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0SSZEFOGLALAS

2022-ben a klikk-kémia és a bioortogonalis kémiai kidolgozasaért itélték oda a kémiai Nobel-di-
jat. Ezek a rendkivil egyszerd, kdnnyen kivitelezhetd és hatékony szerves kémiai atalakitasok
szamos Uj kémiai és bioldgiai alkalmazast tettek lehetévé kidolgozasukat kdvetéen. A révid iro-
dalmi 0sszefoglaléban bepillantast nyujtunk a klikk-kémidba a szerves kémiai alapoktol kezdve
a bioldgiai alkalmazasokig. Az alapvetd szerves kémiai dtalakitdsok ismertetésén és csoporto-
sitasan tul bemutatasra kerlilnek azok a fejlesztések, amelyek bioldgiai rendszerekben is alkal-
mazhatdak molekularis szintl jeldlésre.

ABSTRACT

The development of click chemistry and bioorthogonal chemistry was awarded by Nobel Prize
in Chemistry in 2022. These extremely simple and efficient organic chemical transformations
gained several new chemical and biological applications since their development. In this short
literature review, we provide an insight into click chemistry starting from the organic chemistry
basics to their biological applications in addition to description and classification of the key
organic transformations, developments applied to molecular labeling in biological systems are
also presented.
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A KLIKK-REAKCIO

A 2022. évben a kémiai Nobel-dijat megosztva Carolyn R. Bertozzi (Amerikai
Egyesiilt Allamok), a Stanford University professzora, Morten Meldal (D4nia), a
University of Copenhagen professzora ¢s K. Barry Sharpless (Amerikai Egyesiilt
Allamok), a Scripps Research professzora kapta a , klikk-kémia”, valamint a bio-
ortogonalis kémia kidolgozasaért. Erdekességként megemlitendd, hogy Sharpless
mar 2001-ben elnyerte a kémiai Nobel-dijat a katalitikus aszimmetrikus szintézi-
sek kidolgozasaért.

A szerves kémiai szintézisek soran valtozatos szerkezettel rendelkez6 anyago-
kat hozhatunk létre 0j kémiai kotések kialakitasaval. Ennek megvalositasahoz a
szerves kémikusoknak egy folyamatosan fejlodo szerves kémiai eszkdztarra van
sziikségiik, amelynek felhasznalasaval mind hatékonyabban tudjak a megfeleld
szén—szén €s szén—heteroatom kotéseket kialakitani egy-egy molekularis épitke-
z¢s soran. Ezek a kémiai eszk6zok valdjaban kiilonbozo atalakitasokat jelentenek,
amelyek szamos esetben valamilyen katalizator alkalmazasara épiilnek. Az ilyen
szintetikus eszkdzok mellett természetesen sziikség van kiilonbozo épitéelemek-
re, kémiai reaktansokra is, amelyek a megfelelé kémiai tulajdonsagokkal, mole-
kularis motivumokkal rendelkeznek annak érdekében, hogy egy jol megvalasz-
tott folyamatban atalakithatoéak legyenek. A 2022-es Nobel-dijat olyan 4atalakitas
kidolgozasaért és alkalmazasaért adtak a megalkotdinak, amelynek segitségével
specialis molekularis egységeken, az igynevezett funkcios csoportokon keresztiil
két reaktans nagy hatékonysaggal és szelektivitassal kapcsolhatd 6ssze anélkiil,
hogy melléktermékek keletkeznének a folyamat soran, megteremtve ezzel a bio-
logiai alkalmazasok lehetdségét is. Az egyik idei dijazott, K. Barry Sharpless pro-
fesszor, munkéja soran az ilyen tipust reakciokat klikk-reakcionak nevezte el, €s
ezekkel a reakciokkal szemben szigoru kritériumokat fogalmazott meg, annak ér-
dekében, hogy egy kémiai reakciorol és a szintetikus eljarasrol eldonthetd legyen,
hogy besorolhato-e ebbe az osztalyba, vagy sem (Kolb et al., 2001, 40.). Fontos,
hogy valtozatos épitdelemek alljanak rendelkezésre egy-egy reakcidhoz, mivel ez
biztositja majd a kémiai diverzitast. Kiemelten fontos a reakciok hatékonysaga
az atalakulas mértékére és szelektivitasara vonatkozoan, és ebbdl a szempontbol
csak a nagyobb méretben is megvalosithato, kivalo kémiai termelést biztosito el-
jarasok johetnek szoba. Ez egyben azt is magaban foglalja, hogy a klikk-kémia
soran szelektiven csak egy termék keletkezik (enantiomerek keletkezése megen-
gedett, azaz ezeknek a reakcioknak nem sziikséges sztereoszelektivnek lenniiik),
igy a reakcioelegyek feldolgozasa nem igényli a melléktermékek kromatografi-
as eljarassal torténd tisztitasat (a kromatografias tisztitas gyakran alkalmazott
hatékony modszer a végtermékek reakcioelegybdl torténd kinyerésére, azonban
oldoszerigényes, és sokszor hosszadalmas eljaras). A reakci6 koriilményeire vo-
natkozoan megfogalmaztak, hogy idealis esetben az atalakulasnak a reakcioban
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jelen levo vizre és oxigénre nem szabad érzékenynek lennie, tehat specialis reak-
cidkoriilmények biztositasa nem sziikséges ezeknél az atalakitasoknal, s6t elényt
jelent, ha a kémiai reakcid vizben mint reakciokdzegben is kivitelezheto, sét az
oldoészermentes reakciok kiemelt elonyt élveznek ilyen tekintetben. A klikk-reak-
ciokkal szemben elvaras tovabba, hogy a reakciokban keletkezd terméknek fizio-
l6gias koriilmények kozott stabilnak kell lennie, hiszen ezek a kémiai eszkdzok a
gyogyszerkémiai felhasznalhatosagot célozzak meg. Az atalakitasok kévetelmény-
rendszerében megfogalmazott paraméterek és kritériumok a reakciok energetikai
tulajdonsagaira vezethetdk vissza, és altalanossagban elmondhatd, hogy a klikk-re-
akcidt jellemzoen legalabb 20 kcal/mol energianyereséggel lejatszodo reakciok al-
kotjak, melyek alacsony aktivalasi energia mellett valosulhatnak meg, tehat kineti-
kai és termodinamikai szempontbol is igen kedvezdek ezek a folyamatok.

A kémiai reakciok és funkcids csoportok szerint csoportositva a leggyakoribb
klikk-reakciok a kovetkezok: a) telitetlen vegyiiletek cikloaddiciés reakciodi, kii-
16n6s tekintettel az 1,3-dipolaris vegytiletekre; b) a feszitett gytiriis heterociklu-
sos elektrofil rendszerek, mint példaul az epoxidok, aziridinek, aziridiniumionok
nukleofil szubsztitucios reakcioban torténd gytirtinyitasi reakcidja; c) szén—szén
tobbszoros kotésekre torténd addiciod, kiillondsen oxidativ koriilmények kozott,
mint példaul epoxidacid, dihidroxilalas és aziridinalas, valamint a Michael-addi-
cio, vagy a tiol-én, illetve tiol-in addicio.

Az eldzbéekben felsorolt atalakitasok koziil az elsd csoportba tartozik az al-
kinek és azidok nagy stabilitasu triazol gylrt kialakulasaval jaré 1,3-dipolaris
cikloaddicidja mint a legismertebb klikk-kémiai atalakitas. Ennek koszonhetden,
sokszor és egyben tévesen is, sokan ezt az egy atalakitast nevezik klikk-reakcio-
nak. A kémiai reakcionak az egyik elénye, hogy a triazol gytri kialakuldsahoz
sziikséges molekularis kapcsolodasi pontok, az azid és alkin funkcios csopor-
tok konnyen beépithetdk a szerves molekuldkba. Ezek a csoportok valojaban
nagy energiaval rendelkeznek, azonban kinetikus stabilitasuknak kdszonhetéen
a kevésbé reaktiv funkcios csoportok kozé tartoznak, ezért viszonylag inertnek
tekinthetok. Ez a tulajdonsaguk kés6bb a bioortogonalitas tekintetében nagyon
elonyosnek bizonyult, hiszen €16 rendszerekben is kellden stabilak ezek a cso-
portok, és szinte csak egymassal reagdlnak. Azonban az alacsony reaktivitas
problematikajanak megoldasahoz tobb fejlesztési [épésnek meg kellett torténnie a
kutatasok soran. Az eredeti cikloaddicios reakciot 1961-ben irta le el6szér Rudolf
Huisgen (Huisgen, 1986). A Huisgen-féle cikloaddicios reakcié néven elismert
reakci6 csak magas hémérsékleten (80—120 °C-on) adja az 1,4 és 1,5 helyzetben
szubsztitualt triazolok 1:1 aranyu keverékét.

A szelektivitas hianya az aktivaladsi energidk hasonlésagaval magyarazhato,
mivel mindkét izomer keletkezése exoterm folyamat kdzel azonos energidval
(—60,8 és —60,6 kcal/mol). Ezek az energetikai tulajdonsagok tehat kedvezotle-
nek mind a klikk-kémia, mind pedig a biologiai alkalmazasok szempontjabol.
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1. abra. A Huisgen-féle 1,3-dipoléris cikloaddici6 (a szerzok szerkesztése)

Az elsO attorést a katalizis eredményezte, amikor is felfedezték, hogy réz(I)
vegyliletek jelenlétében, az azid és alkin funkcios csoportok kozott lejatszodo
cikloaddicié gyorsabba és regioszelektivvé tehetd, mivel az 1,4 triazol izomer
keletkezése 107 szer gyorsabb a katalitikus kérﬁlmények kt')zétt Az azidok €s
be Sharpless (Rostovtsev etal., 2002, 41.) és a 2022-es év masik dijazottja, Mor-
ten Meldal (Torngee et al., 2002, 67.) kutatocsoportja 2002-ben. Munkajuk soran
a reakciohoz sziikséges réz(I)-sot altalaban réz(Il)-szulfat natrium-aszkorbat
segitségével torténd in situ redukcidjaval generaltdk. Ezenkivill természete-
sen szamos mas rézforras is alkalmazhato katalizatorként, mint példaul egyes
réz(1)-sok és kiilonb6zo ligandumokkal alkotott rézkomplexek.
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2. abra. A rézkatalizalt azid-alkin cikloaddicié mechanizmusa (a szerzék szerkesztése)
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A Sharpless altal javasolt mechanizmus szerint a rézkatalizalt cikloaddicios reak-
ci6 a kovetkezoképpen jatszodhat le (2. abra) (Himo et al., 2005, 127.). A termi-
nalis acetilén (1) és a komplexalt réz(I) ion kozott kialakuld n-komplex hatdsara
csokken az alkin pK, érték, ennek kovetkeztében az acetilén sp hidrogénje mar
elég savassa valik, hogy deprotonalddjon, és még a vizes kozegben is kialakuljon
a stabilis réz-acetilid (2).

Az igy keletkezett réz-acetilidrol a kovetkezo 1épésben (B) a szerves azid
leszorit egy ligandumot a rézrdl, majd 1étrejon a kotés a nitrogén ¢és a réza-
tom kozott a 3-as koztitermék kialakulasa kozben. Ezutdn az azid tavolabbi
nitrogénje tdmad az acetilid C-2 szénatomjara, és kialakul egy hattagu réz(III)
metallaciklus (4). Ennek a lépésnek az aktivalasi energiaja 14,9-18,7 kcal/mol,
amely joval alacsonyabb, mint a katalizator nélkiil végzett reakcid energiagatja
(25,7 és 26,0 kcal/mol). Az intramolekularis ciklizacio (C) utan a gylr( rovidii-
1ésével 1étrejon egy réz-triazolil-szarmazék (5). Végiil a réz-triazol protonaloda-
sa kovetkeztében kialakul a szubsztitualt triazol, és visszakapjuk a katalizator
aktiv formajat.

A katalitikus folyamat 0j szintetikus lehetdségeket nyitott meg, €s az azid és al-
kin funkcios csoportok kozott lejatszodo klikk-reakeid robbanasszerii fejlédésnek
indult, és szamos alkalmazast nyert kiilonboz0 teriileteken. A kutatasok szamara
a triazolokat nemcsak konnyt eldallithatosaguk tette fontossa, hanem a biologiai
és gyogyszeripari alkalmazhatosaguk is, ugyanis a triazol gylirt stabilitasa €s
a peptid-kotéshez vald hasonlosaga alkalmassa teszi triazol gyUrit tartalmazo
peptidek €s oligoszacharidok eldallitasara és biologiai célu felhasznalasara. Ezen-
kiviil eldallitottak beldle dendrimereket, miilanyagokat, folyadékkristalyokat és
fluoreszcens jelzomolekulakat is.

KEMIAI BIOLOGIA ES A KLIKK-REAKCIO

A kémiai biologia tudomanya a szintetikus kémia eszkdzeivel vizsgalja az €16
sejtekben lejatszodd komplex folyamatokat tgy, hogy a kivalasztott biomoleku-
lakat kis, szintetikus vegyiiletekkel modositja. CuA AC-reakci6 adta lehetdségek
igen csabitok, hiszen gyorsan, kivald hozammal eredményezik a céltermékeket.
Sajnos, a katalizatorként alkalmazott rézionok mérgez6 hatdsa miatt a reakcio €16
sejtekben vald alkalmazasa erdsen korlatozott. Torténtek ugyan probalkozasok
arra, hogy a Cu(I)-ionokat a katalitikus tulajdonsag megtartasa mellett kiilon-
féle ligandumokkal ,,artalmatlanitsak”, am ezek a megoldasok nem terjedtek el
a klikk-kémiat biologiai rendszerekben alkalmazni akar6 kutatok korében (Li et
al., 2017, 2107.).

A fehérjek kémiai modositasara alkalmas kozismert eljarasok, mint a nukleofil
tulajdonsagokkal rendelkezé aminosavakat célzo megoldasok, altalanosan elter-
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jedtek a biologiai rendszereket a kémia eszkozével vizsgald kutatok kozott. Ezek
a megoldasok azonban csekély specificitdssal rendelkeznek. Némileg novelhetd a
kémiai modositas szelektivitasa, ha specifikus reaktivitassal rendelkez6 amino-
sav-oldallancokat (Trp, Tyr) vesznek célba, am ezek altalaban csak egyedi megol-
dasokat tesznek lehetdvé. Mennyivel jobb lenne, ha képesek lennénk egy altalunk
kiszemelt biomolekulat (példaul: fehérjét, szénhidratot) esetleg azon beliil is egy
adott poziciot kémiailag modositani! Sok kutato torte a fejét a lehetséges megol-
dason, koztiik a 2022-es év harmadik kémiai Nobel-dijasa Carolyn R. Bertozzi is,
amikor egy merdben 1j megkdzelitést javasolt: az €16 rendszerekben megtalalha-
t6 funkcids csoportok helyett hasznaljunk nemtermészetes kémiai motivumokat!
Olyan csoportokat, amelyek amellett, hogy biologiailag és kémiailag is inertek,
azaz nem mérgezOk €s nem reagalnak, a természetes funkciokkal szelektiv re-
akcioba vihetok egymassal. Bertozzi sikeresen azonositott is egy ilyen reakciot,
amely azidok Staudinger-féle redukcidjan alapul. Olyan, a redukcids [épésben
részt vevo foszfan-szarmazékokat fejlesztett ki, amelyek egy elektrofil csapdat
tartalmaztak, igy alkalmasak a redukcios Iépésben keletkez6 reaktiv intermedi-
er intramolekularis befogasara stabil kovalens kotés kiéptilése mellett. Tovabbi
megoldando feladat volt a cél biomolekulak — Bertozzi esetében a sejtek felszinén
talalhato szénhidratok — elézetes modositasa az egyik ilyen nemtermészetes mo-
tivummal. Kisérletei soran felismerte, hogy amennyiben egy aziddal mddositott,
a szénhidratok felépitésére alkalmas szarmazékot (N-azidoacetilmanndézamint)
ad a sejtek tapoldatahoz, az a sejtek metabolizmusa segitségével azidoszialatként
beépiil a felszini glikanstruktaraba. Az azéta Staudinger—Bertozzi-féle ligacios
eljarasként ismert modszer hatékonysagat szamos példan demonstralta (Saxon et
al., 2000, 2007.). Bar az azidok és elektrofil csapdat tartalmazé foszfanok re-
akcidja sok szempontbdl megfelel a Sharpless-altal definidlt klikk-kémiai felté-
teleknek, a reakcio sebessége hagyott maga utan kivannivalot. Torténetesen az
azidcsoport a CuAAC-reakciok egyik résztvevdje is. Rdadasul, a partner lanc-
végi alkin is nemtermészetes, kémiailag és biologiailag inert funkcids csoport,
igy Bertozzi is felfigyelt ra, és biztosan szivesen alkalmazta volna sejtek felszini
szénhidratjainak tanulmanyozasara, ha nem lett volna ott a rézion. Egy 1953-as
tanulmanyban Alfred Blomquist leirta, hogy fesziilt gytris cikloalkinok azidok-
kal robbanasszerti gyorsasdggal reagalnak (Blomquist—Liu, 1953, 2153.). Bertozzi
meglatta arra a lehetOséget ebben a reakcidoban, hogy az azid-alkin reakciot bio-
kompatibilissa tegye (Agard et al., 2004, 15046.). A harmas kotés gytiriibe kény-
szeritése elegendd tobbletenergiaval latja el az alkin funkcios csoportot, igy az
rézionok nélkiil is reakcioba 1ép azidokkal, akar fiziologias koriilmények kozt is.
Az igy kivitelezett, a gytirtifesziiltség altal hajtott azid-alkin cikloaddicios (strain-
promoted azide-alkyne cycloaddition, SPAAC) reakcié ugyan nagysagrendekkel
lassabban megy végbe, mint a rézzel katalizalt verzio, az évek sordn a gytri-
fesziiltség tovabbi novelésével vagy elektronszivd szubsztituensek segitségével
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sikertilt ezt feltornazni a rézkatalizalt valtozatot megkozelito sebességre (3. dbra)
(Dommerholt et al., 2016, 16.).
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3. abra. Megnovelt reaktivitasa ciklooktin-szarmazékok (Dommerholt et al., 2016 alapjan)

Ciklooktinok ¢és azidok reakcidjan kiviil mara szdmos, szintén biokompatibilis,
a klikk-kémia feltételeinek megfeleld kémiai atalakitast azonositottak (Cserép et
al., 2015, 042001.; Smeenk et al., 2021, 79.). Az 6sszefoglald néven bioortogo-
nalisnak nevezett kémiai reakciok az atalakitasok biokompatibilitasara (bio) és
kemoszelektivitasara (ortogonalis) utalnak (Prescher—Bertozzi, 2005, 13.; Slet-
ten—Bertozzi, 2009, 6974.). A bioortogonalis kémiai-biologiai megoldasok altala-
ban kétlépéses sémat kdvetnek (Patterson et al., 2014, 592.) Elsdként a cél biomo-
lekula helyspecifikus bioortogonalizalasa torténik, majd ezt koveti az ellenoldali
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bioortogonalis funkcios csoporttal ellatott modosité hozzaadasa. Ez utobbi le-
het egy markervegyiilet (példaul: fluoreszcens jelzévegyiilet, magnesesen aktiv
vagy pozitronemissziora hajlamos nuklid) vagy egy specifikus bioldgiai/kémiai
funkcio is. A fentebb ismertetett, azido-cukrok metabolikus beépitésén alapulo,
szénhidratok kémiai modszerekkel valo tanulmanyozasara alkalmas modszeren
tal tovabbi 16kést adott a bioortogonalis kémia él6 rendszerekben vald alkalma-
zasahoz olyan technologiak fejlodése, amelyek még hatékonyabban és még jobb
szelektivitassal eredményezik a cél biomolekuldk eldzetes bioortogonalizalasat.

Fehérjejeldles i Glikanjeloles

Metabolikus beépiilés
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R
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4. abra. A bioortogonalis kémiai reakciok alkalmazasi lehetéségei €16 sejtekben

(Li et al., 2016, 1393. alapjan)

A fehérjék N- vagy C-termindlisdhoz fuzionalt, enzimaktivitassal rendelkezd
cimkék (példaul: Halo-, SNAP-, CLIP-tag) és a hozzajuk k6tédd bioortogona-
lizalt, példaul ciklooktinnal mddositott szubsztratok nagy megbizhatdsaggal
alkalmazhatok a kivalasztott fehérjék lancvégi modositasara. A genetikai kod
kiterjesztésén alapuld, nemtermészetes aminosavak helyspecifikus beépitése-
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re alkalmas mddszerrel pedig megnyilt az Gt egy adott fehérje szinte barmely
pontjanak bioortogonalis modositasara. Nukleinsavak altalanos, a metabolizmus
segitségével torténd, nemtermészetes nukleotidokkal vald bioortogonalizaldsan
kiviil lehetséges nemtermészetes épitdelemek helyspecifikus beépitése példaul
PCR-technologiaval. Talalhatunk példakat tovabba bioortogonalizalt foszfolipit
dek kémiai biologiai alkalmazasara is (4. dbra) (Hang et al., 2011, 699.).

A

O
F
Embri6 Ac,GalNAz N F \
vagy

AcsManNAz DIFO
Embrionalis fejlédés Rézmentes
és JKlikk-kémia”

metabolikus jeldlés

5. abra. Glikanok vizsgalata bioortogonalis kémiai médszerrel. (A) Fejlodésben levé zebradaniod
embriok glikanstrukturajanak bioortogonalizalasa azidomannéz metabolikus beépitésével.
Az aziddal moédositott sejtfelszini szénhidratok lathatova tétele fluoreszcensen jelzett
ciklooktinnal. (B) Metabolikusan aziddal bioortogonalizalt zebradanié embri6 fluoreszcens
jelzése Alexa-647 ciklooktin reagenssel, 60 6raval a megtermékenyités utan. Harom oraval
késobb az Alexa-488 ciklooktinnal tortént kezeléssel lathatova valnak az Gjonnan szintetizalt
glikanstrukturak (Laughlin-Bertozzi, 2009, 12.)

Bioortogonalis megkozelitésen alapuld kémiai biologiai alkalmazasokat elter-
jedten alkalmaznak a biologiai rendszerek feltérképezésére. Ezek a modsze-
rek az egyszerl jelolésektdl a proteinprofilirozason at a kiilonbozé képalko-
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to diagnosztikai eljarasokig széles korben elterjedtek (Scinto et al., 2021, 30.).
Nagyszamu, bioortogonalis kémiai megkdzelitésen alapuld tanulmany kdthetd
Bertozzi nevéhez, amelyekben sejtek felszini szénhidrat-strukturajanak szerepét
vizsgaljak fluoreszcens markerek segitségével, példaul az embrionalis fejlodés-
ben (5. abra) (Laughlin et al., 2008, 664.; Laughlin—Bertozzi, 2009, 12.).
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