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1. Bevezetés

Kutatémunkamat a BME Szerves Kémia ¢és Technologia Tanszékén, a Szupramolekularis
Kémia Kutatocsoportban folytattam Dr. Téth Tiinde és Dr. Golcs Adam témavezetésével,
valamint Prof. Dr. Huszthy Péter konzulensi tamogatasaval. A csoport f6 kutatési teriilete a
koronaéterek molekularis felismerésének vizsgalata €s annak gyakorlati alkalmazasa. Olyan
molekuldk kozotti kolcsonhatasokat tanulmanyozunk, amelyek tobbnyire intermolekularis
ionos vagy fémes kotésekkel, illetve masodrendti er6kkel — példaul Van der Waals-erdk,
hidrogénkotések, dipol-dipol, dipdl-ionos- és m-n kdlesonhatasok — dsszetartott komplexeket
alkotnak. Amennyiben a gazdamolekula-vendégmolekula komplexek stabilitdsi allanddinak
kiilonbsége kellden nagy, a molekularis felismerést fel tudjuk haszndlni a vegyliletek
elvalasztasara. Abban az esetben, ha gazdamolekula valamely jellemzdje megvaltozik a
komplexképzés soran, lehetéség nyilik a makrociklus szenzormolekulaként valo
alkalmazasara. Ezek a szenzormolekuldk képesek szelektiv komplexalads révén a célzott
molekuldk akar tobb szaz zavaré molekula mellett torténd kvalitativ és kvantitativ analizisére
is. Az altalam szintetizalt Uj bisz(koronaéter) is ezen elvek alapjan mikodik, igy képes alifas
biogén oligoaminok szelektiv detektalasara, amely a jovében hozzajarulhat fontos biologiai

folyamatok megértéséhez és vizsgalatahoz.



2. Célkitiizés

Olyan két makrogytirtit tartalmazé bisz(koronaéter) eldallitasat tiiztikk ki célul, amely
alkalmas lehet a spermin bioszintézisében el6forduld oligoaminok szelektiv detektalasara.
Ezek az aminok a biologiai folyamatokban valé fontos szereplik miatt a napjainkban
szamos tanulmany fokuszpontjat képezik. A szerkezetileg hasonlé alifas biogén aminok
foként a lanchosszukban és az aminocsoportok szamdban kiilonboznek egymastol. A
szelektiv detektalashoz olyan szenzormolekula sziikséges, amely ezt a két kiilonbséget
hasznalja ki. A két makrogytiriinek kdszonhetden az eldallitani kivant vegyiilet képes lehet
mindkét gylrli liregében egy-egy protonalt aminocsoport reverzibilis komplexalasara
harompontos hidrogénkdtés kialakitdsa révén. A komplexképzddés egyszeri nyomon
kovetését a gazdamolekuldban taldlhatd két akridin alegység teszi lehetdévé, amely
fluoreszcens tulajdonsagokkal ruhazza fel a tervezett gazdamolekulat. A gazdamolekula
fluoreszcencidja az aminokkal valdo komplexképzés sordn valtozik, ennek megfeleléen
“erdsitd” vagy “kioltd” valaszt adhat, amelyek lehetévé teszik a komplex fluoreszcencia
alapu vizsgalatat. A spermin lanchossza varhatéan megfeleld ahhoz, hogy a
gazdamolekula az elébbi mindkét lancvégi protonalt aminocsoportjaval képes legyen
kialakitani a hdarompontos hidrogénkdtést, igy egy stabil 1:1 (gazda-vendég)
sztochiometriagju komplexet alkotva. A komplexképzés folyamatat szamitogépes
szimulacion alapulé molekularis dokkoladssal, valamint titralasi kisérleteken alapulo
regresszids modszerekkel terveztiik vizsgalni. A modellezéssel és klasszikus analitikai
vizsgalatokkal kapott eredmények Osszevetésével lehetdség nyilik a szamitdsos modszer
megbizhatosdganak  megallapitasara, valamint olyan aminok komplexképzési
tulajdonsagainak eldrejelzésére, amelyek fluoreszcens titralasat kordbban nem végeztiik
el. Amennyiben az Uj fluoreszcens szenzormolekula képes szelektiven detektalni egyes
biogén aminokat, ez lehetdvé teszi az oligoaminok molekularis szintli vizsgalatat (sejtes
felszivodas, transzport, rakos folyamatok eldrehaladasa stb.), igy szamos alkalmazas

kidolgozasahoz jarulhat hozza a késdbbiekben.



3. Elméleti és irodalmi hattér

3.1 Az alifas oligoaminok és biologiai szerepiik

Szamos biologiailag aktiv molekula tartalmaz legalabb egy aminocsoportot. A biogén
aminok megtalalhatok kiilonféle ¢lélényekben, sejtekben, élelmiszerekben és italokban is. Az
aminocsoportok  szdma  szerint monoaminokra, oligoaminokra és  poliaminokra
csoportosithatoak. Ezeket a vegyiileteket jellemzéen €16 szervezetek szintetizaljak,
aminosavak enzimatikus dekarboxilezésével [1-3]. A biogén alifas oligoaminok, mint példaul
a spermin (4), spermidin (3), putreszcin (1) €s kadaverin (2) (1. dbra) a legfontosabbak kozé
tartoznak, amelyek szinte minden €16 szervezetben megtalalhatok. Az ¢l6 szervezetekben
jellemzdéen protonalt formaban vannak jelen, és fontos szerepet jatszanak kiilonb6zo biologiai
folyamatokban, mint példaul a sejtnovekedés, génszabalyozas, nukleinsavak stabilizalasa és

sejtosztodas [4-6].
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1. abra

Példak biologiailag fontos alifas oligoaminokra (1-8)

A gerincesekben két oligoamin, a spermidin (3) ¢és a spermin (4) talalhatd meg,
valamint prekurzoruk, a putreszcin (1). A normal oligoaminszint hidnya jelentds hatassal lehet
a sejtmiikddésre, beleértve a differencialodast, az apoptdzist, a motilitast, valamint az oxidativ
¢s egyéb stresszekkel szembeni ellenalld képességet [7,8]. Ezen oligoaminok jelentdségét
nemcsak a hidnyuk okozta kovetkezmények, hanem szdmos diagnosztikai célu felhasznalasuk
is jol szemlélteti. Kimutattak, hogy a megemelkedett sperminszint rdkos sejtek jelenlétére
utalhat, igy a spermin (4) biomarkerként is alkalmazhat6 [9]. Emellett a magas spermin (4) €s
spermidin (3) koncentracié Osszefliggésbe hozhatd a pikkelysomorrel, ahol a betegekben
kortlbeliill 5,5-sz6r annyi oligoamin taldlhatd, mint az egészséges emberekben [10].
Ugyanakkor a normal szint alatti koncentraciok Osszekapcsolhatok az Oregedés soran

eléforduld betegségekkel, mint példaul a Parkinson-kér [11]. Tanulmanyok azt is kimutattak,



hogy a spermidin (3) igéretes lehet a szembetegségek diagnosztizdlasaban és kezelésében

egyarant [12].

Az oligoaminok és a rak, valamint az alapvetd sejtfunkciok kozotti kapcsolat
0sztonozte az oligoaminok altal kozvetitett biologiai folyamatok nyomon kovetésére szolgald
moddszerek maig toretlen fejlesztését. Mivel a legtobb daganat fokozott oligoamin-transzportot
mutat [13], az erre a rendszerre tervezett kémiai szondak alkalmasak lehetnek a raksejtek

célzott kemoterapias kezelésére, valamint diagnosztikai képalkotasra is [14] (2. abra).

2. abra

Konfokalis pasztaz6 mikroszkdppal készitett felvétel fluoreszcensen jelolt spermin (4)

melanoma sejtekkel valo inkubélasa utan [14]

Az oligoaminok sejtszintli transzportjanak vizsgalatara jellemz8en radioaktiv (*H
vagy 'C), illetve fluoreszcens jeldlésti oligoaminokat alkalmaznak. A kozelmultban olyan
fluoreszcens oligoamin konjugatumokat fejlesztettek ki, amelyek szimmetrikus BODIPY (4,4-
difluor-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacén) fluorofort tartalmaznak, és sikeresen alkalmaztak
ezeket a rdksejtek oligoamin-felvételének kovetésére [15]. Ezeknek az oligoamin-éldse;jt-
szonddknak az egyszerli eldallitdsa kereskedelmi szempontbol 1s igéretes, igy
megkonnyithetik az oligoaminokkal kapcsolatos folyamatok nyomon kovetését. A spermin (4)
és a spermidin (3) bioldgiai szerepe tovabbra is szamos kutatds kozéppontjaban all, ennek
megfelelden az utobbi években is szdmos fontos Uj felismerés latott napvildgot. Kimutattak,
hogy a spermidin (3) nagy szerepet jatszik az Oregedés és az Oregedéssel Osszefiiggd
betegségek folyamatdban [16]. A spermidinszint az életkor elére haladtaval csokken, igy
potlasa gydgyithat vagy késleltethet szdmos Oregedéssel kapcsolatos betegséget, beleértve az
immunrendszert érintoket is, hiszen kozvetlen hatdssal van a T-sejtek mitkodésére és az ATP-

termelésre. Ezen tulajdonsagainak kdszonhetden igéretes antitumor hatdsokat mutat [17]. A



spermin (4) esetében egy 2024-es kutatds kimutatta, hogy az Alzheimer-koros betegek
agyaban megemelkedett sperminszint a betegség kialakulasaban jelentOs szerepet jatszhat, €s
felveti terapias célpontként vald alkalmazhatosagat is [18]. Az emberi egészségben betdltott
szerepilk mellett ezek az oligoaminok szdmos egyéb teriileten is jelentdsek, példaul a

mezogazdasagban felhasznalhatok a csirazés és a palantandovekedés javitasara [19].

3.2 Az oligoaminok analitikai vizsgalata

Manapsag foként hagyomanyos analitikai modszereket alkalmaznak a spermin (4) és a
spermidin (3) kvalitativ, valamint kvantitativ meghatarozasara [2]. A legelterjedtebb technikék
koz¢ tartozik a kapillaris elektroforézis (CE) és a nagy hatékonysagt folyadékkromatografia
(HPLC), amelyek elonye a kis mintasziikséglet és viszonylag alacsony kimutatasi hatar [20—
22]. A kromatografias és elektroforetikus modszerek azonban komoly mintaeldkészitést
igényelnek, mint példaul a szilard fazisu extrakcié vagy a biogén aminok szilard fazisu matrix
diszperzidja [23]. A miszeres analitikai moddszerekhez emellett Osszetett és koltséges
berendezések sziikségesek, ami csokkenti a hozzaférhetdségiiket €s megneheziti a
hasznélatukat bizonyos rutin diagnosztikai eljardsok soran. A szenzormolekuldk gyors ¢és
egyszerli alternativat jelentenek a biogén aminok kimutatasara, hiszen nem sziikséges
hozzajuk specialis miszeres hattér. Alkalmazhatok biologiai mintdk, példaul vér, nyal és
vizelet vizsgalatara is, igy csOkkentve az invaziv eljarasok sziikségességét. Bar a biologiai
folyadékokban talalhato anyagok kimutatasa dontd jelentdségii lehet kiilonféle betegségek és
korképek vizsgalatdban (példaul a vizelet spermin (4) szintje alapjan torténd prosztatardk
elorejelzésnél [24]), ezt neheziti a jelenlévd tobb szaz, hasonld tulajdonsdgokkal rendelkezd
molekula, amelyek gyakran nyomnyi vagy mikromoléris mennyiségben fordulnak el [25].
Az ilyen bonyolult Osszetételli biologiai mintdk vizsgélata hagyomanyos modszerekkel
kihivast jelent, de a szenzormolekuldk sokoldalusidga lehetdvé teszi az egyes, figyelem
kozéppontjaban allo anyagok szelektiv kimutatasat mintaelOkészités nélkiil. Ezen feliil a
szenzormolekulék valos idejli elemzést biztositanak, ami lehetdvé teszi a bioldgiai folyamatok
allandé nyomonkovetését. Emellett példaul képalkotéasra is hasznalhatok [26], igy sejtszintli
felvételek készithetdk bioldgiai indikatorok szdveti eloszlasarol.

Ezen szenzormolekuldk miikodése molekularis felismerésen alapul, amelynek soran
jelet generdlnak az analit jelenlétében [25]. A szenzormolekuldnak rendelkeznie kell
kromogén vagy fluorogén tulajdonsdgokkal, amelyek az analit komplexdldasa sordn
megvaltoznak. Ez a valtozas példaként a fotofizikai tulajdonsdgokban egyszerli detektalast

tesz lehetoveé [27,28]. A legtdbb szenzormolekula a ,,k6t6dési hely - jelzéhely” megkdzelitést



alkalmazza, ahol kiilonallo egységek biztositjak ezeket a tulajdonsagokat. A mi esetiinkben a
receptoregység rendelkezik ezen tulajdonsagok mindegyikével, mivel a fluorofor egység a
koordinacids szféra részét képezi. Az analit komplexaldsa soran kozvetlen belsé toltésatviteli
(internal change transfer - ICT) folyamat révén a fluorofor emisszidja megvaltoztatasara
képes, szamos eldnyt kinalva mas modszerekkel szemben, mint példaul a gyors valaszidd,
nagy érzékenység ¢és konnyl szabalyozas [29].

A kromogén és fluorogén szenzormolekuldk kutatdsa és fejlesztése a biologiailag aktiv
molekulék észlelésére az utobbi években egyre nagyobb jelentdséggel bir. Ez kiilondsen igaz
azokban az esetekben, amikor az érzékelt molekulak dnmagukban nem rendelkeznek hasznos
UV-vis spektralis jellegzetességekkel. Szamos cikk szamol be 1j szenzormolekulakrol,
amelyek biogén aminok detektalasara alkalmazzék a kismolekulds kromoférok és fluoroforok
[30-34], szerves polimerek [35], koordinacids vegyiiletek [36] és nanorészecskék [37]
kolecsonhatésait. Az alifas biogén aminok szelektiv észlelése bonyolult a nagyfoku szerkezeti
hasonlosaguk miatt. A protonalt oligoaminok tobb pozitiv centrumot tartalmaznak, amelyek
mind potencialis kotohelyekként szolgalhatnak. Alifas jellegiik miatt nagy konforméacios
rugalmassaggal rendelkeznek, ami megneheziti az entropikus tag novekedését a koordinacid
soran. Ezen nehézségek miatt sok szenzormolekula csak korlatozottan képes
megkiilonboztetni a spermint (4), spermidint (3), kadaverint (2) és putreszcint (1) [33,38]. A
szakirodalom szerint csupan egyetlen kismolekulds fluoreszcens szenzormolekula létezik,
amely szelektiven képes detektalni a spermint (4) mdas analogonokkal szemben minimalis
vagy semmilyen vélaszt nem mutatva [34]. Ezen kis méretli szenzormolekuldk hasznalata
elony0s, hiszen egyszerli szerkezeti modositasokkal a vizsgdlni kivant analitra szabhato a
szelektivitasuk [39]. Altalaban olcson eléallithatok, toleransak a kiilonboz6 koriilményekkel
szemben, valamint a bioldgiai kdrnyezetekben fellépd kdlcsonhatdsok minimalisak. Emellett
kis molekularis méretilk megkdnnyiti a mintakba valo integralast.

Az oligoaminok mint a spermin és spermidin, vizsgalata iranti érdekl6dés a kutatoi
szféran kiviil is folyamatosan nd, az egyes bioldgiai folyamatokban jatszott fontos
szerepiiknek koszonhetden. E trend részeként a kozelmultban szdmos 0j termék jelent meg
tobbek kozt az Sigma Aldrich® (Merck) és mds vegyszergyartok kinalataban, amelyek
nemcsak a tudomanyos kozosség figyelmét keltették fel, hanem széleskorli alkalmazasi
lehetdségeik révén 1 tavlatokat nyitottak gydgyaszatban.

Kiemelked6é példa erre az Aldrich altal forgalmazott ,,BioTracker™ Spermine
Polyamine Green Fluorescent Live Cell Probe” [40]. Ez a kemoszenzor lehetévé teszi a

spermin valos idejli nyomon kovetését €l sejtekben. A késziilék fluoreszcens jeldléssel
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mukodik, amely a spermin molekuldk specifikus célzasara €és vizualizalasara szolgal. A
BioTracker™ alkalmazasaval a kutatok betekintést nyerhetnek a spermin altal kozvetitett
folyamatokba, és tanulméanyozhatjdk annak hatasat kiilonbozé sejtfunkciokra. A 3. abran

lathato a BioTracker™ mukodése.

3. 4abra
A kemoszenzorral detektalt seprminfelvételt folytato sejtek (a) és az ugyanigy

kezelt, de sperminfelvételiikben akadéalyozott sejtek (b) [40]

Hasonl6 termékek koz¢ tartozik példaul szintén a Sigma-Aldrich kinalatdban talalhato
~Polyamine Detection Kit”’, amely egy gyors és megbizhatdé mddszer a sejtekben taldlhato
poliaminok és oligoaminok azonositasara. A Sigma-Aldrich mellett mas cégek is kindlnak
hasonl6 eszkozoket, amelyek segitik a poli- és oligoaminok kvalitativ, illetve kvantitativ
meghatdrozasat. Egy masik figyelemre méltd termék a BioVision altal forgalmazott
»Polyamine Assay Kit,” amely ezen biogén aminok allati mintdkban vald kvantitativ mérésére
specializalodott. Utdbbiak bar nem kompakt késziilekek, de ugyanazon az elven miitkodnek.

A bemutatott eszkdzok nagyban hozzajarulnak a biogén aminokkal kapcsolatos
kutatasok fejléddéséhez, azonban viszonylag draga termékek. Az Aaltalunk fejlesztendd
szenzormolekula egyszerlien ¢és koltséghatékony modon kozkereskedelemben elérhetd
forrasokbol eldallithatdo, amelynek igényét a fent emlitett termékek iranti folyamatos
keresletnovekedés is mutatja. Kemoszenzorként vald alkalmazédsa hozzajarulhat a jelenleg
elérhetoknél olcsobb modszerek kidolgozasdhoz a spermin, tovabba mas oligoaminok
érzékeny ¢és szelektiv mérésére, lehetdséget teremtve a kutatok szdmara, hogy részletes

betekintést nyerjenek a sejtek biokémiai folyamataiba.



3.3 Korabbi oligoamin szenzormolekulak
Az elmult években fejlesztett, oligoamin-elemzésre alkalmas szenzorvegyiiletek
gyakran tartalmaznak karboxilcsoportokat, amelyek hidrogénkotésekkel vagy elektrosztatikus
kolcsonhatasokkal 1épnek interakcioba az aminokkal [41]. Korabban alkalmazott vegyiiletek
kozé tartoztak a karboxilcsoportokkal funkcionalt poli(tiofének) (9), amelyek szinvaltozas

mellett képesek az aminok kimutatdsara és azonositasara [42] (4. dbra).

COOH =2 i
A TR o, > \)}I
S ~» Az
9 n

4. abra

A karboxilcsoportokkal funkcionalt poli(tiofének) analit altal kivaltott

szinvaltozassal jard aggregacioja [42]

Ezenkiviil karboxilcsoporttal rendelkezd tetrafeniletiléneket (10,11,12, 1asd Sa. abra) is
alkalmaztak kordbban: ezek aggregaci6 hatdsara fényt kibocsatdo molekuldk, amelyek oldatban
nem emisszivek, viszont aggregalt vagy szilard allapotban intenziv fluoreszcencidt mutatnak
(5b. abra). Ez az intramolekularis rotacidos atmenetek korlatozasdnak koszonhetd, ami

megakaddlyozza a sugarzas nélkiili deaktivalast és a fluoreszcencia kioltasat [32,33].

a) a b) Ee(g- %mm(;l
w. & [

W
= Q: TFE
} 4 e : karboxil csoport

amin 2 Q%
R C

10 - R = COOH .(O’
11 - R = O, HgCOOH

12 - R = OCaHA0C:H.COOH

5. abra

A tetrafeniletilének (10,11,12) szerkezete (a), illetve a karboxilcsoportok kiilonb6z6o
aminokkal val6 hidrogénkotésének kialakuldsa utani fluoreszcencia-

intenzitdsnovekedeés sematikus rajza (b) [32]



Két karboxilcsoportot tartalmazo etinil-arént (13, lasd 6. abra) szintén sikeresen
alkalmaztak oligoaminok kimutatdsdra karboxilegységei révén, amely fluoreszcencia-

intenzitasnovekedéssel jaro jelet adott [39].

8] o]

OH HO

6. abra

A fluoreszcens két karboxilcsoportot tartalmazo etinil-arén szerkezete [39]

Tovabbi modszerek kozé tartozik az aggregacio révén miikodd kismolekulds amfifilek
alkalmazasa. Ilyen tipust vegyiiletek egyes fluoreszcens festékek, mint példaul a trinatrium-8-
hidroxipirén-1,3,6-triszulfonat, amely alkilezés hatasara ,,frusztralt” amfifillé alakul (14, lasd
7. 4bra). Késtereli és munkatarsai kimutattak, hogy ez az amfifil spermin (4) jelenlétében,
akér nanomoldris koncentraciok mellett is, fluoreszcencia-kioltast mutat, igy hatékony

spermin-szelektiv szenzormolekulaként miikodik [34].



; 2

7. abra
A Kostereli és munkatarsai altal eléallitott molekula (14), valamint a ,,frusztralt”

amfifil fluoreszcens kioltassal jaré micella képzése spermin jelenlétében [34]

Hasonlé mddszert dolgoztak ki Singh és munkatarsai, akik fluoreszcens festékként egy
perilén-diimid-szarmazékot (15, lasd 8. 4&bra) alkalmaztak, amely fluoreszcens

intenzitdsnovekedéssel jaro valaszt eredményezett [43].
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8. abra

A Sing ¢és munkatarsai altal eldallitott perilén-diimid-szarmazék szerkezete [43]

A 18-korona-6-éter tipusi makrociklusok képesek komplexet képezni protondlt és
semleges primer aminokkal egyardnt (a semleges aminok esetében jelentésen gyengébb
stabilitassal), hidrogénkotéseket alakitva ki a gazdamolekula nukleofil heteroatomjaival

[44,45] (9. 4bra).
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9. abra

A 18-korona-6-éter protonalt primer aminokkal alkotott komplexe

Ezen tulajdonsagaiknak koszonhetéen a koronaéterek kivaldéan alkalmazhatdk
protonalt amin-szelektiv eljardsokban, példdul ammoéniumsok melléktermékektdl valod
elvalasztasara [46], biogén aminok extrakcidjara [47], valamint kirdlis és nem kirdlis
aminosavak elkiilonitésére [48]. A koronaéterek sikerei az aminszarmazékok molekularis
felismerés alapjan torténd szelektiv szétvalasztdsdban arra utalnak, hogy ezek a
makrociklusok hatékony szenzormolekulék lehetnek biogén aminok kimutatasara és szelektiv
elvalasztasara egyarant [49]. Az oligoaminok ldnchossza, valamint aminfunkcidinak szdma
kozotti kiilonbségek az elvalasztds sordn jol kihasznalhatok két makrociklus egységet
tartalmazo koronaéterek alkalmazasa esetén, amennyiben ezek tobbpontos kodlcsonhatasok
kialakitasara képesek. Ilyen esetekben a két makrogytiriin beliil 1étrejovo hidrogénkdtéseken
kiviil egyéb kolcsonhatasok (példaul kation-z kolcsonhatas) is kialakulhatnak a heterociklus
alegységekkel, tovabb ndvelve a komplex stabilitasat.

Heteroaromas gytirivel rendelkezd koronaéterek protonalt primer aminokkal torténd
molekularis felismerésében altalaban az nagy eldnyt jelent, amikor az amin vendégmolekula
is tartalmaz egy aromas egységet. Ilyenkor a gazdamolekula és a vendégmolekula aromas
gytirtii kozott n-nt kolesonhatas johet 1étre, amely effektiv koordinaciot biztosit a komplexalas
soran (10. abra), ezzel hozzajarulva a komplex szerkezetének stabil térallasban torténd
rogzitésé¢hez [50]. Nitrogénatomot tartalmazé alegységek esetén, ez a heteroatom nagyobb
affinitdst mutat a hidrogénkotés kialakitdsara, mint a makrogylirli éteres oxigénatomjai, ami

tovabb fokozza a protonalt primer amin-szarmazékokkal 1étrejové komplex stabilitasat.
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10. abra
Egy heteroaromds egységet tartalmazo koronaéter lehetséges kolcsonhatasai aromas

részt tartalmazo primer amin vendégmolekuléval

Az akridinegységet tartalmazo6 koronaéterek esetén is fellép ez a m-m kdlcsonhatés és a
N-atommal kialakitott erds hidrogénkotés. Ezek tovabbi elénye a heteroaromés vaz
merevsége, amelynek tobbek kozt az enantiomer-megkiilonboztetés mértékének ndvelésében
is van szerepe kiralis molekuldk szelektiv detektdlasa esetén. Elonylik még a fluorofor és
kromogeén jellegiik, amelyeknek koszonhetéen komplexképzésiik fotofizikai modszerekkel is
vizsgalhatoak [51]. Ezen kiviil az akridinegységet tartalmaz6 makrociklusok képesek gyors
ioncserére ¢és fazistranszportra, igy idedlisak membrantranszport folyamatokhoz is. Az
akridingyliri tovabba jol szubsztitudlhatd, €s a szintetikus modositdsok altalaban nem
befolyasoljak a komplexképzési tulajdonsagokat, lehetdvé téve a szelektiv funkcionalizalast.

Korabban egyediil 7anima és munkatarsai mutattak be olyan két iireget tartalmazo
koronétert (11. abra), amelyet sikeresen alkalmaztak szenzormolekulaként a spermin

analogonok kimutatasara [30].
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11. abra

A Tanima és munkatarsai altal alkalmazott gazdamolekula

Tanima ¢és munkatarsai egy fenolftalein-szdrmazékot alkalmaztak, amely két
koronaéter egységet tartalmazott (16) és képes volt harompontos kolcsonhatasok révén
megkdtni a spermidint (3) és a spermint (4). A gazdamolekula (16) szerkezeti modositasaival
a szinvaltozasoson alapul6 valaszt fluoreszcens valassza tudtak alakitani. A gazdamolekuldk
fluoreszcenciakioltdst mutattak, ami kevésbé alkalmas a jelkioltds ¢€s a hattérzaj
megkiilonboztetésére. Nagy szelektivitast értek el a spermin (4) és a spermidin (3)
szinvaltozassal jaro komplexképzése soran a tobbi biogén aminnal szemben. A gazdamolekula
inaktiv maradt a triptaminnal (10 ekv.) €és a kadaverinnel (2) (10 ekv.) szemben, ugyanakkor
szinreakcidt mutatott, miutdn a spermint (4) adtak (<1 ekv.) ezekhez a zavar6 aminokhoz.
Ennek ellenére a spermin (4) és a spermidin (3) kozotti egyértelmii megkiilonboztetés nem
volt megvaldsithatd, mivel a komplexstabilitasi allandok (logK) értékei kozeliek voltak. A
spermidin (3) esetében a logK értékek 2,9 és 3,2 kozott, mig a spermin (4) esetében 3,4 és 3,6

kozott voltak, attol fliggéen melyik szarmazékat alkalmaztak a gazdamolekulanak.
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4. Eredmények és értékelésiik

4.1 A tervezett molekula
A tervezett bisz(akrino)-koronaéter (17, lasd 12. abra) feltehetéen nagy érzékenységii
szenzormolekulaként funkcional protonalt alifds biogén oligoaminok kimutatdsara ¢és képes

szelektiven megkiilonbdztetni a rovid és hosszu lancu oligoaminokat.

12. abra

Az Uj bisz(akridino)-koronaéter szerkezete

A gazdamolekula (17) két 18-korona-6-éter-tipusu makrogytiriit tartalmaz, amelyek
mérete pontosan illeszkedik a protonalt primer aminocsoportokhoz (rendre r (18K6) = 1,4 A
ést (—-NH3") = 1,42 A) [44,45]. Ez lehetévé teszi a stabil koordinaciot, hidrogénkotések révén
az elektrofil ammoniumion és a gazdamolekula nukleofil heteroatomjainak maganos
elektronparjai  kozott [50]. A molekula kedvezd fluoreszcens tulajdonsagokkal
(kvantumhatasfok [akridin, mint referenciavegyliilet ismert kvantumhatasfok értékébdl ¢ =
0,87, acetonitril], fluoreszcens életidd [t = 8,67 x 107 s, acetonitril, 25 °C, 107 M], Stokes
eltolodds [AL = 175,5 nm]) rendelkezik az akridinegységeinek koszonhetéen, és az
elektronkonjugacio6 révén mar egy makrociklus iireg betoltése is fluoreszcens valaszt valt ki. A
Tanima €és munkatérsai altal hasznalt gazdamolekuldkkal ellentétben [30] ez a molekula a
komplexképzést kisérd fluoreszcens intenzitdsndvekedést mutat. Habar mindkét
megkozelitésnek megvannak a maga eldnyei, altalaban az intenzitasnovekedéssel jard
fluoreszcens valaszokat részesitik eldnyben a fluoreszcens kioltassal szemben, ugyanis ezek
jelentdsen felerdsitik a fluoreszcencia jelet az analittal vald kotddéskor, ezéltal novelve az
érzékenységet. Ez az erdsités lehetdvé teszi az analit alsd kimutatasi hatdranak csokkentését,

valamint hatékonyan csokkenti a hattérzajt is, hiszen az interakcio alatt minimalis
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alapfluoreszcenciat biztosit, igy mérsékeli a minta egyéb komponenseinek zavard hatésait.
Ezek alapjan, mig az intenzitdsndvekedés esetében a jelképzés soran javul a jel-zaj viszony,
addig fluoreszcens kioltdsnal minél nagyobb a jel, annal rosszabb a jel-zaj arany [52].

Az akridinegység amellett, hogy kivalo fluorofor, merev konforméciot is biztosit.
Mivel a két gytrit akridinegységek kotik Ossze, a gylrikk kozti tavolsag optimalisan
illeszkedik a spermin (4) lanchosszahoz anélkiil, hogy jelentds szerkezeti torzulast okozna,
tovabba ezek az alegységek sikalkatuk révén stabilizaljdk a makrociklust. Ebben az
elrendezésben, ha a vendégmolekula protonalt lanckozi szekunder-amin funkcioval is
rendelkezik, a gazdamolekula akridinegységei tovabbi aromas m-kation kdlcsonhatas révén
elosegithetik a gazda—vendég komplex stabilizalasat. Az akridinegység nitrogénatomja
emellett nagyobb affinitdst mutat a hidrogénkdtés kialakitdsara, mint az éteres oxigénatomok,
ezzel tovabb novelve a protonalt primer amin szarmazékokkal kialakitott komplex stabilitasat

[50].

4.2 Az uj gazdamolekula szintézise
Jelen munkéban két kiilonbozd eljarast mutatok be a 17 gazdamolekula szintézisére és
demonstrdlom annak szenzormolekulaként vald alkalmazhatdsagat analitikai vizsgélatokkal és
szamitogépes kémiai szimuldcidkkal kiilonféle biogén és nem biogén mono- és oligoaminok,

igy példaul a spermin (4) €s a spermidin (3) esetében.

Az 1) makrociklus (17) szintézisét a kereskedelmi forgalomban kaphato, viszonylag
olcso 3-metoxibenzoesavbol (18) kiindulva végeztem, amelyet tobb 1épésben 4,5-dimetoxi-
akridonna (19) alakitottam (13. &bra) a szakirodalomban mar korabban ismertetett moédon
[53], kisebb valtoztatasokkal. A szintézis elsd 1épéseként a 3-metoxibenzoesavat (18) nitralva,
2-es helyzetben egy nitrocsoportot alakitottam ki. A reakcid sordn a nitrocsoport a 2-es €s a
kedvezményezettebb 4-es helyzetbe is kertilhet, valamint dinitro-melléktermeék is képzddhet.
A melléktermékek képzddését a nitralds kiilonbozd oldoszerekben torténd elvégzésével
probaltam csokkenteni. Bar az egyszeresen nitralt termékek aranyan nem sikeriilt valtoztatni,
50-50 térfogatszazalékos nitrometan-ecetsavanhidrid elegyben dinitro-melléktermék nem
keletkezik, mert az egy nitrocsoportot tartalmazod szarmazékok kivalnak az oldatbol. A
nitrocsoportot katalitikus hidrogénezéssel aminocsoportra cseréltem (20), majd ebbdl 2-
bromanizollal reagaltatva, egy Ullmann-reakcioval kapcsoltam hozza a masodik
metoxicsoportot tartalmazé aromds gylrit. Végil a difenilamin-szarmazékbol (21)

polifoszforsavval torténd gytriizdrassal kaptam meg a 4,5-dimetoxiakridont (22).
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13. abra

A 4,5-dimetoxiakridon (22) kulcsintermedier eléallitasa

A 4,5-dimetoxiakridont (22) foszfor-pentakloriddal és foszforil-kloriddal a megfeleld

klérakridin-szarmazékka (23) alakitottam egy korabban leirt modszer alapjan [54], azonban

javitott feldolgozéssal (14. 4bra). A reakcidelegyrdl leparoltam a foszforil-klorid nagy részét,

mielott azt a trimetil-amin oldataba Ontottem volna. Ezzel a moddositassal csokkentettem az

eredeti modszerhez sziikséges nagy feleslegben hasznalt trimetil-amin ¢€s diklormetan

mennyiségét, valamint tisztabb termékhez jutottam.

A kloérakridin-szarmazékot (23) ezt kovetden Kharasch-tipusi keresztkapcsoldsi

reakcionak vetettem ala,

dilitium-tetrakloro-kuprat ¢és

palladium-acetat katalizatorok

jelenlétében, fenil-magnézium-bromiddal. A vart fétermék a 9-fenil-szdrmazék (24) volt (14.

abra).
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14. abra
A 9-klor-4,5-dimetoxiakridin (23) eléallitasa és a Karasch-tipusu kapcsolasi reakcio,
annak kivant terméke (24), valamint a melléktermék (25) () vegyiiletek pirossal

jeldlve)

Bar a vart terméket nem sikeriilt eldallitani, melléktermékként sikeresen izolaltam a
4,4'5,5'-tetrametoxi-9,9'-biakridint (25) igen jo, 71%-os termeléssel. A melléktermék
azonositasa utdn megallapitottam, hogy az alkalmas prekurzor lehet a biszmakrociklus (17)
szintézis€éhez (15. abra). A tetrametoxi-biakridin (25) metilcsoportjait piridinium-kloriddal
eltavolitva a tetrahidroxi-biakridint (26) kaptam. A tetrahidroxi-szdrmazékot (26) tetraetilén-
glikol-ditozilattal makrociklizaltam dimetilformamidban, kalium-karbonat bazis jelenlétében,
aminek eredményeként a biszmakrociklus (17) képz6dott (15. abra). Az izolalas utani hozam
alacsony volt (6%), ami gyakori az ilyen tipusu reakciokndl, kiilondsen ebben az esetben,
ugyanis a makrociklus gylriii tobbféleképpen zarodhatnak. A fébb melléktermékek kozé
tartoztak olyan vegyiiletek, amelyekben a ditozilat két kiilonb6z6é akridin alegység
hidroxilcsoportjaival Iépett reakcidba, illetve olyan részlegesen reagalt vegyiiletek, ahol csak
egy gylrt zarddott be. Tovabbi, kisebb mértékben képzddott melléktermékek kozé tartoznak
az olyan vegyiiletek, ahol a ditozildt csak egy hidroxi-csoporttal reagalt, illetve azok,
amelyeknél két kiilonboz6é biakridin molekula hidroxilcsoportjaival tortént reakcid és nem

alakult ki gytird.
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15. abra

A bisz(koronéter) (17) eldallitasa: a tetrametoxi-biakridin (25) demetilezése, majd a

makrociklizacio (az 0j vegyiiletek pirossal vannak jelolve).

Egy masik mddszert mutat be a biszmakrociklus (17) szintézisére a 16. dbra, ahol
kiindulasi anyagként egy korabban mar eldallitott akridono-koronaétert (27) hasznaltam [55].
Az akridino-koronaétert (27) foszfor-pentakloriddal foszforil-kloridban reagaltattam, melynek
eredményeként a klorakridino-koronéter (28) képzddott (habar 6nmagéban a foszforil-klorid
is elegendd lenne, ebben az esetben foszforsav képzddne a reakcid soran, ami a termelés
csokkenéséhez vezet; ezzel szemben a foszfor-pentakloridbol csak foszforil-klorid képzddik a
reakcio soran igy ebben az esetben jobb termeléssel hajthato végre a reakcio). A klorakridino-
koronétert (28) cinkporral, terc-butilbenzolban végzett kapcsolasi reakcidval alakitottam at a

biszmakrociklussa (17), 7%-os termeléssel.

o} Cl
~
| =
! N ) PCls/POCl; ! N ) Zn
E ] 80°C [ j BuPh
80°C
0 0 0 o)
Lo/ Lo/
27 28 (97%) 17 (7%)

16. abra
Optimalizalt szintézis a korabban ismertetett klorakridino-koronaéter (28)
eldallitasahoz €s a 17 bisz(koronaéter) eldallitasa egy kapcsolasi reakcidval (0j

vegyliletek pirossal jelolve).

Az eljards célja egy jobb reakcioit kidolgozasa volt az 1) bisz(koronaéter)

eléallitasahoz, hiszen a 15. dbran bemutatott makrociklizaci6 sok mellékterméket és nehéz
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tisztitast, valamint alacsony termelést eredményez. Habar a legtobb makrociklizaciés reakcio
alacsony termeléssel jar, ez egy gylri eldallitasa esetén mégis jelentésen nagyobb hozamot
jelent hiszen kevesebb melléktermék képzddhet. Ennek megfelelden feltételeztiik, hogy a
gyuri kialakitdsa, majd a két koronaéter Osszekapcsolasa lenne az optimalis Ut a
gazdamolekula eldallitasara.

A reakcié alacsony termelésének valoszinli magyarazata, hogy a klorakridino-
koronaéter (28) képes koriilbeliil 4 mél viz komplexélésara (a nyerstermék "H-NMR [CDCls]
spektruma alapjan). A viz koordinalasa az {iiregben gyakori jelenség a makrociklus
analogonok korében [56]. Ebben az esetben a kapcsolasi reakcid soran a viz
dekomplexalodik, ami a klorvegyiilet (28) hidroliziséhez vezet ¢s a megfeleld
akridonszarmazék (27) keletkezik melléktermékként. Megkiséreltem a viz eldzetes
dekomplexaldsit a klorvegyiilet (28) aluminium-oxiddal toltétt oszlopon torténd
atengedésével, azonban egy mol viz mindig komplex forméban maradt még tobbszori
atengedés utan is, ami csokkentette a 17 makrociklus termelését. Egyéb modszereket nem
alkalmaztam a komplexalt viz eltavolitasara a klorvegyiilet (28) alacsony stabilitdsa, valamint

kémiai vizelvonodszerek esetén a nyerstermék tisztitdsdnak megnehezitése miatt.

4.3 A koronaéter—oligoamin komplexek in silico szerkezetoptimalizalasa

A gazdamolekula és a vizsgalt oligoaminok kozotti kolcsonhatasok megértése
érdekében molekulamodellezést alkalmaztunk. A 17 molekula, sperminnel (4), spermidinnel
(3), norspermidinnel (5) és a szintetikus analogon N,N'-bisz-(2-aminoetil)-propan-1,3-
(DFT) szdmitasokkal hatdroztuk meg.

Minimalis energiaszintjén a 17 gazdamolekula teljesen nyujtott konformaciot vesz fel
(17. abra). Az akridinegységek sikalkata megmarad és a koronaéter gytirliinek kézéppontjai az
aromas sikok kozelében helyezkednek el. Az akridinegységeket Osszekotd kotés mindkét
aromas sikba illeszkedik, igy a két gylirli k6zo6tt nem tapasztalhat6 elhajlés. A gazdamolekula
(17) modellezése soran meghatarozott egyensulyi konformécié jO 0Osszhangban van a
biakridineknél megfigyelt konformaciéval [57], ahol az akridinegységek sikjai kozotti szog

nagyjabol 80 fokos.
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17. abra

A 17 gazdamolekula optimalis geometriai szerkezete DFT-szamitasok alapjan. (A

sziirke, piros ¢és kék atomok rendre a C-, O- és N-atomokat jelolik).

A bisz(koronaéter) (17) molekula sperminnel (4) alkotott komplexének optimalizalt
szerkezete (18. abra) négypontos kolcsonhatast feltételez. A koronaéter gyulriii a spermin (4)
protonalt primer aminocsoportjaival 1épnek kodlcsonhatasba, hidrogénkotéseket kialakitva a 7.
¢s 13. pozicidban 1évd oxigénekkel, valamint az akridinegységek nitrogénjeivel. A protonalt
szekunder aminok az akridinegységek kozelében helyezkednek el, és mindkét rész kation—n
kolesonhatasokat alakit ki az akridingytirikkel. A modell alapjan a spermin (4) lanchossza
mindkét koronaéter-gylirli az akridinegységek aromas sikjaban fekszik. Az akridinegységek

sikjainak torzids szogében valtozas figyelheté meg a spermin (4) koordinécidja soran.

18. abra

A DFT-moddszerrel optimalizalt geometria a 17 gazdamolekula sperminnel (4) alkotott
komplexében. (A sziirke, piros €s kék atomok a C-, O- és N-atomokat, mig a sarga és
z0ld szaggatott vonalak a hidrogénkdtéseket és a kation—n kdlesonhatasokat jeldlik.)
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A 17 bisz(koronaéterrel) alkotott komplexben a spermin (4) termindlis protonalt
primer aminocsoportjai kozott 12,2 A tavolsdg mérhetd (19a. 4bra). Nyilvanvald, hogy a
kotott spermin geometridja nagyon kozel all és jelentds atfedésben van a molekula minimalis

energiaszintli konformerével, azaz a spermin struktarajaban csak minimalis fesziiltség 1ép fel

a 17 gazdamolekuldhoz val6 kétodés soran (19b. abra).

19. abra
A spermin termindlis protonalt primer aminocsoportjai kdzotti tavolsag a 17
bisz(koronaéterrel) alkotott komplexben, amelyet lila szaggatott vonal jeldl: (a) a spermin 17
gazdamolekuldhoz (sarga) kotott konformécioja és a spermin lokéalis energiaminimumahoz

tartoz6 konformere, amely a Schrodinger "MacroModel Minimization" funkcidjaval késziilt

(z61d): (b).

A spermidinre (3) és norspermidinre (5) meghatarozott optimalis koordinacioju
komplexekben (20. abra), a protonalt szekunder amin rész mindkét akridinegységgel kation—n
kolcsonhatasokat alakit ki, mig a protonalt primer aminocsoportok a koronaéter gytiriik
heteroatomjaihoz kapcsolodnak. A rovidebb lanchosszak miatt legaldbb az egyik koronaéter
gytirtinek el kell fordulnia az akridinegység sikjabol, hogy kotddhessen a protonélt primer
aminocsoportokhoz. A spermin (4) esetében mindkét protonalt primer aminocsoport idealis
pozicidoban van a koronaéter gytrtivel valé koordinaciohoz, azonban a norspermidin (5)
rovidebb lanca miatt egy hidrogénkotés hidnyzik a gylirik heteroatomjaival, mivel a
lanchossz nem ¢éri el az idedlis tavolsagot a koordinacidhoz. Az akridinegységek torzulést és

hajlast mutatnak a komplexalatlan gazdamolekula optimalizalt szerkezetéhez képest.
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20. abra
A 17 gazdamolekula spermidinnel (3): (a,b) és norspermidinnel (5): (c,d) alkotott

komplexeinek DFT segitségével meghatarozott kiilonb6zd szogekben elforgatott optimalis
geometridi. (A sziirke, piros és kék atomok rendre a C-, O- és N-atomokat, mig a sarga és z6ld

szaggatott vonalak a hidrogénkdotéseket és a kation—mn kolcsonhatasokat jelolik.)

Az N,N'-bisz-(2-aminoetil)-propan-1,3-diamin (30) koordinaciés komplexében a két
protonalt primer aminocsoport a koronaéter gyiiriik belsejében helyezkedik el, azonban csak
egy kation—r kolcsonhatas figyelhetdé meg az egyik akridinegységgel, annak ellenére, hogy a

30 molekulanak két protonalt szekunder aminocsoportja van (21. abra).
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21. abra

A 17 gazdamolekula protonalt N,N’-bisz-(2-aminoetil)-propan-1,3-diaminnal (30) alkotott
komplexének DFT segitségével meghatarozott optimalizalt geometridja (A sziirke, piros és
kék atomok rendre a C-, O- és N-atomokat, mig a sarga és zold szaggatott vonalak a

hidrogénkotéseket és a kation—n kolesonhatasokat jelolik.)

A protonalt aminocsoportok tavolsaga nem idealis ahhoz, hogy egyszerre két kation—nt
kolesonhatést alakitsanak ki. Az akridinegységek torzioja figyelheté meg, valamint jelentOs
hajlas tapasztalhat6 az aromas sikok ko6zott a szabad bisz(koronaéter) (17) szerkezetéhez

képest.

4.4 Spektroszkopiai vizsgalatok az oligoamin-felismerésrol

A 17 gazdamolekula és a protonalt oligoaminok kozotti molekularis felismerést
fluoreszcens spektrofotometrids titralasokkal is vizsgaltuk. A mérések céljai kozé tartozott a
szamitogépes modellezéssel eldre jelzett komplexképzdédési tulajdonsdgok megerdsitése.
Ugyanakkor a kisérleti eredmények feltarhatnak olyan fontos eltéréseket €s hatasokat,
amelyek a gyakorlatban meghatiroz6 szerepet jatszanak, de szamitogépes kémiai
modszerekkel nem josolhatok meg. Tovabbad az elméleti ¢és kisérleti moddszerek
Osszehasonlitdsa lehetdséget nyUjt arra, hogy a mar feltart dsszefiiggések eddig még nem
vizsgalt potencialis vendégmolekuldkra is kiterjeszthetdek legyenek.

A titralasokat szerves oldoszerben, vagy 1:1 aranyu acetonitril:desztillalt viz elegyben
végeztiik. (Tisztan vizes kdzeg nem volt alkalmazhaté a gazdamolekula rossz oldhatdsaga
miatt.) Az analitoldatokat Hamilton-fecskenddvel adtuk hozzd a gazdamolekula 107 M

acetonitriles oldataihoz. Az amin vendégmolekuldk teljesen protonalt formaban voltak jelen a
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vizben (hiszen pKa értékeik ~ 8-10 koriil mozognak). Félig vizes kdzegben végzett titralasok
esetén az aminok HCI-s6i keriiltek felhasznaldsra, mig a vizmentes szerves olddszerben
végzett titralasok sordn a megfeleld semleges aminok acetonitriles oldatai lettek hozzaadva a
gazdamolekula oldatahoz.

A molekuléris felismerési vizsgalatokat kivalasztott, kereskedelmi forgalomban
kaphatd mono- és oligoamin szarmazékokon (1, 3, 4, 5, 29, 30) végeztiik, amelyek nagy része

biologiailag is relevans vegyiilet. A vizsgalt anyagok képletei a 22. abran lathatok.

HaN. o~~~ NH, Putreszcin - 1 HgN/\/\H/\‘/\NW Norspermidin - 5

H
HzN'\/‘\/N\/‘\./\NH2 HZN/\\/\\

Spermidin - 3 n-butil-amin - 29

H H H
H2N\/\/N\/\/\N/\/\ NH, Spermin-4 HZN/\\/N\/~\/N\/\|\|H2 N,N'-bisz-(2-aminoetil)propan-1,3-diamin - 30
H

22. abra

A spektrofluorimetrids molekularis felismerési vizsgéalatokhoz felhasznélt mono- és

oligoamin vendégmolekuldk

A spektrofluorimetrias titralasokat a vendégmolekulak széles
koncentraciotartomanyaban végeztiik el. Az aminok felismerése sordn a gazdamolekula
szerkezeti preferencidjanak és komplex-sztochiometridjanak meghatarozasa és a stabilitasi
allandok kiszamitasa érdekében globalis nemlinearis regressziot alkalmaztunk a titralasi
adatsorokon. A modellek illeszkedésének megfeleldségét statisztikai F-probaval ellendriztiik.
A regresszios modszerekkel kapcsolatos részletes informéciok a Kisérleti részben (5. A

kisérletek részletes leirdsa) talalhatok. Az eredmények a 23-25. abrakon lathatoak.
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23. abra

A 17 vegylilet mono- és diaminokkal végzett titralasanak fluoreszcens emisszios
spektrumsorozata (bal oldalon) és a hozza tartozé globalis nemlinedris regresszio a
vendégmolekulak koncentracidjanak fliggvényében (jobb oldalon) [(a) butil-amin (29); (b)
putreszcin (1)].
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24. abra

A 17 bisz(koronaéter) triaminokkal végzett titralasanak fluoreszcens emisszios
spektrumsorozata (bal oldalon) és a hozza tartozé globalis nemlinearis regresszios
gorbe a fluoreszcencia emisszids adatsor alapjan a vendégmolekulak
koncentracidjanak fiiggvényében (jobb oldalon) [(a) norspermidin (5); (b) spermidin

3]
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25. abra
A 17 bisz(koronaéter) tetraaminokkal végzett titralasanak fluoreszcens emisszios
spektrumsorozata (bal oldalon) és a hozza tartozo globalis nemlinearis regresszios
g(irbe a fluoreszcencia emisszios adatsor alapjan a Vendégmolekulék

crer

propandiamin (30); (b) spermin (4)].

A titralasi adatokon végzett regresszios elemzések alapjan kapott komplex-sztochiometria
és a stabilitasi allandok szamitasanak eredményeit az 1. tdblazatban foglaltam 0Ossze. A
komplex sztochiometriak nincsenek kiilon feltiintetve a tablazatban, mivel minden esetben 1:1
aranyt, majd egy kovetkezd 1épésben 1:2 aranyu (gazda-vendég) komplexek képzodése volt
megfigyelhetd. Ez nem meglepd, hiszen a gazdamolekula két makrociklust tartalmaz fo
kotohelyekként, ezen kiviil egyéb lehetdségeket is kinalva tovabbi intermolekularis nem-
kovalens kotderOk kialakitasara. Ennek megfeleléen nyilvanvalo, hogy az eltérd
sztochiometridji koordinaciok esetében fellépd kooperativitds jelentdés hatassal van a

komplexképzddési egyensulyra.
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1. Tablazat: A szamitott komplexstabilitasi allandok és a kotédésbeli kooperativitas a
konszekutiv amin-koordinaciohoz tartozo 1:1 és 1:2 (gazda-vendég)-komplexek

kialakulésa soran

Kooperativitasi
effektus a
Amin vendégmolekula ! logKi?  logKa?3
komplexképzés
soran *
n-butil-amin (29) 2,1+0,2 <<20 nem-kooperativ
putreszcin (1) 2,6+0,2 <<20 nem-kooperativ

N,N’-bisz(2-aminoetil)
o 37+0,2 3,0+0,2  nem-kooperativ
-1,3-propandiamin (30)

norspermidin (5) 51+0,1 45+0,1 nem-kooperativ
_ negativ kooperativitas
spermin (4) 53+0,1 44+0,1
(2 =10,6)
spermidin (3) 55+0,1 48=+0,1 nem-kooperativ

1 HCI s6 forméjaban hozzdadva a vizes oldathoz (ahol minden aminocsoport teljesen protonalt és C1™ ellenionnal
rendelkezik.) > Az 1:1 aranyu (gazda-vendég)-komplexek stabilitasi allanddja a koordinaci6 elsé 1épéseként. 3 Az
1:2 aranyt (gazda-vendég)-komplexek stabilitasi allanddja a koordindcié masodik 1épéseként. 4 Szakirodalom
[57] alapjan szamolva, ahol K; = 4-K> konszekutiv, nem kooperativ kotédést jelent, mig az o a kooperativitas

mértékét fejezi ki.

A szamitasok alapjan a kovetkezd stabilitdsi sorrend allapithatdé meg:
spermidin~spermin (3, 4) > norspermidin (5) > N,N’-bis(2-aminoetil)-1,3-propandiamin (30)
> putreszcin (1) > n-butil-amin (29). A legtobb esetben nem 1épnek fel kooperativ hatasok,
mivel a gazdamolekula homotrdp rendszert alkot két szerkezetileg ekvivalens koétohellyel.
Mivel a gazdamolekula két makrociklus gytirije egymastol elkiiloniil, az egyik gyiiri
elfoglalasa gyakorlatilag nem befolyasolja a masik koordinacios képességét, igy legfeljebb két
vendég aminmolekula képes egyidejiileg ¢és fliggetlentil kotddni. Az elsé komplexalt
aminmolekula rogzithetd tovabbi, nem kovalens kdlcsonhatasokkal a komplexen beliil, igy az
ehhez tartoz6 logKi értékek magasabbak lesznek. A masodik aminmolekula koordinacidja
azutan kezdddik, hogy a gazdamolekula kialakitott egy 1:1 sztdchiometridju komplexet, tehat
konszekutiv kotddési folyamatrol van szo. Ezt a viselkedést a megfigyelt spektralis valtozasok

is alatamasztjak, ugyanis az 1:2 komplexek a masodik koordinacios 1épésnél ellentétes iranyu
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spektralis  valtozast okoznak. Ez a jelenség valoszinlileg az elsd koordinalt
ammoniumegységgel 1étrejott kation-m kolesonhatas(ok) megsziinésének és a tavolabbi
akridingytiri jelenlétének tulajdonithatdo a masodik makrociklusos iireg elfoglalasakor.
Ugyanakkor a kation-mt kolcsonhatas jelentésen gyengébb, mint a makrociklus iiregben 1évo
harompontos hidrogénkotés, igy az elsé vendégmolekula komplexalasa nem akadalyozza
lényegesen a masodik vendégmolekula befogadasat.

Az egyetlen kivétel kooperativitads szempontjabol a spermin (4) komplexalasanak
soran lépett fel, ahol a regresszids elemzés negativ kooperativitast mutatott ki a masodik
vendégmolekula koordinalasa soran [1:2 (gazda-vendég) komplex-sztéchiometria]l. Ez a
spermin (4) nagyobb lanchosszanak tulajdonithaté a t6bbi oligoamin analogonokhoz képest,
amely lehetévé teszi, hogy az ellenoldali terminalis protonalt primer aminocsoportja a
masodik makrociklus gylirth6z kapcsolddjon anélkiil, hogy jelentds szerkezeti torzulast
okozna (lasd 18. abra). Bar az els6 ammoniumcsoport komplexaldsa akadalyozza a masodik
csoportot abban, hogy a masik makrociklus gytri iiregébe illeszkedjen, ugy tiinik, hogy ez
csak enyhe hatas, mivel a versengé tovabbi vendégmolekulak képesek lehetnek kiszoritani a
korabban komplexalt csoportot a makrociklus-tiregek egyikébdl.

Ez utobbi jelenség nem fordulhat el rovidebb lanct aminok esetében, mert az 1:1
kezdeti sztochiometria esetén a kettés kotddésessel jard komplexalas a gazdamolekula
szerkezetének konformacios torzulasat okozza, amely soran a koronaéter gytriik kissé egymas
felé mozdulnak el. Ennek eredményeként csokken a komplex kinetikai stabilitdsa, amit a

modellezés is alatdmaszt (26. dbra).

gyors részleges
dekornplexalis

zzarkezetilar torzult kemples szerkarehlaz relayilt komplex

26. abra
Az 1:2 (gazda-vendég) sztochiometriaju komplexek csokkent kinetikus stabilitasa a

spermidin (3) koordinalasanak példajan

Végiil az egyik terminalis primer ammoniumcsoportot elengedi a makrociklus gytiriik

egyike, amit a gazdamolekula konformacios relaxacioja kovet. A modellezésnek megfeleléen
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a masik terminalis primer ammo&niumcsoport a gylrii iiregében marad a komplex részleges
kooperacios effektus hianyat az 1:2 (gazda-vendég) ardnyu komplexek képzddése soran, a
sperminnél révidebb lanct aminok esetében.

Mas sztochiometridju komplexek képzddését nem figyeltiik meg. Ez nem meglepd,
mivel két protonalt aminrésznél tobb csak kation-m kolcsonhatasok révén koordinalhato a
szabadon hozzaférhetd heteroaromas régiokkal. Mivel a 18-korona-6-éter-tipusti gytri lirege
pontosan illeszkedik a primer ammoéniumion méret¢hez [44,45], a vendégmolekula
akridinegységekhez valo kozelitésekor csak a harompontos hidrogénkdtésnél gyengébb
kolesonhatasok johettek 1étre.

A masodik 1épésben kialakuldé komplexek stabilitasi allanddi kisebbnek bizonyultak,
mint az 1:1 aranyt komplexé, ami szintén megfelel a konszekutiv kotédési modellnek.
Azokban az esetekben, amikor a logK értékek nem érték el a 2,0-t, a titralasi adatsorokon
alkalmazott illesztési modszerek bizonytalansaga jelentésen novekedett, igy pontos stabilitasi
értékeket nem lehetett meghatarozni. Azonban ezeknek az instabil komplexeknek a
kolcsonhatasai tal gyengék ahhoz, hogy barmilyen gyakorlati alkalmazasban hasznalhatok
legyenek.

Néhany stabilitasi allando igen stabil komplexalasra utal a reverzibilisen
komplexalodo gazda és vendégmolekulak kozott (logK>5). Bar az alifas oligoaminok magas
foku konformécios szabadsaga az entropia szempontjabol nem kedvez a komplexalasnak, a
tobb protonalt aminrész és az elektronban gazdag akridinegységek hatékonyan stabilizaljak a
komplexet azaltal, hogy novelik a koordinativ kdlcsonhatdsok szamat.

Az els6 vizsgalt amin a butil-amin (29) volt, amely az oligoaminok legegyszeriibb
szerkezeti alegysége. Ebben az esetben csak a vendég primer ammoniumcsoportjanak
komplexalasa torténhet meg a gazdamolekula gytiriijével. Az irodalmi analogiak szerint [50] a
komplexben harompontos hidrogénkdotés alakul ki a vendégmolekula ammoniumprotonjai,
oxigénatomja kozott. Nyilvanvald, hogy a gazdamolekula merev szerkezete miatt csak egy
makrociklus iireg vehet részt a komplexalasban. Ennek megfelelden jelentdsen kisebb
komplexstabilitasi allandé vérhatd, mint az oligoaminok esetében. Ahogy ndoveljik az
oligoamin ldnchosszat, tovabbi kolcsonhatasok lehetdsége nyilik meg. A komplexalt primer
ammoniumcsoportokon  kiviill a protonalt szekunder amin részek egy vagy két

akridinegységgel alakithatnak ki kation-n kolcsonhatdsokat, az oligoamin lanchosszatol
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fliggben. Ezzel parhuzamosan a megfeleld komplexek stabilitdsa folyamatosan novekszik
(lasd 1. tablazat).

Tovabba, meghatiroztuk a stabilitdsi allandokat protondlatlan aminokkal végzett
titralassal is. JOl ismert, hogy a pozitiv toltés hidnya kisebb komplexstabilitasi allandot
eredményez, ha a koordinacio egyaltalan fellép [44,45]. Mivel az akridinegységek delokalizalt
n-elektronrendszerével 1étrejové tovabbi koordinativ kolcsonhatdsok is hidnyoznak, az
eredmények nagysagrendekkel kisebb stabilitasi dllandokat mutattak (2. tablazat).

Fontos megjegyezni, hogy a viznyomok jelenlétét nem tudtuk teljesen kizarni,
valamint, hogy a titralasi kisérleteket nem inert légkorben végeztiik. Habar a protonalatlan
vendégmolekuldk részleges protondlodasa bekovetkezhetett, ezek a kisérletek becslésként
szolgalhatnak a viz mas olddszerekkel vald helyettesitésének hatasaira. Megéallapithatd, hogy
a nem protondlt aminszarmazékok stabilitasi allanddinak értékei legalabb egy nagysdgrenddel
csokkentek. Ugyanakkor ezeknek a bioaktiv molekuldknak a vizmentes kozegben torténd

vizsgélata a gyakorlatban ritkan relevans.

2. Tablazat: A szamitott komplexstabilitasi allandok és a kotddésbeli kooperativitas a
konszekutiv amin-koordinaciohoz tartozo 1:1 és 1:2 (gazda-vendég)-komplexek

kialakulésa soran protonalatlan aminok esetében

Amin vendégmolekula® logK1 2 logKa 3 Kooperativitasi effektus

a komplexképzés soran*

n-butil-amin (29) 1,5+0,2 <<15 nem kooperativ
putreszcin (1) 1,7+0,2 <<1,7 nem kooperativ
N,N’-bisz(2-aminoetil) 2,0+0,2 <<2,0 nem kooperativ

-1,3-propandiamin (30)

norspermidin (5) 2,840,2 <<2,0 nem kooperativ
spermin (4) 4,440,1 3,6:0,1 negativ kooperativitas
(0=0,6)
spermidin (3) 4,840,1 4,240,2 nem kooperativ

1 Acetonitriles oldatban, protonalatlan, aminforméaban adtuk hozza.?2 A komplex stabilitasi allanddja 1:1
(gazda:vendég) sztochiometriaji komplexek esetében a koordinacio elsd lépéseként.® A komplex stabilitdsi
allando 1:2 (gazdat:vendég) sztdchiometriaji komplexek esetén a koordinacié masodik 1épéseként.* [58] szerint

szamitva, ahol K; = 4K nem kooperativ konszekutiv kotésre utal, mig a a kooperativitas mértékét fejezi ki.
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5 A Kisérletek részletes leirasa

5.1 A felhasznalt anyagok, preparativ eljarasok és az uj vegyiiletek karakterizalasa

A kiindulasi anyagokat és reagenseket a Sigma-Aldrich cégtél (USA, a Merck,
Darmstadt, Németorszag tulajdona) vasaroltuk és tisztitds nélkiil hasznaltuk fel, hacsak
masképp nem jeleztiik. A vékonyréteg-kromatografiahoz (VRK) Silica Gel 60 F254 (Merck,
Darmstadt, Németorszag) ¢és aluminium-oxid 60 F254 semleges tipusu E (Merck,
Németorszag) lapokat hasznaltunk. Minden reakciot VRK-val kovettiink, és a vegyiiletek
foltjait UV-lampaval tettiik lathatova. Az oszlopkromatografidhoz szilikagél 60 (70-230
mesh, Merck) és aluminium-oxid 60 F254 semleges tipusi E (Merck, Németorszag)
allofazisokat alkalmaztunk. A preparativ vékonyréteg-kromatografias (PVRK) tisztitdsokat 2
mm vastagsagu szilikagél 60 F254 (Merck, Németorszag, cikkszam: 1.05744) vagy 0,25 mm
vastagsagu aluminium-oxid 60 F254 semleges tipusi E (Merck, Németorszag, cikkszam:
1.05727) lemezeken végeztiik. A beparlast csokkentett nyomason végeztiik, hacsak masként
nem jeleztiik. Az eluensek oldoszerardnyait térfogatban (mL/mL) adtuk meg.

Az 1j vegyiileteket fizikai allandoik alapjan jellemeztiik, mint példaul az olvadaspont,
vékonyréteg-kromatografias retencios faktor (Ry), IR, 'H-NMR ¢és *C-NMR spektroszkopia,
valamint HRMS spektrometria. Az olvadaspontokat Boetius tipusii mikro-olvadaspont mérd
késziiléken hatdroztuk meg. Az infravords spektrumokat Bruker Alpha-T FT-IR
spektrométerrel (Bruker Corporation, Billerica, MA, USA) régzitettilk. A 'H- (300 MHz) és
BC- (75 MHz) NMR spektrumokat Bruker 300 Avance spektrométeren (Bruker Corporation,
Billerica, MA, USA) vettiik fel. A 'H- (500 MHz) és *C- (125 MHz) NMR spektrumokat
Bruker DRX-500 Avance spektrométeren (Bruker Corporation, Billerica, MA, USA)
készitettiik. A HRMS elemzést 1ézeres gyors elparologtatasti ionizacios tomegspektrometrias
(LA-REIMS) rendszeren végeztik. A LA-REIMS technologia kozvetlenil elemzi az
aeroszolokat, amelyeket 1ézerrel generalnak (OPOTEK OPO lézer, A = 2940 nm, 5 mJ/pulzus,
20 Hz, 6 ns pulzusszélesség). Az aeroszol ezutan a REIMS ionforrdsba jut. A
tomegspektrométerbe vald belépés elott a generalt g6z propan-2-ollal keveredik, amely
leucin-enkefalint tartalmazott, mint rogzitett tomegii referenciaanyagot. A leucin-enkefalin
koncentracidja 0,5 ng/mL volt, a folyadékaramlasi sebesség pedig 0,15 mL/perc. A nyers
adatokat egy Xevo™ G2-XS TOF-MS (Waters Corporation, Wilmslow, UK) késziilékkel
rogzitettilk. A spektrumokat pozitiv ion méddban vettiik fel. A rogzitett tartomany 50-1200
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m/z volt, 0,5 s/scan sebességgel. Az adatok feldolgozasahoz a MassLynx V4.2 szoftvert

hasznaltuk.

5.2 Molekulamodellezés és szerkezetoptimalizalas

Minden szadmitast a Schrodinger Suites 2019-2 (Schrodinger, LLC, New York, NY,
USA) moduljaival végeztiink a Maestro programban. A bisz(koronaéter) és az oligoaminok
3D szerkezeteit a LigPrep segitségével generaltuk pH = 7,4 értéken, az OPLS3e erdtér
alkalmazasaval. Az oligoaminokat manualisan dokkoltuk a gazdamolekuldhoz teljesen
protonalt formaban. A komplexeket minimalis energiaszintii konformaciéba hoztuk, és a
molekuladinamikai szimulacidkhoz vizdobozokat hoztunk 1étre. A ligandumok nett6 pozitiv
toltését kloridionokkal ellensulyoztuk. Az SPC (Simple Point Charge) oldészermodellt
alkalmaztuk. A hatarokat mindegyik tengely mentén 10 A-re allitottuk be a komplexektdl, igy
Desmond féle standard relaxacios folyamatot alkalmaztuk.

Az MD (molekuladinamikai) szimulaciok els6 képkockajabol nyert komplexeket
valasztottuk ki a szerkezetoptimalizalashoz. A vizmolekuldkat ¢és a kloridionokat
eltavolitottuk. A komplexek szerkezetoptimalizalasat strtségfunkcional-elmélettel (DFT)
végeztik, a B3LYP-D3 funkcional alkalmazasaval. Az optimalizalasokat analitikai
pontossaggal hajtottuk végre. A szamitasokat PBF (Poisson-Boltzmann Finite element)

oldészermodell és viz, mint oldoszer alkalmazasaval végeztiik.

5.3 A molekularis felismerés spektroszkopiai vizsgalatai

Az UV-Vis spektrumokat egy UNICAM UV4-100 spektrofotométeren vettiik fel,
amelyet a VIZION 3.4 szoftver (ATI UNICAM, Knutsford, Egyesiilt Kirdlysag) vezérelt. A
fluoreszcencia emisszios spektrumokat Perkin-Elmer LS 50B lumineszcens spektrométeren
(PerkinElmer Inc., USA) vettiik fel, és az FL Winlab 3.0 spektrométer szoftverrel
(PerkinElmer Inc., Shelton, CT, USA) korrigaltuk. Minden esetben 1 cm-es tthosszisagu
kvarckiivettadkat hasznaltunk. A spektroszkopiai méréseket szobahdmérsékleten (25 = 1 °C)
végeztiik. Polarsziir6ket nem alkalmaztunk. A titralasi kisérleteknél 290 nm-es savsziirot és
10 nm-es gerjesztési €s emisszios réseket hasznaltunk. Az oldatokat Hamilton-fecskenddvel
adtuk a ligandum 10 M-os acetonitriles oldataihoz. Az eredményeket korrigaltuk a hattérjel
¢és a hozzaadott oldatok okozta higitas figyelembevételével. Az analitot addig adagoltuk, amig

allandé optikai jelet nem észleltiink, ezt az allapotot tekintettiik a titralasi kisérlet
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végpontjanak. A fluoreszcencia-mérések esetében 265 nm-es gerjesztési hulldmhosszt
alkalmaztunk, amely megfelel a gazdamolekula abszorpcids csticsmaximumahoz tartozé
hullamhosszértékének.

A komplexek stabilitasi allandoit (K) globalis nemlinedris regresszids elemzéssel
hataroztuk meg. A komplex stabilitasi alland6janak meghatarozasahoz a komplexképzodéskor
megfigyelt fluoreszcencia intenzitasnovekedés alapjan a kovetkezé egyenletet alkalmaztuk
[58]:

F = I,®eb[X] = ky[X], (1)

ahol F a mért fluoreszcencia-intenzitas, lp az emisszio intenzitasa, @ a fluoreszcencia-
kvantumhatasfok, ¢ a molaris abszorpcids egyiitthato, b az optikai uthossz, [X] az X vegyiilet
molaris koncentracioja, és kx az X vegylilet optikai tulajdonsagaitol fiiggé konstans.

Az 1:1 sztdchiometriaji komplexek esetében az asszocidcids allandd a kovetkezd egyenlet

alapjan szamithato ki [58]:

F _ ky/ki+( kuc/kf)KqlG]
Fy 1+K4[G]

s ()

ahol a k paraméterek és a K aranyat az illesztési modszer soran valtozd paraméterként
hagytuk. Az F és Fo paraméterek hullamhosszfiiggd valtozok, és a [G] is valtozoként lett
megadva. Fo a szabad gazdamolekula kezdeti fluoreszcencia-intenzitasara utal, ky a szabad
gazdamolekula optikai tulajdonsagaira utald konstans, kj; a szabad gazdamolekula optikai
tulajdonsagaira utalo konstans a preferalt vendégmolekuldk jelenlétében, a kne konstans a
komplex fotofizikai tulajdonsagait irja le, K az asszociacios allando, [G] pedig a kezdeti
vendégmolekuldk koncentracigja.

A globalis nemlinearis illesztést hasonldan végeztik el az 1:2 (gazda:vendég)

sztochiometriaju komplexek esetében is a kovetkezd egyenlet alapjan [58]:

AF = kanG[H]oK1[G+karc, [H]oK1K2[G]? 3)
14K, [G]+K K> [G]?
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ahol AF a fluoreszcencia valtozasa a titralasi 1épések soran, ksnc = kuc — km, [H]o a
gazdamolekula kezdeti koncentracioja, Ki a komplexképzOdés elsé 1épésére, mig K, a
komplexképzodés masodik 1épésére vonatkozo stabilitasi allando.

A komplex-sztochiometridk meghatarozasat is a korabban ismertetett globalis
nemlinedris illesztési mddszerek alkalmazédsaval végeztik el. Ezeket az eredményeket a
titraldsi adatsorra torténd illeszkedés josdga szempontjabol hasonlitottuk Ossze a
legkorszeriibb irodalmi ajanlasok [59,60] szerint. A modell kivalasztasat statisztikai F-proba
segitségével végeztik, amelynek célja a négyzetdsszegek vizsgalata volt minden
modellillesztés esetében. Az 1:1 és 1:2 (gazda:vendég)-sztochiometridkra vonatkozo képletek
esetében a megfigyelt F-értékek 95%-0s konfidenciaszinten alatamasztottak a nullhipotézist,
ahol az illesztett modell a kisérleti adatok sokasdganak jellemzésére alkalmas Osszefiiggést irt
le. Ezzel szemben a tobbi sztochiometriara vonatkozé modellek esetében a proba azt mutatta,
hogy az alkalmazott modellek nem illeszkedtek a kisérleti adatokhoz.

Mivel minden esetben 1:1 és 1:2 (gazda:vendég) konszekutiv koordinaciét tartalmazo
Osszetett kotddési modellt kaptunk, a titrdldsi gorbék két ellentétes meredekségii
fluoreszcencia-valaszgorbe-szakasza (intenzitasnovekedéssel jaro fluoreszcencia-valasz és az
azt kovetd részleges kioltas) jol illesztheté a kovetkez6 két matematikai Osszefliggés linearis

kombinacioival (a (2) és (3) egyenletek stulyozott 6sszege, kisebb atrendezésekkel [58]):

o+ [6bm | (1H1o+161+75) =4lll] (g9

ky/k%+(kyg/kY)K4IG]
F = c(Fy =2 (i /%11 ) K )+ (A —o)[Fy — (Fp — F,) 2[H ]

1+K,4[G]

ahol c a linearis egyiitthato, amely a [G] fliggvényében valtozik, mig Fc¢ a teljesen komplexalt
gazdamolekula fluoreszcenciaja.

A spektrofotometriai mérések kiértékelésére az OriginPro 8.6 (OriginLab Corp.,
Northampton, MA, USA) szoftvert alkalmaztuk.

35



5.4 A vegyiiletek szintézise

54.1 2-Nitro-3-metoxibenzoesav (19)

Frissen desztillalt ecetsavanhidrid (23 ml) és frissen desztillalt nitrometan (23 ml)
keverékében feloldjuk a 3-metoxibenzoesavat (18) (5,00 g; 32,9 mmol). Sés-jeges hiitéssel -
10 és 0 °C kozé hitjiik a reakcidelegyet, majd becsepegtetjiik a 100%-0s salétromsav (2 ml)
¢és cc. kénsav (2 ml) elére Osszekevert elegyét. A becsepegtetés megkezdésekor beoldodik a
szilard anyag, majd a vége fele fehér csapadék valik ki az oldatbol. Amennyiben beadagoltuk
a nitraloelegyet (~1 6ra) tovabb kevertetjiik a reakcidelegyet 2 oran at, majd felengedjiik a
hofokot szobahémérsékletig és a reakcidelegyet (200 ml) jeges vizre oOntjik. A vizes
szuszpenzidt egy éjszakan at hitében taroljuk (~5 °C). A csapadékot sziirjiik, majd vizzel
mossuk. A nyersterméket butil-acetatbol torténd atkristalyositassal tisztitjuk, igy fehér
kristalyos anyagként kapva a terméket (2,59 g; 40%) R¢= 0,25 (szilicium-dioxid VRK, 1:30
ecetsav/toluol, 2x futtatva).

A 2-nitro-3-metoxibenzoesav (19) karakterizalasara vonatkozdé egyéb adatok

megegyeztek az irodalomban korabban kozoltekkel [55].

5.4.2 2-Amino-3-metoxibenzoesav (20)

A 2-nitro-3-metoxibenzoesavhoz (19) (5,00 g; 254 mmol) és 10%-0s Pd/C
katalizatorhoz (1,00 g) frissen desztillalt metanolt adagolunk (300 ml) argon atmoszféra alatt.
A reakcioelegyhez intenziv kevertetés mellett hidrogént vezetlink, amig annak fogyasa meg
nem all (3 6ra). A reakcio végeztével az eclegyet szirjiik, majd beparlassal eltavolitjuk az
oldoszert. A nyerstermék tovabbi tisztitas nélkiil felhasznalhaté a kovetkezd reakcioban. A
fehér kristalyos terméket kozel elméleti termeléssel kapjuk (4,16 g; 98%). Rf = 0,48
(szilicium-dioxid VRK, 1:30 ecetsav/toluol).

A 2-amino-3-metoxibenzoesav (20) karakterizalasara vonatkozo egyéb adatok

megegyeztek az irodalomban korabban kozoltekkel [55].

5.4.3 3-Metoxi-2-((2-metoxifenil)amino)benzoesav (21)

2-Amino-3-metoxibenzoesavat (20) (7,65 g; 45,8 mmol) 2-brémanizolt (9,42 g;

56,4 mmol) és finomra poritott izzitott kalium-karbonatot (6,12 g; 44,3 mmol)
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dietilénglikol-dimetil-éterben (27 ml) oldunk, majd hozzamériink rézport (125 mg; 2,0
mmol)) és réz(I)-oxidot (125 mg; 0,9 mmol). A reakcioelegyet 160 °C-on kevertetjiik 5
oran at, majd eltavolitjuk az olddszert és a visszamaradt anyagot etil-acetatban (200 ml) és
desztillalt vizben (200 ml) megosztjuk. A vizes oldat pH-jat hangyasavval 3-ra allitjuk,
majd a vizes fazist etil-acetattal (3 x 200 ml) extrahaljuk. Az egyesitett szerves fazist
magnézium-szulfaton szaritjuk, szirjiilk majd beparlassal eltavolitjuk az oldoszert. A
nyersterméket xilolbdl atkristalyositva tisztitjuk. A terméket citromsarga kristalyként
kapjuk (9,06 g; 59%). Rf = 0,30 (szilicium-dioxid VRK, 1:20:40 ecetsav/etil-
acetat/ciklohexan).

A 3-metoxi-2-((2-metoxifenil)amino)benzoesav (21) karakterizalasara vonatkozo

egyéb adatok megegyeztek az irodalomban korabban kozoltekkel [55].

544 4,5-Dimetoxiakridon (22)

A 3-metoxi-2-((2-metoxifenil)amino)benzoesavat (21) (9,06 g; 33,2 mmol)
polifoszforsavban (124,60 g) kevertetjiik 130 °C-on 3 0ran at, majd a reakcidelegyet forron 80
°C-os desztillalt vizbe (1500 ml) csurgatjuk intenziv keverés mellett. A csapadékot sziirjiik és
desztillalt vizzel (3 x 150 ml) mossuk. A nyersterméket dimetilformamidbol atkristalyositva
tisztitjuk. A terméket citromsarga kristalyként kapjuk (4,06 g; 48%). Rt = 0,27 (szilicium-
dioxid VRK, 1:20:40 ecetsav/etil-acetat/ciklohexan).

A 4 5-dimetoxiakridon (22) karakterizalasara vonatkozo6 egyéb adatok megegyeztek az
irodalomban korabban kozoltekkel [55].

5.4.5 9-Klor-4,5-dimetoxi-akridin (23)

4,5-Dimetoxiakridont (22) (1,50 g, 5,9 mmol) és foszfor-pentakloridot (3,68 g,
17,7 mmol) foszforil-kloridban (8 ml, 88,2 mmol) oldjuk, majd az elegy homérsékletét 90 °C-
ra emeljiik, és ezen a hémérsékleten 4 oran keresztiil kevertetjiik argon atmoszféra alatt. Az
illékony komponenseket eltavolitjuk, a visszamaradt anyagot pedig diklormetanban (100 ml)
oldjuk. Ezt az oldatot lassan, erdteljesen kevert 40 m/m%-o0s vizes trimetil-amin-oldatba
(50 ml) ontjiik, kiils6 s6s-jeges hiitéssel biztositva, hogy a reakcidelegy belsé hémérséklete 5
°C alatt maradjon. A felesleges foszforil-klorid semlegesitése utan a fazisokat elvalasztjuk,

majd a vizes fazist diklormetannal (5 x 50 ml) extrahaljuk. A kombinalt szerves fazist
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magnézium-szulfaton szaritjuk, sziirjiik és beparlassal eltavolitjuk az oldoszert. A
nyersterméket oszlopkromatografiaval tisztitjuk aluminium-oxidon, diklérmetan/hexan 1:1
elegyét alkalmazva eluensként. A sarga kristalyos terméket kozel elméleti termeléssel kapjuk
(1,58 g; 98%). Rt = 0,48 (szilicium-dioxid TLC, etil-acetat).

A 9-klér-4,5-dimetoxiakridin - (23) karakterizalasara vonatkozo egyéb adatok
megegyeztek az irodalomban korabban kozoltekkel [54,55].

5.4.6 4,4"5,5"-Tetrametoxi-9,9"-biakridin (25)

A klorakridin (23) (1,98 g, 7,2 mmol) szaraz és tiszta tetrahidrofuranban (40 ml)
késziilt, intenziven kevert szuszpenzidjat —10 °C-ra hiitjiikk argon atmoszféra alatt, majd
hozzdadunk 113,8 mg pallddium-acetatot (0,5 mmol, 0,07 ekv.). Frissen készitett fenil-
magnézium-bromidot (2 M dietil-éterben, 6,00 ekv.) és dilitium-tetraklorkupratot (0,1 M
THF-ben, 0,01 ekv.) adunk a keverékhez cseppenként, mikdzben a hémérsékletet 0 és —10 °C
kozott tartjuk. Az elegy beadagolasa utan a reakcidelegyet hagyjuk szobahdmérsékletre
melegedni, majd a hdmérsékletet 60 °C-ra emeljiik, €és 20 6ran at ezen a héfokon tartjuk. Ezt
kovetden a reakcidelegyet 20 °C-ra hiitjiik. Az illékony komponenseket eltavolitjuk, majd a
visszamaradt anyagot etil-acetatban (50 ml) és telitett ammonium-klorid vizes oldataban
(50 ml) oldjuk fel. A fazisokat alaposan Osszerazzuk, majd szétvalasztjuk. A szilard
csapadékot a szerves fazisbol lesziirjiik, majd etil-acetattal mossuk at. Az etil-acetatos fazist
vizmentes magnézium-szulfaton szaritjuk, sziirjiik, majd beparlassal eltavolitjuk az oldoszert.
A nyersterméket oszlopkromatografiasan tisztitjuk szilikagélen, metanol/etil-acetat 1:100
aranyl elegyét alkalmazva eluensként. A tiszta terméket sargasbarna kristalyok formajaban
kapjuk (1,22 g; 71%).

Op.: 336 °C (bomlik), Ry = 0,7 (szilikagél VRK, diklérmetdn/metanol 30:1). '"H-NMR (500
MHz, CDCls): 6 [ppm]: 7,22 (t, J = 10 Hz, 4H), 7,02 (d, J = 10 Hz, 4H), 6,60 (d J = 10 Hz,
4H), 4,20 (s, 12H). *C-NMR (125 MHz, CDCls): § [ppm]: 155,8; 140,7; 127,1; 126,8; 117,6;
106,1; 100,0; 56,2. IR: vmax [ cm']: 3388, 3117, 3016, 2805, 1749, 1636, 1565, 1438, 1398,
1319, 1272, 1204, 1137, 1083, 976, 744, 716, 634, 609 HR-MS: m/z = [M + H]|": 477.1822
(C30H24N204-ra szamolva: 477.1814).
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54.7 [9,9"-Biakridin]-4,4',5,5"-tetraol (26)

A 4.4' 5 5'-tetrametoxi-9,9'-biakridinhez (25) (500 mg, 1,1 mmol) piridinium-kloridot
(7 g, 60,6 mmol) adunk, majd a keverék hémérsékletét 220 °C-ra emeljiik, ezen a
homérsékleten 2 6ran at keverjiik, majd hideg desztillalt vizbe (150 ml) ontjiik, és tovabbi egy
oran at keverjikk. A csapadékot lesziirjiik, hideg desztillalt vizzel (3 x 15 ml) mossuk, majd
etil-acetat (50 ml) és telitett vizes natrium-acetat oldat (50 ml) keverékébe vesziink fel. A
fazisokat jOl Osszerazzuk, majd szétvalasztjuk. A vizes fazist etil-acetattal (3 x 50 ml)
extrahdljuk. Az egyesitett szerves fazist magnézium-szulfaton szaritjuk, szirjik, és
eltavolitjuk az olddszert. A nyersterméket propan-2-ol/dietil-éter keverékbdl torténd
atkristalyositassal tisztitjuk. A tiszta terméket sotétsarga kristalyok formajaban kapjuk (331
mg; 75%).

Op.: > 365 °C, Rt = 0,24 (szilikagél VRK, diklormetdn/metanol 30:1). *H-NMR (500 MHz,
DMSO-d6): & [ppm]: 10,51 (s, 4H), 7,23 (t, J = 10 Hz, 4H), 7,12 (d, J = 10 Hz, 4H), 6,43 (d, J
= 10 Hz, 4H) C-NMR (125 MHz, DMSO0-d6): § [ppm]: 151,6; 141,9; 138,1; 128,1; 126,5;
116,9; 109,8. IR: vmax [cm™]: 3351, 2923, 2853, 1703, 1664, 1574, 1463, 1376, 1334, 1260,
1211, 1175, 1096, 1041, 901, 884, 843, 800, 748, 719, 666, 535, 483. HR-MS: m/z = [M +
H]™: 421.1198 (C26H16N204-ra szamitva: 421.1188)

5.4.8 27-Klor-6,9,12,15, 18-pentaoxa-25-
azatetraciklo[21.3.1.05,26.019,24 ] heptakosa 1,3,5(26),19,21,23(27),24-heptaén (28)

Az akridono-koronaétert (27) (101 mg, 0,3 mmol) és foszfor-pentakloridot (163 mg,
0,8 mmol) foszforil-kloridban (1 ml, 13,2 mmol) oldjuk. Az elegy hémérsékletét 90 °C-ra
emeljilk, és ezen a homérsékleten 4 Oran at keverjik argon atmoszféra alatt. A reakcio
végeztével eltavolitjuk az illékony komponenseket, majd a visszamaradt anyagot
diklormetanban (100 ml) oldjuk. Ezt az oldatot lassan beledntjiikk egy intenziven kevert 40
m/m%-0s vizes trimetil-amin oldatba (20 ml), kiils6 sos-jeges hiités segitségével az elegy
belsd homérsékletét 5 °C alatt tartva. A felesleges foszforil-klorid megsemmisitése utan
elvalasztjuk a fazisokat, és a vizes fazist diklormetannal (5 x 20 ml) extrahaljuk. Az egyesitett
szerves fazist vizmentes magnézium-szulfaton szaritjuk, szrjiik, és eltavolitjuk az olddszert.
A nyersterméket oszlopkromatografiasan tisztitjuk aluminium-oxidon, diklormetant hasznalva

eluensként. A sarga kristalyos terméket kozel elméleti termeléssel kapjuk (102 mg; 97%).
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Op.: 139-141 °C. Rt = 0,21 (szilikagél VRK, diklormetan/metanol 30:1). *H-NMR (500 MHz,
CDCIy): 6 [ppm]: 7,97 (d, J = 10 Hz, 2H), 7,53 (t, J = 10 Hz, 2H), 7,01 (d, J = 10 Hz, 2H),
4,41 (t, J = 5 Hz, 4H), 4,19 (t, J = 5 Hz, 4H), 3,97-3,95 (m, 4H), 3,87-3,85 (m, 4H). C-
NMR (125 MHz, CDCl3): 6 [ppm]: 155,2; 141,0; 140,2; 127,4; 125,7; 116,2; 107,4; 72,1;
70,5; 69,4; 69,0. IR: vmax [cm™]: 2922, 2853, 1620, 1557, 1447, 1417, 1393, 1362, 1326,
1276, 1260, 1211, 1192, 1113, 1082, 1043, 909, 862, 848, 814, 744, 773, 690, 646, 574, 509.

5.4.9 27-{6,9,12,15,18-Pentaoxa-25-azatetraciklo[21.3.1.05,26.019,24] heptakosa-
1(27),2,4,19,21,23,25-heptaen-27-il}-6,9,12,15, 1 8-pentaoxa-25-
azatetraciklo[21.3.1.05,26.019,24]heptakosa-1,3,5(26),19,21,23(27),24-heptaén (17)

Eléallitas [9,9'-biakridin]-4,4", 5,5 -tetraolbol (26)

A 26 biakridin-tetraolhoz (160 mg, 0,4 mmol) tetraetilénglikol-ditozilatot (924  mg,
1,8 mmol), kalium-karbonatot (535 mg, 3,8 mmol) és DMF-ot (16 ml) adunk argon
atmoszféra alatt. Az intenziven kevert szuszpenzi6 hdmérsékletét 80 °C-ra emeljiik, majd a
reakcioelegyet ezen a hdmérsékleten 7 napig keverjiik. Ezt kdvetden eltavolitjuk az oldoszert,
¢s a visszamaradt anyagot desztillalt vizben (10 ml) és diklormetanban (25 ml) megosztjuk. A
fazisokat alaposan Osszerdzzuk, majd szétvalasztjuk. A vizes fazist diklormetannal
(3 x 10 ml) extrahaljuk. Az egyesitett szerves fazist magnézium-szulfaton szaritjuk, szirjiik és
eltavolitjuk az oldoszert. A nyersterméket el6szor aluminium-oxidon oszlopkromatografiasan
tisztitjuk, eluensként toluol/etanol 5:2 aranyu elegyét alkalmazva, majd aluminium-oxidon
végzett preparativ vékonyréteg-kromatografiasan, ugyanezt az eluenst alkalmazva. A 17
bisz(koronaéter)-t élénksarga kristalyként kapjuk (16,80 mg; 6%).

Op.: 103-106 °C. Rt = 0,7 (aluminium-oxid VRK, toluol/etanol 1:1). *H-NMR (500 MHz,
CDCIz): & [ppm]: 7,97 (d, J = 10 Hz, 4H), 7. 53 (t, J = 10 Hz, 4H), 7,03 (d, J = 10 Hz, 4H),
4,44 (t,J = 5 Hz, 8H), 4,20 (t, J = 5 Hz, 8H), 3,92-3,90 (m, 8H), 3,90-3,80 (m, 8H). *C-NMR
(125 MHz, CDCIs): 6 [ppm]: 154,4; 140,8; 140,7; 127,3; 125,7; 116,5; 107,6; 71,0; 70,2;
68,6; 68.5. IR: vmax [cM-1]: 3400, 2922, 2853, 1722, 1623, 1558, 1532, 1471, 1453, 1417,
1395, 1364, 1327, 1274, 1258, 1197, 1093, 1042, 917, 853, 813, 741, 568. HRMS: m/z = [M
+ H]": 737.3090 (Cs2H424N2010-ra szamitva: 737.3074).
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Eléallitas 27-klor-6,9,12,15,18-pentaoxa-25-azatetraciklo[21.3.1.05,26.019,24]heptakosa
1,3,5(26),19,21,23(27),24-heptaénbdl (28)

A frissen elGallitott 28 Kklorakridino-koronaétert (213 mg, 0,6 mmol) terc-
butilbenzolban (4 ml) argon atmoszféra alatt intenziven keverjik. Az elegyhez cinkport
(44,85 mg, 0,7 mmol) adunk, majd a hémérsékletet 90 °C-ra emeljiik, és a keverést ezen a
homérsékleten 15 o6ran keresztiil folytatjuk. A reakcid végeztével eltavolitjuk az oldoszert,
majd a visszamaradt anyagot desztillalt vizben (20 ml) és diklormetanban (20 ml) megosztjuk.
A fazisokat alaposan Osszerazzuk és szétvalasztjuk. A vizes fazist diklormetannal (3 x 20 ml)
extrahdljuk. Az egyesitett szerves fazist magnézium-szulfaton széritjuk, szirjik, és
eltavolitjuk az oldoszert. A nyersterméket el6szor aluminium-oxidon oszlopkromatografiasan
tisztitjuk, eluensként toluol/etanol 5:2 aranyl elegyét hasznalva, majd aluminium-oxidon
végzett PVRK-val, ugyanezt az eluenst hasznalva. A 17 bisz(koronaéter)-t élénksarga
kristalyként kapjuk (14,7 mg; 7%).

Az igy eldallitott bisz(koronaéter) (17) jellemz6i azonosak az el6zd eljarassal kapottal. Az
egyetlen melléktermék a 27 akridono-koronaéter volt, amely a kiindulasi klorakridino-
koronaéter (28) hidrolizisével keletkezett, ¢és amelyet terc-butilbenzolbol torténd

atkristalyositassal tisztitottunk.
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6 Osszefoglalas

A kutatasi munka soran sikeresen eldallitottam egy 1j, két makrogytrit tartalmazo
koronaétert. A bisz(koronaéter) gazdamolekula oligoaminokkal valo komplexképzését
titralasi kisérleteken alapuld regressziés modszerekkel és szamitogépes szimulacion alapulod
molekularis dokkolassal vizsgaltuk. A DFT-alapi modellezés jol megjosolta a kisérletileg
meghatarozott komplex stabilitasokat. A gazdamolekula preferenciasorrendje a molekularis
felismerés soran a kovetkezd volt: spermin (4)~spermidin (3) > norspermidin (5) > N,N*-
bisz(2-aminoetil)-1,3-propandiamin (30) > putreszcin (1) > n-butil-amin (29). A spermin (4)
¢s a spermidin (3) komplexek kozotti stabilitdsbeli kiillonbség nem bizonyult jelentdsnek.
Osszességében a spermin (4) koordinacidja tekinthetd a legkedvezébbnek, mivel ebben az
esetben a legkisebb a gazdamolekula szerkezeti torzulasa a kezdeti konformaciohoz képest.
Raadasul itt alakul ki a legtobb fliggetlen vonzd kolcsonhatas, valamint az Gsszetett kotési
modellben negativ kooperativitas is fellép. A termindlis primer ammoéniumcsoportok és a
lanckozi protonalt amin egységek kozott harom C-C kotés, mig a két lanckdzi protonalt amin
egység kozott négy C-C kotés jelenti az optimdlis tdvolsigot a molekuldk kozotti
kolcsonhatdsok  kialakuldasa szempontjabdl. A kisebb  tavolsagokkal rendelkezd
aminocsoportok csokkentik a koordinacios lehetdségek szamat, mivel a gazdamolekula
szerkezete meglehetdsen merev. A gyakorlatban a komplexstabilitdsi allandok kozotti
legalabb egy nagysagrendbeli kiilonbségre van sziikség ahhoz, hogy az elvalasztas vagy
érzékelés sordn hatékony molekuldris megkiilonbdztetést lehessen elérni. Ennek megfeleléen
a tri- és tetraamin-tipus spermin analogonok szelektiven felismerhetok a di- és
monoszarmazékok jelenlétében. Az altalunk bemutatott gazdamolekula igéretes az oligoamin-
kézpontu folyamatok vizsgélatdhoz, amelyek a modern biokémiai kutatasok fokuszpontjai

kozé tartoznak.
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7 Hozzajarulasom a dolgozat eredményeihez

Az OTDK dolgozatom alapjat képezd kutatdsbol egy nemzetkozi, referalt, Q1 besorolasu

folyoiratcikk is megjelent, melynek els6 szerzdje vagyok.

Kisfaludi, P.; Spatay, S.; Kreko, M.; Vezse, P.; To6th, T.; Huszthy, P.*; Golcs, A*x A

Bis(Acridino)-Crown Ether for Recognizing Oligoamines in Spermine
Biosynthesis. Molecules 2024, 29, 4390. https://doi.org/10.3390/molecules29184390 [Q1,
[F=4.2]

A cikk ¢és a dolgozat témajat add kutatds soran aktivan részt vettem a koncepcid
kialakitdsaban, az analitikai vizsgalatok elvégzésében, az irodalmi hattér feltardsdban,
valamint a munka leirdsaban és vizualizacidjaban. Emellett én végeztem a projekt alapjaként
szolgald preparativ kémiai munkat. Spatay Sdra az analitikai vizsgalatok kivitelezésében
mikodott kozre, mig Dr. Kreké Marcell a modellezési modszertan kidolgozasan, az in-silico
vizsgalatokon, eredmények Osszegzésén és azok vizualizacidjan dolgozott. Vezse Panna a
titrlasi kisérletek regresszidanalizisen alapuld kiértékelését, a komplexstabilitdsi allandok
meghatarozasat és a diagramok abrazolasat végezte, tovabba a kézirat javitdsdban is
kozremiikodott. Dr. Toth Tiinde témavezetoként a projekt feliigyeletét latta el, valamint a
munka ellendrzésével is hozzdjarult a kézirat véglegesitésé¢hez. Prof. Dr. Huszthy Péter a
koncepcio kialakitasaban, a szintetikus moddszertan kidolgozasaban és a kézirat
ellendrzésében vett részt, tovabba a projekt feliigyeletéért is felelt. Végiil, de nem
utolsésorban Dr. Goles Adam a koncepcié és a modszertan kidolgozasan, az analitikai
vizsgalatok eredményeinek értékelésén és leirdsan, valamint az eréforrasok biztositdsan

dolgozott, tovabba témavezetdi feladatokat latott el.
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9 Fiiggelék

9.1 Az aj vegyiiletek és a 9-klér-4,5-dimetoxiakridin "H-NMR és '3C-NMR

spektrumai
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