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1. Bevezetés

A fehérjék, oligonukleotidok és mas biopolimerek fluoreszcens modositasara alkalmas
modszerek kulcsfontossagiak a modern biotechnologial, gyogyszerkémiai és molekularis
bioldgiai kutatisokban.>? A kiilénbzé molekulak, vagy akar egész sejtek in vitro vagy in vivo,
fluoreszcens jeldlésének legfontosabb eldnyei a sejten beliili pozicionalést lehetdveé tevo jo tér-
¢s iddbeli felbontoképesség, valamint az igen érzékeny, akar egyetlen molekula kimutatasara is
alkalmas, relative olcso detektalhatosdg.®* Toébb fluorofor egyiittes, energia-transzfer
rendszerekben torténé felhasznalasaval kolcsOnhatasok, ezaltal dinamikusan valtozo
folyamatok vizsgalata is lehetséges. A legsokoldalubb felhasznalhatdsagi lehetdséggel a kis,
szintetikus jelzdvegyiiletek rendelkeznek, ugyanis reaktivitdsuk, fotofizikai és oldhatosagi
paramétereik szintetikusan hangolhatéak és a genomban nem direkt modon kodolt molekulak
tanulmanyozasara is alkalmazhatdak. Jelentoségiiket jol mutatja, hogy 2014-ben, részben ilyen
mesterséges jelzOvegyiileteknek koszonhetéen, a szuperfelbontdst mikroszkopia terén elért
fejlesztésekért itélték oda a kémiai Nobel-dijat.>

A biomolekulak nativ kdrnyezetben torténd, kis, szintetikus vegyiiletekkel valo fluoreszcens
modositasanak leghatékonyabb modszerei az Un. bioortogondlis ligdaciokon alapul6 eljarasok,®
melyek soran két biokompatibilis, nem-természetes funkcios csoport fiziologias koriilmények
kozott lejatszodd nagy hatékonysagl, gyors és egymasra nézve szelektiv (ortogondlis)
reakcidja révén stabil kovalens kétés jon létre biokompatibilis termékeket eredményezve.” A
jelenleg ismert bioortogonalis atalakitasok koziil a legelterjedtebbek €s reakciosebességiiket
figyelembe véve leggyorsabbnak tekinthetdek az azidok és alkinok kozti 1,3-dipolaris
cikloaddicios, valamint a tetrazinok fesziilt gyiiriis alkinokkal / alkénekkel vald Diels-Alder
reakci6i.®® Az ilyen jeldlési technikdk kétlépéses, szekvencialis eljarast kovetnek, melynek
soran a célvegyliletet eldszor egy bioortogondlis funkcids csoporttal ellatott hirvivo
molekulaval (chemical reporter) modositjuk, majd az igy kapott, mesterségesen funkcionalizalt
specieszeket egy masodik lépésben reagaltatjuk a komplementer bioortogonalis csoporttal
ellatott jelzdvegyiilettel.® A kémiai hirvivé beépitésére tobb modszer is kinalkozik; fehérjék
esetében lehetéség van in vitro C- vagy N-terminalison vald el6zetes modositasra, ritka
aminosavakon (Cys, Tyr) torténd bevitelre, vagy mesterséges aminosavak genetikai
kodolasara.l% A cisztein, mint az egyik legritkabb aminosav kivalo lehetséget nytijt a szabad
tiol csoportot elérhetd helyen tartalmazo fehérjék szelektiv megjeldlésére, melyhez igéretes

megoldasnak tiinik a vinil-szulfonokkal torténd Michael-addicio.



2. Célkitiizések

A doktori kutatdsaim sordn a fluoreszcens jelzés bevitelére alkalmas bioortogonalis ligacids
eljarasok mindkét oldaldnak fejlesztésével foglalkoztam, ij kémiai hirvivoket és fluoreszcens
jelzévegyiileteket allitottam eld, valamint vizsgaltam tulajdonsagaikat ¢és felhasznal-

hatosagukat. Munkam ezzel 6sszhangban harom f6 részre tagolodik:

e Vinil-szulfon motivumra ¢€piilé cisztein-specifikus kémiai hirvivék és fluoreszcens

jelzévegyiiletek (1-5) elballitasa és a jelolési reakcid szelektivitas- és sebesség vizsgalata.

e Reaktiv, de kelléen stabil tetrazinok (6-9) szintézise és szubsztituensek hatasanak

vizsgalata a reaktivitasra az elektronikus effektus és sztérikus gatlas alapjan.

e A tavoli vorés — kozeli IR tartomanyban emittald, in. mega-Stokes tulajdonsaggal
rendelkez6 bioortogonalis fluoroforok (10-12) tervezése és energia-transzfer rendszerben,

illetve oligonukleotidok jelolésében valo felhasznalasuk.

3. Sajat eredmények

A kutatdsaim soran elért eredményeket a kdvetkezd pontokban foglalhatjuk Gssze.

3.1. Cisztein-specifikus jelzovegyiiletek

Els6ként divinil-szulfonbol (14) kiindulva optimalizalt reakciokoriilmények mellett vinil-
szulfon és alkin funkcids csoportokkal rendelkez6 bifunkcios kémiai hirvivét allitottam el6 (1),
majd a vizoldékonysag novelése érdekében egy etoxi csoporttal hosszabbitott valtozatot (2)
terveztem. Az azid csoport beviteléhez els6ként egy amin funkcids csoportot tartalmazo
koztiterméket allitottam elé (19), melyhez 6-azido-hexansavat kapcsolva nyertem a 3
célterméket. A cisztein-specifikus fluoreszcens jelzévegyiileteket az alkin funkcioval
rendelkez6é hirvivokbdl (1, 2) és 3-azido-7-dietilaminokumarinbol (20) allitottam el6 réz-

katalizalt azid-alkin cikloaddiciés reakcioban (1. dbra)
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THF, N2, 25 °C, 45 min, 58% d) Boc20, DCM, 25 °C, 14 h, 67% ¢) 14, kat. ‘BuOK, abs. THF, N, 25 °C, 45 min,
52% f) CH3COCl, abs. MeOH, 0 °C — 25 °C, 4 h, 98% g) 6-azidohexansav, EDACxHCI, TEA, DCM, 25 °C, 1,5
h, 35% h) 1 vagy 2, kat. Cul, TEA MeCN, 25 °C, 3 h, 37-64%

1. abra. Vinil-szulfon motivumot tartalmazo jelzévegyiiletek eléallitasa.

Az eléallitott vegyiiletek szelektivitas- és pH-fiiggd reaktivitas vizsgalatait DTHFPIC és
KGDTHFPIC szekvenciaji modellpeptideken végeztiik. A jo vizoldhatosaggal rendelkezd
vinil-szulfon reagensek fiziologias koriilmények kozott specifikus affinitast mutattak a
tiolcsoporttal szemben, ezzel a modellpeptidek gyors, szelektiv és hatékony jeldlését téve
lehetdvée a cisztein oldallancan keresztiil.

A 2 bifunkcidos kémiai hirvivovel és azid funkcids csoporttal rendelkezé fluorogén
jelzévegyiiletekkel (20-23) szekvencialis fluorogén jelolést valositottuk meg (KGDTHFPIC +
2, majd masodik 1épésben + 20-23). Az ilyen, kiindulasi allapotban nem, de a kapcsolasi reakcio
soran fluoreszcensé valo jelzévegyiiletekkel ramutattunk a kétlépéses eljaras elonyére a
kozvetlen, egylépéses fluoreszcens jeloléssel (KGDTHFPIC + 5) szemben, miszerint
nagymértékben csokkentheté az elreagalatlan jelzdvegyiilet okozta hattérfluoreszcencia

(2. abra, 6 és 8 sav vs. 5 és 9-12 sav).



1 KGDTHFPIC 7 KGDTHFPIC-5
2 KGDTHFPIC-2 8 KGDTHFPIC + 5
3 KGDTHFPIC-5 9 KGDTHFPIC-2 + 20 + Cu(l)
4 KGDTHFPIC-2 + 20 10 KGDTHFPIC-2 + 21 + Cu(l)
5 KGDTHFPIC-2 + 20 + Cu(l) 11 KGDTHFPIC-2 + 22 + Cu(l)
6 KGDTHFPIC + 5 KGDTHFPIC-2 + 23 + Cu(l)
m o g@ jos Y ava
Et,N o
21 (R = OMe) 23
22 (R = NO,)

2. abra. A gélek UV fénnyel valo besugarzasa soran kapott képek.

3.2. Reaktiv tetrazinszarmazékok

A tetrazinok forditott elektronigényii Diels-Alder reakcidban valé reaktivitasa viszonylag jo
valoszinliséggel becsiilhetdé a diének LUMO energiaszintjei alapjan. Leegyszerilsitve
elmondhatd, hogy a tetrazinok elektronhidnyossaga aranyos azok reakciokészségével. Ezt és a
tovabbi funkcionalizalhatdsagot szem el6tt tartva a reaktiv tetrazinszarmazékok eldallitashoz a
jo elektronszivo tulajdonsaggal rendelkezé 6-cianonikotinsavat (24) valasztottam. A sztérikus
hatasok vizsgalata céljabol harom kiilonb6zd, nikotinsavamidra (25) épiild tetrazint allitottam
elé: egy szimmetrikusan szubsztitualt szarmazékot (6), egy nem-szimmetrikus, egyik oldalt
metilcsoportot tartalmazo valtozatot (7) és egy monoszubsztitualt tetrazint (8). A
reaktivitas/stabilitas arany befolyasoldsara az amid csoport kapcsolddasi sorrendjének meg-

valtoztatasaval tettem kisérletet egy amidopiridinre (27) épiild tetrazin szintézisével (3. abra).
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a) HNEt,, HOBt, HBTU, EDIPA, THF, 25 °C, 16 h, 87% b) 1) NoHaxH20, THF, A, 16 h; 2) [NOy], CH.Cly, 25 °C,
15 min, 30% c) 1) NoHaxH20, MeCN, A, 16 h; 2) [NO,], CHCls, 25 °C, 15 min, 10% d) 1) formamidin-acetat,
N2H4xH20, EtOH, A, 16 h; 2) izopentil-nitrit, CH2Cly, 25 °C, 3 h, 42% e) CH3COCI, TEA, abs. DCM, 0 °C —
25 °C, 18 h, 66% f) 1) formamidin-acetat, NoH4xH,0, S, 60 °C, 16 h; 2) izopentil-nitrit, CH,Cl,, 25 °C, 3 h, 13%

3. dbra. A 6, 7, 8 és 9 modell tetrazinok eldallitdsa.

A tetrazinok vizsgalatdhoz Osszehasonlitasi alapként az irodalomban legtobbszor alkal-
mazott dipiridil-tetrazint (DPT, 28) valasztottam. A tetrazinok varhat6 reaktivitasanak becslé-

t12, majd meghataroztuk a jellemzd sebességi

sére azok LUMO energiai alapjan tettiink kisérlete
allandoikat etil-vinil-éterrel (EVE, 29), ciklooktinnal (CyO, 30) és az oxTCO (31) transz-
ciklooktén szarmazékkal. Végiil a gyakorlati felhasznalhatosag mérlegeléséhez az egyes tetra-

zinszarmazékok fizioldgiashoz hasonlo koriilmények kozotti stabilitasat is vizsgaltam (4. abra).

_ ti. LUMO ko / M1st
Tetrazin

(h) (eV) EVE? CyQ? oxTCO® COMBO®  TCOP

DPT 3 0,28 0,0012 2100

6 4 0,46 0,008 0,23 7900
7 88 0,83 0,00145 1000 210 4000

8 4 0,71 0,024 6,25 17000

9 6 0,69 0,010 2,89

a DMSO/viz = 9/1 v/v), 25 °C; ® 1% DMSO pH = 7,2 PBS pufferben, 36 °C.

1. tablazat. A tetrazinok LUMO energidi, stabilitasa és dienofilekkel szembeni reaktivitasa.
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4. abra. A dienofilek (bal) és a szerkezetek atmeneti dllapotokban (8+Cyo, 6+Cyo, jobb).

A monoszubsztitualt 8 tetrazin az elektronszivo csoportok és LUMO energia alapjan
reaktivabbnak vart 6-hoz képest aktivabbnak mutatkozott (1. tdblazat), ezzel ramutatva a
sztérikus hatdsok fontos szerepére. A tapasztalati eredményeket olyan kvantumkémiai
szamitasokkal is alatamasztottuk, melyben a dienofil partnert is figyelembe vevd atmeneti
allapok alapjan szamitott aktivalasi gatakbol kovetkeztettiink a reakcidsebességek viszonyéra.
Ezzel a reaktivitasra olyan 11j, az atmeneti allapotot és igy a reakcidpartnert is figyelembe vevo
predikcios modell allithato fel, mely a korabban alkalmazott, csupan a LUMO energiakat
figyelembe vevé modszernél pontosabban josolja meg tetrazinok reaktivitasat.

A kedvezd reaktivitas/stabilitds viszonnyal rendelkezé 7 szarmazék gyakorlati
felhasznalhatosaganak vizsgalatakor meghataroztam reaktivitasat a COMBO (42) ciklooktinnal
¢s az altalanosan hasznalt TCO (43) transz-ciklookténnel szemben is. A kedvez6 eredmények
utdn a szabad karboxilcsoporttal rendelkezd szarmazékbol bioortogonalizalt nukleotid épitd-
elemet eldallitottam eld, melyet szilard fazist technologiaval oligonukleotid lancba épitettiink
be (DNS-1) és sikerrel jeldltiink meg fluoreszcens jelzévegyiilet (34) alkalmazasaval (5. abra).
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Fluoreszcein

‘ ‘ MeCN, 25 °C, 1 min ‘ ‘

5-G-C-A-G-T-C-T-T-68-T-T-C-A-C-T-G-A-3' 5~G-C-A-G-T-C-T—-T-68-T-T-C-A-C-T-G-A-3'
DNS-1 DNS-1/Flu

5. abra. A tetrazint tartalmazo DNS-1 lanc jel6lése COMBO-fluoreszceinnel (51).



3.3. Lepidinium-alapu fluoreszcens jelzovegyiiletek

A lepidinium vazelem felhasznalasaval azid és alkin funkcios csoportokkal ellatott, mega-
Stokes tulajdonsagot mutaté és a tavoli voros — kozeli IR tartomanyban emittald fluoreszcens

jelz6vegyiileteket allitottam el6 (10, 11, 12) (6. abra).
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a) 6-jodhexin, MeCN, A, 21 h, 86% b) 1) 1,3-dijédpropan, MeCN, A, 20 h, 90%; 2) NaNs, MeCN, A, 18 h, 84%
c) 1) 4-dimetilaminobenzaldehid vagy 7-(dietilamino)-3-formilkumarin vagy a 6-(dietilamino)-benzofuran-2-
karbaldehid, piperidin, EtOH, A, 3 h; 2) NH4PFs, EtOH/H,0, 95% (10a), 85% (10b), 90% (11a), 73% (11b), 93%
(12a), 87% (12b)

6. abra. A 10, 11 és 12 lepidinium-vazas fluoroforok elédllitdsa.
A kereskedelmi forgalmazas soran felmeriild igények kielégitéshez a reakciokoriilmények
optimalizalasaval gyors, jO termelést €s tisztasdgot biztositod szintetikus eljarast dolgoztam ki.
A fotofizikai adataik alapjan a fluoroforok optimalisak olcso, kereskedelmi forgalomban
elérhetd 1ézerrel valod gerjesztésre, és nagy (~150 nm) Stokes-eltolodasuknak kdszonhetéen a
gerjesztési €s emisszios spektrumok szétvalasaval idedlisan hasznalhatéak fel energiatranszfer
rendszerekben. Ezt kihasznalando, a 10 jelz6vegyiiletet és daunomicint (Dau), egy fluoreszcens
rakellenes vegyliletet tartalmazd modellrendszert terveztiink, melyben a két fluorofor
energiatranszfer (FRET) kapcsolatban all egymassal. A valasztott lepidinium fluorofor nagy
hatékonysaggal torte le a daunomicin fluoreszcenciajat, ezzel 90%-kal csékkentve annak
emissziojat. Az Osszekotd egység hidrolizisével és igy a két vegyiilet szétvalasztasaval a

daunomicin fluoreszcencidja teljes mértékben visszaallithatonak bizonyult (7. abra).
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7. abra. A fluoreszcens intenzitas valtozasa 592 nm-en a daunomicin és 10 kézott a FRET-

rendszer kialakulasakor (bal) és az osszekoto egység hidrolizisekor (jobb).

Az eléallitott jelzOvegyiiletek egy masik tagjaval (11) alkin funkcios csoporttal kiillonbdzden
szubsztitualt oligonukleotidok (DNS-2,3) fluoreszcens jelolését valositottuk meg. A jelolés
hatasara mindkét esetben a fluoreszcencia intenzitds nagymértékii novekedését értiik el,
azonban a komplementer szallal val6 anellacioé hatasara jelentés kiilonbség mutatkozott (8.
abra). A jelenséget a fotofizikai kisérletek alapjan a lokalis polaritas megvaltozasaval
magyarazhattuk, mely egyben ramutatott a fluoreszcens jelzés (5-uracil vs. 2’-ribdz)
kapcsolodasi pontjanak fontossdgara és a hibridizaci6 utdn kialakuld kettds szalban

elhelyezkedd kiilonboz6 poziciojara.
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8. abra. A jelzévegyiilet és az oligonukleotidok abszorpcios és fluoreszcens spektrumai.
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