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Andrzej Molski jest profesorem na Wydziale Chemii Uniwersytetu im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu gdzie kieruje Pracowni¹ Dynamiki Procesów Fizykoche-
micznych.
Jego zainteresowania naukowe koncentruj¹ siê wokó³ modelowania i symulacji

procesów kinetycznych, a w ostatnim czasie dotycz¹ spektroskopii pojedynczych
fluoroforow (SPF). Sygna³mierzonywSPF, np. trajektoria intesywno�ci fluorescencji,
wymaga analizy statystycznej w celu wydobycia u¿ytecznej informacji. Badania pro-
wadzone w pracowni kierowanej przezA. Molskiego rozwijaj¹ metody analizy sta-
tystycznej eksperymentów SPF poprzez modelowanie analityczne oraz symulacje
komputerowe.
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ABSTRACT

This article is an introduction to single-fluorophore spectroscopy (SFS). The
basic phenomenon seen in SFS is the fluctuations of fluorescence intensity of single
nano-objects (dyes, biopolymers, nano-crystals, aggregates). These fluctuations are
called fluorescence blinking and carry information on the dynamics of a fluorophore
and its surroundings. In the simplest case the fluorescence trajectory jumps between
two levels, a bright one (on) and a dark one (off). In this article on-off fluorescence
blinking associated with triplet states of organic dyes, excitation of quantum dots,
and enzymatic reactions at room temperatures are reviewed. The cited literature
indicates current problems and may serve as an introduction to modelling and simu-
lations of SFS.

Keywords: single-fluorophore spectroscopy, fluorescence blinking, organic dyes,
quantum dots, single-enzyme fluorescence

S³owa kluczowe: spektroskopia pojedynczych fluoroforów, migotanie fluorescen-
cji, barwniki organiczne, punkty kwantowe, fluorescencja pojedynczych enzymów
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WSTÊP

Termin spektroskopia pojedynczych fluoroforów (SPF) odnosi siê do obserwa-
cji fluorescencji wywo³anej �wiat³em laserowym, pochodz¹cej od pojedynczych fluo-
roforów umieszczonych w fazie skondensowanej. Pojêcie fluorofor obejmuje cz¹s-
teczki barwników organicznych i fluoryzuj¹cych biocz¹steczek (np. bia³ek, RNA),
a tak¿e fluoryzuj¹ce nanokryszta³y. Termin spektroskopia pojedynczych fluorofo-
rów jest propozycj¹ polskiego odpowiednika angielskiego terminu single molecule
spektroscopy (SMS). S³owo cz¹steczka zosta³o zast¹pione ogólniejszym terminem
fluorofor, poniewa¿ SMS odnosi siê wspó³cze�nie nie tylko do cz¹steczek, lecz tak¿e
do innych fluoroforów np. nanokryszta³ów.

Pierwsze badania optyczne pojedynczych jonów i atomóww fazie gazowej zos-
ta³y wykonane ponad 20 lat temu. W roku 1989 zademonstrowano detekcjê poje-
dynczych cz¹steczek pentacenu w temperaturze ciek³ego helu w sta³ej matrycy
p-terfenylu stosuj¹c metodê spektroskopii absorpcyjnej [1]. Za datê narodzin SPF
mo¿na przyj¹æ rok 1990, kiedy to wykazano, ¿e spektroskopia emisji fluorescencji
jest metod¹ dogodniejsz¹ od spektroskopii absorpcyjnej dla detekcji pojedynczych
cz¹steczek w niskich temperaturach [2], oraz zademonstrowano detekcjê pojedyn-
czych fluoroforów w cieczach w temperaturze pokojowej [3]. Pokazanie, ¿e detek-
cja pojedynczych cz¹steczek jest mo¿liwa w temperaturze pokojowej otworzy³o
mo¿liwo�ci badania aktywno�ci pojedynczych biocz¹steczek i komórek, i by³o jed-
nym zwa¿nych impulsów do dalszego ¿ywio³owego rozwoju SPF. Struktury komór-
kowe by³y od dawna rutynowo badane mikroskopowo. Postêp mikroskopii optycz-
nej i powstanie SPF sprawi³y, ¿e bia³ka, DNA, RNA, motory molekularne mog¹ byæ
teraz badane z dok³adno�ci¹ do pojedynczych cz¹steczek. Ma to podstawowe zna-
czenie dla poznania procesów komórkowych, gdy¿ wiele z nich zachodzi z udzia-
³em niewielkiej liczby cz¹steczek, b¹d� te¿ z udzia³em izolowanych biocz¹steczek.

W ostatnim czasie ukaza³o siê szereg prac przegl¹dowych po�wiêconych ró¿-
nym aspektom SPF. Artyku³y [4] i [5] podsumowuj¹ pierwsze dziesiêciolecie SPF.
W pracy [6] omówionometody badañ eksperymentalnych, a praca [7] omawia szcze-
gó³y konstrukcji prostego zestawu optycznego zdolnego do detekcji pojedynczych
fluoroforów. Analiza statystyczna fluorescencji jest omówiona w [8]. Zagadnienia
teoretyczne przedstawione s¹ w [9], a dalsze perspektywy rozwoju SPF w [10]. Wiele
zagadnieñ badanych wspó³cze�nie omówiono niedawno w specjalnym zeszycie
�Accounts of Chemical Research� [11].

Podstawowym zjawiskiem obserwowanym w SPF s¹ fluktuacje intensywno�ci
fluorescencji, tzw. migotanie fluorescencji (ang. fluorescence blinking), które nios¹
informacje o dynamice fluoroforu i jego otoczenia. W eksperymencie rejestruje siê
zale¿no�æ intensywno�ci fluorescencji od czasu zwan¹ trajektori¹ fluorescencji
(ang. fluorescence trajectory), która nastêpnie poddawana jest analizie statystycz-
nej. W najprostszym przypadku trajektoria fluorescencji wykazuje skoki intensyw-
no�ci pomiêdzy dwoma stanami. Stan o wysokiej intensywno�ci fluorescencji jest
nazywany stanem jasnym (stan on), a stan o niskiej intensywno�ci jest nazywany
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stanem ciemnym (stan off). Jak to ilustruje Rys. 1 czasy trwania stanów on i stanów
off nie s¹ sta³e, lecz s¹ zmiennymi losowymi. Rozk³ady prawdopodobieñstwa dla
czasów on i off, pon(t) i poff(t), s¹ zale¿ne od mechanizmu migotania fluorescencji.
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Celem niniejszym artyku³u jest zwiêz³e wprowadzenie do SPF i pokazanie, ¿e
rozk³ady czasów trwania stanów on i off charakteryzuj¹ce migotanie fluorescencji
nios¹ istotne informacje o dynamice fluoroforu. W artykule omówiono migotanie
fluorescencji typu on-off zwi¹zane ze stanami trypletowymi barwników organicz-
nych, jonizacj¹ punktów kwantowych i reakcjami enzymatycznymi obserwowanymi
w temperaturze pokojowej. Ma³e cz¹steczki barwników organicznych stosowane s¹
do znakowania biocz¹steczek oraz jako sondy molekularne przekazuj¹ce informa-
cje o swym najbli¿szym otoczeniu. Niestety cz¹steczki barwników organicznych
ulegaj¹ fotowybielaniu (ang. photobleaching) tj. trac¹ zdolno�æ do fluorescencji po
wyemitowaniu okre�lonej liczby fotonów, np. 106 [12�15].Wiêksz¹ trwa³o�æ odno�-
nie zdolno�ci do fluorescencji wykazuj¹ punkty kwantowe (ang. quantum dots), które
s¹ pó³przewodnikowymi (np. InP, CdTe, CdSe) cz¹stkami koloidalnymi [16�22].
Punkty kwantowe s¹ stosowane m.in. do znakowania elementów komórek oraz do
�ledzenia procesów wewn¹trzkomórkowych. Migotanie fluorescencji zwi¹zane
z reakcjami enzymatycznymi jest wywo³ane np. zmianami w³a�ciwo�ci fotofizycz-
nych cz¹steczki enzymu powodowanej przy³¹czeniem siê substratu i reakcj¹ enzy-
matyczn¹ [23�27], lub powstawaniem fluoryzuj¹cego produktu [28�31].

W artykule ograniczono siê do omówienia zjawisk zachodz¹cychwwolnej skali
czasu (rzêdu milisekund i sekund), gdzie nie s¹ istotne efekty rozgrupowania

Rysunek 1. Przyk³ad trajektorii intensywno�ci fluorescencji typu on-off [13]. Intensywno�æ fluorescencji
w stanie jasnym (on): Ion = 50 kHz, intensywno�æ w stanie ciemnym (off): Ioff = 5 kHz, sta³e szybko�ci

migotania fluorescencji kon = koff = 0,01 kHz
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(ang. antybunching) fotonów zwi¹zane ze skoñczonym czasem ¿ycia stanów wzbu-
dzonych i skoñczon¹ szybko�ci¹ wzbudzania. Cytowana literatura wskazuje na pozy-
cje, które zdaniem autora poruszaj¹ aktualne problemy i mog¹ stanowiæ wprowa-
dzenie do modelowania i symulacji zjawisk SPF.

PODSTAWY

W SPF obserwuje siê fluorescencjê pochodz¹c¹ od pojedynczego nanoobiektu
(np. cz¹steczki, nanokryszta³u). Jednym ze sposobów selekcji pojedynczego nano-
obiektu jest zminimalizowanie objêto�ci wzbudzanej tak, aby zawiera³a tylko jeden
fluorofor [4�6]. Wymagana jest przy tym niezwykle czu³a detekcja fluorescencji
tak, aby s³aby sygna³ pochodz¹cy od nanoobiektu przewy¿sza³ fluorescencjê pocho-
dz¹c¹ od t³a, �wiat³a b³¹dz¹cego itd. [4�6]. W celu uzyskania wyra�nego sygna³u
fluorescencji nale¿y dobraæ fluorofory o wysokiej wydajno�ci kwantowej fluores-
cencji i odpowiedniej trwa³o�ci [4�6].

Rozwa¿mywielko�ci fizyczne charakterystyczne dla uk³adów pomiarowych dla
pojedynczych fluoroforów. Typowe stê¿enia stosowane w SPF s¹ rzêdu nano- do
pikomoli na litr, c = 10�9 M�10�12 M. Je�li objêto�æ V roztworu o stê¿eniu c zostanie
umieszczona na szkie³ku mikroskopowym o powierzchni A, to stê¿enie powierzch-
niowe fluoroforów ρwyniesie:

ρ = c NAV/A.

Na przyk³ad, przyjmuj¹c c = 10�9 M, V = 100 µl, oraz A = 6 cm2 otrzymujemy
stê¿enie powierzchniowe ρ ≈ 100 fluoroforów/µm2. Je�li u¿yjemy bardziej rozcieñ-
czonego roztworu z c = 10�12 M, to stê¿enie powierzchniowe wyniesie ρ = 0,1 fluo-
roforu/mm2. Przyjmuj¹c, ¿e pole obserwowane ma wymiary 10 µm2 × 10 µm2, to
w polu widzenia znajdzie siê od 104 fluoroforów przy stê¿eniu c = 10�9 M, lub
10 cz¹steczek przy c = 10�12 M.

Jak widaæ pomiary SPF wymagaj¹ ekstremalnie ma³ych stê¿eñ. W praktyce
dobór w³a�ciwego stê¿enia dokonuje siê metod¹ prób i b³êdów poprzez kolejne roz-
cieñczenia roztworu wyj�ciowego. Detekcjê pojedynczych fluoroforów potwierdza
siê poprzez obserwacjê skokowego fotowybielania i/lub migotania fluorescencji.

Dwa podstawowe parametry fluoroforu decyduj¹ce o szybko�ci emisji fluores-
cencji, to przekrój czynny na absorpcjê promieniowania σ i wydajnosæ kwantowa
fluorescencji αf.

Przekrój czynny na absorpcjê promieniowania σ jest zdefiniowany wzorem:

ln(I0/I) = σnl,

gdzie I0 to natê¿enie wi¹zki padaj¹cej, I natê¿enia wi¹zki przechodz¹cej, n to stê¿e-
nie liczbowe substancji absorbuj¹cej, a l grubo�æ warstwy absorbuj¹cej. Je�li wi¹zka
�wiat³a wzbudzaj¹cego skupiona jest na powierzchni przekroju A równej lub wiêk-

(1)

(2)
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szej warto�ci granicznej wyznaczonej przez dyfrakcjê ≈ (λ/2)2, gdzie λ to d³ugo�æ
�wiat³a wzbudzaj¹cego, to szybko�æ absorpcji fotonów jest równa iloczynowi prze-
kroju czynnego σ (np. w cm2) i strumienia fotonów [np. w fotonach/(s cm2)]. Inaczej
mówi¹c, prawdopodobieñstwo absorpcji pojedynczego fotonu jest równeσ/A, a prze-
krój czynny to efektywna powierzchnia przekroju cz¹steczki, która absorbuje pada-
j¹ce fotony �wiat³a wzbudzaj¹cego.

Chemicy przyzwyczajeni s¹ do okre�lania zdolno�ci fluoroforu do wzbudzania
przy pomocy pojêcia molowego wspó³czynnika absorpcji ε definiowanego poprzez
prawo Beera wyra¿ane w postaci:

log(I0/I) = ε cl,

gdzie c stê¿enie molowe substancji absorbuj¹cej, l grubo�æ warstwy absorbuj¹cej.
Zwi¹zek pomiêdzy ε i σma postaæ:

σ = ε (ln10)/NA,

gdzie NA to liczba Avogadro. W literaturze mo¿na spotkaæ inn¹ postaæ tej zale¿-
no�ci: σ = 2,303×1000×ε /NA, dla której zak³ada siê, ¿e ε jest wyra¿one w M�1 cm�1,
a σ w cm2.

Dla przyk³adu, molowy wspó³czynnik absorpcji ε punktów kwantowych CdSe
o �rednicy 3,5 nm dla d³ugo�ci fali λ = 532 nm wynosi ε (CdSe) = 1,6×105 M�1 cm�1,
a molowy wspó³czynnik absorpcji barwnika R6G przy tej samej d³ugo�ci fali wynosi
ε (R6G) = 1,14×105 M�1 cm�1 [7]. Zdolno�æ do absorpcji dla tych fluoroforów
wyra¿ona równowa¿nie poprzez przekrój czynny to σ (CdSe) = 6,12×10�16 cm2 oraz
σ (R6G) = 4,36×10�16 cm2.

(3)

(4)

Rysunek 2. Uk³ad dwupoziomowy. Oznaczenia: |0> � stan podstawowy, |1> � stan wzbudzony,
k01 � sta³a szybko�ci wzbudzenia, k10 � sta³a szybko�ci dezaktywacji, a kr i knr � sta³e szybko�ci dezaktywacji

odpowiednio promienistej i bezpromienistej

ÿ �� � ÿ � � ÿ � �ÿ � �

� � �

���

Najprostszy model fluoroforu to uk³ad dwóch poziomów pokazany na Rys. 2,
gdzie stan |0> to podstawowy stan singletowy, a stan |1> to pierwszy zbudzony stan
singletowy. Sta³a szybko�ci wzbudzenia k01 dana jest wyra¿eniem:

k01 = Iσ /hν, (5)
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gdzie I to strumieñ energii lasera [np. w J/(s cm2) = W/cm2], σ przekrój czynny
na absorpcjê, oraz ν to czêsto�æ �wiat³a wzbudzaj¹cego. Dla przyk³adowej inten-
sywno�ci wi¹zki wzbudzaj¹cej I = 1 kW/cm2 przy d³ugo�ci fali λ = 532 nm
(hν = 3,73×10�19 J), ze wzoru (5) otrzymujemy czêsto�æ wzbudzania k01(CdSe) =
= 1,6×106 fotonów/s = 1,6×103 kHz dla punktu kwantowego CdSe, oraz k01(R6G) =
= 1,2×106 fotonów/s = 1,2×103 kHz dla cz¹steczki R6G.

Wydajno�æ kwantowa fluorescencji α f jest zdefiniowana jako:

α f = kr/(kr + knr)

gdzie kr to sta³¹ szybko�ci dezaktywacji promienistej (ang. radiative decay), tj. dez-
aktywacji z emisj¹ fotonu fluorescencji, a knr to sta³a szybko�ci zaniku bezpromie-
nistego (ang. nonradiative decay). Sta³a knr jest sum¹ sta³ych zaniku dla wszystkich
kana³ów bezpromienistych takich jak konwersja wewnêtrzna (ang. internal conver-
sion) i przej�cie miêdzysystemowe (ang. intersystem crossing), knr = kic + kisc. Typowe
warto�ci wydajno�ci kwantowej fluorescencji dla fluoroforów stosowanych w SPF
to α f = 0,5�0,9.

Szybko�æ detekcji fotonów fluorescencji If (np. w fotonach/s = Hz) okre�lona
jest przez obsadzenie stanu wzbudzonego P1, szybko�æ zaniku stanu wzbudzonego
k10, wydajno�æ kwantow¹ fluorescencji α f i wydajno�æ detektora ϕ :

If = ϕ α fk10P1, P1 = k01/(k01 + k10)

Typowe warto�ci wydajno�ci detektora to ϕ = 0,05�0,1, tzn. jedynie 5�10%
emitowanych fotonów jest rejestrowanych. Zgodnie ze wzorem (7), dla du¿ych
intensywno�ci wzbudzenia obserwuje siê nasycenie emisji, co mo¿e byæ wyra¿one
w postaci:

(6)

(7)

ÿÿ � ϕαÿ � � �
�

�

��
�
ÿÿ
ÿÿ

+
, (8)

gdzie I to intensywno�æ, tj. strumieñ energii, wi¹zki lasera, a Is to charakterystyczna
intensywno�æ nasycenia (ang. saturation intensity). Dla uk³adu dwupoziomowego
jak na Rys. 2, Is = hω k10/σ. Dla ma³ych intensywno�ci wzbudzenia, k01 << k10, obsa-
dzenie stanu wzbudzonego P1 = k01/k10, i wzór (7) redukuje siê do:

If = ϕ α fk01,

tzn. szybko�æ detekcji ro�nie proporcjonalnie wraz z szybko�ci¹ wzbudzenia.

(9)
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MIGOTANIE FLUORESCENCJI BARWNIKÓW ORGANICZNYCH

Procesem kinetycznym obserwowanym powszechnie w SPF jest migotanie fluo-
rescencji zwi¹zane z przechodzeniem wzbudzonej cz¹steczki barwnika organicz-
nego w stan trypletowy.

Rysunek 3. Uproszczony diagram energetyczny cz¹steczki fluoroforu organicznego
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Rys. 3 przedstawia uproszczony diagram energetyczny typowej cz¹steczki barw-
nika organicznego. Strza³ki oznaczaj¹ przej�cia miêdzy stanami singletowymi |0>
oraz |1>, i stanem trypletowym |2>.Wy¿sze stany singletowe i trypletowe nie musz¹
byæ uwzglêdnione je�li stosowane s¹ ma³e intensywno�ci wzbudzenia. Cz¹steczka
barwnika o�wietlana ci¹g³ym promieniownaiem laserowym ulega wzbudzeniu,
|0> → |1>, a nastêpnie ulega dezaktywacji, |1>→ |0>, oddaj¹c energiê wzbudzenia
najczê�ciej w postaci kwantu promieniowania. Poniewa¿ cz¹steczka o�wietlana jest
w sposób ci¹g³y, nastêpuj¹ kolejne akty aktywacji i dezaktywacji i obserwujemy
ci¹g³¹ emisjê fluorescencji. Bêd¹c w stanie |1> cz¹steczka mo¿e nie wróciæ bezpo�-
rednio do stanu podstawowego |0>, lecz przej�æ do stanu trypletowego |2>. Przej-
�cie |1>→ |2> nastêpuje rzadko, raz na wiele cykli |0>→ |1>→ |0>, i jest obserwo-
wane jako skokowe zmniejszenie siê intensywno�ci fluorescencji do poziomu t³a.
Cz¹steczka przebywa w stanie trypletowym stosunkowo d³ugo (czasy rzêdu 1 µs do
1 ms) i w tym czasie nie obserwuje siê fluorescencji powy¿ej poziomu t³a. W koñcu
nastêpuje przej�cie |2>→ |0> i cz¹steczka zaczyna znowu fluoryzowaæ wykonuj¹c
cykle |0>→ |1>→ |0>. Okresy �jasne� (fluorescencji) s¹ przerywane okresami �ciem-
nymi�, gdy cz¹steczka przebywa w stanie trypletowym.

Prawdopodobieñstwa obsadzeñ P0, P1, P2 stanów |0>, |1>, |2> spe³niaj¹ równa-
nia kinetyczne:

dP0/dt = �k01P0 + k10P1 + k20P2,

dP1/dt = k01P0 � (k10 + k12) P1,

dP2/dt = k12P1 � k20P2,

(10)

(11)

(12)
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oraz warunek normalizacji P0 + P1 + P2 = 1. W zwyk³ych warunkach proces dezak-
tywacji |1> → |0> jest znacznie szybszy od pozosta³ych procesów, i trójstanowy
uk³ad na Rys. 3 staje siê równowa¿ny uk³adowi dwóch stanów, jasnego (on) i ciem-
nego (off) [32]:

on  ←  →
ÿþþ

ÿ�

ÿ

ÿ
off

gdzie kon = αisck01, αisc = k12/(k10 + k12), i koff = k20 to szybko�ci ucieczki (ang. escape
rates) ze stanów on i off. Intensywno�æ fluorescencji w stanie on równa jest
Ion = ϕαfk01, a w stanie off Ioff = 0. Czêsto nale¿y uwzglêdniæ fluorescencjê pocho-
dz¹c¹ od t³a Ib, co prowadzi do Ion = ϕαfk01 + Ib oraz Ioff = Ib.

Prawdopodobieñstwa obsadzeñ Pon i Poff stanów on i off spe³niaj¹ zgodnie
z (13) równania kinetyczne

dPon/dt = �konPon + koffPoff

dPoff/dt = konPon � koffPoff
oraz warunek normalizacji Pon + Poff = 1. Zgodnie z (14) i (15) czasy trwania stanów
on i off s¹ zmiennymi losowymi o rozk³adzie wyk³adniczym

pon(t) � e
�kont, poff(t) � e

�koff t

Histogram Hoff zbudowany z czasów off zmierzonych eksperymentalnie jest
proporcjonalny do gêsto�ci prawdopodobieñstwa poff(t) i ma kszta³t wyk³adniczy.
Dla dostatecznie d³ugiej trajektorii fluorescecji, histogram Hoff pozwala wyznaczyæ
sta³¹ szybko�ci koff, a tym samym czas ¿ycia trypletu toff = (koff)

�1. Podobnie, histo-
gram Hon eksperymentalnie zmierzonych czasów on ma kszta³t wyk³adniczy i poz-
wala wyznaczyæ sta³¹ szybko�ci kon.

Cz¹steczka fluoroforu oddzia³ywuje z cz¹steczkami �rodowiska, w którym siê
znajduje. Oddzia³ywanie to ma charakter dynamiczny i zmienia w czasie w³a�ci-
wo�ci fluoroforu, np. warto�ci sta³ych szybko�ci kon, koff [33]. Je�li w wyniku
oddzia³ywania z otoczeniem zmieniaj¹ siê w³a�ciwo�ci fotofizyczne fluoroforu to
zmienia siê tak¿e intensywno�æ fluorescencji Ion. Fakt, ¿e otoczenie wp³ywa na w³a�-
ciwo�ci cz¹steczki pozwala wykorzystywaæ pojedyncze fluorofory jako sondymole-
kularne raportuj¹ce o dynamice zmian �rodowiska.

FLUORESCENCJA PUNKTÓW KWANTOWYCH

Fluorescencja punktów kwantowychwykazuje, podobnie jak fluorescencja barw-
ników organicznych, okresy intensywnej fluorescencji (okresy jasne, on), które prze-
plataj¹ siê z okresami zaniku fluorescencji (okresy ciemne, off). Mechanizm fluo-
rescencji punktów kwantowych nie jest jednak do koñca poznany. Uk³ad poziomów

(13)

(14)

(15)
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energetycznych punktu kwantowego pokazany jest na Rys. 4, gdzie |0> oznacza stan
podstawowy, |1> stanwzbudzony, za� |2> stan zjonizowany, w którym elektron opusz-
cza nanokryszta³.

Rysunek 4. Poziomy energetyczne punktu kwantowego

ÿþÿ ÿÿþ

ÿÿ�

ÿ�ÿ

� þ�

�ÿ�

���

�� ���

Przej�cie |0>→ |1> o sta³ej szybko�ci k01 to wzbudzenie pod wp³ywem absorp-
cji promieniowania. Przej�cie |1>→ |0> to dezaktywacja zachodz¹ca ze sta³¹ szyb-
ko�ci k10. Przej�cie |1> → |2> to jonizacja, za� |2> → |1> to rekombinacja zacho-
dz¹ce ze sta³ymi szybko�ci k12 i k21. Stan jasny (on) odpowiada przej�ciom |0> →
|1>→ |0> . Przej�cie |1>→ |2> prowadzi do stanu ciemnego, za� przej�cie |2>→ |1>
to powrót do stanu jasnego. Przyk³adowe warto�ci parametrów punktu kwantowego
to sta³a szybko�ci wzbudzenia k01 = 5×10

2 kHz�5×105 kHz; sta³a szybko�ci fluores-
cencji k10 = 1×10

4 kHz; sta³a szybko�ci przechodzenia w stan ciemny k12 = 1×10
2

kHz�1×105 kHz; sta³a szybko�ci powrotu do stanu jasnego k21 = 1×10
2 kHz�

�1×105 kHz [16]. Uk³ad poziomów punktu kwantowego prowadzi do skoków fluo-
rescencji typu on ↔ off. Sta³a szybko�ci ucieczki ze stanu on to kon = k01k12/(k10 +
+ k12), a sta³a szybko�ci ucieczki ze stanu off to koff = k21. Je�li kon i koff nie zmienia-
³yby siê w czasie, to czasy on i offmia³yby rozk³ad wyk³adniczy. W eksperymencie
obserwuje siê jednak rozk³ad potêgowy [16]:

pon(t) � t �(1+αon), poff(t) � t �(1+αoff)

gdzie αon i αoff to sta³e charakterystyczne dla punktu kwantowego. Typowe warto�ci
to αon ≈ 0,5 i αoff ≈ 0,5.

Jeden z modeli fluorescencji punktów kwantowych zgodny z (17) zak³ada, ¿e
warto�ci sta³ych szybko�ci k12 i k21 zmieniaj¹ siê losowo po ka¿dym przej�ciu
|1> → |2> lub |2>→ |1>, gdy¿ zmienia siê losowo wysoko�æ bariery energetycznej
pomiêdzy stanami |1> i |2> [16]. Zmiany wysoko�ci bariery energetycznej s¹ opi-
sane dwoma zmiennymi losowymi x, y, które s¹ odwrotnie proporcjonalne do ener-
gii aktywacji dla przej�æ |1>→ |2> i |2>→ |1>. Zmienne x i ymaj¹ rozk³ad wyk³ad-
niczy z parametrami α12 i α21:

(17)
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p(x) = α12e�α12x, p(y) = α12e�α12y.

Po ka¿dym przej�ciu on↔ off energia aktywacji przyjmuje now¹warto�æ zgod-
nie z rozk³adem (18), a sta³e szybko�ci s¹ równe:

k12(x) = k
0
12e

�x, k21(y) = k
0
12e

�y

Model ten, dla odpowiednio dobranych parametrów α12, α21, k012, k012, prowadzi
do potêgowego rozk³adu czasów on i off [16].

OBSERWACJA AKTYWNO�CI POJEDYNCZYCH CZ¥STECZEK
ENZYMÓW

Jednym z obiecuj¹cych zastosowañ SMS jest mo¿liwo�æ �ledzenia aktywno�ci
pojedynczych biocz¹steczek. Powa¿nymutrudnieniem przy obserwacji pojedynczych
fluoroforów w warunkach fizjologicznych s¹ ruchy Browna, które przesuwaj¹ fluo-
rofor w polu widzenia mikroskopu. Mo¿na to pokonaæ unieruchamiaj¹c fluorofor
np. w ¿elu poliakrylamidowym, b¹d� w agarze. Ma³e cz¹steczki substratów poru-
szaj¹ siê w ¿elu swobodnie, za� du¿a cz¹steczka np. enzymu jest unieruchomiona,
lecz w pe³ni funkcjonalna.

Wi¹zanie ligandu z enzymem mo¿e zmieniæ w³a�ciwo�ci spektroskopowe
zarówno enzymu jak i substratu. Przyk³adem jest utlenianie cholesterolu przez oksy-
dazê cholesterolow¹ [23]. Schemat tej reakcji mo¿e byæ zapisany jako:

{E-FAD + S  ←  →
−ÿ

ÿ

ÿ

ÿ
E-FAD-S}on → ÿÿ {E-FADH2 + P}off

{E-FADH2 + O2  ←  →
−ÿ

ÿ

ÿ

ÿ
E-FADH2-O2}off → ÿÿ {E-FAD + H2O2}on

gdzie FAD to dinukleotyd flawinoadeninowy, który znajduje siê w miejscu aktyw-
nym enzymu. FAD fluoryzuje, w przeciwieñstwie do formy zredukowanej FADH2.
Symbol E-FAD oznacza cz¹steczkê enzymu z utlenion¹ (fluoryzuj¹c¹) form¹ FAD
w miejscu aktywnym. W wyniku przy³¹czenia siê cz¹steczki cholesterolu (substrat
S) tworzy siê kompleks enzym�substrat, E�FAD�S, w wyniku czego utleniona zos-
taje cz¹steczka cholesterolu (produktu P) z jednoczesn¹ redukuj¹ FAD do (niefluo-
ryzuj¹cego) FADH2.Abymiejsce aktywnemog³o utleniæ kolejn¹ cz¹steczkê choles-
terolu, cz¹steczka FADH2musi byæ z powrotem utleniona do FAD, co nastêpuje pod
wp³ywem tlenu. Je�li cz¹steczka enzymu jest o�wietlana w sposób ci¹g³y, aktyw-
no�æ enzymatyczna objawia siê skokowymi zmianami intensywno�ci fluorescencji
zwi¹zanymi z cyklem FAD→ FADH2 → FAD.

(18)

(19)

(20)

(21)
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Trajektoria fluorescencji wykazuje migotanie pomiêdzy dwoma stanami o ró¿-
nej intensywno�ci fluorescencji, on↔ off. Eksperymentalnie wyznaczony rozk³ad
czasów on jest zgodny z reakcj¹ (20), je�li przyj¹æ, ¿e k�1 = 0:

pon(t) = �� ��

��

�� ÿ�ÿ� ��
��
�� −− −
−

Analiza ilo�ciowa mierzonych fluktuacji fluorescencji pokaza³a, ¿e aktywno�æ
pojedynczej cz¹steczki enzymu zmienia siê w czasie. Jedna z interpretacji przyjmuje,
¿e cz¹steczka enzymu zmienia dynamicznie swoj¹ konformacjê, co powoduje fluk-
tuacje jej aktywno�ci enzymatycznej. W najprostszym modelu reakcja (20) jest zas-
t¹piona przez:

{E1-FAD + S  ←  →
−ÿ

ÿ

ÿ

ÿ
E1-FAD-S}on  → þÿÿ {E1-FADH2 + P}off

↑↓ ↑↓ ↑↓

{E2-FAD + S  ←  →
−ÿ

ÿ

ÿ

ÿ
E2-FAD-S}on  → ��ÿ {E2-FADH2 + P}off

Mechanizm (23) i (21) oznacza, ¿e enzym posiada efektywnie dwie konforma-
cje, E1 i E2, ró¿ni¹ce siê zdolno�ci¹ E-FAD utleniania cz¹steczki cholesterolu (sta³e
k21 i k22), a nie ró¿ni¹ce siê szybko�ci¹ wi¹zania cholesterolu przez FAD, ani te¿
szybko�ci¹ utleniania FADH2 do FAD. Konformacje E1 i E2 nie ró¿ni¹ siê tak¿e
zdolno�ci¹ do fluorescencji, tzn. dwie konformacje cz¹steczki odpowiadaj¹ jedne-
mu stanowi jasnemu on (on = on1 + on2).

W warunkach, gdy etapy E-FAD-S → E-FADH2 + P, oraz E-FADH2-O2 →
→ E-FAD + H2O2 okre�laj¹ szybko�ci tworzenia produktu P i regeneracji miejsca
aktywnego E-FAD, reakcje (23) i (21) redukuj¹ siê do [24]:

on1  ←  →
þÿÿ

þ��

ÿ
ÿ

off1

↑↓             ↑↓

on2  ←  →
þÿÿ

þ��

ÿ
ÿ off2

gdzie kon1 = k21, kon2 = k22, oraz koff = k4. Stan on1 jest stanem jasnym o konformacji 1,
a stan on2 jest stanem jasnym o konformacji 2. Podobnie, stany off1 i off2 to stan
ciemny o konformacjach odpowiednio 1 i 2. Warto podkre�liæ, ¿e trajektoria fluores-
cencji wykazuje dwie intensywno�ci Ion i Ioff, ale czasy trwania czasów on i off nie s¹

. (22)

(23)

(24)
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ju¿ opisane rozk³adem wyk³adniczym gdy¿ wystêpuj¹ przej�cia miêdzy konforma-
cjami 1↔ 2.

Reakcje enzymatyczne mo¿na równie¿ �ledziæ poprzez obserwacjê powstawa-
nia fluoryzuj¹cego produktu P z niefluoryzuj¹cego substratu S [29�31]:

{E + S

←→

ES}off  → ÿÿþþÿ {E + P}on  → ÿþÿ {E}off + P

gdzie {E + P}on oznacza fluoryzuj¹c¹ cz¹steczkê produktu, znajduj¹c¹ siê w pobli¿u
cz¹steczki enzymu, a {E}off + P oznacza, ¿e w polu obserwacyjnym, w którego cen-
trum znajduje siê cz¹steczka enzymu nie ma ju¿ cz¹steczki produktu. Mechaniz-
mem przej�cia off → on jest powstanie fluoryzuj¹cego produktu P, a mechanizm
przej�cia on→ off to dyfuzja produktu poza pole widzenia.

W pracach [29] i [30] stwierdzono, ¿e histogram czasów off dla lipazy B
z Candida antractica (CALB) opisany jest funkcj¹ wyk³adniczo-potêgow¹:

poff (t) � e
�(t/τ)α

gdzie τ = 1,15 µs i α = 0,15. Proponowana interpretacja zak³ada istnienie wielu
konformacji enzymu E1, E2, E3, ... , ró¿ni¹cych siê szybko�ci¹ tworzenia produktu:

{E1 + S ←→ E1S}off  → ÿÿþþÿ {E1 + P}on  → ÿþÿ {E1}off + P

↑↓ ↑↓              ↑↓        ↑↓

{E2 + S ←→ E2S}off  → ÿÿþþÿ {E2 + P}on  → ÿþÿ {E2}off + P

↑↓ ↑↓              ↑↓        ↑↓

{E3 + S ←→ E3S}off  → ÿÿþþÿ {E3 + P}on  → ÿþÿ {E3}off + P

↑↓ ↑↓              ↑↓        ↑↓

� � � �

W warunkach, gdy etap ES → E + P okre�la ca³kowit¹ szybko�æ tworzenia
produktu, schemat (27) redukuje siê do schematu:

(25)

(26)

(27)
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off1  ←
 →
ÿþ

ÿ��

ÿ

ÿ ÿ
on1

      ↑↓               ↑↓

off2  ←  →
ÿþ

ÿ��

ÿ

ÿ ÿ on2

       ↑↓               ↑↓

off3  ←
 →
ÿþ

ÿ��

ÿ

ÿ ÿ
on3

       ↑↓               ↑↓
� �

Rozk³ad wyk³adniczo-potêgowy (26) jest wynikiem �z³o¿enia� siê szeregu roz-
k³adów wyk³adniczych zwi¹zanych z przej�ciami oni ↔ offi, i = 1, 2 3, ... .

PODSUMOWANIE I PERSPEKTYWY

Badania spektroskopowe pojedynczych fluoryzuj¹cych nanoobiektów sta³y siê
dojrza³¹ dyscyplin¹ naukow¹, która wykroczy³a poza etap demonstracji mo¿liwo�ci
detekcji pojedynczych cz¹steczek i wesz³a w etap rozwi¹zywania specyficznych
problemów w badaniach podstawowych oraz okre�lenia obszarów zastosowañ.

Celem niniejszego artyku³u by³o wprowadzenia do spektroskopii fluorescen-
cyjnej pojedynczych nanoobiektów poprzez omówienie trzech charakterystycznych
przyk³adów zjawisk: migotania trypletu barwników organicznych, fluorescencji
punktów kwantowych, oraz obserwacji aktywno�ci pojedynczych cz¹steczek enzy-
mów.

W niniejszym artykule skupiono siê na analizie trajektorii fluorescecncji jako
�ródle informacji o fluoroforze. Dla badania zachowania siê pojedynczych fluorfo-
rów wykorzystywane s¹ ró¿ne charakterystyki emitowanego �wiata. Pomiar polary-
zacji umo¿liwia �ledzenie zmian orientacji fluoroforu w czasie [4, 6]. Je�li fluorofor
jest zwi¹zany z np. bia³kiem lub nukleotydem daje to informacje odno�nie zmian
konformacyjnych. Pomiary fluorescencji z rozdzielczo�ci¹ czasow¹ rzêdu piko-
i nanosekund (10�12�10�9 s) pozwalaj¹ zmierzyæ czas ¿ycia fluoroforu. Czas ¿ycia
jest cech¹ charakterystyczn¹ dla fluoroforu i mo¿e byæ wykorzystany do detekcji
i rozró¿niania biocz¹steczek znaczonych ró¿nymi fluoroforami. Czas ¿ycia zale¿y
od �rodowiska, w jakim fluorofor przebywa i informuje o hetero- lub homogenicz-
no�ci �rodowiska, w jakich znajduj¹ siê biocz¹steczki.

Szybki rozwój technologii sprawia, ¿e dalszy kierunek rozwoju tej dziedziny
jest trudny do przewidzenia. Mo¿na jednak przypuszczaæ, ¿e podstawowe ograni-

(28)
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czenia SPF (s³aby sygna³ fluorescencji, fotowybielenie fluoroforów) bêd¹ kompen-
sowane postêpem technicznym umo¿liwiaj¹cym jednoczesny pomiar kilku parame-
trów (intensywno�æ fluorescencji, widmo, czas ¿ycia, polaryzacja) [34].

SPF nie jest jedyn¹ technik¹ detekcji i manipulacji pojedynczych cz¹steczek
i bêdzie ³¹czona z metodami pozwalaj¹cymi na korelowanie przy³o¿onych si³ i pól
ze zmianami konformacyjnymi pojedynczych cz¹steczek (np. AFM, ang. atomic
force microscopy). Nieinwazyjno�æ, wysoka rozdzielczo�æ czasowa i przestrzenna
SPF bêd¹ wykorzystywane do �ledzenia zjawisk w pojedynczych komórkach
i w nano�rodowiskach kontrolowanych biochemicznie (ang. microfuidic devices).
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ABSTRACT

The review deals with metal complexes bearing various types of boroxide
ligands. It is divided into several chapters including synthesis, structural and spec-
troscopic (NMR) characterization followed by reactivity and catalytic properties of
some novel compounds. Metal complexes with boroxide ligands can generally be
defined as derivatives of hydroxydiorganoboranes R2BOH or dihydroxyorganobo-
ranes RB(OH)2, where one or two hydrogen atoms are replaced with a metal. A few
complexes with a closely related R2B2O3

2� ligand derived from triorganoboroxin
[RBO]3 have also been included. Boroxide ligands may be regarded as electron
defficient analogues of alkoxide ligands, due to specific electronic properties of
a trivalent boron atom, which is able to interact by means of its 2p orbital with a lone
electron pair of an adjacent oxygen atom.As a result of this so-called back-bonding,
the B�O bond order is increased, whereas the π-donor properties of oxygen are
reduced.Accordingly, a metal oxygen bond is weakened.Another important point is
that boroxides are sterically less crowding than bulky aryloxide ligands having com-
parable electronic properties. Hence, an increased reactivity of such complexes is
expected, especially as catalysts or initiators in various polymerization processes.

Key words: boroxide ligands, metal alkoxides, hydroxyorganoboranes, polymeriza-
tion

S³owa kluczowe: ligandy boryloksylowe, alkoholany, hydroksyorganoborany, poli-
meryzacja
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WPROWADZENIE

Przedmiotem niniejszego przegl¹du s¹ zwi¹zki metali zawieraj¹ce ligandy bory-
loksylowe.Mo¿na je zdefiniowaæ jako pochodne hydroksydiorganoboranówR2BOH
lub dihydroksyorganoboranów RB(OH)2, w których jeden lub dwa atomy wodoru
s¹ zast¹pione atomami metalu. Omówiono tak¿e kompleksy z bardziej z³o¿onym
ligandem R2B2O3

2� wywodz¹cym siê z triorganoboroksynu [RBO]3. Ligandy bory-
loksylowe mo¿na traktowaæ jako elektronodeficytowe analogi ligandów alkoksylo-
wych. Specyficzna struktura elektronowa atomu boru, czyli obecno�æ niezape³nio-
nego orbitalu 2p wp³ywa na w³a�ciwo�ci atomu tlenu. Chodzi tu w szczególno�ci
o wystêpowanie tak zwanego wi¹zania zwrotnego pomiêdzy borem a tlenem, które
powoduje wzrost rzêdu wi¹zania bor�tlen i równolegle os³abienie w³a�ciwo�ci
π-donorowych atomu tlenu. W efekcie wi¹zanie metal�tlen w kompleksach borylo-
ksylowych powinno byæ s³absze i bardziej labilne ni¿ w analogicznych komplek-
sach alkoksylowych. Jednocze�nie nie ma takich przeszkód sterycznych w otocze-
niu atomu metalu, jakie istniej¹ w przypadku kompleksów z objêto�ciowymi ligan-
dami aryloksylowymi o zbli¿onym charakterze π-donorowym. Daje to nadziejê na
zwiêkszon¹ reaktywno�æ tych po³¹czeñ, szczególnie jako katalizatorów lub inicja-
torów w ró¿nych reakcjach polimeryzacji.

1. METODY SYNTEZY

Znanych jest kilka metod syntezy boryloksylowych kompleksów metali, z któ-
rych najbardziej typow¹ jest reakcja wymiany ruchliwych atomu(ów) wodoru
w hydroksydiorganoboranie lub dihydroksyorganoboranie na metal. Spo�ród mo¿li-
wych prekursorów najczê�ciej wykorzystywano reaktywne pochodne alkilowe, np.
BuLi [1], ZnEt2 [2], cp2ZrMe2 [3]:

W niektórych przypadkach obserwuje siê jednak przebiegaj¹c¹ równolegle lub
nastêpczo reakcjê alkilowania atomu boru [4]:

Utrudnia to otrzymanie z dobr¹ wydajno�ci¹ wielu pochodnych glinoorganicz-
nych [5]. Reakcja przebiega jednak selektywnie w przypadku prekursorów z du¿ymi

µ
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grupami organicznymi np.Mes2BOH [1], [(Me3Si)2CH]2BOH [6], 2,6-Pr
i
2C6H3B(OH)2

[7]. W kilku przypadkach zastosowano jako substraty amidki metali przej�ciowych,
np. M[N(SiMe3)2]2 (M = Mn, Fe) [8]:

W syntezie pochodnych krzemo- i cynoorganicznych u¿yteczne by³y halogenki,
a nawet pochodne tlenkowe. Boracyklosiloksany powstaj¹ w reakcji kwasu boro-
nowego z odpowiednim dichlorosiloksanemw obecno�ci trietyloaminy jako akceptora
chlorowodoru [9]:

Innego typu produkty powstaj¹ w reakcji (But2SnO)3 z kwasem mezytyloboro-
nowym [10].

Alternatywn¹ metod¹ otrzymywania kompleksów boryloksylowych jest reak-
cja transmetalacji z u¿yciem tetraorganodiboroksanów R2BOBR2 (lub triorganobo-
roksynów [RBO]3). Polega ona ogólnie na zast¹pieniu grupy BR2 (lub odpowiednio
BR) przez atom metalu ze zwi¹zanymi dodatkowymi ligandami. Jej u¿yteczno�æ
jest jednak ograniczona ze wzglêdu na mniejsz¹ reaktywno�æ boroksanów i borok-
synów w porównaniu z substratami posiadaj¹cymi ruchliwe atomy wodoru. Z dru-
giej strony mo¿e byæ to zalet¹ w przypadku zastosowania reaktywnych zwi¹zków
metali, szczególnie o charakterze silnych kwasów Lewisa. Otrzymano w ten sposób
po raz pierwszy z dobr¹ wydajno�ci¹ dobrze zdefiniowane, krystaliczne po³¹czenia
zawieraj¹ce ugrupowanie B�O�Al [11]:

G³ównym produktem reakcji (9-BBN)2O zAlEt3 (1:2) jest natomiast tris(dialu-
moksan) [Et4Al2O]3, jednak uda³o siê wydzieliæ w �ladowych ilo�ciach i zidentyfi-
kowaæ za pomoc¹ spektrometrii masowej zwi¹zek [(µ-9-BBN-9-O)AlEt2]2 [12].

W analogicznych reakcjach z u¿yciem triorganoboroksynów otrzymano kom-
pleksy o bardziej z³o¿onej strukturze [13]:

W niektórych przypadkach znalaz³a zastosowanie reakcja wymiany pomiêdzy
pochodn¹ litow¹ typu R2BOLi a halogenkiem metalu. Otrzymano z wysok¹ wydaj-
no�ci¹ zwi¹zek 9-BBN-9-OSnMe3w reakcji wymiany 9-BBN-9-OLi zMe3SnCl [14].
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Ze wzglêdów sterycznych mo¿liwe by³o podstawienie tylko jednego liganda chlor-
kowego w (C5H5)2TiCl2 [6]:

W reakcji Mes2BOLi z CoCl2 w stosunku 2:1 otrzymano natomiast krystaliczny
bimetaliczny kompleks litowo-kobaltowy [(THF)2Li(µ-OBMes2)2Co(µ-Cl)2Li(THF)2]
[1].

Reakcja dilakilohydroboranu z wodorotlenkiem sodu jest nietypowym przyk³a-
dem syntezy uk³adu typu B�O�Na [15]:

Krystaliczny zwi¹zek [(µ3-9-BBN-9-O)Na(THF)]4 otrzymano tak¿e przez roz-
k³ad soli Na[1,5-C8H14B(OH)Et] [16] w obecno�ci katalizatora Na[BEt3H] i w reak-
cji 9-(OH)-9-BBN z wodorkiem sodu. W wyniku pirolizy soli M[Et3B(OH)]
(M = Na, K) przebiegaj¹cej z wydzieleniem etanu otrzymano trudno rozpuszczalne
po³¹czenia o ogólnymwzorze [Et2BOM]n. Rozk³ad analogicznych soliM[R2EtBOH],
R2 = cyklooktan-1,5-diyl, mo¿e tak¿e przebiegaæ z wydzieleniem etanu i utworze-
niem soli [R2BOM]n, b¹d� nastêpuje dehydroborowanie uk³adu bicyklicznego
9-BBN po³¹czone z wydzieleniem wodoru, w rezultacie powstaj¹ po³¹czenia typu
[R�EtBOM]n, R� = cyklookten-4-yl. Nale¿yw tymmiejscuwspomnieæ tak¿e o zwi¹z-
kach typu M[OB(Et2)-C(R)=C(R�)B(Et)] (M = Na, K) [17]. Zwi¹zki te powstaj¹ na
drodze rozk³adu termicznego soli otrzymanych z cis-diboryloalkenów
Et2BC(R)=C(R�)BEt2 i wodorotlenków sodu lub potasu:
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2. STRUKTURA BORYLOKSYLOWYCH KOMPLEKSÓW METALI

2.1. BADANIA RENTGENOSTRUKTURALNE

Rysunek 1. Typy kompleksów boryloksylowych metali sklasyfikowane ze wzglêdu na rodzaj liganda
i sposób jego koordynacji

Zainteresowanie ligandami boryloksylowymi jako elektronodeficytowymi odpo-
wiednikami ligandów alkoksylowych sta³o siê przyczyn¹, dla której opisano kilka-
dziesi¹t struktur krystalicznych (metaloksy)organoboranów. Na ogó³ s¹ one stabili-
zowane przez dodatkowe ligandy, ale znane s¹ tak¿e proste po³¹czenia typu
[M(OBR2)m]n. Zwi¹zki te s¹ monomeryczne (n =1) lub tworz¹ uk³ady zasocjowane,
w których grupa OBR2 najczê�ciej jest ligandem mostkowym (µ2 lub µ3). Spo�ród
po³¹czeñ monomerycznych nale¿y wymieniæ [((Me3Si)2CH)2BOLi(TMEDA)] [6],
Al(OBMes2)3·MeCN [18], ScL(OBPh

F
2)2 (L = (Et2NCH2CH2NCMe)2CH, Ph

F = C6F5)
[19], PhCH2Ti(OBMes2)3, Ti(NBu

t)(OBMes2)2(py)2 [20], Hf(OBMes2)4 [21],
Mo(NBut)2(OBMes2)2 [20], Mo(NDip)2(OBMes2)2 (Dip = 2,6-Pr

iC6H3) [20],
[(Me3P)2(CO)(MeCO)Fe(µ-3-mpz)(µ-9-BBN-9-O)] (3-mpz = 3-metylopirazolil)
[22], Zn[Me2NC(NPr

i)2(OBMes2)]·Me2NC(NPr
i)(NHPri) [23]. Pierwszy z tych zwi¹z-

ków otrzymano z dimeru [(µ-((Me3Si)2CH)2BO)Li]2 dzia³aj¹cTMEDAa zatemwpro-
wadzenie donora spowodowa³o rozpad dimeru. Charakterystyczne dla niego s¹ bar-
dzo krótkie wi¹zania B�O (1,308(8) Å) i Li�O (1,677(15) Å) oraz prawie liniowy
uk³ad wi¹zañ B�O�Li (173,9(7)°).
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Mimo oczekiwanych s³abszych w³a�ciwo�ci π-donorowych ligandów borylo-
ksylowych, czê�ciej spotykane s¹ zwi¹zki, w których pe³ni¹ one rolê mostków.
W kompleksach dimerycznych centralnym fragmentem cz¹steczki jest zatem czte-
rocz³onowy pier�cieñ M2O2. Przyk³adem jest wspomniany ju¿ zwi¹zek litu
[(µ-((Me3Si)2CH)2BO)Li]2 [6]. Wystêpuj¹ca w tym zwi¹zku rzadko spotykana liczba
koordynacyjna 2 litu jest niew¹tpliwie stabilizowana przez objêto�ciowe podstaw-
niki na atomie boru. W analogicznych zwi¹zkach [[(µ-Mes2BO)Li(S)]2 (S = THF
[1], Et2O [24], py [24]) i [(µ-Mes2BO)Li(MeCN)2]2 [24] atom litu jest dodatkowo
donorowany przez cz¹steczki rozpuszczalnika, co, jak stwierdzono,ma istotnywp³yw
na strukturê centralnego rdzenia obejmuj¹cego pier�cieñ Li2O2 i s¹siaduj¹ce z nim
atomy. W kompleksie [(µ-MesF2BO)Li(THF)]2 (MesF = 2,4,6-(CF3)3C6H2) wzrost
charakteru elektronoakceptorowego liganda boryloksylowego oznacza wystêpowa-
nie bardzo krótkiego wi¹zania bor�tlen (1,298(3) Å) z jednoczesnym wyd³u¿eniem
wi¹zania lit�tlen (1,874(5) Å) [25]. Spo�ród pochodnych innych elektrododatnich
metali znana jest struktura molekularna tetramerycznego uk³adu [(µ3-9-BBN-9-
-O)Na(THF)]4 [15]. Jej centralnym elementem jest rdzeñ Na4O4 o kszta³cie zdefor-
mowanego sze�cianu. Niedawno scharakteryzowano tak¿e dimeryczne kompleksy
[(µ-Mes2BO)MgR(THF)]2 (R = Me, Bu) oraz kompleks litowo-magnezowy
[(µ-Mes2BO)Mg(µ-Br)2Li(Et2O)2]2 [24]. Nawi¹zuj¹ do nich zbli¿one po³¹czenia cynku
[(µ-Mes2BO)ZnR]2 (R = Me [24], Et [26]). Liczba koordynacyjna cynku w tych
zwi¹zkach wynosi 3 jednak wzrasta do 4 w zwi¹zku [(µ3-9-BBN-9-O)ZnEt]4 [27],
co mo¿na wyja�niæ mniejszymi wymaganiami sterycznymi liganda 9-BBN-9-O�
w porównaniu z Mes2BO

�. Podobn¹ strukturê ma zwi¹zek kadmu [(µ3-9-BBN-9-
-O)CdMe]4 [27]. Ostatnio otrzymano tak¿e trójrdzeniowy kompleks cynku (L. K. 4)
z bicyklicznym ligandem guanidynowym i terminalnym ligandem boryloksylowym
o wzorze Zn3(hpp)4(OBMes2)2 (hppH = 1,3,4,6,7,8-heksahydro-2H-pirymido[1,2-a]-
-pirymidyna) [23].

Rysunek 2. Struktura molekularna centralnego rdzenia kompleksu [(µ3-9-BBN-9-O)ZnEt]4 [27]
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Zwi¹zki metali grupy 13 by³y do�æ intensywnie badane ze wzglêdu na poten-
cjalne cenne w³a�ciwo�ci katalityczne. Dotyczy to zw³aszcza kompleksów glinu.
Pierwsze doniesienia na ich temat dotycz¹ struktury po³¹czeñ zawieraj¹cych ligandy
halogenkowe. Stwierdzonowystêpowanie dimerycznych uk³adów zmostkami bory-
loksylowymi [(µ-Et2BO)AlCl2]2 i [(µ-9-BBN-9-O)AlBr2]2 [11]. Pó�niej scharakte-
ryzowano analogiczne zwi¹zki glino-, galo- i indoorganiczne [(µ-9-BBN-9-
-O)MMe2]2 (M =Al, Ga, In) [5], [(µ-Mes2BO)AlMe2]2 [18, 28], [(µ-Mes2BO)AlCl-
-Me]2 [18].W innym zwi¹zku trans-[µ-(Bu

tO)(Mes2BO)AlMe]2 grupaMes2BO pe³ni
rolê liganda terminalnego, a nie jak wcze�niej mostkowego [28].

Rysunek 3. Struktura molekularna trans-[µ-(ButO)(Mes2BO)AlMe]2 [28]

W dimerycznej strukturze zwi¹zku cyny o wzorze [(µ-Et2BO)(µ-pz)SnMe2]2
ligand pirazolilowy (pz) jest skoordynowany zarówno do cyny (L. K. 5) jak i boru
(L. K. 4). Strukturê cz¹steczki mo¿na zatem zdefiniowaæ jako liniowy uk³ad piêciu
skondensowanych pier�cieni cztero- i piêciocz³onowych [29].

Rysunek 4. Struktura molekularna [(µ-Et2BO)(µ-pz)SnMe2]2 [29]

Oprócz wymienionych wy¿ej monomerycznych po³¹czeñmetali przej�ciowych
(tytanu, hafnu, molibdenu) otrzymano uk³ady dimeryczne w przypadku manganu
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i ¿elaza: [Mn(OBTrip2)(µ-OBTrip2)]2 (Trip = 2,4,6-PriC6H2) i [Fe(OBMes2)(µ-OB-
Mes2)]2 [8]. W zwi¹zkach tych jest stabilizowana niska liczba koordynacyjna 3 atomu
metalu. Znane s¹ tak¿e kompleksy molibdenu [Mo(NMe2)2(OBMes

F
2)]2 [25] i wol-

framu [W(NMe2)2(OBMes2)]2 [30], ale ich dimeryczna struktura wynika wy³¹cznie
z obecno�ci wi¹zania potrójnego metal�metal.

Rysunek 5. Struktura molekularna centralnego rdzenia [Fe(OBMes2)(µ-OBMes2)]2 [8]

Oprócz kompleksów z ligandami typu R2BO
� otrzymano szereg po³¹czeñ z ligan-

dami RB(OH)O� lub RBO2
2� pochodz¹cymi od kwasów boronowychRB(OH)2. Prost¹

strukturê posiada zwi¹zek [(µ-MesB(OH)O)GaMe2]2 [26]. ResztaMesB(OH)O� jest
monodentnym ligandem mostkowym, a wiêc pe³ni rolê analogiczn¹ jak ligand R2BO

�.
Ponadto nie wystêpuj¹ w tym przypadku wi¹zania wodorowe stabilizuj¹ce dodatkowo
strukturê.

Rysunek 6. Struktura molekularna [(µ-MesB(OH)O)GaMe2]2 [26]

Podobny typ struktury zaobserwowano dla zwi¹zku miedzi [(µ-PhB(OH)O)-
-CuL]2. L = anion 6-(2-hydroksyfenylo)-2,2�-bipirydyny) [31].W pochodnej kwasu
mezytyloboronowego o wzorze But2Sn[OB(OH)Mes]2 [10] atom cyny jest piêcioko-
ordynacyjny, poniewa¿ reszty kwasu mezytylowego s¹ zwi¹zane z atomem cyny
w ró¿ny sposób. Jedna z reszt jest ligandemmonodentnym natomiast druga anizobi-
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dentnym tzn. drugi atom tlenu tego liganda donoruje atom cyny, jednak w ró¿nym
stopniu, poniewa¿ wi¹zania Sn�O s¹ ró¿nej d³ugo�ci (1,97 Å i 2,75 Å).

Nie uda³o siê okre�liæ struktury pochodnej glinoorganicznej [DipB(OH)OAl-
-But2]2, ale zosta³a ona zaproponowana na podstawie struktury analogicznego zwi¹zku
o wzorze [(µ-DipB(OLi)O)AlBut2]2 · 2C6H6 [7]. Wystêpuje tutaj o�miocz³onowy,
centrosymetryczny pier�cieñ [BO2Al]2, a zatem oba atomy tlenu liganda DipBO2

2�

bior¹ udzia³ w tworzeniu wi¹zañ z atomami glinu.

Rysunek 7. Struktura molekularna [(µ-DipB(OLi)O)AlBut2]2 [7]

Otrzymano szereg innych struktur, w których ligand RBO2
2� jest zawsze dono-

rem dla dwóch centrów metalicznych. Wa¿nym przyk³adem jest pochodna bêd¹ca
przyk³adem tzw. boralumoksanu (µ-DipBO2)4Al(Bu

t
2Al)(Bu

tAl)2 [7]. Szkielet cz¹s-
teczki stanowi asymetryczny, trójwymiarowy uk³ad skondensowanych pier�cieni
cztero-, piêcio- i sze�ciocz³onowych. Liczba koordynacyjna atomów glinu wynosi
4, z wyj¹tkiem centralnie po³o¿onego, gdzie wzrasta do 5.

Rysunek 8. Struktura centralnego rdzenia boralumoksanu (µ-DipBO2)4Al(Bu
t
2Al)(Bu

tAl)2 [7]
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Scharakteryzowano tak¿e ró¿ne po³¹czenia pierwiastków grupy 14, w których
strukturze wystêpuje ligand RBO2

2�. Okre�lono strukturê prostych uk³adów
PhB(OSiPh3)2 i PhB(OGePh3)2 [32], a tak¿e zwi¹zków o budowie cyklicznej.
W przypadku boracyklotrisiloksanu [(PhBO)(Ph2SiO)2] wystêpuje sze�ciocz³o-
nowy, prawie p³aski pier�cieñ [O�B�O�Si�O�Si]. Wyra�ny wzrost warto�ci k¹tów
walencyjnych w boracyklotetrasiloksanie [(PhBO)(Ph2SiO)3], zawieraj¹cym pier�-
cieñ o�miocz³onowy, �wiadczy o znacznym zmniejszeniu naprê¿eñ pier�cienia
w porównaniu z [(PhBO)(Ph2SiO)2] [9]. W cz¹steczce zwi¹zku [(MesBO2(Bu

t
2Sn)2-

-(µ3-O)SnBut2(µ-OH)2] [10]wystêpuje sze�ciocz³onowypier�cieñ [B�O�Sn�O�Sn�O],
dodatkowo chelatowany przez cz¹steczkê SnBut2(OH)2 na atomach ugrupowania
Sn�O�Sn. Interesuj¹cy jest tak¿e zwi¹zek [PhBOSiPh2OSnR2O] (R = (CH2)3NMe2),
w którego strukturze zawarty jest sze�ciocz³onowy pier�cieñ zawieraj¹cy atomy boru,
krzemu i cyny po³¹czone poprzez atomy tlenu [33].

Analiza rentgenostrukturalna wykaza³a, ¿e w dimerycznych cyklopentadieny-
lowych kompleksach cyrkonu [(µ-RBO2)Zr(C5H5)2]2 (R = Ph, Mes, C6F5) wystêpuje
o�miocz³onowy, centrosymetryczny pier�cieñ [BO2Zr]2 o konformacji krzes³owej
[3]. W strukturze soli manganu (IV) [(µ-MesBO2)2Mn2(µ-O)L2][ClO4]2 · 2Me2CO
(L = 1,4,7-trimetylo-1,4,7-triazacyklononan) tak¿e mo¿na wyró¿niæ o�miocz³onowy
pier�cieñ [BO2Mn]2 (o konformacji ³ódkowej), a atomy manganu s¹ po³¹czone
dodatkowo mostkiem tlenowym [34].

Rysunek 9. Struktura molekularna kationu kompleksowego [(µ-MesBO2)2Mn
IV
2 (µ-O)L2]

2+

(L = 1,4,7-trimetylo-1,4,7-triazacyklononan) [33]

Usuniêcie z pier�cienia boroksynu jednego z atomów boru wraz z po³¹czon¹
z nim grup¹ R prowadzi do liganda o wzorze sumarycznym R2B2O3

2�. Ma on charak-
ter liganda dwukleszczowego i w sensie strukturalnym nawi¹zuje do liganda acety-
loacetonianowego acac�. W strukturze cz¹steczki najwcze�niej otrzymanej pochod-
nej glinowej {[(Ph2B2O3)2AlCl][AlCl2]2} [13] wystêpuj¹ dwa sze�ciocz³onowe pier�-
cienie [Al�O�B�O�B�O] po³¹czone przez atom glinu. Wszystkie atomy obu pier�-
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cieni le¿¹ w jednej p³aszczy�nie z wyj¹tkiem atomu glinu, który znajduje siê nieco
powy¿ej. Sfera koordynacyjna atomu glinu ma postaæ piramidy tetragonalnej z czte-
rema atomami tlenu w podstawie i atomem chloru w wierzcho³ku. Wspomniane
atomy tlenu s¹ dodatkowo zwi¹zane z dwoma atomami glinu (a �ci�lej grupami
AlCl2). D³ugo�ci wi¹zañ B�O ró¿ni¹ siê wyra�nie: wi¹zanie �boroksynowe� jest
krótsze (�rednio oko³o 1,36 Å) ani¿eli wi¹zanie w ugrupowaniu B�O�Al (oko³o
1,40 Å).

Rysunek 10. Struktura molekularna kompleksu {[(Ph2B2O3)2AlCl][AlCl2]2} [13]

W pó�niejszych latach uda³o siê otrzymaæ inne kompleksy z ligandem R2B2O3
2�.

W pochodnej manganu(III) [(Ph2B2O3)MnL]ClO4 (L = 1,4,7-trimetylo-1,4,7-triaza-
cyklononan) [34] jak i mieszanym kompleksie litowo-miedziowym {[(Mes2B2O3)2-
-Cu][Li(py)(MeCN)]2}[25] istnieje odmienna relacja d³ugo�ci wi¹zañ: w pierwszym
przypadku wi¹zania B�O �wewn¹trz� liganda s¹ wyra�nie d³u¿sze (1,384(6) Å) ni¿
wi¹zania w ugrupowaniu B�O�Mn (1,348(4) Å). W kompleksie miedziowo lito-
wym oba wi¹zania s¹ krótsze i maj¹ podobn¹ d³ugo�æ (oko³o 1,32 Å).

Rysunek 11. Struktura molekularna centralnego rdzenia kompleksu {[(Mes2B2O3)2Cu][Li(py)(MeCN)]2}[25]

2.2. OGÓLNA CHARAKTERYSTYKA WI¥ZANIA BOR�TLEN

D³ugo�æ wi¹zania bor�tlen zmienia siê w szerokim przedziale 1,29�1,42 Å.
Mo¿na to wyja�niæ istotnymi ró¿nicami w charakterze wi¹zañ metal tlen, co wp³y-
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wa w zauwa¿alnym stopniu na gêsto�æ i rozk³ad ³adunku w ligandzie boryloksylo-
wym. Przyk³adowo, silnemu wi¹zaniu glin�tlen ze znacznym udzia³em wi¹zania
kowalencyjnego, wzmocnionym przez oddzia³ywanie pp(π) [35], towarzyszy os³a-
bienie, a wiêc tak¿e wyd³u¿enie s¹siaduj¹cego wi¹zania bor�tlen. Inna sytuacja
wystêpuje w przypadku bogatszych elektronowo centrówmetalicznych. Ogólnie wi¹-
zanie to jest tym krótsze im mniejsza jest elektroujemno�æ metalu. Jest to zrozu-
mia³e, poniewa¿ wzrost jonowego charakteru wi¹zania metal�tlen powinien prowa-
dziæ do wzmocnienia oddzia³ywania miêdzy borem a tlenem. Jednak¿e obserwuje
siê du¿¹ zmienno�æ tak¿e dla pochodnych tego samegometalu.W przypadku zwi¹z-
ków zawieraj¹cych ugrupowanie B�O�Li donorowanie atomu litu zwiêksza cha-
rakter jonowy wi¹zania lit�tlen, co z kolei t³umaczy skrócenie wi¹zania bor�tlen
[6]. W przypadku zwi¹zku manganu [Mn(OBTrip2)(µ-OBTrip2)]2 obserwuje siê
wyra�nie krótsze wi¹zanie dla liganda terminalnego natomiast dla analogicznej
pochodnej ¿elazowej d³ugo�ci wi¹zañ w grupie mostkowej i terminalnej s¹ podobne
[8]. Wyja�niono to ró¿n¹ elektroujemno�ci¹ tych metali. ¯elazo jest bardziej elek-
troujemne i dlatego w wi¹zaniu Fe�O istotn¹ rolê odgrywa oddzia³ywanie π. Dlatego
nawet przy zmianie koordynacji liganda na terminaln¹ efekt skrócenia wi¹zania
B�O jest nieznaczny. K¹t walencyjny B�O�M w uk³adach z terminalnym ligandem
R2BO

� wykazuje du¿¹ zmienno�æ. W zwi¹zku [((Me3Si)2CH)2BOLi(TMEDA)]
z du¿ym udzia³em wi¹zania jonowego k¹t B�O�Li siêga 180° (173,9°) [6] nato-
miast w pochodnej [Fe(OBMes2)(µ-OBMes2)]2 odpowiedni k¹t Bterm�O�Fe wynosi
143,9°. Obserwuje siê tak¿e du¿e ró¿nice w przypadku obecno�ci dwóch terminal-
nych ligandów R2BO

� w cz¹steczce okre�lonego zwi¹zku, co stwierdzono na przy-
k³adzie Mo(NBut)2(OBMes2)2. W kompleksie tym k¹ty walencyjne B�O�Mo
wdwóch niezale¿nych krystalograficznie cz¹steczkachwynosz¹ 174,5(6)° i 158,4(6)°
i odpowiednio 170,4(6)° i 158,0(6)° [20] Du¿e ró¿nice stwierdzono tak¿e w geome-
trii ugrupowañ B�O�Al w kompleksie Al(OBMes2)3·MeCN [18].

2.3. CHARAKTERYSTYKA SPEKTROSKOPOWA NMR

Spektroskopia NMR jest (obok metod rentgenostrukturalnych) podstawowym
narzêdziem stosowanymw badaniu struktury boryloksylowych kompleksówmetali.
Obok rutynowo stosowanej spektroskopii 1H i 13C NMR, najbardziej ogólne znacze-
nie ma tutaj spektroskopia 11B oraz 17O NMR, poniewa¿ umo¿liwia ocenê charak-
teru wi¹zañ w ugrupowaniu B�O�M. Spektroskopia 11B NMR by³a stosowana sze-
rzej ni¿ 17O NMR, której czu³o�æ jest znacznie ni¿sza, m.in. ze wzglêdu na ma³¹
naturaln¹ zawarto�æ izotopu 17O. W poszczególnych przypadkach stosowano tak¿e
spektroskopiê NMR j¹der metali: 7Li [6], 27Al [28], 113Cd [27], 119Sn [10, 29]. Ogra-
niczeniem spektroskopii NMR jest niemo¿no�æ rejestracji widm pochodnych metali
przej�ciowych, zawieraj¹cych niesparowane elektrony ze wzglêdu zbyt du¿e posze-
rzenie odpowiednich sygna³ów rezonansowych.
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Spektroskopia 11B NMR. Przesuniêcia chemiczne 11B NMR kompleksów
z ligandami R2BO

� le¿¹ na ogó³ w zakresie oko³o 50�60 ppm, a tym samym nie
ró¿ni¹ siê radykalnie od warto�ci charakterystycznych dla odpowiednich hydroksy-
diorganoboranów. W przypadku uk³adów, w których atom boru zwi¹zany jest dwoma
atomami tlenu przesuniêcia chemiczne 11B NMR wynosz¹ oko³o 30 ppm i s¹ podobne
jak w wyj�ciowych dihydroksyorganoboranach. Jednak¿e w szczególnych przypad-
kach efekt spowodowany wprowadzeniem atomu metalu jest wyra�ny. Porównuj¹c
warto�ci δ 11B NMR hydroksydiorganoboranów lub tetraorganodiboroksanów i ich
metalowanych pochodnych, stwierdzono w pewnych przypadkach ró¿nice siêgaj¹ce
oko³o 10 ppm. Przyk³adowo, dla kilka pochodnych hydroksydiorganoboranuR2BOH,
R =CH(SiMe3)2 o wzorach R2BOLi(TMEDA), [R2BOLi]2, R2BOTi(Cl)(C5H5)2 prze-
suniêcia chemiczne 11BNMRwynosz¹ odpowiednio 42,5, 49,0, 53,4 ppm [6]. Zmiany
te s¹ wyra�ne i niew¹tpliwie w du¿ym stopniu spowodowane os³abieniem charakteru
jonowego wi¹zania metal�tlen w szeregu analogicznych zwi¹zków. Im silniejszy
jest kowalencyjny charakter wi¹zania metal�tlen, tym mniejszy powinien byæ rz¹d
wi¹zania bor�tlen, a zatem przy braku dodatkowych efektów mo¿na oczekiwaæ, ¿e
atom boru bêdzie s³abiej przes³aniany. W przypadku [(µ-9-BBN-9-O)AlX2]2 warto-
�ci δ 11B NMRwynosz¹ oko³o 60 ppm. Charakterystyczny jest spadek przes³aniania
j¹dra atomu boru w porównaniu z odpowiednimi tetraalkilodiboroksanami, w szcze-
gólno�ci ró¿nica pomiêdzy kompleksami z ligandem Et2BO

� a Et4B2O siêga
8�9 ppm. Mo¿na to wyja�niæ os³abieniem oddzia³ywania typu (pp)πmiêdzy borem
a tlenem, a to z kolei wynika ze wzrostu liczby koordynacyjnej atomu tlenu z 2 do 3.
W zwi¹zkach metali grupy 13 o wzorze [(µ-9-BBN-9-O)MMe2]2 (M = Al, Ga, In)
obserwuje siê natomiast siêwyra�nywzrost przes³aniania przy przej�ciu od pochodnej
glinowej (δ 11B 60,9 ppm) do indowej (δ 11B 56,3 ppm) [5]. Podobna ró¿nica wystê-
puje dla tetramerycznych zwi¹zków metali grupy 12 [(µ 3-9-BBN-9-O)MR]2
(MR = ZnEt, CdMe) [27].

Spektroskopia 17O NMR. Jedyne dane, jakie uzyskano do tej pory dotycz¹
zwi¹zków posiadaj¹cych ugrupowanie B�O�Al [11, 13], B�O�Ga, B�O�Zn
i B�O�Cd [27]. Porównuj¹c przesuniêcia chemiczne 17O NMR tych zwi¹zków
i odpowiednich tetraalkilodiboroksanów (por. dane w Tabeli 1) mo¿na stwierdziæ
wzrost przes³aniania atomu tlenu, como¿naw du¿ejmierzewyja�niæwzrostem liczby
koordynacyjnej z 2 do 3 lub 4. Charakterystyczne jest jednak, ¿e warto�ci δ 17O
w zwi¹zkach galu (L. K. 3) [36] i kadmu (L. K. 4) [27] s¹ bardzo podobne mimo
ró¿nej liczby koordynacyjnej atomu tlenu.
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Tabela 1. Porównanie przesuniêæ chemicznych 11B i 17O NMR, δ , ppm wybranych
tetraalkilodiboroksanów i kompleksów metali z ligandami boryloksylowymi

3. REAKCJE BORYLOKSYLOWYCH KOMPLEKSÓW METALI

Kompleksy metali z ligandami boryloksylowymi s¹ w ogólno�ci wra¿liwe na
wilgoæ zewzglêdu namo¿liwo�æ hydrolizy ugrupowaniaM�O�B, podobnie jak kom-
pleksy z ligandami alkoksylowymi. Zwi¹zki zawieraj¹ce wi¹zanie bor alkil s¹
podatne na utlenianie, bardziej odporne s¹ po³¹czenia, w których z borem s¹ zwi¹-
zane du¿e grupy np. mezytylowe. Trwa³o�æ termiczna kompleksów boryloksylo-
wych nie by³a jak dot¹d systematycznie badana. Piroliza [(µ-Et2BO)AlCl2)]2 pro-
wadzi do wydzielenia lotnych zwi¹zków alkiloborowych takich jak Et3B, Et2BO-
BEt2, Et2BCl, natomiast pozosta³o�æ zawiera bli¿ej niezdefiniowane zwi¹zki glinu.
Kompleksy glinu o wzorze [(µ -R2BO)AlX2)]2 (X = Cl, Br) s¹ na ogó³ trwa³e
w niezbyt wysokich temperaturach (150�300°C) [11, 13]. Zwi¹zki te a tak¿e bora-
cyklosiloksany [9] by³y oczyszczane przez destylacjê lub sublimacjê pod zmniej-
szonym ci�nieniem bez rozk³adu.

Zwi¹zki glinoorganiczne z ligandami boryloksylowymi s¹ szczególnie intere-
suj¹ce, poniewa¿ mo¿na je traktowaæ jako prekursory alkiloalumoksanów [RAlO]n,
bêd¹cych kluczowymi sk³adnikami nowoczesnych uk³adów katalitycznych typu
Zieglera�Natty do polimeryzacji alkenów. Rozk³ad ten czêsto przebiega w znacz-
nym stopniu w trakcie syntezy prekursora nawet w obni¿onej temperaturze, co mo¿e
znacznie utrudniæ jego wydzielenie z mieszaniny poreakcyjnej zawieraj¹cej g³ów-
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nie alumoksany [5]. Podczas badañ nad otrzymywaniem alumoksanów w wyniku
dzia³ania hydroksydietyloboranem na zwi¹zki glinoorganicznewyodrêbniono przej�-
ciowy produkt rozk³adu nietrwa³ego dimeru [(µ-Et2BO)AlR2]2. Produkt ten tak¿e
zawiera wi¹zanie B�O�Al; na podstawie danych spektroskopowych zaproponowano
dla niego nastêpuj¹c¹ budowê [37]:

Przedmiotem badañ by³y reakcje kompleksów boryloksylowych glinu
[(µ-R2BO)AlX2]2 (X = Cl, Br) z donorami elektronów: tetrahydrofuranem, piry-
dyn¹, benzonitrylem. Zaobserwowano rozk³ad dimerycznego uk³adu [B�O�Al]2
z utworzeniem bli¿ej niezdefiniowanych zwi¹zków zawieraj¹cych skompleksowany
atom glinu. W mieszaninie z Et2BOBEt2 obserwuje siê szybk¹ wymianê tlenu [11].
Zwi¹zki chelatowe {[(R2B2O3)2AlCl][AlCl2]2} tworz¹ kompleksy w stosunku 1:1
z acetonem, octanem etylu i benzonitrylem, natomiast nadmiar donora powoduje
ich rozk³ad [13]. Zwi¹zek [(µ-Mes2BO)AlMe2]2 tworzy kompleks o sk³adzie ste-
chiometrycznym (Mes2BO)AlMe2·THF [36]. W reakcjach zwi¹zków cynku i kadmu
[(µ 3-R2BO)MR]4 (R = Et, R2 = 1,5-C8H14) z 2,2�-bipirydylem obserwuje siê niese-
lektywne reakcje tworzenia barwnych kompleksów z jednoczesnym czê�ciowym
odszczepieniem ligandówboryloksylowych i kompleksowaniem atomu boru, cowyw-
nioskowano na podstawie danych spektroskopowych 11B NMR. Otrzymano jednak
dobrze zdefiniowany kompleks o sk³adzie (Mes2BO)ZnEt·2,2�-bipy [26].

Reakcje kompleksów boryloksylowych ze zwi¹zkami posiadaj¹cymi aktywny
wodór by³y badane w niewielkim stopniu.Wwyniku dzia³ania prostymi alkoholami
na zwi¹zek [(µ-Mes2BO)AlMe2]2 nastêpuje wydzielenie metanu na skutek proto-
lizy wi¹zania Al�C. Jednocze�nie, jak stwierdzono na przyk³adzie reakcji z t-buta-
nolem, ulega przegrupowaniu rdzeñ [BOAl]2 ze wzglêdu na zmianê pozycji liganda
Mes2BO z mostkowej na terminaln¹ w otrzymanej pochodnej [28]. Dzia³anie kwa-
sem borinowym 9-(OH)-9-BBN na wymieniony wy¿ej zwi¹zek prowadzi do
wymiany liganda boryloksylowego [28]. Interesuj¹cym efektem dzia³ania kwasu
dimezytyloborinowego by³o z kolei powstanie trimezytyloboroksynu i mezytylenu.
Zamiast oczekiwanego ataku na wi¹zanie Al�C, nastêpuje wiêc katalityczne rozsz-
czepienie wi¹zania B�C [18, 28]:
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Analogiczne zwi¹zki galu i cynku nie wykaza³y podobnej aktywno�ci. Jednak
ogrzewanie zwi¹zku [(µ-Mes2BO)ZnEt]2 z Mes2BOH w toluenie doprowadzi³o do
powstania dimezytylocynku wwynikumigracji grupymezytylowej z boru do cynku
[38]:

Zwi¹zki typu B�O�Al wykazuj¹ analogiê strukturaln¹ do alumoksanów, pole-
gaj¹c¹ na zast¹pieniu jednego atomu glinu w mostkuAl�O�Al atomem boru � pier-
wiastka tak¿e nale¿¹cego do grupy 13 uk³adu okresowego. Da³o to asumpt do badañ
nad potencjalnymi w³a�ciwo�ciami katalitycznymi tej grupy zwi¹zków pod k¹tem
zastosowania w polimeryzacji alkenów.Wprzypadku boralumoksanu (µ-DipBO2)4-
-Al(But2Al)(Bu

tAl)2 obserwuje siê zachowanie okre�lane terminem latent Lewis aci-
dity [39, 40], jak stwierdzono na podstawie badañ nad jego kompleksowaniem przez
pirydynê [41]. W wyniku zwi¹zania cz¹steczki donora nastêpuj¹ przegrupowania
prowadz¹ce do zmiany struktury szkieletu boralumoksanu. Wykazuje on zdolno�æ
do aktywowania cz¹steczki (C5H5)2ZrMe2 w procesie polimeryzacji etenu.W analo-
gicznej reakcji z (C5Me5)2ZrMe2 w obecno�ci tioteru allilometylowego otrzymano
krystaliczny kompleks (C5Me5)2Zr(CH2CH(Me)CH2SMe]

+[MeBut4Al4Dip4B4O8]
[41]. Powstaje on poprzez oderwanie grupy metylowej i insercjê alkenu do wi¹zania
Zr�Me w utworzonym kationie (C5Me5)2ZrMe

+.

Rysunek 12. Struktura centralnych rdzeni anionu i kationu w kompleksie
(C5Me5)2Zr(CH2CH(Me)CH2SMe]

+[MeBut4Al4Dip4B4O8]

Próba otrzymania uk³adu typu Zn�O�BR2 aktywnego w polimeryzacji ε-kapro-
laktonu i rac-laktydu da³a wynik negatywny [24].

Boracyklotri- i tetrasiloksany ulegaj¹ reakcjom ekspansji pier�cienia i polikon-
densacji z utworzeniem polisiloksanów i boroksynu w obecno�ci inicjatorów takich
jak KOSiMe3 i n-butylolit [9].
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PODSUMOWANIE

Kompleksy boryloksylowe metali budz¹ zainteresowanie badaczy dopiero od
niedawna.Wiêkszo�æ doniesieñ literaturowych pochodzi z ostatnich 10 lat. Ostatnie
wyniki �wiadcz¹, ¿e niezale¿nie od interesuj¹cych warto�ci poznawczych, szcze-
gólnie w aspekcie chemii strukturalnej, niektóre nowe uk³ady wykazuj¹ aktywno�æ
katalityczn¹. Stwarza to potencja³ dla kontynuowania badañ nad t¹ grup¹ zwi¹zków
i stwarza nadziejê na ich przysz³e wykorzystanie w praktyce technologicznej, zw³asz-
cza za� w procesach polimeryzacji.
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ABSTRACT

Glycals, systematically named 1,5-(or 1,4-)anhydro-2-deoxy-hex-(or -pent-)1-
-enitols [1], posses a double bond between C-1 and C-2 carbon atoms of a pyranose
or furanose ring and are one of the most useful substrates in carbohydrate chemistry.
Presence of the double bond in glycals makes them possible to undergo variety of
the reactions, including different additions, hydroxylation, epoxydation, cycloaddi-
tions, allylic rearrangement and many others. The majority of these reactions were
described in 1960s and 1980s by Ferrier [5, 6]. However, applications of glycals,
especially as glycosyl donors, have been systematically developed and new metho-
dologies have been employed in the last decade. This paper presents useful proce-
dures, mainly resulting in the stereoselective synthesis of a glycoside bond.

The presented applications of glycals are divided into following groups: addi-
tion of water [7�11], synthesis of 2-deoxyglycosides [12�77], synthesis of 2-amino-
-2-deoxyglycosides [78�107], synthesis of glycosides possessing 2-hydroxy group
[108�120], Ferrier rearrangement [121�146], formation of the α,β-unsaturated alde-
hydes [147�158], cyclopropanation [159�168] and cycloaddition [169�181].

Keywords: glycal, electrophilic addition, 2-deoxyglycoside, 2-amino-2-deoxygly-
coside, epoxydation, Ferrier rearrangement, α,β-unsaturated aldehyde, cyclopropa-
nation, cycloaddition

S³owa kluczowe: glikal, elektrofilowa addycja, 2-deoksyglikozyd, 2-amino-2-deok-
syglikozyd, epoksydowanie, przegrupowanie Ferriera, α,β-nienasycony aldehyd,
cyklopropanowanie, cykloaddycja
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WYKAZ STOSOWANYCH SKRÓTÓW

Ac acetyl
AIBN 2,2�-azobis(izobutanonitryl)
Bn benzyl
BTI bistrifluorooctan fenylojodu
CAN azotan(V) cerowo(IV)amonowy
DBTO 5-tlenek dibenzotiofenu
DMDBTO 5-tlenek 2,8-dimetylodibenzotiofenu
DMDO 2,2-dimetylodioksiran
DTBMP 2,6-di-t-butylo-4-metylopirydyna
EDA diazooctan etylu
IDCP kompleks nadchloranu(VII) jodu(I) z dwoma cz¹steczkami

s-kolidyny
LHMDS heksametylodisililoazydek litu
NIS N-jodosukcynimid
TBDMS t-butylodimetylosilil
TBDPS t-butylodifenylosilil
TBSOTf triflan tributylosililu
Tf2O bezwodnik triflanowy
TIPS triizopropylosilil
TMSNHAc N-(trimetylosililo)acetamid
TMSOTf triflan trimetylosililu
TPHB addukt trifenylofosfiny i bromowodoru
TSO 5-tlenek tioantrenu
UDP urydynodifosforan
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WPROWADZENIE

Glikale to pochodne cukrów zawieraj¹ce podwójne wi¹zanie miêdzy atomami
wêgla C-1 i C-2 pier�cienia piranozowego b¹d� furanozowego (Rys. 1). Systema-
tyczna nazwa tej grupy zwi¹zków wywodzi siê od 1,4- lub 1,5-anhydroalditoli i np.
dla pochodnej D-arabinozy o pier�cieniu furanozowym brzmi: 1,4-anhydro-2-deok-
sy-D-erytro-pent-1-enitol (1), dla pochodnej D-arabinozy o pier�cieniu piranozowym:
1,5-anhydro-2-deoksy-D-erytro-pent-1-enitol (2), a dla pochodnej D-glukozy:
1,5-anhydro-2-deoksy-D-arabino-heks-1-enitol (3) [1]. Zwyczajowo zwi¹zki te
nazywa siê tak jak cukier, od którego pochodz¹, zmieniaj¹c koñcówkê -oza na -al,
np. arabinal (1,2) i glukal (3). Ten uproszczony sposób nazewnictwa bêdê stosowa³a
dalej. W niniejszej pracy swoje rozwa¿ania ograniczê do glikali o pier�cieniu pira-
nozowym.

Procedurê otrzymywania 3,4,6-tri-O-acetylo-D-glukalu (6) opracowa³ Fischer
w roku 1913 i po dzieñ dzisiejszy jest to najefektywniejsza metoda pozyskiwania
per-O-acetyloglikali o pier�cieniu piranozowym [2].Metoda Fischera polega na prze-
kszta³ceniu D-glukozy (4)w bromek tetra-O-acetylo-α-D-glukopiranozylu (5) i pod-
daniu go redukcyjnej eliminacji za pomoc¹ cynku w kwasie octowym (Rys. 2). Ró¿ne
modyfikacje procedury Fischera oraz inne metody otrzymywania glikali zosta³y
opisane przez Priebe i Grynkiewicza [3].
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Obecno�æ podwójnego wi¹zania w pier�cieniu piranozowym sprawia, ¿e gli-
kale wystêpuj¹ w dwóch konformacjach pó³krzes³owych: 4H5 i 5H4, które wzajem-
nie siê w siebie przekszta³caj¹ (Rys. 3). Przesuniêcie stanu równowagi konforma-
cyjnej na korzy�æ jednego z konformerów glikalu zale¿y od czynników trwa³o�ci,
które wystêpuj¹ w danej konformacji [4].

Podwójne wi¹zanie wystêpuj¹ce miêdzy atomami wêgla C-1 i C-2 pier�cienia
piranozowego, tym bardziej interesuj¹ce, ¿e dotycz¹cewêgla anomerycznego, powo-
duje i¿ glikale s¹ bardzo powszechnie stosowanymi substratami cukrowymi. Jako
zwi¹zki nienasycone ulegaj¹ one wszelkiego rodzaju reakcjom addycji, typowym
dla alkenów, np. addycji wodoru, halogenu, halogenowodoru, alkoholi i fenoli, kwasu
octowego. Charakter nienasycony tych zwi¹zków umo¿liwia tak¿e utlenianie do
oksiranów, hydroksylowanie, hydroksy- i alkoksyrtêciowanie, halogenoalkoksylo-
wanie, cykloaddycjê oraz przegrupowanie allilowe, znane w chemii cukrów jako
przegrupowanie Ferriera. Znaczna czê�æ wymienionych reakcji glikali zosta³a opi-
sana w latach 60. i 80. XX wieku przez Ferriera [5, 6]. Jednak¿e, od tamtego czasu
mo¿liwo�ci aplikacyjne glikali w syntezie cukrów tylko ros³y. Spo�ród licznych
zastosowañ tej grupy zwi¹zków chcia³am przedstawiæ powszechnie stosowane pro-
cedury, koncentruj¹c siê przede wszystkim na mo¿liwo�ci stereoselektywnego two-
rzenia wi¹zania glikozydowego.

1. PRZY£¥CZENIE WODY DO GLIKALI

Przy³¹czenie wody do glikali jest przyk³adem addycji elektrofilowej, w wyniku
której powstaj¹ 2-deoksycukry. Addycja elektrofilowa do glikali jest reakcj¹ regio-
selektywn¹, co bierze siê z faktu, i¿ ka¿dy elektrofil przy³¹cza siê do podwójnego
wi¹zania glikalu tak, ¿eby wytworzyæ trwalszy produkt po�redni reakcji. Tym trwal-
szym produktem po�rednim jest kation karboksoniowy (8, Rys. 4), powsta³y po do³¹-
czeniu elektrofila do atomu wêgla C-2 pier�cienia piranozowego (7). Wiêksza trwa-
³o�æ tego kationu wynika z mo¿liwo�ci rozmycia ³adunku dodatniego na pier�cie-
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niowy atom tlenu, co jest rezultatem efektu mezomerycznego. Dlatego, wszystkie
reakcje addycji elektrofilowej do glikali przebiegaj¹ tak, ¿e czê�æ elektrofilowa przy-
³¹cza siê do atomu wêgla C-2 pier�cienia cukru, a czê�æ nukleofilowa do anome-
rycznego atomu wêgla (9).

Bezpo�rednia addycja wody do podwójnego wi¹zania glikalu wymaga zastoso-
wania protonodonorowego kwasu i w zale¿no�ci od warunków reakcji prowadzi do
po¿¹danego 2-deoksycukru, ale te¿ do ró¿nych produktów ubocznych [5, 6]. Ponie-
wa¿ 2-deoksycukry s¹ wa¿nymi elementami strukturalnymi szeregu bioaktywnych
substancji, wci¹¿ s¹ poszukiwane skuteczne i proste metody po�redniej addycji wody
do glikali. Tak¹ klasyczn¹ procedur¹ jest hydroksyrtêciowanie, po³¹czone z odrtê-
ciowaniem, które biegnie przez cykliczny kation rtêciowy (10 i 11) regioselektyw-
nie i ze stereochemi¹ anti (Rys. 5).
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Reakcjê hydroksyrtêciowania po³¹czonego z odrtêciowaniem zastosowali Bet-
telli i wsp. [7], którzy mono-, di- oraz trisacharydowe glikale, zabezpieczone gru-
pami funkcyjnymi takimi jak Bn, Ac i TIPS, przekszta³cali w odpowiednie 2-deok-
sycukry, stosuj¹c octan rtêci(II) i borowodorek sodu. Ta sama grupa badaczy wyko-
rzysta³a strategiê hydroksyrtêciowania i odrtêciowania do pozyskiwania 2-deoksy-
disacharydów, które nastêpnie przekszta³cali w glikozylofitosfingozyny [8].

Odmienn¹ metodê po�redniej addycji wody do glikali opracowali Costantino
i wsp. [9]. Podzia³ali oni na glikal 15 N-jodosukcynimidem, a nastêpnie usunêli
atom jodu za pomoc¹ ditionianu sodu (Rys. 6).
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Z kolei De Corso i wsp. [10] przeprowadzili addycjê kwasu jodowego(I) do
glikali, uzyskuj¹c odpowiedni¹ 2-jodopiranozê. Kwas HOI by³ generowany in situ
w mieszaninie reakcyjnej, sk³adaj¹cej siê z odpowiedniego zwi¹zku nienasyconego,
jodu oraz bistrifluorooctanu fenylojodu(III) w roztworze CH3CN�H2O.

Po�rednia addycja wody do glikali, przeprowadzona poprzez borowodorowa-
nie po³¹czone z utlenianiem jest metod¹ otrzymywania 1,5-anhydroalditoli (20, Rys. 7)
[11]. Stwierdzono, ¿e borowodorowanie podwójnego wi¹zania glikalu biegnie od
strony p³aszczyzny pier�cienia przeciwnej do grupy 3-OBn.
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2. SYNTEZA 2-DEOKSYGLIKOZYDÓW

2-Deoksyglikozydy s¹ wa¿n¹ grup¹ zwi¹zków w chemii wêglowodanów, gdy¿
stanowi¹ elementy strukturalne szeregu biologicznie aktywnych substancji. Cho-
cia¿ co roku ukazuje siê wiele prac dotycz¹cych ich otrzymywania to synteza
2-deoksyglikozydu dla ka¿dego zwi¹zku stanowi nowe wyzwanie. Najbardziej u¿y-
tecznymi substratami w preparatyce 2-deoksyglikozydów s¹ glikale.

2.1. AKTYWOWANA KWASEM ADDYCJA ALKOHOLI

Addycja zwi¹zku o charakterze alkoholu (np. alkohol, fenol, cukier) do pod-
wójnego wi¹zania glikalu wymaga zastosowania protonodonorowego kwasu, który
inicjuje reakcjê elektrofilowego przy³¹czania [5]. Niestety u¿ycie kwasu, tak jak
w przypadku bezpo�redniej addycji wody, powoduje tworzenie siê produktów ubocz-
nych, bêd¹cych najczê�ciej rezultatem przegrupowania Ferriera (pkt 5).
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W roku 1990 Falck i Mioskowski [12] wykazali, ¿e zastosowanie adduktu trife-
nylofosfiny i bromowodoru (TPHB) aktywuje glikale w reakcji addycji zwi¹zków
o charakterze alkoholu, a jednocze�nie zapobiega powstawaniu produktów reakcji
Ferriera (Rys. 8). Reakcja glikozydowania z udzia³em TPHB jest wysoce stereose-
lektywna i prowadzi g³ównie do 2-deoksyglikozydów o konfiguracji α anomerycz-
nego atomu wêgla (pochodne D-glukalu, 6-deoksy-D-glukalu, D-galaktalu i L-fuka-
lu) [13, 14].W przypadku pochodnych D-allalu w produktach reakcji dominuj¹ ano-
mery β [13, 15]. Kaila i wsp. badali stereochemiê reakcji przy³¹czania alkoholi do
glikali katalizowanej TPHB i wykazali, ¿e jest to addycja typu cis [16]. Metodê
Falcka-Mioskowskiego stosowano m.in. w wieloetapowych syntezach, prowadz¹-
cych do biologicznie aktywnych, opartych o szkielet cukrowy, mimetyków [17, 18].
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Sebesan i wsp. [19] zaproponowali u¿ycie specjalnie przygotowanej ¿ywicy
jako protonodonorowego katalizatora w reakcji addycji wody oraz zwi¹zków o cha-
rakterze alkoholu do glikali. Reakcjê glikozydowania prowadzono na takiej ¿ywicy
w roztworze acetonitrylu w obecno�ci bromku litu. Jako substraty przetestowano
per-O-acetylo-D-glukal, -D-galaktal, L-fukal, -L-ramnal i -D-laktal, a akceptorami gli-
kozylu by³y m.in. woda, alkohol metylowy i allilowy oraz diizopropylidenogalakto-
piranoza. Analogiczn¹ do Sebesana procedurê zastosowali rosyjscy badacze, którzy
α -stereoselektywnie glikozylowali pierwszo- i drugorzêdowe grupy hydroksylowe
w triterpenach, cholesterolu i deoksycholonianie metylu [20, 21].

Curran i wsp. u¿yli kwasu p-toluenosulfonowego jako katalizatora reakcji addy-
cji diizopropylidenogalaktopiranozy do pochodnej benzylo-D-glukalu, zawieraj¹cej
w pozycjach para grup ochronnych fluorowane podstawniki [22]. Kwas kamforo-
sulfonowy by³ najlepszym katalizatorem dla reakcji addycji do glikalu, pochodz¹-
cego od wankozaminy [23], a triflan trimetylosililu dla reakcji addycji do glikalu,
pochodz¹cego od akozaminy [24]. W przypadku reakcji tri-O-acetylo-D-galaktalu
z podstawionymi w pozycji para pochodnymi fenolu, w obecno�ci kwasu octowego,
powstawa³y z du¿¹ wydajno�ci¹ wy³¹cznie odpowiednie 2-deoksy-α -D-glikozydy
[25]. Te same warunki reakcji zastosowane dla tri-O-acetylo-D-glukalu powodowa³y
powstawanie 2,3-nienasyconych glikozydów, produktów przegrupowania Ferriera.

Je¿eli grupy hydroksylowe glikalu zabezpieczone s¹ os³on¹ t-butylodimetylo-
sililow¹ (TBDMS) to reakcjê addycji alkoholu mo¿na prowadziæ z zastosowaniem
trichlorku lub tribromku boru jako katalizatora w roztworze dichlorometanu [26].
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Autorzy tej procedury zak³adaj¹, ¿e w pocz¹tkowym jej etapie trihalogenek boru
reaguje z alkoholemwytwarzaj¹c w ten sposób katalityczne ilo�ci halogenowodoru.

Yadav i wsp. [27] zaproponowali u¿ycie siedmiowodzianu chlorku ceru(III)
po³¹czonego z jodkiem sodu jako ³agodnego reagenta, który w wysoce stereoselek-
tywny sposób wspomaga reakcjê D-glikali z alkoholami, prowadz¹c¹ do 2-deoksy-
-α -D-glikozydów. W nieobecno�ci jodku sodu zastosowanie tego samego reagenta
prowadzi wy³¹cznie do produktów przegrupowania Ferriera. Zak³ada siê, ¿e wmeto-
dzie tej glikale s¹ aktywowane jodowodorem, tworz¹cym siê in situ w reakcji alko-
holu i jodku sodu w obecno�ci chlorku ceru(III).

2.2. ALKOKSYRTÊCIOWANIE PO£¥CZONE Z ODRTÊCIOWANIEM

Glikale w reakcji z octanem rtêci(II) w roztworzemetanolu ulegaj¹ reakcji meto-
ksyrtêciowania [5, 6, 28] Jest to analogiczna do hydroksyrtêciowania addycja elek-
trofilowa o stereochemii anti, która biegnie przez cykliczny kation rtêciowy (23
i 24, Rys. 9). Reakcja ta nie znalaz³a szerszego zastosowania w syntezie 2-deoksy-
glikozydów.

2.3. HALOGENOGLIKOZYDOWANIE

Glikal w reakcji z halogenem (Cl2, Br2, I2) w roztworze alkoholowym ulega
halogenoalkoksylowaniu (Rys. 10), które jest addycj¹ o stereochemii anti i prowa-
dzi do 1,2-trans-2-halogenoglikozydów (30 i 31) [5, 13]. Diastereoselektywno�æ tej
reakcji zale¿y od trwa³o�ci poszczególnych cyklicznych kationów. Ogólnie selek-
tywno�æ reakcji halogenoalkoksylowania ro�nie w szeregu: Cl2 < Br2 < I2 [13].
Redukcyjne usuniêcie grupy halogenowej z 2-halogenoglikozydu zachodzi ³atwo
i prowadzi do 2-deoksyglikozydów (32).

Rysunek 9
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Najpowszechniej stosowan¹ reakcj¹ halogenoalkoksylowania w celu uzyska-
nia 2-deoksyglikozydów jest jodoalkoksylowanie. Charakteryzuje siê ono stereo-
chemi¹ anti i wysok¹ diastereoselektywno�ci¹, polegaj¹c¹ na powstawaniu g³ównie
2-deoksy-2-jodoglikozydów o konfiguracji α anomerycznego atomu wêgla. Atom
jodu usuwa siê ³atwo w wyniku redukcji.

2.3.1. Jodoglikozydowanie

2.3.1.1. Bezpo�rednie jodoglikozydowanie

Elektrofilowy jod, niezbêdny do utworzenia kationu jodoniowego, jest najczê�-
ciej generowany nie z jodu, ale z kompleksu chloranu(VII) jodu(I) z dwoma cz¹s-
teczkami s-kolidyny (IDCP) b¹d� z N-jodosukcynimidu (NIS). Pionierem prac
z zastosowaniem IDCP by³ Lemieux [29], który w oparciu o ten odczynnik zsynte-
zowa³ m.in.β -D-glukopiranozylo-2-deoksy-2-jodo-α -D-mannopiranozyd (34), a nas-
têpnie 2-deoksydisacharyd (35, Rys. 11).
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Rysunek 11

Kompleks s-kolidyny i nadchloranu(VII) jodu(I) znalaz³ szerokie zastosowanie
w syntezie 2-deoksy-2-jodoglikozydów z glikali. Na przyk³ad, Paulsen wykorzysta³
procedurê z IDCP do otrzymania tetrasacharydu, bêd¹cego analogiem akceptora
N-acetyloglukozaminylo transferazy I i II o potencjalnych w³a�ciwo�ciach inhibitu-
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j¹cych [30]. Ogawa i wsp. [31] przeprowadzili polimeryzacjê dwucukrowych glikali,
wykorzystuj¹c do tego jodoglikozydowanie za pomoc¹ IDCP i otrzymali oligocu-
kry, sk³adaj¹ce siê nawet z 24 jednostek cukrowych. Do usuwania jodu stosowali
wodorek tributylocyny w obecno�ci AIBN. Z kolei, Izumi i Ichikawa, przeprowa-
dzaj¹c addycjê jonu I⊕, generowanego z IDCP, do glikalu pochodz¹cego od 6-deok-
sy-L-cukru, stworzyli dwie biblioteki kombinatoryczne, sk³adaj¹ce siê z trisachary-
dów 2,6-dideoksy-L-cukrów [32].

Liczne syntezy oparte o jodoglikozydowanie ró¿nych glikali za pomoc¹ kom-
pleksu s-kolidyny i nadchloranu(VII) jodu(I) przeprowadzili Danishefsky i wsp.,
którzy procedurê z IDCP wykorzystali m.in. do otrzymania cyklamycyny 0 [33].
Ponadto, Danishefsky przeniós³ koncepcjê Fraser-Reida o wp³ywie grup ochron-
nych na w³a�ciwo�ci donorowo-akceptorowe cukrów na glikale, co umo¿liwi³o mu
zastosowanie jodoglikozydowania do syntezy ró¿nych, biologicznie wa¿nych oligo-
cukrów [34�37].

WykorzystanieN-jodosukcynimidu jako reagenta generuj¹cego kation I⊕w reak-
cji z glikalami zainicjowali i szeroko stosowali Thiem i wsp. [38], którzy w reakcji
tri-O-acetylo-D-glukalu z ró¿nymi akceptorami glikozylu w obecno�ci NIS otrzy-
mywali 2-deoksy-2-jododisacharydy wy³¹cznie o stereochemii trans i konfiguracji
α anomerycznego atomu wêgla (36, Rys. 12). Procedurê z u¿yciem NIS Thiem
zastosowa³ równie¿ do syntezy 2,2�,6,6�-tetradeoksydisacharydu: 3-O-(α -D-oliwo-
zylo)-α-D-oliwozydu metylu, dejoduj¹c cukier za pomoc¹ borku niklu [39]. Jodoal-
koksylowanie za pomoc¹ NIS Thiem wykorzysta³ tak¿e do otrzymania syntetycz-
nych antracyklin z jednostk¹ cukrow¹ w postaci deoksyfukozylowego disacharydu
[40]. Thiem do pracy nad jodoglikozydowaniem 3,4-di-O-acetylo-L-fukalu obok
NIS wprowadzi³ tlenek bis(tri-n-butylocyny), który zwiêksza³ w³a�ciwo�ci nukleo-
filowe fukozylowego akceptora glikozylu. Do usuwania atomu jodu zastosowa³
wodorek tributylocyny.
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Rysunek 12

Pracuj¹c nad syntez¹ oligocukrów, wchodz¹cych w sk³ad kijanimycyny, anty-
biotyku o dzia³aniu m.in. przeciwnowotworowym, Thiem i wsp. uzyskali szereg
α -po³¹czonych 2,6-dideoksy-L-rybo-di, tri- oraz tetrasacharydów [41, 42]. Syntezê
tych oligosacharydów oparto o jodoglikozylowanie za pomoc¹ NIS L-digitoksalu
(37, Rys. 13). Jednocze�nie stwierdzono, ¿e w przypadku L-digitoksalu stereoselek-
tywno�æ reakcji jodoglikozylowania zale¿y odwielko�ci podstawnika na atomiewêgla
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C-3. Zawada steryczna du¿ej t-butylodifenylosililowej grupy (TBDPS,Rys. 13) powo-
duje, ¿e obok, z regu³y jedynego produktu jodoglikozydowania jakim jest anomer
α o diaksjalnej orientacji podstawników na atomach wêgla C-1 i C-2 (39), powstaje
równie¿ diekwatorialny produkt 1,2-trans-addycji o konfiguracji β anomerycznego
atomu wêgla (40) [43]. Stosunek powstaj¹cych diastereoizomerów wynosi³
α :β ~ 3:1. Analogiczna reakcja L-ramnalu, glikalu ró¿ni¹cego siê od L-digitoksalu
konfiguracj¹ atomu wêgla C-3, przy zastosowaniu nieco mniejszej os³ony t-butylo-
dimetylosililowej (TBDMS) prowadzi³a wy³¹cznie do α disacharydu z diaksjalnie
zorientowanymi podstawnikami na atomach wêgla C-1 i C-2.

Rysunek 13

Horton i wsp. w oparciu o jodoalkoksylowanie za pomoc¹ NIS odpowiednich
glikali przeprowadzili syntezê aktywnych przeciwnowotworowo 2-jodo analogów
antybiotyków antracyklinowych [44, 45]. Brak pe³nej steroselektywno�ci prowa-
dzonych reakcji zachêci³ Hortona do przebadania jodoalkoksylowania ró¿nych gli-
kali za pomoc¹ NIS i oceny wp³ywu czynników takich jak rodzaj nukleofilu, roz-
puszczalnika oraz struktury glikalu na proporcjê powstaj¹cych α i β 1,2-trans-gli-
kozydów [46].

Oprócz Thiema i Hortona równie¿ inni badacze wykorzystywali reakcjê glikali
z NIS w obecno�ci akceptora glikozylu do ró¿nych syntez. I tak, Oscarson i Tede-
bark w oparciu o jodoglikozydowanie tri-O-acetylo-D-glukalu zsyntezowali 2-deoksy
analogi 3,6-di-O-α-D-mannopiranozylo-α-D-mannopiranozydu metylu, trisacharydu
bêd¹cego sk³adnikiem strukturalnym N-glikoprotein, w celu przebadania miejsc
wi¹zania siê cukru z lektyn¹ Concanavalin A [47].

Reakcja tri-O-acetylo-D-glukalu z mieszanin¹ racemiczn¹ 6-metylo-1-trimety-
losililo-hept-5-en-1-yn-4-olu w obecno�ci NIS pos³u¿y³a Hoffmannowi i wsp. do
asymetrycznej syntezy 6·5·6 dioksatricykli [48].

JodoglikozylowanieO-podstawionego (acetyl, benzyl) glukalu za pomoc¹ NIS
wykorzystali Choe i Jung na jednym z etapów syntezy ró¿nych, rozga³êzionych na
atomie wêgla C-2, cukrów [49].
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Jodoglikozydowanie glikali ma ogromne znaczenie w syntezie 2-deoksysacha-
rydów. Niestety, 2-jodo podstawnika w pier�cieniu cukrowym nie da siê w wydajny
sposób wykorzystaæ w reakcji substytucji nukleofilowej, co znacznie poszerza³oby
mo¿liwo�ci aplikacyjne tego typu pochodnych. Friesen i Danishefsky zapropo-
nowali przej�cie od 2-deoksy-2-jodo glikozydów (41) do 2,3-oksiranów (42) lub
2,3-nienasyconych glikozydów (44), które nastêpnie modyfikowali w sposób przed-
stawiony na Rys. 14 [50].

Rysunek 14

2.3.1.2. Po�rednie jodoglikozydowanie

Bezpo�rednie jodoglikozydowanie glikali, czy to za pomoc¹ IDCP czy przy
u¿yciu NIS, nie zawsze jest wystarczaj¹co stereoselektywne. Z tego wzglêdu zapro-
ponowano dwuetapowe jodoglikozydowanie, polegaj¹ce na utworzeniu w pierw-
szej kolejno�ci 2-deoksy-2-jodo octanu z glikalu, który to octan w drugim etapie jest
donorem glikozylu w reakcji glikozydowania. Pierwsze prace dotycz¹ce zastosowa-
nia jodoacetoksylowania w procesie pozyskiwania 2-deoksy-2-jodoglikozydów
pochodz¹ od Lafonta i wsp., którzy w reakcji zacetylowanego D-laktalu [51],
D-glukalu (6) i L-ramnalu [52] z jodem i octanem miedzi(II) w obecno�ci kwasu
octowego otrzymali odpowiednie 2-jodo octany (46 i 47, Rys. 15), g³ównie o konfi-
guracji α anomerycznego atomu wêgla (47). Nawet je¿eli w reakcji jodoacetoksylo-
wania tworz¹ siê niewielkie ilo�ci produktu β-1,2-trans to na tym etapie syntezy
anomer α i βmo¿na ³atwo rozdzieliæ. W reakcji 2-jodooctanu o konfiguracji α (47)
z akceptorem glikozylu, w obecno�ci katalitycznych ilo�ci TMSOTf, Lafont i wsp.
uzyskali wy³¹cznie 2-jodo-α-glikozydy (48) [52].
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Odmienn¹ metodê jodoacetoksylowania zaproponowali Roush i wsp. [53].
Metoda ta polega na reakcji glikali z azotanem(V) cerowo(IV)amonowym (CAN)
i jodkiem sodu w obecno�ci kwasu octowego i prowadzi g³ównie do 2-jodooctanów
o konfiguracji α (Rys. 16).

ÿ��ÿ

��ÿ

��ÿ

� � � �� �� � � �

� �ÿ�

ÿ��
��ÿ

��ÿ
�

ÿ��

ÿ��
�

��ÿ

��ÿ

ÿ��

�

�ÿ� � �� �ÿ��
�� � �� �

�
��ÿ

ÿ��

��ÿ

ÿ�

ÿþ ÿ�

ÿ�

þ

ÿ ÿ

ÿ

Rysunek 15

ÿ� �
��ÿ

���ÿ

�� � � �� �

� �ÿ� � �� � ��

ÿ��

�

� �

���ÿ

��ÿ

ÿþ ��

ÿ

Rysunek 16

Roush i wsp., wychodz¹c z octanów 2-deoksy-2-jodo-α -D-mannopiranozylu
oraz -α -D-talopiranozylu i stosuj¹c jako promotor reakcji TMSOTf lub TBSOTf,
zsyntezowali ró¿ne 2-deoksy-2-jodo di- i trisacharydy wy³¹cznie o konfiguracji α
[54]. Kiedy donorem glikozylu by³ octan 2-deoksy-2-jodo-β -D-glukopiranozylu to
powstawa³y tylko disacharydy o konfiguracji β -D-gluko [55]. Octany 2-bromo- oraz
2-jodoglikopiranozyli mo¿na przekszta³ciæ w odpowiednie trichloroacetoimidany
[56, 57].

Roush i wsp. zastosowali jodoacetoksylowanie na jednym z etapów syntezy
oliwomycynyA, antybiotyku z grupy kwasów aureolowych o dzia³aniu antynowo-
tworowym [58]. Równie¿ Arai i wsp. wykorzystali jodoacetoksylowanie glikalu
w swojej pracy nad syntez¹ inhibitora wzrostu grzybów [59].

Ostatnio, Gammon i wsp. zaproponowali now¹ metodê haloacetoksylowania
glikali, polegaj¹c¹ na reakcji odpowiednio chronionych glikali z jodkiem lub brom-
kiem amonuw obecno�ci 50%wody utlenionej, bezwodnika octowego i kwasu octo-
wego w acetonitrylu [60].

1,2-Funkcjonalizowanie glikali, zmierzaj¹ce do 2-jodo octanów lub 2-jodo azyd-
ków mo¿e byæ przeprowadzone na no�niku sta³ym [61].
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2.3.2. Fluoroglikozydowanie

Glikale odgrywaj¹ znacz¹c¹ rolê w syntezie 2-deoksy-2-fluorocukrów [62].
Zarówno sam fluor jak i podfluoryn acetylu by³y stosowane do fluorowania zacety-
lowanych glikali, pochodz¹cych od cellobiozy, maltozy i maltotriozy [63]. W wyniku
tych reakcji powstawa³y 2-deoksy-2-fluorocukry o konfiguracji α -D-gluko i β-D-
-manno w stosunku od 1:1 do 2:1, co �wiadczy o tym, ¿e w przypadku tych odczyn-
ników mamy do czynienia z syn addycj¹ do podwójnego wi¹zania glikalu. Geilen
i wsp. do fluorownia tri-O-acetylo-D-galaktalu u¿yli difluorek ksenonu i otrzymali
równie¿ mieszaninê anomerów, ale wy³¹cznie 2-deoksy-2-fluoro-D-galaktozy [64].

Spo�ród ró¿nych komercyjnie dostêpnych fluoruj¹cych reagentów typu N-F
dopiero zaproponowany przezWonga i wsp. tetrafluoroboran 1-chlorometylo-4-flu-
oro-1,4-diazoniabicyklo[2.2.2]oktanu, zwany Selectfluorem, okaza³ siê skutecznym
donorem elektrofilowego fluoru w reakcji z glikalami w obecno�ci akceptora gliko-
zylu (Rys. 17) [65]. Niestety, fluoroglikozydowanie zaproponowane przez Wonga
nie by³o stereoselektywne.
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Rysunek 17

W celu poprawienia stereoselektywno�ci fluoroglikozydowania za pomoc¹
Selectfluoru ta sama grupa badaczy przeprowadzi³a badania mechanistyczne oraz
eksperymentalne pozwalaj¹ce oceniæ wp³yw warunków reakcji, grup ochronnych
oraz rodzaju nukleofila na proporcjê powstaj¹cych anomerów [66]. Wyci¹gniête
z tych prac wnioski wykorzystano w syntezie zmodyfikowanych, biologicznie
aktywnychmoleku³, w tym 2-fluorowanych analogów daunomycyny oraz oleandryny.

Wyniki dotycz¹ce zastosowania Selectfluoru, pochodz¹ce z grupy Wonga ró¿-
ni¹ siê nieco od doniesieñ Daxa i wsp., którzy badali fluorowanie m.in. tri-O-acety-
lo-D-galaktalu w ró¿nych uk³adach rozpuszczalników [67].

2.4. TIO- ORAZ SELENOGLIKOZYDOWANIE

W poszukiwaniu metod otrzymywania 2-deoksyglikozydów o konfiguracji β,
siêgniêto po elektrofile siarkowe, które, w przeciwieñstwie do elektrofilowego jodu,
przy³¹czaj¹ siê raczej od do³u p³aszczyzny pier�cienia glikali (D). Siarkê, wprowa-
dzon¹ na atom wêgla C-2 sacharydu, mo¿na ³atwo zast¹piæ wodorem. Na przyk³ad
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Ito i Ogawa w bezpo�redniej addycji do glikali zastosowali, wytworzone wcze�niej,
estry fenylosulfenowe odpowiednich alkoholi (Rys. 18) [68]. Reakcja glikozydowa-
nia by³a aktywowana przez TMSTf i prowadzi³a do mieszaniny α-D-manno (53)
oraz β-D-gluko (54) glikozydów w stosunku 19:81.
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Rysunek 18

Przebadano najró¿niejsze glikale w reakcji z estrami sulfenowymi szeregu alko-
holi [13]. Warunki reakcji optymalizowano ze wzglêdu na rozpuszczalnik, kataliza-
tor, temperaturê, czas reakcji i stosunki molowe. Stereoselektywno�æ reakcji waha³a
siê w granicach od 52:48 do 81:19 (β :α) i wyra�nie zale¿a³a od stosowanych grup
ochronnych glikalu.

Franck i wsp. zaproponowali u¿ycie soli arylobis(arylotio) sulfoniowych do
aktywowania glikali w reakcji z pochodnymi cynowymi cukru (Rys. 19) [69]. Gli-
kozydowanie za pomoc¹ soli sulfoniowych prowadzi³o g³ównie do anomerówβ (56)
(α :β = 10:53). Franck, podobnie jak Ogawa, przebada³ wp³yw ró¿nych czynników
na diastereoselektywno�æ reakcji addycji soli sulfoniowych w obecno�ci ró¿nych
alkoholi. Otrzymane 2-deoksy-2-fenylotio-β -D-glikozydy poddawano dzia³aniu
niklu Raney�a i otrzymywano odpowiednie 2-deoksyglikozydy o konfiguracji β ano-
merycznego atomu wêgla.
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Do syntezy 2-deoksyglikozydówo konfiguracjiβ wykorzystywano równie¿ przy-
gotowane wcze�niej 2-deoksy-2-fenylotiolowe donory glikozylu. Glikozylowe
donory pozyskiwano z chlorków 2-deoksy-2-fenylotioglikozylowych, które powstaj¹
w reakcji addycji chlorku fenylotiolowego do odpowiedniego glikalu. Na przyk³ad,
Hashimoto i wsp. w reakcji 2-deoksy-2-fenylotiofosforoamidanów z ró¿nymi
akceptorami w obecno�ci TMSOTf otrzymywali β-glikozydy z wysok¹ stereoselek-
tywno�ci¹ [70]. Z kolei, Roush i wsp. przebadali ró¿nie podstawione octany 2-deok-
sy-2-fenylotio-β -D-glukopiranozylu oraz acetoimidany 2-deoksy-2-fenylotio-α -D-
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-glukopiranozylu jako donory glikozylu [71]. Procedurê z u¿yciem acetoimidanu
2-deoksy-2-fenylotio-α -D-glukopiranozylu zastosowano do stereoselektywnego
β -glikozydowania w trakcie syntezy trisacharydowych prekursorów oliwomycyny
A [72].

Elektrofile selenowe, w przeciwieñstwie do siarkowych, przy³¹czaj¹ siê g³ów-
nie od góry p³aszczyzny pier�cienia glikalu (D) [13]. Powstaj¹ce z ich zastosowa-
niem 2-deoksy-2-fenyloselenoglikozydy maj¹ wiêc przede wszystkim konfiguracjê
α -D-manno. Deselenowanie prowadzi siê za pomoc¹ pochodnychwodorku cyny(IV).
2-Deoksydisacharydy po³¹czone wi¹zaniem β (59) (β :α = 9:1) uzyskano wycho-
dz¹c z octanu 2-deoksy-2-fenyloseleno-β-D-glukopiranozylu (57), który otrzymano
w reakcji tri-O-benzylo-D-glukalu (18) z chlorkiem fenyloselenylowym w obecno�ci
octanu srebra (Rys. 20) [73]. Reakcja octanów 2-deoksy-2-fenyloseleno-β -D-gliko-
piranozylu, uzyskanych z innych glikali okaza³a siê ma³o wydajna i mniej stereose-
lektywna. Ponadto stwierdzono, ¿e niektóre octany 2-deoksy-2-fenyloseleno-β -D-
-glikopiranozylu s¹ konfiguracyjnie niestabilne i ³atwo anomeryzuj¹ do niepo¿¹da-
nych analogów α [71].
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Rysunek 20

Nicolaou i wsp. wprowadzili selenowe reagenty do syntezy 2-deoksyglikozy-
dów na no�niku sta³ym [74]. Polistyrenowy no�nik po³¹czony z bromkiem selenylu
reagowa³ z tri-O-benzylo-D-glukalem a nastêpnie cukrowym akceptorem i powsta-
wa³y disacharydy, g³ównie o konfiguracji α. Wprowadzenie na no�nik reszty ftali-
midoselenylowej spowodowa³o zmianê stereochemii reakcji i powstawanie gliko-
zydów βw znacznej przewadze. Zwi¹zan¹ z no�nikiem grupê selenow¹ usuwano za
pomoc¹ wodorku tributylocyny iAIBN.

2.5. INNE METODY SYNTEZY 2-DEOKSYGLIKOZYDÓW

Przy³¹czenie kwasuO,O-dialkiloditiofosforowego do per-O-acetyloglikalu (21)
prowadzi do O,O-dialkiloditiofosforanu 2-deoksyglikozylu (60, Rys. 21). Jest to
addycja typu cis, w wyniku której w znacznej przewadze powstaj¹ anomery α [75].
Taki O,O-dialkiloditiofosforan by³ stosowany jako donor glikozylu, który w obec-
no�ci AgClO4, s-kolidyny i akceptora o charakterze alkoholu ulega reakcji, prowa-
dz¹cej do 2-deoksy-α-glikozydów lub -α-disacharydów [76].
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Addycja tioetanolu do glikali, katalizowana azotanem cerowo-amonowym, pro-
wadzi do mieszaniny anomerów 2-deoksy-1-tioglikozydów. Uzyskany w tej reakcji
3,4,6-tri-O-acetylo-α -D-likso-1-tioheksopiranozyd etylu okaza³ siê skutecznymdono-
rem w syntezie 2-deoksy-α -D-glikozydów i -α -disacharydów [77].

3. SYNTEZA 2-AMINO-2-DEOKSYGLIKOZYDÓW

Glikale s¹ u¿ytecznymi substratami w syntezie 2-amino-2-deoksyglikopirano-
zydów, zwi¹zków wa¿nych, bo bêd¹cych elementami strukturalnymi licznych oli-
gocukrów i glikokoniugatów [78, 79].

3.1. NITROZOCHLOROWANIE

Pierwsz¹ metod¹ wprowadzenia azotu na atom wêgla C-2 syntezowanego gli-
kozydu, zaproponowan¹ przez Lemieux, by³o nitrozochlorowanie glikali [80].
W wyniku cis addycji chlorku nitrozylu do per-O-acetylo-D-glikali (21) Lemieux
otrzymywa³ acetylowane chlorki 2-deoksy-2-nitrozoglikozylowe (62, Rys. 22). Reak-
cje 2-nitrozo chlorków z prostymi alkoholami i fenolami by³y wysoce stereoselek-
tywne i prowadzi³y do α glikozydów z grup¹ hydroksyiminow¹ przy drugim atomie
wêgla (63).

Rysunek 21
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Rysunek 22

Powy¿sza metoda glikozydowania zosta³a zastosowana do syntezy szeregu
2-hydroksyiminowych glikozydów i disacharydów [81]. Niestety, redukcja grupy
2-hydroksyiminowej do 2-aminowej zachodzi w sposób nie zawsze wydajny i nie
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zawsze stereoselektywny. Banaszek i Karpiesiuk skutecznie redukowali 2-hydrok-
syiminowe heksopiranozydy za pomoc¹ kompleksu borowodorku litu i trimetylo-
chlorosilanu [82]. Inne doniesienia o u¿yciu tego odczynnika redukuj¹cego �wiadcz¹,
¿e redukcja grupy 2-hydroksyiminowej mo¿e siê zatrzymaæ na etapie utworzenia
grupy 2-hydroksyaminowej [83].

3.2. AZYDOAZOTANOWANIE

Pionierami prac w zakresie azydoazotanowania glikali by³ Lemieux i Ratcliffe,
którzy wykazali, ¿e tri-O-acetylo-D-galaktal (64) w reakcji z azydkiem sodu i azota-
nem(V) cerowo(IV)amonowym tworzy azotany 2-azydo-2-deoksyglikozylu z wy-
sok¹ wydajno�ci¹ i stereoselektywno�ci¹ (65:66 ~ 9:1) (Rys. 23) [84]. Niestety, ana-
logiczne azydoazotanowanie D-glukalu charakteryzowa³o siê brakiem stereoselek-
tywno�ci (D-gluko:D-manno ~ 1:1), co t³umaczy siê zmian¹ konfiguracji atomuwêgla
C-4 [85]. Seeberger i wsp. dopracowali warunki azydoazotanowania D-glukalu osi¹-
gaj¹c znaczn¹ poprawê stereoselektywno�ci na korzy�æ stereoizomeru o konfigura-
cji D-gluko, co czyni tê reakcjê u¿yteczn¹ w syntezie biologicznie wa¿nych frag-
mentów D-glukozaminy [86].
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Rysunek 23

Azotany 2-azydoglikozylu najczê�ciej przekszta³ca siê w odpowiednie donory
glikozylu: halogenki lub trichloroacetoimidany [78]. Powy¿sza metodologia by³a
szeroko stosowana, na przyk³ad do otrzymywaniaN-acetylogalaktozamin, po³¹czo-
nych wi¹zaniem α z grup¹ hydroksylow¹ ³añcucha bocznego seryny i treoniny
w O-glikoproteinach [87, 88].

Svarovsky i Barchi produkt azydoazotanowania per-O-acetylo-D-galaktalu prze-
kszta³cili w pent-4-enyloweβ-O-glikozydy wwyniku bezpo�redniej reakcji azotanu
2-azydogalaktozylu z pent-4-enolanem sodu. Uzyskane pentenylowe glikozydy
zastosowano jako donory glikozylu w reakcji glikozylowania aminokwasów.
Ponadto, przebadano mo¿liwo�ci reagowania azotanu 2-azydogalaktozylu z ró¿nymi
nukleofilami w celu syntezy innych u¿ytecznych donorów glikozylu [89].
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3.3. AZYDOFENYLOSELENYLOWANIE

Ró¿nego rodzaju olefinyw reakcji z diacetoksyjodobenzenem, diselenidem dife-
nylowym oraz azydkiem sodu ulegaj¹ regioselektywnemu azydofenyloselenylowa-
niu, w wyniku którego powstaj¹ produkty addycji niezgodne z regu³¹ Markowni-
kowa [90]. Czernecki i wsp. przenie�li metodê azydofenyloselenylowania alkenów
na pochodne D-glukalu i D-galaktalu [91]. W przypadku azydofenyloselenylowania
tri-O-acetylo-D-glukalu (6) uzyskano z wysok¹ wydajno�ci¹ (91%) mieszaninê
2-azydo-1-fenyloselenoglikopiranozydów o konfiguracji α -D-gluko (67) i α -D-manno
(68, Rys. 24). Analogiczna reakcja tri-O-acetylo-D-galaktalu prowadzi³a wy³¹cznie
do 2-azydo-1-fenyloselenylo-α -D-galaktopiranozydu. Zamiana os³onO-acetylowych
na O-benzylowe znacznie pogorszy³a przebieg reakcji azydofenyloselenylowania
tych dwóch glikali. Podobne wyniki, poszerzone o inne glikale, uzyskali Santoyo-
-Gonzalez i wsp. [92].
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Rysunek 24

Jak wykazano, fenyloselenyloglikozydymog¹ byæ u¿ytecznymi donorami b¹d�
akceptorami glikozylu [93, 94]. Tê w³a�ciwo�æ fenyloselenyloglikozydu, uzyska-
nego w wyniku azydofenyloselenylowania tri-O-acetylo-D-galaktalu, wykorzystali
Jiaang i wsp. do syntezy O-glikozylowanych aminokwasów [95].

Mironov i wsp. zaproponowali nieco odmienne warunki azydofenyloselenylo-
wania glikali, w których azydek sodu zosta³ zast¹piony azydkiem trimetylosililu
[96]. Zamiana ta pozwoli³a na skrócenie czasu reakcji oraz zwiêkszenie jej skali.

3.4. JODOSULFONAMIDOWANIE

Zaproponowane przez Danishefskiego i Griffitha jodosulfonamidowanie polega
na stereoselektywnym jodoglikozydowaniu glikali za pomoc¹ IDCP w obecno�ci
benzenosulfonamidu (Rys. 25) [97]. Produktem zachodz¹cej w tychwarunkach trans
diaksjalnej addycji jest 2-deoksy-2-jodo-α-benzenosulfonamidopiranozyd (70). Dzia-
³anie na ten glikozyd heksametylodisililoazydkiem litu (LHMDS) powoduje utwo-
rzenie przej�ciowej sulfonyloazyrydyny (71), która w reakcji z akceptorem gliko-
zylu przekszta³ca siê w 2-benzenosulfonamidoglikozyd o konfiguracjiβ anomerycz-
nego atomu wêgla (72). Czêsto stosowanym przez Danishefskiego akceptorem gli-
kozylu by³ odpowiednio przygotowany glikal.
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Uwalnianie grupy 2-aminowej z jej 2-sulfonamidowego prekursora zachodzi
pod wp³ywem sodu w ciek³ym amoniaku [98]. 2-Deoksy-2-jodo-α-benzenosulfo-
namidopiranozyd (70)mo¿na równie¿ przekszta³ciæ w tioglikozylowy donor gliko-
zylu z grup¹ 2-benzenosulfonamidow¹ b¹d� w 2-benzenosulfonamidoglikopira-
nozê z woln¹ anomeryczn¹ grup¹ hydroksylow¹ [97].

Danishefsky i wsp. zastosowali metodê jodosulfonamidowania glikali m.in. do
syntezy allozamidyny, naturalnego inhibitora chitynazy [99, 100] oraz do syntezy
N-po³¹czonych glikopeptydów [101, 102].

3.5. INNE METODY SYNTEZY 2-AMINO-2-DEOKSYGLIKOZYDÓW

Du Bois i wsp. zaproponowali reakcjê glikalu z kompleksem azotkowomanga-
nowym(V) oraz bezwodnikiem trifluorooctowym i pó�niejsz¹ kwa�n¹ hydrolizê,
w wyniku czego powstaje N-trifluoroacetylo-2-aminocukier [103]. Ta sama reakcja,
w której zamiast kwa�nej hydrolizy wprowadzi siê tiofenol i kwas Lewisa, prowadzi
do N-trifluoroacetylo-2-amino-β-tioglikozydu (73, Rys. 26). Powstawanie produktu
addycji o geometrii transmo¿e �wiadczyæ o tym, ¿e produktem po�rednim tej reak-
cji jest azirydyna b¹d� oksazolina. Procedurê Du Boisa zastosowano do wprowa-
dzenia znakowanego izotopowo azotu (15N) na atom wêgla C-2 glukozy [104].
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Rysunek 26

Acetamidoglikozydowanie glikali w jednym etapie reakcji opisali Gin i wsp.
Procedura Gina polega na dzia³aniu 5-tlenkiem tioantrenu (TSO) na glikal w obec-
no�ci bezwodnika triflanowego, N-(trimetylosililo)acetamidu, N,N-dietyloaniliny,
kwasowego promotora oraz akceptora glikozylu i prowadzi do 2-acetamido-2-deoksy-
-β-O-glikozydu (74, Rys. 27) [105]. Powy¿sza metoda jest skuteczna dla glikali
o ró¿nej konfiguracji, z ró¿nymi grupami ochronnymi oraz dla ró¿nych akceptorów
glikozylu, w tym 1° i 2° alkoholi, 1° i 2° grup hydroksylowych cukrów, grupy hydro-
ksylowej selektywnie chronionych aminokwasów [106].
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U¿ycie zamiast TSO 5-tlenku 2,8-dimetylodibenzotiofenu (DMDBTO) zmie-
nia stereochemiê reakcji i jest skuteczn¹ metod¹ pozyskiwania 2-acetamido-2-de-
oksy-α -D-mannopiranozydów z D-glukalu [107].

4. SYNTEZA GLIKOZYDÓW Z GRUP¥ 2-HYDROKSYLOW¥

Opisane powy¿ej zastosowania glikali charakteryzuj¹ siê tym, ¿e prowadz¹ do
glikozydówpozbawionych grupywodorotlenowej na drugim atomiewêgla pier�cienia
piranozowego (2-deoksyglikozydy). Przekszta³cenie glikali w oksirany stwarzamo¿-
liwo�ci pozyskiwania glikozydów, w których grupa 2-OH bêdzie obecna.

4.1. EPOKSYDOWANIE

Skutecznym i wydajnym czynnikiem epoksyduj¹cym glikale jest wprowadzony
przez Halcomba i Danishefskiego 2,2-dimetylodioksiran (DMDO) [108]. Reakcja
tri-O-benzylo-D-glukalu (18) z DMDO, z wydajno�ci¹ blisk¹ 100%, prowadzi ste-
reoselektywnie do α epoksydu (75), który w obecno�ci akceptora glikozylu i promo-
tora reakcji (czêsto ZnCl2) przekszta³ca siê w odpowiedni β-glikozyd (76, Rys. 28).
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Stereoselektywno�æ reakcji epoksydowania za pomoc¹ DMDO zale¿y od ro-
dzaju grup os³aniaj¹cych reszty hydroksylowe [37]. Reakcja glikozydowania jest
raczej stereospecyficzna, niemniej czasami obok β glikozydów powstaj¹ w niewiel-
kiej ilo�ci izomery α. Reakcjê oksiranu uzyskanego z glukalu mo¿na ukierunkowaæ
na α glikozyd, wprowadzaj¹c akceptor glikozylu w postaci eteru tributylocynowego
i stosuj¹c jako promotor AgBF4 [109].
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Danishefsky i wsp. w oparciu o glikalowe epoksydy zsyntezowali szereg oligo-
cukrów i innych zwi¹zków biologicznie aktywnych [37, 110].

1,2-Anhydrocukry, uzyskiwane z glikali w reakcji z DMDO, znalaz³y swoje
zastosowanie w syntezie C-glikozydów. I tak, w reakcji epoksydu 75 z anionem
dietylomalonianowym w obecno�ci ZnCl2 powstawa³ odpowiedni β-C-glikozyd,
bêd¹cy produktem po�rednim na drodze syntezy analogu stanu przej�ciowego reak-
cji katalizowanych przez transferazy UDP glukuronozylowe [111]. C-Glikozydy
o konfiguracji β by³y równie¿ g³ównymi produktami reakcji oksiranów uzyskanych
z glukalu ze zwi¹zkami allilowocynowymi w obecno�ci kwasu Lewisa [112]. Nato-
miast, pochodne 1,2-anhydroglukozy w reakcji ze zwi¹zkami glino- oraz boroorga-
nicznymi daj¹ g³ównie C-glikozydy o konfiguracji α [113].

Ernst i Klaffke wykorzystali reakcjê epoksydowania glikali za pomoc¹ DMDO
do syntezy difosforanowych, nukleozydowych cukrów [114]. Ta sama grupa bada-
czy zajmowa³a siê stereochemi¹ reakcji 3-C-rozga³êzionych-L-glikali z DMDO,
stwierdzaj¹c, ¿e zale¿y ona od orientacji allilowej grupy hydroksylowej [115].

Oksiranowe pochodne glikali znalaz³y zastosowanie w syntezie oligocukrów
na no�niku sta³ym [37, 116].

Lohman i Seeberger przekszta³cili glikale w cis-1,2-izopropylideno-α-gliko-
zydy (77) w wyniku ich epoksydowania przy u¿yciu DMDO, w obecno�ci ZnCl2
i acetonu (Rys. 29) [117]. Metodê tê wykorzystali do syntezy odpowiednio chronio-
nych akceptorów glikozylu.
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Rysunek 29

4.2. UTLENIAJ¥CE GLIKOZYDOWANIE GLUKALU

Metodê utleniaj¹cego glikozydowania glukalu, prowadz¹c¹ do glikozydów
posiadaj¹cych grupê hydroksylow¹ na drugim atomie wêgla, zaproponowali Gin
i wsp. Polega ona na reakcji chronionego D-glukalu (69) z bezwodnikiem trifluoro-
metanosulfonowym i difenylosulfotlenkiem w obecno�ci 2,6-di-t-butylo-4-metylo-
pirydyny (DTBMP) i trietyloaminy w metanolu i pó�niejszym dodaniu akceptora
glikozylu (Nu-H) oraz kwasu Lewisa (ZnCl2), a prowadzi do odpowiednich pirano-
zydów o konfiguracji β -D-gluko (78, Rys. 30) [118]. Przebadano ró¿ne akceptory
glikozylu w tej reakcji, w tym 1° i 2° alkohole, cukry oraz aminy. Badania nad
mechanizmem utleniania glikali za pomoc¹ difenylosulfotlenku wskazuj¹ na przej�-
ciowe tworzenie siê epoksydu w mieszaninie reakcyjnej.
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Zastosowanie 5-tlenku dibenzotiofenu (DBTO) w miejsce difenylosulfotlenku
pozwoli³o odwróciæ stereochemiê tej reakcji, a tym samym otrzymaæ glikozydy
o konfiguracji α-D-manno [119]. Metodê utleniaj¹cego glikozydowania glukalu
Gin i wsp. wykorzystali w syntezie trisacharydowego fragmentu specyficznego adju-
wanta immunologicznego, substancji wzmacniaj¹cej odpowied� immunologiczn¹
[120].

5. PRZEGRUPOWANIE FERRIERA

O-Acetylowane glikale (np. glukal 6) w obecno�ci kwasu protonowego ulegaj¹
zwykle elektrofilowemu przy³¹czeniu, w wyniku którego tworz¹ siê 2-deoksygliko-
zydy (79, Rys. 31). Te same glikale w reakcji z nukleofilowym reagentem w obec-
no�ci kwasu Lewisa ulegaj¹ reakcji, nazwanej od nazwiska jej odkrywcy przegru-
powaniem Ferriera, a prowadz¹cej do 2,3-nienasyconych glikozydów (80, Rys. 31)
[5, 6]. Je�li nukleofilowym reagentem jest woda to produktem przegrupowania
Ferriera jest odpowiedni 2,3-nienasycony cukier, zwyczajowo zwany pseudoglika-
lem (81, Rys. 31).
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Rysunek 31

Przegrupowanie Ferriera jest reakcj¹ substytucji nukleofilowej typu SN1�. Kwas
Lewisa, w przeciwieñstwie do kwasu protonowego, nie mo¿e zapocz¹tkowaæ addy-
cji elektrofilowej, ale powoduje odszczepienie grupy 3-OAc i wytworzenie zdelo-
kalizowanego kationu (82, Rys. 32).Atak nukleofilu nastêpuje wmiejscu gdzie cz¹st-
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kowy ³adunek dodatni utworzonego kationu jest najwiêkszy, tj. na anomeryczny atom
wêgla (produkt 80). Reakcja jest wiêc regioselektywna. Rzadkie przypadki podsta-
wienia na atomie wêgla C-3 (produkt 83) t³umaczy siêmiêkko�ci¹ i twardo�ci¹ odpo-
wiednich centrów nukleofilowych i elektrofilowych [121]. Sporadycznie obserwo-
wano te¿ tworzenie siê nasyconych produktów 1,3-dipodstawienia, co prawdopo-
dobnie jest wynikiem obecno�ci katalitycznych ilo�ci wody i powstawaniem przej�-
ciowego enalu (81, Rys. 31) [122]. Z regu³y, przegrupowanie Ferriera w przypadku
O-, N- i S-nukleofili jest reakcj¹ stereoselektywn¹, z preferencj¹ tworzenia α-gliko-
zydów.Wprzypadku C-nukleofili α-selektywno�æ jest mniejsza ze wzglêdu na brak
anomerycznej stabilizacji [123].
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Rysunek 32

Najpowszechniej stosowanym w tej reakcji kwasem Lewisa jest wprowadzony
przez Ferriera eterowy roztwór trifluorku boru [124�126]. Jednak¿e, ogromne mo¿-
liwo�ci aplikacyjne przegrupowania Ferriera sprawi³y, ¿e wypróbowano szereg
innych katalizatorów, w tym SnCl4 [127], TiCl4 [128], InCl3 [129], Yb(OTf)3 [130].
Tylko w ostatnim roku zaproponowano przynajmniej trzy nowe reagenty katalizu-
j¹ce tworzenie 2,3-nienasyconych O- [131] i C-glikozydów [132, 133].

Przegrupowanie Ferriera pos³u¿y³o do syntezy ogromnej ilo�ci 2,3-nienasyco-
nych pochodnych cukrów, w tym tak¿e S-glikozydów [134], oligosacharydów [135],
C-disacharydów [136], nukleozydów [137], sulfonamidów i karbaminianów [138],
azydków [139] i cyjanków [140], 1-fosfonylocukrów [141] oraz glikozyloamino-
kwasów [142]. Modyfikacje uzyskanych 2,3-nienasyconych zwi¹zków prowadzono
g³ównie w kierunku oksyaminowania [143, 144], epoksydowania i hydroksylowa-
nia [126, 142, 145, 146] oraz uwodornienia [125, 135].

6. HYDROKSYRTÊCIOWANIE PROWADZ¥CE DO
ααααα,,,,,βββββ-NIENASYCONYCH ALDEHYDÓW

Je¿eli zacetylowany glikal poddamy reakcji z jonami rtêci (HgSO4) w roztwo-
rze 1,4-dioksanu i rozcieñczonego kwasu siarkowego(VI), to tworz¹cy siê produkt
hydroksyrtêciowania przekszta³ci siê w α,β-nienasycony aldehyd o konfiguracji 2E
(84, Rys. 33) [147]. Addycja kwasu azotowodorowego do sprzê¿onego uk³adu wi¹-
zañ podwójnych takiego enalu, pozyskanego z per-O-acetylo-D-glukalu [148�153],
-D-galaktalu [153], -L-ramnalu [154�156] oraz -L-arabinalu [157] jest u¿yteczn¹
metod¹ otrzymywania 3-azydo-2,3-dideoksycukrów (85).
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Powy¿sze przekszta³cenie glikali w α,β-nienasycone aldehydy mo¿e byæ rów-
nie¿ przeprowadzone dla glikali z eterowymi grupami ochronnymi (benzyl, metyl)
[158].

7. CYKLOPROPANOWANIE

Glikale, zwi¹zki z endocyklicznymwi¹zaniem podwójnym, ulegaj¹ reakcji addy-
cji karbenów, w wyniku której nastêpuje cyklopropanowanie i tworzy siê unikalna,
bicykliczna struktura, ³¹cz¹ca wysok¹ reaktywno�æ cyklopropanu z wyj¹tkow¹ ste-
reoselektywno�ci¹, wynikaj¹c¹ z budowy cukru.

Metody cyklopropanowania glikali mo¿na podzieliæ na trzy grupy: reakcjê Sim-
monsa-Smitha (pkt 7.1), addycjê dihalogenokarbenów (pkt 7.2) oraz addycjê diazo-
estru (pkt 7.3) [159].

7.1. REAKCJA SIMMONSA-SMITHA

Warunki reakcji Simmonsa-Smitha w chemii glikali zastosowali Nagarajan
i wsp. [160], którzy poddali cyklopropanowaniu per-O-benzyloglikale za pomoc¹
karbenoidu IZnCH2I, powsta³ego w mieszaninie reakcyjnej z dijodometanu, cynku
i chlorku miedzi(I). Tak prowadzona addycja metylenu jest stereoselektywna w sto-
sunku do p³aszczyzny pier�cienia i zachodzi na sposób syn w stosunku do podstaw-
nika w pozycji allilowej (3-OP). Furukawa i wsp. wprowadzili do reakcji Simmon-
sa-Smitha modyfikacjê polegaj¹c¹ na zast¹pieniu uk³adu Zn(Cu) dietylocynkiem
[161]. Taka kombinacja reagentów okaza³a siê mo¿liwa do pogodzenia z ró¿nymi
grupami ochronnymi glikali i charakteryzowa³a siê t¹ sam¹ stereoselektywno�ci¹
(Rys. 34). Hoberg i Bozell warunki Furukawy zastosowali do cyklopropanowania
glikali, które nastêpnie przekszta³cali w siedmiocz³onowe oksacykle (87) [162, 163].

Z kolei, Scott i Heathcock produkt cyklopropanowania tri-O-benzylo-D-glu-
kalu poddali reakcji otwarcia pier�cienia cyklopropanowego, uzyskuj¹c 3,4,6-tri-O-
-benzylo-2-C-metylo-D-glukozê, któr¹ przekszta³cono w 3,4,6-tri-O-benzylo-2-C-
-metylo-D-glukal [164].
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7.2. ADDYCJA DIHALOGENOKARBENU

Addycje dichloro i dibromokarbenów do glikali prowadzone by³y przez Naga-
rajana i wsp., którzy na ró¿ne glikale dzia³ali chloroformem lub bromoformem oraz
50%wodnym roztworem NaOHw obecno�ci katalitycznych ilo�ci chlorku trietylo-
benzyloamoniowego [165]. Istotny dla tej reakcji jest fakt, ¿e biegnie ona ze stereo-
chemi¹ anti w stosunku podstawnika w pozycji allilowej (3-OP) (Rys. 35). Reduk-
cyjne dehalogenowanie produktów takiego cyklopropanowania dostarcza wiêc
1,2-cyklopropanocukry (89) o stereochemii komplementarnej do tych, otrzymywa-
nych metod¹ Simmonsa-Smitha. Nagarajan i wsp. przekszta³cali 1,2-cyklopropano-
cukry w siedmiocz³onowe halogenoglikozydy b¹d� w 2-deoksy-2-C-rozga³êzione
glikozydy.

Rysunek 34
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Rysunek 35

7.3. ADDYCJA DIAZOOCTANU ETYLU

Reakcja Simmonsa-Smitha oraz addycja dihalogenokarbenu s¹ metodami
cyklopropanowania zwi¹zkównienasyconych o ograniczonychmo¿liwo�ciachmody-
fikowania uzyskanych trójcz³onowych pier�cieni. W tym sensie, produkty katalizo-
wanej metalami przej�ciowymi addycji diazooctanu etylu s¹ bardziej funkcjonalne,
bo wprowadzaj¹ dobrze usytuowan¹ grupê estrow¹, któr¹ mo¿na na ró¿ne sposoby
przekszta³caæ.

Henry i Fraser-Reid stwierdzili, ¿e cyklopropanowanie tri-O-t-butylodimetylo-
sililo-D-glukalu za pomoc¹ diazooctanu etylu (EDA) w obecno�ci miedzi(0) prze-
biega β-stereoselektywnie w stosunku do p³aszczyzny pier�cienia i prowadzi do od-
powiedniego 1,2-cyklopropanocukru (90) z wydajno�ci¹ 92% (Rys. 36) [166].
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W tych samych warunkach cyklopropanowanie pochodnej D-galaktalu i L-ramnalu
przebiega³o od strony α p³aszczyzny pier�cienia. Uzyskane 1,2-cyklopropanocukry
przekszta³cono w 2-deoksy-2-winylo mannozydy (91) i galaktozydy.
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Rysunek 36

Niezale¿nie od powy¿szych wyników, Hoberg i Claffey przebadali addycjê dia-
zooctanu etylu do ró¿nie podstawionego D-glukalu oraz do per-O-acetylo-D-galak-
talu i L-ramnalu w obecno�ci ró¿nych katalizatorów, w szczególno�ci octanu
rodu(II) [167]. W przeciwieñstwie do rezultatów Fraser-Reida, w reakcjach prowa-
dzonych przez Holberga dominowa³y produkty cyklopropanowania o stereochemii α.

Równie¿ van Boom i wsp. zastosowali octan rodu(II) jako katalizator addycji
diazooctanu etylu do ró¿nych glikali i uzyskali tê sam¹ co Holberg α-stereoselek-
tywno�æ [168]. Oznacza to, ¿e u¿ycie octanu rodu(II) i miedzi(0) jako katalizatorów
pozwala na uzyskiwanie 1,2-cyklopropanocukrów o komplementarnej stereo-
chemii.

8. CYKLOADDYCJA

W poszukiwaniu nowych reagentów, które w sposób stereoselektywny prowa-
dzi³yby do glikozydowania, siêgniêto po reakcje cykloaddycji glikali. Jedne z pierw-
szych prac z tej dziedziny pochodz¹ od Leblanca i wsp., którzy w indukowanej �wia-
t³em cykloaddycji dibenzylowych azodikarboksylanów do glikali otrzymywali
bicykliczne produkty z atomem azotu po³¹czonym z wêglem C-2 pier�cienia pira-
nozy (92, Rys. 37) [169, 170]. Produkt takiej addycji w warunkach kwa�nej katalizy
mo¿e byæ skutecznym donorem glikozylu.Wi¹zanie hydrazodikarboksylowew pow-
sta³ym glikozydzie (93) ulega ³atwo redukcyjnemu rozerwaniu (Ra-Ni) z utworze-
niem grupy aminowej (94). Danishefsky i wsp. zastosowali powy¿sz¹ procedurê
w syntezie tunikaminylouracylu [171].
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Capozzi i Franck pracuj¹c nad syntez¹ 2-deoksyglikozydów wprowadzili siar-
kowo-tlenowe uk³ady dienowe, ulegaj¹ce reakcji [4+2]cykloaddycji z dienofilowym
glikalem. Pocz¹tkowo zastosowali do tego celu orto-tiochinony, które w reakcji
z glukalem tworzy³y cykloaddukty, ³atwo przekszta³cane w 2-deoksy-α-O-arylowe
glukozydy [172]. Pó�niej wprowadzili heterodienowy reagent w postaci 3-tiono-
-2,4-pentanodionu [173]. W reakcji per-O-benzylo-D-glukalu (18) z 3-tiokso-2,4-
-pentanodionem powstawa³ bicykliczny donor glikozylowy, g³ównie o konfiguracji
α-D-gluko (95), który w obecno�ci elektrofilowego katalizatora (E⊕) oraz akcep-
tora glikozylu ulega³ β-glikozydowaniu (Rys. 38) [174]. 2-Tioacylowy podstawnik
z utworzonego glikozydu (96) usuwano za pomoc¹ niklu Raney�a, otrzymuj¹c
2-deoksyglikozyd (97). Capozzi i wsp. poddali modyfikacji, wytworzony w sposób
opisany powy¿ej, bicykliczny donor glikozylu (95) co pozwoli³o na niezale¿ne ukie-
runkowanie reakcji glikozydowania na α b¹d� β-anomery [175].

Rysunek 38

Cykloaddukty powsta³e w reakcji O-benzylowanego (w ró¿nym stopniu)
D-glukalu i pochodnych α,α �-dioksotionu mog¹ byæ niepeptydowymi ligandami re-
ceptora tachikininy w ludzkich komórkach NK-2 [176].

W reakcji cykloaddycji glikali z pochodnymi kwasu 5-tioksobarbiturowego,
powstaj¹ analogi nukleozydów, z których niektóre wykazuj¹ pewn¹ aktywno�æ prze-
ciwko HIV-1 w limfocytach cz³owieka [177].

Ostatnio, grupa Francka zaproponowa³a cykloaddycjê 2-tiokso-3-ketolaktonów
do glikali jako metodê pozyskiwania 2-deoksyglikozydów [178].

Cardona i wsp. prowadzili reakcjê cykloaddycji N-tlenków piroliny do glikali,
uzyskuj¹c pseudoaza-C-disacharydy, potencjalne inhibitory glikozydazy [179].

[2+2]Cykloaddycja dichloroketenu do glikalu prowadzi³a do otrzymania
cyklicznego C-glikozydu, który zosta³ przekszta³cony w bicykliczne nukleozydy
[180].

Pochodne D-glukalu ulegaj¹ reakcji cykloaddycji z o-hydroksybenzaldehy-
dami w obecno�ci ortomrówczanu trimetylu i katalitycznych ilo�ci triflanu skan-
du(III), w wyniku której powstaj¹ z dobr¹ wydajno�ci¹ trójcykliczne piranobenze-
nopirany [181].
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PODSUMOWANIE

Glikale s¹ grup¹ zwi¹zków o ogromnych mo¿liwo�ciach aplikacyjnych. Zebrany
w tej pracymateria³ pokazuje czê�æ najbardziej znamiennych reakcji tej grupy zwi¹z-
ków, maj¹cych na celu przede wszystkim stereoselektywne tworzenie wi¹zania gli-
kozydowego. Cytowane prace proponuj¹ nowe rozwi¹zania b¹d� modyfikacje zna-
nych metod.

Praca finansowana w ramach grantu DS/8361-4-0134-6 oraz BW/8000-5-0297-6.
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ABSTRACT

This article concerns methods of synthesis and biological activity of peptidyl anthra-
quinones. The group of these components have a big influence on a present medicine.
Among components, that were presented in this paper, many number of them show antine-
oplastic activity. These peptidyl anthraquinones demonstrate special mechanism of action,
stabilizing cleavable complex consisting of topoisomerase, convalently attached to DNA
and stop correct replication and transcription. Using of topoisomerases inhibitors (11a,c,d,
73l,m) (Figure 2 and Scheme 9) in therapy of cancer have promising results [18, 26�28].
Anthraquinones analogues with peptidyl chain (78a�h) (Scheme 10) including KCRmotif
very important inAP-1 protein binding to DNA. This group of compounds can be used as
potential transcription factor inhibitors, because they showDNA intercalative binding and
recognize specific sequences of DNA binding domains [48�54]. Synthetic GnRH analo-
gues including rings of anthraquinone (69a,b) (Scheme 8) present interesting drugs using
in reproductive diseases, for instance prostate, ovarian and breast cancer. The mechanism
of action of GnRH analogues count on binding to GnRH receptors, which we can find
in cells of reproductive organs [45, 46]. MMP-9 activity can be exploited to activate
prodrugs and be a target the tumour cells in BM. Cleavage of the prodrugs (66, 67a,b)
(Figure 3) with MMP-9 resulsts in the liberation of the active form of drug which can be
an inhibitor of topoisomerase. Tripeptide derivatives of anthraquinone (22, 33, 40)
(Scheme 2, Scheme 3) show the activity as histochemical reagents for detection of TTP I
activity [38�44]. Peptidyl anthraquinones can be also used for protein purification and
labeled peptides as biochemical probes for DNA detection [18].

Key words: peptidyl anthraquinone conjugates, synthesis, biological activity

S³owa kluczowe: peptydowe koniugaty antrachinonów, synteza, aktywno�æ biologiczna
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WPROWADZENIE

Antybiotyki antracyklinowe s¹ szeroko stosowan¹ grup¹ leków w chemiotera-
pii przeciwnowotworowej. Cz¹steczka antracykliny z³o¿ona jest z fragmentu agli-
konowego pochodnych antrachinonu po³¹czonego z aminocukrem wi¹zaniem
β-1,7-O-glikozydowym.Wdoksorubicynie (1a) i daunorubicynie (1b) (Rys. 1) ami-
nocukrem jest daunozamina.Wykazuj¹ one szerokie spektrum aktywno�ci przeciw-
nowotworowej. Stosowane s¹ w leczeniu m.in. ostrych bia³aczek i guzów litych.
Niestety, zwi¹zki te posiadaj¹ tak¿e niekorzystne w³a�ciwo�ci, ograniczaj¹ce w spo-
sób istotny ich zastosowanie w klinice. Do g³ównych wad antybiotyków antracykli-
nowych nale¿¹: wysoka kardiotoksyczno�æ oraz brak aktywno�ci w stosunku do
komórek o oporno�ci wielolekowej.

Polepszenie farmakologicznychw³asno�ci antybiotyków antracyklinowych by³o
przyczyn¹ rozpoczêcia poszukiwañ syntetycznych analogówpozbawionych tychwad.
Jedn¹ z syntetycznych pochodnych antracyklin jest mitoksantron (2) (Rys. 1), lek
klinicznie stosowany w ziarnicy z³o�liwej, bia³aczce limfatycznej i nowotworach
narz¹dowych (w tym nowotworu piersi) [1]. Obecno�æ dwóch podstawników alki-
loaminowych stwarza mo¿liwo�æ tworzenia wi¹zañ poprzecznychmiêdzy zasadami
w ³añcuchu DNA i umo¿liwia dzia³anie interkaluj¹ce. Mitoksantron równie¿ wywo-
³uje liczne niepo¿¹dane dzia³ania uboczne, g³ównie kardiotoksyczno�æ, która wynika
ze zdolno�ci antrachinonów do generowania rodników tlenowych [2�4] oraz braku
aktywno�ci w stosunku do komórek o oporno�ci wielolekowej. Jednak w porówna-
niu z doksorubicyn¹ wywo³uje mniej niepo¿¹danych objawów w odniesieniu do
miê�nia sercowego.

Do tej pory zsyntetyzowano kilkaset pochodnych antrachinonów [5]. Niektóre
z nich wykaza³y bardzo interesuj¹ce i obiecuj¹ce w³a�ciwo�ci przeciwnowotwo-
rowe. Godne uwagi s¹ pochodne z niesymetrycznymi ³añcuchami bocznymi 3 [6]
i aza analogi zawieraj¹ce pier�cieñ pirydynowy 4 [7] lub pirydazynowy 5 [8]
(Rys. 1). Okaza³o siê, ¿e wiêkszo�æ modyfikacji antrachinonów, których celem by³o
przeciwdzia³anie oporno�ci wielolekowej jest ³¹czona z chromoforowym piêcio- lub
sze�ciocz³onowymheterocyklicznym pier�cieniem [9�11]. Rezultatem tych spostrze-
¿eñ sta³o siê zaprojektowanie antrapirazoli 6 [12, 13] i ich aza analogów 7 [14],
antrapirydonów 8, antrapirydazonów 9 [15] i benzo[e]piramidonów 10 [16, 17]
(Rys. 1).

Zsyntetyzowano równie¿ peptydowe koniugaty antrachinonów nie tylko jako
potencjalne chemoterapeutyki, ale tak¿e jako zwi¹zki odgrywaj¹ce rolê barwnych
ligandów (chromoforów)wmetodach oczyszczania bia³ek, technikach histochemicz-
nych i badaniu helikalnej struktury DNA z zastosowaniem spektroskopii w ultrafio-
lecie (UV) i �wietle widzialnym (UV-Vis) [18, 19].

Mimo, i¿ do tej pory zsyntetyzowano ca³y szereg analogów antrachinonów,
a niektóre z nich wykaza³y bardzo obiecuj¹ce w³a�ciwo�ci przeciwnowotworowe,
nadal trwa poszukiwanie nowych pochodnych, w tym zdolnych do dzia³ania w opar-
ciu o inny mechanizm ni¿ dotychczas poznany.
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Rysunek 1
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1. METODY SYNTEZ PEPTYDOWYCH KONIUGATÓW
ANTRACHINONÓW I ICH AKTYWNO�Æ BIOLOGICZNA

1.1. SYNTEZA W ROZTWORZE

Coraz wiêkszego znaczenia we wspó³czesnej onkologii nabieraj¹ cytostatyki
bêd¹ce inhibitorami topoizomerazy (topo). Topoizomerazy stanowi¹ grupê enzy-
mów uczestnicz¹cych w procesie prawid³owej replikacji DNA. Topoizomeraza I
(topo I) katalizuje relaksacjê cz¹steczki DNA poprzez powstawanie pêkniêæ w jed-
nej nici, przy³¹czenie siê do niej oraz w koñcowym etapie odtworzenie struktury
DNA [20]. Natomiast topoizomeraza II (topo II) jest odpowiedzialna za tworzenie
naciêæ na dwóch komplementarnych niciach DNA, które ³agodz¹ tzw. stres torsyjny
powsta³y w pewnych rejonach DNA na skutek transkrypcji, replikacji lub podzia-
³ówmitotycznych oraz za po³¹czenie nici DNAw celu uzyskania dwuniciowej cz¹s-
teczki. [21]. Etapem przej�ciowym pomiêdzy tworzeniem �przerw� w strukturze
DNA, a ponownym jej ³¹czeniem jest tzw. kompleks rozszczepialny (niæ DNA +
+ topo), który sta³ siê celem farmakologicznym w poszukiwaniu nowych chemote-
rapeutyków. Najwy¿szy poziom i aktywno�æ topoizomerazy jest w j¹drze komórko-
wym w fazie S cyklu komórkowego, jednak¿e wiêkszo�æ �rodków farmakologicz-
nych dzia³a tak¿e poza t¹ faz¹. Mechanizm dzia³ania inhibitorów topoizomerazy
skierowany jest na aktywno�æ enzymu w wyniku stabilizacji kompleksu rozszcze-
pialnego. Stabilny trójsk³adnikowy kompleks (niæ DNA + topo + inhibitor) zapobiega
naturalnemumechanizmowi naprawy nici DNA z u¿yciem topo [22�24]. Przy³¹cze-
nie inhibitora topo I do utworzonego dwusk³adnikowego kompleksu hamuje odtwa-
rzanie wi¹zañ DNA i prowadzi do przerwania procesu replikacji wskutek uszkodze-
nia helikalnej struktury DNA i zatrzymania wide³ek replikacyjnych. Takie dzia³anie
wp³ywa po�rednio na proces transkrypcji genu TP53 (koduj¹cego bia³ko p53),
a tak¿e akumulacje bia³ka p53 (odpowiedzialnego za aktywno�æ programowanej
�mierci komórkowej), czego efektem jest zahamowanie wzrostu komórki i apoptoza
[22, 23]. Zwi¹zki stabilizuj¹ce kompleksy rozszczepialne z udzia³em topo II unie-
mo¿liwiaj¹ odtworzenie dwóch nici DNA czego efektem s¹ �przerwy� w strukturze
DNA, w miejscu których wi¹zane s¹ bia³ka, co w rezultacie prowadzi do �mierci
komórki lub uruchamia inne mechanizmy uszkadzaj¹ce komórki [21].

Biologiczne w³a�ciwo�ci inhibitorów topoizomerazy I sta³y siê podstaw¹ do
poszukiwania nowych analogów naturalnego inhibitora kamptotecyny (CPT) oraz
innych zwi¹zków, których miejscem uchwytu bêdzie ten enzym [25]. Obecnie
du¿ym zainteresowaniem ciesz¹ siê peptydowe analogi antrachinonów jako poten-
cjalne zwi¹zki hamuj¹ce aktywno�æ topo I. Mechanizm ich dzia³ania polega nie
tylko na inhibicji, ale tak¿e jako zwi¹zki zawieraj¹ce uk³ad kilku pier�cieni aroma-
tycznych maj¹ równie¿ zdolno�æ interkalacji pomiêdzy pary nukleozasad tworz¹c
sta³y kompleks z helis¹ DNA.
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Cummings i Mincher [26] zsyntetyzowali analogi antrachinonu z aminokwa-
sami. Taka modyfikacja mia³a na celu zwiêkszenie zdolno�ci wi¹zania zwi¹zku
z DNA i ca³kowite zredukowanie mo¿liwo�ci zniszczenia helikalnej struktury DNA,
a tak¿e dawa³a nadziejê na przezwyciê¿enie problemu oporno�ci wielolekowej
(MDR). Synteza zwi¹zków 11a�e (Rys. 2) polega³a na reakcji estrów α-aminokwa-
sów z 1,4-dihydroksy-9,10-antrachinonem [27]. Spo�ród 13 zsyntetyzowanych ana-
logów tylko piêæ wykaza³o aktywno�æ hamowania topo na piêciu liniach komórek
jajników chiñskich chomików (CHO) i dwóch liniach komórek ludzkiego raka jaj-
nika. Dwa z nich, 11a,e nie wykaza³y zdolno�ci interkalacji do DNA b¹d� by³a ona
bardzo s³aba.Wwyniku szeregu przeprowadzonych badañ zaobserwowano, ¿e zwi¹-
zek 11b by³ aktywny przeciwko komórkom ludzkiego raka jelita grubego (HT-29)
i ludzkiego niedrobnokomórkowego raka p³uc (NX002).W obu przypadkach nast¹-
pi³o ograniczenie wzrostu guza o 50%. Zwi¹zek ten nie wykazywa³ zdolno�ci inter-
kalacji pomiêdzy pary zasad DNA, ale stabilizowa³ rozszczepialny kompleks (niæ
DNA + topo I) [27]. Ponadto dla trzech zwi¹zków 11a,c,d z tej grupy zaobserwo-
wano zdolno�æ do wi¹zania siê z DNA i hamowania topoizomerazy. Stwierdzono,
tak¿e siln¹ korelacje pomiêdzy inhibicj¹ a cytotoksyczno�ci¹ przeciw linii komór-
kowej ludzkiego raka jajnika (A2780), sugeruj¹c tym samym �mieræ komórkow¹
poprzez czê�ciowe zahamowanie aktywno�ci tego enzymu [28].

Rysunek 2

Dias i wsp. [29] zsyntetyzowali seriê pochodnych antrachinonów równie¿ po³¹-
czonych z aminokwasami. W pierwszej kolejno�ci uzyskali oksapirydazon 13
w reakcji 1,8-dihydroksy-9,10-antrachinonu z 3-amino-1-propanolem i bromkiem
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miedzi(II). Nastêpnie stosuj¹c metodê karbodiimidow¹ (DCC) otrzymali zwi¹zki
14a�e, a po usuniêciu os³ony t-butyloksykarbonylowej (Boc) kwasem trifluoroocto-
wym (TFA) uzyskali zwi¹zki 15a�e (Schemat 1). Spo�ród zsyntetyzowanych aza-
benzoantracenowych pochodnych 15a�e wszystkie wykazywa³y zdolno�æ do inter-
kalacji pomiêdzy zasady DNA, ale jedynie zwi¹zek 15d zawieraj¹cy lizynê by³ cyto-
toksyczny, posiada³ aktywno�æ proapoptyczn¹, silnie wi¹¿¹c siê z DNA i rozpozna-
j¹c okre�lone sekwencje: 5�-CTAAAGG i 5�-ATGC (DNaza I footprinting). Na po-
ziomie komórkowym zwi¹zek ten wykazywa³ zdolno�æ hamowania syntezy DNA
stabilizuj¹c rozszczepialny kompleks (niæ DNA + topo) w fazie S cyklu komórko-
wego. Ponadto wykazywa³ on aktywno�æ w stosunku do linii komórkowej ludzkiej
bia³aczki.

Schemat 1. Synteza pochodnych antrachinonów z aminokwasami [29]

Kim i wsp. [19] zaprojektowali kilka nowych koniugatów antrachinonów z pep-
tydami jako potencjalnych zwi¹zków s³u¿¹cych do badania aktywno�ci tripepty-
dylo-peptydazy (TPP I).
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Schemat 2. Synteza peptydyloantrapirazoli, alanyloglicyloprolilo- i seryloglicyloprolilo-antrachinonów [19]
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Tripeptydylo-peptydaza I jest lizosomaln¹ egzopeptydaz¹ odpowiedzialn¹ za sekwen-
cyjne odcinanie tripeptydów z N-koñca polipeptydów zawieraj¹cych woln¹ grupê
aminow¹.Mutacje wystêpuj¹ce w genie CLN2, koduj¹cymTPP I, prowadz¹ do ciê¿-
kiego autosomalnego, recesywnie dziedziczonego schorzenia neurologicznego, tzw.
klasycznej pó�noniemowlêcej ceroidolipofuscynozy neuronalnej. Badania nad t¹
chorob¹ ograniczaj¹ siê do �ledzenia aktywno�ci TPP I z zastosowaniem tripeptydo-
wych pochodnych.Wystêpowanie, biogeneza i mechanizmy aktywacji TPP I zosta³y
opisane bardzo szeroko w literaturze [30�32].

Kim i wsp. rozpoczêli syntezê od przygotowania zwi¹zków wyj�ciowych 16
i 23, uzyskuj¹c w reakcji z hydroksyhydrazyn¹ w pirydynie odpowiednio: 5-chloro-
-1-antrachinylohydrazyd (17) i 1-hydrazynoantrachinon (24). Etap ³¹czenia zwi¹zku
16 i 23 z odpowiednim Boc chronionym aminokwasem lub peptydem by³ prowa-
dzony w obecno�ci N-hydroksybenzotriazolu (HOBt) i chlorku 1,3-dimetyloamino-
propylo-3-etylokarbodiimidu (EDC·HCl), jako odczynnika kondensuj¹cego w tetra-
hydrofuranie (THF). Po usuniêciu os³ony Boc bromowodorem (HBr) w kwasie octo-
wym (AcOH) lub chlorowodorem (HCl) w dioksanie, uzyskano produkt 22 (Sche-
mat 2). Zastosowanie EDC·HCl zamiast DCC pozwoli³o na zwiêkszenie wydajno-
�ci reakcji dla niektórych po³¹czeñ z 31% do 65%. W przypadku u¿ycia EDC·HCl
do syntezy 1,5-dichloro-9,10-antrachinonu z hydroksyhydrazyn¹ i Boc-Ala-OH
wyst¹pi³a reak-cja cyklizacji w pier�cieniu antrachinonowym i uzyskano antrapira-
zole 18 lub 19. Otrzymane produkty by³y izomerami i oba pozwala³y na uzyskanie
zwi¹zku 22 niezale¿nie od siebie, stosuj¹c odpowiednie odczynniki.

Schemat 3 przedstawia drogê syntezy, w której u¿ycie HBr/AcOH spowodo-
wa³o racemizacjê (3:1) i powstanie dwóch diastereoizomerów. G³ówny diastereo-
izomer 37w reakcji z Boc-Ala-OH daje chroniony tripeptydyloantrachinon 39, a po
deprotekcji produkt 40. Stosuj¹c Boc-Ala-Ala-OH otrzymano zwi¹zek 43, z którego
selektywnie zdjêto os³onê Boc uzyskuj¹c produkt 44. Otrzymane pochodne antra-
chinonów poddano badaniom histochemicznym, maj¹cym na celu zbadanie aktyw-
no�ci tripeptydylo-peptydazy poprzez wprowadzenie zwi¹zków 22, 33 i 40 do my-
sich tkanek. Tam zosta³y one ³atwo zhydrolizowane przez endogenn¹ TPP I, co po-
twierdzi³a akumulacja osadu w lizosomach. Nie znaleziono jednak, ¿adnych dowo-
dów na potwierdzenie hydrolizy pochodnych tripeptydów 29 i 44. Ponadto produkty
hydrolizy zwi¹zków 22, 33 i 40, w po³¹czeniu odpowiednio z aldehydem any¿owym
lub p-nitrobenzaldehydem dawa³y w obrazie mikroskopowym znacznie gêstsze
i bardziej kolorowe produkty ni¿ dla benzaldehydu. Te same po³¹czenia wykorzys-
tano do oszacowania ekspresji genu CLN2 w mysich komórkach mózgu, �ledz¹c
wirusowy transfer genu. Rekombinowane bia³ko by³o ³atwe do wykrycia w obsza-
rach o niskiej aktywno�ci enzymu. Autorzy sugeruj¹, ¿e tego typu zwi¹zki mog¹
znale�æ zastosowanie w histochemicznym badaniu chorób wywo³anych niedobo-
rem TPP I [19].
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Schemat 3. Synteza fenyloalanyloalanyloalanylo-antrachinonów [19]

Molier-Teissier i wsp. [33] zaproponowali metodê syntezy peptydylo-antrachi-
nonów zawieraj¹cych odpowiednio ³añcuch glicyloglicylohistydyny- 50a i glicylo-
histydynylolizyny- 50b (Schemat 4). Do syntezy tego typu po³¹czeñ zastosowano
DCC w obecno�ci trietyloaminy (TEA) oraz HOBt jako odczynnika zmniejszaj¹-
cego stopieñ racemizacji. Otrzymane zwi¹zki poddano badaniom i stwierdzono, ¿e
wykazuj¹ one w³a�ciwo�ci przeciwnowotworowe zarówno w badaniach in vitro na
komórkach bia³aczki (L1210) jak i ludzkich komórkach raka sutka (MCF7), ale ich
aktywno�æ by³a znacznie ni¿sza w porównaniu z mitoksantronem.

Gatto i wsp. [34] zaproponowali syntezê 1-glicyloamino-4-aminoantrachinonu
(53) stosuj¹c metodê DCC i 1-glicyloglicyloamino-4-aminoantrachinonu (55) z u¿y-
ciem estrów aktywnych (Schemat 5). Produkt 53 poddano reakcji z Boc-Gly-OSu
i powtarzaj¹c usuwanie grupy ochronnej, otrzymano po³¹czenia zawieraj¹ce d³u¿sze
³añcuchy glicylowe 55. Chc¹c zwiêkszyæ wydajno�æ otrzymywania tego typu po³¹-
czenia zastosowano reakcjê 1,4-diamino-antrachinonu z nadmiarem chlorku bromo-
acetylu w pirydynie (Pyr), uzyskuj¹c produkt 56, na który podzia³ano ftalimidkiem
potasu i poddano hydrazynolizie otrzymuj¹c 1,4-diglicyloaminoantrachinon (57).
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Schemat 5. Synteza glicylo-antrachinonów [34]

Schemat 4. Synteza glicyloglicylohistydylo- i glicylohistydylolizylo-antrachinonów [33]
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Podobnie jak poprzednio, stosuj¹c metodê estrów aktywnych zsyntetyzowano
jeszcze dwa analogi peptydyloantrachinonów 59 i 61 (Schemat 6), wychodz¹c ze
zwi¹zku 57 i odpowiednio chronionej lizyny (Boc-Lys(Fmoc)-OSu, Boc-Lys(Boc)-
-OSu) lub tryptofanu (Boc-Trp-OSu). Produkty 59 i 61 zosta³y przebadane na ludz-
kich komórkach nowotworowych i na mysich komórkach bia³aczki. Okaza³o siê, ¿e
takie analogi wykazywa³y aktywno�æ cytotoksyczn¹ porównywaln¹ z ametantronem,
ale znacznie ni¿sz¹ ni¿ mitoksantron. Ponadto stwierdzono, ¿e glicyloantrachinony
maj¹ zdolno�æ stymulowania topoizomerazy, podczas gdy jej hamowanie zachodzi
w przypadku zwi¹zków zawieraj¹cych lizynê.

Schemat 6. Synteza glicylolizylo- i glicylotryptofanylo-antrachinonów [34]

Dzierzbicka i wsp. [35] zsyntetyzowali analogi antrachinonów z pochodnymi
tuftsyny. Substratem wyj�ciowym do syntezy chronionych analogów by³y zsyntety-
zowane 1,4-, 1,5- 1,8-bis(tosyloksy)-9,10-antrachinony 62 oraz odpowiednio chro-
nione pochodne tuftsyny 63 (Schemat 7). Pochodne tuftsyny zosta³y zsyntetyzo-
wane metod¹ mieszanych bezwodników z wykorzystaniem N-metylomorfoliny



M. KUKOWSKA, K. DZIERZBICKA, Z. MAÆKIEWICZ536

(NMM) i chloromrówczanu izobutylu lub metod¹ DPPA z wykorzystaniem azydo-
fosforanu difenylu [35�37]. Strukturê tych pochodnych ustalono w oparciu o analizê
widm 1H-NMR (500 MHz, COSY, TOCSY i ROESY) oraz jako�ciow¹ analizê sk³adu
hydrolizatów na p³ytkach TLC.

Zdjêcie os³ony Boc kwasemTFAz pochodnych tuftsyny pozwoli³o na po³¹cze-
nie ich z pochodnymi antrachinonów. Po wielu do�wiadczeniach w zmienianych
warunkach reakcji uda³o siê tak dopracowaæ warunki syntezy, aby otrzymaæ, po
oczyszczeniu na preparatywnych p³ytkach TLCw uk³adzie chloroform-metanol pro-
dukty z wydajno�ci¹ 40�45%. Reakcje prowadzone by³y w acetonitrylu w atmosfe-
rze azotu w temperaturze wrzenia przez 48 godz. z dwu- do czterokrotnym nadmia-
rem pochodnej tuftsyny w stosunku do pochodnej antrachinonu. Struktura otrzyma-
nych chronionych analogów 64 zosta³a potwierdzona jako�ciow¹ analiz¹ sk³adu
hydrolizatów produktów na p³ytkachTLC oraz za pomoc¹widm 1H-NMR (500MHz,
COSY, TOCSY, ROESY i gHSQC) [36, 37]. Po zdjêciu os³on ciek³ym fluorowodo-
rem (HF) zwi¹zki 65a�j zostan¹ przekazane do badañ biologicznych.

Schemat 7. Synteza analogów antrachinonów z pochodnymi tuftsyny

Zwiêkszone zainteresowanie metaloproteinazami (MMP) obecnymi w komór-
kach nowotworowych doprowadzi³o do poszukiwania zwi¹zków o w³a�ciwo�ciach
terapeutycznych, których miejscem dzia³ania by³yby MMP, a w szczególno�ci
MMP-9 (¿elatynaza B).Metaloproteinazy nale¿¹ do grupy zale¿nych od cynku endo-
peptydaz, których g³ówn¹ funkcj¹ jest przebudowa sk³adników macierzy zewn¹trz-
komórkowej. S¹ one syntetyzowane w komórkach i uwalniane do przestrzeni zew-
n¹trz komórkowej w formie nieaktywnej, tzw. proMMP. Aktywacja tego enzymu
nastêpuje w wyniku proteolitycznego ciêcia w rejonie propeptydu. Hamowanie
aktywno�ci MMP nastêpuje przy udziale tkankowych inhibitorów metaloproteinaz
(TIMP) [38�40]. Metaloproteinazy odgrywaj¹ znacz¹c¹ rolê w rozwoju nowotworu
przez pobudzanie wzrostu komórek raka, migracjê, inwazjê, tworzenie nowych



PEPTYDOWEKONIUGATYANTRACHINONÓW I ICHAKTYWNO�Æ 537

naczyñ krwiono�nych (angiogeneza) i przerzutów. Ich aktywno�æ jest znacznie zwiêk-
szona prawie we wszystkich typach nowotworów, a w szczególno�ci w przypadku
szpiczaka mnogiego (MM), który jest chorob¹ z³o�liw¹, nieuleczaln¹, o charakte-
rystycznym powolnymwzro�cie monoklonalnych plazmocytów lub plazmoblastów
w szpiku kostnym [41].

Mincher i wsp. [42] otrzymali w reakcji 1-aminoprolyloaminoantrachinonu
z estrem pentafluorofenylu (OPfp) Boc chronionego aminokwasu lub z zastosowa-
niem estru hydroksysukcynoimidowego (OSu) dwa koniugaty 66 i 67a (EV1)mono-
podstawionych antrachinonem peptydów. Aminokwasy by³y przy³¹czane kolejno,
a¿ do uzyskania oczekiwanej sekwencji. Os³ony grupy aminowej by³y usuwane za
pomoc¹ kwasu TFA. Celem tych badañ sta³o siê poszukiwanie proleków, które s¹
przekszta³cane do formy aktywnej przez nadekspresjê metaloproteinazy w otocze-
niu nowotworu. W wyniku inkubacji zwi¹zku 66 w obecno�ci rekombinowanego
bia³ka MM-9 nastêpuje specyficzne rozszczepienie powoduj¹ce utworzenie po³¹-
czenia 1-aminopropyloaminoprolilo-leucyloglicyny [43] (Rys. 3).

Rysunek 3
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Zwi¹zek 67a zosta³ poddany w celu uzyskania po³¹czenia 67b (EV1-FITC), niez-
bêdnego w detekcji rozszczepienia proleku przez MMP-9 (Rys. 3) dzia³aniu izotio-
cyjaninu fluoresceiny (FITC). Rozk³ad proleku EV1-FITC przez MMP-9 powoduje
emisjê wi¹zki �wiat³a (uk³ad chromoforowy), która mo¿e byæ wykorzystana do pomia-
ru aktywno�ci zwi¹zku. Linia mysich komórek szpiczaka mnogiego (5T33MMvv)
w reakcji z EV1-FITC powoduje wzrost luminescencji w porównaniu do komórek
zdrowych, co �wiadczy owzro�cie poziomuMMP-9w komórkach nowotworowych.
Rozszczepienie zwi¹zku EV1-FITC nastêpuje w ³añcuchu peptydowym pomiêdzy
Gly i Nva, co zaobserwowanow komórkach ludzkiegow³ókniakomiêsaka (HT1080),
bogatego w MMP-9 [44].

Poszukuj¹c nowej drogi walki z nowotworami znaleziono zwi¹zki wspó³dzia-
³aj¹ce z hormonem uwalniaj¹cym gonadotropinê, a tak¿e luteotropinê i folitropinê �
gonadoliberynê (GnRH) (68) (Rys. 4). GnRH jest amidem dekapeptydu, zawieraj¹-
cym na N-koñcu kwas piroglutaminowy, dzia³aj¹cym w podwzgórzu (przysadce),
gdzie stymuluje uwalnianie obu gonadotropin: hormonu lutenizuj¹cego (LH) i folio-
tropiny (FSH). Po�rednio kontroluje on dojrzewanie p³ciowe, cykl menstruacyjny,
spermatogenezê i klimakterium, dlatego te¿ jest stosowany w diagnostyce i leczeniu
zaburzeñ p³odno�ci kobiet i mê¿czyzn. Zainteresowaniem naukowców ró¿nych dzie-
dzin ciesz¹ siê nowe analogi GnRH, zarówno o dzia³aniu antagonistycznym jak
i agonistycznym. Zainteresowanie jest tym wiêksze, i¿ mog¹ one znale�æ zastoso-
wanie nie tylko w antykoncepcji, ale tak¿e jako potencjalne leki w rozwi¹zywaniu
problemów endokrynologicznych, w tym przedwczesnej dojrza³o�ci p³ciowej, raku
prostaty czy piersi [45].

Pierwsze analogi uzyskano w wyniku modyfikacji chemicznych na glicynie
w pozycji 6 i 10, co zapewni³o d³u¿szy czas pó³trwania leku w organizmie. Z drugiej
strony wiadomo, ¿e kolejno�æ aminokwasów i budowa ³añcucha peptydowego
warunkuje w³a�ciwo�ci farmakodynamiczne sztucznych gonadoliberyn. Przypusz-
czano, ¿e mechanizm dzia³ania analogów GnRH w chorobach zwi¹zanych z utrat¹
hormonów, które w rezultacie s¹ zwi¹zane z os³abieniem pracy przysadki, mog¹
generowaæ zatrzymanie czynników wzrostowych komórek nowotworowych przez
oddzia³ywanie z receptorem GnRH, który jest obecny w komórkach raka prostaty,
jajnika czy piersi.

Rysunek 4



PEPTYDOWEKONIUGATYANTRACHINONÓW I ICHAKTYWNO�Æ 539

Rahimipour i wsp. [46] otrzymali zwi¹zki: [D-Lys6(Emo)]GnRH (69a)
i [D-Lys6(AntrQ)]GnRH (69b), bêd¹ce po³¹czeniami antrachinonów z modyfikowa-
nym ³añcuchem gonadoliberyny (GnRH) (Schemat 8). Syntezê przeprowadzono
z wykorzystaniem heksafluorofosoranu tris(dimetyloamino)-1-benzotriazolilofosfo-
niowego (PyBOP), jako odczynnika sprzêgaj¹cego. Zwi¹zek [D-Lys6(Emo)]GnRH
(69a) pomimo ma³ego powinowactwa do wi¹zania siê z receptorem powoduje du¿y
wzrost LH, como¿e byæ spowodowane w³a�ciwo�ciami budowy nienaturalnego ³añ-
cucha peptydowego w uk³adzie antrachinonowym.

Schemat 8. Synteza po³¹czeñ [D-Lys6]GnRH z Emo i AntrQ [46]

Takie interkalatory mog¹ redukowaæ powinowactwo do wi¹zania z receptorem, jed-
nocze�nie aktywuj¹c go. Zwi¹zek 69a wykazuje d³ugotrwa³¹ aktywno�æ co mo¿e
byæ spowodowane, zwiêkszon¹ zdolno�ci¹ 1,6,8-trihydroksy-3-karboksyantrachinonu
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(Emo) (70a) do wi¹zania siê z bia³kami surowicy, które prawdopodobnie zapobie-
gaj¹ proteolitycznej degradacji peptydu. Zarówno [D-Lys6(Emo)]GnRH (69a) jak
i Emo (70a) nie wykazuj¹ toksyczno�ci i w ciemno�ci nie wywo³uj¹ apoptozy
komórek linii przysadki, podczas gdy sam 70awwyniku na�wietlania posiada zdolno-
�ci cytotoksyczne i indukuje programowan¹ �mieræ komórkow¹. [D-Lys6(AntrQ)]GnRH
(69b) w porównaniu do 69a, wykazuje wysokie powinowactwo do wi¹zania recep-
tora, a jego aktywno�æ supresorowa in vitro zachêca do przeprowadzenia badañ in
vivo. Stwierdzono, ¿e zwi¹zek 69a wykazuje zdolno�æ hamowania wzrostu ludz-
kich komórek raka piersi i prostaty.

1.2. SYNTEZA NA NO�NIKU STA£YM

Poszukiwaniem nowych inhibitorów topoizomerazy zainteresowali siê tak¿e
Giles i wsp. [18], którzy zaprojektowali syntezê po³¹czeñ antrachinonu z N-termi-
naln¹ grup¹ aminow¹ peptydu na fazie sta³ej. W tym celu przeprowadzili reakcjê
leukochinizaryny (71) (otrzymanej z 1,4-dihydroksy-9,10-antrachinonu metod¹
Greenhalgha i Hughesa [47]) w atmosferze gazu obojêtnego w suchym DMF z up-
rzednio zsyntetyzowanym peptydem osadzonym na ¿ywicy. Koñcowym etapem syn-
tezy by³o oddzielenie surowego produktu od ¿ywicy za pomoc¹ ciek³ego HF (Sche-
mat 9).

Schemat 9. Synteza peptydylo-antrachinonów na fazie sta³ej [18]
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Zsyntetyzowane zwi¹zki 73a�owykazuj¹ zdolno�æ do hamowania topoizomerazy I.
Najbardziej aktywne okaza³y siê analogi zawieraj¹ce L-Tyr 73l i Phe(NO2) 73m. Ich
aktywno�æ jest porównywalna do kamptotecyny (CPT), ale w wy¿szym stê¿eniu.
Zwi¹zki te wykazuj¹ zdolno�æ do stabilizowania rozszczepialnych kompleksów
w analogiczny sposób jak CPT [25].

Czynnik transkrypcyjnyAP-1, nale¿¹cy do rodziny bia³ek Fos i Jun (bia³ek trans-
krypcyjnych rozpoznaj¹cych sekwencje Lys-Cys-Arg � KCR) kodowanych przez
protoonkogeny c-fos i c-jun, odgrywa bardzo wa¿n¹ rolê zarówno w procesie proli-
feracji, ró¿nicowania, apoptozy, jak i w procesie z³o�liwienia nowotworów [48�50].
Bia³ko AP-1 jest zdolne do oddzia³ywania ze swoistymi sekwencjami DNA, skut-
kiem czego jest powstanie kompleksu transkrypcyjnego [50, 51]. Na regulacjê
aktywno�ci wielu genówwp³ywaj¹ czynniki transkrypcyjne c-Fos i c-Jun, które roz-
poznaj¹ motyw AP-1 DNA i dziêki budowie suwaka leucynowego tworz¹ homo-
i heterokompleksy. Kompleksy typu Jun-Fos maj¹ zdolno�æ hamowania transkryp-
cji, a Jun-Jun jej nasilania [49, 52, 53]. Redukcja cysteiny jest potrzebna do u³atwie-
nia wi¹zania z DNA. Prawdopodobnie podwójna rola lizyny i argininy pozostaje
pod wp³ywem w³a�ciwo�ci redukcyjnych cysteiny i zdolno�ci wi¹zania bia³ek Fos
i Jun do domeny DNA. Jednak¿e lizyna i arginina nie s¹ obecne w takiej samej
ilo�ci w obszarze bia³ka Fos i Jun i dlatego ich oddzia³ywanie z DNA jest tak ró¿ne
[51, 52].

Ijaz i wsp. [54] zaproponowali syntezê kilku koniugatów peptydylo-antrachi-
nonów, któr¹ rozpoczêli od otrzymania 1-[N-(2-aminoetylo)amino]-antrachinonu (76)
na drodze aminacji 1-chloroantrachinonu (74) w nadmiarze TEA, a nastêpnie reak-
cji z bezwodnikiem bursztynowym. Uzyskany zwi¹zek 76 poddano reakcji z o�mioma
ró¿nymi peptydami, chronionymi grup¹ fluorenylo-metoksykarbonylow¹ (Fmoc),
zawieraj¹cymi od piêciu do siedmiu aminokwasów z niezmienion¹ sekwencj¹ KCR,
osadzonymi na ¿ywicy, stosuj¹c heksafluoro-fosforan tris(dimetyloamino)-1-ben-
zotriazoliloksyfosforan (BOP).Otrzymane produkty 78a�h odszczepiono od ¿ywicy za
pomoc¹ roztworu etanoditiolu (EDT)/H2O i triizopropylosilanu (TIS)/TFA (Sche-
mat 10). Autorzy zsyntetyzowali zwi¹zki 78a�h, wi¹¿¹ce siê z DNA, jako poten-
cjalne inhibitoryAP-1. £añcuch peptydowy w strukturze zwi¹zku rozpoznaje okre-
�lone sekwencje oraz zapewnia utworzenie kompleksu: zwi¹zek 78a�h+DNA. Pier�-
cieñ antrachinonowy pozwala na interkalacjê pomiêdzy zasady DNA i w ten sposób
mo¿e stabilizowaæ s³abe, lecz specyficzne wi¹zanie ³añcucha peptydowego z do-
men¹ DNA. Ponadto powinowactwoAP-1 do swoistych sekwencji jest uzale¿nione
od obecno�ci produktu powsta³ego wwyniku redukcji cysteiny we fragmencie KCR,
który jest charakterystyczny dla tej grupy bia³ek. Dodatkowo stwierdzono, ¿e bar-
dziej efektywne w hamowaniu transkrypcji bia³ka AP-1 s¹ po³¹czenia zawieraj¹ce
aminokwasyAKCRNA,AKCRKA,AKCRKRA,AKCRNRA, dziêki zdolno�ci prze-
mieszczania czynnika transkrypcyjnego ze swoistych sekwencji DNA.
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Opisane uprzednio koniugaty [D-Lys6]GnRH (68a) zosta³y równie¿ zsyntetyzo-
wane na fazie sta³ej [46] (Schemat 8). Do utworzenia wi¹zania peptydowego
zastosowano automatyczny syntetyzator z ¿ywic¹ 4-(2�,4�-dimetoksyfenylo-Fmoc-
-aminometylo)fenoksydow¹ i Fmoc chroniony dekapeptyd. Grupê Boc z ε -NH2
lizyny zast¹piono grup¹ trimetylosililow¹ (Mtt). U¿ywaj¹c standardowej procedury
sprzêgania z BOP, otrzymano po³¹czenia ε -NH2 lizyny z 1,6,8-trihydroksy-3-kar-
boksyantrachinonem i 2-hydroksymetylo-antrachinonem (AntrQ) 70b. Reakcja ta
prowadzi³a do powstania [D-Lys6](Emo)GnRH (69a) i [D-Lys6](AntrQ)GnRH (69b),
które z ¿ywicy zosta³y usuniête mieszanin¹ TFA, wody i trisililu (Et3SiH). Aktyw-
no�æ otrzymanych zwi¹zków omówiono przy prezentowaniu ich syntezy w roztworze.

PODSUMOWANIE

Obecnie du¿ym zainteresowaniem ciesz¹ siê koniugaty antrachinonów, których
aktywno�æ skierowana jest na hamowanie topoizomerazy, enzymu uczestnicz¹cego
w prawid³owym procesie replikacji DNA. Nale¿¹ do nich aminokwasowe i pepty-
dowe analogi, np. 11a, c, d, 73l, m (Rys. 2, Schemat 9). Ta grupa zwi¹zków stanowi
wyzwanie w walce z ró¿nego typu nowotworami m.in. rakiem jajnika, p³uc czy jelita
grubego. Równie wa¿ne s¹ zwi¹zki zawieraj¹ce ³añcuchy glicyloglicylohistydynowe
50a, glicylohistydynylolizynowe 50b, glicyloglicylolizynowe 59 i glicyloglicylotryp-
tofanowe 61 (Schemat 4, Schemat 6), które wykazuj¹ aktywno�æ przeciwnowotwo-

Schemat 10. Synteza pochodnych alanylolizylocysteinyloarginylo-antrachinonów na fazie sta³ej [54]
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row¹, ale znacznie ni¿sz¹ ni¿ mitoksantron. Drugim wa¿nym enzymem, który sta³
siê docelowym miejscem uchwytu projektowanych zwi¹zków jest ¿elatynaza B
(MMP-9). Otrzymane proleki, w wyniku dzia³ania endopeptydazy obecnej w du¿ych
ilo�ciach w otoczeniu komórek nowotworowych, by³y przekszta³cane w aktywn¹
formê leku 66, 67a,b (Rys. 3). Zsyntetyzowano równie¿ zwi¹zki wspó³dzia³aj¹ce
z gonadoliberyn¹ 69a,b (Schemat 8), którychmechanizm dzia³ania polega na hamo-
waniu czynników wzrostowych komórek nowotworowych przez oddzia³ywanie
z receptorem GnRH, obecnym w komórkach narz¹dów p³ciowych.

Natomiast peptydyloantrachinony 78a�h (Schemat 10) mog¹ mieæ zastosowa-
nie jako potencjalne inhibitory czynnika transkrypcyjegoAP-1, odgrywaj¹cego zna-
cz¹c¹ rolê w procesie proliferacji i z³o�liwienia nowotworu. Ostatnio wykazano, ¿e
peptydowe analogi antrachinonów mog¹ równie¿ odegraæ znacz¹c¹ rolê w diagno-
styce wielu chorób zwi¹zanych z niedoborem TPP I � 22, 33, 40 (Schemat 2, Sche-
mat 3), oraz jako barwne ligandy stosowane wmetodach oczyszczania bia³ek i bada-
niu helikalnej struktury DNA z wykorzystaniem spektroskopii w ultrafiolecie (UV)
i �wietle widzialnym (UV-Vis) � 73 (Schemat 9).

Podziêkowanie: Praca powsta³a podczas realizacji projektu badawczego
KBN 3 P05F 01425 wewspó³pracy z UniwersytetemGdañskim (Grant BW 8000-5-
0298-6).
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ABSTRACT

DNA sequences with stretches of multiple guanines can form four-stranded
tetraplex DNA structures called guanine-quadruplexes or G4 DNA. They contain
stacked arrays of planar guanine quartets linked by connecting loops (Fig. 1, Fig. 2).
Evidence supports the occurrence of quadruplexes in the cell nucleus and a number
of biological functions have been attributed to quadruplexes. In eukaryotic systems
guanine-rich sequences are positioned at the ends of chromosomes and are called
telomeric DNA. The study of telomeric DNA has acquired importance through the
discovery of the relationship between telomerase activity in most cancer cells and
telomere folding into tetraplex structure. Coordination of certain metal cations stabi-
lizes G-quadruplex as do some promising small organic molecules, which are regar-
ded as potential anticancer drugs.Among many techniques employed to explore proper-
ties of G-quadruplexes, fluorescence resonance energy transfer (FRET) has been re-
cognized as a powerful tool to explore tetraplex formation due to extreme sensitivity
and the distance dependency of the FRET process.

This review shows how FRET contributes to G-quadruplex research and focuses
on the FRET application, describing briefly also the underlying principles.
Information about molecular structure, binding events, and motion are considered to
be potentially available from FRET measurements. In a typical FRET experiment a
guanine-rich oligonucleotide labeled with proper fluorophores (FRET donor and ac-
ceptor) undergoes structural transformations (folding or unfolding), which are moni-
tored by spectral changes in the fluorescence spectra of FRET partners. We tried to
summarize the current developments in the field of the various applications of FRET
measurements for the fundamental structural and kinetic investigations of G-quadru-
plexes and their complexes with metal cations and organic ligands. Fundamental ap-
plications include studies of quadruplex unfolding kinetics with the use of comple-
mentary DNA or PNA (Peptide Nucleic Acid) strands as a duplex trap or determina-
tion of thermodynamic parameters. Practical applications are illustrated by the FRET-
based selection of quadruplex-binding ligands, construction of the quadruplex-based
nanomotor, design of molecular probes for protein recognition, and development of
sensors for the detection of potassium ions in aqueous media.

The presented examples of FRET studies showed that FRET is particularly use-
ful in structural studies of oligonucleotides capable of folding into tetraplex structure.

Key words: Fluorescence; Fluorescence Energy Transfer (FRET); G-quadruplex; Pro-
teins; Quadruplex-binding ligands; Telomeric DNA;Tetraplex DNAstructure; Throm-
bin Binding Aptamer (TBA)

S³owa kluczowe: Czteroniciowe DNA, Fluorescencja; G-kwadrupleks; Bia³ka;
Ligandy oddzia³uj¹ce z G-kwadrupleksami; Procesy przenoszenia energii (FRET);
Telomerowe DNA; Tetrapleks; Trombinowy aptamer (TBA)
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WSTÊP

Oligonukleotydy bogate w reszty guaniny mog¹ tworzyæ zwiniête wieloniciowe
struktury, zwane tetrapleksami lub G-kwadrupleksami (G4 DNA) [1, 2]. W stabili-
zacji takich struktur znaczenie maj¹ zarówno oddzia³ywania typu Watsona-Cricka,
jak i wi¹zania wodorowe typu Hoogsteena.

Czteroniciowe DNA, w formie G-kwadrupleksów, zaczê³o przykuwaæ uwagê
naukowców i onkologów ju¿ na pocz¹tku lat dziewiêædziesi¹tych. Podejrzewano,
¿e kwadrupleksy mog¹ uczestniczyæ w reakcjach blokuj¹cych rozwój chorób nowo-
tworowych, przeszkadzaj¹c telomerazie w wyd³u¿aniu telomerowego DNA na koñ-
cach chromosomów [3�5]. Podwy¿szon¹ aktywno�æ telomerazy wykryto w 80�90%
wszystkich ludzkich komórek nowotworowych i nie obserwowano jej w s¹siednich
komórkach somatycznych.

Analizowane dotychczas G-kwadrupleksy zbudowane s¹ z jednej lub kilku nici
kwasu nukleinowego, o orientacji równoleg³ej lub antyrównoleg³ej. Kana³, tworz¹cy
siê wewn¹trz takiej struktury mo¿e pomie�ciæ kationy metalu [6]. Na Rys. 1Aprzed-
stawiono kwartet guaninowy (G-kwartet), utworzony przez cztery reszty guaniny,
le¿¹ce w jednej p³aszczy�nie i oddzia³uj¹ce ze sob¹ za pomoc¹ wi¹zañ wodorowych
typu Hoogsteena. Dwa, trzy lub cztery kwartety guaninowe, zasocjowane w obrêbie
danego kwadrupleksu (Rys. 1B), asocjuj¹ ze sob¹ dziêki oddzia³ywaniom warstwo-
wym (ang. stacking). Najbardziej interesuj¹c¹ cech¹ strukturaln¹ kwadrupleksu jest
obecno�æ centralnego kana³u, który mo¿e kompleksowaæ w sposób selektywny
wybrane kationy metali. Precyzyjna koordynacja kationu metalu nastêpuje w wyniku
jego oddzia³ywania z o�mioma guaninowymi atomami tlenu (przy wêglu C-6)
z dwóch s¹siednich kwartetów (Rys. 1).

Rysunek 1. (A) Struktura kwartetu guaninowego z centralnie koordynowanym jonem metalu.
(B) Schemat kwadrupleksu powsta³ego w wyniku warstwowej asocjacji trzech kwartetów guaninowych

G-kwadrupleksy powstaj¹ albo przez asocjacjê dwóch lub czterech oddziel-
nych nici DNA (tetrapleks intermolekularny lub miêdzycz¹steczkowy), albo w wy-
niku zwiniêcia siê pojedynczej nici bogatej w guaniny (tetrapleks intramolekularny
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lubwewn¹trzcz¹steczkowy)[7�9].WszystkieG-kwadrupleksyposiadaj¹dwiegrupy
resztnukleotydowych:deoksyguanozyny,tworz¹cep³askiestrukturykwartetówgua-
ninowychorazniesparowanereszty,wchodz¹cewsk³adtzwpêtli.NaRys.2a�d
przedstawionoschematycznieprzyk³adyinter-iintramolekularnychstrukturG-kwa-
drupleksóworazeksperymentalnymodelmolekularnykwadrupleksu,utworzonego
przezludzkietelomeroweDNA[7],zgodnyzestruktur¹zarejestrowan¹wBanku
proteinpodnr143D.

PrzestrzennabudowaG-kwadrupleksówzale¿yodliczbyzasocjowanychnici
orazichwzajemnejorientacjiwzglêdemsiebie[6].Itak,dlaG-kwadrupleksów,
utworzonychzczterechoddzielnychniciDNA,istniej¹czteryuk³adyoró¿nej
polarno�cinici(orientacjaantyrównoleg³a/równoleg³a).Jedenztakichuk³adów
zilustrowanonaRys.2a.NatomiastRys.2bprzedstawiabudowêjednejzsze�ciu
mo¿liwychstrukturdwucz¹steczkowegoG-kwadrupleksu,powsta³egowwyniku
dimeryzacjidwócholigonukleotydówwformie�spinki�(ang.hairpin).Jeszczeca³-
kiemniedawnouwa¿ano,¿eintramolekularneG-kwadrupleksy�utworzonezpoje-
dynczejnici�mog¹przyjmowaæjedn¹zdwóchantyrównoleg³ychformstruktural-
nych:krzese³kow¹lubkoszykow¹.Budowêformykoszykowejprzedstawiaj¹
Rys.2ci2e.Ostatniopublikowanebadaniarentgenostrukturalnekompleksupotasu
zludzkimtelomerowymDNAsugeruj¹istnienietrzeciejformy,strukturyrównole-
g³ej(Rys.2d)przypominaj¹cej�mig³o(ang.propellerstructure)[10].

Rysunek2.Schematycznestrukturytetrapleksów:(a)miêdzycz¹steczkowyrównoleg³ykwadrupleks,
utworzonyzczterechniciDNA,(b)dwucz¹steczkowykwadruplekszdiagonalnymipêtlami,(c)wewn¹trz-

cz¹steczkowyantyrównoleg³ykwadruplekstypu�krzese³ko�,(d)wewn¹trzcz¹steczkowyrównoleg³y
kwadruplekszpêtlamile¿¹cymiwzd³u¿rowków,(e)modelmolekularnykwadrupleksuutworzonegoprzez
oligonukleotydosekwencjiludzkiegotelomerowegoDNA,d(G3(TTAG3)3),(wstêgasymbolizujeszkielet

fosforanowo-cukrowy,nukleozasadyoznaczones¹nastêpuj¹cymikolorami:guanina�zielonym,
adenina�czerwonymitymina�niebieskim)
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Kationy metalu stabilizuj¹ strukturê kwadrupleksow¹ przez koordynacjê gua-
ninowych atomów tlenu przy wêglu C-6 w G-kwartecie. Optymaln¹ stabilno�æ za-
pewniaj¹ jony potasowe (efektywne na poziomie stê¿eñ fizjologicznych). Jony ró¿-
nych metali s¹ w stanie wywo³ywaæ zmiany konformacyjne (przej�cie jednej formy
w drug¹), które w zale¿no�ci od rodzaju kwadrupleksu, mog¹ byæ znacz¹ce, jak to
mamiejsce w przypadku oligonukleotydu o sekwencji d[AGGG(TTAGGG)3] (zgod-
nej z sekwencj¹ ludzkiego telomerowego DNA) [10�12]. Sodowy kwadrupleks
posiada antyrównoleg³¹ strukturê (Rys. 2c i 2e) z dwiema bocznymi pêtlami TTA
w górnej czê�ci kwadrupleksu i jedn¹ przek¹tn¹ pêtl¹ TTA w dolnej czê�ci. Kom-
pleks potasowy mo¿e istnieæ w postaci trzech struktur: krzese³kowej, koszykowej
oraz równoleg³ej struktury z czterema równoleg³ymi niæmi (Rys. 2d) [12]. Wszyst-
kie trzy pêtle TTAbiegn¹ wtedy na zewn¹trz rdzenia G-kwartetowego (wzd³u¿ row-
ków). Powy¿szy przyk³ad ilustruje potencjaln¹ mo¿liwo�æ przej�cia jednej formy
w drug¹ pod wp³ywem kationów metali. Zupe³nie inaczej wygl¹da sytuacja w przy-
padku intermolekularnego kwadrupleksu utworzonego przez dwie nici oligonukle-
otydu o sekwencji d(GGGG-TTTT-GGGG). Stwierdzono, ¿e rodzaj jonu metalu nie
wywo³uje ¿adnych zmian konformacyjnych. Oba kompleksy (z jonami K+ i jonami
Na+) to dimerowe struktury z naprzemianleg³¹ orientacj¹ nici i przek¹tnymi pêtlami
na przeciwleg³ych koñcach kwadrupleksu (Rys. 2b) [10, 13, 14].

Fakt, ¿e w obecno�ci jonówmetali alkalicznych, DNA o odpowiedniej sekwen-
cji mo¿e przekszta³caæ siê w strukturê G-kwadrupleksu sugeruje, ¿e równie¿ w ko-
mórce (in vivo) powinny zachodziæ podobne mechanizmy.

Oprócz kationów metali, w selektywnym tworzeniu siê lub stabilizacji guani-
nowych kwadrupleksówmog¹ równie¿ uczestniczyæ cz¹steczki zwi¹zków organicz-
nych, tzw. ligandy. Nale¿y tu wymieniæ pochodne antrachinonowe, pochodne akry-
dynowe, porfiryny i inne ligandy posiadaj¹ce p³askie uk³ady aromatyczne [15�19].
Wspóln¹ cech¹ wszystkich wymienionych ligandów jest p³aski rozbudowany chro-
mofor aromatyczny z deficytem elektronowym i kationowymi podstawnikami.
Takie p³askie ligandymog¹ oddzia³ywaæ warstwowo z p³aszczyznami guanin amiej-
scem wi¹¿¹cym ligand w kwadrupleksie s¹ p³aszczyzny zewnêtrznych kwartetów
guaninowych (ang. end stacking) [15�19].

Do badania G-tetrapleksów stosowane s¹ ró¿ne techniki, m.in. dyfrakcja rent-
genowska, spektroskopia NMR, spektroskopia dichroizmu ko³owego (CD), spek-
trometria mas, fluorescencja oraz spektroskopia UV-Vis.Wa¿n¹ metod¹ fluorescen-
cyjn¹, stosowan¹ do badania procesu tworzenia siê G-kwadrupleksów, jest technika
oparta na fluorescencyjnym rezonansowym przeniesieniu energii (ang. Fluorescen-
ce Resonance Energy Transfer, FRET). Celem niniejszego artyku³u przegl¹dowego
jest podsumowanie bie¿¹cych dokonañ w dziedzinie rozmaitych zastosowañ tech-
niki FRETwbadaniu kwadrupleksówG4, obejmuj¹cych zarówno podstawowe bada-
nia strukturalne, jak i praktyczne aplikacje tej metody. Zastosowania obejmuj¹
poszukiwania ligandów skutecznie wi¹zanych przez kwadrupleksy w celu budowy
nanomaszyn molekularnych lub projektowania �latarni molekularnych� (ang.mole-
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cular aptamer beacon) do rozpoznawania bia³ek. Opiszemy równie¿ metodê detek-
cji i wizualizacji jonów potasowych w roztworze wodnym, przy u¿yciu sensora PSO
(ang. Potassium Sensing Oligonucleotide, PSO), tworz¹cego kwadrupleksy G4.

1. REZONANSOWY TRANSFER ENERGII � (FRET)

Fluorescencyjny rezonansowy transfer energii (FRET) to metoda spektrosko-
powa, dostarczaj¹ca informacji na temat odleg³o�ci miêdzy fluoroforami (ich prze-
strzennego rozmieszczenia). Jest to metoda szczególnie przydatna w analizie zmian
strukturalnych zachodz¹cych w biopolimerach, np. w kwasach nukleinowych
[20, 21]. W typowym eksperymencie FRET, kwas nukleinowy znakowany jest
dwoma ró¿nymi fluoroforami, donorem i akceptorem energii, zwi¹zanymi kowa-
lencyjnie w dwóch ró¿nych miejscach cz¹steczki. Energia stanu wzbudzonego fluo-
ryzuj¹cego donora jest bezpromieni�cie przenoszona do niewzbudzonej cz¹steczki
akceptora w wyniku s³abych oddzia³ywañ typu dipol-dipol. Aby uzyskaæ analitycz-
nie u¿yteczny sygna³ FRET, oddalenie cz¹steczki akceptora od cz¹steczki donora
powinno wynosiæ nie wiêcej ni¿ ok. 80Å [21]. Proces FRET manifestowany jest
zmianami spektralnymi uk³adu: fluorescencja donora spada w wyniku procesów
wygaszania, natomiast emisja akceptora wzrasta. A zatem, wydajno�æ FRET (E)
mo¿na �ledziæ mierz¹c albo spadek fluorescencji (skrócenie czasu ¿ycia) donora
albo wzrost fluorescencji akceptora. Aby z danych eksperymentalnych otrzymaæ
informacje dotycz¹ce odleg³o�ci miêdzy fluoroforami, konieczna jest znajomo�æ
relacji pomiêdzy wydajno�ci¹ FRET i odleg³o�ci¹ dziel¹c¹ donor i akceptor. Förster
wykaza³, ¿e wydajno�æ FRET jest odwrotnie proporcjonalna do szóstej potêgi odle-
g³o�ci pomiêdzy fluoroforami (równanie (1)):

E = (1 + R6/Ro
6)�1

gdzie R jest odleg³o�ci¹ pomiêdzy fluoroforami.Ro jest tzw. �odleg³o�ci¹ krytyczn¹�,
tzn. charakterystycznym promieniem Förstera dla danej pary donor-akceptor, który
mo¿na wyznaczyæ z ich charakterystyk spektralnych:

Ro
6 = 8,8 ·10�28 ΦD κ2 n�4 J(v)

gdzie ΦD jest fluorescencyjn¹ wydajno�ci¹ kwantow¹ donora w nieobecno�ci
akceptora, κ2 to parametr zale¿ny od wzglêdnej orientacji momentów przej�cia
donora i akceptora, n to wspó³czynnik za³amania o�rodka a J(v) to ca³ka nak³adania
widma emisji donora i widma absorpcji akceptora. Z równania (1) wyra�nie widaæ,
¿e gdy R = Ro, wydajno�æ FRET wynosi 50%. Powy¿sze zale¿no�ci stanowi¹ pod-
stawê do zastosowania FRET w celu otrzymania informacji strukturalnych [22].

Technikê FRET stosowano w wielu badaniach z udzia³em kwasów nukleino-
wych. Udane zastosowania FRET obejmuj¹ �ledzenie zmian konformacyjnych
w kwasach nukleinowych [23, 24], badanie hybrydyzacji i profili topnienia DNA

(1)

(2)
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[25], monitorowanie procesu tworzenia potrójnej helisy DNA [26], badanie geome-
trii kwadrupleksów G4 DNA [27], jak równie¿ konstrukcje sensorów typu �latarnia
molekularna� nazywanych tak¿e �wy�wietlaczami molekularnymi� (ang. molecu-
lar beacon) oraz opracowanie ilo�ciowej analizy PCR (³añcuchowa reakcja polime-
razy) [28, 29].

2. FRET I TETRAPLEKSOWE STRUKTURY DNA

Wewn¹trzcz¹steczkowe zwiniêcie pojedynczej elastycznej nici cz¹steczki DNA
w formêG-kwadrupleksu o zwartej budowie, to proces strukturalnego przej�cia pro-
wadz¹cy do znacznego zbli¿enia siê obu zakoñczeñ nici. Technika FRETwydaje siê
byæ idealnym rozwi¹zaniem zapewniaj¹cym mo¿liwo�æ monitorowania tego pro-
cesu, pod warunkiem, ¿e oba koñce nici DNA bêd¹ znakowane odpowiednimi fluo-
roforami (donorem i akceptorem). Pierwszy przyk³ad transferu energii zachodz¹cy
w guaninowych tetrapleksach opisali Simonsson i Sjöback [30]. Autorzy zademon-
strowali wystêpowanie procesu FRETw intramolekularnie zwiniêtych oligonukleo-
tydach, znakowanych na koñcach 5� i 3� za pomoc¹ fluoresceiny i tetrametyloroda-
miny (tamra) [30]. Te dwa fluorofory by³y równie¿ stosowane w wiêkszo�ci donie-
sieñ innych autorów [17, 31�38].

Tabela 1. Przyk³ady uk³adów FRET, wykorzystuj¹cych kwadrupleksowe struktury DNA

a) tamra: tetrametylorodamina; DABCYL: 4-(4-dimetyloaminofenylazo)benzoesan; Cy5, Cy3: N-N'-dietylo-tetrametyloindo-
dikarbocyjaniny.
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Tabela 1 zawiera przyk³ady ilustruj¹ce wykorzystanie techniki FRET w uk³adach
kwadrupleksowych, niektóre z nich dyskutowane s¹ w nastêpnych fragmentach tego
rozdzia³u. Na Rys. 3 przedstawiono budowê fluo-roforów (donorów i akceptorów)
u¿ywanych do modyfikacji kwadrupleksów.

Rysunek 3. Wzory strukturalne fluoroforów (donorów i akceptorów), u¿ywanych w pomiarach FRET
do modyfikacji oligonukleotydów, tworz¹cych formy kwadrupleksowe.

Symbol R � oznacza miejsce przy³¹czenia oligonukleotydu

2.1. BADANIE BUDOWY I TRWA£O�CI KWADRUPLEKSÓW
ZA POMOC¥ TECHNIKI FRET

Ilo�ciowe pomiary FRET informuj¹ potencjalnie o przestrzennej orientacji
donora i akceptora, a zatem winny poszerzyæ wiedzê na temat strukturalnych para-
metrów poszczególnych topologicznych form kwadrupleksowych.

Wyniki prac Mergny�ego i wsp., dotycz¹ce FRET dla 21-merowego oligonu-
kleotydu o sekwencji ludzkiego telomerowego DNA sugeruj¹, ¿e eksperymentalna
odleg³o�æ donora od akceptora jest w granicach 4�5 nm, czyli znacznie przekracza
odleg³o�æ oczekiwan¹ dla zwiniêtej struktury kwadrupleksu (ok. 1 nm). K³opoty
z ilo�ciow¹ interpretacj¹ pomiarów FRET s¹ generalnie powodowane wystêpowa-
niem konkurencyjnych procesów (np. wygaszanie statyczne), ale s¹ tak¿e przypisy-
wane niew³a�ciwej parametryzacji równania (2). Jednym z takich parametrów jest
wspó³czynnik κ2. Parametr ten, opisuj¹cy wzglêdn¹ orientacjê dipolowych momen-
tów przej�cia donora i akceptora, mo¿e przyjmowaæ warto�ci od 0 do 4, w zale¿-
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no�ci od ich wzajemnej orientacji [20, 21]. Je�li w czasie ¿ycia stanu wzbudzonego
donor i akceptor ulegaj¹ swobodnej reorientacji, wspó³czynnik κ2 przyjmuje u�red-
nion¹ warto�æ 2/3. Chocia¿ cz¹steczka fluoresceiny, po³¹czona z koñcem 5� DNA
przez sze�ciowêglowy ³¹cznik, jest relatywnie swobodna, to ju¿ zmiany spektralne
wykazywane przez immobilizowan¹ tetrametylorodaminê wskazuj¹ na ogranicze-
nie jej swobody rotacji w wyniku oddzia³ywañ z DNA [31]. Na szczê�cie wyliczone
odleg³o�ci nie s¹ a¿ tak czu³e na dok³adn¹ warto�æ wspó³czynnika κ2, poniewa¿ do
obliczeñ brana jest warto�æ pierwiastka szóstego stopnia z wydajno�ci FRET (patrz
równanie (1)). Z drugiej strony, proces tworzenia siê kwadrupleksu z pojedynczej
nici DNA prowadzi do du¿ego zbli¿enia siê obu koñców nici, a wiêc cz¹steczek
donora i akceptora, co grozi wygaszaniem statycznym. Aby zapobiec wygaszaniu
fluorescencji donora na skutek bezpo�rednich �oddzia³ywañ warstwowych� pomiê-
dzy fluoroforami, Mergny i wsp. [31] wprowadzili dodatkowy ³¹cznik (TTTTA),
miêdzy fluorescein¹ i zakoñczeniem 5� ludzkiego telomerowego DNA. Choæ wpro-
wadzenie ³¹cznika spowodowa³o nominalny wzrost odleg³o�ci miêdzy donorem
i akceptorem, to zaobserwowano wzrost sensybilizowanej fluorescencji akceptora
(tamra) dziêki udaremnieniu niepo¿¹danych �oddzia³ywañ warstwowych� miêdzy
fluoroforami. Kowalencyjne unieruchomienie fluoroforów wp³ywa równie¿ na ich
w³asno�ci spektralne, co z kolei ma wp³yw na warto�æ ca³ki nakrywania widm donora i
akceptora J(v). Np. warto�æ molowego wspó³czynnika absorpcji fluoresceiny po
kowalencyjnym po³¹czeniu z ludzkim telomerowym DNA ulega obni¿eniu o 30%
[31]. Co wiêcej, w³asno�ci spektralne oligonukleotydów znakowanych fluorescein¹
zale¿¹ w sposób istotny od pH, efekty protolityczne powoduj¹ znacz¹ce wygaszanie
fluorescencji w pH < 6,8 [30, 31]. Pomija siê te¿ mo¿liwo�æ, ¿e promieñ krytyczny
Ro mo¿e byæ ró¿ny dla oligomerów w formie zwiniêtej i rozwiniêtej. Oto tylko kilka
przyk³adów problemów, które nale¿y rozwi¹zaæ w celu uzyskania informacji o praw-
dopodobnej konformacji makrocz¹steczki. Na szczê�cie, wiele cennych informacji
i u¿ytecznych parametrów mo¿na uzyskaæ, przeprowadzaj¹c eksperymenty FRET
w sposób porównawczy, bez konieczno�ci rozwi¹zywania uprzywilejowanej kon-
formacji cz¹steczki.

Jednymz pierwszych przyk³adów takiego podej�cia by³omonitorowaniew czasie
rzeczywistym procesu tworzenia siê kwadrupleksu przez seriê oligonukleotydów
o sekwencji odpowiadaj¹cej ró¿nym fragmentom ludzkiego protoonkogenu c-myc
[30]. Tak wiêc, przy u¿yciu techniki FRET, uda³o siê zidentyfikowaæ 22-merowy
fragment, o sekwencji odpowiadaj¹cej onkogenowi c-myc, jako oligonukleotyd two-
rz¹cy strukturê G-kwadrupleksow¹ G4. Wiêkszo�æ publikowanych prac dotyczy³a
badañ po�wiêconych strukturalnym przej�ciom pomiêdzy tetrapleksowym i jedno-
niciowym lub dwuniciowym DNA [31, 39, 41, 45]. Do wywo³ania przej�æ struktu-
ralnych generuj¹cych zmianê sygna³u FRET stosowano gradient temperaturowy,
dodatek kationów metali lub komplementarnej nici DNA. Z eksperymentów FRET
uzyskiwano cenne dane, co do trwa³o�ci termodynamicznej i kinetyki procesu for-
mowania/denaturacji struktur G-kwadrupleksowych. Profil topnienia (przej�cie od
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kwadrupleksu do jednoniciowego DNA) rejestruje siê jako zale¿no�æ wydajno�ci
FRETod temperatury, a z kszta³tu otrzymanej krzywej topnieniawyznacza siê zmianê
entalpii ∆H i temperaturê topnienia Tm [31, 39]. Na przyk³ad, Kumar i Maiti [39]
wykazali, ¿e klasyczny dupleks, utworzony przez syntetyczny oligonukleotyd
d(G2T2G2TGTG2T2G2) i jego komplementarn¹ niæ, jest form¹ termodynamicznie
trwa³¹ i dominuj¹c¹ w warunkach fizjologicznych. Intramolekularne zwijanie kwa-
drupleksu tworzonego przez ten oligonukleotyd mo¿e byæ w pewnych warunkach
kontrolowane kinetycznie. Chocia¿ w fizjologicznym pH, kwadrupleksy nie mog¹
skutecznie konkurowaæ z tworz¹cym siê dupleksem, to jednak opó�niaj¹ ³¹czenie
siê dwóch nici w dupleks.

Klenerman i wsp. [45] badali, przy u¿yciu techniki FRET, kinetykê rozplatania
siê kwadrupleksu, utworzonego z oligonukleotydu o sekwencji ludzkiego telomero-
wego DNA, w obecno�ci komplementarnego kwasu peptydonukleinowego (PNA).
W obecno�ci PNA istnieje mo¿liwo�æ powstania heterodupleksu DNA/PNA. Auto-
rzy wykazali, ¿e otwieranie siê kwadrupleksu (dysocjacja) nie zale¿y od stê¿enia
kwasu peptydonukleinowego, potwierdzaj¹c wcze�niejsze doniesienia, ¿e etapem
limituj¹cym szybko�æ dysocjacji jest wewnêtrzne przegrupowanie kwadrupleksu,
po którym nastêpuje szybka hybrydyzacja z nici¹ komplementarn¹. Energia akty-
wacji wyznaczona w oparciu o równanie Arrheniusa wynosi³a 98 kJ mol�1.

Równie¿ Armitage i wsp. [46] wykorzystali kwas peptydonukleinowy (PNA)
i technikê FRET, tym razem do monitorowania reakcji tworzenia siê mieszanego
kwadrupleksu intermolekularnego pomiêdzy niæmi DNA i PNA [46]. Telomerowe
DNA Oxytricha nova o sekwencji d(G4T4G4) i próbka PNA o tej samej sekwencji
by³y znakowane fluoroforami (fluoresceina albo Cy3). Strukturê obu fluoroforów
przedstawiono na Rys. 3.Wykazano, ¿e PNAi DNAtworzy³y trwa³y mieszany tetra-
pleks, zawieraj¹cy kwartety guaninowe. Za pomoc¹ FRET udowodniono czteroni-
ciowy charakter tej hybrydy, stechiometriê kwadrupleksu (PNA2�DNA2) oraz rów-
noleg³¹ orientacjê dwóch nici DNA i dwóch nici PNA [46].

Drugorzêdow¹ strukturê DNA wykorzystano równie¿ do budowy nanoma-
szyny. Alberti i Mergny [47] przedstawili nanomaszynê, która potrafi³a na�ladowaæ
ruchy posuwisto-zwrotne silnika. Ruch powstawa³ w wyniku ustalania siê odwra-
calnej równowagi pomiêdzy intramolekularnym kwadrupleksem oraz intermoleku-
larnym dupleksem. Do uwidocznienia ruchów silnika u¿yto 21-merowego oligonu-
kleotydu, zawieraj¹cego cztery powtórzenia trójek guaninowych, zgodnie z sekwencj¹
ludzkiego telomerowegoDNA. Oligonukleotyd by³ znakowany fluorescein¹ i tamr¹,
jako partnerami FRET. �ród³em energii, dla wywo³ania przej�cia miêdzy tymi dwoma
stanami, by³ dodatek komplementarnej nici, pe³ni¹cej jakoby rolê �paliwa DNA�.
Wprowadzenie pojedynczych nici DNA wywo³ywa³o wewnêtrzn¹ konwersjê
pomiêdzy dwoma dobrze zdefiniowanymi stanami topologicznymi, generuj¹c jako
produkt uboczny dupleks DNA.

Nowy pasjonuj¹cy obszar badañ z zastosowaniem techniki FRET stanowi spek-
troskopia pojedynczej cz¹steczki (ang. Single Molecule Spectroscopy, SMS), która
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wykorzystuje du¿¹ czu³o�æ zjawiska fluorescencji. Rejestracja sygna³u FRET dla
pojedynczych cz¹steczek, przechodz¹cych przez strefê o�wietlenia wi¹zki wzbu-
dzaj¹cej mikroskopu konfokalnego, umo¿liwia okre�lenie liczby konformerów i roz-
k³adu konformacyjnego cz¹steczek w funkcji zmieniaj¹cych siê warunków. Mo¿na
równie¿ obserwowaæ rozk³ad statystyczny tych konformacji, w zale¿no�ci od czasu
monitorowania postêpu reakcji, a st¹d oszacowaæ szybko�æ reakcji i jej mechanizm
[48]. Klenerman i wsp. [44] rejestrowali sygna³ FRET znakowanych kwadruplek-
sów technik¹ SMS, w celu zbadania strukturalnego polimorfizmu i kinetyki dyso-
cjacji G-kwadrupleksów. Do konstrukcji uk³adu FRET zastosowali dwa pojedynczo
znakowane oligonukleotydy. G³ówny oligonukleotyd, 5�-Cy5-d(G3(TTA G3)3AGA
GGTAAAAGGATAATGGCCACGGTG CGGACGGC)-3�, znakowany fluoro-
forem Cy5 (akceptor energii) tworzy³ strukturê kwadrupleksow¹ dziêki obecno�ci
sekwencji ludzkiego telomerowego DNA [(G3(TTAG3)3]. Odcinek jednoniciowego
DNA (35 zasad) zdolny by³ do hybrydyzacji z komplementarn¹ nici¹. Niæ komple-
mentarna (drugi oligonukleotyd) zawiera³a fluorofor tamra (donor energii) po³¹-
czony z tymin¹ (T28) za pomoc¹ sze�ciowêglowego ³¹cznika. Tak zaprojektowany
uk³ad dawa³ w efekcie koñcowymG-kwadrupleks po³¹czony z dupleksem (o d³ugo-
�ci 35 par zasad) i umo¿liwia³ lokalizacjê donora i akceptora w odleg³o�ci ok.
4,7 nm od siebie (Ro = 5,3 nm). Umiejscowienie tamry w dupleksie zapobiega³o
wygaszaniu fluorescencji tamry przez zasady guaninowe kwadrupleksu oraz redu-
kowa³o statyczne wygaszanie miêdzy fluoroforami [31]. Cytowane badania wyka-
za³y wspó³istnienie dwóch konformacji G-kwadrupleksowych, o niskiej i wysokiej
wydajno�ci FRET, którym autorzy przypisali strukturê, odpowiednio antyrówno-
leg³¹ i równoleg³¹ [11, 12]. Reakcja dysocjacji tych struktur by³a badana w szero-
kim zakresie temperatur, w obecno�ci nieznakowanej nici komplementarnej (boga-
tej w reszty deoksycytydynowe), której obecno�æ powodowa³a rozk³adanie siê kwa-
drupleksu (dysocjacjê) i prowadzi³a do znacznego obni¿enia wydajno�ci FRET.
Autorzy obserwowali, ¿e obie konformacje dysocjuj¹ pozornie z tak¹ sam¹ szybko-
�ci¹, a sta³a szybko�ci dysocjacji sugeruje, ¿e etapem limituj¹cym jest reakcja
hybrydyzacji drugiego rzêdu. Ten rezultat odbiega od wyników dla innych uk³adów
kwadrupleksowych z udzia³em kwasu peptydonukleinowego jako odczynnika
hybrydyzuj¹cego, w których otrzymywano wyniki sugeruj¹ce reakcjê hybrydyzacji
pierwszego rzêdu [39, 45].

Przedstawione powy¿ej przyk³ady pokazuj¹, ¿e metoda FRET jest bardzo przy-
datna w badaniu drugorzêdowej struktury oligonukleotydów i przej�æ struktu-
ralnych. Chocia¿ istniej¹ ograniczenia w zastosowaniu FRET do wyznaczania abso-
lutnych odleg³o�ci donora i akceptora, gdy¿ immobilizacja sondy fluorescencyjnej
mo¿e mieæ znacz¹cy wp³yw na ³adunek, giêtko�æ, hydrofobowo�æ oligonukleotydu
i spektralne w³asno�ci samych sond, to wiele cennych informacji i u¿ytecznych para-
metrów mo¿na uzyskaæ przeprowadzaj¹c eksperymenty FRET w sposób porów-
nawczy.
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2.2. LIGANDY ODDZIA£UJ¥CE Z KWADRUPLEKSAMI.
NOWE LEKI ANTYNOWOTWOROWE

Proces FRET by³ tak¿e wykorzystywany do poszukiwañ i identyfikacji ligan-
dów (potencjalnych leków), które stabilizuj¹ kwadrupleksowe struktury DNA.
Mergny i wsp. [17, 31] zaproponowali metodê wstêpnej selekcji (ang. screening)
ligandówG4, polegaj¹c¹ na rejestrowaniu profili topnienia oligonukleotydów o sek-
wencjach telomerowego DNA, znakowanych fluoroforami umo¿liwiaj¹cymi FRET.
Pomiary takie prowadzi siê w obecno�ci i nieobecno�ci specyficznie oddzia³uj¹-
cych ligandów.Monitorowana procesem FRET stabilizacja kwadrupleksu G4 (indu-
kowana obecno�ci¹ liganda), pozostawa³a w dobrej korelacji z wynikami uzyska-
nymi w oparciu o pomiary absorpcji w zakresie UV [17]. Selekcja ligandów G4
metod¹ FREToferuje liczne korzy�ci w porównaniu z tradycyjnympodej�ciemwyko-
rzystuj¹cym widma UV, m.in. wysok¹ czu³o�æ, umo¿liwiaj¹c¹ pracê na niskim
poziomie stê¿eñ DNA i liganda, liniow¹ zale¿no�æ sygna³u FRET w szerokim
zakresie stê¿eñ, mo¿liwo�æ badania powinowactwa wi¹zania do G4 w obecno�ci
ligandów konkuruj¹cych, oraz mo¿liwo�æ wyznaczania sta³ych asocjacji kom-
pleksu ligand/G4 DNA [17]. Powy¿sza strategia pomiarowa by³a wstêpnie testo-
wana z wykorzystaniem liganda cyjaninowego DODC (3,3�-dietylooksadikarbocy-
janina) o znanej preferencji do stabilizowania struktur G4 DNA, a nastêpnie z u¿y-
ciem pentacyklicznych pochodnych dibenzofenantroliny [17, 31]. Pó�niej, metodê
t¹ zastosowano z powodzeniem do badania w³a�ciwo�ci stabilizacyjnych dwóch
ligandów akrydynowych (pochodnej dimerowej i monomerowej) [32], oraz do sza-
cowania mo¿liwo�ci stabilizacji kwadrupleksu przez makrocykliczny zwi¹zek,
posiadaj¹cy dwie chinakrydynowe podjednostki aromatyczne [49].

Wzrastaj¹ce zainteresowanie projektowaniem i syntez¹ nowych ligandów sta-
bilizuj¹cych struktury kwadrupleksowe [17�19, 32, 49] mo¿e spowodowaæ, ¿e
powy¿sza technika selekcji w oparciu o proces FRET bêdzie siê prê¿nie rozwija³a.

2.3. SONDY MOLEKULARNE DO DETEKCJI BIA£EK

Oligonukleotydy posiadaj¹ce charakterystyczne sekwencje odpowiedzialne za
oddzia³ywanie z bia³kami, mog¹ byæ wykorzystane do konstrukcji sensorów protei-
nowych, opartych na procesie FRET. Na przyk³ad, sekwencja antytrombinowa, zbu-
dowana z 15 nukleotydów (5�-d(GGTTGGTGTGGTTGG)-3�), tworzy z bia³kiem
trombin¹ trwa³y kompleks, w którym niæ DNA przyjmuje strukturê czteroniciow¹
[50]. Powsta³y intramolekularny kwadrupleks o dwóch kwartetach guaninowych
stanowi idealn¹ platformê do konstrukcji sensora FRET, czu³ego na enzym trombinê.

Zaproponowano trzy ró¿ne strategie konstrukcji oligonukleotydowego sensora
FRET do wykrywania trombiny [42, 43, 51]. Pierwszy sensor, latarnia molekularna,
opracowany przez Hamaguchiego i wsp.[51], oparty jest na oligonukleotydzie o sek-
wencji charakterystycznej dla trombiny, poszerzonym o 5 reszt nukleotydowych,
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do³¹czonych do koñca 5� w celu umo¿liwienia oligonukleotydowi tworzenia struk-
tury �spinki� (Rys. 4A). W nieobecno�ci trombiny, donor i akceptor energii (odpo-
wiednio fluoresceina i DABCYL na koñcach 5� i 3�), znajduj¹ siê w utworzonej
strukturze �spinki� blisko siebie i fluorescencja donora jest wygaszona. Dodatek
trombiny powoduje zniszczenie dotychczasowej struktury z dwuniciowym rdzeniem
i utworzenie kwadrupleksu G4. Taka zmiana konformacji skutkuje wzrostem dys-
tansu miêdzy donorem i akceptorem, czego efektem jest 2,5-krotne wzmocnienie
fluorescencji. W oznaczeniach ilo�ciowych nie przeszkadzaj¹ czynniki krzepliwo-
�ci IXa, Xa (struktury bia³kowe o 37% homologii z sekwencj¹ trombiny) ani prote-
aza serynowa osocza, natomiast przeszkadzaj¹ bia³ka wi¹¿¹ce niespecyficznie jed-
noniciowe DNA (ssDNA), np. dehydrogenaza mleczanowa (LDH-5).

Rysunek 4. Trzy strategie konstrukcji sensora FRET do oznaczania trombiny i zasada dzia³ania
sensorów. (A) Nie fluoryzuj¹ca struktura �spinki� (latarnia molekularna), w obecno�ci trombiny
przechodzi w wewn¹trzcz¹steczkowy fluoryzuj¹cy kwadrupleks. (B) Fluoryzuj¹cy oligonukleotyd,

o strukturze nie zorganizowanej, tworzy w obecno�ci trombiny kwadrupleks z wygaszon¹
fluorescencj¹. (C) Trombina destabilizuje dwurdzeniowy dupleks z wygaszon¹ fluorescencj¹,

a utworzony kwadrupleks uwalnia niæ � Q i sygna³ fluorescencyjny wzrasta

Konstrukcyjnie prostszy sensor trombinowy zosta³ opracowany przez Tana
i wsp. [42]. Donor i akceptor zosta³y immobilizowane poprzez jednonukleotydowe
³¹czniki, do koñców 5�i 3�niemodyfikowanej sekwencji antytrombinowej (Rys. 4B).
Zaproponowano dwawarianty sondy, jedn¹, opart¹ o proceswygaszania fluorescencji
(dla uk³adu fluoresceina � DABCYL) oraz drug¹, wykorzystuj¹c¹ proces FRET
(donorem by³a kumaryna a akceptorem fluoresceina). Oba sensory wykazywa³y
dosyæ nisk¹ czu³o�æ � 60% wygaszanie fluorescencji dla sondy pierwszej i 2-krotny
wzrost emisji dla drugiego sensora w warunkach nasycenia. Sondy charakteryzo-
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wa³y siê dobr¹ selektywno�ci¹ i krótkim czasem odpowiedzi molekularnej.W ozna-
czeniu nie przeszkadza³ nawet 20-krotny nadmiar albuminy wo³owej (BSA) lub
γ-trombiny (nieaktywna forma trombiny). Nieoczekiwanie, równie¿ obecno�æ enzymu
LDH-5, który silnie oddzia³uje z jednoniciowym DNA i ma zdolno�æ rozplatania
kwadrupleksów, nie przeszkadza w oznaczeniu trombiny. Nie jest to jednak sensor
specyficzny � znacz¹cy jest wp³yw bia³ka wi¹¿¹cego do ssDNA (E. coli SSB), choæ
mo¿na go zmniejszyæ przez maskowanie nadmiarem jednoniciowego oligonukle-
otydu o innej sekwencji.

Nutiu i Li [43] zaprezentowali trzeci¹ strategiê, konstruuj¹c sensor z trzech
symetrycznych nici oligonukleotydowych, zdolnych do hybrydyzacji w strukturê
dwuniciow¹ (Rys. 4C). Do koñca 5� jednej z nici do³¹czony jest donor energii
(niæ F), a do koñca 3� drugiej akceptor (niæ Q). Trzeci, niemodyfikowany oligonu-
kleotyd, zawiera sekwencje komplementarne do nici F i Q, oraz sekwencjê odpo-
wiedzialn¹ za oddzia³ywanie z trombin¹. Niæ Q jest komplementarna do sekwencji
antytrombinowej. W nieobecno�ci trombiny, trzy nici DNA tworz¹ dupleks, który
charakteryzuje siê wygaszon¹ fluorescencj¹ (donor i akceptor w bliskiej odleg³o-
�ci). Po dodaniu trombiny, zachodzi transformacja czê�ci podwójnej helisy w kwa-
drupleks, z jednoczesnym uwolnieniem nici Q i znacznym wzrostem fluorescencji.
Jako parê donor�akceptor, autorzy zastosowali fluoresceinê i DABCYL. Metoda
daje liniow¹ zale¿no�æ stê¿enia trombiny w przedziale od 10 do 1000 nM. Inne
bia³ka, np. BSA, oraz czynniki krzepliwo�ci Xa i IXa nie wp³ywa³y na fluorescen-
cjê.Wad¹ tego uk³adu jest d³ugi czas odpowiedzi w temperaturze pokojowej.Wzrost
temperatury do 37°C skraca czas oczekiwania z 5 min do 1,2 min. Autorzy zwrócili
uwagê na wa¿n¹ rolê warunków eksperymentalnych; np. rodzaj, stê¿enie i pH roz-
tworu buforowego oraz obecno�æ jonów metali znacz¹co wp³ywaj¹ na pracê sen-
sora. Efekt ten zwi¹zany jest z konkuruj¹cymi oddzia³ywaniami kwadrupleks�bia³ko
i ssDNA�bia³ko. Stabilno�æ dupleksu a tak¿e kwadrupleksu zale¿y zarówno od stê-
¿enia, jak i rodzaju jonów metali obecnych w roztworze. Kationy potasowe stabili-
zuj¹ formy czteroniciowe, natomiast jony magnezu wp³ywaj¹ korzystnie na tworze-
nie dupleksu DNA [43].

2.4. SONDY OLIGONUKLEOTYDOWE DO DETEKCJI JONÓW POTASU

W komórce istotn¹ rolê odgrywaj¹ jony metali (K+, Na+, Mg2+, Ca2+), dlatego
doskonalenie metod detekcji potasu w komórkach i p³ynach ustrojowych organiz-
mów ¿ywych jest powa¿nym wyzwaniem. Istnieje tylko kilka uk³adów analitycz-
nych, umo¿liwiaj¹cych fluorymetryczne oznaczanie jonów potasu w uk³adzie homo-
genicznym [52�54]. Ich g³ównym mankamentem jest niska czu³o�æ i selektywno�æ,
nie pozwalaj¹ca na oznaczenia w warunkach odpowiadaj¹cych sk³adowi p³ynów
ustrojowych.

Selektywne sensory potasu oparte na strukturze kwadrupleksu G4, ostatnio
opracowane w kilku grupach badawczych, spe³niaj¹ takie oczekiwania. Zapropono-
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wano trzy ró¿ne strategie konstrukcji sensora kwadrupleksowego na jony potasu
(Rys. 5A�C): (i) wykorzystanie procesu FRET, zachodz¹cego pomiêdzy dwoma fluo-
roforami, które s¹ przy³¹czone do koñców telomerowego DNA [34�36], (ii) wyko-
rzystanie emisji ekscymerowej pier�cieni pirenowych, przyczepionych do koñców
kwadrupleksowego oligonukleotydu [55], (iii) zastosowanie FRETw uk³adzie: kwa-
drupleks znakowany akceptorem energii i kationowy polimer, pe³ni¹cy funkcjê
kolektywnego donora [56].

Podstaw¹ dzia³ania wszystkich tych uk³adów sensorowych jest selektywne kom-
pleksowanie jonów potasu przez kwadrupleksy G4. Przy³¹czenie fluorofora do oli-
gonukleotydu nie zmienia tych w³a�ciwo�ci. Uwa¿a siê, ¿e promieñ kationu potasu
(oko³o 1,3 Å) jest prawie taki sam jak wielko�æ luki pomiêdzy kwartetami guanino-
wymi. W³a�nie dopasowanie kationu do luki jest parametrem decyduj¹cym o stabi-
lizacji kompleksu kwadrupleks/kation metalu. Dla metali alkalicznych mo¿na u³o-
¿yæ nastêpuj¹cy szereg powinowactwa do G4 DNA: K+ >> Na+ > Rb+ > Cs+ >> Li+
(uwa¿a siê, ¿e lit mo¿e nawet inhibitowaæ powstawanie kwadrupleksów), a dla
metali ziem alkalicznych: Sr2+ >> Ba2+ > Ca2+ > Mg2+ [2, 35, 36, 39]. W ¿ywej
komórce nale¿y uwzglêdniæ wp³yw czterech kationów � potasu, sodu, wapnia i mag-
nezu.

Rysunek 5. Zasada dzia³ania i budowa trzech sensorów kwadrupleksowych do detekcji jonów potasu.
(A) sensor PSO typu FRET (fluoresceina i tamra jako donor i akceptor energii). (B) Sensor bazuj¹cy
na ekscymerowej fluorescencji ugrupowania pirenylowego. (C) Sensor FRET czu³y na elektrostatyczne
oddzia³ywania miêdzy kationowym polimerem (CCP), pe³ni¹cym rolê donora, a G-kwadrupleksem

znakowanym akceptorem (fluoresceina)

Sensor zbudowany wed³ug pierwszej strategii (Rys. 5A) zosta³ nazywany PSO
(ang. Potassium Sensing Oligonucleotide) i zawiera bogaty w guaniny oligonukle-
otyd znakowany na koñcach 5� i 3� fluoroforami (fluoresceina i tamra), miêdzy któ-
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rymi mo¿e zachodziæ FRET [34�36]. W zale¿no�ci od u¿ytej sekwencji oligodeok-
synukleotydu, w³a�ciwo�ci sondy (selektywno�æ, czu³o�æ) mog¹ byæ zmieniane. Sen-
sor PSO-1, opracowany w oparciu o sekwencje fragmentu ludzkiego telomerowego
DNA, d(G3(TTA G3)3), posiada sta³¹ trwa³o�ci (Kb) dla jonów potasu, oko³o 43000
razy wiêksz¹ ni¿ dla jonów sodu [35]. W przypadku PSO-2 (Oxytricha nova �
d(G4(T4G4)3)), relacja ta wynosi³a zaledwie 150 [36]. Jednak¿e na selektywno�æ sen-
sora PSOwp³ywa nie tylko konkurencja wi¹zania poszczególnych jonów przez PSO,
ale równie¿ wydajno�æ FRET, czyli odleg³o�æ miêdzy fluoroforami w formie kwa-
drupleksowej. Porównuj¹c parametry sensorów PSO-1 i PSO-2 autorzy sformu³o-
wali nastêpuj¹ce wnioski: (i) sensybilizowana fluorescencja akceptora (tamra) poja-
wia siê jedynie dla kompleksów z jonami sodu i potasu, (ii) du¿o ni¿sze stê¿enie
jonów potasu wystarcza do wygenerowania sygna³u FRET, (iii) osi¹gana maksy-
malna intensywno�æ fluorescencji tamry jest wy¿sza dla sodu oraz (iv) kationy wie-
lowarto�ciowe (np. Mg2+) powoduj¹ jedynie wygaszenie fluorescencji donora (fluo-
resceina), ale nie generuj¹ sensybilizowanej fluorescencji akceptora (tamra). Ostat-
nio opublikowane wyniki pomiarów anizotropii fluorescencji i efektywno�ci FRET
[37] dowodz¹, ¿e istnieje �cis³a korelacja miêdzy struktur¹ kwadrupleksu a mo¿li-
wo�ci¹ wystêpowania procesów statycznego wygaszania fluorescencji, które istot-
nie obni¿aj¹ wydajno�æ FRET.

Kolejnym sensorem jonów potasu by³ uk³ad molekularny nazwany PSO-py
(Rys. 5B), wykorzystuj¹cy fluorescencjê pirenu (oba koñce oligonukleotydu znako-
wane grupami pirenylowymi) do monitorowania tworzenia siê kwadrupleksu [55].
W obecno�ci kationów potasu, oligonukleotyd ulega transformacji do kwadruplek-
su, w którym koñce 3� i 5� znajduj¹ siê dostatecznie blisko, ¿eby obie cz¹steczki
pirenu mog³y ustawiæ siê równolegle (ang. face-to-face). W miejsce monomerowej
emisji pirenu (bez jonów K+), obserwuje siê emisjê ekscymerow¹. Oligonukleotyd
odpowiedzialny za kompleksowanie potasu dobrany by³w sposób zapewniaj¹cy dobr¹
selektywno�æ, a jest nim aptamer antytrombinowy (TBA), d(GGTTGGTGTGGT-
TGG) [55].

He i wsp. w swoim sensorze typu FRET u¿yli do modyfikacji oligonukleotydu
tylko jednego fluorofora (Rys. 5C) [56]. Aptamer antytrombinowy (TBA) znako-
wali za pomoc¹ fluoresceiny przy³¹czonej do koñca 5�TBA(akceptor energii). Zew-
nêtrznym donorem by³ polimer kationowy posiadaj¹cy du¿¹ liczbê jednostek fluo-
roforowych (CCP). W nieobecno�ci jonów potasu, sygna³ FRET by³ niski, gdy¿
kationowy polimer (donor) nie asocjowa³ do oligonukleotydu, bêd¹cego w konfor-
macji k³êbka (ang. random coil). Po dodaniu KCl, w wyniku formowania siê kwa-
drupleksu, fluorescencja wzros³a oko³o 16-krotnie, co autorzy przypisali procesowi
FRET [56].Mechanizm i przyczyny preferencyjnego asocjowania kationowego poli-
meru ze struktura kwadrupleksow¹ jest niejasny, niemniej, przyk³ad ten wskazuje
na du¿y potencja³ drzemi¹cy w strategii, wykorzystuj¹cej kolektywny donor o du¿ej
liczbie jednostek fluoroforowych.
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PODSUMOWANIE

Przedstawione przyk³ady jednoznacznie dowodz¹, ¿e FRET jest szczególnie
u¿yteczn¹ technik¹ w badaniach strukturalnych czteroniciowych form DNA w roz-
tworach. Chocia¿ do chwili obecnej nie uda³o siê uzyskaæ z wyników FRET infor-
macji o preferowanej konformacji struktur kwadrupleksowych, to liczne przyk³ady
badañ porównawczych �wiadcz¹ o du¿ym potencjale tej techniki. Wystarczy
wymieniæ tutaj badania dotycz¹ce kinetyki procesu tworzenia i dysocjacji kwadru-
pleksów, ich oddzia³ywañ z ligandami, czy te¿ konstrukcjê nanomaszyny. Obser-
wuje siê równie¿ wzrastaj¹ce zainteresowanie analitycznym aspektem tego obszaru
badawczego � czego dowodem s¹ konstrukcje sensorów FRET, bazuj¹ce na struktu-
rach kwadrupleksowych. G³ówne zalety techniki FRET w aplikacjach sensorowych
s¹ nastêpuj¹ce: ekstremalnie wysoka czu³o�æ (mo¿na wykryæ analit na poziomie
stê¿eñ 1 × 10�10 M), (ii) bardzo dobra selektywno�æ (mo¿liwo�æ detekcji znakowa-
nego oligonukleotydu w obecno�ci du¿ego nadmiaru nici nie znakowanych), oraz
(iii) szeroki zakres dynamiczny pomiarów fluorescencyjnych. Dalszy postêp w tej
dziedzinie powinien byæ realizowany poprzez konstrukcjê nowych sensorów fluo-
rescencyjnych oraz rozszerzenie badania nad procesem FRET w uk³adach kwadru-
pleksowych poprzez zaanga¿owanie fluorescencyjnych technik czasowo-rozdziel-
czych i spektroskopii pojedynczych cz¹steczek.
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