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Streszczenie

Zwigzki zawierajgce bor znajdujg szerokie zastosowanie w wielu dziedzinach
przemystu. Stosowane sg obecnie jako insektycydy, srodki bakteriobodjcze, odczynniki
redukujgce (w chemii organicznej), katalizatory, materiaty do produkcji pewnych
rodzajow ceramiki, sktadniki ciektych krysztatow czy komponenty odpornych na
temperature polimerdw. Wspoiczesne nauki chemiczne, biomedyczne oraz
farmaceutyczne wykazujg coraz wieksze zainteresowanie szczegoélng grupg zwigzkéw
zawierajgcych atomy boru — tak zwanymi, klasterami boru. Zwigzki te, ze wzgledu na
swoje unikalne wiasciwosci fizykochemiczne oraz biochemiczne, wydajg sie

doskonatymi farmakoforami dla tworzenia nowych czgsteczek terapeutycznych.

Obecnie najczesciej wykorzystywanymi w badaniach biomedycznych klasterami boru
sg karborany — zwigzki o geometrii ikosaedralnej (dwudziesto$cianej),
o 12 wierzchotkach zawierajgcych atomy boru i wodoru bgdz boru, wodoru i wegla.
Zaréwno klastery boru, jak i karborany majg wyjgtkowo ztozong strukture wigzan, gdzie
kazdy z atomow boru lub wegla powigzany jest z szeScioma innymi atomami.
Elektrony biorgce udziat w tworzeniu struktury sg zdelokalizowane, dlatego klastery
boru opisuje sie jako ukfady o trojwymiarowej aromatycznosci. Rownie powszechne
sg zwigzki sktadajgce sie z dwoch klasterow boru skoordynowanych atomem metalu
— metalokarborany. Jednymi z najszerzej badanych tego typu klasteréw sg kompleksy
z kobaltem (Co), ale znane sg rowniez czgsteczki z innymi metalami, takimi jak: Fe,
Cr, Nb, Ni, Cu, Au, Pt, Ru, Re czy Tc. Klastery boru sg substancjami abiotycznym
o wysokiej trwatosci zarbwno chemicznej, termicznej, jak i biologicznej. Jako produkty
syntezy chemicznej nie majg swoich odpowiednikbw w znanej nam naturze.
W rezultacie substancje aktywne oparte o zwigzki klasterow boru usuwane sg

z organizmu bez naruszenia ich struktury przestrzenne;.

Celem niniejszej pracy jest ocena mozliwosci modyfikacji bioaktywnych biatek
z uzyciem klasteréw boru oraz wptywu modyfikacji na wtasciwosci fizykochemiczne
i biochemiczne protein. Badania przeprowadzono z wykorzystaniem adduktow
oksoniowych (dioksanowy oraz tetrahydopiranowy) 3 réznych klasteréw boru: closo-
dodekaboranu, dikarba-nido-undekaboranu oraz bis (1,2-dikarbolido) kobaltanu.
W pierwszej kolejnosci podjeto prace majgce na celu ocene reaktywnosci adduktéw

klasterow boru w srodowisku wodno-organicznym wzgledem obecnych w biatkach



grup nukleofilowych. Po dobraniu odpowiednich warunkdéw przeprowadzono szereg
reakcji z aminokwasami oraz aminokwasami blokowanymi na grupie alfa-aminowe;j.
Badania te wykazaty bardzo szerokg reaktywnos¢ adduktow oksoniowych zaréwno
wzgledem grupy hydroksylowej, aminowej, czy tiolowej jak i grup funkcyjnych argininy
czy histydyny. Na podstawie otrzymanych wynikéw opracowano dwie procedury
syntezy koniugatéw biatek i peptydow z adduktami oksoniowymi klasterow boru:
reakcje w srodowisku wodno-organicznym oraz reakcje w fazie statej w podwyzszonej
temperaturze. Metody te zastosowano do syntezy koniugatow klasterow boru
z lizozymem jaja kurzego. Oczyszczone przy uzyciu chromatografii oddziatywan
hydrofobowych (HIC) frakcje jednokrotnie podstawionych koniugatow zostaty
nastepnie poddane wnikliwej analizie z uzyciem chromatografii cieczowej, sprzezonej
ze spektrometrig mas, spektroskopii dichroizmu kotowego oraz dynamicznego
rozpraszania Swiatta. Pofgczenie tych technik pozwolito na okreslenia zmian
w strukturze drugo-, trzeciorzedowej biatek oraz ich oddziatywan miedzy sobg
bedacych efektem modyfikacji klasterem boru. Badania wykluczyty wptyw koniugacji z
klasterem boru na strukture drugo- i trzeciorzedowg biatka. Modyfikacja klasterem boru
wywotata jednoczesnie znaczgce zmiany w zachowaniu koniugatow, prowadzgc do
indukowanej czasem oraz temperaturg agregacji. Jednoczesnie, pomimo obnizenia
aktywnosci biologicznej koniugatéw, ich agregacja skompensowata utrate zdolnosci
do lizy sciany komorkowej bakterii gram-dodatnich. Prace te wskazaty, jak znaczacy
wptyw na wiasciwosci fizyko- oraz biochemiczne moze mie¢ modyfikacja biatka
pojedynczg czgsteczkg klasteru boru. Indukowana koniugacjg z klasterem boru
agregacja biatka wydaje sie zjawiskiem niepozgdanym. Ponadto réwnolegle
prowadzone badania wykazaty zdolnos¢ klasteréw metalokarboranowych do silnego
wigzania sie w obrebie nisz hydrofobowych ludzkiej albuminy surowiczej (HSA).
Niemniej dla wielu lekow, szczegdlnie peptydowych tego typu, multimeryzacja bgdz
wigzanie z albuming sg strategiami pozwalajgcymi na zmiane farmakokinetyki, w tym
wydtuzenia czasu poéttrwania leku w ustroju. Celem weryfikacji mozliwosci
przeniesienia wiasciwosci wigzania klasteru metalokarboranowego wzgledem
albuminy na czgsteczke peptydu przeprowadzono synteze koniugatu klasterow boru
z insuling ludzkg. Dowiedziono, Zze frakcja jednopodstawionych koniugatéw
metalokarboranu z insuling ludzkg wykazuje zdolno$¢ wigzania do HSA okoto
20-krotnie wyzszg niz komercyjnie dostepny dtugodziatajgcy analog insulin — detemir.
Jednoczesnie wykluczono modyfikacje w obrebie aminokwaséw odpowiedzialnych za



wigzanie sie insuliny z receptorem dla insuliny, zapewniajgc potencjalnie brak utraty

aktywnosci biologicznej peptydu.

Podsumowujgc, prezentowane wyniki wskazujg na to, ze klastery boru mogg byé
doskonatymi modulatorami wtasciwosci fizykochemicznych biatek terapeutycznych.
Umieszczone w sposdb celowany w aktywnych hydrofobowych domenach biatka
mogg zwiekszyC site wigzania z receptorem bgdz wigzanie substratu. Pozornie
nieznaczgca, z punktu widzenia wptywu na strukture pierwszo-, drugo- czy
trzeciorzedowg biatka, modyfikacja istotnie wplywa na oddziatywania

z niskoczgsteczkowymi ligandami, jak i makroczgsteczkami.



