SZAKMAI ZAROJELENTES AZ NKTH-OTKA H07-B-74291-ES SZAMU
PROJEKTHEZ

1. Szekvencialisan jelolheto enzimszubsztratok

A kutatas 6 célja olyan matrix-metalloproteindz enzim (MMP-2) szubsztratok eldallitasa volt,
amelyek lehetdvé teszik annak két fluoreszcens jelzdvegylilettel valo jelzését, Fluoreszcens
Rezonancia Energia Transzfer (FRET) rendszerti szubsztratok eldallitasa céljabol. Ennek elsd
Iépéseként olyan peptid alapti enzimszubsztratot készitettiink, melyet propargil-, és jodbenzol
funkcios csoportokat tartalmazo, nem természetes aminosavakkal (propargil-glicin, jod-
tirozin) moédositottunk. Terviink az volt, hogy az elsé azid-tartalmu jelzdvegyiiletet Cu(l)
katalizalt azid-alkin 1,3-dipolaris cikloaddicioval (in. klikk reakcioval) vigyiik be. Ezt
kovetden az aril-jodid részen kivitelezett Sonogashira kapcsolassal ujabb acetiléncsoportot
alakitsunk ki, majd a masodik jelzést az elsd jelzdvegyiilethez hasonldéan kapcsoljuk. Az ily
modon kivitelezett, egy iistben szekvencialisan végrehajtott Sonogashira-Klikk reakcidsort
modellvegyiileteken teszteltiik, és a j6 hozamok fényében ugy itéltiik meg, hogy ezen eljaras
igéretesnek tlinik biomolekulak kettds jeldlésére (Lorincz et al, Synthesis 2009, 3527 — 3532).
Elgondolasunk miikodott is, sajnos azonban igen alacsony hozammal eredményezte a kettdsen
jelolt peptidet. Alternativ megoldasként a terminalis acetilének és ciklooktinok reaktivitasbeli
kiilonbségét terveztiik kiaknazni. Tudniillik, mig a terminalis acetilének szobahdémérsékleten
csak rézionok jelenlétében reagalnak azido csoport tartalmt vegyliletekkel, addig a

ciklooktinok a gytriifesziiltség miatt nem igényelnek katalizatort.
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1. Abra. Szekvencialisan jelolhetd peptidek és az alkalmazott jelzévegyiiletek.



Eldallitottunk tehat olyan szubsztrat-szekvenciat, melybe propargil-glicint, mint terminalis
acetilént tartalmazd aminosavat épitettiink, illetve N-termindlisat ciklooktintartalma
karbonsavszarmazékkal acileztiik (1. Abra). Ezen elgondolasunk bevaltotta a hozzaftizott
reményeket. Sikerrel valositottuk meg az ily modon modositott szubsztrat kettds jelolését
szekvencialis médon. Az els6 azidtartalmu fluorofort a ciklooktinhoz kotottiikk, majd teljes
konverziot kovetden réz (I) ionok jelenlétében reagaltattuk az acetiléncsoportot a masodik
azidtartalmt jelzdvegyiilettel. Az eljaras hatékonysagat jol jelzik a két 1épés utan

megfigyelheté magas hozamok (1. Téblazat).

1. Tablazat. Dual labeling of model compounds®

Entry Model Label 1 Yield 1 Label 2 Yield 2
compound (%] (%]

1 Pep1 2 96 1 71
2 Pep1 2 98 3 73
3 Pep1 3 76 (66) - -
4 Pep2 2 >99 (82) 1 >99 (65)
5 Pep2 2 98 (89) 3 95 (60)
6 Pep2 3 78 (68) - -
7 Pep2 2 98 2 96

[a] Click reactions in solution [b] Determined by integration of the
HPLC traces of the crude products at 220, 410 and 500 nm after 12 h
[c] numbers in parentheses indicate isolated yields

A kettdsen jelolt enzimszubsztratot ezt kovetéen MMP-2 hatasanak vetettiik ala és kovettiik a
fluoreszcens spektrum-beli valtozasokat. A mérési eredmények ramutattak, hogy az
enzimatikus hidrolizis mértékével ardnyosan a FRET kommunikéicio a két fluorofér kozt

megsziinik (2. Abra).
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2. Abra. Spectral changes of 2-Pep2-3 (1 uM) in the presence
of activated MMP-2 (4 nM) in TCNB buffer at 37 °C; inset:
changes in the ratio of the monitored wavelengths



A modszer hatékonysagat egyéb rendszerek esetében is demonstraltuk. Igy sikerrel
valositottuk meg egy fehérje kettds jelolését, illetve a peptidek kettds jelolését fluoreszcens
szilika nanorészecskékkel és szerves fluoroforral (3. Abra). (Az eredményekrdl bdvebben 1d.

Kele et al Angew. Chem. Int. Ed. 2009, 48(2),344-347)
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3. Abra. BSA kettés jelolése (A); Peptid kettds jelolése nanorészecskével és szerves

fluoroférral (B).

Ez utébbi modszert sikerrel alkalmaztuk olyan MMP-2 szubsztrattal modositott fluoreszcens
szilika nanorészecske kettds jelolésében, amellyel képesek voltunk az MMP-2 kimutatisara
igen kis koncentraciokban (1 puM). (Az eredményekrdl bdévebben 1d. Achatz et al
ChemBioChem 2009, 10, 2316 - 2320).

2. Klikk reakcioban alkalmazhato fluoroforok eléallitasa

Munkank egyik mellékagaként a kettds jelolésben alkalmazhato, klikk reakcioba vihetd
fluoroforok szadmat kivantuk gyarapitani. Ezen kisérletek eredményeként egy sor azid,
acetilén, vagy ciklooktin-tartalma fluoreszcens vegyliletet allitottunk eld, melyeket sikerrel
alkalmaztunk ugy modellvegyiiletek, mint sejtek membranjadnak jelzésére. Kiilonds
jelentéséggel birnak azon jelzOvegyiileteink, melyek a tavoli vords, kozeli IR tartoméanyban
gerjeszthetdk, illetve emittalnak. Ezek alkalmazasdval ugyanis kikiiszobolhetd az €16

szervezetek Un. autofluoreszcencidja (hattérfluoreszcencia) ezaltal még jobb jel/zaj aranyt
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eredményezve. Eldallitottunk olyan fluoroférokat is melyek az n. ,,megaStokes” fluorofoérok
csaladjaba tartoznak. Ezekre jellemzd, hogy a gerjesztési €s emiszids hullamhosszuk kozti
tavolsag (Stokes eltolodas) 100 nm feletti. Az ilyen fluoroférok alkalmazasa kiillondsen FRET
alkalmazasokban jelentds, mivel az egyes fluoroforok gerjesztési és emisszidos savjai jol
elvalnak, ezaltal nagyobb detektaldsi érzékenységet eredményeznek. (Az eredményekrdl
bévebben 1d. Kele et al Org. Biomol. Chem 2009, 7, 3486 — 3490, illetve Nagy et al. Chem.
Asian J. elfogadva.).
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4. Abra. Klikkelhetd fluoroférok és alkalmazasuk sejtek jelolésében



5. Abra. Klikk-megaStokes festékek és alkalmazasuk.

3. Osszefoglalds

Az eredeti terveket sikerrel megvalositottuk. A kezdeti nehézségeket (alacsony hozamu
Sonogashira-Klikk szekvencia) megoldottuk oly modon, hogy kihasznaltuk az acetilének és
cikloalkinek eltérd reaktivitasat. Az ily modon eldallitott peptideket sikeresen jeldltiik magas
hozammal két fluoroférral. Modszerlink altalanos hasznalhatosagat egyéb példakon is
bemutattuk. Ezen kiviil eldallitottunk szamos klikk reakcidra alkalmas fluoreszcens
jelzovegyiiletet is. Ezek koziil kiillonosen jelentések azok az in megaStokes festékek amelyek
a tavoli vords, kozeli IR tartomanyban emittalnak.

Eredményeinkrdl a fent emlitett 5 folyodiratban (Angew. Chem. Int. Ed; Org. Biomol. Chem;
Synthesis; ChemBioChem, Chem. Asian J.) adtunk szamot, illetve részt vettiink az MTA
Heterociklusos Munkabizottsagi iilésén Balatonszemesen, és a Methods and Applications in

Fluorescence (MAF) 11-ik kongresszusan Budapesten.
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