ZAROJELENTES A 048739-ES SZAMU, MOLEKULARIS SZENZOROK
VIZSGALATA ES TERVEZESE CiMU PALYAZATHOZ

1. Metodikai fejlesztés

Munkanknak ezen része a jelatviteli folyamat jobb megértéeset, illetve ebbdl kifolydlag
a szenzorok érzékenységenek novelését célozta meg. ElGallitottunk olyan N-metilén-kumarin
szenzorokat, amelyekben a fluoreszcencia letdréséert felelés nitrogénatom kilonbozo
tagszdmu gyirik részeként szerepelt. A protonalas hatasara bekovetkezé fluoreszcencia
serkentések vizsgalata soran arra az érdekes felismerésre jutottunk, hogy a PET folyamat
hatékonysaga jelentésen fligg a nitrogénatomot tartalmaz6 gyurii szerkezetétél. Ugyancsak
vizsgaltuk a fluoreszcencia valtozasat nyilt 1ancu, illetve koronaéter-szarmazékok esetében is.
Az eredmények ravilagitottak arra, hogy a serkentés mértéke akkor a legnagyobb, ha a
kérdéses nitrogénatom egy Ottagt (pirrolidin) gyiri részeként szerepelt. Ezt kovetéen
vizsgaltuk, hogy a pirrolidin konformécids szabadsagi fokainak véaltozasai vajon hogyan
befolyasoljak a jelatviteli folyamat hatékonysagat. A pirrolidingyiric mozgékonysaganak
korlatozasat egy acetonid egység bevitelével oldottuk meg. A protonadlas hatasara
bekdvetkezo fluoreszcencia ndvekedés mértéke ebben az esetben a tized részére csokkent,
azaz a jelatviteli folyamat hatékonysaga nagymértékben fiigg a pirrolidingyirt konformacios
szabadsagatol. Dimetoxi-pirrolidint tartalmazo szarmazékkal elvégzett kisérlet soran
igazoltuk, hogy a csokkent jelatvivé képesseg nem a pirrolidinhez kapcsolt szubsztituensek
hatasara kdvetkezett be. A fenti eredmények vezettek olyan kumarilmetil-pirrolidin szenzorok
tervezéséhez és eloallitdsdhoz, ahol a pirrolidin egységhez receptorként funkcionaléd 15-
korona-5, illetve18-korona-6 egységeket kapcsoltunk (1. Abra).
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1. Abra. Vizsgalt PET szenzorok

Ezektdl a szenzoroktdl olyan mikddési mechanizmust reméltiink, amelynek soran a
koronaéterben a vendégmolekula bekotése altal eléidezett konformécios valtozasok atadddnak
a pirrolidingyartre, megvaltoztatva ezzel annak a fluoreszcenciat letoré képessegét, igy
eléidézve a fluoreszcencia intenzitdsdnak novekedését. Elséként vizsgaltuk a két Uj
szenzornak a protonalodas hatasara bekovetkezé fluoreszcencia serkentését. Megallapitottuk,
hogy mig a kisebb méretii receptort tartalmazd vegyulet esetében a jelatvivé képesség nem
valtozott a korabban vizsgalt, pirrolidint tartalmazd szenzor esetében tapasztalthoz képest, a
nagyobb receptort hordozo jelzémolekula esetében annak egyotdd részére csokkent (2. Abra).
Ez arra engedett kdvetkeztetni, hogy a két, eltéré méretii koronaéter kiillonb6z6 térszerkezete
kovetkeztében masképpen torzitja a pirrolidingyirit. Megvizsgaltuk a jelatadas hatékonysagat
a ket Ujfajta szenzor esetében, kilonbdzé terigényiic ammoniumsok, mint vendégmolekulak
jelenlétében. A feltételezett mechanizmusnak megfeleléen azt reméltik, hogy a nagyobb



méretti ammaAniumsok nagyobb mértékii torzuldsokat idéznek el6 mind a koronaéterben, mind
a pirrolidin egységben. Megallapitottuk, hogy a két szenzor hasonléan viselkedik az
ammoéniumsok jelenlétében, azzal a kivétellel, hogy a jobb jelzéképességgel rendelkezé,
kisebb receptort tartalmazé szenzor esetében sokkal nagyobb intenzitasvaltozasokat
tapasztaltunk.

1a 1b 1c 1d 1e 1f 1g 1h 1i 2a 2b 2¢ 2d
2. Abra. A vizsgalt szenzorok protonalodasakor megfigyelhet6 fluoreszcencia-
serkentések

Varakozasainknak megfeleléen az ammoniumsok ndvekvé térigényével nétt a megfigyelhetd
fluoreszcencia-serkentések mértéke. A kisérleteket elvégeztiik hagyomanyos szerkezeti, 18-
as és 15-0s méretii aza-koronaéter szenzorokkal is. Az eredmények azt mutattak, hogy a
kisebb mereti receptort tartalmazd azakorona szenzor esetében az ammoniumsok méretével
noétt a serkentés mértéke. Ezzel szemben az aza-18-korona-6 éter szdrmazéknal nem a sok
mérete, hanem azok H-hid donor képessége (savassaga) a meghatarozo faktor (3. Abra).
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3. Abra. A szenzorok fluoreszcencia-serkentése ammaoniumsok jelenlétében

A vizsgalatokbol arra kdvetkeztettiink, hogy az elfogadott elmélettel szemben, amely szerint a
vendégmolekulaknak a nitrogénatomhoz val6 direkt koordinacidjanak kovetkeztében valtozik
a fluoreszcencia intenzitdsa, egy masik mechanizmus is felelés lehet a fluoreszcencia
novekedéséert. Ez a masik mechanizmus a konformacios valtozasok kovetkezménye.
Valoszintsitjuk, hogy a két mechanizmus egyittesen felelés a tapasztalhatd fluoreszcencia
serkentésért, a szenzor tipusatol fuggoéen kilonbdzé mértékben hozzajarulva ahhoz. Az
eléallitott ket Gjfajta szenzor esetében pl. a kdzvetlen koordinaciobdl adodd hatdsok
Kizarhatok, itt tisztan a konforméacios hatasok érvényesiilnek. A hagyomanyos szerkezeti,
kisebb receptormeéretti azakorona szenzornal a két mechanizmus egyuttesen fejti ki hatasat, a
konformaciés mechanizmus talsulyaval. A nagyobb receptorméreti azakorona szarmazek
esetében a koordinacios hatas érvényesul nagyobb mertékben.



A konformaciés dinamika szerepének vizsgalatat kiegészitettik NMR spektroszkopiai
méresekkel is. A vizsgalt szenzorok sorat tovabb bovitettilk diaza-koronaéter szarmazékokkal
is (4. abra).
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4. Abra. Diaza-koronaéter alapl szenzorok

Az NMR spektroszkdpiai vizsgalatok négy fontos tényre engedtek kovetkeztetni.
1. A vizsgalt komplexek minden esetben 1:1 széchiometridju komplexeket képeznek, amint
ezt a Job-féle modszer eredmenyei mutatjak.
2. Az 6sszehasonlitdsként szerepl6 monoaza-koronaéter, 1h szdrmazék minden esetben 2-3
nagysagrenddel stabilabb komplexeket képez a vizsgalt ammoniumsokkal (nButil-, neopentil-
ammonium perklorét).
3. A komplex stabilitasi allandok egyenesen aranyosak az ammaéniumsok hidrogénhid-donor
tulajdonséagaval.
4. A 2c és 3a 0sszehasonlitasaban a kémiai eltoldédas-valtozas (Deltadelta) minden esetben
nagyobb mértéki volt a 1h komplexeknél.

1h 2¢ 3a
logK | A§(ppm) | logK | A(ppm) | logK | AS(ppm)
Butil-NH;" | 6,00 0,052 3,30 0,077 3,53 0,112

Neopentil- 1523 | 0061 | 300 | 0116 |284| 0228
3

1. Tablazat. Komplex stabilitasi allandok és AS értékek vendégmolekuldk jelenlétében

Az  eredmeények  aladtdmasztottak  korabbi eredményeinket ~ amennyiben a
konformaciovaltozasra érzékeny rendszerekben nagyobb mértékii torzuldsokat figyelhettiink
meg a komplexaldédas soran. A torzulas mértéke egynesen aranyos a vendégmolekula
méretével. A vizsgalt diaza-koronaszarmazékok esetében tanulményoztuk a fluoreszcencia-
serkentéseket is vendégmolekuldk jelenlétében. A 3a szenzornal vizsgaltuk elészor a
fluoroférok intra-, és intermolekularis dimerizacidjanak lehetoségét (excimerképzodés).
Megallapitast nyert, hogy a fluoroférok kizarélag intermolekularis dimereket képeznek mivel
az excimerre jellemzé sav intenzitdsa koncentraciofliggést mutatott. Az excimerképzést
kizdrandd a tovabbi kisérleteket 10° M koncentracidtartoméanyban végeztik, ahol a
dimerizalodas mértéke elhanyagolhatd. Osszehasonlitottuk a 3a-c szenzorok fluoreszcencia-
serkentés értéekeit ammoniumsok jelenlétében. Az 1h, 3a 6sszehasonlitasban azt tapasztaltuk,
hogy mindkét szenzornal a vendégmolekulak H-donor tulajdonsaga hatarozza meg a serkentes
mértekét azzal a kulonbséggel, hogy a 3a-nal minden esetben mintegy kétszerese volt ez a
serkentés. Ez konformécids dinamika jelenlétével értelmeztiik, mivel a szimmetrikusan
szubsztitualt szarmazék esetében hangsulyosabb a komplexalédas miatt a HOST
szerkezetében bekovetkezé konforméacidvaltozas. Az 1h szenzor esetében ugyanis a GUEST
molekulak szabadon hozzaférhetnek a HOST receptoregységehez, mig a 3a esetben ez csak



ugy lehetséges, ha a komplexalddast megel6zi az egyik kumarinegység térbeli elmozdulésa. A
vizsgalati eredmények alatdmasztjak, hogy a 3a esetében nagyobb mértéki a szerkezetbeli
torzulas, mint az 1h rendszernél (Ad értékek). A 3a-nal megfigyelheté fluoreszcencia
serkentés igy két komponensbél tevodik 6ssze:

-a nitrogénatomhoz torténd direkt koordinacio (1h-nal kizardlagos)
-az ellenoldali nitrogen kornyezete mozgasszabadsaganak megvaltozasa
lgy a 3a szenzorban mindkét fluorofér  bekapcsol,  killénbozé — mértékben.
Kilon ki kell hangsulyozni, hogy a 3a esetben a kumulativ hatas eredményeként nagyobb
fluoreszcencia serkentéseket figyelhetink meg annak ellenére, hogy nagysagrendekkel
gyengebben képes az ammoniumsok koordinalasara, mint az 1h.

o BUEINH,"
(I CikiohexiiNH,
IzopropilNH,*
RHRRES| tercierButiINH;
e neopentilNH,”

2

Il

1h 3a 3b
5. Abra. Diaza-koronaéter szenzorok fluoreszcencia serkentése ammaoniumsok jelenlétében

A 3b, 3c fluoreszcencids vizsgélatai igen édekes jelenségre vilagitottak ra. Ezen ket
szenzorndl ugyanis, bar a fluoroforhoz képest ellenoldali szubsztituensek térigenye indokolna,
nem figyeltink meg nagyobb fluoreszcencia serkentési értékeket. Ezzel ellentétben minden
esetben  kismertékben  ugyan, de  csokkent a  fluoreszcencia  intenzitasa.
A jelenséget azzal magyaraztuk, hogy ezekben az esetekben a direkt koordinécié a
kumarilmetil-csoporttal  szemkéti  nitrogénhez  téténik, azok nagyobb bazicitasa
kdvetkezmeényeként. Ezt NMR mérésekkel igazoltuk is. Valoszindsitjik, hogy az ellenoldali
koordinacio a kumarilmetil-nitrogén koérul olyan valtozasokat indukal ami még hatéekonyabb
fluoreszcencia kioltast eredményez.

Az e témakorben elért eredményeink alapjan megallapitast nyert, hogy a hagyomanyos,
kizarélag a vendégmolekuldk H-donor képességen alapuld elmélettel szemben egy masik
mechanizmus is fluoreszcencia valtozast idézhet elé PET szenzorokban. Ez pedig a
komplexalodas kovetkeztében kialakuld szerkezetbeli valtozasok eredménye. A két hatas
egymasra épllve alakitja ki a megfigyelheté fluoreszcencia valtozast. A palyazatban
vallaltakhoz képest annyi valtozas tortént, hogy a szenzor jelatviteli folyamatanak megertését
celzo kisérleteket kibgvitettik, mivel érdekes problémaba Utkoztink. Emiatt az a receptor
meretének es szerkezetének saxitoxinra valo optimalizalasat célzo kisérletek nem keriltek
sorra. Véleményiink szerint azonban ez a tervmddositas mindenképpen eredményesnek
tekinthetd, hiszen a kisérletek egy fontos problémat tisztaztak.

2. Szenzorfejlesztes

Munkénk ezen részében olyan modszert kivantunk kidolgozni, amely lehetévé teszi
kivalasztott szenzorvegytletek szilard hordozora (kvarc, optikai szal) valé kovalens rogzitését
ezéltal olyan szenzort eredményezve amely alkalmas a célokban leirt toxin (saxitoxin)
kimutatdsdra. A modszer kidolgozasdhoz monoaza-18-korona-6 éter alapu szenzort



valasztottunk, mivel ezen vegyilet toxinfelismeré képessége mar leirt az irodalomban. A
szenzorvegyulet kovalens rogzitését tioéter kotés kialakitasaval kivantuk elérni. Ehhez
eléallitottuk a szenzor bromoalkil-szarmazékat, majd ezt reagaltattuk olyan kvarciiveggel
amelynek feliletét elézetesen tiol csoportokkal médositottunk (6. Abra). Spektrofotometriai
és ellipszometriai jellemzések azt mutatjak, hogy ily modon a felllet szenzor-boritottsdga
kozel 80 % -os.
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6. Abra. Kvarcfeliilet kovalens mddositasa szenzorvegyiilettel

Az ily modon elééllitott szenzor-prototipust teszteltik, vajon alkalmas-e a toxin kimutatéasara.
A Kisérletek eredményei arra engedtek kdvetkeztetni, hogy mar ezzel az egyszerii szenzorral
is lehetévé valik a toxin kimutatasa. A kimutatas érzékenysége pedig megkdzelitette a ma
standardként haszndlatos, un. ,,egér bioassay”-t.

A kidolgozott eljaras tehat hatékonynak nevezhets és a jovoben alkalmazhatd optikai szalak
szenzorral vald modositasara. Ezen kisérletek elvégzésére sajnos mar nem jutott idonk.
Tovabbi feladat lenne a maodszertani fejlesztés részben leirt ,,konforméaciés szenzorok™
kivalasztasa és optikai szalra vald rogzitése.



