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Staudingerin reaktio on atsidin ja fosfiinin vélinen kaksivaiheinen reaktio. Reaktion ensimmaéisessi
vaiheessa muodostuu vilituotteena iminofosforaani, joka tdimén jélkeen hydrolysoituu fosfiinioksidiksi
ja amiiniksi. Kun reaktiota hy0dynnetdin kahden molekyylin vilisessd ligaatiossa,
iminofosforaanivilivaihe johtaa tehostettuun amidisidoksen muodostumiseen (Kaavio 1). Reaktiota
alettiin tutkimaan jo vuonna 1919, mutta vasta 1990-luvulla todettiin sen potentiaalisuus
biokonjugointimenetelména.

Staudingerin ligaatiosta on kehittynyt 2000-luvulla yksi tdrkeimmistd ja tehokkaimmista
biokonjugointimenetelmisté sen keskeisten ominaisuuksien ansiosta, joita ovat muun muassa biologinen
yhteensopivuus, kemoselektiivisyys, sekéd reaktion nopeus. Sen on todettu yhdistivdn biologisesti
tirkeitd komponentteja erittdin tehokkaasti. Staudingerin ligaatio voidaan luokitella bio-ortogonaalisiin
click-reaktioihin, jotka tapahtuvat nopeasti ja palautumattomasti ilman sivureaktioita. Témé johtaa
reaktion suureen saantoon pienissékin pitoisuuksissa.

Staudingerin ligaatiota kdytetdéin monissa konjugointireaktioiden sovellutuksissa. Selektiivisyytensi
takia reaktiota voidaan hyodyntdd monimutkaisissakin biologisissa ympéristdissid ja jopa eldvissd
solussa. Staudingerin ligaatiota on kéytetty ldhivuosina kemiallisessa biologiassa erityisesti peptidi- ja
proteiinisynteesissd, post-translationaalisissa modifikaatioissa, sekd DNA:n leimauksessa. Néiden
lisdksi ligaatiota voidaan hyodyntdd esimerkiksi ladkeainekuljetusjirjestelmissd sekd mikrosirujen
kehityksessa.
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Kaavio 1. Staudingerin ligaation perusperiaate.
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1 Johdanto

Kemiallisessa biologiassa on ldhivuosina pyritty kehittdimdin uusia ja tehokkaita
biokonjugointimenetelmid. Biokonjugaatio eli biomolekyylien liittdminen toisiinsa
kovalenttisesti, on oleellinen osa monia biokemiallisia sovellutuksia. On olemassa paljon
erilaisia biokonjugointimenetelmid, mutta niiden ongelmana on ollut yleisesti heikko
kemoselektiivisyys. Biokonjugointimenetelmit vaativat kemoselektiivisid ja bio-ortogonaalisia
reaktioita, joilla pystytdéin tutkimaan biologisia mekanismeja ja luomaan uusia biolddkkeita.
Haasteena on 10yt4d mekanismeja, jotka konjugoivat biomolekyylejd tehokkaasti ilman, etti

ympériston yhdisteet ja olosuhteet haittaavat reaktion tehokkuutta.

Vuonna 1919 saksalainen kemisti, Hermann Staudinger, raportoi, ettd reaktio atsidin ja fosfiinin
vélilld tuottaa vilituotteena iminofosforaanin. Iminofosforaani hydrolysoituu fosfiinioksidiksi
ja priméériseksi amiiniksi. Reaktio tapahtuu miedoissa olosuhteissa vesiliuoksessa ja
sivutuotteita muodostuu minimaalisesti. Reaktiota kéytettiin alun perin orgaanisissa

synteeseissd ja todettiin sen teho ja potentiaali.

Vasta 2000-luvun alussa Staudingerin reaktiota pystyttiin hyddyntdmiin biomolekyylien
konjugoinnissa. Ndin syntynyt Staudinger ligaatio, eli biomolekyylien liitiminen
fosfodiesterisidoksella ~ toisiinsa, on  yksi  tirkeimmistdi ja  tehokkaimmista
biokonjugaatiomenetelmistd, koska silld on bio-ortogonaaliselle kemialle keskeisid
ominaisuuksia. Ndihin ominaisuuksiin lukeutuvat esimerkiksi biologinen yhteensopivuus ja
kemoselektiivisyys, eli kyky reagoida yhdisteen tietyn funktionaalisen ryhmén kanssa saman
yhdisteen jonkin toisen funktionaalisen ryhmén sijasta. Nditd ominaisuuksia tarvitaan monissa
sovellutuksissa ja ne mahdollistavat reaktion kdyton jopa eldvdssd solussa. [1] Staudingerin
ligaatiota on kiytetty ldhivuosina erityisesti kemiallisessa biologiassa peptidi- ja
proteiinisynteesissd, lddkeainekuljetuksessa, post-translationaalisissa modifikaatioissa, sekd
DNA:n leimauksessa [2]. Tutkielmassa kdydédan ldpi Staudingerin ligaation mekanismit ja sen

sovellutuksia.



2 Lahtoaineet

2.1 Atsidit

Atsidit ovat suuri joukko yhdisteitd, jotka sisdltdvit anionina atsidi-ionin, eli N3-ryhmén.
Staudingerin ligaatiossa kdytetédn yleisimmin alifaattisia ja aromaattisia atsideja. Atsidit ovat
inerttejé ja stabiileita yhdisteitd, jotka toimivat reaktiossa elektrofiilind. [2], [1] Atsidit toimivat
reaktiossa elektronien vastaanottajina eli elektrofiileind. Elektronikdyhdt atsidit ovat

reaktiivisimpia. [3]
2.2 Fosfiinit

Fosfiinit ovat tyydyttyneitd fosforihydrideitd muotoa PyHn+2" . Tarkemmin fosfiinit ovat
kolmiarvoisia fosforiyhdisteitd. Staudingerin reaktiossa l&htdaineena on tarkemmin
trialkyylifosfiini, joka toimii reaktiossa nukleofiilind. Staudingerin reaktiossa pystytddn
hyodyntdméddn yleisesti sekd aromaattisia ettd alifaattisia fosfiineja. Elektronirikkaat fosfiinit
ovat reaktiivisempia, joten ne toimivat reaktiossa tehokkaammin etenkin elektronikdyhien
atsidien kanssa. Fosfiinin fluoresoivien varianttien on todettu omaavan parempi erotuskyky

sivutuotteista. Fluoresoivat variantit edistdvéit myds sivutuotteiden erottelua. [2], [1]



3 Reaktiomekanismit

Atsidi toimii reaktion ensimmadisessé vaiheessa elektrofiilin ja fosfiini nukleofiilina. Reaktion
ensimmaisessd vaiheessa tapahtuu kolmiarvoisen fosforiatomin 2 nukleofiilinen hydkkdys
atsidin 1 terminaaliseen typpiatomiin. Ensimmadisessd vaiheessa muodostuu vilituotteena
fosfatsidi 3. Reaktion toisessa vaiheessa muodostuu neliatomisen renkaan siirtymdtila, jolloin
fosfatsidi stabilisoituu. Kun typpiatomi lohkeaa pois, muodostuu iminofosforaani 5.

Iminofosforaani on aina tasapainossa sen atsaylidimuodon 6 kanssa. [3]

Reaktio voi olla joko ensimmdisen tai toisen kertaluvun reaktio riippuen siitd, onko nopeutta
rajoittava vaihe fosfatsidin muodostuminen vai intramolekulaarinen hajoaminen. Staudingerin
reaktion viimeisessd vaiheessa iminofosforaanista muodostuu hydrolyysissd primédrinen
amiini 7 ja fosfiinioksidi 8, niin sanotussa Staudingerin vdhennysreaktiossa (Staudinger
reduction). [3] Iminofosforaanissa on kuitenkin vahvasti nukleofiilinen typpiatomi, jolloin
vélituote voi reagoida lihes minkd tahansa elektrofiilisen reagentin kanssa muodostaen

merkittivid vilituotteita. [2]
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Kaava 1. Staudingerin reaktio atsidin ja fosfaanin valilla. Muotoiltu lahteesta [4].

Kun Staudingerin reaktiota hyddynnetdéin kahden molekyylin vélisessd ligaatiossa,
iminofosforaanivilivaihe johtaa tehostettuun amidisidoksen muodostumiseen. Staudingerin
ligaatiota on kolmea eri varianttia, jiljeton (traceless), ei-jdljetdon (non-traceless), sekd
Staudingerin fosfiittireaktio. Seuraavaksi kdydddn ldpi kolme ligaation varianttia ja niiden

mekanismit.



3.1 Ei-jaljeton Staudingerin ligaatio

Ei-jiljeton (nontraceless) Staudingerin ligaatio, toisin sanoen ei-jdljeton atsidi-fosfiiniligaatio,
on ensimmdinen ligaation variantti. Reaktio esitettiin ensimmaéisen kerran vuonna 2000.
Toisena ldhtéaineena toimivassa fosfiinissa on niin sanottu elektrofiilinen ansa, useimmiten
esteri, jonka tarkoituksena on tuottaa yksi amidisidoksella yhteen liitetty tuote. Reaktiossa
muodostuu amidi, johon on sisdllytetty fosfiinioksidi. Ligaatiossa muodostuu karboksiamidi,

jonka yhtené funktionaalisena ryhméné on muodostunut fosfiinioksidi. [2]

Esimerkkireaktiossa (kaava 2) on l4htbaineina ortofosfaanitereftaalihappojohdannainen 9 ja
atsidi 10. [2] Nukleofiilina toimivan fosfiinin fosforiatomi hyokkad atsidin elektrofiiliseen
typpiatomiin samalla tavalla kuin Staudingerin vihennyreaktiossa, jolloin lohkeaa typpi, ja
vélituotteena muodostuu iminofosforaani 12. Iminofosforaani on jdlleen tasapainossa sen
atsaylidimuodon 11 kanssa. Fosfiiniin lisdtty elektrofiilinen esteriosa kaappaa ldheisen
iminofosforaanin nukleofiilisen typpiatomin, jolloin muodostuu syklinen oksatsafosfetaani 13.
Tdmén vilituotteen hydrolysoituessa muodostuu amidi 14, johon on siséllytetty
fosfiinioksidiosa. Sdilyvédn fosfiinioksidiosan takia tdtd ensimmadistd Staudingerin ligaation

varianttia alettiin nimittimé&én ei-jaljettomaksi Staudingerin ligaatioksi (non-traceless). [3]
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Kaava 2. Ei-jaljeton Staudingerin ligaatio. Muotoiltu Iahteesta [2]

3.2 Jaljeton Staudingerin ligaatio

Staudingerin ligaation toinen variantti perustuu tutkija Vilarassan 1980-luvulla tehtyyn

tutkimukseen, missd syntetisoitiin amideja karboksyylihapoista, atsideista ja fosfaaneista. [2]



Ei-jéljettdomén Staudingerin ligaation ongelmana on tuotteeseen siséltyvé fosfaaniosa. Jiljeton
(engl. traceless) Staudingerin ligaatio kehitettiin poistamaan tdmé ongelma. Tarkoituksena oli
kehittdd konjugointimenetelmd, joka toimii vield paremmin biologisissa ymparistdissd. Tama
variantti eroaa ei-jdljettdmistd variantista siten, ettd fosforia sisdltivd osan eliminoidaan
amidisidoksen muodostuessa. Ligaatiossa kytkentéparin vilille muodostetaan siis amidisidos
siten, ettd saadaan tuote ilman triaryylifosfiinioksidiosaa. [2] Jédljettdmén ja ei-jdljettdmén

variantin reaktiotuotteen eron mairéda ldhtéaineena toimivan fosfiinin asetylaatiomenetelma [4].

Esimerkissid (kaava 3) jiljettomén Staudingerin ligaation 1dhtdaineena toimii asetyloitu fosfiini
15, joka useimmissa tapauksissa on tioesteri. Asetyloitu fosfiini hyokkdd nukleofiilisesti
atsidiin 16, jolloin muodostuu viélituotteena iminofosforaani 17. Kuten ei-jéljettomassa
variantissa, my0s tdssd iminofosforaani esiintyy sekd yleeni- ettd ylidimuodoissa.
Iminofosforaanin 18 karbonyyliryhmé reagoi atsidiosan kanssa muodostaen yhdisteen, jossa on
sekd amidisidos, ettd fosfaaniosa. Muodostunut reaktiotuote 19 hydrolysoituu, jolloin

fosfaanioksidiosa 20 eliminoituu ja jaljelle jd4 vain amidi 21. [2]

Kemoselektiivisyyden ansiosta reaktio ei vaadi toksisia reagentteja. Reaktiota pidetddn
toimivimpana reaktiona eldvédssd solussa, silld reaktiossa muodostuu oleellisimpana

reaktiotuotteena luonnostaan elidissd muodostuvia peptidisidoksia. [2]
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Kaava 3. Jaljeton Staudingerin ligaatio. Muotoiltu lahteesta [2].

3.3 Staudingerin fosfiittireaktio

Staudingerin fosfiittireaktiossa kolmiarvoisen fosfaanin korvaa ldhtdaineena fosfiitti 22.
Reaktion ensimmaisessé vaiheessa fosfiitti reagoi atsidin 16 kanssa, jolloin lohkeaa typpi, kuten
reaktion aiemmissakin varianteissa. Vilituotteena muodostuu trialkyylifosforimidiitti 23 ja sen

ylidimuoto 24. Vilituotteen hydrolysoituessa muodostuu fosforamidiitti 25. [2]



Tédmin variantin etuja ovat symmetristen fosfiittien helppo saatavuus, miedot reaktio-
olosuhteet ja tuotteiden helppo puhdistus. Reaktiota on laajennettu epdsymmetristen fosfiittien
kayttoon aryyliatsidien modifikaatioihin. Staudingerin fosfiittireaktiota kiytetdéin laajasti

proteiinien ja peptidien kemoselektiiviseen leimaukseen. [2]
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Kaava 4. Staudingerin fosfiittireaktio. Mukailtu lahteesta [2].
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4 Staudingerin ligaation ominaisuuksia

Staudingerin ligaatio on vahvasti kemoselektiivinen ligaatiomenetelmi. Kemoselektiivisyys
kuvaa reagentin tai vilituotteen kykyé reagoida yhden ryhmén tai atomin kanssa ennemmin
kuin saman molekyylin toisen ryhmén tai atomin kanssa. Kemoselektiivisyys on erittdin tarked
ominaisuus, silld biologiset systeemit ovat rakenteellisesti monimutkaisia. Tarvitaan siis kaksi
vastavuoroisesti reaktiivista funktionaalista ryhmdd mitkd voidaan liittdd kovalenttisesti
toisiinsa. Funktionaalisten ryhmien tulee olla selektiivisid toisilleen ja kestdd moninaista
joukkoa muita ryhmid, jolloin reaktioon ei tarvita erikseen suojaryhmid. [2] Ligaation on todettu
yhdistdvdn biologisesti relevantteja komponentteja tehokkaasti. Staudingerin ligaation
lopputuotteena on amidi, joka on luonnostaan biologisissa ympéristdissd esiintyva

yhdisteryhmad. [3]

Bio-ortogonaaliset click -reaktiot ovat reaktioita, jotka tapahtuvat nopeasti ja
palautumattomasti  biologisissa  ympdristdissd  ilman sivureaktioita endogeenisten
funktionaalisten ryhmien kanssa. [3] Tdmid johtaa yhden reaktiotuotteen suureen saantoon
pienissdkin pitoisuuksissa. Click-reaktioilla on myds korkea reaktiospesifisyys [2].
Staudingerin ligaation luokitellaan bio-ortogonaalisiin click-reaktioihin. Ndmi kaikki

ominaisuudet mahdollistavat reaktion jopa eldvéssi solussa.

Reaktio tapahtuu vesiliuoksessa miedoissa olosuhteissa ja yleisin kdytettdvd reaktioliuotin
onkin vesi. Myos joidenkin poolittomien liuottimien on todettu tuottavan suuria médria haluttua
reaktiotuotetta. Reaktio ei myoOskddn vaadi hankalia lampdtiloja, vaan se tapahtuu
huoneenldammossd. Vahvasti alifaattiset fosfiinit hapettuvat herkisti, joten biologisten
systeemien ulkopuolella pitdd ottaa huomioon hapen poistaminen. Biologisissa olosuhteissa
tamé ei tietenkddn ole mahdollista, jolloin fosfiinin hapettuessa voi tapahtua sivureaktioita.
Sivureaktioita voi syntyd myds, jos iminofosforaani hydrolysoituu ennenaikaisesti, jolloin

tuotteena on joko fosforyyliamiini tai amiini. [2]



11

5 Staudingerin ligaation sovellutukset

5.1 Staudingerin ligaatio biokonjugointimenetelmana

Ligaation hyddyntdminen biokonjugointimenetelmind vaatii biomolekyylin siséltdvén joko
atsidin tai fosfiinin. Yleisimmin kéytossd ndistd kahdesta on atsidi sen koon ja stabiiliuden
takia. Atsidiosa on myds helppo liittdd biomolekyyleihin, kuten glykaaneihin, proteiineihin,
lipideihin ja DNA:han kemiallisin tai biosynteettisin menetelmin. [1] Esimerkissé kasitelladn

peptidien biokonjugaatiota.

Peptidit ovat aminohappoketjuja, jotka ovat yleensd 2—100 aminohappoa pitkid. Peptidien
konjugointiin  tarvitaan  kemoselektiivisid  ligaatiomenetelmid, joissa  lyhyemmit
peptidifragmentit yhdistetddn lopullisen synteettisen proteiinin muodostamiseksi. Kahden
peptidifragmentin ligaatioon kéytetddn Staudingerin ligaation jdljetontd (engl. traceless)
variaatiota (kaava 5). Staudingerin ligaation on todettu olevan hyvd menetelmd peptidien
konjugointiin, silld yhdisteen sivuketjut eivét vaikuta reaktioon sen selektiivisyyden ansiosta.
[5] Ligaatiossa peptidien vilille muodostuu amidisidos, jolloin mahdollistetaan myds
pidempien aminohappoketjujen synteesi. Ligaatiomenetelmé perustuu toisen peptidifragmentin
C-pédddyn tioesterin ja toisen peptidifragmentin N-pdddyn kysteiininjidnndoksen viliseen

reaktioon. [1]

Kaava 5. Peptidiligaatio ei-jaljettémalla Staudingerin ligaatiolla. Muokattu lahteesta [1].
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5.2 Staudingerin ligaatio biomolekyylien leimausmenetelmana

Staudingerin ligaatiota kéytetddn paljon biomolekyylien leimauksessa. Biomolekyylien
leimaus on yksi tdrkeimmistd keinoista biologisten systeemien tutkimisessa. Yleisimpid
esimerkkejd menetelmistd ovat sokerien, proteiinien ja peptidien leimaus erilaisilla koettimilla.
[2] In vivo -tutkimuksissa koettimen liittdminen sekd itse leimaus tapahtuvat jonkin eldvén

organismin sisalla.

Staudingerin ligaation hyddyntdminen leimausmenetelmédnd vaatii biomolekyylin siséltdvin
joko atsidin tai fosfiinin. Yleisimmin biomolekyylien funktinalisointiin kdytetdéin atsidia sen
koon takia, ja koska fosfiinit hapettuvat helposti vesiliuoksessa. Atsidiosa on myds helpompi
sisdllyttdd biomolekyyleihin erilaisin menetelmin. Atsidi voidaan liittdd proteiiniin
kemiallisesti tai biokemiallisesti. Biokemiallisiin menetelmiin kuuluvat posttranslationaaliset
modifikaatiot ja atsidia siséltdvien aminohappojen sisillyttdminen proteiineihin geenitekniikan

menetelmin. [1]
5.2.1 Ei-luonnolliset nukleiinihapot

DNA:n selektiivinen leimaus vaatii sen funktionalisoinnin  bio-ortogonaalisella
funktionaalisella ryhmilld. Sekd asetyleenid ettd atsidia sisdltdvid tymidiinianalogeja on
onnistuttu  kehittimdin ja hyodyntdmddn DNA:n leimauksessa. Atsidia sisdltdvid
nukleiinihappoja on syntetisoitu Staudingerin ligaation avulla kédyttimélld modifioituja
nukleiinihappojen rakennuspalikoita. Syntetisoituja nukleiinihappoja voidaan kayttdd DNA:n
muokkaamiseen. Tilld menetelmdlla on syntetisoitu atsido-2’-deoksiadenosiini-5’-O-
trifosfaatti-, eli dATP-analogi 26. Pyrococcus woesei (Pwo) -lajin DNA-polymeraasi tunnisti
analogin ja kaksi muuta atsidimodifioitua analogia kehitettiin samalla periaatteella.
Atsidimodifioitujen rakennuspalikoiden sisdllyttdmisen jilkeen DNA-fragmentteihin kdytettiin

onnistuneesti Staudingerin ligaatiota. [1]
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Kaava 6. dATP-analogi

5.2.2 DNA:n biotiinileimaus

Biotiinileimauksessa hyddynnetién biotiinin suurta sitoutumisaffiniteettia streptavidin-nimisti
tetrameerista  proteiinia ~ kohtaan.  Biotiinileimausta  hyddynnetdin  esimerkiksi

rasvahappomodifioitujen proteiinien detektoinnissa.

DNA-leimaus Staudinger ligaation avulla perustuu DNA-polymeraasin atsidimodifioituihin
trifosfaatteihin, joita pystytddn konjugoimaan ja sen avulla tuottamaan biotiini-leimattua
DNA:ta. DNA:n leimausta biotiinilla on havainnollistettu kaavassa 7. [6] dATP-analogi 26
liitetdén atsidiin ja DNA-polymeraasi tunnistaa reaktiotuotteen. Témén jdlkeen hyddynnetdin
Staudingerin ligaatiota, jolloin saadaan biotiini-leimattua DNA:ta. Menetelmédé rajoittaa

tuotteen hankaloitunut puhdistaminen streptavidiinin kytkeytymisen jélkeen. [2]

0 1
Biotiini  HN™ “NH
MeO H H Ho—(
N ] N
N , N3 o O 9
3 DNA-polymeraasi S
JATP N3 Staudingerin ligaatio e

Kaava 7. Atsidimodifioidun deoksiadenosiinitrifosfaatin (dATP) DNA-leimaus biotiinilla (B). Muotoiltu
l&hteesta [2].
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5.3 Mikrosirujen valmistus Staudingerin ligaation avulla

Staudingerin ligaatio on ollut suuressa roolissa biomolekyylien kovalenttisessa sitomisessa
pinnoille sen kemoselektiivisyyden ansiosta. Téssa tutkielmassa kasitellddn erityisesti peptidien
ja pienten molekyylien immobilisaatiota lasipinnalla. Sovellutuksessa kdytetddn Staudingerin
ligaation jéljetontd varianttia. Ensin mikrosirun lasipinta muokataan reaktiolle sopivaksi
fosfiinia sisdltavélld linkkerilld. Halutut molekyylit valmistellaan kiintedn faasin yhdistavélla
synteesilld, jonka jdlkeen ne kytketddn toisiinsa jéljettdomdn Staudingerin ligaation avulla.
Kovalenttisesti sitoutuneet molekyylit altistetaan ligandia sitoville reaktioille mikrosirun
pinnalla. S-peptidin atsidifunktionalisoitu N-pééty liitetdéin kovalenttisesti levyyn. Staudingerin
ligaatiota hyddyntéva mikrosirun valmistusmenetelma on hyvi mietojen reaktio-olosuhteiden

takia. [2]
5.4 Staudingerin ligaatio ladkekehityksessa
5.4.1 Liposomit Iadkeainekuljetuksessa

Staudingerin ligaatiota voidaan hyddyntdd lipidien modifikaatioissa, jolloin voidaan laatia
monenlaisia funktionaalisia liposomeja. Liposomit ovat lipidimolekyyleistd koostuvia
rakkuloita, joita voidaan valmistaa esimerkiksi kolesterolista tai fosfolipideistd. Liposomin
pinta koostuu kahdesta lipidimolekyylikerroksesta. Liposomit ovat tirked osa lddkeaineiden
kuljetusta ja terapeuttisten ladkkeiden kapselointia, koska ne kulkeutuvat soluihin luonnostaan
rakenteensa ansiosta. Kemoselektiivisten kytkentdmenetelmien, kuten Staudingerin ligaation
ansiosta niin sanottuja lipidiankkureita voidaan modifioida erilaisilla ligandeilla
modulaarisesti. Linkitetyt ligandit voivat olla spesifisii tietyille pintamolekyyleille, erityisesti
reseptoreille solujédrjestelmissd. Néin ollen reaktioita voidaan aiheuttaa tai inhiboida ja

muodostetut funktionalisoidut liposomit toimivat ladkeaineiden kuljetuksessa.

Staudingerin ligaatio toimii sovellutuksessa erinomaisesti sen kemoselektiivisyyden takia.
My0s yksinkertaiset reaktio-olosuhteet ja katalyytin, sekd suojaryhmien tarpeettomuus
helpottaa reaktiota. Ndmai piirteet mahdollistavat myds liposomien modifikaation pelkéstdan
sen ulkopinnalla. Esimerkissd (kaava 8) esitetdén liposomin pinnan glykofunktionalisaatio

Staudingerin ligaation avulla.
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Kaava 8. Liposomin pinnan glykofunktionalisaatio. Muotoiltu lahteesta [6]

5.4.2 Staudingerin ligaatio aihiolaakkeissa

Staudingerin ligaatiota hyddynnetdin my0s bioldédketieteessd aihiolddkkeen vapautumisen
laukaisijana kohdesoluun. Aihiolddke on lddkeainemolekyylin inaktiivinen muoto, joka vasta
elimistossd metaboloituu vaikuttavaksi lddkeaineeksi. Esimerkissd kisitelldéin erddn

syopaladkkeen, doksorubisiinin, vapautumista sydpikasvaimeen. [7]

Doksorubisiinin ongelma kemoterapeuttisena syopélddkkeend on sen heikko selektiivisyys.
Yksi tapa aktivoida aihiolddke on paikallisen entsymaattisen toiminnan avulla. Tdmai tarkoittaa
sitd, ettd potilaalle annetaan ensin vasta-aine-entsyymi-konjugatti, joka sisdltdd syovélle
spesifistd vasta-ainetta ja aihiolddkkeen vapauttavan entsyymin. Tdma aiheuttaa kompleksin
kertymisen syOpdsolujen léhettyville. Télldin aihiolddke vapautuu entsyymin vaikutuksesta
ajautuessaan syopdsoluihin. Ongelmana tdssd menetelmdssd on kuitenkin mahdollinen
entsyymin puute tai sen ajautuminen vairddn sijaintiin. Liséksi eksogeeniset entsyymit ovat

usein immunogeenisid, jolloin lddkkeen toistuva kayttd voi hankaloitua. [7]

Aihioladke 30 siséltda syopaladkkeen eli doksorubisiinin, jonka aminoryhméén on linkitetty p-
atsidobentsyyli-laukaisin. Laukaisin lohkeaa pois aktivaattorin 31 kanssa reagoidessa.
Lopputuotteena  on  siis  aktivoitu  doksorubisiini  34.  Laukaisin on  p-
aminobentsyylioksikarbonyylijohdannainen, jota kdytetddn my0ds entsyymiaktivoiduissa
aihiolddkkeissd. Aihiolddkkeen aktivointi Staudingerin ligaation avulla toimii teoriassa samalla

tavalla kuin entsyymiaktivoidut aihioldékkeet. Atsidin 30 pelkistiminen amiiniksi 33 aiheuttaa
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tapahtumaketjun, jossa yhdisteen 33 aminoryhmén pelkistyminen johtaa iminokinonimetidin

eliminaatioon. Téllin aktivoitu doksorubisiini 34 vapautuu. [7]
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Kaava 9. Aihioladkkeen 30 aktivointi Staudingerin ligaation avulla.
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6 Yhteenveto

Staudingerin ligaatiota pidetdén erittdin hyvénd biokonjugointimenetelméné sen myrkyttdmien
reaktio-olosuhteiden ansiosta, mutta reaktiolla on kuitenkin joitakin rajoitteita, minka takia

muita vastaavia reaktioita hyddynnetdéin samoissa sovellutuksissa.

Staudingerin ligaation haittapuolena on esimerkiksi fosfiinien herkkyys hapettua niitd
vastaaviksi fosfiinioksideiksi. Myds vilituotteena toimivat iminofosforaanit ovat epéstabiileja
yhdisteitd, mikd hankaloittaa biologisia sovellutuksia. [3] Atsidit sen sijaan ovat pysyvid
yhdisteitd. Ne eivit eivit reagoi muiden biologisissa systeemeissi esiintyvien funktionaalisten
ryhmien, kuten amiinien tai muiden nukleofiilien kanssa. Atsideja pidetiénkin erityisen hyvéni
ryhméné biokonjugointireaktioissa. Atsideja hyddyntdvid biokonjugointimenetelmid on myds
muita, esimerkiksi yleisesti kdytetyt atsidien ja erilaisten alkyynien véliset [3 + 2]-sykloadditiot
[2]. [3 + 2]-sykloadditio voi olla joko Cu(l) katalyyttinen tai alkyynikomponentin
rengasjénnityksen ajama. Cu(I)-katalyyttinen reaktio ei sovellu biologisiin systeemeihin sen
toksisuuden vuoksi. [3 + 2]-sykloadditioreaktiossa alkyynejd muokataan triatsoleiksi, joka
rajoittaa ko. ligaation kéyttod. Staudingerin ligaatio soveltuu erityisesti amidi-konjugoitujen

kohderakenteiden valmistukseen. [2]

Staudingerin ligaatioon voidaan verrata biokonjugointimenetelmind my®os tioleja ja alkeeneja
tai alkyyneja hyodyntivid reaktiota. Néité reaktioita ei ole tutkittu paljon in vivo, silla tiolin ja
alkeenin vélisessd reaktiossa (thiol-ene reaction) muodostuu viliaineena vapaita radikaaleja
(RS*). Muut solukomponentit estdvit radikaalien reagoimista ja lopullisen biokonjugaation
tapahtumista. Reaktiot ovat kuitenkin ortogonaalisia atsideille ja fosfiineille, jolloin niitd

voitaisiin hyddyntdd monimutkaisten konjugaattien valmistukseen. [2]
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