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ABSTRACT

Salbutamol is a short acting, selective beta-2 adrenergic receptor agonist used to
treat asthma, bronchitis, as well as prevent exercise induced bronchospasms.
Although it is a small molecule, it has considerable conformational freedom. It has
four polar groups (-OH and -NH) that can form a variety of intramolecular hydrogen
bonds that stabilize individual conformations. It is well known, that such a
intramolecular interactions greatly impact molecular properties, because the
bioactive conformation of a given ligand could be stabilized by intramolecular
hydrogen bonds.

The aim of our research is to determine the preferred conformation of
salbutamol, and to characterize the intramolecular interactions that stabilize its
various conformers, both in a gas phase and in water modeled as a continuous
dielectric. The analysis was carried out by B3LYP-D3 and MP2 methods with the 6-
311++G(d,p) basis set. The relative energies and geometrical parameters of
intramolecular H-bonds are presented for six selected salbutamol conformers.
Moreover, calculated monohydrates of lowest energy salbutamol conformer allow to
estimate the interaction energy with water molecule and geometrical parameters of
preferred complexes.

Keywords: salbutamol, conformational analysis, B3LYP functional, dispersion
correction, hydrogen bond, interaction with water
Stowa kluczowe: salbutamol, analiza konformacyjna, funkcjonal B3LYP,

oddziatywania dyspersyjne, wigzanie wodorowe, oddziatywanie z woda
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B-AR
B3LYP
BSSE
cP

D3
DFT
PCM

SABA
LABA
Ultra-LABA

WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

— B-adrenoreceptor

— funkcjonat wymienno-korelacyjny Becke’go -Lee-Yanga-Parra

— blad superpozycji bazy (ang. basis set superposition error)

— poprawka réwnowazenia bazowego (ang. counterpoise correction)
— empiryczna poprawka Grimme’a na oddzialywania dyspersyjne

— teoria funkcjonatu gestosci (ang. Densty Functional Theory)
—model ciaglego polaryzowalnego rozpuszczalnika (ang. Polarizable
Continuum Model)

— krotko dzialajacy Po-agonista

— dhugo dziatajacy B.-agonista

— ultra dlugo dziatajacy P.-agonista
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WPROWADZENIE

Astma  jest najczestsza  przewlekla choroba wieku  dzieciecego
1 najpowszechniejszym schorzeniem ukladu oddechowego, na ktore choruje okoto 10%
spoteczenstwa [ 1, 2]. Patofizjologia astmy jest ztozona i charakteryzuje si¢ przewlektym
stanem zapalnym droég oddechowych. Nadreaktywnos$¢ tych drog, czyli nadmierne
reakcje na czynniki takie jak wirusy, alergeny czy ¢wiczenia, prowadzi do nawracajacych
epizodow $wiszczacego oddechu, dusznosci, ucisku w klatce piersiowej czy kaszlu [1, 3].

Aktualnie jednym z najczgsciej stosowanych $rodkow leczniczych w astmie
oskrzelowej jest salbutamol, ktory jest réwniez znany jako albuterol. Powoduje
krotkotrwaly rozkurcz oskrzeli, przez co jest zaliczany do krotko dziatajacych
B-agonistow (SABA) receptora P-adrenergicznego (B2-AR) [4]. W ostrym ataku astmy
preferowane jest stosowanie tego leku, ze wzgledu na szybkie rozpoczecie dziatania (3-5
minut). W ciggu 15-30 minut dochodzi do maksymalnego rozszerzenia oskrzeli, ktore
utrzymuje si¢ nieprzerwanie przez 3-4 godziny [2]. Oprdcz leczenia astmy u ludzi jest
on rowniez wykorzystywany jako $rodek leczniczy w weterynarii do leczenia cigzkiej
astmy u koni. Jego stosowanie przyczynia si¢ do poprawy funkcji pluc koni
o okoto 70% podczas wystapienia zwe¢zenia drog oddechowych [5].

Oprocz SABA wystepuja jeszcze dlugodziatajacy p-agonisty (LABA)
i ultradlugo dziatajacy B-agonisty (ultra-LABA). Zapewniaja one trwale ztagodzenie
objawoéw ze wzgledu na dluzszy czas dzialania [6]. Agonisty B-AR o dziataniu
selektywnym sg powszechnie zalecani na catym $wiecie do leczenia chordb zwigzanych
z drogami oddechowymi. Niemniej jednak, nawet w zwyklych dawkach, moga one
wigzac si¢ z ryzykiem wystapienia hiperlaktatemii i kwasicy mleczanowej. Mechanizm,
za pomoca ktdrego te substancje dziatajg, nadal nie jest w petni zrozumiany. Przypuszcza
sig, ze salbutamol moze wptywac na przekierowanie metabolizmu kwasu pirogronowego
z cyklu Krebsa w kierunku produkcji kwasu mlekowego [7].

Pierwsze proby rozkurczania drég oddechowych za posrednictwem B-agonistow
sa szacowane na okoto 5000 lat temu w medycynie chinskiej. W tym celu stosowane bytly
ziola ma huang. Dopiero w 1855r. w Yamanashi zidentyfikowano i wydzielono czysta
substancje aktywna z tej rosliny i nazwano ja efedryna [6, 8]. Rozw¢j farmaceutykow
stosowanych do rozkurczu drég oddechowych nastapit na poczatku XX wieku, kiedy
zrozumiano w wigkszym stopniu zastosowanie efedryny. Pierwszy czysty P-agonista
pojawil si¢ w latach czterdziestych ubiegtego wieku [6]. Byla to izoprenalina, ktora stata
si¢ powszechnym lekiem uzywanym do leczenia astmy. Nie byta ona jednak selektywna,
co bylo jednym z powodoéw poszukiwania jej analogdw o lepszych wiasciwosciach.
W 1968 roku zespot Glaxo zsyntezowat pierwszy selektywny lek, ktory byl agonista
B»-adrenoreceptora i nazwany zostal salbutamol [6]. Minimalizowat on nie tylko skutki
uboczne zwigzane z nieselektywnym agonista B, jakim byl izoprenalina, ale takze mial
korzystniejszy czas dziatania [6, 9]. Zespol badawczy w firmie Glaxo przeprowadzil
kolejne badania, modyfikujac salbutamol, co zaowocowalo stworzeniem salmeterolu,
reprezentujacego LABA. Ten farmaceutyk wykazuje zdolno$¢ do utrzymania dziatania
rozszerzajacego oskrzela przez okres 12 godzin. Ostatnie badania przyczynity si¢ do
opracowania nowych substancji, takich jak indakaterol, charakteryzujacych si¢
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mozliwoscia dawkowania raz dziennie, przez co zaliczane sa do kategorii ultra-LABA

[6].
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Rysunek 1. Struktury B -agonistow: (a) salbutamol; (b) salmeterol; (c) izoprenalina; (d) indakaterol
Figure 1. Structures of B -agonists: (a) salbutamol; (b) salmeterol; (c) isoprenaline; (d) indacaterol
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Salbutamol zaliczany jest do amin katecholowych. Charakteryzuja si¢ one
obecnoscia pier§cienia benzenowego z tancuchem bocznym zawierajacym dwa atomy
wegla oraz grupe aminowa. W pozycji 3 i 4 pierScienia benzenowego wystepuja
podstawniki z grupami hydroksylowymi [10]. Katecholaminy dzielg si¢ na naturalne,
takie jak adrenalina i noradrenalina, oraz syntetyczne, do ktorych naleza m.in. salbutamol
i izoprenalina [11]. Zwickszenie odpornosci salbutamolu na procesy metaboliczne
i wydtuzenie czasu jego dzialania wynika z modyfikacji jego struktury, czyli zastapienie
grupy hydroksylowej w pozycji 3 pierScienia benzenowego grupa hydroksymetylowa.
Innym przeksztalceniem w strukturze omawianego leku jest wydluzenie lancucha
bocznego, co przyczynia si¢ do poprawy jego selektywnosci wzgledem B-AR [10].

Salbutamol byt pierwszym lekiem rozszerzajacym oskrzela uwzglednionym na
migdzynarodowe;j liscie antydopingowej, gdzie okreslono jego dopuszczalne stg¢zenie
w moczu. Jednakze, ten prog zostat ustalony na podstawie badan przeprowadzonych na
zdrowych, niewytrenowanych osobach, co moze nieodpowiednio odzwierciedlaé
sytuacje sportowcoOw cierpigcych na astmg. Wedlug obecnych wytycznych Agencji
Antydopingowej (WADA), salbutamol moze by¢ przepisywany w dawce do 1600 pg na
24 godziny [12]. Agonisty receptordw [;-adrenergicznych znajduja si¢ na liscie
substancji zakazanych z powodu zwigkszenia wydajnosci sportowej. Stwierdzono, ze
stosowanie salbutamolu moze poprawi¢ wytrzymato$¢ sportowcow, ktdrzy nie cierpia na
astme. Dodatkowo wiadomo, Ze stosowany on krotkotrwale powoduje zwigkszenie sity
1 masy migsniowej u zdrowych oséb, do czego przyczynia si¢ jego dzialanie anaboliczne
[10, 13]. Warto réwniez podkresli¢, ze astma wywotana wysitkiem fizycznym (EIA),
a astma jako choroba uktadu oddechowego, na ktdra choruje wiele osob na catym §wiecie
to nie jest ta sama dolegliwo$¢. EIA jest czesto spotykana zwlaszcza u sportowcow
uprawiajacych zimowe dyscypliny wytrzymato$ciowe, takie jak biegi narciarskie czy
biathlon [14, 15]. W wyniku wysitku nastgpie utrata ciepta i wody z btony $luzowej
oskrzeli oraz ochtodzenie i wysuszenie drog oddechowych, co spowodowane jest wdy-
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chaniem duzych ilo$ci zimnego, suchego powietrza podczas intensywnego wysitku [16].

Kilka substancji, agonistow B-AR, takich jak clenbuterol, salbutamol
i raktopamina, znajduje zastosowanie w zywieniu zwierzat gospodarskich, powodujac
wyzszy stosunek masy migsniowej do thuszczowej. B-Agonisty, gdy sa przyjmowane w
dawkach od 5 do 10 razy wyzszych niz dawki terapeutycznej, znaczaco poprawiaja
beztluszczowa mas¢ migsniowa tusz i wspotczynnik konwersji paszy u zwierzat [17].
Jednak, spozycie migsa zawierajacego te substancje stwarza ryzyko dla zdrowia
ludzkiego, poniewaz moze prowadzi¢ do powaznych konsekwencji, takich jak zatrucia
pokarmowe, schorzenia uktadu krazenia i dysfunkcje osrodkowego uktadu nerwowego
[18, 19]. Od 1990 roku zarejestrowano liczne przypadki ostrego zatrucia pokarmowego,
Zwigzane ze spozyciem migsa zanieczyszczonego -agonistami, ze wzgledu na to, ze sa
stabilne i trudne do degradacji w organizmach zwierzecych. Ponadto badania nad f-
agonistami o dtugotrwalym dziataniu wskazuja na potencjalne zwickszenie ryzyka ostrej
astmy oraz w niektorych przypadkach, nawet zgonu. W wielu krajach, w tym w Unii
Europejskiej i Chinach, te substancje zostaly zakazane ze wzgledu na ich potencjalne
zagrozenie dla zdrowia ludzkiego [18, 19].

Celem tej pracy jest okreslenie konformacyjnych wiasciwosci salbutamolu -
czasteczki matej, ale o duzym znaczeniu biologicznym. Zidentyfikowane zostana
wewnatrzczasteczkowe oddziatywania wplywajace na stabilno$¢ tego zwiagzku,
a wyznaczone struktury geometryczne poréwnane z dostgpnymi danymi
eksperymentalnymi. Ponadto, dla znalezionej w pierwszym etapie badan najnizej
energetycznej struktury salbutamolu, wyznaczone zostang monohydraty aby,
uwzgledniajac oddziatywania specyficzne, nieco doktadniej scharakteryzowac¢ wplyw
polarnego rozpuszczalnika.

W tym miejscu Autorzy pragng zaznaczy¢, ze celem niniejszej pracy nie jest
wyznaczenie energii wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych stabilizujacych
poszczegdlne konformery salbutamolu. Ten problem jest duzo szerszy i wykracza
poza tematyke tej pracy. Pordwnanie energii dwoch konformeréw (z wigzaniem
wodorowym i tzw. ,,otwartego’) nie daje informacji o energii wigzania wodorowego,
poniewaz zerwanie tego wigzania, np. poprzez rotacj¢ grupy protono-donorowej,
zwykle prowadzi do formy, w ktorej wystepuja inne oddziatywania, stabilizujace
badZz destabilizujace badang konformacj¢. Metody dajace informacje o energii
wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych zostaly opisane w literaturze [20,
21].

1. ANALIZA KONFORMACJNA SALBUTAMOLU

Obliczenia, ktorych wyniki zostang przedstawione w tej pracy wykonane
zostaly przy uzyciu programu Gaussian 16 [22] we Wroctawskim Centrum Sieciowo-
Superkomputerowym (WCSS). Obejmuja one analiz¢ konformacyjng izolowane;j
czasteczki salbutamolu o konfiguracji R, jak i kompleksu tego zwigzku z jedna
czasteczka wody. Dodatkowo obliczenia przeprowadzono dla mniejszych,
modelowych uktadow (alkohol salicylowy i 1-(metyloamino)propan-2-ol), ktore
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mozna potraktowa¢ jako strukturalne fragmenty salbutamolu. Do obliczen
zastosowany zostal funkcjonal hybrydowy B3LYP [23] oraz baza funkcyjna 6-
311++G(d,p) [24]. Aby uwzgledni¢ oddziatywania dyspersyjne, ktore sa
niedoszacowane w metodzie B3LYP, zastosowana zostata empiryczna poprawka D3
Grimme’a [25]. Taka metoda obliczen daje wiarygodne wyniki dla uktadow
stabilizowanych niekowalencyjnymi oddziatywaniami [26]. Ponadto, dla wybranych
uktadéw przeprowadzono obliczenia optymalizacji struktury geometrycznej metoda
MP2/6-311++G(d,p) [27]. Badania dotycza wilasciwosci salbutamolu w dwodch
srodowiskach: w prozni oraz w wodzie. Wpltyw rozpuszczalnika zostal oszacowany
przy wykorzystaniu modelu ciagtego dielektryka, czyli metody PCM (z ang.
Polarizable Continuum Model) [28]. Brak urojonych czestosci drgan stanowit dowod
na to, ze okre$lona struktura geometryczna jest minimum energetycznym danej
czasteczki.
a

g
e

Rysunek 2. Schemat numeracji czasteczek: (a) salbutamolu; (b) 1-(metyloamino)propan-2-olu i (c) alkoholu
salicylowego
Figure 2. Numbering scheme of (a) salbutamol; (b) 1-(methylamino)propan-2-ol and (c) salicylic alcohol

Na rysunku 2 pokazana jest numeracja atomoéw w czasteczce salbutamolu.
Geometrie poczatkowe salbutamolu zostaly uzyskane poprzez modyfikacje
wybranych katow torsyjnych, aby uwzgledni¢ wszystkie mozliwe oddziatywania
—0-H:--O, —-O-H--'N i —N-H---O w analizowanej czasteczce. Po optymalizacji
geometrii tych struktur uzyskano ponad 50 konformeréw salbutamolu w prozni,
ktérych energie wzgledne mieszcza si¢ w zakresie od 0 do okoto 10 kcal/mol dla
metody B3LYP-D3. Wpltyw poprawki Grimme’a D3 na energie wzgledne
salbutamolu nie jest duzy, modyfikuje jedynie nieznacznie kolejnos¢ energetyczng
konformeréw o $redniej energii. Sze$¢, niskoenergetycznych konformerow
salbutamolu jest przedstawionych na rysunku 3, gdzie zaznaczone zostaly
stabilizujace je wigzania wodorowe oraz podano ich dlugos¢. Ich energie wzgledne,
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obliczone za pomocg funkcjonatu B3LYP z poprawka na oddziatywania dyspersyjne
(oznaczone jako B3LYP-D3), oraz metoda MP2 zostaty zebrane w tabeli 1. W obu
metodach najnizej energetyczne sg konformery A i B.

Aby oszacowa¢ wpltyw wody jako cigglego dielektryka na wlasciwosci
konformacyjne salbutamolu, znalezione w wysokiej prézni konformery poddane
zostaly ponownej optymalizacji uwzgledniajac polarne Srodowisko. Potwierdzono,
ze wszystkie struktury znalezione w prézni sa rowniez minimami w Srodowisku
wodnym, a ich kolejno$¢ energetyczna uleglta niewielkim zmianom. Natomiast
zmalata r6znica w energii tych konformerdéw i miesci si¢ ona w zakresie do okoto 7
kcal/mol. Najnizej energetyczng struktura pozostaja konformery A i B.

O stabilizacji poszczegdlnych struktur salbutamolu decyduja przede
wszystkim wigzania wodorowe wewnatrzczasteczkowe w dwoch fragmentach
czasteczki: oddziatywania pomigdzy grupami hydroksylowymi bedacymi
podstawnikami przy pierScieniu aromatycznym oraz pomig¢dzy grupami NH i OH
w S$rodkowej czedci struktury. Pomiedzy tymi fragmentami oddzialywania
niekowalencyjne na ogét nie wystgpuja, o czym §wiadczy nieznaczna réznica energii
(okoto 0,3 1 0,07 kcal/mol odpowiednio w prézni i w wodzie) pomigdzy
konformerami A i B, w ktorych pierScien aromatyczny z podstawnikami jest
obrécony o okoto 180°.

Stabilno$¢ konformeréw A i B wynika z dwoéch wigzan wodorowych
w wymienionych fragmentach salbutamolu. Pierwsze to oddziatywanie
—~0(35)-H(36)...N(37) o dlgosci wynoszacej 2,14 A, a drugie to wigzanie
—~0(33)-H(34)---O(31), gdzie odlegtos¢ H(34)---O31) wynosi 1,89 A.
Uwzglednienie wpltywu polarnego rozpuszczalnika powoduje skrocenie obu tych
wigzan wodorowych odpowiednio do 2,07 A dla O(35)-H(36)...N(37)i 1,86 A dla
—0(33)-H(34)---O(31). Optymalizacja struktur geometrycznych obu konformerow za
pomocg metody MP2 data bardzo podobne wyniki. Diugosci wigzan wodorowych
stabilizujgcych salbutamol w prozni wynoszg odpowiednio 2,13 Ai 1,89 A.

Struktura C to kolejny pod wzgledem energii wsréd otrzymanych
konformeréw salbutamolu w prozni, o energii wzglednej 1,37 kcal/mol. Jest réwniez,
podobnie jak konformer A, stabilizowany przez dwa wigzania wodorowe. Pierwsze
z nich to analogiczne oddzialywanie migdzy grupami bedacymi podstawnikami
pierscienia benzenowego, gdzie odleglos¢ H(34)---O(31) jest identyczna jak w
konformerze A. Natomiast drugie wigzanie wodorowe to —N(37)-H(38)---O(35),
gdzie odlegtosé H(38)---O(35) wynosi 2,38 A. Poniewaz jest to jedyna réznica
pomigdzy konformerami C i A, to poréwnujac ich energie mozemy wywnioskowac,
ze oddziatywanie -NH---O w $rodkowym fragmencie salbutamolu jest o okoto 1
kcal/mol stabsze niz wigzanie wodorowe -OH---N. Nieco inny jest wplyw
rozpuszczalnika na energie wzgledng tej struktury. Zwykle polarne otoczenie
powoduje zmniejszenie energii pomiedzy poszczegolnymi konformerami, natomiast
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w przypadku konformeru C energia wzgledna wzrasta w wodzie do 2 kcal/mol. Jest
to spowodowane zwickszeniem dlugosci wigzania wodorowego —N(37)-
H(38):--O(35) do 2,41 A i, co z tym jest zwigzane, pewnym ostabieniem tego
oddzialywania [29, 30].

Kolejnym pod wzgledem energii jest konformer D, w ktéorym podobnie jak
w konformerze A wystgpuje wigzanie wodorowe O(35)-H(36)...N(37) o identycznej
geometrii, ktorego dlugos¢ wynosi 2,14 A. Natomiast rozni si¢ on od najnizej
energetycznej struktury A ulozeniem grup -OH w pierScieniu benzenowym,
pomigdzy ktorymi tworzy si¢ oddziatywanie —O(31)-H(32)---O(33). Jest ono
zdecydowanie dtuzsze niz w strukturze A, bo odlegtos¢ H(32)---O(33) wynosi
2,26 A, co wskazuje, Ze jest ono stabsze. Dokladniej mozliwe oddzialywania w tej
czgsci salbutamolu przedstawione sg w dalszej czesci artykutu, gdzie energia
mozliwych wigzan wodorowych —O-H---O badana byla, stosujgc alkohol salicylowy
jako modelowy uktad. Polarne otoczenie powoduje niewielkie skrocenie obu wigzan
wodorowych stabilizujacych tg strukture (2,08 i 2,23 A odpowiednio dla wigzan
0(35)-H(36)...N(37) i “O(31)-H(32)---O(33)) 1 zmniejszenie energii wzglednej do
1,20 kcal/mol. Wyniki uzyskane metoda MP2 dla tego konformeru sa niemal
identyczne zaréwno jesli chodzi o energi¢ wzgledng jak i parametry strukturalne obu
wigzan wodorowych.

Konformer E uzyskany zostat po optymalizacji, kiedy geometrig startowa
byta struktura salbutamolu w krysztale [31]. Jego energia wzgledna jest do$¢ wysoka
1 wynosi okolo 5 kcal/mol, zaréwno dla izolowanej czasteczki jak i w wodzie.
Stabilizowany jest jedynie przez oddzialywanie -N(37)-H(38)---O(35), o geometrii
bardzo podobnej jak w konformerze C, natomiast podstawniki przy pierscieniu
aromatycznym sg ustawione tak, ze pomig¢dzy grupami hydroksylowymi nie
wystepuje wigzanie wodorowe. Taka konformacja jest korzystna pod wzgledem
mozliwosci tworzenia migdzyczasteczkowych wigzan wodorowych stabilizujacych
strukture krysztatu. Zerwanie jednego wewnatrzczasteczkowego wigzania O-H---O
pozwala na utworzenie trzech migdzyczasteczkowych wiazan stabilizujacych
strukture krysztaln. Dwoch przez grupg —O(31)-H(32), w ktorych wystepuje raz jako
donor a raz jako akceptor protonu, oraz jednego przez grupe —O(33)-H(34) [31].
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Rysunek 3.  Wybrane konformery salbutamolu w proézni wyznaczone metoda B3LYP-D3/6-311++G(d,p)
Figure 3. Selected conformers of salbutamol in vacuum calculated using B3LYP-D3/6-311++G(d,p)

method

Tabela 1. Energie wzgledne wybranych konformerow salbutamolu w prozni oraz srodowisku wodnym
obliczone metodg B3LYP-D3/6-311++G(d,p) i MP2/6-311++G(d,p)

Table 1. Relative energies of selected salbutamol conformers in vacuum and water environment calculated

by B3LYP-D3/6-311++G(d,p) i MP2/6-311++G(d,p) methods

Energia wzgledna [kcal/mol]

Konformer Proznia Woda

B3LYP-D3 MP2 B3LYP-D3 MP2
A 0,00 0,00 0,00 0,00
B 0,28 0,24 0,07 0,06
C 1,37 1,65 1,97 2,19
D 1,35 1,38 1,20 1,29
E 491 5,69 4,85 5,54
F 1,70 1,22 2,12 1,59

Ostatni konformer salbutamolu, ktéry nieco doktadniej bedzie opisany to
struktura F. Jego energia wzgledna wynosi 1,70 i 1,22 kcal/mol odpowiednio dla
metod B3LYP-D3 i MP2, czyli jest to jeden z niskoenergetycznych konformeréw
salbutamolu, pomimo ze zmiana kata dwusciennego migdzy atomami
N@7) -C(15) - C(13) — O(35) do okoto 174° powoduje zerwanie wigzan migdzy
grupami —N(37)-H(38) i -O(35)-H(36) i wydaje sie, ze struktura ta jest stabilizowana
jedynie przez wigzanie wodorowe —O(33)-H(34)---O(31) o identycznej geometrii co
w strukturach A, B 1 C. Jednak blizsze przyjrzenie si¢ odleglosciom
migdzyatomowym, ujawnia mozliwos$¢ stabilizujacych oddzialywan typu OH- - nt
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i N-H--'n do elektronow sekstetu aromatycznego w pierscieniu benzenowym.
Energia takiego oddzialywania, przy najkorzystniejszym wzajemnym ulozeniu
oddziatywujacych grup, moze wynosi¢ nawet 2 kcal/mol [32, 33], co jest
porownywane z energig stabszych wigzan wodorowych O-H---O.

2. KONFORMACJE MODELOWYCH UKEADOW - FRAGMENTOW
STRUKTURALNYCH SALBYTAMOLU

2.1. ALKOHOL SALICYLOWY

W celu oszacowania energii mozliwych wigzan wodorowych —O-H---O
w czasteczce salbutamolu zbudowane zostalo kilka konformeréw alkoholu
salicylowego. W wyniku optymalizacji geometrii tych struktur uzyskano
4 konformery (rys.4), ktérych energie wzgledne w prozni i w otoczeniu wody
przedstawione sg w tabeli 2. Ponadto, aby zweryfikowa¢ energie otrzymane
funkcjonatem B3LYP-D3 wykonali$my obliczenia typu single point metoda MP2
stosujac tg samg baze funkcyjng 6-311++(Gd,p).

Najnizszg energiec wsrod otrzymanych konformeréw alkoholu salicylowego ma
struktura S-A, w ktorej wystepuje wigzanie wodorowe —O(16)-H(17)---O(14).
Odlegtos¢ H(17)---O(14) wynosi 1,89 A, czyli jest identyczna jak w strukturach A,
B, C i F salbutamolu.

1,891

)
< ’ ;-
e
X ,
g J b

Rysunek 4. Konformery alkoholu salicylowego w prézni wyznaczone metoda B3LYP-D3/6-311++G(d,p)
Figure 4. Conformers of salicylic alcohol in vacuum calculated using B3LYP-D3/6-311++G(d,p) method

Drugim pod wzgledem energii (AE=1,59 kcal/mol) jest konformer S-B. Réznica
pomigdzy konformerami S-A i S-B polega na innym utozeniu grup —OH przy
pier§cieniu benzenowym i utworzeniu wigzania wodorowego —O(14)-H(15)---O(16).
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To oddzialywanie jest dtuzsze niz to wystepujgce w konformerze S-A, bo odlegtos¢
H(32)---0(33) wynosi 2,25 A, w zwigzku z tym mozna przypuszczac, ze jest stabsze
niz oddziatywanie —O(16)-H(17)---O(14) wlasnie o okoto 1,5 kcal/mol w prozni
o 1,2 kcal/mol w otoczeniu wody. Takie tez rdéznice energetyczne wystepuja
pomigdzy strukturami A i D salbutamolu, w ktorych utozenie podstawnikow przy
pierscieniu aromatycznym odpowiada wlasnie odpowiednio konformerom S-A
i S-B. Pozostale dwa konformery alkoholu salicylowego maja wyraznie wyzsze
energie, poniewaz ulozenie podstawnikow nie pozwala na wystepowanie
stabilizujacych wigzan wodorowych O-H---O. Wyniki uzyskane metoda MP2 sa
zblizone do wynikow DFT.

Tabela 2. Energie wzgledne konformerow alkoholu salicylowego w prozni oraz srodowisku wodnym obliczone
metodami B3LYP-D3/6-311++G(d,p) i MP2/6-311++G(d,p)//B3LYP-D3/6-311++G(d,p)

Table 2. Relative energies of salicylic alcohol conformers in vacuum and water environment calculated by
B3LYP-D3/6-311++G(d,p) and MP2/6-311++G(d,p)// B3LYP-D3/6-311++G(d,p) methods

Energia wzgledna [kcal/mol]

Konformer Proznia Woda
B3LYP-D3 MP2 B3LYP-D3 MP2
S-A 0,00 0,00 0,00 0,00
S-B 1,59 1,62 1,16 1,17
S-C 4,61 4,36 2,98 2,67
S-D 5,53 6,07 4,70 5,56

2.2. 2- METYLOAMINO)PROPAN-2-OL

Kolejng modelowa czasteczka, ktdra mozna traktowacé jako fragment struktury
salbutamolu jest 1-(metyloamino)propan-2-ol. Jego wszystkie konformery w prézni,
zoptymalizowane metodg B3LYP-D3/6-311++G(d,p), zostaly przedstawione na
rysunku 5, a ich energie wzgledne w prozni i w wodzie zebrane zostaty w tabeli 3.
Dodatkowo wykonano obliczenia single point metoda MP2/6-311++G(d,p) 1 wyniki
tych obliczen rdwniez sg podane w tabeli 5.

Najnizej energetyczng strukturg jest konformer P-A, stabilizowany gléwnie
przez wigzanie wodorowe O(2)-H(6)---N(4) o dtugosci 2,23 A. Jest ono zauwazalnie
dhuzsze niz analogiczne wigzanie wystepujace w konformerach A, B i D salbutamolu,
co prawdopodobnie wynika z efektu sterycznego grupy tert-butylowej. Kolejny pod
wzgledem energii jest konformer P-B o energii wyzszej o 1,8 i 1,6 kcal/mol
odpowiednio w prézni i w wodzie. Wystepuje w nim oddzialywanie —N(4)-
H(9)---0O(2) o dtugosci 2,41 A, podobne do tego jakie stabilizuje konformery C i E
salbutamolu. W pozostatych konformerach wigzania wodorowe pomiedzy grupami
OH i NH nie wystepuja a ich energia wzgledna jest w zakresie od 3,5 do 5,7 kcal/mol.
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W konformerze o najwyzszej energii (P-G) dodatkowo jest niekorzystna blisko$¢
wolnych par elektronowych atoméw azotu i tlenu.

Tabela 3. Energie wzgledne konformeréw 1-(metyloamino)propan-2-olu w prozni oraz srodowisku wodnym
obliczone metodami B3LYP-D3/6-311++G(d,p) i MP2/6-311++G(d,p)// B3LYP-D3/6-
311++G(d,p)

Table 3. Relative energies of 1-(methylamino)propan-2-ol conformers in vacuum and water environment
calculated by B3LYP-D3/6-311++G(d,p) i MP2/6-311++G(d,p)// B3LYP-D3/6-311++G(d,p)
methods

Energia wzgledna [kcal/mol]

Konformer Proznia Woda

B3LYP-D3 MP2 B3LYP-D3 MP2
P-A 0,00 0,00 0,00 0,00
P-B 1,81 2,10 1,63 1,86
P-C 3,45 3,75 3,04 3,33
P-D 3,54 3,39 2,90 3,18
P-E 3,58 3,88 2,79 3,02
P-F 3,73 4,11 2,94 3,25
P-G 5,64 6,04 3,27 3,48

P-A
N
e

5

J

P-G

~ F..’. f_ J
4 J 9
Rysunek 5. Konformery 1-(metyloamino)propan-2-olu w prézni obliczone metoda B3LYP-D3/6-
311++G(d,p)
z uwzglednieniem poprawki dyspersyjnej D3.

Figure 5. Conformers of 1-(methylamino)propan-2-ol in vacuum calculated using B3LYP-D3/6-
311++G(d,p) method
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3. ODDZIALYWANIA SALBUTAMOLU Z CZASTECZKA WODY

Ostatnim etapem badan dotyczacych wlasciwoséci konformacyjnych
salbutamolu byto obliczenie struktur kompleksow jego najnizej energetycznego
konformeru A z jedna czasteczka wody, ktérej mozliwe potozenie byty wybrane na
podstawie intuicji chemicznej w poblizu polarnych grup (-OH, -NH) salbutamolu.
Aby sprawdzi¢, czy uwzglednienie oddziatywan dyspersyjnych ma wptyw na energi¢
wigzan wodorowych stabilizujacych te kompleksy oraz jak duzy jest ten wptyw,
obliczenia wykonane byly trzema metodami: B3LYP/6-31+G(d,p) =z
uwzglednieniem 1 bez uwzglednienia poprawki dyspersyjnej D3 oraz metoda
B3LYP-D3/6-311++G(d,p).

Na rysunku 6 pokazanych jest sze$¢ obliczonych monohydratéw, a w tabeli
4 ich energia wzgledna oraz energia oddzialywania miedzymolekularnego, ktéra
zostata wyznaczona jako rdznica pomig¢dzy energia kompleksu i obu sktadnikéw w
geometrii jakg przyjmuja w hydracie. Energia oddziatywania zostata skorygowana ze
wzgledu na btad superpozycji bazy (BSSE) [34] przez zastosowanie poprawki
roOwnowazenia bazowego (ang. counterpoise correction, CP) [35].

Najnizej energetycznym kompleksem jest AW1, w ktoérym czasteczka wody
tworzy wiazanie wodorowe zaréwno z grupa O(35)-H(36) jak i atomem azotu —
N(@37). W pierwszym oddziatywaniu woda jest akceptorem protonu a w drugim —
donorem protonu. Energia tych dwoch oddziatywan wynosi 13,8 kcal/mol, a ich
dtugosci wynosza odpowiednio 1,84 A i 1,76 A. Aby mogta powstaé ta struktura
musialo zostaé zerwane wigzanie wodorowe wewnatrzczasteczkowe O(35)-
H(36)---N(37), ktore stabilizowato konformer A salbutamolu. W kolejnym, pod
wzgledem energii, kompleksie AW2 czasteczka wody, jako donor protonu,
oddziatuje jedynie z grupa O(35)-H(36), a wszystkie wewnatrzczasteczkowe
oddzialywania sg zachowane, a nawet wigzanie O(35)-H(36)---N(37) jest krotsze
(2,09 A) niz w izolowanym salbutamolu. W kompleksach AW3 — AW6 wystepuja
oddziatywania O-H:--O, o energii od 5,5 do 8,5 kcal/mol, w ktorych woda, dziatajac
jako donor badz akceptor protonu, nie zmienia znaczaco konformacji salbutamolu.

Takie wyniki modelowania komplekséw salbutamolu tylko z jedna
czasteczka wody, mimo ze uktad jest bardzo uproszczony, sa zgodne z danymi
eksperymentalnymi. Analizujac struktury salbutamolu, ktory tworzy kompleksy z
biatkami [36-38] mozna zauwazy¢, ze najwigcej krotkich kontaktow salbutamol —
biatko wystepuje do grup -O(35)-H(36) i -N(37)-H(38).

Warto zauwazy¢, ze uwzglednienie w obliczeniach poprawki Grimme’a na
oddzialywania dyspersyjne wyraznie zwigksza energi¢ oddziatywania. Wzrost
wynosi od 15% az do 50% w przypadku kompleksu AW2. Podobnej wielkos$ci
wzrost energii wigzania wodorowego po uwzglednieniu oddziatywan dyspersyjnych
obserwowany byt dla monohydratow uracylu [39].
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Rysunek 6. Kompleksy najnizej energetycznego konformeru salbutamolu z jedna czasteczka wody,
wyznaczone metoda B3LYP-D3/6-311++G(d,p)

Figure 6. Complexes of the lowest energy conformer of salbutamol with one water molecule, obtained
using B3LYP-D3/6-311++G(d,p) method

Tabela 4. Energia wzgledna (AE) oraz energia oddziatlywania (Eoaq,) [kca/mol] kompleksow konformeru A
salbutamolu z jedng czasteczka wody, obliczone metoda B3LYP/6-31+G(d,p) z uwzglednieniem
i bez uwzglednienia poprawki dyspersyjnej D3 oraz metoda B3LYP-D3/6-311++G(d,p)

Table 4. Relative energies (AE) and interaction energies (Eoq,) [kca/mol] of salbutamol conformer A
complexes with one water molecule calculated using the B3LYP/6-31+G(d,p) method with and
without D3 dispersion correction and B3LYP-D3/6-311++G(d,p) method

Kompleksy salbutamolu z czasteczka wody
Kompleks B3LYP/6-31+G(d,p) B3LYP-D3/6-31+G(d,p)  B3LYP -D3/6-311++G(d,p)
AE Eodd, AE Eoda, AE Eogdr
AW1 0,00 -10,65 0,00 -14,40 0,00 -13,78
AW2 0,73 -6,84 1,47 -10,30 1,32 -9,93
AW3 0,66 -6,32 3,27 -7,31 2,96 -7,17
AW4 0,96 -6,27 3,32 -8,67 3,09 -8,37
AWS5 1,38 -4,43 3,34 -5,80 3,11 -5,69
AW6 2,46 -4,88 432 -6,56 3,93 -6,52
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UWAGI KONCOWE

Tematem niniejszej pracy byly wiasciwosci konformacyjne salbutamolu badane
metodami DFT i MP2. Przedstawiono wyniki obliczen funkcjonatem B3LYP izolowane;j
czasteczki oraz szedciu komplekséw najnizej energetycznego konformeru z jedng
czasteczka wody. Modelowanie prowadzone bylo z zastosowaniem poprawki Grimme’a
aby uwzgledni¢ oddzialywania dyspersyjne. Zastosowano baze funkcyjng 6-
311++G(d,p). Analizujac otrzymane wyniki mozna wyciagnaé¢ nastepujace wnioski:

1. Preferencje konformacyjne salbutamolu s3a przede wszystkim zalezne od
wewnatrzczasteczkowych oddzialywan pomiedzy polarnymi grupami -OH i -NH.
Znaleziona najnizej energetyczna forma salbutamolu, zaréwno w prézni jak i w otoczeniu
wody, jest stabilizowana przez dwa wigzania wodorowe: —O(35)-H(36)...N(37) w
srodkowej czesci salbutamolu i —O(33)-H(34)---O(31) pomigdzy grupami
hydroksylowymi bedgcymi podstawnikami przy pier§cieniu aromatycznym.

2. Energia oddziatywania salbutamolu z czgsteczkg wody moze siggac 14 kcal/mol i
jest najwicksza kiedy woda oddziatuje jednocze$nie z grupami —O(35)-H(36) i —N(37)-
H(38). Ten wniosek jest zgodny z analizg oddziatywan w kompleksach salbutamolu
z biatkami.

3. Podczas modelowania za pomoca funkcjonatu B3LYP wigzan wodorowych
salbutamolu z czasteczka wody koniecznie nalezy wzia¢ pod uwage oddzialywania
dyspersyjne. Udziat tych oddziatywan w catkowitej energii wigzania moze si¢gaé¢ nawet
50%.
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