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Tiivistelma

Téssd kandidaatintutkielmassa késitellidin BODIPY-yhdisteitd sekd niiden soveltamista
syopdkuvantamisessa. Tutkielmassa esitellidin BODIPY-yhdisteiden rakenne ja kisitelldéin
BODIPY-yhdisteiden tdrkeimpid ominaisuuksia. Tutkielmassa perehdytdén tarkemmin
BODIPY-johdannaisten biokuvantamisessa hyddynnettdviin fluoresoiviin ominaisuuksiin ja
yhdisteiden kdyttdmiseen syOpdsolujen kuvantamisessa. Tutkimusten perusteella BODIPY-

yhdisteiden on huomattu olevan merkittavéssé roolissa tulevaisuuden biokuvantamisessa.
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Esipuhe

Témi kandidaatintutkielma tehtiin Jyviskyldn yliopiston kemian laitoksella kevadlld 2022.
Tutkielman kirjallisuusléhteiden etsiminen aloitettiin tammikuussa 2022 ja kirjoittaminen
helmikuun alussa 2022. Tutkielma valmistui maaliskuun alussa 2022. Kirjallisuusléhteiden
hakuun kéytettiin JYKDOK- sekd Web of Science -tietokantoja. Kandidaatinutkielman
ohjaajana toimi professori Maija Nissinen.

Haluan kiittdd professori Maija Nissistd tutkielmani erinomaisesta ohjauksesta,
ammattitaitoisesta otteesta sekd kiinnostavasta aiheesta. Kiitdin myds Jyvéskyldn yliopiston

kemian laitosta edistyksellisestd opetuksesta sekd kanssaopiskelijoitani saadusta vertaistuesta.



Sisallysluettelo

Tiivistelméi
Esipuhe
Siséllysluettelo
Kaytetyt lyhenteet
1 Johdanto

2 Fluoresenssi

3 Biokuvantaminen

4 BODIPY-yhdisteiden rakenne ja ominaisuudet
4.1 BODIPY -yhdisteiden rakenne
4.2 BODIPY -yhdisteiden ominaisuudet
4.3 BODIPY -johdannaiset

5 BODIPY-yhdisteet fluoresoivina viriaineina

6 BODIPY-yhdisteet syopidkuvantamisessa
6.1 BODIPY-yhdisteet biokuvantamisessa

6.2 Sydpésolujen kuvantaminen BODIPY -yhdisteilld

7 Yhteenveto

iii

iv

vi

~N O L W

10

11
11
14

17



vi

Kaytetyt lyhenteet

BODIPY 4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diatsa-s-indaseeni
DBU 1,8-diatsabisyklo[5.4.0]Jundek-7-eeni

DDQ 2,3-dikloori-5,6-disyano-4-bentsokinoni

in vivo Koejirjestely elollisessa ympéristossi

in vitro Koejirjestely elottomassa ympéristossa
PDT Fotodynaaminen terapia

PS Valoherkistin

NIR Lahi-infrapuna

PAI Fotoakustinen kuvantaminen



1 Johdanto

BODIPY eli dipyrrometeenibooridifluoridi on booridifluorididipyrrinatokompleksi, joka
eristettiin johdannaisistaan vuonna 2009.! Monet BODIPY -johdannaiset osoittavat voimakasta

fluoresenssia, minkd vuoksi niitd voidaan kayttda fluoresoivina vériaineina.

Viimeisten vuosikymmenien ajan BODIPY-yhdisteiden tutkimus on ollut merkittdvéssi
kasvussa. Ensimmiisten BODIPY-yhdisteiden synteesin suorittivat saksalaiset Alfred Treibs ja
Franz-Heinrich Kreuzer vuonna 1968.2 Tamin jilkeen 1980-luvulla 18ydettiin BODIPY-
yhdisteiden kiytté valosidhkoisind materiaaleina® seké kiinteind auringonsiteilyn kerddjini®.
BODIPY-yhdisteitd alettiin myohemmin kéyttdd myds fluoresoivina vériaineina

fluoresenssikuvantamisessa® seki indikaattoriviriaineina sensorisovelluksissa.®

BODIPY -viriaineille on 10ydetty monia sovelluksia niin biotekniikassa kuin lddketieteessikin.
Biotekniikassa BODIPY-vériaineita on kaytetty fluoresoivina merkkiaineina havaitsemaan
pienmolekyylejd ja lddketieteessd niiden avulla on onnistuttu kuvantamaan eldvid soluja.’?
BODIPY-viriaineiden monipuoliset sovellukset selittyvit muun muassa niiden neutraalilla
kokonaisvarauksella® ja poikkeuksellisilla spektroskooppisilla ominaisuuksilla, kuten
valostabiilisuudella ja korkealla molaarisella vaimennuskertoimella’. Lisiksi BODIPY-
vériaineet eiviat ole juurikaan herkkid ympériston polaarisuudelle tai pH:lle. Niiden
merkittdvien ominaisuuksien vuoksi BODIPY-vériaineita pidetddn potentiaalisina yhdisteind

tulevaisuuden biotutkimuksen kannalta.’

Tassé kandidaatintutkielmassa BODIPY -yhdisteité kdsitelldén biokuvantamisen nikokulmasta.
Tutkielmassa perehdytidéin BODIPY -yhdisteiden ominaisuuksiin, joita voidaan kayttad hyvaksi

tulevaisuuden sydpikuvantamisessa.*



2 Fluoresenssi

Fluoresenssia esiintyy vain tietyilld molekyyleilld, kuten polyaromaattisilla hiilivedyilld ja
heterosykleilld. Néitd fluoresenssiin kykenevid molekyylejd kutsutaan fluoroforeksi eli
fluoresoiviksi vériaineiksi. Fluoroforit voivat toimia fluoresoivina koettimina, joiden
tarkoituksena on reagoida tiettyyn é&rsykkeeseen tai paikantaa tietty alue biologisessa

ndytteessa.’

Fluoresenssilla tarkoitetaan ilmittd, jossa aine ensin absorboi valoa tai muuta
sahkOmagneettista siteilyd, ja sen jédlkeen emittoi matalaenergisempdd valoa, jolla on suurempi
aallonpituus.’ Fluoresenssi on kolmivaiheisen prosessin tulos, jota havainnollistetaan usein

Jablonskin diagrammilla (Kuva 5).8
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Kuva 5. Jablonskin diagrammi.

Fluoresenssin ensimmiinen vaihe on eksitaatio eli virittyminen, jossa molekyylejad
pommitetaan ulkoisen ldhteen fotoneilla, kuten laserilla. Fluorofori absorboi fotonin energian,
jolloin syntyy viritystila S;’. Toisessa vaiheessa viritystila on olemassa noin 1-10 nanosekuntia,
jonka aikana fluoroforin konformaatio muuttuu ja se on altis molekulaarisille
vuorovaikutuksille. Tdmai aiheuttaa Si’-tilan osittaisen hajoamisen ja viritystilan Si syntymisen.
Osa energiasta palaa takaisin So-viritystilalle. Energian jakautuminen johtuu molekyylien
tormiyksistd sekd fluoresenssiresonanssista. Kolmannessa vaiheessa fotonin energia
emittoituu, jonka seurauksena fluorofori palaa takaisin perustilalle So. Fluoresenssin toisessa
vaiheessa tapahtuvan energiahdvidon vuoksi emittoituneen fotonin energia on pienempi ja
aallonpituus suurempi kuin absorboituneen fotonin. Absorptio- ja emissiofotonien energia- tai

aallonpituuseroa kutsutaan Stokes-siirtymiksi. Fluoresenssikvanttisaannolla kuvataan



fluoresenssissa emittoituneiden fotonien lukuméirin suhdetta absorboituneiden fotonien

lukumairdén. Fluoresenssikvanttisaanto kuvaa siis ndiden kahden prosessin laajuutta.®®

3 Biokuvantaminen

Biokuvantaminen on prosessi, jossa eldvien solujen biologista aktiivisuutta visualisoidaan
tietylld ajanjaksolla.!® Pieniin molekyyleihin perustuvista fluoresoivista koettimista on tullut
korvaamattomia tydkaluja modernissa biologiassa, erityisesti biokuvantamisessa, silld ne
tarjoavat tietoa molekyylien sijainnista ja madrdstd ilman néytteeseen kaytettdvad
geenitekniikkaa. Biologisen aktiivisuuden tutkimisessa voidaan kdyttad fluoresoivia koettimia
paikantamaan tiettyd aluetta biologisessa nidytteessd.!! Biologisista kudoksista emittoituvat
signaalit voivat tarjota molekyylitietoa erilaisista fysiologisista ja patofysiologisista

prosesseista.!?

Optinen kuvantaminen on yksi tdrkeimmistd bioldédketieteellisessd tutkimuksissa kéytettiavistd
tekniikoista, silld sen avulla saadaan vastauksia makro-, mikro-, ja nanomittakaavan eldmasta.
Optisessa kuvantamisessa kuva muodostetaan sédtaméllé eksitaatiovaloa ja havaitsemalla valon
ja kudosten vuorovaikutuksista syntyvid signaaleja. Optisessa kuvantamisessa kéytettdvien
vériaineiden vaatimukset ovat nousseet biokuvantamisen viimeaikaisen kehityksen mydta.
Viriaineiden haluttuihin ominaisuuksiin lukeutuvat hyva liukoisuus, kemo- ja valostabiilisuus,

korkea kirkkaus solun sisilli ja vdhiinen sytotoksisuus.'?

Optista kuvantamista varten vériaine kuljetetaan solujen sisdlle kéyttimalld vektoria, joka
helpottaa sisddnpéisyd soluihin ja edistda selektiivistd paikallistamista tietyssd organellissa.'?
Fluoresoiva viriaine voidaan kiinnittdd kohteeseen vasta-aineen, aptameerin, peptidin tai
pienen ligandin avulla, jotka pystyvdt selektiivisesti ohjaamaan signalointiyksikon
kohteeseen.!* Vaihtoehtoisesti vériaineen kemiallista rakennetta voidaan muokata soluihin
tunkeutumiselle suotuisaksi.!® Fluoroforin kirkkaus méérittda havaitun signaalin intensiteetin
ja herkkyyden, joiden avulla fluoroforin absorptiokerroinkin méérittyy. Liittimalla
kohdennettavaan aineeseen useampi kuin yksi fluoresoiva vériaine, absorptiokertoimen arvoa

ja siten kirkkautta voidaan kasvattaa.!'#



Perinteinen optinen kuvantaminen tapahtuu nédkyvén valon spektrialueella, 400-650 nm.
Nékyvédn valon aallonpituusalueella joissakin molekyyleissd, kuten vedessd, rasvoissa ja
hemoglobiinissa esiintyy laajaa sirontaa ja absorptiota, miki voi aiheuttaa valon vaimenemista.
Lisdksi ndkyvédn valon aallonpituudella joillakin molekyyleilld voi esiintyd kuvantamista
héiritsevdd autofluoresenssia. Nakyvén valoon verrattuna ldhi-infrapunavalo (650-1700 nm)
pystyy tunkeutumaan paremmin elimistoon, etenkin syvemmadlle ihoon ja vereen, kun valoa
siroaa ja absorboituu vdhemmin. Tdmédn takia ldhi-infrapuna-alueen biokuvantamiseen
kehitetddn koettimia, joita voidaan kayttdd syvidlld sijaitsevien ja herkkien kudosten

reaaliaikaiseen kuvantamiseen erilaisissa biologisissa prosesseissa ja ndytteissa. '

Lihi-infrapunakuvantamisessa kaytettavét fluoresoivat koettimet ovat pienmolekyyleji, joita
voidaan helposti ankkuroida tiettyihin kohdennettavan aineen kohtiin. Pienmolekyylikoettimiin
perustuvan optisen kuvantamisen etuja ovat koettimien monipuoliset rakenteelliset
muokkausmahdollisuudet, alhainen sytotoksisuus sekd hyvéd solun ldpdisevyys. Koettimien
rakenteellisella muokkauksella absorptio- ja emissioaallonpituuksia voidaan laajentaa 14hi-

infrapuna-alueelle, jolloin myos kuvantamisen kontrasti paranee.!?

Biokuvantamista on myds mahdollista toteuttaa hyddyntden fotoakustista kuvantamista (PAI),
joka on viime aikoina noussut esille uutena eldvien kudosten poikkeavuuksien
kuvantamismenetelméni. Fotoakustinen kuvantaminen perustuu fotoakustiseen ilmidon, jossa
ultradéni ja optinen kuvantaminen yhdistyvét. Kudokseen ldhetetdédn laser-pulsseja, joista osa
absorboituu ja osa muuttuu limmdksi. Hetkellisen 1dmpdlaajenemisen johdosta kudos emittoi
ultraddntd. Fotoakustinen kuvantaminen on osoittautunut tehokkaaksi tydkaluksi
verisuoniverkoston visualisointiin, veren happisaturaatiotasojen méadrittimiseen sekd
thosydvén diagnosointiin. Fotoakustisen kuvantamisen ongelmiin kuuluu valon intensiteetin
vaimeneminen suurissa kudossyvyyksissd, minkd vuoksi muiden sydpien diagnosointi tuottaa
hankaluuksia. Tehokas tapa minimoida valon intensiteetin vaimenemista on kéyttdd
virityslaseria, joka toimii l&hi-infrapuna-alueella (700-1000 nm). Télld alueella kuvattavilla

kudoksilla on suhteellisen pieni absorptio ja sironta.!®

Fotoakustisen kuvantamisen parantamiseksi on kehitetty erilaisia absorboivia aineita, jotka
koostuvat hiilinanomateriaaleista, nanopartikkeleista tai pienimolekyylisistd vériaineista.
Monet nanorakenteisiin perustuvat aineet ovat erittdin lupaavia materiaaleja fotoakustiseen

kuvantamiseen, mutta niiden aineenvaihduntaominaisuudet ja mahdollinen pitkdaikainen



myrkyllisyys kehossa ovat vield tutkinnan alla. Pienimolekyylisid viriaineita taas rajoittaa ldhi-

infrapuna-alueella absorboivien vériaineiden saatavuus.'¢

4 BODIPY-yhdisteiden rakenne ja ominaisuudet

4.1 BODIPY-yhdisteiden rakenne

BODIPY eli 4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diatsa-s-indaseeni (Kuva 1) on vériaine, jossa
booridifluoridiryhmé (BF2) on kiinnittyneené dipyrrometeeniryhmééin (CoH7Nz). Tdmén vuoksi
yhdistettd kutsutaan my0s dipyrrometeenibooridifluoridiksi. BODIPY-yhdisteet koostuvat
kahdesta pyrroliryhmistd, jotka ovat kiinnittyneet meteenisillalla ja booriatomilla, johon
heteroatomit koordinoituvat. Molekyyli on tasomainen lukuun ottamatta kahta fluoriatomia,
jotka sijaitsevat kohtisuorassa hiilirunkoon ndhden. BODIPY:n tasomaisuuden aiheuttavat
molekyylin konjugoituneet m-elektronit, jotka tekevdt rakenteesta jiykdn. Molekyylin
heteroatomit (boori, typpi ja fluori) ovat polaarisia, miké aiheuttaa molekyylin rungon heikon
polarisoitumisen. Heikosti polarisoituneen rakenteen vuoksi molekyylin eri kohdissa on
nukleofiilisia ja elektrofiilisid reaktiokohtia. N@méd reaktiokohdat mahdollistavat
substituutioreaktiot suoraan BODIPY-molekyylin hiilirunkoon. Huoneenldmpétilassa
BODIPY esiintyy stabiilina punaisena kiteisend aineena. Kooltaan BODIPY-molekyyli on

suhteellisen pieni.!!’

Kuva 1. BODIPY:n (dipyrrometeenibooridifluoridi) molekyylirakenne.

BODIPY voidaan valmistaa monien eri reaktioreittien kautta, jotka kaikki kuitenkin perustuvat
pyrrolikondensaatioon  aldehydien kanssa. Eroavaisuudet reaktioreiteissd  johtuvat
syntetisoidun tuotteen halutuista symmetrisistd ja epdsymmetrisistd substuutiorakenteista.!’

BODIPY ja sen yleiset johdannaiset voidaan syntetisoida kisittelemélld dipyrrometeenid



booritrifluorididietyylieteraatilla (BF3+(C2Hs)20) tertidédrisen amiinin, kuten trietyyliamiinin tai
1,8-diatsabisyklo[5.4.0]Jundek-7-eenin (DBU) ldsnd ollessa. Koska dipyrrometeenejd voidaan
valmistaa helposti hapettamalla dipyrrometaaneja kayttden hapettimena 2,3-dikloori-5,6-
disyano-4-bentsokinonia (DDQ) tai p-kloorianiilia, voidaan monia BODIPY-johdannaisia

syntetisoida tilli menetelméilld (Kuva 2).!
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Kuva 2. BODIPY:n synteesi. Ensimmadisessd vaiheessa dipyrrometaanin (yhdiste 1) hapetus
dipyrrometeeniksi (yhdiste 2) olosuhteissa i) DDQ tai p-kloorianiili. Toisessa vaiheessa

BODIPY:n (yhdiste 3) synteesi reaktio-olosuhteina ii) (BF3:(C2Hs)20) tai DBU.!

4.2 BODIPY-yhdisteiden ominaisuudet

Viime vuosina BODIPY -yhdisteet ovat kasvattaneet suosiotaan fluoresoivina viriaineina, silla
niilld on havaittu olevan haluttuja kemiallisia'® sekd valofysikaalisia'® ominaisuuksia. Néitd
erinomaisina  pidettyjd valofysikaalisia ominaisuuksia ovat muun muassa hyvéi
valostabiilisuus’, korkea absorptiokerroin'®, kapea absorptio- ja emissiovyd?’, korkea
fluoresenssikvanttisaanto'®, terdvi intensiteettipiikki?! ja pieni Stokes-siirtyméa?? eli absorptio-

ja emissiospektrien intensiteettimaksimien vélien ero.

BODIPY -yhdisteiden kapea emissiovyo aiheuttaa korkeamman intensiteettipiikin kuin monella
muulla viriaineella.® Esimerkiksi Tram ef al.n! tutkimuksessa BODIPY-rungon
absorbanssimaksimi havaittiin aallonpituudella 497 nm absorptiokertoimen ollessa 64 000 cm”
"M, Emissiomaksimin havaittiin olevan aallonpituudella 504 nm, jolloin Stokes-siirtymaksi
absorptio- ja emissiomaksimeista laskettiin 7 nm. Korkeasta intensiteettipiikistd ja
absorptiokertoimesta johtuen BODIPY-viriaineet ovat helposti havaittavia. Tutkimuksessa
BODIPY:n fluoresenssin elinidksi saatiin 6,89 ja 3,95 nanosekuntia. Koska BODIPY-
yhdisteiden fluoresenssiviritystila on suhteellisen pitkdikdinen, yhdisteitd voidaan kayttaa

esimerkiksi fluoresenssipolarisaatiomaérityksessi.®



Hyvistd valostabiilisuudesta johtuen BODIPY-yhdisteet eivdt reagoi herkésti valossa.
Valostabiilisuus on erittdin tirked ominaisuus fluoresenssikoettimelle, silld se lisdd yhdisteen
kéytettdvyyttd ja mahdollistaa solun sisdlld tapahtuvien dynaamisten tapahtumien
havaitsemisen ja valvonnan.® Lisiksi BODIPY-yhdisteiden ominaisuudet eivit riipu

ympdriston polaarisuudesta ja pH:sta, miké tekee niisté stabiileja fysiologisissa ymparistdissa.?!

BODIPY :n hyvit spektroskooppiset ominaisuudet ja yhdistettd viritettdessd syntyva triplettitila
mahdollistavat sen muuttamisen fluoresoivasta viriaineesta valotunnistimeksi (PS), joka
absorboi valoa ja siirtdd energiansa viereiselle molekyylille. Syntyvi triplettitila saa aikaan
singlettihapen muodostumisen, mika johtaa soluvaurioihin. Tdmén vuoksi BODIPY -yhdistetti
voidaan hyodyntdd valodynaamisessa terapiassa (Kappale 6.2).* Spektroskooppisten
ominaisuuksien lisiksi BODIPY-yhdisteet ovat kemiallisesti kestivid* ja niilli on hyvi

liukoisuus moniin orgaanisiin liuottimiin®’,

BODIPY-yhdisteitd pidetdén tidrkeind vériaineina etenkin nukleotidien, aminohappojen ja
pienten molekyylien leimaamisessa, silld niiden ominaisuudet pyrkivdt minimoimaan
vériaineen aitheuttaman hiirion. Pienen kokonsa vuoksi BODIPY-yhdisteitd on helppo liittda

osaksi muita pienid molekyyleji, ja ne myds ldpdisevit paremmin eldvien solujen solukalvon.®

4.3 BODIPY-johdannaiset

Vaikka jo BODIPY-rungolla itsessdin on moninaisia ominaisuuksia, voidaan ominaisuuksia ja
sitd myotd BODIPY-yhdisteiden sovelluksia laajentaa ja sddtdd lisddmailli BODIPY:n
perusrunkoon erilaisia substituentteja. Téllaisia substituentillisia BODIPY -yhdisteitd kutsutaan
BODIPY-johdannaisiksi.> Modifikaatioilla voidaan vaikuttaa esimerkiksi BODIPY-
yhdisteiden absorptio- ja emissioaallonpituuteen sekd hydrofiilisuuteen. Parantelemalla
valofysikaalisia ominaisuuksia ja liukoisuutta BODIPY-vériaineita voidaan Kkéyttdd
monenlaisissa eri sovelluksissa,’> kuten proteiinien ja DNA:n leimaamisessa?' ja sydvén

fotodynaamisessa hoidossa.*



BODIPY:n modifiointi voi tapahtua useaan eri BODIPY-rungon osaan (Kuva 3). BODIPY-
rungon muokkaaminen perustuu rakenteen m-konjugaation laajentamiseen ja muokkaus
tapahtuu konjugoituun T-systeemiin.® Delokalisoitunutta m-elektronien systeemid voidaan
laajentaa substituutiolla tai fuusioimalla yhteen tai molempiin pyrrolifragmentteihin uusia
rengasrakenteita.?? Substituentteja lisddmalld voidaan siis lisdtd systeemin elektroneja

luovuttavia ryhmid, jotka aiheuttavat tavoiteltua punasiirtymai.>*

BODIPY:n muokkaamiseen ja m-konjugaation laajentamiseen on olemassa eri strategioita,
jotka voidaan ryhmitelld kolmeen luokkaan. Ensimmaéinen strategia perustuu BODIPY :n a-, 3-
ja meso-kohtien funktionalisointiin T-konjugaation laajentamiseksi. Téllaista rakennetta
kutsutaan “push-pull” -rakenteeksi. Toinen strategia on aromaattisten yksikdiden substituutio
BODIPY:n pyrrolien a- tai b-sidoksiin ja kolmas strategia on meso-hiiliatomin korvaaminen

imiinityyppiselld typpiatomilla yhdessé ensimmdisen tai toisen strategian kanssa.??

meso

Kuva 3. BODIPY:n rakenne ja modifikaatiopaikat numeroituina.??

Yksinkertainen tapa laajentaa m-elektronien delokalisaatiota on aromaattisen yhdisteen,
alkenyylin tai alkynyylin substituutio o-kohtiin eli 3- ja 5-hiiliatomeihin. Esimerkiksi 3,3-
dimetyyli-1-butenyyliryhmén liittiminen BODIPY-yhdisteen 3- ja 5-kohtiin sai aikaan
absorptio- ja emissioaallonpituuden siirtymisen ldhemmaiksi kohti haluttua infrapuna-aluetta
sekd paransi yhdisteen liukoisuutta. Paranneltujen ominaisuuksiensa vuoksi timé vériaine
onkin kiinnostava kiytettédviksi biokuvauksessa.> Myos aryyliryhmien substituointi BODIPY -
rungon 3- tai S-hiiliatomeihin aiheutti batokromisen siirtymén (punasiirtymd) rakenteen
konjugoidun systeemin laajetessa (Kuva 4). Lisdksi, jos aryyliryhméssd oli elektronin

luovuttajina toimivia funktionaalisia ryhmié, punasiirtymd kasvoi entisestddn.?* Aromaattisia



yksikoitd voidaan a,- -, ja meso-kohtien liséksi fuusioida BODIPY -runkoon a- ja b-sidosten

kautta. Talloin aromaattinen yhdiste sulautuu osaksi BODIPY -rakennetta.?

Kuva 4. BODIPY 4, jonka 3- ja 5-kohtiin on substituoitu 3,3-dimetyyli-1-butenyyliryhma
(vasemmalla)® ja BODIPY 5, jonka 3-kohtaan on substituoitu funktionaalisia ryhmii sisdltiva
aryyliryhma (oikealla)?*,

Esimerkkind kolmannesta strategiasta laajentaa m-konjugaatiota on atsa-BODIPY (Kuva 5).
Atsa-BODIPY on BODIPY-johdannainen, jonka meso-kohdan hiiliatomi on korvattu imiinin
kaltaisella typpiatomilla. Atsa-BODIPY:illd on muuten samat ominaisuudet, kuin
tavanomaisella BODIPY:1l4, mutta niiden absorptio- ja emissiospektrit ovat siirtyneet
punaiselle alueelle, mikd tekee niistdi biokuvantamisen kannalta suotuisampia.’* Atsa-

BODIPY:illd on myds sovelluksia valotunnistimina valodynaamisessa terapiassa.*
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Kuva 5. Atsa-BODIPY :n rakenne.??
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5 BODIPY-yhdisteet fluoresoivina vériaineina

BODIPY:n pienen koon vuoksi se voidaan liittdd muihin molekyyleihin, kuten proteiineihin ja
aminohappoihin.! Tétd kutsutaan bioleimaamiseksi.??> Bioleimaamisen avulla BODIPY-
vériainetta voidaan kéyttdd fluoresoivana koettimena paikantamaan tiettya aluetta biologisessa
ndytteessd. Biologisten materiaalien bioleimaamisessa kéytettdvistd vériaineista juuri
BODIPY -fluoroforit ovat saaneet paljon huomiota, ja niistd on tullut kaupallisesti houkuttelevia
tuotteita. Tdmd johtuu bioleimaamiselle suotuisista ominaisuuksista, kuten suuresta
absorptiokertoimesta, korkeasta fluoresenssikvanttisaannosta ja valostabiilisuudesta.!!

Ominaisuuksista on kerrottu lisdd kappaleessa 2.2.

BODIPY-koetin voidaan konjugoida biomakromolekyyleihin, kuten DNA:han ja vasta-
aineisiin, koska ne sisdltdvit metyyliesteriryhmid, jotka voidaan muuttaa happoryhmiksi
yksinkertaisella hydrolyysilli.> BODIPY-koetin injektoidaan eldvddn kudokseen, jossa se
sdilyttdd sille ominaisen kirkkauden ja mahdollistaa elién visualisoinnin. Vaikka fluoresoivia
koettimia injektoidaan suoraan eldviin soluihin, ne eivdt vaikuta merkittidvésti eldvien

organismisen kéyttdytymiseen.!*

BODIPY-koettimia kéytetdin muun muassa monivédrileimauksessa, jossa molekyylin
leimaamiseen kdytettddn kahta tai useampaa koetinta. Useamman kuin yhden koettimen kéyttd
mahdollistaa erilaisten biokemiallisen toimintojen samanaikaisen seuraamisen. lhanteellisia
ominaisuuksia monivérileimaukseen ovat vériaineen osoittama voimakas absorptio sekd hyvin
erottuva emissiospektri. Ndiden ominaisuuksien sekd kapean emissiovyon vuoksi BODIPY -

viriaineet soveltuvat hyvin monivirileimaukseen.®

Hyvistd ominaisuuksistaan huolimatta BODIPY:1ld ilmenee myds erds haittapuoli eldvien
kohteiden sovelluksissa.” Normaalin BODIPY -rakenteen absorptio- ja emissioaallonpituus on
noin 490-505 nm, mikd vastaa ndkyvin valon aallonpituutta.?® Tilli aallonpituusalueella
eldvien organismien fluoresenssibiokuvantamiseen vaikuttaa usein negatiivisesti taustahairio,
itseabsorboituminen sekd sironta. Jotta BODIPY-viriaineiden spektroskooppiset ja
valofysikaaliset ominaisuudet olisivat kayttokelpoisia fluoresoiville koettimille eldvissd
organismeissa, BODIPY-yhdisteiden tulisi absorboida ja emittoida pidemmilld
aallonpituuksilla. BODIPY-yhdisteiden tulisi olla helposti sdéddettivisséd infrapuna-alueelle

(650-900 nm), koska télld aallonpituusalueella kudoksiin kohdistuva vaurio seké itseabsorptio
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ovat minimissdén.> Kehitteilld onkin yhi useampia BODIPY -johdannaisia, jotka absorboivat ja
emittoivat korkeammilla aallonpituuksilla. Erityisesti tarvetta on fluoresoiville koettimille,
jotka emittoivat yli 800 nm aallonpituudella, silld eldvét kudokset ldpédisevit valoa parhaiten
tilld aallonpituusalueella.?! Esimerkiksi Loudet ja Burgess?' raportoivat erddn BODIPY-

johdannaisen absorptiomaksimiksi 705 nm ja emissiomaksimiksi 791 nm (Kuva 6).

Kuva 6. Infrapuna-alueella absorboivan ja emittoiman BODIPY 7:n rakenne.?!

6 BODIPY-yhdisteet syopakuvantamisessa

6.1 BODIPY-yhdisteet biokuvantamisessa

BODIPY:n mahdollisuudet biokuvauksessa tunnistettiin 1980-luvun jilkeen, jolloin useita
uusia BODIPY -pohjaisia viriaineita suunniteltiin ja kaupallistettiin biologista leimausta varten.
BODIPY -yhdisteet tulivat biokemisteille ja biologeille tutuiksi fluoreseiinin valostabiilimpana

korvikkeena ja niiden suosio biokuvaamisessa kiytettivind tyokaluina kasvoi.!!

BODIPY:t voivat soveltua viriaineiksi fotoakustiseen kuvantamiseen niiden suhteellisen
helpon funktionalisointimahdollisuuden, voimakkaan ja sdddettivén absorptiospektrin sekd
luontaisen bio- ja valonkestdvyyden vuoksi. Samoista ominaisuuksista ja pienestd koosta

johtuen BODIPY :t tarjoavat mahdollisuuksia niin perinteiseen optiseen biokuvantamiseen kuin
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lahi-infrapuna-alueen kuvantamiseen. BODIPY-yhdisteiden absorptiospektrin laajentaminen
600-800 nanometrin alueelle mahdollistaa niiden hyddyntdmisen bioanalyysissé ja in vivo -

kuvauksessa.!13:16

Yang et al’ tutkivat BODIPY-yhdisteiden kéyttod fluoresoivana koettimena konjugoimalla
BODIPY-rungon 3- ja 5-kohtiin 3,3-dimetyyli-1-butenyyliryhmén ja kéyttimalld syntynyttid

BODIPY 4 -yhdistettd (Kuva 7) fluoresoivana viriaineena solukuvauksessa.

Kuva 7. BODIPY 4 -yhdisteen yksikidediffraktiorakenne (oikealla) ja sen synteesi BODIPY 8
-yhdisteestd (vasemmalla). Keskimmaisesséd kuvassa on esitetty BODIPY 4:n rakennekaava ja

HeLa-solujen solunsisdinen fluoresenssikuva BODIPY 4:n injektion jélkeen.> Reprinted from
Elsevier, 25, Yang, L.; Liu, Y.; Liu, W.; Ma, C.; Zhang, C. ja Li, Y., Divinyl BODIPY derivative: Synthesis,
photophysical properties, crystal structure, photostability and bioimaging, 5716-1719, Copyright (2015), with

permission from Elsevier.

Yang et al.:n® tutkimuksessa BODIPY 4:ssd (Kuva 7) esiintyi laajentuneesta -konjugaatiosta
johtuvia  merkittdvid  batokromisia  siirtymid  absorptio- ja  emissiospektreissa.
Solukuvauskokeilla osoitettiin - BODIPY 4:n soveltuvan mahdollisesti fluoresoivaksi
koettimeksi sen hyvén kuvantamiskontrastin ansiosta. Solukuvaukset toteutettiin HeLa-soluilla
(human epithelial) in vitro, joissa BODIPY 4 -yhdistettd kéytettiin punaisena
fluoresenssivériaineena. HeLa-soluja tutkittiin konfokaalimikroskoopilla kahdella eri tavalla.
Tutkimuksessa soluissa havaittiin ensin kirkas valo (bright field) punaisella alueella (Kuva 8).
Lisdksi BODIPY 4 -yhdisteen paikallistaminen HeLa-soluissa suoritettiin kayttdmalla
fluoresoivia DNA-merkkiaineita (bis-bentsimidi H 33258), jotka virjadvit tiettyjd solunsiséisid
organelleja. Tulokset osoittivat, ettdi BODIPY 4 oli jakautunut solujen sytosoliin, mutta ei
tumaan. Tutkimuksen perusteella BODIPY 4 -yhdiste voisi olla varteenotettava
kromoforiehdokas biokuvantamiseen ja sitd voitaisiin kéyttdd myds punaisen alueen

biokuvantamisessa tai fotodynaamisessa terapiassa.



Kuva 8. BODIPY 4:n inkubaation jilkeinen HeLa-solujen kirkas kenttéd -kuva (vasemmalla)

ja solunsisiinen fluoresenssikuva (oikealla).’ Reprinted from Elsevier, 25, Yang, L.; Liu, Y.; Liu, W.;

Ma, C.; Zhang, C. ja Li, Y., Divinyl BODIPY derivative: Synthesis, photophysical properties, crystal structure,
photostability and bioimaging, 5716-5719, Copyright (2015), with permission from Elsevier.

BODIPY-koettimen kertymistd ajan suhteen on tutkittu niin elottomassa (in vitro) kuin
elollisessakin (in vivo) ympéristdssd. Rodriguez et al.?’ tutkivat erdan BODIPY-johdannaisen
levidmistd eldvissd soluissa. BODIPY-johdannaisen levidmiskdyttaytymisen maérittamiseksi
tutkimuksessa analysoitiin yhdisteen kertymistd hiirien elimiin ajan suhteen. BODIPY-
johdannaista annettiin sekd suonensisdisesti ettd suun kautta. Jo 15 minuutin jélkeen elinten
vélilld huomattiin selkeéd eroa kertymissd. Vuorokauden jdlkeen BODIPY -koettimen ldsnéolo

oli mahdollista havaita tutkimuksessa olleiden hiirten elimistossa (Kuva 9).

Kuva 9. Vasen: In vivo reaaliaikaiset kuvat mustista hiiristd ennen ja jilkeen héntilaskimon
kautta annetun BODIPY -injektion. Kuvat on otettu 30 minuuttia (vasen) ja 120 minuuttia

(oikea) BODIPY-injektion jdlkeen. Oikealla kuvissa in vivo -kuva valkoisista hiiristd 60
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minuuttia hantilaskimon kautta annetun (vasen) ja suun kautta annetun (oikea) BODIPY -

injektion jilkeen.?” Reproduced from Synthesis and in vivo proof of concept of a BODIPY-based fluorescent

probe as a tracer for biodistribution studies of a new anti-Chagas agent, Rodriguez, G.; Nargoli, J.; Lopez, A.;
Moyna, G.; Alvarez, G.; Fernandez, M.; Osorio-Martinez, C. A.; Gonzalez, M. and Cerecetto, H., 7, 2022, with

permission from the Royal Society of Chemistry.

6.2 Syopasolujen kuvantaminen BODIPY-yhdisteilla

Fotodynaaminen terapia on osoittautunut tehokkaaksi hoitomuodoksi syOpien ja joidenkin
paikallisten sairauksien, kuten silmdnpohjan rappeuman ja aktiinisen keratoosin hoidossa.
Fotodynaamisen terapian kannalta tarkeitd komponentteja ovat valo, happi ja valoherkistin
(PS). Hoitokohtaan, esim. kasvaimeen laitetaan valoherkistintd, jonka jilkeen hoitokohta
altistetaan sdteilylle reaktiivisten happilajien, erityisesti singlettihapen tuottamiseksi.

Happiradikaalien syntyminen vahingoittaa tautikohtaa.*

BODIPY-yhdisteilld on  merkittivdd ndyttéd syOpdsolujen  kuvantamisessa ja
syopatutkimuksessa sekéd sydpahoidoissa, kuten fotodynaamisessa (PDT)* ja fototermisessi'?
terapiassa. Fotodynaamisessa terapiassa BODIPY -yhdisteitd voidaan kdyttdd valoherkistimind
niiden erinomaisten optisten ominaisuuksien ja synteettisen monipuolisuuden vuoksi.*
BODIPY-yhdisteisiin voidaan lisdtid substituentteja, joilla on sopiva hapetuspotentiaali.?®
Tallaisilla substituenteilla on elektroneja, jotka valoherkistintd séteilytettdessd synnyttdvit
suhteellisen pitkdikdisid triplettitiloja (Kuva 10). Kun ndmd triplettitilat ovat
vuorovaikutuksessa happimolekyylin kanssa, muodostuu singlettihappi. Singlettihapet
aiheuttavat soluvaurioita, niissd kudoksen osissa, joita on altistettu valolle.?® Tdma prosessi on
jaoteltu kahteen tyyppiin toimintaperiaatteensa mukaisesti. Tyypin I prosessissa virittyneen
valoherkistimen reaktio substraatin kanssa kiynnistii elektroninsiirron, joka johtaa radikaalien
muodostumiseen. Radikaalit reagoivat happimolekyylin kanssa tuottaen reaktiivisia
happilajeja, kuten superoksidia, vetyperoksidia ja hydroksyyli-ioneja. Tyypin II prosessissa

triplettitilan valoherkistin siirtdd energiansa happimolekyylille tuottaen néin singlettihappea.*
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Kuva 10. Fotodynaamisen terapian toimintaperiaate yksinkertaistettuna Jablonskin

diagrammilla.“ Republished with permission of RSC Advances, from Boron dipyrromethene (BODIPY)-
based photosensitizers for photodynamic therapy, Awuah Ab, S. G. and You, Y., 2, 2022; permission conveyed
through Copyright Clearance Center, Inc.

Fototermisessd hoidossa sidhkOmagneettista sdteilyd, usein infrapunaséteilyd, kaytetddn
tappamaan kasvainsoluja. Siteilytyksen aikana fototermiset aineet muuttavat fotonin energian
lammoksi, mikd saa aikaan kasvainten solukuoleman. Fototermisessd terapiassa kdytettdvien
fototermisten aineiden absorbanssi on usein ldhi-infrapuna-alueella, jotta séteily tunkeutuisi
mahdollisimman syvélle kudoksiin. Verratessa muihin fototermisiin aineisiin, kuten
porfyriiniin ja syaniiniin, BODIPY-yhdisteet omaavat ldhi-infrapuna-alueelle sdidettidvin
absorptiospektrin, korkean absorptiokertoimen sekd hyvédn valostabiilisuuden. Esimerkiksi
atsa-BODIPY:;ja on kéytetty fotodynaamisessa hoidossa, mutta niiden kdyttod fototermisessa

hoidossa on tutkittu vasta vahin.!?

Fotodynaamisen ja -termisen terapian lisdksi BODIPY-yhdisteilld on muitakin sovellutuksia
syopikuvantamisessa. Topel et al?? tutkimuksessaan onnistuivat ensimmaiistd kertaa
kuvantamaan BODIPY-pééllysteiselld magneettisilla nanopartikkeleilla kahdenlaisia
ihmissyopésoluja, AS549 ihmiskeuhkojen adenokarsinoomaepiteelejd ja endometriaalisia
adenokarsinoomia. Tutkimuksessa valmistettiin magneettisia nanohiukkasia, jotka konjugoitiin
BODIPY-runkoon kovalenttisesti. In vitro -biokuvaustulokset osoittivat, ettd hyvistd
fluoresenssiominaisuuksistaan johtuen BODIPY-piillysteiset nanohiukkaset voivat helposti

tunkeutua eldvien solujen sytoplasmaan. Tdmén vuoksi ne ovat soveltuvia solukuvaukseen.
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Tutkimuksessa havaittiin myds, ettd BODIPY-nanohiukkasten superparamagneettisista

ominaisuuksista johtuen yhdisteiti voitaisiin kiyttid varjoaineena magneettikuvauksessa.??

Syopédkasvainsolujen nopea kasvu johtuu muutoksista sen mikroympéristossd, minka aiheuttaa
usein riittdméton hapensaanti. Hapenpuutteen seurauksena voi olla solujen hypoksia.
Hypoksisia soluja voidaan hyddyntda syOpa- ja kasvainkuvantamisessa, silld ne mahdollistavat
kohdennetun kasvainspesifisen terapian. Hypoksiset fluoresoivat koettimet sisdltivét usein
nitroaryyliryhmén, joka muuttuu NHz-ryhméksi hypoksisissa olosuhteissa. Wang et al.’
tutkimuksessaan demonstroivat erddn BODIPY-yhdisteen (Kuva 11) kéyttokelpoisuutta

eldvissd soluissa kuvantamalla HeLa-soluja hypoksisissa olosuhteissa.

Kuva 11. BODIPY 9 -yhdisteen rakenne normaaleissa olosuhteissa (95% ilmaa ja 5% CO») ja
sen rakenteellinen muutos BODIPY 10 -yhdisteeksi hypoksisissa olosuhteissa (95% typped ja

5% COz).7 Republished with permission of Chemical Communications, from BODIPY-based “turn-on”
fluorescent probe for hypoxic cell imaging, Wang, S.; Liu, H.; Mack, J.; Tian, J.; Zou, B.; Lu, H.; Li, Z.; Jiang, J.
and Shen, Z., 51, 2022; permission conveyed through Copyright Clearance Center, Inc.

Normaaleissa olosuhteissa BODIPY 9 kasitellyt HeLa-solut eivit osoittaneet juurikaan
fluoresenssia. HeLa-soluissa, joita kisiteltiin BODIPY 9 -yhdisteelld hypoksisissa olosuhteissa
havaittiin merkittavad solunsisdistd fluoresenssia (Kuva 12). Fluoresenssi- ja kirkas kenttd -
kuvat paljastivat, ettd fluoresenssi lokalisoitui solujen sytosoleihin. Tulokset osoittavat
selkedsti, ettd BODIPY 9 on solukalvoa ldpiisevé ja sopii kiinteiden kasvainten in vitro -

kuvantamiseen.’



Fluorescence Bright field Merge
(a). . .

Kuva 12. BODIPY 9 inkubaation jélkeiset HeLa-solujen konfokaalikuvat. a) HeLa-solut

normaaleissa olosuhteissa. b) HeLa-solut hypoksisissa olosuhteissa.” Republished with permission

of Chemical Communications, from BODIPY-based “turn-on” fluorescent probe for hypoxic cell imaging,
Wang, S.; Liu, H.; Mack, J.; Tian, J.; Zou, B.; Lu, H.; Li, Z.; Jiang, J. and Shen, Z., 51, 2022; permission
conveyed through Copyright Clearance Center, Inc.

7 Yhteenveto

BODIPY-yhdisteitd pidetddn kiinnostavina fluoresoivina vériaineina niiden ainutlaatuisten
valofysikaalisten ominaisuuksien vuoksi. BODIPY:jen kasvavaa suosiota selittdd niiden
absorptio- ja emissiospektrin aallonpituuden siirtymd, kun BODIPY -runkoon liitetddn muita
ryhmid.??23 N4illd pienilla rakenteellisilla muutoksilla BODIPY:istd saadaan monikéyttoisid
fluoroforeja, joilla on laajat sovellusmahdollisuudet ja biokuvantamiseen sopivat
ominaisuudet.® BODIPY-fluoroforeilla on kiyttokohteita esimerkiksi biokemiallisessa
leimauksessa, supramolekulaarisissa fluoresoivissa geeleissd, ledeissd ja herkistimind
aurinkokennoissa.?’ Lisiksi BODIPY-fluoroforien kiyttod on tutkittu mahdollisina

valoherkistimind (PS) sydpédhoidoissa kiytettivissi fotodynaamisessa terpiassa.*28

Talla hetkelld BODIPY -yhdisteiti ei ole vield hyviaksytty kliiniseen kdyttoon fotodynaamisessa
terapiassa, mutta on monia syitd uskoa tilanteen muuttuvan. BODIPY-pohjaisilla

valoherkistimilld on tulevaisuudessa potentiaalia uutena valoherkistinluokkana, joka tarjoaa
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monia etuja sdddettdvien valofysikaalisten ominaisuuksiensa vuoksi.*?8 Lisiksi fluoresoivien
atsa-BODIPY-pohjaisten  molekyylien kehittimistd tulisi  pitd8  varteenotettavana
mahdollisuutena fototermisen terapian kehittdmiseksi.!> Viimeaikainen BODIPY -yhdisteiden
tietdmyksen rdjahdysmaiinen lisdéntyminen voisi tarjota ideoita uusien BODIPY-pohjaisten

viriaineiden ja valoherkistimien suunnitteluun.*

On odotettavissa, ettd BODIPY :jen tulevaisuuden kehityksen myd6té niitd sovelletaan enemmén
eldvien solujen tutkimuksessa sekd  osana valosdhkoisid materiaaleja, jotka vaativat
hydrofiilisuutta  ja  kéytettdvyyttd  infrapuna-aallonpituudella. =~ BODIPY:n  kéyttd
valonkerdysjirjestelmissd saattaa lisdédntyd, silld tutkimusalue ndyttdd kasvavan nopeasti.
Tutkimusalalla tarvitaan valostabiileja viriaineita, silld valonkerddjit ja aurinkopaneelit ovat
alttiita valokorroosiolle. BODIPY voisi tarjota ratkaisuja tille kasvavalle tulevaisuuden

tutkimusalalle.!!
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