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Asn Asparagina (ang.: asparagine)

AUG Kodon startowy trzech nukleotydoéw réznigcych si¢ rodzajem zasady azotowej
wchodzacej w ich sktad. A — adenina U — uracyl G - guanina

CBMiM Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych w Lodzi (ang.: The
Centre of Molecular and Macromolecular Studies)

c-MYC Protoonkogen komoérkowy (ang.: myelocytomatosis oncogene)

COVID-19 Choroba wywotana przez koronawirus SARS-CoV-2 (ang.: coronavirus disease
2019)

CSD Krystalograficzna baza danych matych czasteczek zwigzkéw organicznych i
metaloorganicznych. (ang.: Cambridge Structural Database)

DBU Zasada organiczna, 1,8-diazabicyklo(5.4.0)undek-7-en

DIPEA N,N-Diisopropyloetyloamina (ang.: N,N-diisopropylethylamine)

DME 1,2-Dimetoksyetan (ang.: 1,2-dimethoxyethane)

DMSO Dimetylosulfotlenek (ang.: dimethylsulfoxide)

DMTr Grupa ochronna dimetoksytrytylowa (ang.: dimethoxytriyl group)

DNA Kwas deoksyrybonukleinowy (ang.: deoxyribonucleic acid)

EGFR Receptor nabtonkowego czynnika wzrostu (Epidermal Growth Factor
Receptor)

EINS Mechanizm substytucji nukleofilowej indukowanej elektrofilem (ang.:
electrophle induced nucleophilic substitution)

EMA Europejska agencja lekow (ang.: European Medicines Agency)

FDA Agencja zywnosci 1 lekow w USA (ang.: U.S. Food and Drug Administration)

GIn Glicyna (ang.: glycine)

hCAllI Anhydraza weglanowa (ang.: carbonic anhydrase)

HMPA Triamid heksametylofosforowy (ang.: hexamethylphosphoramide)

HPLC Wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang.: high-performance liquid
chromatography)

ICs0 Potowa maksymalnego stezenia hamujacego (ang.: half maximal inhibitory
concentration)

Im Imidazol (ang.: imidazole)

LCA-CPG ang.: long chain alkylamine controlled pore glass

MEM Grupa ochronna 2-metoksyetoksymetylowa (ang.: 2-methoxyethoxymethyl)

miRNA mikroRNA (ang.: microRNA)

MOM Grupa ochronna metoksymetylowa (ang.: methoxymethyl)

MRNA Informacyjny RNA (ang.: messenger RNA)

MTT Bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-ylo)-2,5-difenylotetrazoliowy (ang.: 3-(4,5-
dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide)

n-BuLi n-Butylolit (ang.: n-buthyllithium)

NMR Magnetyczny rezonans jadrowy (ang.: Nuclear Magnetic Resonance)

NPA Analiza populacyjna (ang.: Natural Population Analysis)

PAGE Elektroforeza w zelu poliakryloamidowym (ang.: polyacrylamide gel
electrophoresis)

PAN Polska Akademia Nauk (ang.: Polish Academy of Sciences)

PANC-1 Komérki ludzkiego nowotworu trzuski (ang.: human pancreatic cancer cell line)

Phe Fenyloalanina (phenylalanine)

RNA Kwas rybonukleinowy (ang.: ribonucleic acid)

RT Temperatura pokojowa (ang.: room temperature)
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RT-PCR

SEP
SiRNA
TBAF
TBDMS

THF
TLC
TNA
Tr
X-Ray

Reakcja tancuchowa polimerazy (ang.: reverse transcription polymerase chain
reaction)

Szkieletowe pary elektronowe (ang.: skeletal electron pairs)

Mate, interferujgce RNA (ang.: small interfering RNA)

Fluorek tetrabutyloamonowy (ang.: tetrabuthylammonium fluoride)

Grupa ochronna tert-butylodimetylosililowa (ang.: tert-buthyldimethylsilil
protecting group)

Tetrahydrofuran (ang.: tetrahydrofuran)

Chromatografia cienkowarstwowa (ang.: thin-layer chromatography)
Terapeutyczne kwasy nukleinowe (ang.: therapeutic nucleic acids)

Grupa ochronna trytylowa (ang.: trityl protecting group)

Rentgenografia strukturalna (ang.: X-ray crystallography)
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Moim zadaniem w ramach badan opisanych w niniejszej pracy doktorskiej byto
stworzenie podstaw chemicznych umozliwiajacych otrzymywanie, zaprojektowanych jako
jeden z celéw projektu Symfonia 3, nanoczgstek, nosnikow terapeutycznych kwasow
nukleinowych. Cele te byly rowniez podstawg Indywidualnego Planu Badawczego w Szkole
Doktorskiej BioMedChem. Zadanie to zostalo zrealizowane w wyniku Kilkuletnich badan
i umozliwito opracowanie uzytecznych w praktyce metod oligofunkcjonalizacji zaréwno orto-
karboranu jak 1 jego kompleksu z metalem, metalokarboranu zawierajacego kobalt
I wykorzystanie ich do konstrukcji nanoczastek nowego typu, nosnikéw terapeutycznych
kwasow nukleinowych.

Struktura  klasterow  boru, stabilizowana jest przez trojwymiarowa siec
zdelokalizowanych wigzan kowalencyjnych w ktorej atomy boru (i wegla) skoordynowane sa
co najmniej z trzema, a czasami nawet pigcioma lub sze§cioma atomami boru tworzac
wyjatkowo trwate, ,nieklasyczne” uktady molekularne. Unikalne wlasciwosci karboranow,
W tym aromatyczno$¢ w trzech wymiarach sprawiaja, ze kazde podstawienie przy atomie boru
lub wegla zmienia rozktad gestosci elektronowych w calym klasterze, a co za tym idzie
reaktywno$¢ wszystkich pozostatych atomdéw w czasteczce rowniez ulega zmianie. Koncowy
efekt w postaci zmieniajacej si¢ reaktywnosci atomow boru 1 wegla klasterow jest wynikiem
naktadania si¢ wielu czynnikow. We wstepie literaturowym podjatem probe ich skatalogowania
1 wykorzystania do wyjasnienia preferencyjnego tworzenia si¢ pochodnych dwupodstawionych
karboranow 1 metalokarboranow wzglgdem ich pochodnych monopodstawionych. Jest to
problem, ktory czesto komplikuje oligofunkcjonalizacj¢ karboranéw i metalokarboranow
W pozadanym kierunku i z ktéorym miatem do czynienia takze w moich badaniach.

W czesci dotyczacej prac wlasnych opisatem wyniki badan nad oligofunkcjonalizacja
1,2-dikarba-closo-dodekaboranu na atomach boru By i B12 oraz atomach wegla C1i Co, a takze
nad oligonukcjonalizacja metalokarboranu zawierajacego kobalt, bis(1,2-dikarba-closo-
dodekaborano)-commo-3,3’-kobaltanu (I11) na atomach boru Bgi Bg: oraz atomach wegla Ci,
C2, Ci» lub Cy.. Ze wzgledu na cel praktyczny prowadzonych przeze mnie badan jakim byto
otrzymanie funkcjonalizowanych pochodnych klasterow boru umozliwiajacych synteze
blokéw budulcowych nanoczastek, kompozytow klasteréw boru i antysensowych DNA-
oligonukleotydow, musiaty one spetnia¢ wymog przytaczenia do klastera dwoch podstawnikow
zablokowanych grupa trytylowa i jednego podstawnika z wolna grupa hydroksylowa. Cel

praktyczny uzalezniony byt od prowadzonych réwnolegle badan podstawowych rozwijajacych
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wiedze na temat chemii klasterow boru, metod ich oligofunkcjonalizacji poprzez przytaczanie
W sposob w miar¢ mozliwosci kontrolowany, jednego, dwoch, trzech lub czterech
podstawnikow do atomow boru i wegla, jak rowniez poszerzania wiedzy o stereochemii tych
skomplikowanych uktadow.

W czeSci  dotyczacej  oligofunkcjonalizacji  1,2-dikarba-closo-dodekaboranu
zmodyfikowatem 1 zoptymalizowalem opisang wczes$niej metodg syntezy 9,12-bis(3-O-
trytyloksyprop-1-ylo)-1,2-dikarba-closo-dodekaboranu, zwigzku kluczowego w dalszych
etapach syntezy, oraz opracowalem metode przylaczania do niego podstawnika
hydroksyalkilowego. Otrzymany w ten sposob trojpodstawiony 1,2-dikarba-closo-dodekaboran
zostal z powodzeniem wykorzystany do otrzymania funkcjonalnych nanoczastek drugiej
generacji, kompozytow klasterow boru i DNA-oligomeréw. Wykorzystujac spektroskopie 11B-
NMR i 'H-NMR zanalizowatem wptyw wprowadzania kolejnych podstawnikow w strukture
1,2-dikarba-closo-dodekaboranu na zmiang wlasciwosci klastera zwigzang ze zmieniajgcym si¢
rozktadem gestosci elektronowych w czasteczce oraz stereochemi¢ otrzymanych pochodnych.

W czesci dotyczacej oligofunkcjonalizacji metalokarboranu, bis(1,2-dikarba-closo-
dodekaborano)-commo-3,3’-kobaltanu (I11) (COSAN) opracowatem: 1) metod¢ syntezy
pochodnych COSANU dwupodstawionych na atomach boru Bs i Bg grupami
hydroksyalkilowymi zablokowanymi grupami trytylowymi lub tert-butylodimetylosililowymi;
2) metod¢ syntezy pochodnych COSANU funkcjonalizowanych na atomach Bg i Bg
i dodatkowo mono- lub dwufunkcjonalizowanych na atomach wegla C1, Cyv, C2 lub Cy; 3)
metode syntezy cyklicznych estréw tiofosforanowych 8,8’-dihydroksy-COSANU, pochodnych
0 zahamowanej rotacji, alkilowanych na atomie siarki podstawnikami alkilowymi liniowymi
lub rozgat¢zionymi; 4) metode oligofunkcjonalizacji grupami hydroksyalkilowymi na atomach
wegla C1, Cy, C2 lub Co» pochodnych COSANU o0 zahamowanej rotacji, wymienionych
wpunkcie 3; 5) metody syntezy 8-(5-hydroksy-3-oksa-pentoksy)-[1,1’-di(2-O-
trytyloksyetylo)-bis(1,2-dikarbolido)-3,3'-kobaltanu (1, nowego typu
oligofunkcjonalizowanej pochodnej COSANU. Pochodna ta zostata juz wykorzystana do
otrzymania nanoczastek trzeciej generacji. Wszystkie wymienione pochodne i stojace za nimi
badania chemiczne stanowig oryginalny wktad w chemig klasteréw boru.

Ponadto, podobnie jak w przypadku 1,2-dikarba-closo-dodekaboranu, wykorzystujac
spektroskopie 'B-NMR i H-NMR zanalizowalem wplyw wprowadzania podstawnikow
w strukture metalokarboranu na zmiang wlasciwosci czasteczki zwigzang ze zmieniajacym si¢
rozktadem gestosci elektronowych w czasteczce oraz stereochemig otrzymanych pochodnych.

Ztozonos$¢ tych procesow i zaleznosci w przypadku metalokarboranow jest nawet jeszcze
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wigksza niz w przypadku 1,2-dikarba-closo-dodekaboranu. Wyniki moich badan moga
stanowi¢ przyczynek do ich lepszego zrozumienia.

Nastepnie  opisalem pokrotce wykorzystanie otrzymywanych przeze mnie
oligofunkcjonalizowanych klasterow boru do: 1) syntezy blokéw budulcowych nanoczastek,
kompozytéw klasterow boru i1 antysensowych DNA-oligonukleotydéw poprzez przytaczenie
DNA-oligomeru do funkcjonalizowanego klastera boru, 2) konstrukcji nanoczgstek na drodze
sktadania otrzymanych blokéw budulcowych i 3) badania whasciwosci fizykochemicznych
I aktywnosci biologicznej uzyskanych nanoczastek. Cze$¢ pierwsza tych prac zrealizowana
zostata w ramach wspodlpracy z Pracownig Terapeutycznych Kwaséw Nukleinowych
kierowang przez Profesor Barbar¢ Nawrot (Centrum Badan Molekularnych
i Makromolekularnych CBMIiM), a czes¢ druga i trzecia zostaly zrealizowana w naszej
Pracowni w Instytucie Biologii Medycznej PAN, gtownie przez Panig dr Katarzyn¢ Bednarska-
Szczepaniak i1 Panig dr Gabriele Gajek (w ramach umowy zlecenia). Szczegotowy opis tych
badan znajduje si¢ w Publikacji 2 (pozycja 9 Bibliografii), ktorej jestem wspotautorem. Praca
ta wraz z Publikacja 1 (pozycja 94 Bibliografii) stanowig podstawe mojej dysertacji. Praca
stanowigca pozycj¢ 101 Bibliografii, podsumowuje najnowsze wyniki moich badan opisane
W czesci 2.2.6 1 jest w przygotowaniu do druku.

W koncowej cze$ci pracy opisuje wyniki wstepnych badan nad syntezg analogéw
genisteiny zawierajacych Klaster boru, 1,2-dikarba-closo-dodekaboran. Watek ten co prawda
nie wiaze si¢ bezposrednio z zagadnieniem oligofunkcjonalizacji klasterow boru jednak
nawigzuje do tytutu mojej pracy w kontekscie syntezy zwigzkow bioaktywnych. Genisteina jest
zwigzkiem naturalnym z grupy flawonoidow o szerokim spektrum aktywnosci. Mnie
zainteresowalo jej dzialanie hormonopodobne 1 powinowactwo do receptorow [3-
estrogenowych (ER). Otrzymatem dwie pochodne genisteiny z klasterem boru, pochodne te
wykazaly zréznicowang cytotoksycznos$¢ in vitro w liniach komérkowych Huh70 (badania
cytotoksycznosci wykonane przez dr Katarzyne Bednarska-Szczepaniak). Obecnie otrzymane
pochodne sg w trakcie badan selektywnosci powinowactwa do receptoréw ER a i f w CiIMUS

University of Santiago de Compostela, Hiszpania, w ramach wspolpracy.
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The objective of the research described in this doctoral thesis was to create chemical
basis for the preparation of new types of nanoparticles designed as therapeutic nucleic acid
carriers, being one of the tasks of the Symfonia 3 grant project. These aims were also the basis
for the Individual Research Plan at the BioMedChem Doctoral School. The planned aim was
achieved as a result of several years of research and allowed the development of useful in-
practice methods of oligofunctionalization of both ortho-carborane as well as its complex with
a metal, metallocarborane containing cobalt cation, and their use in the construction of new
types of nanoparticles.

The structure of boron clusters is stabilized by a three-dimensional network of
delocalized covalent bonds in which boron (and carbon) atoms are coordinated with at least
three, and sometimes even five or six, boron atoms, creating extremely stable, "non-classical”
molecular systems. The unique properties of carboranes, including aromaticity in three
dimensions cause each substitution at a boron or carbon atom change of the distribution of
electron densities throughout the whole molecular cluster, and therefore change the reactivity
of all other atoms in the molecule. The reactivity change of boron and carbon atoms is the result
of the overlap of many factors. In the literature introductory part of the thesis, | attempted to
catalog these factors and use them to explain the preferential formation of derivatives of
disubstituted carboranes and metallacarboranes compared to their monosubstituted derivatives.
This is a problem that often complicates the oligofunctionalization of carboranes and
metallacarboranes in the desired form which I also encountered in my research.

In the experimental part of my thesis, | described the results of research on the
oligofunctionalization of 1,2-dicarba-closo-dodecaborane on boron atoms By and Bi, and
carbon atoms C: and C», as well as on the oligonufunctionalization of a metallacarborane
containing cobalt, bis(1,2-dicarba-closo-dodecaborane)-commo-3,3’-cobaltate (I11) (COSAN)
on boron atoms Bgand Bg' and carbon atoms C, Cz, C1' or C2'. Due to the practical goal of my
research, which was to obtain functionalized derivatives of boron clusters allowing the
synthesis of building blocks of nanoparticles, composites of boron clusters and antisense DNA-
oligonucleotides, they had to comply with the requirement of attaching two substituents with a
trityl protection group and one substituent with a free hydroxyl group to the cluster. The
practical goal depended on parallel basic research broadening knowledge about the chemistry

of boron clusters, methods of their oligofunctionalization by attaching, if possible, in a
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controlled manner, one, two, three, or four substituents to boron and carbon atoms, as well as
expanding knowledge about the stereochemistry of these complex systems.

In the section on oligofunctionalization of 1,2-dicarba-closo-dodecaborane, | modified
and optimized the previously described method of synthesis of 9,12-bis(3-O-trityloxyprop-1-
yl)-1,2-dicarba-closo-dodecaborane, the key compound for further synthetic steps and |
designed the method of attaching hydroxyalkyl substituent. Thus synthesized trisubstituted 1,2-
dicarba-closo-dodecaborane was successfully used to obtain functional nanoparticles of second
generation, composites of boron clusters, and DNA-oligomers. Using 'B-NMR and *H-NMR
spectroscopy | analyzed the influence of incorporation of subsequent substituents into boron
cluster structure on its properties change related to the changing of electron density distribution
in cluster and stereochemistry of obtained derivates.

In the section on functionalization of metallacarborane bis(1,2-dicarba-closo-
dodecaborane)-commo-3,3’-cobaltate (I11) (COSAN) | designed: 1) synthesis method of
COSAN derivates, disubstituted on boron atoms Bg and Bg: with alkylhydroxy groups with trityl
or tert-butyldimethylsilyl protections, 2) synthesis method of COSAN derivates functionalized
on Bg and Bs: boron atoms and simultaneously mono- or difunctionalized on carbon atoms Cy,
Cr, Co, Cy, 3) synthesis method of cyclic thiophosphate esters of 8,8’-dihydroxy COSAN with
hampered rotation of carboranyl ligands, alkylated on sulfur atom with linear or branched
substitutents, 4) method of oligofunctionalization with alkylhydroxy groups on carbon atoms
C1, Cr, C2 0r Cy» of COSAN derviates with hampered rotation of carboranyl ligands mentioned
in 3, 5) method of synthesis of 8-(5-hydroxy-3-oxa-pentoxy)-[1,1’-di(2-O-trityloxyethyl)-
bis(1,2-dicarbollide)-3,3'-cobaltate (I11), a new type of oligofunctionalized derivate of COSAN.
This derivate was used to obtain nanoparticles of third generation. All of the above-mentioned
derivates and chemical research constitute original contributions to boron clusters chemistry.

Moreover, similar to 1,2-dicarba-closo-dodecaborane, using *'B-NMR and *H-NMR
spectroscopy | analyzed the influence of incorporation of substituents into metallacarborane
structure on its properties change connected with the changing distribution of electron density
and stereochemistry of obtained derivates. The complexity of these processes for
metallacarboranes is even bigger than for 1,2-dicarba-closo-dodecaborane. The results of my
research may contribute to its better understanding.

Next, | described, in short, the use of obtained oligofunctionalized boron clusters in 1)
synthesis of building blocks of nanoparticles, composites of boron clusters and anti-sense DNA-
oligonucleotides by incorporation of DNA-oligomer to functionalized boron cluster, 2)

assemble of nanoparticles by annealing of obtained building blocks, 3) research on
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physicochemical properties and biological activity of nanoparticles. The first part was carried
out in the cooperation with Laboratory of Nucleic Acid Therapeutics (Centre of Molecular and
Macromolecular Studies), and the second and the third parts were performed in our Laboratory
in the Institute of Medical Biology of Polish Academy of Sciences, mainly by dr Katarzyna
Bednarska-Sczepaniak and dr Gabriela Gajek. A more detailed description of this research can
be found in Publication 2 (position 9 of the Bibliography) of which | am a co-author. This work
along with Publication 1 (position 94 of the Bibliography) constitute the basis of my thesis. The
work positioned as 101 in the Bibliography part sums up the latest results of research described
in part 2.2.6 and is in preparation for publication.

In the last part of my thesis, | described the results of preliminary research on the
synthesis of genistein analogs containing 1,2-dicarba-closo-dodecaborane in the structure. This
project is not directly connected with oligofunctionalizaion of boron clusters but refers to the
title of the thesis in the context of the synthesis of bioactive compounds. Genistein is a natural
compound belonging to flavonoid group with a wide spectrum of activities. 1 was mostly
interested in its hormone-like activity and affinity to B-estrogen receptor (ER). | obtained two
analogs of genistein containing boron cluster that show different in vitro cytotoxicity in cell
lines Huh70 (cytotoxicity tests were carried out by dr Katarzyna Bednarska-Sczepaniak).
Currently, the obtained derivates are being examined as potential selective a- and - estrogen
modulators within collaboration with Dr Geert A. Daudey of the Center for Research in

Molecular Medicine and Chronic Disease University of Santiago de Compostela, Spain.
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Celem og6élnym mojej pracy bylo stworzenie podstaw chemicznych syntezy
kompozytéw klasterow boru i antysensowych DNA-oligonukleotydow stanowigcych bloki
budulcowe nowego typu nanoczgstek, nosnikoOw terapeutycznych kwasow nukleinowych.
Celem szczegétowym 1 $rodkiem do osiggnigcia tego celu byto opracowanie metod
oligofunkcjonalizacji karboranéw i1 metalokarboranéw poprzez kontrolowane przylaczanie
okreslonych podstawnikow do atomoéw boru i wegla klasterow boru. Zadania przeze mnie

realizowane obejmowaty:

e oligofunkcjonalizacje 1,2-dikarba-closo-dodekaboranu na atomach boru By i B, oraz
atomach wegla C1i Cz

e oligonukcjonalizacje metalokarboranu zawierajacego kobalt, bis(1,2-dikarba-closo-
dodekaborano)-commo-3,3’-kobaltanu (111) na atomach boru Bg i Bg: oraz atomach
wegla Cy, Cz, Civ lub Co:

e synteze cyklicznych estrow tiofosforanowych 8,8’-dihydroksy-[bis(1,2-dikarba-closo-
dodekaborano)]-commo-3,3’-kobaltanu  (I1l), pochodnych metalokarboranu o
zahamowanej rotacji

e opracowanie metody alkilowania na atomie siarki cyklicznych estrow tiofosforanowych
8,8’-dihydroksy-[bis(1,2-dikarba-closo-dodekaborano)]-commo-3,3’-kobaltanu (1)
liniowymi 1 rozgalezionymi odczynnikami alkilujgcymi

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

e Opracowanie metody i synteza pochodnych genisteiny modyfikowanej klasterem boru
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1.1. Wprowadzenie

Poczatkéw chemii medycznej klasterow boru mozna doszukiwaé si¢ pod koniec lat
siedemdziesigtych XX wieku w pracach Fischli dotyczacych oddziatywania chymotrypsyny
Z peptydem zawierajgcym karboranyloalanine [1] oraz prac Eschera dotyczacych wlasciwosci
farmakologicznych angiotensyny Il zawierajacej ten sam analog alaniny [2]. Kolejnym krokiem
w rozwoju chemii medycznej klasteréw boru sg prace Endo i wspotpracownikdéw na poczatku
XXI wieku nad modulatorami receptorow estrogenowych zawierajagcymi karboran, opartymi
na szkieletach steroidowych, takich jak estradiol i androgen [3]. W tym tez mniej wigcej okresie
w badania w obszarze chemii medycznej klasteréw boru wiaczyta si¢ rowniez nasza Pracownia
[4], przede wszystkim w zakresie modyfikacji kwaséw nukleinowych (DNA i RNA) i ich
komponentow (nukleozydow i1 nukleotydéw) klasterami boru oraz badan ich wlasciwosci
fizykochemicznych, biologicznych i zastosowan [5].

Moje badania nad oligofunkcjonalizacja klasterow boru jako platform dla DNA-
oligonukleotydow 1 blokéw budulcowych do konstrukcji nanoczgstek, nosnikow
terapeutycznych kwasoéw nukleinowych mieszcza si¢ w tym nurcie - tworzenia podstaw
chemicznych syntezy 1 badan biologicznych koniugatow klasterow boru i1 kwaséw
nukleinowych jako potencjalnych bioterapeutykow. Chociaz pomyst kontrolowania ekspresji
genow za pomocg oligonukleotydow antysensownych (krotkich fragmentow DNA) zostal
zaproponowany przez Stephensona | Zamecnika prawie pot wieku temu [6] postep
w zastosowaniach klinicznych kwaséw nukleinowych byt powolny. Sytuacja ta ulegla zmianie
na przetomie XX 1 XXI wieku otwierajac nowa er¢ w chemioterapii. Oprocz antysensowych
oligonukleotydéw opracowano wiele innych typow terapeutycznych kwaséw nukleinowych
(TNA, ang.: therapeutic nucleic acids) takich jak mate interferujgce RNA (siRNA), mikro-
RNA (miRNA), aptamery czy tez rybozymy. Tempo rozwoju lekow na bazie kwasow
nukleinowych przyspieszyto w wyniku licznych badan klinicznych i zezwolen agencji
regulacyjnych takich jak U.S. Food and Drug Administration (FDA), czy tez European
Medicines Agency (EMA) na wprowadzenie na rynek TNA. Do chwili obecnej szesnascie
lekow oligonukleotydowych uzyskato zgodg organow regulacyjnych FDA/EMA na stosowanie
w praktyce klinicznej: Fomivirsen (lonis Pharmaceuticals, 1998, wycofany w 2008),
Pegaptanib (NeXstar Pharma, 2004), Mipomirsen (lonis Pharmaceuticals, 2013), Defibrotide
(Jazz Pharma, 2016), Eteplirsen (Sarepta Therapeutics, 2016), Nusinersen (lonis

Pharmaceuticals, 2016), Inotersen (lonis Pharmaceuticals, 2018), Patisiran (Alnylan
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Pharmaceuticals, 2018), Golodirsen (Sarepta Therapeutics, 2019), Givosiran (Alnylam
Pharmaceuticals, 2019), Volaneso Ren (lonis Pharmaceuticals, 2019), Viltolarsen (NS Pharma,
2020), Lumasiran (Alnylan Pharmaceuticals, 2020), Inclisiran (Novartis/Alnylam
Pharmaceuticals, 2021), Casimersen (Sarepta Therapeutics, 2021), Vutrisiran (Alnylam
Pharmaceuticals, 2022). Do powyzszych lekow nalezy doda¢ szczepionki mRNA przeciw
Covid-19 wprowadzone w okresie pandemii takie jak Spikevax (Moderna Biotech, 2020)
i Comirnaty (Pfizer Inc., 2021) [7, 8]. Charakterystyczng cechg wszystkich wymienionych
TNA jest to, ze sg one stosowane W formie monoterapii i sg skierowane przeciwko jednemu
specyficznemu celowi biologicznemu i jednej specyficznej sekwencji RNA lub DNA.
Przeprowadzone przeze mnie badania i opracowane metody oligofunkcjonalizacii klasterow
boru opisane w niniejszej pracy umozliwity otrzymanie blokow budulcowych do konstrukcji
nanoczgstek zdolnych do jednoczesnego wyciszania dwoch réznych onkogendw, receptora
nabtonkowego czynnika wzrostu (EGFR, ang.: Epidermal Growth Factor Receptor)
I protoonkogenu komodrkowego c-MYC (ang.: myelocytomatosis oncogene) ulegajacych
nadekspresji w wielu typach nowotworéw. W przypadku tradycyjnej chemioterapii
skuteczno$¢ terapii wielolekowych jest znana i szeroko stosowana. Opisane przez nas
i opublikowane ostatnio badania [9] stanowig pierwszy przyklad, cho¢ na razie w modelu in
vitro, terapii wielolekowej (dwulekowej) z wykorzystaniem technologii TNA w oparciu

o oligfunkcjonalizowane klastery boru.
1.2. Budowa Kklasteréw boru.

Karborany, klastery molekularne zawierajace w swojej strukturze atomy boru i wegla
oraz zwigzane z nimi atomy wodoru, znane sa od potowy lat pig¢dziesigtych XX wieku cho¢
ich wilasciwos$ci i struktura zostaly poznane lepiej dopiero kilka dekad pozniej. Struktura
karboranow, 1 szerzej innych klasterow boru, stabilizowana jest przez trojwymiarowg siec
zdelokalizowanych  wigzan kowalencyjnych. W  przeciwienstwie do klasycznych
organoboranéw takich jak borabenzen (CsHsB) atomy boru (i wegla) w karboranach
skoordynowane sg CO najmniej z trzema, a czasami nawet piecioma lub szescioma atomami
boru tworzac wyjatkowo trwate ,,nieklasyczne” struktury molekularne. Unikalne wtasciwosci
karboranéw, w tym aromatycznos¢ w trzech wymiarach (ang.: 3D aromaticity) sprawiaja, ze
kazde podstawienie przy atomie boru lub wegla zmienia rozktad gestosci elektronowych
w calym klasterze, a co za tym idzie reaktywnos$¢ wszystkich pozostatych atomow w czgsteczce
réwniez ulega zmianie. Zjawisko to cho¢ dobrze rozpoznane w literaturze, ciggle wymyka si¢

precyzyjnemu opisowi, co utrudnia przewidywanie przebiegu kolejnych reakcji podstawienia
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w klasterach boru majacych prowadzi¢ do pozadanej oligofunkcjonalizacji. Koncowy efekt
W postaci zmieniajgcej si¢ reaktywnosci atoméw boru i wegla klasterow jest wynikiem
naktadania si¢ wielu czynnikow, ponizszy wstep literaturowy stanowi probe ich skatalogowania
1 wykorzystania do wyjasnienia preferencyjnego tworzenia si¢ pochodnych dwupodstawionych
karboranéw 1 metalokarboranéw wzgledem ich pochodnych monopodstawionych. Jest to
problem ktory czgsto komplikuje oligofunkcjonalizacje karborandéw i metalokarborandéw
W pozadanym kierunku i z ktéorym mialem do czynienia takze w moich badaniach.

Bor jest pierwiastkiem o liczbie atomowej 5, posiadajagcym 3 elektrony walencyjne
i konfiguracje 1s22s?2p. W stanie wzbudzonym przyjmuje hybrydyzacje trygonalng sp?
z wolnym orbitalem p, dzigki czemu jest w stanie przyja¢ pare¢ elektronowg wraz ze zmiang
hybrydyzacji na sp® co czyni go silnym centrum kwasu Lewisa [5, 10, 11]. Ze wzgledu na niska
elektroujemnos$¢ boru oraz to, ze posiada tylko 3 elektrony walencyjne na 4 walencyjnych
orbitalach bor jest zdolny do tworzenia wigzan 3-centrowych, 2-elektronowych (3c2e), czyli
takich, w ktorych jedna para elektronowa tgczy ze sobg 3 centra (atomy) . Takie naktadanie si¢
orbitali walencyjnych pozwala na tworzenie wigzanh B-H-B, B-B-B, a nawet wigzan

wielocentrowych (Rysunek 1) [12].
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+ )AL ¥
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Rysunek 1. Konfiguracja elektronowa boru w stanie podstawowym (A); 3-centrowe-2-
elektronowe wigzanie w diboranie B2Hs (B); typy wiazan 3 centrowych: zamknigte B-B-B,
otwarte B-B-B, otwarte B-H-B (C).

Konsekwencja kombinacji wigzan 2c2e (klasycznych wigzan w chemii organicznej),
oraz wigzan 3c2e jest tworzenie si¢ struktur o zdelokalizowanej gestosci elektronowej, co
zostalo po raz pierwszy opisane przez Williama N. Lipscomba (nagroda Nobla z dziedziny
chemii w 1976 roku) [13]. Przyktadem czasteczek o takich strukturach sa borany (borowodory)
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o wzorze og6lnym BnHmi odpowiadajace im aniony, 0 strukturze deltahedronow, wielo$ciandw
ktorych powierzchnie sg trojkatami réwnobocznymi. Nie wszystkie borany sa zwigzkami
stabilnymi, liczba stabilnych boranéw ogranicza si¢ do zwigzkéw, dla ktorych n = 6-12 [12].
Strukture boranéw mozna przewidzie¢ stosujgc reguly Wade’a-Mingosa [12], dzieki ktorym
znana jest ilo$¢ szkieletowych par elektronowych SEP (ang.: skeletal electron pairs)
w strukturach wielosciennych. Liczba SEP odnosi si¢ nie tylko do wigzan B-B-B, ale takze do
mostkowych wigzan B-H-B jesli takie wyst¢pujg w strukturze. Deltahedralne borany (klastery

boru) mozemy podzieli¢ na klastery o strukturze (Rysunek 2, Tabela 1):

e closo — zamknigte, struktury posiadajace n wierzchotkow i 4n+2 elektronow
walencyjnych, gdzie n+1 par elektronow jest zaangazowane w wigzania szkieletowe

e nido — otwarte, ,gniazdowe” struktury o liczbie wierzchotkow n+1  (jeden
wierzechotek jest okreslany jako ,,fantomalny”) i 4n+4 elektronach walencyjnych,
gdzie n+2 par elektronowych tworzg szkielet

e arachno — otwarte, ,,pajeczynowe” struktury o liczbie wierzchotkow n+2 (dwa
wierzchotki ,.fantomalne”), 4n+6 elektronéw walencyjnych oraz n+3 par

elektronowych

W przypadku serii klasterow boru o takiej samej ilosci wierzchotkow n zmiana z closo- do
arachno- wymaga dodatkowej pary SEP, od n+1 dla closo- do n+3 dla arachno-. Z tego
wzgledu catosciowy tadunek klastera musi albo wzrasta¢ albo musi zosta¢ dodany do struktury
mostkowy atom wodoru (Rysunek 2) [14]. W strukturze klasterow boru wystepuja atomy
wodoru o roznym potozeniu w klasterze co rowniez moze wskazywaé na forme¢ geometryczng

zwiazku (Tabela 1) [15,16].

Tabela 1. Rodzaje atomoéw wodoru w boranach i karboranach

Rodzaj atomu wodoru
egzo-terminalne mostkowe atomy endo-terminalne
Struktura klastera atomy wodoru WO;IOVU atomy WIgIdOFU
s
\
B—H 5 B Biy
closo- + rzadko brak

nido- + + rzadko

arachno- + + T
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Pochodne boranow zawierajace w swojej strukturze atomy innych pierwiastkow niz bor
sg rOwniez znane i nazywane sg heteroboranami. Przyjmuje si¢, ze heteroatom moze zastapié
jednostke B-H nie naruszajac struktury klastera. Na przyktad w closo-dodekaboranie [B12H12]*
zastgpienie dwoch jednostek B-H dwoma izoelektronowymi grupami C-H powoduje powstanie
dikarbadodekaboranu, jesli jednostki B-H zastapione grupami C-H sasiaduja ze soba,
powstanie 1,2-dikarbra-closo-dodekaboran (C2BioHi12). W warunkach silnie zasadowych
zachodzi regioselektywne usuniecie grupy BH* z karboranu, ktore prowadzi do utworzenia
ujemnie naladowanego Kklastera nido- [C2Bg9Hi2], a oderwanie kolejnej grupy BH™ do
utworzenia klastera arachno- o podwojnym ladunku ujemnym, [C2BsHi2]* (Schemat 3,
Schemat 6) [14].

1.3. Wybrane wlasciwosci dikarbadodekaboranéw (C2B1oH12)

Ze wzgledu na swoja strukture elektronowg i stereochemig lista wtasciwosci klasterow
boru odrézniajacych je od zwigzkéw organicznych jest dluga, nizej omoéwione sg niektore
z nich, na przyktadzie klasterow typu dikarbadodekaboranow, mogace mie¢ znaczenie dla
zastosowan klasterow boru w chemii medycznej.

Dikarbra-closo-dodekaborany sa najczesciej wykorzystywanymi w chemii klasterow
boru karboranami ze wzglgdu na tatwa dostepnos¢ i stabilno$¢, a zarazem podatnos¢ na
modyfikacje chemiczne. Dwa atomy wegla oraz dziesie¢ atomow boru tworza szkielet
ikozaedru, dwudziestoscianu foremnego, ktorego podstawows jednostka architektoniczng jest
trojkat. Atomy wegla w karboranach biorg udzial w tworzeniu wigzan wielocentrowych i tak
jak atomy boru sg szesciokoordynacyjne. W karboranach, zdelokalizowane elektrony biorace
udzial w tworzeniu trojwymiarowego szkieletu klastera spetniaja regute 3D aromatycznosci
Wade-Mingos’a, dlatego tez karborany nazywa si¢ strukturami aromatycznymi w trzech
wymiarach, ,,3D aromatycznymi” badZz ,superaromatycznymi” [17]. W odroznieniu od
organicznych zwigzkow aromatycznych, w ktorych mamy do czynienia ze zdelokalizowanymi
elektronami wigzan n wegiel-wegiel, w klasterach boru ich aromatycznos$¢ jest wynikiem

udzialu réwniez wigzan o [12].
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closo- nido- arachno-

2-

(®=CH1ub C ®=BH lub B)

Rysunek 2. Struktura 1,2-dikarba-closo-dodekaboranu oraz jego pochodnych nido- i arachno-

Synteza orto-karboranu, jednego z izomerdéw dikarba-closo-dodekaboranu (Schemat 1)
zostala po raz pierwszy opublikowana w roku 1963 [18, 19]. orto-Karboran zostal otrzymany
w reakcji acetylenu z wygenerowanym in situ kompleksem dekaboranu i zasady Lewisa
BioHoL2 (L = CH3CN, RSR, R3N). W reakcji mozna stosowaé acetylen z réoznymi
podstawnikami w celu otrzymania odpowiednich, podstawionych na atomach wegla
karboranéw. Reakcja nie powinna by¢ prowadzona w obecnosci ugrupowan nukleofilowych
w substracie organicznym, gdyz prowadzi to do niszczenia utworzonego kompleksu
dekaboranu z kwasem Lewisa i powoduje niskie wydajnosci reakcji wzgledem pozadanego
produktu [15, 20].

2-
L
—A|.L, R=-R, R
[ %1/17%1 — > \o//
N

2.
dekaboran [ByoH,,] 1,2-dikarba-closo-dodekaboran

R, R; = H lub podstawnik, L = zasada Lewisa

(®=CH lub C ®=BH Iub B)

Schemat 1. Reakcja dekaboranu z acetylenem i jego pochodnymi.

Karborany sg zwigzkami stabilnymi w obecnosci utleniaczy, alkoholi i silnych kwasow,
cechujg sie takze wysokg odporno$cig termiczng nawet do 400 °C. W zaleznosci od potozenia
atoméw wegla w klasterze dikarba-closo-dodekaboranu (C2BioH12) moze on wystepowaé
W postaci trzech izomerow: 1,2-(orto-) 1,7-(meta-), 1,12-(para-) réznigcych si¢ miedzy innymi
polarno$cig i momentem dipolowym zmniejszajacych si¢ w kolejnosci: orto- > meta- > para- .
Izomery meta- i para- sg otrzymywane poprzez termiczng izomeryzacj¢ orto-karboranu w
warunkach inertnych [12]. W temperaturach 400-500 °C izomer orto- przeksztatca si¢ w izomer
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meta-, ktory w temperaturach 600-700 °C ulega izomeryzacji do para-karboranu (Schemat 2)
[15, 20].

400-500 °C
b\ N/ —>
N
orto-

meta- para-

(®=CH lub C ®=BH lub B)

Schemat 2. 1zomery orto-, meta-, para- dikarba-closo-dodekaboranu.

Wprowadzenie atoméw wegla w strukture Klastera wplywa na odlegtosci migdzy
wszystkimi atomami w catej czgsteczce, w zaleznosci od izomeru (Tabela 2). Dlugos¢ wigzania
B-B wynosi od 1,771 do 1,808 A (dla poréwnania, w dodekaboranie (B12H12)*> dlugo$é
wigzania B-B jest stata i wynosi 1,787 A). Wigzania C-H sg krotsze od wigzan B-H. Diugosé
wigzania C-C jest najkrotsza dla niepodstawionego izomeru oOrto- i wzrasta wraz
z przylaczeniem podstawnikow o duzej objetosci badZz podstawnikow elektronodonorowych
[21].

Tabela 2. Dlugosci wigzan w izomerach dikarba-closo-dodekaboranu wyznaczone metoda
dyfrakcji elektronow w fazie gazowej (GED, ang.: gas electron difraction) [21].

Izomer CC [A] CH[A] BH [A] CB[A] BB [A]

orto- 1,624 1,071 1,192-1,196 | 1,700-1,734 | 1,774-1,808
meta- 2,575 1,072 1,194-1,197 | 1,675-1,730 | 1,771-1,801
para- 3,029 1,072 1,191 1,698 1,774-1,784

Klastery boru dajg mozliwos¢ przylaczania podstawnikow w sposéb umozliwiajacy
rozne ich ulozenie w przestrzeni wzgledem siebie, co czyni je bardziej uzytecznymi od ptaskich
aromatycznych zwigzkow organicznych, jako rusztowan w konstrukcji trojwymiarowych
struktur zwigzkoéw bioaktywnych i nowych lekow [5, 22].

Izomer para- ma ksztalt nieco wydtuzony i najmniej przypomina dwudziesto$cian
foremny, posiada tez najmniejszg objetos¢. W przypadku objetosci van der Waalsa (Vvaw), ktora
jest waznym parametrem wykorzystywanym w projektowaniu lekow, objetosci te, wyznaczone

na podstawie struktur krystalograficznych wynosza 148, 143 i 141 A3 dla izomerow
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odpowiednio orto-, meta-, para-. Dla poréwnania dla adamantanu, benzenu i rotujacego
pierécienia fenylowego wynosza one 136, 79 i 109 A® (Rysunek 3) [22]. Objetosci wszystkich
izomerow dikarba-closo-dodekaboranu sg zblizone do objetoéci adamantanu i prawie
dwukrotnie wigksze od objetosci benzenu, nawet gdy uwzgledni¢ rotacje pierscienia
fenylowego. Te réznice w Vvgw powinny by¢ brane pod uwage w przypadku projektowania
I syntezy zwigzkéw bioaktywnych, w ktorych czasteczka adamantanu badz pierscienia

aromatycznego zastgpiona zostanie klasterem boru [22].

| UN/A

S OANWLS,
) 2
Benzen Adamantan 1,2-dikarba-closo-dodekaboran
79 A’
109 A3 (rotujacy) 136 A3 (rotujacy) orto - 148 A3
meta - 143 A3
(®=CH lub C ®=BH lub B) para - 141 A3

Rysunek 3. Obliczone objetosci van der Waalsa dla benzenu, adamantanu i karboranow na
podstawie struktur krystalograficznych [22].

Dikarba-closo-dodekaborany maja wtasciwosci wysoce hydrofobowe co spowodowane
jest przede wszystkim wodorkowym charakterem atoméw wodoru grup B-H klasterow
uniemozliwiajacym tworzenie przez nie klasycznych wigzan wodorowych z czasteczkami
wody. Nalezy przy tym zwréci¢ uwage na relacje miedzy hydrofobowoscia a lipofilowoscia,
parametrem czeSciej stosowanym w charakterystyce zwigzkow biologicznie aktywnych.
Lipofilowos¢ definiowana jest jako powinowactwo do $rodowiska lipofilowego.
Hydrofobowosc jest konsekwencjg wystepowania niepolarnych grup i oddziatywan miedzy
nimi, lub innych czynnikéw takich jak wspomniany wyzej wodorkowy charakter atomow
wodoru w grupach B-H. Hydrofobowos¢ jest wiec komponentem lipofilowosci.

Pierwsze badania hydrofobowos$ci karboranéw byly prowadzone porownujac ze sobg
C(a)-podstawione pochodne glicyny (fenyloalaning i jej analogi) w uktadzie n-oktanol/woda
[23]. Pierscien fenylowy fenyloalaniny zostal zastapiony: orto-karboranem, adamantanem,
tert-butylem o wartosciach parametru hydrofobowosci m: 4,20, 3,64, 1,79 (Tpodstawnik =
logPaminokwas — 100Pglicyna; gdzie logP to logarytm ze wspoétczynnika podziatu P, uzywany do

okreslenia lipofilowoS$ci substancji) [24]. Aminokwas modyfikowany karboranem wykazywat
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najwigkszg hydrofobowos¢, a ich wprowadzenie w strukturg peptydu zwigkszato odporno$¢ na
dziatanie enzymoéw proteolitycznych i zwigkszato efektywno§é wigzania do okreslonych
receptorow [25].

Porownywano takze wihasciwosci hydrofobowe fenolowych pochodnych karboranow
(Tabela 3) [26]. Podstawnik fenolowy przytaczono do atomoéw boru i wegla w rdznych
pozycjach w izomerach dikarba-closo-dodekaboramu: orto- (Cu/2, Bass, Bai2); meta- (Cusz, Bz,
Bono) i para- (Cu12, B2). Dla wszystkich pochodnych wyznaczono wspotczynnik podziatu logP
metodg HPLC oraz parametr hydrofobowosci © Hansa-Fujity [24]. C-podstawione pochodne
karboranéw wykazywaly wigksza hydrofobowo$¢ niz pochodne z podstawnikiem
adamantylowym. Hydrofobowos$¢ zalezala od rodzaju izomeru oraz miejsca w Kklasterze do
ktorego przytaczono podstawnik fenolowy. Parametry logP oraz m malaly wraz ze wzrostem
odlegtosci podstawnika od atomow wegla karboranu. Obecno$¢é wolnych grup C-H klastera
o charakterze kwasowym pozwala na tworzenie si¢ stabych wigzan wodorowych
z rozpuszczalnikiem (wodg) korelujac z obnizong hydrofobowoscig fenolowych pochodnych

karboranow niepodstawionych na atomach wegla [26].

Tabela 3. Wartosci logP oraz m dla karboranylowych pochodnych fenoli [26].

Zwigzek Miejsce
/T\\&—QOH podstawienia | logP T
Vil w Klasterze

4-cykloheksylofenol - 4,40 2,97
4-(1-adamantylo)fenol - 5,46 4,04
4-(o-karboran-9-ylo)fenol Bon2 4,11 2,69
4-(m-karboran-9-ylo)fenol Boro 4,59 3,17
4-(o-karboran-3-ylo)fenol Bars 513 3,71
4-(p-karboran-2-ylo)fenol B2-11 5,43 4,01
4-(m-karboran-2-ylo)fenol B3 5,50 4,08
4-(m-karboran-1-ylo)fenol Cir 5,68 4,26
4-(o-karboran-1-ylo)fenol Cin 5,72 4,30
4-(p-karboran-1-ylo)fenol Cunz 5,86 4,44

Warto zwréci¢ uwage, ze poza wplywem miejsca podstawienia w klasterach na

lipofilowo$¢ pochodnych do ktérych sg przytaczone, badania te rzucajg takze §wiatto na rdzne
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wlasciwos$ci atomow boru w tym samym izomerze, np. Bo2 VS. Bss W orto-karboranie: 4-(o-
karboran-9-ylo)fenol (Be/12) logP = 4.11 i 4-(0-karboran-3-ylo)fenol (Bss) logP = 5,13.

Ze wzgledu na roznice w elektroujemnosci atomow wegla i boru wigzania B-C sg
silniejsze niz wigzania C-C. Dlatego tez dwa atomy wegla preferujg pozycje nieprzylegla do
siebie co ma znaczacy wptyw na zwigkszong stabilnos$¢ izomeru para- w poréwnaniu do dwoch
pozostatych izomeréw. Struktur¢ elektronowa dikarba-closo-dodekaboranu zbadano takze
metodami obliczeniowymi poprzez wykonanie analizy populacyjnej NPA (ang.; Natural
Population Analysis) (Tabela 4) [22]. Analiza NPA dodatkowo potwierdza, ze atomy wodoru
przytaczone do atomow wegla sa znacznie bardziej kwasowe od tych, ktore sa przytaczone do
atomoéw boru. Ulozenie atoméw wegla w klasterze ma takze wptyw na moment dipolowy
karboranu, wartosci momentéw dipolowych dla izomerow dikarbra-closo-dodekaboranu
wynoszg odpowiednio: 4,53 D (orto-), 2,85 D (meta-), 0 D (para-) [22].

Tabela 4. Rozktad tadunku w niepodstawionych izomerach dikarba-closo-dodekaboranu
C2B10H12 wyznaczony metodg NPA. [22, 27]

0-C2B1oH12 m-C2B1oH12 p-C2B1oH12
Cir -0,496 Cur -0,639 C -0,664
Hir2 0,300 Hu7 0,299 Hc 0,299
Base 0,158 Bar 0,149 B 0,005
Hae 0,054 Hap 0,066 Hg 0,068
Basszna 0,000 Basersini -0,021
Hassr711 0,069 Haser/11 0,073
Bsr10 -0,165 Bs/12 0,058
Hs/io 0,078 Hs/12 0,056
Bon2 -0,139 Boro -0,176
Hor12 0,073 Hor1o 0,080

Rysunek ilustrujacy rozktad gestosci elektronowych w 1,2-dikarba-closo-dodeboranie zostat
przygotowany na podstawie obliczen i udostepniony dzigki uprzejmosci dr Katarzyny
Bednarskiej. Ladunek ujemny M Ladunek dodatni.

Roéznice w rozktadzie gestosci elektronowej wynikajace z roznego potozenia atomoéw
wegla w izomerach dikarbra-closo-dodekaboranu powodujg zmiany w efekcie indukcyjnym
klasterow jako podstawnikéw. Najwieksze zmiany w efekcie indukcyjnym w zaleznos$ci od
miejsca klastera, do ktorego przytaczono podstawnik wykazuje: orto-karboran -0,23 do +0,38;
potem meta- -0,12 do +0,21; para- -0,04 do +0,14 (Rysunek 4) [22]. Karborany wykazuja
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elektronoakceptorowy efekt indukcyjny wzgledem podstawnikow przytaczonych do atomow
wegla. Efekt ten zalezy od izomeru i maleje zgodnie z kolejnoScig orto- > meta- > para-.
W przypadku podstawnikow przylgczonych do atoméw boru efekt indukcyjny karboranu
zalezy nie tylko od izomeru, ale takze od potozenia atomu boru w klasterze (Rysunek 4).
Karboran jest silnie elektrodonorowy wzgledem podstawnika przytaczonego do atomoéw boru
najbardziej oddalonych od atoméw wegla w klasterze: Bgi2 (0rto-); Beno (meta-). Dla
podstawnikow przyltaczonych do Basziir (0rto-) i Baseiin (meta-) oraz Bz (para-) karboran
wykazuje wiasciwosci elektronoobojetne, a dla atomow Bse (orto-) i Basz (meta-)

elektronoakceptorowe [22, 28].

ag;= 0,21 o= 0,14

_‘_..--/‘“,"\‘:-%: 6= 0,12 %!— o= -0,04
AN/
/2

SINEAN/, \V

(. CH Iub C BH lub B)

T
i

Rysunek 4. Efekt indukcyjny oi w izomerach orto-, meta- i para-karboranu [22, 28].

Silny efekt elektronoakceptorowy karboranow powoduje wysoka kwasowoscig C-
karboksy-, C-hydroksy-, C-merkaptokarboranéw [22, 28, 29, 30]. Podane w Tabeli 5
literaturowe warto$ci pKa zostaly wyznaczone metodg miareczkowania potencjometrycznego
w roztworach 50% etanolu w wodzie, a takze w metanolu, acetonitrylu i eterze dietylowym
[30]. Najsilniejszymi kwasami, pochodnymi karboranow, sg te, ktorych grupy kwasowe zostaty
przylaczone bezposrednio do atomu wegla klastera, przy czym ich kwasowos$¢ maleje
w skolejnosci: orto- > meta- > para-. Dla porownania pKa kwasu benzoesowego wynosi 5,76
(Tabela 5) [22, 31]. Kwasy bgdace pochodnymi karboranow, w ktorych grupa karboksylowa
przytaczona jest do atomu boru (B-podstawione kwasy) charakteryzujg si¢ wiekszg wartoscig
pKa, a roznice w kwasowosciach pomiedzy B-podstawionymi izomerami sg znacznie mniejsze
niz w przypadku C-podstawionych pochodnych. Niezaleznie od tego czy grupa kwasowa jest
przytaczona do ,,ubogiego w elektrony” atomu Bz czy tez elektronodonorowgo B2 B-
podstawione kwasy sg i tak silniejsze od kwasu benzoesowego. Porownujac kwasowo$¢ C- oraz
B-merkaptokarboranow do kwasowos$ci aromatycznych merkaptanéw nalezy wzig¢ pod uwage

nie tylko efekt indukcyjny klastera, ale takze potencjalne efekty mezomeryczne. Dla
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aromatycznych merkaptanow efekty mezomeryczne powoduja Ze s one znacznie silniejszymi
kwasami od ich alifatycznych odpowiednikow. Wartosci pKa dla izomeréw karboranow
niezaleznie od tego przy ktorym atomie wegla lub boru klastera zaszto podstawienie grupg SH
wskazujg, ze kwasowo$¢ merkaptokarboranow jest wyraznie wiecksza od kwasowosci
alifatycznych merkaptanéw. Ta analogia moze wskazywac na potencjalny efekt mezomeryczny
pomigdzy atomem siarki, a karboranem [30].

Tabela 5. Literaturowe wartosci pKa karboksy-, hydroksy- i merkaptokarboranéw wyznaczone
metodg miareczkowania potencjometetrycznego [30].

X-C2B1oH11 ~
COOH?* | COOH" | OH? OH° OH¢ SH* | SCH2COOH?
1-0 2,61 9,5 5,25 - - 3,30 3,71
1-m 3,34 6,6 - - - 5,30 -
1-p 3,64 7,15 - - - 5,85 4,25
3-0 5,38 - 8,70 22,6 21,0 - -
2-m 511 - 9,63 24,3 23,5 - -
4-0 - - 11,51 25,6 26,7 - -
4-m 6,28 - 11,67 28,4 28,0 7,38 -
2-p - - - 21,7 27,3 7,75 4,65
5-m - - - 27,8 27,3 - -
8-0 - - 11,50 24,7 31,8 9,32 -
9-m 5,26 - 12 29,6 30,4 9,45 5,00
9-0 5,30 - - 32,3 10,08 5,13
Aromatyczne merkaptany
CesHs-SH? 7,50 4,53
p-CH3CsHa-SH? 7,60 4,63
CeHsCH2-SH? 10,74 4,77
Kwas benzoesowy
CsHsCOOH? 5,76

350% mieszanina etanolu i wody; Pmetanol; Cacetonitryl; Yeter dietylowy [30].

Obecnos¢ kwasowych atoméw wodoru grup C-H w czasteczce karboranu pozwala na
tworzenie miedzyczasteczkowych i/lub wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych.
Kwasowe grupy C-H tworza wigzania wodorowe C-H---X; gdzie X =0, N, S, F, I, jak rowniez
moga uczestniczy¢ w oddziatywaniach typu ,,m-stacking” [22]. Energie tych wigzan wynosza
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od 8 do 96 kJ/mol. Ta whasciwos¢ zostata wykorzystana w tworzeniu Krystalicznych adduktow
karboranow z r6znymi zwigzkami organicznymi. Analiza krystalograficzna adduktéw pozwala
na doktadne okreslenie réznic geometrii izomeréw niepodstawionych karborandw, ktore same
nie wykazujg tendencji do tworzenia struktur uporzadkowanych. Przyktadem takiego
krystalicznego adduktu moze by¢ 1,2-dikarba-closo-dodekaboran potaczony z triamidem
heksametylofosforowym (HMPA) poprzez wigzania wodorowe C-H---O=P (Rysunek 5).
W zalezno$ci od izomeru orto-, meta-, para-, tworza si¢ trzy rézne krystaliczne addukty.
Izomer orto- tworzy addukt z HMPA w postaci oddzielnych dimerow. Kazdy dimer zbudowany
jest z dwoch czasteczek karboranu i dwoch czasteczek HMPA, potaczonych ze soba czterema
wigzaniami wodorowymi, w ktoérych kazda czasteczka HMPA wiaze oba klastery. Dhugos¢
wigzania pomigdzy atomami wegla w czasteczce orto-karboranu tworzacego dimer Wynosi
1,629 A co jest warto$cig zblizong do wartoéci wyznaczonej w metodzie dyfrakcji elektrondw
w fazie gazowej (GDE). Izomery meta-, oraz para- tworza polimerowe addukty. W obu
przypadkach klastery potaczone sa mostkowymi czasteczkami HMPA, jednakze w addukcie
meta-karboranu wszystkie czasteczki HMPA potozone sa po jednej stronie tancucha zgodnie
z konformacja cis-, natomiast dla adduktu para- karboranu wystepuje konformacja ,,zig-zag”
trans- [32].

Podstawione karborany s3 zdolne do tworzenia struktur krystalicznych.
Migdzyczasteczkowe wigzania wodorowe pochodnych karboranowych pomigdzy kwasowymi
atomami wodoru grupy C-H Kkarboranu, a elektroujemnymi atomami podstawnikow
przytaczonych do klastera zaobserwowano migdzy innymi dla 9,12-bis-(4-acetylofenylo)-1,2-
dikarba-closo-dodekaboranu, 9,12-bis-(4-fluorofenylo)- i 9,12-bis-(3,5 difluorofenylo)-1,2-
dikarba-closo-dodekaboranu, 3-jodo-1,2-dikarba-closo-dodekaboran [33, 34, 35]. Innym
przyktadem struktur krystalicznych pochodnych dikarba-closo-dodekaboranow moga by¢

opisane niedawno konjugaty 1,12-dikarba-closo-dodekaboranu i adenozyny [36].
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Rysunek 5. Addukty krystaliczne 1,2-dikarba-closo-dodekaboranu z HMPA dla izomerow:
orto- (A); meta- (B); para- (C) [32].

W orto-karboranie moga takze wystepowaé wewnatrzczasteczkowe wigzania
wodorowe pomigedzy kwasowym atomem wodoru C-H karboranu, a grupa elektronodonorowg
podstawnika przytagczonego do sasiedniego atomu wegla w  klasterze. Obecnosé
wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych w orto-karboranie zostata potwierdzona
analiza *H-NMR 2-metoksyfenylo-orto-karboranu i jego nitro- i amino- pochodnych [37].
Warto$§¢ przesunigcia chemicznego dla protonu grupy C-H niepodstawionego 2-
metoksyfenylo-orto-karboranu w deuterowanym chloroformie (CDClz) wynosita 5,36 ppm.
Woprowadzenie nitrowego podstawnika elektronoakceptorowego w pozycji para- wzgledem
grupy metoksylowej pierscienia fenylowego powoduje spadek przesunigcia chemicznego
sygnatu grupy C-H do 5,18 ppm, natomiast wprowadzenia elektronodonorowego aminowego
podstawnika powoduje wzrost do 5,38 ppm (Rysunek 6). Zaleznos$ci te sg odwrotne do dobrze
znanej teorii ekranowania jadra atomu przez chmure elektronowa, ktorej gestos¢ jest
uzalezniona od otoczenia chemicznego [38]. Wprowadzenie do pierscienia fenylowego grupy
nitrowej spowodowalo obnizenie gestosci elektronowej wokot atomu tlenu podstawnika
metoksylowego co spowodowalo ostabienie wigzania wodorowego C-H:---O, natomiast

w przypadku wprowadzenia grupy aminowej wigzanie to jest silniejsze.
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A B

Rozpuszczalnik

R CDCI; (ppm) e
H 5,36 0
NO»- 5,18 U
NH,- 5,38 1
SV /" \ Benzen-d6 2,92 5,22
— — —{3 CDCl,4 3,97 5,36
(®=CHIub C ®=BH lub B) AR/ CD,OD 509 pghs
I~ —1 DMSO-d, 5,79 5,98
N/

Rysunek 6. Wptyw podstawnikoéw: nitrowego i aminowego na przesunigcie chemiczne protonu
C-H 2-metoksyfenylo-orto-karboranu (A); wptyw deuterowanego rozpuszczalnika na
przesuni¢cie chemiczne C-H 2-metoksyfenylo- i 1-fenylo-orto-karboranu (B).

Ze wzgledu na obecno$¢ w klasterze jednostek B-H o0 roznej gestosci fadunku ujemnego
mozliwe jest tworzenie si¢ wigzan diwodorowych (4 — 28 kJ/mol) B-H:---H-X (elektroujemnos¢
X > H > B) [39, 40]. Tego typu wigzania zostaly zaobserwowane pomiedzy ligandami
sgsiadujacych kompleksow miedzi CuX (X = Cl, Br) i 1,2-bis(diizopropylofosfino)-1,2-
dikarba-closo-dodekaboranu w ich strukturach krystalicznych (Rysunek 7). Wigzania
diwodorowe wystepuja pomigdzy donorowym atomem wodoru C-H grupy izo-propylowej
jednego kompleksu, a akceptorowym atomem wodoru Bs-H klastera boru drugiego kompleksu
[41].

(®=CH 1ub C ®=BH Iub B)

Rysunek 7. Wiagzania diwodorowe pomigdzy atomami wodoru C-H grupy izo-propylowej
jednego liganda kompleksu miedzi CuCl i 1,2-bis(diizopropylofosfino)-1,2-dikarba-closo-
dodekaboranu, a atomem wodoru Bs4-H klastera boru liganda sasiadujacego kompleksu [41].
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Wigzania diwodorowe majg istotne znaczenie w oddzialywaniach klasterow boru i ich
pochodnych z biomolekutami. Przyktadem moga by¢: 1-metylenosulfonamido-1,2-dikarba-
closo-dodekaboran i  7-metylenosulfonamido-7,8-nido-dikarba-undekaboran oraz ich
powinowactwo do ludzkiej anhydrazy weglanowej hCAIl [42]. Pochodna orto-karboranu
wigze si¢ stabymi wigzaniami diwodorowymi z fragmentem glicyny GIn92 oraz fenyloalaniny
Phel31, (dtugoéci wigzan H-+H wynosza odpowiednio 2,0 i 2,2 A). Pochodna nido- ze
wzgledu na swoj tadunek ujemny, czego konsekwencja jest wzrost wodorkowego charakteru
atoméw wodoru grup B-H, wiaze si¢ z czgsteczkg asparaginy Asn67 poprzez silne, pojedyncze
wigzanie diwodorowe (dtugosci wigzan Ba-H---NHz wynosi 1,7 A). Oddziatywania klasterow
boru z biomolekutami zbadano takze metodami obliczeniowymi. Stosujac jako model klastera
1-karba-closo-dodekaboran (CB11H12), a jako model biomolekuly wybrane aminokwasy,
wykazano ze 1-karba-closo-dodekaboran wigze si¢ z aminokwasami wylgcznie poprzez
wigzania diwodorowe [43]. Zbadano takze oddzialywania nido-karboranow [C2BgeH11]%,
[C2BoH12], [C2BgoH13] a takze metalokarboranéw zawierajacych zelazo, [FESAN]?, [FESAN];
kobalt, [COSANT] i nikiel, [NISAN], [NISAN]® oraz ich pochodnych podstawionych atomem
fluoru, grupg hydroksylowa lub aminowag oraz heteroboranéw SBiiH11, NB1uiH11
z tetrapeptydem zbudowanym z trzech jednostek alaniny oraz jednego fragmentu glicyny Ala
— Gly — Ala — Ala [44]. W kompleksach klasterow boru i tetrapeptydu wigzania diwodorowe
wystepowaly wytacznie pomiedzy atomami wodoru grup NHz aminokwasu, a atomami wodoru
grup B-H klastera. Tak jak w wyzej opisanych przypadkach wzrost tadunku ujemnego
czasteczki dla nido-karboranow oraz dla metalokarboranéw powodowal tworzenie si¢
silniejszych wigzan diwodorowych [42, 43, 44]. Wykazano takze, ze wprowadzenie
podstawnikow przyltaczonych do atomoéw boru metalokarboranu moze w zaleznosci od rodzaju
podstawnika powodowac¢ znacznie wigksze zmiany w geometrii kompleksu metalokarboran-
tetrapeptyd niz wzrost tadunku ujemnego kompleksu [44].

Podsumowujac, do najwazniejszych wilasciwosci klasterow boru mogacych miec
znaczenie dla zastosowan w chemii medycznej zaliczy¢ nalezy: regularny, sferyczny lub
elipsoidalny ksztalt; aromatyczno$¢ w trzech wymiarach; stabilno$¢ termiczng i chemiczna,
a rownoczesnie podatnos¢ na funkcjonalizowanie; hydrofobowo$¢; zdolnos¢ grup C-H do
tworzenia wigzan wodorowych i grup B-H do tworzenia wigzan diwodorowych a takze

bioortogolnalnos¢.
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1.4. Wplyw podstawnikow na reaktywnos¢ wigzania C-H w 1,2-dikarba-closo-

dodekaboranie (6) i podstawienie przy atomie wegla klastera.

Jedng z najwazniejszych wlasciwosci karborandw jest mozliwos¢ przylaczania
podstawnikow zarowno do atomoéw wegla jak i boru bez degradacji klastera. Przylaczenie
podstawnika do atomu wegla i/lub boru powoduje zmiany gestosci elektronowej w catym
klasterze wptywajac na reaktywnos$¢ pozostatych, niepodstawionych atoméw. Takie zalezno$ci
sg analogiczne do skutkow przylaczania podstawnikdw w pierScieniach aromatycznych
zwiazkow organicznych, z tg r6znicg ze zachodza w trzech wymiarach [12, 27].

Niepodstawione karborany sg stabymi kwasami Brensteda, i dziatajac na nie silng zasada
np. n-butylolitem (n-BuLi) mozna rozerwa¢ wigzanie wegiel-wodor grup C-H w wyniku czego
tworzy si¢ klaster z tadunkiem ujemnym na atomie wegla karboranu. Wartosci
eksperymentalne pKa niepodstawionych i nierozpuszczalnych w wodzie karboranow
wyznaczone metodami polarograficznymi [45] oraz metodg Streitwiesera [45] wsparte
obliczeniami energii deprotonacji wigzania C-H wskazuja, ze kwasowos$¢ protondw CHkarboran
maleje zgodnie z kolejnoscig orto- > meta- > para- (Tabela 6) [22, 45].

Tabela 6. Wartosci pKa izomerow niepodstawionego dikarba-closo-dodkaboranu wyznaczone

roéznymi metodami eksperymentalnymi [45] wraz z obliczong energia deprotonacji wigzania C-
H metodami Ab initio. [22, 45]

0-C2B1oH12 m-C2B1oH12 p-C2B1oH12
Metoda
pKa
Streitwiesera 23,3 27,9 30,0
polarograficzna 19 24 26
AEdeprotonacji (k\]/mOI) 1533 1584 1602

Wplyw podstawnikoéw przytaczonych do atoméw boru 1,2-dikarba-closo-dodekaboranu
na kwasowoéé wodoru grupy C-H mozna okresli¢ metoda spektroskopii tH-NMR poréwnujac
ze sobg przesunigcia chemiczne sygnatdéw pochodzacych od protondéw grupy C-H
W podstawionym na atomach boru karboranie wzgledem niepodstawionego karboranu. Tak jak
w przypadku oméwionego wyzej wplywu miedzyczasteczkowych 1 wewnatrzezasteczkowych
wigzan wodorowych na kwasowos¢ grupy C-H klastera, spadek gestosci elektronowej wokot
badanego protonu a wiec i wzrost jego kwasowosci bedzie zwigzany ze wzrostem przesunigcia
chemicznego, natomiast spadek warto$ci przesuniecia chemicznego be¢dzie rownoznaczny ze

spadkiem kwasowos$ci C-H [38, 46].
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Przyltaczanie grup funkcyjnych do atomow boru karboranu jest wigkszym wyzwaniem
niz przytaczanie ich do atomow wegla. Ze wzglgdu na mniejszg elektroujemnos¢ atomow boru,
wigzania B-H sa znacznie mniej spolaryzowane od wigzan C-H 1 z tego powodu sa
niereaktywne nawet wzgledem zwigzkow litoorganicznych czy tez odczynnikoéw Grignarda,
ale za to sg podatne na atak elektrofilowy [12]. Obecnosé¢ 10 atoméw boru usytuowanych w 4
réznych otoczeniach w klasterze 1,2-dikarba-orto-karboranylowym o malejacej gestoSci
elektronowej Boj12 > Beio > Bass/7i11 > Bas, moze powodowaé powstanie ztozonych mieszanin
regioizomerow podstawionych pochodnych orto-karboranu. Przyktadem mogg by¢ reakcje
elektrofilowego halogenowania karboranu. W reakcji 1,2-dikarba-closo-dodekaboranu z Cly,
Bro, Io, katalizowanych kwasami Lewisa takimi jak AICls, AlBr3, FeCls, badzZ silnymi kwasami
nieorganicznymi podstawienie zachodzi kolejno przy atomach boru Bg, Biz, Bs i Bio.
Glownymi produktami sg monopodstawione i dwupodstawione pochodne Bg/12-X oraz Bo,1o-
X2, ale w niektérych przypadkach tworzg si¢ mieszaniny, w ktorych obserwuje si¢ produkty
z trzema Ba0,9,12-X3, @ hawet czterema podstawnikami Bg10912-X4 (X = F, Cl, Br, 1) [12].
Jednakze stosujac odpowiednie warunki reakcji, oraz odpowiedni katalizator mozna
przeprowadzi¢ wzglednie selektywne reakcje halogenowania np. w reakcji orto-karboranu
z jodem pierwiastkowym I, wykorzystujac jako rozpuszczalnik chlorek metylenu CH,Cl; oraz
chlorek glinu AICIlz jako Katalizator mozna otrzyma¢ monopodstawiong pochodng
z wydajnoscia 93% [47].

Reakcje halogenowania sg jednymi z najpowszechniejszych reakcji funkcjonalizacji
orto-karboranu, prowadzac zazwyczaj do utworzenia mono- i dwupodstawionych pochodnych.
W przypadku monopodstawionych pochodnych orto-karboranu nalezy wzia¢ pod uwage to, ze
podstawnik wystepujacy w pozycji Bonz znajduje si¢ w pozycji meta- wzgledem atomu wegla
Ci1, a jednoczesnie w pozycji para- wzgledem C.. Wydawatoby si¢, ze w analogii do
organicznych zwigzkdéw aromatycznych wraz ze wzrostem elektroujemnosci wprowadzonego
podstawnika kwasowo$¢ wigzania C-H bedzie rosta. Sytuacja jest jednak odwrotna, kwasowos¢
wigzan C-H rosnie zgodnie z kolejnoscig F < Cl < Br < | (Tabela 7). Wprowadzenie atomu
chloru w pozycji meta- wzgledem atomu wegla C1 nie ma znaczacego wpltywu na kwasowos$¢é
zwigzanego z nim atomu wodoru, natomiast dla atomu wodoru zwigzanego z atomem wegla C»
znajdujacego si¢ w pozycji para- wzgledem tego atomu chloru obserwowany jest spadek
kwasowosci. Atom fluoru w pozycji Be;i2 powoduje spadek kwasowosci protonéw C-H, a jod
wzrost, co w obu przypadkach dotyczy zard6wno podstawienia w pozycjach meta- jak i para-
wzgledem obu grup C-H [46]. Przyczyna tego zjawiska moze by¢ podobna jak w przypadku

halogenkow boru BX3 dyskutowanych nize;j.
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Tabela 7. Przesunigcie chemiczne w widmach 'H-NMR protonu dla sygnatow C-H
w monopodstawionych pochodnych orto-karboranu 9-X-1,2-C2B1oH11 (X = H, F, CI, Br, I)
w CDCls [46, 47].

9-X-1,2-C2B1oH11 | Elektroujemnosé Cz (para-) & ppm Cz (meta-) 6 ppm
H 211671 3,56146]
4,01671 3,364 3,414
3,00671 3,454 3,574
2,8167] 3,610461 3,610461
2,511 3,701461 3,910461

Dla dwupodstawionych atomami halogenéw na atomach boru pochodnych orto-
karboranu nalezy mie¢ na uwadze fakt, ze na kazda z grup C-H klastera majg wplyw oba
podstawniki. Kazda grupa C-H znajduj¢ si¢ w pozycji para- wzgledem jednego podstawnika
I meta- wzglgdem drugiego. Dla dwupodstawionych pochodnych sytuacja jest analogiczna jak
w przypadku monopodstawionych pochodnych karboranu. Wprowadzenie atomow chloru
powoduje obnizenie kwasowosci grup C-H, natomiast atomy bromu oraz jodu powodujg jej
wzrost (Tabela 8).

Tabela 8. Przesunigcia chemiczne w widmach H-NMR dla protonéw grup C-H
w dwupodstawionych pochodnych orto-karboranu 9,12-X,-1,2-C2B10H10 w CDCl3 [46]

9,12-X2-1,2-C2B1oH1- | Przesunigcie chemiczne & ppm | AS ppm
3,34 -0,22
Me
3138 '0,18
3,50 -0,06
Cl
3,51 -0,05
H 3,56 -
Ph 3,69 +0,13
3,70 +0,14
Br 3,71 +0,15
3,72 +0,16
| 3,98 +0,42
4,02 +0,46

40



WSTEP LITERATUROWY

Pochodne zawierajace atom jodu przytaczony do atomu boru orto-karboranu moga
ulega¢ reakcjom sprzegania katalizowanych metalami przejSciowymi i ich zwigzkami np.
Pd(PPh3)s czy PdACI2(PPh3), z odczynnikami Grignarda dajac odpowiednie alkilo- i arylo
pochodne [49, 50, 51]. Reakcje te z powodzeniem wykorzystywaltem takze w swoich badaniach
opisanych w dalszej czg$ci niniejszej pracy.

Rozktad gegstosci elektronowej w strukturze izomeréw Orto- oraz meta-karboranow
powoduje, ze ulegajg one degradacji w $srodowisku zasadowym (trialkiloamina, hydrazyna,
pirolidyna, wodny roztwér amoniaku oraz wodorotlenku sodu) poprzez regioselektywne
usuni¢cie najbardziej elektrofilowego atomu boru Baje (izomer orto-) oraz Bz (izomer meta-)
wraz ze zwigzanym z nim atomem wodoru (grupy B-H) z utworzeniem otwartej formy nido-
(Schemat 3) [12, 52-56]. Karboran w formie nido- reaguje z odpowiednim kwasem borowym,
badz halogenkiem boru B-X (X = alkil, aryl, halogen) przytaczajac brakujacy wierzchotek boru
wraz z pozadanym podstawnikiem (Schemat 3) [57, 58, 59]. Powtorzenie catej procedury
pozwala na otrzymanie dwupodstawionych pochodnych z podstawnikami w pozycjach Bsg
(izomer orto-) oraz B3 (izomer meta-) [46]. Znane sg rowniez inne procedury otrzymywania

pochodnych podstawionych w pozycjach Bsse i B2z orto- i meta-karboranow [46].

2

|

\_/\ Et argon N m /\T/\
7 e NP NV

1,2-C,BoH;; [7,8-C,BoH 1> 3-1-1,2-C,BHy,

(®=CHlub C ®=BH Iub B)

Schemat 3. Synteza 3-jodo-1,2-dikarba-closo-dodekaboranu poprzez degradacje orto-
karboranu do otwartej formy nido-, a nastepnie reakcje z trijodkiem boru [57].

Poréwnujac ze sobg przesuniecia chemiczne w widmach *H-NMR sygnatow grup C-H
pochodnych zawierajacych podstawnik w pozycji Bas klastera mozna zauwazyé, ze
wprowadzenie podstawnika metylowego obniza kwasowo$¢ grup C-H orto-karboranu,
a wprowadzenie atomu halogenu znaczaco ja podwyzsza, przy czym wzrost ten jest
w niewielkim stopniu zalezny od elektroujemno$ci halogenu [46]. Dodatkowo mozna
zauwazy¢, ze podstawniki w pozycjach Bz 0 silnym charakterze elektronoakceptorowym takie
jak podstawnik nitrowy czy trojfluorometylowy znaczaco zwickszaja kwasowosé grupy C-H,

jednakze jest ona niewiele wigksza od kwasowosci C-H z podstawnikiem jodu przytaczonym
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w tej samej pozycji klastera. Podstawniki: aminowy oraz metoksylowy w pozycji Bz nie maja

znaczacego wplywu na kwasowos¢ wigzania C-H (Tabela 9) [46].

Tabela 9. Przesunigcia chemiczne dla protonéow w widmach H-NMR grup C-H
w monopodstawionej pochodnej orto-carboranu 3(6)-X-1,2-C2B1oH11 w CDCl3 [46].

3-X-1,2-C2B1oH11 | Przesunigcie chemiczne & ppm | Ad ppm

Me 3,43 -0,13
H 3,56 -

MeO 3,56 0,00

EtO 3,56 0,00

3,52 -0,04

H2N 3,55 -0,01

3,57 +0,01

Et2N 3,58 +0,02

HO 3,63 +0,07

Ph 3,71 +0,15

3,76 +0,20

" 3,77 +0,21

Cl 3,81 +0,25

3,82 +0,26

Br 3,84 +0,28

3,85 +0,29

3,84 +0,28

! 3,87 +0,31

NO; 3,89 +0,33

CFs 391 +0,35

Wewnatrzczasteczkowe wigzania wodorowe, ktore wystepuja w monopodstawionych
pochodnych orto-karboranu maja znaczacy wpltyw na kwasowo$¢ wigzania C-H dlatego
w badaniach kwasowosci grup C-H w oparciu o pomiar przesuni¢cia chemicznego protonu
zwigzanego z atomem wegla klastera metoda spektroskopii H-NMR nalezy wykluczy¢
pochodne zawierajgce podstawniki C(O)OR, C(O)NRR’, 2-CsH4R (R = C(O)OEt, CN, OH,
OMe) zdolne do tworzenia takich wigzan. *H- NMR dla 3,6-dwupodstawionych pochodnych
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pokazuje te same tendencje jak w przypadku monopodstawoinych pochodnych wzrostu/spadku
C-H kwasowosci orto-karboranu (Tabela 10) [46].

Tabela 10. Przesuniecia chemiczne w widmach !H-NMR dla protonow C-H
w dwupodstawionej pochodnej orto-karboranu 3,6-X>-1,2-C2B1oH10 w CDCI3 [46].

3,6-X2-1,2-C2B10H10 | Przesunigcie chemiczne & ppm | Ad ppm
Me 3,31 -0,25
H 3,56 -
NH2 3,58 +0,02
Ph 3,85 +0,29
F 3,99 +0,43
Cl 4,07 +0,51
Br 4,14 +0,58
I 4,13 +0,57

Analizujac widma *H-NMR dla 9,10-dwupodstawionych pochodnych meta-karboranu
korelacja pomiedzy wzrostem C-H kwasowosci klastera a elektroujemnos$cig podstawnika jest
analogiczna jak dla pochodnych izomeru orto-, z ta rdznica ze nawet wprowadzenie atomu
chloru powoduje juz wyrazny wzrost kwasowosci grup C-H 1 zwigkszenie przesunigcia
chemicznego protonoéw tych grup. (Tabela 11) [46].

Tabela 11. Przesunigcia chemiczne w widmach !H-NMR dla protonéw C-H
w dwupodstawionej pochodnej meta-karboranu 9,10-X2-1,7-C2B1oH10 w CDCl3 [46].

9,10-X2-1,7-C2B1oH10 | Przesunigcie chemiczne 6 ppm | Ad ppm
H 3,52 -
Cl 3,76 +0,24
Br 3,88 +0,36
4,04 +0,52
! 4,08 +0,56

Przylaczenie do atomu boru atoméw halogendw o wigkszej elektroujemnosci,
powoduje, wbrew oczekiwaniom, spadek efektu elektronoakceptorowego wzgledem C-H
karboranu i spadek kwasowosci grupy C-H [46]. Podobna zalezno$¢ wystepuje w halogenkach
boru BX3 (X=F, Cl, Br, I), ktorych kwasowos¢, jako kwasow Lewisa rosnie wraz z wielkoscia

halogenu a nie jego elektroujemnoscig [60, 61]. Wydawaloby si¢, ze przyczyng takiego
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zjawiska moze by¢ hiperkoniugacja wolnej pary elektronowej atomu halogenu, np. fluoru
Z pustym orbitalem p atomu boru co powodowaloby wzrost bariery energetycznej jaka
nalezatoby pokona¢ by czasteczka BF3 przyjeta pare elektronowa jako kwas Lewisa [60].
Teoria ta zostata jednak zakwestionowana zgodnie z obliczeniami teoretycznymi, ktore
wskazuja, ze hiperkoniugacja wolnej pary elektronowej halogenku z pustym orbitalem p boru
jest tym silniejsza im wigkszy jest atom halogenu [60]. Plumley i inni wykazali, Zze wraz ze
wzrostem wielko$ci atomu halogenu mozna zaobserwowac¢ wyrazne zmiany w naktadaniu si¢
orbitali boru oraz halogenéw biorgcych udzial w tworzeniu wigzan o [60].

Dziatajac na orto-karboran n-BuLi wigzania C-H klastera ulegaja rozerwaniu
z oderwaniem protonu tworzac mono- i dwulitopochodne klastera. Dodatkowo, rownowagowa
dysproporcjonacja monolitopochodnej na dilitopochodng i wyj$ciowy orto-karboran
(Schemat 4) dziata na niekorzy$¢ monopodstawienia, co powoduje, ze reakcje litopochodnych
orto-karboranu z réznymi elektrofilami (na przyktad tlenkiem etylenu) nie sa selektywne

I prowadzg do mieszanin produktéw mono- I dwupodstawionych. [12].

(®=CH Iub C ®=BH lub B)

Schemat 4. Reakcja dysproporcjonacji monolitopochodnej orto-karboranu na dilitopochodng
oraz wyjsciowy orto-karboran.

Jedna z metod uniknigcia powstawania pochodnych dwupodstawionych w procesie
alkilowania litopochodnych orto-karboranu jest wczesniejsze zablokowanie jednej z grup C-H
grupa tert-butylodimetylosililowa (TBDMS) w reakcji litopochodnych karboranu z chlorkiem
tert-butylodimetylosililowym. Zawada steryczna wynikajaca z duzej obj¢tosci grupy TBDMS
powoduje powstanie tylko monopodstawionego produktu sililowania (Schemat 5A). Dziatajac
ponownie n-BuLi, a potem odpowiednim odczynnikiem alkilujgcym otrzymujemy
odpowiednig pochodng monoalkilowg. Usuwajac grupe TBDMS przy uzyciu np. fluorku
tetrabutyloamoniowego (TBAF) mozna otrzyma¢ pochodng monopodstawiong [62].
Alternatywna, cho¢ umiarkowanie skuteczng metoda jest zastosowanie W reakcji litowania
orto-karboranu jako rozpuszczalnika eteru dimetoksyetylowego (DME) (Schemat 5B). Kation

litu jest koordynowany przez czgsteczke rozpuszczalnika, ktora utrudnia powstawanie
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dilitopochodnej orto-karboranu dzigki czemu dziatajac odpowiednim odczynnikiem
alkilujgcym mozliwe jest otrzymanie monopodstawionych na atomach wegla klastera

alkilowych pochodnych [63].

1. n-BuLi R
2. Me;CSiMe,C1 ¢ TBAF
—_— »
refluks refluks

(®=CHlub C ®=BH lub B) R = PPh, CH,Ph, n-C,H, SH

Schemat 5. Przyklady metod otrzymywania mono-C-podstawionych pochodnych orto-
karboranu [12].

Podsumowujac i ograniczajac si¢ do reaktywnosci grupy C-H w najpopularniejszym
izomerze dikarba-closo-dodekaboranow, orto-karboranie, mozna wymieni¢ nastgpujace
czynniki, ktére maja wptyw na reaktywnos$¢ atomu wodoru zwigzanego z atomem wegla

I w konsekwencji powstawanie pochodnych mono- i/lub dwupodstawionych [46]:

1) Sita zasad stosowanych do aktywacji grupy C-H. Podstawienie przy atomie wegla
orto-karboranu boru podstawnikami elektronodonorowym takimi jak podstawnik
alkilowy zmniejsza kwasowos¢ drugiej grupy C-H prowadzac preferencyjnie do
mono podstawienia w przypadku zastosowania stabszych zasad takich jak fluorek
tetrabutyloamoniowy (TBAF), do aktywacji grup C-H. Jednakze podstawienie przy
atomie wegla wobec bardzo silnych zasad takich jak n-BuLi niezaleznie od efektu
elektrodonorowego podstawnika powodujacego zmniejszenie kwasowosci drugiej
grupy C-H, lub braku takiego efektu, prowadzi do powstania mieszaniny produktow
mono- i dipodstawionych.

2) Rodzaj podstawnika przytaczonego do atomu boru (jego efekt indukcyjny, ktory

wplywa na rozklad gestosci elektronowej w klasterze). Dla atomow halogendéw
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kwasowos$¢ wigzania C-H rosnie zgodnie ze wzrostem wielko$ci atomu w kolejnosci
F < Cl < Br < (anie zgodnie z elektroujemnos$cig halogenu), przesuwajac tendencje
do powstawania pochodnych dwupodstawionych na atomach wegla w tej same;j
kolejnosci. Podstawniki alkilowe wykazujg charakter elektronodonorowy
wzgledem wigzania C-H zmniejszajac jego kwasowosé. Opisane w literaturze
podstawniki takie jak: fenylowy, trifluorometylowy, nitrowy powoduja wzrost
kwasowosci C-H.

3) Odlegto$¢ podstawnika przytaczonego do atomu boru od grupy C-H (pozycja
podstawnika w klasterze): Efekt indukcyjny podstawnika elektronoakceptorowy czy
elektronodonorowy jest tym wigkszy im podstawnik znajduje si¢ blizej grupy C-H
Bonz < Bs/io < Bassizini < Bse < Cue.

4) Liczba podstawnikow (addytywnos$¢ efektow indukcyjnych). Efekt indukcyjny
wplywajacy na reaktywnos¢ grup C-H jaki wywotuja podstawniki jest suma efektow
indukcyjnych wszystkich podstawnikow. [46, 64, 65]

5) Miedzyczasteczkowe oraz wewnatrzczasteczkowe wigzania wodorowe Ckarboran-
H---X, ktére zaleza nie tylko od rodzaju podstawnika w Kklasterze (jego efektu
indukcyjnego, pozycji oraz liczby podstawnikow w klasterze), ale takze od
rozpuszczalnika i rowniez beda determinowac ilo$¢ wigzan wodorowych co rowniez

wptywa na kwasowo$¢ grupy C-H klastera i jej reaktywnosc¢.

Biorac pod uwage opisane wyzej czynniki wptywajace na reaktywnos$¢ grup C-H orto-
karboranu oraz ich sumaryczny efekt, mozna stwierdzi¢, ze w reakcjach przylaczenia
podstawnikow do atomdéw wegla orto-karboranu faworyzowane jest tworzenie si¢ produktu

dwupodstawienia co czgsto obserwowane jest w praktyce.
1.5. Budowa i wybrane wlasciwosci metalokarboranow.

Wraz z rozwojem chemii klasterow boru oraz rownolegle rozwijajacej si¢ dziedziny,
chemii metalocendéw, zauwazono, ze anion nido-karboranylowy [7,8-C,BgH11]*" z sze$cioma
zdelokalizowanymi elektronami rozmieszczonymi na orbitalach sp® pentagonalnej, otwartej
powierzchni klastera utworzonej przez dwa atomy wegla i trzy atomy boru (Rysunek 8A) jest
podobny do anionu pentadienu {[CsHs], Cp}, ktory zawiera 6 zdelokalizowanych elektronow
na © pentagonalnej, ptaskiej powierzchni czgstki [66]. Orbitale © pentadienu nakladajg si¢
z orbiatalami s, p i d centralnego jonu metalu tworzac trwaty kompleks zwany metalocenem

[67]. Ze wzgledu na wlasciwosci dianionu karbonylowego takie jak: podwdjny tfadunek ujemny
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oraz sposob utozenia orbitali frontalnych, przewidywano ze podobnie jak Cp~ bedzie on
réwniez ligandem zdolnym do tworzenia kompleksow z metalami. W 1965 Hawthorne
| wspotpracownicy potwierdzili to przypuszczenie syntezujgc pierwszy metalokarboran
[Fe(1,2-C2BgH11)2] W reakcji [7,8-C2BgoH11]% z FeCl,. Warunki reakcji jakie zastosowano byty
takie same jak w syntezie ferrocenu. Uzyskany produkt utleniono uzyskujac kompleks

zawierajacy jon Fe3* [66].
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(®=CH lub C ®=BH lub B) [33"-M-(1,2-C;ByH 1),
M = Co - COSAN
M = Fe - FESAN

0

nido-[7,8-C,BoH 1> M(C,Hy),
M = Co - Kobaltocen

M = Fe - Ferrocen

Rysunek 8. Anion nido-karboranylowy [7,8-C2BgH11]* z sze$cioma zdelokalizowanymi
elektronami rozmieszczonymi na orbitalach sp® (A), metalokarborany COSAN oraz FESAN
(B), metaloceny kobaltocen oraz ferrocen (C).s

Metalokarborany to trwate kompleksy jonéw metali oraz rdéznego typu karborandw.
Wsrdd nich, najbardziej znanymi sa metalokarborany zbudowane z dwoch dianionowych,
dikarbolidowych ligandow [7,8-C2B9H11]%, pomiedzy ktorymi znajduje sie kation metalu grup
przejsciowych np. Co®", Co?*, Fe¥", Fe?*, Ni**, Cu®*, Au®* [68]. Sumaryczny fadunek ujemny
jest zdelokalizowany w catej strukturze kompleksu, ktory symbolicznie przedstawiany jest
niekiedy za pomocg greckiej litery ,theta” (0). Metalokarborany 0 to kompleksy typu
»sandwich” (z ang. kanapka). Zwyczajowo, ze wzgledu na skomplikowng nomenklature
formalna, np. bis(1,2-dikarba-closo-dodekaborano)-commo-3,3’-kobaltan (111) dla kompleksu
z jonem kobaltu, w uproszczeniu nazywa si¢ je podajac symbol pierwiastka atomu metalu oraz
przyrostek SAN np. nazwa COSAN (Co SAN) odpowiada metalokarboranowi, ktory zawiera
skoordynowany jon kobaltu [69, 70]. Nazewnictwo metalokarboranéw opiera si¢ na
nazewnictwie karboranow. Pojecie commo- stosuje si¢ w kompleksach, w ktorych jeden
z wierzchotkoéw Klastera (atom metalu w tym przypadku) jest wspolny dla obu ligandow
karbonylowych. Na przyktad w bis(1,2-dikarba-closo-dodekaborano)-commo-3,3’-kobaltanie
(IIT) jon kobaltu stanowi wspolny wierzchotek dla dwoch nido-karboranow. W przypadku
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dwoch roznych ligandow nalezy stosowaé rozwinigta nazwe np. (1,2-dikarba-closo-
dodekaborano)(8’-jodo-1°,2’-dikarba-closo-dodekaborano)-3,3°-kobaltan  dla  kompleksu,
ktorego jeden z ligandow posiada atom jodu przytaczony do atomu boru Kklastera.
Dla uproszczenia czesto stosuje sie takze w literaturze rozwinigte Wzory sumaryczne zamiast
pelnych nazw metalokarboranow np. [(1-HO(CH2)s-1,2-C2BgH10)(1',2’-C2B9oH11)-3,3'-
Co(l11)]™ dla mono-hydroksyalkilo pochodnej COSANU [76].

Najpowszechniejszg metodg otrzymywania @ metalokarborandéw jest metoda polegajaca
na utworzeniu kompleksu jonu metalu z ligandami dikarbolidowymi [7,8-C2BgHi11]?.
Odpowiednie ligandy dikarbolidowe otrzymuje si¢ zazwyczaj z 1,2-dikarbra-closo-
dodekaboranu (orto-karboranu) w dwuetapowym procesie. W pierwszym etapie zachodzi
degradacja (deborowanie poprzez usuni¢cie jednego wierzchotka B-H) orto-karboranu (1,2-
C2B1gH12) do monoanionu w formie nido- [7,8-C2BgHi2]* a nastepnie, poprzez oderwanie
mostkowego protonu, utworzenie dikarbolidowego dianionu [7,8-C2BgH11]* z podwojnym
tadunkiem ujemnym, ktory reaguje nastgpnie z nieorganicznymi solami odpowiednich metali
(Schemat 6). Dikarbolidowy dianion otrzymuje si¢ zazwyczaj in Situ stosujac jako zasade np.
wodorotlenek sodu jesli reakcje prowadzi si¢ w roztworach wodnych, badZ wodorek sodu, tert-
butanolan potasu czy n-BuLi prowadzac reakcje w warunkach bezwodnych, uzywajac jako
rozpuszczalnikow eterow takich jak THF lub DME [12, 68].
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— — N — M
A 25| | 2 | A
' N~ AN\ 1%/\ 7
R'1 —/ A
. } \ /7
1,2-C,B,,H,, [7,8-R,R'-C,BoH ;] [7,8-R,R'-C,BoH;;]? AN\
R = H, Alkil, SiMe, - -
(@=CHub C ©=BH Iub B) [3,3'-M-(R,R"-1,2-C,ByH ), ]

Schemat 6. Synteza metalokarboranow przy uzyciu dianionu karboranylowego nido-karboranu
[12].

Pelna analiza krystalograficzna COSANU zostata po raz pierwszy wykonana dla soli
trojetyloamoniowej [(1,2-C2BoH11)2-3,3’-Co(IIN][EtsNH]* [71, 72]. Kat dwuscienny
pomiedzy plaszczyznami, utworzonymi przez 2 atomy wegla i 3 atomy boru otwartej czgsci
kazdego z klasterow wynosi 3,7°, a zatem karboranylowe ligandy [C2BoH11]% s rozmieszczone

wzgledem siebie prawie rownolegle. Odlegtoéci pomiedzy jonem Co**, a kazdym z ligandow
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wynosza 1,466 1 1,476 A. Jon kobaltu znajduje sie w podobnej odlegtosci od kazdego z atomow
otwartej czgsci kazdego ligandu (odlegtoséci Co-C wynoszg 2,046, a Co-B 2,097) [73].

COSAN, ze wzgledu na mozliwe rézne polozenie wzgledem siebie atomdéw wegla
w ligandach karboranylowych, moze wyst¢powac w postaci trzech izomeréw konformacyjnych
cisoid (cis), transoid (trans) oraz gauche [68] (Rysunek 9). Zgodnie z krystalograficzng baza
danych malych czasteczek organicznych i metaloorganicznych CSD (The Cambridge
Structural Database) COSAN w ciele statym wystepuje w postaci izomeru Cis. Istotng role
w preferowaniu ktorej$ z konformacji odgrywajg miedzyczasteczkowe diwodorowe wigzania
wodorowe C-H----H-B, ktore wystepuja pomiedzy dwoma czasteczkami metalokarboranu,
I ktorych obecnos¢ mozna zauwazy¢ wylacznie w konformerach cis [73]. Mozemy wyr6znié
nastepujace czynniki, ktore wplywaja na konformacje w fazie statej niepodstawionych
metalokarboranow [73]:

a) Odlegtos¢ pomiedzy metalem, a plaszczyzng C:Bz liganda, ktora zalezy od
konfiguracji elektronowej metalu (dla konfiguracji d® wynosi 1,54 A, a dla d’ 1,46
A) [73].

b) Stopien utlenienia metalu. Zmiana stopnia utlenienia wptywa na rozktad gestosci
elektronowej metalokarboranu co powoduje zmiane kwasowosci grup C-H.
Wigksza  kwasowos¢  pozwala na  efektywniejsze  tworzenie  sig
miedzyczasteczkowych wigzan diwodorowych C-H----H-B migdzy atomem wodoru
grupy C-H z czastkowym tadunkiem dodatnim, a atomem wodoru z czastkowym
tadunkiem ujemnym grupy B-H, ktore wystepuja w izomerach cis COSANU
z trojdodatnim jonem kobaltu. COSAN zawierajacy dwudodatni jon Co?* [3,3’-
Co(1,2-C2BgH11)2]* i grupy C-H o mniejszej kwasowosci (0,118 au) w poréwnaniu
do metalokarboranu zawierajacego trojdodatni jon Co** (0,125 au) wystepuje
w postaci konformeru trans [73].

c) Rodzaj przeciwjonu kompensujacego tadunek ujemny metalokarboranu. Jesli
przeciwjon stabo oddziatuje z metalokarboranem to konformacja metalokarboranu
bedzie glownie zalezna od oddziatywan migdzyczasteczkowych metalokarboran-
metalokarboran  (anion-anion).  Jesli  przeciwjon  silniej  oddziatuje
Z metalokarboranem, badz posiada lepszy akceptor wigzania wodorowego niz
wigzgce ugrupowanie B-H wzgledem C-H to réwniez bedzie miato to wptyw na

konformacje metalokarboranu [73].
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Rysunek 9. Wzajemne potozenie wzglgdem siebie atomow wegla ligandow dikarbolidowych
w izomerach konformacyjnych metalokarboranow. Widok z boku (A), widok z gory (B) [73].

Metalokarborany sg krystalicznymi zwigzkami wystepujacymi W postaci soli z wieloma
kationami zaréwno nieorganicznymi 6/M"" jak i organicznymi 67/[LH]* (M = kation metalu; L
= np. kation trojmetyloamoniowy, MesNH*) [74]. W ukladzie jednorozpuszczalnikowym,
w ktorym L jest jednoczes$nie rozpuszczalnikiem oraz stanowi zasade przeciwjonu [LH]" ze
wzgledu na podobiefstwo L i [LH]" rozpuszczalno$é soli 0/[LH]* w L jest bardzo wysoka.
Przyktadem moze by¢ rozpuszczalno$¢ metalokarboranow w takich uktadach, gdzie L = woda,
alkohol, eter, keton, ester, dimetylosulfotlenek, amina, amid. W uktadzie dwu-
rozpuszczalnikowym L/L’ (L' jest silniejszg zasada od L) ustala si¢ rownowaga, wedtug ktorej
metalokarboran wystepuje glownie w postaci soli 0/[L'H]*. Rozpuszczalno$é¢ soli 0/[L'H]*
w uktadzie L/L’ zalezy wtedy od stosunku ilosciowego L do L' oraz ich wzajemnej mieszalno$ci
[74]. W przypadku wysokiej mieszalnosci L z L’ sole 67/[L'H]" sa dobrze rozpuszczalne
w uktadzie np. woda-etanol. W uktadzie L(nitrobenzen)/L’(woda) rozpuszczalnos¢ kwasu 6
[[H30]" jest wypadkowg hydrofilowos$ci kationu oraz hydrofobowos$ci anionu 6. Taka
zalezno$¢ pokazuje dlaczego rozpuszczalny w wodzie kwas 6/[H30]" moze ulec ekstrakeji do
nitrobenzenu co ma praktyczne znaczenie [74]. Wiasciwosci te w polaczeniu z wysoka
stabilno$cig termiczng i chemiczng metalokarboranow (w tym odporno$¢ na stezone kwasy
i zasady) powoduja, ze metalokarborany mozna z powodzeniem wykorzystywac do ekstrakcji

kationow z roztworéw wodnych [68]. Dodatkowo, odpornos¢ na promieniowanie jonizujgce
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pozwolila na wykorzystanie metalokarboranéw i ich pochodnych do ekstrakcji nuklidow
promieniotworczych z wodnych odpadéw nuklearnych [74].

W  zaleznosci od przeciwjonu zmienia si¢ rozpuszczalnos¢ w wodzie oraz
rozpuszczalnikach organicznych soli metalokarboranowych. Rozpuszczalnosé¢ soli [COSAN]
w wodzie, w temperaturze pokojowej dla kationéw Na*, Li*, H", K*, Cs", [NMes]" wynosi
kolejno: 1509, 1175, 846, 747, 1,5, 0,019 mM [75]. Rozpuszczalno$¢ soli [COSAN]
w rozpuszczalnikach organicznych takich jak chloroform badz benzen bedzie znacznie wigksza
dla soli trimetylododecyloamoniowych niz np. tetrabutyloamoniowych. W wodzie (L) wiele
soli 0/[L'H]" jest stabo rozpuszczalna, dzigki czemu kwas 07/[H30]" jest czesto stosowany jako
substrat do wytrgcania metalokarboranéw z roztworéw wodnych w postaci soli 67/[L’H]".
Dodatek roztworu na przyktad chlorowodorku trietyloaminy do 67/[H3O]" spowoduje
wytracenie soli 0/[EtsNH]". Jest to jedna z wielu metod wymiany przeciwjonow dla
metalokarboranow [74] co ma istotne znaczenie w badaniach biologicznych ich pochodnych.

Doboér odpowiedniego przeciwjonu, ma wazne znaczenie dla chemika syntetyka
zajmujacego si¢ chemig metalokarboranow. Sole metalokarboranéw i ich pochodnych
w zalezno$ci 0d przeciwjonu moga wykazywac¢ wieksze badZ mniejsze tendencje do tworzenia
uktadow krystalicznych, ktorych analiza krystalograficzna metoda dyfrakcji rentgenowskiej
(X-ray) pozwala na okreslenie struktury otrzymanych pochodnych metalokarborandw.
Ponadto, planujac synteze pochodnej metalokarboranu nalezy zastanowic si¢ czy obecny w soli
przeciwjon bedzie reagowat z odczynnikami, ktore chcemy uzy¢ do reakcji. Przyktadem moze
by¢ synteza hydroksyalkilo pochodnych COSANU otrzymanych w reakcji litopochodnych
COSANU z cyklicznymi eterami (tlenek etylenu, oksetan) [76]. W reakcji uzyto sol
trimetyloamoniowg [COSAN][MesNH]* oraz n-BuLi do aktywacji wigzania C-H
metalokarboranu. W celu otrzymania monolitopochodnej metalokarboranu zastosowano
dwukrotny réwnowaznik n-BuLi: jeden by zwigza¢ proton kationu amoniowego [MesNH]",
adrugi do aktywacji COSANU. Alternatywnym podejSciem jest wykorzystanie
metalokarboranu w postaci soli cezowej [COSAN]Cs" dzieki czemu omija sie etap zwigzany
zZ etapem usuniecia przeciwjonu [MesNH]", a n-BuLi dodaje sie wytgcznie w celu otrzymania
litopochodnych metalokarboranu [76]. Podczas syntezy pochodnych metalokarboranow
w reakcjach dochodzi do dynamicznych procesow wigzania si¢ metalokarboranu z ré6znymi
dodatnio natadowanymi przeciwjonami. Czesto odczynniki stosowane w reakcji jako zasady,
mogace wystepowaé W formie uprotonowanej (trietyloamina, pirydyna) moga wigzaé si¢
z metalokarboranem co w efekcie koncowym powoduje powstanie mieszanin soli

metalokarboranowych z r6znymi przeciwjonami.
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1.6. Podstawienie przy atomach wegla lub boru w metalokarboranach na przykladzie

bis(1,2-dikarba-closo-dodekaborano)-commo-3,3’-kobaltanu (I11) (13).

COSAN podobnie jak dikarba-closo-dodekaborany mozna modyfikowaé przytaczajac
podstawniki zaréwno do atomow wegla jak i boru. Modyfikacje na atomach wegla mozna
wprowadzaé bezposrednio w reakcjach COSANU stosujac n-BuLi lub inna silng zasade do
aktywacji grup C-H klastera, a nastepnie dodajac odpowiedni elektrofil [76], badZz tez
prowadzac synteze de novo. W tym drugim przypadku otrzymuje si¢ najpierw odpowiednio
podstawione pochodne orto-karboranu 1,2-C;B10H12, nastepnie przeksztatca je w monoanion,
a potem w dianionon [7,8-C2BgH10]?*, aby w nastepnym etapie poddaé¢ reakcji z chlorkiem
kobaltu (11) CoCl> w ktorej ligandy karbolidowe tacza si¢ wspolnym wierzchotkiem Cozs:
tworzac metalokarboran [12].

Od kiedy sol cezowa bis(dikarbollido)kobaltanu (I11) (COSAN) zaczgta byc
komercyjnie dostepna chemicy syntetycy zajmujacy si¢ chemig metalokarboranow zaczeli
czgsciej przylacza¢ podstawniki do atomoéw wegla w wyniku bezposrednich reakcji
litopochodnych COSANU z r6znymi elektrofilami [77]. Ze wzgledu na obecno$¢ czterech grup
C-H pochodzacych od dwodch karboranylowych ligandow w reakcjach bezposredniego
przylaczania podstawnikéw do atomoéw wegla COSANU tworzy sie¢ mieszanina, w ktorej
przewazajg mono- oraz dwupodstawione produkty. Synteza monopodstawionych pochodnych
COSANU jest jeszcze wickszym wyzwaniem niz synteza monopodstawionego 1,2-dikarba-
closo-dodekaboranu. W reakcjach przytaczania podstawnikow do atomow wegla COSANU
mogag wystepowac wszystkie opisane wezesniej dla 1,2-dikarba-closo-dodekaboranu czynniki,
ktére wplywaja na reaktywnos$¢ grup C-H klastera. COSAN jest kompleksem ztozonym
z dwoch karobranylowych ligandow, dlatego nawet zastosowanie odpowiednich odczynnikéw
1 warunkow reakcji sprzyjajacych monopodstawieniu kazdego z ligandow powoduje 1 tak
powstawanie dwupodstawionego COSANU. Zastosowanie wspomnianego wyzej eteru DME
jako rozpuszczalnika utrudnia jednoczesne wprowadzenie dwoch podstawnikow do
sasiadujacych ze soba atomow wegla w kazdym z dwoch karboranylowych ligandow jak
opisano wczesniej dla orto-karboranu (Schemat 5B), ale hamuje to wylgcznie powstawanie
produktow dwupodstawionych — wicynalnych (Schemat 7) oraz produktow trdj- i
czteropodstawionych. Nie hamuje natomiast powstawania produktow dwupodstawionych
formy racemicznej oraz formy mezo (Schemat 7A). Tak samo jak w opisanej syntezie de novo
podstawionych pochodnych COSANU poprzez wprowadzenie jonu kobaltu pomiedzy
zmodyfikowane ligandy karboranylowe, dwupodstawione pochodne COSANU wystepujg w
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postaci mieszaniny formy racemicznej oraz formy mezo, przy czym forma racemiczna, w ktorej
podstawniki sg od siebie najbardziej oddalone powstaje w najwigkszych ilosciach [76, 77, 78].
Dla przypomnienia, forma racemiczna (racemat) produktow dwupostawienia na atomach wegla
COSANU to produkty 1,1’ anty- oraz 2,2’ anty-, forma mezo to produkt 1,2’ syn-. Forma
wicynalna to forma w ktorej podstawniki przytaczone sg do sagsiadujacych atomow wegla tego
samego liganda karbolidowego 1,2 wicynal- (Schemat 7A). Zmiana rozpuszczalnika z DME
na dietoksyetan (DEE) czego konsekwencja jest wicksza zdolno$¢ czasteczek rozpuszcezalnika
do przestaniania sgsiedniego atomu we¢gla COSANU w reakcjach podstawienia jeszcze bardziej

zwicksza ilos¢ formy racemicznej w mieszaninie reakcyjnej [76].
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Schemat 7. Synteza hydroksyalkilo pochodnych COSANU w reakcjach litopochodnych
COSANU z tlenkiem etylenu (A) [76]. Reakcja litopochodnej z mostkiem w postaci atomu
tlenu, 8,8’-0<(1,2-C2BgH10)2-3,3’-Co]" z oksetanem (B) [79, 80].

Reakcja oksetanu z litopochodg COSANU ktoérego ligandy karboranylowe zostaty
potaczone mostkiem w postaci atomu tlenu przylaczonego do atomoéw boru Bg i Bg: obu
ligandow jest reakcja, w ktorej rowniez powstaje glownie forma racemiczna (Schemat 7B) [79,
80]. W tym przypadku wynika to z zahamowania rotacji ligandow wokot jonu kobaltu

wymuszajac przyjecie konformacji Cis przez kompleks, a tym samym powodujac wigksze
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przestanianie  zaktywowanych atomow wegla metalokarboranu przez czasteczki
rozpuszczalnika koordynujace kation litu Li* [79].

Reakcje przylaczania podstawnikéw do atoméw boru COSANU sg znacznie lepiej
rozpoznane niz reakcje przytaczania podstawnikow do atomow wegla. Przewaznie stosuje si¢
bezposrednie metody funkcjonalizacji takie jak np. reakcje halogenowania czy tez
hydroksylowania COSANU, ktére powoduja zmiany w strukturze elektronowej ligandow
karboranylowych analogiczne do zmian jakie zachodza podczas stosowania tych metod
w funkcjonalizacji orto-karobranu [12]. Podstawniki przytaczajg si¢ kolejno wraz z malejaca

gestoscig elektronowa atomow boru ligandéw karboranylowych (Tabela 12) [81, 82].

Tabela 12. Rozktad tadunku w COSANIE wyznaczony metodg NPA [82]

Atom Ladunek [q]
Co 0,21
Cu -0,52
Bar -0,06
Bs -0,23
Bs/11 -0,04
Bs 0,11
Bor2 -0,19
B1o -0,18

Pierwszy podstawnik przylgcza si¢ do atomu boru o najwiekszej gestosci elektronowej, Bg. Po
wprowadzeniu pierwszego podstawnika, kolejnym atomem boru w COSANIE o najwigkszej
gestosci elektronowej jest atom Bsg drugiego liganda karboranylowego. Wprowadzenie
drugiego podstawnika jest reakcja wyraznie wolniejsza co pokazuje, ze efekt indukcyjny jaki
wywotuje pierwszy podstawnik przylaczony do jednego karboranylowego liganda jest
transmitowany przez jon kobaltu do drugiego liganda. Pozwala to na kontrole szybkoS$ci reakcji
wprowadzania podstawnikow w reakcjach halogenowania COSANU. Stosujac odpowiednie
ilosci molowe odczynnika halogenujacego oraz odpowiednie warunki reakcji, halogenowanie
COSANU prowadzace do mono- oraz dwupodstawionych pochodnych mozna przeprowadzi¢
W sposob wysoce selektywny. Wprowadzenie kolejnych podstawnikow prowadzace do
otrzymania tri-, tetra,- penta- i heksapodstawionych pochodnych powoduje powstawanie
mieszanin tych zwigzkow. Kolejno$¢ wprowadzanych atoméw halogendw do struktury

COSANU przedstawia Rysunek 10 [81]. Reakcje chlorowania mozna przeprowadzaé stosujgc
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gazowy chlor, podchloryn sodu, N-chlorosukcynoimid. Reakcje bromowania zachodza przy
uzyciu bromu czgsteczkowego czy tez N-bromosukcynoimidu. W reakcjach jodowania stosuje
si¢ jod czasteczkowy oraz monochlorek jodu. W reakcjach COSANU z bis(tetrafluoroborano)
1-chlorometylo-4-fluoro-1,4-diazoniabicyklo[2.2.2]oktanem  (F-TEDA)  stosujagc  jako

rozpuszczalnik bezwodny aceton, powstaje 8,8’-difluoro pochodna [83].

[(C3BgH1),Co] Cs'—= 8-X — 8,8'-X,-—» 8,9,8'-X;-

¢

8,9,12,8',9',12"-X ;- «—— 8,9,12,8'9"-X5- «— §,9,8',9"-X,-
X=ClBr,1

Rysunek 10. Kolejno$¢ przytaczania podstawnikéw do COSANU w reakcjach halogenowania
[81].

Reakcje podstawienia na atomach boru COSANU zachodza wedlug mechanizmu
okreslanego jako substytucja nukleofilowa indukowana elektrofilem (EINS) (ang. Electrophile
Induced Nucleophilic Substitution) [84] (Rysunek 11). Mechanizm obejmuje nastgpujace
etapy: 1) usunigcie anionu wodorkowego przytaczonego do atomu boru o najwigkszej gestosci
elektronowej, 2) natychmiastowe wypetnienie powstatej luki przez najsilniejszy w srodowisku
nukleofil. Mechanizm ten zostal po raz pierwszy zbadany w reakcjach halogenowania 4,5-
dikarba-arachno-nonaboranu 4,5-C;B7H13 przy uzyciu halogenowodorow w obecnosci
katalizatorow takich jak AlX3z (X = Cl, Br, 1) [84].

+
H

H H
Gy = o 2 ¢
Ny A b‘ N
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Rysunek 11. Mechanizm substytucji nukleofilowej indukowanej elektrofilem (EINS)

w reakcjach karboranéw z halogenowodorami w obecnosci katalizatora AlXs (X = CI, Br, 1)
[84].

Jedna z najbardziej powszechnych metod funkcjonalizacji metalokarboranow jest
przylaczanie podstawnikow w reakcjach nukleofilowego otwarcia pierScienia dioksanu
adduktu COSAN-dioksan (Schemat 8) [68, 83, 85]. Addukt mozna tatwo otrzymaé w reakcji
COSANU z dioksanem w obecnosci eteratu dietylowego trifluorku boru jako kwasu Lewisa

[86]. Synteza adduktu zachodzi réwniez na drodze mechanizmu EINS. Reakcja zachodzi
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z wysoka wydajnos$cia, a addukt, ktory wystepuje w postaci zwitterjonu tatwo oddzieli¢ od
nieprzereagowanego COSANU za pomoca chromatografii kolumnowej [86]. Addukt ulega
reakcji otwarcia pierscienia dioksanu w wyniku ataku réznych nukleofili [83]. Przyktadem

zastosowania tej metody funkcjonalizacji COSANU moze by¢ synteza nukleozyddéw

modyfikowanych klasterami boru [87]

A YA A
3 5 3
N\ /= N —+—0< O N\ —5— () Nu
Co BF;-Et,0 Co N Co
/37’3\\4 li' Dioksan /7"3\\4 o t /7'\\4 "iy
6:1§I ES—IAVAQ' 6: A} E?A Aw Nu 6 lﬁi_gw

(8-dioksan-1,2-C,BoH ()(1',2'-C,ByH )-3,3'Co (III)

(1,2-C,BoH;),-3,3'-Co (ITI)

[(8-Nu(CH,),0(CH,),0-1,2-C,BgH)][(1',2'-C,BoH)]-3,3'Co (111
COSAN ( (CH;,),0(CH), 2BoH p)]1( 2BoH1y) 1n

(®=CHlub C ®=BH lub B)

Schemat 8. Synteza adduktu COSANU i dioksanu oraz reakcja otwarcia pier§cienia dioksanu
w addukcie w wyniku ataku nukleofila [83].

Zgodnie z mechanizmem FEINS =zachodza takze reakcje przylaczania grup
hydroksylowych do atoméw boru [88]. Grupy hydroksylowe mozna przylaczy¢ poprzez
redukcyjne acetylowanie w $rodowisku kwasnym badz w reakcjach bezposredniego
hydroksylowania COSANU stosujgc wodne roztwory kwasu siarkowego (VI). W zalezno$ci
od zastosowanych warunkow reakcji grupy hydroksylowe przytaczaja si¢ do atomow Bg badz
Bs i Bs> tworzac odpowiednio mono- badz dwupodstawione pochodne COSANU (Schemat 9)
[88].

8-Hydroksy-, oraz 8,8’-dihydorksy-COSAN mozna przeksztalcic w reakcji
z trichlorkiem fosforylu w obecnoéci trietyloaminy w estry pochodnych hydroksylowych
COSANU i kwasu chlorofosforowego (Schemat 10) [89]. W przypadku 8,8’-dihydorksy-
COSANU otrzymuje si¢ pochodne, w ktorych reszta kwasu chlorofosforowego petni funkcje
mostka taczacego oba

ligandy karboranylowe. Utworzone monopodstawione oraz

dwupodstawione pochodne mozna poprzez hydrolize przeksztatci¢ w estry kwasu fosforowego.

56



WSTEP LITERATUROWY

A
60% H,SO, 120 °C, 4,5 h

(CH;C0),0/H,S0, 80 °C, 9h
. 62%

COSAN [8,8'-p-CH,CH(0),<(1,2-C,ByH,),-3-Co]°

50% EtOH/H",
80 °C, 30 min

100%

D
80% H,SO, 120 °C, 4,5h

3
84% 73— OH

(HANTLE

(®=CH Iub C ®=BH lub B)

8,8'-dihydroksy-COSAN

Schemat 9. Synteza 8-hydroksy- i 8,8’-dihydroksy-COSANU. Bezposrednie hydroksylowanie
przy uzyciu 60% kwasu siarkowego (V1) (A), redukcyjne acetylowanie stosujgc mieszanine
kwasu octowego oraz bezwodnika kwasu octowego w obecnosci kwasu siarkowego (VI) (B),
synteza zwitterjonu w reakcji COSAN z bezwodnikiem octowym w warunkach kwasowych
(C), bezposrednie hydroksylowanie przy uzyciu 80% kwasu siarkowego (D) [88].

Ester kwasu chlorofosforowego i 8,8’-dihydroksy-COSANU mozna wykorzystaé¢ by
przylaczy¢ rozne podstawniki organiczne do metalokarboranu o zablokowanej rotacji ligandow
wokot jonu kobaltu. Przyktadem moze by¢ reakcja z dietyloaming, w wyniku ktorej otrzymuje
si¢ pochodng amidofosforanows. (Schemat 10B) [89].
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Schemat 10. Synteza estru 8-hydroksy-COSANU i kwasu fosforowego (A) oraz synteza estrow
8,8’-dihydroksy-COSANU i kwasu fosforowego i jego pochodnych (B) [89].

Obecnos¢ mostkow fosforanowych lub ich pochodnych (chlorofosforanowych
i amidofosforanowych) w 8,8”-dwupodstawionych pochodnych COSANU wymusza przyjecie
przez metalokarboran okre§lonej konformacji, czego konsekwencja jest powstanie
asymetrycznych, chiralnych struktur, w ktorych wzajemne potozenie ligandéw mozna opisac

katem torsyjnym ¢ (Rysunek 12) [89].

Rysunek 12. Widok z gory pary enancjomeréw mostkowych pochodnych cyklicznych estrow
fosforowych 8,8’-dihydroksy-COSANU przedstawionych obok siebie. Zrédlem chiralno$ci
jest wzajemne potozenie ligandow dikarbolidowych opisane katem torsyjnym ¢. Dolny ligand
obrocony o kat +¢ wzgledem gornego liganda zgodnie z ruchem wskazoéwek zegara (A). Dolny
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ligand obrocony o kat -¢ wzgledem gornego liganda przeciwnie do ruchu wskazowek zegara
(B) [89].
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Rysunek 13. Pary enancjomerow mostkowych pochodnych cyklicznych estrow fosforowych
8,8’-dihydroksy-COSANU przedstawione jako wzajemne odbicia lustrzane A, B i C, D oraz
enancjomeréw wynikajacych z chiralnosci atomu fosforu A, C i B, D. Po lewej stronie widok
z boku, po prawej widok z gory.

Co wigcej nachylenie wigzania P=O w kierunku jednego liganda oraz wigzania P-X (X = Cl,
OH, EtoN) w kierunku drugiego moze generowa¢ dodatkowg parg enancjomeréw wynikajaca
z r6znic potozenia wigzan P=0 i P-X wzgledem ligandow karboranylowych i w rezultacie ich
nierdbwnocennos$ci oraz wynikajacej z tego chiralnosci atomu fosforu. (Rysunek 13) [89].
Pochodne 8,8’-dihydroksy-COSANU, ktorego ligandy zwigzano reszta kwasu
chlorosforowego i amidofosforowego badano metodami rentgenografii strukturalnej oraz
elektroforezy kapilarnej, ktore potwierdzily wystepowanie tych zwigzkéw w postaci par
enancjomeréw (Rysunek 13) [89]. Obecnie enancjomeryczne metalokarborany utworzone
poprzez wprowadzenie mostka taczacego atomy boru Bg i Bs: jak i inne asymetryczne klastery
boru mozna wyodrebni¢ przy pomocy wysokosprawnej chromatografii cieczowej HPLC
stosujac chiralne kolumny wypetione ztozem na bazie f-cyklodekstryny [90, 91, 92, 93].
Przyktadem syntezy de novo podstawionych metalokarboranéw na przyktadzie
pochodnych COSANU, poprzez kompleksowanie pochodnych 7,8-dikarba-nido-undekaboranu

jonem kobaltu moze by¢ synteza pochodnych alkilosulfonamidowych bg¢dacych wysoce
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selektywnymi inhibotrami anhydrazy weglanowej [78] (Schemat 11). Koordynacja 7-
sulfonamidoalkilo-7,8-dikarba-nido-undekaboranéow jonem kobaltu powoduje powstawanie
glownie dwupodstawionych pochodnych COSANU wystepujacych w postaci mieszaniny
formy racemicznej, w ktérej podstawniki alkilosulfonamidowe przytaczone zostaly do pozycji
C11 Cp> metalokarboranu oraz formy mezo, gdzie podstawniki wystepuja w pozycjach C11 Cy
kompleksu (Schemat 11A). Metoda ta zostala rowniez zastosowana W sSyntezie
monopodstawionych pochodnych COSANU stosujgc  mieszaning modyfikowanego
i niemodyfikowanego 7,8-dicarba-nido-undekaboranu. Niestety, pomimo zastosowania
alkilosulfonoamidowej pochodnej oraz 7,8-dicarba-nido-undekaboranu w stosunku 2:1 reakcja
nie jest selektywna 1 otrzymuje si¢ mieszaning monopodstawionych pochodnych COSANU
z niemodyfikowanym metalokarboranem. Powstaje takze mata ilos¢ dwupodstawionej
pochodnej COSANU [78].
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Schemat 11. Synteza mono- i dwupodstawionych alkilosulfonoamidowych pochodnych
COSANU. Synteza dwupodstawionej pochodnej z wykorzystaniem 7-sulfonamidoalkilo-7,8-
dicarba-nido-undekaboranu (A) oraz monopodstawionej pochodnej z wykorzystaniem
modyfikowanego i niemodyfikowanego 7,8-dicarba-nido-undekaboranu (B) [78]. i. NaH,
DME, ii. CoCly, iii. Chromatografia RP-HPLC stosujac jako eluent wodny roztwor etanolu albo
metanolu.

Podsumowujac, mozna stwierdzi¢ ze metalokarborany, podobnie jak omowione wyzej

karborany charakteryzujac si¢ szeregiem wiasciwosci niedostepnych dla zwigzkow
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organicznych oferujg wiele unikalnych zastosowan zarowno w dziedzinie chemii materialow
jak 1 w projektowaniu nowych zwigzkéw biologicznie aktywnych. Kluczem do tych
zastosowan, zarowno w przypadku karborandow jaki i metalokarboranéw, jest racjonalnie
zaplanowana synteza ich pochodnych. Szczegdlnym wyzwaniem jest oligofunkcjonalizacja
rozumiana jako przylaczenie do szkieletu klastera wigcej niz dwoch podstawnikow. W tym
konteks$cie chemia metalokarboranow stanowi podobne cho¢ rownocze$nie znacznie wigksze
wyzwanie niz chemia karboranow. Wynika to z faktu bardziej ztozonej budowy
metalokarboranow niz karboranow i obecnosci dwoch ligandow karboranylowych podatnych
na niezalezne do pewnego stopnia modyfikacje jak réwniez dynamicznych wilasciwosci
metalokarboranéw wynikajacych z mozliwosci rotacji ligandow karboranylowych wokot
centralnie koordynowanego jonu metalu. Dodatkowym, utrudniajagcym niekiedy otrzymanie
pozadanych pochodnych metalokarboranow lecz rownoczesnie fascynujacym zjawiskiem, jest
unikalna stereochemia metalokarboranow.

Wigkszo$¢ chemikow ogranicza si¢ do syntezy mono- lub dwupodstawionych
pochodnych metalokarboranow. W tego typu potaczeniach problemy zwigzane ze stereochemia
sa slabiej zaznaczone, dopiero przylaczanie do atoméw boru i wegla wigkszej liczby
podstawnikéw, jak w przypadku badanej przeze mnie oligofunkcjonalizacji uwidacznia sig¢
skomplikowane zagadnienia stereochemii metalokarboranéw w pelniejszym $wietle. Wynika
to z powstawania mniej lub bardziej skomplikowanych mieszanin diastereomerow W procesie
syntezy. Korzystanie z takich mieszanin moze nie stanowi¢ przeszkody w wielu
zastosowaniach. Nie mniej, korzystanie z pochodnych metalokarboranéw w postaci w miare
mozliwosci diastereomerycznie czystej wydaje si¢ uzasadnione. Przyktadem moze by¢ opisane
przez nas w przygotowywanej do druku pracy dotyczacej wykorzystania
oligofuncjonalizowanego COSANU jako platformy dla antysensowych DNA-
oligonukleotydow i konstrukcji biologicznie aktywnych nanoczasteczek [101]. Wyniki tych

badan opisane sg w koncowej czesci rozdziatlu Badania Wiasne niniejszej pracy.
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2. OMOWIENIE BADAN STANOWIACYCH PODSTAWE PRACY
DOKTORSKIEJ.

W ramach pracy doktorskiej realizowanej w Pracowni Chemii Medycznej Instytutu
Biologii Medycznej Polskiej Akademii Nauk pod kierunkiem Profesora Zbigniewa
Lesnikowskiego prowadzitem badania majace na celu opracowanie i optymalizacje metod
oligofunkcjonalizacji 1,2-dikarba-closo-dodekaboranu (orto-karboranu, C2B1oH12) (6) [9] oraz
opracowanie metod oligofunkcjonalizacji metalokarboranéw na przyktadzie metalokarboranu
zawierajacego  kobalt, bis(1,2-dikarba-closo-dodekaborano)-commo-3,3’-kobaltanu  (111)
(COSAN) (13) [94]. Owocem tych prac bylo poszerzenie wiedzy w zakresie mato dotychczas
rozpoznanej chemii oligofunkcjonalizacji klasterow boru i opracowanie szeregu uzytecznych
metod syntezy tych potaczen. Otrzymane oligofunkcjonalizowane klastery boru zostaty
nastepnie wykorzystane do syntezy kompozytow klasteréw boru i antysensowych DNA-
oligonukleotydow stanowigcych bloki budulcowe nowego typu nanoczastek, no$nikow
terapeutycznych kwaséw nukleinowych [9, 95, 101]. Przylaczanie DNA-oligomeréw do
klasteréw boru zrealizowane zostalo w ramach wspotpracy z Pracownig Terapeutycznych
Kwasow Nukleinowych kierowana przez Profesor Barbar¢ Nawrot (Centrum Badan
Molekularnych i Makromolekularnych CBMiM), konsorcjanta w realizacji projektu Symfonia
3 (grant 015/16/W/ST5/00413). W ramach projektu Symfonia 3 kierowanego przez Profesora
Les$nikowskiego otrzymatem cztery nowe typy oligofunkcjonalizowanych klasteréw boru 1, 2,
31 4 (Rysunek 14) z ktorych dwa 1 i 2 zostaly wykorzystane dotychczas do otrzymania
generacji I (ze zwigzku 1) [9] 1 III (ze zwigzku 2) [101] nanoczastek (Tabela 13) no$nikow
terapeutycznych kwasow nukleinowych stanowigc istotne rozwinigcie wezesniejszych badan
prowadzonych w naszej Pracowni, zakonczonych opracowaniem metody otrzymywania
nanoczastek | generacji [95].

Pierwsza generacja nanoczastek zostala skonstruowana na bazie orto-karboranu, jako
jednostki centralnej 1 posiada zdolno$¢ wyciszania ekspresji receptora nabtonkowego czynnika
wzrostu (EGFR) [95], druga generacja powstata rowniez na bazie orto-karboranu (6), jednak
funkcjonalizowanego w inny sposéb niz w pierwszym przypadku i posiada zdolno$é
réwnoczesnego wyciszania dwoch onkogendow, EGFR i protoonkogenu komoérkowego (c-
MYC) [9]. Trzecia generacja posiada, jak w przypadku pierwszej generacji zdolno$é
wyciszania jednego genu, EGFR, jednak zbudowana zostala na bazie metalokarboranu

zawierajacego kobalt, COSANU, jako jednostki centralnej.
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Rysunek 14. Oligofunkcjonalizowane Klastery boru zaprojektowane i otrzymane jako
platformy dla DNA-oligonukleotydow, blokow budulcowych nanoczastek. Wykorzystane
dotychczas do syntezy nanoczastek, kompozytow klasteréw boru i DNA-oligonukleotydéw to
zwigzki: 1 (11 generacja) oraz 2 (I11 generacja).

Proces otrzymywania funkcjonalnych nanoczastek, kompozytéw DNA 1 klastera boru

niezaleznie od generacji mozna podzieli¢ na 4 etapy:

1) Funkcjonalizacja klasteréw boru jako platform dla DNA-oligomerdow, np. takich
jak antysensowe oligonukleotydy

2) Synteza blokéw budulcowych nanoczastek, kompozytow klasterow boru
i antysensowych DNA-oligonukleotydow poprzez przytaczenie DNA-oligomeru
do funkcjonalizowanego klastera boru

3) Konstrukcja nanoczastek na drodze sktadania blokéw budulcowych taczacych sie
ze soba dzigki komplementarnos$ci przytaczonych DNA-oligomerow zgodnie z
zasadg powinowactwa zasad nukleinowych Watsona-Cricka

4) Badania wtasciwosci fizykochemicznych i aktywnos$ci biologicznej uzyskanych

nanoczastek
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Tabela 13. Oligofunkcjonalizowane klastery boru i otrzymane z ich wykorzystaniem bloki
budulcowe nanoczastek I, Il i III generacji.

Oligo-
funkcjonalizowane

klastery boru

Bloki budulcowe nanoczastek

Generacja
nanoczgstek

[0 JakN
0-3'-(AGCC CGA GAC CTC CTT TTC TTT)d-5'
anti-EGFR

P
0° 0-3'-(AGCC CGA GAC CTC CTT TTC TTT)-5'
anti-EGFR

v
o7 \()-3'-(1\(;(7(5 CGA GACCTCCTT TTC TTT)d-5'
anti-EGFR
5'-d(GAG GAA AAG AAA -3

3'-d(TTG CAA CTC CCC GTA AAA GAA AAG GAG)-5'

5
/\/\ &
0\\1,/0 \
5"-d(TCG GGC TCT GGA GGA AAA GAAA)-3-07 OH
EGFR Ho_ O
5-d(TCG GGC TCT GGA GGA AAA GAAA)-3'-07 \\o
EGFR
)
3‘-Um;\m(‘,m—0~p/i
HO
DN /\/\ OTr
HO A \\\ /\/\0 0
(2 ) ¢| \p?
\\_// \ HO \0—3'-(AGC(T CGA GACCTC CTT TTC TTT)d-5'
— P i-]
\I// \/\/OTr oo anti-EGFR 1

N
Sz,

/_\/\|

A

0\ \/\@ L d /_\_ p-0—3 -UmAmCnyj

/OH

5-d(TCG GGC TCT GGA GGA AAA GAAA)-3'-O
0

EGFR

\\l// 3'-Um\m(‘m—07P 4 \/ \ 0
HO
2 Co HO” \()3(A(((L(A(A(Ll((,llll(lll)d<
anti-EGFR
_—
VAN
|/ ) OH
\N\-// N
?\IV 07 0-3'-(AGCC CGA GAC CTC CTT TTC TTT),
anti-EGFR

Vi OTr
HO o
o< \ a 5'-d(TCG GGC TCT GGA GGA AAA GAAA)-3" 0
Co EGFR
OTr
AN //l\\ i

64




OMOWIENIE BADAN STANOWIACYCH PODSTAWE PRACY DOKTORSKIEJ

A

UnAnCm-ON o9

\
HO" D 5'-d(GAG GAA AAG AAA AAC GTT GAG GGG CAT)-3"

EY

0-3'-d(AGCC CGA GAC CTC CTTTTC TTT)-5' 3'-d(TTG CAA CTC CCC GTA AAA GAA

AAG GAG)-5'
UpnAmCm-O~./2 )

R, -d(AGCC CGA GAC CTC CTT TTC TTT) o
HO' ) % _0-CrAnUp,
anti-EGFR AN
0 “oH
anti-c-Myc
5.d(GAG GAA AAG AAA AAC GTT GAG GGG CAT)-3'
0-d(AGCC CGA GAC CTC CTT TTC TTT) d(TTG CAA CTC CCC GTA AAA GAA AAG GAG)
(TTT CTT TTC CTC CAG AGC CCGA)d-O'
-d(AGCC CGA GAC CTC CTT TTC TTT)
Anti-EGFR l l (TTT CTT TTC CTC CAG AGC CCGA)d-

Rysunek 15. Schematyczne przedstawienie tworzenia si¢ nanoczastek drugiej generacji (A),
przedstawionych na zdjeciach z kriomikroskopiii elektronowej (cryo-TEM) (B i C).
Nanoczastki powstaja w wyniku tworzenia struktur dwuniciowych DNA migdzy blokami
budulcowymi, kompozytami klasterow boru i antysensowych DNA-oligonukleotydow
I dwuniciowymi tagcznikami utworzonymi z DNA-oligonukleotydow [9].

Moim zadaniem w ramach badan opisanych w niniejszej pracy doktorskiej byto stworzenie
podstaw chemicznych umozliwiajacych otrzymywanie, zaprojektowanych jako jeden z celow
projektu Symfonia 3, nanoczgstek, nosnikow terapeutycznych kwaséw nukleinowych. Cele te
byly rowniez podstawa Indywidualnego Planu Badawczego w Szkole Doktorskiej
BioMedChem. Zadanie to zostato zrealizowane w wyniku wieloletnich badan i umozliwito
opracowanie uzytecznych w praktyce metod oligofunkcjonalizacji zaréwno orto-karboranu (6)
jak i jego kompleksu z metalem, metalokarboranu zawierajgcego kobalt (13).

Nalezy podkresli¢, ze klastery boru, w porownaniu do zwigzkdéw organicznych, szczegdlnie

dobrze nadajg si¢ do wykorzystania jako sztywne, trojwymiarowe platformy, do ktorych
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mozliwe jest przylaczenie w sposob przestrzennie uorganizowany tancuchow DNA (jak

réwniez podstawnikow niskoczasteczkowych) dzigki takim wtasciwosciom jak:

a) wysoka stabilno$¢ chemiczna klasterow boru, zar6wno karboranéw jak
I metalokarboranow, a jednocze$nie podatno$¢ na modyfikacje, w tym
oligofunkcjonalizacje

b) mozliwos¢ funkcjonalizacji w trzech wymiarach, dzigki ktorej przytaczajac podstawniki
w réznych pozycjach tego samego klastera karboranylowego, lub tez wykorzystujac
rozne izomery, Orto-, meta- lub para- karboranow uzyskuje si¢ dostgp do wielu
mozliwych aranzacji przestrzennych przytaczanych ligandéw

c) wysoka lipofilowosc¢ klasterow boru, co jest korzystne dla zwigkszenia transportu przez
btony komoérkowe w przypadku zastosowan biologicznych

d) w przypadku wykorzystania metalokarboranow jako jednostki centralnej do
przytaczania DNA-oligomerdw uzyskuje si¢ nie tylko platform¢ o innej topologii niz w
przypadku karborandéw, ale takze mozliwo$¢ wprowadzania do nanoczastek
wlasciwos$ci zwigzanych z wiasciwosciami koordynowanego metalu, np. aktywnosci

redoks, co moze by¢ pozadane w przypadku niektdrych zastosowan

Prowadzone przez nas badania opisane w pracy doktorskiej i opublikowane dotychczas

wyniki stanowig zaledwie poczatek tego fascynujacego obszaru chemii [9, 94].

2.1. Oligofunkcjonalizacja 1,2-dikarba-closo-dodekaboranu (C2B1oH12) (6). Opracowanie
metody syntezy syntonéw do otrzymywania kompozytéw DNA i klasteréw boru jako
blokow budulcowych nanoczastek drugiej generacji.

2.1.1. Funkcjonalizacja 1,2-dikarba-closo-dodekaboranu (6) na atomach boru Bg i B12

klastera. Synteza 9,12-bis(3-O-trytyloksyprop-1-ylo)-1,2-dikarba-closo-
dodekaboranu (11).

W pierwszym etapie realizacji projektu przedstawionego w Indywidualnym Planie
Badawczym byla oligofunkcjonalizacja orto-karboranu (6). Celem zadania byta synteza
odpowiednio podstawionej karboranowej pochodnej umozliwiajacej przytaczenie do klastera
boru antysensowych DNA-oligonukleotydow i wykorzystanie otrzymanych w ten sposob
blokow budulcowych do otrzymywania funkcjonalnych nanoczastek drugiej generacji
(Tabela 13 i Rysunek 15) [9]. W celu otrzymania oligofunkcjonalizowanego orto-karboranu
1 zdecydowalem si¢ na modyfikacje metody stosowanej do otrzymywania karboranowej

pochodnej 5 (Tabela 13) wykorzystanej do otrzymania pierwszej generacji nanokonstruktow
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opracowanych w Pracowni Chemii Medycznej wczesniej [95, 96]. Zachowalem podstawnik 3-
O-trytyloksypropylowy w pozycji Be i Bi» klastera optymalizujac jednak metodg jego
przytaczania do niepodstawionego orto-karboranu, natomiast na podstawie przeprowadzonych
badan funkcjonalizacji orto-karboranu na atomach wegla grup C-H, podstawionego wczesniej
na atomach boru By i B12 zmienitem podstawnik hydroksyalkilowy przytaczony do atomu wegla
C1 lub C,. Wykorzystujac dane literaturowe na temat wptywu podstawnikéw na reaktywnosc¢
klasterow boru opisanych we wstepie literaturowym niniejszej pracy, znanych metod
przytaczania podstawnikéw hydroksyalkilowych do niepodstawionego orto-karboranu, oraz
wlasne doswiadczenia wybralem podstawnik hydroksymetylowy otrzymujac  1-
hydroksymetylo-9,12-bis(3-O-trytyloksyprop-1-ylo)-1,2-dikarba-closo-dodekaboran 1)
(Schemat 13) jako platforme¢ do przytaczania w nastepnych etapach DNA-oligonukleotydow.
Zsyntezowana przeze mnie pochodna spelnia wymagane wilasciwosci chemiczne i Kryteria
strukturalne takiej platformy i dzigki temu zostata z powodzeniem wykorzystana do otrzymania

kompozytow klasterow boru i DNA-oligonukleotydow Il generacji [9].

A

( i.2eql . :
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ultradzwieki, h
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Schemat 12. Synteza 9,12-bis(3-O-trytyloksyprop-1-ylo)-1,2-dikarba-closo-dodekaboranu
(11) (A) oraz odczynnika Grignarda, pochodnej 3-trytyloksy-1-bromopropanu (10) (B).

Badania rozpoczagtem od otrzymania zwigzkow 9,12-dijodo-1,2-dikarba-closo-
dodekaboranu (7) oraz 3-O-trytyloksy-1-bromopropanu (9) opisanych w literaturze [97, 98],
wyjsciowych komponentéw do syntezy zwigzku 11 (Schemat 12). Pierwszym etapem byto
przytaczenie do atomow boru By i B2 orto-karboranu atomow jodu. 9,12-Dijodo-1,2-dikarba-
closo-dodekarboran (7) otrzymatem w reakcji orto-karboranu (6) z jodem (l2), w lodowatym
kwasie octowym dodajgc mieszaning stezonych kwasow siarkowego (VI) (H2SOs4) oraz
azotowego (V) (HNOs3) w temperaturze 80 °C [97]. Szerzej problemy zwigzane

z selektywnos$cig podstawienia na atomach boru, w tym reakcja jodowania orto-karboranu
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I tendencjag do tworzenia si¢ pochodnych wielopodstawionych opisane sag w czesci
literaturowej.

Reakcje blokowania grupy hydroksylowej dostepnego komercyjnie 3-bromopropan-1-
olu (8) grupg trytylowa przeprowadzilem jak opisano w literaturze [98]. Nieco szerszego
omoéwienia wymaga kwestia zastosowania grupy trytylowej jako grupy ochronnej funkcji
hydroksylowej zwiazku 9 i w konsekwencji zwigzku 11. Ochronna grupa trytylowa usuwana
jest w procesie przytaczania DNA-oligomeréw do oligofunkcjonalizowanych klasteréw boru
w procesie automatycznej syntezy DNA na fazie stalej metoda amidofosforynowa,
w warunkach kwasowych [99]. W automatycznej syntezie oligonukleotydéw jako grupy
ochronnej grup hydroksylowych stosuje si¢ standardowo znacznie bardziej kwasolabilng grupe
dimetoksytrytylowa (DMTr). Okazalo si¢ jednak, ze grupa DMTr przytaczona do pochodnych
Klastera boru jest niestabilna ulegajac usunigciu ze wzglgdu na whasciwosci klasteréw boru jako
kwasoéw Lewisa. Zastgpienie grupy DMTr grupg Tr rozwigzuje ten problem, rownoczes$nie, jak
si¢ okazato, nie wymagajac zmiany warunkéw i1 protokotu detrytylowania w procesie
chemicznej syntezy oligonukleotydow.

Kolejnym etapem syntezy bylo przylaczenie podstawnikow trytyloksyalkilowych do
atomow boru By | B12 poprzez utworzenie wigzania bor-wegiel w reakcji sprzggania Kumady
9,12-dijodo-1,2-dikarba-closo-dodekarboranu (7) z odczynnikiem Grignarda, bromkiem 3-O-
(trytyloksy)propylomagnezowym (10) [95]. Odczynnik Grignarda 10 zostat przygotowany in
situ w reakcji zwigzku 9 z magnezem stosujgc jako rozpuszczalnik bezwodny, nasycony
argonem tetrahydrofuran (THF). Mimo iz reakcja Grignarda stosowana jest w chemii
organicznej od prawie 150 lat, synteza odczynnika Grignarda nie zawsze jest tatwa, szczegdlnie
w przypadku syntez prowadzonych na matg skale i w duzym stopniu zalezy od jakosci
magnezu, stosowanych rozpuszczalnikéw i zachowania bezwzglednie bezwodnych warunkow
reakcji dlatego tez wszystkie procedury przeprowadzatem w atmosferze argonu. Reakcje
syntezy zwigzku Grignarda 10 prowadzitem przez 4 h od momentu uzyskania ciemno-
wisniowego koloru mieszaniny reakcyjnej (Zdjecie 1), ta organoleptyczna cecha gwarantowata
zazwyczaj powodzenie nastgpnego etapu syntezy z udziatem pochodne;j klastera boru 7.

Reakcje sprzegania Kumady zwigzkéow 7 z 10 przeprowadzilem przy uzyciu
katalizatora, kompleksu tetrakis(trifenylofosfino)palladu(0) [P(Phs)sPd] stosujac jako
rozpuszczalnik bezwodny, nasycony argonem THF. Po standardowej obrdbce mieszaniny
reakcyjnej surowy produkt oczyscitem za pomoca chromatografii kolumnowej stosujac jako

eluent gradient Et2O w heksanie. Zwiagzek 11 otrzymatem z wydajnoscia 40 % po oczyszczeniu
[3].

68



OMOWIENIE BADAN STANOWIACYCH PODSTAWE PRACY DOKTORSKIEJ

Zdjecie 1. Synteza odczynnika Grignarda, pochodnej 3-trytyloksy-1-bromopropanu (10) (A).
Sprzeganie ~ Kumady, synteza  9,12-bis(3-O-trytyloksyprop-1-ylo)-1,2-dikarba-closo-
dodekaboranu (11) (B).

2.1.2. Wprowadzenie podstawnika hydroksymetylowego w pozycje Ci lub C2 klastera,
funkcjonalizowanego na atomach boru By i Bi2. Synteza 1-hydroksymetylo-9,12-

bis(3-O-trytyloksyprop-1-ylo)-1,2-dikarba-closo-dodekaboranu (1).

Na potrzeby syntezy pierwszej generacji kompozytéw klasterow boru 1 DNA-
oligonukleotydow do zwiazku 11 przytaczano podstawnik hydroksyetylowy stosujac n-BuLi
do aktywacji grupy C-H klastera oraz gazowy tlenek etylenu. Ze wzgledu na ograniczong
dostepnos¢ handlowa gazowego tlenku etylenu, zmienng jako$¢ réznych partii odczynnika,
koszt oraz jego trwatos¢ zdecydowalem si¢ na zmiane tlenku etylenu na tatwiejszy w uzyciu
paraformaldehyd pozwalajacy na przylaczenie do atomoéw wegla grup C-H podstawnika
hydroksymetylowego (Schemat 13).

OTr  p-formaldehyd, OTr OTr
+
\ / HO
OTr  THF, RT, argon, OTr OTr

(®=CH1ub C ®=BH Iub B)

Schemat 13. Synteza 1-hydroksymetylo-9,12-bis(3-O-trytyloksyprop-1-ylo)-1,2-dikarba-
closo-dodekaboranu (1) oraz 1,2-dihydroksymetylo-9,12-bis(3-O-trytyloksyprop-1-ylo)-1,2-
dikarba-closo-dodekaboranu (12).
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Zazwyczaj do aktywacji grup C-H klastera stosuje si¢ silng zasade n-BuLi, co zwigksza
prawdopodobienstwo powstawania produktow podstawionych na obu atomach wegla C1 1 Co.
Poniewaz w tym przypadku pozadanym w dalszych etapach syntezy produktem
oligofunkcjonalizacji jest produkt posiadajacy dwa podstawniki na atomach boru i jeden
podstawnik na atomie wegla, zdecydowalem si¢ zastosowaé stabszy odczynnik aktywujacy
zwigkszajacy szans¢ na powstanie w przewadze produktu monopodstawionego na atomie
wegla. W tym celu zaadaptowatem metodg opisang w literaturze dla reakcji paraformaldehydu
z niepodstawionym orto-karboranem przy uzyciu jako zasady aktywujacej grupe C-H fluorek
tetrabutyloamonowy (TBAF) zamiast n-BuLi [100]. Obserwowatem powstawanie produktow
mono- oraz dwupodstawionych w stosunku okoto 1 do 1, co jest charakterystyczne dla reakcji
funkcjonalizacji atomoéw wegla orto-karboranu. Po standardowej obrobce mieszaniny
reakcyjnej 1 oczyszczeniu produktu za pomoca chromatografii kolumnowej otrzymatem
pochodng monopodstawiong 1 w niewielkim nadmiarze w stosunku do pochodnej
dwupodstawionej 12 z wydajnosciami odpowiednio: 38% i 31% co uznalem za wynik

zadowalajacy.

2.1.3. Porownanie widm 'H i 1'B{*H}-NMR oligofunkcjonalizowanych pochodnych 1,2-
dikarba-closo-dodekaboranu (6), zwiazkow 1, 11, 12. Wplyw wprowadzonych

podstawnikow na kwasowos$¢ grup C-H mierzony zmiana przesuni¢cia chemicznego.

Poszczegdlne atomy wodoru w strukturach pochodnych 1, 11, 12 oznaczytem numerami
od 1 do 18. Sygnatom na widmach H-NMR przypisatem odpowiedni numer odpowiadajacy
numerowi atomu wodoru w strukturze zwigzku (Rysunek 17). Sygnaty 16 i 16’ o przesunigciu
chemicznym od 7,45 do 7,23 ppm wystepujace we wszystkich widmach, w zakresie wyzszych
czestotliwosci pola magnetycznego odpowiadajg protonom aromatycznych grup trytylowych.
Na widmach zwigzkéw 11 12 w wyniku przytgczenia grup hydroksymetylowych do atomow
wegla klastera C1 lub C1 i Cz pojawiajag si¢ tryplety 18 1 18’ przy odpowiednio 5,35 ppm (dla
zwiazku 1) 1 5,24 ppm (dla zwiagzku 12) pochodzace od atoméw wodoru grup hydroksylowych.
Sygnaty 1 1 2 w postaci szerokich singletow o przesunieciach chemicznych 4,33 ppm i 4,43
ppm wystepujace na widmach zwigzkéw 1 i 11 odpowiadajg atomom wodoru grup C-H
klastera. Mozna zauwazy¢, ze wprowadzenie jednego podstawnika hydroksymetylowego
powoduje wzrost przesunigcia chemicznego atomu wodoru grupy C-H co zwigzane jest z jego
stabszym ekranowaniem i wzrostem kwasowosci. Warto takze podkreslic uzytecznos¢
sygnalow grup C-H jako sygnatow diagnostycznych pozwalajacych $ledzi¢ za pomoca ‘H-

NMR stopien podstawienia na atomach wegla jak rowniez stosunek produktéow mono-
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I dwupodstawienia w procesie oligofunkcjonalizacji karboranéw co nie zawsze jest tatwo
osiggalne za pomocg TLC. Dublety 17 i 17’ przy odpowiednio 4,14 ppm i 4,27 ppm, naleza do
grup metylenowych podstawnikow hydroksymetylowych zwigzkow 1 i 12. Tryplety 151 15’
pojawiajace si¢ na wszystkich przedstawionych widmach przy okoto 3,01 ppm odpowiadaja
grupom metylenowym potaczonym z grupami trytyloksylowymi. Pasmo sygnatéw w zakresie
od 2,8 ppm do 1,8 ppm, oznaczone numerami 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 11 odpowiada atomom wodoru
grup B-H klastera. Kwintety 14 i 14’ obserwowane na wszystkich przedstawionych widmach
przy 1,6 ppm odpowiadajg grupom metylenowym B-CH2-CH2-CH>-OTr. Tryplety 13 i 13’
wystepujace na przedstawionych widmach przy 0,66 ppm odpowiadaja grupom metylenowym

przytaczonym do atoméw Bg i B1» klastera.
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Rysunek 17. Widma *H-NMR (600 MHz, aceton-d6) zwiazkéw 1, 11, 12.

Interpretacji widm ''B{'H}-NMR dla zwigzkéw 1, 7, 11, 12 (Rysunek 18) dokonatem
wykorzystujgc dane literaturowe dla pochodnych 7 1 11 [65] oraz analizujgc integracje
sygnatow, co umozliwia okreslenie stosunku ilo§ciowego atomow boru Bo/12, Bg/10, Bass/7/11 B3se
w klasterze wzgledem siebie. Przylaczenie atomoéw jodu w pozycje Bo i B2 klastera powoduje
wystepowanie sygnatow Bo 1 Bio przy -14,97 ppm. Dla poréwnania sygnaly dla tych atomow
boru w niepodstawionym orfo-karboranie, w deuterowanym acetonie znajdujg si¢ przy okoto -

1 ppm [65].
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Rysunek 18. Widma B{*H}-NMR (193 MHz, aceton-d6) zwigzkow 1, 7, 11, 12.

Zastgpienie atomow jodu podstawnikami trytyloksyalkilowymi spowodowato znaczaca
zmian¢ przesuni¢cia chemicznego sygnatow Bo 1 Bi2 do 7,92 ppm co spowodowane jest
efektem elektronoakceptorowym podstawnika trytyloksypropylowego, a w konsekwencji
zmiang gestosci elektronowej atoméw boru Bo 1 Bi2. Zmianie ulegly réwniez przesunigcia
sygnatéw atomow boru Bg i Bio, bezposrednio sgsiadujacych z grupami B-I z -6,25 do —8,84
ppm. Zmianie, cho¢ w mniejszym stopniu ulegly takze przesunigcia sygnatow
odpowiadajacych atomom boru B4 1 B11, takze sgsiadujagcym z grupami B-I, z -12,79 ppm do -
14,15 ppm. Po wprowadzeniu podstawnika trytyloksyalkilowego w pozycje By 1 Bi2 sygnaty
odpowiadajace atomom boru B3 i Be oraz B4, Bs, B7, Bi1 naktadajg si¢ na siebie. Wart
zauwazenia jest efekt wprowadzenia podstawnika hydroksymetylowego w pozycije Ci (lub C»)
zwiagzku 11 co powoduje zlamanie symetrii czasteczki 1 rozszczepienie sygnatoéw atomow boru
By 1 Bi2. Dodatkowo widzimy oddzielenie si¢ sygnatow atomow boru B3 i Bs od B, Bs, B7,
B11. Wprowadzenie kolejnego podstawnika na drugi atom wegla przywraca réwnocenno$é
atomoéw Bo 1 Bi2 tym samym powodujac z powrotem obserwowany dla nich wcze$niej jeden
sygnatl. Dla zwigzku 12 sygnaly od pozostatych atoméw boru naktadajg sig.

Konkludujac, widma !B-NMR oligofunkcjonalizowanych orto-karboranéw, nawet
W wiekszym stopniu niz widma H-NMR ilustruja wielokrotnie podkreslang w tej pracy
ztozong zalezno$¢ wpltywu podstawienia na jednym z atomoéw klastera, zarbwno boru jak

i wegla na rozktad gestosci elektronowych na wszystkich pozostalych atomach klastera
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I W zwigzku z tym zmiang ich wlasciwosci w stosunku do stanu przed podstawieniem. Co
wiecej podstawienia na kolejnych atomach w procesie oligofunkcjonalizacji klastera maja takze
istotny wpltyw na stereochemie czasteczki co dobrze ilustruje omowione wyzej porownanie
w tym aspekcie zwigzkow 1, 11 i 12. Oba zjawiska maja z kolei wplyw zaréwno na
opracowywane metody oligofunkcjonalizacji jak 1 na whasciwos$ci oligofunkcjonalizowanych
pochodnych klasterow i ich wykorzystanie w praktyce. Ztozono$¢ tych proceséw i zaleznosci
jest nawet jeszcze wigksza w przypadku metalokarboranéw. Wyniki moich badan bedace

przyczynkiem do ich poznania sg przedmiotem opisu i analizy w nastgpnym rozdziale niniejsze;j
pracy.

2.2. Oligofunkcjonalizacja bis(1,2-dikarba-closo-dodekaborano)-commo-3,3’-kobaltanu
(I11) (13). Opracowanie metody syntezy syntonéw do otrzymywania kompozytow

DNA i klasteréw boru jako blokéw budulcowych nanoczastek trzeciej generacji.

Kolejnym zadaniem realizowanego przeze mnie Indywidualnego Planu Badawczego
byta oligofunkcjonalizacja metalokarboranu w celu wykorzystania tego typu kompleksow,
analogicznie do omowionego wczesniej orto-karboranu, jako platform do przytaczania DNA-
oligonukleotyddéw. Roznice wlasciwosci 1 ksztattu, a co za tym idzie takze stereochemii miedzy
karboranami (ksztatt kulisty) 1 metalokarboranami (ksztalt elipsoidalny) pozwolity na
otrzymanie kolejnej, trzeciej generacji nanoczastek zbudowanych z klasterow boru i DNA-
oligomerow (Tabela 13) [101]. W badaniach prowadzonych na tym etapie wykorzystatem
bis(1,2-dikarba-closo-dodekaborano)-commo-3,3’-kobaltan (I11) [kobalt bis(1,2-dikarbolid),
COSAN] (13), metalokarboran zawierajacy kobalt. Cho¢ rodzina metalokarboranow typu
metal-bis(1,2-dikarbolid) jest bardzo liczna i obejmuje miedzy innymi kompleksy Zelaza,
chromu, niklu i wielu innych metali, to COSAN jest metalokarboranem najlepiej przebadanym,
fatwo dostepnym 1 dlatego najczesciej wykorzystywanym w badaniach nad metalokarboranami
[83]. Metody oligofunkcjonalizacji ktore zostaly przeze mnie opracowane pozwalaja na

wprowadzenie trzech lub czterech podstawnikéw w strukture COSANU w dwoéch wariantach:

a) funkcjonalizacja poprzez przytagczenie dwoch podstawnikow trytyloksyalkilowych
(Schemat 14, Schemat 19) lub tert-butylodimetylosililoksyalkilowych (Schemat 14)
do atomow boru Bg i Bg’ a nastgpnie przylaczenie podstawnika hydroksyalkilowego do
jednego z atomow wegla COSANU o niezahamowanej (Schemat 16) lub zahamowanej

(Schemat 20) rotacji ligandéw karboranylowych wokoét jonu kobaltu
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b) przytaczenie dwoch podstawnikow trytyloksyalkilowych do atomow wegla C1 i Cr
I podstawnika hydroksyeterowego do atomu Bg lub Bg: COSAN (Schemat 21).

W odréznieniu od oligofunkcjonalizacji orto-karboranu, wprowadzenie podstawnikow w rdzne
pozycje kazdego z ligandow karboranylowych COSANU sprawia, ze podstawniki znajduja si¢
w wiekszej odleglosci od siebie, powodujac rownoczesnie zwickszenie odleglosci pomigdzy
przytagczanymi tancuchami DNA oraz ich odleglosci od miejsca odpowiadajgcego za
przytaczenie do statego ztoza LCA-CPG (ang.: long chain alkylamine controlled pore glass)
stosowanego w automatycznej syntezie oligonukleotydow. Moze to mie¢ wptyw na polepszenie
parametréw automatycznej syntezy oligonukleotydow na klasterze boru w nastepnych etapach.
Nieuchronnie prowadzi to réwniez do powstawania blokéw budulcowych nanoczastek,
kompozytow metalokarboranu i DNA-oligonukleotydow 0 odmiennej stereochemii
I wlasciwos$ciach niz w przypadku blokow budulcowych tworzonych na bazie orto-karboranu.
Dodatkowo rotacja ligandow wokot metalu metalokarboranu badz jej brak rowniez wptywa na
swobodg¢ uktadania si¢ przylaczonych tancuchow DNA w przestrzeni co moze powodowac
zmiany w dynamice powstawania nanoczgstek, zmiany topologii uzyskanych struktur

I w konsekwencji ich wiasciwosci.

2.2.1. Funkcjonalizacja na atomach boru Bs i Bs poprzez alkilowanie grup
hydroksylowych w 8,8’-dihydroksy-bis(1,2-dikarbolido)-3-kobaltanie (111) (14).

4‘? = Cs* Zlk' [l-lNth}]Jr - I(C]'ls)zN(Rz)z]+ - [(Cﬂs)zN(Rz)zrr
7 \\ 7 \\ ; E y € ; E y
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\// \//—OH 1. NaH /—OAH' /—OM
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Argon, 140 °C, ZZI! DMEF, 60 lub 80 °C, argo’n + Rro
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Schemat 14. Alkilowanie 8,8’-dihydroksy-COSANU (14) odczynnikami alkilujacymi
zawierajacymi grupe tosylowa lub brom jako grupe odchodzacg oraz grupe trytylowa lub tert-
butylodimetylosililowg jako grupy ochronne funkcji hydroksylowych: TsO(CHz2)4OTr (15) lub
Br(CH2)sOTBDMS (16).

Badania nad oligofunkcjonalizacja COSANU rozpoczatem od literaturowej metody
syntezy 8,8’-dihydroksy-pochodnej COSANU (14) [88]. Zwiazek 14 otrzymatem w reakcji soli
cezowej COSANU z 80% kwasem siarkowym (H2SO4). 8,8’-Dihydroksy-COSAN (14)
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otrzymalem w postaci soli trietyloamoniowej [HNEts]" poprzez rozpuszczenie surowego
produktu w jak najmniejszej ilosci etanolu, dodajac nastepnie chlorowodorek trietyloaminy
rozpuszczony w 50% mieszaninie wody i etanolu. Wydajno$¢ zwigzku 14 po oczyszczeniu
metoda chromatografii kolumnowej wyniosta 85%.

Kolejnym etapem byto alkilowanie 8,8’dihydroksy-COSANU na atomach tlenu grup
hydroksylowych w reakcji z 4-O-(trytyloksybutylo)-p-toluenosulfonianem (15) badz 3-O-(tert-
butylodimetylosililoksy)-1-bromopropanem (16) r6znigcymi si¢ grupa odchodzacg przy atomie
wegla tancucha alkilowego (grupa tosylowa lub brom) oraz grupa ochronng grupy
hydroksylowej (grupa trytylowa badz tert-butylodimetylosililowa, TBDMS). Do aktywacji
grup hydroksylowych 8,8’di-hydroksy-COSANU zastosowatem wodorek sodu (NaH).
Zwiazek 14 rozpuscitem w niewielkiej iloSci bezwodnego dimetoksyetanu (DME), po czym
dodatem do rownomolowej ilosci NaH (60% dyspersja w parafinie). Mieszaning pozostawitem
na 2 godziny. Po tym czasie rozpuszczalnik w sposob ostrozny, z mieszaniem odparowatem na
linii prozniowej. Celem tej operacji bylo wykorzystanie NaH do zwigzania protonu przeciw
jonu [HNEts]", a nastepnie pozbycie si¢ trietyloaminy poprzez jej odparowanie wraz
zrozpuszczalnikiem. Wytragcony zwigzek 14 w postaci soli sodowej rozpuscitem
w bezwodnym dimetyloformamidzie (DMF), grupy hydroksylowe aktywowatem za pomoca
NaH po czym dodatem odczynnik alkilujgcy 15 lub 16 rozpuszczony w bezwodnym DMF.
Niezaleznie od rodzaju zastosowanego odczynnika alkilujacego 15 badz 16 i pomimo uzytego
nadmiaru aktywatora w postaci NaH, reakcja nie zachodzi do konca, tzn. nie konczy si¢
powstaniem wylaczenie pozadanego produktu dwupodstawienia 19 lub 20 (Schemat 14). Po
24 h wreakcjach powstaje mieszanina monopodstawionych pochodnych 17 Ilub 18
| powstajacych w przewadze dwupodstawionych pochodnych 19 lub 20. Ponadto, w przypadku
produktéw 17 i 19 otrzymywanych z wykorzystaniem zwiazku 15 jako odczynnika alkilujacego
obserwowalem cze$ciowa detrytylacj¢ co prowadzi do skomplikowanej mieszaniny zwigzkow
w surowym produkcie. Przyczyna tego zjawiska moze by¢ zwigzana z kwasowg labilno$cig
grup trytylowych oraz z wlasciwosciami klasterow boru jako kwasow Lewisa [102]. Zwiazki
17 1 19 mozna wyodrebni¢ na drodze chromatografii kolumnowej stosujgc jako eluent gradient
metanolu lub acetonitrylu w chlorku metylenu. Zwigzek 19 otrzymuje si¢ z wydajnoscia od 30
do 60% po oczyszczeniu za pomocg chromatografii kolumnowe;.

Reakcja  8,8’-dihydroksy-COSANU (14) z  3-O-(tert-butylodimetylosililo)-1-
bromopropanem (16) jest bardziej selektywna niz w przypadku alkilowania pochodng 15
I prowadzi gtownie do otrzymania dwupodstawionej pochodnej 20 z wydajnoscig 80%. Produkt

monopodstawienia powstaje w matych ilosciach. W reakcji nie zaobserwowatem powstawania
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produktow ubocznych utworzonych w wyniku ewentualnej labilnosci ochronnej grupy TBDMS
tak jak w przypadku syntezy zwiazku 19 z wykorzystaniem zwigzku 15.

Co cickawe, analizujac widma H- oraz *C-NMR zsyntezowanych zwiazkow (widma:
S2, S3, S7, S8, S12, S13 zalaczone w materiatach uzupehliajgcych publikacji [94]),
nieoczekiwanie stwierdzitem, ze produkty zaréwno monopodstawione (17, 18) jak
I dwupodstawione (19, 20) otrzymywatem w postaci soli tetraalkiloamoniowych
[(CH3)2N(OR2)2,]%, gdzie Rz oznacza reszte grupy trytylowej badz tert-butylodimetylosililowej
w zalezno$ci od uzytego odczynnika alkilujgcego 15 lub 16. Po szczegdtowe]j analizie
I badaniach literaturowych okazalo si¢, ze przyczyng tego zjawiska jest reakcja uboczna NaH
z rozpuszczalnikiem, w tym przypadku DMF, w wyniku ktérej powstaje dimetyloamina, ktora
nastepnie reaguje z odczynnikami alkilujgcymi 15 i 16 [103]. Reakcje uboczne prowadzace do
powstawania czwartorzedowych kationow amoniowych [(CH3)2N(OR2)2,]" sa zapewne
W znacznym stopniu odpowiedzialne takze za niepeine alkilowanie obu grup hydroksylowych
8,8’-dihydroksy-COSANU i prowadza do powstawania produktow monopodstawionych 17 lub
18.

= [(CH3),N(Ry),]" - [TBA]*
A 50
OTBDMS OH
N Y- 0™ —o”" ™M

Co Co
TBDMSO TBAF HO —
—e— —> -
™Mo I} /\ THF, R.T, 24h, argon ™Mo I}
\\— /s

Y2

N

20, R, = -(CH,);OTBDMS 21

(.=CHlubC =BHlubB)

Schemat 15. Synteza 8,8’-di(3-hydroksypropylo)-bis(1,2-dikarbollido)-3,3’-kobaltanu (111)
(21), usuwanie grup ochronnych TBDMS.

Alternatywna droga syntezy zwigzku 19 moze by¢ uzyskanie pochodnej 21 (Schemat
15) w wyniku usunigcia grup ochronnych TBDMS ze zwigzku 20, a nastepnie reakcja
pochodnej 21 z chlorkiem trytylu w celu odtworzenia pochodnej COSANU 19, zawierajacej
trytylowe grupy ochronne, ktorych obecnos$¢ jest wymagana w syntezie koniugatow DNA-
oligonukleotydow 1 klasterow boru z wykorzystaniem metody amidofosforynowej
automatycznej, chemicznej syntezy DNA. Pochodng 21 otrzymatem w reakcji zwigzku 20
z fluorkiem tetrabutyloamoniowym (TBAF) w THF. Ze wzgle¢du na konieczno$¢ w wariancie

alternatywnym syntezy zwigzku 19 wydtuzenia procedury o dwa etapy zdecydowatem si¢ nie
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kontynuowa¢ badan w tym kierunku, a w zamian podja¢ prébe opracowania nowych metod
oligofunkcjonalizacji COSANU, w celu otrzymania pochodnych umozliwiajacych synteze
blokow budulcowych nanoczastek, speiniajagcych wymoég: dwa podstawniki zablokowane
grupa trytylowa, jeden podstawnik z wolna grupg hydroksylowa (Rysunek 14, Tabela 13).
Badania te opisane sg w czeSci 2.2.3. do 2.2.6 nizej. Wczesniej jednak postanowitem
wykorzysta¢ otrzymywang z dobrymi wydajnosciami pochodng COSANU, dwupodstawiong
na atomach boru Bg i Bs> podstawnikami hydroksyalkilowymi zablokowanymi grupg TBDMS
20 do rozpoznania warunkow wprowadzania dodatkowych podstawnikéw na atomach wegla

C11C2(Schemat 16). Badania te opisane sg nizej w czgsci 2.2.2.

2.2.2. Funkcjonalizacja na atomach wegla pochodnej 8,8’-dialkoksy-[bis(1,2-dikarba-
closo-dodekaborano)]-commo-3,3’-kobaltanu (I11) (20) funkcjonalizowanej na

atomach boru Bs i Bs: w reakcji z tlenkiem etylenu.

Ze wzgledu na niska wydajno$¢ otrzymywania zwigzku 19 zawierajacego grupy
trytyloksyalkilowe, zwigzkiem modelowym w badaniach majacych na celu rozpoznanie
mozliwoséci przylaczania podstawnikow do atomow wegla pochodnych COSANU
funkcjonalizowanych wczeéniej na atomach boru i otrzymywania pochodnych troj-
i czteropodstawionych metalokarboranu byt zwigzek 20. Jako rozpuszczalnik w reakcjach
alkilowania grup C-H zastosowalem DME starajac si¢ zwigkszy¢ selektywnos¢ reakcji
w kierunku  monopodstawienia  wzgledem  dwupodstawienia (modulujacy — wplyw

rozpuszczalnika na te reakcje zostat poruszony w czesci literaturowej pracy).
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Schemat 16. Funkcjonalizacja na atomach wegla Ci i C 8,8-alkoksy pochodnej COSANU (20)
podstawionej na atomach boru Bg i Bs:.
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Do aktywacji wigzania C-H metalokarboranu zastosowalem n-BuLi. Dodanie 1,5
roéwnowaznika molowego n-BuLi do roztworu zwigzku 20 w DME spowodowato zmiang
koloru mieszaniny reakcyjnej z koloru pomaranczowego charakterystycznego dla COSANU na
ciemno-fioletowy, co wskazuje na utworzenie barwnego solwatu monolitopochodnej o tadunku
[Co(LiC2BgH10)(C2BgH11)]* z czasteczkami DME [104]. Po 30 min. dodatem kolejng porcje
1,5 réwnowaznika n-BuLi co spowodowal zmiang koloru mieszaniny reakcyjnej na ciemno-
niebieski co wskazuje na utworzenie barwnego solwatu dilitopochodnej [Co(Li2C2BoH10)2]* z
DME [104]. Po 15 minutach, do mieszaniny reakcyjnej wkroplitem roztwor tlenku etylenu w
THF w ilosci 4,5 rownowaznika molowego. Reakcje pozostawitem w tazni chtodzacej przez
noc, po czym po standardowej obrobce mieszaniny reakcyjnej wyodrebnilem produkty.
Opracowang procedur¢ funkcjonalizacji na atomach wegla zastosowatem réwniez do
otrzymania pochodnych 3 i 32 opisanych nizej. Wydajnosci produktow monopodstawienia i
dwupodstawienia 3, 4, 22, 32 nie sg co prawda wysokie jednak opracowana metoda pozwolita
na otrzymanie po raz pierwszy pochodnych metalokarboranu oligofunkcjonalizowanych
rownoczesnie na atomach boru iwggla [12]. Reakcja funkcjonalizacji COSANU
podstawionego wczesniej przy atomach boru, na atomach wegla z wykorzystaniem aktywacji
grup C-H silnymi zasadami jest bardzo wrazliwa na stosunki molowe uzytych reagentow.
Sumarycznie w reakcji stosuj¢ 3 rownowazniki n-BuLi. Jeden réwnowaznik po to by oderwac
proton zwigzany z przeciwjonem (jesli jest to np. kation trojetyloamoniowy) i dwa ekwiwalenty
do aktywacji grup C-H metalokarboranu. W przypadku zastosowania jako substratu zwigzku
20, ktory wystepuje W postaci soli tetraalkiloamoniowej n-BuLi w ilo$ciach 3 ekwiwalentow
jest uzyty w znacznym nadmiarze, poniewaz w S$rodowisku reakcji nie ma protonu
pochodzacego od przeciwjonu, ktory nalezatoby zwigza¢. Mimo to i tak zastosowalem nadmiar
n-BuLi aby ufatwi¢ aktywacje grupy C-H i zwigkszy¢ konwersje substratu do produktu. We
wczesniejszych eksperymentach stosowatem gazowy tlenek etylenu. Niestety ze wzgledu na
brak precyzyjnej kontroli nad iloscig uzytego tlenku etylenu w reakcji otrzymywatem produkty
wylacznie dwupodstawione (np. 22). Roztwor tlenku etylenu w THF zaczatem stosowaé wraz
z dostgpnoscig handlowg odczynnika. Zwigzki 4 i 22 otrzymatem z wydajnosciami 9% i 27%
po wyodrgbnieniu produktow za pomoca chromatografii kolumnowej stosujac gradient
metanolu w chlorku metylenu. Niska wydajno$¢ otrzymanych zwigzkow wynika ze stabej
konwersji substratu, ktorej przyczyna moze by¢ kombinacja dwoch czynnikow takich jak:
obecno$¢ dwoch, duzych grup ochronnych TBDMS dla grup hydroksylowych przytaczonych
poprzez alkilowe linkery w pozycjach Bg oraz Bs: oraz rotacja karboranylowych ligandow

wokot  kobaltu mogaca powodowaé dodatkowa zawade przestrzenng i1 przestanianie
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zaktywowanych atomoéw wegla metalokarboranu przez duze objgtosciowo grupy TBDMS i
utrudnia¢ dostgp elektrofila. Pomimo zastosowania DME jako rozpuszczalnika mogacego
teoretycznie promowac powstawanie produktu monopodstawienia (czg¢s$¢ literaturowa, rozdziat
1.4), w reakcji powstaje gtéwnie dwupodstawiony produkt. Analizujac widma !B-NMR
produktow 4 1 22 mozna zaobserwowal pojawienie si¢ 5 sygnatdw o przesunigciach
chemicznych w zakresie od 29,66 do 21,98 ppm, odpowiadajacym przesunigciom chemicznym
dla atomow boru Bg oraz Bg: co $wiadczy o tym, ze kazdy z produktéw, monopodstawienia 4
oraz dwupodstawienia 22 powstaje w postaci mieszaniny diastercoizomerow. Zgodnie z
danymi literaturowymi niepodstawiony COSAN w reakcjach z odczynnikami
hydroksyalkilujacymi takimi jak tlenek etylenu, oksetan czy tez paraformaldehyd nie generuje
diasteroizomerycznych monopodstawionych produktéw [76]. By¢ moze obecnos$¢ grup
TBDMS przytaczonych do atomow boru Bg i Bg ze wzgledu na duze objgtosci grup ochronnych
wymusza przyjecie przez metalokarboran okreslonej konformacji co moze powodowaé
powstawanie do 4 diastereoizomeréw dla monopodstawionych produktéw w zaleznosci od
tego, do ktorego z atomow wegla metalokarboranu przylaczy si¢ podstawnik (Rysunek 9). W
przypadku produktéw dwupodstawionych, zgodnie z danymi literaturowymi mozemy
spodziewa¢ si¢ przynajmniej 3 diastereoizomeréw utworzonych w wyniku przylaczenia
podstawnikéw do atomow wegla metalokarboranu w pozycjach: 1,1’-anti, 1,2°-syn, 1,2-
wicynalnej (czgs¢ literaturowa, Schemat 7, rozdzial 1.6) [76]. Za pomoca chromatografii
kolumnowej tatwo oddzieli¢ substrat od produktéw mono- i dwupodstawienia na atomach
wegla w metalokarboranie kontrolujac wyciek z kolumny za pomoca TLC badz HPLC. Na
podstawie danych literaturowych mozna przypuszczac, ze glownym produktem beda produkty
formy racemicznej (1,2’-anti oraz 2,2’-anti), co najprawdopodobniej wynika z przestaniania
sasiednich atoméw wegla przez czasteczki rozpuszczalnika koordynujace kationy litu. Cho¢
w standardowych warunkach chromatografii kolumnowej stosowanych przeze mnie
wyodrebnienie poszczegolnych diastereoizomeréw nie bylo mozliwe, ich rozdziat bylby
prawdopodobnie osiggalny stosujac kombinacje technik chromatograficznych wraz

z zastosowaniem odwroconego uktadu faz oraz krystalizacji frakcyjnej [76, 105].
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2.2.3. Funkcjonalizacja na atomach boru Bs i Bs. Synteza estru kwasu tiofosforowego
8,8’-dihydroksy-[bis(1,2-dikarba-closo-dodekaborano)]-commo-3,3’-kobaltanu (111)

(24), pochodnej metalokarboranu o zahamowanej rotacji.

Ze wzgledu na niskie wydajnosci syntezy pochodnych 4 i 22 oraz ich powstawanie
W postaci mieszaniny disatereomerdw co moze w pozniejszych etapach przylaczania do
Klastera tancuchow DNA-oligonukleotydow prowadzi¢ do powstawania mieszaniny
diastereoizomerycznych blokow budulcowych nanoczgstek, zdecydowalem si¢ na
przeprowadzenie badan majagcych na celu opracowanie alternatywnych metod
oligofunkcjonalizacji COSANU. Celem byto otrzymanie pochodnej COSANU o zablokowanej
rotacji ligandow karboranylowych (Schemat 17) co potencjalnie mogto by przyczynic si¢ do
podwyzszenia wydajnosci alkilowania grup C-H poprzez zmniejszenie zawady przestrzennej
tych grup przez rotujace wraz z ligandami karboranylowymi podstawniki przy atomach boru
Bs i Bs. W tym celu wykorzystatem opisang wczesniej koncepcje syntezy cyklicznych estrow
kwasu fosforowego i 8,8’-dihydroksy-COSANU [89] z tg r6znicg, ze reszta kwasu fosforowego
zostata zastgpiona resztg kwasu tiofosforowego, rézne tez byty metody otrzymania obu typow

potaczen.
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Schemat 17. Synteza estrow kwasu H-fosfonowego (23) oraz tiofosforowego (24) 8.,8°-
dihydroksy-bis(1,2-dikarbolido)-3-kobaltanu (8,8’-dihydroksy-COSANU).

Nalezy w tym miejscu podkresli¢ istotng r6znice miedzy pochodnymi COSANU obu
typow. Co prawda w obu przypadkach, zarowno cyklicznego estru kwasu fosforowego jak
i tiofosforowego 8,8’-dihydroksy-COSANU zachodzi oczekiwane zahamowanie rotacji
ligandow karboranylowych metalokarboranu, to jednak w przypadku estru kwasu fosforowego,
wydaje si¢, ze ze wzgledu na ,.efekt metalokarboranowy” [106] dalsza funkcjonalizacja na
atomie fosforu jest w praktyce bardzo utrudniona, natomiast cykliczny ester kwasu

tiofosforowego otwiera prawie nieograniczone mozliwosci dalszej funkcjonalizacji poprzez
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wykorzystanie nukleofilowych wtasciwos$ci atomu siarki i jej alkilowanie. Przyktad takiego
rozwigzania jest omowiony nize;j.

W celu otrzymania cyklicznego tiofosforanu  8,8’-dihydroksy-COSANU
zaadaptowalem powszechnie stosowang w syntezie tiofosforanowych pochodnych
nukleotydow metod¢ oparta na usiarczaniu reszty kwasu H-fosfonowego w estrach
nukleozydowych kwasu H-fosfonowego (Schemat 17) [107].

Cykliczny H-fosfonian 8,8’-dihydroksy-COSANU (23) otrzymalem w prostej,
dwuetapowej syntezie prowadzonej bez wyodrebniania produktu posredniego (Schemat 17).
W pierwszym etapie 8,8’-dihydroksy-COSAN (14) zostal przeksztalcony w imidazolid
cyklicznego estru kwasu fosfonowego w reakcji otrzymanego in situ z imidazolu i trichlorku
fosforu (PCls), triimidazolidu kwasu fosfonowego [P(Im)s3]. W drugim etapie, powstaly
cykliczny imidazolid zostat zhydrolizowany do pozadanego cyklicznego H-fosfonianu 23
[108]. Zastosowalem trzykrotny nadmiar P(Im)s wzgledemu substratu 14 w celu uniknigcia
tworzenia si¢ niepozadanych produktow ubocznych w postaci dimeréw powstatych w wyniku
przytaczenia dwoch czasteczek 8,8’-dihydroksy-COSANU do jednej czasteczki P(Im)s.
Cykliczny H-fosfonian 23 zostat wyizolowany z wydajnoscig 91%. Analiza widm H- i *C-
NMR (widma S28 i S29 w [94]) potwierdzita, ze zwigzek 23 otrzymatem w postaci soli
trietyloamoniowej. Pojawienie sie sygnatu przy -3,01 ppm na widmie 3P-NMR (widma S32
i1 S33 w [94]) co odpowiada zakresowi przesunig¢cia chemicznego dla diestrow kwasu H-
fosfonowego [108, 109] wskazuje na obecnos¢ mostka w postaci reszty kwasu H-fosfonowego.
Co ciekawe w widmach 'B-NMR (S30, S31 w materiatach dodatkowych Publikacji 1
stanowigcej podstawe pracy doktorskiej, pozycja 94 Bibliografii) zwigzku 23 atomy boru Bs7
oraz By 7 charakteryzuja si¢ roznymi wartosciami przesunie¢ chemicznych co sugeruje, ze
znajduja si¢ w roznym otoczeniu chemicznym. Przyczyna tego moze by¢ fakt, ze wigzanie P=O
jest przechylone w kierunku jednego z ligandoéw karboranylowych, a wigzanie P-H w kierunku
drugiego liganda oraz, ze atom fosforu stal si¢ centrum chiralnosci. Przyczyng
nieréwnocennosci ligandéw karboranylowych COSANU zwigzanych z atomem fosforu reszty
H-fosfonianowej w 23 moze by¢ zgigcie (ang. bending) struktury COSANU po utworzenia
cyklicznego H-fosfonianu [93] jak rowniez czeSciowe zrotowanie ligandow karboranylowych
wzgledem siebie o kat ¢ (Rysunek 12 i 13 i dyskusja w czesci literaturowej, rozdziat 1.6).

Cykliczny ester tiofosforanowy 8,8’-dihydroksy-COSANU (24) otrzymatem w reakcji
usiarczania zwigzku 23 siarkg elementarng (Sg) wobec silnej zasady organicznej 1,8-
diazabicyklo(5.4.0)undek-7-enu (DBU) w bezwodnym metanolu stosujac metod¢ opisang

wczesniej dla dinukleozydowych diestrow kwasu H-fosfonowego [110]. Zwigzek 24
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otrzymalem z wydajnoécig 70%. Analiza widm *H- i 3C-NMR (S37, S38 w [94]) wykazata,
ze produkt 24 otrzymatem w postaci soli kationu 1,8-diazabicyklo(5.4.0)undek-7-enu, ktory
wyparl kation trietyloamoniowy z roli przeciwjonu. Zmiana przesuni¢cia chemicznego dla
atomu fosforu w widmie 3P-NMR (S41, S42 w [94]) z -3,01 ppm do 48,63 ppm potwierdza
przeksztalcenie estru kwasu H-fosfonowego w ester kwasu tiofosforowgo [108, 111]. Na
widmach B-NMR cyklicznego triofosforanu 24 dla atoméw boru B4 7 oraz B4: 7- obserwowany
jest tylko jeden sygnat w przeciwienstwie do cyklicznego H-fosfonianu 23 w ktérego widmach

11B-NMR obserwowane sa oddzielne sygnaty dla tych atomoéw boru.

2.2.4. Alkilowanie na atomie siarki cyklicznego estru kwasu tiofosforowego 8,8’-

dihydroksy-[bis(1,2-dikarba-closo-dodekaborano)]-commo-3,3’-kobaltanu (111) (24).

Reakcja alkilowania na atomie siarki pochodnych kwasu tiofosforowego jest metoda
stosowang powszechnie w chemii fosforoorganicznej [112]. Na drodze S-alkilowania grupy
tiofosforanowej przylaczytem zaréwno liniowe jak i rozgalezione podstawniki
trytyloksyalkilowe (Schemat 19). Jako liniowe odczynniki alkilujagce wykorzystatem 3-O-
trytyloksy-1-bromopropan (9) oraz 4-(trytyloksy)butylo-p-toluenosulfonian (15) otrzymany
weczesniej na potrzeby alkilowania 8,8’-dihydroksy COSANU (14) opisanego wyzej w czeSci
2.2.1. Na potrzeby funkcjonalizacji COSANU jako platformy dla DNA-oligomerow i syntezy
blokéw budulcowych nanoczastek, kompozytow klasterow boru i DNA-oligonukleotydow
koniecznym jest jednak wprowadzenie co najmniej dwoch podstawnikoéw zawierajacych grupy

hydroksylowe zablokowane grupami trytylowymi (Tabela 13).
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Schemat 18. Synteza rozgalezionego odczynnika alkilujacego 4-(1,3-bis(trytyloksy)propan-2-
yloksy)butylo-p-toluenosulfonianu (28).

Rozgaleziony odczynnik tego typu, 4-(1,3-bis(trytyloksy)propan-2-yloksy)butylo-p-
toluenosulfonian (28) umozliwiajacy spetnienie tych wymogoéw otrzymalem na drodze
dogodnej, dwuetapowej syntezy (Schemat 18). Jako substrat do syntezy odczynnika
alkilujagcego zawierajacego dwie grupy trytylowe wykorzystatem glicerol. W pierwszym etapie,
w reakcji glicerolu z chlorkiem trytylu, stosujac pirydyng jako rozpuszczalnik i jednoczesnie

zasade otrzymalem opisany w literaturze 1,3-bis(trytyloksy)propan-2-ol (26) [113]. W drugim
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etapie do roztworu zwigzku 26 w DMF dodatem wodorek sodu w celu aktywacji wolnej grupy
hydroksylowej w 26 a nastgpnie potraktowalem odczynnikiem alkilujagcym, 1,4-
bis(tosyloksy)butanem (27) zsyntezowanym na podstawie metody opisanej w literaturze [114].
Zwiazek 28, po oczyszczeniu chromatograficznym otrzymatem z wydajnoscia 27%.
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Schemat 19. Reakcje S-alkilowania cyklicznego tiofosforanu 8,8’-dihydroksy COSANU (24)
liniowymi odczynnikami alkilujacymi 9 i 15 oraz rozgalezionym odczynnikiem alkilujacym
28.

Reakcje S-alkilowania cyklicznego tiofosforanu COSANU 24 przeprowadzitem
w takich samych warunkach dla wszystkich odczynnikoéw alkilujacych 9, 15, 28 (Schemat 19).
Reakcje alkilowania zwigzku 24 prowadzilem w acetonie, wobec trojetyloaminy, w
podwyzszonej temperaturze, przez 24 h, kontrolujac przebieg reakcji za pomoca TLC. Produkty
alkilowania 29, 30, 31 otrzymatem z wydajno$cig odpowiednio 80%, 95% i 64% w postaci soli
trietyloamoniowych co potwierdzitem analiza widm *H- oraz *C-NMR (S46, S47, S55, S56,
S69, S70 w [94]). Na uwage zastluguje znacznie wyzsza wydajnos¢ alkilowania atomu siarki
w zwigzku 24 liniowymi odczynnikami alkilujacymi 9 i 15 niz rozgalezionym odczynnikiem
alkilujacym 28 mimo, iz tosylowa grupa odchodzaca oddzielona jest od reszty glicerolu
zablokowanego duzymi obj¢tosciowo grupami trytylowymi tacznikiem butylowym co powinno
zredukowa¢ mozliwo$¢ potencjalnej zawady przestrzennej.

W widmach 'B-NMR (S48, S49, S57, S58, S71, S72 w [94]) zwiazkow 24, 29, 30, 31
obserwowa¢ mozna jeden sygnat zarowno dla atoméw boru Ba7 oraz B4 7> w przeciwienstwie
do widm cyklicznego H-fosfonianu 23, w ktorym atomy boru charakteryzowaty si¢ réznymi

przesuni¢ciami chemicznymi. Moze to wynika¢ z wigkszych roznic miedzy atomem tlenu
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I wodoru przylaczonych do atomu fosforu w 23 w kontekscie przestaniania atomu boru niz
réznic migdzy atomami tlenu i siarki w zwiagzkach 24, 29, 30, 31 co z kolei powoduje ich
mniejszy, réznicujacy wpltyw na otoczenie elektronowe atomoéw boru Basz oraz Bs 7, nie
wystarczajacy do zréznicowania ich przesunigé chemicznych. W widmach 3!P-NMR zwiazkow
29, 30, 31 mozna zauwazy¢ sprzeganie przez trzy wigzania protonow grupy CH2 potaczonej
z atomem siarki z jadrem atomu fosforu cyklicznego trojestru kwasu tiofosforowego.
W rezultacie sygnat atomu fosforu w widmach 3'P-NMR z nieodsprzegnietymi jadrami wodoru
wystepuje w postaci trypletu, po ich odsprzegnieciu w widmach 3P{*H}-NMR obserwuje sie
ten sam sygnaly w postaci singletu (S50, S51, S59, S60, S73, S74 w [94]). Tylko w przypadku
zwigzku 30 na widmach 3'P-NMR obserwujemy dwa sygnaly co wyraznie wskazuje na

powstanie diastereoizomerow.

2.2.5. Funkcjonalizacja na atomach wegla S-alkilowanej pochodnej 31 cyklicznego estru
kwasu tiofosforowego 8,8’-dihydroksy-[bis(1,2-dikarba-closo-dodekaborano)]-

commo-3,3’-kobaltanu (111) (24) w reakcji z tlenkiem etylenu.

Przylaczenie grup hydroksyalkilowych do atomow wegla Ci lub Cz i Cyv lub Cp S-
alkilowanych pochodnych cyklicznego tiofosforanu 8,8’-dihydroksy COSANU (31)
przeprowadzitem stosujac metode, ktorg opracowatem w celu funkcjonalizacji 8,8’-alkoksy-
pochodnych 4, 22, w ktorych grupa hydroksylowa podstawnikow przytaczonych do atomow
boru zablokowana zostata grupg TBDMS.
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Schemat 20. Funkcjonalizacja na atomach wegla S-alkilowanej pochodnej cyklicznego estru
kwasu tiofosforowego 8,8’-dihydroksy COSANU 31 w reakcji z tlenkiem etylenu.
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Metoda ta oparta jest na aktywacji grup C-H ligandow karboranylowych
metalokarboranu poprzez oderwanie protonu od atomu wegla za pomoca n-BuLli, a nastgpnie
otwarciu pierscienia tlenku etylenu w wyniku ataku wygenerowanego w reakcji centrum
nukleofilowego na atomach wegla metalokarboranu. Pomimo obecnosci reszty kwasu
tiofosforanowego tworzacego mostek 1laczacy ligandy karboranylowe metalokarboranu
zapobiegajacego ich rotacji wokoét jonu kobaltu, co powinno zwigksza¢ dostepnos¢ grup C-H
metalokarboranu w procesie C-alkilowania, poprzez ograniczenie zawady przestrzennej
podstawnikow przytgczonych do atoméw boru oraz zastosowania DME jako rozpuszczalnika
kompleksujacego jon litu produkty podstawienia na atomach wegla powstaja w postaci
mieszaniny produktéw mono- i dwupodstawionych 3 i 32 ze stosunkowo niskimi
wydajnosciami odpowiednio 10% i 12%. Zwiazki 3 i 32, podobnie jak w przypadku zwigzkow
4 i 22, powstaja w postaci skomplikowanej mieszaniny diastereoizomerdéw co dobrze ilustrujg
widma !B- oraz 3'P-NMR obu potaczen. Ztozona stereochemia zwigzkow 3 i 32 wynika z
jednej strony z faktu, ze mostek tiofosforanowy wymusza przyjecie okreslonej konformacji
oraz lekko zgietej struktury przez metalokarboran co zaktoca jego symetri¢ jak rowniez przez
fakt, ze w przypadku monopodstawienia grupa hydroksyetylowa moze znajdowaé w przy
weglu Cy, Cp,, Cz lub Cy ktore to polozenia nie sg rownocenne przy zablokowanej rotacji
metalokarboranu. W przypadku dwupodstawienia mozliwe sa kombinacje C1 i Cy, C1i Cy, Cr’
i Co, C2i Cy oraz najmniej prawdopodobne podstawienie wicynalne C1 i C2 lub Cy- i C». ROzne
kombinacje lokalizacji podstawnikow w strukturze metalokarboranu maja rézny wpltyw na
sasiadujace atomy boru i atom fosforu mostka tiofosforanowego. Analizujac widma !B-NMR
produktu monopodstawionego 3 (S79, S80 w [94]) mozemy zauwazy¢ 4 diagnostyczne sygnaty
o przesunieciach chemicznych odpowiadajacych absorbcji atomom boru Bg i Bs: Na widmach
11B-NMR produktu dwupodstawionego 32 (586, S87 w [94]) obserwowane jest 5 sygnatow
dla atomoéw boru Bg i By,

Dodatkowych informacji na temat powstawania diastereoizomeréw dostarcza 3P-
NMR, gdzie dla zwigzku 3 monopodstawionego na atomach wegla i na skutek tego mniej
symetrycznego niz pochodna dwupodstawiona (S81, S82 w [94]) obserwujemy az 7 sygnatow,
a dla zwigzku dwupodstawionego 32 5 sygnatow (588, S89 w [94]) (Rysunek 19). Wielos¢
obserwowanych sygnatow w widmach !B- i 3!P-NMR ilustruje skomplikowang stereochemie
otrzymanych przeze mnie oligofunkcjonalizowanych pochodnych COSANU, jednak na
obecnym etapie badah nie pozwala na przypisanie poszczegélnych sygnatow do

poszczeg6lnych diastereomerdéw o zdefiniowanej lokalizacji podstawnikow w jego strukturze.
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Rysunek 19. Widma "*B{*H}-NMR oraz 3'P{*H}-NMR zwiazku 3.

Rozwigzanie tego niezwykle interesujagcego z punktu poznawczego zagadnienia
wymagatoby rozdziatu mieszaniny diastereomerow na poszczegdlne indywidua stosujac
kombinacje metod chromatograficznych i krystalizacji frakcyjnej, pogtebionych badan !B-

i 3P-NMR oraz analizy rentgenostrukturalnej potaczen ktore udato by sie wykrystalizowaé.
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Standardowa chromatografia kolumnowa stosowana przeze mnie pozwala jedynie na
rozdziat pochodnych mono- i dwupodstawionych cho¢ i to nie jest fatwe. Warto jednak doda¢,
Ze W ostatnim czasie czynione s3 znaczne postgpy w rozdziale diastereomerycznych
i enancjomerycznych pochodnych klasterow boru (cho¢ znacznie prostszych niz otrzymane
przeze mnie) za pomocg preparatywnej HPLC i chiralnych zt6z chromatograficznych [90, 91].

Mimo tych niedogodnosci i stosunkowo niskich wydajnosci produktéw koncowych
otrzymana pochodna 3 spetnia zdefiniowane wcze$niej wymogi platformy do przylgczania
DNA-oligomerow w celu otrzymania blokow budulcowych do konstrukcji funkcjonalnych
nanoczastek, kompozytow DNA i klasteréw boru (Rysunek 14, Tabela 13) i czeka na dalsze
wykorzystanie. W migdzyczasie, poszukujac innych niz opisane wyzej, i potencjalnie bardziej
dogodnych metod oligofunkcjonalizacji metalokarboranow na przyktadzie COSANU,
opracowatem metode, jak si¢ wydaje pozbawiong wspomnianych wyzej wad, opisang nizej

W czesci 2.2.6.

2.2.6. Metoda syntezy 8-(5-hydroksyy-3-oksa-pentoksy)-[1,1’-di(2-O-
trytyloksyetylo)- bis(1,2-dikarbolido)-3,3'-kobaltanu (2), syntonu do otrzymywania

kompozytow DNA i klasterow boru trzeciej generacji.

Metode syntezy 8-(5-hydroksyy-3-oksa-pentoksy)-[1,1’-di(2-O-trytyloksyetylo)-
bis(1,2-dikarbolido)-3,3'-kobaltanu (2) przedstawiong na Schemacie 21 opracowatem
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 wspolpracy migdzy Pracowniami prof. Griinera i Pracownig Chemii
Medycznej kierowang przez prof. Lesnikowskiego. W celu otrzymania funkcjonalizowanych
pochodnych COSANU 3 i 4 opisanych wyzej syntez¢ rozpoczynatem od przylaczenia
podstawnikow do atomow boru Bsg i Bg:, a konczylem przytaczajac podstawniki do atomow
wegla, co powodowalo powstawanie skomplikowanej mieszaniny diastereoizomerow
monopodstawionych pochodnych 3 i 4 oraz dwupodstawionych pochodnych 22 i 32 na
koncowych etapach syntezy. Niezaleznie od zastosowania metalokarboranu o niezahamowanej
jak w przypadku zwigzku 20 czy tez zahamowanej jak w przypadku zwigzku 31 rotacji
karboranylowych ligandéw wokot jonu kobaltu pochodne COSANU 3 i 4 otrzymywalem z

niskimi wydajnosciami i o niskiej czystosci diastereoizomeryczne;.
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Schemat 21. Synteza 8-(5-hydroksyy-3-oksa-pentoksy)-[1,1°-di(2-O-trytyloksyetylo)- bis(1,2-
dikarbolido)-3,3'-kobaltanu (2).

W metodzie opisanej nizej zdecydowatem si¢ na odwrotng kolejno$¢ przytaczania
podstawnikéw rozpoczynajgc procedurg syntezy oligofunkcjonalizowanego COSANU od
przylaczenia podstawnikow hydroksyalkilowych do atoméw wegla metalokarboranu a dopiero
w nastepnej kolejnosci do atomoéw boru otrzymujgc W pierwszym etapie opisany w literaturze
1,1°-di(2-hydroksyetylo)-COSAN (33a) [76]. W odr6znieniu od syntez zwigzkow 3 (Schemat
20) i 4 (Schemat 16), tym razem zalezato mi na otrzymaniu produktu nie C-mono- lecz C-
dwupodstawienia. Wykorzystatem przy tym fakt, ze w reakcji COSANU aktywowanego n-
BuLi z tlenkiem etylenu, niezaleznie od uzytego nadmiaru n-BuLi oraz tlenku etylenu wyzsze
homologi, produkty troj- i czteropodstawione powstajg w bardzo matych ilosciach [76]. Z tego
wzgledu, kontrolujac przebieg reakcji za pomocg TLC reakcje prowadzitem dodajac na zmiang
n-BuLi oraz tlenek etylenu do momentu, w ktorym zauwazylem brak dalszej konwersji
COSANU. Reakcj¢ prowadzitem analogicznie do wczesniej opisanych syntez zwigzkow 3, 4,
22, 32 (rozdziaty 2.2.2 oraz 2.2.5). Pozadany produkt dwupodstawiony w postaci mieszaniny
diastereomerow Ci i Ci-anty, C1 i Co-syn oraz powstajacego w niewielkich ilo$ciach izomeru
wicynalnego Ci i Cy, oddzielitem od nieprzereagowanego COSANU, a takze produktow mono,
troj oraz czteropodstawionych za pomoca chromatografii kolumnowej. Kluczowym etapem jest

rozdzial disatereoizomerycznych produktow dwupodstawienia co pozwala na uzycie w

88



OMOWIENIE BADAN STANOWIACYCH PODSTAWE PRACY DOKTORSKIEJ

kolejnych etapach oligofunkcjonalizacji jednej, stereochemicznie zdefiniowanej pochodnej
COSANU. Korzystajac z metody opisanej wezesniej [ 105] wyodrgbnitem poprzez krystalizacje
frakcyjng kontrolujgc czystos¢ diastereoizomeryczng kolejnych frakcji za pomoca HPLC
izomer 33a Cy i Cy-anti.

Trytylowanie grup hydroksylowych zwigzku 33a przeprowadzitem w reakcji
z chlorkiem trytylu przy uzyciu pirydyny jako rozpuszczalnika i zasady, analogicznie do reakcji
trytylowania glicerolu w syntezie rozgatezionego odczynnika S-alkilujgcego (Schemat 18)
[113]. Reakcje prowadzitem w temperaturze 60 °C kontrolujgc jej przebieg przez 4 h za pomocag
TLC. Po tym czasie rozpuszczalnik odparowalem na wyparce prozniowej, a produkt
oczyscitem za pomoca chromatografii kolumnowa stosujac jako eluent gradient acetonitrylu
w chlorku metylenu. 1,1°-Di(2-trytyloksyetylo)-COSAN 34 otrzymatem z wydajnoscig 91%.

Kolejnym etapem byla synteza adduktu metalokarboranu z dioksanem 35. Zwigzek 34
rozpuscitem w dioksanie, po czym wkroplitem dwukrotny rownowaznik molowy eteratu
trifluorku boru (BFs-Et20) wzgledem substratu. Reakcje prowadzitem w warunkach
bezwodnych w atmosferze argonu, w temperaturze 60 °C przez 1 h kontrolujac jej przebieg za
pomoca TLC. W reakcji powstaja dwa produkty uboczne bedace wynikiem czgsciowej utraty
jednej badZz obu kwasolabilnych grup trytylowych na skutek wtasciwos$ci BF3 jako kwasu
Lewisa. Po tym czasie reakcj¢ umies$citem w fazni lodowej, a pH mieszaniny zneutralizowatem
dodajac 10% roztwor weglanu sodu Na2COs. Mieszaning ekstrahowatem chlorkiem metylenu.
Rozpuszczalnik odparowatem na wyparce prozniowej. Zwigzek 35 oddzielitem od produktoéw
ubocznych za pomocg chromatografii kolumnowej stosujac jako eluent chlorku metylenu.
Surowy produkt oczyscitem za pomoca kolejnej chromatografii kolumnowej stosujac jako
eluent gradient benzenu w heksanie. Zwiazek 35 otrzymalem z wydajnoscia 30%.

Ostatnim etapem syntezy bylo otwarcie pierScienia dioksanowego w addukcie 35 po
dodaniu 1M wodnego roztworu wodorotlenku potasu do roztworu 35 rozpuszczonego w THF.
[115] Reakcje prowadzitem przez 1 h w temperaturze 50 °C. Po tym czasie odparowatem
rozpuszczalnik, a produkt koncowy 2 oczyScilem za pomoca chromatografii kolumnowe;j
stosujac jako eluent gradient metanolu w chlorku metylenu. Zwigzek 2 otrzymatem
z wydajnoscig 81%. Oligofunkcjonalizowany COSAN 2 zostat juz wykorzystany do syntezy
blokow budulcowych do konstrukcji  funkcjonalnych nanoczastek kompozytow
metalokarboranu 1 antysensowych oligonukleotydow. Zar6wno synteza
oligofunkcjonalizowanego COSANU 2, kompozytow 2 i DNA-oligomeréow jak roéwniez
zdolno$¢ otrzymanych nanoczastek do wyciszania genu EGFR zostaly opisane w pracy

przygotowywanej do druku, pozycja [101] Bibliografii.
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3. Otrzymywanie nanoczastek drugiej generacji posiadajacych zdolnos¢

rownoczesnego wyciszania dwoch onkogenow: EGFR oraz c-MYC.

3.1. Synteza blokéw budulcowych do konstrukcji nanoczastek drugiej generacji.

Badania dotyczace syntezy blokow budulcowych nanoczastek drugiej oraz trzeciej
generacji byly prowadzone we wspodlpracy z Pracownig Terapeutycznych Kwasow
Nukleinowych kierowang przez Profesor Barbar¢ Nawrot (Centrum Badan Molekularnych
i Makromolekularnych CBMiM), konsorcjanta w realizacji projektu Symfonia 3 (grant
015/16/W/ST5/00413). Charakterystyka biologiczna i badania zdolnoéci do wyciszania
docelowych genow otrzymanych nanoczastek, nos$nikow terapeutycznych kwasow
nukleinowych zostalty wykonane w Pracowni Chemii Medycznej przez dr Katarzyng
Bednarska-Szczepaniak i dr Gabriele Gajek (stypendystke w projekcie Symfonia 3) [9].

Nanoczastki 0 wlasciwo$ciach réwnoczesnego wyciszania dwoch onkogendéw, EGFR
oraz c-MYC (nanoczastki drugiej generacji, Tabela 13) zbudowane zostaty z dwoch blokoéw
budulcowych. Jednym z blokéw budulcowych jest oligofunkcjonalizowana pochodna orto-
karboranu posiadajaca w pozycjach Bg i Bi» Klastera dwa 22-merowe tancuchy
oligonukleotydowe o sekwencji 5’-d(TTT CTT TTC CTC CAG AGC CCGA)-3’[95, 116, 117]
komplementarnej (antysensowej) do fragmentu sekwencji mMRNA EGFR pomiedzy 51 a 74
nukleotydem poczawszy od kodonu startowego AUG [118] oraz w pozycji Ci klastera krotki
fragment 3’-UmAmMCm-5" (,m” oznacza grup¢ metylowa przylaczong do atomu tlenu
W pozycji 2’ reszty cukrowej nukleozydu). Drugim blokiem budulcowym jest acznik w postaci
dupleksu (Tabela 13), ktory zbudowany jest z dwoch komplementarnych DNA-oligomerow,
jeden z nich jest antysensowy do fragmentu genu c-MYC i zawiera sekwencje nukleotydow 5'-
d(AAC GTT GAG GGG CAT)-3' komplementarng do pierwszych pigciu kodondéw sekwencji
MRNA c¢c-MYC [119] oraz ,lepkie” konce komplementarne do sekwencji konca 5’ bloku
budulcowego bedacego kompozytem klastera boru i antysensowego oligonukleotydu anty-

EGFR oraz oligonukleotydu do niego komplementarnego.
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Rysunek 20. Synteza 1-hydroksymetylo-9,12-bis(3-O-trytyloksyprop-1-ylo)-1,2-dikarba-
closo-dodekaboranu (1) (A). Synteza kompozytu Klasteru boru (1) i DNA- oligomer(')w

o sekwencji anti-EGFR (B): i. p-formaldehyd, TBAF THF; ii. H20; iii. fosfitylacja; i

detrytylacja; v. sprzeganie; vi. utlemanle vii. ,,capping”; viii. odtaczenie od zlozaldeprotekqa
zasad nukleinowych.

W odréznieniu od blokéw budulcowych wykorzystanych do konstrukcji nanoczastek
pierwszej generacji (Tabela 13) [95], do otrzymania blokow budulcowych drugiej generacji
zastosowano pochodng klastera boru 1, ktora posiada przytaczony do atomu wegla klastera
podstawnik hydroksymetylowy zamiast podstawnika hydroksyetylowego do ktorego
przylaczono wspomniany wyzej krotki tancuch 3’-UmAmCm-5’. Ta zmiana zwigzana jest
z zastosowaniem innej metody syntezy blokow budulcowych nanoczastek drugiej generacji w
porownaniu do pierwszej generacji. Dzieki nowe] metodzie syntezy blokéw budulcowych
nanoczastek omija si¢ dlugotrwaty proces zwigzany z bezposrednim przylaczeniem klastera do
ztoza LCA-CPG. Ponadto kazdy etap przylagczania  DNA-oligomeréw  do
oligofunkcjonalizowanego klastera boru opiera si¢ na amidofosforynowej metodzie syntezy
oligonukleotydéw, ktora jest dobrze opisana w literaturze co pozwala na fatwe
przeprowadzenie syntezy koniugatow klasterow boru 1 DNA-oligomeréw nawet w

laboratoriach, ktore nie sa wysoce wyspecjalizowane w chemicznej syntezie DNA [99].
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3.2. Skladanie otrzymanych blokéw budulcowych w nanoczgstki drugiej generacji,

badania fizykochemiczne i biologiczne.

Szczegdlowe procedury zarowno syntezy komponentéw nanoczgstek drugiej generacji,
jak ich badan fizykochemicznych oraz badan biologicznych wyciszania genéw EGFR i c-MYC
sa opisane w Publikacji 2 stanowiacej podstawe niniejszej dysertacji, opublikowanej

w Chemistry — A European Journal [9].
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Rysunek 21. Analiza elektroforetyczna (PAGE) w warunkach natywnych otrzymanych
nanoczgstek oraz ich poszczegolnych blokéw  budulcowych. Od lewej: 1)
oligosfunkcjonalizowana pochodna orto-karboranu posiadajaca w pozycjach Bg i B12 Kklastera
dwa 22-merowe tancuchy oligonukleotydowe o sekwencji anty-EGFR, 2) dwuniciowy tacznik
zawierajagcy w sobie sekwencje anty-c-MYC, 3) utworzone nanoczastki anty-EGFR i anty-c-
MYC, 4-7) Analogiczne bloki budulcowe zawierajace w strukturze oligonukleotydow
internukleotydowe wigzania tiofosforanowe (A). Krzywe migkniecig utworzonych nanoczastek
(wyzej) 1 dwuniciowe tgcznika (nizej) (B) [9].

Nanoczastki drugiej generacji zostaly otrzymane poprzez zmieszanie ze soba
w odpowiednich warunkach wymienionych wyzej blokéw budulcowych w stosunku molowym
1:1:1. Proces skfadania sledzony byl za pomoca elektroforezy w niedenaturujacym zelu
poliakryloamidowym (PAGE). Gtownym produktem sktadnia blokéw budulcowych sa
nanoczagstki zbudowane zokolo 300 par zasad (600 jednostek nukleotydow) DNA co
odpowiada cyklicznym nanoczastkom, heksamerom zbudowanych z 6 kompozytow
oligofunkcjonalizowanego orto-kraboranu i antysensowych anty-EGFR DNA-oligomeroéw
oraz dwuniciowych tacznikow zawierajagcych w jednej z nici sekwencje antysensowego
oligonukleotydu skierowanego przeciw c-MYC (Rysunek 21A). Warto zwrdci¢ uwage na

dwufazowy przebieg migknigcia nanoczastek ilustrowany przez dwa punkty przegigcia
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(Rysunek 21B, wyzej) zgodny z budowa nanoczastek skladajacych si¢ z dwu glownych

dwuniciowych komponentow o réznych wiasciwosciach.
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Rysunek 22. Pomiar wyciszanie genéw EGFR i c¢c-MYC metoda wybarwiania
wewnatrzkomorkowego docelowych biatek, EGFR i ¢-MYC po 24 i 48 h przy st¢zeniu
nanoczastek 100 uM [9]

Badania zdolnosci do wyciszania gen6w EGFR 1 c-MYC przez otrzymane nanoczastki
przeprowadzono in vitro wykorzystujac jako model biologiczny komorki raka trzustki PANC-
1. Pomiar aktywnos$ci biologicznej prowadzono dwoma metodami, na poziomie mRNA
okreslajac stezenie wyciszanego mRNA metoda RT-PCR jak roéwniez na poziomie
biosyntetyzowanego na bazie mRNA biatka okres$lajac jego stezenie w komoérkach metoda
wewnatrzkomorkowego wybarwiania bialek za pomoca odpowiednio znakowanych
przeciwcial. W przypadku metody RT-PCR obserwowano obnizenie st¢zenia docelowego
mRNA, zaré6wno EGFR jak i c-MYC o ok. 90%, natomiast poziom biatek zarowno EGFR jak
i c-MYC obnizat si¢ o ok. 25-35 % (Rysunek 22). W obydwu przypadkach efekt biologiczny
nalezy uzna¢ za wysoce zadowalajacy tym bardziej, ze zarowno otrzymane nanoczastki jak
I ich komponenty, ze wzglgdu na charakter zastosowanej technologii, umozliwiajg ich
wszechstronng optymalizacje.

Na koniec chciatbym zwrdci¢ uwage, iz pomimo, ze obecnie w praktyce klinicznej
znajduje si¢ juz szesnascie lekow oligonukleotydowych to wszystkie stosowane sg w formacie
monoterapii, jeden cel biologiczny — jeden terapeutyczny kwas nukleinowy. W przypadku

lekow niskoczasteczkowych terapie wielolekowe ze wzgledu na swoja skutecznos$¢ i1 zalety
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takie jak lepsza kontrola lekoopornos$ci czy tez mozliwos¢ stosowania poszczegdlnych
terapeutykoOw w mniejszych dawkach i ograniczanie w ten sposob skutkow ubocznych sa od
dawna z powodzeniem wykorzystywane. Badania nad mozliwoscig terapii wielolekowych
Z wykorzystaniem terapeutycznych kwasow nukleinowych sg réwniez prowadzone, jednak
zaproponowane przez nas rozwigzanie jest pierwszym w ktorym zastosowano pojedynczy
czynnik, nanoczastke, o podwojnym dziataniu, zdolng do wyciszania dwoch réznych genéow co
mozna okresli¢ jako przyktad terapii wielolekowej (w tym przypadku dwulekowej) choc

dotychczas in vitro.

4. Synteza i wstepne badania biologiczne analogow genisteiny zawierajacych

w swojej strukturze klaster boru.

Prowadzac badania nad oligofunkcjonalizacja karboranéw oraz metalokarboranow jako
platform dla antysensowych DNA-oligonukleotydéw zajmowalem si¢ takze opracowywaniem
syntezy analogdw genisteiny zawierajacych w swojej strukturze klaster boru, bedacymi
potencjalnymi, selektywnymi modulatorami aktywnosci receptora estrogenowego. Znajomo$¢
prac Endo dotyczacych zalezno$ci pomigdzy hydrofobowoscia fenoli modyfikowanych 1,2-,
1,7-, 1,12-dikarba-closo-dodekaboranem, a ich powinowactwem do receptora estrogenowego
alfa (ERJ) [3, 120, 121], oraz znajomo$¢ wasciwosci genisteiny jako selektywnego modulatora
receptora estrogenowego ERg [122] zainspirowaly mnie do opracowania 5-etapowej syntezy
analogdéw genisteiny, ktora w pozycji 3- uktadu izoflawonu posiada podstawnik 1,2-dikarba-

closo-dodekarboran-9-etynylowy.
4.1. Synteza 9-etynylo-1,2-dikarba-closo-dodekaboranu.

A
EtMgB
B o MesSi—

Me;Si—=
THF 37

36

MgBr

in situ

B
/'& 37, PACL(PPhy), Cul /& KOH NS
ﬁ_/ﬁxl\ THF > §—9|\ MeOH/H,0 > < ﬁﬂ\
I I I \\ ¢ 2 I \\
40 H

38 39 SiMes

Schemat 22. Synteza odczynnika Grignarda, bromku trimetylosililoacetylenomagnezowego
(40) (A) i synteza 9-etynylo-1,2-dikarba-closo-dodekaboranu (40) (B).
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Badania rozpoczatem od otrzymania zwigzkow 9-jodo-1,2-dikarba-closo-dodekaboranu
(38) oraz bromku trimetylosililoacetylenomagnezowego (37) opisanych w literaturze
(Schemat 22) [123-125]. Pierwszym etapem syntezy byto przytaczenie do atomu boru Bg orto-
karboranu atomu jodu. 9-Jodo-1,2-dikarba-closo-dodekarboran  (38)  otrzymalem
wykorzystujac tag samg metod¢ co w przypadku syntezy 9,12-dijodo-pochodnych orto-
karboranu opisanych wyzej, z ta r6znica ze zastosowalem pot rownowaznika molowego jodu
wzgledem substratu [123].

Synteze bromku trimetylosililoacetylenomagnezowego (37) przeprowadzitem w reakcji
trimetylosililoacetylenu z bromkiem etylomagnezowym stosujac jako rozpuszczalnik THF na
podstawie metody opisanej w literaturze (Schemat 22A) [124].

Reakcje sprzegania Kumady zwigzkéw 37 z 38 przeprowadzitem przy uzyciu chlorku
bis(trifenylofosfino)palladu (1) jako katalizatora palladowego oraz jodku miedzi (Cul) stosujac
jako rozpuszczalnik bezwodny, nasycony argonem THF wykorzystujac kombinacj¢ metody
opisanej w literaturze wraz z metoda syntezy 9,12-bis(3-O-trytyloksyprop-1-ylo)-1,2-dikarba-
closo-dodekaboranu (11) opisang w rozdziale 2.1.1. (Schemat 22B) [125]

9-Etynylo-1,2-dikarba-closo-dodekaboran (40) otrzymatem na podstawie metody
opisanej w literaturze w reakcji 9-((trimetylosililo)-etynylo)-1,2-dikarba-closo-dodekaboranu
(39) z wodorotlenkiem potasu stosujac 80% roztwor metanolu (v/v) (Schemat 22B) [125].

4.2. Synteza 3-(1,2-dikarba-closo-dodekaboran-9-etynylo)-5,7-dihydroksy-4H-chromen-
4-onu (46).

Synteze zwigzku (46) bedacego karboranylowym analogiem genisteiny przeprowadzitem
analogicznie do chemicznej syntezy genisteiny opisanej w literaturze [126]. 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 dostgpnosci handlowej chlorku metoksymetylowego (MOMCI) oraz na
czwartym etapie syntezy przeprowadzilem reakcj¢ sprzggania Sonogashiry 3-jodo-5,7-bis((2-
metoksyetoksy)metoksy)-4H-chromen-4-onu (44) z otrzymanym 9-etynylo-1,2-dikarba-closo-
dodekaboranem  (40) zamiast  sprzegania  Suzuki-Miyaury z  kwasem  4-

hydroksyfenyloborowym, ktére prowadzi do otrzymania genisteiny [126].

95



SYNTEZA 1 WSTEPNE BADANIA BIOLOGICZNE ANALOGOW GENISTEINY ZAWIERAJACYCH W SWOJEJ
STRUKTURZE KLASTER BORU

MEM
OH O MEMO 0o 0o O
/@fj\ MEMCI Jﬁ:ﬁj\ Me,NCH(OMe), > Z NMe,
DIPEA DMF MEM
HO OH MEM , OH o) OH
41 42 43

/N
OH O |}‘\_,
Z N MEM Za\ MEM
| o O I/ 40 o 9
74 I
HO 0O HCl, g0, : Z Pd[(PPh),], Cul, DIPEA |
- ey >
MeOH o MEM
MEM o DMF, 24 h, R.T o o
OH 45 44

OH O O
O ! 40 o
HO 0

7\
0 ﬁ\%-,
N7 PdI(PPh)], Cul, DIPEA I
Genisteina | © DMF, 24 h,R.T |
o (0]
48

47

MEMCI= N\ AN_O0

(®=CHlub C ®=BH lub B)

Schemat 23. Synteza analogéw genisteiny modyfikowanych klasterem boru: 3-(1,2-dikarba-
closo-dodekarboran-9-etynylo)-5,7-dihydroksy-4H-chromen-4-onu  (46) i 6-metylo-3-(1,2-
dikarba-closo-dodekarboran-9-etynylo)-4H-chromen-4-onu (48).

Wprowadzenie dwoch  grup  ochronnych — 2-metoksyetoksymetylowych — grup
hydroksylowych w pozycjach 2- i 4- 2,4,6-trihydroksyacetofenonu (41) przeprowadzitlem
wreakcji  z chlorkiem 2-metoksyetoksymetylu (MEMCI) stosujac jako zasade
diizopropyloaming (DIPEA) (Schemat 23). Zwigzek 41 rozpuscitem w bezwodnym chlorku
metylenu, Mieszaning umiescitem w tazni lodowej i wkroplitem dwuipotkrotny rownowaznik
molowy DIPEA wzglgdem substratu. Po 20 minutach dodatem chlorku 2-metoksyetoksymetylu
MEMCI w takiej samej ilosci molowej jak DIPEA. Po 20 minutach usunatem taznie chtodzaca
I pozwolitem reakcji ogrza¢ si¢ do temperatury pokojowej. Surowa mieszaning reakcyjna
przemytem wodg i ekstrahowatem chloroformem. Warstwy organiczne suszytem nad MgSOsa.
Produkt oczy$citem za pomocg chromatografii kolumnowej stosujac gradient octan etylu
w heksanie. Produkt 42 otrzymatem z wydajno$cig 50%.

3-(Dimetyloamino)-1-(2-hydroksy-4,6-bis((2-metoksyetoksy)metoksy)fenylo)prop-2-
en-1-onu (43) otrzymatem w reakcji kondensacji 42 z N,N-dimetylo-dimetoksymetyloamina.
Zwigzek 42 rozpuscitem w DMF. Mieszaning umiescitem w tazni grzewczej w temperaturze
75 °C i wkroplitem pigciokrotny rownowaznik molowy N,N-dimetylo-dimetoksymetyloaminy
wzgledem substratu. Reakcj¢ prowadzitem przez 4,5 h kontrolujac jej przebieg za pomoca TLC.

Po zakonczeniu reakcji do mieszaniny dodatem wodg, po czym mieszaning ekstrahowatem
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octanem etylu. Surowy produkt naniostem na kolumne¢ chromatograficzng i eluowatem
octanem etylu otrzymujac czysty produkt 43 z wydajnoscia 85%.

Synteze 3-jodo-5,7-bis((2-metoksyetoksy)metoksy)-4H-chromen-4-onu (44)
przeprowadzilem w reakcji cyklizacji zwigzku 43 przy uzyciu jodu pierwiastkowego (I2)
W metanolu. Zwiazek 43 wraz z |; rozpuscitem w bezwodnym metanolu. Reakcje prowadzilem
przez 24 h w warunkach standardowych kontrolujac jej przebieg za pomoca TLC. Po tym czasie
rozpuszczalnik odparowatem i dodatem 5% roztworu tiosiarczanu sodu w celu usuniecia
nadmiarowego jodu, po czym mieszanin¢ ekstrahowatem chloroformem. Produkt oczyscitem
za pomocg preparatywnego TLC stosujac jako eluent 100% octanu etylu otrzymujgc produkt
44 7z wydajnos¢ 87%.

3-(1,2-Dikarba-closo-dodekarboran-9-etynylo)-5,7-bis((2-metoksyetoksy)metoksy)-
4H-chromen-4-on (45) otrzymatem na drodze sprzggania Sonogashiry zwigzkow 44 i 40.
Zwiazki 44 1 40 wraz z katalizatorem palladowym Pd(PPhs)s oraz jodkiem miedzi Cul
rozpuscitem w bezwodnym, nasyconym argonem DMF. Po 20 minutach dodalem DIPEA.
Reakcje¢ prowadzitem przez 24 h kontrolujac jej przebieg za pomocg TLC. Po zakonczeniu
reakcji mieszaning wylalem na schlodzony 0,1 M bufor fosforanowy po czym mieszaning
ekstrahowatem octanem etylu. Produkt oczyscitem za pomocg preparatywnej TLC stosujac
jako eluent 100% octanu etylu otrzymujac zwigzek 45 z wydajnoscig 70%.

3-(1,2-Dikarba-closo-dodekarboran-9-etynylo)-5,7-dihydroksy-4H-chromen-4-on (46)
otrzymatem w wyniku usunigcia grup ochronnych MEM w warunkach kwasnych [127].
Zwiazek 46 rozpuscitem w metanolu i dodalem 10 procentowy roztwor odgazowanego kwasu
solnego. Mieszaning ogrzatem do 70 °C i reakcje prowadzitem przez 1 h w atmosferze argonu
kontrolujac jej przebieg za pomocg TLC. Po tym czasie do mieszaniny reakcyjnej dodatem
wode, mieszaning ekstrahowatem octanem etylu. Produkt oczyscitem za pomocg dwoch
nastgpujacych po sobie chromatografii kolumnowych najpierw stosujac jako eluent gradient
octanu etylu w heksanie, a potem gradient eteru dietylowego w heksanie. Produkt 46
otrzymatem z wydajnoscig 95%.

Dodatkowo przeprowadzitem synteze 6-metylo-3-(1,2-dikarba-closo-dodekarboran-9-
etynylo)-4H-chromen-4-onu (48) w reakcji dostepnego handlowo 6-metylo-4H-chromen-4-onu
(47) z 9-etynylo-1,2-dikarba-closo-dodekaboranem (40) metoda analogiczng do metody
opisanej w przypadku syntezy 46. Oba analogi gensiteiny zostaly w pelni scharakteryzowane
za pomocg spektroskopii tH-, 13C-, 'B-NMR, spektroskopii w podczerwieni IR, spektroskopii
UV-VIS, HPLC oraz spektrometrii masowej (ESI) MS.
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Rysunek 23. Widma *H-NMR analogéw genisteiny: 46 (A) i 48 (B).
4.3. Wstepne badania biologiczne otrzymanych analogow 46 i 48 genisteiny.

Wstepne badania biologiczne otrzymanych analogow 46 i 48 zostaly wykonane przez
dr Katarzyne Bednarskga-Szczepaniak z Pracowni Chemii Medycznje Instytutu Biologii

Medycznej PAN. Cytotoksycznos$¢ zwigzkow zostata zbadana metoda MTT na komorkach raka
watroby Huh70.
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Rysunek 24. Zywotnoéé¢ komorek raka watroby Huh70 traktowanych analogami genisteiny 46
I 48 wraz z wyznaczonym parametrem ICso.

Otrzymane analogi genisteiny modyfikowane klasterem boru wyraznie roznig
cytotoksycznoscia w stosunku do linii komérkowej raka watroby Huh70. Warto przy tym
zauwazy¢, ze pochodna 46 (ICso = 53 + 4.6 uM) jest bardziej toksyczna od genisteiny (ICso =
119 + 13 uM) i rbwnoczesnie znacznie bardziej toksyczna od pochodnej 48 (IC50 = 283 + 26

98



PODSUMOWANIE

uM). Roznice te moga nabra¢ dodatkowego znaczenia w przypadku zaobserwowania
zrbéznicowanego powinowactwa genisteiny i pochodnych 46 i 48 w stosunku do receptorow o
i B-estrogenu. Badania te sg w toku w ramach wspolpracy z dr Geert A. Daudey z Center for
Research in Molecular Medicine and Chronic Disease (CiMUS) University of Santiago de

Compostela.

PODSUMOWANIE

Klastery boru, w poréwnaniu do zwigzkdéw organicznych, szczegolnie dobrze nadajg si¢
do wykorzystania jako sztywne, trojwymiarowe platformy, do ktéorych mozliwe jest
przylaczenie w sposOb przestrzennie uorganizowany lancuchow DNA (jak roéwniez
podstawnikow niskoczasteczkowych) umozliwiajac otrzymywanie zar6wno nowych zwigzkow
biologicznie aktywnych jak i nowych materiatow.

Kluczem do tych =zastosowan, zaré6wno w przypadku karboranow jaki i
metalokarborandw, jest racjonalnie zaplanowana synteza ich pochodnych. Szczegdlnym
wyzwaniem jest oligofunkcjonalizacja rozumiana jako przylaczenie do szkieletu klastera
wiecej niz dwoch podstawnikow. W tym konteksScie chemia metalokarborandw stanowi
podobne cho¢ réwnoczesnie znacznie wigksze wyzwanie nich chemia karboranow. Wynika to
z faktu bardziej ztozonej budowy metalokarboranow niz karboranéw 1 obecnosci dwoch
ligandow karboranylowych podatnych na niezalezne do pewnego stopnia modyfikacje jak
réwniez dynamicznych wilasciwosci metalokarboranow wynikajacych z mozliwos$ci rotacji
ligandow karboranylowych wokot centralnie koordynowanego jonu metalu. Dodatkowym,
utrudniajagcym niekiedy otrzymanie pozadanych pochodnych metalokarboranow lecz
rownoczesnie 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-dodekaborano)-commo-3,3’-kobaltanu (III) umozliwiajacych
przytaczanie jednego, dwdch, trzech lub czterech podstawnikow zaréwno do atomoéw boru jak
1 wegla.

Do najwazniejszych osiggniec¢ tych prac zaliczam:

e Opracowanie metody syntezy trojpodstawionej pochodnej 1,2-dikarba-closo-
dodekaboranu, wykorzystanej z powodzeniem do otrzymania funkcjonalnych
nanoczastek drugiej generacji, kompozytow klasterow boru i terapeutycznych kwasow

nukleinowych.
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e Opracowanie oryginalnej metody funkcjonalizacji metalokarboranéw na drodze
alkilowania na atomie siarki cyklicznego tiofosforanu bis(8,8’-dihydroksy-1,2-dikarba-
closo-dodekaborano)-commo-3,3’-kobaltanu (III). Metoda ta pozwala na latwe
przytaczanie do metalokarboranu szerokiej gamy podstawnikow.

e Opracowanie metody syntezy trojpodstawionej pochodnej metalokarboranu, 8-(5-
hydroksyy-3-oksa-pentoksy)-[ 1,1°-di(2-O-trytyloksyetylo)-bis(1,2-dikarbolido)-3,3'-
kobaltanu] (IIT), 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 wlasciwosci czasteczki zwigzang
ze zmieniajacym si¢ rozktadem gestosci elektronowych oraz stereochemi¢ otrzymanych
pochodnych.

e Synteza pierwszych analogdw genisteiny modyfikowanych klasterem boru.

Wszystkie wymienione pochodne i stojace za nimi badania chemiczne stanowia oryginalny

wktad w chemig klasterow boru.
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Abstract: The exploitation of metallacarboranes’ potential in various fields of research and practical
applications requires the availability of convenient and versatile methods for their functionalization
with various functional moieties and/or linkers of different types and lengths. Herein, we report
a study on cobalt bis(1,2-dicarbollide) functionalization at 8,8 -boron atoms with different hetero-
bifunctional moieties possessing a protected hydroxyl function allowing further modification after
deprotection. Moreover, an approach to the synthesis of three and four functionalized metallacarbo-
ranes, at boron and carbon atoms simultaneously via additional functionalization at carbon to obtain
derivatives carrying three or four rationally oriented and distinct reactive surfaces, is described.

Keywords: metallacarboranes; cobalt bis(1,2-dicarbollide); oligofunctionalization; alkylation;
stereochemistry

1. Introduction

Boron clusters, a class of polyhedral caged compounds, are playing an increasingly
prominent role in the development of a broad range of technologies in fields such as
material science [1,2] and medicinal chemistry [3-5]. They also find applications as labels
for nucleic acid fragments [6-8]. Conjugates of DNA oligonucleotides and functionalized
boron clusters have recently been proposed as building blocks for the construction of new
nanomaterials for biomedical applications [9,10].

The ability of a boron cluster’s type of dicarbaborate anion (nido-7,8-C;BgH;1) to
coordinate a wide spectrum of metal ions, such as Fe, Co, Cr, Ta, Mo, W, V, and Nb, and
form metal complexes, namely, metallacarboranes, extends the range of its prospective
applications [11-14]. Among them, the most widely used metallocarborane is cobalt bis(1,2-
dicarbolide), which is a sandwich of two [C;BgH;1]%>~ (dicarbollide) units with a cobalt ion
in the center of the complex structure.

The broad technological potential of metallacarboranes requires access to a diverse
array of functionalities (reactive functional groups, alkyl chains, spacers or polymers of
various lengths, pharmacologically active species, etc.). Furthermore, it is necessary for
more than one of these kinds of functionalities to coexist in the same metallacarborane
structure to produce hetero-functionalized, tailor-made metallacarborane derivatives. The
possibility to arrange these functionalities in a specific spatial orientation with respect
to the topology of the 3D cluster core facilitates the achievement of the desired covalent
modification, providing atomic-level precision and allowing for the control of size and
surface composition. Finally, a highly relevant aspect regarding molecular design is the
possibility of distancing the metallacarborane cage from the introduced functional group
and the prospect of their further modification and/or extension.

Molecules 2023, 28, 4118. https:/ /doi.org/10.3390/molecules28104118
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The successful use of functionalized 1,2-dicarbadodecaborane as a core unit in the
synthesis of building blocks containing a boron cluster and DNA for the construction of
functional nanoparticles carrying therapeutic nucleic acids [9,10] prompted us to extend
this technology towards metallacarboranes. Due to the different shapes of metallacarbo-
ranes, it may be possible to obtain nanoparticles with a different topology than that of
1,2-dicarbadodecaborane, which, in turn, can affect their biological properties. The ability
of boron clusters to function as membrane carriers for a broad range of cargo molecules,
thereby facilitating therapeutic nucleic acid cellular uptake, constitutes an additional po-
tential advantage of metallacarborane-containing DNA nanoparticles [15-18].

2. Results

Herein, the results of a study on the oligofunctionalization of cobalt bis(1,2-dicarbollide)
at boron atoms 8 and 8’ and 1,1’ and/or 2,2’ at carbon atoms with extendable ligands are
described. Ligands such as hydroxyalkyls, which possess a hydroxy function separated
from the metallacarborane core by spacers, were used. They offer the possibility of maxi-
mizing the distance of functional moieties from each other and the cluster core to avoid
the influence of metallacarborane (known as the “metallacarborane effect”) [19] on the
chemical properties of these moieties. Analogous (but unprotected and substituted at cage
carbon atoms only) alkylhydroxy derivatives of cobalt bis(1,2-dicarbollide) were described
by Griiner and colleagues [20,21].

Moreover, derivatives were designed to test the applicability of two types of protec-
tions commonly employed in the chemical synthesis of DNA hydroxyl-protecting groups,
namely, trityl and alkylsilyl protections, to allow for chemo-selection in a subsequent
chemical manipulation. These results are complemented by studies on the further function-
alization of the metallocarborane substituted on the 8,8’ boron atoms via substitution on
the 1,1’ and 2,2’ carbon atoms of the carborane ligands.

2.1. Functionalization at 8 and 8' Boron Atoms via Direct Alkylation of Hydroxy Groups in
8,8'-Dihydroxy-bis(1,2-dicarbollide)-3-cobalt(1-)ate (2)

The functionalization procedure began with converting cobalt bis(1,2-dicarbollide) (1)
into easily available 8,8'-dihydroxy-bis(1,2-dicarbollido)-3-cobalt(1-)ate (2) in a reaction
with 80% aqueous sulfuric acid [22]. The substitution reaction proceeded selectively at the
8 and 8 boron atoms, which are the ones with maximum electron density [23].

As the alkylating agents used for compound 2 were 4-(trityloxy)butyl-4-methylbenzen-
esulfonate (3) [24] or (3-bromopropoxy)-tert-butyldimethylsilane (4), which differ in terms
of leaving groups (tosyl or bromine) and hydroxyl group protection (trityl, -CPhgs or tert-
butyldimethylsilyl, TBDMS), NaH was used as a base to activate the hydroxyl groups in 2
(Scheme 1).

For the reactions involving both tosylate 3 and bromide 4, even if an excessive amount
of NaH was used, the complete alkylation of both hydroxyl groups was not achieved
after 24 h, yielding a mixture of mono-substitution products 5 or 6 (minor products) and
bis-substitution products 7 or 8 (major products). Both mono- and bis-alkylated products
are easily separable via column chromatography conducted on silica gel using a gradient
of methanol or acetonitrile in chloroform as the eluting solvent system.

The final yield of trityl-protected 7 after purification was found to vary considerably,
ranging from 30 to 60%, although the yield of conversion detected in the crude reaction
mixture was high, with a bis-functionalized derivative as the major product formed. This
variability in the recovery of the tritylated products 5 and 7 can be ascribed to the relative
instability of the trityl protection in 5 and 7. A reason for this instability could be the
known Lewis acidity of the boron cluster cage [25] and the acid lability of trityl protection.
Interestingly, it seems that one of the factors influencing this effect may be the distance of the
trityl protection from the metallocarborane core because in compounds 15, 16, and 21, which
contain longer linkers, the instability of the trityl groups does not appear to be a problem.
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Scheme 1. Alkylation of 8,8'-dihydroxy-bis(1,2-dicarbollide)-3-cobalt(1-)ate (2) with Ts(CH;)4OCPhg
(3) or Br(CH,);OTBDMS (4) as electrophiles. i. HySO4 g9, 140 °C; ii. NaH, 3 or 4, 80 °C or 60 °C, and
DMF,’ TBDMS = -Si(CH3)2C(CH3)3.

Compounds 6 and 8 containing silyl protections are reasonably stable anions that can
be purified and separated via column chromatography on silica gel. TBDMS protecting
groups were quantitatively removed from terminal hydroxyls via treatment with TBAF
in THF at room temperature, as demonstrated for 8 (Scheme 2). This treatment led to a
counterion exchange in 9, which was demonstrated using NMR analysis.

+ +
" [(CH3),N(Ry),| - [TBA]
OTBDMS OH

H@

Scheme 2. Deprotection of TBDMS protected 8. i. TBAF in THE. TBDMS = -Si(CHj3),C(CH3)3,
TBA = N[(CH3)3CH3l4,

|

TBDMSO

8, R, =-(CH,);0TBDMS

As indicated via 'H NMR (Supplementary Information, Figures S2, S7 and S12),
alkylated compounds 5-8 were isolated in the form of tetraalkylammonium (CH3),NR;
salt, where R; is -(CH;)4OCPhj3 or -(CH;)3OSi(CHj3), C(CHj3)3 (Scheme 1). The unexpected
structure of the tetraalkylammonium counterions is most probably due to the in situ
formation of sodium dimethylamine as a result of a side reaction involving the reduction
of DME, used as a solvent by NaH, and its reaction with the alkylating agent [26]. The
modest nucleophilicity of the hydroxyls on one side and the erosion of reagents because of
this competing reaction with solvent on the other side account for the use of an excess of
reagents to achieve good yields. These undesirable properties of the pair of NaH and DMF
are also responsible for the incomplete alkylation of both hydroxyl groups in 2 mentioned
above under the conditions employed, despite the other advantages of DMF solvent.

Next, we attempted to functionalize the carbon atoms of the bisubstituted on the
boron atoms compound 8 (Scheme 3). The reaction was carried out in anhydrous DME at a
temperature ranging from —70 °C to room temperature according to a typical procedure.
First, to a solution of 8 in DME, nBuLi in hexane and then ethylene oxide solution in THF
were added. After 24 h, the reaction was quenched, which, after a standard workup, yielded
the mono-substitution product 10 formed as the minor product and the bis-substitution
product 11 formed as the major one. Although moderate amounts of the target compounds
can be obtained using this approach, the synthetic yields are generally not high.
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Scheme 3. Substitution on carbon atoms in 8,8'-alkoxy-functionalized metallacarborane 8. i. nBuLi,
DME; ii. ethylene oxide. TBDMS = -Si(CH3),C(CHj3)3.

We hypothesize that the reasons for the limited susceptibility of the type 8 compounds
to functionalization on carbon atoms may include the electron-donating effect of boron
cluster ligands; steric hindrance due to the presence of large substituents at the 8 and 8’
positions, thereby hampering the electrophile’s access to the activated carbon atoms; the
formation of intramolecular hydrogen bonds between the oxygen atoms of the substituents
at the 8,8’ position and acidic carborane C-H groups (Figure 1) analogously to C-H---X-B
hydrogen bonds [27,28]; and rotations of 1,2-dicarbollide ligands around an axis, thereby
decreasing the susceptibility of C-H groups to activation and alkylation. Consequently,
we decided to test a different approach based on derivatives of cobalt bis(1,2-dicarbollide)
with arrested rotation and containing a phosphorothioate bridging moiety, namely, 13.

X = Br, |, Cl, SCH; [CH orC=@ ,BHorB=Q,Co= ]

Figure 1. Intramolecular hydrogen bonds in halogenated cobalt bis(1,2-dicarbollide) (A) and hypo-
thetical intramolecular interactions in 8,8'-bis-alkylated 8 (B).

2.2. Functionalization at Boron Atoms 8 and 8 via S-Alkylation of 8,8'-O,0-[Cobalt
bis(1,2-dicarbollide) Jphosphorothioate (13)

2.2.1. Synthesis of 8,8'-Bridged 8,8'-O,0-[Cobealt bis(1,2-dicarbollide)]phosphorothioate (13)
The target compound 13 was obtained through a simple, two-step procedure (Scheme 4).
In the first step, the 8,8'-dihydroxy-derivative 2 was converted into 8,8 -bridged 8,8'-O,0-
[cobalt bis(1,2-dicarbollide)] H-phosphonate acid ester (12) via a reaction with tris(1H-
imidazol-1-yl)phosphine [29] and the in situ hydrolysis of the resultant imidazolide.
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Scheme 4. Synthesis of H-phosphonate (12) and thiophosphate (13) esters of 8,8'-dihydroxy-bis(1,2-
dicarbollido)-3-cobalt(1-)ate (2); i. PCl3, imidazole, EtsN in THF; ii. H,O, iii. Sg, DBU in MeOH.
DBU = 1,8-diazabicyclo(5.4.0)undec-7-en.

In the second step, H-phosphonate acid ester 12 was dissolved in anhydrous methanol;
then, elemental sulfur Sg was added. A strong organic base, 1,8-diazabicyclo(5.4.0)undec-7-
en (DBU), was added to the resultant suspension, and the reaction was left for 96 h at room
temperature with stirring. After the evaporation of the methanol, the residue containing
the crude product was purified via silica gel column chromatography using a gradient of
acetonitrile in chloroform as the eluting solvent system.

2.2.2. S-Alkylation of 8,8'-Bridged 8,8'-O,0-[Cobalt bis(1,2-dicarbollide)]phosphorothioate
(13) with Linear and Branched Alkylating Agents

Sulfur is a larger atom than oxygen, rendering its electrons more polarizable and the
atom itself more nucleophilic. The alkylation of the sulfur atom of phosphorothioates
is a viable method for the synthesis of their S-alkylated derivatives. This method takes
advantage of the excellent nucleophilic properties of sulfur and is commonly used in
organophosphorus chemistry [30].

Using these advantageous properties of phosphorothioates, we attached both linear
13 and 14 or branched 20 ligands containing hydroxyl functions protected by a trityl group
to the metallocarborane derivative 13. The alkylation reaction proceeded smoothly, and the
yields of the isolated alkylated products 15, 16, and 21 were high (Scheme 5).

+ +
—‘ " [DBU] j " [HNE;]
/\(\/OCPhS

. n
O\P//S —>l O\P/S
o> 0" X
é/\ g OH é/\ g (6]
13

15, n=3
16, n=2

Scheme 5. Alkylation of 8,8'-O,0-[cobalt bis(1,2-dicarbollide)]phosphorothioate (13) with linear
alkylating agent. i. Ts(CH,)4OCPh3 (3) or Br(CH;);OCPh; (14), acetone, NEt3, 60 °C, and 24 h.
DBU = 1,8-diazabicyclo(5.4.0)undec-7-en.

It is worth noting that derivatives of known 8,8'-bridged 8,8'-O,0-[cobalt bis(1,2-
dicarbollide)]phosphate [22], a counterpart of 13 containing an 8,8’-O,0-phosphate bridge
instead of a phosphorothioate one, have not yet been described. The expected low nucle-
ophilicity of the phosphorus center resulting from the metallocarborane effect [19] and the
lower nucleophilicity of oxygen compared to sulfur atom can be one of the reasons for this.

Consequently, a study on the functionalization of 13’s carbon atoms was undertaken.
For this purpose, a method for the synthesis of a branched alkylating agent (20), in this
case, a glycerol derivative, was first developed. In the first step, bis(trityloxy)propan-2-ol
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(18) was synthesized according to a method reported in the literature [31]. Next, 18 was
reacted with 1,4-bis(p-toluenesulfonyloxy)butane (19), yielding a branched alkylating agent
with an elongated linker (20) (Scheme 6).

HO . PhyCO & Ph;CO
}OH—'» }OH LN }O’(’\):‘OTs
HO Ph;CO Ph;CO

17 18 20
_‘_Li+
HO OCPh,
O, /SHO{
_P
/O\ [0} \\0 4 OCPh;

[DBU] _‘ [HNEt3]
@ OCPh3 v 22

OCPh3

@ 3 " A@ I

OCPh3

(CH orC=@ ,BHorB=Q,Co= ]

23

Scheme 6. Synthesis of branched alkylation agent 4-(1,3-bis(trityloxy)propan-2-yloxy)butyl-4-
methylbenzenesulfonate (20), its use to alkylate 8,8’-O,0-[cobalt bis(1,2-dicarbollide)]phosphorothioate
(13), and functionalization of 21 on carbon atoms: i. CICPhg (trityl chloride), pyridine; ii. NaH, DMEF,
1,4-bis-(4-methylbenzenesulfonate)butane (19); iii. EtzN, 20 in a acetone/EtOAc; iv. nBuLi, DME; ethylene
oxide; DBU = 1,8-diazabicyclo(5.4.0)undec-7-en.

The functionalization of 21 on carbon atoms was achieved via the activation of cage
C-H groups with nBulLi followed by treatment with ethylene oxide. As expected, carrying
out the synthesis of 22 and 23 required overcoming the low susceptibility of intermediate
21 to substitution on carbon atoms. However, mono- and disubstituted derivatives 22
and 23 were obtained with yields that enabled their full characterization and use for
further chemical manipulations. The accessibility and high yields offered by the synthesis
of intermediates 13 and 21 allow for the easy scaling-up of the synthesis of 22 and 23
(if needed).

3. Discussion

In the literature, the description of metallacarborane building blocks with hydroxyl or
other functional groups separated from a cluster cage by an alkyl spacer seems limited. In
this contribution, we report the development of methods for the functionalization of cobalt
bis(1,2-dicarbollide) (1) with hetero-bifunctional derivatives of silyl- or trityl-protected
alcohols attached directly to boron atoms and trityl-protected branched alcohols attached
to metallacarborane through a phosphorothioate bridge. An approach to the synthesis of
oligofunctionalized metallacarboranes via carbon deprotonation through nBuLi to obtain
derivatives carrying substituents at both boron and carbon atoms is also described.

After a long period of discussion, the aromatic, three-dimensional (3D) nature of boron
clusters is now widely accepted [32,33]. As in the case of aromatic organic molecules, the
attachment of a substituent to one of the atoms of a 3D aromatic boron cluster system
changes the distribution of the electron density of the entire molecule and affects the prop-
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erties of other reactive centers. This makes the oligofunctionalization of metallacarboranes,
especially when performed simultaneously on boron and carbon atoms, a particular chal-
lenge. Additionally, the complicated stereochemistry of substituted metallacarboranes
owing to the presence of various types of chirality in the same molecule further compounds
this challenge.

One of the practical manifestations of an effect of synchronized changes in electron
density within the whole metallacarborane molecule on the properties of reactive centers is
the inclination for the formation of disubstituted derivatives on boron atoms 8 and 8’ and
carbon atoms 1,2 and 1/,2’. This is illustrated by the preferential formation of disubstituted
derivatives compared to monosubstituted ones in the case of 7 vs. 5; 8 vs. 6; 11 vs. 10; and
23 vs. 22. This is clearly due to the activation of a second nucleophilic center, such as B-OH
or C-H groups, by a strong base after a previous substitution at the first center. However,
this does not change the fact that the overall alkylation efficiency of the C-H groups in the
derivatives of 1 already substituted on 8 and 8” boron atoms is low.

For example, the monoalkylation derivatives of 8,8'-dihydroxy-bis(1,2-dicarbollide)-
3-cobalt(1-)ate (2) and bisalkylation derivatives were isolated in a ratio of 1:25 for 5 and
7 and 1:10 for 6 and 8. The mono- and bis-substituted at carbon atoms derivatives of the
bis-substituted at boron atoms of compound 8 were isolated in a 1:3 ratio for 10 and 11. The
same trend, though less pronounced, was observed for the boron and carbon functionalized
derivatives 22 and 23 with arrested rotation, for which the ratio of mono-substitution on
carbon bis-substitution was 1:1.2.

Another property significantly influencing the chemistry of oligofunctionalized met-
allacarboranes is their stereochemistry. The phenomenon of boron cluster chirality was
recognized early [34-36]; however, this did not initially arouse much interest. The in-
creasing use of boron clusters in the field of new materials, nanotechnology, and medical
chemistry renders the stereochemistry of boron clusters increasingly important.

Strangely, though the most symmetric species in nature is the Bj;Hj, ™~ ion, relatively
minor changes in the boron cluster structure might render its basic framework dissymmetric
enough to provoke chirality [37,38]. This is particularly evident in the case of oligofunc-
tionalized metallacarboranes. The derivatives of type 22 and 23 are extreme examples
containing various sources of chirality such as a chiral center at the phosphorus atom, axial
and planar chirality due to bending of the metallacarborane molecule, and the existence of
a number of isomers due to substitution at carbon atoms in addition to boron substitution.

A comparison of the HB_NMR spectra for compounds 13, 15, 16, 21, 22, and 23 with
arrested rotation as well as their 3! P-NMR spectra clearly shows changes in the number
of isomers of the individual products depending on the type of substitution. Compounds
13, 15, 16, and 21 show a singlet at § of about 23 ppm attributed to 2B(8,8') in the 1'B-NMR
spectrum and a singlet at 48.62 ppm for 13 of about 16 ppm for compounds 15, 16, and
21 in the 3'P-NMR spectrum; these findings are consistent with the relative symmetry of
the complexes.

On the contrary, the 11B- and 3'P-NMR spectra of mono- and bisalkylated at carbon-
atoms derivatives 22 and 23 show a dramatic change in symmetry due to the many possible
combinations of substitutions on carbon atoms and the formation of a center of chirality on
the phosphorus atom in monosubstituted 22 and in some isomers of bis-substituted 23. In
consequence, four signals at 25.37, 24.65, 23.69, and 22.93 ppm with an integral intensity
ratio of 2:2:1:1 corresponding to B8,8' for 22 and five signals at 25.35, 24.40, 23.64, 22.80, and
22.23 ppm with an approximate integral intensity ratio of 1:2:1.5:1:1 for 23 were observed.
A similar effect was observed in the 3P-NMR spectra, with seven signals at 15.10, 14.94,
14.57,14.42,14.11, 13.74, and 13.49 ppm for 22 and five signals at 14.99, 14.39, 14.16, 14.01,
and 13.38 ppm for 23, thus reflecting the asymmetry of these compounds and formations
of isomers.

The sensitivity of standard chromatographic techniques is insufficient for distinguish-
ing these isomers and only allows for the separation of mono- and disubstituted derivatives
on carbon atoms, which have already been substituted on boron atoms in the case of 10 and
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11 and 22 and 23. A complete or partial separation of the isomers is probably attainable
using HPLC; however, with regard to further practical applications of these derivatives, it
is not necessary at the present stage.

4. Materials and Methods
4.1. Materials

All solvents were purchased in the highest available quality required for their ap-
plication in this study. The reactions requiring anhydrous conditions were carried out
under argon atmosphere using anhydrous solvents treated with activated molecular sieves
for at least 24 h. Molecular sieves (4A and 3A) were purchased from Alfa Aesar (Karl-
sruhe, Germany) and heat-activated under vacuum before use. Triethylamine, trityl chlo-
ride, toluene-sulfonyl chloride, NaHCO3, Na;SOy, 1,4-butanediol, P,Os, sodium hydride,
n-butyllithium (1.6 M solution in hexane), (3-bromopropoxy)-tert-butyldimethylsilane,
(4) and ethylene oxide (2.9-3.1 M solution in THF) were purchased from Sigma Aldrich
(Steinheim, Germany). Cobalt bis(1,2-dicarbollide) was purchased from Katchem Ltd.,
Prague, Czech Republic.

4.2. Methods

Chromatography. Ultramate 3000 HPLC system (DIONEX, Sunnyvale, USA). equipped
with a photodiode array detector (with fixed wavelengths of 210, 270, 310, and 330 nm) was
used to determine the purity of products. The method consisted of a gradient elution from
20% to 90% aqueous acetonitrile using a Hypersil Gold (5pm particle size) reverse-phase
column at 25 °C. HPLC data were acquired and processed using Chromeleon 6.8 soft-
ware (DIONEX, Sunnyvale, CA, USA). Chromatography for purification of products was
performed on a 230400 mesh silica-gel Sigma Aldrich (Steinheim, Germany) filled glass
column. Analytical TLC was performed on F254 silica gel plates purchased from Sigma
Aldrich. Compounds were visualized using UV light (254 nm) and/or via staining with
0.05% w/v palladium chloride solution in MeOH/HCL

NMR spectroscopy. 1y, 11, 11B{1H}, 13C{1H}, 3!P, and 3'P{1H} NMR spectra were
recorded with a Bruker Advance III 600 MHz spectrometer.

UV-Vis spectrophotometry and line-fitting analysis. Measurements were performed
using a Jasco V-750 UV spectrophotometer at room temperature in acetonitrile.

MS and FT-IR. MALDI-TOF MS spectra were recorded using a Voyager—Elite mass
spectrometer (PerSeptive Biosystems) with 3-hydroxypicolinic acid (HPA) as the matrix.
ESI MS mass spectra were recorded using Agilent 6546 LC/Q-TOF (Santa Clara, Kalifornia,
United States). Negative ions were detected. Infrared absorption spectra were recorded
using a Nicolet 6700 FT-IR spectrometer (Thermo Scientific) equipped with a Smart orbit
diamond Attenuated Total Reflectance (ATR) accessory. Samples to be analyzed were
placed on a diamond ATR element in a solid form or through casting from CH,Cl, solution.
Data were acquired and processed using Omnic 8.1 software (Thermo Scientific, Waltham,
CA, USA).

8,8'-dihydroxy-bis(1,2-dicarbollido)-3-cobalt(1-)ate HNEt; (2) was synthesized according
to the procedure reported by Plesek et al. [22].

4-Trityloxybutyl 4-methylbenzenesulfonate (3) was obtained as described in [39].

3-Bromo-1-trityloxypropane (14) was synthesized as described previously [10].

1,3-bis(trityloxy)propan-2-ol (18) was synthesized according to a procedure in the
literature [31].

1,4-bis-(4-methylbenzenesulfonate)butane (19) was synthesized according to a modified
procedure from the literature [40].

Synthesis Of3,3’-C0{[(8—O(CH2)4OCPI’Z3]—1,Z-Cngng}(S/-OH-I,Z—CngHm) (CH3)2N[(CH2)4
Ophg]z (5) and 3,3/-C0[(8-O(CH2)4OCPh3-1,2-C2B9H10)]2 (CH3)2N[(CH2)4OPh3]2 (7). Compound
2 (50 mg, 0.10 mmol) was dissolved in 0.5 mL of anhydrous dimethoxyethane (DME) and
added to 60% NaH in mineral oil dispersion (4.4 mg, 0.10 mmol NaH) under argon atmosphere.
The reaction mixture was stirred for 2 h at room temperature. After this time has elapsed, the
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solvent was evaporated under reduced pressure, and the resultant solid residue was dissolved
in 0.5 mL of anhydrous dimethylformamide (DMF) and added to a second aliquot of 60% NaH
in mineral oil dispersion (26.2 mg, 0.65 mmol NaH). After sitting for 2 h at room temperature,
the mixture was dropped into a solution of 3 (318.8 mg, 0.65 mmol) in 0.5 mL of anhydrous
DME; then, the reaction mixture was heated at 80 °C (oil bath temperature) for 24 h. The post-
reaction mixture was concentrated; then, 3 mL of H,O was added. The resulting precipitate
was washed with several aliquots of H,O. Then, the solid was dissolved in 5 mL of CH,Cl,,
and the solution was dried with anhydrous Na,SO,, filtered, and concentrated. Repeated
column chromatography on silica gel using a gradient of CH3zOH in CH;3CI (0 to 20%) as an
eluting solvent system yielded 5 and 7 as the first and second bands, respectively. Fractions
containing compound 7 were collected, evaporated to dryness, and then crystallized from
hexane, furnishing 96% pure product as determined by HPLC. Monosubstituted compound 5
was obtained as a red oil.

(5): Yield: 7 mg (5%); TLC (CHCl3:MeOH 4:1); R¢: 0.53; MALDI-MS (m/z): 670.5
(calc. for CyyB1gH4405C04: 670.17). Since excessively small quantities of this product were
obtained, it was not further analyzed via NMR.

(7): Yield: 180 mg (62%); TLC (CHCl3:MeOH 4:1); Ry: 0.64; TH NMR (500 MHz, CD;CN)
d: 7.43 (m, 24H, Hurom), 7.32 (m, 24H, Hurom), 7.25 (m, 12H, Huom), 4.18 (s, 4H, CHppporane)s
3.31 (t, ] = 6.2 Hz, 4H, BOCH,CH,CH,CH,OTr), 3.07 (m, 8H, CH,OTr), 2.99 (t, | = 6.4 Hz,
4H, NCH,CH,CH,CH,OTr), 2.86 (s, 6H, N(CH3),), 1.68 (m, 4H, NCH,CH,CH,CH,OTr),
1.60 (m, 8H, CH,CH,OTr), and 1.48 (m, 4H, BOCH,CH,CH,CH,OTr); ¥C{'H} NMR
(126 MHz, CD3;CN) &: 145.53 and 145.18 (12C, aromaticy,y,); 129.44 and 129.41 (24C,
aromaticy,y,;); 129.37 and 128.83 (24C, aromaticyir,); 128.21 (12C, aromaticyyy); 87.43 and
87.06 (4C, C(Ph);3), 69.43 (2C, BOCH,CH,CH,CH,0Tr), 64.30 (2C, BOCH,CH,CH,CH,OTr),
63.30 (2C, NCH,CH,CH,CH,OTr), 62.33 (2C, NCH,CH,CH,CH,OTr), 51.56 (4C, CHgyp),
30.39, 29.68 (4C, CH,CH,OTr), 27.51, 27.13 (2C, BOCH,CH,CH,CH,OTr), and 20.29
(NCH,CH,CH,CH,OTr); 'B{'H} NMR (160 MHz, CD3CN) &: 20.63 (s, 2B, B3%), —3.56
(s, 2B, BI010") 752 (s, 4B, B4¥/77"), —9.03 (s, 4B, B%9"1212") _2053 (s 4B, B>>" 1111} and
—28.38 (s, 2B, B®¢') 1B NMR (160 MHz, CD3CN) &: 20.66 (s, 2B, B®%'), —3.59 (d, 2B, B1010'),
—8.22 (m, 8B, B9 12124477y 20 48 (d, 2B, B>21111") and —28.09 (d, 2B, B®%); FT-IR
(ecm™1): 3083.53, 3055.16, 3029.62 (v C-H aromatic, (C-Hearp); 2927.18 (v C-Hasym, CHa);
2867.43 (v C-H, CH,O, v C-Hsym, CH»); 2543.23 (v B-H); 1596.06, 1488.72, 1447.49 (v C=C);
1152.23; 745.10 and 693.37 (& C-H aromatic); 703.89 (v B-B); MALDI-MS (m/z): found 984.2
(calc. for C59B1gHggO4Coq: 984.59).

Synthesis Of3,3/-C0 [8-O(CH2)3OTBDMS]-1,Z-CZBngo)(S/-OH-I,Z-CngHlo) (CH3)2N[(CH2)3
OTBDMS)]; (6) and 3,3'-Co[8-O(CH;);OTBDMS-1,2-C2B9Hi)]; (CH3),N[(CH2)30TBDMS)],
(8). Compound 2 (300 mg, 0.65 mmol) was dissolved in 3 mL of anhydrous DME under ar-
gon atmosphere and added to 60% NaH in mineral oil dispersion (26.2 mg, 0.65 mmol NaH).
The reaction mixture was stirred for 2 h at room temperature. Subsequently, the solvent was
evaporated, and the solid residue was dissolved in 3 mL of anhydrous DMF and added to a
second portion of 60% NaH in mineral oil dispersion (157 mg, 3.93 mmol NaH). After sitting
for 2 h at room temperature, the mixture was heated to 60 °C (oil bath temperature) and
911 uL of (3-bromopropoxy)(tert-butyl)dimethylsilane (4) (3.93 mmol) was added dropwise.
After 22 h, an additional quantity of 4 (600 uL, 2.59 mmol) was added, and the mixture was
stirred for next 24 h at 60 °C. A white solid was formed. The post-reaction mixture was then
filtered through syringe filter (5 um, PTFE, Carl Roth), and DMF was evaporated under
reduced pressure. The solid residue was treated with 2 mL of CHCl;3 and filtered; then, the
the filtrate was concentrated and loaded on a silica gel column for separation of products.
First, 100% CHCl3 and then 5% and 10% CH3CN in CHCls were used as eluting solvent
systems. Compound 8 was isolated as first fraction and obtained in the form of orange
crystals after solvent evaporation; its purity was above 95% as determined via HPLC. The
second fraction containing 6 was obtained as red oil after solvent evaporation. Both prod-
ucts 6 and 8 were isolated as N,N-bis[(3-(fert-butyldimethylsilyloxypropyl)]-N,N-dimethyl
ammonium salts [26].
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(6): Yield: 60 mg (10%); TLC (CHCl3:CH3CN 3:1) R¢: 0.53; TH NMR (600 MHz, CD3CN) &:
6.05 (s, 1H, OH), 3.73 (t, ] = 6.5 Hz, 2H, BOCH,CH,CH,0Si), 3.69 (m, 4H, NCH,CH,CH,0Si),
3.65 (m, 2H, BOCH,CH,CH,0Si), 3.56 (s, 2H, CH_,3), 3.45 (s, 2H, CH_,,3,), 3.27 (m, 4H,
NCH,CH,CH,0Si), 2.97 (s, 6H, N(CH3)»), 1.88 (m, 4H, NCH,CH,CH,OSi), 1.74 (m, | = 6.4 Hz,
2H, BOCH,CH,CH,0Si), 0.90 (s, 9H, BOCH,CH,CH,0Si(CH3),C(CH3s)3), 0.89 (s, 18H,
NCHQCH2CH205i(CH3)2C(%)3), 0.07 (S, 6H, BOCHQCH2CH2051(CH§)2C(CH3)3), and
0.05 (s, 12H, NCH,CH,CH,0Si(CH3)>C(CHj)3); 1*C{*H} NMR (126 MHz, CD3CN) &: 67.05
(1C, BOCH,CH,CH,0Si), 62.56 (2C, NCH,CH,CH,0Si), 61.23 (1C, BOCH,CH,CH,0Si),
60.17 (2C, NCH,CH,CH,0Si), 52.03 (2C, N(CH3),), 46.23 (2C, CHyp1,), 45.51 (2C, CHearp),
35.92 (1C, BOCH,CH,CH,0Si), 26.45 (2C, NCH,CH,CH,0Si), 26.27 (6C, OSi(CH3)>,C(CH3)3),
26.11 (3C, OSi(CH3),C(CH3)3), 18.81 (1C, OSi(CH3),C(CH3)3), 18.72 (2C, OSi(CH3)2C(CH3)3),
—5.10 (2C, OSi(CH3),C(CHs)3), and —5.40 (4C, OSi(CH3),C(CHs)3); "'B{!H} NMR (193 MHz,
CD3CN) &: 27.16 (s, 1B, B¥), 25.10 (s, 1B, B®), —5.02 to —9.09 (10B, overlapped B 101012124477y
—20.10 to —20.69 (4B, B2 1111y ‘and —29.18 to —30.16 (2B, B6); 1B NMR (160 MHz, CD;CN)
5: 27.16 (s, 1B, BY), 25.09 (s, 1B, B%), —3.22 to —9.40 (10B, overlapped B> 10101212°44'7.7y _19 75
to —21.11 (4B, B3°1111") and —28.81 to —30.49 (2B, B®6'); FT-IR (cm ™ 1): 3278.64, 2952.00, 2927.58,
2855.64, 2539.99, 1470.65, 1387.53, 1360.69, 1252.66, 1156.76, 1093.25, 1005.54, 972.16, 938.48, 880.24,
832.61,774.98, 718.29, and 661.26; ESI-MS (m/z): found 530.39 and 472.35 [M-tButyl]~ (calc. for
C13B18H43Si103C012 529.09).

(8): Yield: 572 mg (80%); TLC (CHCl3:CH3CN 3:1) R¢ 0.70; TH NMR (500 MHz,
CD5CN) &: 4.18 (s, 4H, CH,,), 3.69 (m, 4H, BOCH,CH,CH,0Si), 3.64 (t, | = 6.4 Hz,
4H, NCH,CH,CH,0Si), 3.38 (t, ] = 6.0 Hz, 4H, and BOCH,CH,CH,0Si), 3.27 (m, 4H,
NCH,CH,CH,0Si), 2.97 (s, 6H, N(CH3)2), 1.88 (m, 4H, NCH,CH,CH,0Si), 1.58 (m, ] = 6.2 Hz,
4H, BOCH,CH,CH,0Si), 0.90 (s, 18H, OSi(CH3),C(CH3)3), 0.88 (s, 18H, OSi(CHj3),C
(CH3)3), 0.07 (s, 12H, OSi(CH3),C(CH3)3), and 0.04 (s, 12H, OSi(CH3),C(CH3)3); 3C NMR
(126 MHz, CD3CN) &: 66.18 (2C, BOCH,CH,CH,0Si), 62.54 (2C, NCH,CH,CH,OSi),
60.95 (2C, BOCH,CH,CH,0Si), 60.17 (2C, NCH,CH,CH,0S5i), 52.06 (2C, N(CH3),), 51.60
(4C, CHy,p), 35.97 (2C, BOCH,CH,CH,08Si), 26.46 (2C, NCH,CH,CH,0Si), 26.28 (6C,
OSi(CHj3),C(CH3)3), 26.12 (6C, OSi(CH3),C(CH3)3 18.83 (2C, OSi(CHj3),C(CH3s)3), 18.72 (2C,
OSi(CH3),C(CH3)s), —5.09 (4C, OSi(CH3),C(CH3)3), and —5.39 (4C, OSi(CH3),C(CHj3)3);
HB{IH} NMR (160 MHz, CD;CN) 5: 20.61 (s, 2B, B&%'), —3.61 (s, 2B, B1010'), —7.45 (s, 4B,
B4477"), —9.03 (s, 4B, B%91212") 2051 (s, 4B, B> 1111') and —28.38 (s, 2B, B®¢'); 11B
NMR (160 MHz, CD5CN) §: 20.76 (s, 2B, B88'), —3.59 (d, 2B, B1010") —7.18 to —9.37 (m,
8B, overlapped B*¥/77'99'1212') _2() 48 (d, 4B, B>>'1111"), and —28.02 (d, 2B, B¢'); FT-IR
(cm™1): 3048.6 (C-Hearp); 2949.4 (v C-Hasym, CH3); 2927.4 (v C-Hasym, CHy), 2891.6 and
2884.2 (v C-Hsym CHs); 2856.2 (v C-H, CH,0, v C-Hgym, CHy); 2605.2 and 2550.6 (v B-H);
1470.8 (6 C-Hsym, CHy) and 1436.0; 1386.2; 1359.5; 1251.2 (Si-CH3) and 1161.9 (Si-O-C);
1093.1 (v Si-O); 1019.3; 1006.3; 975.2; 955.3; 942.7; 881.; 831.8 and 772.4 (v Si-C); 710.9; 661.0;
MALDI-MS (m/z): found 700.5 (calc. for CyB1gHgCoO4Si, 700.43).

Deprotection of compound 8 to obtain [3,3'-Co(8-O(CH,)30OH-1,2-CyB9H19)2] TBA (9).
Compound 8 (20 mg, 0.018 mmol) was dissolved in 0.2 mL of tetrahydrofuran (THF). A
total of 69 pL of terabutylammonium fluoride (TBAF) (1M solution in THF, 0.069 mmol) was
added to the obtained solution, and the reaction mixture was stirred at room temperature
overnight. Then, solvent was evaporated under reduced pressure, and the resulting oil
was dissolved in CHCl3 and applied to the silica gel column prepared in the same solvent.
Elution in a gradient 1 to 20% CH3CN in CHCl3 provided 96% pure 9 (determined by
HPLC) as TBA salt. Yield: 12.5 mg (95%); TLC (CHCl3:CH3CN 3:1) R¢: 0.47; TH NMR
(500 MHz, CD5CN) 6: 4.17 (s, 4H, CH,,), 3.52 (t, | = 6.3 Hz, 4H, BOCH,CH,CH,OH),
3.43 (t, ] = 6.0 Hz, 4H, BOCH,CH,CH,0H), 3.10-3.03 (m, 8H, NCH,CH,CH,CHj3), 2.58 (s,
2H, OH), 1.59 (m, ] = 8.2, 3.7 Hz, 12H, BOCH,CH,CH,OH, NCH,CH,CH,CH3), 1.41-1.28
(m, 8H, NCH,CH,CH,CHj3), and 0.96 (t, ] = 7.4 Hz, 12H, NCH,CH,CH,CHj3); 3C NMR
(126 MHz, CD3CN) 5: 67.47 (2C, BOCH,CH,CH,OH), 60.63 (2C, BOCH,CH,CH,OH), 59.23
(4C, NCH,CH,CH,CHg), 51.39 (4C, CHgyporane), 35.54 (2C, BOCH,CH,CH,OH), 24.21 (4C,
NCH,CH,CH,CH3), 20.25 (4C, NCH,CH,CH,CHj3), and 13.72 (4C, NCH,CH,CH,CHj3);
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1B{IH} NMR (160 MHz, CD;CN) 5: 20.95 (s, 2B, B38'), —3.49 (s, 2B, B1910") _7.71 (s, 4B
B4477") _8.85 (s, 4B, B%91212")  _20.44 (s, 4B, B> 111') and —28.14 (s, 2B, B®¢'); 11B
NMR (160 MHz, CD5CN) &: 20.97 (s, 2B, B8'), —3.48 (d, 2B, B1%10'), —7.18 to —9.26 (m, 8B,
B4A47.7991212"y 2042 (d, 4B, B>2'1111") ‘and —28.19 (d, 2B, B®'); FT-IR (cm ™ !): 3588.76
(v O-H); 3450.79 (v N*-R); 3052.83 (C-Hearp); 2962.10 (v C-Hasym, CHy); 3932.36 and 2873.70
(v C-H, CH,0, v C-Hgym, CHy); 2529.19 (v B-H); 1467.75 (v N*-R), 1380.63; 1161.25 (HO-
C); 1105.54; 1062.05; 1007.15; 969.00; 945.10; 920.29; 876.90; 789.11; 735.69; 696.07; 664.83;
MALDI-MS (m/z): found 472.8 (calc. for C19B1gH3404,Co7 471.90).

Synthesis of 3,3'-Co{[8-O(CH,);OTBDMS-1-(CH,),0H]-1,2-C,B9Hy)}[8'-O(CH,); OTBDMS-
1/,2/—C239H10)]_ (10) and 3,3/-C0[(8—O(CH2)3OTBDMS—I—(CHQ)ZOH—I,Z—CngHg)]Z_ (11).
Compound 8 (50 mg, 0.04 mmol) was dried via co-evaporation with anhydrous benzene
and then kept under vacuum, over P,Os5 overnight. Then, it was dissolved in anhydrous
DME (1 mL), and the solution was cooled in CO; /isopropanol cooling bath. After 15 min,
n-Buli (43 pL, 1.6 M solution in hexane, 1.5 eq) was added, and the reaction mixture was
stirred for 10 min. Afterwards, cooling bath was removed, and the mixture was stirred
for next 10 min. Then, the reaction mixture was cooled again in cooling bath and another
portion of n-BuLi (43 pL) was added. After 15 min, ethylene oxide (60 pL, 2.9-3.1 M solution
in THF, 4.5 eq) was added, and the reaction was left overnight in cooling bath. Then, CH,Cl,
(3 mL) was added to the reaction mixture, the reaction was quenched via addition of water,
and the organic solution was washed three times with 5 mL portions of water. Organic
layer was separated and dried over MgSQOj; then, solvents were evaporated. Crude product
was purified and mono- and bis-substituted products were separated through silica gel
column chromatography using a gradient of MeOH in CH,Cl, from 0 to 3% of MeOH.

(10): Yield: 4.7 mg (9%); TLC (MeOH:CH,Cl, 1:12.5): R¢: 0.28; ESI-MS (m/z): found
744.55, (calc. for Cp4B1gHgsO55ipCoy 744.48). Since excessively small quantities of this
product were obtained, it was not further analyzed via NMR.

(11): Yield: 15 mg (27%); TLC (MeOH:CH,Cl; 1:12.5): R¢: 0.16; 'H NMR (500 MHz,
CD3CN) 6: 4.32-4.08 (s, 2H, diastereoizomeric CH g p0rane), 3-77 to 3.52 (m, 16H, over-
lapped NCH2CH2CH20, NCHQCHQCHzo, BOCH2CH2CH20, BOCHQCHQCHQO), 3.52
to 3.39 (m, 4H, HOCH,CH,Cup1,), 3.39 to 3.31 (m, 4H, HOCHCH,Cap,), 3.03 (s, 6H,
N(CH3),), 1.74 (m, 4H, NCH,CH,CH,0), 1.65 (m, 4H, BOCH,CH,CH,0), 0.90 (s, 18H,
NCH,CH,CH,0Si(CHj3),C(CHs)3), 0.88 (s, 18H, BOCH,CH,CH,0Si(CH3),C(CHs)3), 0.07
(s, 12H, BOCH,CH,CH,0Si(CH3;),C(CH3)3), and 0.05 (s, 12H, NCH,CH,CH,0Si(CH;),C
(CH3)s; BC{'H} NMR (126 MHz, CD;CN) &: 67.39 (2C, BOCH,CH,CH,0), 66.93 (1C,
CH carborane), 6482 (1C, CH gyporane), 64-10 (2C, NCH,CH, CH,OSi), 62.28 (2C, BOCH,CH,CH,0),
61.00 (2C, HOCH,CH,C4y), 57.17 (2C, NCH,CH,CH,0), 56.24 (2C, N(CH3)y), 53.22 (2C,
Cearborane), 45.17 (2C, HOCH,CHCa11,), 36.89 (2C, NCH,CH,CH,0), 27.28 (2C, BOCH,CH»
CH;0), 26.98 (6C, OSi(CH3),C(CH3)3), 26.77 (6C, OSi(CH3),C(CH3)3), 19.53 (2C, OSi(CH3),
C(CH3)3), 19.39 (2C, OSi(CH3),C(CHg)3), —4.38 (4C, OSi(CH3),C(CH3)3), and —4.73 (4C,
OSi(CH3)2C(CHs)3). 'B{'H} NMR (120 MHz, CD5CN) &: 29.65, 25.25, 24.28, 23.33, 21.98 (in
ratio: 3:1.5:1:1:10), 31.27 to 19.66 (m, overlapped diastereoizomeric BS'SI), —2.63 to —13.75
(m, overlapped diastereoizomeric, BlO10°991212° 44,77y 1409 to —21.65 (m, overlapped
diastereoizomeric B5'5/'11'11/), and —22.11 to —29.38 (m, overlapped diastereoizomeric B6f6/) ;
1B NMR (120 MHz, CD3CN) &: 30.85-20.54 (m, overlaPped diastereoizomeric B8'8'),
—2.16 to —13.03 (m, overlapped diastereoizomeric, B10.10°9,9 '12'12/'4'4'7'7/), —13.91 to —21.45
(m, overlapped diastereoizomeric, B5’5/'11'11/), and —21.52 to —27.10 (m, overlapped di-
astereoizomeric, B6'6,),' ESI-MS (m/z): found 788.58 (calc. for Cr¢B1gH70OgSipCoq 788.53).

Synthesis of 8,8'-bridged [8,8'-O,P(0O)H-3,3'-Co(1,2-C,B9H19),] HNEt3 H-phosphonate
(12). Imidazole (0.51 g, 7.5 mmol) was dissolved in minimum ammount of anhydrous
acetonitrile. The solvent was evaporated under reduced pressure, and the procedure was
repeated twice. After drying under vacuum for 1.5 h, imidazole was redissolved in 16 mL
of anhydrous THF and the solution was cooled to —70 °C in a dry ice/isopropanol bath
under argon atmosphere. PCl; (210 pL, 2.40 mmol) was added dropwise followed by
EtsN (1 mL, 7.17 mmol) mixed with 1 mL of anhydrous THE. The entire mixture was
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stirred at —70 °C for 15 min and then solution of 8,8'-dihydroxy-bis(1,2-dicarbollido)-
3-cobalt(1-)ate HNEt3 (2) (320 mg, 0.69 mmol) in 13 mL of THF was added dropwise.
After further 30 min, the reaction mixture was removed from cooling bath and allowed
to warm to room temperature. After another 1 h, the reaction was quenched with 30 mL
of water and extracted four times with 40 mL of diethyl ether (Et,O). The combined ether
extracts were dried with MgSO,4 and the solvent was evaporated. The resultant solid crude
product was dryed under vacuum and then purified by silica gel (230—400 mesh) column
chromatography using CH3CN:CHCl; 1:4 as eluting solvent system. Yield: 320 mg (91%);
TLC (CH3CN:CHCl3 1:2); Rg: 0.35; TH NMR (500 MHz, CD;CN) &: 7.47, 6.07 (1H, P-H),
3.70 (s, 4H, CH_arporane), 3-10 (m, 6H, NCH,CH3), and 1.24 (t, 9H, NCH,CH;); 3 C{'H} NMR
(125 MHz, CD3CN) 8: 47.96 (4C, Ccarb), 47.74 (3C, NCH,CH3), and 9.24 (3C, NCH,CH3);
H1B{1H} NMR (120 MHz, CD;CN) &: 23.02 (s, 2B, B88'), —2.83 (s, 2B, B1010) —5.70 (s, 4B,
B99'1212"y 794 (s, 2B, B¥¥), —8.74 (s, 2B, B77'), —18.89 (s, 4B, B3® 11.11") \and —27.85 (s,
2B, B®¢'); 1B NMR (125 MHz, CD3CN) &: 23.02 (s, 2B, B®%'), —2.83 (d, 2B, B1%1") —5.70
(d, 4B, B99'1212"y _g 36 (t, 4B, B*4'77'), —18.91 (d, 4B, B>°" 1111y ‘and —27.84 (d, 2B, B®¢');
S1P{IH} NMR (202 MHz, CD5CN) &: —3.01 (s, P-H); 3P NMR (202 MHz, CD3CN) §: —3.00
(d, P-H); ATR-IR (cm™1): 3621, 3029, 2993, 2544, 1609, 1474, 1446, 1393, 1218, 1152, 1137,
1094, 1025, 993, 981, 920, 903, 871, 849, 787, 743, 691, and 666. UV-Vis Apax (nm): 297 and
445. ESI-MS (m/z): found 402.24 (calc. for C4H»1O3B1gP1Coq: 401.71).

Synthesis of 8,8'-bridged [8,8'-O,P(O)SH-3,3'-Co(1,2-C;B9H19),] HDBU phosphorothioate
(13). H-phosphonate acid ester 12 (130 mg, 0.26 mmol) was dissolved in anhydrous MeOH
(6.5 mL). The solution was added under argon atmosphere to Sg (85 mg, 2.6 mmol). Then,
1,8-Diazabicyclo(5.4.0)undec-7-en (DBU) (160 pL, 1.05 mmol) was added, and the mixture
was stirred for 96 h at room temperature. Subsequently, solvent was evaporated under
reduced pressure. The crude product was dissolved in CH3CN and then purified via
silica gel column chromatography using a gradient of CH3CN:CHClj3 from 1:4 to 1:1 as
eluting solvent system. Finally, product 13 was eluted from the column using 100% MeOH
as eluent. Yield: 105 mg (70%); TLC (CH3CN:CHCI;5 2:1) Ry¢: 0.5; TH NMR (500 MHz,
CD3CN) o: 9.14 (s, 1H, NH), 3.58 (s, 4H, CH gyporane), 3-50 (m, 2H, NHCH,CH)), 3.44 (t,
] = 5.9 Hz, 2H, CH,NCH,CH,CH,NH), 3.31 (s, 2H, CH,NCH,CH,CH,NH), 2.69 (dd,
J = 6.6, 3.5 Hz, 2H, NHCCH,), 1.97 (dd, | = 6.6 Hz, 2H, CH,NCH,CH,CH,NH), 1.72
(m, 4H, NHCCH,CH,CH,), and 1.65 (dt, | = 14.9, 5.2 Hz, 2H, NHCCH,CH,CH,CH,);
13C{'H} NMR (125 MHz, CD;CN) &: 166.94 (NHCCH,), 54.98 (CH,NCH,CH,CH,NH),
49.26 (CH,NCH,CH,CH,NH), 46.76 (Cearp ), 46.63 (Cearb), 39.04 (NHCH,), 33.42 (NHCCH)),
29.47 (NHCCH,CH,CHy), 27.05 (NHCCH,CH,CH,CH,), 24.52 (NHCCH,CH,CH,), and
19.96 (CH,NCH,CH,CH,NH); "B{'H} NMR (120 MHz, CDsCN) &: 23.46 (s, 2B, B%),
—3.54 (s, 2B, B1010) 572 (s, 4B, B99'1212") _g8 73 (s, 4B, B44/7.7), —19.49 (s, 4B, B> 1111y,
and —28.25 (s, 2B, B5¢'); 1B NMR (120 MHz, CD5CN) : 23.46 (s, 2B, B38'), —3.50 (d, 2B,
B1010"), _574 (d, 4B, B%?'1212") 871 (d, 4B, B**'7.7"), —19.53 (d, 4B, B> 1111") 'and —28.34
(d, 2B, B66'); 3IP{'H}NMR (202 MHz, CD;CN) &: 48.63 (s); 31P NMR (202 MHz, CD3CN)
§: 48.62 (s); ATR-IR (cm™1): 3383 (v OH), 3223 (v NH), 3091 (v NH), 3026, 2926 (v CH),
2856 (v CH), 2799 (v CH), 2545 (v BH), 1725, 1640, 1607, 1465, 1444, 1363, 1321, 1292, 1205,
1157, 1103, 1076, 978, 936, 910, 887, 836, 747, and 690. UV-Vis Amax (nm) 215, 296, and 450.
ESI-MS (m/z): found: 434.20 (calc. for C4H2103818P1S1C01 433.78).

Synthesis of 8,8 -bridged [8,8'-O,P(0)S(CH,),OCPh3-3,3'-Co(1,2-C,B9Hj¢),] HNEt; S-
alkylated phosphorothioates 15 and 16. [8,8'-O,P(O)SH-3,3'-Co(1,2-C,B9Hjg),] HDBU (13)
(13 mg, 0.02 mmol) was dissolved in acetone (0.520 mL); then, Et3N (65 pL, 0.46 mmol)
was added under stirring at room temperature. The mixture was heated to 60 °C in an
oil bath; then, alkylating agent 3 or 14 (0.04 mmol, dissolved in 130 pL of CH,Cl) was
added. The reaction mixture was maintained overnight at 60 °C with stirring; then, it was
cooled to room temperature, and solvents were evaporated under reduced pressure. The
residue was dispersed in CH,Cl, and then filtered and the solution was loaded on silica gel
column prepared in CH,Cl,. Chromatography was performed using a gradient of MeOH in
CH;Cl; from 0 to 3% MeOH. (15): Yield: 17 mg (90%); TLC (CH3CN:CHCI; 1:2): R¢: 0.71;
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TH NMR (500 MHz, CD3CN): 6 7.41 (d, ] = 7.5 Hz, 6H, Huyom), 7.31 (t, ] = 7.6 Hz, 6H, Harom),
7.23 (t,] = 7.2 Hz, 3H, Hyrom), 3.67 (s, 4H, CH 4rporane), 3-07 (q, ] = 7.3 Hz, 6H, NCH,CHy),
3.00 (t, ] = 6.0 Hz, 2H SCH,CH,CH,CH,OTr), 2.78 (dt, 2H, SCH,CH,CH,CH,0Tr), 1.72
(m, ] = 7.1 Hz, 2H SCH,CH,CH,CH,OTr), 1.64 (m, ] = 6.9 Hz, 2H, SCH,CH,CH,CH,Otr),
and 1.21 (t, ] = 7.3 Hz, 9H, NCH,CHj3); 3C{'H} NMR (126 MHz, CD3CN): § 145.55 (3C,
aromaticyiy,;), 129.54 (6C, aromaticy,iy,;), 128.87 (6C, aromaticyiy,;), 128.01 (3C, aromaticyip,),
87.30 (1C, OC(Ph)3), 63.90 (1C, SCH,CH,CH,CH,0OTr), 47.76 (overlapped 3C, HNCH,CHj,
4C, CH garborane), 31.20 (1C, SCH,CH,CH,CH,OTr), 29.75 (1C, SCH,CH,CH,CH, OTr), 28.84
(1C, SCH,CH,CH,CH,0Tr), and 9.29 (1C, NCH,CHj3); 1'B{*H} NMR (160 MHz, CD;CN):
523.08 (s, 2B, B%'), —2.86 (s, 2B, B1010") 554 (s, 4B, B%91212") _836 (s, 4B, B¥4'77),
—18.87 (s, 4B, B>5' 1111y ‘and —27.70 (s, 2B, B®¢'); 1B NMR (160 MHz, CD;CN): 5 23.06
(s, 2B, B8%'), —2.87 (d, 2B, B1010") 557 (d, 4B, B%?1212') _8.16 (d, 4B, B**'77"), —18.92
(d, 4B, B3> 1111") ‘and —27.63 (d, 2B, B®%'); 31P NMR{'H} (202 MHz, CD;CN): § 16.72 (s),
11.37 (s); 3P NMR (202 MHz, CD3CN): § 16.72 () and 11.37 (t); ATR-IR (cm 1) 3032 (v CH
aromatic), 2987 (v CH aliphatic), 2925 (v CH aliphatic), 2851 (v CH aliphatic), 2681, 2566 (v
BH), 1727, 1595, 1474, 1447, 1392, 1264, 1200, 1134, 1103, 1068, 1032, 1016, 980, 941, 917, 901,
849, 735 (aromatic CH bending), and 705 (aromatic CH bending). UV-Vis Ayax (nm) 196,
299, and 440. ESI-MS (m/z): found: 748.37 (calc. for CoyB1gHy304P151Coq: 748.24).

(16): Yield: 16 mg (86%); TLC (CH3CN:CHCl3 1:2) Rf: 0.69; 'H NMR (500 MHz,
CD;CN) &: 7.43 (m, 6H, Hyrom), 7.33 (m, 6H, Hyrom), 7.25 (m, 3H, Hgom), 3.67 (s, 4H,
CH carborane), 3-10 (t, ] = 6.0 Hz, 2H SCH,CH,CH,OTr), 3.08 (q, ] = 7.3 Hz, 6H, NCH,CH3),
2.97 (dt, ] = 14.9,7.3 Hz, 2H, PSCH,CH,CH,OTr), 2.58 (s, 1H, CH30H), 1.27 (t, ] = 5.4 Hz, 2H
PSCH,CH,CH,OTr), 1.22 (t, ] = 7.3 Hz, 9H, NCH,CHj3), and 1.18 (s, 3H, CH;OH); *C{1H}
NMR (126 MHz, CD3CN) 6: 145.27 (3C, aromaticypy), 129.45 (6C, aromaticyy), 128.78 (6C,
aromaticyip,;), 127.94 (3C, aromaticyiy,), 87.25 (OC(Ph)3), 62.71 (PSCH,CH,CH,OTr), 55.13
(4C, CHypp), 47.64 (HNCH,CH3), 47.59, 32.14, 31.98 (d, | = 6.1 Hz), 30.29, 29.66, 28.41 (d,
] =3.8 Hz), and 9.17 (HNCH,CHj;); "'B{'H} NMR (160 MHz, CD3CN): 6 (ppm) 23.08 (s,
2B, B8%), —2.86 (s, 2B, B1010"), 553 (s, 4B, B 1212y _836 (s, 4B, B**77"), —18.87 (s,
4B, B35 1111") ‘and —27.70 (s, 2B, B¢¢'); 1B NMR (160 MHz, CD3CN): § 23.07 (s, 2B, B8%'),
—2.92(d, 2B, B1010') _5.60 (d, 4B, B*?1212") 838 (d, 4B, B*4'77"), —~18.98 (d, 4B, B>°'77"),
and —27.88 (d, 2B, B%'); 31P{1H} NMR (202 MHz, CD3CN) 8: 16.54 (s); 3'P NMR (202 MHz,
CD3CN) &: 16.54 (t); ATR-IR (cm~1) 3032 (v CH aromatic), 2987 (v CH aliphatic), 2925 (v
CH aliphatic), 2851 (v CH aliphatic), 2684, 2567 (v BH), 1699, 1596, 1474, 1447, 1392, 1265,
1200, 1135, 1104, 1066, 1032, 1016, 980, 941, 917, 902, 849, 735 (aromatic CH bending), and
705 (aromatic CH bending). UV-Vis Apax (nm) 194, 299, and 436. ESI-MS (m/z): 734.35
(calc. for C26B18H4104P181C01 734.17).

Synthesis of 4-[1,3-bis(trityloxy)propan-2-yl-oxy]butyl-4-methylbenzenesulfonate (20). The
reaction was performed under argon atmosphere in anhydrous conditions. 1,3-Bis(trityloxy)
propan-2-ol (18) (2.35 g, 4.07 mmol) was dissolved in 18 mL of anhydrous DMF; then, NaHggq,
(195 mg, 4.87 mmol) was added. After stirring for 15 min, 1,4-bis(p-toluenesulfonyloxy)
butane [40] (4.23 g, 10.63 mmol), dissolved in 18 mL of DMF, was added. The reaction mix-
ture was stirred for another 2 h at room temperature and was then cooled in ice bath; subse-
quently, an excess of NaH was centrifuged. The supernatant was poured into a cooled 40 mL
volume of phosphate buffer. The mixture was extracted with AcOEt (4x 100 mL). Organic ex-
tracts were combined, washed with H,O, and dried over MgSO,, Solvents were evaporated
under reduced pressure. The crude product was purified via silica gel column chromatogra-
phy using a gradient of AcOEt in hexane from 0% to 10% as eluting solvent system. Yield:
883 mg (27%); TLC (Hexane:AcOEt 2:1) R¢: 0.55; TH NMR (600 MHz, CDCl3) &: 7.78 (d,
2H, Harom), 741 (d, 12H, Harom), 7.27 (m, 20H, Hypom), 4.04 (t, 2H, OCH,CH,CH,CH,0S05),
3.55 (p, 1H, TrOCH,CHOCH,OTr), 3.48 (t, 2H, OCH,CH,CH,CH,0S0,), 3.23 (ddd, 4H,
TrOCH,CH), 2.43 (s, 3H, CHj3yosy1), 1.75 (m, 2H, OCH,CH,CH,CH,0S03), and 1.58 (m, 2H,

OCH,CH,CH,CH,0S0); *C{'H} NMR (125 MHz, CD3CN) 6: 144.62 (1C, aromaticyys,),
144.05 (6C, aromaticyi,;), 133.19 (1C, aromatictys,), 129.81 (2C, aromaticyysy), 128.73 (12C,
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aromaticyp,), 127.88 (2C, aromaticys,), 127.76 (12C, aromaticy,ir,), 126.91 (6C, aromaticyir,),
86.52 (2C, OC(Ph)3), 78.59 (1C, TrOCH,CHOCH,OTr), 70.51 (1C, OCH,CH,CH,CH,0S0,-),
69.47 (1C, OCH,CH,CH,CH,0S0,-), 63.39 (2C, TrOCH,CH), 26.10 (1C, OCH,CH,CH,
CH,0S0,), 25.86 (1C, OCH,CH,CH,CH,0S0,), and 21.64 (1C, CHj3'osY!); ATR-IR (cm—):
3054, 3018, 2946, 2929, 2869, 1978, 1732, 1596, 1488, 1447, 1352, 1304, 1218, 1187, 1172, 1122,
1094, 1065, 1029, 992, 950, 922, 841, 811, 768, 745, and 699; UV-Vis Apax (nm): 198, 229, and
260; ESI-MS (m/z): found 825.32 [M + Na]—, 841.29 [M + K], (calc. for C5pHz50O¢S; 803.01).

Synthesis of 8,8'-bridged {8,8'-O,P(0)S[(CH,)sOCH(CH,OCPh3),1-3,3'-Co(1,2-C2B9H1),}
HNEt3 (21). [8,8'-O,P(O)SH-3,3'-Co(1,2-C,BoHj)>] HDBU (13) (440 mg, 0.75 mmol) was
dissolved in 20 mL of anhydrous acetone; then, anhydrous Et3N (2.15 mL, 15.42 mmol)
was added to the resultant solution under stirring at room temperature. The mixture was
heated to 60 °C; then, 4-[1,3-bis(trityloxy)propan-2-yl-oxy]butyl-4-methylbenzenesulfonate
(20) (901 mg, 1.12 mmol), which was dissolved in 20 mL of anhydrous AcOEt, was added
dropwise. After stirring overnight at 60 °C, the mixture was cooled, and the solvents were
evaporated under reduced pressure. The residue was dispersed in CH,Cly, filtered, and the
filtrate was loaded into the silica gel column prepared in CH,Cl,. Chromatography was
performed using a gradient of CH3OH in CH,Cl, from 0 to 3% of CH3OH. Yield: 560 mg
(64%); TLC (CH3CN:CHClI3 1:2), R¢: 0.60; TH NMR (600 MHz, CD3CN) &: 7.41 (d, 12H,
Haromatic), 7-31 (m, 18H, Haromatic), 3.70 (s, 4H, CHearporane), 3-60 (p, 1H, TrOCH,CHOCH,OTr),
3.45 (t, 2H, PSCH,CH,CH,CH,0), 3.19 (ddd, 4H, CHOCH,OTr), 3,10 (q, 6H, HNCH,CH3),
2.85 (dt, 2H, PSCH,CH,CH,CH,0), 1.71 (m, 2H, PSCH,CH,CH,CH,0), 1.61 (m, 2H,
PSCH,CH,CH,CH,0), and 1.24 (t, 9H, NCH,CH3); 3C{*H} NMR (125 MHz, CD3CN) &:
144.73 (6C, aromaticypy), 129.10 (12C, aromaticyyir,), 128.41 (12C, aromaticyir,;), 127.60 (6C,
aromaticy,1), 86.89 (2C, OC(Ph)3), 78.47 (1C, TrOCH,CHOCH,OTr), 69.92 (1C, PSCH,CH,
CH,CH,0), 63.66 (2C, CHOCH,OTx), 47.28 (3C, HNCH,CHj3), 47.18 (4C, CH arborane), 31.89
(1C, PSCH,CH,CH,CH,0), 22.93 (1C, PSCH,CH,CH,CH,0), 13.96 (1C, PSCH,CH,CHj,
CH,0), and 8.80 (3C, HNCH,CH3); "'B{'H} NMR (120 MHz, CD3CN) &: 23.02 (s, 2B,
B88'), —3.04 (s, 2B, B1010") _567 (s, 4B, B%Y' 1212y _855 (s, 4B, B**/77"), —19.07 (s, 4B,
B55' 1111 ‘and —27.99 (s, 2B, B&¢'); 11B NMR (120 MHz, CD5CN) 5: 23.02 (s, 2B, B88'), —2.98
(d, 2B, B1010), _564 (d, 4B, B%91212") 819 (d, 4B, B¥477"), —19.05 (d, 4B, B> 1111),
and —27.99 (d, 2B, B*®); 3'P{'H}NMR (202 MHz, CD3CN) 6 (ppm) 16.49 (s); 3'P NMR
(202 MHz, CD5CN) &: 16.48 (t); ATR-IR (cm™1): 3031, 2929, 2870, 2564, 2564, 2161, 1978,
1644, 1595, 1489, 1447, 1322, 1202, 1134, 1096, 1031, 940, 899, 848, 763, 747, and 697;
UV-Vis Apax (nm): 196, 233, 299, and 453; MS (ESI) (m/z): found 1064.52 (calc. for
C49B18H6306P151C01 1064.59).

Synthesis of 8,8'-bridged {8,8'-O,P(0)S[(CH,);OCH(CH,OCPh3),]-3,3'-Co[1-(CH,),OH-1,2-
CngHw)](l/,2/-C2B9H10)} HNEt3 (22) and {8,8’-02P(O)S[(CH2)4OCH(CHZOCPh3)2]—3,3/-CO[1-
(CHz)QOH—I,Z—CngHw)] [1,—(CHz)ZOH—II,Z,—CngHlo)]) HNE[’3 (23) Compound 21 (175 mg,
0.15 mmol) was dried via co-evaporation with anhydrous benzene and then kept under vac-
uum over P,Os overnight. Then, it was dissolved in anhydrous DME (3 mL), and the solution
was cooled in CO,/isopropanol cooling bath. After 15 min, n-BuLi (140 pL, 1.6 M solution
in hexane, 1.5 eq) was added, and the reaction mixture was stirred for 10 min. Afterwards,
the cooling bath was removed, and the mixture was stirred for next 10 min. Then, the reac-
tion mixture was cooled again in cooling bath and another portion of n-BuLi (140 uL) was
added. After 15 min, ethylene oxide (200 puL, 2.9-3.1 M solution in THF)) was added, and the
reaction was left overnight in cooling bath. Then, CH,Cl, (5 mL) was added to the reaction
mixture, the reaction was quenched via addition of water, and then the organic solution was
washed three times with 5 mL portions of water. Organic layer was separated and dried over
MgSQOy; then, solvents were evaporated. Crude product was purified, and mono- and bis-
substituted products were separated via silica gel column chromatography using a gradient of
MeOH in CH,Cl, from 0 to 3% of MeOH. (22): Yield: 17 mg (10%); TLC (MeOH:CH,Cl,
1:12.5): Rg: 0.13; TH NMR (500 MHz, CD;CN): & (ppm) 7.41 (d, 12H, Hyomaric), 731 (m,
18H, Hromatic), 3-90 (S, CHegrborane), 3-78 to 3.54 (m, overlapped, CH yporane, HOCH;CHCarpy,
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TrOCH,CHOCH,OTr), 3.44 (t, 2H, PSCH,CH,CH,CH,0-), 3.19 (ddd, 4H, CHOCH,OTx), 3.02
to 2.64 (m, overlapped, PSCH,CH,CH,CH,0O-, HOCH,CH,C,), and 1.65 (m, 4H, over-
lapped, PSCH,CH,CH,CH,0); 'B{'H} NMR (120 MHz, CD3CN) § (ppm) 25.37, 24.65, 23.69,
22.93 (in ratio 2:2:1:1) 26.6 to 21.37 (m, overlapped diastereoizomeric BS'S/), 0.52 to —11.61
(m, overlapped diastereoizomeric, B1010°9,912,12 '4'4/'7'7/), —12.05 to —11.61 (d, overlapped di-
astereoizomeric B5'5l'11'11/), and —21.45 to —28.25 (s, overlapped diastereoizomeric B6S' ); 1B
NMR (120 MHz, CD3CN) & (ppm) 27.17 to 21.57 (m, overlapped diastereoizomeric 88'8,), 2.85
to —11.77 (m, overlapped diastereoizomeric, Bl0'10/'9'9/'12'12/'4'4/'7'7/), —11.82 to —21.00 (d, over-
lapped diastereoizomeric B> 111" and —21.10 to —29.92 (s, overlapped diastereoizomeric
Bo¢'); 31P{IH}NMR (202 MHz, CD;CN) &: 14.94, 14.58, 14.43, 14.12, and 13.49 (in ratio:
4:1:2:1.5:15); 3P NMR (202 MHz, CD3CN) &: 14.94 (t), 14.42 (t), 14.12 (t), 13.49 (t); ATR-IR
(em™1): 3630, 3370, 3057, 3031, 2925, 2869, 2565, 2161, 1979, 1596, 1489, 1448, 1255, 1202,
1128, 1077, 1032, 985, 898, 871, 763, 746, and 699; ESI-MS (m/z): found: 1108.54 m/z (calc.
for C51818H67O7P151C01 1108.64).

(23): Yield: 21 mg (12%); TLC (MeOH:CH,Cl, 1:12.5): R¢: 0.27; 'H NMR (500 MHz,
CD3CN) &: 7.40 (d, 12H, H,omatic), 7.31 (m, 18H, Hyomatic), 3.84 to 3.51 (m, overlapped,
CH carboranes HOCH,CH,-, TrOCH,CHOCH,OTy,), 3.44 (t, 2H, PSCH,CH,CH,CH,0-), 3.18
(ddd, 4H, CHOCH,OTr), 3.12 to 2.66 (m, overlapped, PSCH,CH,CH,CH,0, HOCH,CH,
Cearborane,), and 1.65 to 1.55 (m, 4H, overllaped, PSCH,CH,CH,CH,0); 1B{*H} NMR
(120 MHz, CD3CN) 6: 25.36, 24.41, 23.65, 22.80, 22.23 (in ratio 1:2:1.5:1:1), 26.59 to 20.45
(m, overlapped diastereoizomeric B8'8/), 2.75 to —12.40 (m, overlapped diastereoizomeric,
B10'10"9f9"12'12l'4'4/'7'7'), and —12.34 to —24.64 (m overlapped diastereoizomeric B5'5,'11'11'6'6');
1B NMR (120 MHz, CD3CN) &: 26.65 to 20.21 (m, overlapped diastereoizomeric B3%),
2.32 to —12.88 (m, overlapped diastereoizomeric, B10A0 9912124477y 1D 84 to —25.84
(m overlapped diastereoizomeric BS'5/'11'11'6'6'); SIP{TH}NMR (202 MHz, CD5;CN) 6: 15.00,
14.16, 14.02, 13.38 (in ratio 5:1:3:1); 3'P NMR (202 MHz, CD3CN) &: 15.99 (t), 14.40 (s), 14.01
(t), and 13.38 (t); ATR-IR (cm~1): 3566, 3357, 3056, 3027, 2920, 2889, 2857, 2565, 2166, 1596,
1489, 1448, 1291, 1255, 1201, 1120, 1078, 1032, 1001, 889, 871, 764, 746, and 699 ESI-MS
(m/z): found: 1152.57 (calc. for Cs3B1gH71OgP151Co 1152.69).

5. Conclusions

Although derivatives of metallocarboranes containing various simple substituents
attached to the boron or carbon atoms of the complex carboranyl ligands are abundant,
they do not usually allow for further chemical transformations. The adducts of some
metallacarboranes and cyclic ethers are notable exceptions. In this work, we proposed
methods for filling this gap, at least partially, by using extendable ligands.

The exploitation of icosahedral metallacarborane’s immense potential in various fields
of chemistry and technology requires the availability of convenient and versatile methods
for their modification with various functional moieties and/or linkers of various types
and lengths. Herein, we report a convenient approach to introducing extendible arms on
8,8'-dihydroxy cobalt bis(1,2-dicarbollide). This approach can be used to introduce different
hetero-bifunctional electrophiles containing a protected hydroxyl function that allows for
further modification.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https://
www.mdpi.com/article/10.3390/molecules28104118/s1. Supporting Information. Metallacarborane
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Boron and Carbon Atoms with Extendable Ligands. Figures S1-S91.
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Synthesis of DNA-boron cluster composites and assembly
into functional nanoparticles with dual, anti-EGFR, and
anti-c-MYC oncogene silencing activity

Katarzyna Bednarska-Szczepaniak,” Katarzyna Ebenryter-Olbifska,” Gabriela Gajek,"
Krzysztof Smiatkowski,™ ¢ Justyna Suwara,™ Lidia Fiedorowicz,®® and

Zbigniew Lesnikowski*®

A versatile method for the automated synthesis of composites
containing DNA-oligonucleotides and boron cluster scaffolds
and their assembly into functional nanoparticles is described.
The obtained, torus-like nanoparticles carry antisense oligonu-
cleotides that target two different oncogenes simultaneously.
The nanoparticles exhibited notable silencing efficiency in vitro

Introduction

Nearly half a century after Stephenson and Zamecnik proposed
the concept of antisense oligonucleotides (ASOs), nucleic acid-
based drugs" are now a focus of clinicians and the pharma-
ceutical industry. In addition to ASOs, many other types of
therapeutic nucleic acids (TNAs) have been developed. These
TNAs have demonstrated potential in treating human diseases,
such as cancer, viral infections, and genetic disorders, and as
vaccines.”

To date, sixteen oligonucleotide drugs and several COVID-
19 vaccines have received regulatory approval from the FDA/
EMA.¥ A characteristic feature of these TNAs is that they are
directed against one specific biological target and one specific
RNA or DNA sequence. Consequently, TNAs currently used in
clinical practice are administered as monotherapy.”
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in a pancreatic carcinoma cell line PANC-1 toward EGFR and c-
Myc genes at the mRNA level, and a significant efficiency at the
protein level. The proposed approach may be an attractive
alternative to methods currently used, including one therapeu-
tic nucleic acid, one genetic target, or the use of cocktails of
therapeutic nucleic acids.

Although work on the use of TNA combinations has been
performed for many years®™ this technology, based on the use
of TNA cocktails of two or more components or their sequential
administration, has not yet reached the stage of clinical
applications.

Herein, we propose the use of nanoparticles composed of
DNA and boron cluster building blocks comprising two different
antisense oligonucleotides targeting two different oncogenes
as a dual-acting single agent. To the best of our knowledge, no
other type of nanoparticles, with or without boron clusters,
with a dual mechanism of action has been described so far.
Boron clusters were chosen as a scaffold for building blocks due
to their rigid, ball-like structure which allows for precise spatial
organization of the attached DNA oligonucleotides at the
molecular level. Moreover, the use of different boron clusters
allows for obtaining building blocks with different topologies,
an important feature in the design and construction of
functional nanoparticles. As model targets, EGFR® and cellular
myelocytomatosis oncogene (c-Myc)® were chosen. Both
proteins are overexpressed in several high-mortality human
cancers, including pancreatic carcinomas, and are proven
therapeutic targets."*'"

Clinical data analysis for numerous cancers based on the
Gene Expression Profiling Interactive Analysis (GEPIA) web
server of RNA expression data,!'? revealed that a high level of
mRNA was expressed for both proteins, EGFR and c-Myc, which
is associated not only with a low survival rate but also with
disease progression in metastatic pancreatic cancer (Fig-
ure S31). Therefore, we chose pancreatic cancer as a challenge
and cancer type in our studies,"® and the human pancreatic
cancer cell line PANC-1 as an in vitro model."*'

The described in this communication nanoparticles consti-
tute the second generation of boron cluster-containing DNA
nanomaterials. The first generation is nanoparticles made of
only one type of building block, EGFR-silencing tripeds
containing boron clusters and anti-EGFR antisense

© 2024 Wiley-VCH GmbH
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oligonucleotides."®'” The second generation, dual-action nano-
particles are made of two types of building blocks, one capable
of silencing EGFR and the second with an anti-c-Myc antisense
oligonucleotide silencing ¢-MYC (Figure 1A). Silencing expres-
sion of both genes in the same cancerous cell should
theoretically have a major benefit for inhibiting cancer
progression."® Another type of difference is the use of two
different methods for the synthesis of building blocks contain-
ing DNA and a boron cluster, which also causes some subtle
structural differences between them. It is also important that
the new method, described in this work, is much simpler than
the first one""® and more convenient.

Results and Discussion

Automated Synthesis of 1,2-Dicarba-closo-Dodecaborane
Tripeds 10 and 10 thio, and Oligonucleotides 11-14, and 11
thio-14 thio

To construct nanoparticles with dual antisense anti-EGF and
anti-c-Myc activity, such as 10+ 11+ 12 (Scheme 1, Figure 1A),
two types of building blocks were synthesized. The first one
contains derivatives of the 1,2-dicarba-closo-dodecaborane core
(Scheme 1) at positions 9 and 12 with 22-mer DNA strands with
sequence 5'-d(TTT CTT TTC CTC CAG AGC CCGA)-3',""® comple-
mentary (antisense) to the mRNA of the EGFR fragment

between 51 and 74 nt downstream of the AUG initiation
codon,™ and at position 1 of the boron cluster with 3-mer 3'-
UmAmMCm-5’ (“m” means 2-OMe substituted), providing triped
10 (Scheme 1). The second building block is a DNA duplex
linker, such as 11412 composed of strand 11, which contains
an antisense oligonucleotide that targets the first five codons of
the c-Myc mRNA® and a sticky end part complementary to the
5" end of the 22-mer in 10; and strand 12, which contains a c-
Myc sense fragment and a sticky end part complementary to 10
(Scheme 1, Figure 1A and Table 1). Mixing both types of
components leads to the formation of circular and some
fraction of linear nanoparticles containing boron clusters and
both antisense oligonucleotides, anti-EGFR and anti-c-Myc, due
to the formation of duplexes between 10 and linker 11+12
(Figure 1).

In the first stage of triped 10 synthesis, an oligofunctional-
ized boron cluster, 1-(2-hydroxymethyl)-9,12-bis(3-O-tritylprop-
1-yl)-1,2-dicarba-closo-undecaborane (3a), was obtained, " 2
which was a scaffold, and the antisense, anti-EGFR oligonucleo-
tide were then synthesized thereon (Scheme 1). Under the
conditions used, monosubstituted (3a) and disubstituted (3 b)
products are formed that can be easily separated by chromato-
graphic methods.

The triped 10 differs from the building blocks described by
us earlier™ in two important aspects, the first is the structure
and the second is the method of its synthesis. In the first
version of 10" in position 1 of the boron cluster is a 2-
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Scheme 1. A-Synthesis of 1-(2-hydroxymethyl)-9,12-bis(3-O-tritylprop-1-yl)-1,2-dicarba-closo-dodecaborane (3a) and 1-[methyl-O-(N,N-diisopropyl-p-
cyanoethyl)phosphoramidite]-9,12-bis(3-O-tritylprop-1-yl)-1,2-dicarba-closo-dodecaborane (5). B-Automated, solid phase synthesis of triped 10 containing 1,2-
dicarba-closo-dodecaborane 9,12-bis-functionalized with DNA oligonucleotides. A: (i) (CHO)n (2) in TBAF/THF; (i) H,O; (iii) B-cyanoethyl N,N,N’,N"-
tetraisopropylphosphordiamidite (4), tetrazole in CH,CN. B: (iv) detritylation, DMTr/MMTr, 3% DCA in CH,Cl,; (v) coupling: BMT activator (0.25 M in CH;CN); (vi)
oxidation: 0.1 M solution of I, in THF/H,0/pyridine (70:10:20; v/v/v); (vii) capping: 5% phenoxyacetic anhydride in THF/pyridine and 10% solution of 1-
methylimidazol/THF/pyridine (1:8:1; v/v/v) for 30 s; (viii) cleavage from the solid support and nucleobase deprotection: 1 mL NH,OH (30%) overnight, (ix)
detritylation: 2% TFA. A: (i) (CHO)n (2) in TBAF/THF; (ii) H,O; (iii) b-cyanoethyl N,N,N’,N"-tetraisopropylphosphordiamidite (4), tetrazole in CH;CN. B: (iv)
detritylation, DMTr/MMTr, 3% DCA in CH,Cl,; (v) coupling: BMT activator (0.25 M in CH;CN); (vi) oxidation: 0.1 M solution of |, in THF/H,O/pyridine (70:10:20;
v/v/v); (vii) capping: 5% phenoxyacetic anhydride in THF/pyridine and 10% solution of 1-methylimidazol/THF/pyridine (1:8:1; v/v/v) for 30 s; (viii) cleavage
from the solid support and nucleobase deprotection: 1 mL NH,OH (30%) overnight, (ix) detritylation: 2% TFA.
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Figure 1. A-Schematic representation of the assembly of nanoconstruct 10+ 11+ 12 from triped 10 and double-stranded linker 11 + 12 with sticky ends 5'-
d(GAGGAAAAGAAA....)-3' complementary to the 5'-terminal part of triped 10. B and C-cryo-TEM images of complex 10+ 11+12 (1:1:1 molar ratio). B-
Population of closed structures with a diameter of 12-30 nm; an admixture of linear, unclosed structures is also visible; scale bars of 20 nm are shown on
representative images. C-Circular structures composed of 3 (1), 4 (Il) and 5-6 (Illl) 10+ 11+ 12 units. The processed image is shown as an inserted graphic
(lower right). D-Nondenaturing PAGE analysis of the self-assembly products of 10 and their partially complementary anti-c-Myc components used in
equimolar amounts. On the left-marker; Lane 1-10; Lane 2-duplex 11+ 12; Lane 3 - three-component objects 10+ 11+ 12; Lane 4-duplex 11thio+ 12; Lane
5- three-component objects 10+ 11 thio + 12; Lane 6-duplex 11 thio 4 12thio; Lane 7 - three-component objects 10thio + 11 thio + 12 thio. E-The UV-
monitored thermal dissociation and association curves for the nanoconstruct 10+ 11thio+12 (Tm=46.5+0.7°C and 61.1+ 1.1 °C) and double-stranded
linker 11thio+12 (Tm=59.9+0.6°C).
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Table 1. Sequences of oligonucleotide building blocks: triped 10 and 10thio targeted against EGFR and components of double-stranded linkers; hybrid
oligonucleotide 11 containing anti-sense sequence targeted against c-Myc and sense fragment complementary with 5’-part of anti-EGFR oligonucleotide in
10, and complementary sequence 12; antisense oligonucleotide targeted against c-Myc 11thio and complementary sequence 12thio; and control
oligonucleotides containing scramble sequences, 13, 14 and 13 thio, 14 thio.

No. Oligonucleotide sequence m/z calc. m/z MS Rt [min] UV [nm]
5'-d(TTT CTT TTC CTC CAG AGC cccsAy;@\c . Y
10 ' 14623.2 13628.3¢ 11.6° 265
5'-d(TTT CTT TTC CTC CAG AGC CCGA mAmUM-3'
Tothi 5-d([[TT CJFT TTC CTC CAG AGC CCGAC@\‘: 47157 1375756 1pq 265
10 " . . .
5-d(TTT GJTT TTC CTC CAG AGC CCGA mAmMUm-3"
1 5'-d(GAG GAA AAG AAA AAC GTT GAG GGG CAT)-3' 8479.6 8478.5 124 255
12 5'-d(GAG GAA AAG AAA ATG CCC CTC AAC GTT)-3’ 8310.5 83094 1270 257
13 5'-d(GAG GAA AAG AAA CAT GGG GAG TTT CGA)-3' 8470.6 8469.4 1210 257
14 5'-d(GAG GAA AAG AAA TCG AAA CTC CCC ATG)-3' 8319.5 8319.9 1270 257
11thio 5-d(GAG GAA AAG AAA AAC GTT GAG GHG CAT)-3' 8575.6 8576.4 1310 2554
12thio 5-d(GAG GAA AAG AAA ATG CCC CTC A4C GTT)-3' 8406.5 8406.3 1330 256
13 thio 5'-d( AAG AAA CAT GGG GAG T -3' 8566.6 8566.3 13.6" 257
14thio 5'-d(GAG GAA AAG AAA TCG AAA CTC CCC ATG}-3' 84155 84153 1330 258

[a] HPLC gradient Conditions B2, [b] HPLC gradient Conditions B1 (for details, please see S| section). 10 and 10thio, boron cluster core loaded with two
identical anti-EGFR 22-mers. [c] The m/z value corresponds to the fragmentation ion without the UmAmCm trinucleotide at boron 2. The zoomed part of
the region of the spectrum in the mass range corresponding to the low-intensity molecular ion is shown as an insert in the mass spectra of tripeds 10 and
10thio available in SI. 5'-terminal tetranucleotide in 10thio containing three phosphorothioate groups is marked with a red frame. The hybrid of anti-c-Myc
oligonucleotide 11, nucleosides 13-28 from the 5-end marked in green, and of sense, sticky fragment (nucleosides 1-12 from the 5-end) complementary
with the 5-part of the anti-EGFR oligonucleotide in 10. Hybrid oligonucleotide 12, complementary to 11 within the anti-c-MYC sequence and to part of the
10 sequence at the 5-end. 11thio and 12thio, counterparts of 11 and 12 protected at the 3'- and 5-ends with tetranucleotides containing three
phosphorothioate groups marked with a red frame. The hybrid of scramble oligonucleotide 13 within the anti-c-Myc part, nucleosides 13-28, and of sense,
sticky fragment (nucleosides 1-12 from 5’-end) complementary with 5'-part of anti-EGFR oligonucleotide in 10. Hybrid oligonucleotide 14 complementary
to 13 within the scramble sequence and to part of the 10 sequence at the 5-end. 13thio and 14thio counterparts of 13 and 14 protected at the 3’- and 5'-
end with tetranucleotides containing three phosphorothioate groups marked with a red frame.

hydroxyethyl group, while in the new version, in position 1 is a
3-mer tail composed of 2’0OMe nucleosides Um, Am, and Cm.
This seemingly trivial difference is due to a completely different
technique for synthesizing composites of boron clusters and
DNA used in this work. In the original method, the LCA-CPG
solid support was first prepared with the attached boron
cluster,"®®! which was a tedious and time-consuming proce-
dure, and the appropriate DNA oligomers were then synthe-
sized on the boron cluster. In the present method, only the
appropriate boron cluster phosphoramidite must be synthe-
sized, such as 5, and is then attached to a previously
synthesized on LCA-CPG support short or longer DNA oligomer.
Then, the appropriate DNA oligomers on the boron cluster are
synthesized, as shown in Scheme 1.

The advantage of the new method is the use at each stage
of the phosphoramidite chemistry and the automatic method
of DNA synthesis that is commonly used.?**!

The second building block is a DNA duplex linker, such as
11412 (Figure 1A and Table 1). The antisense anti-c-Myc part
in 11 is the 15-mer sequence 5-d(AAC GTT GAG GGG CAT)-3’
described in the literature.™® Another oligodeoxynucleotide
used was oligonucleotide 13, a counterpart of 11 with a
scramble 15-mer sequence within the c-Myc part of 11
complementary to oligonucleotide 14, used to build a control

Chem. Eur. J. 2024, €202303531 (4 of 10)

double-stranded linker 13 + 14 (Table 1).*® Nucleolytic degrada-
tion of therapeutic nucleic acids in biological environments is a
problem that necessitates constant attention for practical ASO
applications. Hence, in clinical practice, phosphorothioate
analogs of ASOs that contain some or all phosphorothioate
bonds in the oligonucleotide backbone instead of the natural
internucleotide linkages are often used.*”' Therefore, all
oligonucleotide derivatives used in our research (Table 1) were
obtained not only in the basic version containing natural
phosphodiester internucleotide linkages but also as derivatives
10thio and 11thio-14thio, which contain three phosphoro-
thioate internucleotide linkages at the 5" and 3’ ends (Table 1)
(details of synthesis in Sl). Due to the favorable physicochemical
properties, sufficient thermodynamic stability of the formed
nanoconstructs, and resistance to nucleolytic degradation (vide
infra), 10+ 11thio+ 12 was used in the silencing experiments
with the target genes of EGFR and c-Myc.

© 2024 Wiley-VCH GmbH
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Self-assembly of tripeds and components of the double-
stranded linker into nanoconstructs 10+11+12, 10+ 13
+14, 10+ 11 thio+ 12, and 10 thio+ 11 thio+ 12 thio

The nanoconstructs were formed by annealing a mixture of
triped 10 or 10thio and components of DNA duplex linkers,
such as 11, 11thio, or 13, and complementary strands 12,
12thio, or 14 in a 1:1:1 molar ratio (detailed procedure in SI).
Notably, when simply mixing components 10, 11, 12, or 10,
11thio, 12 at ambient temperature, an identical population of
10+11+4+12 or 10+ 11thio+ 12 nanoconstructs is formed, as
observed when the mixture of components is heated and
cooled (Figure 1A), which may be of practical importance and
facilitate the use of nanoconstructs in practice. Through electro-
phoretic analysis, the assembled structures formed by tripeds
10 or 10thio and single-stranded oligonucleotide components
11-14 and 11 thio-12thio could be visualized.

Autoradiographic analysis reveals one dominant product
accounting for approximately 300-base pair (606 nt) DNA
constructs, which can correspond to circular complexes formed
of a total of 6 tripeds 10 and 6 double-stranded linkers 11+ 12
as estimated in comparison to the dsDNA size marker. More
precise sizes of the nanoobjects can be accessed from the cryo-
TEM studies discussed below.

It should be emphasized that despite the clear tendency to
form nanostructures of similar size, the pool of emerging
objects is not fully homogeneous, and objects of various sizes
are visible in the form of smears on PAGE gels (Figure 1D and
Figure S33 and S34) and cryo-TEM images (Figure 1B).

The impact of the chemical modification of the components
with phosphorothioate groups on the efficiency of the nano-
construct assembly was also studied. It was found that the
introduction of three phosphorothioate groups at both the 3'-
and 5'- ends of one strand of a double-stranded linker, as in
11thio+ 12, does not affect the ability to form nanoconstructs
(Figure 1D). However, a different situation was observed when
all components of the nanoconstruct: 10thio, 11thio and
12thio were protected with phosphorothioate internucleotide
linkages at the ends of DNA-oligomers. In this case, the
destabilizing effect of phosphorothioate groups, which are a
mixture of P-diastereomers, on the stability of the duplexes
formed prevents the formation of molecular structures higher
than approximately 200 nt (Figure 1D).

It therefore seems that the destabilizing effect of phosphor-
othioate groups with undefined absolute configurations at the
phosphorus atom, which is ignored in the case of phosphor-
othioate ASO drugs, is significant in the case of the self-
assembly of DNA nanoconstructs. This phenomenon is dis-
cussed in more detail below in the section describing the
thermodynamic properties of nanoconstructs.

Cryogenic transmission electron microscopy (cryo-TEM)
Samples for the cryo-TEM measurement were prepared in the

same manner as for the physicochemical and biological studies,
as described in the Materials and Methods section in SI. The
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collected cryo-TEM measurement data were transferred to .mrc
files, compressed, and subjected to lossless processing into
images in .tiff format. Then, to visualize the structures, the
images were subjected to contrast and smoothing (Figure 1B
and 1 Q).

Selected objects were analyzed individually, background
noise was reduced and, using the denoising and finding edges
functions, the contours of the structures were found (Figure 1C,
inserted graphic). Structures were sized using ImageJ 1.54 tools.

For complex 10411412 used in this study, regular ring
nanostructures are formed with various diameters ranging from
12 to 30 nm, which roughly corresponds to structures built of
units 10+ 11+ 12 from 2 to 6 (Figure 1C), consisting of tripped
10 and double-stranded linker 11+ 12. Small amounts of linear,
unclosed structures of varying lengths are also observed
(Figure 1B).

Thermodynamic studies of nanoconstructs and their
components

The appropriate nanoconstructs were subjected to UV-moni-
tored thermal melting experiments. Nanoconstruct 10+ 11 thio
412, which was used as a dual-action silencing agent in
biological experiments, and nanoconstructs 10+11+12,
10thio +11thio+12thio as well as double-stranded linkers
11thio+12, 11412 and 11 thio 4 12 thio used for comparison,
were tested. The thermodynamic parameters of the association/
dissociation process were calculated with the MeltWin
program.”® The selected thermodynamic data for the melting
transitions and the respective melting temperatures for all
tested duplexes are shown in Table 2, and full data are shown
in Table S2. The graphical presentation of the 10+ 11 thio+ 12
nanoconstruct and double-stranded linker 11 thio + 12 perform-
ance is presented in Figure 1E.

Table 2. Thermodynamic parameters and melting temperatures of the
double strand to single strand duplex transitions for nanoconstruct 10+
11thio+ 12 and of other structures tested for comparison.

Oligonucleotide AG [kcal/mol] Tm [°C]® Tm [°C]™
10411 —9.6+0.0 48.1+£0.3 50.8+0.2
10+12 —9.6+0.0 48.1+£0.3 644103
11+12 —16.6+04 63.8+0.6 62.9+04
10+12 —9.5+0.2 41.1+£05 426+0.8
10+ 11 thio —9.8+0.1 46.6+0.8 46.6+0.8
10+12 —9.8+0.1 47.7+0.6 61.2+1.2
11thio+12 —146+0.6 60.6+0.7 59.9+0.6
10thio+ 11 thio —9.0£0.3 422+35 476+1.6
10thio + 12thio —9.0+£0.3 423+35 60.4+0.2
11thio+ 12 thio —13.24+0.6 59.1+0.8 584+1.0

[a] Thermodynamic parameters (Tm free Gibbs energy AG®; enthalpy AH°
and entropy AS®; please see Table S2). [b] The melting temperatures were
calculated using the first derivative method (for the two-component
system) or second derivative for ternary models.

© 2024 Wiley-VCH GmbH
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As expected, simple, two-component linkers containing
three phosphorothioate internucleotide linkages at the 5 and
3’ ends within one (11thio+12) or both (11thio+ 12thio)
complementary strands show lower Tm values than the
corresponding linker without phosphorothioate modification
11412, indicating their lower stability: Tm 11+12 (62.9+
0.4°C) > Tm 11thio+12 (59.94+0.6°C) > Tm 11thio+ 12thio
(58.4 £0.9°C). The melting profiles of three-component systems
containing triped 10 (or 10thio) with a boron cluster as a core
and double-stranded linker show two distinct points of
inflection illustrating the biphasic character of the dissociation/
association process of the nanoconstructs. An example of the
melting curve for the nano-construct 10+ 11thio+ 12 is shown
in Figure 1E, which is also provided for comparison of its
double-stranded linker 11thio+ 12. The melting curves for the
other variants of the nanoconstructs, 10+ 11+ 12 and 10thio+
11 thio + 12 thio, are shown in Figure S36 in the SI. Comparing
the Tm of the double-stranded linker 11 thio+ 12 (59.940.6°C)
and the Tm of the duplex 10+12 formed by triped 10 and
oligonucleotide 12, which is part of the linker 11thio+12,
(42.5+0.7°C) and the Tm of the biphasic dissociation of triped
10+ 11thio+12 (46.5+0.7°C and 61.1 1.1 °C) (Table 2) allows
us to propose the most likely nanoconstruct dissociation
scheme. Thus, in the first stage, the double-stranded linker from
triped 10 bearing the anti-EGFR antisense sequence was
detached and then the double-stranded linker dissociated,
leading to the release of the second active antisense oligonu-
cleotide anti-c-Myc 11 thio.?**%

The trend observed for the destabilizing effect of the
phosphorothioate groups on the stability of nanoconstructs
measured by Tm value was similar to that on double-stranded
linkers, although it was less pronounced: Tm 10+11+12
(50.84+0.2°C and 64.3+0.3°C) > Tm 10+ 11thio+12 (46.5+
0.7°C and 61.14+1.1°C) = Tm 10thio + 11 thio + 12 thio (47.6 +
1.6°C and 60.34+0.2°C).

Particular attention should be focused on the observed
decrease in the stability of nanoconstructs, as measured by Tm
after phosphorothioate groups (PS) are introduced.?" Replacing
the achiral phosphodiester internucleotide linkage with a chiral
phosphorothioate diester center that exhibits two distinct
stereochemical configurations (designated S, and R;) can have
a profound effect on the properties of modified TNAs.®?

Research on stereocontrolled chemical methods of internu-
cleotide linkage formation in the synthesis of modified DNA/
RNA has been conducted for a long time,?*** but no practical
and scalable methods have been reported thus far. As a result,
mixtures of up to 2" individual drug molecules (diastereoisom-
ers of TNAs) differing in properties, in which n equals the
number of chiral, internucleotide phosphorothioate linkages,
are used in clinical practice as a compromise.*™ However, our
observations indicate that this compromise may be acceptable
at the present stage of method development for the stereo-
specific synthesis of phosphorothioate modifications of nucleic
acid drugs, but it is less acceptable when these mixtures are
used as building blocks in nanoconstruction for chemother-
apeutic or other applications. This is evidenced by the decrease
in Tm of nanoconstructs 10thio + 11 thio+ 12thio in compar-
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ison to 10+11+12 or 10+ 11thio+12 and the inability of
10thio + 11 thio + 12 thio to create nanoconstructs with a high-
er molecular weight, as shown by PAGE studies (Figure 1D,
Lane 7).

These results prompted us to use in gene silencing experi-
ments the dual-action nanoconstruct 10+ 11thio+12 that
contains only one crucial component, 11thio, which is
protected by phosphorothioate modifications. Based on the
increased resistance of triped 10 to nucleolytic degradation due
to the presence of the boron cluster modification observed
earlier,?” protecting the triped with phosphorothioate modifica-
tions was abandoned.

Serum stability of nanoconstructs 10+ 11thio+12 and 10
+ 11412, corresponding to double-stranded linkers 11 thio
+12 and 11+ 12 and single-stranded components 10, 11,
and 11 thio

To test the stability of the nanoconstructs used in silencing
experiments and their components in biological environments,
experiments using human serum were performed. Human
serum contains several exo- and endonucleolytic activities that
are responsible for the digestion of unmodified and phosphor-
othioate-modified oligonucleotides.*® We compared the stabil-
ity of nanoconstruct 10+ 11+ 12, which contains unprotected
oligonucleotide components, and nanoconstruct 10+ 11 thio +
12, which contains anti-c-Myc antisense oligonucleotide 11 and
11 thio protected with three phosphorothioate linkages at the
3’ and 5’ termini. The stability of protected and unprotected
oligonucleotide building blocks 10 and 11+ 12 was also tested
(for experimental details please see the Sl section). The most
stable form contained boron cluster modification triped 10 with
t,,=19.5 h and chimeric duplex 11thio+12 with t,,=10.0 h
bearing 11thio protected with three phosphorothioate inter-
nucleotide linkages at both 3’ and 5 ends and unprotected,
complementary strand 12. The nanoconstruct 10+ 11 thio 412
was less stable overall with t,,=7.6 h. It should be remem-
bered, however, that in the case of 10+ 11thio+12 or 10+ 11
+12, the decrease in the concentration of the intact nano-
construct is affected not only by enzymatic degradation but
also, probably to a greater extent, by dissociation into the
constituent parts containing the anti-EGFR antisense sequence
10 and the 11thio+12 duplex containing the anti-c-Myc
oligonucleotide 11 thio. In this context, the slow dissociation of
the nanoconstruct releasing active antisense oligonucleotides
and the above-mentioned relatively high resistance to degrada-
tion of components 10 and 11thio+12 is highly desirable.
Unprotected nanoconstruct 10+11+12 was degraded faster,
with a half-life t,,=4.9 h, but remained more stable than 11+
12 with t,,=2.3 h, which became completely digested after
24 hours; only 14% remained after 6 hours (compared to the
30% stability of 10+11+12 and 60% stability of 11thio+ 12,
Figure 2A). In addition to the protective function of phosphor-
othioate internucleotide linkages, the mentioned above possi-
ble effect of modification with a boron cluster on the increase
in nucleolytic stability cannot be overlooked.*”
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Figure 2. A -Stability of modified nanostructures with phosphorothioate (thio) internucleotide linkages (11 thio+ 12, 10+ 11 thio + 12) in comparison to
unmodified components (10, 11412, 10+ 11+ 12) in human serum (experimental details are described in the S| section). B-Viability of PANC-1 cells (orange
bars) and silencing of EGFR and c-Myc mRNA transcripts (red and blue bars) in the presence of nanoconstruct 10+ 11 thio + 12, its components 10 and
11thio+ 12 used for comparison, and 10+ 13 thio+ 14 and 13 thio + 14 containing scramble sequence in 13 thio+ 14 within the anti-c-Myc part of double-
stranded module 11thio + 12, used as negative control for c-Myc (100 nM, 24 h; experimental details are described in the “Reverse transfection” part in SI

section).

Cytotoxicity of nanoconstruct 10+ 11thio+ 12, double-
stranded linker 11thio+ 12, and controls

PANC-1 cells were treated with nanoconstructs 10+ 11 thio +
12 or a control 10+ 13thio+ 14 consisting of a scramble
sequence instead of the anti-c-Myc sequence in the double-
stranded linker. To determine the cytotoxicity of the constructs,
an MTT viability assay was performed.

The cytotoxicities of the nanoconstruct components, triped
10 and double-stranded linkers 11thio+12 and 13thio+ 14,
were also tested. All samples were tested for 24 h at a
concentration of 100 nM, which was selected as optimal based
on previous studies involving a nanoconstruct build of 10 and
complementary triped that were directed against EGFR
mMRNA."® Lipofectamine 3000 was used as the transfection
reagent, which was not cytotoxic to cells (Figure S32). The MTT
results indicate that the screened oligonucleotides are generally
nontoxic to the cancer cells, and the mitochondrial activity is
only slightly lowered under the conditions used (Figure 2B).

Silencing of human EGFR and c-MYC mRNA transcripts in
PANC-1 cells line exposed to nanoconstruct 104 11thio+12.
Real-time quantitative PCR assay

The procedure was performed analogously as described
earlier®*? and in detail in the S| section. A prominent and
specific effect of the nanoconstruct 10+ 11thio+ 12 used at
100 nM on the abundance of the EGFR and c-Myc gene-specific
transcripts was observed after 24 h, in which both gene
transcripts were silenced (Figure 2B)

The specificity of the observed silencing activities is
confirmed by the fact that the nanoconstruct 10+ 13 thio+ 14
and double-stranded linker 13thio+ 14 that contain the
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scramble sequence instead of the anti-c-Myc sequence showed
no activity against the c-Myc gene. Triped 10 which contained
an antisense sequence targeted against EGFR also exhibited
silencing activity, but to a lesser extent than a full nano-
construct. It also showed small, unspecific activity toward c-Myc
transcription. Sequence-nonspecific effects of antisense oligo-
nucleotides are well recognized. This results from the limited
requirement of RNase H for long double-stranded substrates.
This enzyme is highly specific regarding the type of its
substrate’s backbone, which must be mRNA/DNA-oligonucleo-
tide heteroduplex; however, RNase H does not require full-
length homology between the target mRNA and the incoming
antisense oligonucleotide to recognize and cleave the mRNA
strand.” The presence of a centrally located boron cluster in 10
may increase its small, nonspecific activity. This hypothesis is
supported by the increase in RNase H activity toward poly r(A)
achieved by a short oligothymidylic acid containing boron
cluster modification in the central part of the oligomer.”?” One
possible explanation of this phenomenon may involve the
affinity of boron clusters toward both nucleic acids and
proteins, which may result in transient “gluing” of the
oligonucleotide substrate and the enzyme protein, facilitating
mRNA cleavage 4"

Dual silencing of EGFR and c-MYC genes by nano-construct
10+ 11thio+12in PANC-1 cells line. Intra-cellular protein
staining

To evaluate the effect of the 10+ 11thio+ 12 construct on c-
Myc and EGFR protein levels in PANC-1 cells, an intracellular
labeling technique and cytometric measurements, as well as an
immunochemical staining method and fluorescence micro-
scopy, were used as described in detail in the SI section. The

© 2024 Wiley-VCH GmbH

35U01] SUOWILLIOD) AR 3{(fea!ddle aU) Aq pauA0B 21 9P O 188N J0 S3IN. 10} AZRIqI 8UIIUO AB|IA U (SUIIPUOD-PUE-SWULIR}WIOD"AB 1M ARe.q 1 U UO//SdL) SUOTIPUOD PUE SULB | 3L 38 *[r202/20/20] U0 A1 aulIuO AB1IM ‘2P0 Jo AISIeAIN/dOd Ad TESE0EZ0Z LBUYD/Z00T 0T /1000 Aa 1w Ateiqjpu juo'adoane-Ansiwaypy/sdiy wiosy pepeojumod] ‘o ‘50,€T25T



Chemistry

Research Article Europe
Chemistry—A European Journal doi.org/10.1002/chem.202303531 Soories Publishig
ry P
A B
° EGFR ¢c-Myc
£ 100 — £ 2
e *k % e :
° 80 . kK k
L =
< .
K=l 60 | m 0
2
o
S 40 -
[J]
£ )
2 20 H
< W :
o
(] o
255 I5S ]
& § § i 10 FITI(?-A 0 To
X 100 x 100
f= = f
2 80 S 80 5
v
§ 60 g 60
2 Q.
- x
o 40 ) 40
& g
9 20 - % 20 -
(] ; ; 0 ; ; . .
% § 3 3 § 3 s 2 % 3§ % 3
S (<] o e 2 < o e d e L
S £ £ T £ £ g 2 £ 7 £ £
5 % 8 3 3 = &8 8 3% %
- -l - -
s & & &
- - - -

Figure 3. A-Expression of EGFR and c-Myc proteins in PANC-1 cells incubated with the 10+ 11 thio + 12 (100 nM) for 24 and 48 h, percentage of control cells;
mean +/— SD, 3-6 repeats; **p <0.01, ***p < 0.001 (Bonferroni test). B-Representative histograms of EGFR and c-Myc protein expression in cells. Blue line
histograms—control cells, color-filled—cells with the nanoconstruct, gray line - binding of nonspecific antibodies, black line-background fluorescence of non-
stained cells. C-EGFR and c-MYC protein expression in cells treated 10+ 11thio+12, 10+ 11+ 12, 10+ 13 thio+ 14, 10, 11 thio + 12, or 13thio+ 14 (100 nM,
24 h); mean +/— SD, 4-6 repeats; *p < 0.05, **p < 0.01 (Bonferroni test). D-G-Epifluorescence microscopy images of PANC-1 cells stained for intracellular
visualization of c-Myc (green, D, and E), EGFR (red, F and G), and for nuclei (blue, D-G); details are described in Materials and Methods in the SI. D and F-
untreated cells, E and G-10+ 11 thio + 12-treated cells (100 nM, 48 h) 1000xmagnification. Apoptotic nuclei are marked with an arrow (E and G).

activity of the 10+ 11thio+ 12 construct (100 nM) was assessed  reference scramble 10+ 13 thio + 14 construct. The activity was
after 24h and 48h and compared to the activity of the also compared to other control samples, such as triped 10,
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double-stranded linkers 11 thio + 12 and 13 thio+ 14 and nano-
construct 10+ 11412, without phosphorothioate protection of
anti-c-Myc sequence 11. After 24 h of incubation with cells, the
10+11thio+12 construct reduced the levels of c-Myc and
EGFR proteins by approximately 30% (Figure 2A and Figure 3C).
The reference construct containing the scramble sequence
instead of the anti-c-Myc sequence (10+ 13thio+ 14) did not
affect c-Myc expression as expected and reduced the level of
EGFR protein by approximately 20% due to the anti-EGFR
activity of 10 present within the structure of the nanoconstruct
(Figure 3C). Triped 10 only slightly downregulated EGFR protein
expression (Figure 3C). This demonstrates triped 10 more
effectively reduces the expression of the EGFR protein when
used as a part of nanostructures 10-+11thio+12 or 10+
13thio+14. The nanoconstruct 10+ 11+ 12, without phos-
phorothioate protection of anti-c-Myc sequence 11, reduced
the c-Myc protein level less efficiently than the nanoconstruct
containing phosphorothioate-protected 11 thio (Figure 3C). Pro-
longed incubation of cells with the 10+ 11thio+ 12 construct
(up to 48 h) resulted in a higher decrease in EGFR and c-Myc
protein levels, EGFR (by up to 70%) and c-Myc (by 40%)
(Figure 3A and 3B).

The c-Myc protein (stained green, Figure 3D and 3E),
localized inside the cells, and EGFR (stained red, Figure 3F and
3G) in the cellular membrane were visualized with immuno-
fluorescent images. Cells incubated with the dual anti-sense
anti-EGFR and anti-c-MYC 10+ 11 thio + 12 nano-construct after
48 h of treatment (Figure3E and 3G) showed a marked
decrease in the intensity of green (c-Myc) and red (EGFR)
fluorescence. Moreover, as shown in the S| (Figure S35), a
decrease in c-Myc- and EGFR-derived fluorescence in the cells
was noted after 24 h incubation with the nanoconstruct
(Figure S35). Characteristic apoptotic nuclei with chromatin
condensation were visible in treated cells (Figure 3E and 3G,
and Figure S35B and S35D).

Conclusions

A second generation of nanoconstructs composed of DNA and
boron clusters, which contain two different antisense oligonu-
cleotides that target two different oncogenes as a single, dual-
action agent, was described. The pancreatic carcinoma and
PANC-1 cell lines were selected as biological models, and the
EGFR and c-Myc proteins were selected as biological targets for
this study. The nanoparticles used to silence the biosynthesis of
EGFR and c-Myc at the mRNA level were demonstrated to be
highly efficient by the RT-PCR method, and a significant
reduction in both protein levels in cells was observed by the
intracellular protein staining method. The proposed dual-action
nanoparticle approach may be an attractive alternative to the
current monotherapy strategies, including one therapeutic
nucleic acid, one genetic target, or the developmental use of
cocktails containing different therapeutic nucleic acids. Contrary
to these strategies, the strategy proposed in this work is a case
of multidrug therapy, consisting of the simultaneous action of
two different therapeutic nucleic acids on two different bio-

Chem. Eur. J. 2024, €202303531 (9 of 10)

logical targets, in the same cell. Moreover, its uniqueness is
related to the fact that both drugs are administered as one
nanoparticle containing both therapeutic components. In
addition, in the proposed strategy, dual-action nanoparticles
are easily adapted to carry antisense oligonucleotides directed
against other target genes, and the nanoparticles are easily
optimized.

Supporting Information

Full experimental details, materials, methods, procedures and
full characterization of all compounds, RP-HPLC traces, ESI-MS
and 'H-, ""B-, *'P-NMR, FT-IR spectra, survival analysis for
pancreatic adenocarcinoma patients for c-Myc and EGFR, PANC-
1 cell viability in the presence of nanoconstructs at concen-
trations of 100 nM and 200 nM, table with full thermodynamic
parameters for nanoconstructs and their components, addi-
tional PAGE gels.
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A versatile method for the automated
synthesis of composites containing
DNA-oligonucleotides and boron
cluster scaffolds and their assembly
into functional nanoparticles is
described. The torus-like nanostruc-
tures carry antisense oligonucleotides
that target two different oncogenes
and act as dual-action agents
silencing two oncogenes EGFR and c-
Myc simultaneously. The system can
be readily adapted to target other bi-
ological components.
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Synthesis of DNA-boron cluster com-
posites and assembly into functional
nanoparticles with dual, anti-EGFR,
and anti-c-MYC oncogene silencing
activity
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