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Poszukiwanie nowych zwigzkow o korzystnym profilu terapeutycznym,
zapewniajagcym niska toksyczno$¢ wzgledem komorek prawidlowych, wciaz pozostaje
wyzwaniem w obszarze choréb nowotworowych. Do waznej grupy zwiazkéw, z ktérymi wigze
si¢ nadziej¢ w terapii antynowotworowej, naleza sekosteroidy, a wsrdd nich witamina D3
(cholekalcyferol), ktéra na drodze dwustopniowych przemian enzymatycznych przeksztatcana
jest w aktywnag forme¢ hormonalng — Kkalcytriol (la,25-dihydroksycholekalcyferol),
powszechnie uwazany za czynnik przeciwkrzywiczny. Kalcytriol modyfikuje metabolizm
1 funkcje komorki, poprzez stymulowanie jej do wytworzenia okreslonych bialek.
W odroznieniu od lekow cytostatycznych jego dziatanie ma jednak charakter niedestrukcyjny.
Odkrycie witaminowego receptora w wiekszosci tkanek ludzkich spowodowalo wzrost
zainteresowania tg grupg zwigzkoéw. Ustalono, ze poza kontrolowaniem gospodarki wapniowe;,
naturalny hormon witaminowy przejawia zdolno$¢ indukcji réznicowania i proliferacji
komorek nowotworowych. Potencjalne wykorzystanie kalcytriolu w terapii chordb
nowotworowych i immunologicznych wigze si¢ jednak z zastosowaniem ponadfizjologicznych
stezen tego zwiazku, co z kolei moze prowadzi¢ do wystgpowania zjawiska hiperkalcemii.
Z tego tez powodu dazy sie¢ do uzyskania jego syntetycznych analogdw o korzystniejszym
profilu aktywnosci biologiczne;.

Przeprowadzone w ramach pracy doktorskiej badania pozwolily na uzyskanie nowej
grupy analogéw 19-norkalcytriolu, charakteryzujacych si¢ znacznie wydtuzonym tancuchem

bocznym, w obrebie, ktorego wyrdzni¢ mozna ugrupowania: (a) zdolne do kompleksowania



jonow metali przejsciowych, (b) stanowigce znaczniki fluorescencyjne czy tez (c) zdolne do
tworzenia wigzan kowalencyjnych. Otrzymane zwigzki stanowig pierwszy przyktad
pochodnych o tak wydtuzonym steroidowym tancuchu bocznym, ktorego czg$¢ moze wystawac
poza kieszen wigzacg receptora witamin D (VDR).

Do syntezy poszczegdlnych blokow budulcowych wykorzystalem zwigzki pochodzenia
naturalnego. Synton steroidowego pierScienia A w postaci odpowiedniego tlenku fosfiny
uzyskatem na drodze literaturowej syntezy z kwasu (1R,3R,4S,5R)-chinowego, wystepujacego
naturalnie w ziarnach kawy. Do otrzymania fragmentow steroidowych tancuchéw bocznych
wykorzystatem geraniol — naturalny terpen bedacy gtownym sktadnikiem olejku rézanego,
natomiast synton pierscieni C/D uzyskalem z witaminy D». Strategi¢ syntezy nowych analogdw
oparlem o reakcje Wittiga-Hornera pomiedzy tlenkiem fosfiny, a odpowiednim ketonem.
W swojej pracy stosowalem rowniez eksperymenty modelowania molekularnego oraz
dokowania ligandéw pozwalajace na przyblizone okreslenie utozenia nowego zwigzku w
kieszeni wigzacej receptora hVDR.

Realizujac nakreslony plan syntez, postanowitem najpierw otrzymac analog 19-
norkalcytriolu posiadajacy wydluzony tancuch boczny, zakonczony ugrupowaniem
aminopirydynowym. Wstepne eksperymenty dokowania pozwolity mi przypuszczaé, ze
uzyskana pochodna ma szanse na silne oddziatywanie z receptorem VDR. Przeprowadzone
badania biologiczne otrzymanego analogu wskazaty jednak na spadek jego powinowactwa do
jadrowego receptora o trzy rzedy wielkosci. Z tego tez powodu konieczne byly dalsze
modyfikacje strukturalne, pozwalajace na uzyskanie zwigzkéw o korzystniejszym profilu
biologicznym.

Biorgc pod uwage wlasciwosci, jakimi charakteryzuja si¢ analogi Gemini,
postanowitem uzyska¢ seri¢ dwulancuchowych analogéw kalcytriolu, ktére mogibym
wykorzysta¢ do zatozonego celu. Miatem nadziej¢, Ze zmiana architektury kieszeni wiazacej
receptora VDR pozwoli na lepsze dopasowanie takiego rozgal¢zionego i wydtuzonego
tancucha bocznego. Kluczowym etapem w syntezie zaprojektowanych analogow byto
wprowadzenie dodatkowego tancucha bocznego. W zwigzku z niepowodzeniami, zwigzanymi
z zastosowaniem réznych odmian reakcji Wittiga, postanowilem wykorzysta¢ olefinowanie
Petersona, ktore z wysoka wydajnos$cig umozliwito otrzymanie geometrycznego E-izomeru.
Rowniez i w tym przypadku do konstrukcji szkieletu witaminowego wykorzystatem reakcje
Wittiga-Hornera. Uzyskane dwutancuchowe 25R- i 25S-analogi, zakonczone ugrupowaniem
aminopirydynowym, wykazywaty blisko 500-razy silniejsze powinowactwo do receptora

witamin D niz pochodna jednotancuchowa i tylko dwukrotnie stabsze w poréwnaniu



z naturalnym hormonem (kalcytriolem). Dodatkowym wykonanym badaniem bylo
sprawdzenie wlasciwos$ci antyproliferacyjnych uzyskanych analogow w stosunku do komoérek
ludzkiej biataczki HL-60. Poniewaz tylko analog o 25R-konfiguracji charakteryzowat sig¢
umiarkowanymi wilasciwos$ciami réznicujgcymi, w dalszych etapach pracy postanowitem
uzyska¢ pochodne o takiej konfiguracji.

Zachgcony wynikami wigzalnosci analogow pirydynowych, postanowilem roéwniez
wprowadzi¢ do czasteczki 19-norkalcytriolu naturalny aminokwas L-metioning, a nastgpnie
uzyskac¢ kompleksy tych zwigzkoéw z platyng(Il). Otrzymane analogi zostaty poddane badaniom
majagcym na celu okreslenie ich wlasciwosci rdznicujacych komorki nowotworowe.
Nieoczekiwanie jednak, pochodne nieskompleksowane jonami platyny charakteryzowata
wysoka toksyczno$¢ w stosunku do komorek raka szyjki macicy, przy podobnej toksyczno$ci
wobec komorek zdrowych (BJ), natomiast kompleksy tych zwiazkow z Pt(11) charakteryzowaty
si¢ jedynie umiarkowang aktywno$cig wobec komorek nowotworowych, przy zmniejszonej
toksyczno$ci wobec komorek zdrowych. Zaden jednak z badanych zwigzkow nie wykazywat
selektywno$ci wobec komorek rakowych, wykazujac niestety dzialanie toksyczne rowniez
wzgledem komorek zdrowych.

Poszukujac bardziej selektywnie dziatajacych zwigzkoéw, postanowilem wprowadzi¢ do
czasteczki 19-norkalcytriolu ugrupowania bedace znacznikami fluorescencyjnymi w postaci
dansylu i pochodnej kwasu 1-pirenooctwoego. Przeprowadzone badania cytotoksycznoS$ci
wskazaty na zanik aktywno$ci wobec komorek zdrowych. Ponadto pochodna dansylowa
charakteryzowata si¢ wysoka toksycznoscia wobec komorek nowotworowych — najwyzsza
w stosunku do komorek raka szyjki macicy. W przypadku pochodnej pirenowej pojawita si¢
znaczaca toksyczno$¢ w stosunku do komorek raka piersi, jednak jej wlasciwos$ci okazaty si¢
stabsze niz analogu zawierajacego ugrupowanie w postaci dansylu. Z tego tez powodu witasnie
ta pochodna zostanie poddana dodatkowym testom z wykorzystaniem innych linii komorek
nowotworowych, a takze eksperymentom wykorzystujacym zjawisko fluorescencji, ktore
pozwolityby na sledzenie losow analogu w zywych komorkach.

Ostatnim etapem pracy doktorskiej byla synteza analogéw 2-metyleno-19-
norkalcytriolu posiadajacych reaktywne ugrupowania zdolne do kowalencyjnego wigzania
biatka. Zostang one poddane badaniom z wykorzystaniem spektrometrii mas, pozwalajacym
ustali¢ skuteczno$¢ tworzenia wigzania ligand-receptor, a takze testom biologicznym

okreslajacym ich zdolnos$¢ do roznicowania komorek nowotworowych.



