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1. Roviditésjegyzek

CuAAC............. réz(I) katalizalt azid-alkin cikloaddicié (Cu(I) catalyzed Azide-Alkyne
Cycloaddition)

A, forralas, forrashomérséklet

DCM.....ccoevin. diklor-metan

DFT . stiriségfunkcional elmélet (Density Functional Theory)

DMSO .....ccceeeuee dimetil-szulfoxid

EtOAC......ceuee. etil-acetat

OF woveeereieereen fluoreszcencids kvantumhasznositasi tényezo

REX oo hexan izomerelegy

HRMS............... nagyfelbontast tomegspektrometria (High Resolution Mass Spectrometry)

HPLC.......cc.e.. nagyhatékonysagu folyadékkromatografia (High-Performance Liquid
Chromatography)

HMPA .............. hexametil-foszforsavtriamid

MeCN........coe.e. acetonitril

NIR ..o kozeli infravoros (Near Infra Red)

PBS...ccoooiiien. foszfatpufterrel pufferelt izotonias sooldat (Phosphate Buffered Saline)

Ml e szobahOmérséklet (room temperature)

SPAAC.............. gytriifesziiltség altal hajtott azid-alkin cikloaddici6 (Strain-Promoted
Azide-Alkyne Cycloaddition)

TEA ..o, N,N,N-trietil-amin

VRK ... vékonyréteg-kromatografia



2. Bevezetés

A képalkotasi technikak kiemelked6 jelentdséggel birnak az €16 rendszerek vizsgalataban. Jol
mutatja ezt, hogy tobb, mérfoldkdnek szdmitd bioldgiai felismerés is a képalkotd rendszerek
fejlédésehez kothets. 2P Olyan mddszerek kifejlesztése a cél, melyekben a megfigyelt ¢l
rendszerek minimalis perturbacidja mellett kdvethetjiik azok életfolyamatait, a lehetd legjobb
1d6- és térbeli felbontas mellett. Mivel a biologiai folyamatok Osszehangolt molekularis
folyamatok eredményei, megfigyelésiikh6z nanométer nagysagrendi felbontas sziikséges. E
cél eléréséhez az egyik legtobbet kutatott teriiletek a kiilonb6z6 fluoreszcens mikroszkopias
technikak, melyek jelentdségét jol mutatja, hogy 2008-ban a zo6ld fluoreszcens fehérjékkel
kapcsolatosz, mig 2014-ben a szuperfelbontasu fluoreszcens mikroszkdpia fejlesztéséért tett
erbfeszitésekért osztottak ki a kémiai Nobel dijat.® A fluoreszcens mikroszképiaban a jelet az
un. fluorofér biztositja, mely emissziojanak detektalasaval torténhet a jelolt képletek
lokalizélésa, illetve a képalkotds. A fluoreszcencian alapuld képalkotasi technikdk eldnye,
hogy ezek az eljarasok nem invazivak a leképezendd biologiai rendszerre nézve, a detektalas
pedig relative egyszeriien, olcson, nagy érzékenységgel valdsithatd meg. A szuperfelbontast
technolégiak akar egy molekula kimutatasat is lehet6vé teszik.* A fluoreszcencia e sajatos
jellemzdit kihasznalva és az elmult évtizedekben lehetdvé valt nagymértékil felbontoképesség
novelés lehetdvé tette a fluoreszcencian alapuld képalkotd eljarasok eldtérbe keriilését mas
technikakkal (pl. microMRI, microPET) szemben.” (Ssszehasonlitast 1d. az i. fiiggelékben)
Mindezen eldnyok mellett kedvezd lenne a kontraszt €s a behatoldsi mélység tovabbi

novelése, melyet a jel6l6k megfeleld tervezésével érhetiink el.

A fluoreszcens képalkotasi technikakban a kapott informacio a jel6lés szamos paraméterétol
fligg. A kémiai biologiai kutatasok egyik f6 teriilete, hogy lehetdévé tegyék a biomolekulak

(hely)specifikus fluoreszcens jelolését.

2.1. A fluoreszcens jeldlés tipusai

A fluoroférokat harom f6 csoportra oszthatjuk. Elsd tipusuk a genetikailag kodolt jelolok, a
fluoreszcens fehérjék. Hasznéalatuk soran kedvezd, hogy biztositott a célfehérjéhez vald
kotédés, és beviteliik soran nem torténik kémiai beavatkozas, ugyanis a vizsgalt rendszerben a

fluorofort a sejt sajat bioszintézisével hozza létre, ezért nevezziik endogén jelolésnek is. A
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genetikai kodolasabol szarmazo hatrany, hogy elsOsorban fehérjék jeldlésére alkalmas, mas,
genomban kozvetleniil nem kodolt, vagy poszt-transzlaciés modositason atesé biomolekulak
esetén nem haszndlhatd. Tovabba a fluoreszcens fehérjék makromolekularis méretiikbdl
adddoan perturbalhatjak a vizsgalt fehérjét, ami szintén gatolhatja alkalmazasukat. Erre példa
lehet, mikor a fluorofér miatt nem hozzaférheték a fehérje egyes funkcionalis elemei, igy
természetes mozgasukban (pl. membrannal kolesdnhatés), mitkodésiikben zavar keletkezhet.®
A méretiik egyben korladtozza a felbontds mértékét, hiszen a fehérje méreténél kisebb

mérettartomany nem érhet6 el.

Tovabbi lehetdség szervetlen, félvezetd nanokristalyok, Gn. ,,.kvantump6ttyok™ (quantum dots,
QD) fluoreszcens jeloloként valo felhasznalasa. Ezek, bar nagy fényességgel €s jo stabilitasi
jellemzokkel birnak, nem biokompatibilisek, funkcionalizalasuk és a célmolekuldhoz

kapcsolasuk pedig kihivast jelent.’

Alternativat és megoldast jelentenek a fenti problémékra a fluoroférok harmadik {6 tipusa, a
szintetikus, szerves jelzOvegyiiletek alkalmazdsa. Spektralis, stabilitdsi és reaktivitasi
tulajdonsagaik széles skalan valtoztathatdéak, ezekbdl kovetkezden —széleskoriien
alkalmazhatok. Akar adott problémara tervezhetdek a kivant tulajdonsaggal bir6 festékek. A
kismolekulas jelolés vitathatatlan eldnyei kozé tartozik, hogy kis méretiik a rendszer
kiilonosen kedvezd a szuper-felbontasu mikroszkopiahoz. Munkdm soran ezzel a csoporttal

foglalkoztam, igy a tovabbiakban ezeket targyalom.

2.2. Bioortogonalis kapcsolas

A szintetikus jelolok esetében hangsulyt kell fektetni a bevitel modjara, melyre két eltérd
modszert hasznalnak. Az elsd lehetdség, hogy a jeloldt a célmolekuldhoz kozvetleniil (és
sokszor in vivo) kapcsoljuk. Ehhez olyan specifikus reakciot kell taldlnunk, ami egy, a
természetben is jelenlevd csoporthoz szelektiven kapcsolodik. Bar talalhatunk erre is példat az
irodalomban®, e specifikus reakciok szama csekélynek mondhaté, sokszor szelektivitasuk és
stabilitdsuk sem kielégitd (pl. tiol-maleimid kapcsolés)g. Masodik lehetdség, hogy a jeldlendd
makromolekuldba a jelolést megeldzéen egy szelektiv reakciot lehetévé tevd funkcids
csoporttal modositott monomert épittetiink be (kémiai hirvivé, chemical reporter). Ez

torténhet pl. a sejt metabolikus apparatusat felhasznalva. Az igy modositott makromolekulat a



kovetkezd 1épésben modositjuk fluoreszeens jelzévegyiilettel.™® Az ilyen esetekben
elengedhetetlen feltétel, hogy a jelolés soran alkalmazott reakcidoban részt vevd funkcids
csoport parok megfeleljenck a bioortogonalitas feltételeinek.™ Ezek alapjan sziikséges, hogy a
szelektiv reakcid biologiailag inert funkcioscsoportok kozott jatszodjon le, a kialakult
kovalens kotés pedig kello stabilitassal birjon a sejtes kozegben. Tovabba, a reakcid a
biokémiai folyamatokkal Osszemérhetd sebességgel jatszodjon le a két partner kozott, kis
koncentraciok esetén is. A kapcsolasnak fizioldgids koriilmények kozt kell 1étrejonnie
anélkiil, hogy barmely reagens toxikus lenne az ¢€l6lényre nézve. E kritériumok nagyban
lesziikitik a kémiai eszkoztarat, de mara igy is tobb mint htsz kiilonb6zé bioortogonalis

reakci6 talalhato az irodalomban™*® (1d. ii, fiiggelék).

Ezek koziil a kovetkezok alkalmazésa terjedt el leginkabb:
rézkatalizalt azid-alkin cikloaddici6é (CuAAC)
gytriifesziiltség altal kivaltott azid-alkin cikloaddicio (SPAAC)
tetrazinok inverz elektronigényti Diels-Alder cikloaddicioja

1
2
3
4. Staudinger-ligacio
5. vinil-szulfonok és tiolok reakcioja
6

tetrazolok fotodisszociacidjabol in situ képz6dott nitril-iminek és alkének reakcidja.

Altalanosan igaz e reakcidkra, hogy a természetben elé nem fordulé funkcids csoportok
vesznek részt benniik. A funkcids csoportok koziil kiemelkedik az azid csoport jelentdsége,
mely elsésorban kis méretének, biomolekuldk irdnt mutatott inertségének, sziik reakcio-
keresztmetszetének és metabolikus stabilitasanak koszonhetd.' A tovabbiakban néhany

példan ismertetem az azid csoportot is tartalmazd bioortogonalis reakcidkat. (1.4bra)
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1. dbra Az azid csoport bioortogondlis kapcsoldsi reakcioi, és azok el6zményei. a, rézkatalizdlt azid-alkin

cikloaddicio (CuAAC); b, gyiiriifesziiltég hajtotta azid-cikloalkin cikloaddicio (SPAAC); c,Staudinger-Bertozzi

Az azid csoport a szintetikus szerves kémiai atalakitasoknak is fontos eszkoze, a 20.
sz4dzadban szamos kutatés targya volt. Bioortogonalis kémiai alkalmazasa szempontjabdl tobb
fontos reakciojat kozolték. Ilyenek példaul a Huisgen féle 1,3-dipolaris cikloaddicio™, illetve
ennek réz katalizalt formdja, valamint a Wittig és Krebs altal leirt, gylrifesziiltség altal
segitett 1,3-dipolaris cikloaddicio.®® 2001-ben Sharpless és munkatarsai publikaltik, hogy a
Huisgen féle cikloaddicié Cu(I) katalizissel szobahdémérsékleten, nagy sebességgel, kivalo
regioszelektivitassal és konverzioval jatszodik le. (A Cu(l) katalizis specifikus az 1,4-
regioizomerre, e regioszelektivitdsnak a fluoreszcens jeldlés szempontjabol azonban altaldban

nincs jelentdsége). Ebbdl a reakciobdl kiindulva vezették le Sharpless és mtsai a klikk reakcid
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¢s a klikk kémia fogalmé‘[.17 Meg kell emliteni, hogy a klikk reakci6 elnevezés tobb kémiai
atalakitast foglal magaba, leggyakrabban mégis az azid-alkin cikloaddiciora értik. Késébb
Bertozzi ¢és munkatarsai Wittig és Krebs korai munkéi alapjan fejlesztették ki a réz-
katalizatort nem igénylo, gylriifesziiltség altal katalizalt azid-alkin cikloaddiciot.®® Mara
szamos, heteroatomokat, kondenzalt aromas gytrt(ke)t is tartalmazé ciklooktin szarmazékot
allitottak  el6™, melyekkel egyre kedvezSbb kinetikai jellemzOket értek el, minek
kovetkeztében az igy kivitelezett kapcsolas sebessége megkozeliti a Cu(l) katalizalt reakcioét.
A fesziiltgytiriis ciklooktinokkal végrehajtott kapcsolasok rézmentes klikk reakciokként valtak
ismertté, és mara az egyik leggyakrabban alkalmazott bioortogonalis eljarasként ismertek. Az
azid reakcibira tovabbi példa az Gn. Staudinger-redukeién alapuld kapcsolas,?® ami ugyancsak
Bertozzi nevéhez fliz6dik, és Staudinger-ligacios eljarasként vagy Staudinger-Bertozzi
kapcsolasként ismert. Ebben a reakcioban a foszfan reaktans egyik aromds gytrijét orto-
helyzetben elektrofil csapdaként funkcionald karboxilattal modositottak. A Staudinger
redukcioban koztitermékként képzodd, nukleofil-jellegii ilid-nitrogén e karboxilat csoporttal
intramolekularis reakcioban reagal, vizkilépést kovetéen pedig amid tipust végterméket

kapunk.

Az emlitett harom moddszer koziil a rézkatalizalt klikk reakcidé a leggyorsabb, azonban
végrehajtasahoz, ha kis koncentracioban is, de Cu(l) katalizator sziikséges, melynek
hasznalata kerlilend0 citosztatikus/citotoxikus  volta miatt. Megemlitendd, hogy
erOfeszitéseket tettek a réz toxikussaganak csokkentésére is, kiilonbozd ligandumok
kifejlesztésével.? Reakciosebességi sorrendben az emlitett példak koziil a rézmentes klikk
reakciok a kovetkeznek, ezek koziil azonban tobb mellékreakciokat is adhat, féleg tiol-
nukleofilokkal,?® valamint dimerizalodhatnak, trimerizalédhatnak. A Staudinger-ligacio
szelektivitasaban kivalo, és nem is szlikséges hozza toxikus anyag sejtbe juttatasa, viszont 4-5
nagysagrenddel kisebb masodrendii sebességi allandoval jellemezhetd, mint a CuAAC.

Hétranyt okozhat tovabba a foszfan spontan oxidacioja, ami inaktivva teszi a reagenst.

2.3. Fluoreszcens jelzovegyiiletek tervezése

A fluoreszcens jelolomolekulak alkalmazhatosagat — a kapcsolas tipusan tal — szamos dolog
befolydsolja. Megfeleld6 membranpermeabilitdssal, vizoldhatdsaggal, ¢és stabilitasi

jellemzdkkel kell rendelkezniiik. A spektralis tulajdonsagok pedig alapvetden meghatarozzak



a jelolési lehetdségeket, hatassal vannak a képalkotas kontrasztjara és az elérhetd behatolasi
mélységre is. UV tartomanyban gerjeszthetd molekuldk minden tovabbi nélkiil alkalmazhatok
in vitro kisérletekben, mig in vivo koriilmények kozott keriilendék. A fluoreszcens jelolés
soran a detektalas érzékenységét csokkenti az elreagalatlan reagensek emisszigjabol szarmazo
hattérfluoreszcencia és a szervezetekben fluoreszcens tulajdonsagokkal bird (pl. aromaés
oldallanci aminosavak, szerves bazisok) természetes vegyiiletek sajat fluoreszcencidja, az

ugynevezett autofluoreszcencia.

Az autofluoreszcencia mértéke csokkenthetd példaul, ha az abszorpcios és emissziods
hullamhossz kozt nagy eltérés, un. nagy Stokes-eltolédas van. Ez ugyanis a biomolekuldk
kozt ritkdn fordul eld, igy a gerjesztett fluoreszcens biomolekuldk emisszioja rovidebb
hullamhosszokon torténik, mint a detektalds, a nem kivant tartomanyt sziir6k alkalmazasaval
kiiktathatjuk.”® Az autofluoreszcencia mértékének csokkentésére, valamint a behatolasi
mélység javithatosdgara ugyancsak alkalmasak azok a fluoroférok, melyeknek gerjesztési és
emisszidos maximumai a tavoli vords illetve a kozeli infravords tartomanyba esnek. Az
autofluoreszcencia csokkenése ebben az esetben annak koszonhetd, hogy a fluoreszcens
biomolekuldk ebben a hullamhossz-tartomanyban mér sokkal kisebb szamban gerjeszthetok.
A behatolasi mélység novekedése pedig abbol adodik, hogy az €16 szdvetek transzmittancidja
a tavoli voros — kozeli infravords tartomanyban a legnagyobb. Rovidebb hullamhosszaknal
ugyanis féleg a porfirin vazas biomolekuldk, nagyobb hulldmhosszaknal pedig a viz elnyelése
okoz nagy abszorbanciat. Innen szarmazik a NIR-ablak elnevezés, melyet a 650-900 nm kozti
régiora értiink. %

Mikroszkopos alkalmazasok soran a fluoroforok hasznos jellemzdje az Gn. fényesség (B),
mely a molaris abszorbcidos koefficiens és a kvantumhasznositasi tényezd szorzataval
egyen16.25 A kvantumhasznositési tényezé @ megadja, hogy milyen valdszinliséggel szlinik
meg a gerjesztett allapot fluoreszcens emisszioval. Megadhat6 a fluoreszcensen emittalt

fotonok és az elnyelt fotonok szamanak aranyaval.

Y fluoreszcensen emittalt fotonok
B= ¢ o o, =21 , !
Y abszorbalt fotonok

Kisebb fényesség mellett is problémamentes lehet a képalkotds, de a nagyobb fényesség

javitja a jel/zaj aranyt, kedvezden hat az érzékenységre.

A fluoroforok kiilonleges csoportjat alkotjdk az un. fluorogén jelzdvegyiiletek. Fluorogén
tulajdonsag alatt azt értjiik, ha az adott kémiai reakci6 végbemenetele soran — ami legtobbszor

praktikusan a kapcsolast / ligaciot jelenti — a fluoreszcencia intenzitasa jelentdsen megnd.
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Fluorogének segitségével novelhetd az érzékenység és a kontraszt, ekkor ugyanis a nem
specifikusan k&tddo jelolok nem okoznak hattérfluoreszcenciat. Hasznélatuk tovabbi eldnye,
hogy nem igénylik a minta mosasat a feleslegben hozzaadott jel6lék eltavolitasa céljabol.?
Fluorogén tulajdonsag szarmazhat akar a kapcsolds sordn bekovetkezO fluoreszcencia
intenzitds novekedésétdl, akar az emisszids hullamhossz eltolédasatol (kapcsolas elétt mas
hullamhosszon emittal), vagy az emlitett két jelenség egyidejii megjelenésétél is (2. dbra). 2" A
fluoreszcencia erdsitést (azaz ,,fluorogenitast") kifejezhetjilk a kapcsolds eldtt és utan, a
termék emissziés maximuman mért intenzitds, illetve kvantumhasznositasi tényezo
aranyokkal. A fluorogén jelzdvegyiiletek esetén tehat kulcskérdés, hogy mekkora a szabad és
a kapcsolas utani jelold abszorpcids és emisszids maximumanak hulldmhossza, valamint

mekkora a fluoreszcencia intenzitsa.

Kézenfekvd lenne e jellemzoOket elméleti uton, szamitogépes modellezés segitségével
kiszdmolni, és a kapott adatok ismeretében elére megtervezni vagy akar kisziirni a kedvezd
spektralis  tulajdonsaggal rendelkezd jelzdvegyiileteket. Napjaink elméleti  kémiai
modszereivel az abszorpciés ¢€s emissziés hullamhosszak megfeleld pontossaggal
becsiilhetok. Az atmenetek valoszinlisége — azaz az oszcillatorer6sség — azonban nehezebben
prediktalhato. Az elméleti modellek pontositdsdhoz elengedhetetlen a megfeleld szdmu

kisérleti eredmény. Fontos megemliteni, hogy tobb kiils6é hatas is befolyassal bir az

a.

- Q) — g |
b.

Q) — Q)

a b.
8 J 8 —— Kapcsdlas eléit 9
g g —— Kapcsadas utan
= =
8 s
o o
g g |
: :
3 3
S s
® ko max
T T
o ['4

/nm

2. dbra Fluorogének tipusai. a) intenzitisnévekedés a meghatdarozo, b) emisszios hullamhossz eltoloddsa a
meghatdrozo
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emissziora: a szolvatokromizmus jelentés hulldamhossz-eltolodast okozhat, illetve figyelembe
kell venni, hogy bizonyos oldoszerek (pl. a viz) fluoreszcencia kioltd (Uin. kvencseld)
tulajdonsaggal rendelkeznek. Ezek miatt kiillonosen nehéz a fluorogén tulajdonsag joslésa,
mértékének becslése. Kutatocsoportunkban, a kisérleti eredmények és elméleti szdmitasok
egybevetésével, olyan modszert dolgoztunk ki, melynek segitségével tobb esetben jo

hatasfokkal tudjuk egy vegyiilet florogenitasat becsiilni.?
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3. Sajat munka

3.1. Célkituizések

Munkédm soran célom bioortogonalis jeloléshez idealis fluoroférok eldallitasa volt. Ezek

tervezésekor az alabbi tulajdonsagokat vettem figyelembe:

1) fluorogén tulajdonsag

i) legalabb lathatd tartomanyban levd gerjesztés és tavoli vords, kozeli IR
tartomanyba esé emisszids maximum

iii) nagy Stokes-eltolodas

1v) bioortogonalis alkalmazéashoz sziikséges funkcios csoport

V) megfeleld vizoldékonysag.

A két célvegyiiletet a kutatdcsoportunk altal méar kordbban publikalt kedvezd tulajdonsagu
fluorogén jel6lok alapjan terveztem. 2% ElsBsorban az elallitott molekulak vizoldékonysagat
terveztem novelni, melyet a benztiazol véaz N-alkilezésének segitségével kivantam
megvaldsitani. E moddositastdl a gerjesztési és emisszios spektrumok vords, illetve NIR
tartomanyba torténd eltolodasat is vartam. Bar nem volt elsddleges elvaras, biztam benne,
hogy a két i) molekula tovabbra is mutatja a fluorogén tulajdonsagot, ezt azonban nehéz volt

eldre becsiilni.

Ezek alapjan a tervezett két molekula szerkezete a kovetkezd volt:

PFe

S N3
s
o3 it
Et,N o o k ~ oN

3. abra Célvegyiiletek
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3.2. Szintézisek

Az 1, 2 célvegyiiletek szintézisét két analdg reakciduton valdsitottam meg. Elsdként a
mindkettd vegyiiletben szerepld benztiazélium szarmazék kialakitasat hajtottam végre. 2-
metil-1,3-benztiazolbol (3) nitraloelegy hozzaadasaval (cc. Hp,SOq4 : fiist. HNO3 2 @ 3), 2-
metil-6-nitro-1,3-benztiazolt allitottam el6. Ezt kovetden magas hémérsékleten mikrohullamu
reaktorban etil-jodiddal t6rténé alkilezést hajtottam végre, mely az N-etil-2-metil-6-nitro-1,3-
benztiazélium jodid sot (5) eredményezte. Az alkilezési reakcié eredményeként a 2-metil
csoport képes CH-savként viselkedni, igy bazissal torténd deprotonalasa soran keletkezo
karbanion j6 nukleofil, ami karbonilvegyiiletekkel kondenzacids reakcidba vihetd. Kényelmes
megoldasnak tiint a nitro-csoport azid-csoportra torténd cseréje, mivel igy az eldallitott azidok
alkalmas aldehidekkel egy 1épésben a célvegyiiletekké alakithatok. Ez az Gt azonban nem volt
jarhato, ugyanis az azid csoport beépitéséhez sziikséges —NH, kialakitasakor az Sn(II)-vel
torténd redukciods 1épésnél komplex reakcioelegyet kaptam. Ugyanennek a redukcios 1épésnek
katalitikus hidrogénezéssel torténé kivitelezésekor pedig a benztiazol nitrogén melletti
kettoskotése is telitddott. Kisérletet tettem az azid csoport kozvetlen, HMPA oldészerben
tdrténd beépitésére is, *° de ez sem volt eredményes. Igy a szintézist egy kevésbé elényds Gton

kellett folytatnom (4. abra).

S cc.Hy S0y, fist HNO; S NO, Etl S NO,
LY EE_ sy S ey
N 0°C,2h N MW, 20 min @N

65 % 190°C, 7 bar o) k
29 % I
3 4 5
SnCI,x2H,0
—H—
s NOZ Pd(c)! HZ
—< 1
®N
SN
' NaN;, HMPA
5
——H—

4. abra Benztiazolium részlet kialakitasa, funkcionalizalasa
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A kondenzéacidhoz hasznalt aldehidek szintézisét irodalomban ko6zolt modszer alapjan
valositottam meg. A 7-dietilamino-3-formil-kumarin (10) eldallitasat 4-dietilamino-2-hidroxi-
elészor a 3-as helyzetben —COOEt csoportot tartalmazd kumarinvazat alakitottam ki. Ezt
kovetden 6 M sdsavban vald forralas soran 7-dietilamino-kumarinhoz (9) jutottam, melyet

Vilsmeier-Haack formilezési reakcioban alakitottam at a 10-es aldehiddé.>*

A 6-dietilamino-2-formil-benzofuran (13) szintézis¢hez els6 1épésben 3-dietilaminofenol (11)
¢és 1-brom-2,2-dietoxi-etan kozt végrehajtott Williamson-éterszintézist hajtottam végre. A 12
acetal a Vilsmeier-Haack formilezés koriilményei kozott gytiriit zart, majd formilezédott. igy

jutottam el 13 formil-benzofuran® szarmazékhoz. (5. dbra)

COOEt
COOEt
/©:CHO 1, pip., EtOH, A, 24h m POCI; DMF - CHO
Et,N OH 2, 6M HCI, A, 24h Et,N o+eo °C,3h  Et,N o Xo
84% 52%
8 9 10
EtO_ _OEt

Brj/
1, NaH, THF, rt15p OEt P0C|3 DMF
j/ N—cHo
Et,N OH 2, KI, DMSO, 50°C, 3h Et,N o+5o °C,14h  Et,N o
86% 24%
1 13

5. abra Kapcsolhato aldehidek szintézise

Az N-etil-2-metil-6-nitrobenztiazol (5), valamint az eléallitott 10 és 13 formilvegyiilet
kapcsolasat piperidin bazis jelenlétében végeztem el etanolban. A C-C-kotés kialakulasa utan
spontan vizkilépés tortént, melynek hajtdereje feltételezhetben a konjugélt szerkezet
kialakulasa. Kivalo kitermeléssel és sztereoszelektivitassal tudtam izolalni a 14 és 15 E-
izomereket, melyeket 6n(I)-kloridos redukcionak vetettem ala (5. abra). Teljes konverzidval
volt lehetséges a nitro csoport szelektiv redukcidja, a kitermelések azonban valtozoak voltak,
amit a termék szilard on(ILIV)-klorid mellékterméken torténd adszorpcidjanak tulajdonitok.
A kapott 16 és 17 amin-szarmazékokat sosavas kozegben NaNO, hozzaadasaval diazonium
sova alakitottam, majd a masodik 1épésben hozzaadott NaN3 sé segitségével azid csoportot

vittem be a molekulaba, igy jutottam el az 1 és 2 célvegyiiletekig (6. abra).
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[ NO,
_<\:©/ kat. pip.
R-CHO + ®N » R

I EtOH, A, 2 h

S NO,
e N

a: 14 (88%)
b: 15 (89%)

S NH, 1, NaNO,,6 M HCI [ N3
SnCl,x2H,0 0 °C, 10 min
a: 14 T _/_<\ :©/ : _/_<\ :©/
b: 15 » R / ®N » R / ®N
S

cc.HCI, 6 h, r.t. K 2, NaNj, o K
PFe rt,5h PFs

a: 16 (49%)
b: 17 (70%)

R R

1 (33%)
: 2 (69%)

T o

Et,N o ' Et,N o~ ~o

b

6. abra A célvegyiiletek kialakitasa

A spektroszkopiai vizsgalatokhoz a két azidvegyiiletet

kapcsoltam CuAAC reakcidban DCM-os kézegben, Cu(l) katalizator™ jelenlétében (7. 4bra).

A reakci6 VRK-val torténd kovetésekor problémat jel

retenciobeli  kiilonbség a kiindulasi azid és a képz6dd triazol vegyiiletek kozt.
Tomegspektrometrias mérések azonban kimutattak, hogy a reakcid lejatszodik, teljes
konverzio érhetd el. A feldolgozas utdn a reakciobol kozepes és jo kitermeléssel tudtam

kinyerni a kivant céltermékeket, melyeket spektroszkopiai és analitikai vizsgalatoknak

vetettem ala.
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A
2 s S-en

20 NH
Cu(PPh,),NO, I‘g
S Ns TEA S NN
W’“ﬁ — \_7/ \N]@
Et,N O o k o

DCM, 1 nap ®
t
1 18 O BY
o NH
NJL‘Bu
z H 2/\,,"
N3 20 N-N
S/Q Cu(PPh3)2NO3 S/Q
TEA -
W’L W 1§
DCM, 1 nap
Et,N 0o pP 51 9 Et,N 0770 pf-
2 19

7. abra Modellreakciok

A szintézis soran problémat jelentett, hogy az anyag viszonylag jol oldédott a vizes fazisban,
ami megnehezitette a reakcioelegyek feldolgozasat. Ezért a szintézis minden 1épése utan, a
DCM-os extrakci6 el6tt, a vizes fazisban NH4PFg felesleget oldottam a vegytilet oldhatosagat
csokkentendd. Ugyanakkor a vegyiiletcsalad ionos szerkezete miatt szerves oldoszerekben is
korlatozott oldhatosaggal rendelkezik, ami az NMR mintak készitésekor mutatkozott meg. A
konjugalt szarmazékokbol 6 mg-os mennyiségnél tobb nem volt feloldhato 600 pul

olddészerben, barmilyen oldoszerrel probalkoztuk.
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3.3. Spektroszkopia

A jelolovegyiileteknek ¢és izolalt modellvegyiileteik gerjesztési €s emissziés maximumat
azonos koncentracioban, DMSO olddszerben és egy bioldgiai mintat modellezé pH 7,2-es

foszfatpuffer kozegben vizsgaltam.

71 — 1 emisszd
1 gerjesztés Axcma 604 NM A= 718 0m

| — 18 emisszo
. 18 gerjesztés

S
<
-
T T T T T T T T T ! T T T T T T T
400 450 500 550 600 650 700 750 800
A/nm
8. dbra A benztiazol szarmzék azid-triazol parjanak gerjesztési és emisszios gorbéi
— 2 emissz6 1 =532 nm 2 =657 nm
- 7 exc.max em.max
2 gerjesztés
— 19 emissz6
19 gerjesztés
S
<
-

E——— T T . T T T T
400 450 500 550 600 650 700 750 800

Alnm

9. dbra A Kumarin szarmazék azid-triazol parjanak gerjesztési és emisszios gorbéi
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Az azonos koncentracioban felvett gerjesztési és emisszios spektrumokat a 8. és 9. abra
foglalja 6ssze. A foszfat pufferes kézegben mért abszorpcios- és emissziés maximumokhoz

tartoz6 hullamhosszakat az 1. tablazatban foglaltam Ossze.

Meghataroztam ezen vegyiiletek molaris abszorpcios koefficiensét & vizben és DMSO-ban,
egyenes meredeksége adta. Az abszorpcios €s gerjesztési maximumok jo egyezése az anyag
tisztasagara, és egy — vagy tobb hasonld energiaji — radiativ gerjesztett allapotra enged

kovetkeztetni.

Meghataroztam tovabba a két jelzdvegyiiletnek és  kapcsolt szadrmazékaiknak
kvantumhasznositasi tényezdjét (@g)is, melyet ismert @g-el rendelkezé fluoreszcens
standard segitségével végeztem. A benztiazol szarmazékok esetén — az elnyelési
hullamhosszak alapjan — krezil ibolyat, a kumarin szarmazékoknal rodamin 101-et
valasztottam standardként. ** A gerjesztési hullimhosszon, azonos abszorbanciaval rendelkezd
oldatokat készitettem, majd korrigalt emisszios spektrumokat vettem fel, melyek

integraljainak aranyai megad;jak a relativ fluoreszcens intenzitast, igy kiszamithat6 @p.

Az emlitett 1, 2 azidok és 18, 19 triazolok fotofizikai jellemzdit az 1. tablazat foglalja dssze.

PPhB7,82 kn}?; exc )»n}:n em PPhB7,82 / Mim_l ®, | B,y | DMSO / Mfcm-l o, | B,
1 604 | 718 | 1@soanm | 89200 | 0,017 | 0,24 | 1 @eoanm | 129000 | 0,083 | 2,00
2 532 657 2@s320m | 73000 | 0,064 | 0,73 | 2 @se3nm | 92400 | 0,27 | 4,70
18 604 723 18 @604nm | 73800 | 0,014 | 0,16 | 18 @e12nm | 86900 | 0,082 | 1,30
19 559 663 | 19@ssonm | 33100 |0,051| 0,27 | 19 @s70nm | 31200 | 0,30 | 1,80

1. tdblazat Azid-jelolok és triazol- modellvegyiiletek fotofizikai jellemzGi
B, értékeket azonos emisszios tartomannyal rendelkezo fluoreszcens pepid (IFP1.4) vizes kozegben
mért fényességéhez viszonyitottam. Bjpp; 4 = 6300 M~tcm™?

Az azonos koncentraciok mellett felvett fluoreszcencia spektrumokbdl kiolvashatd, hogy
kapcsolds utdn az emisszi0 intenzitdsa csOkkent. A részletesebb karakterizalds utan
megfigyelhetjiik, hogy bar a kvantumhasznositdsi tényezd jelentds mértékben nem valtozott,
az abszorpcids koefficiens csokkenése teheté feleldss€ az emisszid intenzitdsanak
csokkenéséért. Ez természetesen a fényesség csokkenését is magaval vonja. Kisebb e-érték

szarmazhatna az anyag szennyezettségétdl ezt azonban kizdrtam, ugyanis a reakcid
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fluorimetrids kovetése soran is az intenzitas csOkkenését tapasztaltam. & csokkenésére még

nem talaltam megfeleld magyarazatot, ez késobbi szamitasok targyat képezheti.

Az eléallitott fluoreszcens jelzdvegyiiletek, teahdt vords tartomdnyban levd gerjesztéssel és
NIR tartomanyba esé emisszidval rendelkeznek. Fényességiikben valamelyest elmaradnak a
hasonld emisszids tartomanyban alkalmazott fluoreszcens markerektél (pl. fluoreszcens
fehérjéktdl).*® Kedvezd viszont, hogy mindkét esetben nagy — 100 nm feletti —
Stokes-eltolodast mutatnak. Olyan jelzévegyiiletekre melyek NIR tartomanyban emittalnak és
nagy Stokes-eltolodassal rendelkeznek, az irodalomban csak kevés példa van.®%
Megjegyzendd, hogy vizes kozegben (a fotometriai mérések soran) 10* M koncentracional
még nem tapasztaltam aggregacidt, ami mas festékek esetén gyakori probléma. A

spektroszkopiai eredmények alapjan a szintetizalt jelolok alkalmasak lehetnek fluoreszcens

jelolésre.
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4. Osszefoglalas

A kutatomunka soran sikeresen eldallitottam a két célvegyiiletet. Megmutattam, hogy
bioortogonalis modellkisérletben kapcsolasra alkalmasak, melyek teljes konverzidval
jatszodtak le. A sikeres szintéziseket kovetden spektroszkopiailag karakterizaltam a kapcsolas
elotti és utani formakat. Habar a vart fluorogén tulajdonsagot nem mutatta egyik jelzévegyiilet
sem, emisszidojuk a NIR tartomanyba tolodott, ami bioortogonalis jel6lésekhez kivaloan
alkalmas. Masik célomat, a vizoldékonysag novelését is sikeriilt elérni, amit a szintézisek és a
karakterizacid sordn tapasztaltak tdmasztanak ald. Jelenleg, egylittmiikodd partnereinknél
(Karlsruhe Institute of Technology intézményében) van a két azid vegyiilet, ahol DNS-jelolési

kisérletekben tesztelik dket.
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5. Kisérleti rész

5.1. Altalanos

A szintézishez hasznalt oldoszerek és vegyszerek a Sigma-Aldrich, Alfa Aesar, Fluka, Merck
¢s Molar Chemicals cégek termékei, azokat tovabbi tisztitas nélkiil alkalmaztam. Az anyagok
oszlopkromatografias tisztitasahoz a Molar Chemicals Silica gel 60 allo6fazist hasznaltam, a
VRK vizsgalatokat Merck Kieselgel 60 Fjs4 segitségével végeztem. Analitikai HPLC
vizsgalatokat HP 1100 Series miiszeren, Phenomenex C(18) Sum allofazis segitségével
tortént. A fluorimetrias vizsgalatokat Jasco FP-8300 fluoriméteren, az abszorbancia
méréseket Unicam UV500 spektrofotométeren végeztem. Az IR spketrumokat Bruker
Alpha-P spektrométeren készitettem, az NMR spektrumokat Bruker Avance 250 MHz és
Varian Inova 600MHz spektrométeren vettem fel. A tomegspektrumok Bruker Esquire 3000
Plus-al késziiltek, a HRMS spektrumok Waters Q-TOF Premier tomegspektrométeren ESI
porlasztassal pozitiv modban késziiltek. A mikrohullamu reakcidhoz AntonPaar Monowave

400 mikrohullamu reaktort hasznaltam.

Altaldnos reakciéelegy feldolgozasi eljaras:

Szilikagél allofazisti oszlopkromatografiasan DCM-MeOH gradiens (40:1 -> 9:1 ) eluenset
hasznalva tisztitottam. A szilikagélen adszorbealddott termékeket MeCN-ben oldott NH4PFg
segitségével eludltam. A tiszta frakciok egybedntése utan feleslegben NH4PFs-0t adtam az
oldathoz, majd beparoltam. A felesleg NH4PFs eltavolitasat viz-DCM rendszerben torténd
extrakcioval végeztem. Az alsé szerves fazist szaritdszeren szaritva, majd vakuum alatt

beparolva nyertem a tiszta szilard terméket.
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5.2. Szintézisek

S NO,
—1r

2-metil-6-nitrobenzo[d]tiazol (4)

1,2 ml (9,41 mmol) 2-metil-1,3-benztiazol és 6 ml tomény sosav elegyét 0 °C-ra hiitéttem,
majd csepegtetve hozzaadtam 2 ml 95% HNO; és 1,5 ml c H,SO4 keverékét. 20 ora eltelte
utan — mialatt hagytam szobahdmérsékletre felmelegedni a reakcidelegyet — daralt jégre
ontdttem. A szerves csapadékot kisziirtem, majd bd vizzel mostam. A kiszaritott anyag

250 ml EtOH-ban t6rténd atkristalyositasa utan 1,19 g (65%) fehér szilard anyaghoz jutottam.

Rt = 0,27 (hex, EtOAc 3:1); OP 170-172°C; IR: Vimaxem ™ 1505 és 1331 (NOy); *HNMR (250
MHz, CDCls): & 8,78 (d, J = 2,4 Hz, 1H), 8,30 (dd, J; = 8,9 Hz, J, =2,3 Hz, 1H), 8,00 (d, J =
9,0 Hz, 1H), 2,90 (s, 3H); *C-NMR (62,5 MHz, CDCls): 6 173,2, 157,1, 144,7, 136,0, 122,6,
121,5, 117,9, 20,6; HRMS (ESI) [M+H]": [CsHsN20.S+H]"- ra szamolt: 195,0223, mért:
195,0231.

N-etil-2-metil-6-nitro-1,3-benztiazolium-jodid (5)

1200 mg (6,18 mmol) 2-metil-6-nitrobenztiazolhoz (4) 2,50 ml (31,2 mmol) etil-jodidot
adtam, egy 10 ml-es mikrohullamu reaktor edényébe. A szuszpenzidé homogenizalasa utan a
reakcioelegyet 190 °C-ra fitottem 20 perces iddtartamra, intenziv keverés mellett. A képz6do
barna keveréket vakuumsz{irén mostam 4x10 cm® EtOAc és 3x5 cm® hexan oldoszerekkel. A
visszamaradé zold port tovabb szaritottam védkuum alatt. fgy 630 mg (29%) tiszta termékhez
jutottam.

OP: 245-247 °C (bomlik); "H NMR (600 MHz, DMSO) & 9,45 (s, 1H), 8,66 (d, J = 8,9 Hz,
1H), 8,57 (d, J = 9,2 Hz, 1H), 4,82 (q, J = 6,9 Hz, 2H), 3,29 (s, 3H), 1,47 (t, J = 7,1 Hz, 3H);
3C NMR (151 MHz, DMSO) § 182,72, 146,12, 143,98, 130,21, 124,28, 121,34, 117,87,
45,43, 17,44, 13,09; HRMS (ESI) [M]+: [C10H11N2028]+-ra szamolt: 223,0536, mért:
223,0549.
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Et,N 0~ Yo

7-(dietilamino)-2H-kromén-2-on (9)

3,87 g (20,0 mmol) 4-(dietilamino)-2-hidroxibenzaldehid (8) és 3,30 g dietil-malonat (25,0
mmol) 50 ml EtOH-lal késziilt oldatat katalitikus piperidin jelenlétében forraltam 21 6ran
keresztlil. A reakcioelegyet beparlassal koncentraltam, majd 14 ml 6 M HCI oldatban
szuszpendaltattam. 20 ora forralas utdn a lehilt reakcidelegyet lassan 100 ml jég-viz
keverékre ontottem keverés kozben. Tomény NaOH oldat hozzaadasaval az oldat kémhatasat
semleges tartomanyig névelem, a kivalod csapadékot vakuum sziirén szlirtem, vizzel mostam,
majd vakuum alatt szaritottam. Szilika oszlopon gradiens eltcid6 mellett (hex, EtOAc
3:2—1:1) tisztitottam. A termék 3650 mg (84%) sotét sarga szilard anyag, melyet tovabbi

tisztitas nélkil hasznaltam fel a kovetkez6 reakcidban.

Rf = 0,80 (hex, EtOAC 1:1); *H-NMR (250 MHz, CDCl3): & 7,53 (d, J = 9,3 Hz, 1H), 7,24 (d,
J=8,7 Hz, 1H), 6,56 (dd, J; = 8,7 Hz, J, = 2,5 Hz, 1H), 6,48 (d, J = 2,5 Hz, 1H), 6,33 (d, J =
9,3 Hz, 1H), 3,41 (g, J = 7,1 Hz, 4H), 1,20 (t, J = 7,1 Hz, 6H).

Et,N o Yo

7-(dietilamino)-2H-kromén-2-on-3-karbaldehid (10)

5 ml (53,6 mmol) POCI; reagenst 5 ml 0 °C-os DMF oldészerhez adtam hozza cseppenként
Ar atmoszféra alatt, 10 perc kevertetés utan 3,78 g (17,4 mmol) 9 kumarin szarmazék 20 ml
DMF-el késziilt oldatat csepegettem hozza, majd 60 °C hémérsékleten kevertettem 3 oran at.
A reakcioidd letelte utan hagytam lehiilni, majd lasst litemben, kevertetés mellett 175 ml
jég-viz keverékre ontottem. Tomény NaOH-dal a kémhatast semleges koriilire allitottam. A
kivalt narancssarga csapadékot sziirtem, vizzel mostam, exszikkatorban szaritottam. A kapott
nyersterméket EtOH-ban atkristalyositottam, a narancs-arany szini tiiszerti kristalyos termék
tomege 2,22 g (52 %) volt.

Rf = 0,41 (hex, EtOAC 1:1); *H-NMR (250 MHz, CDCls): & 10,06 (s, 1H), 8,18 (s, 1H), 7,36
(d, 3 =9,0 Hz, 1H), 6,60 (dd, J; = 9,0 Hz, J, = 2,4, 1H), 6,42 (d, J= 1,9 Hz, 1H), 3,44 (q, J=
7.1 Hz, 4H), 1,22 (t, J= 7,1 Hz, 6H); *C NMR (62,5 MHz, CDCl5): & 187,7, 161,7, 158,8,
153,4, 1453, 132,4, 114,0, 110,1, 108,0, 96,9, 452, 12,3: m/z (%) (El, 70 eV): 245 (52,
[M+]), 230 (100), 202 (71).
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3-(2,2-dietoxietoxi)-N,N-dietilanilin (12)

3-(dietilamino)fenol (11) 12,62 g-jat (76,0 mmol) feloldottam vizmentes THF-ben, majd a
reakcidoedényt atoblitettem argonnal, és lassan 4,00 g (91,0 mmol) NaH-t adagoltam hozza. A
reakciot a gazfejlodés megszintéig kevertettem, majd beparoltam. A visszamaradd anyagot
feloldottam 50 ml vizmentes DMSO-ban, és 14,00 g (91,0 mmol) 2-brém-1,1-dietoxictant és
12,85 g Kl-ot (76,0 mmol) adtam hozza. A reakcidelegyet 50 °C-on kevertettem 3 oOran at,
majd 50 ml vizet adtam hozza, és 3x30 ml toluollal extrahaltam, végiil szerves fazist
beparoltam. Ezutan oszlopkromatografiasan tisztitottam, (hex, EtOAc 5:1 — 3:1) 18,45 ¢
(86%) halvanysarga szilard anyagot sikeriilt izolalni. Ezt tovabbi tisztitas nélkiil hasznaltam

fel a kovetkezd reakcidban.

Rf=0,41 (hex EtOAC 1:1).

HCl mCHo

Et,N o

6-(dietilamino)benzofuran-2-karbaldehid hidrogénklorid (13)

4,13 g (26,9 mmol) POCIls-ot csepegtettem jeges hiités kozben 0,66 ml (9,0 mmol) DMF-hez
Ar atmoszféra alatt. 10 perc kevertetés utan 2,00 g (7,10 mmol) 3-(2,2-dietoxietoxi)-N,N-
dietilanilin (12) oldatat adtam hozza az elegyhez lasst iitemben, majd 50 °C homérsékleten
kevertettem 14 oran at. Ezt kovetden lassan, kevertetés mellett 50 ml jég-viz keverékre
juttattam ragacsos reakcioterméket. A Vvizes keveréket NaOH segitségével semlegesitettem,
majd 3x50 ml EtOAc olddszerrel extrahaltam, a szerves fazist 1x50 ml vizzel, és 1x50 ml
telitett NaCl oldattal mostam. Majd MgSO, felett szaritottam, sziirtem és beparoltam. A
nyersterméket oszlopkromatografiasan tisztitottam (hex, EtOAc 5:1), ami mélynarancs szini
stirli, olajos folyadékot eredményezett, Et,O-ben oldottam fel majd HCI gaz segitségével
vilagosbarna sova alakitottam, melyet kiszlirtem, majd kiszaritottam. A kapott tomeg 0,406 g

(22 %).

R = 0,43 (hex, EtOAc = 3:1); *H-NMR (250 MHz, CDCls): 6 9,61 (s, 1H), 7,49 (d, J = 8,9
Hz, 1H), 7,40 (d, J = 0,6 Hz, 1H), 6,76 (dd, J; = 8,9 Hz, J, = 2,2 Hz, 1H), 6,69 (d, J = 2,2 Hz,
1H), 3,43 (q, J = 7,1 Hz, 4H), 1,21 (t, J = 7,1 Hz, 6H), (alkil-ammoénium H jele nem
lathato),"*C-NMR (62,5 MHz, CDCls): & 177,6, 159,7, 151,1, 123,9, 116,0, 115,8, 1113,
92,5, 45,0, 14,9, 12,4; m/z (%) (EIl, 70 eV): 217 (41, [M+]), 202 (100), 174 (25).
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PFg

(E)-2-(2-(6-(dietilamino)benzofuran-2-il)vinil)-3-etil-6-nitrobenzo[d]tiazél-3-ium-
hexafluorofoszfat (14)

300 mg (0,857 mmol) N-etil-2-metil-6-nitro-1,3-benztiazolium-jodidot, 230 mg (0,906 mmol)
formilbenzofuran szarmazék HCI sojat (13) és 93 ul (0,942 mmol) piperidint feloldottam
20 ml EtOH-ban, majd 5 oran keresztiil forrasponton kevertetem. A mély kék reakcidelegyet
vakuumbeparlassal toményitettem, majd az altalanos eljaras szerint dolgoztam fel. Végiil

430 mg (88%) z6ld kristalyos anyagot kaptam.

OP 223-225 °C (bomlik); 'H NMR (600 MHz, DMSO) & 9,31 (s, 1H), 8,55 (d, J = 8,2 Hz,
1H), 8,32 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 8,23 (d, J = 14,6 Hz, 1H), 7,77 (s, 1H), 7,63 (d, J = 8,4 Hz, 1H),
7,34 (d, J = 14,5 Hz, 1H), 6,91 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 6,78 (s, 1H), 4,83 (q, J = 5,9 Hz, 2H), 3,52
(9, =5,7 Hz, 4H), 1,45 (t, J = 6,0, 3H), 1,18 (t, J = 5,6, 6H); **C NMR (151 MHz, DMSO) &
172,48, 160,78, 150,72, 150,03, 145,41, 144,98, 135,23, 128,44, 124,80, 124,30, 123,25,
120,52, 118,38, 116,24, 112,29, 105,61, 91,29, 44,72, 44,04, 13,55, 12,45, HRMS (ESI) [M]*:
[C23H24N303S]*- ra szamolt: 422,1533, mért: 422,1547.

S NH,
WND/
Et,N o o «

PFg

(E)-6-amino-2-(2-(6-(dietilamino)benzofuran-2-il)vinil)-3-etilbenzo[d]tiazél-3-ium-
hexafluorofoszfat (16)

440 mg (1,95 mmol) SnCl,;x2H,0O s6t feloldottam 14 ml cc, HCI-ben, majd 180 mg
(0,317 mmol) 14 szamu nitroszarmazékot adtam hozza. A reakcidt 5 oOran at kevertettem
szobahémérsékleten, majd jégre ontottem. NaOH-ot adagoltam hozza a semleges pH
eléréséig. Ezek utan a reakcidelegyet 3x75 ml DCM segitségével extrahaltam. A szerves
fazist 2x20 ml vizzel, majd 10 ml telitett NaCl oldattal mostam, végil MgSO, felett
szaritottam. A reakcidét vakuum alatt beparoltam, majd az altalanos feldolgozasi eljarast

kovetve 120 mg (70%) zold kristalyos anyaghoz jutottam.

OP 217-220 °C (bomlik); *H NMR (600 MHz, DMSO0) 5 7,87 (d, J = 9,1 Hz, 1H), 7,82 (d, J =
15,1 Hz, 1H), 7,54 (d, J = 8,8 Hz, 1H), 7,47 (s, 1H), 7,33 (d, J = 15,1 Hz, 1H), 7,25 (d, J = 1,3
Hz, 1H), 7,01 (d, J = 9,0 Hz, 1H), 6,82 (d, J = 8,6 Hz, 1H), 6,78 (s, 1H), 6,15 (széles, 2H),
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4,72 (q,J = 7,0 Hz, 2H), 3,47 (q, J = 7,0 Hz, 4H), 1,43 (t, J = 7,1 Hz, 3H), 1,15 (t, J = 7,0 Hz,
6H); *C NMR (151 MHz, DMSO) & 162,43, 159,21, 149,84, 149,72, 131,53, 130,90, 130,15,
123,55, 117,62, 117,45, 116,98, 116,87, 114,38, 111,00, 107,70, 104,61, 91,80, 44,51, 43,68,
14,12, 12,40; HRMS (ESI) [M]": [C23H26N30S]*-ra szamolt: 392,1791, mért: 392,1801.

S N3
Et,N SR «

(E)-2-(2-(6-(dietilamino)benzofuran-2-il)vinil)-3-etil-6-azidobenzo[d]tiazél-3-ium-

hexafluorofoszfat (1)

110 mg (0,204 mmol) 14 aminszarmazékot oldottam fel 15 ml 6 M HCI-ban, majd 0 °C-ra
hitottem. Ezutan 17 mg (0,245 mmol) NaNO; 1 ml H,O-val késziilt oldatat adtam hozza
cseppenként. 5 perc mulva 43 mg (0,661 mmol) NaN; s6t adtam a reakcioelegyhez, és
4,5 6ran keresztiil kevertettem, mikézben hagytam szobahOmérsékletre melegedni.
A reakcidelegy NaOH-dal vald k6zombositése utan 3x25 ml DCM-nal extrahaltam, ezutan a
szerves fazist 2x25 ml vizzel mostam, majd 25 ml telitett NaCl oldattal, végiil MgSQO, felett
szaritottam. Beparlds utan az altalanos feldolgozési eljarast kovettem. A teljes eljarast

kozvetlen fényt6l elzarva végeztem. A kapott z6ld kristaly tomege 79 mg (68%).

OP 233-235 °C (bomlik); *H NMR (600 MHz, DMSO) & 8,19 (d, J = 1,6 Hz, 1H), 8,18 (s,
1H), 8,09 (d, J = 14,9 Hz, 1H), 7,62 (s, 1H), 7,59 (d, J = 8,9 Hz, 1H), 7,52 (dd, J 1= 9,0, J
=2,2 Hz, 1H), 7,35 (d, J = 15,0 Hz, 1H), 6,86 (dd, J 1= 9,0, J, =2,0 Hz, 1H), 6,78 (s, 1H), 4,80
(g, 3 =7,2 Hz, 2H), 3,49 (g, J = 7,0 Hz, 4H), 1,44 (t, J = 7,2 Hz, 3H), 1,17 (t, J = 7,2 6H); °C
NMR (151 MHz, DMSO) & 168,74, 159,99, 149,86, 149,72, 139,76, 138,28, 133,70, 129,44,
124,18, 121,16, 120,50, 117,81, 117,26, 114,05, 111,57, 106,61, 91,51, 44,58, 43,98, 13,86,
12,46; HRMS (ESI) [M]": [CasH24N5OS]*-ra szamolt: 418,1696, mért: 418,1707.

NO,

)
X o

\\
Et,N 0 Yo pf

(E)-2-(2-(7-(dietilamino)-2-0x0-2H-kromén-3-il)vinil)-3-etil-6-nitrobenzo[d]tiazo6l-3-ium-

hexafluorofoszfat (15)

159 mg (0,450 mmol) 5 szam® benztiazolium szarmazékot, és 123 mg (0,500 mmol)

10 kumarin szarmazékot és 93 ul (0,942 mmol) piperidint feloldottam 20 ml EtOH-ban, majd
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5 oran keresztiil forrasponton kevertettem. A mély lila szini reakcioelegyet
vakuumbeparlassal betoményitettem, majd az altalanos feldolgozési eljaras szerint eljarva

z61d kristalyos anyagot nyertem. Ennek tomege 240 mg (89%).

OP 218-220 °C (bomlik); *H NMR (600 MHz, DMSO) & 9,30 (d, J = 1,9 Hz, 1H), 8,64 (s,
1H), 8,53 (dd, J 1= 9,2, J, =1,9 Hz 1H), 8,38 (d, J = 9,2 Hz, 1H), 8,13 (d, J = 15,1 Hz, 1H),
7,97 (d, J = 15,2 Hz, 1H), 7,55 (d, J = 9,1 Hz, 1H), 6,86 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 6,63 (s, 1H), 4,76
(0,3J=7,0Hz, 2H), 3,52 (q, J = 6,9 Hz, 4H), 1,46 (t, J = 7,2 Hz, 3H), 1,14 (t, J = 7,0 Hz, 6H);
3C NMR (151 MHz, DMSO) § 175,11, 159,49, 157,57, 153,95, 149,32, 147,52, 145,72,
144,86, 132,37, 128,79, 124,41, 120,73, 116,89, 111,82, 111,36, 110,00, 109,38, 96,61, 44,91,
44,75, 13,56, 12,51, HRMS (ESI) [M]+: [C24H24N304S]+-ra szamolt: 450,1482, mért:
450,1460.

NH,

)

Y SN
I

Et,N 0o pf

(E)-6-azido-2-(2-(7-(dietilamino)-2-0xo-2H-kromén-3-il)vinil)-3-etilbenzo[d]tiaz6l-3-ium-
hexafluorofoszfat (17)

500 mg (1,95 mmol) SnCl,x2H,0 sot feloldottam 12 ml cc, HCl-ban, majd 330 mg
(0,555 mmol) 15 nitroszarmazékot adtam hozza. A reakciot 5 Oran at kevertettem
szobahdmérsékleten, majd jégre ontottem. Szilard NaOH-ot adagoltam hozza a semleges pH
eléréséig, majd a reakcioelegyet 3x100 ml DCM segitségével extrahaltam. A szerves fazist
2x40 ml vizzel, majd 10 ml telitett NaCl oldattal mostam, végiil MgSO, felett szaritottam. A
reakciot vakuum alatt beparoltam, és az altalanos feldolgozasi eljaras 1épései utan, 160 mg

(49%) zo1d kristalyos anyagot izolaltam.

OP 203-205 °C (bomlik); *H NMR (600 MHz, DMSO) & 8,57 (s, 1H), 7,95 (d, J = 15,5 Hz,
1H), 7,89 (d, J = 9,1 Hz, 1H), 7,74 (d, J = 15,4 Hz, 1H), 7,54 (d, J = 9,0 Hz, 1H), 7,27 (d, J =
1,4 Hz, 1H), 7,03 (d, J = 9,0 Hz, 1H), 6,84 (dd, J 1= 9,0, J, =1,4 Hz, 1H), 6,63 (s, 1H), 4,67
(9, 2H), 3,51 (q, J = 6,8 Hz, 4H), 1,44 (t, J = 7,2 Hz, 3H), 1,16 (t, J = 7,0 Hz, 6H) (amin H
jele nem lathato); **C NMR (151 MHz, DMSO) & 163,58, 159,74, 156,82, 152,75, 149,98,
146,62, 140,79, 131,49, 131,35, 130,32, 117,11, 117,02, 112,42, 111,41, 110,60, 108,70,
104,55, 96,41, 44,56, 44,01, 14,03, 12,43;: HRMS (ESI) [M]*: [C2sH26N302S]*-ra szamolt:
420,1740, mért: 420,7151.
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Et,N 0" o PF(;)
(E)-6-azido-2-(2-(7-(dietilamino)-2-ox0-2H-kromén-3-il)vinil)-3-ethilbenzo|d]tiazo6l-3-iu-

hexafluorofoszfat (2)

104 mg (0,184 mmol) 17 aminszarmazékot oldottam fel 15 ml 6 M HCI-ban, majd 0 °C-ra
hiitéttem. Ezutan 17 mg (0,245 mmol) NaNO, 1 ml vizben késziilt oldatat adtam hozza
cseppenként. 5 perc elteltével 38 mg (0,552 mmol) NaN3 sot adtam a reakcioelegyhez, és 1,5
oran keresztiil Kkevertettem, mikézben hagytam szobahOmérsékletre melegedni. A
reakcioelegy szilard NaOH-dal valo kozombositése utan 3x25 ml DCM-nal extrahaltam,
ezutan a szerves fazist 2x25 ml vizzel, majd 25 ml telitett NaCl oldattal mostam, végiil
MgSQ, felett szaritottam. Beparlas utan az altalanos feldolgozasi eljarast kovettem. A teljes

eljarast kozvetlen fénytdl elzarva végeztem. A kapott zold kristaly tomege 36mg (33%).

OP 192-195 °C (bomlik); *H NMR (600 MHz, DMSO) & 8,59 (s, 1H), 8,25 (d, J = 9,1 Hz,
1H), 8,21 (d, J = 2,1 Hz, 1H), 8,01 (s, 2H), 7,58 (d, J = 9,1 Hz, 1H), 7,54 (dd, J 1= 9,0 Hz, J,
=2,1 Hz, 1H), 6,88 (dd, J 1= 9,1 Hz, J, =2,1 Hz, Hz, 1H), 6,68 (d, J = 1,8 Hz, 1H), 4,76 (q, J
=7,3 Hz, 2H), 3,54 (q, J = 7,0 Hz, 4H), 1,47 (t, J = 7,3 Hz, 3H), 1,17 (t, J = 7,3 Hz, 6H); *C
NMR (151 MHz, DMSO) § 170,40, 159,53, 157,19, 153,37, 148,31, 144,71, 140,00, 138,19,
131,84, 129,60, 121,27, 117,51, 114,03, 111,94, 110,94, 110,51, 108,94, 96,46, 44,70, 44,41,
13,73, 12,43; HRMS (ESI) [M]": [C24H24N50,S]"-ra szamolt: 446,1645, mért: 446,1658.

o)
thu
S N~N"N
Et,N SRS Q

(E)-2-(2-(6-(dietilamino)benzofuran-2-il)vinil)-3-etil-6-(4-(pivalamidometil)-1H-1,2,3-

triazol-1-il)benzo[d]tiazo6l-3-ium-hexafluorofoszfat (18)

25 mg (0,0443 mmol) 1-es azid vegyiiletet, 25 mg (0,179mmol) propargil-pivalamidot (20)
oldtam fel 8 ml DCM-ban. Hozzaadtam 3 pl TEA-t és katalitikus mennyiségii Cu(PPh3),NO3
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sot, és tobb mint egy napig kevertettem a reakcioelegyet. Beparlassal toményitettem, majd az

altalanos feldolgozas szerint kezeltem, igy 23 mg (74%) sotétzold szilard termékhez jutottam.

OP 208-210 °C (bomlik); *H NMR (600 MHz, DMSO) & 8.96 (s, 1H), 8.64 (s, 1H), 8.37 (d, J
= 9.1 Hz, 1H), 8.33 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 8.15 (d, J = 15, 1H), 7.67 (s, 1H), 7.61(m, 2H), 7.37
(d, J = 14.9 Hz, 1H), 6.87 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 6.78 (s, 1H), 4.86 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 4.41 (d, J
= 5.4 Hz, 2H), 3.49 (d, J = 7.4 Hz, 4H), 1.48 (t, J = 7.0 Hz, 3H), 1.23 (s, 6H), 1.14 (s, 9H);
HRMS (ESI) [M+H]": [C31H37NgO2S] -ra szamolt: 557,2693, mért: 557,2693.

(o) ‘Bu
NH
£
N—N
)
BN
—
Et,N 0" o PFC?
(E)-2-(2-(7-(dietilamino)-2-ox0-2H-kromén-3-il)vinil)-3-etil-6-(4-(pivalamidometil)-1H-
1,2,3-triazol-1-il)benzo[d]tiazél-3-ium-hexafluorofoszfat (19)

8 mg (0,0135 mmol) 2 azid szarmazékot és 5 mg (0,0575 mmol) propargil-pivalamidot (20)
oldottam fel 8 ml DCM-ban. Hozzaadtam 3 pl TEA-t ¢és Kkatalitikus mennyiségi
Cu(PPh3),NO3 sot, és tobb mint egy napig kevertettem a reakcioelegyet. Beparlas utan az
altalanos feldolgozas szerint dolgoztam fel, melynek eredményeként 5 mg (50%) sotétzold

szilard termékhez jutottam.

OP 206-209 °C (bomlik); 'H NMR (600 MHz, DMSO) & 9.01 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 8.66 (s,
1H), 8.63 (s, 1H), 8.46 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 8.37 (dd, J = 9.1, 2.2 Hz, 1H), 8.14 (t, J = 5.8 Hz,
1H), 8.11 (d, J = 15.2 Hz, 1H), 8.04 (d, J = 15.3 Hz, 1H), 7.59 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 6.90 (dd, J
=8.8,2.4 Hz, 1H), 6.71 (s, 1H), 4.82 (q, J = 6.8 Hz, 2H), 4.42 (d, J = 5.7 Hz, 2H), 3.56 (g, J =
6.9 Hz, 4H), 1.51 (t, J = 7.3 Hz, 3H), 1.35 (s, 6H), 1.14 (s, 9H): HRMS (ESI) [M+H]":
[C32H37Ng03S]"-ra szamolt: 585,2642, mért: 585,2654.
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N-(prop-2-inil)pivalamid (20)

700 mg propargilamint, (12,71 mmol) és 2,30 ml (16,55 mmol) trietilamint 20 ml DCM-ban,
feloldottam, majd 0 °C-ra hiitést kovetden 1,88 ml (15,26 mmol) pivaloil-klorid 5 ml DCM-al
késziilt oldatat adtam hozza cseppenként. A reakcidelegyet 45 percet kevertettem, kdzben
hagytam szobahOmérsékletre melegedni. A reakcioelegyhez 20 ml DCM-t adtam, 2x20 ml
2 M HCI oldattal, 20 ml 5 m/m% NaHCOj; oldattal, végiil 20 ml vizzel és 20 ml telitett NaCl
oldattal mostam, majd MgSO, felett szaritottam. Sziirés és beparlas utan 1,556 g (88%)

piszkos fehér szilard anyag maradt vissza.

Re= 0,60 (hex, EtOAC 1:1); OP 65-67°C; IR Vmaxem™ 3316 és 653 (C=CH), 1638 és 1525
(CONHR), 1208, *H-NMR (250 MHz, CDCls): 6=5,98 (széles, 1H), 3,97 (m, 2H), 2,18 (s,
1H), 1,16 (s, 9H); *C-NMR (62,5 MHz, CDCls): &= 178,0, 79,8, 71,3, 38,5, 29,3, 27,3;
HRMS (ESI) [M+H]": [CgH13NO+H]"-ra szamolt: 140,1070, mért: 140,1075.
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7, Fliggelék

i.  Biologiai mintak esetén alkalmazott (feliiletvizsgalati modszerek nélkiili) képalkotasi
modszerek id8 és térbeli felbontasanak osszehasonlitasa.®
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Bioortogonalis reakciok dsszefoglalésa.

.. . Masodrendii reakcio- . . . .
Reakcio Reaktansok sebességi Allandé Megjegyzések |Hivatkozasok
HN-O-R i
kapcsolt termék
1 ?Hotg) hidrolizalhat, Jeneks
HZN—H R 2 kat. anilin hasznalhaté
Aldehid/keton i HC—H-0
P Y
kondenzacio R” HCHy) \_(Nj@ 0.26 stabil C-C kétés Agarwal
(100 mM sodium | alakul ki kapcsolas 2013
t Pictet- phosphate) soran
HO 0 Spengler
O f f d PRrY
‘oszfin oxidacioja
Staudinger-ligacio R-Nj3 = OMe 000 lehetséges ) Saxon
R—— (PBS) A . 2000
x problémaforras
PPh,
HS
Cianobenzotiazol R N\%C:N 9.19 mellékreakcidk Rao
kondenzacié HzN s - (PBS) szabad tiolokkal 2009
(0]
Rézkatalizalt azid =R, Cu(l) Kobs 10-100 Cu(l) katalizator Tornoe
-alkin cikloaddicié - (10-100 uM Cu) szlkséges 2002
GH 0.0012-0.14 (ACN) Cu(l) katalizator nem Agard
Gviriifesziiltsé E= szilkséges, 2004
S CICERALE D) 3 OCT, DIFO, BCN egyes ciklooktinok
segitett azid-alkin - = . mellékrekcioba
cikloaddicié e 5 5
' i léphetnek szabad
‘. e oY 0.17-0.96 (ACN) tiolokkal Jewett 2010
BARAC, DIBO, DIBAC
9 —
~N-° TN 0.013-3.9 nitrénok McKay
)L R (ACN/H,0) hidrolizalhatnak 2010
R H
ﬁ% itril-oxid fotolézi
o8 —R 30 M oaninstn | Gutsmied
= P Ig (H20) képzodik 2009
Tovabbi1,3-dioplaris /I
cikloaddiciék
R R OMe
A 0.15-58 nitril-imin fotolézis Y
H vl soran in situ "
- (1:1 ACN:PBS) P 2012
R=N_ _ képzodik
TS |4 )—=N-N
[o) ® O
= diazo-vegyllet
® ©
/~=N=N 2R 13.5 (ACN/H,0) | azid-szérmazékbol McGrath
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