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BEVEZETES

Mintegy 20 éves multra tekinthet vissza a kémia- és a bioldgiatudomanyok koézé ékel6dd
interdiszciplinaris tudomanyterilet, a kémiai biologia. A biokémiatdl eltéréen, mely a biomolekulak
kémiajat, szabalyozasat kutatja, ez a viszonylag fiatal hatartudomany kémiai eszk6zoket alkalmaz a
biolégiai rendszerek vizsgalatara, kis szintetikus vegyiiletekkel valé modositasok segitségével
torekszik azok tanulmanyozasara, megértésére. A biologiai rendszereket felépité molekulak
vizsgalata eredeti, él6sejtes kornyezetiikben olyan kihivas, amely kilonésen kiemeli a kémiai
biolégia jelentéségét, hiszen eszkoztaranak segitségével lehetévé valik a kivalasztott biomolekulak
szelektiv, akar helyspecifikus médositasa is. Ebbdl a szempontbdl kilondsen jelentSsek azok a
szervezetidegen funkcids csoportok kozt lejatszodo, nagy szelektivitasu, hatékony biokompatibilis
reakciOk (bivortogondlis reakciok), melyek lehet6vé teszik az él6 szervezetek biomolekulainak
szelektiv, helyspecifikus médositasat. A kémiai bioldgiai manipulacidk leggyakrabban alkalmazott
modja a biomolekuldk kilonféle markerekkel torténéd modositasa. A fluoreszcens markerek
alkalmazasan alapulé szuperfelbontiasi mikroszkopiai moédszerek robbanasszert fejl6désének
koszonhetéen mara mar a krio-elektronmikroszképia felbontasahoz hasonld részletességgel
vizsgalhatunk ¢l6 rendszereket. A jelzévegyiiletek mellett megnétt az olyan, fénnyel eltavolithato
védbéesoportok jelentésége is, melyek alkalmasak pl. kemoterapias hatdanyagok aktivitasat
atmenetileg blokkolni. Kutatémunkank soran olyan bioortogonalis funkcids csoporttal rendelkezé
fluoreszcens markerek és fényérzékeny véddécsoportok fejlesztésével foglalkoztunk, melyekre
jellemz&, hogy a specifikus, bioortogonalis ligacids reakcié soran nyerik vissza addig tompitott
fotoreszponzivitasukat. Az értekezéshez 20 olyan kozleményt valasztottam ki, melyek jol
reprezentaljak azt a tanulasi folyamatot, amelynek soran a jobb megértéssel betekintést nyerhetttiink
a bioortogonalisan modulalt fotoreszponziv rendszerek vilagaba. Az értekezés soran végig tobbes
szam elsé személyben targyalom az eredményeket ezzel is hangsilyozva a kutatécsoportunkban
zajlo, egyiitt gondolkodason alapulé csapatmunkat. A cikkek tarsszerzéi kutatocsoportom egykori
és jelenlegi tagjai vagy egytittmiik6do partnereink. Mindannyian nagy segitségemre voltak az egyes
kutatasok tervezésében, kivitelezésében, az eredmények értelmezésében, illetve a kozlemények

megirasaban, az abrak elkészitésében.
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BIOORTOGONALISAN AKTIVALHATO FLUOROGEN MARKEREK

A biolégiai rendszerek fluoreszcens mikroszkopiaval valo vizsgalata soran figyelembe kell venniink
olyan a jel/zaj aranyt cs6kkents hatdsokat, mint pl. az endogén fluoroférok emisszi6jabol szarmazo
antofluoreszeencia, vagy a nem-specifikusan adszorbealédott markerek hattérfluoreszeencida. Sikeresen
kiiszobolhet6 ki az autofluoreszceencia, ha olyan fluoroforokat alkalmazunk, melyek a voros/kozeli
infravoros (near infrared, NIR) tartomanyban gerjeszthetSk. Ez azért is elényos, mert a hosszabb
hulliamhossza fénnyel mélyebben elhelyezkedd bioldgiai struktirak is tanulmanyozhatok. Tovabba,
a vOros tartomanyban kibocsatott fénynek nincs DNS-karosité hatasa, igy a citotoxicitas is
jelentésen csokken. A hattérfluoreszcencia csOkkentésére megoldast jelenthet olyan markerek
alkalmazasa, melyek a detektalas hullimhosszan nem, vagy csak alacsony intenzitassal
fluoreszkalnak, a specifikus ligaciés reakciot kévetSen viszont nagysagrendekkel megnd az
emissziojuk intenzitdsa. Az ilyen jelzévegytleteket fluorggén jelz6vegytleteknek nevezzik. A
fluorogén vegytletek kozil kiemelked6 fontossaguak az olyan bivortogondlis funkcids csoporttal
rendelkezé szarmazékok, melyekben maga a bioortogonalis funkciés csoport a felelés a
fluoreszcencia kioltasaért. Ezekre jellemz, hogy a specifikus, bioortogonalis reakcidt kdvetSen a
tompité hatas megszinik és a fluoreszcencia intenzitasa akar tobb nagysagrenddel is névekszik. A
bioortogonalis funkcidscsoportok kozil, megfelels tervezés esetén hatékony tompitd hatas érhetd
el az azid és a tetrazin motivummal kiilénésen olyan kromoforok esetén, melyek a spektrum UV-
kék-zold tartomanyaban emittalnak. Sajnos, a bioldgiai vizsgalatok szempontjabdl elényosebb
vOros tartomany felé haladva ez a kiolté hatias dramaian csékken. Kutatémunkank jelentds
részében olyan megoldasok fejlesztésével foglalkoztunk munkatarsaimmal, melyek lehetévé teszik
a vOrés tartomanyban emittalé, bioortogonalisan aktivalhaté  fluoreszcens markerek
fluorogenicitasanak névelését. A kutatasok korai szakaszaban nagy Stokes-eltolodassal rendelkezd
fluoreszcens vazak aziddal valé modulalasat tanulmanyoztuk.[1] Vizsgalataink ramutattak a

kromofor vazakhoz kézvetlenil kapcsolodd azid funkcids csoport rotacidjan alapuld, emissziot
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kiolté hatasara, illetve igazoltuk e hatas limitacidjat.[2] Az eredmények folyomanyaként olyan uj
tervezési koncepcidkat dolgoztunk ki, mint pl. a kétszeres fluorogenicitas vagy a kozvetitett
fluorogenicitas, melyek segitségével szamos esetben sikeriilt névelni a bioortogonalis reakciot
kovets fluoreszcencia-serkentés (fluorggenicitas) értékét. A kétszeres fluorogenicitassal rendelkezé
vegytleteknél vizsgaltuk a bioortogonalis  kiolté csoportok szamanak,[3-5] illetve a
kioltémechanizmusok szamanak névelésének hatasat.[6-8] Ez utébbi altalainosabban alkalmazhat6
és jobb fluorogenicitassal biré markereket eredményezett. Vizsgaltuk a tetrazinnal kivalthato
leghatékonyabb kioltémechanizmusok (kotésen keresztiili energiatranszfer, belsé konverzio)
limitacidit fenoxazin és cianin vazakon.[9-11] A kozvetitett fluorogenicitason alapulé markerek
esetében pedig a kék tartomanyban emittalé kumarin kivalé fluorogenicitasat alakitottuk at
narancssarga és voros fluorogenicitassa energiatranszfer segitségével.[12] Tobb ilyen javitott
fluorogenicitasu markernél mutattuk meg, hogy alkalmasak szuperfelbontasia mikroszkopias

(STED, STORM) vizsgalatokra is.

BIOORTOGONALIS REAGENSEK FEJLESZTESE

A fluoreszcens mikroszkopias vizsgalati modszerek fejlédésével lehet6vé valt tobb biologiai képlet
egyidejd szuperfelbontasu vizsgalata, melyekhez elengedhetetlen t6bb biomolekula, organellum stb.
egyidejd szelektiv jelolése €16 sejtekben. Ezeket az igényeket kielégitendd terveztiink és allitottunk
el6 olyan 4j bioortogonalis funkcids csoportokat, melyek lehet6vé teszik tobb, egymasra nézve is
szelektiv bioortogonalis reakcid egyidejd alkalmazasat. E kutatasok soran azonositottunk olyan 4j
ciklooktin[13] vagy #ransz-ciklooktén szarmazékokat, melyek csokkent hidroféb jellege jelentésen
megkonnyiti az él6 sejtes jelolések korilményeit. Az egyik hidrofil TCO vaz nem-természetes
aminosav szarmazéka raadasul alkalmas volt fehérjékbe torténé beépitésre a genetikai kod
kiterjesztésének segitségével.[14] Vizsgaltuk tovabba kilonbozé térigényld tetrazinok inverz
elektronigényd Diels-Alder reakcioit eltéré reaktivitasa és térigényd dienofilekkel szemben.[15] A
fenti eredményeket szamos esetben elméleti szamolasokkal is igazoltuk egytittmikodés keretében.
Tovabbi kisérletek soran igazoltuk, hogy a pironin vaz alkalmas hullamhossz-valté fluorogén
vegylletek elGallitasara, illetve bizonyitottuk azidokkal szembeni kolesénésen — kizard
bioortogonalitasat.[16] Nagy térigényt izonitril csoporttal foglalkozé kutatasok soran ugyancsak
bizonyitottuk, hogy kiilénb6z6 térigény tetrazinokkal szemben eltéré affinitast mutat, igy alkalmas
kettSs bioortogonalis jel6lési eljarasokban valé alkalmazasra. Sikerrel valositottuk meg tovabba egy

nagy térigényd izonitril csoportot tartalmazé aminosav genetikai kdédolasat is.[17]
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FELTETELESEN AKTIVALHATO FOTOLABILIS VEDOCSOPORTOK

Az elmult években egyre nagyobb a jelent6sége az olyan kutatasoknak, melyek fénnyel lehasithato
vegylletek el6allitasat célozzak. Ezek a fotolabilis védécsoportok lehetévé teszik pl. terapias
hatéanyagok fénnyel torténé felszabaditasat, megnyitva ezzel az utat un. fotoaktivalt kemoterapias
eljarasok felé, ahol a fény kival6 tér- és idébeli kontrollja mellett aktivalhatok a hatéanyagok. Ezekre
a fotoaktivalhaté kemoterapeutikumokra jellemzé, hogy a védScsoporttal valé médositas soran a
gyogyszervegyllet ideiglenesen elvesziti biologiai hatasat. A tumor kérnyezetébe juttatva, majd
megfelel6 hullimhosszi fénnyel besugarozva ezeket a konjugatumokat, a véddcsoport
lehasadasaval a gyogyszervegyilet visszanyeri bioldgiai aktivitasat. Jol lokalizalhaté tumorok
esetében igy megvalosithato a terapias szerek lokalis felszabaditasa, a hatasuk ideiglenes blokkolasa
altal pedig lehetséges a terapias indextk javitasa is. Mas a helyzet szétszortan elhelyezkedd, nem
lokalizalhat6, t6bbsz6rés tumorok esetében. Itt nem hasznalhatjuk ki a fény kivalé térbeli
kontrollalé tulajdonsagat, hacsak nem sikeriil elérnink, hogy kizarélag a célsejtekhez (pl.
tumorsejtek) specifikusan kapcsolédott védéesoporttal ellatott hatéanyagok reagaljanak a fényre.
Ennek lehetéségét vizsgaltuk meg, amikor a bioortogonalisan aktivalhato fluorogén jelzévegyiletek
analogiajara bioortogonalisan aktivalhaté fényérzékeny védécsoportokat akartunk eléallitani. A
tervezés soran feltételeztiik, hogy a fluoreszcencia és a fotodisszociacié ugyanabbodl a gerjesztett
allapotbdl torténik. A tervezés soran felhasznaltuk a kumarin tipusu fényérzékeny védécsoportok
gerjesztési hullamhosszat befolyasolo tapasztalatainkat,[18] illetve a vinil tetrazin motivum
segitségével megvalosithato, a gerjesztett allapot hatékony, belsé konverzioval torténd relaxacidjat
eredményez6 hatasat.[19] Az eléallitott, vinil tetrazinnal modulalt kumarin tipusa fotolabilis
védéesoporttal  végzett kisérleteink soran igazoltuk, hogy a tetrazin hatékony kioltasanak
koszonhetéen a megfelel6 hullimhossza fénnyel valé besugarzas soran nem torténik meg a
fotodisszociaciés  1épés.[20] A tetrazin Diels-Alder reakcidjat koévetben  viszont, a
kioltomechanizmus megszinése utan kék-fénnyel besugarozva a vegyileteket, a fotoreszponzivitas
visszanyerését kovetben megtortént a modellvegyiiletek felszabadulasa. Ezt a bioortogonalis
reakciotol fuges feltételes fotoaktivalhatésagot €16 sejtekben is bizonyitottuk, egy fluorogén

vegytlet felszabaditasaval.

Ezek az eredmények egy olyan 4j kutatasi irdny alapjait fektették le, mely segitségével
megvaldsithatd a feltételesen fotoaktivalhaté kemoterapia. A klinikai transzlaciéhoz azonban
szitkséges olyan kihivasok megoldasa, mint a feltételes fotoaktivalhatésag hosszabb hullimhossza
ténnyel aktivalhaté védScsoportokra valé atiltetése, vagy a komplementer bioortogonalis

csoportok szelektiv célbajuttatasa, esetleg szelektiv aktivalasa a célsejtekben.
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Az értekezésben bemutatott eredményeken alapuld, tényszert eredmények:

Bioortogonalisan aktivalhat6 fluorogén markerek

Nagy Stokes eltolddassal rendelkez6 aziddal modulalt fluorogén vegytiletek el6allitasa, az
azid funkcids csoport kiolté hatasanak elméleti kémiai igazolasa és e hatds limitaciéinak
felismerése.|1-2]

Két, fluoreszcencia kioltdsara alkalmas bioortogonilis funkcids csoportot (azid/tetrazin)
tartalmazo kett6s fluorogén jelzévegytiletek eléallitasa, vizsgalata.[3-5]

Két, egymastdl fiiged, vagy fliggetlen kioltomechanizmuson alapuld, kettésen fluorogén
rendszerek el6allitasa és alkalmazasa. [6-8]

A tetrazinnal kivalthaté kioltdmechanizmusok  vizsgalata (kOtésen  keresztiili
energiatranszfer, belsé konverzid) fenoxazin és cianin vazakon. [9-11]

A kozvetitett fluorogenicitas koncepcidjanak kidolgozasa és tanulmanyozasa fluorogén

diadokon. [12]

Bioortogonailis reagensek fejlesztése

0.

9.

10.

Csokkent hidrofobicitassal ~rendelkez6, monobenzociklooktin reagens (COMBO)
el6allitasa és vizsgalata. [13]

Egy hidrofil transz-ciklookténnal (DOTCO) moédositott nem természetes aminosav
clallitasa és genetikai kodolasa. A hidrofil aminosav egyszerd, gyors mosassal vald
eltavolitasanak igazolasa. [14]

Szerkezet-hatas vizsgalatok segitségével a sztérikus és elektronikus hatasok vizsgalata
nikotinamidbél levezethetd tetrazinokon. [15]

A pironin vaznak, mint bioortogonalis funkcids csoportnak az alkalmazasa kélecsondsen
ortogonalis bioortogonalis reakcidkban, illetve olyan olyan 4j, hullimhossz-valtoztato
fluorogének eléallitasa, ahol a pironin vaz bioortogonalis reakcidja a m-rendszer
kiterjesztését eredményezi. [16]

Nagy térigény izonitril csoporttal médositott nem-természetes aminosav (BICK) genetikai
kodolasa, az izonitril csoport kolesondsen kizard bioortogonalis reakciokban vald

alkalmazasa. [17]
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Feltételesen aktivalhat6 fotolabilis védécsoportok

11. Kumarin tipust fotolabilis védécsoportok aktivalasi hullamhosszanak voros-iranya
modositasa a m-elektronrendszer kiterjesztésével. [18]

12. 488 nm-es gerjesztést lehet6vé tevé ultrafluorogén, vinil tetrazinnal médositott kumarin
el6allitasa. [19]

13. Feltételesen aktivalhat6 fotolabilis védécsoportok koncepcidjanak kidolgozasa, az elmélet
igazolasa vinil tetrazinnal modulalt kumarinalapu fotolabilis véd&csoport segitségével, él6

sejtekben. [20]
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