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Wstep

Steroidy s3 grupa zwiazkéw naturalnych szeroko wystgpujacych zar6wno w $wiecie roslin, jak
i zwierzat, pelnigcych wazne funkcje w uktadach biologicznych. Od czasu poznania prawidlowej budowy
czasteczek najwazniejszych zwigzkow steroidowych (cholesterolu i kwasu cholowego w latach 20. XX
wieku [W.1]) obserwuje si¢ trwajacy nieprzerwanie do dzi$ intensywny rozwdj tej gatezi chemii organiczne;.
Wplywa na to niewatpliwie fakt, iz zwigzki te wykazuja silne dziatanie fizjologiczne: nalezg do nich tak
aktywne substancje jak hormony pitciowe, kwasy zo6lciowe, hormony kory nadnerczy, witaminy z grupy D,
glikozydy nasercowe i inne. Natomiast ze wzgledu na swoja budowe (sztywna konformacja oraz $cisle
okreslona konfiguracja na poszczegélnych centrach stereogenicznych) steroidy stanowig doskonaty uktad
modelowy, zaréwno w analizie konformacyjnej, jak i badaniach przebiegu stereochemicznego reakcji
chemicznych. Leki steroidowe, (popularnie nazywane sterydami, przez wigkszo$¢ ludzi utozsamiane ze
sterydami anabolicznymi stosowanymi przez sportowcoOw w celu zwigkszenia masy mig$niowej), zarowno
naturalne, jak 1 syntetyczne, stosuje si¢ szeroko w terapii wielu choréb, m. in. alergicznych,
dermatologicznych, endokrynologicznych, uktadu krwionosnego, kostno-szkieletowego, nowotworowych
czy przy przeszczepianiu narzadow.

Tworzenie si¢ dimerdéw steroidowych zaobserwowano po raz pierwszy w trakcie badan
fotochemicznych nad ergosterolem [W.2] oraz w syntezie organicznej jako produktow ubocznych nie-
ktorych reakcji chemicznych [W.1, W.3]. Wkrotce ich obecno$¢ stwierdzono rowniez w naturze [W.4]. Duze
zainteresowanie chemikow na calym Swiecie tego typu strukturami ma bez watpienia zwigzek z tym, iz
dimeryzacja szkieletu steroidowego stwarza caty szereg nowych, czesto unikalnych mozliwosci zastosowan
takich ukladéw w wielu dziedzinach nauki i gospodarki. Dimery steroidowe wykorzystuje si¢ jako detergenty
i ciekle krysztaty [W.5], jako katalizatory w niektorych reakcjach organicznych [W.6] oraz w medycynie
jako nowa linia farmakologicznie aktywnych steroidow [W.7]. Z tego wzgledu opracowanie wydajnych
metod syntezy takich uktadow wydaje si¢ potrzebne i celowe.

W trakcie wykonywania pracy habilitacyjnej autor miat styczno$¢ z réznymi aspektami chemii
steroidow, gtdéwnie z syntezg dimerow steroidowych o réoznorodnej budowie i potencjalnych zastosowaniach,
ale rowniez z elektrochemicznymi metodami utleniania i glikozylacji steroidow oraz otrzymywaniem

azotowych analogow inhibitoréw enzyméw. Badania te przeprowadzone zostaty w Zaktadzie Chemii Produ-
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ktéw Naturalnych Uniwersytetu w Bialymstoku pod kierunkiem prof. dr hab. Jacka W. Morzyckiego,
ktéremu autor pragnie gorgco podzickowaé za pomoc i wsparcie w trakcie przygotowywania niniejszej

rozprawy.

1. Dimery steroidowe w medycynie

Jednym z rezultatéw szeroko zakrojonych poszukiwan preparatow przeciwnowotworowych, prowa-
dzonych w USA od lat 50-tych ubieglego wiceku, bylo odkrycie dwoch rodzin bis-steroidowych pirazyn
0 niezwykle silnych wlasciwosciach cytostatycznych: cefalostatyn, obecnych w ekstraktach z matych (ok. 5
mm) robaczkoéw morskich Cephalodiscus gilchristi, oraz ritterazyn, wystepujacych w ostonicach Ritterella
tokioka [1.1] (Schemat 1).

Ritterazyna A

OH R{=R;=R3=H: Cefalostatyna 1
R; =R, = H; R3 = OH: Cefalostatyna 2
R; = OCHs; R, = H; R3 = OH: Cefalostatyna 10
R;1 = H; R, = OCHgs; R3 = OH: Cefalostatyna 11

Schemat 1.

Obecnie znanych jest ok. 45 przedstawicieli obu grup zwigzkoéw. Cechg wspodlng tych alkaloidow jest
bez watpienia ich budowa steroidowa. Wszystkie cefalostatyny 1 ritterazyny s3 zwigzkami trisdekacykli-
cznymi, w ktorych obie podjednostki steroidowe potaczone sa w pozycji 2,3 pierScieniem pirazynowym.
Wigkszo$¢ z nich to zwiagzki niesymetryczne, roznigce si¢ lewa 1 prawa czescig steroidowa. Wspdlnymi
elementami strukturalnymi sg takze: uktad spirostanowy, wigzanie podwdjne C(14)—C(15) oraz duza liczba
grup hydroksylowych.

Wysoka aktywno$¢ biologiczna omawianych zwigzkéw oraz ograniczona dostgpno$¢ ze zrodet
naturalnych (139 mg cefalostatyny 1 wyodrebniono ze 166 kg mokrej masy organizmow), sktonity chemi-
kow organikéw do podjecia prob ich syntezy. Po raz pierwszy cel ten udato si¢ osiggna¢ zespotowi Fuchsa

w 1998 roku [1.2].



Kluczowym etapem w syntezie tego typu zwigzkow jest konstrukcja centralnego pier§cienia
pirazynowego. Znanych jest wiele réznych metod, prowadzacych do jego otrzymania. Symetryczne bis-
steroidowe pirazyny otrzymywane byly klasyczng metodg kondensacji a-aminoketonow [1.3]. Mieszanina
tworzacych si¢ poczatkowo dihydropirazyn ulega samorzutnemu utlenieniu na powietrzu. Wyjsciowe
a-aminoketony otrzymuje si¢ zazwyczaj w wyniku redukcji 3-ketondw z podstawnikiem zawierajagcym azot
w pozycji 2, np. grupe azydowa lub hydroksyiminowg [1.4].

Zachecajace rezultaty prowadzonych przeze mnie wczesniej badan nad nitrowaniem N-
acetyloenamin, w tym 3-acetyloamino-5a-cholest-2-enu [1.5], oraz brak doniesien literaturowych na temat
syntezy ukltadoéw pirazynowych z a-nitroketonow, skionity mnie do przeprowadzenia eksperymentéw nad
redukcja tych stosunkowo tatwo dostepnych substratow [1.6], czego rezultatem mogtaby by¢ nowa metoda
otrzymywania bis-steroidowych pirazyn. 2-Nitro-5a-cholestan-3-on istnieje w dwoch wzglednie trwatych
formach tautomerycznych. Preferowang jest — tworzaca si¢ w $rodowisku kwasnym badz zasadowym —
forma enolowa 1 z silnym wewnatrzczasteczkowym wigzaniem wodorowym (Schemat 2). Steroidowe 2a-
nitro-3-ketony (np. 2) sa rowniez znane i mozna je otrzymywac z wysokimi wydajnosciami [1.6d]. Redukcji
w roznych warunkach zostaty poddane rézne 2-nitrozwiazki steroidowe, m. in. 2-nitroenol 1 i 2a-nitro-3-ke-
ton 2 (Schemat 2). Bis-cholestanopirazyna 3 utworzyla si¢ z dobrg wydajnoscig w wyniku redukcji zwigzkow
11 2 za pomocg cynku w kwasie octowym. Zastapieniec w pOzniejszych eksperymentach cynku zelazem
spowodowato do$¢ znaczny spadek wydajnosci reakcji (z 51% do 11% w przypadku substratu 1). Poniewaz
w pierwszych probach poddawatem redukcji surowy 2a-nitroketon 2, zawierajacy ok. 14% izomeru 4a,
dodatkowo powstat izomeryczny dimer 4 jako produkt krzyzowej kondensacji przejsciowo tworzacych si¢ 2-

amino- i 4-amino-3-ketonow.

O,N

HO

CgH17

Schemat 2.

Powyzsza dwuetapowa procedura syntezy symetrycznych steroidowych bis-pirazyn z 3-ketonow

wydaje sie by¢ lepsza od znanych dotychczas metod [H.2].



Jak juz wcze$niej wspomniatem, jednymi z najbardziej uzytecznych prekursorow a-aminoketondw sa
a-azydoketony, latwo otrzymywane z odpowiednich a-bromoketonéw. Te ostatnie mogg reagowac bezpo-
srednio z amoniakiem, dajac a-aminoketony i, ostatecznie, pirazyny. Reakcje takie, jak dotad, nie byly
opisane w literaturze. W zwiazku z tym celem kolejnych moich eksperymentéw byto zbadanie mozliwosci
wykorzystania steroidowych a-bromoketonéw w syntezie symetrycznych dimeréw bis-pirazynowych.
Reakcje 2a-bromo-5a-cholestan-3-onu (5) z amoniakiem przeprowadzitem w n-butanolu pod niewielkim
cisnieniem (4-5 atm) gazowego NHj3; w temperaturze pokojowej (Schemat 3). Synteza dobiegla konca po
kilkunastu godzinach, dajac bardzo polarny produkt. Obecno$¢ grupy aminowej potwierdzil pozytywny
wynik testu na alkaloidy z odczynnikiem Dragendorffa. Najprawdopodobniej w reakcji powstata diamina A,
ktora nie moze samorzutnie przeksztalci¢ si¢ w pirazyng. W celu otrzymania dimeru, zwigzek A nalezato
podda¢ czesciowej hydrolizie do 2-amino-3-ketonu lub 3-amino-2-ketonu. Dlatego surowy produkt po
reakcji z amoniakiem gotowatem z dodatkiem wody i1 przy dostepie powietrza przez kolejng dobe.

W rezultacie otrzymatem mieszaning trans- i cis-di(5a-cholestano)pirazyn (3 i 6).

CgH17
H
: N
N
]
i
1. NH3, n-BuOH; 3
2. H,0, powietrze, wrzenie CgH17

CeHi7 - * CgH17

Schemat 3.

Rozpuszczalno$¢ obu dimeréw w rozpuszczalnikach organicznych rozni si¢ znaczaco, co pozwala na
fatwy ich rozdzial. Gtowny produkt, izomer trans 3, otrzymalem z blisko 40% wydajnoscia w wyniku
krystalizacji z toluenu, za$ izomer Cis 6 wydzielitem drogg chromatografii kolumnowej z roztworu ma-
cierzystego z wydajno$cig 23%. Takie same produkty otrzymano wczesniej w reakcji cholestano-2,3-dionu
z cholestano-2a0,3a-diaming [1.4a]. Brak selektywnos$ci w obu procedurach jest niewatpliwie ich ujemna
strong, jednakze, ze wzgledu na znacznie tatwiejsze przygotowanie substratu (jednego) i prostote catego
procesu, prezentowana metoda wydaje si¢ by¢ bardziej efektywna i tansza.

Z uwagi na niemal identyczne widma rezonansowe *H NMR i *C NMR obu izomeréw, rozréznienie
ich tymi metodami jest praktycznie niemozliwe. Niewielkie réznice w przesunigciach sygnalow atomow

wegla przy pierscieniu heteroaromatycznym (trans: 148.5, 149.0; cis: 148.4, 149.1) nie maja wartosci dia-



gnostycznych dla uktadu di(5a-cholestano)pirazyny. Jednakze istnieje prosta metoda identyfikacji obu izo-
meréw metodg TLC, pod warunkiem posiadania wzorcOw obu zwigzkow (izomer trans jest mniej polarny).
Stosujac te procedure przeprowadzitem synteze obu izomerow geometrycznych di(25R-12-0kso-5a-

spirostano)pirazyn (8 i 9), stosujac jako substrat (25R)-2a-bromo-5a-spirostano-3,12-dion (7; Schemat 4).

1. NH3, n-BuOH;
2. H,0, powietrze, wrzenie

Schemat 4.

Sumaryczna wydajno$¢ obu produktow (stosunek ilosciowy izomeru trans i cis wynosit w przyblize-
niu 1 : 1) byta w tym przypadku nizsza (ok. 40%), prawdopodobnie z powodu obecnosci dodatkowej grupy
karbonylowej na atomie wegla C-12 [H.3].

W naturalnych uktadach bis-pirazynowych i ich syntetycznych analogach pierScien pirazynowy
skondensowany jest z jednostkami steroidowymi poprzez szesciocztonowe pierscienie A. Opisano réwniez
synteze dimerycznych steroidowych pirazyn poprzez pigcioczionowe pierscienie D [1.7]. Moje kolejne
badania byty w zwigzku z tym préba rozszerzenia opisanej powyzej metody dimeryzacji na pigciocztonowe
cykliczne a-bromoketony steroidowe.

Eksperymenty objety seri¢ czterech a-bromoketondow. Trzy z nich to 16a-bromo-17-ketony (10, 11a
i 11b), bedace pochodnymi androstan-3p-0l-17-onu i estronu, czwarty za$ to 1a-bromo-4-nor-5a-cholestan-
2-on 14 (Schemat 5). W wyniku reakcji bromoketon 10 utworzyt mieszaning izomerycznych pirazyn trans
(13) i cis (14) w stosunku molowym 1 : 1 (okreslonym na podstawie integracji sygnatow grup 18-metylo-
wych w widmie *H NMR) z laczna wydajnoscia bliska 40%. Jednakze rozdziat izomeréw okazat sie tym
razem trudniejszy: metoda krystalizacji zawiodta, a cze$ciowy rozdzial osiagnigty zostal przez powolna
chromatografi¢ kolumnowg. Podobna transformacja, przeprowadzona =z udzialem 3-acetoksy-16a-
bromoestra-1,3,5(10)-trien-17-onu 11a (Schemat 5) doprowadzita do powstania krystalicznej substancji (pra-
wdopodobnie mieszaniny dimeréow 15a i 16a), praktycznie nierozpuszczalnej w szeregu powszechnie

stosowanych rozpuszczalnikow. Z tego wzgledu charakterystyka widmowa otrzymanych produktow okazata



si¢ trudna do przeprowadzenia. Wykonane widmo IR w pastylce KBr wykazato zanik pasm karbonylowych
zarowno estrowych, jak 1 ketonowych, oraz obecno$¢ pasma absorpcji drgan grupy O-H, co wskazywato
jednoznacznie na hydrolize grup octanowych w czasie reakcji. Z kolei nieobecnos$¢ ketonowego pasma
absorpcji sugerowata powstanie oczekiwanych pirazyn. Niestety, nie powiodly si¢ proby utworzenia
pochodnych (np. poprzez alkilowanie badz acetylowanie na atomie tlenu), ktorych lepsza rozpuszczalnosé
pozwolitaby na przeprowadzenie dalszych badan spektroskopowych. Dlatego w kolejnym eksperymencie
uzylem jako substratu pochodnej estranu 11b, zawierajacej nie ulegajacg hydrolizie grupe metoksy w pozycji
3. Zgodnie z oczekiwaniem, powstala mieszanina trans- i cis-dimerow (15b 1 16b), wyraznie lepiej
rozpuszczalnych niz poprzednio otrzymane, w stosunku molowym 43 : 57 z laczng wydajnoscig 21%.
Konfiguracja cis gtownego produktu zostata ustalona przez porownanie warto$ci przesuni¢¢ chemicznych
sygnalow grup 18-metylowych w widmie *H NMR oraz aromatycznych atoméw wegla w widmie *C NMR

z analogicznymi warto§ciami otrzymanymi dla dimeroéw z serii androstanu (13 1 14).

O O
Br Br
AcO = RO
H
l1a:R=Ac
10 b: R =Me 12
;' EHOB ”:3;3':2?(3 wrzenie 1. NHs, n-BuOH;
2P P ' 2. H,0, powietrze, wrzenie
AcO
< | = | N
H N/ —
OAc N OR
13
+ 15a:R=H
. b: R =Me
AcO N ., -10OAC +
S | h RO “, IOR
H — H N\
N 5 | ¥
H ~
14 N
l6a:R=H
b: R =Me
Schemat 5.

Z kolei reakcja bromoketonu 12, przeprowadzona w identycznych warunkach jak ze zwigzkani 10,
11a i 11b, nieoczekiwanie zakonczyla si¢ utworzeniem zlozonej mieszaniny produktow, niezawierajacych
atomow azotu w czasteczkach. Najprawdopodobniej w tym przypadku amoniak reaguje w pierwszym etapie
tylko z karbonylowym atomem wegla, a — po dodaniu wody i gotowaniu — maja miejsce inne reakcje, np. eli-
minacja HBr, hydroliza bromku lub utlenianie produktéw eliminacji. Tworzace si¢ poczatkowo iminy lub

enaminy ulegaja rowniez hydrolizie z odtworzeniem grupy karbonylowe;.



Z przeprowadzonych badan mozna wysnu¢ wniosek, iz bezposredniag metod¢ syntezy pirazyn z zasto-
sowaniem gazowego NH3; mozna rozszerzy¢ rowniez na pieciocztonowe cykliczne a-bromoketony, jednakze
procedura ta nie jest ogolna i moze by¢ stosowana tylko wobec takich a-bromoketonow, ktére sg w stanie
reagowac z amoniakiem na obu centrach elektrofilowych, tj. karbonylowym atomie wegla i weglu podsta-
wionym atomem bromu. W przypadku, gdy ten drugi atom wegla sasiaduje z weglem czwartorzedowym (np.
C-10 w 12), amoniak reaguje tylko z karbonylowym atomem wegla, co — przy rownoczesnym braku podsta-
wienia jonu bromkowego przez amoniak — nie prowadzi do utworzenia uktadoéw bis-pirazynowych [H.6].

Jak wspomniatem na wstepie, cefalostatyny naleza do najsilniejszych znanych obecnie cytostatykow,
przewyzszajacych swa aktywnos$ciag standardowe chemioterapeutyki, takie jak taksol, cisplatyna,
adriamycyna, czy 5-fluorouracyl. Sposrod cefalostatyn najwigksza cytotoksyczno$é wykazuje cefalostatyna
1, cefalostatyna 2 (hydroksylowana w pozycji C-9°), oraz ich 1a-metoksy- i 1’a-metoksypochodne (cefalo-
statyna 10 i cefalostatyna 11; Schemat 1). Takze syntetyczne analogi cefalostatyn, funkcjonalizowane
w pozycji C-1 (quasi-benzylowej), wykazuja rownie silng aktywnos¢ [1.3]. Z tego wzgledu podjgtem proby
wprowadzenia grup funkcyjnych w t¢ pozycje. Jako zwiazki modelowe do badan wykorzyatatem di-5a-
cholestanopirazyny 3 i 6 (Schemat 3) oraz ich N-tlenki 17 — 19, w tatwy sposob otrzymywane w reakcji

z rownomolowg ilo$cig lub nadmiarem MCPBA (Schemat 6).

e

| MCPBA MCPBA

'+
3 nadm N\
C8H17 /
CgH17
MCPBA z '+
nadm %:O: A §
~
B l}l+
H o

Schemat 6.

Oba izomery 3 i 6 oraz ich di-N-tlenki 18 i 19 posiadaja dwukrotng o$ symetrii (C,), w przeciwien-
stwie do mono-N-tlenku izomeru trans (17), ktory jest C;-Symetryczny. lzomer cis (6) tworzy rowniez dwa
mono-N-tlenki, oba o symetrii C,, jednakze — ze wzgledu na to, iz ich rozdzial metoda chromatografii
kolumnowej jest praktycznie niemozliwy — ich mieszanina zostata przeksztalcona w di-N-tlenek 19.

Przeprowadzitem szereg prob utlenienia zwigzkéw 3, 6, 17, 18 i 19 w r6znych warunkach, m. in. za
pomoca CrOs/Py, CrO3/AcOH, CrO3s/Ac;0/H,SO4, KMNO4/CuSO,, SeO,/t-BuOOH, Pb(OAC),, jednakze nie

otrzymatem produktu utleniania w pozycji quasi-benzylowej. Proby wprowadzenia grupy acetoksylowej w te
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pozycje poprzez dziatanie bezwodnikiem octowym na N-tlenki [1.8] takze nie przyniosly spodziewanego
rezultatu. Sukcesem natomiast zakonczyly si¢ reakcje rodnikowego bromowania dimeréw 3 i 6 z rownomo-
lowymi ilosciami NBS wobec AIBN (w reakcjach z N-tlenkami tworzyly si¢ ztozone mieszaniny).
Bromowanie zachodzito, zgodnie z oczekiwaniem, selektywnie w pozycji quasi-benzylowej (Schemat 7).
W przypadku izomeru trans (3) otrzymatem mieszaning 1a- i 4a-bromopochodnych 20 i 21 w proporcji 2 : 1
z taczng wydajnoscig 44%. Czysty bromek 20 mozna wyodrebni¢ z mieszaniny drogg krystalizacji. Z kolei
monobromowanie izomeru cis (6) prowadzito selektywnie do odpowiedniej 1a-bromopochodnej 22 z wydaj-
noscig 28%. W obu przypadkach atom bromu atakowat pirazyne z mniej zattoczonej strony a. Obserwowana
regioselektywno$¢ wynika najprawdopodobniej z nizszej energii rodnika weglowego C-1. Otrzymane bromki
20 — 22 poddatem metanolizie wobec p-TSOH jako katalizatora (Schemat 7). W tych warunkach preferowany
jest mechanizm reakcji typu Sn1, przebiegajacy z utworzeniem relatywnie trwalego karbokationu quasi-
benzylowego, a powstawanie produktow odbywa si¢ pod kontrolg termodynamiczng. 1 tak, metanoliza 1a-
bromkow 20 i 22 przebiegla z zachowaniem konfiguracji, dajac etery 23 i 25, natomiast w przypadku 4a-bro-
mopochodnej (21) obserwowatem inwersj¢ konfiguracji i w rezultacie powstanie 4B-metoksypochodnej 24.
Otrzymane wyniki zgodne sa z przeprowadzonymi wczesniej teoretycznymi obliczeniami wzglednej trwa-

tosci (tj. energii sterycznej) dla serii trans- i cis-di-5a-cholestanopirazyn w szeregu o i f.

st = o o

lCH3OH, p-TSOH lCHg,OH, p-TsOH
S ~N
¥ I , % I N :
N A A
23 24  OCH,

s Rieved
TABN - p- D TSOH

Schemat 7.

Ustalenie konfiguracji grup metoksylowych w zwigzkach 23 — 25 odbylo si¢ w oparciu o ich widma
'"H NMR przy udziale techniki NOE. Wymiana jonu bromkowego na grupe OCHj przebiega szybciej w po-
zycji C-4 niz C-1, w zwiazku z czym mozliwe jest takze przeprowadzenie rozdzialu kinetycznego mieszani-
ny lo- i 40-bromkow (20 i 21) poprzez jej transformacj¢ w tatwo ulegajaca rozdziatowi mieszaning bromku

20 i eteru 24 [H.4].



2. Dimery steroidowe w elektrochemii

Podstawowa forma, w jakiej wystepuje wigkszos¢ fosfolipidow 1 glikolipidow w $rodowisku
wodnym, jest dwuczasteczkowa warstwa, nazywana takze dwuwarstwa lipidowa [2.1]. Fakt ten ma donioste
znaczenie biologiczne: fosfolipidy sg bowiem kluczowymi elementami strukturalnymi bton biologicznych ze
wzgledu na tatwos¢, z jaka tworzg duze, dwuczasteczkowe warstwy. Ponadto warstwy te pelnig funkcje
barier przepuszczalno$ci, pomimo tego, iz sg catkowicie ptynne.

Tworzenie dwuwarstw lipidowych jest procesem samoorganizacji [2.2], ktérego podstawowa silg
napedowa sg oddziatywania hydrofobowe [2.3]. Sily Van der Waalsa powodujg zwarte utozenie reszt weglo-
wodorowych. Tworzeniu dwuwarstw sprzyjaja takze oddzialywania elektrostatyczne oraz typu wigzania
wodorowego, zachodzace pomiedzy grupami polarnymi lipidow i czgsteczkami wody. Czynnikiem,
regulujagcym plynno$¢ blon u organizmoéw eukariotycznych, jest cholesterol [2.4]. Zwigzek ten zapobiega
procesom Krystalizacji poprzez wnikanie pomiedzy acylowe tancuchy reszt kwasowych, powoduje rowniez
sw0jg obecnoscia znaczne ograniczenie swobodnej rotacji fancuchow, zmniejszajac w ten sposdb plynnosc
membrany.

Gloéwng przeszkoda, stojaca na drodze do szerokiego stosowania sztucznych bton lipidowych, jest ich
mata stabilno$¢ oraz stosunkowo dlugi czas tworzenia. Podejmowane proby zwigkszenia stabilno$ci, (np.
poprzez polimeryzacje wewnatrz dwuwarstwy), zakonczyty si¢ tylko czgsciowym sukcesem [2.5]. Z drugiej
strony Natura wytworzyta wyjatkowo stabilne i trwate membrany, odporne np. na wysokie temperatury czy
dziatanie kwasow. Niektore mikroorganizmy, np. Thermoplasma acidophilum, przystosowane sg do zycia we
wrzacej wodzie goracych zrodet i gejzeréw, gdyz ich blony komorkowe zawieraja bolaamfifilowe lipidy,
posiadajace dwie grupy polarne rozdzielone dlugim tancuchem weglowodorowym, ,,spinajace” mono-
warstwy ze soba. Syntetyczne lipidy o podobnej budowie opisano w literaturze [2.6]. Nalezalo oczekiwac, ze
dimer cholesterolu, otrzymany w wyniku potaczenia dwoch czasteczek cholesterolu za pomocg silnego
wigzania kowalencyjnego C-C, powinien by¢ doskonalym ,tacznikiem” dwuwarstwy lipidowej. Zasto-
sowanie go jako czynnika stabilizujagcego w procesie formowania membrany lipidowej powinno m. in.
zwigkszy¢ mechaniczng stabilnos$¢ i trwato$¢ oraz zmniejszy¢ podatnos¢ na elektrokompresj¢ i skrocic czas
jej tworzenia [2.7].

Trzy steroidowe dimery 26, 27 i 28 (Schemat 8) zostaly zaprojektowane w oparciu o analize
rozmiaré6w naturalnej blony lipidowej. Wszystkie one s3 oczywiscie chiralne, gdyz jedynym elementem
symetrii, jakie posiadaja ich czasteczki, jest dwukrotna o§ symetrii (C;), ktéra jest niewystarczajacym
warunkiem identycznos$ci zwigzkow 26, 27 i 28 z ich odbiciami lustrzanymi. Najkrotszy z nich, dimer 26,
utrzymywany jest w rozciagnietej konformacji przez mostki tlenowe, ktore dodatkowo zwigkszajg jego

polarno$¢ w stosunku do zwigzkow 27 i 28.
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Schemat 8.

Na Schemacie 9 przedstawiona zostata synteza difurost-5-en-3B-olu (26). Substrat (eter t-butylo-
dimetylosililowy diosgeniny, 29) redukowany byt w uktadzie LiAIH4/AICI; [2.8]. W wyniku reakcji
otrzymalem (22R)dihydropochodng 30a, powstala przez stereoselektywne otwarcie pierScienia F, oraz
niewielkg ilo$¢ produktu ubocznego — diolu 30b. Pierwszorzedows grup¢ hydroksylowa alkoholu 30a
przeksztalcitem nastepnie z wysokg wydajnoscig w jodek 31, stosujac uktad I,/PPhs/Py [2.9]. Kluczowym
etapem calej syntezy byta reakcja Wurtza. Transformacja ta jest bardzo rzadko stosowana do sprzegania
duzych fragmentow czasteczek organicznych [2.10]. Jednakze reakcja jodku 31 z sodem, prowadzona
w niewielkiej ilosci toluenu jako rozpuszczalnika, zakonczyta si¢ sukcesem. Otrzymatem dimer 33 z umiar-
kowang (16%) wydajnoscia, za$§ glownym produktem okazat si¢ eter t-butylodimetylosililowy furost-5-en-

26(27)-01eﬁny, ktorej —

3B-olu (32a; 36%). Nie stwierdzilem natomiast obecno$ci wsrod produktow reakeji A
w my$l mechanizmu reakcji Wurtza — mozna bylo oczekiwaé. Produkt koncowy, difurost-5-en-33-ol (26),
otrzymany w wyniku odbezpieczenia grupy 3p-hydroksylowej, jest bezbarwna, krystaliczng substancja, stabo

rozpuszczalng w rozpuszczalnikach organicznych i bardziej polarng w porownaniu z monomerem 32b.
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CH,0H

|2, PPhg, Py
_—

LiAIH,, AICIg

30 a: R = TBDMS
b:R=H

RO

32 a: R=TBDMS

b:R=H

Schemat 9.

Dimery 27 i 28 otrzymalem z estru pregnanowego 35, wykorzystujac procedure ,alkilowania-
redukcji” Wichy i Bala [2.11] (Schemat 10). W pierwszej serii eksperymentow grupy funkcyjne w pierscie-
niach A i B (3-OH i A®) substratu 29 zabezpieczylem w postaci eteru metylowego i-steroidu (St = X).
Posunigcie to miato na celu zapobiezenie redukcji wiazania podwéjnego A° w trakcie przygotowywania estru
pregnanowego z jego AT prekursora 34. W trakcie prac nad syntezg dimeréw 27 i 28 ukazata si¢ publika-
cja [2.12], opisujaca nowa metode selektywnej redukcji a,f-nienasyconego estru 34b za pomoca magnezu
w metanolu, w ktérej nie jest wymagane zabezpieczanie wigzania podwojnego A®. Poniewaz nastepne prze-
ksztatcenia estru 35 takiego zabezpieczenia rowniez nie wymagaty, kolejna seria eksperymentow przeprowa-
dzona byta na substracie 35b (jedynie grupe 3B-hydroksylowa zabezpieczylem w postaci eteru tetrahydropi-
ranylowego).

W wyniku reakcji estru 35 z 1,m-dijodoalkanami otrzymatem mieszaniny jodkow steroidowych 36 (30-35%)
oraz dimerow 37 (25-30%). Te ostatnie poddatem typowym procedurom, majagcym na celu przeprowadzenie
grupy COOEt w grupe metylowa. I tak, dimeryczne estry 37 zredukowatem za pomoca LiAlH4 do pierwszo-
rzedowych alkoholi 38, ktére przeksztalcitem w odpowiednie tosylany, a te ponownie redukowatem za
pomoca LiAlIH4. Calkowita wydajnos¢ powyzszej procedury byta bardzo wysoka (do 85%). Po usunigciu
grup zabezpieczajacych otrzymatem oczekiwane dimery 27 i 28 w postaci bezbarwnych, krystalicznych
zwigzkow, bardziej polarnych od cholesterolu i znacznie trudniej od niego rozpuszczalnych w chloroformie,

benzenie, octanie etylu i acetonie [H.1].
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Schemat 10.

Przeprowadzone zostaty badania procesu tworzenia si¢ dwuwarstw membran lipidowych z dodatkiem

dimeru 26 metoda Muellera-Rudina [2.2]. Na ich podstawie mozna sformutowa¢ nastepujace wnioski:

e dodatek dimeru do roztworu formujacego znacznie przyspiesza proces spontanicznego tworzenia

si¢ dwuwarstw lipidowych (Rysunek 1);

membrany, tworzace si¢ z dodatkiem dimeru, posiadaja ponad 2-krotnie wieksza pojemnosé
elektryczng, a zarazem mniejsza podatno$¢ na zmiany tego parametru, co oznacza rowniez
wigksza odpornos¢ na zmiany grubosci dwuwarstwy;

czasteczki dimeru przechodza w poprzek membrany i ,,spinaja” jej monowarstwy, wymuszajac
w ten sposob mniejsza jej grubos$¢ 1 pozostawanie mniejszej ilosci rozpuszczalnika wewnatrz
membrany.

Otrzymane wyniki badan fizykochemicznych membran, zawierajacych dimery steroli, sa na tyle

zachegcajace, ze spowodowacé moga wykorzystanie ich do tworzenia nowoczesnych narzgdzi w detekeji i dia-

gnostyce, np. konstrukcji biosensor6w nowej generacji [H.5].
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Rysunek 1. Zmiany pojemno$ci elektrycznej podczas tworzenia si¢ dwuwarstw lipidowych. Roztwor
formujacy: a) bez dimeru, b) nasycony dimerem, c) z zawiesing dimeru.
* K *

Produkty utleniania cholesterolu (ang. COPs — cholesterol oxidation products) sg w ostatnich latach
intensywnie badane m. in. ze wzgledu na role, jakg odgrywaja w patogenezie arteriosklerozy [2.13]. Wiele
sposrod nich wykazuje niepozadane, czy wrecz szkodliwe dziatanie biologiczne [2.14]. Budzi to uzasadniony
niepokdj, gdyz zwigzki te powstaja w procesach przetwarzania zywnosci. Pojawily si¢ rowniez prace,
dotyczace elektrochemicznego utleniania cholesterolu (40). Wigkszos$¢ z nich dotyczyla utleniania po-
sredniego z zastosowaniem mediatorow [2.15]. Preferowanymi miejscami utleniania cholesterolu sa:
wigzanie podwojne, pozycja allilowa C-7 oraz grupa 3B-hydroksylowa. Bezposrednie elektrochemiczne
utlenianie cholesterolu na elektrodzie platynowej w lodowatym kwasie octowym prowadzito do powstania
mieszaniny 7o- i 7p-acetoksycholesteroli [2.16]. Proponowany mechanizm reakcji zaklada utworzenie
w pierwszym etapie kationorodnika na atomie tlenu cholesterolu. Wiadomo jednakze, iz kationorodniki
s bardziej stabilne w dichlorometanie, ktory nie wykazuje wiasciwosci nukleofilowych. Dlatego
w dalszych badaniach nad bezposrednim anodowym utlenianiem cholesterolu zostat uzyty ten wtasnie rozpu-
szczalnik.

Reakcje elektroutleniania przeprowadzone zostaly na Wydziale Chemii Politechniki Rzeszowskiej.
We wszystkich eksperymentach stosowano — jako elektrolit podstawowy — roztwor tetrafluoroboranu tetra-
butyloamoniowego (TBABF4) w CH,Cl,. W pierwszych probach nie stosowano rozdziatu przestrzeni kato-
dowej 1 anodowej. W tych warunkach tworzyly si¢ przede wszystkim produkty niestereoselektywnego chlo-
rowania wigzania podwojnego. Zrodtem chloru byt oczywiscie rozpuszczalnik: jego redukcja na katodzie do
jonow Cl,a nastepnie dyfuzja do przestrzeni anodowej 1 utlenianie w obecnos$ci cholesterolu prowadzity do
powstania wymienionych wyzej chloropochodnych. Aby zapobiec temu procesowi, obie przestrzenie roz-
dzielono membrang i potaczono kluczem elektrolitycznym z roztworem TBABF,; w mieszaninie CH,Cl,/
CH3CN. Dodatkowo, do przestrzeni katodowej elektrolizera dodano lodowatego kwasu octowego w celu
zapobiegnigcia redukcji dichlorometanu. Tym razem gtownym produktem okazat si¢ niespodziewanie dimer

steroidowy — eter dicholesterylowy 41 (Schemat 11), powstaty ze stosunkowo wysoka, 37% wydajnos$cia.
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Wynik eksperymentu byt zaskakujacy, gdyz drugorzedowe alkohole zazwyczaj utleniajg si¢ do ketonow
[2.17], jednak zgodny z postulowanym mechanizmem reakcji. Zaktada on, ze w pierwszym etapie tworzy si¢
na atomie tlenu, wskutek przeniesienia jednego elektronu na anode, kationorodnik. W nastepnym etapie, po
rozpadzie heterolitycznym wigzania C — O, powstaje nieklasyczny karbokation homoallilowy, stabilizowany
mezomerycznie [2.18]. W warunkach reakcji jedynym partnerem nukleofilowym dla kationu jest atom tlenu
drugiej czasteczki cholesterolu, co ostatecznie prowadzi do utworzenia eteru (41). Wyciek nukleofilowych
jonow (Cl_) badz czasteczek (kwas octowy, acetonitryl) z przestrzeni katodowej lub klucza elektrolitycznego

prowadzi do powstania innych, ubocznych produktow tego procesu (42 — 44; Schemat 11) [H.11].

,C@b — . o @@m
0, ,@@ Cm ﬁ@“ Noss

44
Schemat 11.
Eter dicholesterylowy (41) tworzyt si¢ takze w trakcie prac nad elektrochemiczng metoda glikozylacji
3B-hydroksy-A°-steroidow. W tym jednak przypadku byt on produktem ubocznym. Gléwnym produktem byt

glikozyd steroidowy (45) (Schemat 12), ktory tworzyt si¢ w wyniku reakcji karbokationu homoallilowego

z cukrem jako nukleofilem [H.13].

CgH17

2,3,4,6-tetra-O-acetylo-D- glukoplranoza
utlenianie anodowe AcO

40 45 (28%)

HO

Schemat 12.
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3. Dimery steroidowe w chemii supramolekularnej

Jedna z najbardziej fundamentalnych wiasciwosci zywego organizmu jest przeprowadzanie z duzg
szybkoscig ztozonych reakcji chemicznych w temperaturze otoczenia. Czynnikami, petnigcymi role kataliza-
torow biologicznych, s3 szczegodlnego rodzaju biatka, zwane enzymami. Charakteryzuja si¢ one przede
wszystkim zdolnos$cig do przySpieszania przebiegu reakcji poprzez obnizenie energii aktywacji substratu,
bardzo wysokg selektywno$cig 1 specyficzno$cia wzgledem katalizowanej reakcji, czy tez absolutng
swoistoscig optyczng dla przynajmniej czgsci swoich substratow, wykazywang przez wigkszo$¢ enzymow.
Procesy enzymatyczne zwigzane sg z jeszcze jedna grupa makroczasteczek — receptorow, zdolnych do
uaktywnienia enzymu, a tym samym zainicjowania reakcji kontrolowanych enzymatycznie. Enzym petni
swa funkcje katalityczng z wykorzystaniem $cisle okreslonego fragmentu czasteczki, tzw. centrum aktyw-
nego, ktorego struktura przestrzenna odpowiada wielkosci i1 ksztattowi substratu. Warunkami utworzenia
kompleksu enzym — substrat sg: obecno$¢, zarbwno w czasteczce substratu, jak i w centrum aktywnym,
odpowiednich grup funkcyjnych, zdolnych do reagowania mi¢dzy soba, oraz idealne dopasowanie ener-
getyczne, elektronowe, geometryczne i sferyczne substratu z enzymem, szczeg6lnie, ze w ich wzajemnym
wigzaniu biorg udzial stabe oddziatywania chemiczne. Zasada ta nazywana jest zazwyczaj rozpoznaniem
molekularnym.

Drugim procesem, odgrywajacym pierwszedng role w funkcjonowaniu organizmu zywego, jest trans-
port przez btony. Zardwno komorki od otaczajacego ich srodowiska, jak i organelle wewnatrzkomoérkowe od
cytoplazmy, oddzielone sg btonami o $cisle okreslonej przepuszczalnosci. Uktad taki pozwala na utrzymanie
tacznosci pomiedzy procesami, zachodzacymi w poszczeg6élnych strukturach, jak tez pomiedzy komorka
i $rodowiskiem. Za utrzymanie tej tgcznosci odpowiadaja: dyfuzja, endo- i egzocytoza, oraz transport
aktywny, czyli enzymatycznie katalizowane przenikanie substancji niezgodnie ze spadkiem stezen [3.1].

Badania zjawisk katalizy enzymatyczej, rozpoznania molekularnego, jak tez transportu przez btony,
sg bardzo waznymi elementami poznawania istoty procesOw zyciowych. Dziedzing, traktujaca o oddzialtywa-
niach migdzyczasteczkowych 1 powstajacych w ich rezultacie ,,uktadach ponadczasteczkowych”, zajmuje si¢
chemia supramolekularna. Wysokie koszty, zwigzane z wykorzystywaniem substancji, wyizolowanych
z uktadow biologicznych, sprawiaja, ze syntezuje si¢ i bada uktady modelowe, posiadajace cechy naturalnie
wystepujacych enzymow [3.2]. Wymagania, stawiane tego typu uktadom, zdajg si¢ najlepiej spetnia¢ zwigzki
steroidowe: dokladnie zdefiniowana geometria czgsteczki o ,,zamrozonej”, $ciSle okreslonej przestrzennej
konformacji, czysto$¢ enancjomeryczna, czy tatwa dostgpnos$¢, spowodowaty liczne i szerokie ich zastoso-
wania w syntezie supramolekularnych gospodarzy [3.3]. Wsrod nich, szczegodlnie warto§ciowa grupe stano-
wig kwasy zbiciowe (Schemat 13), ktore, poza wymienionymi wyzej, charakteryzujg si¢ dodatkowo tak
cennymi cechami, jak posiadanie duzej liczby grup hydroksylowych o zréznicowanej reaktywnosci
chemicznej, oraz wyjatkowa amfifilowos$¢, zwigzana z obecnoscig dwoch stron czasteczki: hydrofilowej

strony a, zawierajacej grupy -OH i -COOH, i hydrofobowej (weglowodorowej) strony [ [3.4].
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Kwasy zolciowe sg steroidowymi polihydroksykwasami, pochodnymi kwasu cholanowego (5B-
cholan-24-owego; 46), wystepujacymi w uktadach trawiennych kregowcow. Charakterystyczne dla niemal
wszystkich zwigzkow z tej rodziny jest polgczenie Cis pierécieni A i B oraz pozycja o grup hydroksylowych,

za$ tancuch boczny, zlozony zwykle z 5 atoméw wegla, zawiera grupg karboksylowa [H.7].

46: R; = R, = Rg = H: kwas cholanowy

47: R1 = R, = R3 = OH: kwas cholowy

48: Rq = OH, R, = H, R3 = OH: kwas deoksycholowy
49: Ry = R, = OH, R3 = H: kwas chenodeoksycholowy
50: R; = OH, R, = R3 = H: kwas litocholowy

Schemat 13.

Sposrod licznych struktur supramolekularnych, syntezowanych z kwaséw zotciowych, nalezy wymie-
ni¢ dwie podstawowe grupy: uktady otwarte (acykliczne) i zamknigte (cykliczne). Do najwazniejszych struk-
tur acyklicznych naleza: molekularne szczeliny [W.5], molekularne pincety [3.5], dendrony [3.6], moleku-
larne parasole [3.7], itp., natomiast dwiema podstawowymi strukturami cyklicznymi sg cyklocholany [3.8]
i cholafany [3.9]. Dotychczas prowadzone syntezy uktadéw cyklicznych (zarowno cyklocholanow, jak
I cholafanéw) opieraly si¢ na tworzeniu wigzan pomig¢dzy jednostkami steroidowymi za posrednictwem
grupy 3a-hydroksylowej jednej czasteczki 1 24-karboksylowej drugiej (metoda ,,gtowa do ogona”). Celem
moich badan wstepnych byta weryfikacja mozliwosci tworzenia przez kwas cholowy (47) uktadow dime-
rycznych za posrednictwem mniej reaktywnych grup 7a- i 12a-hydroksylowych.

W pierwszym eksperymencie poddalem acylowaniu 3-O-acetylocholan metylu (51)
z rownomolowg iloscig chlorku oksalilu (Schemat 14). W jego wyniku otrzymatem mieszaning trzech, mniej
polarnych niz substrat, produktéw. Dwoma okazaly si¢ dimery otwarte, w ktorych estryfikacji uleglty grupy
hydroksylowe C-7 i C-7°(52) oraz C-12 i C-12°(53), za$ trzecim, najmniej polarnym, jeden z oczekiwanych
dimerow cyklicznych (cis (54) lub trans (55)). Dalsze, ,,domykajace” acylowanie, zarbwno dimeru 52, jak
i 53, prowadzilo, oczywiscie, do dimeru cyklicznego trans (55). Widma *H NMR dimeru 55 i otrzymanego
wczesniej ukladu cyklicznego o nieznanej strukturze byly niemal identyczne, lecz wyrazna réznica polar-
nosci na ptytkach TLC pozwolita jednoznacznie przypisa¢ powstatemu w pierwszej probie dimerowi konfi-
guracje Cis (54). Dalsze prace nad otrzymanymi strukturami cyklicznymi miaty na celu przeksztatcenie ich
drogg redukcji w dimery z wolnymi grupami 3a-OH i 24-CH,OH. Niestety, wodorek litowo-tri-t-butoksygli-
nowy okazat si¢ niereaktywny, za§ LiAlH4 redukowat estry szczawianowe. Natomiast redukcja dimeru 55
w uktadzie LiAIH4/BF3/Et;0O doprowadzila niespodziewanie do powstania alkoholu 56 (Schemat 14) bez

naruszenia mostkow szczawianowych [H.8].
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Kolejne syntezy miaty na celu otrzymanie serii dimerow kwasu cholowego (acyklicznych, oraz cykli-
cznych — cholafandéw), zawierajacych w czasteczkach, a $cislej — spejserach, taczacych jednostki steroidowe,
atomy azotu. Zaprojektowane zostaty trzy dimery typu szczelinowego (57, 58 i 59; Schemat 15), w ktorych
funkcje spejseréw pelnig wigzania oksamidowe (dimery typu ,,ogon do ogona” 57 i ,,glowa do glowy” 58)
I izomeryczne hydrazydowe (dimer typu ,,glowa do glowy” 59). Wigzanie oksamidowe jest waznym
komponentem wielu produktow, wykazujacych aktywnos$¢ biologiczng, np. regulatorow wzrostu roslin

[3.10], inhibitorow proteazy HIV-1 [3.11], czy pestycydow [3.12].
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Dimer 57 otrzymatem zgodnie ze Schematem 16. Nieoczekiwanym problemem okazat si¢ etap usu-

wania ochronnych grup estrowych w zwigzku 66. Dwudniowe dziatanie LiAlH, w temperaturze pokojowej

prowadzito jedynie do kompletnej redukcji obu estrow metylowych w tancuchach bocznych, za§ podwyz-

szanie temperatury skutkowato tworzeniem si¢ bardzo polarnych produktéw, prawdopodobnie redukcji

wigzania oksamidowego. W tej sytuacji skutecznym rozwigzaniem okazata si¢ dwuetapowa procedura,

obejmujaca redukcje wodorkiem, a nastgpnie — trwajaca tydzien — hydrolize zasada sodowa w mieszaninie

wody i metanolu.
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Schemat 16.
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Syntezy kolejnych dwoch dimeréow przeprowadzilem za pomocg typowych procedur, przed-
stawionych na schematach: 17 (dimer 58) i 18 (dimer 59). Oba zwigzki 58 i 59 pomyslane zostaly jako izo-
mery strukturalne, stad w trakcie syntezy dimeru 58 konieczne byto usuni¢cie jednego atomu wegla w imter-
mediacie 67 (Schemat 17). Proby bezposredniej transformacji: kwas karboksylowy (67) — amina (70) z wy-
korzystaniem r6znych wariantow reakcji Schmidta [3.13] nie powiodly si¢ z uwagi na bardzo niska (ponizej
10%) wydajnos¢. W tej sytuacji przeprowadzitlem najpierw reakcje dekarboksylacji, wykorzystujac zmody-
fikowang metode Hunsdieckera [3.14] z zastosowaniem tlenku rteci i jodu we wrzacym CCly, a otrzymany

jodek 68 przeksztatcitem w azydek 69, ktory, w wyniku redukcji, utworzyt aming 70 z dobra, ponad 40%

wydajnoscia.
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Schemat 17.

Procedura otrzymania dimeru 59 obejmowata przeksztatcenie kwasu 67 w przejsciowy chlorek kwa-

sowy, ktory niezwlocznie poddany zostat reakcji z handlowo dostepnym roztworem hydrazyny w THF [H.9].
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i
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72 cO
73
Schemat 18.
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Cholafany sg strukturami makrocyklicznymi, zbudowanymi z dwdch do czterech czasteczek kwasow
zotciowych, potaczonych sposobem ,,glowa do ogona” za posrednictwem roéznych grup atomow, petnigcych
role spejserow. Ich konstrukcja jest bardziej sztywna, w zwigzku z czym cholafany zdolne s3 do silniejszego
wigzania jonow 1 molekul go$ci w porownaniu z uktadami acyklicznymi. Metodami syntezy tego typu
supramolekularnych gospodarzy, sa najczesciej reakcje makrolaktonizacji [3.15] i makrolaktamizacji [3.16].
Podejmowane sg rowniez proby zastosowania reakcji metatezy w syntezie cholafanow [3.17].

Przeprowadzilem syntezy dwéch dimerycznych cholafanow ze spejserami oksamidowymi (Schemat
19), w ktorych spejsery taczg jednostki steroidowe poprzez pozycje 3, 3’ i 24, 24’ (dimer cis; 74), oraz 3, 24’
i3, 24 (dimer trans; 75).

3 7/ HO
Oj:NH HO NHIO
3 7X HO
12'
74
Schemat 19.

Dimer 74 zostal otrzymany na szlaku syntetycznym, przedstawionym na Schemacie 20. Selektywna
redukcja estrow metylowych w substracie 66 zachodzita latwo w temperaturze nie przekraczajacej 15°C
(w wyzszej czgsciowo ulegaja jej takze grupy octanowe). Kluczowym momentem w syntezie okazat si¢ by¢
etap cyklizacji za pomocg chlorku oksalilu. Dobre rezultaty zostaty osiggnicte wtedy, gdy syntez¢ prowadzi-
tem w bardzo rozcienczonych (ponizej 0.2%) roztworach. W przypadku wyzszych stezen substratu, dominu-
jacymi procesami byly miedzyczasteczkowe kondensacje, prowadzace prawdopodobnie do bardzo polarnych
struktur liniowych z terminalnymi grupami aminowymi i karboksylowymi.

Zaprojektowany takze zostal 24,24’-bisnor analog dimeru 74. W wyniku hydrolizy substratu 66, prze-
prowadzonej w pierwszym etapie syntezy, otrzymatem kwas dikarboksylowy 66a (Schemat 20), ktory okazat
si¢ by¢ silnym czynnikiem zelujacym w stosunku typowych rozpuszczalnikow organicznych (CH,Cly,
CHClIj3, CCly, C¢Hs, MeOH, AcOEt) oraz ich mieszanin. Rozpuszczat si¢ jedynie w acetonie, jednakze ze
wzgledu na to, iz rozpuszczalnik ten nie jest odpowiednim medium dla reakcji rodnikowych (reakcja

Hunsdieckera w kolejnym etapie syntezy), dalsze prace nad tym dimerem zakonczylem.

21



I I
AcO AcO

AcO OR AcO OH
(@] NH i O NH
LiAlH,4, 15°C I, PhgP
—_— 2 S
(e} NH (e} NH
AcO OR AcO OH
cO cO
O
66: R=Me 76
LiOH

AcO N3
O, NH 0 NH
i NaN; j: PhsP
—_— —_—
(e} NH | fo) NH
AcO AcO N3
cO cO
77 78
; 12 -
AcO /
AcO NH, 3 7/ AcO
AcO NH
(@] NH O NH O
COCI NaOH
( )2 74
MeOH, H,0 H,0
(e} W\) W
Schemat 20.

Problemem w syntezie dimeru 75 okazalo si¢ potgczenie jednostek steroidowych sposobem ,,glowa
do ogona”. Planowane utworzenie tymczasowego wigzania estrowego 24-COOH — C(3’)-OH okazalo sie,
w eksperymencie modelowym, rozwigzaniem niespelniajacym oczekiwan. W zwiazku z tym przeprowa-
dzitem syntezy dwoch amin: 24-NH, (86; Schemat 21) oraz 3a-NH; (65; Schemat 16). W kluczowym etapie
sprzggania aming 65 poddatem reakcji z nadmiarem chlorku oksalilu w celu wytworzenia chlorku
kwasowego 87 (Schemat 22), ktory niezwlocznie uzyty zostat do acylowania aminy 86. Oczekiwany dimer

88 powstal z dobra, blisko 50% wydajnoscia.

22



o}

1.1, PhgP
62 MeOH OAc OMe  LiAlH,, 0°C OAc OH 2. chromatografia kol.
> —»
HClI
OAc OAc
OTBDMS 81 OTBDMS 82
| ] |
OAc | _NaNg OAc N3 Ac0, py OAc Na
—_— _—
OAc OAc OAc
OH 83 OH 84 OAc 85
I
PhsP OAc NH,
OAc
OAc 86
Schemat 21.
g o / -
AcO
] NH AcO ¢}
A OMe (0]
65 _(CoCh OAc 86 OMe
- OAc — — 75
—_—
o)
HN o HN OAC OAC
H OAc
cl
L © 87 _ :
88
Schemat 22.

Dalsze jego przeksztalcenia prowadzone byly metodami, zastosowanymi wczesniej podczas otrzy-
mywania cholafanu 74 (Schemat 20) [H.10].

Seri¢ syntez steroidowych supramolekularnych gospodarzy zakoficzylo otrzymanie dwoch molekular-
nych szczelin ze spejserami disiarczkowymi (89 i 90), przedstawionych na Schemacie 23. Odwracalne rea-
kcje redoks: 2- tiol == disiarczek + 2H" + 2e-, np. cysteina—cystyna lub glutation—-GSSG, odgrywaja istotng
role w uktadach biologicznych [3.18]. Mostki disiarczkowe stuzg takze do taczenia innych klas zwigzkow,
np. cukrow [3.19] lub glikopeptydow [3.20]. Zastosowanie spejsera disiarczkowego, ktory tatwo ulega re-
dukcji, a tym samym powoduje rozpad supramolekuly, powinno utatwi¢ uwolnienie czasteczki lub jonu
goscia do srodowiska. Dodatkowo, konwersja hydrofobowego disiarczku do hydrofilowych grup tiolowych

powinna sprzyjac¢ usuwaniu czgsteczek gospodarza z organizmu.
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Synteze dimeru ,,glowa do gtowy” (89), przedstawia Schemat 24. Steroidowy jodek 91 poddany zo-
stat bezposrednim reakcjom podstawienia jonem HS™ w roéznych rozpuszczalnikach. Najlepszy rezultat uzy-
skatem, stosujac etanol absolutny. W wyniku dwustopniowej procedury usuwania grup zabezpieczajacych
(hydroliza eteru TBDMS w kwasie octowym, a nast¢pnie redukcja grup octanowych LiAlHj4), otrzymalem
tiol 94 z ponad 20% wydajnos$cig. Jego utlenienie tlenem z powietrza wobec katalitycznej ilosci zasady (tri-
etyloaminy) przebieglo niemal iloSciowo. Znacznie wydajniejsza okazala si¢ metoda, polegajaca na wymia-
nie jonu jodkowego na tiocyjanianowy i jego redukcji, wraz z grupami octanowymi, wodorkiem litowo-

glinowym. Po hydrolizie eteru sililowego wydajnos¢ tiolu 94 zwigkszyta si¢ do okoto 50% [H.12].
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Dimer ,,ogon do ogona” (90) zostal otrzymany kilkoma sposobami. W metodzie bezposredniej
wymiany: I~ — HS", przeprowadzonej w absolutnym etanolu, powstata zlozona mieszanina zwigzkow,
z ktorej, droga rekrystalizacji, wyodrgbnitem z niskg (4%) wydajnoscia dimer 99 (Schemat 25). Natomiast
glownymi sktadnikami mieszaniny byty produkty eliminacji jodowodoru oraz najprawdopodobniej dalszego
utleniania 99 do ditlenku disiarczku i tetratlenku disiarczku, co zostato potwierdzone obecnoscig odpo-
wiadajacych tej hipotezie pikow w widmie masowym. Przypuszczalnie tworzenie si¢ produktéw utleniania
miato miejsce na etapie obrobki mieszaniny poreakcyjnej w kontakcie z powietrzem.

Aby zapobiec powstawaniu produktow eliminacji, przeprowadzitem syntez¢ bromku 98 i réwniez
poddatem go reakcji z NaSH w bezwodnym etanolu, jednak tym razem otrzymatem ester etylowy jako pro-
dukt transestryfikacji, oraz kwas karboksylowy — wynik cze¢$ciowej hydrolizy substratu.

Najbardziej wydajnymi sposobami syntezy dimeru 90 okazaty si¢ metody z zastosowaniem transfor-
macji: halogenek — tiocyjanian i halogenek — tiooctan, ktore zachodzity z bardzo dobrymi wydajnos$ciami
zarowno z bromku 98, jak i jodku 97 (Schemat 25). Jedynie w przypadku reakcji jodku z KSCN obserwo-
watem tworzenie si¢ niewielkich iloéci olefin, co wymagato wykonania powolnej chromatografii kolumno-
wej dla ich oddzielenia. Redukcja za pomocg LiAlH, i utlenianie powietrzem wobec EtsN pozwolito otrzy-

mac koncowy dimer 90 z taczng wydajnoscia ponad 70%.
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We wszystkich reakcjach typu Sn2, przeprowadzanych na centrum stereogenicznym C-3 szkieletu
steroidowego (alkohol — jodek lub bromek, jodek — tiol lub disiarczek, bromek lub jodek — tiocyjanian lub
tiooctan), tworzyly sie produkty diasterecoizomerycznie czyste. Otrzymane struktury dimeryczne, zarowno
acykliczne, jak i cykliczne, sg potencjalnymi gospodarzami supramolekularnymi i zostang poddane badaniom
w kierunku zdolnosci kompleksujacych w stosunku do jondéw i matych czasteczek [H.14].

Przeprowadzono analiz¢ rentgenostrukturalng pochodnej dimeru 89, zawierajgcej zacylowane za po-
mocg chlorku 4-nitrobenzoilu wszystkie obecne w czgsteczce grupy hydroksylowe (103, Schemat 26). Dery-
watyzacja byta zabiegiem niezb¢ednym z uwagi na fakt, iz dimer 89 tworzy krysztaty nieodpowiednie do ba-

dan rentgenograficznych.

Schemat 26.

Z przeprowadzonych badan wynika m. in., ze zwiazek krystalizuje w uktadzie ortorombowym, a jego
asymetryczna komorka elementarna zawiera dwie czasteczki pochodnej 107 w postaci rozciggnietej, ciasno
splecione ze soba wskutek oddziatywan n-m-stackingowych (warstwowych) typu ,,glowa do ogona” pomig-
dzy pier§cieniami aromatycznymi. Powoduje to, Zze cala czgsteczka przyjmuje strukturg przestrzenng typu
podwojnej helisy. Efektem wspomnianych wcze$niej oddzialywan jest niemal idealnie rownolegle ustawienie
pier§cieni aromatycznych pomigdzy sasiednimi czasteczkami dimeréw w pozycjach C-7 i C-7’ oraz C-12
i C-12’, natomiast w pozycjach C-3 i C-3’ grupy te ustawione sg skosnie (Rysunek 2). Dodatkowo w komor-
ce elementarnej znajdujg si¢ dwie czasteczki octanu etylu 1 %2 czasteczki n-heksanu. Z powodu réznej syme-

trii obu czasteczek disiarczku 103 czasteczka nie posiada elementow symetrii [H.15].

Rysunek 2. Obraz przestrzenny dimeru w komorce elementarnej krysztahu.
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Podsumowanie

W niniejszej pracy przedstawitem szereg nowych metod syntezy dimeréw steroidowych, z ktorych
wickszos¢ wykazuje ciekawe wlasciwosci fizykochemiczne, mogace znalez¢é zastosowanie w medycynie,
elektrochemii i chemii supramolekularne;j.

Do najwazniejszych osiggniec tej pracy moge zaliczy¢:

e opracowanie prostych i stosunkowo wydajnych metod syntezy symetrycznych steroidowych bis-
pirazyn jako uktadow modelowych w badaniach nad cefalostatynami i ritterazynami, oraz nie-
skomplikowanych sposobow ich funkcjonalizacji w pozycji quasi-benzylowej;

e opracowanie syntezy dimerdéw steroidowych, znacznie przyspieszajacych proces formowania
sztucznych membran fosfolipidowych, z mozliwoscig szeregu zastosowan w elektrochemii,
analizie chemicznej i elektronice;

e opracowanie syntez uktadéw dimerycznych, zarowno acyklicznych, jak i cyklicznych, mogacych
potencjalnie petni¢ rolg tzw. supramolekularnych gospodarzy w stosunku do prostych jonow
1 czasteczek.

Zainteresowanie zwigzkami steroidowymi i ich dimerami w ostatnich latach bardzo wzrosto, gtdwnie
po odkryciach cefalostatyn i ritterazyn, wykazujacych, jak dotychczas, najsilniejsze dziatanie antynowo-
tworowe sposrod wszystkich znanych medycynie cytostatykow. Przedstawiony przeze mnie zakres badan
i przeprowadzonych syntez stanowi z pewnos$cig rozwigzanie jedynie niewielkiej cze$ci problemow w tej
dziedzinie chemii organicznej. Wydaje mi si¢ jednakze, iz osiagnigte wyniki wytyczaja ciekawe perspektywy

dla dalszych prac w tym kierunku, ktore w przysztosci zamierzam kontynuowac.
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