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1. Roviditésjegyzek

ACQ: aggregation-caused quenching, aggregaci6 okozta kioltas

AlE: aggregation-induced emission, aggregacio6 altal kivaltott emisszio
AIEE: aggregation-induced emission enhancement, aggregacido altal indukalt
emisszidfokozas

BODIPY: 4-bora-3a,4a-diaza-s-indacén

Cbz: benziloxikarbonil-csoport

DBU: 1,8-diazabiciklo[5.4.0]Jundec-7-én

DIPEA: diizopropil-etil-amin

DKM: diklormetan

DMF: N,N-dimetilformamid

DMSO: dimetil-szufloxid

DPA: 2,2’-dipikolil-amin

& molaris abszorpcios koefficiens

EGTA: etilénglikol-bisz(2-aminoetiléter)-N,N,N’,N -tetraecetsav

Et0: dietil-éter

EtOAC: etil-acetat

EtOH: etanol

FRET: Forster resonance energy transfer, Forster-féle rezonans energiaatadas
GFP: green fluorescent protein, zold fluoreszcens fehérje

GFPc: GFP chromophore, a zold fluoreszcens fehérje kromoforja

HEPES: 2-(4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il)etanszulfonsav

His: hisztidin

HOMO: highest occupied molecular orbital, legmagasabb betoltott molekulapalya
abs! abszorpciés maximum

Aem: emisszios maximum

Jex: gerjesztési (excitation) maximum

AL Stokes-eltolodas

LIF: laser-induced fluorescence microscopy, lézer-indukalt fluoreszcencia
mikroszkdpia

M és N: mol/dm?3

MeCN: acetonitril

Mel: metil-jodid



MeOH: metanol

NaOAc: natrium-acetat

NBS: N-brémszukcinimid

ON: overnight, egy éjszakan at

@ és QY: quantum yield, kvantumhatékonysag

PET: photoinduced electron transfer, fotoindukalt elektrontranszfer
p-HBDI: p-hidroxi-benzilidénimidazolinon

POI: protein of interest, a leiré név és az aminosav szekvencia alapjan azonositott
fehérje

RF.: retencios faktor

RT: room temperature, szobahdmérséklet

Ser: szerin

TEA: trietil-amin

TFA: trifluorecetsav

THF: tetrahidrofuran

tr: retencios 1d6

Trp: triptofan

Tyr: tirozin

Zn(OT)2: cink-triflat



2. Bevezetés

Napjainkban az analitok érzékelésére és nyomon kovetésére szolgald fluoreszcens
vegyliletek nagy érzékenységiik és alacsony koltségiik, kis miiszerezettségi igényiik miatt nagy
érdeklddést keltenek a kémia, a bioldgia €s a kdrnyezettudomany szamara. Mivel a fluoreszcens
mikroszkopia a bioldgia és a gyodgyszerkutatds egyik legfontosabb eszkozévé valt, egyre
nagyobb az igény a fényesebb és hatékonyabb fluoreszcens festékek irant.!

A heteroaromas policiklusos vegyiiletek kiilonosen alkalmasak a fluoreszcencia szinének
(hullamhosszanak) és intenzitdsanak egyidejii hangolhatosaga, testreszabhato, reprodukalhato
szerves kémiai szintézisiik miatt, igy jol alkalmazhatok kémiai érzékelokként ¢és
fluoroforokként a bioldgiai képalkotasban.? Bar mar eddig is szamos fluoreszcens jelzéanyagot
fejlesztettek ki, hogy a legkiilonfélébb sejtfolyamatokba betekintést nyerhessiink, az
alkalmazott fluoroférok szama igen csekély. A leggyakrabban hasznalt fluoroférok kozé
tartoznak a kumarinok, rodaminok, fluoreszcein-szarmazékok, BODIPY-k és cianinok
(1. abra). Ezen festékek ugyan mar kozel optimalis tulajdonsagokkal rendelkeznek, a
tobbségiikre azonban jellemz0 az elnyelt és a kibocsatott fényiik kdzotti spektralis atfedés. E
kis Stokes-eltolodas (az emisszios és a gerjesztési maximum kiillonbsége) miatt az emittalt fény
nagy része kiszlirésre keriil, annak érdekében, hogy elkeriiljék a gerjesztd forrds szorodasabol
szarmazo jelentés mértékii hattérzavarast. A nagy fényesség €s a nagy Stokes-eltolodas egyidejii
biztositasa azonban kihivast jelent. A feladat megoldasara jo stratégia lehet a meglévo
fluorférok finomhangolasa helyett 0 fluoroforvazak tervezése, amely iranyba viszonylag kevés
elérelépést mutatott fel a tudomény.*

Az utobbi években a bortartalmu heterociklusos vegyliletek irdnt egyre nagyobb
érdeklddés mutatkozik. A bératom kiilonlegessége abbdl adddik, hogy a tobbi heteroatomtol
eltéréen rendelkezik egy iires p-palyaval. Ez a tulajdonsag jelentdsen megvaltoztatja a
boératomot tartalmazd vegyliletek kémiai sajatsagat, igy a bortartalmu heterociklusok széles
skaldjara szamos alkalmazast fejlesztettek mar ki a gyogyszerkémia, az anyagtudomanyok, a
katalizis, valamint az optoelektronika teriiletén. Napjainkban az ilyen tipust vegyiiletek iranti
érdeklodés a molekula fluoreszcens tulajdonsdgahoz, illetve a fluoreszcencia hangolasanak
lehetdségeihez kapcsolddik.> Az olyan kémiai tulajdonsdgok, mint a spektralis jellemzoék
hangolasa és a biologiai hozzaférhetdség miatt jelentds eréfeszitéseket forditottak 1j aromas,
B—N-tartalmu heterociklusos molekuldk szintézisére, amelyek megkonnyithetik a vilagitasban
és a kijelz6technikaban alkalmazhat6 pszeudoaromas épitdelemek 1étrehozasat.® Jelen munkam

soran olyan mikroszkopiaban alkalmazhato vegyiiletek fejlesztését tliztem ki célul, melyek



jelentds Stokes-eltolodassal rendelkeznek, valamint fényességiik is magas. Ezt ujfajta

bortartalmu heterociklusos vegyiiletek eldallitasa és spektroszkopiai vizsgalata révén oldottam

meg.
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1. dbra: a): A legelterjedtebb fluoreszcens alapvazak; b): a fluoreszcencia gyakori
problémadi.



3. Irodalmi attekintés

3.1. A fluoreszcencia és felhasznalasa a mikroszkopiaban

Az optikai spektroszkopia mindig is egyediilallo eszkoz volt a kutatok szamara az anyagok
alapvetd tulajdonsagainak feltarasara és tanulméanyozésara az elektromagneses sugarzas ¢és az
anyag kolcsonhatasanak elemzése révén. A fény atomok vagy molekuldk altali
abszorpcidjanak, emisszidjanak, szorasanak és polarizacidjanak mérése fontos szerkezeti
informaciokat tartalmaz, illetve lehetové teszi az anyagok tulajdonsagainak vizsgalatat és
kémiai azonositasat. Azt a folyamatot, amikor a fény vagy elektromagneses sugarzas anyaggal
valdo kolcsonhatasat térben képezziik le, képalkotdsnak nevezziik, melynek vallfajai a
mikroszkopiatol az orvosi diagnosztikaig széles korben hasznaltak. Munkam kozéppontjaban a
mikroszkopia all alkalmazasi célként, mivel a kisérletek a magyar Femtonics Kft.-nél
valosultak meg, amely kétfoton-mikroszkopok gyartasaval és fejlesztésével foglalkozik. A
mikroszkopia a bioldgia régdta alkalmazott mddszere, de napjaink fluoreszcens €s 1ézeres
technikai 0j lehetdségek tarhazat nyitottak meg a mikroszkopikus vilag vizsgalatara. Ma mar
idében folyamatos képalkotassal informaciot kaphatunk a molekularis dinamika és a bioldgiai
folyamatok lejatszodasardl. Az elsé linearis modszereket, mint példaul a linearis abszorpcios
és fotolumineszcencia-spektroszkopiat mar joval az els6 1ézer megjelenése el6tt alkalmaztak az
atomos/molekularis specieszek mindségi és mennyiségi meghatarozasara, azonban a lézer
1960-as megjelenése Ota az optikai spektroszkdpia teriiletét forradalmasitotta a 1ézerek altal
kinalt rendkiviili intenzitds. A lézer a linearis modszerek jelhatékonysdganak fokozasan
tulmenden a nemlinedris optikai spektroszkdpiai technikdk sokasagat tarta fel, amelyek
korabban gyakorlatilag lehetetlenek voltak a hagyomanyos fényforrasok altal biztositott nagyon
alacsony jelhaté¢konysag miatt. A sokkal jobb jelhat¢konysag és a nagy érzékenységl
detektorok elérhetdsége szdmos ilyen technikat tett hozzaférhetévé a nagysebességli
mikroszkopia szaméra. Igy az optikai spektroszkopiai/mikroszkopiai technikak egyedi
jellemzoik alapjan szamos fontos alkalmazast kaptak az anyagtudomany, a biologia, a
gyogyszeripar és az orvostudomany teriiletén.® Manapsag nem ritka él6 allatokon végezni
térbeli 3D-s mikroszkdpos képalkotast, nagy sebességgel és felbontassal. A szuperrezolucios

technikak emellett elhoztak a mintdk igen részletes vizsgélatdnak a lehetéségét is.’



3.1.1. Lézer-indukalt fluoreszcencia mikroszkopia

A 1ézer-indukalt fluoreszcencia mikroszkopia (LIF, laser-induced fluorescence
microscopy) a biologusok korében az egyik leggyakrabban alkalmazott linearis mikroszkopiai
technika. Alapelve abban rejlik, hogy a vizsgalt anyagot, amely vagy dnmagaban fluoreszkal,
vagy kémiailag modositva fluoreszcenssé valik, esetleg egy fluoreszcens markerhez van kotve,
megfeleld hullamhossz (UV—lathato—IR-tartomanyban) 1ézersugarral szelektiven gerjesztjiik,
majd a kibocsatott, hullamhosszaban vordseltolodott fluoreszcenciajel spektralis szlirés utan
lathatova tehetd. A folyamat egyszerusitett Jablonski energiaszint diagramja lathaté az 2. abran,
ahol egy 4 hullamhosszl 1ézerfoton elnyelése a fluorofér molekulat az elsé elektronikus
gerjesztett allapotba (S1) hozza. Onnan gyors relaxacié utan ugyanannak az elektronallapotnak
egyik rezgési szintjére torténd atmenet utan az alapallapot (So) valamelyik rezgési szintjére

torténd atmenet voroseltolodott fluoreszcenciajelet ad.®

Aex Aem
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2. dbra: a): Abszorpcio és emisszio illusztrativ Jablonski diagramja. b): példa egy
fluoreszcens spektrumra. Lila: abszorpcios spektrum, zold: emisszios spektrum. Aex:
gerjesztési maximum, Aem: emisszios maximum, AL: Stokes-eltolodds; ¢): a fluoreszcencia
jelensége az altalam eloallitott anyaggal illusztralva.

A LIF-mikroszkdpia a fluoreszcens anyagok mikroszkopias vizsgalatara szolgalo technika,
mely rendkiviil nagy érzékenységet képes nyuljtani egy adott minta vizsgalatakor, ami miatt
ezen technika egyediilallonak szamit a mikroszkopia mas formaival 6sszevetve. A mintdkat egy
szlrdn keresztiil vizsgaljak, amely képes elnyelni a gerjesztéshez hasznalt rovid hullamhosszi
fényt, a fluoreszcens fényt pedig atengedi, ami igy a sotét hattér elétt vilagosnak latszik. 1y
modon akar egyetlen fluorofér molekula is azonosithato 10 szdmu kozonséges molekula
jelenlétében. A mas tipust mikroszkopias technikdkhoz hasonléan, a fluroeszcens

mikroszkopianak is harom alapvetd fajtdja ismert: a mennyiségi, a mindségi és az analitikai. A



kvantitativ fluoreszcencia mikroszkdpia annak meghatarozasat teszi lehetévé, hogy a minta
adott térfogatdban mennyi taldlhaté egy bizonyos anyagbol. A kvalitativ fluoreszcencia
mikroszkdpia a morfoldgiaval foglalkozik, valamint az immunologia teriiletén alkalmazzak
elterjedten. Az analitikai fluoreszcencia mikroszkopia egy fluorofor jellemzésére iranyul,
példaul a gerjesztési és emisszids spektrumok, vagy akar a lecsengési ido, illetve a polarizacid
mérésének segitségével. Munkam soran én is ezt a modszert alkalmaztam. Minden el6nye
ellenére a LIF-mikroszkopia egyik f6 problémadja, hogy a fokuszsik folotti és alatti életlen fény
nem sziirhet6 ki, ami a jel-zaj viszony romlasaval jar, hiszen a fluoreszcens fotonok a gerjeszté
fénysugar utjaban a teljes mintatérfogaton beliil emittalodnak. Ezért a modernebb technika a
konfokalis mikroszkép ahol a konfokalis sik hatarozza meg a megfigyelend6 képsikot és a
térbeli felbontast. Mivel az elsé elektronikus gerjesztett allapotba torténd atmenethez az
egyfoton fluoreszcencia-mikroszkopiaban altalaban lathatdo fényre van sziikség; ezért a
szovetekben a nagy szorés és az abszorpcid miatt a behatolasi mélység gyenge. Ez a probléma
konnyen kikiiszobolhetd a nemlinaris mikroszkopiaval, a kétfoton gerjesztésu fluoreszcencia
mikroszkopiaval, ahol a kozeli infravords gerjesztd fény hasznalata mélyebb behatolést tesz

lehet6vé. 88

3.1.2. A leggyakrabban el6forduld fluoreszcens alapvazak

A fluoreszcencia-alapi molekularis jelzGanyagok mar régota szolgalnak biomolekulak
képalkotasanak eszkozeként. A szintetikus fluoroforral torténd fluoreszcens jelolésrdl eldszor
1942-ben szamoltak be, amikor fluoreszcein-izotiocianat (3. abra, 1) jelolésti pneumococcus
elleni antitesteket allitottak eld. Az 1980-as évekig a fluoreszcens jelolést fokeént fixalt biologiai
mintak elemzésére hasznaltdk. Az elmult két évtizedben szdmos olyan modszert terveztek,
amelyek lehetdvé tették a fluoreszcens jelzOanyagok €16 rendszerekbe torténd beillesztését.
Erre gyakran hasznalnak genetikailag kifejezett proteineket, melyek a jelolni kivant teriileten
kifejez6d6 célfehérje és egy fluoreszcens fehérje genetikai hibridjei. Egyes esetekben azonban
az ¢l6 rendszerek elemzése megkdveteli a kis molekulatomegli fluoreszcens vegyiiletek
hasznalatat a biologiai jel6léshez. Ezen okbdl kifolydlag kezdtem el magam is ilyen vegyiiletek
fejlesztésével foglalkozni. Egy adott fluorofor felhasznaldsdnak lehetdsége fiigg annak
fotofizikai (gerjesztési maximum [Aex], emisszidos maximum [Aem], moléris abszorpcios
koefficiens/extinkcios egyiitthatd [¢], kvantumhatékonysag [ D], a gerjesztett allapot élettartama
¢s a fotostabilitas) és kémiai tulajdonsagaitdl (reaktivitds, oldhatdsag, lipofilitds, pKa és
stabilitds). A molaris abszorpcios koefficiens és a kvantumhatékonysdg szorzata (¢ x @,

fényesség) az az univerzalis paraméter, amelyet a vegylilet érzékenységének meghatarozasara

10



hasznalnak a kiilonb6z0 fluoroforok esetében. Ez az ¢érték kozvetleniil ardnyos a

crcr

valamint az elnyelt fény mennyiségét.®
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3. abra: A fluoreszcein-izotiocianat

A konjugalt vaz koriili elektronkiildd és elektronszivo csoportok jelenléte eldsegitheti az
abszorpcids és emisszids spektrum eltolodasat. Ha egy festék nagymértékben konjugilt
n-rendszerli, sikbeli szerkezettel rendelkezik, a molekuldk hajlamosak aggregalddni és
halmozott m — m kolcsonhatdsokat létrehozni, ami az aggregaci6 okozta kioltas (ACQ,
aggregation-caused quenching) nevi jelenségben kioltja az emissziot. Ezzel szemben egyes
szinezékek, amelyek oldatban nem, vagy rosszul emittalnak, szilard &llapotban az
intramolekularis forgdsok és torzids rezgések korlatozasa miatt erfsen sugarzova valhatnak,
ami az aggregacid altal kivaltott emisszio (AIE, aggregation-induced emission) vagy
aggregacio altal indukalt emisszioéfokozas (AIEE, aggregation-induced emission enhancement)

néven ismert jelenség.'°

3.1.3. Az ultraibolya és kék spektralis tartomanyban emittalo fluoroforok

Az UV-tartomanyban elnyeld fluoroférok nagy hatranya, hogy alkalmazasuk é16
szervezetekben az UV fény erds karositd hatdsai miatt limitalt. Emellett nehéz
megkiilonboztetni ezen markerek fluoreszcenciajeleit a sejtek autofluoreszcenciajatol. A
pirénszarmazékok (4. abra, 2) egyik klasszikus példai a kozeli UV-tartomanyban emittald
fluoroféroknak: Aex = 340 nm, Jem = 376 nm, magas @ = 0,75 kvantumhatékonysag, kémiai
stabilitas és hosszl fluoreszcencia-¢élettartam jellemzi 6ket, ami lehetévé teszi, hogy a fluorofor
molekulak az emisszids spektrumban batokrom eltolodassal rendelkezé excimereket (excited
dimer, gerjesztett dimer) képezzenek. A pirének e tulajdonsagait a fehérjeszerkezet
konformdcios valtozasainak megfigyelésére ¢és egyes fémionok koncentracidjanak
meghatarozasara hasznaljak. A pirénszarmazékokat, példaul a 8-hidroxi-1,3,6-piréntriszulfatot

(4. 4bra, 3), roviden piranint pH-indikatorként vagy Cu*-ionok érzékeléjeként is hasznaljak.™

11



A 8-karboximetilpiranin szarmazék (4. abra, 4) fényes és fotostabil, az ibolyantali
tartomanyban emittalo jelzoként hasznalhato sejtes elemek tdbbszinii jeldlésére.®

A kumarinszarmazékokon alapuld fluoreszcens festékeket széles korben alkalmazzak
elektronkiildd szubsztituens a spektrum lathat6 tartomanyaban emittaldo fluoroférokat
eredményez, amilyen példaul a 7-hidroxi-4-metilkumarin (4. abra, 5). Ezt a fluorofort
Jex =360 NM, Aem = 450 nm, £ = 1,7 x 10° Mtcm™?, és @ = 0,63 jellemzi. A 7-hidroxikumarin-
szarmazekok a foszfataz aktivitas sejten beliili fluoreszcens szenzoraiként miikodnek; vegyes
karbonatjai a lipaz- €s az észteraz-aktivitds meghatarozasara szolgéalnak, mivel észter formaja
sOtét, hidrolizis utdn pedig fluoreszcencidja helyreallitodik. Egy rokon vegyiilet, a
7-amino-4-metilkumarin (4. abra, 6) pH > 5-nél a hidroxiszarmazékkal azonos spektralis

tulajdonsagokat mutat.’

303- Na+ 803-Na+

‘O ot ‘O Na+ Nt ‘O N
E ! 038 a ‘0,8 at
3 O‘ o 3 O‘ o
0

OH Ho)l\,o

4. abra: Az UV-tartomanyban (< 400 nm) emittalo fluoroforok
3.1.4. A z6ld-séarga spektralis tartomanyban emittalo fluoroforok

A fluoreszcein, mely az egyik legismertebb fluorofor, egyediilalld tulajdonsagokkal
rendelkezik: vizes oldatokban hét prototrop formdban létezhet, beleértve a bioldgiailag
legfontosabbakat — a monoanionos és dianionos formakat —, amelyek pKa ~ 6,4-en alakulnak
at. A dianionos forma maximalis fluoreszcenciat mutat (dex = 490 nm, Jem = 514 nm,
£=93x10* Mtem?, é @ = 0,95). A fluoreszcein-szarmazékok pH-érzékenységét
fluoreszcens pH-indikaciora hasznaljak fel. Egyéb szarmazékok kiilonbozé fémionok
érzékelésére alkalmasak, példaul a Fluo-3 (1ex = 506 nm, Aem = 515 nm, ¢ = 8,6 x 10* M icm™
és @ =0,15), vagy Oregon Green-BAPTA-1 (fex =493 nm, Jem =522 1M, £ = 7,6 x 10* M tcm™

crcr

egyensulyi formaban létezik: a lakton és a kinoidalis formaban (5. abra). A fenilcsoportok

12



acilezése vagy alkilezése a molekula fluoreszcencia nélkiili lakton formaban valo rogzitését
eredményezi, amely szamos enzim fluorogén szubsztratjainak szintézisére haszndlhatd. A
fluoreszcein alapu fluoroféroknak azonban komoly hatradnyai is vannak. Jellemzd rajuk a
nagymértékii fotobleaching (a fluorofor irreverzibilis fotokémiai karosodasa, azaz kifakulasa),

illetve a kis Stokes-eltolodas.®

5. abra: A fluoreszcein két egyensulyi formdja. A bal oldali nyilt forma fluoreszkal, mig a

jobb oldali gyiiriis forma nem fluoreszkal.

A z6ld tartominyban emittdld szintetikus fluoroférok masik csoportja a
rodaminszarmazékokon alapul, melyekre alacsony Stokes-eltolodas jellemzd, illetve gyakran
toxikusak is. A rodamin vazaba kiilonb6z6 szubsztituensek bevitele lehetové teszi a spektralis
jellemzok hangolasat. A legismertebb példa a rhodamine 110 (lex = 497 nm, Jem = 520 nm,
e=76 x 10* Mlecm™, és @ = 0,88; 6. abra, 7). A négytagu azetidingyiiriik bevitele a két
nitrogénatomnal jelentdsen ndveli a fluorofor kvantumhatékonysagat és fényességét, mig a
négy metilcsoport beépitése az N,N” atomoknal a gerjesztési és emisszidos maximumokat a voros
hullamhosszi tartomany felé tolja el (dex/ Aem 548/572 nm), de csokkenti a fluorofor
kvantumhatékonysagét vizes oldatokban (@ = 0,41). Az aminocsoportok helyett merev gytirlis
rendszereket tartalmaz6 rodaminokat nagyobb kvantumhatékonysag jellemzi; spektrumuk a
magas hullamhossz-tartomany felé tolodik el. Kiilonosen a sulforhodamine 101-et (6. abra, 8)
¢s szarmazékait — a sejtbiologiaban leggyakrabban hasznalt fluoroférokat — érzékenyitékeént is
hasznaljak a fotodinamids terapidban. A fluoreszceinnel egyiitt a rodaminok a FRET-parok
(Forster resonance energy transfer, Forster-féle rezonans energiaatadas) alkotoelemei. A
rodamin mindkét aminocsoportjanak helyettesitésével nem fluoreszkald szarmazékokat
kaphatunk. Ezt a tulajdonsagot fotoaktivalhaté rodamin-analogok és fluorogén szubsztratok
szintézisénél hasznaljak ki az enzimkatalizis mechanizmusainak tanulmanyozasakor.
Ezenkiviil a rodaminszdrmazékokat pH- és egyes fémionok indikatorainak tervezésekor is
alkalmazzak.?

A széles korben BODIPY néven ismert bordifluorodipirrometén-alapt vegyiileteket
fluoreszcens jeloldanyagok szintetizaldsara hasznaljak, tobbek kozott az €16 sejtekben levd
biomolekulak jelolésére. Nagy fotostabilitas és kvantumhatékonysag, semleges toltés, valamint

keskeny abszorpcids és emisszids savok jellemzik 6ket. A festékek ezen csoportja bizonyos
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szubsztituensekkel a kivant hulldmhosszra hangolhat6. E fluoroforok széles korti alkalmazasa
azonban korlatozott, mert vizben val6d oldhatésdguk gyenge. Néhany BODIPY fluorofor a
fluoreszceinhez hasonld spektralis tulajdonsagokkal rendelkezik, példaul a BODIPY FL
(ex =505 NM, Jem = 511 nm, £ = 9,1 x 10* Mlecm™?, és @ = 0,94; 6. 4bra, 9). A BODIPY-k és
a késobbiekben még emlitésre keriil6 szarmazékaik hatranyos tulajdonsaga a nagyon alacsony
Stokes-eltolodas (A4 ~ 10-20 nm), ebbdl kifolydlag nagy koncentracidban alkalmazva dket,

Oonkioltdak.

H,N o NH
0
i COOH

7 8 9

6. abra: A rhodamine 110 (7), a sulforhodamine 101 (8) és a BODIPY FL (9)

3.1.5. A voros, a tavoli voros és a kozeli infravords spektralis tartomanyban

emittald fluoroforok

A legnagyobb érdeklddés a tavoli voros €s a kozeli infravords spektrumtartoméanyban
emittalo fluoroforok irant mutatkozik, mivel e vegyiiletek fényt gerjesztd fluoreszcenciaja nem
karos az €16 rendszerekre. Raadasul az infravords sugarak sokkal mélyebben képesek behatolni
az ¢l6 szovetekbe, mint a révidebb hullamhossza fény. Ezenkiviil a tdvoli vords és infravoros
fluoroforokat hasznalva a hattér-autofluoreszcencia gyakorlatilag nincs hatassal a
biomolekuldk €16 rendszerekben torténd képalkotasara. Az ebbe a csoportba tartozé ismert
szintetikus fluoroférok tobbségének az a jelentds hatranya, hogy vizes oldatokban a
fluoreszcencia kvantumhatékonysaga alacsony. E csoport fluoroforjai koziil kiilonds figyelmet
érdemes forditani az aromas gylirik hozzakapcsolasdval modositott xanténszerkezetli
fluoreszcein- és rodaminszarmazékokra. Ezek a szubsztituensek a fluoreszcencia spektrumban
jelentés batokrom eltolodast okoznak. Az egyik ilyen szarmazék, a naftofluoreszcein (7.
abra, 10) lugos kozegben sokkal nagyobb hullamhosszon fluoreszkal (Aex/Aem —595/660 nm).
Ennek a tavoli voros fluroeszcens jeloldanyagnak minden elényét ellensulyozza azonban az a
tény, hogy alacsonyabb a moléris abszorpciés koefficiense (¢ =4,4 x 10* Mlcm™) és a
kvantumhatékonysaga (@ = 0,14). A szarmazékok ezen csoportjat sikeresen alkalmaztidk

szenzorként é16 sejtekben.®
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Az elmult évtizedben a kutatoknak sikeriilt olyan rodamin-szarmazékokat eldallitani,
melyekben a két aromas gytir(it 6sszekotd oxigénatomot példaul sziliciumra cserélték. Az ilyen
szarmazékokat a szakirodalom szilikorodaminok néven ismeri, melyek nagy elénye, hogy
nagyobb hulldmhosszon képesek elnyelni, mint a rodaminok, és emellett megmaradtak a
rodamin jo tulajdonsagai is, mint a nagy vizoldhatdsag, ellenallas a fotobleaching-gel szemben,
illetve a nagy kvantumhatékonysag vizes oldatban. A SiR680 ¢és SiR700 szarmazékokat az
alapvazhoz illesztett piperidin- és pirrolidinvaz segitségével nyerték (7. abra, 11 és 12). Ezen
molekuldk vizes oldatban mért spektralis tulajdonsagaik figyelemre méltéak: SiR680:
Jex = 674 nM, Jem = 689 nm, ¢ = 1,3 x 10° Mlem™, és @ = 0,35; SIR700: Jex = 691 nm,
Jem=7121nm, ¢ = 1,0 x 10° Mtcm™, és @ = 0,12. Hatranya azonban ezen vegyiileteknek — a
rodaminokhoz hasonléan — a mérsékelt Stokes-eltolédas (A4 ~ 20 nm).®

Ha a korabban emlitett BODIPY FL molekulaba tovabbi aromas szubsztituenst visziink be,
az a vords és a tavoli vords tartomanyok felé tolja el az emissziot (BODIPY TR,
BODIPY 630/650 és BODIPY 650/665) (7. abra, 13-15). A BODIPY-alapu jelzéanyag stabil
fluoreszcens marker. Zhang és munkatarsai, valamint Yang ¢és munkatdrsai szintetizaltak
azonban olyan fluoroférokat is, amelyeknek az optikai tulajdonsagaik fotoaktivalas soran vagy
biomolekuldkhoz val6 kdtddéskor megvaltoznak. A semleges toltéstt BODIPY képes athatolni
a sejtmembranon; egyes szarmazékai erds lipofil tulajdonsagokkal rendelkeznek, ezért foleg a
sejten beliili struktarak membranjaiban halmozddnak fel. Emiatt a citoszolban elhelyezkedd
biomolekulak képalkotasahoz hidrofil részeket tartalmazo, modositott
BODIPY -szarmazékokra van sziikség. Korabban azt is megemlitettem, hogy a BODIPY -k a kis
Stokes-eltolodasbol adéddan onkioltasra hajlamosak. Ezt a tulajdonsagot Jones és munkatarsai
arra hasznaltak ki, hogy BODIPY szinezékekkel jelolt kazein fehérjével kiilonb6zo protedzokat
tudtak nagy érzékenységgel kimutatni. A kazein konjugatumokat ugy jelolték a festékekkel,
hogy azok a fehérjében kioltédtak, mivel egymashoz kozel helyezkedtek el, és igy nem
fluoreszkalod szubsztratmolekulakhoz jutottak. A proteolitikus enzimekkel torténd emésztés
soran ezekbdl a molekulakbol festékkel jelolt kisebb peptidek szabadultak fel, amelyekben a
festékmolekuldk mar nem voltak kozel, igy a moddszer alkalmas volt az enzimaktivitas
folyamatos kovetésére. A fluoreszcencia ndvekedése az enzimaktivitassal aranyos volt.'?

A karbocianin szinezékek, vagy mas néven cianinok, kiilonb6zé hossziisaga
polimetilénldncokat tartalmazo vegyliletek, amelyek két nitrogénatom kozott paratlan szamu
szénatomot tartalmaznak. Az ismertebb szarmazékok alapszerkezetét a 7. abra mutatja (7.
abra, 16-18). E vegyiiletek szerkezete nagyon hasonlit a latopigment (rodopszin)

kromoforjaihoz. Kihasznalva ezt a tulajdonsagot, 2014-ben Yapici és munkatarsai egy olyan
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specifikus retinsavkotd fehérjét (CRABPII) kodold szerkezetet terveztek, amely képes
komplexalni a cianin festék egyik fluorogén szarmazékat. Megallapitottak, hogy az eredeti
profluoroférral ellentétben, a komplex fényessége €s fluoreszcencia kvantumhatékonysaga a
tavoli voros tartomanyban jelentés mértéka, illetve €16 E.coli baktériumsejtek képalkotasahoz
is elegendd szelektivitassal rendelkezik.'® Azokat a jeloléket, amelyeknél csak egy terminalis
nitrogénatom vesz részt az aromds heterociklusban, hemicianin festékeknek nevezik. A
hemicianinokat in vivo kisérletekben ratiometrikus fluoreszcens pH-érzékeloként alkalmazzak.
A sztreptocianinok azok a cianinmarkerek, amelyekben a terminalis toltéshordozo atomok
kozvetleniil a metilénlanchoz kapcsolédnak. A cianinokat magas moléris abszorpcios
koefficiens (akar 300 000 Mtcm™) és egyes vegyiileteket nagymértékii vizoldhatdsag és pH-ra
nem érzékeny fluoreszcencia jellemez.!* Az abszorpcié és az emisszio eltolhatd a nagyobb
hullamhosszak felé a polimetilénlanc hosszanak novelésével vagy a termindlis heterociklusos
fragmentumok aromas egységgel torténd beépitésével. Az elobbi azonban csak a
3-7 metilénegységet tartalmazo vegyiiletekre igaz, ugyanis ennél tobb egység esetén a kotések
mar szeparalt n-kotésként viselkednek, ami miatt a konjugécié gyengiil. A polimetilén lanc
hosszanak két szénatommal torténd novelése koriilbeliil 100 nm-rel, mig a benzolgylirii
beépitése a termindlis indolrészhez (a vegylilet nevét ilyenkor egy ,,.5” jeloléssel latjak el,

példaul Cy5.5) hozzavetdlegesen 30 nm-rel tolja el az abszorpciés maximumot.®4
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BODIPY TR BODIPY 630/650 BODIPY 650/665

13 14 15

Cy3 Cy5 Cy5.5

7. abra: A vorés tartomdnyban emittalo fluoroforok: a): xanténvazas vegyiiletek (10-12);
b): BODIPY-szdarmazékok (13-15); c): cianinok (16-18)

17



3.2. A GFP-kromofor jelentdsége

A z061d fluoreszcens fehérje (GFP, green fluorescent protein) az Aequora Victoria medtza
fénykibocsatd fehérjéje, amely ¢€lénkzold, fluoreszkald emisszioval rendelkezik. A kémiai
Nobel-dijat 2008-ban Osamu Shimomura, Martin Chalfie és Roger Tsien kaptak a GFP
felfedezésével és izolalasaval kapcsolatos munkajukért. Az egyik elonye, hogy a GFP konnyen
Osszekapcsolhato az érdeklédésiink targyat képezo fehérjével (POI, protein of interest, a leird
név és az aminosav szekvencia alapjan azonositott fehérje) az organizmusok genetikai
modositasan keresztiil, amely altal a kivant sejtrészecskékhez lokalizalhatd, vagy az
érdeklédéstinket képzo proteinek jelolésére hasznalhatd A lumineszcenciaért felelds kromofor
a p-hidroxi-benzilidénimidazolinon (p-HBDI), amely a fehérje hajtogatédasa soran a S-hordd
szerkezeten beliil alakul ki a Ser-Tyr-Gly tripeptid autokatalitikus dehidratacidja révén.
Azonban a p-HBDI &nmagaban, oldatban izoldlva nem emittal.!%® A GFP-anal6gok
kromofoérjai hasonld kondenzacios/oxidacids uton jonnek l1étre mas tripeptidekbdl (példaul a
kék fluoreszcens fehérje, BFP, blue fluorescent protein, Ser -His -Gly-b6l; cian fluoreszcens
fehérje, CFP, cyan fluorescent protein, Ser-Trp-Gly-bol). A GFP kromoforjait (8. abra, 19 és
20)1915 ¢s pontmutansait (21 a GFP Y66F mutansat; 22 a GFP Y66W mutansat képviseld cian
fluoreszcens fehérje; 23 a GFP Y66H mutansat képviselé kék fluoreszcens fehérje); vagy a
természetben eléforduld analogokat (24 a vords fluoreszeens fehérje, RFP, red fluorescent
protein) a kutatok sikeresen eléallitottak és tanulmanyoztak is oldatban. Valamivel révidebb
hullamhosszon fluoreszkélnak, mint a kiindulasi fehérjék, illetve rendkiviil alacsony a
kvantumhatékonysaguk.®® A kromoférok fluoreszcens emisszidjanak megsziinését altalaban a
molekula belsé forgasai, példaul az aril-alkén kotés hd hatdsara bekovetkezd rotacidja miatti
sugarzasmentes atmenetnek tulajdonitjak (8. éabra, kék nyil). A benzilidén kettés kotés
fotoizomerizacidja szintén felelds az emisszio kioltasaért, amely a fluoroforokat az emittalo
konformaciobol (Z-izomer) a nem emittald konformacioba (E-izomer) alakitja at (8. abra, piros
nyil). Tovabba a vizes kozeg polaris jellege a f-hordos fehérjeszerkezetekben 1évé apolaris

kornyezethez képest szintén hozzajarulhat a fluoreszcencia-csdkkenéshez. 1%
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8. abra: a): A GFP kromoforja kétott és szabad dllapotban; b): a GFP kromoforjait
reprezentdlo molekulak (19, 20), ismert pontmutdcioi (21-23) és a természetben eldforduld
analog (24).

A kromofor elhelyezkedése a fehérje f-horddjaban blokkolja a kromofor belsé forgasait és
a szén-szén kettOs kotés E/Z izomerizacidjat egy hidrogénkotés-halozat segitségével (8. abra).
Ez a blokkolas visszaszoritja a sugarzdsmentes atmenet valdszinliségét, és eldsegiti a sugarzas
folyamatat, fokozva ezzel a fluoreszcencia emissziot. A  GFP-kromofor (GFPc,
GFP chromophore) emisszios intenzitasanak fokozasara kiilonb6z6 stratégiakat dolgoztak ki,
amelyek kiilonféle eljarasokat és modszereket foglalnak magukban, beleértve a kristalyositast,
a makrociklusba vald kapszulazast, a fémekkel vagy boérral torténd komplexképzést vagy a
kémiai modositasokat.’> 8 Emellett a GFPc szerkezetének modositasat is elvégezték, hogy
megprobaljdk hangolni az emisszi6 szinét,!09

A GFPc-analogok szintézisét illetden két fo stratégiat alkalmaznak széles korben: az
Erlenmeyer-azlaktonszintézist (9. abra, a) és a Knoevenagel-kondenzaciot (9. abra, b els6 sor)
Az Erlenmeyer-azlaktonszintézis hippursav- vagy acetursav-szarmazékoknak aldehidekkel
imidazolidinon vazat reagaltatjak aldehiddel.?%

2007-ben Wu ¢és Burgess azt vizsgaltdk, hogy boratom beépitésével eld lehet allitani a
GFP-kromofér erdsen fluoreszkald analogjait. Koncepcidjukat és az altaluk eldallitott

vegyliletek egy részét a 10. dbra mutatja be. Feltételezték, hogy a boératom beépitése

crer
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fluoreszcensek lehetnek oldatban. Tovabba a 29 célmolekuldk szerkezete emlékeztet a
BODIPY osztalyba tartozo, intenziven fluoreszkald festékek szerkezetére. Munkéjuk soran
Knoevenagel-kondenzacioval, majd ezt kovetden bor-trifluorid—éter komplex segitségével
allitottak el6 a 10. abran lathato vegyiileteket. Kezdetben tigy gondoltak, hogy a szintézis f6
kihivasa az volt, hogy a Knoevenagel-kondenzacio utan keletkezé vegyiiletek hajlamosak
E/Z-izomerek keverékeként képzddni (9. abra, szogletes zarojel), de késdbb megallapitottak,
hogy ezek az anyagok a reakcio koriilményei kozott izomerizalodnak, melybdl a 29 és 30
molekuldk keletkeznek. Egykristaly rontgen analizis segitségével megallapitottak, hogy az
E-izomerben a karbonil C=0 kotés rovidebb, mint a Z-izomer esetén, mivel a 30 molekulaban
a boratom kozvetlen koordinaldédik a karbonil-csoport oxigénatomjaval. A spektroszkopiai
vegyiilet alacsonyabb gerjesztési hullamhosszal, illetve Stokes-eltolédassal rendelkezik, mint a
29b-d vegyiiletek az elektronkiildé aril-szubsztituens hianya miatt. Ennek ellenére az eldallitott
GFP-kromofér hibridek kvantumhatékonysaga, illetve extinkcios egylitthatdja, és ebbdl
kovetkezéen a fényességiik kiemelkedden nagynak bizonyult, ahogyan ez a BODIPY
fluoroférokra jellemzd. Munkéssaguk bizonyitotta, hogy a fehérje S-horddjdban kotve a

GFP-kromoférok nagyobb kvantumhatékonysaggal rendelkeznek.
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9. abra: a) Erlenmeyer-aziaktonszintézis, b) Knoevenagel-kondenzdacio, illetve Wu és
Burgess munkdja
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Aex ! AA (nm)
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29a 29b 29¢c Ow 29d
47718 490/ 31 493 /28 495/ 36
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10. abra: Wu és Burgess altal eléallitott régzitett GFP kromofor analogok és
spektroszkopiai jellemzdik MeOH-ban, ami poldris oldoszerként jol reprezentilja az él6
szervezetet.

3.3. Bortartalmu heterociklusos vegytiletek

Ha egy harmas koordinaciés szami boércentrumot beépitiink egy policiklusos aromas
szénhidrogénbe ugy, hogy az egyik C—C kotést egy izoelektromos B—N kotéssel helyettesitiink,
akkor az eredetinél merevebb és planérisabb policiklusos aromas azaborin-vegyiiletet kapunk.?
Ezekben a vegyiiletekben a nitrogén m-elektronokat képes donalni a bor iires p-palydjara,
kialakitva ezzel egy n-kotést. EIméleti tanulméanyok szerint a borazin csokkent aromas jelleggel
rendelkezik, a bor és a nitrogén kozotti elektronegativitasbeli kiilonbség miatt.?2?? Az aromds
azaborin-vegyiiletek olyan fontos tulajdonsagokkal rendelkeznek, mint példaul megnovekedett
fluoreszcencia-intenzitas, termikus és fotokémiai stabilitds, nagy molaris abszorpcios
koefficiens, nagy fluoreszcens kvantumhatékonysag, valamint nagy Stokes-eltolodas, illetve
hangolhat6 abszorpcids és emisszids spektrum.?>? Ezenkiviil a B-N kotés beépitése sajatos
aggregacios folyamatokat is kivalt a molekulaban.?’ Ezen anyagok potencilisan alkalmazhatok
molekula-szenzorokként, tovabba szerves fénykibocsatdé diddakban (OLED, organic
light-emitting diodes)??®3°, szerves mezdhatasu tranzisztorokban (OFET, organic field effect
transistors)®:34, lézeres optikai felvételekben (szilardtest-lézerekben)®“° és hidrogéntarold
anyagokban.*! A szerves borvegyiiletekre a gyogyszerkémiaban is egyre nagyobb érdeklédés
mutatkozik, ugyanis ezen vegyliletek metabolitjainak — féleg a borsavnak — korlatozott a
toxicitdsa. Ilyen széles korben alkalmazott borvegyiiletek példdul a rakellenes hatasu

bortezomib (11. 4bra, 31), illetve a helyi gombaellenes hatasu tavaborole (11. dbra, 32).4247
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11. dabra: A bortezomib (31) és a tavaborole (32)

Az aromas azaborin vegyiiletek kedvezd elektronikus és optikai tulajdonsagai miatt
elényosek lehetnek a szerves optoelektronikai anyagokban. Deward és munkatérsai az 1950-€s
évek végén szintetizaltdk az elsd aromas azaborin-vegyiileteket, a 9,10-azaborafenantrént
(12. abra, 33) és az azaboranaftalint (12. abra, 34).%84° Megallapitottak, hogy az azaborinok
elektrofil aromés szubsztiticion mennek keresztiil, illetve nagyfokll rezonancia-stabilitassal is
rendelkeznek.>® 1960-ban eléallitottdk az elsé monociklusos 1,2-azaborint (12. abra, 35),
amelyr6l megallapitottdk, hogy az aromas azaborangyiri stabilizalja. 2000-ben Ashe és
munkatarsai értek el attorést az 1,2-azaborinok szintézisének optimalizaldsaban, mely soran egy
gylirlizaré metatézis/oxidaciés modszert alkalmaztak.®® A kdzelmultban Liu és munkatirsai
mutattak be az 1,2-azaborinok eldallitasat a borhoz kapcsolddo kiilonféle szubsztituensekkel
(H, Bu, vinil, feniletinil, NMez, SBn, O'Bu és OCH2COOMe). Ezzel az 0j mddszerrel jo
termeléssel allitottak el6 az 1,2-azaborin-szarmazékokat, igy a Liu-csoport elkészitett egy nagy

molekula-konyvtarat ezen vegyiiletekbdl.>?

7 "NH
-, N+ +’, : N 'H
CTT N H

|
H
33 34 35

-

12. dabra: A 9,10-azaborafenantrén (33), az azaboranaftalin (34) és az 1,2-azaborin (35)

A szakirodalom szerint az aromas azaborinokrol (1-hidroxi-2,1-benzo[c]-1,2H-azaborin)
eddig csak néhany kozlemény jelent meg. A kozolt szerkezetek koziil csupan kettd hordoz
3-karboxilat részt.® Ilyen szerkezetli molekularél eldszor 2015-ben szamolt be Choi és Lim,
akik egy one-pot Horner-Wadsworth-Emmons olefinalas eredményeként a célmolekula
indol-szarmazék helyett a kapott vegyiilet az
N-karboxibenzil-1-hidroxi-6-metoxi-2,1-benzo[c]-1,2H-azaborin-3-karboxilat ~ volt, annak
ellenére, hogy a reakciot Cu-katalizalt koriilmények kozt hajtottak végre (13. 4bra, a).% Néhany

éve Lescure és munkatarsai 2-formilfenilboronsavakbol allitottak el policiklusos azaborinokat
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mikrohulldmu reaktorban (13. abra, b).>* Rajtuk kiviill még Saint-Louis és munkatarsai,
valamint Gwynne és munkatarsai hasznaltdk a 2-formilfenilboronsavat kiindulasi anyagként
azaborinok eldallitasdhoz.>®>" Ezekben a kisérletekben a jellemzd nitrogénforras egy laktam
volt. > Ezzel szemben a Lescura-csoport etil-glicinatot és 1-acetil-3-indolinont, a Choi-csoport

pedig N-Cbz-foszfonil-glicin-trimetil-észtert hasznaltak nitrogénforrasként.

a)  HO,_.OH 0- O Cul, K3PO, '
~ N 2,2'-bipiridin «...Cbhz
+ (o) N
o ,O\Fl, N,Cbz RT, 6-24 h ~ _ 0
[}
6 H 0
~N
0\
36 37 38
b) HO. _OH H O OH
N TEA, EtOH, H,0 "
\o + £ T 3y ’ 2 » N N
0” N 4 min, 160 °C N NS
H ]
OH O
39 40

41
13. dbra: a): Choi és Lim munkdja, b): Lescure munkdja

A harmas koordinacidju bortartalmu heterociklusok Lewis-savas tulajdonsaga miatt tobb
kutatécsoport is vizsgalta egyes anionok, példaul fluorid- és cianidionok optikai érzékelését.>®
A fluoridion az egyik legfontosabb anion az emberi egészség €és a kornyezetvédelem
szempontjabol.>® A B—N heterociklusok kozé tartoznak a hidroxilalt azaborinok, ahol az
—OH-csoport kozvetleniil a gylirliben levé borhoz kapcsolodik. Bar ezekben a tipusu
vegyiiletekben rejld lehetdségek még nagyrészt feltaratlanok, és az anionokra reagald
funkciodjat szintén nem irtdk még le az irodalomban. Dewar €s Dougherty kozlése ota a kutatok
az 1-hidroxi-2,3,1-benzodiazaborinokat — az izokinolin B—N izosztereit —, mint biologiailag

aktiv molekulak eldallitasanak lehetséges ttvonalaként vizsgaljdk (14. dbra). 50-62
OH
| R2
\vf
©/\(N
R1
14. dabra: 1-hidroxi-2,3,1-benzodiazaborinok

A kozelmultban nagy érdeklédés mutatkozott a borsavakat (HB(OH)2) vagy
boronatésztereket (HB(OR)2) tartalmazé vegyiiletek irant, mint a Suzuki-Miyaura

keresztkapcsolasi reakcio szintonjai, és mint molekularis szenzorok.®’ Ezen vegyiileteket
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potencialis biologiai aktivitasuk miatt is vizsgaltak. Az a-aminosav-szarmazékok példaul jol
ismertek arr6l, hogy szerin protedz inhibitorokként miikodnek. A kordbban mar emlitett
bortezomib (11. abra, 31) egy borsav dipeptid, amely hatasosan, szelektiven és reverzibilisen
ki.®® A Nemzeti Rakkutatdo Intézetben (National Cancer Institute) végzett vizsgalatok
kimutattdk, hogy a bortezomib 60 sejtvonalon atlagosan 7 nM-0s 1C50-értékkel gétolta a
daganatos sejtek szaporodasat. A boértartalmi aminosav-szdrmazékokat a rak kezelésére
szolgald borneutron-befogasos terapiaban vald felhasznalasuk szempontjabol is vizsgaltak.®*
Sajnalatos modon a bortartalmu aminosav-szarmazékok eldallitdsa némileg korlatozott a
Lewis-savas tulajdonsagu borsav-csoport érzékenysége és szamos szintetikus modszerrel valo

osszeférhetetlensége miatt.>’

a) CH, _ HS0s Br 7N NH5
—_ "
OH OMe NH
MeOH benzol MeOH
0

benzoil-peroxid o [o)
44 45
AT \gH EtOH, DBU S~
3* RT,24 h N.
o OH 0 &
47 48
X0 EtOH DBU ONZ
NH + q\ R
RT 24h N
© O OH
a5

15. abra: Saint-Louis munkdja: a) 1zoindolinon eldallitasa; b) Dihidro-pirrol-2-on
reakcidja formilfenilboronsavval, C) Izoindolinon reakcioja formilfenilboronsavakkal
2016-ban ¢és 2017-ben Saint-Louis és munkatarsai 1,5-dihidro-2H-pirrol-2-ont, valamint
izoindolinont kapcsoltak kiilonféle 2-formilfenilboronsav-szarmazékokkal (15. abra, b és c).
Az izoindolinont o-toluilsavbol kiindulva, egy észteresitést kovetd aril-metil bromozas utani
gylirtizarasi reakcioval allitottak elé (15. abra, a). Néhany altaluk eldallitott molekula
szerkezete és azok spektroszkopiai jellemz6i a 16. abran lathatok. Egy elektronkiildd
fenilcsoport bevitele a molekula bal oldalara ndveli a HOMO pélyaenergiat, valamint a vords
tartomany felé tolja el az abszorpcios hullamhosszat, ahogy ez a 48, illetve a 49 és 50
vegyliletek esetén lathat6. Tovabba egy metiléndioxi rész beépitése a 49 molekula jobb oldalara
szintén voroseltolt abszorpcids hullamhosszat, illetve megnovekedett HOMO palyaenergiat

eredményez. Szamitogépes vizsgalataik azt is megmutattak, hogy a borcentrum iires p-palydja
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atlapol a szomszédos m-rendszerrel vagy heteroatommal, mint példaul az oxigénnel vagy a

nitrogénnel,

kvantumhatékonysaguk ellenére jelen molekulak fényessége nem tal nagy.

48

360/ 52
0,97

ami

a

fluoreszcencia

49

O L

3711761
0,97

intenzitdsdnak novekedéséhez

50

vezet. A nagy
55,56

Aex ! AA (nm)
(0}
M~'cm™)

392/98
0,63

16. dbra: Saint-Louis és csoportja daltal eléallitott azaborinok és ezek spektroszkopiai
Jjellemzéi MeCN-ben
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4. Celkitlizes

Uj anyagok, fluoreszcens vegyiiletek és bor alapt gyogyszerek kifejlesztése 1j szintetikus
modszereket igényel. Mindazonaltal a policiklusos m-konjugalt azaborin molekuldk ¢és
szarmazékai tovabbra is ritkabbak, mint a nagyszamu C—C-tartalmq, illetve a heterociklusos
aromasok. Az azaborin vegyliletek eldallitaisa altaldban nagy kihivast jelent, és gyakran
tobblépéses reakciok, vagy atmeneti fém katalizdtor hasznalatat igénylik. Emiatt rendkiviil
fontos a B—N-tartalmt aromas vegyiiletek hatékony és egyszerli szintézisének kifejlesztése
ezen molekuldk alkalmazasahoz. Az ilyen tipusi molekulak emiatt igencsak felkeltették
érdeklodésiinket, ami a jelen munka koncepcidjanak (17. édbra) megsziiletéséhez vezetett.
Burgess uttord 2008-as munkdja ravilagitott, hogy a GFPc konforméciés mozgasanak
permanens gatlasaval rendkiviil hatékony és fényes z6ld fluoroforok allithatok eld, amelyek
tulajdonsagaikban emlékeztetnek a BODIPY vazas vegyiiletekre. Utobbi nem meglepd, hiszen
szerkezetiik is hasonlatos. A Saint-Louis munkajaban bemutatott azaborinok ezzel szemben
kevésbé fényesek és a kék tartomanyban nyelnek el. Munkam inspiraciojat Koos Katalin,
témavezetOm korabbi hallgatdjanak szakdolgozata adta, amelyben az itt leirtakhoz hasonld
azaborinszarmazékokat  allitott  el6.®°  Katalin  kutatdsabol  kideriilt,  hogy
2-formilfenilboronsavak kiilonféle imidazolinonokkal az irodalmi ismertet6ben leirt modon
Knoevenagel-kondenzacios reakcioban vesznek részt, amelyek GFPc analogokat
eredményeznek. Mitobb, az igy kapott intermedier azonnal tovabb is alakul, az imidazolinon
egyik N-atomja tamadja a borcentrumot, és igy zarolt GFPc analdgok allithatok el6. Az emlitett
dolgozatban a vegyiiletek spektroszkopiai tulajdonsdga nem volt részletesen tanulmanyozva,
valamint az alapvaz imidazolinon-oldalan torténd szubsztituacio altal okozott kiilonbségek nem
képezték a vizsgalat targyat. Munkamban célul tiiztem ki, hogy az emlitett vegyiilettipus tobb
képviseldjét eldallitom, a kiilonféle analdgok koziil pedig varakozasaim szerint kikeriilhetnek
fényes, nagy Stokes-eltolodasu fluoroforok. Emiatt spektroszkopiai tulajdonsagaik részletes
vizsgalatat is célul tiiztem ki, a kapott eredményekbdl pedig a szerkezet és tulajdonsagok kozotti
Osszefliggésekre is kivancsi voltam. Végiil legfontosabb célom az volt, hogy a potencialisan jo
tulajdonsagokkal rendelkezé fluoroférok alapjan bioldgiai felhasznalasra probalok meg

gyakorlati hasznu vegyiileteket eldallitani.
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Korabbi kisérletek:
Kottt GFP-kromoférokon alapulé fluoreszcens festékek
Wu, L., Brugess, K., JACS 2008, 130, 4089-4096

N=R  Fényesség 5,2x10*

el
R hex = 477 N
) FF R A)=T7nm
GFP kromofor Kititt GFP-analég
Nem-fluoreszcens Fluoreszcens

Azaborin-alapu fluoroforok
Saint-Louis, C.1., ef. al., JOC 2016, 81, 10955-10963

Fényesség 2,4x10*
hey =372 nm
Ak =60 nm

Sajiat munkdam:
GFP-kromofor altal inspiralt, azaborin heterocikluson alapulé fluorofér

o HO._,OH

17. abra: Az irodalmi adatok alapjan a kutatomunkam soran elézetesen megfogalmazott
koncepcio.
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5. Eredmények és értékelésiik

A 18. abra az altalam elGallitani tervezett vegyiiletek szerkezetét mutatja. Ezeket attol
fliggden, hogy az imidazolinon gylirth6z milyen szubsztituensek kapcsoldodnak, harom
csoportra osztottam. Az 1. csoportba azok a vegyiiletek tartoznak, ahol a gylrihdz egy
N-fenilcsoport kapcsolodik; a 2. csoportba azok, ahol metil- vagy fenilcsoport kapcsolodik; mig
a 3. csoportot azon molekulak alkotjak, ahol a metil- vagy fenilszubsztitici6 mellett a nem
anellaciods pontban levd nitrogénhez egy metilcsoport kapcsolddik. Ezek koziil azonban csupan
6 molekulanal jutottam el a szintézissor végéig, mivel a tobbi esetben vagy az intermedierek
elallitasa, vagy az utolsé 1épésben a kapcsolas volt sikertelen. igy a kovetkez6kben csak a

sikerrel végigvitt vegyiiletek szintézisét kozlom.

1. csoport: N-fenilimidazolinon alapu

(0] (0] (0]
o MeO X F X [0} X
N N N /N N /N < N /N
N N N o 5
! o TR TTRhNO
OH
51 52 53 54

2. csoport: alkil/arilimidazolninon alapu
(0} o (o] (o}
o} o
N ,N < N /N A /N < A /N
,N\< o ,N\< _N o) N
1 1 1 1
OH OH OH OH

55 56 57 58
3. csoport: masodik N metil-szubsztitualt

o] o] o) o]
Y N <o T N N <° XY -
,N\K o ,N\K _N-Y o N
] ] ] 1
OH OH OH OH
59 60 61 62

18. dbra: A kutatomunkam soran eldallitani kivant molekulak

5.1. Szintetikus munka

A szintézisek soran az imidazolinon szarmazékok eldallitasahoz kétféle reakcidutat
alkalmaztam. Ezen vegyiileteket ezutdn kereskedelmi forgalomban kaphato szubsztitualt
formilfenilboronsav-szarmazékokkal kapcsoltam egy Knoevenagel-kondenzacios reakcidban,

amely atlagosan 50 %-os termeléssel az eléallitani kivant molekulakhoz vezetett.
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5.1.1. N fenilimidazolinon el6allitasa

(o]
r[( NH, Mel H
N
NH + MeCN, DMF \r/N o
HN\\( T —
N,, RT, ON HN
3,419,57 %
63 64 65

19. abra: A 2-tiohidantoin nukleofil szubsztitucioja anilinnel

Az egyik féle imidazolinon szarmazék eldallitasahoz a kereskedelmi forgalomban is olcsén
beszerezhetd 2-tiohidantoinbol indultam ki, a laboratériumunkban mar gyakran alkalmazott
modszert alkalmazva.'®%® Elsé 1épésként a tiohidantoint feloldottam MeCN-ben és DMF-ben
N2-atmoszféra alatt egy szeptummal ellatott gdmblombikban. Ezutan hozzdadtam a Mel-ot,
amivel kialakitottam a molekulan egy jo tdvozo csoportot, a MeSH-t. A reakcidelegyet egy
¢jszakan at kevertettem, beparoltam rola az MeCN-t, majd feloldottam még tobb DMF-ben, és
hozzaadtam az anilint. No-atmoszféra alatt a reakcid néhany 6ra alatt lejatszodott, €s a keletkezd

végtermék egy vilagosbarna szinii, a metantiol nyomai miatt kellemetlen szagu por lett.

5.1.2. Kiilonbozoen szubsztitualt imidazolinonok eldallitasa

0 0
0
I r2 R2
fL a RN NaN, R‘JLN’ PPh3 H(N R
— — —
R NH /\Lr QJ\ DMSO o PhCH, N,
R2 25°C N; 25°C R!
.pl= 2=

66: R1 Me, R2 H 82 67 - 68 402 mg, 38 % 69 -
70: R' = Me, R2 = Me 71 4,389,40% 72 1,124q, 27% 73 -
74:R1=Ph,R2=H 75 241961% 76 984 mg, 64 % 77 529 mg, 84 %

78: R1 = Ph, RZ = Me 79 2:0 9, 85 % 80 872 mg, 47 % 81 -

20. dbra: Szubsztitualt imidazolinonok szintézise. a: 71: DKM, TEA, RT; 75: No, 110 °C;
79: toluol, N, 110 °C
Az ettdl eltérd tipust imidazolinonok eldéllitasdhoz a szakirodalomban leirt stratégiat
alkalmaztam.'®®" Els6 1épésként a szubsztitualt amidokat reagaltattam kloracetil-kloriddal,

71967 molekulat témavezetémtol

szubsztituenstdl fiiggden kiillonbozoé koriilmények kozt. A 6
készen kaptam. A 71 vegyiilet esetén a kiinduldsi N-metilacetamidot szobahdmérsékleten
feloldottam DKM-ben, TEA jelenlétében, majd a savkloridot cseppenként adtam a
reakcidelegyhez az oldat heves forrasa miatt. Egy éjszakanyi kevertetés utan az elegyet az
irodalomnak megfeleléen feldolgoztam, amibdl egy barna olajos anyagot kaptam. A 75 és 79
koztitermek esetén inert atmoszféraban, 110 °C-on hajtottam végre az acilezést oldoszer nélkiil

vagy toluolban. Az 75 intermedier esetében egy beparlast kovetd egyszerii szliréssel, mig a 79
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esetén az oldoszer beparlasa utan kaptam a vart terméket. A kapott termékeket tovabbi tisztitas
nélkil vittem at a kovetkez6 reakciolépéshez, mely soran a klort NaNsz-dal egy azidcsoportra
cseréltem le. Mindegyik reakciot egységesen DMSO-ban, szobahdmérsékleten, inert
atmoszféra alatt végeztem. Az acetamid szarmazékoknal a reakcid elérehaladdsat mind
LC-MS-en, mind VRK-n nehezen lehetett kdvetni, mivel a klor—azidcsoport csere a retencios
idoket csak igen csekély mértékben modositja, a vegyiiletek UV-spektruma keskeny, halvany
és megegyez0, tomegspektrometrias ionizaciojuk pedig alig figyelhetd meg rendszeriinkén. A
68 molekulat egy extrakciot kovetden, a 72 és 80 molekuldkat flash kromatografias tisztitas
utan, mig a 76 vegyliletet jeges vizre dntés utani egyszeri sziiréssel kaptam meg. A reakcidsor
utolsé  1épéseként egy intramolekuldris aza-Wittig gylrlizarast hajtottam  végre
szobahdmérsékleten, trifenilfoszfin jelenlétében, toluolban oldva. A melléktermékként
keletkez6 trifenilfoszfin-oxidot sem preparativ HPLC-s, sem flash kromatografias tisztitassal
nem sikeriilt maradéktalanul eltavolitani a termékek koziil. A reakcidok eldrehaladasat az
egy- vagy kétszeresen metil-szubsztitualt szarmazékok esetén, a kis molekulatomegiik miatt
ezuttal is nehezen lehetett kdvetni LC-MS-en. A 69, 73, valamint 81 molekulak pedig

gyakorlatilag nem keletkeztek, mert a késébbi kapcsolasi 1épések nem vezettek sikerre.

5.1.3. Az imidazolinonok 0sszekapcsolasa formilfenilboronsav-szarmazékokkal

0 (o} (0]
AcOH NN
N YN LOH pirrolidin Y, ,N\<
1 R 110 °C Rs 1 1
R oy oH R

21. dbra: Azaborinok eldallitasa szubsztitualt imidazolinonok és formilfenilboronsavak
kapcsolasaval

Az eldzbekben targyalt imidazolinon szarmazékokat kereskedelmi forgalomban kaphato
formilfenilboronsav-szarmazékokkal (47, 83-85) reagaltattam egy Knoevenagel-kondenzacio
soran. Az  51-54  vegyiletek  eldallitaisit  Koos  Katalin, kordbbi  BME-s
gyogyszervegyészmérndok hallgaté diplomamunkdjdban leirtak alapjan reprodukéltam.®®
Kisérletet tettem az 55, 56, illetve az 59-62 molekulak eléallitasara is, de azok sajnalatos moédon
nem jelentek meg termékként a reakcidelegyben. fgy a tovabbiakban csak a sikeresen elvégzett

kapcsolasokat kozlom.
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5.1.3.1.  5-Hidroxi-3-(fenilamino)benzo[c]imidazo[5,1-f][1,2]azaborinin-1(5H)-

on eléallitasa (51)

N
A=

(o]
H H AcOH ©\/Y‘<
+
@ ~OH plrrolldm N\< m ,)——NH
]

I
oh 110°C,2h o HN

175 mg, 61 %
65 47
51 51a

22. abra: Az N-fenilimidazolinon Knoevenagel-kondenzdcioja 2-formilfenilboronsavval

Az 51 vegyiilet eldallitasahoz 65 és 47 porkeverékét feloldottam ecetsavban, 1 csepp
pirrolidint adtam hozza, majd 110 °C-ra melegitettem az oldatot, ami id6ével narancssarga
szinlire valtozott. 2 6ra kevertetés utan a reakcidelegybdl vett LC-MS minta alapjan a fétermék
mellett a 51a nyilt 1anct melléktermék is keletkezett. Preparativ HPLC-n végzett tisztitas utan
a kristalyosodasnak indulé frakciokrél beparoltam az MeCN-t, majd a visszamaradd vizes
szuszpenzidt lehiitottem 5 °C-ra, €s szlirés utan vattaszeri, fehér tiikristalyos anyagként kaptam

meg a kivant terméket.

5.1.3.2.  5-Hidroxi-8-metoxi-3-(fenilamino)benzo[c]imidazo[5,1-
f][1,2]azaborinin-1(5H)-on eldallitasa (52)

N
,Q’>=o o HO. _OH
HN H /o\dLH ACOH W . “
+ N
@ ~OH plrrolldln HN\( />"NH
R
(0]
o}

]
OH 110 °C,2h

63 mg, 22 % 53 mg, 16 %

65 83 52a 52b

23. abra: Az N-fenilimidazolinon Knoevenagel-kondenzacidja 2-formil-4-
metoxifenilboronsavval
Az 52 molekula szintéziséhez 83 és 65 kever¢két ecetsavban oldottam, majd 1 csepp
pirrolidint adtam hozza. A reackioelegyet 110 °C-ra melegitettem, ami idével narancssargava
valtozott. A reakcid 2 ora lejatszodott, de az LC-MS szerint nem a kivant termék keletkezett,
ugyanis egyrészt a protodeboronalt 52a, masrészt a nyilt gylris Knoevenagel-addukt 52b
melléktermék képzddott. Az elegyet preparativ HPLC-n tisztitottam, és a melléktermékeket

tisztan izolaltam fehér (52a) és sagra por (52b) formajaban.
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5.1.3.3.  8-Fluor-5-hidroxi-3-(fenilamino)benzo[c]imidazo[5,1-f][1,2]azaborinin-
1(5H)-on eléallitasa (53)

N’>= o
M=o . . 0 HO.__OH
HN H H AcOH N N 'r:ll
—_—
N
@ ~OH pirrolidin IN\’( + Y )

] °
SH 110°C, 2 h oy HN S

185 mg, 60 %

84
65 53 53a

24. dbra: Az N-fenilimidazolinon Knoevenagel-kondenzdcioja 4-fluor-2-
formilfenilboronsavval
A 63 vegyiilet eldallitasahoz az el6zdekhez hasonldé modon a 84 és 65 vegyiilet keverékét
feloldottam ecetsavban és 1 csepp pirrolidint csepegtettem az oldatba. Ezutan 110 °C-ra
melegitettem és 2 ordig kevertettem a reakcidelegyet, ami id0 alatt a kiindulasi anyagok teljes
mértékben atalakultak. Preparativ HPLC-n végzett tisztitds utan a kristalyosodasnak induld
frakciokrol beparoltam az MeCN-t, majd a visszamaradoé vizes szuszpenzidt lehiitottem 5 °C-ra,

¢s szlirés utan fehér kristalyos anyag formajaban megkaptam a célvegyiiletet.

5.1.3.4.  5-Hidroxi-7-(fenilamino)-[1,3]dioxolo[4’,5":4,5]benzo[ 1,2-
climidazo[5,1-f][1,2]azaborinin-9(5H)-on eléallitasa (54)

| °
SH 110 °C on

N o}
,Q’>=O o HO. _OH
L ST —e e T n
—>
© * o ~OH pirrolidin [0} *N\/( ' <om /)"NH
HN\© o] 7N @

203 mg, 79 %
65 85 54 54a

25. dbra: Az N-fenilimidazolinon Knoevenagel-kondenzdcioja 2-formil-4,5-
metiléndioxifenilboronsavval
Az 54 céltermék eldallitasahoz feloldottam ecetsavban 65 és 85 keverékét, majd az
elegyhez 1 csepp pirrolidint adtam, és 110 °C-ra melegitettem. Néhany perc utan a reakcioelegy
szine narancssargara valtozott, és az LC-MS szerint a reakcid teljes mértékben lejatszodott,
mely a fétermék mellett az 54a melléktermék képzddését is szolgaltatta. Az oldatot jeges vizes
fiird6ben lehiitdttem, majd sziirés utan a kivant, tiszta terméket fehér szilard anyag forméjaban

kaptam meg.
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5.1.3.5.  5-hidroxi-3-fenilbenzo[c]imidazo[5,1-f][1,2]azaborinin-1(5H)-on
eblallitasa (57)

0 0
rI(NH (:ﬁj\“ AcOH S
N . — > N
~OH pirrolidin -N
° ]
oH N,, 110 °C, 3 h o

38 mg, 22 %

77 47 57

26. abra: A fenilimidazolinon Knoevenagel-kondenzdacioja 2-formilfenilboronsavval

Az 57 céltermék eléallitasahoz 77 és 47 keverékét feloldottam ecetsavban, majd 3 csepp
pirrolidint adtam hozza. Az elegyet N2-atmoszféra alatt 110 °C-on kevertettem 3 6rdn at, ami
alatt a reagensek teljes mértékben a vart termékké alakultak. A reakcidelegyrdl beparoltam az
ecetsavat, és a visszamaradd anyagot preparativ  HPLC-n tisztitottam. Az 0sszegytjtott
frakciokrol beparoltam az MeCN-t, majd a vizes oldatot lefagyasztottam és liofilizaltam, ami

utdn a nyersterméket sarga szinli por forméjaban kaptam meg.

5.1.3.6.  5-hidroxi-7-fenil-[1,3]dioxolo[4°,5":4,5]benzo[ 1,2-c]imidazo[5,1-
f][1,2]azaborinin-9(5H)-on elballitasa (58)

A I (
o AcOH O A3
N= NH + < H < /N
o} ~OH pirrolidin o _N
] ° ]
o N,, 110 °C, 3 h H
70 mg, 35 %
77 85 58

27. abra: A fenilimidazolinon Knoevenagel-kondenzdcioja 2-formil-4,5-
metiléndioxifenilboronsavval
Az 58 vegyiilet szintéziséhez 77 és 85 porkeverékét feloldottam ecetsavban, és 3 csepp
pirrolidint csepegtettem az oldathoz, amelyet ezutan 110 °C-ra melegitve, inert atmoszféra alatt
kevertettem 3 oran keresztiil, amig a reakcio lejatszodott. Ezt kovetéen a reakcidelegyrol
beparoltam az olddszert, majd preparativ HPLC-n tisztitottam. A kapott frakciokrol beparoltam
az MeCN-t, majd a vizes oldatot lefagyasztottam ¢és liofilizaltam. A nyersterméket sarga por

formajaban kaptam meg.
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5.1.4. Irodalmi reprodukcio — Saint-Louis munkajaban leirt példak eldallitasa

A késbbbiekben elvégzett spektroszkopiai vizsgalatokhoz Saint-Louis és csoportja altal
eldallitott molekulak szintézisét reprodukaltam. Ennek az egyik oka, hogy az Aaltalam
szintetizalt vegyiiletek spektroszkopiai paramétereit 0ssze szerettem volna hasonlitani az
altaluk mértekkel, masrészt az altaluk elvégzett spektroszkopiai vizsgalatok eredményei kozott
szerepeltek olyan értékek, amelyek a valosagban a fizika hatérait feszegetik (példaul egyes
oldészerben néhany vegylilet kvantumhatékonysaga 1,00, illetve ahhoz kozeli értékek

voltak).>®

CHs H,S0, CHy NBS Br 7N NH, "
—_— —_— —_——
OH MeOH OMe benzol OMe MeOH
o o benzoil-peroxid o o)

4,889,899 % 6,55 g, 90 % 863 mg, 74 %

42 43 44 45

28. abra: A kapcsolashoz sziikséges 45 vegyiilet szintézise egy észteresitésen, majd egy
gvokos bromozason keresztiil
A 28. 4bra lathat6 szintézissort az irodalomban leirtnak megfeleléen hajtottam végre.> A
43 vegyiilet elallitasa egy egyszerli észteresitési reakcio volt, mely jo termeléssel szolgaltatta
a kivant koztiterméket. A kovetkezé 1épésben N-bromszukcinimiddel egy gyokos
bromszubsztituciot hajtottam végre benzolban, benzoil-peroxid katalizator jelenlétében. A
mérgez6 benzol hasznalatara azért volt sziikség, mert toluol esetén a rajta levo metilcsoport is
brémozodott volna, ami jelentésen csokkentette volna a termelést. Utolso 1€pésként egy NHs-S
MeOH oldatban végzett gyliriizarast hajtottam végre, ami a kivant 45 vegyiiletet adta. Ezt flash

kromatografon tiszitottam, mely utdn a terméket fehér porként izolaltam.

o EtOH, DBU
NH  + —_—
-OH N,, reflux, 24 h

]
0 OH

280,1 mg, 50 %
45 47 49

29. abra: Az izoindolinon Knoevenagel-kondenzacioja 2-formilfenilboronsavval

Az elézoekben eldallitott 45 vegyiiletet ezutan ugyanazon irodalomnak megfeleléen
reagaltattam 2-formilfenilboronsavval. A reakciot vizmentes EtOH-ban, inert atmoszféraban és

egy nem nukleofil bazis, DBU jelenlétében végeztem. 24 ora refluxdltatds utdn a lehiitott
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reakcidelegyhez 1 M-0s HCl-oldatot csepegtettem, mely utdn a kivalo vilagossarga szinii

anyagot leszlirtem, majd szaritottam, ami utan tisztan megkaptam a 49 vegyiiletet.

(@)

. <Om° EtOH, DBU O ~ O o> . ©
o) ~OH N, reflux, 24 h N. o
] fo) 1
OH
22,3 mg,15%
45 85 50

30. dbra: Az izoindolinon Knoevenagel-kondenzacidja 2-formil-4,5-
metiléndioxifenilboronsavval
Az 50 céltermék eldallitasat az el6zéekben targyalttal teljesen megegyezd metddus szerint
végeztem el, csak a kapcsolashoz 2-formil-4,5-metiléndioxifenilboronsavat hasznaltam. Az 50a
dimert csak MS-en lehetett detektalni, feltehetdleg az ionizacios forrasban képzodik. Az
irodalomban a 49 vegyiiletet 65 %-0s, mig az 50 vegyiiletet 20 %-os termeléssel allitottak eld,

igy sikeriilt hasonl6 hatékonysaggal reprodukalni a reakciokat.®

5.1.5. Zn?**-szenzorként potencidlisan alkalmazhato molekulak eldallitisa

Amint célikitlizéseim kozt emlitettem, a fluoroforok gyakorlati hasznosithatdsagat is
kivantam demonstralni. Ehhez egy biologiai probat hoztam létre. Kutatdcsoportom kordbban
foglalkozott  fluoreszcens  Zn%*-szenzorok  eldallitasaval, melyekbél inspiralodva
témavezetommel az 5.1.1. és az 5.1.3. alfejezetekben ismertetett reackiok felhasznalasaval, a
szerkezetiikbol fakadéan potencialisan Zn?*-szenzorként alkalmazhaté molekulakat terveztiink.
A molekulak szerkezeteit a késObbiekben targyalt spektroszkopiai eredményeinkre alapoztuk,
amelyek ramutattak, hogy az 1. csoport vegytiletei gyengébben fluoreszkalnak a 2. csoportnal,
amely oka, feltételezéseink szerint az N-fenil csoport nitrogénjének kioltd hatasa fotoindukalt
elektron transzfer jelenségen (PET, photoinduced electron transfer) keresztiil. Amennyiben az
N-fenil részletet egy cinkkotd nitrogéntartalmit motivumra cseréljiik, a nitrogén elektronkiildo
tulajdonsagat egy Zn?" ion bekétddése tudja szabdlyozni, ezzel lehetévé téve a fluoreszcens

érzékelést.
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5.15.1.  7-(bisz(piridin-2-ilmetil)amino)-5-hidroxi-
[1,3]dioxolo[4’,5”:4,5]benzo[ 1,2-c]limidazo[5,1-f][1,2]azaborinin-9(5H)-on

eldallitasa (88)
0
0
H
0
5 <o:©\)%ou o
] N
Mel NH 7 OH N
‘/1( XN X MeCN, DMF NY Y <o Ny 7\
M e (] n )] ——— \ N 85 - =
X N N N2, RT, ON AcOH, pirrolidin OH
N N, 110 °C, 3 h
7\ 7\
63 86 = —
352 mg, 22 % 183 mg, 50 %
87 88

31. dbra: A 2-tiohidantoin nukleofil szubsztiticidja 2,2 -dipikolil-aminnal, majd
Knoevenagel-kondenzacidja 2-formil-4,5-metiléndioxifenilboronsavval
Els6 Iépésként a 87 vegyiilet el6allitaisahoz  2-tiohidantoint  reagaltattam
bisz(2-piridilmetil)aminnal az 5.1.1. alfejezetben leirtakkal megegyezben, mely reakciobol a
kivant koztiterméket egy erésen viszkozus, barna szinli anyagként kaptam meg. Ezt utana csak
a metiléndioxi részt tartalmazo formilfenilboronsavval reagaltattam az 5.1.3. alfejezetben
ismertetettekkel azonos modon, mert a 2-formilfenilboronsavval kapcsolt vegyiiletet

témavezetOm korabban mar eldallitotta. A kapott végterméket sarga por formajaban izolaltam.
5.15.2. 3-((4-(bisz(piridin-2-ilmetil)amino)fenil)amino)-5-
hidroxibenzo[c]imidazo[5,1-f][1,2]azaborinin-1(5H)-on eldallitasa (92)

(o)

o

HN\\(
NO. NH,
63
SnCl, / HCI Mel, MeCN, DMF
—_—
1S “ EtOH S 2 Ny, RT, ON
NSNSy, reflux, 24 h PN
N N
57 mg, 20 %
89 90
(o]
2 (o]
NH H
A
2:)\ LOH N 7\
N NH . ,N\( NS
OH | HN
a7 ‘ OH
—_— r N
N ~ AcOH, pirrolidin N
I P N ~ l Ny, 110 °C, 3 h =
N N \
24 mg, 37 % 8,2mg, 74 %
91 92

32. dabra: A 4-nitro-N,N-bisz(piridin-2-ilmetil)anilin redukcioja, majd a 2-tiohidantoin
nuklefil szubsztitucioja a koztitermékkel, végiil a keletkezo termék Knoevenagel-kondenzdacioja
2-formilfenilboronsavval
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A 92 célvegyiilet eldallitdsdhoz elsé 1épésként a témavezetdm altal korabban eldallitott
4-nitro-N,N-bisz(piridin-2-ilmetil)anilint az irodalomban leirt médszer alapjan a 90 vegyiiletté
redukéltam.! Ezt kovetden az 5.1.1. alfejezetben targyalt modon reagaltattam 2-tiohidantoinnal,
mely reakciobdl preparative HPLC-s tisztitds utan a 91 koztiterméket barna, viszkozus
anyagként izolaltam. A kapott anyagmennyiség felét 2-formilfenilboronsavval kapcsoltam az
5.1.3. alfejezetben leirt koriilmények kozt, melybdl a 92 célterméket tisztitds utan sarga por

formajaban kaptam meg.

5.15.3.  7-((4-(bisz(piridin-2-ilmetil)amino)fenil)amino)-5-hidroxi-
[1,3]dioxolo[4’,5”:4,5]benzo[ 1,2-c]imidazo[5,1-f][1,2]azaborinin-9(5H)-on
eldallitasa (93)

(o]
NH (o]
N
?:)\ ( N 7\
N™ °NH o o zN\( N

(o] AcOH (')H HN

{ Ho 207 e N
S A + o ~OH pirrolidin N

| I ! N,, 110 °C, 3 h ~
Z N S 2 ’
OH \ P
6,3 mg, 52 %

91 85 93

33. dbra: A 91 vegyiilet Knoevenagel-kondenzacidja 2-formil-4,5-
metiléndioxifenilboronsavval
A 91 koztitermék anyagmennyiségének masik felét a metiléndioxi részt tartalmazo
formilfenilboronsavval kapcsoltam szintén az 5.1.3. alfejezetben leirt koriilményekkel

megegyezden. Tisztitds utan a 93 célmolekulat sdrga porként izolaltam.

5.2. Spektroszkopiai vizsgalatok

Az 5.1.3. alfejezetben ismertetett 6 vegyiilet koziil azon 6tnek a spektroszkopiai vizsgalatat
mutatom be, melyek sikerrel az adott reakcio vart termékét adtak, tehat az 51, 53, 54, 57 és 58
molekulakat. Ezenkiviil az 5.1.4. alfejezetben leirt reprodukcido vegytileteit (49, 50) is
megvizsgaltam, abbol a célbdl, hogy a sajat vegyliileteimnek legyen egy 0sszehasonlitasi alapja.
Ugyan az irodalomban is vizsgaltak ezeket spektroszkdpiailag, de a késObb targyaltakban
kitlinik, hogy bizonyos esetekben az irodalmi értékekhez képest jelentds eltérések voltak.

Az abszorpcids, gerjesztési €és emisszids spektrumokat harom szerves olddszerben vettem
fel, vizsgalva a kozeg polaritdsanak hatasat: MeOH-ban, DMSO-ban és DKM-ben. A
vegyiileteket izolalt formajukban, valamint deprotonalt—protonalt formajukban egyarant

vizsgalni kivantam. Ezért a spektrumokat minden esetben felvettem TFA-val savanyitott
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oldoszerekben is. A DKM esetében erre nem volt sziikség az olddszer bomléasaként keletkezd
sosav miatt. Itt DIPEA-val lagositottam vissza a szabad vegyliletek vizsgalatdhoz. Ezenfeliil
vizsgaltam az abszorpcidé és emisszid pH-fiiggését kiilonbozé pH-ju vizes pufferoldatok
segitségével.

A vizsgalatokhoz hasznalt oldatokat az alabbiak szerint készitettem el: 1 mg vegyiiletbdl
készitettem , melyet a mérésekhez Kkoriilbeliil 200-szoros higitasban hasznaltam a 2,00 ml
végtérfogati méréoldathoz. Igy minden mérést 10 pl torzsoldatot és 1,99 ml olddszert (Szerves
vagy vizes) tartalmazo oldatokban végeztem, melyeknek koncentracidja 1-2 uM volt, mely altal
elkeriilhet6 a belso filter-effektus. A spektrumokat 1 uM koncentraciora normaltam. A TFA-bol
vagy a DIPEA-bol 1-1 pl-t adtam a szerves olddszerekhez. A pontos térfogatok kiméréséhez
automata pipettakat hasznaltam.

Jelen fejezetben csak a DMSO-ban végrehajtott spektroszkopiai vizsgalatok eredményét
mutatom be, mivel ez egy polaris olddszer, ugyanakkor nem okoz aggregaciot az oldhatosagi
problémak miatt, igy jol modellezi a biologiai kornyezetet. Emellett a vegyliletek
fluoreszcencidjanak pH-fliggésérdl is emlitést teszek. A tobbi olddszerben végzett vizsgalatok
spektrumait, illetve a legfontosabb spektroszkopiai jellemzoket Osszefoglald tablazatokat,

vegyiiletenként kiilon-kiilon a Fiiggelék tartalmazza.

5.2.1. Abszorpci6 és emisszio DMSO-ban

A 34. abra a két irodalmi, illetve az 6t sikeresen eldallitott vegyiilet normalt abszorpcios
spektrumat mutatja. Osszehasonlitva az 1. és 2. csoportbeli vegyiileteket, lathato, hogy az
imidazolinon gy{irih6z csak fenilcsoportot kapcsolva az elnyelési hullamhossz vorosebb lesz,
mint az N-fenil részt tartalmazé esetben. Ezenkiviil az is megfigyelhet6 a 2. csoportban, hogy
a metiléndioxi részt tartalmazo formilfenilboronsavval kapcsolt vegylilet abszorpcios

hulldmhossza még inkabb a vords tartomany tolodik.
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Korabbi vegyuletek (Saint-Louis et al.)
= 49 (szubsztituélatlan)
50 (metilén-dioxi)
1. csoport - N-Ph-imidazolinon
51 (szubsztitualatlan)
= 53 (fluor)
54 (metilén-dioxi)
2. csoport - Ph-imidazolinon
— 57 (szubsztitudlatlan)
— 58 (metilén-dioxi)

40000 -

30000 ~

20000 4

e/ (dm3xmolixcm™)

10000 4

T T " L " T ; i
350 400 450 500 550
A/nm

34. abra: A sikeresen szintetizalt irodalmi és 1j molekulak normalt UV-spektrumai DMSO
oldoszerben

A 35. abran a vegyiiletek gerjesztési és fluoreszcens emisszios spektrumai lathatok, ahol
az 1 puM koncentraciora normalt fluoreszcencia intenzitast abrazoltam a hullamhossz
fiiggvényében. Ezenkiviil az abran feltiinettem még a vegyiiletek DMSO-val készitett 400 uM
koncentracioju oldatainak UV-fénnyel torténé megvilagitasarol késziilt képet. Az
eredményekbdl lathatod, hogy a 2. csoportbeli, valamint az 50-es irodalmi molekulanak az
emisszios spektrumai a leginkabb vords tartomany felé eltoltak, ahogy ezt az 1. tablazat adatai
is mutatjak. Az 51 és 53 molekulak praktikusan nem fluoreszkalnak, de az 54 molekula esetén
megfigyelhetd, hogy a metiléndioxi rész jelentés mértékben hozzajarult a fluoreszcencia
intenzitasanak novekedéséhez. A legkisebb Stokes-eltolodassal az 1. csoport vegyiiletei
rendelkeznek, mig a 2. csoport tagjai és az irodalmi vegyliletek koziil egyesek akar a
AA ~ 100 nm értéket is elérik, ami az UV/kozeli lathato tartoméanyban egyediilallonak szamit.
Itt érdemes megemliteni a 49 és 50 vegyiileteknek az irodalomban leirt és az altalam mért
spektroszkopiai jellemz6i kozti kiilonbségeket. Az irodalmi mérések szerint ugyanis ezen
molekuldknak igen gyenge a fényessége, ezzel szemben az altalam mért értékek azt mutatjak,
hogy a szintetizalt anyagok koziil ezek rendelkeznek a legnagyobb fényességgel. Az irodalmi
értékektdl valod eltérés oka ismeretlen, a jovoben terveziink kapcsolatba 1épni a szerzokkel,

akikkel egy tavaszi konferencidn témavezetom mar megismerkedett.
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35. abra: A sikeresen szintetizalt molekulak 1 uM koncentrdaciora normalt gerjesztési és
emisszios spektrumai DMSO-ban. Jobb also sarokban ugyanezen vegyiiletekb6l DMSO-val
keszitett 400 uM koncentracioju oldatok UV-fénnyel megvilagitott képe.
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A piros szinnel jelolt emisszids spektrumok ¢és a tablazat adatai jol mutatjak, hogy az 54,
57, illetve 58 vegyiiletek potencialisan alkalmazhatok mikroszkopiai vizsgalatokra, valamint az
Osszes vegylilet koziil az 58 az egyetlen, ami nemcsak UV-fényforrassal is gerjeszthetd, mely
az altalam itt bemutatott vegyiilet egyik nagy elénye az irodalmiakhoz képest. Altaldnossagban
DKM-ben erdsebb fluoreszcenciat tapasztaltam, viszont ez polaritdsa miatt kevésbé relevans,
mig a MeOH a DMSO-hoz hasonld eredményeket szolgaltatott. A savas oldatok
fluoreszcencidja rendre gyengébbnek bizonyult a semleges/enyhén lugoshoz képest.
1. tablazat: A sikeresen elddllitott vegyiiletek fontosabb spektroszkopiai jellemzdéi DMSO-ban.

Az abszorpcios hullamhossz oszlopanak hattérszine az elnyelt fény szinére utal. A Fényesség
hattérszine szintén indikalja a vegyiilet aktualis fényességét.

Vegyiilet Aabszorpciss Agerjesztési Aemisszios Stokes-eltolodas € QY Fényesség
szama [nm] [nm] [nm] [nm] [dm%/(mol-cm)] | [%] | [dm®/(mol-cm)]
49 374 372 436 64 21468 94 20145
49 ref. 372 372 438 66 29100 12
50 392 388 489 101 23175 75
50 ref. 396 396 500 104 4800 50
51 375 412 37 38331 2,9
53 375 421 46 28586 1,7
54 371 376 438 62 19725 28
57 412 422 499 77 15892 41 6560
58 436 425 524 99 16219 63 10164

5.2.2. Abszorpcid és emisszio kiilonb6zd pH-ju vizes pufferoldatokban

Molekulaim fluoreszcencidjanak megvizsgaltam a pH-fliggését is vizes pufferoldatok
segitségével. A molekuldkrol egyenként felvett abszorpcids €s emisszios spektrumok a
Fiiggelékben talalhatok. Az 51 és 53 vegyiileteket a szerves olddszerben vald nagyon gyenge
fluroeszcenciajuk miatt nem vizsgaltam a pH-soron. A 36. abra a 49, 50, 57, valamint 58
vegyiiletek normalt pH-gorbéjét mutatja. A 49 és 50 vegyiilet pH-fiiggését az irodalom nem
vizsgalta. Az 54 vegyiiletet ugyan megvizsgaltam a pH-soron, de az eredményeket a gyenge
vizes fluoreszcencia miatt hasonld diagramon abrazolva a kapott pontokra nem lehetett
pH-gorbét illeszteni, igy ezt az abran nem tilintettem fel. Az 50 vegyiilet esetén a pH = 5 értékhez
tartozo kiugro pontot az illesztés soran nem vettem figyelembe. A pontok ugyan szérnak, de az
Origin Pro 2018 program ,logisctic” fliggvényével lehetséges telitési gorbét illeszteni az

adatokra. A diagramokbol kitlinik, hogy a molekulak a biologiailag leginkabb relevans
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fiziologias pH-n (pH > 6) mar stabilan fluoreszkalnak, azonban savas biologiai kornyezetben
(példaul a lizoszomaban) fluoreszcencidjuk nagy valdszinliséggel kioltott lenne. A gdrbék
inflexiés pontjai megadjak a molekuldk pKa értékeit, melyeknél megfigyelhet6, hogy a
metiléndioXi részt tartalmazd vegyiiletek (50, 58) esetén ezen érték nagyobb lett, mint a
nemszubsztitualt formilfenilboronsavat tartalmazé vegylileteké (49, 57). Ennek oka
feltételezéseink szerint a metiléndioxi-csoport elektronkiildé hatasa, ami az O—H kotés

savassagat gyengiti, ahogyan az a fenolok példajan ismert.
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36. dbra: A vegyiiletek normalt fluoreszcencia intenzitasai a pH fiiggvényében. Az 50
vegyiilet esetén a pH = 5 értékhez tartozo pontot nem vettem figyelembe az illesztés soran.

5.2.3. Az eldallitott Zn?*-szenzor (88) spektroszkopiai vizsgalata

Az 5.15. alfejezetben diszkutalt harom vegyiilet potencidlis Zn?*-szenzorként vald
alkalmazhatdsagat az el6z6ektdl kismértékben eltérd modon vizsgaltam meg. Az abszorpcios
és emisszios mérésekhez elsdként két pufferoldatot készitettem. Az egyik egy 1 mM

koncentracioban Zn(OTf)z-ot tartalmazé 10 mM-0s HEPES-oldat, a mésik egy 10 mM-os
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koncentracioban EGTA-t tartalmazo 10 mM-0s HEPES-oldat volt (az EGTA az esetleges
cinkszennyezést eltavolitja a vizbdl). Mindkét oldat egyforma mennyiségben tartalmazott
KCI-ot is az ionerdsség beallitasahoz, illetve az oldatok pH-ja 7,4 volt, amit frissen készitett
cc. NaOH-oldat segitségével allitottam be. A mérésekhez hasznalt oldatokat az alabbiak szerint
készitettem el: 1 mg vegyiiletb6l DMSO-val, 10,0 ml-es mér6lombikba térzsoldatot
készitettem, melyet a mérésekhez 150-szeres higitasban hasznaltam a 3,00 ml végtérfogatu
mérboldathoz. fgy minden mérést 20 pl torzsoldatot és 2,98 ml Zn?*-t vagy EGTA-t tartalmazo
pufferoldatban végeztem, hasonléoan 1 uM koriili festékkoncentraciot beallitva. A mérések
soran kideriilt, hogy egyediil a 88 molekula volt képes Zn?*-t kotni (37. abra); a 92 és 93
molekula fluoreszcenciaja sajnalatos modon nem valtozott meg Zn?*-tartalmi kdzegben. A
kovetkezokben igy csak a 88 molekula spektroszkopiai vizsgalatat részletezem, melynek

eredményei a 2. tdblazatban olvashatok.

2. tablazat: A 88 molekula spektroszkopiai adatai

/labszorpcio's /lgerjesztési Aemisszios Stokes-eltolodas & QY Fényesség
[nm] [nm] [nm] [nm] [dm®/(mol-cm)] | [%] | [dm3/(mol-cm)]
Szabad 390 384 496 112 24792 37 917
molekula
Cink- 394 418 533 115 25163 17 4213
komplex

A 38. abran a 88 vegylilet abszorpcids és emisszids spektrumait tiintettem fel. Az elnyelési
spektrumon lathatd, hogy a vegyiilet Zn?*-ionnal képzett komplexének UV-elnyelése kissé a
vOrosebb tartomany felé tolodik, ami az emisszios spektrumon is megmutatkozik. A cink
komplex fluoreszcencia intenzitdsa kortlbeliil 3,6-szorosara ndovekedett a szabad molekuldhoz
viszonyitva, amit gy szamoltam, hogy a komplex és a szabad molekula maximalis

fluoreszcencia intenzitasanak kiilonbségét elosztottam a szabad molekula fluoreszcencia

intenzitasaval.
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37. abra: A 88 vegyiilet feltételezett Zn**-kétédési mechanizmusa
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38. dbra: A 88 molekula és Zn**-ionnal képzett komplexének normalt gerjesztési (bal),
valamint emisszios fluoreszcencia spektruma (jobb)

Komplexometrids titralassal meghataroztam a molekula latszélagos Zn?*-ion kotddési
allandojat (K’q). A méréshez els6ként egy 10 mM koncentracioju, pH = 7,4-es HEPES-oldatot
készitettem, melybdl 3,0 ml-t egy kiivettaba mértem, majd ehhez adtam el6szor 14,1 pl-t a 88
vegyiilet torzsoldatabol, és megmértem ennek a fluoreszcenciajat. Ezt kovetden 1-30 pl-es
részletekben adtam az oldathoz 30 mM koncentracioja Zn(OTf),-oldatot, folyamatosan névelve
a cink-koncentraciot, és figyeltem a fluoreszcencia intenzitasanak novekedését. A Kis
térfogatok hozzaadasabol fakado higulast elhanyagoltam. Utolsoként 100 pl-t is adtam a cinkes
oldatbol, de ennél a pontnil az oldat higuldsa, illetve az oldatban jelenlevd Zn(OH)2
aggregacioja miatt a fluoreszcencia intenzitasa nem novekedett, hanem enyhén csokkent. gy
ezt a pontot mar nem &brazoltam. Ezt az is bizonyitotta, hogy a kiivettat UV-fénnyel
megyvilagitva, az oldat enyhén opaleszkalt. A titralds eredményeit a 39. dbra szemlélteti. Az
fluroeszcencia is a voros spektralis tartomany felé tolodott egy bizonyos értékig, ahogy ez a
korabbiakban is emlitésre keriilt. A molekulam kd&tési allandojat ugy hataroztam meg, hogy a
titralasbol kapott normalt fluroeszcencia intenzitisokat dbrdzoltam a szabad Zn?*-koncentracid
— ami kozelitdleg megegyezik a hozzdadott Zn?'-koncentracioval — logaritmusanak
fliggvényében (39. abra, bal fels6 diagram). A pontokra egy ,,Boltzmann Function” nevii,
szigmoid jellegii fliggvényt illesztettem, mely gorbe inflexios pontja megadja a latszélagos
kotédési allandojanak logaritmusat, melybdl a latszolagos kotddési allando K’g = 330 uM-nak
adédott. Ez az érték az irodalomban leirt Zn?*-szenzorokhoz viszonyitva egyediilallonak
szamit, ugyanis azoknak a kotédési allandoi, kiilonosen a 2,2°-dipikolil-amin egységet

tartalmazo vegyiiletek esetén, NM-0s és néhany uM-os dinamikus tartomanyban vannak.®® A
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magasabb K’q érték elsore rosszabbnak hangzik az olvasé szamara, am fontos kiemelni, hogy a
bemutatott szenzor ezaltal egy olyan koncentracidtartoményban alkalmazhatd, ahova a
nagysagrendileg kisebb disszociacids alland6ju szenzoroknak mar nem ér el a dinamikai
tartomanyuk. A normalizalt fluoreszcencia intenzitasokat a pM-ban megadott szabad
Zn?*-koncentracio fiiggvényében is dbrazoltam, és a kapott pontokra az irodalomban is ismert
tn. 1:1 komplex modellnek megfelelé fiiggvényt illesztettem.®® A modell feltételezi, hogy egy
szenzor molekula egy Zn%*-iont kot meg, és eltekint az olyan lehetdségektdl, hogy példaul két
vagy tobb molekula kot meg egyetlen Zn?*-iont, illetve a Zn(OH), aggregaciojabol fakado
fluoreszcencia-csokkenést sem veszi figyelembe. Ilyen dsszetett specieszek képzddése lehet az

oka annak, hogy az altalam mért pontokra ez a modell nem illeszkedik megfeleléen.
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39. abra: A 88 vegyiilet titralasi gorbéi. Jobb also sarok: a szabad és a komplexalt
molekula pH = 7,4-es HEPES-es oldatainak UV-fénnyel megvilagitott képe

Témavezetdm korabban a 88 vegyiilethez nagyon hasonlé szerkezetli molekulat allitott mar

eld, azzal a kiilonbséggel, hogy a borhoz kapcsolodd benzolgyliri nem tartalmazott
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metiléndioxi részt. Annak a vegyiiletnek a Zn?* kotédési allanddja a mM-os nagysagrendbe
esett, vagyis a kondenzalt gyirirdl lelogo 2,2°-dipikolil-amin (DPA) egység még gyengébben
kototte a cinket. A jelenség magyarazatahoz a valaszt eldszor a 2,2’°-dipikolil-amin rezonans
hatarszerkezeteiben kerestem, amit a 40. abra fels6 sora mutat. A mezomer hatarszerkezetekb6l
lathato, hogy az oxigén az amidkdtésben levd nitrogénnel szomszédos két nitrogénnek a
nemkdto elektronparjait képes elszivni a konjugalt kettds kotéseken keresztiil (40. abra, b és c).
A b hatarszerkezet esetén az oxigén kevésbé szivja maga felé az imidazolinon-gyiriiben levo
aminos nitrogén parositatlan elektronjait, mert a konjugalt kotésen keresztiil a gylirthoz
kozvetlen kapcsolodd nitrogénrdl szivja el azokat. Ha az imidazolinon gytiriiben levd, nem
amidkotésben részt vevé nitrogénhez egy boratom kapcsolodik, — mint a 88 vegyiilet esetén —
akkor ez a nitrogén a nemkoto elektronparjat erételjesen a boratom tires p-palyajara donalja. Ez
a donacid amiatt is kedvezményezett, mert igy egy stabil, kondenzalt gylirlis aromas rendszer
tud létrejonni. Emiatt lehet a d jeli vegyiiletben a bor-nitrogén kotést kettds kotésként
értelmezni. Az e hatarszerkezet esetében az oxigén gyakorlatilag teljes mértékben a pozitiv
toltésti nitrogéntdl szivja el az elektronokat, igy ennek a nitrogénnek nem marad parositatlan
elektronparja, amivel a Zn?'-iont meg tudna kotni. Az f jeldi hatarszerkezet amiatt nem tud
kialakulni, mert a bor nagyrészt elszivja a szomszédos nitrogén maganyos elektronjait, ebbdl
kifolyolag az oxigén teljes mértékben a gylir(ih6z kapcsolodo nitrogén elektronjait vonzza
magahoz. Ha a molekula bal oldaldhoz elektronkiildd csoportot tartalmazo egységet illesztiink,
mint példaul jelen esetben egy metiléndioxi részt, akkor ez a bératomra dondl elektronokat.
Ennek eredményeképp a bor kevésbé lesz elektronhidnyos, ezért kevésbé szivja el a szomszédos
nitrogén nemkato elektronjait. Ebbdl pedig kovetkezik, hogy a metiléndioxi részt tartalmazo 88
vegyltilet hatékonyabb cink-szenzorként miikodik (tehat kisebb a kotddési allandoja), mint a
szubsztitualatlan benzolgyfiriit tartalmazo vegyiilet, ami gyengébben kétdtte a Zn?*-t, vagyis
nagyobb ko6tddési allandoval rendelkezett. Ugyancsak ezzel magyarazhato, hogy a 88 vegyiilet
kotddési affinitasa a cinkhez nagysagrendekkel alacsonyabb a DPA-hoz képest. Az el6zéekben
targyaltak igy magyarazatul szolgalhatnak a 49, 50, valamint az 57 és 58 molekulak pKa értékei
kozti kiilonbségekre is. Tovabba ezek az okok vezettek a 92 és 93 vegyiiletek eldallitasahoz is,
mellyel azt a hipotézist szerettem volna alatamasztani, hogy egy N-fenil részt tartalmazo
dipikolil-amin egységet kapcsolva az imidazolinon vdzhoz, a molekuldk Zn?*-kotddése erdsebb
lesz. Sajnalatos médon azonban a spektroszkopiai vizsgalatok eredményei azt mutattak, hogy

ezen anyagok nem mutattak valaszt a Zn?*-ionokra.
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40. dbra: A 2,2 -dipikolil-amin részt tartalmazo imidazolinon (felsé sor) és a 88 vegyiilet
lehetséges mezomer hatdrszerkezetei (also sor)
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6. Osszefoglalas, jovobeli tervek

A z0ld fluoreszcens protein kromoforjainak sztérikus rogzitését a kutatok mar tobb
alkalommal is kihasznaltdk hatékony fluoroforok eldallitdsdra. Kutatomunkdm soran az
érdeklédésemet a bortartalmtt kromofoérok keltették fel, ugyanis korabbi munkdk mar
bizonyitottak akar a BODIPY-szarmazékok, akar az azaborinok ilyen célu alkalmazésat. Célom
GFP-kromoforok és bortartalmu szerves vegyiiletek hibridjeinek az eléallitdsa, valamint
részletes spektroszkopiai vizsgalata volt, ugyanis korabbi munkéakban a hasonld szerkezeti
molekuldknak csupan a szintézisével foglalkoztak. A spektroszkopiai vizsgalataim
megmutattak, hogy az altalam eléallitott fluoroforok magas Stokes-eltolodassal és jo
fényességgel rendelkeznek, amiben hasonlitanak az irodalomban leirt rokon vegyiiletekhez,
mitobb az 58 vegyiilet abszorpcidja és emisszidja vorosebb volt a mas azaborinoknal.. Az
elérelépést az jelentette, hogy molekulaimnal sikertilt a kék spektralis tartomanybeli gerjesztést
¢és z0ld tartomanybeli fluoreszcenciat elérni. Vegyiileteim koziil a 88 molekula rendelkezett
kiemelkedd tulajdonsigokkal, ugyanis ezen uj Zn?'-szenzor eléallitasaval —sikeriilt
demonstralnom a kifejlesztett fluorofor gyakorlati alkalmazhatosagat. Masrészt a molekula
lehetévé tett egy 1j tartomanybeli Zn?*-érzékelést, mellyel a 10 pM — 1 mM dinamikus
tartomanyt lehet viszgalni, amely rendkiviil ritka a Zn?*-szenzorok irodalmaban. Ezt a
jelenséget pedig bizonyos mértékig a vegyiilet szerkezet-hatas és a spektroszkopiai eredmények
Osszefliggéseinek a vizsgalataval sikeriilt megmagyarazni.

A jovOben olyan, az 58 vegyiilettel rokon vegyiiletek elballitisa a célom, ahol a
benzolgylirli egyéb szubsztituenseket tartalmaz, amit tobbek kozott halogénszubsztitudlt
boronsavakkal valé kapcsolassal, illetve a keletkez6 halogéntartalmti termékek
alkil-aminocsoportokra valo cseréjével lehetne megvaldsitani, ugyanis az aminocsoportok sok
esetben eldsegitik a fluoreszcencia intenzitasanak novekedését. Emellett a molekula jobb
oldalan levd fenilimidazolinon részt az irodalomban is ismert jodfenil-tartalmu részre cserélve
tovabbi funkcionalizalas valna lehetévé. Tovabba a para helyzetben karboxi egységet
tartalmazo fenilimidazolinon szarmazékhoz egy amint lehetne kapcsolni, és a keletkez6 amidon
keresztiil példaul egy klorhexil-lanccal un. HALO-tag lingand eldallitasa lenne lehetséges,
mellyel kiilonbozé biologiai célvegyiiletek jelolhetok, amivel késébb mikroszkopiai
vizsgalatok is elvégezhetdk. Ezenkivill az eldallitott vegyiiletek kétfoton keresztmetszetét
szeretném kimérni, és nem utolsé sorban a Zn?'-szenzorom szelektivitisinak vizsgélatat

végezném el.
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7. Kisérletek részletes leirasa

7.1. Alkalmazott anyagok és késziilékek

A vegyiiletek eldallitasa soran a kovetkezd cégektdl beszerezhetd vegyszereket és
eszkOzoket hasznaltam: Fluorochem, Merck, Sigma-Aldrich, Molar Chemicals, VWR. El6zetes
tisztitast egyik esetben sem végeztem.

A reakciok nyomon kovetéséhez és egyéb HPLC-mérésekhez egy Shimadzu LC-40D XR
UPLC-MS rendszert hasznaltam, amely SIL-40C XR automata mintaadagoléval, SPD-M40
fotodiodasoros detektorral, RF-20A XS fluoreszcens detektorral, valamint negativ €és pozitiv
ionizacios tizemmodban mitkkodé LCMS-2020 DUIS tomegspektrométerrel volt felszerelve. Az
elvalasztast Ascentis® Express C18, 2 um UHPLC oszlopon (L x I.D. 5 cm x 2.1 mm)
végeztem, 50 °C-on, amelyet egy CTO-40s oszlopkemence biztositott. Gradiens eltciot
alkalmaztam 0,1 V/V% TFA-t tartalmazo vizben (A) és 0,1 V/V% TFA-t tartalmazo MeCN-ben
(B), vagy 0,1 m/m% NH4HCOz-ot tartalmazo vizben (A) és MeCN-ben (B).

Az oszlopkromatografiahoz egy Interchim puriFlash® XS520Plus késziiléket hasznaltam,
0,2 ml / perc aramlasi sebességet alkalmazva. A késziiléket gyari szilika oszlopokkal
hasznaltam, az oszloptdltet mérete a minta tomegének legalabb tizszerese volt minden esetben.
Amennyiben a minta nem oldodott a gradiens kiindulasi elegyében, Kis mennyiségii szilikagélre
paroltam. Altalanossagban gyengébb oldoszerbdl inditottam gradienst, és addig noveltem az
termék Rr = 0,3-ig futott.

A preparativ HPLC-s elvalasztast egy Teledyne ACCQ Prep HP150 késziiléken végeztem,
egy Phenomenex Gemini 250x50,00 mm oszlopon, 10 pum belsé atmérsjii 110 A C18 tdltettel,
melyre a mintat automata injektorral adagoltam. Az aramlasi sebesség 250 ml/min volt, a
nyomas 300 bar alatt volt tartva. A frakciok detektalasa egy 200-800 nm kozt miikodo
diodasoros detektorral tortént. Gradiens eluciot alkalmaztam, minden vegyiiletre egyedileg
optimalt modszerrel. A klasszikus HPLC-hez hasonldéan két modszert hasznaltam. Gradiens
eluciot alkalmazva 0,2 V/V% TFA-t tartalmazo vizben (A) és MeCN-ben (B), vagy 0,1 m/m%
NH4HCOs-ot tartalmaz6 vizben (A) és MeCN-ben (B).

A vékonyréteg-kromatografiahoz a Merck Kieselgel 60 F254 tipusa lapokat hasznaltam. A
detektalashoz UV-lampat hasznaltam.

A pH pontos kiméréséhez egy VWR® pHenomenal® pH/mV/°C mérdmiiszert hasznaltam,
3 pontos kalibracioval pH =4, 7 és 9 értékeknél egy VWR® 221 altalanos célu elektroddal.
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A spektroszkopiai méréseket Shimadzu UV-1900i fotométeren és RF-6000
spektrofluorométeren (kvarckiivetta, illetve a pH-soros mérésekhez polimetakrilat kiivetta,
uthossz: 1,0 cm) végeztem. Az abszorpcids spektrumokat (1 nm résszélesség) ,,high speed”
iizemmodban vettem fel, mig a fluoreszcencia spektrumokat 600 nm/min pasztazasi
sebességgel (3 nm gerjesztési és emisszios résszélesség) mértem. Az UV-Vis spektrumokat a
pufferoldatok hatterével korrigaltam a festék torzsoldat Kis részleteinek hozzaadasa elott.

Az NMR-spektrumokat Varian Unity INOVA spektrométerekkel vette fel Turczel Gabor,
amelyek 400, 500 és 600 MHz-es, 1H-egyenértékes frekvencian mikodtek. A spektrumok
szobahémérsékleten lettek felvéve. Az *H NMR spektralis hasadasi mintazatok jelolései a
kovetkezok: szingulet (s), dublett (d), triplett (t), kvartett (q), széles (b) és multiplett csucsok
(m). A rezgések kémiai eltolodasainak 8-val jelolt értékeket ppm-ben, a csatolasi allandokat (J)
Hertz-ben adtam meg. Az egyes rezonanciak DEPT 135 (NOESY) és 2D NMR (COSY, HSQC
¢s HMBC) vizsgalatok alapjan lettek hozzarendelve. A mintakbol 5-15 mg kozti mennyiségeket

oldottam fel deuteralt olddszerben.
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7.2. Kisérletek részletes leirasa

A kovetkezokben az altalam elvégzett reakciok pontos menete olvashato. El6fordult, hogy
egyes molekulakat tobbszor is eldallitottam, ez esetben csak a sikeresen elvégzett reakcio

menetét kdzoltem.
2-(Fenilamino)-3,5-dihidro-4H-imidazol-4-on (65)

0 A vegyiiletet a laborunkban kidolgozott eljarassal allitottam el5.%® 4 g
} /NKH (34,4 mmol) 2-tiohidantoint feloldottam 30 ml MeCN-ben, majd kevertetés

—

N™ "NH kozben, nitrogén atmoszféra alatt, 1 ml DMF-et adtam az oldathoz. Néhany perc

kevertetés utan egy részletben, fecskendén keresztiil hozzaadtam 7,5 ml
(0,121 mol, 3,5 ekv.) metil-jodidot, majd egy éjszakan at kevertettem nitrogén
atmoszféra alatt. Az oldatrol beparoltam az MeCN-t, és a visszamarado anyagot feloldottam
nitrogén atmoszféra alatt 25 ml DMF-ben. Par perc kevertetés utan a reakcidelegyhez adtam
fecskenddn keresztiil 3,7 ml (41,3 mmol, 1,2 ekv.) anilint, amit6l az oldat szine mélyebb lett.
LC-MS mérés alapjan a reakcio 2 ora utan lejatszodott. Ezutan az oldatot jeges vizre ontottem,
majd a kivalo szilard anyagot leszlirtem, és vakuum széritoszekrényben szaritottam. A
nyersterméket vilagosbarna szinii, kellemetlen szagt porként izolaltam.
Termelés: 3,41 g (57 %)
tr = 0,27 perc (TFA-s eluens) Aaps = 207 nm
'H NMR (400 MHz, DMSO) 6 10,13 — 9,73 (s, 1H), 7,59 (s, 1H), 7,48 (d, J = 8,0 Hz, 2H),
7,32 (J=7,8Hz, 2H), 7,07 (t, J = 7,4 Hz, 1H), 3,72 (s, 2H).
13C NMR (101 MHz, DMSO) 6 139,25, 129,34, 123,84, 120,85, 94,66, 49,41
MS (ESI) szamolt érték: CoHoN3O sszegképletre: [M+H]" = 176,0818 m/z, mért: 176 m/z

5-Hidroxi-3-(fenilamino)benzo[c]limidazo[5,1-f][1,2]azaborinin-1(5H)-on (51)

0 175 mg (1,00 mmol) 65-6t feloldottam 3 ml ecetsavban, majd

WN kevertetés kozben hozzéadtam 150 mg (1,00 mmol, 1 ekv.)
NI
N

L N 2-formilfenilboronsavat, és az oldathoz csepegtettem 1 csepp
OH . - . ;. e .
\© pirrolidint, aminek hatasara az oldat feletti gaztérben fiist keletkezett,

illetve a kiindulasi anyagok feloldodasa utan az oldat szine narancssargara valtozott. 110 °C-on
kevertetve, a reakcid 1 ora alatt lejatszodott. Ezutan beparoltam az oldatot, kevés DMSO-ban
oldottam a visszamarad6 anyagot, majd preparativ.  HPLC-n NHsHCOs-0s eluensben
tisztitottam. A megfeleld frakciok Osszegyljtésekor a termék elkezdett kikristalyosodni. A

frakciokat beparoltam, és a vizes szuszpenziot 5 °C-ra hiitdttem, majd a nyersterméket
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leszlirtem, amit fehér, vattaszeri Kristalyos formaban kaptam meg. LC-MS és NMR alapjan
tiszta terméket kaptam.

Termelés: 175 mg (61 %)

tr = 1,97 perc (TFA-s eluens) Aaps = 355 nm

'H NMR (400 MHz, DMSO-d6) ¢ 11,48 (s, 1H), 7,72 (d, J = 5,5 Hz, 1H), 7,29 — 7,19 (m, 4H),
7,07 (t, J=7,5Hz, 2H), 7,00 (t, J = 7,3 Hz, 1H), 6,70 (d, J = 7,5 Hz, 2H), 6,60 (s, 1H).

13C NMR (101 MHz, DMSO- d6) ¢ 165,60, 153,78, 141,61, 138,14, 132,58, 129,64, 129,35,
128,94, 128,72, 128,40, 128,11, 126,25, 111,21

MS (ESI) szamolt érték: C16H12BN3O2 dsszegképletre: [M+H]" = 290,1023 m/z, mért: 290 m/z

5-Hidroxi-8-metoxi-3-(fenilamino)benzo[c]imidazo[5,1-f][1,2]azaborinin-1(5H)-on  (52),
illetve (Z)-5-(3-metoxibenzilidén)-2-(fenilamino)-1,5-dihidro-4H-imidazol-4-on (52a) és
(E)-(4-metoxi-2-((5-oxo0-2-(fenilamino)-3,5-dihidro-4H-imidazol-4-
ilidén)metil)fenil)boronsav (52b)

o 0 175 mg (1,00 mmol) 65-6t feloldottam

- AN
mé'\‘ helyett 3 ml ecetsavban, majd kevertetés kozben
OH HN\@ hozz4adtam 186 mg (1,00 mmol, 1 ekv.)

o HO. _OH 2-formil-4-metoxifenilboronsavat, és az
/O\©/\H<N N oldathoz csepegtettem 1 csepp pirrolidint,
HN~{ + ©/\L N/>’NH ' o _
HN\@ o @ aminek hatasara az oldat felett fiist
524 ° 20 keletkezett, illetve a kiinduldsi anyagok
feloldéddsa utdn az  oldat  szine
narancssargara valtozott. 110 °C-on kevertetve, a reakcio 1 ora alatt lejatszodott, azonban nem
a vart termék keletkezett, hanem 1:1 aranyban egy protodeboronalt melléktermék és egy nyilt
lancu Knoevenagel-addukt. Ezutan beparoltam az oldatot, kevés DMSO-ban oldottam a
visszamarad6 anyagot, majd preparativ HPLC-n TFA-s eluensben tisztitottam. A megfeleld
frakciok Osszegyiijtésekor a termék elkezdett kikristalyosodni. A két melléktermék frakcioit
beparoltam, és a vizes szuszpenziokat 5 °C-ra hiitéttem, majd a nyerstermékeket lesziirtem. A
52a mellékterméket fehér szinli, mig a 52b mellékterméket sargas szinli por formajaban
izolaltam.
Termelés: 52a: 63 mg (22 %); 52b: 53 mg (16 %)
52a: tr = 1,97 perc (TFA-s eluens) Aas = 341 nm; 52b: tr = 2,02 perc (TFA-s eluens)
Aabs = 350 nm
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'H NMR (400 MHz, DMSO-d6) ¢ 10,72 (s, 1H), 9,87 (s, 1H), 8,10 (s, 1H), 7,84 (d, J = 8,0 Hz,
2H), 7,40 (d, J=7,6 Hz, 1H), 7,37—-7,30 (m, 2H), 7,28 (t, J = 7,9 Hz, 1H), 7,06 (tt,J=7,4, 1,2
Hz, 1H), 6,84 (ddd, J = 8,3, 2,8, 1,0 Hz, 1H), 6,48 (s, 1H), 3,83 (s, 3H). (52a)

MS (ESI) szamolt érték: Ci7HisN3Oz 0Osszegképletre: [M+H]" = 294,1164 m/z,
mért: 294 m/z (52a)

MS (ESI) szamolt érték: Ci7H16BN3Os 0Gsszegképletre: [M+H]" = 338,1234 m/z,
mért: 338 m/z (52b)

8-Fluor-5-hidroxi-3-(fenilamino)benzo[c]imidazo[5,1-f][1,2]azaborinin-1(5H)-on (53)

0 175 mg (1,00 mmol) 65-6t feloldottam 3 ml ecetsavban, majd

F
WN kevertetés kozben hozzdadtam 168 mg (1,00 mmol, 1 ekv.)
/
B,N\<
4 HN

| 4-fluoro-2-formilfenilboronsavat, és az oldathoz csepegtettem
© \© 1 csepp pirrolidint, aminek hatasara az oldat felett fiist keletkezett,

illetve a kiindulasi anyagok feloldodasa utan az oldat szine narancssargara valtozott. 110 °C-on

kevertetve, a reakci6 2 ora alatt lejatszodott. Ezutan beparoltam az oldatot, kevés DMSO-ban

oldottam a visszamarad6 anyagot, majd preparativ.z. HPLC-n NHsHCOs-0s eluensben

tisztitottam. A megfeleld frakciok Gsszegytijtésekor a termék elkezdett kikristdlyosodni. A

frakciokat beparoltam, és a vizes szuszpenzidt 5 °C-ra hiitdttem, majd a nyersterméket

lesziirtem, amit fehér kristalyos formaban kaptam meg. LC-MS és NMR alapjan tiszta terméket

kaptam.

Termelés: 185 mg (60 %)

tr = 2,03 perc (TFA-s eluens) Aans = 349 nm

'H NMR (400 MHz, DMSO-d6) 6 11,56 (s, 1H), 7,70 (t, J = 7,4 Hz, 1H), 7,14 — 6,97 (m, 6H),

6,74 (d, J=7,6 Hz, 2H), 6,58 (s, 1H)

MS (ESI) szamolt érték: CieH11BFN3O2 osszegképletre: [M+H]" = 308,0928 m/z,

mért: 308 m/z

5-Hidroxi-7-(fenilamino)-[1,3]dioxolo[4°,5°:4,5]benzo[1,2-c]imidazo[5,1-
f][1,2]azaborinin-9(5H)-on (54)

0 135 mg (0,773 mmol) 65-6t feloldottam 3 ml ecetsavban,

<OWN majd kevertetés kozben hozzdadtam 150 mg (1,00 mmol, 1 ekv.)
N/
0] B~ \< 7

Y 2-formil-4,5-metiléndioxifenilboronsavat, és az oldathoz
OH e )
@ csepegtettem 1 csepp pirrolidint, aminek hatasara az oldat felett

fiist keletkezett, illetve a kiindulasi anyagok felolddédasa utan az oldat szine narancssargara
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valtozott. 110 °C-on kevertetve, a reakcié néhany perc alatt lejatszodott. Az oldatot jeges vizes
fiirdében lehtitottem, mely hatasara fehér szilard anyagként valt ki a kivant termék, amit ezutan
leszlirtem. Az anyalig jelentds mennyiségben tartalmazta a terméket, ezért azt preparativ
HPLC-n TFA-s eluensben megtisztitottam. A megfelelé frakcidkat beparoltam,
szarazjeges-acetonos fiirddben fagyasztottam, majd liofilizaltam. A nyersterméket fehér
porként izolaltam, mely LC-MS és NMR alapjan tiszta volt.

Termelés: 203 mg (79 %)

tr = 2,02 perc (TFA-s eluens) Aans = 372 nm

'H NMR (400 MHz, DMSO-d6) § 7,13 (d, J = 8,1 Hz, 3H), 6,96 (s, 1H), 6.69 (d, J = 7,7 Hz,
2H), 659 (s, 1H), 617 (s, 2H), 601 (d, J = 115 Hz, 2H).
13C NMR (101 MHz, DMSO-d6) ¢ 151,37, 148,25, 147,93, 145,59, 142,68, 129,62, 129,14,
125,42, 123,08, 121,43, 111,71, 108,93, 102,21, 101,28, 40,58, 40,37, 40,16, 39,96, 39,75,
39,54, 39,33.

MS (ESI) szamolt érték: C17H12BN3Os dsszegképletre: [M+H]" = 334,0921 m/z, mért: 334 m/z

N-(2-kléracetil)benzamid (75)%°

O O 2,5 g (20,6 mmol) benzamidhoz kevertetés kézben hozzaadtam

©)LHKC' 1,7ml (21,3 mmol, 1,03 ekv.) kloracetil-kloridot, majd 110 °C-ra
melegitettem €s nitrogén atmoszféra alatt kevertettem. A sargas szinli

oldatot 30 perc kevertetés utan fehér szilard anyag kezdett kivalni. Az oldatot ezutan szarazra
beparoltam, 3x25 ml dietil-éterrel mostam, és sziirés utan fehér porszerli anyagot kaptam.
LC-MS és NMR alapjan tiszta terméket kaptam.
Termelés: 2,47 g (61%)
tr = 2,98 perc (TFA-s eluens) Aans = 238 nm
'H NMR (500 MHz, DMSO) 6 11,41 (s, 1H), 7,96 — 7,92 (m, 2H), 7,68 — 7,62 (tt, J = 7,1 Hz,
1,43 Hz, 1H), 7,54 (t, J = 7,8 Hz, 2H), 4,77 (s, 2H)
13C NMR (126 MHz, DMSO) ¢ 168,84, 166,93, 133,50, 133,01, 129,01, 128,94, 128,65,
127,91, 46,17.

A kapott spektrum 6sszhangban van az irodalomban leirttal.

MS (ESI) szamolt érték: CoHgCINO: 6sszegképletre: [M+H]" = 198,0244 m/z, mért: 198 m/z
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N-(2-azidoacetil)benzamid (76)*

O O 1,5 g (7,59 mmol) 75-6t feloldottam 15 ml DMSO-ban, majd

©)J\ ”)K/ N°N§N_ kevertetés kdzben hozzdadtam egy részletben 987 mg (15,2 mmol,
2 ekv.)  natrium-azidot.  Nitrogén  atmoszféra  alatt

szobahOmeérsékleten kevertettem 4 6rat. Ezutan az oldatot hideg vizre ontottem, majd a kivalo
szilard anyagot lesziirtem ¢és csak kevés dietil-éterrel mostam, mert az éter atoldotta az
anyagomat az anyalugba. A fehér szilard anyagot vakuum szaritdészekrényben szaritottam.
LC-MS ¢és NMR alapjan tiszta terméket kaptam.
Termelés: 984 mg (64 %)
tr = 2,98 perc (TFA-s eluens) Aaps = 239 nm
'H NMR (400 MHz, CDCls) 6 9,19 (s, 1H), 7,91 (d, J = 7,3 Hz, 2H), 7,65 (t, J = 7,4 Hz, 1H),
7,54 (t, J = 7,8 Hz, 2H), 4,60 (s, 2H).
13C NMR (101 MHz, CDCls) 6 171,03, 165,60, 133,82, 131,55, 129,20, 127,80, 54,27.
A kapott spektrum dsszhangban van az irodalomban leirttal.

MS (ESI) szamolt érték: CoHgN1O2 dsszegképletre: [M+H]" = 205,0647 m/z, mért: 205 m/z

2-Fenil-3,5-dihidro-4H-imidazol-4-on (77)

0 800 mg (3,92 mmol) 76-ot feloldottam 30 ml toluolban, majd kevertetés kdzben
NH  hozzdadtam 1,13 g (4,31 mmol, 1,1 ekv.) trifenilfoszfint és nitrogén atmoszféra alatt
N szobahOmérsékleten kevertettem egy €jszakan at. Beparlas utan egy olajos anyagot
kaptam, amit Et2O-rel mostam, mely utan lila szinli szilard anyag valt ki, amit
lesziirtem és 10 percig vakuum szaritdszekrényben széritottam. LC-MS alapjan
tiszta terméket kaptam, amely NMR spektrumaban més aromds szennyezdket detektaltunk. A
vegyliletet ennek ellenére
Termelés: 529 mg (84 %)
tr = 0,30 perc (TFA-s eluens) Aans = 252 nm
'H NMR (400 MHz, CDCls) 6 10,81 (s, 1H), 7,95 (d, J = 7,5 Hz, 2H), 7,53 (t, J = 7,7 Hz, 4H),
4,36 (s, 2H).
13C NMR (101 MHz, CDCls) 6 132,04, 128,93, 128,47, 126,84.
A kapott spektrum Osszhangban van az irodalomban leirttal. Néhany 3C cstics nem volt
detektalhato.
MS (ESI) szamolt érték: CoHgN20 sszegképletre: [M+H]" = 161,0637 m/z, mért: 161 m/z
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5-Hidroxi-3-fenilbenzo[c]imidazo[5,1-f][1,2]azaborinin-1(5H)-on (57)

0 100 mg (0,624 mmol) 77-et feloldottam 3 ml ecetsavban, majd
N N kevertetés kozben hozzaadtam 93,6 mg (0,624 mmol, 1 ekv.)
N o . .
EH 2-formilfenilboronsavat, ¢és az oldathoz csepegtettem még 3 csepp

pirrolidint, aminek hatasara az oldat felett fiist keletkezett. Nitrogén
atmoszféra alatt 110 °C-on kevertettem néhany orat. Ezutan beparoltam az
oldatot, és preparativ HPLC-n NH4HCOs-0s eluensben tisztitottam kétszer az anyagomat, mert
az elso tisztitds utan még nem kaptam teljesen tiszta anyagot az LC-MS szerint. A megfeleld
frakciokat beparoltam, szarazjeges-acetonos fiirdoben fagyasztottam, és liofilizaltam. A kapott
nyerstermék narancssarga szint lett. LC-MS és NMR alapjan tiszta terméket kaptam.
Termelés: 38 mg (22 %)
tr = 0,45 perc (TFA-s eluens) Aaps = 397 nm
'H NMR (400 MHz, DMSO-d6) ¢ 8,21 — 8,14 (m, 1H), 8,04 (d, J = 7,7 Hz, 2H), 7,81 (d, J =
7,4 Hz, 1H), 7,51 — 7,31 (m, 6H). 13C NMR felvételéhez a csticsok kiszélesedtek.
MS (ESI) szamolt érték: C16H11BN20; dsszegképletre: [M+H]" = 275,0914 m/z, mért: 275 m/z

5-Hidroxi-7-fenil-[1,3]dioxolo[4°,5°:4,5]benzo[1,2-c]imidazo[5,1-f][1,2]azaborinin-9(5H)-
on (58)

0 100 mg (0,624 mmol) 77-et feloldottam 3 ml ecetsavban, majd
<O N N kevertetés kozben hozzaadtam 93,6 mg (0,624 mmol, 1 ekv.)
/N %
o B 2-formilfenilboronsavat, és az oldathoz csepegtettem még 3 csepp
OH

pirrolidint, aminek hatasara az oldat felett fiist keletkezett. Nitrogén
atmoszféra alatt 110 °C-on kevertettem néhany orat. Ezutan
beparoltam az oldatot, és preparativ. HPLC-n NH4HCOs-0s eluensben tisztitottam az
anyagomat. A megfeleld frakcidkat beparoltam, szarazjeges-acetonos fiirddben fagyasztottam,
és liofilizaltam. A kapott nyerstermék sarga szinii lett. LC-MS és NMR alapjan tiszta terméket
kaptam.
Termelés: 70 mg (35 %)
tr = 0,82 perc (NHsHCOz-s eluens) Aaps = 431 nm
'H NMR (600 MHz, CDs0OD) ¢ 8,54 (dd, J = 8,1, 1,6 Hz, 2H), 7,78 (t, J = 7,5 Hz, 1H), 7,69 (t,
J=7,7Hz, 2H), 7,52 (s, 1H), 7,20 (s, 1H), 7,15 (s, 1H), 6,14 (s, 2H).
13C NMR (151 MHz, CDs;0D) ¢ 155,23, 151,20, 136,57, 135,23, 134,68, 133,32, 132,80,
131,84, 130,38, 115,28, 113,60, 105,08
MS (ESI) szamolt érték: C17H11BN204 dsszegképletre: [M+H]" = 319,0812 m/z, mért: 319 m/z
56



N-acetil-2-azidoacetamid (68)

O O 1 g (7,38 mmol) N-acetil-2-kléracetamidot feloldottam 15 ml

)J\ H)K/N\\NZN_ DMSO-ban, majd kevertetés kdzben hozzadadtam egy részletben 959 mg
(14,8 mmol, 2 ekv.) natrium-azidot. Nitrogén atmoszféra alatt

szobahOmeérsékleten kevertettem egy €jszakéan at. Az oldatot hideg vizre ontttem, de szilard
anyag nem valt ki. Ezutan az oldatot 3x20 ml etil-acetattal extrahaltam, vizmentes MgSO4-0n
szaritottam, leszlirtem, majd beparoltam. A nyerstermék fehér kristalyos szilard anyag. NMR
alapjan tiszta terméket kaptam.
Termelés: 402 mg (38 %)
'H NMR (400 MHz, CDCls) 6 8,96 (s, 1H), 4,25 (d, J = 11,2 Hz, 2H), 2,63 (s, 2H), 2,34 (s, 3H)
13C NMR (101 MHz, CDCls) 6 170,88, 53,35, 40,81
A kapott spektrum Osszhangban van az irodalomban leirttal. Néhany 3C cstics nem volt
detektalhato.

A terméket LC-MS-en nem lehetett kovetni UV elnyelés és MS ionizaci6 hianya miatt.

2-Metil-3,5-dihidro-4H-imidazol-4-on (69)

0 300 mg (2,11 mmol) 68-at feloldottam 11 ml toluolban, majd kevertetés kozben

Ny hozzaadtam 609 mg (2,32 mmol, 1,1 ekv.) trifenilfoszfint. A kezdetben sarga, majd
N§< barna szinli elegyet egy ¢éjszakan at kevertettem szobahdmérsékleten, nitrogén
atmoszféra alatt. A keletkez6 terméket a kis moéltomege miatt nem lehetett LC-MS-ben
detektalni, csak a trifenilfoszfin mennyiségébdl, illetve VRK-n lehetett kdvetni a reakcid
elorehaladasat. A reakcidelegyet beparoltam, és a visszamarado szilard anyagot MeCN-ben
oldottam, majd preparativ HPLC-n tisztitottam TFA-s eluensben. A megfeleld frakciokat
beparoltam, szérazjeges acetonban lefagyasztottam, majd liofilizaltam. Az izolalt anyag nem a
vart termék volt, NMR alapjan tobbkomponensii elegy, ami nem kizart, hogy tartalmazza a

terméket.
5-Hidroxi-3-metilbenzo[c]imidazo[5,1-f][1,2]azaborinin-1(5H)-on (55)

0 60 mg (0,612 mmol) 69-et feloldottam 2 ml ecetsavban, kevertetés

©\/\//<N kdzben hozzaadtam 91,7 mg (0,612 mmol, 1 ekv.) 2-formilfenilboronsavat,
/
N

, majd az oldathoz csepegtettem 3 csepp pirrolidint, aminek hatdséara az oldat
OH
felett fuist keletkezett. Nitrogén atmoszféra alatt 110 °C-on kevertettem a
reakcioelegyet néhany oraig. A keletkezd terméket LC-MS-ben nehezen lehetett detektalni. Az

oldatot beparoltam, majd a visszamarad6 anyagot feloldottam MeCN-ben és kevés MeOH-ban,
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majd preparativ  HPLC-n tisztitottam TFA-s eluensben. A célvegyiilet nem képzddott,

feltehetden amiatt, hogy a 69 vegyiilet nem a vart termék volt.

5-Hidroxi-7-metil-[1,3]dioxolo[4°,5°:4,5]benzo[1,2-c]imidazo[5,1-f][1,2]azaborinin-
9(5H)-on (56)

0 60 mg (0,612 mmol) 69-et feloldottam 2 ml ecetsavban, kevertetés
<O A N kozben  hozziadtam 119 mg (0,612 mmol, 1 ekv.)
N

o B~

/
\< 2-formil-4,5-metiléndioxifenilboronsavat, majd az oldathoz
OH

csepegtettem 3 csepp pirrolidint, aminek hatasara az oldat felett fiist
keletkezett. Nitrogén atmoszféra alatt 110 °C-on kevertettem a reakcidelegyet néhany oraig. A
keletkez6 terméket LC-MS-ben nehezen lehetett detektalni. Az oldatot beparoltam, majd a
visszamarado anyagot feloldottam MeCN-ben ¢és kevés MeOH-ban, majd preparativ HPLC-n
tisztitottam TFA-s eluensben. A célvegyiiletet nem lehetett izolalni, feltehetéen amiatt, hogy a

69 vegyiilet nem a vart termék volt.

N-(2-kléracetil)-N-metilbenzamid (79)*>"

O O 1,5 g (11,1 mmol) N-metilbenzamidhoz hozzaéntéttem 37 ml

©)‘\ NJ\/CI toluolt, ¢és szobahdmérsékleten kevertetés kozben az oldathoz
| csepegtettem 970 ul (12,2 mmol, 1,1 ekv.) kloracetil-kloridot. A

reakcioelegyet nitrogén atmoszféra alatt 110 °C-on kevertettem egy éjszakan at. Az oldoszer
beparlasa utan egy barnas-voros szinll olajat kaptam, amit tovabbi tisztitas nélkiil a kovetkezd
reakcioban hasznaltam fel.
Termelés: 2,0 g (85 %)
tr = 3,41 perc (TFA-s eluens) Aaps = 239 nm
1.15.70

A termék NMR spektruma megegyezik az irodalomban leirtta
MS (ESI) szamolt érték: C10H10CINO: 6sszegképletre: [M+H]" = 212,0400 m/z, mért: 212 m/z

N-(2-azidoacetil)-N-metilbenzamid (80)*>7°

O O 1,8 g (8,5 mmol) 79-et feloldottam 17 ml DMSO-ban, majd
©)‘\ N)K/N\\NZN_ kevertetés kozben hozzaadtam egy részletben 1,11 g (17 mmol,
| 2 ekv.) natrium-azidot. A rekacidelegyet nitrogén atmoszféra alatt
szobahdmérsékleten egy éjszakan at kevertettem. Az oldatot jeges vizre Ontdttem, majd
3x30 ml etil-acetattal, 20 ml vizzel és végiil 20 ml telitett NaCl-oldattal extrahaltam. Ezutan

vizmentes MgSQOs-on szaritottam, lesziirtem, majd beparoltam az oldatot, amit ezt kdvetden
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flash kromatografon EtOAc/hexan eluensben tisztitottam. A frakcidk beparlasa utan
nyerstermék sargas-fehér kristalyok forméjaban valt ki.

Termelés: 872 mg (47 %)

tr = 3,43 perc (TFA-s eluens) Aaps = 246 nm

A termék NMR spektruma megegyezik az irodalomban leirttal.*>"°

MS (ESI) szamolt érték: C10H10N4O2 dsszegképletre: [M+H]" = 219,0804 m/z, mért: 219 m/z

3-Metil-2-fenil-3,5-dihidro-4H-imidazol-4-on (81)

0 750 mg 80-at feloldottam 17 ml toluolban, kevertetés kdzben hozzaadtam
N— 992mg (3,78 mmol, 1,1 ekv.) trifenilfoszfint €s nitrogén atmoszfeéra alatt
N szobahdmérsékleten egy éjszakan at kevertettem. Az oldészer beparlasa utan piros
szinli olajos anyagot kaptam, amibdl késébb a szennyez6 trifenilfoszfin-oxid

elkezdett kikristalyosodni. Az anyagomat megprobaltam dietil-éterben mosni, de

VRK szerint az atoldotta a kivant terméket a szennyezokkel egyiitt. Az anyagot flash
kromatografon EtOAc/hexan eluensben tisztitottam. A  frakciok beparlasa utan

nyerstermékként piros szinii olajos anyagot kaptam, azonban nem a vart terméket sikeriilt

izolalni.
N-acetil-2-klér-N-metilacetamid (71)*>7°

O O 5,3 g (72,5 mmol) N-metilacetamidot feloldottam 80 ml DKM-ben, és

)J\ N)K/CI kevertetés kdzben hozzaadtam 11,1 ml (79,8 mmol, 1,1 ekv.) trietilamint.
| Kevertetés kozben cseppenként az elegyhez adtam 6,34 ml (79,8 mmol,

1,1 ekv.) kloracetil-kloridot. Az adagolas kdzben heves forrast tapasztaltam. Az oldatot 2 oraig
kevertettem nitrogén atmoszféra alatt szobahOmérsékleten, majd 3x30 ml vizzel mostam
valasztotolcsérben. Az egyesitett szerves fazist vizmentes MgSOs-on szaritottam, lesziirtem,
majd beparoltam. Nyersterméknek barna szinii olajos anyagot kaptam, melyet tovabbi tisztitas
nélkiil hasznaltam fel a kovetkezd vegyiilet eldallitasahoz.
Termelés: 4,38 g (40 %)
A termék NMR spektruma megegyezik az irodalomban leirttal, !>

A terméket LC-MS-en nem lehetett detektalni a gyenge UV-elnyelés és MS ionizalhatosag

miatt.

59



N-acetil-2-azido-N-metilacetamid (72)"°

O O 4 g (26,7 mmol) 71-et feloldottam 52 ml DMSO-ban, majd

)J\ NJ\/N\\N}N_ kevertetés kozben hozzaadtam 3,47 g (53,5 mmol, 2 ekv.) natrium-azidot.
| A rekacidelegyet nitrogén atmoszféra alatt szobahOmérsékleten egy

¢jszakan at kevertettem. Az oldatot jeges vizre dntottem, majd 3x50 ml etil-acetattal, 2x30 ml
vizzel és végil 30 ml telitett NaCl-oldattal extrahdltam. Ezutdn vizmentes MgSO4-0n
szaritottam, leszlirtem, majd beparoltam az oldatot, amit ezt kdvetden flash kromatografon
EtOAc/hexan eluensben tisztitottam. A frakciok beparldsa utdn nyerstermékként sarga szinii
olajos anyagot kaptam.
Termelés: 1,12 g (27 %)
15,70

A termék NMR spektruma megegyezik az irodalomban leirttal.
A terméket LC-MS-en nem lehetett kovetni.

2,3-Dimetil-3,5-dihidro-4H-imidazol-4-on (73)

0 968 mg (6,2 mmol) 72-t feloldottam 31 ml toluolban, majd kevertetés kozben
N— hozzdadtam 1789 mg (6082 mmol, 1,1 ekv.) trifenilfoszfint. Szobahémérsékleten
N§< 3 oran at kevertettem, majd beparoltam az oldatrol a toluolt, mely utan a szennyezd
trifenilfoszfin-oxid sargas kristalyok formajaban kivalt. Az anyagomat flash kromatografon
MeOH/EtOAc eluensben tisztitottam. A frakcidok beparlasa utan nyerstermékként sarga szinli

olajos anyagot kaptam, de a nem a vart terméket sikertilt izolalni.

5-Hidroxi-7,8-dimetil-9-ox0-5,9-dihidro-[1,3]dioxolo[4°,5’:4,5]benzo[1,2-c]imidazo[5,1-
f][1,2]azaborinin-8-ium (60)

0 22,1 mg (0,197 mmol) 73-at feloldottam 2 ml ecetsavban,

<OWN+_ kevertetés kozben hozzaadtam 382 mg (0,197 mmol, 1 ekv.)
Y
(0] B/N\<

, 2-formil-4,5-metiléndioxifenilboronsavat, majd az  oldathoz
o csepegtettem 3 csepp pirrolidint, aminek hatasara az oldat felett fiist
keletkezett. Nitrogén atmoszféra alatt 110 °C-on kevertettem a reakcioelegyet néhany oraig.
LC-MS alapjan nem képzddott a vart termék, feltételezhetéen azért, mert a kiindulasi

imidazolinon (73) nem a vart vegyiilet volt.
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Metil-2-metilbenzoat (43)

O\CH kevertetés kozben 10 csepp 96 %-os kénsavat csepegtettem hozza, és 3 napig
3

@;3 5 g (36,7 mmol) o-toluilsavat feloldottam 130 ml metanolban, majd
o} 70 °C-on refluxaltattam az elegyet. A reakcio elOorehaladasat VRK-n

kovettem. Az olddszer beparldsa utan a keletkezd termék €s a viz két fazisra valt szét. Kevés

viz hozzdadasara fehér szuszpenzid keletkezett, amit ezutdn razotolcsérben haromszor

dietil-éterrel extrahaltam. Az egyesitett szerves fazist telitett NaCl-oldattal mostam, vizmentes

MgSOs-on széritottam, lesziirtem, majd beparoltam. A nyerstermék szintelen, gylimolcsos

illata folyadék lett.

Termelés: 4,88 g (89 %)

tr =3,90 perc (TFA-s eluens) Aaps = 279 nm

A termék NMR spektruma megegyezik az irodalomban leirttal.>

MS (ESI) szamolt érték: CoH1002 osszegképletre: [M+H]" = 151,0681 m/z, mért: 151 m/z

Metil-2-(brommetil)benzoat (44)

Br 4,78 g (31,8 mmol) 43-at feloldottam 50 ml benzolban, és kevertetés

©;O\CH3 kozben hozzaadtam el6bb 6,23 g (35 mmol, 1,1 ekv.) N-brémszukcinimidet,

o majd 139 mg (0,573 mmol, 0,018 ekv.) benzoil-peroxidot. Az elegyet
70 °C-on nitrogén atmoszféra alatt kevertettem 2 napig. Az elegy a szintelen oldoszer és
sargas-fehéres szilard anyag szuszpenzidja volt. Miutan a reakcidelegy lehilt
szobahdmérsékletre, hiitdben taroltam. A sargas folyadék mellett fehér kristalyok valtak ki,
amiket leszlirtem, majd a szilirlet beparldsa utan sarga szinii olajos anyagot kaptam.
Termelés: 6,55 g (90 %)
tr = 4,00 perc (TFA-s eluens), Aas= 211 nm
1.5

A termék NMR spektruma megegyezik az irodalomban leirtta
MS (ESI) szamolt érték: CoHoBrO2 dsszegképletre: [M+H]" = 228,9786 m/z, mért: 229 m/z

Izoindolin-1-on (45)

©i‘<\NH 2 g (8,73 mmol) 44-hez hozzaadtam 20 ml 7 N metanolos ammonia oldatot,

majd szobahdmérsékleten nitrogén atmoszféra alatt kevertettem 24 oraig. Az
° olddszer beparldsa utan piszkosfehér szilard anyag valt ki. Az anyagomat flash
kromatografon MeOH/DKM eluensben tisztitottam. A frakciok beparlasa utan nyerstermékként
fehér szinti szilard anyagot kaptam.

Termelés: 863 mg (74 %)
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tr =1,29 perc (TFA-s eluens) Adaps = 226 nm
A termék NMR spektruma megegyezik az irodalomban leirttal.*®
MS (ESI) szamolt érték: CgH7NO oOsszegképletre: [M+H]" = 134,0528 m/z, mért: 134 m/z

5-Hidroxibenzo[3,4][1,2]azaborinino[6,1-a]izoindol-7(5H)-on (49)

300 mg (2,25 mmol) 45-6t 6sszemértem 338 mg (2,25 mmol, 1 ekv.)
2-formilfenilboronsavval, majd hozzaadtam 10 ml vizmentes etanolt, és
nitrogén atmoszféra alatt kevertettem az elegyet. A szilard anyagok

feloldodasa utan 1,7 ml (11,3 mmol, 5 ekv.) DBU-t adtam az oldathoz,

majd 80 °C-ra melegitettem és tovabbra is nitrogén atmoszféra alatt kevertettem a
reakcioelegyet 24 oraig. A keletkezd narancssarga szinli oldatot hagytam szobahdmérsékletre
hiilni, majd jeges vizes fiirdobe helyeztem, mikozben kevertetés kozben 20 ml 1 M-0s
HCl-oldatot adtam az oldathoz. A HCl-oldat adagolasa kdzben enyhe pezsgést tapasztaltam,
mikdzben sargés szinii szilard anyag valt ki. 15 perc kevertetés utan lesziirtem az oldatot, és a
kapott sargas-fehér szilard anyagot vakuum szaritészekrényben szaritottam 2 o6raig. LC-MS
szerint a szaritott anyag tartalmazott még szennyezot, ezért preparativ HPLC-n, NHsHCO3-0s
eluensben megtisztitottam. A megfeleld frakciokat beparoltam, szarazjeges-acetonos fiirdében
fagyasztottam, és liofilizaltam. A kapott nyerstermék fehér szinii lett. LC-MS és NMR alapjan
tiszta terméket kaptam.

Termelés: 280,1 mg (50 %)

tr = 4,38 perc (NH4HCOz-s eluens) Aans = 372 nm

A termék NMR spektruma megegyezik az irodalomban leirttal.>®

MS (ESI) szamolt érték: C1sH10BNO2 6sszegképletre: [M+H]" = 248,0805 m/z, mért: 248 m/z

5-Hidroxi-[1,3]dioxolo[4”,5:4°,5’|benzo[1°,2°:3,4][1,2]azaborinino[6,1-a]izoindol-7(5H)-
on (50)

68,7 mg (0,516 mmol) 45-6t
Osszemértem 100 mg (0,516 mmol,
1 ekv.) 2-formilfenilboronsavval, majd
hozzaadtam 5 ml vizmentes etanolt, és
nitrogén atmoszféra alatt kevertettem
az elegyet. A szilard anyagok
feloldodasa utan 0,4 ml (2,58 mmol,
5 ekv.) DBU-t adtam az oldathoz, majd
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80 °C-ra melegitettem ¢€s tovabbra is nitrogén atmoszféra alatt kevertettem a reakcioelegyet
24 6raig. A keletkezd narancssarga szini oldatot hagytam szobahdmérsékletre hiilni, majd jeges
vizes fiird6be helyeztem, mikozben kevertetés kozben 10 ml 1 M-0s HCI-oldatot adtam az
oldathoz. A HCl-oldat adagolasa k6zben enyhe pezsgést tapasztaltam, mik6zben sargas szinii
szilard anyag valt ki. 15 perc kevertetés utan lesziirtem az oldatot, és a kapott sargas-fehér
szilard anyagot vakuum széritoszekrényben szaritottam 2 oraig. A szarités el6tt vett LC-MS és
NMR minta alapjén tiszta anyagot kaptam a sziirés utan. Az 50a jelti dimer csak MS-en
latszddott, az anyavegyiilettel megegyez6 retencios idovel, csucsalakkal.

Termelés: 22,3 mg (15 %)

tr =4,90 perc (NHsHCOz3-s eluens) Aans = 388 nm

'H NMR (600 MHz, CDCl3) 6 7,88 (dd, J = 7,6, 1,2 Hz, 1H), 7,82 (s, 1H), 7,73 (dd, J = 7,4,
1,0 Hz, 1H), 7,64 (td, J = 7,5, 1,1 Hz, 1H), 7,53 (s, 1H), 7,46 (td, J = 7,5, 0,9 Hz, 1H), 6,93 (s,
1H), 6,72 (s, 1H), 6,05 (s, 2H).

13C NMR (151 MHz, CDCls) 6 174,88, 151,41, 147,43, 139,05, 137,85, 134,06, 133,68, 129,10,
128,99, 124,81, 124,11, 120,26, 111,73, 107,78, 107,13, 101,36.

MS (ESI) szamolt érték: C16H10BNO4 dsszegképletre: [M+H]* = 292,0703 m/z, mért: 292 m/z;
[2M+H]* = 565,1300 m/z, mért: 565 m/z

2-(Bisz(piridin-2-ilmetil)amino)-1,5-dihidro-4H-imidazol-4-on (87)

0 650 mg (5,6 mmol) 2-tiohidantoint feloldottam 8 ml MeCN-ben, majd
N(Z<NH J ) kevertetés kozben, nitrogén atmoszféra alatt néhany csepp DMF-et adtam az
\g\l =\~ oldathoz. Ezutin egy részletben fecskendén keresztiil hozzaadtam 1,2 ml
(19,6 mmol, 3,5 ekv.) metil-jodidot, majd egy éjszakan at kevertettem nitrogén

7 ';l atmoszféra alatt. Az oldatr6l beparoltam az MeCN-t, és a visszamaradd
= anyagot feloldottam nitrogén atmoszféra alatt 5 ml DMF-ben, amitdl sotét
narancssarga szinli oldatot kaptam. Par perc kevertetés utan a reakcioelegyhez adtam
fecskend6n keresztiil 1,1 ml (6,16 mmol, 1,1 ekv.) bisz(2-piridilmetil)amint, amit6l az oldat
szine mélyebb lett. LC-MS mérés alapjan a reakcio 4 6ra utan lejatszodott. Ezutan az anyagomat
preparativ HPLC-n NH4HCOg-o0s eluensben tisztitottam. A megfeleld frakciokat beparoltam,
szarazjeges-acetonos flirddben fagyasztottam, majd liofilizaltam. A liofilizalordl levéve egy
folyékony anyagot kaptam, amit a konnyebb kinyerés végett kevés metanolban oldottam, egy
kisebb tlivegbe atontdttem, majd ebbdl beparoltam a metanolt. A visszamarad6d anyagot

10 percig vakuum szaritoszekrényben szaritottam a metanol nyomok eltavolitasa érdekében.

Széritas utan erésen viszkdzus, sotétbarna szinli anyagot kaptam.
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Termelés: 352 mg (22 %)

tr = 2,52 perc (NH4HCO3-s eluens) Zaps = 227 nm

MS (ESI) szamolt érték: C1sH15Ns0 dsszegképletre: [M+H]" = 282,1277 m/z, mért: 282 m/z
'H NMR (400 MHz, DMSO-d6) ¢ 8,63 (bs, 2H), 8,41 (bs, 1H), 7,91 (bs, 2H), 7,34 (bs, 4H),
4,82 — 4,63 (bd, J = 8 Hz, 4H), 3,85 (s, 2H). A kiszélesedett jelek miatt a *C spektrumot nem

tudtuk rdgziteni. Az 'H jelek megegyeznek az irodalmi.

7-(Bisz(piridin-2-ilmetil)amino)-5-hidroxi-[1,3]dioxolo[4°,5:4,5]benzo|[1,2-c]imidazo[5,1-
f][1,2]azaborinin-9(5H)-on (88)

0 235 mg (0,835 mmol) 87-et feloldottam 5 ml ecetsavban,
<O:©\/\N/Z/<N J 1 majd kevertetés kozben hozzdadtam 162 mg (0,835 mmol,
o B~ ~ \Q 1ekv.) 2-formil-4,5-metiléndioxifenilboronsavat, majd az
on N oldathoz csepegtettem 3 csepp pirrolidint, aminek hatasara az
2 ';l oldat felett fiist keletkezett. Nitrogén atmoszféra alatt 110 °C-on
= kevertettem a reakcidelegyet 3,5 oraig. Ezutdn beparoltam az
oldoszert, majd a visszamarad6 anyagot kevés metanolban oldottam, és preparativ HPLC-n
NH4HCOs-0s eluensben tisztitottam. A megfeleld frakcidkat beparoltam, szrazjeges-acetonos
fiirdoben fagyasztottam, majd liofilizaltam. LC-MS és NMR alapjan tiszta terméket kaptam.
Termelés: 183 mg (50 %)
tr = 3,07 perc (NHzHCOz-s eluens) Aans = 398 nm
'H NMR (600 MHz, CDCls) 6 8,49 (d, J = 5,4 Hz, 2H), 7,78 (t, J = 8,0 Hz, 2H), 7,49 (d, J =
7,8 Hz, 2H), 7,34 (t, J = 6,5 Hz, 2H), 7,13 (s, 1H), 6,83 (s, 1H), 6,61 (s, 1H), 6,00 (s, 2H), 5,43
(brs, 4H).
13C NMR (151 MHz, CDCls) 6 178,00, 169,55, 154,73, 148,29, 148,01, 147,18, 139,55, 135,14,
132,85 (br), 132,30, 126,36, 124,02, 112,26, 109,74, 108,40, 101,04, 54,09.
MS (ESI) szamolt érték: C23H1sBNsO4 dsszegképletre: [M+H]" = 440,1452 m/z, mért: 440 m/z

N*,N-bisz(piridin-2-ilmetil)benzol-1,4-diamin (90)*

NH, 313 mg (0,977 mmol) 4-nitro-N,N-bisz(piridin-2-ilmetil)anilint
feloldottam 15 ml etanolban. Ekdzben 1110 mg (5,86 mmol, 6 ekv.)

| S ﬂ SnClz-2H20-bol és 7,5 ml cc. HCI-bol oldatot készitettem, amit
N
N

“ kevertetés kozben hozzadontéttem az etanolos oldathoz, ami barnas-

N
narancssarga szintivé valt, illetve a sésavas oldat hozzaadasa kozben enyhe fiistdlgést is

tapasztaltam. A reakcidelegyet 78 °C-on refluxdltattam egy ¢éjszakdn at, mikdzben a szine
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vildgosabb lett ¢és az oldat aljan csapadék valt ki. Ezutdn addig adagoltam desztillalt vizet a
csapadékos oldathoz, amig az kitisztult, majd 32 %-0s NHs-oldatot csepegtettem az elegyhez
pH 7-8-ig. Az NHs adagolasa kdzben fehér fiist keletkezett, ami az oldat felszinén egy
parnaszeri réteget képzett, valamint az NHsz mennyiségének novekedésével az oldatban fehér
csapadék valt ki, ami kevertetéssel azonban feloldodott. A keverés leallitasa utan két fazisa
elegyet kaptam: egy sargas szinli oldatban fehér csapadék. Az oldatot haromszor extrahaltam
etil-acetattal, és az egyesitett szerves fazist vizmentes MgSQO4-on szaritottam, majd beparoltam.
Beparlas utan egy barna viszkdzus anyagot kaptam, amit kevés DKM-ben feloldva flash
kromatografon MeOH/DKM eluensben tisztitottam.

Termelés: 57 mg (20 %)

tr = 0,47 perc (TFA-s eluens) Aaps = 255 nm

A termék NMR spektruma megegyezik az irodalomban leirttal.*

MS (ESI) szamolt érték: C1sH1gN4 6sszegképletre: [M+H]* = 291,1531 m/z, mért: 291 m/z

2-((4-(Bisz(piridin-2-ilmetil)amino)fenil)amino)-1,5-dihidro-4H-imidazol-4-on (91)

O Egy Schlenk technikaval inertizalt szeptummal ellatott mintatartd
}JN\ iivegben 20,4 mg (0,175 mmol) 2-tiohidantoint feloldottam 3 ml
H NH vizmentes MeCN-ben, majd kevertetés kozben nitrogén atmoszféra

alatt néhany csepp vizmentes DMF-et adtam az oldathoz. Ezutan egy
X =

= N N T . - o . ; .
N N”  metil-jodidot, majd egy éjszakan at kevertettem nitrogén atmoszféra

| részletben fecskenddn keresztiil hozzaadtam 80 ul (1,23 mmol, 7 ekv.)

alatt. Kovetkez6 nap az oldatrol beparoltam az MeCN-t, és a visszamaradd sarga szinii olajos
anyagot feloldottam nitrogén atmoszféra alatt 1 ml DMF-ben, amit6l s6tét narancssarga szinti
oldatot kaptam. Par perc kevertetés utan a reakcidelegyhez adtam fecskenddn keresztiil 56 mg
(0,193 mmol, 1,1 ekv.), 1 ml vizmentes DMF-ben oldott 90-et, amit6l az oldat szine mélyebb
lett. LC-MS mérés alapjan a reakcid 4 o6ra utan lejatszodott. Ezutan az anyagomat preparativ
HPLC-n NHsHCOsz-0s cluensben tisztitottam. A megfeleld frakcidkat beparoltam,
szarazjeges-acetonos flirdoben fagyasztottam, majd liofilizaltam. A liofilizalorodl levéve egy
folyékony anyagot kaptam, amit a konnyebb kinyerés végett kevés metanolban oldottam, egy
kisebb livegbe atontdttem, majd ebbdl beparoltam a metanolt. A visszamaradd anyagot 10
percig vakuum szaritdszekrényben széritottam a metanol nyomok eltavolitdsa érdekében.
Szaritas utan erdsen viszkozus, sotétbarna szinli anyagot kaptam.

Termelés: 24 mg (37 %)

tr = 3,24 perc (NHsHCOz-s eluens) Aaps = 263 nm
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IH NMR (600 MHz, CDsOD) § 8,10 — 8,07 (m, 2H), 7,27 (td, J = 7,6, 1,8 Hz, 2H), 6,83 (d, J =
7.9 Hz, 2H), 6,81 — 6,77 (m, 2H), 6,63 (s, 2H), 6,16 (d, J = 8,9 Hz, 2H), 4,35 (s, 4H), 3,18 (s,

2H).

13C NMR (151 MHz, CDs;0D) ¢ 186,81, 169,83, 158,96, 149,30, 145,13, 136,79, 126,95,
123,18, 122,17, 121,13, 112,43, 57,08, 49,34.
MS (ESI) szamolt érték: C21H20NsO 6sszegképletre: [M+H]" = 373,1699 m/z, mért: 373 m/z

3-((4-(Bisz(piridin-2-ilmetil)amino)fenil)amino)-5-hidroxibenzo[c]imidazol[5,1-
f][1,2]azaborinin-1(5H)-on (92)

0O

8,5 mg (0,0228 mmol) 91-et feloldottam 2 ml ecetsavban,

@\/KN 7" \\ majd kevertetés kozben hozzéadtam 5 mg (0,0333 mmol,
/N 7 N\
B \<

OH HN
N

N

=

\_

1,5ekv.) 2-formilfenilboronsavat, majd az oldathoz
csepegtettem 3 csepp pirrolidint, aminek hatasara az oldat felett
fiist keletkezett. Nitrogén atmoszféra alatt 110 °C-on

kevertettem a sargds-barna szinii reakcidelegyet 2 Oraig.

Ezutan beparoltam a reakcidelegyrdl az ecetsavat, majd a visszamaradd anyagot 8 ml

MeCN-ben feloldottam ¢és preparativ HPLC-n, TFA-s eluensben tisztitottam. A megfeleld

frakciokat beparoltam, szarazjeges acetonban lefagyasztottam, majd liofilizaltam. A

nyerstermék egy sarga szinii por lett. LC-MS és NMR alapjan tiszta terméket kaptam.

Termelés: 8,2 mg (74 %)

tr = 3,26 perc (TFA-s eluens) Aans = 362 nm

!H NMR (400 MHz, DMSO) 6 8,14 (ddd, J = 5,4, 1,6, 0,8 Hz, 2H), 7,53 (td, J = 7,8, 1.6 Hz,
2H), 7,16 (dt, J = 8,3, 1,0 Hz, 2H), 6,95 (ddd, J = 7,7, 5,4, 1,2 Hz, 2H), 6,78 — 6,71 (m, 1H),
6,56 — 6,53 (M, 1H), 6,55 — 6,50 (M, 1H), 6,45 (td, J = 7,4, 1,5 Hz, 1H), 6,37 — 6,29 (m, 2H),
6,12 (s, 1H), 5,91 — 5,83 (m, 2H), 4,43 (s, 4H).

13C NMR (101 MHz, DMSO) § 163,93, 156,43, 153,97, 144,68, 144,10, 143,80, 141,89,
135,42, 130,73, 128,67, 128,49, 128,23, 126,07, 125,63, 124,11, 123,83, 123,57, 117,29,

112,44, 54,67.

MS (ESI) szamolt érték: C2sH23BNsO2 dsszegképletre: [M+H]" = 487,1976 m/z, mért: 487 m/z
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7-((4-(Bisz(piridin-2-ilmetil)amino)fenil)amino)-5-hidroxi-
[1,3]dioxolo[4°,5°:4,5]benzo[1,2-c]imidazo[5,1-f][1,2]azaborinin-9(5H)-on (93)

0 8,5 mg (0,0228 mmol) 91-et feloldottam 2 ml

<O o N 7 \\ ecetsavban, majd kevertetés kozben hozzaadtam 5 mg
N =~ .

© B X N 00258  mmol, 11  ekv)  2-formil-4,5-

oH HN

\Q\N metiléndioxifenilboronsavat, majd az  oldathoz

N csepegtettem 3 csepp pirrolidint, aminek hatasara az oldat

\ 4 felett fiist keletkezett. Nitrogén atmoszféra alatt 110 °C-on

kevertettem a sargas-barna szinii reakcioelegyet 2 oraig. Ezutan beparoltam a reakcioelegyrol
az ecetsavat, majd a visszamarado6 anyagot 8 ml MeCN-ben feloldottam ¢€s preparativ HPLC-n,
TFA-s eluensben tisztitottam. A megfeleld frakcidkat beparoltam, szarazjeges acetonban
lefagyasztottam, majd liofilizaltam. A nyerstermék egy sarga szindi por lett. LC-MS és NMR
alapjan tiszta terméket kaptam.

Termelés: 6,3 mg (52 %)

tr = 3,31 perc (TFA-s eluens) Aaps = 389 nm

'H NMR (400 MHz, DMSO) ¢ 8,14 (d, J = 5,4 Hz, 2H), 7,52 (t, J = 7,8 Hz, 2H), 7,16 (d, J =
8,0 Hz, 2H), 6,95 (t, J = 6,5 Hz, 2H), 6,36 — 6,30 (m, 2H), 6,20 (s, 1H), 6,08 (s, 1H), 6,07 (s,
1H), 5,91 - 5,85 (m, 2H), 5,16 (s, 2H), 4,43 (s, 4H).

13C NMR (101 MHz, DMSO) ¢ 163,80, 156,47, 153,71, 148,74, 146,37, 144,71, 144,23,
141,73, 140,48, 129,64, 127,15, 125,60, 124,16, 123,77, 123,49, 117,62, 112,45, 109,97,
108,00, 100,02, 54,72.

MS (ESI) szamolt érték: C29H23BNsOs dsszegképletre: [M+H]" = 531,1874 m/z, mért: 531 m/z

7.3. Spektroszkopiai vizsgalathoz hasznalt oldatok
A 88, 92 ¢és 93 vegyiilet spektroszkopiai vizsgalatdhoz a kdvetkez6 oldatokat készitettem el:

e Zn-puffer: 200 ml, 1 mM-os koncentracioban Zn(OTf)z-ot tartalmazé 10 mM-0s HEPES
oldat elkészitéséhez feloldottam 72,7 mg Zn(OTf)-ot 150 ml ioncserélt vizben egy
f6z6poharban, majd hozzaadtam 476 mg HEPES-t és 745 mg KCI-ot. A pH beallitasahoz
frissen készitett cc. NaOH-oldatot csepegtettem az oldatba, amig a pH = 7,4-et elértem. Az
oldatot ezutan egy 200,0 ml-es mér6lombikba Ontdttem 4&t, majd ioncserélt vizzel jelig

toltottem.

e EGTA-puffer: 250 ml, 10 mM-os koncentracioban EGTA-t tartalmaz6 10 mM-0s HEPES
oldat elkészitéséhez feloldottam 900 mg EGTA-t 190 ml ioncserélt vizben egy
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f6z6poharban, majd hozzaadtam 595 mg HEPES-t és 931 mg KCl-ot. A pH beallitisdhoz
frissen készitett cc. NaOH-oldatot csepegtettem az oldatba, amig a pH = 7,4-et elértem. Az
oldatot ezutan egy 250,0 ml-es mér6lombikba Ontdttem at, majd ioncserélt vizzel jelig

toltottem.

HEPES-puffer: 200 ml, 10 mM-os HEPES-oldat elkészitéséhez feloldottam 476 mg
HEPES-t 150 ml ioncserélt vizben egy féz6poharban, majd hozzaadtam 745 mg KCl-ot. A
pH bedllitasahoz frissen készitett cc. NaOH-oldatot csepegtettem az oldatba, amig a
pH = 7,4-et elértem. Az oldatot ezutan egy 200,0 ml-es mérélombikba Ontottem at, majd

ioncserélt vizzel jelig toltottem.
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Fiiggelek

49 vegyiilet spektroszkdpiai jellemzése
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41. dbra: A 49 vegyiilet abszorpcios (bal oldal) és emisszios (jobb oldal) spektrumai
szerves oldoszerekben (felso sor), illetve kiilonbozo pH-ju pufferoldatokban (also sor)

3. tablazat: A 49 vegyiilet spektroszkopiai eredményei szerves oldoszerekben

Oldészer Dabszorpcios | Agerjesziési Aemisszios Stokes-eltolodas e QY Fényesség
[nm] [nm] [nm] [nm] [dm®/(mol-cm)] | [%] | [dm®/(mol-cm)]
MeOH 372 372 428 56 28557 68 19300
DMSO 374 372 436 64 21468 94 20145
DKM 374 372 435 63 23716 95 22500
MeOH+TFA 370 370 436 66 29335 79 23200
DMSO+TFA 374 372 437 65 19292 93 17857
DKM+DIPEA 374 372 435 63 18823 76 14200
MeOH ref. 372 372 430 58 32200 74 23828
DMSO ref. 372 372 438 66 29100 12 3492
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4. tablazat: A 49 vegyiilet spektroszkopiai eredményei pH-soron

pH iabszorpcio’s igerjesztési Aemissziés Stokes-eltolodas & QY FényeSSég
[nm] [nm] [nm] [nm] [dm3/(mol-cm)] | [%] | [dm®/(mol-cm)]
3.5 372 374 449 75 10701 59 6261
4 374 372 447 75 10569 70 7390
5 372 371 431 60 21043 81 17100
6 372 370 430 60 26462 88 23300
7 370 370 429 59 29429 90 26600
7.4 370 371 429 58 26959 89 22800
8 372 371 429 58 27861 88 24500
9 370 371 429 58 31340 89 27700
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42. abra: Az 50 vegyiilet abszorpcios (bal oldal) és emissziés (jobb oldal) spektrumai
szerves oldoszerekben (felso sor), illetve kiilonbozo pH-ju pufferoldatokban (also sor)
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5. tablazat: Az 50 vegyiilet spektroszkopiai eredményei szerves oldoszerekben

Oldészer Aabszorpics | Agerjeszési Aemisszios Stokes-eltoldodas g QY Fényesség
[nm] [nm] [nm] [nm] [dm®/(mol-cm)] | [%] | [dm®*/(mol-cm)]
MeOH 392 388 473 85 36781 56 20500
DMSO 392 388 489 101 23175 75 17460
DKM 394 389 477 88 19298 79 15200
MeOH+TFA 392 387 515 128 20634 53 10900
DMSO+TFA 392 388 502 114 18533 70 13030
DKM+DIPEA 394 389 477 88 20850 67 13900
MeOH ref. 394 394 490 96 7000 57 3990
DMSO ref. 396 396 500 104 4800 5,0 240
6. tablazat: Az 50 vegyiilet spektroszkopiai eredményei pH-soron
oH Aabszorpeiss Agerjesztési Aemisszids Stokes-eltolddas e QY Fényesség
[nm] [nm] [nm] [nm] [dm3/(mol-cm)] | [%] | [dm®/(mol-cm)]
3.5 400 388 548 160 4131 7,3 301
4 386 387 531 144 4525 8,6 388
5 388 385 499 114 17190 68 11700
6 390 387 499 112 14070 42 5880
7 388 386 498 112 30156 69 20700
7.4 390 387 498 111 35183 65 23000
8 388 385 497 112 35043 68 23900
9 388 386 498 112 35183 68 24000
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51 vegyiilet spektroszkopiai jellemzése
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43. dbra: Az 51 vegyiilet abszorpcios (bal oldal) és emissziés (jobb oldal) spektrumai
kiilonbozd szerves oldoszerekben, illetve pH = 7,4-es HEPES pufferben. A DKM-ben mért
fluoreszcencia az oldészer etanol-stabilizalasanak készénhetd. Sav / lig hozzaaddsdara a

fluoreszcencia nem valtozott szemmel lathatoan, emiatt tovabbi spektrumokat nem

rogzitettem.

1. tablazat: Az 51 vegyiilet spektroszkopiai eredményei szerves oldoszerekben

Oldészer Aabszorpeiés | Agerjesziési Aemissziés Stokes-eltolddas € QY Fényesség
[nm] [nm] [nm] [nm] [dm®/(mol-cm)] | [%] | [dm3/(mol-cm)]
MeOH 375 375 417 42 51564 1,3 676
DMSO 365 375 412 37 38331 2,9 1110
DKM 351 375 435 60 22816 32 7250
8. tablazat: Az 51 vegyiilet spektroszkopiai eredményei pH-soron
oH Aabszorpeiss | Agerjesziési Aemissziés Stokes-eltolodas e QY Fényesség
[nm] [nm] [nm] [nm] [dm¥/(mol-cm)] | [%] | [dm®/(mol-cm)]
35 373 373 412 39 47001 0,04 19,5
4 373 373 412 39 47457 0,05 22,8
5 373 373 412 39 50651 0,05 27,4
6 373 373 412 39 48826 0,06 27,3
7 375 375 426 51 47001 0,11 54,0
7.4 375 375 431 56 47001 0,06 28,4
8 375 375 412 37 48369 0,19 90,2
9 375 375 412 37 49282 0,13 63,6
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53 vegylilet spektroszkopiai jellemzése

44. abra: Az 53 vegyiilet abszorpcios (bal oldal) és emisszios (jobb oldal) spektrumai
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szerves oldoszerekben. A DKM-ben mért fluoreszcencia az oldoszer etanol-stabilizalasanak
koszonheto. Sav / lug hozzaadasdra a fluoreszcencia nem valtozott szemmel lathatoan, emiatt
tovabbi spektrumokat nem rogzitettem.

9. tablazat: Az 53 vegyiilet spektroszkopiai eredményei szerves oldoszerekben

Oldészer Aabszorpeios | Agerjesztési Aemisszios Stokes-eltolodas € QY Fényesség
[nm] [nm] [nm] [nm] [dm?®/(mol-cm)] [%] | [dm*/(mol-cm)]
MeOH 375 375 432 57 33820 1,2 415
DMSO 362 375 421 46 28586 1,7 472
DKM 346 375 435 60 38249 27 10500
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54 vegylilet spektroszkopiai jellemzése
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45. abra: Az 54 vegyiilet abszorpcios (bal oldal) és emisszios (jobb oldal) spektrumai
szerves oldoszerekben (felso sor), illetve kiilonbozé pH-ju pufferoldatokban (also sor)

10. tablazat: Az 54 vegyiilet spektroszkopiai eredményei szerves oldoszerekben

Oldészer Aabszorpeis | Agerjesziési Aemisszios Stokes-eltolodas e QY Fényesség
[nm] [nm] [nm] [nm] [dm¥/(mol-cm)] | [%] | [dm3/(mol-cm)]
MeOH 396 396 469 73 20362 35 7090
DMSO 371 376 438 62 19725 28 5560
DKM 364 375 434 59 20362 57 11700
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11. tablazat: Az 54 vegyiilet spektroszkopiai eredményei pH-soron
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D H iabszorpcio’s igerjesztési Aemissziés Stokes-eltolodas & QY Fényesség
[nm] [nm] [nm] [nm] [dm3/(mol-cm)] | [%] | [dm3/(mol-cm)]
3.5 401 401 520 119 19089 10 1940
4 401 401 520 119 26089 7,9 2060
5 401 401 518 117 21634 10 2160
6 398 398 511 113 20362 8,7 1770
7 397 397 488 91 17817 6,6 1170
7.4 396 396 497 101 23543 6,5 1530
8 398 398 492 94 25452 57 1450
9 399 399 490 91 22271 57 1280
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46. abra: Az 57 vegyiilet abszorpcios (bal oldal) és emisszios (jobb oldal) spektrumai
szerves oldoszerekben (felso sor), illetve kiilonbozo pH-ju pufferoldatokban (also sor)
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12. tablazat: Az 57 vegyiilet spektroszkopiai eredményei szerves oldoszerekben

Old6szer Aabszorpcios | Agerjeszsési Aemisszios | Stokes-eltolodas e QY Fényesség
[nm] [nm] [nm] [nm] [dm3/(mol-cm)] | [%] | [dm%/(mol-cm)]
MeOH 400 400 478 78 16239 4,7 768
DMSO 412 422 499 77 15892 41 6560
DKM 396 382 460 78 25492 19 473
MeOH+TFA 392 385 460 75 18582 0,7 128
DMSO+TFA 390 389 459 70 21237 1,46 310
DKM+DIPEA 408 400 464 64 19732 20 3890
13. tablazat: Az 57 vegyiilet spektroszkopiai eredményei pH-soron
oH Aabszorpeiés Agerjesziési Aemisszios Stokes-eltolodas & QY Fényesség
[nm] [nm] [nm] [nm] [dm®/(mol-cm)] | [%] [dm®/(mol-cm)]
35 388 390 449 59 29686 0,4 114
4 388 389 450 61 27986 0,5 127
5 388 388 450 62 33163 0,4 138
6 390 390 450 60 30516 0,9 285
7 394 389 475 86 32554 2,6 836
7.4 396 387 475 88 34432 2,9 1000
8 396 390 475 85 25821 35 905
9 396 388 475 87 36005 3,4 1210
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58 vegyiilet spektroszkopiai jellemzése
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47. dbra: Az 58 vegyiilet abszorpcios (bal oldal) és emisszios (jobb oldal) spektrumai
szerves oldoszerekben (felso sor), illetve kiilonbozé pH-ju pufferoldatokban (also sor)

14. tablazat: Az 58 vegyiilet spektroszkopiai eredményei szerves oldoszerekben

] ——pH7
i ——pH7.4
pH 8
1 pH 9
. \
e, 74 _
300 400

T = 1
700 800

DKM + DIPEA

800

Oldészer Dabszorpcis | Agerjesziési Aemissziés Stokes-eltolodas e QY Fényesség
[nm] [nm] [nm] [nm] [dm®/(mol-cm)] | [%] | [dm3/(mol-cm)]
MeOH 442 438 538 100 16235 57 9280
DMSO 436 425 524 99 16219 63 10164
DKM 460 462 557 95 17445 73 12800
MeOH+TFA 452 454 575 121 16429 35 5700
DMSO+TFA 434 445 587 142 17282 55 950
DKM+DIPEA 430 430 524 9 15816 52 8220
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15. tablazat: Az 58 vegyiilet spektroszkopiai eredményei pH-soron

oH Aabszorpeics | Agerjesziési Aemissziés Stokes-eltoldodas g QY Fényesség
[nm] [nm] [nm] [nm] [dm3/(mol-cm)] | [%] | [dm3/(mol-cm)]

3.5 450 448 585 137 15754 14 2231

4 450 449 585 136 16925 14 2419

5 450 445 585 140 16165 15 2420

6 448 444 575 131 16669 18 3060

7 438 436 560 124 17344 33 5780
7.4 436 435 555 120 17073 35 6050

8 434 436 552 116 18546 44 8220

9 434 434 551 117 18283 45 8260
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