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3. Bevezetés

A fluoreszcens mikroszkopia a sejtszintli vizsgalatok alapvetd modszere, elénye, hogy
non-invaziv és szubcellularis struktarak érzékeny, nagy felbontast képalkotasara alkalmas. A
mikroszkopokkal kapcsolatos fejlesztések két o teriilete a kiillonbozo sejt- vagy szovetrészek
specifikus lathatova tétele és a felbontoképesség tovabbi ndvelése. A kozelmult mddszertani és
technikai fejlesztéseinek koszonhetden jottek létre az un. szuperfelbontasu képalkotési
eljarasok, melyekkel az optikai mikroszkopok elméleti, diffrakcio limitalt felbontoképessége
alatti mérettartomany is lathatova valt fluoreszcens mikroszkoépok segitségével. E
felfedezésekért 2014-ben Hell, Moerner és Betzig kémiai Nobel-dijat kaptak. ' A
szuperfelbontasu megkozelitések alapvetéen két nagy csoportra, determinisztikus és
sztochasztikus eljarasokra oszthatok. Az eldbbibe tartozd, stimulalt kioltdson alapuld technika
(STED) a gerjesztd fénynyaldb koriil koncentrikusan alkalmazott kioltd kopenylézer
segitségével csokkenti a fokuszpontot. A sztochasztikus moddszerek ezzel szemben azon
alapulnak, hogy egyidejlileg csak kisszamu fluorofort hoznak gerjesztett allapotba, melynek
koszonhetden az emittalod fénypontok a diffrakcids limiten tal helyezkednek el egymastol, igy
pozicidjuk nagy pontossaggal meghatarozhatd (single-molecule localization, SML). Mig a
determinisztikus modszerek a teljes mintat pasztazzak, a sztochasztikus eljarasok a vizsgalt
objektum egészérdl készitenek rengeteg felvételt. Mivel mindig mas jelzdvegyiilet-
populaciordl késziil felvétel, ezeket egymadsra illesztve kapjak a vizsgalt struktirak
szuperfelbontast képét. A kiilonféle sztochasztikus modszerek abban térnek el, hogyan érik el,
hogy egyszerre csak kevés jelzdvegylilet jusson gerjesztett, emissziv formdba, majd jusson
vissza soOtét allapotba, véletlenszerli felvillandsokat (blinking) eredményezve. Szamos
fluoreszcens vegyiilet jellemezhetd teljesen kioltott vagy alacsony intenzitasu fluoreszcenciaval
vizes kdzegben. Apolaros kornyezetbe jutva viszont intenziven fluoreszkalnak. Az irodalomban
leirtak olyan SML modszert, ahol makrociklusok tiregében (ligandum) ideiglenesen megkot6do
¢s ott fluoreszcenssé vald vendégmolekulakkal értek el véletlenszert felvillanast.

Kutatomunkam sorén olyan pillér[n]arén (n=5,6) ligandumokbol és kiilonféle fluoreszcens
vendégmolekuldkbol all6 rendszereket allitottam el és vizsgaltam, melyek alkalmasak
lehetnek SML mikroszképidra. Nagy Stokes-eltolodastt vendégmolekuldt haszndlva
alkalmasak lehetnek méas SML festékekkel parhuzamos alkalmazéasra (t6bbszinli SML
mikroszkdpiara). A tervezett makrociklusos ligandum bioortogonalis klikk-reakcioval kothetd

a sejtekhez, ami potencidlisan alkalmassa teszi a rendszert ¢l sejtes alkalmazasra is.



4. Irodalmi bevezeto

4.1. Szuperfelbontasu mikroszkopia

Szuperfelbontast mikroszkopidnak azokat a fluoreszcens detektalason alapuld mikroszkopos
modszereket nevezziik, melyek a diffrakcios limit alatti felbontoképességet tesznek lehetdveé.
A gyakorlatban ez a 200 nm-es feloldasi kiiszob alatti felbontoképességet jelenti. E technikakat
két f6 csoportba sorolhatjuk, tgymint determinisztikus és sztochasztikus eljarasok.

A determinisztikus szuperfelbontast mikroszkdpiai megoldasokra egy gyakran hasznalt
példa a STED (stimulated emission depletion microscopy). A technika a konfokalis
mikroszkdpian alapul, vagyis itt is egy pontba fokuszalt gerjesztdlézer pasztdzza végig a mintat.
A klasszikus konfokalis mikroszkdpiaval azonban nem lehet szuperfelbontast elérni, mert a
diffrakcié miatt a gerjesztd fénynyaldbot nem lehet a gerjesztd fény hullamhosszanak felénél
kisebb atmérdji teriiletre fokuszalni. A STED ezt egy eltéré hullamhossz, kiolto 1ézerrel oldja
meg, amelyet koncentrikusan a gerjesztd sugar koré irdnyitanak, akar szimultan, akar egymast

kdvetden (1. abra). 2

Detektor

Gerjeszto lézer
Kiolto lézer

1. abra. A STED modszer vazlata.

A sztochasztikus moddszerek ezzel szemben specidlis festékekkel és szamitogépes
képfeldolgoz6d modszerekkel érik el a diffrakcios limitnél jobb felbontast. Ezek a modszerek
pasztazas helyett az egész mintardl készitenek sok képet egymas utan. A felhasznalt festékek
fluoreszcencidjanak megfeleld aranyu ki-be kapcsolasa miatt minden képen csak egymastol a
diffrakcios hataron kiviil es6 festékmolekuldk fényfoltjai latszanak. A képeken elészor egy
program egyenként Gauss-gorbét illeszt a fényfoltok intenzitdsara és azok maximumanak

megfeleld helyli és intenzitasu képpontokbdl épiti fel a végsd, dsszesitett képet (2. abra). A



kiilonbozé sztochasztikus modszerek abban térnek el, hogy hogyan érik el a festékek

felvillanasat (blinking).
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2. abra. Az SML mikroszkdpia és a hagyomanyos fluoreszcens
mikroszkopia folyamatdnak 6sszehasonlitasa.

4.1.1. Blinking pufferrel miikodo festékek. Az ebbe a csoportba tartozo festékek olyan
reverzibilis kémiai reakcioban vesznek részt az alkalmazott puffer vegyiileteivel, melyek
fluoreszcens és nem-fluoreszcens formakat eredményeznek. A leggyakrabban alkalmazott ilyen
tipusu jelzOvegyiiletek a cianinok (3. abra). Ezeknek a vegyiileteknek a fluoreszcens
tulajdonsagat a kiterjedt, konjugélt kettdskotés-rendszer okozza, a fluoreszcencia kioltasaért
pedig ennek az elektronrendszernek a megbontasdval jard reakcid felelés. A blinking
puffereknek két f6 komponense a redukaloszer, mint pl. a f-merkaptoetanol (BME)® vagy a
trisz-2-karboxietil-foszfin (TCEP)* és egy enzimatikus oxigéngydk-fogd (scavanger) rendszer.
A redukaloszer fény hatasasra addicionalddik a cianinok kettds kotéseire, mely a fluoreszcencia
kioltasat eredményezi. Ez az allapot termikusan egyensulyi folyamatban vagy UV fény hatdsara
visszaalakul az emissziv formdba. Az oxigén scavenger szerepe a fluoroforok
egyensuly a nem-fluoreszcens forma felé legyen eltolodva, igy egy idoben egyszerre csak kevés

fluoreszcens jelzévegyiilet lesz jelen a rendszerben.
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3. abra. A CyS5 sotét és vilagos formaja kozotti valtakozast okozé reakciok.

(BME: p-merkaptoetanol; TCEP: trisz-2-karboxietil-foszfin) >

4.1.2. Fénnyel aktivalhaté festékek. Sok festék kioltasaért és bekapcsolasaért fény
hatdsara végbemend reakciok feleldsek. A fluoreszcens és a kioltott valtozat aranyat a
képzddésiikhoz sziikséges fény intenzitasaval lehet valtoztatni. Erre a modszerre példa a
spiropiranok (SP-k) csoportja (4. abra). ¢ A kioltasért egy molekulan beliili spirociklizacids
reakcio felel. Ez a reakcid az a-szénatom elektronszerkezetének hibridizaciojat valtoztatja meg
sp?r8l sp’-ra, igy megtori a nitrogén és a-, B-, y-szénatomok kozti delokalizalt

elektronrendszert.

X NO,
4. abra. Példa a spiropiranok gy{irlizarodasara és felnyilasara. >

Masik példa fotoaktivalhatosagra a fluoreszcens fehérjék (FP-k) csoportja. A bekapcsolasuk
modja szerint harom fajtajukat lehet megkiilonboztetni: fotoaktivalhatok (PA-FP-k),
fotokonvertalhatok (PC-FP-k) és fotokapcsolhatok (FS-FP-k). Koziiliik az elsé kettd rovid
hulldmhosszti lathaté fény hatdsdra lejatsz6dd, nem visszafordithatd reakciok. A
fotoaktivalaskor az eredeti funkcidscsoport ionos formava alakuldsa miatt valik a fehérje
zOldben emittalo fluoroforra. A fotokonvertalasnal kettds kotés alakul ki az o és B szénatomok
kozott, igy a két gytirti kozott kiterjedt delokalizalt elektronrendszert alakitva ki, igy a fehérje
eredeti z0ld emisszidja vorosbe tolodik el (5. 4dbra). Harmadik esetben a fény hatdsara a
fluoreszcencia ki-bekapcsolhato, a két forma kozotti atalakuldsokat kiilonb6z6é hulldmhosszu

lthaté fény valtja ki. 7
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5. abra. Példa a fluoreszcens fehérjék fotoaktivalo, fotokonvertald és fénnyel kivaltott ki-be

kapcsol6 reakcidira. >

4.1.3. Spontan blinkingre képes festékek. Egyes festékek megfeleld pH-ju kozegben
tovabbi reagensek vagy besugarzas nélkiil is képesek folyamatos ki-be kapcsoldsra. Ezt
altalaban egy egyensulyi, molekulan beliili gylirtizar6dési reakcid okozza (spirociklizacio).
Spontan  blinkingre képesek példaul bizonyos rodaminvegyiiletek. Ezekben a
festékmolekuldkban egy molekuldn beliili nukleofilen, oxigénen keresztiil torténik a
spirociklizacié (6. 4bra). ® Idealis esetben a zart, azaz sotét valtozat felé van eltolva az
egyensuly, mert a ki- €s bekapcsolt festékek 1000:1 vagy annal is nagyobb aranya kedvez az
SML képalkotasnak.
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6. abra. A HMSIR szilikorodamin spirogytiriképzd reakcioja.

4.1.4. PAINT. A PAINT (point accumulation for imaging nanoscale microscopy)
modszerek a tobbitdl eltéréen nem ki-be kapcsolhatd festékeket, hanem stabil fluoreszcens
vegyiileteket hasznalnak. ° A jelzémolekulat ilyenkor olyan csoportokkal egészitik ki, amik
nem befolyasoljak az optikai tulajdonsagait és masodlagos kdlcsonhatdsokkal dtmenetileg
képesek a festeni kivant sejtalkotéhoz kotni. Legelterjedtebb alkalmazasa a DNS-PAINT,
aminek a Iényege, hogy egyszali DNS-t jelolnek meg fluoroférral (imaging strand), mig a
jelolni kivant struktirdhoz egy jeldletlen komplementer DNS-t kotnek (docking strand). Mig a
szabadon diffindalo jelolt DNS szalak hattérként véletlenszerlien helyezkednek el, egy résziik
atmenetileg megkotddik a komplementer dokkold szadlhoz kapcsolddva. A felvételek soran csak
a tartosan egy helyben levd jeleket detektaljak, igy a nem kotott jelolt szalak fluoreszcencidjat
nem. A modszer elénye, hogy szinte barmilyen fluoreszcens festék hasznalhatd, valamint hogy
nem kell szdmolni a fotodegradacié miatti jelcsokkenéssel (photobleaching), mivel a
feleslegben alkalmazott jelolt szdlaknak kdszonhetden mindig 1) jelzévegyiilet kotddik meg. A
modszer hatranya a kiilonleges eljarast igénylo hattér csokkentése, valamint az asszociacio €s
disszocidcid lassusaga.

4.1.5. Host-guest komplexképzésen alapulé festékek. A host-guest komplexképzés
segitségével is elérhetd a fluoreszcencia iddleges ki-bekapcsolasa. A modszer hasonld a
PAINT-hez, am megfeleld fluorofér-gazdamolekula péar alkalmazdsaval elérhetd, hogy a
vendégmolekula-ligandum kolesonhatds sordn a fluoreszcens vegyiilet, mint ligandum
emisszidjanak intenzitdsa megnd, igy elkeriilhetd a PAINT-nél sziikséges specialis detektalas a
hattér csokkentésére. Az SML alkalmazéas feltétele a host-guest kdlcsonhatds megfeleld
disszociacids allanddja é€s a jelintenzitas valtozas kell6 mértéke. Talalhatéd példa az irodalomban
mind a fluorofér, mind a gazdamolekula rogzitésén alapuld eljarasra. Az elsé esetben a

vizsgalandd biomolekulakhoz kapcsoljak a fluoreszcens festékmolekuldkat, a kdzegbe pedig



egy makrociklusos molekulat oldanak, ami egyensulyi folyamatban 1:1 komplexet képezhet a

festékmolekulakkal.
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7. abra. A kukurbit[7]uril és a vele komplexképzé festékek szerkezete. '°

Sasmal és munkatarsai 2019-es cikkiikben egy olyan modszert irtak le, ahol kukurbit[7]uril és
vele komplexképzésre képes oldallanccal modositott SiR és CyS festekekkel tobb mint 100-
szoros fluoreszcens intenzitasndovekedést ~121 ms-onkénti felvillanasokat tudtak elérni. Ezek a
tulajdonsagok lehetdvé tették, hogy sikeresen készitsenek szuperfelbontdsu képeket tobb mint
10-szer jobb felbontdsban, mint amire a diffrakciolimitalt modszerek képesek. A CB7
makrociklusokat egy transz-ciklooktén (TCO), bioortogonalis klikk-reakciora képes csoporttal
kototték sejtstruktirakhoz. 1°
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Az igény felmeril tobbszinli-SMLM képalkotasra is, amikor kiilonbz6 festékekkel festenek
meg biomolekulékat, de az ismert SMLM festékek csak nagyon ritkdn hasznéalhat6ak egymas
mellett. Ennek az oka, hogy a kromatikus aberracio zavaro6 hatasat csak olyan festékekkel lehet
kikiiszobolni, amelyek egymastdl tavoli hullamhosszokon gerjeszthetéek, de ugyanazon a
hullamhosszon detektalhatoak. Ebbol adédik, hogy a festékek koziil egynek vagy tobbnek nagy
Stokes-eltolddastinak kell lennie (vagyis egymastol tavol esik a gerjesztd és emittalt fény
hullamhossza), de az eddigi SMLM festékek szinte mindig kis-Stokes eltolodasuak. Erre
megoldast nytjthatnak a host-guest rendszerek, hiszen segitségiikkel elméletben barmilyen

festékvaz alkalmassa tehetd spontan blinkingre.

4.2. Makrociklusok

4.2.1. Makrociklusok szupramolekularis receptorként (ligandum, host) valo
alkalmazasa. A szupramolekularis kémia egyik sokat kutatott része a makrociklusos
molekulak csoportja. Ennek az oka, hogy alkalmasak ionok, kisméreti molekulak masodrendii
kolcsonhatasokkal —torténd megkotésére igy vendégmolekula-ligandum  komplexeket
kialakitani. Gyakran kutatott vaztipusok példaul a kukurbiturilok, kalixarének, ciklodextrinek,

koronaéterek (8. abra).
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8. abra. P¢ldak makrociklusokra: kukurbit[7]uril (CB7), kalix[4]arén (CX4),

a-ciklodextrin (a-CD) ¢és 15-Cr-5 koronaéter.
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Az ilyen rendszerek egy részét az analitikai vagy mikroszkopiai hasznalatra alkalmatlanna
teszi a gyenge vizoldhatosaguk, ami sokszor javithato polaris funkcidéscsoportokkal. Ezekkel a
csoportokkal erds toltést kaphat a makrociklusok két ,,pereme”, mikdzben belsejiikben
apolarisak maradnak. Ez az oka pl. annak, hogy a kukurbiturilok tobbféle fémionnal is
hajamosak komplexképzésre, ha elég erds negativ toltésiik van a két szemkdzti oldalon,
valamint egyes apoldris és ionos részt is tartalmazd szerves molekulak makrociklusokkal
képzett 1:1 komplexeit is ez a toltéstobblet stabilizalhatja. !! Vizes kdzegben apolaris (vagy
részben apolaris) szerves molekulak komplexalédasanak elsddleges hajtoereje az apolaris
kolcsonhatds a makrociklus bels6é részével. A gytiriikket alkotdé monomerek tagszama
befolyasolja a makrociklusok belsé atmérdjét és ez hatdrozza meg, mekkora szerves
molekulakat képesek befogadni. A szintézisiik soran altalaban tobbféle méretii ciklikus és nem
ciklikus oligomer termék keletkezik, de kiillonb6zé méretli kis molekuldk templathatisat
kihasznalva eltolhaté egyik vagy masik tagszamu ciklus felé¢ a képz6dé termékek aranya,

szintén a komplexképz6 tulajdonsaguk miatt. '2

4.2.2. Pillér[n]arén makrociklusok. A pillérarének egy szintén gyakran kutatott,
viszonylag jabb csoportja a szupramolekularis rendszereknek. Hidrokinon vagy hidrokinon-
szarmazeék egységekbdl épiilnek fel, amik 2,4-helyzetben metiléneken keresztiil kapcsolodnak
Ossze. Elonytik, hogy karboxil- vagy kvaterner amincsoportokkal negativ vagy pozitiv toltésii,
ionos, vizben jol oldodd szarmazékaik képezhetdek (9. 4bra). Hatranyuk, hogy a legtobb
szintézismodszer a pillér[S]arén keletkezésének kedvez, az ettdl eltérd tagszamu pillérarén

ciklusokat nehéz j6 termeléssel eldallitani.
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WP5 AP5

9. abra. A karboxilcsoportokkal €s kvaterner aminokkal kialakitott ionos, vizoldhato

pillér[5]arén szarmazékok.

Szintézisiik altaldban a hidrokinon alkoxi-szdrmazék para-formaldehiddel vald reakcidjan
alapul sav- és templatkatalizator mellett (néha egy molekula latja el mindkét szerepet). Ezutan
dezalkilezéssel, bromecetsav-etilészter addicidjaval, észterhidrolizissel ¢és ammonias
soképzéssel juthatunk el a negativ toltésii vizoldhato pillér[n]arénhez (10. 4bra). 3

A WPS5 segitségével megvalosithatod sztiril-piridinium tipust festékek komplexképzése,
mely a festékvaz szerkezetétdl fiiggden az emisszid intenzitdsanak ndvekedésével vagy
csokkenésével is jarhat. '* Tovabbd a WPS5 képes komplexet képezni bizonyos

diaminoalkanokkal (pl. putreszcin, kadaverin, 1,6-diaminohexan). !> Elméletben ezeket az

aminokat festékvazhoz kotve tetszOleges fluorofor alkalmassd teheté a WPS5-tel torténd

komplexképzésre.
Hye1Co COOEt
x+1 Hys1C,—O0 OH ) Br” > COOEt
(HCHO),
BBr %
H*, templat 3 KCO;3, KI
e
CH,
OH 4n CH
C H O n
CxHx+1 X
COOEt
COOEt COOH coo
(@ 1. NaOH o 0
2. HCI NH,
ﬁ —> n NH4
CH2 CH2 CH2
O n () n O\I n
COOEt COOH CcCoOo
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10. abra. Altalanos szintézisit WP» ammoniumsok elballitasahoz. 13

4.3. Bioortogonalis reakciok

El§ rendszerek kémiai manipulalasara a legidealisabbak olyan szervezetidegen funkcids
csoportok kozti reakciok, melyek bioldgiailag (bio) ¢és kémiailag is inertek, kizardlag
(ortogonalis) egymassal 1épnek gyors és hatékony reakcioba, mikozben stabil kovalens kotést
alakitanak ki. Az ilyen reakciokat bioortogonalisnak nevezziik, felfedezésiikért és az azt
megalapoz6 kutatasaikért Bertozzi, Meldal és Sharpless 2022-ben megosztva kémiai
Nobel-dijat kapott. '

A jelolés stratégiaja két 1épésbdl all. Eldszor egy un. ,.kémiai hirvivével” kell modositani a
jelolni kivant biomolekulat. Ez torténhet metabolikus Giton, bioortogonalizalt épitdegységek (pl.
cukrok, lipidek, nukleotidok) segitségével, vagy fehérjék esetében a genetikai kod kiterjesztése
altal, bioortogonalizalt aminosavak transzlacio soran torténd beépitésével. Masodik 1épésként
olyan jelzOvegyiiletet juttatunk a sejtbe, ami a komplementer bioortogonalis funkciot
hordozza.!”

A Dbioortogonalitas feltételeinek kevés reakcid felel meg, ezek koziil a leggyakrabban
alkalamazott a tetrazinok ¢és fesziiltgyliris cikloalkének/cikloalkinok kozti inverz
elektronigényli Diels-Alder reakcido (11. abra). A hagyoményos Diels-Alder reakcioktol

eltérden itt a dién elektronban szegény, mig a dienofil elektronban gazdagabb.

1 ¥ 1
R =2 N R
N)QN _N R R2 NZ R2
oo o | e N —>» | + Ny
N_ 2N ! N / N~ 2
he R? R' Lo R
R’ R?

11. abra. Inverz elektronigényti Diels-Alder reakciok altalanos formaja. '8

Mind az 1,2,4,5-tetrazinok, mind pedig a cikloalkének, cikloalkinok, szervezetidegen,
biologiailag és kémiailag is inert funkcios csoportok, Diels-Alder reakciojuk sebessége pedig a

leggyorsabb a bioortogonalis reakciok kozt. *
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5. Célkituzések

A tobbszinii sztochasztikus szuperfelbontasti mikroszkopia modszerének kidolgozasa régota
komoly kihivast jelent a SMLM fejlesztésében. A tobbszinii ezesetben azt jelenti, hogy kettd
vagy tobb festéket alkalmaznak parhuzamosan, mas struktarakat jelolve és a fluoroférokat
kiilonb6z6 hullamhosszi 1ézerekkel szelektiven, felvaltva gerjesztve érjiik el a tobbszinili képet.
Ennek legfébb akadalya, hogy az eddig leirt SML festékek kis Stokes eltoloddsa nem teszi
lehetové a szelektiv gerjesztést. A kiilonbozo elven, kiilonbozo kornyezetben mikodo blinking
festékek szintén korlatozzék az azonos mintdban vald alkalmazast.

A kutatasi cél kitlizésénél abbdl indultunk ki, hogy a probléma megoldésa lehet egy olyan
festék, amely nagy Stokes eltolédasu, és nem igényel specialis reagenst vagy fényhatast a
fluoreszcencia ki-be kapcsolasa. Erre a célra igéretes jeldltnek bizonyulnak a pillérarén host —
fluorofér guest rendszerek. A fluoreszcens vegyiilet fajtaja (igy az optikai tulajdonsagai is)
ebben az esetben viszonylag szabadon valaszthatd, nem feltétel, hogy képes legyen 6nélldoan
blinkingre. Az alapvet6 (pl. oldhatosagi) feltételeken tul ezekkel a festékekkel szemben az az
elvaras, hogy

e fluoreszcencidja oldott formaban kioltott legyen
e alkalmas legyen a pillérarénnel 1:1 komplex képzésére, melynek stabilitasa 1:100
vagy kisebb komplexalt — szabad fest¢kmolekulaaranyt eredményez
e amakrociklussal asszocialt formaban nyerje vissza a fluoreszcens tulajdonsagot.
A makrociklust pedig ugy kell mddositani, hogy a kivant biologiai struktirahoz lehessen
kapcsolni, példaul bioortogonalis klikk-reakcidval.

Ennek megfelelden kutatomunkam egyik célja a pillér[5]arén és pillér[6]arén eldallitasa és
linkeren keresztll inverz elektronigényli Diels-Alder reakciora alkalmas 1,2,4,5-tetrazinnal
valo6 ellatasa volt. (12. dbra)

A komplexképzeés ellendrzéséhez és a koncepcid mikroszkopos teszteléséhez eldszor mar
korabban leirt, nem nagy Stokes-eltolodast, egyszerli szerkezetli vegyiiletek szintézise volt a
célom. Az, hogy a stilbazolium szerkezetii S1 molekula komplexképzése pillér[S]arénnel ~30-

szoros fluoreszcens intenzitasndvekedést eredményez, ismert jelenség. '° Ebbél kiindulva,
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elészor az S1, S2, S3, S4 festékek szintézisét terveztem  elvégezni.

COOH COOH COOH GOOH COOH
—> —>
H CHy
COOH
COOH COOH N o HN o
f///j/J | r/[///J
NH
n=5,6 HaN
—
/
NN
AN
NG [

NEt,
S1 s2 s3 sS4

13. abra. A komplexképzés tesztelésére tervezett festékmolekulak.

Bar S1 irodalmi adatai alapjan alkalmas lehet komplexképzés altal kivaltott blinkingre,
szerettem volna olyan festékeket is eldallitani, melyeknél nagyobb lehet a komplexalas soran
bekovetkezo intenzitasndovekedés. Ehhez a K1, K2, K3 kumarinszarmazékok és az I1 és 12
dicianometilént tartalmaz6 festékek szintézisét tlizem ki célul. Ezek olyan festékvéazak
modositott valtozatai, amelyeknek fluoreszcens tulajdonsaga €és nagy Stokes-eltolodasa az

20 21

irodalombdl mar ismert. A modositds minden esetben egy makrociklussal
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komplexképzésre alkalmas oldallancot jelent. Az oldalldncot egy olyan csoporton keresztiil kell
a festékvaz m-elektronvazahoz kotni, amin keresztiil PET 1étrejohet, pl. metilamin, anilin vagy

piperazin.

K1

14. abra. A tervezett nagy Stokes-eltolodasu pillérarén-guest festékek.

A festékek eldallitasa utan abszorpcids €s emisszios meérésekkel terveztem ellendrizni a
pillérarénnel valo komplexképzést és a kioltott fluoreszcencia visszanyerését.

A spektroszkopids vizsgalatok soran biztatd eredményeket mutaté makrociklus — festék
rendszereknek, célul tiztiik ki a biologiai kdrnyezetben, konfokalis fluoreszcens mikroszkoppal
valo vizsgalatat tetrazinnal modositott fehérjét tartalmazo HEK293 sejteken.

Hosszutava célom a spektroszkopiai és konfokalis mikroszkopiai vizsgéalatok alapjan
igéretesnek tlind makrociklus — festék rendszerek kiprobalasa SML technikdra alkalmas

mikroszkdppal.
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6. Sajat munka ismertetése

6.1. Pillér[n]arén (n=5, 6) makrociklusok szintézise és monofunkcionalasa

A hidrokinon szadrmazékok makrociklusképzd reakcidiban altaldban az Ottagh gytiriik
kialakuldsanak kedveznek a feltételek. Ezt meg lehet véltoztatni vagy még jobban eltolni
templatmolekuldk alkalmazasaval. Ezek olyan molekuldk, amik mar a reakcié kozben
komplexet képeznek a képzddd makrociklussal, és meghatarozhatjak a leggyakoribb termék
méretét. A pillér[5]arén esetében az 1,2-dikloretan toltotte be a templat szerepét, a
trifluorecetsav pedig katalizator volt az elsd 1€pés soran, amikor para-formaldehiden keresztiil
kapcsoltam 0Ossze a monomereket. Masodik [épés a dekametoxi-pillér[5]arén (MeP5)
demetilezése, amit BBr3-dal végeztem absz. CHCls-o0s oldatban, vizmentes kdzegben. K2CO3
bazis jelenlétében f-bromecetsav-etilészterrel alkileztem a hidroxilcsoportokat az 1 termékhez
jutva. A utolsd Iépésben NaOH-dal forralva hidrolizéltam az észterkotéseket, ami utdn a

reakcidelegyet HCI-dal savanyitottam meg, igy kapva a WP5 terméket ' (14. 4bra).

~o
(HCHO), o
CF3;COOH BBr,
Y
dikloretan absz. CHCI
: 3
0 reflux, 2 h CH,
9 h OH ‘5
26% 95%
MeP5 OHP5
COOH
COOEt k
OH Br” “COOEt ko 1. NaOH 0
K,COj3, Kl 2. HCI
v >
CH2 MeCN THF-HzO CH2
OH 35 reflux, 40 h CH, reflux, 20 h o. Js
59% O -5 89% j
\l COOH
COOEt
OHP5 1 WP5

15. abra. A pillér[5]arén szintézise.

A pillér[6]arén (WP6) eldallitasa az elobbinél valamivel bonyolultabb feladatnak bizonyult,
ugyanis a viszonylag egyszerli elso alkilez6 1€pés 2 termékével négyféle irodalmi reakcid koziil
csak eggyel tudtam dodekabutoxi-pillér[6]arén (BuP6) makrociklust kialakitani, bar ennek a

termelése sem kozelitette meg a forrasban szerepldt (15. abra).
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paraformaldehid o)

K,PO, CH3SO3H
DMF CHCl, CH,
25°C, Ny, 2 h o

OH Br

OH 80 °C, Ny, 60 h
76%

BuP6
16. abra. A pillér[6]arén szintézise.

A tetrazint 6-cianonikotinsavbol kiindulva kétlépéses reakcioban alakitottam ki. A
reakcidsor elsd 1épésében dihidrotetrazin keletkezik, amit nitrozus gézeleggyel oxidalva

jutottam a 4 termékhez (17. ébra).

il HNJW N.JW
N _NH NN
X S, HaoN2H0 NO - NO,
| N L. —_—
_ e , SN SN
trimetil-ortoacetat | P DCM | _
CcooH 100°C, Ny, 2h 25°C
COOH COOH
3

17. abra. A tetrazingytrii kialakitasa.

A monofunkcionalizalast eddig csak a WP5-tel kiséreltem meg. A 3 terméket el6szér NHS-
del és EDC-HCl-dal aktiv észterré alakitottam, majd ferc-butil-(6-aminohexil)-karbamattal
reagaltattam. Az igy kapott 4 termék terc-butoxikarbonil véddcsoportjat trifluorecetsavval
tavolitottam el. 1 ekv. WP5-6t 0,75 ekv. 5 termékkel reagaltattam NHS és EDC-HCL
jelenlétében szobahdmérsékleten, 20 dran at. A reakcio szelektivitdsa nem jo, csak a WPS és 5
aranyaval lehet befolydsolni, mert a WPS 10 — reakcid szempontjabol egyenrangu —
karboxilcsoportot tartalmaz. 0,75 ekv. 5 reagens bizonyult idealisnak tobb prébareakcid
alapjan, de a termékek kozott igy is kimutathaté mennyiségben keletkezett a WPS és 5 1:2

reakciojaval difunkcionalt termék. (18. abra)
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(0] — N=N
J\ HBoc % />
NS H N N—N

N
NN N
] |
NzN NHS, EDC-HCI
+ >
| N DCM
P 25°C. 22 h
N

COOCH NHBoc
3 4
N N
NESN N Tr/
S N
2 SN 2 N
O N TFA O N
>
NH
NH H,0
25°C, 1h
5
BocHN HaN
COOH COOH COOH
0 Ko ko
5, NHS, EDC-HCI
y
CH, DMF CH, CH;
o. Js 25 °C, Ny, 44 h O. 4 o
3 45% h
COOH COOH
0% "NH
WP5 WP5-t
/N‘N
Ns LN
N |
X NH
o}

18. abra. A pillér[5]arén monofunkcionalasa.
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6.2. Fluorofor guest festékek szintézise

Az S1 festék eldallitasdhoz eldszor 4-metilpiridint a nitrogénen metileztem 1,5 ekv. metil-

jodiddal, majd a kvantitativan keletkezett 6 terméket 4-(dimetilamino)-benzaldehiddel

piperidin-katalizalt Knoevenagel-kondenzacioban kapcsoltam 6ssze. (19. 4bra)

metil-jodid X
X > ||
+ o
N/ MeOH _
25°C, 20 h [ 1
-
6 I NS
o\
X piperidin
| + > N
+-
N” EtOH
[ 1 N 85°C,20 h
N 80%
6

S1 /N\
19. abra. Az S1 festék szintézise.

Az S2 festék eldallitasdhoz 4-fluorbenzaldehidbdl és pirrolidinbdl eldallitottam a 7 terméket.

Ezutan a 6 és 7 termékeket az S1 szintézisével analog modon reagaltattam. (20. abra)

(@)
N
O\
H K,CO3
+ N >
/\_.: DMF
: 80 °C, 21 h N |
66% ; ; -
(o] N: I
7 I
=
Ox N
|
RN piperidin
+ | * .
Z EtOH
N 85°C,20h N
§ 7 76% ﬂ 7
7 6 S2

20. abra. Az S2 festék szintézise.
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S3 kiinduléanyaga a julolidin, amit eldszor POCls-dal és DMF-dal formileztem, majd az S1

¢s S2 eldallitasahoz hasonléan Knoevenagel-kondenzacidoval 6 termékkel reagéltattam.

(21. &bra)
/O
POCI;
'
N DMF N
25°C,20h
60% 8 | .
N
I N
Z
7 |1~ 7
| N\ piperidin
+ >
Z EtOH
N 85°C,20h
52% N
8
6 S3

21. abra. Az S3 festék szintézise.

Az S4 festéket a fentiekhez hasonldan, a kutatdcsoportunkban korabban eldallitott

7-(dietilamino)-2-ox0-2 H-kromén-3-karbaldehid és 6 termékbdl allitottam eld. (22. abra)

+
~ N/
|
N -
XY o piperidin N !
'

EtOH
85°C,20 h
64% sS4

22. abra. Az S4 festék szintézise.

A mikroszkdpos vizsgélatok tapasztalatai alapjan (6.3 fejezet) felmertilt az igény az ideélis
festtk membran impermeabilissd tételére, amit az S2 terméken probaltam ki, kétféle
modositassal: az aromas nitrogénhez vagy rovid alkillancon keresztiil szulfonatcsoportot vagy
egy 19 tagu polietilén-glikol 1ancot kapcsolva. E16bbinél feltételezhetd, hogy a negativ toltése,

utdbbindl a polimer lanc mérete akadalyozza meg a molekula bejutasat a sejtmembranon.

A szulfonatcsoporttal modositott S2 vegyiilet eldallitdsahoz eldszor 6-klorhex-1-in
kloratomjat cseréltem jodra Nal-dal (Finkelstein-reakcid), majd az igy nyert 9 termékkel 4-

metilpiridint alkileztem a nitrogén atomon. A kapott 10 terméket az S2 eldallitasaval azonos
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modon reagaltattam 7 koztitermékkel, majd az ebbdl keletkezd 11 koztiterméket réz(I)-
katalizalt azid-alkin klikk-reakcioval 3-azidopropan-1-szulfonathoz kapcsoltam, igy kapva a

tervezett S2-SOs- festéket. (23. abra)

Nal

\/\/\Cl \/\/\l
aceton
55°C, 20 h 9
74%
[ e
\\/\/\| + N/\:/>_ > N\ /
\ MeCN _
9 83°C,24h — 10
79%
Ox N
|~ . = ﬁj piperidin
+ >
N
/\\:/>_ | EtOH z
— 85°C,20h
NS
10 7 N3 -
" ()

Il i
CU(OAC)2 ' Hzo Z

SO; natrium-aszkorbat =z
L-hisztidin ~ I
-+ y N3+

N 'BUOH - H,0 (1:1)
3 40°C, 48 h
55%
N AN
W\
1 | | N—N
§2-S05"
"0,38

23. abra. Az S2-a festék szintézise.
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A polietilén-glikol lanccal modositott S2-PEG festéket S2- SOs3- eldallitasaval analog

cres

O N

N

Cu(OAc), - H,O
=z natrium-aszkorbat a

L-hisztidin |
-y ¢ “40“]1% -
Ny 19
N

'BUOH - H,0 (1:1)
T -
| 40°C,24h
( azido-PEG19-alkohol ) 35%
A
N,

I s
1 S2-PEG i%
© “oH

24. abra. Az S2-PEG festék szintézise.
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Intenzitas

6.3. Pillér[S]arén — fluorofor szupramolekularis rendszerek vizsgalata

crer

vizsgéltam. Elészor minden festék esetében azt ellendriztem, hogy a WPS-t:festék arany
novekedésével el lehet-e érni jelentds fluoreszcens intenzitasnovekedést.

Az S1, S2, S3, S4 festékek fluoreszcens gerjesztési spektruma ¢és a rendelkezésre allo
mikroszkép gerjesztd 1ézereinek hulldmhossza alapjdn az intenzitasndvekedést 552 nm-en
gerjesztve mértem. Ugyanezen a hullamhossztartomanyon kontrollként felvettem a WPS-t

gerjesztési spektrumat is. (25. abra) A

552 nm S1 19— B
A ——S82 ] —— WP5-t
1,0 - S
S3 1,0
——S4
0,8 08
0,6 06
0,44 0,44
P
0,2 024 ./ .
} P Sy
x ] T “\\V’/v\,\'\/ Paug J\/\//,_
0,0 r . . y r , ; y 0.0 T T T T T T T T T T 1
200 s =00 20 o0 550 600 sio/ 700 750 800
nm
A/nm

25. abra. Az S1, S2, S3, S4 festékek (A) és a WP5-t fluoreszcens gerjesztési spektruma (B)
(5 uM koncentracié PBS-oldatban, 632 nm-en detektalva).

A legnagyobb intenzitasnovekedés S2 esetében volt megfigyelhetd. S1 komplexalt
formdjanak emisszidja szintén hatékonyan visszanyert fluoreszcens tulajdonsagra utal, mig S3

¢s S4 esetében a komplexalt és a szabad forma kozotti kiilonbség kicsi. (26. dbra)
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Intenzitas

Intenzitas

704 -
S 1 50 4 SZ WP5-t aranya:
60 —— Oekv.
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— Oekv. v — Sok.
@ —
1 ekv. £ 304 ekv.
2 ekv. o
5 ekv. =
10 ekv. 20
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- 5ekv. S /o~ \ —— 2ekv.
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26. abra. Az S1, S2, S3, S4 festékek emisszios spektrumai
(5 uM festék PBS-oldatban, 552 nm-en gerjesztve).

A vizsgalatot csak S2 festékkel folytattam a fenti eredmény alapjan. Az abszorbcidémérést
egy allandd festékkoncentracioji, valtozd6 WPS-t-koncentracioja PBS oldatsorozaton

végeztem.

A komplexképzéssel az abszorbcid csokkenése €s az elnyelés maximumanak eltolédasa
figyelhetd meg, ami Osszhangban van az hasonld pillérarén — festék komplexek irodalmi

mérésivel. 22 (27. abra)
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WP5-t aranya:
—— 0,0 ekv.
0,5 ekv.
1,0 ekv.
1,5 ekv.
2,0 ekv.
2,5 ekv.
4,0 ekv.

5,0 ekv.

0,10 4

Abszorbancia

0,05

T T T T T T 1
350 400 450 500 550 600 650 700
A/ nm

27. abra. S2 abszorbciovaltozasa a WP5-t-koncentracid novekedésével.

(5 uM S2 PBS-oldatban, a 7. és 9. mérést kiugronak tekintve)

Mivel S2 a spektroszkopiai mérések alapjan megfelelt a festékekkel szembeni
elvardsainknak, célul thztik ki a biologiai kornyezetben, konfokalis fluoreszcens
mikroszkoppal vald vizsgalatat. Ehhez HEK293T sejteket valasztottunk, amelyekben a
) 23

genetikai kod kiterjesztésének moddszerével (GCE , 1,2,4,5-tetrazinnal bioortogonalis

reakciora alkalmas biciklononin (BCN) csoportot tartalmazé nem természetes aminosavat
lizin beépiilésének megfeleld helyen tartalmazd modositott inzulinreceptor génjét kodolo
plazmidot, valamint a genetikai kod kiterjesztéséhez sziikséges aminoacil-tRNS szintetaz és
specifikus tRNS génjét kodold expresszidos plazmidokat juttatunk a modellsejtekbe. Ez a
modositott receptorfehérje a sejtmembranba épiil, lehetéve téve, hogy a sejten kiviilrél a WPS-
t kotddhessen hozza. Ezeket a sejteket fixalva, a festéket feleslegben alkalmazva (1 uM, 3 pM,
10 uM koncentraciokban) konfokalis fluoreszcens mikroszkdppal vizsgaltuk. Ideélis esetben a
sikeresen transzfektalt sejtek membranjain figyelhetnénk meg a hattérnél sokkal intenzivebb
jelolédeést. Pozitiv kontrollként olyan festéket hasznéaltunk, mely szintén specifikusan képes

kotddni az altalunk expresszaltatott fehérjéhez igy alkalmas a jelolés 6sszehasonlitasara.
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28. abra. A kontroll festekkel jelolt transzfektalt sejtek (A);

a transzfektalt WP5-t-vel jelolt (3 uM) sejtek 3 uM S2-oldatban (B);
nem transzfektalt sejtek (negativ kontroll) (C);

nem transzfektalt sejtek 3 uM S2-oldatban (D)

A mikroszkopos képek alapjan arra lehet kovetkeztetni, hogy S2 bejut a sejtekbe, ahol
bizonyos sejtalkotokban feldusul, ez pedig nem teszi lehetdvé, hogy WPS-t - S2 komplexek

jelenlétét figyeljiik meg a sejtmembranokon. (28. abra)
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Intenzitas

50 4

40 1

30

20

A fenti eredmények alapjan eldallitottam S2 szarmazékait: S2-SO3” és S2-PEG festékeket,
melyek a modositasok miatt varhatdoan nem képesek behatolni a sejtekbe (6.2 fejezet). A tobbi
festékhez hasonloan mértem a fluoreszcens emissziojuk valtozasat komplexképzéskor.
(30. abra) Mivel csak S2-SO3” mutatott S2 festékéhez hasonld intenzitadsnovekedést, csak errdl

vettem fel abszorbcios spektrumot. (31 dbra)

80 5 552 nm —— §2-80,
70 —— S2-PEG

60

50 H

40

Intenzitas

30+

20 1

T T T T T 1
350 400 450 500 550 600 650
A/ nm

29. abra. Az S2-SO4 ¢és S2-PEG festékek gerjesztési spektruma
(5 uM koncentracié PBS-oldatban, 632 nm-en detektalva).

S2-SO | S2-PEG

20
WP5-t aranya:

o 15+ —— 0O ekv.

WP5-t aranya: ‘E 1 ekv.

— Oekv. S —— 2 ekv.

Tekv.| g —— 5 ekv.
2eky.] £ 104

— 5 ekv.
/ 5
10 /
T T T T T M T 0 T T T T T M T
600 650 700 750 600 650 700 750
A/ nm Al nm

30. abra. Az S2- SO3™ és S2-PEG festékek emisszios spektrumai
(5 uM festék PBS-oldatban, 552 nm-en gerjesztve).
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0,14
0,12 4
0,10 4

0,08 +

Abszorbcio

0,06
0,04

0,02 4

0,00

WP5-t aranya:
—— 0,0 ekv.
— 1,0 ekv.
— 1,5 ekv.
— 2,0 ekv.
— 2,5 ekv.
—— 3,0 ekv.
—— 4,0 ekv.
—— 5,0 ekv.

31. abra. S2- SOs™ abszorbcidvaltozasa a WP5-t-koncentracio novekedésével.

(5 uM S2- SOs3 PBS-oldatban)

A spektroszkopiai mérések alapjan az S2-SO3™ mikroszkopos vizsgalatat is célul tiztiik ki,

de erre a dolgozat megirasaig nem keriilt sor.
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6.4. Nagy Stokes eltolodasu fluorofor festékek szintézise

A K1 festék szintézisét négy modul dsszekapcsolasaval terveztem végrehajtani (32. dbra).
A lepidinium (sziirke) a kumarin (z6ld) m-elektronrendszerének kiterjesztésére szolgal, ezzel a
vords tartomany felé lehet eltolni a gerjesztési és emisszids maximumokat. A WP-vel vald
komplexképzéshez hexandiamin (kék) beépitését terveztem. A fluoreszcencia kioltasahoz

sziikséges anilin kialakitasa a fenilcsoport (piros) beépitésén at lehetséges.

32. abra. Az K3 festék négy modulja.

El6szor a célvegyililetet alkotd épitdelemeket allitottam eld.

A metil-lepidinium (12) modult lepidin metil-jodidos metilezésével allitottam el6 (33. abra).

CH3 | I:_l\ |
1 4-dioxan Z
101 °C,1,5h

38% 12

34. abra. A lepidinium eldallitasa.

OH cl
POCI,
N o XrXo
\,il 00 DMF \'i‘ 00

25°C,24h
90% 13

33. abra. A keresztkapcsolhato kumarin szintézise.

A 3-as és 4-es helyzetben is tovabbépithetd kumarin-szarmazékot 7-dimetilamino-4
hidroxikumarinbdl kiindulva allitottam eld, melyet Vilsmeier-Haack reakcidban formileztem,

amivel egyszerre a 4-hidroxilcsoport klorra cserélddik (35. abra).

A komplexaldo-modul kialakitdsahoz eldszor terc-butil-oxikarbonil (Boc) véddcsoporttal

lattam el a primer-amint (34. &bra).
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AN Poea0 Bocs SN SNOH
H,N — > N
DCM
0-25°C, 24 h 14
98%

34. abra. A primer-amin Boc-védése.

Ezutdn katalitikus oxidacioval aldehiddé¢ alakitottam a lanc masik végének
alkoholcsoportjat, hogy késébb az anilin aminocsoportjat reduktiv alkilezéssel kapcsolhassam

a lanchoz (35. abra).

CuBr, 2,2'-bipiridin,
TEMPO, 1-metilimidazol

BOC\N/\/\/\/OH - BOC\N/\/\NO
H MeCN H
14 25 %C, 05,48 h 15
66%

35. abra. A 14 termék katalitikus oxidacigja.

Az elsd probalkozasnal a 15 oldallancot kapcsoltam eldszor a fenilén linkerre, majd a kapott
terméket 13 4-kloérkumarinnal reagéltattam, de ez nemkivéanatos mellékreakciokhoz vezetett.
Suzuki-reakcio helyett nukleofil szubsztitucios reakcio jatszodott le a kumarin 4-es helyzetében
a boronatészter szarmazék szekunder aminocsoprtjaval. Ezt eldszor a lanck6zi szekunder-amin
védésével (metilezés és Boc-védés) probaltam megeldzni, de a védett termékeket csak nagyon

rossz termeléssel tudtam eldallitani (36. abra).

NH2 13 K3PO4
SPhos
15 szdba3
NaBH(OAc)3 THF
B
o0 DCM, rt, 48h 60 °C, N,
H N
N _B Boc” NH
Boc” . Nidiae \Hjo‘\
Boc,O
S AN —
~0% <2% B
,B\ O/ \O

36. abra. A sikertelen Suzuki-reakcio és a kiindul6 anyag védésére tett kisérletek.

32



Ezek utan mas sorrendben probaltam meg az egységek oOsszekapcsolasat. Eldszor az
aminofenil egységet 13 kumarinhoz, majd a kapott termékre a 15 oldallancot probaltam
kapcsolni (végiil ez bizonyult a j6 sorrendnek). Ehhez 4-j6danilint védtem Boc-csoporttal, majd
a jodot pinakolboronatra cseréltem le a 4-es helyzetben. Kovetkez6 1épésként a 13 kumarin és
17 boronat Suzuki-keresztkapcsolasaval probalkoztam (37. abra). Bar ez a reakci6 nagyon rossz
termeléssel jatszodott le, valdszintlileg a tisztitdsi modszer finomitasa vagy elhagyésa és a
reakciokoriilmények optimalasa megoldja majd a problémat, erre viszont a dolgozat megirasaig

nem volt idom.

H,N Boc,0, TEA H
’ 2—> Boc/N\©\
| H,O-THF (1:1) |
0-25 °C, 24 h
82% 16

H szinz /H
N Cs,CO;  Boc \©\
Boc
\©\ - B’O
| [

MeOH 5
75°C, N,, 20 h
16 39% 17
Boc<
NH

H 13, K5PO, O
N\©\ SPhos, Pd,dbas
'
B-© THF O N o
\lil o0 Yo

o 60 °C, N,, 48 h
(2%)

37. abra. Az 18 termék eldallitsa 4-jodanilinbdl, és kapcsolasa 13 kumarinnal.
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38. abra. A kumarin ¢és a lepidinium 6sszekapcsoldsanak kisérletei.

Az 12 lepidinium és a kumarin-3-karbaldehid reakcidjaval kapcsolatban is végeztem
probareakciokat (38. abra). El6szor a 13 kumarinnal reagéltattam a 12 lepidiniumot, de ekkor
nem a vart termék keletkezeését tapasztaltam, mert a reakcioban jelen 1évd piperidin nem kivant
reakcioba 1ép a 4-es helyzetii klératommal. Egy modellvegyiiletet is eléalitottam 13 kumarin és
tolil-boronsav Suzuki-kapcsoldsaval, melyen a lepidinium kapcsolasa is sikeres volt. Ezekbdl
kovetkezik, hogy a vaz kiterjesztését a lepidinnel a szintézissor végére kell hagyni, de

legalabbis a keresztkapcsolas utanra.

A K2 festéket elssorban tartalék lehetdségnek szantuk arra az esetre, ha a K1 festék
keresztkapcsolasi termékét nem sikeriil elfogadhatd mennyiségben kinyerni. Itt az aminofenil
0sszekotd csoport helyett metilén linkert terveztiink a molekuldba, amivel a jo alapvazbol
kiindulva el lehet keriilni a keresztkapcsolast és a fluoreszcencia kioltasa ezen keresztiil is

miikddhet. (A K1 festékbdl ilyen alapanyag nem allt rendelkezésre.)

Az alapvaz kialakitdsakor el0szor 7-dietilamin-4-metilkumarint N,N-dimetilformamid-
dimetil-acetallal reagaltatva a 19 terméket kaptam, majd ezt tisztitas nélkiil NalOs-al oxidaltam

a 20 termékkeé (39. abra).
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NN

N
Z
DMFDMA NaIO4
S S
'
/\N o X0 DMF /\N o) ZOOTHF (1:1) /\
155 °C, Ny, 20 h ) 80°C,1,5h

19 20

39. abra. Az aldehid kialakitésa a 4-es helyzetli metilcsoporton.

Ebbdl az alapanyagbdl csak a 7-dietilamino-szubsztitualt allt rendelkezésre az K1 festék 7-
dimetilamino-szubsztitualt vazahoz képest, de ez valoésziniileg nem befolyasolja a K2

fotokémiai tulajdonsagait.

A komplexalodasra képes lancot ennél a molekulanal is reduktiv alkilezéssel kapcsoltam az

0sszekdto csoporthoz (40. abra).

_O NaBH(OAc);
H cc.AcOH
X + /NH,NHZ '
~ Ao Boc 6 1,2-dikléretan
N 25°C, Ny, 24 h
M 20%
20 21

40. abra. A 20 kumarin ¢és a diaminohexan lanc 6sszekapcsolasa.

A terv szerint ezt kovetéen POCls-al formileztem volna 3-as helyzetben a 21 terméket, majd

12 lepidiniumot kapcsoltam volna hozza, de erre még eddig nem jutott 1d6.

A fentiekkel parhuzamosan egy olyan kumarin alapu festéket is eldallitottam, amin a
komplexalodo oldallancot egy piperazin részen keresztiil kotottem a kromén alapvazhoz 7-es
helyzetben (K3). Ezzel a molekulaval annak az eldontése volt a cél, képes-e az oldallanc
piperazinon keresztiil is hatékonyan kioltani PET-tel a festékvaz fluoreszcenciajat, hiszen ez

egy sokkal konnyebben eldallithato alternativéja lehetne K1 és K2-nek.

A K3 termék eldallitdisahoz  7-hirdoxi-2H-kromén-2-on  hidroxilcsoportjahoz
bisz-(trifluorometanszulfuril)-anilinnel (PhNTf,) reagaltatva triflatcsoportot kapcsoltam (22),
majd ezt a kovetkezd Iépésben ferc-butil-piperazin-1-karboxilattal Boc-csoporttal védett
piperazinra cseréltem Buchwald-Hartwig reakcioban (23). A véddcsoportot trifluorecetsavval

tavolitottam el (24) és a helyére reduktiv aminalassal kotottem a 15 terméket (25). Az oldallanc
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Boc-véddcsoportjat szintén trifluorecetsavval tavolitottam el, igy kaptam a K3 festéket.

(41. abra)

PhNTf,
Et3N
X AN
m DCM > /O\/l
HO o~ ~O TfO 0" ~O
45°C,3h
95% 22

Pd(OAc), N
Boc—N NH »
N o™ o
—/ TiO o Yo (\

toluol N
Boc” \)

100 °C, N, 20 h
22 33% 23

L L
TFA
(\N 0 o > (\N 0" o

N 2598!\/'2 h N,

X 15 A
NaBH(OAc)3, AcOH
(N 0o — N 0o
HN \) 1,2-dikléretan Boc” HN\)
6

25 °C, Ny, 20 h
24 25

~ S
TFA, H,0
(\N 0" o
0" o

H > N
BoC/N\H;N\) ) MgC1N5 i HzNHO
6

25

K3

41. abra. K3 szintézise.

Az 11 festék egy el6zoktdl eltérd szerkezetli nagy Stokes-eltolodasu fluorogén vegyiilet.
Ennek a szintézisét arra az esetre késziilve kezdtem el, ha a kromén alapvaza K1 és K2 festékek
elére nem lathato szerkezeti okbol nem felelnének meg az elvarasainknak. (Mddosithatd nagy

Stokes-eltolodast alapvazakbol keveset ismeriink.)

A festék dicianometilén-kromén egységének kialakitasahoz eldszor Claisen-reakcidval 2-
hidroxi-acetofenont a 26 termékké alakitottam, azt pedig pirrolidin- és vizkatalizalt
gylrliziirodasi reakcioval 27 kromonnd. Az oxocsoportot ecetsav-anhidrid kozegében, magas

hémérsékleten malonitrilre cseréltem (42. abra).
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o 2’-hidroxiacetofenon o O 0

NaH(EtOAc-THF) pirrolidin, H,O
—_— |
OH absz. THF OH oMeOH o)
25 °C. Ny, 5 min 25°C, Ny, 24 h
70% 26 54% 27
0O o
malonitril
'
| AC2O
O 140 °C, Ny, 24 h
o7 28

42. abra. A 28 termék szintézise.

Az egyszeres gyuri kialakitasaban csak az elsd, dibromozas 1€pésig jutottam (43. abra).

©\ Bry(DCM)  Br Br
—
N -

| cc.AcOH N
25 °C, 7 min |
35% 29

43. abra. A 29 termék szintézise.

A 29 terméken ezek utdn az orto-helyzetli bromatomot kell szelektiven oxocsoportra
cserélni, ami nehéz feladat, mivel a legtobb hémérsékleten (-90 °C 616tt) nem szelektiv a
reakcio. A brématomok egyenkénti aldehidre cserélése és az dimetilamin csoportra orto-
helyzeti formilcsoport acetalla alakitdsa utan keriilhet sor a gytirlik 6sszekotésére, majd az

addig védett oxigénen keresztiil az alkillanc kotésére.

A fenti modszer helyett egy valamivel hosszabb, de egyszeriibben kivitelezhetd reakcioutat
terveztem. Itt metil-2-amino-5-brémbenzoatbdl indultam ki. Elsdé lépésben metil-jodiddal
dimetileztem az aminocsoportot (30), majd az észtercsoportot diizobutil-aluminium-hidriddel
(DIBAL-H) redukaltam alkoholld (31). A hidroxilcsoportot MnO»-dal oxidaltam (32), az igy
kapott karbonilcsoportot etilénglikollal acetalla alakitva védtem (33). A bromot ez utan "BuLi-
mal és dimetil-formamiddal formilcsoportra cseréltem (34). A 34 és 28 koztitermékeket
piperidin-katalizalt Knoevenagel kondenzacioval kotdttem Ossze (35). Az acetal véddcsoportot
hig s6savval bontottam el (36). Ez utan a 36 termék karbonilcsoportjahoz reduktiv amindléssal
kotottem volna a komplexalodd lancot (terc-butil-(6-aminohexil)-karbamat), de idedig még

nem jutottam el, mert a 36 termékbdl mar csak nagyon kis mennyiség maradt a sok 1épés
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anyagveszteségei miatt. Az LC-MS és NMR mérések alapjan minden reakcidban nagyrészt a

vart termékek keletkeztek, tehat a modszer alkalmasnak tlinik I1 eldallitasara. (44. dbra)

| ) |
0s_O Me-l 0s_O OH
K,COg | DIBAL-H !
HoN > N > -
MeCN DCM
g, 80°C,90h g 78°C.2h Br
68% 43%
30 31
0
| OH MnO, ,L z
_N > -
MeCN
ar 25 "706,0/24 h Br
(o)
a1 32

_O etilén-glikol o. .0 1. "BuLi o. O
| TsOH | 2. DMF |
- toluol = A > AN
Ooluo
absz. THF 0
110 °C, 48 h > P
Br 57% Br  -78°C, 24 h
32 33 34

o O
| 28
piperidin
N
_0 MeCN
82°C,20 h
34
HCI (2M)
MeOH

25°C,4h

44. abra. Alternativ szintézisut I1 eldallitasara (nem befejezett).
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Az 12 festék alapvaza I1-ével megegyez0, a Iényeges kiilonbség koztiik, hogy elébbiben a
komplexalodo oldallancot egy piperazinon keresztiil terveztiik a molekuldahoz kapcsolni K3
festékhez hasonléan. Ehhez a 28 terméket hasznaltam kiinduléanyagként, amihez piperidin-
katalizalt kondenzacioval 4-hidroxibenzaldehidet kotottem (37). A hidroxilcsoporthoz bisz-
(trifluorometanszulfuril)-anilinnel (PhNTT;) reagaltatva triflatcsoportot kapcsoltam (38), majd
ezt a kovetkezd 1épésben terc-butil-piperazin-1-karboxilattal Boc-csoporttal védett piperazinra

cseré¢ltem Buchwald-Hartwig reakcioban (39). (45. abra)

| piperidin

| EtOH

(@) OH 85°C,3,5h

32%

PhNTY,
Et;N

DCM*
45°C,3h
70%

OTf

* etanol mentes,amilénnel stabilizalt DCM

Pd(OAc),
BINAP

toluol
110 °C, Ny, 20 h
oTf 29%

45. abra. 39 koztitermék eldallitasa.

A véddcsoportot trifluorecetsavval tavolitottam el (40) és a helyére reduktiv aminalassal
kotottem a 15 terméket (41). Az oldallinc Boc-véddcsoportjat szintén trifluorecetsavval

tavolitottam el, igy kaptam a I2 festéket. (46. abra)
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TFA, H,0

MeCN
25°C,1,5h

14, NaBH(OAc),
AcOH

1,2-dikloretan
25°C,70h

TFA, H,0

MeCN
25°C,0,5h

H
N

s

~

Boc

46. abra. 12 szintézise.
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7. Eredmények osszefoglalasa

Kutatomunkam sordn sikeresen eldallitottam a pillér[S]arén és pillér[6]arén
makrociklusokat, illetve elobbinek a linkerrel és bioortogonalis reakciora alkalmas tetrazinnal

monofunkcionalt szarmazékat. (47. abra)

“00C COO~

~00cC

WP5

COOH COOH

T A
A )

BuP6
COOH ;L
07 NH

47. abra. Az eloallitott makrociklusok.

A komplexképzés spektroszkopiai és mikroszkopos vizsgalatdhoz elvégeztem az S1, S2, S3,
S4 festékek szintézisét. A fluoreszcens emisszio- €s abszorbcioméréseik alapjan az S2 felelt
meg a meghatarozott céloknak, igy ezt vizsgaltuk sejtes kozegben fluoreszcens mikroszkoppal.
A WP5-tel jelolt, fixalt HEK293 sejtekrdl S2-t feleslegben tartalmazo kdzegben késziilt képek
alapjan arra lehet kovetkeztetni, hogy S2 képes atjutni a sejtmembranon és bizonyos

sejtalkotokban feldusulva nem teszi lehetdvé a pillérarénnel képzett komplexek mefigyelését.
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A probléma megoldéaséara S2 két modositott szarmazékat allitottam elé: S2-SOs3™ és S2-PEG
festékeket. (48. abra) A spektroszkopiai mérések alapjan S2-SOs- alkalmasnak tlinik a tovabbi

biologiai kisérletekre €s mikroszkopos vizsgalatra, de erre a dolgozat megirasaig nem kertilt

| | |
N N N

| + | + | +
Z Z Z
X X X
_N_ N N

S$1 S2 S3 S4

Sor.

48. abra. Az eloallitott S1, S2, S3, S4, S2-S03™ és S2-PEG festékek.

A tervezett nagy Stokes eltolodasu festékek koziil sikeresen eldéllitottam I2 és K3
festékeket. Ezeken kiviil K1, K2 és I1 termékekhez kozeli koztitermékekig sikeriilt eljutnom.
(49. 4bra)
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49. abra. Az eldallitott 12, K3 festékek és a K1, K2, I1 festékek eldallitasahoz sziikséges

koztitermékek.
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10. Kisérleti rész

10.1. Altaldanos

A kiindulasi anyagok a Sigma-Aldrich, a Merck, az Alfa Aesar, a Fluka, a Reanal, a Romil,
a Fluorochem vagy a Molar Chemicals cégek termékei, melyeket tovabbi tisztitas nélkiil
hasznaltam fel a reakciokban. A vékonyréteg-kromatografias vizsgalatokhoz Merck Silica gel
60 F254 lapokat hasznaltam. A VRK vizsgélatok soran alkalmazott eluensek 0sszetétele mindig
V/V értendo. A mintafoltokat altalanosan 254/365 nm-en mikodd
UV-lampaval hivtam eld. Az anyagok flash oszlopkromatografids tisztitdsdhoz Zeochem
mark4ju 25-40 pm szemcseméretii szilika, vagy Sigma-Aldrich 50-150 pm szemcseméretli
aluminium-oxid (aktivalt, bazikus, Brockmann I) all6fazist és Teledyne ISCO COMBI Flash
muszert hasznéltam.

Az analitikai RP-HPLC-UV/Vis-MS mérések SHIMADZU LCMS-2020 system LC-MS
késziilékkel torténtek, Gemini C18 oszloppal (100 x 2.00 mm L.D.), amely all6fazisa 5 um
szilika (110 A porusmérettel), illetve a spektrumok UV/Vis (220-800 nm) fotodidda sorral és
ESI-MS detektorral keriiltek felvételre. A linearis gradiens elicio (0 min. 0% B; 2,0 min. 100%
B; 2,5 min. 100% B; 3,0 min. 0% B; 4,0 min. 0% B) az A eluenssel (0,1% HCOOH, 5% ACN
¢€s 94,9% viz) és a B eluenssel (0,1% HCOOH, 94,9% MeCN és 5% viz) zajlott, 0,5 ml/min
aramlasi sebesség mellett, 30 °C-on. A mintak HPLC mindségii viz és MeCN vagy MeOH
elegyében oldva késziiltek (1:1 V/V) 0,5 mg/ml toménységgel.

A szemipreparativ HPLC-s tisztitdsokat Hanbon Sci. & Tech. NP7000 markéju eszk6zon
végeztem, amihez Gemini C18-as forditott fazisu oszlopot kapcsoltunk, (150 x 2,1 mm L.D.),
allofazisa 5 pum 110 A poérusmérettel rendelkezd szilika. Az alkalmazott eluensek 0,1%
HCOOH - viz és 0,1% HCOOH — acetonitril vagy metanol voltak.

Az abszorbancia méréseket Jasco v750 fotométeren, a fluoreszcencia méréseket Jasco
FP8300 spektrofluoriméteren végeztem 1 cm uthossza kvarckiivettakban. A mérésekhez PBS

(pH = 7.4) pufferodlatot hasznaltam.
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10.2. Szintézisek

Dekametoxi-pillér[S]arén (MeP5)

8,00 g (1 ekv., 57,9 mmol) p-dimetoxibenzolt 400 ml 1,2-dikloretanban feloldottam, 1,74 g
paraformaldehidet adtam hozza, majd 10 percnyi szobahdmérsékleten vald kevertetés utan
29 ml (6,55 ekv., 379 mmol) trifluorecetsavat ontdttem hozza. Az elegyet 2 6rdn at forraltam,
majd lehiitdttem szobahdmérsékletre, 600 ml metanolt adtam hozza és 1 6ranyi kevertetés utan
lesziirtem, a csapadékot levegdn szaritottam. A nyersterméket 370 ml CHCI3 és 500 ml aceton
elegyébdl atkristalyositottam, majd vdkuumban szaritottam. ' (5,56 g termék, 26%-os

termelés)

OH

CH,
OH -5

Dekahidroxi-pillér[S]arén (OHPS)

2,00 g (1 ekv., 2,63 mmol) MeP5-6t felforraltam 300 ml frissen abszolutizélt kloroformban.
Az oldathoz nitrogén alatt, jeges hiités kozben 7,74 ml (30,2 ekv., 80,3 mmol) BBr3-ot adtam.
Az elegyet nitrogén alatt 4 napig kevertettem, majd nitrogénatmoszféra mellett lehiitottem €s
150 ml hideg vizet csOpogtettem hozza. Ez utan 1 6rat kevertettem, vakuummal leszlirtem, 1 M
sosavval és tobbszor vizzel, végiik kloroformmal mostam és levegdn széritottam. ' (1,53 g

termek, 95%-o0s termelés)
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COOEt

CH,
(0] 5

COOEt
Dekaetoxikarbonilmetil-pillér[S]arén (1)

1,537 g (1 ekv., 2,50 mmol) OHP5-6t 120 ml acetonitrilben szuszpendaltam és 15 percen
keresztiil nitrogént buborékoltattam 4t rajta. Ezutan hozzaadtam 3,80 g (11 ekv., 27,50 mmol)
K>COs-ot, 41 mg (0,1 ekv., 0,25 mmol) Kl-ot, és 7,95 g (19 ekv., 47,5 mmol)
bromecetsav-etilésztert, majd 40 6ran keresztiil nitrogén alatt forraltam. Az elegyet beparoltam,
majd 100 ml diklor-metant 4s 100 ml vizet adtam hozza. A vizes fazist 2x50 ml DCM-nal
extrahaltam, a szerves fazist vizzel és cc.NaCl-oldattal mostam, MgSOs-on szaritottam. Az
oldatot bepdroltam, 25 ml metanollal egy éjszakan 4t kevertettem, szlirtem és haromszor
metanollal mostam. A terméket acetonban szuszpenddltam, szlirtem, egyszer acetonnal

mostam, majd vakuumban szaritottam. '* (2,17 g termék, 59%-os termelés)

COOH
()

CH,
(0] 5

COOH
Dekakarboximetil-pillér[S]arén (WP5)
A 1 termék 2,17 g-jat (1 ekv., 1,48 mmol) tetrahidrofurdnban feloldottam, 43,4 ml vizes
(20%) NaOH-oldatot adtam hozza és egy ¢jszakan at forraltam. Miutdn szobahdmérsékletre
hult, a pH-jat 3 M sosavval savasra allitottam. A kivalt csapadékot sziirtem, vizzel mostam,

vakuumban szaritottam. '* (1,56 g termék, 89%-os termelés) LC-MS: m/z (-) 1189 [M-H]

1,4-dibutoxibenzol (2)
20,02 g (181,8 mmol, 1 ekv.) hidrokinont és 48 ml (454,2 mmol, 2,5 ekv.) 1-brombutéant
feloldottam 120 ml DMF-ban, majd 80 °C-ra melegitettem az oldatot nitrogén alatt kevertetve.
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Miutan elérte a 80 °C-os homérsékletet 62,77 g (454,2 mmol, 2,5 ekv.) K»CO3-ot adtam hozza
¢s nitrogén alatt 80 °C-on intenziven kevertettem 3,5 napon keresztiil. Miutan
szobahOmérsékletre hiilt, az elegyet leszlirtem, hexdnnal mostam, majd a sztrletet 2x100 ml
vizzel mostam, a szerves fazist MgSOs-on szaritottam €s beparoltam. A nyers terméket forro

metanolbdl atkristalyositottam. 24 (30,9 g termék, 76%-os termelés)

CH,

Dodekabutoxi-pillér[6]arén (BuP6)

1,00 g (1 ekv., 44,8 mmol) 2 terméket és 0,27 g (0,2 ekv., 9,0 mmol) paraformaldehidet
36 ml CHClIz-ban kevertettem, mikozben a lombik gézterét nitrogénnel oblitettem at alaposan.
Ezutdn 0,9 ml (0,31 ekv., 1,332 g, 13,9 mmol) metadnszulfonsavat adtam az elegyhez egy
adagban ¢és szobahOmérsékleten nitrogén alatt kevertettem 2 6ran keresztiil. Az elegy pH-jat
NaxCOs-oldattal kb. semlegesre allitottam €s a szerves fazist elvalasztas utan beparoltam. A
szilard nyers terméket acetonban szuszpendaltam, sziirtem, acetonnal ¢s EtOAc-al mostam ¢és
a szlirletet Ujra beparoltam. A nyers terméket oszlopkromatografiaval tisztitottam (szilikagél

all6fazis, eluens: hexan-DCM (40%)). 2° (75 mg termék, 0,12%-os termelés)

— N=N
HOOC—O—<\ —
N  N—N

6-(6-metil-1,2,4,5-tetrazin-3-il)-nikotinsav (3)

593 mg (4,00 mmol, 1 ekv.) 6-cianonikotinsavat é¢s 90 mg (2,80 mmol, 0,7 ekv.) ként
szuszpendaltam 12,8 ml (12,015 g, 100 mmol, 25 ekv.) trimetil-ortoacetatban €s nitrogén alatt
kevertetés kozben 15 ml (300 mmol, 75 ekv.) HoN2-H;0-ot adtam hozzad. Az oldatot
100 °C-on nitrogén alatt kevertettem 2 6ran at. Miutan szobahdmérsékletre hiilt, 2 M sosavval
savasra allitottam a pH-t és 10x50 ml EtOAc-tal extrahdltam. A szerves fazist 1x100 ml
cc.NaCl-oldattal mostam, MgSOs-on széritottam €s beparoltam. Az igy kapott &tmeneti terméek
dihidrotetrazint 120 ml DCM-ban feloldottam ¢és frissen eldallitott NO/NO; gazt

buborékoltattam at rajta, amig VRK alapjan minden atmeneti termék 4t nem alakult, majd
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beparoltam. A nyers terméket oszlopkromatografidval tisztitottam (szilikagél allofazis, eluens:

DCM-MeOH (10%)). 26 (50 mg termék, 6%-os termelés) LC-MS m/z (+): 218 [M+H]"

terc-butil-(6-(6-(6-metil-1,2,4,5-tetrazin-3-il)-nikotinamido)-hexil)-karbamat (4)

50mg (0,230 mmol, 1ekv.) 3 terméket, 53 mg (0,460 mmol, 2 ekv.) N-hidroxi-
szukcinimidet (NHS) ¢és 177mg (0,921 mmol, 4ekv.) N-(3-dimetilaminopropil)-N'-
etilkarbodiimid hidrokloridot (EDC-HCI) feloldottam 20 ml DCM-ban és 2 6rédn at kevertettem
szobahdmérsékleten. Az oldatotl0 ml DCM-nal higitottam ¢és 1x30 ml cc.NaCl-oldattal
mostam, majd a szerves fazist beparoltam és 4 ml DCM-ban Gjra feloldottam. Az oldathoz
55mg (0,230 mmol, 1,1 ekv.)  terc-butil-(6-aminohexil)-karbamatot  adtam  és
szobahOmérsékleten 20 6ran at kevertettem. A nyers terméket oszlopkromatografiaval
tisztitottam (szilikagél all6fazis, eluens: DCM-MeOH (5%)). (48 mg termék, 50%-o0s termelés)
LC-MS m/z (+):319 [M+H]"

)

HN o~~~y N

N-(6-aminohexil)-6-(6-metil-1,2,4,5-tetrazin-3-il)-nikotinamid (5)

48 mg (0,115 mmol) 4 termékhez 0,5 ml vizet és 5 ml trifluorecetsavat (TFA) adtam, majd
1 6ran at kevertettem szobahdmérsékleten. Az oldatot beparoltam, a terméket tisztitas nélkiil

hasznaltam fel WP5-t eloallitasahoz.
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COOH COOH

KO ko
_N
N/
T
SN AN
N o, N
COOH H 0

mono(6-((5-(6-metil-1,2,4,5-tetrazin-3-il)-pikolinamido)-hexil)-karbamoiloximetil)-

nonakarboximetil-pillér[S]arén (WP5-aT)

29 mg (0,092 mmol, 0,75 ekv.) 5 terméket, 149 mg (0,123 mmol, 1 ekv.) WPS terméket,
21 mg (0,185 mmol, 1,5 ekv.) NHS-t és 35 mg (0,185 mmol, 1,5 ekv.) EDC-HCIl-ot feloldottam
9 ml DMF-ban és szobahdmérsékleten kevertettem 44 6ran at, majd beparoltam. A nyers
terméket preparativ.  HPLC-vel tisztitottam. (82 mg termék, 45%-os termelés)
LC-MS m/z (+): 1488 [M+H]"

1,4-dimetilpiridin-1-ium-jodid (6)

8 ml metanolhoz 1 ml (1000 mg, 10,738 mol, 1 ekv.) 4-metilpiridint és 1 ml (2286 mg,
16,107 mmol, 1,5 ekv.) metil-jodidot adtam, majd szobahdmérsékleten kevertettem 24 6ran at,

beparoltam. A reakci6 kvantitativan lejatszodott. (2,5 g termék) LC-MS m/z (+): 108 [M+H]"

\N _

4-(4-(dimetilamino)-sztiril)-1-metilpiridin-1-ium-jodid (S1)

2,5 g (10,73 mmol, 1 ekv.) 6 terméket 10 ml etanolban szuszpendaltam, 1,6 g (10,73 mmol,
1 ekv.) 4-(dimetilamino)-benzaldehidet és 91 mg (1,07 mmol, 0,1 ekv.) piperidint adtam hozza,
majd az elegyet 85 °C-on kevertettem 20 6ran at. A kivalt piros csapadékot vakuummal
szlirtem, acetonnal tobbszor mostam és vakuummal széritottam. A termék LC-MS alapjan nem

igényelt tisztitast. (3,25 g termék, 80%-os termelés) LC-MS m/z (+): 239 [M+H]"
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4-(pirrolidin-1-il)-benzaldehid (7)

0,37 ml (320 mg, 4,512 mmol, 1 ekv.) piperidint elegyitettem 14 ml DMF-dal és 1247 mg
(4,512 mmol, 1ekv.) KyCOs3-ot, majd 0,50 ml (560 mg, 4,512 mmol, 1ekv.) 4-
fluorbenzaldehidet és 20 oran at kevertettem 80 °C-on. Az elegyet szobahdmérsékletre
hitéttem és 250 ml jeges vizre Ontdttem. A kivalt terméket vakuummal sziirtem, kétszer vizzel
mostam ¢és vakuummal széritottam. A termék LC-MS alapjan nem igényelt tisztitast. (520 mg

termék, 66%-os termelés) LC-MS m/z (+): 176 [M+H]"

CN@—\\_@NL -

1-metil-4-(4-(pirrolidin-1-il)-sztiril)-piridin-1-ium-jodid (S2)

520 mg (2,968 mmol, 1 ekv.) 7 terméket és 698 mg (2,968 mmol, 1 ekv.) 6 terméket 5 ml
etanolban szuszpendaltam €s 30 pl piperidint adtam hozza, majd 85 °C-on kevertettem 20 6ran
at. Az elegyet beparoltam ¢€s a nyers terméket oszlopkromatografiaval tisztitottam (szilikagél
allofazis, eluens: DCM-MeOH (10%)). (1,164 g termék, 76%-0s termelés)
LC-MS m/z (+): 209 [M+H]"

_0

N

9-julolidinkarboxaldehid (8)

300 mg (1,732 mmol, 1 ekv.) julolidint feloldottam 2 ml DMF-ban, 0 °C-ra hiitéttem és
csepegtetve hozzdadtam 0,22 ml (358 mg, 2,338 mmol, 1,35¢kv.) POCIz-ot, majd
szobahOmérsékleten kevertettem 20 oran at. 1,8 ml vizben 890 mg natrium-acetatbol késziilt
oldathoz ontdttem, 1 dran at szobahOmérsékleten kevertettem, az elegyet beparoltam, 50 ml
DCM-ban feloldottam, 3x30 ml vizzel és 1x30 ml cc.NaCl-oldattal mostam, NaxSOs-on
széritottam. A nyers terméket oszlopkromatografiaval tisztitottam (szilikagél allofazis;

allofazis: hexan-EtOAc (5:1)). (210 mg termék, 60%-os termelés) LC-MS m/z (+): 202 [M+H]"
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1-metil-4-(2-(9-julolidin)-vinil)-piridin-1-ium-jodid (S3)

210 mg (1,043 mmol, 1 ekv.) 8 terméket és 245 mg (1,043 mmol, 1 ekv.) 6 terméket
feloldottam 5 ml etanolban és 10 pl piperidint adtam hozz4, majd 85 °C-on kevertettem 20 6ran
at. Az elegyet beparoltam, a nyers terméket oszlopkromatografiaval tisztitottam (szilikagél
allofazis; eluens: DCM-MeOH (10%)). (227 mg termék, 52%-os termelés)
LC-MS m/z (+): 291 [M+H]"

+
SN

] _
\\\|

Et,N 0" Yo
4-(2-(7-(dietilamino)-2-0x0-2 H-kromén-3-il)-vinil)-1-metilpiridin-1-ium-jodid (S4)

250 mg (1,019 mmol, 1 ekv.) 7-(dietilamino)-2-ox0-2H-kromén-3-karbaldehidet és 240 mg
(1,019 mmol, 1 ekv.) 6 terméket feloldottam 6 ml etanolban és 10 pl piperidint adtam hozza.
Az elegyet 85 °C-on kevertettem 20 6ran at. A nyers terméket oszlopkromatografidval
tisztitottam (szilikagél allofazis; eluens: DCM-MeOH (10%)). (302 mg termék, 64%-os
termelés) LC-MS m/z (+): 334 [M+H]"

\\\/\/\
I
6-jodhex-1-in (9)

962 mg (8,25 mmol, 1,0 ekv.) 6-klorhex-1-int feloldottam 50 ml acetonban, 6,20 g
(41,3 mmol, 5,0 ekv.) Nal-t adtam hozzd és 55 °C-on 16 6ran at kevertettem, az elegyet
vakuummal vékony réteg celliten szlirtem at, a sziirletet beparoltam, majd és 40 ml DCM-ban
feloldottam, 1x20 ml telitett Na>S>03; oldattal mostam majd a szerves fazist MgSOg4-on

szaritottam. A nyers terméket oszlopkromatografidval tisztitottam (szilikagél allofazis; eluens:

hexan-EtOAc (20%)). (534 mg termék, 31%-o0s termelés)
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=
1-(hex-5-in-1-il)-4-metilpiridin-1-ium-jodid (10)

200 mg (0,961 mmol, 1 ekv.) 9 terméket és 134 mg (1,442 mmol, 1,5 ekv.) 4-metilpiridint
feloldottam 20 ml acetonitrilben és 83 °C-on kevertettem 24 6réan at. Az elegyet beparoltam ¢és

anyers terméket oszlopkromatografiaval tisztitottam (szilikagél allofazis; eluens: DCM-MeOH

(10%)). (230 mg termék, 79%-o0s termelés)

Jﬁ@f@ O

1-(hex-5-in-1-il)-4-(4-(pirrolidin-1-il)-sztiril)-piridin-1-ium-jodid (11)

133 mg (0,764 mmol, 1 ekv.) 7 terméket és 230 mg (0,764 mmol, 1 ekv.) 10 terméket 5 ml
etanolban szuszpendaltam €s 10 pl piperidint adtam hozza, majd 85 °C-on kevertettem 20 6ran
at. Az elegyet beparoltam ¢€s a nyers terméket oszlopkromatografiaval tisztitottam (szilikagél
allofazis, eluens: DCM-MeOH (10%)). (884 mg termék, 76%-os termelés) LC-MS m/z (+): 331
[M+H]"

3-(4-(4-(4-(4-(pirrolidin-1-il)-sztiril)-piridin-1-ium-1-il)-butil)-1 H-1,2,3-triazol-1-il)-
propan-1-szulfonat (S2-SO3)

20 mg (0,044 mmol, 1 ekv.) 11 terméket, 11 mg (0,068 mmol, 1,65 ekv.) 3-azidopropan-1-
szulfonatot, 20 mg (0,098 mmol, 2,22 ekv.) Cu(AcO),-H20-ot, 49 mg (0,245 mmol, 5,56 ekv.)
natrium-aszkorbatot és 15 mg (0,098 mmol, 2,22 ekv.) L-hisztidint feloldottam 20 ml terc-
butanol — viz (1:1) elegyben és 40 °C-on, N, alatt kevertettem 48 6ran at. A nyers terméket
oszlopkromatografiaval tisztitottam (szilikagél allofazis, eluens: DCM-MeOH (15%)). ’
(15 mg termék, 55%-os termelés) LC-MS m/z (+): 496 [M+H]"
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1-(4-(1-(56-hidroxi-3,6,9,12,15,18,21,24,27,30,33,36,39,42,45,48,51,54-
oktadekaoxahexapentakontil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)-butil)-4-(4-(pirralidin-1-il)-sztiril)-
piridin-1-ium-jodid (S2-PEG)

100 mg (0,022 mmol, 1 ekv.) 11 terméket, 18 mg (0,020 mmol, 0,9 ekv.) azido-PEG19-
alkoholt, 10 mg (0,049 mmol, 2,22 ekv.) Cu(AcO)2'H20-ot, 24 mg (0,122 mmol, 5,56 ekv.)
natrium-aszkorbatotés 8 mg (0,049 mmol, 2,22 ekv.) L-hisztidint feloldottam 8 ml terc-
butanol — viz (1:1) elegyben és 40 °C-on, N, alatt kevertettem 24 6ran at. A nyers terméket
oszlopkromatografidval tisztitottam (szilikagél allofazis, eluens: DCM-MeOH (15%)). %’
(10,6 mg termék, 35%-os termelés) LC-MS m/z (+): 636 [M-2H]*

1,4-dimetilkinolinium-jodid (12)

0,67 ml (1 ekv., 0,72 g 5,0 mmol) 4-metilkinolint (lepidin) 7 ml 1,4-dioxannal elegyitettem,
majd 0,31 ml (1 ekv., 0,71 g, 5,0 mmol) metil-jodidot adtam hozz4 és 1,5 6ran at bombacsében
kevertettem 101 °C-on. Miutan szobahdmérsékletre hiilt, beparoltam. A termék LC-MS alapjan

nem igényelt tisztitast. 28 (543 mg termék, 38%-os termelés)

cl
@ff"
\lil o Yo

4-klor-7-(dimetilamino)-2-o0x0-2 H-kromén-3-karbaldehid (13)
7-dimetilamino-4-hidroxikumarin 0,82 g-jat (1 ekv., 4 mmol) 3 ml DMF-ban feloldottam és
828 mg (1,35 ekv., 5,4 mmol) POClz-ot adtam hozz4 és szobahdmérsékleten 24 6rdn at
kevertettem. Az elegyet 2,22 g (6,77 ekv., 27,09 mmol) natrium-acetat 44,4 ml vizzel késziilt
oldatahoz adtam, 1 6rén at kevertettem szobahdmérsékleten, majd lesziirtem a csapadékot,
vizzel mostam, vikuumban szaritottam. 2° (0,91 g termék, 90%-os termelés) LC-MS m/z (+):

252 [M+H]"
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terc-butil-(6-hidroxihexil)karbamat (14)

5,85g (1ekv., 50 mmol) 6-aminohexan-1-olt 50 ml DCM-ban feloldottam, 0 °C-ra
hitoéttem, majd 12 g (1,1 ekv., 55 mmol) di-terc-butildikarbonatot adtam hozza, és az elegyet
kevertetés kdzeben egy éjszakan at hagytam szobahdmérsékletre melegedni, majd az oldoszert
beparlassal eltavolitottam. Az olajos nyers terméket 90 ml 10% vizes citromsavoldattal
elegyitettem és 50 ml EtOAc-tal extrahaltam. A szerves fazist
NaHCO:s-oldattal mostam, Na;SOs-on szaritottam, majd Gjra bepéroltam. A kapott terméket
tovabbi tisztitds nélkiil haszndltam fel. 3° (10,64 g termék, 98%-os termelés)
BOC\H/\/WO
terc-butil-(6-oxohexil)karbamat (15)

434 mg (1 ekv., 2 mmol) 14 termékhez 14 mg (0,05 ekv., 0,1 mmol) CuBr-ot, 16 mg
(0,05 ekv., 0,1 mmol) 2,2’-bipiridint, 16 mg (0,05 ekv., 0,1 mmol) TEMPO-t és 16 mg
(0,1 ekv., 0,2 mmol) I-metilimidazolt acetonitrilben feloldottam. Az oldaton oxigént
buborékoltattam at, majd két napon keresztiil kevertettem oxigén alatt, szobahdmérsékleten.
Ezutan az elegyhez 25 ml vizet adtam és 3x25 ml n-pentannal és 3x%25 ml dietil-éterrel
extrahdltam, ¢és a szerves fazist NaSOs-on szaritottam. A  nyersterméket
oszlopkromatografiaval tisztitottam (szilikagél allofazis, eluens: hexan-EtOAc (25%)). 3!
(1434 mg termék, 66%-os termelés)

H

N
o \©\
I

terc-butil-(4-jodmetil)-karbamat (16)

1095 mg (5,0 mmol, 1 ekv.) 4-j6danilint 90 ml HO-THF (1:1) elegyben feloldottam, majd
1,52ml (1548 mg, 15mmol, 3ekv.) TEA-t adtam hozzad ¢és 5 percig kevertettem
szobahdmérsékleten. 0 °C-ra hiitdttem az elegyet és egy adagban 1,67 ml (1582 mg, 7,5 mmol,
1,5 ekv.) Boc2O-t adtam hozzd, majd 2 6ran at 0 °C-on kevertettem, és egy éjszakan 4t hagytam
szobahOmeérsékletre melegedni. A THF-t vakuumbeparlassal eltavolitottam, €és a megmaradt
vizes elegyet 1x40 ml DCM-nal extrahéltam, a szerves fazist 2x20 ml vizzel és 1x20 ml
cc.NaCl-oldattal mostam, majd MgSOg4-on széritottam ¢és beparoltam. A termék
LC-MS és VRK alapjan tiszta volt. 3% (1315,6 mg termék, 82%-os termelés) LC-MS m/z (+):
305 [M+H]"
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terc-butil-(4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-fenil)-karbamat (17)

200 mg (0,627 mmol, 1 ekv.) 16 terméket, 801 mg (2,508 mmol, 4 ekv.) Bopina-t és 409 mg
(1,254 mmol, 2ekv.) Cs2COs-ot Osszemértem egy szaritoszekrényben szaritott ¢és
nitrogénarammal hitott lombikba, majd 10 ml metanolban feloldottam ket €s nitrogén alatt
75 °C-on 48 oran at kevertettem. Miutan szobahdmérsékletre hiilt, vékony Al>Os3 rétegen
szlrtem at, beparoltam, DCM-ben szuszpendaltam, szlirdpapiron szlirtem, és a nyers terméket
oszlopkromatografiaval tisztitottam (szilikagél a116f4zis, eluens: hexan-EtOAc (5%)). ** (78 mg
termék, 39%-os termelés) LC-MS m/z (+): 365 [M+H]"

Boc<
NH

e
\lil 0" o

terc-butil-(4-(7-(dimetilamino)-3-formil-2-0x0-2 H-kromén-4-il)-fenil)-karbamat (18)
Szaritoszekrényben szaritott és nitrogénarammal hiitott lombikban 56 mg (0,222 mmol,
1 ekv.) 13 terméket, 78 mg (0,244 mmol, 1,1 ekv.) 17 termeket, 96 mg (0,444 mg, 2 ekv.)
K3PO4-ot, 13,7 mg (3,33-10° mmol, 0,15 ekv.) SPhos-t és 0,9 mg (2,22:10° mmol, 0,01 ekv.)
Pd>dba; katalizatort szuszpendaltam 8,4 ml THF-ban és kevertetés mellett nitrogént
buborékoltattam 4t a keveréken 20 percen keresztiil, majd nitrogén alatt 60 °C-on kevertettem
48 o6ran at. Miutan szobahdmeérsékletre hiilt, az elegyet celliten szlirtem at, acetonnal mostam
¢és a szilirletet beparoltam. A nyers terméket oszlopkromatografiaval tisztitottam (szilikagél

allofazis, eluens: DCM-MeOH (2%)). 3
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7-( dietilamino)-4-(2-(dimetilamino)-vinil)-2 H-kromén -2-on (19)

5,00g (21,6 mmol, 1ekv.) 7-(dietilamino)-2-oxo-4-metil-2H-kromént és 5,15 ¢
(43,2 mmol, 2 ekv.) N, N-dimetilformamid-dimetilacetalt feloldottam 18,5 ml DMF-ban és

0]

20 6rén 4t forraltam 155 °C-on nitrogén alatt. Miutan szobahdmérsékletre hiilt, az elegyet
vékony réteg szilikdn sziirtem at, EtOAc-tal mostam. A sziirletet 1x100 ml
cc.NaHCOs-oldattal és 1x100 ml cc.NaCl-oldattal mostam. A szerves fazist Na>SOs-on
szaritottam, majd az olddszert vakuumbeparlassal eltavolitottam. A 20 termékké alakitas eldtt

nem tisztitottam. LC-MS m/z (+): 260 [M+H]"

e

N 0" Yo

)

7-(dietilamino)-2-oxo0-2 H-kromén-4-karbaldehid (20)

6,191 g (21,6 mmol, 1 ekv.) 19 terméket feloldottam 22,5 ml THF-H>O (1:1) elegyben és
9,25 g (43,2 mmol, 2 ekv.) NalO4-ot adtam hozzi. Az oldatot 1,5 6ran 4t kevertettem
80 °C-on. Miutan szobahOmérsékletre hilt, 510 ml EtOAc-tal extrahaltam, 1x20 ml
cc.NaCl-oldattal és 1x20 ml cc.Na>SO4-oldattal mostam, MgSQO4-on széritottam és beparoltam.
A nyers terméket oszlopkromatografiaval tisztitottam (szilikagél allofazis, eluens: hexan-

EtOAc (25%)). LC-MS m/z (+): 246 [M+H]*

H H
N N

N

terc-butil-(6-(((7-(dietilamino)-2-0x0-2 H-kromén-4-il)-metil)-amino)-hexil)-karbamat
02y

A 20 termék 200 mg-jat (0,815 mmol, 1ekv.), 176 mg (0,815 mmol, 1 ekv.)
terc-butil-(6-aminohexil)-karbamatot ¢és 259 mg (1,223 mmol, 1,5 ekv.) NaBH(OAc)3-t
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feloldottam 6 ml 1,2-dikléretanban, majd 163 pl ecetsavat adtam az oldathoz, és 24 6ran at
kevertettem  nitrogén  alatt  szobahOmérsékleten. Ezutan az  elegyhez 6 ml
1,2-dikloretant és 10 ml DCM-t adtam, majd 3x10 ml vizzel, 3x10 ml cc.NaHCOs-oldattal és
Ix10ml cc.NaCl-oldattal mostam, MgSOs-on szaritottam. A nyers terméket
oszlopkromatografiaval tisztitottam (szilikagél all6fézis, eluens: hexan-EtOAc (25%-100%). ¥
(73,1 mg termék, 20%-os termelés) LC-MS m/z (+): 675 [M+H]"

/@(\l
TfO (0] @]

2-0x0-2H-kromén-7-il-trifluormetanszulfonat (22)

1,62 g (1,00 mmol, 1 ekv.) 7-hidroxi-2H-kromén-2-on-t, 3,75 g (10,50 mmol, 10,05 ekv.)
PhNTf;-ot és 3,04 g (30,04 mmol, 10,04 ekv.) trietilamint feloldottam 50 ml DCM-ban (etanol
mentes, amilénnel stabilizalt), majd 45 °C-on kevertettem 3 6rdn at. Az elegyet 3x60 ml
cc.NaHCO:s-oldattal mostam, MgSOs-on széritottam ¢&s beparoltam. A nyers terméket
oszlopkromatografiaval tisztitottam (szilikagél allofazis, eluens: hexan-EtOAc (20%)). (2,80 g

termeék, 95%-os termelés)

terc-butil-4-(2-0x0-2 H-kromén-7-il)-piperazin-1-karboxilat (23)

294 mg (1,000 mmol, 1 ekv.) 22 terméket, 224 mg (1,200 mmol, 1,2 ekv.) terc-butil-
piperazin-1-karboxilatot, 22,5 mg (0,100 mmol, 0,1 ekv.) Pd(OAc):-ot, 94 mg (0,150 mmol,
0,15 ekv.) BINAP katalizatorligandumot ¢és 456 mg (1,400 mmol, 1,4 ekv.) Cs2COs-ot
szuszpendaltam 6 ml toluolban, majd 10 percig N2-t buborékoltattam at az elegyen. 100 °C-on
kevertettem 20 6ran 4t N» alatt, majd a nyers terméket oszlopkromatografiaval tisztitottam

(szilikagél allofazis, eluens: hexdn-EtOAc (30%)). (110 mg termék, 33%-os termelés)
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7-(piperazin-1-il)-2H-kromén-2-on (24)

99 mg (0,30 mmol) 23 terméket 2 ml DCM-ban feloldottam, 1 ml TFA-at adtam hozza, egy
csepp vizet és 2 6ran at kevertettem szobahOmérsékleten. Az oldatot beparoltam, a terméket

tisztitas nélkil hasznaltam fel 25 eloallitasahoz.

m
(\N 0" °O
BOC\N/\/\/\/N\)

H
terc-butil-(6-(4-(2-oxo-2 H-kromén-7-il)-piperazin-1-il)-hexil)-karbamat (25)

62 mg (0,27 mmol, 1 ekv.) 24 terméket feloldottam 3 ml 1,2-dikloretdnban és 65 mg
(0,27 mmol, 1 ekv.) 15 terméket, 95 mg (0,45 mmol, 1,5 ekv.) NaBH(OAc)s3-ot és 0,1 ml
tomény ecetsavat adtam hozza. Az elegyet 20 6ran at kevertettem szobahOmérsékleten N, alatt,

majd beparoltam. A terméket tisztitas nélkiil hasznaltam fel K3 eldallitasahoz. LC-MS m/z (+):

430 [M+H]"
m
(\ 0" Yo

N

HoN ANANAN \)
7-(4-(6-aminohexil)-piperazin-1-il)-2 H-kromén-2-on (K3)

90 mg 25 terméket 5 ml acetonitrilben feloldottam, 0,5 ml vizet és 4 ml TFA-at adtam hozza,

majd 1,5 6rdn at szobahOmérsékleten kevertettem. A reakcidelegyet beparoltam, a nyers

terméket preparativ HPLC-vel tisztitottam.

Soh

1-(2-hidroxifenil)-butan-1,3-dion (26)

Széritoszekrényben széritott és nitrogénarammal hiitott lombikban 9 ml vizmentes
THF-ban szuszpendaltam 3,53 g 60%-os (2,118 g, 88,2 mmol, 4,01 ekv.) natrium-hidridet
nitrogén alatt, majd 5,42 ml EtOAc-bol, 2,5ml vizmentes THF-bol ¢és 2,65 ml
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2’-hidroxiacetofenonbol késziilt elegyet csepegtettem a szuszpenzidhoz. A hozzdadagolas utan
még 5 percig kevertettem szobahdmérsékleten, nitrogén alatt, majd kevés vizzel higitottam,
jégre ontottem és 6 M sosavval kb. semlegesre allitottam a pH-t. Ezt az oldatot 2x50 ml ¢és
1%x30 ml Et,O-rel extrahéltam, a szerves fazist 1x50 ml cc.NaCl-oldattal mostam, MgSO4-on
szaritottam. A nyersterméket oszlopkromatografiaval tisztitottam (szilikagél allofazis, eluens:

hexan-EtOAc (25%)). 3¢ (2,755 g termék, 70%-os termelés) LC-MS m/z (+): 179 [M+H]"

0

L

2-metil-4 H-kromén-4-on (27)

A 26 termék 2,755 g-jat (15,5 mmol, 1 ekv.) 155 ml metanolban feloldottam, 256 pl
(220 mg, 3,1 mmol, 0,2 ekv.) pirrolidint és 28 ul (28 mg, 1,6 mmol, 0,1 ekv.) vizet adtam hozza
és nitrogén alatt szobahOmérsékleten kevertettem 24 6ran 4at. Ez utan az olddszert
vakuumbeparlassal eltavolitottam, a nyersterméket oszlopkromatografiaval tisztitottam
(szilikagél allfazis, eluens: DCM-MeOH (2%)). 37 (1,362 g termék, 54%-os termelés) LC-MS
m/z (+): 161 [M+H]"

2-(2-metil-4 H-kromén-4-ilidén)-malononitril (28)

500 mg (3,082 mmol, 1 ekv.) 27 terméket és 246 mg (3,729 mmol, 1,21 ekv.) malonitrilt
feloldottam 2,5 ml ecetsav-anhidridben €s nitrogén alatt 140 °C-on 24 6ran at kevertettem. Az
elegyet beparoltam, majd 20 ml vizet adtam hozza és 30 percig forraltam. Az oldatot még 10 ml
vizzel higitottam és 3x20 ml DCM-nal extrahaltam, 1x0 ml cc.NaCl-oldattal mostam és
NaxSO4-on szaritottam. A nyers terméket oszlopkromatografiaval tisztitottam (szilikagél

allofazis, eluens: hexan-EtOAc (25%)). 38

Br Br
QT/

2,4-dibrém-N, N-dimetilanilin (29)
956 ul (1 g, 8,25 mmol, 1 ekv.) N,N-dimetilanilint 10 ml tdémény ecetsavban kevertettem,
majd 850 ul (2,637 g, 16,50 mmol, 2 ekv.) Brx és 16,5 ml DCM elegyét csepegtettem hozza
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3 perc alatt. Ez utan 5 percig kevertettem az elegyet, majd 100 ml vizzel higitottam és szilard
NaOH-dal az oldat pH-jat lugosra allitottam. Az elegyet 4x25 ml Et;O-rel extrahaltam, a
szerves fazist 1x50 ml cc.NaHSOzs-oldattal és 1x50 ml cc.NaCl-oldattal mostam, MgSQO4-on
szaritottam. A nyers terméket oszlopkromatografiaval tisztitottam (szilikagél allo6fazis, eluens:

hexdn-DCM (1%)). *° (799 mg termék, 35%-os termelés) LC-MS m/z (+): 280 [M+H]"

Br
metil-5-brém-2-(dimetilamino)-benzoat (30)

300 mg (1,304 mmol, 1 ekv.) metil-2-amino-5-bromanilint és 757 mg (5,477 mmol,
3,2 ekv.) KoCOs-ot szuszpendéltam 26 ml acetonitrilben, majd 0,84 ml (5,477 mmol, 3,2 ekv.)
metil-jodidot adtam hozza. Az elegyet bombacsdben 4 napig 80 °C-on kevertettem. A nyers
terméket oszlopkromatografiaval tisztitottam (szilikagél allofazis, eluens: hexan-EtOAc

(20%)). (230 mg termék, 68%-os termelés) LC-MS m/z (+): 246 [M+H]"

OH

Br
(5-brom-2-(dimetilamino)-fenil)-metanol (31)

230 mg (0,891 mmol, 1 ekv.) 30 terméket feloldottam 10 ml absz.DCM-ban és N, alatt
kevertetve -78 °C-ra hiitottem, 1,78 ml diizobutil-aluminium-hidridet (DIBAL-H) (1 M oldat
toluolban, 1,782 mmol, 2 ekv.) adtam hozza csépdgtetve. Az oldatot 1 6ran at kevertettem -
78 °C-on, majd 30 ml Na>SOs-ot adtam az elegyhez , ezutan kevés szilard Na>SOs-ot ¢és
szobahOmérsékleten kevertettem 1 6ran at. Az elegyet vékony réteg celliten szlirtem at,
elvalasztottam a sziirlet két fazisit és a szerves fazist beparoltam. A nyers terméket
oszlopkromatografiaval tisztitottam (szilikagél allofazis, eluens: hexdn-EtOAc (20%)). (89 mg

termék, 43%-os termelés)

60



Br
5-brém-2-(dimetilamino)-benzaldehid (32)

89 mg (0,390 mmol, 1 ekv.) 31 terméket és 339 mg (3,900 mmol, 10 ekv.) MnO:-ot
acetonitrilben szuszpendaltam és 24 6rdn at kevertettem szobahdmérsékleten. Az elegyet
szlirtem, haromszor acetonitrillel mostam, majd a szlirletet beparoltam. A nyers terméket
oszlopkromatografiaval tisztitottam (szilikagél all6fazis, eluens: hexdn-EtOAc (15%)). (68 mg
termék, 76%-os termelés) LC-MS m/z (+): 376 [M+H]"

0.0
I
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Br
4-brém-2-(1,3-dioxolan-2-il)-V,N-dimetilanilin (33)

68 mg (0,298 mmol, 1ekv.) 32 terméket ¢és 1mg (0,006 mmol, 0,02 ekv.) p-
toluolszulfonsavat (TsOH) 20 ml toluolban feloldottam és 25 ul (0,447 mmol, 1,5 ekv.)
etilénglikolt adtam az oldathoz, majd 110 °C-on kevertettem 48 6rdn 4t Dean-Stark
vizlevalaszto feltéttel. A reakciodelegyet beparoltam A nyers terméket oszlopkromatografiaval
tisztitottam (szilikagél allofazis, eluens: hexan-EtOAc (20%)). (46 mg termék, 57%-os
termelés) LC-MS m/z (+): 274 [M+H]"

[\
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4-(dimetilamino)-3-(1,3-dioxolan-2-il)-benzaldehid (34)

46 mg (0,169 mmol, 1 ekv.) 33 terméket nitrogén alatt feloldottam 3 ml vizmentes THF-ban,
-78 °C-ra hiitottem az oldatot, majd 0,2 ml n-BuLi-oldatot (2,5 M hexadnban, 0,473 mmol,
2,8 ekv.) és N, alatt kevertettem -78 °C-on 2 6ran 4at. 0,19 ml vizmentes DMF-ot adtam
(2,467 mmol, 14,6 ekv.) 0,19 ml vizmentes THF-hoz, majd az elegyet a lehiitott oldathoz adtam
¢és 22 oran at kevertettem szobahdmérsékleten. A reakcidelegyet 15 ml EtOAc-al higitottam,

3x15 ml vizzel, 1x15 ml cc.NaCl-oldattal mostam , majd a szerves fazist MgSO4-on szaritottam
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¢s beparoltam. A nyers terméket oszlopkromatografidval tisztitottam (szilikagél allofazis,

eluens: hexdn-EtOAc (15%)). (3 mg termék, 8%-os termelés)

2-(2-(4-(dimetilamino)-3-(1,3-dioxolan-2-il)-sztiril)-4 H-kromén-4-ilid)-malonitril (35)

6 mg (0,028 mmol, 2ekv.) 28 terméket feloldottam 2 ml acetonitrilben ¢és 3 mg
(0,014 mmol, 1 ekv.) 34 termékhez adtam, majd 15,2 pl piperidint adtam az elegyhez és 82 °C-
on kevertettem 20 6ran at. A reakcidelegyet beparoltam, a terméket a kis mennyisége miatt

tisztitas nélkiil hasznaltam fel 36 elballitasahoz. LC-MS m/z (+): 412 [M+H]"

2-(2-(4-(dimetilamino)-3-formilsztiril)-4 H-kromén-4-ilid)-malonitril (36)

0,8 mg 35 terméket feloldottam 1 ml metanolban és 0,3 ml 2 M HCl-oldatot adtam hozza,
majd 4 oran at kevertettem szobahdmérsékleten. Az elegyet beparoltam. A vart termék LC-MS-

sel kimutathato volt.

OH
2-(2-(4-hidroxisztiril)-4 H-kromén-4-ilidén)-malonitril (37)

400 mg (1,921 mmol, 1ekv.) 28 terméket 19 ml etanolban szuszpendaltam, 235 mg
(1,921 mmol, 1 ekv.) 4-hidroxibenzaldehidet és 759 ul (654 mg, 7,684 mmol, 4 ekv.) piperidint

adtam hozzé, majd az elegyet 85 °C-on kevertettem 3,5 6rdn at és beparoltam. A nyers terméket
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oszlopkromatografiaval tisztitottam (szilikagél allofazis, eluens: DCM-MeOH (5%)). *°

(195 mg termék, 32%-os termelés) LC-MS m/z (-): 311 [M+H]"

OTf
4-(2-(4-(dicianometilén)-4 H-kromén-2-il)-vinil)-fenil-trifluormetanszulfonat (38)

195 mg (0,624 mmol, 1 ekv.) 37 terméket, 234 mg (0,655 mmol, 1,05 ekv.) PhNTf>-ot €s
137 ul (189 mg, 1,872 mmol, 3 ekv.) trietilamint feloldottam 15 ml DCM-ban (etanol mentes,
amilénnel stabilizalt), majd 45 °C-on kevertettem 3 6ran at. Az elegyet 10 ml DCM-nal
higitottam és 3x%30 ml cc.NaHCOs3-oldattal mostam, MgSQO4-on széritottam és beparoltam. A
nyers terméket oszlopkromatografiaval tisztitottam (szilikagél allofazis, eluens: hexan-EtOAc

25%)). (193 g termék, 70%-0s termelés)
g

“Boc

terc-butil 4-(4-(2-(4-(dicianometilén)-4 H-kromén-2-il)-vinil)-fenil)-piperazin-1-
karboxilat (39)

193 mg (0,434 mmol, 1 ekv.) 38 terméket, 97 mg (0,521 mmol, 1,2 ekv.) terc-butil-
piperazin-1-karboxilatot, 10 mg (0,043 mmol, 0,1 ekv.) Pd(OAc),-ot, 40 mg (0,065 mmol,
0,15 ekv.) BINAP katalizatorligandumot és 141 mg (0,608 mmol, 1,4 ekv.) Cs2COs-ot
szuszpendaltam 5 ml toluolban, majd 10 percig N2-t buborékoltattam at az elegyen. 100 °C-on
kevertettem 20 6ran 4t N» alatt, majd a nyers terméket oszlopkromatografiaval tisztitottam
(szilikagél allofazis, eluens: hexan-EtOAc (60%)). (60 mg termék, 29%-os termelés) LC-MS
m/z (+): 481 [M+H]"
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2-(2-(4-(piperazin-1-il)-sztiril)-4 H-kromén-4-ilidén)malonitril (40)

60 mg 39 terméket 1 ml acetonitrilben feloldottam, majd 0,5 ml vizet és 2 ml TFA-at adtam
hozza és 1,5 6ran at kevertettem szobahdmérsékleten. A reakcidelegyet beparoltam, a nyers

terméket tisztitas nélkil hasznaltam fel 41 eldallitasdhoz.

.Boc
N
H
terc-butil-(6-(4-(4-(2-(4-(dicianometilén)-4 H-kromén-2-il)-vinil)-fenil)-piperazin-1-il)-
hexil)-karbamat (41)

48 mg (0,125 mmol, 1 ekv.) 40 termékhez 40 mg (0,186 mmol, 1,49 ekv.) 15 terméket €s
55 mg (0,260 mmol, 2,08 ekv.) NaBH(OACc)3-ot adtam, 6 ml 1,2-dikloretanban szuszpendaltam
és 0,25ml (263 mg, 4,371 mmol, 35 ekv.) tomény ecetsavat adtam hozza. Az elegyet
szobahdmérsékleten kevertettem 70 6ran keresztiil, majd beparoltam. A terméket tisztitas

nélkiil hasznaltam fel 12 el8allitasahoz. LC-MS m/z (+): 580 [M+H]"
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2-(2-(4-(4-(6-aminohexil)-piperazin-1-il)-sztiril)-4 H-kromén-4-ilidén)-malonitril (12)

72 mg (0,125 mmol) 42 terméket feloldottam 6 ml acetonitrilben, majd 0,5 ml vizet és 4 ml
TFA-at adtam hozza. Az elegyet szobahdmérsékleten kevertettem 30 percen at €s beparoltam,
vakuummal széritottam. A nyers terméket preparativ HPLC-vel tisztitottam. (6,5 mg termék)

LC-MS m/z (+): 480 [M+H]"
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10.3. Biologiai kisérletek

10.3.1. HEK?293T sejtek passzalasa. A kisérletekhez HEK293T (ATCC; CRL-3216,
Manassas, VA, USA) sejtkultarat hasznaltunk, a sejtek inkubélasat 37 °C-on, 5% CO:
atmoszféraban végeztilk Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco 21063-029)
tapoldatban, amelyet 10% FBS-sel (Gibco 10500-064), 1% penicillin-sztreptomicinnel (Gibco
Life Technologies 15140-122), 1% L-GlutaMAX-szal (Gibco 35050-061) és 1% natrium-
piruvattal (Gibco 11360-070) egészitettiink ki. A sejtek passzalasat tripszines (Gibco 25200-
056) kezelést kovetden 3-4 naponta, legfeljebb 20 passzalasig végeztiikk. A kamrak feliiletét
0,01 mg/ml Poly-L-lizinnel (Sigma P5899) kezeltiik 4-8 6rdn 4at, majd a sejteket
160000 sejt/ml-es szuszpenzidként tettiik ra 48 oraval a transzfekcid el6tt, majd azokat a
feliiletet 70-80%-0s boritottsagaig novesztettiik. A kisérleteket p-Slide 8 kamras lemezeken

(Ibidi 80827; 250 ul/well) végeztiik.

10.3.2. Inzulinreceptorok jelolése bioortogonalisan reaktiv csoporton keresztiil
WP5-t pillér[S]arén szarmazékkal és a sejtek fixalasa. A transzfektalashoz jetPRIME®
Transfection Reagent-tet (Polyplus 101000015) hasznaltunk a gyarté altal megadott protokoll
szerint. IRK®’6TAS_Halotag (a laborunkban korabban elkészitett), NESPyIRSAF/tRNAPYcya
(Dr. Edward Lemke kutatdcsoportjatol kapott) plazmidokat és 250 uM BCNK-t adtunk a
JetPRIME® elegyhez. A plazmidokat 0,25 pg/kamra mennyiségben alkalmaztuk. 4 oras
transzfekcid utan az oldatokat DMEM-re cseréltiik €s egy €jszakdn at inkubaltuk a kordbban
leirt koriilmények kozott (10.3.1. rész). A sejteket masnap DMEM-el mostuk és 60 percen at
3 uM WPS5-t-oldattal kezeltiik, kozvetleniil ezutan indikatormentes DMEM-el kétszer mostuk,

majd mégegyszer 2 Ora elteltével.

A mintakat ezutdn PBS-ben oldott 2%-os formaldehidoldattal (Sigma F8775) fixaltuk és

PBS-el mostuk haromszor. A mintdkat 1 napig (4 °C-on taroltuk), majd mikroszkopos

cre

oldatokként adtuk hozzajuk.

10.3.3. Fluoreszcens konfokalis mikroszképos vizsgalatok. A konfokalis képeket
Leica TCS SP8 mikroszkoppal készitettiik 552 nm-en gerjesztve, Leica HC PL APO CS2
40x/1.30 OIL olajimmerziés objektivvel, Leica HyD detektorral 570-800 nm-es detektalasi
tartomannyal. A képeket Leica Application Suite X és Imagel] szoftverekkel dolgoztuk fel
(NIH).

66



11. TIrodalomjegyzék

1.

10.

The Nobel Prize in Chemistry 2014. NobelPrize.org

https://www.nobelprize.org/prizes/chemistry/2014/summary/. (letltve: 2022.11.08.)

. Willig, K. L. ef al. Nanoscale resolution in GFP-based microscopy. Nat. Methods 3, 721—

723 (2006).

. Heilemann, M., Margeat, E., Kasper, R., Sauer, M. & Tinnefeld, P. Carbocyanine Dyes as

Efficient Reversible Single-Molecule Optical Switch. J. Am. Chem. Soc. 127, 3801-3806

(2005).

. Vaughan, J. C., Dempsey, G. T., Sun, E. & Zhuang, X. Phosphine Quenching of Cyanine

Dyes as a Versatile Tool for Fluorescence Microscopy. J. Am. Chem. Soc. 135, 1197-1200

(2013).

. Li, H. & Vaughan, J. C. Switchable Fluorophores for Single-Molecule Localization

Microscopy. Chem. Rev. 118, 9412-9454 (2018).

. Tian, Z. & Li, A. D. Q. Photoswitching-Enabled Novel Optical Imaging: Innovative

Solutions for Real-World Challenges in Fluorescence Detections. Acc. Chem. Res. 46,

269-279 (2013).

. Nienhaus, K. & Ulrich Nienhaus, G. Fluorescent proteins for live-cell imaging with super-

resolution. Chem Soc Rev 43, 1088—1106 (2014).

. Uno, S. et al. A spontaneously blinking fluorophore based on intramolecular

spirocyclization for live-cell super-resolution imaging. Nat. Chem. 6, 681-689 (2014).

. Sharonov, A. & Hochstrasser, R. M. Wide-field subdiffraction imaging by accumulated

binding of diffusing probes. Proc. Natl. Acad. Sci. 103, 18911-18916 (2006).
Sasmal, R. et al. Dynamic host—guest interaction enables autonomous single molecule

blinking and super-resolution imaging. Chem. Commun. 55, 14430-14433 (2019).

67



11. Ni, X.-L. et al. Cucurbit[n]uril-based coordination chemistry: from simple
coordination complexes to novel poly-dimensional coordination polymers. Chem. Soc. Rev.
42, 9480-9508 (2013).

12. Murray, J., Kim, K., Ogoshi, T., Yao, W. & Gibb, B. C. The aqueous supramolecular
chemistry of cucurbit[n]urils, pillar[n]arenes and deep-cavity cavitands. Chem. Soc. Rev.
46, 2479-2496 (2017).

13. Ogoshi, T., Hashizume, M., Yamagishi, T. & Nakamoto, Y. Synthesis,
conformational and host—guest properties of water-soluble pillar[5]arene. Chem. Commun.
46, 3708-3710 (2010).

14. Bojtar, M. et al. Pillararene-based fluorescent indicator displacement assay for the
selective recognition of ATP. Sens. Actuators B Chem. 248, 305-310 (2017).

15. Bojtar, M., Paudics, A., Hessz, D., Kubinyi, M. & Bitter, . Amino acid recognition
by fine tuning the association constants: tailored naphthalimides in pillar[5]arene-based
indicator displacement assays. RSC Adv. 6, 86269-86275 (2016).

16. The Nobel Prize in Chemistry 2022. NobelPrize.org
https://www.nobelprize.org/prizes/chemistry/2022/summaryy/.

17. Jennifer A Prescher & Bertozzi, C. R. Chemistry in living systems. Nat. Chem. Biol.
1, 13-21 (2005).

18. Kozma, E., Demeter, O. & Kele, P. Bio-orthogonal Fluorescent Labelling of
Biopolymers through Inverse-Electron-Demand Diels—Alder Reactions. ChemBioChem 18,
486-501 (2017).

19. Paudics, A., Kubinyi, M., Bitter, . & Bojtar, M. Carboxylato-pillar[6]arene-based
fluorescent indicator displacement assays for the recognition of monoamine

neurotransmitters. RSC Adv. 9, 16856—16862 (2019).

68



20. Sednev, M. V., Belov, V. N. & Hell, S. W. Fluorescent dyes with large Stokes shifts
for super-resolution optical microscopy of biological objects: a review. Methods Appl.
Fluoresc. 3, 042004 (2015).

21. Zhu, B., Cheng, Y., Li, G., Yang, S. & Zhang, Z. Synthesis and evaluation of
styrylpyran fluorophores for noninvasive detection of cerebral B-amyloid deposits. Bioorg.
Med. Chem. 24, 827-834 (2016).

22. Bojtar, M., Szakécs, Z., Hessz, D., Kubinyi, M. & Bitter, 1. Optical spectroscopic
studies on the complexation of stilbazolium dyes with a water soluble pillar[5]arene. RSC
Adv. 5,26504-26508 (2015).

23. Chin, J. W. Expanding and reprogramming the genetic code of cells and animals.
Annu. Rev. Biochem. 83, 379408 (2014).

24, Moy, C. L., Kaliappan, R. & McNeil, A. J. Aryl Trihydroxyborate Salts: Thermally
Unstable Species with Unusual Gelation Abilities. J. Org. Chem. 76, 8501-8507 (2011).

25. Mirzaei, S., Wang, D., Lindeman, S. V., Sem, C. M. & Rathore, R. Highly Selective
Synthesis of Pillar[n]arene (n =5, 6). Org. Lett. 20, 6583—-6586 (2018).

26. Cserép, G. B. ef al. Synthesis and Evaluation of Nicotinic Acid Derived Tetrazines
for Bioorthogonal Labeling. Synthesis 47, 2738-2744 (2015).

27. Ke, X.-S., Tang, J., Chen, J.-J., Zhou, Z.-Y. & Zhang, J.-L. B-Ionic Conjugated
Chlorin-Type Photosensitizers Based on Porpholactone: Synthesis, Photophysical
Properties, and Photodynamic Activity. ChemPlusChem 80, 237-252 (2015).

28. Synthesis of a Photostable Energy-Transfer Pair for “DNA Traffic Lights” -
Bohlédnder - 2014 - European Journal of Organic Chemistry - Wiley Online Library.
https://chemistry-europe.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/ejoc.201403119.

29. Akchurin, I. O., Yakhutina, A. I., Bochkov, A. Y., Solovjova, N. P. & Traven, V. F.

Synthesis of novel push-pull fluorescent dyes — 7-(diethylamino)furo[3,2-c]coumarin and

69



7-(diethylamino)thieno[3,2-c]Jcoumarin derivatives. Heterocycl. Commun. 24, 85-91
(2018).

30. Mattingly, P. G. Mono-Protected Diamines. Na-tert-Butoxycarbonyl a,w-
Alkanediamine Hydrochlorides from Amino alcohols. Synthesis 1990, 366—368 (1990).

31. Impact of y-Amino Acid Residue Preorganization on a/y-Peptide Foldamer Helicity
in Aqueous Solution | Journal of the American Chemical Society.
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/jacs.6b06177.

32. George, N., Ofori, S., Parkin, S. & Awuah, S. G. Mild deprotection of the N-tert-
butyloxycarbonyl (N-Boc) group using oxalyl chloride. RSC Adv. 10, 24017-24026 (2020).

33. Visible Light-Induced Borylation of C—O, C-N, and C—X Bonds | Journal of the
American Chemical Society. https://pubs.acs.org/doi/10.1021/jacs.9b12519.

34. Jang, Y. J., Mulay, S. V., Kim, Y., Jorayev, P. & Churchill, D. G. Nerve agent
simulant diethyl chlorophosphate detection using a cyclization reaction approach with high
stokes shift system. New J. Chem. 41, 1653—1658 (2017).

35. Berque-Bestel, 1. ef al. Synthesis and Characterization of the First Fluorescent
Antagonists for Human 5-HT4 Receptors. J. Med. Chem. 46, 26062620 (2003).

36. Stubbing, L. A., L1, F. F., Furkert, D. P., Caprio, V. E. & Brimble, M. A. Access to 2-
alkyl chromanones via a conjugate addition approach. Tetrahedron 68, 6948—6956 (2012).

37. Wen, S.-S., Wang, J., Luo, Y.-M. & Yang, H. Synthesis of functionalized chromones
via organocatalysis. Tetrahedron 70, 9314-9320 (2014).

38. Huang, J., Jiang, Y., Li, J., Huang, J. & Pu, K. Molecular Chemiluminescent Probes
with a Very Long Near-Infrared Emission Wavelength for in Vivo Imaging. Angew. Chem.

Int. Ed. 60, 39994003 (2021).

70



39. Majetich, G., Hicks, R. & Reister, S. Electrophilic Aromatic Bromination Using
Bromodimethylsulfonium Bromide Generated in Situ. J. Org. Chem. 62, 4321-4326
(1997).

40. Ke, X.-S., Tang, J., Chen, J.-J., Zhou, Z.-Y. & Zhang, J.-L. B-Ionic Conjugated
Chlorin-Type Photosensitizers Based on Porpholactone: Synthesis, Photophysical

Properties, and Photodynamic Activity. ChemPlusChem 80, 237-252 (2015).

71



