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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. CuUAAC 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

Stowa kluczowe: 1,3-dipolarna cykloaddycja, analogii nukleozydow, chemia ,,click”,
synteza modyfikowanych oligonukleotydow, 1,2,3-triazol, biokoniugaty
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WSTEP

Prowadzone w latach 60. pionierskie prace Huisgena dotyczace reakcji 1,3-di-
polarnej cykloaddycji azydkow do alkindow stanowia podstaweg opracowanej w latach
90. przez Sharplessa koncepcji tzw. ,,click chemistry” [1]. Koncepcja ta oparta jest
na tworzeniu nowej czasteczki poprzez taczenie mniejszych jednostek za pomoca
tacznika posiadajacego w swoim szkielecie heteroatom (C—X—C). Tego typu podejscie
moze mie¢ zastosowanie zar6wno do syntezy na mata jak i duza skale. Sam pomyst,
jakkolwiek ciekawy nie jest niczym nowym. Zostat on zaczerpnigty z ,,matki natury”,
ktéra do syntezy wielu znaczacych biomolekut wykorzystuje ograniczong ilo$¢ sto-
sunkowo prostych monomeréw (np. amino kwasy tworza biatka, nukleotydy — kwasy
nukleinowe itd.). Do reakcji typu CC nalezy zaliczy¢ reakcje, ktore charakteryzuje:

— modularnos¢ tj. produkty powinny si¢ tworzy¢ na drodze taczenia si¢ prostych
podjednostek,

— wysoka wydajnos¢ procesu przebiegajacego w tagodnych warunkach,

— tworzenie sig nieszkodliwych produktow ubocznych, ktére powinny by¢ wye-
liminowane na drodze innej niz chromatograficzna (np. przez krystalizacje
czy destylacje),

— stereospecyficzno$¢ (ale niekoniecznie enancjoselektywnosé),

— otrzymywanie duzych bibliotek zwiazkow,

— brak rozpuszczalnika lub zastosowanie innych tatwo usuwalnych mediéw,

— latwa dostgpno$¢ substratow i reagentow,

— latwa izolacja produktow,

— dogodny profil termodynamiczny.

Majac na uwadze powyzsze kryteria do reakcji typu CC zaliczy¢ nalezy nastg-
pujace transformacje chemiczne:

— cykloaddycje zwiazkow nienasyconych, w szczegolnosci reakcje 1,3-dipo-

larnej cykloaddycji, ale takze reakcje typu addycji Dielsa-Aldera,

— reakcje substytucji nukleofilowej, a zwlaszcza reakcje otwarcia pierscienia
naprezonych elektrofilowych uktadow heterocyklicznych, takich jak: azy-
rydyny, epoksydy, cykliczne siarczany, jony episulfoniowe etc.,

— ,,nie-aldolowe” reakcje zwiazkoéw karbonylowych obejmujace tworzenie sig
karbamidow, tiomocznika, eterow oksymowych, aromatycznych heterocykli,
hydrazonéw, amidow, etc.,

— addycje do wielokrotnego wiazania wegiel-wegiel, szczegdlnie procesy oksy-
datywne takie jak epoksydacja, niektore warianty addycji Michaela, diuwo-
dornienie (asymetryczne uwodornienie).

Jednakze w chwili obecnej termin ,,click chemistry” odnosi si¢ praktycznie
wylacznie do katalizowanej miedzia reakcji 1,3-dipolarnej cykloaddycji Huisgena
(CuAAC, ang. copper-catalyzed azide-alkyne cycloaddition, Schemat 1) [2]. Pomimo
tego swoistego ograniczenia reakcje typu CuAAC znalazly swoje trwate miejsce
w chemii kwasow nukleinowych stanowiac uzyteczne narzedzie do otrzymywania
ro6znorodnych pochodnych tych biomolekut.
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Schemat 1. Reakcja 1,3-dipolarnej cykloaddycji pomigdzy azydkami, a alkinami
Scheme 1. 1,3-Dipolar cycloaddition between azides and alkynes

Celem niniejszego artykutu jest zaprezentowanie wybranych przyktadow zasto-
sowania reakcji CuAAC w chemii nukleozydow, nukleotydow i kwasow nukleino-
wych.

Jakkolwiek w Wiadomosciach Chemicznych w 2005 roku ukazat si¢ interesujacy
artykut opisujacy zastosowanie koncepcji ,,click chemistry” w ré6znych obszarach
chemii z uwzglednieniem chemii medycznej i biologii molekularnej, to nie obejmowat
on zagadnien bedacych przedmiotem mojego opracowania.

1. NUKLEOZYDY

W chemii nukleozydow reakcja CuAAC pozwala na otrzymywanie pochodnych
zawierajacych modyfikacje zarowno w obrebie nukleozasady jak i reszty cukrowe;,
a takze na uzyskiwanie biokoniugatow. Strukturalna réznorodno$¢ pochodnych
nukleozydowych (Rys. 1) [3] wykazujacych aktywno$¢ przeciwwirusowa i przeciwno-
wotworowa pozwala sadzi¢, ze zastosowanie podejscia ,,click chemistry” umozliwi
znalezienie nowych terapeutykow.
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Rysunek 1. Analogii nukleozydoéw o wlasciwosciach terapeutycznych
Figure 1.  Therapeutic nucleoside analogues

1.1. NUKLEOZYDY MODYFIKWANE W OBREBIE NUKLEOZASADY

Zastosowanie reakcji CuAAC do syntezy analogéw nukleozydow stato si¢ szcze-

golnie interesujace z chwila odkrycia klinicznie uzytecznych zwiazkow takich jak
Rybawiryna [4] czy 1 (Rys. 2) [5].
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Rysunek 2. Analogi nukleozydoéw posiadajace pigciocztonowa zasadg heterocykliczna
Figure 2.  Nucleoside analogues with five membered heterocyclic base
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Istotna cecha tych zwiazkow jest to, ze posiadaja one w miejscu zasady azotowej
pierscien triazolowy, ktorego dogodna metodg syntezy stanowi wiasnie 1,3-dipolarna
cykloaddycja. W tym wypadku utworzenie pier§cienia triazolowego najtatwiej prze-
prowadzi¢ na drodze reakcji odpowiedniego [3-1’-azydocukru 2 z réznego typu
pochodnymi alkinowymi 3 (Schemat 2) [6].

R?

HO HO OH HO OH
R'= alkil, aryl, COOH, CONH,, CH,OH

Schemat 2. Synteza modyfikowanych nukleozydow posiadajacych pierscien 1,2,3-triazolowy w miejscu zasady
azotowej
Scheme 2.  Synthesis of modified nucleosides bearing 1,2,3-triazole base

Tego typu podejscie zastosowat Li i wspdtpracownicy [7] do syntezy zwiazku 8
nasladujacego cykliczny adenozynodifosforan rybozy (cADPR, Schemat 3). Zwiazek
8 podobnie jak cADPR indukuje uwalnianie jonow Ca?* w ludzkich komdrkach
Jurkat T (niesmiertelna linia komorkowa limfocytéw T).

Ci sami autorzy opracowali tzw. ,,one pot” metode¢ otrzymywania
5-jodopodstawionych 1,2,3-triazoli [8]. Odpowiednie azydki 9 poddali reakcji z
fenyloacetylenem (10) w obecnosci Cul i1 NBS. Tworzacy sig
w trakcie procesu cykloaddycji zwiazek przejsciowy 11 o strukturze karboanionu
byt wychwytywany przez generowane in situ jony I i Cu* (Schemat 4).



WYKORZYSTANIE REAKCII 1,3-DIPOLARNEJ CYKLOADDY CJI HUISGENA 215

0
PhS—P
N\
HO o o] 0 cul é;\/\x H | N,
. PhS*‘F" DIPEA N
N N
é;\/\x N\ CHON HO™ o
o)< o} HONY 59

X= OCH,, CH,
o O
5 6 7 \ x
HO  OH ‘
NH
N (6]
oMU A
N X N N
N N H / \\N
o .0 0 ,
AP o i-ON o o N
-0 O*P\ B O/ \O/P\ B
o] (@]
HO  OH
cADPR S

Schemat 3. Synteza zwiazku 8 (,,nasladowcy” cyklicznego adenozyno-difosforanu rybozy)
Scheme 3.  Synthesis of 8 (the mimic of cyclic adenosine diphosphate-ribose)
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Schemat 4. Prawdopodobny mechanizm tworzenia si¢ zwiazku 12
Scheme 4.  Plausible mechanism of formation of compound 12

Podobnie Xia i wspotpracownicy, stosujac cykloaddycje Huisgena, otrzymywali
bis-triazoilo-nukleozydy 14 w reakcji zwiazkow 13 z pochodnymi alkinowymi wobec
CuSO0, 1 askorbinianu sodu (Schemat 5) [9]. Reakcje prowadzone byly w mieszaninie
wody i THF, a produkty uzyskiwano z dobrymi wydajnosciami. Warto zaznaczy¢, ze
bis-triazoilo- nukleozydy zsyntezowano pod katem badania ich aktywnosci przeciw
wirusowi mozaiki tytoniowej (TMV).
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Schemat 5. Synteza bis-triazoilo nukleozydow
Scheme 5.  Synthesis of bis-triazolyl nucleosides

Zastosowanie w reakcji CuAAC promieniowania mikrofalowego (MW) pozwo-
lito w niektérych przypadkach znaczaco skroci¢ czas trwania procesu. Guezguez
zsyntezowat zwigzek 16 stosujac zarowno klasyczna metodologig jak i wykorzystujac
promieniowanie mikrofalowe [10]. Tak zmodyfikowana procedura prowadzita do
zmniejszenia czasu reakcji z 24 godzin do 3 minut (Schemat 6).

N Ph
/
1) Cul/DIEA, toluen, N\ jl/
TolO o N, reflux, 24h, 87% TolO 0 N
lub
y —

2) Cul/DIEA na SiO,,

i 0
MW, 115 C, 3min, 95% TolO

15 10 16

TolO

Schemat 6. Synteza analogow nukleozyddéw posiadajacych w szkielecie uktad 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
zwiazkow 18 (Schemat 7) [11] i 4¢ (Schemat 8) [12].
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Schemat 7. Synteza 1,2,3-triazolowych analogow nukleozydow wspomagana promieniowaniem mikrofalowym
Scheme 7. Synthesis of 1,2,3-triazolo nucleoside analogues via microwave irradiation
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Schemat 8. Synteza 1,2,3-triazolowych analogéw nukleozydow wspomagana promieniowaniem mikrofalowym
Scheme 8.  Synthesis of 1,2,3-triazolo nucleoside analogues via microwave irradiation

Nalezy zaznaczy¢, ze w niektorych przypadkach reakcji CuAAC towarzyszyto
tworzenie si¢ nieoczekiwanych produktoéw ubocznych. Przyktadem moze by¢ reakcja
zwiazku 19 z fenyloacetylenem (10) (Schemat 9) [13].
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Schemat 9. Reaktywno$¢ azydo zwiazkow w reakeji 1,3-dipolarnej cykloaddycji CuAAC
Scheme 9. Reactivity of azido compounds in CuAAC reaction
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W przypadku uzycia arylowanej pochodnej cukrowej 19a obserwowano wytacz-
nie tworzenie si¢ produktow ubocznych tj. aminy 20a i amidu 22a. Natomiast nie
powstawat pozadany zwiazek 21a. Reakcja inaczej przebiegata dla pochodnej 19b
gdzie w przewadze otrzymano zwiazek 21b, chociaz w mieszaninie reakcyjnej obecny
byt rowniez bedacy produktem redukcji zwiazek 20b. Autorzy thumaczyli t¢ zaskaku-
jaca reaktywno$¢ tym, ze reszta cukrowa stanowi dostateczna zawada przestrzenna,
ktora czyni elektrono-ubogie heterocykle, posiadajace grupg azydkowa, niezdolnymi
do reakcji 1,3-dipolarnej cykloaddycji. Natomiast tworzenie zwiazku 22a zachodzito
poprzez przejsciowa iming 24 (Schemat 10).

o o]
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cukier | C\\<
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22a 24

Schemat 10. Prawdopodobny mechanizm tworzenia si¢ zwiazku 22a
Scheme 10. Plausible mechanism of preparation of compound 22a

Jednakze inna grupa badaczy zademonstrowata, ze reakcja CuAAC moze row-
niez zachodzi¢ z udziatem elektrono-ubogich pierscieni takich jak np. puryny. Cosyn
1 wspotpracownicy [14] zaprezentowali synteze zwiazkoéw 27 1 29 wychodzac
z pochodnej adenozyny 25, ktora na potrzeby reakcji CuAAC zostala zmodyfikowana
w taki sposob, aby zawierata grupg azydkowa lub alkinowa w pozycji 2 nukleozasady.
Grupa alkinowa w pochodnej 26 byta wprowadzona w reakcji sprzggania Sonogashiry
natomiast grupa azydkowa w pochodnej 28 w reakcji substytucji nukleofilowe;j
z NaN, w obecnosci 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 niektorych przypadkach niskie wydajnosci docelowych zwiazkow
29 autorzy tlumaczyli tym, ze tworzacy si¢ zwiazek 28 wystgpuje w rownowadze
tautomerycznej ze zwiazkiem 30 (Schemat 12). Obserwacja ta pozostaje w zgodzie
z faktem, ze podstawione grupa azydkowa 7-elektronoubogie heterocykle azotowe
ulegaja spontanicznej cyklizacji do odpowiednich skondensowanych triazoli [15].
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HO O<N N/)\ N

3

tautomeria

SNH

< = N/N\\
HO— o N \N)*N’

—_—

HO OH

28

HO OH
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Schemat 12. Tautomeria azydo/tetrazolowa zwiazku 28
Scheme 12. Azido/tetrazole tautomerism of compound 28

Ten sam zespot wykazal, ze zastosowanie warunkéw reakceji sprzegania Sono-
gashira, w przypadku obecnosci w czasteczce ugrupowania azydkowego w pozycji
3’ reszty cukrowej (zwiazek 31), pozwala rowniez na przebieg 1,3-dipolarnej cyklo-
addycji Huisgena (Schemat 13) [16]. Zrodtem miedzi w tym przypadku byt Cul.



220 E.RADZIKOWSKA

NH SNH
N A N B
TN . «f“
N N/ | (10) N N/
(PPh,),PdCl, 0] %
MeHN MeHN Ph
Cul, Et;N
DMF, rt
N, OH N, OH
| N
31 ph” N 32

Schemat 13. Cykloaadycja Huisgen'a indukowana w warunkach reakcji sprzggania Sonogashira
Scheme 13. Huisgen cycloaddition induced by Sonogashira condition

Reakcja CuAAC byta rowniez wykorzystywana do poszukiwania nowych lekow
[17]. Zwiazek 33 stanowiacy tzw. struktur¢ wiodaca (ang. lead compound) zostat
zmodyfikowany poprzez przytaczenie do wegla C-2 puryny 1,2,3-triazoli podstawio-
nych w pozycji 4. Otrzymane w ten sposob zwiazki 34 w granicach stgzen od
submikromolarnych do mikromolarnych wykazywaty wlasnosci przeciwgruzlicze
(inhibitory enzymu katalizujacego syntezg bakteryjnego chelatora zelaza).

NH,

OH O 4

.0 < . IL
ST ST
Et,NH X_j Et,NH

HO OH
33 34

Rysunek 3. [N-(salicylo)sulfamoilo]adenozyna i jej analog modyfikowany pierscieniem 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 miedzia stanowi
rowniez dogodng metodg syntezy pochodnych nukleozydowych zawierajacych
modyfikacje w obrgbie pierscienia cukrowego. Na tej drodze otrzymano réznorodne
pirymidynowe [18] i adenozynowe analogi [19] z wysoka regioselektywnos$cia. Zwia-
zek 35 bedacy pochodna cytydyny okazat si¢ by¢ inhibitorem ¢-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 wzrosto zainteresowanie analogami nukleozydow, w ktérych
pierscien furanozowy zastapiony zostal przez reszt¢ heterocykliczna. Jak pokazaty
liczne badania, zwiazki tego typu moga wykazywac¢ zar6wno przeciwwirusowa jak
1 przeciwnowotworowa aktywnos$¢. Spostrzezenia te sktonity Cao i wspolpracowni-
kéw do otrzymania biblioteki analogow uracylu [21]. Reakcje CuAAC prowadzone
byly na fazie stalej z wykorzystaniem polimerowej zywicy (Schemat 14). Finalne
produkty 39 byly odcinane od ztoza za pomoca H,O,.

NaN,, R'X | /g
@ ‘ /J% Cul, DMSO N~ o
SeBr —= [N Ao T —
\ L-prolina, Et;N (KN
/

36 37 R{ 58

H,0,, THF
t, 1h, 59-74%

R= Me, B, C4Hy-, 4-NO,-CoH,-CH,-, 4-Cl-CgH, -
R'= n-Bu, Ph, 4-Me-CgH,-, 4-MeO-CgH,- o

R 39

Schemat 14. Synteza na fazie statej analogow nukleozydow modyfikowanych pier§cieniem 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 NUKLEOZYDOW I OLIGONUKLEOTYDOW

Reakcje 1,3-dipolarnej cykloaddycji azydkow do alkindéw znalazly rowniez
zastosowanie w syntezie biokoniugatow. Prostota i skuteczno$¢ tej reakcji sprawia,
ze stala si¢ ona atrakcyjna metoda tworzenia kowalencyjnego wiazania pomigdzy
dwoma czasteczkami w wyniku czego zostaje utworzona bioczasteczka o zwigkszo-
nym biopowinowactwie, zmienionej aktywnosci i hydrofobowosci. Szeroko pojeta
definicja biokoniugacji obejmuje modyfikacje biatek czy kwasow nukleinowych
1 polega na inkorporacji fluoroforow, ligandow, chelatdéw, radioizotopdéw, czastek
zwigkszajacych powinowactwo wzgledem celu, a takze dotyczy fuzji dwoch biatek
czy potaczenia kompleksu weglowodanu z peptydem. Sita biokoniugacji tkwi
w mozliwo$ci znakowania in vivo.

Dzigki zastosowaniu reakcji CuAAC w zespole Lesnikowskiego przeprowa-
dzono synteze koniugatow pirymidynowych i purynowych zawierajacych kompleksy
karboranowe 40—43a i metalokarboranowe 40—-43b,c [22] (Rys. 5). Zwiazki tego
typu moga znalez¢ zastosowanie jako zrodto boru w terapii BNCT (ang. Boron Neu-
tron Capture Therapy) nowotworow.

e

HO 40

2-0 z_
VA ROV

Rysunek 5. Koniugaty nukleozydow zawierajace kompleksy karboranowe i metalokarboranowe
Figure 5. Nucleoside conjugates containing carborane and metallocarborane complexes
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Innym przyktadem syntezy potencjalnego leku w oparciu o reakcjg tworzenia
triazoli z azydkow i alkindw jest wyselekcjonowanie inhibitora fukozylotransferazy
—enzymu odpowiedzialnego za katalize¢ finalnego etapu glikozylacji w procesie bio-
syntezy i ekspresji wielu waznych sacharydow. Glikoproteiny i glikolipidy wystepu-
jace na powierzchni komorki (sktadnik bton komoérkowych i wielu receptorow
powierzchniowych), posrednicza w szeregu procesdw zwiazanych z rozpoznawaniem
komorkowym, embriogeneza, odpowiedzia immunologiczna i metastaza. Lee
1 wspolpracownicy z biblioteki zwiazkéw wytworzonych przy pomocy CuAAC ziden-
tyfikowali nanomolarny inhibitor fukozylotransferazy [23]. Autorzy taczac ze soba
acetylowe pochodne GDP 44 z azydkami 45 (Schemat 15) otrzymali w ten sposob
85 zwiazkow, ktore poddali screeningowi bezposrednio z mieszaniny reakcyjne;.
Najlepszym inhibitorem okazat si¢ zwiazek 46.

10mol% CuSO,
Cu osadzone na drucie
H,O, EtOH, t-BuOH, rt
75-98%

46 K= 62nM (o -1,3-FucT VI)
ICso= 0,15,M (c. -1,3-FucT V1)

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

Otrzymanie lipidowych koniugatéw oligonukleotydow jako potencjalnych
inhibitorow procesu translacji wirusa zapalenia watroby typu C (HCV) stanowi inny
ciekawy przyktad wykorzystania ,,click chemistry”. Alkino-modyfikowane lipidy
bedace pochodnymi cholesterolu 47a i oktadekanolu 47b poddawano reakcji
z 5’-azydo-5’-deoksytymidyna 48 w obecnosci askorbinianu sodu i katalitycznych
ilosci siarczanu miedzi(I) (Schemat 16). Uzyskane w ten sposob zwiazki 49a i 49b
zostaly w kolejnym kroku przeksztalcone w amidofosforyny 50a,b. Nastepnie zwiazki
te byly sprzggane z przyczepionym do fazy statej tancuchem oligonukleotydowym
begdacym 17-merowym, 2°-O-metylorybonukleotydem antysensowym wiazacym si¢
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specyficznie na 5’-koncu wirusowego RNA [24]. Modyfikacja lipidowa, co potwier-
dzily badania, znaczaco zwickszyta lipofilowo$¢ uzytych oligonukleotydow.

e}
N; o T CuSO, %/\
.\q@ askorbinian sodu -
(e} N [ N T
N\ w THF/H,0 Ny’ 0
HO
47a,b 48 49a,b HO

2-cyjanoetylo-N,N-disopropylo-
chloroamidofosforyn

O o}
-
%Nf\,N o T %N oT

=N N=N
synteza na
fazie stalej

_ (\) 1-H tetrazol O\F’/o\/\CN
51a,b O*IT’:O
°N
ODN

Lipidy:

0}
/ 47a

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

Innym réwnie interesujacym przyktadem wykorzystania reakcji 1,3-dipolarnej
cykloaddycji do poszukiwania zwiazkéw o potencjalnej aktywnos$ci biologiczne;j,
sa badania Jina i wspotpracownikow dotyczace projektowania lekéw przeciw
wirusowi ospy wietrznej i potpasca (VZV) [25]. W celu polepszenia rozpuszczalno$ci
i rozpoznania molekularnego aktywnych bicyklicznych furo[2,3-d]pirymidyno
nukleozydéw autorzy otrzymali seri¢ koniugatow weglowodandéw z analogami
tymidyny. W wyniku reakcji zwiazku 52 z propargilowymi pochodnymi cukrowymi
53, w obecnosci CuSO, i askorbinianu sodu, otrzymano odpowiednie 1,4-dipod-
stawione 1,2,3-triazole 54 (Schemat 17). Zwiazki te w nastgpnym kroku byly prze-
ksztatcane za pomoca metanolanu sodu w formy otwarte ketondw 55 lub w struktury
zamknigte 56 w przypadku zastosowania metanolowego roztworu amoniaku. Zwiazki
551 56 sa obecnie poddane badaniom biologicznym.
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Schemat 17. Synteza koniugatéw weglowodanow z pochodnymi tymidyny
Scheme 17. Synthesis of carbohydrate-thymidine analogue conjugates

3. OLIGONUKLEOTYDY

3.1. PRE- I POSTSYNTETYCZNE MODYFIKACJE DNA

Znane sa takze liczne prace dotyczace wykorzystania reakcji CuAAC do otrzy-
mywania znakowanego DNA, ktére migdzy innymi moglyby znalez¢ zastosowanie
jako sondy molekularne czy znaczniki fluorescencyjne. Do znakowania oligonukleo-
tydow wykorzystywana jest strategia presyntetyczna lub postsyntetyczna [26].

Pierwsza z nich obejmuje znakowanie monomerow nukleotydowych uzywanych
do syntezy DNA za pomoca standardowo stosowanej metody amidofosforynowe;.
Stad tez wynika konieczno$¢ uzyskania odpowiednio zmodyfikowanego amidofos-
forynu, ktory musi by¢ stabilny w warunkach prowadzenia reakcji na fazie statej
(warunki zasadowe, kwasowe, utleniajace). Ponadto atom fosforu(I1l) w amidofosfo-
rynowym ugrupowaniu, ktory jest wrazliwy na utlenienie do fosforu(V), musi by¢
stabilny w obecno$ci znacznika. Alternatywna droga presyntetycznej strategii jest
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stosowanie wyznakowanych trojfosforanow, ktore sa wlaczane do tancucha DNA
przez polimeraze w reakcji PCR. Ograniczeniem tej metodologii jest konieczno$é
stosowania tylko takich modyfikacji, ktore sg substratami dla polimerazy.

W strategii postsyntetycznej wprowadza si¢ mate grupy reaktywne do DNA,
ktore nastgpnie sa sprzggane ze znacznikiem po zakonczeniu procesu syntezy i depro-
tekcji DNA. Najczg$ciej stosuje si¢ grupy aminowe, ktore pozniej reaguja z aktyw-
nymi grupami estrowymi znacznika. Wada tego podejscia jest niska wydajnos¢ sprze-
gania i konieczno$¢ oczyszczania DNA technika HPLC, co sprawia, ze tworzenie
znakowanych w ten sposob oligonukleotydow staje si¢ bardzo kosztowne.

Zalety reakcji typu ,,click chemistry” w syntezie modyfikowanych oligonukleo-
tydow to:

— wysoka wydajnos¢,

— lagodne warunki prowadzenia syntezy,

— szerokie spektrum miejsc (zarowno w nukleozasadach, reszcie cukrowej

1 fosforanowej) pozwalajacych na przytaczenie grupy azydkowej i alkinylowej
do DNA (Rys. 6).
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Rysunek 6. Mozliwe miejsca przytaczenia grupy azydowej lub alkinowej do DNA
Rysunek 6. Possible position for modification of DNA by attachment of azides or alkynes

Gierlich 1 wspolpracownicy zastosowali CC do postsyntetycznej modyfikacji
otrzymanego metoda amidofosforynowa DNA zawierajacego zmodyfikowane
pochodne urydyny 57 i 58 (Rys. 7) [27]. Azydki 59-61 zostaly wybrane ze wzgledu
na to, ze moga one stanowi¢ potencjalne znaczniki molekularne.



WYKORZYSTANIE REAKCII 1,3-DIPOLARNEJ CYKLOADDY CJI HUISGENA 227

O
|

HO

S0y

N,

60

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 1 wspotpracownicy zaprezentowali dogodna syntezg¢ wielokrotnie zna-
kowanych oligonukleotydéw oparta na wspomaganej promieniowaniem mikro-
falowym reakcji CuAAC [28]. Autorzy zastosowali w tym przypadku cykloaddycje
do przytaczenia reszt weglowodanowych do szkieletu oligonukleotydowego (Schemat
18). Pierwszy etap syntezy polegal na otrzymaniu za pomoca metody amidofosfory-
nowej przylaczonego do ztoza dodekameru tymidynowego 62. Nastepnie wprowa-
dzono linker w sktad ktérego wchodzity trzy ugrupowania H-fosfonianodiestrowe.
Oksydatywne aminowanie otrzymanego zwiazku 64 z uzyciem CCl, wobec propar-
giloaminy 65 prowadzilo do zwiazku 66, ktory w nastgpnym etapie poddawano reakcji
cykloaddycji ze zwiazkiem 67 w obecnosci CuSO, i askorbinianu sodu. Amonoliza
otrzymanego w ten sposob zwiazku 68 dawata finalny produkt 69.
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Schemat 18. Synteza na fazie statej oligonukleotydow z przytaczonymi 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

Reakcje 1,3-dipolarnej cykloaddycji, pomigdzy alkinylo-6-karboksyfluoresceina
(FAM) 70 i zawierajaca ugrupowanie azydkowe pojedyncza nicia DNA (71),
zastosowano do syntezy fluorescencyjnych oligonukleotydéw 72 i 73 (Schemat 19)
[29]. Prowadzac reakcje CuAAC w §rodowisku wodnym otrzymano pozadane pro-
dukty z ilosciowa wydajnoscia. Znakowany w ten sposob DNA postuzyl nastgpnie
jako primer w reakcji Sangera.
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Schemat 19. Synteza znakowanych DNA 721 73 w reakcji 1,3-dipolarnej cykloaddycji
Scheme 19. Synthesis of FAM-labeled DNAs 72 and 73 by 1,3-dipolar cycloaddition

Wozrastajaca liczba otrzymanych struktur krystalicznych réznorodnych komplek-
sOW enzym-—substrat pokazata, ze w enzymach istnieje wiele miejsc aktywnych, ktore
sa bardziej ,,elastyczne” niz wezesniej uwazano. Konsekwencja tej ,,elastycznosci”
jest to, ze pojedynczy enzym akceptuje szersze spektrum substratéw. Z tego powodu
metoda projektowania lekow w oparciu o strukture miejsca katalitycznego czesto
bywa mato efektywna, a znaleziona struktura pomimo bardzo dobrego dopasowania
przestrzennego okazuje si¢ by¢ stabym inhibitorem enzymu. Rozwigzaniem tego
problemu moze okazac si¢ zastosowanie tak zwanych ,,fleximeréw” tj. nukleozydoéw
modyfikowanych w taki sposob, ze nuklozasada zostaje oddzielona od reszty cukro-
wej poprzez wprowadzenie dodatkowego ugrupowania. Dzigki takiej modyfikacji
pierscien purynowy umocowany jest bardziej ,,elastycznie”, a tym samym latwiej
dopasowuje si¢ do miejsca aktywnego, przy czym zwiazek nadal zachowuje cechy
typowego nukleozydu. Obszerne badania w tej dziedzinie przeprowadzita grupa
Chittepua [30], ktora opracowata syntezg nowych 1,2,3-triazolowych analogéw nukle-
ozydow 76 stosujac reakcje 1,3-dipolarnej cykloaadycji pomig¢dzy nukleozasada 74
posiadajaca grupe alkinowa, a azydkowa pochodna cukrowa 75 (Schemat 20).
Nastepnie zwiazki 76 przeksztatcane bylty w amidofosforyny i inkorporowane do
tancucha DNA.
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Schemat 20. Synteza ,,fleximerow” 76
Scheme 20. Synthesis of ,,fleximers” 76

3.2.1,2,3-TRIAZOL JAKO ZAMIENNIK WIAZANIA INTERNUKLEOTYDOWEGO

Reakcja katalizowanej miedzia 1,3-dipolarnej cykloaddycji stata si¢ uzytecznym
narzg¢dziem otrzymywania roznej klasy modyfikowanych oligonukleotyddéw. Znane
sa wlasciwosci naturalnie nie wystgpujacych oligodeoksyrybonukleotydow antysen-
sowych, ktore dziataja jako posttranskrypcyjne czynniki wyciszenia genéw. W litera-
turze opisana jest synteza oligonukleotydow, w ktorych internukleotydowe wiazanie
fosfodiestrowe zastapione zostato pier§cieniem triazolowym powstatym w wyniku
reakcji CuAAC.

Wykorzystujac strategie ,,click chemistry” Isobe i wspotpracownicy przedstawili
syntezg nowego analogu DNA (80, Schemat 21), w ktorym kolejne nukleozasady
polaczone sa pier§cieniem triazolowym [31]. Reakcja zawieszonego na fazie statej
zwiazku 77 z monomerem 78 prowadzila do zwiazku 79. Kolejne przytaczenia
monomeru 78 i nastgpcze odciecie od ztoza dawato finalny produkt 80.
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Schemat 21. Synteza analogu DNA posiadajacego pierscien triazolowy w miejscu wiazania internukleotydowego
Scheme 21. Synthesis of DNA analogue with triazole ring in place of internucleotide linkage

W literaturze przedstawiona jest takze interesujaca synteza nici DNA zawie-
rajacych nie wystepujacy naturalnie tacznik sktadajacy si¢ z dwoch reszt tymidyny
potaczonych triazolem (T-triazol-T) [32]. Potaczenie tego typu otrzymano na drodze
ligacji oligonukleotydu 81 zawierajacego na 3’-koncu reszte AZT z oligonukleotydem
82 zawierajacym na 5’-koncu propargiloamidotymidyng. Nastgpnie modyfikowany
oligonukleotyd 83 byt z powodzeniem uzyty w reakcji amplifikacji PCR z wykorzy-
staniem kilku réznych polimeraz (Schemat 22).
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E— \N$% ‘ T
- N 0 PCR 0 0
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H
HN._O
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DNA-3'
82  DNA-3 83 84
DNA-3'

Schemat 22. Synteza DNA zawierajacego w szkielecie nie wystgpujacy 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 STALEJ

Synteza na fazie stalej stanowi obecnie najczgsciej stosowana metode otrzymy-
wania takich makroczasteczek jak peptydy czy kwasy nukleinowe. Jednakze kowa-
lencyjne przytaczenie pierwszego monomeru cz¢sto bywa problematyczne. Na przy-
ktad przy zastosowaniu ztoza posiadajacego wolne grupy aminowe proces upako-
wania moze przebiega¢ bardzo powoli i jednocze$nie musi by¢ przeprowadzany
w $cisle bezwodnym medium. Konsekwencja niepetnego upakowania ztoza sa
niepozadane reakcje uboczne, a co za tym idzie nizsza wydajno$¢ i utrata czystosci
finalnego produktu. W celu obejscia tych trudnosci Oyelere i wspdtpracownicy
zaproponowali synteze¢ ztoza z grupami azydkowymi 86 (Schemat 23), co pozwalato
na przyltaczenie do niego nukleozydoéw podstawionych alkinylem w reakcji 1,3-
dipolarnej cykloaddycji [33]. Funkcjonalizowane w ten sposob ztoze 87 umozliwito
syntezg 15- 1 30-merowych oligonukleotyddéw na fazie state;j.
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Schemat 23. Synteza oligonukleotydow z wykorzystaniem ztoza z przytaczonymi grupami azydkowymi
Scheme 23. Synthesis of oligonucleotides using the azido-coated support

PODSUMOWANIE

Katalizowana miedzia reakcja 1,3-dipolarnej cykloaddycji pomigdzy azydkami,
a alkinami (CuAAC) stanowi nowa droge otrzymywania modyfikowanych nukleo-
zydow, nukleotydow oraz oligonukleotydéw. Metoda ta pozwala, przy pomocy mody-
fikowanych alkinylem amidofosforynéw, na przytaczenie wszelkiego rodzaju znaczni-
kéw do oligonukleotydow. Z pomoca modyfikowanych alkinylem trifosforanow lub
przy uzyciu technologii metylotransferaz mozna otrzymywac duze fragmenty geno-
mowego DNA, ktore nastgpnie mozna modyfikowac wykorzystujac reakcje CuAAC.
Zaskakujacym faktem jest to, ze znaczna ilo§¢ podstawionych grupa alkinylowa
zasad jest tatwo akceptowana przez polimerazy, dzigki czemu moga one w petni
zastapi¢ zasady kanoniczne we fragmencie DNA powstatym w wyniku naturalnej
lub sztucznej amplifikacji. Nastgpnie fragmenty DNA zawierajace w swoim szkielecie
ugrupowania alkinowe moga by¢, z wysokimi wydajnos$ciami, w reakcji 1,3 dipolarnej
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cykloaddycji modyfikowane na wiele réznych sposobéw. Znaczna czg$¢ otrzymanych
w ten sposob oligonukleotydow daje si¢ w tatwy sposdb oczyscic np. przez wytracanie
z etanolu, co pozwala unikna¢ czasochtonnej i drogiej techniki HPLC.

Nici DNA z grupami alkinowymi moga znalez¢ zastosowanie w nowoczesne;j
diagnostyce molekularnej albo jako jednostki budulcowe do konstrukeji nanomateria-
tow. Dla chemikow zajmujacych si¢ DNA reakcja CuAAC poszerza mozliwosci
syntezy tej klasy potaczen, pozwalajac jednoczesnie otrzymywac zupelnie nowe
pochodne DNA, ktore w przysztosci moga by¢ wykorzystywane w wielu obszarach
miedzy innymi w medycynie czy nanotechnologii.

Serdecznie dzigkuje¢ dr hab. Janinie Baraniak za materiaty i sugestie, ktore
pozwolity na powstanie tego artykutu.
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