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Bioortogonalitás

 Bio: Biológiai rendszerekkel kompatibilis

 Ortogonalitás: Kizárólag egymással reagáló 
funkciókat tartalmaz, nincs keresztreakció

 Biológiai folyamatok követése (nehezen vagy 

nem detektálhatók)

 Gyors, kvázi „kvantitatív” reakciók
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Klikk-reakciók

 Szelektív, megbízható reakciók

 Kisebb építőegységekből nagy molekulák

 Követelmények: modularitás, magas hozam, stabil 

termék, sztereospecifikus, ártalmatlan 

melléktermék, egyszerű reakciókörülmények, 

könnyen izolálható termék, oldószermentes közeg 

stb.

 Pl. Diels-Alder reakció
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Boronát biokonjugáció jellemzői 

és mellőzésének okai

 Egyszerűség 

 Bioortogonalitás

 Gyors

 Reverzibilitás

 Nem egyértelmű a mechanizmus

 Átfogó kinetikus adatok hiánya(KEQ , KON, KOFF) vizes 
közegben 

 Ezeket tudva lehetőség lenne az optimalizálásra a 
diol és a boronsav származék oldaláról is
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Boronsav-észter kialakulása

 Kondenzáció nem előnyös (Le Chatelier)

 Gyűrűvé záródás a termodinamikai hajtóerő 

 A pinanediol a legrobosztusabb boronsav-észter
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Boronsav-észter kialakulása

 Nincs információ: vizes közegű stabilitásáról, 
reverzibilitásról, strukturális adatairól(sztérikus, 
elektromos) 

 Egy pinanediol származék, nopoldiol a megfelelő 
boronsav partner
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Boronsav-észter kialakulása

 3 tényező függvénye:

- pKs értéke a boronsavnak

- pKs értéke a diolnak

- az oldat pH-ja

 Lineáris összefüggés a boronsavszármazék
savassága és a stabilitás között

 Mivel minél savasabb az arilboronsav, annál 

inkább az sp3 formában(trihidroxiboronát) van 
jelen-> ami kevésbé reaktív az sp2 semleges 

boronsavhoz képest

J. Yan, G. Springsteen, S. Deeter, B. Wang, Tetrahedron 2004, 60, 11205 – 11209
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Optimalizáció

 Modell: nopol-PEG-diol
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Optimalizáció


1H-NMR spektroszkópia

 Probléma:
- a gyors reakciók kevésbé detektálhatók kis 

koncentrációban

- A reakció elejét(~40 s) nem lehet felvenni 

- alulbecslést ad

 Eredmény: 

- ortometil és izopropil csoport növeli a stabilitást 

és csökkentik a sebességet

- elektronszívócsoportok növelték a 
sebességet(savasság), csökkentették a stabilitást

-reakció meghat. lépés: első OH- csere
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Optimalizáció

1a vagy 1b(1 equiv, 1 mM), 0,05M D2O, foszfát puffer(pH=7,4)
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Optimalizáció

 1a diol reakció 3 lehetséges 
boronsavat adott(2a-c)

 1b diol megerősítette, hogy a 
2a-c  a legjobbak

 H-NMR vizsgálat a 2a-c 
származékaira

 Eredmény: 
-para/meta pozícióban 
elektronszívó csop. kevésbé 
stabilis, nagy reaktivitás
- elektrondonor csoport növeli 
a stabilitást

 2d: kiváló stab., nagy 
reaktivitás, könnyű szintézis

 2h: további vizsgálat, de 
esélyes
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Optimalizálás 12



Fluorospektroszkópiás vizsgálat

 A reakciósebességük összehasonlítása miatt

 Sokkal gyorsabb reakcióseb. -> az NMR 

alulbecslés volt

 Hasonló egyensúlybeállási idő
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Biológiai próba

 Poliol környezet(vér)

 5 diolt használták + 2d, 2h boronsavszármazék

 HPLC kiértékelés
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Modellezés fehérjével

 BSA- 1 szabad cisztein boronsav-BSA addukt

 Fluoreszceinnel jelzett nopoldiol(10)

 Gélelektroforézis és gélfluoreszcencia

 Ha bórsav „fej” nélküli maleimidet használtak 

nincs reakció
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Modellezés fehérjével II.

 Thioredoxin – 1 diszulfid 

csoport – egy éjszakás 

TLEP redukció

 NH4Ac puffer, 30 perc, 

boronil-tartalmú

maleimid, 1b diol

 HPLC, LC-MS

 >50%-ban létrejött 

biokonjugáció

 Fetal-bovin szérumban 

is lezajlott
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Ortogonalitás

 Össztett fehérjekeverékben

 Bórsax-Trx addukt + dansil-kötődésű 1b diol

 LC-MS és HPLC fluoreszcencia

 83% átalakulás
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Összefoglalás

 Klikk-bioortogonális rendszer

 Gyors, könnyű szintézis, mikromól alatti 
disszociációs állandó, vizes közeg

 Reakciósebesség nagyobb, nagy Keq, fiziológiás 

környezetben is tudnak reagálni fehérjével

 Reverzibilis

 Kitekintés: affinitás alapú tisztítás, felszíni kötés, 

anyagtudományok
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Köszönöm a figyelmet!
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