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A kalciumion az €16 szervezetek szdmos folyamataban kulcsfontossagu szerepet tolt
be. A tobb évtizede ismert fluoreszcens kalcium indikatormolekuldk képesek érzékelni a
szabad kalciumiont a sejten beliili térben. A fluoreszcens képalkotds (mikroszkopia) és a
szelektiv szenzormolekulak segitségével nyomon kévethetd a Ca®* koncentracio térbeli és
id6beli valtozasa, ami idegszdvetben alkalmazva direkt informaciot szolgaltat a neuronok
aktivitasrol. A kétfoton-mikroszkopia megjelenésével az in vitro kisérletek mellett in vivo is
alkalmazhatova valtak ezek a vizsgalatok, mivel ez a technika a szdvetek haromdimenzids
(mélységi) képalkotasara is alkalmas.™

Az irodalomban szamos fluoreszcens kalciumion szelektiv szenzor ismert, azonban
nincs olyan, amely megfeleld optikai tulajdonsagok mellett in vivo is alkalmazhatod
kétfoton-mikroszkopias képalkotasban. Célul tiiztik ki olyan ujszerti fluorofor
eldallitasat, amely a kalciumionra szelektiv BAPTA-hoz (kalcium-receptor) kapcsolva
olyan szenzort eredményez, amely alkalmas a sejten beliili kalciumion koncentracio
mérésére. A kalciumindikatornak az adott biologiai koriilmények kozott szelektivnek kell
lennie a tobbi ionnal szemben, megfeleld spektroszkopids tulajdonsagokkal kell
rendelkeznie. Fontos a jo vizoldhatosag, az intenziv vords (600 nm feletti) emisszid, a jo
kétfotonos elnyelés, a magas fluoreszcencia kvantumhasznositas, a megfeleld disszociacios
allando, illetve a nagy fluoreszcencias jelvaltozas Ca®* hatdsara. A szenzormolekula utjanak
nyomon kovetéséhez, ahhoz, hogy lassuk a sejtbe valo bejutasat, elengedhetetlen a Ca®*
hianyéaban is mérhet6 fluoreszcencias alapjel (1. abra).

1. abra: A fluoreszcens kalciumszenzor miikodésének sémaja
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A kalcium megkotése kdvetkeztében kialakuld intenziv fluoreszcencia ndvekedés a
fotoindukalt elektron transzfer (photoninduced electron transfer, PET) jelenséggel
magyarézhat6.”! A szenzorok kalciumkotd része elektronkiildé csoportot tartalmaz, amely a
fluorofor konjugalt aromas rendszeréhez egy atkotd egységen (spacer) keresztiil
kapcsolodik. A fluorofor gerjesztésekor kalciumion tavollétében a receptorban 1évé
elektrondonor képes redukalni a fluoreszcens egység gerjesztett allapotat, igy gatolja annak
sugarzasos lecsengését, vagyis kioltja a fluoreszcenciat. Az analit koordinacidja esetén a
kalciumion megkdti a donor nemkdtd elektronparjat, igy lehetetlenné valik az
elektronatmenet. Nem kdvetkezik be a fluoreszcencia kioltés, tehat megnd az intenzitas.

Kalciumkétd receptornak a BAPTA-t (1,2-bisz(2-aminofenoxi)etan-N,N,N’,N’-
tetraccetsav) valasztottuk az irodalombdl jol ismert elényds tulajdonsagai, szelektivitisa
miatt." A festék rész eldallitisa soran olyan fluorofort probaltunk kifejleszteni, amely
rendelkezik a megfeleld spektroszkopids tulajdonsdgokkal. Az irodalomban talalhatod
adatok alapjan a rodaminok csaladjaba tartoz6 ATTOS590 nevii festék rendelkezik a
legnagyobb kétfotonos keresztmetszettel, amelyhez 620 nm feletti emisszid és nagy
kvantumhasznositas pérosul.[S] A fluoroforban 1év6 pozitiv toltésti nitrogén azonban
problémat jelenthet, a sejten beliil a negativ toltésii mitokondriumban felhalmozodhat.
Annak érdekében, hogy ezt a problémat kikiiszoboljiik, a molekulaba karboxil-csoportok
formajaban vittiink be negativ toltéseket, igy semlegesitve azt (2. abra).

2. abra: A preparativ munka szintetikus célkitiizése
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A szenzormolekula polaris karboxil-csoportjait apolarisabba kell alakitani ahhoz,
hogy a sejtmembranon keresztiil bejusson a sejtbe. A BAPTA rész esetén ezt acetoxi-
metilén véddécsoportokkal, a fluorofor esetén pedig etilészter eldallitasaval kivanjuk
megoldani. A sejten beliil a hidrolaz enzimek hatasara Gjra kialakulnak a negativ toltési
karboxil-csoportok, igy a szenzor megfeleld miikddése biztositott (3. abra). [



3. dbra: Tervezett kalciumszenzor miikodése a sejtben
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A kutatomunka soran el@szor az ATTO590 metil-analogjat allitottuk el6, amelyet a
kalciumion szelektiv BAPTA-hoz kapcsolva megkaphaté a kalciumszenzor. A kutatas
soran tobb eldallitdsi modszerrel is probalkoztunk, azonban nem mindegyik vezetett
sikerhez. A leghatékonyabb szintézisutat a 4. dbran 1évo reakcidsor szemlélteti.

4. abra: ATTO590 metil-szarmazékanak eloallitasa
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A 3-metoxianilint eldszdr acetonnal reagaltatva kialakitottuk a nitrogént tartalmazo
dihidrokinolin gyiriit. Az igy kapott molekulat metil-jodiddal kalium-karbonat bazis
jelenlétében acetonitrilben metileztiik 80°C-on. A reakcidelegy feldolgozasa utan kapott
anyagot hidrogén-bromiddal ecetsavban demetileztiik. A véddcsoport eltavolitasa utan a
terméket  1,3-dioxo-1,3-dihidroizobenzofuran-5-karbonsavval ~ 140°C-on  para-toluol-

szulfonsav jelenlétében, nitrogén atmoszféra alatt propionsavban egy napig reagaltattuk.



Tisztitast kovetden kiilon-kiilon megkaptuk az eldallitott festék mind a két izomerét,
amelyek tulajdonségait igy a spektroszkdpiai vizsgalatok soran dssze tudtuk hasonlitani.

A rodaminok pozitiv toltésiikknek koszonhetéen a sejten beliilli vizsgalatok soran
felhalmozodhatnak a mitokondriumban.! Az akkumulacié elkeriilése, illetve a jo
vizoldhatosag érdekében olyan szarmazékokat is eldallitottunk, amelyek negativ toltésii
karboxil-csoportokat tartalmaznak, igy semlegesitik a molekulat (5. abra).

5. abra: Az eléallitott karboxilcsoportot tartalmazé fluoroforok
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Az 5. abran talalhaté fluoroforok koziil azonban csak a FemtoRed 3 bizonyult
szintetikusan elérhetonek. A FemtoRed 1 eldallitdsa soran Michael-addicioval vittiik be a
negativ toltésii karboxil-csoportot tartalmazd lancot. Az NMR vizsgalatokbdl azonban
kideriilt, hogy a festék Gsszekapcsolasa soran retro Michael-addicid is lejatszodott, igy a
molekula elveszitette a negativ toltésti funkcidkat. A FemtoRed 2 esetén is hasonlo
jelenséget figyeltiink meg, a festék az egyik karboxil-csoportot tartalmazé benzil-csoport
lehasadasaval stabilizalodott. A nitrogént és a karboxil-csoportot Osszekotd, harom
szénatomot tartalmaz6 lanc stabilnak bizonyult, igy a FemtoRed 3-at spektroszkopiai
mérések soran is tudtuk vizsgalni.
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