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Zyciorys naukowy

Urodzitam si¢ 1 sierpnia 1997 roku w Inowroctawiu. W 2016 roku ukonczylam
IIT Liceum Ogolnoksztatcace im. Krolowej Jadwigi w Inowroctawiu.

W pazdzierniku tego samego roku rozpoczetam studia licencjackie na Wydziale Chemii
im. Adama Mickiewicza w Poznaniu na kierunku chemia, specjalno$§¢ chemia sadowa.
W 2018 roku trafitam do Zaktadu Produktéw Bioaktywnych, gdzie realizujac temat pracy
licencjackiej zajmowatam si¢ syntezg czwartorzedowych soli alkiloamoniowych pochodnych
kwasow zotciowych. Kontynuujac badania pod opieka Pana prof. UAM dr. hab. Tomasza
Pospiesznego, w ramach pracy magisterskiej podjetam si¢ syntezy nowych biokoniugatow
steroidowych zawierajacych pierScienie 1,2,3-triazolowe. W 2021 roku uzyskatam dyplom
magisterski za prac¢ Synteza, charakterystyka spektroskopowa oraz badania teoretyczne
nowego koniugatu steroidowego modyfikowanego pierscieniem 1,2,3-triazolowym.

Moje zainteresowania tematyka biokoniugatow steroidowych sprawily, ze badania
te postanowitam rozszerzyé podejmujac nauke w Szkole Doktorskiej Nauk Scistych na
Wydziale Chemii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu w grupie badawczej
prof. UAM dr. hab. Tomasza Pospiesznego.

Rezultaty swoich prac zaprezentowalam na dwudziestu jeden konferencjach
o zasiggu ogolnopolskim 1 migdzynarodowym (w formie jedenastu komunikatéow ustnych
1 dziesieciu posteroOw). Zostalam laureatka dwoch prestizowych nagrod za najlepsze
wystapienia ustne.

Jestem wspotautorka siedmiu artykutow naukowych (w tym sze$ciu z pierwszym
autorstwem, a w trzech jako autor korespondencyjny), gdzie zostaty opisane szczegoétowo
wyniki przeprowadzonych badan nad koniugatami steroidowymi, jak réwniez publikacji
powstalej przy wspotpracy z Katedrg 1 Zakladem Bromatologii Uniwersytetu im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu. Prace te ukazaty si¢ w renomowanych czasopismach z listy
filadelfijskiej. Moje osiagnigcia naukowe sg poparte imponujacymi wynikami, poniewaz
sumaryczny Impact Factor wynosi 20,1, natomiast catkowita punktacja ministerialna
to 530 pkt.

Poza dziatalno$cia naukowa aktywnie angazuje¢ si¢ w popularyzacj¢ chemii,
m.in. poprzez prowadzenie warsztatow edukacyjnych dla ucznidéw oraz udzial w corocznym
Poznanskim Festiwalu Nauki i1 Sztuki. Ponadto, jestem roéwniez czlonkinia Polskiego
Towarzystwa Chemicznego.

17






MGR INZ. ANNA KAWKA Wykaz artykutow i monografii

Wykaz artykulow naukowych i monografii w czasopismach naukowych
lub w materialach pokonferencyjnych wraz z danymi bibliograficznymi

LP OPIS BIBLIOGRAFICZNY PKT IF

P1 Anna Kawka*, Hanna Koenig, Tomasz Pospieszny, Triazole-Based 20 —
Modification of Bile Acids: Promising Strategies for Combating
Infections and Cancer — A Review, Rozdzial [w] Na pograniczu chemii,
biologii i fizyki - rozwoj nauk. Tom 6. Wydawnictwo Naukowe UMK,

Torun, Polska, 2025.

Koncepcja pracy, przygotowanie oryginalnego manuskryptu, metodologia, analiza danych,
analiza formalna, udziat w dyskusji z recenzentami, edycja tekstu, wizualizacja, nadzor
administracyjny.

P2 Anna Kawka*, Hanna Koenig, Tomasz Pospieszny*, Steroid and 100 4.5
Bioactive Molecule Conjugates: Improving Therapeutic Approaches in
Disease Management, Bioorganic Chemistry, 2024, 153, 107933, DOI:
10.1016/j.bioorg.2024.107933

Koncepcja pracy, przygotowanie oryginalnego manuskryptu, metodologia, gromadzenie
danych, analiza formalna, analiza danych, wizualizacja, udziat w dyskusji z recenzentami,
edycja tekstu, nadzor administracyjny.

P3 Anna Kawka*, Damian Nowak, Hanna Koenig, Tomasz Pospieszny, 70 3.7
Exploring Triazole-Connected Steroid-Pyrimidine Hybrids: Synthesis,
Spectroscopic Characterization, and Biological Assessment, ACS
Omega, 2024, 9, 37995-38014, DOI: 10.1021/acsomega.4c04800

Koncepcja pracy, synteza zwigzkow, metodologia, analiza formalna, przygotowanie
oryginalnego manuskryptu, udziat w dyskusji z recenzentami, edycja tekstu, wizualizacja.

P4 Anna Kawka, Hanna Koenig, Tomasz Pospieszny*, From Squalamine 20 —
to Triazole Ring Derivatives Exploring the Versatility of Steroidal
Bioconjugates, Rozdzial [w] Studies in Natural Products Chemistry
Edited by Atta-ur Rahman, Elsevier, Amsterdam, Netherlands 2024, 82,

247-283, ISBN: 978-0-443-15756-1

Koncepcja pracy, przygotowanie oryginalnego manuskryptu, metodologia, gromadzenie
danych, analiza danych, wizualizacja, udziat w dyskusji z recenzentami, edycja tekstu.

PS5 Michalina Banaszak*, Malgorzata Dobrzynska, Anna Kawka, Ilona 40 2.9
Gorna, Dagmara WozZniak, Juliusz Przystawski, Stawomira Drzymata-
Czyz, Role of Omega-3 Fatty Acids EPA and DHA as Modulatory and
Anti-Inflammatory Agents in Noncommunicable Diet-Related Disorders
— Reports From the Last 10 Years, Clinical Nutrition ESPEN, 2024, 63,
240-258, DOI: 10.1016/j.clnesp.2024.06.053
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Koncepcja pracy, napisanie manuskryptu, edycja tekstu.

P6 Anna Kawka, Hanna Koenig, Damian Nowak, Tomasz Pospieszny* 140 3.3
Quasi-Podands with 1,2,3-Triazole Rings from Bile Acid Derivatives:
Synthesis, and Spectroscopic and Theoretical Studies, Journal of
Organic ~ Chemistry, 2024, 89 (11), 7561-7572, DOI:
10.1021/acs.joc.4c00195

3.6%*

Koncepcja pracy, synteza zwigzkow, metodologia, analiza formalna, przygotowanie
oryginalnego manuskryptu, wizualizacja.

P7 Grzegorz Hajdas, Anna Kawka, Hanna Koenig, Damian Kutaga, 70 2.1
Katarzyna Sosnowska, Lucyna Mrowczynska, Tomasz Pospieszny*,
Click chemistry as a method for the synthesis of steroid bioconjugates
of bile acids derivatives and sterols, Steroids, 2023, 199, 109282, DOI:
10.1016/j.steroids.2023.109282

2.9%*

Synteza zwigzkow, koncepcja pracy, metodologia, analiza formalna, analiza danych, edycja
tekstu, wizualizacja.

P8 Anna Kawka, Grzegorz Hajdas, Damian Kutaga, Hanna Koenig, Iwona 70 4.0
Kowalczyk, Tomasz Pospieszny* Molecular Structure, Spectral and
Theoretical Study of New Type Bile Acid—Sterol Conjugates Linked via
1,2,3-Triazole Ring, Journal of Molecular Structure, 2023, 273, 134313,
DOI: 10.1016/j.molstruc.2022.134313

3.8%*

Koncepcja pracy, synteza zwigzkow, metodologia, analiza formalna, analiza danych,
przygotowanie oryginalnego manuskryptu, udziat w dyskusji z recenzentami, edycja tekstu,
wizualizacja.

*autor korespondencyjny; **Impact Factor w dniu opublikowania artykutu

Publikacje wchodzace w sklad rozprawy doktorskiej: P1, P2, P3, P4, P6, P8

Autor korespondencyjny w trzech publikacjach: P1, P2 i P3.
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MGR INZ. ANNA KAWKA Konferencje naukowe

Wykaz uczestnictwa w ogolnopolskich i miegdzynarodowych konferencjach naukowych

10.

11.

Komunikaty ustne

Anna Kawka, Hanna Koenig, Tomasz Pospieszny, Synthesis of new steroid-pyrimidine
conjugates connected with 1,2,3-triazole ring, XVII Kopernikanskie Seminarium
Doktoranckie, Torun, 6—7 czerwca 2024.

Anna Kawka, Hanna Koenig, Tomasz Pospieszny, Synthesis of new steroid-uracil

conjugates using the ,,click” chemistry method, Natural Science Baltic Conference,
online, 20-21 kwietnia 2024.

Anna Kawka, Hanna Koenig, Tomasz Pospieszny, Synteza nowych koniugatow
steroidowo-pirymidynowych — z  zastosowaniem  metody  chemii  , click”,
IV Ogoélnopolska Konferencja Doktorantéw Nauk Scistych i Przyrodniczych ,,Bio Idea
4.0”, Lublin, 3 lutego 2024.

Anna Kawka, Hanna Koenig, Tomasz Pospieszny, Zastosowanie chemii ,,click” do
syntezy koniugatow kwasow Zolciowych zawierajgcych — pierscienie 1,2,3-
triazolowe, Sympozjum Mlodych Naukowcéw Wydziatu Fizyki, Warszawa,
18-20 wrzesnia 2023.

Anna Kawka, Hanna Koenig, Tomasz Pospieszny, Zastosowanie chemii ,,click” do
syntezy nowych koniugatow steroidowych pochodnych kwasow Zotciowych
o potencjalnej aktywnosci biologicznej, 111 Miedzynarodowa Multidyscyplinarna
Konferencja Doktorantéw US 2.0 ,MKDUS 2.0”, Szczecin, 21-23 czerwca 2023.

Anna Kawka, Hanna Koenig, Tomasz Pospieszny, Synteza nowych guasi-podandow
pochodnych kwasow Zotciowych metodq chemii ,, click”, 1 Ogblnopolska Konferencja
PUTChemikon, Poznan, 6 maja 2023.*

Anna Kawka, Hanna Koenig, Tomasz Pospieszny, Synteza nowych quasi-podandow
pochodnych kwasow Zolciowych z wykorzystaniem chemii , click”, V Pomorskie
Sympozjum Studentéw Chemii, online, 25-26 marca 2023.

Anna Kawka., Hanna Koenig, Tomasz Pospieszny, Synteza oraz badania biologiczne
nowych koniugatow kwasow zolciowych zawierajgcych pierscienie 1,2,3- triazolowe,
A% Ogoblnopolskie Sympozjum Chemii Bioorganicznej, Organiczne]j
1 Biomateriatow ,.BioOrg”, Poznan, 3 grudnia 2022.*

Anna Kawka, Hanna Koenig, Tomasz Pospieszny, Synteza nowych koniugatow
kwasow zotciowych zawierajqcych pierscienie 1,2,3-triazolowe, Sympozjum Mtodych
Naukowcow Wydziatu Fizyki, Warszawa, 20-22 wrze$nia 2022.

Anna Kawka, Hanna Koenig, Tomasz Pospieszny, Synteza i analiza spektroskopowa
nowych koniugatow kwasow zotciowych i cholesterolu  zawierajgcych  pierscien
1,2,3-triazolowy, IX Sympozjum Doktorantow Chemii, £6dz, 19-20 maja 2022.

Anna Kawka, Hanna Koenig, Tomasz Pospieszny, Zastosowanie chemii ,,click”
w  syntezie dimerow steroidowych zawierajgcych pierscien 1,2,3-triazolowy,
IV Pomorskie Sympozjum Studentow Chemii, online, 23—24 kwietnia 2022.
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10.

Sesja posterowa

Marta Marzec, Izabela Nowak, Anna Kawka, Tomasz Pospieszny, Optymalizacja
syntezy nanoczgstek lipidowych z wykorzystaniem soli zZotciowych, XLVIII
Miedzynarodowe Seminarium Naukowo-Techniczne ,,Chemistry for Agriculture and
Human Health”, Karpacz, 24-27 listopada 2024.

Anna Kawka, Hanna Koenig, Tomasz Pospieszny, Steroid-pyrimidine hybrids as
potential agents with high biological activity, XXV International Symposium
»Advances in the Chemistry of Heteroorganic Compounds”, £.o0dz, 21-22 listopada
2024.

Anna Kawka, Grzegorz Hajdas, Hanna Koenig, Tomasz Pospieszny, Biokoniugaty
steroidowo-triazolowe jako potencjalne srodki farmakoterapeutyczne o duzej
aktywnosci biologicznej, 66. Zjazd Naukowy Polskiego Towarzystwa Chemicznego,
Poznan, 15-20 wrzesnia 2024.

Anna Kawka, Hanna Koenig, Tomasz Pospieszny, New steroid-thiouracil conjugates
containing 1,2,3-triazole rings with potential biological activity, 11™ Workshop of the
Selenium and Sulfur Redox and Catalysis Network (WSeS-11), Torun, 25-26 lipca
2024.

Anna Kawka, Hanna Koenig, Tomasz Pospieszny, Biokoniugaty steroidowo-uracylowe
zawierajqce pierscienie 1,2,3-triazolowe, X1 Ogodlnopolska Konferencja Naukowa
LINNOWACIJE W PRAKTYCE”, Lublin, 67 czerwca 2024.

Anna Kawka, Hanna Koenig, Tomasz Pospieszny, Synteza koniugatow steroidowo-
uracylowych polgczonych pierscieniami 1,2,3-triazolowymi o potencjalnej aktywnosci
biologicznej, Ogolnopolska Konferencja Naukowa ,,Zrownowazony rozwoj w obszarze
kosmetykow 1 detergentow”, Kedzierzyn-Kozle, 12 kwietnia 2024.

Anna Kawka, Grzegorz Hajdas, Hanna Koenig, Tomasz Pospieszny, Zastosowanie
chemii ,, click” w syntezie biokoniugatow steroidowych pochodnych kwasow zZotciowych
i steroli, 47. Migdzynarodowe Seminarium Naukowo-Techniczne ,,Chemistry for
Agriculture”, Karpacz, 2629 listopada 2023.

Anna Kawka, Hanna Koenig, Tomasz Pospieszny, Synthesis and theoretical studies of
new steroid bioconjugates containing 1,2,3-triazole rings, XXIV International
Symposium ,,Advances in the Chemistry of Heteroorganic Compounds”, £o6dz,
24 listopada 2023.

Anna Kawka, Grzegorz Hajdas, Hanna Koenig, Tomasz Pospieszny, Synteza oraz
badania biologiczne nowych dimerow steroidowych polgczonych pierscieniem 1,2,3-
triazolowym, 65. Zjazd Naukowy Polskiego Towarzystwa Chemicznego, Torun,
18-22 wrze$nia 2023.

Anna Kawka, Hanna Koenig, Tomasz Pospieszny, Zastosowanie chemii ,,click” do
syntezy koniugatow kwasow Zolciowych zawierajgcych — pierscienie 1,2,3-
triazolowe, 65. Zjazd Naukowy Polskiego Towarzystwa Chemicznego, Torun,
18-22 wrze$nia 2023.

*Otrzymanie | nagrody za zaprezentowanie najlepszego komunikatu ustnego.
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Spis rysunkéow
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Opis

Wybrane pochodne steroidow.

Struktury pochodnych ergosterolu i cholesterolu.

Budowa btony biatkowo-lipidowe;.

Budowa cholestanolu.

Epimery cholesterolu.

Szkielet steroidowy kwasow zotciowych.

Konformacje przestrzenne dekaliny.

Rodzaje utozen pierscieni A, B, C i D w czasteczkach steroidow.
Micelizacja na przyktadzie kwasu cholowego.

Skwalamina i jej pochodne (a) oraz model molekularny (b).

Mozliwe drogi koniugacji zwigzkéw steroidowych z innymi molekutami.
Flukonazol (22) i jego alkinowa (23) pochodna.

Koniugaty kwaséw zotciowych 1 flukonazolu.

Koniugat kwas z6tciowy-B-laktam.

Koniugaty o wiasciwos$ciach antybakteryjnych i antygrzybicznych.
Koniugaty steroidowo-tiopurynowe o aktywnos$ci przeciwpasozytniczej.

Biooniugaty kwas zotciowy-nukleozyd zawierajace pierscienie
1,2,3- triazolowe.

Pochodne kwasu litocholowego (49—51) jako inhibitory sialilotransferazy.
Biokoniugaty steroidowe powodujace apoptozg komorek raka.
Hybrydy kwaséw zotciowych 1 deoksyadenozyny.

Potencjat farmakoterapeutyczny opisanych w literaturze koniugatow
steroidowych.

Fragmenty widm "H NMR zwiazkéw (71-73) w zakresie diagnostycznych
przesuni¢¢ chemicznych.

Fragment widma >C NMR pochodnej kwasu litocholowego
1 cholesterolu (71).

Eksperymentalne przesunigcia chemiczne (dexp, CDCl3) w zwigzku (73)
w funkcji izotropowych statych ekranowania magnetycznego (Gcaic)
z obliczen GIAO/B3LYP/6-311G(d,p); (a) protony i (b) atomy wegla-13.

Model molekularny pochodnej kwasu cholowego i cholestanolu (76).

Interakcje ligandow 1 sposob wigzania dla zwigzkow (73) 1 (76) w 2Q85.
A, C — oznacza ligand (73) (zielony); B, D — oznacza ligand (76) (z6lty).
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27

28

29

30

31

32

33

34

35
36

37

38

39

40

Interakcje ligandow i sposob wigzania dla zwigzkow (73) 1 (76)
w 1EZF. A, C — oznacza ligand (73) (zielony); B, D — oznacza ligand (76)
(zotty).

Quasi-podandy kwasow zotciowych zawierajgce uktady
1,2,3-triazolowe.

Poréwnanie sygnatow zaobserwowanych na widmach 'H NMR
di-(82) i tripodstawionej (83) pochodnej kwasu litocholowego.

Poréwnanie otrzymanych widm FT-IR zwiazku (82) (z grupa N3, niebieski)
oraz pozostatych zwigzkow (83—85) (czerwony).

Model molekularny koniugatu kwasu deoksycholowego
z pierscieniami 1,2,3-triazolowymi (84).

Tworzenie wigzan wodorowych przez ligand (85) z miejscem aktywnymi
domeny biatka IHWS.

Mozliwe wigzania wodorowe ligandu (82) pomi¢dzy miejscami wigzania
domeny biatka IHW8. Energia wigzania wynosi —8,7 kcal/mol ($rednia energia
wigzania wynosi —8,4 kcal/mol).

Koniugaty steroidowo-pirymidynowe polgczone pier§cieniami
1,2,3-triazolowymi (93-103).

Fragmenty widm 'H NMR alkinowych pochodnych 2-tiouracylu (89-90).

Diagnostyczne sygnaty widma '"H NMR zidentyfikowane dla triazolowych
zwigzkow kwasu cholowy-uracyl (95) i kwas deoksycholowy-tiouracyl (99).

Modele molekularne koniugatu cholesterolu z uracylem (96) 1 kwasu cholowego
z 2-tiouracylem (102).

Wigzania wodorowe utworzone pomi¢dzy koniugatem (97)
a miejscem aktywnym syntazy skwalenu (1EZF) okres$lajace potencjalng
aktywno$¢ przeciwgrzybiczna.

Wiazania wodorowe utworzone mi¢dzy ligandem pochodnej cholesterolu (96)
a domeng biatkowg bakterii (1KZN) okreslajacy potencjalng aktywnos¢
przeciwbakteryjna.

Potencjalne wigzania wodorowe migdzy ligandem (98) a miejscem aktywnym
biatka zwigzanego z proliferacja komorek nowotworowych (2H94).
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Spis schematow

Nr
1
2

10
11
12
13
14
15
16

17
18
19
20
21
22
23
24

25
26
27
28

29

Opis
Szlak syntezy pierwszorzedowych kwasoéw zoétciowych (CDCA 1 CA).

Transformacje struktury steroidu podczas biosyntezy na przyktadzie kwasu
cholowego.

Wybrane reakcji chemii ,,click”: cykloaddycja azydkowo-alkinowa (a) i reakcja
Dielsa-Aldera (b).

Addycja nukleofilowa Michaela (a), synteza azyrydyn (b), epoksydacja (c)

oraz dihydroksylacja (d).

Reakcje zwigzane z otwarciem pier§cienia azyrydyn (a) lub epoksydu (b).

Cykloaddycja 1,3-dipolarna (a) oraz cykloaddycja Dielsa-Aldera (b).

Reakcje typu ,,non-aldol”: synteza oksymoéw (a), hydrazondéw (b)
oraz uktadow aromatycznych (c).
Regioselektywnos$¢ reakeji Huisgena zalezna od jej warunkow.

Wybrana reakcja typu katalizy heterogeniczne;j.

Mechanizm reakcji CuAAC.

Mechanizm reakcji Mitsunobu.

Synteza przebiegajaca z inwersja konfiguracji.
Halogenoacetoksy podstawienie kwasu cholowego.
Wprowadzenie grupy azydkowej w tancuch boczny steroidu.
Modyftikacja grupy karboksylowej z wykorzystaniem glikolu.

Przeksztalcenie kwasu litocholowego w azydek w syntezie inhibitorow
a-2,3-sialulotransferazy.
Wprowadzenie grupy alkinowej w pozycje C-3 steroidu.

Przeksztalcenie grupy karboksylowej tancucha bocznego w terminalny alkin.
Synteza amidu steroidowego w obecnosci tritetyloaminy.

Synteza 1,2,3-triazolowej pochodnej witaminy D.

Otrzymywanie koniugatow kwasow zolciowych 1 mentolu (28-30).

Synteza koniugatow aminocholiny 1 kwasu cholowego.

Synteza steroidowo-urydynowych pochodnych triazolowych.

Synteza dendrymerow (tzw. ,.kieszeni molekularnych”) o wiasciwosciach
antynowotworowych.
Synteza bromoacetoksy pochodnych kwasow zotciowych (63—65).

Synteza azydoacetoksy pochodnych kwasow zotciowych (66—68).
Synteza alkinowych pochodnych steroli (69—70).

Synteza koniugatow kwasow zolciowych i steroli potaczonych pierscieniem
1,2,3-triazolowym (71-76).

Wprowadzenie grupy alkinowej w pozycje C-3 szkieletu steroidowego kwasow
z6tciowych
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30 Synteza 1,3,5-tris(azydometyleno)benzenu (81).

31 Synteza dipropargilowych pochodnych uracylu (88) i nowoopracowanych
dipropargilowych pochodnych 2-tiouracylu (89-90).
32  Synteza 3B-azydooctanowych pochodnych steroli (91-92).

33 Mozliwe fragmentacje zwigzkow (89) i (90) podczas analizy EI-MS.
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Spis tabel

Nr Opis

1 Ciepto tworzenia (HOF) [kcal/mol] kwasow zotciowych, steroli 1 koniugatow
steroidowych.

2 Przewidywana aktywno$¢ biologiczna wybranych koniugatow.

3 Ciepto tworzenia (HOF) [kcal/mol] otrzymanych pochodnych kwasow zotciowych.

4 Ciepta tworzenia uzyskane dla pochodnych pirymidyn (88-90) i dla koniugatow
steroidowych (93-103).

5 Otrzymane warto$ci energii powinowactwa [kcal/mol] koniugatow
do okreslonych domen biatkowych.

6 Przewidywana aktywno$¢ biologiczna wybranych koniugatow steroidowo-
pirymidynowych.

7 Wykaz numeracji zwigzkow w artykutach naukowych (Nra) w poréwnaniu

z obowigzujagcymi w pracy (Nrp).
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Wykaz skrotow

Wykaz skrotow

'H NMR
3C NMR
AIDS

AKR1C4
AKRI1D1

AMACR
BA
BAAT
BACS
BCOX

BDP
BSH
CA
CDCA
CH25H
CH27H
CoA
CTX

CuAAC
CYP7A1
CYP7B1
CYP8B1
CYP27A1
CYP46A1
DBU
DCA
DMF
DPPA
EDC*HCL
ESI-MS
EI-MS

FT-IR

protonowy magnetyczny rezonans jadrowy (ang. Proton Nuclear
Magnetic Resonance)

weglowy magnetyczny rezonans jadrowy (ang. Carbon-13 Nuclear
Magnetic Resonance)

zespot nabytego niedoboru odpornosci (ang. Acquired
Immunodeficiency Syndrome)

dehydrogenaza 3a-hydroksysteroidowa (ang. 3a-hydroxysteroid
dehydrogenase type 1)

5B-reduktaza A4-3-oksosteroidowa (ang. A44-3-oxosteroid
Sp-reductase)

racemaza a-metyloacylo-CoA (ang. a-methylacyl-CoA racemase)
kwasy zotciowe (ang. Bile Acids)

kwas z6lciowy-CoA:aminokwas N-acylotransferaza

syntetaza kwasu z6lciowego CoA (ang. Bile Acyl-CoA Synthetase)
oksydaza rozgatezionych acylo-CoA (ang. Branched-Chain acyl-CoA
Oxidase)

biatko D-bifunkcyjne (ang. D-bifunctional Protein)

hydrolaza soli zétciowych (ang. Bile Salt Hydrolase)

kwas cholowy (ang. Cholic Acid)

kwas chenodeoksycholowy (ang. Chenodeoxycholic Acid)
25-hydroksylaza cholesterolowa (ang. Cholesterol 25-hydroxylase)
27-hydroksylaza cholesterolowa (ang. Cholesterol 27-hydroxylase)
koenzym A (ang. Coenzyme A)

ksantomatoza mozgowo-sciggnista (ang. Cerebrotendinous
Xanthomatosis)

cykloaddycja azydkowo-alkinowa katalizowana miedzig

(ang. Cu(l)-Catalyzed Azide-Alkine Cycloaddition)
7a-hydroksylaza cholesterolowa (ang. Cholesterol 7
alpha-hydroxylase)

7a-hydroksylaza oksysterolowa (ang. 25-hydroxycholesterol
7-alpha-hydroxylase)

120-hydroksylaza sterolowa (ang. Sterol 12-alpha-hydroxylase)
27-hydroksylaza sterolowa (ang. Sterol 27-hydroxylase)
24-hydroksylaza cholesterolowa (ang. Cholesterol 24-hydroxylase)
1,8-diazabicyklo[5.4.0] undek-7-en

(ang. 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]undec-7-ene)
kwas deoksycholowy (ang. Deoxycholic Acid)

dimetyloformamid (ang. Dimethylformamide)

azydek difenylofosforanu (ang. Diphenylphosphoryl Azide)
chlorowodorek 1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo)karbodiimid
(ang. 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide Hydrochloride)
spektrometria masowa z jonizacja elektrosprayowa (ang. Electrospray
lonisation Mass Spectrometry)

spektrometria masowa z jonizacja elektronowg (ang. Electron
lonisation Mass Spectrometry)

spektroskopia w podczerwieni z transformacja Fouriera (ang. Fourier
Transform Infrared Spectroscopy)
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GIAO

GIAO/B3LYP/6-
311G

HCT116
HIV

HOF
HMG-CoA

HSD3B7
ICso

IMR-32
K562
LAH
LCA
LSD1

MCEF-7
MIC

p-TsOH
PASS

PA
Pl

PC-3
PDB ID

PMS5S
SCPx
tert-BuOH
THF
VLCS

metody orbitali atomowych niezaleznych od miernika

(ang. Gauge-Independent Atomic Orbital)

ang. Gauge-Independent Atomic Orbital/ Becke, 3-parameter, Lee-
Yang-Parr/ Triple-split valence basis set with six core orbitals and
three valence orbitals split into one, one, and one Gaussian functions
linia komorek raka jelita grubego (ang. Human Colon Carcinoma 116)
ludzki wirus niedoboru odpornosci (ang. Human Immunodeficiency
Viruses)

cieplo tworzenia (ang. Heat of Formation)

reduktaza 3-hydroksy-3-metyloglutarylokoenzymu A

(ang. 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-coenzyme A reductase)
oksyreduktaza 3B-hydroksy-A5-C27 steroidowa (ang. Hydroxy-delta-
S-steroid dehydrogenase, 3 beta- and steroid delta-isomerase 7)
polowa maksymalnego stezenia hamujacego (ang. Half maximal
Inhibitory Concentration)

linia komorek neuroblastoma ludzkiego (nazwa wiasna)

linia komorek biataczki szpikowej (nazwa wlasna)

wodorek litowo-glinowy (ang. Lithium Aluminium Hydride)

kwas litocholowy (ang. Lithocholic Acid)

demetylaza-1 specyficzna dla lizyny (ang. Lysine-Specific histone
Demehylase 14)

linia komorek raka piersi (ang. Michigan Cancer Foundation-7)
minimalne st¢zenie hamujace (ang. Minimal Inhibitory
Concentration)

kwas p-toluenosulfonowy

przewidywane spektrum aktywnos$ci substancji (ang. Prediction

of Activity Spectra for Substances)

prawdopodobienstwo wystapienia danej aktywnosci biologiczne;j
(ang. Probability ,,to be Active™)

prawdopodobienstwo braku wystapienia danej aktywnosci
biologicznej (ang. Probability ,, to be Inactive™)

linia komorek ludzkiego raka prostaty

identyfikator z banku danych o biatkach (ang. Protein Data Bank
Identifier)

metoda parametryczna 5 (ang. Parametric Method 5)

biatko transportujace sterolu x (ang. Sterol Carrier Protein x)
alkohol fert-butylowy

tetrahydrofuran

syntetaza dlugotancuchowych acylo-CoA (ang. Very-long-chain
acyl-CoA synthetases)
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Wstep

Natura stanowi  nieustajagce  zrodlo  aktywnych  biologicznie  zwigzkow
heterocyklicznych o zr6znicowanych  wiasciwosciach  fizycznych, chemicznych
i biologicznych. Dostepne $rodki terapeutyczne czgsto wykazuja niestabilnosé, stabg
rozpuszczalnos¢ lub opornos¢ gospodarza, co powoduje ich nieskuteczno$¢. Sprzgganie dwoch
biologicznie aktywnych czasteczek niesie wiele korzysci wynikajacych z braku toksycznosci
systemowej, zredukowaniu skutkéw ubocznych oraz, co najwazniejsze, zwalczeniu
lekoopornosci komoérek docelowych. Biokoniugat to potaczenie dwdch lub wiecej jednostek
strukturalnych o odmiennych  wlasciwosciach ~ biologicznych, co  sprawia,
ze utworzona czasteczka zyskuje spotggowang aktywnos$c.

Steroidy obejmuja obszerna grupe zwigzkow pochodzenia naturalnego wystepujacych
we wszystkich komodrkach eukariotycznych, wykazujacych znaczaca aktywno$¢ biologiczna.
Istotnie interesujace sg kwasy zotciowe oraz B-sterole. Zwigzki te posiadajg charakterystyczny
dla steroidow sztywny czteropierscieniowy rdzen cyklopentanoperhydrofenantrenowy
o roznym stopniu nienasycenia, wlasciwosci amfipatyczne oraz podatng na modyfikacje¢ grupe
hydroksylowa w pozycji C-3. Wazne sa rowniez glikozydy nasercowe (np. scylaren A,
digitoksyna) oraz hormony ro$linne (np. brassinolid) i zwierzece (np. estron, testosteron).

Kwasy zotciowe (np. litocholowy, deoksycholowy, cholowy) stanowig gléwny sktadnik
z6kci, wspomagajac emulgowanie thuszczy, natomiast jako surfaktanty obnizaja napigcie
powierzchniowe. Charakteryzuja si¢ ponadto tancuchem bocznym zakonczonym grupa
karboksylowa obecnym w pozycji C-17 szkieletu steroidowego oraz grupami hydroksylowymi
(30-OH; 30-OH, 120-OH; 30-OH, 7a-OH, 120-OH) o r6znej reaktywnosci.

Wisrdd B-steroli zainteresowanie wzbudza cholesterol bedacy sktadnikiem zwierzgcych
bton komdrkowych, zapewniajac im sztywnos$¢. Jest prekursorem w biosyntezie witaminy D3,
hormonoéw ptciowych oraz kwasow zotciowych.

Fundamentalne znaczenie ma naturalny biokoniugat steroidowy — skwalamina,
wyizolowana z komodrek kolenia pospolitego (Squalus acanthias), wykazujaca sig
wlasciwo$ciami przeciwko flawiwirusom, HAV, HBV i HCV. Zwiazek ten zastosowano jako
antybiotyk dziatajacy na szereg szczepow bakterii, jak réwniez w terapii onkologiczne;,
w leczeniu zwyrodnienia plamki zottej oka 1 retinopatii cukrzycowej. Z kolei syntetyczny
glikosteroid — deksametazon, cechuje aktywno$¢ przeciwzapalna, przeciwalergiczna
1 immunosupresyjna. Jest niezwykle cenny w leczeniu obrzgku i nowotworu mozgu, a takze
rekonwalescencji po urazach glowy 1 zabiegach neurochirurgicznych. Co ciekawe, zostat
zastosowany w tagodzeniu powiktan drog oddechowych spowodowanych COVID-19.

Ze wzgledu na  ogromng  réznorodno$¢  wilasciwosci  biologicznych
1 fizykochemicznych, steroidy staty si¢ doskonalymi zwigzkami w syntezie organiczne;.
Transformacje grup funkcyjnych poprzez reakcje estryfikacji prowadza do wytwarzania
nowych pochodnych. Dodatkowe grupy moga wplywa¢é na zmiang lipofilowosci,
rozpuszczalnosci oraz selektywnosci receptora. Z perspektywy poszukiwania nowych lekow
steroidowych najistotniejsze jest to, ze jako zwigzki lipofilowe moga skutecznie pokonywac
btony komorkowe.

Niezwykle kluczowym aspektem w opracowywaniu $ciezek syntezy dimerycznych
1 wielkoczasteczkowych biokoniugatow steroidowych jest zastosowanie chemii ,,click”.
Wykorzystanie tej efektywnej, prostej 1 wysokowydajnej reakcji prowadzi do utworzenia
linkeréow 1,2,3-triazolowych. Unikalna struktura ukladéw triazolowych pozwala im tatwo
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faczy¢ si¢ z enzymami oraz receptorami w uktadach biologicznych poprzez wigzania
wodorowe, oddziatywania dipol-dipol lub sity van der Waalsa. Wykazuja odpornos¢ na
hydrolize oraz degradacje metaboliczng. Sprzg¢zenie steroidow z  pier§cieniami
1,2,3-triazolowymi  ma  szczegOlne  znaczenie z  perspektywy  aktywnosci
farmakoterapeutycznej nowo powstalej czasteczki biokoniugatu.

Z danych literaturowych wynika, ze drobne przeksztalcenie struktury steroidowej silnie
oddziatuje na uktad biologiczny. Ich specyficzny uktad przestrzenny petni kluczowa funkcje
dla interakcji z receptorami biatkowymi. Unikatowe cechy strukturalne i biologiczne steroidow
przyczynily si¢ do wykorzystania ich jako potencjalnego materiatu w projektowaniu lekow
0 dzialaniu przeciwnowotworowym, przeciwdrobnoustrojowym, przeciwzapalnym,
jak rowniez o aktywnos$ci neuroprotekcyjne;.

Na podstawie pozytywnych wynikow dotychczasowych badan wykazano, ze zwigzki
steroidowe spelniajg kluczowe kryteria w kontekScie projektowania nowych $rodkow
terapeutycznych, a takze moga petic¢ funkcje efektywnych no$nikéw lekow. Uwzgledniajac
analize literatury przedmiotu oraz wczesniejsze osiggnigcia badawcze zespotu prof.
Pospiesznego, celem mojej pracy bylo opracowanie szlaku syntezy nowych biokoniugatow
steroidowych o potencjalnej aktywnosci biologiczne;.

Bazujac na obiecujagcych danych literaturowych zsyntetyzowano 30 nowych
pochodnych kwaséw zétciowych i steroli. Wykorzystujac reakcje chemii ,,click” wbudowano
w strukture kazdej czasteczki tacznik w postaci pierScienia 1,2,3-triazolowego.
Zsyntetyzowane zwiazki mozna podzieli¢ na trzy grupy: dimery kwaséw zotciowych i steroli,
quasi-podandy oraz biokoniugaty steroidowo-pirymidynowe. Pelna analiza spektroskopowa
1 spektrometryczna pozwolita na potwierdzenie wszystkich otrzymanych struktur.
Przeprowadzone obliczenia semiempiryczne wyznaczyly ich energi¢ tworzenia i modele
molekularne. Na podstawie badan in silico z wykorzystaniem programu PASS oraz wykonanie
dokowania molekularnego okreslono wstgpng teoretyczng aktywnos¢ biologiczng koniugatow
steroidowych. Sprecyzowanie powinowactwa utworzonych czasteczek do miejsc aktywnych
zdefiniowanych ~ domen  biatkowych  uwarunkowato ich  obiecujacy  potencjat
przeciwhipercholesterolemiczny, przeciwbakteryjny, przeciwgrzybiczny
oraz przeciwnowotworowy.

Rezultaty przeprowadzonych w ramach pracy doktorskiej badan zostaly szczegdtowo
opisane 1 opublikowane, podobnie jak wyczerpujace artykulty przegladowe, w renomowanych
czasopismach z listy filadelfijskie;.
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1. Steroidy

Zwiazki pochodzenia naturalnego o zréznicowanych wtasciwosciach biologicznych
zajmujg wyjatkowe miejsce w chemii organicznej [1,2]. Szczeg6élnie wazne sg steroidy, ktore
zapewniajg prawidtowe funkcjonowanie wszystkich komorek organizmow zywych. Biorg
udziat w przemianach metabolicznych oraz w transporcie wewnatrzkoméorkowym [3]. Kwasy
zotciowe (np. litocholowy, deoksycholowy, cholowy) dzialaja jako emulgatory, pomagajac
w trawieniu 1 wchianianiu lipidow oraz kontrolujg metabolizm glukozy [4]. Sterole
(np. cholesterol, ergosterol, stigmasterol) sg komponentami struktury bton komorkowych
prokariotéw i eukariotow (Rys. 1). Cholesterol (1) uczestniczy takze w biosyntezie hormonow
steroidowych [5]. Te z kolei (np. estrogeny, androgeny) odpowiadaja za ekspresj¢ genow,
normalng synteze¢ bialek oraz podstawowe dziatanie regulacyjne i modyfikacyjne tkanek
docelowych [6]. Hormony ro$linne, takie jak brassinosteroidy (np. brassinolid) kontroluja
przebieg procesu fotosyntezy, prawidlowy wzrost roslin oraz dzialanie innych fitohormonow
[7]. Kortykosteroidy odgrywaja kluczowa role w metabolizmie weglowodanéw i regulacji
stanu zapalnego [6].

’,
7

HO
1 Cholesterol 2 Stigmasterol 3 Deksametazon
o OH
OH ¢}

HO . OH N

o] HO HO
4 Prednizolon 5 17a-Estradiol 6 Estron

Rysunek 1. Wybrane pochodne steroidow.
1.1. Sterole

Alkohole steroidowe jako kluczowe zwigzki lipidowe odgrywaja istotng role
w funkcjonowaniu organizméw zywych. Sterole s3g integralnymi sktadnikami blon
komoérkowych, wptywajac na ich strukture, ptynnos¢ 1 funkcje biologiczne. Biorg udziat jako
glowny substrat w biosyntezie waznych zwigzkow bioaktywnych, takich jak hormony
steroidowe, witaminy z grupy D lub kwasy zotciowe. Komorki roslinne zwykle zawierajg
fitosterole, takie jak stigmasterol, B-sitosterol, kampesterol albo fukosterol. W komorkach
grzybéw mozna wyrdzni¢ mykosterole — glownie ergosterol begdacy promotorem
ergokalcyferolu (8), znanego powszechnie jako witamina D> (Rys. 2) [8,9]. Jednak najwigksze
zainteresowanie wzbudza sterol budujacy blony komoérkowe u ssakow — cholesterol, dlatego
jego wlasciwosci zostang szerzej omowione.
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HO™ HO™
7 8
Cholekalcyferol Ergokalcyferol
Witamina D3 Witamina D,

Rysunek 2. Struktury witamin D — pochodnych ergosterolu i1 cholesterolu.

1.1.1 Cholesterol

B-sterole podobnie jak pozostale steroidy kontroluja homeostaze procesow
biologicznych zachodzacych w celu prawidlowego funkcjonowania organizmu. Ze wzgledu
na udzial w szeregu przemian metabolicznych cholesterol jest jednym z niewielu zwigzkow
steroidowych, ktorego wlasciwosci fizykochemiczne zostaly niezwykle doktadnie
przeanalizowane. Cholesterol (1) nalezy do zoosteroli, w ktérych jako element budulcowy
stabilizuje bton¢ komorkowa, jednoczesnie zapewniajac jej odpowiednig elastyczno$é
1 plynnos¢ (Rys. 3).

o — hydrofilowa gtowa

fosfolipid — hydrofobowy ogon
fancuch biatko likolipid
cuerV‘){_ -_powierzchniowe glikoproteina &l O\Ipl
o |
dwuwarstwa $
fosfolipidowa "
.3. hydrofobowe

biatka integralne  kanat = biatko a-helisy

transbfonowe  biatkowy cholesterol
biatko integralne

zwigzane z jedng
warstwg lipidowg

Rysunek 3. Budowa blony biatkowo-lipidowe;.

Umozliwia to transport substancji do 1 z komoérki. Ponadto, jego obecnos¢ w komoérkach
moézgu wpltywa na utrzymanie struktury neuronéw. Cholesterol jest prekursorem w syntezie
hormonéw steroidowych (np. kortyzolu, aldosteronu), hormonéw ptciowych (np. testosteronu,
progesteronu) 1 kwasoéw zotciowych, jak rowniez witaminy D3 (cholekalcyferolu)
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odpowiedzialnej za regulacje gospodarki wapniowo-fosforanowej. Natomiast jako kluczowy
sktadnik mieliny (ostonki otaczajacej widkna nerwowe) ma znaczacy udziat w szybkim
1 skutecznym przesytaniu sygnatéw nerwowych [10].

Cholestanol  (50-dihydrocholesterol) (9) jest nasycong formag cholesterolu,
a jego struktura rozni si¢ wylacznie zredukowanym wigzaniem podwojnym
w pozycji C-5 1 C-6 w czasteczce (Rys. 4). Glownie powstaje w wyniku jego przemian
metabolicznych. W organizmie wystepuje w sladowych ilosciach,
ale jego obecno$¢ ma diagnostyczne znaczenie w przypadku rzadkich schorzen. Podwyzszony
poziom cholestanolu moze by¢ zwigzany z chorobg ksantomatozg mozgowo-sciegnista (CTX).
To zaburzenie metaboliczne spowodowane nieprawidtowa przemiang kwasow zotciowych
prowadzaca do gromadzenia cholestanolu w organizmie, a w konsekwencji do postawania
ztogow w $ciegnach, uszkodzeniem uktadu nerwowego badz za¢ma [11,12].

HO
56
H o

Rysunek 4. Budowa cholestanolu.

1.1.2. Stereochemia cholesterolu

Unikalna struktura przestrzenna cholesterolu, wynikajaca ze stereochemii jest kluczowa
dla jego funkcjonalno$ci. Begdac steroidem niezmiennie posiada podstawowy element ich
budowy — szkielet cyklopentano[a]perhydrofenantrenu. Sprzezone pierscienie tworzg ptaska
czasteczke z konfiguracja cis pierScieni B/C oraz trans C/D. Zoosterol cechuje 8 centrow
stereogenicznych determinujacych charakterystyczne utozenie grup funkcyjnych i fancucha
bocznego. Z perspektywy syntezy organicznej wazna jest ekwatorialna grupa hydroksylowa
znajdujaca si¢ w konfiguracji B (nad plaszczyzng pierScienia A) przy atomie wegla C-3
(Rys. 5). Nadaje czasteczce amfipatycznego charakteru oraz umozliwia jej modyfikacje.
Natomiast obecnos$¢ rozgatezionego lancucha bocznego przy atomie wegla C-17 wplywa
na zdolnos$¢ sterolu do wbudowywania si¢ w blony komoérkowe. Co wiecej, cholesterol
wystepuje w organizmach jako jeden enancjomer, dzigki czemu tatwo wchodzi w interakcje
z innymi biomolekutami. Przestrzenna budowa cholesterolu utatwia jego dopasowywanie si¢
do fosfolipidow w dwuwarstwie 1 warunkuje transformacje¢ struktury [13,14].
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H HO

B-sterol a-sterol

Rysunek 5. Epimery cholesterolu.

1.2. Kwasy zolciowe

1.2.1. Charakterystyka i znaczenie biologiczne kwasow zélciowych

Kwasy zolciowe jako czasteczki aktywne biologicznie s3 wytwarzane
w organizmach wszystkich kregowcow w wyniku przemian metabolicznych cholesterolu [15].
Obecnos$¢ 24-weglowej struktury spowodowata, ze powszechnie u ssakéw nosza miano
kwasow zotciowych C24 (Rys. 6). Wynika to z obecnosci trzech sze$ciocztonowych pierscieni
A, B i C, pigcioczlonowego pierscienia D oraz pigcioweglowego tancucha bocznego z grupa
karboksylowa w pozycji C-24 [16,17]. Kwas litocholowy (3a-hydroksycholanowy) (10), kwas
deoksycholowy  (kwas  3a,120-dihydroksycholanowy) (11) 1 kwas  cholowy
(30,70,12a-trihydroksycholanowy) (12) wzbudzaja najwigksze zainteresowanie jako reagenty
w syntezie organicznej [18-20].

HO™
Nr R! R? R3 Nazwa
10 H H OH Kwas litocholowy
11 H OH OH Kwas deoksycholowy
12 OH OH OH Kwas cholowy
13 OH H OH Kwas chenodeoksycholowy

14 OH H NHCH>COH  Kwas glikochenodeoksycholowy
15 OH H NHCH;CH>SOsH Kwas taurochenodeoksycholowy
16 OH OH  NHCH;CO;H Kwas glikocholowy
17 OH OH NHCH>;CH,SOsH Kwas taurocholowy

Rysunek 6. Szkielet steroidowy kwasow zoétciowych.

Kwasy zotciowe stanowig gltowny skladnik zolci, gdzie wystgpuja w formie
sprzezonych soli z glicyna (75 %) lub tauryna (25 %) [21]. Jednocze$nie zwieksza to ich
rozpuszczalnos¢ w wodzie w warunkach fizjologicznych [22]. Okoto 95% kwasow zoétciowych
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jest wchianiane w jelicie, nast¢pnie trafia z krwig do watroby 1 ponownie do zoétci, by wrocié
do jelita (tzw. krazenie jelitowo-watrobowe). Pozostale 5% jest wydalane, a straty uzupeinia
synteza de novo w watrobie [23-25].

Gtowne wiasciwosci fizjologiczne kwasdéw zotciowych obejmujg transport lipidow
poprzez ich solubilizacj¢ oraz usuwanie cholesterolu do przewodu pokarmowego, skad jego
wchtanianie jest ograniczone. Funkcje te wynikajg z ich amfipatycznego charakteru, ktory
wigze si¢ z obecnoscig hydrofilowej 1 hydrofobowej powierzchni [26-28]. Z kolei koniugacja
z kwasami thuszczowymi, cholesterolem i monoglicerydami BA prowadzi do ich micelizacji
1 umozliwia emulgowanie tluszczy [29,30]. Tworzenie miceli powoduje zwickszenie
powierzchni tluszczu narazonej na dziatanie lipaz trzustkowych, co umozliwia bardziej
efektywne trawienie i1 wchianianie lipidow przez komorki jelita cienkiego [31]. Micele
powstate z udziatem kwasoéw zotciowych wspomagajg réwniez rozpuszczanie i absorpcje
witamin rozpuszczalnych w tluszczach [32]. Biorgc pod uwage ogolny udzial BA
w krazeniu jelitowo-watrobowym ich zadania ograniczaja si¢ przede wszystkim do: regulacji
homeostazy cholesterolu, zapobiegania tworzeniu si¢ kamieni zolciowych i1 nerkowych,
dzialania przeciwdrobnoustrojowego oraz funkcji regulacyjnych. Udowodniono, ze ich
receptory sa obecne w wigkszo$ci narzadow i tkanek, stad moga petni¢ role czasteczek
sygnatowych. Kwasy zotciowe uczestnicza w proliferacji komorek, reakcjach detoksykacji
i regulacji uktadu odpornos$ciowego [33-37].

1.2.2. Stereochemia kwasow zélciowych

Szkielet steroidowy BA posiada 7 chiralnych atoméw wegla (tj. C-5, C-8, C-9, C-10, C-
13, C-14, C-17), co wskazuje na 128 stereoizomerow. Jednak surowe ograniczenia zwigzane
z kondensacjg pierscieni cyklicznych wptynety na istnienie tylko kilku z nich. Pier§cienie A/B
naturalnych steroidow przyjmuja konformacje przestrzenng cis lub trans. Jest to
charakterystyczna cecha ukladow sze$cio— 1 pieciocztonowych, co potwierdza rotacja
pomigdzy strukturami cis 1 trans-dekaliny (Rys. 7) [38,39].

o

H H
H H H
W H w
H —
H
cis - dekalina trans - dekalina

Rysunek 7. Konformacje przestrzenne dekaliny.

Sposob ulozenia si¢ skondensowanych pierScieni A/B podczas transformacji
determinuje wystepowanie dwoch rodzajow szeregéw w konfiguracji przestrzennej steroidow:
e allo—typowy w przypadku wiekszosci steroli. Charakterystyczny jak w trans-dekalinie
uktad pierscieni A/B; ptaska czasteczka, w ktorej grupa metylowa CH3-19 1 atom
wodoru wystepuja naprzeciw siebie, a dodatkowo mozna utworzy¢ dwie konformacje
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krzestowe. Sztywna struktura tego typu ukladu ogranicza wydajno$¢ syntez
prowadzacych do otrzymania niekorzystnej energetycznie konformacji todkowe;j
(Rys. 8a).

e normalny — preferowany w przypadku kwaséw zolciowych. Podobny jak w cis-
dekalinie uktad pierscieni A/B, grupa metylowa CH3-19 1 atom wodoru wystepuja
po jednej stronie pierScienia. Specyficzna 1 stabilna wykrzywiona struktura decyduje
o pozostaniu wysoko korzystnej energetycznie konformacji krzesetkowej bez wzgledu
na typ syntezy (Rys. 8b) [40].

(a) (b) (c)

COOH

allo normalny R'=0OH; R, R®=OH Iub H
A/B, C/D trans A/B cis

Rysunek 8. Rodzaje utozen pierscieni A, B, C i D w czasteczkach steroidow.

Zgodnie z tym zalozeniem u wyzszych kregowcow szkielet steroidowy kwasow
z6lciowych przyjmuje konformacje cis pierscieni A/B (Rys. 8c). Charakterystyczne dla ich
struktury sa rowniez: czysto$¢ enancjomeryczna, sztywny uktad pierscieni alicyklicznych,
11 chiralnych atoméw wegla, zroznicowane chemicznie grupy hydroksylowe w pozycjach
C-30, C-7a, C-12a oraz alifatyczny tancuch przy atomie wegla C-17 zakonczony grupa
karboksylowg [41,42]. Wymienione dwie ostatnie cechy nadaja im szczegdlnych witasciwosci
fizykochemicznych, dzigki ktorym staty si¢ materiatem budulcowym w projektowaniu nowych
czasteczek bedacych antybiotykami, sztucznymi kanatami jonowymi, receptorami jonowymi,
nosnikami lekow oraz surfaktantami [43—47].

Amfipatyczny charakter kwasoéw zotciowych wynika z hydrofilowej i hydrofobowej
czegsci ich struktury. Grupy hydroksylowe i karboksylowy tancuch boczny tworza tzw. a-$ciang
(hydrofilowa) (Rys. 9). Z kolei grupy metylowe C-18 1 C-19 nadaja
im hydrofobowego charakteru, dajac tzw. B-§cian¢ [48]. Wplywa to na wysoka aktywnos¢
powierzchniowa kwasow zotciowych, dzigki ktorej moga tworzy¢ w roztworach wodnych mate
agregaty lub micele mniejsze niz 10 monomerdw [49,50].
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Rysunek 9. Micelizacja na przyktadzie kwasu cholowego [P3].

Liczba i rozklad réznych reaktywnie grup hydroksylowych decyduje o podatnosci
kwas6w na szereg reakcji, takich jak acetylowanie, estryfikacja, hydroliza badz redukcja.
Ze wzgledu na polozenie ekwatorialng grupe 30-OH tatwo zmodyfikowac, co jest najbardziej
utrudnione w przypadku grupy 12a-OH z powodu duzego zatloczenia sterycznego w jej
otoczeniu [51].

1.2.3. Biosynteza kwasow zolciowych

Kwasy zoétciowe sg produkowane w watrobie z cholesterolu jako pierwszorzgdowe
kwasy z6lciowe, przy udziale 17 enzymow katalizujacych 17 roznych reakcji. U ssakdw proces
ten odbywa si¢ w cytozolu, siateczce $rddplazmatycznej (mikrosomach), mitochondriach
1 peroksysomach (Schemat 1). Jednoczesnie ma on ogromne znaczenie dla kontrolowania
homeostazy cholesterolu, poniewaz odpowiada za katabolizm potowy jego dobowej produkcji
[52,53].

Istnieja dwa szlaki syntezy kwasow zolciowych: klasyczny (gtowny, neutralny)
1 alternatywny (kwasowy). Pierwszy z nich determinuje produkcje 90 % kwaséw zotciowych
u 0s0b dorostych, natomiast drugi pozostatych 10 % i przewaza u noworodkoéw oraz pacjentéw
z chorobami watroby [54].

Glowna $ciezka syntezy rozpoczyna si¢ od hydroksylacji pierScienia sterolowego
w pozycji C-7 obecnosci 7a-hydroksylazy cholesterolowej (CYP7AT1) (Schemat 2). Utworzony
produkt posredni jest nastgpnie atakowany przez 27-hydroksylaze sterolowg (CYP27), ktora
modyfikuje tancuch boczny, dajac kwas chenodeoksycholowy. W celu syntezy kwasu
cholowego t¢ transformacj¢ poprzedza jeszcze hydroksylacja w pozycji C-12 katalizowana
przez 12a0-hydroksylazg (CY8B1). W tym przypadku szybkos$¢ procesu metabolicznego zalezy
od aktywnos$ci enzymu CYP7A1, a aktywno$¢ enzymu CY8B1 wptywa na hydrofilowos¢
steroidu 1 reguluje stosunek produkcji dwoch kwasow pierwotnych (CA 1 CDCA) [55].
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cholesterol

MIKROSOMY lCYP7A1
HSD3B
7a-hydroksycholesterol ﬂ» 7a-hydroksy-4-cholesten-3-on % 7o, 12a-dihydroksy-4-cholesten-3-on
lAKRlDl AKRI1D1
CYTOZOL 7o-hydroksy-5p-cholestan-3-on 7a, 12a-dihydroksy-53-cholestan-3-on
l AKRI1C4 l AKRI1C4
5B-cholestan-3a,7a-diol 5B-cholestan-3a,7a,12a-triol
CYP27A1 CYP27A1
MITOCHONDRIUM
kwas kwas
3a,7a,-dihydroksy-5p-cholestanowy 3a,7a,120-dihydroksy-53-cholestanowy
(DHCA) (THCA)
BACS/VLCS BACS/VLCS
MIKROSOMY
DHCA-CoA THCA-CoA
AMACR AMACR
BCOX BCOX
BDP BDP
SCPx l SCPx
PEROKSYSOMY
CDCA-CoA CA-CoA
l BAAT! BAAT!

kwas gliko- lub tauro-CDCA kwas gliko- lub tauro-CA

AKR1C4 — dehydrogenaza 3a-hydroksysteroidowa; AKR1D1 — 5B-reduktaza A4-3-oksosteroidowa; AMACR —
racemaza o-metyloacylo-CoA; BAAT — Kwas z6lciowy-CoA:aminokwas N-acylotransferaza; BACS — syntetaza
kwasu zotciowego CoA; BCOX — oksydaza rozgatezionych acylo-CoA; BDP — biatko D-bifunkcyjne; CA — kwas
cholowy; CDCA - kwas chenodeoksycholowy; CYP27A1 — 27-hydroksylaza sterolowa; CYP7A1 -

7a-hydroksylaza cholesterolowa; CYP7B1 —  7a-hydroksylaza oksysterolowa; DHCA - kwas
3a,70-dihydroksycholestanowy; HSD3B7 — oksyreduktaza 3B-hydroksy-A5-C27 steroidowa; SCPx — biatko
transportujace sterolu x; THCA - kwas 3a,70,12a-trihydroksycholestanowy; VLCS — syntetaza

dtugotancuchowych acylo-CoA

Schemat 1. Szlak syntezy pierwszorzgdowych kwasow zotciowych (CDCA 1 CA).

Alternatywny szlak w przeciwienstwie do klasycznego zaktada synteze gtownie CDCA.
Na poczatku odbywa si¢ hydroksylacja tancucha bocznego cholesterolu na koncu C-27
przez enzym CYP27 Nastepnie aktywno$¢ 7a-hydroksylazy oksysterolowej (CYP7BI)
prowadzi do dalszych przeksztatcen 27a-hydroksysterolu do kwasu
3B,7a-dihydroksy-5-cholestenowego. Kolejne modyfikacje tego zwigzku daja w konsekwencji
kwas CDCA. Warto zauwazy¢, ze hydroksysterole moga by¢ rowniez wytwarzane w organach
innych niz watroba, takich jak pluca lub modzg, jednak przetransportowanie do niej nie
wyklucza ich udziatu w kwasowej §ciezce biosyntezy BA. Alternatywna §ciezka chroni osoby
ze schorzeniami watroby przed hipercholesterolemia [56,57].

W wyniku dziatania dwoch enzymow, takich jak syntaza kwasu zoélciowego-CoA
1 N-acylotransferaza kwasu z6tciowego-CoA, kwas cholowy i chenodeoksycholowy ulegaja
sprzgzeniu z tauryng i glicyna, po ktorym wedruja do zofci, gdzie sa przechowywane
w pecherzykach zotciowych. Utworzone sole cechuje wyzsza hydrofilowosé, kwasowos¢
oraz mniejsza cytotoksycznos$¢ [58,59].
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Schemat 2. Transformacje struktury cholesterolu podczas biosyntezy na przyktadzie

kwasu cholowego.

45



MGR INZ. ANNA KAWKA Czes¢ literaturowa

Wigkszo$¢ (okoto 95%) kwasow zoélciowych po emulgowaniu tluszezy w jelicie
cienkim zostaje wtornie wchtonigta przez odcinek jelita krgtego i przeniesiona do watroby.
Pozostate 5 % ulega biotransformacji przez bakterie jelitowe, w wyniku ktorej dehydoksylacja
odpowiednio CA i CDCA prowadzi do powstania drugorzegdowych kwasow zoétciowych: kwasu
deoksycholowego i kwasu litocholowego. Aktywno$¢ bakteryjnej hydrolazy soli zétciowych
(BSH) przy udziale bakterii z rodzaju Bacteroides, Clostridium, Bifidobacterium
oraz Lactobacillus powoduje dekoniugacj¢. W kolejny etap zaangazowana jest bakteryjna
7a-dehydroksylaza, ktora eliminuje grupe 7-OH z kwasow CA i CDCA, co z kolei prowadzi
do utworzenia odpowiednio kwaséw DCA i LCA [60].

Kwas litocholowy wykazuje stabg rozpuszczalno$§¢ w wodzie i toksyczno$¢. Niemalze
w catos$ci jest wydalany z katem, ale okoto 2 % po powrocie do watroby ulega przemianom
w celu usuni¢cia z moczem. Natomiast kwas deoksycholowy cechuje bakteriobdjczos¢, dzigki
ktérej moze zapobiegac przerostowi mikrobioty w jelicie. Z drugiej jednak strony kwasy wtorne
sa promotorami zmian patologicznych jelita grubego, czegsto prowadzacych do nowotworu [61].

1.3. Znaczenie aktywnoSci biologicznej steroidow

Skwalamina (18) to jeden z kluczowych naturalnych koniugatow steroidowo-
poliaminowych o monumentalnych znaczeniu dla chemii zwigzkéw bioaktywnych (Rys. 10).
Zostata wyizolowana z watroby kolenia pospolitego (Squalus acanthias), u ktérego silnie
wspiera uktad odpornosciowy przed chorobami nowotworowymi i wirusowymi [62].
Ten aminosterolowy antybiotyk, bedacy koniugatem spermidyny 1 24-siarczanu
70,24({-dihydroksy-5a-cholestanu, rozpuszcza si¢ w wodzie dzigki hydrofobowemu
szkieletowi steroidowemu, grupie hydroksylowej i aminowej [63]. Stereochemia i fadunek
zwigzku umozliwiajg przenikanie przez bton¢ komorkowa, transportujac biatka zwigzane
elektrostatycznie z btong cytoplazmatyczng [64]. Skwalamina hamuje agregacje a-synukleiny,
zapobiegajac chorobie Parkinsona, ograniczajac toksyczne agregaty 1 neutralizujac
juz istniejace [65]. Wykazuje aktywno$¢ biobdjcza wobec szerokiego spektrum
mikroorganizméw (w tym wirusa HIV). Spowalnia réwniez rozwo6j nowotworow mozgu,
wspierajac dzialanie cytotoksycznych lekow przeciwnowotworowych w raku ptuc, sutka,
jajnika 1 prostaty [66].
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Rysunek 10. Skwalamina 1 jej pochodne (a) oraz model molekularny (b).

Zrdznicowanie wlasciwosci biologicznych 1 fizykochemicznych zwigzkdéw naturalnych
zadecydowato o wykorzystaniu ich w syntezie bioorganicznej. Przeksztalcenie grup
funkcyjnych w wyniku estryfikacji, eteryfikacji, utlenieniu, redukcji badZz amidowania
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prowadzi do wutworzenia nowych pochodnych o ulepszonych wlasciwosciach
farmakokinetycznych (lipofilowosci, rozpuszczalnosci) i1 farmakodynamicznych (inna
selektywno$¢ receptora) (Rys. 11). Charakter lipofilowy steroidow pozwala im na pokonywanie
barier biologicznych, jednak tatwo moze ulec zmianie w wyniku wprowadzenia bardziej
polarnych grup funkcyjnych, co znacznie zwigkszy ich rozprowadzenie i czas dzialania
w organizmie. Sztywny szkielet steroidowy umozliwia im penetracj¢ komorki oraz wigzanie
z receptorem hormonalnym lub biatkowym. Struktura czasteczki i cechy biologiczne steroidow
wplynely na wykorzystanie ich w projektowaniu lekéw o aktywno$ci przeciwnowotworowe;j,
przeciwbakteryjnej,  przeciwgrzybiczej, przeciwwirusowej lub  przeciwzakrzepowe;j
oraz stosowanych w leczeniu choroby Alzheimera. Ponadto, znalazly zastosowanie réwniez
w innych dziedzinach jako receptory molekularne, quasi-podandy, szczypce molekularne
czy receptory wychwytujace kationy 1 aniony [67-70].
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)I\N/R /\"/\H R \"/ R
R NH,
H (0]
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(o)
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Rysunek 11. Mozliwe drogi sprz¢gania zwigzkow steroidowych z innymi molekutami [P1].

2. Chemia ,,click”

W 2001 roku profesor Sharpless 1 wspotpracownicy zaproponowali rewolucyjng metode
projektowania i syntezy nowych zlozonych czasteczek. Chemia ,,click” (chemia ,kliknie¢”)
odnosi si¢ do wysoko wydajnych reakcji chemicznych, ktore sa proste w wykonaniu, szybkie,
selektywne 1 nie dajg produktow ubocznych. Odpowiednio zaprojektowane fragmenty
molekularne tatwo ulegaja polaczeniu w precyzyjny sposob [71,72].

Podstawowe zasady chemii ,,click” obejmujg koncepcje takie jak modularnos¢, wysoka
wydajnos¢ oraz efektywno$¢ atomowa, ktora z kolei jest kluczowa dla regut tzw. ,,zielonej
chemii”. Ze wzglgdu na te cechy metoda ta znalazla szerokie zastosowanie glownie
w dziedzinach zwigzanych z farmaceutykami, chemiag medyczng i materialowa oraz biologia
chemiczng [72]. Wérdd najbardziej znanych reakcji opierajacych si¢ na schemacie ,.click”
naleza cykloaddycja azydkowo-alkinowa katalizowana miedzig (CuAAC — Copper—Catalyzed
Azide—Alkyne Cycloaddition), reakcje tiol-enowe oraz reakcje Dielsa-Aldera (Schemat 3) [74].
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Schemat 3. Wybrane reakcji chemii ,,click”: cykloaddycja azydkowo-alkinowa (a)
i reakcja Dielsa-Aldera (b).

2.1. Typy reakcji chemii ,,click”

Istnieja  przemiany chemiczne, ktore wymagaja okreslonych  warunkow
termodynamicznych, wskutek ktorych zostanie utworzony tylko jeden produkt koncowy.

Jedna z podstawowych reakcji cyklicznych chemii ,,click”, w ktorej tworzy si¢ wigzanie
atom wegla—heteroatom jest cyklooaddycja [4+2], zwana rowniez reakcja Dielsa-Aldera
(Schemat 3b). Z kolei cykloaddycja 1,3-dipolarna dazy do utworzenia nowych koniugatow
heterocyklicznych ztozonych z wielu zrdéznicowanych pigcio— i/lub sze$ciocztonowych
pierscieni, gdzie synteza rozpoczyna si¢ od sprzezenia dwoch nienasyconych zwigzkow
(Schemat 3a) [75].

Wyrdznia si¢ cztery najwazniejsze rodzaje przeksztalcen przebiegajace zgodnie
z zasadami chemii ,,click”:

(1) addycja do wielokrotnego wigzania wegiel-wegiel:
e addycja Michaela (Schemat 4a);
e synteza azyrydyn (Schemat 4b);
e c¢poksydacja (Schemat 4c);
e dihydroksylacja (Schemat 4d);
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Schemat 4. Addycja nukleofilowa Michaela (a), synteza azyrydyn (b), epoksydacja (c)
oraz dihydroksylacja (d).

(2) reakcje substytucji nukleofilowe;:
e szczegoélnie transformacja, w wyniku ktorej peka wigzanie, co skutkuje otwarciem
pierscienia w uktadach heterocyklicznych zwigzkéw elektrofilowych, takich jak
azyrydyny, epoksydy, cykliczne siarczany;

NH,

NH
NH,NH, * H,0
a) E;/ 2T Y é"'NHNHZ
NH,CI
HO OH MeOH,  BnHN,, OH

b) \O/ BnNH OQO BnNH, /O/

N ‘ o s

BnHN"' ‘NHBn  150°C 65°C HO ‘NHBn
Schemat 5. Reakcje zwigzane z otwarciem pierscienia azyrydyny (a) lub epoksydu (b).

(3) cykloaddycja zwigzkoéw nienasyconych:
e cykloaddycja 1,3-dipolarna, w tym cykloaddycja Dielsa-Aldera;
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Schemat 6. Cykloaddycja 1,3-dipolarna (a) oraz cykloaddycja Dielsa-Aldera (b).

(4) modyfikacje zwigzkow karbonylowych typu ,,non-aldol”:
e otrzymywanie eterow oksymowych, hydrazonow oraz aromatycznych ukladow

heterocyklicznych.
_OH
Q H,0 N
_ -Ha
a) R1JJ\R2 + HN-on — A
0] 3
i§ 0 _NHR
b) ’ , t H,N—NHR® ———— |
R R 1J\ 2
R OR
R4
OH O o R?
0 H 80-100 % OH ﬁlﬁ
R' NH, * RO RS — R1J\/N\N
R? R* R2

Schemat 7. Reakcje typu ,,non-aldol”: synteza oksyméw (a), hydrazonow (b)
oraz uktadow aromatycznych (c).

Warto zauwazy¢, ze wszystkie syntezy ,.click” charakteryzuje wysoka aktywnos$¢
termodynamiczna, gdzie konieczny naktad energii jest wyzszy niz 20 kcal/mol.

2.2. Cykloaddycja azydkowo-alkinowa katalizowana jonami miedzi (CuAAC)

Fundamentalng reakcja chemii ,.click” jest 1,3-dipolarna cykloaddycja azydkowo-
alkinowa katalizowana jonami miedzi, znana jako reakcja Huisgena. Ten rodzaj reakcji
pericyklicznej stosuje 1,3-dipol oraz dipolarofil jako substraty wyjsciowe. Pierwszy z nich
wskazuje na zwigzek zbudowany dwubiegunowo, tj. sktadajacy si¢ z elektrofilowego
1 nukleofilowego konca (taki jak azydek, ozon, diazometan). Natomiast dipolarofil
charakteryzuje si¢ pewnym stopniem nienasycenia spowodowanym deficytem elektronow.
Wskutek sprzezenia terminalnych alkinow z azydkami w obecno$ci miedzi, dzigki ktéremu
dochodzi do cyklicznego przejscia elektronéw m powstaje zwykle jeden produkt posiadajacy
co najmniej dwa stabilizujace uktad pier§cieni wigzania [76,77].

Klasyczna reakcja Huisgena przebiegala w podwyzZszonej temperaturze, na skutek
czego utworzony produkt byt mieszaning 1,4- 1 1,5-dipodstawionych 1,2,3-triazoli. Kluczowe
jest zastosowanie jondw miedzi(I) jako katalizatora, wskutek czego reakcja jest
regioselektywna, wydajniejsza oraz blisko 10° szybsza niz przemiana przeprowadzona
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wylacznie w wyzszej temperaturze (Schemat 8). Utworzony 1,4-dipodstawiony 1,2,3-triazol
cechuje stabilno$¢ i brak toksycznosci, natomiast uzyte substraty najczesciej brak reaktywnosci
w stosunku do grup funkcyjnych molekuty, jak rowniez brak wplywu grup azydkowych
i alkinowych na jej bioaktywnos¢ [78].

N

R1~1’N\\ _ R1~1’ N

NN L GO RiN=NEN + H=—R2 D NN
\:(4 5)—

R? A R?
1,4-dipodstawiony 1,5-dipodstawiony
1,2,3-triazol 1 N 1 N 1,2,3-triazol
R\N/ \‘N R - N

R? R?

mieszanina regioizomerow

Schemat 8. Regioselektywno$¢ reakcji Huisgena zalezna od jej warunkow.

2.2.1. Sposoby wprowadzenia jonow Cu(I)

Dostarczenie do mieszaniny reakcyjnej jondw miedzi(I) decyduje o prawidtowym
kierunku reakcji. Zastosowanie warunkéw wodnych (np. uktadu tert-butanol/woda) wskazuje
na technike in situ, w ktorej jony Cu(l) uzyskuje si¢ z pieciowodnego siarczanu(VI) miedzi(I)
albo octanu miedzi(Il), redukujac te sole odpowiednimi odczynnikami, takimi jak askorbinian
sodu, miedZ metaliczna, hydrazyna lub tris(2-karboksyetylo)fosfina (jak na Schemacie 3a).

W uktadzie niepolarnym oraz wykorzystujac kompleksy soli miedzi z nadmiarem
zasady (np. trietyloaminy) zostanie utworzony acetylenek miedzi. Jony miedzi(I) mozna
pozyska¢ roéwniez stosujac niektore halogenki miedzi (Cul, CuBr), tlenki miedzi(I) 1 (II)
oraz nanoklastery AusCuy [75,79-81].

Z kolei kataliza heterogeniczna nalezy do wydajnych i tanich metod syntezy
1,4-dipodstawionych pochodnych 1,2,3-triazoli (Schemat 9b). Katalizator miedziowy znajduje
si¢ na no$niku weglowym (Cu/C). Zakonserwowany wodnym roztworem azotanu(V)
miedzi(Il) wegiel drzewny poddaje si¢ destylacji wody 1 suszeniu, w wyniku czego tlenki
miedzi(I) 1 (I) pokrywaja powierzchni¢ katalizatora (Schemat 9a). W tego typu uktadzie mozna
fatwo usung¢ reduktor 1 katalizator badz wygodnie wybrac¢ rozpuszczalnik, jak rowniez zmieni¢
warunki reakcji dodajgc trietyloaming lub podwyzszajac temperature [82].
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Schemat 9. Wybrana reakcja typu katalizy heterogeniczne;j.

2.2.2. Mechanizm reakcji CuAAC

Cykloaddycja azydkowo-alkinowa katalizowana jonami miedzi(I) jest efektywnym
procesem charakteryzujacym si¢ kilkuetapowym mechanizmem (Schemat 10). Jony miedzi(I)
petnig kluczowa role w aktywacji alkinu, umozliwiajac utworzenie tréjcztonowego kompleksu
z azydkiem. W pierwszym etapie nastepuje koordynacja jonow Cu(I) do wigzania potrdjnego
alkinu, zwigkszajac jego elektrofilowos¢ (A). Aktywowany acetylenek miedzi zostaje
zaatakowany przez azydek, tworzac przejsciowy kompleks metaloorganiczny (B). Nastepnie
reorganizacja wigzan prowadzi do zamknigcia pigciocztonowego pierScienia, dajac strukture
1,2,3-triazolu (C, D i E). Uzyskany 1,4-podstawiony 1,2,3-triazol charakteryzuje wysoka
odporno$¢ chemiczna i termiczna, a jedynym produktem ubocznym jest czasteczka wody,
co czyni reakcje zgodng z zasadami zielonej chemii [83,84].

N//N\N/R2

Rl——

\ H
H+
[CuL,]*
/ \
SR
Cu LX

1 —
R Culy
/\_N"—N
D
N=N
\

N \RZ
CULX

Schemat 10. Mechanizm reakcji CuAAC.
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Ze wzgledu na wydajnos$¢ siegajaca czesto 100% oraz chemoselektywno$¢ wynikajaca
z eliminacji izomerycznych zwigzkéw ubocznych, reakcja ta ma przelomowe znaczenie
w syntezie organicznej. Dodatkowo, zwykle przeprowadzana jest w temperaturze
nieprzekraczajacej 65°C, co minimalizuje ryzyko zwigzane z degradacja substratow.
Zastosowanie warunkéw wodnych zwicksza jej ekologiczno$¢. Prostota, niezawodnos$é
1 minimalne wymogi oczyszczania sprawily, ze stata si¢ filarem chemii ,,click”, znajdujac
zastosowanie w syntezie lekéw, modyfikacji polimeréw oraz w chemii biomolekularnej
(znakowanie biatek i kwaséw nukleinowych) [85].

2.3. 1,2,3-triazolowe koniugaty steroidowe

Uklady 1,2,3-triazolowe to pigciocztonowe krystaliczne zwigzki heterocykliczne.
Cechuje je rozpuszczalno$¢ w wodzie oraz wysoka odporno$¢ na stres oksydacyjny/redukujacy,
hydrolize i degradacj¢ metaboliczng. Ich wyjatkowa wlasciwos$cig jest mozliwos$¢ wigzania sie
z receptorami lub enzymami wskutek oddziatywan takich jak wigzania wodorowe, sity van der
Waalsa lub interakcje hydrofobowe [86]. Ze wzgledu na niepodatno$¢ tych wigzan
na rozszczepienie przez proteazy sa one poroOwnywane do wigzan peptydowych. Pochodne
1,2,3-triazolowe wyr6znia doskonala aktywno$¢ biologiczna, szczegdlnie wazna w leczeniu
choréb zwigzanych: z nowotworami, zakazeniami (przez pasozyty, bakterie, grzyby, wirusy),
nadci$nieniem tetniczym, depresja, cukrzyca, osrodkowym uktadem nerwowym oraz chorobg
Alzheimera [87-90].

2.3.1. Wprowadzenie grupy azydkowej do szkieletu steroidowego

Zaprojektowano i opisano wiele $ciezek syntetycznych przeksztatcajacych odpowiednie
grupy funkcyjne szkieletu steroidowego w grup¢ azydkowa. Najczesciej stosowang metodg jest
modyfikacja grupy hydroksylowej w pochodng tosylowa lub mesylowa. Nastepnie w wyniku
reakcji substytucji nukleofilowej anion azydkowy oddziatuje na elektrofil [91]. W zaleznos$ci
od konfiguracji przestrzennej wyrdznia si¢ dwa rézne mechanizmy tej reakcji: bez inwersji
lub z inwersja konfiguracji produktu koncowego.

2.3.1.1. Reakcja Mitsunobu — bez inwersji konfiguracji

Pierwszy z dostepnych rozwigzan zaktada, ze azydkowa pochodna przyjmuje
stereochemi¢ alkoholu. W celu dokonania poczatkowej inwersji konfiguracji zwigzku
przeprowadza si¢ reakcje Mitsunobu (Schemat 11). Otrzymana struktura mesylowa jest podatna
na atak nukleofilowego azydku sodu, co w konsekwencji daje zwiagzek azydku z zachowang
konfiguracja przyjeta wezesniej przez alkohol [92].
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Schemat 11. Mechanizm reakcji Mitsunobu.
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2.3.1.2. Reakcja z inwersja konfiguracji
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Druga metoda zaktada otrzymanie pochodnej steroidowej o konfiguracji przeciwnej
wzgledem wyj$ciowego alkoholu (Schemat 12). W tym celu nalezy zastosowa¢ inne odczynniki
wprowadzajace grupe mesylowa niz te obecne w reakcji Mitsunobu. Opracowano réwniez
syntezy, gdzie produktem posrednim jest pochodna tosylowa, ktéra ulegajac podobnym

reakcjom substytucji nukleofilowej zostaje przeksztatcona w azydek [93].

.

OH pirydyna

OTs

Schemat 12. Synteza przebiegajaca z inwersja konfiguracji.

Istnieje rowniez $ciezka wykorzystujgca halogenoacetoksy podstawione pochodne
steroidow. Wzbogacenie szkieletu steroidowego w ugrupowanie azydkowe opiera si¢
na substytucji atomu halogenu (najcze¢sciej bromu). Reakcja ta jest zwykle stosowana

w przypadku kwasow zdétciowych (Schemat 13) [94,95].
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Schemat 13. Halogenoacetoksy podstawienie kwasu cholowego.

Z kolei modyfikacje tancucha bocznego kwaséw zotciowych polegaja gltownie
na reakcjach zmierzajacych do zredukowania grupy karboksylowej do grupy hydroksylowe;.
Utworzony alkohol mozna przeksztatci¢ ponownie w pochodng mesylowa, ktora nastepnie
ulega sprzezeniu z azydkiem sodu (Schemat 14) [96].
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Schemat 14. Wprowadzenie grupy azydkowej w tancuch boczny steroidu.

Zaprojektowano rowniez metod¢ rozpoczynajacg si¢ od transformacji grupy
karboksylowej tancucha bocznego w monoester glikolu etylenowego. W wyniku mesylowania
grupy hydroksylowej glikolu, a w kolejnym etapie reakcji powstatego zwigzku przejsciowego
z azydkiem sodu otrzymano strukturg pochodnej steroidowej z wbudowang grupa azydkowa
(Schemat 15) [97].

PTSA

—_—

HOCH,CH,OH
HO

HO™ “OH

H

Schemat 15. Modyfikacja grupy karboksylowej z wykorzystaniem glikolu.
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Grupa badawcza kierowana przez Zhu dazyla do syntezy inhibitorow
a-2,3-sialulotransferazy. Seria przeprowadzonych reakcji chemicznych wzbogacita tancuch
boczny kwasu litocholowego o grupe azydkowa (Schemat 16). Proces rozpoczeto
od estryfikacji steroidu, a nast¢pnie uzyskany litocholan metylu zredukowano do alkoholu
(przy uzyciu LAH). W kolejnym etapie dziatanie azydku difenylofosforanu (DPPA) i DBU
na alkohol przeksztalcito grupe hydroksylowa w tancuchu bocznym w grupe difenylofosforanu.
Uzyskany zwigzek zostat przekonwertowany w azydek steroidowy, wykorzystujac nadmiar
azydku sodu, eter koronowy i katalityczne ilosci jodku tetrabutyloamoniowego [98].

OH OMe
MeOH
Amberlit IR 120
HO™' S
H HO H
i LAH,
PhO—IID—OPh THF
OH
DPPA, DBU
THF
HO™ i HO™ i
NaN3
TBAI
15-korona-5

(;Iigjtg/\/\ N3
HOY
H

Schemat 16. Przeksztalcenie kwasu litocholowego w azydek w syntezie
inhibitoréw a-2,3-sialulotransferazy

2.3.2. Wprowadzenie grupy alkinowej do szkieletu steroidu

Opisano kilka sposobow wprowadzajacych terminalng grupe alkinowa w czasteczke
steroidu, jednak najbardziej znane jest zastosowanie glikolu etylenowego (Schemat 17) [99].
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Schemat 17. Wprowadzenie grupy alkinowej w pozycje C-3 steroidu.

Natomiast grupa karboksylowa tancucha bocznego kwasow zotciowych ulega tatwo
reakcji estryfikacji z uzyciem alkoholu propargilowego (Schemat 18) [100,101].

0 0
OH o)
HO/\ \
PTSA N\
HOY ' “OH HOY i “OH

Schemat 18. Przeksztalcenie grupy karboksylowej lancucha bocznego w terminalny alkin.

Dobér odpowiedniego katalizatora syntezy znaczaco wplywa na jej kierunek.
W obecnosci EDC*HCI istnieja dwie drogi reakcji. Ester z wigzaniem potréjnym bedzie
produktem koncowym reakcji, jesli wezma w niej udzial tylko i wylacznie kwas Zotciowy
i alkohol propargilowy. Wprowadzenie do uktadu reakcyjnej propargiloaminy skutkuje
powstaniem amidu (Schemat 19) [102].

ol 0
OH NH
NH
= 2 \
EDC*HCI, HOB, N
HO™ S IN""0H ENDMF - ho SIN""0n

Schemat 19. Synteza amidu steroidowego w obecnosci tritetyloaminy.

Suh zaproponowal metod¢ syntezy 1,2,3-triazolowych koniugatow witaminy D,
w ktorej wykorzystat terminalny alkin podstawiony grupa trimetylosilolowa (Schemat 20).
Powstaty w wyniku reakcji zwigzek (A) zostal poddany serii przemian chemicznych,
prowadzacych do uzyskania 1,2,3-triazolowej pochodnej witaminy D [103].
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Schemat 20. Synteza 1,2,3-triazolowej pochodnej witaminy D.

2.4. Koniugaty steroidowo-triazolowe o aktywnosci biologicznej

Kwasy zo6lciowe, jak juz wymieniono, wyr6zniaja si¢ sztywnym rdzeniem
steroidowym, wysoka aktywnos$cig grup funkcyjnych oraz wyjatkowymi wilasciwos$ciami
amfifilowymi. Te unikalne cechy decyduja o ich ogromnej roli jako materiatu biologicznego
do syntez zwigzkow o potencjalnym zastosowaniu w przemysle farmakoterapeutycznym.
Sa prekursorami do otrzymywania zwigzkoéw makrocyklicznych, takich jak szczypce
molekularne, elementy struktur biologicznych oraz koniugatéw flukonazolu [96,104].
Wydajne metody gwarantuja efektywna synteze zwiazkéw steroidowych o aktywnos$ci
biologiczne;j.

2.4.1. Koniugaty steroidowe 0 aktywnosci przeciwgrzybicznej
i przeciwbakteryjnej

Flukonazol (22) jest zwiazkiem z grupy triazoli, bedacy antybiotykiem oraz petiacy
funkcje¢ inhibitora syntezy ergosterolu (Rys. 12). Jego struktura opiera si¢ na pier§cieniu
triazolowym zwigzanym z fluorowanym benzenem oraz grupy hydroksylowej. Lekooporno$¢
grzyboéw obnizyta jego skuteczno$¢, co spowodowalo, ze stal inspiracja w projektowaniu
koniugatow steroidowo-triazolowych. Sprzezenie wlasciwosci biologicznych zwigzkow
steroidowych z aktywnos$cig ukladow triazolowych daje pochodne o potencjalnym
zastosowaniu jako leki przeciwgrzybicze o zwigkszonej biobdjczosci 1 szerszym spektrum
dzialania.
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Rysunek 12. Flukonazol (22) 1 jego alkinowa (23) pochodna.

Pochodne odpowiednich kwasow zotciowych (deoksycholowego 1 cholowego)
polaczono pierscieniem 1,2,3-triazolowym ze zmodyfikowana czasteczka flukonazolu (23)
(Rys. 13). Czg$¢ steroidowa odgrywata role nosnika leku, a wbudowany triazol zwigkszyt
funkcjonalno$¢ biologiczng uzyskanej molekuty. Grzyby z rodzaju Candida, takie jak
C. parapsilosis, C. albicans 1 C. Sporothrix wykazywaly prawie 100 % $miertelnos¢
po zastosowaniu wobec nich nowych koniugatow (24-27), ktérych aktywnosé
przeciwgrzybicza oscylowata w zakresie MIC 3,12—6,25 mg/ml [96,105,106].

COOCH,

24R"=H,R?=OH
25R"=R?=OH
26 R'=H,R?=0OH
27R'=R?=0OH

Rysunek 13. Koniugaty kwasow zotciowych i flukonazolu.

Wykorzystujac metode ,,click” sprzezono czasteczke mentolu z kwasami zotciowymi.
Wybrane kwasy steroidowe poddano estryfikacji w obecnos$ci bromku propargilu 1 KoCOs,
a metylowany mentol przeksztatcono w azydek stosujagc NaN3; w DMF. Nastepnie zwigzki
uzyto jako reagenty w reakcji ,,click” (Schemat 21). Otrzymane pochodne 1,2,3-triazolu (28-
30) charakteryzowaly si¢ lepsza aktywnos$cia przeciwko szczepom Enterococcus faecium
(MIC < 10 uM) niz mentol (MIC = 410 uM), kwasy zotciowe (MIC = 10, 20, 157, 410 uM)
oraz antybiotyk cefiksym (MIC = 35410 uM) [107].

61



MGR INZ. ANNA KAWKA Czes¢ literaturowa

B
COOH ~ = e
R1 K2CO3, DMF, rt, 24 h
OH R',R?=H or OH
CuS0y, (20% mol)
askorbinian sodu (40% mol)
Y N MeOH, rt, 0,5 h, 90%
(i-iii) AL
B OH H N3
PN P 2

(i) MsCl, EtzN;
(ii) CH,Cly, 2h, rt, 90 %;
(ii)y NaN3, DMF, 40°C, 48 h, 70 %

N
28-30 O\

Schemat 21. Otrzymywanie koniugatow kwasoéw zoétciowych i mentolu (28-30).

Zwiazki o wilasciwo$ciach farmakologicznych czgsto zawieraja grupy B-laktamowe.
W strukturze penicyliny rozpoznano czterocztonowe laktamy [108]. Rosnaca lekoopornosé
bakterii 1 grzybow wymusita zaprojektowanie hybryd opartych na zwigzkach
heterocyklicznych. Otrzymano koniugaty kwasow zolciowych potaczone pierScieniem
1,2,3-triazolowym z czasteczka pochodnej B-laktamu, ktére byly skuteczne wobec szczepow
grzybow: C. albicans (128 ng/ml), Cryptococcus neoformans, Yarrowia lipolytica (8 pg/ml),
Fusarium oxysporum, Benjaminiella poitrasii (32 pg/ml) oraz bakteriom z rodzaju: Escherichia
coli 1 Staphylococcus aureus (Rys. 14) [102].

ZT

(0]
0]
N = ...&N N=N
H/\N(,:'N '-_’\’N NW
Ph

Ph

31

Rysunek 14. Koniugat kwas zotciowy-p-laktam.

Koniugaty = aminocholestanow  potaczone z  pierScieniem  imidazolowym
lub pirydynowym (32-33) dzialaly przeciwko kilku szczepom bakterii S. aureus
(MIC <4 pg/ml) (Rys. 15) [109].

Niezwykle skuteczne okazaly sie¢ pochodne kwasu cholowego i lizyny. Zwiazek (34)
wykazywat aktywno§¢ wobec S. aureus, E. Coli i C. albicans (MIC < 8§ pg/ml)
oraz nie powodowat degradacji erytrocytow ludzkich (Rys. 15). Natomiast inna pochodna tego
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kwasu zotciowego byla wysoce skuteczna przeciwko szczepom opornym S. aureus 1704,
E. Coli 40521 C. auris [110].

-
~

Cl

HN™ “NH ‘
HO"
B B
_N _N
32

33

34 NH2

Rysunek 15. Koniugaty steroidowe o wtasciwos$ciach antybakteryjnych i antygrzybicznych.

2.4.2. Koniugaty steroidowe o aktywnosci przeciwpasozytniczej

Pasozyty Leishmania to pierwotniaki z rodzaju Leishmania, przenoszone przez
ukaszenia muchowek z rodziny Phlebotominae, Wywotuja leiszmanioze, objawiajaca si¢
zmianami skornymi, sluzowkowymi lub trzewnymi [111]. Z kolei malaria to choroba zakazna
wywotywana przez pasozyty z rodzaju Plasmodium, przenoszona na ludzi przez uktucia samic
komarow z rodzaju Anopheles. Objawia si¢ goraczka, dreszczami, bdélami migsni
1 powiktaniami zagrazajacymi zyciu [112].

Biokoniugaty kwasu cholowego 1 6-tiopuryny (35-36) otrzymane metoda ,.click”
wykazywaty w badaniach in vivo znacznie wyzsza aktywno$¢ biologiczna niz chlorochina
(lek stosowany w leczeniu malarii) oraz powodowaly $miertelno$¢ pasozyta Leishmanna
(Rys. 16). Testy pod katem cytotoksycznosci nie stwierdzity ich ingerencji w tkanki ssaka [113].
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Rysunek 16. Koniugaty steroidowo-tiopurynowe o aktywnosci przeciwpasozytniczej.

Podobng skuteczno$¢ wobec leiszmaniozy oraz pratka Mycobacterium tuberculosis
okreslono dla zwigzkoéw triazolowych, zbudowanych z aminocholiny 1 kwasu Zdélciowego
(Schemat 22). Koniugat (38) wykazywal wiasciwosci przeciwgruzlicze przeciwko
M. tuberculosis (MIC = 8,8 uM) poréwnywalne ze stosowanymi lekami [114].

m : COOCH,
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I
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N
N3 - HN
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HN/\/\N//
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Cl 40n=3
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Schemat 22. Synteza koniugatow aminocholiny i kwasu cholowego.

2.4.3. Koniugaty steroidowe o aktywnosci przeciwnowotworowej

Projektowanie syntez zwigzkow o potencjalnym wykorzystaniu w terapiach
przeciwnowotworowych ma fundamentalne znaczenie dla chemii organicznej. Z doniesien
literaturowych wynika, Ze wzrastajace zainteresowanie chemia steroidow zaowocowalo
opracowaniem efektywnych koniugatow o duzej aktywnosci wobec réznorodnych komoérek
raka [115]. Szczegdlng warto$¢ maja te sprzezone z nukleozydami (Schemat 23) [116].
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"click"

R = H/OH N3 N" "0
%o?l

Schemat 23. Synteza steroidowo-urydynowych pochodnych triazolowych.

Agarwal i wspotpracownicy opisali pochodne kwasu zétciowego 1 aminokwasow
zawierajace uktad 1,2,3-triazolowy (41-48) (Schemat 23, Rys. 17). Na podstawie testow
in vitro potwierdzono ich aktywno$¢ przeciwko trzem liniom komodrek nowotworowych
(PC-3, MCF-7, IMR-32). Te same koniugaty wykazywatly rowniez dziatanie przeciwgruzlicze
1 byly bezpieczne dla przeci¢tnej linii komorek ludzkiej nerki [117].
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Rysunek 17. Biokoniugaty kwas zotciowy-nukleozyd zawierajace
pierscienie 1,2,3-triazolowe.

Natomiast koniugaty kwasu litocholowego 1 aminokwasdéw opracowano, aby sprawdzi¢
ich potencjal inhibitujacy sialilotransferaz¢. Enzym ten uczestniczy w kluczowym procesie
biologicznym  przerzutéw  komoérek  nowotworowych,  zwanym  hipersialilacja.
Oceniono, ze uzyskane w reakcji ,,click” pochodne steroidowe (49-51) hamujg aktywnos$¢
enzymu przy warto$ciach ICso rownym 6, 715 pM (Rys. 18) [98].
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Rysunek 18. Pochodne kwasu litocholowego (49—-51) jako inhibitory sialilotransferazy.

Podobne hybrydy triazolowe oparte na szkielecie steroidowym réwniez wykazywaly
aktywnos$¢ antyproliferacyjna przeciwko liniom komoérek K562 oraz HCT116 (Rys. 19).
Biokoniugat, tzw. dU-nor-CDC (52) powodowat apoptoze przy ICso = 42,9 uM (wobec K562),
natomiast dU-UDC (53) byl skuteczny przeciwko obu liniom komorek raka
(ICs0=16,5122,0 uM, odpowiednio dla K562 1 HCT116) [118].

S
\/)\\//\\/[\\§§\T:%\NH
N/Ko OH
0]

HOY

OH

%A\N OH

OH 53

Rysunek 19. Biokoniugaty steroidowe powodujace apoptozg komorek raka.

Dane literaturowe donosza rowniez o biokoniugatach kwasu zotciowego
1 deoksyadenozyny taczony linkerem 1,2,3-triazolowym (Rys. 20). W wyniku kilkuetapowe;j
syntezy utworzone struktury (54-56) o wlasciwosciach przeciwnowotworowych wobec
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komorek raka biataczki K562 i Jurkat, o aktywnosci IC50 odpowiednio 8,51 + 4,05 uM
110,47 £2,64 uM [119].

56

Rysunek 20. Hybrydy kwasow zolciowych i deoksyadenozyny.

Dendrymery, znane rowniez jako ,kieszenie molekularne”, wykazuja niezwykla
aktywnos$¢ antyproliferacyjng. Udalo si¢ zaprojektowa¢ wydajng $ciezke syntezy dendrymeréw
pierwszej generacji (chlodendrymerdéw), ktore nastepnie przeksztalcono w azydodendrymery
drugiej generacji (Schemat 24). Jednocze$nie czasteczka kwasu zotciowego zostata efektywnie
zmodyfikowana poprzez wprowadzenie grupy alkinowej. Testy MTT okreslity, Ze pochodne
steroidow zawierajace pierscien triazolowy (61-62) skutkowaty apoptoza komorek glejaka C6
przy ICso = 10,48 uM [120].
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Schemat 24. Synteza dendrymerow (tzw. ,,kieszeni molekularnych”) o wlasciwosciach
antynowotworowych.
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2.5. Znaczenie biologiczne syntezy koniugatow steroidowych i chemii ,,click”

Synteza nowych biokoniugatoéw steroidowych wskutek amplifikacji uktadow
1,2,3-triazolowych w czasteczke steroidu odgrywaja kluczowa role w rozwoju chemii
zwigzkow naturalnych [121-125]. Chemia ,,click” umozliwia dostosowywanie whasciwosci
zwigzkow steroidowych, co najczes$ciej prowadzi do powstania skuteczniejszych lekéw
o minimalnych skutkach ubocznych. Dzi¢ki koniugatom steroidowym mozna bada¢ interakcje
w uktadach biologicznych, wyjasniajgc procesy fizjologiczne oraz mechanizmy choréb.
Precyzyjny 1 selektywny charakter reakcji ,.click” promuje projektowanie czasteczek
o niezwyktym znaczeniu dla medycyny i biotechnologii. Sprzyja to tworzeniu efektywnych
terapii, zaawansowanych biomaterialow 1 innowacyjnych technologii, korzystnych dla nauki
1 spoteczenstwa.

Antybakteryjne Antygrzybiczne
Antynowotworowe Antywirusowe
e N
Biokoniugaty steroidowe
Neuroprotekcyjne Antyoksydacyjne
Bioaktywna substancja
Przeciwzapalne N J Antykoagulacyjne

Przeciwcukrzycowe

Rysunek 21. Potencjat farmakoterapeutyczny opisanych w literaturze
koniugatéw steroidowych [P1].
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Rozwo6j nowoczesnych terapii w farmakologii i chemii bioorganicznej bazuje
na projektowaniu nowych zwiazkéw o wielokierunkowym dziataniu biologicznym.
Biokoniugaty steroidowe o unikalnej aktywnos$ci biobojczej zyskaly szczegdlne miejsce
w opracowywaniu potencjalnych lekow. Czgs$¢ eksperymentalna tej pracy opiera si¢
na fundamentalnym zrozumieniu whasciwosci pochodnych steroidowych. Moje dotychczasowe
badania w tym obszarze zaowocowaly szeScioma publikacjami naukowymi, w ktérych jestem
pierwsza autorkg, w tym w trzech z nich pelitam réwniez rolg¢ autora korespondencyjnego.

Aby lepiej usytuowac zakres badan wtasnych, w ponizszym wprowadzeniu streszczono
trzy kluczowe artykuty przegladowe podsumowujace aktualne osiggnigcia naukowe dotyczace
modyfikacji steroidéw, ich potencjalu terapeutycznego oraz mozliwych zastosowan
klinicznych. Podkres§laja one znaczenie triazolowych modyfikacji kwaséw zoétciowych,
koniugatow skwalaminy oraz zastosowania chemii ,,click” w tworzeniu nowych zwigzkow
o dziataniu przeciwnowotworowym, przeciwdrobnoustrojowym i neuroprotekcyjnym.

Biokoniugaty steroidowe stanowig obiecujgce narzedzie w nowoczesnej chemii
bioorganicznej i farmakologii. Oferuja szerokie zastosowania terapeutyczne dzigki swojej
unikalnej strukturze, wielokierunkowej aktywnos$ci biologicznej oraz niskiej toksycznosci.
Zawarte w pracach przegladowych [P1], [P2] i [P4] badania podkreslaja szczegdlne znaczenie
modyfikacji chemicznych steroidow, takich jak skwalamina, kwasy zoélciowe oraz koniugaty
zawierajace  pierScienie  1,2,3-triazolowe,  szczegdlnie @ w  kontekS$cie  terapii
przeciwnowotworowej, przeciwdrobnoustrojowej 1 przeciwpasozytniczej.

Biokoniugaty steroidowe wykazuja wysoka skuteczno$¢ w zwalczaniu opornych
szczepow bakterii i grzybow. Opisywane pochodne flukonazolu z kwasami zétciowymi, dzigki
pierscieniowi 1,2,3-triazolowemu, zyskaty wieksza stabilno$¢ 1 aktywno$¢ biologiczng wobec
patogenow, takich jak Candida albicans. Podobne wyniki osiggnieto dla koniugatow
steroidowych-triazolowych z mentolem, ktore przewyzszyly skutecznos¢ tradycyjnych
antybiotykow.

Koniugaty steroidowe, takie jak zwiazki kwasow zotciowych i nukleozydow, wykazaty
selektywng aktywno$¢ wobec komorek nowotworowych, m.in. raka piersi, prostaty
czy neuroblastomy. Zastosowanie chemii ,,click” umozliwito projektowanie makroczasteczek
o zwigkszonej biodostgpnosci i zdolnosci do celowanego dziatania przeciwnowotworowego.

Steroidowo-triazolowe pochodne kwasow zotciowych wykazaty wyjatkowa aktywnos¢
wobec Mycobacterium tuberculosis oraz pasozytow, takich jak Leishmania. Badania in vivo
dowiodly, ze niektore koniugaty przewyzszaja dzialanie istniejacych lekoéw
przeciwmalarycznych, takich jak chlorchicyna, zachowujac przy tym niskg toksyczno$¢
lub bedac catkowicie bezpieczne dla komorek ludzkich.

Koniugaty steroidowe odgrywaja istotng rol¢ w syntezie no$nikow lekow oraz
materiatéw supramolekularnych, takich jak hydrozele czy dendrymery. Dzigki ich
wlasciwo$ciom  amfipatycznym  mozliwe jest precyzyjne  dostarczanie  lekow
przeciwnowotworowych, diagnostycznych czy przeciwbakteryjnych.

W artykutach [P1] i [P4] oméwiono réznorodne mozliwos$ci zastosowan biokoniugatow
steroidowych w chemii supramolekularnej, farmakologii 1 medycynie. Szczegdlng uwage
poswigcono skwalaminie, naturalnemu steroidowi izolowanemu 2z watroby rekina
(Squalus acanthias). Skwalamina, bedaca biokoniugatem spermidyny
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1 70,24-dihydroksy-5a-cholestanu, wykazuje silne wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe,
przeciwwirusowe (w tym przeciw HIV) oraz przeciwnowotworowe. Badania wskazaly
na zdolnos$¢ skwalaminy do hamowania angiogenezy, co spowalnia rozw6j nowotwordéw ptuc,
piersi i jajnikow. W artykule podkre§lono znaczenie modyfikacji chemicznych skwalaminy
oraz jej pochodnych. Zastosowanie chemii ,,click” umozliwilo syntez¢g nowych koniugatéw
z pierScieniami triazolowymi, co zwigkszylo ich stabilno$¢ oraz aktywnos$¢ biologiczna.
Opisano rowniez koniugaty skwalaminy i kwaséw zolciowych, ktore wykazaly wysoka
skuteczno$¢ wobec szczepdéw bakterii Gram-dodatnich i grzybow, takich jak Candida albicans.
Ponadto, artykut podkresla rolg biokoniugatow steroidowych w syntezie nowych zwigzkow
makrocyklicznych, takich jak organozele i receptory molekularne wykrywajace biomarkery
1 kompleksujace czasteczki goscia w uktadach biologicznych. Koniugaty kwasoéw zotciowych
z flukonazolem wykazaty prawie 100% skuteczno$¢ w zwalczaniu szczepdw grzybow, takich
jak C. albicans 1 Sporothrix schenckii. Doniesienia literaturowe wskazuja na ogromny potencjat
biokoniugatow steroidowych w opracowywaniu nowych lekow celowanych, czasteczek
transportujacych, jak rowniez w terapii chorob przewlektych i zakaZnych. Szczegdlny nacisk
polozono na mozliwo$ci precyzyjnego projektowania ich wlasciwosci dzigki modyfikacjom
chemicznym.

Artykut przegladowy [P2] podsumowuje szerokie zastosowanie biokoniugatow
steroidowych w terapii chordb. Opisane zwiazki naturalne, dzigki swojej unikalnej strukturze
1 wlasciwos$ciom farmakologicznym, stanowig idealne no$niki bioaktywnych molekut, takich
jak aminokwasy, weglowodany czy peptydy. Polaczenia te umozliwiaja poprawe
biodostgpnosci, selektywnos$ci oraz ograniczenie toksycznosci lekow. Podkre§lono szczegolne
znaczenie koniugatow steroidowych w terapii nowotworowej, zwlaszcza jako inhibitorow
enzymoOw zaangazowanych w metabolizm steroidéow (np. sulfotazy steroidowej) oraz jako
srodkow wiazacych receptory hormonalne. Koniugaty estradiolu z doksorubicyna wykazaly
zwigkszong skuteczno$¢ wobec komorek raka piersi zaleznych od estrogenu. Ponadto
glikozydy steroidowe, takie jak diosgenina, wykazaty silne wlasciwosci przeciwnowotworowe
wobec komorek raka szyjki macicy. Kolejng istotng grupa sa koniugaty steroidow
z aminokwasami, ktére znajduja zastosowanie w terapii chordb neurodegeneracyjnych, takich
jak choroba Alzheimera. Koniugaty sarsasapogeniny z aminokwasami wykazaly potencjat
neuroprotekcyjny poprzez hamowanie stresu oksydacyjnego 1 zwigkszenie ekspresji
neurotroficznych czynnikow wzrostu. Artykul wskazuje takze na potencjal steroidow
w syntezie nowych hydrozeli i systemow dostarczania lekéw, co czyni je obiecujacymi
narzgdziami w medycynie regeneracyjnej i1 nanotechnologii. Opisano m.in. steroidowe
hydrozele do immobilizacji nanoczasteczek ztota 1 srebra, co moze mie¢ zastosowanie w terapii
przeciwnowotworowej 1 diagnostyce.

Prace przegladowe [P1], [P2] 1 [P4] podkreslaja ogromny potencjat biokoniugatéw
steroidowych w rozwoju nowoczesnych lekéw. Ich wszechstronno$¢, wynikajaca z mozliwosci
chemicznej modyfikacji, czyni je obiecujacym narzgdziem w walce z nowotworami, infekcjami
1 chorobami pasozytniczymi. Wyniki badan wskazuja na konieczno$¢ dalszych prac nad ich
wlasciwo$ciami farmakologicznymi, aby w petni wykorzysta¢ ich potencjat terapeutyczny.

Opierajac si¢ na ogromnym spektrum doniesien literaturowych mozna postawic
hipotezg, ze sprzezenie szkieletu steroidowego kwasoéw zolciowych lub steroli z jednostka
pierscienia 1,2,3-triazolowa moze prowadzi¢ do otrzymania koniugatow o znacznym potencjale
terapeutycznym.
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Ze wzgledu na dotychczasowy istotny wktad zwigzkow steroidowych w rozwdj syntezy
bioorganicznej cel pracy doktorskiej obejmowat otrzymanie i charakterystyke:

(1) 120-OAc i 70-OAc,120-OAc 3a-bromoacetoksy podstawionych pochodnych kwasu
deoksycholowego i kwasu cholowego (64—65);

(2) 120-OAc 1 70-OAc,12a-OAc 3a-azydoacetoksy podstawionych pochodnych kwasu
deoksycholowego i kwasu cholowego (67—68);

(3) 120-OAc 1 70-OAc,120-OAc 3a-propargilowych podstawionych pochodnych kwasu
deoksycholowego i kwasu cholowego (78-79);

(4) 3B-propargilowej pochodnej cholestanolu (70);

(5) dimerow  steroidowych kwaséw zolciowych 1 steroli zawierajacych uktad
1,2,3-triazolowy (71-76);

(6) quasi-podandow kwasow zolciowych ze sztywng platforma pier§cienia aromatycznego
polaczong pier§cieniami 1,2,3-triazolowymi (82—85);

(7) koniugatow steroidowo-pirymidynowych potaczonych linkerami 1,2,3-triazolowymi
(93-103);

W ramach rozszerzonej charakterystyki otrzymanych zwigzkow:

(8) przeprowadzono peing analiz¢ spektroskopowa otrzymanych koniugatow
steroidowych;

(9) wykonano obliczenia semiempiryczne z wykorzystaniem metody PM5;

(10) okreslono przewidywang aktywnos$¢ biologiczng in silico przy wykorzystaniu metody
PASS;

(11) okreslono potencjalne powinowactwa otrzymanych koniugatow do miejsc aktywnych
wybranych domen bialkowych w celu oceny ich aktywnosci przeciwbakteryjnej,
przeciwgrzybicznej oraz przeciwnowotworowe;j.

Uzyskane wyniki dostarczyly istotnych informacji na temat innowacyjnych
biokoniugatow steroidowo-triazolowych i ich mozliwego zastosowania terapeutycznego.

1. Dimery kwasow zolciowych i steroli

Glownym zalozeniem wspotczesnej chemii bioorganicznej jest projektowanie 1 synteza
nowych zwigzkow o potencjalnych zastosowaniach farmakoterapeutycznych. Szczegdlng
uwage przykuwa wykorzystanie chemii ,.click”, w tym reakcji cykloaddycji Huisgena,
do tworzenia biokoniugatow steroidowych. W ramach przeprowadzonych badan
zsyntetyzowano innowacyjne koniugaty kwasow zotciowych (stanowiacych ,,ogon”) i steroli
(tzw. ,,glowa”), potaczone za pomocg pierscienia 1,2,3-triazolu. Uzyskane zwiazki zostaty
doktadnie scharakteryzowane metodami spektroskopowymi (NMR, FT-IR), spektrometrii mas
(ESI-MS) oraz poélempirycznymi i teoretycznymi obliczeniami chemicznymi, co pozwolilo
oceni¢ ich potencjat terapeutyczny oraz stabilnos¢ fizykochemiczng [P8].

1.1. Synteza nowych biokoniugatow steroidowych

Dokonatam selektywnej syntezy bromoacetoksy podstawionych pochodnych kwasu
litocholowego (63) lub acylowanych pochodnych kwaséw deoksycholowego (64) i cholowego
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(65) (Schemat 25). Prezentowane badania stanowig pierwsze raporty dotyczace syntezy
1 charakterystyki spektroskopowej zwiazkéw kwasow deoksycholowego i cholowego, ktore
znajduja szerokie zastosowanie w syntezie organicznej. Pochodne te zostalty utworzone
w wyniku reakcji odpowiedniego estru metylowego (lub 12a-OAc oraz 7a-OAc, 12a-OAc
estru metylowego) z bromkiem kwasu bromooctowego w bezwodnym dichlorometanie.

10-12 63-65
(i) MeOH, p- TsOH; (ii) Ac,0, Py, DMAP (dla 11&12); (jii) K,CO5 MeOH (dla 11&12; (iv) BrCH,COB, CH,Clypezw)

Nr R! R? Wydajno$é [%]

63 H H 98
64 H OAc 92,7
65 OAc OAc 70

Schemat 25. Synteza bromoacetoksy pochodnych kwasow zoétciowych (63—65) [P8].

Warto podkreslié, ze reaktywno$¢ grup hydroksylowych wzgledem reakcji
acetylowania, hydrolizy badz redukcji wyglada nastgpujaco: 3a-OH > 70-OH > 120-OH.
Wynika to z ekwatorialnego potozenia grupy 3a-OH. W reakcjach tych wykazano jednoczesnie,
ze stosowanie metanolu wobec czynnika zasadowego (K»>COs) prowadzi do selektywnej
hydrolizy grup 3a-OAc, 70-OAc, 120-OAc (o ile sa obecne).

W celu otrzymania azydoacetoksy podstawionych pochodnych kwaséw zotciowych
(66-68) przeprowadzilam reakcje¢ substytucji nukleofilowej (Sn2). Odpowiednie
halogenoacetoksy podstawione pochodne steroidow (63—65) sprzgzono z azydkiem sodu
w obecnosci aprotycznego rozpuszczalnika (THF) 1 w podwyzZszonej temperaturze (50°C),
uzyskujac wysokie wydajnosci reakcji (do 95 %) (Schemat 26).
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COOCH;
NaN3
THF, 50°C o 6
»l
63-65 66-68

Nr R! R? Wydajnos$é [%]

66 H H 95
67 H OAc 88,6
68 OAc OAc 78

Schemat 26. Synteza azydoacetoksy pochodnych kwasoéw zotciowych (66—68) [P8].

W wyniku estryfikacji steroli z udziatlem kwasu propargilowego i katalitycznej ilo$ci
p-TsOH otrzymano terminalne alkiny cholesterolu i cholestanolu (69-70) (Schemat 27).
Aktywacja tych steroidow zwickszyta ich elektrofilowos¢, co bylo niezbedne przed kluczowsa
reakcja ,,click”.

HOM\/\);—COOH —~ OM

1] L} — . \ Ll 1]
5 6 CH2Clabezw) \\( 5 6
p-TsOH o
1 C5'=CG' 69 CS'=C6'
9 Cs5-Ce: 70 C5-Cq

Schemat 27. Synteza alkinowych pochodnych steroli (69-70) [P8].

Zaprojektowane warunki syntez otrzymywania bromoacetoksypochodnych estréw
metylowych pochodnych kwasow litocholowego, deoksycholowego oraz cholowego,
jak réwniez propargilowych pochodnych steroli opisano po raz pierwszy w pracy [P8].
Z analizy danych literaturowych wynika, ze nie podj¢to réwniez wczesniej prob ich syntez,
podobnie jak azydkéw steroidowych, dlatego dla zwiazkow (64), (65), (67), (68) i (70)
przeprowadzono peing charakterystyke spektroskopowa.

3a-azydoacetoksy pochodne kwasow zotciowych (66—68) oraz 3p-propargilowe
pochodne steroli (69—70) zastosowalam jako substraty w syntezie nowych biokoniugatow
steroidowych potaczonych pierScieniem 1,2,3-triazolowym. W  warunkach reakcji
specyficznych dla metody ,.click”, tj. przy uzyciu pigciowodnego siarczanu miedzi(Il),
askorbinianu  sodu, w mieszaninie rozpuszczalnikow  fert-butanol/woda  (5:1)
oraz w temperaturze nieprzekraczajacej 65°C otrzymano z zadowalajaca wydajnos$cia
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(51-80%) nieznane dotad w literaturze chemicznej biokoniugaty kwaséw zotciowych
(71-76) ze sterolami o wlasciwosciach prolekéw (Schemat 28).

66-68 CUSO4* 5 HQO

+ askorbinian sodu
69-70 -BuOH/MeOH (5:1)
60-65°C

71-76

Nr R!' R?! Cs---Ce Wydajnosé [%]

71 H H Cs=Ce¢ 79,7
72 H OAc Cs=Cg¢ 55,7
73 OAc OAc Cs=Cg 60
74 H H Cs—Ce’ 51
75 H OAc Cs—Ce 53
76 OAc OAc Cs—Cs 52

Schemat 28. Synteza koniugatow kwasdéw zotciowych i steroli polaczonych
pierscieniem 1,2,3-triazolowym (71-76) [P8].

Wszystkie powyzsze biokoniugaty zostaly scharakteryzowane spektroskopowo
("H NMR, 3C NMR, FT-IR) i spektrometrycznie (ESI-MS). State przesiewowe dla atomow
BC i 'H obliczono i przeanalizowano metoda GIAO/B3LYP/6-311G (d,p). Teoretyczne
parametry poréwnano z uzyskanymi parametrami eksperymentalnymi otrzymujac bardzo dobre
rezultaty. W badaniach in silico wyznaczono aktywnos$¢ farmakologiczng badanych zwigzkow
oraz przeprowadzono dokowanie molekularne (domeny biatkowe: 2Q85, 1KZN, 1EZF) [P8].
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1.2. Analiza spektroskopowa

Na widmach '"H NMR zwigzkéw (71-76) zaobserwowano diagnostyczne przesunigcia
chemiczne w postaci singletéw w zakresie 8,24—8,20 ppm pochodzace od protonu obecnego
w pierscieniach 1,2,3-triazolowych (Rys. 22). Z kolei sygnaty wskazujace na polozenie
protonéw grupy metylenowej 3a-OCO—-CHy—triazol sg obecne w zakresie 5,22-5,17 ppm.
Widoczne przesunigcia chemiczne potozone przy 5,04—4,86 ppm odpowiadaja protonom
przylaczonym w pozycjach 3’a-H w szkielecie sterolu oraz 3B-H w szkielecie kwasow
zotciowych. Sygnaly pochodzace od protonéw zwigzanych z grupami acetylowymi
70-OCOCH;3 oraz 12a-OCOCH3 zaobserwowano jako singlety w zakresie 2,14-2,09 ppm dla
wszystkich koniugatow. Natomiast przy 1,05-0,65 ppm zdiagnozowano charakterystyczne
przesuni¢cia chemiczne odpowiadajgce protonom z grup metylowych CH3-18/18 (singlet),
CH3-19/19’ (singlet) 1 CH3-21/21° (dublet) polaczonych z rdzeniem steroidowym, jak réwniez
CHs-26" 1 CH3-27’ obecne w rozgat¢zionym tancuchu bocznym wylacznie sterolu.
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27-CH:

A |

5.45 5.40 5.35 5.30 5.25 5.20 5.15 5.10 5.05 5.00 4.95 4.90 4.85 4.80 4.7

N

83 8.2 8.1

5.45 5.40 5.35 5.30 5.25 5.20 5.15 5.10 5.05 5.00 4.95 4.90 4.85 4.80 4.75 4.70
ppm

27-CH:

' 5.;15 ‘ 5.;10 - 5.35 ‘ 5.}30 ' 5.-25 ‘ S.-ZD . 5.‘15 ' 5.‘10 ) 5.65 . 5.60 . 4.;35 . 4.§0 A 4.;35 . 4.60 ' 4..75 . 4.'70 b 4.65 - 4.
ppm
Rysunek 22. Fragmenty widm '"H NMR zwigzkéw (71-73) w zakresie diagnostycznych
przesuni¢¢ chemicznych [P8].

Na podstawie interpretacji wykonanych widm '3C NMR stwierdzono, ze sygnaty
przesunigte w kierunku wyzszych warto§ci ppm pochodza od atomoéw wegla grup
karbonylowych, obecnych zarowno w grupie estrowej przy atomach C-24 (174,73—-174,47
ppm), jak 1 przy atomach 12a-OCO (170,45-170,40 ppm) oraz przy atomach 7a-OCO
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(170,28-170,22 ppm). Dla wszystkich biokoniugatow steroidowych w zakresie 128,83—128,74
ppm zaobserwowano sygnatl zwigzany z triazolowym atomem wegla. Sygnaly w zakresie
77,48-75,15 ppm skorelowano z atomami wegla polaczonymi z atomem tlenu przy C-3/3’,
C-71C-12 w szkielecie steroidowym. Z kolei przesunigcia atomdéw wegla z grup metylowych,
tj. C-18/18°, C-19/19°, C-21/21°, C-26" i C-27’ szkieletu steroidowego zaobserwowano przy
najnizszych warto$ciach (22,94-12,02 ppm) (Rys. 23).

1919 ' 26 2 1 1818

27 2
| “ ‘| | H L “ |
| | | | | | | | ‘
14.0 13.0 12.0

23.0 22.0 21.0 20.0 19.0 18.0 17.0 16.0 15.0

ppm

Rysunek 23. Fragment widma *C NMR pochodnej kwasu litocholowego
i cholesterolu (71) [P8].

Charakterystyczne pasma w widmach FT-IR wskazywaty na obecno$¢ kluczowych grup
funkcyjnych. W wyniku doktadnej analizy widm substratow i otrzymanych w reakcji ,,click”
produktow, dla obu grup zwigzkow (tj. substratow i produktow) pasma w zakresie 1753—1738
cm!  odpowiadaly drganiom atoméw wegla grup karbonylowych. Jednocze$nie
na podstawie porownania tych widm oraz z uwagi na nieobecno$¢ charakterystycznych dla grup
propargilowych i azydkowych pasm w zakresie 2111-2106 cm™ na analizowanych widmach

koniugatow (71-76) zweryfikowano ich otrzymanie.

Przeprowadzona analiza spektrometryczna ESI-MS potwierdzita masy czasteczkowe
zsyntetyzowanych koniugatéw kwasdéw zotciowych 1 steroli. Na postawie widm masowych
wszystkich nowych zwigzkéw udowodniono obecno$¢ ich gtownych jonow o wigkszym
powinowactwie do jonow sodu [M+Na]", a 0 mniejszej intensywno$ci zwigzanej jonami potasu
[M+K]".

Oddzialywania miedzy- 1 wewnatrzczasteczkowe oraz konformacje czasteczek zostaly
szczegotowo zbadane poprzez pordwnanie danych eksperymentalnych, uzyskanych w fazie
skondensowanej, z wynikami obliczen wykonanych dla fazy gazowej. W analizie porownano
eksperymentalne przesunigcia chemiczne ('"H i '3C NMR) z wartosciami obliczonymi dla
wybranego biokoniugatu, wykorzystujac metod¢ GIAO. Otrzymane korelacje byly liniowe
i opisane rownaniem Sexp=a+bcealc, gdzie wartoéci parametrow wynosity odpowiednio: dla '*C
a=216,9071 i b=—1,848, a dla 'H a=30,6665 i b=0,9303. Wysokie wspotczynniki determinacji
(1>=0,9942 dla '*C NMR oraz r>=0,9905 dla 'H NMR) potwierdzaja poprawno$é
zoptymalizowanej geometrii czasteczek (Rys. 24).
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Rysunek 24. Eksperymentalne przesunigcia chemiczne (dexp, CDCl3) w zwigzku (73)
w funkcji izotropowych statych ekranowania magnetycznego (Gcalc) z obliczen
GIAO/B3LYP/6-311G(d,p); (a) protony 1 (b) atomy wegla-13 [P8].

1.3. Obliczenia semiempiryczne (PMS5)

PMS5 jest metoda potempiryczng stosowang w chemii kwantowej, umozliwiajaca
szybkie i efektywne modelowanie struktur molekularnych oraz ich wiasciwo$ci. Wykorzystuje
uproszczone rownania Schrdodingera, uzupelnione o parametry empiryczne, dodane
na podstawie wynikow eksperymentalnych i doktadnych obliczen ab initio.

Obliczenia metodg PMS odegraly kluczowa role w analizie wlasciwosci
fizykochemicznych i strukturalnych otrzymanych biokoniugatéw kwasdéw zotciowych i steroli
(Tabela 1). Zoptymalizowana geometria czasteczek postluzyla do analiz dokowania
molekularnego. Wartosci ciepta tworzenia (HOF) niektoérych struktur biokoniugatdéw, uzyskane
w obliczeniach metoda PMS5, sag wynikiem kilku kluczowych czynnikow zwigzanych z ich
strukturg molekularng 1 wlasciwosciami chemicznymi. W biokoniugatach zawierajacych
pierscien 1,2,3-triazolowy oraz liczne podstawniki (np. grupy acetylowe) obserwuje si¢ duze
oddziatywania steryczne migdzy fragmentami czasteczki. PierScien triazolowy odgrywa
kluczowa role w rozkladzie elektronow w czasteczce. Jego zdolno$¢ do sprzezenia m—n z
innymi elementami struktury moze zaréwno stabilizowaé, jak i destabilizowaé czasteczke,
w zaleznosci od rozmieszczenia grup funkcyjnych. Warto zauwazy¢, ze warto$¢ ciepta
tworzenia HOF maleje wraz ze wzrostem grup estrowych, dlatego tez za najbardziej stabilny
energetycznie zwigzek mozna uzna¢ biokoniugaty kwasu cholowego (73) i (76). Porownujac
pochodne steroli nalezy uwzgledni¢ wpltyw obecnego wigzania podwdjnego przy atomach
wegla Cs=Ces w czasteczce cholesterolu, wskutek ktorego jego zwigzki wykazywaty
minimalnie nizszg trwalo$¢ (Rys. 25). Zastosowanie fragmentéw sterolowych i kwasow
zOkciowych prowadzi do uzyskania struktur o mieszanym charakterze hydrofobowym
1 hydrofilowym. Tego typu wtasciwosci moga powodowaé lokalne napigcia w strukturze
czasteczki, wptywajac na jej stabilno$¢ energetyczng. Wskazuja rowniez, ktore elementy
strukturalne moga by¢ modyfikowane w przysztych badaniach, aby uzyska¢ bardziej stabilne
1 potencjalnie bioaktywne zwigzki.
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a)

Rysunek 25. Model molekularny w konformacji syn (a) oraz anti (b) pochodne;j
kwasu cholowego i cholesterolu (73) [P8].
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Tabela 1. Ciepto tworzenia (HOF) [kcal/mol] kwaséw zotciowych, steroli
1 koniugatéw steroidowych [P8].

Nr HOF HOF gy HOF i AHOF1 AHOF: AHOF3 AHOF4
10 2292756 — - - - - -

11 -266,8560 — - - - — —

12 -309,8662 — — — — — =

1 -145,2016 — - - - — —

9 -167,9130 — — — — — =

71 - -370,9984 -370,8825 —141,7228 -141,6069 -225,7968 —225,6809
72 — —448,9483  —456,2749 -182,0923 -189,4189 —-303,7467 -311,0733
73 — —533,3628 —-542,0610 —223,4966 —232,1948 -388,1612 -396,8450
74 — -394,2004 -393,6084 —164,9248 —-164,3328 -226,2874 —225,6954
75 — -471,8692 —479,4003 —-205,0132 -212,5443 3,039,562 —-311,4873
76 — -557,2032 -557,2743 -247,3370 -247,4081 -389,2902 -389,3613

AHOF; = HOFkoniugaty syn (71_76) _HOkaasy z0tciowe (7_9) AHOF, = HOFkoniugaty anti (71—76) -
HOkaasy z0kciowe (10_12) AHOF3 = HOFkoniugaty syn(71_76) _HOFsterole(l, 9) AHOF4 =
HOF koniugaty anti (71—76) —HOFsterole(l, 9)

1.4. Aktywnos¢ biologiczna
Badania in silico metoda PASS

Synteza 1 izolacja nowych zwigzkow chemicznych, jak réwniez modyfikacja struktury
juz znanych potaczen, wymagaja oceny ich wtasciwosci farmakologicznych oraz potencjalnego
dziatania toksycznego. Tradycyjne badania in vitro, a nastepnie in vivo, sa jednak czasochtonne
1 kosztowne. W zwigzku z tym coraz wigksza role odgrywaja analizy in silico, przeprowadzane
z wykorzystaniem narze¢dzi takich jak program PASS.

Metoda ta pozwala nie tylko na skrocenie czasu poszukiwan biologicznie aktywnych
zwiazkow, lecz takze na wskazanie ich potencjalnych wiasciwosci biologicznych. Dzigki temu
mozliwe jest szybsze wytypowanie prawdopodobnych zwigzkéow do dalszych badan
farmakologicznych. Program PASS, opierajac si¢ na strukturze czasteczki, przewiduje zaréwno
jej potencjalne dziatanie farmakologiczne, jak i1 toksyczne. Mechanizm dzialania programu
polega na poréwnaniu struktury badanego zwigzku z danymi zawartymi w obszernej bazie,
obejmujacej okoto 1 000 000 biologicznie aktywnych zwigzkow 1 5500 réznych aktywnos$ci
biologicznych.

Program PASS znajduje szczegdlne zastosowanie przy analizie zwigzkow
zawierajacych elementy substancji pochodzenia naturalnego lub metabolitow wtornych.
Narzedzie to oblicza prawdopodobienstwo wystgpienia danej aktywnosci biologicznej
(PA) oraz jej braku (PI). Wysokie wartosci PA (> 0,7) wskazuja na duze prawdopodobienstwo
potwierdzenia aktywno$ci w badaniach eksperymentalnych. Dla wartosci PA w przedziale
0,5-0,7 szansa ta jest mniejsza, a przy PA <0,5 jest ona bardzo niska.

84



MGR INZ. ANNA KAWKA Czesé eksperymentalna

Warto réwniez zauwazy¢, ze obecnos$¢ elementdw znanych i aktywnych biologicznie
w strukturze badanego zwigzku zwigksza prawdopodobienstwo potwierdzenia aktywnos$ci
biologicznej. Zalozenia te czynia program PASS niezwykle przydatnym narz¢dziem w procesie
diagnozowania potencjalnych wtasciwosci farmakologicznych.

Bazujac na wynikach testow in silico uzyskanych dla otrzymanych koniugatéw
steroidowych mozna wnioskowa¢ o ich zrdznicowanych wtasciwosciach biologicznych.
Istnieje  wysokie prawdopodobienstwo wykazywania przez czasteczki dziatania
przeciwbakteryjnego oraz przeciwgrzybicznego. Wiaze si¢ to z interakcjami z lipidowymi
strukturami bton komorkowych drobnoustrojow prowadzacych do ich destabilizacji.
Biokoniugaty wykazujg przewidywane wlasciwosci antagonistyczne wobec cholesterolu.
W Tabeli 2 pokazano wybrane przewidywane aktywnos$ci biologiczne koniugatow (71-76).

Tabela 2. Przewidywana aktywnos$¢ biologiczna wybranych koniugatéw [P8].

PA > 0,70 71 72 73 74 75 76
Inhibitor gliceryloeteromonooksygenazy — 0,71 0,75 0,72 0,75 0,79
Antagonista cholesterolu 0,84 0,76 0,76 0,71 - -
Hipolipidemia 0,76 0,78 0,85 — - 0,78
Antyhipercholesterolemia 0,73 - 0,75 - — —
Zapalenie trzustki 0,83 0,80 0,79 0,90 0,86 0,84

Aktywnos¢ przeciwbakteryjna

Badania dokowania molekularnego wykazaty, Ze biokoniugaty maja zdolnos¢
do oddzialywania z biatkami kluczowymi dla metabolizmu bakterii (Rys. 26). Szczegdlng
uwage zwrdocono na zdolno$¢ do hamowania wzrostu bakterii Gram-dodatnich
1 Gram-ujemnych. Wsrdd analizowanych drobnoustrojow znalazty sie:

e FEscherichia coli — bakteria Gram-ujemna zwigzana z zakazeniami drog moczowych,
przewodu pokarmowego i ran [126].

e Staphylococcus aureus — bakteria Gram-dodatnia odpowiedzialna za powazne
zakazenia skorne, a takze infekcje szpitalne [127].

Wyniki wskazuja, ze aktywnoS$¢ przeciwbakteryjna koniugatow jest ograniczona,
jednak stwarzaja perspektywe do dalszych modyfikacji chemicznych w celu zwiekszenia ich
skutecznosci.
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Rysunek 26. Interakcje ligandow 1 sposdb wigzania dla zwigzkow (73) 1 (76) w 2Q85.
A, C — oznacza ligand (73) (zielony); B, D — oznacza ligand (76) (z6tty) [P8].

Aktywnos$¢ przeciwgrzybiczna

Wykazano wyraznie wigksze dziatanie przeciwgrzybiczne w poroéwnaniu z dziataniem
przeciwbakteryjnym otrzymanych biokoniugatow steroidowych (71-76). Najsilniejsza
aktywno$¢ przeciwgrzybiczng zaobserwowano wobec nastgpujacych szczepow grzybow:

e Candida albicans — grzyb odpowiedzialny za infekcje kandydozowe, szczegélnie
u 0séb z obnizong odpornoscia [128].

o Aspergillus niger — plesn mogaca wywotywac choroby ptuc, w tym aspergiloze [129].

e (Cryptococcus neoformans — drozdzak zwigzany z ciezkimi zakazeniami osrodkowego
uktadu nerwowego u pacjentow z HIV/AIDS [130].

Koniugaty dziataja na kluczowe enzymy grzybow, co wskazuje na ich potencjat
jako inhibitorow specyficznych szlakéw metabolicznych.

Obecnos¢ pierscienia 1,2,3-triazolowego oraz wtasciwosci amfifilowe zwigzkéw moga
zaktoca¢ funkcjonowanie blon komdrkowych drobnoustrojéw, prowadzac do ich uszkodzenia.
Dokowanie molekularne sugeruje, ze zsyntetyzowane koniugaty moga wigzac¢ si¢ z enzymami
odpowiedzialnymi za syntez¢ S$ciany komodrkowej drobnoustrojow oraz za procesy
metaboliczne, co prowadzi do ich dezaktywacji (Rys. 27).

Dzigki swojej chemicznej strukturze koniugaty sa odporne na degradacje
enzymatyczng, co zwigksza ich trwato$¢ w srodowisku biologicznym i potencjalnie wydtuza
czas dziatania. Ich potencjalne zastosowania obejmuja terapie antygrzybiczne szczegdlnie
w zakazeniach wywotanych przez Candida albicans oraz mozliwo$¢ wykorzystania ich
jako sktadnikow preparatow przeciwdrobnoustrojowych o szerokim spektrum dziatania.
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Rysunek 27. Interakcje ligandow i sposob wigzania dla zwigzkow (73) i (76) w 1EZF.
A, C — oznacza ligand (73) (zielony); B, D — oznacza ligand (76) (z6tty) [P8].

Zdolnos¢ koniugatow do wykazywania selektywnego dziatania przeciwko wybranym
szczepom drobnoustrojow, szczegoOlnie grzybow, czyni je obiecujacymi kandydatami
do dalszych badan. Ich stabilno$¢ chemiczna i specyficzne mechanizmy dziatania otwieraja
nowe mozliwosci terapeutyczne, zwlaszcza w konteks$cie rosngcej opornosci drobnoustrojow
na istniejgce leki.

2. Quasi-podandy kwasoéw zolciowych

2.1. Synteza tripodstawionych pochodnych kwasow zoélciowych

Zachecona powyzszym sukcesem przeprowadzitam reakcje syntezy quasi-podandow
pochodnych kwasow zotciowych zawierajacych w strukturze pierscienie 1,2,3-triazolowe [P6].
Otrzymatam 1 przeanalizowalam wlasciwosci fizykochemiczne propargilowej (77)
oraz nowoopracowanych syntez 12a-acetoksy— oraz 7a,12a-diacetoksy propargilowych
pochodnych kwaséw zotciowych (78-79) (Schemat 29). Opierajac si¢ na zatozeniach chemii
»click”, stanowigcej podstawowa metode nowoczesnej syntezy organicznej, zaprojektowatam
reakcje otrzymywania wielkoczasteczkowych zwigzkéw  zawierajacych piers§cienie
1,2,3-triazolowe (82-85). Tego typu uktady cechuje stabilno$¢ w polarnych rozpuszczalnikach,
wysoka odporno$¢ na procesy redukcji 1 utleniania oraz aktywno$¢ w tworzeniu wigzan
wodorowych zwigkszajacych ich trwatos¢.
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)

Wé

10-12 77-79

(i) MeOH, p-TsOH:; (ii) Ac,0, Py, DMAP (dla 11&12): (iii) K,CO3, MeOH (dla 11&12);
(iV) CHCCOOH, CHZCIZ(bezw_)x ,D-TSOH

Nr R!' R? Wydajnosé [%]

77 H H 49
78 H OAc 57
79 OAc OAc 30

Schemat 29. Wprowadzenie grupy alkinowej w pozycj¢ C-3 szkieletu steroidowego
kwasow zotciowych [P6].

Berc CHzBr N3H20 CH2N3
NaN3
aceton, H,0,
temp.
CH,Br CH2N3
80 81

Schemat 30. Synteza 1,3,5-tris(azydometyleno)benzenu (81) [P6].

Seri¢ quasi-podandéw zsyntetyzowatam w reakcji estrow (lub acetylowanych estrow,
nieznanych  jak dotad w  literaturze) propargilowych  kwasow  zolciowych
z 1,3,5-tris(azydometyleno)benzenem w mieszaninie fert~-BuOH/H2O, z dodatkiem
CuSO4*5H;0, askorbinianu sodu i w podwyzszonej temperaturze (65°C). Na Rysunku 28
przedstawiono wszystkie tripodstawione koniugaty otrzymane z wysoka wydajnoscia. Ponadto,
wyizolowano réwniez dipodstawiong pochodng kwasu litocholowego (82) (Rys. 28).
Monopodstawione  pochodne  kwaséw  zolciowych  sprzezone z  pierScieniem
1,2,3-triazolowym (z dwiema grupami azydkowymi N3) nie powstaja ze wzgledu na ich niska
trwato$¢. Otrzymanie dipodstawionych pochodnych wystepuje sporadycznie. Warto podkresli¢,
ze opisang dipodstawiong pochodng kwasu litocholowego (82) charakteryzuje wyzsza wartos¢
HOF w poréwnaniu z tripodstawiong pochodng tego kwasu (83), co $wiadczy o jej
niestabilnosci (Tabela 3).
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Nr R! R? Wydajno$é [%]

82 H H 11
83 H H 88
84 H OAc 77
85 OAc OAc 57

Rysunek 28. Quasi-podandy kwasow zotciowych zawierajace uktady 1,2,3-triazolowe [P6].

Zastosowanie reakcji 1,3-dipolarnej cykloaddycji (reakcji Huisgena) wykorzystujacej
katalityczne ilo$ci miedzi(I) okazato si¢ niezmiennie atrakcyjng i selektywng metoda syntezy
pierscieni 1,2,3-triazolowych.

Zaprojektowane powyze] biokoniugaty (82—-85) posiadaja wbudowana sztywna
platform¢ piercienia aromatycznego. Sprawia to, ze ich czasteczki beda sprawniej
przyjmowaty odpowiednig konformacj¢. Plaski pierScien benzenowy moze determinowaé
wchodzenie w interakcje z powierzchnig biopolimerow, jak rowniez stanowi¢ swego rodzaju
kotwice w uktadach biologicznych.

Identyfikacja 1 scharakteryzowanie sze$ciu nowych zwigzkow (78, 79) oraz (82-85)
obejmowaly wszechstronng analize za pomoca technik spektralnych ("H NMR, *C NMR,
FT-IR), spektrometrii mas (ESI-MS) 1 metody semiempirycznej PMS5 [P6].

2.2. Analiza spektroskopowa

Charakterystyka spektroskopowa dostarczyta kluczowych informacji o strukturze
zwigzkow, potwierdzajac obecno$¢ pierscienia 1,2,3-triazolowego. Na widmach wszystkich
koniugatow kwasow zolciowych zaobserwowano diagnostyczne przesunigcia chemiczne
w zakresie 8,10-8,06 ppm odpowiadajagce protonom obecnym w pierscieniach
1,2,3-triazolowych. Ponadto w widmie 'H NMR zwiazku (82) widoczne jest istotne dla
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identyfikacji przesuni¢cie chemiczne w postaci singletu przy 8,06 ppm, ktére mozna przypisac
dwom protonom pierscieni triazolowych, co $wiadczy o otrzymaniu dipodstawionej triazolowe;j
pochodnej kwasu litocholowego. Co wiecej, w widmach tego zwigzku zaobserwowano rowniez
charakterystyczny sygnat przy 4,37 ppm, ktdry mozna przypisa¢ protonom z grupy —“CH>—Nj3
(Rys. 29). Przesunigcia chemiczne w zakresie 5,09—4,81 ppm przypisano protonom 33-H, 7f-
H i 12B-H w szkielecie steroidowym. Natomiast sygnaty przy nizszych wartosciach (0,95-0,73
ppm) pochodzity od protonéw z grup metylowych CH3-21, CH3-19 i CH3-18.

82

H-triazolowe

Ph-CHy-pierscien triazolowy

CH-N;
3[; 8

B.10 808 806 8.04 8.02 80664 562 5.60 5.58 5.56 5.54 5.52 5.08 5.06 5.04 5.02 500 4.98 4.96 494 4.92 4‘2 4.40 438 436 4.34

ppm
83 H-triazolowe

Ph-CH»-pierscien triazolowy

o ey

8.10 8.05 5.65 560 5.55 5.50 5.45 505 500 495 490 485 480 475 470 465 460 455 450 445 4149

ppm

Rysunek 29. Poréwnanie sygnatow zaobserwowanych na widmach 'H NMR di- (82)
1 tripodstawionej (83) pochodnej kwasu litocholowego [P6].

Z kolei na wszystkich widmach *C NMR zidentyfikowano charakterystyczny sygnat
z zakresie 129,5-123,8 ppm wskazujacy na atom wegla z pierScienia 1,2,3-triazolowego.
Przesunigcia odpowiadajace atomom wegla z grup karbonylowch obecnych w czasteczkach
koniugatow zaobserwowano przy najwyzszych wartosciach (172,50-170,17 ppm).
Niezmiennie, sygnaty pochodzace od atomow wegla z grup metylowych, takich jak C-21,
C-19 1 C-21 potaczonych bezposrednio ze rdzeniem steroidowym kwasow zotciowych byty
widoczne przy w zakresie 23—10 ppm.

W widmach FT-IR zaobserwowano charakterystyczne pasma dla kluczowych grup
funkcyjnych. Grupy karbonylowe (C=0) dawaly intensywne pasma w zakresie
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1745-1730 cm™, co potwierdza obecno$¢ estréw acetylowych. W przypadku propargilowych
pochodnych kwaséw zolciowych zaobserwowano pasma w zakresie 2120-2100 cm™!, ktérych
nie odnotowano dla wykonanych widm FT-IR otrzymanych tripodstawionych triazolowych
koniugatow steroidowych. W przypadku dipodstawionego koniugatu kwasu litocholowego (82)
dostrzezono pasmo pochodzace od grupy azydkowej N3 przy liczbie falowej 2099 cm
(Rys. 30).

100 . W

75 v(N=N*=N")

Transmittance [%]
——

’ !

v(C-H)

v(C-0)
v(C=0)

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wavenumber [cm! |

Rysunek 30. Porownanie otrzymanych widm FT-IR zwigzku (82) (z grupa N3, niebieski)
oraz pozostatych zwigzkow (83—85) (czerwony) [P6].

Analiza wynikéw pozyskanych z otrzymanych widm spektrometrii masowej
oraz wysoka zgodno$¢ danych eksperymentalnych z teoretycznymi dodatkowo potwierdzaja
poprawno$¢ struktur. Korelacja przesunigé¢ chemicznych ('H i '*C) miedzy warto$ciami
eksperymentalnymi 1 obliczonymi (metoda GIAO) wykazata bardzo wysoka zgodno$¢
(3C NMR: 12 = 0,9942, '"H NMR: 12 = 0,9905). Jony molekularne o odpowiednich wartosciach
mas czasteczkowych wskazuja na utworzone zgodnie z oczekiwaniami struktury
biokoniugatow. Fragmentacja masowa jonow molekularnych uzyskanych czasteczek
zwerytikowata obecnos¢ pierscieni 1,2,3-triazolowych badz grup acetylowych.

Analiza spektroskopowa stanowi podstawe¢ do dalszych badan nad wtasciwosciami
biologicznymi zwigzkow.
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2.3. Obliczenia semiempiryczne (PMS5)

Analiza wynikow badan teoretycznych, opartych na obliczeniach metoda PMS5,
wskazuje, ze monopodstawione pochodne kwasow zotciowych potaczone pier§cieniem
1,2,3-triazolowym (z dwiema wolnymi grupami N3) nie powstaja ze wzgledu na bardzo
wysokie wartosci ciepla tworzenia. W przypadku kwasu litocholowego zaobserwowano
powstawanie dipodstawionych pochodnych, jednak ich stabilno$¢ byta niska (Tabela 3).
Wszystkie quasi-podandy wykazywaty obecnos¢ interakcji m—m (typu ,,sandwich”) pomig¢dzy
dwoma pier§cieniami triazolowymi, przy czym obliczona separacja mi¢dzyptaszczyznowa
wynosita okoto 5,8 A. Odleglos¢ ta jest wicksza o okoto 1,7 A w poréwnaniu z klasycznymi
interakcjami n—m, co wynika z faktu, ze pierScien triazolowy jest bezposrednio potgczony
ze sztywnym szkieletem aromatycznym, co wymusza zwigkszong odlegto$¢. Ponadto
przestrzenne rozmieszczenie czasteczek kwasow zolciowych i pierscieni 1,2,3-triazolowych
moze sprzyjac¢ tworzeniu stabilnych komplekséw typu gospodarz-gos¢ (Rys. 31).

Rysunek 31. Model molekularny koniugatu kwasu deoksycholowego
z pier$cieniami 1,2,3-triazolowymi (84) [P6].
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Tabela 3. Ciepto tworzenia (HOF) [kcal/mol] otrzymanych pochodnych
kwasow zotciowych [P6].

Nr HOF [kcal/mol]
77 —212,7209
78 —298,6465
79 —383,8356

82 —286,8410
83 —550,9153
84 —809,8199

85 —1063,6189

24, Aktywnos¢ biologiczna
Przewidywana aktywnos$¢ biologiczna (PASS)

Na podstawie badan in silico przewidziano potencjalng aktywno$¢ biologiczng
zsyntetyzowanych zwigzkow. Ich potencjat farmakologiczny jest zwigzany gtownie z regulacja
metabolizmu cholesterolu, dlatego moga znalez¢ zastosowanie jako antagonisci cholesterolu
lub inhibitory enzymoéw metabolizmu lipidow [P6].

Dokowanie molekularne

Reduktaza HMG-CoA jest kluczowym enzymem odpowiedzialnym za synteze
cholesterolu w watrobie. Badania nad nowymi inhibitorami reduktazy HMG-CoA maja istotne
znaczenie dla zdrowia publicznego, poniewaz podwyzszony poziom cholesterolu jest jednym
z gtownych czynnikéw ryzyka chorob uktadu sercowo-naczyniowego, takich jak miazdzyca
czy zawal serca. Jej hamowanie moze skutecznie ogranicza¢ produkcje cholesterolu,
prowadzac do obnizenia jego stezenia we krwi [131, 132].

Zsyntetyzowane zwiazki wykazuja wieksze powinowactwo do domeny biatka THWS
(PDB ID, reduktaza HMG-CoA) w poréwnaniu z mewastatyng, 0siggajac energi¢ wigzania
na poziomie —6,9 kcal/mol przy $redniej energii —6,8 kcal/mol. Wyniki te wskazuja, Zze nowe
czasteczki moga potencjalnie petni¢ rolg skutecznych inhibitorow reduktazy HMG-CoA
(Rys. 321 33). Otrzymane zwiazki, wykazujace wigksze powinowactwo do enzymu niz obecnie
stosowana mewastatyna, moga przyczyni¢ si¢ do opracowania bardziej efektywnych
1 bezpiecznych terapii obnizajacych poziom cholesterolu. Wprowadzenie takich innowacyjnych
lekow mogloby nie tylko poprawi¢ jakos$¢ zycia pacjentow, ale takze zredukowac obcigzenie
systemu ochrony zdrowia zwigzanego z leczeniem powiktan chorob sercowo-naczyniowych.
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Rysunek 32. Tworzenie wigzan wodorowych przez ligand (85) z miejscem aktywnymi
domeny biatka IHWS8 [P6].

iy A
N
\’f‘\}:\‘

Rysunek 33. Mozliwe wigzania wodorowe ligandu (82) pomigdzy miejscami wigzania
domeny biatka ITHWS. Energia wigzania wynosi —8,7 kcal/mol
($rednia energia wigzania wynosi —8,4 kcal/mol) [P6].
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3. Koniugaty steroidowo-pirymidynowe

3.1. Synteza koniugatow zawierajacych pierscienie 1,2,3-triazolowe

Unikatowa struktura 1 wlasciwos$ci biologiczne steroidow determinujg ich zastosowanie
jako doskonata platform¢ do modyfikacji chemicznych. Potaczenie kwaséw zoéiciowych
lub steroli z zasadami pirymidynowymi, takimi jak wuracyl i1 2-tiouracyl umozliwia
projektowanie biokoniugatow o potencjalnym dzialaniu wobec wirusow, bakterii, grzybow
oraz komorek nowotworowych [133-136]. Zasady pirymidynowe jako kluczowy element
strukturalny kwasow nukleinowych charakteryzuje zdolnos¢ do specyficznego oddziatywania
z biatkami enzymatycznymi i receptorami biologicznymi [137]. Wiaczenie czasteczki uracylu
badz 2-tiouracylu do szkieletu steroidowego moze istotnie poprawi¢ ich farmakokinetyke
oraz selektywno$¢.

Przeprowadzitam syntezy modelowe 2z uzyciem nowoopracowanych struktur
N(1),N(3)-dipropargilowej pochodnej uracylu (88), N(1),S-dipropargilowej pochodnej
2-tiouracylu (89) i N(3),S-dipropargilowej pochodnej 2-tiouracylu (90) z 3a-azydooctanami
odpowiednich kwasow zotciowych (66—68) oraz 3B-azydooctanami steroli (91-92) (Schemat
31 i 32). W wyniku reakcji ,click” otrzymano 11 nowych 1,4-dipodstawionych
1,2,3-triazolowych  koniugatéw  steroidowo-pirymidynowych (93-103) z wysokimi
wydajno$ciami (Rys. 34). Zsyntetyzowane zwigzki poddano szczegdlowej analizie
spektroskopowej ('H NMR, 3C NMR, FT-IR), spektrometrycznej (ESI-MS, EI-MS),
wykonano obliczenia teoretyczne (PMS5) oraz okreslono in silico ich potencjalng aktywnos¢
farmakologiczng (PASS, dokowanie molekularne) [P3].

s
0 J o 0 JB
| 3 7
ﬁj\ ub 5 4 J8 5 4 N
LK e e oL A
H DMF (bezw.), \ 1 /7.
0°C % 8\? g/'s.
86 X=0
87 X=S 88 89 90

Schemat 31. Synteza dipropargilowych pochodnych uracylu (88) i nowoopracowanych
dipropargilowych pochodnych 2-tiouracylu (89-90) [P3].

5 ¢
Ne §

1 Cs|=CG| 91 CS'=CB'
9 Co-Cg 92 C5-Cg

(i) BICH,COBY, CH,Clapezwy; (i) NaNg THF, 50°C

Schemat 32. Synteza 33-azydooctanowych pochodnych steroli (91-92) [P3].
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Nr R! R? Cs--—-C¢ Wydajnosé [%]

93 H H — 72
949 H OAc - 63
95 OAc OAc — 78
96 - - Cs=Ce¢’ 65
97 — — Cs—Ce 75
98 H H — 34
9 H OAc - 47
100 OAc OAc - 43
101 H H — 60
102 H OAc — 78
103 OAc OAc — 67

Rysunek 34. Koniugaty steroidowo-pirymidynowe potaczone
pier$cieniami 1,2,3-triazolowymi (93-103) [P3].

3.2. Analiza spektroskopowa

Analiza spektralna (‘H NMR, 3C NMR, FT-IR, EI-MS, ESI-MS) dostarczyla
kompleksowych informacji o strukturze i1 stabilno$ci nowych koniugatow steroidowo-
pirymidynowych.

W widmie 'H NMR dipropargilowych pochodnych 2-tiouracylu (89-90)
charakterystyczne przesunigcia chemicznie dawaly sygnal w postaci dubletow, ktore
zaobserwowano przy 8,30 1 7,77 ppm 1 przypisano protonom CH-6 oraz przy 6,50 1 6,26
z CH-5 (Rys. 35). Sygnaty odpowiadajgce protonom przy atomie wegla w wigzaniu CH,—N(1)
pojawiaja si¢ jako podwojne singlety przy 5,03 1 4,85 ppm, podobnie jak przesunigcia
chemiczne pochodzace od protonéw obecnych w grupie metylenowej CH>—S przy 4,02 13,91
ppm. W zakresie 2,53-2,19 ppm zidentyfikowano charakterystyczne sygnaty
w postaci tripletow pochodzace od protonoéw przy wigzaniu C=CH.

97



MGR INZ. ANNA KAWKA Czes¢ eksperymentalna

SCH;
C=CH-9' C=CH-9
234 233 232 21 2.'30 229 228 227 226 225
o N(3)CH;
CH-6

CH-5

A A
7.’9 7.78 7?7 775 7‘.5 774 7.’2 ’ 7‘0 2 6‘3 % 6'5 g 6“ d 5‘2 g GfO § Sfﬂ E S‘G i 5“ ki 5’2 i 5’0 ‘ 478 ' 4‘.5 . 4‘.‘ 2 472 ‘ ‘ro & 3‘3
ppm
ey C=CH-9 N(3)CH;

254 253 2.52 2.51 2.50 2.49 2.48 2.21 2.20 2.19 2.18
ppm

CH-5
CH-6

= ] A .

84 82 80 67666564636.26.160595857565554535251504948474645444342414039383.736353433
ppm

Rysunek 35. Fragmenty widm '"H NMR alkinowych pochodnych 2-tiouracylu (89, 90) [P3].

Diagnostyczne przesunigcia chemiczne pochodzace od protondow z pierScieni
1,2,3-triazolowych zaobserwowano dla wszystkich koniugatow (93—-103) jako singlety
w zakresie 7,90-7,70 ppm (Rysunek 36). Charakterystyczne sygnaly w postaci dubletow
odpowiadajace protonom przy atomach wegla CH-6 i CH-5 zaobserwowano przy 8,26-8,25
1 6,45 ppm (dla zwigzkéw 101-103), 7,77-7,75 i 6,22-6,20 ppm (dla zwigzkow 98-100),
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7,467,451 5,75-5,74 ppm (dla zwigzkéw 93-97). Protony obecne w grupach metylenowych
N—CHx—triazol 1 S-CH>—triazol mozna zinterpretowac jako singlety polozone odpowiednio
przy 5,54-5,52 (N(3)), 5,34-5,33 (N(1)) 14,56—4,50 ppm. Przesunigcia chemiczne pochodzace
od protondw z grup metylenowych CHz taczacych szkielet steroidu z pier§cieniem triazolowym
sa potozone w widmach '"H NMR koniugatéw steroid—uracyl (93-97) w zakresach 5,25-5,23
1 5,13-5,11 ppm. W przypadku zwigzkéw (98—103) podobne sygnaly w postaci singletow
zaobserwowano przy 5,15-5,08 ppm. Na widmach '"H NMR wszystkich zwigzkow (93-103)
wystepuja charakterystyczne przesunigcia chemiczne w zakresie 4,86—4,61 ppm nalezace
do protondéw przy 3’a-H i 3’B-H. Dla pochodnej cholesterolu (96) diagnostyczny jest szeroki
singlet odpowiadajacy protonowi 6’-H przy 5,38 ppm.

95
CH-triazolowe
| I CH-6
790 7.85 7.80 7.75 7.70 7.65 7.60 7.55 7.50 7.45
ppm
3"a-OCOCH; 12'8-H i N(3)-CHz-triazol
3'“_0(*0(‘11: N(U-Cl{;—(ria.lol
CH-5
H 3B-H
J’h“\
" 580 = 570 560 550 540 530 520 510 500 490 480 470 460  4.50
ppm
99

12’a-OAc

CH-triazolowe

/ \ CH;-18"
CH;-19 H
CH-6 CH»-21"

7.85 7.80 7.15 7.70 2.10 090 085 080 075 070
ppm ppm

3'a-OCOCH;
12'B-H

SCH;- triazol

N(1)-CH;-triazol
CH-5 L

64 63 62 61 60 59 58 57 56 55 54 53 52 51 50 49 48 47 46 45 44 43
ppm

Rysunek 36. Diagnostyczne sygnaly widma '"H NMR zidentyfikowane dla triazolowych
zwiagzkow kwasu cholowy-uracyl (95) 1 kwas deoksycholowy-tiouracyl (99) [P3].
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Interpretacja widm *C NMR zwiazkow (89) i (90) wskazuje na sygnaty pochodzace
od atoméw wegla C(4)=0, C(2)-S, C-6, C-5 odpowiednio przy 169,8-160,7, 167,5-160,7,
157,8-151,91110,8-104,1 ppm. Sygnaly od atoméw C=C obserwowano w zakresie 79,7-70,5
ppm, natomiast sygnaly odpowiadajace atomom wegla z grup metylenowych CH»
obserwowano w zakresie 54,1-19,4 ppm.

Na widmach 'C NMR wszystkich koniugatow (93-103) sygnaly diagnostyczne
odpowiadajagce atomom wegla z pierscienia triazolowego, takie jak C=CH, daja sygnaty
odpowiednio przy 145,7-138,8 1 125,4-123,3 ppm. Z drugiej strony, atom wegla z potaczenia
metylenowego steroid-CHy—pier$cienia triazolowy zaobserwowano przy 51,2—-51,0 ppm.

Na widmach FT-IR wystepuja charakterystyczne dla grup karbonylowych pasma drgan
rozciggajacych przy maksimum absorpcji w zakresie 1745-1730 cm™. Pasma absorpcji
zwigzane z wigzaniami N-H w czasteczce uracylu i 2-tiouracylu sg obecne w zakresie
3220-3120 cm’', co potwierdza udzial pierécienia pirymidynowego w strukturze
biokoniugatow.

Analiza widm EI-MS dostarczyla informacji o przylaczeniu grup propargilowych
do odpowiednich atoméw azotu (N(1) lub N(3)) i1 siatki w otrzymanych pochodnych
2-tiouracylu (89-90) (Schemat 33). Z kolei po interpretacji widm ESI-MS utworzonych
biokoniugatow (93-103) zweryfikowano ich masy czasteczkowe. Zaproponowana
fragmentacja masowa struktur potwierdzita stabilno$¢ uktadow 1,2,3-triazolowych.

Pierscien pirymidynowy w zwigzku (89) ulega otwarciu w wyniku pierwotnej
fragmentacji typu o, prowadzac do powstania dwéch alternatywnych $ciezek fragmentacyjnych
skutkujacych powstaniem réznych jonow analitycznych. W jednej z drog fragmentacji, dalszy
rozpad typu o, a nastgpnie reakcja typu retro-Dielsa—Aldera, prowadzi do powstania jonu
nieparzysto elektronowego obserwowanego przy m/z = 107. W drugiej $Sciezce, w wyniku
indukowanego rozpadu a, generowany jest jon parzysto elektronowy o m/z = 97.

W przypadku zwiazku (90), bedacego pochodng typu N(3)S, obserwuje si¢ dwa
mozliwe przebiegi fragmentacji typu o, obejmujace eliminacje rodnika CsHs" z atomu azotu
z ugrupowania N(3), badz atomu siarki. W obu przypadkach prowadzi to do powstania jonow
parzysto elektronowych o m/z = 165.
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Schemat 33. Mozliwe fragmentacje zwigzkow (89) 1 (90) podczas analizy EI-MS [P3].

3.3. Obliczenia semiempiryczne (PMS5)

Obliczone wartosci ciepta tworzenia dla koniugatdéw wskazuja na stabilno$é
energetyczng hybryd steroidowo-uracylowych (93-97) (Tabela 4). Najwyzsza trwatoscia

charakteryzuja si¢ zwigzki kwasu cholowego

(95, 100, 103), co moze by¢ zwigzane

z obecnoscig grup 7a-OAc, 120-OAc oraz wigzaniem estrowym w lancuchu bocznym
(Rys. 37). Obecnos¢ atomu siarki w pochodnych 2-tiouracylu spowodowaty wyzsze warto$ci

HOF ze wzgledu na steryczne oddzialywania w

czasteczce oraz wiekszg polaryzowalnos¢.

Obliczenia wskazaly na obecnos$¢ silnych wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych
miedzy grupami karbonylowymi a pirymidynowymi, ktore stabilizujg utworzone struktury.
Obecno$¢ pierscienia 1,2,3-triazolowego sprzyja trwalosci uktadu dzigki interakcjom m—m

1 zwigkszeniu sztywnosci strukturalne;.
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Tabela 4. Ciepta tworzenia uzyskane dla pochodnych pirymidyn (88-90) i dla koniugatow

Nr

88
89
920
93
94
95
96
97
98
929
100
101
102
103

steroidowych (93-103) [P3].

Cieplo tworzenia HOF

[kcal/mol]
28,9829

97,0622
90,6298
—439,5148
—606,8373
—784,1348
—272,6631
-321,9369
—370,6792
—546,0568
—712,6079
—379,0817
—548,2400
—712,2926

96
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102

Rysunek 37. Modele molekularne koniugatu cholesterolu z uracylem (96)
1 kwasu deoksycholowego z 2-tiouracylem (102) [P3].

3.4. Aktywno$¢ biologiczna

Otrzymane hybrydy steroidowo-pirymidynowe potaczone pierscieniem
1,2,3-triazolowym wykazuja szerokie spektrum potencjalnych wlasciwosci biologicznych,
co zostalo potwierdzone za pomocg metod predykcyjnych (PASS) oraz dokowania
molekularnego.

Na podstawie badan in silico przewidziano, ze wybrane biokoniugaty steroidowe
wykazaly potencjalng aktywnos$¢ przeciw bakteriom Gram dodatnim (Staphylococcus aureus)
1 Gram ujemnym (Escherichia coli), jak réwniez grzybom z rodzaju Candida albicans.
Ich dzialanie przeciwdrobnoustrojowe jest zwigzane z oddzialtywaniem z enzymami
kluczowymi w metabolizmie wymienionych patogendw, takimi jak syntaza skwalenu (1EZF)
1 giraza-DNA (1KZN) (Rys. 38 i 39). Biatko 1EZF bierze udziat w biosyntezie ergosterolu,
niezb¢dnego sktadnika btony komodrkowej u grzyboéw, a 1KZN jest istotna dla prawidtowe]
replikacji DNA w komorkach bakterii. WyzZsza energia powinowactwa koniugatow niz ligandy
natywne wskazujg na ich potencjat prolekéw (Tabela 5).
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Tabela 5. Otrzymane warto$ci energii powinowactwa [kcal/mol] koniugatéw do okre§lonych
domen biatkowych [P3].

Domena bialka Nazwa ligandu
ID 1EZF 1KZN 2HY94 2Q85 S5V5Z
Natywny -11.9 -9.1 -14.6 -109 -10.5
89 -5.7 -5.7 —6.2 -5.9 -5.9
90 —6.2 5.2 -5.6 -5.7 -5.6
93 -11.4 -7.1 -9.5 -11.3 -11.3
94 -11.4 -8.3 -99 -12.7 -10.8
95 -11.1 —-6.4 -9.6 -9.7 -10.6
96 -11.4 -8.7 -10.3 -11.6 -12.1
97 -11.6 -7.4 -10.0 -108 -11.3
98 -10.8 -8.0 -10.7 -113 -11.2
99 -10.9 -7.1 -99 -10.7 -10.6
100 -10.2 -8.0 -9.3 —11.6 -9.7
101 -11.3 -8.8 -10.2 -11.2 -119
102 -10.9 —7.6 -10.2 9.5 -10.8
103 -10.4 -8.2 -9.3 -10.1  -10.1

Rysunek 38. Wigzania wodorowe utworzone pomigdzy koniugatem (97) a miejscem
aktywnym syntazy skwalenu (1EZF) okreslajace potencjalng
aktywnos$¢ przeciwgrzybiczng [P3].
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Rysunek 39. Wigzania wodorowe utworzone migdzy ligandem pochodnej cholesterolu (96)
a domeng biatkowga bakterii (1KZN) okreslajacy potencjalng
aktywno$¢ przeciwbakteryjna [P3].

Testy in silico metoda PASS prognozuja zdolno$¢ pochodnych 1,2,3-triazolowych
do ochrony komorek przed stresem oksydacyjnym (Tabela 6). Przewidywana aktywnos$¢
cytoprotekcyjna wigze si¢ z amfipatycznoscig kwasdéw zotciowych i steroli. Wyniki pokazuja,
ze otrzymane struktury zostaly zidentyfikowane jako potencjalne inhibitory enzymow
(monooksygenazy gliceryloeterowej i alkiloacetyloglicerofosfatazy) zwiazanych z reakcjami
zapalnymi skory. Ponadto, zwigzki te posiadajg charakter antycholestatyczny, co moze mie¢
znaczenie w leczeniu zaburzen przewodu zotciowego.

Tabela 6. Przewidywana aktywnos$¢ biologiczna wybranych koniugatoéw steroidowo-
pirymidynowych [P3].

Aktywnos$¢ biologiczna Koniugat

S0 < 93 96 97 98 102
Inhibitor monooksygenazy gliceryloeterowej 71 61 73 69 69

Inhibitor alkiloacetyloglicerofosfatazy 68 - 71 - 52
Choroby skory 69 64 67 59 —
Cytoprotekcyjna 61 - — 57 60
Zaburzenia metabolizmu z6tci 56 - 61 - -
Dermatologiczna 57 59 57 52 54
Nieptodnos¢ u kobiet 53 58 57 - -
Choroby zwigzane z prostata 53 58 53 - -
Antygrzybiczna 52 58 54 50 50
Antyalergiczna 52 54 54 - -

Inhibitor CYP17 - 65 - - -

Inhibitor reduktazy DELTA14-sterolowe;j - 60 - - -
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Przeprowadzone dokowanie molekularne okreslito dziatanie przeciwnowotworowe
biokoniugatow steroidowo-pirymidynowych (Tabela 7, Rys. 40). Wykazujac wyzsza energi¢
powinowactwa do biatka zwigzanego z regulacja ekspresji gendow i cyklu komoérkowego
(LSD1, demetylaza-1 specyficzna dla lizyny) niz powinowactwo ligandu natywnego
predysponuja do hamowania wzrostu komoérek nowotworowych poprzez mechanizmy
epigenetyczne.

Rysunek 40. Potencjalne wigzania wodorowe mig¢dzy ligandem (98) a miejscem aktywnym
biatka zwigzanego z proliferacja komoérek nowotworowych (2H94) [P3].

Dzigki wysokiej specyficznos$ci wzglegdem enzymoéw docelowych moga one znalezé
zastosowanie w terapiach nowotworowych, leczeniu infekcji oraz jako zwigzki wspomagajace
ochrong komorek przed uszkodzeniami.
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Podsumowanie

Artykuty przegladowe dostarczyty szczegotowego wgladu na aktualny stan wiedzy
dotyczacy syntezy biokoniugatéw steroidowych i ich wtasciwosci biologicznych. Poruszana
tematyka skupiata si¢ na skwalaminie jako fundamentalnym zwigzku promujacym
projektowanie nowych pochodnych steroidowych o zastosowaniu w terapiach
przeciwnowotworowych, przeciwwirusowych 1 przeciwdrobnoustrojowych. Zwrdcono
rowniez uwage na ich zdolno$¢ do hamowania angiogenezy i agregacji biatek w chorobach
neurodegeneracyjnych.

Silng aktywnoscia biobojcza wyrdzniajg si¢ koniugaty oparte na szkielecie steroidowym
kwasow zotciowych z wbudowanymi pier§cieniami 1,2,3-triazolowymi, potggujacymi
ich zastosowanie w ukladach biologicznych. Modyfikacje rdzenia steroidowego
z wykorzystaniem reakcji chemii ,,click” prowadza do otrzymywania potencjalnych lekow
[P1, P2, P4].

Wyniki uzyskane w badaniach wlasnych wniosty istotny wkilad w rozwoéj wiedzy
o nowych biokoniugatéw steroidowych, szczegdlnie w zakresie ich syntezy, charakterystyki
spektroskopowej 1 przewidywanych wiasciwosci farmakologicznych.

Opracowano efektywne warunki syntezy jedenastu nowych pochodnych kwasow
zOlciowych 1 steroli, w tym szesciu biokoniugatéw polaczonych pier§cieniami
1,2,3-triazolowymi, ktore scharakteryzowano spektroskopowo. Zwigzki te wyrdznia stabilnos¢
chemiczna, co dowiodly obliczenia teoretyczne. Wykazano, ze nowe koniugaty wykazuja
potencjalng  aktywno$¢ Dbiologiczng w  kierunku dziatania przeciwgrzybicznego
1 przeciwbakteryjnego [P8].

Zsyntetyzowano dwie propargilowe acetylowe pochodne kwaséw zotciowych
oraz cztery struktury quasi-podandéw kwasow zotciowych zawierajacych pierscienie
1,2,3-triazolowe. Takie uklady moga tworzy¢ kompleksy supramolekularne. Analiza
spektroskopowa 1 wyniki obliczen semiempirycznych metodag PMS5 potwierdzily poprawnos¢
otrzymanych struktur 1 trwalo$§¢ wszystkich czasteczek. Koniugaty wyrdznia potencjat
antyhipercholesterolemiczny [P6]

Z kolei trzynascie nowych hybryd steroidowo-pirymidynowych charakteryzuje
zdolnos$¢ do oddziatywan z enzymami uczestniczacymi w metabolizmie lipidow 1 w procesach
przeciwnowotworowych. Analizy dokowania molekularnego wskazaty na ich potencjalng
aktywnos$¢ antyproliferacyjng oraz na zastosowanie tych zwiazkdw w terapii przeciwko
grzybom 1 bakteriom [P3].

Zaprojektowane struktury trzydziestu nowych pochodnych kwasow zotciowych 1 steroli
wniosty nowe perspektywy wiedzy w dziedzinie chemii bioorganicznej. Opracowane
koniugaty zawierajace pierscienie 1,2,3-triazolowe wykazuja wysoka przewidywang
aktywno$¢ farmakologiczng, szczegodlnie przeciwnowotworowg, przeciwdrobnoustrojowsg
1 cytoprotekcyjng. Prezentowane wyniki stanowig punkt wyjscia dla dalszych badan
nad zastosowaniem uzyskanych koniugatéw steroidowo-triazolowych w medycynie,
farmakologii lub jako no$niki substancji bioaktywnych.
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Tabela 7. Wykaz numeracji zwigzkéw w artykutach naukowych (Nra) w poréwnaniu
z obowigzujacymi w pracy (Nrp).

Artykuly
P8 P6 P3
Nra Nrp Nra Nrp Nra Nrp
8 64 5 78 4 89
9 65 6 79 5 90
11 67 9 82 16 93
12 68 10 83 17 94
16 70 11 84 18 95
17 71 12 85 19 96
18 72 — — 20 97
19 73 - - 21 98
20 74 - - 22 99
21 75 - - 23 100
22 76 - - 24 101
- - - - 25 102
- - - - 26 103
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Praca doktorska koncentruje si¢ na projektowaniu, syntezie, izolacji i oczyszczeniu oraz
charakterystyce spektroskopowej 1 przewidywaniu aktywnosci biologicznej nowych
biokoniugatow steroidowych. Opracowane zwigzki stanowig potaczenie fragmentéw kwasow
z6lciowych oraz zasad pirymidynowych za pomocg pierscieni 1,2,3-triazolowych, uzyskanych
w wyniku reakcji typu ,,click”, w kontek$cie poszukiwania nowych zwigzkéw o potencjale
farmakologicznym. Rozprawa obejmuje zarowno przeglad literaturowy, jak i oryginalne
badania eksperymentalne i teoretyczne.

W czescei literaturowej omowiono znaczenie biokoniugatéw steroidowych, takich jak
skwalamina 1 jej pochodne, w terapiach farmakologicznych. Zwrdcono szczegdlng uwage
na zastosowanie chemii ,,click” w modyfikacji kwasow zoétciowych i steroli. Takie podejscie
umozliwia tworzenie stabilnych i bioaktywnych struktur supramolekularnych. Skrupulatnie
przeanalizowano wspoétczesne osiggnigcia w zakresie koniugatow steroidowo-triazolowych
jako inhibitorow enzymow i potencjalnych lekow przeciwinfekcyjnych.

W czg$ci badawczej opracowano trzy grupy nowych zwigzkow: (1) koniugaty kwasoéw
z6lciowych 1 steroli z pierScieniami 1,2,3-triazolowymi wykazuja przewidywang aktywno$¢
przeciwgrzybiczng 1 przeciwbakteryjng; (2) quasi-podandy z ukladami triazolowymi
strukturalnie przypominaja uktady supramolekularne podatne na tworzenie kompleksoéw typu
gospodarz-go$¢, co otwiera mozliwosci w nanotechnologii 1 systemach dostarczania lekow,
zwlaszcza w leczeniu hipercholesterolemii; (3) hybrydy steroidowo-pirymidynowe (z uracylem
1 2-tiouracylem) charakteryzuje zdolnos$¢ do interakcji z enzymami metabolizmu lipidéw
1 potencjalne zastosowanie w terapiach przeciwnowotworowych, przeciwdrobnoustrojowych
1 dermatologicznych.

Wyniki analiz spektroskopowych (‘H i '3C NMR, FT-IR) i spektrometrycznych
(ESI-MS, EI-MS) oraz obliczen teoretycznych (PMS5, GIAO) potwierdzily poprawnos¢ struktur
molekularnych 1 stabilno$¢ chemiczng zwigzkéw. Badania in silico metoda PASS
oraz dokowania molekularnego wykazaty ich szerokie spektrum potencjalnej aktywnosci
biologicznej, obejmujace dziatanie przeciwnowotworowe, przeciwdrobnoustrojowe,
cytoprotekcyjne 1 przeciwzapalne.

Praca przyczynia si¢ do rozwoju chemii bioorganicznej, oferujagc nowe perspektywy
w projektowaniu zwigzkoéw terapeutycznych o wielokierunkowym dziataniu biologicznym.
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Abstract

Synthesis, spectroscopic analysis and in silico biological studies of new steroid
conjugates containing triazole systems

mgr inz. Anna Kawka
Supervisor: prof. UAM dr hab. Tomasz Pospieszny

Assistant supervisor: dr inz. Hanna Koenig

The doctoral thesis focuses on the design, synthesis, isolation, purification,
spectroscopic characterisation and prediction of biological activity of new steroid
bioconjugates. The developed compounds constitute a combination of fragments of bile acids
and pyrimidine bases using 1,2,3-triazole rings obtained by a ,,click” reaction in the context
of searching for new compounds with pharmacological potential. The dissertation includes both
a literature review and original experimental and theoretical studies.

The literature section discusses the importance of steroid bioconjugates
in pharmacological therapies, such as squalamine and its derivatives. Special attention was paid
to the use of ,,click” chemistry in the modification of bile acids and sterols. This approach allows
the creation of stable and bioactive supramolecular structures. The contemporary achievements
in steroid-triazole conjugates as enzyme inhibitors and potential anti-infective drugs were
meticulously analysed.

In the research part, three groups of new compounds were developed: (1) bile acid
and sterol conjugates with 1,2,3-triazole rings exhibit predicted antifungal and antibacterial
activity; (2) quasi-podands with triazole systems structurally resemble supramolecular systems
susceptible to forming host-guest complexes, which opens up opportunities in nanotechnology
and drug delivery systems, especially in treating hypercholesterolemia; (3) steroid-pyrimidine
hybrids (with uracil and 2-thiouracil) are characterized by the ability to interact with lipid
metabolism enzymes and potential use in anticancer, antimicrobial and dermatological
therapies.

The results of spectroscopy analyses ('H and '*C NMR, FT-IR), spectrometry analyses
(ESI-MS, EI-MS) and theoretical calculations (PM5, GIAO) confirmed the correctness
of the molecular structures and chemical stability. /n silico studies using PASS and molecular
docking methods have shown their broad spectrum of potential biological activity, including
anticancer, antimicrobial, cytoprotective and anti-inflammatory effects.

The work contributes to the development of bioorganic chemistry, offering
new perspectives in designing therapeutic compounds with multidirectional biological activity.

123






Artykuly naukowe wchodzace
w sklad dysertacji doktorskiej
oraz materialy uzupelniajace
































































































































https://acsopenscience.org/researchers/open-access/
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/











































































































































































https://acsopenscience.org/researchers/open-access/
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/




































https://doi.org/10.1016/j.molstruc.2022.134313
http://www.ScienceDirect.com
http://www.elsevier.com/locate/molstr
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.molstruc.2022.134313&domain=pdf
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
mailto:tposp@amu.edu.pl
https://doi.org/10.1016/j.molstruc.2022.134313
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/







































https://doi.org/10.1016/j.tetlet.2011.11.027
https://doi.org/10.1021/np50018a001
https://doi.org/10.17344/acsi.2014.608
http://refhub.elsevier.com/S0022-2860(22)01963-9/sbref0004
https://doi.org/10.1080/00304949909355705
https://doi.org/10.1016/j.molstruc.2021.130814
https://doi.org/10.1194/jlr.R900010-JLR200
https://doi.org/10.2105/AJPH.2006.091736
https://doi.org/10.1016/j.tetlet.2004.04.117
https://doi.org/10.1126/science.1070477
https://doi.org/10.3390/molecules19079419
https://doi.org/10.1016/0960-0760(95)00107-B



https://doi.org/10.1016/j.steroids.2015.12.022
https://doi.org/10.1021/cr9600565
https://doi.org/10.3390/molecules201119735
https://doi.org/10.1021/ja0549751
https://doi.org/10.1016/j.pharmthera.2006.05.014
https://doi.org/10.3390/molecules24061179
https://doi.org/10.1016/j.steroids.2020.108639
https://doi.org/10.3390/molecules171113235
https://doi.org/10.1016/S0022-2275(20)41691-8
https://doi.org/10.1016/S0022-2275(20)38791-5
https://doi.org/10.1194/jlr.R000042
https://doi.org/10.1194/jlr.R900010-JLR200
http://refhub.elsevier.com/S0022-2860(22)01963-9/sbref0025
https://doi.org/10.3390/molecules19044212
https://doi.org/10.3390/60100021
https://doi.org/10.1021/jm000952f
https://doi.org/10.1002/ejoc.200300699
https://doi.org/10.1002/hlca.19970800716
https://doi.org/10.1016/j.steroids.2021.108934
https://doi.org/10.1016/j.steroids.2018.09.006
https://doi.org/10.1039/B715086E
https://doi.org/10.1021/ol902351g
https://doi.org/10.2174/1570193x1203150429105154
https://doi.org/10.1039/B200320C
https://doi.org/10.1055/s-2003-41041
https://doi.org/10.3390/molecules19022557
https://doi.org/10.3390/molecules161210168
https://doi.org/10.1016/j.tet.2007.06.026
https://doi.org/10.1016/j.steroids.2011.11.006
https://doi.org/10.3390/molecules18089512
https://doi.org/10.1080/10610278.2016.1175568
https://doi.org/10.1002/1521-3773(20010601)40:11$<$2004::AID-ANIE2004>3.0.CO;2-5
https://doi.org/10.1021/ja0471525
https://doi.org/10.1021/jo801325c
https://doi.org/10.1007/s11095-008-9616-1
https://doi.org/10.1039/B904091A
https://doi.org/10.1002/anie.196306331
https://doi.org/10.1021/cr9001462
https://doi.org/10.1002/med.20107
https://doi.org/10.1016/j.tetlet.2009.08.007
https://doi.org/10.1021/acs.orglett.8b01585
https://doi.org/10.1021/acs.chemrev.6b00466
http://refhub.elsevier.com/S0022-2860(22)01963-9/sbref0055
https://doi.org/10.1021/ja0749993
https://doi.org/10.1021/ol702457w
https://doi.org/10.1021/acs.joc.0c02912
https://doi.org/10.1021/jacs.0c12498
https://doi.org/10.1002/9783527694174.ch1
http://refhub.elsevier.com/S0022-2860(22)01963-9/sbref0061
http://refhub.elsevier.com/S0022-2860(22)01963-9/sbref0062
https://doi.org/10.1063/1.475007
https://doi.org/10.1021/j100096a001

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

[65] WJ. Hehre, L. Random, P.V.R. Schleyer, J.A. Pople, Ab Initio Molecular Orbital
Theory, Wiley, New York, 1989.

[66] K. Wolinski, J.F. Hilton, PJ. Pulay, Efficient implementation of the gauge-
independent atomic orbital method for NMR chemical shift calculations, J. Am.
Chem. Soc. 112 (1990) 8251-8260, doi:10.1021/ja00179a005.

[67] Flare, version, Cresset®, Litlington, Cambridgeshire, UK; http://www.
cresset-group.com/flare/; Copyright©, 2022 Cresset. All rights reserved.

[68] RCBS Protein DATA BANK; https://www.rcsb.org access: 27.09.2022.

[69] T. Pospieszny, Design and synthesis of new bile acid-sterol conjugates linked
via 1,2,3-triazole ring, Helv. Chim. Acta 98 (2015) 1337-1350, doi:10.1002/hlca.
201500118.

[70] Z.B. Milanovi¢, D.S. Dimi¢, EH. Avdovi¢, D.A. Milenkovi¢, J. Dimitri¢-Markovié,

O.R. Klisuri¢, S.R. Trifunovi¢, Z.S. Markovi¢, Synthesis and comprehensive spec-

troscopic (X-ray, NMR, FTIR, UV-Vis), quantum chemical and molecular dock-

ing investigation of 3-acetyl-4-hydroxy-2-oxo-2H-chromen-7-yl acetate, J.

Mol. Struc. 1225 (2021) 129256, doi:10.1016/j.molstruc.2020.129256.

D. Milenkovi¢, E. Avdovi¢, D. Dimi¢, S. Sudha, D. Ramarajan, Z. Milanovi¢,

S. Trifunovi¢, Z. Markovi¢, Vibrational and Hirshfeld surface analyses, quantum

chemical calculations, and molecular docking studies of coumarin derivative

3-(1-m-toluidinoethylidene)-chromane-2,4-dione and its corresponding pal-
ladium(Il) complex, J. Mol. Struc. 1209 (2020) 127935 10.1016/j.molstruc.2020.

(71]

127935.
[72] D. Dimi¢, Z. Markovi¢, L. Saso, E. Avdovi¢, ]. Porovi¢, 1. Petrovic,
D. Stanisavljevic, M. Stevanovi¢, I. PotoCnidk, Erika Samorovd, S. Tri-

funovi¢, J. Dimitric-Markovi¢, Synthesis and characterization of 3-(1-((3,4-
dihydroxyphenethyl)amino)ethylidene)-chroman-2,4-dione as a potential an-
titumor agent, Oxid. Med. Cell Longev (2019) 2069250-12, doi:10.1155/2019/
2069250.

[73] T. Pospieszny, M. Pakiet, I. Kowalczyk, B. Brycki, Design, synthesis and applica-
tionof new bile acid ligands with 1,2,3-triazole ring, Supramol. Chem. 29 (2)
(2016) 81-93, doi:10.1080/10610278.2016.1175568.

[74] Way2Drug.com © 2011 - 2022 Version 2.0 Privacy Policy, http://www.
pharmaexpert.ru/PASSOnline/.

16

Journal of Molecular Structure 1273 (2023) 134313

[75] V.V. Poroikov, D.A. Filimonov, Y.V. Borodina, A.A. Lagunin, A. Kos, Robustness
of biological activity spectra predicting by computer program PASS for non-
congeneric sets of chemical compounds, J. Chem. Inf. Comput. Sci. 40 (2000)
1349-1355, doi:10.1021/ci000383k.

[76] V.V. Poroikov, D.A. Filimonov, How to acquire new biological activities in old
compounds by computer prediction, J. Comput. Aided Mol. Des. 16 (2002) 819-
824, doi:10.1023/A:1023836829456.

[77] V.V. Poroikov, D.A. Filimonov, in: Predictive Toxicology, Taylor and Francis, Boca
Raton, FL, USA, 2005, pp. 459-478. Helma, C., Ed..

[78] A.V. Stepanchikova, A.A. Lagunin, D.A. Filimonov, V.V. Poroikov, Prediction
of biological activity spectra for substances: evaluation on the diverse sets
of drug-like structures, Curr. Med. Chem. 10 (2003) 225-233, doi:10.2174/
0929867033368510.

[79] AE. Zoeiby, F. Sanschagrin, R.C. Leves, Structure and function of the Mur en-
zymes: development of novel inhibitors, Mol. Microbiol. 47 (1) (2003) 1-12,
doi:10.1046/j.1365-2958.2003.03289.x.

[80] F. Collin, S. Karkare, A. Maxwell, Exploiting bacterial DNA gyrase as a drug
target: current state and perspectives, Appl. Microbiol. Biotechnol. 92 (2011)
479-497, doi:10.1007/s00253-011-3557-z.

[81] TY. Hargrove, L. Friggeri, Z. Wawrzak, A. Qi, WJ. Hoekstra, RJ. Schotzinger,
J.D. York, EP. Guengerich, G.I. Lepesheva, Structural analyses of Candida albi-
cans sterol 14-demethylase complexed with azole drugs address the molecular
basis of azole-mediated inhibition of fungal sterol biosynthesis, J. Biol. Chem.
292 (16) (2017) 6728-6743, doi:10.1074/jbc.M117.778308.

[82] J. Song, N. Shang, N. Baig, J. Yao, Ch. Shin, B.K. Kim, Q. Li, S.R. Malwal, E. Old-
field, X. Feng, R.-.T. Guo, Aspergillus flavus squalene synthase as an antifungal
target: expression, activity, and inhibition, Biochem. Biophys. Res. Commun.
512 (2019) 517-523, doi:10.1016/j.bbrc.2019.03.070.

[83] N.Sh. Nadaraia, L.Sh. Amiranashvili, M. Merlani, M.L. Kakhabrishvili, N.N. Bar-
bakadze, A. Geronikaki, A. Petrou, V. Poroikov, A. Ciric, ]J. Glamoclija,
M. Sokovic, Novel antimicrobial agents’ discovery among the steroid deriva-
tives, Steroids 144 (2019) 52-65, doi:10.1016/j.steroids.2019.02.012.


http://refhub.elsevier.com/S0022-2860(22)01963-9/sbref0065
https://doi.org/10.1021/ja00179a005
http://www.cresset-group.com/flare/
https://www.rcsb.org
https://doi.org/10.1002/hlca.201500118
https://doi.org/10.1016/j.molstruc.2020.129256
http://10.1016/j.molstruc.2020.127935
https://doi.org/10.1155/2019/2069250
https://doi.org/10.1080/10610278.2016.1175568
http://www.pharmaexpert.ru/PASSOnline/
https://doi.org/10.1021/ci000383k
https://doi.org/10.1023/A:1023836829456
http://refhub.elsevier.com/S0022-2860(22)01963-9/sbref0077
https://doi.org/10.2174/0929867033368510
https://doi.org/10.1046/j.1365-2958.2003.03289.x
https://doi.org/10.1007/s00253-011-3557-z
https://doi.org/10.1074/jbc.M117.778308
https://doi.org/10.1016/j.bbrc.2019.03.070
https://doi.org/10.1016/j.steroids.2019.02.012













Poznan, 5 maja 2025 r.
OSWIADCZENIE

Oswiadczamy, ze w artykule ,,Quasi-Podands with 1,2,3-Triazole Rings from Bile Acid
Derivatives: Synthesis, and Spectroscopic and Theoretical Studies” opublikowanym
w czasopismie Journal of Organic Chemistry, 2024, 89 (11), 7561-7572 wktad wymienionych
Autoréw w przygotowanie publikacji jest nastgpujacy:

LP | Imieinazwisko Wkiad merytoryczny Autora Podpis Autpra
Autora [ Z)
1 Dr inZz. Hanna Dyskusja wynikow, wspotudziat J{
Koenig W opracowaniu oryginalnego manuskryptu - E i
PODPIS ZAUFANY
Wykonanie i opisanie wynikdw dokowania DAMIAN
2 | Mgr Damian Nowak | molekularnego, wspétudziat w opracowaniu D s
oryginalnego manuskryptu Gf podam saam
Prof. UAM dr hab. Dyskusj.a wynil'(éw, wspoétudzial 4 2
3 Tomasz Pospieszny W opracowaniu oryginalnego rpanuskryptu, . b /‘%l/\
autor korespondencyjny /

7~



Poznan, 5 maja 2025 r.
OSWIADCZENIE

Oswiadczamy, ze w artykule ,,Molecular Structure, Spectral and Theoretical Study of
New Type Bile Acid—Sterol Conjugates Linked via 1,2,3-Triazole Ring” opublikowanym
w czasopi$mie Journal of Molecular Structure, 2023, 273, 134313 wkiad wymienionych
Autoréw w przygotowanie publikacji jest nastgpujacy:

Imie i nazwisko g
LP ‘Ao Wklad merytoryczny Autora Podpis Autora
1 Mgr inz. Grzegorz Wspotudzial w syntezie zwiazkow, C/ﬂ (j 7/
Hajdas dyskusja wynikow y
. Padpisano przez/ Signed by:
2 Dr inz. Damian Wykonanie i opisanie wynikow ]
Kutaga dokowania molekularnego Datal Date: 12.05.2025 19:06
mSzofir
Dr inz. Hanna . Dy skuSJg.wynllfoyv, wsp Gtudzin :
3 Koeni w interpretacji wynikoéw i w opracowaniu
& oryginalnego manuskryptu y )f
4 | Prof. UAM drhab. | Wykonanie i opisanie wynikéw obliczef / L /
Iwona Kowalczyk teoretycznych P %/4w/ A1
Dyskusja wynikow, wykonanie obliczen ;
semiempirycznych i okreslenie potencjalu
5 | Prof. UAMdrhab. | (1.0 o0 (BMS, PASS), wspotudziat |~ - “r -
Tomasz Pospieszny A s
w opracowaniu oryginalnego manuskryptu,
autor korespondencyjny




	Scalone publikacje.pdf
	Steroid and bioactive molecule conjugates: Improving therapeutic approaches in disease management
	1 Introduction
	2 Steroid conjugates of anticancer significance
	2.1 Steroid conjugates with doxorubicin
	2.2 Carbohydrate derivatives
	2.3 Alkaloid and curcumin conjugates
	2.4 Steroid-amino acid conjugates
	2.5 Steroid and rhodamine B conjugates

	3 Steroid conjugates with antibacterial and antifungal activity
	4 Steroid conjugates with antiviral activity
	5 Anti-inflammatory steroid conjugates
	6 Steroid conjugates as antioxidant agents
	7 Steroid conjugates in anticoagulant therapy
	8 Steroid conjugates as glucocorticoid antagonists
	9 Insulin-stimulating steroid conjugates
	10 Sarsasapogenin conjugates in the treatment of neurodegenerative diseases
	11 Steroid conjugates for the treatment of liver damage
	12 Steroid conjugates as organic gels
	13 Conclusions
	CRediT authorship contribution statement
	Declaration of competing interest
	datalink4
	References

	8 - From squalamine to triazole ring derivatives: Exploring the versatility of steroidal bioconjugates
	Introduction
	Squalamine as steroid-polyamine conjugate with diverse biological activities
	Steroid-amino conjugates
	Conjugates of steroid-polyamine with antimicrobial activities
	Synthesis of steroid’s organogels
	Bile acid conjugates by the “click” chemistry method
	Bile acids-purine with antiparasitic activity
	Synthesis of bile acids-nucleosides derivatives with 1,2,3-triazole rings
	Synthesis of macrocycles with 1,2,3-triazole rings
	Conjugates bile acids-triazole as ligands
	Synthesis of other derivatives of bile acids with 1,2,3-triazole rings
	Conclusions
	References

	Molecular structure, spectral and theoretical study of new type bile acid-sterol conjugates linked via 1,2,3-triazole ring
	1 Introduction
	2 Experimental
	2.1 Instrumentation and chemicals
	2.2 Synthesis
	2.3 Chemical characterization
	2.3.1 Methyl 3&#x03B1;-bromoacetoxy-12&#x03B1;-acetoxy-5&#x03B2;-cholan-24-oate (8)
	2.3.2 Methyl 3&#x03B1;-bromoacetoxy-7&#x03B1;,12&#x03B1;-diacetoxy-5&#x03B2;-cholan-24-oate (9)
	2.3.3 Methyl 3&#x03B1;-azidoacetoxy-12&#x03B1;-acetoxy-5&#x03B2;-cholan-24-oate (11)
	2.3.4 Methyl 3&#x03B1;-azidoacetoxy-7&#x03B1;,12&#x03B1;-diacetoxy-5&#x03B2;-cholan-24-oate (12)
	2.3.5 5-cholestan-3b-ol 3-propiolate (16)
	2.3.6 3bhydroxy-5-cholestene 1-[2-(methyl 5b-cholan-24-oate)−2-oxoethyl]−1H-1,2,3-triazole-4-(3-carboxylate) (17)
	2.3.7 3bhydroxy-5-cholestene 1-[2-(methyl12-acetoxy-5b-cholan-24-oate)−2-oxoethyl]−1H-1,2,3-triazole-4-(3-carboxylate) (18)
	2.3.8 3bhydroxy-5-cholestene 1-[2-(methyl 7,12-diacetoxy-5b-cholan-24-oate)−2-oxoethyl]−1H-1,2,3-triazole-4-(3-carboxylate) (19)
	2.3.9 3bhydroxy-5-cholestane 1-[2-(methyl 5b-cholan-24-oate)−2-oxoethyl]−1H-1,2,3-triazole-4-(3-carboxylate) (20)
	2.3.10 3bhydroxy-5-cholestane 1-[2-(methyl 12-acetoxy-5b-cholan-24-oate)−2-oxoethyl]−1H-1,2,3-triazole-4-(3-carboxylate) (21)
	2.3.11 3bhydroxy-5-cholestane 1-[2-(methyl 7,12-diacetoxy-5b-cholan-24-oate)−2-oxoethyl]−1H-1,2,3-triazole-4-(3-carboxylate) (22)

	2.4 Theoretical calculations
	2.5 Docking experiments

	3 Results and discussion
	3.1 Synthesis
	3.2 Spectroscopic study
	3.2.1 Nuclear magnetic resonance spectroscopy
	3.2.2 Infrared spectroscopy

	3.3 PM5 and B3LYP calculations
	3.4 Prediction of activity spectra for substances
	3.5 Molecular docking studies
	3.5.1 Docking to antibacterial drug targets
	3.5.2 Docking to antifungal drug targets


	4 Conlusions
	5 Author contributions
	Declaration of Competing Interest
	References





