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Wykaz skr·t·w 

 

Ac                                          acetyl 

APAF                                    czynnik aktywujŃcy peptydazň apoptycznŃ 

APTS                                     3-aminopropylo trietoksysilan 

BID                                        biağko proapoptyczne 

DCM                                      dichlrometan 

DIBAL                                   wodorek diizobutyloglinu 

DIPEA                                    diizopropyloetyloamina 

DMAP                                    4-dimetyloaminopirydyna 

DOX                                       doksorubicyna 

DTT                                        ditiotreitol 

Et                                            etyl 

FT3                                         trijodotyronina 

FT4                                         tyronina 

GI50                                         stňŨenie hamujŃce wzrost 50% kom·rek 

GPX                                        peroksydaza glutationowa 

H9c2                                       linia kom·rkowa tkanki sercowej szczura 

HeLA                                      linia kom·rkowa raka szyjki macicy 

IC50                                                     stňŨenie hamujŃce 50% danego czynnika 

LDA                                        diizopropyloamidek litu 

MCF-7                                    linia kom·rkowa nabğonkowego raka piersci 

mCPBA                                  kwas meta-chloroperoksybenzoesowy 

MIC                                        najniŨsze stňŨenie inhibitora 

MsCl                                       chlorek mesylu 

NMR                                       spektroskopia magnetycznego rezonansu magnetycznego 

PDHB                                     dehydrogenaza pirogronowa 

Py                                            pirydyna 

ROS                                         reaktywne formy tlenu 

THF                                         tetrahydrofuran 

TsCl                                         chlorek tosylu 
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1. Streszczenie w jňzyku polskim 

W ostatnich latach wzrosğo zainteresowanie nad syntezŃ zwiŃzk·w organicznych 

zawierajŃcych w swojej budowie selen. Selen ze wzglňdu na swoje biologiczne 

wğaŜciwoŜci, peğni waŨnŃ rolň w organizmie ssak·w np. peroksydaza glutationowa 

zawierajŃca w swoim centrum aktywnym selen odpowiada za regulacjň stresu 

oksydacyjnego i ochronň przed rodnikowymi formami tlenu (ROS). Innym waŨnym 

zwiŃzkiem zawierajŃcym w swojej budowie selen jest dejodynaza czyli enzym 

odpowiadajŃcy za transformacjň tyroksyny (fT4) w aktywnŃ formň trijodotyroniny 

(fT3) czyli hormonu wytwarzanego przez tarczycň. 

Selenosteroidy, kt·re sŃ tematem niniejszej dysertacji, sŃ nielicznŃ grupŃ 

zwiŃzk·w. W literaturze istnieje niewiele opis·w ich syntezy, a jeszcze mniej 

dotyczŃcych ich wğaŜciwoŜci biologicznych.  

W ramach prowadzonych przeze mnie badaŒ, opracowağem metody 

otrzymywania nowych pochodnych steroidowych zawierajŃcych ugrupowania 

selenoorganiczne. Do przeprowadzonych syntez substrami ğatwo dostňpne steroidy oraz 

ich pochodne. Funkcjonalizacjň steroid·w zastosowağem w oparciu o wykorzystanie 

reagenta Santiego (PhSeZnCl), system dwufazowy, w kt·rym reagentem sŃ diselenki 

oraz sprzňganie elektrofilowych reagent·w selenoorganicznych z terminalnymi 

alkinami. Otrzymane zwiŃzki zostağy przebadane pod kŃtem wğaŜciwoŜci biologicznych 

we wsp·ğpracy z zakğadem Farmakologii DoŜwiadczalnej Uniwersytetu Medycznego  

w Biağymstoku oraz z Wydziağem Biologii Uniwersytetu w Biağymstoku. Wyniki 

niniejszej rozprawy zostağy opisane w trzech publikacjach o zasiňgu miňdzynarodowym 

oraz byğy prezentowane na konferencjach o zasiňgu krajowym i miňdzynarodowym. 
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2. Streszczenie w jňzyku angielskim 

 

In recent years there has been an increased interest in the synthesis of organic 

compounds containing selenium or selenoorganic fragments. Selenium, due to its 

biogenic properties, plays an important role in mammalian organisms. Glutathione 

peroxidase, which contains selenium in its active center, is responsible for regulating 

oxidative stress and protecting against reactive oxygen species (ROS). Another 

important compound containing selenium in its structure is deiodinase, an enzyme 

responsible for the conversion of thyroxine (fT4) into the active form of 

triiodothyronine (fT3), a hormone produced by the thyroid gland. 

Selenosteroids, which are the subject of this dissertation, are a relatively 

unexplored group of compounds. There are few descriptions of their synthesis in the 

literature, and even fewer regarding their biological properties. 

As part of my research, I have developed methods for obtaining new steroid 

derivatives containing selenoorganic groups. I used readily available steroids or their 

derivatives for the conducted syntheses. Steroid functionalization was carried out using 

Santi's reagent (PhSeZnCl), a two-phase system utilizing diselenides as reagents, and 

the coupling of electrophilic selenoorganic reagents with terminal alkynes. The obtained 

compounds were examined for their biological properties in collaboration with the 

Department of Experimental Pharmacology at the Medical University of Biağystok and 

the Faculty of Biology at the University of Biağystok. The results of this dissertation 

have been described in three internationally published papers and have been presented 

at national and international conferences. 

 

 

3. Cel Pracy 

Celem niniejszej pracy byğo opracowanie efektywnej metody funkcjonalizacji 

steroid·w w zwiŃzki selenoorganiczne. Steroidy stanowiŃ waŨnŃ grupň zwiŃzk·w w 

Ŝwiecie ssak·w peğniŃc szereg r·Ũnych funkcji biologicznych np. cholesterol, bňdŃcy 

waŨnym elementem bğony kom·rkowej oraz substratem w biosyntezie hormon·w 

mňskich i ŨeŒskich. W medycynie steroidy majŃ zastosowanie jako leki 

przeciwalergiczne, przeciwzapalne i immunosupresyjne. ZwiŃzki selenoorganiczne 



3 

 

znane sŃ ze swoich wğaŜciwoŜci przeciwoksydacyjnych, przeciwzapalnych np. ebselen. 

PoğŃczenie tych dw·ch r·Ũnych klas zwiŃzk·w spowoduje powstanie nowych 

pochodnych o nieznanych wğaŜciwoŜciach biologicznych. 

W syntezie selenosteroid·w postanowiğem wykorzystaĺ reakcjň otwierania 

epoksyd·w przy uŨyciu PhSeZnCl, reakcjň Michaela oraz sprzňganie terminalnych 

alkin·w steroidowych z elektrofilowymi reagentami selenoorganicznymi katalizowane 

solami miedzi(I). Otrzymane zwiŃzki zostağy poddane badaniom biologicznym pod 

kŃtem wğaŜciwoŜci  antybakteryjnych i przeciwnowotworowych. 

NaleŨy podkreŜliĺ, Ũe steroidy jako grupa zwiŃzk·w sŃ wymagajŃcymi 

czŃsteczkami ze wzglňdu na specyficznŃ strukturň, sztywnoŜĺ oraz obecnoŜĺ 

reaktywnych grup funkcyjnych. Opisane w literaturze metody funkcjonalizacji 

zwiŃzk·w w podstawniki zawierajŃce selen wymagağy modyfikacji gdy substratem byğ 

steroid. 

Uzyskane wyniki opublikowano w 4 artykuğach (P1-P4): 

P1 P A. Grzes, K. Niemirowicz-Laskowska, H Car, ĂSelenosteroids - promising hybrid 

compounds with pleiotropic biological activity: synthesis and biological aspectsò 

Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology 213 (2021) Impact factor 5.011  

P2 I. Jastrzebska, S. Mellea, V. Salerno, P. A. GrzeŜ, L. Siergiejczyk, K. Niemirowicz-

Laskowska, R. Bucki, B. Monti, C. Santi. ĂPhSeZnCl in the Synthesis of Steroidal ɓ-

Hydroxy-Phenylselenides Having Antibacterial Activityò,  

Int. J. Mol. Sci., 20(9), 21212019 (2019) IF 6.208 

P3 P. A. GrzeŜ, B. Monti, N. Wawrusiewicz-Kurylonek, L. Bagnoli, L. Sancineto, I. 

Jastrzebska, C. Santi, Simple Zn-Mediated Seleno- and Thio-Functionalization of 

Steroids at C-1 Position, . Int. J. Mol. Sci. 2022, 23, 3022. IF 6.208 

P4 P. A. Grzes, A. Sawicka, K. Niemirowicz-Laskowska, P. Wielgat, D. Sawicka, H. 

Car, I. Jastrzebska ĂMetal-promoted synthesis of steroidal ethynyl selenides having 

anticancer activityò JourJournal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology 227 

(2023) 106232 IF 5.011 

 

4. CzňŜĺ literaturowa 

W ciŃgu ostatnich dekad zaobserwowano wzrost zainteresowania syntezŃ 

zwiŃzk·w zawierajŃcych w strukturze selen ze wzglňdu na obiecujŃcŃ aktywnoŜĺ 

biologicznŃ [1-4]. Selen, jako pierwiastek waŨny biologicznie, wystňpuje u ssak·w  

w postaci seleno-enzym·w oraz biağek. Przykğadem takiego enzymu jest peroksydaza 

glutationowa zawierajŃca w swojej strukturze selenocysteinň. Jej zadaniem jest ochrona 
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ukğadu krwionoŜnego przed reaktywnymi formami tlenu [5-7]. Ze wzglňdu na liczne 

wğaŜciwoŜci terapeutyczne i ochronne zwiŃzk·w selenu, zostağy zaprojektowane  

i zsyntezowane zwiŃzki na bazie steroid·w posiadajŃce w swojej budowie ugrupowanie 

selenoorganiczne. Mimo Ũe selenosteroidy nie wystňpujŃ w naturze, to wiele z nich 

wykazuje wğaŜciwoŜci mimetyczne peroksydazy glutationowej, przeciwutleniajŃce, 

przeciwnowotworowe i przeciwdrobnoustrojowe [8]. Selenosteroidy otrzymywane sŃ 

poprzez przyğŃczenie ugrupowania zawierajŃcego atom selenu do steroidu. Ze wzglňdu 

na swojŃ budowň zwiŃzki te moŨemy podzieliĺ na dwie grupy. 

W pierwszej, atom selenu jest bezpoŜrednio zwiŃzany z czŃsteczkŃ steroidu 

tworzŃc odpowiedni alkilo- lub arylo-selenek (Schemat 1. a,b). W drugiej grupie selen 

jest wprowadzany poprzez ugrupowanie np selenomocznikowe czy benzoseleneazolowe 

(Schemat1.c,d).

 

 

Schemat 1. Podziağ selenosteroid·w ze wzglňdu na ich budowň. 

 

PoczŃtkowo selenosteroidy nie byğy traktowane jako nowa klasa zwiŃzk·w  

o okreŜlonych wğaŜciwoŜciach biologicznych. Doskonağym przykğadem jest synteza 

pawonininy-1, zwiŃzku o wğaŜciwoŜciach odstraszajŃcym rekiny. Na jednym  

z koŒcowych etap·w wprowadzana jest grupa fenyloselenowa w wyniku addycji 

elektrofilowej w pozycjň Ŭ do grupy karbonylowej steroidu 1. Otrzymana 

selenopochodna 2 poddawana jest reakcji z nadtlenkiem wodoru. Po czym nastňpuje 

eliminacja PhSeOH z utworzeniem olefiny [9] (Schemat 2.). 
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Schemat 2. KoŒcowy etap otrzymywania pawonininy-1. 

 

Innym przykğadem zastosowania selenosteroid·w jako produktu przejŜciowego 

4 jest synteza 15ɓ-hydroksysteroid·w bňdŃcych unikalnymi metabolitami powstajŃcymi 

w ostatnim trymestrze ciŃŨy ludzkiej. W pierwszym etapie dziağajŃc na 

dehydroepiandrosteron LDA a nastňpnie bromkiem fenyloselenylowym otrzymano 

pochodnŃ 3. Uzyskany zwiŃzek poddano reakcji z MCPBA w -40ÁC, a nastňpnie  

z dietyloaminŃ otrzymujŃc olefinň 4 (Schemat 3) [10-11]. 

 

Schemat 3. Synteza 15ɓ,17Ŭ-dihydroksypregnelonu. 

 

WydajnŃ metodŃ otrzymywania selenosteroid·w jest reakcja otwierania 

pierŜcienia epoksydowego. Steroidowy epoksyd 5 zostağ otwarty w obecnoŜci selenolu  
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i obojňtnego tlenku glinu(III) typu Brockmann I. W wyniku tej reakcji uzyskano 

hydroksy-selenek 6 z wydajnoŜciŃ 72% (Schemat 4) [12]. 

 

 

 

Schemat 4. Synteza selenosteroidu 6. 

 

ZmodyfikowanŃ metodň otrzymywania selenosteroid·w poprzez otwieranie 

oksiran·w zaproponowağ Braga et.al. W pierwszej metodzie epoksyd 7 reagowağ  

z diselenkiem poddanym wczeŜniejszej redukcji z borowodorkiem sodu[13]. W drugiej 

metodzie, selenol zostağ uzyskany poprzez dziağanie ukğadu Zn/HCl wspomagany 

ultradŦwiňkami. W ten spos·b uzyskano szereg transhydroksyselenk·w steroidowych 8 

(Schemat 5) [14]. 

 

Schemat 5. Otrzymywanie selenosteroid·w w reakcji otwierania pierŜcienia 

epoksydowego. 

 

W 1990 Suginome, et.al otrzymağ selenosteroidy zawierajŃce atom selenu  

w szkielecie steroidu. W pierwszym etapie 5Ŭ-cholestan-3-on utleniono przy uŨyciu 

MCPBA uzyskujŃc lakton 9 i 10. Uzyskane laktony zredukowano przy pomocy DIBAL 

otrzymujŃc laktole 11 i 12, kt·re przeksztağcono do jodopochodnych 13 i 14  

z wykorzystaniem HgO-I2. Nastňpnym etapem byğa transformacja uzyskanych 

zwiŃzk·w do dijodopochodnej 15 przy uŨyciu jodku trimetylosililowego.  

W przedostatnim etapie uzyskano selenocyjanki 16-17 poprzez dodanie jednego 



7 

 

ekwiwalentu KSeCN rozpuszczonego w acetonie do jodopochodnej 15. Ostatnim 

etapem otrzymywania 3-selenocholestanu byğa redukcja zwiŃzk·w 16 i 17 przy uŨyciu 

NaBH4 (Schemat 6) [15]. 

 

 

Schemat 6. Synteza 3-selenocholestanu z 5Ŭ-cholesten-3-onu. 

 

AnalogicznŃ ŜcieŨkň syntezy zastosowano do otrzymania selenosteroidu  

z wbudowanym atomem selenu w pierŜcieniu D 20 wykorzystujŃc jako substrat  

5Ŭ-androstan-16-on 19. (Schemat 7). 

 

 

Schemat 7. Synteza 16-selenoandrostanu. 

 

Innym z otrzymanych selenosteroid·w jest selenomocznikowa pochodna 23 

otrzymana z diosgeniny. W pierwszym etapie grupa hydroksylowa w pozycji C-3 jest 
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poddawana tosylowaniu, a nastňpnie substytucji z NaN3. W wyniku tych reakcji 

otrzymano azydek steroidowy 21 z odwr·conŃ konfiguracjŃ na wňglu C-3. W wyniku 

nastňpnych przeksztağceŒ uzyskano amino-steroid 22, kt·ry poddano reakcji  

z izocyjanianem fenylu uzyskujŃc oczekiwanŃ pochodnŃ 23. (Schemat 8) [16]. 

 

 

Schemat 8. Otrzymywanie seleno-mocznikowej pochodnej 23 z wykorzystaniem 

diosgeniny. 

 

Innymi selenosteroidami bňdŃcymi mimetykami peroksydazy glutationowej (GPx) sŃ 

steroidowe pochodne ebselenu. W pierwszym etapie dokonano transformacji grupy 

hydroksylowej w pozycji C-3 na grupň aminowŃ. R·wnolegle otrzymano fragment 

ebselenowy. W pierwszym etapie kwas 2-aminobenzoesowy poddawany jest diazowaniu  

z azotanem(III) sodu i kwasem solnym. Otrzymana s·l diazoniowa reaguje  

z diselenkiem sodu. W wyniku tej reakcji uzyskiwany jest dimer kwasu 2,2ô-

diselenobisbenzoesowego. Nastňpnie dimer poddawany jest reakcji z chlorkiem tionylu dajŃc 

w efekcie chlorek 2-(chloroseleno)benzoesowy. W ostatnim etapie przeprowadzono 

sprzňganie obu fragment·w w Ŝrodowisku zasadowym, otrzymujŃc oczekiwane pochodne 24-

26 (Schemat 9) [16]. 
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Schemat 9. Otrzymywanie steroidowych pochodnych ebselenu. 

 

 

Opisano r·wnieŨ syntezň steroidowych pochodnych ebselenu  

z wykorzystaniem dehydroepiandrosteronu. W pierwszym etapie za pomocŃ 

hydroksyloaminy w Ŝrodowisku kwaŜnym uzyskano oksym 27. Otrzymany zwiŃzek 

poddano redukcji z uŨyciem cyjanoborowodorku sodu i chlorku molibdenu(V) 

uzyskujŃc aminosteroid 28. Ostatnim etapem byğo sprzňganie uzyskanego zwiŃzku  

z selenopochodnŃ 29 (Schemat 10) [17]. 

 

Schemat 10. Otrzymywanie selenesteroid·w na bazie dehydroepiandrosterionu. 
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Innymi selenosteroidami o wğaŜciwoŜciach antyproliferacyjnych sŃ pochodne 

pregnelonu. W pierwszym etapie substrat poddawany jest reakcji z semikarbazydem 

dajŃc semikarbazon (32). Uzyskany zwiŃzek zostağ przeksztağcony do odpowiedniego 

selenodiazolu(33) z wykorzystaniem tlenku selenu(IV) i kwasu octowego. Uzyskano 

szereg pochodnych o wğaŜciwoŜciach przeciwnowotworowych (Schemat 11) [18]. 

 

Schemat 11. Synteza selenosteroid·w 

 

 CzňŜĺ literaturowa stanowi fragment pracy przeglŃdowej:  

I Jastrzebska, P A. Grzes, K. Niemirowicz-Laskowska, H Car, ĂSelenosteroids - 

promising hybrid compounds with pleiotropic biological activity: synthesis and 

biological aspectsò Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology 213 (2021) , 

bňdŃcej publikacjŃ skğadajŃcŃ siň na dysertacjň.  

5. Om·wienie wynik·w 

W publikacji P2 przedstawiğem metodň otrzymywania selenosteroid·w za 

pomocŃ PhSeZnCl (tzw. reagent Santiego). Odczynnik ten w przeciwieŒstwo do innych 

nukleofilowych reagent·w selenoorganicznych wykazuje siň znacznie wiňkszŃ 

stabilnoŜciŃ. Reakcje moŨna przeprowadzaĺ w warunkach wodnych, reagent nie ulega 

gwağtownemu rozkğadowi w kontakcie z tlenem. Charakteryzuje siň szerokim spektrum 

reaktywnoŜci z r·Ũnymi zwiŃzkami: epoksydami, tosylanami, zwiŃzkami Ŭ,ɓ- 

nienasyconymi oraz halogenkami alkilowymi i arylowymi (Schemat 12) [19]. 
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Schemat 12. ReaktywnoŜĺ PhSeZnCl z r·Ũnymi substratami. [19] 

 

W swoich badaniach postanowiğem sprawdziĺ reaktywnoŜĺ tego odczynnika  

ze zwiŃzkami steroidowymi. W tym celu otrzymağem szereg epoksyd·w steroidowych, 

poprzez reakcjň z MCPBA w DCM (Tabela 1). Opr·cz epoksyd·w zbadağem 

reaktywnoŜĺ innych pochodnych steroidowych z PhSeZnCl (Tabela 2).  

Pierwsze eksperymenty przeprowadzone byğy na mieszaninie izomer·w  

5,6-epoksycholestanu (34, 35). Zastosowano mieszaninň izomer·w Ŭ:ɓ w stosunku 4:1 

z wykorzystaniem PhSeZnCl w warunkach opisanych dla otwarcia epoksydu  

w zawiesinie wodnej oraz w THF w temperaturze pokojowej. Zastosowane 

 warunki procesu nie przyniosğy oczekiwanych rezultat·w. Dopiero po wygenerowaniu 

odczynnika in situ i prowadzenie reakcji w temperaturze wrzenia, doprowadziğo do 

otrzymania transhydroksyselenku 36. Nieprzereagowany epoksyd 35 odzyskağem 

iloŜciowo metodŃ chromatograficznŃ (Schemat 13). Prawdopodobnie powodem braku 
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reaktywnoŜci ɓ izomeru jest powstawanie niekorzystnej i niestabilnej struktury, kt·ra 

wynikağaby z obecnoŜci grupy hydroksylowej przy C-5 zorientowanej w konfiguracji 

syn wzglňdem grupy metylenowej C-19.  

 

Schemat 13. Reakcja otwierania epoksydu z odczynnikiem Santiego. 

 

 Schemat 14 obrazuje powstawanie wyğŃcznie izomeru 38, co jest spowodowane 

obecnoŜciŃ aksjalnej grupy metylenowej w pozycji C-19, przez co atak nukleofilowy 

jest moŨliwy wyğŃcznie od mniej zatğoczonej strony epoksydu 37.  

 

Schemat 14. Prawdopodobny mechanizm otwierania epoksyd·w steroidowych z 

regentem Santiego. 



13 

 

Tabela 1 przedstawia uzyskane produkty z epoksysteroid·w Reakcje 

prowadziğem w warunkach opracowanych dla epoksydu 34. W niekt·rych przypadkach 

czas reakcji zostağ wydğuŨony nawet do 6 godzin.  

 

substrat Czas(h) produkt  

 

3 
 

 

 

6 

 

 

6 

 

 

3 

 

 

3 

 

 

3  
 

Brak reakcji 

 

Tabela 1. Produkty reakcji otwierania epoksyd·w z reagentem Santiego. 
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Opr·cz epoksyd·w steroidowych, reakcji poddağem inne pochodne steroidowe 

posiadajŃce w swojej strukturze ukğad Ŭ,  ̡nienasyconego ketonu, lakton oraz oksym 

(Tabela 2). 

 

substrat Czas(h) produkt 

 

6  

 

Brak reakcji 

 

6  

 

Brak reakcji 

 

3  

 

Brak reakcji 

 

 

 

3  

Brak reakcji 

 

 

 

Tabela 2. ReaktywnoŜĺ innych steroid·w z PhSeZnCl. 

 

BiorŃc pod uwagň prooksydacyjne wğaŜciwoŜci zwiŃzk·w selenu, zostağ 

przeprowadzony eksperyment sprawdzajŃcy wğaŜciwoŜci redukcyjne otrzymanego 

selenosteroidu 36. W tym celu zostağa wykorzystana spektroskopia 
1
H NMR i 

77
Se 

NMR. Eksperyment polegağ na dodaniu do pr·bki selenosteroidu 36 5 ekwiwalent·w 

nadtlenku wodoru i obserwacje zmian na widmie 
77

SeNMR. Po cağkowitej konwersji 

zwiŃzku zaobserwowano na widmie powstanie pary diasteroizomer·w selenotlenk·w 

36A-B CD3OD: 901 i 866 ppm. Nastňpnym etapem byğo dodanie stechiometrycznej 

iloŜci ditiotreitolu (DTT) i redukcja otrzymanych selenotlenk·w do substratu 36. 

Kinetykň reakcji badano poprzez 
1
H NMR. Proces okazağ siň bardzo powolny, 

poniewaŨ po 19 godzinach zaobserwowano, Ũe jedynie 22% DTT ulegğo konwersji. Dla 
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por·wnania, wartoŜĺ ta dla ebselenu wynosi 15 minut. [20] Powodem tak niskiej 

konwersji jest prawdopodobne silne zatğoczenie wok·ğ atomu selenu (Schemat15). 

 

Schemat 15. Eksperyment sprawdzajŃcy wğaŜciwoŜci redukcyjne otrzymanego 

selenosteroidu 36. 

 

Przeprowadzone badania biologiczne miağy na celu ocenň wğaŜciwoŜci 

przeciwbakteryjnych otrzymanych selenosteroid·w. W obecnych czasach poszukiwanie 

zwiŃzk·w o tych wğasnoŜciach stanowi duŨe wyzwanie, zwğaszcza w kontekŜcie 

rosnŃcej liczby zakaŨeŒ wywoğanych przez antybiotykoodporne bakterie. WğaŜciwoŜci 

powodujŃce zaprzestanie tworzeniu biofilmu przez Pseudomonas aeruginosa, bakterii 

odpowiedzialnej za zakaŨenia u pacjent·w z osğabionym ukğadem odpornoŜciowym, 

moŨe byĺ waŨnym elementem rozwoju nowej klasy antybiotyk·w.[21]). 

Pomiar zmian w luminescencji Pseudomonas aeruginosa jest ğatwym 

narzňdziem w ocenie ŨywotnoŜci bakterii i jej metabolizmu.[22]. Rysunek 1. pokazuje, 

Ũe wszystkie przetestowane selenosteroidy wpğywajŃ na badany szczep. NajwyŨszŃ 

aktywnoŜĺ wykazywağ zwiŃzek 38 w por·wnaniu do pozostağych przebadanych 

zwiŃzk·w. Zaobserwowano ponad 95% spadek chemiluminescencji po 10 minutach 

inkubacji przy najwyŨszej zadanej dawce zwiŃzku. Ten efekt hamujŃcy jest 

por·wnywalny do aktywnoŜci standardowych antybiotyk·w stosowanych w stňŨeniach 

odpowiadajŃcych 100-krotnemu wzrostowi wartoŜci minimalnego stňŨenia hamujŃcego 

(MIC). Uzyskane wyniki sugerujŃ, Ũe poğoŨenie grupy fenylselenylowej moŨe wpğywaĺ 
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i modyfikowaĺ aktywnoŜĺ przeciwbakteryjnŃ. Dodatkowo, aktywnoŜĺ syntetyzowanych 

zwiŃzk·w por·wnano z aktywnoŜciŃ kolistyny, obecnie stosowanej w leczeniu zakaŨeŒ 

P. aeruginosa. Co ciekawe, zaobserwowano, Ũe stosowanie kolistyny w dawce 

odpowiadajŃcej 1xMIC nie wpğywa na funkcjň metabolicznŃ zakaŨeŒ P. aeruginosa 

wywoğanych przez szczepy oporne na leki. Natomiast zastosowanie stňŨenia 5-krotnie 

wiňkszego od MIC zaburza funkcjň kom·rek w stopniu 60%. 

 

 

Rysunek 1. ObniŨenie aktywnoŜci metabolicznej bakterii Pseudomonas 

aeruginosa przy uŨyciu otrzymanych  selenosteroid·w w por·wnaniu do kolistyny. 

 

W ramach innych eksperyment·w zastosowano pomiary luminometryczne 

w celu okreŜlenia zdolnoŜci przetestowanych selenosteroid·w do zapobiegania 

tworzenia siň bakteryjnego biofilmu. Przetestowane selenosteroidy sŃ zdolne do 

hamowania tworzenia siň biofilmu i skutecznego zabijania bakterii osadzonych  

w macierzy biofilmu w spos·b zaleŨny od czasu i dawki. Jednak po 24 godzinach, 

w przypadku zwiŃzku 38, konieczne byğo zastosowanie wysokich dawek (> 50 

Õg/ml), aby osiŃgnŃĺ okoğo 50% hamowania tworzenia siň biofilmu.  

W przypadku dojrzağego biofilmu, utworzonego po 48 i 72 godzinach leczenia 

przetestowanymi substancjami (> 20 Õg/ml), stwierdzono zmniejszenie 

ŨywotnoŜci biofilmu o okoğo 50% dla zwiŃzku 36 odpowiednio, oraz o okoğo 90% 

dla zwiŃzku 38. W przypadku kolistyny, jej stosowanie w 1 i 5-krotnie wiňkszym 
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stňŨeniu minimalnego stňŨenia hamujŃcego (MIC) byğo niewystarczajŃce do 

ograniczenia metabolicznej aktywnoŜci biofilmu (Rysunek 2). WğaŜciwoŜci 

przetestowanych substancji mogŃ zatem pom·c w opracowaniu skutecznych 

strategii przeciwko tworzeniu siň biofilmu Pseudomonas aeruginosa, kt·ry jest 

bezpoŜrednio zwiŃzany z zakaŨeniami szpitalnymi poprzez kolonizacjň urzŃdzeŒ 

medycznych, a takŨe stanowi gğ·wnŃ przyczynň nawrot·w i przewlekğych 

zakaŨeŒ, takich jak zapalenie pğuc u pacjent·w z mukowiscydozŃ. Ze wzglňdu na 

amfipatycznŃ naturň przetestowanych steroid·w oraz ich podobieŒstwo do 

ceragenin, kt·re posiadajŃ szerokie spektrum aktywnoŜci przeciwbakteryjnej, 

konieczne sŃ dalsze badania [23]. 

 

 
 

Rysunek 2. Badanie aktywnoŜci otrzymanych selenosteroid·w przed 

powstawaniem biofilmu bakterii Pseudomonas aeruginosa po 24, 48 i 72 godzinach. 

 

W publikacji P3 opisano syntezň selenosteroid·w w oparciu o system 

dwufazowy opracowany przez Santi et. A oraz modyfikacjň tej metody syntezy, 

kt·ra polega na generowaniu nukleofilowych reagent·w seleneorganicznych  

w ukğadzie woda - rozpuszczalnik organiczny [24]. W pierwszym etapie diselenek 

poddawany jest reakcji z aktywowanym cynkiem dajŃc przejŜciowy zwiŃzek 

kompleksowy, kt·ry natychmiast reaguje z kwasem solnym generujŃc bezbarwny 

selenol oraz chlorek cynku(II) (Rysunek 3). 

 
 

Rysunek 3. System dwufazowy [24]. 
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Metoda ta pozwala na funkcjonalizacjň wielu rodzaj·w substrat·w  

z bardzo dobrymi wydajnoŜciami. System dwufazowy znalazğ swoje zastosowanie  

w reakcjach z halogenkami, epoksydami oraz reakcji Michaela (Tabela 3) [24]. 

 

Substrat Produkt  Czas (h) WydajnoŜĺ (%) 

  
2 99 

  
72 85 

 

 

4 78 

 
 

4 99 

  

2 91 

  
2 79 

  

2 88 

 

Tabela 3. Reakcje wybranych substrat·w w systemie dwufazowym [24]. 

 

W swoich badaniach postanowiğem wykorzystaĺ system dwufazowy do 

otrzymywania selenosteroid·w w wyniku reakcji Michaela. Jako materiağ testowy 

zastosowağem androstedion posiadajŃcy ukğad Ŭ,̡-nienasyconego ketonu oraz diselenek 

difenylu jako reagent (Schemat 16). Pierwsze pr·by nie przyniosğy oczekiwanych 

rezultat·w.  

 
 

Rysunek. 3. Synteza selenosteoid·w w system dwufazowym. 
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Schemat 16. Nieudana synteza selenosteroidu z androstedionem. 

 

PrzyczynŃ braku reakcji androstedionu z wygenerowanym selenolem jest 

prawdopodobnie zawada przestrzenna wystňpujŃca pomiňdzy pierŜcieniami A i B  

w szkielecie steroidowym. W zwiŃzku z powyŨszym postanowiğem zmieniĺ substrat  na 

1,4-androstedien-3,17-dion oraz octan prednizonu, ze wzglňdu na obecnoŜĺ 

dodatkowego wiŃzania podw·jnego w pozycji C1-C2.(Rysunek 4). 

 

 

 

Rysunek 4.Struktury zwiŃzk·w modelowych. 

 

Brak oczekiwanego produktu wymusiğ modyfikacjň procedury  

w systemie dwufazowym. (Rysunek 5), kt·ra polegağa na tym, aby po odbarwieniu 

roztworu przenieŜĺ roztw·r bez cynku za pomocŃ kaniuli do kolbki zawierajŃcej 

substrat w atmosferze gazu obojňtnego. Zmiana spowodowağa powstawanie 

oczekiwanego produktu 41 (Schemat 17). 

 

 

 

Rysunek 5. Modyfikacja procedury system dwufazowego. 
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Schemat 17. Synteza selenosteroidu w zmodyfikowanym ukğadzie dwufazowym. 

 

Przeprowadziğem identycznŃ reakcjň z octanem prednizonu uzyskujŃc 

oczekiwany selenosteroid 50. Postanowiğem wiňc otrzymaĺ seriň pochodnych stosujŃc 

r·Ũne diselenki. Jednak, handlowo dostňpny byğ wyğŃcznie diselenek difenylu. Nowe 

diselenki otrzymağem poprzez reakcjň wybranych halogenk·w z magnezem generujŃc 

odczynnik Gringarda a nastňpnie dodanie selenu elementarnego [25]. Po 24 godzinach  

w warunkach gazu obojňtnego, dodawany jest nasycony roztw·r chlorku amonu i 

roztw·r miesza siň przez kolejne 24 godziny w obecnoŜci tlenu. Surowy produkt 

oczyszczano poprzez krystalizacjň w etanolu lub chromatograficznie. (Schemat 19.) 

 

Schemat 19. Synteza diselenk·w [25] 

 

Halogenek 

 

Diselenek WydajnoŜĺ (%) 

  
42 

56 

  
43 

45 

  
44 A 

52 

  
44B 

55 

 

Tabela 4. Uzyskane diselenki 
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Uzyskane diselenki 42-44 Tabela 4) zostağy wykorzystane do otrzymania 

nowych pochodnych z 1,4-androstedien-3,17-dionem. Wyniki zebrano w Tabeli 5. 

 

Diselenek Produkt  WydajnoŜĺ (%) 

 

 

70 

39 

 

48 

40 

  

51 

41 

 

81 

42 

 

64 

 

Tabela 5. Otrzymane selenosteroidy na bazie 1,4 androstedien-3,17-dionu. 
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Analogiczne  reakcje przeprowadziğem przy uŨyciu drugiego substratu 

modelowego - octan prednizonu (Tabela 6). 

 

Diselenek Produkt  WydajnoŜĺ % 

 

 

54 

39 

 

52 

40 

 

46 

41 

 

34 

42 

 

96 

 

Tabela 6. Selenosteroidy otrzymane na bazie octanu prednizonu. 
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ZmodyfikowanŃ procedurň zastosowağem r·wnieŨ do otrzymywania 

tiosteroid·w 55-58 (Rysunek 6).. WydğuŨono czas na generowanie tiolu z 10 minut do 

60 minut  

 

 

 

Rysunek 6. Otrzymane tiosteroidy w systemie dwufazowym. 

 

Przeprowadzone badania biologiczne miağy na celu ocenň wğaŜciwoŜci 

antyproliferacyjnych trzech selenosteroid·w 46, 47, 48. Wspomniane wczeŜniej zwiŃzki 

zostağy przebadane na linii kom·rkowej HeLa. Obserwacja mikroskopowa wykazağa 

mniejszŃ liczbň oraz gorszy stan kom·rek hodowlanych z dodatkiem testowanych 

selenosteroid·w. Po 48 godzinach eksperymentu pod wpğywem badanych 

selenosteroid·w zaobserwowano zmniejszonŃ liczbň kom·rek w kulturze w por·wnaniu 

z kontrolŃ. Najgorszy stan kom·rek zaobserwowano na poŨywce ze zwiŃzkiem 47, 

gdzie odnotowano najmniejszŃ liczbň kom·rek przylegajŃcych do naczynia 

hodowlanego. (Rysunek 7). 

 

 

 

 

 

 



24 

 

 

 

Rysunek 7. Obserwacja mikroskopowa kom·rek Hela po 48h kontakcie z 

selenosteroidami w stňŨeniu 50 ÕM. Zdjňcia A- kontrola, B-hodowla kom·rek ze 

zwiŃzkiem 48, C- hodowla kom·rek ze zwiŃzkiem 46, D- hodowla kom·rek ze 

zwiŃzkiem 47. Strzağkami zaznaczono odklejajŃce siň od naczynia prawdopodobnie 

martwe lub apoptyczne kom·rki. 

 

Zostağa przeprowadzona szczeg·ğowa analiza liczby kom·rek w kulturach po 

trzech dniach eksperymentu, gdy kultura kontrolna osiŃgnňğa okoğo 90% konfluencji. 

Uzyskane wyniki potwierdziğy istotne statystycznie i zaleŨne od stňŨenia hamowanie 

tempa wzrostu w hodowlach z dodatkiem badanych selenosteroid·w w zakresie stňŨeŒ 

od 50 do 200 ÕM. NajwiňkszŃ aktywnoŜĺ inhibicyjnŃ wykazağ zwiŃzek 47, gdzie przy 

stňŨeniu 50 ÕM( wykres C, Rysunek 8) zaobserwowano jedynie 15,6% kom·rek w 
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stosunku do kultury kontrolnej a stňŨenia 100 i 200 ÕM prawie cağkowicie zahamowağy 

przyrost liczby kom·rek. Mniejszy wpğyw na tempo wzrostu kultury zaobserwowano 

pod wpğywem zwiŃzku 46, przy 50 ÕM odnotowano 39,8%, a przy 100 ÕM 14,8% 

liczby kom·rek w por·wnaniu z kontrolŃ, a przy 200 ÕM niemal cağkowite 

zahamowanie rozwoju kultury (wykres B, Rysunek 8). NajsğabszŃ aktywnoŜĺ 

antyproliferacyjnŃ wykazywağ zwiŃzek 49, gdzie przy stňŨeniu 200 ÕM jedynie 39% 

stwierdzono 39% liczby kom·rek w por·wnaniu do kontroli. (wykres A, Rysunek 8). 

 

 

Rysunek 8. Zmiana liczby hodowlanych kom·rek HeLa w funkcji stňŨenia 

selenosteroid·w po 3 dniach dziağania. 

 

 

Na podstawie danych dotyczŃcych zaleŨnoŜci tempa wzrostu kom·rek od 

stňŨenia selenosteroidu, zostağ wyliczony parametr GI50 dla kaŨdego zwiŃzku  

(Rysunek 9). WartoŜci te wynoszŃ odpowiednio 25,5 ÕM dla 48, 47,2 ÕM dla 47 i 129,2 

ÕM dla 49. 
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Rysunek 9. Por·wnanie wartoŜci GI50 badanych selenosteroid·w, ich mediana. 

GwiazdkŃ oznaczono r·Ũnicň istotnŃ statystycznie wzglňdem pochodnej 46. 

 

W celu zbadania mechanizmu dziağania badanych zwiŃzk·w, przeanalizowano 

profil przeŨywalnoŜci kom·rek oraz apoptozy pod wpğywem selenosteroid·w. 

Wykonana analiza cytometryczna potwierdziğa proapoptotyczne wğaŜciwoŜci badanych 

selenosteroid·w. NajsilniejszŃ indukcjň procesu apoptozy odnotowano w przypadku 

pochodnej 47 (Rysunek 10). 

 

 

 

Rysunek 10. Por·wnanie profili apoptycznych hodowli kontrolnych kom·rek. 

HeLa oraz w r·Ũnych stňŨeniach selenosteroidu 47. Histogramy przedstawiajŃ analizň 

cytometrycznŃ przykğadowych. Diagramy koğowe przedstawiajŃ procentowy rozkğad 

poszczeg·lnych rodzaj·w kom·rek, zestawiony z niezaleŨnych eksperyment·w. 

Gwiazdkami zaznaczono wartoŜci istotnie r·ŨniŃce siň wzglňdem kontroli. 
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W literaturze jest mağo informacji dotyczŃcych wğaŜciwoŜci proapoptycznych 

selenosteroid·w. Takie wğaŜciwoŜci wykazywağa pochodna diosgeniny posiadajŃca 

ugrupowanie N-fenyloselenomocznikowe w pozycji C3 [26]. W tych badaniach 

stwierdzono okoğo 60% kom·rek apoptycznych przy stňŨeniu 25 ÕM. Co ciekawe 

autorzy nie wykazali takich samych wğaŜciwoŜci propaptycznych dla tiomocznikowej 

pochodnej diosgeniny. Selenosteroidy o takich samych wğaŜciwoŜciach opisuje r·wnieŨ 

w swych pracach Huang Y. et al [27,28,29]. W naszych badaniach selenosteroid 48  

w stňŨeniu 50 ÕM powodowağ apoptozň okoğo 70% kom·rek w hodowli. 

Hodowle in vitro kom·rek HeLa z testowanymi zwiŃzkami umoŨliwiğy 

por·wnanie wzglňdnej ekspresji gen·w indukujŃcych apoptozň z genami zwiŃzanymi  

z syntezŃ cholesterolu. SpoŜr·d testowanych zwiŃzk·w, indukcjň ekspresji gen·w 

zwiŃzanych ze syntezŃ cholesterolu (HMGCR, SQLE, CYP51A1) zaobserwowano dla 

zwiŃzk·w 46 i 48 w odr·Ũnieniu od zwiŃzku 47. Natomiast ekspresja genu PDHB byğa 

istotnie zmniejszona w kulturze na poŨywce ze  zwiŃzkiem 47, podczas gdy pozostağe 

zwiŃzki nie wpğynňğy na ekspresje tego genu. ObecnoŜĺ zwiŃzku 48 w poŨywce 

zwiňkszyğa ekspresjň proapoptotycznego genu BID w kom·rkach HeLa w por·wnaniu 

do kom·rek hodowlanych w obecnoŜci zwiŃzk·w 46 i 47, gdzie poziom tego 

transkryptu nie zmieniğ siň istotnie w por·wnaniu z kontrolŃ. Jednak w przypadku genu 

APAF1, kt·rego produkt stanowi istotny skğadnik apoptosomu [30], stwierdzono 

zmniejszenie ekspresji pod wpğywem zwiŃzk·w 46 i 48 oraz tendencjň do ograniczenia 

jego ekspresji w przypadku zwiŃzku 47. 

Uzyskane wyniki sugerujŃ r·Ũne mechanizmy dziağania badanych 

selenosteroid·w. ZwiŃzki 46 i 48 , kt·re sğabiej hamujŃ wzrost HeLa, dziağajŃ  

w podobny spos·b, podczas gdy zwiŃzek 47 moŨe mieĺ dodatkowe mechanizny 

dziağania. 

Wzrost ekspresji gen·w HMGCR, SQLE i CYP51A1 w pr·bkach zawierajŃcych 

zwiŃzki 46 i 48, wpğywa na tempo szlaku mewalonowego, zwiŃzanego z syntezŃ 

cholesterolu. OdpowiedŦ kom·rek polegajŃca na indukcji szlaku mewalonowego moŨe 

prowadziĺ do wzrostu stňŨenia cholesterolu w bğonie, co moŨe chroniĺ kom·rki przed 

jej destabilizacjŃ. Obserwowany wzrost ekspresji tych enzym·w poŜrednio potwierdza 

hipotezň, Ũe selenosteroidy jako antymetabolity cholesterolu prowadzŃ do destabilizacji 

bğony kom·rkowej. Kluczowa rola szlaku mewalonowego jest znana podczas rozwoju 

nowotworu.[31,32]. Aktywacja gen·w odpowiedzialnych za biosyntezň cholesterolu 
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jest cechŃ charakterystyczna wielu rodzaj·w nowotwor·w chroniŃc kom·rki 

nowotworowe przed dziağaniem lek·w i ukğadu odpornoŜciowego na zasadzie 

stabilizacji bğony kom·rkowej. 

Destabilizacja bğony kom·rkowej spowodowana przez selenosteroidy moŨe 

nieprawidğowo aktywowaĺ receptory zewnŃtrzpochodnego szlaku apoptozy co sugeruje 

zmieniona ekspresja genu BID. Biağko BID jest aktywowane przez kapsazň 8, kt·ra jest 

proteazŃ inicjatorowŃ zewnŃtrzpochodnego szlaku apoptozy. Obserwowane 

zmniejszenie ekspresji genu APAF1, kt·rego produkt jest kluczowym czynnikiem 

apoptosomu, moŨe byĺ reakcjŃ obronnŃ kom·rek nowotworowych majŃcŃ na celu 

ograniczenie aktywacji Kaspar wewnŃtrzpochodnego szlaku apoptozy [33]. 

BiorŃc pod uwagň powyŨej przedstawiony mechanizm, moŨna przyjŃĺ, Ũe 

dziağanie cytostatyczne badanych zwiŃzk·w wynika z ich oddziağywania na bğonň 

kom·rkowŃ i indukcji zewnŃtrzpochodnego szlaku apoptozy. 

ZwiŃzek 47 w przeprowadzonym eksperymencie nie wpğywa bezpoŜrednio na 

ekspresjň gen·w zwiŃzanych ze szlakiem mawalonowym oraz proapoptycznymi genami 

APAF1 i BID. BiorŃc pod uwagň jego najsilniejsze dziağanie cytostatyczne, moŨna 

wyciŃgnŃĺ wniosek, Ũe kom·rki majŃ czasu na aktywacjň mechanizm·w obronnych, jak 

w przypadku mniej aktywnych pochodnych 46 i 48. NaleŨy zauwaŨyĺ, Ũe ekspresja 

genu PDHB jest ograniczona pod wpğywem pochodnej 47. Biağko kodowane przez 

PDHB stanowi kluczowy skğadnik kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej, kt·ra 

katalizuje oksydacyjnŃ dekarboksylacjň pirogronianu do acetylo-CoA, kt·ry jest 

kluczowym metabolitem wielu proces·w katabolicznych jak np. cykl Krebsa jak i 

anabolicznych jak synteza kwas·w tğuszczowych i steroid·w w kom·rkach [34]. 

Zahamowanie tej reakcji prowadzi do obniŨenia zawartoŜci ATP, redukcji syntezy 

lipid·w co dalej przyczynia siň do dezorganizacji bğony kom·rkowej. Ograniczenie tych 

proces·w moŨe byĺ gğ·wnym powodem najmocniejszych wğaŜciwoŜci 

antyproliferacyjnych zwiŃzku 48 (Rysunek 11). 
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Rysunek 11. Por·wnanie wzglňdnej ekspresji wybranych gen·w po 3 dniach 

ekspozycji kultur HeLa na badane selenosteroidy. 

 

PodsumowujŃc wyniki wstňpnych badaŒ biologicznych i analizň dostňpnych 

danych moŨna stwierdziĺ iŨ badane selenosteroidy szczeg·lnie 47 posiadajŃ 

wğaŜciwoŜci cytostatyczne w por·wnaniu do lek·w stosowanych w praktyce klinicznej 

takimi jak abirateron [35,36] czy doksorubicyna [37,38]. Wyniki te zachňcajŃ do 

dalszych badaŒ.  
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Opisane powyŨej badania biologiczne stanowiŃ fragment publikacji:  

I. Jastrzebska, N. Wawrusiewicz-Kurylonek, P. A. GrzeŜ, E. Grabowska, A.Tylicki, 

ĂSteroidal selenides as proapoptotic factors: a preliminary studyò przesğanej do 

recenzji. 

 

W publikacji P4 przedstawiğem metodň otrzymywania selenosteroid·w  

w wyniku sprzňgania terminalnych alkin·w steroidowych z elektrofilowymi reagentami 

selenowymi z zastosowaniem katalizator·w miedzi(I). Warunki reakcji 

zoptymalizowano.  

Substratem modelowym byğ 3ɓ-octan-12ɓ-etynylo-25R-5Ŭ-spirostan-3ɓ,12Ŭ-

diol 60 otrzymany w wyniku reakcji octanu hekogeniny 59 z odpowiednim 

odczynnikiem Gringarda (Schemat 20).  

 

Schemat 20. Otrzymywanie substratu modelowego. 

 

W celu uzyskania najwyŨszej wydajnoŜci przeprowadzanych reakcji 

przebadağem wpğyw rozpuszczalnik·w, temperatury i katalizator·w. Pierwsze testy 

miağy na celu wyb·r odpowiedniego rozpuszczalnika oraz temperatury reakcji. Wyniki 

zestawiğem w Tabeli 7. 

 

Schemat 21. Sprzňganie steroidowego alkinu z PhSeCl. 
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Rozpusczalnik Temperatura WydajnoŜĺ 62 

% 

WydajnoŜĺ 63 

% 

DCM RT - - 

DCM R - - 

THF RT - - 

Toluen RT - - 

Toluen R - - 

DMF RT - - 

THF R 16% 25% 

DMF 100ÁC 83% - 

 

Tabela 7. Wpğyw rozpuszczalnika i temperatury na wydajnoŜĺ sprzňgania 

 

AnalizujŃc wyniki z powyŨszej tabeli moŨna zauwaŨyĺ, Ũe reakcja nie zachodzi 

gdy uŨywany jest rozpuszczalnik niepolarny (toluen i dichlorometan), czy to  

w temperaturze pokojowej czy podczas podgrzewania. UŨycie tetrahydrofuranu 

prowadzi do tworzenia produktu sprzňgania Glasera. Najlepsze rezultaty przyniosğa 

reakcja z DMF w temperaturze 100ÁC. Warto nadmieniĺ, iŨ warunki reakcji byğy 

kompatybilne z wraŨliwym ukğadem spiroacetalowym i nie obserwowağem 

powstawania dodatkowych produkt·w ubocznych.  

W drugim etapie optymalizacji warunk·w reakcji testowağem dostňpne 

katalizatory miedziowe. Wyniki zestawiono w Tabeli 8. Najlepsze rezultaty uzyskağem 

stosujŃc Cu2I2. 

katalizator  WydajnoŜĺ (%) 

Cu2I2 83 

CuO 0 

CuSO4 0 

CuOAc 0 

CuCl 27 

FeCl2 0 

CuI 16 

Tabela 8 . Wpğyw katalizatora miedziowego na wydajnoŜĺ reakcji 
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Po dokonaniu optymalizacji warunk·w procesu, opracowana metodologia 

zostağa zastosowana dla r·Ũnych alkin·w steroidowych 60, 63, 65 i 67 (otrzymanych 

przeze mnie w ramach projektu) uzyskujŃc oczekiwane selenosteroidy (Tabela 9). 

Substrat Produkt  WydajnoŜĺ% 

 

 

 

 

 

83% 

 

 

 

 

 

64% 

 

 

 

 

 

96% 

  

 

 

63% 

 

Tabela 9. Otrzymane selenosteroidy w wyniku sprzňgania PhSeCl z alkinami 

steroidowymi. 
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Otrzymane pochodne przebadano pod kŃtem ich wğaŜciwoŜci biologicznych na 

Uniwersytecie Medycznym w Biağymstoku w zakğadzie Farmakologii DoŜwiadczalnej. 

Celem tych badaŒ byğa ocena wğaŜciwoŜci przeciwnowotworowych raka piersi. Na 

podstawie danych WHO z 2020 rak piersi zostağ zdiagnozowany u ponad 2,3 miliona 

kobiet i zanotowano ponad 680 000 zgon·w z tego powodu [39, 40]. 

Otrzymane selenosteroidy zostağy poddane wielu testem majŃcym na celu oceny 

ich wğaŜciwoŜci przeciwnowotworowych. Pierwszym z przeprowadzonych test·w byğa 

ocena hemolizy czyli zdolnoŜci do niszczenia zdrowych kom·rek gospodarza. Wiele 

potencjalnych lek·w jest odrzucanych z powodu potencjalnych zniszczeŒ zdrowych 

kom·rek gospodarza. W przeprowadzonym eksperymencie uŨyto izolowanych 

czerwonych ludzkich krwinek jako modelu badawczego, umoŨliwiajŃcych ocenň 

potencjalnych zniszczeŒ w organizmie ludzkim. Jak przedstawiono na wykresie 2A 

(Rysunek 12) otrzymane zwiŃzki 61, 65, 66 i 69 charakteryzujŃ siň niskŃ aktywnoŜciŃ 

hemolitycznŃ przy  dawce 100 Õg/ml. Testowane zwiŃzki wykazywağy hemolizň 

miňdzy 1% a 2,5%, co jest poniŨej miňdzynarodowego standardowego poziomu 10%, 

kt·ry jest proponowany dla lek·w [41, 42]. Na podstawie uzyskanych wynik·w 

potwierdzono, Ũe wszystkie zsyntetyzowane selenki steroidowe majŃ dobrŃ 

hemokompatybilnoŜĺ i bňdŃ odpowiednie do stosowania w podawaniu doŨylnym. 

Jednym z niepoŨŃdanych skutk·w prowadzonej chemioterapii jest negatywny 

wpğyw na funkcjonowanie serca. Ustalono, Ũe ŜmiertelnoŜĺ pacjent·w z rakiem piersi 

zwiŃzana jest z sercem, kt·ra jest spowodowana terapiŃ antracyklinami, terapiŃ 

hormonalnŃ oraz inhibitorami kinazy tyrozynowej. Wspomniane leczenie moŨe 

doprowadziĺ do niewydolnoŜci serca lub powstawania zakrzep·w [43]. W celu oceny 

kardiotoksycznoŜci otrzymane zwiŃzki zostağy poddane interakcji z liniŃ kom·rkowŃ 

H9C2, bňdŃcych modelem w tego typu badaŒ. Wyniki przedstawione na wykresie B 

(Rysunek 12) wskazujŃ, Ũe wszystkie badane substancje nie wykazywağy istotnej 

zmiany liczby kom·rek w hodowli. Natomiast testy proliferacji i aktywnoŜci 

metabolicznej badanej linii kom·rkowej, wskazağa , Ũe zwiŃzek 69 w stňŨeniu ÕgẗmL 

powoduje statystycznie zahamowanie proliferacji kom·rek o 70% (wykres C Rysunek 

12). 

W celu okreŜlenia wğaŜciwoŜci hamujŃcych wzrost kom·rek, kultury zostağy  

poddane dziağaniu zwiŃzkami 61, 65, 66 i 69 w zakresie stňŨeŒ od 0 ï 100 ÕgẗmLī 1 

przez 24 godziny a nastňpnie przeprowadzono badania dotyczŃce cytotoksycznoŜci  

i zdolnoŜci do proliferacji. Wykres D (Rysunek 12) przedstawia istotny efekt hamujŃcy 
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testowanych zwiŃzk·w w por·wnaniu do kontroli. Uzyskane wyniki pokazujŃ ,Ũe 

zwiŃzki 65, 66 i 69 w stňŨeniu 10 ÕgẗmLī 1 hamowağy ŨywotnoŜĺ kom·rek o poğowň. 

Zwiňkszenie stňŨenia dla wszystkich zwiŃzk·w wywoğywağo efekt cytotoksyczny dla 

wszystkich badanych selenosteroid·w. Najsilniejszy efekt cytotoksyczny miağy zwiŃzki 

66 i 69. 

W dalszych badaniach postanowiono sprawdziĺ czy badane zwiŃzki zaburzajŃ 

r·wnowagň utleniania i redukcji w badanych hodowlach. Zostağy zbadane parametry 

zwiŃzane ze stresem oksydacyjnym w tym ROS. Do przeprowadzania tych test·w, 

przeprowadzono pomiary oparte na luminometrii [44]. Na wykresie F (Rysunek 12) 

tylko selenosteroid 69 spowodowağ znaczny wzrost stňŨenia ROS. IloŜĺ wolnych 

rodnik·w przy stňŨeniu 100 ÕgẗmLī 1 spodowağ 10-krotny przyrost w por·wnaniu do 

pr·by kontrolnej. 

Aby lepiej poznaĺ mechanizm odpowiedzialny za Ŝmierĺ kom·rki 

przeprowadziliŜmy test aktywnoŜci kaspazy 3/7, biağka zaangaŨowanego w proces 

apoptozy. Na wykresie G (Rysunek 12) moŨemy zaobserwowaĺ, Ũe przy hodowlach 

linii MCF-7 maksymalna aktywnoŜĺ kaspazy obserwowana jest dla zwiŃzku 69. MoŨna 

przyjŃĺ, Ũe mechanizm Ŝmierci kom·rki jest zwiŃzany z aktywnoŜciŃ kaspaz jest 

zaleŨna od iloŜci generowanego ROS. 

Aby lepiej okreŜliĺ potencjağ selenosteroid·w z obecnymi lekami obliczono 

wartoŜĺ IC50 dla badanych zwiŃzk·w oraz doksorubicyny (DOX). Wyniki zestawiono | 

w Tabeli 10. 

 

Pochodna IC 50 [ÕM]  

 

MCF-7 H9c2 

61 >100 >100 

64 >100 >100 

66 54 Ñ 18 >100 

69 77 Ñ 17 >100 

DOX 49 Ñ 2,35 5,5 Ñ 1,90 

 

Tabela 10. WartoŜci IC50 badanych zwiŃzk·w. 

 

 



35 

 

 

 

Rysunek 12. 

 

6. Podsumowanie i wnioski 

Niniejsza rozprawa doktorska prezentuje wyniki badaŒ nad syntezŃ i 

wğaŜciwoŜciami biologicznymi otrzymanych selenosteroid·w. 

PowyŨsze zwiŃzki otrzymano wedğug procedur opisanych w literaturze. 

Wymagağy one jednak modyfikacji ze wzglňdu na specyficznŃ strukturň, sztywnoŜĺ 

ukğadu oraz obecnoŜĺ reaktywnych grup funkcyjnych steroid·w. 
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Procedura otrzymania selenosteroid·w z regentem Santiego wymagağy sporej 

modyfikacji wzglňdem metody opisanej w literaturze. Reakcje musiağy byĺ prowadzone 

w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika, a odczynnik byğ otrzymywany in situ. 

Pomimo zastosowanych warunk·w prowadzonych syntez, PhSeZnCl znalazğ jedynie 

zastosowanie w otwieraniu epoksysteroid·w, lecz nie innych pochodnych 

steroidowych.  

Uzyskane zwiŃzki 36, 36ô, 38 i 40 przebadano pod kŃtem ich wğaŜciwoŜci 

antybakteryjnych. ZwiŃzek 38 wykazywağ silne wğaŜciwoŜci zapobiegajŃce 

powstawaniu biofilmu antybiotykoopornej bakterii Pseudomonas aeruginosa oraz 

hamujŃcych metabolizm tej bakterii. 

 Metodologia uzyskania selenosteroid·w 45 - 54 z wykorzystaniem systemu 

dwufazowego, r·wnieŨ wymagağa modyfikacji wzglňdem oryginalnej procedury. Udağo 

siň otrzymaĺ seriň nowych selenosteroid·w z dobrymi wydajnoŜciami. Problemem 

okazağa siň niestabilnoŜĺ niekt·rych pochodnych, zwğaszcza opartych na octanie 

prednizonu. ZwiŃzki te ulegağy rozkğadowi po kilkugodzinnej ekspozycji na Ŝwiatğo i 

warunki atmosferyczne.  

Selenosteroidy 46-48 zostağy przebadane pod kŃtem wğaŜciwoŜci 

cytostatycznych. Przebadano wpğyw tych zwiŃzk·w na zachowanie linii kom·rkowej 

HeLa. Wszystkie zwiŃzki wykazağy wğaŜciwoŜci proapoptyczne i doprowadzağy do 

destabilizacji bğony kom·rkowej. Badania ekspresji gen·w odpowiedzialnych za 

biosyntezň cholesterolu jako formy obronnej, potwierdzajŃ mechanizm dziağania tych 

zwiŃzk·w. Najsilniejsze dziağanie wykazywağ zwiŃzek 47 poniewaŨ dodatkowo obniŨağ 

ekspresjň genu PDHB, kodujŃcego biağko odpowiedzialne za dekarboksylacjň 

pirogronianu do Acetylo-CoA, kt·ry jest kluczowym metabolitem wielu proces·w 

katabolicznych i anabolicznych. 

Otrzymano selenosteroidy 61, 64, 66 i 69 w oparciu o sprzňganie terminalnych 

alkin·w steroidowych z PhSeCl katalizowane solami miedzi(I). Zostağa dokonana 

optymalizacja warunk·w reakcji poprzez wyb·r odpowiedniego rozpuszczalnika, 

katalizatora oraz temperatury. 

Selenosteroidy 61, 64, 66 i 69 zostağy kompleksowo przebadane pod kŃtem 

wğaŜciwoŜci przeciwnowotworych. Zostağy przeprowadzone badania oceniajŃce stopieŒ 

hemolizy. Uzyskana wartoŜĺ na poziomie 1-2,5% potwierdza ich dobrŃ 

hemokompatybilnoŜĺ. Wykonano r·wnieŨ badania oceny ich kardiotoksycznoŜci, 

poniewaŨ jednym ze skutk·w ubocznych terapii nowotworowej raka piersi jest 
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niewydolnoŜĺ serca. Uzyskane dane potwierdzajŃ znikomŃ toksycznoŜĺ na kom·rkach 

H9C2. Dodatkowo oceniono cytotoksycznoŜĺ uzyskanych selenopochodnych. ZwiŃzki 

65, 66 i 69 w stňŨeniu 10 ÕgẗmLī 1 hamowağy ŨywotnoŜĺ kom·rek o poğowň. 
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