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ABSTRACT

The 1,3-dipolar cycloaddition reaction between azides and terminal alkynes,
known as the Huisgen reaction, constitutes a powerful tool for the synthesis of
versatile molecules containing carbon – heteroatom bond. The use of a copper(I)
salt in this reaction allowed Sharpless to develop the concept of „click chemistry”
[1]. This strategy is based on reactions between small units characterized by mild
reaction conditions, versatility, high yields and stereospecificity.

The chemistry of nucleic acids and nucleoside analogues is undergoing rapid
developments and numerous compounds from these classes of compounds are used
in medicinal treatment. Analogues of nucleoside constitute a class of drugs that
possesses either anticancer or/and antiviral activity (against HIV, HSV, VZV or HCV
viruses) [3]. Many modified oligonucleotides show biological activity. As potential
drugs oligonucleotides are employed in antisense, antigen and aptamer strategies.
An antisense therapeutic agent acts on the pathogenic mRNA causing inactivation
of the target whereas an antigen agent acts on DNA and aptamer on unwanted protein.

It is not surprising that number of research groups are trying to join the concept
of click chemistry with nucleic acids chemistry. In this way, it is possible to obtain
new molecules like base- or sugar-modified nucleosides, nucleosides, bioconjugates
and olignucleotides. The copper-catalyzed 1,3-dipolar cycloaddition CuAAC allows
to functionalize DNA, for example by labelling it through attaching small molecules
to DNA. Two general strategies have been developed for this purpose: presynthetic
and postsynthetic labelling. In the presynthetic method nucleotide monomers are
labelled before DNA synthesis and purification. In the postsynthetic strategy DNA
containing small reactive groups is synthesized first and then it is conjugated with
the desired molecules. CuAAC is also a convenient method for the synthesis of
modified oligonucleotides in which phosphodiester linkage is replaced by 1,2,3-
-triazole or for a solid phase synthesis. Such molecules appear to be useful in medi-
cine, molecular diagnostic (e.g. fluorescent dyes) or mechanistic molecular model
in the future.

Keywords: 1,3-dipolar cycloaddition, analogues of nucleosides, „click chemistry”,
synthesis of modified oligonucleotide, 1,2,3-triazole, bioconjugates
S³owa kluczowe: 1,3-dipolarna cykloaddycja, analogii nukleozydów, chemia „click”,
synteza modyfikowanych oligonukleotydów, 1,2,3-triazol, biokoniugaty
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WYKAZ STOSOWANYCH SKRÓTÓW

CC – click chemistry
CuAAC – katalizowana miedzi¹ reakcja 1,3-dipolarnej cyklo-

addycji
DMSO – dimetylosulfotlenek
DMF – dimetyloformamid
DIEA – diizopropyloetyloamina
DCM – chlorek metylenu
DMT – grupa 4,4‘-dimetoksytrytylowa [bis(4-metoksyfe-

nylo)fenylometyl]
Cy5 – cyjanina
TMS – grupa trimetylosililowa
MW – promieniowanie mikrofalowe
NBS – N-bromoimid kwasu bursztynowego
TBDMS – eter tert-butylodimetylosililowy
HCV – wirus zapalenia w¹troby typu C
cADPR – cykliczny adenozynodifosforan rybozy
HSV – wirus opryszczki pospolitej
VZV – wirus ospy wietrznej i pó³paœca
HIV – ludzki wirus zespo³u nabytego braku odpornoœci
HBV – wirus zapalenia w¹troby typu B
FAM – alkinylo-6-karboksyfluoresceina
PCR – reakcja ³añcuchowa polimerazy
BNCT – terapia nowotworów metod¹ wychwytywania neu-

tronów przez bor
TB – gruŸlica
GDP – guanozynodifosforan
TMV – wirus mozaiki tytoniowej
THF – tetrahydrofuran
TBTA – tris[(1-benzylo-1H-1,2,3-triazol-4-ylo)metylo]-

amina
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WSTÊP

Prowadzone w latach 60. pionierskie prace Huisgena dotycz¹ce reakcji 1,3-di-
polarnej cykloaddycji azydków do alkinów stanowi¹ podstawê opracowanej w latach
90. przez Sharplessa koncepcji tzw. „click chemistry” [1]. Koncepcja ta oparta jest
na tworzeniu nowej cz¹steczki poprzez ³¹czenie mniejszych jednostek za pomoc¹
³¹cznika posiadaj¹cego w swoim szkielecie heteroatom (C–X–C). Tego typu podejœcie
mo¿e mieæ zastosowanie zarówno do syntezy na ma³¹ jak i du¿¹ skalê. Sam pomys³,
jakkolwiek ciekawy nie jest niczym nowym. Zosta³ on zaczerpniêty z „matki natury”,
która do syntezy wielu znacz¹cych biomoleku³ wykorzystuje ograniczon¹ iloœæ sto-
sunkowo prostych monomerów (np. amino kwasy tworz¹ bia³ka, nukleotydy – kwasy
nukleinowe itd.). Do reakcji typu CC nale¿y zaliczyæ reakcje, które charakteryzuje:

– modularnoœæ tj. produkty powinny siê tworzyæ na drodze ³¹czenia siê prostych
podjednostek,

– wysoka wydajnoœæ procesu przebiegaj¹cego w ³agodnych warunkach,
– tworzenie siê nieszkodliwych produktów ubocznych, które powinny byæ wye-

liminowane na drodze innej ni¿ chromatograficzna (np. przez krystalizacjê
czy destylacjê),

– stereospecyficznoœæ (ale niekoniecznie enancjoselektywnoœæ),
– otrzymywanie du¿ych bibliotek zwi¹zków,
– brak rozpuszczalnika lub zastosowanie innych ³atwo usuwalnych mediów,
– ³atwa dostêpnoœæ substratów i reagentów,
– ³atwa izolacja produktów,
– dogodny profil termodynamiczny.
Maj¹c na uwadze powy¿sze kryteria do reakcji typu CC zaliczyæ nale¿y nastê-

puj¹ce transformacje chemiczne:
– cykloaddycjê zwi¹zków nienasyconych, w szczególnoœci reakcje 1,3-dipo-

larnej cykloaddycji, ale tak¿e reakcje typu addycji Dielsa-Aldera,
– reakcje substytucji nukleofilowej, a zw³aszcza reakcje otwarcia pierœcienia

naprê¿onych elektrofilowych uk³adów heterocyklicznych, takich jak: azy-
rydyny, epoksydy, cykliczne siarczany, jony episulfoniowe etc.,

– „nie-aldolowe” reakcje zwi¹zków karbonylowych obejmuj¹ce tworzenie siê
karbamidów, tiomocznika, eterów oksymowych, aromatycznych heterocykli,
hydrazonów, amidów, etc.,

– addycje do wielokrotnego wi¹zania wêgiel-wêgiel, szczególnie procesy oksy-
datywne takie jak epoksydacja, niektóre warianty addycji Michaela, diuwo-
dornienie (asymetryczne uwodornienie).

Jednak¿e w chwili obecnej termin „click chemistry” odnosi siê praktycznie
wy³¹cznie do katalizowanej miedzi¹ reakcji 1,3-dipolarnej cykloaddycji Huisgena
(CuAAC, ang. copper-catalyzed azide-alkyne cycloaddition, Schemat 1) [2]. Pomimo
tego swoistego ograniczenia reakcje typu CuAAC znalaz³y swoje trwa³e miejsce
w chemii kwasów nukleinowych stanowi¹c u¿yteczne narzêdzie do otrzymywania
ró¿norodnych pochodnych tych biomoleku³.
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Schemat 1. Reakcja 1,3-dipolarnej cykloaddycji pomiêdzy azydkami, a alkinami
Scheme 1. 1,3-Dipolar cycloaddition between azides and alkynes

Celem niniejszego artyku³u jest zaprezentowanie wybranych przyk³adów zasto-
sowania reakcji CuAAC w chemii nukleozydów, nukleotydów i kwasów nukleino-
wych.

Jakkolwiek w Wiadomoœciach Chemicznych w 2005 roku ukaza³ siê interesuj¹cy
artyku³ opisuj¹cy zastosowanie koncepcji „click chemistry” w ró¿nych obszarach
chemii z uwzglêdnieniem chemii medycznej i biologii molekularnej, to nie obejmowa³
on zagadnieñ bêd¹cych przedmiotem mojego opracowania.

1. NUKLEOZYDY

 W chemii nukleozydów reakcja CuAAC pozwala na otrzymywanie pochodnych
zawieraj¹cych modyfikacjê zarówno w obrêbie nukleozasady jak i reszty cukrowej,
a tak¿e na uzyskiwanie biokoniugatów. Strukturalna ró¿norodnoœæ pochodnych
nukleozydowych (Rys. 1) [3] wykazuj¹cych aktywnoœæ przeciwwirusow¹ i przeciwno-
wotworow¹ pozwala s¹dziæ, ¿e zastosowanie podejœcia „click chemistry” umo¿liwi
znalezienie nowych terapeutyków.
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Rysunek 1. Analogii nukleozydów o w³aœciwoœciach terapeutycznych
Figure 1. Therapeutic nucleoside analogues

1.1. NUKLEOZYDY MODYFIKWANE W OBRÊBIE NUKLEOZASADY

Zastosowanie reakcji CuAAC do syntezy analogów nukleozydów sta³o siê szcze-
gólnie interesuj¹ce z chwil¹ odkrycia klinicznie u¿ytecznych zwi¹zków takich jak
Rybawiryna [4] czy 1 (Rys. 2) [5].

Rysunek 2. Analogi nukleozydów posiadaj¹ce piêciocz³onow¹ zasadê heterocykliczn¹
Figure 2. Nucleoside analogues with five membered heterocyclic base
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 Istotn¹ cech¹ tych zwi¹zków jest to, ¿e posiadaj¹ one w miejscu zasady azotowej
pierœcieñ triazolowy, którego dogodn¹ metodê syntezy stanowi w³aœnie 1,3-dipolarna
cykloaddycja. W tym wypadku utworzenie pierœcienia triazolowego naj³atwiej prze-
prowadziæ na drodze reakcji odpowiedniego β-1’-azydocukru 2 z ró¿nego typu
pochodnymi alkinowymi 3 (Schemat 2) [6].

Schemat 2. Synteza modyfikowanych nukleozydów posiadaj¹cych pierœcieñ 1,2,3-triazolowy w miejscu zasady
azotowej

Scheme 2. Synthesis of modified nucleosides bearing 1,2,3-triazole base

Tego typu podejœcie zastosowa³ Li i wspó³pracownicy [7] do syntezy zwi¹zku 8
naœladuj¹cego cykliczny adenozynodifosforan rybozy (cADPR, Schemat 3). Zwi¹zek
8 podobnie jak cADPR indukuje uwalnianie jonów Ca2+ w ludzkich komórkach
Jurkat T (nieœmiertelna linia komórkowa limfocytów T).

Ci sami autorzy opracowali tzw. „one pot” metodê otrzymywania
5-jodopodstawionych 1,2,3-triazoli [8]. Odpowiednie azydki 9 poddali reakcji z
fenyloacetylenem (10) w obecnoœci CuI i NBS. Tworz¹cy siê
w trakcie procesu cykloaddycji zwi¹zek przejœciowy 11 o strukturze karboanionu
by³ wychwytywany przez generowane in situ jony I+ i Cu+ (Schemat 4).
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Schemat 3. Synteza zwi¹zku 8 („naœladowcy” cyklicznego adenozyno-difosforanu rybozy)
Scheme 3. Synthesis of 8 (the mimic of cyclic adenosine diphosphate-ribose)

Schemat 4. Prawdopodobny mechanizm tworzenia siê zwi¹zku 12
Scheme 4. Plausible mechanism of formation of compound 12

Podobnie Xia i wspó³pracownicy, stosuj¹c cykloaddycjê Huisgena, otrzymywali
bis-triazoilo-nukleozydy 14 w reakcji zwi¹zków 13 z pochodnymi alkinowymi wobec
CuSO4 i askorbinianu sodu (Schemat 5) [9]. Reakcje prowadzone by³y w mieszaninie
wody i THF, a produkty uzyskiwano z dobrymi wydajnoœciami. Warto zaznaczyæ, ¿e
bis-triazoilo- nukleozydy zsyntezowano pod k¹tem badania ich aktywnoœci przeciw
wirusowi mozaiki tytoniowej (TMV).
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Schemat 5. Synteza bis-triazoilo nukleozydów
Scheme 5. Synthesis of bis-triazolyl nucleosides

Zastosowanie w reakcji CuAAC promieniowania mikrofalowego (MW) pozwo-
li³o w niektórych przypadkach znacz¹co skróciæ czas trwania procesu. Guezguez
zsyntezowa³ zwi¹zek 16 stosuj¹c zarówno klasyczn¹ metodologiê jak i wykorzystuj¹c
promieniowanie mikrofalowe [10]. Tak zmodyfikowana procedura prowadzi³a do
zmniejszenia czasu reakcji z 24 godzin do 3 minut (Schemat 6).

Schemat 6. Synteza analogów nukleozydów posiadaj¹cych w szkielecie uk³ad 4-podstawiony 1,2,3-triazolowy
Scheme 6. Synthesis of 4-subsituted 1,2,3-triazolo nucleoside analogues

Podobnych obserwacji dokonali Ermolat’er i Broggi w syntezach odpowiednio
zwi¹zków 18 (Schemat 7) [11] i 4c (Schemat 8) [12].
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Schemat 7. Synteza 1,2,3-triazolowych analogów nukleozydów wspomagana promieniowaniem mikrofalowym
Scheme 7. Synthesis of 1,2,3-triazolo nucleoside analogues via microwave irradiation

Schemat 8. Synteza 1,2,3-triazolowych analogów nukleozydów wspomagana promieniowaniem mikrofalowym
Scheme 8. Synthesis of 1,2,3-triazolo nucleoside analogues via microwave irradiation

Nale¿y zaznaczyæ, ¿e w niektórych przypadkach reakcji CuAAC towarzyszy³o
tworzenie siê nieoczekiwanych produktów ubocznych. Przyk³adem mo¿e byæ reakcja
zwi¹zku 19 z fenyloacetylenem (10) (Schemat 9) [13].

Schemat 9. Reaktywnoœæ azydo zwi¹zków w reakcji 1,3-dipolarnej cykloaddycji CuAAC
Scheme 9. Reactivity of azido compounds in CuAAC reaction
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W przypadku u¿ycia arylowanej pochodnej cukrowej 19a obserwowano wy³¹cz-
nie tworzenie siê produktów ubocznych tj. aminy 20a i amidu 22a. Natomiast nie
powstawa³ po¿¹dany zwi¹zek 21a. Reakcja inaczej przebiega³a dla pochodnej 19b
gdzie w przewadze otrzymano zwi¹zek 21b, chocia¿ w mieszaninie reakcyjnej obecny
by³ równie¿ bêd¹cy produktem redukcji zwi¹zek 20b. Autorzy t³umaczyli tê zaskaku-
j¹c¹ reaktywnoœæ tym, ¿e reszta cukrowa stanowi dostateczn¹ zawad¹ przestrzenn¹,
która czyni elektrono-ubogie heterocykle, posiadaj¹ce grupê azydkow¹, niezdolnymi
do reakcji 1,3-dipolarnej cykloaddycji. Natomiast tworzenie zwi¹zku 22a zachodzi³o
poprzez przejœciow¹ iminê 24 (Schemat 10).

Schemat 10. Prawdopodobny mechanizm tworzenia siê zwi¹zku 22a
Scheme 10. Plausible mechanism of preparation of compound 22a

Jednak¿e inna grupa badaczy zademonstrowa³a, ¿e reakcja CuAAC mo¿e rów-
nie¿ zachodziæ z udzia³em elektrono-ubogich pierœcieni takich jak np. puryny. Cosyn
i wspó³pracownicy [14] zaprezentowali syntezê zwi¹zków 27 i 29 wychodz¹c
z pochodnej adenozyny 25, która na potrzeby reakcji CuAAC zosta³a zmodyfikowana
w taki sposób, aby zawiera³a grupê azydkow¹ lub alkinow¹ w pozycji 2 nukleozasady.
Grupa alkinowa w pochodnej 26 by³a wprowadzona w reakcji sprzêgania Sonogashiry
natomiast grupa azydkowa w pochodnej 28 w reakcji substytucji nukleofilowej
z NaN3 w obecnoœci Cu(I) (Schemat 11).
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Schemat 11. Synteza 2-(1,2,3-triazoilo)-pochodnych adenozyny
Scheme 11. Synthesis of 2-(1,2,3-triazolyl)adenosine derivatives

Uzyskane w niektórych przypadkach niskie wydajnoœci docelowych zwi¹zków
29 autorzy t³umaczyli tym, ¿e tworz¹cy siê zwi¹zek 28 wystêpuje w równowadze
tautomerycznej ze zwi¹zkiem 30 (Schemat 12). Obserwacja ta pozostaje w zgodzie
z faktem, ¿e podstawione grup¹ azydkow¹ π-elektronoubogie heterocykle azotowe
ulegaj¹ spontanicznej cyklizacji do odpowiednich skondensowanych triazoli [15].

Schemat 12. Tautomeria azydo/tetrazolowa zwi¹zku 28
Scheme 12. Azido/tetrazole tautomerism of compound 28

Ten sam zespó³ wykaza³, ¿e zastosowanie warunków reakcji sprzêgania Sono-
gashira, w przypadku obecnoœci w cz¹steczce ugrupowania azydkowego w pozycji
3’ reszty cukrowej (zwi¹zek 31), pozwala równie¿ na przebieg 1,3-dipolarnej cyklo-
addycji Huisgena (Schemat 13) [16]. Zród³em miedzi w tym przypadku by³ CuI.`
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Schemat 13. Cykloaadycja Huisgen'a indukowana w warunkach reakcji sprzêgania Sonogashira
Scheme 13. Huisgen cycloaddition induced by Sonogashira condition

Reakcja CuAAC by³a równie¿ wykorzystywana do poszukiwania nowych leków
[17]. Zwi¹zek 33 stanowi¹cy tzw. strukturê wiod¹c¹ (ang. lead compound) zosta³
zmodyfikowany poprzez przy³¹czenie do wêgla C-2 puryny 1,2,3-triazoli podstawio-
nych w pozycji 4. Otrzymane w ten sposób zwi¹zki 34 w granicach stê¿eñ od
submikromolarnych do mikromolarnych wykazywa³y w³asnoœci przeciwgruŸlicze
(inhibitory enzymu katalizuj¹cego syntezê bakteryjnego chelatora ¿elaza).

Rysunek 3. [N-(salicylo)sulfamoilo]adenozyna i jej analog modyfikowany pierœcieniem 1,2,3-triazolowym
w pozycji C-2

Figure 3. [N-(salicyl)sulfamoyl]adensine and its analogue modified in the C-2 position with 4-substituted
1,2,3-triazole ring

1.2. NUKLEOZYDY MODYFIKOWANE W JEDNOSTCE CUKROWEJ

Reakcja 1,3-dipolarnej cykloaddycji Huisgena katalizowana miedzi¹ stanowi
równie¿ dogodn¹ metodê syntezy pochodnych nukleozydowych zawieraj¹cych
modyfikacje w obrêbie pierœcienia cukrowego. Na tej drodze otrzymano ró¿norodne
pirymidynowe [18] i adenozynowe analogi [19] z wysok¹ regioselektywnoœci¹. Zwi¹-
zek 35 bêd¹cy pochodn¹ cytydyny okaza³ siê byæ inhibitorem α-2,3-sialylotransferazy
(Rys. 4) [20].
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Rysunek 4. Inhibitor a-2-3-sialilotransferazy
Figure 4. Inhibitor of a-2-3-sialyltransferase

W ostatnim czasie wzros³o zainteresowanie analogami nukleozydów, w których
pierœcieñ furanozowy zast¹piony zosta³ przez resztê heterocykliczn¹. Jak pokaza³y
liczne badania, zwi¹zki tego typu mog¹ wykazywaæ zarówno przeciwwirusow¹ jak
i przeciwnowotworow¹ aktywnoœæ. Spostrze¿enia te sk³oni³y Cao i wspó³pracowni-
ków do otrzymania biblioteki analogów uracylu [21]. Reakcje CuAAC prowadzone
by³y na fazie sta³ej z wykorzystaniem polimerowej ¿ywicy (Schemat 14). Finalne
produkty 39 by³y odcinane od z³o¿a za pomoc¹ H2O2.

Schemat 14. Synteza na fazie sta³ej analogów nukleozydów modyfikowanych pierœcieniem  1,2,3-triazolowym
Scheme 14. Solid-phase synthesis of nucleoside analogues modified with 1,2,3-triazole ring
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2. BIOKONIUGATY NUKLEOZYDÓW I OLIGONUKLEOTYDÓW

Reakcje 1,3-dipolarnej cykloaddycji azydków do alkinów znalaz³y równie¿
zastosowanie w syntezie biokoniugatów. Prostota i skutecznoœæ tej reakcji sprawia,
¿e sta³a siê ona atrakcyjn¹ metod¹ tworzenia kowalencyjnego wi¹zania pomiêdzy
dwoma cz¹steczkami w wyniku czego zostaje utworzona biocz¹steczka o zwiêkszo-
nym biopowinowactwie, zmienionej aktywnoœci i hydrofobowoœci. Szeroko pojêta
definicja biokoniugacji obejmuje modyfikacje bia³ek czy kwasów nukleinowych
i polega na inkorporacji fluoroforów, ligandów, chelatów, radioizotopów, cz¹stek
zwiêkszaj¹cych powinowactwo wzglêdem celu, a tak¿e dotyczy fuzji dwóch bia³ek
czy po³¹czenia kompleksu wêglowodanu z peptydem. Si³a biokoniugacji tkwi
w mo¿liwoœci znakowania in vivo.

Dziêki zastosowaniu reakcji CuAAC w zespole Leœnikowskiego przeprowa-
dzono syntezê koniugatów pirymidynowych i purynowych zawieraj¹cych kompleksy
karboranowe 40–43a i metalokarboranowe 40–43b,c [22] (Rys. 5). Zwi¹zki tego
typu mog¹ znaleŸæ zastosowanie jako Ÿród³o boru w terapii BNCT (ang. Boron Neu-
tron Capture Therapy) nowotworów.

Rysunek 5. Koniugaty nukleozydów zawieraj¹ce kompleksy karboranowe i metalokarboranowe
Figure 5. Nucleoside conjugates containing carborane and metallocarborane complexes
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Innym przyk³adem syntezy potencjalnego leku w oparciu o reakcjê tworzenia
triazoli z azydków i alkinów jest wyselekcjonowanie inhibitora fukozylotransferazy
– enzymu odpowiedzialnego za katalizê finalnego etapu glikozylacji w procesie bio-
syntezy i ekspresji wielu wa¿nych sacharydów. Glikoproteiny i glikolipidy wystêpu-
j¹ce na powierzchni komórki (sk³adnik b³on komórkowych i wielu receptorów
powierzchniowych), poœrednicz¹ w szeregu procesów zwi¹zanych z rozpoznawaniem
komórkowym, embriogenez¹, odpowiedzi¹ immunologiczn¹ i metastaz¹. Lee
i wspó³pracownicy z biblioteki zwi¹zków wytworzonych przy pomocy CuAAC ziden-
tyfikowali nanomolarny inhibitor fukozylotransferazy [23]. Autorzy ³¹cz¹c ze sob¹
acetylowe pochodne GDP 44 z azydkami 45 (Schemat 15) otrzymali w ten sposób
85 zwi¹zków, które poddali screeningowi bezpoœrednio z mieszaniny reakcyjnej.
Najlepszym inhibitorem okaza³ siê zwi¹zek 46.

Schemat 15. Synteza potencjalnych inhibitorów fukozylotransferazy w reakcji CuAAC
Scheme 15. Synthesis of potential inhibitors of fucosyl-transferases by CuAAC reaction

Otrzymanie lipidowych koniugatów oligonukleotydów jako potencjalnych
inhibitorów procesu translacji wirusa zapalenia w¹troby typu C (HCV) stanowi inny
ciekawy przyk³ad wykorzystania „click chemistry”. Alkino-modyfikowane lipidy
bêd¹ce pochodnymi cholesterolu 47a i oktadekanolu 47b poddawano reakcji
z 5’-azydo-5’-deoksytymidyn¹ 48 w obecnoœci askorbinianu sodu i katalitycznych
iloœci siarczanu miedzi(I) (Schemat 16). Uzyskane w ten sposób zwi¹zki 49a i 49b
zosta³y w kolejnym kroku przekszta³cone w amidofosforyny 50a,b. Nastêpnie zwi¹zki
te by³y sprzêgane z przyczepionym do fazy sta³ej ³añcuchem oligonukleotydowym
bêd¹cym 17-merowym, 2’-O-metylorybonukleotydem antysensowym wi¹¿¹cym siê
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specyficznie na 5’-koñcu wirusowego RNA [24]. Modyfikacja lipidowa, co potwier-
dzi³y badania, znacz¹co zwiêkszy³a lipofilowoœæ u¿ytych oligonukleotydów.

Schemat 16. Synteza koniugatów lipid-oligonukleotyd
Scheme 16. Synthesis of lipid-oligonucleotide conjugates

Innym równie interesuj¹cym przyk³adem wykorzystania reakcji 1,3-dipolarnej
cykloaddycji do poszukiwania zwi¹zków o potencjalnej aktywnoœci biologicznej,
s¹ badania Jina i wspó³pracowników dotycz¹ce projektowania leków przeciw
wirusowi ospy wietrznej i pó³paœca (VZV) [25]. W celu polepszenia rozpuszczalnoœci
i rozpoznania molekularnego aktywnych bicyklicznych furo[2,3-d]pirymidyno
nukleozydów autorzy otrzymali seriê koniugatów wêglowodanów z analogami
tymidyny. W wyniku reakcji zwi¹zku 52 z propargilowymi pochodnymi cukrowymi
53, w obecnoœci CuSO4 i askorbinianu sodu, otrzymano odpowiednie 1,4-dipod-
stawione 1,2,3-triazole 54 (Schemat 17). Zwi¹zki te w nastêpnym kroku by³y prze-
kszta³cane za pomoc¹ metanolanu sodu w formy otwarte ketonów 55 lub w struktury
zamkniête 56 w przypadku zastosowania metanolowego roztworu amoniaku. Zwi¹zki
55 i 56 s¹ obecnie poddane badaniom biologicznym.
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Schemat 17. Synteza koniugatów wêglowodanów z pochodnymi tymidyny
Scheme 17. Synthesis of carbohydrate-thymidine analogue conjugates

3. OLIGONUKLEOTYDY

3.1. PRE- I POSTSYNTETYCZNE MODYFIKACJE DNA

Znane s¹ tak¿e liczne prace dotycz¹ce wykorzystania reakcji CuAAC do otrzy-
mywania znakowanego DNA, które miêdzy innymi mog³yby znaleŸæ zastosowanie
jako sondy molekularne czy znaczniki fluorescencyjne. Do znakowania oligonukleo-
tydów wykorzystywana jest strategia presyntetyczna lub postsyntetyczna [26].

Pierwsza z nich obejmuje znakowanie monomerów nukleotydowych u¿ywanych
do syntezy DNA za pomoc¹ standardowo stosowanej metody amidofosforynowej.
St¹d te¿ wynika koniecznoœæ uzyskania odpowiednio zmodyfikowanego amidofos-
forynu, który musi byæ stabilny w warunkach prowadzenia reakcji na fazie sta³ej
(warunki zasadowe, kwasowe, utleniaj¹ce). Ponadto atom fosforu(III) w amidofosfo-
rynowym ugrupowaniu, który jest wra¿liwy na utlenienie do fosforu(V), musi byæ
stabilny w obecnoœci znacznika. Alternatywn¹ drog¹ presyntetycznej strategii jest
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stosowanie wyznakowanych trójfosforanów, które s¹ w³¹czane do ³añcucha DNA
przez polimerazê w reakcji PCR. Ograniczeniem tej metodologii jest koniecznoœæ
stosowania tylko takich modyfikacji, które s¹ substratami dla polimerazy.

W strategii postsyntetycznej wprowadza siê ma³e grupy reaktywne do DNA,
które nastêpnie s¹ sprzêgane ze znacznikiem po zakoñczeniu procesu syntezy i depro-
tekcji DNA. Najczêœciej stosuje siê grupy aminowe, które póŸniej reaguj¹ z aktyw-
nymi grupami estrowymi znacznika. Wad¹ tego podejœcia jest niska wydajnoœæ sprzê-
gania i koniecznoœæ oczyszczania DNA technik¹ HPLC, co sprawia, ¿e tworzenie
znakowanych w ten sposób oligonukleotydów staje siê bardzo kosztowne.

Zalety reakcji typu „click chemistry” w syntezie modyfikowanych oligonukleo-
tydów to:

– wysoka wydajnoœæ,
– ³agodne warunki prowadzenia syntezy,
– szerokie spektrum miejsc (zarówno w nukleozasadach, reszcie cukrowej

i fosforanowej) pozwalaj¹cych na przy³¹czenie grupy azydkowej i alkinylowej
do DNA (Rys. 6).

Rysunek 6. Mo¿liwe miejsca przy³¹czenia grupy azydowej lub alkinowej do DNA
Rysunek 6. Possible position for modification of DNA by attachment of azides or alkynes

Gierlich i wspó³pracownicy zastosowali CC do postsyntetycznej modyfikacji
otrzymanego metod¹ amidofosforynow¹ DNA zawieraj¹cego zmodyfikowane
pochodne urydyny 57 i 58 (Rys. 7) [27]. Azydki 59–61 zosta³y wybrane ze wzglêdu
na to, ¿e mog¹ one stanowiæ potencjalne znaczniki molekularne.
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Rysunek 7. Alkino modyfikowane pochodne urydyny i azydki o potencjalnym zastosowaniu jako znaczniki
molekularne

Figure 7. Alkyne modified uridine nuclosides and azides as potential molecular labels

Bouillon i wspó³pracownicy zaprezentowali dogodn¹ syntezê wielokrotnie zna-
kowanych oligonukleotydów opart¹ na wspomaganej promieniowaniem mikro-
falowym reakcji CuAAC [28]. Autorzy zastosowali w tym przypadku cykloaddycjê
do przy³¹czenia reszt wêglowodanowych do szkieletu oligonukleotydowego (Schemat
18). Pierwszy etap syntezy polega³ na otrzymaniu za pomoc¹ metody amidofosfory-
nowej przy³¹czonego do z³o¿a dodekameru tymidynowego 62. Nastêpnie wprowa-
dzono linker w sk³ad którego wchodzi³y trzy ugrupowania H-fosfonianodiestrowe.
Oksydatywne aminowanie otrzymanego zwi¹zku 64 z u¿yciem CCl4 wobec propar-
giloaminy 65 prowadzi³o do zwi¹zku 66, który w nastêpnym etapie poddawano reakcji
cykloaddycji ze zwi¹zkiem 67 w obecnoœci CuSO4 i askorbinianu sodu. Amonoliza
otrzymanego w ten sposób zwi¹zku 68 dawa³a finalny produkt 69.
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Schemat 18. Synteza na fazie sta³ej oligonukleotydów z przy³¹czonymi resztami cukrowym w reakcji CuAAC
wspomaganej promieniowaniem mikrofalowym

Scheme 18. Solid-phase synthesis of oligonucleotides with attached carbohydrate residues in CuAAC reaction
via microwave activation

Reakcjê 1,3-dipolarnej cykloaddycji, pomiêdzy alkinylo-6-karboksyfluorescein¹
(FAM) 70 i zawieraj¹c¹ ugrupowanie azydkowe pojedyncz¹ nici¹ DNA (71),
zastosowano do syntezy fluorescencyjnych oligonukleotydów 72 i 73 (Schemat 19)
[29]. Prowadz¹c reakcjê CuAAC w œrodowisku wodnym otrzymano po¿¹dane pro-
dukty z iloœciow¹ wydajnoœci¹. Znakowany w ten sposób DNA pos³u¿y³ nastêpnie
jako primer w reakcji Sangera.
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Schemat 19. Synteza znakowanych DNA 72 i  73 w reakcji 1,3-dipolarnej cykloaddycji
Scheme 19. Synthesis of FAM-labeled DNAs 72 and 73 by 1,3-dipolar cycloaddition

Wzrastaj¹ca liczba otrzymanych struktur krystalicznych ró¿norodnych komplek-
sów enzym–substrat pokaza³a, ¿e w enzymach istnieje wiele miejsc aktywnych, które
s¹ bardziej „elastyczne” ni¿ wczeœniej uwa¿ano. Konsekwencj¹ tej „elastycznoœci”
jest to, ¿e pojedynczy enzym akceptuje szersze spektrum substratów. Z tego powodu
metoda projektowania leków w oparciu o strukturê miejsca katalitycznego czêsto
bywa ma³o efektywna, a znaleziona struktura pomimo bardzo dobrego dopasowania
przestrzennego okazuje siê byæ s³abym inhibitorem enzymu. Rozwi¹zaniem tego
problemu mo¿e okazaæ siê zastosowanie tak zwanych „fleximerów” tj. nukleozydów
modyfikowanych w taki sposób, ¿e nuklozasada zostaje oddzielona od reszty cukro-
wej poprzez wprowadzenie dodatkowego ugrupowania. Dziêki takiej modyfikacji
pierœcieñ purynowy umocowany jest bardziej „elastycznie”, a tym samym ³atwiej
dopasowuje siê do miejsca aktywnego, przy czym zwi¹zek nadal zachowuje cechy
typowego nukleozydu. Obszerne badania w tej dziedzinie przeprowadzi³a grupa
Chittepua [30], która opracowa³a syntezê nowych 1,2,3-triazolowych analogów nukle-
ozydów 76 stosuj¹c reakcjê 1,3-dipolarnej cykloaadycji pomiêdzy nukleozasad¹ 74
posiadaj¹c¹ grupê alkinow¹, a azydkow¹ pochodn¹ cukrow¹ 75 (Schemat 20).
Nastêpnie zwi¹zki 76 przekszta³cane by³y w amidofosforyny i inkorporowane do
³añcucha DNA.



E. RADZIKOWSKA230

Schemat 20. Synteza „fleximerów” 76
Scheme 20. Synthesis of „fleximers” 76

3.2. 1,2,3-TRIAZOL JAKO ZAMIENNIK WI¥ZANIA INTERNUKLEOTYDOWEGO

 Reakcja katalizowanej miedzi¹ 1,3-dipolarnej cykloaddycji sta³a siê u¿ytecznym
narzêdziem otrzymywania ró¿nej klasy modyfikowanych oligonukleotydów. Znane
s¹ w³aœciwoœci naturalnie nie wystêpuj¹cych oligodeoksyrybonukleotydów antysen-
sowych, które dzia³aj¹ jako posttranskrypcyjne czynniki wyciszenia genów. W litera-
turze opisana jest synteza oligonukleotydów, w których internukleotydowe wi¹zanie
fosfodiestrowe zast¹pione zosta³o pierœcieniem triazolowym powsta³ym w wyniku
reakcji CuAAC.

Wykorzystuj¹c strategiê „click chemistry” Isobe i wspó³pracownicy przedstawili
syntezê nowego analogu DNA (80, Schemat 21), w którym kolejne nukleozasady
po³¹czone s¹ pierœcieniem triazolowym [31]. Reakcja zawieszonego na fazie sta³ej
zwi¹zku 77 z monomerem 78 prowadzi³a do zwi¹zku 79. Kolejne przy³¹czenia
monomeru 78 i nastêpcze odciêcie od z³o¿a dawa³o finalny produkt 80.
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Schemat 21. Synteza analogu DNA posiadaj¹cego pierœcieñ triazolowy w miejscu wi¹zania internukleotydowego
Scheme 21. Synthesis of DNA analogue with triazole ring in place of internucleotide linkage

W literaturze przedstawiona jest tak¿e interesuj¹ca synteza nici DNA zawie-
raj¹cych nie wystêpuj¹cy naturalnie ³¹cznik sk³adaj¹cy siê z dwóch reszt tymidyny
po³¹czonych triazolem (T-triazol-T) [32]. Po³¹czenie tego typu otrzymano na drodze
ligacji oligonukleotydu 81 zawieraj¹cego na 3’-koñcu resztê AZT z oligonukleotydem
82 zawieraj¹cym na 5’-koñcu propargiloamidotymidynê. Nastêpnie modyfikowany
oligonukleotyd 83 by³ z powodzeniem u¿yty w reakcji amplifikacji PCR z wykorzy-
staniem kilku ró¿nych polimeraz (Schemat 22).

Schemat 22. Synteza DNA zawieraj¹cego w szkielecie nie wystêpuj¹cy naturalnie fragment T-triazol-T
Scheme 22. Synthesis of oligonucleotides containing an unnatural T-triazole-T linkage
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3.3. 1,2,3-TRIAZOL JAKO LINKER W SYNTEZIE NA FAZIE STA£EJ

Synteza na fazie sta³ej stanowi obecnie najczêœciej stosowan¹ metodê otrzymy-
wania takich makrocz¹steczek jak peptydy czy kwasy nukleinowe. Jednak¿e kowa-
lencyjne przy³¹czenie pierwszego monomeru czêsto bywa problematyczne. Na przy-
k³ad przy zastosowaniu z³o¿a posiadaj¹cego wolne grupy aminowe proces upako-
wania mo¿e przebiegaæ bardzo powoli i jednoczeœnie musi byæ przeprowadzany
w œciœle bezwodnym medium. Konsekwencj¹ niepe³nego upakowania z³o¿a s¹
niepo¿¹dane reakcje uboczne, a co za tym idzie ni¿sza wydajnoœæ i utrata czystoœci
finalnego produktu. W celu obejœcia tych trudnoœci Oyelere i wspó³pracownicy
zaproponowali syntezê z³o¿a z grupami azydkowymi 86 (Schemat 23), co pozwala³o
na przy³¹czenie do niego nukleozydów podstawionych alkinylem w reakcji 1,3-
dipolarnej cykloaddycji [33]. Funkcjonalizowane w ten sposób z³o¿e 87 umo¿liwi³o
syntezê 15- i 30-merowych oligonukleotydów na fazie sta³ej.

Schemat 23. Synteza oligonukleotydów z wykorzystaniem z³o¿a z przy³¹czonymi grupami azydkowymi
Scheme 23. Synthesis of  oligonucleotides using the azido-coated support

PODSUMOWANIE

Katalizowana miedzi¹ reakcja 1,3-dipolarnej cykloaddycji pomiêdzy azydkami,
a alkinami (CuAAC) stanowi now¹ drogê otrzymywania modyfikowanych nukleo-
zydów, nukleotydów oraz oligonukleotydów. Metoda ta pozwala, przy pomocy mody-
fikowanych alkinylem amidofosforynów, na przy³¹czenie wszelkiego rodzaju znaczni-
ków do oligonukleotydów. Z pomoc¹ modyfikowanych alkinylem trifosforanów lub
przy u¿yciu technologii metylotransferaz mo¿na otrzymywaæ du¿e fragmenty geno-
mowego DNA, które nastêpnie mo¿na modyfikowaæ wykorzystuj¹c reakcjê CuAAC.
Zaskakuj¹cym faktem jest to, ¿e znaczna iloœæ podstawionych grup¹ alkinylow¹
zasad jest ³atwo akceptowana przez polimerazy, dziêki czemu mog¹ one w pe³ni
zast¹piæ zasady kanoniczne we fragmencie DNA powsta³ym w wyniku naturalnej
lub sztucznej amplifikacji. Nastêpnie fragmenty DNA zawieraj¹ce w swoim szkielecie
ugrupowania alkinowe mog¹ byæ, z wysokimi wydajnoœciami, w reakcji 1,3 dipolarnej
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cykloaddycji modyfikowane na wiele ró¿nych sposobów. Znaczna czêœæ otrzymanych
w ten sposób oligonukleotydów daje siê w ³atwy sposób oczyœciæ np. przez wytr¹canie
z etanolu, co pozwala unikn¹æ czasoch³onnej i drogiej techniki HPLC.

Nici DNA z grupami alkinowymi mog¹ znaleŸæ zastosowanie w nowoczesnej
diagnostyce molekularnej albo jako jednostki budulcowe do konstrukcji nanomateria-
³ów. Dla chemików zajmuj¹cych siê DNA reakcja CuAAC poszerza mo¿liwoœci
syntezy tej klasy po³¹czeñ, pozwalaj¹c jednoczeœnie otrzymywaæ zupe³nie nowe
pochodne DNA, które w przysz³oœci mog¹ byæ wykorzystywane w wielu obszarach
miêdzy innymi w medycynie czy nanotechnologii.

Serdecznie dziêkujê dr hab. Janinie Baraniak za materia³y i sugestie, które
pozwoli³y na powstanie tego artyku³u.
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