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Życiorys naukowy 

 

Urodziłam się 1 sierpnia 1997 roku w Inowrocławiu. W 2016 roku ukończyłam  

III Liceum Ogólnokształcące im. Królowej Jadwigi w Inowrocławiu.  

 W październiku tego samego roku rozpoczęłam studia licencjackie na Wydziale Chemii 

im. Adama Mickiewicza w Poznaniu na kierunku chemia, specjalność chemia sądowa.  

W 2018 roku trafiłam do Zakładu Produktów Bioaktywnych, gdzie realizując temat pracy 

licencjackiej zajmowałam się syntezą czwartorzędowych soli alkiloamoniowych pochodnych 

kwasów żółciowych. Kontynuując badania pod opieką Pana prof. UAM dr. hab. Tomasza 

Pospiesznego, w ramach pracy magisterskiej podjęłam się syntezy nowych biokoniugatów 

steroidowych zawierających pierścienie 1,2,3-triazolowe. W 2021 roku uzyskałam dyplom 

magisterski za pracę Synteza, charakterystyka spektroskopowa oraz badania teoretyczne 

nowego koniugatu steroidowego modyfikowanego pierścieniem 1,2,3-triazolowym. 

 Moje zainteresowania tematyką biokoniugatów steroidowych sprawiły, że badania  

te postanowiłam rozszerzyć podejmując naukę w Szkole Doktorskiej Nauk Ścisłych na 

Wydziale Chemii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu w grupie badawczej  

prof. UAM dr. hab. Tomasza Pospiesznego.  

 Rezultaty swoich prac zaprezentowałam na dwudziestu jeden konferencjach  

o zasięgu ogólnopolskim i międzynarodowym (w formie jedenastu komunikatów ustnych  

i dziesięciu posterów).  Zostałam laureatką dwóch prestiżowych nagród za najlepsze 

wystąpienia ustne.  

 Jestem współautorką siedmiu artykułów naukowych (w tym sześciu z pierwszym 

autorstwem, a w trzech jako autor korespondencyjny), gdzie zostały opisane szczegółowo 

wyniki przeprowadzonych badań nad koniugatami steroidowymi, jak również publikacji 

powstałej przy współpracy z Katedrą i Zakładem Bromatologii Uniwersytetu im. Karola 

Marcinkowskiego w Poznaniu. Prace te ukazały się w renomowanych czasopismach z listy 

filadelfijskiej. Moje osiągnięcia naukowe są poparte imponującymi wynikami, ponieważ 

sumaryczny Impact Factor wynosi 20,1, natomiast całkowita punktacja ministerialna  

to 530 pkt.  

 Poza działalnością naukową aktywnie angażuję się w popularyzację chemii,  

m.in. poprzez prowadzenie warsztatów edukacyjnych dla uczniów oraz udział w corocznym 

Poznańskim Festiwalu Nauki i Sztuki. Ponadto, jestem również członkinią Polskiego 

Towarzystwa Chemicznego.  
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Wykaz artykułów naukowych i monografii w czasopismach naukowych  

lub w materiałach pokonferencyjnych wraz z danymi bibliograficznymi 

 

LP OPIS BIBLIOGRAFICZNY PKT IF 

P1 Anna Kawka*, Hanna Koenig, Tomasz Pospieszny, Triazole-Based 

Modification of Bile Acids: Promising Strategies for Combating 

Infections and Cancer – A Review, Rozdział [w] Na pograniczu chemii, 

biologii i fizyki - rozwój nauk. Tom 6. Wydawnictwo Naukowe UMK, 

Toruń, Polska, 2025. 

20 – 

Koncepcja pracy, przygotowanie oryginalnego manuskryptu, metodologia, analiza danych, 

analiza formalna, udział w dyskusji z recenzentami, edycja tekstu, wizualizacja, nadzór 

administracyjny. 

P2 Anna Kawka*, Hanna Koenig, Tomasz Pospieszny*, Steroid and 

Bioactive Molecule Conjugates: Improving Therapeutic Approaches in 

Disease Management, Bioorganic Chemistry, 2024, 153, 107933, DOI: 

10.1016/j.bioorg.2024.107933 

100 4.5 

Koncepcja pracy, przygotowanie oryginalnego manuskryptu, metodologia, gromadzenie 

danych, analiza formalna, analiza danych, wizualizacja, udział w dyskusji z recenzentami, 

edycja tekstu, nadzór administracyjny. 

P3 Anna Kawka*, Damian Nowak, Hanna Koenig, Tomasz Pospieszny, 

Exploring Triazole-Connected Steroid-Pyrimidine Hybrids: Synthesis, 

Spectroscopic Characterization, and Biological Assessment, ACS 

Omega, 2024, 9, 37995–38014, DOI: 10.1021/acsomega.4c04800 

70 3.7 

Koncepcja pracy, synteza związków, metodologia, analiza formalna, przygotowanie 

oryginalnego manuskryptu, udział w dyskusji z recenzentami, edycja tekstu, wizualizacja. 

P4 Anna Kawka, Hanna Koenig, Tomasz Pospieszny*, From Squalamine 

to Triazole Ring Derivatives Exploring the Versatility of Steroidal 

Bioconjugates, Rozdział [w] Studies in Natural Products Chemistry 

Edited by Atta-ur Rahman, Elsevier, Amsterdam, Netherlands 2024, 82, 

247–283, ISBN: 978-0-443-15756-1 

20 – 

Koncepcja pracy, przygotowanie oryginalnego manuskryptu, metodologia, gromadzenie 

danych, analiza danych, wizualizacja, udział w dyskusji z recenzentami, edycja tekstu. 

P5 Michalina Banaszak*, Małgorzata Dobrzyńska, Anna Kawka, Ilona 

Górna, Dagmara Woźniak, Juliusz Przysławski, Sławomira Drzymała-

Czyż, 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 

40 2.9 
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Koncepcja pracy, napisanie manuskryptu, edycja tekstu. 

P6 Anna Kawka, Hanna Koenig, Damian Nowak, Tomasz Pospieszny*, 

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 

140 3.3 

3.6** 

Koncepcja pracy, synteza związków, metodologia, analiza formalna, przygotowanie 

oryginalnego manuskryptu, wizualizacja. 

P7 Grzegorz Hajdaś, Anna Kawka, Hanna Koenig, Damian Kułaga, 

Katarzyna Sosnowska, Lucyna Mrówczyńska, 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 

70 2.1 

2.9** 

Synteza związków, koncepcja pracy, metodologia, analiza formalna, analiza danych, edycja 

tekstu, wizualizacja. 

P8 Anna Kawka, Grzegorz Hajdaś, Damian Kułaga, Hanna Koenig, Iwona 

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 

70 4.0 

3.8** 

Koncepcja pracy, synteza związków, metodologia, analiza formalna, analiza danych, 

przygotowanie oryginalnego manuskryptu, udział w dyskusji z recenzentami, edycja tekstu, 

wizualizacja. 

 

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

Publikacje wchodzące w skład rozprawy doktorskiej: P1, P2, P3, P4, P6, P8 

Autor korespondencyjny w trzech publikacjach: P1, P2 i P3.  
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Doktoranckie, Toruń, 6–7 czerwca 2024.  

2. 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.  

3. Anna Kawka, Hanna Koenig, Tomasz Pospieszny, Synteza nowych koniugatów 

steroidowo-pirymidynowych z zastosowaniem metody chemii „click”,  

IV Ogólnopolska Konferencja Doktorantów Nauk Ścisłych i Przyrodniczych „Bio Idea 

4.0”, Lublin, 3 lutego 2024. 

4. Anna Kawka, Hanna Koenig, Tomasz Pospieszny, Zastosowanie chemii „click” do 

syntezy koniugatów kwasów żółciowych zawierających  pierścienie 1,2,3-

triazolowe, Sympozjum Młodych Naukowców Wydziału Fizyki, Warszawa,  

18–20 września 2023.  

5. Anna Kawka, Hanna Koenig, Tomasz Pospieszny, Zastosowanie chemii „click” do 

syntezy nowych koniugatów steroidowych pochodnych kwasów żółciowych  

o potencjalnej aktywności biologicznej, III Międzynarodowa Multidyscyplinarna 

Konferencja Doktorantów US 2.0  „MKDUS 2.0”, Szczecin, 21–23 czerwca 2023. 

6. Anna Kawka, Hanna Koenig, Tomasz Pospieszny, Synteza nowych quasi-podandów 

pochodnych kwasów żółciowych metodą chemii „click”, I Ogólnopolska Konferencja 

PUTChemikon, Poznań, 6 maja 2023.* 

7. Anna Kawka, Hanna Koenig, Tomasz Pospieszny, Synteza nowych quasi-podandów 

pochodnych kwasów żółciowych z wykorzystaniem chemii „click”, V Pomorskie 

Sympozjum Studentów Chemii, online, 25–26 marca 2023. 

8. Anna Kawka, Hanna Koenig, Tomasz Pospieszny, Synteza oraz badania biologiczne 

nowych koniugatów kwasów żółciowych zawierających pierścienie 1,2,3- triazolowe, 

IV Ogólnopolskie Sympozjum Chemii Bioorganicznej, Organicznej  

i Biomateriałów „BioOrg”, Poznań, 3 grudnia 2022.* 

9. Anna Kawka, Hanna Koenig, Tomasz Pospieszny, Synteza nowych koniugatów 

kwasów żółciowych zawierających pierścienie 1,2,3-triazolowe, Sympozjum Młodych 

Naukowców Wydziału Fizyki, Warszawa, 20–22 września 2022. 

10. Anna Kawka, Hanna Koenig, Tomasz Pospieszny, Synteza i analiza spektroskopowa 

nowych koniugatów kwasów żółciowych i  cholesterolu zawierających pierścień 

1,2,3-triazolowy, IX Sympozjum Doktorantów Chemii, Łódź, 19–20 maja 2022. 

11. Anna Kawka, Hanna Koenig, Tomasz Pospieszny, Zastosowanie chemii „click” 

 w syntezie dimerów steroidowych zawierających pierścień 1,2,3-triazolowy,  

IV Pomorskie Sympozjum Studentów Chemii, online, 23–24 kwietnia 2022. 
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Sesja posterowa 
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*Otrzymanie I nagrody za zaprezentowanie najlepszego komunikatu ustnego.
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Spis rysunków 

Nr Opis 

1 Wybrane pochodne steroidów. 

2 Struktury pochodnych ergosterolu i cholesterolu. 

3 Budowa błony białkowo-lipidowej. 

4 Budowa cholestanolu. 

5 Epimery cholesterolu. 

6 Szkielet steroidowy kwasów żółciowych. 

7 Konformacje przestrzenne dekaliny. 

8 Rodzaje ułożeń pierścieni A, B, C i D w cząsteczkach steroidów. 

9 Micelizacja na przykładzie kwasu cholowego.  

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

11 Możliwe drogi koniugacji związków steroidowych z innymi molekułami. 

12 Flukonazol (22) i jego alkinowa (23) pochodna.  

13 Koniugaty kwasów żółciowych i flukonazolu.  

14 Koniugat kwas żółciowy-β-laktam. 

15 Koniugaty o właściwościach antybakteryjnych i antygrzybicznych. 

16 Koniugaty steroidowo-tiopurynowe o aktywności przeciwpasożytniczej. 

17 Biooniugaty kwas żółciowy-nukleozyd zawierające pierścienie  

1,2,3- triazolowe. 

18 Pochodne kwasu litocholowego (49–51) jako inhibitory sialilotransferazy. 

19 Biokoniugaty steroidowe powodujące apoptozę komórek raka. 

20 Hybrydy kwasów żółciowych i deoksyadenozyny. 

21 Potencjał farmakoterapeutyczny opisanych w literaturze koniugatów 

steroidowych. 

22 Fragmenty widm 1H NMR związków (71–73) w zakresie diagnostycznych 

przesunięć chemicznych.  

23 Fragment widma 13C NMR pochodnej kwasu litocholowego  

i cholesterolu (71). 

24 Eksperymentalne przesunięcia chemiczne (δexp, CDCl3) w związku (73)  

w funkcji izotropowych stałych ekranowania magnetycznego (σcalc)  

z obliczeń GIAO/B3LYP/6–311G(d,p); (a) protony i (b) atomy węgla-13. 

25 Model molekularny pochodnej kwasu cholowego i cholestanolu (76). 

26 Interakcje ligandów i sposób wiązania dla związków (73) i (76) w 2Q85.  

A, C – oznacza ligand (73) (zielony); B, D – oznacza ligand (76) (żółty). 
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27 Interakcje ligandów i sposób wiązania dla związków (73) i (76)  

w 1EZF. A, C – oznacza ligand (73) (zielony); B, D – oznacza ligand (76) 

(żółty). 

28 Quasi-podandy kwasów żółciowych zawierające układy  

1,2,3-triazolowe. 

29 Porównanie sygnałów zaobserwowanych na widmach 1H NMR  

di-(82) i tripodstawionej (83) pochodnej kwasu litocholowego. 

30 Porównanie otrzymanych widm FT-IR związku (82) (z grupą N3, niebieski)  

oraz pozostałych związków (83–85) (czerwony). 

31 Model molekularny koniugatu kwasu deoksycholowego 

z pierścieniami 1,2,3-triazolowymi (84). 

32 Tworzenie wiązań wodorowych przez ligand (85) z miejscem aktywnymi 

domeny białka 1HW8. 

33 Możliwe wiązania wodorowe ligandu (82) pomiędzy miejscami wiązania 

domeny białka 1HW8. Energia wiązania wynosi –8,7 kcal/mol (średnia energia 

wiązania wynosi –8,4 kcal/mol). 

34 Koniugaty steroidowo-pirymidynowe połączone pierścieniami  

1,2,3-triazolowymi (93–103). 

35 Fragmenty widm 1H NMR alkinowych pochodnych 2-tiouracylu (89–90). 

36 Diagnostyczne sygnały widma 1H NMR zidentyfikowane dla triazolowych 

związków kwasu cholowy-uracyl (95) i kwas deoksycholowy-tiouracyl (99). 

37 Modele molekularne koniugatu cholesterolu z uracylem (96) i kwasu cholowego 

z 2-tiouracylem (102). 

38 Wiązania wodorowe utworzone pomiędzy koniugatem (97)  

a miejscem aktywnym syntazy skwalenu (1EZF) określające potencjalną 

aktywność przeciwgrzybiczną.  

39 Wiązania wodorowe utworzone między ligandem pochodnej cholesterolu (96)  

a domeną białkową bakterii (1KZN) określający potencjalną aktywność 

przeciwbakteryjną. 

40 Potencjalne wiązania wodorowe między ligandem (98) a miejscem aktywnym 

białka związanego z proliferacją komórek nowotworowych (2H94). 
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Spis schematów 

Nr Opis 

1 Szlak syntezy pierwszorzędowych kwasów żółciowych (CDCA i CA). 

2 Transformacje struktury steroidu podczas biosyntezy na przykładzie kwasu 

cholowego. 

3 Wybrane reakcji chemii „click”: cykloaddycja azydkowo-alkinowa (a) i reakcja 

Dielsa-Aldera (b).  

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

oraz dihydroksylacja (d). 

5 Reakcje związane z otwarciem pierścienia azyrydyn (a) lub epoksydu (b).  

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

7 Reakcje typu „non-aldol”: synteza oksymów (a), hydrazonów (b)  

oraz układów aromatycznych (c).  

8 Regioselektywność reakcji Huisgena zależna od jej warunków.  

9 Wybrana reakcja typu katalizy heterogenicznej. 

10 Mechanizm reakcji CuAAC. 

11 Mechanizm reakcji Mitsunobu. 

12 Synteza przebiegająca z inwersją konfiguracji.  

13 Halogenoacetoksy podstawienie kwasu cholowego. 

14 Wprowadzenie grupy azydkowej w łańcuch boczny steroidu. 

15 Modyfikacja grupy karboksylowej z wykorzystaniem glikolu. 

16 Przekształcenie kwasu litocholowego w azydek w syntezie inhibitorów  

α-2,3-sialulotransferazy. 

17 Wprowadzenie grupy alkinowej w pozycję C-3 steroidu. 

18 Przekształcenie grupy karboksylowej łańcucha bocznego w terminalny alkin.  

19 Synteza amidu steroidowego w obecności tritetyloaminy. 

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

21 Otrzymywanie koniugatów kwasów żółciowych i mentolu (28–30). 

22 Synteza koniugatów aminocholiny i kwasu cholowego. 

23 Synteza steroidowo-urydynowych pochodnych triazolowych. 

24 Synteza dendrymerów (tzw. „kieszeni molekularnych”) o właściwościach 

antynowotworowych.  

25 Synteza bromoacetoksy pochodnych kwasów żółciowych (63–65). 

26 Synteza azydoacetoksy pochodnych kwasów żółciowych (66–68). 

27 Synteza alkinowych pochodnych steroli (69–70). 

28 Synteza koniugatów kwasów żółciowych i steroli połączonych pierścieniem  

1,2,3-triazolowym (71–76). 

29 Wprowadzenie grupy alkinowej w pozycję C-3 szkieletu steroidowego kwasów 

żółciowych 
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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 3β-azydooctanowych pochodnych steroli (91–92). 

33 Możliwe fragmentacje związków (89) i (90) podczas analizy EI-MS. 
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Spis tabel 

Nr Opis 

1 Ciepło tworzenia (HOF) [kcal/mol] kwasów żółciowych, steroli i koniugatów 

steroidowych. 

2 Przewidywana aktywność biologiczna  wybranych koniugatów. 

3 Ciepło tworzenia (HOF) [kcal/mol] otrzymanych pochodnych kwasów żółciowych. 

4 Ciepła tworzenia uzyskane dla pochodnych pirymidyn (88–90) i dla koniugatów 

steroidowych (93–103). 

5 Otrzymane wartości energii powinowactwa [kcal/mol] koniugatów  

do określonych domen białkowych. 

6 Przewidywana aktywność biologiczna wybranych koniugatów steroidowo- 

pirymidynowych. 

7 Wykaz numeracji związków w artykułach naukowych (NrA) w porównaniu  

z obowiązującymi w pracy (NrP).  
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Wykaz skrótów 

1H NMR protonowy magnetyczny rezonans jądrowy (ang. Proton Nuclear 

Magnetic Resonance) 
13C NMR węglowy magnetyczny rezonans jądrowy (ang. Carbon-13 Nuclear 

Magnetic  Resonance) 

AIDS zespół nabytego niedoboru odporności (ang. Acquired 

Immunodeficiency Syndrome) 

AKR1C4 dehydrogenaza 3α-hydroksysteroidowa (ang. 3α-hydroxysteroid 

dehydrogenase type 1) 

AKR1D1  5β-reduktaza Δ4-3-oksosteroidowa (ang. Δ4-3-oxosteroid  

5β-reductase) 

AMACR racemaza α-metyloacylo-CoA  (ang. α-methylacyl-CoA racemase) 

BA kwasy żółciowe (ang. Bile Acids) 

BAAT kwas żółciowy-CoA:aminokwas N-acylotransferaza 

BACS syntetaza kwasu żółciowego CoA (ang. Bile Acyl-CoA Synthetase) 

BCOX oksydaza rozgałęzionych acylo-CoA (ang. Branched-Chain acyl-CoA 

Oxidase) 

BDP białko D-bifunkcyjne (ang. D-bifunctional Protein) 

BSH hydrolaza soli żółciowych (ang. Bile Salt Hydrolase) 

CA kwas cholowy (ang. Cholic Acid) 

CDCA kwas chenodeoksycholowy (ang. Chenodeoxycholic Acid) 

CH25H 25-hydroksylaza cholesterolowa (ang. Cholesterol 25-hydroxylase) 

CH27H 27-hydroksylaza cholesterolowa (ang. Cholesterol 27-hydroxylase) 

CoA koenzym A (ang. Coenzyme A) 

CTX ksantomatoza mózgowo-ścięgnista (ang. Cerebrotendinous 

Xanthomatosis) 

CuAAC cykloaddycja azydkowo-alkinowa katalizowana miedzią  

(ang. Cu(I)-Catalyzed Azide-Alkine Cycloaddition) 

CYP7A1 7α-hydroksylaza cholesterolowa (ang. Cholesterol 7  

alpha-hydroxylase) 

CYP7B1 7α-hydroksylaza oksysterolowa (ang. 25-hydroxycholesterol  

7-alpha-hydroxylase) 

CYP8B1 12α-hydroksylaza sterolowa (ang. Sterol 12-alpha-hydroxylase) 

CYP27A1 27-hydroksylaza sterolowa (ang. Sterol 27-hydroxylase) 

CYP46A1 24-hydroksylaza cholesterolowa (ang. Cholesterol 24-hydroxylase) 

DBU 1,8-diazabicyklo[5.4.0] undek-7-en  

(ang. 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]undec-7-ene) 

DCA kwas deoksycholowy (ang. Deoxycholic Acid) 

DMF dimetyloformamid (ang. Dimethylformamide) 

DPPA azydek difenylofosforanu (ang. Diphenylphosphoryl Azide) 

EDC*HCL chlorowodorek 1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo)karbodiimid  

(ang. 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide Hydrochloride) 

ESI-MS spektrometria masowa z jonizacją elektrosprayową (ang. Electrospray 

Ionisation Mass Spectrometry) 

EI-MS spektrometria masowa z jonizacją elektronową (ang. Electron 

Ionisation Mass Spectrometry) 

FT-IR spektroskopia w podczerwieni z transformacją Fouriera (ang. Fourier 

Transform Infrared Spectroscopy) 
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GIAO metody orbitali atomowych niezależnych od miernika  

(ang. Gauge-Independent Atomic Orbital) 

GIAO/B3LYP/6-

311G 

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 

HCT116 linia komórek raka jelita grubego (ang. Human Colon Carcinoma 116) 

HIV ludzki wirus niedoboru odporności (ang. Human Immunodeficiency 

Viruses) 

HOF ciepło tworzenia (ang. Heat of Formation) 

HMG-CoA reduktaza 3-hydroksy-3-metyloglutarylokoenzymu A  

(ang. 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-coenzyme A reductase) 

HSD3B7 oksyreduktaza 3β-hydroksy-Δ5-C27 steroidowa (ang. Hydroxy-delta-

5-steroid dehydrogenase, 3 beta- and steroid delta-isomerase 7) 

IC50 połowa maksymalnego stężenia hamującego (ang. Half maximal 

Inhibitory Concentration) 

IMR-32 linia komórek neuroblastoma ludzkiego (nazwa własna) 

K562 linia komórek białaczki szpikowej (nazwa własna) 

LAH wodorek litowo-glinowy (ang. Lithium Aluminium Hydride) 

LCA kwas litocholowy (ang. Lithocholic Acid) 

LSD1 demetylaza-1 specyficzna dla lizyny (ang. Lysine-Specific histone 

Demehylase 1A) 

MCF-7 linia komórek raka piersi (ang. Michigan Cancer Foundation-7) 

MIC minimalne stężenie hamujące (ang. Minimal Inhibitory 

Concentration) 

p-TsOH kwas p-toluenosulfonowy 

PASS przewidywane spektrum aktywności substancji (ang. Prediction  

of Activity Spectra for Substances) 

PA prawdopodobieństwo wystąpienia danej aktywności biologicznej  

(ang. Probability „to be Active”) 

PI prawdopodobieństwo braku wystąpienia danej aktywności 

biologicznej (ang. Probability „to be Inactive”) 

PC-3 linia komórek ludzkiego raka prostaty 

PDB ID identyfikator z banku danych o białkach (ang. Protein Data Bank 

Identifier) 

PM5 metoda parametryczna 5 (ang. Parametric Method 5) 

SCPx białko transportujące sterolu x (ang. Sterol Carrier Protein x) 

tert-BuOH alkohol tert-butylowy 

THF tetrahydrofuran 

VLCS syntetaza długołańcuchowych acylo-CoA (ang. Very-long-chain  

acyl-CoA synthetases) 
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Wstęp 

 

Natura stanowi nieustające źródło aktywnych biologicznie związków 

heterocyklicznych o zróżnicowanych właściwościach fizycznych, chemicznych  

i biologicznych. Dostępne środki terapeutyczne często wykazują niestabilność, słabą 

rozpuszczalność lub oporność gospodarza, co powoduje ich nieskuteczność. Sprzęganie dwóch 

biologicznie aktywnych cząsteczek niesie wiele korzyści wynikających z braku toksyczności 

systemowej, zredukowaniu skutków ubocznych oraz, co najważniejsze, zwalczeniu 

lekooporności komórek docelowych. Biokoniugat to połączenie dwóch lub więcej jednostek 

strukturalnych o odmiennych właściwościach biologicznych, co sprawia,  

że utworzona cząsteczka zyskuje spotęgowaną aktywność. 

 Steroidy obejmują obszerną grupę związków pochodzenia naturalnego występujących 

we wszystkich komórkach eukariotycznych, wykazujących znaczącą aktywność biologiczną.  

Istotnie interesujące są kwasy żółciowe oraz β-sterole. Związki te posiadają charakterystyczny 

dla steroidów sztywny czteropierścieniowy rdzeń cyklopentanoperhydrofenantrenowy  

o różnym stopniu nienasycenia, właściwości amfipatyczne oraz podatną na modyfikację grupę 

hydroksylową w pozycji C-3. Ważne są również glikozydy nasercowe (np. scylaren A, 

digitoksyna) oraz hormony roślinne (np. brassinolid) i zwierzęce (np. estron, testosteron). 

 Kwasy żółciowe (np. litocholowy, deoksycholowy, cholowy) stanowią główny składnik 

żółci, wspomagając emulgowanie tłuszczy, natomiast jako surfaktanty obniżają napięcie 

powierzchniowe. Charakteryzują się ponadto łańcuchem bocznym zakończonym grupą 

karboksylową obecnym w pozycji C-17 szkieletu steroidowego oraz grupami hydroksylowymi 

(3α-OH; 3α-OH, 12α-OH; 3α-OH, 7α-OH, 12α-OH) o różnej reaktywności. 

 Wśród β-steroli zainteresowanie wzbudza cholesterol będący składnikiem zwierzęcych 

błon komórkowych, zapewniając im sztywność. Jest prekursorem w biosyntezie witaminy D3, 

hormonów płciowych oraz kwasów żółciowych. 

 Fundamentalne znaczenie ma naturalny biokoniugat steroidowy – skwalamina, 

wyizolowana z komórek kolenia pospolitego (Squalus acanthias), wykazująca się 

właściwościami przeciwko flawiwirusom, HAV, HBV i HCV. Związek ten zastosowano jako 

antybiotyk działający na szereg szczepów bakterii, jak również w terapii onkologicznej,  

w leczeniu zwyrodnienia plamki żółtej oka i retinopatii cukrzycowej. Z kolei syntetyczny 

glikosteroid – deksametazon, cechuje aktywność przeciwzapalna, przeciwalergiczna  

i immunosupresyjna. Jest niezwykle cenny w leczeniu obrzęku i nowotworu mózgu, a także 

rekonwalescencji po urazach głowy i zabiegach neurochirurgicznych. Co ciekawe, został 

zastosowany w łagodzeniu powikłań dróg oddechowych spowodowanych COVID-19.  

 Ze względu na ogromną różnorodność właściwości biologicznych  

i fizykochemicznych, steroidy stały się doskonałymi związkami w syntezie organicznej. 

Transformacje grup funkcyjnych poprzez reakcję estryfikacji prowadzą do wytwarzania 

nowych pochodnych. Dodatkowe grupy mogą wpływać na zmianę lipofilowości, 

rozpuszczalności oraz selektywności receptora. Z perspektywy poszukiwania nowych leków 

steroidowych najistotniejsze jest to, że jako związki lipofilowe mogą skutecznie pokonywać 

błony komórkowe.  

 Niezwykle kluczowym aspektem w opracowywaniu ścieżek syntezy dimerycznych  

i wielkocząsteczkowych biokoniugatów steroidowych jest zastosowanie chemii „click”. 

Wykorzystanie tej efektywnej, prostej i wysokowydajnej reakcji prowadzi do utworzenia 

linkerów 1,2,3-triazolowych. Unikalna struktura układów triazolowych pozwala im łatwo 
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łączyć się z enzymami oraz receptorami w układach biologicznych poprzez wiązania 

wodorowe, oddziaływania dipol-dipol lub siły van der Waalsa. Wykazują odporność na 

hydrolizę oraz degradację metaboliczną. Sprzężenie steroidów z pierścieniami  

1,2,3-triazolowymi ma szczególne znaczenie z perspektywy aktywności 

farmakoterapeutycznej nowo powstałej cząsteczki biokoniugatu. 

 Z danych literaturowych wynika, że drobne przekształcenie struktury steroidowej silnie 

oddziałuje na układ biologiczny. Ich specyficzny układ przestrzenny pełni kluczową funkcję 

dla interakcji z receptorami białkowymi. Unikatowe cechy strukturalne i biologiczne steroidów 

przyczyniły się do wykorzystania ich jako potencjalnego materiału w projektowaniu leków  

o działaniu przeciwnowotworowym, przeciwdrobnoustrojowym, przeciwzapalnym,  

jak również o aktywności neuroprotekcyjnej.  

 Na podstawie pozytywnych wyników dotychczasowych badań wykazano, że związki 

steroidowe spełniają kluczowe kryteria w kontekście projektowania nowych środków 

terapeutycznych, a także mogą pełnić funkcję efektywnych nośników leków. Uwzględniając 

analizę literatury przedmiotu oraz wcześniejsze osiągnięcia badawcze zespołu prof. 

Pospiesznego, celem mojej pracy było opracowanie szlaku syntezy nowych biokoniugatów 

steroidowych o potencjalnej aktywności biologicznej. 

Bazując na obiecujących danych literaturowych zsyntetyzowano 30 nowych 

pochodnych kwasów żółciowych i steroli. Wykorzystując reakcję chemii „click” wbudowano 

w strukturę każdej cząsteczki łącznik w postaci pierścienia 1,2,3-triazolowego. 

Zsyntetyzowane związki można podzielić na trzy grupy: dimery kwasów żółciowych i steroli, 

quasi-podandy oraz biokoniugaty steroidowo-pirymidynowe. Pełna analiza spektroskopowa  

i spektrometryczna pozwoliła na potwierdzenie wszystkich otrzymanych struktur. 

Przeprowadzone obliczenia semiempiryczne wyznaczyły ich energię tworzenia i modele 

molekularne. Na podstawie badań in silico z wykorzystaniem programu PASS oraz wykonanie 

dokowania molekularnego określono wstępną teoretyczną aktywność biologiczną koniugatów 

steroidowych. Sprecyzowanie powinowactwa utworzonych cząsteczek do miejsc aktywnych 

zdefiniowanych domen białkowych uwarunkowało ich obiecujący potencjał 

przeciwhipercholesterolemiczny, przeciwbakteryjny, przeciwgrzybiczny  

oraz przeciwnowotworowy.  

 Rezultaty przeprowadzonych w ramach pracy doktorskiej badań zostały szczegółowo 

opisane i opublikowane, podobnie jak wyczerpujące artykuły przeglądowe, w renomowanych 

czasopismach z listy filadelfijskiej. 
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1. Steroidy 

 Związki pochodzenia naturalnego o zróżnicowanych właściwościach biologicznych 

zajmują wyjątkowe miejsce w chemii organicznej [1,2]. Szczególnie ważne są steroidy, które 

zapewniają prawidłowe funkcjonowanie wszystkich komórek organizmów żywych. Biorą 

udział w przemianach metabolicznych oraz w transporcie wewnątrzkomórkowym [3]. Kwasy 

żółciowe (np. litocholowy, deoksycholowy, cholowy) działają jako emulgatory, pomagając  

w trawieniu i wchłanianiu lipidów oraz kontrolują metabolizm glukozy [4]. Sterole  

(np. cholesterol, ergosterol, stigmasterol) są komponentami struktury błon komórkowych 

prokariotów i eukariotów (Rys. 1). Cholesterol (1) uczestniczy także w biosyntezie hormonów 

steroidowych [5]. Te z kolei (np. estrogeny, androgeny) odpowiadają za ekspresję genów, 

normalną syntezę białek oraz podstawowe działanie regulacyjne i modyfikacyjne tkanek 

docelowych [6]. Hormony roślinne, takie jak brassinosteroidy (np. brassinolid) kontrolują 

przebieg procesu fotosyntezy, prawidłowy wzrost roślin oraz działanie innych fitohormonów 

[7]. Kortykosteroidy odgrywają kluczową rolę w metabolizmie węglowodanów i regulacji 

stanu zapalnego [6]. 

 

 

Rysunek 1. Wybrane pochodne steroidów. 

 

1.1. Sterole 

 Alkohole steroidowe jako kluczowe związki lipidowe odgrywają istotną rolę  

w funkcjonowaniu organizmów żywych. Sterole są integralnymi składnikami błon 

komórkowych, wpływając na ich strukturę, płynność i funkcje biologiczne. Biorą udział jako 

główny substrat w biosyntezie ważnych związków bioaktywnych, takich jak hormony 

steroidowe, witaminy z grupy D lub kwasy żółciowe. Komórki roślinne zwykle zawierają 

fitosterole, takie jak stigmasterol, β-sitosterol, kampesterol albo fukosterol. W komórkach 

grzybów można wyróżnić mykosterole – głównie ergosterol będący promotorem 

ergokalcyferolu (8), znanego powszechnie jako witamina D2 (Rys. 2) [8,9]. Jednak największe 

zainteresowanie wzbudza sterol budujący błony komórkowe u ssaków – cholesterol, dlatego 

jego właściwości zostaną szerzej omówione.  
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Rysunek 2. Struktury witamin D – pochodnych ergosterolu i cholesterolu. 

 

1.1.1 Cholesterol 

 β-sterole podobnie jak pozostałe steroidy kontrolują homeostazę procesów 

biologicznych zachodzących w celu prawidłowego funkcjonowania organizmu. Ze względu  

na udział w szeregu przemian metabolicznych cholesterol jest jednym z niewielu związków 

steroidowych, którego właściwości fizykochemiczne zostały niezwykle dokładnie 

przeanalizowane. Cholesterol (1) należy do zoosteroli, w których jako element budulcowy 

stabilizuje błonę komórkową, jednocześnie zapewniając jej odpowiednią elastyczność  

i płynność (Rys. 3).   

 

Rysunek 3. Budowa błony białkowo-lipidowej. 

 

 Umożliwia to transport substancji do i z komórki. Ponadto, jego obecność w komórkach 

mózgu wpływa na utrzymanie struktury neuronów. Cholesterol jest prekursorem w syntezie 

hormonów steroidowych (np. kortyzolu, aldosteronu), hormonów płciowych (np. testosteronu, 

progesteronu) i kwasów żółciowych, jak również witaminy D3 (cholekalcyferolu) 



MGR INŻ. ANNA KAWKA JHGFGH JHGFFGHJK Część literaturowa 

 

39 
 

odpowiedzialnej za regulację gospodarki wapniowo-fosforanowej. Natomiast jako kluczowy 

składnik mieliny (osłonki otaczającej włókna nerwowe) ma znaczący udział w szybkim  

i skutecznym przesyłaniu sygnałów nerwowych [10]. 

 Cholestanol (5α-dihydrocholesterol) (9) jest nasyconą formą cholesterolu,  

a jego struktura rożni się wyłącznie zredukowanym wiązaniem podwójnym  

w pozycji C-5 i C-6 w cząsteczce (Rys. 4). Głównie powstaje w wyniku jego przemian 

metabolicznych. W organizmie występuje w śladowych ilościach,  

ale jego obecność ma diagnostyczne znaczenie w przypadku rzadkich schorzeń. Podwyższony 

poziom cholestanolu może być związany z chorobą ksantomatozą mózgowo-ścięgnistą (CTX). 

To zaburzenie metaboliczne spowodowane nieprawidłową przemianą kwasów żółciowych 

prowadzącą do gromadzenia cholestanolu w organizmie, a w konsekwencji do postawania 

złogów w ścięgnach, uszkodzeniem układu nerwowego bądź zaćmą [11,12].  

 

Rysunek 4. Budowa cholestanolu. 

 

1.1.2. Stereochemia cholesterolu 

 Unikalna struktura przestrzenna cholesterolu, wynikająca ze stereochemii jest kluczowa 

dla jego funkcjonalności. Będąc steroidem niezmiennie posiada podstawowy element ich  

budowy – szkielet cyklopentano[α]perhydrofenantrenu. Sprzężone pierścienie tworzą płaską 

cząsteczkę z konfiguracją cis pierścieni B/C oraz trans C/D. Zoosterol cechuje 8 centrów 

stereogenicznych determinujących charakterystyczne ułożenie grup funkcyjnych i łańcucha 

bocznego. Z perspektywy syntezy organicznej ważna jest ekwatorialna grupa hydroksylowa 

znajdująca się w konfiguracji β (nad płaszczyzną pierścienia A) przy atomie węgla C-3  

(Rys. 5). Nadaje cząsteczce amfipatycznego charakteru oraz umożliwia jej modyfikacje. 

Natomiast obecność rozgałęzionego łańcucha bocznego przy atomie węgla C-17 wpływa  

na zdolność sterolu do wbudowywania się w błony komórkowe. Co więcej, cholesterol 

występuje w organizmach jako jeden enancjomer, dzięki czemu łatwo wchodzi w interakcje  

z innymi biomolekułami. Przestrzenna budowa cholesterolu ułatwia jego dopasowywanie się  

do fosfolipidów w dwuwarstwie i warunkuje transformację struktury [13,14]. 
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Rysunek 5. Epimery cholesterolu. 

 

1.2. Kwasy żółciowe 

 

1.2.1. Charakterystyka i znaczenie biologiczne kwasów żółciowych 

Kwasy żółciowe jako cząsteczki aktywne biologicznie są wytwarzane  

w organizmach wszystkich kręgowców w wyniku przemian metabolicznych cholesterolu [15]. 

Obecność 24-węglowej struktury spowodowała, że powszechnie u ssaków noszą miano 

kwasów żółciowych C24 (Rys. 6). Wynika to z obecności trzech sześcioczłonowych pierścieni 

A, B i C, pięcioczłonowego pierścienia D oraz pięciowęglowego łańcucha bocznego z grupą 

karboksylową w pozycji C-24 [16,17]. Kwas litocholowy (3α-hydroksycholanowy) (10), kwas 

deoksycholowy (kwas 3α,12α-dihydroksycholanowy) (11) i kwas cholowy  

(3α,7α,12α-trihydroksycholanowy) (12) wzbudzają największe zainteresowanie jako reagenty 

w syntezie organicznej [18–20]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rysunek 6. Szkielet steroidowy kwasów żółciowych. 

 

Kwasy żółciowe stanowią główny składnik żółci, gdzie występują w formie 

sprzężonych soli z glicyną (75 %) lub tauryną (25 %) [21]. Jednocześnie zwiększa to ich 

rozpuszczalność w wodzie w warunkach fizjologicznych [22]. Około 95% kwasów żółciowych 

Nr R1 R2 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 NHCH2CO2H Kwas glikochenodeoksycholowy 

15 OH H NHCH2CH2SO3H Kwas taurochenodeoksycholowy 

16 OH OH NHCH2CO2H Kwas glikocholowy 

17 OH OH NHCH2CH2SO3H Kwas taurocholowy 
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jest wchłaniane w jelicie, następnie trafia z krwią do wątroby i ponownie do żółci, by wrócić 

do jelita (tzw. krążenie jelitowo-wątrobowe). Pozostałe 5% jest wydalane, a straty uzupełnia 

synteza de novo w wątrobie [23–25]. 

 Główne właściwości fizjologiczne kwasów żółciowych obejmują transport lipidów 

poprzez ich solubilizację oraz usuwanie cholesterolu do przewodu pokarmowego, skąd jego 

wchłanianie jest ograniczone. Funkcje te wynikają z ich amfipatycznego charakteru, który 

wiąże się z obecnością hydrofilowej i hydrofobowej powierzchni [26–28]. Z kolei koniugacja 

z kwasami tłuszczowymi, cholesterolem i monoglicerydami BA prowadzi do ich micelizacji  

i umożliwia emulgowanie tłuszczy [29,30]. Tworzenie miceli powoduje zwiększenie 

powierzchni tłuszczu narażonej na działanie lipaz trzustkowych, co umożliwia bardziej 

efektywne trawienie i wchłanianie lipidów przez komórki jelita cienkiego [31]. Micele 

powstałe z udziałem kwasów żółciowych wspomagają również rozpuszczanie i absorpcję 

witamin rozpuszczalnych w tłuszczach [32]. Biorąc pod uwagę ogólny udział BA  

w krążeniu jelitowo-wątrobowym ich zadania ograniczają się przede wszystkim do: regulacji 

homeostazy cholesterolu, zapobiegania tworzeniu się kamieni żółciowych i nerkowych, 

działania przeciwdrobnoustrojowego oraz funkcji regulacyjnych. Udowodniono, że ich 

receptory są obecne w większości narządów i tkanek, stąd mogą pełnić rolę cząsteczek 

sygnałowych. Kwasy żółciowe uczestniczą w proliferacji komórek, reakcjach detoksykacji  

i regulacji układu odpornościowego [33–37]. 

 

1.2.2. Stereochemia kwasów żółciowych 

Szkielet steroidowy BA posiada 7 chiralnych atomów węgla (tj. C-5, C-8, C-9, C-10, C-

13, C-14, C-17), co wskazuje na 128 stereoizomerów. Jednak surowe ograniczenia związane  

z kondensacją pierścieni cyklicznych wpłynęły na istnienie tylko kilku z nich. Pierścienie A/B 

naturalnych steroidów przyjmują konformację przestrzenną cis lub trans. Jest to 

charakterystyczna cecha układów sześcio– i pięcioczłonowych, co potwierdza rotacja 

pomiędzy strukturami cis i trans-dekaliny (Rys. 7) [38,39]. 

 

 

Rysunek 7. Konformacje przestrzenne dekaliny. 

 

Sposób ułożenia się skondensowanych pierścieni A/B podczas transformacji 

determinuje występowanie dwóch rodzajów szeregów w konfiguracji przestrzennej steroidów:  

• allo – typowy w przypadku większości steroli. Charakterystyczny jak w trans-dekalinie 

układ pierścieni A/B; płaska cząsteczka, w której grupa metylowa CH3-19 i atom 

wodoru występują naprzeciw siebie, a dodatkowo można utworzyć dwie konformacje 
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krzesłowe. Sztywna struktura tego typu układu ogranicza wydajność syntez 

prowadzących do otrzymania niekorzystnej energetycznie konformacji łódkowej  

(Rys. 8a).  

• normalny – preferowany w przypadku kwasów żółciowych. Podobny jak w cis-

dekalinie układ pierścieni A/B, grupa metylowa CH3-19 i atom wodoru występują  

po jednej stronie pierścienia. Specyficzna i stabilna wykrzywiona struktura decyduje  

o pozostaniu wysoko korzystnej energetycznie konformacji krzesełkowej bez względu 

na typ syntezy (Rys. 8b) [40].  

 

Rysunek 8. Rodzaje ułożeń pierścieni A, B, C i D w cząsteczkach steroidów. 

 

Zgodnie z tym założeniem u wyższych kręgowców szkielet steroidowy kwasów 

żółciowych przyjmuje konformację cis pierścieni A/B (Rys. 8c). Charakterystyczne dla ich 

struktury są również: czystość enancjomeryczna, sztywny układ pierścieni alicyklicznych,  

11 chiralnych atomów węgla, zróżnicowane chemicznie grupy hydroksylowe w pozycjach  

C-3α, C-7α, C-12α oraz alifatyczny łańcuch  przy atomie węgla C-17 zakończony grupą 

karboksylową [41,42]. Wymienione dwie ostatnie cechy nadają im szczególnych właściwości 

fizykochemicznych, dzięki którym stały się materiałem budulcowym w projektowaniu nowych 

cząsteczek będących antybiotykami, sztucznymi kanałami jonowymi, receptorami jonowymi, 

nośnikami leków oraz surfaktantami [43–47].  

Amfipatyczny charakter kwasów żółciowych wynika z hydrofilowej i hydrofobowej 

części ich struktury. Grupy hydroksylowe i karboksylowy łańcuch boczny tworzą tzw. α-ścianę 

(hydrofilową) (Rys. 9). Z kolei grupy metylowe C-18 i C-19 nadają  

im hydrofobowego charakteru, dając tzw. β-ścianę [48]. Wpływa to na wysoką aktywność 

powierzchniową kwasów żółciowych, dzięki której mogą tworzyć w roztworach wodnych małe 

agregaty lub micele mniejsze niż 10 monomerów [49,50].  
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Rysunek 9. Micelizacja na przykładzie kwasu cholowego [P3]. 

 

Liczba i rozkład różnych reaktywnie grup hydroksylowych decyduje o podatności 

kwasów na szereg reakcji, takich jak acetylowanie, estryfikacja, hydroliza bądź redukcja.  

Ze względu na położenie ekwatorialną grupę 3α-OH łatwo zmodyfikować, co jest najbardziej 

utrudnione w przypadku grupy 12α-OH z powodu dużego zatłoczenia sterycznego w jej 

otoczeniu [51].  

 

1.2.3.  Biosynteza kwasów żółciowych 

 

Kwasy żółciowe są produkowane w wątrobie z cholesterolu jako pierwszorzędowe 

kwasy żółciowe, przy udziale 17 enzymów katalizujących 17 różnych reakcji. U ssaków proces 

ten odbywa się w cytozolu, siateczce śródplazmatycznej (mikrosomach), mitochondriach  

i peroksysomach (Schemat 1). Jednocześnie ma on ogromne znaczenie dla kontrolowania 

homeostazy cholesterolu, ponieważ odpowiada za katabolizm połowy jego dobowej produkcji 

[52,53]. 

 Istnieją dwa szlaki syntezy kwasów żółciowych: klasyczny (główny, neutralny)  

i alternatywny (kwasowy). Pierwszy z nich determinuje produkcję 90 % kwasów żółciowych  

u osób dorosłych, natomiast drugi pozostałych 10 % i przeważa u noworodków oraz pacjentów 

z chorobami wątroby [54].  

 Główna ścieżka syntezy rozpoczyna się od hydroksylacji pierścienia sterolowego  

w pozycji C-7 obecności 7α-hydroksylazy cholesterolowej (CYP7A1) (Schemat 2). Utworzony 

produkt pośredni jest następnie atakowany przez 27-hydroksylazę sterolową (CYP27), która 

modyfikuje łańcuch boczny, dając kwas chenodeoksycholowy. W celu syntezy kwasu 

cholowego tę transformację poprzedza jeszcze hydroksylacja w pozycji C-12 katalizowana 

przez 12α-hydroksylazę (CY8B1). W tym przypadku szybkość procesu metabolicznego zależy 

od aktywności enzymu CYP7A1, a aktywność enzymu CY8B1 wpływa na hydrofilowość 

steroidu i reguluje stosunek produkcji dwóch kwasów pierwotnych (CA i CDCA) [55]. 
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AKR1C4 – dehydrogenaza 3α-hydroksysteroidowa; AKR1D1 – 5β-reduktaza Δ4-3-oksosteroidowa; AMACR – 

racemaza α-metyloacylo-CoA; BAAT – Kwas żółciowy-CoA:aminokwas N-acylotransferaza; BACS – syntetaza 

kwasu żółciowego CoA; BCOX – oksydaza rozgałęzionych acylo-CoA; BDP – białko D-bifunkcyjne; CA – kwas 

cholowy; CDCA – kwas chenodeoksycholowy; CYP27A1 – 27-hydroksylaza sterolowa; CYP7A1 –  

7α-hydroksylaza cholesterolowa; CYP7B1 – 7α-hydroksylaza oksysterolowa; DHCA – kwas  

3α,7α-dihydroksycholestanowy; HSD3B7 – oksyreduktaza 3β-hydroksy-Δ5-C27 steroidowa; SCPx – białko 

transportujące sterolu x; THCA – kwas 3α,7α,12α-trihydroksycholestanowy; VLCS – syntetaza 

długołańcuchowych acylo-CoA 

Schemat 1. Szlak syntezy pierwszorzędowych kwasów żółciowych (CDCA i CA). 

 

 Alternatywny szlak w przeciwieństwie do klasycznego zakłada syntezę głównie CDCA. 

Na początku odbywa się hydroksylacja łańcucha bocznego cholesterolu na końcu C-27  

przez enzym CYP27 Następnie aktywność 7α-hydroksylazy oksysterolowej (CYP7B1) 

prowadzi do dalszych przekształceń 27α-hydroksysterolu do kwasu  

3β,7α-dihydroksy-5-cholestenowego. Kolejne modyfikacje tego związku dają w konsekwencji 

kwas CDCA. Warto zauważyć, że hydroksysterole mogą być również wytwarzane w organach 

innych niż wątroba, takich jak płuca lub mózg, jednak przetransportowanie do niej nie 

wyklucza ich udziału w kwasowej ścieżce biosyntezy BA. Alternatywna ścieżka chroni osoby  

ze schorzeniami wątroby przed hipercholesterolemią [56,57].  

 W wyniku działania dwóch enzymów, takich jak syntaza kwasu żółciowego-CoA  

i N-acylotransferaza kwasu żółciowego-CoA, kwas cholowy i chenodeoksycholowy ulegają 

sprzężeniu z tauryną i glicyną, po którym wędrują do żółci, gdzie są przechowywane  

w pęcherzykach żółciowych. Utworzone sole cechuje wyższa hydrofilowość, kwasowość  

oraz mniejsza cytotoksyczność [58,59]. 
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Schemat 2. Transformacje struktury cholesterolu podczas biosyntezy na przykładzie  

kwasu cholowego. 
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 Większość (około 95%) kwasów żółciowych po emulgowaniu tłuszczy w jelicie 

cienkim zostaje wtórnie wchłonięta przez odcinek jelita krętego i przeniesiona do wątroby. 

Pozostałe 5 % ulega biotransformacji przez bakterie jelitowe, w wyniku której dehydoksylacja 

odpowiednio CA i CDCA prowadzi do powstania drugorzędowych kwasów żółciowych: kwasu 

deoksycholowego i kwasu litocholowego. Aktywność bakteryjnej hydrolazy soli żółciowych 

(BSH) przy udziale bakterii z rodzaju Bacteroides, Clostridium, Bifidobacterium  

oraz Lactobacillus powoduje dekoniugację. W kolejny etap zaangażowana jest bakteryjna  

7α-dehydroksylaza, która eliminuje grupę 7-OH z kwasów CA i CDCA, co z kolei prowadzi  

do utworzenia odpowiednio kwasów DCA i LCA [60].  

Kwas litocholowy wykazuje słabą rozpuszczalność w wodzie i toksyczność. Niemalże  

w całości jest wydalany z kałem, ale około 2 % po powrocie do wątroby ulega przemianom  

w celu usunięcia z moczem. Natomiast kwas deoksycholowy cechuje bakteriobójczość, dzięki 

której może zapobiegać przerostowi mikrobioty w jelicie. Z drugiej jednak strony kwasy wtórne 

są promotorami zmian patologicznych jelita grubego, często prowadzących do nowotworu [61].  

 

1.3. Znaczenie aktywności biologicznej steroidów 

 Skwalamina (18) to jeden z kluczowych naturalnych koniugatów steroidowo-

poliaminowych o monumentalnych znaczeniu dla chemii związków bioaktywnych (Rys. 10). 

Została wyizolowana z wątroby kolenia pospolitego (Squalus acanthias), u którego silnie 

wspiera układ odpornościowy przed chorobami nowotworowymi i wirusowymi [62].  

Ten aminosterolowy antybiotyk, będący koniugatem spermidyny i 24-siarczanu  

7α,24ζ-dihydroksy-5α-cholestanu, rozpuszcza się w wodzie dzięki hydrofobowemu 

szkieletowi steroidowemu, grupie hydroksylowej i aminowej [63]. Stereochemia i ładunek 

związku umożliwiają przenikanie przez błonę komórkową, transportując białka związane 

elektrostatycznie z błoną cytoplazmatyczną [64]. Skwalamina hamuje agregację α-synukleiny, 

zapobiegając chorobie Parkinsona, ograniczając toksyczne agregaty i neutralizując  

już istniejące [65]. Wykazuje aktywność biobójczą wobec szerokiego spektrum 

mikroorganizmów (w tym wirusa HIV). Spowalnia również rozwój nowotworów mózgu, 

wspierając działanie cytotoksycznych leków przeciwnowotworowych w raku płuc, sutka, 

jajnika i prostaty [66]. 
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Rysunek 10. Skwalamina i jej pochodne (a) oraz model molekularny (b). 

 

 Zróżnicowanie właściwości biologicznych i fizykochemicznych związków naturalnych 

zadecydowało o wykorzystaniu ich w syntezie bioorganicznej. Przekształcenie grup 

funkcyjnych w wyniku estryfikacji, eteryfikacji, utlenieniu, redukcji bądź amidowania 
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prowadzi do utworzenia nowych pochodnych o ulepszonych właściwościach 

farmakokinetycznych (lipofilowości, rozpuszczalności) i farmakodynamicznych (inna 

selektywność receptora) (Rys. 11). Charakter lipofilowy steroidów pozwala im na pokonywanie 

barier biologicznych, jednak łatwo może ulec zmianie w wyniku wprowadzenia bardziej 

polarnych grup funkcyjnych, co znacznie zwiększy ich rozprowadzenie i czas działania  

w organizmie. Sztywny szkielet steroidowy umożliwia im penetrację komórki oraz wiązanie  

z receptorem hormonalnym lub białkowym. Struktura cząsteczki i cechy biologiczne steroidów 

wpłynęły na wykorzystanie ich w projektowaniu leków o aktywności przeciwnowotworowej, 

przeciwbakteryjnej, przeciwgrzybiczej, przeciwwirusowej lub przeciwzakrzepowej  

oraz stosowanych w leczeniu choroby Alzheimera. Ponadto, znalazły zastosowanie również  

w innych dziedzinach jako receptory molekularne, quasi-podandy, szczypce molekularne  

czy receptory wychwytujące kationy i aniony [67–70]. 

 

Rysunek 11. Możliwe drogi sprzęgania związków steroidowych z innymi molekułami [P1]. 

 

2. Chemia „click” 

W 2001 roku profesor Sharpless i współpracownicy zaproponowali rewolucyjną metodę 

projektowania i syntezy nowych złożonych cząsteczek. Chemia „click” (chemia „kliknięć”) 

odnosi się do wysoko wydajnych reakcji chemicznych, które są proste w wykonaniu, szybkie, 

selektywne i nie dają produktów ubocznych. Odpowiednio zaprojektowane fragmenty 

molekularne łatwo ulegają połączeniu w precyzyjny sposób [71,72].  

Podstawowe zasady chemii „click” obejmują koncepcje takie jak modularność, wysoka 

wydajność oraz efektywność atomowa, która z kolei jest kluczowa dla reguł tzw. „zielonej 

chemii”. Ze względu na te cechy metoda ta znalazła szerokie zastosowanie głównie  

w dziedzinach związanych z farmaceutykami, chemią medyczną i materiałową oraz biologią 

chemiczną [72]. Wśród najbardziej znanych reakcji opierających się na schemacie „click” 

należą cykloaddycja azydkowo-alkinowa katalizowana miedzią (CuAAC – Copper–Catalyzed 

Azide–Alkyne Cycloaddition), reakcje tiol-enowe oraz reakcje Dielsa-Aldera (Schemat 3) [74]. 



MGR INŻ. ANNA KAWKA JHGFGH JHGFFGHJK Część literaturowa 

 

49 
 

 

Schemat 3. Wybrane reakcji chemii „click”: cykloaddycja azydkowo-alkinowa (a)  

i reakcja Dielsa-Aldera (b). 

 

2.1. Typy reakcji chemii „click” 

 Istnieją przemiany chemiczne, które wymagają określonych warunków 

termodynamicznych, wskutek których zostanie utworzony tylko jeden produkt końcowy.  

 Jedną z podstawowych reakcji cyklicznych chemii „click”, w której tworzy się wiązanie 

atom węgla–heteroatom jest cyklooaddycja [4+2], zwana również reakcją Dielsa-Aldera 

(Schemat 3b). Z kolei cykloaddycja 1,3-dipolarna dąży do utworzenia nowych koniugatów 

heterocyklicznych złożonych z wielu zróżnicowanych pięcio– i/lub sześcioczłonowych 

pierścieni, gdzie synteza rozpoczyna się od sprzężenia dwóch nienasyconych związków 

(Schemat 3a) [75].  

 Wyróżnia się cztery najważniejsze rodzaje przekształceń przebiegające zgodnie  

z zasadami chemii „click”: 

(1) addycja do wielokrotnego wiązania węgiel–węgiel:  

• addycja Michaela (Schemat 4a); 

• synteza azyrydyn (Schemat 4b); 

• epoksydacja (Schemat 4c); 

• dihydroksylacja (Schemat 4d); 
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Schemat 4. Addycja nukleofilowa Michaela (a), synteza azyrydyn (b), epoksydacja (c) 

 oraz dihydroksylacja (d). 

 

(2) reakcje substytucji nukleofilowej: 

• szczególnie transformacja, w wyniku której pęka wiązanie, co skutkuje otwarciem 

pierścienia w układach heterocyklicznych związków elektrofilowych, takich jak 

azyrydyny, epoksydy, cykliczne siarczany; 

 

Schemat 5. Reakcje związane z otwarciem pierścienia azyrydyny (a) lub epoksydu (b). 

 

(3) cykloaddycja związków nienasyconych:  

• 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 związków karbonylowych typu „non-aldol”: 

• otrzymywanie eterów oksymowych, hydrazonów oraz aromatycznych układów 

heterocyklicznych. 

 

Schemat 7. Reakcje typu „non-aldol”: synteza oksymów (a), hydrazonów (b)  

oraz układów aromatycznych (c). 

 

Warto zauważyć, że wszystkie syntezy „click” charakteryzuje wysoka aktywność 

termodynamiczna, gdzie konieczny nakład energii jest wyższy niż 20 kcal/mol.  

 

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

 Fundamentalną reakcją 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 wyjściowe. Pierwszy z nich 

wskazuje na związek zbudowany dwubiegunowo, tj. składający się z elektrofilowego  

i nukleofilowego końca (taki jak azydek, ozon, diazometan). Natomiast dipolarofil 

charakteryzuje się pewnym stopniem nienasycenia spowodowanym deficytem elektronów. 

Wskutek sprzężenia terminalnych alkinów z azydkami w obecności miedzi, dzięki któremu 

dochodzi do cyklicznego przejścia elektronów π powstaje zwykle jeden produkt posiadający  

co najmniej dwa stabilizujące układ pierścieni wiązania [76,77].  

 Klasyczna reakcja Huisgena przebiegała w podwyższonej temperaturze, na skutek 

czego utworzony produkt był mieszaniną 1,4- i 1,5-dipodstawionych 1,2,3-triazoli. Kluczowe 

jest zastosowanie jonów miedzi(I) jako katalizatora, wskutek czego reakcja jest 

regioselektywna, wydajniejsza oraz blisko 106 szybsza niż przemiana przeprowadzona 
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wyłącznie w wyższej temperaturze (Schemat 8). Utworzony 1,4-dipodstawiony 1,2,3-triazol 

cechuje stabilność i brak toksyczności, natomiast użyte substraty najczęściej brak reaktywności 

w stosunku do grup funkcyjnych molekuły, jak również brak wpływu grup azydkowych  

i alkinowych na jej bioaktywność [78].  

 

Schemat 8. Regioselektywność reakcji Huisgena zależna od jej warunków. 

 

2.2.1. Sposoby wprowadzenia jonów Cu(I)  

Dostarczenie do mieszaniny reakcyjnej jonów miedzi(I) decyduje o prawidłowym 

kierunku reakcji. Zastosowanie warunków wodnych (np. układu tert-butanol/woda) wskazuje  

na technikę in situ, w której jony Cu(I) uzyskuje się z pięciowodnego siarczanu(VI) miedzi(II) 

albo octanu miedzi(II), redukując te sole odpowiednimi odczynnikami, takimi jak askorbinian 

sodu, miedź metaliczna, hydrazyna lub tris(2-karboksyetylo)fosfina (jak na Schemacie 3a).  

W układzie niepolarnym oraz wykorzystując kompleksy soli miedzi z nadmiarem 

zasady (np. trietyloaminy) zostanie utworzony acetylenek miedzi. Jony miedzi(I) można 

pozyskać również stosując niektóre halogenki miedzi (CuI, CuBr), tlenki miedzi(I) i (II)  

oraz nanoklastery Au4Cu4 [75,79–81]. 

Z kolei kataliza heterogeniczna należy do wydajnych i tanich metod syntezy  

1,4-dipodstawionych pochodnych 1,2,3-triazoli (Schemat 9b). Katalizator miedziowy znajduje 

się na nośniku węglowym (Cu/C). Zakonserwowany wodnym roztworem azotanu(V) 

miedzi(II) węgiel drzewny poddaje się destylacji wody i suszeniu, w wyniku czego tlenki 

miedzi(I) i (II) pokrywają powierzchnię katalizatora (Schemat 9a). W tego typu układzie można 

łatwo usunąć reduktor i katalizator bądź wygodnie wybrać rozpuszczalnik, jak również zmienić 

warunki reakcji dodając trietyloaminę lub podwyższając temperaturę [82]. 
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Schemat 9. Wybrana reakcja typu katalizy heterogenicznej. 

 

2.2.2. Mechanizm reakcji CuAAC 

Cykloaddycja azydkowo-alkinowa katalizowana jonami miedzi(I) jest efektywnym 

procesem charakteryzującym się kilkuetapowym mechanizmem (Schemat 10). Jony miedzi(I) 

pełnią kluczową rolę w aktywacji alkinu, umożliwiając utworzenie trójczłonowego kompleksu 

z azydkiem. W pierwszym etapie następuje koordynacja jonów Cu(I) do wiązania potrójnego 

alkinu, zwiększając jego elektrofilowość (A). Aktywowany acetylenek miedzi zostaje 

zaatakowany przez azydek, tworząc przejściowy kompleks metaloorganiczny (B). Następnie 

reorganizacja wiązań prowadzi do zamknięcia pięcioczłonowego pierścienia, dając strukturę 

1,2,3-triazolu (C, D i E). Uzyskany 1,4-podstawiony 1,2,3-triazol charakteryzuje wysoka 

odporność chemiczna i termiczna, a jedynym produktem ubocznym jest cząsteczka wody,  

co czyni reakcję zgodną z zasadami zielonej chemii [83,84]. 

 

 

Schemat 10. Mechanizm reakcji CuAAC. 
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Ze względu na wydajność sięgającą często 100% oraz chemoselektywność wynikającą 

z eliminacji izomerycznych związków ubocznych, reakcja ta ma przełomowe znaczenie  

w syntezie organicznej. Dodatkowo, zwykle przeprowadzana jest w temperaturze 

nieprzekraczającej 65°C, co minimalizuje ryzyko związane z degradacją substratów. 

Zastosowanie warunków wodnych zwiększa jej ekologiczność. Prostota, niezawodność  

i minimalne wymogi oczyszczania sprawiły, że stała się filarem chemii „click”, znajdując 

zastosowanie w syntezie leków, modyfikacji polimerów oraz w chemii biomolekularnej 

(znakowanie białek i kwasów nukleinowych) [85]. 

 

2.3. 1,2,3-triazolowe koniugaty steroidowe 

 Układy 1,2,3-triazolowe to pięcioczłonowe krystaliczne związki heterocykliczne. 

Cechuje je rozpuszczalność w wodzie oraz wysoka odporność na stres oksydacyjny/redukujący, 

hydrolizę i degradację metaboliczną. Ich wyjątkową właściwością jest możliwość wiązania się 

z receptorami lub enzymami wskutek oddziaływań takich jak wiązania wodorowe, siły van der 

Waalsa lub interakcje hydrofobowe [86]. Ze względu na niepodatność tych wiązań  

na rozszczepienie przez proteazy są one porównywane do wiązań peptydowych. Pochodne 

1,2,3-triazolowe wyróżnia doskonała aktywność biologiczna, szczególnie ważna w leczeniu 

chorób związanych: z nowotworami, zakażeniami (przez pasożyty, bakterie, grzyby, wirusy), 

nadciśnieniem tętniczym, depresją, cukrzycą, ośrodkowym układem nerwowym oraz chorobą 

Alzheimera [87–90]. 

 

2.3.1. Wprowadzenie grupy azydkowej do szkieletu steroidowego  

 Zaprojektowano i opisano wiele ścieżek syntetycznych przekształcających odpowiednie 

grupy funkcyjne szkieletu steroidowego w grupę azydkową. Najczęściej stosowaną metodą jest 

modyfikacja grupy hydroksylowej w pochodną tosylową lub mesylową. Następnie w wyniku 

reakcji substytucji nukleofilowej anion azydkowy oddziałuje na elektrofil [91]. W zależności 

od konfiguracji przestrzennej wyróżnia się dwa różne mechanizmy tej reakcji: bez inwersji  

lub z inwersją konfiguracji produktu końcowego. 

 

2.3.1.1. Reakcja Mitsunobu – bez inwersji konfiguracji 

 Pierwszy z dostępnych rozwiązań zakłada, że azydkowa pochodna przyjmuje 

stereochemię alkoholu. W celu dokonania początkowej inwersji konfiguracji związku 

przeprowadza się reakcję Mitsunobu (Schemat 11). Otrzymana struktura mesylowa jest podatna 

na atak nukleofilowego azydku sodu, co w konsekwencji daje związek azydku z zachowaną 

konfiguracją przyjętą wcześniej przez alkohol [92]. 
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Schemat 11. Mechanizm reakcji Mitsunobu. 

 

2.3.1.2. Reakcja z inwersją konfiguracji 

 Druga metoda zakłada otrzymanie pochodnej steroidowej o konfiguracji przeciwnej 

względem wyjściowego alkoholu (Schemat 12). W tym celu należy zastosować inne odczynniki 

wprowadzające grupę mesylową niż te obecne w reakcji Mitsunobu. Opracowano również 

syntezy, gdzie produktem pośrednim jest pochodna tosylowa, która ulegając podobnym 

reakcjom substytucji nukleofilowej zostaje przekształcona w azydek [93]. 

 

 

Schemat 12. Synteza przebiegająca z inwersją konfiguracji. 

 

 Istnieje również ścieżka wykorzystująca halogenoacetoksy podstawione pochodne 

steroidów. Wzbogacenie szkieletu steroidowego w ugrupowanie azydkowe opiera się  

na substytucji atomu halogenu (najczęściej bromu). Reakcja ta jest zwykle stosowana  

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

 

 Z kolei modyfikacje łańcucha bocznego kwasów żółciowych polegają głównie  

na reakcjach zmierzających do zredukowania grupy karboksylowej do grupy hydroksylowej. 

Utworzony alkohol można przekształcić ponownie w pochodną mesylową, która następnie 

ulega sprzężeniu z azydkiem sodu (Schemat 14) [96]. 
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Schemat 14. Wprowadzenie grupy azydkowej w łańcuch boczny steroidu. 

 

 Zaprojektowano również metodę rozpoczynającą się od transformacji grupy 

karboksylowej łańcucha bocznego w monoester glikolu etylenowego. W wyniku mesylowania 

grupy hydroksylowej glikolu, a w kolejnym etapie reakcji powstałego związku przejściowego 

z azydkiem sodu otrzymano strukturę pochodnej steroidowej z wbudowaną grupą azydkową 

(Schemat 15) [97]. 

 

Schemat 15. Modyfikacja grupy karboksylowej z wykorzystaniem glikolu. 
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 Grupa badawcza kierowana przez Zhu dążyła do syntezy inhibitorów  

α-2,3-sialulotransferazy. Seria przeprowadzonych reakcji chemicznych wzbogaciła łańcuch 

boczny kwasu litocholowego o grupę azydkową (Schemat 16). Proces rozpoczęto  

od estryfikacji steroidu, a następnie uzyskany litocholan metylu zredukowano do alkoholu 

(przy użyciu LAH). W kolejnym etapie działanie azydku difenylofosforanu (DPPA) i DBU  

na alkohol przekształciło grupę hydroksylową w łańcuchu bocznym w grupę difenylofosforanu.  

Uzyskany związek został przekonwertowany w azydek steroidowy, wykorzystując nadmiar 

azydku sodu, eter koronowy i katalityczne ilości jodku tetrabutyloamoniowego [98]. 

 

 

Schemat 16. Przekształcenie kwasu litocholowego w azydek w syntezie  

inhibitorów α-2,3-sialulotransferazy 

 

2.3.2. Wprowadzenie grupy alkinowej do szkieletu steroidu 

Opisano kilka sposobów wprowadzających terminalną grupę alkinową w cząsteczkę 

steroidu, jednak najbardziej znane jest zastosowanie glikolu etylenowego (Schemat 17) [99]. 
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Schemat 17. Wprowadzenie grupy alkinowej w pozycję C-3 steroidu. 

 

Natomiast grupa karboksylowa łańcucha bocznego kwasów żółciowych ulega łatwo 

reakcji estryfikacji z użyciem alkoholu propargilowego (Schemat 18) [100,101].  

 

Schemat 18. Przekształcenie grupy karboksylowej łańcucha bocznego w terminalny alkin. 

 

Dobór odpowiedniego katalizatora syntezy znacząco wpływa na jej kierunek.  

W obecności EDC*HCl istnieją dwie drogi reakcji. Ester z wiązaniem potrójnym będzie 

produktem końcowym reakcji, jeśli wezmą w niej udział tylko i wyłącznie kwas żółciowy  

i alkohol propargilowy. Wprowadzenie do układu reakcyjnej propargiloaminy skutkuje 

powstaniem amidu (Schemat 19) [102]. 

 

Schemat 19. Synteza amidu steroidowego w obecności tritetyloaminy. 

 

Suh zaproponował metodę syntezy 1,2,3-triazolowych koniugatów witaminy D,  

w której wykorzystał terminalny alkin podstawiony grupą trimetylosilolową (Schemat 20). 

Powstały w wyniku reakcji związek (A) został poddany serii przemian chemicznych, 

prowadzących 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 aktywności biologicznej 

 Kwasy żółciowe, jak już wymieniono, wyróżniają się sztywnym rdzeniem 

steroidowym, wysoką aktywnością grup funkcyjnych oraz wyjątkowymi właściwościami 

amfifilowymi. Te unikalne cechy decydują o ich ogromnej roli jako materiału biologicznego  

do syntez związków o potencjalnym zastosowaniu w przemyśle farmakoterapeutycznym.  

Są prekursorami do otrzymywania związków makrocyklicznych, takich jak szczypce 

molekularne, elementy struktur biologicznych oraz koniugatów flukonazolu [96,104].  

Wydajne metody gwarantują efektywną syntezę związków steroidowych o aktywności 

biologicznej. 

 

2.4.1. Koniugaty steroidowe o aktywności przeciwgrzybicznej  

i przeciwbakteryjnej 

Flukonazol (22) jest związkiem z grupy triazoli, będący antybiotykiem oraz pełniący 

funkcję inhibitora syntezy ergosterolu (Rys. 12). Jego struktura opiera się na pierścieniu 

triazolowym związanym z fluorowanym benzenem oraz grupy hydroksylowej. Lekooporność 

grzybów obniżyła jego skuteczność, co spowodowało, że stał inspiracją w projektowaniu 

koniugatów steroidowo-triazolowych. Sprzężenie właściwości biologicznych związków 

steroidowych z aktywnością układów triazolowych daje pochodne o potencjalnym 

zastosowaniu jako leki przeciwgrzybicze o zwiększonej biobójczości i szerszym spektrum 

działania. 
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Rysunek 12. Flukonazol (22) i jego alkinowa (23) pochodna. 

 

Pochodne odpowiednich kwasów żółciowych (deoksycholowego i cholowego) 

połączono pierścieniem 1,2,3-triazolowym ze zmodyfikowaną cząsteczką flukonazolu (23) 

(Rys. 13). Część steroidowa odgrywała rolę nośnika leku, a wbudowany triazol zwiększył 

funkcjonalność biologiczną uzyskanej molekuły. Grzyby z rodzaju Candida, takie jak  

C. parapsilosis, C. albicans i C. Sporothrix wykazywały prawie 100 % śmiertelność  

po zastosowaniu wobec nich nowych koniugatów (24–27), których aktywność 

przeciwgrzybicza oscylowała w zakresie MIC 3,12–6,25 mg/ml [96,105,106]. 

 

 

Rysunek 13. Koniugaty kwasów żółciowych i flukonazolu. 

 

Wykorzystując metodę „click” sprzężono cząsteczkę mentolu z kwasami żółciowymi. 

Wybrane kwasy steroidowe poddano estryfikacji w obecności bromku propargilu i K2CO3,  

a metylowany mentol przekształcono w azydek stosując NaN3 w DMF. Następnie związki 

użyto jako reagenty w reakcji „click” (Schemat 21). Otrzymane pochodne 1,2,3-triazolu (28-

30) charakteryzowały się lepszą aktywnością przeciwko szczepom Enterococcus faecium  

(MIC < 10 μM) niż mentol (MIC = 410 μM), kwasy żółciowe (MIC = 10, 20, 157, 410 μM) 

oraz antybiotyk cefiksym (MIC = 35410 μM) [107]. 
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Schemat 21. Otrzymywanie koniugatów kwasów żółciowych i mentolu (28–30). 

 

Związki o właściwościach farmakologicznych często zawierają grupy β-laktamowe.  

W strukturze penicyliny rozpoznano czteroczłonowe laktamy [108]. Rosnąca lekooporność 

bakterii i grzybów wymusiła zaprojektowanie hybryd opartych na związkach 

heterocyklicznych. Otrzymano koniugaty kwasów żółciowych połączone pierścieniem  

1,2,3-triazolowym z cząsteczką pochodnej β-laktamu, które były skuteczne wobec szczepów 

grzybów: C. albicans (128 μg/ml), Cryptococcus neoformans, Yarrowia lipolytica (8 μg/ml), 

Fusarium oxysporum, Benjaminiella poitrasii (32 μg/ml) oraz bakteriom z rodzaju: Escherichia 

coli i Staphylococcus aureus (Rys. 14) [102]. 

 

 

Rysunek 14. Koniugat kwas żółciowy-β-laktam. 

 

Koniugaty aminocholestanów połączone z pierścieniem imidazolowym  

lub pirydynowym (32–33) działały przeciwko kilku szczepom bakterii S. aureus  

(MIC < 4 μg/ml) (Rys. 15) [109].  

Niezwykle skuteczne okazały się pochodne kwasu cholowego i lizyny. Związek (34) 

wykazywał aktywność wobec S. aureus, E. Coli i C. albicans (MIC < 8 μg/ml)  

oraz nie powodował degradacji erytrocytów ludzkich (Rys. 15). Natomiast inna pochodna tego 



MGR INŻ. ANNA KAWKA JHGFGH JHGFFGHJK Część literaturowa 

 

63 
 

kwasu żółciowego była wysoce skuteczna przeciwko szczepom opornym S. aureus 1704,  

E. Coli 4052 i C. auris [110]. 

 

Rysunek 15. Koniugaty steroidowe o właściwościach antybakteryjnych i antygrzybicznych. 

 

2.4.2. Koniugaty steroidowe o aktywności przeciwpasożytniczej 

Pasożyty Leishmania to pierwotniaki z rodzaju Leishmania, przenoszone przez 

ukąszenia muchówek z rodziny Phlebotominae, Wywołują leiszmaniozę, objawiającą się 

zmianami skórnymi, śluzówkowymi lub trzewnymi [111]. Z kolei malaria to choroba zakaźna 

wywoływana przez pasożyty z rodzaju Plasmodium, przenoszona na ludzi przez ukłucia samic 

komarów z rodzaju Anopheles. Objawia się gorączką, dreszczami, bólami mięśni  

i powikłaniami zagrażającymi życiu [112].  

Biokoniugaty kwasu cholowego i 6-tiopuryny (35–36) otrzymane metodą „click” 

wykazywały w badaniach in vivo znacznie wyższą aktywność biologiczną niż chlorochina  

(lek stosowany w leczeniu malarii) oraz powodowały śmiertelność pasożyta Leishmanna  

(Rys. 16). Testy pod kątem cytotoksyczności nie stwierdziły ich ingerencji w tkanki ssaka [113].  
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Rysunek 16. Koniugaty steroidowo-tiopurynowe o aktywności przeciwpasożytniczej. 

 

Podobną skuteczność wobec leiszmaniozy oraz prątka Mycobacterium tuberculosis 

określono dla związków triazolowych, zbudowanych z aminocholiny i kwasu żółciowego 

(Schemat 22). Koniugat (38) wykazywał właściwości przeciwgruźlicze przeciwko  

M. tuberculosis (MIC = 8,8 μM) porównywalne ze stosowanymi lekami [114].  

 

 

Schemat 22. Synteza koniugatów aminocholiny i kwasu cholowego. 

 

2.4.3. Koniugaty steroidowe o aktywności przeciwnowotworowej 

Projektowanie syntez związków o potencjalnym wykorzystaniu w terapiach 

przeciwnowotworowych ma fundamentalne znaczenie dla chemii organicznej. Z doniesień 

literaturowych wynika, że wzrastające zainteresowanie chemią steroidów zaowocowało 

opracowaniem efektywnych koniugatów o dużej aktywności wobec różnorodnych komórek 

raka [115]. Szczególną wartość mają te sprzężone z nukleozydami (Schemat 23) [116]. 
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Schemat 23. Synteza steroidowo-urydynowych pochodnych triazolowych. 

 

Agarwal i współpracownicy opisali pochodne kwasu żółciowego i aminokwasów 

zawierające układ 1,2,3-triazolowy (41–48) (Schemat 23, Rys. 17). Na podstawie testów  

in vitro potwierdzono ich aktywność przeciwko trzem liniom komórek nowotworowych  

(PC-3, MCF-7, IMR-32). Te same koniugaty wykazywały również działanie przeciwgruźlicze 

i były bezpieczne dla przeciętnej linii komórek ludzkiej nerki [117]. 



MGR INŻ. ANNA KAWKA JHGFGH JHGFFGHJK Część literaturowa 

 

66 
 

 

Rysunek 17. Biokoniugaty kwas żółciowy-nukleozyd zawierające  

pierścienie 1,2,3-triazolowe. 

 

Natomiast koniugaty kwasu litocholowego i aminokwasów opracowano, aby sprawdzić 

ich potencjał inhibitujący sialilotransferazę. Enzym ten uczestniczy w kluczowym procesie 

biologicznym przerzutów komórek nowotworowych, zwanym hipersialilacją.  

Oceniono, że uzyskane w reakcji „click” pochodne steroidowe (49–51) hamują aktywność 

enzymu przy wartościach IC50 równym 6, 7 i 5 μM (Rys. 18) [98]. 
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Rysunek 18. Pochodne kwasu litocholowego (49–51) jako inhibitory sialilotransferazy. 

 

Podobne hybrydy triazolowe oparte na szkielecie steroidowym również wykazywały 

aktywność antyproliferacyjną przeciwko liniom komórek K562 oraz HCT116 (Rys. 19). 

Biokoniugat, tzw. dU-nor-CDC (52) powodował apoptozę przy IC50 = 42,9 μM (wobec K562), 

natomiast dU-UDC (53) był skuteczny przeciwko obu liniom komórek raka  

(IC50 = 16,5 i 22,0 μM, odpowiednio dla K562 i HCT116) [118]. 

 

 

Rysunek 19. Biokoniugaty steroidowe powodujące apoptozę komórek raka. 

 

Dane literaturowe donoszą również o biokoniugatach kwasu żółciowego  

i deoksyadenozyny łączony linkerem 1,2,3-triazolowym (Rys. 20). W wyniku kilkuetapowej 

syntezy utworzone struktury (54–56) o właściwościach przeciwnowotworowych wobec 
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komórek raka białaczki K562 i Jurkat, o aktywności IC50 odpowiednio 8,51 ± 4,05 μM  

i 10,47 ± 2,64 μM [119]. 

 

Rysunek 20. Hybrydy kwasów żółciowych i deoksyadenozyny. 

 

Dendrymery, znane również jako „kieszenie molekularne”, wykazują niezwykłą 

aktywność antyproliferacyjną. Udało się zaprojektować wydajną ścieżkę syntezy dendrymerów 

pierwszej generacji (chlodendrymerów), które następnie przekształcono w azydodendrymery 

drugiej generacji (Schemat 24). Jednocześnie cząsteczka kwasu żółciowego została efektywnie 

zmodyfikowana poprzez wprowadzenie grupy alkinowej. Testy MTT określiły, że pochodne 

steroidów zawierające pierścień triazolowy (61–62) skutkowały apoptozą komórek glejaka C6 

przy IC50 = 10,48 μM [120]. 
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Schemat 24. Synteza dendrymerów (tzw. „kieszeni molekularnych”) o właściwościach 

antynowotworowych. 
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2.5. Znaczenie biologiczne syntezy koniugatów steroidowych i chemii „click” 

 Synteza nowych biokoniugatów steroidowych wskutek amplifikacji układów  

1,2,3-triazolowych w cząsteczkę steroidu odgrywają kluczową rolę w rozwoju chemii 

związków naturalnych [121–125]. Chemia „click” umożliwia dostosowywanie właściwości 

związków steroidowych, co najczęściej prowadzi do powstania skuteczniejszych leków  

o minimalnych skutkach ubocznych. Dzięki koniugatom steroidowym można badać interakcje  

w układach biologicznych, wyjaśniając procesy fizjologiczne oraz mechanizmy chorób. 

Precyzyjny i selektywny charakter reakcji „click” promuje projektowanie cząsteczek  

o niezwykłym znaczeniu dla medycyny i biotechnologii. Sprzyja to tworzeniu efektywnych 

terapii, zaawansowanych biomateriałów i innowacyjnych technologii, korzystnych dla nauki  

i społeczeństwa. 

 

 

Rysunek 21. Potencjał farmakoterapeutyczny opisanych w literaturze  

koniugatów steroidowych [P1]. 
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 Rozwój nowoczesnych terapii w farmakologii i chemii bioorganicznej bazuje  

na projektowaniu nowych związków o wielokierunkowym działaniu biologicznym. 

Biokoniugaty steroidowe o unikalnej aktywności  biobójczej zyskały szczególne miejsce  

w opracowywaniu potencjalnych leków. Część eksperymentalna tej pracy opiera się  

na fundamentalnym zrozumieniu właściwości pochodnych steroidowych. Moje dotychczasowe 

badania w tym obszarze zaowocowały sześcioma publikacjami naukowymi, w których jestem 

pierwszą autorką, w tym w trzech z nich pełniłam również rolę autora korespondencyjnego. 

 Aby lepiej usytuować zakres badań własnych, w poniższym wprowadzeniu streszczono 

trzy kluczowe artykuły przeglądowe podsumowujące aktualne osiągnięcia naukowe dotyczące 

modyfikacji steroidów, ich potencjału terapeutycznego oraz możliwych zastosowań 

klinicznych. Podkreślają one znaczenie triazolowych modyfikacji kwasów żółciowych, 

koniugatów skwalaminy oraz zastosowania chemii „click” w tworzeniu nowych związków  

o działaniu przeciwnowotworowym, przeciwdrobnoustrojowym i neuroprotekcyjnym. 

 Biokoniugaty steroidowe stanowią obiecujące narzędzie w nowoczesnej chemii 

bioorganicznej i farmakologii. Oferują szerokie zastosowania terapeutyczne dzięki swojej 

unikalnej strukturze, wielokierunkowej aktywności biologicznej oraz niskiej toksyczności. 

Zawarte w pracach przeglądowych [P1], [P2] i [P4] badania podkreślają szczególne znaczenie 

modyfikacji chemicznych steroidów, takich jak skwalamina, kwasy żółciowe oraz koniugaty 

zawierające pierścienie 1,2,3-triazolowe, szczególnie w kontekście terapii 

przeciwnowotworowej, przeciwdrobnoustrojowej i przeciwpasożytniczej. 

 Biokoniugaty steroidowe wykazują wysoką skuteczność w zwalczaniu opornych 

szczepów bakterii i grzybów. Opisywane pochodne flukonazolu z kwasami żółciowymi, dzięki 

pierścieniowi 1,2,3-triazolowemu, zyskały większą stabilność i aktywność biologiczną wobec 

patogenów, takich jak Candida albicans. Podobne wyniki osiągnięto dla koniugatów 

steroidowych-triazolowych z mentolem, które przewyższyły skuteczność tradycyjnych 

antybiotyków. 

 Koniugaty steroidowe, takie jak związki kwasów żółciowych i nukleozydów, wykazały 

selektywną aktywność wobec komórek nowotworowych, m.in. raka piersi, prostaty  

czy neuroblastomy. Zastosowanie chemii „click” umożliwiło projektowanie makrocząsteczek 

o zwiększonej biodostępności i zdolności do celowanego działania przeciwnowotworowego. 

 Steroidowo-triazolowe pochodne kwasów żółciowych wykazały wyjątkową aktywność 

wobec Mycobacterium tuberculosis oraz pasożytów, takich jak Leishmania. Badania in vivo 

dowiodły, że niektóre koniugaty przewyższają działanie istniejących leków 

przeciwmalarycznych, takich jak chlorchicyna, zachowując przy tym niską toksyczność  

lub będąc całkowicie bezpieczne dla komórek ludzkich. 

 Koniugaty steroidowe odgrywają istotną rolę w syntezie nośników leków oraz 

materiałów supramolekularnych, takich jak hydrożele czy dendrymery. Dzięki ich 

właściwościom amfipatycznym możliwe jest precyzyjne dostarczanie leków 

przeciwnowotworowych, diagnostycznych czy przeciwbakteryjnych. 

 W artykułach [P1] i [P4] omówiono różnorodne możliwości zastosowań biokoniugatów 

steroidowych w chemii supramolekularnej, farmakologii i medycynie. Szczególną uwagę 

poświęcono skwalaminie, naturalnemu steroidowi izolowanemu z wątroby rekina  

(Squalus acanthias). Skwalamina, będąca biokoniugatem spermidyny  
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i 7α,24-dihydroksy-5α-cholestanu, wykazuje silne właściwości przeciwdrobnoustrojowe, 

przeciwwirusowe (w tym przeciw HIV) oraz przeciwnowotworowe. Badania wskazały  

na zdolność skwalaminy do hamowania angiogenezy, co spowalnia rozwój nowotworów płuc, 

piersi i jajników. W artykule podkreślono znaczenie modyfikacji chemicznych skwalaminy  

oraz jej pochodnych. Zastosowanie chemii „click” umożliwiło syntezę nowych koniugatów  

z pierścieniami triazolowymi, co zwiększyło ich stabilność oraz aktywność biologiczną. 

Opisano również koniugaty skwalaminy i kwasów żółciowych, które wykazały wysoką 

skuteczność wobec szczepów bakterii Gram-dodatnich i grzybów, takich jak Candida albicans. 

Ponadto, artykuł podkreśla rolę biokoniugatów steroidowych w syntezie nowych związków 

makrocyklicznych, takich jak organożele i receptory molekularne wykrywające biomarkery  

i kompleksujące cząsteczki gościa w układach biologicznych. Koniugaty kwasów żółciowych 

z flukonazolem wykazały prawie 100% skuteczność w zwalczaniu szczepów grzybów, takich 

jak C. albicans i Sporothrix schenckii. Doniesienia literaturowe wskazują na ogromny potencjał 

biokoniugatów steroidowych w opracowywaniu nowych leków celowanych, cząsteczek 

transportujących, jak również w terapii chorób przewlekłych i zakaźnych. Szczególny nacisk 

położono na możliwości precyzyjnego projektowania ich właściwości dzięki modyfikacjom 

chemicznym.  

 Artykuł przeglądowy [P2] podsumowuje szerokie zastosowanie biokoniugatów 

steroidowych w terapii chorób. Opisane związki naturalne, dzięki swojej unikalnej strukturze  

i właściwościom farmakologicznym, stanowią idealne nośniki bioaktywnych molekuł, takich 

jak aminokwasy, węglowodany czy peptydy. Połączenia te umożliwiają poprawę 

biodostępności, selektywności oraz ograniczenie toksyczności leków. Podkreślono szczególne 

znaczenie koniugatów steroidowych w terapii nowotworowej, zwłaszcza jako inhibitorów 

enzymów zaangażowanych w metabolizm steroidów (np. sulfotazy steroidowej) oraz jako 

środków wiążących receptory hormonalne. Koniugaty estradiolu z doksorubicyną wykazały 

zwiększoną skuteczność wobec komórek raka piersi zależnych od estrogenu. Ponadto 

glikozydy steroidowe, takie jak diosgenina, wykazały silne właściwości przeciwnowotworowe 

wobec komórek raka szyjki macicy. Kolejną istotną grupą są koniugaty steroidów  

z aminokwasami, które znajdują zastosowanie w terapii chorób neurodegeneracyjnych, takich 

jak choroba Alzheimera. Koniugaty sarsasapogeniny z aminokwasami wykazały potencjał 

neuroprotekcyjny poprzez hamowanie stresu oksydacyjnego i zwiększenie ekspresji 

neurotroficznych czynników wzrostu. Artykuł wskazuje także na potencjał steroidów  

w syntezie nowych hydrożeli i systemów dostarczania leków, co czyni je obiecującymi 

narzędziami w medycynie regeneracyjnej i nanotechnologii. Opisano m.in. steroidowe 

hydrożele do immobilizacji nanocząsteczek złota i srebra, co może mieć zastosowanie w terapii 

przeciwnowotworowej i diagnostyce. 

 Prace przeglądowe [P1], [P2] i [P4] podkreślają ogromny potencjał biokoniugatów 

steroidowych w rozwoju nowoczesnych leków. Ich wszechstronność, wynikająca z możliwości 

chemicznej modyfikacji, czyni je obiecującym narzędziem w walce z nowotworami, infekcjami 

i chorobami pasożytniczymi. Wyniki badań wskazują na konieczność dalszych prac nad ich 

właściwościami farmakologicznymi, aby w pełni wykorzystać ich potencjał terapeutyczny. 

 Opierając się na ogromnym spektrum doniesień literaturowych można postawić 

hipotezę, że sprzężenie szkieletu steroidowego kwasów żółciowych lub steroli z jednostką 

pierścienia 1,2,3-triazolową może prowadzić do otrzymania koniugatów o znacznym potencjale 

terapeutycznym.  
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Ze względu na dotychczasowy istotny wkład związków steroidowych w rozwój syntezy 

bioorganicznej cel pracy doktorskiej obejmował otrzymanie i charakterystykę:  

(1) 12α-OAc i 7α-OAc,12α-OAc 3α-bromoacetoksy podstawionych pochodnych kwasu 

deoksycholowego i kwasu cholowego (64–65); 

(2) 12α-OAc i 7α-OAc,12α-OAc 3α-azydoacetoksy podstawionych pochodnych kwasu 

deoksycholowego i kwasu cholowego (67–68); 

(3) 12α-OAc i 7α-OAc,12α-OAc 3α-propargilowych podstawionych pochodnych kwasu 

deoksycholowego i kwasu cholowego (78–79); 

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

(5) dimerów steroidowych kwasów żółciowych i steroli zawierających układ  

1,2,3-triazolowy (71–76); 

(6) quasi-podandów kwasów żółciowych ze sztywną platformą pierścienia aromatycznego 

połączoną pierścieniami 1,2,3-triazolowymi (82–85); 

(7) koniugatów steroidowo-pirymidynowych połączonych linkerami 1,2,3-triazolowymi 

(93–103); 

W ramach rozszerzonej charakterystyki otrzymanych związków: 

(8) przeprowadzono pełną analizę spektroskopową otrzymanych koniugatów 

steroidowych; 

(9) wykonano obliczenia semiempiryczne z wykorzystaniem metody PM5; 

(10) określono przewidywaną aktywność biologiczną in silico przy wykorzystaniu metody 

PASS; 

(11) określono potencjalne powinowactwa otrzymanych koniugatów do miejsc aktywnych 

wybranych domen białkowych w celu oceny ich aktywności przeciwbakteryjnej, 

przeciwgrzybicznej oraz przeciwnowotworowej.  

 Uzyskane wyniki dostarczyły istotnych informacji na temat innowacyjnych 

biokoniugatów steroidowo-triazolowych i ich możliwego zastosowania terapeutycznego. 

 

1. Dimery kwasów żółciowych i steroli 

 

Głównym założeniem współczesnej chemii bioorganicznej jest projektowanie i synteza 

nowych związków o potencjalnych zastosowaniach farmakoterapeutycznych. Szczególną 

uwagę przykuwa wykorzystanie chemii „click”, w tym reakcji cykloaddycji Huisgena,  

do tworzenia biokoniugatów steroidowych. W ramach przeprowadzonych badań 

zsyntetyzowano innowacyjne koniugaty kwasów żółciowych (stanowiących „ogon”) i steroli 

(tzw. „głowa”), połączone za pomocą pierścienia 1,2,3-triazolu. Uzyskane związki zostały 

dokładnie scharakteryzowane metodami spektroskopowymi (NMR, FT-IR), spektrometrii mas 

(ESI-MS) oraz półempirycznymi i teoretycznymi obliczeniami chemicznymi, co pozwoliło 

ocenić ich potencjał terapeutyczny oraz stabilność fizykochemiczną [P8]. 

 

1.1. Synteza nowych biokoniugatów steroidowych 

 

 Dokonałam selektywnej syntezy bromoacetoksy podstawionych pochodnych kwasu 

litocholowego (63) lub acylowanych pochodnych kwasów deoksycholowego (64) i cholowego 
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(65) (Schemat 25).  Prezentowane badania stanowią pierwsze raporty dotyczące syntezy  

i charakterystyki spektroskopowej związków kwasów deoksycholowego i cholowego, które 

znajdują szerokie zastosowanie w syntezie organicznej. Pochodne te zostały utworzone  

w wyniku reakcji odpowiedniego estru metylowego (lub 12α-OAc oraz 7α-OAc, 12α-OAc 

estru metylowego) z bromkiem kwasu bromooctowego w bezwodnym dichlorometanie. 

 

 

Nr R1 R2 Wydajność [%] 

63 H H 98 

64 H OAc 92,7 

65 OAc OAc 70 

 

Schemat 25. Synteza bromoacetoksy pochodnych kwasów żółciowych (63–65) [P8]. 

 

Warto podkreślić, że reaktywność grup hydroksylowych względem reakcji 

acetylowania, hydrolizy bądź redukcji wygląda następująco: 3α-OH > 7α-OH > 12α-OH. 

Wynika to z ekwatorialnego położenia grupy 3α-OH. W reakcjach tych wykazano jednocześnie, 

że stosowanie metanolu wobec czynnika zasadowego (K2CO3) prowadzi do selektywnej 

hydrolizy grup 3α-OAc, 7α-OAc, 12α-OAc (o ile są obecne). 

W celu otrzymania azydoacetoksy podstawionych pochodnych kwasów żółciowych 

(66–68) przeprowadziłam reakcję substytucji nukleofilowej (SN2). Odpowiednie 

halogenoacetoksy podstawione pochodne steroidów (63–65) sprzężono z azydkiem sodu  

w obecności aprotycznego rozpuszczalnika (THF) i w podwyższonej temperaturze (50°C), 

uzyskując wysokie wydajności reakcji (do 95 %) (Schemat 26). 
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Nr R1 R2 Wydajność [%] 

66 H H 95 

67 H OAc 88,6 

68 OAc OAc 78 

 

Schemat 26. Synteza azydoacetoksy pochodnych kwasów żółciowych (66–68) [P8]. 

 

W wyniku estryfikacji steroli z udziałem kwasu propargilowego i katalitycznej ilości  

p-TsOH otrzymano terminalne alkiny cholesterolu i cholestanolu (69–70) (Schemat 27). 

Aktywacja tych steroidów zwiększyła ich elektrofilowość, co było niezbędne przed kluczową 

reakcją „click”.  

 

 

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

 

Zaprojektowane warunki syntez otrzymywania bromoacetoksypochodnych estrów 

metylowych pochodnych kwasów litocholowego, deoksycholowego oraz cholowego,  

jak również propargilowych pochodnych steroli opisano po raz pierwszy w pracy [P8].  

Z analizy danych literaturowych wynika, że nie podjęto również wcześniej prób ich syntez, 

podobnie jak azydków steroidowych, dlatego dla związków (64), (65), (67), (68) i (70) 

przeprowadzono pełną charakterystykę spektroskopową. 

3α-azydoacetoksy pochodne kwasów żółciowych (66–68) oraz 3β-propargilowe 

pochodne steroli (69–70) zastosowałam jako substraty w syntezie nowych biokoniugatów 

steroidowych połączonych pierścieniem 1,2,3-triazolowym. W warunkach reakcji 

specyficznych dla metody „click”, tj. przy użyciu pięciowodnego siarczanu miedzi(II), 

askorbinianu sodu, w mieszaninie rozpuszczalników tert-butanol/woda (5:1)  

oraz w temperaturze nieprzekraczającej 65°C otrzymano z zadowalającą wydajnością  
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(51–80%) nieznane dotąd w literaturze chemicznej biokoniugaty kwasów żółciowych  

(71–76) ze sterolami o właściwościach proleków (Schemat 28).  

 

 

Nr R1 R2 C5’---C6’ Wydajność [%] 

71 H H C5’=C6’ 79,7 

72 H OAc C5’=C6’ 55,7 

73 OAc OAc C5’=C6’ 60 

74 H H C5’–C6’ 51 

75 H OAc C5’–C6’ 53 

76 OAc OAc C5’–C6’ 52 

 

Schemat 28. Synteza koniugatów kwasów żółciowych i steroli połączonych  

pierścieniem 1,2,3-triazolowym (71–76) [P8]. 

 

Wszystkie powyższe biokoniugaty zostały scharakteryzowane spektroskopowo  

(1H NMR, 13C NMR, FT-IR) i spektrometrycznie (ESI-MS). Stałe przesiewowe dla atomów 
13C i 1H obliczono i przeanalizowano metodą GIAO/B3LYP/6–311G (d,p). Teoretyczne 

parametry porównano z uzyskanymi parametrami eksperymentalnymi otrzymując bardzo dobre 

rezultaty. W badaniach in silico wyznaczono aktywność farmakologiczną badanych związków 

oraz przeprowadzono dokowanie molekularne (domeny białkowe: 2Q85, 1KZN, 1EZF) [P8].  
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1.2. Analiza spektroskopowa 

Na widmach 1H NMR związków (71–76) zaobserwowano diagnostyczne przesunięcia 

chemiczne w postaci singletów w zakresie 8,24–8,20 ppm pochodzące od protonu obecnego  

w pierścieniach 1,2,3-triazolowych (Rys. 22). Z kolei sygnały wskazujące na położenie 

protonów grupy metylenowej 3α-OCO–CH2–triazol są obecne w zakresie 5,22–5,17 ppm. 

Widoczne przesunięcia chemiczne położone przy 5,04–4,86 ppm odpowiadają protonom 

przyłączonym w pozycjach 3’α-H w szkielecie sterolu oraz 3β-H w szkielecie kwasów 

żółciowych. Sygnały pochodzące od protonów związanych z grupami acetylowymi  

7α-OCOCH3 oraz 12α-OCOCH3 zaobserwowano jako singlety w zakresie 2,14–2,09 ppm dla 

wszystkich koniugatów. Natomiast przy 1,05–0,65 ppm zdiagnozowano charakterystyczne 

przesunięcia chemiczne odpowiadające protonom z grup metylowych CH3-18/18’ (singlet), 

CH3-19/19’ (singlet) i CH3-21/21’ (dublet) połączonych z rdzeniem steroidowym, jak również 

CH3-26’ i CH3-27’ obecne w rozgałęzionym łańcuchu bocznym wyłącznie sterolu.  
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Rysunek 22. Fragmenty widm 1H NMR związków (71–73) w zakresie diagnostycznych 

przesunięć chemicznych [P8]. 

 

Na podstawie interpretacji wykonanych widm 13C NMR stwierdzono, że sygnały 

przesunięte w kierunku wyższych wartości ppm pochodzą od atomów węgla grup 

karbonylowych, obecnych zarówno w grupie estrowej przy atomach C-24 (174,73–174,47 

ppm), jak i przy atomach 12α-OCO (170,45–170,40 ppm) oraz przy atomach 7α-OCO  
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(170,28–170,22 ppm). Dla wszystkich biokoniugatów steroidowych w zakresie 128,83–128,74 

ppm zaobserwowano sygnał związany z triazolowym atomem węgla. Sygnały w zakresie 

77,48–75,15 ppm skorelowano z atomami węgla połączonymi z atomem tlenu przy C-3/3’,  

C-7 i C-12 w szkielecie steroidowym. Z kolei przesunięcia atomów węgla z grup metylowych,  

tj. C-18/18’, C-19/19’, C-21/21’, C-26’ i C-27’ szkieletu steroidowego zaobserwowano przy 

najniższych wartościach (22,94–12,02 ppm) (Rys. 23).  

 

 

Rysunek 23. Fragment widma 13C NMR pochodnej kwasu litocholowego  

i cholesterolu (71) [P8]. 

 

Charakterystyczne pasma w widmach FT-IR wskazywały na obecność kluczowych grup 

funkcyjnych. W wyniku dokładnej analizy widm substratów i otrzymanych w reakcji „click” 

produktów, dla obu grup związków (tj. substratów i produktów) pasma w zakresie 1753–1738 

cm-1 odpowiadały drganiom atomów węgla grup karbonylowych. Jednocześnie  

na podstawie porównania tych widm oraz z uwagi na nieobecność charakterystycznych dla grup 

propargilowych i azydkowych pasm w zakresie 2111–2106 cm-1 na analizowanych widmach 

koniugatów (71–76) zweryfikowano ich otrzymanie.  

Przeprowadzona analiza spektrometryczna ESI-MS potwierdziła masy cząsteczkowe 

zsyntetyzowanych koniugatów kwasów żółciowych i steroli. Na postawie widm masowych 

wszystkich nowych związków udowodniono obecność ich głównych jonów o większym 

powinowactwie do jonów sodu [M+Na]+, a o mniejszej intensywności związanej jonami potasu 

[M+K]+.  

Oddziaływania między- i wewnątrzcząsteczkowe oraz konformacje cząsteczek zostały 

szczegółowo zbadane poprzez porównanie danych eksperymentalnych, uzyskanych w fazie 

skondensowanej, z wynikami obliczeń wykonanych dla fazy gazowej. W analizie porównano 

eksperymentalne przesunięcia chemiczne (1H i 13C NMR) z wartościami obliczonymi dla 

wybranego biokoniugatu, wykorzystując metodę GIAO. Otrzymane korelacje były liniowe  

i opisane równaniem δexp=a+bσcalc, gdzie wartości parametrów wynosiły odpowiednio: dla 13C 

a=216,9071 i b=–1,848, a dla 1H a=30,6665 i b=–0,9303. Wysokie współczynniki determinacji 

(r²=0,9942 dla 13C NMR oraz r²=0,9905 dla 1H NMR) potwierdzają poprawność 

zoptymalizowanej geometrii cząsteczek (Rys. 24).  
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Rysunek 24. Eksperymentalne przesunięcia chemiczne (δexp, CDCl3) w związku (73)  

w funkcji izotropowych stałych ekranowania magnetycznego (σcalc) z obliczeń 

GIAO/B3LYP/6–311G(d,p); (a) protony i  (b) atomy węgla-13 [P8]. 

 

1.3. Obliczenia semiempiryczne (PM5) 

PM5 jest metodą półempiryczną stosowaną w chemii kwantowej, umożliwiającą 

szybkie i efektywne modelowanie struktur molekularnych oraz ich właściwości. Wykorzystuje 

uproszczone równania Schrödingera, uzupełnione o parametry empiryczne, dodane  

na podstawie wyników eksperymentalnych i dokładnych obliczeń ab initio.  

Obliczenia metodą PM5 odegrały kluczową rolę w analizie właściwości 

fizykochemicznych i strukturalnych otrzymanych biokoniugatów kwasów żółciowych i steroli 

(Tabela 1). Zoptymalizowana geometria cząsteczek posłużyła do analiz dokowania 

molekularnego. Wartości ciepła tworzenia (HOF) niektórych struktur biokoniugatów, uzyskane 

w obliczeniach metodą PM5, są wynikiem kilku kluczowych czynników związanych z ich 

strukturą molekularną i właściwościami chemicznymi. W biokoniugatach zawierających 

pierścień 1,2,3-triazolowy oraz liczne podstawniki (np. grupy acetylowe) obserwuje się duże 

oddziaływania steryczne między fragmentami cząsteczki. Pierścień triazolowy odgrywa 

kluczową rolę w rozkładzie elektronów w cząsteczce. Jego zdolność do sprzężenia π–π z 

innymi elementami struktury może zarówno stabilizować, jak i destabilizować cząsteczkę,  

w zależności od rozmieszczenia grup funkcyjnych. Warto zauważyć, że wartość ciepła 

tworzenia HOF maleje wraz ze wzrostem grup estrowych, dlatego też za najbardziej stabilny 

energetycznie związek można uznać biokoniugaty kwasu cholowego (73) i (76). Porównując 

pochodne steroli należy uwzględnić wpływ obecnego wiązania podwójnego przy atomach 

węgla C5’=C6’ w cząsteczce cholesterolu, wskutek którego jego związki wykazywały 

minimalnie niższą trwałość (Rys. 25). Zastosowanie fragmentów sterolowych i kwasów 

żółciowych prowadzi do uzyskania struktur o mieszanym charakterze hydrofobowym 

i hydrofilowym. Tego typu właściwości mogą powodować lokalne napięcia w strukturze 

cząsteczki, wpływając na jej stabilność energetyczną. Wskazują również, które elementy 

strukturalne mogą być modyfikowane w przyszłych badaniach, aby uzyskać bardziej stabilne  

i potencjalnie bioaktywne związki. 
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 a) 

 

 b) 

 

 

Rysunek 25. Model molekularny w konformacji syn (a) oraz anti (b) pochodnej  

kwasu cholowego i cholesterolu (73) [P8].
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Tabela 1. Ciepło tworzenia (HOF) [kcal/mol] kwasów żółciowych, steroli  

i koniugatów steroidowych [P8]. 

Nr HOF HOFsyn HOFanti ΔHOF1 ΔHOF2 ΔHOF3 ΔHOF4 

10 –229,2756 – – – – – – 

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 

ΔHOF1 = HOFkoniugaty syn (71–76) –HOFkwasy żółciowe (7–9). ΔHOF2 = HOFkoniugaty anti (71–76) –

HOFkwasy żółciowe (10–12). ΔHOF3 = HOFkoniugaty syn(71–76) –HOFsterole(1, 9). ΔHOF4 = 

HOFkoniugaty anti (71–76) –HOFsterole(1, 9).  

 

1.4. Aktywność biologiczna 

Badania in silico metodą PASS 

Synteza i izolacja nowych związków chemicznych, jak również modyfikacja struktury 

już znanych połączeń, wymagają oceny ich właściwości farmakologicznych oraz potencjalnego 

działania toksycznego. Tradycyjne badania in vitro, a następnie in vivo, są jednak czasochłonne 

i kosztowne. W związku z tym coraz większą rolę odgrywają analizy in silico, przeprowadzane 

z wykorzystaniem narzędzi takich jak program PASS. 

Metoda ta pozwala nie tylko na skrócenie czasu poszukiwań biologicznie aktywnych 

związków, lecz także na wskazanie ich potencjalnych właściwości biologicznych. Dzięki temu 

możliwe jest szybsze wytypowanie prawdopodobnych związków do dalszych badań 

farmakologicznych. Program PASS, opierając się na strukturze cząsteczki, przewiduje zarówno 

jej potencjalne działanie farmakologiczne, jak i toksyczne. Mechanizm działania programu 

polega na porównaniu struktury badanego związku z danymi zawartymi w obszernej bazie, 

obejmującej około 1 000 000 biologicznie aktywnych związków i 5500 różnych aktywności 

biologicznych. 

Program PASS znajduje szczególne zastosowanie przy analizie związków 

zawierających elementy substancji pochodzenia naturalnego lub metabolitów wtórnych. 

Narzędzie to oblicza prawdopodobieństwo wystąpienia danej aktywności biologicznej  

(PA) oraz jej braku (PI). Wysokie wartości PA (> 0,7) wskazują na duże prawdopodobieństwo 

potwierdzenia aktywności w badaniach eksperymentalnych. Dla wartości PA w przedziale  

0,5–0,7 szansa ta jest mniejsza, a przy PA < 0,5 jest ona bardzo niska. 



MGR INŻ. ANNA KAWKA JHGFGH JHGFFGHJK  Część eksperymentalna 

 

85 
 

Warto również zauważyć, że obecność elementów znanych i aktywnych biologicznie  

w strukturze badanego związku zwiększa prawdopodobieństwo potwierdzenia aktywności 

biologicznej. Założenia te czynią program PASS niezwykle przydatnym narzędziem w procesie 

diagnozowania potencjalnych właściwości farmakologicznych. 

Bazując na wynikach testów in silico uzyskanych dla otrzymanych koniugatów 

steroidowych można wnioskować o ich zróżnicowanych właściwościach biologicznych. 

Istnieje wysokie prawdopodobieństwo wykazywania przez cząsteczki działania 

przeciwbakteryjnego oraz przeciwgrzybicznego. Wiąże się to z interakcjami z lipidowymi 

strukturami błon komórkowych drobnoustrojów prowadzących do ich destabilizacji. 

Biokoniugaty wykazują przewidywane właściwości antagonistyczne wobec cholesterolu.  

W Tabeli 2 pokazano wybrane przewidywane aktywności biologiczne koniugatów (71–76). 

 

Tabela 2. Przewidywana aktywność biologiczna wybranych koniugatów [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 

 

Aktywność przeciwbakteryjna 

Badania dokowania molekularnego wykazały, że biokoniugaty mają zdolność  

do oddziaływania z białkami kluczowymi dla metabolizmu bakterii (Rys. 26). Szczególną 

uwagę zwrócono na zdolność do hamowania wzrostu bakterii Gram-dodatnich  

i Gram-ujemnych. Wśród analizowanych drobnoustrojów znalazły się:  

• Escherichia coli – bakteria Gram-ujemna związana z zakażeniami dróg moczowych, 

przewodu pokarmowego i ran [126].  

• Staphylococcus aureus – bakteria Gram-dodatnia odpowiedzialna za poważne 

zakażenia skórne, a także infekcje szpitalne [127].  

Wyniki wskazują, że aktywność przeciwbakteryjna koniugatów jest ograniczona,  

jednak stwarzają perspektywę do dalszych modyfikacji chemicznych w celu zwiększenia ich 

skuteczności. 
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Rysunek 26. Interakcje ligandów i sposób wiązania dla związków (73) i (76) w 2Q85.  

A, C – oznacza ligand (73) (zielony); B, D – oznacza ligand (76) (żółty) [P8]. 

 

Aktywność przeciwgrzybiczna 

Wykazano wyraźnie większe działanie przeciwgrzybiczne w porównaniu z działaniem 

przeciwbakteryjnym otrzymanych biokoniugatów steroidowych (71–76). Najsilniejszą 

aktywność przeciwgrzybiczną zaobserwowano wobec następujących szczepów grzybów:  

• Candida albicans – grzyb odpowiedzialny za infekcje kandydozowe, szczególnie  

u osób z obniżoną odpornością [128].  

• Aspergillus niger – pleśń mogąca wywoływać choroby płuc, w tym aspergilozę [129]. 

• Cryptococcus neoformans – drożdżak związany z ciężkimi zakażeniami ośrodkowego 

układu nerwowego u pacjentów z HIV/AIDS [130].  

Koniugaty działają na kluczowe enzymy grzybów, co wskazuje na ich potencjał  

jako inhibitorów specyficznych szlaków metabolicznych. 

Obecność pierścienia 1,2,3-triazolowego oraz właściwości amfifilowe związków mogą 

zakłócać funkcjonowanie błon komórkowych drobnoustrojów, prowadząc do ich uszkodzenia. 

Dokowanie molekularne sugeruje, że zsyntetyzowane koniugaty mogą wiązać się z enzymami 

odpowiedzialnymi za syntezę ściany komórkowej drobnoustrojów oraz za procesy 

metaboliczne, co prowadzi do ich dezaktywacji (Rys. 27). 

Dzięki swojej chemicznej strukturze koniugaty są odporne na degradację 

enzymatyczną, co zwiększa ich trwałość w środowisku biologicznym i potencjalnie wydłuża 

czas działania. Ich potencjalne zastosowania obejmują terapie antygrzybiczne szczególnie  

w zakażeniach wywołanych przez Candida albicans oraz możliwość wykorzystania ich  

jako składników preparatów przeciwdrobnoustrojowych o szerokim spektrum działania. 
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Rysunek 27. Interakcje ligandów i sposób wiązania dla związków (73) i (76) w 1EZF.  

A, C – oznacza ligand (73) (zielony); B, D – oznacza ligand (76) (żółty) [P8]. 

 

Zdolność koniugatów do wykazywania selektywnego działania przeciwko wybranym 

szczepom drobnoustrojów, szczególnie grzybów, czyni je obiecującymi kandydatami  

do dalszych badań. Ich stabilność chemiczna i specyficzne mechanizmy działania otwierają 

nowe możliwości terapeutyczne, zwłaszcza w kontekście rosnącej oporności drobnoustrojów 

na istniejące leki. 

 

2. Quasi-podandy kwasów żółciowych 

 

2.1. Synteza tripodstawionych pochodnych kwasów żółciowych 

Zachęcona powyższym sukcesem przeprowadziłam reakcje syntezy quasi-podandów 

pochodnych kwasów żółciowych zawierających w strukturze pierścienie 1,2,3-triazolowe [P6]. 

Otrzymałam i przeanalizowałam właściwości fizykochemiczne propargilowej (77)  

oraz nowoopracowanych syntez 12α-acetoksy– oraz 7α,12α-diacetoksy propargilowych 

pochodnych kwasów żółciowych (78–79) (Schemat 29). Opierając się na założeniach chemii 

„click”, stanowiącej podstawową metodę nowoczesnej syntezy organicznej, zaprojektowałam 

reakcję otrzymywania wielkocząsteczkowych związków zawierających pierścienie  

1,2,3-triazolowe (82–85). Tego typu układy cechuje stabilność w polarnych rozpuszczalnikach, 

wysoka odporność na procesy redukcji i utleniania oraz aktywność w tworzeniu wiązań 

wodorowych zwiększających ich trwałość. 
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Nr R1 R2 Wydajność [%] 

77 H H 49 

78 H OAc 57 

79 OAc OAc 30 

 

Schemat 29. Wprowadzenie grupy alkinowej w pozycję C-3 szkieletu steroidowego  

kwasów żółciowych [P6]. 

 

 

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

 

Serię quasi-podandów zsyntetyzowałam w reakcji estrów (lub acetylowanych estrów, 

nieznanych jak dotąd w literaturze) propargilowych kwasów żółciowych  

z 1,3,5-tris(azydometyleno)benzenem w mieszaninie tert-BuOH/H2O, z dodatkiem 

CuSO4*5H2O, askorbinianu sodu i w podwyższonej temperaturze (65°C). Na Rysunku 28 

przedstawiono wszystkie tripodstawione koniugaty otrzymane z wysoką wydajnością. Ponadto, 

wyizolowano również dipodstawioną pochodną kwasu litocholowego (82) (Rys. 28). 

Monopodstawione pochodne kwasów żółciowych sprzężone z pierścieniem  

1,2,3-triazolowym (z dwiema grupami azydkowymi N3) nie powstają ze względu na ich niską 

trwałość. Otrzymanie dipodstawionych pochodnych występuje sporadycznie. Warto podkreślić, 

że opisaną dipodstawioną pochodną kwasu litocholowego (82) charakteryzuje wyższa wartość 

HOF w porównaniu z tripodstawioną pochodną tego kwasu (83), co świadczy o jej 

niestabilności (Tabela 3). 



MGR INŻ. ANNA KAWKA JHGFGH JHGFFGHJK  Część eksperymentalna 

 

89 
 

 

Nr R1 R2 Wydajność [%] 

82 H H 11 

83 H H 88 

84 H OAc 77 

85 OAc OAc 57 

 

Rysunek 28. Quasi-podandy kwasów żółciowych zawierające układy 1,2,3-triazolowe [P6]. 

 

Zastosowanie reakcji 1,3-dipolarnej cykloaddycji (reakcji Huisgena) wykorzystującej 

katalityczne ilości miedzi(I) okazało się niezmiennie atrakcyjną i selektywną metodą syntezy 

pierścieni 1,2,3-triazolowych. 

Zaprojektowane powyżej biokoniugaty (82–85) posiadają wbudowaną sztywną 

platformę pierścienia aromatycznego. Sprawia to, że ich cząsteczki będą sprawniej 

przyjmowały odpowiednią konformację. Płaski pierścień benzenowy może determinować 

wchodzenie w interakcje z powierzchnią biopolimerów, jak również stanowić swego rodzaju 

kotwicę w układach biologicznych.  

Identyfikacja i scharakteryzowanie sześciu nowych związków (78, 79) oraz (82–85) 

obejmowały wszechstronną analizę za pomocą technik spektralnych (1H NMR, 13C NMR,  

FT-IR), spektrometrii mas (ESI-MS) i metody semiempirycznej PM5 [P6]. 

 

2.2. Analiza spektroskopowa 

Charakterystyka spektroskopowa dostarczyła kluczowych informacji o strukturze 

związków, potwierdzając obecność pierścienia 1,2,3-triazolowego. Na widmach wszystkich 

koniugatów kwasów żółciowych zaobserwowano diagnostyczne przesunięcia chemiczne  

w zakresie 8,10–8,06 ppm odpowiadające protonom obecnym w pierścieniach  

1,2,3-triazolowych. Ponadto w widmie 1H NMR związku (82) widoczne jest istotne dla 
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identyfikacji przesunięcie chemiczne w postaci singletu przy 8,06 ppm, które można przypisać 

dwóm protonom pierścieni triazolowych, co świadczy o otrzymaniu dipodstawionej triazolowej 

pochodnej kwasu litocholowego. Co więcej, w widmach tego związku zaobserwowano również 

charakterystyczny sygnał przy 4,37 ppm, który można przypisać protonom z grupy −CH2−N3 

(Rys. 29). Przesunięcia chemiczne w zakresie 5,09–4,81 ppm przypisano protonom 3β-H, 7β-

H i 12β-H w szkielecie steroidowym. Natomiast sygnały przy niższych wartościach (0,95–0,73 

ppm) pochodziły od protonów z grup metylowych CH3-21, CH3-19 i CH3-18.  

 

 

Rysunek 29. Porównanie sygnałów zaobserwowanych na widmach 1H NMR di- (82)  

i tripodstawionej (83) pochodnej kwasu litocholowego [P6]. 

 

Z kolei na wszystkich widmach 13C NMR zidentyfikowano charakterystyczny sygnał  

z zakresie 129,5–123,8 ppm wskazujący na atom węgla z pierścienia 1,2,3-triazolowego. 

Przesunięcia odpowiadające atomom węgla z grup karbonylowch obecnych w cząsteczkach 

koniugatów zaobserwowano przy najwyższych wartościach (172,50–170,17 ppm). 

Niezmiennie, sygnały pochodzące od atomów węgla z grup metylowych, takich jak C-21,  

C-19 i C-21 połączonych bezpośrednio ze rdzeniem steroidowym kwasów żółciowych były 

widoczne przy w zakresie 23–10 ppm. 

W widmach FT-IR zaobserwowano charakterystyczne pasma dla kluczowych grup 

funkcyjnych. Grupy karbonylowe (C=O) dawały intensywne pasma w zakresie  
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1745–1730 cm⁻¹, co potwierdza obecność estrów acetylowych. W przypadku propargilowych 

pochodnych kwasów żółciowych zaobserwowano pasma w zakresie 2120–2100 cm-1, których 

nie odnotowano dla wykonanych widm FT-IR otrzymanych tripodstawionych triazolowych 

koniugatów steroidowych. W przypadku dipodstawionego koniugatu kwasu litocholowego (82) 

dostrzeżono pasmo pochodzące od grupy azydkowej N3 przy liczbie falowej 2099 cm-1  

(Rys. 30). 

 

 

Rysunek 30. Porównanie otrzymanych widm FT-IR związku (82) (z grupą N3, niebieski)  

oraz pozostałych związków (83–85) (czerwony) [P6]. 

 

Analiza wyników pozyskanych z otrzymanych widm spektrometrii masowej  

oraz wysoka zgodność danych eksperymentalnych z teoretycznymi dodatkowo potwierdzają 

poprawność struktur. Korelacja przesunięć chemicznych (1H i 13C) między wartościami 

eksperymentalnymi i obliczonymi (metodą GIAO) wykazała bardzo wysoką zgodność  

(13C NMR: r² = 0,9942, 1H NMR: r² = 0,9905). Jony molekularne o odpowiednich wartościach 

mas cząsteczkowych wskazują na utworzone zgodnie z oczekiwaniami struktury 

biokoniugatów. Fragmentacja masowa jonów molekularnych uzyskanych cząsteczek 

zweryfikowała obecność pierścieni 1,2,3-triazolowych bądź grup acetylowych.  

Analiza spektroskopowa stanowi podstawę do dalszych badań nad właściwościami 

biologicznymi związków. 
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2.3.  Obliczenia semiempiryczne (PM5) 

Analiza wyników badań teoretycznych, opartych na obliczeniach metodą PM5, 

wskazuje, że monopodstawione pochodne kwasów żółciowych połączone pierścieniem  

1,2,3-triazolowym (z dwiema wolnymi grupami N3) nie powstają ze względu na bardzo 

wysokie wartości ciepła tworzenia. W przypadku kwasu litocholowego zaobserwowano 

powstawanie dipodstawionych pochodnych, jednak ich stabilność była niska (Tabela 3). 

Wszystkie quasi-podandy wykazywały obecność interakcji π–π (typu „sandwich”) pomiędzy 

dwoma pierścieniami triazolowymi, przy czym obliczona separacja międzypłaszczyznowa 

wynosiła około 5,8 Å. Odległość ta jest większa o około 1,7 Å w porównaniu z klasycznymi 

interakcjami π–π, co wynika z faktu, że pierścień triazolowy jest bezpośrednio połączony  

ze sztywnym szkieletem aromatycznym, co wymusza zwiększoną odległość. Ponadto 

przestrzenne rozmieszczenie cząsteczek kwasów żółciowych i pierścieni 1,2,3-triazolowych 

może sprzyjać tworzeniu stabilnych kompleksów typu gospodarz-gość (Rys. 31). 

 

 

Rysunek 31.  Model molekularny koniugatu kwasu deoksycholowego  

z pierścieniami 1,2,3-triazolowymi (84) [P6].
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Tabela 3. Ciepło tworzenia (HOF) [kcal/mol] otrzymanych pochodnych  

kwasów żółciowych [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 

 

2.4. Aktywność biologiczna 

Przewidywana aktywność biologiczna (PASS) 

Na podstawie badań in silico przewidziano potencjalną aktywność biologiczną 

zsyntetyzowanych związków. Ich potencjał farmakologiczny jest związany głównie z regulacją 

metabolizmu cholesterolu, dlatego mogą znaleźć zastosowanie jako antagoniści cholesterolu 

lub inhibitory enzymów metabolizmu lipidów [P6].  

Dokowanie molekularne 

Reduktaza HMG-CoA jest kluczowym enzymem odpowiedzialnym za syntezę 

cholesterolu w wątrobie. Badania nad nowymi inhibitorami reduktazy HMG-CoA mają istotne 

znaczenie dla zdrowia publicznego, ponieważ podwyższony poziom cholesterolu jest jednym 

z głównych czynników ryzyka chorób układu sercowo-naczyniowego, takich jak miażdżyca 

czy zawał serca. Jej hamowanie może skutecznie ograniczać produkcję cholesterolu, 

prowadząc do obniżenia jego stężenia we krwi [131, 132].  

Zsyntetyzowane związki wykazują większe powinowactwo do domeny białka 1HW8 

(PDB ID, reduktaza HMG-CoA) w porównaniu z mewastatyną, osiągając energię wiązania  

na poziomie –6,9 kcal/mol przy średniej energii –6,8 kcal/mol. Wyniki te wskazują, że nowe 

cząsteczki mogą potencjalnie pełnić rolę skutecznych inhibitorów reduktazy HMG-CoA  

(Rys. 32 i 33). Otrzymane związki, wykazujące większe powinowactwo do enzymu niż obecnie 

stosowana mewastatyna, mogą przyczynić się do opracowania bardziej efektywnych  

i bezpiecznych terapii obniżających poziom cholesterolu. Wprowadzenie takich innowacyjnych 

leków mogłoby nie tylko poprawić jakość życia pacjentów, ale także zredukować obciążenie 

systemu ochrony zdrowia związanego z leczeniem powikłań chorób sercowo-naczyniowych. 
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Rysunek 32. Tworzenie wiązań wodorowych przez ligand (85) z miejscem aktywnymi 

domeny białka 1HW8 [P6]. 

 

 

Rysunek 33. Możliwe wiązania wodorowe ligandu (82) pomiędzy miejscami wiązania 

domeny białka 1HW8. Energia wiązania wynosi –8,7 kcal/mol  

(średnia energia wiązania wynosi –8,4 kcal/mol) [P6]. 
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3. Koniugaty steroidowo-pirymidynowe 

 

3.1. Synteza koniugatów zawierających pierścienie 1,2,3-triazolowe 

Unikatowa struktura i właściwości biologiczne steroidów determinują ich zastosowanie 

jako doskonałą platformę do modyfikacji chemicznych. Połączenie kwasów żółciowych  

lub steroli z zasadami pirymidynowymi, takimi jak uracyl i 2-tiouracyl umożliwia 

projektowanie biokoniugatów o potencjalnym działaniu wobec wirusów, bakterii, grzybów  

oraz komórek nowotworowych [133–136]. Zasady pirymidynowe jako kluczowy element 

strukturalny kwasów nukleinowych charakteryzuje zdolność do specyficznego oddziaływania 

z białkami enzymatycznymi i receptorami biologicznymi [137]. Włączenie cząsteczki uracylu  

bądź 2-tiouracylu do szkieletu steroidowego może istotnie poprawić ich farmakokinetykę  

oraz selektywność. 

Przeprowadziłam syntezy modelowe z użyciem 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 3α-azydooctanami 

odpowiednich kwasów żółciowych (66–68) oraz 3β-azydooctanami steroli (91–92) (Schemat 

31 i 32). W wyniku reakcji „click” otrzymano 11 nowych 1,4-dipodstawionych  

1,2,3-triazolowych koniugatów steroidowo-pirymidynowych (93–103) z wysokimi 

wydajnościami (Rys. 34). Zsyntetyzowane związki poddano szczegółowej analizie 

spektroskopowej (1H NMR, 13C NMR, FT-IR), spektrometrycznej (ESI-MS, EI-MS), 

wykonano obliczenia teoretyczne (PM5) oraz określono in silico ich potencjalną aktywność 

farmakologiczną (PASS, dokowanie molekularne) [P3]. 

 

Schemat 31. Synteza dipropargilowych pochodnych uracylu (88) i nowoopracowanych 

dipropargilowych pochodnych 2-tiouracylu (89–90) [P3]. 

 

 

Schemat 32. Synteza 3β-azydooctanowych pochodnych steroli (91–92) [P3]. 
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Nr R1 R2 C5’---C6’ Wydajność [%] 

93 H H – 72 

94 H OAc – 63 

95 OAc OAc – 78 

96 – – C5’=C6’ 65 

97 – – C5’–C6’ 75 

98 H H – 34 

99 H OAc – 47 

100 OAc OAc – 43 

101 H H – 60 

102 H OAc – 78 

103 OAc OAc – 67 

 

Rysunek 34. Koniugaty steroidowo-pirymidynowe połączone  

pierścieniami 1,2,3-triazolowymi (93–103) [P3]. 

 

3.2. Analiza spektroskopowa 

Analiza spektralna (1H NMR, 13C NMR, FT-IR, EI-MS, ESI-MS)  dostarczyła 

kompleksowych informacji o strukturze i stabilności nowych koniugatów steroidowo-

pirymidynowych. 

W widmie 1H NMR dipropargilowych pochodnych 2-tiouracylu (89–90) 

charakterystyczne przesunięcia chemicznie dawały sygnał w postaci dubletów, które 

zaobserwowano przy 8,30 i 7,77 ppm i przypisano protonom CH-6 oraz przy 6,50 i 6,26  

z CH-5 (Rys. 35). Sygnały odpowiadające protonom przy atomie węgla w wiązaniu CH2−N(1) 

pojawiają się jako podwójne singlety przy 5,03 i 4,85 ppm, podobnie jak przesunięcia 

chemiczne pochodzące od protonów obecnych w grupie metylenowej CH2−S przy 4,02 i 3,91 

ppm. W zakresie 2,53−2,19 ppm zidentyfikowano charakterystyczne sygnały  

w postaci tripletów pochodzące od protonów przy wiązaniu C≡CH. 
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89 

 

90 

 

Rysunek 35. Fragmenty widm 1H NMR alkinowych pochodnych 2-tiouracylu (89, 90) [P3]. 

 

Diagnostyczne przesunięcia chemiczne pochodzące od protonów z pierścieni  

1,2,3-triazolowych zaobserwowano dla wszystkich koniugatów (93–103) jako singlety  

w zakresie 7,90–7,70 ppm (Rysunek 36). Charakterystyczne sygnały w postaci dubletów 

odpowiadające protonom przy atomach węgla CH-6 i CH-5 zaobserwowano przy 8,26–8,25  

i 6,45 ppm (dla związków 101–103), 7,77–7,75 i 6,22–6,20 ppm (dla związków 98–100),  
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7,46–7,45 i 5,75–5,74 ppm (dla związków 93–97). Protony obecne w grupach metylenowych 

N−CH2−triazol i S-CH2−triazol można zinterpretować jako singlety położone odpowiednio 

przy 5,54−5,52 (N(3)), 5,34−5,33 (N(1)) i 4,56−4,50 ppm. Przesunięcia chemiczne pochodzące 

od protonów z grup metylenowych CH2 łączących szkielet steroidu z pierścieniem triazolowym 

są położone w widmach 1H NMR koniugatów steroid−uracyl (93–97) w zakresach 5,25−5,23  

i 5,13−5,11 ppm. W przypadku związków (98−103) podobne sygnały w postaci singletów 

zaobserwowano przy 5,15−5,08 ppm. Na widmach 1H NMR wszystkich związków (93–103) 

występują charakterystyczne przesunięcia chemiczne w zakresie 4,86–4,61 ppm należące  

do protonów przy 3’α-H i 3’β-H. Dla pochodnej cholesterolu (96) diagnostyczny jest szeroki 

singlet odpowiadający protonowi 6’-H przy 5,38 ppm.  

95 

 

99 

 

Rysunek 36. Diagnostyczne sygnały widma 1H NMR zidentyfikowane dla triazolowych 

związków kwasu cholowy-uracyl (95) i kwas deoksycholowy-tiouracyl (99) [P3]. 
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Interpretacja widm 13C NMR związków (89) i (90) wskazuje na sygnały pochodzące  

od atomów węgla C(4)=O, C(2)–S, C-6, C-5 odpowiednio przy 169,8–160,7, 167,5–160,7, 

157,8–151,9 i 110,8–104,1 ppm. Sygnały od atomów C≡C obserwowano w zakresie 79,7–70,5 

ppm, natomiast sygnały odpowiadające atomom węgla z grup metylenowych CH2 

obserwowano w zakresie 54,1–19,4 ppm. 

Na widmach 13C NMR wszystkich koniugatów (93–103) sygnały diagnostyczne 

odpowiadające atomom węgla z pierścienia triazolowego, takie jak C=CH, dają sygnały 

odpowiednio przy 145,7–138,8 i 125,4–123,3 ppm. Z drugiej strony, atom węgla z połączenia 

metylenowego steroid-CH2−pierścienia triazolowy zaobserwowano przy 51,2–51,0 ppm. 

Na widmach FT-IR występują charakterystyczne dla grup karbonylowych pasma drgań 

rozciągających przy maksimum absorpcji w zakresie 1745–1730 cm-1. Pasma absorpcji 

związane z  wiązaniami N–H w cząsteczce uracylu i 2-tiouracylu są obecne w zakresie  

3220–3120 cm-1, co potwierdza udział pierścienia pirymidynowego w strukturze 

biokoniugatów. 

Analiza widm EI-MS dostarczyła informacji o przyłączeniu grup propargilowych  

do odpowiednich atomów azotu (N(1) lub N(3)) i siarki w otrzymanych pochodnych  

2-tiouracylu (89–90) (Schemat 33). Z kolei po interpretacji widm ESI-MS utworzonych 

biokoniugatów (93–103) zweryfikowano ich masy cząsteczkowe. Zaproponowana 

fragmentacja masowa struktur potwierdziła stabilność układów 1,2,3-triazolowych. 

Pierścień pirymidynowy w związku (89) ulega otwarciu w wyniku pierwotnej 

fragmentacji typu α, prowadząc do powstania dwóch alternatywnych ścieżek fragmentacyjnych 

skutkujących powstaniem różnych jonów analitycznych. W jednej z dróg fragmentacji, dalszy 

rozpad typu α, a następnie reakcja typu retro-Dielsa–Aldera, prowadzi do powstania jonu 

nieparzysto elektronowego obserwowanego przy m/z = 107. W drugiej ścieżce, w wyniku 

indukowanego rozpadu α, generowany jest jon parzysto elektronowy o m/z = 97. 

W przypadku związku (90), będącego pochodną typu N(3)S, obserwuje się dwa 

możliwe przebiegi fragmentacji typu α, obejmujące eliminację rodnika C₃H₃* z atomu azotu  

z ugrupowania N(3), bądź atomu siarki. W obu przypadkach prowadzi to do powstania jonów 

parzysto elektronowych o m/z = 165. 
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Schemat 33. Możliwe fragmentacje związków (89) i (90) podczas analizy EI-MS [P3]. 

 

3.3. Obliczenia semiempiryczne (PM5) 

Obliczone wartości ciepła tworzenia dla koniugatów wskazują na stabilność 

energetyczną hybryd steroidowo-uracylowych (93–97) (Tabela 4). Najwyższą trwałością 

charakteryzują się związki kwasu cholowego (95, 100, 103), co może być związane  

z obecnością grup 7α-OAc, 12α-OAc oraz wiązaniem estrowym w łańcuchu bocznym  

(Rys. 37). Obecność atomu siarki w pochodnych 2-tiouracylu spowodowały wyższe wartości 

HOF ze względu na steryczne oddziaływania w cząsteczce oraz większą polaryzowalność. 

Obliczenia wskazały na obecność silnych wewnątrzcząsteczkowych wiązań wodorowych 

między grupami karbonylowymi a pirymidynowymi, które stabilizują utworzone struktury. 

Obecność pierścienia 1,2,3-triazolowego sprzyja trwałości układu dzięki interakcjom π–π  

i zwiększeniu sztywności strukturalnej. 
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Tabela 4. Ciepła tworzenia uzyskane dla pochodnych pirymidyn (88–90) i dla koniugatów 

steroidowych (93–103) [P3]. 

Nr  
Ciepło tworzenia HOF 

[kcal/mol] 

88 28,9829 

89 97,0622 

90 90,6298 

93 –439,5148 

94 –606,8373 

95 –784,1348 

96 –272,6631 

97 –321,9369 

98 –370,6792 

99 –546,0568 

100 –712,6079 

101 –379,0817 

102 –548,2400 

103 –712,2926 

 

 

96 
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102 

Rysunek 37. Modele molekularne koniugatu cholesterolu z uracylem (96)  

i kwasu deoksycholowego z 2-tiouracylem (102) [P3]. 

 

3.4. Aktywność biologiczna 

Otrzymane hybrydy steroidowo-pirymidynowe połączone pierścieniem  

1,2,3-triazolowym wykazują szerokie spektrum potencjalnych właściwości biologicznych,  

co zostało potwierdzone za pomocą metod predykcyjnych (PASS) oraz dokowania 

molekularnego. 

Na podstawie badań in silico przewidziano, że wybrane biokoniugaty steroidowe 

wykazały potencjalną aktywność przeciw bakteriom Gram dodatnim (Staphylococcus aureus)  

i Gram ujemnym (Escherichia coli), jak również grzybom z rodzaju Candida albicans.  

Ich działanie przeciwdrobnoustrojowe jest związane z oddziaływaniem z enzymami 

kluczowymi w metabolizmie wymienionych patogenów, takimi jak syntaza skwalenu (1EZF)  

i giraza-DNA (1KZN) (Rys. 38 i 39). Białko 1EZF bierze udział w biosyntezie ergosterolu, 

niezbędnego składnika błony komórkowej u grzybów, a 1KZN jest istotna dla prawidłowej 

replikacji DNA w komórkach bakterii. Wyższa energia powinowactwa koniugatów niż ligandy 

natywne wskazują na ich potencjał proleków (Tabela 5). 
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Tabela 5. Otrzymane wartości energii powinowactwa [kcal/mol] koniugatów do określonych 

domen białkowych [P3]. 

Domena białka  

ID 

Nazwa ligandu 

1EZF 1KZN 2H94 2Q85 5V5Z 

Natywny –11.9 –9.1 –14.6 –10.9 –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 –9.9 –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 –10.8 –11.3 

98 –10.8 –8.0 –10.7 –11.3 –11.2 

99 –10.9 –7.1 –9.9 –10.7 –10.6 

100 –10.2 –8.0 –9.3 –11.6 –9.7 

101 –11.3 –8.8 –10.2 –11.2 –11.9 

102 –10.9 –7.6 –10.2 –9.5 –10.8 

103 –10.4 –8.2 –9.3 –10.1 –10.1 

 

 

 

Rysunek 38. Wiązania wodorowe utworzone pomiędzy koniugatem (97) a miejscem 

aktywnym syntazy skwalenu (1EZF) określające potencjalną  

aktywność przeciwgrzybiczną [P3]. 
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Rysunek 39. Wiązania wodorowe utworzone między ligandem pochodnej cholesterolu (96)  

a domeną białkową bakterii (1KZN) określający potencjalną  

aktywność przeciwbakteryjną [P3]. 

 

Testy in silico metodą PASS prognozują zdolność pochodnych 1,2,3-triazolowych  

do ochrony komórek przed stresem oksydacyjnym (Tabela 6). Przewidywana aktywność 

cytoprotekcyjna wiąże się z amfipatycznością kwasów żółciowych i steroli. Wyniki pokazują, 

że otrzymane struktury zostały zidentyfikowane jako potencjalne inhibitory enzymów 

(monooksygenazy gliceryloeterowej i alkiloacetyloglicerofosfatazy) związanych z reakcjami 

zapalnymi skóry. Ponadto, związki te posiadają charakter antycholestatyczny, co może mieć 

znaczenie w leczeniu zaburzeń przewodu żółciowego. 

 

Tabela 6. Przewidywana aktywność biologiczna wybranych koniugatów steroidowo-

pirymidynowych [P3]. 

 Aktywność biologiczna 

50 <  

Koniugat 

93 96 97 98 102 

Inhibitor monooksygenazy gliceryloeterowej  71 61 73 69 69 

Inhibitor alkiloacetyloglicerofosfatazy 68 – 71 – 52 

Choroby skóry 69 64 67 59 – 

Cytoprotekcyjna 61 – – 57 60 

Zaburzenia metabolizmu żółci 56 – 61 – – 

Dermatologiczna 57 59 57 52 54 

Niepłodność u kobiet 53 58 57 – – 

Choroby związane z prostatą 53 58 53 – – 

Antygrzybiczna 52 58 54 50 50 

Antyalergiczna 52 54 54 – – 

Inhibitor CYP17 – 65 – – – 

Inhibitor reduktazy DELTA14-sterolowej – 60 – – – 
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Przeprowadzone dokowanie molekularne określiło działanie przeciwnowotworowe 

biokoniugatów steroidowo-pirymidynowych (Tabela 7, Rys. 40). Wykazując wyższą energię 

powinowactwa do białka związanego z regulacją ekspresji genów i cyklu komórkowego 

(LSD1, demetylaza-1 specyficzna dla lizyny) niż powinowactwo ligandu natywnego 

predysponują do hamowania wzrostu komórek nowotworowych poprzez mechanizmy 

epigenetyczne. 

 

 

Rysunek 40. Potencjalne wiązania wodorowe między ligandem (98) a miejscem aktywnym 

białka związanego z proliferacją komórek nowotworowych (2H94) [P3]. 

 

Dzięki wysokiej specyficzności względem enzymów docelowych mogą one znaleźć 

zastosowanie w terapiach nowotworowych, leczeniu infekcji oraz jako związki wspomagające 

ochronę komórek przed uszkodzeniami. 
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Podsumowanie 

 

 Artykuły przeglądowe dostarczyły szczegółowego wglądu na aktualny stan wiedzy 

dotyczący syntezy biokoniugatów steroidowych i ich właściwości biologicznych. Poruszana 

tematyka skupiała się na skwalaminie jako fundamentalnym związku promującym 

projektowanie nowych pochodnych steroidowych o zastosowaniu w terapiach 

przeciwnowotworowych, przeciwwirusowych i przeciwdrobnoustrojowych. Zwrócono 

również uwagę na ich zdolność do hamowania angiogenezy i agregacji białek w chorobach 

neurodegeneracyjnych.  

 Silną aktywnością biobójczą wyróżniają się koniugaty oparte na szkielecie steroidowym 

kwasów żółciowych z wbudowanymi pierścieniami 1,2,3-triazolowymi, potęgującymi  

ich zastosowanie w układach biologicznych. Modyfikacje rdzenia steroidowego  

z wykorzystaniem reakcji chemii „click” prowadzą do otrzymywania potencjalnych leków  

[P1, P2, P4].  

 Wyniki uzyskane w badaniach własnych wniosły istotny wkład w rozwój wiedzy  

o nowych biokoniugatów steroidowych, szczególnie w zakresie ich syntezy, charakterystyki 

spektroskopowej i przewidywanych właściwości farmakologicznych. 

Opracowano efektywne warunki syntezy jedenastu nowych pochodnych kwasów 

żółciowych i steroli, w tym sześciu biokoniugatów połączonych pierścieniami  

1,2,3-triazolowymi, które scharakteryzowano spektroskopowo. Związki te wyróżnia stabilność 

chemiczna, co dowiodły obliczenia teoretyczne. Wykazano, że nowe koniugaty wykazują 

potencjalną aktywność biologiczną w kierunku działania przeciwgrzybicznego  

i przeciwbakteryjnego [P8]. 

Zsyntetyzowano dwie propargilowe acetylowe pochodne kwasów żółciowych  

oraz cztery struktury quasi-podandów kwasów żółciowych zawierających pierścienie  

1,2,3-triazolowe. Takie układy mogą tworzyć kompleksy supramolekularne. Analiza 

spektroskopowa i wyniki obliczeń semiempirycznych metodą PM5 potwierdziły poprawność 

otrzymanych struktur i trwałość wszystkich cząsteczek. Koniugaty wyróżnia potencjał 

antyhipercholesterolemiczny [P6] 

Z kolei trzynaście nowych hybryd steroidowo-pirymidynowych charakteryzuje 

zdolność do oddziaływań z enzymami uczestniczącymi w metabolizmie lipidów i w procesach 

przeciwnowotworowych. Analizy dokowania molekularnego wskazały na ich potencjalną 

aktywność antyproliferacyjną oraz na zastosowanie tych związków w terapii przeciwko 

grzybom i bakteriom [P3]. 

Zaprojektowane struktury trzydziestu nowych pochodnych kwasów żółciowych i steroli 

wniosły nowe perspektywy wiedzy w dziedzinie chemii bioorganicznej. Opracowane 

koniugaty zawierające pierścienie 1,2,3-triazolowe wykazują wysoką przewidywaną 

aktywność farmakologiczną, szczególnie przeciwnowotworową, przeciwdrobnoustrojową  

i cytoprotekcyjną. Prezentowane wyniki stanowią punkt wyjścia dla dalszych badań  

nad zastosowaniem uzyskanych koniugatów steroidowo-triazolowych w medycynie, 

farmakologii lub jako nośniki substancji bioaktywnych.   
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Tabela 7. Wykaz numeracji związków w artykułach naukowych (NrA) w porównaniu  

z obowiązującymi w pracy (NrP). 

Artykuły  

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 się na projektowaniu, syntezie, izolacji i oczyszczeniu oraz 

charakterystyce spektroskopowej i przewidywaniu aktywności biologicznej nowych 

biokoniugatów steroidowych. Opracowane związki stanowią połączenie fragmentów kwasów 

żółciowych oraz zasad pirymidynowych za pomocą pierścieni 1,2,3-triazolowych, uzyskanych 

w wyniku reakcji typu „click”, w kontekście poszukiwania nowych związków o potencjale 

farmakologicznym. Rozprawa obejmuje zarówno przegląd literaturowy, jak i oryginalne 

badania eksperymentalne i teoretyczne. 

 W części literaturowej omówiono znaczenie biokoniugatów steroidowych, takich jak 

skwalamina i jej pochodne, w terapiach farmakologicznych. Zwrócono szczególną uwagę  

na zastosowanie chemii „click” w modyfikacji kwasów żółciowych i steroli. Takie podejście 

umożliwia tworzenie stabilnych i bioaktywnych struktur supramolekularnych. Skrupulatnie 

przeanalizowano współczesne osiągnięcia w zakresie koniugatów steroidowo-triazolowych 

jako inhibitorów enzymów i potencjalnych leków przeciwinfekcyjnych. 

 W części badawczej opracowano trzy grupy nowych związków: (1) koniugaty kwasów 

żółciowych i steroli z pierścieniami 1,2,3-triazolowymi wykazują przewidywaną aktywność 

przeciwgrzybiczną i przeciwbakteryjną; (2) quasi-podandy z układami triazolowymi 

strukturalnie przypominają układy supramolekularne podatne na tworzenie kompleksów typu 

gospodarz-gość, co otwiera możliwości w nanotechnologii i systemach dostarczania leków, 

zwłaszcza w leczeniu hipercholesterolemii; (3) hybrydy steroidowo-pirymidynowe (z uracylem  

i 2-tiouracylem) charakteryzuje zdolność do interakcji z enzymami metabolizmu lipidów  

i potencjalne zastosowanie w terapiach przeciwnowotworowych, przeciwdrobnoustrojowych  

i dermatologicznych. 

 Wyniki analiz spektroskopowych (1H i 13C NMR, FT-IR) i spektrometrycznych  

(ESI-MS, EI-MS) oraz obliczeń teoretycznych (PM5, GIAO) potwierdziły poprawność struktur 

molekularnych i stabilność chemiczną związków. Badania in silico metodą PASS  

oraz dokowania molekularnego wykazały ich szerokie spektrum potencjalnej aktywności 

biologicznej, obejmujące działanie przeciwnowotworowe, przeciwdrobnoustrojowe, 

cytoprotekcyjne i przeciwzapalne. 

 Praca przyczynia się do rozwoju chemii bioorganicznej, oferując nowe perspektywy  

w projektowaniu związków terapeutycznych o wielokierunkowym działaniu biologicznym. 
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 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 (1H and 13C NMR, FT-IR), spectrometry analyses 

(ESI-MS, EI-MS) and theoretical calculations (PM5, GIAO) confirmed the correctness  

of the molecular structures and chemical stability. In 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. 
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TRIAZOLE-BASED MODIFICATIONS OF BILE ACIDS: PROMISING 
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Abstract: The specific structure and high biological activity of bile acids resulted in their 

use in the design of new compounds with negligible toxicity and significant pharmacological 

activity. Natural steroid conjugates occupy a special place among natural products due to 

their participation in most metabolic pathways. Literature data indicate that in recent years, 

there has been a significant increase in interest in isolating, synthesizing, and modifying new 

steroid conjugates with broad physical, biological, and pharmacotherapeutic properties. Bile 

acid derivatives containing the 1,2,3-triazole ring are fundamental in drug discovery. 

Previous studies of steroid-triazole conjugates confirm their essential importance as 

compounds with high biocidal, antibacterial, and anticancer properties. 

Keywords: bile acids, 1,2,3-triazole ring, anticancer and antimicrobial activity 

1. Introduction 

Compounds of natural origin play an essential role in the search for new molecules with 

biocidal properties. Their high availability and unique structure have made them used in the 

design of new drug syntheses [1, 2]. Bile acids are formed as products of cholesterol (1) 

metabolism (fig. 1). Their glycine/taurine-conjugated salts are stored in the gallbladder. Bile 

acids (e.g., lithocholic acid, deoxycholic acid, cholic acid) are responsible for the digestion 

of lipids in the small intestine. As surfactants, they help to lower surface tension and emulsify 

fats. Moreover, they regulate glucose homeostasis, cholesterol, fat transport,  

and enterohepatic circulation [3–6]. 

  



 

Fig. 1. Shortened scheme of the biosynthesis of bile acids from cholesterol (2–5) 

Bile acids (2–5) have a chiral rigid skeleton, a long side chain with a carboxyl group, 

and hydroxyl groups (3α–OH, 7α–OH, 12α–OH) with different reactivity and amphiphilic 

properties. Their low cost and several physicochemical properties make them ideal building 

materials in drug design. Most importantly, this use of bile acids entirely minimizes the risk 

of unwanted side effects [7–9]. Successful attempts to modify steroid molecules have often 

been carried out through coupling chemistry. The obtained steroid-triazole conjugates were 

distinguished by low toxicity, susceptibility to multidrug resistance, and bioavailability. 

They have become leading compounds in designing new biomolecules with biocidal  

and especially anticancer activity [10–14].  

1,2,3-triazole systems are five-membered heterocyclic compounds of crystalline nature. 

They are soluble in water and alcohol. They resist oxidative/reductive stress, hydrolysis, and 

metabolic degradation. Triazole derivatives can also bind to receptors (or enzymes) through 

interactions, such as hydrogen bonding, van der Waal’s forces, or hydrophobic interactions 

[15, 16]. It is worth noting that bonds formed in this way are resistant to cleavage by, for 

example, proteases. As a result, triazole systems can be analogues of the peptide bond [17]. 

Literature data show that 1,2,3-triazole compounds are characterized by exceptional 

pharmacotherapeutic activity, especially antihypertensive, antimalarial, antidiabetic, 

anticonvulsant, antioxidant, antidepressant, antiplasmoid, antimicrobial, antibacterial,  

anti-inflammatory, and antituberculosis [18–34].  

Usually, 1,2,3-triazole derivatives are obtained by thermal 1,3-dipolar cycloaddition of 

azides and alkynes using a catalytic amount of copper(I) ions (fig. 2). 

The “Huisgen reaction” synthesizes macromolecular steroid-triazole conjugates [35–37]. 

The specific structure, amphipathic nature, and high activity of functional groups of bile 

acids determine their crucial importance in bioorganic synthesis. Steroid acids have become 

a precursor to preparing macrocyclic compounds or fluconazole derivatives, which have 

potent pharmacotherapeutic activity [38, 39].  



 

Fig. 2. Scheme of the preparation of 1,4- or 1,5-disubstituted 1,2,3-triazole rings 

2. Steroid-triazole conjugates with biological activity  

2.1. Bioconjugates with antibacterial and antifungal properties 

Fluconazole is a potent compound used as an antibiotic in antifungal and antibacterial 

therapy (fig. 3). The growing resistance of bacteria to this drug made it necessary to change 

its structure.  

 

Fig. 3. Fluconazole (6) and its alkyne derivative (7) 

A molecule of a suitable bile acid linked to fluconazole via a 1,2,3-triazole ring was 

designed (fig. 4). In this way, the amphipathic nature of bile acids was used as a drug 

transporter inhibiting bacterial strains’ growth. On the other hand, thanks to the presence of 

the triazole ring, the new biomolecule gained resistance to enzymatic degradation. 

Compounds obtained (8–11) were almost entirely effective against strains of Candida 

parapsilosis, Candida albicans, and Sporothrix scheckii (MIC = 3.12–6.25 mg/ml) [39–41]. 



 

Fig. 4. Conjugates of fluconazole and bile acids (8–11) with antifungal activity 

A similar “click” reaction was performed for the menthol molecule (fig. 5).  

The corresponding bile acids were esterified with propargyl bromide in the presence of 

K2CO3. On the other hand, in the reaction of methylated menthol with NaN3 in DMF,  

a compound was obtained, which, by coupling with a bile acid derivative, gave triazole.  

The obtained 1,2,3-triazole derivatives (12–14) showed higher antimicrobial activity  

(MIC < 10 μM) against strains Enterococcus faecium menthol (MIC = 410 μM) and bile 

acids (MIC = 10, 20, 157, 410 μM). Interestingly, their antimicrobial activity was much 

stronger than the antibiotic cefixime (MIC = 35410 μM) [42]. 

 

Fig. 5. Scheme of the preparation of triazole derivatives of menthol (12–14) [42] 

2.2. Bioconjugates with antiparasitic effect  

Corrales et al. efficiently synthesized novel triazole derivatives of cholic acid and  

6-thiopurine (fig. 6). The conjugates obtained (15–19) were tested for their biological 

activity and cytotoxicity. Research in vivo confirmed their antimalarial efficacy far superior 



to chloroquine (a substance used in patients diagnosed with malaria). Conjugate (19) was 

more effective than chloroquine on the 7th day of the study and all other compounds after 

12 days. On the other hand, the tests performed in vivo indicate their action against 

Leishman’s parasite. Most importantly, the resulting compounds are not toxic to mammalian 

cells [43, 44]. 

 

Fig. 6. Steroid-purine conjugates (15–19) with anti-leishmanial activity [43, 44] 

The amino choline-bile acid compounds (20–23) exhibit exceptional activity against 

Leishman’s parasite and Mycobacterium tuberculosis.(fig. 7). Conjugate (20) exhibits  

a similar inhibitory effect against M. tuberculosis (MIC = 8.8 μM) as available 

antituberculosis drugs. Biological testing of all structures (21–23) confirms their activity 

towards promastigote and amastigota L. majoras well as leishmanicidal and antituberculosis 

properties [45]. 

 

Fig. 7. 1,2,3-triazole derivatives of cholic acid with aminocholine (21–23) [45] 

  



2.3. Anticancer bioconjugates 

Agarwal et al. designed novel bile acid and nucleoside molecules linked by a 1,2,3-triazole 

linker with antitumor activity (fig. 8). Studies have been carried out in vitro against three 

cancer cell lines (PC-3, MCF-7, IMR-32). Tests have shown that compounds (25) and (27) 

are characterized by the highest efficacy of MCF-7 (IC50 = 8.084 μM) and IMR-32  

(IC50 = 8.71 μM) cells. It is worth noting that all compounds were tested for cytotoxicity 

and antituberculosis activity. Compound (28) has significant antituberculosis activity  

(MIC = 4.09 μM), while all compounds are not toxic to the human kidney [46]. 

 

Fig. 8. Steroid-nucleoside conjugates (24–31) [46] 

Incredible anticancer activity is distinguished by dendrimers called “molecular pockets”. 

Efficient synthesis of first-generation dendrimers (chlorodendrimers) was developed, which 

were subsequently appropriately converted into second-generation azidodendrimers (fig. 9). 

On the other hand, the bile acid molecule was effectively enriched with an alkyne group. 

Finally, triazole derivatives (34–35) exhibited MTT activity against C6 glioma cells  

(IC50 = 10.48 μM) [47]. 



 

Fig. 9. Scheme of the synthesis of “molecular pockets” (34–35) [47] 

Jurášek et al. described ribbon-type steroid dimers linked by a heterocyclic cholic acid 

moiety (37), ethienoic acid (38), or estrone (fig. 10). Appropriately modified reactants were 

subjected to a “click” reaction. The obtained 1,2,3-triazole derivatives showed antitumor 

activity against several cell lines. Compound (37) was effective against CCRF-CEM and 

K562 lines (IC50 = 5.4 and 5.35 μM), and compound (38) against K562  

and CEM-DNR-BULK (IC50 = 5.37 and 5.48 μM) [48]. 



 

Fig. 10. Ribbon-type steroid dimers (37–38) [48] 

Designed deoxyadenosine 1,2,3-triazole bile acid derivatives have been studied for 

activity against leukaemia (Jurkat and K562), colorectal (HCT116), ovarian (A2780), and 

human skin fibroblasts. Multistage bile acid and deoxyadenosine structure transformations 

were carried out [49, 50]. As a result, 1,2,3-triazole conjugates (39–41) (fig. 11). Compound 

(40) distinguishes the highest anticancer activity against cells of the K562  

(IC50 = 8.51 ± 4.05 μM) and Jurkat (IC50 = 10.47 ± 2.64 μM) lines. In addition, compounds 

(39) and (41) are also active against K562 and Jurkat (IC50 = 172.36 ± 9.60 μM,  

35.86 ± 11.60 μM, 35.65 ± 2.23 μM and 36.17 ± 1.51 μM, respectively) [51]. 

 

Fig. 11. Bile acid derivatives with deoxyadenosine (39–41) [49–51] 

Subsequently, Perrone’s research group synthesized bile acid conjugates-nucleoside 

with a C-3 and C-24 triazolyl bond (fig. 12). Their activity against human leukaemia cells 

(K562), colon cancer (HCT116), and skin fibroblasts (FIBRO) was determined. 

Unfortunately, their activity was low, so the structures were enriched with adenosine, 

deoxyadenosine, and deoxyuridine (fig. 13). The acid-deoxyadenosine compound (53) was 

efficacious against K562 (IC50 = 8.5 ± 4.0 μM). Against C-3 of the triazolyl-linked bile 

acid-adenosine conjugate (54) was found to be effective against K562 and HCT116 (IC50 



of 43.5 ± 1.3 μM and 23.1 ± 1.7 μM). For triazolyl junctions, C-24 was active (49), where 

the IC50 was 16.2 ± 2.2 μM and 17.0 ± 2.5 μM against K562 and HCT116, respectively.  

For (50), an activity of 23.6 ± 1.2 μM for K562 only was determined. For bile acid–

deoxyuridine compounds (55–56), the IC50 for K562 and HCT116 at 21.5 ± 2.0 μM and 

23.5 ± 1.6 μM, respectively. Moreover, for C-24 triazolyl compounds (51–52), the activity 

against 2.9 ± 1.9 μM and 24.8 ± 1.5 μM, respectively [52].  

 

Fig. 12. Scheme of the synthesis of C-3 (46, 48) and C-24 (44) triazolyl linked bile acid-

nucleoside conjugates [52] 



 

Fig. 13. Steroid-nucleoside conjugates (49–56) with anticancer activity [52] 

New triazolyl steroid-nucleoside conjugates were tested to evaluate their activity against 

human cell lines for prostate cancer (PC-3), breast cancer (MCF-7), neuroblastoma  

(IMR-32), and toxicity against human renal embryo (HEK 293 T) (fig. 14). In addition, their 

antituberculosis activity against M. tuberculosis H37Rv (strain ATCC 27.294) confirmed. 

Multistep synthesized conjugates (57–65) were compared with the activity of doxorubicin 

against MCF-7 (IC50 = 0.44 ± 0.05 μM) and IMR-32 (IC50 = 0.043 ± 0.05 μM) cells. 

Compounds (65) and (60) showed apoptosis for these cells, where their IC50 values were 

8.71 μM and 8.08 μM, respectively. Moreover, they did not destroy human HEK293 T 

kidney cells [46]. 

Fig. 14. Triazolyl conjugates deoxycholic/cholic-nucleoside acid (57–65) [46] 



The synthesis of bile acids combined with triazolyl aryl ketones with antitumor 

properties against human breast cancer cells (MCF7) and mouse breast cancer cells (4 T1) 

was also developed (fig. 15). In the studies, it was assessed that the conjugate (66) is effective 

against MCF7 at IC50 = 2.61 ± 0,70 μM, a (67) at IC50 = 5.71 ± 1.00 μM. In addition, 

compound (68) also exhibits activity against T1 cells (IC50 = 8.76 ± 1.29 μM).  

All conjugates (66–68) were not toxic to HEK293. Moreover, the study determined higher 

apoptosis in MCF-7 for compound (68) than (66). In the case of four T1 cells, apoptosis was 

similar for both compounds. In addition, it was found that the addition of cholic acid  

and the absence of aryl ketone substitution significantly increased the biological activity of 

the obtained molecules [53].  

 

Fig. 15. Triazolyl aryl ketones derivatives of bile acids (66–68) [53] 

2.4. Other types of bile acid bioconjugates with biological potential 

The synthesis of novel bile acid dimers and sterols with a unit of 1,2,3-triazole (69–74)  

(fig. 16) was carried out. A complete spectroscopic analysis(1H NMR, 13C NMR, FT-IR), 

spectrometric (ESI-MS), molecular docking and calculations semi-empirically were 

performed. Research in silico indicates their biological activity [54].  

 

Fig. 16. Dimers of bile acids and sterols (69–74) [54] 

3. Conclusions 

This review briefly presents the advances in synthesizing novel bile acid conjugates 

containing 1,2,3-triazole systems with antibacterial, antiparasitic, and anticancer properties. 

The research focuses on various microbial strains and cancer cell lines. The presented 



research results shed new light on the design of syntheses in the search for new drugs.  
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A B S T R A C T

Conjugates of steroids and other natural bioactive molecules (such as amino acids or carbohydrates) have proven
promising compounds with diverse biological effects. This literature review summarises the importance of ste-
roid conjugates in a broad spectrum of therapeutic applications. Steroid conjugates exhibit improved pharma-
cokinetic properties, improved target specificity, and reduced side effects compared to the parent compounds.
This increases their clinical usefulness. Their versatility extends to drug delivery systems, enabling precise
modulation of drug release kinetics and bioavailability. Moreover, steroid conjugates are vital in treating in-
flammatory and neurodegenerative diseases, hormonal disorders, cancer therapy, and combating microbial in-
fections. The review presents the current state of research on steroid conjugates, highlighting the crucial role of
steroid conjugates in modern medicine and their potential to revolutionise therapeutic paradigms and improve
patient outcomes. Steroid compounds are excellent for developing agents with better bioavailability and are used
as drug carriers or hydrogelators.

1. Introduction

Nature is a vast source of biologically active heterocycles with
varying degrees of optimisation. Molecules derived naturally from
biosynthetic pathways exhibit diverse physical, chemical, and biological
properties [1,2]. The decreasing effectiveness of therapeutic agents due
to their poor solubility, instability, or host resistance forces the search
for new drugs. Coupling a carrier molecule with a biologically active
substance has many benefits, such as systemic non-toxicity, mini-
misation of side effects, and overcoming drug resistance of target cells
[3,4].

The conjugation of two biologically active molecules has influenced
the enormous development of biomedicine, materials science, and
pharmaceutical sciences [5–8]. A bioconjugate should be understood as
a structure of two or more molecular units with different biological
properties. With this technique, the molecule formed gains a double
benefit by combining the properties of individual units, thus acquiring
new activity [9,10]. Literature data indicate that steroid bioconjugates
have the most excellent application in improved biomolecules with
pharmacological potential [11–14].

Fig. 1 shows the different conjugation approaches to form new
compounds known in the literature (Fig. 1). Bioconjugates are formed by

reactions between functional groups on other molecules or by a cross-
linking agent. Cross-linking agents such as EDC (1-Ethyl-3-(3-(Dimethy-
lamino)propyl)Carbodiimide hydrochloride) and DCC (Dicyclohexyl Car-
bodiimide) are used to form covalent bonds without an extra atom. Small
molecule coupling controls the selectivity and toxicity of bioconjugates.
The basic idea of bioconjugation is to connect molecules through co-
valent bonds. At least one of the molecules must be of biological origin
or be part of a biomolecule [9]. Antibody-drug conjugates are thera-
peutic agents in which antibodies are conjugated with biologically
active drugs. The FDA (U.S. Food and Drug Administration) has approved
three such conjugates; more than 40 are in clinical trials [8]. Among
these compounds, it is worth distinguishing between PEGylated (Poly-
ethylene Glycol) adenosine deaminase (Adagen) used in the treatment of
severe immunodeficiency and PEGylated L-asparaginase (Oncaspar,
acute lymphoblastic leukaemia) [15]. In addition, other approved con-
jugates are m.in, Pegintron, Pegasus, Neulasta, and Mylotarg [16–19]. It
is worth noting that among the antibody-drug couplings, anticancer
drugs such as Adcetris (treatment of Hodgkin lymphoma) and Kadcyla
(therapy of breast cancer) deserve special attention [20,21].

Steroids include a group of natural compounds found in all eukary-
otic cells. These compounds are characterised by a rigid four-ring
cyclopentanoperhydrophenanthrene framework (Fig. 2),
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hydrophobicity, varying degrees of functionalisation, and amphipathic
properties [22]. Among steroids, bile acids (e.g. lithocholic acid, deox-
ycholic acid, cholic acid), plant (e.g. stigmasterol) and animal (e.g.
cholesterol) sterols, corticosteroids (e.g. cortisol), sex hormones (e.g.
progesterone, androgens) and sapogenin (e.g. sarsasapogenin) deserve
special attention. The most important functions of bile acids include the
absorption and control of lipid and glucose metabolism [23]. Cortico-
steroids play a crucial role in carbohydrate metabolism and regulating
inflammation. On the other hand, sex hormones such as estrone, preg-
nenolone, or testosterone are responsible for the proper functioning of
the entire body [24,25].

Due to the enormous diversity of biological and physicochemical
properties, steroids have become an excellent choice for bioorganic
synthesis [26,27]. Transformations of functional groups through the
formation of ester, ether, or amide bonds consistently produce new
derivatives (Fig. 1). However, additional groups may change

pharmacokinetic properties (e.g. lipophilicity, solubility) and pharma-
codynamic properties (e.g. receptor selectivity). As lipophilic com-
pounds, they can easily cross cell membranes (e.g. blood–brain barrier),
which is crucial in the design of steroid drugs. Introducing polar groups
can change their lipophilicity, affecting the distribution in the body and
the duration of action. It is worth noting that a slight transformation of
the steroid molecule causes a massive change in biological systems. The
rigid structure of the steroid nucleus makes it easier for them to pene-
trate the cell and, consequently, to interact with a specific hormone
receptor. Steroids are characterised by particular stereochemistry
(spatial arrangement), crucial for interacting with protein receptors.
Minor differences in stereochemistry can determine the activity of the
drug, namely whether it will be an agonist, antagonist, or inactive. The
cis/trans configuration between the rings, especially A/B, also plays a
significant role in receptor binding specificity. Several structural and
biological characteristics of steroids have influenced their use in drug
design [28–30]. Some known steroid conjugates increase the expression
of genes of essential transport proteins. Also fundamental are derivatives
with anticancer, antibacterial, antifungal, antimicrobial, antiviral
(including HIV), anticoagulant, anti-inflammatory, antioxidant or
insecticidal (pesticides) activity [31–46]. Moreover, they have neuro-
protective potential in Alzheimer’s disease and affect transcription fac-
tors [47].

Recently, several reviews have been published highlighting the
diverse therapeutic benefits of steroid and amino acid conjugates and
bile acids with bioactive molecules [48,49]. Research on the therapeutic
use of steroid bioconjugates in cancer therapy is intensively conducted,
confirmed by numerous scientific reports [50,51]. Therefore, we
decided to comprehensively review structurally diverse steroid bio-
conjugates that may have potential therapeutic relevance. PubChem,
Web of Science, Scopus and Reaxys databases were searched for studies
on the multidirectional biocidal activity of steroid conjugates with
natural compounds from the last two decades (2004–2024). The focus
was on specific terms such as „steroid conjugates”, „amino acid

Fig. 1. Selected pathways of molecule bioconjugation.

Fig. 2. Selected steroid compounds (1–11).
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conjugates”, „bile acid bioconjugates”, „anticancer agents”, or „biocidal
activity”. The most critical aspect was experimental articles, while
theoretical and review articles were considered to have supplementary
scientific value. This review covers the diverse biological applications of
steroid bioconjugates and may benefit the broader scientific community
searching for new drugs. It is worth mentioning that the dominant po-
sition was taken by steroid-amino acid conjugates that can be used as
antimicrobials or in chemotherapy [52,53].

2. Steroid conjugates of anticancer significance

Recently, scientists have emphasised the design of steroid conjugates
with anticancer properties (see Table 2). An exciting approach is
developing compounds acting as enzyme inhibitors crucial for steroid
metabolism, such as steroid sulfatase (STS) and hydroxysteroid dehy-
drogenase (HSD). STS inhibitors, such as Irosustat, have been studied in
the context of breast and endometrial cancer due to their ability to
inhibit estrogen metabolism, leading to the inhibition of tumour cell
proliferation [54]. In turn, HSD inhibitors, including 17β-HSD1 in-
hibitors, are being analysed as potential anticancer agents, especially in
cases of steroid-dependent cancer (prostate cancer) [55]. Additionally,
steroid conjugates can act by binding to receptors (e.g. antiestrogens or
antiprogestogens), making them multi-targeted tools in anticancer
therapy. Antiestrogens, such as tamoxifen, are widely used in the
treatment of estrogen-dependent breast cancer [56]. Antiprogestins
(such as mifepristone) have shown promising results in the context of
hormone-dependent cancers, including endometrial and ovarian cancer
[57]. Simultaneous blockade of steroid-metabolising enzymes and
tumor-promoting receptors allows for multi-level effects on cancer cells.
Steroid coupling is aimed at obtaining a less toxic structure and, at the
same time, has high bioavailability. Therefore, the development of ste-
roid conjugates is considered a promising therapeutic strategy in the
treatment of hormone-dependent cancers.

2.1. Steroid conjugates with doxorubicin

Estrogens contribute to the development of breast cancer. The
mammary gland produces more type β cells than type α. Whereas breast
cancer cells do the complete opposite and overexpress abnormal α-type
cells. This significant difference has provoked interest in estrogens as
potential transport vehicles for cytotoxic agents. Initial attempts to bind
estrogen to anthracyclines were unsuccessful. Only coupling the C-3 and

C-17 positions of estradiol with doxorubicin via an amide bond brought
better results. Conjugate (12) (Fig. 3) was effective against MCF-7 cells
(IC50 = 0.7 μM, doxorubicin IC50 = 0.5 μM). In addition, the estradiol
derivative showed 10-fold lower activity against ER-negative breast
cancer cells and K562 leukaemia cells (IC50 = 10.5 μM) [58].

Chaikomon et al., on the other hand, synthesised a compound be-
tween dexamethasone and doxorubicin called DexDOX (13) (Fig. 3). The
critical step in this reaction was the extremely simple conjugation of the
3′amino group of doxorubicin with a dexamethasone molecule. DexDOX
showed comparatively lower cytotoxicity than doxorubicin against
MCF-7 cells (IC50 = 90.3 and 2.8 μg/ml, respectively). However, based
on the results of flow cytometry analysis, a clear difference was found in
the mechanism of cytotoxicity of these two compounds. Moreover, the
lipophilicity of dexamethasone resulted in greater cellular penetration
of the conjugate than doxorubicin alone. On the other hand, it sup-
pressed the effects of P-gp overexpression, which is why it showed high
potential for therapy for treating drug-resistant cancers [59].

2.2. Carbohydrate derivatives

Steroid glycosides comprise glycone (a sugar radical) and an agly-
cone (a steroid radical. They have been used in the treatment of
congestive heart failure. Literature reports indicate their increasing
cytotoxicity against many cancer cell lines [60]. Dioscine (14) (Fig. 4)
inhibits the development of HL-60 leukemia cells. In addition, it has
antiviral, antifungal, and anti-inflammatory properties [61]. Isolated
from the roots Polygonatum zanlanscianennse saponins were charac-
terised by an IC50 of 5.06 μg/ml against HeLa cells [62]. In contrast,
other saponins derived from the plant Myriopteron extensum K. Schum.
differ in the presence of an unsaturated lactone ring at C-17β. This
feature of structure is crucial for anticancer properties. This is why
extensumside A (15) (Fig. 4) showed IC50 in the range of 0.29 to 0.47 μg/
ml against several cancer cell lines (including the highest efficacy
against A549 cells). Extensumside B was inactive due to the lack of a
lactone ring [63]. This highlights the importance of steroid saponins as
natural hybrids for drug discovery.

Mimaki et al. successfully isolated and identified a cholestane
glycoside (16) (Fig. 5) from onion Ornithogalum saundersiae. Studies
have shown that OSW-1 has much higher activity against HL-60 cancer
cells than etoposide or Adriamycin [64]. Many low-yield attempts have
been made to synthesise this natural compound (using sugars such as D-
xylose or L-arabinose) [65,66]. In addition, due to the cytotoxicity of
cholestane glycoside, it was necessary to modify its structure. As a result,
several transformations were made, such as replacing cholestane with
estrane (conjugate with IC50 = 0.43–0.7 μM) or synthesising OSW-1
analogues of 22-deoxy-23-oxa [67,68]. Artificial steroid glycosides
(17–18) (Fig. 5), in which the length of the side cholesteryl chain was
increased to 8–11 carbon atoms, were characterised by low IC50 values
(i.e. from 6.1 to 8 nM) for CEM and G361 cells.

Other compounds with antiproliferative activity were the dansyl
derivatives of polyphyllin D and dioscin. Conjugate obtained (19)
(Fig. 5) and its analogues showed activity against HeLa cells (IC50 =

15–18 μM), as well as formed self-assembled micelles [69].
It is worth noting that for the HeLa cell tumour line, cytotoxic was

also created by the CuAAC method (Copper(I)-Catalyzed Azide Alkyne
Cycloaddition) (20) (Fig. 6). The bioconjugate of secosterone mono-
saccharide -D- exhibited an IC50 of 20 μM, which is almost twice as low
as standard cisplatin (IC50 = 42.6 μM). It has been proven that the
presence of acetylated carbohydrates and oxime in part of the secoste-
roid affects anticancer activity [70].

2.3. Alkaloid and curcumin conjugates

Liu et al. designed the synthesis of taxols linked to hyaluronic acid,
folic acid, monoclonal antibodies, and 3,17β-estradiol. They aimed to
improve solubility and increase selectivity against ER-positive breast

Fig. 3. A conjugate of doxorubicin with estradiol (12) and dexametha-
sone (13).
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cancer. Conjugation was used via bonds at C-2′, C-7 or C-10 in the taxol
moiety with the C-11 or C-16 position in the steroid moiety. Bio-
conjugate (21) (Fig. 7) was distinguished by the highest effectiveness
(IC50 = 40 nM against MCF-7), as was the estradiol analogue substituted

in the C-11 position. On the other hand, taxol modified at the C-7 po-
sition showed good activity against the PC-3 cell line (IC50 = 1.7–4.2
μM). Studies have confirmed higher anticancer efficacy against ER-α
positive cell lines but still lower than for the parent taxol (IC50 for taxol
against MCF-7 and MDA-31 cells was 4.9 and 4.5 nM, respectively) [71].

Curcumin encapsulated in liposomes as a cationic lipid based on
cholesterol and curcumin (23) (Fig. 7). Following synthesis, Apiratikul
et al. performed antitumor activity tests for several cancer cell lines,
such as HeLa, A549 (epithelial lung adenoma), HepG2 (liver cancer),
K562 (erythromyeloblastoid leukaemia) and 1301 (T-cell lymphoblastic
leukaemia), as well as for the human kidney (HEK293). Encapsulated
curcumin was safe for regular human embryonic kidney cells. It has also
been found to have up to 8 times higher cytotoxic activity than ordinary
curcumin (22). Although the efficacy of encapsulated curcumin was not
as high as expected, the results were in the IC50 range of 3.1–10 μM (see
Table 1) [72].

2.4. Steroid-amino acid conjugates

Platinum complexes are of great importance as agents used in
chemotherapy. Kvasnica et al. described the synthesis of platinum (II)
conjugate with steroidal esters of L-methionine and L-histidine. The
corresponding steroid esters were synthesised by esterification of Boc-
protected amino acids with the hydroxyl group of various steroids
(such as cholesterol, diosgenin, etc.). The Boc group was then removed
using trifluoroacetic acid. Platinum(II) complexes were obtained by
reacting the resulting steroid esters with potassium tetrachloroplatinate
in aqueous dimethylformamide. Amphiphilicity cholesterol and estrone
were used. The steroid part had the function of transporting the active
substance to the breast cancer cells. Research in vitro showed that the
platinum (II) complex of estrone with L-methionine (24) (Fig. 8) has a
destructive effect on CEM cells (IC50 = 14 and 20 μmol/L). Among other
compounds, pregnenolone esters (25, 26) (Fig. 8) with L-methionine and
L-histidine. Their effectiveness against CEM cells oscillated around IC50
= 18–23 μmol/L. It is worth noting that all the obtained complexes were
not toxic to normal human fibroblasts [73].

A synthesised cholesterol-phosphotyrosine conjugate (27) (Fig. 9)
was evaluated to determine its properties against HeLa cancer cell lines
and platinum-resistant AC780cis cells. Compound (28) had efficacy at
IC50 = 16 and 13 μM against HeLa and AC780cis, respectively (where

Fig. 4. Dioscine (14) and extensumside A (15) are cytotoxic to cancer cell lines.

Fig. 5. Steroid glycosides (16–19) with biological activity.

Fig. 6. The conjugate (20) was obtained by the CuAAC method.
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IC50 = 71 μM for cisplatin). In addition, studies suggest that enzyme
dephosphorylation affects apoptosis. The dephosphorylated compound
(28) (Fig. 9) showed lower activity against AC780cis (IC50 = 50 μM)
[74].

Fusidic acid (29) (Fig. 10) is an antibiotic effective in treating bac-
terial infections, especially of the skin. It may have anticancer effects,
especially when combined with amino acids. The synthesis focused
mainly on the protection of the acid group of fusidic acid by esterifica-
tion with benzyl bromide. The next step included coupling with Boc-
protected amino acids (such as glycine, alanine, leucine, and lysine).
The obtained conjugates were converted into hydrochloride salts using
HCl in dioxane. Studies on fusidic acid derivatives have demonstrated
their anticancer activity against various cancer cell lines, such as cer-
vical cancer (HeLa), glioma (U87), multidrug-resistant epidermal oral
carcinoma (KBV), and gastric cancer (MKN45). Compound (33) (Fig. 10)
proved to be the most promising, showing excellent activity against all
cancer cell lines tested (cell viability 8 %, 18 %, 9 %, and 8 %, respec-
tively). Compounds (30) and (32) (Fig. 10) induced apoptosis of KBV
and HeLa cells less than 30%, while compound (31) was ineffective only
against MKN54 (less than 33 % for other cell lines) [75].

Aromatic amide derivatives of bile acids and amino acids (34–38)
(Fig. 11) were obtained (using HOBt and EDC-HCl) to test their anti-
proliferative properties against colon (HT29), breast (MDAMB231), and
glioma (U87MG) cancers. They were also tested for cytotoxicity to the
human normal kidney cell line (HEK293T). Better selectivity from
cisplatin against breast cancer cell lines was shown by phenyl (34),
benzothiazole (35), and 4-methylphenyl (37) derivatives (IC50 = 1.35,
1.41 and 4.52 μM, respectively). On the other hand, bile acid derivatives
(36–38) distinguished activity against U87MG cells in the range of
1.62–2.49 μM (for doxorubicin IC50 = 2.60 μM, for cisplatin IC50 = 3.60
μM). Almost all the compounds were non-toxic to an average human

HEK293T cell line (at a concentration of 25 μM). Moreover, bile acid
conjugates containing an aryl group in the side chain were more active
than heteroaryl derivatives [76].

Another critical group of steroids is the phytosterols, which are
components of plant membranes (Fig. 12). These compounds, isolated
mainly from vegetable oils, are involved in the proper growth of plants
and lower blood cholesterol levels. Most importantly, phytosterols pre-
vent the production of carcinogenic compounds, prevent the develop-
ment of cancer cells, and cause their apoptosis [77]. Several conjugates
of γ-oryzanol (43) (Fig. 12) were obtained by conjugation of the 4-hy-
droxyl ferulate ester γ-oryzanol with fatty acids, phenolic acids, amino
acids, lipoic acid, retinoic acid, curcumin, and trans-resveratrol. A C-3
bond was also formed in the steroid backbone of selected phytosterols,
such as cycloartenol (39), 24-methylene cycloartenol (40), campesterol
(41), and β-sitosterol (42) (Fig. 12). All new structures were tested for
anticancer activity, among other things. Studies have shown that
phytosterol conjugated with cystine (44) has activity against HeLa and
DAOY cells (where IC50 ranges from 1.4 to 8.3 μM; for γ-oryzanol IC50 >

10 μM) [78].
Chang et al. designed the efficient synthesis of lithocholic acid-amino

acid conjugates acting as potential inhibitors of the enzyme sialyl-
transferase. Sialyltransferase is involved in hypersialylation. It is a
crucial biological process during cancer cell metastasis, invasion, cell
adhesion, or immune defence [79]. The tests performed showed that the
conjugates (45–47) (Fig. 13) have enzyme inhibitory activity at IC50 of
6, 7, and 5 μM, respectively [80].

The CuAAC reaction was also used to synthesise triazolyl-13α-
estrone conjugates with nucleosides. The multi-step synthesis included,
among others, the reaction of the nucleoside protected with the 5-O-
(4,4-dimethoxy trityl (DMTr)) group with acetic anhydride in pyri-
dine, then deprotection with boron trifluoride in a solution of hexa-
fluoroisopropanol and nitromethane, tosylation with tosyl chloride in
pyridine at room temperature. Finally, after tosyl–azide substitution in
DMF at 50 ◦C, the azide was formed, which was subjected to a click
reaction with 3-O-propargyl-13α-estrone in the presence of DIPEA and a
solvent. To obtain triazole conjugates of 13α-estrone with the nucleo-
side, the acyl derivative was deprotected in an ammonia solution in
methanol at 50 ◦C. Interestingly, an adequately protected cytidine de-
rivative (48) (Fig. 14) was more active than the unprotected thymidine
derivative (49) (IC50 = 9.0–10.4 μM and 19 μM, respectively) versus

Fig. 7. Taxol derivative (21) and cholesterol-based curcumin and cationic lipid structure (23).

Table 1
Anticancer activity of curcumin and its encapsulated steroid derivative (23).

Compound IC50 (μM)

HeLa A549 HepG2 K562 1301

Curcumin 17 50 30 20 8
23 8 10 4 2,5 3,1
Empty liposomes 180 210 105 165 90
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17β-HSD1. However, it is worth noting that 13α-estrone showed a
higher inhibitory potential than all estrone-nucleoside conjugates [81].

Similar triazole bile acid-nucleoside bioconjugates were developed
by Navacchia et al., and their antiproliferative activity against K562,
HCT116 cancer cells, and normal human skin fibroblast cells were

studied. The conjugate (50) (dU-nor-CDC) (Fig. 14) was effective against
K562 cells (IC50 = 42.9 μM), whereas the compound (51) (dU-UDC)
caused apoptosis of both cancer cell lines (IC50 = 16.5 and 22.0 μM)
[82].

Perrone et al. developed and synthesised bile acid and deoxy-
adenosine conjugates linked by a triazole system (52–54) (Fig. 15). The
three-step synthesis of 3α-azido bile acid derivatives began with the
reaction of their methyl esters with iodine and triphenylphosphine in the
presence of imidazole and 1,3-dioxolane. These compounds were then
reacted with NaN3 in DMF to form 3α-azido derivatives. Alkenyl deox-
yadenosine derivatives were obtained from 8-bromodeoxyadenosine
and hexynothiol in the presence of a palladium catalyst. Finally,

3α-azido bile acid derivatives were coupled with alkenyl deoxy-
adenosine derivatives using CuSO4*5H2O, sodium ascorbate, and THF: t-
BuOH: H2O (room temperature or microwave at 50 ◦C) to form the
corresponding 1,2,3-triazole conjugates (52–54). The modification of
the C-3 position of the steroid part was aimed at assessing the anti-
tumour activity of the obtained structures. Compound (53) with the
highest cytotoxicity against leukaemia cancer cells, K562 and Jurkat,
had an IC50 of 8.51 ± 4.05 μM and 10.47 ± 2.64 μM, respectively
[83,84]. Interestingly, other literature reports indicate that deoxy-
adenosine conjugated only with chenodeoxycholic acid has a better
apoptotic effect on the K562 cell line (IC50 = 16.2 ± 2.2 μM) than its
triazole derivative [82].

2.5. Steroid and rhodamine B conjugates

Chemotherapy-induced cell death can be induced in various ways.
Studies show that mitochondria are vital in deciding whether a cell
survives or dies [85]. There is growing interest in agents that directly
target mitochondria and induce controlled cell death, called mitocans.
Dysfunction of the mitochondria is associated with many diseases,
including neurodegenerative, metabolic and cardiovascular diseases
[86].

Rhodamine B, known mainly as a natural biosensor, is being studied
for its potential anticancer properties. One of the mechanisms of its
action is the induction of oxidative stress in cancer cells, leading to
programmed cell death. This compound can be a scaffold for the for-
mation of bioactive cationic molecules. The mitochondrial membranes
of cancer cells have a higher membrane potential than non-cancer cells.
Mitocans with a lipophilic cation, such as the rhodamine structure, show
high selectivity for these cells [87].

Serbian et al. described the synthesis of steroid conjugates based on
testosterone, prednisone, and abiraterone with rhodamine B (Fig. 16)
[88]. In the coupling reaction, rhodamine B acyl chloride was coupled
with steroids by adding triethylamine in dichloromethane (DCM). The
conjugates (55–57) underwent cytotoxicity studies against several
human cancer cell lines. They were shown to be active in the low μM to
nM range. The testosterone conjugate (55) had an EC50 of 59 nM against
MCF-7 cancer cells and acted mainly through necrosis. In contrast, the
prednisone conjugate (56) was less cytotoxic (EC50= 0.2 μM) but mostly
worked through apoptosis. Interestingly, the compound showed higher
selectivity for A2780 cancer cells than NIH 3 T3 fibroblasts. In contrast,
the rhodamine B derivative and abiratone (57) showed average cyto-
toxicity and selectivity.

3. Steroid conjugates with antibacterial and antifungal activity

The increasing drug resistance of bacteria to antibiotics and constant
mutations force scientists to look for analogues of active substances
available on the market (Table 3). One of the first natural antibiotics was
squalamine (58) (Fig. 17). This natural conjugate of sterol and spermi-
dine was extracted from the stomach of spinfish Squalus acanthias.
Squalamine has a biocidal effect on Gram-positive and Gram-negative
bacteria, resulting in cell death [89]. Attempts have been made to syn-
thesise its analogues, so squalamine is considered the beginning of

Table 2
Anticancer activity of steroid-based bioconjugates.

Type of steroid’s
conjugate

Bioactive
compounds

Cell lines Activity
(IC50)

References

Hormone-
doxorubicin

12 MCF-7
K562

0.7 μM
10.5 μM

[58]

DexDOX 13 MCF-7 90.3 μM [59]
Dioscine 14 HeLa 5.06 μg/ml [62]
Extensumside A 15 HL-60

HeLa
A549

0.29–0.47
μg/ml

[63]

Steroid
glycosides

16 HL-60 0.43–0.7
μg/ml

[64]

17
18

CEM 6.1–8.0 nM [67,68]

Dioscin’s
derivative

19 HeLa 15–18 μM [69]

Carbohydrate-
triazole-
steroid

20 HeLa 20 μM [70]

Taxol-steroid 21 MCF-7 40 nM [71]
Curcumin-sterol 23 HeLa

A549
HepG2
K562
1301

8 μM
10 μM
4 μM
2.5 μM
3.1 μM

[72]

Steroid-
platinum (II)-
amino acids

24 CEM 14–26 μM [73]
25
26

CEM 18–23 μM

Sterol-amino
acid

27 HeLa
AC780cis

16 μM
13 μM
50 μM

[74]
28

Fusidic acid-
amino acid

30 HeLa
KBV

< 30 % [75]

31 HeLa
KBV
U87

< 33 %

32 HeLa
KBV

< 30 %

33 HeLa
U87
KBV
MKN45

8 %
18 %
9 %
8 %

Bile acid-amino
acid

34 MDAMB231 1.35 μM
1.41 μM

[76]
35
36 U87MG 1.62–2.49

μM
37 MDAMB231

U87MG
4.52 μM
1.62–2.49
μM

38 U87MG 1.62–2.49
μM

Ester of
γ-oryzanol

44 HeLa
DAOY

1.4–8.3 μM [78]

Lithocholic
acid- amino
acid

45
46
47

inhibitors of the
sialyltransferase

6 μM
7 μM
5 μM

[80]

Triazole-
steroid-
nucleoside

48 inhibitors of the
17β-HSD1

9.0–10.4
μM

[81]

49 19 μM
50 K562 42.9 μM [82]
51 K562

HCT116
16.5 μM
22 μM

53 K562
Jurkat

8.51 ±

4.05 μM
10.47 ±

2.64 μM

[83,84]

Steroid-
rhodamine B

55 MCF-7 59 nM [88]
56 0.2 μM
57 0.1 μM
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steroid conjugate chemistry [90–92].
Novel chiral amides of amino alcohols, cholic acid, and deoxycholic

acid were synthesised to test them for antimicrobial activity. Hazra et al.
found that the bioconjugate of deoxycholic acid and (-R)-2-amino-
cyclohexanol (62) (Fig. 18) is toxic to most Gram-positive bacteria
(especially E. coli ATCC 25922 and S. aureus ATCC 25923, with MIC =

45 and 15 μg/ml, respectively) [93]. In contrast, another compound (1R,
2R)-1-phenyl-2-deoxycholicacetatamidopropane-1,3-diol) was active
against the pathogenic fungus, where IC50 = 62.5 μg/ml.

Mishra et al. investigated the characterisation of eight new amide
derivatives of chloramphenicol (63–70) (Fig. 19) [94]. This natural
antibiotic has been extracted from actinomycete Streptomyces ven-
ezuelae. To synthesise steroid-amino alcohol conjugates, deoxycholic
acids, cholic acid, (1R,2R)-1-phenyl-2-amino-1,3-propanediol, (1S,2S)-
1-phenyl-2-amino-1, 3-propanediol, (1R,2R)-1-para-nitrophenyl-2-
amino-1,3-propanediol, (1S,2S)-1-para-nitrophenyl-2-amino-1,3-pro-
panediol, were used. Biocidal activity tests against Gram-positive and
Gram-negative bacteria showed deoxycholic acid conjugates (68) and
(70) (IC50 < 60 μg/ml), particularly for the Cryptococcus neoformans.

Vatmurge et al. developed a conjugation of bile acids with β-lactam

Fig. 8. Anticancer derivatives of estrone (24) and pregnenolone (25, 26).

Fig. 9. Cholesterol conjugates with phosphotyrosine (27) and tyrosine (28).

Fig. 10. Fusidic acid (29) and its benzyl derivatives with amino acids (30–33).
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rings via ester or amide bonds. Antibiotics containing the azetidine-2-
one unit are widely known. The conjugate created (71) (Fig. 20) was
most active against yeasts Yarrowia lipolytica (8 μg/ml) as well as against
fungal strains Candida albicans (128 μg/ml) and Benjaminiella poitrasii
(32 μg/ml). The amide conjugate was characterised by efficacy at con-
centrations of 16, 8, and 32 μg/ml against C. albicans, B. poitrasii, and
Y. lipolytica [95].

A series of aminocholestanes combined with an imidazole or pyri-
dine ring was described by Kim et al. vitro demonstrated that the link
(72) (Fig. 20) caused the death of several strains of bacteria S. aureus
(MIC < 4 μg/ml). In contrast, the 3,7-di(imidazole) steroid exhibited
intense antibacterial activity against most bacterial cells at MIC ~ 4 μg/
ml [96].

Cationic amphiphilic conjugates of cholic acid and lysine also
exhibited antibacterial properties. The conjugate (73) (Fig. 20) was
active against S. aureus, E. coli, and C. albicans with MIC < 8 μg/ml.
Researchers also observed that another cholic acid derivative exhibited
antibacterial potential against resistant strains S. aureus 1704, E. coli
4052, and Candida auris. Most importantly, the compound (73) was safe
for erythrocytes, causing changes only in the cell membranes of micro-
bial strains [97].

Tetrapeptides glycine and β-alanine combined with cholic acid in
position C-3β (74–77) (Fig. 21) with antibiotic properties comparable to
fluconazole or erythromycin (FIC < 0.5 against E. coli and C. albicans)
[98]. On the other hand, the scientific report of Yadav et al. shows that
the peptide derivative of cholic acid with valine and glycine (78)
(Fig. 21) exhibit antimicrobial activity against bacterial strains E. coli,
Klebsiella pneumoniae, and Acinetobacter baumannii (MIC99 = 4, 8 and 4
μM, respectively) [53,99].

Amphiphilicity plays a vital role in the destruction of biological
membranes of microbes. Kong et al. extracted a steroid amino acid from
an Irish sea sponge Polymastia boletiformis. After evaluation of antimi-
crobial activity (disc test, 1/4 in.), it was found that the conjugate (79)
(Fig. 22) was toxic to strains S. aureus, C. albicans, and Pythium ultimum
(MIC = 100, 75, and 25 μg/disc, respectively) [100]. Recent literature

reports indicate that isolated analogs of steroid amino acids (81,82)
(Fig. 22) were active against fungi of the genus Cladosporium cucumer-
inum (1D and 2D analysis of NMR, ZOI= 8.0 mm and 10.1 mm at 60 and
30 μg/disc, respectively). The conjugate activity (82) was the highest
against C. albicans, with the ZOI being 9.8 mm (100 μg/disc) [101].

Tuberculosis (TB) is a deadly infectious disease that, despite being
wholly curedwith short-term therapy, is becoming increasingly resistant
to available anti-tuberculosis drugs. Consequently, this leads to
multidrug-resistant tuberculosis (MDR-TB). Using corticosteroids with a
functional hydroxyl group at the C11 position is beneficial, especially in
severe central nervous system or pericardial involvement cases. Steroid
hormones with biological activity, such as fluticasone or dexametha-
sone, are an important therapeutic option [102]. Researchers seeking to
develop effective inhibitors for Mycobacterium tuberculosis focused on
bile acid derivatives with a substituted hydroxyl group at the C-11α
position. It has been shown that compounds (83) and (84) (Fig. 23) show
significant stunted growth inM. tuberculosis at a concentration of 30 μg/
ml [103]. This is a decisive step in the fight against this dangerous
disease.

4. Steroid conjugates with antiviral activity

HIV and AIDS continue to pose a considerable challenge to medicine.
According to the World Health Organization (WHO), in 2022, about 39
million people were HIV positive, including 1.5 million children [96].
Although this virus no longer takes such a deadly toll, new therapeutic
agents are still being sought [104].

Mayaux et al. developed the synthesis of betulinic acid (triterpenoid
with a steroid-like skeleton) conjugates to assess their HIV-inhibiting
activity. It was found that the selectivity and effectiveness of the ob-
tained molecules depended to a large extent on their structural char-
acteristics, especially on the length of the side chain. Therefore, the
highest inhibitory activity of HIV replication was assessed for the com-
pound (85) (gamma amino acid, a derivative of (3S,4S)-4-amino-3-hy-
droxy-6-methylheptanoic acid) (Fig. 24) at a concentration lower than

Fig. 11. Aromatic amide derivatives of cholic acid (34–38).
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0.02 μg/ml [105].
Bile acids’ transport properties were used in synthesising cholic acid

conjugates with small molecule peptides. Compounds (86–88) (Fig. 24)
were investigated to determine their HIV-1 protease inhibitory capacity.
The modification of the steroid backbone consisted of attaching the
peptide part to the C-24 position. Tests showed that the compound
β-benzyl-D-asp-cholic acid (88) had a moderate HIV-1 protease inhibi-
tory potential (IC50 = 125 μM) [106].

Another type of deadly disease is the measles virus. Despite the
availability of vaccines containing the measles antigen virus (MV), it is a

common cause of death among children. MV’s hemagglutinin glyco-
protein (H) activates the cell membrane and facilitates viral penetration.
Immunogenic H protein triggers an immune response. Scientific reports
report that the hemagglutinin loop (HNE) epitope on the H protein
(sequence H386-395 CKGKIQALCE) has an amphiphilic loop-like
structure with an embedded disulfide bridge [107,108].

Vaccines containing peptides with the core sequence HNE, cystine,
and a steroid nucleus were designed. The rigid steroid system provided
the proper conformation for peptide coupling. As a result, the newly
formed molecule resembled a loop with amphiphilic properties. An

Fig. 12. Phytosterol analogues with antitumor activity (39–44).

Fig. 13. Lithocholic acid conjugates (45–47) as sialyltransferase inhibitors.
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appropriately protected bile acid derivative (89) was modified with a
photolabile linker to obtain a compound (90) (Fig. 25). A series of
successive selective transformations (such as group deprotection and
finally coupling with a Gln-Ala-Cys-Lys tetrapeptide the same as the MV-
HNE sequence) of the C-3 and C-12 positions of the steroid led to the
production of a target macrocyclic peptidosteroid (91) (Fig. 25) [109].
This compound was supposed to be a precursor for new measles vac-
cines. Subsequently, Bode et al. synthesised a similar peptidosteroid
(89) (Fig. 25) containing an additional disulfide bond (as in the HNE
loop of the measles virus). The conjugate (92) had better bioavailability
and stability than linear peptides. Subsequent studies have found that

this macrocyclic compound also exhibits increased binding affinity for
the monoclonal antibodies BH216 and BH21 compared to linear and
non-steroidal peptides [110]. Therefore, the conjugate (92) can be
considered a breakthrough in the design of vaccines to prevent the
measles virus.

Yang et al. described and synthesised dehydroepiandrosterone
(DHEA) conjugates with potential activity against H1N1 and H3N2 type
A (IAV) influenza viruses. Bioconjugate containing 2-OH-Ph residue
(93) (Fig. 26) inhibited viral RNA synthesis and protein expression.
Based on the MTT test, it was concluded that the compound (93) was
most effective at CC50 = 111 ± 7.1 μg/ml [111].

Yang et al. report further effective thiazoline conjugates based on
their promising activity against steroid-derived DNA and RNA viruses
[39]. Assessment in vitro demonstrated that the link (94) (Fig. 26) was
cytotoxic to enterovirus 71 (EV71) and Coxsackie B3 virus (CVB3). The
results were compared with antiviral agents such as ribavirin and
pyrodavir (IC50 = 1327 and 836; 431 and 397 μmol/l, respectively).
Again, based on the MTT test, it was found that the DHEA derivative
(94) exhibits activity against RD and Hep-2 cells at IC50 = 305.3 and
44.7 μmol/l, respectively. The legitimate antiviral properties of dehy-
droepiandrosterone bioconjugates place it at the forefront of potential
antiviral drugs.

Fig. 14. Triazole steroid conjugates (48–51) as anticancer agents.

Fig. 15. Bile acid-deoxyadenosine conjugates linked by a triazole system (52–54).

Fig. 16. Rhodamine B steroid esters (55–57).
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Acyclovir (95) (Fig. 27) is a medicine used to inhibit the herpes virus
[112]. Poor absorption in the intestine and low oral bioavailability
(about 20 %) were the impetus for the design of its new derivative.
Valacyclovir (96) (Fig. 27) is an ester derivative of L-valine with much
better therapeutic potential [113]. Bile acid conjugation with valacy-
clovir resulted in a total of 4 novel prodrugs. Tests in vitro with esterase
in HBSS showed that after two hours, acyclovir was again obtained from
the prodrug [114,115].

In 2004, Tolle-Sander et al. developed similar analogues of acyclovir
and valine-linked bile acids. Assessment in vitro and in vivo demonstrated
that the prodrug acyclovir valylchenodeoxycholate (97) (Fig. 27) was
characterised by an affinity for hASBT (i.e., a human sodium-dependent
apical bile acid transporter) comparable to cholic acid (Ki = 35 x M and

Ki = 25 x M, respectively). Most importantly, the steroidal acyclovir
conjugate was about 16 times more selective for hASBT-COS cells than
acyclovir alone. In addition, acyclovir valineoxycholate showed signif-
icantly stronger passive permeability. On the other hand, an assessment
of oral bioavailability in rats showed that the compound (97) is twice
the bioavailability of acyclovir [116].

5. Anti-inflammatory steroid conjugates

The pharmacological potential of glucocorticoids is used to treat
many autoimmune diseases, asthma, intestinal disorders, and rheuma-
toid arthritis. The consequence of frequent use of steroids may be the
occurrence of osteoporosis or a decrease in the immunity of the immune
system [117,118].

Efforts to develop more safe and effective anti-inflammatory drugs
have led to the development of so-called „anti-drugs”. Loteprednol
etabonate can be applied topically [119]. Once they enter the

Table 3
Antibacterial and antiviral activity of steroid-based bioconjugates.

Type of steroid’s
conjugate

Bioactive
compounds

Cell lines Activity
(IC50)

References

Bile acid-
aminoalcohol

62 E. coli
S. aureus

45 μg/
ml
15 μg/
ml

[93]

68
70

C. neoformans < 60
μg/ml

[94]

Bile acid-β-lactam 71 Y. lipolytica
C. albicans
B. poitrassi

8 μg/ml
128 μg/
ml
32 μg/
ml

[95]

Aminocholestanes 72 S. aureus < 4 μg/
ml

[96]

Bile acid-amino
acid

73 S. aureus
E. coli
C. albicans

< 8 μg/
ml

[97]

74
75
76
77

E. coli
C. albicans

< 0.5
μg/ml

[98]

78 E. coli
K. pneumoniae
A. baumanii

4 μM
8 μM
4 μM

[99]

Steroid amino acid 79 C. albicans
S. aureus
P. ultimum

75 μg/
disc
100 μg/
disc
25 μg/
disc

[100]

81
82

C. cucumerinum

C. albicans

60 μg/
disc
30 μg/
disc

[10171]

100 μg/
disc

Bile acid-
substitution of
C-11α

83
84

M. tuberculosis 30 μg/
ml

[103]

Betulinic acid-
amino acid

85 HIV replication
inhibitor

< 0.02
μg/ml

[105]

Bile acid-peptide 88 anti-HIV1 125 μM [106]
Macrocyclic

peptidosteroid
92 binding of

monoclonal
antibodies BH216
and BH21

– [109]

DHEA conjugate 93 H1N1
H3N2 type of A
(IAV)

111 ±

7.1 μg/
ml

[111]

Steroid-thiazoline 94 Enterovirus 71
(EV71)
Coxsackie B3
(CVB3)

305.3
μmol/l
44.7
μmol/l

[39]

Bile acid-acyclovir 96 better
bioavailability
than acyclovir

– [113–115]

97 affinity for hASBT Ki = 35
x M

[116]

Fig. 17. Structures of squalamine (58) and its modified analogues (59–61).

Fig. 18. Bioconjugate of deoxycholic acid and (-R)-2-aminocyclohexanol (62).
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bloodstream, the „anti-drugs” are converted into inactive metabolites
and are removed from the body [120]. The final molecule is formed by
conjugating steroidal „anti-drugs” with non-steroidal anti-inflammatory
drugs. Specific conjugates have been synthesised to prevent a potential

increase in potency, such as the combination of prednisolone with non-
steroidal anti-inflammatory medications such as indomethacin and
ibuprofen [121]. Biological studies of ibuprofen-prednisolone conjugate
(98) (Fig. 28) showed a slight increase in anti-inflammatory effects

Fig. 19. Bile acid and chloramphenicol conjugates (63–70) with biocidal activity.

Fig. 20. Conjugates (71–73) with antibacterial and antifungal properties.
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(62.5 % inhibition) compared to prednisolone alone. In contrast, indo-
methacin and prednisolone bioconjugate did not show systemic anti-
inflammatory activity.

Liu et al. designed steroid hybrids with C60 to determine their anti-
inflammatory properties [122]. Tests in vivo in mice showed that a
dexamethasone derivative (99) (Fig. 29) eliminated the swelling

initiated by xylene administration in 47 % [123]. Hydrophobic steroid
scaffolds have been used as carriers of selective oligonucleotides in gene
therapy [124]. Thus, the second generation of micellar cholesterol
polyamidoamine (100) (Fig. 29) conjugated to resveratrol and the heme
oxygenase-1 (HO-1, pDNA) gene [125]. Its therapeutic potential for
treating acute lung injury (ALI) was then evaluated. Studies in an animal

Fig. 21. Tetrapeptides and dipeptides of cholic acid and amino acids (74–78).

Fig. 22. Natural steroid amino acids (79–82) with antimicrobial activity.

Fig. 23. Bile acid derivatives (83–84) as tuberculosis factor inhibitors.
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liposaccharide (LPS)-induced ALI model showed that the conjugate
(100) containing the drug and pDNA reduces the production of cyto-
kines (critical micelle concentration of 0,22 mg/ml− 1). Subsequent re-
ports have found that polyamidoamine and cholesterol micelles similar
to curcumin and the HO-1 gene also reduce the levels of pro-
inflammatory cytokines [126].

6. Steroid conjugates as antioxidant agents

Fullerenes (common C60 molecules or radical sponges) are effective
at scavenging free radicals, which is why they are used as pharmaco-
logical antioxidants [127]. Due to their low solubility in polar and non-
polar solvents, it is necessary to modify them. Multiple interfaces of

Fig. 24. Steroid conjugates (85–88) as inhibitors of HIV replication.

Fig. 25. Peptidosteroids (89–92) showing activity against measles virus.

Fig. 26. DHEA conjugates (93–94) with antiviral activity.
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fullerenes with steroids, amino acids, and peptides were performed to
improve solubility and increase interaction with the membrane and
interior of the target cell [128–130]. Bioconjugate (101) (Fig. 30) con-
taining a linker of γ-aminobutyric acid (GABA) between estradiol and
fullererpyrrolidine showed 3 times higher antioxidant activity (ED50 =

20.2 μM) than fullerene alone (ED50 = 64.1 μM) [131]. The improved
antioxidant properties of the carbon clusters resulted from a lipophilic
steroid system, which was also confirmed by morphological, electro-
chemical, and theoretical analyses [132].

7. Steroid conjugates in anticoagulant therapy

Heparin is an effective anticoagulant drug composed of glycosami-
noglycans weighing about 15 kDa. Unfractionated heparin (UFH) is

Fig. 27. Acyclovir (95) and its derivative (96–97) with chenodeoxycholic acid.

Fig. 28. A conjugate of prednisolone and ibuprofen (98) with anti-
inflammatory activity.

Fig. 29. A derivative of dexamethasone (99) and cholesterol (100) with potential use in anti-inflammatory drugs.
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administered intravenously and subcutaneously with low molecular
weight heparin (LMWH). UFH works by binding to antithrombin III,
strongly inhibiting the action of thrombin (unlike LMWH) and factor Xa
[133]. Heparins are conjugated with lipids and other molecules to in-
crease oral bioavailability by modifying free groups (such as sulfate,
carboxylic, hydroxyl, or amine) [134]. Studies suggest that the DOCA-
heparin conjugate (102) (Fig. 31) has a higher bioactivity than the
cholesterol-heparin conjugate [135–137]. In addition, increased intes-
tinal absorption was confirmed for the bis-DOCA-heparin conjugate
(103) (Fig. 31) [138]. Preclinical studies in vivo showed that the con-
jugate (102) is safe and non-mutagenic [36]. The DOCA-heparin con-
jugate containing the ethylenediamine linker between the carboxyl
groups positively affected wound recovery after surgery (anticoagulant
activity = 86 IU/mg) [139]. Similar anticoagulant properties are
possessed by the conjugate (104) (109.8 IU/mg) (Fig. 31). On the other
hand, for the LMWH-tetraDOCA compound, an increase in oral
bioavailability (19.9 %) and anticoagulant activity (33.5 %) was
observed [140]. Literature data indicate that a dose of 5 mg/kg (for
mice) inhibits thrombosis formation during cancer [141].

8. Steroid conjugates as glucocorticoid antagonists

11β-hydroxysteroid dehydrogenases (11βHSD, including 11βHSD1
and 11βHSD2) are responsible for the proper level of glucocorticoids in
the body. Excessive production of these enzymes interferes with con-
verting cortisone to cortisol (or vice versa), leading to metabolic syn-
drome or fatty liver without obesity [142]. Inhibition of 11βHSD2 leads
to cortisol activating mineralocorticoid receptors, which retain sodium
and water [143]. 11βHSD2 inhibitors are used in patients on

hemodialysis to prevent potassium loss caused by cortisol activation of
MR in the colon [144]. MR activation can adversely affect the heart and
metabolism [145]. Inhibition of 11βHSD is a promising direction in the
treatment of atherosclerosis, osteoporosis, hyperlipidemia, and type 2
diabetes. This is why MR antagonists and 11βHSD inhibitors are needed.
Progesterone and its metabolites bind to MR and inhibit 11βHSD
[146,147]. The conjugation of amino acids and 11α-hydroxyprogester-
one by modification at the 11β position yielded compounds (105–107)
(Fig. 32). The conjugates were found to be suitable inhibitors of
11βHSD2 (IC50 = 2.41; 2.69 and 6.76 μM), although they did not match
the inhibitory activity of 11α-hydroxyprogesterone (IC50 = 0.40 μM)
[148].

9. Insulin-stimulating steroid conjugates

Insulin is a hormone produced by the beta cells of the pancreas. Its
primary function is to regulate blood glucose levels. Insulin allows the
body’s cells to absorb glucose from the blood and use it as energy. In
addition, it supports the storage of glucose in the liver as glycogen and
inhibits the breakdown of fats. Insulin deficiency, or the body’s
improper response to this hormone, leads to diabetes [149,150].

The deoxycholic acid-insulin derivative (109) (Fig. 32) was syn-
thesised using the succinimide deoxycholate ester. In contrast, conju-
gation with the same amino group of the Lys residueB29 insulin through
the succinimide bisdeoxycholyl-1-lysine ester (108) (Fig. 33) has given a
link (109). Lee et al. found that the attachment of a large molecule of
steroid acid did not affect insulin structure and the persistence of
binding to insulin receptors on HepG2 cells. The results indicated that
steroidal insulin conjugates are characterised by prolonged interaction
with the body. Moreover, they were more active longer and did not
break down faster than native insulin. The report shows that for the
conjugate (109), the insulin receptor IC50 was 3.37 * 10− 9 M, for con-
jugate (110) (Fig. 33) was 2.24 * 10− 9 M, and for native insulin 1.28 *
10− 9 M [151]. Bile acid derivatives may act as potential therapeutic
agents during abnormal insulin secretion.

10. Sarsasapogenin conjugates in the treatment of
neurodegenerative diseases

Alzheimer’s disease is a chronic and progressive neurodegenerative
disease. It manifests as a gradual loss of cognitive functions such as
memory, thinking, orientation, and the ability to perform daily activities
independently. It is the most common cause of dementia among the

Fig. 30. A steroid conjugate of fullerene (101) with antioxidant properties.

Fig. 31. Heparin steroid conjugates (102–104) as potential anticoagulants.
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elderly. Characteristic symptoms are memory disorders, speech prob-
lems, confusion, and changes in personality and behaviour. In the brain
of people with Alzheimer’s, there is a build-up of amyloid plaques and
neurofibrillary plexuses. As a result, nerve cells become damaged and
die. The causes of the disease are not fully understood. Treatment fo-
cuses mainly on alleviating symptoms and slowing their progression
[152]. Natural steroid conjugates have greatly improved the treatment
of this disease (see Table 4) [153].

Sarsasapogenin isolates neurons that are vulnerable to damage from
hydrogen peroxide. Studies on an animal model have also shown that it
can minimise memory loss [154]. In combination with 3-carbamate, it
has a neuroprotective effect [155].

The conjugates of sarsasapogenin (11) (Fig. 2) with the C-26 amino
acid methyl ester (111–115) (Fig. 34) were synthesised to determine
their neuroprotective activity against the SH-SHY5Y cell line. Derivative
(115) conjugated to phenylalanine at position C-26 had almost 4 times
stronger neuroprotective properties than sarsasapogenin (102.2 % and
27.3 %, respectively). As a result of such significant neuroprotective
activity of the conjugate (115) was found to minimise peroxide-induced
neuronal apoptosis by inhibiting the activity of cleaved poly(ADP-
ribose) polymerase (PARP for short) and cleaved caspase-3. In addi-
tion, such an effect also increases the expression of neurotrophic brain
factor (BDNF), as well as its receptor tyrosine kinase B (TrkB). Com-
pounds with the methoxyl group at the C-3 position showed the highest
neuroprotective potential. Wang et al. suggest that the resulting sarsa-
sapogenin conjugates may be of breakthrough importance for patients
with Alzheimer’s disease [47].

11. Steroid conjugates for the treatment of liver damage

Fatty liver, or non-alcoholic steatohepatitis (NASH), is an incurable
type of non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD). It is known that the
main effects of NAFLD are hepatocellular carcinoma (HCC), cirrhosis of
the liver, and end-stage liver disease [156]. Due to the coupling between

Fig. 32. 11α-progesterone derivatives (105–107) inhibiting 11βHSD2 dehydrogenase.

Fig. 33. Insulin steroid conjugates (108–110).

Table 4
Potential biological properties of steroid-based conjugates.

Type of steroid’s
conjugate

Number of
bioactive
compounds

Bioactivity References

Steroid-ibuprofen 98 anti-inflammatory,
inhibition of swelling

[121]
Dexamethasone

derivative
99 [123]

Liposaccharide-
steroid

100 cute lung injury-ALI
(reduced cytokine
production, MIC = 0.22
mg/ml)

[125,126]

Steroid-fullerene 101 Antioxidative [131]
DOCA-heparin 102

103
anticoagulant
(86 j.m./mg)

[135–138]

104 anticoagulant
(109.8 j.m./mg)

[140]

Progesterone
derivatives 105

106
107

inhibitors of 11βHSD2
2.41 μM
2.69 μM
6.76 μM

[148]

Bile acid-insulin 109 insulin receptor
(3.37 * 10− 9 M)

[151]

110 insulin receptor
(2.24 * 10− 9 M)

Sarsasapogenin-
amino acid

111
112
113
114
115

neuroprotective activity
against the SH-SHY5Y
(Alzheimer’s disease)

[47]

Bile acid-amino
acid

116 inhibitor NAFLD [158] Fig. 34. Conjugates of sarsasapogenin and amino acids (111–115) with
promising activity in treating Alzheimer’s disease.
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bile acid receptor G (TGR5) and farnesoid X receptor (FXR) ligands, bile
acids have great potential in the treatment of NAFLD [157].

Chenodeoxycholic acid L-arginine ethyl ester bioconjugate (CDCArg)
(116) (Fig. 35) was tested in a mouse model to determine its cytotoxicity
as well as its effect on cholesterol accumulation in the liver [158].
Voloshin et al. suggest that adding the CDCArg compound to the diet of
high-fat mice does not cause excess cholesterol in the liver and its
destruction. It has also been observed that the conjugate (116) protects
the liver and prevents weight gain. Steroidal amino acid conjugates can
be precursors as therapeutic agents in inhibiting NAFLD.

12. Steroid conjugates as organic gels

Organogels are gels in which an organic solvent is used as a
dispersing medium for the three-dimensional lattice formed by gelling
molecules. These are soft materials that have both liquid and solid
properties. Steroid amino acids can be crucial in the formation of
organogels. Due to their unique structural and chemical properties,
steroid amino acids can act as effective gelling molecules. They can
stabilise the structure of organogels through intermolecular interactions
such as hydrogen bonding, van der Waal’s, or hydrophobic interactions.
Biocompatible steroid amino acids have a vast potential due to the
ability to customise the gel structure to meet specific needs.

Conjugates of bile acid methyl esters and L-methionine (117–119)
(Fig. 36) were evaluated for gelling properties in several organic sol-
vents. It was concluded that the compound (117) was highly susceptible
to gelation. On the other hand, the association (119) formed strong and
colourless gels. In addition, X-ray powder diffraction tests have shown
that temperature reduction to –150 ◦C affects reversible conformational
changes in the solid state of the conjugate (117) [159].

Svobodova et al. synthesised stigmasterol derivatives with amino
acids (120–122) (Fig. 37) [160]. Amino acids (glycine, L-leucine, L-
phenylalanine) were adequately secured at the N-terminus of Fmoc,
which was then removed using piperidine. Then, after conjugation with
stigmasterol, hydrochloride salts (123–125) were formed to investigate
their gelling potential against derivatives of other amines compared to
inert phytosterols. Tests showed that stigmasterol amino acid conjugates
exhibited significant gelling properties. It was also observed that there
were gel-forming salts only under polar alcoholic conditions (such as
stigmasterol hydrochloride with glycine and 1-taurine) and those with
the ability to form gels only under non-polar aromatic conditions
(stigmasterol hydrochloride with 1-phenylalanine).

In the literature, bile and amino acids conjugates with gelling ac-
tivity are also known [161]. Phenylalanine conformers conjugated urea
compounds to bile acids. The most minor crystal structure was shown by

the cholic acid conjugate (128) (Fig. 38). Based on the results of the
analyses (DSC, powder XRD, or 13C NMR from the solid phase), it was
found that the polymorphism of cholic acid derivatives (128) and (129)
(Fig. 38) affects their broad organogelling potential. In addition, all
derivatives of lithocholic, deoxycholic, and cholic acids showed better-
gelling properties in 1,2-disubstituted aromatic solvents (e.g., 1,2-dime-
thylbenzene) compared to solvents substituted in position 1,3 or 1,4.

Based on the good gelling properties of bile acid amino acids, Maitra
et al. designed further derivatives of α-amino acids [162]. Conjugate
hydrochlorides (130–137) (Fig. 39) were synthesised using ethyl
chloroformate. It was determined that the obtained structures showed
good hydrogelling properties at pH within the range of 7–8 as molecules
with low mass and appropriate hydrophilic-hydrophobic balance. This
rigid structure has been used to synthesise gold and ZnO nanoparticles.

Finally, the Maitra research group published a report on the behav-
iour of bile acid-based gelling agents with glycine and phenylalanine
(138–139) (Fig. 40) depending on the pH [163,164]. Interestingly,
deoxycholic and cholic acid derivatives did not form gels, probably due
to the presence of additional hydroxyl groups. A hydrogel matrix of a
derivative of lithocholic acid was used to synthesise silver and gold
nanoparticles. A photoreduction analysis was performed to document
the immobilisation of these nanoparticles on gels, compounds (138),
and (139). A silver-doped conjugate (138) is resistant to colour change
caused by exposure to solar radiation. On the other hand, after adding
NaBH3CN and after one minute, the silver-doped compound (139)
turned pink, and after 1 h, it turned dark pink and finally yellow.

13. Conclusions

Due to their structure and multidirectional biological profile, steroid
compounds have long attracted interest in bioorganic chemistry. Con-
jugates of steroids with diverse groups, such as polyamines, amino acids,
carbohydrates, bioactive heterocycles and bis-conjugates, show signifi-
cant pharmacological potential. This review discusses numerous con-
jugates of these compounds with bioactive molecules and diverse
biological activity. The derivatives are primarily focused on combating
cancers, pathogens and microorganisms. There are also examples in the
literature of bioconjugates acting onmetabolic disorders and performing
antioxidant or antithrombotic functions. These compounds are excellent
materials for designing new molecules with improved bioavailability.
They can act as drug carriers or be used as hydrogels. Future studies
should focus on further exploration of new conjugation techniques. They
will allow us to overcome the current limitations related to bioavail-
ability and selectivity of action. Furthermore, additional research could
focus on therapeutic applications in treating metabolic diseases. The
development of multi-target conjugates is also crucial. This could
significantly increase the effectiveness and safety of therapy for many
serious diseases.
List of abbreviations

11βHSD 11β-Hydroxysteroid Dehydrogenases (including 11βHSD1 and
11βHSD2)

13C NMR Carbon-13 Nuclear Magnetic Resonance
17β-HSD1 17β-Hydroxysteroid dehydrogenase 1

(continued on next page)
Fig. 35. CDCArg (116) as a potential drug to inhibit NAFLD.

Fig. 36. Bile acid and L-methionine conjugates (117–119) with gel-
ling properties.
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(continued )

List of abbreviations

1D NMR One-Dimensional Nuclear Magnetic Resonance
2D NMR Two-Dimensional Nuclear Magnetic Resonance
ADP Adenosine Diphosphate
AIDS Acquired Immunodeficiency Syndrome
Ala Alanine
ALI Acute Lung Injury
BDNF Brain-Derived Neurotrophic Factor
CC50 Concentration of Cytotoxicity 50 %
CDCArg Chenodeoxycholic Acid L-arginine ethyl ester bioconjugate
COS monkey kidney fibroblast cell line
CuAAC Copper(I)-Catalyzed Azide Alkyne Cycloaddition
CVB3 Coxsackie B3 Virus
Cys Cysteine
DCC Dicyclohexyl Carbodiimide
DHEA Dehydroepiandrosterone
DIPEA N, N-Diisopropylethylamine
DNA Deoxyribonucleic Acid
DOCA-
heparin

Heparin-Deoxycholic Acid conjugate

DSC Differential Scanning Calorimetry
ED50 Effective Dose for 50 % of the population
EDC 1-Ethyl-3-(3-(Dimethylamino)propyl)Carbodiimide Hydrochloride
ER Estrogen Receptor
EV71 Enterovirus 71
FDA U.S. Food and Drug Administration
Fmoc Fluorenylmethoxycarbonyl Chloride

(continued on next column)

(continued )

List of abbreviations

FXR Farnesoid X Receptor
GABA γ-Aminobutyric Acid
Gln Glycine
H Hemagglutinin glycoprotein
hASBT Human Sodium-dependent Apical Bile Acid Transporter
HCC Hepatocellular Carcinoma
HeLa Human Epithelial Adenocarcinoma cell line
HIV Human Immunodeficiency Virus
HNE Hemagglutinin Loop Epitope
HO-1 Heme Oxygenase-1
HOBt Hydroxybenzotriazole
IAV Influenza A Virus
IC50 Half-maximal Inhibitory Concentration
Ile Isoleucine
Ki Inhibitory Constant
Leu Leucine
LMWH Low Molecular Weight Heparin
LPS Liposaccharide
Lys Lysine
MCF-7 Michigan Cancer Foundation-7
MDR-TB Multidrug-Resistant Tuberculosis
MIC Minimum Inhibitory Concentration
MR Mineralocorticoid Receptor
MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide
MV Measles Virus
NAFLD Non-Alcoholic Fatty Liver Disease

(continued on next page)

Fig. 37. Conjugates of stigmasterol with amino acids (120–122) and their salts (123–125) as potential gels.

Fig. 38. Bile acids combined with amino acids (126–129) as organogelators.
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List of abbreviations

NASH Non-Alcoholic Steatohepatitis
OSW-1 Orsaponin
PARP Poly(ADP-Ribose) Polymerase
PC-3 Prostate Cancer cell line
pDNA plasmid Deoxyribonucleic Acid
PEGylated Polyethylene Glycol
P-gp Permeability Glycoprotein
RD Rhabdomyosarcoma line cells
RNA Ribonucleic Acid
TB Tuberculosis
TGR5 bile acid receptor G
TrKB Tyrosine Kinase B
UFH Unfractionated Heparin
WHO World Health Organization
X-ray X radiation
XRD X-ray Diffraction
ZOI Zone of Inhibition
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Fig. 39. Derivatives of α-amino acids with lithocholic acid (130–136) and deoxycholic acid (137).

Fig. 40. Bile acid derivatives with phenylalanine and glycine (135–136) were used to synthesise gold and silver nanoparticles.
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[2] S. Simić, E. Zukić, L. Schmermund, K. Faber, C.K. Winkler, W. Kroutil, Shortening
synthetic routes to small molecule active pharmaceutical ingredients employing
biocatalytic methods, Chem. Rev. 122 (2022) 1052–1126.

[3] Z.-R. Lu, J.-G. Shiah, S. Sakuma, P. Kopečková, J. Kopeček, Design of novel
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[161] H. Svobodová, Z. Nonappa, E. Wimmer, Kolehmainen, Design, synthesis and
stimuli responsive gelation of novel stigmasterol–amino acid conjugates,
J. Colloid Interface Sci. 361 (2011) 587–593.

[162] V. Sanjayan Sajisha, U. Maitra, Remarkable isomer-selective gelation of aromatic
solvents by a polymorph of a urea-linked bile acid–amino acid conjugate, RSC
Advances 4 (2014) 43167–43171.

[163] M. Maity, U. Maitra, Supramolecular gels from conjugates of bile acids and amino
acids and their applications, Eur. J. Org. Chem. 2017 (2017) 1713–1720.

[164] M. Maity, V.S. Sajisha, U. Maitra, Hydrogelation of bile acid–peptide conjugates
and in situ synthesis of silver and gold nanoparticles in the hydrogel matrix, RSC
Advances 5 (2015) 90712–90719.

A. Kawka et al. Bioorganic Chemistry 153 (2024) 107933 

23 

http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0590
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0590
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0590
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0590
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0595
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0595
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0600
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0600
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0600
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0605
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0605
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0610
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0610
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0610
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0615
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0615
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0620
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0620
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0625
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0625
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0630
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0630
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0630
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0635
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0635
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0635
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0640
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0640
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0645
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0645
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0645
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0650
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0650
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0650
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0655
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0655
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0660
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0660
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0665
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0665
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0665
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0670
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0670
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0675
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0675
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0680
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0680
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0680
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0685
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0685
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0685
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0690
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0690
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0695
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0695
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0695
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0700
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0700
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0700
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0700
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0705
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0705
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0705
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0710
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0710
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0710
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0715
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0715
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0715
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0720
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0720
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0720
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0725
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0725
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0725
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0730
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0730
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0730
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0735
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0735
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0735
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0735
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0740
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0740
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0740
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0740
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0745
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0745
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0745
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0745
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0750
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0750
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0750
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0755
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0755
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0760
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0760
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0760
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0765
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0765
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0765
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0765
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0765
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0770
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0770
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0770
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0770
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0770
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0770
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0775
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0775
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0775
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0775
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0780
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0780
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0780
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0785
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0785
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0790
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0790
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0795
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0795
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0795
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0800
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0800
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0800
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0800
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0805
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0805
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0805
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0810
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0810
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0810
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0815
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0815
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0820
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0820
http://refhub.elsevier.com/S0045-2068(24)00838-1/h0820


Exploring Triazole-Connected Steroid-Pyrimidine Hybrids:
Synthesis, Spectroscopic Characterization, and Biological
Assessment
Anna Kawka,* Damian Nowak, Hanna Koenig, and Tomasz Pospieszny

Cite This: ACS Omega 2024, 9, 37995−38014 Read Online

ACCESS Metrics & More Article Recommendations *sı Supporting Information

ABSTRACT: Molecules originating from natural sources are
physicochemically and biologically diverse. The conjugation of
two active biomolecules has become the foundation for medical
and pharmaceutical sciences. An effective synthesis of 11 new
steroid-pyrimidine conjugates containing 1,2,3-triazole rings was
carried out. The group of 3α−OH bile acids (lithocholic,
deoxycholic, cholic) and 3β−OH sterols (cholesterol, cholestanol)
were respectively modified to azidoacetates. 2-thiouracil was
converted into N(1)S and N(3)S dipropargyl derivatives. Azide−
alkyne cycloaddition in the presence of copper(I) of the obtained
compounds led to the preparation of 1,2,3-triazole derivatives.
Based on a series of spectroscopic (1H NMR, 13C NMR, Fourier-transform infrared (FT-IR)), spectrometric analyses (Electrospray
ionization-mass spectrometry (ESI-MS), electron impact-mass spectrometry (EI-MS)), and semiempirical calculations, the
structures of all compounds were confirmed. In silico biological tests and molecular docking (for domain 1KZN, 2H94, 5V5Z, 1EZF,
2Q85) were performed for selected compounds. The tests performed indicate the theoretical antimicrobial potential of the obtained
ligands.

1. INTRODUCTION
Two highly significant classes of natural compounds, pyrimidine
bases and steroids, are pivotal in numerous biological processes.
Among these, thio derivatives of pyrimidine bases such as 2-
thiouracil emerge as noteworthy constituents of t-RNA.1,2

Beyond their role in biological systems, these compounds have
made substantial contributions to the realms of pharmacology,
medicine, and medicinal chemistry. Their S-, N-, or S, N-
disubstituted analogues have displayed notable therapeutic
potential, mainly exhibiting antiviral, antithyroid, and antitumor
activities.3−6 They have also been identified as valuable in
biosensing applications and radioprotectors.7,8 Nucleobases
have been found to have broad applications as precursors
capable of forming strong hydrogen bonds in the design of new
biomaterials or complex nanostructures.9,10

The prototropic tautomerism exhibited by thio derivatives of
pyrimidine bases has garnered significant interest (Scheme 1).
The equilibrium between tautomeric forms, particularly in the
case of 2-thiouracil, plays a pivotal role in dictating its
chemoselectivity and regioselectivity. Moreover, this equili-
brium is intricately influenced by factors such as temperature
and the physical state of the compound, whether in solution or
the solid phase.11

Steroids are essential for medicinal chemistry because they
involve all metabolic pathways. The rigid skeleton of cyclo-
pentaneperhydrophenanthrene provides steroid conjugates with

the proper arrangement of other molecules and several
physicochemical properties.12 Bile acids act as an emulsifier,
helping with the digestion and absorption of fats, while sterols
such as cholesterol are essential for cell structure and the
biosynthesis of steroid hormones.13,14 Modifications of func-
tional groups such as 3α−OH, 7α−OH, 12α−OH or 3β−OH
and amphiphilic properties resulted in their wide use in
bioorganic synthesis.15 Their 1,2,3−triazole derivatives with
anticancer properties are particularly important.16,17 These
compounds can inhibit the growth of cancer cells through
various mechanisms, such as induction of apoptosis, blocking
DNA synthesis, or inhibiting angiogenesis.18−20 Some studies
suggest that bile acid derivatives with 1,2,3-triazole systems may
have antiviral activity. They may inhibit viral replication or
penetration into host cells.21,22 Moreover, they have been used
as potential drugs in treating cholestasis and research tools for
studying the mechanisms of drug action, especially in the
context of interactions with cell receptors and signaling
pathways.23−25
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The main route for the synthesis of 1,2,3−triazole derivatives
is the “click” chemistry reaction. This technique involves the
rapid, efficient, and specific formation of new chemical bonds
between two reactants.26 Typically, 1,3−dipolar reactions are
used, such as the reactions of azides with alkynes in the presence
of copper(I) ions, which lead to triazole linkers.27 This method
is beneficial in supramolecular chemistry, biochemistry, and
nanotechnology, as well as in creating materials with advanced
properties. Its advantages are ease and versatility, high reaction
efficiency, and minor byproducts.28,29

The combination of steroids with pyrimidines can lead to the
creation of compounds with unique biological activity.30

Conjugation of a carrier molecule with a biologically active
substance brings many benefits, such as nontoxicity, minimizing
side effects, and overcoming drug resistance of the target cell.31

These compounds may have therapeutic, anticancer, antiviral,
anti-inflammatory, or neuroprotective effects.32−35 Steroid-
pyrimidine conjugates may be more stable compared to
uncombined components. Bile acid and uracil conjugates are

being investigated for their potential anticancer effects. Research
suggests that these compounds may have antiproliferative and
apoptotic activity against cancer cells, which opens the
possibility of their use in anticancer therapy.36−38 Bile acid
and uracil conjugates can be carriers in gene therapy. Thanks to
their ability to bind to deoxyribonucleic acid (DNA), they can
deliver genetic material to target cells, which opens the
possibility of using them to treat genetic and cancer diseases.
These are promising compounds with potential therapeutic
applications in oncology, hepatology, virology, and gene
therapy.39−42

2. RESULTS AND DISCUSSION
2.1. Synthesis. The studies describe efficient syntheses of

obtaining new steroid-pyridine bioconjugates linked by 1,2,3−
triazole rings. Bile acids (lithocholic, deoxycholic, cholic),
sterols (cholesterol, cholestanol) with appropriately modified
3α− or 3β−OCOCH2N3 groups, such as uracil and 2-thiouracil
dipropargyl were used as a reactant. According to the literature,

Scheme 1. Selected Forms of 2-Thiouracil Tautomerization

Scheme 2. Synthesis of Uracil (3) and 2-Thiouracil (4−5) Propargyl Derivatives

Scheme 3. Synthesis of Substituted Derivatives of Methyl Esters of Bile Acids (9−11) and Sterols (14−15)
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the synthesis of two propargyl derivatives of 2-thiouracil (N(1)S
and N(3)S), as well as 11 new bile/sterol−pyrimidine
conjugates containing 1,2,3-triazole systems, has not been
described so far. The created compounds align with the modern
trend of synthesis of macrocyclic systems, which are the
foundation in the search for new structures with biological
activity.
The structures of two propargyl disubstituted derivatives of 2-

thiouracil (4) and (5), as well as all synthesized conjugates (16−
26), were determined based on their 1H and 13C NMR, Fourier-
transform infrared (FT-IR), electrospray ionization-mass
spectrometry (ESI-MS), and electron impact-mass spectrome-
try (EI-MS) spectra. Moreover, the PM5 calculation method
was performed for all compounds. The syntheses of substrates
(3−5), (9−11), (14−15), and conjugates (16−26) are shown
in Schemes 2, 3, and 4, respectively.
2.2. Spectroscopic Characteristics. The structural char-

acterization of all synthesized compounds was accomplished by
analyzing their 1H and 13C NMR, FT-IR, ESI-MS, and EI-MS
spectra. In addition, PM5 calculations were conducted for each
compound further to explore their properties and character-
istics.43−45

The six substrates: methyl 3α-azidoacetoxy-5β-cholan-24-
oate (9), methyl 3α-azidoacetoxy-12α-acetoxy-5β-cholan-24-
oate (10), methyl 3α-azidoacetoxy-7α,12α-diacetoxy-5β-chol-
an-24-oate (11), cholester-3β-yl 2-azidoacetate (14), 5α-
cholestan-3α-yl azidoethanoate (15) and N1, N3-bis(prop-2-
yne-1-yl)uracil (3) have been described and characterized in the
literature.46−48

In the 1H NMR spectrum of dipropargyl derivatives of 2-
thiouracil (4, 5), characteristic doublets were observed at 8.30
and 7.77 ppm from CH-6 protons and at 6.50 and 6.26 from
CH-5 (Figure 1). Signals from CH2−N(1) protons appear as
double singlets at 5.03 and 4.85 ppm, similar to CH2−S protons
at 4.02 and 3.91 ppm. In the 2.53−2.19 ppm range, characteristic
triplets originating from C�CH protons were observed.
Diagnostic signals from protons from 1,2,3-triazole rings were

observed for all conjugates (16−26) as singlets in the 7.90−7.70
ppm range (Figure 2). Characteristic doublets from protons at
CH-6 and CH-5 were observed at 8.26−8.25 and 6.45 ppm (for
compounds 22−24), 7.77−7.75 and 6.22−6.20 ppm (for
compounds 19−21), 7.46−7.45 and 5.75−5.74 ppm (for
compounds 16−18, 25, 26). Protons present in the methylene
groups N−CH2−triazole ring and S-CH2−triazole ring give
singlets with values of 5.54−5.52, respectively (N(3)), 5.34−
5.33 (N(1)) and 4.56−4.50 ppm. Signals appeared in the 1H
NMR spectra of steroid−uracil conjugates (16−18, 25−26) at
5.25−5.23 and 5.13−5.11 ppm from protons of the CH2
methylene groups connecting the steroid skeleton with the
triazole ring. For compounds (19−24), similar singlets were
observed at 5.15−5.08 ppm. In the 1H NMR spectra of all
compounds (16−26), there are characteristic multiplets in the
4.86−4.61 ppm belonging to 3′α-H and 3′β-H. Additionally, in
the case of conjugates (17−18), (20−21), (23−24), a singlet
appears from the 12′β-H proton at 5.11−5.09, while for (18),
(21), (24)multiplets originating with the 7′β-H proton at 4.93−
4.91 ppm. A cholesterol derivative (26) diagnostic is a broad
singlet for C6′-H at 5.38 ppm. The proton spectra of all bile

Scheme 4. Synthesis of Steroids−pyrimidine Conjugates (16−26)

ACS Omega http://pubs.acs.org/journal/acsodf Article

https://doi.org/10.1021/acsomega.4c04800
ACS Omega 2024, 9, 37995−38014

37997

https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsomega.4c04800?fig=sch4&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsomega.4c04800?fig=sch4&ref=pdf
http://pubs.acs.org/journal/acsodf?ref=pdf
https://doi.org/10.1021/acsomega.4c04800?urlappend=%3Fref%3DPDF&jav=VoR&rel=cite-as


acid−pyrimidine compounds are characterized by a singlet at
3.67−3.65 ppm coming from protons from the ester group CH3-
25′. Moreover, for derivatives of deoxycholic and cholic acids,
characteristic singlets from hydrogens present in the 7′α−
OCOCH3 and 12′α−OCOCH3 groups can be observed at 2.15
and 2.11−2.09 ppm, respectively. In the 1H NMR spectra of all
compounds (16−26), signals coming at the hydrogens from the

methyl groups CH3-18′, CH3-19′, and CH3-21′ were observed
at 0.73−0.65, 1.04−0.90, and 0.93−0.91 ppm, respectively.
Moreover, for sterol derivatives (25−26), doublets appear in the
range of 0.86−0.85 ppm, characteristic of the CH3-26′ and CH3-
27′ groups.
The 13C NMR spectra of compounds (4) and (5) show

signals from carbons C(4)�O, C(2)-S, C(6)�(C5), at 169.8−

Figure 1. Spectra 1H NMR of new compounds (4) and (5).
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Figure 2. Diagnostic signals in spectra 1H NMR conjugates (18, 20, 22).
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160.7, 167.5−160.7, 157.8−151.9 and 110.8−104.1 ppm,
respectively. Signals from C�C atoms were observed in the
79.7−70.5 ppm range, while signals from carbons from
methylene groups CH2 were observed in the 54.1−19.4 ppm
range.
In the 13C NMR spectra of all conjugates (16−26), signals

from carbons from methyl groups C-18′, C-21′, and C-19′ were
observed about 12.4−11.8, 18.7−17.5, 23.0−20.8 ppm, and
additionally for compounds (25, 26) at 21.2−19.2 ppm from
atoms C-26′ and C-27′. However, carbon atoms in the carbonyl
group in positions 3′α (or 3′β)-OC�O resonate in the 165.7−
165.4 ppm range. The carbon atoms of the 12′α-OC�O steroid
skeleton gave signals in the range of 170.5−170.4 ppm.
However, the carbon of the 7′α-OC�O gave a signal at
170.5−170.2 ppm. The signals of C(24′)�O, C(4)�O, and
C(2)-S appeared in the range of 174.7−174.5, 170.4−162.0, and
168.1−151.1 ppm, respectively. Moreover, unsaturated carbon
atoms at the C(5)�C(6) bond can be seen at 111.0−102.0 and
157.6−142.4 ppm. However, the diagnostic carbon atoms from
the triazole ring, such as C�CH, give signals at 145.7−138.8
and 125.4−123.3 ppm, respectively. On the other hand, the
methylene carbon atom of the steroid skeleton-CH2−triazole
ring was observed at 51.2−51.0 ppm.
2.3. Infrared Spectroscopy. The most characteristic

feature of the FT-IR spectra of compound (4, 5) is the band
at 3287−3228 cm−1 assigned to the ν(�C−CH) group. The
steroid skeleton is a saturated hydrocarbon, so it does not
provide many useful IR features. Stretching solid vibrations of
C−H bonds are identified at 2972 and 2927 cm−1. Additionally,
for synthesis, the new compounds of thiouracil are requisite and
analytical bands at 2122 cm−1, which are specific attributes of
ν(C�C) group. Moreover, for all products (16−26) are also
observed two characteristic solid bands at 1748−1661 cm−1 and
1248−1211 cm−1 are assigned respectively to the symmetric

group ν(C�O) and ν(C−O). In addition, characteristic
stretching vibrations of C−H bonds are present in 2965−2852
cm−1.
2.4. Electron Impact Mass Spectrometry. In the N(1) S

substitution, there are ions with molecular masses of 107 and 97,
which are not present in the N(3)S substitution spectrum. The
presence of the m/z 165 ion in N(3)S with an intensity of 100%
indicates the possibility of its formation in two ways mass
fragmentation (Scheme 5).
2.5. Electrospray Ionization. The ESI-MS spectra were

acquired using methanol as the solvent. In all instances, the
molecular ion [M]+ is detected, indicating the presence of a
positively charged ion with a proton, alkali metals, or halides in
positive ion mode (ES+) as well as negative ion mode (ES−).
Figure 3 displays the ESI-MS spectra of conjugates (16), (19),

and (20). In this spectrum, ion peaks are observed at m/z at
1174 (20%) [C64H94N8O10 + K]+ and 1158 (100%)
[C64H94N8O10 + Na]+ (compound 16), 1189 [C64H94N8O9S
+ K]+ (10%) and 1174 (100%) [C64H94N8O9S + Na]+
(compound 19), 1306 [C68H98N8O13S + K]+ and 1290
(100%) [C68H98N8O13S + Na]+ (compound 20).
2.6. PM5 Calculations. The PM5 semiempirical calcu-

lations were performed using theWinMopac 2003 program. The
final heat of formation (HOF) of compounds (3, 4, 5) and
conjugates (16−26) is presented in Table 1, and Figure 4 shows
their molecular models. Theoretical values of calculations are
very often used in comparing crystallographic structures or in
determining molecular docking.
The obtained HOF values indicate that the most stable are

triazole systems of cholic acid with uracil or thiouracil (18, 21,
24). This results from blocked hydroxyl groups in the steroid
skeleton at the C-7′ and C-12′ atoms. Acetate groups (7′α-OAc
and 12′α-OAc) predispose to the formation of intramolecular
interactions, such as hydrogen bonds or electrostatic inter-

Scheme 5. Fragmentation of Compounds (4) (a) and (5) (b) during EI-MS

ACS Omega http://pubs.acs.org/journal/acsodf Article

https://doi.org/10.1021/acsomega.4c04800
ACS Omega 2024, 9, 37995−38014

38000

https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsomega.4c04800?fig=sch5&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsomega.4c04800?fig=sch5&ref=pdf
http://pubs.acs.org/journal/acsodf?ref=pdf
https://doi.org/10.1021/acsomega.4c04800?urlappend=%3Fref%3DPDF&jav=VoR&rel=cite-as


actions. Therefore, the obtained compounds can form stable
host−guest complexes. The HOF values in each bile acid
conjugate increase with decreasing OAc groups. The lowest
HOF values are observed for 1,2,3-triazole derivatives of

Figure 3. ESI-MS spectra of bioconjugates (16), (19), and (20).

Table 1. Heat of Formation [kcal/mol] of Compounds (3, 4,
5) and (16−26)

compound heat of formation [kcal/mol]

3 28.9829
4 97.0622
5 90.6298
16 −439.5148
17 −606.8373
18 −784.1348
19 −370.6792
20 −546.0568
21 −712.6079
22 −379.0817
23 −548.2400
24 −712.2926
25 −272.6631
26 −321.9369

Figure 4.Molecular models of representative compounds (4) and (5),
as well as (16−26), were calculated by the PM5 method.
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lithocholic acid (16, 19, 22) and sterols (25, 26). This is due to
the lack of additional groups to create stable interactions.
Moreover, due to the C5′�C6′ double bond, the cholesterol
conjugate (25) has a higher HOF value than the cholestanol
conjugate (26). The positive HOF values for compounds (3, 4,
5) result from two propargyl groups in each molecule. Alkyne
bonds make uracil/thiouracil derivatives the least stable and can
be easily modified.
2.7. Prediction of Activity Spectra for Substances. The

pharmacological activities of the synthesized compounds were
determined using the in silico Prediction of Activity Spectra for
Substances (PASS) program, which is based on computer
analysis of structure−activity relationships. This program uses a
heterogeneous training set containing approximately 250,000
biologically active compounds from various chemical series,
covering approximately 4500 different types of biological
activity. Because PASS only requires the structural formula of
a chemical compound to predict, it can be used in the early
stages of research. Many examples of successful applications of
PASS have led to the development of new pharmacological
agents.49−52 This program is also helpful in studying the
biological activity of secondary metabolites. The present study
focused on the activities predicted with the highest probability
for a potential compound (focal activities).
Biological activity prediction analysis could only be performed

for compounds whose mass does not exceed 1200 g/mol.
Therefore, the potential pharmacotherapeutic properties of two
new propargyl thiouracil derivatives (4 and 5) and conjugates
(16, 19, 22, 25, 26) have been described. Table 2 lists the target

compounds against which the conjugates show the highest
probability of biological activity. According to the research
results, the most frequently predicted types of activity for
compounds (4) and (5) are proteasome ATPase inhibitor,
electron-transferring-flavoprotein dehydrogenase inhibitor,
muramoyltetrapeptide carboxypeptidase inhibitor and chloride
peroxidase inhibitor. However, in silico tests for the new steroid-
pyrimidine conjugates (16, 19, 22, 25, 26) obtained show the
highest activity against glyceryl-ether monooxygenase inhibitor,
alkylacetylglycerophosphatase inhibitor, antieczematic, cytopro-
tectant and CYP17 inhibitor. The obtained triazole derivatives
show different biological activity than thiouracil substrates.
Their predicted effects can be used in the design of hypolipemic,
antispot, cholesterol-lowering and even prostate cancer treat-
ments.
2.8. Molecular Docking. The molecular docking process

started by converting the SMILES53 representation of
conjugated chemical structures (new ligands) into three-
dimensional (3D) structures, and the Gasteiger54 charges were
added to each new ligand. It was accomplished through the
application of OpenBabel tool version 3.1.1.55,56 Subsequently,
the protein domains corresponding to the PDB57 IDs 1EZF58,59

1KZN,60,61 2H94,62,63 2Q8564,65 and 5V5Z66,67 were prepared
in accordance with the standard AutoDock tool 1.5.7 scheme.68

Molecular dockings were then carried out using AutoDock
Vina,69 with the specific parameters outlined in Table 3 for each
docking search.
The determination of molecular docking centers was based on

the ligands in the raw PDB files.70 UCSF Chimera software,

Table 2. “Probability to be Active” (PA) Values for the Predicted biological Activity of (4−5), as well as (16, 19, 22, 25, 26)

compound

focal predicted activity (PA > 50%) (4, 5) − substrates; (16, 19, 22, 25, 26) − conjugates 4 5 16 19 22 25 26

electron-transferring-flavoprotein dehydrogenase inhibitor 64 74 − − − − −
mannotetraose 2-α-N-acetylglucosaminyl transferase inhibitor 59 59 − − − − −
chloride peroxidase inhibitor 56 56 − − − − −
proteasome ATPase inhibitor 51 79 − − − − 54
muramoyltetrapeptide carboxypeptidase inhibitor − 74 − − − − −
chenodeoxycholoyltaurine hydrolase inhibitor − 62 − − − − −
formaldehyde transketolase inhibitor − 58 − − − − −
ferredoxin-NAD + reductase inhibitor − 57 − − − − −
naphthalene 1,2-dioxygenase inhibitor − 57 − − − − −
glutathione thiol esterase inhibitor − 58 − − − − −
glyceryl-ether monooxygenase inhibitor − 52 71 69 69 61 73
alkylacetylglycerophosphatase inhibitor − − 68 − 52 − 71
antieczematic − − 69 59 − 64 67
cytoprotectant − − 61 57 60 − −
biliary tract disorder treatment − − 56 − − − 61
dermatologic − − 57 52 54 59 57
anti-infertility, female − − 53 − − 58 57
prostate disorders treatment − − 53 − − 58 53
Myc inhibitor − − 52 50 50 58 54
antipruritic, allergic − − 52 − − 54 54
CYP17 inhibitor − − − − − 65 −
DELTA14-sterol reductase inhibitor − − − − − 60 −

Table 3. Search Space of Each of the Protein Domainsa

PDB ID/search parameter 1EZF 1KZN 2H94 2Q85 5V5Z

search size 66,60,64 62, 54, 60 62, 62, 56 60, 50, 50 72, 70, 50
search center −12.596, 43.347, 32.218 18.320, 30.783, 36.761 25.643, 43.019, 89.938 13.168, 2.780, 2.799 −38.038, − 19.282, 24.569

aThe values are given in x, y, and z coordinates and the Angstrom unit.
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version 1.1670, was employed to visualize the three-dimensional
aspects.
2.9. Selected Protein Domains. Their specific biological

functions guided the selection of protein domains within the
physiological system:

• antifungal activity (PDB IDs: 1EZF, 5V5Z)
• antibacterial activity (PDB IDs: 1KZN, 2Q85)
• Both antifungal and antibacterial activity (PDB ID:

2H94)
These proteins belong to different enzyme classes:71

• transferases (1EZF) - transfer specific functional groups
from one molecule to another

• isomerases (1KZN) - facilitate intramolecular rearrange-
ments within a single molecule

• oxidoreductases (2H94, 2Q85, and 5V5Z) - catalyze
oxidation−reduction reactions by transferring electrons
between molecules

The protein domain 1EZF58 corresponds to squalene
synthase, which catalyzes squalene production, a precursor to
ergosterol, an essential component of fungal cell membranes.
Inhibiting squalene synthase disrupts ergosterol biosynthesis,
making it a classic target for antifungal drugs. Understanding the
structure and function of squalene synthase aids in developing
antifungal agents to combat fungal infections.59,72

The protein domain 1KZN,60 known as gyrase, is crucial in
bacterial DNA replication and transcription by catalyzing
negative supercoiling of circular DNA. Targeting DNA gyrase
with antibacterial agents can lead to bacterial death. Compounds
like quinolones, coumarins, and cyclothialidines have been
developed to inhibit gyrase, offering potential avenues for
antibacterial drug discovery.61,73

The protein domain 2H9462 shows the shape of a human
enzyme called Lysine-Specific Demethylase-1 (LSD1). This
enzyme helps control how genes are turned on or off by
removing certain chemical marks from proteins called histones.
These marks are like little tags on the histone tails. Interestingly,
the products of this enzyme can also have antifungal properties.
Some bacteria and fungi depend on specific chemical reactions
for their survival. By interfering with these reactions, the LSD1
enzyme can slow down the growth of these microbes.63,74

The protein domain 2Q8564 corresponds to Escherichia coli
MurB, associated with antibacterial activity. MurB is an enzyme
involved in the peptidoglycan biosynthesis pathway of bacteria,
making it a potential target for antibacterial agents. Inhibiting
MurB could disrupt bacterial cell wall formation, leading to
bacterial death.65,75,76

The protein domain 5V5Z66 represents the structure of
CYP51 from the pathogenCandida albicans, known as lanosterol
14α-demethylase (LDM). LDM is the target of azole drugs used
to treat fungal infections, but their efficacy is limited by drug
resistance and suboptimal cure rates, especially in immunocom-
promised patients. Understanding the structure of CYP51 aids
in developing new antifungal agents to combat drug-resistant
fungal pathogens and improve treatment outcomes for fungal
infections.67,76,77

2.10. Similarities and Differences between Novel and
Endogenous Ligands. To visualize the differences between
native ligand and new ligands, the molecular some of QED
(Quantitative Estimate of Druglikeness)78 descriptors were
calculated with RDKit python library,80 as shown in Table 4.
Both the native and new ligands exhibit a wide range of

molecular weights. The new ligands havemoremolecular weight

than the native ligands. The number of hydrogen bonds
acceptors of new ligands is similar to the number of hydrogen
bonds acceptors in native ligands. In the case of hydrogen bonds
donors, the new ligands do not have any of them. The polar
surface area is generally higher than in the case of new ligands.
The lipophilicity is much different for the new ligands exposed
to higher alogP values.79 It indicates that new ligands are
exhibiting much higher lipophilicity compared to native ligands,
which may lead to low solubility and poor absorption.80 There is
also variability in the number of rotatable bonds, meaning that
the flexibility of the ligands is different. To conclude, it can be
said that the new ligands are not very similar to native ligands.
Thus, they can be potent ligands that do good activity.
2.11. Molecular Docking.The RMSD (Root-Mean-Square

Deviation) values of atomic positions are provided in Table 5.

RMSDmeasures the average distance between the atoms of two
superimposed molecules. It is commonly used to quantify the
structural similarity between two molecules in space. In the
context of molecular docking, RMSD describes how far the
predicted pose of a ligand differs from the native pose. Lower
RMSD values indicate higher accuracy in pose prediction.
Table 6 presents the results of molecular docking studies

conducted via AutoDock Vina software.69 The five protein
domains have been studied. Three of them are related to
antibacterial activity (1KZN and 2Q85), one to anticancer
(2H94), and the others (1EZF and 5V5Z) are related to
antifungal activity.
2.12. 1EZF Protein Domain. Regarding antifungal activity,

protein domain 1EZF reveals that the newly discovered ligands
have affinities comparable to the native ligand’s binding energy.

Table 4. Comparison of Native Ligands and New Ligand
Molecular Descriptors

name

molecular
weight
[g/mol]

HB
acceptors

HB
donors

polar
surface
area Å2 a log P

rotatable
bonds

1EZF 539 7 3 133.24 1.09 9
1KZN 664 11 4 186.35 2.07 9
2H94 763 20 10 363.61 −0.98 13
2Q85 763 20 10 363.31 −0.98 13
5V5Z 667 9 0 104.70 1.73 11
4 204 3 0 34.89 0.60 3
5 204 3 0 34.89 0.60 3
16 1136 14 0 210.62 9.60 18
17 1252 18 0 263.22 8.69 20
18 1368 22 0 315.82 7.78 22
19 1152 15 0 201.51 11.09 19
20 1268 19 0 254.11 10.17 21
21 1384 23 0 306.71 9.25 23
22 1152 15 0 201.51 11.09 19
23 1268 19 0 254.11 10.17 21
24 1384 23 0 306.71 9.25 23
25 1128 10 0 158.02 13.20 20
26 1132 10 0 158.02 13.36 20

Table 5. Quantitative Assessment of the Structural
Differences between the Endogenous Ligands Raw Pose and
the Endogenous Ligands Predicted Pose through Molecular
Docking

PDB ID 1EZF 1KZN 2H94 2Q85 5V5Z

RMSD (Å) 1.30 0.50 0.54 1.54 1.65
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Only in a few cases do the binding energies of new ligands
deviate by more than 1 kcal/mol. Nevertheless, their affinities
fall within the same range as the native ligand. The RMSD for
the native ligand, in this case, is 1.30 Å (Table 5).81 Figure 5
shows how a protein and a molecule called a 26 ligand might
bond together. They could form up to 11 hydrogen bonds, like
tiny bridges holding them together. However, some of these
bonds compete with each other, meaning only about six can
form at the same time.
The 26 ligand can form hydrogen bonds with several specific

amino acids in the 1EZF protein domain. These hydrogen bonds
help hold the ligand and protein together. The shorter the
distance between the atoms involved in a hydrogen bond, the
stronger the bond. These hydrogen bonds involve the following
atoms and distances:

• Ligand’s keto-ester oxygen atom (acceptor) to LYS 117 A
amine (donor): 2.15 Å

• Ligand’s keto-ester oxygen atom (acceptor) to ARG 52 A
amine (donor): 2.91 Å

• Ligand’s 1,2,3-triazole nitrogen (acceptor) to ARG 77 A
amine (donor): 1.97 Å (more likely) or 2.95 Å

• Ligand’s other ester oxygen atom (acceptor) to ASN 215
A amine (donor): 2.71 or 2.78 Å

• Ligand’s keto-ester oxygen atom (acceptor) to THR 214
A amine (donor): 2.94 Å

• Ligand’s other 1,2,3-triazole nitrogen (acceptor) to ARG
218 A amine (donor): 2.15 or 2.43 Å

• Ligand’s other 1,2,3-triazole nitrogen (acceptor) to THR
299 A amine (donor): 2.50 or 2.84 Å

2.13. 1KZN Protein Domain. These ligands exhibit similar
or lower binding energies than the native ligand for the 1KZN
protein domain. Specifically, ligands such as 17, 22, 24, and 25
demonstrate similar affinities (within ±1 kcal/mol) to the native
ligand, while others (4, 5, 16, 18, 19, 20, 21, 23 and 26) exhibit
lower affinities. The reduced affinities of these ligands can be
attributed to their larger sizes compared to the native ligand.
Notably, the root-mean-square deviation (RMSD) between the
initial pose of the native ligand and its reduced pose is 0.50 Å
(Table 5), indicating an accurate recreation of the native ligand’s
binding configuration.81 Figure 6 shows how a protein and a
molecule called a 25 ligand might bond together. They could
form up to six hydrogen bonds, like tiny bridges holding them
together. However, some of these bonds compete with each
other, meaning only about four can form at the same time.
The 25 ligand can form hydrogen bonds with specific amino

acids in the 1KZN protein domain. These hydrogen bonds
involve the following atoms and distances:

• Ligand’s keto-ester oxygen atom (acceptor) to ASN 46 A
amine (donor): 2.83 Å

• Ligand’s 1,2,3-triazole nitrogen (acceptor) to ARG 76 A
amine (donor): 2.43 and 2.61 Å

• Ligand’s ester oxygen atom (acceptor) to ARG 76 A
amine (donor): 2.25, 2.26, and 2.45 Å

Table 6. Results− Binding Energies (Affinities) are Given in
[kcal/mol] Unit

protein domain ID/ligand
name 1EZF 1KZN 2H94 2Q85 5V5Z

native −11.9 −9.1 −14.6 −10.9 −10.5
4 −5.7 −5.7 −6.2 −5.9 −5.9
5 −6.2 −5.2 −5.6 −5.7 −5.6
16 −11.4 −7.1 −9.5 −11.3 −11.3
17 −11.4 −8.3 −9.9 −12.7 −10.8
18 −11.1 −6.4 −9.6 −9.7 −10.6
19 −10.8 −8.0 −10.7 −11.3 −11.2
20 −10.9 −7.1 −9.9 −10.7 −10.6
21 −10.2 −8.0 −9.3 −11.6 −9.7
22 −11.3 −8.8 −10.2 −11.2 −11.9
23 −10.9 −7.6 −10.2 −9.5 −10.8
24 −10.4 −8.2 −9.3 −10.1 −10.1
25 −11.4 −8.7 −10.3 −11.6 −12.1
26 −11.6 −7.4 −10.0 −10.8 −11.3

Figure 5. Potential hydrogen bonds between 26 ligand and the 1EZF protein domain.
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2.14. 2H94 Protein Domain. For protein domain 2H94,
the newly discovered ligands consistently exhibit significantly
lower affinities than the native ligand. Despite this, their affinities
are still noteworthy, suggesting potential anticancer activity. In
this case, the RMSD for the initial pose recreation is 0.54 Å
(Table 5), demonstrating faithful reproduction of the native
ligand’s pose.81 Figure 7 shows how a protein and a molecule
called a 19 ligand might bond together. They could form up to
six hydrogen bonds, like tiny bridges holding them together.

However, some of these bonds compete with each other,
meaning only about five can form at the same time.
The 19 ligand can form hydrogen bonds with specific amino

acids in the 2H94 protein domain. These hydrogen bonds
involve the following atoms and distances:

• Ligand’s keto-ester oxygen atom (acceptor) to ASN 535 A
amine (donor): 2.74 Å

• Ligand’s 1,2,3-triazole nitrogen (acceptor) to ASN 540 A
amine (donor): 2.84 Å

Figure 6. Potential hydrogen bonds between ligand 25 and the 1KZN protein domain.

Figure 7. Potential hydrogen bonds between ligand 19 and the 2H94 protein domain.
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• Ligand’s keto-ester oxygen atom (acceptor) to HIS 564 A
amine (donor): 2.65 Å

• Ligand’s keto-ester oxygen atom (acceptor) to VAL 811 A
amine (donor): 1.84 Å

• Ligand’s keto-ester oxygen atom (acceptor) to THR 335
A amine (donor): 2.21 Å

• Ligand’s keto-ester oxygen atom (acceptor) to HIS 812 A
amine (donor): 2.57 Å

2.15. 2Q85 Protein Domain. In the case of protein domain
2Q85, some new ligands exhibit affinities similar to or even
better than the initial ligand. Notably, the 17 ligand shows
significantly higher affinity. However, most other ligands have
lower affinities than the native ligand, indicating antibacterial
activity. The RMSD for this domain is 1.54 Å (Table 5),
indicating reasonable pose reproduction.81 Figure 8 shows how
a protein and a molecule called a 17 ligand might bond together.
They could form up to six hydrogen bonds, like tiny bridges

holding them together. However, some of these bonds compete
with each other, meaning only about five can form at the same
time. Figure 9 shows the same ligand bound to the 2Q85 protein
domain similarly. The protein is shown as a surface instead of a
ribbon, but the interactions remain the same.
The 17 ligand can form hydrogen bonds with specific amino

acids in the 2Q85 protein domain. These hydrogen bonds
involve the following atoms and distances:

• Ligand’s keto-ester oxygen atom (acceptor) to ASN 233 A
amine (donor): 2.26 Å

• Ligand’s ether oxygen atom (acceptor) to LYS 262 A
amine (donor): 2.23 Å

• Ligand’s keto-ester oxygen atom (acceptor) to GLY 266 A
amine (donor): 2.12 Å

• Ligand’s uracil oxygen atom (acceptor) to ARG 214 A
amine (donor): 2.08 and 2.39 Å

Figure 8. Potential hydrogen bonds between ligand 17 and the 2Q85 protein domain.

Figure 9. Illustration of the fitting of the 17 ligand into the binding site of the 2Q85 protein domain.
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• Ligand’s uracil oxygen atom (acceptor) to SER 229 A
hydroxyl group (donor): 2.60 Å

In this case, the hydrogen bonds between the ligand’s keto-

ester oxygen and ASN 233 A, ether oxygen and LYS 262 A, and

keto-ester oxygen and GLY 266 A are likely the strongest
because they have the shortest distances.
Figure 10 shows all the different ligands docked into the 2Q85

protein domain. The docked ligands are shown as wireframe

Figure 10.Native ligand, redocked ligand (sticks), and all new ligands at once are wired representations within the 2Q85 protein domain’s active site.

Figure 11. Potential hydrogen bonds between ligand 22 and the 5V5Z protein domain are shown in the figure. One hydrogen bond will likely be
formed between the ligand’s keto-ester oxygen atom (an acceptor) and the GLN 66 A residue of the domain. The length of this hydrogen bond is 2.56
Å.
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models, while the native ligand (the ligand that the protein
naturally binds to) and the redocked ligand (a ligand that was
docked back into the binding site) are shown as solid models.
The low RMSD (Root Mean Square Deviation) value

indicates that the docked ligands occupy the same binding site
as the native ligand. RMSD is a measure of how closely two
structures match up. A lower RMSD value means that the
structures are more similar.
In this case, the low RMSD value means that the docked

ligands bind to the protein, similarly to the native ligand. This
suggests that the docking procedure found the ligands’ correct
binding site.
2.16. 5V5Z Protein Domain. Finally, for protein domain

5V5Z, the new ligands exhibit similar or higher affinities than the
native ligand, suggesting genuine antifungal activity. Notably,
the energy-favorable pose (out of the top 10 poses) has been

chosen based on the lowest root-mean-square error (RMSE),
which equals 1.65 Å (Table 5).81

Figure 11 shows the potential hydrogen bonds between the
protein domain and the 22 ligand. There is the possibility of
formation of at least one hydrogen bond. Figure 12 shows the
same ligand in the binding site of the 5V5Z protein domain but
with the protein surface instead of the ribbon.
Figure 13 shows all the docked ligands (represented as

wireframes) and the native and redocked ligands. The low value
of RMSD (root-mean-square deviation) can be explained by the
fact that all the ligands occupy the same binding site of the 5V5Z
protein domain.
All the ligands occupying the same binding site suggest

competing for the same binding site. This could have
implications for drug design, as it could be possible to design
ligands that are more selective for the binding site and, therefore,
have a higher affinity for the protein.

Figure 12. Illustration of the fitting of the 22 ligand into the binding site of the 5V5Z protein domain.

Figure 13.Native ligand, redocked ligand (sticks), and all new ligands at once are wired representations within the 5V5Z protein domain’s active site.
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3. EXPERIMENTAL SECTION
3.1. Synthesis. 3.1.1. General Procedure for the Synthesis

of Compounds (3−5). Uracil (1) or 2-thiouracil (2) (11.9
mmol) was dissolved in 5 mL of anhydrous DMF, then K2CO3
was added and left for 30 min. The mixture was cooled to 0 °C,
and propargyl bromide (26.2 mmol) was added. After 24 h of
stirring, the reaction was stopped. DMF was evaporated, and the
crude product obtained was dissolved in 10 mL of ethyl acetate.
The organic layer was washed with brine (2 × 15 mL) and dried
over anhydrous Na2SO4. As an eluent, the crude compound was
purified by column chromatography on silica gel using ethyl
acetate/hexane (1.5:1). Two new compounds were isolated: 4
(323 mg, 26%) and 5 (443 mg, 34%).

3.1.2. General Procedure for the Synthesis of Compounds
(16−26).The synthesis of azidoacetyl-substituted bile acids (9−
11) or sterols (14−15) derivatives has been described
previously.46

An azidoacetate derivative of lithocholic acid (9) (201 mg,
0.426 mmol) or sterol (14) was dissolved in a tert-butanol/
methanol mixture (5:1, 6 mL). A propargyl derivative of uracil
(3) or 2-thiouracil (4/5) (40 mg, 0.213 mmol) was added at 65
°C (in a water bath). CuSO4·5H2O (3mg, 3 mol %) and sodium
ascorbate (9 mg, 20 mol %) in water (0.3 mL) were then added
to the dissolved mixture. The mixture was heated to 60−65 °C
in a water bath for 1 h. The resulting mixture was extracted with
chloroform (10 mL), washed with brine (15 mL), and dried
using anhydrous Na2SO4. After evaporating the solvent and
purifying the residue over silica gel (CHCl3/EtOAc, 20:1), a
total of 162 mg (72%) of the product (16) and 155 mg (65%) of
the product (25) were obtained.

3.1.2.1. N(1),N(3)-Di(prop-2-yne-1-yl) Uracil (3). White solid
(1120 mg, 63%). 1HNMR (400MHz, CDCl3): δ ppm 7.49 (d, J
= 8.0 Hz, 1H, CH-5), 5.86 (d, J = 8.0 Hz, 1H, CH-6), 4.72 (ds, J
= 2.5 Hz, 2H, N(3)CH2−7′), 4.62 (ds, J = 2.6 Hz, 2H,
N(1)CH2−7), 2.52 (d, J = 2.6 Hz, 1H, CH-9), 2.19 (d, J = 2.5
Hz, 1H, CH-9′); 13C {1H} NMR (101 MHz, CDCl3) δ 161.6
(C-4), 150.3 (C-2), 140.7 (C-6), 102.2 (C-5), 77.8 (C-8), 75.9
(C-8′), 75.8 (C-9), 70.4 (C-9′), 37.4 (C-7), 30.4 (C-7′); FT-IR
(KBr, cm−1) νmax: 3303, 2306, 1717, 1676, 1275.

3.1.2.2. N(1)-(Prop-2-yne-1-yl)-S(2)-(prop-2-yn-1-yl) Thio-
uracil (4). White solid (323 mg, 26%). 1H NMR (400 MHz,
CDCl3): δ ppm 7.77 (d, J = 6.5 Hz, 1H, CH-6), 6.26 (d, J = 6.5
Hz, 1H, CH-5), 4.85 (ds, J = 2.5 Hz, 2H, N(3)CH2), 4.02 (ds, J
= 2.7 Hz, 2H, SCH2), 2.32 (t, J = 2.5 Hz, 1H, CH-9′), 2.27 (t, J =
2.7 Hz, 1H, CH-9); 13C {1H} NMR (101MHz, CDCl3) δ 160.8
(C-4), 160.7 (C-2), 152.0 (C-6), 110.8 (C-5), 77.7 (C-8′), 75.8
(C-8), 73.1 (C-9′), 72.0 (C-9), 33.1 (C-7), 21.1 (C-7′); FT-IR
(KBr, cm−1) νmax: 3281, 3228, 3174, 2973, 2927, 2122, 1691,
1560, 1495; EI-MS (m/z, % int.): 203 (M+, 100), 107 (10), 78
(25).

3.1.2.3. N(3)-(Prop-2-yne-1-yl)-S(2)-(prop-2-yn-1-yl) Thio-
uracil (5). White solid (443 mg, 34%). 1H NMR (400 MHz,
CDCl3): δ ppm 8.30 (d, J = 5.7 Hz, 1H, CH-6), 6.50 (d, J = 5.7
Hz, 1H, CH-5), 5.03 (ds, J = 2.5 Hz, 2H, N(3)CH2), 3.91 (ds, J
= 2.6 Hz, 2H, SCH2), 2.53 (t, J = 2.4 Hz, 1H, CH-9′), 2.19 (t, J =
2.6 Hz, 1H, CH-9); 13C {1H} NMR (101MHz, CDCl3) δ 169.8
(C-4), 167.5 (C-2), 157.8 (C-6), 104.1 (C-5), 79.7 (C-8′), 77.8
(C-8), 75.3 (C-9′), 70.5 (C-9), 54.1 (C-7), 19.4 (C-7′); FT-IR
(KBr, cm−1) νmax: 3287, 3173, 2972, 2927, 2122, 1560, 1435,
1344, 1306, 1013; EI-MS (m/z, % int.): 204 (25), 164 (100), 69
(23).

3.1.2.4. N(1),N(3)-Di[2-(methyl 5β- cholan-24-oate)-2-
oxoethyl-1H-1,2,3-triazole-1-(3-carboxylate)] Uracil (16).
Oil (224 mg, 72%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ ppm
7.84 (s, 1H, CH-triazole ring), 7.74 (s, 1H, CH-triazole ring),
7.45 (d, J = 7.9 Hz, 1H, CH-6), 5.74 (d, J = 7.9 Hz, 1H, CH-5),
5.25 (s, 2H, CH2−27′), 5.12 (s, 2H, CH2−27″) 5.08 (s, 2H,
N(3)−CH2−triazole ring), 5.03 (s, 2H, N(1)−CH2−triazole
ring), 4.86−4.81 (m, 2H, 3′β-H and 3″β-H), 3.66 (s, 6H,
OCH3-25′ and OCH3-25″), 0.93 (d, J = 6.4 Hz, 6H, CH3-21′
and CH3-21″), 0.92 (s, 6H, CH3-19′ and CH3-19″), 0.65 (s, 6H,
CH3-18′ and CH3-18″); 13C {1H} NMR (101 MHz, CDCl3) δ
174.7 (C-24′/24″), 165.7 (3′α−OCO), 165.6 (3″α−OCO),
162.4 (C-4), 151.1 (C-2), 143.3 (C-6), 142.4 (C-triazole ring),
142.2 (C-triazole ring), 125.3 (CH-triazole ring), 125.0 (CH-
triazole ring), 102.0 (C-5), 76.7 (C-3′/C-3″), 56.4, 56.3, 56.0,
55.9, 51.5 (C-25′/25″), 51.0 (C-27′/27″), 50.9, 44.3, 42.7, 41.8,
40.4, 40.4, 40.0, 37.8, 36.0 (N(1)−CH2), 35.7, 35.3, 34.8, 34.5,
32.0, 31.0, 30.9, 30.4 (N(3)−CH2), 28.1, 26.9, 26.4, 26.2, 24.1,
23.2 (C-19′/19″), 20.8, 18.2 (C-21′/21″), 12.0 (C-18′/18″);
FT-IR (KBr, cm−1) νmax: 2941, 2867, 1741, 1667, 1451, 1217;
ESI-MS (m/z): 1174 [C64H94N8O10 + K]+, 1171 [C64H94N8O10
+ Cl]−, 1158 [C64H94N8O10 + Na]+.

3.1.2.5. N(1),N(3)-Di[2-(methyl 12α-acetoxy-5β-cholan-24-
oate)-2-oxoethyl-1H-1,2,3-triazole-1-(3-carboxylate)] Uracil
(17). Oil (188 mg, 63%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ ppm
7.85 (s, 1H, CH-triazole ring), 7.75 (s, 1H, CH-triazole ring),
7.46 (d, J = 7.9 Hz, 1H, CH-6), 5.74 (d, J = 7.9 Hz, 1H, CH-5),
5.24 (s, 2H, CH2−27′), 5.12 (s, 2H, CH2−27″) 5.09 (d, 2H,
12′β-H and 12″β-H), 5.08 (s, 2H, N(3)−CH2−triazole ring),
5.02 (s, 2H, N(1)−CH2−triazole ring), 4.80−4.78 (m, 2H, 3′β-
H and 3″β-H), 3.67 (s, 6H, OCH3-25′ and OCH3-25″), 2.11 (s,
6H, 12′α-OAc and 12″α-OAc), 0.91 (s, 6H, CH3-19′ and CH3-
19″), 0.83 (d, J = 6.4 Hz, 6H, CH3-21′ CH3-21″), 0.73 (s, 6H,
CH3-18′ and CH3-18″); 13C {1H} NMR (101 MHz, CDCl3) δ
174.6 (C-24′/24″), 170.4 (12′/12″α−OCO), 165.7 (3′α−
OCO),165.5 (3″α−OCO), 162.4 (C-4), 151.1 (C-2), 143.3 (C-
6), 142.4 (C-triazole ring), 142.2 (C-triazole ring), 125.2 (CH-
triazole ring), 125.0 (CH- triazole ring), 102.0 (C-5), 75.82 (C-
12′/12″), 75.79 (C-3′/3″), 51.5 (C-25′/25″), 51.0 (C-27′/
27″), 50.1, 49.4, 49.3, 47.5, 45.0, 44.2, 41.8, 36.0 (N(1)−CH2),
35.6, 34.7, 34.5, 34.4, 34.0, 32.0, 31.0, 30.8 (N(3)−CH2), 27.3,
25.8, 25.6, 23.4, 23.0 (C-19′/19″), 21.4 (C-29′/29″), 17.5 (C-
21′/21″), 12.4 (C-18′/18″); FT-IR (KBr, cm−1) νmax: 2950,
2870, 1736, 1667, 1451, 1246, 1216; ESI-MS (m/z): 1289
[C68H98N8O14+K]+, 1286 [C68H98N8O14 + Cl]−, 1274
[C68H98N8O14 + Na]+.

3.1.2.6. N(1),N(3)-Di[2-(methyl 7α,12α-diacetoxy-5β- chol-
an-24-oate)-2-oxoethyl-1H-1,2,3-triazole-1-(3-carboxylate)]
Uracil (18). Oil (140 mg, 78%). 1H NMR (400MHz, CDCl3): δ
ppm 7.86 (s, 1H, CH-triazole ring), 7.76 (s, 1H, CH-triazole
ring), 7.46 (d, J = 7.9 Hz, 1H, CH-6), 5.75 (d, J = 7.9 Hz, 1H,
CH-5), 5.23 (s, 2H, CH2−27′), 5.13 (ds, 2H, CH2−27″) 5.09
(s, 4H, 12′β-H, 12″β-H and s, 2H, N(3)−CH2−triazole ring),
5.01 (s, 2H, N(1)−CH2−triazole ring), 4.93−4.91 (m, 2H, 7′β-
H and 7″β-H), 4.72−4.61 (m, 2H, 3′β-H and 3″β-H), 3.66 (s,
6H, OCH3-25′ and OCH3-25″), 2.15 (s, 6H, 7′α-OAc and 7″α-
OAc), 2.11 (s, 6H, 12′α-OAc and 12″α-OAc), 0.93 (s, 6H, CH3-
19′ and CH3-19″), 0.82 (d, J = 6.3 Hz, 6H, CH3-21′ and CH3-
21″), 0.73 (s, 6H, CH3-18′ and CH3-18″); 13C {1H} NMR (101
MHz, CDCl3) δ 174.5 (C-24′/24″), 170.5 (12′α−OCO), 170.4
(12″α−OCO), 170.3 (7′α−OCO), 170.2 (7″α−OCO), 165.6
(3′α−OCO), 165.5 (3″α−OCO), 162.4 (C-4), 151.1 (C-2),
143.3 (C-6), 142.4 (C-triazole ring), 142.2 (C-triazole ring),
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125.3 (CH-triazole ring), 125.1 (CH-triazole ring), 102.0 (C-5),
76.5 (C-12′/12″), 75.3 (C-3′/3″), 70.5 (C-7′/7″), 51.5 (C-25′/
25″), 51.0 (C-27′/27″), 47.3, 45.0, 44.2, 43.3, 40.8, 37.7, 35.9
(N(1)−CH2), 34.6, 34.4, 34.2, 31.2, 30.8, 30.7 (N(3)−CH2),
28.8, 27.1, 26.7, 25.5, 22.8 (C-19′/19″), 22.4, 21.6 (C-29′/29″),
21.4 (C-31′/31″), 17.5 (C-21′/21″), 12.2 (C-18′/18″); FT- IR
(KBr, cm−1) νmax: 2952, 2872, 1736, 1668, 1452, 1238; ESI-MS
(m/z): 1406 [C72H102N8O18 + K]+, 1402 [C72H102N8O18 +
Cl]−, 1390 [C72H102N8O18 + Na]+.

3.1.2.7. N(1),S(2)-[2-(methyl 5β-cholan-24-oate)-2-oxoeth-
yl-1H-1,2,3-triazole-1-(3-carboxylate)] Thiouracil (19). Oil
(76 mg, 34%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ ppm 7.81 (s,
1H, CH-triazole ring), 7.77 (d, J = 6.4 Hz, 1H, CH-6), 7.70 (s,
1H, CH-triazole ring), 6.21 (d, J = 6.5 Hz, 1H, CH-5), 5.34 (s,
2H, N(1)−CH2−triazole ring), 5.09 (ds, J = 5.2 Hz, 4H, CH2−
27′ and CH2−27″), 4.84−4.76 (m, 2H, 3′β-H and 3″β-H), 4.57
(s, 2H, SCH2−triazole ring), 3.67 (s, 6H, OCH3-25′ and CH3-
25″), 0.93 (d, J = 6.4 Hz, 6H, CH3-21′ and CH3-21″), 0.92 (s,
6H, CH3-19′ and CH3-19″), 0.65 (s, 6H, CH3-18′ and CH3-
18″); 13C {1H} NMR (101 MHz, CDCl3) δ 174.7 (C-24′/24″),
165.6 (3′α−OCO), 165.5 (3″α−OCO), 162.0 (C-4), 161.6 (C-
2), 151.9 (C-6), 143.8 (C-triazole ring), 141.9 (C-triazole ring),
125.3 (CH-triazole ring), 124.2 (CH-triazole ring), 110.7 (C-5),
75.0 (C-3′/3″), 69.2, 56.4, 56.4, 56.0, 51.4 (C-25′/25″), 51.1
(C-26′/26″), 42.7, 41.9 (N(1)−CH2), 40.5, 40.4, 40.1, 40.0,
35.8, 35.3, 34.9, 34.5, 32.1, 32.0, 31.1, 31.0, 28.1, 27.3, 26.9, 26.5,
26.6, 26.3, 24.2, 23.2 (SCH2), 20.8 (C-19′/19″), 18.3 (C-21′/
21″), 16.5, 12.0 (C-18′/18″); FT-IR (KBr, cm−1) νmax: 2940,
2866, 1740, 1684, 1489, 1216; ESI-MS (m/z): 1189
[C64H94N8O9S + K]+, 1186 [C64H94N8O9S + Cl]−, 1174
[C64H94N8O9S + Na]+.

3.1.2.8. N(1),S(2)-Di[2-(methyl 12α-acetoxy-5β-cholan-24-
oate)-2-oxoethyl-1H-1,2,3-triazole-1-(3-carboxylate)] Thio-
uracil (20). Oil (88 mg, 47%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3):
δ ppm 7.82 (s, 1H, CH-triazole ring), 7.77 (d, J = 6.4 Hz, 1H,
CH-6), 7.70 (s, 1H, CH-triazole ring), 6.22 (d, J = 6.5 Hz, 1H,
CH-5), 5.33 (s, 2H, N(1)−CH2−triazole ring), 5.10 (d, 2H,
12′β-H and 12″β-H), 5.08 (s, 4H, CH2−27′ and CH2−27″),
4.83−4.77 (m, 2H, 3′β-H and 3″β-H), 4.56 (s, 2H, SCH2−
triazole ring), 3.67 (s, 6H, OCH3-25′ and CH3-25″), 2.11 (ds, J
= 2.6 Hz, 6H, 12′α-OAc and 12″α-OAc) 0.91 (s, 6H, CH3-19′
and CH3-19″), 0.81 (d, J = 6.4 Hz, 6H, CH3-21′ and CH3-21″),
0.73 (s, 6H, CH3-18′ and CH3-18″); 13C {1H}NMR (101MHz,
CDCl3) δ 174.5 (C-24′/24″), 170.4 (12′α−OCO and 12″α−
OCO), 165.6 (3′α−OCO), 165.5 (3″α−OCO), 162.1 (C-4),
161.7 (C-2), 151.9 (C-6), 143.7 (C-triazole ring), 142.0 (C-
triazole ring), 125.4 (CH-triazole ring), 124.2 (CH-triazole
ring), 110.7 (C-5),, 75.9 (C-12′/12″), 75.3 (C-3′/3″), 51.5 (C-
25′/25″), 51.1 (C-27′/27″), 49.4, 47.6, 45.0, 41.8 (N(1)−
CH2), 40.0, 35.7, 34.7, 34.6, 34.5, 34.4, 34.0, 32.1, 31.0, 30.8,
27.3, 26.8, 26.5, 25.8, 25.6, 23.4 (SCH2), 23.0 (C-19′/19″), 21.4
(C-29′/29″), 17.5 (C-21′/21″), 12.4 (C-18′/18″); FT-IR
(KBr, cm−1) νmax: 2950, 2869, 1737, 1683, 1490, 1246, 1241;
ESI-MS (m/z): 1346 [C68H98N8O13S + Br]−, 1306
[C68H98N8O13S + K]+, 1303 [C68H98N8O13S + Cl]−, 1290
[C68H98N8O13S + Na]+.

3.1.2.9. N(1),S(2)-Di[2-(methyl 7α,12α-diacetoxy-5β-chol-
an-24-oate)-2-oxoethyl-1H-1,2,3-triazole-1-(3-carboxylate)]
Thiouracil (21). Oil (42 mg, 43%). 1H NMR (400 MHz,
CDCl3): δ ppm 7.90 (s, 1H, CH-triazole ring), 7.75 (d, J = 6.4
Hz, 1H, CH-6), 7.80 (s, 1H, CH-triazole ring), 6.20 (d, J = 6.3
Hz, 1H, CH-5), 5.34 (s, 2H, N(1)−CH2−triazole ring), 5.11 (d,
2H, 12′β-H and 12″β-H), 5.09 (s, 4H, CH2−27′ and CH2−

27″), 4.92 (s, 2H, 7′β-H and 7″β-H) 4.69−4.64 (m, 2H, 3′β-H
and 3″β-H), 4.51 (s, 2H, SCH2−triazol ring), 3.66 (s, 6H,
OCH3-25′ and CH3-25″), 2.15 (s, 6H, 7′α-OAc and 7″α-OAc),
2.11 (s, 6H, 12′α-OAc and 12″α-OAc), 0.92 (s, 6H, CH3-19′
and CH3-19″), 0.82 (d, J = 6.3 Hz, 6H, CH3-21′ and CH3-21″),
0.73 (s, 6H, CH3-18′ and CH3-18″); 13C {1H}NMR (101MHz,
CDCl3) δ 174.5 (C-24′/24″), 170.5 (12′α−OCO), 170.5
(12″α−OCO), 170.4 (7′α−OCO), 170.3 (7″α−OCO), 165.6
(3′α−OCO), 165.4 (3″α−OCO), 164.1 (C-4), 161.4 (C-2),
152.1 (C-6), 143.8 (C-triazole), 141.9 (C-triazole), 125.3 (CH-
triazole), 124.2 (CH-triazole), 111.0 (C-4), 75.3 (C-12′/12″),
75.0 (C-3′/3″), 70.5 (C-7′/7″), 60.2, 59.1, 51.52 (C-25′/25″),
51.2 (C-27′/27″), 47.3, 45.0, 43.3, 40.8 (N(1)−CH2), 37.7,
34.6, 34.4, 34.2, 31.2, 30.9, 30.7, 29.7, 28.8, 27.1, 26.7, 25.5, 22.8
(SCH2), 22.5 (C-19′/19″), 21.7 (C-29′/29″), 21.4 (C-31′/
31″), 17.5 (C-21′/21″), 12.2 (C-19′/19″); FT-IR (KBr, cm−1)
νmax: 2965, 2875, 1741, 1675, 1485, 1241, 1232; ESI-MS (m/z):
1290 [C68H98N8O13S + Na]+.

3.1.2.10. N(3),S(2)-[2-(methyl 5β-cholan-24-oate)-2-ox-
oethyl-1H-1,2,3-triazole-1-(3-carboxylate)] Thiouracil (22).
Oil (135 mg, 60%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ ppm
8.25 (d, J = 5.7 Hz, 1H, CH-6), 7.83 (s, 1H, CH-triazole ring),
7.70 (s, 1H, CH-triazole ring), 6.45 (d, J = 5.7 Hz, 1H, CH-5),
5.54 (s, 2H, N(3)−CH2−triazole ring), 5.13 (s, 2H, CH2−27′),
5.08 (s, 2H, CH2−27″), 4.85−4.78 (m, 2H, 3′β-H and 3″β-H),
4.52 (s, 2H, SCH2−triazole ring), 3.67 (s, 6H, OCH3-25′ and
CH3-25″), 0.93 (s, 6H, CH3-19′ and CH3-19″), 0.91 (d, J = 6.4
Hz, 6H, CH3-21′ and CH3-21″), 0.65 (s, 6H, CH3-18′ and CH3-
18″); 13C {1H} NMR (101 MHz, CDCl3) δ 174.7 (C-24′/24″),
170.4 (C-4), 168.1 (C-2), 165.7 (3′α−OCO), 165.6 (3″α−
OCO), 157.6 (C-6), 145.7 (C-triazole ring), 143.1 (C-triazole
ring), 125.2 (CH-triazole ring), 123.7 (CH-triazole ring), 104.5
(C-5), 76.7 (C-3′/3″), 59.4, 56.4, 56.0, 51.4 (C-25′/25″), 51.1
(C-27′/27″), 42.7, 41.9 (N(3)−CH2), 40.5, 40.1, 35.8, 35.3,
34.9, 34.6, 32.1, 31.1, 31.0, 28.1, 27.0, 26.5, 26.3, 25.7, 24.2, 23.2
(SCH2), 20.8 (C-19′/19″), 18.3 (C-21′/21″), 12.0 (C-18′/
18″); FT-IR (KBr, cm−1) νmax: 2935, 2852, 1741, 1666, 1472,
1211; ESI-MS (m/z): 1188 [C64H94N8O9S + K]+, 1186
[C64H94N8O9S + Cl]−, 1174 [C64H94N8O9S + Na]+.

3.1.2.11. N(3),S(2)-Di[2-(methyl 12α-acetoxy-5β-cholan-
24-oate)-2-oxoethyl-1H-1,2,3-triazole-1-(3-carboxylate)]
Thiouracil (23). Oil (169 mg, 78%). 1H NMR (400 MHz,
CDCl3): δ ppm 8.25 (d, J = 5.7 Hz, 1H, CH-6), 7.83 (s, 1H, CH-
triazole ring), 7.71 (s, 1H, CH-triazole ring), 6.45 (d, J = 5.7 Hz,
1H, CH-5), 5.53 (s, 2H, N(3)−CH2−triazole ring), 5.14 (s, 2H,
CH2−27′), 5.09 (s, 4H, 12′β-H, 12″β-H and CH2−27″), 4.83−
4.76 (m, 2H, 3′β-H and 3″β-H), 4.51 (s, 2H, SCH2−triazole
ring), 3.67 (s, 6H, OCH3-25′ and CH3-25″), 2.11 (6H, 12′α-
OAc and 12″α-OAc), 0.91 (s, 6H, CH3-19′ and CH3-19″), 0.81
(d, J = 6.2 Hz, 6H, CH3-21′ and CH3-21″), 0.72 (s, 6H, CH3-18′
and CH3-18″); 13C {1H} NMR (101 MHz, CDCl3) δ 174.6 (C-
24′/24″), 170.4 (12′α−OCO, 12″α−OCO and C-4), 168.1 (C-
2), 165.7 (3′α−OCO), 165.6 (3″α−OCO), 157.6 (C-6), 145.7
(C-triazole ring), 143.2 (C-triazole ring), 125.2 (CH-triazole
ring), 123.7 (CH-triazole ring), 104.5 (C-5), 75.9 (C-12′/12″),
75.8 (C-3′/3″), 59.4, 51.5 (C-25′/25″), 51.1 (C-27′/27″), 49.4,
47.6, 45.0, 41.8 (N(3)−CH2), 35.6, 34.7, 34.6, 34.4, 34.0, 32.1,
31.0, 30.8, 27.3, 26.8, 26.5, 25.8, 25.7, 25.6, 23.5 (SCH2), 23.0
(C-19′/19″), 21.4 (C-29′/29″), 17.5 (C-21′/21″), 12.4 (C-
18′/18″); FT-IR (KBr, cm−1) νmax: 2951, 2872, 1735, 1563,
1377, 1248; ESI-MS (m/z): 1406 [C72H102N8O17S + Na]+.

3.1.2.12. N(3),S(2)-Di[2-(methyl 7α,12α-diacetoxy-5β-chol-
an-24-oate)-2-oxoethyl-1H-1,2,3-triazole-1-(3-carboxylate)]
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Thiouracil (24). Oil (124 mg, 67%). 1H NMR (400 MHz,
CDCl3): δ ppm 8.26 (d, J = 5.8 Hz, 1H, CH-6), 7.83 (s, 1H, CH-
triazole ring), 7.71 (s, 1H, CH-triazole ring), 6.45 (d, J = 5.7 Hz,
1H, CH-5), 5.52 (s, 2H, N(3)−CH2−triazole ring), 5.15 (s, 2H,
CH2−27′), 5.10 (s, 2H, 12′β-H and 12″β-H), 5.08 (s, 2H,
CH2−27″), 4.91 (s, 2H, 7′β-H and 7″β-H), 4.72−4.62 (m, 2H,
3′β-H and 3″β-H), 4.50 (s, 2H, SCH2−triazole ring), 3.66 (s,
6H, OCH3-25′ and CH3-25″), 2.15 (s, 6H, 7′α-OAc and 7″α-
OAc), 2.09 (s, 6H, 12′α-OAc and 12″α-OAc), 0.92 (s, 6H, CH3-
19′ and CH3-19″), 0.82 (d, J = 6.3 Hz, 6H, CH3-21′ and CH3-
21″), 0.73 (s, 6H, CH3-18′ and CH3-18″); 13C {1H} NMR (101
MHz, CDCl3) δ 174.5 (C-24′/24″), 170.5 (12′α−OCO and
12″α−OCO), 170.3 (7′α−OCO, 7″α−OCO and C-4), 168.1
(C-2), 165.7 (3′α−OCO), 165.6 (3″α−OCO), 157.6 (C-6),
145.6 (C-triazole ring), 143.2 (C-triazole ring), 125.2 (CH-
triazole ring), 123.7 (CH-triazole ring), 104.5 (C-5), 75.3 (C-
12′/12″), 75.0 (C-3′/3″), 70.5 (C-7′/7″), 60.4, 59.4, 51.5 (C-
25′/25″), 51.1 (C-27′/27″), 47.3, 45., 43.3, 40.8 (N(3)−CH2),
37.7, 34.6, 34.4, 34.2, 31.2, 30.9, 30.7, 28.8, 27.2, 26.7, 25.6, 25.5,
22.8 (SCH2), 22.5 (C-19′/19″), 21.6 (C-31′/31″), 21.4 (C-
29′/29″), 21.0, 19.1, 17.5 (C-21′/21″), 16.5, 14.2, 13.7, 12.2
(C-18′/18″); FT-IR (KBr, cm−1) νmax: 2949, 2869, 1736, 1563,
1439, 1246, 1214; ESI-MS (m/z): 1290 [C68H98N8O13S +Na]+.

3.1.2.13. N(1),N(3)-Di[2-(methyl cholest-5-ene)-2-oxoeth-
yl-1H-1,2,3-triazole-1-(3-carboxylate)] Uracil (25). Oil (115
mg, 65%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ ppm 7.84 (s, 1H,
CH-triazole ring), 7.74 (s, 1H, CH-triazole ring), 7.45 (d, J = 7.9
Hz, 1H, CH-6), 5.75 (d, J = 7.8 Hz, 1H, CH-5), 5.38 (bs, 2H,
CH-6′ and CH-6″), 5.25 (s, 2H, CH2−29′), 5.12 (s, 2H, CH2−
29″), 5.08 (s, 2H, N(3)−CH2−triazole ring), 5.02 (s, 2H,
N(1)−CH2−triazole ring), 4.69−4.64 (m, 2H, 3′α-H and 3″α-
H), 1.04 (s, 6H, CH3-19′ and CH3-19″), 0.91 (d, J = 6.4 Hz, 6H,
CH3-21′ and CH3-21″), 0.86 (dd, J1 = 6.6 Hz, J2 = 1.8 Hz, 12H,
CH3-26′/26″ and CH3-27′/27″), 0.68 (s, 6H, CH3-18′ and
CH3-18″); 13C {1H} NMR (101 MHz, CDCl3) δ 165.6 (3′β−
OCO), 165.5 (3″β−OCO), 162.4 (C-4), 151.1 (C-2), 142.4
(C-6 and C-5′/5″), 138.9 (C-triazole ring), 138.8 (C-triazole
ring), 123.4 (CH-triazole ring), 123.3 (CH-triazole ring and C-
6′/6″), 102.0 (C-5), 76.4 (C-3′/3″), 56.6, 56.1, 51.0 (C-29′/
29″), 49.9, 44.3, 42.3, 39.7, 39.5, 37.8, 36.8, 36.5 (N(1)−CH2),
36.1, 36.0, 35.8, 31.8, 31.8, 29.7, 28.2, 28.0 (N(3)−CH2), 27.6,
24.2, 23.8, 22.8, 22.5 (C-19′/19″), 21.0 (C-26′/26″ and C-27′/
27″), 19.2, 18.7 (C-21′/21″), 14.2, 11.8 (C-18′/18″); FT-IR
(KBr, cm−1) νmax: 3447, 2947, 1748, 1706, 1661, 1222; ESI-MS
(m/z): 1151 [C68H102N8O6 + Na]+.

3.1.2.14. N(1),N(3)-Di[2-(methyl 5β-cholestan)-2-oxoethyl-
1H-1,2,3-triazole-1-(3-carboxylate)] Uracil (26). Oil (75%).
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ ppm 7.84 (s, 1H, CH-triazole
ring), 7.73 (s, 1H, CH-triazole ring), 7.45 (d, J = 7.9 Hz, 1H,
CH-6), 5.74 (d, J = 7.9 Hz, 1H, CH-5), 5.25 (s, 2H, CH2−29′),
5.11 (s, 2H, CH2−29″) 5.07 (s, 2H, N(3)−CH2−triazole ring),
5.02 (s, 2H, N(1)−CH2−triazole ring), 4.83−4.72 (m, 2H, 3′α-
H and 3″α-H), 0.90 (d, J = 6.4 Hz, 6H, CH3-21′ and CH3-21″),
0.86 (dd, J1 = 6.4 Hz, J2 = 2.4 Hz, 12H, CH3-26′/26″ and CH3-
27′/27″), 0.82 (s, 6H, CH3-19′ and CH3-19″), 0.65 (s, 6H,
CH3-18′ and CH3-18″); 13C {1H} NMR (101 MHz, CDCl3) δ
165.7 (3′β−OCO), 165.6 (3″β−OCO), 162.4 (C-4), 151.1 (C-
2), 143.3 (C-6), 142.4 (C-triazole ring), 142.2 (C-triazole ring),
125.3 (CH-triazole ring), 125.1 (CH-triazole ring), 102.0 (C-5),
76.5 (C-3″), 76.3 (C-3′), 56.3, 56.2, 56.2, 54.1, 51.1 (C-29′),
50.9, 44.6, 44.3, 42.5, 39.9, 39.5, 36.5 (N(1)−CH2), 36.1, 35.9,
35.8, 35.4, 33.8, 31.9, 28.5, 28.20, 28.0 (N(3)−CH2), 27.3, 24.1,
23.8, 22.8, 22.5 (C-19′/19″), 21.2 (C-26′/26″ and C-27′/27″),

18.6 (C-21′/21″), 12.2 (C-18″), 12.0 (C-18′); FT-IR (KBr,
cm−1) νmax: 3440, 2935, 1740, 1620, 1215; ESI-MS (m/z): 1171
[C68H106N8O6 + K]+.

4. CONCLUSIONS
An effective synthesis, comprehensive spectroscopic character-
ization, and theoretical studies of the biological properties of 11
new steroid-pyrimidine bioconjugates connected with 1,2,3-
triazole rings were carried out. The synthesis involved the
strategic incorporation of triazole rings that linked steroid and
pyrimidine units, which could offer synergistic effects in
biological activity. Detailed spectroscopic and spectrometric
analyses provided detailed structural information, confirming
the successful formation of the bioconjugates. Additionally, the
potential biological activities of the synthesized compounds
were investigated in theoretical studies, such as molecular
docking simulations. Computational methods provided insight
into the molecular interactions between bioconjugates and
target biological receptors. The combined experimental and
theoretical approach confirmed the structural integrity of the
synthesized compounds. It also provided valuable information
about their potential biological activities, opening a promising
avenue for further pharmaceutical development. Molecular
docking studies predicted that the new ligands may have
potential antibacterial and antifungal activities. Affinity energy
for selected ligands is lower than the affinity energy of the native
ligand toward E. coliMurB and against C. albicans fungi. This is a
promising path for the development of new drugs, especially in
the fight against infections resistant to currently available
therapies. However, further experimental studies are required to
confirm these predicted activities. In particular, in vitro and in
vivo studies can provide valuable information on their efficacy
and safety profile, enabling more informed decisions regarding
drug development.
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Introduction

In recent years, there has been a significant increase in interest in technologies
for isolating, synthesizing, and modifying steroid conjugates. Compounds of
natural origin have a broad spectrum of physicochemical, biological, and
pharmacotherapeutic properties. Progress in the design of steroid derivatives
with polyamines, polyalcohols, alkaloids, or nucleobases opens the way to
obtaining highly effective drugs, carriers of biomolecules, organogelators, or
complex compounds. Steroid structures are becoming increasingly important
in pharmacology, biomimetics, supramolecular chemistry, and medicine [1,2].

Among all natural products, steroids form a large group of compounds
showing significant and diverse biological activity [3]. Sterols (e.g., choles-
terol, ergosterol, and stigmasterol) are part of the cell membrane of pro-
karyotes and eukaryotes (Fig. 8.1) [4]. Bile acids (e.g., lithocholic,
deoxycholic, and cholic) as surfactants reduce surface tension and emulsify
fats. In addition, they significantly affect the solubility of cholesterol contained
in bile (Fig. 8.1) [5]. Hormones (e.g., estrogens, androgens, and gestagens) are
responsible for gene expression, normal protein synthesis, and the basic reg-
ulatory and modification activities of target tissues (Fig. 8.1). In contrast,
brassinosteroids (brassinolide) and withanolides (e.g., vitaferin A) are hor-
mones of plant origin (Fig. 8.1). Their primary tasks include the proper course
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of the photosynthesis process, good plant growth, or the action of other phy-
tohormones [6,7]. Withanolides also have immunosuppressive, anticancer,
antiviral, and antibacterial properties [8]. In turn, vitamin D (ergocalciferol
and cholecalciferol) are responsible for the proper calcium-phosphate meta-
bolism and maintaining the functioning and structures of the skeletal system
(Fig. 8.1) [9,10].

The essential structural element of all steroids is the cyclopentano[a]
perhydrophenanthrene skeleton, formed of four condensed rings A, B, C, and
D. The spatial arrangement of the rings, the type of substituents, the side
chains of different lengths, and the degree of unsaturation determine the
diversity of steroids. The connection of the condensed A/B rings in the
skeleton of 1,2-cyclopentanoperhydrophenanthrene picks the allo series (as
in trans-decaline) or normal steroids (as in cis-decaline) (Fig. 8.2). All
natural steroids usually have trans stereochemistry of the B/C and C/D rings
[11,12].

A significant group of steroids are bile acids. Their natural biosynthesis
occurs in the liver, forming products of cholesterol metabolism (among others,
oxidation of cholesterol by cytochrome P450) (Scheme 8.1). Then steroid
acids combine with amino acids (glycine and taurine) and are stored as salts in

FIGURE 8.1 Structures of selected steroids [3].
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the gallbladder. The resulting “primary bile acids” (glycocholic acid, taur-
ocholic acid) undergo further modifications. Under intestinal bacteria’s influ-
ence, the amino acid molecule and hydroxyl group are detached at the 7a
carbon atom. This consequently leads to the preparation of deoxycholic and
lithocholic acids [13,14].

All steroid acids are derived from 5b-cholan-24-oic acid [15]. Compounds
of this type are characterized by the presence of hydroxyl groups (3a; 3a,7a;
3a,12a or 3a,7a,12a) and a side chain with a carboxyl group at the C-17 atom
[15,16]. Due to the rigid arrangement of alicyclic rings, curved skeleton,
different reactivity of hydroxyl groups, and amphipathic properties, bile acids
(lithocholic, deoxycholic, and cholic) have been used in the design of new
macrocyclic compounds [17e19]. The biological activity of bile acids is
mainly related to their spatial structure. Therefore, they are a precursor to
preparing new substances with pharmacotherapeutic properties, used as drugs
in treating liver and gastrointestinal tract disease [20e25]. In addition, their
derivatives are known as receptors that detect molecules in solutions (e.g.,
biomarkers detecting organic anions or polypeptides) and can form inclusion
complexes [26,27]. Bile acids play a significant role in supramolecular
chemistry. Their derivatives are the primary material for synthesizing artificial
molecular receptors susceptible to detecting foreign molecules in host cells
[28,29].

FIGURE 8.2 Atomic numbering and stereochemistry in steroid skeleton [11].

SCHEME 8.1 The part of multistep biosynthesis of bile acids [13].
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Squalamine as steroid-polyamine conjugate with diverse
biological activities

Control and regulation of life processes in organisms are usually carried out
with the help of biogenic amines. These compounds are the main products of
the decarboxylation of neutral and basic amino acids essential in the biological
system; biogenic amines are often found as conjugates of fundamental
neurohormones.

Squalamine (10) is one of the most essential natural steroid-polyamine
conjugates (Fig. 8.3). It was first isolated from the liver cells of spiny dog-
fish (Squalus acanthias) [31]. This aminosterol antibiotic is a bioconjugate of
spermidine and 7a,24-z-dihydroxy-5a-cholestane 24-sulfate. It dissolves well
in water thanks to a hydrophobic steroid skeleton, a polar hydroxyl group, and
hydrophilic amino groups [31,32]. The specific stereochemistry and charge of
squalamine allow it to penetrate the cell membrane. Thanks to this, it is
possible to transport proteins associated with electrostatic interactions with the
inner part of the cytoplasmic membrane. Squalamine prevents the develop-
ment of Parkinson’s disease by inhibiting the early aggregation of a-synuclein.
It exhibits competitive effects against toxic proteins, separating a-synuclein
from the membranes of synaptic vesicles responsible for the transport of
neurotransmitters. Consequently, no harmful aggregates are formed, while
previously formed sums become less toxic [33e36]. This compound has high
biocidal activity against gram-positive, gram-negative, protozoa, fungi, and
viruses (including HIV) [37e39]. In addition, squalamine slows the devel-
opment of brain tumors by suppressing the growth of new blood vessels. Most

FIGURE 8.3 Squalamine and its molecular model [30].
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importantly, squalamine intensifies the antitumor properties of cytotoxic
agents against lung, breast, ovarian, and prostate cancers [40e46].

The antimicrobial activity of squalamine was compared with several nat-
ural peptide antibiotics, such as Magainin-lI, CPF, and ampicillin. Table 8.1
presents the results of antimicrobial activity studies on squalamine conducted
by Moore et al. [31] The activity of squalamine in inhibiting the development
of candidiasis is two orders lower than for other compounds studied. The MIC
value of this compound on Candida albicans (C. albicans ) was 4e8 mg/mL.
Most importantly, the antibiotic’s action does not cause erythrocyte hemolysis
[47].

Steroid-amino conjugates

Steroid-amino conjugates, often referred to as steroid-amino acid conjugates,
are a class of molecules that combine a steroid skeleton with an amino acid
moiety. These conjugates are a unique hybrid molecule that merges the bio-
logical activities of steroids and amino acids. The conjugation of steroids with
amino acids can alter their properties, such as solubility and bioavailability,
and may lead to distinct biological activities. Steroid-amino conjugates have
been of interest in medicinal chemistry and drug development due to their
potential to enhance the therapeutic effects or targeting of steroids while
minimizing their side effects. These conjugates can also serve as valuable
research tools to study the interactions between steroids and amino acids in
biological systems.

Consequently, there are many reports in the chemical literature concerning
the synthesis of squalamine and its derivatives [48e55]. The main criterion for
the synthesis of biologically active steroid-polyamine conjugates is based on a
rigid hydrophobic “tail” and an adjustable hydrophilic chain with a polar
hydroxyl group constituting the “head” [56]. In turn, hydroxyl or carboxylate
groups can easily remove or replace the current sulfate groups. However, only
the steroid part is susceptible to modification [56].

Kim et al. synthesized an analog of squalamine from bisnoralcohol (11)
(Scheme 8.2). The compound (13) showed significant activity against M.
luteus 9341, Staphylococcus aureus (S. aureus) 6538P, K. pneumoniae 10031,
S. equi 6580C, and B. subtilis 6633. However, it was inactive against
Escherichia coli (E. coli) 25922, P. aeruginosa 27853, P. mirabilis 25933,
S. marcescens 27117, and S. typhimurium 14028. It should be emphasized that
the antibacterial activity of the compound (13) is lower than that of squalamine
[57].

Shu et al. obtained squalamine derivatives with a side chain modified with
an amino (14) or hydroxyl (15) group [58]. In contrast, stereoselective syn-
thesis of new squalamine derivatives with transformations in the B ring led to
compounds (16) and (17) [59]. It is worth noting that the above conjugates
manifested similar biocidal properties to squalamine (Fig. 8.4).
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TABLE 8.1 Antimicrobial activity of squalamine and other selected biologically active compounds [31].

Compound

Antimicrobial activity (MIC), mg/mL

(1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8)

Squalamine 1e2 4e8 1e2 1e2 4e8 >125 4e8 4e8

CHAPS (detergent) >500 >500 >500 250e500 >500 >500 >500 >260

Taurolithocholic acid 3-sulfate >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >260

Spermidine >500 >500 >500 250e500 >500 >500 >500 >260

Melittin (disambiguation) 8e16 16e31 8e16 4e16 16e31 >250 16e31 2e4

Magainin-lI amide 31e62 31e62 >250 >250 125e250 >250 125e250 33e65

Amide-CPF 8e16 8e31 8e16 31e62 62e125 >125 62e125 4e8

Conessine >500 >500 >500 >500 >500 >500 31e62 16e33

Holothurin >500 >500 >500 >250 >500 >500 >500 130e260

Ampicillin 2e4 62e125 <1 <125 8e16 4e62 >125 >65

(1) Escherichia coli; (2) Pseudomonas aeruginosa; (3) Staphylococcus aureus; (4) Streptococcus faecalis; (5) Proteus vulgaris; (6) Serratia marcescens; (7) Candida albicans;
(8) Paramecium caudatum.
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The synthesis of many new squalamine derivatives distinguished by sig-
nificant biological activity was developed by Kim et al. Their study included
the effect of stereochemistry at the C(3)/C(5) position of the steroid ring on the
lethality of pathogens. The type of polyamine attached to the steroid A ring’s
C(3) position was also important. The obtained conjugates showed antiseptic
solid activity. All 3a (or b)-aminosteroids were characterized by considerable
in vitro activity against gram-positive bacteria. Notably, compound (25) with a
configuration of 3b, 5b and a polyamine chain containing four ammonium
groups at the C(3) position of the steroid A ring showed the most muscular
toxicity against S. aureus ATCC25923P, M. luteus ATCC9341, and B. subtilis
ATCC6633. The highest biocidal activity against S. aureus ATCC25923P was
demonstrated by the compound (18) among the 3a, 5a configurations. Con-
jugates (20, 24) with a 3a, 5b configuration had less antibacterial activity
(Fig. 8.5) [60].

Several new synthetic derivatives of squalamine were presented by Brunel
and Letourneux [61,62]. Similarly, the biological activity of conjugates is
determined by the stereochemistry of sterols and the chain length of the
attached polyamine (spermine or spermidine) to the C(3) position of the ste-
roid skeleton. A stereoisomer with a 3b configuration exhibits much better
biocidal properties than a 3a compound (Fig. 8.6).

SCHEME 8.2 Synthesis of a squalamine analog (13) [57].

FIGURE 8.4 Synthetic derivatives of squalamine (14e17) [58,59].
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Rao et al. described novel squalamine derivatives isolated from dogfish
liver cells (Fig. 8.7) [63]. Their content in liver cells was much lower
(20e100 mg) than the concentration of squalamine (400e800 mg). Still, their
antibacterial activity was equally interesting. The structure of all conjugates
(35e41) was determined using spectral methods (2D NMR, HR FAB-MS).

Table 8.2 presents the activity of isolated aminosterols and squalamine
against selected microbial species. The lowest aseptic activity was shown by

FIGURE 8.5 Synthetic steroid-polyamine conjugates (18e28) [60].

FIGURE 8.6 Analogs of squalamine (29e34) [61,62].
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conjugate (39). The compounds (35, 40) showed weak activity against E. coli
and P. aeruginosa.

A series of analogs (43e52) of the MSI-1436 conjugate has been char-
acterized by Shu et al. [58]. The multistep (9e13 steps) and compelling
synthesis of compounds confirmed the critical influence of stereochemistry at
the C(3) and C(7) positions on their biological activity. Notably, the change in
stereochemistry at the carbon atom C(24) of the side chain had a negligible
effect on bioactivity (Fig. 8.8).

Conjugates of steroid-polyamine with antimicrobial
activities

Innovative methods enable the efficient synthesis of steroid conjugates with
different pharmacological activities. The conjugation reaction of cholesteryl

FIGURE 8.7 Natural analogs of squalamine (35e41) [63].

TABLE 8.2 MIC of squalamine and selected aminosterols [63].

Compound

MIC mg/mL

S. aureus E. coli P. aeruginosa C. albicans

35 4e8 128 32 16

36 8e16 16 16 32

37 2 8 16 32

38 1 4 16 16

39 8e16 256 256 128

40 8 128 128 32

41 2 16 16 2

Squalamine 1 4 16 16
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ester (53) and 50-azido-50-deoxythymidine (54) using “click” chemistry allows
obtaining compounds that enhance the uptake of oligonucleotides by the cell
(Scheme 8.3). In addition, as carriers, they transmit them inside the cell.
Instead, conjugates (55, 56) effectively inhibit hepatitis C [64,65].

It is worth noting that steroid-polyamine conjugates are also used in other
fields of medicine than combating microorganisms. In vitro and in vivo studies
have shown that Genzyme GL-67 (57) and bis(guanidine)tren-cholesterol (58)
are highly effective in gene transfection (Fig. 8.9) [66,67].

Gołebiewski et al. described using cosalane (59) as a highly effective agent
against HIV-1 and HIV-2 [68e70]. Cell membranes can be chemically altered
to facilitate the uptake of macromolecules. Peterson’s research group obtained
a conjugate (60), allowing antibody uptake and forming protein complexes
bound in mammalian cells [70]. They also effectively synthesized

FIGURE 8.8 Structure of MSI-1436 (42) and its analogs (43e52) [58].

SCHEME 8.3 Synthesis of conjugates (55) and (56) inhibiting the development of HCV [64,65].
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7a-substituted, cholesterol-modified derivatives of b-estradiol (61) and (62)
(Fig. 8.10). These compounds showed a significant affinity for estrogen re-
ceptors [71,72].

Degteva et al. designed the synthesis of p-[N,N-bis-(2-chloroethyl)amino]
phenylacetate 3b-hydroxy-5-cholestane (63), which was characterized by
vigorous antitumor activity [73]. In turn, the compound (64) described by Ji
et al. selectively delivers boron atoms to cancer cells [74]. Wall et al. syn-
thesized a conjugate (65) that showed high activity against various tumors and
leukemia (Fig. 8.11) [75].

Synthesis of steroid’s organogels

Conjugate (66) was also effectively obtained, the structure of which is similar
to cationic surfactants commonly used in the polycondensation reaction
(Fig. 8.12). This compound exhibited significant gelling properties [76].

In turn, Ono, Jung, et al. designed the synthesis of a gelator (67) made of
cholesterol structure and corona ether moiety [77e79]. This compound

FIGURE 8.9 Spermidine and guanidine-cholesterol conjugates [66,67].

FIGURE 8.10 Steroid conjugates with different biological activity [68].
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showed good selectivity toward the binding of potassium ions. It did not form
complexes with lithium, sodium, rubidium, or cesium ions. Another conjugate
(68) containing corona ether aza was used as a template for the poly-
condensation reaction sol-gel (Fig. 8.13). Importantly, it formed only in the
presence of metals, and in their absence, it assumed a granular structure [80].

Studies on the structure and biological properties of squalamine and its
analogs provided data on the formation of new compounds with pharmaco-
logical potential. Compounds of this type should be characterized by a giant,
rigid hydrophobic skeleton that is easily modified and a polar hydrophilic
chain. The structure of polyamine is not essential. In contrast, the sulfone
group can be easily replaced by another group (carboxyl or hydroxyl) or
removed. The stereochemistry of the polyamine chain at the C(3), C(5), and
C(7) positions of the steroid has a crucial influence on biological activity
(Fig. 8.14). Many literature papers have analyzed the strong biocidal proper-
ties of squalamine and its derivatives [56,81,82].

FIGURE 8.11 Biologically active steroid conjugates [73e75].

FIGURE 8.12 Steroid conjugate with gelling properties [76].
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Bile acid conjugates by the “click” chemistry method

The “click” chemistry is a relatively new and desirable method of modern
organic synthesis. The products of this reaction are stable in solvents of
different polarities (e.g., in water) and resistant to oxidation, reduction, or
metabolic degradation. In addition, 1,2,3-triazole rings are very often involved
in forming hydrogen bonds. As a consequence, the durability of the tested
system increases. Crucial is the method using catalytic amounts of Cu(I) in
1,3-dipolar cycloaddition, also called the Huisgen reaction (Scheme 8.4). This
straightforward way of synthesizing 1,2,3-triazole rings uses terminal alkynes

FIGURE 8.13 Steroid conjugates exhibit selective reactivity to cations [77e80].

FIGURE 8.14 Selected structures with group modification.
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and azides as reactants [83,84]. The Huisgen reaction’s use in forming
macromolecular bile acid derivatives is exceptionally functional [85,86].

A rigid skeleton, high activity of polar hydroxyl and carboxyl groups, and
amphipathic characteristics distinguish bile acids. Several valuable properties
determine their massive impact on the pharmaceutical industry. Steroid acids
are an excellent biological material used to synthesize macrocyclic compounds
(e.g., molecular pincers), elements of the structure of organisms, or flucona-
zole derivatives [88e91].

Fluconazole (69) is a potent medicinal substance with antifungal and
antimicrobial properties (Fig. 8.15). It consists of a triazole ring bound to
fluoridated benzene and contains a hydroxide group. Due to the increasing
drug resistance of bacteria and the decrease in its effectiveness, it was
necessary to modify the structure of fluconazole. The synthesis of new flu-
conazole derivatives was performed using the amphiphilic properties of bile
acids. A conjugate of deoxycholic acid (71,73) and cholic acid (72,74) was
obtained, connected with a 1,2,3-triazole ring to a drug molecule (Fig. 8.16).
According to the assumption, the bile acid unit acts as a carrier of the drug
substance. At the same time, fluconazole is an inhibitor of the enzymes of the
relevant bacterial strains. The new structure has gained many benefits from the
possibility of hydrogen bond formation. However, from a biological
perspective, exceptional resistance to metabolic degradation was an additional

SCHEME 8.4 The reaction of formation of 1,4- and/or 1,5-disubstituted 1,2,3-triazole [87].

FIGURE 8.15 Fluconazole (69) and its

alkyne derivative (70) [88].
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attribute. Most importantly, the biocidal compounds obtained showed almost
100% lethality against microorganisms belonging to Candida strains, such as
C. parapsilosis, C. albicans, and Sporothrix schenckii [90e92]. The novel
bioconjugates (71e74) exhibited antifungal activity in the MIC range of
3.12e6.25 mg/mL [90]. In contrast, a molecule of imidazole/benzimidazole
(75/76) or triazole/benzotriazole (77/78) attached in the C-24 position of bile
acid showed slight antifungal activity (Fig. 8.16).

Bile acids-purine with antiparasitic activity

Corrales et al. obtained new cholic acid and 6-thiopurine derivatives linked by
a 1,2,3-triazole system [93]. Based on in vivo studies, compounds with higher
antimalarial activity than chloroquine were evaluated (79e82). In vitro eval-
uation confirmed the excellent training of the compound (83) against Leish-
man’s parasite (Fig. 8.17). Notably, the synthesized derivatives are nontoxic to
the mammal’s cells. The lack of cytotoxicity was most likely due to intra-
cellular biochemical or metabolic differences in parasite-host cells [94]. From
an anatomical perspective, mammalian cells are enriched with drug outflow
pumps, thanks to which it is possible to transport lipophilic nucleoside analogs

FIGURE 8.16 Bile acid and fluconazole conjugate with antifungal properties [90e92].
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outside the cell. That is why thiopurine-steroid conjugates are distinguished by
considerable activity against malaria or antileishmanial. In turn, derivatives of
1,2,3-triazoles (79, 81, 82) were also obtained by 1,3-dipolar cycloaddition of
final alkynes to the azide group in a molecule of acetic acid or cholic acid in
the presence of Cu(I) and DMSO [95]. The condensation compound (83)
showed antimalarial activity similar to chloroquine at the same dose on days 7
and 9. In contrast, after 12 days, all the new bioconjugates showed more
excellent biocidal activity than chloroquine [96].

Antinarelli et al. obtained amino choline-steroid conjugates with consid-
erable activity against the Leishman parasite and Mycobacterium tuberculosis
(M. tuberculosis) than similar intermediate alkyne structures. An excellent
percentage of inhibition againstM. tuberculosis (MIC ¼ 8.8 mM) was obtained
for the compound (84), which can be compared with the activity of popular
antituberculosis drugs. In addition, all new conjugates (85e87) exhibited
potent toxicity to promastigote and amastigota L. major, leishmanicidal, and
antituberculosis effects, indicating the great potential of steroids as drug car-
riers (Scheme 8.5) [97].

Synthesis of bile acids-nucleosides derivatives with
1,2,3-triazole rings

Efficient synthesis of new bile acid conjugates and nucleosides connected by a
1,2,3-triazole ring was also carried out (Scheme 8.6). Based on in vitro

FIGURE 8.17 Steroid-thiopurine conjugates with antiparasitic activity [93e95].

262 Studies in Natural Products Chemistry



metabolism, their antitumor activity against three cancer cell lines, PC-3,
MCF-7, and IMR-32, and antimycobacterial activity against M. tuberculosis
H37Rv (ATCC strain 27294) were estimated.

The highest activity against MCF-7 and IMR-32 (ICP ¼ 8.084 and
8.71 mM, respectively) was shown by the compounds cholic acid-uridine-
triazole (91) and cholic acid-uridine-triazole linked by the phenylalanine
moiety (89). In contrast, the conjugate deoxycholic acid-adenosine triazole
(92) was distinguished by the best antituberculosis properties
(MIC ¼ 4.09 mM). The new products (88e95) showed no toxicity to the
average human embryonic kidney cell line (HEK 293 T) (Fig. 8.18). In vitro
evaluation confirmed their significant antitumor and antituberculous potential
[98].

SCHEME 8.6 Synthesis of steroid-uridine triazole derivatives [98].

SCHEME 8.5 Synthesis of amino choline and cholic acid conjugates [97].
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Synthesis of macrocycles with 1,2,3-triazole rings

Steroids are made of rigid chiral tetras of the acyclic core. Due to curved
structures, amphiphilicity, and unequal polarity, hydrophilic and hydrophobic
ends can form self-assembling micelles (Fig. 8.19). Modifying hydroxyl or
carboxyl groups through esterification, etherification, oxidation, or reduction
strives to design new structures with a wide range of applications. Pharma-
cological conjugates, chemical sensors, biosensors, drug precursors, and mo-
lecular carriers are particularly important [99].

Chemoselective 1,3-dipolar azide-alkyne cycloaddition (CuAAC) is an
attractive building block for joining to synthesize macrocyclic structures such
as clusters, dendrimers, polymers, or polypeptides. In addition, the chemical
inertness of the triazole ring significantly affects their physicochemical
properties, such as blocking parts of the molecule, polarity, or susceptibility to
interaction with the “guest.”

Khaligh et al. synthesized menthol conjugation with bile acids using
“click” chemistry. Methylated menthol was reacted with sodium azide in
DMF, while efficient esterification of bile acid with propargyl bromide in the
presence of potassium carbonate gave a second reactant to form 1,2,3-triazole.

FIGURE 8.18 Conjugates bile acid-nucleoside containing 1,2,3-triazole rings [98].
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The conjugates obtained by the “click” reaction (96e98) were evaluated for
biological activity (Scheme 8.7). In vitro studies have shown that their anti-
bacterial activity against Enterococcus faecium is higher (MIC < 10 mM) than
for menthol (MIC ¼ 410 mM), free bile acids (MIC ¼ 10, 20, 157, 410 mM),
and even the strong antibiotic cefixime (MIC ¼ 35410 mm) [100].

The “click” chemistry method was also used to obtain dimers of deoxy-
cholic acid derivatives (Scheme 8.8) [101]. The introduction of the azide group
took place successively by securing hydroxyl groups (99), reducing the
carboxyl group, and reacting nucleophilic SN2 with sodium azide (100). In
contrast, the propargyl ester (101) was formed under the Mitsunobu reaction
conditions. The steroid dimer (102) was subjected to calculations (PM3,
CaChe Fujitsu). It was found that the conformer in orientation was more en-
ergy stable than the anticonformer in direction.

Anandkumar et al. synthesized steroidal “molecular pocket” type den-
drimers with excellent anticancer activity (Scheme 8.9) [102]. First-
generation chlorodendrimers were formed by a “click” reaction from
1,3,5-tris(aminomethyl)arene and 3,1 equivalent to 1,3-bis(chloromethyl)-5-
(propargyl oxy)-benzene. Subsequently, it was converted into suitable

FIGURE 8.19 Bile acids form micelles.
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azidodendrimers, and during the next “click” reaction, second-generation
azidodendrimers were obtained. In contrast, the corresponding bile acids
(cholic/deoxycholic) were modified by reaction with propargyl bromide and
p-TsOH and acylated to safeguard the alkyne group. The design performance
of the steroid platforms was best for zero-generation dendrimers and lowest
for second-generation dendrimers. The MTT assessment of activity against
C6 glioma cancer cells confirmed the highest efficacy for second-generation
compounds (107, 108), with an IC50 value of 10.48 mM.

Conjugates bile acids-triazole as ligands

Another type of macrocyclic compound susceptible to anion binding is chol-
ophanes (Scheme 8.10). The 3a-OH group of the deoxycholic acid derivativewas

SCHEME 8.7 Bile acid and menthol bioconjugate preparation (96e98) [100].

SCHEME 8.8 Synthesis of steroid dimer (102) [101].
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SCHEME 8.9 Synthesis of steroidal dendrimers [102].

From squalamine to triazole ring derivatives Chapter j 8 267



modified in the presence of propargyl bromide, NaH in THF, and then acylated
with bromoacetyl bromide with the addition of potassium carbonate in chloro-
form. The resulting monoester (109) was then converted to an azide derivative
(110), after which a cholophane (111) was formed in a “click” reaction with good
efficiency. Due to the more efficient formation of hydrogen bonds by alkyl-
1,2,3-triazole (112), methylation with methyl iodide and the exchange of anions
were performed. To analyze the donor properties of cholophane, titration with
Bu4N

þXe salts in CDCl3 was carried out and controlled by NMR. On the spec-
trum, a change in the shift of signals from protons in the triazole ring and ace-
tylmethylene was observed, which resulted from interaction with the anion. In
addition, association constants were estimated according to the order
Cl� > H2SO4

� > F� > Br� > CH3COO
� > H2PO4

2�. A higher affinity for
chloride ion binding (Ka ¼ 3700M�1) may result from the most stable binding to
hydrogen [103,104].

Li et al. synthesized a steroid dimer with a similar structure [105,106]. The
side chain of bile acid was coupled to the hydroxyl group at the C-3 a position
(Scheme 8.11). The spectroscopic analysis of 1H NMR excluded the partici-
pation of protons from hydroxyl groups in anion binding. In contrast, the new

SCHEME 8.10 Synthesis of cholophane (111, 112) and exemplary interaction with chloride

anion (113) [103,104].
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conjugate steroid-triazole (115a, 115b) was the most highly selective for
fluoride ions. The calculated constants of K1 and K2 were 560 (�8) and 18
(�3) M�1, respectively. TBAF appendix (2 eq.) caused the signal loss from the
aliphatic proton while strengthening two hydrogen bonds in the dimer struc-
ture (116a, 116b).

Nayal et al. have described cholapods containing units with colorimetric
properties [107]. The highly efficient reaction under click chemistry
(efficiency > 80%) allowed for the effective binding of selected anions
(Scheme 8.12). For compound (120a), after adding Bu4N

þH2PO4
� (in CHCl3),

its color changed to yellow, while the UV absorption band at 360 nm was
reduced and shifted to 400 nm. The second compound (120b) showed a similar
decrease at 380 nm and an increase at 600 nm while turning blue in the
presence of TBAF, BuNCH3CO2 (in Bu4N

þH2PO4
�). Cholapods (120a, 120b)

were characterized by increased selectivity for H2PO4
- ions (121a, 121b) than

for Cl� ions. This is a significant difference compared to macrocyclic
compounds.

The “click” chemistry allowed the design of new functionalized hybrids of
bile acids and calixarene [108]. The synthesis of these triazole conjugates
consisted again of the conjugation of a steroid triazide (118) and calixarene,
previously enriched with a propargyl group (123) (Scheme 8.13). The resulting
compound (124) showed two absorption peaks derived from the triazole and

SCHEME 8.11 Synthesis of a head-to-tail steroid dimer [105,106].
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SCHEME 8.12 Synthesis of cholapods [107].

SCHEME 8.13 Synthesis of bile acid-calixarene hybrids (124) [108].



calixarene rings at 284 and 289 nm, respectively. The peaks were suppressed
in the presence of selected metal perchlorates in CH3CN. Two isometric points
were observed at wavelengths of 276 and 302 nm. The hybrid receptor’s
binding analysis showed the highest mercury affinity (Ka ¼ 1.2 * 104 M�1).
The critical power of other metal ions was as follows:
Hg2þ > Cd2þ > Zn2þ > Pb2þ > Liþ > Mn2þ > Cu2þ.

Synthesis of other derivatives of bile acids with
1,2,3-triazole rings

Another compound type is bile acid-sterol dimers (135e140) connected by
a 1,2,3-triazole ring (Scheme 8.14). Corresponding azido acetoxy
substituted bile acid derivatives and propionyl sterol derivatives were
reacted by adding Cu(I) ions. The newly obtained products were confirmed
by spectroscopic analysis and mass spectrometry. In silico studies con-
ducted by the PASS method indicated their outstanding biological activity
(Table 8.3) [109].

SCHEME 8.14 Synthesis of new steroid conjugates (125e140) [109].
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TABLE 8.3 Values obtained during PASS analysis [109].

Focal predicted activity (PA > 0.70) 131 132 133 134 135 136 137 138 139 140

Acylcarnitine hydrolase inhibitor 0.96 0.96 0.95 0.95 e e e e e e

Alkenyl glycerophosphocholine hydrolase inhibitor 0.93 0.90 0.89 0.83 e e e e e e

Alkylacetylglycerophosphatase inhibitor 0.93 0.90 0.90 0.86 e e e e e e

Dextranase inhibitor 0.89 0.83 0.85 0.75 e e e e e e

Glyceryl-ether monooxygenase inhibitor 0.82 0.85 0.80 0.83 e 0.71 0.75 0.72 0.75 0.79

Peptidoglycan glycosyltransferase inhibitor 0.81 0.75 0.80 0.73 e e e e e e

Cholesterol antagonist 0.79 0.76 e e 0.84 0.76 0.76 0.71 e e

Protein-disulfide reductase (glutathione) inhibitor 0.80 0.72 0.76 e e e e e e e

Adenomatous polyposis treatment 0.79 0.80 0.76 0.78 e e e e e e

Cytoprotectant 0.74 0.76 0.73 0.75 e e e e e e

Hypolipemic e 0.71 e 0.74 0.76 0.78 0.85 e e 0.78

Antihypercholesterolemic e e 0.73 0.79 0.73 e 0.75 e e e

Pancreatic disorders treatment e e e e 0.83 0.80 0.79 0.90 0.86 0.84
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Another example of using bile acid molecules in combination with a
1,2,3-triazole ring is a model leading to the formation of polymers (Fig. 8.20).
These products make it possible to maintain the stabilization of silver nano-
particles, which have been used in a modern approach to the selective
recognition of iodide anions by colorimetric methods [110].

S. Vatmurge et al. designed the synthesis of steroid conjugates with b-
lactams linked to 1,2,3-triazole rings (Fig. 8.21) [111]. This was due to the
newly emerging strains of pathogens showing high drug resistance to medic-
inal substances containing b-lactam groups. In the era of the development of
pharmaceuticals and medicine and the appearance of yet-unidentified patho-
genic microorganisms, there is a great need to synthesize effective compounds
with antimicrobial properties. The conjugates obtained by Vatmurge were
characterized by high pharmacotherapeutic potential against the following
strains: C. albicans, Cryptococcus neoformans, Yarrowia lipolytica, Fusarium
oxysporum, Benjaminiellapoitrasii, and bacteria of the following types: E. coli
and S. aureus.

The new quasi-podands containing 1,2,3-triazole rings were synthesized by
Pospieszny et al. (Scheme 8.15). A “click” reaction between the corresponding
propargylic esters of bile derivatives (145e147) and 1,3,5-tris(azidomethyl)
benzene resulted in conjugates (148e150) having a rigid benzyl platform with
high efficiency (>85%) [87]. The structure with an aromatic ring promotes the
formation of conformers that can interact with the surface of biopolymers as
anchors.

FIGURE 8.20 Polymers of bile acid-triazole

rings [110].

FIGURE 8.21 Conjugate cholic acid b-lactam [111].
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Based on excellent physicochemical properties, the synthesis of three new
bile acid dimers connected by 1,2,3-triazole rings (151e153) and two dimers
substituted in the C-3 position with bromoacetoxy groups (154,155) was
designed (Fig. 8.22) [112]. Complete spectroscopic analysis (1H NMR,

SCHEME 8.15 Synthesis of quasi-podands of method “click” chemistry [87].

FIGURE 8.22 Synthesis of bile acid dimers containing 1,2,3-triazole systems [112].
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13C NMR) and mass spectrometry (ESI-MS, MALDI) confirmed their struc-
ture, and their molecular models were determined using the semiempirical
PM5 method.

Subsequently, the obtained conjugates were used as ligands to synthe-
size adducts with phthalic, terephthalic, and 4-aminobenzoic acid (PABA,
vitamin B10). Studies have shown that adducts are formed due to the for-
mation of hydrogen bonds between the hydroxyl groups of the steroid
skeleton and the carboxyl groups of added aromatic acids. Fig. 8.23 shows
the spectrum of 1H NMR of the conjugate (153) and its adducts with
phthalic, terephthalic, and 4-aminobenzoic acids. A characteristic feature

FIGURE 8.23 1H NMR in 4.5e3.0 ppm region of dimers (153) and its adducts with phthalic

acid, terephthalic and PABA in DMSO-d6 [112].
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appearing in the 1H NMR spectra of the corresponding adducts is the
presence of extended 3b-H and 12b-H proton signals and expanded and
flattened signals coming from protons of 3a-OH and 12a-OH groups. In
the 1H NMR spectrum of the dimer adduct (153) with phthalic acid, it can
be seen that the signals coming from the protons of the 7a-OH and 12a-OH
groups have been significantly flattened, and the signal coming from the
proton of the 3a-OH group disappears. This is related to these groups’
participation in forming intermolecular hydrogen bonds, which is also
facilitated by the location of carboxyl groups in the phthalic acid molecule
in the ortho position. The presence of blocking groups at the C(3) position
of the steroid skeleton in conjugates (154) and (155) prevents the formation
of hydrogen bonds between conjugates and aromatic acids and the
construction of adducts. It follows that only hydroxyl groups participate
in forming hydrogen bonds, while nitrogen atoms of the triazole ring do
not.

Conclusions

The synthesis of new steroid conjugates and the application of click
chemistry are essential for developing science for several vital reasons.
Firstly, by creating novel steroid conjugates, scientists can fine-tune the
properties of steroids, making them more effective for therapeutic purposes.
This can lead to the development of new and improved drugs with enhanced
efficacy and reduced side effects. Secondly, steroid conjugates can be used to
investigate the complex interactions between steroids and other bio-
molecules in biological systems. This helps researchers gain a deeper un-
derstanding of physiological processes and disease pathways. Whereas
“click” chemistry, a highly efficient and selective chemical reaction, facili-
tates the precise conjugation of molecules. Its use in steroid conjugate
synthesis enables the creation of complex molecules with high precision,
offering new possibilities for drug design and biomaterial development.
Steroid conjugates can target specific tissues or cells, allowing for more
targeted therapies. This can reduce off-target effects and improve treatments’
overall safety and efficacy. The versatility of steroid conjugates and click
chemistry extends beyond drug development to materials science, di-
agnostics, and biotechnology. This broadens the impact of these research
areas across various scientific disciplines. The synthesis of new steroid
conjugates and the application of click chemistry are pivotal in advancing
scientific knowledge and innovation. They contribute to the development of
better drugs, an improved understanding of biological processes, and the
creation of innovative materials and technologies, ultimately benefiting both
scientific research and society.

276 Studies in Natural Products Chemistry



References

[1] J.L. Atwood, J.W. Steed, Supramolecular Chemistry, second ed., Wiley, Hoboken, New

Jersey, 2013.

[2] K.C. Nicolaou, T. Montagnon, Molecules that Changed the World, John Wiley & Sons,

Ltd., UK, 2008, pp. 79e90.

[3] S. Kandi, V. Godishala, P. Rao, K.V. Ramana, Biomedical significance of terpenes: an

insight, Biomedicine 3 (2015) 8e10.

[4] K. Bloch, Sterol molecule: structure, biosynthesis, and function, Steroids 57 (1992)

378e383.
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ABSTRACT: An innovative approach to producing derivatives of bile acids has been devised,
utilizing the principles of “click” chemistry. By employing intermolecular [3 + 2] cycloaddition
between the newly developed acyl propiolic esters of bile acids and the azide groups of 1,3,5-
tris(azidomethyl)benzene, a novel class of quasi-podands featuring 1,2,3-triazole rings has been
synthesized. Identifying and characterizing these six compounds involved comprehensive analysis
through spectral techniques (1H NMR, 13C NMR, and FT-IR), mass spectrometry, and the PM5
semiempirical method. The synthesized compounds’ pharmacotherapeutic potential has been
evaluated, employing the Prediction of Activity Spectra for Substances (PASS) methodology.
Additionally, molecular docking was performed for all molecules.

1. INTRODUCTION
“Click” chemistry is one of the most modern paths of design and
synthesis of new compounds that can be used in medicine,
pharmacology, biotechnology, or supramolecular chemistry.
Sharpless optimized this innovative method’s conditions for
synthesizing new compounds used primarily as drugs.1,2

Obtaining new conjugates by “click” chemistry covers a broad
spectrum of reactions leading to forming a carbon-heteroatom
bond. Most importantly, it is characterized by extraordinary
efficiency, selectivity, simple reaction conditions, and easy
product isolation. Moreover, the product is stable in many
solvents (e.g., in water).3−5

[3 + 2] Cycloaddition catalyzed by copper(I) is a
representative example of a reaction based on “click” chemistry
conditions (Scheme 1). The Huisgen reaction between azides
and terminal alkynes is considered the primary method for
synthesizing 1,2,3-triazoles, characterized by antimicrobial and
antitumor properties. In biological systems, these compounds
show high resistance to hydrolysis, oxidation, reduction, or
metabolic degradation reactions. In addition, they can interact
with biological molecules by forming hydrogen bonds or
dipole−dipole interactions. Moreover, the bonds that are
formed are resistant to cleavage even by proteases. The result
may be triazole systems peptide bond analogues.6,7 Literature
data show that these are 1,2,3-triazole compounds characterized
by unique pharmacotherapeutic effects, especially antihyperten-
sive, antimalarial, antioxidant, antidepressant, antimicrobial,
anti-inflammatory, and anticancer effects.8−15 The “click”
method was used to obtain new steroid conjugates containing
1,2,3-triazole rings.

Compounds of natural origin affect the proper functioning of
all cells in living organisms. Bile acids as representatives of
steroids are responsible for the digestion and absorption of lipids
in the small intestine, the right amount of cholesterol, glucose
metabolism, or the composition of the intestinal microbiota.
Their biosynthesis begins in liver cells by the oxidation of
cholesterol by cytochrome P450, and the final products are
stored in the form of conjugated bile salts with the amino acids
glycine and taurine. Bile acids (lithocholic acid, deoxycholic
acid, and cholic acid) are distinguished by a large, curved steroid
skeleton, A/B rings in cis geometry, enantiomeric purity, a long
chain attached to the C(17) atom with a carboxyl group,
amphipathic and polar hydroxyl groups with different chemical
reactivity (3α−OH > 7α−OH > 12α−OH).16−18 Their
derivatives are valuable and essential for synthesizing macro-
cyclic compounds, steroid dimers, cholophanes, and drug-
transporting molecules. Also, they can be used in designing
molecular receptors capable of guest recognition in guest−host
chemistry. Steroid conjugates have been used in medicine,
pharmacology, supramolecular chemistry, biotechnology, and
biomimetics.19−22

The growing interest in macromolecular derivatives of bile
acids led to the development of the synthesis and use of
molecular pockets23−25 and umbrellas.26−28 These compounds
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comprise at least two amphiphilic parts connected by a labile
chain to the central atom. On the other hand, quasi-podands
have a rigid benzene “platform” that allows them to obtain a
conformer with appropriate geometry. Also, it can be crucial
during interaction with the surface of biopolymers or acting as an
“anchor” in biological systems.29,30 Such systems have found
application as carriers of biological molecules, hydrogelators,
organogelators, or artificial receptors.31−37

The combination of beneficial physicochemical properties of
bile acids, triazole systems, and the aromatic ring may lead to the
preparation of new quasi-podands with great application
potential. It is worth noting that podands are simple analogues
of crown ethers and cryptands; thus, they can be valuable ligands
in forming stable complexes with monovalent cations.38,39 In
addition, synthetic podands are easy to synthesize (as opposed
to biological ones), and the spectrum of modification of their
structures is endless.

2. RESULTS AND DISCUSSION
2.1. Synthesis. This study presents the synthesis and

characterization of novel quasi-podands that are connected with
a 1,2,3-triazole ring derived from propiolic esters of bile acids
and 1,3,5-tris(azidomethyl)benzene. The propionyl esters of
bile acids and 1,3,5-tris(azidomethyl)benzene were synthesized
using previously established methods as described in Scheme 2.
The synthetic procedures for compounds 9−12 are presented

in Scheme 3. Our experiments yielded trisubstituted products
10−12 as well as one disubstituted product 9, which were
isolated and characterized. Unlike molecular pocket or umbrella
structures, these conjugates possess a rigid benzyl platform. This
structural feature facilitates the formation of conformers with
favorable geometries. The flat aromatic ring enables effective
interactions with various surfaces, including biopolymers,
making it function as a specific anchor. Previous research by
Ghosh et al. has described similar connections achieved using
cholesterol derivatives. Interestingly, these compounds exhibit

Scheme 1. Visual Representation Showing the Different Possible Reaction Routes During a “Click” Reaction

Scheme 2. Synthesis of Propionyl Esters of Bile Acids (4−6) and 1,3,5-Tris(azidomethyl)benzene (8)
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distinct gelling properties and detected ions Cu2+, Ag+, and
Hg2+.40

2.2. Spectroscopic Characteristic. The structural charac-
terization of all synthesized compounds was accomplished
through analysis of their 1H and 13C NMR, FT-IR, and ESI-MS
spectra. In addition, PM5 calculations were conducted for each
compound to further explore their properties and character-
istics.41−43

The 1H NMR spectra of compounds 9 and 10−12 exhibit
distinctive patterns of signals. Notably, in the range of 5.07−4.81
ppm, characteristic multiplets are observed, which can be
attributed to the C3β-H protons of the steroid skeleton.
Additionally, two hydrogen singlets appear in the ranges of
0.73−0.64 and 0.95−0.94 ppm, accompanied by characteristic
doublets at 0.92−0.81 ppm, assigned to CH3-18, CH3-19, and
CH3-21, respectively. In the spectra of compounds 11 and 12,
there are characteristic broad singlets observed in the range of
5.09−5.07 ppm, corresponding to the C12β-H protons.
Furthermore, singlet in the range of 4.94−4.81 ppm is observed
for the C7β-H protons in compound 12. A distinctive signal at
4.37 ppm is observed in the 1H NMR spectra of compound 9,
which can be attributed to the protons of the −CH2−N3 group.
This signal serves as a diagnostic marker and is absent in the
spectra of compounds 10−12. The singlet at 5.55 ppm
represents the signal for the two methylene protons of the
Ph−CH2−triazole ring group (refer to Figure 1).
Additionally, in the 1H NMR spectrum of compound 9, there

is a distinctive and diagnostically significant singlet observed at
8.06 ppm, which can be attributed to the two protons of the
triazole rings. Conversely, in the spectra of compounds 11−12,
three protons of the triazole rings are observed in the range of
8.10−8.06 ppm. Moreover, the 1H NMR spectra of compounds
9−12 exhibit characteristic signals for the aromatic protons of
the 1,3,5-trisubstituted benzene. These signals appear as singlets
at 7.22−7.19 ppm for compound 9 and at 7.21−7.19 ppm for
compounds 10−12. These signals serve as prominent markers in
the spectra of these compounds.

The 13C NMR spectra of compounds 9−12 exhibit distinct
peaks at the following chemical shifts: 12.4−12.0, 23.4−22.8,
and 18.2−17.4 ppm, which correspond to CH3-18, CH3-19, and
CH3-21, respectively. However, the carbon atoms located in the
3α positions of the formyloxy groups exhibit resonance at
160.1−160.0 ppm. The carbon atoms within the C(12)�O
steroid skeleton generate signals at 170.7 ppm, whereas the
carbon atoms of C(7)�O are detected at 170.8 ppm.
Alternatively, the carbon atoms of the C(24)�Ogroup produce
signals in the range of 174.8−174.5 ppm. The diagnostic signal
for carbon atoms in the 1,2,3-triazole rings of compounds 9−12
is observed between 143.3−141.4 and 128.0−127.5 ppm,
respectively. The carbon atoms within the CO2−CH2−triazole
ring unit resonate within the range of 53.8−53.4 ppm (CH2). In
the 13C NMR spectrum of compound 9, the signal arising from
the CH2 group in the N3−CH2−Ph moiety is observed at 53.7
ppm. The spectra of compounds 10−12 display signals
associated with the CH2 atoms in the triazole ring-CH2−Ph
structure.
The FT-IR spectra of compounds 5 and 6 exhibit notable

features. These include bands at 3251, 3292, and 3286 cm−1,
which are attributed to the stretching vibrations of the ν(�C−
H) group. The stretching vibrations of C−H bonds, forming a
conjugate structure, merge into a broad band ranging from 2952
to 2869 cm−1. Another significant observation is the presence of
important analytical bands at 1737−1734 cm−1, indicating the
symmetric carbonyl group’s ν(C�O) stretching vibration in the
FT-IR spectrum. Additionally, strong characteristic bands in the
region 1247−1246 cm−1 can be observed, which are assigned to
the ν(C−O) vibration.
The FT-IR spectra of all synthesized compounds 9−12

exhibit a prominent feature characterized by bands at 2951−
2866 cm−1, which are assigned to the stretching vibrations of the
ν(C−H) groups. Additionally, two strong characteristic bands
appear in the regions of 1736−1733 and 1246−1228 cm−1,
which are attributed to the stretching vibrations of ν(C�O)
and ν(C−O), respectively.Moreover, in the case of compound 9

Scheme 3. “Click” Synthesis of Quasi-Podands of Bile Acids Derivatives Linked by 1,2,3-Triazole Ring (9−12)
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a very strong band at 2099 cm−1 is observed, indicating the
presence of ν(N = N+ = N−) groups (Figure 2).
The ESI-MS spectra were acquired using methanol as the

solvent. In all instances, the molecular ion [M]+ is detected,
indicating the presence of a positively charged ion with a proton,
alkali metals, or halides in positive-ion mode (ES+) as well as

negative-ion mode (ES−). Figure 3 displays the ESI-MS
spectrum of conjugates 11 and 12. In this spectrum, ion peaks
are observed at m/z 1820 (20%) [C99H141N9O18+2K+H]+,m/z
1768 (95%) [C99H141N9O18+Na]+ (for compound 11), m/z
1942.2 (20%) [C105H147N9O24+Na]+, and m/z 982.6 (100%)
[C105H147N9O24+2Na]2+ (for compound 12). Furthermore, for

Figure 1. 1H NMR spectra in the region (8.10−4.35 ppm) of the most characteristic signals of compounds (9−12).
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these compounds, the ESI-MS spectrum in negative-ion mode
exhibi ts the molecular ion at m/z 1801 (55%)
[C99H141N9O18+Hac−H]− (for 11), m/z 2016.2 (100%)
[C 1 0 5H 1 4 7N 9O 2 4 +HSO 4 ] − , m / z 1 9 5 4 . 2 ( 2 5%)
[C1 0 5H1 4 7N9O2 4+C l ]− , a nd m/z 2030 . 2 (55%)
[C105H147N9O24+TFA−H]− (for 12) (Figure 3).

2.3. PM5 Calculations. The PM5 semiempirical calcu-
lations were performed using theWinMopac 2003 program. The
final heat of formation (HOF) of compounds 5 and 6 as well as
quasi-podands 9−13 are presented in Table 1.
The molecular models of compounds 4−6 as well as 9−12 are

shown in Figure 4. For the substrates 4−6, the lowest values of
HOF are observed for cholic acid derivatives 6, where an
increasing number of acetoxy groups facilitate the formation of
intramolecular hydrogen bonds. It is noteworthy that mono-
substituted derivatives of bile acids-linked 1,2,3-triazole ring
(with two N3 groups) are not formed because the heat of
formation is very high. Also, disubstituted derivatives are
occasionally observed. Only lithocholic acid derivatives could
be obtained, and their stability was still low (higher HOF than
substrate 5).
In all quasi-podands, we observed π−π stacking sandwich-

type interactions between two triazole rings were observed. The
calculated interplanar separation is about 5.8 Å. These distances
are greater by about 1.7 Å in comparison to the classical π−π
stacking interactions because the triazole ring is attached to
directly a rigid aromatic ring which imposes an increasing
distance. Furthermore, this spatial arrangement of bile acids and
1,2,3-triazole rings can facilitate the formation of stable host−
guest complexes.

2.4. In Silico Biological Activity Studies. The pharmaco-
logical activity of the synthesized compounds 5, 6, and 9−12 has
been assessed using computer-aided drug discovery methods,
specifically employing the Prediction of Activity Spectra for
Substances (PASSs) program. This program utilizes a
comprehensive analysis of structure−activity relationships
within a diverse training set containing approximately 60,000
biologically active compounds from various chemical series,
encompassing around 4500 types of biological activity. By
simply providing the structural formula of a chemical
compound, the PASS prediction can be obtained, making it a
valuable tool for initial investigations. Numerous instances exist
where the implementation of the PASS approach has resulted in
the identification of novel pharmacological agents.44−47

Furthermore, the analysis of the biological activity spectra for
the newly two synthesized esters presented in this study serves as
a notable illustration of in silico investigations on chemical
compounds. The PASS program was employed to predict the
biological activity spectra for two substrates 5 and 6 and one
specific compound, namely, compound 9. Focusing on the
potential compound with the highest probability (referred to as
focal activities) (see Table 2), we identified several frequently
predicted types of biological activity, including acylcarnitine
hydrolase inhibitor, alkenylglycerophosphocholine hydrolase
inhibitor, alkylacetylglycerophosphatase inhibitor, dextranase
inhibitor, and CYP2C and CYP2B6 substrates for 5 and 6. On
the other hand, for the quasi-podands, an activity of more than
60% but less than 70% was observed. The following can be
mentioned here: glyceryl-ether monooxygenase inhibitor,
antifertility (female), antienzematic, cholesterol antagonist, as
well as cytoprotectant. However, due to their molecular weight
exceeding 1200 g/mol, the potential biological properties of
compounds 10−12 could not be determined in this analysis.

2.5. Molecular Docking Studies. The macromolecular
structure investigated in this study was identified by the PDB ID
1HW8. Below are the potential interactions observed between
the analyzed structures and the protein domain. The graphical
depictions illustrate the optimal ligand pose, determined by the
binding site of the original ligands found within the raw PDB file
1HW8. These representations showcase the poses with the
lowest binding energy observed inside the binding site. Figures
5−8 depict the interactions between the best poses of structures
9, 10, 11, and 12, respectively, and the protein domain of 1HW8.
For compound 9 (Figure 5), there exist three potential

hydrogen bonds that could form between the ligand and the
protein domain. The shortest among these potential interactions
is identified between the ligand’s keto ester oxygen and the
hydrogen of residue SER 565 D, spanning a length of 2.07 Å.
The second possible hydrogen bond measures 2.20 Å and
involves the azide group’s interaction with the hydrogen of
residue ASP 690 C. The last interaction, furthest in distance,
may occur between the ligand’s nitrogen within the 1,2,3-
triazole group and the SER 661 C residue of the protein.
For compound 10 (Figure 6), the potential number of

hydrogen bonds is two. The shorter interaction, measuring 2.10
Å, occurs between the ligand’s keto carboxyl oxygen and the
hydrogen of residue ASN 810 D within the macromolecule.
According to the molecular docking studies, compound 11

(Figure 7) has the potential to form a total of four hydrogen
bonds. These interactions are ranked in descending order of
length:

• Another interaction involves the ligand’s ester oxygen
forming a bond (2.42 Å) with the hydrogen of ASN 755
C, which competes with the hydrogen bond formation
between the same ligand’s keto ester oxygen and the
hydrogen of LYS 691 D residue (2.08 Å). The latter
interaction is more favorable due to its shorter length.

• Additionally, another hydrogen bond is possible between
another ligand’s keto ester oxygen and the hydrogen of
ARG 627 D, measuring 2.41 Å.

• The shortest hydrogen bond for compound 11 spans a
length of 1.78 Å and can be established between yet
another ligand’s keto ester oxygen and the hydrogen of
residue GLY 656 D.

The final compound investigated, ligand 12 (Figure 8), has
the potential to form a total of five hydrogen bonds. However,

Figure 2. FT-IR spectra of 9 (blue) and 10 (red) in the region (3700−
400 cm−1).
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four of these interactions compete with each other, resulting in
the effective formation of three hydrogen bonds. The longest
possible hydrogen bond exists between the ligand’s ester oxygen
atom and the hydrogen of residue ASN 658 D.
Another competitive interaction involves the hydrogen of

residue GLN 815 D forming a bond (2.40 Å) with the ketone
oxygen of one of the ester groups. Additionally, an interaction
occurs between the ether’s oxygen within the ligand’s ester

group and the same hydrogen of the protein domain, measuring
2.25 Å. These interactions possess similar probabilities of
formation due to their closely matching lengths.
The remaining two hydrogen bonds can be established

between the ligand’s ester keto oxygen and the hydrogen of
residue ARG 590 D (2.20 Å in length), as well as between the
same oxygen atom of the ligand and a different residue, namely,

Figure 3. ESI-MS spectrum of conjugates 11 and 12.
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SER 661 D. These interactions similarly exhibit very close
probabilities of formation.
The docked molecules exhibit a higher affinity toward the

1HW8 protein domain compared to the cocrystallized ligand,
which demonstrated a binding energy of −7.5 kcal/mol, with an
average binding energy of −6.2 kcal/mol. Similarly, they display
a higher affinity compared to mevastatin, showing a binding
energy of−6.9 kcal/mol, with an average binding energy of−6.8
kcal/mol. This suggests that these molecules have the potential
to serve as effective inhibitors. However, it is essential to note
that the sizes of ligands 9 through 12 are notably larger than
those of the known activity inhibitors used for comparison,

potentially influencing the sensitivity of this comparison. Figures
5−8 display binding energies, denoted in kcal/mol units
(specified in the figures’ descriptions).

3. CONCLUSIONS
In summary, an efficient synthesis of two new propiolic
derivatives and four innovative bile acid bioconjugates with
1,2,3-triazole rings (compounds 9−12) was designed using the
“click” chemistry method. The reaction of propiolic or acyl
propionic bile acid derivatives with 1,3,5-tris(azidomethyl)-
benzene in a mixture of tert-butanol/methanol with the addition
of sodium ascorbate and CuSO4*5 H2O at 60−65 °C yielded
macrocyclic compounds containing rings 1,2,3-triazoles. The
newly synthesized compounds were thoroughly characterized
using spectroscopic techniques and molecular structure analysis.
Additionally, the performed molecular docking indicates the
potential inhibitory properties of the obtained structures. The
Nobel Prize in Chemistry awarded for the study of “click”
chemistry serves as conclusive evidence of the significance of this
approach in organic synthesis. The growing interest in utilizing
“click” chemistry for the synthesis of novel bioconjugates
involving bile acids and sterols has a profound impact on the
advancement of supramolecular chemistry, pharmacology, and

Table 1. Heat of Formation (HOF) [kcal/mol] of
Compounds5, 6, and 9−13

compound heat of formation[kcal/mol]

4 −212.7209
5 −298.6465
6 −383.8356
9 −286.8410
10 −550.9153
11 −809.8199
12 −1063.6189

Figure 4. Molecular models of representative compounds 5 and 6 as well as 9−12 calculated by the PM5 method.
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medicine. The design and preparation of compounds incorpo-
rating the 1,2,3-triazole ring offer immense biological potential
and a diverse range of physicochemical properties, enabling their
application as artificial receptors, organogels, and novel
complexing and drug delivery agents.

4. EXPERIMENTAL SECTION
4.1. Synthesis. 4.1.1. General Procedure for the Synthesis of

Compounds 4−6. The methyl esters of bile acids were prepared
according to a previously described procedure. In the case of
compounds 4, 5, or 6, the bile acids (1 equiv) were dissolved in 15
mL of dichloromethane. Subsequently, p-TsOH and propiolic acid (3
equiv) were added to the solution, and the reaction was allowed to
proceed for 24 h at room temperature. After completion of the reaction,
the mixture was subjected to a series of purification steps. It was first
washed with cool water, followed by extraction with chloroform (20
mL). The chloroform layer was then washed with water and brine, and
dried using Na2SO4. Finally, the solvent was removed under reduced
pressure, yielding the following product yields: (45%) for 4, (57%) for
5, and (30%) for 6.

4.1.2. General Procedure for the Synthesis of Compounds 9−10.
1,3,5-Tris(azidomethyl)benzene (30 mg, 0.123 mmol) was dissolved in
a mixture of tert-butanol and methanol (12 mL, 5:1). Propiolic
lithocholic ester (163 mg, 0.369 mmol) was then added, and the
resulting mixture was heated at 60−65 °C (in a water bath) for 30 min.
Next, to the homogeneous solution, CuSO4*5H2O (3 mg, 3 mol %)
and sodium ascorbate (9 mg, 20 mol %) in water (0.3 mL) were added.
The mixture was further heated to 60−65 °C (in a water bath) for 4 h.
The resulting mixture was extracted with chloroform (10 mL), washed
with brine (15 mL), and dried using anhydrous Na2SO4. After
evaporating the solvent and purifying the residue over silica gel
(CHCl3/EtOAc, 25:1), 20.3 mg (11%) of product 9 and 169.7 mg
(88%) of product 10 were obtained.

Methyl 3α-Propynoyloxy-12α-acetoxy-5β-cholan-24-oate (5).Oil
(130 mg, 57%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ ppm 5.08 (s, 1H, 12β-
H), 4.88−4.80 (m, 1H, 3β-H), 3.66 (s, 3H, −OCH3), 2.89 (s, 1H, −

C�CH), 2.11 (s, 3H, 12α-OAc), 0.91 (s, 3H, CH3-19), 0.80 (d, J = 6.3
Hz, 3H, CH3-21), 0.72 (s, 3H, CH3-18). 13C {1H} NMR (101 MHz,
CDCl3) δ 174.6 (C-24), 170.5 (CO-12α), 152.1 (C-26), 75.8 (C-12),
75.8 (�CH), 75.0 (C-3), 74.2 (−C�), 51.5 (C-25), 49.3, 47.5, 45.0,
41.8, 35.6, 34.6, 34.6, 34.4, 34.0, 31.9, 30.9, 30.8, 27.2, 26.8, 26.3, 25.8,
25.6, 23.4, 23.0 (C-19), 21.4 (OAc-12α), 17.5 (C-21), 12.4 (C-18). FT-
IR (KBr, cm−1) νmax: 3445, 3251, 2938, 2869, 2112, 1734, 1701, 1377,
1246, 1194. ESI-MS m/z: 523 [M + Na]+, 539 [M + K]+.

Methyl 3α-Propynoyloxy-7α,12α-diacetoxy-5β-cholan-24-oate
(6). Oil (153 mg, 30%), 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ ppm 5.09
(s, 1H, 12β-H), 4.92−4.91 (d, J = 3.1 Hz, 1H, 7β-H), 4.76−4.68 (m,
1H, 3β-H), 3.66 (s, 3H, −OCH3), 2.91 (s, 1H, −C�CH), 2.15 (s, 1H,
7α-OAc), 2.09 (s, 1H, 12α-OAc), 0.92 (s, 3H, CH3-19), 0.81 (d, J = 6.4
Hz, 3H, CH3-21), 0.73 (s, 3H, CH3-18). 13C {1H} NMR (101 MHz,
CDCl3) δ 174.5 (C-24), 170.5 (CO-12α), 170.4 (CO-7α), 152.0 (C-
26), 75.3 (C-12), 75.3 (�CH), 75.0 (C-3), 74.4 (−C�), 70.5 (C-7),
51.2 (C-25), 47.3, 45.0, 43.4, 40.9, 37.7, 34.6, 34.5, 34.3, 34.2, 31.2,
30.8, 30.7, 29.7, 28.9, 27.1, 26.5, 25.6, 22.8, 22.4 (C-19), 21.6 (OAc-
7α), 21.5 (OAc-12α), 17.5 (C-21), 12.2 (C-18). FT-IR (KBr, cm−1)
νmax: 3247, 2952, 2873, 2116, 1737, 1439, 1378, 1247. ESI-MS m/z:
581 [M + Na]+, 597 [M + K]+, 594 [M + Cl]−.

1-Azidomethylene-3,5-di[2-(methyl 5β-cholan-24-oate)-2-ox-
oethyl-1H-1,2,3-triazole- 4-(3-carboxylate)]benzene (9). Oil (34
mg, 11%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ ppm 8.06 (s, 2H, triazole
ring), 7.22 and 7.19 (s, 3H, Ar−H), 5.59 (s, 4H, Ph−CH2−triazole
ring), 5.07−4.99 (m, 2H, 3β-H), 4.37 (s, 2H, CH2−N3), 3.67 (s, 6H, −
OCH3) 0.95 (s, 6H, CH3-19), 0.92 (d, J = 6.5 Hz, 6H, CH3-21), 0.64 (s,
6H, CH3-18). 13C {1H} NMR (101 MHz, CDCl3) δ 174.8 (C-24),
160.0 (C-26), 141.3 (C-27), 138.3 (Ar−CCH2−triazole ring), 136.0
(Ar−CCH2N3), 127.9 (C-28), 127.5 (C−Ar), 127.2 (C−Ar), 75.7 (C-
3), 56.4, 56.0, 53.8 (C-29), 53.7 (C-29’), 51.5 (C-25), 42.7, 41.9, 40.4,
40.1, 35.8, 35.3, 35.0, 34.6, 32.1, 31.0, 28.2, 27.0, 26.5, 26.4, 26.3, 24.2,
23.2 (C-19), 20.8, 18.2 (C-21), 12.0 (C-18). FT-IR (KBr, cm−1) νmax:
2933, 2866, 2099, 1733, 1228, 1203, 1043. ESI-MS (m/z): 1225
[C65H93N9O8+HSO4]− , 393 [C65H93N9O8+H+2Na]3+, 413
[C65H93N9O8+3K]3+, 565 [C65H93N9O8+2H]2+.

1,3,5-Tris[2-(methyl 5β-cholan-24-oate)-2-oxoethyl-1H-1,2,3-tri-
azole-4-(3-carboxylate)] benzene (10). Crystal (170 mg, 88%), mp
130−133 °C. 1HNMR (400MHz, CDCl3): δ ppm 8.06 (s, 3H, triazole
ring), 7.20 (s, 3H, Ar−H), 5.55 (s, 6H, Ph−CH2−triazole ring), 5.07−
4.99 (m, 3H, 3β-H), 3.67 (s, 9H,OCH3), 0.95 (s, 9H, CH3-19), 0.92 (d,
J = 6.5 Hz, 9H, CH3-21), 0.65 (s, 9H, CH3-18). 13C {1H} NMR (101
MHz, CDCl3) δ 174.7 (C-24), 160.0 (C-26), 141.4 (C-27), 136.6 (Ar−
C), 127.8 (CH-Ar), 127.5 (C-28), 75.8 (C-3), 56.4, 56.0, 53.4 (C-29),
51.5 (C-25), 42.7, 41.9, 40.3, 40.1, 35.8, 35.3, 35.0, 34.6, 32.1, 31.0,
31.0, 28.1, 27.0, 26.5, 26.3, 24.2, 23.2 (C-19), 21.0, 18.2 (C-21), 14.2,
12.0 (C-18). FT-IR (KBr, cm−1) νmax: 2939, 2866, 1736, 1228, 1040.
ES I -MS (m/z) : 533 [C9 3H1 3 5N9O1 2+2H+Na] 3 + , 810
[C93H135N9O12+2Na]2+.

1,3,5-Tris[2-(methyl 12α-acetoxy-5β-cholan-24-oate)-2-oxoeth-
yl]-1H-1,2,3-triazole-4-(3-carboxylate)benzene (11). Crystal (138
mg, 77%,), mp 136−139 °C. 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ ppm
8.08 (s, 3H, triazole ring), 7.19 (s, 3H, Ar−H), 5.55 (s, 6H, Ph−CH2−
triazole ring), 5.07 (d, 3H, 12β-H), 5.05−4.96 (m, 3H, 3β-H), 3.67 (s,
9H, OCH3), 2.12 (s, 9H, 12α-OAc), 0.94 (s, 9H, CH3-19), 0.80 (d, J =
6.3 Hz, 9H, CH3-21), 0.73 (s, 9H, CH3-18). 13C {1H}NMR (101MHz,
CDCl3) δ 174.6 (C-24), 170.7 (C-31), 160.0 (C-26), 141.4 (C-27),
136.5 (Ar−C), 127.8 (Ar−CH), 127.7 (C-28), 75.8 (C-3 and C-12),
53.4 (C-29), 51.5 (C-25), 49.3, 47.5, 45.0, 42.0, 36.5, 34.2, 32.2, 30.9,
30.8, 27.3, 27.0, 26.6, 25.7, 23.4 (C-19), 23.1, 21.5 (OAc-12α), 17.5 (C-
21), 12.4 (C-18). FT-IR (KBr, cm−1) νmax: 2950, 2869, 1736, 1672,
1245, 1195, 1041, 1020. ESI-MS (m/z): 1801 [C99H141N9O18+Hac−
H]−, 1768 [C99H141N9O18+Na]+. 1820 [C99H141N9O18+2K+H]+.

1,3,5-Tris[2-(methyl 7α,12α-diacetoxy-5β-cholan-24-oate)-2-ox-
oethyl]-1H-1,2,3-triazole-4-(3-carboxylate)benzene (12). Crystal
(176 mg, 57% yield), mp 136−139 °C. 1H NMR (400 MHz,
CDCl3): δ ppm 8.10 (s, 3H, triazole ring), 7.21 (s, 3H, Ar−H), 5.55
(s, 6H, Ph−CH2−triazole ring), 5.09 (d, 3H, 12β-H), 4.94−4.81 (m,
6H, 3β-H i 7β-H), 3.67 (s, 9H, OCH3), 2.20 (s, 9H, 7α-OAc) 2.08 (s,
9H, 12α-OAc), 0.95 (s, 9H, CH3-19), 0.81 (d, J = 6.2 Hz, 9H, CH3-21),

Table 2. PA (Probability “to be Active”) Values for the
Predicted Biological Activity of Substrates5 and 6 and
Compounds9

focal predicted activity (PA > 80%) for 5 and 6 compound

focal predicted activity (PA > 60%) for 9 5 6 9

glyceryl-ether monooxygenase inhibitor 66
antiinfertility (female) 62
antienzematic 67
cholesterol antagonist 60
cytoprotectant 60
acylcarnitine hydrolase inhibitor 96 96
alkenylglycerophosphocholine hydrolase inhibitor 93 90
alkylacetylglycerophosphatase inhibitor 93 90
dextranase inhibitor 89 83
CYP2C substrate 87 83
CYP2B6 substrate 85 83
respiratory analeptic 85
analeptic 84
protein-disulfide reductase (glutathione) inhibitor 84
glyceryl-ether monooxygenase inhibitor 82 85
peptidoglycan glycosyltransferase inhibitor 81
CYP3A4 substrate 82 83
CYP2C substrate 83
flavin-containing monooxygenase inhibitor 82
dextranase inhibitor 83
hypolipemic 81
adenomatous polyposis treatment 80
CYP3A substrate 81
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Figure 5. Ligand 9 possible hydrogen bonds between 1HW8 protein domain binding site. The binding energy equals −8.7 kcal/mol, with the average
binding energy of −8.4 kcal/mol.

Figure 6. Ligand 10 possible hydrogen bonds between 1HW8 protein domain binding site. The binding energy equals−9.8 kcal/mol, with the average
binding energy of −9.8 kcal/mol.
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0.73 (s, 9H, CH3-18). 13C {1H} NMR (101 MHz, CDCl3) δ 174.5 (C-
24), 170.8 (C-33), 170.6 (C-31), 160.1 (C-26), 141.4 (C-27), 136.5
(C−Ar), 128.0 (C-28 i CH-Ar), 75.7 (C-12), 75.3 (C-3), 70.5 (C-7),
53.4 (C-29), 51.5 (C-25), 47.3, 45.1, 43.4, 41.0, 37.7, 34.6, 31.3, 31.8,
30.7, 29.0, 27.1, 26.7, 25.7, 22.8 (C-19), 22.5 (OAc-7α), 21.7 (OAc-
12α), 17.4 (C-21), 12.2 (C-18). FT-IR (KBr, cm−1) νmax: 2951, 2872,
1 7 3 5 , 1 3 7 8 , 1 2 4 6 , 1 0 2 2 . E S I -MS (m / z ) : 2 0 1 6 . 2
[C105H147N9O24+HSO4]−, 1954.2 [C105H147N9O24+Cl]−, 1942.2
[C 1 0 5H 1 4 7N 9O 2 4 +N a ] + , 9 8 2 . 6 [M+2N a ] 2 + , 2 0 3 0 . 2
[C105H147N9O24+TFA−H]−.

4.2. Molecular Docking Studies. The molecular docking process
utilized the OpenBabel software48,49 to generate three-dimensional
(3D) structures from SMILES representations of compounds. These
structures were initially saved in *.pdb format and subsequently
converted to the required *.pdbqt format for compatibility with the
AutoDock Vina algorithm.50 The receptor, represented by 1HW8
(PDB ID, HMG-CoA reductase), was prepared using AutoDock Tools
1.5.7.51,52 The molecular docking methodology employed the
AutoDock Vina algorithm utilizing the multiple CPU technique.49

Visualizations of the best poses of the docked ligands and potential

Figure 7. Ligand 11 possible hydrogen bonds between 1HW8 protein domain binding site. The binding energy equals−8.9 kcal/mol, with the average
binding energy of −9.0 kcal/mol.

Figure 8. Ligand 12 possible hydrogen bonds between 1HW8 protein domain binding site. The binding energy equals−9.2 kcal/mol, with the average
binding energy of −9.1 kcal/mol.
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hydrogen bond formations were performed using the Chimera tool
(version 1.16).53

In this study, the receptor 1HW8 (PDB ID, HMG-CoA reductase)
was selected for docking structures 9, 10, 11, and 12 (refer to Figure 8),
acquired from the Protein Data Bank (PDB).54−56 This enzyme is
pivotal in cholesterol production within the liver. Inhibiting the HMG-
CoA reductase activity can potentially reduce cholesterol production,
subsequently lowering its concentration in the bloodstream.56

The docked structures were targeted to the active site of the protein
domain, analogous to the cocrystallized ligands. The search parameters
utilized for 1HW8 were set as follows: center (x, y, z): 22.145, 21.402,
29.764, and size (x, y, z) (80 × 80 × 80) Å∧3.
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a b s t r a c t 

New six steroid conjugates have been prepared from bile acids (tail part)and sterol (head part) deriva- 

tives using click chemistry method. The azide-alkyne Huisgen cycloaddition (intermolecular 1,3-dipolar 

cycloaddition) of the azide derivatives of lithocholic, deoxycholic, cholic acid and propiolate ester of 

cholesterol and cholestanol gave a new bile acid–sterol conjugates linked with a 1,2,3-triazole ring. Pre- 

viously, bile acids were converted into bromoacetyl substituted derivatives by the reaction of propargyl 

esters of lithocholic, deoxycholic, cholic with bromoacetic acid bromide in toluene with TEBA and sodium 

hydride. Additionally, five of the reagents: bromoacetyl and azidoacetyl substituted derivatives of propar- 

gyl esters of deoxycholic and cholic acids as well as 5 α-cholestan-3-yl-propynoatewere also obtained and 

characterized for the first time. All conjugates were obtained in good yields using an efficient synthe- 

sis method. The structures of all conjugates as well as four substrates were confirmed by spectral ( 1 H- 

and 13 C NMR, and FT-IR) analysis, mass spectrometry (ESI-MS), as well as PM5 semiempirical methods. 

Also B3LYP calculations have been carried out. The screening constants for 13 C and 1 H atoms have been 

calculated by the GIAO/B3LYP/6–311G(d,p) approach and analyzed. Theoretical vibrational parameters are 

compared with obtained experimental parameters. Estimation of the pharmacotherapeutic potential has 

been accomplished for the synthesized compounds on the basis of Prediction of Activity Spectra for Sub- 

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

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

This is an open access article under the CC BY license ( http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/ ) 

1. Introduction 

The properties of compounds of natural origin represent impor- 

tant benefits for organic chemistry. Steroids deserve special men- 

tion. They are chemical compounds that perform several functions 

ensuring the proper functioning of living organisms, such as partic- 

ipation in metabolic changes, components of plant and animal cell 

membranes, and a precursor to the production of many vitamins 

[1–7] . Transformation of the cholesterol structure under the influ- 

ence of UV radiation leads to obtaining 1 α,25-dihydroxycalciferol 

(vitamin D3) [8–10] . In addition, special attention is drawn to bile 

acids, plant sterols (ergosterol), sex hormones (estrogens, testos- 

terone, progesterone), plant hormones (brassinosteroids) [11–13] . 

Organic syntheses, in which different functional groups attached 

to the core of all steroid compounds of the cyclopentanoperhy- 

∗ Corresponding author. 
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drophenanthrene skeleton are modified, lead to the production of 

derivatives with significantly higher biological activity [14–20] . 

Bile acids were isolated in 1828 by L. Gmelin from whale bile. 

The starting compound for their receipt in the liver is cholesterol. 

After biosynthesis, they form derivatives with the amino acids tau- 

rine and glycine and are stored in the form of salts in the gallblad- 

der [21–24] . Bile acids are distinguished by a large curved skeleton, 

A/B rings adopting cis geometry, enantiomeric purity, chirality, and 

the presence of hydroxyl groups in a different position at carbon 

atoms (3 α; 3 α, 7 α; 3 α,7 α,12 α) [25–27] . Polarity, amphiphilic prop- 

erties and high reactivity of hydroxide groups, varying respectively 

in the order of 3 α> 7 α> 12 α, make these compounds have enor- 

mous potential as a precursor to the synthesis of organic macro- 

cyclic steroid conjugates with high pharmacotherapeutic activity 

[28–34] . 

The possibility of modifying the 3 α–OH group contributed to 

the increase in interest in bile acid and sterol derivatives, espe- 

cially in the synthesis of dimers, molecular pliers, artificial recep- 

tors, cholophans or quasi-podands [35–42] . 

https://doi.org/10.1016/j.molstruc.2022.134313 
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“Click chemistry” is an innovative and modern method of syn- 

thesizing new steroid conjugates gaining importance in the phar- 

maceutical industry and medicine. The copper-alkyne azido-alkyne 

addition (CuAAC) described by K.B. Sharpless involves the forma- 

tion of a new carbon-heteroatom bond in the ring [43–47] . Ob- 

taining new conjugates by the “click” method is primarily a highly 

efficient, selective and effective synthesis. In addition, the result- 

ing products are easy to isolate, stable in many solvents, includ- 

ing water, and resistant to metabolic degradation [ 44 , 48 ]. The 1.3- 

dipolar cycloaddition is crucial. The Huisgen reaction occurs in 

the presence of Cu(I) between terminal alkyne and azide. It is an 

extremely valuable method of synthesis of compounds contain- 

ing 1,2,3-triazole rings [48–52] . The use of an appropriate cata- 

lyst and increased temperature determine the regioselectivity of 

the reaction, leading to the formation of 1,4- or 1,5-disubstituted 

1,2,3-triazoles [53–57] . Conjugates containing 1,2,3-triazole rings in 

the structure have several important properties, especially they are 

distinguished by high resistance to oxidation reactions, reduction 

and hydrolysis of biological systems, invulnerability to metabolic 

degradation, anti-cancer activity and the possibility of forming hy- 

drogen bonds [ 31 , 34 , 43 , 58-60 ]. 

2. Experimental 

2.1. Instrumentation and chemicals 

All of the synthesis reagents lithocholic, deoxycholic and cholic 

acids, cholesterol, cholestanol, acetic anhydride, pyridine, propi- 

olic acid, sodium azide, sodium ascorbate were purchased from 

Sigma-Aldrich Corporation. Solvents chloroform, dichloromethane, 

toluene, hexane, t -butanol, methanol were obtained from common 

commercial sources (Merck, Fisher) and used with-out purification. 

General. IR Spectra: FT/IR-4600 type A in solid state or oil; v in 

cm 

–1 . 1 H and 

13 C NMR spectra: Varian Mercury 300 MHz spec- 

trometer (Oxford, UK), operating at 300.07 and 75.4614 for 1 H and 

13 C, resp.; δ in ppm rel. to Me 4 Si as internal standard, J in Hz. Typ- 

ical conditions for the H-atom spectra: pulse width 32 °, acquisition 

time 5 s, FT size 32 K and digital resolution 0.3 Hz per point; and 

for the C-atom spectra: pulse width 60 °, FT size 60 K and digi- 

tal resolution 0.6 Hz per point, the number of scans varied from 

120 0 to 10.0 0 0 per spectrum. ESI-MS: Waters/Micromass (Manch- 

ester, UK) ZQ mass spectrometer equipped with a Harvard Appa- 

ratus (Saint Laurent, Canada), syringe pump; in m/z . The sample 

solns. were prepared in MeOH at the concentration of ca. 10 –5 M. 

The standard ESI-MS mass spectra were recorded at the cone volt- 

age 90 V. 

2.2. Synthesis 

Procedure for methyl esters of bile acids as well as their ace- 

toxy derivatives ( 4 –6 ) was described earlier. Procedure for 3- 

bromoacetoxy derivatives of bile acids ( 7 –9 ): methyl 5 β-cholan- 

24-oate ( 4 ), metyl 12 α-acetoxy-5 β-cholan-24-oate ( 5 ) or metyl 

7 α,12 α-diacetoxy-5 β-cholan-24-oate ( 6 ) was dissolved in 5 mL of 

anhydrous dichloromethane, and then subsequently, bromoacetic 

acid bromide was added drop wise and the reaction mixture was 

kept at room temperature for 24 h. Then the mixture was washed 

with NaHCO 3 (5%, 20 mL), brine (200 mL) and finally dried over 

Na 2 CO 3 . The solvent was evaporated under reduced pressure to 

give the crude product. Products were purified by chromatogra- 

phy on silica gel (Merck, type 60, 70–230 mesh) with chloro- 

form/hexane as eluent and to give the products 50% of ( 7 ), 92% 

( 8 ) and 70% of ( 9 ). Procedure for 3-azidoacetoxy derivatives of 

bile acids ( 10 –12) : 3-bromoacetoxy derivatives of bile acids ( 7 –

9 ) were dissolved in 15 mL of THF. Then, NaN 3 was added, the 

mixture was heated at 50 °C for 4 h. DMF was evaporated, ex- 

tracted with toluene, washed with brine, and dried (Na 2 SO 4 ) and 

to give the products 95% of ( 10 ), 88.6% ( 11 ) and 78% of ( 12 ). The 

sterols (cholesterol 13 or cholestanol 14 ) was dissolved in 15 mL of 

dichloromethane, then p -TsOH and propiolic acid was added and 

the reaction was carried out for 24 h at room temperature. Next 

the mixture washed with cool water, extracted ethyl acetate and 

washed with water, brine, and dried (Na 2 SO 4 ). The solvent was 

evaporated under reduced pressure to give the products: (53%) of 

(1 5 ) and (72%) of (1 6 ). Procedure for dimmers of bile acids and 

sterols derivatives ( 17 –22 ): compounds ( 10 –12 ) was dissolved in a 

mixture of t -BuOH/ MeOH (6 mL, 5:1). Then, 5-cholesten-3 β-ol 3- 

propiolate ( 15 ) or 5-cholestan-3 β-ol 3-propiolate ( 16 ) was added. 

Next, to the homogenous mixture were added CuSO 4 �5H 2 O (3 mg, 

3 mol%) and sodium ascorbate (9 mg, 20 mol%) in water (0.3 mL). 

The reaction mixture was heated at 60 °C for 8 h and then ex- 

tracted with chloroform, washed with brine and dried over anhy- 

drous Na 2 SO 4 . The crude compound was purified by column chro- 

matography on silica gel using chloroform/ethyl acetate (5:1) as an 

eluent. 

2.3. Chemical characterization 

2.3.1. Methyl 3 α-bromoacetoxy-12 α-acetoxy-5 β-cholan-24-oate (8) 

White solid (92.7%), melting point: 119–120 °C. 1 H NMR 

(400 MHz, CDCl 3 ) δ: 5.09 (d, J = 3.0 Hz, 1H, 12 β–H), 4.81–4.72 

(m, 1H, 3 β–H), 3.81 (s, 2H, CH 2 –27), 3.66 (s, 3H, CH 3 –25), 2.10 (s, 

3H, 12–OAc), 0.91 (s, 3H, CH 3 –19), 0.81 (d, J = 6.3 Hz, 3H, CH 3 –21), 

0.73 (s, 3H, CH 3 –18). 13 C NMR (101 MHz, CDCl 3 ) δ: 174.57 (C–24), 

170.45 (12 α–CO), 166.71 (C–26), 76.32 (C–12), 75.84 (C–3), 51.49 

(C–25), 49.39, 47.54, 44.97, 41.75, 35.60, 34.67, 34.55, 34.35, 33.97, 

31.84, 30.94, 30.90, 30.79, 27.30 (C–27), 26.78, 26.34, 26.32, 26.29, 

25.79, 25.58, 23.38, 22.97 (C–19), 21.34 (12 α–CO C H 3 ), 17.47 (C–21), 

12.37 (C–18). FT-IR (KBr) νmax , cm 

−1 : 2936, 2865, 1733, 1281, 1250. 

ESI-MS (MeOH) m/z (%): 591 (100) [M + Na] + , 607 (15) [M + K] + . 

2.3.2. Methyl 3 α-bromoacetoxy-7 α,12 α-diacetoxy-5 β-cholan-24-oate 

(9) 

Oil (70%). 1 H NMR (400 MHz, CDCl 3 ) δ: 5.09 (t, J = 2.8 Hz, 1H, 

12 β–H), 4.91 (d, J = 3.1 Hz, 1H, 7 β–H), 4.69–4.61 (m, 1H. 3 β–

H), 3.81 (d, J = 0.6 Hz, 2H, CH 2 –27), 3.66 (s, 3H, CH 3 –25), 2.15 

(s, 3H, 7–OAc), 2.09 (s, 3H, 12–OAc), 0.92 (s, 3H, CH 3 –19), 0.81 (d, 

J = 6.4 Hz, 3H, CH 3 –21), 0.73 (s, 3H, CH 3 –18). 13 C NMR (101 MHz, 

CDCl 3 ) δ: 174.50 (C–24), 170.50 (12 α–CO), 170.31 (7 α–CO), 166.74 

(C–26), 76.06 (C–12), 75.32 (C–3), 70.61 (C–7), 51.51 (C–25), 47.33, 

45.02, 43.35, 40.80, 37.69, 34.57, 34.43, 34.27, 34.22, 31.13, 30.85, 

30.73, 28.86 (C–27), 27.15, 26.51, 26.28, 25.52, 22.76, 22.48 (C–19), 

21.58 (12 α–CO C H 3 ), 21.40 (7 α–CO C H 3 ), 17.46 (C–21), 12.19 (C–18). 

FT-IR (KBr) νmax , cm 

−1 : 1734, 1283, 1248. ESI-MS (MeOH) m/z (%): 

651 (100) [M + Na] + . 

2.3.3. Methyl 3 α-azidoacetoxy-12 α-acetoxy-5 β-cholan-24-oate (11) 

White solid (88.6%), melting point: 129–131 °C. 1 H NMR 

(400 MHz, CDCl 3 ) δ: 5.09 (d, J = 3 Hz, 1H, 12 β–H), 4.88–4.78 (m, 

1H, 3 β–H), 3.84 (s, 2H, CH 2 –27), 3.66 (s, 3H, CH 3 –25), 2.09 (s, 3H, 

12–OAc), 0.92 (s, 3H, CH 3 –19), 0.81 (d, J = 6.3 Hz, 3H, CH 3 –21), 0.73 

(s, 3H, CH 3 –18). 13 C NMR (101 MHz,CDCl 3 ) δ: 174.57 (C–24), 170.43 

(12 α–CO), 167.70 (C–26), 76.13 (C–12), 75.83 (C–3), 51.47 (C–25), 

50.54 (C–27), 49.40, 47.55, 44.98, 41.76, 35.60, 34.67, 34.58, 34.35, 

33.96, 32.08, 30.95, 30.80, 27.30, 26.77, 26.51, 25.81, 25.57, 23.38, 

22.95 (C–19), 21.28 (12 α–CO C H 3 ), 17.47 (C–21), 12.37 (C–18). FT- 

IR (KBr) νmax , cm 

−1 : 2106, 1733, 1281, 1256, 1235, 1198. ESI-MS 

(MeOH) m/z (%): 554 (100) [M + Na] + , 570 (10) [M + K] + . 
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2.3.4. Methyl 3 α-azidoacetoxy-7 α,12 α-diacetoxy-5 β-cholan-24-oate 

(12) 

Oil (78%). 1 H NMR (400 MHz, CDCl 3 ) δ: 5.09 (t, J = 2.8 Hz, 1H, 

12 β–H), 4.92 (d, J = 3.0 Hz, 1H, 7 β–H), 4.74–4.66 (m, 1H. 3 β–

H), 3.85 (d, J = 1.8 Hz, 2H, CH 2 –27), 3.66 (s, 3H, CH 3 –25), 2.13 (s, 

3H, 12–OAc), 2.08 (s, s, 3H, 7–OAc), 0.93 (s, 3H, CH 3 –19), 0.82 (d, 

J = 6.4 Hz, 3H, CH 3 –21), 0.73 (s, 3H, CH 3 –18). 13 C NMR (101 MHz, 

CDCl 3 ) δ: 174.48 (C–24), 170.44 (12 α–CO), 170.28 (7 α–CO), 167.63 

(C–26), 75.90 (C–12), 75.30 (C–3), 70.60 (C–7), 51.48 (C–25), 50.56 

(C–27), 47.34, 45.02, 43.32, 40.85, 37.72, 34.58, 34.51, 34.45, 34.25, 

31.17, 30.86, 30.74, 28.81, 27.14, 26.75, 25.48, 22.78, 22.44 (C–19), 

21.50 (12 α–CO C H 3 ), 21.30 (7 α–CO C H 3 ), 17.47 (C–21), 12.18 (C–18). 

FT-IR (KBr) νmax , cm 

−1 : 2111, 1732, 1243, 1202. ESI-MS (MeOH) m/z 

(%): 612 (100) [M + Na] + . 

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

Oil (72%). 1 H NMR (300 MHz, CDCl 3 ) δ: 4.81–4.73 (m, 1H, 3 ′ –
H), 2.85 (s, 1H, CH–30), 0.90 (d, J = 6.5 Hz, 3H, CH 3 –21 ′ ), 0.86 (dd, 

J 1 = 6.6, J 2 = 1.4 Hz, 6H, CH 3 –26 ′ and CH 3 –27 ′ ), 0.82 (s, 3H, CH 3 –

19 ′ ), 0.64 (s, 3H, CH 3 –18 ′ ). 13 C NMR (CDCl 3 ) δ: 152.29 (C–28), 77.20, 

76.37 (C–30), 75.12 (C–29), 74.03 (C–3 ′ ), 56.35, 56.21, 54.11, 44.61, 

42.55, 39.91, 39.48, 36.63, 36.13, 35.78, 35.40, 33.94, 33.63, 31.92, 

28.52, 28.22, 28.00, 27.17, 24.17, 23.81, 22.82 (C–19 ′ ), 22.55 (C–27 ′ ), 
21.17 (C–26 ′ ), 18.64 (C–21 ′ ), 12.17, 12.05 (C–18 ′ ). FT-IR (KBr) νmax , 

cm 

−1 : 3284, 2117, 1707, 1236. ESI-MS (MeOH) m/z (%): 463 (100) 

[M + Na] + , 479 (40) [M + K] + , 904 (55) [2M + Na] + . 

2.3.6. 3 β–hydroxy-5-cholestene 1-[2-( methyl 

5 β- cholan -24- oate ) −2- oxoethyl ] −1H-1,2,3-triazole-4-(3-carboxylate) 

(17) 

Oil (79.7%). 1 H NMR (300 MHz, CDCl 3 ): δ 8.23 (s, 1H, CH–28), 

5.42 (d, J = 5.0 Hz, 1H, 6 ′ –H), 5.18 (s, 2H,CH 2 –27), 4.98–4.89 (m, 

1H, 3 ′ α–H), 4.88–4.79 (m, 1H, 3 β–H), 3.67 (s, 3H,CH 3 –25), 1.05 

(s, 3H, CH 3 –19 ′ ), 0.93 (s, 3H, CH 3 –19), 0.92 (d, J = 6.6 Hz, 3H, 

CH 3 –21 ′ ∗), 0.90 (d, J = 1.8 Hz, 3H, CH 3 –21 ∗), 0.87 (dd, J 1 = 6.6, 

J 2 = 1.8 Hz, 6H, CH 3 –26 ′ and CH 3 –27 ′ ), 0.69 (s, 3H, CH 3 –18), 0.65 

(s, 3H, CH 3 –18 ′ ). 13 C NMR (76 MHz, CDCl 3 ) δ: 174.73 (C–24), 165.12 

(C–26), 160.03 (C–30), 141.02 (C–29), 139.48 (C–5 ′ ), 128.83 (C–28), 

122.96 (C–6 ′ ), 77.48 (C–3), 77.20, 75.18 (C–3 ′ ), 51.47 (C–25), 51.21 

(C–27), 50.05, 40.44, 40.05, 39.74,39.52, 32.04, 31.93, 31.87, 31.06, 

31.01, 24.29, 24.16, 23.82, 23.23, 22.80 (C–19), 22.55 (C–19 ′ ), 21.05 

(C–27 ′ ), 20.84 (C–26 ′ ), 19.23, 18.71 (C–21 ′ ), 18.28 (C–21), 12.03 (C–

18), 11.85 (C–18 ′ ). FT-IR (KBr) νmax , cm 

−1 : 2946, 2867, 1743, 1467, 

1364, 1211. ESI-MS (MeOH) m/z (%): 935 (100) [M + Na] + , 951 (10) 

[M + K] + . 

2.3.7. 3 β–hydroxy-5-cholestene 1-[2-( methyl 12- acetoxy -5 β- cholan - 

24- oate ) −2- oxoethyl ] −1H-1,2,3-triazole-4-(3-carboxylate) 

(18) 

Oil (55.7%). 1 H NMR (401 MHz, CDCl 3 ) δ: 8.24 (s, 1H, CH–

28), 5.42 (d, 1H, 6 ′ –H), 5.19 (s, 2H, CH 2 –27), 5.08 (d, 1H, 12 β–H), 

4.98–4.87 (m, 1H, 3 ′ α–H), 4.86–4.77 (m, 1H, 3 β–H), 3.67 (s, 3H, 

CH 3 –25), 2.10 (s, 3H, 12–OAc), 1.05 (s, 3H, CH 3 –19 ′ ), 0.92 (s, 3H, 

CH 3 –19), 0.92 (d, J = 6.8 Hz, 3H, CH 3 –21 ′ ∗), 0.87 (dd, J 1 = 6.6, 

J 2 = 1.8 Hz, 6H, CH 3 –26 ′ and CH 3 –27 ′ ), 0.81 (d, J = 6.3 Hz, 3H, 

CH 3 –21 ∗), 0.73 (s, 3H, CH 3 –18), 0.69 (s, 3H, CH 3 –18 ′ ). 13 C NMR 

(101 MHz, CDCl 3 ) δ: 174.55 (C–24), 170.40 (12 α–CO), 165.11 (C- 

26), 159.95 (C–30), 140.98 (C–29), 139.43 (C–5 ′ ), 128.74 (C–28), 

122.95 (C–6 ′ ), 77.19 (C–12), 75.81 (C–3 ′ ),75.15 (C–3), 56.67, 56.12, 

51.48 (C–25), 51.16 (C–27), 50.02, 49.37, 47.56, 44.99, 42.30, 41.76, 

39.71, 39.49, 38.05, 36.98, 36.60, 36.16, 35.76, 35.60, 34.68, 34.50, 

34.39, 33.94, 32.00, 31.90, 31.84, 30.97, 30.81, 28.20, 27.98, 27.73, 

27.30, 26.75, 26.43, 25.77, 25.60, 24.26, 23.80, 23.38, 22.94 (C–

19), 22.79, 22.53 (C–19 ′ ), 21.53 (12 α–CO C H 3 ), 21.33 (C–26 ′ ), 21.02 

(C–27 ′ ), 19.29, 18.69 (C–21 ′ ), 17.48 (C–21), 12.38 (C–18), 11.83 (C–

18 ′ ). FT-IR (KBr) νmax , cm 

−1 : 2950, 2868, 1739, 1244, 1212. ESI-MS 

(MeOH) m/z (%): 993 [M + Na] + . 

2.3.8. 3 β–hydroxy-5-cholestene 1-[2-( methyl 7 α,12 α- diacetoxy -5 β- 

cholan -24- oate ) −2- oxoethyl ] −1H-1,2,3-triazole-4-(3-carboxylate) 

(19) 

Oil (60%). 1 H NMR (401 MHz, CDCl 3 ) δ: 8.24 (s, 1H, CH–28), 

5.42 (d, J = 4.9 Hz, 1H, 6 ′ –H), 5.22 (s, 2H, CH 2 –27), 5.09 (d, 

1H, 12 β–H), 4.98–4.86 (m, 2H, 7 β–H and 3 ′ α–H), 4.74–4.64 (m, 

1H, 3 β–H), 3.66 (s, 3H, CH 3 –25), 2.14 (s, 3H, 7–OAc), 2.09 (s, 

3H, 12–OAc), 1.05 (s, 3H, CH 3 –19 ′ ), 0.92 (s, 3H, CH 3 –19), 0.92 (d, 

J = 3.2 Hz, 3H, CH 3 –21 ′ ∗), 0.87 (dd, J 1 = 6.6, J 2 = 1.8 Hz, 6H, 

CH 3 –26 ′ and CH 3 –27 ′ ), 0.82 (d, J = 6.3 Hz, 3H, CH 3 –21 ′ ), 0.73 (s, 

3H, CH 3 –18), 0.69 (s, 3H, CH 3 –18 ′ ). 13 C NMR (101 MHz, CDCl 3 ) 

δ: 174.47 (C–24), 170.43 (12 α–CO), 170.22 (7 α–CO), 165.08 (C–26), 

159.88 (C–30), 140.97 (C–29), 139.39 (C–5 ′ ), 128.77 (C–28), 122.97 

(C–6 ′ ), 76.87 (C–12), 75.26 (C–3 ′ ), 75.16 (C–3), 70.52 (C–7), 56.66, 

56.10, 51.49 (C–25), 51.18 (C–27), 50.00, 47.34, 45.02, 43.32, 42.28, 

40.83, 39.70, 39.48, 38.04, 37.70, 36.96, 36.59, 36.15, 35.75, 34.58, 

34.38, 34.22, 31.89, 31.83, 31.14, 30.87, 30.73, 28.82, 28.19, 27.97, 

27.72, 27.14, 26.68, 25.50, 24.25, 23.79, 22.78 (C–19), 22.53 (C–19 ′ ), 
22.43 (7 α–CO C H 3 ), 21.57 (12 α–CO C H 3 ), 21.36 (C–26 ′ ), 21.01 (C–

27 ′ ), 19.28, 18.68 (C–21 ′ ), 17.47 (C–21), 12.19 (C–18), 11.82 (C–18 ′ ). 
FT-IR (KBr) νmax , cm 

−1 : 2950, 2869, 1739, 1237. ESI-MS (MeOH) 

m/z (%): 1051 (100) [M + Na] + , 1067 (20) [M + K] + . 

2.3.9. 3 β–hydroxy-5-cholestane 1-[2-( methyl 

5 β- cholan -24- oate ) −2- oxoethyl ] −1H-1,2,3-triazole-4-(3-carboxylate) 

(20) 

Oil (51%). 1 H NMR (401 MHz, CDCl 3 ) δ: 8.22 (s, 1H, CH–28), 5.18 

(s, 2H, CH 2 –27), 5.04–4.98 (m, 1H, 3 ′ α–H), 4.89–4.79 (m, 1H, 3 β–

H), 3.67 (s, 3H, CH 3 –25), 0.93 (s, 3H, CH 3 –19), 0.91 (d, J = 8.8 Hz, 

3H, CH 3 –21 ∗), 0.90 (d, J = 6.8 Hz, 3H, CH 3 –21 ′ ∗), 0.86 (dd, J 1 = 6.4, 

J 2 = 2.4 Hz, 6H, CH 3 –26 ′ and CH 3 –27 ′ ), 0.85 (s, 3H, CH 3 –19 ′ ), 
0.66 (s, 3H, CH 3 –18), 0.65 (s, 3H, CH 3 –18 ′ ). 13 C NMR (101 MHz, 

CDCl 3 ) δ: 174.73 (C–24), 165.14 (C–26), 160.16 (C–30), 141.09 (C–

29), 128.76 (C–28), 77.46 (C–3), 77.20, 75.03 (C–3 ′ ), 56.43, 56.39, 

56.28, 55.97, 54.24, 51.45 (C–25), 51.19 (C–27), 44.74, 42.73, 42.60, 

41.89, 40.44, 40.05, 39.99, 39.51, 36.79, 36.17, 35.79, 35.77, 35.49, 

35.35, 34.85, 34.54, 33.99, 32.04, 31.99, 31.06, 31.01, 28.61, 28.23, 

28.16, 28.00, 27.46, 26.93, 26.47, 26.25, 24.20, 24.15, 23.83, 23.23, 

22.80 (C–19), 22.55 (C–19 ′ ), 21.22 (C–27 ′ ), 20.84 (C–26 ′ ), 18.66 (C–

21 ′ ), 18.27 (C–21), 12.25 (C–18), 12.06, 12.03 (C–18 ′ ). FT-IR (KBr) 

νmax , cm 

−1 : 2945, 2867, 1742, 1380, 1214. ESI-MS (MeOH) m/z (%): 

937 (100) [M + Na] + , 953 (5) [M + K] + . 

2.3.10. 3 β–hydroxy-5-cholestane 1-[2-( methyl 12 α- acetoxy -5 β- 

cholan -24- oate ) −2- oxoethyl ] −1H-1,2,3-triazole-4-(3-carboxylate) 

(21) 

Oil (53%). 1 H NMR (401 MHz, CDCl 3 ) δ: 8.22 (s, 1H, CH–28), 5.18 

(s, 2H, CH 2 –27), 5.08 (d, 1H, 12 β–H), 5.04–4.96 (m, 1H, 3 ′ α–H), 

4.86–4.77 (m, 1H, 3 β–H), 3.66 (s, 3H, CH 3 –25), 2.10 (s, 3H, 7–OAc), 

0.91 (s, 3H, CH 3 –19), 0.90 (d, J = 5.6 Hz, 3H, CH 3 –21), 0.86 (dd, 

J 1 = 6.4, J 2 = 1.6 Hz, 6H, CH 3 –26 ′ and CH 3 –27 ′ ), 0.85 (s, 3H, CH 3 –

19 ′ ), 0.81 (d, J = 6.3 Hz,3H, CH 3 –21 ′ ), 0.73 (s, 3H, CH 3 –18), 0.65 (s, 

3H, CH 3 –18 ′ ). 13 C NMR (101 MHz,CDCl 3 ) δ: 174.56 (C–24), 170.42 

(12 α–CO), 165.12 (C–26), 160.06(C–30), 141.04 (C–29), 128.74 (C–

28), 77.16 (C–12), 75.80 (C–3), 74.99 (C–3 ′ ), 51.49 (C–25),51.13 (C–

27), 47.54, 27.30, 22.93 (C–19), 22.53 (C–19 ′ ),21.53 (12 α–CO C H 3 ), 

21.34 (C–26 ′ ), 21.18 (C–27 ′ ), 18.63 (C–21 ′ ), 17.47 (C–21), 12.37 (C–

18), 12.03 (C–18 ′ ). FT-IR (KBr) νmax , cm 

−1 : 2948, 2867, 1738, 1244, 

1212. ESI-MS (MeOH) m/z (%): 994 (100) [M + Na] + , 1011 (30) 

[M + K] + . 
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2.3.11. 3 β–hydroxy-5-cholestane 1-[2-( methyl 7 α,12 α- diacetoxy -5 β- 

cholan -24- oate ) −2- oxoethyl ] −1H-1,2,3-triazole-4-(3-carboxylate) 

(22) 

Oil (52%). 1 H NMR (401 MHz, CDCl 3 ) δ: 8.22 (s, 1H, CH–28), 

5.17 (s, 2H, CH 2 –27), 5.09 (d, 1H, 12 β–H), 5.05–4.95 (m, 1H, 3 ′ α–

H), 4.92 (s, 1H, 7 β–H), 4.75–4.64 (m, 1H, 3 β–H), 3.67 (s, 3H, CH 3 –

25), 2.14 (s, 3H, 7–OAc), 2.09 (s, 3H, 12–OAc), 0.92 (s, 3H, CH 3 –19), 

0.90 (d, J = 6.5 Hz, 3H, CH 3 –21), 0.86 (dd, J 1 = 6.8, J 2 = 2 Hz, 6H, 

CH 3 –26 ′ and CH 3 –27 ′ ), 0.85 (s, 3H, CH 3 –19 ′ ), 0.82 (d, J = 6.4 Hz, 

3H, CH 3 –21 ′ ), 0.73 (s, 3H, CH 3 –18), 0.65 (s, 3H, CH 3 –18 ′ ). 13 C NMR 

(101 MHz, CDCl 3 ) δ: 174.50 (C–24), 170.45 (12 α–CO), 170.25 (7 α–

CO), 165.10 (C–26), 160.04 (C–30), 141.13 (C–29), 128.69 (C–28), 

76.92 (C–12), 75.30 (C–3), 75.06 (C–3 ′ ), 70.55 (C–7), 51.52 (C–

25), 51.20 (C–27), 47.39, 45.06, 44.73, 43.35, 42.60, 40.86, 39.98, 

39.51, 37.73, 36.78, 36.17, 35.79, 35.49, 34.62, 34.41, 34.25, 33.99, 

31.98, 31.18, 30.91, 30.77, 28.85, 28.61, 28.24, 28.01, 27.47, 27.17, 

26.71, 25.53, 24.20, 23.83, 22.80 (C–19), 22.55 (C–19 ′ ), 22.46 (7 α–

CO C H 3 ), 21.60 (12 α–CO C H 3 ), 21.39 (C–26 ′ ), 21.22 (C–27 ′ ), 18.66 (C–

21 ′ ), 17.51 (C–21), 12.26 (C–18), 12.22, 12.07 (C–18 ′ ). FT-IR (KBr) 

νmax , cm 

−1 : 2948, 2868, 1739, 1237.ESI-MS (MeOH) m/z (%): 1053 

(100) [M + Na] + , 1069 (10) [M + K] + . 

2.4. Theoretical calculations 

The PM5 semiempirical calculations were performed using the 

WinMopac 2003 program. The final heat of formation (HOF) for 

dimers of bile acids and sterols derivatives ( 17 –22 ) linked 1,2,3- 

triazole ring is presented in Table 5 . The molecular models of com- 

pounds all compounds are shown in Figs. 3 and 4. The calculations 

were performed using the Gaussian 09 program package [61] and 

B3LYP [ 62 , 63 ] method in conjunction with 6–311G(d,p) [64] basis 

set. The magnetic isotropic shielding tensors were calculated using 

the standard GIAO/B3LYP/6–311G(d,p) (Gauge-Independent Atomic 

Orbital) approach [ 65 , 66 ]. 

2.5. Docking experiments 

Docking experiments were performed using Flare application 

available in Cresset Software [67] . Downloaded target pdb’s from 

PDB protein data bank [68] were prepared in protein preparation 

module using normal calculating mode. Active site size was set 

at 6 Å. Ligands were prepared according to automatic settings. 

Docking calculations were performed according to very accurate 

but slow method. Grid box was centered on co-crystallized ligand. 

Number of runs was set at 8 and max poses at 10. 

3. Results and discussion 

In our previous work we described the synthesis method and 

characterization bile acid–sterol conjugates linked with a 1,2,3- 

triazole ring of propargyl esters of lithocholic, deoxycholic as well 

as cholic acids and ergo ster-3 β-yl 2-azidoacetate and cholester- 

3 β-yl 2-azidoacetate [69] . To the best of our knowledge, no 

work has been published on the synthesis or the physicochemical 

properties of 3-bromoacetoxy ( 8,9 ) and 3-azidoacetoxy derivatives 

of metyl 12 α-acetoxy-5 β-cholan-24-oate ( 11 ) and metyl 7 α,12 α- 

diacetoxy-5 β-cholan-24-oate ( 12 ), 5-cholestan-3 β-ol 3-propiolate 

( 16 ) as well as new six conjugates of connected in a head-to-tail 

fashion of 3-azidoacetoxy derivatives of bile acids (tail) and propi- 

olate esters of sterols (head) linked by a 1,2,3-triazole ring ( 17 –22 ). 

This type of combination is a completely innovative approach to 

the preparation and research of a new type of steroid conjugates. 

The structures of two bromoacetyl substituted derivatives of 

bile acids ( 8 ) and ( 9 ), azidoacetyl substituted derivatives of bile 

acids ( 11 ) and ( 12 ), 5-cholestan-3 β-ol 3-propiolate ( 16 ) as well as 

all synthesized conjugates ( 17 –22 ) were determined on the basis of 

their 1 H and 

13 C NMR, FT-IR, and ESI-MS spectra. Moreover, PM5 

and B3LYP calculation methods were performed for all compounds. 

The syntheses of substrates ( 8,9 ), ( 11,12 ) and ( 16 ), as well as con- 

jugates ( 17 –22 ), are shown in the Schemes 1 and 2 , respectively. 

3.1. Synthesis 

The bile acid methyl esters, steroids bromoacetates and azi- 

doacetates derivatives as well as propiolate esters of sterols were 

obtained with satisfactory yields. The methyl 3 α-bromoacetoxy- 

5 β-cholan-24-oate ( 7 ), methyl 3 α-bromoacetoxy-12 α-acetoxy-5 β- 

cholan-24-oate ( 8 ), methyl 3 α-bromoacetoxy-7 α,12 α-diacetoxy- 

5 β-cholan-24-oate ( 9 ) was synthesized in the reaction of methyl 

esters of bile acids ( 4 –6 ) with bromoacetic acid bromide in 

anhydrous dichloromethane. On the other hand methyl 3 α- 

azidoacetoxy-5 β-cholan-24-oate ( 10 ), methyl 3 α-azidoacetoxy- 

12 α-acetoxy-5 β-cholan-24-oate ( 11 ), methyl 3 α-azidoacetoxy- 

7 α,12 α-diacetoxy-5 β-cholan-24-oate ( 12 ) was synthesized in the 

reaction of bromoacetate derivatives of bile acids via a substitution 

reaction with NaN 3 in DMF at 50 °. This one-pot reaction leads to 

azide derivatives in very good yield. The estrification of cholesterol 

( 13 ) or cholestanol ( 14 ) with propiolic acid in dichloromethane 

with p -TsOH presence gave 5-cholesten-3 β-ol 3-propiolate ( 15 ) 

and 5-cholestan-3 β-ol 3-propiolate ( 16 ).The azides of derivatives 

bile acids ( 10 –12 ) and propargyl esters of sterols ( 15 –16 ) were 

used as a substrates in the „click” chemistry reaction in the pres- 

ence of CuSO 4 ·5H 2 O and sodium ascorbate in t- BuOH/MeOH (5:1). 

A mixture of crude products ( 17 –22 ) were obtained and separated 

by column chromatography. This reaction leads to dimers in saris 

factory yields. 

3.2. Spectroscopic study 

3.2.1. Nuclear magnetic resonance spectroscopy 

The three substrates methyl 3 α-bromoacetoxy-5 β-cholan-24- 

oate ( 7 ), methyl 3 α-azidoacetoxy-5 β-cholan-24-oate ( 10 ) and 5- 

cholesten-3 β-ol 3-propiolate ( 15 ) have been described and charac- 

terized in the literature [ 37 , 69 ]. The 1 H and 

13 C NMR data of com- 

pounds ( 8 ), ( 9 ), ( 11 ), ( 12 ) and ( 17 –22 ) are shown in Tables 1–3 re- 

spectively. The 1 H NMR spectra in the region of 5.45–4.60 ppm for 

the most characteristic signals of compounds ( 17 –22 ) are shown in 

Fig. 1 . 

In the 1 H NMR spectrum of methyl 3 α-bromoacetoxy-12 α- 

acetoxy-5 β-cholan-24-oate ( 8 ), methyl 3 α-bromoacetoxy-7 α,12 α- 

diacetoxy-5 β-cholan-24-oate ( 9 ), methyl 3 α-azidoacetoxy-12 α- 

acetoxy-5 β-cholan-24-oate ( 11 ) and methyl 3 α-azidoacetoxy- 

7 α,12 α-diacetoxy-5 β-cholan-24-oate ( 12 ) showed characteristic 

two hydrogen singlets in the range 0.73 and 0.93–0.91 ppm and 

doublet at 0.82–0.81 ppm assigned to CH 3 –18, CH 3 –19, and CH 3 –

21, respectively. The protons of CH 3 –25 gave characteristic signal 

at 3.66 ppm. The protons of the 7 α–CO 2 CH 3 group gave signals in 

the range 2.15–2.13 ppm for compounds ( 9 ) and ( 12 ), and addition- 

ally 12 α–CO 2 CH 3 group gave signals in the range 2.08–2.10 ppm 

for compounds ( 8 ), ( 9 ) and ( 11 ) and ( 12 ).For all compounds show 

characteristic multiplets in the range 4.88–4.61 ppm assigned to 

axial positions of the C3 β–H protons in steroid skeleton. In the 

spectrum of compounds ( 9 ) and ( 12 ) additionally is present po- 

sitions of the C7 β–H proton in the range 4.92–4.91 ppm. However, 

in the case of these acetoxy derivatives protons of C12 β–H appear 

at 5.09 ppm. The 1 H NMR spectra of these compounds show char- 

acteristic singlets at 3.81 ppm for the protons of the 3 α–CO 2 CH 2 Br 

group, whereas for compound ( 8 )and ( 9 ). In turn for compounds 

( 11 ) and ( 12 ) the protons of the 3 α–CO 2 CH 2 N 3 group in the range 

3.85–3.84 ppm. The proton of C 

≡CH group in compound ( 16 ) gave 

signal at 2.85 ppm. Two hydrogen singlets at 0.64, 0.82 as well as 
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Scheme 1. Synthesis of bromoacetyl substituted derivatives of methyl esters of bile acids ( 7 –9 ) and its azidoacetyl substituted derivatives ( 10 –12 ) ( a ) as well as propargyl 

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

Table 1 
1 H i 13 C NMR chemical shift (ppm) of compounds ( 8 –9 ) and ( 11 –12 ) in CDCl 3 . 

No. of atoms 

8 9 11 12 

1 H 

13 C 1 H 

13 C 1 H 

13 C 1 H 

13 C 

3 4.81–4.72 75.84 4.69–4.61 75.32 4.88–4.78 75.83 4.74–4.66 75.30 

7 – – 4.91 70.61 – – 4.92 70.60 

12 5.09 76.32 5.09 76.06 5.09 76.13 5.09 75.90 

18 0.73 12.37 0.73 12.19 0.73 12.37 0.73 12.18 

19 0.91 22.97 0.92 22.48 0.92 22.95 0.93 22.44 

21 0.81 17.47 0.81 17.46 0.81 17.47 0.82 17.47 

24 – 174.57 – 174.50 – 174.57 – 174.48 

25 3.66 51.49 3.66 51.51 3.66 51.47 3.66 51.48 

26 – 166.71 – 166.74 – 167.70 – 167.63 

27 3.81 27.30 3.81 28.86 3.84 50.54 3.85 50.56 

7 α–CO – – – 170.31 – – – 170.28 

12 α–CO – 170.45 – 170.50 – 170.43 – 170.44 

7 α–CO C H 3 – – 2.15 21.40 – – 2.13 21.30 

12 α–CO C H 3 2.10 21.34 2.09 21.58 2.09 21.28 2.08 21.50 

characteristic doublets at 0.90 ppm are assigned to CH 3 –18 ′ , CH 3 –

19 ′ , and CH 3 –21 ′ , respectively. The doublets of doublets of protons 

of CH 3 –26 ′ and CH 3 –27 ′ gave signal at 0.86 ppm. The equatorial 

proton in positions of the C3 α–H proton in cholestanol skeleton 

gave signal in the range 4.81–4.75 ppm. 

The diagnostics proton signals of the triazole ring C28–H of all 

conjugates with 1,2,3-triazole ring ( 17 –22 ) in CDCl 3 arise as a sin- 

glet at about 8.24–8.22 ppm. In turns, the protons of the methy- 

lene groups C27–H linked directly to the triazole ring give signals 

at about 5.22–5.17 ppm. The 1 H NMR spectra of ( 17 –22 ) showed 

characteristic multiplets of protons of C3’ α–H of sterol skeleton in 

the range of 5.04–4.86 ppm. In the same range there are also mul- 

tiplets from the protons of C3 β–H group of bile acid skeleton. In 

the spectra of compounds ( 18 ), ( 19 )and ( 21 )and ( 22 ) characteris- 

tic broad singlets in the range 5.09 ppm are observed which are 

due to the C12 β–H protons. 1 H NMR spectra of conjugate ( 19 ) 

5 
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Scheme 2. Synthesis of dimers of bile acids and sterols derivatives ( 17 –22 ) linked by 1,2,3-triazole ring. 

Table 2 
1 H NMR chemical shift (ppm) of compounds ( 17 –22 ) in CDCl 3 . 

No. of atoms 

Compounds 

17 18 19 20 21 22 

3 β–H 4.88–4.79 4.86–4.77 4.74–4.64 4.89–4.79 4.86–4.77 4.75–4.64 

7 β–H – – 4.98–4.86 – – 4.92 

12 β–H – 5.08 5.09 – 5.08 5.09 

18 0,69 0.73 0.73 0.66 0.73 0.73 

19 0.93 0.92 0.92 0.93 0.91 0.92 

21 0.90 0.81 0.82 0.91 0.90 0.90 

25 3.67 3.67 3.66 3.67 3.66 3.67 

27 5.18 5.19 5.22 5.18 5.18 5.17 

28 8.23 8.24 8.24 8.22 8.22 8.22 

7 α−OAc – – 2.14 – – 2.14 

12 α−OAc – 2.10 2.09 – 2.10 2.09 

3 ′ α–H 4.98–4.89 4.98–4.87 4.98–4.86 5.04–4.98 5.04–4.96 5.05–4.95 

6 ′ –H 5.42 5.42 5.42 – – –

18 ′ 0.65 0.69 0.69 0.65 0.65 0.65 

19 ′ 1.05 1.05 1.05 0.85 0.85 0.85 

21 ′ 0.92 0.92 0.92 0.90 0.81 0.82 

26 ′ 0.87 0.87 0.87 0.86 0.86 0.86 

27 ′ 0.87 0.87 0.87 0.86 0.86 0.86 

show multiplets in the range of at 4.98–4.86 ppm but conjugate 

( 22 ) gave singlet at 4.92 ppm assigned to the C7 β–H protons of 

the bile acid skeleton. In the bile acids skeleton was observed two 

hydrogen singlets ranking from 0.73 to 0.66 and 0.93–0.91 ppm 

and characteristic doublet at 0.91–0.81 ppm assigned to CH 3 –18, 

CH 3 –19 and CH 3 –21, respectively. On the other hand in the choles- 

terol part the characteristic hydrogen singlets in the range 0.69–

0.65 and 1.05–0.85 ppm and doublet at 0.92–0.82 ppm assigned to 

CH 3 –18 ′ , CH 3 –19 ′ , and CH 3 –21 ′ , respectively. The 1 H–NMR spectra 

of ( 17 –22 ) showed a doublet at 0.87 or 0.86 ppm for the protons 

of the CH 3 –26 ′ and CH 3 –27 ′ methyl groups. For cholesterol deriva- 

tives ( 17 –19 ) diagnostics is doublet for C6’–H at 5.42 ppm. Addi- 

tionally in the 1 H NMR spectra of all conjugates show characteris- 

tic singlets in the range 2.14 ppm and 2.10–2.09 ppm for the pro- 

tons of the 7 α–CO 2 CH 3 and 12 α–CO 2 CH 3 group, respectively. The 

characteristic protons shifts for compounds ( 15 –18 ) are collected in 

Table 3 . 

The 13 C NMR spectra of compounds ( 8 –9 ) and ( 11 –12 ) show 

characteristic signals at 12.37–12.18, 22.97–22.44 and 17.47–

17.46 ppm which are assigned to CH 3 –18, CH 3 –19 and CH 3 –21, 

respectively. On the other hand, carbon atoms in carbonyl group 

of bromoacetoxy groups in positions 3 α resonate in the range 

of 167.70–166.71 ppm. The carbon atoms of the C(12) = O steroid 

skeleton gave signals in the range of 170.50–170.43 ppm. However, 

carbon of the C(7) = O gave signal at 170.31–170.28 ppm. The di- 

agnostics signal for CH 2 Br groups in compounds ( 8 –9 ) is observed 

at 28.86–27.30 ppm. Whereas the characteristic signal for CH 2 N 3 

groups in compounds ( 11 –12 ) is observed at 50.56–50.54 ppm. 

Additionally for compound ( 16 ) were observed five signals from 

methyl groups CH 3 –18 ′ , CH 3 –19 ′ and CH 3 –21 ′ as well as CH 3 –26 ′ 

6 
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Fig. 1. 1 H NMR Spectra in the region of 5.45–4.65 ppm for the most characteristic signals of compounds ( 17 –19 ). 
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Fig. 2. Analytical differences of CH 3 groups of dimmers of lithocholic acid and cholesterol ( 17 ) and lithocholic acid and cholestanol ( 20 ) linked by 1,2,3-triazole ring in the 

corresponding 13 C NMR spectrum. 

Table 3 
13 C NMR chemical shift (ppm) of compounds ( 17 –22 ) in CDCl 3 . 

No. of atoms 

Compounds 

17 18 19 20 21 22 

3 77.48 75.15 75.16 77.46 75.80 75.30 

7 – – 70.52 – – 70.55 

12 – 77.19 76.87 – 77.16 76.92 

7 α–CO – – 170.22 – – 170.25 

12 α–CO – 170.40 170.43 – 170.42 170.45 

7 α–CO C H 3 – – 22.43 – – 22.46 

12 α–CO C H 3 – 21.53 21.57 – 21.53 21.60 

18 12.03 12.38 12.19 12.25 12.37 12.26 

19 22.80 22.94 22.78 22.80 22.93 22.80 

21 18.28 17.48 17.47 18.27 17.47 17.51 

24 174.73 174.55 174.47 174.73 174.56 174.50 

25 51.47 51.48 51.49 51.45 51.49 51.52 

26 165.12 165.11 165.08 165.14 165.12 165.10 

27 51.21 51.16 51.18 51.19 51.13 51.20 

28 128.83 128.74 128.77 128.76 128.74 128.69 

29 141.02 140.98 140.97 141.09 141.04 141.13 

30 160.03 159.95 159.88 160.16 160.06 160.04 

3 ′ 75.18 75.81 75.26 75.03 74.99 75.06 

5 ′ 139.48 139.43 139.39 – – –

6 ′ 122.96 122.95 122.97 – – –

18 ′ 11.85 11.83 11.82 12.03 12.03 12.07 

19 ′ 22.55 22.53 22.53 22.55 22.53 22.55 

21 ′ 18.71 18.69 18.68 18.66 18.63 18.66 

26 ′ 20.84 21.33 21.36 20.84 21.34 21.39 

27 ′ 21.05 21.02 21.01 21.22 21.18 21.22 

and CH 3 –27 ′ at 12.05 ppm, 22.85 ppm, 18.64 ppm and 27.17 and 

22.55, respectively. The carbon atoms of the HC 

≡C–CO 2 group are 

observed in the range 152.29 ppm, and 75.12 ppm as well as at 

76.37 ppm are assigned to CO 2 ,C 

≡C–H respectively. 

The 13 CNMR spectra of dimers linked by 1,2,3-triazole ring 

in CDCl 3 , showed signals at 12.38–12.03 ppm, 22.93–22.78 ppm, 

18.28–17.47 ppm, which were assigned to CH 3 –18, CH 3 –19 and 

CH 3 –21 of bile acids parts, respectively. In the case of cholesterol 

parts, the signals of C–atoms of CH 3 –18 ′ , CH 3 –19 ′ and CH 3 –21 ′ 
groups were situated in the ranges of 12.07–11.82, 22.55–22.53, 

and 18.71–18.63 ppm, respectively. The following characteristic 

shifts of methyl groups were present in the sterol side chain: CH 3 –

26 ′ and CH 3 –27 ′ are positioned in the range of 21.39–20.84 ppm 

and 21.22–21.01 ppm. 

Analytical differences in the 13 C NMR spectra of the methyl 

groups of compound ( 17 ) and ( 20 ) are shown in Fig. 2 . On the 

other hand, in the 13 C NMR spectra of compounds ( 17 –22 ), the 

signals of the C(27)H 2 groups appeared in the range of 51.21–

51.13 ppm. The carbon atoms from triazole ring: C(28) as well 

as C(29) groups resonated at 128.83–128.69 ppm and 141.13–

140.97 ppm, respectively. 

The signals of C(24) = O, C(26) = O and C(30) = O, appeared in 

the range of 174.73–174.47 ppm, 165.14–165.08 ppm and 160.16–

159.95 ppm, respectively. However, carbon atoms in C = O of ace- 

toxy groups in positions 7 α and 12 α resonate in the range of 

170.45–170.22 ppm. 

3.2.2. Infrared spectroscopy 

The most characteristic feature of the FT-IR spectra of com- 

pound ( 16 ) is band at 3284 cm 

–1 assigned to the ν( ≡C–CH) group. 

Regarding that the steroid skeleton is a saturated hydrocarbon, it 

doesn’t provide many useful IR features. Strong stretching vibra- 

tions of C–H bonds are identified at 2933 cm 

–1 and 2865 cm 

–1 . 

For synthesized compounds ( 10 ), ( 11 ) and ( 12 ) are requisite and 

analytical bands at 2111–2106 cm 

–1 , which are specific attribute 

of ν(N = N 

+ = N 

–) group. Moreover, for all substrates ( 7 –9 ), ( 10 –

12 ) and ( 15 –16 ) are also observed two strong characteristic bands 

at 1756–1707 cm 

–1 and 1283–1198 cm 

–1 , which are assigned re- 

spectively to the symmetric group ν(C = O) and ν(C–O). It worth 

mentioning that the most distinctive in the FT-IR spectra of con- 

jugates steroids ( 15 –20 ) are represented by ν(C = O) and ν(C–O) 

groups, two powerful bands in the 1743–1732 cm 

–1 and 1244–1211 

8
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Fig. 3. Molecular models of conformers syn ( a ) and anti ( b ) for conjugates ( 17 –19 ) calculated by PM5 method. 

cm 

–1 region, appropriately. In addition, characteristic stretching vi- 

brations of C–H bonds are present in the 2946–2867 cm 

–1 . 

3.3. PM5 and B3LYP calculations 

PM5 semiempirical calculations were performed using the Win- 

Mopac 2003 program. The molecular models of all conjugates are 

shown in Fig. 3 . Representative conjugates ( 19 ) of bile acids in con- 

formers syn and anti are shown in Fig. 4 . The final heats of forma- 

tion (HOF) for the bile acids ( 1 –3 ), cholesterol ( 13 ) and cholestanol 

( 14 ) as well as their conjugates ( 17 –22 ) are presented in Table 4 . 

It is worth mentioning that, in many works that describe the ap- 

plication of computational methods, one can find information on 

the comparison of theoretical results with crystallographic struc- 

tures. Not without significance is the use of computational meth- 

ods in determining the properties of the docking [70–72] . We were 

able to obtain a very good picture of molecular modeling using 

semiempirical calculations [73] . The lowest values of HOF for con- 

jugates of bile acids and sterols ( 17 –22 ) are observed for cholic 

acids and its conjugates ( 19 ) and ( 22 ). The number of hydroxyl 

groups in the steroid skeleton lowers the value of the determinant 

of HOF. We observe exactly the same relationship for blocked hy- 

droxyl groups by bolting them with acetate groups. The OAc groups 

facilitate the formation of intramolecular H–bonds and stable host–

guest complexes. These complexes may be stabilized by H–bonding 

or electrostatic interactions that arise from the OAc groups in the 

bile acid molecule. The HOF value decreases with the increasing 

number of OAc groups in the steroid skeleton. Furthermore, for anti 

conformers of deoxycholic and cholic acid derivatives, HOF is lower 

than for syn conformers. On the other hand, the syn conformer 

of the lithocholic acid derivatives ( 17 ) and ( 20 ) has a higher HOF 

value than the anti conformer and is therefore more durable as no 

9
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Fig. 4. Molecular models of conformers syn ( a ) and anti ( b ) of conjugate ( 19 ) calculated by PM5 method. 

Table 4 

Heat of formation (HOF) [kcal/mol] of bile acids ( 1 –3 ), sterols ( 13,14 ) and conjugates ( 17 –22 ). 

Compound HOF HOF syn HOF anti �HOF 1 �HOF 2 �HOF 3 �HOF 4 

1 –229.2756 – – – – – –

2 –266.8560 – – – – – –

3 –309.8662 – – – – – –

13 –145.2016 – – – – – –

14 –167.9130 – – – – – –

17 – –370.9984 –370.8825 –141.7228 –141.6069 –225.7968 –225.6809 

18 – –448.9483 –456.2749 –182.0923 –189.4189 –303.7467 –311.0733 

19 – –533.3628 –542.0610 –223.4966 –232.1948 –388.1612 –396.8450 

20 – –394.2004 –393.6084 –164.9248 –164.3328 –226.2874 –225.6954 

21 – –471.8692 –479.4003 –205.0132 –212.5443 –3,039,562 –311.4873 

22 – –557.2032 –557.2743 –247.3370 –247.4081 –389.2902 –389.3613 

�HOF 1 = HOF conjugates syn ( 17 –22 ) – HOF bile acids ( 1 –3 ) . 

�HOF 2 = HOF conjugates anti ( 17 –22 ) – HOF bile acids ( 1 –3 ) . 

�HOF 3 = HOF conjugates syn ( 17 –22 ) – HOF sterols( 13–14 ) . 

�HOF 4 = HOF conjugates anti ( 17 –22 ) – HOF sterols( 13–14 ) . 

intramolecular interactions are formed. This is due to the absence 

of electron donating or acceptor groups in its molecule (without 

OAc groups). The preferential formation of syn conformers for con- 

jugates ( 17 ) and ( 20 ) can therefore be explained by the formation 

of a molecule that is smaller in volume. However, for the remain- 

ing conjugates, deoxycholic and cholic acid derivatives ( 18 –19 ) and 

( 21 –22 ), anti conformers with a lower HOF value are arranged in 

layers ( Fig.3 ). 

The relations between the experimental 13 C and 

1 H chemical 

shifts ( δexp ) and the GIAO (Gauge-Independent Atomic Orbitals) 

magnetic isotopic shielding constants ( σ calc ), which are widely 

used in an efficient implementation [ 65 , 66 ], are usually linear and 

described by the following equation: δexp = a + b ·σ calc . The slope 

and intercept of the least-squares correlation line is used to scale 

the GIAO magnetic isotopic shielding constants, σ calc , and to pre- 

dict the chemical shifts, δpred = a + b ·σ calc ( Fig. 5 ). The parame- 

ters a and b are given in Table 5 . Usually, the correlations be- 

tween the experimental chemical shifts and calculated magnetic 

isotopic shielding constants are better for carbon-13 atoms than for 

protons. The differences between the calculated and experimental 

shifts for protons are probably due to the fact that the shifts are 

calculated for single molecules in gas phase. As can be seen from 

Fig. 5 the correlationis good for both carbon atoms and for the pro- 

tons. 

3.4. Prediction of activity spectra for substances 

Potential pharmacological activities of the synthesized com- 

pounds have been determined on the basis of computer-aided drug 

discovery approach with in silico Prediction of Activity Spectra for 

Substances (PASSs) program. It is based on a robust analysis of 

the structure-activity relationship in a heterogeneous training set 

currently including about 250.0 0 0 biologically active compounds 

from different chemical series with about 4.500 types of biolog- 

ical activities. Since only the structural formula of the chemical 

compound is necessary to obtain a PASS prediction, this approach 

can be used at the earliest stages of investigation. There are many 

examples of the successful use of the PASS approach leading to 

new pharmacological agents [74–78] . The PASS software is use- 

ful for the study of biological activity of secondary metabolites. 

We have selected the types of activities that were predicted for 

a potential compound with the highest probability (focal activi- 

ties). If predicted activity is higher than 0.7 (PA > 0.7), the sub- 

stance is very likely to exhibit the activity in experiment and the 

chance of the substance being the analogue of a known pharma- 

ceutical agent is also high. If predicted activity is between 0.5 and 

0.7 (0.5 < PA < 0.7), the substance is unlikely to exhibit the ac- 

tivity. In experiment and the similarity to known pharmaceuti- 

cal substance is very limited. Additionally, analyses of the biolog- 
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Fig. 5. Experimental chemical shifts ( δexp , CDCl 3 ) in ( 19 ) vs isotropic magnetic shielding constants ( σ calc) from the GIAO/B3LYP/6–311G(d,p) calculations; ( a ) protons and ( b ) 

carbons-13. 

Table 5 

Chemical shifts ( δ. ppm) in CDCl 3 and calculating GIAO nuclear magnetic shielding tensors 

( σ cal ) for ( 19 ). The predicted GIAO chemical shifts were computed from the linear equation 

δexp. = a + b ·σ calc with a and b determined from the fit of the experimental data (r 2 is the 

correlation coefficient). . 

δexp. δcalc σ calc δexp. δcalc σ calc 

C(3) 75.16 80.50 126.30 H(3 β)) 4.74 4.49 28.14 

C(7) 70.52 70.38 135.67 H(7 β) 4.98 4.99 27.66 

C(12) 76.87 82.54 124.41 H(12 β) 5.09 4.93 27.58 

C(7-CO) 170.22 172.33 41.27 H(18) 0.73 0.92 31.98 

C(12-CO) 170.43 173.66 40.09 H(19) 0.92 1.02 31.86 

C(7-COCH 3 ) 22.43 19.94 182.38 H(21) 0.82 0.77 32.14 

C(12-COCH 3 ) 21.57 21.28 181.14 H(25) 3.66 3.73 28.95 

C(18) 12.19 12.87 188.93 H(27) 5.22 5.45 27.11 

C(19) 22.78 22.95 179.59 H(28) 8.24 7.91 24.46 

C(21) 17.47 17.70 184.45 H(7 α-OAc) 2.14 1.91 30.91 

C(24) 174.47 169.26 44.12 H(12 α-OAc) 2.09 1.77 31.06 

C(25) 51.49 54.34 150.53 H(3 ′ α) 4.98 5.55 26.78 

C(26) 165.08 169.26 43.50 H(6 ′ ) 5.42 5.48 27.08 

C(27) 51.18 53.11 151.66 H(18 ′ ) 0.69 0.82 32.08 

C(28) 128.77 134.65 76.17 H(19 ′ ) 1.05 1.12 31.76 

C(29) 140.97 125.66 84.47 H(21 ′ ) 0.92 1.03 31.85 

C(30) 159.88 160.82 51.93 H(26 ′ ) 0.87 0.63 32.29 

C(3 ′ ) 75.26 83.61 123.43 H(27 ′ ) 0.87 0.89 32.00 

C(5 ′ ) 139.39 133.93 76.83 a 30.6665 

C(6 ′ ) 122.97 121.41 88.42 b –0.9303 

C(18 ′ ) 11.82 13.45 188.39 r 2 0.9905 

C(19 ′ ) 22.53 22.23 180.26 

C(21 ′ ) 18.68 18.72 183.51 

C(26 ′ ) 21.36 24.33 178.32 

C(27 ′ ) 21.01 20.59 181.78 

a 216.9071 

b –1.848 

r 2 0.9942 

ical prediction activity spectra for the new bromoacetoxy deriva- 

tives of deoxy and cholic acids ( 8 –9 ), azidoacetoxy derivatives of 

deoxy and cholic acids ( 11 –12 ), and 5 α-cholestan-3-yl-propynoate 

( 16 ) as well as all conjugates ( 17 –22 ) prepared herein are good 

examples of in silico studies of chemical compounds. We also se- 

lected the types of activity that were predicted for a potential com- 

pound with the highest probability (focal activities) ( Table 6 ). Ac- 

cording to these data the most frequently predicted types of bio- 

logical activity for ( 8 –9 ) and ( 11 –12 ) are: acylcarnitine hydrolase 

inhibitor,alkenylglycerophosphocholine hydrolase inhibitor, alky- 

lacetylglycerophosphatase inhibitor,dextranase inhibitor, glyceryl- 

ether monooxygenase inhibitor, peptidoglycan glycosyltransferase 

inhibitor. Additonaly5 α-cholestan-3-yl-propynoate greater than 

0.80 are: anesthetic general, respiratory analeptic, protein–

disulfide reductase (glutathione) inhibitor, cholestanetriol 26- 

monooxygenase inhibitor, prostaglandyn-E2 9-reductase inhibitor, 

CYP2C, CYP3A, CYP2B6 and CYP3A4 substrates, flavin-containing 

monooxygenase inhibitor, alkenylglycerophosphoethanolamine hy- 

drolase inhibitor, linoleate diol synthase inhibitorglucan Endo-1,3- 

beta- d -glucosidase inhibitor, antieczematic, analeptic. Conjugates 

have significantly lower predicted biological activity than the sub- 

trates discussed above.The most important include: pancreatic dis- 

orders treatment, glyceryl-ether monooxygenase inhibitor, choles- 

terol antagonist, antihypercholesterolemic, aypolipemic. 
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Table 6 

“Probability to be Active” (PA) values for the predicted biological activity of ( 8 –9 )and ( 11–12 ), ( 16 ) as well as 

( 15–20 ). 

FocalPredicted 

Activity 

(PA > 0.70) 

Compounds 

8 9 11 12 16 ∗ 17 18 19 20 21 22 

Acylcarnitinehydrolase 

inhibitor 

0.96 0.96 0.95 0.95 0.96 – – – – – –

Alkenylglycerophosphocholinehydrolase 

inhibitor 

0.93 0.90 0.89 0.83 0.95 – – – – – –

Alkylacetylglycerophosphatase 

inhibitor 

0.93 0.90 0.90 0.86 0.95 – – – – – –

Dextranase 

inhibitor 

0.89 0.83 0.85 0.75 0.89 – – – – – –

Glyceryl- 

ethermonooxygenase 

inhibitor 

0.82 0.85 0.80 0.83 0.81 – 0.71 0.75 0.72 0.75 0.79 

Peptidoglycanglycosyltransferase 

inhibitor 

0.81 0.75 0.80 0.73 0.82 – – – – – –

Cholesterol 

antagonist 

0.79 0.76 – – 0.89 0.84 0.76 0.76 0.71 – –

Protein- 

disulfide 

reductase 

(glutathione) 

inhibitor 

0.80 0.72 0.76 – – – – – – – –

Adenomatouspolyposistreatment 

0.79 0.80 0.76 0.78 0.83 – – – – – –

Cytoprotectant 0.74 0.76 0.73 0.75 – – – – – – –

Hypolipemic – 0.71 – 0.74 0,73 0.76 0.78 0.85 – – 0.78 

Antihypercholesterolemic 

– – 0.73 0.79 0,80 0.73 – 0.75 – – –

Pancreaticdisorderstreatment 

– – – – – 0.83 0.80 0.79 0.90 0.86 0.84 

∗ more examples in the text. 

Table 7 

Calculated docking scores for compounds ( 19 ) and ( 22 ). 

�G docking score [kcal/mol] 

Compound 2Q85 1KZN 5V5Z 1EZF 

19 –6.877 –9.946 –15.856 –13.361 

22 –0.238 –10.34 –15.388 –15.119 

3.5. Molecular docking studies 

Potential antibacterial and antifungal activity of two represen- 

tative compounds was determined in docking study. In this case 

two of the most common molecular targets which are responsible 

for antibacterial activity were chosen: E. coli MurB (PDB ID: 2Q85) 

[79] and Gyrase (PDB ID: 1KZN) [80] . In terms of antifungal activ- 

ity two of the most significant molecular targets are: CYP51 Ca (PDB 

ID: 5V5Z) [81] and Squalene synthase (PDB ID: 1EZF) [82] and that 

targets were chosen for docking study. Based on calculated docking 

score ( Table 7 ), most of considered compounds may exhibit poten- 

tial antibacterial and antifungal activity, however antifungal activ- 

ity seems to be stronger. All docked compounds occupy the same 

binding pocket as the parent co-crystallized ligands. 

3.5.1. Docking to antibacterial drug targets 

During dockinig to E. coli MurB protein ( Fig. 6 ), forming of 

strong hydrogen bond with Arg327 was observed for both com- 

pounds. Ligands adopt bent conformation in the binding site. Lig- 

and 19 exhibited forming of additional strong hydrogen bonds 

(bond length ≤ 2.1 Å) with Gln120 and Arg159. For the same 

ligand, we identified stabilizing hydrophobic contact (with Ile110, 

Leu290, Val291 and Pro111) as well. The binding mode for com- 

pound 19 is similar to those reported by A. Geronikaki [83] . Ligand 

22 ( Fig. 7 ) with the highest docking score ( �G = –0.238 kcal/mol) 

exhibited many steric clashes which may suggest it does not fit 

to the binding pocket which may implies low activity. In terms 

of binding to gyrase ( Table 7 , 1 KZN) both compounds exhibit low 

docking score and forming hydrogen bonds with Arg136 and Arg76 

(bond length ≤ 2.2 Å) and cation-pi interaction between 1,2,3- 

triazole ring and Arg76. Some stabilizing hydrophobic interactions 

were identified as well as less number of steric clashes than for 

2Q85. 

3.5.2. Docking to antifungal drug targets 

For both targets, docking study revealed the lowest docking 

scores and bent conformations for considered compounds. Ligand 

19 ( Fig. 8 ) forms strong hydrogen bond (bond length = 2.6 Å) be- 

tween His377 and lanosterol 14 alpha-demethylase of C. albicans 

( Table 7 , CYP51 Ca ) whereas compound 22 ( Fig. 8 ) forms hydrogen 

interaction with Met508 (bond length = 2.3 Å). In terms of stabi- 

lizing hydrophobic interactions (eg. Phe233 or Ile231) one of the 

most crucial is interaction between compound 19 and Hem601. 

This interaction was not observed for ligand 22 . For both ligands 

just a few steric clashes were identified which shows that ligands 

fit into binding pocket well. Docked ligand 19 to Squalene syn- 

thase ( Fig. 9 , Table 7 ) revealed forming of two strong hydrogen 

bonds with Arg218 and Arg52 (bond length ≤ 2.1 Å) while ligand 

22 showed only one hydrogen bond with Gln212 (bond length ≤
2.1 Å). Some weak stabilizing hydrophobic interactions were iden- 

tified as well as a few steric clashes. Both compounds adopt bent 

conformation. 
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Fig. 6. Ligand interactions and binding mode for compound 19 and 22 in 2Q85. A, C – represents ligand 19 (green); B, D – represents ligand 22 (yellow). 

Fig. 7. Ligand interactions and binding mode for compound 19 and 22 in 1KZN. A, C – represents ligand 19 (green); B, D – represents ligand 22 (yellow). 

Fig. 8. Ligand interactions and binding mode for compound 19 and 22 in 5V5Z. A, C – represents ligand 19 (green); B, D – represents ligand 22 (yellow). 
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Fig. 9. Ligand interactions and binding mode for compound 19 and 22 in 1EZF. A, C – represents ligand 19 (green); B, D – represents ligand 22 (yellow). 

4. Conlusions 

The increasing interest in the synthesis of new bile acid conju- 

gates using the click chemistry method significantly influences on 

the development of supramolecular chemistry, pharmacology and 

medicine. Design, preparation, enormous biological potential and a 

wide range of physicochemical properties of compounds containing 

the 1,2,3-triazole ring allow them to be used as artificial receptors, 

organogels or new complexing and transporting drugs. In conclu- 

sion, six new conjugates of bile acids and sterols linked with 1,2,3- 

triazole ring ( 17 –22 ) in a way: head (sterol)–tail (bile acid) were 

prepared from cholesterol/cholestanol esters of propiolic acid and 

azidoacetyl substituted derivatives of bile acids in t- BuOH/MeOH 

mixture in the presence of CuSO 4 ·5H 2 O and sodium ascorbate at 

60 °C. Moreover, two bromoacetyl ( 8 ) and ( 9 ) as well as two azi- 

doacetyl ( 11 ) and ( 12 ) substituted derivatives of bile acids were 

prepared from dehydrocholic or cholic acid in dry dichloromethane 

with bromoacetic acid bromide and in THF with sodium azide at 

50 °C, appropriately. Additionally cholestanyl ester of propiolic acid 

( 16 ) were prepared from cholestanol in dichloromethane. These 

new compounds linked with 1,2,3-triazole ring were characterized 

by analytical methods such as spectroscopic (NMR, FT-IR), spec- 

trometry (ESI-MS), semiempirical calculation (PM5) and PASS. The 

effects of inter and intramolecular interactions and conformation 

of molecules have been precisely explained by comparison of ex- 

perimental data taken in the condensed phase and calculation data 

(gas phase).The magnetic isotopic shielding constants, σ calc , were 

calculated by the GIAO/B3LYP/6–311G(dp) level of theory. Linear 

correlations between the experimental 1 H and 

13 C chemical shifts 

and the computed screening constants confirm the optimized ge- 

ometry. The potential antibacterial and antifungal activity of two 

representative compounds were determined in the docking study. 

Based on the calculated docking score most of the considered com- 

pounds may exhibit potential antibacterial and antifungal activity, 

however, antifungal activity seems to be stronger. 
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