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Celebrem el Premi Nobel de Quimica 2022. Com la quimica clic
i la quimica bioortogonal estan transformant la biomedicina?
Celebrating the 2022 Nobel Prize in Chemistry. How are click

chemistry and bioorthogonal chemistry transforming biomedicine?
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Resum: La quimica clic i la quimica bioortogonal han obert nous camins en la modificacio de sistemes complexos i han contri-
buit a posar la quimica a I'abast de tothom. La quimica clic permet enllacar molécules altament funcionalitzades d'una manera
rapida, senzilla i robusta, mentre que la quimica bioortogonal permet realitzar modificacions en entorns biologics. Tant una

quimica com l'altra ofereixen moltes possibilitats i han obert nous horitzons en camps com la biomedicina, entre d'altres. Dins

de la biomedicina, la quimica clic i la quimica bioortogonal permeten generar eines tant per a entendre fenomens en cél-lules

i organismes com per a generar nous farmacs i estratégies terapéutiques.

Paraules clau: Quimica clic, quimica bioortogonal, Premi Nobel.

Abstract: Click and bioorthogonal chemistry have opened new paths in the modification of complex systems and have contrib-

uted to making chemistry accessible to everyone. Click chemistry allows richly functionalized molecules to be linked quickly,

easily and robustly, while bioorthogonal chemistry enables modifications to be made in biological environments. Both these

branches of chemistry are highly versatile and have opened up new horizons in biomedicine, among other fields. Specifically,

within the field of biomedicine, click and bioorthogonal chemistry permit the generation of tools both to understand phenom-

ena in cells and organisms and to generate new drugs and therapeutic strategies.
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Introduccio

| Premi Nobel de Quimica de 2022 va ser con-
cedit a Carolyn R. Bertozzi, Morten Meldal i
K. Barry Sharpless pel desenvolupament de la
quimica clic i la quimica bioortogonal. Aques-
tes quimiques han permes simplificar en gran
manera la unid covalent de dues molécules
complexes. Aixo ha facilitat crear una gran va-
rietat de compostos nous i ha obert les portes a la manipula-
Ci6 quimica selectiva de sistemes biologics. En aquest article
es fa esment d'algunes fites clau de la historia d'aquest camp
i es dona una perspectiva de les aplicacions actuals d'aques-
tes quimiques, amb un émfasi especial en les aplicacions bio-
mediques.
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A la recerca d'una quimica
a |'abast de tothom

En els anys noranta del segle xx, Barry Sharpless i d'altres ja
afirmaven que la quimica desenvolupada fins al moment perme-
tia fer practicament qualsevol molécula. Ara bé, el mateix Sharp-
less admetia que la major part de les reaccions per a aconse-
guir-ho eren complexes i requerien habilitat i molt d'esforg
d'optimitzacio. Aixo era especialment problematic en el desen-
volupament de quimioteques combinatories, les quals s'han em-
prat extensament per al descobriment de farmacs nous. Per tal
de superar les limitacions esmentades, Sharpless treballava en
el desenvolupament d'una quimica que permetés unir dues mo-
lécules complexes d'una manera senzilla, fent un simple «clic»
[1, 2]. Idealment, la quimica que volia desenvolupar havia de
reunir una llista de condicions forca extensa, que incloia la pre-
séncia de grups reactius d'espectre molt ampli, condicions de
reaccio senzilles, baixa sensibilitat a les condicions atmosfeéri-
ques (sobretot, oxigen i aigua), Us d'un solvent benigne o facil-
ment eliminable, rendiments elevats, estereoespecificitat, ge-
neracio minima de subproductes, aillament facil dels productes
mitjancant técniques no cromatografiques, us de reactius asse-
quibles i estables en condicions ambientals i fisiologiques i ge-
neracio de productes estables en les mateixes condicions.
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L'azida: un grup funcional
privilegiat

Per a aconseguir la reaccié somniada per Sharpless, es neces-
sitava un grup funcional molt especial. El grup havia de reac-
cionar només amb la seva parella de reaccio i, a més d'aixo,
ser tan inert com fos possible. També havia de ser petit per tal
que la seva incorporacid alterés minimament les propietats de
la molécula que calia enllagar. Un grup que complia aquestes
condicions, malgrat la seva naturalesa relativament explosiva
a temperatures elevades, era |'azida.

El 1893, Arthur Michael va demostrar la reactivitat de la fenil-
azida amb el butindioat de metil [3]. Més tard, al segle xx, |a
naturalesa bipolar de I'azida i les seves estructures de resso-
nancia ja van ser descrites per Pauling i Brockway en la déca-
da dels anys trenta [4]. Gracies a aquesta estructura, I'azida
té una reactivitat com a 1,3-dipol i és un electrofil «tou» amb
una selectivitat molt interessant. En els anys cinquanta, Kurt
Alder i Karl Ziegler van comencar a caracteritzar la reaccié de
cicloaddicio entre I'azida i el norborné [5, 6]. Durant la matei-
xa decada, Huisgen va contribuir a desxifrar el mecanisme
concertat d'aquestes cicloaddicions [7]. Malgrat aquests
avencos, la cicloaddicio [3 +2] entre alquins i azides no va re-
bre cap atencio especial en les décades seglients perqué tenia
una energia d'activacio elevada, de manera que calia escalfar
considerablement la reaccid, i perqué es formaven barreges
d'isomers d'1,2,3-triazoles 1,4- i 1,5-disubstituits (figura 1).
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Ficura 1. Reactivitat de I'azida amb alquins terminals [8]. Elaboracid propia.

La catalisi per coure:
salvacio i malediccio

El 2001, treballant d'una manera independent, Morten Meldal
i Barry Sharpless van trobar la mateixa soluci6 per a accelerar
la reaccid entre I'azida i I'alqui terminal: I's del Cu(l) com a

catalitzador (figura 2) [9, 10]. Aquest catalitzador accelerava
la reaccio fins a 107 vegades i permetia realitzar-la en hores

0 minuts a temperatura ambient. A més, tots dos grups de re-
cerca van demostrar la gran varietat de possibles substituents
tant de I'azida com de I'alqui i, en la reaccio catalitzada, I'iso-
mer de I'1,2,3-triazole que es formava era gairebé exclusiva-
ment 1,4-disubstituit amb un rendiment practicament quanti-
tatiu. L'1,2,3-triazole té una gran compatibilitat amb diferents
solvents i es pot considerar un isoster de I'enlla¢ amida [11].

Sharpless va proposar la generacio del Cu(l) in situ a partir de
Cu(ll) mitjangant un reductor molt suau i assequible, I'ascor-
bat. A més, va demostrar que la reaccio es podia realitzar en
aigua, que tolera un ampli ventall de pH, sense necessitat de
cosolvents. Aquestes caracteristiques, aixi com la possibilitat
de modificar molécules complexes sense haver de fer servir
grups protectors, permetien comencar a apuntar també cap a
la quimica verda.

La gran eficacia de |a reaccio, aixi com la gran diversitat de
molecules en les quals es pot aplicar, van fer que s'estengués
rapidament i que molts fabricants afegissin als seus catalegs
una gran quantitat de productes derivatitzats amb azides i al-
quins. Per aquests motius, la cicloaddicio azida-alqui catalit-
zada per coure (CuAAC, per les seves sigles en anglés) ha es-
devingut el paradigma de les reaccions clic. Poques vegades la
comunitat cientifica ha vist un canvi tan gran causat per una
sola reaccid quimica.

El coure (Cu) va ser la clau de I'éxit de la quimica clic i va per-
metre emprar aquesta quimica en biblioteques combinatories,
aixi com per a produir molécules amb aplicacions molt diver-

ses, incloent-hi nombrosos farmacs i fins i tot peptids conju-

gats amb radiotracadors per a diagnosi.

La CuAAC es basa en grups funcionals biocompatibles, abio-
tics i amb reactivitat relativament ortogonal als grups funcio-
nals habituals dels sistemes biologics. Es per aixo que també
s'ha popularitzat per a la modificacié d'un ampli ventall de
biomolecules, que inclou peptids, proteines, oligonucleotids,
oligosacarids i lipids. Tot i aixo, I'is de la CuAAC en I'ambit
bioldgic esta limitat precisament pels ions de coure perqué
poden afectar directament I'activitat d'algunes biomolécules
i també generar espécies reactives d'oxigen. En el cas de bio-
molecules per a un us terapeutic, la preséncia de traces de
coure és molt dificil d'evitar perqué poden quedar ions com-
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Ficura 2. Inicis de la quimica clic: primeres reaccions CuAAC descrites [9 i 10]. Elaboraci6 propia.

plexats per les histidines de les proteines o d'altres grups que-
lants. Aixi doncs, la CuAAC presenta certes limitacions per a
modificar biomolecules, perd on té un us més restringit €s en
cellules o medis bioldgics més complexos.

Per tal d'estabilitzar el Cu(l) i minimitzar la preséncia d'aquest
i0 lliure, s'han desenvolupat lligands que generen complexos
de coordinacio (figura 3) [12]. Aquest aveng ha permés una
major aplicacio dins del mon de la bioconjugacio i fins i tot en
la modificacid de la superficie de les ceéllules. Tanmateix, la
citotoxicitat del coure no s'elimina completament. Per tant,

la CuAAC no és viable en aplicacions que requereixen un Us
posterior de les céllules modificades o modificacions directa-
ment en €ssers vius.
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Ficura 3. Lligands emprats per a estabilitzar el Cu(l) en les reaccions CuAAC [13].
Elaboracio propia.

A la recerca de la bioortogonalitat

L'expansio de la quimica clic en el medi biologic va ser possi-
ble gracies al desenvolupament de I'anomenada quimica bio-
ortogonal. Carolyn R. Bertozzi va comencar a treballar en

aquest concepte a finals dels anys noranta. Tanmateix, no va
ser fins a I'any 2003 que ella mateixa va establir el terme qui-
mica bioortogonal i el va definir com aquella quimica que té
lloc entre grups funcionals que son tan selectius I'un per I'al-
tre que només reaccionen entre ells encara que estiguin en un
medi biologic complex, és a dir, amb una gran varietat de
grups funcionals (figura 4) [14, 15]. En aquest context, s'em-
pra el terme ortogonal per a referir-se a reaccions mutuament
excloents, un terme formulat per Merrifield en els seus estudis
sobre els grups protectors de la quimica de péptids en fase
solida [16].

La primera aportacio de Bertozzi a la quimica bioortogonal va
ser la modificacio de la reaccié de Staudinger per a poder-la
emprar en el medi biologic [17]. Aquesta reaccio permet la
conjugacio de dues biomolécules, I'una amb una azida i I'altra
amb una fosfina. També va contribuir a desenvolupar una va-
riant d'aquesta reaccié que permetia generar un enllac amida
gracies a I'eliminacio del fosfonat resultant. El grup de Ber-
tozzi va demostrar que aquestes reaccions son altament se-
lectives i bioortogonals, de manera que es poden dur a terme
no tan sols en célules, sind també dins d'animals vius [18,
19]. Tanmateix, I'aplicabilitat de les reaccions de Staudinger
es veu limitada per la velocitat tan reduida a qué es produei-
xen, ja que poden arribar a tardar un dia a transcorrer en les
concentracions emprades.

Esperonada per I'éxit de la CuAAC, Bertozzi va veure I'oportu-
nitat de traslladar aquesta reaccié en el medi biologic em-
prant-ne una versio que no requeris el catalitzador metallic.
Per aconseguir-ho, es va basar en els estudis que Wittig havia
dut a terme ja als anys seixanta del segle xx, en els quals va
observar que la tensio en els dipolarofils com els ciclooctins
disminuia prou l'energia d'activacio perqué la reaccié amb
azides es produis a temperatura ambient sense catalitzador
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A partir dels estudis pioners de Bertozzi amb la reaccio de
Staudinger i la SPAAC, s'han desenvolupat diversos reactius i
quimiques que permeten nivells de bioortogonalitat i veloci-
tats de reaccio diferents (figura 5). Pel que fa a la velocitat,
aixi com la reaccio de Staudinger i la formacié d'oximes es
troben entre les reaccions més lentes, la reaccio de Diels-
Alder de demanda inversa entre tetrazines i alquens o alquins
tensionats (IEDDA, per les seves sigles en anglés), desenvolu-
pada per Joseph M. Fox i Scott A. Hilderbrand [22, 23], es tro-
ba entre les més rapides (figura 6b). Existeix també un ampli
espectre de bioortogonalitat (figura 6a). Com a reaccions
amb bioortogonalitat baixa precursores de les desenvolupa-
des per Bertozzi es troben, per exemple, les addicions de tipus
tio-Michael i la Iligacié quimica nativa. Aquestes reaccions
tenen una certa bioortogonalitat perque els tiols Iliures son
molt poc abundants en el medi biologic. També es considera
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perod cap d'elles no es pot donar dins de céllules o organismes
vius. Per tant, el punt d'inflexid es va produir amb la feina de

Bertozzi, quan va introduir I'Us de grups completament abio-
tics com azides, fosfines, alquins terminals, alquins i alquens

tensionats.

Les reaccions bioortogonals sovint s'associen a la quimica
clic perqué s'han de donar en medi aquds i han de ser prou
rapides per a marcar moleécules bioldgiques que generalment
tenen una estabilitat i un temps de vida limitats. Tanmateix,
la velocitat de reaccid de les quimiques bioortogonals és al-
tament variable, des de 10°a 10°m"-s'. A I'extrem més
baix, hi ha les condensacions amb cetones i la reaccio de
Staudinger, que poden durar dies en les concentracions
habituals de treball, mentre que a I'altre extrem hi ha les
reaccions entre tetrazines i transciclooctens, que poden
transcérrer en pocs segons o minuts, al mateix nivell que
moltes reaccions enzimatiques.

Aplicacions de la quimica
bioortogonal

La gran revolucio de I'Us de grups abiotics amb reactivitat bio-
ortogonal que va iniciar Bertozzi va ser dins del camp del
marcatge metabolic (figura 7). Introduir metabolits amb grups

reactius que es poden incorporar en rutes biosintétiques obre
la porta a diverses aplicacions impensables d'una altra mane-
ra. A partir de la feina de Werner Reutter [27], Bertozzi va es-
tudiar ampliament la incorporacié de monosacarids marcats
amb azides en proteoglicans de membrana. Gracies a la reac-
ci6 de I'azida amb un fluorofor que contingués un alqui tensi-
onat, la localitzacio i I'abundancia dels sucres es podia estudi-
ar mitjancant técniques com la microscopia de fluoresceéncia.
Aquestes eines van permetre estudis pioners de la composicio
i la generacio de la glicosilacio en cellules i fins i tot en orga-
nismes vius.

Una altra aplicacio més recent i cada vegada més comuna
del marcatge metabolic mitjangant la quimica bioortogonal
¢és I'enriquiment selectiu de metabolits generats en unes
condicions determinades amb deteccié mitjancant espectro-
metria de masses. També s'ha emprat el marcatge metabolic
per a marcar céllules canceroses amb un metabolisme elevat
que incorporen més eficientment uns certs monosacarids.
D'aquesta manera, mitjancant la quimica bioortogonal, es
poden concentrar selectivament a les cel{ules canceroses
molécules que permeten la visualitzacio o el tractament del
tumor.

Més enlla del marcatge metabolic, la quimica bioortogonal
també permet modificar les proteines regioselectivament

‘87



Azido sugars Metabolic labeling Detection

------------- .
!
]

Imaging glycans

]
1
1
1
]
1
/

____________ -l,

Figura 7. Aplicacions del marcatge metabolic amb quimica bioortogonal. Reproduit de [28].
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per a diverses aplicacions biomediques. La introduccié regio-
selectiva dels grups reactius a les biomolécules requereix
I'is de técniques com I'anomenada expansid del codi gené-
tic o les lligacions enzimatiques. En biologia molecular i cel-
lular, la modificacid regioselectiva amb fluorofors permet
sequir la localitzacié intracellular de proteines, estudiar-ne
el moviment conformacional o, fins i tot, controlar-ne I'ac-
tivitat.

La modificacio regioselectiva amb quimica bioortogonal
també permet generar bioconjugats terapéutics, especial-
ment conjugats d'anticos-farmac, per tal d'eliminar les célHu-
les canceroses amb menys efectes secundaris i un millor
index terapéutic (figura 8). Un exemple especial d'aplicacio
de la quimica bioortogonal en bioterapies €s I's de la ciclo-
addicio tetrazina-transcicloocte per a trencar un enllag.
Aquesta estrategia s'ha aplicat per a alliberar farmacs conju-
gats a uns anticossos que interaccionen amb receptors que
no s'internalitzen. D'aquesta manera, el farmac es pot difon-
dre lliurement a través de la membrana cellular. Actualment
diverses d'aquestes estratégies es troben en fases cliniques i
s'espera que en els propers anys esdevinguin farmacs d'us
clinic.

Conclusions

La quimica clic i la quimica bioortogonal han canviat el para-
digma de la quimica tradicional, ja que han simplificat radi-
calment la uni6 de dues molecules altament funcionalitzades.
D'aquesta manera, s'ha posat la quimica a I'abast de tothom.
L'aportacio d'aquestes reaccions tan accessibles i polivalents
a la comunitat cientifica reforca la visio de la quimica com
una ciencia central, que proporciona estrategies terapeuti-
ques sense precedents i eines uniques per a resoldre pregun-
tes que son fonamentals en biologia.

Finalment, caldria destacar que les quimiques clic i bioortogo-
nals desenvolupades pels guardonats d'enguany, Bertozzi,
Meldal i Sharpless, s'han construit sobre investigacions fona-
mentals, com les de Huisgen, Wittig o Staudinger, que només
perseguien la curiositat cientifica sense buscar cap aplicacid.
Aixd demostra, una vegada més, la rellevancia de la ciéncia
més basica per a desenvolupar eines que acaben revertint en
grans beneficis per a la societat.
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