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Wprowadzenie

Klastery boru to molekularne klastery zbudowane z atomow boru i atoméw wodoru
(borany), ktorych struktura jest konsekwencja kombinacji wigzan 2c2e (klasycznych wigzan w
chemii organicznej), oraz wigzan 3c2e [1]. Struktura klasteréw stabilizowana jest przez
trojwymiarowg sie¢ zdelokalizowanych wigzan kowalencyjnych, w ktorej atomy boru i innych
pierwiastkow (w przypadku heteroborandw) skoordynowane sg co najmniej z trzema, a czasami
nawet piecioma lub szescioma atomami tworzac wyjatkowo trwate, ,nieklasyczne” uktady
molekularne. Nietypowe dla klasycznych zwigzkow organicznych wlasciwosci karboranow, w
tym aromatyczno$¢ w trzech wymiarach sprawiaja, ze kazde podstawienie przy atomie boru
lub wegla zmienia rozktad gestosci elektronowych w catym klasterze, a co za tym idzie
reaktywnos$¢ wszystkich pozostatych atoméw w czasteczce rowniez ulega zmianie. Koncowy
efekt w postaci zmieniajacej si¢ reaktywno$ci atomow boru i wegla klasterow jest wynikiem
naktadania si¢ wielu czynnikow [2]. We wstepie literaturowym podjatem probe ich
skatalogowania 1 wykorzystania do wyjasnienia preferencyjnego tworzenia si¢ pochodnych
dwupodstawionych karboranow 1 metalokarboranow wzgledem ich pochodnych
monopodstawionych. Jest to problem, ktory czesto komplikuje oligofunkcjonalizacje
karborandéw 1 metalokarboranéw w pozadanym kierunku i z ktdrym mialem do czynienia takze
w moich badaniach.

Dzig¢ki unikalnym witasciwosciom chemicznym, fizykochemicznym oraz biologicznym

takim jak: stabilno$¢ chemiczna a jednoczes$nie podatno$¢ na modyfikacje, niska toksycznos¢,



wysoka lipofilowos¢ (co jest korzystne dla zwigkszenia transportu przez btony komorkowe i
barier¢ krew-mozg), mozliwos¢ niekowalencyjnych oddzialywan z celami biologicznymi
(poprzez tworzenie wigzan wodorowych oraz diwodorowych), klastery boru zostalty z
powodzeniem wykorzystane do syntezy czasteczek bioaktywnych, testowanych nastepnie pod
katem oddzialywan z r6znorodnymi celami biologicznymi [3]. Klastery boru, w poréwnaniu do
zwigzkow organicznych szczegoélnie dobrze nadaja si¢ do wykorzystania jako sztywne,
trojwymiarowe platformy, do ktérych mozliwe jest przylaczenie w sposdb przestrzennie
uorganizowany lancuchéw DNA (jak réwniez podstawnikow niskoczasteczkowych) [4-6].
Moje badania nad oligofunkcjonalizacjg klasteréw boru, a wiec kontrolowanym przytaczeniem
kilku podstawnikéw zaréwno do atoméw boru jak i wegla w réznych polozeniach w
czasteczkach karborandéw, badz ich komplekséw z jonem kobaltu pozwolily na otrzymanie
konjugatow klasteréw boru i DNA-oligonukleotydow i wykorzystanie ich jako blokéw
budulcowych nowego typu nanoczastek bedacych nosnikami terapeutycznych kwaséw
nukleinowych (TNAs, ang.: Therapeuthic Nucleic Acids) [4, 7, 8]. Charakterystyczng cecha
stosowanych w klinice terapeutycznych kwaséw nukleinowych jest to, ze sa one stosowane w
formie monoterapii i1 sg skierowane przeciwko jednemu specyficznemu celowi biologicznemu
1 jednej specyficznej sekwencji RNA lub DNA [9]. Przeprowadzone przeze mnie badania i
opracowane metody oligofunkcjonalizacii klasterow boru opisane w niniejszej pracy
umozliwity otrzymanie blokow budulcowych do konstrukcji nanoczastek zdolnych do
jednoczesnego wyciszania dwoch réznych onkogenow, na przyktadzie receptora nabtonkowego
czynnika wzrostu (EGFR, ang.: Epidermal Growth Factor Receptor) i protoonkogenu
komorkowego c-MYC (ang.: myelocytomatosis oncogene) ulegajacych nadekspresji w wielu
typach nowotworow. Opisane przez nas 1 opublikowane ostatnio badania stanowig pierwszy
przyktad, cho¢ na razie w modelu in vitro, terapii wielolekowej (dwulekowej) z

wykorzystaniem technologii TNAs w oparciu o oligfunkcjonalizowane klastery boru [4].
Cel pracy

Celem og6lnym mojej pracy bylo stworzenie podstaw chemicznych syntezy
kompozytéw klasteréw boru i antysensowych DNA-oligonukleotydow stanowiacych bloki
budulcowe nowego typu nanoczastek, no$nikow terapeutycznych kwasow nukleinowych.
Celem szczegotowym 1 S$rodkiem do osiggniecia tego celu bylo opracowanie metod
oligofunkcjonalizacji karboranéw i1 metalokarborandw poprzez kontrolowane przylaczanie

okreslonych podstawnikow do atoméw boru 1 wegla klasterow boru.



Zadania przeze mnie realizowane obejmowaty:

e oligofunkcjonalizacje 1,2-dikarba-c/oso-dodekaboranu na atomach boru B i Bi2 oraz
atomach wegla C11 Cs

e oligofunkcjonalizacje metalokarboranu zawierajacego kobalt, bis(1,2-dikarba-closo-
undekaborano)-3,3’-kobaltanu (III) na atomach boru Bgi Bg' oraz atomach wegla Ci,
Ca, Crolub Co

e synteze cyklicznych estrow tiofosforanowych 8,8’-dihydroksy-[bis(1,2-dikarba-closo-
undekaborano)]-3,3’-kobaltanu (III), pochodnych metalokarboranu o zahamowane;j
rotacji

e opracowanie metody alkilowania na atomie siarki cyklicznych estrow tiofosforanowych
8,8’-dihydroksy-[bis(1,2-dikarba-closo-undekaborano)]-3,3’-kobaltanu (III) liniowymi
i rozgatezionymi odczynnikami alkilujagcymi

e synteza z wykorzystaniem opisanych w punktach powyzej platform do przylaczania
DNA-oligonukleotydow metoda amidofosforynowa

e opracowanie metody i synteza pochodnych genisteiny modyfikowanej klasterem boru

Metodyka i wyniki

W  ramach projektu Symfonia 3 kierowanego przez Profesora Zbigniewa
Lesnikowskiego otrzymalem cztery nowe typy oligofunkcjonalizowanych klasterow boru, z
ktorych dwa zostaly wykorzystane dotychczas do otrzymania generacji II [4] 1 III [8]
nanoczgstek, nosnikdéw terapeutycznych kwasow nukleinowych stanowigc istotne rozwinigcie
wczesniejszych badan prowadzonych w naszej Pracowni, zakonczonych opracowaniem
metody otrzymywania nanoczastek [ generacji [5]. Charakterystyczng cecha otrzymanych
przeze mnie pochodnych klasterow boru jest obecno$¢ jednego podstawnika
hydroksyalkilowego oraz dwoch podstawnikow hydroksyalkilowych zawierajacych trytylowa
grupe ochronng. Podstawnik hydroksyalkilowy stuzy by przytaczy¢ klaster do statego ztoza
LCA-CPG (ang.: long chain alkylamine controlled pore glass) stosowanego w automatycznej,
chemicznej syntezie kwasow nukleinowych; natomiast grupy hydroksylowe zablokowane
grupami trytylowymi stanowig miejsce przytaczania, po odblokowaniu, dwdch tancuchow
DNA. Ochronna grupa trytylowa usuwana jest w warunkach kwasowych w procesie
przytaczania DNA-oligomerow do oligofunkcjonalizowanych klasterow boru w procesie

automatycznej syntezy DNA na fazie statej metoda amidofosforynowa [10].



Pierwszym etapem realizacji projektu przedstawionego w Indywidualnym Planie
Badawczym byla oligofunkcjonalizacja orfo-karboranu. Celem zadania byla synteza 1-
hydroksymetylo-9,12-bis(trytyloksypropylo)-1,2-dikarba-closo-dodekaboranu, pochodne;j
karboranowej umozliwiajacej przylaczenie do klastera boru antysensowych DNA-
oligonukleotydow i1 wykorzystanie otrzymanych w ten sposob blokéw budulcowych do
otrzymywania funkcjonalnych nanoczastek drugiej generacji posiadajacych zdolnos¢ do
wyciszania dwoch genow EGFR i c-Myc jednoczesnie [4]. Zoptymalizowatem 3-etapowa
syntez¢, na drodze ktorej przylaczylem do atomdéw boru Bo 1 Bix dwa podstawniki
trytyloksyalkilowe poprzez utworzenie wigzania bor-wegiel w reakcji sprzegania Kumady
9,12-dijodo-1,2-dikarba-closo-dodekarboranu z przygotowanym in situ odczynnikiem
Grignarda, bromkiem 3-O-(trytyloksy)propylomagnezowym w obecnosci katalizatora
tetrakis(trifenylofosfino)palladu(0) bedacego kompleksem palladu [6]. Byto to mozliwe dzigki
przeprowadzeniu szeroko zakrojonych, systematycznych badan wplywu miejsca przytaczania
podstawnikéw do klastera 1 warunkéw reakcji. W celu przylaczenia podstawnika
hydroksyalkilowego zaadaptowatem metode opisang w literaturze dla reakcji
paraformaldehydu z niepodstawionym orfo-karboranem przy uzyciu jako zasady do
deprotonoacji grupy C-H karboranu fluorku tetrabutyloamonowego (TBAF) zwigkszajacego
szans¢ na powstanie w przewadze produktu monopodstawionego na atomie wegla [11].
Otrzymana pochodna zostala wykorzystana do syntezy jednego z blokéw budulcowych
funkcjonalnych nanoczastek drugiej generacji posiadajacych zdolno$¢ do wyciszania genow
EGFR i c-Myc jednocze$nie [4]

Badania nad oligofunkcjonalizacjg metalokarborandw rozpoczatem syntezujac opisany
w literaturze 8,8’-dihydroksy-bis-(1,2-dikarbolido)-3,3’-kobaltan [12] wykorzystywany przeze
mnie jako substrat wyj$ciowy wychodzac z dostgpnego handlowo bis-(1,2-dikarbolido)-3,3’-
kobaltanu (COSAN). Nastepnie w reakcjach substytucji nukleofilowej stosujac wodorek sodu
do deprotonacji grup hydroksylowych oraz odpowiednie odczynniki alkilujgce otrzymatem
pochodne COSANU: 8,8’-di-3-O-(tert-butylodimetylosililopropylo)- oraz 8,8’-di-4-O-
(trytyloksybutylo)-bis-(1,2-dikarbolido)-3,3’-kobaltan [7]. 8,8’-Di-3-O-(tert-
butylodimetylosililopropylo)-bis-(1,2-dikarbolido)-3,3’-kobaltan wykorzystatem jako zwigzek
modelowy w badaniach majacych na celu rozpoznanie mozliwosci przylaczania podstawnikow
do atoméw wegla pochodnych COSANU funkcjonalizowanych wczesniej na atomach boru i
otrzymywania pochodnych troj- i czteropodstawionych metalokarboranu. Przytaczenie
podstawnikéw hydroksyalkilowych do atomow wegla metalokarboranu przeprowadzitem w

reakcjach otwarcia pierscienia cyklicznego eteru w reakcji z aktywowanym metalokarboranem,



stosujgc roztwor tlenku etylenu w tetrahydrofuranie. Do deprotonacji grup C-H
metalokarboranu w celu generowania centrum nukleofilowego zastosowatem n-butylolit [13].
Pomimo zastosowania dimetoksyetanu (DME) jako rozpuszczalnika mogacego teoretycznie
promowac powstawanie produktu monopodstawienia (modulujacy wptyw rozpuszczalnika na
te reakcje zostat poruszony w czgsci literaturowej pracy [13, 14]) w reakcji powstaje gtoéwnie
produkt dwupodstawiony. Analiza widm !'B-NMR produktow i obserwowana wielo$é
sygnatéw odpowiadajagcym atomom boru Bg oraz Bg' metalokarboranu $wiadczy o tym, ze
kazdy z produktow, monopodstawienia oraz dwupodstawienia powstaje w postaci
skomplikowanej mieszaniny diastereoizomerow [7].

Ze wzgledu na niskie wydajno$ci syntezy pochodnych oraz ich powstawanie w postaci
mieszaniny diastereoizomerow co mogloby w pozniejszych etapach przylaczania do klastera
boru tancuchow DNA-oligonukleotydow prowadzi¢ do powstawania mieszaniny
diastereoizomerycznych blokéw budulcowych nanoczastek, zdecydowatem si¢ na
przeprowadzenie badan majacych na celu opracowanie pochodnej COSANU o zablokowane;j
rotacji ligandéw karboranylowych co potencjalnie mogtoby przyczyni¢ si¢ do podwyzszenia
wydajnosci alkilowania grup C-H poprzez zmniejszenie zawady przestrzennej tych grup przez
rotujace wraz z ligandami karboranylowymi podstawniki przy atomach boru Bg i Bs:. W tym
celu wykorzystalem opisang w literaturze koncepcje syntezy cyklicznych estrow kwasu
fosforowego 1 8,8’-dihydroksy-COSANU [15] z t3 roznica, ze reszta kwasu fosforowego
zostata zastgpiona resztg kwasu tiofosforowego, rozne tez bylty metody otrzymania obu typow
polaczen. W tym miejscu chcialbym podkresli¢, ze ta pozornie niewielka réznica sprawia ze
trudne do dalszej funkcjonalizacji pochodne kwasu fosforowego zastgpione s3 podatnymi na
dalsze przeksztalcenia na drodze alkilowania atomu siarki pochodnymi kwasu tiofosforowego.
Aby otrzymac cykliczny tiofosforanu 8,8’-dihydroksy-COSANU zaadaptowatem powszechnie
stosowang w syntezie tiofosforanowych pochodnych nukleotydéw metode oparta na
usiarczaniu reszty kwasu H-fosfonowego w estrach nukleozydowych kwasu H-fosfonowego
[16, 17, 18]. Cykliczny H-fosfonian 8,8’-dihydroksy-COSANU otrzymatem w prostej,
dwuetapowej syntezie prowadzonej bez wyodrgbniania produktu posredniego. 8,8’-
Dihydroksy-COSAN zostat przeksztalcony w imidazolid cyklicznego estru kwasu
fosfonowego w reakcji z triimidazolidem kwasu fosfonowego [P(Im)3] otrzymanym in situ z
imidazolu 1 trichlorku fosforu. Nastepnie powstaty cykliczny imidazolid zostal zhydrolizowany
do cyklicznego H-fosfonianu [17]. Cykliczny ester tiofosforanowy 8,8’-dihydroksy-COSANU
otrzymatem w reakcji usiarczania siarkg elementarng (Sg) wobec silnej zasady organicznej 1,8-

diazabicyklo(5.4.0)undek-7-enu (DBU) stosujac metod¢ opisang dla dinukleozydowych



diestrow kwasu H-fosfonowego [18]. Na drodze S-alkilowania grupy tiofosforanowe;j
przylaczylem zaréwno liniowe jak i1 rozgalezione podstawniki trytyloksyalkilowe [7]. Na
potrzeby funkcjonalizacji COSANU jako platformy dla DNA-oligomeréw i syntezy blokow
budulcowych nanoczastek, kompozytow klasterow boru i DNA-oligonukleotydéw koniecznym
jest jednak wprowadzenie co najmniej dwoch podstawnikéw zawierajacych grupy
hydroksylowe zablokowane grupami trytylowymi. Rozgateziony odczynnik tego typu, 4-(1,3-
bis(trytyloksy)propan-2-yloksy)butylo-p-toluenosulfonian umozliwiajacy spelnienie tych
wymogow otrzymatem na drodze dogodnej, dwuetapowej syntezy stosujac jako substrat do
syntezy glicerol. W pierwszym etapie otrzymatlem opisany w literaturze 1,3-
bis(trytyloksy)propan-2-ol wprowadzajac trytylowe grupy ochronne grup hydroksylowych w
pozycjach 1- i 3- glicerolu [19]. W kolejnym etapie stosujagc wodorek sodu do deprotonacji
wolnej grupy hydroksylowej pochodna glicerolu poddatem reakc;ji z 1,4-bis(tosyloksy)butanem
[7].

Przytaczenie grup hydroksyalkilowych do atomow wegla Ci Iub Cz i Cyv Iub Co> S-
alkilowanych  pochodnych  cyklicznego tiofosforanu  8,8’-dihydroksy =~ COSANU
przeprowadzitem stosujac metodg, ktora wykorzystalem w celu funkcjonalizacji 8,8’-alkoksy-
pochodnych, w ktorych grupa hydroksylowa podstawnikow przylaczonych do atoméw boru
zablokowana zostala grupg tert-butylodimetylosililowa (TBDMS). Pomimo zastosowania
DME jako rozpuszczalnika kompleksujacego jon litu produkty podstawienia na atomach wegla
powstaja w postaci mieszaniny produktéw mono- i dwupodstawionych ze stosunkowo niskimi
wydajnosciami. Zwigzki powstajag w postaci skomplikowanej mieszaniny diastereoizomerow
co dobrze ilustruja widma ''B- oraz *'P-NMR obu polaczen. Ztozona stereochemia zwigzkow
moze wynika¢ z jednej strony z faktu, ze mostek tiofosforanowy wymusza przyjecie
okreslonych konformacji przez metalokarboran co zakldca jego symetri¢ jak réwniez przez
fakt, ze w przypadku monopodstawienia grupa hydroksyetylowa moze znajdowac si¢ przy
weglu Ci, Cpv, C2 lub Cy ktore to potozenia nie sg rownocenne przy zablokowanej rotacji
metalokarboranu. W przypadku dwupodstawienia mozliwe sg kombinacje C11Cy», C11Co, Cy
1 Cy, C2 1 Co» oraz najmniej prawdopodobne podstawienie wicynalne C; i Cz lub Cy» 1 Co-[13].

Podczas stazu naukowego w Instytucie Chemii Nieorganicznej Czeskiej Akademii Nauk
w Husinec-Rez w poblizu Pragi w zespole kierowanym przez prof. Bohumira Griinera, w
ramach wieloletniej wspotpracy miedzy Pracowniami prof. Grlinera i Pracownig Chemii
Medycznej kierowang przez prof. Les$nikowskiego opracowalem metode syntezy 8-(5-
hydroksy-3-oksa-pentoksy)-[1,1°-di(2-trytyloksyetylo)-bis(1,2-dikarbolido)-3,3'-kobaltanu,
ktory zostat wykorzystany do syntezy blokéw budulcowych do konstrukeji funkcjonalnych



nanoczgstek kompozytow metalokarboranu 1 antysensowych oligonukleotyddéw trzeciej
generacji [8]. Zdecydowatem si¢ na odwrotng kolejno$¢ przytaczania podstawnikow
rozpoczynajac procedure syntezy oligofunkcjonalizowanego COSANU od przylaczenia
podstawnikoéw hydroksyalkilowych do atoméw wegla metalokarboranu, a dopiero w nastepne;j
kolejnosci do atomdéw boru otrzymujac w pierwszym etapie opisany w literaturze 1,1°-di(2-
hydroksyetylo)-COSAN [13]. W odr6znieniu od poprzednich syntez pochodnych COSANU
tym razem zalezalo mi na otrzymaniu produktu nie C-mono- lecz C-dwupodstawienia.
Kluczowym etapem jest rozdzial disatereoizomerycznych produktow dwupodstawienia co
pozwala na uzycie w kolejnych etapach oligofunkcjonalizacji jednej, stereochemicznie
zdefiniowanej pochodnej COSANU. Poprzez krystalizacje frakcyjng kontrolujac czystosé
diastereoizomeryczng kolejnych frakcji za pomocg HPLC wyodrgbnitem izomer Ci 1 Cirany
[20]. W kolejnych etapach wprowadzitem trytylowe grupy ochronnych grup hydroksylowych
w reakcji z chlorkiem trytylu [19], a nastgpnie przylaczytem pierscien dioksanu przy uzyciu
eteratu trifluorku boru jako kwasu Lewisa [21]. Ostatnim etapem syntezy bylo otwarcie
pierscienia dioksanowego otrzymanego adduktu metalokarboran-dioskan stosujac 1M roztwor
wodorotlenku potasu. [21]

Badania dotyczace syntezy blokow budulcowych nanoczastek drugiej oraz trzeciej
generacji byly prowadzone we wspolpracy z Pracownig Terapeutycznych Kwasoéw
Nukleinowych kierowang przez Profesor Barbar¢ Nawrot (Centrum Badan Molekularnych
1 Makromolekularnych CBMiM), konsorcjanta w realizacji projektu Symfonia 3 (grant
015/16/W/ST5/00413) [4, 5 8]. Nanoczastki o wilasciwosciach réwnoczesnego wyciszania
dwoch onkogenow, EGFR oraz ¢-MYC (nanoczastki drugiej generacji) zbudowane zostaty z
dwoch blokow budulcowych. Jednym z blokéw budulcowych jest oligofunkcjonalizowana
pochodna orto-karboranu posiadajaca w pozycjach By 1 B2 klastera dwa 22-merowe fancuchy
oligonukleotydowe o sekwencji komplementarnej (antysensowej) do fragmentu sekwencji
mRNA EGFR pomiedzy 51 a 74 nukleotydem poczawszy od kodonu startowego AUG [22]
oraz w pozycji C klastera krotki fragment 3’-UmAmCm-5’ (,,m” oznacza grupg metylowa
przytaczong do atomu tlenu w pozycji 2’ reszty cukrowej nukleozydu). Drugim blokiem
budulcowym jest flacznik w postaci dupleksu, ktory zbudowany jest z dwoch
komplementarnych DNA-oligomerow, jeden z nich jest antysensowy do fragmentu genu c-
MYC 1 zawiera sekwencje nukleotydow komplementarng do pierwszych pieciu kodonow
sekwencji mRNA ¢-MYC [23] oraz ,lepkie” konce komplementarne do sekwencji konca 5’
bloku budulcowego bedacego kompozytem klastera boru i antysensowego oligonukleotydu

anty-EGFR oraz oligonukleotydu do niego komplementarnego. Nanoczastki drugiej generacji



zostaly otrzymane poprzez zmieszanie ze sobg w odpowiednich warunkach wymienionych
wyzej blokéw budulcowych w stosunku molowym 1:1:1. Proces skladania $ledzony byl za
pomoca elektroforezy w niedenaturujagcym zelu poliakryloamidowym (PAGE). Gléwnym
produktem sktadnia blokéw budulcowych sg nanoczastki zbudowane z okoto 300 par zasad
(600 jednostek nukleotydoéw) DNA co odpowiada cyklicznym nanoczgstkom, heksamerom
zbudowanym z 6 kompozytéw oligofunkcjonalizowanego orfo-kraboranu i antysensowych
anty-EGFR DNA-oligomeréw oraz dwuniciowych lacznikéw zawierajagcych w jednej z nici
sekwencje antysensowego oligonukleotydu skierowanego przeciw c-MYC. Tworzenie si¢
cyklicznych nanoczastek dodatkowo potwierdzaja badania przy uzyciu kriomikroskopii
elektronowej (cryo-TEM) oraz parametry termodynamiczne asocjacji i dysocjacji
oligonukleotydow (Tm, temperatury migkniecia oligonukleotydow). Dwufazowy przebieg
migknigcia nanoczastek ilustrowany przez dwa punkty przegiecia jest zgodny z budowg
nanoczastek sktadajacych si¢ z dwu glownych dwuniciowych komponentow o roéznych
wlasciwosciach [4].

Badania zdolno$ci do wyciszania genéw EGFR i c-MYC przez otrzymane nanoczastki
przeprowadzono in vitro wykorzystujac jako model biologiczny komorki raka trzustki PANC-
1. Pomiar aktywno$ci biologicznej prowadzono dwoma metodami, na poziomie mRNA
okreslajagc stgzenie wyciszanego mRNA metoda RT-PCR, jak roéwniez na poziomie
biosyntetyzowanego na bazie mRNA biatka okreslajac jego stezenie w komodrkach metoda
wewnatrzkomoérkowego wybarwiania biatek za pomoca odpowiednio znakowanych
przeciwcial. W przypadku metody RT-PCR obserwowano obnizenie st¢zenia docelowego
mRNA, zarowno EGFR jak 1 c-MYC o ok. 90%, natomiast poziom biatek zar6wno EGFR jak
1c-MYC obnizat si¢ o ok. 25-35 %. W obydwu przypadkach efekt biologiczny nalezy uzna¢ za
wysoce zadowalajacy tym bardziej, Zze zardwno otrzymane nanoczastki jak i ich komponenty,
ze wzgledu na charakter zastosowanej technologii, umozliwiaja ich wszechstronng
optymalizacje [4].

Prowadzac badania nad oligofunkcjonalizacjg karborandéw oraz metalokarboranéw jako
platform dla antysensowych DNA-oligonukleotydéw zajmowatem si¢ takze jako zadaniem
dodatkowym opracowywaniem syntezy analogéw genisteiny zawierajacych w swojej
strukturze klaster boru, bedacymi potencjalnymi, selektywnymi modulatorami aktywnos$ci
receptora estrogenowego. Znajomos$¢ prac Endo dotyczacych zaleznosci pomiedzy
hydrofobowoscig fenoli modyfikowanych 1,2-, 1,7-, 1,12-dikarba-c/oso-dodekaboranem, a ich
powinowactwem do receptora estrogenowego alfa (ERa) [24, 25, 26], oraz znajomos$¢

wlasciwosci genisteiny jako modulatora receptora estrogenowego ER [27] zainspirowaly mnie



do przeprowadzenia 5-etapowej syntezy analogu genisteiny modyfikowanego hydrofobowym
farmakoforem karboranylowym w pozycji 3- uktadu izoflawonu i wykorzystanie go do badan
powinowactwa do receptorow estrogenowych alfa i beta. Synteze przeprowadzilem
analogicznie do chemicznej syntezy genisteiny opisanej w literaturze [28]. Roznica polega na
zastosowaniu grup 2-metoksyetoksymetylowych (MEM) zamiast grup metoksymetylowych
(MOM) jako grup ochronnych funkcji hydroksylowych w pozycjach 5- i 7- uktadu izoflawonu
co wynikato z braku dostepnosci handlowej chlorku metoksymetylowego (MOMCI) oraz na
czwartym etapie syntezy przeprowadzitem reakcj¢ sprzegania Sonogashiry 3-jodo-5,7-bis((2-
metoksyetoksy)metoksy)-4H-chromen-4-onu z 9-etynylo-1,2-dikarba-c/oso-dodekaboranem
zamiast sprzegania Suzuki-Miyaury z kwasem 4-hydroksyfenyloborowym, ktore prowadzi do
otrzymania genisteiny [28, 29]. W ramach tego nurtu otrzymalem dwa karboranylowe analogi
genisteiny  3-(1,2-dikarba-closo-dodekarboran-9-etynylo)-5,7-dihydroksy-4H-chromen-4-on
oraz 6-metylo-3-(1,2-dikarba-closo-dodekarboran-9-etynylo)-4H-chromen-4-on, ktore
wykazaly zr6znicowang cytotoksycznos¢ in vitro w liniach komérkowych Huh70 (badania
cytotoksycznosci wykonane przez dr Katarzyne Bednarska-Szczepaniak). Otrzymane
pochodne badane sg pod katem selektywnos$ci powinowactwa do receptorow ER a i3 w CiMUS

University of Santiago de Compostela, Hiszpania, w ramach wspotpracy.

Podsumowanie

Klastery boru, w poréwnaniu do zwigzkow organicznych, szczegdlnie dobrze nadaja si¢
do wykorzystania jako sztywne, trojwymiarowe platformy, do ktéorych mozliwe jest
przylaczenie w sposob przestrzennie uorganizowany lancuchow DNA (jak roéwniez
podstawnikdw niskoczasteczkowych) umozliwiajac otrzymywanie zarowno nowych zwigzkow
biologicznie aktywnych jak 1 nowych materiatow. Kluczem do tych zastosowan, zar6wno w
przypadku karboranéw jaki i metalokarborandéw jest racjonalnie zaplanowana synteza ich
pochodnych. Szczegdlnym wyzwaniem jest oligofunkcjonalizacja rozumiana jako przytaczenie
do szkieletu klastera wigcej niz dwoch podstawnikow. W tym kontekscie chemia
metalokarboranéw stanowi podobne, cho¢ roéwnoczesnie znacznie wigksze wyzwanie niz
chemia karboranow. Wynika to z faktu bardziej zlozonej budowy metalokarboranéw niz
karborandw i obecnosci dwoch ligandéow karboranylowych podatnych na niezalezne do
pewnego stopnia modyfikacje jak rowniez dynamicznych wlasciwosci metalokarboranow
wynikajacych z mozliwosci rotacji  ligandow  karboranylowych woko6t  centralnie

koordynowanego jonu metalu. Dodatkowym, utrudniajagcym niekiedy otrzymanie pozadanych



pochodnych metalokarborandéw lecz réwnoczesnie fascynujacym zjawiskiem, jest unikalna
stereochemia metalokarboranow.

W wyniku kilkuletnich badan opracowatem szereg uzytecznych w praktyce metod
oligofunkcjonalizacji zaréwno 1,2-dikarba-closo-dodekaboranu jak 1 jego kompleksu z
metalem,  bis(1,2-dikarba-closo-undekaborano)-3,3’-kobaltanu  (III)  umozliwiajacych
przytaczanie jednego, dwdch, trzech lub czterech podstawnikow zaréwno do atomow boru jak

1 wegla.

Do najwazniejszych osiggniec¢ tych prac zaliczam:

e Opracowanie metody syntezy trojpodstawionej pochodnej 1,2-dikarba-closo-
dodekaboranu zawierajacej grupe hydroksymetylowa, wykorzystanej z powodzeniem
do otrzymania funkcjonalnych nanoczastek drugiej generacji, kompozytow klasterow
boru i terapeutycznych kwaséw nukleinowych.

e Opracowanie oryginalnej metody funkcjonalizacji metalokarborandéw na drodze
alkilowania na atomie siarki cyklicznego tiofosforanu bis(8,8’-dihydroksy-1,2-
dikarbolido)-3,3’-kobaltanu (III). Metoda ta pozwala na tatwe przylaczanie do
metalokarboranu szerokiej gamy podstawnikow.

e Opracowanie metody syntezy trojpodstawionej pochodnej metalokarboranu, 8-(5-
hydroksy-3-oksa-pentoksy)-[1,1’-di(2-O-trytyloksyetylo)-bis(1,2-dikarbolido)-3,3'-
kobaltanu] (II1), wykorzystanego do otrzymania funkcjonalnych nanoczastek trzeciej
generacji, kompozytow klasterow boru i terapeutycznych kwasow nukleinowych.

e Wykorzystanie '"B-NMR i 'H-NMR do analizy wplywu wprowadzania podstawnikow
w strukture karboranu lub metalokarboranu na zmiang wtasciwosci czasteczki zwigzang
ze zmieniajacym si¢ rozktadem gestosci elektronowych oraz stereochemig otrzymanych
pochodnych.

e Synteza pierwszych analogéw genisteiny modyfikowanych klasterem boru.

Wszystkie wymienione pochodne i stojace za nimi badania chemiczne stanowig oryginalny

wktad w chemig klasterow boru.
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