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Badania dynamiki molekularnej etisteronu
metodami NMR i I[INS

Etisteron (17o-etynylo-178-hydroxy-androst-4-en-3-on) o wzorze chemicz-
nym C; Hy0; jest jednym z klasycznych pochodnych progesteronu. Jest to
wazny produkt przejsciowy w syntezie urologicznych 1 nasercowych lekarstw
spirolaktowych.

Molekuta etisteronu, jednego z wielu hormonow sterydowych, jest zbudo-
wana z trzech weglowych pierscieni cyklohehsanowych (oznaczanych dalej A,
B, C) 1 jednego pierscienia cyklopentanowego (D). Pierscienie B 1 C molekuty
sterydu sa stabilne, podczas gdy gldéwne zmiany konformacji pociggajace za
sobg zmiany wlasciwosci biologicznych sg obserwowane w pierscieniach A 1 D.
Na rys. 1 porownano budowe szkieletu weglowego molekuly etisteronu 1 tes-
tosteronu. Po podstawieniu testosteronu przez grup¢ etynylowg (C=CH),
nast¢gpuje radykalna zmiana wiasnosci biologicznych od androgennych do
progestennych, czyli do cech hormondéw zenskich. We wszystkich sterydach
najwazniejszq grupg krytyczng dla aktywnosci hormonalnej jest element
enonowy znajdujacy si¢ w pierscieniu A.
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Rys. 1. Szkielet weglowy testosteronu 1 etisteronu wraz z przyjetymi oznaczeniami
atomow wegla
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Zastosowano mctody spcktroskopii rozpraszania neutronéw i1 magnetycznego
rezonansu jadrowego w zestawieniu z obliczeniami prowadzonymi zarowno
metodami potempirycznymi, jak 1 funkcjonalu gestosci chemii kwantowej dla
zbadania dynamiki wewngtrznej protonow.

Widma niekoherentnego nieelastycznego rozpraszania neutronow (IINS) zo-
staly zarejestrowane przy uzyciu spektrometru NERA-PR, ktory wykorzystuje
metod¢ czasu przelotu i jest spektrometrem o odwrotnej geometrii pracujacym
na impulsowym reaktorze IBR-2 w Dubnej. Spektrometr umozliwia jednoczesng
rejestracj¢  widm nieelastycznego niekoherentnego rozpraszania neutronow
(IINS) oraz widm dyfrakcji neutronowej (NPD) [1].

Widmo dyfrakcyjne otrzymane w temperaturze pokojowej potwierdzito jed-
noskosng symetri¢ komorki elementarnej P2, wyznaczong metodami dyfrakcji
promient X przez Galdeckiego [2]. Przy chlodzeniu probki do 20 K nie zaob-
serwowano zmian symetrii komorki elementarnej. Parametry komorki elemen-
tarnej w obu temperaturach sa nast¢pujace: a = 6,493, b = 21,065, ¢ = 6,478,
(wA) B =10597"w 290 K, oraz a = 6,41, b = 21,09, ¢ = 6,44, = 105,9°
w 20 K.

Widma IINS, uzyskane po zsumowaniu z 16 detektorow znajdujacych sig
pod katami rozpraszania z zakresu od 20° do 160°, odjeciu tla i uwzglednieniu
czasu eksperymentu przedstawiono w funkcji dhlugosci fali padajacych
neutronow na rys. 2. W widmie IINS obserwuje si¢ pik elastyczny przy dhugosci
fali padajacych neutronéw wynoszacej 4,2 A, a cze$é nieelastyczng ponizej. W
temperaturze pokojowej] mody optyczne 1 akustyczne w widmie IINS sg stabo
oddzielone. Natomiast w 20 K mody sieciowe widoczne sa w zakresie 2,2 do 3,8
A i sg dobrze odseparowane od pasm wewnetrznych wibracji lezacych ponizej
2,2 A. Odseparowanie modow sieciowych i wewnatrzmolekularnych $wiadczy¢
moze o uporzadkowaniu tej fazy krystaliczne;.
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Rys. 2. Widma IINS (a) i gestosci stanow fononowych G(v) (b) etisteronu w réznych tem-
peraturach

Widma IINS zostaly przetransformowane w przyblizeniu jednofononowego
rozpraszania w widma gestosci stanow fononowych i1 przedstawione zostaty na
rys. 2b w zakresie transferu energii do 1200 cm™.
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W widmie gestosci standw fononowych etisteronu najbardziej intensywne
pasma obserwuje si¢ przy transferze energii lezacym w zakresie 180 — 300 cm™.
Na intensywnos¢ pasm w tym widmie ma wpltyw czynnik Debye’a Wallera,
kwadrat amplitudy przemieszczen atomow i warto$é przekroju czynnego na nie-
koherentne rozpraszanie neutronow (ktory jest znaczniec wigkszy dla atomow
wodoru niz dla pozostatych atoméw molekuty).

Przeprowadzona optymalizacja struktury molekuty oraz obliczenia pola sito-
wego metodami chemii kwantowej pozwalaja wyznaczyé polozenie pasm drgan
normalnych w widmie wibracyjnym. W konsekwencji mozliwe staje si¢ zapro-
ponowanic opisania kazdego z modoéw na gruncie dynamiki molekularnej. Na
rys. 3 zestawiono niskotemperaturowe widma ggstosci stanéw fononowych eti-
steronu z obliczonymi metodg funkcjonatu ggstosci B3LYP z bazg 6-311 G** za
pomocg programu Gaussian 98 1 potempiryczng PM3. Rezultaty obliczen
przeprowadzonych tymi dwoma metodami sg porownywalne w zakresie trans-
feru energii do 600 cm™', o czym $wiadczy wartos¢ $redniego kwadratu odchy-
lenia czgstosci pasm drgan normalnych o wynoszaca odpowiednio 18 1 9.
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Rys. 3. Zestawienie widm gestosci stanéw fononowych etisteronu w 20 K z obliczonymi me-
todami funkcjonalu gestosci B3LYP/6-311G**

Obserwowane w zakresie 180 — 300 cm™ silne pasma mozna scharakteryzo-
wac jako torsyjne pozaplaszczyznowe mody grup metylowych. Przypisanie cha-
rakteru wibracji dla widm obliczonych metodaq DFT przeprowadzano na drodze
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wizualizacji modow za pomoca programu gopenmol [7]. Przy czym mod
torsyjny [CC(18)H;] zostal przewidziany na podstawie obu metod obliczenio-
wych przy 187 cm™, natomiast x[CC(19)H;] przy 251, 278, 289 i 294 cm’'. Taki
rezultat zdaje si¢ sugerowac, ze grupy metylowe etisteronu sg nierOwnowazne
dynamicznie.

O dynamice molekularnej protondw nastgpujacej w innej skali czasowej
mozna wnioskowa¢ na podstawie badan prowadzonych metodami protonowego
rezonansu paramagnetycznego. Wyniki temperaturowych badan drugiego mo-
mentu linii 'H NMR i czasu relaksacji spin-sie¢ T, przedstawiono na rys. 4.
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Rys. 4. Temperaturowa zalezno$¢ drugiego momentu linii 'H NMR i czasu relaksacji spin-sie¢

Prezentowana (rys. 4a) temperaturowa zaleznos$¢ drugiego momentu linii 'H
NMR pokazuje dwa plateau o wartosciach 17 i 14 Gs® osiagane odpowiednio
w zakresach temperatur: (120 K, 150 K) oraz (300 K, 400 K). Dla interpretacji
wyznaczonych wartosci obliczono drugi moment linii przy uwzglgdnieniu od-
dziatlywan dipolowych, na podstawie wzoru van Vlecka [5]:

M,=358,081 N, £ 1 ®,

gdzie N, jest iloscig protonow w molekule, a ry ma znaczenie odleglosci mig-
dzyprotonowych. Struktura krystaliczna wyznaczona metodg dyfrakcji promieni
X [2] podaje potozenia atomow wegla 1 tlenu szkieletu sterydowego. Natomiast
polozenia atomow wodoru przyjeto uwzgledniajac dlugos¢ wiagzania C-H rowna
1,09 A oraz fakt, ze wigzania C-H sa zorientowane tetracdrycznie do szkieletu
weglowego. Taka budowa jest zgodna z otrzymang w procesie optymalizacji,
przeprowadzonej w przyblizeniu izolowanej molekuty metodami chemii kwan-
towej. Otrzymana wartos¢ M, dla struktury sztywnej wynosi M, =203 Gs”.
Uruchomienie reorientacji jednej grupy metylowej z czgstosciq wigksza niz
szeroko$¢ linii redukuje warto$é drugiego momentu do M,' ™" = 17,1 Gs’,
podczas gdy uwzglednienie reorientacji obu grup metylowych daje wartosc
M, >0 = 14 4 Gs?. Zmniejszanie wartoéci drugiego momentu linii obserwuje
si¢, kiedy czas korelacji reorientacji odpowiedniej grupy molekularnej jest rzgdu
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(M,)"*. Pozwala to sugerowaé rézne wartosci energii aktywacji procesu re-
orientacji grup metylowych etisteronu wzgledem trojkrotnej osi symetrii wig-
zania C-C.

Wyznaczona dotychczas metoda nasyceniowa przy czgstosci 30 MHz tem-
peraturowa zaleznos$¢ czasu relaksacji spin-sie¢ w zakresie temperatur (300 K,
110 K ') wykazuje jedno minimum (rys. 4b). Obliczona warto$¢ minimalna czasu
relaksacji 0,15 s w 140 K sugeruje relaksacje jednej z dwu grup metylowych
ctisteronu. Przyjmujac, ze proces reorientacji grupy metylowe;j jest aktywowany
termicznie zgodnie z relacja Arrheniusa, okreslono wysokos¢ bariery dla reorien-
tacji wzgl. osi tréjkrotnej wigzania C-CH; na 10,9 kJ/mol a czas t, =3 10" s.
Lokalne minimum zwigzane z hamowaniem rotacji drugiej grupy metylowe;j
mozna oczekiwa¢ w nizszych temperaturach, jak przedstawiono linia przery-
wang na rys. 4b.

Temperaturowe badania dynamiki wewnetrznej etisteronu metodami 'H NMR
dowodzg roznej dynamiki kazdej z grup metylowych, podstawionych do piers-
cienia sterydowego w potozeniach C10 i C13. W tabeli 1 zestawiono wysokosci
barier reorientacji grup metylowych oraz potozenie torsyjnych pozaptaszczyz-
nowych modow kolejnych grup metylowych etisteronu i testosteronu [3].

Tabela 1. Zestawienie wartosci energii aktywacji procesu reorientacji grup metylowych wzgl. osi
C3 z polozeniami poza-plaszczyznowych pasm drgan torsyjnych (wyznaczonych z widm
[INS 1 obliczen chemii kwantowej) w testosteronie i etisteronie

Opisanie Etisteron Testosteron [3]
wybranych modéw ) Energia aktywacji ; Energia aktywacji [6]
w widmie IINS | [em”] [kJ/mol] k. [kJ/mol]
Y[CC(18)H;] 187 <10 189 6.1+0.5
X[CC(19)H;] 251 10.8+0.8 189 11.9+0.9
278 233
289
294

Zarowno molekuta etisteronu, jak 1 testosteronu zbudowane sg z takich sa-
mych czterech pierscieni weglowych z dwoma grupami metylowymi przyta-
czonymi do atomow wegla oznaczonych C(10) i C(13), jak przedstawia rys. 1.
W siect krystalicznej obu zwigzkow wystepuja mig¢dzymolekularne wigzanie
wodorowe typu ,,glowa-do-ogona” O(17)-H...O(3), a w etisteronie dodatkowo
kooperacyjne wigzanie wodorowe migdzy grupg etynylowa a hydroksylowa
1 karbonylowa sasiednich molekul. W niskotemperaturowym widmie ggstosci
stanow fononowych testosteronu widoczne sa torsyjne pozaptaszczyznowe
mody grup metylowych ¥[CC(18)H;] 1 x[CC(19)H;] odpowiednio przy 189 oraz
189 i 235 cm™ [3]. Wykonane przez Andrew [6] temperaturowe badania czasu
relaksacji spin-sie¢ pokazuja dwa lokalne minima tej funkcji, co dowodzi rdznej
dynamiki molekularnej kazdej z grup metylowych testosteronu (wartosci energii
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aktywacji reorientacji grup metylowych okreslono na 6.1 1 11,9 kJ/mol). Zwraca
uwage fakt, ze dla grupy mctylowej o nizszej wartosci wysokosci bariery re-
orientacji wzgl. osi C3, w widmie G(v) pasmo scharakteryzowane jako torsyjne
pozaplaszczyznowe wystepuje przy nizszej wartosci transferu energii.

Uzyskane rezultaty pokazuja, ze o roznej dynamice grup metylowych w ba-
danych zwigzkach sterydowych mozna wnioskowac¢ zaréwno na podstawie ana-
lizy widm 'H NMR jak i IINS.

Obliczenia zostaty wykonane w PCSC w Poznaniu.
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