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Idén immar hetedszer szervezte meg az MTA Természettudomanyi Kutatokozpont egyhetes AKI

Kivancsi Kémikus kutatotaborat kézépiskolas diakok szamara. A tabor épp a napokban ér véget, a

diakok pedig munkajukrol dolgozatban szamolnak be. A tavalyi taborozok kéziil Szabo Luca (Budapesti

Fazekas Mihaly Altalanos Iskola és Gimnazium) és Beké Anna (Tamasi Aron Gimnazium, Székely-

udvarhely, Romania) fluoreszcens jelzéfestékeket allitottak elé - ez pedig idén, a Fény Nemzetkozi

Evében kiilondsen aktualis téma. Az alabbiakban a diakok beszamoléja kévetkezik.

Szerves Kémiai Intézet Ké-

miai Biologia Kutatocsoport

laboratériumaban 2014 nya-
ran részt vettlink egy egyhetes kuta-
totiborban. Munkank célja az volt,
hogy témavezetGink segitségével mi-
nél jobb tulajdonsigokkal (megfeleld
gerjesztési és kibocsatasi hullimhosz-
szal) rendelkez& bioortogonalizalt flu-
oreszeens Jelzévegytileteket allitsunk
el6, amelyek alkalmasak él6 szerveze-
tekben torténd vizsgalatokra.

Biolagiai jelentdség

A fluoreszcens festékkel megjeldlt
molekuldk Gtja kénnyen nyomon ko-
vethetd a sejteken beliil, illetve a sejtek
kazott. Ezeket a jelzGvegvuleteket
egyeldre alapkutatisban alkalmazzik,
de esetenként mar él6 szervezetben 15
hasznaltak &ket {elsdsorban allatok-
ban). A biomolekulik tudominyos
szemszogbdl torténd behatd tanulma-
nyozasa nélkilozhetetlen az €l6 szer-
vezet bonyolult folyamatainak meg-
értéséhez. A lipidek, szénhidritok
mellett népszer( téma a fehérjék fluo-
reszcens jeldléssel torténd vizsgalata.
Hasznalhatjik a technikat példaul re-
ceptorok feltérképezésére, de a fehér-
jék mozgisa és konformiciévaltozasai
is megfigyelhetdk ezzel a jeldlést mod-
szerrel.

A bioortogonilis reakci6 soran két
adott funkcids csoport csak egymassal
reagil, gyorsan és stabil termék(eket
eredeményezve. Az igy kialakitote
vegyiiletek biokompatibilisek, nem
toxikusak. E bioortogonalis reakcidk
koziil miaz azid-alkin cikloaddiciéval
foglalkoztunk (a reakcid egy hirom

nitrogénatomot  tartalmazé  Gttagt
gylrls vegyuletet, triazolt eredmé-
nyez). Ez a reakcio teszi lehetové pél-
daul a sejtekben bizonyos fehérjek
(amelyeken mar koribban kialaki-
tottik a megfeleld funkcids csopor-
tot) fluoreszcens festékkel vald meg-
jelolését.

Gerjesztés és fénykibocsajtas
A molekularis fluoreszcencia sorin
egy gerjesztett allapott molekula fo-
tont bocsat ki (emittdl), mikdzben
alapallapotba jut vissza. A gerjeszeen-
dé elektron az adott energiaszinteken
(S, — alapallapot és S, — gerjesztett 4l-

Cu(l)

—_——
sz.h.

n=N,
. k/N—-RZ

Az azid-alkin reakcié

egyszer(i is, akar szabad szemmel 15
észlelhetd. Kimutathatd nagyon ala-
csony koncentracidji oldatban, széls6-
séges esetben cgyetlen molekula jel-
adasa 15 észlelhetd. Alkalmazisa a
gyakorlatban kevésbé veszélyes, szem-
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A molekularis fluoreszcencia

alapelenségei

lapot) kulonbozé rezgési allapotokat
vehet fel a molekulik egymissal, illet-
ve az olddszer-molekulikkal vald tic-
kozéseinek kovetkezményeként. Ger-
jesztéskor az elektron az (j palyanak
nem a legalacsonyabb energiaszintjére
keriil, ahhoz, hogy ezt elérje, nagyon
rovid id6 alatt energiic ad le kérnye-
zetének (vibracids relaxdcid), az alap-
allapotba valo visszakeriilés ezutan
kovetkezik. Emiatt a meghatarozott
hullimhosszi fénnyel megvilagitott
molekula mindig magasabb hullim-
hossz(1 (kisebb energiaja) fényt bocsat
ki, tehit eltérd a gerjesztési és az
emisszids hullimhossz. A fluoresz-
cencia detektalisa viszonylag olesd és
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ben mas, példaul radioaktiv jelolési
technikikkal. A jelenség altalaban
konjugalt kettdskotés-rendszerrel ren-
delkezd molekulakra (illetve ionokra)
jellemzd, j6 példak erre bizonyos aro-
mis, illetve konjugilt rendszerrel Gsz-
szekotott aromas rendszerek.

Munka a taborban
A kutatdtibor hete alatt olyan jelz6-
vegyiileteket igyekeztiink eléallitani,
melyeken van bioortogonalis funkci-
s csoport, és emissziojuk minél koze-
lebb esik a vérds szintartomanyhoz. A
vords fény sejtrészeket roncsold hatdsa
kisebb, mint az alacsonyabb hullim-
hosszii  fényeké, ugyanakkor mé-
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Harmadik lépés: a fluoreszcens vaz kialakitisa

lyebbre képes hatolni egy adott szo-
vetben, ezért vastagabb rétegek vizs-
galatara jobban alkalmazhaté. Az
emisszis tulajdonsagokat az adott
molekulan talilhatd funkeids csopor-
tok elhelyezkedése, és az aromas rész
nagysaga befolyasolja, kisérleteink e
tulajdonsigok felderitésével fog-
lalkoztak. Harom alapvegyiilet-
tel dolgoztunk: a 4-pikolinnal, a
2-pikolinnal és a 4-lepidinnel (a
4-pikolin szerkezetébe egy 0j aro-
mas gyurd épiil be). Ezekbdl a kiin-
dulasi anyagokbadl azonos lépéseket
végrehajtva, hirom eltérd spekeralis
tulajdonsagti bioortogonalizalt fluo-
reszcens jelzbvegytilethez jutottunk.
Els6 lépésként a kiindulasi vegytile-
teken (4-pikolin, 2-pikolin, 4-lepidin)
a nitrogéneken porzitiv toltést alaki-
tottunk ki (ez egy késébbi 1épésben a

Magneses kever6k, amelyek biztositjak

az allando kevertetést és homérsékletet a

reakci6 lejaétszéddsanak ideje alatt

konjugalt rész hozzikapesolhatosagat
teszi lehetéve). A kiindulasi vegytile-
teket egy éjszakan it dijod-propan fe-
leslegben (azért feleslegben, hogy mi-
nél tébb kundulasi anyag atalakuljon,
és hogy elkertljiik a kettds alkilezést a
dijod-propin két végén) forraltuk
acetonitril olddszerben. A reakcid vé-
gén az olddszert beparoltuk, és kevés
etil-acetat hozzdadisa utin a kivild
sokat (a termékeket) le tudruk szir-
ni, mivel alig oldddtak a szerves ol-
ddszerben. A termékeket atkrista-
lyositassal tisztitottuk etanolbol. Az
atkristalyositas soran azt haszniltuk
ki, hogy ezek a sbk torrd etanolban
feloldodnak, hidegben azonban gya-
korlatilag nem. Ezutan kovetkezett
a sok szaritasa vikuumban tomegal-
landésagig.

Masodik 1épéskeént a koztes termé-
keinkbe bevittitk a bioortogonalis
funkcids csoportot. Esetiinkben ez
azidcsoportot jelentett. Az cls6 lépés-
ben kapott pikolinium és lepidinium
sokat egy éjszakan it forraltuk folos-
legben alkalmazott NalN, jelenlété-
ben, igy megtértént a jod-azid csere.
A reakei6 soran kivalt Nal-t szliréssel
tavolitottuk el. Az oldészer elparolog-
tatdsa utdn a nyersterméket feloldot-
tuk diklor-metanban, és ismételten le-
sziirtiik, hogy a NaN, feleslegtdl is
megszabaduljunk. Ezt kvetden rota-
ciés vikuumbepirld segitségével el-
hajtottuk az olddszert, melynek ered-
ményeként  barnds, narancssirgis
anyagokat kaptunk.

Az utolsd lépés a fluoreszcens vaz
kialakitisa volt. A pozitiv toltésti nit-
rogének miatt a  pikolinlum  és
lepidinium sk metilcsoportjal savas
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tulajdonsagtiak, megfe-

leld bazissal, pl. piperi-

dinnel konnyen deproto-

nalédnak. A keletkezd !
negativ toltésii szénato-
mok aldehidekkel kész- |
ségesen reagalnak. Az al-
kalmazott reakcidkoriil-
mények miatt esetiink-
ben az aldehiddel torténd
reakciot vizkilépés ko-
vette, melynek kivetkez-
tében kettdskotés alakult
ki, igy létrehozva a kon-
jugalt rendszercket. A
termékek tisztitdsat osz-
lopkromatografiaval va-
lositottuk meg. A folya-
mat soran a jodid ellenio-
nokat lecseréltiik hexa-
fluoro—foszfationokra,
mert ezek az él6 sejt sza-
mara inertek.

A tiszta festékek fluo-
reszcens  tulajdonsigai-
nak vizsgalatihoz spektrofluoriméter
segitségével felvettik a mintik ger-
jesztési és emisszids spektrumait.

Az eredmeények
Virakozisainknak megfelelden a
4-pikolinlum alapa festék a voros
szintartomanyban emittalt, 621 nm-es
maximummal 570 nm-es gerjesztési
maximummal. A gerjesztési és emisz-
szids maximum kozti 51 nm-es kii-
l6nbségnek koszonhetben pedig jol el-
kiilénithetd a gerjesztd és az emittalt
fény. Mikroszkop alatti vizsgalatokat
is lehetévé tesz, mert egy megteleld
sziirovel a gerjesztd fény elfedhetd, és
az emittalt, eltérd hullimhossza foto-
nok egyértelmten latszanak.

A kovetkezd molekula (2-pikolini-
um-szarmazek) gerjesztés & ennisszi-
6s maximumai az alacsonyabb hul-
lamhossz felé to-
lédtak, ennek leg-
valdszin(ibb oka a
molekuliban 1évo

eltérd  kapesold-  Gerjesztés
dis. A tavolsig a  Emisszio

gerjesztési & az
emisszids maximumok kozott meg-
maradt (kortilbeliil 60 nm), ami miatt
molekulink kitinden alkalmazhato
jelolési célra.

A lepidinium gy{r{i nagyobb kiter-
jedéstt konjugalt rendszert eredmeé-
nyezett harmadik molekulinkban. Bz

TEA

Cu(l)

el

TEA

Cu(l)

A bioortogonidlis probareacick

Osszefoglalé tablazat
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570 nm 540 nm 562 nm
621 nm 597 nm 706 nm

a gerjesztési maximumot kevésbé be-
folyasolta, mig az emisszidt egyértel-
mfien az infravords tartomany felé
tolta. A két maximum tavolsaga nott,
a két speletrum atfedése csdkkent, ami
tovabb csékkenti a mérésekkor fellépo
zavard hatasokat.
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Y Kutatisi hetiink befeje-
,)/H zéséiil az elkészitett festé-
N
i

keken kapcsolasi probiat
hajtottunk végre az alkal-
mazhatdsag tovabbi vizs-
gilataként. Mintainkhoz
alkincsoportot tartalmazo
vegyliletet adtunk trietil-
amin (TEA) oldoszerben
réz(I) katalizitor jelenlété-

Ll ben. A fluoroférok a prop-
argil-alkohollal ~ gyorsan
i reagiltak, 10 perc eltelté-

| vel megfigyelhettiik a ter-
mék csapadék formaban
vald kivalasae, jelenlétérol
vékonyréteg-kromatogra-
fias wvizsgilattal is meg-
gyozddtink.

A pozitiv toltéstt nitro-
gén helyzete leginkibb a
konjugacis ut valtoztati-
sa miatt befolyasolta a flu-
oreszcenciat. Két esetben

Vékonyréteg-kromatogram

alkalmazhat6, de kevésbé elonyos ter-
méket kaptunk. A 4-lepidinium-
szarmazék esetében a nagyobb aro-
mas gylirli a spektrumot célkit{izé-
sinknek megtelelden a vords tarto-
many felé tolta. A kutatétabor hete
alatt tehat sikeresen allitottunk el6
olyan termékeket, amelyek alkal-
masak megfelelden elokészitett
biomolekulak fluoreszcens megje-
16lésére.
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