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Bevezetés

Mind az allatok szervezete, mind az emberi test egy rendkiviil komplex, mindenki altal
csodalt rendszer, amelynek miikdodését mar korai elddjeink is szerették volna alaposabban
megismerni. Bar a bioldgia tudomanyaga mar eddig is lenylig6z6 fejlodéseket ért el, de az é16
szervezet Osszetettsége még ma is szamos titkot rejt. Ezen beliil kiemelkedik a neurobiologia,
amely az idegrendszer felépitésével ¢és miikodésével foglalkozd tudomanyag. Szerepe
kiilondsen fontos az érzékelés, gondolkodas és egyéb alapveté emberi tevékenységek
kialakitasaban.? Az neuroldgiai betegségek gyogyitasanak fejlddéséhez elengedhetetlen az
egészséges és sérilt idegsejtek miikodésének alaposabb megismerése. Az erre iranyuld
kutatdsok hosszitavon kiilonb6zd terapids kezelések és gydgymodok alkalmazasahoz is

hozzajarulnak.

Szervezetiink mikodése soran a sejtek szamos iontranszportot bonyolitanak, amely
kiegyenlitetlen ion koncentracidkat okoz a sejthartya két oldala kozott. Ennek hatdsara a
sejtmembranban kialakul egy fesziiltség, melyet transzmembranpotencialnak neveziink.> A
neuronok igen bonyolult miikodésének fenntartasahoz akar 1-100 ms gyorsasaggal valtoztatjak
meg ezt az értéket.* Ahhoz, hogy jobban megismerhessiik az idegsejtek mitkodését sziikségiink

van egy modszerre, ami képes ilyen gyorsasaggal lekdvetni a fesziiltségek valtozasat.

A membranpotencial mérése hagyomanyos modszerekkel nagyon limitalt. A legtobbszor
alkalmazott modszer a ,,patch-clamp” technika, mely soran egy iivegpipettaval lefediink egy
ioncsatornat, ezaltal milkkodése sordan mérni tudjuk az ionok vandorlasat és a létrejott
potencialértékeket. Azonban a modszer invaziv, kivitelezése nagy jartassagot igényel, valamint
kevés informacidt tud szolgéltatni a vizsgalt folyamatok iddskaldjan. Ezenkiviil alkalmaznak
még multielektrodos méréseket is, amelyek segitségével mar lehetdség van egyszerre tobb
helyen is vizsgalni a kivant értékeket, azonban arra tovabbra sem alkalmas, hogy definialjuk a

mért folyamatok végbemenetelének pontos helyét.*

A mikroszképos képalkotds vonzd lehetdséget jelent, azonban ehhez kiilonb6zo
segédanyagok sziikségesek, amelyek a membranpotencidl valtozdsdnak hatdsara
mikroszkoppal mérhetd jeleket generalnak. Ilyen célbol hoztak létre a fesziiltségszenzor
molekulakat.> Ezeknek tobb tipusa ismert mar, beszélhetiink fehérjealapt, hibrid és

kismolekulas fluoreszcens szenzorokrol. Az utdbbi csoport legkiemelkeddbb tagjai példaul a



merocianin,® a rodamin,” fluoreszcein alapu vegyiiletek, valamint kiilonbozo elektrokrom

festékek. 8210

Az elsé membrinpotencialfiiggd festéket az 1970-es években fedezték fel,*! azonban a
kutatasi téma csak a 2010-es években valt Gjra népszeriivé, mivel a mikroszkdpok fejlodése
lehetdséget ad a fesziiltségszenzor molekuldkban rejlé lehetdségek kiaknazéasara. EQy szenzor
molekula kifejlesztése szamos kihivéssal jar, mivel rengeteg feltételnek kell megfelelnie.!?
Milliszekundum nagysagrendii gyorsasaggal kell reagalnia a membranpotencial valtozasra,™
melynek hatdsaként meg kell valtoznia a fluoreszencia intenzitdsanak. Olyan informaciot kell
szolgaltatnia a potencial értékeken keresztiill mely segitségével feltérképezhetd, hogy a

neuronok hogyan alakitjak ki a kimeneti jeliiket a bemeneti jeliikbél kiindulva.}*1

A kutatdcsoportunk mar évek ota bioldgiai kutatasokhoz hasznositott fluoreszcens festékek
fejlesztésén dolgozik. Témavezetém 2021 oOta foglalkozik fesziiltségszenzor molekuldk
miitkodésével és fejlesztésével, mely kutatashoz én is csatlakoztam 2022-ben. Dolgozatomban
uj, fotoindukalt -elektrontranszfer (PeT) mechanizmus elvén milkodé kismolekulas

rodaminvazas fesziiltségszenzor festékek szintézisét és tesztelését mutatom be.



1. Irodalmi attekintés

1.1. A fluoreszcein és a rodaminvazas vegyiiletek

A legjobban elterjedt fluoreszcens vegyliletek alapjat a xantén-vaz (1. abra) adja, mely a
kialakul6 konjugacié és merev szerkezete révén kivalo fluoreszcens tulajdonsagot kdlcsonoz a
molekuldknak. A rodaminvézas'® vegyiileteket, valamint a fluoreszceint'’ (1. abra) széles
korben alkalmazzak fluoreszcens tulajdonsagaiknak, magas kvantumhatékonysagainak és

kiemelkedd fotostabilitasuknak koszonhetden.

Ry Ry

|
o) N N HO. o} O
Rz/ o} Z N\R2
= =
O COOH O COOH

xantén rodaminvaz fluoreszcein
1. dbra: A széleskorben elterjedt fluoreszcens vegyiiletek, a xantén, a rodaminvdz és a

fluoreszcein felépitése

A rodaminvéazas vegyiiletek kiilonleges tulajdonsaga, hogy valtoz6 pH hatdséara
szinvaltozason mennek at, mely egy gylriizarasnak, spirociklizacionak koszonhetd (2. abra).
A szinvaltozas alapja, hogy a gytiriizart forma egy spiro-sp°® szénatomot tartalmaz, mig a nyilt
ikerionos forma egy sp? hibridallapott szenet. A spiro-szénatom megsziinteti a xantén-vazban
1évé konjugicidt, ezaltal a molekula nem mutat abszorpcidt és emissziot a lathato
tartomanyban. A nyilt formaban a HOMO ¢és LUMO molekulapélydk kozotti energiakiilonbség

lecsdkken, ezek miatt a vegyiilet erds abszorbanciat mutat a lathatd régioban.®
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nyilt, kationos forma nyilt, ikerionos forma spirolakton

2. dbra: A rodaminvazas vegyiiletek pH fiiggd spirociklizacioja, melynek hatasara a nyilt

kationos forma egy nem fluoreszcens spirolakton formava alakul

A fluoreszcein €s szdrmazékai esetében is megfigyelhetd egy pH fiiggd gylirlizaras, mely

soran egy gylirlizart lakton vagy egy nyilt, kinoid forma alakul ki.!® Ezenfeliil a molekula



szdmos format hoz 1étre kiilonboz6 kémhatasu kozegekben, 1étezik kationos, semleges, anionos
és dianionos formaja is.}” Ezek altal a fluoreszcein fluoreszencisja jelentdsen fiigg a kdzeg pH-
jatol. Kiemelkedd tulajdonsdgai révén mar régota alkalmazzak és vizsgaljak tulajdonsagait,
ezért néhany szarmazéka kereskedelmi forgalomban is kaphato, valamint koénnyen, jo

termeléssel allithato el6.1°
1.2. Ca?*-szenzorok

A Ca?*-szenzorok olyan vegyiiletek, melyek szelektiven a kalciumion koncentracio
valtozasanak hatdsara valtoztatjdk a fluoreszcens tulajdonsagaikat, melyet mikroszkdpias
képalkotas segitségével nyomon lehet kovetni. Két tipusat kiilonboztetjik meg, a kémiai
kismolekulas (pl. OregonGreen BAPTA), valamint a genetikailag kodolhato kalciumion-
szenzorokat (pl. GCaMP) (3. abra). A kémiai festék mikodésének alapelve, hogy kelat

komplexet képeznek a kalcium ionnal.

A genetikailag kodolhato kalciumszenzorok tulajdonsagaik révén alkalmasak lehetnek az
elektromos aktivitas feltérképezésére is, mivel a sokévnyi kutatomunka eredményeképp magas
fejlettségi szintiiek, nagy érzékenységgel mutatjak a potencialvaltozas hatasara torténd Ca?*
koncentracié valtozast (3. abra).?%?! Ezek a vegyiiletek genetikailag kodolhatok, ezltal el6re
specifikalt sejtek miikodésének vizsgalatihoz is alkalmasak.?? Bar az ionaktivitds mérése
alapjan informaciot nyerhetiink a sejtekben végbemend potencidlvaltozasokrol, azonban a
neuronok mitkddése rendkiviil komplex. A depolarizaciot kdvetden tobb folyamaton keresztiil
alakitjak ki a Ca?* jeleket, ezéltal ennek a jelnek a mérése nem ad pontos informaciot az akcios
potencial értékeinek valtozasarol, miikodésérl.?® Ezenfeliil a szenzorok csak tobb szaz
milliszekundum nagysagrendii vélaszidével rendelkeznek, amely tobbszorése a vizsgalni
kivant biologiai folyamatok idéskaldjahoz képest.2* Tovabbi kiilonbség, hogy a kalciumion

szintet az intracellularis médiumban mérik, mig a membranpotencialt a membranban.
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3. dbra: a) Az OregonGreen BAPTA szerkezete; b) A GCaMP3 Ca2*-szenzor abrdja,?® melynek
részei a cirkularisan permutalt GFP (cpEGFP), a kalmodulin (CaM), mely egy kalciumkoto
fehérje, a miozin konnyiilanc kinaz (M13), mely egy szerin/treonin specifikus protein kindz; c)
Egy GCaMP6 szenzorral mért Ca* (z6ld) és egy RhOVR1-PEGgs-Halo segitségével mért
fesziiltségjel (rozsaszin) oOsszehasonlitasa (Az eredeti abra felhaszndalasa a szerzok

engedélyével?®. Copyright 2020 American Chemical Society)
1.3. Fesziiltségszenzorok

1.3.1. Kismolekulas fluoreszcens fesziiltségszenzorok torténete

A kismolekulas vegyiiletek vonzé tulajdonsaga, hogy fluoreszenciajuk gyors valtoztatasa
révén alkalmasak lehetnek a membranpotencidl valtozasainak hatdséara érzékeny, pontos jeleket
generdlni. Az els6 kismolekulas fesziiltségszenzort 1973-ban allitottdk el6 Larry Cohen és
munkatarsai. Szamos molekula eldallitasat és vizsgalatat végezték el, valamint a legigéretesebb
molekuldk tesztelését tintahal orias axonon végezték el, mely eredményeképpen azt talaltak,
hogy a legkiemelked6bb fluoreszenciaval és jel-zaj viszonnyal rendelkez6 molekula a

merocianinok csaladjaba tartozo Merocyanine 540 volt (4. 4bra).!

A fesziiltségszenzorok miikodése tobbféle mechanizmussal torténhet, melyek kozil a
leghamarabb a molekularis Stark-effektust (5. abra) vizsgaltak. Az effektus l1ényege, hogy az
idegi miikddés kozben 1étrejott elektromos térerd valtozdsanak hatasara megvaltozik a szenzor
kromofor dipolusédnak energiaszintje, amely valtozast hoz 1étre az abszorpcios és az emisszids
spektrumban. A szenzor érzékelésének gyorsasiga még a membranpotencidl valtozas
sebességétdl is nagysagrendekkel nagyobb, ezaltal alkalmassd teszi az adott vegyiiletet
fesziiltségérzékelési feladatra. Az eltolodas optikai képalkotds soran detektalhatd, azonban

mivel kismértékli (<10 nm), ezért csak nagyon pontos miszerbedllitisok mellett mérhetd
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megfelelden.* Az ilyen elven miikodé fesziiltségszenzorokat elektrokrom festékekeknek
nevezziik. Legjelentdsebb képviseldiként négy molekulat emlitenék, a di-4-ANNEPS,?” a JPW-
1114,8 az ANNINE6? elnevezésii festéket, melyek sztiril-vazas vegyiiletek, valamint az

oxonol alapii RH 1691%° molekulat.
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JPW-1114 di-4-ANEP(F)PTEA
patch pipettaval torténé 10-22% AF/F per 100 mV

egysejt vizsgalat agyszeleteken
el d o feszlltség értékek kdvetése

ép sziv és agyszeletekben
4. dabra: Kismolekulds fesziiltségszenzorok szerkezete, fesziiltségérzékenysége és biologiai

alkalmazhatosaguk

Az elektrokrom festékek csoportjaba tartozo legszélesebb kdrben elterjedt szenzor a di-4-
ANNEPS (4. abra), amely egy amino-naftil-etilén-piridinium-propilszulfonat, melyet el6szor
Leslie Loew ¢és kutatdcsoportja allitott el6. A molekula feloszthato két eltérd polaris és hidrofil

lancvégre. A hidrofil vég egy ikerionos szerkezetet tartalmaz, amely egy konjugélt ldancon
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keresztiil kapcsolodik a lipofil anilinhez. Egy hasonl6 szarmazék a di-8-ANNEPS, amely csak

az anilin szubsztiticidjaban tér el.?’

Mivel a festékek alkalmazasat €16 szervezetben szeretnék megvalositani, ezért elényds, ha a
molekula vizes kozegben is oldodik. Ennek céljabol eldallitottak a di-4-ANNEPS egy
vizoldhatobb szarmazékat is, melyben a szulfonat-csoportot kvaterner ammonium séval
helyettesitették a vizoldhatosag novelése érdekében. A JPW-1114 egy zdld és kék elnyelésii
intracellularis alkalmazasra szant festék (4. abra). Egy tovabbfejlesztett valtozata a JPW-3080,
melynek elnyelése és emisszidja voroseltolt, ezaltal a gerjesztési spektruma kevésbé fed at a
sejtek abszorpcidjaval, aminek hatasara csak kevéssé befolyasolja a sejtek normal mitkodését,
igy elkeriilhetjiik a hamis informaciok gyijtését. Az 01j szarmazék nem csak érzékenységben

multa feliil elddjét, hanem toxicitasban is alacsonyabb értékeket mutatott.?®

Az utolso sztiril-vazas fesziiltségszenzor az ANNINEG6 (4. abra), mely egy kiterjedt
konjugaciot tartalmazé hemicianin alapt festék. A kifeszitett m-rendszer noveli a kromofor
dipdlusat, ezaltal a molekula Stark-effektusa is novekedni fog, igy a festék fesziiltségérzékelési
tulajdonsagai is javulnak az el8z6 szarmazékokhoz képest.* A hemicianin vaz szubsztiticiéja
soran azt talaltak, hogy a fluorozott szdrmazékok jelentds javulast mutatnak fotostabilitasban,
széles hullamhossztartomanyban alkalmazhatok (4. abra). A festéket a JPW-1114 analdgiajara
egy kvaterner ammonium fejesoporttal lattdk el a jobb vizoldhatosag érdekében, valamint, hogy
csokkentse a festék athaladasat a membranon. Tovabbi kiemelkedd tulajdonsaguk a kétfoton

mikroszkopias alkalmazhatosaguk.3!

Rina Hildesheim ¢és Amiram Grinvald kutatdsi munkajuk sordn oxonol alap
fesziiltségszenzor molekulakkal foglalkoztak, melyek koziil a legismertebb az RH1691 lett,
mely ma is széleskorben elterjed (4. abra). A molekula infravoros elnyelési spektrumil, ezaltal
a fentebb emlitett elény, hogy kevéssé befolyasolja alkalmazas kozben a sejtek normal

miikddését, az ebben az esetben is igaz lesz. ¥

Az eddig emlitett molekuldk a gyors valasz idejii festékek csoportjaba sorolhatok, ami
felveszi a versenyt a vizsgalni kivant folyamatok iddéskalajaval, azonban fesziiltség
érzékenységiik nem til kiemelked6. A szenzorok egy masik csoportja a lassu valasz ideji
festékek, melyeknek pont az érzékenységiik az eldnyiik, mig lassusdguk ellehetetleniti
hasznélatukat. Azonban a lassu vélasz ideji festékek nagy fesziiltségérzékenysége miatt Uj

utakat kerestek felhasznalasuk érdekében. Amennyiben kombinéljuk 6ket egy helyhez kotott
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fluoroforhoz akkor egy Forstrer-rezonancia energiatranszfer (FRET) elvén mikodé (5. abra)
fesziiltségszenzor molekulat kaphatunk. A mechanizmus mikodésének elve, hogy egy lipofil
anion a kialakulé6 membréanpotencidl fiiggvényében fog eloszlani a membran két oldalan. Két
fluorofor sziikséges a folyamat végbemeneteléhez egy helyhez kotott (z6ld), valamint egy
mobil fluorofér (rozsaszin), mely lehet egy lassu valasz idejii festék. A potencial
megvaltozasanak hatdsara a mobil csoport tulajdonsdgai valtoznak, ezaltal pedig az

elektrontranszfer mértéke is, igy a kioltas nagysaga is.*

Az eddigickben harom jelentésebb mechanizmust emlitettem, mely szerepet jatszik a
fesziiltségszenzorok mukodési elvében, a Stark-effektust, vagy masnéven -elektrokrom
eltolodast, a szolvatokrom valaszt, valamint a FRET effektust. A szamomra legjelent6sebb
azonban a fotoindukalt elektrontranszfer (PeT) (5. abra) lesz, amely elven miik6do szenzorokat

én is eldallitottam.

’ NS 0 g,

+ + FRET = = nincs FRET + + + +

Depolarizicié . Depolarizicio .

_— —_—

Hiperpolarizicio Hiperpolarizicio
- - - - + + + + - - - - + + + +
Fesziiltségfliggd atrendezddés (FRET) Elektrokrom optikai véltozas

9 . rf!
+ PeT kioltds - fluoreszcens

4 24y

Depolarizicid
—_—T

X ey
Hiperpolarizicio

- - = = + + + +
Fotoindukalt elektrontranszfer (PeT)

5. dbra: A fesziiltségszenzor molekuldk miikodési elveit bemutato egyszeriisitett dbra, a) Forster

rezonancia energiatranszfer, b) elektrokrém effektus, c) fotoindukalt elektrontranszfer®

A fotoindukalt elektrontranszfer (PeT) egy gerjesztett llapotl elektrontranszfer, mely sordn
a fény energiajanak hatasara gerjesztés megy végbe, melynek koszonhetden megtorténik egy
donor molekular6l egy akceptor molekulara az elektron atadas. Az akceptor gerjesztett

allapotban van, ezaltal a HOMO palydja csak részben betoltott, ahova energiacsokkentés
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érdekében a donor molekula elektront tud atadni (6. abra). A fesziiltségszenzor molekulak
esetében az akceptor molekula lesz a fluorofor és a PeT mechanizmus lejatszodasanak mértékét
jelentésen befolyasolni fogja a fesziiltség nagysaga. Ennek oka, hogy a PeT mechanizmus
szerinti sugarzasmentes relaxacio és a fluoreszencia verseng egymassal. Ebbdl egyértelmiien
kovetkezik, hogy az egyik novekedése a masik csokkenését okozza és forditva. A lipidmembran
kiils6 oldalan lokalizalodott szenzor esetén a membran hiperpolarizacidjakor a PeT effektus
nagysaga megno, ezaltal visszaszoritva a fluoreszenciat. Ellentétes esetben depolarizacidkor a
fesziiltség csokkenti az effektust, ezaltal noveli a fluoreszencia intenzitasat (6. abra).* Az

elektrontranszfer mértéke exponencidlisan csokken a tavolsaggal.

a)
Aot
+ o+
Depolarizicio
—_—
, Hiperpolarizacio
Ra PeT éltal
kioltva

b) E\ E A

LUMO 4— LUMO _‘l_
-\ Depolarizacié
hv e . hv
/\ % HOMO Hiperpolarizacio pi?]*
HOMO + HOMO +ra\
% HOMO
Akceptor Donor Akceptor Donor

6. dbra: a.) A PeT mechanizmussal miikédé RhoVR festékek fesziiltségérzékelésének modja,
ahol hiperpolarizdcio esetén a PeT mechanizmus, mig depolarizacio esetén a fluoreszencia lesz

Jjellemzdé? b.) A fotoindukalt elektrontranszfer mechanizmusa

14

Az els6é PeT mechanizmus elvén miikodo festékek eldallitisa Evan W. Miller, a Nobel-dijas

Roger Y. Tsien és munkatarsaik munkdjanak koszonhetd. Ezekrdl a késdbbiekben bdvebben

lesz sz6.
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1.3.2. PeT elven miikodé kismolekulas fesziiltségszenzor festékek

Az irodalomban leirt legjobban miikodo fesziiltségszenzorok kezdetben az elektrokrom
festékek voltak, ezaltal a PeT mechanizmussal miikodé szenzorok elsé leirdsaiban gyakran
olvashatunk a két festékcsalad 6sszehasonlitasarol. Az elektrokrom festékek legnagyobb elénye
a gyorsasaguk,33® azonban ehhez sziikséges, hogy a m-molekulapalydk megfeleléen
atfedjenek, hiszen ezzel biztositjak a toltésatvitelt, ezaltal a fesziiltségérzékeny fluoreszenciat.
Ez a szerkezet azonban megkdveteli, hogy a teljes kromofornak merev pozicidban kell lennie a
vegylileten beliil, amely altalaban jelentésen rontja a vizoldhatosagot. Emiatt kisebb a
jelentdségiik a jovobeni alkalmazasra. Egy ilyen kromofor eléallitasa szintetikus problémakat
is felvet,3* amely magyarazhatja, hogy miért nem fejlesztették tovabb az elektrokrom festékeket
a 2000-es években. Ezzel szemben a PeT mechanizmus is fel tudja venni a versenyt a biologiai
iddskalaval, azonban nagy elényt jelent, hogy a gyors elektrontranszfer agy jon létre, hogy
ezalatt nem zavarja a sejt alapveté miikodését, nem valtoztatja meg a membranpotencial értékét,
igy valos informéciok nyerhetok. Ezenfeliil nem sziikséges, hogy az egész molekula merev
legyen.?® Ezek a tulajdonsidgok indokoljik a PeT szenzorok rohamos fejlddését a 2010-es

évektol.

A PeT effektussal miikodo fesziiltségszenzorok teriiletén a legaktivabb az Evan W. Miller
altal vezetett kutatdcsoport volt. A mechanizmus mitkdésébdl kiindulva sziikséges egy donor
molekularész, mely elektronban dus, ezaltal elektront tud szolgaltatni a transzferhez, valamint
egy akceptor molekularészre, amely gerjesztett allapotba keriil, a HOMO palyajan csak egy
pérositatlan elektron talalhat6, igy a donor atadhatja neki elektronjat.* Azt is figyelembe kell
venni, hogy az effektus erdsen fiigg a tavolsagtol, ezért a két részt valamely modon egyméshoz
kell rogziteni. Ezek alapjan a molekulak felépitését két részre tudjuk osztani, a festékrészre,
amely a fluoreszenciaért felelGs, tehat az akceptor szerepébe 1ép, valamint a horgonyrészre,
amely mind a donor szerepért, mind a két csoport rogzitéséért felelés. A festékek miikodésének
egy masik alapfeltétele, hogy tudjanak lokalizalodni a plazmamembranban mivel, ha a
membran teljes elektromos terérdl szeretnénk informaciét kapni, akkor a molekula
hossztengelyének mer6legesnek kell lennie a membran sikjara. Mivel az elektrontranszfer egy
vektor jellegli mennyiség ezaltal fontos lesz az irdnya. Ha a fesziiltségszenzorok nem a
membran egyik oldalan helyezkednek el, a fesziiltségjeleik ellentétes eldjellel jelentkeznek, igy
kioltddnak.?® Ezért is lényeges, hogy megfeleléen a plazmamembranban lokalizalodjanak,

amelyet a horgonyrész segitségével tudnak megtenni.

16



Az els6 igy miikodé festékesalad a VoltageFluor (VF) volt.?® El6allitasanal egy tigynevezett
,fluorofor-lanc-donor” konstrukciot kovettek. A fluorofor helyében szulfonsav-csoportot
tartalmaz6 molekularész keriilt, mely ionos karakterének koszonhetéen megakadalyozza, hogy
a festék athaladjon a membranon.> A donort és akceptort Osszekotd lanc szerepébe a
fenilénvinilén-csoport keriilt, amely nemcsak az effektus tavolsagtol valé fiiggését csokkenti,
hanem tagja a donornak a dialkil-anilinhez kapcsolddva, ahol egy kiterjedt konjugaciot hoz
létre. Ezaltal biztositja, hogy a donor HOMO palyéjanak energiaszintje magasabb legyen, mint
az akceptor esetében és innen torténjen az elektrontranszfer. A csoportra Kiterjedt
konjugacionak koszonhetden a PeT folyamatban résztvevd molekulapalyak térben kozelebb
vannak, igy nagyobb PeT effektus figyelhetd meg.®® A leirt szerkezet eldallitasa szintetikus
kihivasokkal jar a szulfonsav-csoport jelenléte miatt, azonban a horgonyrész esetében
tetszOleges hossziisagu lanc konnyen kialakithatdé egymast kovetd Wittig- és Heck-reakciok

segitségével (7. abra).?

PPhzMeBr
n-BuLi, THF !
T e — >
Pd(OAc),
p(o-Tol)s
cHO NEtz, DMF
/@/ 110 °C
Pd(OAC), NEt,, DMF
p(o-Tol)3 110 °C

VoltageFluor

7. dbra: A VoltageFluor festékek (n = 0 vagy 1) dltalanos szintézise, ahol n = 0 kereskedelmi
forgalomban kaphato aldehidbol indulnak ki

A festékek elsd generdcidja mar kiemelkedd érzékenységet mutatott a kordban, 20-27%
AF/F per 100 mV értékkel, amely akar négyszerese a di-4-ANNEPS festékhez képest. Az
eléallitott molekulak segitségével vizsgaltdk a donor szubsztiticidjanak hatisat a
fesziiltségérzékenységre. A mért értékek alapjan a fenilénvinilén-csoport hossza jelentdsen
befolyasolja a fesziiltségérzékenységet, mig ha a dialkil-amin butilcsoportokat tartalmaz, annak
nagyobb elektronkiildé hatasa alig noveli az érzékenységet a metilcsoportokhoz képest (8.
abra).? A metilcsoportokat tartalmazo szenzor esetében jobb jel-zaj viszonyt mértek, mivel az

jobban festi a sejtmembrant,? ezaltal erdsebb fluoreszenciat mérhetiink.
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VF1.4.Cl VF2.4.Cl VF2.1.Cl
20% AF/F per 100 mV 25% AF/F per 100 mV 27% AF/F per 100 mV

amelyen lathato az eltéré hosszusagu fenilénvinilén-lanc, valamint az anilin szubsztituciojanak

hatasa a molekula fesziiltségérzékenységére

Az eléallitott festékek jelentds fejlodést jelentettek a tudomanyteriileten. Ez elsésorban a
PeT effektus alkalmazasanak koszonhetd, hiszen a depolarizacid, hiperpolarizacié hatasara a
molekuldk nanoszekundum nagysdgrendii gyorsasaggal véltoznak, mely fluoreszencia
intenzitas valtozas linearis a biologiailag relevans tartomanyban.* Azonban az elkészitett
molekuldk bizonyos tulajdonsagai is hozzajarultak a sikerhez, példaul, hogy a membranban
képesek lokalizalodni. Ezek alapjan bioldgiai kisérleteket is végeztek veliik, mely soran
alkalmasak voltak emlés neuronokban és ex vivo pidca kisérletek soran az akcids potencial

nyomonkdvetésére.?

A festékek miitkodésének alapja a fotoindukalt elektrontranszfer mitkodésének nagysaga,
ezaltal a mechanizmus hajtderejének novelése segitségével ndvelhetjiik a fesziiltségszenzor
molekuldk érzékenységét. Ennek meghatarozasardl tobb munkédt is olvashatunk az
irodalomban. Példaul C. R. Woodford és R. Y. Tsien kutatasa,> mely soran a kiszamitott
hajtoerdk alapjan kovetkeztettek a molekulak alkalmassagara és eléallitottak a VF festékcsalad

)36

szamitottak:

AGPET = Aon - AEred - AEO,O - w (1 egyenlet)

ahol AEox a donor oxidacios potencidlja; AEred az akceptor redukcios potencialja; AEoo az

energia, amely sziikséges a kromofor alapallapotbdl elsd gerjesztett allapotba keriiléséhez; w a
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munka, amely megmutatja mekkora energia sziikséges két toltés szétvalasztdsahoz. A w értéket

konstansnak vették, hiszen a vizsgalt molekulak szerkezetileg nagyon hasonléak.?

Az egyenlet alkalmazasahoz mérniiik kellett volna a donor €s akceptor molekularészek
redoxpotencialjat, azonban a rendkiviil id6- és munkaigényes mérések elkeriilése érdekében
elhanyagolasokat alkalmaztak és csak a kozelitett (AGpet + W) értékeket hataroztak meg. Ezek
alapjan a kapott fesziiltségérzékenységek csak kevéssé korrelaltak a szamitott értékekkel, de
néhany kovetkeztetést sikeriilt levonniuk, valamint kiemelkedd fesziiltségérzékenységgel
rendelkez6 molekulakat Iétrehozniuk (9. abra). A legnegativabb Gsszeget abban az esetben
kaptak, amikor a fluorofér molekularész elektronszivo csoportokat (Cl, F); mig a donor rész
elektronkiild6 csoportokat (OMe, diOMe) tartalmazott. Ellentétes esetben a legmagasabb
értekeket akkor szamitottak, mikor a fluorofor elektronkiildé (H, Me); a donor pedig semmilyen
szubsztituenst nem tartalmazott. Ezel6tt a legjobb fesziiltségérzékenységgel rendelkezd
molekula 20 % AF/F per 100 mV értéket mutatott, ezért meghataroztak a (AGper + W) azon
tartomanyat, amely értékkel rendelkezd molekulakkal efeletti fesziiltségérzékenységet mértek.

Ez -0,08-t61 -0,27 V-ig tarto tartomanynak adodott.?

al \WCI H NP
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VF2.1(OMe).Cl VF2.1(OMe).H
49% AF/F per 100 mV 48% AF/F per 100 mV

9. abra: A PeT mechanzimus szamolt hajtoereje alapjan elvégzett predikcio segitségével

eloallitott legjobb fesziiltségérzékenységgel rendelkezé mdsodik generdcios VF festékek

A kifejlesztett festékek fesziiltségérzékenysége egyre jobban fejlodott az id6 soran, azonban
érdemes megemliteni egy fontos hatranyat is ezeknek a molekuldknak, mely szintagy
vonatkozik az Osszes kismolekulds szenzorra. Nem tartalmaznak genetikailag kodolt
komponenst, ezaltal alkalmazasuk soran nem csak a vizsgalni kivant sejteket fogja megfestent,

ez jelentdsen noveli a hattérfluoreszenciat és csokkenti a jel zaj viszonyt. Ez a probléma
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novekszik, ahogy a valos alkalmazashoz egyre kozelebbi teszteket végeznek, tehat a HEK

sejtektdl az agyszeletekig.?

A membranban val6 lokalizacio jelentésen befolyasolja a fesziiltségérzékenységet, ezért a
festékek fejlesztése soran probaltak vizsgalni ezt a tényezOt is molekularis dinamika
szimulaciok segitségével. Egy emlds sejtmembranjanak modelljeként lipid kettésréteget
alkalmaztak, majd a teszteléseket a legjobb tulajdonsadgokkal rendelkez6 masodik generacios
VF festéken végezték. Feltételezték, hogy a PeT mechanizmuson alapulod fesziiltségérzékelés
egyenesen aranyos az effektus hajtoerejével és ezalapjan egy egyenletet irtak fel (2. egyenlet),
amely a fiziologiailag relevans tartomanyban alkalmazhat6.®” Munkajuk alapja a Leslie Loew
altal készitett modell volt az elektrokrom festékekhez.38%° Az egyenlet azon alapszik, hogy az
elektrontranszfer és a potencial kozotti Osszefiiggés abban az esetben a legnagyobb, ha

vektoraik egymashoz igazodnak, mig minimalis ha merdlegesek egymasra.*

AF /F xxx AG = q *1 * E * cos 0 (2. egyenlet)

ahol AF/F a festék fesziiltségérzékenység novekménye, AG a hullamhossz eltolodashoz
kapcsolodo energiavaltozas, ( az atvitt effektiv toltés, r a q altal megtett tavolsag, E az
elektromos tér, és O az elektronatviteli vektor és az elektromos térvektor k6zotti elmozdulas

vagy dolésszog.

A modellezett molekula esetében megfigyelték, hogy elsésorban a viz/lipid hatarfeliileten
lokalizalodik, melynek oka lehet a nempolaris lipid és a toltéssel rendelkezd szulfonat-csoport
Osszeférhetetlensége. Mivel ilyen csoport csak a molekula egyik oldalan talalhatd ezért 35°-0S
szoget zar be a membransik normalvektoraval, és emiatt kisebb effektiv térerdsség valtozasokat
érzeékel. EbbOl azt feltételezték, hogy a legnagyobb fesziiltségérzékelés ugy érhetd el, ha a
membranra merdleges a festék, tehat dolésszoge nulla. Ez akkor lehetséges, ha a vegyiilet egyik
oldal feldl sem szeretne kapcsolatba 1épni a lipid kettésréteggel,® valamint ha a molekula
teljesen merev. Ezalapjan a VF csalad legjobb tulajdonsagt tagjainak eléallitottak a diszulfonalt

e

csoport keriilt (10. abra).

A szintetizalt fesziiltségszenzorok elnyelési (507-520 nm) és abszorpcids (529-540 nm)

spektrumuk csak kevéssé valtozott a monoszulfonalt elédjeikéhez képest, azonban ezek a
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vartnak megfeleléen jobban lokalizalodtak a plazmamembranban a HEK293T sejteken valo
alkalmazas soran. Kovetkeztetéseik alapjan a molekula merevségének ndvelésével a
fesziiltségérzékenység novekedést vartdk, amelyre az eldallitott molekuldk megfeleld
bizonyitékot jelentettek, atlagosan 16% emelkedést tapasztaltak’® a monoszulfonalt
szarmazékokhoz esetben.? A kiemelkedd érzékenység kovetkeztében 0j lehetségek nyiltak a
membranpotencidl vizsgalatdban, mivel ezek segitségével abban az esetben is értékelhetd
eredményt kaphatunk, ha rossz a jel zaj viszony vagy valami rontja az érzékenységet. Példaul
hasznalhat6 kisebb teljesitményli megvilagitasnal, vastagabb sejtmintdkon vagy hosszan tarto
mérések soran is. A molekula elballitasa soran megvaltoztattak a dialkil-anilin alkil-
csoportjanak hosszat*

kaphatd N,N-dietilszalicilaldehidbdl tudtak kiindulni.

az egyszeriibb szintézis érdekében, ezaltal a kereskedelmi forgalomban

A fesziiltségszenzorok hasznalatahoz elengedhetetlen a megfeleld mikroszkopiai
elemezhetdség, ezért is keriiltek eldtérbe a jobb kétfoton abszorpcioval rendelkezd
szarmazékok, mint példaul a rodol-alapu kromofort tartalmazé Rhodol VoltageFluor 5 (RVFS)
(10. abra). A vegyiilet egy- és kétfoton mérések alkalmaval is jobb fotostabilitassal miikddatt,
mint a VF festékek 1. generacigja. A kétfoton mikroszkdpia elényds tulajdonsagai alapjan a
szenzor széleskorben alkalmazhatd mélyebben fekvo sejteken, szoveti teriileteken és agyszelet

mintakon.*

A PeT alapu fesziiltségszenzor molekuldk egy masik problémaja a fototoxicitas. Ennek
csOkkentésére tett kisérlet eredménye a Flourene VoltageFlour (fVF) csaldd, melyben a
fenilénvinilén egységet egy fluorén-csoporttal helyettesitették (10. abra). A kapott molekulak
kevésbé fototoxikusak ezaltal akar hosszabb ideig tartd mérések alkalméval is hasznalhatok.*?
A fenilénvinilén-csoport helyettesitésere kisérleteket tettek, de az drasztikusan csokkentette a
molekuldk fesziiltségérzékenységét.*® Ebbdl feltételezték, hogy a csoport nem csak a donor és
az akceptor 0sszekdtésében jatszik szerepet, hanem a donor része és a fluorén csoporttal nem
jon létre a PeT mechanizmus. Emiatt 6tvozték a kettdt €s a fluorén mellé egy vinilcsoportot is
beépitésre kertiilt (10. abra). Ez megvaltoztatta az abszorpcids spektrumot, batokrom eltolodas
kovetkezett be, mivel a vinilcsoport hatisara kiterjedt konjugaciod jott létre és ez ujra
biztositotta, hogy a donor HOMO palyéja magasabb energiaszintli legyen, mint az akceptor
esetében. A csoport elhelyezkedése nem befolyésolta a fesziiltségérzékenységet, csak a
batokrom eltolodas nagysagat. Ha a donor és a fluorén kozott helyezkedett el akkor nagyobb
konjugacié tudott kialakulni. A fluorén-csoport beépitése a molekuldba megtartotta a

csokkentett fototoxicitast, és nagyjabol haromszoros fesziiltségérzékenységet eredményezett.*?
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dsVF2.2(OMe).CI RVF5
63% AF/F per 100 mV 28% AF/F per 100 mV
potencial kdvetése patkany egyfoton mérések
hippokampalis és emberi eredet( emlds sejteken

kézépagyi dopaminerg neuronokban

fVF 2v-fVF 7v-fVF
9% AF/F per 100 mV 15,2% AF/F per 100 mV 30,6% AF/F per 100 mV
potencialmérés emlds idegsejteken akcios potencial vizsgalatok szivben

és kardiomiocita egyrétegl sejtekben
10. abra: Kiilonboz6  VF  csaladba  tartozo  fesziiltségszenzorok  szerkezete,

fesziiltsegérzékenységiik és biologiai alkalmazhatosdaguk

Az eddigiekben ismertetett VF festékek szdmos bioldgiai kisérlet soran eredményesen

teljesitettek, 4232

azonban 480-515 nm koriil gerjesztédnek és 530 nm koriil emittalnak, ezaltal
a kek/zold régiot fedik le. Ugyanigy szamos optikai képalkotasban hasznalatos festék is hasonlo
tartomanyokat dlel 4t, példaul a zold fluoreszcens protein (GFP), tobb Ca?*-szenzor, mint a mar

emlitett OregonGreen BAPTA (3. abra), valamint optogenetikai eszkdzok, mint a fény hatasara
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aktivalhato ioncsatorna, a ChannelRhodopsin2 (ChR2).%5% Ebbdl kifolydlag a
fesziiltségszenzorokat nem lehetséges szimultan alkalmazni az emlitett optikai eszkdzokkel.
Masrészt figyelembe kell venni, hogy az elkészitett festékeket biologiai kisérletek soran
szeretnék alkalmazni, tehat minimalizalni kell a sejtkarosodast. Ezt alacsonyabb energiajua
fotonok segitségével lehet megvalositani, melyhez 600-900 nm gerjesztési €s elnyelési profillal
rendelkezd szenzorok fejlesztése sziikséges. Tovabbi eldnyiik, hogy az alacsonyabb energia
miatt csokken a fényszords, valamint kevesebb endogén kromofér abszorbedlja, tehat

alacsonyabb autofluoreszencia alakul ki.*’

Ilyen elnyelési profil céljabol fejlesztették ki a Berkeley Red Sensor of Transmembrane
potential 1 (BeRST1) elnevezésii festéket, amely szilikorodamin kromofort tartalmaz (11.
abra).?* A xantén-vaz szilicium szubsztiticidjanak hatdsara a molekula abszorpcids és
emisszios spektruma eltolodik a kozeli infravords régioba,*® valamint néveli a molekula
fotostabilitasat. A BeRST1 esetében is megfigyelhetjiik a szulfonsav-csoportot a szintetikus
nehézségek ellenére is. A rodaminvazas vegyiiletekre jellemzé egy spirociklizacid (1.1.
fejezet), mely soran egy nem fluoreszcens gylirlis szerkezet jon létre, amely hidrofilebb és
képes lesz bizonyos mértékben 4thaladni a membranon, ezéltal jelentds hattérfluoreszenciat
okoz.?* Azonban a szulfonsav-csoport anionja megakadalyozza a spirociklizaciot, ezaltal ndveli
a fluoreszenciat és a membran kiilsé felszinén 1év6 visszatartast.>2? A BeRST1 HEK sejtekben
valo alkalmazaskor a sejtmembranban lokalizalodik, kitlind fotostabilitast és kozepes
fesziiltségérzékenységet mutatott, amely linearisan valtozik a fiziologiailag relevans
tartomanyban. Kiemelkedik elddei koziil, mivel gerjesztési és elnyelési spektrumanak

kdszonhetéen szimultdn alkalmazhato a fentebb felsorolt optikai eszkdzokkel.?
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BeRST1
24% AF/F per 100 mV

ChR2 mellett membranpotencial noninvaziv mérése
11. dabra: A kozeli infravords eltolodasu BeRST1 molekula felépitése, fesziiltségérzékenysége és

biologiai alkalmazhatdsdga

A kozeli infravords eltolodasu BeRST1 mar hasznalhaté szimultan bizonyos optikai
eszkozokkel, azonban a fejlesztés ara a csokkent fesziiltségérzékenység volt (24 %AF/F per 100
mV).2* Ezenkiviil a molekula szintetikus kihivasokat is jelentett, a szilikorodamin és a
szulfonsav beépitése révén, igy csak alacsony termeléssel lehet eldallitani. Ezek
tovabbfejlesztése érdekében fejlesztették ki a tetrametilrodamin alapu ,,Rhodamine Voltage
Reportert” (RhoVR), melynek elnyelési profilja minden eddigi PeT mechanizmussal miik6do
fesziiltségszenzortol kiilonbozik, a sargatdl a narancssaragaig terjed. A szintetikus munka
leegyszertlisitése érdekében levaltottdk a szulfonsav-csoportot, azonban Iényeges volt a
membran lokaliz4ciot biztositani. Ennek érdekében a laktonizaciora hajlamos karboxilcsoportot
szarkozinos amidaléassal rogzitik.> A molekulak abszorpcidés maximuma 565 nm kériil mozog,
a tercier amidot nem tartalmazd szarmazék esetében bazikus kornyezetben lejatszodhat a
spirociklizacio, mely egy nem fluoreszcens anyagot eredményez. A kiilonb6z6képpen
szubszitualt szarmazékok (12. abra) alapjan megallapitottak, hogy a metoxi szubsztitualt anilin
jobb fesziiltségérzékenységet mutatott, mint a szubsztitudlatlan, valamint, hogy az 5-0s
pozicidban szubsztitualt rodaminszarmazék is magasabb értékeket mutat, mint a 4-es esetében.>
A RhoVR festékek és a GFP-alapa kromoforok egylittesen alkalmazhatok kétszini

képalkotashoz, ezaltal vizsgalhaté veliik egyszerre a Ca?* jel és a membranpotencial véltozas.
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R, = Me, Et
R, =H, OMe

R;=Me R,=H R3=H 3% AF/F per 100 mV R;=Me R,=H R3=H 7% AF/F per 100 mV
R;=Et R,=OMe R3=H 26% AF/F per 100 mV R;=Et R;=OMe R3=H 47% AF/F per 100 mV
12. dabra: A RhoVR fesziiltségszenzor festék csaldd tagjai és a kiilonb6z6 szarmazékok

fesziiltsegérzékenységének osszehasonlitasa

A RhoVR festékek tovabbfejlesztése tobb iranyban is megtortént, els6ként a szulfonalt
rodamin fesziiltségszenzorokkal (SRhoVR). Bar a szulfonat-csoportot szandékosan
helyettesitették karboxilcsoporttal az alapvegyiiletek esetében a konnyebb szintetikus 1t
érdekében, azonban tobb olyan tulajdonsagot kolcsondz a molekulanak, ami miatt mégis
elkészitették a szulfonalt verziot is. Az eldallitott molekula kiemelkedd jellemzd6i a nagyon
magas fesziiltségérzékenysége (akar 44 % AF/F /100 mV), legfoképpen pedig, hogy kivaldan
alkalmazhaté mind egyfoton, mind kétfoton mikroszkopos vizsgalatokhoz, amely rendkiviil

elényos a festékek alkalmazasa soran.*

Az elézdekben lathatdo kromoférok mindegyikének a gerjesztési és elnyelési spektruma a
lathato tartomanyban van, amely igy atfedésbe keriil szdmos endogén kromoforral, mint példaul
a hem.%% A probléma megolddsa végett sziikséges egy 650-900 nm tartomanyban
alkalmazhato vegyiilet. 5%%+%2 |lyen lesz a ,,phosphine-oxide Rhodamine Voltage Reporter”
(poRhoVR), amely foszfor-szubsztitualt xantén-vazat tartalmaz (13. abra). Az abszorpcios €s
emissziés maximuma 700 nm koriil van, fesziiltségérzékenysége 13-43% AF/F per 100 mV
kozott mozog és jol hasznalhaté szamos optikai Ca?*-szenzorral, mint példaul az Oregon Green
BAPTA.>
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L SRhoVR
44% AF/F per 100 mV

akcids potencial kovetése
tenyésztett patkany hippokampalis
neuronjaiban

13-43% AF/F per 100 mV

17-31% AF/F per 100 mV

poRhoVR

fesziiltség és Ca?* jel 6sszehasonlitasa
az egér retinajanak hiperaktiv

halozataiban \ SuRhoVR

37% AF/F per 100 mV
potencialvaltozas kdvetése disszocialt
patkany hippokampalis neuronokban

13. dbra: RhoVR szarmazékok szerkezete, fesziiltségérzékenysége és  biologiai

alkalmazhatosdaga

Tovabbi voroseltolodasu festék a Sulfone Rhodamine Voltage Reporters (SuRhoVR) (13.
abra), melyben a rodaminvaz oxigén atomjat egy szulfon-csoportra cserélték, ezaltal az
abszorpcids és emisszids spektrumot 150 nm-tel tudtak eltolni a kapott 710 nm koriili értékre.>

t,*” mélyebben be

Jol ismert, hogy a kisebb energidju fotonok kevésbé okoznak sejtkarosodas
tudnak hatolni a szovetbe és ezaltal csokkentik a hattérfluoreszenciat.’® Abban az esetben, ha
az oxigént szimplan kén atomra cserélték nagyjabol 130 nm-rel kisebb értékeket mértek,>*
valamint az ilyen fajta molekuldkat fényfert6tlenitésre alkalmasak, tehat a sejtek elpuszutulasat
okoznak.>® Megfigyelték, hogy a fesziiltségszenzor molekulak fluoreszencidja jelentdsen
kisebb, mint kiindulasi kromoférjuk, hiszen a PeT mechanizmusnak készonhetden kioltodik a
fluoreszencia intenzitas egy része. A tavolsag novelésével ez a kioltd hatas csokken, ezaltal a

meta pozicidban szubsztitualt szarmazékok nagyobb fesziiltségérzékenységet (37% vs 32 %)

és jel-zaj viszonyt mutatnak, mint a para helyzetben.>

Szamos alkalommal emlitettem a kétfoton mikroszkdpias mérést, mely alkalmazasa soran
kétfoton abszorpcid (TPA) torténik. A folyamat 1ényege, hogy a molekula kozelitleg egyszerre

képes abszorbedlni két nagyjabol azonos energiaju fotont. A végbemenetelének esélye igen
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alacsony, valdsziniisége nem linearisan, hanem négyzetesen fiigg a fény intenzitasatol.>® Nagy
elénye, hogy akar kétszer akkora gerjesztési hullimhosszt lehet alkalmazni, mint egyfoton
mérések (amikor egyetlen magasabb energiaju foton abszorpcidjanak hatasara torténik a
gerjesztés) soran, tehat a gerjesztés voros-infravords (750 —1350 nm) tartoméanyban torténik. >’
Az alacsony energiaju fotonokkal torténd gerjesztés elonyeit mar emlitettem, azonban itt kiilon
ki kell emelni, hogy mivel a kétfoton gerjesztés csak a 1ézerfény fokuszpontjaban torténik meg,
ezaltal kisebb a fényszoras, nincs fokuszsikon kiviili jel és mélyszdveti penetraciora alkalmas.*
A fesziiltségszenzor vegyiiletek esetében kiilondsen elényds, hogy bar magasabb
hullamhosszokon torténik a gerjesztés, mint az egyfoton mérések esetében, azonban az
emisszios hullamhossz megegyezik, ezért alkalmazhatoak a jol bevalt VF vagy RhoVR tipusu
festékek esetében is. Emiatt nem sziikséges szilicium,®® foszfor® vagy kéntartalma®
rodaminvaz eldallitasa, melyek nemcsak szintetikus nehézségeket okoznak, hanem a
fesziiltségérzékenységiik is jelentésen elmarad az eldbbiekben emlitett festékcsaladok
tagjaiakétol. Ezenfelil a gerjesztd lézer és a fluoreszencids emisszid nagy
hullamhosszkiilonbségének koszonhetden a detektorral lehetséges csak a fluoreszcens fényt

érzékelni, ez csdkkenti a hattérsugarzast, ami jobb jel-zaj viszony elérését okozza.>’

1.3.3. Fehérjealapu fesziiltségszenzorok

A kivant cél eléréséhez az egyik lehet6séget a genetikailag kodolt fesziiltség indikatorok
(GEVI) adjak, melyek egy olyan fehérje szekvenciat tartalmaznak, ami képes az adott fehérje
fluoreszenciajat befolyasolni a megvaltozod potencialérték hatdsara.'?> Legnagyobb eldnyiik,
hogy genetikailag targetalhatok, ezaltal megvalosithatd egy vizsgalni kivant sejttipus szelektiv

festése, igy csokkentve a hattérfluoreszenciat és javitva a jel-zaj viszonyt.?®

Az elsé ilyen fesziiltségszenzort 1997-ben allitottak eld, mely egy zold fluoreszcens fehérje
Miikodésének elve, hogy az ioncsatorna atrendezddik a fesziiltségvaltozas hatdsara és ez
befolyasolja a GFP fluoreszenciajat.>® Az elsé eldallitott fehérjealapti szenzorok nem hoztak
nagy attorést, mivel fesziiltségérzékenységiik nagyon alacsony volt, valamint a membranban

sem tudtak megfelelden lokalizalodni.®

Az évek sordn rengeteg Uj iranyvonalat fedeztek fel, ennek ko&szonhetéen harom
elkiilonithetd csoport alakult ki a fehérjealap fesziiltségszenzorok vilagaban: elektrokrom

elven miikodék (Arch,®* QuasAr,®? Archer,®® Archon®*), Forster rezonancia energiaatviteli
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parokon (FRET) alapuld (QuasAr2-FP,%® MacQ-mCitrine, Ace-mNeon,%® VARNAM®' stb.),
valamint VSD alapt szenzorok (ASAP,'? JEDI,®® ArcLight® stb.).

A kutatdsom alapjat azonban a fehérjealapu szenzorok szdmos hatranya ¢€s limitacioja adja.
Kezdetben a festékek fesziiltségérzékenysége igen alacsony (0,5-10% AF/F /100 mV) volt,
ezaltal a kapott jelek nem igazan tudtak kiemelkedni a zajbol, nehezen detektalhatok voltak.®: 0
Tovabbi detektalasi nehézséget okoz, hogy a FRET alapt szenzorok nem alkalmasak kétfoton
mikroszkopids mérésekhez,®” ami limitalja az alkalmazhatdsagukat. Bar ezt mas elven miikodd
festékek hasznalata kikiiszobolheti, azonban az elektrokrom elven mitkkddok esetében pedig a

gerjesztés egy ionfluxust eredményezhet,®®

amely befolyasolhatja a neuronok normal
miikodését, igy hamis eredményeket nyerhetiink. Ezenkiviil a mikroszkopids képalkotasok
soran a fluoreszenciajuk fiigg a besugarzas erésségétél és hullamhosszatol.”t Alkalmazasuk
rendkiviil idéigényes, mivel a szenzor fehérjék kifejezodése tobb napot vagy hetet vesz igénybe,

valamint a miikddésiik sebessége is elmarad a kémiai festékektl.!?
1.4.  Hibrid fesziiltségszenzorok

Az évek soran jelentOs fejlodéseket értek el a GEVI-k fejlesztése soran, azonban tovabbra is
elérelépés lenne sziikséges fényességben, a plazmamembranban torténd lokalizcioban és a
kétfoton teljesitményben. Ezekben a felsorolt tulajdonsagokban a kémiai kismolekulas festékek
sokkal jobban teljesitenek, azonban nem kodoltak genetikailag. Az elonyds tulajdonsagok
egylittes hasznalata érdekében kombinaltak a kétfajta szenzor csoportot és ebbdl sziilettek meg
a hibrid indikatorok. A genetikai targetalashoz nagyon gyakran hasznalnak ugynevezett
HaloTag-et, amely egy Onjelolé fehérje, egy haloalkan dehalogendz modositott formaja.
Alkalmazasa soran bioldgiai modszerekkel a vizsgalni kivant sejtek altal kifejeztetik a HaloTag
enzimet, mig a szintetizalt molekulankat, a HaloTag ligandumot olyan csoporttal latjuk el, hogy
az enzim szelektiv irreverzibilis moédon magahoz kapcsolja.?® A kismolekulas vegyiiletek
ismertetésével analdg modon a hibrid festékeknek is harom nagy csoportjat kiilonboztetjiik

meg. Beszélhetiink VSD, FRET alapt és PeT mechanizmusu hibrid szenzorokrol.

A VSD hibrid szenzorok felépitése egy cirkularisan permutalt GFP-t és egy HaloTag-
liganddal szubsztitualt rodaminvéazas fluorofort tartalmaz. Miikddésének alapja, hogy a
szenzorban 1évd fehérjeszerkezet megvaltozasa eltolja a rodaminvazas festék spirociklizacigja
egyensulyat (1.1. fejezet), megvaltoztatva ezzel a fluoreszenciajat. Két meghatarozo tagja a

HASAP és a HArclight, melyek az ASAP,'? valamint az Arclight®® elnevezésii fehérjealapu
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fesziiltségszenzorok analdgjai. Az irodalomban leirt eljaras esetén a kismolekulas festéket a

Janelia Fluor csalad egyik tagja adja (14. 4bra).”?

F F
\ /
B I 5 I N
Q o

JFg35-HaloTag
14. dabra: A Janelia Fluor 635 spirolakton formdja HaloTag liganddal elldtva, amelyet az
irodalomban leirt eljarasban a HASAP és a HArclight hibrid fesziiltségszenzorok kismolekulds

festek komponenseként alkalmaznak

A FRET tipusi szenzorok csaladjéba tartozik a VOLTRON.” Felépitését tekintve egy
fehérjealapu fesziiltségszenzor mikrobialis rodopszin domént’*"™®"® kombinal egy fluorofor
festékkel""® egy HaloTag domén segitségével. Fesziiltségérzékelési mechanizmusa, hogy
potencialvaltozds hatasara eltolodas figyelhet6 meg a rodopszin domén abszorpcios

74,61

spektrumaba, ennek mértéke befolyasolja a fluoreszencia kioltasanak mértékét a FRET (5.

abra) mechanizmuson keresztiil. A kapott fesziiltségszenzor akar -23% AF/F /100 mV értékkel

miikodott a tesztelés soran.’®

A miasik elterjedt FRET alapt hibrid szenzor a ,hybrid voltage indicator” (HVI).”
Abszorpcids spektrumuk maximuma a tadvoli vords régioban talalhatd, amely kiilondsen
eldnyOs vastagabb sejteknél és hosszabb méréseknél. Felépitésiiket tekintve egy transz-
ciklooktén részt tartalmaz, melyet enzim segitségével helyspecifikusan konjugaltak egy enzim
mutanshoz,”® mely képes egy bioortogondlis Diels-Alder cikloaddicidval kétést kialakitani egy
tetrazin-konjugalt szerves fluoroforral. Az igy kapott hibrid fesziiltségszenzor miikkodési elve
az elektrokrom effektuson alapszik A molekula fluoreszencia intenzitasa ebben az esetben fiigg
a membranban kialakuloé elektromos tér nagysagatol és iranyatol is. A legnagyobb
érzékenységgel rendelkezd festék -39% AF/F /100 mV fesziiltségérzékenységet mutatott,

valamint sebességiik is megfelel a kovetelményeknek.’

A kutatasomhoz legszorosabban kapcsolodo hibrid szenzorok a PeT mechanizmus elvén

miikoddk. Ekkor egy PeT alapon miikodd kismolekulas fesziiltségszenzort szubsztituadlunk egy
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kapcsolo agenssel, amely képes kotést 1étrehozni a megfesteni kivant sejtek altal kifejezett

enzimmel &

Ahhoz, hogy a kismolekulés fesziiltségszenzorok kotddni tudjanak a vizsgalni kivant sejtek
felszinén 1évo receptorokhoz, sziikséges egy kapcsoldsi mod kialakitasa. Erre ad lehetdséget
példaul a SpyTag, SpyCatcher paros. Az alkalmazni kivant VF festéket egy polietilénglikol
(PEG) linkerrel szubsztitualtak, majd azon keresztiil kapcsoltak a SpyTag peptidhez, mely egy
izopeptid kotés kialakitasa révén tud majd kapcsolddni a SpyCatcher-hez. Ezéltal specifikusan
azokat a sejteket lehet megfesteni, melyek kifejezik a SpyCatcher enzimet. Az igy kialakitott
fesziiltségszenzorokat VoltageSpy-nak nevezték el és nagy érzékenységgel és gyorsasaggal
miikddnek.8% A genetikai targetalhatosag lehetéséget ad arra, hogy akcids potencialt mérjenek

a sejttesttd] akar tobb szaz mikrométerre.”

crer

ligandhoz kototték, szintén egy hossza PEG linkeren keresztiil., ezaltal alkalmazasukkor csak
azokat a sejteket festik meg, melyek kifejezik a HaloTag enzimet. A festék szdmos optikai
szenzorral szimultan is alkalmazhat6, mint példaul a GCaMP Ca?*-szenzorral. Megfigyelték,
hogy a molekula fesziiltségérzékenysége jelentdsen fiigg harom faktort6l. El6szor is az anilin
szubsztituciojatol, mely mar a RhoVR festékekre is igaz volt, valamint a sejtek altal kibocsatott
enzim mennyiségétol. Végiil pedig a kapcsold PEG linker hosszatol. Rovid linkerrel egyaltalan
nem is volt fesziiltségérzékeny a molekula, feltehetden a kloralkan lancvéghez kapcsolodo
HaloTag kozelségében a sztérikus gatoltsag révén mar nem tudott lokalizalodni a
plazmamembranba. A 25 ismétlddd egységet tartalmazd szenzor mar eléri az eredeti RhoVR

molekulak érzékenységét.?®

1.5.  Fesziiltségszenzorok tesztelése

A fesziiltségszenzor molekuldk fejlesztése soran elengedhetetlen feladat azok tesztelése,
melyet leggyakrabban biologiai laboratoriumokban végeznek. A legelterjedten alkalmazott
modszer a mikroszkopias képalkotas allati sejtmintak segitségével, mely egy jol bevalt
megbizhatéan alkalmazhat6, reprodukdlhaté mérés, azonban ez szdmos nehézséggel ¢és
limitacioval jar. Jellemzden konfokalis, egyfoton vagy kétfoton mikroszkdpokat alkalmaznak,
ezaltal jelentésen miiszerigényes. A festékeket emlds, legtobbszor egér agyszeletén vagy egyéb
allati eredetli mintdkon vizsgaljak, ami allatetikai kérdéseket vet fel. Az allatok tenyésztése,

fenntartasa és eldkészitése, valamint a mérések elvégzése, értékelése pedig igen iddigényes.
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Az éllati mintak hasznalatanak mell6zésére ad lehetdséget a HEK293 sejtvonal, amely egy
szovettenyészetben ndvesztett human embriondlis vesesejt. Ebben az esetben is mikroszkopias
képalkotast végeznek, azonban itt imitalni kell a membranpotencialt, tehat fesziiltséget kell
1étrehozni az alkalmazott sejtek membranjaban. Ehhez az tigynevezett ,,patch-clamp” modszert
alkalmazzak, mely soran egy elektrodot tartalmazd iivegpipetta segitségével atszakitjak a
sejtmembrant. A sejtkozi térben talalhaté egy referencia elektrod, amit felhasznalva dram
segitségével fesziiltséget hoznak létre a membranban. Ezalatt mikroszkop haszndlataval
nyomon kovetik a fesziiltségszenzor fluoreszencia intenzitasanak valtozasat a potencialvaltozas

hatasara.

A fehérjealapu szenzorok fejlesztése soran alkalmazott irdnyitott molekularis evolucié oriasi
mennyiségli mutans gén vizsgalatat igényli eltéré korilmények kozott. Ennek érdekében
létrehoztak egy robotizalt mikroszkopis tesztelést HEK sejteken.’* A robotizacié jelentdsen
gyorsitja a szenzorok fejlesztésének menetét, valamint képes arra, hogy a mintdk egyfoton
vizsgalatat kovetden kivalassza a legjobb tulajdonsaguakat és mar csak ezeken végezzen

kétfoton mérést.58

A tesztelések megkonnyitése érdekében mar bioldgiai mintdt nem igénylé moddszerek
fejlesztésérdl is olvashatunk az irodalomban, példaul nano-fekete lipid membranok
segitségével. Ekkor fekete lipid membranokkal (BLM) hoznak létre szabadon allo lipid
kettosréteget €s kombinalva az elektromos mérést €s a fluoreszencia mikroszkop alkalmazasat
vizsgaljak a membranpotencial valtozasanak hatasat a fluoreszencia intenzitasra. A moédszer
elényei, hogy szabadon megvalaszthatjuk a lipidet és a hasznalt fesziiltségértékeket, nagy

stabilitasuak, valamint hossza mérések alkalmaval is hasznalhatok.®!

Ezenkiviil a kismolekulas szenzorok fejlesztésének egyszeriisitése érdekében szerették volna
csokkenteni a bioldgiai laboratdriumok alkalmazasi igényét. Emiatt a tesztelés fluorimetrids
késziilékekre valo kiterjesztését vizsgaltak a di-4ANNEPS fesziiltségszenzor segitségével lipid

vezikulakon.8?

A membranpotencial imitalasa érdekében Iétrehoztak egy olyan bioldgiai rendszert, melyben
a liposzomakon beliil, valamint kiviil talalhatdé K*-oldat koncentracidja kiilonbozik. Az
ozmoézisnyomas kikiiszobolésére a kisebb K* koncentracioju oldathoz szukrézt is adtak.®?
Mikor a rendszerhez fazistranszfer katalizatort adnak, mely szelektiven a K*-t transzportalja,

az eltérd ionkoncentracio hatasara megindul egy iongradiens. A membran kdzvetlen kézelében
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azonban felgytilnek az ott ragadt anionok, melyek egy negativ toltést hoznak 1étre. Emiatt a
membran masik oldalan sem tud egy homogén koncentracio kialakulni, hanem a membran
mellett pozitiv toltés alakul ki. A két toltés hatdsaként létrejon egy elektromos potencial. Ennek
hatasat a fesziiltségszenzor molekula fluoreszencia intenzitdsdban fluoriméter segitségével
mérték. Megtigyelték, hogy az alkalmazott valinomycin ionofoér esetében az intenzitas akkor is
novekedett, mikor nem volt koncentraciokiilonbség, tehat potencial. Ebbdl arra kdvetkeztettek,

1.82

hogy a valinomycin is kismértékii kdlcsonhatasba 1ép a festékkel.® Bar ez a tesztelési modszer

igéretes lehetdségeket rejt, azonban még igen feltérképezetlen.
1.6. A szenzorok optimalizalasa kvantumkémiai szamitasok segitségével

Mint azt mar az elézékben emlitettem, a fesziiltségérzékenység a PeT mechanizmussal
miikodo festékek esetében nagyban fiigg a mechanizmus hajtoerejétdl. Mivel ezt alapvetéen
meghatdrozza a molekulapdlydk energidja, ezaltal a pdalyaenergidk modellezésével
megjosolhatd a mechanizmus megjelenése, feltérképezhetd, hogy mely molekuldk lesznek
alkalmasak fesziltségérzékeny festéknek. Ezen alapulva Evan W. Miller és kutatocsoportja
vizsgaltak a kiilonbozd festtkek HOMO és LUMO relativ palyaenergidinak a kiilonbségét egy
forditott PeT mechanizmussal miikodd szenzor csalad l1étrehozasa érdekében. Megcserélték a
donor ¢és akceptor kozotti elektrontranszfer iranyat, ezaltal pedig a molekula be-Ki
kapcsolasanak poziciojat is. Az eddigiekben latott molekuldk esetében az anilin donor adott 4t
egy elektront a gerjesztett fluoroférnak és depolarizacid esetében a mechanizmus gatlasakor
kezdett fluoreszkalni a molekula, mig ebben az esetben pont forditva a gerjesztett fluorofor ad
at egy elektront az elektronban szegény végcsoportnak €s a hiperpolarizacido gétolja a PeT
mechanizmus mitkodését externalis membranlokalizacid esetében. A kisérlet soran stlriiség
funkciondlis elmélet (DFT) szamitasokat végeztek. A szamitdsok altal prediktalt értékek
alapjan sikeresen szintetizaltak két 0j fesziiltségszenzor festéket.23 A molekula modellezése, a
palyaenergidk szamitasa, az abszorpcids €és emisszids spektrum joslasa egy igéretes lehetdség a
fesziiltségérzékenység optimalizalasara, azonban az irodalomban még keveés példat olvashatunk

rola.
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2. Ceélkituzések

A kutatocsoportom munkdjanak célja kiilonbozé biolodgiai kutatdsban felhasznalhatd
fluoreszcens festékek ¢és molekularis szenzorok fejlesztése. Ezen belil az én témam a
fesziiltségszenzor molekuldk, melyek mechanizmusénak feltérképezését és fotokémiai
tulajdonsagainak tovabbfejlesztését tliztem ki célul. A munkdm soran szerettem volna
eldallitani két irodalomban mar ismert festéket a tesztelések €s a szintézisek megismerése
céljabol. Ezenfeliil célom volt olyan fesziiltségszenzor eldallitisa, amely esetében nem
kovetkezik be spirociklizacio, és ezen belill vizsgdlni a donor anilin nitrogénjének
rotacioképességének hatasat a molekula fesziiktségérzékelésére. Ezek elérése érdekében célom

volt szintetizalni hét G}, irodalomban még nem ismert festéket (15. abra).

15. dbra: A szintetikusan eldadllitani és spektroszkopiailag karakterizalni kivant molekulak

szerkezete

A molekuldk nagyobb ateresztOképességli tesztelhetdsége érdekében sziikséges lenne egy
robosztus modszer kialakitasa, mely soran nagy id6-, munka-, és koltségigényi fluoreszcens

mikroszkopids mérések nélkiil lehet vizsgalni az elkészitett molekulak fluoreszencia
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tulajdonsagait. Célom egy ilyen liposzomalis rendszeren alapuld fluorimetridas moédszer

vizsgalata, az elkészitett molekuldim tesztelése.

Annak érdekében, hogy a szintetikus eréforrasok hatékonysagat maximalizalni lehessen,
szeretném vizsgalni a kiilonb6z6 szerkezetek fluoreszencidjat kvantumkémiai szamitasok
segitségével, és ezaltal megalapozni a lehetdséget, hogy a jovoben szamitasok segitségével

lehessen prediktalni a festékek fesziiltségérzékelési tulajdonsagait.
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3. Kisérleti eredmények és diszkusszio

3.1.  Irodalmi reprodukcio

A kutatasi munkamat egy irodalomban mar leirt fesziiltségszenzor molekula szintézisével
kezdtem, hogy elOsegitse a téma megértését, miikodésének tesztelését, valamint a szintetikus
munka lépéseinek megismerését. A fentebb mar ismertetett legjobb tulajdonségﬁ RhoVR
molekula szintézise soran kiilon szintetizaljak a donor és az 6sszekoto részt, amelyet egyiittesen

horgonyrésznek neveziink, valamint a rodaminvazas festékrészt.

a)
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16. dbra: a) Dietil-aminnal szubsztitudlt horgonyrészszintézisének elsd lépése; b) az elvégzett

Wittig-reakcio mechanizmusa

Els6ként a horgonyrész eléallitasahoz vettem a kereskedelmi forgalomban kaphatd 4-
dietilamino-2-metoxibenzaldehidet és egy Wittig reakcio segitségével alakitottam at az
oxocsoportot vinilcsoportta (16. abra). Az ilyen tipusu reakciok soran elészor a timado agenst
kell kialakitani a reaktansokbol, ebben az esetben a PPh3MeBr metilcsoportjat a KOtBu
deprotondlja. Az igy keletkezett anion a kiindulasi anyag karbonil-szénatomjara intéz nukleofil
tamadast (16. abra). Tobb tisztitasi modszer tesztelése utan a nyerstermék ciklohexanos
triturdcidja bizonyult megfelelének, mivel a kivant termék jol oldodik benne, viszont a

trifenilfoszfinoxid nem.

A szintézis kovetkezo 1€pése egy Heck-reakcid, mely soran beépitem a kovetkezd fenilén-
csoportot a molekulaba (17. abra). A Heck-reakciohoz elengedhetetlen katalizatorként
Pd(OAC)2-t , mig ligandként P(0-tol)s-t alkalmaztam. A kiindulasi anyagokhoz elséként a

ligandot adtam hozza, majd a bazist, az oldoszert és csak legutolsoként a palladium katalizatort.
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A reakcidelegyet flash kromatografiaval megtisztitva kaptam 2-t. A horgonyrész kialakitasanak
utolsd 1épése egy ujabb Wittig-reakcidé (17. abra), amelyet a fentebb leirtak analogiajara

végeztem. A terméket tovabbi tisztasag elérése érdekében flash kromatografidval is tisztitottam.

~
P(o-tol); PPhszMe* Br ‘\//‘
_ Pd(OAS), KOtBu /J
DMF, DIPEA THF 5
~oN- 110°C 68 % I \\f h
30 % A
\
N N ~ N~ N ~
2 3

17. dabra: A RhoVR horgonyrész szintézisének két utolso lépése, mely sordan egy Heck- és egy

Wittig-reakcio megy végbe

A festékrész eldallitasanak elsd 1épését, a bromftalid gyokds, benzil-helyzetli bromozasat a
kutatocsoportom egy masik tagja végezte, melybdl én egy hidrolizissel allitottam eld 5-0S

szamu vegyiiletet (18. abra).

o NBS o} H,O o}
| N AIBN hidrolizis
O = o]
= CHC|3 110 °C O
Br o Br e Br
65°C Br kvantitativ OH
4 5

18. abra: A rodamin szarmazék eloallitasahoz sziikséges kiindulasi anyag szintézise vizzel valo

forralas segitsségével

crer

A festék részt 5 és 4-dimetilaminofenol oxidativ kondenzaciojaval allitottam el6 (19. abra).
Az eddig felsorolt reakciok mindegyikét inert atmoszféraban végeztem, mig ennél a reakcional
kulcsfontossagi a levegd jelenléte az oxigén miatt. A reakciot propionsavban, p-
toluolszulfonsav katalizator segitségével végeztem, majd a terméket kromatografidsan

megtisztitva kaptam a 6-os szdmu vegyiiletet.

| |
N (e} _N%
O™
_ EtCOOH =
90 °C COO"
kvantitativ O
Br

5 6
19. abra: A karbonsavas festék rész eléallitasa az 5-6s szamu vegyiilet és 3-dimetilaminofenol

oxidativ kondenzdcioja segitségével
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A végtermék elGallitasa a két 1étrehozott intermedier Heck-reakciojaval tortént (20. abra).
A reakci6 elinditadsa utan 19 6raval a HPLC-MS mérése alapjan a konverzié nem volt teljes,
maradt még 3 a reakcidelegyben. A reakciopartner, 6 egy része a palladium-katalizator miatt
debromozodik, ezért nagyobb feleslegben kell alkalmazni. A nyerstermék tisztitasat
kétféleképpen is elvégeztem, a szennyezok elvalasa és a termelés alapjan a flash kromatografias

tisztitas (70 %) sikeresebb volt, mint a preparativ HPLC (54 %) esetében.
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20. abra: A RhoVR (7) szintézisének utolso lépése, mely soran az elddllitott festék- (6), valamint

horgonyrészt (3) eqgy Heck-reakcioval kapcsoljuk dssze

3.2.  Eltéréen szubsztitualt donort tartalmazo fesziiltségszenzor festékek

horgonyrészének szintézise

A kutatdsom soran szerettem volna vizsgalni, hogy a donor anilin nitrogénjének
szubsztitucioja hogyan befolyasolja a molekula fesziiltségérzékeny tulajdonsagait. A hipotézis
szerint a nitrogén csokkentett rotaciokészsége noveli a PeT mechanizmus lejatszodasat, ezaltal
noveli az érzékenységét. Az elmélet tesztelésére kétfajta szerkezetet szerettem volna 1étrehozni.
Az anilin szubsztitiicigjanal figyelembe kellett vennem, hogy az irodalomban mar megfigyeltek
alapjan a molekula fesziiltségérzékenysége az anilinen 1év6 elektronkiildé csoportok hatasara
nd. Ezaltal olyan szubsztituens lesz vélhetden alkalmas, mely gatolja a rotaciot, de elektronban
dusitja az aromas rendszert. Els6ként egy julolidines szdrmazékot, amely esetében a nitrogén

gyiriiként hozza van rogzitve a sztirol-csoporthoz.

A horgonyrész szintéziséhez sziikséges 8 nem volt elérhetd szamomra, ezért egy metilezés

segitségével allitottam el6 8-hidroxijulolidin-9-karboxaldehidbdl (21. abra). Ezutan a fentebb

crer
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21. dbra: A julolidines horgonyrész elddllitasanak kezdd lépései, mely sordn egy metilezés,

valamint egy Wittig-reakcio jatszodik le

A 9-es szamu vegylilet nem volt stabil, 0-5 °C-on egy hét alatt jelentds részben egy
ismeretlen anyagga alakult. A kovetkez0 1épést még elvégeztem (22. abra), azonban a reakciod
soran a termék 10-et mindossze 1%-os termeléssel sikeriilt kinyerni, ami szintén mutatta, hogy

a kiindulési anyag mar nem volt megfeleld.

P(o-tol)3
Pd(OAc)z
DMF DIPEA
110 °C

1%

22. dbra: A stabilitdasi problémak miatt részben dtalakult kiinduldasi anyaggal (9) elvégzett

Heck-reakcio koriilményei

A tapasztalt problémak miatt egy stabilisabb szarmazékot szerettem volna eléallitani, amely
szintén tartalmazza a julolidines részt. Az el6z6ekben eldallitott metoxijulolidin szarmazék (9)
hajlamos kinolintumma oxidalodni, amely indokolhatja a stabilitasi problémakat. Ennek
elkeriilése érdekében egy tetrametil-julolidin szarmazék eldallitasat tliztem ki célul az eddig

elvégzett reakciok analogidjara (23. abra), mely esetében az atalakulas nem kdvetkezhet be.
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23. dbra: A tetrametiljulolidines horgonyrész szintézise, mely soran egy kereskedelmi

forgalomban kaphato aldehidbol négylépésen keresztiil jutunk el a céltermékig

A 14-es esetében a nitrogén teljesen merev helyzetben van, gatolt a rotacidja a benzol
gytriivel valo kotése mentén. A koztes allapot eléréséhez, mely molekula esetében a nitrogén
rotacidja kissé megengedett, egy olyan csoporttal kell szubsztitudlni, amely sztérikusan nagy €s
gatolja a teljes forgast, azonban nincs kdtésben a benzol gytriivel. Mivel a karbazol egységet

84,85

széles korben alkalmazzak PeT donorként szenzorokban és fotovoltatikus rendszerekben,®

ezért ennek hasznalata tlint a legmegfelelobb valasztasnak.

A Wittig-reakcio kiindulasi anyaganak el6allitasahoz egy nitrogén—szén-kotés kialakitasara
van sziikség, melyet el6szor Buchwald-Hartwig reakcio segitségével allitottam eld. A P(tBu)s
katalizator alkalmazasakor a redukalo hatdsanak koszonhetden az alkohol szdrmazékot kaptam,
mig 16% RuPhos és 8% Pdz(dba)s jelenlétében mikrohullamu reaktorban sikeresen
eléallitottam a megfeleld terméket. A reakcid optimalizaldsa érdekében 15 eldallitasat
megvalositottam Ullmann-reakcid segitségével is, amely 48%-0s termelésnovekedést

eredményezett (24. abra).
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24. dbra: A karbazol és a 4-brom-2-metoxibenzaldehid reakcioja Buchwald-Hartwig

koriilmények kozott, valamint Ullmann-reakcio esetében

A masodik 1épésben alkalmazott Wittig-reakcio (25. abra) els6 két probaja soran feltiinéen
kisebb termelésekkel kaptam 16-0t, mint az el6zdekben elvégzett ilyen tipust kisérleteknél. Ez
jelentdsen lerontotta a karbazolos horgonyrész eldallitasanak Ossztermelését. Az els6
alkalommal 34%, mig masodikra csak 29% termeléssel sikeriilt eldallitani a terméket,
mikozben az eddig elvégzett Wittig-reakciok tapasztalata alapjan 50-80% volt ez a jellemz6
értek. Mivel a reakci6 lejatszodasat kovetden a HPLC-MS teszt alapjan nem bomlott el a termék
és nem keletkeztek jelentdsebb melléktermékek sem, ezért a feldolgozas sordn lehetett a
probléma. Ezalapjan arra kovetkeztettem, hogy a molekula esetlegesen elbomlik a flash
kromatografids tisztitas sordn a szilika géllel toltott oszlopon. Mivel a reakcio soran keletkezd
melléktermék, a trifenilfoszfinoxid nem zavarja a kovetkezd 1épést, valamint a célmolekula
elérése el6tt még tjabb kromatografias tisztitasra is sor fog keriilni, emiatt a reakcidelegyet az
oldoszer eltavolitasa utan feldolgozés nélkiil hasznaltam fel a kapcsolési reakcioban. A két
reakcid egylittes termelését tekintve a tisztitasi 1€pés kihagyéasaval 20%-rdol 27%-ra sikertilt
novelni, amely alatdmasztja a molekula inkompatibilitasat a feldolgozas valamely elemével.
Utolsoként a szokasosan alkalmazott Wittig-reakcidval kaptam 18-at, a masodik nitrogénen

eltéréen szubsztitualt fesziiltségszenzor intermediert (25. abra).
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25. dbra: A karbazolos horgonyrész szintézisének lépései, mely sordan felvaltva két Wittig- és

eqgy Heck-reakcio megy végbe
3.3. A fesziiltségszenzor fluorofor részének szintézise

Mint azt mar az irodalmazas résznél olvashattuk, a rodamin-szarmazékok magas
kvantumhozamaiknak és kiemelkedd fotostabilitdsuknak kdszonhetden tokéletesen alkalmasak
fesziiltségszenzor festékek fluorofor pozicidjaba. Az irodalmi reprodukcid soran mar
eldallitottam egy festékrészt, 6-ot, azonban a rodaminok spirociklizacidja csokkenti a
fluoreszencia intenzitasat, valamint a nagyobb mértékii membranpermibilitdsuk csékkenti a
fesziiltségjel nagysagat. Ennek elkeriilése érdekében elsdként a festékrészt karboxilcsoport
helyett szulfonsav-csoporttal lattam el, mivel igy nem 1ép fel spirociklizacio, valamint a csoport

javitja a membranlokalizaciot is. Ez szamos szintetikus nehézséget felvetett.

Elészor a 6-0s vegyiilet analdgidjara szerettem volna eldallitani a molekulat, ehhez
szlikséges 19-et  5-brém-2-fluorbenzaldehidbdl allitottam eld mikrohullamu reaktor

segitségével (26. abra).

-0 Na,S,05 -0
F NaOH SOg3
EtOH
Br H,0O Br Na*

140 °C

100 %
19

26. dbra: A szulfonsavas festekrész kiindulasi anyaganak szintézise mikrohullamu reaktorban

torténo forralds segitségével

Az ezt kovetd oxidativ addiciot egy-, illetve kétlépéses uton is elvégeztem (27. abra). 21
eléallitdsa szamos szintetikus kihivassal jart, mivel az irodalomban leirtakkal ellentétben
minden alkalommal csak alacsony termeléssel sikeriilt eldallitani, valamint tobb esetben nem

is a vart termék keletkezett. Az elvégzett két reakcid alapjan elmondhato, hogy a propionsavas
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modszer nem megfeleld a 21-es vegyiilet eldallitasdhoz. Az alkalmazott modszerek (1.
tablazat) esetében a nyerstermék megtisztitasa id6- €s munkaigényes a savas reakcidelegy
semlegesitése, valamint kromatografids tisztitdsa miatt. A vizsgalt reakcioutak koziil kénsav
60%-o0s vizes oldata a legalkalmasabb a reakcio elvégzéséhez, amely segitségével kdzepes

termeléssel kell6 mennyiségben sikeriilt eléallitani a 21-es szdmu vegyiiletet.

_0 ~NT /r‘\l o /lll*\
/é/sos' @\ O /
+ -
Br Na* OH O SOs
B
19 21

| OH OH |
N

19 20 21
27. abra: A szulfonsavas festékrész eléallitasahoz alkalmazott egy-, illetve kétlépéses reakcioit

a 19-es szamu vegyiilet és 3-dimetilaminofenol segitségével

1. tablazat: 21 eldallitasara tett kisérletek koriilményei és izoldlt termelései; 2: kétlépéses

szintézisut
Sorszam Reagensek Reakciokoriilmények Termelés [%0]
1 pTSA, propionsav 90°C; 48 h 0
2 metanszulfonsav 120°C; 24 h 6
3 DMF, trifluorecetsav 120°C; 24 h 3
4 metanszulfonsav 2.]158 :g;; 222 h 4
5 1. pTSA, propionsav 1. szh; s6tét, 72 h 0
2. kloranil, DKM 2.szh; 24 h

1. - 1.180 °C; 3h
6 2. 85% H3PO4 2.170 °C; 4h 5

3. 96% H>SO04 3.170°C; 4h
7 1. 2,2,2-trifluoretanol 1.80°C;16h 3

2. kloranil, metanol 2. reflux; 72 h
8 60% H2SO4 150 °C; 20 h 18
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3.4. A fesziiltségszenzor intermedierek kapcsolasa Heck-reakcioval

A horgony- és festékrészek elGallitasa utan ezek 6sszekapcsolasat végeztem. ElsOként 22 és
23 cloallitasat végeztem el 7 szintézisének analogiajara (28. abra), bar az elébbi irodalomban
mar ismert,*® de az eltérd horgonyrésszel rendelkezé festékek Osszehasonlitasahoz
elengedhetetlen. 23 esetében a reakciokoriilmények nem voltak megfeleloek, ezért az
alkalmazott oldoszert és bazist megvaltoztattam egy hasonlé irodalmi példa alapjan.® Ennek
segitségével sikeresen elballitottam 13%-o0s izolalt termeléssel (28. abra). Ezalapjan
elvégeztem mindharom horgonyrész Osszekapcsolasat 21-gyel. A reakciokat inert
atmoszféraban, majd a tisztitast preparativ HPLC segitségével végeztem. Mindharom anyag

egy szilard lila por volt, melyek oldata UV-lampa alatt erds fluoreszenciat mutat.

A szulfonsavas festékrész (21) eléallitasa joval tobb szintetikus nehézséggel jar, mint a
karbonsavas (6) esetében, valamint ezek Heck-kapcsolasa is nehezebben, rosszabb termeléssel
megy végbe. Azonban szerettem volna olyan fesziiltségszenzorokat szintetizalni, amelyek
tartalmazzdk a szulfonsav-csoportot a spirociklizacio elkeriilése ¢s a kiemelkedd
membranlokalizacio érdekében. A probléma megoldasa céljabol a szulfonsavat mas pozicioba
szerettem volna elhelyezni a molekulan, a karbonsav tovabbi kapcsolasan keresztiil. Ennek
érdekében elballitottam a 22-24 molekulak karbonsavval szubsztitualt analogjait (29. abra),
melyek mar Oonmagukban is fesziiltségszenzor molekuldk. Tulajdonsagaik azonban nem
kiemelkeddek, érzékenységiik nem elegendden nagy, ezért a tesztelések soran ezeket nem
vizsgaltam, hanem intermedierként alkalmaztam és tovabbi festékek eldallitasdhoz hasznaltam

fel.

A szulfonsav-csoport bevitelét ACES kapcsolasaval szerettem volna megoldani HATU
kapcsoloszer segitségével (29. abra). 27 eléallitasat inert atmoszféraban végeztem. El6szor 7-
et kevertettem DMF-ben HATU és DIPEA jelenlétében egy oran keresztiil, hogy a karbonsav-
csoportot aktivdljam, majd ezutan adtam hozzd az ACES-t. A reakcio egy éjszaka alatt
jatszddott le, majd a terméket preparativ HPLC segitségével tisztitottam. A reakcio LC-MS
nyomonkovetése soran megfigyelhetd volt egy melléktermék, valamint egy intermedier

jelentds keletkezése a HATU-val val6 aktivalas hatasaként (30. abra).
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28. dbra: A szulfonsavas festékrészek és a horgonyrészek oOsszekapcsolasa Heck-reakciok

segitségevel kiilonbozo reakciokoriilmeények kozott
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29. abra: A 23,24-es szamu vegyiiletek karbonsavas analogjainak, valamint az abbol eloallitott

ionos fejcsoportot tartalmazo fesziiltségszenzor molekulak szintézise

32

30. dbra: 27 eléallitasa soran keletkezé melléktermék (30), intermedier (31), valamint a

preparativ HPLC-hez hasznalt acetonitrilbdl szarmazo szennyezé (32) Szerkezete

29 szintézisét 27 analogiajara végeztem, azonban a 24 ora elteltével a HPLC-MS vizsgalatok

alapjan nem keletkezett termék, hanem egy a kiinduldsi anyaghoz hasonld elnyeléssel és
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retencios id6vel rendelkez6 melléktermék. Ezenfeliil a fentebb megallapitott melléktermék (30)
is keletkezett a HATU-val val6 reakcio kovetkeztében. Sajnos a kiindulasi anyag, 26 NMR
spektrumaban jelen volt egy cianid-aminos szennyezé (32), amely a preparativ HPLC-hez
hasznalt acetonitrilb6l keriilhetett a termékbe (30. abra). A HATU kovetkeztében
beaktivalodott karbonsav ezzel a jelenlévé aminnal reagalt el azonnal (31. abra), hiszen az

ACES-t csak egy 6raval késobb adtam hozza.
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31. abra: A karbonsav aktivalasa HATU kapcsoloszerrel, majd reakcioja az elegyben jelenlévo

cianid-aminos szennyezével

Ezek alapjan 25 kapcsolasanak elvégzésekor valtoztattam a reagensek adagolasi sorrendjén
a melléktermékek elkeriilése érdekében, mivel abban is megtalalhato volt a szennyez6, valamint
COMU kapcsoloszert alkalmaztam. Az ACES-t és a bazist nagy feleslegben alkalmaztam,
valamint mar a COMU hozzdadasa eldtt a reakcidelegybe helyeztem, hogy a reagensek
mennyiségének ardnya szerint elreagélva a kiindulasi anyaggal, tobbségben a kivant termék
keletkezzen. A reakcid soran a HPLC-MS eredménye alapjan sikeresen eldallitottam a 28-as
szamu vegyiiletet (29. abra), azonban csak olyan kis mennyiségbe, hogy tovabbi vizsgalatokat

nem tudtam vele elvégezni.

25-0t ¢és 26-ot eldallitottam megfeleld tisztasdgh acetonitrilt alkalmazva, ezéltal
szennyezOmentesen. 26-bol kiindulva szintetizaltam 29-et 27 analogidjara (29. abra)
dimetilacetamid oldoszert alkalmazva. A HPLC-MS miiszeren elvégzett mérés alapjan a

reakcio sikeres volt, azonban a keletkezett mennyiség ebben az esetben sem volt elegendd
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tovabbi analitikai vizsgalatok végrehajtasdhoz, mivel a fentebb emlitett melléktermék (30.

abra) analogjai ebben az esetben is jelentds mennyiségben keletkeztek.
3.5.  Fesziiltségszenzor molekulak tesztelési modszerének fejlesztése

A fesziiltségszenzor molekulak tesztelése elengedhetetlen a fejlesztési folyamataikhoz,
azonban jelenleg csak iddigényes, miszerigényes €s biologiai szaktudast igényld modszerek
allnak a rendelkezésiinkre. Ez jelentosen hatréltatja a festékek fejlesztésének haladéasat. Egy
kémiai laboratériumban kivitelezhetd, egyszerli, reprodukalhatd vizsgalati modszer nagy
elorelépés lenne a probléma megoldasa felé. Ennek érdekében egy liposzoma alapu

fluorimetrids mérési modszert vizsgaltam a munkam soran.

A szenzorok eldallitisanak {6 célja a membranpotencidl valtozasanak kovetése, ezaltal
vizsgalatukhoz biztositani kell ezen tényez6t. A membran és a benne kialakuld potencial

modellezésére egy olyan rendszert hoztam létre, melyben a lipid kettdsréteg két oldalan eltérd

cre

Y

ennek szdzad része vagy szazszorosa volt. A potencidl kialakitdsa érdekében fazistranszfer
katalizatorként a kordbban Budapesti Miiszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem egyik
kutatocsoportja altal kifejlesztett BME44-et alkalmaztam, amely szelektiv K™ transzportra
alkalmas. Nagyon fontos, hogy a hasznlt ionofor csak a K* transzportjat segitse eld, mig a
H3O*-ét nem, mely csokkentené a kialakult elektromos potencialkiilonbséget. A BME44
hatéséara a két oldalon 1év§ kiilonb6z6 K* koncentraciok elkezdenek kiegyenlitddni, melynek
hajtoereje a kémiai potencidlkiilonbség. Fazistranszfer katalizator nélkiil a lipid kettdsréteg
atjarhatatlan az ionok szdmara, azonban a BME44 lehet6vé teszi a K* ionok diffuzidjat a
membranon. A nagyobb toménységili oldat oldalan a membrannal felgylilnek a visszamaradt
anionok, emiatt egy negativ toltés alakul ki. Ez megakadalyozza a két oldalon a K* ionok
tényleges kiegyenlitddését €s egy elektromos potencidlt hoz létre. A fesziiltségszenzorok
mukodési elve alapjan a kialakuld potencial hatdsara novekedést vagy csokkenést kell
tapasztalnunk a fluoreszencia intenzitasaban, melyet mar egyszerli fluorimetrias késziiléken is

mérhetiink.

Az elkészitett harom wj (23, 25, 27), valamint két irodalomban ismert (22*° és di-4-
ANNEPS?") fesziiltségszenzor molekulanak vizsgiltam a fluoreszencijat kiilonbdzd K2SOa

oldatokban, majd ehhez hozzdadtam a liposzomdékat is. Vizes oldatban az amfifil festékek
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micellaszerii aggregatumokat képeznek, melyekben az egyes festék molekulak kioltjak egymas

fluoreszencijat.®’

A lipid vezikuldk hozzdadasara megnd a rendszer fluoreszencia intenzitasa,
tehat a molekulak lokalizalodnak a lipid kettdsrétegben (32. abra). Ezaltal bizonyithatd, hogy
az elkészitett molekulak fluoreszcens anyagok és képesek a membranban valdé megfeleld

lokalizaciora.
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32. dbra: Az elkészitett festekek abszorpcios (vilagos kék) és emisszios (sotétkék) spektruma,
ahol a szaggatott vonalak jelzik a liposzoma hozzdaddsa utan mért értékeket a) 27, b) 22, ) 24,
d) 23, e) di-4-ANNEPS esetében

A di-4-ANNEPS?’ molekulan vizsgaltam a rendszer miikodéképességét. Mértem a biologiai
rendszer fluoreszencia intenzitdsat a festék oldatanak jelenlétében harom kiillonbozd, egy
rendszerhez fazistranszfer katalizatort adtam és vizsgaltam a hatdsat. Az elvégzett hdrom mérés
eredményeit atlagoltam, amely alapjan egyértelmiien latszik, hogy a kifelé¢ iranyulo
iontranszport hatdsdra megnétt a fluoreszencia intenzitds, azonos koncentracioji oldatok
esetében nem igazan valtozott, mig befelé¢ iranyuld ionmozgas hatdsara csokkent az oldat
fluoreszenciaja (33. abra). A tesztelés soran mért fesziiltségérzékenység 4,67% AF/F per 100
mV, amely bar elmarad az irodalomban irt koriilbeliil 10%-os értéktél,* azonban igazolja a
festék és a tesztelési modszer mikddoképességét. Ezenkiviil megallapithato, hogy a novekvd

potencial hatasara linedris skalan valtozik a fluoreszenciaintenzitas a vizsgalt tartomanyon beliil

(33. 4bra).
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33. dbra: a) A BME44 hozzaaddsa utan és eldtt mért fluoreszenciaintenzitasok kiilonbsége, ahol
a kiilsé K* koncentracié kisebb (narancssdarga), azonos (citromsdrga), nagyobb (zold); AF:
fluoreszencia intenzitdskiilonbség b) A fluoreszencia intenzitds valtozasa a kialakulo potencidl

fliggvényében, valamint a mért intenzitasvaltozdasok szordsa
3.6.  Bioldgiai tesztelés HEK sejtek segitségével

A BrainVisionCenter molekularis bioldgus €s neurobioldgus munkatarsai jovoltabol az
egyik eldallitott fesziiltségszenzorral, a 23-as molekulaval biologiai tesztelés tortént HEK293
sejtvonal segitségével. A 3.5. fejezetben emlitett ,,patch-clamp” modszert alkalmazzak, és
imitaljadk a membranpotencial valtozasat. A mérés elve, hogy egy elektrodot tartalmazo
iivegpipetta segitségével atszakitottdk a sejtmembrant. A sejtkozi térben taldlhatd egy
referencia elektrod, amit felhaszndlva aram segitségével fesziiltséget hoztak Ilétre a
membranban. Ezalatt mikroszkép hasznalataval nyomon kovették a fesziiltségszenzor
fluoreszencia intenzitasanak valtozasat a potencialvaltozas hatasara. A mérések eredménye (34.
abra) alapjan egyértelmiien kijelenthetd, hogy 23 képes a membranpotencial valtozasra
megfeleld gyorsasaggal és ~10 % AF/F per 100 mV érzékenységii fluoreszencia intenzitas
véltozas jelet generalni. A mért érzékenység elmarad az irodalomban olvashatétol, * ennek oka,
hogy a mérés eszkozeinek bedllitdsat tovabb kéne optimalni, de ezalapjan is igéretes

eredményeket kaptunk.
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34. abra: 22 tesztelése soran a) a HEK sejtek kameraképe; b) a piros csatorna; c) a zold
csatorna, ahol a festék nem emittal, ezaltal csak gyenge autofluoreszencia lathato, d) a
membranba lokalizalodott festék az a-c csatorndk egyesitése alapjan; e) a vizsgalt sejt
kivalasztasa a pipetta segitségeével, a kijelolt piros négyzet kinagyitott képét lathatjuk a ¢
panelen; g) a vizsgalt sejt membranjanak megfestése, a zolddel jelolt membran a fluoreszcens
valasz mérésére hasznalt teriilet; f) a létrehozott membranpotencial, h) valamint az ennek
hatasara létrejovo fluoreszencia intenzitds valtozas, ahol pirossal jelolve az 5 egymadst kéveto

pasztazas atlagjele, mig kékkel zajsziirés utani jel lathato
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3.7.  Fesziiltségszenzorok fotokémiai tulajdonsagainak vizsgalata

kvantumkémiai szamitasok segitségével

Az eldallitott fesziiltségszenzor molekulak fotokémiai tulajdonsdgainak megismerésére a
Gaussian16 programot alkalmaztam, amely a kvantummechanika alaptérvényeit alkalmazza.
Strtiségfunkcional elmélet szamitasokat végeztem a szintetizalt molekuldk modelljén, valamint
a fotokémiai tulajdonsagok predikcidjat idofliggd szamitasokkal végeztem el. Elsoként a
szoftverben modellezett molekula geometriai optimalizalasat kiviteleztem alapallapotban, majd
gerjesztési energiat szamoltam. Ezek altal megkaptam a molekula abszorpcios (UV-VIS)
spektrumat (35. abra). ElsOként vizsgaltam 22 esetében, hogy az alkalmazott modszer
segitségével mely olddszerben szolvatalva kapom a liposzémas tesztelés soran mért értékeket
legjobban reprezentdld eredményt. Ehhez haromféle olddszerben végeztem szdmitasokat,
heptanban, etanolban, valamint vizben. A kapott értékek alapjan elmondhat6, hogy a viz
esetében kaptam a mérthez legkdzelebb 4all6 értéket, bar az etanol sem mutatott jelentds eltérést.
Ez aldtdmasztja, hogy a membranban lokalizalt festék fluorofér része a membranon kiviil,
polaris kozegben helyezkedik el. Megjegyzendd azonban, hogy a mért értékek kb. 30 nm-rel

eltérnek a szamitottol. A tovabbiakban az 0sszes szamolast vizben szolvatalva végeztem.
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35. dbra: A vizsgalt 22-es szamu molekula szdmitott abszorpcios spektruma kiilonbozé

oldoszerekkel szolvatalva

A szamitasok elvégzése soran figyelembe vettem, hogy a fesziiltségszenzorok alkalmazésa
idegsejteken torténik, tehat az arra jellemz6 koriilmények kozott kell vizsgalnom a fotokémiai
tulajdonsagait. A neuronok sejtmembranjaban homogén elektromos tér van, az elektromos
térerdsség abszollt értéke allando, 70x107 V m™. Azonban a program nem tud homogén
elektromos térben szdmolni, emiatt olyan dipolust kellett alkalmazni, ami a membran

vastagsagaban (8-10 nm) hasonlo elektromos térerdsség értéket hoz 1étre. Erre alkalmas lehet a
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0-20 atomi egység (a.u.: Hartree atomi egység, 1 au. = 8,478x10°° C m) nagysagu

dipélusmomentum (36. abra).
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36. dbra: a) Homogén elektromos tér és az altala létrehozott elektromos térerdsség nagysaga
kiilonbozo tavolsagok esetén; b) dipolus elektromos mezoje és az 1 a.u. dipolusmomentumu

dipolus altal létrehozott elektromos térerosség

Az elektromos dipdlus helyét a koordinata rendszer kdzéppontjanak helyzete hatarozza meg,
ezért a kiilonbozo elhelyezkedésének hatasat vizsgaltam a szamitott abszorpcids spektrumra. A
molekula négy pontjdban helyeztem el az origdt, a nitrogénen, az also, felsd szénen, illetve a
kén atomon (37. abra). A fentebb emlitett alapallapoti geometriai optimalizaciot és gerjesztett
allapota frekvenciaszamitast a z-tengelyen pozitiv és negativ iranya ¢&s kiilonbozo
dipélusmomentumu elektromos tereken végeztem el. A prediktalt UV-VIS spektrumok (38.
abra) alapjan elmondhatd, hogy egy kiugro értéktdl eltekintve, a koordindtarendszer
elhelyezkedése nincs hatdssal a szamitdsok elvégzésére, ezaltal a szamitott abszorpcids

értékekre sem.
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37. abra: A koordinatarendszer kiilonbozé elhelyezései a Gaussian programban modellezett
molekuldkon, az origo elhelyezkedése: a) nitrogénatom (N), b) also szénatom (also C); c) felsé

szénatom (felsé C); d) kénatom (S)
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38. dbra: Koordinatarendszerek kiilonbozo helyzetének dsszehasonlitisa sorrendben a) z+1;
b) z+10; ¢) z-1; d) z-10 dipolusmomentum esetén a szamitott abszorpcios spektrumok

segitségeével

"o

A kiilonb6z6 dipdlusmomentumt elektromos tér vizsgalata céljabol harom eldallitott
fesziiltségszenzor 22, 23, 24 esetében 11 kiilonb6zd dipdlusmomentum beallitas mellett
végeztem szamitasokat. Elséként alapallapotd optimalizaciot, gerjesztett allapota
frekvenciaszamitast, majd optimalizalast €s végsoként alapallapoti frekvenciaszamitast. Az

alapallapotban optimalt geometridhoz gerjesztési hulldmhosszok szamoldsaval a molekuldk
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abszorpcios spektrumat, mig a gerjesztett allapotban optimalt geometria gerjesztési
hulldmhosszainak szamolasaval az emisszios spektrumat kozelitettem és ezaltal feltérképeztem
a molekulak elektrokromicitasat (40. abra). A legnagyobb pozitiv dipolus esetén szamitottak
értékeibdl lathatd, hogy a novekvo dipolus csucs kiszélesedést, majd csucshasadast eredményez
(40. abra). Ezalapjan egyértelmiien lathato, hogy a dip6lus iranyanak és nagysaganak valtozasa
aranyosan valtoztatja a molekula abszorpcids és emisszids maximumat és a fluoreszencia
intenzitasat (39. abra). A -1-1 a.u. értékekre illesztett egyenesek alapjan 6sszehasonlithatjuk a
molekuldk szamitott elektrokrém érzékenységének nagysagat. A 23-as szamu vegyiilet
nagyobb, mig a 24-es kisebb érzékenységet mutat, mint az irodalomban ismert, 44% AF/F per

100 mV érzékenységgel rendelkezd 22-es fesziiltségszenzor.
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39. dbra: Az @) 22, b) 23, ) 24 molekulak abszorpcios (tiirkizkék) és emisszios (sotétkék)
spektrumdanak maximumdnak valtozdasa a dipolusmomentum nagysdganak valtozasa
fiiggvényében, az abran jelolt szines szamok a 0 a.u. koriili dipolusmomentum esetén kapott

ertékekre illesztett egyenes meredekségét jelolik
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40. dbra: A szamitott abszorpcios (a ,c ,e) és emisszios (b, d, f) spektrumok a 22 (a, b), 23 (c,
d) és 24 (e, f) molekuldik esetében
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4, Jovobeni tervek

A kutatomunkam folytatasaképp elsOként 28-at és 29-et szeretném nagyobb mennyiségben
eléallitani, NMR segitségével analitikailag igazolni. Ehhez természetesen szeretném vizsgalni

az elvégzett reakciok alacsony termelékenységének okat, valamint megvaldsitani a

melléktermékek keletkezésének visszaszoritdsat. Ezt kovetden szeretném elvégezni 27-29

o G 5

41. dbra: A jovoben elédllitani tervezett, eltéré ionos fejcsoporttal szubsztitualt

fesziiltségszenzor molekulak szerkezetei

Az elkészitett molekulak segitségével ujabb fluorimetrias méréseket tervezek végezni lipid
vezikuldkon a tesztelési modszer tovabbfejlesztése és a kapott molekuldk fesziiltségszenzor
tulajdonsagainak meghatarozéasa céljabol. Ezenkiviil a kutatocsoportom bioldgiai osztalyaval
kozremiikddésben szeretnénk a legigéretesebb festékek miitkodésének vizsgalatat elvégezni

HEK sejteken, illetve késobb in vitro és in vivo idegi szovetben.

Jovobeni molekuldk tervezése céljabol tervezem vizsgalni a mar eldallitott 22, 23, 24
molekuldk alapjan a PeT mechanizmus lejatszodasanak lehetdségét kvantumkémiai szamitasok
segitségével, valamint tovabbi hat potencidlis fesziiltségszenzor festék szamitdsos kémiai

feltérképezését. Ennek eredményei alapjan szeretnék a jovoben tjabb festékeket eldallitani.
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5. Kisérleti munka

5.1. A Kkisérletek soran hasznalt vegyszerek, eszkozok és miiszerek

A kisérletek elvégzése soran kereskedelmi forgalomban kaphatd vegyszereket ¢s
oldészercket hasznaltam, melyeket a kovetkezd cégektdl szereztink be: Sigma-Aldrich
(Merck), Fluorochem (Doug Discovery), Molar Chemicals. A vasarolt anyagok kelld
tisztasagliak voltak a felhasznalashoz, kivéve a 4-dimetilaminofenol, melyet elézetesen flash
kromatografia (0-35 % EtOAc-hexan, linearis gradiens) segitségével tisztitottam. Az inert
koriilmények kozott végzett reakcidk esetén az inertizalast koveto szilard anyagok bemérése N»

tulnyomas és N aramlas mellett tortént.

A mikrohulldmu reaktorban elvégzett reakciokhoz az Anton Paar Monowave 450 tipust
késziiléket hasznaltam. A reakciok kovetéséhez vékonyréteg kromatografiat (VRK)
alkalmaztam a Merck Kieselgel 60 F254-es szilikalappal, valamint aluminium-oxid lappal
aluminium hordozén. Az eredmények detektaldsdhoz UV lampat hasznaltam. Tovébbi
reakcidanalizis RP-HPLC-UV/VIS-MS rendszerrel, a Shimadzu Nexera LC-40-LCMS-2020
tipusi berendezéssel végeztem, elektrospray ionizacioval (ESI). A mérések elvégzéséhez
négyfajta modszert alkalmaztam, mindegyik moédszer esetében az oszlop tipusa Supelco

Ascentis Express 90 C18, 5cm x 2,1 mm, 2 um.

1.mddszer: Az eluens aramlasi sebessége: 0,8 ml/perc. Az A eluens 0,1 %-0s TFA vizes
oldata, B eluens 0,1% TFA acetonitriles oldata. A teljes mddszer 8 perc, az elucids gradiens a

B eluensre nézve 5-95%-ra nétt linearisan 4 perc alatt.

2.moédszer: Az eluens aramlasi sebessége: 0,8 ml/perc. Az A eluens 0,4 g/l NHsHCOs3 vizes
oldata, B eluens acetonitril. A teljes modszer 13 perc. Az elucids gradiens a B eluensre nézve

5-95%-ra nétt linearisan 4 perc alatt.

3.moddszer: Az eluens aramlasi sebessége: 0,5 ml/perc. Az A eluens 0,1 %-0s TFA vizes
oldata, B eluens 0,1% TFA acetonitriles oldata. A teljes modszer 11 perc. Az elucids gradiens

a B eluensre nézve 5-100%-ra n6tt linearisan 5.7 perc alatt.

4.médszer: Az eluens aramlasi sebessége: 0,8 ml/perc. Az A eluens 0,4 g/l NH4sHCO3 vizes
oldata, B eluens acetonitril. A teljes modszer 8 perc. Az elucios gradiens a B eluensre nézve 5-

100%-ra nétt linearisan 3.8 perc alatt.

57



A termékek tisztitasat két miiszer segitségével végeztem. A flash kromatografias elvalasztast
egy Interchim PuriFlash XS 520 Plus berendezésen, Puriflash Interchim PF-30SIHP szilika
oszlopon végeztem a recepteknél feltiintetett oldoszerek segitségével. A preparativ HPLC-S
tisztitashoz pedig a Teledyne ACCQ Prep HP150 késziiléket és Gemini 250 x 50,00 mm; 10
um, C18, 110 toltott oszlopot hasznaltam. Az alkalmazott oldoszerek a reakciok részletes

leirasanal lathatok.

Az eldallitott anyagok validalasahoz és tisztasdganak meghatarozasahoz NMR spektrumokat
vettiink fel. A spektrumok 100/400 MHz térer6sségi Varian Mercury Plus (Agilent
Technologies), valamint 300/400/500/600 MHz térerésségli  Varian Unity INOVA
spektrométerrel késziiltek. Az értékek leirasa soran a kémiai eltolodast (3) ppm-ben, a csatolasi
allandokat (J) Hz mértékegységben tiintettem fel. A multiplicitas jelolésére a kovetkezd
roviditéseket alkalmaztam; s: szingulett, d: dublett, t: triplett, q: kvartett, br: kiszélesedett jelek,
m: multiplett. A horgonyrész eléallitasa soran keletkezett intermedierek azonositasat néhany

esetben csak RP-HPLC-UV/VIS-MS rendszer segitségével végeztem.
5.2. Areakciok elvégzésének részletes leirasa
5.2.1. N,N-Dietil-3-metoxi-4-vinilanilin

Z Egy gomblombikot inertizaltam N2 segitségével, majd bemértem a PhsPMeBr-t
> (1620 mg, 4,54 mmol) és vizmentes THF-ben oldottam (10 ml). Az elegyet 15
~N_~  percig kevertettem majd KOtBu THF-es (1 M; 9,52 mmol; 9,52 ml) oldatat adtam
! hozza tii segitségével. A reakcidelegy sarga szinlivé valtozott. Ezutan 0jabb 15
percig kevertettem, majd hozzaadtam az abszolit THF-ben (10 ml) feloldott 4-dietilamino-2-
metoxibenzaldehidet. A reakcido egy hétvégén keresztiil keveredett, majd az oldoszert
vakuumban tavolitottam el. A visszamaradt szilard anyagot feloldottam ciklohexanban és
iivegszlirOn szlirtem. Az elegyet vakuum rotabeparl6 segitségével szaritottam. Termelés: 82,8%
(850 mg), narancssarga szinii olaj.
Retencios id6: 3,33 perc (1. modszer)
Amax : 249 nm
Elméleti MW a C13H19NO 0sszegképletre szamolva: 205,3010 Da
MS(ESI+): MW(M+H)" = 206 Da
Irodalom: 3
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5.2.2. (E)-4-(4-(Dietilamino)-2-metoxisztiril)benzaldehid

elegyet tolu

Egy gomblombikot inertizaltam N> segitségével, majd betoltttem a 4-
brombenzaldehidet (1018 mg; 5,5 mmol) és a P(o-tol)s-t (45,7 mg; 0,15 mmol). 1-
et feloldottam vizmentes DMF-ben (10 ml), majd fecskendé és tii segitségével
adtam hozzé az elegyhez. Ezutdn szintén tiivel mértem be a DIPEA-t (10 ml), végiil
pedig hozzaadtam a Pd(OAc)2-ot (11,2 mg; 0,05 mmol). A reakciot 110 °C-on
kevertettem egy hétvégén keresztiil, majd lehiitottem szobahdmérsékletre. Az

ollal &tmostam egy masik lombikba, majd az oldoszereket vakuumban tavolitottam

el. A termék tisztitasat flash kromatografia segitségével végeztem (0-20% EtOAC hexanban,

linedris gradiens). Termelés: 25% (390 mg), narancssarga szinii olaj.

Retenciods id6: 3,62 perc (1. modszer)

7\4max: 345n

m

Elméleti MW a C2oH23NO> 6sszegképletre szamolva: 309,1729 Da

MS(ESI+):

MW(M+H)* = 310 Da

IH NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) 9,94 (1H, s); 7,81 (2H, d, J=8,2 Hz); 7,63 — 7,54
(3H, m); 7,47 (1H, d, J=8,7 Hz); 6,96 (1H, d, J=16,3 Hz); 6,31 (1H, dd, J=8,8; 2,4 Hz); 6,17
(1H, d, J=2,5 Hz); 3,90 (3H, s); 3,40 (4H, q, J=7,1 Hz); 1,21 (6H, t, J=7,1 H2)

13C NMR (101 MHz, CDCls): & (ppm) 191,70; 158,90; 149,41; 145,52; 134,07; 130,23;
128,03; 127,59; 126,14, 122,30; 113,24, 104,52; 94,41; 55,35; 44,57; 12,73

Irodalom: 3

5.2.3. (E)-N,N-Dietil-3-metoxi-4-(4-vinilsztiril)anilin

Egy gomblombikot inertizaltam Nz-nel, majd megtoltéttem PhsPMeBr-dal (675
mg; 1,89 mmol). Vizmentes THF-et (5 ml) adtam hozzd, majd 15 percig
kevertettem, hogy feloldodjon. Ezutan KOtBu THF-es (1 M; 2,52 ml; 2,52 mmol)
oldatat adagoltam hozzd. Tovabbi 15 percig kevertettem az elegyet, majd 2-t
feloldottam abszolut THF-ben (5 ml) és ezt is hozzdadtam. A reakcié 5 oran at

keveredett szobahdmérsékleten. Az olddszert vakuumban tavolitottam el, majd

ciklohexdnban és néhany csepp THF-ben oldottam fel és szlirtem iivegsziiron. Tovabbi tisztitast

végeztem fl

ash kromatografia (10% etil-acetat hexanban, izokratikus) segitségével. Termelés:

37% (142 mg), sarga szilard anyag.

Retencios id6: 4,04 perc (1. modszer)
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Amax : 334 nm
Elméleti MW a C21H2sNO 6sszegképletre szamolva: 307,1936 Da
MS(ESI+): MW(M+H)" = 308 Da

'H NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) 7,46 (2H, d, J=8,1 Hz); 7,41 (2H, d, J=16,4 Hz);
7,37 (2H, d, J=8,0 Hz); 6,92 (1H, d, J=16,5 Hz); 6,71 (1H, dd, J=17,6; 10,8 Hz), 6,32 (1H, dd,
J=8,7; 2,4 Hz), 6,20 (1H, s); 5,74 (1H, d, J=17,6 Hz); 5,21 (1H, d, J=10,9 Hz); 3,89 (3H, 3);
3,40 (4H, q, J=7,0 Hz); 1,21 (6H, t, J=7,1 Hz)

13C NMR (101 MHz, CDCla): 6 (ppm) 158,52; 148,88; 138,78; 136,83; 135,64; 127,59;
126,52; 126,22; 123,86; 114,28; 112,87, 104,75; 95,0; 55,57; 44,68; 12,86

Irodalom: 3
5.2.4. 4-Bréom-2-formilbenzoesav

Egy gomblombikba bemértem 3,5-dibrémizobenzofuran-1(3H)-ont ( 3000 mg; 10,3 mmol)
7 majd vizet (150 ml) adtam hozz4 és két 6ran keresztiil refluxaltattam . A keletkez6
Br/Cié fehér szilard anyagot iivegszlirdn sziirtem, vizzel mostam, majd vakuumban

OH
szaritottam. Termelés: 112% (2634 mgq), fehér szilard anyag. Az NMR spektrum

alapjétf a mintaban nincs tul sok viz és nem taldlhatok benne szerves szennyezok, ezért
feltételeztem, hogy a tul magas termelést az livegsziirdbdl szdrmazd szervetlen szennyezdk
okozzak. Ezek a tovabbi reakcidokat nem zavarjak, ezért nem végeztem tovabbi tisztitast.
Retencids id6: 3,28 perc (1. modszer)
Amax : 248 nm
MS(ESI+): nem detektalhato

'H NMR (400 MHz, DMSO-De): & (ppm) 8,30 (1H, d, J=6,7 Hz); 7,94 (1H, d, J=1,7
Hz); 7,86 (1H, dd, J=8,1; 1,7 Hz); 7,77 (1H, d, J=8,1 Hz); 6,65 (1H, d, J=3;2 Hz)

13C NMR (101 MHz, DMSO-Ds): & (ppm) 168,06; 149,88; 134,22; 128,95; 127,45;
126,91, 126,27; 98,15

Irodalom: 3
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5.2.5. 4-Brom-2-(6-(dimetilamino)-3-(dimetiliminio)-3H-xantén-9-il)benzoat

_n- Egy gomblombikba bemértem 5-6t (500mg; 2,18 mmol), 3-
dimetilaminofenolt (608 mg; 4,43 mmol) és p-toluolszulfonsav

monohidratot (83,1 mg; 0,437 mmol). Ehhez hozzdadtam propionsavat (30

ml), majd 90 °C-on kevertettem 19 6ran keresztiil. Mivel LC-MS analizis
alapjan volt még az elegyben kiindulasi anyag, ezért adtam még hozza 3-dimetilaminofenolt
(650 mg; 4,738 mmol) propionsavban (15 ml) feloldva és tovabbi 22 oran keresztiil
melegitettem az elegyet. Ezutdn szobahdémérsékletre hiitottem és az oldoszert vakuumban
tavolitottam el. A terméket flash kromatografia (5-10% MeOH DKM-ben, linearis gradiens)
segitségével tisztitottam. Termelés: 99% (1006 mg), lila szilard anyag.

Retenciods id6: 4,37 perc (1. modszer)
Amax : 557 nm
Elméleti MW a C24H21BrN2O3 6sszegképletre szamolva: 464,0736/466,0736 Da
MS(ESI+): MW(M+H)" = 465/467 Da

'H NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) 7,86 (1H, d, J=8,2 Hz); 7,70 (1H, dd, J=8,2; 1,6
Hz); 7,32 (1H, d, J=1,6 Hz); 6,64 (2H, d, J=8,9 Hz); 6,48 (2H, d, J=2,5 Hz); 6,42 (2H, dd,
J=8,9; 2,6 Hz); 2,99 (12H, s)

13C NMR (101 MHz, CDCls): & (ppm) 168,96; 154,49; 152,95; 152,28; 150,69; 132,88;
129,57; 128,79; 127,50; 126,71; 126,34, 108,87, 106,18; 98,42; 40,25

Irodalom: 3

5.2.6. 4-((E)-4-((E)-4-(Dietilamino)-2-metoxisztiril)sztiril)-2-(6-(dimetilamino)-3-

(dimetiliminio)-3H-xantén-9-il)benzoat

_k:_ Egy gomblombikot inertiziltam N segitségével, majd
betdltottem 6-ot (138 mg; 0,296 mmol), 3-at (70 mg; 0,228
mmol) vizmentes DMF-ben feloldva (10 ml), majd
hozzatettem P(0-tol)z-t (20,8 mg; 0,0683 mmol), Pd(OAC).-
ot (4,6 mg; 0,0205 mmol) és DIPEA-t (2,2 ml). A reakeidt

110 °C-on kevertettem 19 o6raig. Az oldészert vakuumban
eltavolitottam €s a reakcioelegyet flash kromatografia (5-15% MeOH-DKM, lineéris gradiens)
segitségével tisztitottam. Termelés: 70% (110 mg), lila szilard anyag.

Retencios 1d6: 4,2 perc (1. modszer)
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Amax : 553 nm

Elméleti MW a CssH4sN3O4 6sszegképletre szamolva: 691,3410 Da
MS(ESI+): MW(M+H)" = 692 Da

HR-MS: MW(M+H)" = 692,3444 Da; D = -5,63 ppm

Irodalom: 3
5.2.7. 8-Metoxi-2,3,6,7-tetrahidro-1H,5H-pirido[3,2,1-ij]kinolin-9-karbaldehid

-0 DMF-ben (16 ml) feloldottam 8-hidroxijulolidin-9-karboxaldehidet (2000 mg; 9,21

O\ -
mmol), majd CHal-t (1,43 ml; 23 mmol) és K2COz-ot (3817 mg; 27,6 mmol) adtam
N hozza. A reakcidelegy egy hétvégén keresztiil keveredett. Az elegyet vizre (200 ml)
8 ontottem, majd haromszor EtOAc-tal (100 ml) extrahaltam. MgSQOs segitségével

szaritottam, majd sziirtem. A vizes fazis sarga, mig a szerves fazis narancssarga volt. A terméket
flash kromatografia segitségével tisztitottam (0-20% EtOAC hexanban, linearis gradiens).
Termelés: 94% (2010 mg), sarga szilard anyag.

Retencios id6: 3,84 perc (1. mddszer)

Amax : 369 nm

Elméleti MW a C14H17NO> 6sszegképletre szamolva: 231,1259 Da

MS : MW(M+H)" = 232 Da

Irodalom: 88
5.2.8. 8-Metoxi-9-vinil-2,3,6,7-tetrahidro-1H,5H-pirido[3,2,1-ij]kinolin

Z Egy gomblombikot N2 segitségével inertizaltam és megtoltottem PhsPMeBr-dal
> (3104 mg; 8,69 mmol). Vizmentes THF-et (40 ml) adtam hozza, majd 15 percig

N kevertettem. Ezutan KOtBu THF-es oldatat (1 M; 18,2 ml; 18,2 mmol) adagoltam

o hozza, aminek hatdsira az elegy sarga sziniivé valtozott. Ujabb 15 percig

kevertettem, mikozben 8-at feloldottam abszolut THF-ben (15 ml), majd ezt is hozzdadtam. A

reakcid szobahOmérsékleten keveredett egy hétvégén keresztiil. A terméket flash kromatografia

(elészor 100% hexan, majd 10% EtOAC hexanban) segitségével tisztitottam. Termelés: 65%

(1300 mg), sarga szilard anyag.

Retencios id6: 9,13 perc (2. modszer)

Amax : 309 nm

Elméleti MW a C1sH19NO 06sszegképletre szamolva: 229,1467 Da

MS(ESI+): MW(M+H)* = 230 Da
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Irodalom: 89

5.2.9. (E)-4-(2-(8-Metoxi-2,3,6,7-tetrahidro-1H,5H-pirido[3,2,1-ij]kinolin-9-
ilvinil)benzaldehid

Egy kétnyaktl lombikot inertizaltam Nz segitségével, majd megtoltdttem 4-
brombenzaldehiddel (1154 mg; 6,24 mmol) és P(o-tol)s-nal (51,8 mg; 0,17 mmol).
9-et feloldottam abszolit DMF-ben (12 ml), majd tii segitségével az elegyhez
~ adagoltam. Ugyanigy DIPEA-t (12 ml) adtam hozz4a, majd legutolsoként Pd(OAC).-
ot (12,7 mg; 0,0567 mmol). A reakciot 110 °C-on melegitettem egy hétvégén

10 keresztiil. Vizre (100 ml) 6ntdttem, majd EtOAc-ot (100 ml) adtam hozz4 és 3-szor
mostam vizzel (100 ml). A szerves fazist elvalasztottam, a kivalt szilard anyagot pedig DKM-
ben oldottam fel és vizzel, majd DKM-mel mostam. A szerves fazisokat Osszegytjtottem,
MgSOs segitségével megszaritottam, majd lesziirtem. A terméket flash kromatografia (0-20%
EtOAc hexanban) mddszerrel tisztitottam tovabb. Termelés: 1% (20 mg), sarga szilard anyag.
Retencids id6: 4,88 perc (1. modszer)

Amax : 359 nm
MS(ESI+): nem detektalhato

'H NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) 9,95 (1H, s); 7,82 (1H, d, J=8,38 Hz); 7,72 (1H,
d, J=8,34 Hz); 7,60 (1H, d, J=8,1 Hz); 7,52 (1H, d, J=7,8 Hz); 7,14 (1H, s); 6,93 (1H, d, J=16,3
Hz); 6,40 (1H, d, J=12,2 Hz); 3,74 (3H, s); 3,22 — 3,10 (4H, m); 2,72 — 2,82 (4H, m); 2,03 —
1,93 (4H, m)

13C NMR (101 MHz, CDCls): & (ppm) 21,39; 21,95; 27,55; 29,69; 49,58; 49,85; 61,14;
116,63; 122,61; 124,32; 126,17; 127,51; 129,34; 130,27; 134,24; 144,34; 145,20; 155,30;
191,80; 150,67

Irodalom: irodalomban nem ismert

5.2.10. 8-Metoxi-1,1,7,7-tetrametil-2,3,6,7-tetrahidro-1H,5H-pirido[3,2,1-
ij]kinolin-9-karbaldehid

Egy gomblomikot inertizaltam N segitségével. Bemértem 8-hidroxi-1,1,7,7-
O\ age . e . .
tetrametiljulolidin-9-karboxialdehidet (2000 mg; 7,32 mmol) és K>COz-ot (3033

mg; 21,9 mmol). Ezutan fecskend6 és tii segitségével adtam hozza a CHsl-t (1,14

1 ml; 18,3 mmol) és a DMF-et (15 ml). Az elegyet 22 6ran 4t kevertettem. A reakcid
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lejatszodasa utan vizre (200 ml) ontottem és EtOAc-tal (100 ml) haromszor extrahaltam.
MgSOs4 segitségével szaritottam, majd sziirtem €s az olddszert vakuumban tévolitottam el.
Termelés: 100% (2121 mg), citromsarga szilard anyag.

Retencios id6: 4,52 perc (1. modszer)

Amax : 365 NM

Elméleti MW a C1gH2sNO; 6sszegképletre szamolva: 287,1885 Da

MS(ESI+): MW(M+H)" = 288 Da

HR-MS: MW(M) " = 287,1892 Da; D = 2,44 ppm; MW(M+H)* = 288,1962 Da; D = 1,38 ppm

Irodalom: 90

5.2.11. 8-Metoxi-1,1,7,7-tetrametil-9-vinil-2,3,6,7-tetrahidro-1H,5H-pirido[3,2,1-

ij]kinolin

Egy gomblombikot inertizaltam N2 segitségével, majd megtoltottem PhsPMeBr-

~

dal (1318 mg; 3,69 mmol). Vizmentes tetrahidrofurant (20 ml) adtam hozza ti
segitségével, majd 15 percig kevertettem, hogy a szilard anyag feloldodjon.

Ezutan KOtBu THF-es (1M; 7,5 ml; 7,5 mmol) oldatat adagoltam hozza, ennek

12

hatasara az oldat sarga szintivé valtozott, majd Gjabb 15 percig kevertettem. Ek6zben 11-et
(1060 mg; 3,69 mmol) feloldottam abszolut THF-ben (15 ml) és ezt is hozzdadtam. A
reakcioelegyet 21 oran keresztiil kevertettem szobahdmérsékleten. Az oldoészert vakuumban
tavolitottam el, majd a kapott koszos terméket hasznaltam fel. Termelés: 43% (1053 mg), sarga
szilard anyag.

Retencios id6: 4,99 perc (1. modszer)

Amax : 377 nm

Elméleti MW a C19H27NO 0sszegképletre szamolva: 285,2093 Da

MS(ESI+): MW(M+H)" = 286 Da

Irodalom: irodalomban nem ismert
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5.2.12. (E)-4-(2-(8-Metoxi-1,1,7,7-tetrametil-2,3,6,7-tetrahidro-1H,5H-
pirido[3,2,1-ij]Jknolin-9-il)vinil)benzaldehid

A 12-es reakcidelegyéhez inert atmoszféraban hozzaadtam 4-brombenzaldehidet
(751 mg; 4,06 mmol), P(o-tol)s-t (33,7 mg; 0,111 mmol), Pd(OAc).-ot (8,28 mg;
0,0369 mmol), DMF-et (8 ml) és DIPEA-t (8 ml). A reakciot 110 °C-on
kevertettem egy hétvégéig. Vizet (100 ml) és EtOAc-ot (100 ml) adtam az

elegyhez, majd mostam haromszor vizzel (100 ml), majd haromszor DKM-mel
13 (30 ml). Az oldatot MgSOs segitségével szaritottam, majd az olddszert

vakuumban tavolitottam el. A terméket flash kromatografiaval (0—20% EtOAcC hexanban,

linearis gradiens) tisztitottam. Termelés: 54% (780 mg), citromsarga szilard anyag.

Retencios id6: 4,93 perc (1. modszer)

Amax : 399 nm

Elméleti MW a Cz6H31NO> sszegképletre szamolva: 389,2355 Da

MS(ESI+): MW(M+H)" = 391 Da

Irodalom: irodalomban nem ismert

5.2.13. (E)-8-Metoxi-1,1,7,7-tetrametil-9-(4-vinilsztiril)-2,3,6,7-tetrahidro-1H,5H-
pirido[3,2,1-ij]kinolin

Egy gomblombikot inertizaltam N segitségével, majd bemértem PhsPMeBr-ot
(1073 mg; 3 mmol), amit THF-ben (6 ml) oldottam. Az elegyet 15 percig
kevertettem, majd KOtBu THF-es oldatat (1M; 4 ml; 4 mmol) adtam hozza.
Tovabbi 15 perc kevertetés utan 13-at (780 mg; 2 mmol) oldottam abszolut THF-

ben (6 ml), majd hozzdadtam az elegyhez. A reakciot 18 oran keresztiil
14 kevertettem. A HPLC-MS mérés alapjan a konverzid nem volt teljes, ezért

tovabbi reagenst készitettem, az elsd két 1épést megismételtem, majd az elegyet hozzdadtam a

reakciohoz és tovabbi 20 ordig kevertettem. Az olddszert vakuumban tavolitottam el és a

terméket flash kromatografia (3% EtOAC hexanban, izokratikus gradiens) segitségével

végeztem. Termelés: 79% (385 mg), citromsarga szilard anyag.

Retencios id6: 5,59 perc (1. modszer)

Amax : 331 nm

Elméleti MW a C27H33NO 0sszegképletre szamolva: 387,2562 Da

MS(ESI+): MW(M+H)" = 388 Da
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HR-MS: MW(M+H)" = 388,2649 Da; D = 3,61 ppm

'H NMR (400 MHz, CDCls): § (ppm) 7,47 (2H, d, J=8,3 Hz); 7,39 (2H, d, J=8,3 Hz);
7,32 (1H, s); 7,27 (1H, d, J=16,3 Hz); 6,85 (1H, d, J=16,3 Hz); 6,71 (1H, dd, J=17,6; 10,9 Hz);
5,74 (1H, d, J=17,6 Hz); 5,22 (1H, d, J=11,0 Hz); 3,78 (3H, s); 3,16 (2H, t, J=5,8 Hz); 3,10
(2H, t, J=5,7 Hz); 1,80 — 1,72 (4H, m); 1,44 (6H, s); 1,33 (6H, s)

13C NMR (101 MHz, CDCls): 5 (ppm) 136,72; 127,08; 126,64 126,24; 126,02; 125,62;
123,23; 121,40; 116,23; 113,19; 62,65; 47,64; 47,18; 40,35; 37,03; 32,90; 32,53; 31,77; 30,62;
28,75

Irodalom: irodalomban nem ismert
5.2.14. 4-(9H-Karbazol-9-il)-2-metoxibenzaldehid

o Az anyagot kétféleképpen allitottam eld sikeresen:

s

o L Egy mikrohulldmu reaktorhoz alkalmas reakcidedénybe betoltdttem

! karbazolt (450 mg; 2,69 mmol), 4-bréom-2-metoxibenzaldehidet (868 mg; 4,04
mmol), Pdz(dba)z-ot (197 mg; 0,215 mmol), NaOtBu-ot (517 mg; 5,38 mmol),
15 RuPhos (201 mg; 0,431 mmol) katalizatort és toluolt (14 ml). A reakcio 1 6ran
keresztiil 120 °C-on keveredett a mikrohullami reaktorban. Az olddszert vakuumban

tavolitottam el, majd a terméket flash kromatografia segitségével tisztitottam. Termelés: 26%

(210 mg).

2. Egy gomblombikot inertizaltam N2 segitségével, majd bemértem 4-brom-2-
metoxibenzaldehidet (868 mg; 4,04 mmol) karbazolt (450 mg; 2,69 mmol), fém rézport (992
mg; 15,6 mmol) és elére megszaritott K:COs-0t (372 mg; 2,69 mmol). Vizmentes DMF-et (5
ml) adtam hozzé, majd 23 6ran keresztiil refluxéltattam. 5 ml vizet adtam hozz4, majd EtOAC
segitségével celiten szlirtem. Az elegyet kétszer mostam vizzel, majd telitett NaCl oldattal,
majd MgSOg segitségével szaritottam. Az oldoszert vakuumban tavolitottam el és a terméket
flash kromatografiaval (0-20% EtOAc hexanban, linearis gradiens) tisztitottam. Termelés: 74%
(600 mg), sarga szilard anyag.
Retencios id6: 4,75 perc (3. modszer)
Amax : 340 nm
MS(ESI+): nem detektalhato

'H NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) 10,53 (1H, s); 8,15 (2H, d, J=7,7 Hz); 8,09 (1H,
d, J=8,2 Hz); 7,54 (2H, d, J=8,2 Hz); 7,49 — 7,40 (2H, m); 7,38 — 7,22 (4H, m); 3,97 (3H, s)
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13C NMR (101 MHz, CDCls): 8 (ppm) 188,72; 162,93; 140,04; 130,24; 126,30; 123,92;
123,39; 120,76; 120,53; 118,75; 109,87; 109,68; 56,05

Irodalom: 91

5.2.15. 9-(3-Metoxi-4-vinilfenil)-9H-karbazol

z Egy gomblombikot inertizaltam N2 segitségével, majd bemértem PhsPMeBr-ot
O\
(237 mg; 0,664 mmol). Vizmentes THF-ben (2 ml) oldottam fel és 15 percen

N keresztiil kevertettem. KOtBu THF oldatat (1 mol/L; 1,39 ml) tii segitségével
adtam hozza, majd Gjabb 15 percig keveredett. Végiil 15-6t (200 mg) THF-ben (3

16 ml) oldottam és oldat formdjaban adtam az elegyhez. 20 oran keresztiil
kevertettem. A terméket flash kromatografia (100% hexan; aluminium-oxid oszlopon)
segitségével tisztitottam. Termelés: 14% (210 mg), sarga szilard anyag.
Retencios id6: 7,34 perc (3. mddszer)
Amax : 292 nm
Elméleti MW a C21H17NO 6sszegképletre szamolva: 299,1310 Da
MS(ESI+): MW(M+H)" = 300 Da

'H NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) 8,19 - 8,12 (2H, m); 7,69 (1H, d, J=8,1 Hz); 7,48

— 7,38 (2H, m); 7,34 — 7,23 (3H, m); 7,19 — 7,05 (3H, m); 5,86 (2H, dd, J=17,8; 1,5 Hz); 5,38
(1H, dd, J=11,2; 1,5 Hz); 3,87 (3H, s)

13C NMR (101 MHz, CDCls): § (ppm) 157,64; 140,79; 138,02; 130,97; 127,54; 126,01;
125,98; 123,35; 120,33; 119,94; 119,18; 115,21; 109,88; 109,68; 55,77

Irodalom: irodalomban nem ismert
5.2.16. (E)-4-(4-(9H-Karbazol-9-il)-2-metoxisztiril)benzaldehid

_0O

=
7

Egy gomblombikot inertizdltam N segitségével, majd bemértem 4-
brombenzaldehidet (440 mg; 2,38 mmol) és P(0-tol)s-t (19,8 mg; 0,0649 mmol).
16-ot (648 mg) DMF-ben (20 ml) oldva, majd DIPEA-t (20 ml) és Pd(OAc)2-ot

> (4,86 mg; 0,0216 mmol) adtam hozza. A reakcidelegyet 1 napig refluxaltattam

N 110 °C-on. Az oldészert vakuumban tavolitottam el, majd a terméket flash
kromatografiaval (0-20% EtOAc hexanban, linearis gradiens) tisztitottam.
1 Termelés: 64% (53,5 mg), sarga szilard anyag.

Retencios id6: 5,79 perc (1. modszer)
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Amax : 363 NmM
Elméleti MW a C2gH21NO; 6sszegképletre szamolva: 403,1572 Da
MS(ESI+): MW(M+H)" = 404 Da
HR-MS: MW(M+H)" = 404,1655 Da; D = 2,47 ppm

'H NMR (400 MHz, CDClIs): & (ppm) 10,02 (1H, s); 8,19 — 8,14 (2H, m); 7,93 — 7,87
(2H, m); 7,83 (1H, d, J=8,2 Hz); 7,77 — 7,68 (3H, m); 7,53 — 7,39 (4H, m); 7,36 — 7,20 (4H,
m); 7,13 (1H, d, J=2,0 Hz); 3,93 (3H, s)

13C NMR (101 MHz, CDCls): & (ppm) 191,70; 158,15; 143,91;140,65; 138,72; 135,26;
130,27; 128,29; 127,79; 127,03; 126,27; 126,05; 124,84; 123,48; 120,40; 120,13; 119,28;
109,87; 109,75; 55,88

Irodalom: irodalomban nem ismert

5.2.17. (E)-9-(3-Metoxi-4-(4-vinilstiril)fenil)-9H-karbazol

7~ Egy gomblombikot inertizaltam N2 segitségével, majd bemértem Ph:PMeBr-ot

=

N hozza. A reakcioelegy 1 napig keveredett. Az oldoszert vakuumban tavolitottam
el, a terméket flash kromatografia (0-20% EtOAcC hexanban, linearis gradiens)

18 segitségével tisztitottam. Termelés: 59% (138 mg), sarga szilard anyag.

(207 mg; 0,58 mmol) és vizmentes THF-et (7 ml). 15 percig kevertettem, majd
KOtBu THF-os (1 mol/L; 1,22 ml) oldatit adtam hozza. Ujabb 15 percig
> keveredett, majd THF-ben (8 ml) feloldott 17-et (234 mg; 0,58 mmol) adtam

Retencids id6: 6,16 perc (1. modszer)

Amax : 346 nm

Elméleti MW a C29H23NO 6sszegképletre szamolva: 401,1780 Da

MS(ESI+): MW(M+H)" = 402 Da

HR-MS: MW(M) * = 401,1785 Da; D = 1,25 ppm; MW(M+H)" = 402,1853 Da; D = 0,25 ppm
'H NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) 8,20 - 8,13 (2H, m); 7,81 (1H, d, J=8,2 Hz); 7,53

—7,59 (3H, m); 7,51 7,41 (6H, m); 7,31 (2H, ddd, J=8,0; 6,8; 1,2 Hz); 7,24 (1H, d, J=8,6 Hz);

7,20 (2H, m); 7,10 (1H, d, J=1,9 Hz); 5,88 — 5,70 (1H, m); 5,30 — 5,25 (1H, m); 3,91 (3H, s)

13C NMR (101 MHz, CDCls): & (ppm) 157,79; 140,78; 137,81; 137,34; 136,89; 136,50;
129,36; 127,33; 126,83; 126,56; 126,00; 125,72; 123,40; 122,59; 120,35; 119,99; 119,30;
113,72; 109,91; 109,74, 55,84
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Irodalom: irodalomban nem ismert

5.2.18. 4-Brom-2-formilbenzolszulfonat

O

Z Egy mikrohullamu reaktorhoz hasznalhat6 reakcidedénybe téltdttem S-brom-
/é(so; nat  2-fluorbenzaldehidet (1500 mg; 7,39 mmol), majd 1:1 ardnyu viz (7 ml),
i} o EtOH (7 ml) elegyben oldottam. Hozzaadtam Na»S»0s-ot (618 mg; 3,25
mmol), valamint NaOH-ot (236 mg; 5,91 mmol) és a reakcidelegyet 16 oran keresztiil a
mikroban reagaltattam 140 °C-on. A kész elegyet MeOH-ra (21 ml, a viz a teljes elegy 20%-a
legyen) Ontottem, aminek hatdsara a szervetlen szennyezdk csapadékot alkottak. Ezeket
iivegszlird segitségével kisziirtem, majd az olddszert vdkuumban tévolitottam el. A szilard
keverékhez MeOH-t és dietil-étert adagoltam 1:2 aranyban, majd iivegsziirén sziirtem ¢és
mostam. Termelés: 100% (2121 mg), fehér szilard anyag.
Retencids id6: 0,96 perc (1. modszer)
Amax : 252 Nm
MS(ESI+): nem detektalhato
'H NMR (400 MHz, DMSO): 6 (ppm) 10,78 (1H, s); 7,83/7,81 (2H, m); 7,76/7,74 (1H,
m)
13C NMR (101 MHz, DMSO): & (ppm) 192,75; 149,26; 136,07; 134,59; 129,74; 129,35;
122,87
Irodalom: 49

5.2.19. 2-(Bisz(4-(dimetilamino)-2-hidroxifenil)metil)-4-brémbenzolszulfonat

A 8o L Egy gomblombikot inertizaltam Na segitségével, majd bemértem 19-et
O ‘ (200 mg; 0,697 mmol) és 3-dimetilaminofenolt (215 mg; 1,57 mmol).
) 04 N 2 2-trifluoretanolt (6 ml) adtam hozzd, majd 16 6rén keresztiil 80 °C-
on kevertettem. Az oldoszert vakuumban tavolitottam el. A HPLC-MS

Br

20
alapjan a termék eléggé tiszta volt a kovetkezd 1épéshez (1. tablazat 7.).

Termelés: 100% (379 mg), lila szilard anyag.

Retencios id6: 4,27 perc (4. modszer)

Amax : 256 nm

Elméleti MW a C23H24BrN2OsS 6sszegképletre szamolva: 519,0595/521,0595 Da
MS(ESI+): MW(M+H)" = 521/523

Irodalom: irodalomban nem ismert
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5.2.20. 4-Brom-2-(6-(dimetilamino)-3-(dimetiliminio)-3H-xantén-9-

il)benzolszulfonat

_ ,lﬁ\ A terméket hatféleképpen allitottam el sikeresen:
19-et (1000 mg; 3,48 mmol) és 3-dimetilaminofenolt (1195 mg; 8,71

mmol) oldottam metanszulfonsavban (12 ml), majd 120 °C-on

kevertettem egy napon keresztiil. A reakcid lejatszodasa utan az elegyet

21
lehiitottem szobahdmérsékletre és MeOH adtam hozza a szilard anyagok feloldasaig. Ezutan

vizre ontottem, majd NaOH oldattal semlegesitettem. Kétszer mostam DKM-mel, majd DKM
¢s metanol (10:3) elegyével, MgSOgs-tal szaritottam, sziirtem és az olddszert vakuumban
tavolitottam el. A terméket flash kromatografiaval (0-10% MeOH-DKM, linearis gradiens)
tisztitottam. Termelés: 7% (118 mg) (1. tablazat 2.).

19-et (1000 mg; 3,48 mmol) és 3-dimetilaminofenolt (956 mg; 6,97 mmol) oldottam DMF-ben
(35 ml), ezutan trifluorecetsav vizes oldatat (0,5 mol/l; 3,5 ml) adtam hozza és egy ¢jszakén at
szobahdmérsékleten, majd egy napig 120 °C-on kevertettem. Az oldészert vakuumban
tavolitottam el, a terméket flash kromatografiaval (0-10% MeOH-DKM, lineéris gradiens)
tisztitottam. Termelés: 3% (60 mg) (1. tablazat 3.).

19-et (1000 mg; 3,48 mmol) és 3-dimetilaminofenolt (1195 mg; 8,71 mmol) oldottam
metanszulfonsavban (12 ml). 80 °C-on kevertettem két 6ran keresztiil, majd levegdztettem ¢€s
120 °C-on egy napon keresztiil melegitettem. Az elegy szobahdmérsékletre hiitése utan vizre
ontottem és haromszor mostam DKM és MeOH elegyével (10:1). MgSOas segitségével
szaritottam, majd sziirtem és az oldoszert vdkuumban tavolitottam el. A terméket flash
kromatografiaval (0-10% MeOH-DKM, linedris gradiens) tisztitottam. Termelés: 4% (36,7
mg) (1. tablazat 4.).

19-et (200 mg; 0,697 mmol) és 3-dimetilaminofenolt (119 mg; 0,867 mmol) N2 atmoszféraban
3 oran keresztiil 180 °C-on kevertettem. Ezutan tovabbi 3-dimetilaminofenolt (80 mg; 0,583
mmol) és 85%-0S HzPOs vizes oldatat (1 ml) adtam hozza, 4 oran keresztiil 170 °C-on
melegitettem. Az elegyben jellemzéen 20 volt jelen, ezért 96%-0s H2SO4 vizes oldatat (1ml)
adtam hozza és tovabbi 4 orat fiitdttem. A reakci6 lejatszodasat kovetéen MeOH-t (20 ml) és
vizet (14 ml) adtam hozz4, amivel szobahdmérsékleten négy orat kevertettem. Az elegyet 6tszor
mostam DKM ¢és MeOH elegyével (10:1), majd MgSQOs-tal szaritottam, szlirtem. Az oldat

semlegesitésére EtsN-t (1 ml) adtam hozza, majd az olddszert vdkuumban tavolitottam el. A
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terméket flash kromatografiaval (0-10% MeOH-DKM, linearis gradiens) tisztitottam.
Termelés: 6% (23,4 mg) (1. tablazat 6.).

20-at (379 mg; 0,697 mmol) és kloranilt (343 mg; 1,39 mmol) feloldottam MeOH-ban (44 ml),
majd 72 o6réan keresztiil refluxaltattam. Az elegy szobahdmérsékletre hiitése utan tivegsziiron
sziirtem és MeOH-lal mostam. Az oldészert vakuumban tavolitottam el. A visszamaradt szilard
anyagot EtOAc-tal eldorzsoltem, a kivalt szilard anyagot livegsziiron szlirtem. Termelés: 3%

(9,9 mg) (1. tablazat 7.).

19-et (200 mg; 0,697 mmol) és 3-dimetilaminofenolt (191 mg; 1,39 mmol) oldottam H2SO4
60%-0s vizes oldatiban (2,4 ml), majd 20 oran keresztiil kevertettem 120 °C-on. A
reakcioelegyet lehiitottem szobahdmérsékletre, majd NaHCOs és 40%-0s NaOH oldat
segitségével koriilbeliil 7-esre allitottam be a pH-jat. A kivalt csapadékot iivegsziirdn sziirtem,
majd toluollal mostam, szaritottam. A vizes fazisban is volt egy kevés a termékbdl. A kapott
szilard anyagot meleg etanolban oldottam fel, majd 0jra livegsziirén sziirtem. Az oldoszert
vakuumban tavolitottam el és a terméket flash kromatografia (0-13% MeOH-DKM, linearis
gradiens) segitségével tisztitottam. Termelés: 18% (63 mg), lila szilard anyag (1. tablazat 8.).
Retencids id6: 4,13 perc (1. modszer)
Amax : 559 nm
Elméleti MW a C23H21BrN204S 6sszegképletre szamolva: 500,0405/502,0405 Da
MS(ESI+): MW(M+H)" = 501/503 Da
HR-MS: MW(M+H)* = 501,0490/503,0472 Da; D = 2,40 ppm

'H NMR (400 MHz, DMSO-De): & (ppm) 7,92 (1H, d, J=8,5 Hz); 7,84 (1H, dd, J=8,4;
2,1 Hz); 7,51 (1H, d, J=2,1 Hz); 7,07 (2H, dd, J=9,5; 2,1 Hz); 7,03 (2H, d, J=9,5 Hz); 6,89 (2H,
d, J=2,1 Hz); 3,25 (12H, s)

13C NMR (101 MHz, DMSO-Ds): & (ppm) 158,33; 157,34; 157,25; 146,84; 132,85;
132,79; 131,83; 130,26; 122,14, 114,30; 114,26; 96,09; 40,90

Irodalom: 49
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5.2.21. 4-((E)-4-((E)-4-(Dietilamino)-2-metoxisztiril)sztiril)-2-(6-(dimetilamino)-3-

(dimetiliminio)-3H-xantén-9-il)benzolszulfonat

Egy gomblombikot inertizaltam N, segitségével ¢és
bemértem 21-et (74,1 mg; 0,148 mmol), 3-at (50 mg; 0,163
mmol), P(o-tol)s-t (9 mg; 0,0296 mmol), majd ezeket
oldottam vizmentes DMF-ben (2,02 ml) és TEA-ban (1,03
ml). Végiil Pd(OAc).-ot (2,99 mg; 0,0133 mmol) adtam

hozza és 20 oran keresztil 110 °C-on kevertettem. A
reakciot lehiitéttem szobahdmeérsékletre és az olddszert vakuumban tavolitottam el. A terméket
preparativ. HPLC (30-60% MeCN, 0,02% TFA-s viz, linearis gradiens) segitségével
tisztitottam. Termelés: 17% (18 mg), lila szilard anyag.
Retencios id6: 3,89 perc (1. mddszer)
Amax : 555 Nm
Elméleti MW a CasHasN3OsS dsszegképletre szamolva: 727,3080 Da
MS(ESI+): MW(M+2H)?* = 365 Da

'H NMR (400 MHz, DMSO-Ds): & (ppm) 7,95 (1H, d, J=8,2 Hz); 7,80 (1H, dd, J=8,3;
1,7 Hz); 7,53 — 7,43 (5H, m); 7,30 (5H, m, J=15,6 Hz); 7,10 (3H, m); 7,05 (3H, dd, J=9,5; 2,4
Hz); 6,89 (2H, d, J=2,3 Hz); 3,84 (3H, s); 3,42 (4H, s); 3,24 (12H, s); 1,08 (6H, t, J=7,0 Hz)

13C NMR (101 MHz, DMSO-Ds): & (ppm) 160,56; 158,43; 157,36; 157,28; 146,34;
137,90; 133,11; 130,54; 130,03; 128,62; 127,97; 127,60; 127,48; 127,26; 126,62; 126,41,
123,65; 114,36; 114,18; 96,08; 55,92; 40,88; 17,27, 12,50

Irodalom: 49
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5.2.22. 2-(6-(Dimetilamino)-3-(dimetiliminio)-3H-xantén-9-il)-4-((E)-4-((E)-2-(8-
metoxi-1,1,7,7-tetrametil-2,3,6,7-tetrahidro-1H,5H-pirido[3,2,1-ij]kinolin-

9-il)vinil)stiril)benzolszulfonat

Egy gOmblombikot inertizdltam N2 segitségével ¢és
bemértem 21-et (47 mg; 0,0938 mmol), 14-et (40 mg; 0,103
mmol), P(o-tol)s-t (5,71 mg; 0,0188 mmol), majd ezeket
oldottam vizmentes DMF-ben (2 ml) és TEA-ban (0,6 ml).
Végiil Pd(OAC).-ot (1,9 mg; 0,00844 mmol) adtam hozza

¢s par percen keresztiil 300 °C-on kevertettem. A reakciot

23

lehiitottem szobahdémérsékletre és az olddszert vakuumban

tavolitottam el. A terméket preparativ HPLC (40-75% MeCN, 0,02% TFA-s viz, linearis
gradiens) segitségével tisztitottam. Termelés: 13% (10 mg), lila szilard anyag.
Retenciods id6: 5,45 perc (1. modszer)
Amax : 552 nm
Elméleti MW a CsoHs3N3OsS 0sszegképletre szamolva: 807,3706Da
MS(ESI+): MW(M+2H)?* = 405 Da
HR-MS: MW(M+H)*= 808,3823 Da; D = 5,44 ppm MW(M+2H)?" = 404,6974 Da; D = 5,44
ppm

'H NMR (400 MHz, DMSO-De): & (ppm) 7,94 (1H, d, J=8,2 Hz); 7,80 (1H, dd, J=8,3;
1,7 Hz); 7,51 (4H, s); 7;42 (1H, d, J=1,7 Hz); 7,33 (1H, s); 7,30 (1H, d, J=16;3 Hz); 7;24 (1H,
d, J=16,6 Hz); 7,18 (1H, d, J=16,4 Hz); 7,10 (2H, d, J=9,5 Hz); 7,05 (2H, dd, J=9,5; 2,4 Hz);
6,92 (1H, d, J=16,2 Hz); 6,89 (2H, d, J=2,4 Hz); 3,67 (3H, s); 3,24 (12H, s); 3,10 (2H, t, J=5,9
Hz); 3,07 — 3,02 (2H, m); 1,65 (4H, t, J=5,8; 5,2 Hz); 1,33 (6H, s); 1,23 (6H, s)

13C NMR (101 MHz, DMSO-Ds): & (ppm) 160,57; 157,36; 157,28; 146,30; 143,20;
138,57; 137,93; 135,35; 133,12; 130,58; 130,02; 128,61; 127,60; 127,47; 127,21; 126,89;
126,59; 126,31; 125,30; 123,75; 123,22; 122,14; 117,87; 114,35; 114,19; 96,07; 62,74; 47,07;
46,61 40,88; 40,19; 36,95; 32,71; 32,42; 31,88; 30,80

Irodalom: irodalomban nem ismert
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5.2.23. 4-((E)-4-((E)-4-(9H-Karbazol-9-il)-2-metoxisztiril)sztiril)-2-(6-

(dimetilamino)-3-(dimetiliminio)-3H-xantén-9-il)benzolszulfonat

/h‘ﬁ\ Egy gomblombikot inertizaltam N» segitségével és
bemértem 21-et (34,1 mg; 0,0679 mmol), 18-at (30 mg;
0,0747 mmol), P(o-tol)s-t (4,13 mg; 0,0136 mmol),
majd ezeket oldottam vizmentes DMF-ben (0,93 ml) és
TEA-ban (0,475 ml). Végiil Pd(OAc)2-ot (1,37 mg;
0,00611 mmol) adtam hozzé és 20 oran keresztiil 110

24 °C-on  kevertettem. A  reakciot  lehiitottem
szobahdémérsékletre és az oldoszert vakuumban tavolitottam el. A terméket preparativ HPLC
(40-75% MeCN, 0,02% TFA-s viz, linearis gradiens) segitségével tisztitottam. Termelés: 23%
(12.6 mg), lila szilard anyag.

Retencios id6: 5,38 perc (1. mddszer)
Amax : 552 nm
Elméleti MW a Cs2H43N3OsS 0sszegképletre szamolva: 821,2923 Da
MS(ESI+): MW(M+H)" = 822 Da
HR-MS: MW(M+H)*= 822,3007 Da; D = 1,34 ppm

'H NMR (600 MHz, DMSO-Ds): 6 (ppm) 8,24 (2H, d, J=7,8 Hz); 7,97 (1H, d, J=8,1
Hz); 7,92 (1H, d, J=8,2 Hz), 7,84 (1H, dd, J=8,2; 1,7 Hz); 7,62 — 7,60 (2H, m); 7,60 — 7,57 (2H,
m); 7,52 (1H, d); 7,49 (2H, d, J=8,5 Hz); 7,46 — 7,45 (1H, m); 7,44 (2H, t); 7,37 (1H, s); 7,35
(1H,s); 7,32 - 7,31 (1H, m); 7,28 (2H, t); 7,27 (1H, d, J=2,1 Hz); 7,21 (1H, dd, J=8,1; 2,0 Hz);
7,12 (2H, d, J=9,5 Hz); 7,07 (2H, dd, J=9,5; 2,4 Hz); 6,91 (2H, d, J=2,4 Hz), 3,91 (3H, s); 3,25
(12H, s)

13C NMR (151 MHz, DMSO-De): & (ppm) 160,57; 158,01; 157,37; 157,31; 146,51;
140,47; 137,81; 137,70; 137,57; 136,56; 133,14; 130,44; 130,05; 129,62; 128,66; 128,08;
127,75; 127,56; 127,35; 127,07; 126,77; 125,28; 123,25; 122,84; 120,96; 120,57; 119,00;
114,37; 114,21; 110,41; 110,32; 96,08; 56,45; 40,89

Irodalom: irodalomban nem ismert
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5.2.24. 2-(6-(Dimetilamino)-3-(dimetiliminio)-3H-xantén-9-il)-4-((E)-4-((E)-2-(8-
metoxi-1,1,7,7-tetrametil-2,3,6,7-tetrahidro-1H,5H-pirido[3,2,1-

ij]jkinolin-9-il)vinil)stiril)benzoat

Egy gomblombikot inertizaltam nitrogén segitségével és
bemértem 6-ot (27,3 mg; 0,0586 mmol), 14-et (25 mg;
0,0645 mmol), P(o-tol)s-t (3,57 mg; 0,0117 mmol), majd
ezeket oldottam vizmentes DMF-ben (0,8 ml) és TEA-ban
(0,41 ml). Végiil Pd(OAc).-ot (1,18 mg; 0,00528 mmol)

adtam hozza és 20 oran keresztiil 110 °C-on kevertettem. A
25 reakciot lehiitéttem szobahdmérsékletre és az oldoszert

vakuumban tavolitottam el. A terméket preparativ HPLC (40-75% MeCN, 0,02% TFA-s viz,
linedris gradiens) segitségével tisztitottam. Termelés: 16,6% (7,5 mg), lila szilard anyag.
Retencids id6: 5,34 perc (1. modszer)
Amax : 552 nm
Elméleti MW a Cs1Hs53N304 6sszegképletre szamolva: 771,4036 Da
MS(ESI+): MW(M+2H)?* = 387 Da

'H NMR (600 MHz, DMSO-Ds): 6 (ppm) 8,19 (1H, d, J=8,3 Hz); 7,96 (1H, d, J=8,3
Hz); 7,68 (1H, s); 7,56 (4H, s); 7,48 (1H, d, J=16,4 Hz); 7,39 — 7,31 (2H, m); 7,21 (1H, d,
J=16,4 Hz), 7,14 — 7,02 (4H, m); 7,01 — 6,91 (3H, m); 3,68 (3H, s); 3,25 (12H, s); 3,11 (2H, t,
J=5,9 Hz); 3,05 (2H, t, J=5,6 Hz); 1,66 (4H, t, J=5,8 Hz); 1,34 (6H, s); 1,24 (6H, s)

13C NMR (151 MHz, DMSO-Ds): & (ppm) 157,34; 157,20; 143,28; 139,15; 134,98;
132,78; 127,81; 126,90; 126,67; 125,89; 125,66; 123,63; 123,23; 122,13; 118,24, 117,77,
96,72; 62,78; 47,07, 46,60; 40,94, 40,09; 36,97; 36,90, 32,72; 32,42; 31,86; 30,80; 17,30

Irodalom: irodalomban nem ismert
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5.2.25. 4-((E)-4-((E)-4-(9H-Karbazol-9-il)-2-metoxisztiril)sztiril)-2-(6-

(dimetilamino)-3-(dimetiliminio)-3H-xantén-9-il)benzoat

_ne. Egy gomblombikot inertizadltam N segitségével ¢€s

26
szobahdémérsékletre és az oldoszert vakuumban tavolitottam el. A terméket preparativ HPLC

bemértem 6-ot (31,6 mg; 0,0679 mmol), 18-at (30 mg;
0,0747 mmol), P(o-tol)s-t (4,13 mg; 0,0136 mmol),
majd ezeket oldottam vizmentes DMF-ben (0,92 ml) és
TEA-ban (0,47 ml). Végiil Pd(OAc)2-ot (1,37 mg;
0,00611 mmol) adtam hozza és 20 6ran keresztiil 110

°C-on  kevertettem. A reakciét  lehltdttem

(40-80% MeCN, 0,02% TFA-s viz, linearis gradiens) segitségével tisztitottam. Termelés: 74%

(40 mg), lila szilard anyag.

Retencios id6: 5,26 perc (1. mddszer)

Amax . 552 nm

Elméleti MW a Cs3H43N304 6sszegképletre szamolva: 785,3254 Da

MS(ESI+): MW(M+H)* = 786 Da

HR-MS: MW(M+H)*= 786,3343 Da; D = 2,16 ppm

'H NMR (500 MHz, DMSO-Dg): & (ppm) 8,29 — 8,25 (2H, m); 8,22 (1H, d, J=8,2 Hz);
8,00 (1H, dd, J=8,3; 1,7 Hz); 7,95 (1H, d, J=8,3 Hz); 7,72 (1H, s); 7,65 (4H, s); 7,58 — 7,49
(4H, m); 7,48 — 7,43 (3H, m); 7,38 (1H, d, J=16,6 Hz); 7,32-7,28 (3H, m); 7,24 (1H, dd, J=8,1;
2,1 Hz); 7,14-7,03 (4H, m); 6,95 (2H, s); 3,93 (3H, s); 3,26 (12H, s)

13C NMR (126 MHz, DMSO-Ds): & (ppm) 166,50; 158,26; 157,01; 142,00; 140,45;
138,10; 137,80; 136,20; 132,60; 131,80; 131,16; 129,54; 128,50; 128,14; 127,90; 127,44;
126,80; 126,64; 125,2; 123,25; 123,16; 121,01; 120,62; 119,11; 118,29; 110,43; 110,34; 96,76;

56,48; 40,97

Irodalom: irodalomban nem ismert
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5.2.26. N-(9-(2-((2-Amino-2-oxoetil)(2-szulfoetil)karbamoil)-5-((E)-4-((E)-4-
(dietilamino)-2-metoxistiril)stiril)fenil)-6-(dimetilamino)-3H-xantén-3-

ilidén)-N-metilmetanaminium

Egy gomblombikot N2 segitségével inertizaltam,
majd bemértem 7-et (40mg; 0,0578 mmol), HATU-t
(27,5 mg; 0,0723 mmol), vizmentes DIPEA-t (0,0126
ml) és DMF-et (2 ml). Az elegyet 1 O6ran at
kevertettem, majd hozzaadtam ACES-t (13,2 mg;

0,0723 mmol) ¢és hagytam tovabb keveredni 1

27

¢jszakaig. A terméket preparativ HPLC (30-60%

MeCN-0,02% TFA-s viz, linearis gradiens) segitségével tisztitottam. Termelés: 38% (22 mg),
bord¢ szilard anyag.
Retencids id6: 3,71 perc (1. modszer)
Amax : 561 nm
Elméleti MW a CagHs3NsO7S sszegképletre szamolva: 855,3666 Da
MS(ESI+): MW(M+2H)?* = 429 Da

'H NMR (400 MHz, DMSO-Ds): & (ppm) 7,95 — 6,75 (20H, m); 6,28 (2H, br); 3,84
(3H, s); 3,65 (2H, m); 3,42 (4H, m); 3,28 (6H, s); 3,26 (6H, s); 3,22 (2H, m); 1,91 — 1,85 (2H,
m); 1,09 (6H, t, J=7,0 Hz)

13C NMR (101 MHz, DMSO-De¢): & (ppm) 40,94 (OCHs); 40,16 (SCH2); az anyag
mennyisége nem tette lehetdvé minden szénjel azonositasat

Irodalom: irodalomban nem ismert
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5.2.27. 2-(N-(2-Amino-2-oxoetil)-2-(6-(dimetilamino)-3-(dimetiliminio)-3H-
xantén-9-il)-4-((E)-4-((E)-2-(8-metoxi-1,1,7,7-tetrametil-2,3,6,7-
tetrahidro-1H,5H-pirido[3,2,1-ij]kinolin-9-

il)vinil)sztiril)benzamido)etan-1-szulfon

Egy gomblombikot N> segitségével inertizadltam, majd
bemértem 25-6t (5 mg; 0,00648 mmol), ACES-t (5,9
mg; 0,0324 mmol), vizmentes DIPEA-t (0,00564 ml) és
DMF-et (0,5 ml), majd legvégiil a COMU-t (13,9 mg;
0,0324 mmol), és hagytam keveredni 1 ¢jszakaig. A
terméket preparativ . HPLC (40-75% MeCN-0,02%

TFA-s viz, linearis gradiens) segitségével tisztitottam.
Termelés: 5% (0,3 mg), bord6 szilard anyag.
Retencids id6: 5,11 perc (1. modszer)
Amax : 560 nm
Elméleti MW a CssHe1NsO7S 0sszegképletre szamolva: 935,4292 Da
MS(ESI+): MW(M+2H)?"= 468 Da; MW(M+H)*= 936
A keletkezett mennyiség nem volt elegendd az NMR spektrumok felvételére, igy azt a
méretnovelés utan tervezem elvégezni.

Irodalom: irodalomban nem ismert

5.2.28. 2-(4-((E)-4-((E)-4-(9H-Karbazol-9-il)-2-metoxisztiril)sztiril)-N-(2-amino-
2-oxoetil)-2-(6-(dimetilamino)-3-(dimetiliminio)-3H-xanén-9-

il)benzamido)etan-1-szulfonat

Egy gomblombikot N2 segitségével inertizaltam,
majd bemértem 26-ot (13 mg; 0,0165 mmol),
HATU-t (15,7 mg; 0,0413 mmol), vizmentes
DIPEA-t (0,0611 ml) és DMF-et (1 ml). Az elegyet

1 6ran at kevertettem, majd hozzaadtam ACES-t

(11,3 mg; 0,0619 mmol) és hagytam tovabb

O .

(30-60% MeCN-0,02% TFA-s viz, linearis gradiens) segitségével tisztitottam. Termelés: 7%

keveredni 1 éjszakdig. A terméket preparativ HPLC

(1,01 mg), bord¢ szilard anyag.
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Retencids 1dd: 5,14 perc (1. modszer)

Amax : 560 nm

Elméleti MW a Cs7Hs1NsO7S 6sszegképletre szamolva: 949,3509 Da

MS(ESI+): MW(M+H)* = 950 Da

A keletkezett mennyiség nem volt elegend0 az NMR spektrumok felvételére, igy azt a
méretndvelés utan tervezem elvégezni.

Irodalom: irodalomban nem ismert

5.3. Liposzomas tesztelésekhez alkalmazott miiszerek és oldatok
elkészitésének részletes leirasa
5.3.1. Meéréshez sziikséges segédanyagok elkészitése

HEPES puffer oldat (20 mM): HEPES-t (2859,6 mg; 12 mmol) oldottam vizben (600 ml) és

az oldat pH-jat aminoizobutanol segitségével 7-esre allitottam be.

K2SOs-oldatok:
2. tablazat: Az elkészitett K2SO4-oldatok adatai

Oldat K2SOs Szacharoz K2S04 Szacharoéz HEPES
szama | koncentracié | koncentracio | bemért tomeg | bemért tomeg | pufferoldat
1 0,025 mM 750 mM 0,22 mg 12836,5 mg 50 ml
2 2,5mM 742,5 mM 22 mg 12708 mg 50 ml
3 250 mM 0 mM 2178,5 mg 0 mg 50 ml

Liposzoéma elkészitése: DOPE-t (3,095 mg; 0,00416 mmol), DOPC-t (13,08 mg; 0,01664
mmol) és koleszterint (2,01 mg; 0,0052 mmol) a 2,5 mM koncentracioju K2SOs-oldatban (2
ml) oldottam. Az oldatot felhasznalva az Avanti Polar Lipid extruder segitségével 50 °C-on
allitottam eld liposzomakat. A lipid extruder mikodtetéséhez az Avanti Polar Lipid
sziirétamogatot (10 mm) és polikarbonat membrant (0,1 um; 19 mm) hasznaltam, amelyen

hétszer nyomtam 4t a lipid oldatot.

A mérések soran felhasznalt tovabbi oldatok (fesziiltségszenzorok, BME44) koncentracidja
2 mM, valamint minden esetben spektroszkopiahoz sziikséges tisztasagh DMSO oldoszerrel

késziiltek.
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A fluoreszencia méréséhez a Shimadzu RF-6000 spektrofluorifotométert és a Hellma
Analytics nagy pontossagt cellgjat (10x10 mm) alkalmaztam kiivettaként. Minden esetben a
miiszer 600 nm min? szkennelési sebességgel, 3 nm spektralis szélességgel és alacsony
érzékenységi beallitassal miikddott. A mért értékeket 1 nm-enként rogzitettem. A gerjesztési és

emisszios maximumot, valamint szkennelési tartomanyt a mért anyagtol fliggden valasztottam.

3. tablazat: A meérésekhez alkalmazott bedllitasok egyes anyagok esetében

Minta Emisszios spektrum mérése Gerjesztési spektrum mérése
neve/szama Gerjesztés Mért tartomany Emisszio Meért tartomany

di-4-ANNEPS 465 nm 450-800 nm 578 nm 300-600 nm

22 553 nm 560-800 nm 580 nm 300-575 nm

23 553 nm 560-800 nm 578 nm 300-600 nm

25 553 nm 560-800 nm 578 nm 300-600 nm

27 560 nm 560-800 nm 589 nm 300-600 nm

Fluoreszenciaméréshez hasznalt mennyiségek:
4, tablazat: A mérésekhez alkalmazott oldatokbol bemért mennyiségek
K2SOs-oldat Festékoldat
1966 pl 1l

Liposzoma Fazistranszfer katalizator

31 ul 2 ul

5.4. A HEK sejtes tesztelés részletes leirasa

keriilt az extracellularis médiumba, ahol az oldat sszetétele: 140 mM Na-gliikonat, 5 mM K-
gliikonat, 3 mM CaClz, 1 mM MgClz, 5 mM gliikk6z, 10 mM HEPES, valamint az oldat pH-jat
7,4-re allitottak be NaOH segitségével. Ebben tortént a HEK293 sejtvonalbdl szarmazé sejtek
inkubalasa 37 °C-on 20 percen keresztiil. Ezutan a mosas a festéket nem tartalmazo azonos

oldattal tortént.

Az alkalmazott modszer a teljes testes ,,patch-clamp” moédszer volt, melyhez a Multiclamp
700B, Digidata 1440 molekularis eszkdzoket hasznaltdk. Az alkalmazott pipetta 3-5 um
atmérdjli kapillarissal rendelkezett, a benne talalhato oldat 6sszetétele 135 mM K-glitkonat, 5
mM KCI, 1 mM MgClz, 5 mM gliikkoz, 10 mM HEPES, 10 mM EGTA volt, valamint az oldat
pH-jat 7,4-re allitottak be KOH segitségével.
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A mérésekhez a 3D AO lézeres pasztazo mikroszkopot (ATLAS, Femtonics), a Chameleon
Discovery 660-1320 nm Iézert alkalmaztak. Az impulzus hosszat 100 fs-mal az objektiv ala
allitottdk be az ATLAS mikroszkép motoros négy prizma szekvencidjanak segitségével
(4DBCU egység, Femtonics). Az alkalmazott lencse a 16x vizbe meriilé objektiv volt 0,8 NA
¢s 3 mm WD-vel (Nikon CFI LWD Plan Fluorite Objective, N16XLWD-PF). Detektorként
fotoelektron-sokszorozot hasznaltak, a piros detektor segitségével az 570-640 nm tartomanyt,
a z0ld detektor segitségével pedig a 490-550 nm hulldmhossz tartomanyt detektaltak. Koztiik
egy dikroikus tiikor helyezkedett el, melynek kimenetein kromatikus sziirék (ET605/70m,
ET520/60m-2p) biztositottak a megfeleld tartomanyu fény atengedését.

5.5. Kvantumkémiai szamitasok részletes leirasa

A szamitasok elvégzéséhez a Gaussian 16W és a GaussView 6.1 elnevezésli programokat
alkalmaztam. Minden esetben siiriiség funkcionalis elmélet (DFT) szerinti szamolast végeztem
alapértelmezett spinek segitségével. Az alkalmazott bazis az olddszerek vizsgélata esetén a
B3LYP/ 6-311++G(d,p), mig a tovabbi szamitasok esetében a B3LYP/ 6-311+G(d,p) volt. Az
altalanos bedllitasoknal megtiltottam a molekula szimmetrizalasat (NoSymm), a ,,Write
Cartesians”, ,,Write PBD Data” opciokat, mig az eldzetes becsléshez (,,initial guess™) a ,,Mix
HOMO and LUMO orbitals” lehetdséget valaszottam. Az oldoszer esetében integral egyenlet
szabalyozasu polarizalhatdo kontinuum modellt (IEFPCM) haszndltam. Eldszor tobbféle
oldészert teszteltem (5.5. fejezet), majd a tovabbiakban vizet (relativ permittivitas: € = 78,2)
alkalmaztam oldoszerként a modellben. A kiilonb6z6 térerdsségek beallitasat az ,,additional
keywords” opciénal ,field = z£n” paranccsal adtam meg, mely esetében a ,,.=” a dipolus
iranyara, az ,,n” pedig a dipélusmomentum nagysagara vonatkozik atomi egységben (a.u.:

Hartree atomi egység, 1 a.u. = 8,478x10°° C m) megadva.

Négy kiilonbo6z6 tipust szamitast végeztem, amelyekhez az alapbeallitdsokon az alabbiakat
modositottam:
1. Alapallapoti geometriai optimalizalas: optimalizalds és frekvencia szamitas
alapallapotban.
2. Gerjesztett allapotu frekvencia szamitas: az 1. eredményébdl kiindulva csak energia és
frekvencia értékek szamitasa, idofiiggd Onkonzisztens tér (TD-SCF) metddussal 6

allapotra megoldva (,,nstates = 6” parancs).
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3. Gerjesztett allapota optimalizacio: az 1. eredményébdl kiindulva optimalizacid és
frekvencia szamitas, TD-SCF metodussal. Az el6z6 1épés eredményét kiértékelve kapott
legnagyobb oszcillatorerésségli (kovetkeztetésképp valdszintiségil) elektronatmenet
szamat jeloltem, hogy arra az atmenetre irdnyuljanak a szdmitasok (,,root = n” parancs).

4. Alapallapotu frekvencia szamités: a 3. eredményébdl kiindulva alapallapota frekvencia

szamitas elvégzése.

Az optimalasok esetében minden esetben ellendriztem, hogy a kapott geometria esetében

nincs negativ frekvenciaérték a szamolt frekvenciak kozott.
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6. Osszefoglalas

A membranpotencial valtozasainak kovetése elengedhetetlen a neurobioldgiai folyamatink
jobb megismeréseit célzd kutatadsok esetében. Azonban erre a lehetdségek szama még ma is
korlatozott, ezért munkdm sordn rodaminalapt, fotoindukalt elektrontranszfer (PeT) elvén

mukodo fesziiltségszenzor molekulak vizsgalatat és fejlesztését tliztem ki célul.

Az eldallitani kivant molekuldk koziil harom fotokémiai tulajdonsagait kvantumkémiai
szamitasok segitségével vizsgaltam. Optimalizaltam a szadmitdsokhoz alkalmazott
koriilményeket, vizsgaltam a dipdlus elhelyezkedésének hatdsat a szamitott eredményekre.
Kiilonb6zd dipdlusmomentumok segitségével feltérképeztem a molekuldk elektrokromicitasat

(42. abra).
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42. dabra: 22 @) modellezése a Gaussian nevii programban; b) emisszios spektrumanak és C)

fluoreszencia intenzitdsanak valtozasa a dipolusmomentum fiiggvényében

A kutatds sordn szamos szintetikus sikert értem el. A festékek jobb megismerése ¢és
vizsgalhatosaga érdekében sikeresen eldallitottam két irodalomban ismert festéket. Hét Uj
fesziiltségszenzorok (43. abra) eldallitasat végeztem el kereskedelmi forgalomban kaphatd
aromas aldehidekbdl Wittig- és Heck-reakciok segitségével. Megvalositottam szén—nitrogén-
kotés kialakitasat Ullmann-reakcid hasznalataval, valamint vizsgaltam egy szulfonsav-
csoportot tartalmazd rodaminvaz eldallitdsat szdmos koriilmény kozott. Feltérképeztem
karbonsavak HATU reagens alkalmazisa mellett végzett kapcsolasok sordan keletkezo

melléktermékeket.
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43, abra: A szintetikus munka soran eloallitott, eltérdoen szubsztitualt anilint tartalmazo

fesziiltségszenzor festékek szerkezeti képlete

A fesziiltségszenzorok konnyebb fejleszthetdsége érdekében vizsgaltam egy fluorimetrias
tesztelési modszert, mely soran létrehoztam egy rendszert, amely liposzoémdas kornyezetben,
koncentraciogradiens és fazistranszfer katalizator segitségével imitdlja a vizsgalni kivant
membranpotencialt. Ennek mikodoképességét az irodalomban ismert di-4-ANNEPS molekula
fluorimetrids vizsgélata soran tamasztottam ala (44. abra). Ezenfeliil a modszer segitségével
igazoltam, hogy a hdrom legigéretesebb altalam eldallitott festék képes lokalizdlodni a
plazmamembranban (44. abra). Az egyik altalam el6allitott festék fesziiltségérzékenységét

biologus kollégak kétfoton mikroszkopias mérésben igazoltak.
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44, abra: a) A di-4-ANNEPS fluoreszencia intenzitdsanak kiilonbsége ionofor hozzdadasa eldtt
és utdan kiilonbozd kiilsé K+ koncentraciok esetén; b) 27 fluoreszencia intenzitas novekedése

liposzoma jelenlétekor

Osszességében két irodalomban ismert és hét 0 fesziiltségszenzort allitottam eld, melyek

koziil a legigéretesebbek membranban valé lokalizaciojat igazoltam. Megvaldsitottam
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kvantumkémiai szamitasokat, melyek alapjan jobban megérthetjiik a szenzorok mukodését,
valamint kidolgoztam ¢€s validaltam egy tesztelési modszer alapjait, mely a jovOben kivalthatja

a bonyolult, miiszerigényes fluoreszencia mikroszkopias mérések hasznalatat.
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