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Magyar tudósok körútja 2. 

 

A kalciumion az élő szervezetek számos folyamatában kulcsfontosságú szerepet tölt 

be. A több évtizede ismert fluoreszcens kalcium indikátormolekulák képesek érzékelni a 

szabad kalciumiont a sejten belüli térben. A fluoreszcens képalkotás (mikroszkópia) és a 

szelektív szenzormolekulák segítségével nyomon követhető a Ca
2+

 koncentráció térbeli és 

időbeli változása, ami idegszövetben alkalmazva direkt információt szolgáltat a neuronok 

aktivitásról. A kétfoton-mikroszkópia megjelenésével az in vitro kísérletek mellett in vivo is 

alkalmazhatóvá váltak ezek a vizsgálatok, mivel ez a technika a szövetek háromdimenziós 

(mélységi) képalkotására is alkalmas.
[1]

 

Az irodalomban számos fluoreszcens kalciumion szelektív szenzor ismert, azonban 

nincs olyan, amely megfelelő optikai tulajdonságok mellett in vivo is alkalmazható 

kétfoton-mikroszkópiás képalkotásban.
[2]

 Célul tűztük ki olyan újszerű fluorofor 

előállítását, amely a kalciumionra szelektív BAPTÁ-hoz (kalcium-receptor) kapcsolva 

olyan szenzort eredményez, amely alkalmas a sejten belüli kalciumion koncentráció 

mérésére. A kalciumindikátornak az adott biológiai körülmények között szelektívnek kell 

lennie a többi ionnal szemben, megfelelő spektroszkópiás tulajdonságokkal kell 

rendelkeznie. Fontos a jó vízoldhatóság, az intenzív vörös (600 nm feletti) emisszió, a jó 

kétfotonos elnyelés, a magas fluoreszcencia kvantumhasznosítás, a megfelelő disszociációs 

állandó, illetve a nagy fluoreszcenciás jelváltozás Ca
2+

 hatására. A szenzormolekula útjának 

nyomon követéséhez, ahhoz, hogy lássuk a sejtbe való bejutását, elengedhetetlen a Ca
2+

 

hiányában is mérhető fluoreszcenciás alapjel (1. ábra). 

 

1. ábra: A fluoreszcens kalciumszenzor működésének sémája 
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A kalcium megkötése következtében kialakuló intenzív fluoreszcencia növekedés a 

fotoindukált elektron transzfer (photoninduced electron transfer, PET) jelenséggel 

magyarázható.
[3]

 A szenzorok kalciumkötő része elektronküldő csoportot tartalmaz, amely a 

fluorofor konjugált aromás rendszeréhez egy átkötő egységen (spacer) keresztül 

kapcsolódik. A fluorofor gerjesztésekor kalciumion távollétében a receptorban lévő 

elektrondonor képes redukálni a fluoreszcens egység gerjesztett állapotát, így gátolja annak 

sugárzásos lecsengését, vagyis kioltja a fluoreszcenciát. Az analit koordinációja esetén a 

kalciumion megköti a donor nemkötő elektronpárját, így lehetetlenné válik az 

elektronátmenet. Nem következik be a fluoreszcencia kioltás, tehát megnő az intenzitás. 

Kalciumkötő receptornak a BAPTÁ-t (1,2-bisz(2-aminofenoxi)etán-N,N,N’,N’- 

tetraecetsav) választottuk az irodalomból jól ismert előnyös tulajdonságai, szelektivitása 

miatt.
[4]

 A festék rész előállítása során olyan fluorofort próbáltunk kifejleszteni, amely 

rendelkezik a megfelelő spektroszkópiás tulajdonságokkal. Az irodalomban található 

adatok alapján a rodaminok családjába tartozó ATTO590 nevű festék rendelkezik a 

legnagyobb kétfotonos keresztmetszettel, amelyhez 620 nm feletti emisszió és nagy 

kvantumhasznosítás párosul.
[5]

 A fluoroforban lévő pozitív töltésű nitrogén azonban 

problémát jelenthet, a sejten belül a negatív töltésű mitokondriumban felhalmozódhat. 

Annak érdekében, hogy ezt a problémát kiküszöböljük, a molekulába karboxil-csoportok 

formájában vittünk be negatív töltéseket, így semlegesítve azt (2. ábra). 

 

2. ábra: A preparatív munka szintetikus célkitűzése 
 

 

A szenzormolekula poláris karboxil-csoportjait apolárisabbá kell alakítani ahhoz, 

hogy a sejtmembránon keresztül bejusson a sejtbe. A BAPTA rész esetén ezt acetoxi- 

metilén védőcsoportokkal, a fluorofor esetén pedig etilészter előállításával kívánjuk 

megoldani. A sejten belül a hidroláz enzimek hatására újra kialakulnak a negatív töltésű 

karboxil-csoportok, így a szenzor megfelelő működése biztosított (3. ábra). 
[6]
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3. ábra: Tervezett kalciumszenzor működése a sejtben 
 

 

A kutatómunka során először az ATTO590 metil-analógját állítottuk elő, amelyet a 

kalciumion szelektív BAPTÁ-hoz kapcsolva megkapható a kalciumszenzor. A kutatás 

során több előállítási módszerrel is próbálkoztunk, azonban nem mindegyik vezetett 

sikerhez. A leghatékonyabb szintézisutat a 4. ábrán lévő reakciósor szemlélteti. 

 

4. ábra: ATTO590 metil-származékának előállítása 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
A 3-metoxianilint először acetonnal reagáltatva kialakítottuk a nitrogént tartalmazó 

dihidrokinolin gyűrűt. Az így kapott molekulát metil-jodiddal kálium-karbonát bázis 

jelenlétében acetonitrilben metileztük 80°C-on. A reakcióelegy feldolgozása után kapott 

anyagot hidrogén-bromiddal ecetsavban demetileztük. A védőcsoport eltávolítása után a 

terméket 1,3-dioxo-1,3-dihidroizobenzofurán-5-karbonsavval 140°C-on para-toluol- 

szulfonsav jelenlétében, nitrogén atmoszféra alatt propionsavban egy napig reagáltattuk. 
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Tisztítást követően külön-külön megkaptuk az előállított festék mind a két izomerét, 

amelyek tulajdonságait így a spektroszkópiai vizsgálatok során össze tudtuk hasonlítani. 

A rodaminok pozitív töltésüknek köszönhetően a sejten belüli vizsgálatok során 

felhalmozódhatnak a mitokondriumban.
[7]

 Az akkumuláció elkerülése, illetve a jó 

vízoldhatóság érdekében olyan származékokat is előállítottunk, amelyek negatív töltésű 

karboxil-csoportokat tartalmaznak, így semlegesítik a molekulát (5. ábra). 

 

5. ábra: Az előállított karboxilcsoportot tartalmazó fluoroforok 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Az 5. ábrán található fluoroforok közül azonban csak a FemtoRed 3 bizonyult 

szintetikusan elérhetőnek. A FemtoRed 1 előállítása során Michael-addícióval vittük be a 

negatív töltésű karboxil-csoportot tartalmazó láncot. Az NMR vizsgálatokból azonban 

kiderült, hogy a festék összekapcsolása során retro Michael-addíció is lejátszódott, így a 

molekula elveszítette a negatív töltésű funkciókat. A FemtoRed 2 esetén is hasonló 

jelenséget figyeltünk meg, a festék az egyik karboxil-csoportot tartalmazó benzil-csoport 

lehasadásával stabilizálódott. A nitrogént és a karboxil-csoportot összekötő, három 

szénatomot tartalmazó lánc stabilnak bizonyult, így a FemtoRed 3-at spektroszkópiai 

mérések során is tudtuk vizsgálni. 
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