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1. Bevezetés

Mintegy 20 éves multra tekint vissza a kémia- ¢és a biolo-
giatudomanyok kozé ¢kelddd interdiszciplinaris tudomany-
teriilet, a kémiai bioldgia.! A biokémiatodl eltéréen, mely a
biomolekulak kémiajat, szabalyozasat kutatja, ez a viszony-
lag fiatal hatartudomény a kémia eszkoztarat alkalmazza
a biologiai rendszerek vizsgalatara, azok jobb megértése
vagy mukddésiikbe vald beavatkozas céljabol. A biologi-
ai rendszereket felépitd molekulak kémiai modositasa €16
sejtekben kiilondsen nagy kihivas. Ez ravilagit a rendelke-
zésiinkre allé olyan kémiai atalakitasok jelentéségére, ame-
lyek segitségével lehetdvé valik a kivalasztott biomolekulak
szelektiv, akar helyspecifikus atalakitdsa is anélkiil, hogy ez
befolyasolna a sejtek vagy a magasabb szintili szervezetek
¢letképességét. Ebbdl a szempontbol kiilondsen jelentdsek
azok a szervezetidegen funkcids csoportok kozott lejatszo-
do, hatékony biokompatibilis reakciok, melyek lehet6vé
teszik az €16 szervezetek biomolekuldinak szelektiv, hely-
specifikus modositasat. Az e feltételeknek megfeleld ké-
miailag ¢s biologiailag inert, nem zavaro, nem interferalo,
nem-természetes kémiai funkcios csoportok kozotti reakei-
ok alkalmazasa inspiralta Carolyn R. Bertozzit a bioortogo-
nalis kémia koncepcidjanak kidolgozasara, amelyet kés6bb
Nobel-dijjal ismertek el.>* A kémiai biologiai manipulaciok
egyik leggyakoribb modja adott biomolekuldk kiilonféle
markerekkel torténé modositasa. A fluoreszcens marke-
reken alapuld szuperfelbontasu mikroszkopiai modszerek
robbanasszerii fejlédésének koszonhetden ma mar néhany
nanométeres térbeli felbontas érhet6 el €16 rendszerekben;
példaul a MINFLUX technikaval ~2-3 nm lokalizacios
pontossagot is demonstraltak. Ez a részletesség mar csak
mintegy egy nagysagrenddel marad el a krio-elektron-mik-
roszkopidban megszokott szerkezeti felbontastol. ¢ A jelz6-
vegyliletek mellett megnétt az olyan, fénnyel eltavolithato
véddesoportok jelentdsége is, melyek alkalmasak pl. kemo-
terapias hatoanyagok aktivitasat atmenetileg blokkolni.!°
A HUN-REN TTK Kémiai Biologia Kutatdcsoportjaban
azt tanulmanyozzuk, hogyan lehet a bioortogonalis kémia
eszkoztaranak segitségével modulalni a fotoreszponzivi-
tast.12 Erdeklédési koriink elsdsorban olyan, bioortogo-
nalis funkcios csoporttal rendelkezé fluoreszcens marke-
rekre és fényérzékeny véddcsoportokra terjed ki, melyekre
jellemzo6, hogy csak egy specifikus, bioortogonalis kémiai
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reakcioval torténd modositas soran valnak fényre érzékeny-
ny¢, azaz valnak fluoreszcenssé (markerek), vagy képessé
arra, hogy fény hatasara egy kotéshasadas eredményeként
hatéanyagokat szabaditsanak fel.

2. Bioortogonalisan aktivalhat6 fluorogén markerek

Az €16 rendszerek optikai képalkotassal torténd vizsgalata
elésegiti a sejtes folyamatok mélyebb megértését, mivel mi-
nimalisan vagy egyaltalan nem invaziv jellege lehetdvé teszi
azok tanulmanyozasat akar él6 szervezetekben is. Uj gene-
tikai és anyagcsereutak, illetve gyogyszermtikodési mecha-
nizmusok feltarasaval az élésejtes képalkotasi modszerek a
gyogyszerkutatasban is jelentds szerepet kaphatnak. Az el-
mult évtizedek erdfeszitései jelentds hardverszintii fejlesz-
téseket eredményeztek a fluoreszcens mikroszkopiaban,
amelyek forradalmasitottak az optikai képalkotas teriile-
tét.>¢ Az Gjonnan megjelent determinisztikus és sztochasz-
tikus szuperfelbontastt mikroszkopids (SRM) moddszerek
lehetdvé teszik a sejtszerkezetek nativ kornyezetiikben valo
vizualizalasat, korabban soha nem latott részletességgel. A
legujabb hardverfejlesztések teljes kiaknazasa és az dssze-
tettebb kérdések megvalaszolasa érdekében azonban sziik-
séges a szuperfelbontasi mikroszkdpias modszerek no-
vekvé igényeinek kielégitése a kémia oldalardl is. Ezek az
igények hataroztak meg a fluoreszcens markerek teriiletén
az utobbi évek kutatasi iranyait, hiszen a fluoreszcens képal-
kotas egyik legnagyobb korlatja ma leginkabb a megfeleld
jelzoévegyiiletek hianyaban rejlik. Még az olyan markerek
esetében is, melyek idedlis fotofizikai tulajdonsagokkal ren-
delkeznek — mint példaul nagy molaris extinkcios egyiitt-
hato, fluoreszcencia-kvantumhatasfok vagy a fotostabilitas
—ajel-zaj aranyt gyakran rontja az endogén fluoroforok (pl.
NADH, flavinok, porfirinek, aromas aminosavak stb.) al-
tal keltett fluoreszcencia.”* Az ilyen, Gn. autofluoreszcencia
okozta zavaro hatasok kezelésére megoldast jelenthetnek a
nagy Stokes-eltolddassal rendelkezd festékek, mivel a ter-
mészetes fluoroforok gerjesztési €s emisszids maximumai
nagyon kozel esnek egymashoz. Ugyancsak hatékonyan
csokkenthet6 az autofluoreszcencia olyan festékek alkalma-
zéasaval, amelyek gerjesztési savja a vords, tavoli vords vagy
kozeli infravords tartomanyba esik. Az autofluoreszcencia
csokkenése mellett ez azért is elényds, mert a hosszabb
hullamhosszti fénnyel mélyebben elhelyezkedd biologiai
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struktarak is tanulmanyozhatok. Tovabba, a vords tarto-
manyban kibocsatott fénynek nincs DNS-karositd hatasa,
igy a citotoxicitas is jelentésen csdokken. A megfeleld jel/zaj
arany elérése szempontjabol tovabbi kihivast jelent, hogy a
szintetikus jelzévegyiiletek nem-specifikus adszorpcidjuk
miatt jelentds hattérfluoreszcenciat okozhatnak, ami ugyan-
csak az érzékenység ¢és a felbontoképesség csokkenését
eredményezi. Bar ez a probléma tobb mosasi ciklussal mér-
sékelhetd, ez azonban iddigényes, igy jelentdsen késlelteti a
mikroszkopos adatok feldolgozasat, és megakadalyozza a
vizsgalt biomolekuldk azonnali detektalasat kozvetleniil a
jelolési reakciok utan. Ez kiilondsen kritikus példaul rovid
lebomlasi id6vel rendelkezd fehérjék esetében. A probléma
orvoslasara kivaloéan alkalmasak az Gn. fluorogén jelzdve-
gytletek.'*1¢ Az ilyen tipusu markerekre az jellemz6, hogy
szabad allapotukban detektalas hullamhosszan nem, vagy
csak alacsony intenzitassal fluoreszkalnak, a specifikus li-
gacios reakciot kovetden viszont nagysagrendekkel megnd
az emissziojuk intenzitdsa. A fluorogén vegyiiletek koziil
kiemelkedd fontossagtiak az olyan bioortogonalis funkci-
0s csoporttal rendelkezd szdrmazékok, melyekben maga
a bioortogonalis funkcios csoport felelds a fluoreszcencia
kioltasaért. A specifikus, bioortogonalis reakciot kdvetden
viszont ez az emisszidt tompitd hatas megsziinik és a fluo-
reszcencia intenzitasa akar tobb nagysagrenddel is novek-
szik. A bioortogonalis funkcioéscsoportok koziil, megfeleld
tervezés esetén hatékony tompitd hatas érhet6 el az azid és
a tetrazin motivummal.

2.1. Két bioortogonalis egységgel modulalt
markerek

Kezdeti kisérleteink a vords iranyba tolt emisszioju fluorogén
vegyliletek pl. azidcsoporttal kapcsolt fluoreszcens vazak
eléallitasara iranyultak, amelyek nagy Stokes-eltolodéassal
rendelkeztek. Az ezekkel a markerekkel végzett elméleti
vizsgalatok egy 1j, rotacioalapt kioltasi mechanizmust tar-
tak fel azokban az esetekben, amikor az azid kozvetleniil
kapcsolodott a fluoreszcens vazhoz.'” Megallapitottuk, hogy
az azidcsoport rotacidja kovetkeztében lehetévé valik a két
legalacsonyabb gerjesztett allapot kozotti belsd konverzio,
vezet. Az azidcsoport bioortogonalis reakcidban torténd
atalakitasat kovetden mar nem lehetséges a két gerjesztett
allapot kozotti belsé konverzio, igy a relaxacio a fény elnye-
Iése kovetkezében elsddlegesen kialakuld allapotbol torté-
nik, fotonemisszidval. Ugyanakkor, ha ezt a kioltdsi mecha-
nizmust kiterjesztett m-konjugacioval, azaz vords iranyba
eltolt gerjesztési maximummal rendelkezé vegyiiletekre
alkalmaztuk, a rotacidalapu kioltas kevésbé bizonyult ha-
tasosnak."® Vizsgaltuk annak lehet6ségét, hogy tobb kiolto-
csoport vajon eredményesebben oltja-¢ ki a fluoreszcenciat.
Feltételeztiik, hogy az ilyen, két azidcsoportot tartalmazod
fluorogén vegyiiletek egy bifunkcionalizalt célplatformmal
torténd klikk-reakcioban olyan ciklikus termékeket adnak,
melyek korlatozott konformacios szabadsaguknak kdszon-
hetden tovabbi fluoreszcencia novekedést eredményeznek
akar m-kiterjesztett vazelemek esetén is. Hipotézisiinket egy

bisz-azido-benzotiazolil-kumarin vazelemen teszteltiik, és
tanulmanyoztuk annak fluorogén viselkedését kiilonb6zo
bisz-ciklooktinilezett peptidszekvencidkkal szemben.'” Az
elméleti szamitasok ravilagitottak a keletkez6 ciklikus kon-
jugatumok méretének jelentdségére, mivel a végtermékek
fluoreszcenciaja nagymértékben filiggott a keletkezd cikli-
kus termék konformacidjatol. Ezen eredmények hatasara
ugyanezt a stratégiat alkalmaztuk kiilonb6z6 zold, valamint
sarga tartomanyban gerjeszthet6 cianinokra is.?° Mas fluoro-
gén cianinokhoz képest ezek a kettdsen-kioltott rendszerek
figyelemre méltod fluoreszcencia-intenzitas novekedést mu-
tattak ciklikus festék—peptid konjugatumok képzddésekor.
Késobb az azid helyett a tetrazin bioortogonalis funkcio
alkalmazasara tértiink at, ami lényegesen gyorsabb jeldlési
reakciokat tett lehetévé.? Az optimalizalt bisz-ciklookti-
nilezett peptiddel valo reakcio soran tizszeres fluoreszcen-
cia-novekedést figyeltiink meg. Bar e vegyiiletek szamos
elonyds tulajdonsaggal rendelkeztek mind a fluorogenicitas,
mind a spektralis maximumok tekintetében, gyakorlati al-
kalmazédsuk szamos biotechnoldgiai nehézségbe {itkozik.
Ezért alternativ megoldasokat kerestiink arra, hogy a voros
tartomanyban abszorbeald, hatékony bioortogonalisan kont-
rollalt fluorogenicitassal rendelkezd vegyiileteket allitsunk
eld. Felismertiik, hogy a bioortogonalis kioltd csoportokra
éptild megkozelités korlatait Gigy lehet athidalni, hogy a ki-
oltocsoportok szamanak novelése helyett a kioltasi mecha-
nizmusokat kombinaljuk a bioortogonalis kontrollal. Ez a
megkozelités lehetdséget teremtett a célfehérjék rutinszeri
alkalmazasara, amelyek esetében csupan egyetlen bioorto-
gonalis aminosav beépitése sziikséges.

2.2. Elektronikusan kontrollalt fluorogenicitas

Els6 ilyen megkozelitésként egy széles korben hasznalt,
membranpermeabilis, szuperfelbontast mikroszkdpidra is
alkalmas NIR festékvazat vizsgaltunk. A szilikorodamin
(SiR) vaz nagy fotostabilitasa ¢és fényessége mellett arrol
is ismert, hogy fluoreszcencidja a kdzeg polaritasa altal
befolyasolt zart ¢és nyilt forma kozotti egyensulytol fligg.
Az ezen az egyenstlyon alapulo szerkezeti fluorogenicitast
kivantuk tetrazin csoport beépitésével modulélni, igy a bio-
ortogonalis reakcidban bekovetkezd elektronikus valtoza-
sokkal befolyasolni (1. abra). Ennek érdekében kiilonbozd
tetrazinnal moédositott SiR szarmazékokat allitottunk el6,
majd vizsgaltuk fluorogén viselkedésiiket. Oromiinkre,
20-40-szeres fluoreszcenciandvekedést figyeltiink meg,
ami akkoriban ebben a hullimhossztartomanyban kivéte-
lesnek szamitott.”> Ugyancsak ezt a tetrazinok és fesziilt
gyuris dienofilek kdzdtti inverz elektronigényii Diels-Alder
(iIEDDA) reakco altal kivaltott ciklizacios (spirolaktoniza-
cids) egyensuly-eltolodast hasznaltuk fel egy dnoxidalodo
fluorogén vegyiilet tervezésekor. A fentiazinok ismertek
arrol, hogy fénybesugdrzas hatasara képesek 'O,-t gene-
ralni. Az igy létrejovo reaktiv oxigénszpecieszek oxidaljak
a fenotiazinokat, ami szulfoxid vagy szulfon termékekhez
vezet, amelyek a kiinduld vegyiilethez képest lényegesen
eltéré spektroszkopiai tulajdonsagokkal rendelkeznek. A
fentiazin motivum jelen van a rodafentiazinokban is, ame-
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lyek szintén képesek a spirolakton (zart) — ikerion (nyilt)
egyensuly kialakitasara. Elképzeléstink szerint az erdsen
elektronhidnyos tetrazin beépitése eldsegiti az egyensuly
eltolasat a zart forma felé, és ezaltal jelent6sen lecsokkenti
a kromofor 'O: szenzitizaldé képességét. Vizsgaltuk, hogy
valoban megfigyelheté-e kiillonbség a rodafentiazin tetra-
zin, és piridazin (klikk-termék) formaja kozott és markans
kiilonbséget figyeltiink meg (20% vs. >90%) azok szulfoxi-
dokké alakulasaban. Ezen tulmenden jelentds kiilonbséget
tapasztaltunk a tetrazin és az klikk-termék abszorpcios és
emisszios tulajdonsagaiban. Mig a tetrazin abszorpcios
maximuma 610 nm-en volt alacsony intenzitasu 740 nm-

es emisszids csuccsal, a klikk-termékbdl szarmazo szul-
foxid termék intenziv abszorpciot €s emisszidt mutatott 550
nm-en, illetve 600 nm-en. A tetrazin és az oxidalt iEDDA
formak atfedd abszorpcidja lehetéve tette, hogy a konfoka-
lis mikroszkdp 552 nm-es beépitett 1ézerével oxidaljuk a
klikk-terméket, és ezt kdvetden gerjessziik a szulfoxid in-
tenziv fluoreszcenciajat. Ugyanakkor a nem reagalt tetrazin
szarmazék nem jarult hozza jelentdsen a fluoreszcencidhoz
még annak kismértékli oxidacidja utan sem, igy lehetdvé
valt a mosasmentes jelolési eljaras alkalmazasa. S6t, az in
situ képz6dott fluoreszcens forma STED mikroszkopidban
is hasznalhat6 volt.”

Bioortogonalis reakcio

Nyilt, fluoreszcens forma

Szuperfelbontas( mikroszkopia

Zart, nem-fluoreszcens forma

 —

1. Abra. A bioortogonalis reakcié hatdsa rodaminszarmazékok szerkezeti fluorogenicitasara. A bioortogonalis reakcié kovetkeztében eltolodik
a fluoreszcens (nyilt) és a nem-fluoreszcens (zart) formak kozotti egyensily

2.3. Kettés fluorogenicitas

A fenti példakban a tetrazin klikk-reakciojanak kovetkezté-
ben bekdvetkez6 elektronikus valtozasokat hasznaltuk ki,
hogy a fluorogenicitas a bioortogonalis reakci6é kontrollja
alatt alljon. Egy masik megkdzelités soran viszont olyan
kettésen fluorogén jelzévegyiiletet terveztiink, amelyben
két egymastdl fiiggetlen kioltomechanizmussal terveztiik
elérni a nagyobb mértékii fluorogenicitast. Ebben az eset-
ben a tetrazint egy tiazol-narancs DNS-interkalator fes-
tekvazhoz kapcsoltuk. A jelzdvegyiilet kettds fluorogén
tulajdonsagainak vizsgalata sordn bebizonyosodott, hogy a
fluoreszcencia maximalis intenzitdsa abban az esetben fi-
gyelheté meg, ha egyszerre teljesiil a két, kioltasért felelds
mechanizmus megsziinése, azaz a tetrazin bioortogonalis
reakcioban valo atalakitasa és a rotacié megszinése DNS-
sel valo kolcsonhatas soran. E kettds fluorogén jelleget €16

sejtekben is vizsgaltuk, melyek bioortogonalizalt DNS-k&to
fehérjéket expresszaltak. Az igy mddositott sejtek erds fluo-
reszcenciat mutattak, amely megfelelt a fehérjék lokalizaci-
Ojanak a kettds fluorogén markerrel valo reakcio kovetden.
Ezzel szemben a hasonléan bioortogonalizalt citoszolikus
fehérjék jelolése nem eredményezett fluoreszcencia-nove-
kedést, mivel ott nem teljesiilt a DNS-sel torténd kolcson-
hatas feltétele (2. abra).**

2.4. Energiatranszferrel modulalt fluorogenicitas

Behatoan tanulmanyoztuk a tetrazin altal kifejtett kioltasi
mechanizmust. Fenoxazin- és cianin vazelemeket kapcsol-
tunk tetrazinhoz fenilén vagy vinilén linkeren keresztiil 2
A spektralis tulajdonsagok alapjan arra kovetkeztettiink,
hogy a fenilén-linkeren keresztiili kapcsolas esetén a rota-
cié korlatozottsaga elektronikus lekapcsolast eredményez
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a két egység kozott, ami a kotésen keresztiili energiaatvi-
tellel (Through-bond energy transfer, TBET) teszi lehetdvé
a fluoreszcencia kioltasat. Vinilén-linkeren keresztiili kap-
csolas esetén azonban az abszorpcids és emisszids maximu-
mok jelentés vords eltolodasa a tetrazin és a fluorofor kon-
jugalt kapcsolatat jelezte, ami mas kioltasi mechanizmust
valosziniisitett. Rdadasul ez a megoldas hatékonyabb kiol-
tast eredményezett, mint a TBET. A tetrazin altal kioltott
Cy3 vazelemek alapos vizsgalata — direkt, illetve fenilén-
vagy vinilén-linker alkalmazasakor — azt mutatta, hogy
kozvetlen vagy vinilén kapcsolt konjugacid esetén a tetra-
zin belsé konverzioval oltja ki a fluoreszcenciat. Elméleti
vizsgalatok szerint a fénnyel vald gerjesztés soran ilyenkor
az S, (LUMO+]) allapot alakul ki, amely a vizsgalt kromo-
forok m—m* atmenetének felel meg az oszcillatorerésségek
alapjan. A LUMO+1 — HOMO éatmenet nagy valoszint-
sége viszont ellentmond a kioltott fluoreszcencianak, ami
gyors bels6 konverzidt jelez egy sotét allapotba. Ezt a sotét
allapotot azonositottuk S,-ként (LUMO), amely a tetrazin
n—n* (HOMO-1 — LUMO) 4tmenetének felel meg.
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2. Abra. Kettdsen fluorogén jelz6vegyiilet. A) A tiazol-narancs
fluoreszcenciajat a belso konverzid (tetrazin) és a vazon beliili szabad
rotacio is kioltja. B) A kettdsen fluorogén jelzévegyiilettel kezelt
bioortogonalizalt citoszolikus fehérjéket (TOMM?20 és vimentin)

¢és magfehérjéket (H2B és LaminA) expresszalo sejtek konfokalis
mikroszkopos képe.

Eredetileg ezt a belsd konverzion (IC) alapuld kioltast vi-
nilén-linkerrel kapcsolt tetrazin—kumarin rendszereknél
irtuk le, ahol rendkiviil hatékony kioltast tapasztaltunk az
S, és S, allapotok jelentds energiakiilonbségének kdszonhe-
téen. Cianinok és egyéb, kiterjesztett p-rendszerrel rendel-
kez6 vazak esetében azonban az S, ¢és S, allapotok energiai
nagyon kozel allnak egymashoz, igy reverzibilis atmenetek
lehetségesek a két gerjesztett allapot kozott, ami kevésbé
hatékony kioltast eredményez.”’ Ez egyrészt magyarazza,
hogy miért fluorogénebbek a konjugalt Cy3—tetrazinok,
mint a TBET-alapu markerek, masrészt felfedi az IC-alapt
kioltasi mechanizmus hullamhossz korlatait is. Mivel elfo-
gadtuk, hogy a tetrazinok kioltoképessége a kék—zold tar-
tomanyban emittdldo vazak esetén a leghatékonyabb, egy
koncepcionalisan eltérd fluorogén megoldast javasoltunk.
E megoldasi javaslat alapjan tervezett jelzévegyiiletekben
egy ultra-fluorogén vinil-tetrazinnal kapcsolt kumarint sar-
ga (Cy3) vagy voros (CyS5) tartomanyban emittald vazakhoz
kapcsoltunk. Feltételeztiik, hogy ezekben a rendszerekben
a tetrazin-kumarin bioortogonalis kontroll alatt all6 ult-
rafluorogén jellege Forster-tipust energiatranszfer (FRET)
révén atadodik a cianinnak, mint energia-akceptornak, igy
végs6 soron sarga/vords fluorogenicitast eredményezve (3.
abra). Ez az energiaatadaon alapuld kapcsolomechanizmus
valdban jobb fluorogenicitast adott (akar 16-szoros ndve-
kedést a Cy3 akceptor esetében), illetve megndvekedett
fotostabilitast és nagy latszélagos Stokes-eltolodast ered-
meényezett, ami alacsony hattérfluoreszcenciat tett lehetd-
vé mosasmentes bioortogonalis jeldlési kisérletekben, €16
sejtek intracellularis strukturain.?® A tetrazin altal kioltott
cianin probakkal 6sszehasonlitva arra jutottunk, hogy a
kromofor diddok sokkal kevesebb hattérjelet produkaltak.
Emellett ezek a tobbkromofdéros rendszerek jobb fotofizi-
kai tulajdonsagokkal rendelkeztek, mint az egyedi kompo-
nensek. A donor—akceptor kdzotti nem-radiativ energiaa-
tadasbol fakado nagy latszolagos Stokes-eltolodas lehetové
tette a gerjesztési és emisszids savok teljes szétvalasztasat,
megsziintetve az 6nabszorpciot vagy a szorédasbol eredd
detektalasi hibakat. Ezek az energiaatviteli diddok az alap
tetrazin-kumarinnal egyiitt alkalmazva, haromszinii képal-
kotast tettek lehetévé intracellularis célpontokon, egyetlen
gerjesztési forrassal és kiilonalld emisszids ablakokkal,
melynek koszonhetéen csokkent gerjesztési kromatikus
aberracio érhetd el. A megnodvekedett fotostabilitas lehe-
tové tette a hosszabb vagy intenzivebb besugarzast, amit
a bioortogonalisan aktivalhatdé FRET diadok segitségével
szubdiffrakcios képalkotasban (STED mikroszkopia) ki is
hasznaltunk.
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3. Abra. Az energiaatvitellel atalakitott fluorogenicitas. A) Az energia
donor kiemelked6en fluorogén Kum-Tet és a vele FRET rendszert képezd
cianin jelzévegyiiletek spektralis valtozasai bioortogonalis reakcioban.
B) A vegyiiletek szerkezeti képletei.

3. Bioortogonalisan aktivalhato fotolabilis
véddcsoportok

Az elmult években egyre nagyobb a jelentdsége az olyan
kutatasoknak, melyek fénnyel lehasithatd vegyiiletek eld-
allitasat célozzak. Ezek a fotolabilis véd6csoportok (pho-
tolabile protecting group, PPG) lehetoveé teszik pl. terapias
hatéanyagok fénnyel torténd felszabaditasat, megnyitva ez-
zel az utat un. fotoaktivalt kemoterapias eljarasok felé, ahol
a fény kival6 tér- és idébeli kontrollja mellett aktivalhatok
a hatoanyagok.?-2 Ezekre a fotoaktivalhatdé kemoterapeu-
tikumokra jellemzo, hogy a véddécsoporttal valé mddositas
soran a gyogyszervegyiilet ideiglenesen elvesziti biologiai
hatasat. A tumor kdrnyezetébe juttatva, majd megfeleld hul-
lamhosszu fénnyel besugarozva ezeket a konjugatumokat, a
véddcesoport lehasaddsaval a gydgyszervegyiilet visszanye-
ri biologiai aktivitasat. Jol lokalizalhaté tumorok esetében
igy megvalosithato a terapias szerek lokalis felszabaditasa,
a hatasuk ideiglenes blokkolasa altal pedig lehetséges a te-
rapias indexiik javitasa is. Mas a helyzet szétszortan elhe-
lyezkedd, nem lokalizalhatd, tobbszords tumorok esetében.

Itt nem hasznalhatjuk ki a fény kivald térbeli kontrollalo
tulajdonsagat, hacsak nem sikertil elérniink, hogy kizarolag
a célsejtekhez (pl. tumorsejtek) specifikusan kapcsolddott
veéddcsoporttal ellatott hatdoanyagok reagaljanak a fényre.
Ennek lehetségét vizsgaltuk meg, amikor a bioortogonali-
san aktivalhato fluorogén jelzévegyiiletek analdgiajara bio-
ortogonalisan aktivalhatd fényérzékeny véddcsoportokat
akartunk eléallitani. A tervezés soran feltételeztiik, hogy a
fluoreszcencia és a fotodisszociacid ugyanabbdl a gerjesz-

tett allapotbol torténik.

A
OH
OLG __N
Sl O
S N”
é
Et,N 0" Yo BCN Et,N
HO
@kék fény kék fény
B

besugarzas kék fénnyel (488 nm, 5 s)

elétte utana elétte utana

cPPG-Rodol TPP-BCN + cPPG-Rodol

4. Abra. Bioortogonalisan aktivalhato, feltételes fotoaktivalhatosag.

A) A viniltetrazin bels6 konverziéval hatékonyan sziinteti meg a
fényabszorpcio hatasara keletkezd gerjesztett allapotot, igy nem torténik
meg a fotolitikus hasitas. A bioortogonalis reakciot kovetden e kioltd
hatas megsziinik és kék fényre bekovetkezik a fotolizis. B) A feltételes
fotoaktivalhatosag €16 sejtekben, egy fluorogén festék fotolizisén
bemutatva; bal: ciklooktin hidnyaban, jobb: ciklooktin jelenlétében.

3.1. Belso konverziéval modulalt fotolabilis
védocsoportok

Els6ként a kumarin tipust fényérzékeny véddcsoportok
gerjesztési hullamhosszat befolyasolo tapasztalatainkat, il-
letve a vinil tetrazin motivum segitségével megvaldsithato,
a gerjesztett allapot hatékony, belsé konverzidval torténd
relaxaciojat eredményez0 hatasat aknaztuk ki. Az eldalli-
tott, vinil tetrazinnal modulalt kumarin tipusu fotolabilis
védocsoporttal végzett kisérleteink soran igazoltuk, hogy
a tetrazin hatékony kioltasanak koszonhetéen a megfeleld
hulldmhosszu fénnyel valo besugarzas soran nem torténik
meg a fotodisszociacios 1épés.>* A tetrazin Diels-Alder reak-
cidjat kovetden viszont, a kioltdmechanizmus megsziinését
¢és a fotoreszponzivitas visszanyerését kovetéen kék-fény-
nyel (488 nm) besugarozva a vegyiileteket, megtortént a
modellvegyiiletek felszabadulasa. Ezt a bioortogonalis re-
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akeiotol fiiggo feltételes fotoaktivalhatdsagot (conditionally
activatable PPG, cPPQ) ¢l sejtekben is bizonyitottuk, egy
fluorogén vegyiilet felszabaditasaval (4. abra).

Ezek az eredmények olyan 1) kutatasi irany alapjait fektet-
ték le, mely segitségével megvalosithato a feltételesen foto-
aktivalhato kemoterapia. A klinikai transzlacidhoz azonban
sziikséges olyan kihivasok megoldéasa, mint a feltételes fo-
toaktivalhatosag nagyobb hullamhosszl fénnyel aktivalha-
to véddcsoportokra valo atiiltetése, vagy a komplementer
bioortogonalis csoportok szelektiv célbajuttatasa, esetleg
szelektiv aktivalasa a célsejtekben.

3.2. Bioortogonalis kotéshasitassal modulalt
fotolabilis védécsoportok

A fluorogén jelzévegyiiletek tervezése soran szerzett ta-
pasztalataink alapjan tudjuk, hogy a belsé konverzion ala-
puld kioltas csak az UV/kék tartomanyban gerjeszthetd,
ke’k/zéld tartom{myban emittélé vazak esetében eredmé-
l6giai alkalmazas szempontjabol kivanatosabb zold/voros
tartomanyban gerjeszthetd kromofor vazak estében ezért

nem fotoreszponziv fotoreszponziv
PPG-SN38 PPG-SN38

a onfelaldozé linker
i1 HO

%’o 'I‘\/\Nﬁ\oou
e

rTCO-PPG-SN38

alternativ megoldast kellett keresniink. Olyan megoldast
javasoltunk, ahol a bioortogondlis motivum funkcidjat ;-
radefinialtuk. Reméltiik, hogy e moédositott szerepkor képes
athidalni a tetrazin-alapu kioltas voros/NIR-tartomanyban
megfigyelhetdé korlatait. Bioortogonalisan generalt Kki-
non-metidekkel kapcsolatos kutatisainkra’* épitve vizs-
galtuk, hogy a bioortogonalis klikk reakciokon alapuld
kotéshasitasi reakcidk (click-to-release, c¢2r)*3¢ alkalmaz-
haték-e fenolos tavozdcsoportot képviseld fotolabilis vé-
décsoportok esetében. Ehhez, a kutatocsoportban nemrég
kifejlesztett xanténium-tipustt PPG-k*’ koziil a fenolos au-
xokromot tartalmazo rodol-analogot (X540) valasztottuk.
Megallapitottuk, hogy az X540 fotolabilis védécsoport oxi-
génatomjanak bioortogondlis (c2r) reakcidban eltdvolithato
szubsztituenssel torténd mddositasa teljesen inaktivva teszi
a rendszert, azaz 540 nm-es besugarzas hatdsara nem ko-
vetkezik be a kapcsolt hatéoanyag felszabaduldsa, mivel a
moddositas a kromofor vazat egy szintelen forma iranyaba
tolja. A bioortogonalis reakcioban eltavolithatd szubszti-
tuens lehasadédsat kdvetden viszont visszakapjuk a fényre
reagalni képes, fotoreszponziv szines (oxo) format, melyet
z6ld fénnyel besugarozva a hatéanyag immar felszabadul
(5. abra).*®

kémiailag
inaktivalt SN38

JIRN

zold LED énfelaldozé linker o
H OIM CN \ B
e (o} - N\ / o
z 5 N N~«0 N £
\2\. \ HOTR. O
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5. Abra. Bioortogonalis kétéshasitason alapul6 feltételes fotoaktivalhatosag. A) A rodol PPG fotoreszponzivitasa kiolthatd egy bioortogonalis reakcioban
eltavolithato szubsztutuenssel. B) Az aktivator tetrazin (Tz) jelenlétében lejatszodo kotéshasitasi kaszkad eredményeként a PPG ujra fotoreszponziv lesz.

E szubsztituciofiiggd, bioortogonalisan szabalyozott fo-
toaktivalason alapuld koncepciot sejtes kornyezetben is
megvaldsitottuk, ahol mind a c2r reakciét elinditd bioorto-
gonalis reagens, mind a fény jelenléte sziikséges volt a ha-
téanyag, a topoizomeraz-inhibitor SN38 felszabaditasahoz.

Jelenleg vizsgaljuk tovabbi tervezési stratégiak alkalmaz-
hatosagat, hogy a feltételes fotoaktivalhatosag koncepci-
ojat fenolos oxigént nem tartalmazd, vords tartomanyban
gerjeszthetd fotolabilis véddcsoportokra is kiterjessziik.
Ugyancsak vizsgaljuk fényre aktivalhatdé bioortogonalis
funkcids csoportok kialakitasi lehetdségeit, hogy igy érjiik

el a hatébanyagok idében ¢€s térben preciz felszabaditasahoz
sziikséges kettds, kémiai és fizikai kontrollt.
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Bioorthogonally modulated photoresponsive systems for chemical biology applications

Over the past two decades, chemical biology has emerged as an
interdisciplinary field situated at the interface of chemistry and
life sciences.! In contrast to biochemistry, which focuses on the
chemistry and regulation of biomolecules, this relatively young
discipline employs chemical tools to investigate biological sys-
tems. Studying the molecules that constitute living systems di-
rectly in their native cellular environment presents a considerable
challenge, underscoring the importance of chemical biology, as
its toolkit enables the selective, even site-specific modification of
chosen biomolecules. In this context, highly selective and efficient
biocompatible reactions between chemically and biologically in-
ert, non-perturbing non-native functional groups better known as
bioorthogonal reactions are of central importance, as they allow
the selective, site-specific modification of biomolecules within
living organisms.>* The visualization of biomolecules in their na-
tive context, as well as the imaging-assisted elucidation of com-
plex biological processes, represents a major focus in chemical
biology.*® Achieving this requires highly selective, often site-spe-
cific labeling strategies. Such challenges are effectively addressed
by bioorthogonal chemistry, particularly when combined with
modern synthetic biology approaches. Today, combination of bi-
oorthogonal reaction pairs enables the selective incorporation of
multiple labels into defined molecular targets, facilitating multi-
color and/or multimodal imaging. In parallel, the development of
probes tailored to the stringent requirements of super-resolution
microscopy has significantly expanded the range of biological
questions that can be addressed. These next-generation probes
support highly sensitive, low-background (i.e., offering dimin-
ished auto- and background fluorescence), single- and multipho-
ton imaging of biomolecules and dynamic events in living sys-
tems at spatial resolutions approaching the size of the molecular
targets themselves.

Fluorogenic probes that become emissive upon undergoing a bi-
oorthogonal reaction have received significant attention in recent
years as they offer much better signal-to-noise ratio due to signif-
icantly reduced background fluorescence.''¢ A central trend in
bioorthogonal reaction—assisted labeling has therefore been the
development of probes whose fluorescence is directly controlled
by the bioorthogonal functional group itself. Among the various
bioorthogonal functional groups capable of imparting fluorogen-
ic behavior, tetrazines have proven particularly influential due to
their well-documented quenching properties. Numerous studies
have demonstrated the utility of tetrazine-mediated quenching,
however, these also reveal a key limitation: the efficiency of tetra-
zine-based quenching decreases sharply as fluorophore emission
shifts toward the biologically preferred red region of the spec-
trum. This drawback has motivated the search for strategies to
enhance the fluorogenicity of tetrazine-modulated red-excitable
probes.

Early efforts by our research group included the installation of
two tetrazine units onto fluorophores.?' Although conjugation of
these probes to doubly cyclooctynylated peptide tags fused to tar-
get proteins afforded improved fluorogenic response, likely due to
the formation of conformationally constrained cyclic structures
upon the bioorthogonal ligation step, the synthetic and biologi-
cal complexity of the dual-tagging strategy limited its broader
application. Subsequent approaches combined tetrazine-based
bioorthogonal reactivity with structural-change induced fluoro-
genic mechanisms, yielding more substantial improvements. For
example, a vinyltetrazine-appended 2'-carboxy silicorhodamine
exploited a polarity-sensitive equilibrium between a fluores-
cent zwitterionic and a non-emissive spirocyclic form. Here, the
electronic change accompanying the inverse electron-demand
Diels—Alder (iIEDDA) reaction of the tetrazine shifted the equi-
librium to the emissive state, resulting in significantly enhanced

fluorescence turn-on (over 20-fold) (Figure 1).>* A related concept
was applied to rthodaphenothiazines, where tetrazine ligation in-
creased the chromophore’s ability to sensitize singlet oxygen, ul-
timately triggering self-oxidation to yield an intensely fluorescent
product (over 200-fold turn-on).?

Environmentally responsive fluorogenic behavior is also well
known in DNA intercalator frames such as thiazole orange, which
is non-fluorescent in aqueous media due to rapid rotation about
its central methine bridge. We introduced a tetrazine-modified
thiazole orange probe (TOT) that combines rotational quenching
with tetrazine-based quenching, creating a double fluorogenic
system. In this design, both DNA intercalation and the bioorthog-
onal iIEDDA ligation are required to achieve full fluorescence
activation yielding over 200-fold increase. Using HaloTag fused
proteins labeled with cyclooctyne-functionalized substrates
(Halo-BCN), we demonstrated that TOT selectively lights up only
when anchored to DNA-binding proteins in the nucleus, where-
as labeling cytosolic proteins alone does not elicit fluorescence
(Figure 2).2¢

More recently, efforts to improve fluorogenicity in the red spectral
region have led to the relayed fluorogenicity strategy. In this ap-
proach, the excellent fluorogenic characteristics of blue-escitable
coumarins are transferred to orange/red-emitting cyanine dyes
through Forster resonance energy transfer (FRET), resulting in
substantially enhanced fluorogenic turn-on and improved signal-
to-noise ratios in live-cell imaging (Figure 3).

In addition to fluorescent probes, the significance of light-cleav-
able protecting groups has also grown considerably, particularly
in the context of transient inactivation and on-demand, light con-
trolled activation of chemotherapeutic agents.?*3> These photola-
bile groups enable the controlled release of therapeutic agents by
light, paving the way for photoactivated chemotherapy, in which
drug activation can be regulated with high spatial and temporal
precision. Upon conjugation with a protecting group, the active
drug is temporarily rendered inactive. Following accumulation in
the tumor environment and irradiation with appropriately tuned
light, the protecting group is cleaved and therapeutic activity is
restored. This approach is highly effective for well-localized tum-
ors. However, for dispersed or difficult-to-localize tumors, spatial
control by light alone is insufficient, unless only conjugates that
specifically associate with target cells respond to illumination. To
address this challenge, we explored whether the design principles
of bioorthogonally activatable fluorogenic probes could be ex-
tended to photosensitive protecting groups, enabling bioorthogo-
nally activatable photolabile systems. Assuming that fluorescence
and photodissociation originate from the same excited state, we
drew upon our earlier work on tuning the excitation wavelengths
of coumarin-based photolabile groups and on the efficient excit-
ed-state relaxation induced by vinyl-tetrazine moieties. In cou-
marin-based photolabile groups modulated by vinyl tetrazine, we
demonstrated that tetrazine quenching suppresses photodissocia-
tion at the irradiation wavelength. After the tetrazine undergoes a
Diels—Alder reaction, quenching is relieved, thus photoresponsiv-
ity is restored and illumination with blue light, effectively releas-
es the payload. We confirmed this bioorthogonal reaction condi-
tioned photoactivation concept in living cells by demonstrating
light-triggered release of a fluorogenic molecule (Figure 4).%

Very recently we leveraged bioorthogonal cleavage reactions to
modulate the photoresponsivity of a rhodol-type of photolabile
protecting group. We demonstrated that both the bioorthogonal
reaction and green light irradiation is necessary to release and
activate a topoisomerase inhibitor drug, SN38 (Figure 5).3
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