syntezie octanu
medroksyprogesteronu (83). Jego bromowanie za pomocg tetrabromku wegla w obecnosci pirydyny
prowadzi do powstania pochodnej 7-bromometylenowej (84). Mechanizm tej reakcji
najprawdopodobniej obejmuje nukleofilowy atak enolanu na elektrofilowy atom wegla w czasteczce
CBrs, co skutkuje formowaniem nowego wigzania C—C. W warunkach reakcyjnych dochodzi
réwnoczes$nie do eliminacji HBr, inicjowanej przez pirydyng, prowadzacej do utworzenia wigzania
w pozycji C(6). Koncowy etap obejmuje redukcje katalityczng nad weglanem strontu, ktora selektywnie

nasyca wigzanie podwdjne, prowadzac do uzyskania struktury medroksyprogesteronu (85).
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Schemat 22. Modyfikacja pierscienia B pochodnej z grupy pregnandw.

6.3 Modyfikacje pierscienia C

Pierscien C steroidéw, cho¢ chemicznie mniej reaktywny niz pier§cienie A i B, stanowi istotny
punkt modyfikacji strukturalnych majacych na celu regulacje wilasciwosci konformacyjnych oraz
metabolicznych czasteczki. Szczegdlnym zainteresowaniem ciesza si¢ pozycje przy atomach C(9),
C(11) 1 C(12), ktore poddawane sg przeksztatceniom prowadzgcym do zmian przestrzennego uktadu
rdzenia steroidowego i modulacji powinowactwa do receptorow. Wsrod najczgsciej stosowanych
strategii znajduja si¢ reakcje elektrofilowej substytucji, selektywnego utleniania lub redukcji oraz
tworzenia mostkow oksanowych czy uktadow heterocyklicznych, szczegoélnie w kontekscie syntezy
pochodnych kortykosteroidowych i progestagennych. Modyfikacje w tym rejonie szkieletu weglowego
stanowig kluczowy element projektowania nowych ligandow o korzystniejszym profilu

farmakokinetycznym i farmakodynamicznym.

Przyktadem selektywnej modyfikacji w obrebie pierScienia C jest utlenianie 17—acetalu estronu
(86), otrzymanego w reakcji estronu z 1,2—etanodiolem (Schemat 23) [69]. Zastosowanie
dichlorodicyjanobenzochinonu (DDQ) prowadzi do utworzenia wigzania podwojnego w pierscieniu C,
w wyniku czego powstaje uktad styrenowy (87) [105]. Preferencyjne utworzenie wigzania w pozycjach
atomow C(9)—C(11), a nie C(6)—C(7), przypisuje si¢ stabilniejszej konformacji. Kolejny etap obejmuje
hydroborowanie zwigzku, po ktérym nastepuje utlenienie prowadzace do wprowadzenia grupy
hydroksylowej w pozycji 11a, co daje pochodng (88). Selektywna oksydacja tej funkcji przy uzyciu
CrO; umozliwia uzyskanie mostka tlenowego w obrebie pierscienia C (89). Zakonczeniem sekwencji
jest hydroliza ugrupowania acetalowego w pozycji C(17) powszechnie znana w literaturze [106,107].
Prowadzi do otrzymania zwigzku 11-oksastronu (90). Tego rodzaju modyfikacja istotnie wptywa na
rozktad gestosci elektronowej i1 ksztalt czasteczki. Moze to przektadaé si¢ na zmiang jej wlasciwosci

farmakologicznych, w tym powinowactwa receptorowego i podatnosci na przemiany metaboliczne.

47



MGR INZ. GRZEGORZ HAJDAS SEKCJA LITERATUROWA

O O HO,, O
DDQ " BaHs
—_— —_—
90 °
HO HO HO

(86) (87) (88)

o) o o
Hs0*
-
HO HO

(90) (89)
Schemat 23. Przyktadowa modyfikacja pierscienia C pochodnej z grupy estranéw.

Modyfikacje w pozycji atomu C(11) steroidow zawierajacych grupe metylowa przy atomie
wegla C(19) naleza do szczegdlnie wymagajacych. Wynika to z ograniczonego dostepu sterycznego
oraz bliskosci grup C(18) i C(19), tworzacych geste otoczenie przestrzenne. Cho¢ pozycja ta jest
relatywnie bardziej dostepna w szeregach 19—norsteroidow niz w ukladach pregnanowych, synteza

pochodnych z modyfikacja przy atomie C(11) wymaga zazwyczaj dtugich, wieloetapowych procedur.

Materiat wyjsciowy do modyfikacji pierScienia C zalezy w duzej mierze od obecnosci grupy
ketonowej lub hydroksylowej w pozycji atomu C(11). Biologiczne wprowadzenie grupy hydroksylowej

w tym miejscu, szczegolnie w progesteronie, stanowito istotny przetom w produkcji kortykosteroidow.

Przyktadem chemicznego prekursora jest kortyzon (91), ktoérego rozszczepienie tancucha
bocznego za pomocg bizmutanu sodu umozliwia otrzymanie adrenalonu (92) (Schemat 24) [98,108].
Nowsze badania wykazaly, ze niektore mikroorganizmy, takie jak Aspergillus tamarii, potrafia
wprowadza¢ grupe hydroksylowa w pozycji C(11) podczas fermentacji testosteronu (47). Utlenienie
produktu fermentacji (93) przy uzyciu tlenku chromu(VI) rowniez prowadzi do powstania adrenalonu
(92), potwierdzajac znaczenie metod mikrobiologicznych i chemicznych w modyfikacji pierscienia

C steroidow.
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Schemat 24. Przyktadowa modyfikacja pierscienia C pochodnej androstanowe;.

6.4 Modyfikacje pierscienia D

Pierscien D steroidow, zawierajacy kluczowe centrum funkcjonalne w pozycji atomu C(17),
odgrywa zasadnicza role w ksztaltowaniu aktywnosci biologicznej wielu grup zwiazkow, takich jak
androgeny, estrogeny, gestageny czy kortykosteroidy. Modyfikacje tej czesci czasteczki koncentruja sie
przede wszystkim na przeksztatceniach grupy hydroksylowej lub ketonowej przy atomie wegla C(17).
Mozliwa jest rowniez na ingerencja w strukture fancucha bocznego oraz atomu wegla w pozycji C(16).
Do najczgsciej stosowanych strategii naleza reakcje addycji nukleofilowej, utleniania i redukcii,
epimeryzacji, wprowadzania ugrupowan alkilowych lub halogenowych, a takze eliminacji i tworzenia

struktur cyklicznych.

Jednym z czgstych kierunkow modyfikacji pierScienia D jest podstawienie w pozycji atomu
C(16), ktore odgrywa istotng rol¢ w modulowaniu aktywnosci estrogenowej oraz wplywa na szlak
metaboliczny naturalnych hormondéw steroidowych. Wsréd uzyskiwanych w ten sposob pochodnych

znajduje si¢ m.in. 160~hydroksyestradiol (97), mozliwy do otrzymania syntetycznie (Schemat 25) [69].

Syntezg rozpoczyna si¢ od reakcji estronu (26) z octanem izopropylidenowym, prowadzacej do
powstania pochodnej acetylowanego enolu w pozycji atomu wegla C(17) oraz C(3) (94) [109].
Kolejnym etapem jest epoksydacja uktadu nienasyconego za pomoca kwasu peroksybenzoesowego, co
prowadzi do utworzenia epoksydu (95) [110]. Regiochemia tej reakcji wynika z preferencyjnego ataku
elektrofilowego od strony mniej zattloczonej przestrzennie. Otrzymany epoksyd moze zosta¢ poddany
acetolizie, w wyniku ktorej nastgpuje otwarcie pierScienia oksiranowego i1 podstawienie grupy

acetoksylowej w pozycji 16a, prowadzace do zwigzku (96). Redukcja tego zwigzku za pomoca LiAlH4
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umozliwia jednoczesng redukcj¢ grupy ketonowej przy atomie C(17) oraz usuni¢cie grup ochronnych,
co skutkuje powstaniem docelowego produktu 16o—hydroksy—17p—estradiolu (97). Alternatywnie,

zwigzek ten mozna réwniez uzyskaé poprzez bezposrednia redukcje epoksydu z pominigciem etapu

acetolizy.
0 OAc OAc
Y -nl\\o
— T T
HO AcO AcO
(26) (94) (95)
LiAIH,
AcOH
OH 0O
LiAIH4
aMOH  ~———— 2 ~OAC
HO AcO
(97) (96)

Schemat 25. Synteza chemiczna 16a-hydroksyestradiolu.

Synteza dioli w pozycjach atomow C(16) i C(17) stanowi istotny kierunek w chemicznej
modyfikacji estrogenow, szczegdlnie w kontekscie uzyskiwania izomerow o okreslonej stereochemii.
Wprowadzenie cis uktadu hydroksylowego jest mozliwe dzigki zastosowaniu specyficznych

nieorganicznych utleniaczy, takich jak tlenek osmu(VIII), znanych z preferencyjnego generowania cis

dioli (Schemat 26) [69].

W opisywanej sekwencji jako substrat wyjSciowy wykorzystuje si¢ 17-benzoesan estradiolu
(98). Pod wptywem ogrzewania nastgpuje eliminacja kwasu benzoesowego, prowadzaca do powstania
pochodnej 16—dehydro (99). Nastepnie zwigzek ten poddaje si¢ dihydroksylacji z uzyciem OsQOs, co
skutkuje stereoselektywnym wprowadzeniem dwodch grup hydroksylowych (101). Stereochemia
produktu koncowego wynika z utworzenia pigcioczlonowego kompleksu przejsciowego (100),

charakterystycznego dla mechanizmu cis—osmiowania.
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Schemat 26. Przyktadowa synteza cis—-diolowej pochodnej 17-benzoesanu estradiolu.

Grupa ketonowa zlokalizowana w pozycji C(17) steroidow, zwlaszcza w strukturach
estronowych, wykazuje duza podatno$¢ na reakcje addycji nukleofilowej. Z uwagi na zattoczenie
przestrzenne po stronie f pierscienia D, nukleofile atakuja najczesciej od strony o, tj. mniej ostonigtej
sterycznie. Przykladem takiej reakcji jest addycja grupy metylowej do eteru metylowego estronu
z uzyciem odczynnika Grignarda (CH3;MgBr), ktéra prowadzi do powstania 17a—alkilowanego

alkoholu.

Innym podejsciem do funkcjonalizacji pozycji C(17) jest zastosowanie sprze¢gania typu Suzuki
(Schemat 27) [69]. Sekwencj¢ rozpoczyna przeksztalcenie eteru metylowego estronu (102) do
odpowiedniego hydrazydu (103) , ktory po reakcji z tetrametyloguanidyng i jodem przeksztalca sie
w 17—eno—jodek (104) [111-113]. Nastepnie przeprowadza si¢ reakcje karbonylacyjna tego zwiazku
z tlenkiem wegla w obecno$ci kompleksu Pd(OAc)/PPh; w metanolu, co skutkuje otrzymaniem
17-karbometylowej pochodnej estronu (105). Zastapienie metanolu odpowiednig aming umozliwia

uzyskanie amidow, co dodatkowo zwigksza réznorodnos¢ mozliwych przeksztatcen w tej pozycji.
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Schemat 27. Przyktadowa modyfikacja C(17) steroidéw z wykorzystaniem reakcji Suzuki.

Redukcja polarnosci czasteczki steroidowej poprzez usunigcie grup funkcyjnych stanowi
skuteczng strategi¢ w syntezie zwigzkéw o wlasciwosciach feromonowych oraz zmodyfikowanej
biodostepnosci. Jednym z przyktadow tego podejscia jest synteza uproszczonego androstanu, bedacego
gtéwnym sktadnikiem feromonu knura [98]. Zwiazek ten, niemal catkowicie pozbawiony ugrupowan

polarnych, charakteryzuje si¢ wysoka lotnoscig i intensywnym zapachem.

Proces syntezy rozpoczyna si¢ od katalitycznej redukcji dehydroepiandrosteronu (106)
prowadzacej do pelnego nasycenia szkieletu steroidowego i uzyskania androstanu (107) (Schemat 28)
[114-116]. Nastepnie grupa hydroksylowa w pozycji C(3) przeksztalcana jest w pochodna tosylowa
(108) w reakcji z chlorkiem p—toluenosulfonylu [117,118]. Jej dalsze przeksztalcenie z octanem sodu
powoduje podstawienie reszty tosylowej grupa acetoksylowa, z jednoczesna inwersja konfiguracji
w pozycji atomu wegla C(3). Hydroliza produktu daje alkohol (109) [119]. Kolejny etap obejmuje
konwersje hydroksylu do ugrupowania tioacetalowego poprzez reakcje z etylenoditiolem, prowadzaca
do powstania (110). Zastosowanie niklu Raney’a umozliwia jednoczesne usuni¢cie grup tiolowych oraz

eliminacje, ktorej efektem jest powstanie wigzania podwdjnego w pierscieniu D (111) [98].

Tego rodzaju przeksztatcenia umozliwiajg uzyskanie steroidow pozbawionych typowych grup
polarnych, co znaczaco zwigksza ich hydrofobowos$¢, poprawia dystrybucje w fazie lotnej. Potencjalnie
wzmacnia to ich aktywno$¢ biologiczna, szczegélnie w kontekScie dzialania zapachowego

i feromonowego.
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Schemat 28. Przyktadowa modyfikacje pierscienia D na postawie przemian dehydroepiandrosteronu.

Wiele strategii opracowanych dla progesteronu znajduje bezposrednie zastosowanie
w modyfikacjach kortykosteroidow, szczegdlnie w kontekécie wprowadzania podstawnikow
metylowych w pozycje atomu C(16) pier§cienia D. Jednym z podej$¢ prowadzacych do otrzymania

16a—metylopregnanow jest wykorzystaniem reakcji z odczynnikami Grignarda.

Przyktadowo, acylowany  16—dehydropregnenolon (112) reaguje z  bromkiem
metylomagnezowym, co prowadzi do podstawienia metylowego w pozycji atomu C(16) i jednoczesnej
eliminacji grupy acylowej (Schemat 29) [98,120]. Kierunek addycji determinowany jest dostgpnoscia
przestrzenna, preferowany atak od strony o skutkuje utworzeniem produktu (113) o okreslonej

stereochemii.
o] o]
CH3;MgBr e

HO HO
(112) (113)

Schemat 29. Przyktadowa reakcja modyfikacji pierscienia D w pozycji C(16) wykorzystujgca reakcje

Grignarda.

Uzyskany intermediat (113) mozna dalej utleni¢ metoda Oppenauera, co pozwala na
przeksztatcenie grupy hydroksylowej przy atomie C(3) w keton i otrzymanie 16o—metyloprogesteronu

(114) (Schemat 30) [121]. Selektywna funkcjonalizacja pozycji C(17) wykorzystuje roznice
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reaktywnosci pomigdzy obecnymi grupami karbonylowymi. Reakcja z glikolem etylenowym przebiega
wybidrczo w pozycji atomu wegla C(3), dajac zwiazek (115). Niska reaktywnos$¢ grupy karbonylowej
fancucha bocznego wynika z obecnosci sgsiadujacego podstawnika metylowego. Kolejny etap obejmuje
acetylacje tego zwiazku bezwodnikiem octowym w obecno$ci katalitycznych ilosci kwasu
nadchlorowego. Skutkuje to powstaniem enolowego estru w pozycji atomu C(20) (116). Utlenienie tego
zwigzku za pomocg mCPBA umozliwia utworzenie epoksydu 17,20 (117), traktowanego jako forma
ukrytej hydroksylacji. Obecne w czasteczce grupy ochronne mozna nastgpnie usunaé poprzez
traktowanie roztworem kwasu, co prowadzi do jednoczesnej hydrolizy ketalu w pozycji atomu wegla

C(3) 1 otwarcia epoksydu, dajac produkt koncowy hydroksylowany 16o—metyloprogesteron (118).

o o} o}

an ol HO an
" Oppenauer mTENASoH n
> — >
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(113) (114) o) (115)

ACzo/H C|O4

OAc
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(118) </O (117) </o (116)

Schemat 30. Przyktadowa reakcja modyfikacji pier$cienia D w pozycji C(16) zwiazku z grupy pregnandw.

7. Grupy ochronne w chemii steroidow

Grupy ochronne (ang. protecting groups) odgrywaja kluczowa role¢ w syntezie organicznej,
zwlaszcza w przypadku ztozonych czasteczek biologicznie czynnych, takich jak steroidy. Ich
podstawowa funkcjg jest tymczasowe zablokowanie reaktywnych grup funkcyjnych w celu
zapobiegania niepozadanym reakcjom chemicznym podczas kolejnych etapow syntezy [122]. Po
zakonczeniu planowanych modyfikacji grupa ochronna moze zosta¢ selektywnie usunigta, odstaniajac
grupe funkcyjng w niezmienionej formie. Zastosowanie tej strategii umozliwia prowadzenie reakcji

w sposob bardziej kontrolowany i selektywny.

W przypadku zwigzkow steroidowych, ktore zawierajg wiele centréw reaktywnosci (glownie
grupy hydroksylowe i karbonylowe), stosowanie grup ochronnych stanowi nieodzowny element

planowania syntezy. Szkielet steroidowy jest sztywna, wielopierscieniowg struktura o okreslonej
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stereochemii, co czyni selektywng funkcjonalizacj¢ trudnym zadaniem bez zastosowania odpowiednich

technik ochrony grup funkcyjnych.

7.1 Znaczenie grup ochronnych w chemii steroidow

W zwigzkach steroidowych najczegsciej chronionymi grupami sg grupy hydroksylowe
w pozycjach atomow C(3), C(7), C(12) oraz C(17), jak réwniez grupy karbonylowe przy atomach wegla
C(3) i C(20). Bez zastosowania odpowiednich grup ochronnych, reakcje prowadzone na jednym z tych
centrow moga prowadzi¢ do niekontrolowanych przemian w innych fragmentach czasteczki. Co wigcej,
obecnos$¢ licznych wigzan wodorowych w czasteczkach steroidow moze wplywac na reaktywnos¢

sgsiadujagcych grup funkcyjnych, co dodatkowo komplikuje synteze.
Stosowanie grup ochronnych w chemii steroidow pozwala na:

e selektywne prowadzenie modyfikacji strukturalnych;
e ochrone wrazliwych centrow reaktywnych przed utlenieniem lub redukcja;
e przeprowadzanie reakcji w obecnosci silnych nukleofilow lub elektrofilow;

e kontrolg stereoselektywnosci i regioselektywnosci reakcji.

7.2 Ochrona grup hydroksylowych

Sterole 1 kwasy zoOlciowe moga zawiera¢ jedna lub wigcej grup hydroksylowych
(np. w pozycjach 3a, 70, 12a, 25), ktérych selektywna modyfikacja moze stanowic istotne wyzwanie.
W celu uniknigcia niepozadanej reaktywnosci, powszechnie stosuje si¢ eteryfikacje lub estryfikacje jako

metodg ochrony tych grup.

Jedna z najczesciej stosowanych strategii ochrony grup hydroksylowych jest zastosowanie
grupy tert-butylodimetylosililowej, ktora cechuje si¢ stabilnosciag w warunkach zasadowych
1 umiarkowana odporno$cig na dziatanie kwasow [7]. Alternatywa sa bardziej trwate grupy, takie jak
triizopropylosilil czy trietylosilil, ktore stosuje si¢ przy bardziej wymagajacych warunkach reakcyjnych
[122]. Typowy przyktad ochrony grupy hydroksylowej w pozycji 3a cholestanu przedstawiono na

Schemacie 31.
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Schemat 31. Zastosowanie grupy tert-butylo—dimetylosililowej w serii przemian 3a-cholestanu.

Dla polihydroksylowanych uktadéw, takich jak m.in. kwasy zolciowe selektywno$¢ ochrony
moze by¢ osiggana poprzez roznice w kwasowosci oraz dostepnosci przestrzennej poszczegolnych grup
hydroksylowych [122]. Przyktadem takiej selektywnej ochrony moze by¢ reakcja z nadmiarem kwasu

trifluorooctowego badz czgsciej jego bezwodnika, prowadzaca do utworzenia odpowiednich estrow
(Schemat 32).
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Schemat 32. Estryfikacja polihydroksylowych pochodnych steroidowych jako strategia zastosowania grup

ochronnych.

Inng popularng strategia jest zastosowanie grup benzoilowych lub acetylowych, szczegdlnie

przy syntezach prowadzonych w warunkach chemii ,.click”, gdzie reakcje azydek—alkin sg czgsto
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katalizowane jonami miedzi(I) i prowadzone w obecno$ci wody lub alkoholi. Te grupy ochronne mozna
fatwo wprowadzi¢ z wykorzystaniem odpowiednich bezwodnikow lub chlorkow acylowych, a nastgpnie

usuna¢ w warunkach zasadowych (np. NaOMe/MeOH) lub hydrolitycznych (np. K-.CO3/MeOH) [7].

Zdolnos$¢ grup octanowych do hydrolizy maleje w szeregu 30>>7a>12a. Selektywne usunigcie
grupy 3—acetylowej zachodzi w przy uzyciu weglanu potasu w metanolu, a wigc w dos¢ tagodnych
warunkach. W przypadku aceetylowania grup 3o i 7a—hydroksylowych w kwasie cholowym uzywana
jest procedura z wykorzystaniem bezwodnika octowego i pirydyny (Schemat 33). Zatloczona
przestrzennie grupa 120—OH aktywuje mniej zattoczong grype hydroksylowa 7a. Zastosowanie wigc
tagodnej hydrolizy np. metanolowego roztworu weglanu potasu skutkuje selektywng hydroliza grupy
30—OH (Schemat 33).
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Schemat 33. Zastosowanie grup octanowych oraz ich selektywnej hydrolizy w przyktadowej syntezie

pochodnej kwasu cholowego.

7.3 Ochrona grup karboksylowych

Grupa karboksylowa, typowa dla kwasow zolciowych i ich koniugatow, rowniez wymaga
czasowego zablokowania podczas niektorych etapow syntezy. Najczesciej stosuje si¢ metylowe lub
benzylowe, ktore sg latwe do wprowadzenia poprzez reakcj¢ z diazometanem lub alkoholem

w obecnosci kwasu (np. gazowy HCl w MeOH).

Estry metylowe sg usuwalne pod wplywem zasady (np. NaOH) lub enzymatycznie (Schemat
34) [7]. Stosowanie tych grup moze by¢ ograniczone w przypadku obecnosci innych wrazliwych grup

funkcyjnych. Estry benzylowe sa natomiast odtagczane w warunkach uwodornienia katalitycznego
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(Hz, Pd/C), co czyni je kompatybilnymi z szerokg gama reakcji posrednich, w tym reakcja Huisgena
typu CuAAC.

COOH

MeOH, p-TsOH

D —————
-

N32CO3/MGOH
THF HO
H H

HOY

Schemat 34. Wprowadzanie oraz usuwanie grup metylowych jako strategia ochrony grupy karboksylowe;j

tancucha bocznego kwasoéw zétciowych.

Alternatywa, szczegélnie w przypadku bardziej ztozonych czasteczek lub wymagajacych
etapOw sprzegania, jest uzycie grup tert—butylowych, ktore moga by¢ usunigte z wykorzystaniem kwasu

trifluorooctowego, bez naruszania wigkszosci pozostatych ugrupowan ochronnych w czasteczce.

Waznym aspektem w projektowaniu ochrony jest nie tylko jej trwalo$¢, ale rowniez tatwos¢
i selektywno$¢ deprotekcji. W przypadku syntez z uzyciem chemii ,,click”, reakcja Huisgena wymaga
obecnosci terminalnych grup alkinowych oraz azydkowych, ktére moga ulega¢ degradacji w warunkach
silnie kwasowych lub zasadowych. Dlatego preferuje si¢ stosowanie grup ochronnych, ktére mozna
odlaczy¢ w tagodnych warunkach np. Ac, Bz, Bn, TBDMS, #-Bu, dostosowujac procedure do
kompatybilno$ci z pozostatymi grupami funkcyjnymi.[122]

Zaréwno dla grup hydroksylowych, jak 1 karboksylowych, istotne jest zachowanie
kompatybilno$ci z dalszymi etapami funkcjonalizacji. Odpowiednio dobrana sekwencja ochrony
umozliwia przeprowadzenie ztozonych syntez koniugatow steroid—steroid Iub steroid—czasteczka

biologicznie aktywna bez niepozadanej reaktywnosci.

8. Chemia ,click”

W 2001 roku profesor K.B. Sharpless z Instytutu Scripps wprowadzit pojecie chemii ,,click”
[123]. Zgodnie z jego koncepcja gtownym celem syntezy organicznej powinno by¢ ,,wytwarzanie
wlasciwosci”, czyli uzyskiwanie zwigzkow o pozadanej aktywnosSci w mozliwie najprostszy
i najbardziej efektywny sposob. Idea ta stanowita odpowiedz na obserwowang w syntezie tendencj¢ do
nadmiernego komplikowania struktur, co prowadzilo do projektowania wieloetapowych
i pracochtonnych proceséw. Jednoczesnie, takie same wlasciwos$ci mogg czesto wykazywaé zwigzki

o prostszej budowie [124].

Sharpless okreslit kryteria, jakie musi spelnia¢ reakcja, aby mozna jg zaklasyfikowa¢ do chemii

»click”. Naleza do nich:

e proste warunki reakcji;

58



MGR INZ. GRZEGORZ HAJDAS SEKCJA LITERATUROWA

e latwo dostepne substraty i odczynniki;

e nieszkodliwe produkty uboczne, ktdre mozna usuna¢ metodami niechromatograficznymi (np.

krystalizacja, saczenie);
e brak rozpuszczalnikow lub stosowanie rozpuszczalnikow tatwych do usunigcia;
e stabilno$¢ produktu w warunkach fizjologicznych i jego tatwa izolacja;
e stereospecyficznos¢ i modularnos¢;
e wysoka wydajnos¢ reakcji.

Cecha wspdlng tych reakcji jest ich silna aktywacja termodynamiczna (powyzej 20 kcal/mol),
co umozliwia osigganie wysokiej wydajnosci, szybkosci oraz selektywnosci proceséw. Przyklady

reakcji chemii ,,click” przedstawiono na Schemacie 35.

X=0, NR, *NR,, *SR Wzrost energii
' A
A (b) , o
R! RZN\L HX Nu (a) - addycje do wigzania C=C
‘Nu
X, katalizator
() (b) - nukleofilowe otwarcie
R R2 naprezonych pierscieni
(c) =N
) \N 3 (c) kloaddycj
—R c) - cykloaddycje
R' N
0 R
R4LR5
(d) - wybrane reakcje zwigzkéw
(d) Iminy karbonylowych
Oksymy
Synteza Hydrazony
heterocykli

Schemat 35. Przyktadowe rodzaje reakcji chemii ,click”

Wymienione kryteria spetnia kilka glownych typow reakcji prowadzacych do powstania wigzan

atom wegla—heteroatom [123,124]:

¢ Reakcje zwiazkow karbonylowych typu ,,non-aldol”, obejmujace m.in. synteze pochodnych
oksymow, amidoéw, mocznikoéw, tiomocznikdéw, hydrazondw oraz heterocykli aromatycznych

(Schemat 36).
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Schemat 36. Przyktady reakcji typu ,,non-aldol”.

Substytucje nukleofilowe, polegajace na otwarciu napre¢zonych pierscieni heterocyklicznych

takich jak epoksydy czy azydryny (Schemat 37).

WSH
NaSH S
0 +
o1 OH

TS NHTs
N KOH HO S

HO\A/\ :
H

Schemat 37. Przyktady reakcji otwarcia pierscienia w chemii ,click”.

Olim

Cykloaddycje zwiazkéw nienasyconych, obejmujace reakcje Dielsa—Aldera oraz

1,3—dipolarng cykloaddycje (Schemat 38 i 39).

9

Schemat 38. Przyktad reakcji Dielsa-Aldera.

N=,

N3
NO, NO
+ (CuS04'5H;0 2
1,0, 100°C
"o h\l \
=N

Schemat 39. Przyktad reakcji 1,3-dipolarnej cykloaddycji (Reakcja Huisgena).
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e Addycje do wiagzan wielokrotnych C=C, np. epoksydacja, addycja Michaela, tworzenie
azyrydyn czy dihydroksylacja (Schemat 40).

mCPBA 2
CH,Cl, 0°C HVA\:"

OH
OSO4
(C,Hs),0
OH
H
(@)

Schemat 40. Przyktady reakcji addycji do wigzan wielokrotnych.

3

Q| z
z|8
(@)
I{I
@]
@)
]

Znaczenie chemii ,,click” zostato dodatkowo podkreslone w 2022 roku, kiedy to K.B. Sharpless,
M. Meldal i C.R. Bertozzi otrzymali Nagrode Nobla w dziedzinie chemii za rozwdj tej koncepcji oraz
chemii bioortogonalnej. Wyréznienie to podkreslito fundamentalna role prostych, wysokoselektywnych
i wydajnych reakcji w nowoczesnej syntezie organicznej, umozliwiajacych szybkie i powtarzalne
konstruowanie ztozonych uktadow molekularnych. Chemia ,.click” ugruntowata si¢ jako jedno
z kluczowych narzedzi wspodtczesnej chemii organicznej i medycznej, znajdujac zastosowanie
m.in. w syntezie biokoniugatéw, projektowaniu czgsteczek bioaktywnych oraz badaniach na styku
chemii i biologii.

8.1 Reakcja Huisgena

Reakcja cykloaddycji 1,3—dipolarnej pomigdzy azydkami a alkinami, opisana po raz pierwszy
przez Rudolfa Huisgena w latach 60. XX wieku, stanowi klasyczny przyktad transformacji typu ,,click
chemistry” [125]. Mechanizm tego procesu opiera si¢ na interakcji dipolu 1,3 (azydku) z dipolarofilem

(alkinem) w warunkach podwyzszonej temperatury. Prowadzi do powstania mieszaniny izomerow

1,4- oraz 1,5—disubstytuowanych 1,2,3—triazoli (Schemat 41) [126,127].
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2 —_—
Xy cu(l) . Ru STy
>:/ o \_/

R—N=—/—N—/=N
R2 R2
A
R N R N
\N/ \N . \N/ \N
R2 R2

Schemat 41. Reakcja Huisgena (1,3-dipolarnej cykloaddycji).

Reakcja Huisgena nalezy do cykloaddycji typu 3+2, w wyniku ktorej powstaje pigcioczionowy
heterocykl. Tworzy si¢ on poprzez przesuniecie elektronéw m, prowadzace do utworzenia co najmniej

dwdch nowych wigzan.

Istotnym ograniczeniem pierwotnej metody Huisgena byta konieczno$¢ stosowania wysokiej
temperatury, co znaczaco utrudnialo jej wykorzystanie w chemii bioorganicznej, zwlaszcza
w modyfikacjach czasteczek termolabilnych, takich jak peptydy, nukleotydy czy steroidy. Dodatkowy
brak regioselektywnos$ci znaczaco wplywal na waski zakres uzyteczno$ci reakcji. Przetom nastapit
w 2002 roku, kiedy Sharpless i Meldal niezaleznie opisali katalizowang miedzig(I) cykloaddycj¢ azydku
do terminalnego alkinu, ktora umozliwia selektywng synteze jedynie 1,4—disubstytuowanych triazoli
w tagodnych warunkach reakcji [128,129]. Mechanizm CuAAC obejmuje kompleksowanie atomu
miedzi(I) z alkinem 1 powstanie karbanionowego kompleksu, ktéry nastgpnie ulega atakowi
nukleofilowemu przez azydek (Schemat 42). W wyniku zamknigcia cyklu pigciocztonowego powstaje

stabilny pierscien 1,2,3—triazolu [130,131].
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Schemat 42. Mechanizm reakcji CuACC.

Alternatywa wobec katalizy miedziowej jest RUAAC , umozliwiajaca otrzymywanie izomerow
1,5—dipodstawionych [132,133]. Odmiennos¢ tego mechanizmu wynika z innej aktywacji alkinu przez
kompleks rutenu, co wptywa na orientacj¢ orbitalng wzgledem nukleofilowego ataku azydku (Schemat
43). Dzigki rozwojowi roznych metod katalitycznych reakcja Huisgena stala si¢ narzedziem
pozwalajacym kontrolowaé regioselektywno$¢, a tym samym projektowaé triazole o okreslonych

wlasciwosciach biologicznych i farmakologicznych.

R'—=——H
RZ\N/N ++ )
5 / N=N—N
R2
wRU—
w Ru R2
C|\‘ N\N R2 ?\\‘ R \N/
\_4Q R = |,
N
N
2
|\“ Ru—N—R
N

z

N

Schemat 43. Mechanizm reakcji RUACC.
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Jedng z istotnych zalet tej reakcji jest mozliwos¢ tatwego wprowadzania grup funkcyjnych
umozliwiajacych jej przebieg. Zaro6wno zwigzki chemiczne, jak i czasteczki biologiczne mogg by¢
w prosty sposob funkcjonalizowane grupami alkinowymi lub azydkowymi, co znaczaco poszerza zakres
jej zastosowan. Azydki i alkiny wykazuja niemal catkowitg obojetno$¢ w warunkach biologicznych, nie
reagujagc nawet z wysoce reaktywnymi czasteczkami biologicznymi, tlenem ani woda [134].
Dodatkowo, szczegolne zainteresowanie badaczy wzbudzity same produkty tej reakcji 1,2,3—-triazole,

ktore okazaty si¢ wartosciowymi zwigzkami w chemii medyczne;.

Triazole wykazuja zdolno$¢ do sztywnego 1aczenia podjednostek, a ich pierscien
pigciocztonowy moze nasladowac uktady funkcyjne wystepujace w naturze, m.in. wigzania amidowe,
bez ich podatnos$ci na hydrolize¢ enzymatyczng. Funkcja mimetyczna triazoli wynika z podobienstwa do
amidow (Rysunek 9). Ponadto, triazole charakteryzujg si¢ wyzszym momentem dipolowym niz amidy,
co wzmacnia ich zdolnosci do uczestniczenia w wigzaniach wodorowych zaréwno jako donory, jak
i akceptory. W strukturze pierScienia atomy MN(2) i N(3) moga peni¢ rolg akceptorow wigzania
wodorowego, a silny dipol polaryzuje atom wegla w pozycji C(5) w stopniu umozliwiajacym mu

zachowanie wtasciwo$ci donorowe;j [135].

‘0: N=—N

/“\ Jest nasladowany przez 3\
R? > A/N
~ \ ~
1 N 1 1 >R2
R H R 5
Odlegtos¢ pomiedzy R' a R%: 3,9 A Odleglosé pomiedzy R a RZ 5 A

Rysunek 9. Podobienstwo triazoli oraz zwigzkéw amidowych.

Te unikalne wtasciwosci fizykochemiczne przektadaja si¢ na szerokie spektrum aktywnosci
biologicznej. Otrzymywane triazole wykazuja potencjal jako zwiazki o dziataniu anty—HIV,
przeciwbakteryjnym, przeciwgrzybiczym czy przeciwhistaminowym, dodatkowo cechuje je wysoka
stabilno$¢ chemiczna oraz nietoksycznos¢ [136-140]. Wiasnie potaczenie prostoty syntezy, stabilnosci
chemicznej i wszechstronnych zastosowan biologicznych sprawia, ze cykloaddycja Huisgena i jej

warianty zajmujg centralne miejsce w nowoczesnej chemii bioorganicznej i projektowaniu lekow.

9. Wykorzystanie chemii ,,click” w projektowaniu i funkcjonalizacji
pochodnych steroidowych

Steroidy, dzieki obecnosci grup hydroksylowych i karboksylowych oraz sztywnemu szkieletowi
pierScieniowemu, sa doskonalymi substratami do selektywnej modyfikacji chemicznej. W chemii

,»click” najczesciej wprowadzane sg grupy azydkowe i terminalne grupy alkinowe, ktore umozliwiaja
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pézniejsze tworzenie pochodnych 1,2,3—triazolowych. Reaktywnos$¢ tych grup i mozliwosé

kontrolowania stereochemii sg kluczowe w projektowaniu funkcjonalnych pochodnych steroidowych.

9.1 Wprowadzanie grup azydkowych

Jednym z najczgsciej stosowanych sposoboéw wprowadzania grupy azydkowej do szkieletu
steroidow jest przeksztalcenie grupy hydroksylowej w lepiej odchodzaca grupg, np. tosylowa lub
mesylowa. Powstata grupa dziala jako dobry elektrofil w nastepnej reakcji substytucji nukleofilowe;j,
w ktorej uzywa si¢ anionu azydkowego. Sposdb wprowadzenia azydku determinuje stereochemie

koncowego produktu:

e Zachowanie konfiguracji wyjsSciowego alkoholu: w tym przypadku stosuje si¢ reakcje
Mitsunobu. Reakcja ta, poprzez odwrdcenie konfiguracji w etapie posrednim, pozwala na
uzyskanie azydku o stereochemii identycznej z pierwotnym alkoholem po koncowej substytucji
(Schemat 44). Mechanizm opiera si¢ na tworzeniu kompleksu z diizopropyloazodikarbonylu
i trifenylofosfiny, ktory aktywuje alkohol do inwersyjnej substytucji przez nukleofil, w tym
przypadku anion azydkowy.

PPhs DIAD  Mso NaN3,DMF
CH5SO3H

N3
Schemat 44. Wprowadzenie grupy azydkowej do czasteczki steroidu z zachowaniem koniguracji.

e Odwrdcona konfiguracja wzgledem alkoholu wyjsSciowego: uzyskanie azydku steroidowego
o konfiguracji przeciwnej do zastosowanego alkoholu wymaga wprowadzenia grupy mesylowej
przy uzyciu innych reagentow niz w reakcji Mitsunobu. Jednym ze znanych podej$é jest
zastosowanie pochodnej tosylowej jako zwigzku posredniego, ktory nastgpnie reaguje
z azotkiem sodu, prowadzac do powstania azydku o odwrdconej konfiguracji (Schemat 45).
W tym mechanizmie kluczowa jest bezposrednia substytucja nukleofilowa typu Sx2, w ktorej
nukleofil atakuje od strony przeciwnej do grupy opuszczajacej, co skutkuje inwersjg

stereochemiczng.
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MsCI, EtN NaNs. DMF
CW
- OMs
N3

) Ar;s, DMF

TsCl
pirydyna

OTs
Schemat 45. Wprowadzenie grup azydkowych do czgsteczki steroidu ze zmiang koniguracji.

Alternatywnie, w przypadku kwaséw zotciowych i innych steroidow zawierajacych grupe
karboksylowg w tancuchu bocznym, mozna wprowadza¢ grupe azydkowa poprzez kilka strategii

[141-143]:

¢ Redukcja karboksylu do alkoholu, nastepnie jego mesylowanie i reakcja z azydkiem sodu, co

pozwala uzyska¢ azydek w tancuchu bocznym (Schemat 46).

O

MeOH
p-TSA
OMs
MsCl, EtzN
CHzclz
HO"" HO""

NaN3,
DMF

N3

HO™ "OH

Schemat 46. Wprowadzenie grupy azydkowej do taricucha bocznego kwasu zétciowego.
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o Estryfikacja grupy karboksylowej z glikolem etylenowym, mesylowanie terminalnej grupy

hydroksylowej i przeksztatcenie w azydek (Schemat 47).

O

OH

p-TSA

Glikol etylenowy

HO™" “OH HO™"

MsCl, EtsN,
CH20|2

(6]
S NaN3

N

w

DMF

HO™"

HO™" “OH

Schemat 47. Alternatywne wprowadzenie grupy azydkowej do tancucha bocznego kwasu zétciowego.

e Synteza halogenoacetoksy pochodnych, w ktorych atom halogenu ulega zastapieniu przez

anion azydkowy (Schemat 48).

O

BrCH,COBr

—_—

CHCl3, K,CO;4

HO™

NaNj, DMF

Schemat 48. Wprowadzenie grupy azydkowej do kwasu zétciowego poprzez modyfikacje grup

hydroksylowych.
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Takie strategie umozliwiajg selektywne uzyskanie azydkow zaréwno w pierScieniach
steroidowych, jak i w lancuchach bocznych kwasow zoélciowych, przy zachowaniu kontroli nad

stereochemig produktu i minimalizowaniu ryzyka powstawania produktéw ubocznych.

9.2 Wprowadzanie terminalnych grup alkinowych

Terminalne grupy alkinowe mozna wprowadza¢ zaré6wno do pierscieni steroidowych, jak i do
fancuchow bocznych kwasow zotciowych. Sa one kluczowymi substratami w reakcjach ,,click”,
poniewaz zapewniajg wysoka reaktywnos¢ wobec azydkow, jednoczesnie pozostajac niemal inertnymi
w warunkach biologicznych. Wybrane strategie funkcjonalizacji steroidow w terminalne grupy

alkinowe to m.in.[144,145]:

e Modifikacja grup hydroksylowych w pierscieniach steroidowych: grupa hydroksylowa
poddawana jest mesylowaniu, nastepnie reakcji z glikolem etylenowym i estryfikacji Steglicha.
Sekwencja reakcji prowadzi do utworzenia terminalnej grupy alkinowej w pierscieniu

steroidowym (Schemat 49).

o)
MsCl, Et;N /}\
’ OH
CH,Cl, Z
DCC, DMAP
CH,Cl,
OMs O

1

OH

Schemat 49. Wprowadzenie grupy alkinowej poprzez modyfikacje grup hydroksylowych pochodnych

steroidowych.

e Modyfikacja lancuchéw bocznych kwasow zélciowych: estryfikacja karboksylu z alkoholem
propargilowym pozwala wprowadzi¢ terminalng grupe alkinowa w tancuchu bocznym
(Schemat 50). Mechanizm reakcji opiera si¢ na aktywacji grupy karboksylowej przez

katalizator, co umozliwia nukleofilowy atak alkoholu propargilowego.

p-TSA

HO"
H H

HOY"

Schemat 50. Wprowadzenie grupy alkinowej poprzez modyfikacje grupy karboksylowej tancucha

bocznego kwasu zétciowego.
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e Synteza amidéw i estréow z terminalng grupa alkinowa: w reakcji z uzyciem katalizatora
EDC*HClz6lciowe moga reagowac z propargiloaming, tworzac amidy z terminalna grupa
alkinowa, lub z alkoholem propargilowym, dajac odpowiednie estry (Schemat 51). Mechanizm
reakcji polega na aktywacji grupy karboksylowej przez wytworzenie O—acylowego posrednika
karbodiimidowego, ktory nastgpnie ulega atakowi nukleofilowemu przez grupe amonowa lub

hydroksylowa.

/\OH

EDC*HCI, HOBt,
DMF
0-25°C 12h

HO""

/\NHZ* HCl

EDC*HCI, HOBt,
DMF,Et3N H O\\““.
0-25°C 12h

HOY"

Schemat 51. Wprowadzenie grupy alkinowej poprzez tworzenie estréw/amidéw alkinowych tancucha

bocznego kwasow zétciowych.

Dzigki tym strategiom uzyskuje si¢ steroidy wyposazone w reaktywne grupy, ktore zachowuja
kontrole nad stereochemig i pozwalaja na dalsza synteze pochodnych 1,2,3—triazolowych, niezbednych

w chemii ,,click” oraz w projektowaniu funkcjonalnych biokonjugatow.

10. Koniugaty steroidowe

Koniugaty steroidowe to zwiazki, w ktorych czasteczka steroidu jest potgczona z inng
czasteczka bioaktywng. Steroidowa czg¢$§¢ moze obejmowaé takie indywidua chemiczne jak sterole,
kwasy zotciowe lub inne pochodne steroidowe. Steroidy charakteryzuja si¢ duza elastyczno$cia
w tworzeniu koniugatow, co umozliwia ich wykorzystanie w badaniach biologicznych

i farmaceutycznych.

Przyktady sprzezen obejmuja wigzania estrowe z kwasami ttuszczowymi, ktore moga dziata¢
jako proleki, przeksztatcane w aktywne formy steroidow [ 146,147]. Steroidy moga tez tworzy¢ wigzania
amidowe lub peptydowe z biatkami i peptydami, co pozwala na ich zastosowanie w terapii

przeciwnowotworowej jako koniugaty przeciwciato—lek lub w badaniach receptorowych [148,149].
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Sprzeganie steroidow z polimerami, np. polietylenoglikolem, wydluza czas krazenia w organizmie
1 zmniejsza immunogennos$¢, poprawiajac wilasciwosci terapeutyczne i diagnostyczne [150,151].
Steroidy moga by¢ tez taczone z lekami, np. inhibitorami enzyméw lub ligandami receptorowymi, co

zwigksza ich biodostgpno$é, selektywnos$¢ i stabilnos$¢ [152].

Naturalne koniugaty steroidowe wystepujace w organizmach sa stosunkowo nieliczne
i obejmuja gtéwnie siarczany i glukuronidy. Cho¢ wczes$niej uwazano je gtownie za produkty wydalania,
obecne badania pokazuja, ze wykazujg one aktywnos¢ biologicznga, odmienng od wolnych hormonéw
1 ich metabolitow. Steroidowe siarczany wykazuja znaczng aktywno$¢ biologiczna, a glukuronidy

reguluja poziom aktywnych steroidow [153].

Przykltadem naturalnego koniugatu jest skwalamina, bedaca pierwszym odkrytym sterolo—
spermidynowym koniugatem wyizolowanym z tkanek kolenia pospolitego (Squalus acanthias),

(Rysunek 10) [154].

“OH

T

H
o~ N NH
H,N ~T
Rysunek 10. Struktura chemiczna skwalaminy.

Zwiazek ten wykazuje silne dzialanie przeciwdrobnoustrojowe i przeciwnowotworowe, a takze
potencjal w leczeniu nowotworow phuc, jajnika i mézgu, w terapii zwyrodnienia plamki zo6ttej oraz
w kontroli masy ciata [155,156]. Badania nad analogami skwalaminy wykazaty, ze aktywnos$¢
biologiczna wymaga trzech elementow: sztywnej jednostki hydrofobowej, elastycznego tancucha
hydrofilowego oraz polarnej grupy koncowej. Struktura poliaminy jest mniej istotna, a grupy

siarczanowe mozna zastgpi¢ innymi lub usuna¢ bez utraty aktywnosci.

Synteza koniugatow steroidowych obejmuje rozne metody taczenia steroidow z fragmentami
biologicznie aktywnymi. Najczgéciej stosuje si¢ wigzania kowalencyjne, ktore zapewniaja trwalosé
i stabilno$¢. Koniugacja moze przebiega¢ bezposrednio lub przez modyfikacje istniejacych grup
funkcyjnych (glownie hydroksylowych, karboksylowych lub podwojnych wigzan). Roéznice
w reaktywnosci grup funkcyjnych wynikaja ze sterycznego dostepu i stereochemii, co umozliwia

selektywng modyfikacje.
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Czesto stosowang metoda jest sprzgganie przez pierScien 1,2,3—triazolowy, powstajacy
w reakcji Huisgena miedzy terminalnym alkinem a azydkiem. Wiazanie to jest stabilne, odporne na

utlenianie i hydrolize oraz nie wystepuje w naturze, co czyni je niewykrywalnym dla mikroorganizméw
(Rysunek 11) [157].

N)\N e
—N \)§/
// S H ",
HN = OH
\ X
N\/

Rysunek 11. Przyktadowy koniugat steroidowy zawierajacy pierscien 1,2,3-triazolowy (wykazuje

aktywnos$¢ przeciwmalaryczng oraz przeciwleiszmaniowe).

Koniugaty = steroidowe  mozna  tez  tworzy¢ z  uzyciem  cross—linkerow,
np. N,N—dicykloheksylokarbodiimidu, ktéry taczy grupy funkcyjne steroidu i drugiego fragmentu
[158]. Alternatywnie stosuje si¢ tzw. zero—length linking, np. wigzanie estrowe, ktore pozwala na

bezposrednie sprzgzenie z mozliwo$cig uwolnienia aktywnej jednostki w miejscu dziatania.

Steroidowe biokoniugaty tacza zalety steroidow takie jak lipofilnos¢, stabilnos¢ i selektywnosé
z wlasciwos$ciami fragmentu biologicznie aktywnego. Zwickszona lipofilno$¢ utatwia przenikanie przez
btony biologiczne, a stabilno$¢ wydluza czas dziatania w organizmie. Precyzyjne projektowanie
pozwala kierowa¢ koniugaty do okre$lonych receptoréw lub tkanek, zmniejszajac efekty uboczne

i zwiekszajac skutecznos¢ terapeutyczng.
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Schemat 52. Synteza koniugatu kwasu zétciowego i flukonazolu.

Jednym =z najciekawszych przykladow sa koniugaty steroidowe w leczeniu zakazen
grzybiczych. Sprzgganie lekow przeciwgrzybiczych, takich jak flukonazol, z kwasami zotciowymi
poprzez stabilny pierscien 1,2,3—triazolowy umozliwia ich synergiczne dziatanie. Kwas zotciowy peini
tu funkcje nosnika, wspomagajac transport czasteczki leku do komorki grzyba, a flukonazol dziata jako
inhibitor enzymu 140-demethylazy, niezbgdnego do syntezy ergosterolu w blonie komorkowej
grzybow. Takie koniugaty wykazuja wysoka skutecznos¢ wobec Candida albicans, Sporothrix schenckii
i Candida parapsilosis (Schemat 52) [159].

Kolejnym przyktadem sa steroidowe antybiotyki kationowe, zaprojektowane na wzor
polimyksyny B. PMB dziala poprzez wigzanie z lipopolisacharydem w blonie zewnetrznej bakterii
Gram—ujemnych, zmieniajac jej przepuszczalnosé. Steroidowe koniugaty zostaty tak zaprojektowane,
aby imitowaé¢ powierzchniowg amfifilowo$s¢ PMB. Czg$¢ steroidowa nadaje sztywnos¢ hydrofobowa,
a fragment poliaminowy wprowadza interakcje elektrostatyczne. Dzigki temu nowe czasteczki
wykazuja dzialanie bakteriobdjcze poroéwnywalne lub przewyzszajace PMB 1 umozliwiajg badanie

selektywnos$ci wobec komorek bakteryjnych w modelach fluorescencyjnych.(Rysunek 12) [160-164].
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P

NH,
NH,

NH,

Rysunek 12. Struktura koniugatu steroidowego nasladujacego polimyksyne B.

Inne przyklady zastosowan steroidowych koniugatéw obejmuja m.in. glikozydy steroidowe

i saponiny, ktore wykazuja aktywno$¢ przeciwnowotworowa (Rysunki 13 1 14) [165-168].

OH

o)

HO 0)
HO™ HO 0 TX//Y_X/ ‘%O
OH H,CO
HOHO OH

H,CO H H OH

Rysunek 13. Struktura ekstensumizydu A wyizolowanego z Myriopteron extensum.
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Rysunek 14. Koniugat steroidowo-monosacharydowy z linkerem 1,2,3-triazolwym.

Steroidowe koniugaty z hormonami owadzimi, jak juwenoidy, znalazlty zastosowanie

w badaniach agrochemicznych, wpltywajac na rozwoj larw (Rysunki 151 16) [169-173].
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Rysunek 15. Koniugat steroidowo—juwenoidowy.
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Rysunek 16. Koniugat kwasu cholowego z zmodyfikowang pochodng karbaminianu.

Hybrydy steroidowe =z diosgening i jej pochodnymi wykazuja zarowno dziatanie
antyproliferacyjne, jak i antyoksydacyjne, oferujac potencjat w terapii przeciwnowotworowej (Rysunek
17) [174].

Se

e
N

H H

Rysunek 17. Koniugat steroidowy pochodnej selenomocznika.
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Steroidowe koniugaty i dimerowe uktady pozwalaja modulowa¢ aktywno$¢ biologiczng
poprzez jednoczesng modyfikacje czgsci steroidowej i fragmentu sprzezonego. Takie podejscie
umozliwia projektowanie molekul o zwigkszonej stabilnosci, selektywnosci wobec receptoréw
i poprawionej skuteczno$ci terapeutycznej. Czyni to obiecujaca strategia w nowoczesnym

projektowaniu lekow.
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Wspotczesna chemia bioorganiczna i medyczna koncentruje si¢ na racjonalnym projektowaniu
czasteczek o ztozonym profilu biologicznym oraz precyzyjnie modulowanej aktywnos$ci
farmakologicznej. W tym kontek$cie rosnace zainteresowanie budza koniugaty steroidowe, w ktérych
sztywny 1 bioaktywny szkielet steroidowy taczony jest z innymi bioaktywnymi czasteczkami przy

uzyciu reakcji chemii ,,click”, zapewniajacych wysoka selektywnos¢ 1 wydajnos¢ syntezy.

Cze$¢ eksperymentalna niniejszej pracy opiera si¢ na wczesniejszych wynikach dotyczacych
syntezy i charakterystyki pochodnych kwasoéw zotciowych i steroli, stanowigcych podstawe do dalszych
badan nad nowymi koniugatami steroidowymi. Moje dotychczasowe badania w tym obszarze
zaowocowaly sze$cioma publikacjami naukowymi [P1-P6]. W pracach [P2-P6] jestem pierwszym

autorem, a w artykutach [P3, P4, P6] pelnitem réwniez rol¢ autora korespondencyjnego.

W literaturze podkresla si¢ znaczenie chemicznych modyfikacji szkieletu steroidowego, ktore
pozwalaja na uzyskanie zwigzkéw o zmienionej aktywnosci biologicznej, lepszej biodostepnosci oraz
mniejszej toksycznosci. Doniesienia naukowe wskazuja, ze wprowadzenie pierscienia 1,2,3-
triazolowego sprzyja poprawie stabilnosci i funkcjonalizacji czasteczki, a takze umozliwia kontrole jej
konformacji. Wiele z takich pochodnych wykazuje aktywnos$¢ przeciwnowotworows, przeciwgrzybicza

i przeciwdrobnoustrojowa, co czyni je interesujacym kierunkiem dalszych badan.

Na podstawie dostgpnych danych literaturowych mozna sformutowaé hipoteze, ze nawet
subtelne modyfikacje struktury steroidu moga prowadzi¢ do znaczacych zmian w jego profilu
biologicznym.  Wprowadzenie  pierScienia  1,2,3-triazolowego, znanego z  aktywnoSci
przeciwdrobnoustrojowej i nieobecnego w zwigzkach naturalnych, stanowi obiecujaca strategie
zwigkszenia potencjatu  biologicznego otrzymywanych pochodnych. W niniejszej pracy
zaprojektowalem seri¢ zwigzkéw roézniacych sie charakterem podstawnikow w celu oceny wptywu tych

modyfikacji na ich przewidywane wlasciwosci biologiczne.

Celem pracy doktorskiej byto otrzymanie i charakterystyka nowych pochodnych kwasow
zotciowych, steroli oraz ich koniugatow z wykorzystaniem reakcji chemii ,,click” a takze ocena ich
wiasciwosci  fizykochemicznych oraz potencjalnej aktywno$ci biologicznej. W szczegdlnosci

zaplanowatem:

1) Otrzymanie estrow mrowczanowych oraz octanowych kwasow zotciowych (130-132,
145-146);

2) synteze 3a-bromoacetoksy- i 3a-azydoacetoksy-pochodnych kwaséw zoétciowych oraz
wybranych steroli (122-123, 133-135, 151-152);

3) syntezg pochodnych propargilowych estrow kwasoéw zotciowych oraz steroli (119-121,
147-150);

4) otrzymanie koniugatow steroidowych polaczonych pier§cieniem 1,2,3-triazolowym;

a. koniugatow typu sterol-kwas zotciowy (124-129, 161-164);
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5)
6)
7)

8)

b. koniugatow ,,dimerycznych” pochodnych kwasow zotciowych (136-144, 152—
160);

przeprowadzenie petnej charakterystyki spektroskopowej otrzymanych zwigzkow;
wykonanie obliczen semiempirycznych metodg PMS;
oceng przewidywanej aktywnos$ci biologicznej metodg in silico (PASS) oraz analize
potencjalnych  oddziatywan ligand-biatko z  wykorzystaniem dokowania
molekularnego;
przeprowadzenie w wybranych przypadkach badan biologicznych otrzymanych

zwigzkow.

Przeprowadzone badania daty wglad w poglebiong charakterystyke nowych

biokoniugatow steroidowych zawierajacych pierscien triazolowy oraz oceng ich potencjalu

aplikacyjnego w kontek$cie zastosowan terapeutycznych. Zaproponowane podejscie

syntetyczne stanowi podstawe do dalszego projektowania zwiazkéw o modulowanej

aktywno$ci biologicznej 1 zwigkszonej selektywnos$ci dziatania.
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1. Koniugaty sterolii octanowych pochodnych kwasow zoélciowych [P2]

Jednym z gltéwnych wyzwan wspolczesnej chemii organicznej jest projektowanie i synteza
nowych zwiazkow o potencjalnym znaczeniu biologicznym i terapeutycznym. Szczegdlne miejsce
zajmuja tu steroidy, ktore dzieki swojej réznorodnosci strukturalnej i zdolnosci do interakcji z uktadami
biologicznymi stanowig cenne zwigzki wyjsciowe do dalszych modyfikacji. W ostatnich latach mozna
zauwazy¢ staly wzrost zainteresowania zastosowaniem chemii ,,click” jako uniwersalnego narzedzia

umozliwiajgcego tworzenie koniugatow w sposob wydajny i selektywny.

W ramach mojej pracy doktorskiej przeprowadzitem synteze nowych koniugatéw steroidowych
potaczonych pierscieniem 1,2,3—triazolowym. Otrzymane zwiazki zostaly poddane szczegoélowej
charakterystyce przy uzyciu metod spektroskopowych i spektrometrycznych oraz zweryfikowane
obliczeniami teoretycznymi. Dodatkowo ocenilem ich potencjalng aktywnos$¢ biologiczna
z wykorzystaniem metod in silico oraz testow in vitro. Tak zaplanowane badania pozwolily na oceng

zaréwno wiasciwosci strukturalnych, jak i bioaktywnos$ci uzyskanych zwigzkow.

1.1 Synteza nowych koniugatow steroli i pochodnych
kwasow zolciowych

W pierwszym etapie badan opracowalem warunki syntezy estrow propiolowych wybranych
pochodnych kwasow zotciowych. Estry kwasu litocholowego, deoksycholowego i cholowego poddatem
reakcji z kwasem propiolowym w obecnosci katalitycznych ilosci p—TsOH w dichlorometanie (Schemat
53). Reakcje prowadzitem w temperaturze pokojowej przez 24 h. Uzyskane produkty poddatem
oczyszczaniu metodg chromatografii kolumnowej, otrzymujac kolejno zwigzki (119), (120) i (121)

z wydajnosciami 45%, 57% i 30%.

o)
1) MeOH, p-TsOH 24\ o5
OH 2) Ac,0, Py dia (20) i (2) -

? et 7=
3) K,CO3 MeOH dla (20) i (2) 34 R2
4) CH==CCOgH, CH,Cl; p-TsOH :=

Ot
T

(119) R?=H, R3=H
27 (120) R2=H, R3=0Ac
(121) R?=R3=0Ac

(19) R%=H, R3=H %
(20) R?=H, R3=0H

(2) R?=0OH, R3=0H
28

Schemat 53. Synteza propiolowych pochodnych estréw kwaséw zétciowych.

Cholesterol (1) i Sa-cholestan-3-ol (17) poddatem reakcji z bromkiem kwasu bromooctowego
w bezwodnym dichlorometanie (Schemat 54). Nastepnie zwiazki te poddatem reakcji substytucji
nukleofilowej z azydkiem sodu w THF w temperaturze 50 °C przez 4 h. otrzymujac zwigzki (122)
i (123) z bardzo dobrymi wydajnosciami odpowiednio 95% i 88%.
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7 1) Br,CH,COBr, CH,Cl, . ,
HO > /. //
L '5 2) NaN THF, 50°C O~ T,
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N3

(1) C5=Cg (122) C5=Cq
(17) CS'-CG' (123) CS'-CG'

Schemat 54. Synteza azydkowych pochodnych steroli.

Otrzymane wczesniej estry propiolowe kwasow zolciowych (119-121) oraz azydooctanowe
pochodne steroli (122-123) wykorzystatem jako substraty w reakcji cykloaddycji Huisgena (Schemat
55). Reakcje prowadzitem w mieszaninie ~—BuOH/MeOH (5:1) w obecnosci katalitycznych ilosci
CuSO0s4-5H>0 oraz askorbinianu sodu. Mieszaning reakcyjng ogrzewalem w temperaturze 60°C przez
8 h.

119)-(121 askorbinian sodu
(19)-(121) CuSO,4* 5H,0
+
t-BuOH:MeOH
(122)-(123) (5:1)

(124) R?=R3=H, C5=Cgq
(125) R?=H, R3=0Ac, C5=Cgq
(126) R?=R3=0Ac, C5=Cgq
(127) R?=R3=H, C5-Cg

(128) R?=H, R3=0Ac, C5-Cg
(129) R?=R3=0Ac, C5-Cg

Schemat 55. Synteza koniugatéw steroidowych kwasoéw zétciowych i steroli poprzez wykorzystanie reakcji

Huisgena.
Po oczyszczeniu otrzymalem sze$¢ nowych koniugatow steroidowych (124-129)
z wydajnosciami 35% (124), 68% (125), 60% (126), 92% (127), 82% (128) i 81% (129).
1.2 Analiza spektroskopowa otrzymanych zwigzkow

W widmach protonowych magnetycznego rezonansu jadrowego substratow (122) i (123)
zaobserwowatem obecno$¢ singletow w zakresie 0,92—0,72 ppm oraz dubletu przy 0,81-0,80 ppm,
odpowiadajacych protonom grup metylowym 18—CHs, 19-CHs oraz 21-CHj;. Dodatkowo sygnaty
protonow grup acetylowych 70—OAc i 12a—OAc przypisalem warto$ciom 2,15 i 2,09-2,11 ppm.
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Charakterystyczny singlet pochodzacy od protonu grupy =C-H zaobserowano w zakresie 2,91-2,89
ppm.

W przypadku widm 'H NMR koniugatow steroidowych (123-128) zindetyfikowatem
charakterystyczne sygnaty pochodzace od protonéw pierscienia 1,2,3—triazolowego (Rysunki 18).
Singlet pochodzacy od protonu usytuowanego przy grupie 28-CH pojawial si¢
w zakresie 8,27—8,24 ppm, natomiast sygnaly protonéw grup metylenowych 29—CH,, bezposrednio

zwigzanych z triazolem, widoczne byty w zakresie 5,20-5,17 ppm.

A 8-CH

5.CH | BN Yo H

. —. ,ﬁk - ,Jll'w“’“\s_w_wﬂ”‘”\w%._

ppm

19.CH;
MCH

12p-H

&CH

J_ o S

—————————A———————————————————————————— e ————————
830 825 B20 BI15 550 545 540 335 530 525 520 515 510 505 300 495 4590 4,85 480 475 4790 465 460
Ppm

C 19.0H:
IS CH

12p-H

................................................

B30 B.25 BJ0 B15 550 345% 540 535 530 545 220 515 500 505 500 495 490 485 480 4.3 4.0 4.60 460
Ppm

Rysunek 18. Widma '"H NMR w zakresie 4,60-8,30 ppm zwigzkdow: A (124), B (125), C (126).
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Dla zwiazkow (123-128) widoczne byly analogiczne przesunigcia protonéw grup metylowych
w zakresie 0,95-0,64 ppm oraz sygnaly dla protonéw grup 26'-CHs i 27'-CHj3 przy 0,87-0,86 ppm.
Charakterystyczne multiplety dla protonéw 3—H rdzenia steroidowego pojawialy si¢ w zakresie 5,10—
4,86 ppm. Dodatkowo w koniugatach (126) i (129) zaobserwowano sygnaty protonow 73—H (4,96—4,88
ppm) oraz 12p-H (5,09 ppm), podczas gdy w koniugatach (125) i1 (128) sygnal
123-H wystepowat przy 5,08 ppm.

Analiza widm C NMR otrzymanych przeze mnie substratow (122-123) oraz koniugatow
(124-129) potwierdzita obecnos¢ charakterystycznych sygnatéw odpowiadajacych atomom wegla grup
metylowych 18—CHs, 19—CH3 1 21-CH3, ktére obserwowatem w zakresie 22,98—12,02 ppm. Potozenie
tych sygnalow pozostaje zgodne z wartosciami typowymi dla niezmodyfikowanego szkieletu
steroidowego, co wskazuje, ze przeprowadzona modyfikacja nie wptywala znaczaco na srodowisko
elektronowe tych fragmentéw czasteczki. W badanych zwiazkach zaobserwowalem rowniez wyrazne
sygnaly w obszarze 174,78-174,51 ppm, ktore przypisalem atomom wegla grup karbonylowych
C(24)=0. Dodatkowo, sygnaly pojawiajace si¢ w zakresie 170,87-170,65 ppm odpowiadaly atomom
wegla grup acylowych 70—OCO oraz 120—OCO, co potwierdza zachowanie struktury pochodnych

octanowych po przeprowadzonych reakcjach.

Diagnostyczne sygnaly charakterystyczne dla atomow pierscienia 1,2,3-triazolowego
wystepowaly w przedziatach 141,11-138,75 ppm dla atomu wegla C(27) oraz 129,22—128,84 ppm dla
atomu C(28). Obecnos¢ tych przesunig¢ jednoznacznie potwierdzata powstanie pier§cienia triazolowego
w wyniku reakcji typu ,,click”, a ich wartosci byly zblizone do tych opisywanych w literaturze dla

analogicznych koniugatéw steroidowych zawierajacych ugrupowanie 1,2,3-triazolu.

W widmach FT-IR substratéw (122-123) zaobserwowalem charakterystyczne pasma
w zakresie 3292-3251 cm™, przypisane drganiom grup =C—H. Silne pasma odpowiadajace drganiom
v(C=0) wystepowaly w zakresie 1737-1734 cm™!, natomiast sygnaly v(C-O) przy 1247-1246 cm™.
W widmach koniugatéw (124-129) zidentyfikowatem dwa dominujace pasma: w zakresie 1743—1721
cm ! dla drgan karbonylowych oraz w zakresie 1261-1213 cm™! dla drgan v(C—0O). Dodatkowo w rejonie
29622852 cm™ widoczne byly charakterystyczne pasma odpowiadajgce drganiom grup C-H
w szkielecie steroidowym. Zanik pasm wiasciwych dla ugrupowan propargilowych i azydkowych

(21062111 cm™) potwierdzit przebieg reakcji cykloaddycji ,,click”.

Analiza widm spektrometrii masowej w technice ESI-MS potwierdzita masy czasteczkowe
wszystkich otrzymanych koniugatow (124-129). We wszystkich przypadkach obserwowatem
dominujgce sygnaly odpowiadajace jonom [M+Na]® (100%), zgodne z wartoSciami teoretycznie

obliczonymi. Dodatkowo, w widmach odnotowatem stabsze sygnaty odpowiadajace jonom [M+K]*
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(5-10%). Uzyskane dane jednoznacznie potwierdzity struktur¢ zsyntetyzowanych biokoniugatow

steroidowych.

1.3 Analiza hemolityczna in vitro

Kwasow zotciowych i ich pochodnych nie mozna rozpatrywa¢ w kontekscie zastosowan
biomedycznych bez wczesdniejszej oceny ich wplywu na integralno$¢ bton komoérkowych. Z uwagi na
ich amfifilowy charakter moga one, w zaleznos$ci od stezenia, dziata¢ stabilizujaco na btong lipidowa
erytrocytow lub powodowac jej destabilizacje i hemolizg. Dlatego przeprowadzitem badania

cytotoksycznosci in vitro z uzyciem ludzkich erytrocytow jako modelu komorkowego.

Stwierdzitem, ze substraty propiolowe roznity si¢ istotnie aktywnos$cig hemolityczng (Rysunek
19). Zwiazek (123) wykazywal najwyzszy stopien hemolizy (66%), podczas gdy zwiazek (122) dziatat
siedmiokrotnie stabiej (9%). W przypadku otrzymanych dimerdéw steroidowych (124-129) aktywnos¢
hemolityczna byla znacznie nizsza. Dwa zwiazki, (124) i (127), nie powodowaty hemolizy w badanym
zakresie stezen (odpowiednio 4% i 3%), natomiast pozostale charakteryzowaty si¢ niskg aktywnoscia
hemolityczng w przedziale 7-11%. Otrzymane wyniki jednoznacznie wskazuja, ze zastosowanie
polaczenia triazolowego miedzy kwasem zotciowym i sterolem zmniejsza toksyczno§¢ w poréwnaniu

do wolnych substratow.
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Rysunek 19. Aktywnos$¢ hemolityczna badanych zwigzkéw (0,1 mg/ml) po 1 godzinie inkubacji w
temperaturze 37°C. Stopien hemolizy powyzej 5% wskazuje na aktywnos$¢ zwigzkow zaktdcajgca btone
komorkowa. Czerwona linia oznacza prog hemolizy rowny 5%. Przedstawiono wartosci srednie = SD (n =9). PBS -

kontrola ujemna, brak hemolizy.

Zaobserwowane zmniejszenie aktywnos$ci hemolitycznej dimeréw (124—-129) mozna wyjasnié
ich wickszag masg i bardziej sztywng konformacja, co prawdopodobnie ogranicza zdolno$¢ tych

czgsteczek do penetracji 1 zaktocania dwuwarstwy lipidowej erytrocytow. Dodatkowo, w przypadku
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badanych substratow, posiadana przez nie grupa azydkowa moze sama w sobie przyczyniac si¢ do
podwyzszonej toksycznosci. Jej przeksztalcenie w pierScien triazolowy eliminuje ten efekt.
Powstaty tacznik triazolowy, utworzony w wyniku reakcji azydku z wigzaniem potrdjnym, jest
chemicznie stabilny i nie wykazuje wtasciwosci hemolitycznych, co dodatkowo thumaczy obserwowany

spadek toksycznosci koniugatow wzgledem wolnych substratow.

Otrzymane wyniki wskazujg, ze modyfikacja oparta na tworzeniu tacznika triazolowego istotnie
poprawia profil bezpieczenstwa otrzymanych pochodnych, co czyni t¢ strategi¢ obiecujacym

kierunkiem w projektowaniu nowych zwigzkéw o potencjalnych zastosowaniach biomedycznych.

1.4 Obliczenia semiempiryczne PMS

Metoda PMS5 jest potempirycznym podejSciem wykorzystywanym w chemii kwantowe;,
umozliwiajacym szybkie i efektywne modelowanie struktur molekularnych oraz przewidywanie ich
wlasciwosci chemicznych. Opiera si¢ na uproszczonym rownaniu Schrodingera, ktdre jest uzupetnione
0 parametry empiryczne wprowadzone na podstawie danych eksperymentalnych oraz doktadnych
obliczen ab initio. Dzigki temu metoda PM5 pozwala na wzglednie szybkie szacowanie geometrii
molekut, energii oraz wlasciwosci elektronowych, co czyni ja przydatng w wstepnej ocenie zwigzkow

chemicznych przed bardziej czasochtonnymi obliczeniami wysokiej doktadnosci.

W celu okres$lenia stabilnosci energetycznej oraz mozliwych oddziatywan intramolekularnych
zsyntezowanych koniugatow przeprowadzitem obliczenia potempiryczne metoda PMS5. Geometrie
zoptymalizowanych czasteczek (123-129) postuzyly nastgpnie do analiz dokowania molekularnego.

Ponizej przedstawiono konformacje syn oraz anti wybranego koniugatu (129) (Rysunek 20).
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Rysunek 20 . Modele molekularne zwigzku (129): A) konformer syn, B) konformer anti.

Uzyskane wartosci ciepta tworzenia (HOF) wykazaly istotny wplyw liczby grup
hydroksylowych i acetylowych w szkielecie kwasow zotciowych na stabilnos¢ koniugatow. Najnizsze
warto$ci HOF zarejestrowatem dla koniugatéw kwasu cholowego (126) i (129), co wskazuje na ich
najwigkszg stabilno$¢ termodynamiczng (Tabela 1). Grupy acetylowe sprzyjaty powstawaniu wigzan
wodorowych wewnatrzczasteczkowych oraz kompleksow typu gosé—gospodarz, co dodatkowo
stabilizowato uklad. Analiza konformerow syn i anti wykazata, ze w przypadku koniugatéw kwasow
deoksycholowego i1 cholowego (125-126, 128-129) bardziej trwale sa formy anti. Odmiennie
zachowywaty sie koniugaty kwasu litocholowego (124, 127), gdzie stabilniejszym uktadem byty formy

syn, co wynika z mniejszej objetosci czasteczki i braku oddziatywan donorowo—akceptorowych.

Zaobserwowana wigksza stabilno$¢ konformeru syn wynika najpewniej z jego zgietej geometrii,
ktora zbliza do siebie fragmenty steroidowe i grupy acetylowe w sgsiedztwie pierscienia triazolowego,
umozliwiajac tworzenie wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych oraz korzystnych oddziatywan
van der Waalsa i kompleksow typu go$é—gospodarz. Konformer anti, o wydtuzonej konformacji,
ogranicza naprg¢zenia steryczne i wzajemne oddziatywania fragmentow, traci opisywane wewngtrzne
stabilizacje, co przektada si¢ na wyzsze (mniej ujemne) wartosci HOF. Dodatkowo obserwowany trend
obnizania HOF wraz ze wzrostem liczby grup acetylowych wskazuje, ze reakcja estryfikacji sprzyja

stabilizacji koniugatow poprzez zwigkszenie mozliwosci tworzenia oddziatywan donor—akceptor oraz
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wewngtrznych wigzan wodorowych. Te zaleznosci sa zgodne z przedstawionymi konformerami

(Rys. 22-23) oraz warto$ciami HOF zamieszczonymi w Tabeli 1.

Tabela 1. Cietpa tworzenia (HOF) [kcal/mol] kwasdéw zétciowych (2, 19-20), steroli (1, 17) i koniugatow (124-129).

Zwiazek HOF HOF,), HOF ai AHOF; AHOF: AHOF; AHOF
2 2292756 - - - - - -
19 ~266,8560 - - - - - -
20 ~309,8662 - - . . - -
1 ~145,2016 - - - - - -
17 ~167,9130 - - . . - -
124 - ~363,8662  —363,7903  —134,5906  —134,5147 -218,6646 —218,5887
125 - 4443851 —450,1979  —177,5291  —183,3419 —299,1835 —304,9963
126 - 5224936 5353569  —212,6274 = -2254907 —377,2920 —390,1553
127 - -386,8430 -386,5739  —157,5674  —157,2983 -218,9300 —218,6609
128 - 4673787 4729543  —200,5227 = —206,0983 -299.4657 —305,0413
129 - 5455568 —558,0889 2356906 2482227 —377,6438 —390,1769

AHOF;| = HOFxoniugatow ani (124-129)— HOF kwasow zotciowych (2, 19-20)
AHOFZ = HOFkoniugat(’)w anti (124-129) — HOkaaséw z6kciowych (2, 19-20)
AHOF; = HOFkoniugatéw syn (124-129) — HOFsteroti 1,17)
AHOF; = HOFoniugatow syn (124120~ HOFsteroli 1, 17)
Otrzymane wyniki wskazuja, ze stabilno$¢ energetyczna biokoniugatow zalezy od obecnosci
i rozmieszczenia grup funkcyjnych, co moze mie¢ znaczenie w projektowaniu przysztych modyfikacji

strukturalnych.

Przeprowadzone obliczenia potempiryczne dostarczyly nowych informacji o relacji miedzy
geometrig konformerow a stabilno$cig zsyntezowanych biokoniugatow, wskazujgc na istotng role liczby
i uktadu grup acetylowych w modulowaniu ich energii oraz mozliwych oddziatywan

wewnatrzczasteczkowych.

1.5 Predykcja potencjalnej aktywnosci farmakologicznej (PASS)

Synteza nowych zwigzkéw chemicznych oraz modyfikacja istniejacych struktur wymagaja
oceny ich potencjalnych wlasciwosci farmakologicznych i toksycznych. Tradycyjne badania in vitro

1 in vivo sg jednak kosztowne i czasochtonne, dlatego coraz czgsciej stosuje si¢ podejscia in silico.

PASS umozliwia wstgpne przewidywanie aktywnosci biologicznej zwigzkéw chemicznych na
podstawie ich struktury molekularnej. Program porownuje analizowana czasteczke z obszerng baza
danych, obejmujaca okoto miliona zwigzkéw biologicznie aktywnych i ponad 5500 rodzajow
aktywnos$ci biologicznych. Na tej podstawie oblicza prawdopodobienstwo wystapienia danej
aktywnosci (PA) oraz jej braku (PI). Wysokie wartosci PA (>0,7) wskazuja na duze
prawdopodobienstwo potwierdzenia aktywno$ci w eksperymentach, wartosci miedzy 0,5 a 0,7
oznaczaja umiarkowane prawdopodobienistwo, a PA < 0,5 — niskie. Obecno$¢ w strukturze czasteczki
elementow znanych z aktywnosci biologicznej zwicksza szans¢ na pozytywne wyniki w testach

eksperymentalnych.
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Program ten jest szczeg6lnie przydatny przy analizie zwigzkow pochodzenia naturalnego lub
ich metabolitow wtoérnych, skracajac czas potrzebny do identyfikacji potencjalnie aktywnych molekut.
Warto jednak zaznaczy¢ ograniczenia tej metody: PASS traktuje badang czasteczke jako model ,,ptaski”,
co oznacza, ze nie uwzglednia w pelni jej rzeczywistej geometrii przestrzennej. Z tego powodu

przewidywania programu wymagaja dalszej weryfikacji, m.in. poprzez dokowanie molekularne, ktére

Aby oszacowa¢ potencjalne wilasciwosci farmakologiczne koniugatow (124-129),
zastosowalem program PASS, ktory przewiduje aktywno$¢ biologiczng na podstawie struktury
molekularnej i pordwnania z rozleglta bazg znanych zwigzkéw aktywnych biologicznie. Metoda ta

umozliwia szybkie wskazanie prawdopodobnych kierunkéw dalszych badan biologicznych.

W analizie PASS uzyskalem przewidywania, ze najczesciej wystepujacymi typami aktywnos$ci
farmakologicznej dla badanych koniugatow sa dziatania hipolipemiczne oraz antagonistyczne wobec
cholesterolu (Tabela 2). Dodatkowo koniugaty (123-126) charakteryzuja sie¢ przewidywang
aktywnoscia antyhipercholesterolemiczna, natomiast (127-129) wykazuja prawdopodobne dziatanie
inhibitoré6w hydrolazy acylokarnityny. Wyniki te wskazuja, ze zsyntezowane dimery steroidowe moga
oddzialywa¢ na metabolizm lipidow i mie¢ potencjalne znaczenie w terapii zaburzen gospodarki

cholesterolowe;.

Uzyskane przewidywania PASS po raz pierwszy wskazujg, ze otrzymane przeze mnie dimery
steroidowe moga wykazywa¢ dziatania hipolipemiczne oraz antagonistyczne wobec cholesterolu, co
sugeruje ich potencjal w terapii zaburzen lipidowych. Stanowi to istotny wktad w ocen¢ ich mozliwego

znaczenia farmakologicznego.

Tabela 2. Wartos$ci prawdopodobienstwa (PA) dla przewidywanej aktywnosci biologicznej biokoniugatéw (124-129).

Zwiazki
PA>70%
124 125 126 127 128 129
Antagonista cholesterolu 90 85 85 76 — —
Aktywnos$¢ hipolipemiczna 84 85 90 73 75 83
Aktywnos¢
84 77 85 - - -
antihipercholesterolemiczna
Stymulant Capasy 3 71 - - 71 - -
Leczenie choréb proliferacyjnych - 73 77 - - -
Inhibitor monoooksygenazy eteru
- - 74 - 74 76
glicerylowego,
Inhibitor hydrolazy acylokarnityny - - - 79 73 73
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1.6 Dokowanie molekularne

Dokowanie molekularne jest metoda obliczeniowa pozwalajaca przewidzie¢ interakcje miedzy
matymi czasteczkami, takimi jak potencjalne leki, a biatkowymi celami. Technika ta polega na
dopasowaniu ligandéw do miejsc wigzania w biatku w taki sposob, aby oszacowac stabilno$¢ i charakter
powstajacych kompleksow. Dzigki temu mozliwe jest wstepne okreslenie sity oddzialywan oraz

identyfikacja najbardziej obiecujacych kandydatéw biologicznych.

Z uwagi na niskag aktywno$¢ hemolityczng oraz korzystne prognozy aktywnosci
farmakologicznej (PASS), do badan dokowania molekularnego wybratem koniugaty (124) i (127).
Analizie poddatem ich  zdolno$¢  wigzania z  reduktaza HMG-CoA  (HMGCR,
hydroksymetyloglutarycolo koenzym A), bgdaca kluczowym enzymem w biosyntezie cholesterolu.
Enzym ten odpowiada za konwersj¢ HMG—CoA do mewalonianu, co stanowi etap ograniczajacy
szybkos$¢ calego szlaku biosyntezy steroli. Z tego wzgledu HMGCR jest klasycznym celem
terapeutycznym dla statyn, najpowszechniej stosowanych lekow obnizajacych poziom cholesterolu we
krwi.

Jako ligand referencyjny wybratem mewastatyng, pierwszy znany naturalny inhibitor HMGCR.
Jej struktura i sposob wigzania w centrum aktywnym enzymu sa dobrze poznane i stanowig punkt
odniesienia w projektowaniu nowych statyn. W badaniach dokowania potwierdzitem, ze mewastatyna
lokalizuje si¢ w charakterystycznej kieszeni aktywnej enzymu i tworzy stabilne wigzania wodorowe
m.in. z resztami Glu559, Arg590, Asp690, Lys735, Ser684, Lys692, Asn755 1 Lys691 (Tabela 3).

Obecnos¢ tych oddziatywan uznano za kryterium poréwnawcze dla nowych ligandow.

Tabela 3. Obliczona energie wigzania i wazne aminokwasy biorace udziat w tworzeniu wigzan wodorowych dokowaniu

do miejsca aktywnego HMGCR-CoA.

Zwiazek Energia wigzania = Aminokwasy tworzgace Dhugos$¢ wigzania
[kJ/mol] wigzanie wodorowe wodog)wego

[A]
124 —10,137 kJ/mol Lys735 2,0
Arg590 2,5

Ser684 2,2;2,7

127 —11,463 kJ/mol Lys735 2,2;2.4
Lys692 2,8
Ser684 2,0

Mewastatyna —10,153 kJ/mol — —

Otrzymane wyniki wskazaty, ze koniugaty (124) i (127) wiaza si¢ w tej samej kieszeni aktywnej
co mewastatyna (Rysunek 21 oraz 22). Grupy estrowe kwasu litocholowego tworza silne wigzania

wodorowe z resztami Lys735, Ser684 oraz Arg590 (124) i Lys692 (127). Dodatkowo odnotowatem
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oddziatywania elektrostatyczne z Cys561 oraz liczne kontakty hydrofobowe stabilizujagce kompleks

(m.in. z Leu853 i His752).

Rysunek 21. A — Natozenie zwigzkow (124) (z6tty), (127) (niebieski) i mewastatyny (fioletowy). B —

Powierzchnia biatka z natozeniem koniugatu (127) i mewastatyny w jamie wigzacej.

Rysunek 22. Sposdéb wigzania dla zwigzkéw (124) (zétty, po lewej) i (127) (niebieski, po prawej). Przerywane

linie kolorowe reprezentujg wigzania wodorowe z odpowiednimi aminokwasami.

Analiza energii wigzania wykazata, ze koniugat (124) posiada warto$¢ porownywalng
z mewastatyng (—10,1 kJ/mol), natomiast zwigzek (127) charakteryzuje si¢ jeszcze nizsza energia
wigzania, co sugeruje jego silniejsze powinowactwo do HMGCR. Wyniki te wskazuja, ze zwlaszcza
koniugat (127) moze stanowi¢ obiecujacy punkt wyjscia w projektowaniu nowych inhibitoréw

biosyntezy cholesterolu o0 mechanizmie dziatania zblizonym do naturalnych statyn.
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Przeprowadzona analiza dokowania molekularnego pozwolita mi wykaza¢, ze koniugaty (124)
i (127) oddziatujg z enzymem HMGCR w sposob zblizony do naturalnych statyn, tworzac stabilne
kompleksy i korzystne oddziatywania wodorowe. Obserwowane energie wigzania, w szczego6lnosci dla
zwigzku (127), sugeruja potencjalng przydatno$¢ otrzymanych przeze mnie zwiazkéw jako struktur

wiodacych w projektowaniu nowych modulatoréw metabolizmu cholesterolu.
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2. Koniugaty dimeryczne octanowych pochodnych kwasow
zolciowych [P3]

W moich poprzednich badaniach wykazalem, Ze potaczenie steroidow przez pierscien
1,2,3—triazolowy prowadzi do istotnego obnizenia aktywnosci hemolitycznej. Wyniki te wskazaty, ze ta
strategia chemiczna jest obiecujacym sposobem otrzymywania nowych koniugatow steroidowych, ktore
moga posiada¢ wlasciwos$ci przeciwdrobnoustrojowe i potencjalnie znalez¢ zastosowanie w medycynie.
Zainspirowany tymi obserwacjami, postanowitem rozszerzy¢ zakres badan, syntezujac seri¢ dziewigciu
nowych dimerycznych koniugatow kwasow zotciowych i ocenitem ich wlasciwosci biologiczne oraz

wydajno$¢ reake;ji.
2.1 Synteza dimerycznych koniugatow acylowych pochodnych kwasow

Z0kciowych

Pochodne estrow metylowych kwasoéw zotciowych (130-132) poddatem reakcji z kwasem
propionowym w dichlorometanie w obecnosci kwasu p—toluenosulfonowego, otrzymujac propiolowe
pochodne (119-121) (Schemat 56). Reakcje przeprowadzitem zgodnie z procedurg opisang wczesniej
w [P1]. Proces prowadzitem przez 24 h w temperaturze pokojowej, po oczyszczeniu otrzymatem

produkty z wdajnosciami: 45% (119), 57% (120), 30% (121).

OCHj3 1) K,CO3, MeOH dia (131) i (132)

>
2) CH==CCO,H, CH,Cl,, p-TsOH R2
z E 3
R (130) R'=0OH, R2=R%=H 026 O  (119) R'=R?=H
(131) R'=R2=0Ac, R®=H ) (120) R'=0Ac, R%=H
(132) R'=R2=R3=0Ac ‘ ‘ (121) R'=R2=0Ac

28

Schemat 56. Synteza octanowych pochodnych kwaséw zétciowych z terminalnym ugrupowaniem

alkinowym.

Aby uzyska¢ pochodne 3p—bromoacetylowe niezbedne do syntezy zwigzkow (133-135), estry
metylowe kwasow zotciowych (130-131) poddalem reakcji z bromkiem kwasu bromooctowego
w bezwodnym dichlorometanie otrzymujac seri¢ bromoacetoksypochodnych. Nastgpnie, w wyniku
reakcji otrzymanych zwigzkéw z NaNs3 w THF otrzymatem pochodne azydkowe (133-135)
z wydajnosciami: 85% (133), 88% (134), 78% (135) (Schemat 57).
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OCHj 1) K,CO3; MeOH dia (131) i (132)

7=

2) BrCH,COBr, CH,Cl, R2
: 3) NaN3, THF, 50°C i3
R? (130) R'=0H, R?=R3=H 0 O  (133)R'=R2=H
(131) R'=R2=0Ac. R3=H % ,,  (134)R'=0Ac. R%=H
(132) R'=R2=R3%=0Ac N (135) R'=R?=0Ac

Schemat 57. Synteza octanowych pochodnych kwaséw zétciowych z grupa azydkowa.

Estry propiolowe kwasow zolciowych (119-121) oraz pochodne azydkowe (133-135)
zastosowalem jako substraty w reakcji Huisgena, przeprowadzonej w obecnosci CuSOs-5H>O
i askorbinianu sodu w mieszaninie -—BuOH/MeOH (5:1) w 45 °C przez 1 h. Reakcja doprowadzita do
powstania mieszaniny surowych produktéw (136-144), ktore nastgpnie oczyszczono technika
chromatografii kolumnowej. Uzyskatem dimery w nastgpujacych wydajnosciach: (136) 80%, (137)
90%, (138) 47%, (139) 80%, (140) 60%, (141) 62%, (142) 70%, (143) 50%, (144) 67% (Schemat 58).

(136) R'=R?=R"=R?=H

(119)-(121) askorbinian sodu (137) R'=0Ac, R?=R"=R?=H
. CuSOy4* 5H,0 (138) R'=R?=0Ac, R"=R?=H
t-BuOH:MeOH (139) R"=0Ac, R'=R?=R?=H

(133)-(135) (5:1) (140) R'=R"=0Ac, R?=R%=H

(141) R'=R?=R"=0Ac, R?=H
(142) R"=R?=0Ac, R'=R2=H
(143) R'=R"=R?=0Ac, R?=H
(144) R'=R2=R"=R%?=0Ac

25'
OCHj

Schemat 58. Synteza koniugatéw octanowych pochodnych kwaséw zétciowych

2.2 Charakterystyka spektroskopowa otrzymanych zwigzkow

W widmach 'H NMR sygnaty diagnostyczne protonéw pierScienia 1,2,3-triazolowego 28—-CH
obserwowatem jako singlet w przedziale 8,28-8,25 ppm, a protony grupy metylenowej bezposrednio
przytaczone do triazolu 29—-CH: w zakresie 5,21-5,18 ppm (Rysunek 23). W pochodnych azydkowych
acetylowych estrow kwasu cholowego (142-144) sygnaly od protonéw metylenowych 27-CH»
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pojawiaty si¢ jako podwojny singlet w 5,21 ppm. Dla wszystkich zwigzkéw widoczne byly sygnaty
protonow 3B-H i 3p-H. Dodatkowo, w produktach pochodzacych z kwaséw deoksycholowego
i cholowego obserwowalem sygnaly pochodzace od protonoéw 12-H/12'B—H (137-144) oraz 7p-
H/7'B—H (138, 141-144).

Sygnaly protonow 3'B-H i 3f—H w zwiazkach (136-141) wystepowaly w formie multipletow
w zakresie 4,89—4,79 ppm i 5,10—4,99 ppm, zaleznie od wyj$ciowej pochodne;j. Protony 7p—H i 12f—H
generowaty sygnaly w postaci singletow lub multipletu w zakresoe 4,94-5,09 ppm w zalezno$ci od
nalozenia sygnatow w danym zwiazku. W przypadku zwigzkoéw (142-144) sygnaty 3'S—H tworzyly
multiplet w 4,74—4,66 ppm, natomiast protony 12—H i 12'B—H naktadaty sig¢, dajac singlet w 5,09 ppm.
Sygnaly protonow 25—CHj3 i 25'-CH3 wystgpowaly przy 3,67 ppm jako singlet lub podwojny singlet,
a protony grup metylowych 120—CO,CH3s, 12'a—OCOCH3, 70-OCOCH;3 i 7'0-~OCOCH;3 w zakresie
2,08-2,21 ppm. Sygnaty grup 18—, 19—1 21-CHj3 oraz 18'—, 19— 1 21'-CHj; wystgpowaty jako singlety
lub ,,dublety” w obszarze 0,65—0,95 ppm. Naktadanie si¢ pojedynczych rezonansow czgsto skutkowato
powstawaniem singletow o zwickszonej intensywnosci badz sygnaléw o charakterze dubletowym.
Nalezy przy tym zaznaczy¢, ze obserwowane dublety sa jedynie artefaktem superpozycji dwoch
singletow o niemal identycznych przesunieciach chemicznych, co wynika z duzej symetrii ukladu

1 minimalnych réznic srodowisk magnetycznych tych protonow.

Analiza widm '3C NMR koniugatow (142-144) wykazala obecno$¢ charakterystycznych
sygnatéw odpowiadajacych atomom wegla grup metylowych zarowno w czgéci sterolowej, jak i w jej
odpowiedniku potaczonym mostkiem triazolowym. Dla grup 18'-CHs, 19'-CH3 i 21'-CH3 sygnaty
obserwowatem odpowiednio w zakresach 12,4—-12,2; 23,2-22 4 oraz 18,3—17,5 ppm, natomiast dla grup
18—CHj3, 19—CH; i 21-CH; w zakresach 12,4—12,1; 23,2-22,6 oraz 18,2—17,5 ppm. Obecno$¢ tych
sygnatéw  potwierdza  wystepowanie @~ w  czasteczkach  dwdch  czgSci  steroidowych
o zachowanej integralnosci strukturalnej. Atomom wegla grup 3a-acetylowych C(26) odpowiadaty
sygnaty w zakresie 160,2—160,0 ppm, natomiast atomy wegla nalezace do grup acylowych C(30),
70-OCOCH;, 120-OCOCHs, 7'0—OCOCH; oraz 12'0-OCOCH; rezonowaly w przedziale
165,1-170,8 ppm. Sygnaly te potwierdzaly zachowanie ugrupowan acetylowych po obu stronach
czasteczki, co wskazuje na brak niepozadanych przemian w trakcie etapu sprzegania. Karbonylowe
atomy wegla grup C(24)=0 oraz C(24')=0 dawatly sygnaty w obszarze 174,8—174,5 ppm, zgodnie
z wartosciami typowymi dla ugrupowan karbonylowych w analogicznych uktadach steroidowych.
Z kolei charakterystyczne przesuni¢cia chemiczne odpowiadajace atomom wegla C(27) 1 C(28)
pierscienia 1,2,3-triazolowego obserwowatem odpowiednio przy 141,1 ppm oraz w zakresie 128,8—
129,2 ppm. Wartosci te stanowily jednoznaczne potwierdzenie obecnosci mostka triazolowego
taczacego obie czgsci czasteczki i byty zgodne z danymi literaturowymi dla pochodnych steroidowych

uzyskanych metodg chemii ,,click”.
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A 28-CH 29-CH2

12-H, 12'p-H
3p-H, 7p-H, 7'p-H

s : 3'p-H
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18-CH 29-CH:

Rysunek 23. Widma "H NMR w zakresie 4,60-8,40 ppm dla najbardziej charakterystycznych sygnatéow
zwigzkéw: A (136), B (140), C (144).
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Podstawowy szkielet cyklopentanoperhydrofenantrenowy wszystkich badanych steroidow nie
generuje wielu charakterystycznych pasm w widmach IR. Wibracje wigzan C-C sg stabe i czesto
naktadaja si¢ na pasma w regionie ,finger print”. Wibracje rozciagajace wigzania C—H w uktadach
sprzezonych pojawiaty si¢ jako szerokie pasmo w zakresie 2952-2867 cm™ we wszystkich zwigzkach
(136-144). Obecnos¢ grup karbonylowych estrow uwidaczniata si¢ charakterystycznymi pasmami
v(C=0) w 1736—1741 cm™! oraz drganiami v(C—O) w 1247-1215 cm™.

Analiza spektrometrii masowej w technice ESI-MS potwierdzita masy czasteczkowe
wszystkich otrzymanych koniugatow (136-144). W wickszosci przypadkow obserwowatem
dominujace sygnaly odpowiadajace jonom [M+Na]® (100%), zgodne z wartosciami teoretycznie
obliczonymi. W niektoérych przypadkach sygnaty [M+Na]* byly obserwowane rowniez przy nizszej
intensywnosci  wzglednej (10-50%). Dodatkowo, w widmach odnotowalem stabsze sygnaty
odpowiadajace jonom [M-+K]* (5-10%). Uzyskane dane jednoznacznie potwierdzity strukture

zsyntetyzowanych biokoniugatéw steroidowych.

2.3 Obliczenia semiempiryczne metoda PMS

Do oceny stabilnosci energetycznej zsyntetyzowanych dimerow kwasow zotciowych
sprzezonych pier§cieniem 1,2,3—triazolowym przeprowadzitem obliczenia pétempiryczne metoda PMS.
Konicowe entalpie tworzenia (HOF) dla zwiazkéw (136-144) zestawiono w Tabeli 4,

a molekularne modele reprezentatywnych zwigzkoéw przedstawiono na Rysunku 24.

(136) (144)

Rysunek 24. Modele molekularne zwigzkéw (136), (140) i (144) obliczone za pomoca techniki PM5.
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Tabela 4. Ciepta tworzenia (HOF) [kcal/mol]
koniugatéw (136-144).

Zwigzek HOF [kcal/mol] AHOF [kcal/mol]
(133) —192,5621 —
(134) —278,4880 —
(135) -356,3252 —
(136) —453,9492 —261,3871
137) -540,5013 -347,9392
(138) —613,4933 —420,9312
(139) —-540,0357 —261,5477
(140) —626,4624 -347,9744
(141) —711,7935 —433,3055
(142) —617,7925 -261,4673
(143) —704,2530 —347,9278
(144) —789,6462 —433,3210

SEKCJA BADAWCZA

azydooctanowych pochodnych kwasoéw zoétciowych (133-135) oraz

AHOF = HOH136-144-HOF 133 13¢)

Analiza wynikow wykazata, ze produkty koncowe (136—144) cechuja si¢ nizszymi warto$ciami
HOF w poréwnaniu do substratow, co wskazuje na wigksza stabilno$¢ energetyczng uzyskanych
dimeréw. Najwyzszg warto$¢ HOF odnotowano dla zwigzku (136), natomiast najnizsza dla (144).
Obserwacje te wskazuja, ze obecno$¢ grup hydroksylowych oraz ich substytucja grupami acetylowymi
wpltywa na warto§¢ HOF. Wprowadzenie grup OAc sprzyja tworzeniu stabilnych kompleksow
intramolekularnych poprzez wigzania wodorowe, a wzrost liczby grup OAc w szkielecie kwasu
zotciowego prowadzi do dalszego obnizenia HOF. Stabilizacja energetyczna moze wynika¢ zarowno
z wigzan wodorowych, jak i oddziatywan elektrostatycznych pochodzacych od grup OAc w czasteczce.
Wyniki PMS5 pozwalaja zatem wnioskowac¢ o korzystnym wptywie acetylacji na stabilno$¢ energetyczna

dimeréw kwasow zoétciowych.

Uzyskane w obliczeniach poétempirycznych PMS5 wyniki potwierdzily, ze wprowadzenie grup
acetylowych wyraznie obniza entalpi¢ tworzenia i stabilizuje dimery kwasow zotciowych, co stanowi
istotng przestanke do traktowania acetylacji jako efektywnej strategii zwigkszania stabilnosci

konformacyjnej takich uktadow.
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2.4 Predykcja potencjalnej aktywnosci farmakologicznej (PASS)

Potencjalne wlasciwos$ci farmakologiczne zsyntetyzowanych biokoniugatow (136—144)
oceniono metoda in silico, stosujac program PASS Na podstawie analizy PASS wytypowano najbardziej
prawdopodobne dziatania biologiczne, przedstawione w Tabeli 5. Najczeséciej przewidywane
aktywnosci obejmowaty wlasciwosci krioprotekcyjne oraz hipolipemiczne. Niektore koniugaty, w tym
zwiazki (141, 143-144), wykazywaly przewidywang aktywno$¢ przeciwwirusowa, natomiast zwigzki

(136-138, 142, 144) mogty dziata¢ jako inhibitory polipowatosci gruczolakowe;.

Tabela 5. Wartosci prawdopodobiernstwa (PA) dla przewidywanej aktywnosci biologicznej koniugatéw (136-144).

Zwiazek
(136) (137) (138) (139) (140) (141) (142) (143) (A4
PA>0,7
Inhibitor hydrolazy
syttt 0,85 0,82 0,82 082 084 084 082 0,84 0,85
Inhibitor 0.81 0,75 075 0,78 0,72 0,72
alkiloacetyloglicerofosfatazy ’ ’ - ’ ’ ’ - ’ -
Inhibitor hydrolazy
alkenyloglicerofosfocholiny 0,76 - - - 0,72 - - - -
Aktywno$¢ przeciwwypryskowa | 0,75 0,71 - 0,71 — — - - -

Inhibitor monoooksygenazy
eteru glicerylowego,

0,72 0,76 0,80 0,76 0,77 0,80 0,80 0,80 0,80

Leczenie polipowatosci

lak . 0,71 0,70 0,70 = 0,70 — — 0,70 — 0,71
gruczolakowatej

Antagonista cholesterolu 0,71 — — — — — — — =

Cytoprotektant 0,70 — 0,73 — — 0,71 0,73 ' 0,71 0,70

Aktywno$¢ hipolimepiczna - — 0,78 — — 0,77 0,78 0,77 0,76

Leczenie zaburzen drog 0.73 0.72 0.73 0.72 0.73

z6tciowych - - ’ - - ’ ’ ’ ’
Lek przeciwwirusowy (grypa) = — - — — 0,71 — 0,71 0,72

2.5 Aktywnos¢ hemolityczna

Aktywno$¢ hemolityczna kwasow zotciowych zalezy od ich struktury chemicznej oraz stezenia.
Hydrofobowe kwasy zo6tciowe, takie jak litocholowy i deoksycholowy, indukujg hemolizg erytrocytow
w sposob zalezny od dawki, zwiekszajac przepuszczalnos¢ blony dla jonéw. W stezeniach sublitycznych
kwasy zolciowe moga stabilizowa¢ dwuwarstwe lipidowa bton i modulowa¢ aktywno$¢ biatek

btonowych, takich jak MRP1.

W zwiazku z tym ocene¢ hemolityczno$ci przeprowadzono dla wszystkich zwigzkoéw (136—144)

w tescie in vitro z wykorzystaniem ludzkich erytrocytow. Wyniki wykazaty, ze dimeryzacja
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acetylowanych pochodnych kwaséow zotciowych prowadzi do obnizenia aktywnosci hemolitycznej

w poroéwnaniu do substratow.

Dla LA i CA estryfikacja substratow do LA—-Ac i CA—Ac powodowata niewielki wzrost
hemolitycznosci, przy czym LA wykazywal znaczaco wyzsza aktywnos$¢ niz DA 1 CA. Wprowadzenie
grupy octanowej do kwasu deoksycholowego zwigkszyto hemolityczno$¢ do wartosci 90%. Wszystkie
uzyskane zwiazki wykazaly hemolitycznos¢ w zakresie 13-28% (Rysunek 25). Sprzezenie LA—Ac
i DA—Ac z innymi acetylowanymi pochodnymi kwasow zotciowych pozwolita uzyskac dimery o nizszej
hemolitycznos$ci niz substraty wyjsciowe. Wyjatek stanowity pochodne CA—Ac, ktore po sprzezeniu
z innymi acetylowanymi pochodnymi wykazywaty wzrost hemolitycznosci o 10-20%. Najbardziej
wyraznie zalezno$ci te widoczne s3 dla zwigzkow (136), (140) i (144), bedacych dimerami
acetylowanych pochodnych LA, DA i CA (oznaczonych na Rysunku 25 tym samym kolorem co
substraty).

100
9 | T
80
70
60
50
40

30

Aktynosé hemolityczna [%]

20

10

Rysunek 25. Aktywnos$¢ hemolityczna badanych zwigzkéw (0,1 mg/ml) po 1 godzinie inkubacji w
temperaturze 37°C. Stopien hemolizy wyzszy niz 5% wskazuje na aktywnos$¢ zwigzkéw zaktdcajaca btone komdrkowa.

PBS - kontrola negatywna, brak hemolizy.

Analiza aktywnosci hemolitycznej zwiazkow (136—144) wykazata, ze hemolityczno$¢ kwasow
z0lciowych zalezy od ich hydrofobowosci, liczby grup hydroksylowych oraz rodzaju modyfikacji
chemicznych. Pojedyncze kwasy hydrofobowe, takie jak litocholowy i deoksycholowy, wykazywaty
znaczng hemolize erytrocytow, ktéra dodatkowo wzrastata po wprowadzeniu grup acylowych, co
wynika ze zwigkszonej hydrofobowosci i zdolnosci do integracji z lipidowa dwuwarstwa btony
komorkowe;j. Z kolei kwas cholowy, bardziej hydrofilowy, charakteryzowat si¢ niska hemolitycznoscia,

a jego acylowane pochodne nie wykazywaty istotnego wzrostu aktywnosci, co sugeruje ograniczong
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interakcje z btong. Dimeryzacja acetylowanych pochodnych przez pierscien triazolowy prowadzita do
wyraznego spadku hemolityczno$ci, co mozna przypisa¢ zwigckszonemu efektowi hydrofilowemu catej
czasteczki, efektowi sterycznemu oraz ograniczeniu kontaktu grup hydrofobowych z dwuwarstwa
lipidowa. Wyjatek stanowity pochodne CA—Ac, ktére po dimeryzacji wykazaty umiarkowany wzrost
hemolitycznosci, wskazujac, ze wplyw dimeryzacji zalezy od pierwotnej struktury kwasu
i rozmieszczenia grup hydrofobowych. Uzyskane wyniki pozwalaja wnioskowaé, ze zar6wno
estryfikacja, jak i dimeryzacja sa skutecznymi reakcjami do modulowania aktywno$ci hemolityczne;j
kwaséw zolciowych, co ma istotne znaczenie przy projektowaniu zwigzkow o zmniejszonej

toksycznos$ci wobec erytrocytow i1 potencjalnych zastosowaniach biologicznych.

Przeprowadzona przeze mnie szczegélowa analiza aktywnosci hemolitycznej dimeréw (136—
144) po raz pierwszy wykazala, ze odpowiednia kombinacja modyfikacji poprzez wprowadzenie grup
octanowych i dimeryzacji kwasow zolciowych pozwala skutecznie modulowa¢ ich oddziatywanie
z blonami komoérkowymi, prowadzac do uzyskania zwigzkow o znaczaco obnizonej toksycznosci
w pordéwnaniu z substratami. Wynik ten stanowi istotny wklad w projektowanie bezpieczniejszych

pochodnych steroidowych o potencjalnym znaczeniu biologicznym.

2.6 Dokowanie molekularne

W ramach niniejszej pracy wybrano do badan molekularnych trzy reprezentatywne dimery
kwasow zotciowych: kwasu litocholowego (136), kwasu deoksycholowego (140) oraz kwasu
cholowego (144). Zwiagzki te roznig si¢ zaréwno rodzajem kwasu zotciowego, jak 1 liczba
wprowadzonych grup acetylowych, co moze wplywa¢ na ich zdolno$¢ do tworzenia interakcji

w miejscach aktywnych biatek docelowych.
Do badan dokowania wybrano dwa biatka kluczowe dla funkcjonowania bakterii:

1. Gyraza DNA (podjednostka GyrB) — enzym z rodziny topoizomeraz, ktory uczestniczy
w replikacji, transkrypcji i rekombinacji bakteryjnego DNA. Blokowanie jego aktywnosci
prowadzi do zahamowania podzialu komdrkowego i $mierci komorki bakteryjnej. Jego wybor
jako biatka docelowego wynika z udokumentowanej skutecznosci fluoroquinolonéw, ktoére
poprzez wigzanie w miejscu aktywnym GyrB skutecznie niszcza bakterie Gram—dodatnie, co
czyni gyraz¢ DNA doskonalym celem do oceny potencjalnej aktywnosci przeciwbakteryjnej

nowych zwiazkow.

2. Transglikozylaza zwiazana z Lipid II (Staphylococcus aureus, PDB: 3VMT) — enzym
uczestniczacy w biosyntezie §ciany komodrkowej, wykorzystujacy Lipid 11 jako prekursor
peptydoglikanu. Peptydoglikan nadaje komodrkom bakteryjnym integralnos¢ strukturalng
i odporno$¢ na stres mechaniczny. Zahamowanie aktywno$ci tego biatka prowadzi do

zaburzenia syntezy $ciany komoérkowej i w konsekwencji $mierci komorki. Jako ze wiele
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antybiotykow glikopeptydowych dziata poprzez wigzanie si¢ z Lipid II, transglikozylaza

stanowi naturalny i istotny cel dla nowych zwigzkow o potencjale przeciwdrobnoustrojowym.

Wybor tych dwoch celow molekularnych pozwala na zbadanie r6znych mechanizméw dziatania
potencjalnych inhibitoréw: jeden obejmuje hamowanie replikacji DNA, a drugi blokade biosyntezy
$ciany komorkowej. Porownanie interakcji nowo zaprojektowanych dimeréow z miejscami aktywnymi
gyrazy DNA oraz transglikozylazy umozliwia oceng ich potencjatu antybakteryjnego w oparciu o znane

mechanizmy dziatania klasycznych antybiotykow, takich jak fluoroquinolony czy glikopeptydy.

W przypadku gyrazy DNA wszystkie trzy zwiazki (136), (140) i (144), przyjety podobna
konformacje szkieletowa w miejscu aktywnym, przyjmujac ksztatt litery ,,U”, z punktem zgiecia na
poziomie pierscienia triazolowego, zajmujac przestrzen odpowiadajacag miejscu wigzania
ciprofloksacyny. Zwigzek ten zostal wybrany jako punkt odniesienia ze wzgledu na dobrze poznany
mechanizm dzialania polegajacy na wigzaniu z kompleksem DNA-—gyraza oraz powszechne
wykorzystanie jako inhibitora referencyjnego w badaniach nad aktywnos$cig inhibitoréw gyrazy DNA

(Rysunek 26).

o Zwigzek (136) (dimer kwasu litocholowego) wykazat tworzenie stabilnych wigzan
wodorowych z reszta Ser129 (2,91 A) przez pierscien triazolowy, a grupy karbonylowe
bocznego tancucha kwasu zoélciowego wytworzyly trzy wigzania wodorowe — jedno
podwdine z Argld4 (2,37 i 2,34 A) oraz jedno z GIn91 (2,17 A), co sugeruje jego
najwiekszy potencjat hamowania enzymu wsrdd testowanych zwiazkow.

o Zwigzek (140) (dimer kwasu deoksycholowego) utworzyt wigzanie wodorowe z Ser129
(1,96 A) poprzez grupe karbonylowa w pozycji C(26), a dodatkowo wigzania wodorowe
powstaly z Arg144 (2,39 A) i Lys93 (2,12 A).

o Zwigzek (144) (dimer kwasu cholowego) przyjat podobna konformacje, tworzac dwa
wigzania wodorowe: z Ser129 (2,07 A) oraz Tyr63 (2,28 A), przy czym zadne z czterech

wprowadzonych grup acetylowych nie uczestniczylo w interakcjach w miejscu aktywnym.

Analiza wynikéw wskazuje, ze zwigzek (136) wykazuje najwigkszg liczbe korzystnych
interakcji, co moze przektadaé si¢ na najwyzszy potencjat hamowania gyrazy DNA, natomiast zwigzek

(144), z mniejsza liczba interakcji, posiada nizszy potencjal w tym kontekscie (Tabela 6).
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Tabela 6. Wyniki dokowania i wigzania wodorowe utworzone z reprezentatywnymi zwigzkami (136), (140) i (141).

Zwigzek Wylzlkkc;ilt;ll;(:)vls;ama Wiazania wodorowe (odleglo$éA)

Ser129 (2,91 A)

Argl44 (2,37 A
a0 Rl Ar§144 52,34 Ag
GIn91 (2,17 A)

Ser129 (1,96 A)
(140) ~4.300 Argld4 (2,39 A)
Lys93(2,12 A)

Ser129 (2,07 A)

(144) —3,216 Tyr63 (2,28 A)
Ser129 (2,68 A)

Cyprofloksacyna ~7,169 Glu58 (2,95 A)
Asn54 (2,80 A)

Rysunek 26.(A-C) Sposdb wigzania zwigzkéw dokowanych (136) — fioletowy, (140) — czerwony, (144) — czarny,

z zaznaczonymi wigzaniami wodorowymi z kluczowymi aminokwasami. (D) Reprezentacja powierzchni gyrazy DNA z

dokowanymi zwigzkami. Zétta linia przerywana oznacza wigzanie wodorowe.

W badaniach dokowania z transglikozylazg zwigzang z Lipid II, zwigzki (136) i (140) przyjety
zgieta konformacje U, z pier§cieniem triazolowym w roli punktu infleksji, zajmujac miejsce wigzania

odpowiadajgce krystalizowanemu zwigzkowi LHI301 (Rysunek 27).
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o Zwiazek (136) wytworzyl wigzania wodorowe z Glu102 (2,70 A), Lys113 (2,09 A), Lys248
(2,36 A) oraz GIn240 (2,04 A), co wskazuje na stabilne zakotwiczenie w miejscu aktywnym.

o Zwiazek (140) wytworzyt wigzania wodorowe z Glul02 (1,87 A, przez C-30), Ser132 (2,52
A), Gly130 (2,46 A), Arg117 (2,55 A) i Lys248 (2,43 A), co rowniez sugeruje istotng stabilizacje
kompleksu.

e Zwigzek (144) nie wykazal zdolno$ci do skutecznego dokowania w miejscu aktywnym

transglycosylase.

Na podstawie powyzszych danych zaréwno zwigzek (136), jak i (140) wykazuja potencjalng
aktywno$¢ przeciwbakteryjng poprzez zdolno$¢ blokowania enzymow kluczowych dla replikacji DNA
oraz biosyntezy $ciany komorkowej. Ksztatt ,,U” dimeréw i obecno$¢ pierscienia triazolowego wydaja
si¢ kluczowe dla ich zdolnosci do interakcji w miejscach aktywnych, co potwierdza hipoteze

o0 znaczeniu koniunkcji steroidéw poprzez 1,2,3—triazol w poszukiwaniu nowych antybiotykow.

A

Rysunek 27. Sposéb wigzania zwigzkéw dokowanych z zaznaczonymi wigzaniami wodorowymi z kluczowymi

aminokwasami. (A) Zwigzek (136) - fioletowy, (B) zwigzek (140) — czerwony. Zétta linia przerywana oznacza wigzanie

wodorowe.
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3. Synteza koniugatow mrowczanowych pochodnych kwasow
zolciowych [P6]

Zachecony sukcesem wczesniejszej syntezy koniugatow pochodnych kwasow zolciowych,
postanowitem rozszerzy¢ zakres badan o otrzymanie nowych triazolowych koniugatow steroidowych
o potencjalnej aktywnosci przeciwgrzybiczej. Infekcje grzybicze wywotywane przez fitopatogeny, takie
jak Alternaria alternata, Fusarium culmorum oraz Botrytis cinerea, stanowia powazne zagrozenie dla
rolnictwa 1 zdrowia cztowieka. Grzyby te wytwarzaja mikotoksyny, ktore zanieczyszczajg produkty
zywnosciowe, obnizaja plony oraz powoduja powazne zaburzenia zdrowotne u ludzi i zwierzat.
Narastajagca oporno$¢ na powszechnie stosowane fungicydy dodatkowo poteguje te problemy,

wskazujac na konieczno$¢ opracowania nowych zwiazkéw o dziataniu przeciwgrzybiczym.

W ramach tej czgéci pracy otrzymatem, z wykorzystaniem metody chemii ,.click”, seri¢
dwunastu nowych koniugatéw steroidowych zawierajacych pierscien triazolowy. Wsrod nich znalazty
si¢ dimeryczne koniugaty mréwczanowe pochodnych kwasow zotciowych oraz uklady typu sterol—
mrowczanowa pochodna kwasu zolciowego, stanowigce zréznicowang grupg strukturalng
umozliwiajaca analize zaleznosci migdzy budowa a aktywnoscig biologiczng. Struktury otrzymanych
zwigzkow potwierdzitem za pomocg analiz spektroskopowych ('"H NMR, *C NMR, FT-IR, ESI-MS),
a ich potencjalng aktywno$¢ biologiczng oceniono na podstawie badan in silico oraz testow
biologicznych. Wykonano rowniez badania podstawowe majace na celu okreslenie potencjalu

uzyskanych koniugatéw jako nowych zwiazkow o dziataniu przeciwgrzybicznym.

3.1 Synteza mrowczanowych pochodnych kwasow zolciowych

Estry metylowe kwasow zolciowych oraz ich pochodne mrowczanowe (130, 145, 146)
otrzymano w przyzwoitych wydajno$ciach, stosujac znane z literatury procedury [P3] (Schemat 59).
Pochodne mrowczanowe uzyskano poprzez reakcje estrow metylowych kwasoéw zotciowych z kwasem

mrowkowym, a nastgpnie selektywna hydrolize z uzyciem wodorowgglanu sodu w metanolu.

1) MeOH, p-TsOH
2) HCOOH dla (20) i (2)

3) NaHCO; MeOH dla (20) i (2)

(_)H (19) R2=H, R3=H OH (130) R2=H, R3=H
(20) R2=H, R3=0OH (145) R2=H, R3=0CHO
(2) R2=R3=0H (146) R?=H, R®=0OCHO

Schemat 59. Synteza estréw metylowych oraz pochodnych mréwczanowych kwaséw zétciowych.

Syntezg estréw propiolowych kwasoéw zotciowych (119, 147-148) przeprowadzono w wyniku

reakcji pochodnych mréwczanowych estrow metylowych kwasow zotciowych (130, 145-146)
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z kwasem propiolowym w dichlorometanie w obecnos$ci p—TsOH, co doprowadzito do powstania estrow
z terminalnym wigzaniem potrojnym w czastecze (119, 147-148) (Schemat 60). Te¢ sama procedurg

zastosowano dla steroli (1, 17) uzyskujac zwiazki (149-150) (Schemat 61).

OCH3 cH==CCO,H, CH,Cl,, pTsOH

OH (130) R2=H, R3=H 0O  (119) R%=H, R3=H
(145) R2=H, R%=0CHO * (147) R?=H, R®=0CHO
(146) R2=R3=0CHO H (148) R?=R%=0CHO

28

Schemat 60. Synteza propiolowych estréow kwasoéw zétciowych.

» HC=CCO,H o ,
' 7
e &y CHACly, p-TsOH 0~y L
<
-

29
(1) C5=Cgq \\30 (149) C5-Cq
(17) C5-Cg (150) C5=Cs

Schemat 61. Synteza propiolowych pochodnych steroli.

W celu otrzymania azydooctanowych pochodnych kwaséw zoétciowych (133, 151-152), estry
metylowe pochodnych mréwczanowych (130, 145-146) przeksztatcono najpierw w bromooctanowe
pochodne poprzez reakcje z bromkiem kwasu bromooctowego w bezwodnym dichlorometanie
(Schemat 62). Otrzymane produkty poddano nastepnie reakcji podstawienia z azydkiem sodu (NaN3)
w THF w temperaturze 50°C, co pozwolito uzyska¢ odpowiadajace im pochodne azydooctanowe (133,

151-152).

OCH; 1) BrCH,COBr, CH,Cl,

2) NaN3, THF, 50°C

OH (130) R2=H, R3=H O0._O (133) R%=H, R3=H
(145) R2=H, R®=0OCHO i]i (151) R%=H, R3=0CHO

(146) R2=R3=0CHO N (152) R?=R3=0CHO

Schemat 62. Synteza azydooctanowych pochodnych estréw kwasoéw zétciowych.

Estry propiolowe kwasow zotciowych (119, 147-148) lub steroli (149-150) oraz pochodne
azydkowe (133, 151-152) wykorzystano jako substraty w reakcji chemii ,,click” prowadzonej
w obecnosci CuSO4-5H,0 i askorbinianu sodu w mieszaninie ~—BuOH/MeOH (5:1) (Schemat 63).

Reakcja doprowadzita do powstania mieszaniny produktéw (153—164), przedstawionych na Schemacie
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64, ktore rozdzielono metoda chromatografii kolumnowej. Reakcja prowadzita do powstania
koniugatéw z wydajno$ciami odpowiednio: 32% (153), 41% (154), 53% (155), 65% (156), 21% (157),
48% (158), 59% (159), 37% (160), 45% (161), 50% (162), 62% (163) 1 32% (164).

(119)
(147) (133)
(148) + (151)
(149) (152)
(150)

askorbinian sodu
CUSO4* 5H20,
t-BuOH:MeOH (5:1), 45°C

(153) R'=R?=R?=H, R"=0CHO (161) R'=0CHO, R?=H, C5-Cq
(154) R'=R?=H, R1'fR2'=OC!40 (162) R'=0CHO, R?=H, C5=Cq
(155) R1=O(‘3HO, R! =R2=R2‘=H (163) R'=R?>=0CHO, C5-Cq4
(156) R'=R""=0CHO, R?=R?=H (164) R'=R?>=0CHO, C5=Cq

(157) R'=R"=R?=0CHO, R?>=H
(158) R'=R?=0CHO, R"=R?=H
(159) R'=R?>=R"=0CHO, R?=H
(160) R'=R?>=R""=R?=0CHO

Schemat 63. Synteza mréwczanowych koniugatéw steroidowych.

3.2 Analiza spektroskopowa otrzymanych zwigzkow

Widma 'H NMR wszystkich zsyntezowanych koniugatow (153-164) wykazywaly
charakterystyczne sygnaly potwierdzajace obecno$¢ pierScienia 1,2,3—triazolowego oraz struktury
steroidowej. Diagnostyczne sygnaly odpowiadajace protonowi grupy 28—CH zaobserowalem jako
singlet w zakresie 8,27-8,22 ppm (Rysunek 28). Protony z grup metylenowych 27-CHa, bezposrednio
polaczonych z pierscieniem triazolowym, pojawiaty si¢ jako singlet w zakresie 5,21-5,19 ppm.

Multiplety przypisane protonom 3p—H i/lub 3p'-H obserwowano w zakresie 5,10-4,65 ppm. Dla
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pochodnych sterolowych (162—164) zaobswerowatem multiplet odpowiadajacy protonowi 3a'—H (5,05—
4,88 ppm) oraz dwa sygnaly w postaci dubletéw od grup metylowych 26'-CH3 i 27'-CH3 (0,87-0,84
ppm). W widmach pochodnych kwasu deoksycholowego i cholowego widoczne byty sygnaly
rezonujace w postaci signletoéw od protonow 12p-H/12'8—H (153-164) oraz 7p—H/7'f—H (154, 157-
160, 163—-164) odpowiednio w zakresach 5,28-5,24 ppm i1 5,10—4,99 ppm. Charakterystyczny singlet
przy 5,42 ppm, obserwowany dla pochodnych cholesterolu (162) i (164), pochodzit od protonu 6'-H.

A 28.CH 27-CH,

12a-0COH, 12'a-OCOH

12B-H, 12'B-H

A_Jjw L_/‘_ ¥R-H 3p-H
810 &3 &2 B35 410 8s M
11 {ppm)

T T T T T
5% 5 $E65 560 555 550 .45 540 535 S.N' 525 5.20 515 510 505 5.00 455 490 48% 480 4.9
L -

28-CH
27-CH:

120-0COH
74-OCOH

J L 12B-H || 7B-H, 3'B-H
o S \,,/ k/‘) N

545 840 835 830 625 820 815 810 505 800 7.95
1 (ppm)

6.6 6.5 6.4 6.3 6.2 6.1 6.0 5.9 58 5.7 5.6 5.5 5.4 53 5.2 5.1 5.0 4.9 4.8 4.7 4.6 4.5
f1 (ppm)
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27-CH:

28-CH

12a-OCOH 12'a-0COH
7a0-OCOH

12'-H

12B-H 764

T T T T T T
25 823 821 819 817 815 B8.13

T T
831 829 8.27 B
f1 (ppm)

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
6.3 6.2 6.1 6.0 59 58 5.7 56 55, 54 5.3 5.2 5.1 5.0 49 4.8 4.7 4.6

D 27-CH;
120-OCOH
74-OCOH
28-CH
12B-H
U 6-H 7p-H
30-H 3p-H

T T T T T T T T
835 830 825 620 815 6810 805 8.00
f1 (ppm)

T T T T T T T T T T T T T T T T T

6.3 6.2 6.1 6.0 59 5.8 5.7 5.6 FS‘SI \ 54 5.3 5.2 5.1 5.0 4.9 4.8 4.7 4,

Rysunek 28. Widma "H NMR w zakresie 4,75-8,45 ppm dla najbardziej charakterystycznych sygnatéw
zwigzkdéw: A (156), B (158), C (159), D (164).

Widma C NMR zsyntezowanych koniugatow (153-164) potwierdzaly obecnos$¢

charakterystycznych fragmentow strukturalnych zaréwno dla cze$ci steroidowej, jak i pierScienia
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1,2,3—triazolowego. Wyrazne sygnaty w zakresie 12,34—11,81 ppm odpowiadaly atomom wegla grup
metylowych 18—CH3/18'-CH3, natomiast piki obserwowane przy 22,91-22,50 ppm przypisano atomom
wegla grup 19-CH3/19'-CHs w pochodnych (156-157, 159-164). Dla zwiazkéw (153-155, 158)
sygnaty w zakresie 17,49-17,41 ppm pochodzily od fragmentu kwasu litocholowego (19—-CHj3 lub
19'-CH3), a piki przy 22,93-22,75 ppm przypisano atomom wegla grup 19'-CH3 lub 19-CH3 w czesci
cholowej lub deoksycholowej. Sygnaty z zakresu 18,71-17,43 ppm pochodzity od atomow wegla grup
metylowych 21-CH3/21'-CH;. Obecno$¢ pierscienia triazolowego potwierdzaty charakterystyczne
sygnaty atomow wegla przy 141,11-141,00 ppm C(29) oraz 129,13—-128,71 ppm C(28). Atomy wegla
grup karbonylowych C(26) i C(30) generowaly przesuniecia chemiczne odpowiednio w zakresie
165,11-165,07 ppm oraz 160,08-159,01 ppm. Sygnaty rezonansowe przy 160,68-160,43 ppm
wskazywaty na obecno$¢ atomow wegla grup mrowczanowych 12a—OCHO/12'a—OCHO w zwiazkach
(153-164) oraz 70—OCHO/7'a—OCHO w pochodnych (154, 157-160, 163—-164). Sekwencje sygnalow
w zakresie 77,22—77,16 ppm, 75,99—75,02 ppm i 70,57-70,50 ppm przypisano odpowiednio atomom
C(12)/C(12"), C(@3)/C(3") oraz C(7)/C(7"). Dla pochodnych sterolowych (161-164) obserwowano
dodatkowe sygnaty przy 21,22-21,01 ppm, odpowiadajgce atomom wegla grup metylowych C(26') i
C(27"). Pochodne cholesterolu (162) i (164) wykazywaty charakterystyczne przesunigcia przy 139,47—
139,41 ppm oraz 122,93-122,00 ppm, przypisane do atomow wegla wigzania podwojnego C(5)=C(6").

Widma IR otrzymanych zwiazkow (153-164) zawieraly pasma drgan odpowiadajacych
wigzaniom C-C, ktoére byly stosunkowo stabe i nakladaty si¢ z innymi sygnatami w obszarze odcisku
palca. Drgania rozciggajace wigzan C—H tworzyly szerokie pasmo w zakresie 2946-2870 cm™, typowe
dla sprzezonych uktadow weglowodorowych. Charakterystyczne pasma rozciggajace karbonylu v(C=0)
obserwowano w zakresie 1741-1717 cm™ i stanowily one kluczowy wskaznik obecnosci grup
estrowych we wszystkich produktach. Dodatkowo, w obszarze 1211-1176 c¢cm™ zaobserwowano

sygnaty przypisane do drgan v(C-0O).

Widma ESI-MS wszystkich pochodnych (153—-164) wykazaly obecnos¢ intensywnych jonow
[M+Na]* i [M+Cl]" o intensywnosci 100%. W niektorych przypadkach zaobserwowano rowniez jony
[M+K]*(30-80%) oraz [M+HCOO]~ (20%), jednak ich intensywno$¢ byta znaczaco nizsza

w poréwnaniu z jonami sodowymi czy chlorkowymi.

3.3 Aktywnos¢ przeciwgrzybicza

Infekcje grzybicze stanowig rosnacy problem zarowno w medycynie, jak i w rolnictwie,
a skuteczno$¢ obecnie stosowanych Srodkdéw przeciwgrzybowych czesto ograniczajg narastajgca
oporno$¢ patogenow oraz toksycznos¢ lekow wobec komorek gospodarza. W zwigzku z tym
poszukiwanie nowych zwigzkow o aktywnosci przeciwgrzybowej, szczegdlnie pochodnych zwigzkoéw
naturalnych o zmodyfikowanej strukturze steroidowej, stanowi istotny kierunek badan. Steroidy

i pochodne kwasow zolciowych, ze wzgledu na swojg amfifilowa natur¢ oraz zdolno$¢ do
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oddziatywania z blonami biologicznymi, stanowia obiecujacg grupe zwiazkéw w kontekscie

opracowywania nowych srodkéw przeciwdrobnoustrojowych.

Oceniono aktywnos$¢ przeciwgrzybowg serii koniugatéw steroidowych (153-164) wobec
wybranych gatunkow grzybow: Botrytis cinerea, Fusarium culmorum, Alternaria alternata,
Trichoderma atroviridae oraz Trichoderma harzianum. Wybrane szczepy reprezentujg zardowno grzyby
fitopatogeniczne, odpowiedzialne za znaczne straty w uprawach roslin (np. B. cinerea, F. culmorum,
A. alternata), jak i gatunki saprotroficzne z rodzaju Trichoderma, ktore wykazuja zdolno$¢ do
konkurencyjnego wzrostu w $rodowisku i stanowia modelowe organizmy do oceny dziatania
przeciwgrzybowego. Zastosowanie tego zestawu mikroorganizméw pozwala na szerokg oceng

potencjalnego spektrum dziatania otrzymanych pochodnych substancji w podtozu.

Tabela 7. Aktywnos$¢ przeciwgrzybicza zwigzkéw (153-164) oceniana metoda dyfuzji studzienkowej. Strefy
zahamowania wzrostu <9 mm (niska aktywno$¢) zaznaczono na czerwono, 10-15 mm (umiarkowana aktywno$¢) na

z6tto, a >15 mm (wysoka aktywnos$¢) na zielono, przy czym ciemniejsze odcienie wskazuja na silniejsze dziatanie.

Strefa zahamowania [mm)]
Zwigzek Fusarium Fusarium Trichoderma | Trichoderma | Alternaria | Botrytis
culmorum | graminearum atroviridae harzianum alternata cinerea
(153) 15 _— 7,5 11,5 17
(154) 13 6 10 12
(155) 18 10 6 11,5 13
(156) 9 8,5 9,5 9
(157) 12 7 9,5 13
(158) 10 9 10 13
(159) 10 7 8,5 15
(160) 9,5 7 10,5 10
(161) 13 6 7 11
(162) 10 8,5 7,7 11
(163) 11 10 9,5 10
(164) 10 8,5 8 14

Przeprowadzono wstepny przesiew aktywnosci przeciwgrzybowej wszystkich zwigzkow (153—

164) z wykorzystaniem metody dyfuzji w studzienkach (Tabela 7). W celu zapewnienia
poréwnywalnosci wynikow, wszystkie probki badano w jednakowym stezeniu 4 mg/mL. Aktywno$¢
fungicydowa klasyfikowano na podstawie $rednicy strefy zahamowania wzrostu: wartosci <9 mm
uznano za niskg aktywnos¢, 10—15 mm za umiarkowana, natomiast >15 mm za wysoka. Klasyfikacja ta

odpowiada powszechnie stosowanym kryteriom interpretacji wynikow testow dyfuzyjnych, w ktorych
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wigksza strefa zahamowania wzrostu §wiadczy o silniejszym dziataniu biologicznym lub lepszej dyfuzji
Analiza wynikow wykazata, ze zwigzek (159) charakteryzowatl sie¢ najsilniejsza aktywnos$cia wobec
Botrytis cinerea, powodujac powstanie strefy zahamowania wzrostu o $rednicy 15 mm. Wysoka
aktywno$¢ wobec tego szczepu wykazywaty rowniez pochodne (153) (17 mm) oraz (155) i (158) (po
13 mm). W przypadku Fusarium culmorum najwyzsza skuteczno$¢ odnotowano dla produktu (159),
ktory generowal strefe zahamowania o $rednicy 20 mm, natomiast zwiazki (160) i (155) wykazywaty

nieco stabsze dziatanie (odpowiednio 19 mm i 18 mm).

Badania ujawnity rowniez znaczng aktywnos¢ zwigzku (159) wobec Alternaria alternata (10,5
mm). Zblizona skuteczno$¢ wobec tego szczepu zaobserwowano dla pochodnych (160) i (odpowiednio
10,5 mmi 11,5 mm). W odniesieniu do Trichoderma atroviridae najwyzsza aktywno$¢ wykazal zwigzek
(161) (13 mm), natomiast zwigzek (163) byl najbardziej efektywny wobec Trichoderma harzianum,

powodujac strefe zahamowania wzrostu o $rednicy 10 mm.

Warto podkreslié, ze zwiazek (159) wykazywal szerokie spektrum dziatania
przeciwgrzybowego, przejawiajac skuteczno$¢ wobec wigkszosci testowanych gatunkéw. Zwiazki
o niskiej aktywnos$ci (<10 mm) zaobserwowano jedynie w kilku przypadkach, m.in. (154) wobec

T harzianum (6 mm) oraz (155) wobec T atroviridae (6 mm).

Wyniki przesiewu wskazujg na zalezno$¢ migdzy okreslonymi elementami strukturalnymi
a aktywnoscig biologiczng syntetyzowanych koniugatow. Szczegdlnie formylowane pochodne,
zawierajace koncowg grupe formylowa przy taczniku triazolowym (np. zwigzek (159)), wykazywaty
zwigkszong aktywnos¢. Efekt ten mozna thumaczy¢ wieksza polarnoscia oraz zdolnoscia do tworzenia
wigzan wodorowych, co moze sprzyja¢ interakcji z btonami komoérkowymi lub miejscami aktywnymi

enzymow.

Sama obecno$¢ grup formylowych nie tlumaczy jednak w pelni obserwowanych réznic
w aktywnosci. Przyktadowo, zwiazki (156) i (158), zawierajace t¢ sama liczbeg takich podstawnikow,
wykazuja wyraznie odmienne poziomy aktywnosci, co sugeruje istotny wpltyw geometrii 1 sztywnos$ci
konformacyjnej rdzenia steroidowego. Dodatkowo, obecno$¢ wigzania podwdjnego w rdzeniu
steroidowym (uktad A®) moze korzystnie wptywac na aktywno$¢ przeciwgrzybowa poprzez zmiane

lipofilowosci, planaryzacje czasteczki lub lepsze dopasowanie do receptoréw biologicznych.

Lacznie uzyskane wyniki wskazuja, Zze aktywno$¢ przeciwgrzybiczna syntetyzowanych
pochodnych wynika ze zlozonego wspoéldziatania efektow elektronowych, sterycznych
i przestrzennych. Nawet niewielkie modyfikacje w strukturze steroidowej moga prowadzi¢ do istotnych
zmian w efekcie biologicznym. Otrzymane obserwacje dostarczaja cennych wskazowek dla dalsze;j,

ukierunkowanej optymalizacji tej klasy zwigzkow.
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Przeprowadzone badania wykazaty, ze syntetyzowane koniugaty steroidowe moga wykazywac
znaczng 1 zroéznicowang aktywno$¢ przeciwgrzybicza, zalezng od konkretnych modyfikacji
strukturalnych. Wyniki podkre$laja potencjat chemii steroidow w projektowaniu nowych $rodkow
przeciwdrobnoustrojowych oraz moga stuzy¢ jako punkt wyjScia do dalszej optymalizacji

przeciwgrzybowych pochodnych zwigzkow naturalnych.

3.4 Obliczenia semiempiryczne metoda PMS

W celu oceny stabilno$ci termodynamicznej otrzymanych koniugatow przeprowadzitem
obliczenia polempiryczne metoda PMS5. Uzyskane wartosci ciepta tworzenia (HOF) dla dimerow
steroidowych potaczonych pierscieniem 1,2,3—triazolowym zestawiono w Tabeli 8 natomiast wybrane

modele czasteczek przedstawiono na Rysunku 29.

Analiza wynikéw wskazuje na wyrazny spadek wartosci HOF wraz ze wzrostem liczby grup
mrowczanowych w szkielecie kwasu zolciowego. Najwyzsza wartos¢ HOF uzyskano dla zwiazku (153),
natomiast najnizsza dla zwiazku (160). Wprowadzenie grup mrowczanowych do struktury kwasu
z0lciowego wplywa istotnie na jego stabilno$¢ termodynamiczng, sprzyjajac tworzeniu
wewnatrzczasteczkowych oddziatywan wodorowych. W rezultacie zwigkszenie liczby tych grup

prowadzi do wzrostu stabilizacji catego uktadu i systematycznego obnizenia warto§ci HOF.

Spadek wartosci HOF $wiadczy o wigksze]j stabilnosci termodynamicznej zwiazkéw, co
oznacza mniejsza podatno$¢ na rozktad lub niepozadane reakcje chemiczne. Uzyskane wyniki
potwierdzaja, ze obecnos¢ grup mrowczanowych sprzyja stabilizacji uktadow steroidowych poprzez
sie¢ oddziatywan elektrostatycznych i wodorowych, co znajduje odzwierciedlenie w obserwowanym

trendzie energetycznym.

Tabela 8. Wartosci HOF zwigzkéw (153-164) otrzymane za pomocag obliczerh PM5.

Zwiazek HOF [kcal/mol]
(153) -520,1304
(154) —595,7649
(155) -525,5031
(156) —601,6515
(157) —682,4143
(158) —603,758
(159) —678,7866
(160) —754,8479
(161) —468,025
(162) —440,134
(163) —544,1711
(164) —519,3649
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(159) (164)

Rysunek 29. Modele molekularne zwigzkdw: (156), (158) i (159) oraz (164).

Zauwazona zalezno$¢ pomigdzy stabilnoscig termodynamiczng a liczbg grup mrowczanowych
moze mie¢ znaczenie w interpretacji aktywnosci biologicznej badanych koniugatow. Bardziej stabilne
czasteczki moga wykazywaé obnizong reaktywno$¢ chemiczng, a tym samym dluzszy czas

oddziatywania w $rodowisku biologicznym.

3.5 Predykcja potencjalnej aktywnosci farmakologicznej (PASS)

W celu poszerzenia informacji o potencjalnej aktywnos$ci biologicznej zsyntezowanych
koniugatéw (153-164) przeprowadzitem analize in silico za pomoca programu Prediction of Activity
Spectra for Substances (PASS). Wybrane aktywnosci z najwyzszymi wartosciami PA dla

poszczegdlnych zwigzkdéw zestawiono w Tabeli 9.

Najczesciej przewidywang aktywno$cig bylo hamowanie enzymu monoooksygenazy eteru
glicerylowego, z warto$ciami PA powyzej 0,7 dla zwigzkow (154, 156-160, 163), co wskazuje na istotny
potencjal w tym zakresie. Enzym ten uczestniczy w metabolizmie lipidéw oraz w prawidtowym
funkcjonowaniu bton komoérkowych, a jego inhibitory mogg by¢ istotne w kontekScie zaburzen
metabolicznych i1 neurodegeneracyjnych. Podobnie koniugaty (156, 158-160) przewidziano jako
inhibitory hydrolazy acylokarnitynowej, z wartosciami PA bliskimi 0,75. Enzym ten odgrywa kluczowa
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role w metabolizmie kwasoéw ttuszczowych, a jego hamowanie moze mie¢ znaczenie terapeutyczne

w leczeniu chorob zwigzanych z magazynowaniem lipidow lub innymi zaburzeniami metabolicznymi.

Dodatkowo, dla zwiazkéw (155, 157, 159) przewidziano potencjalne hamowanie
alkyloacetylglicerofosfatazy (PA do 0,69), co moze wskazywa¢ na wplyw na metabolizm fosfolipidow.
W przypadku zwigzkow (154, 158-160) prognozowano mozliwo$¢ zastosowania w terapii zaburzen
drog zotciowych (PA~0,69), co podkresla potencjat tej grupy w leczeniu choréb watroby i ukladu

zotciowego.
Tabela 9. Wartosci prawdopodobienstwa (Pa) dla przewidywanej aktywnosci biologicznej zwigzkéw (153-164).

Zwiazek (153) (154) (155) (156) (157) (158) (159) (160) (161) (162) (163)

Pa

Inhibitor monoooksygenazy

) ) 0,74 0,78 0,74 0,75 0,78 0,77 0,77 0,78 0,72 0,68 0,76
glicerolowo—eterowe;j

Inhibitor hydrolazy
0,74 0,74 0,74 0,77 0,77 0,74 0,78 0,79 0,63 - 0,63
acylokarnitynowe
Inhibitor
) ) 0,65 - 0,65 0,69 0,61 - 0,61 0,58 - - -
alkiloacetyloglicerofosfatazy
Aktywno$¢ przeciwypryskowa 0,68 0,66 0,67 0,63 0,65 0,62 0,64 0,62

Leczenie zaburzen drog
0,61 0,69 061 059 0,68 0,68 0,67 0,69 0,58 -

z6kciowych
Aktywno$¢ hipolipemiczna - - - - - - - - - 0,59
Antagonista cholesterolu - - - - - - - - - 0,66

Aktywno$é

przeciwhipercholesterolemiczna

Inhibitor CYP17 - - - - - - - - - 0,61
Inhibitor Myc - - - - - - - - 0,55 0,59
Inhibitor oksydazy bilirubiny 0,56 0,60 0,57 057 0,60 0,60 0,60 0,60 - -

Aktywnosc cytoprotekcyjna - 0,62 - - 0,60 0,62 0,60 0,58 - -

0,66

Przewidywania obejmowaly rowniez dzialanie przeciwegzematyczne (przeciwwypryskowe)
dla zwiazkéw (154-155, 158, 160) oraz dzialanie hipolipemiczne dla zwiazku (164), co moze
wskazywac¢ na korzystny wptyw w regulacji poziomu lipidow. Zwiazek (164) przewidywano takze jako
antagoniste cholesterolu oraz srodek przeciwhipercholesterolemiczny, sugeruje to jego potencjalne

zastosowanie w terapii chorob uktadu krazenia.

Wsréod innych istotnych aktywnosci nalezy wymieni¢ hamowanie enzymu CYP17 (162, 164),

co moze mie¢ znaczenie w leczeniu zaburzen hormonalnych, oraz hamowanie MYC dla zwigzkow (158,
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163), wskazujace na potencjal przeciwnowotworowy. Hamowanie bilirubin oksydazy moze z kolei
sugerowac udziat w regulacji stresu oksydacyjnego, natomiast dziatanie cytoprotekcyjne (PA 0,60-0,62)
przewidziano dla kilku zwigzkéw, co podkresla ich potencjalne mechanizmy ochronne na poziomie

komoérkowym.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze zsyntezowane koniugaty wykazuja zréznicowane i obiecujace
profile farmakologiczne, obejmujace hamowanie enzymow, regulacje metabolizmu oraz potencjalne
zastosowania terapeutyczne w chorobach uktadu krazenia, dermatologicznych i hepatobiliarnych.
Dane te stanowig istotne uzupetnienie wynikoéw badan przeciwgrzybiczych i moga stanowi¢ podstawe

do dalszej weryfikacji eksperymentalne;.

3.6 Dokowanie molekularne

Zgnilizna podstawy zdzbta oraz fuzarioza ktoséw to choroby roslin wywotywane przez grzyby
patogeniczne z rodzaju Fusarium, w tym Fusarium culmorum, prowadzace do znacznych strat w
uprawach zb6z i innych roslin rolniczych. Jednym z kluczowych czynnikéw wirulencji tych patogenow
jest produkcja trichotecenéw, mikotoksyn hamujacych syntezg biatek w komodrkach roslinnych, co
zwigksza ich toksyczno$¢ i zdolno$¢ infekcyjng. Biosynteza trichotecendw jest kontrolowana przez
szlak enzymatyczny, w ktorym kluczowa rol¢ odgrywa enzym syntaza trichodienu (TRIS), katalizujacy
pierwszy etap tego procesu — przeksztatcenie difosforanu farnezylu (FPP) w trichodien. Inhibicja
aktywnosci enzymu TRI5 moze prowadzi¢ do zahamowania syntezy toksyn, co czyni go obiecujacym
celem w projektowaniu nowych zwigzkoéw o dziataniu przeciwgrzybiczym. Literatura wskazuje, ze
TRIS jest niezbedny do produkcji trichotecendw przez szczepy Fusarium spp., a jego ,,wyciszenie”
znaczaco obniza wirulencje¢ patogenu. Dlatego tez TRIS stanowi atrakcyjny cel dla projektowania
inhibitoré6w zdolnych do ograniczenia toksyczno$ci Fusarium i potencjalnego zahamowania rozwoju

chordb.

Poniewaz krystaliczna struktura enzymu TRIS z Fusarium culmorum nie jest dostepna, w celu
przeprowadzenia badan dokowania molekularnego wykonano modelowanie homologiczne. Sekwencje
biatka TRIS pobrano z bazy UniProt. Jako matryce wybrano krystaliczng strukture homologicznego
enzymu pochodzacego z Fusarium sporotrichioides (PDB ID: 1JFG), ze wzgledu na wysokie
podobienstwo sekwencji i funkcji. Modelowanie strukturalne przeprowadzono przy uzyciu serwera
Swiss—Model, ktory wygenerowal model TRIS na podstawie wybranego szablonu. Oceng jakosSci
modelu wykonano poprzez analiz¢ parametréow strukturalnych, a jego wiarygodno$¢ funkcjonalng
zweryfikowano w procesie dokowania molekularnego. W celu potwierdzenia poprawnosci modelu
przeprowadzono dokowanie znanych inhibitorow TRI5 (kwasu kawowego, kwasu ferulowego
i eugenolu) opisanych w literaturze. Otrzymane sposoby wigzania ligandéw wykazaly wysokie
podobienstwo do wczesniej opublikowanych wynikow, co potwierdzitlo poprawnos¢ modelu i jego

przydatnos¢ do dalszych badan nad nowymi inhibitorami.
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Po potwierdzeniu wiarygodno$ci modelu przeprowadzono dokowanie molekularne dla dwoch
najbardziej aktywnych wobec Fusarium culmorum zwiazkow (159) i (160) (Rysunek 30), ktére
wykazaty najsilniejsze dziatanie przeciwgrzybicze w testach biologicznych. Oba zwigzki zajmowaly
region wigzania otoczony resztami aminokwasowymi GIn68, Arg303, His308, Arg304 oraz Phe329, co
pozostaje zgodne z wczesniejszymi doniesieniami dotyczacymi struktury centrum aktywnego.
Czasteczki nie wnikatly gleboko w kieszen wiazaca, lecz przylegaty do jej powierzchni, tworzac
kluczowe oddziatywania z wybranymi aminokwasami (Rysunek 30). Pierscien triazolowy obu
zwigzkow tworzyl dwa wigzania wodorowe z Arg303 oraz dodatkowg interakcj¢ typu m—kation z ta sama
reszta. Ponadto zaobserwowano wigzanie wodorowe pomiedzy grupa acylowa przy C(30) a reszta
His308. Zwiazek (160) tworzyl dodatkowe wigzanie wodorowe pomiedzy pierscieniem triazolowym
a GIn68. Wartos¢ energii dokowania dla zwigzku (159) wynosita —8,01 kJ/mol, natomiast dla zwigzku
(160) —7,79 kJ/mol. Oba ligandy przyjety lekko wygigta konformacjg, obejmujaca pierscien triazolowy,
co umozliwilo ich optymalne dopasowanie do powierzchni centrum aktywnego i stabilizacje
oddziatywan w jego obrebie (Rysunek 31). Charakterystyke oddziatywan migdzy zwigzkami

a wybranymi aminokwasami zestawiono w Tabeli 10.

Uzyskane wyniki dokowania molekularnego wskazuja, ze enzym TRI5 moze stanowic
potencjalny cel dla nowych inhibitoréw o dziataniu przeciwgrzybiczym. Dwa najlepiej dopasowane
zwigzki wykazaly silne oddziatlywania z kluczowymi resztami centrum aktywnego, co sugeruje ich

potencjalng skuteczno$¢ w hamowaniu funkcji TRIS oraz ogélnej aktywnos$ci przeciwgrzybicze;j.

Tabela 10. Charakterystyka wykrytych oddziatywan miedzy badanymi zwigzkami (159) i (160) a wybranymi

aminokwasami w kieszeni wigzgcej.

Zwiazek Rodzaj oddzialywania Aminokwas Odleglosé(A)
Wiazanie wodorowe His303 1,83
Wiazanie wodorowe Arg303 2,52
(159)
Wiazanie wodorowe Arg303 2,11
n—kation Arg303 3,52
Wiazanie wodorowe His308 2,51
Wiazanie wodorowe Arg303 1,84
(160)
n—kation Arg303 4,31
Wiazanie wodorowe GIn68 2,47
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Rysunek 30. Utozenie w pozycji dokowania dwdch najbardziej aktywnych zwigzkéw (159) (A, czerwony)
i (160) (B, zielony) w kieszeni wigzgcej enzymu TRI5. Zétto-zielona przerywana linia przedstawia oddziatywania
molekularne.C-D przedstawia powierzchnig wigzacg dla dokowanych zwigzkéw. Szary — powierzchnia miejsca

wigzgcego, niebieski — powierzchnia wigzania zwigzku.

Rysunek 31.Natozenie zwigzkdéw (159) (czerwony) i (160) (zielony) w kieszeni wigzacej enzymu TRI5.
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Podsumowanie

Realizujac cel rozprawy doktorskiej, przeprowadzitam seri¢ syntez prowadzacych do
otrzymania tacznie 29 nowych, dotychczas nieopisanych w literaturze chemicznej pochodnych
steroidowych. Struktury wszystkich zwigzkéw zostaty jednoznacznie potwierdzone z wykorzystaniem
analiz spektroskopowych ('H NMR, *C NMR, FT-IR, ESI-MS). Dla otrzymanych pochodnych
przeprowadzono rowniez szeroki zakres badan in silico, obejmujacych m.in. predykcje aktywnosci
farmakologicznej (PASS), obliczenia ciepet tworzenia oraz modelowanie molekularne konformerow
(PM5) co umozliwilo analize stabilno$ci energetycznej zwiazkdéw, okreslenie tendencji trwato$ci
w obrebie badanych serii oraz oceng¢ ich potencjalnych wiasciwosci biologicznych. W oparciu
o uzyskane wyniki wykonano badania dokowania molekularnego, ktorych celem byta proba wyjasnienia

mozliwych mechanizméw aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej badanych zwigzkow.

Otrzymano osiem nowych pochodnych steroidowych: sze$¢ koniugatéw triazolowych,
bedacych dimerami octanowych pochodnych kwasow zoétciowych i steroli, oraz dwa substraty w postaci
azydooctanowych pochodnych steroli. Wszystkie produkty wykazaly obnizong aktywno$¢
hemolityczna w poréwnaniu z substratami. Dwa zwiazki (124 i 127) byly catkowicie niechemolityczne
i wykazywaly najwigksze powinowactwo do reduktazy HMG-CoA, poréwnywalne
z mewastatyng. Wyniki te wskazuja na potencjat triazolowych koniugatéw steroidowych jako nowych
inhibitorow biosyntezy cholesterolu i kierunek dalszych badan w projektowaniu zwiazkéw

hipolipemicznych [P2].

Zsyntezowano dziewig¢ nowych dimerycznych koniugatow octanowych pochodnych kwasow
zotciowych potaczonych pierscieniem triazolowym. Dimery wykazywaly wigkszg stabilno$é
energetyczng i znacznie nizszg aktywno$¢ hemolityczng niz substraty wyjsciowe, a zwigzki (136 1 140)
tworzyty stabilne kompleksy z gyraza DNA i transglikozylazg z Lipid II, sugerujgc potencjat
przeciwbakteryjny. Wyniki potwierdzaja, ze dimeryzacja kwasow zotciowych moze prowadzi¢ do

powstania zwigzkow o obnizonej cytotoksycznos$ci i nowej aktywnosci biologicznej [P3].

W ramach badan opracowano reakcje otrzymywania serii dwunastu nowych formylowanych
koniugatéw kwaséw zolciowych zarowno dimerycznych jak i w potaczeniu ze sterolami (153-164).
Posrdd otrzymanych zwiagzkow pig¢ wykazato silng aktywnos$¢ przeciwgrzybiczna, szczeg6lnie zwigzek
(159) wobec Fusarium culmorum i Botrytis cinerea. Dokowanie molekularne potwierdzito zdolnosc¢
tych zwiazkow do wigzania si¢ z enzymem TRIS, kluczowym w biosyntezie mikotoksyn. Wyniki
wskazuja na mozliwo$¢ wykorzystania formylowanych koniugatow steroidowych jako nowych

inhibitorow szlakoéw grzybowych i potencjalnych §rodkoéw ochrony roslin [P6].

Artykuly przegladowe stanowig kompleksowe omdwienie aktualnego stanu wiedzy na temat

koniugatow steroidowych, obejmujgc zaréwno ich synteze, jak i szerokie spektrum wiasciwosci
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biologicznych oraz potencjalnych zastosowan. Szczegdélng uwage poswiecono koniugatom
otrzymywanym poprzez sprzeganie steroidéw z rdéznymi fragmentami biologicznie aktywnymi, co
umozliwia modulacje ich aktywno$ci farmakologicznej i biodostepnosci. Przedstawione dane
jednoznacznie wskazuja, ze takie modyfikacje prowadza do zwigkszenia selektywnos$ci dziatania oraz
ograniczenia toksyczno$ci, co czyni koniugaty steroidowe obiecujaca grupa zwiazkéw w terapii chordb

nowotworowych, zakaznych i zapalnych, jak réwniez w zastosowaniach agrochemicznych [P4].

W drugim artykule przegladowym przedstawiono przekrojowa analiz¢ najnowszych odkry¢
w zakresie steroidow naturalnych pochodzenia morskiego i ladowego, ukazujac ich niezwyklg
r6znorodnos¢ strukturalng oraz bogactwo aktywnosci biologicznych. Wskazano, ze zwigzki zawierajace
grupy hydroksylowe, siarczanowe, karboksylowe i glikozydowe cechuja si¢ wyjatkowo wysoka
aktywnoscig przeciwnowotworowa, cytotoksyczng i immunomodulujacg. Zwroécono uwage na rosnaca
role metod poétsyntezy i biosyntezy w pozyskiwaniu nowych pochodnych, a takze na potrzebg
poglebiania badan nad relacja struktura—aktywnos$¢. Artykut ten podkresla dynamiczny rozwdj chemii
1 biologii steroidow naturalnych jako zrodta inspiracji do projektowania nowych lekow i zwigzkow

bioaktywnych [P5].

Wyniki uzyskane w badaniach wtasnych stanowia istotny wktad w rozwdj chemii koniugatow
steroidowych, 1aczac oryginalne podejScie syntetyczne z kompleksowa oceng ich potencjatu
biologicznego. Opracowane 1 zweryfikowane eksperymentalnie strategie syntezy umozliwilty
otrzymanie nowych, strukturalnie zréznicowanych pochodnych steroidowych o potwierdzonej budowie
i korzystnym profilu biologicznym, obejmujacym aktywno$¢ przeciwbakteryjng i przeciwgrzybowa
przy jednoczesnym obnizeniu aktywnosci hemolitycznej. Uzyskane rezultaty nie tylko poszerzaja
aktualny stan wiedzy w zakresie modyfikacji steroidow, lecz rowniez wyznaczaja racjonalne kierunki
dalszych badan nad selektywnymi i bezpieczniejszymi uktadami bioaktywnymi o potencjalnych
zastosowaniach w medycynie, biotechnologii i chemii materialéw. Znaczenie uzyskanych rezultatow
potwierdza ich publikacja w recenzowanych czasopismach o migdzynarodowym zasiegu oraz
pozytywny odbior srodowiska naukowego. Przedstawione w pracy rozwigzania syntetyczne i wnioski
biologiczne moga stanowi¢ punkt odniesienia dla dalszych badan nad modyfikacjg steroidéw
o ukierunkowanej aktywnosci. Dla zachowania spdjnosci pomiedzy numeracja zwigzkow

w publikacjach a w niniejszej rozprawie, w Tabeli 11 zestawiono odpowiednie oznaczenia (NrA i NrP).
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Tabela 11. Wykaz numeracji zwigzkéw w artykutach naukowych (NrA) w poréwnaniuz obowigzujgcymi w pracy (NrP).

Artykuly
P2 P3 Pé6

NrA NrP NrA NrP NrA NrP
1 19 1 19 1 19
2 20 2 20 2 20
3 2 3 2 3 2
4 119 4 130 4 130
5 120 5 131 5 145
6 121 6 132 6 146
7 1 7 119 7 119
8 17 8 120 8 147
9 122 9 121 9 148
10 123 10 133 10 133
11 124 11 134 11 151
12 125 12 135 12 152
13 126 13 136 13 1
14 127 14 137 14 17
15 128 15 138 15 149
16 129 16 139 16 150
- - 17 140 17 153
- - 18 141 18 154
- - 19 142 19 155
- - 20 143 20 156
- - 21 144 21 157
- - — - 22 158
- - - — 23 159
- - - - 24 160
- = = = 25 161
- - - - 26 162
- = = = 27 163
- - - - 28 164
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Streszczenie

Otrzymywanie nowych koniugatéw steroidowych o potencjalnych wlasciwos$ciach
przeciwdrobnoustrojowych
mgr inz. Grzegorz Hajdas
Promotor: prof. dr hab. Tomasz Pospieszny

Promotor pomocnicza: dr inz. Hanna Koenig

Praca doktorska koncentruje si¢ na projektowaniu, syntezie oraz charakterystyce
spektroskopowej nowych koniugatow steroidowych otrzymanych w wyniku reakcji typu ,,click”. Celem
badan bylo opracowanie i zbadanie wlasciwosci biologicznych pochodnych kwasow zotciowych
i steroli potaczonych pierScieniem 1,2,3-triazolowym, stanowigcych potencjalne zwigzki o dziataniu
przeciwdrobnoustrojowym. Rozprawa obejmuje czgs¢ literaturowg, w ktdrej omowiono tto teoretyczne
i aktualny stan badan nad modyfikacjami chemicznymi steroidéw, oraz cze$¢ eksperymentalng

poswigcong otrzymaniu i analizie nowych koniugatéw steroidowych.

W czesci literaturowej przedstawiono charakterystyke strukturalna i stereochemiczng steroidéw
oraz ich réznorodne funkcje biologiczne. Omdwiono wiasciwosci i znaczenie biologiczne steroli oraz
kwaséw zolciowych, ze szczegdlnym uwzglednieniem ich roli w metabolizmie lipidéw
i funkcjonowaniu bton komoérkowych. Opisano takze kierunki modyfikacji chemicznych czgsteczek
steroidowych, obejmujace poszczegolne pierscienie uktadu cyklopentanoperhydrofenantrenowego, oraz
zastosowanie grup ochronnych w ich funkcjonalizacji. Szczegdlne miejsce poswigcono chemii ,,click”
i reakcji Huisgena, ktore dzigki prostocie, wysokiej wydajnosci i selektywnosci umozliwiajg tworzenie
stabilnych koniugatéw zawierajacych pier§cien 1,2,3-triazolowy. Przeanalizowano znaczenie tego typu
potaczen w projektowaniu biokoniugatow o potencjale terapeutycznym oraz przedstawiono przyktady

koniugatow steroidowych.

Cze¢$¢ badawcza obejmuje opracowanie strategii syntezy oraz analizg¢ strukturalng nowych
koniugatéw steroidowych, w tym dwudziestu siedmiu o charakterze mieszanym i dimerycznym.
Zwiazki otrzymano w wyniku reakcji Huisgena katalizowanej jonami Cu(I), prowadzacej do powstania
pierscienia triazolowego. Struktur¢ uzyskanych produktéw potwierdzono za pomoca spektroskopii
NMR, FT-IR i spektrometrii masowej (ESI-MS). Obliczenia kwantowo-mechaniczne (PM5) oraz
badania in silico metoda PASS i dokowania molekularnego umozliwity okreslenie ich stabilnosci oraz

przewidywanych wtasciwosci biologicznych.

W ramach badan wilasnych zsyntezowano szereg koniugatow o zrdznicowanej budowie
i wilasciwosciach. Otrzymane triazolowe pochodne steroidowe charakteryzowaly si¢ obnizona
aktywnos$cig hemolityczng w pordwnaniu z substratami, a wybrane zwigzki wykazywaty wysokie

powinowactwo do reduktazy HMG—-CoA, co wskazuje na ich potencjal jako inhibitorow biosyntezy

130



MGR INZ. GRZEGORZ HAJDAS STRESZCZENIE

cholesterolu. Dimeryczne koniugaty kwasow zotciowych wykazaly wicksza stabilno$¢ energetyczng
1 nizsza cytotoksycznos¢, a wyniki dokowania potwierdzity ich zdolno$¢ do oddzialywania z gyraza
DNA i transglikozylaza Lipid II. Opracowano rowniez seri¢ formylowanych koniugatow kwasow
zotciowych 1 steroli, sposrod ktorych kilka wykazato znacznag aktywno$¢ przeciwgrzybiczna wobec
Fusarium culmorum 1 Botrytis cinerea. Analiza dokowania molekularnego ujawnita ich powinowactwo

do enzymu TRIS, uczestniczacego w biosyntezie mikotoksyn.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze potaczenie fragmentow steroidowych poprzez mostek
triazolowy umozliwia uzyskanie trwalych i bioaktywnych struktur o szerokim spektrum przewidywane;j
aktywnosci biologicznej, obejmujacej dziatanie przeciwbakteryjne, przeciwgrzybicze, hipolipemiczne
i przeciwnowotworowe. Przeprowadzone badania dostarczyly istotnych danych na temat zalezno$ci
struktura—aktywno$¢ w grupie pochodnych steroidowych, stanowiac cenny wklad w rozwdj chemii

bioorganicznej i chemii lekow.

Praca wniosta znaczacy wktad w rozwdj metod syntezy i projektowania koniugatow
steroidowych, potwierdzajac, ze =zastosowanie chemii ,click” stanowi efektywne narzedzie
w otrzymywaniu nowych zwiazkéw o kontrolowanej strukturze i potencjalnym znaczeniu

terapeutycznym.
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Abstract

Synthesis of New Steroid Conjugates with Potential Antimicrobial Properties
MSc Eng. Grzegorz Hajdas
Supervisor: Prof. DSc Tomasz Pospieszny,
Assistant Supervisor: PhD Eng. Hanna Koenig

This doctoral dissertation focuses on the design, synthesis, and spectroscopic characterization
of new steroid conjugates obtained through ,,click” reactions. The aim of the research was to develop
and investigate the biological properties of bile acid and sterol derivatives linked via a 1,2,3-triazole
ring, representing potential antimicrobial compounds. The thesis consists of a literature section,
discussing the theoretical background and current state of research on chemical modifications of

steroids, and an experimental section devoted to the synthesis and analysis of new steroid conjugates.

The literature part presents the structural and stereochemical characteristics of steroids and their
diverse biological functions. The biological significance of sterols and bile acids is discussed in detail,
particularly their roles in lipid metabolism and cell membrane function. Various directions of chemical
modification of the steroid framework are reviewed, including transformations involving individual
rings of the cyclopentanoperhydrophenanthrene system and the use of protecting groups in their
functionalization. Special attention is given to ,,click” chemistry and the Huisgen cycloaddition reaction,
which due to their simplicity, high efficiency, and selectivity, enable the formation of stable conjugates
containing a 1,2,3-triazole ring. The importance of such linkages in the design of bio-conjugates with

therapeutic potential is analyzed, along with examples of known steroid conjugates.

The experimental section describes the development of a synthetic strategy and structural
analysis of new steroid conjugates, including twenty-seven mixed and dimeric derivatives.
The compounds were obtained via the Cu(I)-catalyzed Huisgen reaction, leading to the formation of
triazole linkages. The structures of the resulting products were confirmed by NMR, FT-IR, and ESI-MS
spectroscopy. Quantum-mechanical calculations (PMS5), as well as in silico studies using PASS
prediction and molecular docking, allowed for the evaluation of their stability and predicted biological

properties.

Within the scope of this work, a series of conjugates with diverse structures and properties was
synthesized. The triazole-linked steroid derivatives exhibited reduced hemolytic activity compared to
their parent substrates, while selected compounds demonstrated high affinity for HMG—CoA reductase,
indicating potential as cholesterol biosynthesis inhibitors. Dimeric bile acid conjugates displayed greater
energetic stability and lower cytotoxicity, and docking studies confirmed their ability to interact with

DNA gyrase and Lipid II transglycosylase. Additionally, a series of formylated bile acid and sterol
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conjugates was developed, several of which exhibited notable antifungal activity against Fusarium
culmorum and Botrytis cinerea. Molecular docking analysis revealed their affinity for the TRIS enzyme,

which participates in mycotoxin biosynthesis.

The obtained results demonstrate that the conjugation of steroidal fragments through a triazole
bridge enables the formation of stable and bioactive structures with a broad spectrum of predicted
biological activities, including antibacterial, antifungal, hypolipidemic, and anticancer effects.
The conducted studies provided valuable insights into structure—activity relationships within steroid
derivatives, representing a meaningful contribution to the development of bioorganic and medicinal

chemistry.

This work significantly advances the methods for the synthesis and design of steroid conjugates,
confirming that the application of ,.click” chemistry is an efficient tool for obtaining new compounds

with controlled structures and potential therapeutic relevance.
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ABSTRACT

New six steroid conjugates have been prepared from bile acids (tail part)and sterol (head part) deriva-
tives using click chemistry method. The azide-alkyne Huisgen cycloaddition (intermolecular 1,3-dipolar
cycloaddition) of the azide derivatives of lithocholic, deoxycholic, cholic acid and propiolate ester of
cholesterol and cholestanol gave a new bile acid-sterol conjugates linked with a 1,2,3-triazole ring. Pre-
viously, bile acids were converted into bromoacetyl substituted derivatives by the reaction of propargyl
esters of lithocholic, deoxycholic, cholic with bromoacetic acid bromide in toluene with TEBA and sodium
hydride. Additionally, five of the reagents: bromoacetyl and azidoacetyl substituted derivatives of propar-
gyl esters of deoxycholic and cholic acids as well as 5a¢-cholestan-3-yl-propynoatewere also obtained and
characterized for the first time. All conjugates were obtained in good yields using an efficient synthe-
sis method. The structures of all conjugates as well as four substrates were confirmed by spectral ('H-
and 3C NMR, and FT-IR) analysis, mass spectrometry (ESI-MS), as well as PM5 semiempirical methods.
Also B3LYP calculations have been carried out. The screening constants for *C and 'H atoms have been
calculated by the GIAO/B3LYP/6-311G(d,p) approach and analyzed. Theoretical vibrational parameters are
compared with obtained experimental parameters. Estimation of the pharmacotherapeutic potential has
been accomplished for the synthesized compounds on the basis of Prediction of Activity Spectra for Sub-

stances (PASS). Additionally molecular docking was performed for the selected conjugate.

© 2022 The Author(s). Published by Elsevier B.V.
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1. Introduction

The properties of compounds of natural origin represent impor-
tant benefits for organic chemistry. Steroids deserve special men-
tion. They are chemical compounds that perform several functions
ensuring the proper functioning of living organisms, such as partic-
ipation in metabolic changes, components of plant and animal cell
membranes, and a precursor to the production of many vitamins
[1-7]. Transformation of the cholesterol structure under the influ-
ence of UV radiation leads to obtaining 1«,25-dihydroxycalciferol
(vitamin D3) [8-10]. In addition, special attention is drawn to bile
acids, plant sterols (ergosterol), sex hormones (estrogens, testos-
terone, progesterone), plant hormones (brassinosteroids) [11-13].
Organic syntheses, in which different functional groups attached
to the core of all steroid compounds of the cyclopentanoperhy-

* Corresponding author.
E-mail address: tposp@amu.edu.pl (T. Pospieszny).
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drophenanthrene skeleton are modified, lead to the production of
derivatives with significantly higher biological activity [14-20].

Bile acids were isolated in 1828 by L. Gmelin from whale bile.
The starting compound for their receipt in the liver is cholesterol.
After biosynthesis, they form derivatives with the amino acids tau-
rine and glycine and are stored in the form of salts in the gallblad-
der [21-24]. Bile acids are distinguished by a large curved skeleton,
A/B rings adopting cis geometry, enantiomeric purity, chirality, and
the presence of hydroxyl groups in a different position at carbon
atoms (3«; 3a, 7«; 30, 70,12c) [25-27]. Polarity, amphiphilic prop-
erties and high reactivity of hydroxide groups, varying respectively
in the order of 3a>7a>12, make these compounds have enor-
mous potential as a precursor to the synthesis of organic macro-
cyclic steroid conjugates with high pharmacotherapeutic activity
[28-34].

The possibility of modifying the 3a¢-OH group contributed to
the increase in interest in bile acid and sterol derivatives, espe-
cially in the synthesis of dimers, molecular pliers, artificial recep-
tors, cholophans or quasi-podands [35-42].
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“Click chemistry” is an innovative and modern method of syn-
thesizing new steroid conjugates gaining importance in the phar-
maceutical industry and medicine. The copper-alkyne azido-alkyne
addition (CuAAC) described by K.B. Sharpless involves the forma-
tion of a new carbon-heteroatom bond in the ring [43-47]. Ob-
taining new conjugates by the “click” method is primarily a highly
efficient, selective and effective synthesis. In addition, the result-
ing products are easy to isolate, stable in many solvents, includ-
ing water, and resistant to metabolic degradation [44,48]. The 1.3-
dipolar cycloaddition is crucial. The Huisgen reaction occurs in
the presence of Cu(l) between terminal alkyne and azide. It is an
extremely valuable method of synthesis of compounds contain-
ing 1,2,3-triazole rings [48-52]. The use of an appropriate cata-
lyst and increased temperature determine the regioselectivity of
the reaction, leading to the formation of 1,4- or 1,5-disubstituted
1,2,3-triazoles [53-57]. Conjugates containing 1,2,3-triazole rings in
the structure have several important properties, especially they are
distinguished by high resistance to oxidation reactions, reduction
and hydrolysis of biological systems, invulnerability to metabolic
degradation, anti-cancer activity and the possibility of forming hy-
drogen bonds [31,34,43,58-60].

2. Experimental
2.1. Instrumentation and chemicals

All of the synthesis reagents lithocholic, deoxycholic and cholic
acids, cholesterol, cholestanol, acetic anhydride, pyridine, propi-
olic acid, sodium azide, sodium ascorbate were purchased from
Sigma-Aldrich Corporation. Solvents chloroform, dichloromethane,
toluene, hexane, t-butanol, methanol were obtained from common
commercial sources (Merck, Fisher) and used with-out purification.
General. IR Spectra: FT/IR-4600 type A in solid state or oil; v in
cm~!. TH and 3C NMR spectra: Varian Mercury 300 MHz spec-
trometer (Oxford, UK), operating at 300.07 and 75.4614 for 'H and
13C, resp.; 8 in ppm rel. to Me,4Si as internal standard, J in Hz. Typ-
ical conditions for the H-atom spectra: pulse width 32°, acquisition
time 5 s, FT size 32 K and digital resolution 0.3 Hz per point; and
for the C-atom spectra: pulse width 60°, FT size 60 K and digi-
tal resolution 0.6 Hz per point, the number of scans varied from
1200 to 10.000 per spectrum. ESI-MS: Waters/Micromass (Manch-
ester, UK) ZQ mass spectrometer equipped with a Harvard Appa-
ratus (Saint Laurent, Canada), syringe pump; in m/z. The sample
solns. were prepared in MeOH at the concentration of ca. 107 M.
The standard ESI-MS mass spectra were recorded at the cone volt-
age 90 V.

2.2. Synthesis

Procedure for methyl esters of bile acids as well as their ace-
toxy derivatives (4-6) was described earlier. Procedure for 3-
bromoacetoxy derivatives of bile acids (7-9): methyl 58-cholan-
24-oate (4), metyl 12a-acetoxy-58-cholan-24-oate (5) or metyl
7a,12-diacetoxy-5-cholan-24-oate (6) was dissolved in 5 mL of
anhydrous dichloromethane, and then subsequently, bromoacetic
acid bromide was added drop wise and the reaction mixture was
kept at room temperature for 24 h. Then the mixture was washed
with NaHCO5 (5%, 20 mL), brine (200 mL) and finally dried over
Na,CO3. The solvent was evaporated under reduced pressure to
give the crude product. Products were purified by chromatogra-
phy on silica gel (Merck, type 60, 70-230 mesh) with chloro-
form/hexane as eluent and to give the products 50% of (7), 92%
(8) and 70% of (9). Procedure for 3-azidoacetoxy derivatives of
bile acids (10-12): 3-bromoacetoxy derivatives of bile acids (7-
9) were dissolved in 15 mL of THF. Then, NaN; was added, the
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mixture was heated at 50 °C for 4 h. DMF was evaporated, ex-
tracted with toluene, washed with brine, and dried (Na;SO4) and
to give the products 95% of (10), 88.6% (11) and 78% of (12). The
sterols (cholesterol 13 or cholestanol 14) was dissolved in 15 mL of
dichloromethane, then p-TsOH and propiolic acid was added and
the reaction was carried out for 24 h at room temperature. Next
the mixture washed with cool water, extracted ethyl acetate and
washed with water, brine, and dried (Na,SO4). The solvent was
evaporated under reduced pressure to give the products: (53%) of
(15) and (72%) of (16). Procedure for dimmers of bile acids and
sterols derivatives (17-22): compounds (10-12) was dissolved in a
mixture of t-BuOH/ MeOH (6 mL, 5:1). Then, 5-cholesten-38-ol 3-
propiolate (15) or 5-cholestan-38-ol 3-propiolate (16) was added.
Next, to the homogenous mixture were added CuSO4-5H,0 (3 mg,
3 mol%) and sodium ascorbate (9 mg, 20 mol%) in water (0.3 mL).
The reaction mixture was heated at 60 °C for 8 h and then ex-
tracted with chloroform, washed with brine and dried over anhy-
drous Na,SOy4. The crude compound was purified by column chro-
matography on silica gel using chloroform/ethyl acetate (5:1) as an
eluent.

2.3. Chemical characterization

2.3.1. Methyl 3a-bromoacetoxy-12a-acetoxy-5p-cholan-24-oate (8)
White solid (92.7%), melting point: 119-120 °C. 'H NMR
(400 MHz, CDCl3) §: 5.09 (d, J = 3.0 Hz, 1H, 128-H), 4.81-4.72
(m, 1H, 38-H), 3.81 (s, 2H, CH,-27), 3.66 (s, 3H, CH3-25), 2.10 (s,
3H, 12-0Ac), 0.91 (s, 3H, CH3-19), 0.81 (d, ] = 6.3 Hz, 3H, CH3-21),
0.73 (s, 3H, CH3-18). 3C NMR (101 MHz, CDCl3) §: 174.57 (C-24),
170.45 (12-C0O), 166.71 (C-26), 76.32 (C-12), 75.84 (C-3), 51.49
(C-25), 49.39, 47.54, 44.97, 41.75, 35.60, 34.67, 34.55, 34.35, 33.97,
31.84, 30.94, 30.90, 30.79, 27.30 (C-27), 26.78, 26.34, 26.32, 26.29,
25.79, 25.58, 23.38, 22.97 (C-19), 21.34 (12«-COCH3), 17.47 (C-21),
12.37 (C-18). FT-IR (KBr) vmax, cm~': 2936, 2865, 1733, 1281, 1250.
ESI-MS (MeOH) my/z (%): 591 (100) [M+Na]*, 607 (15) [M + K]*.

2.3.2. Methyl 3a-bromoacetoxy-7c,12a-diacetoxy-5 B-cholan-24-oate
9)

0il (70%). TH NMR (400 MHz, CDCl3) §: 5.09 (t, J = 2.8 Hz, 1H,
128-H), 491 (d, ] = 3.1 Hz, 1H, 78-H), 4.69-4.61 (m, 1H. 38-
H), 3.81 (d, J = 0.6 Hz, 2H, CH,-27), 3.66 (s, 3H, CH3-25), 2.15
(s, 3H, 7-0Ac), 2.09 (s, 3H, 12-0Ac), 0.92 (s, 3H, CH3-19), 0.81 (d,
J = 6.4 Hz, 3H, CH3-21), 0.73 (s, 3H, CH3-18). 13C NMR (101 MHz,
CDCl3) §: 174.50 (C-24), 170.50 (12-C0O), 170.31 (7a—CO), 166.74
(C-26), 76.06 (C-12), 75.32 (C-3), 70.61 (C-7), 51.51 (C-25), 47.33,
45.02, 43.35, 40.80, 37.69, 34.57, 34.43, 34.27, 34.22, 31.13, 30.85,
30.73, 28.86 (C-27), 27.15, 26.51, 26.28, 25.52, 22.76, 22.48 (C-19),
21.58 (12a-COCH3), 21.40 (7a-COCH3), 17.46 (C-21), 12.19 (C-18).
FT-IR (KBr) vmax, cm~1: 1734, 1283, 1248. ESI-MS (MeOH) m/z (%):
651 (100) [M+Na]™.

2.3.3. Methyl 3a-azidoacetoxy-12a-acetoxy-5B-cholan-24-oate (11)

White solid (88.6%), melting point: 129-131 °C. 'H NMR
(400 MHz, CDCl3) é: 5.09 (d, J = 3 Hz, 1H, 128-H), 4.88-4.78 (m,
1H, 38-H), 3.84 (s, 2H, CH,-27), 3.66 (s, 3H, CH3-25), 2.09 (s, 3H,
12-0Ac), 0.92 (s, 3H, CH3-19), 0.81 (dJ = 6.3 Hz, 3H, CH3-21), 0.73
(s, 3H, CH3-18). 13C NMR (101 MHz,CDCl3) §: 174.57 (C-24), 170.43
(12-C0O), 167.70 (C-26), 76.13 (C-12), 75.83 (C-3), 5147 (C-25),
50.54 (C-27), 49.40, 47.55, 44.98, 41.76, 35.60, 34.67, 34.58, 34.35,
33.96, 32.08, 30.95, 30.80, 27.30, 26.77, 26.51, 25.81, 25.57, 23.38,
22.95 (C-19), 21.28 (120-COCH3), 17.47 (C-21), 12.37 (C-18). FT-
IR (KBr) vmax, cm~1: 2106, 1733, 1281, 1256, 1235, 1198. ESI-MS
(MeOH) m/z (%): 554 (100) [M+Na]*, 570 (10) [M + K]*.



A. Kawka, G. Hajdas, D. Kutaga et al.

2.3.4. Methyl 3a-azidoacetoxy-7a,12c-diacetoxy-5f3-cholan-24-oate
(12)

0il (78%). TH NMR (400 MHz, CDCl5) §: 5.09 (t, J = 2.8 Hz, 1H,
128-H), 492 (d, | = 3.0 Hz, 1H, 78-H), 4.74-4.66 (m, 1H. 38-
H), 3.85 (d, J = 1.8 Hz, 2H, CH,-27), 3.66 (s, 3H, CH3-25), 2.13 (s,
3H, 12-0Ac), 2.08 (s, s, 3H, 7-OAc), 0.93 (s, 3H, CH3-19), 0.82 (d,
J = 6.4 Hz, 3H, CH3-21), 0.73 (s, 3H, CH3-18).13C NMR (101 MHz,
CDCl3) §: 174.48 (C-24), 170.44 (12«-CO), 170.28 (7a~CO), 167.63
(C=26), 75.90 (C-12), 75.30 (C-3), 70.60 (C-7), 51.48 (C-25), 50.56
(C-27), 47.34, 45.02, 43.32, 40.85, 37.72, 34.58, 34.51, 34.45, 34.25,
31.17, 30.86, 30.74, 28.81, 27.14, 26.75, 25.48, 22.78, 22.44 (C-19),
21.50 (12a—COCH3), 21.30 (7r~COCH3), 17.47 (C-21), 12.18 (C-18).
FT-IR (KBr) Vinax, cm~1: 2111, 1732, 1243, 1202. ESI-MS (MeOH) m/z
(%): 612 (100) [M+Na]+.

2.3.5. 5-cholestan-3-ol 3-propiolate (16)

0il (72%). 'H NMR (300 MHz, CDCl3) §: 4.81-4.73 (m, 1H, 3/~
H), 2.85 (s, 1H, CH-30), 0.90 (d, J = 6.5 Hz, 3H, CH5-21"), 0.86 (dd,
J1 = 6.6, J, =14 Hz, 6H, CH3-26" and CH3-27’), 0.82 (s, 3H, CHs-
19/), 0.64 (s, 3H, CH3-18').13C NMR (CDCl3) 8: 152.29 (C-28), 77.20,
76.37 (C-30), 75.12 (C-29), 74.03 (C-3'), 56.35, 56.21, 54.11, 44.61,
42.55, 39.91, 39.48, 36.63, 36.13, 35.78, 35.40, 33.94, 33.63, 31.92,
28.52, 28.22, 28.00, 27.17, 24.17, 23.81, 22.82 (C-19’), 22.55 (C-27"),
21.17 (C-26'), 18.64 (C-21), 12.17, 12.05 (C-18'). FT-IR (KBr) Vmax,
cm~!: 3284, 2117, 1707, 1236. ESI-MS (MeOH) m/z (%): 463 (100)
[M+Nal*+, 479 (40) [M + K]+, 904 (55) [2M+Na]*.

2.3.6. 3B-hydroxy-5-cholestene 1-[2-(methyl
5B-cholan-24-oate)—2-oxoethyl]—1H-1,2,3-triazole-4-(3-carboxylate)
(17)

0il (79.7%). TH NMR (300 MHz, CDCl3): § 8.23 (s, 1H, CH-28),
5.42 (d, ] = 5.0 Hz, 1H, 6’-H), 5.18 (s, 2H,CH,-27), 4.98-4.89 (m,
1H, 3'a-H), 4.88-4.79 (m, 1H, 38-H), 3.67 (s, 3H,CH;-25), 1.05
(s, 3H, CH3-19), 0.93 (s, 3H, CH3-19), 0.92 (d, ] = 6.6 Hz, 3H,
CH3-21"*), 0.90 (d, ] = 1.8 Hz, 3H, CH3-21%*), 0.87 (dd, J; = 6.6,
J» = 1.8 Hz, 6H, CH3-26’ and CH3-27’), 0.69 (s, 3H, CH3-18), 0.65
(s, 3H, CH3-18/).13C NMR (76 MHz, CDCl3) §: 174.73 (C-24), 165.12
(C-26), 160.03 (C-30), 141.02 (C-29), 139.48 (C-5"), 128.83 (C-28),
122.96 (C-6'), 77.48 (C-3), 77.20, 75.18 (C-3'), 51.47 (C-25), 51.21
(C-27), 50.05, 40.44, 40.05, 39.74,39.52, 32.04, 31.93, 31.87, 31.06,
31.01, 24.29, 24.16, 23.82, 23.23, 22.80 (C-19), 22.55 (C-19'), 21.05
(C-27"), 20.84 (C-26'), 19.23, 18.71 (C-21"), 18.28 (C-21), 12.03 (C-
18), 11.85 (C-18'). FT-IR (KBr) Vmax, C~1: 2946, 2867, 1743, 1467,
1364, 1211. ESI-MS (MeOH) m/z (%): 935 (100) [M+Na]*, 951 (10)
[M + K]*.

2.3.7. 3B-hydroxy-5-cholestene 1-[2-(methyl12-acetoxy-58-cholan-
24-o0ate)—2-oxoethyl]—1H-1,2,3-triazole-4-(3-carboxylate)
(18)

0il (55.7%). 'TH NMR (401 MHz, CDCl3) &: 8.24 (s, 1H, CH-
28), 5.42 (d, 1H, 6/=H), 5.19 (s, 2H, CH,-27), 5.08 (d, 1H, 128-H),
4.98-4.87 (m, 1H, 3’a-H), 4.86-4.77 (m, 1H, 38-H), 3.67 (s, 3H,
CH3-25), 2.10 (s, 3H, 12-0Ac), 1.05 (s, 3H, CH3-19’), 0.92 (s, 3H,
CH3-19), 0.92 (d, ] = 6.8 Hz, 3H, CH3-21’*), 0.87 (dd, J; = 6.6,
J» = 1.8 Hz, 6H, CH3;-26’and CH3-27’), 0.81 (d, ] = 6.3 Hz, 3H,
CH3-21%), 0.73 (s, 3H, CH3-18), 0.69 (s, 3H, CH3-18"). 3C NMR
(101 MHz, CDCl3) §: 174.55 (C-24), 170.40 (12a-CO), 165.11 (C-
26), 159.95 (C-30), 140.98 (C-29), 139.43 (C-5'), 128.74 (C-28),
122.95 (C-6'), 7719 (C-12), 75.81 (C-3'),75.15 (C-3), 56.67, 56.12,
51.48 (C-25), 51.16 (C-27), 50.02, 49.37, 47.56, 44.99, 42.30, 41.76,
39.71, 39.49, 38.05, 36.98, 36.60, 36.16, 35.76, 35.60, 34.68, 34.50,
34.39, 33.94, 32.00, 31.90, 31.84, 30.97, 30.81, 28.20, 27.98, 27.73,
27.30, 26.75, 26.43, 25.77, 25.60, 24.26, 23.80, 23.38, 22.94 (C-
19), 22.79, 22.53 (C-19), 21.53 (12—~COCH3), 21.33 (C-26'), 21.02
(C-27"), 19.29, 18.69 (C-21'), 17.48 (C-21), 12.38 (C-18), 11.83 (C-
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18/). FT-IR (KBr) vmax, cm~1: 2950, 2868, 1739, 1244, 1212. ESI-MS
(MeOH) m/z (%): 993 [M+Na]*.

2.3.8. 3B-hydroxy-5-cholestene 1-[2-(methyl 7«,12c-diacetoxy-58-
cholan-24-oate )—2-oxoethyl|—1H-1,2,3-triazole-4-(3-carboxylate)
(19)

0Oil (60%). "TH NMR (401 MHz, CDCl3) §: 8.24 (s, 1H, CH-28),
542 (d, ] = 49 Hz, 1H, 6'-H), 5.22 (s, 2H, CH,-27), 5.09 (d,
1H, 128-H), 4.98-4.86 (m, 2H, 78-H and 3'«a-H), 4.74-4.64 (m,
1H, 3B-H), 3.66 (s, 3H, CH53-25), 2.14 (s, 3H, 7-OAc), 2.09 (s,
3H, 12-0Ac), 1.05 (s, 3H, CH3-19’), 0.92 (s, 3H, CH3-19), 0.92 (d,
J = 3.2 Hz, 3H, CH3-21"*), 0.87 (dd, J;= 6.6, J = 1.8 Hz, 6H,
CH3-26" and CH3-27’), 0.82 (d, ] = 6.3 Hz, 3H, CH3-21"), 0.73 (s,
3H, CH;-18), 0.69 (s, 3H, CH3-18’). 3C NMR (101 MHz, CDCl3)
8: 174.47 (C-24), 170.43 (12«-CO), 170.22 (7a-CO), 165.08 (C-26),
159.88 (C-30), 140.97 (C-29), 139.39 (C-5"), 128.77 (C-28), 122.97
(C-6"), 76.87 (C-12), 75.26 (C-3'), 75.16 (C-3), 70.52 (C-7), 56.66,
56.10, 51.49 (C-25), 51.18 (C-27), 50.00, 47.34, 45.02, 43.32, 42.28,
40.83, 39.70, 39.48, 38.04, 37.70, 36.96, 36.59, 36.15, 35.75, 34.58,
34.38, 34.22, 31.89, 31.83, 31.14, 30.87, 30.73, 28.82, 28.19, 27.97,
27.72, 2714, 26.68, 25.50, 24.25, 23.79, 22.78 (C-19), 22.53 (C-19'),
22.43 (7a-COCH3), 21.57 (12-COCH3), 21.36 (C-26’), 21.01 (C-
27'), 19.28, 18.68 (C-21'), 17.47 (C-21), 12.19 (C-18), 11.82 (C-18').
FT-IR (KBr) vmax, cm~1: 2950, 2869, 1739, 1237. ESI-MS (MeOH)
m/z (%): 1051 (100) [M+Na]*, 1067 (20) [M + K]*.

2.3.9. 3B-hydroxy-5-cholestane 1-[2-(methyl
5B-cholan-24-oate)—2-oxoethyl]—1H-1,2,3-triazole-4-(3-carboxylate)
(20)

0il (51%). "H NMR (401 MHz, CDCl3) §: 8.22 (s, 1H, CH-28), 5.18
(s, 2H, CH,-27), 5.04-4.98 (m, 1H, 3'«-H), 4.89-4.79 (m, 1H, 38-
H), 3.67 (s, 3H, CH3-25), 0.93 (s, 3H, CH3-19), 0.91 (d, J = 8.8 Hz,
3H, CH3-21*), 0.90 (d, J = 6.8 Hz, 3H, CH3-21'*), 0.86 (dd, J; = 6.4,
J» = 2.4 Hz, 6H, CH3-26' and CH3-27’), 0.85 (s, 3H, CH3-19),
0.66 (s, 3H, CH3-18), 0.65 (s, 3H, CH3-18'). 3C NMR (101 MHz,
CDCl3) &: 174.73 (C-24), 165.14 (C-26), 160.16 (C-30), 141.09 (C-
29), 128.76 (C-28), 77.46 (C-3), 77.20, 75.03 (C-3'), 56.43, 56.39,
56.28, 55.97, 54.24, 51.45 (C-25), 51.19 (C-27), 44.74, 42.73, 42.60,
41.89, 40.44, 40.05, 39.99, 39.51, 36.79, 36.17, 35.79, 35.77, 35.49,
35.35, 34.85, 34.54, 33.99, 32.04, 31.99, 31.06, 31.01, 28.61, 28.23,
28.16, 28.00, 27.46, 26.93, 26.47, 26.25, 24.20, 24.15, 23.83, 23.23,
22.80 (C-19), 22.55 (C-19'), 21.22 (C-27’), 20.84 (C-26'), 18.66 (C-
21'), 18.27 (C-21), 12.25 (C-18), 12.06, 12.03 (C-18’). FT-IR (KBr)
Vmax, cm~1: 2945, 2867, 1742, 1380, 1214. ESI-MS (MeOH) m/z (%):
937 (100) [M+Na]*, 953 (5) [M + K] .

2.3.10. 3B-hydroxy-5-cholestane 1-[2-(methyl 12«-acetoxy-58-
cholan-24-oate )—2-oxoethyl|—1H-1,2,3-triazole-4-(3-carboxylate)
(21

0il (53%). TH NMR (401 MHz, CDCl;) §: 8.22 (s, 1H, CH-28), 5.18
(s, 2H, CH,-27), 5.08 (d, 1H, 128-H), 5.04-4.96 (m, 1H, 3’a-H),
4.86-4.77 (m, 1H, 38-H), 3.66 (s, 3H, CH3-25), 2.10 (s, 3H, 7-0Ac),
0.91 (s, 3H, CH3-19), 0.90 (d, ] = 5.6 Hz, 3H, CH3-21), 0.86 (dd,
J1 = 64, [, = 1.6 Hz, 6H, CH3-26’ and CH3-27’), 0.85 (s, 3H, CH3-
19’), 0.81 (d, J = 6.3 Hz,3H, CH3-21"), 0.73 (s, 3H, CH3-18), 0.65 (s,
3H, CH5-18'). 13C NMR (101 MHz,CDCl3) 8: 174.56 (C-24), 170.42
(12a-C0), 165.12 (C-26), 160.06(C-30), 141.04 (C-29), 128.74 (C-
28), 7716 (C-12), 75.80 (C-3), 74.99 (C-3'), 51.49 (C-25),51.13 (C-
27), 4754, 27.30, 22.93 (C-19), 22.53 (C-19),21.53 (12a-COCH3),
21.34 (C-26'), 21.18 (C-27’), 18.63 (C-21"), 17.47 (C-21), 12.37 (C-
18), 12.03 (C-18'). FT-IR (KBr) vmax, cm~1: 2948, 2867, 1738, 1244,
1212. ESI-MS (MeOH) my/z (%): 994 (100) [M-+Na]*, 1011 (30)
[M + K]*.
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2.3.11. 3B-hydroxy-5-cholestane 1-[2-(methyl 7«,12¢-diacetoxy-5 -
cholan-24-oate)—2-oxoethyl]—1H-1,2,3-triazole-4-(3-carboxylate)
(22)

0il (52%). 'TH NMR (401 MHz, CDCl3) §: 8.22 (s, 1H, CH-28),
517 (s, 2H, CH,-27), 5.09 (d, 1H, 128-H), 5.05-4.95 (m, 1H, 3'«-
H), 492 (s, 1H, 78-H), 4.75-4.64 (m, 1H, 38-H), 3.67 (s, 3H, CH3-
25), 2.14 (s, 3H, 7-0Ac), 2.09 (s, 3H, 12-0Ac), 0.92 (s, 3H, CH3-19),
0.90 (d, J] = 6.5 Hz, 3H, CH3-21), 0.86 (dd, J; = 6.8, J, = 2 Hz, 6H,
CH3-26'and CH3-27’), 0.85 (s, 3H, CH3-19'), 0.82 (d, | = 6.4 Hz,
3H, CH;-21"), 0.73 (s, 3H, CH3-18), 0.65 (s, 3H, CH3-18).13C NMR
(101 MHz, CDCl3) §: 174.50 (C-24), 170.45 (120-C0), 170.25 (7a-
CO), 165.10 (C-26), 160.04 (C-30), 141.13 (C-29), 128.69 (C-28),
76.92 (C-12), 75.30 (C-3), 75.06 (C-3’), 70.55 (C-7), 51.52 (C-
25), 51.20 (C-27), 47.39, 45.06, 44.73, 43.35, 42.60, 40.86, 39.98,
39.51, 37.73, 36.78, 36.17, 35.79, 35.49, 34.62, 34.41, 34.25, 33.99,
31.98, 31.18, 30.91, 30.77, 28.85, 28.61, 28.24, 28.01, 27.47, 27.17,
26.71, 25.53, 24.20, 23.83, 22.80 (C-19), 22.55 (C-19’), 22.46 (7a-
COCH3), 21.60 (120c-COCH3), 21.39 (C-26'), 21.22 (C-27"), 18.66 (C-
21’), 17.51 (C-21), 12.26 (C-18), 12.22, 12.07 (C-18’). FT-IR (KBr)
Vmax, M~ 1: 2948, 2868, 1739, 1237.ESI-MS (MeOH) m/z (%): 1053
(100) [M+Na]*, 1069 (10) [M + K]*.

2.4. Theoretical calculations

The PM5 semiempirical calculations were performed using the
WinMopac 2003 program. The final heat of formation (HOF) for
dimers of bile acids and sterols derivatives (17-22) linked 1,2,3-
triazole ring is presented in Table 5. The molecular models of com-
pounds all compounds are shown in Figs. 3 and 4.The calculations
were performed using the Gaussian 09 program package [61] and
B3LYP [62,63] method in conjunction with 6-311G(d,p) [64] basis
set. The magnetic isotropic shielding tensors were calculated using
the standard GIAO/B3LYP/6-311G(d,p) (Gauge-Independent Atomic
Orbital) approach [65,66].

2.5. Docking experiments

Docking experiments were performed using Flare application
available in Cresset Software [67]. Downloaded target pdb’s from
PDB protein data bank [68] were prepared in protein preparation
module using normal calculating mode. Active site size was set
at 6 A. Ligands were prepared according to automatic settings.
Docking calculations were performed according to very accurate
but slow method. Grid box was centered on co-crystallized ligand.
Number of runs was set at 8 and max poses at 10.

3. Results and discussion

In our previous work we described the synthesis method and
characterization bile acid-sterol conjugates linked with a 1,2,3-
triazole ring of propargyl esters of lithocholic, deoxycholic as well
as cholic acids and ergo ster-38-yl 2-azidoacetate and cholester-
3B-yl 2-azidoacetate [69]. To the best of our knowledge, no
work has been published on the synthesis or the physicochemical
properties of 3-bromoacetoxy (8,9) and 3-azidoacetoxy derivatives
of metyl 12«-acetoxy-5p-cholan-24-oate (11) and metyl 7,120~
diacetoxy-58-cholan-24-oate (12), 5-cholestan-38-ol 3-propiolate
(16) as well as new six conjugates of connected in a head-to-tail
fashion of 3-azidoacetoxy derivatives of bile acids (tail) and propi-
olate esters of sterols (head) linked by a 1,2,3-triazole ring (17-22).
This type of combination is a completely innovative approach to
the preparation and research of a new type of steroid conjugates.

The structures of two bromoacetyl substituted derivatives of
bile acids (8) and (9), azidoacetyl substituted derivatives of bile
acids (11) and (12), 5-cholestan-3 -0l 3-propiolate (16) as well as
all synthesized conjugates (17-22) were determined on the basis of
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their 'H and 3C NMR, FI-IR, and ESI-MS spectra. Moreover, PM5
and B3LYP calculation methods were performed for all compounds.
The syntheses of substrates (8,9), (11,12) and (16), as well as con-
jugates (17-22), are shown in the Schemes 1 and 2, respectively.

3.1. Synthesis

The bile acid methyl esters, steroids bromoacetates and azi-
doacetates derivatives as well as propiolate esters of sterols were
obtained with satisfactory yields. The methyl 3«-bromoacetoxy-
5B-cholan-24-oate (7), methyl 3«-bromoacetoxy-12x-acetoxy-58-
cholan-24-oate (8), methyl 3a-bromoacetoxy-7c«,12c-diacetoxy-
5B-cholan-24-oate (9) was synthesized in the reaction of methyl
esters of bile acids (4-6) with bromoacetic acid bromide in
anhydrous dichloromethane. On the other hand methyl 3w-
azidoacetoxy-58-cholan-24-oate (10), methyl 3c-azidoacetoxy-
12a-acetoxy-58-cholan-24-oate  (11), methyl 3a-azidoacetoxy-
7a,12a-diacetoxy-58-cholan-24-oate (12) was synthesized in the
reaction of bromoacetate derivatives of bile acids via a substitution
reaction with NaN3 in DMF at 50°. This one-pot reaction leads to
azide derivatives in very good yield. The estrification of cholesterol
(13) or cholestanol (14) with propiolic acid in dichloromethane
with p-TsOH presence gave 5-cholesten-38-ol 3-propiolate (15)
and 5-cholestan-38-ol 3-propiolate (16).The azides of derivatives
bile acids (10-12) and propargyl esters of sterols (15-16) were
used as a substrates in the ,click” chemistry reaction in the pres-
ence of CuSO4-5H,0 and sodium ascorbate in t-BuOH/MeOH (5:1).
A mixture of crude products (17-22) were obtained and separated
by column chromatography. This reaction leads to dimers in saris
factory yields.

3.2. Spectroscopic study

3.2.1. Nuclear magnetic resonance spectroscopy

The three substrates methyl 3«-bromoacetoxy-58-cholan-24-
oate (7), methyl 3w-azidoacetoxy-58-cholan-24-oate (10) and 5-
cholesten-38-ol 3-propiolate (15) have been described and charac-
terized in the literature [37,69]. The'H and 3C NMR data of com-
pounds (8), (9), (11), (12) and (17-22) are shown in Tables 1-3 re-
spectively. The TH NMR spectra in the region of 5.45-4.60 ppm for
the most characteristic signals of compounds (17-22) are shown in
Fig. 1.

In the TH NMR spectrum of methyl 3c-bromoacetoxy-12a-
acetoxy-58-cholan-24-oate (8), methyl 3w-bromoacetoxy-7a,12c-
diacetoxy-5p-cholan-24-oate (9), methyl 3«-azidoacetoxy-12c-
acetoxy-583-cholan-24-oate (11) and methyl 3w«-azidoacetoxy-
7o, 12c-diacetoxy-58-cholan-24-oate (12) showed characteristic
two hydrogen singlets in the range 0.73 and 0.93-0.91 ppm and
doublet at 0.82-0.81 ppm assigned to CH;-18, CH3-19, and CH3-
21, respectively. The protons of CH3-25 gave characteristic signal
at 3.66 ppm. The protons of the 7o—-CO,CH3 group gave signals in
the range 2.15-2.13 ppm for compounds (9) and (12), and addition-
ally 12a¢-C0O,CH;3 group gave signals in the range 2.08-2.10 ppm
for compounds (8), (9) and (11) and (12).For all compounds show
characteristic multiplets in the range 4.88-4.61 ppm assigned to
axial positions of the C35-H protons in steroid skeleton. In the
spectrum of compounds (9) and (12) additionally is present po-
sitions of the C75-H proton in the range 4.92-4.91 ppm. However,
in the case of these acetoxy derivatives protons of C128-H appear
at 5.09 ppm. The '"H NMR spectra of these compounds show char-
acteristic singlets at 3.81 ppm for the protons of the 3«¢—~CO,CH,Br
group, whereas for compound (8)and (9). In turn for compounds
(11) and (12) the protons of the 3c-CO,CH,N3 group in the range
3.85-3.84 ppm. The proton of C=CH group in compound (16) gave
signal at 2.85 ppm. Two hydrogen singlets at 0.64, 0.82 as well as
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(a)
CO,H

(i) MeOH, p-Ts OH

(ii) Ac,0, Py for (2) & (3)
(iii) K,CO3 MeOH for (2) & (3) 4
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Oline
I

(4)R?=R%=H
(5) R?=H; R®= OAc
(6)R? = R®=0OAc

(iv) BrCH,COBr, CH,CI, (anhydrous)

(b)

HO L

5 6'

(vi) CH==CCO,H

(13) Cs=Cy
(14) C5-Cg

CH,Cly, p-TsOH

(15) C5=Cg
(16) C5-Ce

Scheme 1. Synthesis of bromoacetyl substituted derivatives of methyl esters of bile acids (7-9) and its azidoacetyl substituted derivatives (10-12) (a) as well as propargyl

esters of cholesterol (15) and cholestanol (16) (b).

Table 1
TH i3C NMR chemical shift (ppm) of compounds (8-9) and (11-12) in CDCls.
8 9 1 12

No. of atoms 1H 13C 1H 13C 14 1BC 14 1BC
3 4.81-4.72 75.84 4.69-4.61 75.32 4.88-4.78 75.83 4.74-4.66 75.30
7 - - 491 70.61 - - 492 70.60
12 5.09 76.32 5.09 76.06 5.09 76.13 5.09 75.90
18 0.73 12.37 0.73 12.19 0.73 12.37 0.73 12.18
19 0.91 2297 0.92 2248 0.92 22.95 0.93 2244
21 0.81 17.47 0.81 17.46 0.81 17.47 0.82 17.47
24 - 174.57 - 174.50 - 174.57 - 174.48
25 3.66 51.49 3.66 51.51 3.66 51.47 3.66 51.48
26 - 166.71 - 166.74 - 167.70 - 167.63
27 3.81 27.30 3.81 28.86 3.84 50.54 3.85 50.56
7a-CO - - - 170.31 - - - 170.28
12a-CO - 170.45 - 170.50 - 170.43 - 170.44
7a-COCH3 - - 2.15 21.40 - - 2.13 21.30
12a-COCH3 2.10 21.34 2.09 21.58 2.09 21.28 2.08 21.50

characteristic doublets at 0.90 ppm are assigned to CH3-18’, CH3-
19/, and CH3-21/, respectively. The doublets of doublets of protons
of CH3-26" and CH3-27' gave signal at 0.86 ppm. The equatorial
proton in positions of the C3a-H proton in cholestanol skeleton
gave signal in the range 4.81-4.75 ppm.

The diagnostics proton signals of the triazole ring C28-H of all
conjugates with 1,2,3-triazole ring (17-22) in CDCl3 arise as a sin-
glet at about 8.24-8.22 ppm. In turns, the protons of the methy-

lene groups C27-H linked directly to the triazole ring give signals
at about 5.22-5.17 ppm. The 'H NMR spectra of (17-22) showed
characteristic multiplets of protons of C3'a-H of sterol skeleton in
the range of 5.04-4.86 ppm. In the same range there are also mul-
tiplets from the protons of C38-H group of bile acid skeleton. In
the spectra of compounds (18), (19)and (21)and (22) characteris-
tic broad singlets in the range 5.09 ppm are observed which are
due to the C128-H protons. 'H NMR spectra of conjugate (19)
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sodium ascorbate

(10) CuSO0, x 5H,0
1) + (19
(12) (16) '‘BUuOH/MeOH (5:1)
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24 25
CO,CH,

(17) R?=R3=H; C5=Cq

(18) RZ = H; R® = OAc; C5=Cq
(19) R2= R3 = OAc; C5=Cq
(20) R2=R3=H; C5-Cq

(21) R2 = H; R® = OAc; C5-Cq
(22) R? = R® = OAc; C5-Cq

Scheme 2. Synthesis of dimers of bile acids and sterols derivatives (17-22) linked by 1,2,3-triazole ring.

Table 2
TH NMR chemical shift (ppm) of compounds (17-22) in CDCls.
Compounds
No. of atoms
17 18 19 20 21 22

38-H 4.88-4.79 4.86-4.77 4.74-4.64 4.89-4.79 4.86-4.77 4.75-4.64
7B-H - - 498-4.86 - - 4,92
12-H - 5.08 5.09 - 5.08 5.09
18 0,69 0.73 0.73 0.66 0.73 0.73
19 0.93 0.92 0.92 0.93 0.91 0.92
21 0.90 0.81 0.82 0.91 0.90 0.90
25 3.67 3.67 3.66 3.67 3.66 3.67
27 5.18 5.19 5.22 5.18 5.18 5.17
28 8.23 8.24 8.24 8.22 8.22 8.22
70—0Ac - - 2.14 - - 2.14
120—-0Ac - 2.10 2.09 - 2.10 2.09
3'a-H 498-4.89 498-487 4.98-4.86 5.04-498 5.04-4.96  5.05-4.95
6'-H 5.42 5.42 5.42 - - -
18 0.65 0.69 0.69 0.65 0.65 0.65
19 1.05 1.05 1.05 0.85 0.85 0.85
21 0.92 0.92 0.92 0.90 0.81 0.82
26’ 0.87 0.87 0.87 0.86 0.86 0.86
27 0.87 0.87 0.87 0.86 0.86 0.86

show multiplets in the range of at 4.98-4.86 ppm but conjugate
(22) gave singlet at 4.92 ppm assigned to the C78-H protons of
the bile acid skeleton. In the bile acids skeleton was observed two
hydrogen singlets ranking from 0.73 to 0.66 and 0.93-0.91 ppm
and characteristic doublet at 0.91-0.81 ppm assigned to CH3-18,
CH3-19 and CH3-21, respectively. On the other hand in the choles-
terol part the characteristic hydrogen singlets in the range 0.69-
0.65 and 1.05-0.85 ppm and doublet at 0.92-0.82 ppm assigned to
CH3-18/, CH3-19’, and CH3-21’, respectively. The 'H-NMR spectra
of (17-22) showed a doublet at 0.87 or 0.86 ppm for the protons
of the CH3-26" and CH3-27' methyl groups. For cholesterol deriva-
tives (17-19) diagnostics is doublet for C6’'-H at 5.42 ppm. Addi-
tionally in the TH NMR spectra of all conjugates show characteris-
tic singlets in the range 2.14 ppm and 2.10-2.09 ppm for the pro-
tons of the 7a-CO,CH3 and 12a-CO,CH3 group, respectively. The

characteristic protons shifts for compounds (15-18) are collected in
Table 3.

The 3C NMR spectra of compounds (8-9) and (11-12) show
characteristic signals at 12.37-12.18, 22.97-22.44 and 17.47-
17.46 ppm which are assigned to CH3-18, CH3-19 and CH3-21,
respectively. On the other hand, carbon atoms in carbonyl group
of bromoacetoxy groups in positions 3« resonate in the range
of 167.70-166.71 ppm. The carbon atoms of the C(12)=0 steroid
skeleton gave signals in the range of 170.50-170.43 ppm. However,
carbon of the C(7)=0 gave signal at 170.31-170.28 ppm. The di-
agnostics signal for CH,Br groups in compounds (8-9) is observed
at 28.86-27.30 ppm. Whereas the characteristic signal for CH,N3
groups in compounds (11-12) is observed at 50.56-50.54 ppm.
Additionally for compound (16) were observed five signals from
methyl groups CH3-18’, CH3-19’ and CH3-21" as well as CH3-26’
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a7)

27-CH:
28-H

Yo-H 3g-H

T

545 540 535 530 525 520 515 510 505 500 495 490 4.85 480 4.7
ppm

27-CH:

12B-H YoH IBH

AN

5.45 5.40 5.35

- - T -~ - -~ v -~ - - -~ - -

5.30 5.25 5.20 5.15 5.10 5.05 5.00 4.95 490 4.85 4.80 4.75 4.70

ppm

(19) 23w

27-CH:

825 8.0 Yo H, 7B H

6-H

|

545 540 535 530 525 520 515 510 505 500 49 490 485 480 475 470 465 A4«
ppm

Fig. 1. '"H NMR Spectra in the region of 5.45-4.65 ppm for the most characteristic signals of compounds (17-19).
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(17)

1919 27' 26' 21" 21 1818’
B e A
23.0 22.0 21.0 20.0 19.0 18.0 17.0 16.0 15.0 14.0 13.0 12.0
ppm

(20)
1919 27" 26' 21" 21 1818
| “ H H !I |
B T
23.0 22.0 21.0 20.0 19.0 18.0 17.0 16.0 15.0 14.0 13.0 12.0
ppm

Fig. 2. Analytical differences of CH; groups of dimmers of lithocholic acid and cholesterol (17) and lithocholic acid and cholestanol (20) linked by 1,2,3-triazole ring in the

corresponding >C NMR spectrum.

Table 3
13C NMR chemical shift (ppm) of compounds (17-22) in CDCl5.
Compounds
No. of atoms
17 18 19 20 21 22

3 77.48 75.15 75.16 77.46 75.80 75.30
7 - - 70.52 - - 70.55
12 - 77.19 76.87 - 77.16 76.92
7a-CO - - 170.22 - - 170.25
120-CO - 170.40 170.43 - 170.42 170.45
70-COCH; - - 2243 - - 22.46
120-COCH3 - 21.53 21.57 - 21.53 21.60
18 12.03 12.38 12.19 12.25 12.37 12.26
19 22.80 22.94 22.78 22.80 22.93 22.80
21 18.28 17.48 17.47 18.27 17.47 17.51
24 174.73 174.55 174.47 174.73 174.56 174.50
25 51.47 51.48 51.49 51.45 51.49 51.52
26 165.12 165.11 165.08 165.14 165.12 165.10
27 51.21 51.16 51.18 51.19 51.13 51.20
28 128.83 128.74 128.77 128.76 128.74 128.69
29 141.02 140.98 140.97 141.09 141.04 141.13
30 160.03 159.95 159.88 160.16 160.06 160.04
3 75.18 75.81 75.26 75.03 74.99 75.06
5 139.48 139.43 139.39 - - -
6 122.96 122.95 122.97 - - -
18 11.85 11.83 11.82 12.03 12.03 12.07
19 22.55 22.53 22.53 22.55 22.53 22.55
21 18.71 18.69 18.68 18.66 18.63 18.66
26' 20.84 21.33 21.36 20.84 21.34 21.39
27’ 21.05 21.02 21.01 21.22 21.18 21.22

and CH3-27" at 12.05 ppm, 22.85 ppm, 18.64 ppm and 27.17 and
22.55, respectively. The carbon atoms of the HC=C-CO, group are
observed in the range 152.29 ppm, and 75.12 ppm as well as at
76.37 ppm are assigned to CO,,C=C-H respectively.

The 3CNMR spectra of dimers linked by 1,2,3-triazole ring
in CDCl3, showed signals at 12.38-12.03 ppm, 22.93-22.78 ppm,
18.28-17.47 ppm, which were assigned to CH3-18, CH3-19 and

CH5-21 of bile acids parts, respectively. In the case of cholesterol
parts, the signals of C-atoms of CH3-18’, CH3-19’ and CH3-21'
groups were situated in the ranges of 12.07-11.82, 22.55-22.53,
and 18.71-18.63 ppm, respectively. The following characteristic
shifts of methyl groups were present in the sterol side chain: CH3-
26’ and CH3-27’are positioned in the range of 21.39-20.84 ppm
and 21.22-21.01 ppm.

Analytical differences in the 3C NMR spectra of the methyl
groups of compound (17) and (20) are shown in Fig. 2. On the
other hand, in the 3C NMR spectra of compounds (17-22), the
signals of the C(27)H, groups appeared in the range of 51.21-
5113 ppm. The carbon atoms from triazole ring: C(28) as well
as C(29) groups resonated at 128.83-128.69 ppm and 141.13-
140.97 ppm, respectively.

The signals of C(24)=0, C(26)=0 and C(30)=0, appeared in
the range of 174.73-174.47 ppm, 165.14-165.08 ppm and 160.16-
159.95 ppm, respectively. However, carbon atoms in C = O of ace-
toxy groups in positions 7o and 12« resonate in the range of
170.45-170.22 ppm.

3.2.2. Infrared spectroscopy

The most characteristic feature of the FT-IR spectra of com-
pound (16) is band at 3284 cm™! assigned to the v(=C-CH) group.
Regarding that the steroid skeleton is a saturated hydrocarbon, it
doesn’t provide many useful IR features. Strong stretching vibra-
tions of C-H bonds are identified at 2933 cm™! and 2865 cm™.
For synthesized compounds (10), (11) and (12) are requisite and
analytical bands at 2111-2106 cm™!, which are specific attribute
of (N = N*=N~) group. Moreover, for all substrates (7-9), (10—
12) and (15-16) are also observed two strong characteristic bands
at 1756-1707 cm™! and 1283-1198 cm™!, which are assigned re-
spectively to the symmetric group v(C = 0) and v(C-0). It worth
mentioning that the most distinctive in the FT-IR spectra of con-
jugates steroids (15-20) are represented by v(C = 0) and v(C-0)
groups, two powerful bands in the 1743-1732 cm™! and 1244-1211
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19)

17)

(18)

(19)

Fig. 3. Molecular models of conformers syn (a) and anti (b) for conjugates (17-19) calculated by PM5 method.

cm™! region, appropriately. In addition, characteristic stretching vi-
brations of C-H bonds are present in the 2946-2867 cm™!.

3.3. PM5 and B3LYP calculations

PM5 semiempirical calculations were performed using the Win-
Mopac 2003 program. The molecular models of all conjugates are
shown in Fig. 3. Representative conjugates (19) of bile acids in con-
formers syn and anti are shown in Fig. 4. The final heats of forma-
tion (HOF) for the bile acids (1-3), cholesterol (13) and cholestanol
(14) as well as their conjugates (17-22) are presented in Table 4.
It is worth mentioning that, in many works that describe the ap-
plication of computational methods, one can find information on
the comparison of theoretical results with crystallographic struc-
tures. Not without significance is the use of computational meth-
ods in determining the properties of the docking [70-72]. We were

able to obtain a very good picture of molecular modeling using
semiempirical calculations [73]. The lowest values of HOF for con-
jugates of bile acids and sterols (17-22) are observed for cholic
acids and its conjugates (19) and (22). The number of hydroxyl
groups in the steroid skeleton lowers the value of the determinant
of HOF. We observe exactly the same relationship for blocked hy-
droxyl groups by bolting them with acetate groups. The OAc groups
facilitate the formation of intramolecular H-bonds and stable host-
guest complexes. These complexes may be stabilized by H-bonding
or electrostatic interactions that arise from the OAc groups in the
bile acid molecule. The HOF value decreases with the increasing
number of OAc groups in the steroid skeleton. Furthermore, for anti
conformers of deoxycholic and cholic acid derivatives, HOF is lower
than for syn conformers. On the other hand, the syn conformer
of the lithocholic acid derivatives (17) and (20) has a higher HOF
value than the anti conformer and is therefore more durable as no
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(b)

Fig. 4. Molecular models of conformers syn (a) and anti (b) of conjugate (19) calculated by PM5 method.

Table 4

Heat of formation (HOF) [kcal/mol] of bile acids (1-3), sterols (13,14) and conjugates (17-22).
Compound  HOF HOFqy, HOF 4 AHOF, AHOF, AHOF; AHOF,
1 -229.2756 - - - - - -
2 -266.8560 - - - - - -
3 -309.8662 - - - - - -
13 -145.2016 - - - - - -
14 -167.9130 - - - - - -
17 - -370.9984 -370.8825 -141.7228 -141.6069 -225.7968 -225.6809
18 - -448.9483 -456.2749 -182.0923 -189.4189 -303.7467 -311.0733
19 - -533.3628 -542.0610 -223.4966 -232.1948 -388.1612 -396.8450
20 - -394.2004 -393.6084 -164.9248 -164.3328 -226.2874 -225.6954
21 - -471.8692 -479.4003 -205.0132 -212.5443 -3,039,562 -311.4873
22 - -557.2032 -557.2743 -247.3370 -247.4081 -389.2902 -389.3613

AHOF; = HOFconjugatessyn(17-22) = HOFpjle acids (1-3)-
AHOF, = HOF onjugatesanti (17-22) = HOFpije acids (1-3)-
AHOF3 = HOFconjugatessyn(ﬂ—zz) - HOFsterols(l3-l4)~
AHOF; = HOFconjugatesanti(17-22) = HOFierois(13-14)-

intramolecular interactions are formed. This is due to the absence
of electron donating or acceptor groups in its molecule (without
OAc groups). The preferential formation of syn conformers for con-
jugates (17) and (20) can therefore be explained by the formation
of a molecule that is smaller in volume. However, for the remain-
ing conjugates, deoxycholic and cholic acid derivatives (18-19) and
(21-22), anti conformers with a lower HOF value are arranged in
layers (Fig.3).

The relations between the experimental 3C and 'H chemical
shifts (dexp) and the GIAO (Gauge-Independent Atomic Orbitals)
magnetic isotopic shielding constants (o), which are widely
used in an efficient implementation [65,66], are usually linear and
described by the following equation: Sexp=a + b-0 . The slope
and intercept of the least-squares correlation line is used to scale
the GIAO magnetic isotopic shielding constants, o, and to pre-
dict the chemical shifts, dpreq=a + b-0 ¢y (Fig. 5). The parame-
ters a and b are given in Table 5. Usually, the correlations be-
tween the experimental chemical shifts and calculated magnetic
isotopic shielding constants are better for carbon-13 atoms than for
protons. The differences between the calculated and experimental
shifts for protons are probably due to the fact that the shifts are
calculated for single molecules in gas phase. As can be seen from
Fig. 5 the correlationis good for both carbon atoms and for the pro-
tons.
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3.4. Prediction of activity spectra for substances

Potential pharmacological activities of the synthesized com-
pounds have been determined on the basis of computer-aided drug
discovery approach with in silico Prediction of Activity Spectra for
Substances (PASSs) program. It is based on a robust analysis of
the structure-activity relationship in a heterogeneous training set
currently including about 250.000 biologically active compounds
from different chemical series with about 4.500 types of biolog-
ical activities. Since only the structural formula of the chemical
compound is necessary to obtain a PASS prediction, this approach
can be used at the earliest stages of investigation. There are many
examples of the successful use of the PASS approach leading to
new pharmacological agents [74-78]. The PASS software is use-
ful for the study of biological activity of secondary metabolites.
We have selected the types of activities that were predicted for
a potential compound with the highest probability (focal activi-
ties). If predicted activity is higher than 0.7 (PA > 0.7), the sub-
stance is very likely to exhibit the activity in experiment and the
chance of the substance being the analogue of a known pharma-
ceutical agent is also high. If predicted activity is between 0.5 and
0.7 (0.5 < PA < 0.7), the substance is unlikely to exhibit the ac-
tivity. In experiment and the similarity to known pharmaceuti-
cal substance is very limited. Additionally, analyses of the biolog-
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Fig. 5. Experimental chemical shifts (8exp, CDCl3) in (19) vs isotropic magnetic shielding constants (o ¢,y from the GIAO/B3LYP/6-311G(d,p) calculations; (a) protons and (b)

carbons-13.

Table 5

Chemical shifts (8. ppm) in CDCl; and calculating GIAO nuclear magnetic shielding tensors
(0ca) for (19). The predicted GIAO chemical shifts were computed from the linear equation
Sexp. = @ + b0y with a and b determined from the fit of the experimental data (r? is the

correlation coefficient). .

‘Sexp, 8cale O calc ‘Sexp. 8cale O calc
C(3) 75.16 80.50 126.30 H(38)) 474 449 28.14
c(7) 70.52 70.38 135.67 H(78) 498 499 27.66
C(12) 76.87 82.54 124.41 H(128) 5.09 493 27.58
C(7-CO) 170.22 17233 41.27 H(18) 0.73 092 3198
C(12-CO) 170.43 173.66  40.09 H(19) 0.92 1.02  31.86
C(7-COCH3) 22.43 19.94 182.38 H(21) 0.82 077 3214
C(12-COCH;)  21.57 21.28 181.14 H(25) 3.66 3.73 28.95
C(18) 12.19 12.87 188.93 H(27) 5.22 545 27.11
C(19) 22.78 22.95 179.59 H(28) 824 791 24.46
C(21) 17.47 17.70 184.45 H(7a-0Ac) 214 191 30.91
C(24) 174.47 169.26  44.12 H(12a-OAc)  2.09 1.77  31.06
C(25) 51.49 54.34 150.53 H(3'@) 498 5.55 26.78
C(26) 165.08 169.26  43.50 H(6") 542 548 27.08
C(27) 51.18 53.11 151.66 H(18') 0.69 082 32.08
C(28) 128.77 134.65 76.17 H(19") 1.05 112  31.76
C(29) 140.97 125.66  84.47 H(21") 0.92 1.03 31.85
C(30) 159.88 160.82 51.93 H(26') 0.87 063 3229
(3" 75.26 83.61 123.43 H(27") 0.87 089 32.00
C(5") 139.39 133.93 76.83 a 30.6665
C(6") 122.97 121.41 88.42 b -0.9303
Cc(18") 11.82 13.45 188.39 r? 0.9905
C(19") 22.53 22.23 180.26
C(21") 18.68 18.72 183.51
C(26") 21.36 24.33 178.32
C(27") 21.01 20.59 181.78
a 216.9071
b -1.848
2 0.9942

ical prediction activity spectra for the new bromoacetoxy deriva-
tives of deoxy and cholic acids (8-9), azidoacetoxy derivatives of
deoxy and cholic acids (11-12), and 5a-cholestan-3-yl-propynoate
(16) as well as all conjugates (17-22) prepared herein are good
examples of in silico studies of chemical compounds. We also se-
lected the types of activity that were predicted for a potential com-
pound with the highest probability (focal activities) (Table 6). Ac-
cording to these data the most frequently predicted types of bio-
logical activity for (8-9) and (11-12) are: acylcarnitine hydrolase
inhibitor,alkenylglycerophosphocholine hydrolase inhibitor, alky-
lacetylglycerophosphatase inhibitor,dextranase inhibitor, glyceryl-
ether monooxygenase inhibitor, peptidoglycan glycosyltransferase

1

inhibitor. Additonaly5«-cholestan-3-yl-propynoate greater than
0.80 are: anesthetic general, respiratory analeptic, protein-
disulfide reductase (glutathione) inhibitor, cholestanetriol 26-
monooxygenase inhibitor, prostaglandyn-E2 9-reductase inhibitor,
CYP2C, CYP3A, CYP2B6 and CYP3A4 substrates, flavin-containing
monooxygenase inhibitor, alkenylglycerophosphoethanolamine hy-
drolase inhibitor, linoleate diol synthase inhibitorglucan Endo-1,3-
beta-D-glucosidase inhibitor, antieczematic, analeptic. Conjugates
have significantly lower predicted biological activity than the sub-
trates discussed above.The most important include: pancreatic dis-
orders treatment, glyceryl-ether monooxygenase inhibitor, choles-
terol antagonist, antihypercholesterolemic, aypolipemic.
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Table 6
“Probability to be Active” (PA) values for the predicted biological activity of (8-9)and (11-12), (16) as well as
(15-20).
FocalPredicted Compounds
Activity
(PA>0.70) 8 9 1 12 16* 17 18 19 20 21 22
0.96 0.96 0.95 0.95 0.96 - - - - - -
Acylcarnitinehydrolase
inhibitor
0.93 0.90 0.89 0.83 0.95 - - - - - -
Alkenylglycerophosphocholinehydrolase
inhibitor
0.93 0.90 0.90 0.86 0.95 - - - - - -
Alkylacetylglycerophosphatase
inhibitor
Dextranase 0.89 0.83 0.85 0.75 0.89 - - - - - -
inhibitor
Glyceryl- 0.82 0.85 0.80 0.83 0.81 - 0.71 0.75 0.72 0.75 0.79
ethermonooxygenase
inhibitor
0.81 0.75 0.80 0.73 0.82 - - - - - -
Peptidoglycanglycosyltransferase
inhibitor
Cholesterol 0.79 0.76 - - 0.89 0.84 0.76 0.76 0.71 - -
antagonist
Protein- 0.80 072 076 - - - - - - - -
disulfide
reductase
(glutathione)
inhibitor
0.79 0.80 0.76 0.78 0.83 - - - - - -
Adenomatouspolyposistreatment
Cytoprotectant 0.74 0.76 0.73 0.75 - - - - - - -
Hypolipemic - 0.71 - 0.74 0,73 0.76 0.78 0.85 - - 0.78
- - 0.73 0.79 0,80 0.73 - 0.75 - - -
Antihypercholesterolemic
- - - - - 0.83 0.80 0.79 0.90 0.86 0.84
Pancreaticdisorderstreatment
* more examples in the text.
Table 7 ) Leu290, Val291 and Pro111) as well. The binding mode for com-
Caleulated docking scores for compounds (19) and (22). pound 19 is similar to those reported by A. Geronikaki [83]. Ligand
AG docking score [kcal/mol] 22 (Fig. 7) with the highest docking score (AG = -0.238 kcal/mol)
Compound 2085 1KZN SV5Z 1EZF exhibited many steric clashes which may suggest it does not fit
to the binding pocket which may implies low activity. In terms
19 -6877. 9946 -15856  -13.361 of binding to gyrase (Table 7, 1KZN) both compounds exhibit low
22 -0.238 -10.34 -15.388 -15.119 !

3.5. Molecular docking studies

Potential antibacterial and antifungal activity of two represen-
tative compounds was determined in docking study. In this case
two of the most common molecular targets which are responsible
for antibacterial activity were chosen: E. coli MurB (PDB ID: 2Q85)
[79] and Gyrase (PDB ID: 1KZN) [80]. In terms of antifungal activ-
ity two of the most significant molecular targets are: CYP51¢, (PDB
ID: 5V5Z) [81] and Squalene synthase (PDB ID: 1EZF) [82] and that
targets were chosen for docking study. Based on calculated docking
score (Table 7), most of considered compounds may exhibit poten-
tial antibacterial and antifungal activity, however antifungal activ-
ity seems to be stronger. All docked compounds occupy the same
binding pocket as the parent co-crystallized ligands.

3.5.1. Docking to antibacterial drug targets

During dockinig to E. coli MurB protein (Fig. 6), forming of
strong hydrogen bond with Arg327 was observed for both com-
pounds. Ligands adopt bent conformation in the binding site. Lig-
and 19 exhibited forming of additional strong hydrogen bonds
(bond length < 21 A) with GIn120 and Argl159. For the same
ligand, we identified stabilizing hydrophobic contact (with Ile110,

12

docking score and forming hydrogen bonds with Arg136 and Arg76
(bond length < 2.2 A) and cation-pi interaction between 1,2,3-
triazole ring and Arg76. Some stabilizing hydrophobic interactions
were identified as well as less number of steric clashes than for
2Q85.

3.5.2. Docking to antifungal drug targets

For both targets, docking study revealed the lowest docking
scores and bent conformations for considered compounds. Ligand
19 (Fig. 8) forms strong hydrogen bond (bond length = 2.6 A) be-
tween His377 and lanosterol 14 alpha-demethylase of C. albicans
(Table 7, CYP51¢;) whereas compound 22 (Fig. 8) forms hydrogen
interaction with Met508 (bond length = 2.3 A). In terms of stabi-
lizing hydrophobic interactions (eg. Phe233 or Ile231) one of the
most crucial is interaction between compound 19 and Hem601.
This interaction was not observed for ligand 22. For both ligands
just a few steric clashes were identified which shows that ligands
fit into binding pocket well. Docked ligand 19 to Squalene syn-
thase (Fig. 9, Table 7) revealed forming of two strong hydrogen
bonds with Arg218 and Arg52 (bond length < 2.1 A) while ligand
22 showed only one hydrogen bond with GIn212 (bond length <
2.1 A). Some weak stabilizing hydrophobic interactions were iden-
tified as well as a few steric clashes. Both compounds adopt bent
conformation.
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Fig. 8. Ligand interactions and binding mode for compound 19 and 22 in 5V5Z. A, C - represents ligand 19 (green); B, D - represents ligand 22 (yellow).
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Fig. 9. Ligand interactions and binding mode for compound 19 and 22 in 1EZF. A, C - represents ligand 19 (green); B, D - represents ligand 22 (yellow).

4. Conlusions

The increasing interest in the synthesis of new bile acid conju-
gates using the click chemistry method significantly influences on
the development of supramolecular chemistry, pharmacology and
medicine. Design, preparation, enormous biological potential and a
wide range of physicochemical properties of compounds containing
the 1,2,3-triazole ring allow them to be used as artificial receptors,
organogels or new complexing and transporting drugs. In conclu-
sion, six new conjugates of bile acids and sterols linked with 1,2,3-
triazole ring (17-22) in a way: head (sterol)-tail (bile acid) were
prepared from cholesterol/cholestanol esters of propiolic acid and
azidoacetyl substituted derivatives of bile acids in t-BuOH/MeOH
mixture in the presence of CuSO4-5H,0 and sodium ascorbate at
60 °C. Moreover, two bromoacetyl (8) and (9) as well as two azi-
doacetyl (11) and (12) substituted derivatives of bile acids were
prepared from dehydrocholic or cholic acid in dry dichloromethane
with bromoacetic acid bromide and in THF with sodium azide at
50 °C, appropriately. Additionally cholestanyl ester of propiolic acid
(16) were prepared from cholestanol in dichloromethane. These
new compounds linked with 1,2,3-triazole ring were characterized
by analytical methods such as spectroscopic (NMR, FT-IR), spec-
trometry (ESI-MS), semiempirical calculation (PM5) and PASS. The
effects of inter and intramolecular interactions and conformation
of molecules have been precisely explained by comparison of ex-
perimental data taken in the condensed phase and calculation data
(gas phase).The magnetic isotopic shielding constants, o .., were
calculated by the GIAO/B3LYP/6-311G(dp) level of theory. Linear
correlations between the experimental 'H and 3C chemical shifts
and the computed screening constants confirm the optimized ge-
ometry. The potential antibacterial and antifungal activity of two
representative compounds were determined in the docking study.
Based on the calculated docking score most of the considered com-
pounds may exhibit potential antibacterial and antifungal activity,
however, antifungal activity seems to be stronger.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Six steroid conjugates of bile acids and sterol derivatives have been synthesized using the click chemistry
Bile acids method. The azide-alkyne Huisgen cycloaddition of the propionyl ester of lithocholic, deoxycholic and cholic
Sterols

acid with azide derivatives of cholesterol and cholestanol gave new bile acid-sterol conjugates linked with a
1,2,3-triazole ring 1,2,3-triazole ring. Previously, sterols were converted to bromoacetate substituted derivatives by reaction with
I—;uman erythrocytes bromoacetic acid bromide in anhydrous dichloromethane. These compounds were then converted to azide de-
PASS rivatives using sodium azide. The propiolic esters of lithocholic, deoxycholic and cholic acids were obtained by
reaction with propiolic acid in the presence of p-toluenesulfonic acid. Additionally, two of these steroids: methyl
3a-propynoyloxy-12a-acetoxy-5p-cholane-24-oate and methyl 3a-propynoyloxy-7 «,12a-diacetoxy-5@-cholane-
24-oate were also obtained and characterized for the first time. All conjugates were obtained in good yields using
an efficient synthesis method. The structures of all conjugates and the four substrates were confirmed by spectral
(*H- and '3C NMR, FT-IR) analysis, mass spectrometry (ESI-MS), and PM5 semiempirical methods. The phar-
macotherapeutic potential of the synthesized compounds was estimated based on the in silico Prediction of
Activity Spectra for Substances (PASS) method. The cytotoxicity of the compounds was in vitro evaluated in a
hemolytic assay using human erythrocytes as a cell model. The in silico and in vitro study results indicate that the
selected compound possesses an interesting biological activity and can be considered as potential drug design
agent. Additionally, molecular docking was performed for the selected conjugate.

Click chemistry

1. Introduction

Natural products represent a vast number of chemical compounds
synthesized by living organisms. Various natural products are essential
in many processes that enable cells to function properly. Within this
group, steroids are among the most important [1]. Cholesterol is one of
the best-known steroids. It’s present in high concentrations in nervous
tissue and it’s an important component of the cell membrane [2-4].
Moreover, cholesterol is significantly involved in many biosynthetic
pathways [5-8].

All sterols have a secondary hydroxyl group in the steroid skeleton’s
C(3) position. Within this class of compounds, they also differ in
modifying the side chains or the presence of double bonds [9-11]. Bile
acids are known as the primary metabolites of cholesterol in the form of

* Corresponding author.
E-mail address: tposp@amu.edu.pl (T. Pospieszny).

https://doi.org/10.1016/j.steroids.2023.109282

polyhydroxylated steroids. The OH groups of bile acid (3a or 3u,12a as
well as 3a,7a,12a) take a significant role in their amphiphilic properties.
Bile acids have contributed to the use of steroids and their derivatives in
many areas of chemistry, e.g., molecular recognition, biomimetic
chemistry, host-guest chemistry, and pharmacology [12-15]. Bile acids
have found applications as building blocks in the synthesis of molecular
receptors; their dimers are infused in synthesizing macrocyclic artificial
receptors with good organogelling properties [16-21].

Exciting derivatives of steroids have been obtained by conjoining e.
g., amino acids, nucleotides, sugars, ferroceneand p-lactams with bile
acids, or sterol via a triazole ring [22-27]. Novel conjugates obtained via
the formation of a 1,2,3-triazole ring between cholesterol and bile acids
showed many potential applications due to their biological activity [28].

Nowadays, click chemistry is gaining popularity and recognition as a
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Table 1

Heat of formation (HOF) [kcal/mol] of bile acids 1-3, sterols 7 and 8 and conjugates 11-16.
Compound HOF HOF,), HOF gt AHOF; AHOF, AHOF; AHOF,
1 —229.2756 - - - - - -
2 -266.8560 - - - - - -
3 —309.8662 - - - - - -
7 -145.2016 - - - - - -
8 -167.9130 - - - - - -
11 - -363.8662 -363.7903 -134.5906 -134.5147 -218.6646 —218.5887
12 - —444.3851 -450.1979 -177.5291 -183.3419 —299.1835 —304.9963
13 - -522.4936 -535.3569 -212.6274 —225.4907 -377.2920 —390.1553
14 - -386.8430 -386.5739 -157.5674 -157.2983 -218.9300 -218.6609
15 - -467.3787 —472.9543 -200.5227 —206.0983 —299.4657 —305.0413
16 - -545.5568 -558.0889 —235.6906 —248.2227 -377.6438 -390.1769

AI—IOF1 = HOFconjugatessyn(ll—IG) - HOFbile acids (1-3)-
AHOF; = HOF ¢onjugatesanti (11-16) = HOFpile acids (1-3)-
AHOF3 = HOFconjugatessyn(ll—lG) - HOFsterols(7—8)~
AHOF4 = HOFconjugatesami(ll—IS) - HOFsterols(7—8)~

(a)
CO,H

(i) MeOH, p-TsOH

(ii) Ac,0, Py for (2) & (3)

Ol
T

(1)R2=R%=H

(2)R?2=H; R3=0OH

(3)R?= R®=0OH
(b)

Hoa /ol A

5 6

(iil) K,CO3, MeOH for (2) & (3)
(Vi) CH==CCO,H ,CH,Cl,, p-TsOH

(iv) BrCH,COBr, CH,Cl, (anhydrous)

3
28 H
S H
\ 26 _O (4) R2=R3=H
(5) R =H; R® = OAc
0 (6)R?= R®=0OAc

(v) NaN3 THF, 50°C
(7) C5=Ceg
(8) C5-Ce

(9) C5=Ceg
(10) C5-Cq

Scheme 1. Synthesis of propynoyl esters of bile acids 4-6 (a) and azidoacetyl substituted derivatives of sterols 9-10 (b).

valuable tool in modern organic synthesis. This term includes carbon-
heteroatom bond-forming reactions that meet requirements such as
simple reaction conditions, selectivity, high efficiency, and simple
isolation of products [29-30]. Another advantage of click chemistry is
that the products are stable in various solvents, including water. The
Huisgen 1,3-dipolar cycloaddition is one of the most important and
efficient methods of 1,2,3-triazole ring synthesis. The reaction between
azides and terminal alkynes catalyzed by copper(I) generated 1,2,3-tri-
azole compounds which are very resistant to oxidation, hydrolysis,
and reduction conditions of metabolic degradation [31-34]. This five-
membered heterocyclic ring can form various intramolecular
hydrogen bonds and dipole-dipole interactions. These interactions in-
crease their solubility and ability to bind other molecules [35]. Also the
copper(l) catalyzed ,,Click” reaction (CuACC) is a very efficient method
for the synthesis of new 1,2,3-triazole derivatives [36-43].

Our research aims to test the utility of click chemistry as a method for
the rapid synthesis of steroid bioconjugates composed of derivatives of
bile acids and sterols derivatives for biomedical applications. Since
compounds with potential biomedical applications should be biocom-
patible, the cytotoxicity of the new compounds was in vitro evaluated

using human red blood cells as a cell model. In addition, in silico analysis
was performed to assess bioconjugates biological activity.

To the best of our knowledge, no work has been published on the
synthesis or the physicochemical properties of propynoyl esters of ace-
toxy derivatives of deoxycholic acid (5) and cholic acid (6) as well as for
compounds 11-16, which are six new conjugates connected in a head-
to-head fashion from propiolate esters of acetoxy derivatives of bile
acids (head) and 3-azidoacetoxysterols (head) linked by a 1,2,3-triazole
ring. This connection is an entirely innovative approach to preparing a
new type of steroid bioconjugates.

2. Experimental
2.1. Instrumentation and chemicals

Lithocholic, deoxycholic and cholic acids, formyl acid, pyridine,
propargyl alcohol, sodium azide, sodium ascorbate were purchased from
Sigma-Aldrich Corporation. Solvents chloroform, dichloromethane,
toluene, hexane, t-butanol, and methanol were obtained from standard
commercial sources (Merck, Fisher) and used without purification.
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Scheme 2. Synthesis of dimers of bile acids and sterols derivatives 11-16 linked by 1,2,3-triazole ring.

General. IR Spectra: FT/IR-4600 type A in solid state or oil; vin cm ™. 'H
and 13C NMR spectra: Varian Mercury 400 MHz spectrometer (Oxford,
UK), operating at 400 and 101 for 'H and !3C, respectively; & in ppm
relative to Me4Si as internal standard, J in Hz. Typical conditions for the
H-atom spectra: pulse width 32°, acquisition time 5 s, FT size 32 K and
digital resolution 0.3 Hz per point; and for the C-atom spectra: pulse
width 60°, FT size 60 K and digital resolution 0.6 Hz per point, the
number of scans varied from 1200 to 10.000 per spectrum. ESI-MS:
Waters/Micromass (Manchester, UK) ZQ mass spectrometer equipped
with a Harvard Apparatus (Saint Laurent, Canada), syringe pump; in m/
z. The sample solutions were prepared in MeOH at a concentration of ca.
10> M. The standard ESI-MS mass spectra were recorded at the cone
voltage of 90 V.

2.2. Synthesis

2.2.1. General procedure for the preparation of propiolicesters 4-6

The procedure for methyl esters of bile acids, as well as their acetoxy
derivatives, was described earlier [44-45]. Bile acid derivatives 1, 2 or 3
were dissolved in 15 mL of dichloromethane, then p-TsOH and propiolic
acid were added and the reaction was carried out for 24 h at room
temperature. Next, the mixture was washed with cool water, extracted
with chloroform and washed with water, brine, and dried (Na;SQO4). The
solvent was evaporated under reduced pressure to give the products:
45% of 4, 57% of 5 and 30% of 6.

2.2.2. General procedure for the preparation of azidoacetates 9 and 10
The sterols 7 and 8 were dissolved in 5 mL of anhydrous dichloro-
methane, and then subsequently, bromoacetic acid bromide was added
drop wise and the reaction mixture was kept at room temperature for 24
h. Then the mixture was washed with NaHCO3 (5%, 20 mL), brine (200
mL) and finally dried over NaySO4. The solvent was evaporated under
reduced pressure to give the crude product. Products were purified by
chromatography on silica gel (Merck, type 60, 70-230 mesh) with
chloroform/ethyl acetate as eluent. Procedure for 9 and 10: 3-bromoa-
cetoxy derivatives of sterols were dissolved in 15 mL of THF. Then,
NaN3 was added and the mixture was heated at 50 °C for 4 h-THF was
evaporated, chloroform was added (20 mL), washed with brine, and
dried (NaySO4) and to give the products 95% of 9 and 88% of 10.

2.2.3. General procedure for the preparation of bioconjugates 11-16
Procedure for bioconjugates 11-16: azidoacetates 9 or 10 was

dissolved in a mixture of t-BuOH/ MeOH (6 mL, 5:1) and compounds
4-6 added. Next, to the homogenous mixture were added CuSO4-5H20
(3 mg, 3 mol %) and sodium ascorbate (9 mg, 20 mol%) in water (0.3
mL). The reaction mixture was heated at 60 °C for 8 h and then extracted
with chloroform, washed with brine and dried over anhydrous NazSO4.
The crude compound was purified by column chromatography on silica
gel using chloroform/ethyl acetate (5:1) as an eluent and give the
products: 35% of 11, 68% of 12, 60% of 13, 92% of14, 82% of 15 and
81% of 16.

2.3. Chemical characterization

Compounds 4, 9 and 10 are known in the literature. Their chemical
characteristics are described in references [45-47].

2.3.1. Methyl 3a-propynoyloxy-12a-acetoxy-5p-cholan-24-oate (5)

oil, 57%, 'H NMR (400 MHz, CDCls) &: 5.08 (s, 1H, 12p-H),
4.88-4.80 (m, 1H, 3p-H), 3.66 (s, 3H, CH3-25), 2.89 (s, 1H, -C=CH),
2.11 (s, 3H, 12a-COCHs), 0.91 (s, 3H, CH3-19), 0.80 (d, J = 6.3 Hz, 3H,
CH3-21), 0.72 (s, 3H, CH3-18). 13C NMR (101 MHz, CDCl3) &: 174.59 (C-
24),170.54 (CO-12a), 152.11 (C-26), 75.80 (C-12), 75.77 (=CH), 75.04
(C-3), 74.20 (-C=), 51.50 (C-25), 49.35, 47.52, 44.97, 41.80, 35.61,
34.65, 34.56, 34.39, 34.00, 31.88, 30.93, 30.78, 27.29, 26.80, 26.29,
25.78, 25.62, 23.39, 22.98 (C-19), 21.39 (COCHs-12a), 17.46 (C-21),
12.37 (C-18). ESI-MS m/z: 523 [M + Na] ™, 539 [M + K]*. FT-IR (KBr,
em ™) umae 3445, 3251, 2938, 2869, 2112, 1734, 1701, 1377, 1246,
1194.

2.3.2. Methyl 3a-propynoyloxy-7a,12a-diacetoxy-5p-cholan-24-oate (6)

0il, 30%, 'H NMR (400 MHz, CDCl3) &: 5.09 (s, 1H, 12p-H), 4.92 (d,
J = 3.1 Hz, 1H, 7p-H), 4.76-4.68 (m,1H, 3p-H), 3.66 (s, 3H, CH3-25),
2.91 (s, 1H, -C=CH), 2.15 (s, 1H, 7a-COCH3), 2.09 (s, 1H, 120-COCH3),
0.92 (s, 3H, CHs-19), 0.81 (d, J = 6.4 Hz, 3H, CHs-21), 0.73 (s, 3H, CHgs-
18). 13C NMR (101 MHz, CDCls) &: 174.51 (C-24), 170.54 (CO-12w),
170.40 (CO-7w), 152.04 (C-26), 75.30 (C-12), 75.26 (=CH), 75.02 (C-3),
74.37 (-C=), 70.53 (C-7), 51.25 (C-25), 47.32, 45.04, 43.36, 40.88,
37.68, 34.56, 34.47, 34.30, 34.18, 31.18, 30.85, 30.72, 29.67, 28.91,
27.14, 26.53, 25.56, 22.77, 22.45 (C-19), 21.63 (COCHs-7a), 21.47
(COCH3-12a), 17.47 (C-21), 12.20 (C-18). ESI-MS m/z: 581 [M + Na]™,
597 [M + K], 594 [M + Cl]". FT-IR (KBr, cm 1) vay: 3247, 2952, 2873,
2116, 1737, 1439, 1378, 1247.
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Fig. 1. 'H NMR Spectra in the region of 3.90-8.50 ppm for the most characteristic signals of compounds 11-13.
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Fig. 2. Hemolytic activity of compounds tested (0.1 mg/mL) after 1 h incubation at 37 °C. Hemolysis degree higher than 5% indicates the cell membrane-perturbing
activity of compounds. Red line is plotted for a hemolysis threshold of 5%. Means values + SD are presented (n = 9). PBS - negative control, no hemolysis.

Table 2
Probability ‘to be Active’ (PA) values for the predicted biological activity of
bioconjugates 11-16.

PA > 70% Bioconjugates

11 12 13 14 15 16
Cholesterol antagonist 90 85 85 76 - -
Hypolipemic 84 85 90 73 75 83
Antihypercholesterolemic 84 77 85 - -
Caspase 3 stimulant 71 - - 71 - -
Proliferativediseasestreatment - 73 77 - - -
Glyceryl-ethermonooxygenase inhibitor - - 74 - 74 76
Acylcarnitinehydrolase inhibitor - - - 79 73 73

2.3.3. 24-methoxy-24-oxo0-5f-cholan-3p-yl 1-(2-((cholest-5-en-34-yl)
oxy)-2-oxoethyl)-1H-1,2,3-triazole-4-carboxylate (11)

0il, 35%, TH NMR (400 MHz, CDCls) &: 8.25 (s, 1H, CH-28), 5.39 (d,
J = 5.1 Hz, 1H, CH-6), 5.20 (s, 2H, CH,-29), 5.05-5.03 (m, 1H, 3p-H),
4.78-4.68 (m, 1H, 3'a-H), 3.67 (s, 3H, CH3-25), 1.02 (s, 3H, CH3-19"),
0.95 (s, 3H, CH3-19), 0.92 (dd, J; = 6.4, Jo = 2.1 Hz, 6H, CH3-21, CHs-
21", 0.87 (d, J = 6.6 Hz, 3H, CH3-26), 0.86 (d, J = 6.6 Hz, 3H, CH3-27"),
0.68 (s, 3H, CH3-18), 0.65 (s, 3H, CH3-18). '3C NMR (101 MHz, CDCl3)
5: 174.78 (C-24), 165.06 (CO-30), 160.09 (CO-26), 141.11 (C-5),
138.82 (27-C), 128.85 (28-C), 123.42 (C-6)), 75.55 (C-3, C-3), 56.63,
56.47, 56.09, 55.93, 51.46 (C-25), 51.14 (C-29), 49.93, 42.72, 42.28,
41.95, 40.31, 40.13, 39.66, 39.49, 37.86, 36.78, 36.51, 36.15, 35.79,
35.76, 35.37, 35.06, 34.60, 32.16, 31.86, 31.79, 31.07, 30.99, 29.68,
29.34, 28.19, 27.99, 27.60, 27.01, 26.55, 26.29, 24.25, 24.18, 23.80,
23.24, 22.80, 22.68 (C-19), 22.54 (C-26, C-27), 21.00, 20.80, 19.25 (C-
19), 18.69 (C-21'), 18.24 (C-21), 12.02 (C-18), 11.83 (C-18). ESI-MS m/
2: 936 [M + Na]™, 948 [M -+ CII". FT-IR (KBr, cm ™) Umax: 2948, 2867,
1743, 1468, 1377, 1364, 1213.

2.3.4. 24-methoxy-24-oxo-12a-acetoxy-5p-cholan-3-yl 1-(2-((cholest-5-
en-3p-yloxy)-2-oxoethyl)-1H-1,2, 3-triazole-4-carboxylate (12)

0Oil, 68%, HNMR (400 MHz, CDCl3) &: 8.26 (s, 1H, CH-28), 5.39 (d,
J = 4.3 Hz, 1H, CH-6), 5.20 (s, 2H, CH>-29), 5.08 (s, 1H, 12p-H),
5.06-4.99 (m, 1H, 3p-H), 4.77-4.69 (m, 1H, 3'a-H), 3.67 (s, 3H, CH3-

25), 2.12 (s, 3H, 120-OCOCH3), 1.02 (s, 3H, CH3-19"), 0.94 (s, 3H, CHs-
19), 0.91 (d, J; = 6.6, 3H, CH3-21"), 0.87 (d, J = 6.6 Hz, 3H, CH3-26"),
0.86 (d, J = 6.6 Hz, 3H, CH3-27"), 0.80 (d, J = 6.2 Hz, 3H, CH3-21) 0.73
(s, 3H, CH3-18), 0.68 (s, 3H, CH5-18). 13C NMR (101 MHz, CDCls) &:
174.60 (C-24), 170.69 (CO-12a), 165.03 (CO-30), 160.13 (CO-26),
141.10 (C-5), 138.79 (C-27), 129.02 (C-28), 123.41 (C-6), 75.82 (C-12),
75.58 (C-3, C-3), 56.61, 56.08, 51.49 (C-25), 51.14 (C-29), 49.91,
49.31, 47.53, 45.01, 42.27, 42.01, 39.64, 39.47, 37.84, 36.76, 36.49,
36.14, 35.74, 34.75, 34.65, 34.53, 34.16, 32.25, 31.85, 31.77, 30.95,
30.80, 28.18, 27.98, 27.59, 27.31, 26.99, 26.57, 25.81, 25.76, 24.23,
23.78, 23.44, 23.08, 22.79 (C-19), 22.53 (C-26/, C-27)), 21.53, 20.99,
19.24 (C-19), 18.68 (C-21"), 17.48 (C-21), 12.40 (C-18), 11.82 (C-18").
ESI-MS m/z: 992 [M + Na]™, 1008 [M + K]*, 1004 [M + CI]". FT-IR
(KBr, cm™1) vmax: 2950, 2868, 1739, 1468, 1377, 1244, 1042, 1025.

2.3.5. 24-methoxy-24-oxo-7 a,12a-diacetoxy-5p-cholan-3p-yl 1-(2-
((cholest-5-en-3p-ylDoxy)-2-oxoethyl)-1H-1,2, 3-triazole-4-carboxylate
a3

Qil, 60%, 1H NMR (400 MHz, CDCl3) &: 8.27 (s, 1H, CH-28), 5.38 (d,
J = 5.0 Hz, 1H, CH-6'), 5.20 (s, 2H, CH-29), 5.09 (s, 1H, 12p-H),
4.96-4.88 (m, 2H, 3p-H, 7p-H), 4.77-4.69 (m, 1H, 3'a-H), 3.66 (s, 3H,
CH3-25), 2.21 (s, 3H, 7a-OCOCH3), 2.08 (s, 3H, 12a-OCOCH3), 1.02 (s,
3H, CH3-19), 0.95 (s, 3H, CH3-19), 0.91 (d, J = 6.6, 3H, CH3-21"), 0.87
(d, J = 6.6 Hz, 3H, CH3-26"), 0.86 (d, J = 6.6 Hz, 3H, CH3-27"), 0.81 (d, J
= 6.2 Hz, 3H, CH3-21) 0.74 (s, 3H, CHs-18), 0.68 (s, 3H, CH3-18). 13C
NMR (101 MHz, CDCl3) &: 174.53 (C-24), 170.85 (CO-7w), 170.65 (CO-
12a), 165.03 (CO-30), 160.19 (CO-26), 141.11 (C-5, 138.75 (C-27),
129.22 (C-28), 123.42 (C-6), 75.49 (C-12), 75.29 (C-3, C-3), 70.54 (C-
7), 56.60, 56.06, 51.51 (C-25), 51.15 (C-29), 49.89, 47.30, 45.09, 43.43,
42.25, 41.05, 39.62, 39.46, 37.83, 37.71, 36.75, 36.48, 36.12, 35.74,
34.70, 34.55, 34.47, 34.42, 31.90, 31.84, 31.75, 31.30, 30.84, 30.73,
30.00, 29.67, 29.33, 29.12, 28.17, 27.98, 27.58, 27.14, 26.74, 25.70,
24.23, 23.77, 22.79 (C-19), 22.67, 22.53 (C-26/, C-27), 21.76, 21.72,
20.98, 19.23 (C-19), 18.67 (C-21"), 17.46 (C-21), 14.10, 12.21 (C-18),
11.82 (C-18)). ESI-MS m/z: 1050 [M + Na] ™, 1066 [M + K]*, 1063 [M +
Cl]". FT-IR (KBr, cnfl) Umax: 2962, 2922, 2852,1741, 1467, 1378, 1261,
1099, 1021.
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2.3.6. 24-methoxy-24-oxo-5f-cholan-3p-yl 1-(2-((cholest-5-an-3-yl)
oxy)-2-oxoethyl)-1H-1,2,3-triazole-4-carboxylate (14)

0il, 92%, 'H NMR (400 MHz, CDCls) &: 8.24 (s, 1H, CH-28), 5.17 (s,
2H, CH,-29), 5.10-5.00 (m,1H, 3p-H), 4.85-4.78 (m, 1H, 3'a-H), 3.66 (s,
3H, CH3-25), 0.95 (s, 3H, CH3-19), 0.92 (d, J = 6.4 Hz, 3H, CH3-21),
0.89 (d, J = 6.6 Hz, 3H, CH3-21"), 0.863 (d, J = 6.6 Hz, 3H, CH3-26"),
0.858 (d, J = 6.6 Hz, 3H, CH3-27), 0.82 (s, 3H, CH3-19"), 0.64 (bs, 6H,
CHs-18', CH3-18). '3C NMR (101 MHz, CDCls) 5: 174.77 (C-24), 165.15
(C0-30), 160.12 (CO-26), 141.11 (C-27), 128.84 (C-28), 75.55 (C-3, C-

(16)

Fig. 3. Molecular models of conformers syn (a) and anti (b) for conjugates 13 and 16 calculated by PM5 method.

3", 56.48, 56.37, 56.24, 55.95, 54.12, 51.46 (C-25), 51.18 (C-29),
44.59, 42.73, 42.57, 41.96, 40.32, 40.14, 39.92, 39.49, 36.59, 36.14,
35.80, 35.77, 35.42, 35.39, 35.38, 35.07, 34.61, 33.78, 32.17, 31.90,
31.08, 31.00, 28.53, 28.21, 28.18, 27.99, 27.30, 27.01, 26.56, 26.30,
24.18, 23.81, 23.24, 22.80 (C-19, C-19), 22.54 (C-26/, C-27), 21.19,
20.81, 18.65 (C-21"), 18.25 (C-21), 12.20 (C-18), 12.02 (C-18"). ESI-MS
m/z: 937 [M + Na]*, 953 [M + K]*. FT-IR (KBr, cm ™) vmax: 2938, 2866,
1743, 1721, 1530, 1467, 1450, 1384, 1362, 1225, 1012.
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13)

(16)

Fig. 3. (continued).

2.3.7. 24-methoxy-24-oxo-12a-acetoxy-5p-cholan-3b-yl 1-(2-((cholest-5-
an-3f-yl)oxy)-2-oxoethyl)-1H-1,2, 3-triazole-4-carboxylate (15)

0il, 82%, 'H NMR (400 MHz, CDCls) &: 8.25 (s, 1H, CH-28), 5.18 (s,
2H, CH»-29), 5.08 (d, J = 2.9 Hz, 1H, 128-H), 5.06-4.97 (m, 1H, 3p-H),
4.86-4.78 (m, 1H, 3'a-H), 3.67 (s, 3H, CH3-25), 2.12 (s, 3H, 12a-
OCOCH3), 0.94 (s, 3H, CH3-19), 0.90 (d, J = 6.5 Hz, 3H, CH3-21"), 0.863
(d, J = 6.6 Hz, 3H, CH3-26"), 0.858 (d, J = 6.6 Hz, 3H, CH3-27'), 0.82 (s,
3H, CH3-19), 0.80 (d, J = 6.3 Hz, 3H, CH3-21), 0.73 (s, 3H, CHs-18),
0.65 (s, 3H, CH3-18). 13¢ NMR (101 MHz, CDCl3) &: 174.61 (C-24),
170.70 (CO-12a), 165.12 (CO-30), 160.15 (CO-26), 141.09 (C-27),
129.02 (C-28), 75.82 (C-12), 75.58 (C-3, C-3), 56.34, 56.21, 54.08,
51.50 (C-25), 51.18 (C-29), 49.31, 47.53, 45.01, 44.55, 42.54, 42.01,
39.89, 39.47, 36.56, 36.12, 35.75, 35.73, 35.39, 35.37, 34.75, 34.65,
34.53, 34.16, 33.76, 32.26, 31.88, 30.95, 30.80, 28.50, 28.19, 27.98,
27.30, 26.99, 26.57, 25.81, 24.16, 23.79, 23.44, 23.09, 22.79 (C-19/, C-
19), 22.53 (C-26/, C-279, 21.54, 21.16, 18.63 (C-21"), 17.48 (C-21),
12.40 (C-18), 12.19, 12.03 (C-18". ESI-MS m/z: 995 [M + Na]*t, 1010
[M + K]T. FT-IR (KBr, cm ™ 1) umay: 2951, 2868, 1740, 1631, 1467, 1379,
1245, 1042, 1017.

2.3.8. 24-methoxy-24-oxo-7 a,12a-diacetoxy-5p-cholan-3b-yl 1-(2-
((cholest-5-an-3p-yloxy)-2-oxoethyl)-1H-1,2, 3-triazole-4-carboxylate
(16)

0il, 81%, 1H NMR (400 MHz, CDCl3) &: 8.26 (s, 1H, CH-28), 5.18 (s,
2H, CH3-29), 5.09 (d, 1H, 12p-H), 4.96-4.86 (m, 2H, 3p-H, 7B-H),
4.86-4.77 (m, 1H, 3'a-H), 3.67 (s, 3H, CH3-25), 2.21 (s. 3H, 7a-
OCOCH3), 2.08 (s, 3H, 12a-OCOCH3), 0.95 (s, 3H, CH3-19), 0.89 (d, J =
6.6 Hz, 3H, CH3-21), 0.862 (d, J = 6.6 Hz, 3H, CH3-26"), 0.858 (d, J =
6.6 Hz, 3H, CH3-27"), 0.82 (s, 3H, CH3-19), 0.82-0.80 (d, J = 5.7 Hz, 3H,

CHs-21), 0.73 (s, 3H, CH3-18), 0.65 (s, 3H, CH5-18). '3C NMR (101
MHz, CDCl3) &: 174.55 (C-24), 170.87 (CO-7a), 170.67 (CO-12a),
165.12 (CO-30), 160.22 (CO-26), 141.10 (C-27), 129.22 (C-28), 125.98,
75.50 (C-12), 75.31 (C-3, C-3), 70.56 (C-7), 56.33, 56.20, 54.07, 51.52
(C-25), 51.20 (C-29), 47.31, 45.10, 44.54, 43.44, 42.53, 41.06, 39.88,
39.47, 37.72, 36.55, 36.11, 35.75, 35.38, 35.36, 34.71, 34.55, 34.48,
34.43, 33.76, 31.87, 31.30, 30.85, 30.74, 29.67, 29.12, 28.50, 28.19,
27.98, 27.28, 27.15, 26.75, 25.71, 24.15, 23.79, 22.80 (C-19, C-19),
22.56, 22.53 (C-26/, C-27"), 21.77, 21.72, 21.16, 18.63 (C-21)), 17.47 (C-
21),12.20 (C-18), 12.03 (C-18"). ESI-MS m/z: 1053 [M + Na]*, 1069 [M
+KI, 1065 [M + ClI". FT-IR (KBr, cm ™) vmax: 2950, 2869, 1739, 14.68,
1378, 1245, 1042, 1021.

2.4. Erythrocyte preparation

Human red blood cell (RBC) concentrates (hematocrit 65%) were
purchased from the blood bank in Poznan according to the bilateral
agreement no ZP/2867/D/21 signed between the Reginal Blood Center
in Poznan and Adam Mickiewicz University in Poznan. The RBC sus-
pension was washed three times (960 x g, 10 min, +4°C) in 7.4 pH
phosphate-buffered saline (PBS PBS: 137 mM NacCl, 2.7 mM KCl, 10 mM
NapHPOy4, 1.76 mM KH3PO4) supplemented with 10 mM glucose. After
washing, the cells were suspended in PBS buffer at 1.65 x 10° cells/mL
(Ht = 15%), stored at + 4 °C and used within 5 h.

2.5. In vitro hemolysis assay

The compounds’ cytotoxicity was determined by a standard hemo-
lytic assay, as previously reported. Briefly, human RBC (1.65 x 10°
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(a)

(b)

Fig. 4. Molecular models of conformers syn (a) and anti (b) of conjugate 13
calculated by PM5 method.

Table 3
Calculated binding energy and important amino acids taking part in hydrogen
bond formation.

Compound Binding energy Amino acids forming HB* HB* length
[kJ/mol] [a1
11 -10.137 kJ/mol Lys735 2.0
Arg590 2.5
Ser684 2.2,2.7
14 -11.463 kJ/mol Lys735 2.2,2.4
Lys692 2.8
Ser684 2.0
Mevastatin -10.153 kJ/mol - -

" HB - hydrogen bond.

cells/mL, hematocrit 1.5%) were incubated in PBS (7.4 pH) supple-
mented with 10 mM glucose and containing compounds tested at a 0.1
mg/mL concentration for 60 min at 37 °C under gentle shaking. Samples
with RBC incubated in PBS without compounds tested were taken as the
negative control. Samples with RBC incubated in ice-cold deionized
water without compounds tested were taken as the positive control.
Each sample was prepared in triplicate and the experiments were
repeated three times with RBC from different donors. After incubation,
RBC suspensions were centrifuged (3000 rpm, 10 min, +4°C), and the
degree of compounds-induced hemolysis was assessed by measuring the
absorbance value of the supernatant at A = 540 nm in a BioMate™ 160
UV-Vis spectrophotometer (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA).The
results were expressed as the percentage of hemolysis, which was
determined using the formula:

hemolysis (%) = (sample absorbance/ positive control absorbance)
x 100(Egn. 1).

The results are presented as a mean value (+SD) of three
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independent experiments (n = 12). A hemolysis degree less than 5%
indicated very weak hemolytic activity of the compounds tested. A he-
molysis degree higher than 10% showed significant hemolytic activity of
compounds at the given concentration.

2.6. Theoretical calculations

The PM5 semiempirical calculations were performed using the
WinMopac 2003 program. The final heat of formation (HOF) for dimers
of bile acids and sterol derivatives 13 and 16 linked 1,2,3-triazole ring is
presented in Table 1. The molecular models of representative com-
pounds are shown in Fig. 3 and Fig. 4.

2.7. Docking experiments

Docking experiments were performed using Flare application avail-
able in Cresset Software [48]. Downloaded target pdb’s from PDB pro-
tein data bank [49] were prepared in protein preparation module using
normal calculating mode. Active site size was set at 6 A. Ligands were
prepared according to automatic settings. Docking calculations were
performed according to very accurate but slow method. Grid box was
centered on co-crystallized ligand. Number of runs was set at 8 and max
poses at 10.

3. Results and discussion

The structures of two propynoyl esters of acetoxy derivatives of
deoxycholic acid (5) and cholic acid (6), and all synthesized bio-
conjugates 11-16, were determined from their H and 3¢ NMR, FT-IR,
and ESI-MS spectra. The syntheses of the substrates and bioconjugates
are shown in Schemes 1 and 2, respectively.

3.1. Synthesis

Bile acid methyl esters, their acetoxy derivatives and propynoyl ester
of acetoxy derivatives of bile acids, and sterols bromoacetoxy and azi-
doacetoxy derivatives, were obtained with satisfactory yields. The
esterification of acetoxy derivatives of methyl ester of bile acids 1-3
with propiolic acid in dichloromethane and p-TsOH gave methyl pro-
pynoyl esters 4, 5 and 6. The 3p-bromoacetoxy derivatives needed for
the synthesis 9 and cholestanol 10, were obtained in the reaction of
sterols 7 and 8 with bromoacetic acid bromide in anhydrous dichloro-
methane. Subsequently, compounds 9and 10 were synthesized from
bromoacetate derivatives of sterols via a substitution reaction with NaN3
in THF at 50 °C. This one-pot reaction leads to azide derivatives in good
yields. The propynoyl esters of bile acids 4-6 and azide derivatives of
sterols 9 and 10 were used as substrates in the click chemistry reaction in
the presence of CuSO4-5H20 and sodium ascorbate in t-BuOH/MeOH
(5:1). A mixture of crude products 11-16 was obtained and separated by
column chromatography. This reaction leads to dimers in satisfactory
yields of 60-92%, with the exception of compound 11 (35%).

3.2. Spectroscopic study

3.2.1. Nuclear magnetic resonance spectroscopy

The most characteristic signals of compounds 11-13 in the range of
3.90-8.50 ppm in the 'H NMR spectra are shown in Fig. 1.

The diagnostic proton signals of the triazole ring C28-H of all bio-
conjugates 11-16 with 1,2,3-triazole ring arise as a singlet at about
8.27-8.24 ppm. The protons of the methylene groups C29-H linked
directly to the triazole ring give signals at about 5.20-5.17 ppm.

In the 'H NMR spectrum of propynoyl esters 5 and 6, two charac-
teristic hydrogen singlets in the range 0.73-0.72 and 0.92-0.91 ppm and
a doublet at 0.81-0.80 ppm assigned to CH3-18, CH3-19, and CH3-21,
respectively, are present. The protons of the 12a-OAc group gave signals
at 2.11 ppm for 5 and additionally 2.15 ppm for the 7a-OAc group and
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Fig. 5. Binding mode for 11 (yellow, left) and 14 (blue, right). For better view, binding cavity was zoomed in. Dotted color lines represent hydrogen bonds with

approptriate amino acids.

Fig. 6. A — Imposition of 11 (yellow), 14 (blue) and mevastatin (magenta). B — Protein surface with imposition representative 14 and mevastatin in the bind-

ing cavity.

2.09 ppm for the 12a-OAc group in compound 6. A very diagnostic
signal is a singlet derived from the proton C=CH group, located in the
2.91-2.89 ppm range.

In the 'H NMR spectrum of conjugates 11-16 showed two charac-
teristic hydrogen singlets in the range 0.74-0.64 ppm and 0.95-0.94
ppm and doublet at 0.82-0.80 ppm assigned to CH3-18, CH3-19, and
CH3-21, respectively. The protons of CH3-25 gave a characteristic signal
in the range 3.67-3.66 ppm. The protons of the 12a~CO2CHs group
showed signals at 2.12 ppm for compounds 12 and 15. On the other
hand, protons of the 7a~CO2CH3 and 12a-CO2CHj3 groups gave signals
at 2.21 ppm and 2.08 ppm for the bioconjugates 13 and 16. For all
compounds, characteristic multiplets in the range 5.10-4.86 ppm
assigned to the axial positions of the C3p-H protons in the steroid
skeleton, are visible. In the spectrum of compounds 13 and 16, positions
of the C7p-H proton in the range of 4.96-4.88 ppm, and the C12p3-H
proton at 5.09 ppm, are additionally present. However, for the bio-
conjugates 12 and 15, protons of C12p-H appear at 5.08 ppm. Two
hydrogen singlets in the range 0.68-0.64, 1.02-0.82 and characteristic
doublets at 0.92-0.89 ppm are assigned to CH3-18, CH3-19, and
CH3-21/, respectively. The two doublets for protons of CH3-26' and

CH3-27' gave a signal at 0.87 and 0.86 ppm for 11, 12 and 13. Addi-
tionally for bioconjugates 14, 15 and 16 observed two doublets of
CH3-26" and CH3-27 gave a signal at 0.863 or 0.862 and 0.858 ppm,
respectively. The equatorial proton in the positions of the C3o’'~H proton
in the cholestanol skeleton gave a signal in the 4.86-4.68 ppm range.
The '3C NMR spectra of new substrates 5 and 6 and bioconjugates
11-16 show characteristic signals at 12.40-12.02, 22.98-22.45 and
18.25-17.46 ppm, which are assigned to CH3-18, CH3-19 and CH3-21,
respectively. Additionally, signals from these groups occur from the
sterol part moiety in the ranges: 12.03-11.82, 22.80-19.24 and
18.69-18.63 ppm are assigned to CH3-18, CH3-19' and CH3-21/,
respectively. However, carbonyl of the 3a-formyloxy groups (C26)
resonate at 152.11-152.04 ppm in 5 and 6, and 160.22-160.09 ppm for
11-16. In turn, carboxylo of acetoxy groups (C30) resonate at
165.15-165.03 ppm, 170.70-170.65 ppm (CO-12a), and
170.87-170.85 ppm (CO-7 o). Alternatively, carbon atoms of the C(24)
= O group gave signals in the 174.78-174.51 ppm range. The di-
agnostics signal for C(27) as well as C(28) atoms in the 1,2,3-triazole
ring in compounds 11-16 is observed in the range of 141.11-138.75
ppm and 129.22-128.84 ppm respectively. The carbon atoms of the
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HC=C-C=O0 group in substrates 5 and 6 are observed in the range
75.77-75.26 ppm, and 74.37-74.20 ppm as well as 152.11-152.04 ppm,
respectively.

3.2.2. Infrared spectroscopy

The most characteristic feature of the FT-IR spectra of compounds 5
and 6 are bands at 3251 cm ™! as well as 3292 and 3286 cm ™! assigned to
the (=C—H) group. The steroid skeleton itself, being a saturated hy-
drocarbon, is not a source of many useful IR features. Any vibrational
bands due to C—C bonds were very weak and were lost among others in
the fingerprint region. Stretching vibrations of C—H bonds merged into
one broad band, for conjugate structure, between 2952 and 2869 cm ™.
The symmetric carbonyl group v(C=0) stretching vibration gives rise to
analytical bands at 1737-1734 cm™! in the FT-IR spectrum, which are
important for these two substrates. Moreover strong characteristic bands
in the region 1247-1246 cm ‘are present, which are assigned to the
v(C—O0). It should be noted, that the parent most characteristic in the FT-
IR spectra of 11-18 are two strong bands in the 1743-1721 cm™! and
1261-1213 cm™! region, which are assigned to the »(C=0) and
v(C—O0), respectively. In all spectra of conjugates there are also visible
bandls related to vibrations of C—H bonds in the region 2962-2852
cm .

3.3. Biological study

Bile acids are amphiphilic compounds with cell membrane parti-
tioning activity dependent on their chemical structure and concentra-
tion [50-51]. At high concentrations, hydrophobic bile acids
(lithocholic and deoxycholic) induce hemolysis of red blood cells due to
increased membrane permeability [52]. On the other hand, at sublytic
concentration, bile acids molecules stabilize the lipid bilayer of the cell
membrane and modify the activity of membrane protein, e.g. protein
MRP1 [53]. Taking into account the amphiphilic nature of bile acids and
their derivatives, it is mandatory to test their hemolytic activity before
inferring possible biomedical applications. Therefore, all compounds
studied were in vitro evaluated for their cytotoxic activity in the hemo-
lytic assay using human erythrocytes. As shown in Fig. 2, the highest
hemolytic activity was assessed for the starting compound 6, methyl 3a-
propynoyloxy-7a,12a-diacetoxy-5p-cholan-24-oate (66%). The second
starting compound 5, methyl 3a-propynoyloxy-12a-acetoxy-5p-cholan-
24-oate, was a 7-fold weaker hemolytic agent compared to compound 6,
as it induced hemolysis at 9%. Among the dimers tested, 11 and 14 were
not the hemolytic agents, as they didn’t cause any perturbation in the
erythrocyte membrane (degree of hemolysis 4% and 3%, respectively).
The other dimers induced hemolysis from 7% to 11%. It can therefore be
concluded that the dimers obtained are either not hemolytic (com-
pounds 11 and 14) or have low hemolytic activity in the following order:
16, 15, 12 (all 7%), and 13 (11%).

3.4. Prediction of activity spectra for Substances

The potential pharmacological activities of the synthesized bio-
conjugates 11-16 were determined based on a computer-aided drug
discovery approach using the in silico Prediction of Activity Spectra for
Substances (PASS) program [54-58]. Additionally, the types of biolog-
ical activity predicted for a potential compound with the highest prob-
ability (focal activities) have also been selected and presented (Table 2).
As can be seen from the presented data, the most frequently predicted
types of biological activity are hypolipemic and cholesterol antagonist
activity. On the other hand, bioconjugates 11-13 have an anti-
hypercholesterolemic activity and 14-16 acylcarnitine hydrolase in-
hibitor activity.

3.5. PM5 calculations
PM5

semiempirical calculations were performed using the
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WinMopac 2003 program. The molecular models of representative
conjugates are shown in Fig. 3. Representative conjugate 13 in con-
formers syn and anti are shown in Fig. 4. The final heats of formation
(HOF) for the bile acids 1-3, cholesterol (7) and cholestanol (8) as well
as their conjugates 11-16 are presented in Table 1.

Additionally, in many works that describe the application of in silico
methods, one can find information on comparing theoretical results with
crystallographic structures. Not without significance is the use of
computational methods in determining the properties of the docking
[59-61]. We were able to obtain a very good picture of molecular
modeling using semiempirical calculations.

The lowest values of HOF for conjugates 11-16 of bile acids and
sterols are observed for cholic acids and their conjugates 13 and 16. The
number of hydroxyl groups in the bile acid skeleton lowers the value of
the determinant of HOF. The same relationship was observed for
blocked hydroxyl groups by acetate groups. The OAc groups facilitate
the formation of intramolecular H-bonds and stable host-guest com-
plexes. These complexes may be stabilized by H-bonding or electrostatic
interactions that arise from the OAc groups in the bile acid molecule.

The HOF value decreases with the increasing number of OAc groups
in the bile acids skeleton. Moreover, for anti conformers of deoxycholic
and cholic acid derivatives, HOF is lower than for syn conformers. On the
other hand, the syn conformer of the lithocholic acid derivatives 11 and
14 has a higher HOF value than the anti conformer and is consequently
more durable as no intramolecular interactions are formed. This is due
to the absence of electron donating or acceptor groups in its molecule
(without OAc groups). The preferential formation of syn conformers for
conjugates 11 and 14 can therefore be explained by the formation of a
molecule that is smaller in volume. However, for the remaining conju-
gates, deoxycholic and cholic acid derivatives 12-13 and 15-16, anti
conformers with a lower HOF value are arranged in layers (Fig. 3).

3.6. Molecular docking study

Compounds 11 and 14, as non-hemolytic agents (Fig. 2), can be
considered potential therapeutic agents. Analyzing the results presented
in Fig. 2, compound 11 is indicated as the most promising due to its
hypolipemic and antihypercholesterolemic activity as an agent that
lowers the concentration of fats and cholesterol in the blood. Consid-
ering the number of people with hypercholesterolemia worldwide, our
study may point to a new direction in future hypolipemic drug design.
On the other hand, compound 11 has the ability to activate caspase 3, a
key apoptotic protein, so it may be considered as a starting compound in
drug design for targeted cancer therapy.

Because of the exciting properties that compounds may exhibit
(Table 3), we decided to screen our two representative molecules 11 and
14 in the docking study. The antihypercholesterolemic activity of
selected molecules was assessed based on binding energy and binding
mode to hydroxymethylglutaryl-CoA reductase (HMGCR) compared to
reference ligand — mevastatin — known with cholesterol decrease [62].
HMGCR is a vital enzyme to produce cholesterol in the liver. Inhibiting
the activity of HMGCR it is possible to decrease the production of
cholesterol, resulting in reduced concentration in the bloodstream [63].
We started our investigation by redocking mevastatin to know the
binding energy of the protein-ligand complex. Mevastatin occupies
typical binding pocket characteristics for other known statins and forms
stable hydrogen bonds with Glu559, Arg590, Asp690, Lys735, Ser684,
Lys692, Asn755 and Lys691. Our research (Table 3) identified that
methyl ester of lithocholic acid moiety for both compounds occupies the
same binding cavity as mevastatin (Fig. 5,Fig. 6. Fig. 6.). Compounds
methyl ester group forms strong hydrogen bonds with Lys735, Lys692
(only 14), Ser684, Arg590 (only 11) (Fig. 5). Additional sulfur ion pair
with Cys561 was observed for both compounds.

Apart from forming hydrogen bonds, some weaker stabilizing hy-
drophobic contacts were indicated. For instance, both steroid cores of
dimers form interactions with Leu853, Cys561, His752, while
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compound 11 is stabilized by only hydrophobic interactions with lith-
ocholic acid rings. Analyzing binding energies (Table 3), compound 11
has almost similar binding energy (-10.137 kJ/mol) to mevastatin,
while compound 14 has lower binding energy than previous ones. Based
on lower binding energy and a similar binding mode to mevastatin,
compound 14 may bind stronger than compound 11 and exhibits
stronger antihypercholesterolemic activity.

4. Conclusion

The Nobel Prize in chemistry for research into click chemistry is
direct proof of the importance of this method in organic synthesis. The
increasing interest in synthesizing new bile acid and sterol bioconjugates
using the click chemistry method significantly influences the develop-
ment of supramolecular chemistry, pharmacology and medicine. Design,
preparation, enormous biological potential and a wide range of physi-
cochemical properties of compounds containing the 1,2,3-triazole ring
allow them to be used as artificial receptors, organogels or new com-
plexing and transporting drugs. In conclusion, two new substrates and
six new bioconjugates of bile acids and sterols linked with 1,2,3-triazole
ring dimers 11-16 in a way: head to head were prepared from azidoa-
cetyl substituted derivatives of cholesterol/cholestanol and propiolic
acid esters of bile acids in t+BuOH/MeOH mixture in the presence of
CuS04-5H,0 and sodium ascorbate at 60 °C. These new bioconjugates
linked with the 1,2,3-triazole ring were characterized by analytical
methods, such as spectroscopic (NMR, FT-IR) and spectrometry (ESI-
MS). Currently available active substances in medicines may be inef-
fective in treating civilization diseases. Our compounds are character-
ized by biological activity, which can be an excellent prospect for future
patients. Compound 11, a non-hemolytic agent, can be considered a
potential therapeutic agent due to its hypolipemic and anti-
hypercholesterolemic activity, which were predicted by using in silico
PASS program. Considering the number of people with hyper-
cholesterolaemia worldwide, our study may point to a new direction in
future hypolipemic drug design. On the other hand, compound11 can
activate caspase 3, so it may also be considered as a starting compound
in drug design for targeted cancer therapy. However, further research is
needed to confirm their effectiveness fully. Our studies identified that
methyl ester of lithocholic acid moiety for both compounds occupies the
same binding cavity as mevastatin. Based on lower binding energy and a
similar binding mode to mevastatin, compound 14 may bind stronger
than compound 11 and exhibits stronger antihypercholesterolemic
activity.
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ABSTRACT: The synthesis of bile acid conjugates plays a significant role in pharmacology and organic chemistry. These complex
compounds are widely studied due to their potential therapeutic applications (e.g., drug carriers or antibacterial agents) and their
impact on interactions with biological target systems. It is important to determine the biological activity of the obtained conjugates
with potential pharmacological applications. The research aimed to synthesize acyl conjugates of bile acids, determine the influence
of acyl groups on potential antibacterial activity and evaluate the impact of conjugation on hemolytic activity. New acetyl bile acid
acetyl dimers were synthesized using the “Click Chemistry” reaction, aiming to investigate their hemolytic and antibacterial activity.
The structures of all compounds were confirmed through spectral analysis techniques, including 'H and "*C nuclear magnetic
resonance (NMR), Fourier-transform infrared spectroscopy (FT-IR), and electrospray ionization-mass spectrometry (ESI-MS). The
PMS semiempirical method was also used to estimate the heat of formation of individual conjugates, and the prediction of activity
spectra for substances (PASS) technique was used to determine the pharmacokinetic potential of compounds. Docking studies
indicate that obtained conjugates have the potential ability to inhibit the biosynthesis of Lipid II and block DNA gyrase. These
compounds can therefore be treated as potential candidates for antibacterial compounds. Research findings suggest that conjugating
bile acids and their derivatives through 1,2,3-triazole ring, results in final products with reduced hemolytic activity.

1. INTRODUCTION coupled receptor TGRS. The distinctive structural character-
Steroids, as a subgroup of natural products, have long been a istics of bile acids, including their fused four-ring core and
subject of interest in scientific research due to their potential specific hydroxyl group positions, contribute to their diverse
applications across various fields, including organic chemistry biological activities.”® These compounds’ stereochemistry and
and biomedicine."”” Steroids, crucial compounds found in all amphiphilic nature make them suitable for various biomedical
living organisms, play pivotal roles in many biological processes applications e.g,, as antimicrobial agents.”” "> Bile acids are
such as regulation of metabolism, immune response, and utilized in biomimetic chemistry to construct molecular
reproductive function.” receptors, supramolecular assemblies, and drug delivery

Bile acids—derivatives of cholesterol synthesized predom- systems.'®™*® Their ability to form stable complexes with

inantly in the liver, form a unique subset within the steroid
group.” Traditionally associated with digestion and fat
solubilization, bile acids have recently been identified as
signaling molecules involved in glucose and energy metabolism
regulation. Their amphipathic properties facilitate the solubi-
lization and emulsification of fats during digestion.’ Bile acids
act as signaling molecules by binding to receptors like the
nuclear receptor farnesol-X-receptor (FXR) and the G-protein-
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Scheme 1. Synthesis of Propynoyl Esters of Bile Acids (7—9) Azidoacetyl Substituted Derivatives (10—12)
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guest molecules highlights their utility in molecular recognition
and host—guest interactions.'”*’

The concept of “Click Chemistry” has revolutionized the
synthesis of complex molecules, offering eftective and selective
reactions for chemical modification.””** The Huisgen 1,3-
dipolar cycloaddition is a highly efficient technique for
synthesizing disubstituted 1,2,3-triazole rings, which are
resistant to oxidation, hydrolysis, and reduction. Various
strategies for modifying steroids and generating bioactive
derivatives with enhanced pharmacological properties have
been reported, leveraging “Click Chemistry” principles.”*>°

One promising approach involves synthesizing bile acid
conjugates, which show potential for drug discovery, targeted
drug delivery, and biomedical imaging due to their antifungal,
antibacterial, antiviral, and anticancer properties.”” > These
conjugates can address the limitations of traditional steroids,
such as restricted bioavailability and dose-related toxicity. The
initial high hemolytic activity of bile acids can be reduced
through chemical modifications. These modifications often
introduce linkers like the 1,2,3-triazole ring, which is not
recognized by bacteria or fungi.

Before experimental research, computational investigations
are crucial to predict the chemical activity and physicochemical
properties of synthesized compounds.”** Computational

modeling provides valuable insights into structure—activity
relationships and facilitates the rational design of bile acid
derivatives with optimized pharmacological profiles. Molecular
docking is an effective tool for predicting interactions between
potential drugs and target bacterial proteins, accelerating the
development of new antibacterial therapies.

This research aims to synthesize steroid conjugates by
combining acetate derivatives of bile acids with reduced
hemolytic activity and to evaluate their potential antibacterial
properties. The hemolytic activity of the synthesized
compounds was assessed, and molecular docking studies
were conducted to predict their antibacterial efficacy. These
investigations were carried out to determine the impact of
conjugation on the hemolytic activity and to explore the
potential of these compounds as candidates for antibacterial
drug

2. RESULTS AND DISCUSSION

2.1. Synthesis and Spectroscopic Characterization.
Bile acid methyl esters and their acetoxy derivatives were
successfully synthesized with decent yields, following estab-
lished protocols from existing literature.”” > The process
involved reacting acetoxy derivatives of methyl esters of bile
acids (4—6) with propiolic acid in dichloromethane and p-
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Scheme 2. Synthesis of Dimers of Bile Acids (13—21) Linked by 1,2,3-Triazole Ring

(7)R'=R?=H
(8) R'= OCOCH3, R?=H
(9) R'=R?= OCOCHj4

(vii) sodium ascorbate, CuSO4* 5 H,0O

t-BuOH:MeOH (5:1), 45°C

(10)R"=R?=H
0o (11) R"= OCOCHj3, R? =H
(12) R"=R? = OCOCH;4

0

(13)R'=R?=R"=R?=H
(14) R'= OCOCH;R?>= R"=R?=H
(15) R'= R?= OCHOCH3, R"=R? =H
(16) R"= OCOCH; R'=R?=R? = H
(17) R'=R"= OCOCH3, R>=R?=H
(18) R'= R?=R"= OCOCHj;, R? = H
(19) R"= R? = OCOCHj3 R'= R?=H
(20) R'= R"= R? = OCOCH3, R¥ =H

)R

'=R?=R"=R?= OCOCH,

TsOH, resulting in the formation of methyl propynoyl esters
(7-9) is shown in Scheme 1. To obtain the 3-bromoacetoxy
derivatives necessary for synthesizing compounds (10—12),
methyl esters of bile acids (4—6) reacted with bromoacetic
acid bromide in anhydrous dichloromethane. Subsequently,
compounds (10—12) were synthesized from bromoacetate
derivatives of bile acids via substitution reactions with NaNj; in
THF at 50 °C, yielding azide derivatives in satisfactory
quantities shown in Scheme 1. The propynoyl esters of bile
acids (7—9) and azide derivatives (10—12) were used as
substrates in the “Click Chemistry” reaction, conducted in the
presence of CuSO,-5 H,O and sodium ascorbate in +-BuOH/
MeOH (5:1). This led to the formation of a mixture of crude
products (13—21) showed at Scheme 2, which were separated
using column chromatography. The reaction yielded dimers
with satisfactory yields ranging from 60 to 90%, except for
compounds (15) (47%) and (20) (50%).

The basic building block of all steroids is the cyclo-
pentanoperhydrophenanthrene ring system is not a source of
many useful infrared (IR) signals. The vibrational bands
corresponding to C—C bonds were notably weak and were
obscured by overlapping signals in the fingerprint region.
Stretching vibrations of C—H bonds merged into one broad
band, for conjugate structure, between 2952 and 2867 cm™,
These signals are present for all compounds (13—21). The
symmetric carbonyl group v(C=O) stretching vibration
induces characteristic bands at 1736—1741 cm™' in the
Fourier-transform-IR (FT-IR) spectrum, serving as essential
signals for all products. Moreover, strong characteristic signals
in the region 1247—1215 cm ! are present, which are assigned
to the v(C—0). Compound (13), which is a derivative of
lithocholic acids does not contain an acetate group in its
molecule. Consequently, its FT-IR spectrum exhibits an

absence of signals attributed to the v(C=0) and v(C—0O)
functional groups.

The most characteristic signals of compounds (13—21) in
the range of 3.90—8.50 ppm in the '"H NMR spectra are shown
in Figure 1.

The diagnostic proton signals of the triazole ring 28-CH in
all bioconjugates (13—21), featuring a 1,2,3-triazole ring are
manifested as a singlet approximately at 8.28—8.25 ppm. The
protons from the methylene groups 29-CH, directly bonded to
the triazole ring exhibit signals at approximately 5.21—5.18
ppm. However, in the case of compounds (19—21) (methyl
cholate azidoacetate derivatives), these signals appear as a
double singlet at 5.21 ppm.

All compounds (13—21) showed signals originating from
3B-H and 3f'-H protons. In the case of compounds derived
from deoxycholic or cholic acids, signals originating from the
following protons 124-H/12'f-H (14—21) and 7p-H/7'f-H
(15, 18, 19—21) were also present.

Compounds (13) and (14), a series of products from
azidoacetate derivatives of lithocholic acid, had a 3’f-H signal
in the form of a multiplet at 4.89—4.81 ppm. 35-H signals
occurred as multiplets with values ranging from 5.10 to 5.03
(13), 5.06 and 4.99 (14). Compound (14) also showed a
signal from the 7f-H proton as a singlet at 5.08 ppm. In the
case of compound (15), the 12'-H proton was visible in the
form of a distinct singlet at 5.09 ppm, however, the signals
from 7'f-H, 34-H, 3'#-H overlapped, creating a multiplet at
4.96—4.80 ppm.

Compounds (16) and (17), a series of products from
azidoacetate derivatives of deoxycholic acid, had a 3’$-H signal
in the form of a multiplet at 4.87—4.79 ppm. Compound (17)
also showed signals from the 34-H proton at 5.06—4.99 ppm in
the form of a multiplet. Moreover, the signals from 12’-H and
123-H were visible as singlets at 5.09 and 5.08 ppm. In the case
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Figure 1. "H NMR spectra in the region of 4.60—8.50 ppm for the most characteristic signals of compounds (13, 17, 21).

39280 https://doi.org/10.1021/acsomega.4c07103
ACS Omega 2024, 9, 39277-39286


https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsomega.4c07103?fig=fig1&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsomega.4c07103?fig=fig1&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsomega.4c07103?fig=fig1&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsomega.4c07103?fig=fig1&ref=pdf
http://pubs.acs.org/journal/acsodf?ref=pdf
https://doi.org/10.1021/acsomega.4c07103?urlappend=%3Fref%3DPDF&jav=VoR&rel=cite-as

ACS Omega

http://pubs.acs.org/journal/acsodf

of compound (16), signals from 12'f-H and 3f-H overlapped
forming a multiplet at 5.09—5.01 ppm. Signals from 12-H and
12/f-H protons in compound (18) overlapped giving a singlet
signal at 5.09 ppm. In addition, the signal from 7'f-H, 3/4-H,
and 3'f-H also overlapped, creating a multiplet at 4.94—4.76
ppm (18).

In the case of compounds (19—21), which are a series of
products from azidoacetate cholate derivatives, all signals from
the 3'B-H group were present in the form of a multiplet at
4.74—4.66 ppm. In compound (19), 12’$-H and 7'f-H
protons gave clear singlet and double singlet signals at 5.09
and 4.92 ppm corresponding. Compounds (20—21) had a
signal at 5.09 ppm from overlapped 12f-H and 12'$-H. In the
case of compound (20), a multiplet from 34-H at 5.05—4.98
ppm and a double singlet from 76-H and 7'f-H at 4.92 ppm
were visible. to 12'-H and 7'f-H, respectively. The multiplet
at 5.07—5.00 ppm was a signal originating from 3f-H. Similarly
to the above, in compound (21) the signals from the 124-H
and 12'p-H protons overlapped to form a double singlet at
5.09. The signal at 4.94—4.86 ppm was a multiplet created by
the overlap of signals from 34-H, 74-H, and 7'f-H.

The 25-CHj; and 25'-CHj groups were visible as a signal at
3.67 ppm as singlet (13—18, 21) or double singlet (19, 20).
The protons of the 12a-CO,CH; group showed signals at
2.12—2.08 ppm for compounds (14—15, 17, 18, 20—21).
Similarly, signals coming from protons of 12'a-CO,CH; were
visible at 2.11—2.08 ppm for (16—21). On the other hand,
protons of the 7a-CO,CH; and 7'a-CO,CHj; groups gave
signals at 2.21 and 2.15—2.14 ppm for the conjugates (15, 18,
21) and (19-21) respectively.

Two hydrogen singlets in the range 0.73—0.65, 0.93—0.91
and characteristic doublets at 0.93—0.81 ppm are assigned to
18'-CH;, 19'-CHj, and 21'-CHj, respectively. Similarly,
singlets in ranges 0.74—0.65, 0.95—0.94 and doublets at
0.93—0.80 were assigned to 18-CHj;, 19-CHj, and 21-CH;.

The *C NMR spectra of conjugates (19—21) exhibit
distinct signals at 12.4—12.2, 23.2—22.4, and 18.3—17.5 ppm,
corresponding to 18-CHj, 19'-CHj;, and 21’-CHj, respec-
tively. Moreover, signals originating from the group moiety
range from 12.4—12.1 ppm for 18-CHj,, 23.2—22.6 ppm for 19-
CHj, and 18.2—17.5 ppm for 21-CH;. However, the resonance
of the carbonyl groups of the 3a-acetoxy moiety (C26) is
observed at 160.2—160.0 ppm. Conversely, the carboxyl group
of the acetoxy moiety (C30) resonates at 165.1—165.1 ppm,
170.7-170.6 ppm (12a-OCOCHj;), and 170.8 ppm (7a-
OCOCH,) 170.4—170.2 ppm (12'a-OCOCH;) and 170.4
ppm (7'a-OCOCH,;). Alternatively, the carbon atoms of the
C(24)=0 and C(24')=O0 groups produce signals in the
range of 174.8—174.5 and 174.7—174.5 ppm. The diagnostic
signals for the C(27) and C(28) atoms within the 1,2,3-triazole
ring are observed at 141.1 ppm and 129.2—128.8 ppm,
respectively.

2.2. PM5 Calculations. The PMS semiempirical calcu-
lations were performed using the WinMopac 2003 program.
The final heat of formation (HOF) for dimers of bile acids
linked 1,2,3-triazole ring is presented in Table 1. The
molecular models of representative compounds are shown in
Figure 2.

As evident, the end products (13—21) exhibit lower HOF
values compared to their substrates. The highest HOF values
are observed for the compound (13), while the lowest is for
(21). The presence of hydroxyl groups in the bile acid
structure, as well as their substitution by acetate groups, affects

Table 1. Heat of Formation (HOF) [kcal/mol] of
Azidoacetate Bile Acids Derivatives (10—12) and
Conjugates (13—21)“

compounds HOF [kcal/mol] AHOF [kcal/mol]

(10) —192.5621

(11) —278.4880

(12) —356.3252

(13) —453.9492 —261.3871
(14) —540.5013 —347.9392
(15) —613.4933 —420.9312
(16) —540.0357 —261.5477
(17) —626.4624 —347.9744
(18) —711.7935 —433.3055
(19) —617.7925 —261.4673
(20) —704.2530 —347.9278
(21) —789.6462 —433.3210

“AHOF = HOH(y3_y;) — HOF(3_13).

the determinant value of the HOF. Moreover, the incorpo-
ration of OAc groups facilitates the formation of stable host—
guest complexes through intramolecular hydrogen bonds.
Consequently, an increase in the number of OAc groups in
the bile acid skeleton results in a decrease in the HOF value.
These complexes can be stabilized via hydrogen bonding or
electrostatic interactions stemming from the OAc groups
within the bile acid molecule.

2.3. Prediction of Activity Spectra for Substances.
The potential pharmacological activities of the synthesized
bioconjugates (13—21) were determined based on a
computer-aided drug discovery approach using the in silico
prediction of activity spectra for substances (PASS) pro-
gram.’®*™* Biological activity predicted for a potential
compound with the highest probability (focal activities) has
also been selected and presented in Table 2. The most
frequently predicted types of biological activity are cryopro-
tectant and hypolipemic. On the other hand, conjugates (18,
20—21) have an antiviral activity and (13—15, 19, 21)
Adenomatous polyposis inhibitor activity.

2.4. Hemolytic Activity. Bile acids exhibit different effects
on the molecular structure of cell membranes dependent on
their chemical structure and concentration.”"** Hydrophobic
bile acids like lithocholic and deoxycholic acid provoke
hemolysis in red blood cells (RBC) in a dose-dependent
manner by enhancing the cell membrane permeability to
ions.”> Conversely, at sublytic concentrations, bile acid
molecules serve to stabilize the lipid bilayer of cell membranes
and modulate the activity of membrane proteins such as
MRPL.*** Considering the amphiphilic properties of bile
acids and their derivatives, it is essential to evaluate their
hemolytic activity before any biomedical uses Therefore, all
compounds underwent in vitro evaluation for cytotoxicity
using a hemolytic assay with human RBC. Based on literature
data and the results obtained, it can be concluded that the
dimerization of acetyl derivatives of bile acids results in a
reduction in hemolytic activity.”® In the case of lithocholic
(LA) and cholic acid (CA), it can be seen that the result of
acylates to derivatives LA-Ac and CA-Ac is a slight increase in
hemolytic activity. It is worth noting, however, that LA’s
activity is much higher than the tested deoxycholic acid (DA)
and CA. Acylation of DA increases its hemolytic activity to a
value of 90%. For all compounds obtained, the hemolytic
activity value was 13—28%, as shown in Figure 3. LA-Ac and
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Figure 2. Molecular models of (13) (left), (16) (middle), and (21) (right) were calculated by the PMS method.

Table 2. Probability “To Be Active” (PA) Values for the Predicted Biological Activity of Dimmers (13—21)

compounds (13) (14)
PA > 0.7
acylcarnitine hydrolase inhibitor 0.85 0.82
alkylacetylglycerophosphatase inhibitor 0.81 0.75
alkenylglycerophosphocholine hydrolase inhibitor 0.76
antieczematic 0.7 0.71
glyceryl-ether monooxygenase inhibitor 0.72 0.76
adenomatous polyposis treatment 0.71 0.70
cholesterol antagonist 0.71
cytoprotectant 0.70
hypolipemic

biliary tract disorders treatment

antiviral (influenza)

(1) (16) (17) (18) (19) (20) (21)

0.82 0.82 0.84 0.84 0.82 0.84 0.85
0.75 0.78 0.72 0.72
0.72
0.71
0.80 0.76 0.77 0.80 0.80 0.80 0.80
0.70 0.70 0.70 0.71
0.73 0.71 0.73 0.71 0.70
0.78 0.77 0.78 0.77 0.76
0.73 0.72 0.73 0.72 0.73
0.71 0.71 0.72

100
90
80
70
60
50
40
30

Hemolytic activity [%]
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RN IR R S
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Figure 3. Hemolytic activity of compounds tested (0.1 mg/mL) after
1 h incubation at 37 C. A hemolysis degree higher than 5% indicates
the cell membrane-perturbing activity of compounds. PBS—negative
control, no hemolysis. * Adapted from data in ref 46.

DA-Ac conjugation with other acetyl bile acid derivatives
results in obtaining dimers with lower hemolytic activity than
the initial one. Only in the case of CA-Ac derivatives, an
increase in hemolytic activity by 10—20% can be observed
when conjugates with other acetyl derivatives. The above
conclusions are particularly visible for compounds (13), (18),
and (21) which are dimers of acetyl derivatives of lithocholic,
deoxycholic and cholic acids (marked with the same color as
the substrates in Figure 3).

2.5. Molecular Docking. In the modern world, the
growing threat from antibiotic-resistant bacteria poses an
urgent need for scientists and researchers to discover new
chemical compounds with antibacterial properties. Drug-
resistant bacteria are becoming more common, which makes
existing treatments less effective. Therefore, the search for new
compounds with antibacterial activity is becoming a key goal of
scientists around the world., It is known that steroid derivatives
may have antibacterial activities.’

Three representative compounds were selected for virtual
screening: (13), (17), and (21). These are dimers of
lithocholic, deoxycholic and cholic acids respectively, which
additionally differ in the number of acetyl groups present. The
presence or absence of these groups may therefore influence
the ability to dock to selected active sites. Numerous
mechanisms of antibacterial action exist. For example,
antibacterial glycopeptides show activity by inhibiting Lipid
I of bacteria.”” Lipid IT plays a crucial role in bacterial cell wall
synthesis as it serves as a precursor molecule for the formation
of peptidoglycan, an essential component of bacterial cell walls.
Peptidoglycan provides structural integrity and protection to
bacterial cells, making the biosynthesis of Lipid II a vital
process for bacterial survival and proliferation. In turn,
fluoroquinolones, by blocking DNA gyrase, effectively destroy
Gram-positive bacteria.””** DNA gyrase, which belongs to
topoisomerases, is a key enzyme involved in many life
processes of bacteria, including replication, transcription and
recombination of bacterial DNA. It is composed of two
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Figure 4. (A—C) Binding modes with hydrogen bonds of key amino acids of docked compounds (13)-magenta, (17)-red, (21)-black. (D) The
surface of the gyrase DNA with docked compounds on. The yellow dotted line represents the hydrogen bond.

subunits—A (responsible for cell division processes) and B
(responsible for ATP hydrolysis)."’

Due to literature reports confirming the antibacterial activity
of steroids, molecular docking was performed.””** Docking
involved activity to inhibit Lipid II and DNA gyrase of
compounds (13), (17), and (21).

To assess the antibacterial activity of selected compounds,
the first step is To assess the arrangement and type of
interactions of a typical representative of fluoroquinolones—
ciprofloxacin in the GyrB binding pocket (PBD: 3U2D).*’
Then compare them with the arrangement and type of
interactions created by the tested compounds. Docked
ciprofloxacin (docking score —7.169 kJ/mol) forms stable
hydrogen bond interactions with Ser129 (2.68 A), while
protonated piperazine forms a salt bridge with GluS8 (3.86 A)
and an additional hydrogen bond also with GluS8 (2.95 A) and
AsnS4 (2.80 A).

All three molecules (13), (17), and (21). show a similar
skeletal conformation, when binding to the binding pocket of
DNA gyrase. These compounds take the shape of the letter
“U”, with the inflection region at the level of the triazole ring,
and occupy the same space as ciprofloxacin. The results are
presented in Figure 4.

For compound (13), the triazole forms a hydrogen
interaction with Ser129 (2.91 A) similar to that in the case
of ciprofloxacin or other sterol derivatives described by Ansari
et al.”” Both carbonyl groups of the bile acid side chain form a
total of three hydrogen bonds—one double with Argl44 (2.37
and 2.34 A) and one with GIn91 (2.17 A). The results are
presented in Figure 4A. Compound (17) (Figure 4B) similar
to compound (13), it forms a hydrogen interaction with
Ser129 (1.96 A), but not through the triazole ring but through
the carbonyl group at C-26 (derived from the propioloacetate
derivative). Moreover, the carbonyl group present in the
steroid side chain also forms hydrogen bonds with Argl44

(2.39 A) while the carbonyl oxygen forms a hydrogen bond
with Lys93 (2.12 A). Compound (21) (Figure 4D) adopts a
similar conformation as (13) and (17), forming hydrogen
interactions with Ser129 (2.07 A) and only one hydrogen bond
between Tyr63 (2.28) with the oxygen of the bile acid side
chain carbonyl group. None of the four introduced acetate
groups interacts with the DNA gyrase binding pocket.

As shown in Table 3, compound (13) may have the best
potential to inhibit DNA gyrase. It has a similar docking score

Table 3. Docking Scores and Hydrogen Bonds Formed with
Representative Compounds (13), (17), and (21)“

compounds docking score (kcal/mol) H-bond residues (distance A)
13 —6.761 Ser129 (2.91 A)
Argl44 (2.37 A)
Argl44 (2.34 A)
GIn91 (2.17 A)
17 —4.300 Ser129 (1.96 A)
Argl44 (2.39 A)
Lys93 (2.12 A)
21 —3216 Ser129 (2.07 A)
Tyr63 (2.28 A)
ciprofloxacin —7.169 Ser129 (2.68 A)

Glus8 (2.95 A)
Asn54 (2.80 A)

“Ciprofloxacin is used as a reference with good antibacterial activity.

and creates the largest number of hydrogen bonds. Compound
(21), in turn, has the highest docking score and creates only
two interactions with Ser129 (2.07 A) and Tyr63 (2.28 A).
The tested compounds were also docked to the crystal
structure of Staphylococcus aureus membrane receptor trans-
glycosylase (PDB: 3VMT)>' with parent Lipid II as a
reference. The tested compounds (13) and (17), similarly to
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Figure S. Binding modes with hydrogen bonds of key amino acids of docked compounds: (A) compound (13) magenta, (B) compound (17) red.

The yellow dotted line represents the hydrogen bond.

DNA gyrase, adopt a bent U-shaped conformation where the
triazole ring (which is the inflection point) squeezes into the
binding pocket, occupying the same space as the parent
crystallized compound—LHI301 which is shown in Figure 5.

In the case of compound (13) (docking score —5.423 kcal/
mol), the triazole forms an interaction with Glu102 (2.70 A),
while the carbonyl oxygen directly attached to the triazole
through C-26 interacts with a hydrogen bond with Lys113
(2.09 A). The carbonyl oxygen located on the other side of the
triazole ring at C-30 also forms a hydrogen bond with Lys248
(2.36 A). Furthermore, the carbonyl oxygen of the bile acid
side chain forms a hydrogen bond with GIn240 (2.04 A). For
compound (17) (docking score —S5.144 kcal/mol), the
hydrogen bond with Glu102 (1.87 A) is not formed with the
triazole ring but with the carbonyl group at C-30 (from the
azidoacetate derivative part). The ester group attached directly
to the triazole (from the propionate derivative part), in turn,
forms two hydrogen interactions with Ser132 (2.52 A) and
Gly130 (2.46 A). The second ester group attached to the bile
acid side chain (from the azide derivative part) also forms two
hydrogen interactions with Arg117 (2.55 A) and Lys248 (2.43
A). Compound (21) did not dock to the crystal structure of
the molecular target. Taking into account the above and
analyzing the data from Table 4, both compounds (13) and
(17) have the potential to exhibit antibacterial activity.

3. CONCLUSIONS

This study presents the synthesis and chemical characterization
of conjugates of bile acid derivatives connected via a 1,2,3-
triazole ring (13—21). The results obtained in this study
confirm that the conjugation of acetyl derivatives of lithocholic

Table 4. Docking Scores and Hydrogen Bonds Formed with
Representative Compounds (13) and (17)

compounds  docking score (kcal/mol)  H-bond residues (distance A)
13 —5.423 Glu102 (2.70 A)
Lys113 (2.09 A)
Lys248 (2.36 A)
Glu240 (2.04 A)
17 —5.144 Glu102 (1.87 A)

Ser132 (2.52 A)
Glu130 (2.46 A)
Argl17 (2.55 A)
Lys248 (243 A)
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and deoxycholic acid esters causes a significant reduction in
hemolytic activity of the obtained products (13) and (17). In
the case of a dimer conjugate of cholic acid derivatives (21), an
increase in hemolytic activity can be observed compared with
cholic acid and its acyl derivative. The results indicate that for
bile acid derivatives with high initial hemolytic activity,
conjugation is a convenient method of obtaining new
compounds with reduced hemolytic activity. This approach
circumvents the challenge posed by the high hemolytic activity
of these compounds.

Molecular docking studies prove that the compounds (13)
and (17) exhibit possible binding affinity toward the protein
targets of interest (3U2D and 3VMT). Inhibition of both
protein’s activity could indicate the tested compound’s
antibacterial properties. Docking results suggest that the
antibacterial activity primarily stems from interactions
associated with triazole rings or carbonyl groups, rather than
acetate groups. It is therefore worth considering the possibility
of other modifications of the hydroxyl groups.

Bacteria can develop resistance to commonly used anti-
biotics, making these drugs ineffective. This poses a serious
threat to humanity. Therefore, there is an urgent need to
search for new antibacterial drug candidates. The compounds
obtained in this study appear valuable based on the results.
This prompts further in vitro tests on pathogenic bacterial
strains.

4. EXPERIMENTAL SECTION

4.1. General Procedure for the Preparation of
Propiolic Esters (7—9). The methyl esters of bile acids and
their acetoxy derivatives, as well as azidoacetates or propiolic
esters of bile acid were synthesized following the procedures
outlined in the refs 1—3. Bile acid derivatives (4), (5), or (6)
were dissolved in 15 mL of dichloromethane, followed by the
addition of p-TsOH (catalytic amount) and propiolic acid (2
equiv). The reaction was carried out for 24 h at room
temperature. Then the mixture was washed with cold water,
extracted with chloroform, washed with water (50 mL), brine
(50 mL) and dried (Na,SO,). The solvent was evaporated
under reduced pressure to obtain the crude products. Products
were purified by chromatography on silica gel (Merck, type 60,
70—230 mesh) with chloroform/hexane as eluent. Yields for
the products (7—9): 45, 57, and 30% respectively.

4.2. General Procedure for the Preparation of
Azidoacetates (10—12). To obtain bromoacetate derivatives,
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compounds (4—6) were dissolved in S mL of anhydrous
dichloromethane, and then subsequently, bromoacetic acid
bromide was added dropwise and the reaction mixture was
kept at room temperature for 24 h. Then the mixture was
washed with NaHCOj; (5%, 20 mL), brine (100 mL) and dried
over Na,CO;. The solvent was evaporated under reduced
pressure to give the crude product. Products were purified by
chromatography on silica gel (Merck, type 60, 70—230 mesh)
with chloroform/hexane as eluent. Obtained products were
dissolved in 15 mL of THF. Then, NaNj; (2 equiv) was added,
the mixture was heated at S0 °C for 4 h. THF was evaporated,
extracted with chloroform, washed with brine, and dried
(Na,SO,). Yields of the products (10—12): 85, 88, and 78%
respectively.

4.3. General Procedure for the Preparation of
Bioconjugates (13—21). Procedure for bioconjugates (13—
21): Azidoacetate (10—12) was dissolved in a mixture of t-
BuOH/MeOH (6 mL, 5:1) and compound (7—9) added.
Next, CuSO,-S H,0 (3 mg, 3 mol %) and sodium ascorbate (9
mg, 20 mol %) were added to the homogeneous mixture in
water (1 mL). The reaction mixture was heated at 45 °C for 1
h, then extracted with chloroform (30 mL), washed with brine
(60 mL), and dried over anhydrous Na,SO, The crude
compound was purified by column chromatography on silica
gel using chloroform/ethyl acetate (15:1) as an eluent and
gave the products (13—21) with yields 80, 90, 47, 80, 60, 62,
70, 50, and 67% respectively.
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Abstract: Steroid conjugates have emerged as a versatile group of compounds with
applications in medicine, biotechnology, and materials science. They are formed by linking
steroids with other molecules, offering new avenues for drug development. Steroids play
crucial roles in many organisms, but factors like poor absorption and side effects limit their
traditional use. Conjugating steroids with other molecules aims to overcome these challenges
and enhance their effectiveness. Steroid conjugates come in various forms and offer
advantages such as improved stability and targeting. They find applications in antifungal,
antibacterial, and anticancer drugs and eco-friendly insecticides. Steroid conjugates
represent a promising class of compounds with diverse applications in healthcare and
agriculture. Their ability to address multiple challenges makes them valuable tools for

improving human health and environmental sustainability.
Keywords: Steroid conjugate, Bioconjugates, Therapeutic applications

1. Introduction

Steroid conjugates represent an interesting class of compounds that has garnered
significant attention in recent years owing to their diverse applications in medicine,
biotechnology, and materials science [1-4]. These compounds, resulting from the covalent
linkage of steroids with other chemical moieties, present a promising direction for the
development of novel therapeutic agents, diagnostic tools, and functional materials. The
synthesis and utilization of steroid conjugates have opened up new frontiers in scientific
research, revolutionizing our understanding of steroid biology.

Steroids are a group of chemical compounds with incredibly diverse biological
properties [5]. They play a crucial role in regulating physiological and pathological processes
in many organisms. Their unique chemical structure, including characteristic steroid rings
(Fig. 1), provides them the ability to interact with various receptors, resulting in a wide

spectrum of biological activity [6]. Steroids are also known for their strong therapeutic



properties, such as anti-inflammatory, immunosuppressive, and hormonal activity, making

them attractive candidates for further investigation [7-9].

Fig. 1. Scheme of the steroid skeleton and atom numbering

Despite their potent therapeutic effects, traditional steroid usage is often limited by
restricted bioavailability, off-target effects, and dose-related toxicity. For this reason, there's
a growing interest in conjugating steroids with other molecules, aiming to improve their

effectiveness while mitigating adverse reactions.

2. Steroid conjugates

Steroid conjugates are chemical entities in which a steroid molecule is bonded to
another molecule. The steroid component displays notable diversity, including sterols, bile
acids, and other steroid derivatives (Fig. 2). Steroids demonstrate versatile conjugation
possibilities with various molecules. For instance, they can form ester bonds with fatty acids,
serving as prodrugs metabolized into active steroid forms [10-11]. Alternatively, steroids
can create peptide or amide bonds with peptides or proteins, potentially applied in cancer
therapy as antibody-drug conjugates or in receptor interaction studies [12-13]. Coupling
steroids with polymers such as polyethylene glycol yields polymeric steroid conjugates,
prolonging circulation time and reducing immunogenicity, thus benefiting therapy and
diagnostics [14-15]. Furthermore, steroids can be linked to active pharmaceutical
compounds like enzyme inhibitors or receptor ligands, enhancing their bioavailability,
selectivity, or stability [16]. These varied examples underscore the extensive opportunities

for steroid conjugation, tailored to meet specific research objectives.
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Fig. 2. Scheme of the structure of steroid conjugates with details of the steroid part

In contrast to synthetic conjugates, which are diverse, natural steroid conjugates
occurring in living organisms are relatively limited, primarily consisting of two types: those
conjugated with sulfuric acid (sulfates) or with glucuronic acid (glucuronides). While
previously considered primarily as excretion products, recent investigations have unveiled
their inherent biological activities, distinct from free hormones and their metabolites.
Notably, steroid sulfates exhibit significant biological effects, while glucuronides primarily
function in regulating the levels of biologically active steroids [17-18].

Squalamine originates from tissues of the dogfish shark, Squalus acanthias,
marking the first discovery of a sterol-spermidine conjugate in this species [19]. The
structure of this molecule is shown in Figure 3. This unique natural compound has garnered
significant interest due to its potent antimicrobial properties against various microorganisms
[20]. Squalamine shows promise in treating serious conditions such as lung, ovarian, and
brain cancers, age-related macular degeneration, and managing body weight in humans [21].
Efforts to obtain large quantities of squalamine from dogfish sharks led to the identification,
isolation, and characterization of a novel family of aminosterols. However, the limited
availability of squalamine for mechanistic studies, along with the demand for analogs,

prompted multiple research groups to undertake its synthesis and its derivatives.
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Fig. 3. Chemical structure of the Squalamine

Structural variations in the analogs resulted in alterations in activity spectra against
various bacteria and yeasts, yielding several key findings. The characteristic activity requires
three essential elements: a long and rigid hydrophobic unit, a flexible hydrophilic chain
linked to the hydrophobic unit, and a pendant polar head group. The specific structure of the
polyamine component appears to be less critical. Sulfate groups can be substituted with
carboxylate or hydroxyl groups or eliminated. The structure of the rigid hydrophobic unit,
i.e., the steroid, is also amenable to variation.

The foregoing example illustrates a prevalent trend within the novel drug research
approaches — drawing inspiration from natural products and improving it. Upon the
discovery of compounds exhibiting intriguing properties, extensive synthesis of analogs
ensues, aiming to mimic the structure-activity relationship. Conjugates represent a unique
case wherein both the steroid component and the attached molecule can be modified. This
allows to design of a molecule with selected properties by controlling the structures of the
selected compounds used.

The synthesis of steroid conjugates involves combining steroids with other
biologically active moieties through various methods. The literature documents numerous
methods for synthesizing steroid conjugates, with selected linkers depicted in Fig. 4. The
majority of these methods rely on covalent bonds, renowned for their robustness and
stability. Additionally, these methods can be further categorized based on the direct
connection approach or by modifying existing functional groups. Modifications primarily
target functional groups such as hydroxyl groups, carboxyl groups, and multiple bonds.
Typically, a steroid molecule contains various types of functional groups, enabling selective
modification owing to their differing reactivity. These differences arise from variations in
steric availability and stereochemistry. Such findings underscore the suitability of steroids
for their chemical modification, which also explains their popularity within drug research as

a good building block.
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Fig. 4. Scheme of the structure of steroid conjugates with details of the linkers and attached

molecules

One of the methods of conjugation involves the direct formation of a covalent bond
between the steroid molecule and the desired moiety. This can be achieved through chemical
reactions that allow for the attachment of the two components, resulting in a stable conjugate.
In some cases, steroid conjugates are synthesized by forming labile ester bonds between the
steroid molecule and the conjugated moiety. This reversible bond can be used to link the two
components and release the active moiety at the target site.

Steroid conjugates can also be synthesized by reacting specific functional groups
on the steroid molecule with complementary functional groups on the other moiety. This
selective reaction allows for the precise attachment of the two components, leading to the
formation of the conjugate. This method emphasizes not the utilization of pre-existing
functional groups into linkers but their modification into the desired chemical moieties. An
excellent illustration is the synthesis of steroid conjugates linked by a 1,2,3-triazole ring.
This linker is formed through the Huisgen reaction between the terminal triple bond and the
azide group. Neither of these chemical groups naturally occurs in steroid molecules,
necessitating their chemical modification. The 1,2,3-triazole serves as an invaluable linker
owing to its exceptional stability, resisting oxidation and hydrolysis processes. Moreover,
this linker is absent in nature, making it undetectable by bacteria, viruses, or fungi.
Consequently, this particular connection has garnered significant popularity in research on

novel drug development and the modification of existing drugs, especially in response to the



emergence of drug resistance among microorganisms. Figure 5 below shows a steroid

conjugate with a 1,2,3-triazole linker. This compound is used as an anti-leishmal drug [22].

Fig. 5. Steroid conjugate with 1,2,3-triazole linker used as an anti-leishmanial drug

The method of connecting steroid conjugates can be divided into two groups: cross-
linking or zero-length linking (direct). Both methods aim to establish covalent bonds,
although they differ in the type of linker and modifications made. Cross-linking agents, such
as N,N'-dicyclohexylcarbodiimide, can be used to connect functional groups on the steroid
and the other moiety [23]. These agents facilitate the formation of covalent bonds between
the two components, leading to the synthesis of the conjugate. Another example is the
previously mentioned synthesis of 1,2,3-triazoles — the Huisgen reaction.

Zero-length cross-linking agents are used to form bonds between two active
moieties without introducing additional atoms. This method allows for the direct linkage of
functional groups on the steroid and the conjugated moiety, resulting in a stable conjugate.
An example of such a connection is an ester linker. It is a relatively simple linker to obtain
due to the presence of hydroxyl or carboxyl groups in the molecules of selected steroids. The
ester bond, while versatile, lacks the stability of other bonds, primarily serving as a linker to
facilitate detachment of the molecule bound to the steroid at the intended site of action.

Steroidal bioconjugates offer several advantages in terms of lipophilicity, stability,
and target specificity, rendering them promising candidates in drug discovery. They exhibit
heightened lipophilicity, facilitating their efficient penetration through biological
membranes. This characteristic enhances drug delivery by enabling molecules to reach their
intended targets more effectively. Enhanced stability contributes to prolonged activity within
the body, thereby ensuring a sustained therapeutic effect. This feature is particularly

advantageous for drugs requiring prolonged action. The tailored design allows steroidal



bioconjugates to target specific receptors or sites within the body, augmenting their affinity
for particular tissues or cells. This approach mitigates off-target effects and enhances the
overall therapeutic efficacy of the drug.

Overall, the use of steroidal bioconjugates combines the advantageous properties
of steroids with the specific benefits of conjugation, resulting in molecules characterized by
enhanced lipophilicity, stability, and target specificity. This synergy holds promise for

advancing drug discovery and development efforts.

3. Applications

Steroid conjugates represent an emerging area of interest in mostly pharmaceutical
research, combining the distinct properties of steroids with biologically active moieties. In
this subsection, the diverse applications of steroid conjugates are being explored. Through
an in-depth examination of their enhanced properties, they have expanded therapeutic
applications. we seek to highlight the considerable influence of steroid conjugates in shaping
innovative and effective therapeutic interventions.

The prevalence of life-threatening fungal infections has surged in recent decades,
driven by factors such as widespread immunosuppressive drug use, prolonged broad-
spectrum antibiotic administration, and the increased use of indwelling catheters,
particularly among cancer and AIDS patients. However, existing antifungal medications,
like fluconazole, face challenges due to either high toxicity or the emergence of resistant
strains (Fig. 6) [24]. Consequently, efforts are underway to enhance the efficacy of

fluconazole through chemical modifications.
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Fig. 6. Structure of Fluconazole

Bile acid structures have emerged as crucial elements in pharmacology and
biomimetics, with bile acid-derived compounds exhibiting amphiphilic properties akin to
established antimicrobial agents. These compounds play a pivotal role in ion transport,

contributing to their antimicrobial activity.



Bioconjugation offers a promising avenue for creating novel complexes with
synergistic  properties. Specifically, bioconjugates resembling fluconazole and
amphotericin-B have been designed using 1,2,3-triazole as a stable linking unit [25]. This
approach capitalizes on the stability and hydrogen bonding capabilities of 1,2,3-triazole to
enhance binding to biomolecular targets and improve solubility. Their synthesis typically
involves the 1,3-dipolar cycloaddition of terminal acetylene and organic azides, proving to

be an effective method for generating diverse bioactive compounds.
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Fig. 7. Scheme of the synthesis of Fluconazole conjugates with bile acids

The novel molecules demonstrated in Figure 7 exhibit excellent antifungal efficacy
against Candida albicans, Sporothrix schenckii, and Candida parapsilosis. It is
hypothesized that in this biological activity, the bile acid component serves as a drug carrier,
while the fluconazole component acts as an inhibitor of 14a-demethylase enzymes in fungal
cells.

Researchers from Brigham Young University have developed a group of cationic
steroid antibiotics as steroid polyamine conjugates, aiming to replicate the antibacterial
effects of polymyxin B (PMB) shown in Figure 8 [26-28]. These antibiotics exhibit
antibacterial activity comparable to or surpassing that of PMB against Gram-negative

bacteria.
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Fig. 8. Structure of Polymyxin B (PMB)

Additionally, they have established a method for directly observing cell selectivity
using antibiotics tagged with fluorophores, employing intact prokaryotic and eukaryotic
cells to assess whether the affinity of steroid antibiotics for lipid A corresponds with cell
selectivity. When bacteria become resistant to antibiotics that target their cell membranes,
like PMB, they change the structure of their outer membranes to prevent the antibiotics from
getting in. PMB works by attaching to a part of the bacterial membrane called
lipopolysaccharide (LPS). Bacteria become resistant to PMB by changing the structure of
their LPS. To tackle this problem, the researchers designed simpler molecules that can bind
to LPS and change the permeability of Gram-negative bacteria membranes. This approach
is promising because it's difficult to make PMB and purify it for use in medicine. Simpler
molecules that work just as well could help fight antibiotic-resistant bacteria. To confront
this issue, the researchers devised simplified molecules with the ability to bind to
lipopolysaccharides (LPS) and alter the permeability of Gram-negative bacterial membranes
[29]. This strategy is particularly promising given the challenges associated with
synthesizing and purifying polymyxin B (PMB) for medical use.

Steroid-based analogs of polymyxin B (PMB) were initially developed using bile
acids as a model. Bile acids, known for their hydroxyl group arrangement, have garnered
attention for potential applications such as receptor design and amphiphile synthesis [30].
Additionally, they are recognized by hepatic cells and undergo recycling during
enterohepatic circulation. Mimicking PMB, bile acid derivatives were synthesized from
cholic acid, where amino groups were strategically positioned on one face of the steroid
moiety via ether linkage with stereochemically oriented oxygen atoms [31]. This

arrangement conferred facial amphiphilicity akin to cationic peptide antibiotics. Notably, a



compound shown in Figure 9 exhibited potent bactericidal activity against both Gram-

negative and Gram-positive bacteria.
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Fig. 9. Steroid conjugate mimicking PMB

Literature has highlighted steroidal glycosides as promising candidates for
antineoplastic therapy [32]. These compounds consist of a sugar (glycone) and a steroid
(aglycone) part and are commonly used in treating congestive heart failure. Research on the
cytotoxic effects of steroidal glycosides has spurred efforts to develop them further as potent
and safer anticancer agents.

Yang et al. investigated steroidal saponins found in the roots of Polygonatum
zanlanscianense and identified their structures [33]. These naturally occurring saponins
demonstrated significant activity against HeLa cancer cells. Additionally, saponins from the
Mpyriopteron extensum plant were isolated and analyzed. One of these saponins,
Extensumside A shown in Figure 10, containing an unsaturated lactone ring at the 17f3-
position, displayed promising antitumor activity across various cancer cell lines [34].

Notably, Extensumside A showed maximum activity against A549 cell lines.
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Fig. 10. Structure of Extensumside A isolated from Myriopteron extensum.

Furthermore, recent research has focused on synthesizing monosaccharide-D-
secosterone bioconjugates through copper(I)-catalyzed azide-alkyne cycloaddition reaction
(Huisgen reaction) [35]. Among these conjugates, glucoside-conjugated steroids exhibited
potent antiproliferative activity against the HeLa cell line, nearly half that of the standard
cisplatin. The structure of the most active of these conjugates is shown in Figure 11. The

presence of an acetylated carbohydrate unit and oxime functionality on the secosteroid were



identified as crucial for its anticancer properties, as their removal significantly reduced the

bioconjugate’s efficacy.
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Fig. 11. Monosaccharide-D-secosterone conjugate with the 1,2,3-triazole linker

Steroids are pivotal in biological systems, with natural steroid growth hormones like
ecdysterone, 20-hydroxyecdysone and turkesterone playing crucial roles in insect
development. Analogues of these hormones hold the potential for eco-friendly insecticide
development [36]. Juvenile hormones also regulate insect physiology, and combining
juvenile analogs (juvenoids) with steroids enhances target specificity, forming pro-juvenoids
or juvenogens. Recent studies explore steroid-juvenoid conjugates as promising
agrochemicals [37-38]. Researchers, such as JurCek et al., have synthesized various
conjugates, including those with bile acids, to influence larval hatching in insects [39]. The

conjugate shown in Figure 12, featuring a Z configuration of the juvenoid part, demonstrated

significant hatchability in blowfly species.
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Fig. 12. Steroid-juvenoid conjugate

Additionally, novel pro-juvenoids composed of modified carbamate derivatives and
bile acids or phytosterols were evaluated for insecticidal activity in red firebugs [40].
Monomeric cholate shown in Figure 13 displayed high activity in drinking assays, while
other conjugates such as cis-juvenoid stigmasterol showed promising results in topical

screening tests.
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Fig. 13. Modified carbamate derivatives and cholic acid conjugate

Generally, a steroidal moiety is often used to deliver the active moiety at the site of
action, however, non-steroidal units are sometimes also employed as carriers to deliver the
steroidal moiety at the targeted site. An intriguing strategy involves incorporating dual and
multitargeted pharmacophores for synthesizing several hybrids based on diosgenin [41]. The
incorporation of thio- and selenoureas at the C-3 position of diosgenin was carried out to
overcome the limitations of combination therapy. These hybrids exhibited both
antiproliferative and antioxidant properties. The compound shown in Figure 14, which
includes selenourea, demonstrated significant inhibitory activity against various cancer cell
lines, including HeLLa, MCF-7, MDA-MB-231, and HepG2. This activity was notably higher
compared to the parent compound, diosgenin. Additionally, it exhibits potent antioxidant
properties, acting as a scavenger against free radicals. Moreover, the molecule displayed
activity resembling that of glutathione peroxidase and demonstrated selectivity towards

HelLa cells.
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Fig. 14. Selenourea derivative steroid conjugate

4. Summary
Steroid conjugates are increasingly recognized in the fields of medicine, biotechnology,
and materials science due to their versatile applications. These compounds, formed by

linking steroids with other molecules, offer promising avenues for therapeutic agents,



diagnostics, and functional materials, revolutionizing our understanding of steroid biology
[42-44]. Steroids play crucial roles in biological systems, possessing diverse properties like
anti-inflammatory and immunosuppressive activity. However, their traditional use is limited
by factors like bioavailability and toxicity. Conjugating steroids with other molecules aims
to enhance their effectiveness while minimizing adverse effects.

The synthesis of steroid conjugates involves combining steroids with other moieties
through various methods, including direct covalent bonds or modification of functional
groups. These methods enable precise modification of steroids, enhancing their properties
for specific applications. Steroid conjugates offer advantages like enhanced lipophilicity,
stability, and target specificity, making them promising candidates in drug discovery.

Steroid conjugates find applications in diverse fields like antifungal medications,
antibacterial agents, and anticancer therapy. For instance, they have been explored as
potential treatments for fungal infections, with bile acid-derived compounds showing
promising antimicrobial activity. Additionally, steroid-based antibiotics exhibit potent
antibacterial effects against Gram-negative bacteria, offering alternatives to traditional
antibiotics. In cancer therapy, steroidal glycosides and bioconjugates have demonstrated
significant anticancer activity, showing potential as safer and more effective alternatives to
conventional treatments. Furthermore, steroid-juvenoid conjugates have emerged as
promising agrochemicals for insecticide development, offering eco-friendly solutions for
pest control.

Overall, steroid conjugates represent a rapidly growing area of research with diverse
applications in medicine, agriculture, and biotechnology. Their unique properties and
versatile synthesis methods make them valuable tools for addressing various health and

environmental challenges.
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Abstract: Steroids have been pivotal in medicine and biology, with research into their thera-
peutic potential accelerating over the past few decades. This review examines recent steroid
discoveries from marine and terrestrial sources, highlighting both novel compounds and
those with newly identified biological activities. The structural diversity of these steroids
contributes to their wide range of biological activity, including anticancer, antimicrobial,
antidiabetic, anti-inflammatory, and immunomodulatory properties. Particular emphasis is
placed on steroids derived from marine invertebrates, fungi, and medicinal plants, which
have shown promising therapeutic potential. Advances in analytical techniques such
as NMR spectroscopy and mass spectrometry have facilitated the identification of these
compounds. These findings emphasize the growing importance of steroids in addressing
pressing global health issues, particularly antibiotic resistance and cancer, where new ther-
apeutic strategies are urgently needed. Although many newly identified steroids exhibit
potent bioactivity, challenges remain in translating these findings into clinical therapies.
Ongoing exploration of natural sources, along with the application of modern synthetic
and computational methods, will be crucial in unlocking the full therapeutic potential of
steroid-based compounds.

Keywords: steroids; natural products; marine-derived steroids; steroid pharmacology;
bioactive compounds; drug discovery; medicinal chemistry

1. Introduction

Steroids have played a pivotal role in medicine and biology since their discovery in
the early 20th century [1,2]. Their significant impact on human physiology and disease
treatment has driven advancements in endocrinology, oncology, and immunology [3,4]. Initial
research focused on steroid hormones like cortisone and testosterone, which transformed
into therapeutic approaches [5-9]. Especially over the past two decades, as the need for new
bioactive compounds grew, steroid research has expanded significantly to cover a wide range
of sources, including marine organisms as well as terrestrial organisms. New steroid structures
with unique biological properties have been discovered, broadening our understanding of the
therapeutic potential of this group of compounds [10-12].

Recently, attention has turned to novel steroids from marine and terrestrial sources,
owing to their unique biological activities [13,14]. Marine ecosystems, particularly inver-
tebrates such as echinoderms, tunicates, and sponges, have provided many new steroids.
These steroids often possess distinct structural features, such as hydroxylated side chains
and sulfate groups [15,16]. Simultaneously, medicinal plants and fungi have yielded
steroidal alkaloids and saponins with significant therapeutic potential [17-22]. Over the
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last 20 years, many studies have reported the antitumor, antimicrobial, antidiabetic, and
anti-inflammatory effects of these newly discovered steroids.

This review examines some recent discoveries about steroids made in the last two
decades, focusing mainly on compounds from both marine and terrestrial environments. It
also explores discoveries regarding previously known steroids, emphasizing their structural
diversity and properties that had not been investigated before. Emphasis is placed on their
potential therapeutic uses.

2. Marine Organisms
2.1. Marine Invertebrates

Marine natural product research, especially involving invertebrates like echinoderms,
has proven to be a rich source of lead compounds for drug discovery [23-26]. Echinoderms
such as Acanthaster planci have adapted to challenging marine environments by producing
a diverse range of bioactive secondary metabolites. Previous studies on A. planci have led
to the isolation of novel steroidal structures with antimicrobial, anti-inflammatory, and
cytotoxic properties [27-30].

Chemical studies on Acanthaster planci, commonly known as the crown of thorns
starfish, led to the isolation of two new steroids: 5x-cholesta-24-en-3[3,203-diol-23-one (1)
and 5a-cholesta-9(11)-en-33,203-diol (2) (Figure 1) [31]. Their structures were determined
using spectroscopic techniques. Compound (1) exhibited notable antibacterial activity,
with a zone of inhibition measuring 21.0 £ 0.06 mm against Pseudomonas aeruginosa, while
compound (2) displayed moderate activity (13.0 £ 0.03 mm). Both compounds were also
evaluated for their antitumor properties against human breast carcinoma cells (MCF-7),
with LCsg values of 49 & 1.6 pg/mL for compound (1) and 57.5 + 1.5 ug/mL for com-
pound (2). These results are comparable to those of the commonly used chemotherapeutic
drug cisplatin (LCsg 46 &= 1.1 ug/mL). Additionally, both steroids demonstrated anti-
diabetic activity by inhibiting o-glucosidase, with ICsy values of 58 & 0.8 pg/mL and
55 + 0.5 ug/mL, respectively [31].

HO HO

(1) Sa-cholesta-24-en-3f3,20B-diol-23-one (2) 5a-cholesta-9(11)-en-3 3,20B-diol

Figure 1. Two new steroids isolated from Acanthaster planci.

Recent studies have also demonstrated the presence of the cytotoxic C-20 steroid den-
drodoristerol (3) (Figure 2) in the Vietnamese nudibranch Dendrodoris fumata, highlighting
the structural diversity of marine-derived steroids [32]. The structure of dendrodoristerol
was elucidated using a combination of advanced spectroscopic techniques, including 1D
and 2D NMR, HR-QTOF MS, and circular dichroism (CD). Nudibranch mollusks, such as
D. fumata, are renowned for their unique chemical defense mechanisms, often accumulating
bioactive metabolites from their prey [33]. The chemical composition of these mollusks,
typically dominated by sesquiterpenes like drimane derivatives, reflects their role in re-
pelling predators. In this study, the focus was on the steroid dendrodoristerol and three
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known compounds: 5«,6x-epoxy-3f3,7x-dihydroxycholest-8(14)-ene, 33-hydroxycholesta-
5,8-dien-7-one, and 5u,8x-epidioxycholest-6-en-33-ol.

\\\\\\\\
.

HOy,
)

o]
(3) Dendrodoristerol

Figure 2. Structure of dendrodoristerol.

Dendrodoristerol (3) is classified as a degraded sterol belonging to the incisterol
class, which is characterized by significant structural modifications, including the loss
of side-chain carbons and rearrangements in the steroidal nucleus. These modifications
are hypothesized to occur through enzymatic oxidation and hydrolysis processes facil-
itated by marine microbial communities or the host organism itself. Such degradation
pathways are common in marine environments, where sterols are subjected to oxidative
stress, enzymatic activity, and interactions with symbiotic microorganisms. For instance,
similar degradation patterns have been observed in sterols isolated from marine sponges
(Dictyonella incisa), sea slugs (Syphonota geographica), and marine-derived fungi (Phellinus
igniarius). These processes often result in the formation of highly oxidized or truncated
sterols, which exhibit unique biological activities, including cytotoxicity and antimicrobial
effects [33-36]. These sterols have been shown to exhibit various biological activities, in-
cluding cytotoxic, antimicrobial, and protein tyrosine phosphatase 1B (PTP1B) inhibitory
effects. Although D. fumata is known to feed on sponges, further studies are needed to
determine if dendrodoristerol is synthesized by the mollusk itself or acquired through its
diet [32].

In cytotoxic assays, compound (3) demonstrated significant activity against six human
cancer cell lines (HL-60, KB, LU-1, MCF-7, LNCaP, and HepG2), with ICs( values ranging
from 21.59 to 41.19 uM [32]. While its cytotoxicity was slightly lower than the positive
control ellipticine, its unique structure and bioactivity make it a promising candidate for
further exploration. Furthermore, dendrodoristerol (3) induced apoptosis in HL-60 cells, as
confirmed by morphological changes at concentrations of 15.63 and 31.25 uM with Hoechst
33342 staining. Flow cytometry analysis revealed that at 31.25 uM, dendrodoristerol (3)
induced early apoptosis (14.11%) and necrosis (5.24%) after 24 h of treatment. Caspase-3
activation further supported its role in triggering apoptosis [32]. The results suggest that
dendrodoristerol may be a promising anticancer agent, highlighting the need for further
exploration of its therapeutic applications [32].

Five steroids were extracted from the cold-water starfish Ctenodiscus crispatus, col-
lected in the Sea of Okhotsk [37]. The steroids were identified using various spectroscopic
techniques, including 1D and 2D NMR and mass spectrometry (MS). Among the iso-
lated compounds, (255)-5«-cholestane-3(3,5,6[3,15¢,163,26-hexaol (4) demonstrated signifi-
cant cytotoxic activity against two human carcinoma cell lines: hepatocellular carcinoma
(HepG2) and glioblastoma (U87MG) (Figure 3) [37].
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(4) (25S)-5a-cholestane-3j3,5,63,150,16[3,26-hexaol

Figure 3. Structure of new steroid extracted from Ctenodiscus crispatus.

D.J. Xiao et al., from the Guangzhou Institute of Chemistry, reported the discovery of
a new steroid from the marine sponge Cinachyrella australiensis, collected in the South China
Sea (Figure 4) [38]. The isolated compound: (3E)-cholest-4-en-3,6-dione-3-oxime (5) was
characterized using various spectroscopic techniques, including IR, 'H NMR, 3C NMR,
mass spectrometry (MS), DQCOSY, NOESY, TOCSY, HMQC, and HMBC. This steroid was
subjected to a bioassay, which demonstrated its cytotoxic properties against Hep G2 liver
cancer cells, indicating its potential biological significance [38].

-
R

HO._ _~
N

o)
(5) (B3E)-cholest-4-en-3,6-dione-3-oxime

Figure 4. Structure of new steroid oxime isolated from Cinachyrella australiensis.

Phallusiasterol C (6), a new disulfated steroid isolated from the Mediterranean tunicate
Phallusia fumigata, provides insights into the structural diversity and biological roles of
marine steroids (Figure 5) [39]. The structure of this compound (6) was elucidated through
extensive spectroscopic analysis. This steroid features a unique (22E)-26,27-dinor-24-methyl-
25-hydroxy side chain, making it the first sterol with such a side chain identified from
tunicates. This rare structural motif has been observed in only one other sterol, isolated
from the starfish Ctenodiscus crispatus [40].

NaO3SO0

(6) Phallusiasterol C

Figure 5. Structure of the steroid isolated from Phallusia fumigate.
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The potential role of phallusiasterol C in modulating PXR activity was studied using
HepG2 cells (human hepatocarcinoma cell line). Despite its structural similarity to solomon-
sterol A, a known PXR agonist from the sponge Theonella swinhoei, phallusiasterol C did not
activate PXR or induce the expression of PXR target genes such as CYP3A4 and MDR1 [39].
This lack of activity highlights the critical structural requirements for PXR modulation,
particularly the importance of features in the steroid’s side chain and the configuration
around the A /B ring junction. Previous studies have indicated that the sulfate group in the
side chain is essential for stabilizing interactions with PXR [41]. However, the failure of
phallusiasterol C to exhibit activity suggests that other structural factors, such as the A5
double bond, may negate the receptor-binding properties observed in related compounds.
Although compound (6) did not show bioactivity in the PXR assays, this study provides
valuable information on the structure-activity relationship of sulfated steroids, particularly
in nuclear receptor modulation.

Research on the Vietnamese starfish Archaster typicus led to the isolation and char-
acterization of eight highly hydroxylated steroids, including three new compounds (7-9)
(Figure 6) [42]. These new compounds were identified as sodium salts of (24S)-5x-cholestane-
33,43,5,6%,703,8,14,15x,24-nonaol 6-sulfate (7), (24E)-5x-cholest-24-ene-26-yde-33,6,8,14,15-
pentaol 15-sulfate (8), and 5x-cholest-33,6,8,14,15x,24,25,26-octaol 15-sulfate (9). The struc-
ture elucidation of these compounds was accomplished using advanced spectroscopic tech-
niques, including 1D/2D NMR and Fourier transform ion cyclotron resonance mass spec-
trometry (FT-ICR-MS). These steroids exhibit unique hydroxylation patterns, which can serve

as chemical markers for the taxonomic identification of A. typicus [42].

P
Z

Z 2
2 z,

2 2

) ®

®

Figure 6. Chemical structures of highly hydroxylated steroids from Archaster typicus.

Polyhydroxylated steroids and steroidal glycosides from starfish represent a struc-
turally diverse and biologically active class of marine natural products [43,44]. These
compounds typically contain four to nine hydroxyl groups, positioned at strategic loca-
tions on the steroidal nucleus and side chains, such as 33, 6« (or 3), 8, 15« (or ), and
163, contributing significantly to their bioactivity. Asterosaponins, a prominent subclass,
are characterized by a 3-O-sulfated 33,6x-dihydroxysteroid nucleus with a 9(11)-double
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bond and oligosaccharide chains linked at C-6 [45-51]. The structural complexity of these
compounds is exemplified by pectiniferosides A-J from Patiria pectinifera, which feature a
pentahydroxycholestane aglycone with sulfated and/or methylated monosaccharides [52].

Recent studies on Archaster typicus have identified highly hydroxylated steroids and
asterosaponins with unique hydroxylation and sulfation patterns, expanding the known
structural diversity of these marine steroids [45-51]. Comparative analyses with other
starfish species, such as Acanthaster planci and Ctenodiscus crispatus, further highlight the
pharmacological relevance of these compounds. Steroidal oligoglycosides from A. planci
exhibit antimicrobial, anti-inflammatory, and cytotoxic properties, including activity against
Pseudomonas aeruginosa and MCEF-7 breast carcinoma cells [43,44].

Extracts from the starfish Aphelasterias japonica, collected off the Russian coast of the Sea
of Japan, yielded two new steroids: the disulfated quinovoside aphelasteroside C (10) and
the monosulfated polyhydroxysteroid aphelaketotriol (11) (Figure 7) [53]. Both compounds
feature a unique 23-oxo-24-hydroxylated side chain, unprecedented in marine steroids.
Additionally, the known compounds cheliferoside L1 (12), 3-O-sulfoasterone (13), forbeside
E3 (14), and 3-O-sulfothornasterol A (15) were isolated. Biological assays revealed that
compounds (10-12, 14, 15) exhibited hemolytic activity against mouse erythrocytes, whereas
3-O-sulfoasterone (4) was inactive at concentrations below 5 x 10~% M [45]. Structurally,
compounds (10-15) share key features with asterosaponins, including the 33,6c-diol moiety,
a A’(1) double bond, and a sulfate group at C-3, but they differ in their sugar chains. Unlike
asterosaponins, which possess extended five- or six-sugar chains, compounds (10, 12, 14)
contain only a single sugar residue. The observed differences in steroid composition
between Japanese and Russian populations of A. japonica may be attributed to ecological
factors such as diet and seasonality, or they could indicate taxonomic distinctions [53].

\\\“\\\

OH o
(6]
R{O Y R,0 :
(=)R2 OR,
NaO3SO 0
NaO3;SO 0 (12) R;= SO;3Na, Ry= HO
(10) R1= SO3N3, R2= HO OH
OH (13) R{= SO;3;Na, R,=H
(11) R;=SO3Na, R,=H HO o
(14) R1= SO3Na, R2= HO IlQL‘
OH
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“,
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Figure 7. Chemical structures of steroids from Aphelasterias japonica.
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The alcoholic extract of the starfish Henricia leviuscula, collected from the Sea of
Okhotsk, yielded four previously unreported polyhydroxysteroids (16-19) and a novel
steroidal glycoside, leviusculoside J (20) (Figure 8) [54]. Hemolytic activity assays against
mouse erythrocytes demonstrated that compounds (17) and (20) exhibited membrane-
disrupting effects, with HCsq values of 2.1 x 10~* M and 8.0 x 10~ M, respectively. At
40 °C, leviusculoside J (20) induced complete hemolysis at 8.0 x 10~> M within 5 min,
indicating its potent lytic activity [54].
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Figure 8. Chemical structures of polyhydroxysteroids from Henricia leviuscula.

Two new sulfated triterpene glycosides, hemoiedemosides A (21) and B (22), were
isolated from the Patagonian sea cucumber Hemoiedema spectabilis (Figure 9) [55]. Struc-
tural elucidation using NMR and FABMS revealed that both compounds share a common
aglycon but differ in the sulfation pattern of their tetrasaccharide chains. Hemoiedemoside
B (22) represents a rare example of a trisulfated triterpene glycoside within the Cucumari-
idae family. Both glycosides exhibited notable antifungal activity against Cladosporium
cucumerinum, with hemoiedemoside A (21) demonstrating stronger inhibition than the
commercial fungicide benomyl at higher concentrations. The presence and number of
sulfate groups in the sugar moiety appear to significantly influence bioactivity, as the
desulfated derivative 1a showed substantially reduced antifungal potency. Additionally,
hemoiedemoside A (21) displayed higher brine shrimp toxicity, LCsq of 18.7 ppm, com-
pared with hemoiedemoside B (22), which was two times less active [55]. These findings
highlight the structural and biological significance of sulfated triterpene glycosides from
Hemoiedema spectabilis.
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Figure 9. Chemical structures of sulfated triterpene glycosides from the Patagonian sea cucumber
Hemoiedema spectabilis.

Four new compounds, spiculiferosides A (23), B (24), C (25), and D (26), were isolated
from the starfish Henricia leviuscula spiculifera collected in the Sea of Okhotsk (Figure 10) [56].
Compounds (23-25) are monosulfated polyhydroxysteroid glycosides containing two car-
bohydrate moieties, with one attached to C-3 of the steroid core and another at C-24 of
the aglycone’s side chain. Compounds (24) and (25) are biosides, while compound (23)
contains three monosaccharide residues, a rare characteristic among polar steroids from
starfish. Notably, the presence of a 5-substituted 3-OSOj3-o-L-Araf unit in these compounds
was identified for the first time in starfish-derived steroid glycosides. Cell viability assays
revealed negligible cytotoxicity against human embryonic kidney HEK293, melanoma
SK-MEL-28, breast cancer MDA-MB-231, and colorectal carcinoma HCT 116 cells at con-
centrations up to 100 uM [56]. However, compounds (23-25) significantly inhibited the
proliferation and colony formation of HCT 116 cells, with compound (25) showing the
most potent effects. Compound (25) induced dose-dependent G2/M cell cycle arrest and
regulated the expression of cell cycle proteins (CDK2, CDK4, cyclin D1, p21), while also
inhibiting the phosphorylation of c-Raf, MEK1/2, and ERK1/2 kinases of the MAPK/ERK
pathway. The effects of compounds (23-25) on cell proliferation were further assessed,
with compound (25) exhibiting the greatest antiproliferative activity. Compound (25) at
100 uM suppressed HCT 116 cell proliferation by 55%, 57%, and 60% after 24, 48, and 72 h,
respectively. In soft agar colony formation assays, compounds (23-25) reduced colony
numbers of HCT 116 cells in a dose-dependent manner, with compound (25) showing the
most significant inhibition [56]. These findings highlight compound (25) as a promising
candidate for further studies on its molecular mechanisms in colorectal cancer treatment.
Further analysis of the compound (25) mechanism revealed that its anticancer activity
involves the regulation of cell cycle proteins and inhibition of the ERK1/2 MAPK signaling
pathway, suggesting that compound antiproliferative effects are likely mediated through
these pathways [56].
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Figure 10. Spiculiferosides A (23), B (24), C (25), and D (26) isolated from the starfish Henricia
leviuscula spiculifera.

From the ethanolic extract of the Japanese slime sea star Pteraster marsippus, two new
steroid 3f3,21-disulfates (27, 28) and two new steroid 3f3,22- and 3«,22-disulfates (29, 30)
were isolated (Figure 11) [57]. The structures of compounds (27-30) were determined using
detailed one-dimensional and two-dimensional NMR, HR ESI MS, and HR ESI MS/MS
data. Compounds (27) and (28) possess a A22-21-sulfoxy-24-norcholestane side chain, while
compounds (29) and (30) contain a A24(28)-22-sulfoxy-24-methylcholestane side chain, a
feature first discovered in the polar steroids of starfish and ophiuroids. The cytotoxic
effects of compounds (27-30) were evaluated using the human breast cancer cell lines
T-47D, MCF-7, and MDA-MB-231 [57]. Compounds (27) and (28) exhibited significant
colony-inhibiting activity against T-47D cells, while compounds (29) and (30) demonstrated
stronger effects on MDA-MB-231 cells. In cell viability assays, compounds (27-30) inhibited
cell viability at 50 uM in a dose-dependent manner, with inhibition rates ranging from
5% to 22% across the different cell lines, lower than that of cisplatin, which was used as
a positive control. Compound (30) showed the highest inhibition of MDA-MB-231 cells.
In colony formation assays, compounds (27-30) inhibited colony formation significantly
in a dose-dependent manner. Compound (27) inhibited colony formation by up to 76% in
T-47D cells, compound (28) by up to 86% in T-47D cells, compound (29) by up to 87% in
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MCEF-7 cells, and compound (30) by up to 90% in MDA-MB-231 cells at the highest tested
concentration of 50 uM [57]. These results indicate that compounds (27) and (28) are most
effective against T-47D cells, while compounds (29) and (30) exhibit stronger effects on
MDA-MB-231 cells.
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Figure 11. Chemical structures of steroids isolated from Pteraster marsippus.

Four new disulfated steroids (31-34), including three 3(3,21-disulfates (31-33) and
one 33,22-disulfate (34), were isolated from the ethanolic extract of Pteraster marsippus,
a Far Eastern starfish species (Figure 12) [58]. The structures of these compounds were
determined using detailed NMR and HR ESI MS analyses. Steroids (31) and (32) contain
an oxo group at position C-7 in the steroid nucleus and differ by the presence of the
conjugated 5(6)-double bond. Compound (34) features a novel A24-22-sulfoxycholestane
side chain not previously described in starfish or ophiuroid steroids. The cytotoxic activities
of compounds (31-34) were evaluated in 2D and 3D cultures of human epithelial kidney
cells (HEK293), melanoma cells (SK-MEL-28), small intestine carcinoma cells (HuTu80),
and breast carcinoma cells (ZR-75-1) using the MTS assay. The mixture of (31) and (32)
showed significant inhibitory effects on the viability of ZR-75-1 breast carcinoma cells,
with ICsg values of 90.4 uM in 2D and 21.9 uM in 3D cultures, indicating their potential as
antineoplastic agents [58]. Other tested compounds exhibited less pronounced effects [58].
These findings suggest that the combination of (31) and (32) has the highest cytotoxicity
among the compounds studied, and their structural features, including the oxo group and
conjugated double bond, play a critical role in their biological activity.

Four new conjugates, esters of poly(hydroxy)steroids with long-chain fatty acids,
were isolated from the deep-sea starfish Ceramaster patagonicus (Figure 13) [59]. After
detailed structural analysis using NMR techniques, ESI MS, and chemical transforma-
tions, the authors determined that compounds (35-38) share a common steroidal core of
5a-cholestan-3f3,6[3,15x,163,26-penta(hydroxy)steroid and differ by the following fatty
acid units: 5’Z,11’Z-octadecadienoic (35), 11’Z-octadecenoic (36), 5'Z,11' Z-eicosadienoic
(37), and 7'Z-eicosenoic (38) acids. Compounds (35-38) exhibit cytotoxic activity, though
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their effects vary depending on the cell type. To evaluate the cytotoxic effects of these
compounds, several human and mouse cell lines were tested. The JB6 Cl41 cell line, derived
from mouse epidermis, was used to assess potential effects on skin cancer. This cell line is
sensitive to tumor promoters, which makes it a relevant model for studying the early stages
of skin cancer. Compounds (35), (36), and (37) caused 50% growth inhibition of JB6 Cl41
cells at concentrations of 81, 40, and 79 uM, respectively [59]. These results suggest that
these compounds may modulate the pathways involved in skin cancer development. The
MDA-MB-231 cell line, a human triple-negative breast cancer model, was also tested. This
subtype of breast cancer is aggressive and resistant to conventional hormonal therapies.
Compounds (35), (36), and (37) showed ICsg values of 74, 33, and 73 uM, respectively,
indicating significant cytotoxicity in this cell line. Notably, compound (36) was particularly
effective at 20 uM, significantly inhibiting colony formation and migration of MDA-MB-231
cells. The migration of MDA-MB-231 cells was reduced by 50%, while compound (36)
completely inhibited the migration of HCT 116 cells, a human colon carcinoma line, at the
same concentration. HCT 116 cells, known for their ability to form tumors in immunodefi-
cient mice, were also tested. The ICsj values for compounds (35), (36), and (37) were 73,
31, and 71 uM, respectively. Furthermore, migration assays revealed that compound (36)
completely halted the migration of HCT 116 cells at 20 uM. In contrast, compounds (35),
(37), and (38) showed more moderate effects in limiting HCT 116 cell migration [59]. It is
important to note that the compounds did not exhibit selective toxicity toward cancer cells
alone. Normal cells were also affected, albeit to a lesser extent. To further investigate their
effects on cancer-related processes, the authors performed additional studies using soft
agar and wound healing assays. The studies suggest that polyhydroxylated steroids such
as those isolated from starfish may play an important role in transporting fatty acids to
peripheral tissues, similar to cholesterol in vertebrates. These steroids are found predom-
inantly in the digestive organs of starfish, with the highest concentrations located in the
stomach and pyloric ceca, suggesting their biological importance in marine organisms [59].
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Figure 12. Chemical structures of new disulfated steroids from Pteraster marsippus.
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Figure 13. New conjugates of polyhydroxysteroids with long-chain fatty acids from the Starfish
Ceramaster patagonicus.

The new sterol (23R)-methoxycholest-5,24-dien-33-ol (39) was isolated from the marine
bryozoan Cryptosula pallasiana collected at Huang Island, China (Figure 14) [60]. This sterol
features a rare methoxy group at C-23 and a double bond between C-24 and C-25, setting
it apart from the typical sterols found in marine organisms. Its structure was determined
through extensive spectroscopic analysis, including quantum electronic circular dichroism
(ECD) calculations. In terms of biological activity, compound (39) was evaluated for
cytotoxicity against the human tumor cell lines HL-60 (human myeloid leukemia), HepG2
(human hepatocellular carcinoma), and SGC-7901 (human gastric carcinoma). The results
indicated that (23R)-methoxycholest-5,24-dien-33-ol (39) displayed moderate cytotoxicity,
with ICsg values ranging between 12.34 uM and 18.37 uM across the tested cell lines [60].

2
Z,
%,

OH

HO

39)

Figure 14. (23R)-methoxycholest-5,24-dien-3(3-ol isolated from Cryptosula pallasiana.
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2.2. Soft Corals

Research on Dichotella gemmacea led to the isolation of one new 19-oxygenated steroid,
25-acetate-nebrosteroid K (40), and five known steroids, along with one known 19-hydroxy
steroidal glycoside—]Junceelloside C (Figure 15) [61]. The new compound (40) is signif-
icant as the first steroid with a 19-oic acid methyl ester group isolated from gorgonians,
representing a novel structural feature within this class of compounds.

(40) 25-acetate-nebrosteroid K

Figure 15. The new 19-oxygenated steroid from Dichotella gemmacea.

The structure and relative configuration of 25-acetate-nebrosteroid K (40) were eluci-
dated using various spectroscopic techniques, including NOESY, along with 1D and 2D
NMR methods. Compound (40) belongs to the class of 19-oxygenated steroids, which
are rarely found in gorgonians. Its methyl ester group at C-19 serves as a key structural
feature, distinguishing it from other known gorgonian steroids. The biological activity of
the isolated steroids was evaluated for lethal activity against Artemia salina (brine shrimp)
and cytotoxicity against A549 and HL-60 cell lines [61]. Compound (40) exhibited strong
lethality toward A. salina, with a lethality rate of 75.9% at 25 ug/mL, indicating its po-
tential as a bioactive compound. However, it did not demonstrate significant cytotoxic
activity [61].

Six new steroids—Klyflaccisteroids (41-46)—were isolated from the soft coral Klyxum
flaccidum (Figure 16) [62]. Compound (46) is notable as the first 9,11-secogorgosteroid
11-carboxylic acid isolated from natural sources. The cytotoxicity and anti-inflammatory
activities of these compounds were evaluated, revealing promising bioactivity in several
cases. Compound (41) selectively inhibited the growth of human lung adenocarcinoma
(A549) cells with an EDsg of 7.7 ug/mL. Compound (46) exhibited the strongest cytotoxicity
toward human colon carcinoma (HT-29) cells, with an EDsq of 6.9 ug/mL [62]. Additionally,
compounds (43) and (45) demonstrated potent cytotoxic effects against A549 and murine
leukemia (P388) cells, with EDsg values of 6.1 and 3.7 ug/mL, respectively [62].

Anti-inflammatory assays showed that compounds (43) and (46) exhibited strong
inhibition of superoxide anion generation and elastase release in human neutrophils, with
inhibition percentages exceeding 75% at 10 uM. Most compounds displayed cytotoxicity
against specific cancer cell lines, while compounds (43) and (46) exhibited significant
anti-inflammatory effects [62].

Twelve steroids, including five new compounds (47-51), were isolated from the
methanol extract of the Vietnamese soft coral Sinularia conferta (Figure 17) [63]. The in-
vestigation focused on their cytotoxic effects against three human cancer cell lines: lung
carcinoma (A-549), cervical adenocarcinoma (HeLa), and pancreatic epithelioid carcinoma
(PANC-1). Evaluation using MTT assays revealed that one of the new compounds, ergosta-
24(28)-ene-3f3,5x,63-triol-6-acetate (52), exhibited potent cytotoxic activity against all three
tested cell lines. The ICs values were 3.64 4+ 0.18 uM for A-549, 19.34 + 0.42 uM for Hela,
and 1.78 & 0.69 uM for PANC-1 [63]. Compound (52) was notably more effective than
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standard anticancer agents such as camptothecin and etoposide in A-549 and HeLa cells.
It also displayed comparable potency to etoposide in PANC-1 cells. Structural analysis
suggested that the 33,5¢,63-triol motif, along with an acetate group at the 6-position, may

play a key role in the observed cytotoxicity [63].

S

criiH

(43) R'=H, R>= OH (45)
44) R'+R*=0

gy

riH

HO

(46)

Figure 16. New steroids extracted from the coral Klyxum flaccidum.

The presence of the acetate group at C-6 appears to enhance the compound’s lipophilic-
ity, potentially improving its interaction with cellular targets and membrane permeability.
This structural feature likely contributes to the significantly higher cytotoxic activity of
compound (52) compared with its non-acetylated analog, ergosta-24(28)-ene-33,5¢,63-triol
(51), which exhibited markedly lower activity (ICsy > 100 pM). These findings highlight the
critical role of the acetate group in modulating the biological activity of steroids [63].

This study expands the chemical profile of Sinularia conferta, a relatively understudied
species, and identifies promising bioactive compounds for potential therapeutic appli-
cations in cancer treatment [63]. The results underscore the importance of structural
modifications, such as acetylation, in enhancing the pharmacological properties of marine-
derived steroids.
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Figure 17. Structure of new steroids isolated from the methanol extract of Sinularia.

Researchers reported the discovery of two new steroid derivatives: erectsterate A (53)
and erectsterate B (54) (Figure 18) [64]. These compounds, epimers at the C-10 position,
were isolated from the soft coral Sinularia erecta, collected in the South China Sea. Their
structures are characterized by significant degradation of the B ring and an ester bond
linking rings A and C/D. Structures were confirmed using advanced spectroscopic tech-
niques. Interestingly, these compounds share structural similarities with the previously
identified Chaxin B (55) [65]. However, this discovery marks the first report of such steroids
in soft corals. A novel biosynthetic pathway, distinct from that of chaxins, has also been
proposed. Understanding the biosynthetic pathways of natural products is crucial for
elucidating their origin, structural diversity, and potential for drug discovery. In the context
of marine-derived steroids, these pathways often involve complex enzymatic processes
that lead to unique structural features. During the biosynthesis of erectsterates A and B,
Baeyer-Villiger oxidation occurred in the C ring, resulting in the formation of a unique
seven-membered lactone ring—an unprecedented feature in steroid chemistry [64]. The
discovery of this pathway not only explains the biosynthesis of these compounds but
also provides insights into potential synthetic strategies for creating structurally similar
bioactive molecules.

Preliminary biological activity assays revealed that erectsterate B (54) exhibited weak
cytotoxicity against four cancer cell lines: A549, HT-29, SNU-398, and Capan-1. These
results suggest potential avenues for further research into its application in anticancer
therapies, although more extensive studies are needed to fully assess its therapeutic effi-
cacy [64,65].

Hurgadacin (56) is a newly discovered steroid isolated from the soft coral Sinularia
polydactyla, collected from the Red Sea near Hurghada (Figure 19) [66]. The newly iden-
tified steroid compound (56) was found alongside other closely related compounds, 24-
methylenecholestane-33,5x,63-triol (57) and 24-methylenecholestane-1«,33,50,603,11x-
pentol (58). The biological activity of the extracts and isolated components was assessed,
focusing on their antibacterial activity against various pathogenic microorganisms and



Int. J. Mol. Sci. 2025, 26, 3203 16 of 40

cytotoxicity, examined with a shrimp mortality test [66]. The biological tests performed
highlight the potential of these compounds. Corals from the Red Sea are known for their
unique chemistry, which may provide valuable compounds for research into antibiotic
resistance and antineoplastic therapy [67-69].
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Figure 18. Structures of the erectsterates (A and B) and Chaxin B from Sinularia erecta.
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Figure 19. Steroids found in the soft coral Sinularia polydactyla.

However, the isolated compounds, including the new steroid, were found to be
inactive against Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Streptomyces viridochromogenes
(T57), Escherichia coli, Candida albicans, Mucor miehi, Chlorella vulgaris, Chlorella sorokiniana,
Scenedesmus subspicatus, Rhizoctonia solani, and Pythium ultimum. In contrast, the crude coral
extract displayed significant activity against the phytopathogenic fungus R. solani [66].

The Red Sea soft coral Dendronephthya sp. has yielded a novel cytotoxic steroid,
dendronestadione (59), featuring a C-27 carbocyclic skeleton with two «,3-unsaturated
carbonyl groups (Figure 20) [70]. This structural motif enhances cytotoxic activity, partic-
ularly against prostate adenocarcinoma (PC-3) cells, with an ICsy value of 7.8 £ 0.80 uM.
Additionally, dendronestadione (59) exhibited notable antiproliferative effects against
hepatocellular carcinoma (HepG2) and colorectal adenocarcinoma (HT-29) cells, with
ICs values of 19.1 & 1.81 uM and 32.4 £ 2.84 uM, respectively [70]. The pronounced
cytotoxicity observed for this ketosteroid suggests a structure-activity relationship
wherein the presence of «,3-unsaturated carbonyl functionalities contributes to enhanced
biological activity.
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Figure 20. Cytotoxic ketosteroids from the Red Sea soft coral Dendronephthya sp.

The novel steroid 33,73, 9x-trihydroxycholest-5-en (60) was isolated from Petrosia sp.
(Figure 21) [71]. This polyoxygenated steroid features a unique arrangement of hydroxyl
groups at the 3, 7, and 9 positions and a conjugated double bond at the 5 position, char-
acteristic for sterol compounds. The chemical structure of compound (60) was elucidated
through detailed 1D and 2D NMR, UV, IR, and MS spectroscopy. Its cytotoxicity was evalu-
ated against the HepG2 and MCF-7 cancer cell lines, with an ICsj value in the range of 20 to
500 uM [71], suggesting its potential as a bioactive compound. Furthermore, compound (60)
demonstrated a significant affinity for DNA, which may underlie its cytotoxic effects.

(60)

Figure 21. New steroid from Petrosia sp.

Three marine steryl hexadecanoates, 33-hexadecanoylcholest-5-en-7-one (61), 3f3-
hexadecanoylcholest-5-en-7(3-ol (62), and cholest-5-en-33-yl-formate (63), were isolated
from the anthozoan black coral Antipathes dichotoma (Figure 22) [72]. The structures of
these compounds were determined through extensive 1D (1H, 13C, and DEPT) and 2D
(COSY, HSQC, and HMBC) NMR, UV, IR, and MS spectroscopic analyses. Compound (61)
features a 7-one functional group and a hexadecanoyl moiety at the 3(3 position, while
compound (62) is similar but contains a hydroxyl group at position 73. Compound (63), a
known steryl derivative, consists of a formate ester group at the 33 position. In terms of
biological activity, compounds (61) and (63) exhibited moderate cytotoxic effects, with ICs
values ranging from 28.7 to 48.2 ug/mL across several cancer cell lines, including HepG2,
WI 38, VERO, and MCEF-7 [72]. Compound (62) showed weaker cytotoxic activity, with
ICs¢ values ranging from 70.5 to 84.8 ug/mL [72].

From the black coral Antipathes dichotoma, a new steroid, (22E)-methylcholesta-5,22-
diene-1a,383,7 at-triol (64), along with three known steroid derivatives, 3(3,7x-dihydroxy-
cholest-5-ene (65), (22E,24S),5x,8 x-epidioxy-24-methylcholesta-6,22-dien-33-0l (66), and
(22E,24S),5x,8x-epidioxy-24-methylcholesta-6,9(11),22-trien-33-ol (67), were isolated
(Figure 23) [73]. The structures of these steroids were determined using NMR spectroscopic
analysis and comparisons with data from the literature. Among the steroids tested for an-
tibacterial activity, compound (64), the trihydroxy steroid, exhibited potent activity against
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Bacillus subtilis and Pseudomonas aeruginosa. The epidioxy steroids (66) and (67) showed
similar strong antibacterial activity, particularly against B. subtilis [73].
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(62) Ri= n-C;4H3,0,, Ry= B-OH
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Figure 22. Steroids isolated from Antipathes dichotoma.
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Figure 23. Steroids extracted from the black coral Antipathes dichotoma.

From the Red Sea sponge Echinoclathria gibbosa, two new steroid compounds, -
sitosterol-3-O-(3Z)-pentacosenoate (68) and 5x-pregna-3[3-acetoxy-123,163-diol-20-one
(69), were isolated (Figure 24) [74]. The structures of these compounds were determined
through 1D and 2D NMR spectroscopy and mass spectrometry. Compound (68) is a
steryl ester derivative, which combines the well-known sterol (3-sitosterol with a long-
chain fatty acid, 3Z-pentacosenoic acid. Compound (69) is a pregnane-type steroid with
acetoxy, diol, and ketone functionalities at positions 3, 12, and 20. These compounds and
the total MeOH extract and fractions of E. gibbosa were screened for antimicrobial, anti-
inflammatory, antipyretic, and hepato-protective activities. Compound (68) exhibited weak
growth inhibitory activity against three human cancer cell lines—A549 (non-small-cell lung
cancer), U373 (glioblastoma), and PC-3 (prostate cancer). Compound (69) was found to be
inactive in the same assays [74].
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Figure 24. Steroid compounds from Echinoclathria gibbosa.

2.3. Marine and Mangrove-Associated Fungi

Marine-derived fungi, particularly those associated with algae, are an emerging source
of bioactive secondary metabolites [75-77]. Despite being relatively understudied, these
fungi hold potential for novel pharmacological applications.

Research on the deep-sea-derived fungus Rhizopus sp. W23 led to the identification
of six new cyclocitrinol analogs (70-72, 75, 77-78) and twelve known compounds (73-74,
79-88) (Figure 25) [78]. These compounds feature a unique 7/7/6/5-tetracyclic scaffold
with bicyclo [4.4.1] A/B rings. Notably, norcyclocitrinoic acids A (70) and B (71) represent
only the second instance of 24,25-bisnor cyclocitrinols in natural products. The structures
of these new steroids were elucidated through detailed spectroscopic analysis and X-ray
crystallography [78]. The stereochemistry at C-24 remains undefined due to the lack of data.

Cyclocitrinol analogs are an uncommon class of natural products, first discovered from
the terrestrial fungus Penicillium citrinum [78]. This subgroup of steroids is characterized by
minor modifications of the tetracyclic scaffold, particularly in the A/B ring system. The
key modifications include variations in the degree of unsaturation, especially the presence
of a double bond, and alterations in substituent patterns These modifications may include
changes in the hydroxylation and methylation patterns in the tetracyclic structure, which
are crucial for the biological activity of these compounds. These compounds have shown a
variety of biological properties such as antibacterial properties and moderate cytotoxicity
against cancer cell lines. The structural diversity within this group increases their scientific
significance [78].

Compound (82) is particularly noteworthy for its ability to enhance osteoblastogenesis
while inhibiting adipogenesis in mature bone marrow stromal cells at 5 pM [78]. It suggests
a potential as an anti-osteoporosis agent. Osteoporosis is a major clinical challenge marked
by diminished bone density. It is commonly treated through therapies that either inhibit
osteoclast activity or promote osteoblast function. Among the tested compounds, (82) and
(87) were the most effective, showing 78% and 65% inhibition of adipogenic differentiation
in BMSCs, respectively, alongside enhanced mineralization of osteoblasts. Importantly,
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these compounds exhibited no significant cytotoxicity (ICsy > 20 uM), further highlighting
their potential as safe therapeutic agents [78]. This research points to the promising potential
of cyclocitrinol analogs as candidates for osteoporosis treatment, offering a rare example of
natural products with osteogenic activity.

(73) R'= CH3, R?>=H, 23R, 24S

(74) R'= CH;, R*=H, 23S, 24R

(75) R'= OCOCHj;, R?*= H, 23,24-thereo
(76) R'= H, R*= OCOCH3, 23,24-thereo
(77) R'= H, R*= OCOCHj, 23,24-erythro
(80) R'=R?=H, 23R, 24R

(81) R'= R?>=H, 238, 24S

(82) R'=R?=H, 23R, 248

(83) R'=R?=H, 23S, 24R

(84) R'= CH3, R?’=H, 23,24-threo

W//’OH

(78) 20R (85) R=OCOCH;3;, 20R, 228 (88)
(79) 208 (86) R=H, 20R, 228
(87) R=H, 20R, 22R

Figure 25. Steroids extracted from the deep-sea-derived fungus Rhizopus sp. W23.

Qiao et al. detail the discovery of Asporyergosterol (89), a novel steroid characterized
by an E double bond between C-17 and C-20 (Figure 26) [79]. This compound was isolated
from the endophytic fungus Aspergillus oryzae, which was found in the marine red alga Het-
erosiphonia japonica. Alongside asporyergosterol, four known steroids were also identified:
(22E,24R)-ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-3-one, (22E,24R)-33-hydroxyergosta-5,8,22-trien-7-
one, (22E,24R)-ergosta-7,22-dien-33,5x,6 3-triol, and (22E,24R)-5¢,8 x-epidioxyergosta-6,22-
dien-3$3-ol. The authors suggest that all isolated steroids from Aspergillus oryzae showed
low activity in modulating acetylcholinesterase [79].
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Figure 26. Structure of asporyergosterol.

From the fermentation broth of the endophytic fungus Penicillium oxalicum HLLG-
13, isolated from the roots of the mangrove tree Lumnitzera littorea, fifteen secondary
metabolites were identified, including the newly discovered steroid andrastin H (90)
(Figure 27) [80]. The structure of this compound was elucidated using NMR and HR
ESI MS spectral analysis, and its absolute configuration was confirmed through quantum
chemical electronic circular dichroism (ECD) calculations. Compound (90) exhibited potent
antibacterial activity, particularly against Staphylococcus epidermidis and Candida albicans,
with minimum inhibitory concentration (MIC) values ranging from 6.25 to 25 ug/mL [80].
The presence of a steroidal framework in this compound suggests a potential mode of action
involving membrane disruption or inhibition of key enzymatic pathways in microbial cells.

@)

(90) Andrastin H
Figure 27. Structure of andrastin H.

In addition to its antimicrobial properties, andrastin H (90) demonstrated significant
insecticidal activity against newly hatched larvae of Helicoverpa armigera, an important
agricultural pest. The compound exhibited an ICsq value of 50 pg/mL, comparable to
the widely used botanical insecticide azadirachtin [80]. This bioactivity highlights the
ecological role of fungal steroids as chemical defense agents and underscores their potential
for agricultural applications. The discovery of andrastin H (90) adds to the structural
diversity of bioactive steroids from fungal sources and reinforces the importance of marine-
derived fungi as a reservoir of novel steroidal scaffolds with promising pharmacological
and agrochemical applications.

The chemical investigation of a mangrove-derived Aspergillus sp. led to the identifi-
cation of two structurally unique steroids, ergosterdiacids A (91) and B (92), featuring an
unusual 6/6/6/6/5 pentacyclic system (Figure 28) [81]. These compounds were charac-
terized using comprehensive spectroscopic techniques, including 1D and 2D NMR, HR
ESI MS, and quantum chemical ECD calculations. Their biosynthetic origin suggests a
rare natural Diels—Alder addition. Ergosterdiacids A (91) and B (92) demonstrated notable
biological activity, particularly in the inhibition of the Mycobacterium tuberculosis protein
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tyrosine phosphatase B (MptpB), a validated target for tuberculosis treatment, with ICsg
values of 15.1 and 30.1 uM, respectively [81]. Molecular docking analyses suggested that
their carboxyl groups play a critical role in binding to key active site residues, similar to the
known inhibitor OMTS. This inhibition of MptpB highlights the potential of these steroids
as lead compounds for drug development. Beyond their antitubercular properties, both
compounds exhibited strong anti-inflammatory activity by suppressing nitric oxide (NO)
production in LPS-induced RAW 264.7 macrophages. At concentrations of 4.5 and 3.6 uM,
respectively, ergosterdiacids A (91) and B (92) significantly reduced NO levels without
cytotoxic effects. However, at concentrations exceeding 10 uM, partial suppression of
macrophage viability was observed, indicating potential cytotoxicity at higher doses [81].

(91) Ergosterdiacid A (92) Ergosterdiacid B

Figure 28. Structure of ergosterdiacids A and B.

The coral-associated fungus Penicillium oxalicum HL-44, isolated from Sinularia gaweli,
produced a new ergostane-type sterol ester (93) alongside several structurally related
derivatives (Figure 29) [10]. The structure of (93) was determined using NMR, HR-MS,
and other spectroscopic techniques, revealing a rare modification within the ergosteroid
framework. Notably, this is the first report of such a sterol ester from the Eurotiaceae family,
highlighting its unique biosynthetic origin. Biological evaluation of (93) demonstrated
significant anti-inflammatory activity in Raw264.7 macrophage cells [10]. At a concentra-
tion of 20 uM, (92) reduced Ifnbl expression by 67.4%, suggesting strong suppression of
the cGAS-STING pathway. Additionally, sterols (94) and (95) exhibited complementary
inhibitory effects on Tnfa expression, with reductions of 52.3% and 48.7%, respectively, at
the same concentration [10].

Solitumergosterol A (96), a unique C30 steroid, was isolated from the deep-sea-derived
fungus Penicillium solitum MCCC 3A00215 (Figure 30) [11]. Its structure, featuring a
6/6/6/6/5 pentacyclic carbon skeleton, was determined using 1D and 2D NMR, HR
ESI MS, and ECD spectra. Compound (96) is a Diels-Alder adduct formed through the
cyclization of a steroid with an alien motif, likely maleic acid or maleimide. It exhibited
weak in vitro antiproliferative activity against MB231 cells, with an inhibition rate of
44.1% at 20 pM, via an RXRa-dependent mechanism [11]. Compound (96) attenuates the
transcriptional activity of RXRe, as measured using a luciferase reporter assay system. In
this experimental setup, the luciferase gene is placed under the control of RXRx-responsive
elements, allowing for the quantitative measurement of RXRoa-mediated transcription. The
results show a relative luciferase activity of 68.6% at 50 uM, which parallels the activity of
the positive control, 9-cis-retinoic acid, at 0.1 pM. This decrease in luminescence directly
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reflects reduced RXRo-mediated gene transcription, as the light output in this system is
proportional to the transcriptional activity of RXRx. When RXR« is activated, it binds to
its responsive elements and promotes the transcription of the luciferase gene, resulting
in increased luminescence. Conversely, when RXR«x activity is attenuated, as observed
with compound (96), there is a decrease in luciferase gene transcription, leading to reduced
luminescence. This suggests that solitumergosterol A (96) might influence cancer cell
proliferation through the retinoid X receptor (RXR) pathway. The observed reduction in
RXRo transcriptional activity implies that compound (96) may act as a partial antagonist
or modulator of RXR«, which is significant given RXRa’s known roles in various cellular
processes, including cell growth, differentiation, and apoptosis. The proposed biosynthetic
pathway, which involves a Diels-Alder cycloaddition followed by decarboxylation and
aromatization, adds new insights into steroid chemistry, inspiring further research into its
chemical and biological synthesis [11]. This unique biosynthetic pathway, coupled with the
compound’s ability to modulate RXR« activity, opens up possibilities for developing new
therapeutic strategies targeting the RXR pathway in cancer treatment.

unl\\\H

(CH2)14

o\< N

)

93) %94)

95)

Figure 29. Structure of steroids extracted from Penicillium oxalicum HL-44, isolated from Sinu-
laria gaweli.

(96) Solitumergosterol A

Figure 30. Structure of Solitumergosterol A.

3. Terrestrial Organisms
3.1. Plants

The article “Chenisterol, a New Antimicrobial Steroid from Chenopodium badachschan-
icum” presents the first phytochemical investigation of Chenopodium badachschanicum, a
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member of the Chenopodiaceae family [82]. Several plants from this genus are widely used in
traditional medicine. Their secondary metabolites display various pharmacological proper-
ties, including antimicrobial, antiviral, antifungal, anthelmintic, antioxidant, trypanocidal,
antineoplastic, and immunomodulatory activities [83]. This study led to the isolation of
a new steroid named chenisterol (97) (Figure 31). Known compounds such as ergosterol,
stigmasterol, and fucosterol were also isolated. The structure of chenisterol was determined
using spectroscopic techniques, including HR ESI-MS along with 1D and 2D NMR [82].

(97) Chenisterol

Figure 31. Structure of chenisterol.

Chenisterol exhibited significant antimicrobial activity against three Gram-positive
bacterial strains: Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilis, and Corynebacterium diphthe-
riae [82]. It also showed activity against one Gram-negative strain, Klebsiella pneumoniae.
These results suggest that chenisterol has potential as a novel antimicrobial agent and
warrants further exploration for therapeutic applications.

The chemical investigation of compounds isolated from the roots of Codonopsis pilosula
var. modesta identified a total of 15 compounds, including five steroids: o«-spinasterol
(99), B-sitosterol (100), stigmasterol, (3-sitosterol-3-O-glucoside, and stigmasterol-3-O-
glucoside [84]. Additionally, one new tirucallane-type triterpenoid, codopitirol A (98),
was isolated and identified (Figure 32). The structures of these steroids and codopitirol
A (98) were confirmed using spectroscopic techniques, including HR ESI-MS and 1D /2D
NMR [84].

These steroids were evaluated for their a-glucosidase inhibitory activity. Notably,
a-spinasterol (99) and (3-sitosterol (100) exhibited promising potential as antidiabetic
agents [84]. This study emphasizes the importance of steroids in the pharmacological
activities of Codonopsis pilosula, particularly regarding their potential role as inhibitors
of enzymes related to diabetes management. It also highlights the significance of these
findings, especially considering that only a few phytochemical investigations have been
conducted on C. pilosula var. modesta.

The discovery of turpesteryl ester (101), a novel steroid isolated from Ipomoea turpethum
(L.) R.Br., enhances the understanding of bioactive compounds from medicinal plants
(Figure 33) [85]. The structure of turpesteryl ester was confirmed through spectroscopic
techniques, including 2D NMR. Ipomoea turpethum, native to various parts of Asia, is used
in traditional Unani and Ayurvedic medicine. It belongs to the Convolvulaceae family, which
includes about 40 genera and 1200 species of climbing or twining herbaceous plants [86].
The genus Ipomoea is well known for its wide distribution in tropical regions. Despite its
medicinal relevance, little research has been conducted on its chemical constituents [87].
Previous studies on this species reported only an acrylamide derivative, making this study
the first to isolate and characterize turpesteryl ester and other associated compounds [85].
Turpesteryl ester (101) demonstrated significant antibacterial activity against both Gram-
positive (Staphylococcus aureus and Micrococcus luteus) and Gram-negative (Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, and Pseudomonas aeruginosa) bacterial strains, as shown by the agar
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well diffusion method [85]. This bioactivity suggests its potential as a natural antibacterial
agent. Additionally, positive Salkowski and Lieberman-Burchard tests confirmed the
steroidal nature of the compound, while its brisk reaction with dilute NaHCO3 indicated the
presence of a free carboxylic acid group, which may contribute to its biological activity [85].

(98) Codopitirol A

e

\
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&

(99) a-spinasterol (100) B-sitosterol
Figure 32. Structures of selected steroids from Codonopsis pilosula var. modesta.
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(101) Turpesteryl ester

Figure 33. Structure of turpesteryl ester from Ipomoea turpethum (L.) R.Br.

Research on Cyperus rotundus L. led to the identification of a new steroid glycoside—
sitosteryl (6’-hentriacontanoyl)-a-D-galactopyranoside (102) (Figure 34) [88]. The structure
of this steroid glycoside was determined through 1D and 2D NMR spectroscopic analysis.
This analysis revealed it as an ester of sitosterol glycoside attached to a fatty acid. The
biological activity of sitosteryl (6'-hentriacontanoyl)-a-D-galactopyranoside (102) was
notable, demonstrating strong cytotoxicity against L5178y mouse lymphoma cells. It
also showed activity in the brine shrimp lethality test, suggesting its potential for further
biomedical studies [88].
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Figure 34. New steroid glycoside from Cyperus rotundus L.

Investigation of the biologically active compounds from Fritillaria thunbergii led to
the isolation of steroidal alkaloids (103-107) (Figure 35), including two new compounds,
Frithunbol A and B (103-104) [89]. The structures of these compounds were determined
using 1D and 2D NMR spectroscopy along with HR-FAB-MS techniques. The compounds
were evaluated for their anti-neuroinflammatory and neuroprotective effects in vitro [89].

o}

(103) Frithunbol A (104) Frithunbol B (105)

0]

Mgy,

(106) 107)

Figure 35. Structures of compounds isolated from Fritillaria thunbergia.

The anti-neuroinflammatory effects were tested by measuring nitric oxide (NO) levels
in LPS-stimulated BV-2 microglial cells. Compounds (103-104) and (107) exhibited signif-
icant NO inhibition, with ICsy values of 16.35, 11.45, and 18.02 uM, respectively. These
values surpassed the NO inhibition of the positive control, NG-monomethyl-L-arginine
(L-NMMA), which had an ICsj value of 19.45 pM [89]. Notably, these compounds were
non-cytotoxic at a concentration of 20 uM, indicating selective anti-inflammatory action
without harming the cells. The neuroprotective potential of the isolated compounds was
assessed by measuring nerve growth factor (NGF) secretion in C6 glioma cells. Com-
pound (106) significantly stimulated NGF release, enhancing levels by 134.81% with-
out cytotoxic effects, comparable to the positive control, 6-shogaol, which stimulated
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NGEF release by 134.08% [89]. These findings suggest that these compounds are poten-
tial candidates for further studies on their therapeutic applications in neuroinflammation
and neurodegeneration.

Two steroid alkaloids, tomatidine (108) and solasodine (109), were isolated from the
berries of Solanum aculeastrum, a medicinal plant traditionally used in South Africa for
cancer treatment (Figure 36) [90]. These compounds were evaluated for their anticancer
activity against HeLa, MCF7, and HT29 cancer cell lines. The IC5, values indicated that both
tomatidine and solasodine had the strongest inhibitory effect on HeLa cells. A synergistic
effect was observed when the compounds were combined. Cell cycle analysis revealed that
tomatidine and solasodine blocked the cell cycle in the GO/G1 phase after 24 h of exposure,
increasing the percentage of cells in this phase. However, they showed low apoptotic
activity. While both compounds did not induce significant apoptosis, they increased
necrotic cell death, particularly at higher concentrations [90].

N\
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(108) Tomatidine (109) Solasodine

Figure 36. Chemical structures of tomatidine and solasodine.

Researchers investigated the antidiabetic potential of the methanolic extract from the
male flowers of Borassus flabellifer (Palmae) (Figure 37) [91]. This plant, widely distributed
and cultivated in tropical Asian countries, has been traditionally utilized for its medicinal
properties. The fruit pulp and sap of B. flabellifer are commonly used in traditional dishes
and as a sweetener for diabetic patients. The study found that the methanolic extract of the
male flowers significantly inhibited the increase in serum glucose levels in sucrose-loaded
rats when administered orally at a dose of 250 mg/kg. Six new spirostane-type steroid
saponins, named borassosides A-F (110-115), were isolated from this extract. The structures
of borassosides A-F were elucidated through chemical and physicochemical analyses [91].

Additionally, the principal steroid saponin, Dioscin (116), was tested and demonstrated
an inhibitory effect on serum glucose levels in sucrose-loaded rats at a dose of 50 mg/kg
orally [91]. This effect was comparable to or greater than that of metformin hydrochloride,
which is recognized for its action on intestinal glucose absorption and peripheral insulin
sensitivity. Dioscin’s effect surpassed that of metformin hydrochloride in this model. While
previous research has identified various steroidal saponins and other constituents from
B. flabellifer, this study marks the first detailed characterization of the flower parts of the
plant [92,93].

Researchers reported the discovery of a new steroid, albosteroid (117) (Figure 38) [94].
It was isolated from the Morus alba, a plant known for its medicinal properties. This
plant has been traditionally used in Asian countries for anti-inflammatory, hypoglycemic,
hypolipidemic and antioxidant purposes [95-102]. Compounds were isolated using column
chromatography, and their molecular structures were determined through IR, UV, 'H
and 13C NMR, and mass spectroscopic analysis [94]. Among the isolated compounds,
albosteroid demonstrated significant anti-ulcer activity in two models: pylorus-ligation-



Int. J. Mol. Sci. 2025, 26, 3203 28 of 40

induced and ethanol-induced ulcers. In both models, compound (117) substantially reduced

the number and severity of ulcers in the stomach [94].
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Figure 37. Active compounds from Borassus flabellifer.

In animal models, albosteroid (117) not only decreased ulcer formation but improved
other biochemical markers associated with gastric damage [94]. In the ethanol-induced ulcer
model, where alcohol triggers oxidative stress and inflammation, albosteroid (117) exhibited
dose-dependent protective effects. It enhanced the activity of key antioxidant enzymes,
such as superoxide dismutase, catalase, and glutathione peroxidase, which help neutralize
oxidative damage. Compound (117) increased levels of reduced glutathione while lowering
elevated levels of glutathione reductase and lipid peroxidation, both markers of oxidative
stress. The protective effect on the gastric lining was further confirmed by histopathological
analysis of stomach tissues from treated animals, which showed significantly less damage
in the groups administered albosteroid [94]. The findings indicate the compound’s potential
not only to prevent ulcer formation but also to reverse oxidative damage caused by ethanol.
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Figure 38. Structure of new steroid isolated from Morus alba.

Two new steroids, 29-hydroperoxy-stigmasta-7,24(28)E-dien-3(3-ol (118) and 24&-
hydroperoxy-24-vinyl-lathosterol (119) (Figure 39), have been identified from the bark
of Melia azedarach [103]. The structures of these steroids were elucidated using spectro-
scopic methods, including 'H NMR, 13C NMR, and HR ESI MS [103].

HO

(118) 29-hydroperoxy-stigmasta-7,24(28)E-dien-3 3-ol (119) 24&-hydroperoxy-24-vinyl-lathosterol

Figure 39. Structures of new steroids from Melia azedarach.

Among the cytotoxic evaluations, compounds (118) and (119) exhibited signifi-
cant activity against the human lung cancer cell lines A549 and H460, as well as a
human gastric carcinoma cell line, HGC27 [103]. The ICsy values ranged from 5.6 to
21.2 ug/mL, indicating a promising cytotoxic profile and highlighting their potential as
anticancer agents [103]. Steroids such as 29-hydroperoxy-stigmasta-7,24(28)E-dien-33-ol
(118) and 24¢-hydroperoxy-24-vinyl-lathosterol (119) are particularly noteworthy due to
their novel structural elements, including hydroperoxy groups and vinyl substitutions
at C-24.

Five new steroidal saponins were isolated from the fruits of Tribulus terrestris,
and their structures were fully elucidated through spectroscopic and chemical analysis
as (235,255)-5a-spirostane-24-one-3f3,23-diol-3-O-{«-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-O-[3-D-
glucopyranosyl-(1—4)]-3-D-galactopyranoside} (120), (24S,255)-5x-spirostane-3[3,24-diol-3-
O-{a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-O-[ 3-D-glucopyranosyl-(1—4)]-3-D-galactopyranoside}
(121), 26-O-B-D-glucopyranosyl-(25R)-5a-furostan-2«,3 3,22 x,26-tetraol-3-O-{ 3-D-glucopy
ranosyl-(1—2)-O-p-D-glucopyranosyl-(1—4)-3-D-galactopyranoside} (122), 26-O-3-D-gluco
pyranosyl-(25R)-5x-furostan-20(22)-en-2,33,26-triol-3-O-{ 3-D-glucopyranosyl-(1—2)-O-3-
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D-glucopyranosyl-(1—4)-3-D-galactopyranoside} (123), and 26-O-3-D-glucopyranosyl-(255)-
Sa-furostan-12-one-22-methoxy-33,26-diol-3-O-{x-L-thamnopyranosyl-(1—2)-O-[ 3-D-gluco
pyranosyl-(1—4)]-3-D-galactopyranoside} (124) (Figure 40) [104].
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OH
o OH OH
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Figure 40. Structures of new steroids from the fruits of Tribulus terrestris.

The cytostatic activity of compounds (120-124) was evaluated against HL-60 cancer
cells, with ICs values of 47.55 £ 6.7 uM, 46.87 + 2.5 uM, 46.52 - 4.7 uM, 49.45 £ 7.2 uM,
and 41.42 &+ 3.4 pM, respectively [104].

Five years later, another seven new steroidal saponins were isolated from Tribulus
terrestris, including six furostanol saponins (125-130) and one spirostanol saponin (131)
(Figure 41) [105]. Their structures were fully elucidated using 1D and 2D NMR spectroscopy,
mass spectrometry, and chemical methods. These newly identified compounds were
evaluated for their platelet aggregation activities. Compounds (125), (126,) and (128-130)
were tested for their effects on platelet aggregation induced by U46619, a TxA2 analog, in
rat platelets. Tested compounds exhibited weak or no inhibitory effects on U46619-induced
platelet aggregation, suggesting that these compounds do not significantly interfere with
platelet activation [105].
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Figure 41. Structures of new steroidal saponins from the fruits of Tribulus terrestris.

3.2. Fungi

Two new lanostane triterpenoids (132, 133) and two new ergostane-type steroids
(134, 135), along with two known lanostane triterpenoids (136, 137) and one known
steroid (138), were isolated from the cultured mycelia of Ganoderma capense (CGMCC 5.71)
(Figure 42) [106]. Their structure was determined by comprehensive spectroscopic anal-
yses, including HR ESI-MS and 1D /2D NMR techniques. Ganoderma is a well-known
medicinal macrofungus that is widely recognized for its diverse bioactivities, including
antineoplastic and immunomodulatory properties [107-114]. Previous studies on G. capense
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have led to the discovery of novel sesquiterpenoids, motivating further exploration of its
secondary metabolites, especially from cultured mycelia, which offer distinct physiological

and environmental conditions compared with fruiting bodies [106].

(133) R'=H, R*= OH
(132) (136) R, R>=0
(137) R'=0H, R*=H
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""///// -~ ’;o

(135) R'=R*= OH
(134) (138) R'=R’>=H

Figure 42. Steroids isolated from cultured mycelia of Ganoderma capense (CGMCC 5.71).

Compound (132) displayed moderate cytotoxicity against the human cancer cell line
NCI-H1650, with an ICsq value of 22.3 uM, while compound (138) exhibited cytotoxic
activity against the HCT116 cell line, with an ICsy value of 17.4 uM [106]. Additionally,
compounds (133, 134) and (136, 137) showed weak anti-HIV activity, with ICsy values of
23.5,46.7,21.6, and 30.1 pM, respectively. These results highlight the therapeutic potential
of the newly identified compounds from G. capense [106].

The investigation of Fomitiporia aethiopica, a basidiomycete from East Africa, led to
the discovery of five new pregnenolone-type steroids, named aethiopinolones A-E (com-
pounds (139-143), respectively) (Figure 43) [115]. These compounds were isolated from
the fungal mycelial culture after fermentation on rice, followed by methanol extraction
and chromatographic purification. The chemical structures of aethiopinolones A-E were
determined with 1D and 2D NMR as well as HR MS data analysis [115].

Pregnenolone-type steroids are uncommon in fungal metabolism, but compounds
(139-140) add to the growing list of steroids derived from the Basidiomycota, particularly
within the Hymenochaetales order. While steroids are common in the Basidiomycota, they
had not previously been reported from the genus Fomitiporia. Related compounds have
been discovered in various fungus species, including Phellinus igniarius and the marine-
derived Phaeosphaeria spartinae. Additionally, novel pregnenolone-like compounds have
been identified in the genus Fomitiporia [115-117].
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Figure 43. New aethiopinolones from Fomitiporia aethiopica.

The biological activity of aethiopinolones A-E (139-143) was assessed for cytotoxicity
against various mammalian cell lines, including MCF-7, A431, 1929, and PC-3. Compounds
(141) and (142) exhibited moderate cytotoxic effects across all tested cell lines [115]. Com-
pound (139) showed the strongest cytotoxicity, with an ICsy of 8 ug/mL against PC-3 cells.
Compound (140) displayed moderate activity only against the L929 and KB3.1 cell lines,
with ICsg values of 45 pg/mL and 39 ug/mL, respectively. However, none of the com-
pounds exhibited significant antimicrobial or nematocidal activities at tested concentrations
(<300 pg/mL and <100 pg/mL, respectively) [115].

A novel steroid (22E,24R)-63-methoxyergosta-7,9(11),22-triene-33,5-diol (144) was
identified from the Basidiomycota Ganoderma sinense as a potent natural inhibitor of hex-
okinase 2 (HK2) (Figure 44) [118]. HK2 is a key enzyme in the glycolysis pathway that is
overexpressed in cancer cells and is a promising target for cancer therapy due to its critical
role in tumor growth and metastasis [119-123].

22

(144) (22E,24R)-63-methoxyergosta-7,9(11),22-triene-3 3,50.-diol
Figure 44. Structure of the steroid from Ganoderma sinense.

The inhibition of HK2 has garnered significant attention in cancer research due to its
critical role in tumor metabolism. HK2 inhibition disrupts the glycolytic pathway, which is
crucial for cancer cell survival and proliferation. Studies have shown that HK2 inhibition
reduces glucose uptake, decreases lactate production, and impairs tumor growth [124].
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In pancreatic cancer, where HK2 is notably overexpressed, inhibition of this enzyme has
been associated with decreased anchorage-independent growth and reduced invasive
capabilities [125].

Using structure-based virtual ligand screening, compound (144) demonstrated high
binding affinity to HK2. This finding was confirmed through microscale thermophoresis
(MST), enzyme inhibition assays, and cell-based experiments. Compound (144) inhibited
HK?2 with an ICsq of 2.06 uM, acting as a non-competitive inhibitor [118]. It reduced the
maximal reaction rate (Vmax) of glucose without significantly affecting the binding affinity
(Km). This mode of inhibition is particularly valuable as it allows for the modulation of
enzyme activity without directly competing with the substrate, potentially leading to more
selective targeting of cancer cells. The inhibition of HK2 has been shown to effectively
disrupt cancer cell metabolism, offering a potential avenue for therapeutic intervention
across various cancer types [118].

4. Conclusions

Over the past two decades, research on marine and terrestrial steroids has expanded
significantly, revealing remarkable structural diversity and bioactivity. This review high-
lights that approximately 60-70% of the newly discovered steroids originate from marine
sources, reinforcing the role of marine ecosystems as reservoirs of bioactive compounds.

Novel steroidal frameworks, particularly those featuring unique hydroxylation, sulfa-
tion, and glycosylation patterns, have demonstrated potent anticancer, antimicrobial, an-
tidiabetic, and immunomodulatory properties. Marine-derived polyhydroxylated steroids
have shown cytotoxicity comparable to clinically used drugs, with some compounds exhibit-
ing additional antibacterial and enzyme-inhibitory activities. Notable examples include
steroids from Acanthaster planci and Dendrodoris fumata, which have shown promising ef-
fects against cancer cells and pathogenic bacteria. Terrestrial sources have also contributed
significant steroidal compounds, such as chenisterol from Chenopodium badachschanicum,
which exhibited broad-spectrum antimicrobial activity.

Despite these advances, several challenges remain in translating bioactive steroids
into clinical applications. Many marine-derived steroids suffer from poor bioavailability
and rapid metabolism, limiting their therapeutic potential. Additionally, sustainable access
to rare natural steroids poses a challenge, necessitating the development of synthetic and
semi-synthetic approaches. Advances in cheminformatics, enzymatic modifications, and
Al-driven molecular design offer promising solutions to optimize steroidal frameworks for
enhanced efficacy and stability.

Future research should prioritize structure—activity relationship studies and targeted
modifications to refine steroidal scaffolds. Synthetic biology and engineered biosynthesis
hold great potential for generating complex steroidal architectures with improved bioactiv-
ity. The integration of computational modeling, high-throughput screening, and rational
drug design will be essential for accelerating the discovery of steroid-based therapeutics.

By merging natural product research with modern synthetic and computational meth-
ods, the full pharmacological potential of steroids can be unlocked. This integrated ap-
proach will be crucial to addressing global health challenges such as antimicrobial resistance
and cancer, paving the way for next-generation steroid-based pharmaceuticals. The di-
versity and potency of the newly discovered steroids underscore the need for continued
exploration and investment in this field.
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ABSTRACT: Fungal infections caused by Alternaria alternata,
Fusarium culmorum (F. culmorum), and Botrytis cinerea (B.
cinerea) pose significant risks to agriculture and human health.
The emergence of fungicide resistance underscores the need for
new antifungal agents. Bile acid—steroid conjugates, synthesized
via “click chemistry”, offer a promising solution due to their
stability and biological activity. In this study, bile acid derivatives
linked by 1,2,3-triazole rings were synthesized and evaluated for
antifungal activity. Spectroscopic analysis confirmed successful
conjugation, and molecular docking studies identified interactions
with fungal targets. Biological assays revealed potent antifungal effects, especially against F. culmorum and B. cinerea, with compounds
(23) and (24) showing the strongest activity. These findings highlight the potential of bile acid derivatives as novel antifungal agents,
and further optimization could enhance their efficacy and selectivity for therapeutic applications.

[l Metrics & More ’ Q Supporting Information

Fusarium culmorum
Botrytis cinerea
Alternaria alternata

1. INTRODUCTION

Fungal infections caused by phytopathogens such as Alternaria
alternata (A. alternata), Fusarium culmorum (F. culmorum), and
Botrytis cinerea (B. cinerea) pose significant threats to both
agriculture and human health. These fungi are known for their
ability to produce mycotoxins, which contaminate food
products, reduce crop yields, and pose serious health risks to
humans and animals.''” The widespread emergence of
resistance to commonly used fungicides amplifies these
challenges, highlighting the need to identify alternative
compounds with antifungal properties for further research.'®"”
Steroids offer a promising platform for developing novel
bioactive molecules due to their unique amphiphilic structures,
modifiable functional groups, and diverse biological activities.
The concept of “click chemistry” has revolutionized synthetic
methodologies by providing highly selective, efficient, and
versatile reactions.”’ Among these, copper-catalyzed azide—
alkyne cycloaddition (CuAAC) stands out for its ability to
produce 1,2,3-triazole-disubstituted derivatives under mild
reaction conditions with excellent yields.”'~*>* This approach
is particularly valuable for the modification of many natural
compounds.”® Tt enables the synthesis of conjugates with
improved stability, reduced metabolic degradation, and tailored
bioactivities.”>** The resulting triazole-linked compounds are
resistant to hydrolysis and oxidative conditions. Their ability to
form hydrogen bonds and dipole interactions enhances their
potential for biological applications.”” These advantages make
“click chemistry” a cornerstone technique in modern medicinal
chemistry, including the development of antifungal agents.

© 2025 The Authors. Published by
American Chemical Society

7 ACS Publications

Bile acids, natural cholesterol derivatives, are well-known for
their role in digestion and as signaling molecules in various
physiological processes.”® Their distinctive steroidal framework
featured with modifiable functional groups and amphiphilic
properties provides a versatile material for designing compounds
with enhanced and specific biological activities.”” Bile acids and
their derivatives exhibit natural biological activity and
antimicrobial properties, further enhancing their potential as
therapeutic agents.”*~**

Previous studies have demonstrated that bile acid conjugates
linked via triazole rings, obtained through “click chemistry”
reactions exhibit changed properties compared to their
unmodified counterparts.”®~>’ This structural modification
not only preserves the biological potential of bile acids but
also introduces stability against metabolic degradation, making
triazole-linked conjugates promising candidates for drug
discovery.

In this study, formate derivatives of bile acids were
synthesized and conjugated with other modified bile acids or
sterols using “click chemistry” to produce novel triazole-linked
compounds. The spectroscopic analysis confirmed the success-
ful synthesis of these derivatives. Molecular docking studies were

Received: June S, 2025
Revised: ~ October 30, 2025
Accepted: November 4, 2025
Published: December 3, 2025

https://doi.org/10.1021/acsomega.5c05320
ACS Omega 2025, 10, 60152-60161


https://pubs.acs.org/action/doSearch?field1=Contrib&text1="Grzegorz+Hajdas%CC%81"&field2=AllField&text2=&publication=&accessType=allContent&Earliest=&ref=pdf
https://pubs.acs.org/action/doSearch?field1=Contrib&text1="Damian+Ku%C5%82aga"&field2=AllField&text2=&publication=&accessType=allContent&Earliest=&ref=pdf
https://pubs.acs.org/action/doSearch?field1=Contrib&text1="Hanna+Koenig"&field2=AllField&text2=&publication=&accessType=allContent&Earliest=&ref=pdf
https://pubs.acs.org/action/doSearch?field1=Contrib&text1="Justyna+Starzyk"&field2=AllField&text2=&publication=&accessType=allContent&Earliest=&ref=pdf
https://pubs.acs.org/action/doSearch?field1=Contrib&text1="Vladislav+Maliugin"&field2=AllField&text2=&publication=&accessType=allContent&Earliest=&ref=pdf
https://pubs.acs.org/action/doSearch?field1=Contrib&text1="Tomasz+Pospieszny"&field2=AllField&text2=&publication=&accessType=allContent&Earliest=&ref=pdf
https://pubs.acs.org/action/doSearch?field1=Contrib&text1="Tomasz+Pospieszny"&field2=AllField&text2=&publication=&accessType=allContent&Earliest=&ref=pdf
https://pubs.acs.org/action/showCitFormats?doi=10.1021/acsomega.5c05320&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsomega.5c05320?ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsomega.5c05320?goto=articleMetrics&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsomega.5c05320?goto=recommendations&?ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsomega.5c05320?goto=supporting-info&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsomega.5c05320?fig=abs1&ref=pdf
https://pubs.acs.org/toc/acsodf/10/49?ref=pdf
https://pubs.acs.org/toc/acsodf/10/49?ref=pdf
https://pubs.acs.org/toc/acsodf/10/49?ref=pdf
https://pubs.acs.org/toc/acsodf/10/49?ref=pdf
http://pubs.acs.org/journal/acsodf?ref=pdf
https://pubs.acs.org?ref=pdf
https://pubs.acs.org?ref=pdf
https://doi.org/10.1021/acsomega.5c05320?urlappend=%3Fref%3DPDF&jav=VoR&rel=cite-as
https://http://pubs.acs.org/journal/acsodf?ref=pdf
https://http://pubs.acs.org/journal/acsodf?ref=pdf
https://acsopenscience.org/researchers/open-access/
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/

ACS Omega

http://pubs.acs.org/journal/acsodf

Scheme 1. Synthesis of Propynoyl Esters of Bile Acids (7—9) or Sterols (15—16) and Azidoacetyl-Substituted Derivatives (10—

12)
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performed to elucidate the potential mechanisms of interaction
between the synthesized molecules and fungal targets, shedding
light on their antifungal activity and possible mechanisms of
toxicity. Biological assays revealed that the new conjugates
exhibit inhibitory effects against A. alternata, F. culmorum, and B.

cinerea, highlighting their potential as antifungal agents.

The findings presented here not only demonstrate the
versatility of bile acids as building blocks for drug discovery
but also emphasize the utility of “click chemistry” in generating
compounds with enhanced antifungal properties. These results
contribute to the growing interest in bile acid derivatives as a
sustainable and effective solution to combat fungal resistance in

agricultural and clinical settings.

2. EXPERIMENTAL SECTION

Bile acid methyl esters and their formyl derivatives (4—6) were
successfully synthesized with decent yields, following estab-
lished protocols from existing literature.””~

Synthesis of propynoyl esters of bile acids (7—9) involved
reacting formyl derivatives of methyl esters of bile acids (4—6)
with propiolic acid in dichloromethane and p-TsOH, resulting in
the formation of methyl propynoyl esters (7—9) as is shown in
Scheme 1.** The same procedure was afplied to sterols (13—
14), yielding the compounds (15—16)."” To obtain azidoace-
tate derivatives of bile acids (10—12), methyl esters of formyl
derivatives (7—9) were first converted into bromoacetoxy
derivatives by reaction with bromoacetic acid bromide in
anhydrous dichloromethane. Obtained products were subse-
quently subjected to substitution reactions with NaN; in THF at

https://doi.org/10.1021/acsomega.5c05320
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Scheme 2. Synthesis of Dimers of Bile Acids (17—28) Linked by a 1,2,3-Triazole Ring

g
©) +
(15)
(16)

viii) Sodium ascorbate, CuSO4* 5H,0,
t-BuOH:MeOH (5:1), 45°C

17) R'=R?=R*=H, R®=0CHO
18) R'=R?=H, R®=R*=0CHO
19) R'=0CHO, R?=R%=R*=H
20) R'=R®*=0CHO, R?=R*=H
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50 °C, yielding the corresponding azidoacetate derivatives (10—
12).*’ The propynoyl esters of bile acids (7—9) or sterols (15—
16) and azide derivatives (10—12) were used as substrates in the
“click chemistry” reaction, conducted in the presence of CuSO,
SH,O and sodium ascorbate in t-BuOH/MeOH (5:1). This led
to the formation of a mixture of crude products (17—28) shown
in Scheme 2, which were separated using column chromatog-
raphy. The reaction yielded dimers with yields ranging from 21
to 65%.

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. Spectroscopic Studies. The structures of all obtained
compounds were determined by analyzing their 'H and *C
NMR, FT-IR, and ESI-MS spectra. The NMR (*H and **C) and
ESI-MS spectra of the investigated compounds are provided in
the Supporting Information.

The fundamental structural unit of all steroids is the
phenanthrene skeleton, as saturated hydrocarbon does not
provide many distinct IR signals. Vibrational bands correspond-
ing to C—C bonds were relatively weak and overlapped with
other signals in the fingerprint region. The stretching vibrations
of C—H bonds merged into broadband for conjugated
structures, typically between 2946 and 2870 cm™". These signals
were observed in all compounds (17—28). The stretching
vibration of the symmetric carbonyl group v(C=0) produces

characteristic bands between 1741—1717 cm™ in the FT-IR
spectrum, which serve as key indicators for all products. Signals
in the region 1211—-1176 cm™' were also observed and
attributed to v(C—0).

The ESI-MS spectra for all derivative (17—28) ions [M +
Na]* with an intensity of 100% were observed. In some cases,
spectra also showed ions like [M + K]¥, [M + CI]7, and [M +
HCOO]". The above ions were characterized mostly by the
lower intensity compared to [M + Na]*.

The diagnostic proton signals corresponding to the 28-CH in
all compounds (17—28), characterized by the presence of a
1,2,3-triazole ring, appear as singlets in the 8.27—8.22 ppm range
on '"H NMR spectra (Figure 1). Protons from the methylene
groups 27-CH,, directly attached to the triazole ring, exhibit
signals as singlets around 5.21—5.19 ppm. Multiplets associated
with 34-H and/or 3f’-H protons showed signals in the 5.10—
4.65 ppm range. Compounds (25—28) as sterol derivatives
display multiplet related to 3a’-H at 5.05—4.88 ppm and two
doublets from 26’-CHj; and 27’-CHj at the range of 0.87—0.84
ppm. For derivatives of deoxycholic and cholic acids, signals
associated with protons 12-H/12'-H (17—28) and 74-H/
7'6-H (18, 21—24, and 27—28) were observed as singlets at
5.28—5.24 and 5.10—4.99 ppm, respectively. A characteristic
singlet at 5.42 ppm is exhibited by cholesterol derivatives (26)
and (28) originating from 6'-H.
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Figure 1. '"H NMR spectra in the region of 4.5—8.45 ppm for the most characteristic signals of compounds (20, 22, 23, and 28).

Table 1. Antifungal Activity of Compounds (17—28) Assessed by the Well Diffusion Method”

Compound

(17)
(18)
(19)
(20)
(21)
(22)
(23)
(24)
(25)
(26)
(27)
(28)

Inhibition zone [mm]

Fusarium
graminearum

Fusarium
culmorum

15
13

=
N

N
>

Trichoderma
atroviridae

Trichoderma | Alternaria | Botrytis
harzianum alternata cinerea

75 11,5 17

6 10 12

6 11,5 13

8,5 9,5 9

7 9,5 13

9 10 13

7 8,5 15

7 10,5 10

6 7 11

8,5 7,7 11

10 9'5 10

8,5 8 14

“Inhibition zones <9 mm (low activity) are marked in red, 10—15 mm (moderate activity) in yellow, and >15 mm (high activity) in green, with

darker shades indicating stronger effects.

The *C NMR spectra of conjugates (17—28) exhibit distinct
signals at 12.34—11.81 ppm, corresponding to 18-CH;/18'-
CH;. Signals in the range of 22.91—22.50 ppm are attributed to
19-CH,/19’-CHj for derivatives (20—21 and 23—28). In the

case of compounds (17—19 and 22) at 17.49—17.41 ppm, the
signals came from the lithocholic acid part 19-CH; (17—18) or
19’-CH, (19 and 22). Similarly, for the products (17—18) and
(19 and 22), signals at 22.93—22.75 ppm correspond to groups
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19’-CH,; (17—18) and 19-CH,; (19 and 22) attributed to the
cholic acid or deoxycholic acid components. Peaks at 18.71—
17.43 ppm are associated with methyl groups 21-CH;/21’-CH,.
Signals at 141.11—141.00 and 129.13—128.71 ppm originating
from C(29) and C(28), respectively, provide evidence for the
presence of the triazole ring. Carboxyl carbons C(26) and C(30)
appear at characteristic chemical shifts at 165.11—165.07 and
160.08—159.01 ppm sequentially. The presence of carbon
resonances at 160.68—160.43 ppm confirms the existence of
12a-OCHO/12’a-OCHO for compounds (17—28) and 7a-
OCHO/7'a-OCHO (18, 21—24, and 27—28). The sequences
of signals at 77.22—77.16, 75.99—75.02, and 70.57—70.50 ppm
are attributed to C(12)/C(12"), C(3)/C(3"), and C(7)/C(7’),
respectively. Distinct peaks at 21.22—21.01 correspond to the
carbon atoms of methyl groups C(26") and C(27’) for all sterol
derivatives (25—28). Cholesterol derivatives (26) and (28)
show very characteristic signals at 139.47—139.41 and 122.93—
122.00 ppm corresponding to C(S’) and C(6’) double bonds,
respectively.

3.2. Antifungal Activity of Tested Compounds. A
preliminary screening of the antifungal activity of all compounds
(17—28) was conducted against selected fungi, including
dangerous pathogens, using the well diffusion technique.
(Table 1). To enable consistent comparison across the series,
all compounds were tested at a uniform concentration of 4 mg/
mL. The fungicidal activity of compounds (17—28) was
categorized based on the size of the growth inhibition zones,
with <9 mm indicating low activity, 10—15 mm representing
moderate activity, and >15 mm classified as high activity. This
classification reflects the standard interpretation of inhibition
zone diameters, where larger zones correspond to stronger
antifungal effects due to higher compound potency or better
diffusion properties in the test medium. Such thresholds provide
a consistent framework for comparing the efficacy of tested
compounds against fungal pathogens.

The analysis revealed that compound (23) exhibited the
strongest antagonistic activity against Botrytis cinerea, with a
growth inhibition zone of 15 mm. High activity against this
fungus was also observed for derivatives (17)(17 mm) and (19
and 22) (13 mm each). For Fusarium culmorum, the highest
activity was recorded for product (23), which generated a
growth inhibition zone of 20 mm, while (24) and (19) produced
zones of 19 and 18 mm, respectively.

The study also highlighted the significant efficacy of (23)
against Alternaria alternata, with a growth inhibition zone of 10.5
mm. Notable activity against this species was also observed for
(24) and (19) (10.5 and 11.5 mm, respectively). Regarding
Trichoderma atroviridae (T. atroviridae), the most active
compound was (25), with a 13 mm inhibition zone, whereas
(27) showed the highest effectiveness against Trichoderma
harzianum (T. harzianum), producing a 10 mm zone of
inhibition.

It is worth noting that compound (23) demonstrated broad-
spectrum antifungal activity, showing effectiveness against most
tested fungal species. Compounds with low activity (<10 mm)
were identified in a few cases, such as (18) against T. harzianum
(6 mm) and (19) against T. atroviridae (6 mm).

The preliminary screening results suggest a correlation
between specific structural motifs and antifungal activity within
the synthesized bile acid—steroid conjugates. Notably, formy-
lated derivatives, particularly those with terminal formyl groups
on the triazole linker (e.g, compound (23)), exhibited
enhanced antifungal effects. This enhancement is likely due to

increased polarity and hydrogen bonding capacity, facilitating
improved molecular recognition or membrane interaction.

However, the presence of formyl groups alone does not fully
explain the observed bioactivity patterns. For example,
compounds (20) and (22), which contain the same number
of formyl substituents, exhibit markedly different levels of
antifungal activity. This indicates that additional structural
factors, such as the geometry or conformational rigidity of the
steroid scaffold, must also play a critical role in modulating
biological effects.

Furthermore, unsaturation in the steroidal core (e.g., AS
double bond) appears to contribute positively to antifungal
potency, potentially by influencing lipophilicity, planarity, or
interaction with biological targets. Altogether, the results suggest
that antifungal activity arises from a combination of electronic,
steric, and spatial effects and even minor modifications to the
core scaffold can significantly influence biological outcomes.
These observations provide valuable insight for the future
structure-guided optimization of this compound class.

3.3. PM5. The PMS semiempirical calculations were
performed by using the WinMopac 2003 program. The final
heat of formation (HOF) for steroid dimers linked with the
1,2,3-triazole ring is presented in Table 2. The molecular models
of the representative compounds are shown in Figure 2.

Table 2. HOF Values of Compounds (17—28)

compound HOF (kcal/mol)

(17) —520.1304
(18) —595.7649
(19) —525.5031
(20) —601.6515
(21) —682.4143
(22) —603.758

(23) —678.7866
(24) —754.8479
(25) —468.025

(26) —440.134

(27) —544.1711
(28) —519.3649

PMS calculations are a valuable tool for analyzing the
thermodynamic stability of chemical compounds with the heat
of formation (HOF) being a crucial parameter in evaluating
their energetic properties and potential reactivity. For the
studied compounds (17—28), a clear decreasing trend in HOF
values is observed with an increasing number of formate groups
in the bile acid skeleton (Table 2). Compound (17) exhibits the
highest HOF value, while the lowest is recorded for compound
(24).

The incorporation of formate groups into the bile acid
structure significantly influences the thermodynamic stability, as
these groups facilitate the formation of host—guest complexes
through intramolecular hydrogen bonding. Consequently,
increasing the number of formate groups enhances stabilization
of the bile acid framework, resulting in a systematic reduction in
HOF values. A decrease in the HOF values indicates improved
thermodynamic stability, suggesting that the modified com-
pounds are less prone to decomposition or undesired reactions.
This stabilization can be attributed to hydrogen bonding or
electrostatic interactions arising from the formate groups, which
underpin the observed thermodynamic trends.
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(26) J @7 28)

Figure 2. Molecular models of compounds (17—28).

3.4. Prediction of Activity Spectra for Substances
(PASS). The potential pharmacological activities of the
synthesized bioconjugates (17—28) were evaluated using the
in silico Prediction of Activity Spectra for Substances (PASS)
program. This approach predicts probable biological activities
based on structural information, expressed as probability. Values
of Pa > 0.7 indicate high probable activity, and values of 0.5 < Pa
< 0.7 indicate moderate activity. Biological activities with the
highest Pa values for each compound were selected and are
summarized in Table 3.

The most frequently predicted activities include glyceryl-
ether monooxygenase inhibition, with probabilities exceeding
0.7 for compounds (18, 20—24, and 27), indicating strong

potential for this activity. Glyceryl-ether monooxygenase is
involved in lipid metabolism and membrane function, making its
inhibitors relevant in metabolic and neurodegenerative dis-
orders. Similarly, several bioconjugates, such as (20, 22, 23, and
24), are predicted to act as acylcarnitine hydrolase inhibitors,
showing Pa values close to 0.75. Acylcarnitine hydrolase plays a
key role in fatty acid metabolism, and its inhibition may be
beneficial in treating lipid storage diseases or metabolic
disorders.

Newly predicted activities further highlight the pharmaco-
logical potential of these compounds. Alkylacetylglycerophos-
phatase inhibition is suggested for compounds (19, 21, and 23),
with Pa values reaching 0.69, which may imply effects on
phospholipid metabolism. Biliary tract disorder treatment is
predicted for (18, 22, 23, and 24) with Pa around 0.69,
supporting their potential application in hepatobiliary diseases.

Results also suggest antieczematic properties for compounds
(18,19, 22, and 24), with Pa values ranging from 0.62 to 0.68, as
well as hypolipemic activity for compound (28) (Pa = 0.69),
suggesting potential benefits in managing lipid levels. Com-
pound (28) is predicted to act as a cholesterol antagonist (Pa =
0.66) and antihypercholesterolemic agent (Pa = 0.62),
reinforcing its relevance in cardiovascular therapy.

Other notable predictions include CYP17 inhibition (26 and
28) with Pa values around 0.60, suggesting possible applications
in hormone-related disorders. MYC inhibition (Pa = 0.55—
0.59) was predicted for compounds (22 and 27), indicating
potential anticancer activity. Bilirubin oxidase inhibition (Pa =
0.60) points to a possible role in oxidative stress regulation.
Cytoprotective effects (Pa = 0.60—0.62) were observed for
several compounds, highlighting their protective cellular
mechanisms.

These results indicate that the synthesized bioconjugates
possess diverse and promising pharmacological profiles,
particularly in enzymatic inhibition, metabolic regulation, and
potential therapeutic applications in cardiovascular, dermato-
logical, and hepatobiliary diseases. Further experimental
validation is warranted to confirm these computational
predictions.

3.5. Docking Studies. Fusarium foot and root rot (FRR)
and Fusarium head blight (FHB) are plant diseases caused by
pathogenic fungi of the Fusarium genus, including Fusarium
culmorum, leading to significant losses in cereals and other
agricultural crops. One of the key virulence factors of these
pathogens is the production of trichothecenes—mycotoxins

Table 3. Probability “To Be Active” (PA) Values for the Predicted Biological Activity of Compounds (17—28)

compound (17) (18) (19) (20)
Pa
glyceryl-ether monooxygenase inhibitor 0.74 0.78 0.74 0.75
acylcarnitine hydrolase inhibitor 0.74 0.74 0.74 0.77
alkylacetylglycerophosphatase inhibitor 0.65 0.65 0.69
antieczematic 0.68 0.66 0.67
biliary tract disorder treatment 0.61 0.69 0.61 0.59
hypolipemic

cholesterol antagonist
antihypercholesterolemic
CYP17 inhibitor

Myc inhibitor

bilirubin oxidase inhibitor 0.56 0.60 0.57 0.57

cytoprotectant 0.62

(21) (22) (23) (24) (25) (26) (27) (28)

0.78 0.77 0.77 0.78 0.72 0.68 0.76 0.72

0.77 0.74 0.78 0.79 0.63 0.63
0.61 0.61 0.58
0.63 0.65 0.62 0.64 0.62
0.68 0.68 0.67 0.69 0.58 0.66
0.59 0.69
0.66 0.66
0.62
0.61 0.60
0.55 0.59

0.60 0.60 0.60 0.60
0.60 0.62 0.60 0.58
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Figure 3. Docked poses of the most active compounds (23) (A, red) and (24) (B, green) in the binding cavity of TRIS. Yellow/green dotted lines
represent molecular interactions. (C, D) Binding surfaces for docked compounds. Gray, binding site surface; blue, compound binding surface.

Figure 4. Two overlapping compounds (23—24).

\

that inhibit protein synthesis in plant cells, thereby increasing
their pathogenicity and toxicity.** The biosynthesis of
trichothecenes is controlled by an enzymatic pathway that
includes a key enzyme, trichodiene synthase (TRIS), which
catalyzes the first step of this pathway by converting farnesyl
diphosphate (FPP) into trichodiene. Inhibition of TRIS may
lead to the suppression of toxin synthesis, making it a promising

target for the development of new antifungal agents. The
literature indicates that TRIS is essential for trichothecene
production in Fusarium spp., and its “silencing” significantly
reduces pathogen virulence. Therefore, TRIS represents an
attractive target for the development of inhibitors capable of
reducing Fusarium toxicity and potentially halting disease

. 45,46
progression.
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Since the crystal structure of Fusarium TRIS is not available, a
homology model was constructed to facilitate molecular docking
studies. The protein sequence of TRIS was retrieved from the
UniProt database (https://www.uniprot.org/uniprot/
Q8NIGY; access date: 02.02.2025). The crystal structure of a
homologous enzyme from Fusarium sporotrichioides (PDB ID
1JEG) was selected as the template due to its high sequence
homology and functional similarity. Structural modeling was
performed using the Swiss-Model server,”” which generated the
TRIS model based on the selected template. The model was
evaluated for quality by analyzing structural parameters, and its
functional accuracy was verified through molecular docking. To
validate the reliability of the model, molecular docking was
conducted using known TRIS inhibitors (caffeic acid, ferulic
acid, and eugenol) described in the publication.*® The obtained
binding modes of the ligands showed high similarity to
previously reported interactions, confirming the model’s validity
and its applicability in further studies on novel inhibitors.

After validation of the homology model, molecular docking
was performed for the two most active compounds against
Fusarium culmorum, (23) and (24) (Figure 3), which exhibited
the strongest antifungal activity in biological assays. These
compounds occupied a binding region surrounded by amino
acid residues GIn68, Arg303, His308, Arg304, and Phe329,
conﬁrmin§ consistency with previous findings on the active site
structure.”” The molecules did not penetrate deeply into the
binding pocket but adhered to its surface while forming key
interactions with selected amino acids (Figure 3). The triazole
ring of both compounds established two hydrogen bonds with
Arg303 and an additional 7-cation interaction with the same
residue. Furthermore, a hydrogen bond was observed between
the acyl group at C(30) and His308. Compound (24) formed an
additional hydrogen bond between the triazole ring and GIné8.
The docking score for compound (23) was —8.01 kJ/mol, while
for compound (24), it was —7.79 kJ/mol. Both ligands adopted
a slightly bent conformation, folding around the triazole ring,
which allowed optimal adaptation to the active site surface and
stabilization of interactions within the binding pocket (Figure
4). Table 4 presents the interaction characteristics between the
compounds and selected amino acids.

Table 4. Characteristics of the Detected Interactions between
the Tested Compounds and Selected Amino Acids in the
Binding Pocket

compound interaction type amino acid distance (A)
(23) hydrogen bond His303 1.83
hydrogen bond Arg303 2.52
hydrogen bond Arg303 2.11
7-cation Arg303 3.52
(24) hydrogen bond His308 2.51
hydrogen bond Arg303 1.84
n-cation Arg303 4.31
hydrogen bond Gln68 2.47

The molecular docking results indicate that TRIS is a
potential target for new antifungal inhibitors. The two best-
performing compounds exhibit strong interactions with key
active site residues, suggesting their potential effectiveness in

inhibiting the TRIS function and overall antifungal activity.

4. CONCLUSIONS

The present study demonstrates that bile acid—steroid
conjugates linked via a 1,2,3-triazole ring exhibit promising
antifungal activity, particularly against Fusarium culmorum and
Botrytis cinerea. The application of “click chemistry” enabled the
synthesis of structurally diverse compounds with improved
stability and tailored biological properties. The molecular
docking studies provided insights into the potential interactions
of the most active derivatives with fungal targets, highlighting
their possible mechanisms of action. Notably, compounds (23)
and (24) emerged as the most potent inhibitors, displaying
broad-spectrum antifungal activity and strong binding inter-
actions with the TRIS enzyme.

Future research should focus on further optimizing these
conjugates to enhance their antifungal potency and selectivity
while ensuring minimal cytotoxicity toward mammalian cells.
Structural modifications, particularly at the triazole linkage and
bile acid framework, could improve the pharmacokinetic
properties and bioavailability of these compounds. Additionally,
detailed in vivo studies are required to validate their efficacy and
safety in biological systems.

Despite the promising findings, some limitations should be
acknowledged. The observed antifungal activity, while signifi-
cant, varies among different fungal strains, suggesting that
additional modifications may be necessary to enhance the
selectivity. Furthermore, the limited aqueous solubility of some
derivatives may pose challenges for their practical application.
Future studies could explore formulation strategies, such as
encapsulation in nanocarriers or prodrug approaches, to
improve their delivery and efficacy.

Overall, the findings underscore the potential of bile acid—
steroid conjugates as a novel class of antifungal agents. Their
dual advantage of chemical versatility and biological activity
positions them as valuable candidates for further development,
not only in antifungal therapy but also in broader biomedical and
agricultural applications, where fungal resistance remains a
pressing challenge.
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