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ABSTRACT

This work is about bioorthogonal chemistry as a chemistry of reactions taking
place in the living, in particular human, organism environment. In the search for
reactions that can occur under conditions, the focus is mainly on the reactions of
molecules that do not occur naturally in the body. Then, to have any application,
generally for the purpose of using this reactions to locate the accumulation spotes of
the selected substance, one molekule is covalently bonded to the biomarker mole-
cule, the second binds to the indicator molecule, which is frequently fluorescein.

Among a numerous examples of reactions that were designed during the short
history of bioorthogonal chemistry, there are mainly reactions involving organic
azides, which are not naturalny present in the human body. An example of such
a reaction is the Staudinger ligation. Subsequent modifications include mainly the
1,3-dipolar addition of azides to alkynes, catalyzed by copper(I) ions. The insta-
bility and toxicity of this catalyst has forced further innovations in bioorthogonal
reactions. One of them is the use of alkynes with high angular stress, which causes
a significant reduction in the activation energy of the process, that it is unnecessary
to use a catalyst. Another example of the bioorthogonal reactions are Diels-Alder
reactions. The interest in these reactions is not diminishing for several reasons.
One of them is the fact that as a result of a simple reaction two new carbon-car-
bon bonds (or others, for the HDA reaction) occur. Furthermore, many of these
reactions occur at standard temperature, without additional heating. Moreover, the
possibility of numerous modifications of the skeleton and functional groups and the
substituents of dienes and dienophils facilitates carrying out these reactions in the
aquatic environment. At the end, the article presents examples of the application of
cyclooaddition reactions in bioorthogonal chemistry.

Keywords: bioorthogonal chemistry, bioorthogonal ligation, Staudinger ligation,
1,3-dipolar cycloaddition, Diels-Alder reactions

Stowa Kkluczowe: chemia bioortogonalna, bioortogonalna ligacja, ligacja Staudin-
gera, 1,3-dipolarna cykloaddycja, reakcja Dielsa-Aldera
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WPROWADZENIE

Wraz z postepem cywilizacji dazenie do coraz to lepszych rozwigzan techno-
logicznych jest wyzwaniem dla roznych dziedzin nauki, ktére muszg i$¢ zgodnie
z duchem czasu. Jest to rowniez wyzwanie dla chemikéw organikéw zajmujacych
sie synteza organiczng. Wiekszos¢ reakcji organicznych przeprowadza si¢ w roz-
puszczalnikach organicznych takich jak chlorek metylenu, chloroform, toluen,
pirydyna czy tez proste alkohole. Kazda reakcja jest przeprowadzana w specyficz-
nych warunkach, takich jak odpowiednia temperatura, cisnienie, obecnos¢ lub brak
wody, odpowiednie ci$nienie. Nie mozna takze zapomnie¢ o atmosferze, w jakiej
przebiega reakcja — nalezy uwzgledni¢ dostep tlenu czy pary wodnej do $srodowiska
reakcji.

Trendem, jaki obserwuje sie w XXI wieku w chemii organicznej sg poszukiwa-
nia reakcji chemicznych, ktére moga zachodzi¢ w Zywym organizmie niezaleznie od
procesdw biochemicznych tam przebiegajacych. To one zapoczatkowaly ukierunko-
wanie si¢ cze¢sci laboratoriow na $wiecie w stron¢ badan nad reakcjami zachodza-
cymi w wodzie jako rozpuszczalniku. Gléwnym zastosowaniem dla tych reakcji jest
ich wykorzystywanie do badania metabolizmu lekéw lub réznych bioczgsteczek oraz
zastosowania do okreslania dystrybucji lekéw w komorce. Bioortogonalna ligacja
ma na celu znakowanie obrazowanych czasteczek chemicznym reporterem. Reakcje
te oprocz wykorzystania wody jako rozpuszczalnika muszg zachodzi¢ przy odpo-
wiedniej warto$ci pH zblizonej do warunkéw fizjologicznych, czyli w zakresie pH
4,5-7,5. Ponadto na przebieg reakcji bioortogonalnych nie powinna mie¢ wpltywu
obecnos¢ utleniaczy i aktywnych aminokwasow [1]. W tej wlasnie dziedzinie poja-
wiaja sie duze perspektywy dla chemikéw, ktérzy musza szukaé odpowiednich
nietoksycznych reagentéw oraz tak dobiera¢ warunki reakeji, aby byty najblizsze
warunkom w organizmie ludzkim czyli tak zwanym warunkom fizjologicznym.

Naukowcy coraz cze$ciej opracowuja nowe metody pozwalajace na obserwacje
proceséw zachodzacych w komorkach organizméw zywych. Znanych jest szereg
znacznikow, ktdre ulatwiajg sledzenie zachodzacych proceséw. Sg to miedzy innymi
kodowane czasteczki reporterowe stuzace do monitorowania biatkowych produk-
tow w organizmie [2]. Przykladem takiego biatka jest biatko GFP, z jezyka angiel-
skiego Green fluorescent protein. Jest to naturalnie wystepujace bialko wykazujace
jasnozielong fluorescencje przy ekspozycji na $wiatto z zakresu od niebieskiego
do ultrafioletowego. W 2008 roku Martin Chalfi, Osam Shimomura i Roger Tsien
otrzymali nagrode Nobla za okrycie i badania przeprowadzone na nim. To odkrycie
jeszcze bardziej wplyneto na rozwéj chemii bioortogonalnej. Rozpoczeto badania
nad przylaczaniem zwigzkéw organicznych do bialek i badania mechanizméw pro-
cesow bialkowych. Dzieki temu powstal nowy dzial w chemii organicznej i biologii
opisywany jako chemia bioortogonalna, ktéra ma taczy¢ synteze organiczng z bada-
niami komdrkowymi danych szlakéw metabolicznych.
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1. CHEMIA BIOORTOGONALNA

Termin chemia bioortogonalna pojawil si¢ po raz pierwszy w pracy Carolyn
R. Bertozzi w 2003. Chemia bioortogonalna obejmuje reakcje, ktére nie zakldcajg
reakcji biologicznych zachodzacych w organizmie [3]. Przede wszystkim reak-
cje te muszg zachodzi¢ w srodowisku wodnym, poniewaz kazdy organizm sklada
sie w wiekszosci z wody. Substraty muszg reagowaé ze sobg szybko i selektywnie
w warunkach fizjologicznych i nie oddziatywac z réznymi substancjami znajduja-
cymi si¢ w organizmie.

Celem chemii bioortogonalnej jest znakowanie czasteczek chemicznym repor-
terem, ktory jest bioortogonalny i specyficzny dla reakeji bioortogonalnej a tym
samym specyficzny dla organizmu zywego. W chemii bioortogonalnej klasyczna
kolba reakcyjna zostata zastgpiona komorkg biologiczng, a reakcje bioortogonalne
s3 cennymi narzedziami stluzacymi do badania proceséw metabolizmu lekéw lub
bioczasteczek.

1.1. OGOLNY MECHANIZM LIGACJI

Mechanizm reakcji bioortogonalnej mozna sprowadzi¢ do kilku etapow. Po
pierwsze musi istnie¢ zwigzek, ktory jest specyficzny i nie reaguje z innymi zwigz-
kami znajdujacymi si¢ w komoérce biologicznej. Ponadto, taki zwigzek powinien
mie¢ odpowiednie grupy funkcyjne, poprzez ktére moze by¢ utworzone wigzanie
z barwnikiem - najczesciej jest to fluoresceina (Schemat 1). Badany obiekt taczy sie
z drugim reagentem. W wyniku przeprowadzonej reakcji bioortogonalnej badany
obiekt zostaje polaczony ze znacznikiem. Dzigki takiemu nowemu zwigzkowi
mozemy $ledzi¢ metabolizm czasteczki oraz miejsce jej akumulacji.

-+

X =Y - +
+ - znacznik- najczesciej fluoresceina

Schemat 1. Ogodlny schemat ligacji w chemii bioortogonalnej
Scheme 1. General scheme of ligation in bioorthogonal chemistry
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Rysunek 1. Fluoresceina i rézne reaktywne pochodne fluoresceiny
Figure 1. Fluorescein and various reactive derivatives of fluorescein

Aby przytaczy¢ znacznik do jednego z reagentéw, w chemii bioortogonalnej
wykorzystuje sie aktywne pochodne fluoresceiny (Rys. 1). Pochodne 2, 3 i 4 reaguja
ze zwigzkami posiadajacymi grupe aminowa. Pochodna 5 ulega z tatwoscig reak-
cjom, w ktorych drugim reagentem jest reaktywna pochodna kwasu karboksylo-
wego. Ostatnie dwie struktury 6 i 7 reagujg ze zwigzkami posiadajacymi grupy tio-
lowe [4].

1.2. REAKCJA STAUDINGERA

Pierwszym przykladem reakcji, ktéra po modyfikacjach zostala zastosowana
w chemii bioortogonalnej jest reakcja przeprowadzona w 1919 roku przez Her-
manna Staudingera. Jest to reakcja azydku 8 z trifenylofosfing 9 z utworzeniem
pierwszorzedowej aminy 12 (Schemat 2) [5].

Ph Ph Ph Ph
-N
R—Nj3 + Ph—> P: — 2 Ph—> P—NR <—> Ph—\ F’+—N_R —H£> R\NH + Ph—> P=0
/ >
Ph Ph
Ph Ph R, R, = alkil, aryl
8 9 10 11 12 13

Schemat 2. Reakcja Staudingera, jako przyklad pierwszej reakcji bioortogonalnej
Scheme 2.  Reaction Staudinger, as an example of the first bioorthogonal reaction

Jak wida¢ na Schemacie 2 nastepuje atak nukleofilowy atomu fosforu trifeny-
lofosfiny 9 na atom azotu w azydku 8 z utworzeniem iminofosforanu 10 i wydzie-
leniem czasteczki azotu. Utworzona imina 10 istnieje réwniez w innej formie
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rezonansowej — aza-ylidu 11. Pod wptywem wody ulega on hydrolizie do pierwszo-
rzedowej aminy 12 oraz tlenku trifenylofosfiny 13 (Schemat 2). Pomimo szerokiego
zakresu stosowalnosci klasycznej reakeji Staudingera niska stabilnos¢ aza-ylidu 11
mogacego ulega¢ hydrolizie, jak réwniez wrazliwosci zwigzkéw fosforu(III) na wil-
go¢ w powietrzu ograniczyly zastosowanie tej wersji reakcji w wodnych ukltadach
biologicznych.

Reakcje bioortogonalne powinny zachodzi¢ pomiedzy zwigzkami, ktére nie
wystepuja w organizmie czlowieka, dlatego bardzo dobrym przykladem tego typu
reakcji jest reakcja przedstawiona na powyzszym schemacie. Zastosowany azydek
nie wystepuje w komdrkach, ponadto grupa -N, jest stabilna w warunkach fizjolo-
gicznych oraz jest malg grupa, ktéra mozna fatwo polaczy¢ z wieksza bioczasteczka.
Trifenylofosfina takze nie wystepuje w komorkach organizmu oraz jest niereak-
tywna z innymi zwigzkami biologicznymi, dlatego réwniez jest dobrym przykladem
czasteczki do zastosowania w chemii bioortogonalne;j.

1.2.1. Ligacja Staudingera

Zastosowanie reakcji chemicznych w komérkach biologicznych wymaga, aby
powstajace polaczenia byly stabilne w warunkach fizjologicznych. Dlatego zapropo-
nowano modyfikacje reakeji Staudingera, a dokonata tego Carolyn Bertozzi. Zastg-
pifa trifenylofosfine zwigzkiem podobnym do pierwotnego ale posiadajacym tzw.
elektrofilowa pulapke. Schemat 3 obrazuje ligacje Staudnigera [6].

o)
o-CHs Hs -OMe NHR
R—Ng+ NR AR ph
PPh, P*Ph,
14 15

Schemat 3. Ligacja Staudingera zmodyfikowana przez C.R. Bertozzi
Scheme 3. Ligation Staudinger modificated by C.R. Bertozzi

Elektrofilowa putapke stanowi grupa estrowa znajdujaca si¢ w pozycji orto
w podstawniku arylowym. Atom azotu aza-ylidu 16 atakuje grupe karbonylowa
estru, zapobiegajac hydrolizie ylidu poprzez utworzenie zwigzku zawierajacego
piecioczionowy pierscien. Hydroliza wigzania P-N prowadzi do utworzenia amidu
18 zawierajgcego tlenek fosfiny. Aby zademonstrowaé zastosowanie tej reakeji jako
bioortogonalnego narzedzia, Bertozzi uzyla fluorescencyjny azydek pochodng gli-
kanow i fosfiny z przytaczong do niej biotyna [6].

Schemat 3 ukazuje jak niewielka zmiana wprowadzona do jednego substratu
powoduje powstawanie zupelnie innej klasy zwigzkéw. W klasycznej reakeji Stau-
dingera powstawalta amina pierwszorzedowa, natomiast w ligacji Staudingera otrzy-
muje si¢ amid.
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1.2.2. Inne przyklady reakcji bioortogonalnych

Kolejnymi przyktadami bioortogonalnej ligacji sg reakcje przedstawione w Tabeli 1. Komentarze
zawierajg uwagi odnosnie zastosowania danej metody jako reakcji bioortogonalnej. Kazda z tych reakcji
posiada jakie$ ograniczenia ale pomimo to stosowana jest do bioortogonalnej ligacji, poniewaz nie zna-
leziono dotychczas dla danego przypadku obrazowania lepszego ,narzedzia”. Oprocz ligacji Staudingera
do reakeji bioortogonalnych zaliczamy kondensacje zwigzkéw organicznych takich jak alifatyczne ketony
czy aldehydy, a takze cyjanobenzotriazole.

Tabela 1. Wybrane reakcje, ktore znalazly zastosowanie w chemii bioortogonalnej
Table 1. Selected reactions that are used in bioorthogonal chemistry
Typ reakcji Reagent 1 Reagent 2 Komentarz
H,N—O—R
addukty sa
Q podatne na hydrolize; jako katalizator
stosuje si¢ aniling
HN-NH R !

[0}

kondensacja /CHa
aldehydow/ketonow O—NH
R H(CH 3) N
3 N reakcja prowadzi do bardziej stabilnych

wigzan C-C

Ty
o
o

Ligacja Staudingera R—Nj3 RrR—1 o OCH, fosfiny s3 podatne na utlenianie
|
2> pph,
HS
N

kondensacja R \> N mozliwe uboczne reakcje z wolnymi
cyjanobenzotriazoli tiolami

H,oN S

(o}

Oprocz przedstawionych powyzej przyktadow reakeji bioortogonalnych w obecnym czasie zwro-
cono szczegolng uwage na reakcje cykloaddycji.

2. REAKCJE CYKLOADDYCJI STOSOWANE W CHEMII
BIOORTOGONALNE]

2.1. 1,3-DIPOLARNA CYKLOADDYCJA AZYDKOW DO ALKINOW

Badania nad 1,3-dipolarng cykloaddycjg prowadzil w latach 60. XX wieku Ralf
Huisgen [7]. Jest to reakcja stosowana do regioselektywnej i stereoselektywnej syn-
tezy pigcioczlonowych pierscieni heterocyklicznych [8].

1,3-dipolem mogg by¢ zwigzki zawierajace jako atom centralny azot np.: ylidy,
nitryle, iminy nitrylu, tlenki nitrylu, azydki, ylidy azometinowe, nitrony. Dipolaro-
filami sg najcze$ciej alkeny i alkiny lub ich heteroanalogi [9].
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HCx cu(l) 7N\ R
R1_N3 + \\R —_— N N
2 -
19 20 R 21

2 R,, R, = alkil, aryl

Schemat 4.  Reakcja 1,3-dipolarnej addycji azydkéw do alkindw z uzyciem katalitycznych ilosci soli miedzi(T)
Scheme 4. 1,3-Dipolar cycloaddition of azides and alkynes with catalytic amounts of Cu(I) salts

Schemat 4 przedstawia reakcje azydku 19 jako 1,3-dipola z alkinem 20 jako
dipolarofilem, w wyniku ktdrej otrzymuje sie pieciocztonowy pierscien triazolu 21.
Ten typ reakcji zostal opisany przez Huisgena w 1976 roku [10].

Omawiana reakcja zazwyczaj jest prowadzona w podwyzszonej temperaturze.
Dlatego Meldal i Sharpless niezaleznie opracowali metode katalizowania reakcji
wykorzystujgc jony miedzi(I). Odkryli oni, Ze jony miedzi(I) znaczaco wplywaja
na szybkos$¢ powyzszej reakcji i nazwano tg reakcje ,,copper-catalyzed alkyne-azide
cycloaddition” a dla uproszczenia przyjeto skrot CuAAC (Schemat 4). Reakcja ta jest
przykladem tak zwanych reakgji ,,click”, [10, 11]. Niestety reakcje CuAAC nie moga
by¢ uzywane w chemii bioortogonalnej, poniewaz jony miedzi(I) sa szkodliwe dla
organizmoéw zywych.

Pracujgc nad zastosowaniem reakcji azydkow i alkinéw w chemii bioortogonal-
nej chemicy zaproponowali modyfikacje pozwalajaca na przeprowadzenie reakcji
bez uzycia toksycznych jonéw miedzi(I). Zaproponowano zastosowanie do reakcji
z azydkami cyklicznych alkindw posiadajacych w pierscieniu siedem lub osiem ato-
moéw wegla (Schemat 5).

Ri~n—N

Q \\N
Ri—Na+ S
v TR, o R,. R, = alkil, aryl
22 23 TR, 24

Schemat 5. Reakcje cykloaddycji azydkow i pochodnych cyklooktynu promowanych napieciem katowym
pierscienia cyklooktynu

Scheme 5. Cycloaddition reaction of azides and cyclooctyne derivatives promoted by strain of cyclooctyn
ring

Schemat 5 to reakcja azydku 22 z cyklooktynem 23 w wyniku, ktdrej powstaja
1,2,3-triazole 24. W pierscieniu cyklooktynu wystepuje duze naprezenie katowe,
ktore stanowi sile napedowa reakcji bez potrzeby uzycia szkodliwej dla komorek
biologicznych jonéw miedzi(I). Te reakcje nazwano ,strain promoted azide-alkyne
cycloaddition” - skrot SPAAC [12]. W ukladzie cyklooktynu na atomach wegla
polaczonych wigzaniem potréjnym wystepuje hybrydyzacja sp co wymusza geome-
trie liniowsa i katy 180° w tym fragmencie czasteczki. Czasteczka cyklooktynu jest
cykliczna, nastepuje odksztalcenie od liniowosci i pojawia sie naprezenie katowe. Po
zajsciu reakeji nastepuje zmniejszenie naprezenia katowego dzigki zmianie hybry-
dyzacji atoméw wegla z sp na sp’. Stosujac takie substraty obnizamy energie aktywa-
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cji reakeji, ktéra wymagala uzycia jonéw miedzi(I) jako katalizatora. Azydek 22 jak
i cyklooktyn 23 nie reaguja z zadnymi bioczasteczkami wystepujacymi w komorce
a zatem sg chemoselektywne. Ponadto w komorce sg wyjatkowymi molekutami,
poniewaz w zywym organizmie nie znajdziemy podobnych do nich zwigzkéw. To
pozwolito na wprowadzenie tej reakcji do grona kilkunastu ligacji nalezacych do
»narzedzi w skrzynce z narzedziami” jaka dysponuje chemia bioortogonalna. Jedna-
kowoz naukowcy natrafili na pewien problem; okazato si¢ ze cyklooktyny stabo roz-
puszczaja si¢ w wodzie. W nawigzaniu do tego problemu, wprowadzane sg réznego
rodzaju modyfikacje cyklooktynu aby zwiekszy¢ rozpuszczalnosé (Rys. 2).

COOH
O/o\/©/
25

— :il.‘ “Ii:
O/O\/COOH N
e}

26 g 27

Rysunek 2. Wybrane trzy zwigzki stosowane w cykloaddycji, uszeregowane wraz ze wzrostem rozpuszczal-
nosci w $rodowisku wodnym

Figure 2. Three selected compounds used in cycloaddition, ranked by increasing solubility in the aquatic
environment

Na Rysunku 2 pokazano trzy zwigzki wykorzystywane w reakcji SPAAC wedlug
rosngcej rozpuszczalnosci w warunkach fizjologicznych. Wigcej przyktadow takich
zwigzkdéw mozna znalez¢ w artykule zamieszczonym w czasopi$mie Topics in Cur-
rent Chemistry [12].

Aby umozliwi¢ wizualizacje biomolekul w organizmie Zywym w reakcji
1,3-dipolarnej cykloaddycji azydkow i alkinéw wykorzystuje sie gotowe matocza-
steczkowe fluorogeniczne substraty. Na Rysunku 3 ukazane sg odpowiednie azydki
28-33, jak kilka przykltadéw alkinéw 34-37. Przedstawione reagenty wykazuja
fluorescencje, dzieki czemu mozemy §ledzi¢ przebieg danej reakcji zachodzacej
w komorce biologicznej [12].
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Fluorogeniczne azydki do reakcji cykloaddycji z alkinami

H HO. l (0] (0] Et,N
/
o]

Fluorogeniczne alkiny do reakcji cykloaddycji z azydkami

|
MeO I I OMe
35
R HC.
N
N N—| N >—\ A (o} o}
@—( \>—<:\>—NH NH-TAMRA
= N= — =
36 37
R
R = alkil, aryl

TAMRA = 5-karboksytetrametylorodamina

Rysunek 3. Fluorogeniczne substraty do 1,3-dipolarnej cykloaddycji azydkéw do alkindéw
Figure 3. Fluorogenic substrats for 1,3-dipolar cycloaddition azides with alkynes

2.2. REAKCJE DIELSA-ALDERA

Reakcje Dielsa-Aldera (DA) zostaly opisane w 1928 roku przez dwoch chemi-
kow: Otto Dielsa i Kurta Aldera, ktérzy otrzymali nagrode Nobla w 1950 roku za
to odkrycie. Reakcja ta jest jednym z bardziej ekonomicznych przeksztalcen sto-
sowanych w chemii organicznej. W wyniku jednej przemiany powstaja dwa nowe
wigzania wegiel-wegiel. Jest jedna z gtéwnych reakcji prowadzaca do otrzymania
polaczen karbocyklicznych jak i heterocyklicznych. Nazywa si¢ ja takze reakcja one
step, poniewaz zachodzi jednoetapowo [14].
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Schemat 6. Ogolny schemat reakcji Dielsa-Aldera
Scheme 6. General scheme of Diels-Alder reaction

Polega na cykloaddycji podstawionego dienu 38 do alkenu 39 z utworzeniem
pochodnych cykloheksenu 40. Reakcja DA jest cennym narzedziem syntetycznym
poniewaz charakteryzuje si¢ wysoka regio-, diastereo- jak i w niektérych przypad-
kach enancjoselektywnoscia. Reakcja cykloaddycji DA jest takze stereospecyficzna.
Dzigki temu stereochemia dienofila zostaje niezmieniona. Zatem z dienofila o kon-
figuracji cis lub trans otrzymuje si¢ odpowiednio cis lub trans diastereoizomery jako
produkty tej reakcji [14].

Molekularny opis reakcji DA - cykloaddycji [47+27], opiera si¢ na nakladaniu
orbitali granicznych HOMO i LUMO substratéw. Znane s3 dwa typy reakcji DA.
Pierwszy to reakcja klasyczna, czyli z normalnym zapotrzebowaniem elektronowym.
Druga z kolei nazywa si¢ reakcja z odwrdconym zapotrzebowaniem elektronowym.

W Kklasycznej reakcji DA dien powinien posiada¢ podstawniki elek-
tronodonorowe - EDG z ang. elektron donating group oraz konformacje
s-cis. Z kolei dienofil powinien by¢ wyposazony w grupe elektronoakceptorowa-
EWG z ang. elektron withdrawing group [15] (Rys. 4).

DIEN DIENOFIL
CH,
/ o,
EDG— - EWG—%—
K\ CH,
CH,
41 42

EDG = OR, NHR, NR,, alkil
EWG = COOH, COOR, NO,, CHO, CN, SO,R;

Rysunek 4. Dieny i dienofile wykorzystywane w klasycznej reakcji Dielsa-Aldera
Figure 4. Diens and dienofiles used in the classic Diels-Alder reaction

Reakcja z odwrdconym zapotrzebowaniem elektronowym jest charaktery-
styczna dla dienéw posiadajgcych deficyt tadunku ujemnego, co zapewniajg pod-
stawniki elektronoakceptorowe, natomiast dienofil musi posiada¢ grupy elektrono-
donorowe (Rys. 5).
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DIEN DIENOFIL
CH,

~ o

EDG—T
K\ CH,

CH,

43 44 EWG =COOH, COOR, NO,, CHO, CN, SO,R
EDG = OR, NHR, NR,, alkil;

Rysunek 5. Dieny i dienofile wykorzystywane w reakcji Dielsa-Aldera z odwroconym zapotrzebowaniem
elektronowym
Figure 5. Diens and a dienofiles used in the inverse-electron-demand Diels-Alder reaction.

W reakeji DA czesto stosuje sie substraty zawierajace heteroatomy takie jak
azot, tlen czy siarke. Jest to tak zwana reakcja hetero-Dielsa-Aldera w skrocie HDA
(Rys. 6).

DIENY
CH, CH, HAC (0] CH, CH,
( N/ 3 N/ K
+
K K N
o 0 HC™ o S XcH,
a,B-nienasycone 1-okso-3-azabutadieny  1,4-dioksobutadieny  1-tio-3-azabutadieny 2-tiobutadieny
zwiazki karbonylowe
CH, ~
= CH, N _CH, CH
( r - e o
S : N §
XN N
e “ScH, Y N e
wha hn L
1-azabutadieny 2-azabutadieny 1,4-diazabutadieny 1,3-diazabutadieny 1-fosfo-3-azabutadieny
DIENOFILE
o ‘c‘> NR N s
: | |
R
aldehydy, zwigzki iminy nitryle tioaldehydy,
ketony nitrozowe )L' tioketony
‘P‘ Se N s o
| I I
I 1} . s=o
siarka
fosfoalkiny  selenoaldehydy zwiagzki azowe dwuatomowa tlenek siarki

Rysunek 6. Przykladowe dieny i dienofile wykorzystywane w reakcji hetero-Dielsa-Aldera
Figure 6. Example of diens and a dienofiles used in the hetero-Diels—-Alder reaction

W 1980 roku Ronald Breslow odkryl, Ze reakcja DA zachodzi znacznie szybciej
i z wigkszg endo/egzo selektywnosciag w wodzie w poréwnaniu z rozpuszczalnikami
organicznymi [16]. Reakcje DA zaliczamy do najwazniejszych reakcji stosowanych
w chemii bioortogonalnej, poniewaz zachodza one z wysokimi wydajno$ciami
w Srodowisku wodnym. Substraty stosowane w reakcji DA, sg specyficzne, zwigzki
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tego typu nie wystepuja w komorkach biologicznych. W zwiazku z tym, dien i die-
nofil mogg sie selektywnie odnalez¢ i polaczy¢.

2.2.1. Reakcje Dielsa-Aldera z normalnym zapotrzebowaniem elektronowym
stosowane do bioortogonalnej ligacji

Czesto uzywanym dienofilem w tego typu reakcjach jest imid kwasu bursztyno-
wego 46, ktory z tatwoscia reaguje ze sprzezonymi dienami 45 w tagodnych warun-
kach z utworzeniem pochodnej 47 (Schemat 7) [1]. Jedynym ograniczeniem tej
reakcji jesli chodzi o jej wykorzystanie w ukladach biologicznych jest fakt, ze imid
kwasu bursztynowego moze reagowac ze znajdujacymi si¢ tam zwigzkami takimi
jak aminokwasy posiadajace nukleofilowe wolne grupy aminowe lub grupy tiohy-
droksylowe. Nie zmienia to faktu, ze reakcja ta znalazla zastosowanie w znakowaniu
kwasow nukleinowych i biatek [1].

6}
— / Rz /
= H,0 q 1
W 4 Dem === L
\O \ R, R, = alkil, aryl
45 46 47

Schemat 7. Reakcja Dielsa-Aldera z normalnym zapotrzebowaniem elektronowym
Scheme 7. Diels-Alder reaction with normal-electron-demand

Obecnie stosuje si¢ niewiele reakcji DA z normalnym zapotrzebowaniem elek-
tronowym jako bioortogonalnych cykloaddycji z uwagi na substraty, ktére fatwo
moga reagowac ze zwigzkami wystepujacymi w $rodowisku komorki [1].

2.2.2. Reakcje Dielsa-Aldera z odwréconym zapotrzebowaniem elektronowym
stosowane do bioortogonalnej ligacji

W reakcjach DA z odwrdconym zapotrzebowaniem elektronowym bardzo cze-
sto jako dien stosuje sie pochodne 1,2,4,5-tetrazyny z powodu, iz ten uklad hetero-
dienu jest ubogi elektronowo. 1,2,4,5-Tetrazyna reaguje z reaktywnymi alkenami,
takimi jak trans-cyklookten, norbornen czy cyklopropen [17]. Reaktywnos¢ tych
dienofili wynika z naprezenia katowego w odpowiednich pierécieniach.
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R3

/ T
N—N
R <</ \>>R2 + H,0 Hl‘\l X L
— N R
N=N \ N : R,, Ry,R, = alkil, aryl
9 R, 50

48 4

Schemat 8.  Reakcja Hetero-Dielsa-Aldera z odwréconym zapotrzebowaniem elektronowym - tetrazyny
z norbornenem [17]
Scheme 8. Inverse-Electron-Demand Hetero-Diels-Alder reaction of tetrazine with norbornene [17]

W 2008 roku Devaraj i Blackman niezaleznie od siebie, opisali bioortogonalne
reakcje z udzialem tetrazyny 48 i norbornenu 49 (Schemat 8) [17, 18].
Ponadto opisali takze druga reakcje przedstawiong na Schemacie 9.

R,
N—N
H,0 NZ
Rk, + 3 2
1 N=N ’ X HI!J _ % R, R,R, = alkil, aryl
Ry Rq
51 52 53

R4

Schemat9. Reakcja Hetero-Dielsa-Aldera z odwréconym zapotrzebowaniem elektronowym tetrazyny
z trans-cyklooktenem [18]
Scheme 9.  Inverse-electron-demand Hetero-Diels—Alder reaction of tetrazine with trans-cyclooctene [18]

Tetrazyna 51 ulega reakcji DA z trans-cyklooktenem 52 w $rodowisku wodnym
(Schemat 9) [18].

Poréwnujac powyzsze substraty, nalezy podkresli¢, iz reakcja tetrazyny 48
z norbornenem 49 zachodzi znacznie wolniej niz z trans-cyklooktenem 52, jednak
norbornen 49 charakteryzuje sie wiekszg stabilnoscig [19].

Reakcje opisane powyzej zachodzg szybko, jednak duze rozmiary substratow:
trans-cyklooktenu i norbornenu limitujg ich uzyteczno$¢ w praktycznym zastoso-
waniu przy znakowaniu badanych obiektow.

Innymi reakcjami HDA, ktére znalazly zastosowanie w chemii bioortogonal-
nej sg cykloaddycje, w ktdrych role heterodienu pelnig 1-oksa-1,3-butadieny a role
dienofila etery winylowe. Uklad 1-oksa-1,3-butadienu znajduje si¢ w strukturze
o-metylidenonaftochninonu, ktéry to zwiazek szybko i selektywnie reaguje w reak-
cji HDA z bogatym w elektrony dienofilem (Schemat 10A). Ta reakcja jest wysoce
selektywna i przebiega bez zakldcen w warunkach wodnych. Tioetery winylowe sg
malymi czasteczkami stabilnymi chemicznie in vivo, dzigki czemu nadajg si¢ do
zastosowania jako bioortogonalne reportery chemiczne, ktére mozna skutecznie
sprzega¢ z réznymi biomolekutami [20].
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Schemat 10. Reakcja pochodnych 1-oksa-1,3-butadienéw z eterami winylowymi
Scheme 10.  Reaction of derivatives 1-oxa-1,3-butadienes reaction with vinyl ether

Do utworzenia ukladu o-metylidenonaftochinonu 55 niezbedne jest pro-
mieniowanie UV co uniemozliwia zastosowanie tej reakcji w chemii bioortogo-
nalnej. W 2013 zostaly zmodyfikowane struktury heterodienu 55 i dienofila 56
tak aby spelnialy one odpowiednie warunki dla bioortogonalnej cykloaddycji.
Zastosowano pochodng o-metylidenochinolinochinonu 59 zawierajaca atom
azotu. Dzigki obecnosci atomu elektroujemnego pierwiastka w strukturze dienu
znacznie zwiekszyla sie jego reaktywno$¢ oraz hydrofilowo$¢. Natomiast drugim
substratem byt tioeter winylowy 60, ktory charakteryzuje si¢ matymi rozmiarami
jak i stabilnoscig chemiczng oraz tym, iz jest dienofilem bogatszym w elektrony
(Schemat 10B) niz wcze$niej zastosowany eter winylowy. Reakeja przedstawiona na
Schemacie 10B przebiegala w wodzie oraz w temperaturze 37°C. Warto zauwazy¢
iz o-metylidenochinolilnochinon 59 zostal wytworzony bez uzycia katalizatora
czy tez promieniowania UV. Autorzy pracy zbadali stabilno$¢ tioeteru winylowego
w warunkach fizjologicznych, miedzy innymi w obecnosci utleniaczy jak takze
reaktywnych aminokwaséw takich jak cysteina, lizyna [20].
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W obecnym czasie w wielu laboratoriach poszukuje si¢ nowych ,,narzedzi bio-
ortogonalnych” spelniajacych wszystkie warunki bioortogonalnosci.

(o] R4
H,C
)\ 2 R2
0 N P
| °© ORj3
CH
trans 3 65

R, - Ph, 4-CH,0-C,H,, 4-NO,-C;H,

R,-H, CH,

R,- C,H,, iBu

Schemat 11. Reakcja hetero-Dielsa-Aldera z odwréconym zapotrzebowaniem elektronowym jako potencjalna
reakcja bioortogonalna
Scheme 11.  Inverse-Electron-Demand Hetero-Diels—Alder reaction as potential bioorthogonal reaction

Na Wydziale Chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego prowadzone sa badania
majgce prowadzi¢ do znalezienia kolejnych bioortogonalnych cykloaddycji 1-oksa-
-1,3-butadienéw i eteréw winylowych. Spo$réd réznych badanych dotychczas reak-
cji wybrano cykloaddycje 5-arylidenopochodnych kwaséw barbiturowych 62 i ete-
réw winylowych 63 (Schemat 11). Najpierw reakcje te przeprowadzono w chlorku
metylenu jako rozpuszczalniku [21]. Reakeje te zachodzily w krétkim czasie (1-5
godz.) w temperaturze pokojowej i z wysokimi wydajnosciami. Prowadzily do
otrzymania dwoch diastereoizomerdéw cis 64 i trans 65 pirano[2,3-d]pirymidyny.
W kolejnych badaniach sprawdzono, ze reakcje te mogg by¢ prowadzone w wodzie
w temperaturze pokojowej [22]. Po wykazaniu, ze reakcje spelniajg podstawowe
warunki bioortogonalnosci, sprawdzono stabilnos¢ heterodienéw w warunkach
fizjologicznych. W obecnym momencie trwaja prace nad przytaczeniem pochodnej
fluoresceiny do heterodienu oraz wytworzeniem wigzania pomiedzy eterem tiowi-
nylowym i badanym obiektem.

3. ZASTOSOWANIE BIOORTOGONALNYCH CYKLOADDYC]JI
DO OBRAZOWANIA BIOCZASTECZEK I LEKOW

Ciekawym przykladem zastosowania reakcji cykloaddycji 1-oksa-1,3-butadie-
néw i alkenéw do bioortogonalnej ligacji jest obrazowanie taxolu znanego w Polsce
jako paklitaksel. Taxol jest substancjg aktywna znajdujgcg sie w korze cisu krotkolist-
nego, wykazujacy dziatanie cytotoksyczne w komorkach HeLa. Lii wspotpracownicy
zastosowali reakcje 1-oksabutadienow jako bioortogonalng reakeje, do znakowania
bialek jak i obrazowania taxolu w zywych komérkach [20]. Na Rysunku 7 przedsta-
wiono obraz jaki otrzymano w mikroskopie konfokalnym $wiadczacy o utworzonej
bioortogonalnej ligacji pomigdzy taxolem i fluoresceing [19].
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Rysunek 7. Reakcja 1-oksa-1,3-butadienu w obrazowaniu taxolu w komérkach HeLa. Rysunek zaczerpnigto
zJ. Am. Chem. Soc., 2013, 135, 4996 za zgoda American Chemical Society

Figure 7. Cycloadditon of 1-oxa-1,3-butadienes imaging taxol in HeLa cells. Reprinted with permission
from J. Am. Chem. Soc., 2013, 135, 4996. Copyright American Chemical Society

Kwasy nukleinowe sg biologicznymi makroczgsteczkami, ktére odpowiedzialne
sg za material genetyczny, i odgrywajg istotna role w kodowaniu, przesytaniu, wyra-
zaniu i regulowaniu informacji genetycznej. Kilka przykltadéw modyfikacji kwasu
nukleinowego za pomocg reakeji Dielsa-Aldera z odwréconym zapotrzebowaniem
elektronowym zostalo wykazanych przez grupe Jaschke [23-25]. Na Rysunku 8(a)
przedstawiono przyklad podwdjnej ligacji. Wida¢ jak tetrazyna reaguje z norborne-
nem, a w tym samym czasie alkin bierze udziat w ligacji z fluorogenicznym azyd-
kiem.

(a)
\ O e,

;
N=N
e R
N-N

DAinv/
CuAAC DAinv CUuAAG

Rysunek 8. a — Modyfikacja DNA poprzez ligacje tetrazyny i azydkiem. b — Obrazowanie zywej komorki
z syntetycznym RNA za pomocg tetrazyny w fluorogenicznej probie. Rysunek zaczerpnieto z Top.
Curr. Chem.,, 2016, 3, 374 za zgoda Springer Nature

Figure 8. a — DNA post-modification by tetrazine and azide ligation. b — Live cell synthetic RNA target
image using tetrazine fluorogenic probe. Reprinted with permission from Top. Curr. Chem., 2016,
3, 374. Copyright Springer Nature

Ostatnio grupa Schorra wytworzyta syntetyczne oligonukleotydy RNA ze
znacznikiem norbornenowym, ktére mogg by¢ znakowane sondg fluorogeniczng
tetrazyny (Rys. 8b) w komodrkach ssakéw przy uzyciu tej samej strategii co wcze-
$niej opisana reakcja [24]. Wykorzystanie reakeji z fluorogenicznymi sondami jest
potezna technikg obrazowania kwaséw nukleinowych.

Waznym takze aspektem zastosowan jest obrazowanie biatek za pomoca
narzedzi chemii bioortogonalnej. Niedawno opisano jak obrazowaé w wysokiej
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rozdzielczo$ci tkanki odpowiadajace za ekspansje genéw [27]. Bialka w réznych
lokalizacjach komdrkowych moga by¢ znakowane przez ligacje tetrazyny z flu-
orogenicznymi znacznikami. Metoda ta stuzy do obrazowania mikroskopowego
z rekonstrukejg optyczng. Badania dostarczajg informacji o strukturze bialek na
powierzchni i wewnatrz badanego uktadu.

(

CH, )

(a) i e
b Qi ific WAy Invivo
Ny N Site-specific ' § Lo

N — \#e "
genetic AN
. 5 CADA, A
incorporation =

H,N” “COOH 7

Rysunek 9.  Reakcja nie fluoryzujacego GFP z pochodng tetrazyny, powodujaca fluorescencje GFP Rysunek
zaczerpnieto z Top. Curr. Chem., 2016, 3, 374za zgoda Springer Nature

Figure 9. Reaction of inactive GFP with tetrazine derivative causing turn-on GFP. Reprinted with permis-
sion from Top. Curr. Chem., 2016, 3, 374. Copyright Springer Nature

UWAGI KONCOWE

Chemia bioortogonalna to preznie rozwijajaca si¢ w XXI wieku dziedzina
aczaca chemie organiczng z biologia. W niniejszej publikacji starano sie ukazaé
krotkyg jednak zarazem ciezka droge chemikow organikdw jaka przeszli w poszu-
kiwaniu bioortogonalnych ligacji. Pokazano rézne rodzaje reakeji jakie moga by¢
zastosowane w chemii bioortogonalnej. Zwrécono uwage na dominujaca role reakeji
cykloaddycji w chemii bioortogonalnej. Szczegélnie reakcje 1,3-dipolarnej cykload-
dycji i reakcje D-A s3 uzywane do bioortogonalnej ligacji. Niektére z omawianych
ligacji znalazly zastosowanie do znakowania kwasdw nukleinowych, bialek, lipidéw,
glikanow i bioaktywnych matych molekut lekow.
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