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Napsautusreaktiot ovat bio-ortogonaalisia kemiallisia reaktioita, jotka ovat tunnettuja niiden
nopeudesta, korkeasta saannosta sekd helppokayttdisyydestd. Ndiden monipuolisten ominaisuuksien
ansiosta niille on 10ydetty kéyttdd monella tieteenalla. Napsautusreaktioiden poikkeuksellisen
nopeuden ja selektiivisyyden ansiosta on jopa onnistettu leimaamaan biomolekyylejd. Kuitenkin
niiden epdorgaanista vastinetta on tutkittu huomattavasti vihemmaén, vaikka se tarjoaa lupaavan

vaihtoehdon orgaanisille luminoiville leimoille.

Epdorgaaninen napsautusreaktio esiteltiin nimeltdin ensimmadisen kerran Viegon tutkimuksessa
vuonna 2011. Tdssd tutkimustydssd hdnen onnistui suorittaa 1,3 — dipolaarisen sykloadditioreaktio,
mutta kdyttden 1dhtdaineina metalliatsidi -ja metalliasetylidiyhdisteitd. Hinen tutkimuksensa pohjalta
syntyi tutkimussuunta, joka keskittyi erilaisten organometallikompleksien synteesiin. Kyseiset
metallikompleksit keskittyvit erilaisin metallien ominaisuuksien ja niihin sijoittuviin ligandien
sovelluksiin, joita voidaan kayttdd erilaisiin  biokonjugointimenetelmiin. Ep&dorgaanisen

napsautusreaktion avulla ligandien asettaminen onnistuu helposti ja nopeasti huoneen lampdétilassa.

Avainsanat: bio-ortogonaalinen, napsautusreaktio, epiorgaaninen napsautusreaktio,
metallikompleksi
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1. Johdanto

Napsautusreaktiot tunnetaan niiden nopeasta reaktioajasta, kyvystd muodostaa stabiileja
lopputuotteita sekd suhteellisen korkeasta saannosta alhaisissakin pitoisuuksissa. Jotta ne eivét
hiiritse luonnollisia prosesseja, reaktion on suoriutuva isdnnén fysiologisessa pH:ssa ja lampdtilassa
eli bio-ortogonaalisesti. Reaktiothin ei saa vaikuttaa vesi, hapettimet tai muut biologisessa
ympéristdssd esiintyvdt kemialliset tekijat. Napsautusreaktioiden selektiivisyys perustuu
funktionaalisiin ryhmiin, jotka eivdt esiinny luonnostaan biologisissa jirjestelmissd. Talld taataan,
ettd reaktio kohdistuu suunniteltuun biomolekyylin.! Kyseiselld kohdennetulla ldhestymistavalla on
monia kayttokohteita kuten isotooppilddketieteessd, syopdladkehoitojen kohdentamisessa tai

soluprosessien minuuttitarkassa analytiikassa. >~

Vaikka orgaanisten napsautusreaktioiden kéyttd on monipuolista ja se laajenee jatkuvasti, on niiden
epdorgaanista vastinetta tutkittu huomattavasti vihemmén. Epéorgaaninen napsautusreaktio esiteltiin
nimellddn ensimmadisen kerran Viegon tutkimustydssd. Viego pyrki saavuttamaan samankaltaisia
tuloksia kuin 1,3-dipolaarisessa Huisgenin sykloadditiossa alkyynin ja atsidin vélilld. Han kaytti
reaktiossaan kulta-atsidi ja kulta-asetylidiyhdisteitd, silld kulta kykeni imitoimaan Huisgenin
sykloaddition ominaisuuksia. Téstd eteenpdin epidorgaaniset napsautusreaktiot alkoivat kehittya kohti
metalliatsidikomplekseja. Organometallikompleksien synteesiin kéytettiin sellaisia metalleja kuten

iridium, palladium, nikkeli, kulta ja platina.>®

Viegon epdorgaanisen napsautusreaktioon perustuvat jatkotutkimukset osoittavat, ettd
metallikomplekseihin voi liittdd erilaisia alkyynejé ja alkynoneja tulevaa funktionalisointia varten.
Esimerkiksi biotiinia tai koliinihappoa voi kayttdd biologisina kantajina. Samalla metallikompleksit
kykenevit pysyéd ortogonaalisina luminoivina koettimina biologisessa jérjestelmédssé, jossa ne ovat
vain védhdn sytotoksisia nisdkdssoluja kohtaan. Epdorgaaniseen napsautusreaktioon perustuvat

synteesit ovat suhteellisen suoraviivaisia ja saannot korkeita. +’



2 Bio-ortogonaalinen kemia napsautusreaktioiden pohjana

2.1 Staudingerin ligaatio

Ortogonaalisuus on matemaattinen késite, joka kuvaa kahta toisistaan riippumattomasti vaihtelevaa
ryhmadi, ja tistd kisitteestd bio-ortogonaaliset reaktiot saivat nimensd. Reaktio etenee biologisessa
ympéristossd hdiritsemdttd eldvdn organismin biokemiallisia prosesseja. Ensimmdiinen bio-
ortogonaalinen reaktio, joka suoritettiin eldvéssi organismissa, on Staudingerin ligaatio. Staudingerin
ligaatio kehitettiin muunnoksena Staudingerin reaktioista. Alkuperéisessd reaktiossa atsidi ja fosfiini
reagoivat tuottaen iminofosforaanivilituotteen kautta amiinin ja fosfiinioksidin (kaavio 1).!'%°
Reaktiota tidydennettiin lisddmélla elektrofiilinen loukku eli esteri. Lisdyksen ansiosta
iminofosforaani reagoi esterin kanssa ja muodostaa yksinkertaisen amidisidoksen, joka yhdisté4 kaksi
reagoivaa lihtdainetta.® Staudingerin ligaatiolla on erotteleva ominaisuus, koska atsidit reagoivat

selektiivisesti fosfiinien kanssa.

Funktionaalisena ryhméni atsidit ovat pienid ja biologisesti yhteensopivia, joten niilld on helppoa
leimata biomolekyylejd. Menetelméd toteutetaan kahdessa vaiheessa: linkkerin kiinnittdminen
biomolekyyliin ja koettimen kiinnittdminen biomolekyyliin linkkerin vilitykselld. Néin on
mahdollista tutkia ja muokata biomolekyyleja in vivo. Viimeisen kahden vuosikymmenen aikana bio-
ortogonaalisesta kemiasta on tullut yksi tdrkeimmistd menetelmistd biologisen tutkimuksen alalla.
Staudingerin ligaation hitaus ja siitd johtuva puutteellinen leimaaminen kuitenkin rajoittavat sen

kéayttod nopeissa biologisissa prosesseissa. Staudingerin ligaatiota korvataan aktiivisesti nopeammilla
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Kaavio 1. Esimerkki Staudingerin ligaatiosta, jonka tuotteena on amiini ja fosfiinisivutuote.



2.2 Orgaaniset napsautusreaktiot

1,2,3-triatsolin ~ synteesi atsidista ja terminaalisesta alkyynista vaatii 1,3-dipolaarisen
sykloadditioreaktion, joka on joustavin kaikista napsautusreaktioista. Kyseinen reaktio vaatii suuren
midrdn energiaa alkyynien sidoskulman muuttamiseksi ja triatsolin muodostamiseksi. Tdmén
ongelman ratkaisemiseksi kehitettiin Cu(I)-katalysoitu versio reaktiosta.! CuAAC (kuparikatalysoitu
atsidi-alkyyni sykloadditio) kéyttdd Cu(I):ia katalyyttind nopeuttaakseen reaktiota. Muodostuva
triatsolirengas yhdistdd ldhtdainemolekyylit toisiinsa. Lopputuote on rakenteellisesti puhdas ja
korkeamolekyylipainoinen tratsoli (kaavio 2). 8 Kupari kykenee pysymiin vakaana katalyyttini eri
reaktio-olosuhteissa kuten hapettumisessa, pelkistymisessi tai hydrolyysissd. Ndiden ominaisuuksien
perusteella kehitettiin useita kuparipohjaisia katalyyttejd synteesié ja jalkifunktionalisointia varten.
Koska biologisissa jirjestelmissd ei luonnostaan esiinny atsideja tai alkyynejd, CuAAC toimii
selektiivisend alustana biomolekyylien muokkaamiseen ja tutkimiseen. Toisaalta CuAAC:ssa

kaytetty Cu(l) aiheuttaa oksidatiivisia vaurioita soluille, mikd rajoittaa sen kayttod eldvissd

soluissal-®?.
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Kaavio 2. Esimerkki atsidin ja alkyynin vilisestd sykloadditioreaktiosta, joka kéyttid kupari(l):d katalyyttind

Etsittdessd vaihtoehtoa sytotoksiselle kuparikatalyytille havaittiin, ettd alkyynin pakottaminen
rengasrakenteeseen voi kdynnistééd reaktion atsidien ja alkyynien kesken, jolloin tarve katalyytille
poistuu kokonaan. Reaktion kupariton versio perustuu rengasjannityksen ajamaan atsidi-alkyyni

sykloadditioreaktioon (SPAAC), joka tapahtuu atsidin ja syklo-oktyynin vililld (kaavio 3). 18
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Kaavio 3.Esimerkki atsidin ja alkyynin vilisestd sykloadditioreaktiosta, joka perustuu rengasjinnitykseen.



3 Epiorgaaninen napsautusreaktio

3.1 Napsautusreaktioiden kultainen kausi

Ensimmdiinen esimerkki organometallikemian kéytostd yhdistettynd napsautusreaktioon oli reaktio
metalliatsidien ja metalliasetylidien vélilld. Reaktiossa kiytettiin trifenyylifosfiinikulta(I)atsidia ja
trifenyylifosfiinikulta(I)fenyyliasetylidia ~ ja  lopputuotteena saatiin  4-fenyyli-1,5-bis-
trifenyylifosfiinikulta(I)-1,2,3-triatsolia (kaavio 4). 1,3-dipolaarisen sykloaddition ominaisuuksien
jaljittelemiseksi valittiin metalliksi kulta, koska silld on kyky tuottaa diamagneettisia tuotteita.
Tuloksena saatiin korkea saanto 4-fenyyli-1,5-bis-trifenyylifosfiinikulta(I)-1,2,3-triatsolia, joka

muodostui virittomina suurikokoisina kiteind, jotka oli helppo eristda suodattamalla. '

AuPPhg
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Kaavio 4. Esimerkki metalliatsidin ja metalliasetylidin vilisestd napsautusreaktiosta, jonka tuotteena voi olla 1,5- tai 1,4-triatsoli.

Reaktio suoritettiin deuterioidussa kloroformissa, jolloin sen etenemistd voitiin seurata 'H NMR-
spektroskopialla. Jo viiden minuutin kuluttua ilmestyi kaksoispiikki, josta voidaan karakterisoida 4-
fenyyliryhmin orto-protoneita, miké viittaa onnistuneeseen synteesiin. Kun kiytetidn 3'P{'H}-
spektroskopiaa, niin huippuja voidaan tarkentaa laskemalla 1dmpétilaa -40°C:een. Talloin nédhdaén
toinen pienempi sarja kaksoispiikkejd, miké viittaa 1,4-isomeerin olemassaoloon tuotteessa. Tama
reaktio on ensimméinen epdorgaaninen versio 1,3-dipolaarisesta sykloadditiosta ja se nimettiin

epiorgaaniseksi click-reaktioksi (iClick).!°

3.2 Iridium(IIT) [3+2+1]- kompleksi

Iridiumkompleksin synteesi vaati kolmivaiheisen menetelmén, jossa kolmi-, kaksi- ja yksihampaiset
ligandit lisdtdén perdkkdin. Prosessi alkaa IrCls-terpyridiinikompleksien valmistuksella, jossa
iridium(Il)kloridihydraatti reagoi 2,2":6'2" -terpyridiinin kanssa. Tdmén jédlkeen kompleksin
annetaan reagoida 2-fenyylipyridiinin kanssa, jolloin muodostuu [IrCl(ppy)-terpydiini]PFs. Sen
yksihampainen kloridiligandi voidaan vaihtaa atsidiksi késittelemalld natriumatsidilla. Néin saadaan
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epdorgaaniselle napsautusreaktiolle keskeinen kompleksi [Ir(N3)(ppy)-terpyridiini]PFs (kaavio 5),
jota kéytetddn 14htoaineena triatsolaattikompleksien synteesiin. Saantoa voidaan kasvattaa noin 15—

35 %:sta 80 %:iin suorittamalla reaktio hapettomassa ympéristossa.®

II'C|3' Hgo*

NaN3

- — PR, L I er,

Kaavio 5. Kolmivaiheinen synteesi, jonka tuotteena on [Ir(N3)(ppy)-terpyridiini] PFs,
Saatu rakenneyksikkod yhdistetiddn kaupallisesti sataavilla olevan
dimetyyliasetyleenidikarboksylaattin kanssa asetonissa. Epdorgaaninen napsautusreaktio tapahtuu
huoneenlimmossd yon yli. Tuloksen syntyy iridium(IIl)triatsolaatikompleksi, jolla on [34+2+1]

koordinaatiorakenne. Iridiumkompleksin saanto on 88 % (kaavio 6). ®

COOCH; COOCH;

Kaavio 6. [Ir(N3)(ppy)-terpyridiini] PFs :n ja dimetyyliasetyleenidikarboksylaattin vilinen reaktio, jonka tuotteena on
iridium(Il])triasolaatikompleksi.

3.3 Platina(II) -kompleksi

Platina(Il) -kompleksin synteesi perustuu keskeiseen rakenneyksikkoon eli PtCl(dpd):iin. PtCl(dpd)
syntesoidaan yhdistimalla 1,3-di(2-pyridyyli)bentseenid ja platinan tetrakloridisuolaa etikkahapossa
refluksoiden kuuden péivdn ajan. Muodostunut tuote huuhdellaan dietyylieetterilld, vedelld tai
etanolilla. Tamén jélkeen tuote sekoitetaan ylimadrddn natriumatsidia kuivassa p-ksyleenissa tai vesi-

asetoniliuoksessa. Liuosta kuumennetaan 80 asteeseen, jolloin muunnos atsidokompleksiksi
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tapahtuu (kaavio 7). Liuoksen jadhdyttyd huoneldmpdtilaan lopputuote voidaan eristdd

suodattamalla.’

NaN,
eti}:l%:rtg:;po p-ksyleeni tai asetoni/vesi
6vrk 80°C
=

N | _— _—
/N N /N"“--..PI/N P e --_____Pt/N =

55% | 88 - 98% |

Cl N,

Kaavio 7.Kaksivaiheinen synteesi, jonka tuotteena on PtCl(dpd).

Kloridin onnistunut vaihtuminen atsidiligandiksi voidaan vahvistaa IR-spektroskopialla, jossa
havaitaan piikki 2030-2060 cm™ alueella. Saatu metalliatsidikompleksi toimii keskeisend
rakenneyksikkond epdorgaanisessa napsutusreaktiossa (kaavio 8). Reagoimalla sitd eri
elektronivajaiden alkyynien kanssa 1:1 -suhteessa voidaan syntesoida huoneenldmpdtilassa haluttu

platina(11)-kompleksi.

X X
N X | I
| + R ——~R, —>» /N“““““Pt"‘”"N G
/N"""""'---..Pt..-/N F '\||I
|
N3

PN

Kaavio 8. Esimerkki metalliatsidikompleksin ja alkyynin vilisestd epdorgaanisesta napsautusreaktiosta.

4 Biokonjugaatiomenetelmiit

4.1 Yleisesti fluoresenssileimatuista proteiineista in vivo

Fluoresenssileimatuilla proteiineilla on tavoitteena tutkia biomolekyylejd reaaliajassa elididen
kudoksissa ilman, ettd leimat tai niiden fluoresoivat viriaineet vaikuttavat kohdeorganismin solujen
fysiologiseen olomuotoon tai toimintaan. Yleisimmin kéytetty reaktio eldvien solujen proteiinien
leimaamisessa on autofluoresoivan proteiinin fuusio (AFP). Yhdistdmélld autofluoresoivaa ja
kiinnostuksen kohteena olevaa proteiinia (POI) koodaavat geenit voidaan AFP-pohjaiset leimat

valmistaa biologisesti.!!



Vaativammissa sovelluksissa, kuten superresoluutiomikroskopiassa ja yhden molekyylin
tekniikoissa, tarvitaan orgaanisia fluoroforeja. Orgaanisilla fluoroforeilla on paremmat
fotofysikaaliset ominaisuudet, esimerkiksi enemmén virivaihtoehtoja, pienempi koko ja suurempi
fotostabiilisuus. POI-kohteiden suora leimaaminen ei kuitenkaan ole yksinkertaista, silld fluoresoivat

koettimet voivat sitoutua tai reagoida spontaanisesti ei-tarkoitettujen POl:en kanssa. '

Spontaanisen reaktion merkitys on valtava, silld tuotteen puoliintumisaika mééridytyy POI:n elinidn
mukaan. Prosessi on myos tasapainotettava kahden tekijan vililld eli biomolekyyliin kohdistettava
hiirié on pidettdvd mahdollisimman pienend, mutta toisaalta saatava aikaan riittivdn voimakas
signaali, jotta POI:n kuvantaminen on luotettavaa. Tamai tasapaino on yksil6llinen jokaiselle POI:1le

riippuen sen tehtivisti biologisessa jarjestelmassi. '3
4.2 Organometallikompleksileimat

Yksittdisten esimerkkien, jotka perustuvat Cp*Ir'(N3):n toimintaan rakenneyksikkoind'4, lisdksi
epdorgaanisella napsautusreaktioilla syntesoituja iridium(IIl) [3+2+1] komplekseja ei ole laajasti
kaytetty biokonjugointimenetelména. Iridium(III)-komplekseja on tutkittu kuvantamismenetelmana
vain monokationisina komplekseina, joihin on liitetty pienid biomolekyylejd, kuten biotiini’ (kaavio

9) tai sokeri'*(kaavio 10).

7=
\ L
Bio— NH/\/\/\/ ~ X ~—
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10 N\/\\/\/\H/\T/\C

X PFg

Kaavio 9.Monokationinen iridium(Ill)-kompleksi, johon on liitetty biotiini molekyyli.



OH

— — PFg

Kaavio 10. Monokationinen iridium(I1l)-kompleksi, johon on liitetty sokeri molekyyli.

Varjoaineen kudoksen ldpikulkuun kulunut aika eli MTT-analyysi osoitti, ettd epdorgaanisella
napsautusreaktiolla syntesoidut biomolekyylisolut alkoivat osoittaa sytotoksisuutta vasta 72 tunnin
inkuboinnin jilkeen iridium(III)-kompleksin kanssa. Ensimmadisten 24 tunnin aikana solulinjassa ei
havaittu yhdisteen vaikutuksia. Havaittiin myds, ettd kompleksi sitoutuu suhteellisen tehokkaasti
POIL:hin verrattuna muihin epdorgaanisella napsautusreaktiolla valmistettuihin

organometallikomplekseihin.®

Epédorgaanisten napsautusreaktioiden modulaarisuuden ansiosta iridiumkomplekseja on helppoa
suunnata kohti eri solunsisdisid osia. Tdmd modulaarisuus perustuu kompleksin ldhtdaineiden eri
funktionalisiin ryhmiin. Esimerkiksi varustettuna alkyyneilld tai alkynoneilla epédorgaanisen

napsautusreaktion kautta kyseiseen kompleksiin voi liittd biologisija kantijija.

5 Johtopaitokset ja yhteenveto

Epédorgaanisten napsautusreaktioiden tutkimusalue kehittyy jatkuvasti. Niiden kinetiikkaa tutkitaan
yhtd aktiivisemmin, ja reaktioissa hyddynnettdvien ligandien mddrdd kasvaa edelleen. My0s
kompleksien ominaisuudet ovat tutkimuksesta tutkimukseen parantuneet, eivitkd luminoivat
metallikompleksit endd hajoaa valovirityksessd liian &killisesti. Ndiden ominaisuuksien avulla
organometallikompleksien funktionalisointimahdollisuudet tarjoavat kasvavan méédrdn uusia

biokonjugointimenetelmid. 3616

Kaikesta edistyksestd huolimatta epdorgaanisissa napsautusreaktioissa on huomattavia puutteita
metallien monimuotoisuuden suhteen. Siirtymadmetallit 3d-5d -ryhmistd ovat suurelta osin vield
tutkimatta ja yleisesti luonnossa esiintyvét 3d-metallit on jdtetty melkein kokonaan huomaamatta.
Lisiksi sen sovellukset rajoittuvat pidasiassa ligandien toimintaan tai kemiallisiin muunnoksiin.!>618
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