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ABSTRACT

Nucleic acids, due to their specific structure, are effective and durable carriers
of genetic information. They have also been used as catalysts in chemical reactions.
The right-handed DNA double helix structure has become one of the icons of
modern science, and its share in asymmetric catalysis is undeniable.

In these reactions, DNA is a source of chirality and proximity between oligo-
nucleotides and complexes of copper during catalysis, what allows a direct transfer
of chirality from DNA to the reaction product. Almost complete regioselectivity
and excellent enantioselectivity of the aforementioned reactions in water are the
evidence of the potential of asymmetry based on DNA.

Asymmetric catalysis used in organic synthesis, allows achieving high enan-
tioselectivity. This strategy has been successfully used to create new C-C bonds in
Diels-Alder cycloaddition, Friedel-Crafts alkylation and Michael addition using
copper complexes with oligonucleotides as catalysts.

The important factor to optimize the reaction of asymmetric catalysis in the
presence of DNA constitutes its sequence. It has been shown that the use of the
double helix DNA can provide the product with higher enantiomeric excess than
using the single strand of DNA.

In addition, the results of the study suggest that Friedel-Crafts alkylation is
accelerated by DNA almost 30-fold. The same correlation is observed in Diels-Alder
cycloaddition.

Due to promising results, further testing directed at the possibility of using
catalytic DNA is being conducted.

Keywords: DNA, catalysis, asymmetric synthesis
Stowa kluczowe: DNA, kataliza, synteza asymetryczna
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

DMBPY - 4)4’-dimetylo-2,2’-bipirydyna
DNA - kwas deoksyrybonukleinowy
RNA - kwas rybonukleinowy
E, - energia aktywacji
ee - enancjoselektywnos¢

- - stata szybkosci drugiego rzedu
Xpz - liczba par zasad
st-DNA - DNA wyizolowany z ikry tososia

AG - energia swobodna
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WSTEP

Wigkszos¢ chemikéw mysli o kwasach nukleinowych jako nos$niku informacji
genetycznej. Jednakze juz ponad 20 lat temu odkryto katalityczne wtasciwosci natu-
ralnych kwaséw nukleinowych [1, 2]. Poczatek badan nad katalitycznymi kwasami
nukleinowymi, ich strukturg i potencjalnym zastosowaniem wigze si¢ z odkryciem
rybozymoéw oraz deoksyrybozymdw. W ostatnim czasie wykazano rowniez, ze kom-
pleksy DNA i RNA z metalami, gléwnie z miedzig, majg wlasciwosci katalityczne
i mogga by¢ wykorzystywane w syntezie organicznej.

Wiréd reakeji katalizowanych przez kwasy nukleinowe mozna wymienié: reak-
cj¢ addycji Michaela [3], cykloaddycji Dielsa-Aldera [4], alkilowanie i acetylowanie
Friedla-Craftsa [5], oraz tworzenie wigzan glikozydowych i amidowych.

Zastosowanie katalizy za pomocg DNA zaklada uzycie niechiralnego kataliza-
tora, ktéry moze oddzialywac z egzogennym elementem przenoszacym chiralnos¢.
Doskonalym przykladem chiralnoéci w przyrodzie jest podwdjna helisa, dlatego
tez podjeto proby jej wykorzystania. W rezultacie tych badan udato sie otrzymacé
zwiazki chiralne w postaci czystych enancjomerdw.

W 2007 roku ponad 70% nowych niskoczasteczkowych lekéw posiadato co naj-
mniej jedno centrum stereogenne. W zwiazku z tym, pozadanym stato sie opraco-
wanie metod syntezy pozwalajacych na otrzymanie tylko jednego z enancjomeréw,
posiadajacego wlasciwosci terapeutyczne (ang. chiral switch) [6].

Wyrézni¢ mozna nastepujace strategie prowadzace do otrzymania czystych
enancjomerycznie produktéw koncowych:

o rozdzielanie powstalych mieszanin enancjomeréw w wyniku zmiany ich
wiasciwosci fizycznych poprzez oddzialywanie z innymi chiralnymi mole-
kutami (rozdziat diastereomeréw),

» synteza opierajaca si¢ na wykorzystaniu czystych enancjomerycznie sub-
stratéw,

e synteza asymetryczna.

Synteza asymetryczna jest dogodna metoda do otrzymywania czystych enan-
cjomer6w. Wymaga ona jednak zastosowania katalizatora chiralnego albo chiral-
nych reagentdw, ktére poprzez wigzanie si¢ z jednym z substratow spowodujg skie-
rowanie reakcji na taka droge, by otrzymac pozadany enancjomer [7].

Niezwykle przydatna okazata sie koncepcja katalizy hybrydowej, ktora zaktada,
ze katalitycznie aktywny kompleks metalu przejsciowego wiaze si¢ z chiralnym bio-
polimerem (np. DNA, biatko). Mozliwe jest wowczas utworzenie chiralnego mikro-
$rodowiska, ktore pozwala na bezposrednie otrzymanie pozadanego produktu,
z duzym nadmiarem enancjomerycznym [8]. Ogromna zaletg takiego podejscia jest
fakt, ze kataliza zaréwno za pomoca DNA, jak i za pomoca metalu przejsciowego, jest
optymalizowana niezaleznie metodami genetycznymi i syntetycznymi [9, 10, 11].

Od niedawna jako uniwersalne chiralne katalizatory w enancjoselektywnej
syntezie wykorzystuje si¢ polinukleotydy wystepujace w kompleksach z meta-
lami przejsciowymi. Najcze$ciej stosowanym, naturalnym katalizatorem jest DNA
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wyizolowany z ikry lososia (st-DNA, ok. 2000 par zasad, o procentowym sktadzie
zasad: 58,8% AT i41,2% GC). W procesie syntezy chemicznie stabilne DNA wyko-
rzystywane jest jako chiralne rusztowanie, do ktorego przylaczony jest niechiralny
kompleks metalu przej$ciowego z odpowiednim ligandem [12].

DNA przewaznie wystepuje jako prawoskretna helisa (B-DNA), jednak pod
wplywem réznych czynnikéw (np. sekwencja, stopien hydratacji bruzd, sifa jonowa
rozpuszczalnika) moze zmienia¢ swoje wlasciwosci i przechodzi¢ w forme A-DNA
lub Z-DNA [13].

Istotng zaletg reakeji katalizowanych przez DNA jest to, ze zachodzg one w $ro-
dowisku wodnym, bez koniecznosci uzycia rozpuszczalnikéw organicznych [14].

Kompleksy miedzi pierwszej generacji, zawierajace jako ligand akrydyne pro-
wadzily do enancjoselektywnosci (ee) rzedu 50% w reakeji cykloaddycji Dielsa-
Aldera. Jednakze reakcja ta przebiegala wolniej w obecnosci DNA. Zastosowanie
pochodnych bipirydyny (4,4’-dimetylo-2,2’-bipirydyny) (DMBPY), katalizatorow
drugiej generacji, pozwolilo zwigkszy¢ warto$¢ ee do ponad 99%. Zastosowanie kom-
plekséw miedzi z DMBPY dalo bardzo dobre wyniki réwniez w przypadku innych
reakcji, np. w addycji Michaela malonianu do a,-nienasyconego 2-acyloimidazolu,
w ktorej enancjoselektywno$¢ wynosita >99% [15].

Tak wysoka selektywnos$¢ powstawania produktéw w obecnosci DNA jako
katalizatora zachecita Feringe i wspotpracownikéw do zbadania mechanistycznych
aspektow asymetrycznej katalizy opartej na kwasie deoksyrybonukleinowym oraz
okreslenia roli, jakag odgrywa DNA w tego typu reakcjach. Zadano sobie réwniez
pytanie, czy sekwencja i dlugo$¢ fragmentu DNA wplywa na szybkos$¢ reakeji oraz
jej enancjoselektywnos¢.

Istotne jest, ze zardwno w reakcji Dielsa-Aldera, jak i w addycji Michaela, kata-
lizator moze by¢ odtwarzany i uzyty w innych reakcjach bez znaczacego spadku
wydajnosci i enancjoselektywnosci [11].

Celem niniejszej pracy jest podsumowanie obecnej wiedzy na temat katalizy
opartej o zastosowanie DNA na przykladzie cykloaddycji Dielsa-Aldera, alkilowa-
nia metoda Friedla-Craftsa oraz addycji Michaela. Analiza tych reakcji pozwoli na
zrozumienie mechanizmu katalizy opartej na kwasach nukleinowych.

1. REAKCJA DIELSA-ALDERA

Klasyczna reakcja Dielsa-Aldera to cykloaddycja dienu do sprze¢zonego die-
nofila. Reakcja ta zachodzi w srodowisku bezwodnym, w wysokich temperaturach.
W wyniku takiej reakcji zawigzuja si¢ nowe wigzania C-C. Z tego wzgledu jest to
reakcja szeroko stosowana w syntezie organicznej. W 1980 roku Breslow i wspot-
pracownicy opisali reakcje Dielsa-Aldera zachodzacg w wodzie i zaobserwowali
znaczacy wzrost szybkosci badanej reakeji [16].

W 1995 roku Otto i Engberts opisali po raz pierwszy reakcje Dielsa-Aldera
pomiedzy cyklopentadienem oraz azachalkonem katalizowang za pomocg kwasow
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Lewisa (Co?**, Ni*,Cu**, Zn?**) i zachodzaca w srodowisku wodnym. Reakcja w wod-
nym 0,01 M roztworze azotanu miedzi(II) zachodzi 250 000 razy szybciej w sto-
sunku do reakeji prowadzonej w acetonitrylu [17].
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Rysunek 1. Reakcja Dielsa—Aldera pomiedzy azachalkonem i cyklopentadienem [15].
Figure 1. Diels-Alder reaction between azachalcon and cyclopentadien [15].

W 2005 roku Feringa oraz Roelfes zaproponowali asymetrycznag katalize opartg
na DNA. Wybrali oni katalizator zawierajgcy jony Cu®, ktdre jako kwasy Lewisa,
aktywowaly dienofil poprzez wigzanie koordynacyjne do atomu tlenu ketonu oraz
atomu azotu pirydyny. Utworzony katalitycznie aktywny kompleks sktadal sie
z trzech funkcyjnych sktadnikéw: domeny wiazacej DNA (np. 9-aminoakrydyna
w ligandzie 1), facznika oraz grupy wiazacej jony metalu.

W reakcji tej zaobserwowano przeniesienie chiralno$ci z czgsteczki DNA na
otrzymane produkty. W przypadku uzycia ligandu 1 proces zachodzi w dwdch
etapach. W pierwszym etapie nastepuje transfer chiralnosci z DNA na kompleks
miedzi(II), natomiast podczas drugiego etapu nastepuje przeniesienie chiralnosci
z kompleksu miedzi(II) na produkt reakcji. Gdy ligandem jest 4,4’-dimetylo-2,2’-
-bipirydyna, chiralno$¢ jest przenoszona bezposrednio z DNA na reagenty, co spo-
wodowane jest prawdopodobnie umiejscowieniem jonéw miedzi wewnatrz jednej
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z bruzd. Otrzymany produkt to mieszanina endo- i egzoizomeréw ze znaczacym
nadmiarem enancjomerycznym. Enancjoselektywnos¢ zalezy od uzytego ligandu
(wyniki zestawiono w Tabeli 1). W analogicznych reakcjach, w ktoérych nie stoso-
wano DNA, jako produkt otrzymywano mieszanine racemiczng [13].

Tabela 1. Nadmiary enancjomeryczne otrzymane w reakeji Dielsa-Aldera dla réznych ligandow
(R = I-naftylo-1-metylu i R = 3,5-dimetoksybenzylu) [15].
Table 1. The enantiomeric excesses in Diels-Alder reaction for different ligands
(R = 1-naphtyl-1-methyl and R = 3,5-dimethoxybenzyl) [15].

Produkt reakcji Dielsa-Aldera

k- K n dienofil endo/egzo ;Zfz] [;fZZ]
1 3 3a 98/2 49 18
2 | MC 3 3b 96/4 57 16
3. 3 3c 98/2 48 24
4. OO 4 3a 98/2 33 19
5. 5 3a 98/3 <5 <5
6. 2 3a 98/4 -48 -37
7. CHg 3 3a 98/2 -37 -7
8. 2 3a 98/8 -37 -78
9. 2 3b 88/12 -47 -78

10. MeO OMe 2 3c 91/9 -53 -90

O wysokiej enencjoselektywnosci reakcji Dielsa-Aldera katalizowanej za
pomoca DNA decydujg dwa czynniki: dlugo$¢ tacznika w ligandzie 1 (n) oraz pod-
stawnik R.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze najlepszym podstawnikiem R jest pod-
stawnik aromatyczny (mozliwe zaangazowanie oddzialywan n-7m pomiedzy pod-
stawnikiem i dienofilem). Najlepsze wyniki osiggnieto dla naftylo-metylu. Stosu-
nek endoizomeréw do egzoizomeréw wynosil 98:2 z 49% enancjoselektywnoscia
dla izomeru endo. Wydluzanie tacznika w ligandzie 1 do n = 5 skutkowato duzym
spadkiem enancjoselektywnosci, ponadto nie zaobserwowano znacznego nadmiaru
enancjomerycznego. Natomiast skrocenie facznika do n = 2 dawalo podobna war-
tos¢ ee jak dla tacznika o n = 3 (Tab. 1), jednak otrzymywano enancjomer o prze-
ciwnej konfiguracji. Z badan tych wynika, Ze istnieje na tyle bliski kontakt pomie-
dzy podwojng helisg DNA i katalizatorem, aby przeniesienie chiralno$ci z DNA na
ligand niechiralny bylo skuteczne.

Wysoka selektywno$¢ asymetrycznej syntezy opartej na katalizie DNA sprawila,
ze podjeto prace nad wyjasnieniem mechanistycznych aspektow reakcji Dielsa-Al-
dera katalizowanej przez oligonukleotydy oraz dokonano oceny wplywu sekwencji
DNA na szybko$¢ reakcji.
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1.1. WPEYW st-DNA NA SZYBKOSC REAKCJI DIELSA-ALDERA

Feringa i wspot. [18] przeprowadzili modelowa reakcje pomiedzy azachalko-
nem a cyklopentadienem katalizowang przez kompleksy miedzi z réznymi ligan-
dami (Rys. 2). Wszystkie reakcje prowadzono zaréwno bez st-DNA (DNA z ikry
lososia), jak i w jego obecnosci. Dla poréwnania przeprowadzono réwniez reakcje z
azotanem miedzi(II) jako katalizatorem.

\ N/ N

Cu Cu
- v — Cu-L1 99% == Cu-ly 90% ==
g

Cu-L; 72% ee

Rysunek 2.  Ligandy uzyte w reakcji D-A [15].
Figure 2. Ligands used in D-A reaction [15].

Poréwnanie wartosci stalych szybkosci drugiego rzedu (k,, ) umozliwilo oceng
wplywu st-DNA na szybkos¢ reakeji (Tab. 2).

Tabela 2. Szybkos¢ reakcji D-A katalizowanej przez st-DNA i bez st-DNA [18].
Table 2. Diels-Alder reaction rate catalyzed by st-DNA and without DNA [18].

k,, (M's™)
Lp. Katalizator bez DNA st-DNA K, bez DNA/k _st-DNA
1. Cu-L1 0,0069+0,0003 0,40+0,04 58
2. Cu-12 0,0092+0,0004 0,022+0001 2,4
3. Cu-1L3 0,010+0,001 0,023+0,001 2,3
4. Cu(NO,), 0,095+0,006 0,040+0,004 0,4

Poréwnanie warto$ci stalych szybkosci reakcji Dielsa-Aldera katalizowanych
za pomoca komplekséw miedzi z ligandami L1-L3 bez udzialu DNA pokazuje, ze
wszystkie te reakcje przebiegaja wolniej niz w obecnosci Cu(NO,), oraz, Ze istniejg
tylko niewielkie réznice pomiedzy ligandami L1, L2 i L3. Jednakze, w obecnosci
st-DNA, reakcja z azotanem miedzi(II), prowadzaca do 10% nadmiaru enancjome-
rycznego dla enancjomeru (-) jest znacznie wolniejsza niz dla komplekséw miedzi
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z ligandami L2 i L3, gdzie obserwowano dwukrotne zwickszenie szybkosci reakcji
[15]. O wiele bardziej widoczny efekt uzyskano w przypadku reakeji katalizowanej
kompleksem miedzi z L1, w tym przypadku szybkos¢ reakcji wzrosta 58-krotnie.
Poza tym stwierdzono, ze Cu-L1/DNA jest znacznie lepszym katalizatorem niz
Cu(NO,),. Ligandy L1 i L2 pod wzgledem strukturalnym réznig si¢ tylko obec-
noscia grupy metylowej w pozycjach 4 i 4’ Podstawniki te nie oddzialuja z substra-
tami, poniewaz s3 one zbyt oddalone od miejsca, gdzie zachodzi reakcja. Jednakze
odgrywaja znaczacg role przy projektowaniu najbardziej aktywnych i enancjoselek-
tywnych katalizatoréw opartych na DNA.

Pomiar calkowitej szybkosci reakcji wymaga wyznaczenia trzech parametréw:
stalej rownowagi (K ) dla reakcji wigzania si¢ substratu z kompleksem miedzi, stalej
szybkosci reakcji Dielsa-Aldera (k_) oraz stalej dysocjacji utworzonego produktu
od kompleksu miedzi (K,) (Rys. 3).

Rysunek 3. Proponowany cykl katalityczny jonéw miedzi(II) katalizujacych reakcje D-A pomiedzy azachal-
konem i cyklopentadienem [20].

Figure 3. Proposed catalytic cycle of Cu(II) ions catalyzed D-A reaction between azachalcone and cyclopen-
tadien [20].
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Tabela 3. Parametry kinetyczne reakcji D-A dla reakcji katalizowanej Cu-L1 i Cu-L1/DNA[15].
Table 3. Kinetic parameters of Diels-Alder reaction catalyzed by Cu-L1 and Cu-L1/DNA [15].

Cu-L1 Cu-L1/st-DNA

K (M™) (4,0£0,8)x10? (5,0£1,4)x10?
k, (M's) (4,5+1,2)x10? 3,8+0,8

k(—) (M-st) (2,2+0,6)x1072 (5,8+1,2)x1072
K, (M's?) (2,240,6)x10°> 3,840,8

Z danych przedstawionych w Tabeli 3 wynika, ze pod wplywem st-DNA nie
ulega zmianie stata rownowagi K reakcji Dielsa-Aldera, ale stata szybkosci reakcji
zwieksza si¢ 100-razy. Oznacza to, ze obserwowane zwigkszenie szybkosci reakeji
nie jest spowodowane zwiekszonym powinowactwem azachalkonu do kompleksu
miedzi wigzacego DNA, a raczej zwiekszeniem szybkosci reakcji Dielsa-Aldera pod
wplywem DNA. Wyniki te pokazujg, Ze obecno$¢ DNA zapewnia nie tylko odpo-
wiednie chiralne $rodowisko reakcji, ktére z kolei stabilizuje aktywny kompleks
Cu-L1-4 i powoduje przyspieszenie reakcji, ale rowniez zwicksza reaktywno$¢ sub-
stratow w obecnos$ci kompleksu Cu-L1. Wysoka enancjoselektywnos$¢ moze wyni-
ka¢ z budowy bruzd podwdjnej helisy, ktére prawdopodobnie stabilizujg kompleks
przejsciowy i prowadza do wytworzenia pozadanego enancjomeru.

1.2. WPLYW SEKWENC]JI DNA NA PARAMETRY REAKCJI DIELSA-ALDERA

Feringa i wspolpracownicy badali wptyw sekwencji DNA na katalize, wykorzy-
stujac syntetyczne oligonukleotydy o dokladnie zdefiniowanej sekwencji. Na pod-
stawie przeprowadzonych badan wywnioskowano, ze struktura mikrosrodowiska
ma istotny wplyw na aktywno$¢ i selektywnos¢ katalizatora w reakcji Dielsa- Aldera,
poniewaz zaobserwowano wyrazne zmiany w enancjoselektywnosci przy uzyciu
réznych syntetycznych duplekséw DNA. Ogromne znaczenie ma réwniez prawi-
dfowy dobdr katalizatora (Rys. 1.).

Uzycie w reakcji Dielsa- Aldera katalizatora pierwszej generacji, w ktorym czyn-
nikiem interkalujgcym do DNA jest akrydyna, powoduje niska enancjoselektyw-
nos¢ (5%) dla oligonukleotydéw bogatych w adening i tymine.

O wiele wyzszg enancjoselektywnos¢ (62%) uzyskano dla podwojnej nici DNA
zawierajacej gtéwnie guanine i cytozyne. Dla oligonukleotydéw o diugosci 12 pz
o sekwencji d(GCGCGCGCGCGC), otrzymano ee rzedu 35%, natomiast dla sek-
wencji d(CGCGCGCGCGCG), - 60%. Wysoka enancjoselektywnos¢ uzyskana dla
sekwencji bogatych w pary GC moze by¢ wyttumaczona znacznym powinowactwem
akrydyny do tych par zasad.

Uzycie 4,4’-dimetylo-2,2’-bipirydyny jako ligandu, (katalizator drugiej genera-
cji), oraz zastosowanie oligonukleotydow (12-meréw) zawierajacych naprzemien-
nie pojawiajgce si¢ motywy puryna-pirymidyna, np. d(TCGCGATCGCGA), oraz
d(TCGCGTACGCGA), powoduje wzrost enancjoselektywnosci do ok. 80%. Obec-
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no$¢ par GG powoduje wzrost ee w zakresie 90-95%, natomiast obecnos¢ szlakow
GGG daje poréwnywalng ee do st-DNA. Wynika z tego, ze oligonukleotydy zawie-
rajace szlaki GGG pozwalajg osiagnac najwyzsza enancjoselektywnos¢. Z kolei usu-
niecie zasad AT ze srodkowej czesci oligonukleotydu prowadzi do zwigkszenie ee >
99%. Sekwencje d(GACTGACTAGTCAGTC), oraz d(CAGTCAGTACTGACTG),
daja enancjoselektywno$¢ ok. 80%. Nawyzszg enancjoselektywnosc¢ otrzymano, sto-
sujac oligonukleotyd o dtugosci 12 pz o sekwencji d(TCAGGGCCCTGA),.

Tabela 4 Zaleznos¢ ee od sekwencji DNA w reakeji Dielsa-Aldera [15].
Tabela 4. The dependence of the enantiomeric excess of DNA’s sequence in Diels-Alder reaction [15].

Lp. sekwencja DNA [i/:] Tm (Tm z Cu-L1)[°C]
podwdjna ni¢ DNA

1. st-DNA 98,5 63(-0,5)
2. d(GCGCGCGCGCGO), 95 45,5(-6,0)
3. d(GCGCGCGO), 86 38,0(-1,0)
4. d(GACTGACTAGTCAGTC), 78 33,0(-2,0)
5. d(CAGTCAGTACTGACTG), 83 32,5(-0,5)
6. d(TCGGGATCCCGA), 98,4 28,0(-4,5)
7. d(TCGGGTACCCGA), 98,6 27,0(-4,5)
8. d(TCAGGGCCCTGA), 99,4 30,0(-5,0)
9. d(AGGGCCCT), 97 28(-4,0)

Temperatury topnienia badanych fragmentéw dwuniciowych obejmuja zakres
27-63°C. Czasteczki, ktore wigza DNA poprzez silng interkalacje niezwykle czesto
powoduja wzrost temperatury topnienia (co zaobserwowano w przypadku Cu-L4,
Rys. 2). W obecnosci Cu-L1 temperatury topnienia nieznacznie spadajg, co wska-
zuje, ze dwuniciowe oligonukleotydy sa destabilizowane w wyniku wigzania si¢ do
Cu-L1 i interkalacja nie jest gtéwnym sposobem wigzania Cu-L1 i DNA. Spadek
temperatury topnienia moze sugerowaé rowniez, ze Cu-L1 tworzy kompleks stabo
wigzacy sie do DNA. Z badan tych ponadto wynika, ze wykorzystane oligonukle-
otydy podczas reakcji (tj. w temp. 18°C lub 5°C) sa dwuniciowe [18].

Prace Feringi dotyczace roli DNA w enancjoselektywnej reakcji Dielsa-Aldera
katalizowanej kompleksami miedzi pokazuja, ze w reakcjach tych DNA nie jest
wykorzystywany tylko i wytacznie jako Zrédlo chiralnosci, ale w polaczeniu z Cu-L1
powoduje wzrost szybkosci reakeji o 2 rzedy wielko$ci w poréwnaniu do reakeji
przeprowadzonej tylko w obecnosci Cu-L1. Co wigcej, zaréwno enancjoselektyw-
nos¢, jak i szybkos¢ reakeji Dielsa-Aldera, s3 silnie zwigzane z sekwencjg uzytego
DNA.
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Z danych dotyczacych zaleznosci pomigdzy enancjoselektywnoscia a sekwen-
cja DNA przedstawionych w Tabeli 4. wynika, Ze najwyzsze nadmiary enancjo-
meryczne otrzymano dla oligonukleotydow o dlugo$ci 12 pz, nizsze dla oligonu-
kleotydow o dlugos$ci 16 pz. Wykorzystujac do reakeji Dielsa-Aldera oktamer (np.
AGGGCCCT), uzyskano niewielki spadek enancjoselektywnosci (97%) w poréw-
naniu z badanymi dwunastomerami.

Ponadto wykazano, ze fragmenty jednoniciowe maja mniejszy wplyw na szyb-
kos¢ reakcji Dielsa- Aldera niz oligonukleotydy dwuniciowe. Zastosowanie pojedyn-
czych nukleotydéw, np. mieszaniny dNTP pozwala osiagna¢ 18% ee. Pojedyncza ni¢
DNA zalozona z traktéw G i C daje ee < 5%.

2. REAKCJA ALKILOWANIA FRIEDLA-CRAFTSA 1 ADDYCJA MICHAELA

Od kilku lat wzrasta znaczenie reakeji Friedla-Craftsa, dzieki odkryciu kata-
litycznych, enancjoselektywnych wariantéw tej reakcji [19, 20]. Te metode wyko-
rzystuje sie¢ do otrzymywania wielu uzytecznych syntondéw do syntezy zwigzkow
farmakologicznych.i chemikaliéw rolniczych Jest to jedna z najwazniejszych reakcji
w chemii organicznej, w ktérej udzial majg kwasy Lewisa [21].

Feringa i wspol. zbadali wptyw DNA na kinetyke reakeji alkilowania
Friedla-Craftsa oraz addycji Michaela katalizowanych kompleksami miedzi
z DMBPY [22, 23].

Reakcja Friedla-Craftsa i addycja Michaela to sprz¢zone addycje enolanu lub
neutralnego 7 nukleofila do elektrofila — a,3-nienasyconego 2-acyloimidazolu.

Feringa i wpol. [21] wykazali rowniez, Ze asymetryczne alkilowanie indolu za
pomoca a,f-nienasyconego 2-acyloimidazolu w obecnosci st-DNA w §rodowisku
wodnym przebiega 30-razy szybciej niz bez udzialu st-DNA. Znaczacy wplyw na
szybkos¢ tej reakcji majg podstawniki, zardwno w czasteczce indolu, jak i imidazolu,
jednakze obecno$¢ oraz rodzaj podstawnikéw nie wplywa na enancjoselektywnosé
tej reakcji.
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Rysunek 4. Reakcja alkilowania Friedla-Craftsa katalizowana Cu/DMBPY w obecnosci st-DNA [21].
Figure 4. Friedel-Crafts alkylation reaction catalyzed by Cu/DMBPY in the presence of st-DNA [21].
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Autorzy ci wykazali, ze 1000-krotne zmniejszenie stezenia katalizatora przy tym
samym stosunku Cu(II)/st-DNA pozwolito przeprowadzi¢ reakcje bez utraty enan-
cjoselektywnosci, jednakze czas reakcji ulegal znacznemu wydtuzeniu z 30 minut do
44 godzin. Na podstawie badan powinowactwa Cu-DMBPY do DNA stwierdzono,
ze tylko 16% Cu-DMBPY wiaze sie do DNA. Wyniki te jednoznacznie pokazuja, ze
za przyspieszenie reakeji Friedla-Craftsa katalizowanej jonami miedzi silnie odpo-
wiada uzyty DNA, a niezwigzany kompleks Cu-DMBPY nie zwi¢ksza otrzymanego
nadmiaru enancjomerycznego.

Istotng zmienng w planowaniu asymetrycznego alkilowania Friedla-Craftsa jest
sekwencja uzytego DNA. Ocena syntetycznych oligonukleotyddw, zaréwno dwuni-
ciowych, jak i jednoniciowych DNA wykazala, zZe najlepsza enancjoselektywnos¢
(93% ee) uzyskano, stosujac katalizator Cu-DMBPY w potaczeniu z komplementar-
nym oligonukleotydem o sekwencji d(TCAGGGCCCTGA),.

Tabela 5. Zaleznoé¢ ee od sekwencji DNA w reakeji Friedla-Craftsa [21].
Table 5. The dependence of the enantiomeric excess of DNAs sequence in Friedel-Crafts reaction [21].

Lp Sekwencja DNA | ee [%]
Podwdjna ni¢ DNA
1 st-DNA 83
2 d(TCAGGGCCCTGA), 93
3 d(TCGGGGCCCCGA), 88
4 d(GCGCGCGCGCGQ), 83
5 d(TCGGGATCCCGA), 81
6 d(TCAGCGCGCTGA), 79
7 d(TCGGAATTCCGA), 65
8 d(TCAGAGCTCTGA), 65
9 d(TCAGTGCACTGA), 63
10 d(TCGCGATCGCGA), 62
11 d(GACTGACTAGTCAGTC), 55
12 d(ATATATATATAT), 35
Pojedyncza ni¢
13 d(AGTCCCGTGA) 12
14 d(GGG) 10
14 d(CCC) 22

Najwyzsza enancjoselektywno$¢ dla reakeji Friedla-Craftsa zostala osiggnieta
dla dwunastomeru o sekwencji d(TCAGGGCCCTGA), i jest ona nizsza o 6,4% niz
najlepsza enancjoselektywnos¢ w reakcji Dielsa-Aldera [15]. Nie poréwnywano
dokladnie tych samych sekwencji oligonukleotydéw dla obu reakcji. Wykazano, ze
w przypadku reakcji Friedla-Craftsa najdogodniej jest uzy¢ oligonukleotyd o dhu-
gosci 12 pz, aby uzyskac ee w zakresie 62-93%, wyjatkiem jest oligomer sktadajacy
si¢ z AT (ee 35%). Oligonukleotyd o sekwencji d(GACTGACTAGTCAGTC), (o dt.
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16 pz) daje zaledwie 55% ee, a w przypadku reakcji Dielsa-Aldera oligonukleotyd
o dl. 16 pz wykazywal ee 78% i 83% (Tab. 4.)

Oligonukleotydy bogate w zasady AT oraz jednoniciowe DNA powodujg nizsze
warto$ci ee, podczas gdy obecnos¢ szlakow zawierajacych G zwigksza warto$¢ ee
reakgji.

Innym przyktadem reakcji Friedla-Craftsa katalizowanej kompleksami miedzi
w obecnoéci DNA jest reakcja pomigdzy enonem i indolem zawierajacym roézne
podstawniki.
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Rysunek 5. Alkilowanie Friedla — Craftsa (A) oraz addycja Michaela (B) katalizowane kompleksami miedzi
w obecno$ci DNA [22].

Figure 5. Friedel-Crafts alkylation (A) and Michael addition (B) catalyzed by copper complex in the pre-
sence of DNA [22].

Autorzy wykazali, ze niezaleznie od rodzaju podstawnika w substratach,
st-DNA znaczgco wplywa na wzrost szybko$ci reakeji (9-27-razy), przy czym reak-
cja przebiega najszybciej, gdy enon posiada podstawniki wyciagajace elektrony, np.
zwigzki aromatyczne zawierajace halogenki. Z drugiej strony podstawniki oddajace
elektrony, np. grupa metoksylowa, powoduja obnizenie szybkosci reakcji. W przy-
padku badanych oligonukleotyddw nie stwierdzono znaczacego wplywu sekwencji
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na szybkos¢ reakcji oraz nadmiar enancjomeryczny otrzymywanych produktow,
w odrdznieniu od opisanej wczesniej reakeji Dielsa-Aldera [15].

Addycja Michaela jest kolejnym przykladem reakcji chemicznej, katalizowanej
przez kwasy Lewisa, w ktorej dochodzi do zawigzania si¢ nowego wigzania C-C.
Aby ograniczy¢ uzycie rozpuszczalnikéw organicznych jako $rodowiska reakeij,
podjeto proby przeprowadzenia tej reakeji w warunkach wodnych. Otrzymano pro-
dukty z wysoka enancjoselektywnoscia 83% i 86%, wykorzystujac jako katalizatory
chiralne kompleksy zawierajace srebro(I) lub pallad(II) [24-26].

W reakcji Michaela wykorzystano chiralne DNA - do reakcji dimetylomalo-
nianu, z a,f-nienasyconym 2-acyloimidazolem. Jako produkty otrzymano addukty
Michaela z enancjoselektywnoscia 99%. Do badanej reakcji najlepszym nukleofilem
okazal si¢ nitrometan, a utworzone produkty wykazywaly ee 94%. DNA, wykorzy-
stywane w addycji Michaela, moze by¢ odzyskiwane prostymi metodami, np. przez
ekstrakecje, i ponownie uzyte bez znaczacego spadku enancjoselektywnosci i wydaj-
nosci reakcji.

Wplyw DNA na szybkos¢ reakcji zalezy w duzej mierze od uzytego donora.
Reakcja enonu z nitrometanem jest hamowana w obecnosci DNA 2-4-krotnie, jako
jedyna ze wszystkich przebadanych reakcji. Natomiast addycja dimetylomalonianu
do enonu w obecnosci DNA jest tylko nieznacznie szybsza.

W przypadku addycji Michaela wptyw sekwencji DNA na szybko$¢ reakgji jest
niewielki, pomimo znacznego wplywu na enancjoselektywnos¢ otrzymywanego
produktu.

Tabela 6. Zaleznos¢ pomiedzy sekwencja DNA a enancjoselektywnoscia
oraz szybkoscig addycji Michaela [21].
Table 6. The dependence between DNA’ sequence and enantioselectivity
and rate in Michael addition [21].

Lp. Sekwencja DNA ee [%] k, /Ms
1. d(TC GGG AT CCC GA) 86 2,2x107
2. d(TCA GGG CCC TGA) 93 2,6x107
3. d(TCGGAA TT CCGA) 76 2,7x107
4. d(TCG CGA TCG CGA) 71 1,210
5. d(TCG CGT ACG CGA) 74 1,5x107
6. st-DNA 90 6,5%x107
7. bez DNA - 1,9x10°?

Poréwnujac reakcje Friedla-Craftsa oraz Michaela (sprz¢zone reakcje addycji)
pod wzgledem kinetycznym oraz enancjoselektywnosci, mozna zauwazy¢ kilka cech
wspolnych, jednakze wystepuja réwniez godne uwagi réznice. Obydwie reakcje sa
katalizowane efektywnie przez katalizatory miedziowe w obecnosci DNA, powodu-
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jac otrzymywanie produktéw z doskonalg enancjoselektywnoscia (93%). Poza tym
w obu przypadkach enancjoselektywnos¢ zalezy w réznym stopniu od sekwencji
uzytego DNA oraz od jego dlugosci.

Gléwna réznicg jest wptyw DNA na szybkos¢ katalizowanych reakeji. Obec-
no$¢ DNA, w przypadku reakcji Friedla-Craftsa, powoduje znaczny wzrost szyb-
kosci reakcji (>27-krotnie). W przypadku addycji Michaela wptyw DNA na szyb-
kos¢ reakcji uzalezniony byl od rodzaju uzytego donora, jednakze jego wplyw byl
niewielki (dimetylomalonian) lub wrecz powodowal on obnizenie szybkosci reakeji
(nitrometan).

Katalityczne mozliwosci DNA zostaly odkryte réwniez w przypadku reakeji,
w ktérych dochodzi do tworzenia wigzania pomiedzy weglem i heteroatomem.
Shibata, Toru i wspolpracownicy udowodnili, ze DNA moze bra¢ udziat w reak-
cji fluorowania f3-ketoestréw indanonu, w ktorej katalizatorem jest Cu-DMBPY
w §rodowisku wodnym. Dochodzi do tworzenia nowego wigzania miedzy weglem
i fluorem. Ponadto zaobserwowano, ze na enencjoselektywnos$¢ ogromny wptyw ma
struktura ligandu [27].

PODSUMOWANIE

Nowy sposob asymetrycznej katalizy stosowany w reakcjach Dielsa-Aldera,
Friedla-Craftsa oraz Michaela prowadzi do otrzymania nowych polaczen zawieraja-
cych wigzania C-C przy wykorzystaniu dwuniciowych fragmentéw DNA. Reakcje
te katalizowane sg kompleksami miedzi(II) z ré6znymi ligandami, przy czym najlep-
szym ligandem okazala si¢ 4,4’-dimetylo-2,2’-bipirydyna. W opisanych reakcjach
elementem chiralnym, wymuszajagcym wysoka enancjoselektywnos$¢ procesu, jest
dwuniciowy DNA uzyty jako kokatalizator. Rola DNA nie ogranicza si¢ jedynie do
stanowienia zrodla chiralno$ci, bierze réwniez udzial w zwiekszeniu szybkosci reak-
cji. Bardzo istotng zaletg tak kontrolowanego procesu jest prawie catkowita regiose-
lektywnos¢ i wysoka enancjoselektywno$¢ (>99% dla reakcji Dielsa-Aldera).

Kolejna korzyscig $wiadczacg o potencjale katalizy opartej na DNA jest odtwo-
rzenie wykorzystanego fragmentu DNA. Ponadto, zastosowany uktad katalityczny
umozliwia przeprowadzenie tych reakcji w tagodnych warunkach w wodzie.

Z omawianych prac Feringi wynika, ze enancjoselektywnos¢ reakeji Dielsa-
Aldera, Friedla-Craftsa oraz addycji Michaela zalezy od sekwencji i dtugosci uzy-
tego DNA, aczkolwiek efekt ten jest mniej widoczny w reakcjach Friedla-Craftsa
i Michaela, niz w reakcji Dielsa-Aldera. Na szczegdlng uwage zastuguje fakt, ze
w wigkszo$ci omawianych reakcji (gtéwnie Dielsa- Aldera i Friedla-Craftsa) najwiek-
szy nadmiar enancjomeryczny otrzymywano z wykorzystaniem oligonukleotydu
o sekwencji: d(TCA GGG CCC TGA),, jednak nie znaleziono optymalnej sekwencji
DNA, ktérej uzycie dawaloby jak najwyzsza enencjoselektywnos¢ przeprowadza-
nych proceséw. Podsumowujac, zaréwno w reakcji Dielsa-Aldera, Friedla-Craftsa,
jak réwniez w addycji Michaela, DNA odgrywa podobna role. Poniewaz reakcje te
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angazujg strukturalnie rézne kompleksy aktywujace, jest mato prawdopodobne, ze
stan przejsciowy stabilizowany przez DNA jest gtéwnym czynnikiem decydujacym
o przebiegu reakgji. Stad hipoteza, ze DNA wywiera wptyw na enecjoselektywno$¢
i szybkos¢ tych reakgji. Jedynym wyjatkiem jest addycja Michaela nitrometanu, ktéra
to reakcja jest hamowana w obecno$ci DNA, jednakze przyczyny takiego stanu rze-
czy nie s3 do konca poznane.

Niniejszy przeglad powstal na podstawie pracy licencjackiej studentki Marty
Sobczak wykonanej w Zakladzie Biologii Strukturalnej Uniwersytetu Medycznego
w Lodzi (kierowanym przez prof. dr hab. Lucyne Wozniak), ktdrej opiekunem byta
dr Malgorzata Bukowiecka-Matusiak.
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