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1. Bevezeto

Az  élolényekben  biokémiai  reakci6  hatdsara  torténd  fénykibocsatast
biolumineszcencidnak nevezziikk. A természetben ez a jelenség tobb éldhelyen és tobb
rendszertani csoportban is el6fordul. Taldlunk vilagit6 fajokat a tengeri halak, meduzik,
eukariota egysejtiiek, baktériumok, de a szarazfoldi gombak vagy a rovarok korében is. Ebbe
az utobbi csoportba tartoznak a mindenki altal ismert és tudomanyosan (kémidjukat és
zooldgidjukat tekintve is) sokat kutatott szentjdnosbogar-félék csalddja (Lampyridae) [1] (1

abra).

A biolumineszcencia jelenségének alapja
minden esetben egy olyan biokémiai folyamat,
amely sordn a gyljtOneviikon luciferineknek
nevezett  vegyiiletek  katalitikus  oxidacidja
kovetkezik be. A folyamatot katalizdl6 enzimeket

nevezik luciferazoknak.

Munkdm sordn célom az volt, hogy

ezekhez a természetben 18 elofordulo

luciferinekhez hasonl6é mesterséges szarmazékokat

1. dbra Eszak-Amerikai Lampyridae fajok allitsak eld. A szintetizalt termék nativ vegyiilettdl
valo eltérésének az szab hatdrt, hogy a felhasznalhatosdg miatt fontos kovetelmény, hogy az
elddllitott vegyiilet a természetes luciferdz enzimnek szubsztratja legyen.

Kémiailag az eddig leggyakrabban tanulméanyozott rendszer egy észak-amerikai
szentjanosbogar faj, a kozonséges északi szentjdnosbogdr (Photinus pyralis L. 1767.)
luciferin-luciferdz rendszere. Munkdm sordn olyan luciferin szintézisét kivinom megoldani,
amely ennek a fajnak a luciferdz enzimjével aktivdlhat6. Munkdm ujszerisége, hogy az
irodalomban eddig kozolt szdrmazékok nagy része a természetes luciferin
biolumineszcencidjanak a voros tartomdny felé torténd eltolédasat eredményezték.

Altaldban véve a luciferinek, igy az dltalam elé4llitott vegyiileteknek is az ad nagy
molekuldris bioldgiai jelentdséget, hogy az ily médon torténd fluoreszcens jeldlésnek szamos
eldnye van, a fénnyel val6é gerjesztésen alapuld, fluoreszcens modszerrel szemben. Mivel a

biolumineszcencia sordn nincs sziikség kiilsé fényforrasra a gerjesztéshez, minimalisra

csokken az él6 szervezetekben fellelhetd fluoreszcens vegyiletek gerjesztése



(autofluoreszcencia), igy kivalé jel-zaj arany érheto el. A kiils6 fényforrds hidnyabdl adédéan
tovabba a fotodegradacids folyamatok (,,photobleaching”) is hatérbe szorulnak.

Munkdm soran négy biolumineszcens vegyiilet eldallitdsa és vizsgélata volt a cél.

2. dbra Biolumineszcens jelenségek a természetben



2. EIméleti bevezetés

2.1. Biolumineszcencia

A lumineszcencidt csoportosithatjuk a gerjesztési energia szerint. A leggyakoribb
fajtdi  a fotolumineszcencia, a kemilumineszcencia ¢és a biolumineszcencia. A
fotolumineszcencia esetén a gerjesztés energidjat fény biztositja, a kemilumineszcencia esetén
pedig kémia reakcié soran keletkezik fény.

A biolumineszcencia olyan jelenség, amely sordn egy biokémia reakcid lejatszoddsa
kozben a felszabadulé energia nagy része, nem hd, hanem fény formdjadban keriil
kisugdrzasra. A jelenség soran a luciferin oxidéacidja torténik és ekozben gerjesztett allapotd
molekula keletkezik. Ez képes fényt kibocsatani, mikdzben alapallapotd terméket kapunk.

A biolumineszcencia jelenségét mar az 6kor 6ta megfigyelték €és tanulmanyoztik. Az
Okori Gorogorszagb6l fennmaradtak feljegyzések a jelenség megfigyelésérdl. Mar
Arisztotelész is felismerte, hogy az igy keletkezd fény eltérd az égési folyamatokban
keletkezOktol, mert uUgynevezett ,hideg fény”. A biolumineszcencia jelentdsége az
élovilagban igen sokféle: taldlunk fajokat, amelyek tdplalékszerzésre (pl. mélytengeri
horgdszhalak), a ragadoz6 megzavardsira (pl. egyes rdkfajok biolumineszcens festéket
bocsatanak a vizbe, amely megzavarja a tdmadaét) vagy rejtézkodésre (egyes halak hasoldala
eziistosen csillog, igy az alulrdl tdmado6 ragadozé szamdra a hal beleolvad a feliilrél jovo
fénybe) haszndljdk a fénykibocsatast. A legismertebb példa talan mégis az, amely a
szentjanosbogar-félék csalddjdban fordul eld, ezeknél a fajokndl a parok egymadsra taldlaséit
teszi lehetévé a biolumineszcencia. A szentjanosbogarak esetében azonban nemcsak az
imagok, de a larvdk, babok és peték is bocsdtanak ki fényt, de ezek bioldgiai funkcidja
kevéssé ismert. A vildgitds hulldimhossza és a felvillandsok mintdzata fajokra jellemzd. [2][3]

Raphaél Dubois, francia gyogyszerész, aki 1887-ben tanulmanyozta a jelenséget,
kisérletei alapjan megallapitotta, hogy a biolumineszcencidhoz kétféle vegyiilet sziikséges. Az
egyik vegyiilet egy hostabil szerves vegyiilet, ami a jelenség sordn oxiddlodik, a masik pedig
egy hore elbomlé enzim, amely katalizélja a folyamatot. Ezt gy mutatta ki, hogy két részre
osztotta a Pholas kagylobol kivont biolumineszcens anyagot. Az egyik részletben megvarta,
hogy lejatszodjon a reakcid, a masik részletet pedig forrasig melegitette. Melegités hatdsara a
fényjelenség megsziint. Majd ezt az oldatot hozzaadta a hideg oldathoz és tjra tapasztalta a

lumineszcencidt. A kisérletben eltérd tulajdonsdgokat mutatd vegyiileteket lucifeineknek és



luciferazoknak nevezték el. A vegyiiletek neve a Lucifer sz6bdl szarmazik, aminek a jelentése
,fényhoz6”. [2]

A kemilumineszcencia a biolumineszcencidhoz hasonlé jelenség, csak ebben az
esetben nem biokémia reakcié sordn keletkezik fény, hanem egy €10 szervezetekhez nem
kotheté kémiai reakci6 soran. Erdekes kiilonbség, hogy amig a biolumineszcencia esetén a @
(kvantumhasznositasi tényezd: emittdlt fotonok szama/oxiddlédott molekuldk szama) az
egységnyihez kozelit, addig a szokvanyos kemilumineszcencids reakciok esetében csak 0,01
koriili. A biolumineszcencia 10-12 perc alatt éri el intenzitdsdnak cstcsat, és kb. egy oOra alatt
szlinik meg.[4]

A biolumineszcencia jelensége laboratériumban jol tanulményozott jelenség.
Legféképpen az amerikai szentjdnosbogar luciferin-luciferdz rendszerét vizsgéltdk igen
részletesen. TObb olyan vizsgalat is tortént, amelyben kiilonboz6 luciferin szubsztratokat
allitottak elo, hogy a keletkezd fény hullimhossza eltérd legyen. Az irodalomban még csak
kevés példa talalhaté6 médositott szubsztratokra. Az eddig megismert modositasok foként csak
olyan valtoztatdsokat jelentettek, amelyek azt eredményezték, hogy az eredeti zold szin
helyett voros felé tolddott el a kisugarzott fény hullimhossza. Ellenkezd irdnyu, a kék
tartomany felé torténd eltolédasra csak igen kevés példa taldlhat a szakirodalomban annak
ellenére, hogy tobbszords jelolési modszereknél a lathaté fény spektrumanak teljes lefedése
lenne kivanatos.

A biolumineszcens festékekkel val6 festés tobb dologbdl is eldnyos. Ilyen festékeket a
biokémiai gyakorlatban az 1990-es évektdl haszndlnak. Alkalmazzdk oket példdul
génexpresszid nyomon kovetésére €s ATP mennyiségének meghatdrozasara. Mint azt a
bevezetoben is kiemeltem, a biolumineszcencia alkalmazdsdval olyan festésekre nyilik
lehetdség, amelynek esetében a gerjesztd fény hidnydbol adéddan, autofluoreszcencia és

fotodegradacié mentes jelolési eljaras valik lehetdvé. [5][6][7]

2.2. Luciferin-luciferaz

A cimben emlitett enzim-szubsztrat kolcsonhatds kovetkeztében lejatszodé oxidéacid
sordn bekovetkezett lumineszcens fény hullimhossza 510 és 670 nanométer kozotti (zold —
sarga - voros). [8]

A természetben tobbféle luciferin és luciferdz enzim el6fordul. A laboratériumban

leggyakrabban haszndlt biolumineszcens rendszer az észak-amerikai szentjdnosbogér



luciferin-luciferdz reakcidjan alapul. A szentjdnosbogdr luciferin szerkezete a 3. dbrdn l4that6

feliil, alatta egy csiga és egy meduza luciferin lathatd. A szentjdnosbogér luciferdz enzimének

szerkezete a 4. dbran lathat6. Az enzimmel nem csak a természetes szubsztrat oxidacidja

katalizalhatd, hanem az eldallitott moédosulatoké is.

HN/
OH

3. dbra Kiilonbozo luciferin molekuldk
szerkezete

C-terminal
domain

N-terminal
domain

4. dbra A szentjanosbogdr luciferdz
szerkezete [3]

A luciferinek heterociklusos vegyiiletek, amelyek segitségével létrejohet

a

biolumineszcencia. Az észak-amerikai szentjdnosbogéar esetén ennek a szerkezete és



oxidécidja a 5. dbrdn lathat6. A nativ luciferin az (S)-2-(6’-hidroxi-2’-benztiazol)-2-tiazolin-
4-karbonsav. A vegyiilet ATP, Mg2+ €s megfeleld luciferdz enzim jelenlétében oxoluciferinné
oxidélédik a biolumineszcens reakcid sordn. A vegyiilet a 4-es C atomon taldlhaté karboxil
csoporttal kapcsoldodik az enzimhez, ezért ez nélkiilozhetetlen a szirmazékok esetében is. Az
oxidacié mechanizmusa a 6. 4bran lathaté. Az oxiddcichoz sziikséges Mg**, luciferdz enzim,
oxigén €s ATP. A természetes luciferin 546-610 nm-en biolumineszkal, koriilményektol (pH)
figgben. Attdl fliggden, hogy az enol vagy az oxo forma a stabilabb. Eldszor a luciferin
megkotddik az enzim aktiv zsebében, majd adenildlodik és molekularis oxigénnel reagal,
ekkor gerjesztett dallapotd oxiluciferin keletkezik. A gerjesztett allapotd oxiluciferin

fénykibocsatassal keriil vissza alapéllapotba [5]

OH\@ES:H/N ]/COO+HATP Lu<:2|feraz o“\@( :/l/ + AMP + fény
N S Mg, O,

5. dbra A luciferin oxiddcidja

MgATP Mg PP;
Boitons o< Saan

Beelag .
“ 546 nm I\ oo,
Ho’@%zfo - f HO’©:S>_<2:/'/

610 nm

6. dbra A luciferin oxiddciojdnak
mechanizmusa



2.3. Luciferinszarmazékok

Az altalam végzett szintézisek sordn négyféle luciferin szarmazékot allitottam eld.
Ezek az anyagok, mivel kapcsolodni képesek a luciferdzzal, megtalalhaté benniik a karboxil
csoport a megfeleld szénatomon, szintén biolumineszcens vegyiiletek, de eltéré szinnel
biolumineszkélnak.

A luciferin molekula két f6 modulbdl, egy benztiazol és egy tiazolin egységbdl épiil
fel (5. abra). Vizsgélatok kimutattdk, hogy a luciferdz enzim altali felismeréshez a karboxil-
csoport mellett a tiazolin rész elengedhetetlen, igy ezt a modult konzervativ, kevésbé
varidlhat6 egységként kell kezelniink. A szakirodalomban csak olyan korlatozott
moédositdsokra taldlunk példat a tiazolin egységre vonatkozdan, ahol a kénatomot szelénnel
helyettesitették. E mddositds egyébként a spektrum vords tartomdny felé torténd eltoloddsat
eredményezte [9]. A benztiazol egység egyéb aromds rendszerekkel torténd helyettesitésére

sokkal tobb példat talalunk.[10][11][12][13][14]

7. abra Luciferin szarmazékok



3. Célkitiizések

Munkdm sordn négy luciferinszarmazékot terveztem eldéllitani. Ezek a szerkezete a 8.
abran lathat6. Olyan vegyiiletek eldéllitasa volt a cél melyek, a spektrum kék tartomanyaban
emittdlnak. A célvegyiiletek szerkezetébdl latszik, hogy az eredeti tiazolin egység megtartisa
mellett a benztiazol modul kumarinnal, illetve egy fenil-kumarinnal, illetve benzofurannal
torténd cseréjét terveztem.

A szintéziseket kovetden ugyancsak terveztem az elddllitott vegyiiletek fluoreszcens

€s biolumineszcens jellemzését is.

S
O N s sl
Et,N O  N">cooH
Et,N 0”0
S
\:}*COOH

Me O s
A
\ M ~ m\
€0 0 N:LCOOH

Et,N o0™o

8. dbra Az elédllitott luciferin analogok
szerkezete
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4. Sajdt eredmények

4.1 Roviditések

ATP
CoA
CsF
DCM
DMF
DMSO
Et
EtOAc
HPLC

VRK

adenozin-5'-trifoszfat

koenzim-A

cézium-fluorid

diklér-metan

N,N-dimetil-formamid

dimetil-szulfoxid

etil-csoport

etil-acetat

nagy hatékonysagu folyadék kromatografia
metil-csoport

vékonyréteg kromatografia
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4.2. Szintézisek

Az elsd luciferinszarmazék elddllitasdhoz eloszor az 1. vegyiiletet reagéltattam brom-
acetonitrillel.[15] A keletkezd vegyiiletbdl (2.) gytirlizardsos reakciéval kaptam meg a 3.
anyagot.[16][17][18] Ezt reagiltattam D-ciszteinnel és 1igy kaptam meg az elso

luciferinszarmazékot (4.). (9. abra)[16]

CHO
OH CHOo on CHO
, BrigCN  K,COj3 aceton 7 __KoCO3, DMF N\_CN
60 °C 100 «C o)
H, Et,N
NEt, NEt,
1. 2. 3.

S
. . \
D-cisztein, etanol m\
0 NlCOOH

N,, s6tét, 60 C ELN
4,

9. dbra A 4. vegyiilet szintézise
A masodik luciferin szarmazék elddllitasahoz az 5. vegyiiletet reagaltattam D-

ciszteinnel. (8. abra) [19]

S
X ON . >~COOH
D-cisztein, etanol Y N
Et,N 0”0 T

Nz, s6tét, 60 T gy \ oo

5. 6.

10. abra a 6. veqylilet szintézise
A harmadik luciferinszdrmazék eldallitdsahoz el6szor a 7. anyagot reagaltattam brom-
acetonitrillel.[15] A keletkezd vegyiiletekbol (8.) gylirlizdrasos reakcioval kaptam meg a 9.

molekulat. [16][17][18] Ezt reagéltattam D-ciszteinnel és igy kaptam meg a harmadik
luciferin szarmazékot (10.). (11. abra)[16]

12



CHO

OH CHO
. Br\c,CN K>CO3 aceton OLCN K,CO3;, DMF N_CN
H 60 °C 100 °C ; Me\o o
o 2
‘Me 0.
Me
7 8. 9
S
D-cisztein, etanol . m—él
Np, sotét, 60 €~ ©O O N"cooH
10.

11. abra a 10. vegylilet szintézise

A negyedik luciferinszarmazék eldallitdisdhoz elészor a 11. anyagot reagéltattam
borsavészterrel Pd(PPhs)s és CsF katalizator jelenlétében dioxdnban. A reakcid két ora alatt
jatszodott le, még a reakcid elegy szine sotétre valtozott. Az igy kapott nitrilt reagédltattam D-

ciszteinnel és igy kaptam meg a negyedik luciferin szarmazékot (13.). (12. dbra)

Me Me CN
B, o Pd(PPh,),, CsF O
O.B—Q—CN dioxan, 100 ¢ O S
Et,N 0o
11.

Et,N o0™o

12.

S:N>~COOH

Me
D-cisztein, etanol N
No, sétét, 60°C
Et;N 0" ~0
13.

12. dbra a 13. veqylilet szintézise
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4.3. Fluoreszcens vizsgalatok

Két célvegyiiletre elméleti szamitdsokat végeztiink a fluoreszcencidra. Ennek
eredménye az elsO tdblazatban taldlhatd. Mindkét esetben az emisszid a természetes
luciferinhez képest a spektrum kék tartomdnydba eltolédott eredményt adta az elméleti

szamitdsok alapjan.

4. oxidalt 6. oxidalt
szarmazéka szarmazéka
Aexp / DM 480 449
Jem / NM 524 482

1. tablazat: 4. és 6. anyagok gerjesztési és emisszids
maximumai az elméleti szamitasok alapjan (Geometria:
DFT szint, PBEO funkcional, G-311++G** bazis)

Az elddllitott vegyliletek esetében felvettiik a gerjesztési és az emisszids spektrumokat
és megallapitottuk a jellemz6 hullimhosszokat (Aexp €S Aem).

Ezeket a spektrumokat az alapéllapotu vegyiiletekre vettem fel. A harom spektrum a
13. dbran lathat6. Ennek eredményét foglaltam 6ssze a 2. tdbldzatban. A 4. és a 10. vegyiilet a

két benzofuranvazas szarmazék.

4. 10.
Aexp / NM 332 365
Aem / NM 412 499

2. téblazat: 4. és 10. anyagok
gerjesztési és emissziés maximumai

14



fluoreszcencia intenzitas / A.U.

fluoreszcencia intenzitds / A.U.

A 4. vegyllet gerjesztési és emisszids spektruma

900
/Iexp= 332 nm
A, =412nm
—— emisszids spektrum
—— gerjesztési spekirum
600 - ger] p
300
0 T T T T
400 600
Alnm
A 10. vegyllet gerjesztési és emisszios spektruma
—— gerjesztési spektrum
600 —— emisszios spektrum
A= 365 nm
A =499 nm
em
300
0 I ’ I
400 600
Alnm

13. dbra: A gerjesztési és emisszios spektrumok, a fluoreszcencia

intenzitdsa a hullamhossz fiiggvényében a 4. és al0. vegyiilet esetében
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14. dbra: Az emisszios spektrum a 6. vegyiilet esetében, a

fluoreszcencia intenzitdsa a hulldmhossz fiiggvényében

Ezen mérések alapjan megallapithatd, hogy az eldallitott vegyiiletek gerjesztési és

emisszids spektruma az eredeti luciferinhez képest a kék tartomany felé tolodott el.

4.4 Biolumineszcens vizsgalatok

Két vegyiilet esetében (6. és 10.) megvizsgdltam a vegyiiletek biolumineszcencidjat. A
kumarinvazas szarmazék esetén az D izomer esetén vizsgdltam meg a biolumineszcenciat.
Ehhez 0,2 ml 10 mmol/dm® —es oldatot készitettem beléle DMSO-ban. Ezt az oldatot
higitottam 50x-re a biolumineszcens vizsgdlat sordn PBS pufferrel, mivel az enzim csak
megfelelé kozegben, vizben katalizdlja a folyamatot. Ehhez Mg** CoA-t és ATP-t adtam,
mivel ez sziikséges a biolumineszcencia 1étrejottéhez. Az oldatot két részre vettem az egyiket
vakmintaként haszndltam a mdsikhoz pedig luciferdz enzimet adtam. IdOben vizsgaltam a
biolumineszcencidt ennek eredménye a 14 d&brdn taldlhat6. Ennek alapjdn eldszor
megallapithatd, hogy a szintetizdlt szarmazék valdban szubsztratja a luciferdz enzimnek. A
biolumineszcencia eldszor gyengébb intenzitdssal indul, a maximumdt kb. 5 perc utdn éri el.

Ezek utan lassan csokkeno intenzitdssal 15 percig vizsgaltam a vegyiiletet.

16



intenzitas / A.U.

intenzitas / A.U.

A kumarinvazas szarmazék biolumineszcenciaja az idd figgvenyében

700 - B enzim jelenlétében
| . . 7 - ..
enzium nélkil ..ll -...l.........
600 - - Spmpg
- (]|
i [
_ ]
500 -
. ]
400 — [
i ]
300 - [
] ]
2004 o
100 ™
0 .......................................1
T T T T T T T T T
0 5 10 15 20
t/ perc
15. dbra A biolumineszcencia a 6-os vegyiilet esetében
350 ®  enzim jelenlétében U
' ® enzim nélkil
300 -
[
l ]
250 -
]
200 -
]
150 - - n
100
u [
- ]
[
50- ..........
0-r00..0..00"000.0.""1
T

350

| |
400 450 500 550
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16. dbra A biolumineszcencia a 6-os vegyiilet esetében 2.
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Meghataroztam a biolumineszcencia hullimhosszat is. A [16. grafikon alapjan
megallapithatd, hogy a vegyiilet esetében 530 nm koriill van a biolumineszcens fény
hullamhossza a kumarinvéazas vegyiilet esetében. A biolumineszcencia kinetikdjanak mérése
sordn is ezen a hullimhosszon tortént a mérés.

A D-szarmazék esetén CoA nélkill is észlelhetd a biolumineszcencia. Ezért az
eldz6hoz hasonléan CoA nélkiil is elvégeztem a mérést. CoA abban az esetben mindenképpen
sziikséges, ha L-szarmazékot is tartalmaz az eldallitott minta. CoA hatdsdra az L-szdrmazék
lassan D-szarmazékkd izomerizalddik at, amivel mar vizsgédlhaté a biolumineszcencia. Ennek
eredménye a /7. dbran lathatd. Itt hasonlé eredményt kaptam, mint az el6z0 esetben, vagyis
kezdetben nétt a kibocsatott fény intenzitdsa majd a tovdbbiakban még kb. 5 percig
vizsgaltam a biolumineszcencia intenzitdsat. Megallapithaté ez alapjan, hogy valoban a D-
szarmazékot allitottam eld €s ez bekotddik az enzim aktiv zsebéhez és a luciferinhez hasonl6

koriilmények kozott oxidalodik

CoA nelkil a kumarin vazas vegydulet biolumineszcencigjanak
intenzitdsa az id6 figgvényében
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17. dbra A biolumineszcencia a 6-os vegyiilet esetében 2.
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A metoxi-csoportot tartalmaz6 benzofurdnvazas vegyiilet esetében (10. vegyiilet) az L.
szarmazékot tudtam vizsgalni. Itt is az el6zdekhez hasonldan jartam el. Ebben az esetben
mivel az L-szdrmazékot vizsgédltam, ezért CoA-ra mindeképpen sziikség van. Lathat6 a 8.

abra alapjan, hogy kisebb az intenzitds, ennek oka, hogy az L vegyiilet csak lassan

1izomerizalddik at CoA hatdsdra D vegyiiletté.

A 10-es vegyulet biolumineszcens spektruma
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18. dbra A biolumineszcencia a 10-os vegyiilet esetében 2.
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intenzitas

A természetes luciferin biolumineszcencia spektruma
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19. dbra. Biolumineszcencia a nativ luciferin esetében
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Felvettem a természetes luciferin biolumineszcencia spektrumét is. Ennek eredménye
a 20. dbran lathat6. Ezek alapjan megéllapithatd, hogy a luciferin jobb szubsztritja a luciferaz
enzimnek, mint a mesterséges szarmazékok, mivel sokkal nagyobb intenzitdsu a kibocsatott
fény a luciferin esetében. A D — szdrmazék esetén CoA jelenléte nélkiil is tapasztalhatd a
biolumineszcencia. Az L — szdrmazék esetén is tapasztalhaté a biolumineszcencia CoA
jelenlétében, de ebben az esetben ez kisebb intenzitdsu. Felvettem, hogy ezen koriilmények
kozott a luciferin milyen hulldmhosszi fénnyel biolumineszkal, az 4brardl leolvashatd, hogy
ez 610 nm. Tehat az elddllitott kumarinvazas vegyiilet a nativ luciferinhez képest kékebb

szinll fényt bocsat ki.
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5. Kiseérleti rész

5.1. Alatalanos rész

A reakci6 sordn a Sigma-Aldrich és Fluka vegyszereit haszndltam kiilon tiszitas
nélkiil. A 6. vegyiilet eléallitisdhoz haszndlt 5. anyagot Cserép Gergely szintetizdlta. A VRK
vizsgalatokhoz Merck TLC Silica gel 60 F,ss lapot haszndltam, az oszlopkromatografidhoz
(0,040-0,063 mm-) szilika gélt a Merck-tol.

A 'H NMR méréseket Bruker DRX-250 spektrométeren végeztem. A kémiai
eltolédasokat (d) ppm-ben az oldészerhez viszonyitva, a csatoldsi allandét (J) Hz-ben adtam
meg. A jelfelhasaddsok esetében a hasznalt roviditések: s (szinglett), d (dublett), t (triplett), q
(kvintett) és m (multiplett). A spektrofotometrids méréseket egy Varia Eclipes

spektrofluoriméteren végeztem.

5.2. Vegyiiletek szintézise

A 2. vegyiilet elddllitdsdhoz 0,484 g (2,5 mmol) 1. anyagot refluxdltattam 0,360 g (3,0
mmol) brom-acetonitrillel 4,5 ml acetonban 4 6ran at 0,485 g K,COs jelenlétében. A reakcio
lejatszoddsat VKR-val kovettem. A kapott oldathoz 10 ml EtOAc-t és 10 ml NaHCOs3 oldatot
adtam, majd razotolesérrel elvdlasztottam a féazisokat. A vizes fazist 3x 3ml EtOAc-al
mostam, majd a szerves fazisokat egyesitettem és 10 ml NaCl-el mostam. A termék a szerves
fazisban volt. A kapott terméket VRK-n hexan-EtOAc (5:1, 1:1) és DCM-metanol (30:1)
elegyekkel vizsgiltam. Az Ry értékekbdl megallapitottam, hogy az oszlopkromatogérfids
tisztitdshoz a legalkalmasabb a hexdn-EtOAc elegy. Ebben az esetben a termék Ry értéke
0,48, a kiindulasi anyagé Ry 0,84. Az elegyet szilika gélen hexdn-EtOAc 1:1 ardnyu elegyével
tisztitottam, majd a megfeleld frakciokat egyesitettem. Az olddszert rotaciés vakuumbeparlon
elhajtottam. Ekkor 0,409 g piszkosfehér anyagot kaptam. (70,3%-os kitermelés). A reakciot
késobb tjra megismételtem, ekkor szintén 2,5 mmol 1.-bdl 3,0 mmol brém-acetonitrillel, a
madr leirtak szerint dolgoztam fel a terméket. Ez esetben 0,285 g anyagot kaptam (57 %-os

kitermelés). "H NMR: & 10,04 (s, 1H), 7,72 (d, J = 9, 1H), 6,41 (dd, J =22 J = 8,9, 1H), 6,15
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(d, J =22 1H), 4,88 (s, 2H), 3,45 (q, J = 7,2 4H); 1,25 (t, J = 7,2 6H); °C NMR: 186,7;
161,0; 154,0; 132,4; 115,3; 114,9; 106,7; 95,3; 54,5; 45,4; 12,9.

A 3. vegyiilethez 0,409 g (1,7 mmol) 2-t és 0,337 g (2,4 mmol) K,COs-at reagdltattam
2 6ran keresztiil 17 ml DMF-ben 100 °C-on. A reakciét VRK-val kdvettem hexan-EtOAc 1:1
elegyet haszndlva eluensként. A termékrdl az olddszert eltavolitottam és hexan-EtOAc eluenst
haszndlva szilikagélen tiszitottam. Ekkor 0,200 g sargdszold olajos terméket kaptam (53%-os
kitermelés). A reakciét késébb megismételtem, ekkor 0,285 g 2-bdl és 0,235 g K,CO; -bdl
indultam ki. A tisztitds az el6z6ekhez hasonldéan végeztem és 0,151 g terméket kaptam (57%-
os kitermelés). '"H NMR: 67,38 (d, J = 9 1H), 7,26 (s, 1H), 6,76 (dd, J = 2,2 J = 8,9, 1H),
6,64 (s, 1H), 3,40 (g, J = 7,1 4H); 1,21 (t, J = 7,1 6H); °C NMR: 159,1; 149,7; 124,3; 123,3;
119,5; 114,7; 113,5; 111,6; 93,1; 45,5; 12,3

A 4. vegyiilet elddllitdsdhoz 24,2 mg (0,098 mmol) 3. reagdltattam 49,45 mg (0,28
mmol) D-cisztein hidrokloriddal 24 6ran keresztiil 60 °C-on nitrogén atmoszféraban sotétben.
A 3. -t 40 ml etanolban oldottam, majd hozzdadtam argon atmoszférdban a D-cisztein vizes
oldatat (5 ml vizben oldva) 0,5 M-os K,COs-al pH = 8-ra bedllitva. A termékiink nem
futtathat6 jol VRK-n csak nBu:jégecet:viz 4:1:1 aranyu elegyében, a termék ebben az esetben
a kék szinnel floureszkal6 folt lett. A feldolgozds sordan a kapott terméket berotaltam és 40 ml
metanolt adtam hozz4d, majd a feloldatlan s6t vakuumon lesziirtem. A szlrletet berotaltam €s 5
ml vizet adtam hozzd, amit 0,1 M-os HCl-el pH=4-ig savanyitottam, ekkor a sarga oldatb6l
narancssiarga csapadék valt ki, amit leszlirtem és szlirbr6l metanollal mostam, majd
berotdltam. A kapott nyerstermék tomege kb. 50 mg volt. A nyersterméket HPLC-vel
tiszitottam, a termék csucsat MS alapjan sikeriilt beazonositani. A HPLC-vel vald tisztitds
sordn viz (TFA 0,1%) (A eluens) és 80 % acetonitril 20% viz ( TFA 0,1%) (B eluens)
keveréke volt az eluens minden esetben. A tisztds utdn 18 mg narancssirga szilard anyagot
kaptam. A tisztitott termékkel elvégeztem a biolumineszcens vizsgédlatokat. A termék
maféleképpen is tisztithatd, egy mdasik esetben hasonlé mennyiségekkel dolgozva termék
feléhez 20 ml vizet és 1 ml 2 M-os NaOH-oldatot adtam és az elegyet 2x50 ml EtOAc-al
kirdztam, a vizes féazist savval semlegesitettem kb. pH=5-6-ra és az igy kapott elegyet ismét
3x 50 ml EtOAc-al extrahdltam. Ezt a termék madsik felével is megismételtem. Az igy kapott
anyagot DCM:metanol 9:1 ardnyu elegyében futtattam VRK-n ebbdl megéllapithato, hogy a

termék Ry értéke nagyon kicsi de eltér a tobbi szennyez6tdl, igy oszlopkromatogréafidval
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DCM:metanol 9:1 ardnyu elegyében tisztitottam a terméket. 5,44 mg narancsdra sdrga szinii
szilard terméket kaptam (ez 18,3%-os kitermelést jelent). Ebben az esetben rosszabb a
kitermelés mint a HPLC-vel torténd tisztitds esetében. A fluoreszcens vizsgadlatokhoz a

termékb6l DM SO-ban oldatot készitettem minden esetben.

A 6. vegyiilet eldallitdsahoz 24,2 mg (0,098 mmol) 5. reagédltattam 53 mg (0,30 mmol)
D-cisztein hidrokloriddal. A 5. 40 ml etanolban oldottam, majd hozzdadtam nitrogén
atmoszféraban a D-cisztein vizes oldatat (5 ml vizben oldva) 0,5 M-os K,COs-al pH = 8- ra
bedllitva. A 4. vegyiilet tisztitdsdhoz hasonléan tisztitottam. A tisztitds utdn 6,541 mg
élénksdrga szildrd terméket kaptam (19,6%-os kitermelés). A termékiink nem futtathat6 jol
VRK-n csak n-Bu:jégecet:viz 4:1:1 ardnyu elegyében, a termék ebben az esetben a zdldeskék
szinnel floureszkalo folt lett. A fluoreszcens vizsgadlatokhoz a termékbdl DMSO-ban oldatot
készitettem. A reakciot ebben az esetben is ismét elvégeztem, a nyersterméket HPLC-vel

tisztitottam. A vegyiilettel a biolumineszcens vizsgdlatok még nem lettek elvégezve.

Az 8. vegyiilet elddllitasdhoz 0,398 g (2,6 mmol) 7. reagéltattam 0,2 ml (3,1 mmol)
brém-acetonitrillel, 4,8 ml acetonban 3 6rdn at, reflux hémérsékleten 0,542 g K,COs3
jelenlétében. A reakcid lejatszodasat VKR-val kovettem. Az eluens hexdn-EtOAc 1:1 ardnyud
elegye volt, ebben az esetben a termékiink Ry értéke 0,5, a kiinduldsi anyagé 0,714. A
tisztitdst az elsd vegylilethez hasonléan végeztem eldszor extrakcidval, majd az olddszer
eltdvolitdsa utdn oszlopkromatografids tisztdssal. A reakcié végén 0,377 g fehér szilard
anyagot kaptam (75,4%-os kitermelés). '"H NMR: § 10,23 (s, 1H), 7,86 (d, J =9, 1H), 6,687
(dd, J = 2,4 J =9, 1H), 6,53 (d, J = 2,2 1H), 4,89 (s, 2H), 3,89 (s, 1H); °C NMR: 187,0;
165,7; 159,8; 131,6; 119,9; 114,3; 108,2; 99,2; 55,8; 53.9.

A 9. vegyiilet eldallitdisdhoz 0,377 g (1,9 mmol) 8.-t oldottam 19 ml DMF-ben és
100°C-on 2 6ran keresztiil reagaltattam 0,377 g (2,7 mmol) K,COs-al. A reakciét VRK-val
kovettem hexdn-EtOAc 1:1 elegyet haszndlva eluensként. A termékrdl az olddszert
eltavolitottam és hexan-EtOAc eluenst haszndlva szilikagélen tisztitottam. Ekkor 0,220 g
halvanysarga szildrd terméket kaptam (65,6%-o0s kitermelés). '"H NMR: 67,36 (m, 1H), 7,25
(s, 1H), 6,85 (m, 2H), 3,75 (s, 3H); °C NMR: 161,4; 157,1; 126,7; 123,2; 119,1; 118,8;
115,4; 112,7; 95,8; 56,0.
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A 10. vegyiilet eléallitasdhoz 22,0 mg (0,127 mmol) 9. reagdltattam 66,93 mg (0,381
mmol) D-cisztein hidrokloriddal 24 6ran keresztiil 60 °C-on nitrogén atmoszféraban sotétben.
A 9. 40 ml etanolban oldottam, majd hozzdadtam nitrogén atmoszféraban a D-cisztein vizes
oldatét (6 ml vizben oldva) 0,5 M-os K,COs-al pH = 8- ra bedllitva. A kapott vegyiiletet a 3-
hoz hasonléan tisztitottam. A tisztitds utdn 7,200 mg halvénysarga szilard terméket kaptam
(20,4%-o0s kitermelés). A termék kék szinnel fluoreszkdlt. A fluoreszcens vizsgélathoz a
terméket DMSO-ban oldottam. Igy a tovdbbi vizsgdlatokhoz még sziikség van a vegyiilet
eldallitasara. Ehhez 18 mg (0,104 mmol) 9. reagdltattam 55,3 mg (0,313 mmol) D-cisztein

hidrokloriddal reagaltattam a fent leirt moédon.

A 12. vegyiilet elddllitdsdhoz 119,9 mg (0,38 mmol) 11. vegyiiletet reagaltattam 90
mg (0,28 mmol) bérsavészterrel 8 ml dioxdnban oldva 22 mg Pd(PPh3)s és 469 mg CsF
katalizator jelenlétében. A kiinduldsi anyag dioxdnos oldata sarga szinii. A reakcié 100 °C-on
két ora alatt lejatszodik, ekkor Pd kivdlas tapasztalhatd, a reakcidelegy zoldiil majd fekete
szinli lesz. A reakciét VRK lapon kovette Hex:EtOAc 2:1 elegyben. A kiinduldsi anyag R
értéke 0,8, a termékék 0,65 koriil taldlhatd, ez élénksarga foltként lathatd6 a VRK lapon. A
katalizatort celiten szurtem, a szur6t 20 ml EtOAc-al mostam. A szurletet 10 ml vizzel
extrahdltam, majd 10 ml cc. NaCl-al mostam és MgSOy-en szdritottam, majd berotaltam
celitere. Oszlopkromatografidsan tisztitottam a nyersterméket, az eluens Hex:EtOAc 5:1-r61
indult Hex:EtOAc 2:1-ig. A megfeleld kémcsoveket berotalva 90 mg élénksarga szilard
anyagot kaptam. "H NMR: (250 MHz, DMSO) ¢: 7.88 (d, J=8.2 Hz, 2H), 7.59 (d, J=9.1 Hz,
1H), 7.50 (d, J=8.2 Hz, 2H), 6.73 (dd, J=9.1, 2.4 Hz, 1H), 6.55 (d, J=2.3 Hz, 1H), 3.44 (q,
J=6.9 Hz, 4H), 2.17 (s, 3H), 1.12 (t, J/=6.9, 6H),

A 13. vegyiilet eldallitdsahoz 37,0 mg (0,111 mmol) 12. reagiltattam 60 mg (0,50
mmol) D-cisztein-hidrokloriddal 24 o6ran keresztil 60 °C-on nitrogén atmoszféraban,
sotétben. A 12. 40 ml etanolban oldottam, majd hozzdadtam nitrogén atmoszférdban a D-
cisztein vizes oldatat (6 ml vizben oldva) 0,5 M-os K,COs-al pH = 8- ra bedllitva. A termék a
VRK lapon leragadé narancssarga foltként lathat6. A terméket HPLC-vel tiszitottam. A

termékkel még nem lettek elvégezve a biolumineszcens vizsgélatokok.
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6. Osszefoglalas, taviati tervek

A laboratériumi munkdm sordn sikeriilt elddllitani a négy luciferin szdrmazékot.
Ezekrol két esetben megéllapitottam, hogy fénnyel valé gerjesztés hatdsdra, valoban az
eredeti szentjanosbogar luciferinhez és az eddig szintetizalt szirmazékokhoz képest a ldthaté
spektrum kék tartomdnydban fluoreszkdlnak. Tovdbba két esetben sikeriilt elvégeznem a
biolumineszcens vizsgdlatokat is.

A tovabbiakban tervezem a tovabbi két vegyiilet biolumineszcens vizsgélatat. Ezeket a
elvégezve az elddllitott vegyiiletek alkalmasak lehetnek a jovOben kiilonbozo,

biolumineszcencidn alapul6 bioldgiai képalkot6 eljardsokban torténd felhasznalésra.
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7. Készénetnyilvanitas

Szeretnék koszonetet mondani Dr. Kele Péternek, hogy felhivta a figyelmemet a
lumineszens reakciok szépségére, majd lehetdséget adott rd, hogy részt vegyek a
biolumineszcens vegyiiletek kutatdsban is. A laboratériumi munkdban nyujtott segitségért a
kutatécsoport Osszes tagjanak, kiilonosképpen Cserép Gergelynek, Demeter Orsolydnak és

Herner Andrasnak.
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