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Struktury wybranych sapogenin spirostanowych przedstawiono na Rysunku 1.

tigogenina

HO sarsasapogenina  HO smilagenina

Rysunek 1

WPROWADZENIE

Saponiny steroidowe s3 szeroko rozpowszechnionymi glikozydami w §wiecie roslin
charakteryzujacymi si¢ réznorodng aktywnoscig biologiczng [1]. W wyniku hydrolizy,
saponiny, oprocz czesci cukrowej, daja aglikon steroidowy, zwany sapogening. Sapogeniny

steroidowe dzielimy na pochodne: cholestanowe, furostanowe i spirostanowe (Rysunek 2) [2].
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cholestan furostan spirostan

Rysunek 2

Sapogeniny spirostanowe, z dwoma dodatkowymi pierscieniami (E i F), potagczonymi
weglem spiro, sg najczesciej wystepujgcymi W przyrodzie sapogeninami steroidowymi.
Oprécz najczesciej wystepujacych sapogenin z ukladem [4,5]-spiroketalowym, w naturze
wystepuja rOwniez izomeryczne zwiagzki o uktadzie [4,4]-spiroketalowym z konfiguracjg albo

R albo S na atomie wegla spiro (Rysunek 3).

[4.5] spiroketal [4.5] spiroketal
struktura normalna struktura izo

% o
[4.4] spiroketal [4.4] spiroketal
22R 228

Rysunek 3

Sapogeniny spirostanowe majg najczesciej konfiguracje R na weglu spiro (C22) oraz
grupe metylowg C21 — zorientowang do dotu (20S). Ponadto, spirostany mogg réznié si¢
konfiguracja na C25 (Rysunek 4). Zwiazki z ekwatorialnie usytuowang grupa metylowa przy
C25 (np. diosgenina), posiadaja konfiguracje 25R, natomiast, gdy grupa metylowa jest

potozona aksjalnie — mamy do czynienia z 25S-sapogening.

25R spirostan 25S spirostan

Rysunek 4
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Istnieja rowniez inne modyfikacje strukturalne, wérod sapogenin Spirostanowch.
Modyfikacje te dotyczg funkcjonalizacji pierscieni oraz stereochemii pomigdzy pier§cieniami
Ai B (5a- i 5B-steroidy). Moze rowniez wystgpowaé wigzanie podwojne C5-C6.

Innym rozréznieniem, dotyczacym pierScienia F w spirostanach, jest tzw. typ

normalny (A) oraz izo-spirostan (B). Omowione struktury przedstawiono na Rysunku 5.

normalny typ spirostanu (A) izo-spirostan (B)

Rysunek 5

Chemia spirostanéw byla intensywnie badana w zesztym stuleciu [3]. Sapogeniny
ro§linne, sg stosunkowo tanim materialem do syntezy wielu steroidéw, wykorzystywanych
w medycynie [4]. Substancje te, moga by¢ uzyskiwane w wyniku degradacji Markera,
polegajacej na sekwencji transformacji na uktadzie spiroketalowym w sapogeninach
spirostanowych, prowadzace do zwigzkow zawierajacych 19 lub 21 atomow wegla [5]. Dzigki
degradacji Markera, hormony steroidowe, takie jak estrogeny, czy kortykosteroidy okazaty
si¢ najczesciej uzywanymi lekami w historii medycyny [6]. Odkrycia ostatnich lat, dotyczace
wyizolowania nowych substancji naturalnych, charakteryzujacych si¢ interesujacymi
wlasciwo$ciami biologicznymi, spowodowaly znaczny postgp w chemii spirostanow.
Sapogeniny steroidowe, byty uzywane do syntezy furostanowych i spirostanowych analogow
brassinosteroidow [7], aglikonu saponiny OSW-1 [8], pochodnych cefalostatyny [9,10],
analogéw ikogeniny [11], czy tez sapogenin o dziataniu przeciwnowotworowym [12].

Niedawno opublikowane zostaly takze prace zwigzane z wykorzystaniem spirostanow
w syntezie innych zwiazkow, wykazujacych aktywno$¢ biologiczng. Przyktadem moze
postuzy¢ synteza oksysteroli [13], repelentu — pavonininy 4 [14], sterolu polihydroksylowego
- certonardosterolu D, [15], oraz wielu innych.

Przedstawione powyzej przykltady pokazuja, iz chemia spirostandw steroidowych, jest
dziedzing chemii, wartg eksploracji, pomimo jej stosunkowo dtugiej historii.

W obecnosci kwasow, w wyniku otwarcia pierScienia F w sapogeninach
spirostanowych, tworzy si¢ jon karboksoniowy (I). Jon ten, moze utraci¢ w trakcie reakcji
proton z pozycji C20, jak rowniez C23, dajac w efekcie odpowiednio eter enolu 11 lub 111

(Schemat 1). Oba powstale w ten sposob intermediaty sg podatne na atak czastki
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elektrofilowej. W zwigzku z tym, najczeSciej obserwowanymi reakcjami w przypadku

spirostandw, sg procesy przebiegajace na weglu a (C23) w stosunku do wegla spiro (C22).

OH

-20-H §
11

Schemat 1

Stad, wiele jest prac poswigconych reakcji halogenowania [16] oraz utleniania
w pozycji C23 [17]. Spirostany, sg tez podatne na redukcje, przebiegajaca z otwarciem
pierscienia F [18] lub tez otwarciem obu pierscieni (E i F), tworzacych uktad spiroketalowy
[19].

Autorka, podczas przygotowywania dysertacji habilitacyjnej, miata do czynienia
z wieloma aspektami chemii spirostandw, a szczeg6lnie z reakcjami izomeryzacji,
przebiegajacej w obecnosci kwasow oraz w warunkach rodnikowych, z wieloma przyktadami
reakcji przegrupowania w omawianych zwigzkach oraz syntezg sapogenin Spirostanowych,
zawierajagcych pierscien F, przypominajacy czasteczke cukru. Wiele z przedstawionych
powyzej reakcji opisanych jest w artykule przegladowym H6. Omowione w dysertacji
badania, przeprowadzane byly w Uniwersytecie w Biatymstoku, w Zaktadzie Chemii
Produktow Naturalnych, pod przewodnictwem prof. Jacka W. Morzyckiego, ktéremu

Autorka pragnie podzigkowac.

I. SYNTEZA SAPOGENIN SPIROSTANOWYCH, ZAWIERAJACYCH W SWOJEJ
STRUKTURZE PIERSCIEN CUKROWY

Jedng z najsilniej aktywnych saponin jest saponina cholestanowa OSW-1, ktora
zostala wyizolowana z rosliny afrykanskiej Ornithogalum saundersiae [8,20]. Budowa
saponiny OSW-1 jest $ci$le zwigzana z saponinami furostanowymi, zawiera ona grupe
karbonylowg w C22 oraz tancuch cukrowy przy C16. W wyniku hydrolizy OSW-1 powstaje

aglikon furostanowy. Wlasciwosci cytotoksyczne saponiny OSW-1, zaleza zaréwno od
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steroidowego aglikonu, jaki 1 od czesci cukrowej. Chociaz, nie jest jak dotad poznana rola
glikonu, mozna jednak stwierdzi¢, ze czg$¢ cukrowa zmniejsza charakter hydrofobowy
czasteczki saponiny i poprawia jej biodostgpnosc.

Pierscien F w spirostanach przypomina w pewnym stopniu pier§cien piranozowy
weglowodanow. To podobienstwo, bedzie nawet wigksze, jezeli wprowadzi si¢ w pozycje
C23, C24 oraz C25, dodatkowe grupy hydroksylowe. Taka czasteczka bedzie jednoczes$nie O-
glikozydem, jak i C-glikozydem. Pierwsza synteza tego typu zwiazkoéw (nazwanych przeze
mnie ,,glikospirostanami”), jak i badania ich cytotoksycznos$ci, sg omowione ponizej [H3].

Na Schemacie 2 przedstawiona jest synteza glikospirostanu5b.

NaBH4/CeCI3

2,

Schemat 2

Substratem do syntezy glikospirostanu 5, byt octan 23-oksotigogeniny (1), otrzymany
z dostegpnej handlowo, naturalnie wystepujacej tigogeniny. Dehydrogenacja byta
przeprowadzana przy uzyciu diselenku difenylu, jako katalizatora oraz jodoksybenzenu, jako
czynnika utleniajagcego [21]. W zwiazku z tym, iz octan 23-oksotigogeniny moze ulegac
reakcjom przegrupowania [22], struktura otrzymanego produktu 2, musiata by¢ potwierdzona
przy pomocy rentgenografii strukturalnej. Do wysoce stereoselktywnej redukcji o,f3-
nienasyconego ketonu 2 zostal wykorzystany odczynnik Luche’a (NaBH4/CeCl3s) [23].
Otrzymany, w wyniku redukcji alkohol allilowy 4a, byl nastepnie utleniany przy uzyciu
stechiometrycznej ilo$ci czterotlenku osmu. Reakcja przebiegata stereoselektywnie, dajac
w efekcie jeden produkt z wydajnoscia 63%. Konfiguracja grup hydroksylowych w zwiazku
5a byta potwierdzona przy wykorzystaniu spektroskopii *H NMR.
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Do syntezy izomerycznego glikospirostanu8b, substratem byt rowniez octan 23-
oksotigogeniny (1), ktory w pierwszej kolejno$ci zostal przeksztalcony w octan (25R)-5a-
spirost-23-en-3p-ol (6) poprzez zastosowanie procedury Shapiro [24]. p-Tosylohydrazon
otrzymany z 1, w wyniku reakcji z wodorkiem litu, we wrzacym toluenie, dat olefing 6

z wydajnoscig 39% (Schemat 3).

1. TSNHNH2
2. reakcja Shapiro

Schemat 3

Hydroksylowanie allilowe zwigzku 6 za pomoca SeO;, pozwolito uzyskaé czysty
produkt 7 z bardzo dobra wydajnoscig (87%). Reakcja byla wysoce streoselektywna —
wprowadzona zostala grupa hydroksylowa w pozycje C25 od strony B, tzn. Ze otrzymano
konfiguracje 25S w powstatym zwigzku 7.

Prawdopodobny mechanizm oméwionej powyzej reakcji hydroksylowania allilowego,
przedstawiono na Schemacie 4. Mozliwe, ze SeO, atakuje na C23 czagsteczke spirostanu
z mniej zattoczonej strony, a nastgpnie w wyniku przegrupowania sigmatropowego grupa OH

wprowadzona zostaje w aksjalng pozycje allilowa.

OH

HO é O H
—Se=
u H

|
HO-Se—OH
Y

Schemat 4

Ostatni etap syntezy glikospirostanu 8, polegal na wprowadzeniu dodatkowych grup
hydroksylowych do wigzania podwdjnego w alkoholu allilowym 7 poprzez utlenienie OsOy,
jak to bylo opisane w przypadku zwigzku 4a. | tak, jak w poprzednim przypadku, proces

dihyroksylacji byt wysoce stereoselektywny i powstawal tylko jeden produkt z wszystkimi
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grupami hydroksylowymi od B-strony pierscienia F w spirostanie (8b). Powodem tego jest
najprawdopodobniej fakt, iz zatloczenie steryczne pochodzace od grupy OH z pozycji C25,
nie jest az tak istotne, jak wptyw, wywierany przez wigzanie aksjalne pomigdzy C22 i O16.
Struktura zwigzku 8b zostala potwierdzona przez analiz¢ rentgenograficzng, co przedstawia

Rysunek 6.

Rysunek 6. Struktura (23R,24S,25R)-5a-spirostano-34,23,24,25-triolu (8b).

Podsumowujac, mozna stwierdzi¢, iz otrzymane zostaly po raz pierwszy, dwa
glikospirostany5b i 8b, ktore sa epimeryczne w pozycji C23. Zwigzki te, bedace jednoczesnie
O-glikozydami i  C-glikozydami, sg  krystalicznymi, stabo  rozpuszczalnymi
w rozpuszczalnikach organicznych, relatywnie stabilnymi substancjami.

Oba glikospirostany5b i 8b, byly testowane na cytotoksyczno$¢ w stosunku do
rakotworczych linii komorkowych. Niestety, obie substancje okazalty si¢ nieaktywne

W stezeniu ponizej SO0umol/l.

Il. REAKCJE PRZEGRUPOWANIA
IL.I Przegrupowania niesfunkcjonalizowanych spirostanow w pierscieniu F

Opisana powyze] synteza glikospirostanow oraz problem zwigzany z otrzymaniem
a,B-nienasyconego ketonu w pierscieniu F, pokazaly nieoczekiwanie nowy kierunek badan
w przypadku sapogenin spirostanowych. Badania reakcji z bezwodnikiem kwasu
benzenoseleninowego (BSA), prowadzilam w celu uzyskania pochodnych spirostanow
z wigzaniem podwojnym w pierscieniu F [H5].

Na poczatku tego projektu, sprawdzono, czy spirostany sg odporne na dziatanie kwasu
jodoksybenzoesowego (IBX) oraz jodoksybenzenu (stwierdzono, iz reakcja nie zachodzi).
Jakkolwiek nie zaobserwowano rowniez utleniania octanu tigogeniny z BSA w obecnosci
katalizatora kwasowego (proces prowadzono we wrzacym benzenie, toluenie lub

chlorobenzenie). Natomiast reakcja z BSA w obecnosci kwasu p-toluenosulfonowego (p-
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TsOH), prowadzita do skomplikowanej mieszaniny produktéw, jednakze zaden z nich nie
okazal si¢ pozadang 23(24)-nienasycong pochodng. Natomiast, kiedy reakcja byla
prowadzona metoda katalityczng [21], z niewielka iloscia BSA 1 jodoksybenzenu, jako
utleniacza stechiometrycznego we wrzacym toluenie bez dodatku p-TsOH, zachodzila reakcja
dehydrogenacji do octanu 23-dehydrotigogeniny (9), niestety z bardzo niskg wydajnoscia
(7.5%). Takie same rezultaty uzyskano, gdy uzyto katalitycznych ilosci diselenku difenylu,
zamiast BSA. Wyniki przedstawiono na Schemacie 5.

(Phse)z, Ph|02

PhCHg3, wrzenie, 3h ”m.,\%‘ﬂ
9 (7.5%)

AcO

T

octan tigogeniny

(PhSe)2, Phl02

PhCHj3, wrzenie, 3h %\1%"».

octan smilageniny 10 (10%)

AcO"

(Phse)z, Ph|02

> Brak olefiny
PhCHj3, wrzenie, 24h

AcO .
H octan sarsasapogeniny

Schemat 5

Przeprowadzono réwniez badania sapogenin spirostanowych z BSA w obecnosci
silnych kwasow Lewisa, w temperaturze pokojowej. Reakcja niesfunkcjonalizowanych
w pierScieniu F sapogenin z BSA/BF3Et,0, data w efekcie trzy produkty, uzyskane
z porownywalng wydajnoscig: 23-fenyloselenek 11, 23-oksospirostan 12 oraz jego izomer,
22-0kso-23-spirozwiazek 13 (Schemat 6).
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BSA, BF,E,0 o SePh

toluen, rt, 1 h “
AcO B o "] 11 (30%)
H  octan tigogeniny

%”‘%. 12 (31%) “ 13 (25%)

Schemat 6

22-0Oks0-23-spirozwigzek 13 otrzymany zostal, jako rezultat przegrupowania
katalizowanego kwasem Lewisa. Czg¢éciowa izomeryzacja ketonu 12 do 13, zachodzaca pod
wptywem BF3Et;O jest reakcja znang, chociaz opisany wcze$niej proces wymaga
zastosowania drastycznych warunkoéw (wrzenie w THF, 7 dni) [25].

Prawdopodobny mechanizm reakcji [4,5]-spiroketali z BSA w obecnosci kwasu
Lewisa, zostat przedstawiony na Schemacie 7. W pierwszym momencie nast¢puje otwarcie
pierscienia F, prowadzace do utworzenia stabilizowanego jonu karboksoniowego, o czym
wspomniano wczesniej (Schemat 1). Rozsadne wydaje si¢ rowniez postulowanie, iz w tych
warunkach reakcji, szybciej nastepuje enolizacja utworzonego wczesniej selenotlenku, niz
syn-eliminacja. W wyniku migracji grupy hydroksylowej od atomu selenu do C23, a
nastepnie eliminacji  benzenoselenolu, powstaje 23-keton 12. Utworzony Kkation
fenyloseleniowy, moze rowniez ulega¢ przegrupowaniu do bardziej stabilnego

termodynamicznie izomerycznego uktadu spiro, przed hydroliza do ketonu [26].
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AcO

Schemat 7

Interesujace, ze reakcja spirostanow z BSA w obecnosci TiCly, daje jedynie produkty

halogenowania 14-16, jak to pokazano na Schemacie 8.

BSA, TiCl,
toluen, rt, 1 dzien

AcO
14 (25%)

Cl
)

~

15 (20%) 16 (42%)

Schemat 8
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Okazuje si¢, ze BSA jest bardzo silnym utleniaczem w $rodowisku kwasnym.
Najwyrazniej, odczynnik ten utlenia jon chlorkowy do reaktywnej formy chloru, z ktora
reaguje powstaly podczas reakcji z czterochlorkiem tytanu eter enolu. Przypuszczalny

mechanizm reakcji halogenowania przedstawiono na Schemacie 9.

OTiCly

OTiCl3

Schemat 9

I1.11 Przegrupowania 23-oksosapogenin spirostanowych

Reakcja Baeyera-Villigera jest uzytecznym narzedziem syntetycznym  do
otrzymywania estrow 1 laktondw z ketondw, przez ,,wstawienie” atomu tlenu. Podczas tej
reakcji, ketony traktowane sg peroksykwasami, takimi jak kwas peroksybenzoesowy, czy
peroksyoctowy lub tez innymi peroksy-reagentami w obecnos$ci katalizatorow o charakterze
kwasnym [27].

Opisane w literaturze niestandardowe przegrupowanie Beckmanna, zaobserwowane
w uktadzie 23-hydroksyiminospirostanéw [28], sktonito mnie do przeprowadzenia reakcji
zaprezentowanej ponizej. Przedstawiona reakcja Beckmanna prowadzita do degradacji uktadu
spiroketalowgo.

W moim projekcie, octan 23-oksosarsasapogeniny zostal poddany reakcji z kwasem
m-chloroperoksybenzoesowym (MCPBA) [H1]. Reakcja zachodzita bardzo powoli
w temperaturze pokojowej, podczas gdy we wrzacym chlorku metylenu z dwoma
ekwiwalentami MCPBA, nastgpita catkowita konwersja substratu. Tworzyly si¢ w wyniku
tego procesu dwa glowne produkty: weglan 17 oraz lakton 18 (Schemat 10). Natomiast, nie

otrzymano oczekiwanego orto-estru 19 (Schemat 11).

Strona | 12



Procedura habilitacyjna
Zatacznik 3A
Izabella Jastrzgbska

0
o
(@]
AcO 17 (32%)
MCPBA H
CH2C|2 + /’. O
wrzenie, 24 h
AcO )
H
AcO 18 (13%)
Schemat 10 H

Mozna zatozyé, ze zwiazek tego typu natychmiast po utworzeniu, ulega fragmentacji
do laktonu 18 oraz 3-metylobutyrolaktonu. Prawdopodobny mechanizm tego procesu

przedstawia Schemat 11.

MCPBA O o)
19
/ \ - 3-metylbutyrolacton

“ 0 Ar .
o ox '
0]
. »0
st 17 ;' OJW 18
E /I\'if o /
HOOC

Warto nadmieni¢, iz stosunek powstatych produktow 17 i 18 w reakcji Baeyera-

o

Schemat 11

Villigera, bardzo zalezy od warunkow. Okazuje si¢, ze powolny (wielotygodniowy) proces,
przeprowadzony w temperaturze pokojowej, dawal w duzej przewadze lakton 18 [29].

Stosunkowo niedawno ukazata si¢ praca, dotyczaca reakcji Beyera-Villigera,
przeprowadzona dodatkowo w obecnosci kwasu Lewisa (BF Et,O) [30]. W tych warunkach
23-oksospirostany (i w serii 25S 1 25R), zostaly przeksztalcone w laktony (takie jak 18)
Z bardzo dobra wydajnoscia.
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W zwigzku z tym, ze przebieg reakcji 23-ketondw z kwasami Lewisa bardzo zalezy od
warunkow reakcji, postanowitam zbadaé reakcje sapogenin spirostanowych katalizowanych
przez tryflat trimetylosililowy (TMSOTY) w réznorodnych rozpuszczalnikach.

Przegrupowanie bylo obserwowane wowczas, gdy 23-okospirostany traktowane byty
TMSOTTf w niepolarnych rozpuszczalnikach (chlorek metylenu lub benzen) [H4]. Gléwnymi
produktami, ktore si¢ tworzyty, bylty tzw. bisfurany (21a, 21b lub 21c), jak dotad nieopisane
w literaturze. Zwiazki te, uzyskane w reakcji z tryflatem, powstaly w wyniku reakcji
przegrupowania i eliminacji. Ponadto, w procesie powstaty 22-0kso-23-spiropochodne 22,
Ztym, ze ze znacznie mniejsza wydajnoscig. Natomiast reakcja 23-ketonow z TMSOTS
w THF, nieoczekiwanie data w efekcie laktony 23 z dobrag wydajnoscia (Schemat 12).
Reakcja ta, moze mie¢ zastosowanie syntetyczne. Podobne laktony, wyizolowano z lisci,

ziaren oraz innych czgsci roslin z gatunku Solanaceae. [31,32].

0]
% 0
21a (42%, 40% w benzenie)

b (34%)
¢ (40%)

TMSOTf

CH,Cl, +
ACO lub benzen
20a (5a-H, Y= H,; 23-oksotigogenina) —
b ( A%, Y = H,; 23-oksodiosgenina) .
¢ (5a-H, Y = O, 23-oksohekogenina) %
22a (10%; 15% w benzenie)
TMSOTF b (24%)
¢ (11%)

y (0]
23a (61%)
0] b (53%)
c (56%)

Prawdopodobny mechanizm reakcji przedstawia Schemat 13.

Schemat 12

Strona | 14



Procedura habilitacyjna
Zatacznik 3A
Izabella Jastrzgbska

OTMS

-TMS-OH
-

_=O

TMSOTf
e

Tfogg\
TMSOTf =0

T™S I~

Schemat 13

1111 Przegrupowanie 23,24-epoksysapogenin spirostanowych

Przegrupowania w sapogenianach spirostanowych wobec kwaséw Lewisa, mozna
byto réowniez oczekiwaé w przypadku 23,24-epoksypochodnych [H4]. Epoksydy zostaty
otrzymane z olefiny 9, ktora powstata z octanu 23-oksotigogeniny (20a), w wyniku reakcji
Shapiro 23-tosylohydrazonu, jak to bylo opisane wcze$niej [H3]. Epoksydacja wobec
MCPBA, data mieszaning a- i B-epoksydow (24 i 25) w stosunku 2 : 3 (Schemat 14).
Epoksydy zostaly rozdzielone, a nastgpnie poddane reakcjom z kwasami Lewisa, w réznych
warunkach. Konfiguracja uzyskanych epoksydow, byta wydedukowana z widm *H NMR i

potwierdzona analizg rentgenograficzng jednego z nich.
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Schemat 14

Reakcje izomerycznych 23,24-epoksyspirostanéw (24 i 25) z kwasami Lewisa, tak jak
przewidywano, skutkowaly reakcjami przegrupowania. W wyniku reakcji a-epoksydu 24
z BFEt,0 w chlorku metylenu, tworzyt si¢ bisfuran 21a, podczas gdy reakcja z chlorkiem
tytanu, data w efekcie 23-oksozwigzek 20a (temp. pokojowa, 6 godzin) lub chlorohydryne 26

(wrzenie, 24 godziny), jak to przedstawia Schemat 15.

O O il
=~ =
5 eq BF3Et,0 o
t, 24h 21a (50%)
AcO G 2.5 eq of TiCl,
1eq TiCly r,6h
wrzenie, 24 h

26 (93%)

20a (21%)
Schemat 15

B-Epoksyd 25 okazat si¢ bardziej reaktywny, w porownaniu do a-izomeru. W wyniku
reakcji B-epoksydu 25 z BFEt;O w chlorku metylenu tworzyt si¢, jako glowny produkt
diol 27, a ponadto powstawaty: octan 23-oksotigogeniny (20a) i jego izomer 22a. Natomiast
reakcja epoksydu 25 z TiCly, data dwie izomeryczne chlorhydryny 28 i 29 (Schemat 16).
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5 eq of BF3'Et,0 %
_—

rt, 30 min.
AcO

I|-.

1eqof TiCly
rt, 2h

22a (9%)

0
+
Cl gt;é/ + 20a (5%)
28 (27%) 29 (16%)

Struktury chlorohydryn 26 i 28 oraz diolu 27 byly potwierdzone za pomocg

Schemat 16

rentgenografii strukturalnej.

I1l. REAKCJE IZOMERYZACJI
IIL.I Izomeryzacja sapogenin w Srodowisku kwasnym

Dobrze znanym faktem jest, iz w srodowisku kwasnym nastgpuje izomeryzacja sapogenin
spirostanowych o konfiguracji 25S do 25R sapogenin. Chociaz obserwacje dotyczace
izomeryzacji w ukladach spirostanowych, poczatkowo btednie tlumaczono, jako
przeksztatcenie normalnego typu spirostanu w izo-spirostan [33a-b]. Mechanizm konwersji
sapogenin spirostanowych o konfiguracji 25S do 25R sapogenin zostal wyjasniony, jako

reakcja utleniania — redukcji, co pokazuje Schemat 17 [34].

. 0-2R
22
§ o

Schemat 17
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Po zachecajacych rezultatach zwigzanych z zaobserwowang niestandardowg reakcja
Baeyera-Villigera w przypadku 23-oksospirostanoli [H1], interesujagce wydawato sie¢
sprawdzenie wpltywu MCPBA na sapogeniny spirostanowe niesfunkcjonalizowane
W pierscieniu F.

Reakcja sarsasapogeniny i tigogeniny z MCPBA wobec TMSOTT zostata opisana
[H2]. Proces prowadzono w chlorku metylenu w temperaturze pokojowej przez 4 dni. W tych
warunkach, nastepowala izomeryzacja na C25 w przypadku sarsasapogeniny oraz tworzenie
si¢ laktonu 30 o zmienionej konfiguracji 20R (20 epi-zwiazek), w stosunku do substratu
(20S). Wyniki omoéwionej reakcji przedstawia Schemat 18. Przyklady syntezy 20 epi-
sapogenin byly opisywane rowniez w innych artykutach [35c].

25

HO
MCPBA
TMSOTf

—_—

rt, 4 dni

sarsasapogenina
HO Pog

HO 30 (13%)

Schemat 18

Natomiast reakcja tigogeniny w tych warunkach data jedynie 20 epiCoy,-lakton wraz

z nieprzereagowanym substratem.

Uzyskane rezultaty moga by¢ latwo wytlumaczone na gruncie mechaniki
molekularnej, poniewaz w trakcie reakcji, moze nastapi¢ odwrdcenie konfiguracji na trzech
centrach stereogenicznych (na C20, C22 i C25). Obliczenia mechaniki molekularnej (MM+)
pokazuja, ze sapogeniny normalnego typu (20S) maja nizszg energi¢ steryczng, w poréwnaniu
z ich epimerami ma C20. Ponadto obliczenia MM+, wyjasniaja tatwos$¢ konwersji
sarsasapogeniny (25S) do smilageniny (25R) oraz brak takiej izomeryzacji w przypadku
tigogeniny. Inwersja na C20 w laktonie 30 jest konsekwencjg specyficznego przebiegu

degradacji uktadu spirostanowego, jak to opisano w H2.

Tabela 1 Obliczone energie steryczne dla 5a- 1 5p-laktonow oraz  5B-
spirostanow(HyperChem™, 3edycjaHypercube, Inc.)

Zwiazek Energia steryczna (kcal/mol)
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20S-5a-lakton 39.77
20R-5a.- lakton 42.31
20S-5p- lakton 41.05
20R-5p3- lakton 43.60
20S,22R,25R-spirostan (smilagenina) 57.54
20S,22R,25S-spirostan (sarsasapogenina) 58.64
20S,22S,25S-spirostan 60.46
208S,22S,25R-spirostan 61.71
20R,22R,25R-spirostan 62.18
20R,22R,25S-spirostan 63.43
20R,22S,25R-spirostan 62.58
20R,22S,25S-spirostan 61.48

I11.11 1zomeryzacja rodnikowa

Zadna ze znanych metod izomeryzacji nie pozwala na zmiane konfiguracji na weglu
spiro (C22), bez zmiany na innych centrach stereogenicznych ukladu spiroketalowego.
Wydaje sie, ze nie istnieja w naturze 22-izomeryczne sapogeniny, chociaz jest kilka doniesien
o izolacji takich substancji. Przyktadem tego typu zwiazku jest cefalostatyna 16 [36], z tym,
ze zaproponowana struktura zostala p6zniej zakwestionowana [37].

Problem z synteza 22-izomerycznych spirostandOw, zwigzany jest z ich niestabilnoscig
termodynamiczng. Jest to jednakze, wyzwanie dla chemikow syntetykow, zwlaszcza, ze te
wysoko energetyczne stereoizomery, czg¢sto charakteryzuja si¢ duza aktywnoscia biologiczng
[38].

Moja ciekawos¢ rozbudzita reakcji Ciamiciana [39] i to ona byta dla mnie inspiracja
do przeprowadzenia fotochemicznej reakcji izomeryzacji spirostanéw z grupa karbonylowa
przy C23 [H7].

Ketony 20a,20b i 20d (Schemat 19) byly otrzymane z naturalnie wystepujacych
sapogenin, odpowiednio: diosgeniny, tigogeniny oraz sarsasapogeniny. Sapogeniny bedace
substratami do reakcji, posiadaja konfiguracje R na weglu spiro (C22). Wprowadzenie grupy
karbonylowej w pozycje C23, formalnie odwraca konfiguracjc na C22, zgodnie
z pierwszenstwem podstawnikéw (C23 staje si¢ wazniejsze od C20). Sapogeniny zostaty
utlenione do ich 23-oksopochodnych zgodnie z procedurg Bartona [17b] ulepszong przez

Iglesiasa-Arteage [40]. Naswietlanie lampg UV 23-ketonéw 20 prowadzone byto w uktadzie
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acetonitryl - chlorek metylenu w obecnosci trietyloaminy w temperaturze pokojowej od
jednej do dwoch godzin. W tych warunkach zachodzit powolny proces izomeryzacji na weglu
spiro (C22) do bardziej polarnych produktow 31, 32 i 33. Jednakze rownowaga
fotochemiczna nie moze by¢ osiaggnigta, ze wzgledu na stopniowe tworzenie si¢ podczas
naswietlania bardzo polarnych produktow reakcji nastepczych. Z tego powodu proces
naswietlania przerywany byl przy niepelnej konwersji. Z mieszaniny reakcyjnej wydzielone

zostaly znaczace iloSci substratow 20a, 20b i 20d (odpowiednio: 40%, 60% i 44%).

N
0 PR
. 0

0]
hn, E;N,
CH4CN/CH,Cl,
—»
AcO 20a 50-H AcO 31 5a-H (30%)
b A® 32 A5 (20%)
(0]
r—-0
0]
hn, E;N,
CH4CN/CH,Cl,
—_ 7 e
AcO AcO 33 (20%)

Schemat 19

Udowodniono za pomoca MS-ESI, Ze produkty 31-33 sa izomerami substratow. Na
Rysunku 7 pokazano charakterystyczne dla spirostanéw zakresy w 'H NMR, w celu

przedstawienia roznic pomig¢dzy substancjami wyjsciowymi oraz otrzymanymi produktami.

Strona | 20



Procedura habilitacyjna
Zatacznik 3A
Izabella Jastrzgbska

S %~ 0
OO OO
26-H
Aco” 206 son A0 20d  2H
3-H, 16-H 16-H
’ 26-H m
‘ : ; r T ; ' r . - -
4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 ppm 4.6 4.4 4.2

T T
4.6 4.4

PO

H
T
4.0

T T T
3.8 3.6 3.4 ppm

% yR

-0 1 o
26-H, 26-H
16H, 260 32 a0~ 33
26-H
3-H
3 J L A, Jt s
r T T T T T T

4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6

T 1T T T T T T T T
3.4  ppm 4.6 4.4 4.2 9.0 3.8 3.6 3.4 ppm

Rysunek 7 Wybrane sygnaty "H NMR substratéw (20b, 20d) oraz produktow (32, 33)

Przedstawione powyzej stale sprzezenia protonow 26-H jednoznacznie wskazuja
potozenie (aksjalne lub ekwatorialne) grupy metylowej przy C25. Oczywistym jest fakt, Zze
podczas reakcji fotochemicznej, nietknigta pozostaje konfiguracja na tym centrum
stereogenicznym. Zakladajac, Zze izomeryzacja zachodzi na weglu spiro (C22) i dominuje
forma krzestowa pierscienia F, grupa metylowa przy C25, musi by¢ aksjalna w produkcie 32,
inaczej niz ma to miejsce w substracie, czyli octanie 23-oksodiosgeniny (20b). Analogicznie,
co byto oczekiwane, grupa metylowa C25 w zwigzku 33 musi by¢ ekwatorialna, przeciwnie
niz W substancjiwyjsciowej — octanie 23-oksosarsasapogeniny (20d), gdzie grupa metylowa
przy C25 jest w potozeniu aksjalnym. Powyzsze przypuszczenia zostaty potwierdzone przez
analize sygnatow 26-H [41].

Strukture zwigzku 31, otrzymanego w wyniku naswietlania octanu 23-oksotigogeniny
(20a) potwierdzono poprzez rentgenografi¢ strukturalng (Rysunek 8). Inwersja konfiguracji

na C22 (wegiel spiro) podczas rekcji fotochemicznej zostata udowodniona.

Strona | 21



Procedura habilitacyjna
Zatacznik 3A

Izabella Jastrzgbska

Rysunek 8

Dodatkowego, mocnego potwierdzenia cech strukturalnych w spirosapogeninach,
dyskutowanych powyzej dostarczaja widma eksperymentalne oraz teoretyczne dichroizmu
kotowego (CD). Poniewaz spektroskopia CD jest bardzo wrazliwa na mate zmiany geometrii
oraz strukture elektronowa badanych czasteczek, poréwnanie eksperymentalnych oraz
teoretycznych widm CD, pozwolito wyciggna¢ ostateczne wnioski strukturalne (Rysunek 9).
Uzytecznos¢ takiej kombinacji eksperymentalnych i teoretycznych metod chiralooptycznych
do ustalenia konfiguracji na centrach stereogenicznych chiralnych czasteczek organicznych

bylta juz wielokrotnie wykazana [42].

4
—20a
—20d
—31
2 —33
IE q A
‘_O
R
o V
©
P
< £9:]
-4 4
T T T T T T T v T T T
200 240 280 320 360 400

A/ nm

Rysunek 9. Widma ECD zwiazkéw 20a (czarny), 20d (czerwony), 31 (niebieski) and 33
(zielony) mierzone w CH3CN.
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Utworzenie produktéw izomeryzacji fotochemicznej 23-oksosapogenin moze byc¢
wyjasnione poprzez a-rozpad wigzania C22-C23 (Norrish typ 1) [43]. Prawdopodobny
mechanizm izomeryzacji fotochemicznej 23-oksospirostanoli przedstawia Schemat 20.

-

~ 0
v K
3 . 6 .
.S 3 rah 20a,b
O ’ /ﬁ\ ‘ or
, W\ hv giggo ] : c<
% 20a,b CH3cEr}13/g}—|ZCIZ % ‘ ; .-‘\Xﬁ
A — %j:g
g 31,32

Pod wplywem promieniowania, 23-ketony w poczatkowej fazie tworzg intermediat A,

Schemat 20

jako efekt a-rozpadu. Rodnik na C22 powstawal réwniez podczas badan procesow
fotochemicznych w uktadach 23-hydroksysapogenin steroidowych [44]. Tego typu rodniki sg
trwate dzigki efektowi stabilizujagcemu sgsiadujacych atoméw tlenu. W zwiazku z tym, iz
rodnik na C22 jest plaski, rekonstrukcja wigzania C22-C23 poprzez rekombinacj¢ rodnikow
moze nastgpi¢ z obu stron, dajac w efekcie wyjsciowy keton 20 lub jego izomer na atomie
spiro (C22), czyli zwigzek 31-33.

Moim celem byto uzyskanie niesfunkcjonalizowanej sapogeniny [4,5]-Spirostanowe;j.
W zwiazku z tym, w nastepnej kolejnosci postanowilam usunaé grupe karbonylowa w 23-
okso-22-izodiosgeninie 32 tak, aby zostata zachowana konfiguracja na atomie wegla spiro. Ze
wzgledu na fakt, iz reakcja Wolffa-Kishnera nie zachodzita w tym uktadzie z powodu
zattoczenia sterycznego wokot grupy karbonylowej przy C23 (nie tworzyl si¢ hydrazon),
zwigzek 32 zostal zredukowany za pomocg borowodorku sodu do mieszaniny epimerycznych
23-alkoholi 34, ktore tworzyly sigw porownywalnej ilosci. Stosunkowo wysoka zawarto$¢
w mieszaninie aksjalnego alkoholu, wynika z lepszego dostgpu wodorku do grupy
karbonylowej od strony przeciwnej do aksjalnie usytuowanej grupy metylowej C25.
Z przeciwnej strony, dostep reagenta jest utrudniony przez grupe metylowg przy C20 [45].
Mieszanina alkoholi byla w dalszej kolejnosci przeksztalcona w mesylany, a nastepnie
przeprowadzono redukcje LiAlH4;. W efekcie powstata trudna do rozdzialu mieszanina
produktow deoksygenacji. Najprawdopodobniej jednak, zaszly reakcje przegrupowania
podczas redukcji wodorkiem, jak to bylo we wczesniej badanym przypadku 23-mesylanow

w normalnym typie spirostanow [46].
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Ostatecznie, mieszaning alkoholi poddano reakcji deoksygenacji Bartona-
McCombiego [47,48]. Na poczatku, utworzono ksantogenian 35, jakkolwiek z niskg
wydajnoscig. Interesujgce, ze tworzy si¢ tylko jeden epimer (23R) ksantogenianu 35.
Potwierdzeniem tego faktu jest duza stata sprzgzenia 23-H (J = 10.6 i 5.4 Hz).
Przypuszczalnie alkohol aksjalny nie daje odpowiedniego ksantogenianu z powodu zawady
przestrzennej. Redukcyjne usunigcie grupy ditiokarbonylowej ze zwigzku 35 zachodzi
stosunkowo tatwo z BusSnH w toluenie, dajac jako produkt pozadang 22-izodiosgening (36).

Opisane powyzej reakcje przedstawiono na Schemacie 21.

'e) HO
§ \\j ’ i\j
r—~—-0 -0
O o]
NaBH,
AcO AcO
32 34

MeS

O
1 NaH imidazol Bugan
2.Ccs, Mel CS,, Mel toluen wrzenie
36

Schemat 21

Struktura otrzymanej izosapogeniny zostata jednoznacznie potwierdzona przez H
NMR oraz analiz¢ CD.

Udowodniono, ze 22-iz0-23-oksozwiazki sa relatywnie stabilne w postaci statej,
natomiast w roztworze, szczegdlnie w srodowisku kwasnym, nastepuje ich izomeryzacja do
ketonéw o naturalnej konfiguracji na C22. Natomiast w przypadku 22-izodiosgeniny,
izomeryzacja do naturalnej sapogeniny, zachodzila nawet szybciej. Obserwacja ta moze
wyjasni¢, dlaczego zwiagzki wyizolowane ze Zrodet naturalnych maja zawsze konfiguracj¢ na

C22, charakterystyczng dla bardziej stabilnych izomerow.

Podsumowanie
W pracy przedstawitam kilka nowych reakcji, dotyczacych chemii sapogenin [4,5]-
spirostanowych.

Najbardziej wartosciowymi dokonaniami s3:
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® gsynteza “glikospirostandow”, sapogenin spirostanowych z pierscieniem F podobnym do
strukturalnie do czasteczki cukru, ktore byly testowane na aktywnos$¢ cytotoksyczng
w stosunku do wielu komorek rakowych;

® zbadanie izomeryzacji sfunkcjonalizowanych (23-oksozwigzki) i niesfunkcjonalizowanych
sapogenin w pierscieniu F, ktére byly przeprowadzone odpowiednio, w warunkach
rodnikowych i wobec kwasu Lewisa;

® odkrycie nietypowej reakcji spirostandow z bezwodnikiem benzenoseleninowym (BSA);

® zbadanie wielu przyktadoéw reakcji przegrupowania w ukladzie spirostanowym, takie jak
niestandardowa reakcja Baeyera-Villigera, czy process z TMSOTf w rdéznych
rozpuszczalnikach;

Zainteresowanie chemig spirostandw wzrosto w ciagu ostatnich lat, gtéwnie dzigki
odkryciu cefalostatyn oraz ritterazyn, ktore wykazujg bardzo silne dziatanie przeciwrakowe.
Zakres badan oraz syntez przeprowadzonych przeze mnie, przyczynity sie, w pewnym
stopniu, do dalszego poznania tych interesujacych zwigzkéw. Mysle jednak, ze otrzymane

wyniki wykazaly, ze warto kontynuowac ten kierunek badan.

5. Omowienie pozostatych (P) osiggni¢¢ naukowo - badawczych (artystycznych).

Lista publikacji:

P1. J. W. Morzycki, A. Gryszkiewicz, 1. Jastrzebska, Some reactions of 160,17a-0xido-
steroids: a study related to the synthesis of the potent anti-tumor saponin OSW-1 aglycone,
Tetrahedron Letters 41, 3751-3754 (2000); IF 2.617

P2. J. W. Morzycki, A. Gryszkiewicz, 1. Jastrzebska, Neighboring group participation in
epoxide ring cleavage in reactions of some 160,17a-oxidosteroids with lithium
hydroperoxide, Tetrahedron 57, 2185-2193 (2001); IF 2.276

P3. J. W. Morzycki, 1. Jastrzebska, Novel transformation of 23-bromosapogenins. Synthesis
of (22S,23R)-22-hydroxy-23,26-epoxyfurostanes, TetrahedronLetters 42, 5989-5991 (2001);
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Inne osiggni¢cia mozna podzieli¢ na cztery grupy niezaleznych zagadnien:
a) projekty zwigzane z syntezg czeSci steroidowej saponiny OSW-1 (pozycje: P1-P2, P4 i
P9);

Szczegdlnym problemem syntetycznym w przypadku aglikonu OSW-1 byto uzyskanie
odpowiedniej konfiguracji grup hydroksylowych w pierscieniu D. Opracowana w Naszym
laboratorium metoda, zaktadata uzycie do otwarcia pierscienia 160,17a-epoksydowego
nietoksycznego i niedrogiego odczynnika, jakim jest H,O,/LiOH [49].

b) prace dotyczace rozprawy doktorskiej (pozycje: P3, P5-P8 oraz P10-P12);
¢) projekt odnoszacy si¢ do syntezy potencjalnego neurosteroidu (pozycje: P13-P14);

Synteza analogu cyklopenta[bJantracenu, jako potencjalnego neurosteroidu, zostata
wykonana w ramach stazu podoktorskiego (1.10.2005-30.09.2006). Opracowana przeze mnie
metoda zaktadata wykorzystanie reakcji alkilowania indenonu 37 cis/trans-1,3-dichlorobut-2-

enem [50], produkt 38 tworzyt si¢ z wysoka wydajnoscia (Schemat 22).

OtBu OtBu

H
a
e e | —_—
O&(jj 88% o
H cl 38 H
37 H OH
H OtBu Oﬂjj
b c 40a (73%5|
—_— I + OH
2% o o :
39 H
O H
40b(24%)"

(a) (i) KHMDS, BEtg, (ii) 1,3-dichloro-2-buten, Pd(PPh3),;
(b) ()trifluorooctan rteci (11), nitrometan; (ii) 10% HCI;
(c) 3N HCI, MeOH

Schemat 22

Mieszanina izomeréw 38, byta nastepnie poddawana reakcji z trifluorooctanem rteci,
dajac w efekcie diketon 39 [51]. W wyniku kondensacji aldolowej powstal analog
benz[f]indenu 40a oraz czteropodstawiona olefina 40b. Przedstawiona droga syntezy byta
duzym ulepszeniem, w stosunku do metody poprzednio stosowanej (stara metoda otrzymania
zwigzku 43a 0d 37 obejmowata 7 krokow, nowa za$ tylko 3) [52].

Enon 40a poddany byl nastgpnie sililowaniu. Redukcja z Li/NH3 prowadzita do
potaczenia pierscieni trans w ketonie 42. Powstaty keton alkilowano wedtug opisanej powyzej

metody. Jednakze, podczas gdy rezultatem alkilowania benz[f]indenu byl jeden regio- i
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stereoizomer, w tym przypadku, tworzyta si¢ bardzo trudna do rozdzielenia mieszanina

dwoch regio- i steroizomeroéw 43a i 43b . Omowione reakcje prezentuje Schemat 23.

OTBDMS
/l/ij:jj 100% )ij:jj
40aH
OTBDMS
7% )ij:jj 76% /(jij:jj

43a H

(d) TBDMSCI, imidazol,

DMAP; (e) Li/NH3, THF; (f)

(i) KHMDS, BEts, (ii)1,3- ) )
. O = =

dichlorobut-2-en, Pd(PPh3), . =

MH "

Cl 43b R =TBDMS
Schemat 23
Mieszanina produktéw 43 zostata nastepnie poddana reakcji z trifluorooctanem rteci,

a nastgpnie kondensacji aldolowej (Schemat 24). W wyniku tego procesu powstaly zwigzki

45a i 45b.

H H OH
b
— +
78% e
455 H H

(a) trifluorooctan (1) rteci, nitrometan; (ii) 10% HCI; (b) 3N HCI, MeOH

Schemat 24

Dzigki doktadnej chromatografii kolumnowej i rekrystalizacji uzyskano finalny
cyklopenta[b]antracenon 45a. Struktur¢ otrzymanego analogu potwierdzita rentgenografia
strukturalna (Rysunek 10).
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Rysunek 10
d) opracowanie nowej procedury a-bromowania ketonoéw steroidowych (P15);

Reakcja bromowania w uktadzie spirostanow w klasycznych warunkach (Br;
W AcOH), zachodzi w pierScieniu F na C23 [16]. Powodem tego jest tworzenie si¢ eteru
enolu podatnego na atak elektrofilowy w pozycji o (C23) do wegla spiro (Schemat 1).

Podczas pracy nad projektem zwigzanym z syntezg pochodnych cefalostatyn,
prowadzonym w Naszym laboratorium, bromowanie spirostanéw W pier§cieniu F byto
procesem niemile widzianym. Pozgdanym produktem byl natomiast zwigzek bromowany
W pierscieniu A tak, aby mozna bylo dokona¢ konstrukcji centralnego pierscienia
pirazynowego [53].

Wyzwaniem bylto opracowanie nowej metody bromowania, ktéra bylaby odpowiednia
dla uktadu sapogenin spirostanowych 1 nie zachodzitaby w pierscieniu F.

Opisatam nowa procedure tworzenia o-bromoketonéw wykorzystujac reakcje enolu
trietyloboranu z NBS (Schemat 25). Enolan potasu otrzymano w wyniku reakcji
odpowiedniego ketonu z heksametylodisilazanem potasu (KHMDS). Z kolei trietylboran
potasu zostal utworzony z enolanu potasu w reakcji z trietyloboranem. Generowanie
trietylboranu potasu wymaga niskiej temperatury (-78°C), podczas gdy reakcja powstatego
trietyloboranu z NBS zachodzi w temperaturze pokojowej. Wazne jest rowniez, aby byly
zachowane warunki bezwodne.

Jako zwigzek modelowy do o-bromowania zostal wybrany uklad indanonu [37,
(1S,7aS)-1-tert-butoxy-hexahydro-7a-methyl-1H-inden-5(6H)-one], 5a- i 5B-cholestan-3-on
oraz 5B-epismilagenon. Zbadano rowniez przydatno$¢ omawianej procedury dla innych

substancji.
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OtBu OtBu

B S
55%

~

1
H 47 " 48

o
Schemat 25 a) 1,1 ekwiwalent KHMDS, temperatura pokojowa; b) 1,1 ekwiwalent BEts, -
78°C; c¢) dwa ekwiwalenty NBS, temperatura pokojowa
Metoda a-bromowania, opisana powyzej jest wysoce regioselektywna. Wydajnosé
otrzymanych produktéw jest bardzo dobra [np. 90% w przypadku 5B-smilagenonu (39)].
Ponadto, grupa ochronna tert-butoksylowa toleruje wyzej opisane warunki reakcji.

Prawdopodobny mechanizm reakcji ketonu 37 przedstawiono na Schemacie 26.

(0]
}‘\
N—Br
OtBu 1 KHMDS o C OtBu . OtBu
/s,
2. BEtg :
—_— >
J 3.NBS ) | |
o) : KEt3B-O : o) :
H H H
37 46

Schemat 26
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