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2. BEVEZETES ES CELKITUZES

Az elmult évtizedek soran a szerves kémiabol mas, interdiszciplinaris
tudomanyok aktiv részvételével kialakult és dinamikusan fejlédik egy ©6nallo,
gyakorlati  felhasznalasok szempontjab6l is sokat igér6 tudomany, a
szupramolekularis kémia, amely két vagy tobb molekulabdl allé onszervez6dd
rendszerek kolcsonhatasainak természetét tanulmanyozza, azaz molekularis
felismeréssel foglalkozik. Ez a biologiai rendszerekben rendkivil jelentés esemény,
melynek soran leegyszerisitve egy molekula (host, gazda vagy receptor) egy
molekulahalmazbdl szelektiven kivalaszt egy masik molekulat (guest, vagyis
vendég), és vele kolcsonhatasba Iép, komplexet képez. Molekularis felismerés
lehetséges elektromosan semleges molekulak, illetve ionok kozott is; mig az els6
esetben a masodrendld kotéerb6ké a f6 szerep, utdbbi esetben a Coulomb-féle
vonzas a legfontosabb kdlcsdnhatas [1].

A molekularis felismerés, amely végsdsoron az élet elengedhetetlen feltétele,
a szintetikus receptorok kutatasanak is az alapjat képezi. Az igy létrehozott
mesterséges szenzorok lehet6séget nyujtanak az él6 szervezetek megismerésére
azaltal, hogy lehetévé teszik ionok és molekulak kulonb6zé matrixokban valo
vizsgalatat, minéségi és mennyiségi meghatarozasat.

E fontos terlleten az anion-felismeré rendszerek fejlesztése manapsag
meglehetésen széles teret nyert [2], mivel a szerves molekulak a bioldgiai
rendszerekben nagyon gyakran anionos formaban vannak jelen. A szervezetben
jelenlévé anionok kozul kiemelked6 fontossaguak a nukleozid-foszfatok. Ezeket a
természetben betdltott sokrétl és alapvetd szerepik miatt az élet létfontossagu
egysegeinek is nevezhetjuk. Kozuluk az egyik legjelentésebb az adenozin-5'-
trifoszfat (ATP).

Kutatasom célja az ATP, illetve mas nukleozid-polifoszfatokra szelektiv
fluoreszcens receptormolekulak szintézise és vizsgalata irodalmi analdgiak alapjan
[3], [4]. Rendkivul fontos az ADP és ATP egyértelml megkulonboztetése, tekintettel
arra, hogy az él6 szervezetek mikodéséhez szukséges kémiai folyamatok
energiaigényét kozvetlenil az ATP hidrolizise fedezi, amiben altalaban ADP
keletkezik.



A tervezett szenzorok felépitésuket tekintve egy megfelel6 spacerrel
0sszekotott (ez jelen esetben egy 1,4-diszubsztitualt durol egység) két, ottagu N-
heterociklus(oka)t tartalmazé receptorrészbdl allnak, amelyekhez egy terminalis
fluorofor jelz6csoport kapcsolddik. Az elkészult gazdamolekulak komplexképzd
tulajdonsagait fluoreszcencia spektroszképias moddszerrel vizsgaltam ATP, ADP,
AMP és GMP vendégmolekulakkal szemben. El6zetes kisérleteket is végeztem az

anion-felismerés NMR-spektroszkdpias vizsgalatara.

Heterociklus 1 Heterociklus 1

Fluorofor

Heterociklus 1
Heterociklus 2

Fluorofor

1.1. dbra — a tervezett receptorok (1 és 2 balra, 3 jobbra) vazlatos felépitése
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1.1. tablazat — a tervezett receptorok alegységeinek szerkezete




Technikai megjegyzés: a dolgozatban el6fordulé molekulak szamozasa helyenként
eltér a szokasostol, mivel sok esetben nem linearisan tortént az eldallitasuk. A
célmolekulak jeldlése egy szambdl, és esetenként egy betlibdl all. A szintézisek
soran eldallitott intermediereket az adott célmolekula szamaval, majd kotéjellel
0sszekotve két masik szammal jeloltem, ahol az els6 az Y-szintézis agat, a masodik
pedig a sorszamat jelenti a reakciésorban. A kdzos prekurzoroknal természetesen

csak egy szam szerepel.



3. IRODALMIRESZ

3.1. Nukleozid-polifoszfatok

A nukleozidok nukleinbazisbdl (roviden: bazis) és egy béta-glikozidos kotéssel
0sszekapcsolt D-rib6zbdl vagy dezoxi-D-ribdzbal allé molekulak. Biologiailag jelentés

polifoszfatjaik kozul a legfontosabbak felépitése a 3.1.1. abran lathato:

adenozin-polifoszfat

O

N
P
—Z
N N NH,

guanozin-polifoszfat X =H: uridin-polifoszfat
X = Me: timidin-polifoszfat

n = 1: monofoszfat
n = 2: difoszfat
n = 3: trifoszfat

3.1.1. abra — a legfontosabb nukleozid-polifoszfatok

A nukleozid-polifoszfat egységeket nukleotidoknak hivjuk. Ezek a vegyuletek
egymassal Osszekapcsolédva hozzak létre az élet alapveté makromolekulait, a
nukleinsavakat: az RNS-t és (amennyiben a 2’-helyzet hidroxilcsoportot hidrogén,
vagyis a cukoregység D-rib6zt dezoxi-D-rib6z helyettesiti) a DNS-t. Maguk a

kalonalldo nukleotid egységek is nélkulozhetetlenek a sejtek metabolikus



folyamataiban, a sejtek kozotti kommunikacidban, valamint fontos koenzimek a
fehérjék altal biokatalizalt reakciokban.

A szabad nukleotidok kozul az egyik legfontosabb az ATP. A molekulat 1929-
ben fedezte fel egy német kémikus, Karl Lohmann, a vegyulet energiatranszfer
szerepére Fritz Albert Lipmann deritett fényt 1939 és 1941 kozott [5]. Az ATP egyik
legfontosabb feladata a sejtek endergonikus folyamatainak energiaellatasa. Ezen
reakciok veégbemenetele az ATP hidrolizise soran felszabadulé energianak
koszonhet6. Az ATP egy foszfatcsoportjanak hidrolizise soran ADP keletkezik, a
biokatalizalt reakciét kisér6 szabadentalpia-valtozas -30,5 kJ/mol. Amennyiben az
enzimatikus korulmények kozott két foszfatcsoport (pirofoszfat) hidrolizal el, AMP
keletkezik, az igy felszabadul6 szabadentalpia 45,6 kJ/mol [6]. A legtdbb
energiaigényes folyamatot ez a reakcié muakodteti, ilyenek a makromolekulak (pl.
DNS) felépitése, a sejtek osztddasa vagy a transzportfolyamatok egy része. A
bevezetében emlitett molekularis felismerés j6 példaja egyes fehérjék, pl. a kinaz
enzimek ATP-hez valo kotédése. Ezek az enzimek a nagyenergiaju donorokrol, mint
az ATP, foszfatcsoportot visznek be az adott, a fehérjére specifikus szubsztratokra.
Ez a folyamat a foszforilacio. Az ATP-nek ezen kivul informacidtovabbitasi szerepe
is van, mind a sejten belll, mind azon kival. A GTP az RNS-szintézisében és a
citratciklusban is részt vesz, valamint ez a molekula biztositja a fehérjeszintézishez

szukséges energiat.

3.2. Szintetikus nukleotid-receptorok

Bar rendelkezésre all néhany érzékeny és szelektiv modszer a nukleotidok
meghatarozasara - ilyenek pl. a HPLC, a kapillaris elektroforézis, az enzimalapu,
elektrokémiai vagy éppen a tdmegspektroszkopias modszerek - még mindig komoly
problémat okoz e komplikalt miszerek mikodtetése egy olyan bonyolult matrixban,
mint egy él6 rendszer. Az olyan szenzorok, amelyek fluoreszcencias viselkedése a
vizsgalandé molekula hatasara megvaltozik, nagyon vonzoak az egyszerlséguk,
valamint az in vivo és in vitro alkalmazhatésaguk miatt [7].

Az ismert fluoreszcens ATP-receptorok képviselGinek egy része szerkezetét
tekintve a ciklofan-tipusu molekulak kozé tartozik. A ciklofanok egy vagy tobb

aromas egységet és metiléncsoportokat tartalmazé makrociklusok [8]. A 3.2.1. abran
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lathatd 4a ciklofan, amely ATP-szelektiv szenzor [9]. A molekula két, elektronban
gazdag aromas részt tartalmaz, ezeket két kationos, ugyancsak aromas ,hid” koti
Ossze egymassal. Az antracén és adenin molekularészek -t kdlcsonhatas (-7
stacking) révén egy un. szendvics-komplexet alkotnak, mig az ATP trifoszfat
egyseége a bipiridinium kationnal a Coulomb-vonzas kovetkeztében alakit ki ionos
kolcsonhatast (Id. 3.2.1. abra). A komplex képzdédésére bizonyiték az ATP hatasara
létrejovo UV/VIS abszorbancia csdokkenés, ami a tobbi adenozin-5’-polifoszfattal nem
kovetkezik be. A molekularis felismerést ezen kivll voltammetriaval és NMR-
vizsgalattal is bizonyitottak. A szenzor hatranya az UV/VIS mérés kis érzékenysége,
a fluoreszcencia spektroszkopia a molekula csekély kvantumhasznositasi tényezéje

miatt itt nem hasznalhato.

bipiridinium hid
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3.2.1. abra — 4a molekula (balra) és a komplex vazlatos felépitése (jobbra) [9]

Ramaiah és munkatarsai kés6bbi munkajuk soran ugyanezt a receptort egy
fluoreszcens festékkel (HPTS, 8-hidroxi-1,3,6-pirén-triszulfonat, |d. 3.2.2. abra)
egyutt hasznalva GTP-szelektiv szupramolekularis off-on (masnéven turn-on)
szenzort hoztak Ilétre a kompetitiv komplexképzés révén [10]. A FID-nek
(fluorescence indicator displacement) elnevezett médszer lényege, hogy ha az oldat
nem tartalmaz GTP-t, a szenzor és a festékmolekula kdzotti komplexképzés miatt
nagyon gyenge a fluoreszcencia. GTP jelenlétében a GTP kiszoritja a szenzor
makrogyirijéb6él a fluoreszcens festékmolekulat, amely igy szabadda valva
rendkivul erés fluoreszcenciat mutat. Hasonlo, bar kisebb intenzitasu hatast valt ki
az ATP is.
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3.2.2. abra — HPTS

Azo6ta szamos hasonléo elven mikodé ciklofant allitottak el6, melyek
kulonbozé vendégmolekulakkal képesek ,molekularis kapszulak” Iétrehozasara [11],
[12], [13]. A cikkekben emlitett 5 és 6 molekulak 4-hez hasonléan GTP-felismeréssel
rendelkeznek, ami HPTS jelenlétében fluoreszcenciasan észlelhetd, azonban
erzékenységuk kisebb, 5 esetében a nagyobb kavitas, 6 esetében a kisebb aromas
felUlet miatt (3.2.3 abra).

tor N/ N7 e @_@NG)
=
0 o G
@ _(CHy); - —\®
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3.2.3. abra — 5 (balra) és 6 (jobbra) szenzorok

2011 szeptemberében jelent meg egy publikacid [13], amiben Kim és
munkatarsai 4a-hoz hasonld, azonban a bipiridinium viologén helyett 1,1’-metilén-
bisz(imidazol-3-ium) egységeket tartalmazé off-on szenzor (4b) el6allitasarol
szamolnak be'. A fluoreszcencia spektroszkdpids mérések alapjan a molekula a
nukleozid-polifoszfatok kozott GTP-, az anionok kozott pedig jodidion-szelektivitast
mutat. A kétfunkcidés szenzor mikoddése a vendég és a gazda kozott fellepé CHEQ
(chelation-enhanced fluorescence quenching) effektuson alapszik [14], vagyis a

vendégmolekulak hatasara jelentds fluoreszcencia-kioltas jon Iétre.

1 Ezt a molekulat mi is terveztik eléallitani, melyhez a szintézis kiindulasi anyagat, a 9,10-
biszbrommetil-antracént elkészitettem.
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3.2.4. abra — 4b szenzor

Az eddig emlitett ciklofanoktol szerkezetlket tekintve kilon csoportot alkotnak
a nyilt lancu 7-15 podans-tipusu receptorok. A Yoon és munkatarsai altal leirt 7-10
molekulak 1,8-, illetve 9,10-diszubsztitualt antracének, mely aromas rendszer a
nukleotid bazisaval Iép kolcsOnhatasba [7]. A 7 és 8 molekulak karonként egy, a
foszfattal hidrogénkotést létesiteni képes imidazolium-egységet tartalmaznak,
valamint a lancvégeken egy kationos ammoniumcsoport van, ami elektrosztatikus
vonzason alapulo kdlcsonhatast létesit az anionos vendégmolekulakkal. A 9 szenzor
csak ammoniumcsoportot tartalmaz, a 10 molekula pedig egy boronsavegységet,
ami a rib6z komplexalasara képes [15] (a szerkezeteket Id. 3.2.5-6. abra), mivel a

boronsav poliolokkal kdnnyen és reverzibilisen képez ciklikus észtereket [16].

3.2.5. abra - 7 és 9 molekulak

13



\

N—

®
\
R1, Rp=
. §
H
<L
8

R1

B(OH),

R1=H, R2=
I

10

®

3.2.6. abra — 8 és 10 molekulak

Az 1,8-helyzetben imidazolium-szarmazékkal diszubsztitualt 7 molekula GTP-vel
képezi a leger6sebb komplexet (a kolcsonhatas kovetkezménye a fluoreszcencia
kioltas), ATP hatasara pedig fluoreszcencia-novekedés tapasztalhato. Mig 8
molekula ATP-vel valé kolcsonhatasa jelentés, 9 leginkabb a GTP okozta
fluoreszcencia-csokkenést mutatja, ezen kivul ATP-vel és CTP-vel is képez
komplexet. A boronsav-tartalmu 10 szenzor az 6sszes adenozin-5-polifoszfattal és
GTP-vel is képes komplexképzésre, mérsékelt szelektivitassal az AMP-vel szemben.

Moro és munkatarsai a naftalimid fluoroforral jelzett 11 Zn(ll)-komplexet
allitottak el6 [17], amely jelentds ATP és ADP szelektivitassal bir tobbféle biologiai

rendszerben el6fordulé anionnal (pl. citrat, foszfat, stb.) szemben.

O, N O
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3.2.7. abra — 11 szenzormolekula
A 11 molekulat tovabbfejlesztve pirofoszfat-szelektiv, két dipikolilamin-

egységet tartalmazo anionreceptort allitottak el6 (12) [18]. A gyengén fluoreszkalo

12-b6l két ekvivalens Zn?* hatasara képzédd komplex nagy fluoreszcencia-
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intenzitasnovekedést mutat, amit a pirofoszfation anion kiolt. Bar ez a szenzor nem a
nukleotidokat érzekeli kozvetlenul, mégis hasonld biolégiai alkalmazhatésaga van,
mivel a pirofoszfat anionok a sejtfolyamatokban fontos szerepet jatszanak, valamint

a nukleotidok reakcidiban is részt vesznek.

3.2.8. abra — 12 szenzormolekula

A Kkovetkez§ tipusu receptorok egy spacer részbdl, valamint az ehhez
kapcsolodd, a komplexalasért felelés karokbdl-egyenként egy vagy két, a
hidrogénkotést donald heterociklus- és egy fluorofor egységbdl allnak. Kim és Yoon
kutatécsoportja allitotta el6 a 13 ,kétkaru” podanst, ahol a spacer egy p-xililén gyira,
a heterociklusok imidazolium kationok, a fluoroforok pedig pirén gyarik [4]. A
receptor mikodésének alapja az excimer hatas [19]. Az emissziés fluoreszcencia
spektrumban 375 nm-nél a monomer, 487 nm-nél pedig a pirén-pirén excimer
csucsa talalhato. Az ATP-vel alkotott komplex esetén a két nagyfeluletl poliaromas
rendszer és az adenin kozott m-mt kolcsOnhatas jon létre, vagyis a bazis mw-
elektronokban szegény gylrije a két, m-elektronokban gazdag kondenzalt aromas
gylrl kozé kerul, mig GTP és mas nukleozid-trifoszfatok esetén a bazis csak az
aromas ,szendvicsen” kivul tud elhelyezkedni. Ez jol lathatd a fluoreszcencia
spektrumokon: a szeparaci6 miatt a monomer hulldamhosszon jelent6s
intenzitasnovekedés csak az ATP-vel figyelhet6 meg, a tobbi nukleozid-trifoszfattal
csak kioltas latszik az excimer csucsnal. A szenzor szelektivitasa ADP-vel és AMP-
vel szemben is figyelemremélté, ebben az esetben a detektalas alapja a két

hullamhosszon (monomer és excimer) mért intenzitas eltéré6 hanyadosa.

15
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3.2.9. abra — 13 receptormolekula

Duan és munkatarsai irtak le a 14 és 15 ,haromkaru” podansokat [3].
Fotokémiai viselkedésiuk a 4 receptor HPTS-komplexéhez hasonlo, szelektiv turn-on
fluoreszcenciat mutatnak bizonyos nukleotidokkal szemben - bar a mikodésik a
korabban emlitett szenzortdl teljesen eltér, ugyanis itt nem egy fluoreszcens festék

,felszabadulasa” okozza a fluoreszcencia intenzitas novekedését.

14 15

3.2.10. abra — 14 és 15 szenzormolekula
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A receptorokat az 6sszes fontosabb nukleotiddal vizsgaltak, ami alapjan a 14
molekula ADP-vel, a 15 pedig ATP-vel, illetve kisebb mértékben GTP-vel és UTP-vel
képzett fluoreszcenciasan kimutathaté komplexet. Az ATP 15 vizes oldataban
mintegy 14-szeres intenzitasnovekedést okozott.

Mivel ezekhez a molekulakhoz hasonlokat terveztink, célszerli bemutatni a

szintézisuket, amelyek a 3.2.11. és 3.2.12. dbrakon lathatok.

’
55
O

3.2.11. abra — 14 szenzormolekula szintézise

/A

Br

Z_\_Z/\jz

Br Br

o

2. 1épés

W

A 14 receptormolekula elballitasanak 1. lépésében az N-brometil-4-(piperidin-
1—i|)—1,8—nafté|imidet2 absz. THF-ben, K;COs3 jelenlétében imidazollal reagaltattak,
majd a kapott szarmazékot a 2. lépésben alkileztek 1,3,5-trisz(brommetil)-2,4,6-
trimetilbenzol trifunkcios alkilezészerrel, kloroformban, reflux hémérsékleten. Az ani-

oncsereét natrium-tetrafenil-boronattal végezték metanolban.

% Ezt a fluoreszcens prekurzort mi is eléallitottuk, szintézise az EIméleti részben keril ismertetésre.
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3.2.12. abra — 15 szenzormolekula szintézise

A 15-a komplexképzéseért felelés karokban heterociklusként az imidazol
mellett 1,2,3-triazolt is tartalmazo- gazdamolekula szintézisében az 1/1. 1épés egy
N-propargilezési reakcio volt, a kiindulasi trisz-imidazol-szarmazék el6allitasat
korabban mar leirtak [20]. Az acetonitrilben végbemend reakcio soran az oldészerbdl
kivalt a propargilezett, ionos karakteri termék. A 2/1. lépésben natrium-aziddal
reagaltattak az  N-brometil-4-(piperidin-1-il)-1,8-naftalimidet, a szubsztituciot
etanolban végezték. A 15 célmolekulat a 3.3. fejezetben részletesen ismertetett click
reakcioval allitottak el6 a megfelelé azid- és alkinszarmazékbol, THF-ban, réz(l)-

jodid katalizator mellett.
3.3 Aclick reakcio

A click kémia filozofiat 2001-ben vezette be a szerves kémiaba K. Barry
Sharpless [21], ugyanabban az évben, amikor Nobel-dijat is atvette. A felfogas
lényege, hogy a jovd szerves kémikusanak a természetet kell utanoznia szintézise
megtervezésekor, vagyis kis egységek Osszekapcsolasaval gyorsan és

megbizhatéan kell el6allitania a kivant terméket, nagy atomhatékonysaggal,
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veszélyes melléktermékek keletkezése nélkll, nagy szelektivitassal és j6 termeléssel.
A Diels-Alder cikloaddicio példaul jol megfelel ezeknek a kritériumoknak. A
legismertebb click kémia-beli reakcié mégsem ez, hanem az azidok és alkinok kozott
végbemend, Huisgen altal felfedezett, majd Sharpless altal tovabbfejlesztett
cikloaddicio. Ezt szokas a szakirodalomban click reakcio néven emliteni, és ezt az
atalakitast én is felhasznaltam munkam soran triazolcsoportok szintézisére.

A reakciét valéjaban A. Michael fedezte fel még 1893-ban, majd késébb Rolf
Huisgen 1961-ben foglalkozott komolyabban a témaval [22]. A reakcié soran egy

azid és egy alkin termikus addicioja révén 1,2,3-triazol keletkezik (Id. 3.3.1. abra).

4 Ry

IR2 N/\5
R—=—= + N=N—N ——> \,\\I_N
© 1\

R2

3.3.1. abra — az azid-alkin Huisgen cikloaddicio

A probléma a reakcioval az, hogy termikus korilmények kozott altalaban
izomerelegy (1,4- és 1,5-diszubsztitualt termékek) keletkezik. Ennek megoldasa volt
2002-ben, a szintén Sharpless-nek tulajdonithatd réz(l)-katalizis alkalmazasa [23]
(rézkatalizalt azid-alkin cikloaddicié, nevének roviditésébdl CuAAC). Az olykor vizes
kOzegben is lejatszodo, a végbemenetelhez altalaban megfelel6 bazist is igényl6
reakcido terméke tisztan az 1,4-diszubsztitualt-1,2,3-triazol-szarmazék. A reakcio
mechanizmusanak elsé lépésekeént a bazis lehasitja az alkin savas protonjat, ami a
jelenlévd Cu'-ionnal egy réz-acetilid intermediert alkot [24]. Az atmeneti allapotban a
komplex két rézatomot tartalmaz [25]. Az aziddal egy gylris réz-azid-acetilid
komplex jon létre, amely a késdbbiekben hozza létre az 6ttagu triazolgyrit. A végsé
lépés a protonalas (a protonforras a konjugalt sav).

A cikloaddicié rendkivil széleskorlen hasznalhato, a mar emlitett
regioszelektivitason kiviul elénye, hogy széles pH-tartomanyban mikddik, tobbféle
oldészerben, magas kemoszelektivitassal, vagyis a tobbi funkcidés csoport jelenléte
nem zavarja a vegbemenetelét. Katalizatorként leggyakrabban réz(l)-jodidot,
bazisként Hinig-bazist hasznalnak. Sokszor alkalmazott modszer a Cu® in situ
el6allitasa, ezt CuSO4-bol natrium-aszkorbattal végzik, ebben az esetben a bazis az

aszkorbinsav soja.
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A reakcié hatranya, hogy a réz(l)-ion toxikus és nem tul stabilis, redukalészerek
tavollétében konnyedén oxidalédhat réz(ll)-vé. Ennek kikuszobodlésére tobbféle
komplexképzé ligandumot fejlesztettek ki [26], [27], [28], [29]. Az altalunk hasznalt
katalizatorrendszereket az irodalomban leirtak [28], [29]. A Girard és munkatarsai
altal vizsgalt katalizator egy ioncserél6 gyanta (Amberlyst A21) réz(l)-jodid
komplexébdl all [28]. A polimer aminocsoportjai komplexaljak a Cu’-ionkat, és
egyuttal bazisként is szolgalnak a click reakciohoz. Ez a katalizator stabil, nagy
aktivitasu és ujrahasznosithatd. Amikor a fenti katalizator hasznalata nem vezetett
eredményre, egy ujonnan leirt és még aktivabb rendszert hasznaltunk [29]. A
modszer lényegében ,on water” korulmények kozott megvalodsitott, a CuCl 2,4-
dimetoxi-fenil-izocianiddal (3.3.2. 4bra) alkotott stabilis komplexe altal katalizalt click

reakcio.

NC

°<

3.3.2. abra — 2,4-dimetoxi-fenil-izocianid

3.4. 1,8-Naftalimid fluoroforok fluoreszcencias tulajdonsagai,

felhasznalasuk

Minthogy 1,8-naftalimid fluoreszcens markert tartalmazé receptorok
szintézisét terveztlk, az idetartozé irodalmi el6zmények bemutatasat kovetéen, az
alabbiakban rovid attekintést adok e molekulakor jellemzd tulajdonsagairol.

Az ionok detektalasara képes optikai szenzorok korében az ICT (internal
charge transfer, molekulan bellli toltésatvitel) gerjesztett allapotu 4-amino-1,8-
naftalimid kromofor nagy népszeriiségre tett szert. Ez a kromofor a lathaté fény
tartomanyban abszorbeal és emittal, j6 a fotostabilitasa és a kvantumhasznositasi
tényezéje [30]. Kulondsen fontos szerepet jatszik a fluorofor-spacer (1-2 CHy)-
receptor tipusu PET (photoinduced electron-transfer, fotoindukalt elektrontranszfer)
szenzorok tervezése és el6allitasa terén [30], [31]. Az esetek tObbségében a
receptor egység a naftalimid- 4-amino csoportjahoz kapcsolddik, s minthogy az ICT

gerjesztett allapot push-pull természeti (amit az elektronkild6 amin és az
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elektronvonz6 imid okoz), ez a toltések szétvalasat eredményezi. Ez a folyamat
vezet a fluoreszcencia részleges vagy teljes kioltasahoz (PET quenching), ha a
receptor-szubsztrat komplex gazdagabb elektronokban, mint a szabad receptor (on-
off szenzor). Forditott esetben a komplexképzés fluoreszcencia novekedéssel jar
(off-on szenzor).

A fluoreszcencia kioltas- és visszanyerés mechanizmusa

A 4-amino-naftalimidek alapallapota (g) a fluorofor egy HOMO palyajanak
gerjesztésekor egy kevéssé toltésszeparalt lokalisan gerjesztett allapotta (e) alakul,
ami fluoreszcens. Ebbdl az amino-nitrogén atom elektron-transzferje révén létrejon
egy toltésszeparalt allapot (ecr), ahol a nitogén atom pozitiv toltésli, mig a
dikarboximid rész negativ toltést hordoz és az elektron transzfer mértékétdl fuggden
fluoreszcencia csOkkenés vagy kioltas Iép fel (PET). Ha ez a (4—9) iranyu PET
gatolt, akkor a fluoreszcenciat visszanyerjuk [32]. Sokaig ugy vélték, hogy a PET
egyiranyu (4—9), vagyis ha egy elektronban gazdag csoport az imid 9-N-atomjahoz
kapcsolédik, a PET kioltas nem Iép fel. Ma mar van példa a fluoreszcencia masik
irdnyu (9—4) PET kioltasara is [33].
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4. ELMELETIRESZ

4.1. Az 1 tipusu receptorok szintézise
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4.1.1. dbra — 1 tipusu szenzormolekulak el6allitasanak attekintése (a szamozasban
szerepl6 x lehet a, b vagy c, a fluorofér egységektdl fuggden)
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41.1. 1,1'-((2,3,5,6-Tetrametil-1,4-fenilén)bisz(metilén))biszimidazol (1-13)

szintézise

Az ebben a pontban ismertetett reakciokat nem én végeztem el, az 1-13
szarmazékot készen kaptam témavezetdmtél. Ennek ellenére a szintézisek
atlathatosaga és érthet6sége érdekében célszerl, hogy ezek is szerepeljenek a
dolgozatban.

Az elsb reakcié (1/1. lépés) 1-11 bifunkcios alkilez6szer elballitasa. Ez a
kereskedelemben kaphat6é durolbdl (1,2,4,5,-tetrametil-benzol) tortént jégecetes
hidrogén-bromid oldattal, paraformaldehiddel jégecetben, annak forraspontjan [34].
Az 1/2. lépés volt az 1-es helyzetl nitrogénen cianoetil védécsoportot tartalmazo
imidazol N-alkilezése acetonitrilben, reflux hémeérsékleten. Az elegybdl kivald ionos
terméket szilrve, majd vizben oldva a véd6csoportot NaOH hig vizes oldataval

tavolitottuk el (retro-Michael reakcio) (1/3. Iépés), megkapva 1-13 intermediert.

4.1.2. Célmolekulak (1)

Az a-naftil fluorofor csoporttal rendelkezé receptor (1a) kiinduléanyaga az o-
klormetil-naftalin volt, amely kereskedelmi termék, a 9-antril (1b) illetve a 9-N-etil-
naftalimid (1c¢) fluorofér csoporttal rendelkezé szenzorok esetében pedig a megfeleld
bromszarmazékokbdl tortént a szintézis, melyek elballitaésa a 4.1.3. pontban
talalhato. Itt jegyzem meg, hogy az 1a molekula, bar rendelkezik fluoreszcencias
tulajdonsagokkal, el6allitasanak elsédleges célja a szintetikus ut kifejlesztése volt.

A 2/1. lépésben az 1x-20 halogénszarmazékokat natrium-aziddal
reagaltattam, 1a-20 esetében acetonitrilbben [35], 1b-20 [36] és 1c-20 esetében
dimetil-szulfoxidban 50°C-on. A szubsztituci6 minden esetben kdnnyen végbement,
a feldolgozas utan a VRK- és NMR-vizsgalatok alapjan mindossze a naftalimid-
szarmazékot (1c-21) volt szikséges tisztitani, amit megfelel6 atkristalyositdszer
hianyaban oszlopkromatografiasan végeztem DKM-aceton 95:5 aranyu elegyével.
Mivel az eluens kitin6en elvalasztotta a megfelel6 terméket a szennyezdbjétél, a
modszerhez képest j6 termeléssel sikertlt elballitani az 1¢-21 azidot (a termeléseket
a Kisérleti részben kozlom).

A kovetkezd 1épésben mar kozvetlenul 1a célmolekula elballitasat szerettem

volna megvaldsitani, azonban (Id. 4.1.1. abra alsé szintézisut) ez meghiusult, igy 1b
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és 1c molekulakat mar nem is kiséreltem meg igy szintetizalni. Az 1/2. 1épésben
kapott, két imidazol heterociklust tartalmazé molekula propargilezett szarmazékaval
a click reakciét tobbféle katalizatorrendszer jelenlétében is megprobaltam
megvalositani, azonban tobbféle feldolgozasi kisérlet utan a terméket egyszer sem
sikerult izolalni. A kiprobalt katalizatorok: réz(l)-jodid, THF-ban reflux hémérsékleten
([3] leirasahoz hasonléan), Amberlyst A21-Cul katalizator diklérmetanban, valamint
diklormetan és metanol elegyében szobahémeérseékleten. A reagensek moélaranyanak
valtoztatasaval is probalkoztam, azonban feltételezhetd, hogy (amennyiben a
reakcio legalabb részben végbemegy) az azidot minor komponensnek véve a
reakcioban ,félkaru”, vagyis csak egy triazol egységet tartalmazé ,félkész” termék is
keletkezik. A propargilvegyuletet minor komponensként hasznalva, a masik
kiinduldbanyagot nagyvakuumban kidesztillalva sem kaphaté meg a tiszta termék.

Nem volt jarhatdo ut a propargil-bromiddal megkisérelt click reakcié sem,
ebben az esetben nem taldltam termékre utald foltot a VRK-vizsgalat soran. Ez
0sszhangban van azzal az irodalmi tapasztalattal, hogy mig propargil-alkohollal
megvalositott click reakciokat szép szammal talalunk leirva, addig propargil-
bromiddal megvalositott Huisgen-Sharpless cikloaddiciorol eddig joforman senki
sem szamolt be [28], [37], [38].

A kovetkez6 alternativ szintézisut volt a brommetil-triazol-szarmazékok (1x-
23) kozvetett elGallitasa. El6szor (2/2. 1épés) propargil-alkohollal reagaltattam az 1x-
21 azidvegyuleteket Amberlyst A21'Cul katalizator jelenlétében, diklormetanban
szobahémeérseékleten. A reakciok jol mentek, csak a naftil-szarmazéknal (1a-22) volt
szikség oszlopkromatografias tisztitasra a VRK- és NMR-vizsgalatok alapjan
(eluens: DKM-metanol 95:5). Ezutan (2/3. 1épés) foszfor-tribromiddal végeztem a
hidroxilcsoportok cseréjet brémra. A reakciokat diklérmetanban,
szobah6mérsékleten végeztem, feltételezve, hogy a triazol egységhez kapcsol6do
hidroximetil csoport a benzilhez hasonl6 reaktivitasu. A szubsztituciok konnyen és
gyorsan végbementek.

A célmolekulak (1x) el6allitdsanak utolsé lépése az 1/2. l1épésben kapott
bisz-imidazol-szarmazék (1-13) kétszeres N-alkilezése volt (2/4. lépés). Ezt
acetonitrilben, reflux hémérsékleten végeztem, az alkilez6szer kis feleslege mellett
(az ,egykaru” szarmazék keletkezésének elkerllése miatt). Az oldoszerbdl tisztan

kivalt mindharom termék, ezért azok semmiféle tovabbi tisztitast nem igényeltek.
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Az acetonitrilbben veégzett, anionfelismerést vizsgalo el6zetes NMR-analizis
céljabdl (Id. 4.6. fejezet) 1a molekula bromid anionjat hexafluorofoszfatra cseréltem
(1a-PF¢’). Az ioncsere kivitelezése egyszeri volt, az 1a szenzort feloldottam DMSO-
ban, majd tizszeres mennyiségl ammonium-hexafluorofoszfat telitett vizes oldatat
csepegtettem hozza, végul vizzel kicsaptam a terméket. A termék oldhatdésaga

acetonitrilben Iényegesen jobb volt, mint 1a bromid soée.

4.1.3. Az 1b és 1c molekulakhoz sziikséges halogénvegyiiletek szintézise (1b-

20 és 1c-20 elballitasa)

Az 1a molekulahoz vezet6 uton nem volt szukség az a-klormetil-naftalin (1a-
20) el6allitasra, mivel az rendelkezésre allt. Az 1b molekulanal hasznalt 9-brémmetil-
antracént, illetve a naftalimid-szarmazékot készen kaptam, akarcsak az 1-13
molekulat, azonban ezeknél is kozlom az elballitasokat a teljes szintézisut
lathatésaga érdekében. A halogénszarmazékokat az irodalomban leirt mdédszerek
alapjan két (1b-20, [36]), illetve harom (1c-20, [3]) Iépésben allitottuk el6. Az

antracénvegyulet elballitasa:

_— _—

1. 1épés 2. 1épés

H O OH Br
1b-01 1b-20

4.1.3.1. abra — A 9-brémmetil-antracén (1b-20) el6allitasa

A kiindulé 9-antraldehidet, mely a kereskedelemben hozzaférhetd, etanolban
natrium-borohidriddel redukaltuk (1. lépés), majd foszfor-tribromiddal, toluolos
kozegben készitettik el az 1b molekula kiinduléanyagat (1b-20).

Az 1¢c-20 naftalimid-szarmazék eldallitasa a 4.1.3.2. abran lathato.
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4.1.3.2. abra — A 9-N-brometil-4-(piperidin-1-il)-1,8-naftalimid (1c-20) el6allitasa

A kiindulasi vegyllet a kereskedelemben kaphaté 4-brém-naftalsavanhidrid,
amelyet az 1. Iépésben piperidinnel reagaltattunk klérbenzolban
forrashémérsékleten [39]. A nyersterméket izopropanolbdl atkristalyositva kaptuk
meg a tiszta 1c-01-et. A kdvetkezd reakcioban (2. lépés) a savanhidridbél imidet
képeztink etanolaminnal, az oldoszer (etanol) forraspontjan. A 3. lépés a
hidroxilcsoport brémra torténd szubsztitucioja volt foszfor-tribromiddal, refluxalo
kloroformban (1c-20).

4.2. A 2 célmolekula szintézise

A 2 receptorjelOlt szerkezeti kulonbsége a mar bemutatott 1¢ molekulahoz
képest az, hogy a kationos (imidazélium) heterociklus ennél a receptornal a fluorofor
egyseéghez, mig a triazol csoport a spacer durolhoz kapcsolodik karonként egy
metilénhiddal, vagyis a két heterociklust 2 forditott helyzetben tartalmazza az 1
tipushoz képest. Tobbféle elballitast kiséreltink meg. Az 1 tipusu receptoroknal
tapasztaltak miatt el6szor igyekeztem elkerulni a 2-01 ionos propargilvegyulet click

reakcidjat, ezért a 4.2.1. abran lathat6 ut szerint jartam el.
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4.2.1. abra — 2 molekula tervezett szintézisének elsé harom lépése

A tervezett szintézis azonban meghiusult, mert a 3. |épést a bisz-hidroximetil
szarmazek oldhatatlansaga miatt egyelére nem sikerult megvalédsitani.
Végul 2 elballitasat a 2-01 ionos propargilvegyulet és a 2-11 diazid Huisgen-

Sharpless cikloaddiciéjaval kiséreltik meg (4.2.2 abra).
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4.2.2. abra — 2 molekula eldallitasa

A 3-02 molekula elballitasa a 4.3. fejezetben talalhaté. Az 1/1. lépésben

propargil-bromiddal, acetonitrilben, reflux hoémérsékleten képeztik a 2-01
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szarmazékot, amit a 2/1. lépésben az 1-11 vegyuletb6l DMF-ban, natrium-aziddal
képzett azid-szarmazékkal (2-11) reagaltattunk réz(ll)-szulfat és natrium-aszkorbat
katalizatorrendszerrel, THF-ban szobahdmeérsékleten. Acetonos kristalyositas utan
sem lett tiszta a termék, valamint az oszlopkromatografias elvalasztas (eluens:
kloroform-metanol 7:3) utan az anyag NMR-vizsgalat alapjan kb. 60 mol% 2-01
kiinduléanyagot tartalmazott. Ezutan egy masik click katalizatort probaltunk ki, ami
az Irodalmi részben emlitett,. a 3.3.2. abran lathato 2,4-dimetoxi-fenil-izocianid CuCl
komplexe [29] volt.

A reakciot az azid-szarmazék (2-11) feleslegével végeztik, a termékben
azonban nem jelent meg a ,félkard” szarmazék. A katalizatort az irodalomban
megtalalhatd modszer szerint, ,on-water” korulmények kozott hasznaltuk, a terméket

acetonitriles mosassal tisztitottuk, igy tisztan kaptuk 2 receptormolekulat.

4.3. A 3 célmolekula szintézise
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4.3.1. abra — 3 szenzormolekula szintézisének attekintése

A 3 molekula karonként mindossze egy imidazolium heterociklust tartalmaz,
ezért a szintézis soran nem volt szikség click reakciora. A 3-02 molekulat készen
kaptam, aminek az el6allitasa (hasonldan a tobbi egyszeresen N-alkilezett imidazol-
szarmazékhoz) 1c¢-20 kiinduléanyagbdl (ennek az el6allitasat Id. fentebb) két

Iépésben tortént.



Az 1. lépés az N-cianoetil-imidazol N-alkilezése 3-02 halogénvegyulettel
acetonitrilben, reflux hémérsékleten. A védbcsoport eltavolitasa vizes natrium-
hidroxiddal tortént szobahémérsékleten (2. 1épés).

Ezutan a mar korabban is felhasznalt 1,4-bisz-brémmetil-durol (1-11)
bifunkcios alkilez6szerrel, acetonitrilben, reflux hémérsékleten végeztem 3-02
kvaternerezését (3. 1épés). A dibromid-so itt is kivalt a reakcidelegybél az 1 tipusu

molekulakhoz hasonldan.

4.4. Elbzetes spektroszkopias mérések

Az elbzetes fluoreszcencia spektroszkopias méréseket a pH beallitasa nélkul
végeztem el a szenzormolekuldk és a nukleozid-foszfatok vizes oldataban, a
vendégmolekulak ekvivalens, valamint tizszeres és Otvenszeres mennyiségeével.
Természetesen a desztillalt vizes kbzeg nem azonos az él6 szervezetekben
megtalalhatd homeosztatikus kornyezettel, ezért a méréseket megismételtem
pufferolt kozegben (Id. kovetkezd fejezet). Itt szlUkséges megjegyezni, hogy a
kereskedelembdl beszerzett és a vizsgalatok soran hasznalt nukleozid-foszfatok
egyike a megfelel6 szabad sav (AMP), a tobbi pedig dinatriumsé (GMP, ADP, ATP)
formajaban volt jelen.

A tiszta desztillalt vizes kdzegben végzett el6kisérletek soran 1b, 1c és 3
molekulak ATP, ADP, AMP és GMP vendégmolekulak hozzaadasanak hatasara
bekovetkezd spektralis valtozasait figyeltem. A mérések pontos kivitelezése a
Kisérleti részben, a spektrumok a Mellékletben talalhatok. Itt a gyorsabb
attekinthetéség kedvéért csak a normalt emissziés spektrumok (gerjesztési
hullamhossz: Aex) fluoreszcencia-intenzitas valtozasa (F/Fo) szerepel a maximalis
intenzitashoz tartozé hulldamhossznal (Amax), mMinden egyes gazda-vendég

kombinacio esetén.
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4.4.1. abra — 1b molekula fluoreszcencia-inenzitasanak valtozasa. Aex: 340 NmM; Amax:

415 nm. A receptor koncentracidja: 10 mol/dm?®

A 4.4.1. abran lathato, hogy az 1b molekula tervezett ATP-felismerése nem
térténik meg, vagyis nincs fluoreszcenciasan kimutathaté komplexképzés. Erdekes

azonban, hogy GMP hatasara 20%-os fluoreszcencia-csokkenés tapasztalhato.
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4.4.2. abra — 1c molekula fluoreszcencia-inenzitasanak valtozasa. Aex: 400 NM; Amax:

559 nm. A receptor koncentracioja: 10 mol/dm?

Az 4.4.2. abran az 1¢ molekula 559 nm-en, vagyis az 1,8-naftalimid emisszids
savjanal [40] mért intenzitasvaltozasai lathatok a kulonb6z6 vendégmolekulak
hatasara. Itt fontos megjegyezni, hogy a naftalimid-fluorofér egységeket tartalmazo

molekulak, bar szerves oldoszerekben (kulondsen pl. diklormetanban) rendkivul erés
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fluoreszcenciat mutatnak, vizben ez nagyon lecsdkken®, aminek a magyarazatardl
kés6bb meég lesz sz6. A [3] irodalmi tapasztalatok alapjan jelen esetben a
komplexképzés hatasara bekovetkezd intenzitasnovekedést vartunk el, ami
lathatéan meg is tortént. Bar az emlitett kozlemény ennél jéval nagyobb effektusrol
szamolt be, esetlnkben is jelentds, tobb mint kétszeres a novekedés a nagy ATP-
felesleg hatasara. Jol lathaté, hogy a receptor fluoreszcencia-intenzitasa
szelektiven, a négy vizsgalt vendégmolekula koziil csak az ATP hatasara né
meg, ami a bevezetében megfogalmazott célkitlizésnek eleget tesz. A
fluoreszcencias modszerrel kimutathaté komplexképzéshez nagy ATP-felesleg

szukséges desztillalt vizben.
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4.4 3. abra — 3 molekula fluoreszcencia-inenzitasanak valtozasa. Aex: 400 Nnm; Amax:

568 nm. A receptor koncentracioja: 10”> mol/dm?

A 443. abran lathatdo a 3 molekula el6z6ekhez hasonldé diagramja. A
tervezett AMP-komplexképzés nem mutathaté ki, azonban nagy feleslegi ATP
hatasara mintegy masfélszeres, mig GMP hatasara gyenge intenzitdsnovekedés

tapasztalhato.

Sez kénnyedén okozhat téves értelmezést, abban az esetben, ha a nukleozid-foszfat torzsoldat
szennyezddott, és igy sajat fluoreszcenciaval rendelkezik, ami - bar nagyon gyenge intenzitasu -
hozzaadodik a komplexképzés vizsgalatakor mért intenzitashoz. Ez kuléndsen igaz a nagy felesleg
hasznalatakor, ezért a tiszta vendégmolekula-oldatokat kulén lemértem, és amennyiben az oldat
fluoreszkalt, a Amax-nal érzékelt intenzitdsat (a koncentraciéonak megfelelé aranyban) kivontam a
komplexképzés vizsgalatakor mért intenzitasbal.
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4.5. Spektroszkdpias mérések pufferolt kozegben

Az elbzetes mérések alapjan 1c molekulat talaltam tovabbi vizsgalatra
alkalmasnak, ezért ezt, valamint a kés6bb elkészllt 2 receptort (ezzel nem alltak
rendelkezeésre el6zetes adatok) vizsgaltam meg a négy nukleotiddal. Pufferként 0,01
mol/dm® HEPES / 0,01 mol/dm®> HEPES-Na-sét (N-(2-hidroxietil)piperazin-N*-(2-
etanszulfonsav), [41]) hasznaltam (pH 7,5).

A mérési korulmények megegyeztek az el6zetessel, vagyis az emisszids
spektrumok gerjesztési hullamhossza 400 nm volt, a szenzorok koncentracioja pedig
minden esetben 10° mol/dm®. Az 1c receptor viselkedése telies mértékben
megegyezik az elb6zetes mérések soran tapasztalttal, ezért itt csak az ATP-vel
végzett titralast kozlom. Ez az eredmény is arra utal, hogy el6zetes mérések
kivitelezésére a nempufferelt kozeg is megfelel, abbdl relevans kovetkeztetés
vonhato le a receptor pufferben valo viselkedésére vonatkozdan. A mérést a szenzor
koncentracidjanak allandéan tartasa mellett végeztem. Az ATP koncentraciét 10

mol/dm? (1 ekvivalens)-8,510" mol/dm? (850 ekvivalens) kdzott valtoztattam.
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1c titralasa —tiszta 1c
160 ATP-vel —1eq.
—5eq.
—10eq.
—25 eq.
50 eq.
120 100 eq.
200 eq.
400 eq.
850 eq.
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80 P ~
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440 490 540 590 640 690 740
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4.5.1. abra — 1c¢c szenzor titralasi gorbéje ATP-vel

szenzor koncentracidja: 10 mol/dm?; Aex = 400 nm
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A spektrumsorozat alapjan elmondhaté, hogy nagy feleslegi ATP hatasara majdnem
tizszeres intenzitasnovekedés figyelhetd meg. A keletkez6 komplex nem tul erés,
mivel az intenzitasnOvekedés még a majdnem ezerszeres mennyiségl ATP
hatasara sem érte el a maximumot.

Az egyensulyi allandot a Fizikai Kémia és Anyagtudomanyi Tanszéken
szamitottuk ki a SPECFIT/32™ szoftver segitségével, ami a titralasi gorbe alapjan
nemlinearis paraméter-becsléssel hatarozza meg log K értékét. Az igy kapott értek
1:1 komplexet feltételezve: log K = 2,60+0,03. Amennyiben a [3] kdzlemény alapjan
1:2 (szenzor-ATP) komplexet tételezink fel, az érték: log K = 5,67+0,08, azonban
igy nagyobb hibat kapunk az illesztés soran, ezért valdszinlsithetéen 1:1
sztochiometriaju szupramolekula képz&dik.

A heterocikluosokat a karokon belll forditott sorrendben tartalmazé 2 szenzor
esetén el6szor a szelektivitast vizsgaltam, az el6zetes mérések tapasztalatai alapjan
50-szeres (510 mol/dm®) mennyiségili vendégmolekulakkal mértem 6ssze. A

nagyon intenziv hatas miatt itt a teljes spektrumot mutatom be (4.5.2. abra).
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2 szenzor —tiszta 2
I:(Llllort]':Iozk?( | 2+50eq. AMP
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n
s
N 300
2
£
200
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4.5.2 abra — 2 szenzor kilénb6z6 vendégmolekulakkal

szenzor koncentracidja: 10 mol/dm?; Aex = 400 nm
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Mint lathatd, a 2 receptor a négy vizsgalt vendégmolekula kozil ATP-
szelektiv turn-on fluoreszcenciaval rendelkezik, vagyis a szenzor énmagaban
gyenge fluoreszcenciajat az ATP ,bekapcsolja”, és rendkivll intenziv emisszids
savot ad. Az intenzitas-nOvekedés mellett egy hipszokréom eltolédas is
megdfigyelhet6, ami 1c esetében nem tapasztalhaté. Az ADP hatasara is novekszik
az intenzitas, az ATP-komplex spektrumanak emisszios maximumanal (537 nm)
nézve ez 80%-0s novekedés. Ugyanezen hullamhosszon ATP hatasara 2300%-o0s
intenzitas-novekedés latszik. A 2 ligandum ATP szelektivitasanak valodi értékét a
legnagyobb konkurrens GTP-vel végzett kisérletek fogjak kideriteni. Ezekre a
vizsgalatokra a GTP hianya miatt csak a késdbbiekben kerul sor.

Az ATP-vel torténé titralast szintén allandé szenzorkoncentracio mellett
végeztem, a vendégmolekula koncentraciéja 10° mol/dm*-tsl (1 ekvivalens) 107
mol/dm®-ig (100 ekvivalens) valtozott. Mivel mar egyszeres mennyiségli ATP is
novekedést okozott, a titralasi gorbe kis koncentracio-tartomanyu részét is

bemutatom a 4.5.3. abran.
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4.5.3. abra — 2 szenzor titralasi gorbéje ATP-vel, kis koncentracio-tartomanyban

szenzor koncentracidja: 10 mol/dm?; Aex = 400 nm
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4.5.4. abra — 2 szenzor titralasi gorbéje ATP-vel, a teljes koncentracio-tartomanyban

szenzor koncentracio: 107° moI/dm3; Aex =400 Nnm

A titralasi gorbe 100-szoros ATP-mennyiség esetén éri el a telitést. A hipszokrom
eltolodas ekkor igen jelentds. A 10° mol/dm®-es vendég-koncentracid esetén a
fluoreszcencia az eredeti 30,3-szorosa (540 nm-en, az eltolédas miatt), amit szabad
szemmel is latni lehet.

Az itt kapott egyensulyi allando logaritmusa 1:1 komplexet feltételezve: log K
= 3,569+0,08, 1:2 (szenzor-ATP) komplexszel szamolva: log K = 7,51+0,03. A hiba az
utobbi esetben kisebb, ezért valdészinibb az 1:2 komplex. Ha az azonos
sztochiometriahoz tartozé log K értékeket nézzuk, az biztosan elmondhato, hogy 2
szenzor sokkal er6ésebb komplexképzd, mint 1c. A 15 haromkaru molekula szintén
1:2 komplexének log K értéke 8,75 volt [3]. Az 537 nm-hez tartozé fluoreszcencia-
intenzitas valtozasa a szenzor eredeti fluoreszcencigjahoz képest (F/Fp) és a

program altal illesztett gorbe lathatd a 4.5.5. abran.
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4.5.5. abra — 2 szenzor fluoreszcencia-intenzitas valtozasa az ATP-koncentracio
flggvényében, és az ezekre a pontokra illesztett gérbe

szenzor koncentracio: 107° moI/dm3; Aex =400 NM; Amax = 537 nm

A kis ATP-koncentraciotartomanyban megfigyelhetd linearis
intenzitasnovekedés meért pontjaira egyenest illesztettem. Az egyenes egyenletébdl
kiderll, hogy a 3,410 mol/dm® koncentraciéju, tehat koriilbeliil harom és félszeres
mennyiségu ATP-vel képzett komplex fluoreszcencia-intenzitasa egyezik meg az
510* mol/dm®, vagyis 6tvenszeres mennyiségii ADP-vel képzett szupramolekula
intenzitasaval. Ez alapjan tobb, mint egy nagysagrenddel szelektivebb a szenzor
ATP-re, mint ADP-re*,

Az 1c és 2 komplexképzését kisérd fluoreszcencia-valtozas értemezése

A hasonlo szerkezetl podansok és nukleozid-polifoszfatok kolcsonhatasat leird
magyarazatok szerint a komplexképzés a receptor pozitiv toltésl részei és a negativ
foszfat ionok kozotti ionpar valamint az imidazol/1,2,3-triazol egységek mozgékony
CH protonjai altal Iétrejové H-kotések stabilizaldé hatasan alapul. Ebben az esetben a
komplexben a receptorkarok elektronsiriisége né, tehat gerjesztett allapotban (cr/)
a 9-pozicio elektronvonzé hatasa s ezzel az ICT push-pull karaktere csOkken a

szabad receptoréhoz képest. Emiatt ennek gyenge flureszcencigja a

* Természetesen ezt az egyszer( becslést rendkivil nagy hiba terheli, a pontos érték
meghatarozasahoz ADP-vel is el kell végezni a titralast.
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komplexképzéskor megnovekszik (furn-on szenzor). Az 1c és 2 kozott az utobbi
javara mutatkozo jelentés fluoreszcencia-novekmény kuldnbséget az okozza, hogy a
push-pull hatast dominansan kivalté imidazolium csoportot a fluorofortdl csak két
CH, valasztja el, mig 1c-ben ez joval tavolabb helyezkedik el. igy 2 és az ATP
kolcsOnhatasakor fellepd  push-pull  effektus csdokkenésének és ezzel

0sszefuggésben a PET kioltasnak a mértéke is joval nagyobb, mint 1¢c esetében.
4.6. Elézetes NMR-vizsgalatok

4.6.1. Nukleotidok komplexképzésének vizsgalata

Az NMR-spektroszkdépias mérések nehézségét a megfeleld, a gazda- és
vendégmolekulat egyarant feloldani képes olddszer, illetve olddszer-keverék
megtalalasa jelentette, ez sok esetben nem sikerult. Az antracén fluorofor csoportot
tartalmazé 1b molekula és ATP esetén a DMSO-D,0 1:1 aranyu keveréke bizonyult
alkalmasnak. A DMSO nem tul elényos a komplexképzési vizsgalatokban az erés
szolvataloképessége miatt, de a szenzormolekula nehézvizben nagyon rosszul
oldédik. Sajnos az imidazolium viszonylag savas protonjanak a jele nehézvizben
eltiinik, valamint az aromas jelek egyszeri 'H-NMR spektrum alapjan nem
rendelheték hozza az aromas protonokhoz. A spektrum megfejtésekor  két
egyértelmlien hozzarendelhetd jeleltolédast tapasztaltunk, ezek a 4.6.1.1. abran
lathatok.

NH,
. N N
4
. MO
T R
N N o -0,05 ppm
A\ N OH

H
P3010* °

4.6.1.1. dbra — 1b szenzor és ATP kolcsdnhatasa kovetkeztében fellépd

jeleltolodasok
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A fluoreszcencias mérések bizonyitottak 2 és az ATP erés komplexképzését,
ezeért fontosnak lattam a két molekula kozotti kdlcsonhatast NMR-spektroszkopiasan
is vizsgalni. Az oldészer ebben az esetben DMSO-D,O 3:1 aranyu keveréke volt,
amib6l azonban anyag kivalasat tapasztaltam. Az NMR-felvétel ennek ellenére
ertékelhetd, a szenzor egyes hidrogénjeinek jeleltolodasai a 4.6.1.2. abran lathatok.
Szembetlind, hogy a komplex spektrumaban megjelenik az imidazolium heterociklus
nitrogének kozotti szénatomjahoz kapcsolodd hidrogén jele, ami a receptor ATP-

nélkuli felvételében nem emelkedik ki az alapvonalbdl.

-0,05 ppm
naftil H-ek: -0,04 és -0,03 ppm
—t—
-0,04 és -0, 04 ppm 0 O

4.6.1.2. dbra — 2 szenzor és az ATP kolcsonhatasa kovetkeztében fellépd

jeleltolodasok

A tovabbi mérések soran az AMP és 3 szenzor komplexképzését vizsgaltam.
Itt joval egyszerlbb volt a helyzet, mivel DMSO-ban (ezekben a fejezetekben a
DMSO természetesen DMSO-ds NMR olddszert jelent) a vendég- és gazdamolekula
is oldédott. Az AMP és 3 Osszemérésekor létrejové jeleltolddasok egy része a
4.6.1.3. abran lathatok. A naftalimid aromas hidrogénjeinél is megfigyelhetd

+0,01/+0,02 ppm eltolédas, az AMP-nél azonban nem.
-0,02 ppm

b D@&HD

-0,03 ppm és 0 ppm

4.6.1.3. abra — AMP és 3 kolcsonhatasa kovetkeztében fellépé jeleltolodasok

A vizsgalatot GMP-vel is elvégeztem, itt azonban DMSO-D,O 1:1 aranyu

keveréke volt a kozos oldat olddszere. A jelentés meértékl eltolédasokbol (néhany
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tized ppm) ebben az esetben nem kodvetkezik a komplex |étrejotte, mivel azok az
oldészer megvaltoztatasanak tudhatok be (a referencia a fentiekhez hasonléan 3
DMSO-s oldata volt). Meg kell jegyezni, hogy utdbbi problémardl a szakirodalom egy
része nem vesz tudomast, vagyis abban az esetben is, amikor a referencia és a
k6z0s oldatok olddszere eltérf, a tapasztalt kémiai eltolédas kuldnbségeket a

komplexképzédés bizonyitékakeént interpretalja [3].

4.6.2. Anionok komplexképzésének vizsgalata

Az anionokkal végzett vizsgalatok oOtletét az adta, hogy az irodalomban
szamos imidazolium-alapu anionfelismer6 molekula talalhatdo [42]. Az NMR-
vizsgalatot el6szor dihidrogén-foszfat anionnal szerettem volna elvégezni 1a-PFg
molekulaval. llyen vizsgalatok esetén a vizsgalni kivant anionok tetrabutil-ammaonium
soéit hasznaljak vendégmolekulaként, mivel ezek oldodnak deutero-acetonitrilben. Az
anioncsere miatt az 1a szenzor szintén oldddik deutero-acetonitrilbben, ami azonban
nem mondhaté el 1a tetrabutil-ammadnium-dihidrogénfoszfat soéjardl, mely egy része
kivalt az oldoszerbdl. Ennek ellenére a néhany tized ppm-es jeleltolédasok
leolvashatok voltak. A masik vizsgalni kivant anion a fluorid volt, melyhez a
laboratériumban rendelkezésre allt tetrabutil-ammodnium-fluorid, amivel elvégezve a

vizsgalatot szintén komoly jeleltolodasokat tapasztaltam. Ezeket a 4.6.2.1. abran

abrazoltam.
+0,22 ppm +0,15 ppm
© ©
+0,13 és +0,20 ppry ® ®
e I
N N
NJ N§N/ NJ N§N/ %
\ @ \ @ -0,04 ppm
+0,67 ppm +0,61 ppm

4.6.2.1. abra — 1a-PF¢ anionok hatasara bekovetkez6 jeleltolédasai (anionok: bal:
BusN"H,PO,, jobb: BusN*F)
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5. ToOVABBI TERVEK

A tovabbi tervekben el6szor az 1 tipusu szenzorok karonként egy-egy triazol-
nitrogénjének  kvaternerezése szerepel. Az igy Iétrejott tetrakationos
szenzormolekula 1c-nél vélhetben jobb komplexépzési sajatsagokkal fog
rendelkezni. A metilezést mar meg is kiséreltem nagy feleslegi metil-jodiddal,
kloroformban reflux hémérsékleten, azonban az 'H-NMR vizsgalatok alapjan a
tobbnapos reakciéidé utdn még nem ment végbe a reakcio. Ezt célszerl lenne
irodalmi analogiak alapjan metilez6szerrel, példaul metil-tozilattal, trimetil-oxonium-

tetrafluoroborattal, vagy trifluor-metanszulfonsav-metilészterrel elvégezni.
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5.1. abra — 1a meghiusult kvaternerezési kisérlete

A fluoreszcencias mérések komplexképzési vizsgalatait célszerl lenne
tovabbi NMR-spektroszkdpias meérések segitségével alatamasztani példaul 1c
esetében, azonban az el6z6 fejezetben emlitett oldoszer-problémak jelentésen
megnehezitk az eziranyl kisérleteket. Erdemes lenne kiterjeszteni a
szenzormolekulak szelektivitasvizsgalatat az eddig nem vizsgalt trifoszfatokra (GTP,
UTP és CTP) is. Mivel ezek a receptorok rendkivul igéretesek, biologiai
hasznosithatésagat is fontos lenne megvizsgalni, [3] és [4] publikaciékhoz hasonldan.

A késb6bbi terveinkben van tovabbi receptorjeldltek, az 1c, 2 és az Irodalmi

részben szereplé 13 molekulakhoz hasonlité 16 szintetizalasa.
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5.2. abra — a tervezett 16 szenzormolekula
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Célszerl tovabbi anion-felismerési vizsgalatokat végezni, mind NMR-, mind
fluoreszcencia spektroszképiasan, ugyanis az él6 szervezetekben valo
alkalmazhatosag feltétele az, hogy a tobbi anion mellett is kimutathaté legyen az
ATP.
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6. KISERLETIRESZ

6.1. Alkalmazott anyagok és vizsgalati moédszerek

A kiindulasi anyagokat részben a kereskedelembél szereztem be, részben
készen kaptam. A készen kapott vegyuletek szintézisei, mint ahogyan az Elméleti
részben is emlitettem, szintén szerepelnek a dolgozatban, azonban a pontos
el6allitdsokat ebben a fejezetben nem tintetem fel. A vendégmolekulak pontos neve,
zardjelben a vegyszer forgalmazdja:

* AMP: adenozin-5’-monofoszforsav-monohidrat (Alfa Aesar)

* GMP: guanozin-5’-monofoszforsav-dinatriumsoé (Sigma)

* ADP: adenozin-5’-difoszforsav-dinatriumso (Alfa Aesar)

* ATP: adenozin-5'-trifoszforsav-dinatriumso-hidrat (Alfa Aesar)
Az abszolut oldoszerek hasznalata minden esetben fel van tintetve, ezek el6allitasat
az ismert modszerek szerint végeztuk. A szintézisekben viz hasznalata esetén
mindig ioncserélt vizet alkalmaztam.

Az analitikai mddszerek kozul a reakciok elérehaladasanak kovetésére
vékonyréteg-kromatografiat alkalmaztam, amihez Merck 60 F254 szilikagél lapokat
hasznaltam. Az Uj vegyuletek, illetve esetenként a mar korabban szintetizalt anyagok
szerkezetét 'H-, esetenként '*C-NMR vizsgalattal igazoltuk, a molekulak egy
részérél nagyfelbontasu tomegspektrum, valamint IR-spektrum is készllt. Az
irodalomban mar leirt molekulak reprodukciojanak sikerességét altalaban
olvadaspont-méréssel ellenériztuk. Az NMR-vizsgalatokat az Egyetem Szervetlen és
Analitikai Kémia Tanszékén végezték Bruker Avance DRX-500 illetve Bruker Avance
AV-300 készulékekkel. A vizsgalatnal hasznalt deuteralt oldoszer minden esetben fel
van tuntetve. Itt fontos megjegyezni, hogy (ez kulondsen a célmolekulakra igaz) az
anyagok egy része rendkivul rosszul oldodott szerves oldoszerekben, ezért bizonyos
esetekben, ahol a megfeleld vizsgalathoz viszonylag témény oldat kellett (pl. "*C-
NMR) eltekintettem az adott analitikai modszertdl.

Az anyagok tisztitasa minden el6allitasnal szerepel. Ismert atkristalyositasi
modszer esetében  atkristalyositassal, oldhatosagi viszonyok ismeretében

oldészeres mosassal, digeralassal torténtek. Amennyiben ezek nem vezettek
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eredmeényre, oszlopkromatografias modszert hasznaltam, az eluens oldoszerkeverék
minden esetben meg van nevezve, az elvalasztashoz Kieselgel 60 tOltetet
alkalmaztam.

A receptorok fluoreszcencias méréséhez Perkin-Elmer LS 50B készlléket
hasznaltam, a mérések pontos kivitelezése, a koncentraciok, hullamhosszak, és
egyéb beallitasok a 6.3. fejezetben talalhatok, a spektrumok a Mellékletben
szerepelnek. Az MS spektrumok felvétele az MTA-Kémiai Kutatékdzpontban tortént
Waters gyartmanyu Q-TOF Premier tipusu készulékkel, pozitiv elektroporlasztasos

ionizaciot alkalmazva.

6.2. Szintézisek

Ebben a fejezetben az Osszes altalam végzett el6allitas pontos menete
szerepel. A szamozas sorrendje helyett célmolekulanként, Iépésrdl lépésre
szerepelnek az el6allitasok. A nem altalam szintetizalt vegyuletek jellemzé adatai (pl.

NMR, MS) altalaban nem szerepelnek a dolgozatban.

6.2.1. Amberlyst A21°Cul katalizator [28]

Amberlyst A21 gyantat (5,00 g) haromszor fél 6ran at aztattam 25 ml absz.
metanolban, haromszor 25 ml absz. kloroformban haromszor 25 ml absz. DKM-ban.
A megtisztitott gyantat szaritopisztolyban szaritottam egy éjszakan at, a szaraz
gyanta tdmege 1,61 g volt (a tomegveszteséget ndvelte az, hogy az anyag nagyon
nehezen kezelhetd, sztatikusan konnyen feltoltéd6). Az elbkészitett gyantat ezutan
0,613 g réz(l)-jodiddal, 50 ml absz. acetonitrilbben 3 napig 6vatosan kevertettem. A
terméket kiszlrése utan kétszer 15 ml absz. acetonitrillel, majd kétszer 15 ml absz.
DKM-nal mostam, szaritopisztolyban szaritottam. Az anyagot exszikatorban taroltam
A katalizatort tovabbi tisztitasok és vizsgalatok nélkul hasznaltuk fel. Az irodalom
tanusaga szerint az ilymodon elkészitett kalatizator réz(l)-jodid tartalma 1,23 mmol/g
katalizator [28].

43



6.2.2. 1-Azidometilnaftalin (1a-21) [35]

Osszemértem 8,83 g (50,0 mmol) 1-klormetilnaftalint, 4,88 g (75,0 mmol)
natrium-azidot 40 ml acetonitrilben, majd 18 6ran keresztul reflux hdmérsékleten
kevertettem. A reakcié végén az elegyet beparoltam, 100 ml vizet adtam hozza, amit
haromszor 120 ml dietil-éterrel extrahaltam. A szerves fazist ezutan haromszor 100
ml vizzel mostam, MgSOgy-tal szaritottam, szlrtem, végul beparoltam megkapva a
sargas szind, a VRK (eluens: hexan-EtOAc 95:5) és NMR alapjan tiszta folyadékot.

Termelés: 7,74 g (39,2 mmol, 78%; irodalmi: 80%)

'H-NMR: (CDCl3, 500 MHz) & (ppm) 8,07 (d, J = 8,5 Hz, 1H, Ar-H); 7,94
(d, J=8Hz, 1H, Ar-H); 7,91 (d, J =7 Hz, 1H, Ar-H); 7,62 (t, J = 7 Hz, 1H, Ar-H); 7,58
(t, J =7 Hz, 1H, Ar-H); 7,52-7,48 (m, 2H, 2 Ar-H); 4,80 (s, 2H, -CH>-) ([35]-t4I kalib-

racios hiba miatt enyhén eltér)
6.2.3. 4-Hidroximetil-1-(naft-1-ilmetil)-1,2,3-triazol (1a-22)

A 0,49 g (2,48 mmol) 1a-21 azidvegyulet 5 ml absz. DKM oldatahoz, ami mar
tartalmazta a 0,14 g Amberlyst A21Cul katalizatort, argon alatt 0,131 ml (0,127 g,
2,26 mmol) propargil-alkohol szintén 5 ml-es absz. DKM-os oldatat csepegtettem. A
reakcioelegyet argonnal Oblitettem, megakadalyozva a katalizator oxidaciojat. 18 ora
utan az elegy jellegzetes propargil-alkohol szaga teljesen eltint (VRK vizsgalattal
nem mutathat6 ki a minor propargil-alkohol, csak az eleve feleslegben alkalmazott
1a-21 azidvegyulet). A reakciot leallitottam, az olddszert ledesztillaltam. A maradék
szilard anyag (benne a termékkel, a kiindulovegyulettel és a katalizatorszemcsékkel)
egy részét metanolban feloldottam, lesziirtem, ezzel megszabadulva a kataliza-
torgyantatol. A kapott anyalug er6sen zold szinG volt, feltehetéen a réz(l)-ionok le-
vegbvel torténd érintezése miatt keletkez6 réz(ll)-ionoktdl. Az oldatot beparoltam, a
nyers termék 1a-21 azidvegyulet-tartalma miatt oszlopkromatografias tisztitas mellett
dontottem. Eluensként DKM-metanol 95:5 elegyet hasznalva a terméket sikerult
teljesen elvalasztani a kiindul6anyagtol, megkapva a tiszta 1a-22 hidroxivegyuletet.

Termelés: 0,45 g (1,88 mmol, 76%)
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'H-NMR:  (CDCls, 500 MHz) & (ppm) 7,96-7,94 (m, 1H, Arnasi-H); 7,90-
7,88 (M, 2H, 2Arnai-H); 7,53-7,49 (m, 2H, 2 Arnari-H); 7,48-7,42 (m, 2H, 2Amari-H);
7,30 (s, 1H, ArgiazorH); 5,95 (S, 2H, Arnaii-CH>-Afyiazo)): 4,67 (d, J = 5,5 Hz, 2H,
Afyiazo-CH2-OH); 2,80 (t, J = 5,5 Hz, 1H, -OH)

6.2.4. 4-Brommetil-1-(naft-1-ilmetil)-1,2,3-triazol (1a-23)

Feloldottam 0,22 g (0,92 mmol) 1a-22 vegyuletet 30 ml absz. DKM-ban, majd
hozzacsepegtettem 0,174 ml (0,50 g, 1,84 mmol) foszfor-tribromidot. A reakciot
VRK-val kdvetve 20 6ras reakciéid6 utan fogyott el teljesen a kiinduléanyag. 20 éra
utan jeges hités mellett 30 ml vizet adagoltam az elegyhez, majd 15 ml viz-telitett
NaHCOs-oldat 1:1 elegyét csepegtettem a lombik tartalmahoz. A fazisokat elvala-
sztottam, a szerves fazist 30 ml vizzel mostam, MgSQOgs-on szaritottam, szlrtem,
majd az oldészert beparoltam.

Termelés: 0,26 g (0,86 mmol, 94%)

'H-NMR: (CDCls, 500 MHz) & (ppm) 7,95-7,90 (m, 3H, 3Arnai-H); 7,54-
7,53 (M, 2H, 2Arai-H); 7,51-7,45 (m, 2H, 2Arnasmi-H); 7,34 (s, 1H, Aryiazo-H); 5,97 (s,
2H, Arnati-CH2-Artriazol); 4,47 (s, 2H, -CH2-Br)

C-NMR:  (CDCls, 75 Hz) & (ppm) 124,4; 113,6; 110,7; 109,8; 109,0;
108,6; 107,7; 107,0; 106,1; 105,0; 102,4; 102,2; 32,1

6.2.5. 1a Célmolekula

Az 1a-23 alkilez6szert (0,24 g, 0,79 mmol) és 0,11 g (0,38 mmol) 1-13 készen
kapott bisz-imidazol szarmazékot feloldottam 12 ml acetonitrilbben. Az elegyet 19
oran at reflux hémeérsékleten kevertettem, majd leallitottam. Az ionos célvegyulet ki-
valt az olddszerbdl, a csapadékot leszirtem, acetonitrillel mostam és szaritottam.

Termelés: 0,26 g (0,29 mmol, 76%)

'H-NMR: (CDCl3, 500 MHz) & (ppm) 9,65 (s, 2H, 2Afrimidazsiium-H, N-ek
kozotti); 8,34 (s, 2H, 2Ar-H); 7,94-7,92 (m, 2H, 2Ar-H); 7,87 (s, 2H, 2Ar-H); 7,86-7,83
(m, 4H, 4Ar-H); 7,50-7,48 (m, 6H, 6Ar-H); 7,41-7,35 (m, 4H, 4Arnami-H); 5,92 (s, 4H,
4Arati-CH2-Aryriazal); 5,67 (S, 4H, 2Nimidazo-CH2-); 5,62 (s, 4H, 2N’imidazo-CH>2-); 2,07 (s,
12H, 4Ar-CH3)
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BC-NMR:  (CDCls, 75 MHz) & (ppm) 119,9; 115,4; 113,4; 110,5; 109,6;
109,3; 109,0; 108,5; 107,5; 106,9; 106,0; 105,0; 103,9; 103,3; 102,3; 101,7; 32,0;
29,0; 23,4

MS: A spektrumban protonalt molekulaion nem lathat6. A vart szer-
kezetnek megfelelé [M-Br]+ (m/z 817) és [M-2Br]2+ (m/z 369) ionok észlelhetbk in-
tenziven a spektrumban. EIméleti tomeg: 817,3090; Mért tomeg: 817,3105

6.2.6. 9-Azidometilantracén (1b-21) [36]

Az 1b-20 vegyuletet (0,78 g, 2,88 mmol) és a hozzaadott natrium-azidot
(0,26 g, 4,03 mmol) 20 ml DMSO-ban 50°C-on kevertettem 21 6rat. Az elegyet
ezutan 30 ml vizre ontottem, amit6l sargasfehér anyag valt ki. A szuszpenziot
haromszor 30 ml etil-acetattal extrahaltam, majd az egyesitett szerves fazist tomeény
sooldattal kiraztam. A fazisok elvalasztasat kovetéen a szerves fazist MgSO4-on
szaritottam, szirtem, az oldoszert ledesztilldltam. A sargas kristalyokat
vakuumszaritopisztolyban szaritottam.

Termelés: 0,55 g (2,36 mmol, 82%; irodalmi: 100%)

'H-NMR (CDCl3, 300 MHz) & (ppm) 8,50 (s, 1H, 9-Ar-H); 8,29 (d, J = 9
Hz, 2H, 2Ar-H); 8,04 (d, J = 8,5 Hz, 2H, 2Ar-H); 7,59 (t, J = 7,5 Hz, 2H, 2Ar-H); 7,50
(t, J =7,5 Hz, 2H, 2Ar-H); 5,32 (s, 2H, -CH>-)

6.2.7. 1-(Antracén-9-ilmetil)-4-hidroximetil-1,2,3-triazol (1b-22)

absz. DKM-ba (5 ml) bemértem 0,55 g (2,36 mmol) 1b-21 azidszarmazékot
és 0,1 g Amberlyst A21-Cul katalizatort (az 6.2.6 recepthez képest itt frissebb
katalizatort hasznaltam, ezért ennyi is elegend6 volt a reakcio teljes
lejatszodasahoz). Ehhez csepegtettem hozza argon alatt 0,146 g (2,60 mmol)
propargil-alkoholt ° 5 ml absz. DKM-ban. A reakci®é argon atmoszféraban,
szobahémeérseékleten jatszodott le. 22,5 ora utan a VRK-vizsgalatok alapjan elfogyott
a kiinduldéanyag, ezért feldolgoztam a reakciot. Az oldoszer ledesztillalasa utan a

szilard keverékhez metanolt adtam, leszirtem, majd harom oran keresztul

® Mint lathato, itt az alkin komponens kertilt feleslegbe. Emiatt nem volt sziikség az
oszlopkromatografias tisztitasra, mint 1a-22 esetében, ahol a propargil-alkohol volt a minor
komponens.
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vakuumban beparoltam az elegyet (a propargil-alkohol forraspontja légkori
nyomason 114-115°C). A VRK-vizsgalat (eluens: DKM-metanol 95:5) alapjan is
tiszta vegyiilet tovabbi tisztitdst nem igényelt ® (ellentétben az 1a-22
naftalinszarmazékkal).

Termelés: 0,61 g (2,11 mmol, 89%)

'H-NMR: (DMSO-ds, 300 MHZz) & (ppm) 8,74 (s, 1H, 9-Aranmi-H); 8,62 (d, J
= 9 Hz, 2H, 2Aranii-H); 8,17 (d, J = 8 Hz, 2H, 2Aranwi-H); 7,73 (s, 1H, Artiazo-H); 7,66
(t, J =7,5Hz, 2H, 2Arani-H); 7,59 (t, J = 7,5 Hz, 2H, 2Aranwi-H); 6,63 (s, 2H, Aranti-
CH-Artiazal); 5,01 (t, J = 5,7, 1H, -OH); 4,38 (d, J = 5,7 Hz, 2H, -CH,-OH);

C-NMR:  (DMSO-ds, 75 MHz) & (ppm) 148,0; 131,0; 130,3; 129,1; 127,1;
125,9; 125,4; 124,0; 122,1; 54,9; 45,3

6.2.8. 1-(Antracén-9-ilmetil)-4-brémmetil-1,2,3-triazol (1b-23)

Az 1b-22 vegyuletet (0,60 g, 1,71 mmol) feloldottam 120 ml absz. DKM-ban
(nagyon nehezen oldodott), majd hozzacsepegtettem 0,39 ml (1,12 g, 4,16 mmol)
foszfor-tribromidot. Szobahdmérsékleten 15 6rat kevertetve a VRK-vizsgalat alapjan
elfogyott a kiinduldéanyag. A feldolgozas soran jeges hités mellett 25 ml vizet, majd
50 ml viz-telitett NaHCOs-oldat 1:1 aranyu keverékét adtam az elegyhez. A vizes
fazist 40 ml DKM-nal extrahaltam. A szaritast (MgSO,4) kovetbéen az olddészer
ledesztillalasa utani tomeg 0,78 g volt, ami tobb, mint 100%-o0s termelésnek felelne
meg, ezért feltételeztem, hogy a termék nem a kivant vegyulet. A barnas szini
szilard anyagot 150 ml DKM-ban oldottam, majd 50 ml vizzel, 50 ml telitett NaHCO3-
oldattal, végul ujra 50 ml vizzel kiraztam. A szaritast és olddszer-desztillaciot
kovetbéen megkaptam a sarga szind, tiszta 1b-23-mat.

Termelés: 0,59 g (1,68 mmol, 81%)

'H-NMR (CDCl3, 300 MHz) & (ppm) 8,59 (s, 1H, 9-Aranti-H); 8,28 (d, J=9
Hz, 2H, 2Aranmi-H); 8,08 (d, J = 8,5 Hz, 2H, 2Aranw-H); 7,61 (t, J = 7,5 Hz, 2H,
2Arani-H); 7,56 (t, J = 7,5 Hz, 2H, 2Arani-H); 7,13 (s, 1H, Aryiazo-H); 6,52 (s, 2H,
Arantri-CH2-Ariazol); 4,38 (s, 2H, -CH2-Br);

® Az antracénvegylletek jellegzetessége a nagy UV-aktivitas. Emiatt a VRK-vizsgalatok eredménye
(mivel az elhanyagolhatdé mennyiségl szennyezd is erés foltot mutat) altalaban nem informativ.
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3C-NMR (CDCls, 75 MHz) & (ppm) 144,8; 131,7; 131,0; 130,3; 129,8;
128,0; 125,7; 123,6; 123,0; 122,4; 46,8; 21,8

6.2.9. 1b Célmolekula

Acetonitrilben (32 ml) feloldottam 0,57 g (1,62 mmol) 1b-23-mat és 0,23 g
(0,77 mmol) 1-13-mat. Az elegyet reflux hémérsékleten kevertetve egy o6ra utan sar-
gas anyag valt ki, a VRK alapjan 3 o¢ra utan teljesen elfogyott a 1-13 kiinduldéanyag.
A csapadékot kiszlirtem, acetonitrillel mostam és szaritottam.

Termelés: 0,50 g (0,50 mmol, 65%)

'H-NMR: (DMSO-ds, 300 MHz) & (ppm) 9,12 (s, 2H, 2Arimigazsium-H, N-ek
kozotti); 8,75 (s, 2H, 2Aranti-H); 8,58 (d, J = 9 Hz, 4H, 4Aranw-H); 8,16 (d, J = 9 Hz,
4H, 4Aran-H); 8,14 (s, 2H, 2Aryiazo-H); 7,69-7,55 (m, 12H, 12Ar-H); 6,68 (s, 4H,
2Arantri-CH2-Artriazal); 9,51 (S, 4H, 2Nimigazo-CH2-); 5,45 (s, 4H, 2N'inigazo-CH2-); 2,14
(s, 12H, 4Ar-CHs)

BC-NMR:  (DMSO-ds, 75 MHz) & (ppm) 141,1; 136,2; 135,7; 131,5; 131,1;
130,8; 129,8; 129,7; 127,7; 125,9; 124,7; 124,4; 123,1; 123,0; 48,5; 46,3; 44,0; 17,0

MS: A spektrumban protonalt molekulaion nem lathat6. A vart szer-
kezetnek megfelelé [M-Br]+ (m/z 917) és [M-2Br]2+ (m/z 419) ionok észlelhetbk in-
tenziven a spektrumban. EIméleti tomeg: 917,3403; Mért tomeg: 917,3411;

Oldhatésag vizben: 10 mol/dm?®
6.2.10. N-Brometil-4-(piperidin-1-il)-1,8-naftalimid (1c-20)

Foszfor-tribromidot (1,2 ml, 3,46 g, 12,8 mmol) csepegtettem 0,80 g (2,47
mmol) 1¢-02 20 ml-es kloroform oldatahoz, majd 4 6ran keresztul forraltam az ele-
gyet. A reakcio lejatszédasa utan jeges hités mellett 20 ml vizet adtam az oldathoz,
majd kétszer 20 ml DKM-nal extrahaltam a vizes fazist. A szerves fazist natrium-
szulfaton szaritottam és beparoltam. A kloroform mell6zése érdekében a reakciot
elvégeztem DKM-ban, forrponton is, az NMR-vizsgalatok alapjan az anyag 10-15%
szennyezét tartalmazott, ezért oszlopkromatografias tisztitast kellett alkalmazni (elu-
ens: DKM-metanol 95:5), mig a kloroformban végzett reakcio tiszta terméket adott.

Termelés: 0,92 g (2,38 mmol, 96%)

'H-NMR (CDCl3, 300 MHz): a spektrum megegyezik a [3]-ban kozolttel
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6.2.11. 9-N-Azidoetil-4-(piperidin-1-il)-1,8-naftalimid (1c-21)

Osszemértem 0,50 g (1,29 mmol) 1¢-20 bromvegyiiletet és 0,126 g (1,94
mmol) natrium-azidot 20 ml DMSO-ban. Az elegyet 60°C-on 4 orat kevertetve a kiin-
duléanyag a VRK-vizsgalat alapjan elfogyott, ezért feldolgoztam a reakcioelegyet. A
sarga oldathoz 30 ml vizet adtam, majd haromszor 25 ml etil-acetattal extrahaltam. A
szerves fazist kétszer 30 ml vizzel, majd 30 ml tdomény sdoldattal mostam a maradék
DMSO extrahalasa céljabdl. A szaritast (MgSQO4) és olddszer-desztillaciot kovetéen
kaptam meg a nyers narancsszind terméket, amely azonban a VRK-vizsgalat ala-
pjan kétkomponensi volt. A tisztitashoz az oszlopkromatografias modszert vala-
sztottam, ugyanis a hasznalt eluensben (DKM-aceton 95:5) a termék a frontra, a
szennyezl pedig a start kornyékére futott a VRK-lapon.

Termelés: 0,30 g (8,59 mmol, 67%)

'H-NMR: (CDCl3, 300 MHz): a spektrum megegyezik a [3]-ban kozolttel

6.2.12. 9-N-(2-(4-(Hidroximetil)-1,2,3-triazol-1-il)etil)-4-(piperidin-1-il)-1,8-
naftalimid (1¢-22)

Az elballitaskor az el6z6ekhez hasonloan jartam el. A kizzitott, argonnal Obli-
tett lombikba bemértem 0,1 g Amberlyst A21 Cul katalizatort, 0,27 g (0,77 mmol) 1c-
21 azidvegyuletet és 4 ml absz. DKM-t. Ehhez csepegtettem 0,046 ml (0,048 g, 0,85
mmol) propargil-alkohol 4 ml-es absz. DKM-os oldatat. A reakcié argon atmoszféra-
ban, szobahémérsékleten zajlott. A teljes reakci6idé 18 6ra volt. A termék kivalt az
elegybdl, ezért néhany ml metanolt adtam a szuszpenzidhoz, amitdl az kitisztult, igy
a katalizatort ki lehetett szlrni. Az oldészert hosszan desztilldltam az elreagalatlan
propargil-alkohol miatt, megkapva a teljesen tiszta intermediert.

Termelés: 0,29 g (0,72 mmol, 93%)

'H-NMR: (CDCl3, 300 MHz) & (ppm) 8,50 (d, J = 7,2 Hz, 1H, Arpasi-H);
8,42 (d, J = 8,1 Hz, 1H, Arnani-H); 8,39 (d, J = 8,4 Hz, 1H, Arpasi-H); 7,69 (s, 1H, Ar-
riazoi-H); 7,65 (t, J = 8,1 Hz, 1H, 6-Arnari-H); 7,15 (d, J = 8,1 Hz, Arpami-H); 4,77-4,73
(m, 4H, N-CH>-CH>-N); 4,67-4,63 (m, 2H, -CH,-OH); 3,23 (t, J = 5,1 Hz, 4H,
2Npipericin-CH2-); 2,54 (s, 1H, -OH); 1,92-1,85 (m, 4H, -CH>-, piperidin 3-mas helyzet);
1,76-1,71 (m, 2H, -CH2-, piperidin 4-es helyzet)
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3C-NMR:  (CDCls, 75MHz) & (ppm) 164,4, 163,8, 157,8, 133,1, 1314,
131,2, 130,1, 126,2, 125,4, 122,4, 115,0, 14,7, 56,7, 54,5, 48,0, 39,5, 26,2, 24,3

IR: (KBr, cm™) 3649, 3311, 2933, 1698, 1653, 1592, 1576, 1375,
1253, 1021, 783, 759, 419

Op.: 195-197°C

HRMS: A vart szerkezetnek megfelel6 protonalt molekulaion

érzékelhet6 a spektrumban: m/z szamitott: 406.1879, mért: 406.1882

6.2.13. 9-N-(2-(4-(Brommetil)-1,2,3-triazol-1-il)etil)-4-(piperidin-1-il)-1,8-
naftalimid (1c-23)

Az 1c-22 hidroxivegyulet (0,27 g, 0,67 mmol) 30 ml absz. DKM-os oldatahoz
jeges hités mellett 0,125 ml (0,36 g, 1,34 mmol) foszfor-tribromidot csepegtettem. A
kiinduléanyag mar egy 6ra szobahOmeérsékleti kevertetés utan elfogyott, ezért a
reakciot feldolgoztam. Jeges hités mellett 25 ml vizet, majd 20 ml viz-telitett
NaHCOg-oldat 1:1 keverékét adtam az elegyhez. A vizes fazist kétszer 20 ml DKM-
nal extrahaltam, majd a szerves fazist megszaritottam (MgSO4 szaritészeren) és
beparoltam. A kapott gumiszerl anyagot felhasznaltam a kovetkez6 reakcidban. A
késébbi 'H-NMR-vizsgalat alapjan azonban nem volt megfeleld az anyag, bar a
VRK-analizis szerint egyfoltos, tiszta volt, az NMR azonban egy feltehet6en foszfore-
tilészter-szarmazék szennyez6t mutatott ki. Mindezek ellenére a kovetkez6 lépésben
megfelel6 terméket kaptam. Itt a kés6bbiek soran foszforészter-szennyezés nélkuil
el6allitott termék spektroszkopiai adatai szerepelnek.

Termelés: 0,31 g (0,66 mmol, 99%)

'H-NMR: (CDCls, 300 MHz) & (ppm) 8,48 (d, J = 7,2 Hz, 1H, Arnasi-H);
8,42-8,36 (M, 2H, 2Armati-H); 7,73 (s, 1H, Aryiazo-H); 7,64 (t, J = 8,1 Hz, 1H, Arnasi-H);
7,15 (d, J = 8,1 Hz, 1H, Arnami-H); 4,74 (t, J = 5,4 Hz, 2H, N-CH>-CH>-N); 4,65 (t, J =
5,4 Hz, 2H, N-CH2-CH2-N); 4,53 (s, 2H, Aryiazo-CH2-); 3,23 (t, J = 5,1 Hz, 4H,
2Npipericin-CH2-); 1,89 (br s, 4H, 2 -CH>-, piperidin 3-mas helyzet); 1,73 (br s, 2H, -
CH>-, piperidin 4-es helyzet)

®C-NMR:  (CDCls, 75MHz) 5 (ppm) 164,2, 163,6, 157,5, 144,6, 133,0,
131,3, 131,1, 130,0, 126,1, 125,3, 123,4, 122,3, 115,0, 114,7, 54,5, 48,0, 39,3, 29,6,
26,1, 24,2, 21,7
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IR (KBr, cm™) 2931, 2852, 1695, 1654, 1588, 1515, 1451, 1387,
1352, 1236, 1154, 1133, 1081, 1027, 991, 920, 865, 784, 759, 734, 458, 420.

Op.: 123-125°C (bomlas)

MS: A vart vegyulet Na-adduktja figyelhet6 meg 490,0 m/z-nél a

brém karakterisztikus izotop-eloszlasaval
6.2.14. 1c Célmolekula

Egy lombikban 6sszemértem 0,28 g (0,60 mmol) 1¢c-23-mat és 0,084 g (0,286
mmol) 1-13 vegyuletet 15 ml acetonitrilben. Az elegyet 24 6ran keresztll kevertettem
reflux hémeérsékleten, majd a kivalo sarga csapadékot szlrtem, acetonitrillel mostam,
megkapva a VRK-vizsgalat és NMR analizis alapjan tiszta anyagot.

Termelés: 0,27 g (0,22 mmol, 79%)

'H-NMR: (DMSO-ds, 500 MHz) & (ppm) 9,12 (s, 2H, 2Arimidazsium-H, N-ek
kozotti); 8,39 (d, J = 8,5 Hz, 2H, 2Arnasi-H); 8,36 (s, 2H, 2Aryiaz0-H); 8,35 (d, J = 7,5
Hz, 2H, 2Arnasi-H); 8,27 (d, J = 8 Hz, 2H, 2Arnasi-H); 7,77 (t, J = 7,5 Hz, 2H, 2Arasi-
H); 7,67 (s, 2H, 2Afrimidazslium-CH); 7,57 (s, 2H, 2Arimidazeium-CH); 7,27 (d, J = 8,5 Hz,
2H, 2Arnasi-H); 5,57 (s, 4H, 2Nimidazo-CH2-); 5,49 (s, 4H, 2N’imidazo-CH>2-); 4,73 (t, J =
6 Hz, 4H, N-CH2>-CH>-N); 4,44 (t, J = 5,5 Hz, 4H, 2N-CH2-CH,-N); 3,20 (br s, 8H,
4Npiperiain-CH2-); 2,24 (s, 12H, Ar-CHj3); 1,81 (br s, 8H, 4 -CHo-, piperidin 3-mas hely-
zet); 1,66 (br s, 4H, 2 -CH>-, piperidin 4-es helyzet)

BC-NMR:  (DMSO-ds, 75 MHz) 5 (ppm) 163,6, 163,0, 157,03, 140,1, 135,7,
135,4, 132,5, 131,0, 130,8, 129,4, 125,9, 125,6, 125,5, 122,6, 122,6, 122,3, 122,2,
115,0, 114,5, 54,1, 48,1, 47,7, 43,6, 39,5, 25,8, 23,9, 16,6

IR: (KBr, cm™) 3854, 3735, 3675, 3649, 2931, 2853, 1690, 1651,
1586, 1516, 1384, 1352, 1236, 1155, 784, 760
MS: A vart szerkezetli molekula kétszeres toltési ionként (m/z 535)

ill. [M-Br]+ ionként észlelhetd a tomegspektrumban. EIméleti tomeg: 1149,4575; Mért
tomeg: 1149,4564

UV-VIS: Amax = 434 nm (log € = 3,14, vizes oldat)

Op.: 233°C (bomlas)

Oldhatdsag vizben: 2,510 mol/dm?®
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6.2.15. 2 Célmolekula

A szenzor szintézisének utolsd lépése igen nehezen ment. Els6 kisérletlink-
ben bemértink 0,30 g (0,61 mmol) 2-01 propargilvegyuletet, 0,08 g (0,37 mmol) 2-11
azidvegyiiletet, 2 ml 0,05 mol/dm® koncentraciéju (0,1 mmol) réz(ll)-szulfatot, 2 mi
0,1 mol/dm-es (0,2 mmol) natrium-aszkorbatot és 20 ml THF-et. Az elegyet 72 6ran
at kevertettlk szobahémérsékleten, ezutan az oldészert beparoltuk. A terméket ace-
tonbadl kristalyositottuk, majd kloroform-metanol 7:3 eluensben oszlopkromatogra-
fiasan probaltuk tisztitani. A kinyert 0,17 g anyag az "H-NMR vizsgalatok alapjan 60
mol% kiinduldéanyagot és 40 mol% terméket tartalmazott, ami 0,13 mmol kiin-
duléanyagnak felel meg.

A kovetkez6 kisérletben mas katalizatort hasznaltunk. Bemértink 16 mg
(0,065 mmol) 2-11 azidvegyuletet, 3,5 mg (0,013 mmol) 2,4-dimetoxi-fenil-
izocianid CuCl katalizatort és 0,5 ml vizet. Az on-water reakcidelegyet 21 6raig ke-
vertettik, szlrtlk, azonban az NMR-spektrum alapjan a konverzié tovabbra sem
novekedett szamottevéen. Ezutan nagyobb feleslegi reagenseket hasznaltunk, 41
mg (0,168 mmol) 2-11 azidvegyuletet és 17 mg (0,065 mmol) katalizatort 0,5 ml viz-
ben. A reakcio végén - egy hét utan - a szilard anyagot szirtik, vizzel, majd kétszer
5 ml acetonitrillel mostuk. A szaritas utdn megkaptuk az 'H-NMR-vizsgalat alapjan
tiszta anyagot.

Termelés: 0,15 g (0,12 mmol, 39%, végso)

'H-NMR: (DMSO-ds, 300 MHz) & (ppm) 9,32 (s, 2H, 2Arimidazéiium-H, N-ek
kozotti); 8,41 (d, J = 8,1 Hz, 2H, 2Armami-H); 8,35 (d, J = 7,2 Hz, 2H, 2Arnami-H); 8,26
(d, J = 8,1 Hz, 2H, 2Arnasi-H); 8,02 (s, 2H, 2Aryiazo-H); 7,82 (s, 2H, 2Arimidazslium-CH);
7,78 (t, J = 7,8 Hz, 2H, 2Arnani-H); 7,70 (s, 2H, 2Arimigazeium-CH); 7,28 (d, J = 8,1 Hz,
2H, 2Arqati-H); 5,67 (s, 4H, 2 triazol-CHy); 5,42 (s, 4H, 2 triazol-CH>-); 4,53 (br s, 4H,
2N-CH>-CH2-N); 4,42 (t, 4H, 2N-CH2-CH2-N); 3,20 (br s, 8H, 4Npiperidin-CH2-); 2,24 (s,
12H, Ar-CHs3); 1,82 (br s, 8H, 4 -CH»-, piperidin 3-mas helyzet); 1,67 (br s, 4H, 4 -
CH>-, piperidin 4-es helyzet)

BC-NMR:  (DMSO-ds, 75 MHz) 5 (ppm) 163,8, 163,2, 156,9, 140,3, 136,7,
134,5, 132,4, 131,9, 130,7, 125,8, 125,4, 1241, 123,5, 122,4, 122,3, 114,9, 1147,
54,0, 48,8, 47,9, 43,6, 25,7, 23,8, 16,5

IR (KBr, cm™) 3854, 3735, 3649, 3064, 2928, 2851, 1697, 1646, 1591, 1515,
1387, 1351, 1238, 783, 760.
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MS: A vart szerkezetli molekula kétszeres toltési ionként (m/z 535)
ill. [M-Br]+ ionként észlelhetd a tomegspektrumban. EIméleti tomeg: 1149,4575; Mért
tomeg: 1149,4568

UV-VIS: Amax =433 nm (log ¢ = 2,99, vizes oldat)

Op.: 232°C (bomlas)

Oldhatésag vizben: 2:10”° mol/dm? (ultrahang alkalmazasaval)
6.2.16. 3 Célmolekula

A reakciot a tobbi célmolekula szintziséhez hasonloan végeztem. Osszemér-
tem 0,412 g (1,10 mmol) el6zbleg elkészitett 3-02-t és 0,135 g (0,423 mmol) 1-11
diszubsztitualt durolszarmazékot 30 ml acetonitrilben. Az elegyet 20 o6ran keresztul
reflux hémeérsékleten kevertettem, majd a kivalo terméket haromszor mostam aceto-
nitrillel, vakuumszaritopisztolyban szaritottam.

Termelés: 0,30 g (0,28 mmol, 66%)

'H-NMR: (DMSO-ds, 500 MHZz) & (ppm) 8,91 (s, 2H, 2Arimidazsium-H, N-ek
kozotti); 8,40 (d, J = 8 Hz, 2H, 2Arnami-H); 8,37 (d, J = 7,5 Hz, 2H, 2Arnaqi-H); 8,28 (d,
J = 8 Hz, 2H, 2Arami-H); 7,84 (s, 2H, 2Arimigazsium-CH); 7,81 (t, J = 7,5 Hz, 2H,
2Arnati-H); 7,45 (s, 2H, 2Arimidazsium-CH); 7,30 (d, J = 8 Hz, 2H, 2Arnai-H); 5,40 (s,
4H, 2Nimidazo-CH2-Ar); 4,51 (br s, 4H, 2N-CH>-CH>-N); 4,40 (br s, 4H, N-CH»-CH»>-N);
3,20 (br s, 8H, 4Npiperigin-CH>-); 2,01 (s, 12H, Ar-CHs); 1,82 (br s, 8H, -CH.-, piperidin
3-mas helyzet); 1,66 (br s, H, -CH>-, piperidin 4-es helyzet)

BC-NMR:  (DMSO-ds, 500 MHz) & (ppm) 163,7;163,1; 156,9; 135,9; 135,1;
132,4; 130,8; 130,7; 130,3; 129,3; 125,8; 125,4; 123,6; 122,2; 122,0; 114,9; 114,5;
54,0; 48,0; 47,9; 25,7; 23,8; 16,1

IR: (KBr, cm™) 3137, 3071, 2942, 2885, 1690, 1647, 1587, 1517,
1382, 1349, 1154, 788, 760.
MS: A spektrumban protonalt molekulaion nem lathat6. A vart szer-

kezetnek megfelelé [M-Br]+ (m/z 987) és [M-2Br]2+ (m/z 454) ionok észlelhetbk in-
tenziven a spektrumban. EIméleti tomeg: 987,3921; Mért tomeg: 987,3941

UV-VIS: Amax = 438 nm (log ¢ = 3,34, vizes oldat)

Op.: 284°C (bomlas)

Oldhatésag vizben: 10 mol/dm?
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6.2.17. 1a Célmolekula anioncseréje hexafluorofoszfatra (1a-PF¢’)

Feloldottam 0,08 g (0,089 mmol) 1a-t 2 ml DMSO-ban, ehhez 0,39 ml 75
g/100 ml tdbménységl NH4PFg oldatot csepegtettem (1,78 mmol). Mivel nem tortént
csapadékkivalas, tovabbi 2 ml vizet adtam az elegyhez. Az igy keletkezett fehér
csapadékot szlrtem, vizzel mostam, majd vakuumszaritopisztolyban szaritottam.

Termelés: 0,07 g (0,068 mmol, 76%)

'H-NMR: (CD3sCN, 500 MHz) & (ppm) 8,23 (s, 2H, 2Arimidazsiium-H, N-ek
kozotti); 8,08 (m, 2H, 2Ar-H); 7,96-7,94 (m, 4H, 4Ar-H); 7,83 (s, 2H, 2Aryiazo-H); 7,56
(t, J = 3,5 Hz, 4H, 4Ar-H); 7,51 (t, 2H, 2Arnani-H); 7,44 (d, J= 6,5 Hz, 2H, 2Ar-H);
7,38 (s, 2H, 2Ar-H); 7,20 (s, 2H, 2Ar-H); 6,02 (s, 4H, 4Arnasi-CH2>-Artriazol); 5,42 (S,
4H, 2Nimidazo-CH2-); 5,29 (s, 4H, 2N’imidazo-CH2-); 2,16 (s, 12H, 4Ar-CHs)

6.3. Fluoreszcencia spektroszkopias mérések

Az elbzetes emisszios fluoreszcencia spektroszkdpias mérések soran elészor
a receptormolekula, majd a receptormolekula és vendégmolekula adott koncentra-
cioju desztillalt vizes oldatat mértem le. A pH nem volt szabalyozva. A méréseket
megel6zéen a vegyuletek UV-lathatd abszorbcios spektrumait is lemértem, ezek
kozlését nem tartom szukségesnek, mivel azok csak a fluoreszcencia-meérések
el6készitése céljabol torténtek. A gerjesztési fluoreszcencia spektrumok kozlésétél
szintén eltekintek, csak az emisszidos diagramok szerepelnek a Mellékletben. A
meérésekhez 1,00 x 1,00 cm-es kvarckuvettat hasznaltam. A kuvettaba 2,000 ml ol-
datot toltoéttem minden esetben, automata pipettaval adagolva a pontos mennyisé-
geket a megfelel6 torzsoldatokbdl, illetve desztillalt vizbdl.

A pufferelt kdzegben toérténd mérésekhez 0,02 mol/dm® HEPES és 0,01
mol/dm*® NaOH oldatot készitettem. Az erds bazis a szulfonsavval Na-sét képezve
alakitja ki a puffert, melynek pH-ja 7,5 lett. A mérésekhez sziukséges torzsoldatokat,
valamint a higitasokat is ebben az oldatban végeztem. A szenzorok beoldédasat ult-
rahangos készulékkel segitettem el6. A titralasok soran a szenzor koncentracioja al-

landé volt. A tovabbi adatok megegyeznek az el6zetes mérésekével.
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7. OsSSzZEFOGLALAS

A tudomanyos diakkori munkam soran, 5 Uj, a szakirodalomban eddig nem
szerepl6 fluoreszcens nukleozid-polifoszfat receptorjeldltet szintetizaltam. Az
elkészllt anyagok szerkezetének igazolasa NMR-rel és esetenként nagyfelbontasu
tomegspektroszkopiaval tortént. A kidolgozott szintézisek altalaban egyszeriien
reprodukalhatdk, a lépések 2 molekula el6allitasan kivll jo termeléssel mentek,
sokszor a tovabbi tisztitasi miveletek is szukségtelenek voltak. Bar a célmolekulak
oldhatésaga Onmagaban gyenge, a fluoreszcencia spektroszkdpias mérésekhez
szukséges vizes oldatok elkészithetbk. Mig 1a-t a szintézisut kifejlesztése
érdekében allitottam el6, 1b, 1c, 2 és 3 szenzorok komplexképzési sajatsagait
fluoreszcencia spektroszkopiaval megvizsgaltam AMP, ADP, ATP és GMP
vendégmolekulakkal részben desztillalt vizes, részben pufferolt kdzegben.

Az 1b receptor komplexképzésére semmilyen jelet nem tapasztaltam, 1c
azonban az elvarasoknak megfeleléen szelektiv ATP-felismeréssel bir, ami
fluoreszcenciasan konnyedén kimutathaté mind pufferelt, mind desztillalt vizes
kozegben. A komplex egyensulyi allanddjat a kimért titralasi gorbék alapjan a Fizikai
Kémia és Anyagtudomanyi Tanszéken gorbeillesztéssel hataroztuk meg..

Az 1c szenzorhoz hasonl6 2 molekula ATP-szelektiv turn-on
fluoreszcenciaval bir, mar kis feleslegu vendégmolekula-koncentracié esetén is
észlelhet6 fluoreszcencia-valaszt ad, ami a receptor biologiai alkalmazhatésagat is
lehetéveé teszi. A létrejovdé szenzor-ATP komplex egyensulyi allanddjat ebben az
esetben is kiszamoltuk a fluoreszcencias titralas alapjan.

Az elbzetes varakozasok szerinti fluoreszcencias AMP-felismerés 3 esetében
nem tortént meg, a karonként egy heterociklust tartalmazé molekula
komplexképzésére nem utalt semmilyen jel.

Az elb6zetes NMR-spektroszkdpias mérések soran 1b és az ATP, valamint 3
és az AMP vizsgalatat végeztem el, gyenge jeleltolodast tapasztalva. Az 1a-PFe
molekula anionfelismer§ képességét tetrabutil-ammonium-fluoriddal vizsgaltam, az
'H-NMR spektrumban jelentds jeleltolédasok bizonyitottak a komplexalodast.

A kutatas eddigi eredményeként két uj, fiziolégias pH-n miikodé, ATP
szenzort allitottam el6, melyek szelektivitasat ADP, AMP és GMP konkurrensek

mellett fluoreszcencia spektroszkoépiasan igazoltam.
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1.

MELLEKLETEK

Az 1b receptormolekula fluoreszcencia spektrumai

Az 1b szenzor UV/VIS abszorbancia mérések alapjan vizes oldatban nem

stabil, ugyanis néhany nap utan megvaltozott az elnyelési spektrum, ezért mindig

friss oldattal dolgoztam. A nem latsz6é gorbék egymas alatt vannak.
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o
o

A szenzor koncentracidja: 10”° mol/dm?; a vendégmolekuldk koncentracidja:
10° mol/dm3 (1 eq.), 10* mol/dm? (10 eq.), 510 mol/dm? (50 eq.). Aex = 340 nm
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2. Az 1c receptormolekula fluoreszcencia spektrumai

Az elméleti részben mar emlitettem, hogy a naftalimid-szarmazék szenzorok

igen gyenge fluoreszcenciat mutatnak vizben. A spektrumokon 460 nm koruli

gyenge jel a viz Raman-szorasa, ami normalis emisszio esetén nem latszana a

spektrumon, esetunkben azonban az alacsony fluoreszcencia-intenzitas miatt nem

olvad bele az alapvonalba. A negyedik diagramnal az ADP-torzsoldat szennyez6dott.

Az 6todik diagramon a pufferben végzett mérés spektrumai lathatok.

A receptor koncentracidja: 10”° mol/dm?®; a vendégmolekulak koncentracioja:
10° mol/dm?® (1 eq.), 10* mol/dm® (10 eq.), 510 mol/dm*® (50 eq.). A jobb felsé
(1c+ADP) diagramon az ADP koncentracidja: 510 mol/dm?®. Aex = 400 nm
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[e2]
o

1c kiilénb6z6
nukleotidokkal,
|pufferelt kozegben
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3.

A 3 receptormolekula fluoreszcencia spektrumai

A szenzor koncentracioja: 10”° mol/dm?; a vendégmolekuldk koncentracidja:
10° mol/dm® (1 eq.), 10* mol/dm® (10 eq.), 510 mol/dm? (50 eq.). Aex = 400 nm
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