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|. Bevezetés

A fluoreszcenciamérésén alapul6 technikak napjainkban igen népszeriiek, koszonhetden
nagy érzékenységiiknek és szelektivitasuknak. A jelenséget szamos technika felhasznalja
kvantitativ és kvalitativ analitikai célokra. Meghatdrozd szerepe van a modern képalkotas
tertiletén, ezt bizonyitja, hogy a XXI. szdzadban két kémiai Nobel-dijat is a fluoreszcencias
képalkotasban elért eredményért itéltek oda: 2008-ban a zold fluoreszcens fehérje
felfedezéséért Martin Chalfie, Osamu Shimomura és Roger Tsien!, mig 2014-ben a
szuperfelbontast fluoreszcencia-mikroszkopiai modszerek kifejlesztéséért Eric Betzig, Stefan
Hell és William Moerner nyerte el az elismerést.?

A fluoreszcencia-detektalason alapuld technikdk nem nevezhet6k rutinmédszereknek,
azonban jelentdségiik a szerkezetkutatasban, az anyagtudomanyban és a farmakoldgiaban igen
nagy. Ennek megfelelden az igény is nagy 01 fluoreszcens jelzOmolekulak fejlesztésére. Egy jol
megtervezett fluoreszcens festék hozzajarul, hogy bonyolult biolégiai folyamatokat
kovethessilink mikroszkdp alatt, a sejtbiologia tudomanyanak fejlodését segitve.

A fluoreszcencia jelenségérdl elséként Sir John Fredrich William Herschel irt,
fluoreszcens kismolekula szintézise, melyek lassan a mindennapi életiink részévé valtak
(szovegkielemd filctollak, optikai fehéritdt tartalmazo mososzeradalékok, jatékszerek).

A fluoreszcencia torténetében a kovetkezd mérfoldké 1961-re tehetd, ekkor izolalta
Shimomura Osamu az Aequorea victoria meduzabdl az elsd fluoreszcens fehérjét.® A
felfedezést tovabbi természetes fluoreszcens fehérjék felfedezése kovette. Tovabba, kiilonféle
mutansokat allitottak eld, az eredtitdl eltéré biokémiai és spektroszkopiai tulajdonsagokkal.
Megoldottak a fluoreszcens fehérjék expresszidjat sokféle €16 szervezetben. Mindez jelentdsen
hozzajarult a diagnosztika fejlddéséhez, sejtszintii folyamatok megértéséhez.

Az 1980-as évektdl ugrasszerlien megnétt a félvezetd nanorészecskék kutatdsa, majd
1998 utan megjelentek az elsé fluoreszcens félvezetd nanorészecskék, az ugynevezett
kvantumpéttydk (QD: quantum dot).* Ezeknek a részecskéknek a fo dsszetevéije a kadmium-
szelenid (CdSe), de mas félvezetdk is ismertek (leggyakrabban CdS, InP ¢s InAs.). Ezek a 3-6
nm-es atmérdjii részecskék nagy kvantumhatasfoku fluoreszcenciat mutathatnak, emisszios
savuk keskeny, maximumuk a vords iranyba tolodik az atméré novekedésével.

Napjainkra tehat olyan fluoreszcens jelzOvegyliletek allnak rendelkezésre, melyek
emisszioja a szerkezettel hangolhatd, ezzel Uj lehetdségeket nyitva szamos tudomanyag

fejlédésében.



A jelzdanyagok fejlesztésekor tobb szempontot is figyelembe kell venni, melyek
javarésze a mikroszkopos felhasznalashoz kothetd. Alapvetd kdvetelmény a festékkel szemben
a fotostabilitas, ami mikroszkopos felhasznalas esetén kiilondsen nagy jelentdséggel bir a nagy
fényintenzitds miatt. A jelzdvegylilettel szemben tdmasztott masik alapkdvetelmény az
alacsony toxicitas.

Ezen feliil elony0s a hosszl fluoreszcencia élettartam és a nagy Stokes-eltolodas, ez
utobbi azért, hogy a gerjesztd és az emittalt fény jol elvalaszthatd legyen, példaul savsziirdkkel.

A sejteken beliil fellelhetd vegyiiletek egy része magaban is képes fluoreszkalni (aromas
aminosavak, FAD, NADH+), ezért gyakran részesitenek elonyben olyan festékeket, amelyek
elnyelési sdvja messze esik ezeknek a vegytileteknek az abszorpcids savjatol. A festék elnyelési
savjanak emellett 6sszhangban kell lennie a mikroszkop fényforrasanak emisszidjaval is.

Tovabbi fontos kovetelmény a festékekkel szemben a membran-permeabilitas, mely
megszabja az intracellularis vagy extracellularis alkalmazasok lehetdségeit. Ugyanezen
szempontbol bir jelentéséggel a festék polaritdsa is. A biologiai mintdk jellemzden vizes
rendszerek, igy ezek vizsgalatdban kulcsfontossdgu a fluoreszcens festék vizoldhatdsaga. Az
ilyen festékek nagy tobbségében savas vagy bazikus funkcids csoport van, esetleg mindkettd.
Ennek megfeleléen elengedhetetlen annak ismerete, hogy ezek a jelz6anyagok miként
viselkednek a kdzeg pH-janak fliggvényében.

Munkam soran harom vegyiiletcsalad 6t képviseldjének spektroszkopiai tulajdonsagait
tanulmanyoztam, sav-bazis egyenstlyait jellemeztem. A vizsgalt vegyiiletek koziil a kumarin
102 (C102), a 4’-dietilamino-3-hidroxiflavon (FET) és a Brooker-merocianin (M1) jol ismert
jelzéanyagok. Szolvatokrom tulajdonsagaikkal szamos publikéacido foglalkozott, és sokféle
anyagtudomanyi €s sejtbiologiai kutatasban alkalmaztak dket, beleértve vizes oldatokat, vizes
kolloid rendszereket és viztartalm® biologiai mintakat. Ehhez képest keveset foglalkoztak a
C102 ¢és a FET szerkezetével vizes kdzegben, beleértve sav-bazis tulajdonsagaikat. A C102 és
a FET-re vonatkoz6 kutatasaim célja az volt, hogy feltarjam ezen vegyiiletek szerkezeti €s
spektroszkopiai jellemzoit vizes kdzegben, meghatarozzam savi disszociacios allandoikat alap-
¢s gerjesztett allapotban.

A Brooker-merocianin vizes kozegbeli fotofizikajarol jelentek meg tanulmanyok. Az
utobbi vegyiilet referenciaként szolgalt munkankban, amelyben Osszehasonlitottuk Ml
tulajdonsagait két Uj szarmazékaval (M2 és M3), amelyeknek saverdssége €s komplexképzo
tulajdonsaga kiilonbozott M 1-étol.

Kutatasaim tovabbi célja a jelzOanyagok analitikai alkalmazéasaihoz kapcsolddott. A

FET-re vonatkozo vizsgalatokat kiegészitettem a FET-ATP (ATP: adenozin-trifoszfat)
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komplex fluoreszcenciasajatsdgainak vizsgalataval, el0készitve egy 0j szelektiv fluoreszcens
ATP-szenzor tervezését. Az M3 merocianint felhaszndlva pedig indikator-kiszoritasos assay-t

készitettem, amely alkalmas a trimetil-lizin szelektiv kimutatasara.



I1. EIméleti 6sszefoglalo

I1.1. Fluoreszcens jelzévegyiiletek alkalmazasai

A fluoreszcens jelz6vegyiileteket alkalmazasi teriilet szerint két csoportra oszthatjuk,
dolgozatomban a tovabbiakban ezeket fluoreszcens probaknak és molekularis kémiai

szenzoroknak fogom nevezni (1. abra).

FLUORESZCENS JELZOVEGYULETEK

N\

FLUORESZCENS PROBAK MOLEKULARIS KEMIAI SZENZOROK

szolvatokromizmus szupramolekularis kémia
acidokromizmus

termokromizmus

sth.

1. abra: Fluoreszcens jelzévegyiiletek csoportositasa felhasznalasuk alapjan

A fluoreszcens probak kozos tulajdonsaga, hogy informaciot adnak a kornyezetrdl,
emissziojuk megvaltozik valamilyen kiilso tényez6 hatdsara. Ez a kiils6 tényezd egyszeriibb
esetben lehet az oldoszer (szolvatokromizmus), a pH (acidokromizmus) vagy a homérséklet
(termokromizmus).

A fluoreszcens jelzévegyiiletek masik csoportja a szupramolekularis kémiahoz kéthetd,
ebben az esetben a kiilsé tényez6, amelynek hatasara megvaltoznak a spektralis tulajdonsagok
az maga az analit, pontosabban az analittal kialakulo masodlagos kotések. fgy a fluoreszcens
jelzdvegyiiletek e csoportjanak emisszioja megvaltozik a komplexképzodés kovetkeztében. A
molekularis szenzorokat tovabb bonthatjuk két alcsoportra aszerint, hogy a meghatarozas
szempontjabol fontos analitot kozvetlentil (direkt) vagy kozvetett (indirekt) médon hatarozzuk
meg.

EIGbbi esetben a fluoreszcens szenzor egy fluorofor csoportbdl és egy koordinacios
szférabol épiil fel, melyek kovalensen vannak kapcsolva. Az analittal masodrendii kotésekkel

kapcsolddik, minek kovetkeztében megvaltoznak fotofizikai tulajdonsagai (2. abra).



szenzor analit szenzor-analit
komplex

2. abra: Kozvetlen detektalason alapulé fluoreszcens szenzor

Indirekt modszerek esetben (3. abra) valamilyen kompetitiv komplexképzési reakcid
felelés a (fluoreszcencia) jel megvaltozasaért. Ez azt jelenti, hogy valamilyen komplex
(leggyakrabban egy makrociklus gazdamolekula és egy fluoreszcens vendég komplexe)
fotofizikai tulajdonsagai megvaltoznak az analit jelenlétében, aminek hatterében egy 0j gazda-
analit komplex kialakuldsa 4ll, a jelvaltozds pedig a vendégmolekula (vagy mas néven
mérési modszert fluoreszcens vendégmolekula esetén gyakran az angol roviditésnek megfeleld

FID (fluorescence indicator displacement) betiiszoval jeloljiik.

—_— e
v 8~e=8"0

vendégmolekula gazdamolekula ) gazda-vendég gazda-analit vendégmolekula
(indikator) komplex komplex (indikator)

3. abra: Kozvetett detektalason alapulé fluoreszcens szenzor

A gyakorlatban tehat a jelzéanyagok ¢és molekularis szenzorok sokkal inkabb

felhasznalasuk szerint, mint szerkezetiik szerint osztalyozhatok.

11.2. Gerjesztett elektronallapotok dezaktivacidja

Munkam soran fluoreszcens jelzomolekulak fotofizikai tulajdonsagaival foglalkoztam,
az elektrongerjesztést és az azt kovetd folyamatokat a Jablonski-diagramon szokas szemléltetni,
mely a 4. abran lathaté. >°

Az alapallapotu (So) molekula egy foton elnyelésével gerjesztett allapotba jut, elektronja
valamely nagyobb energidju molekulapalyara keriil. Az elektrongerjesztéssel tobb rezgési
allapot is megvalosulhat, azonban a molekula gyors rezgési relaxacioval (VR) leadja a

tobbletenergidjanak ezt a hanyadat és az elektronallapoton beliil rezgési alapallapotba keriil. A
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rezgési relaxaciot kovetéen a gerjesztett allapoti molekula két modon adhatja le
tobbletenergidjat: sugarzdsos ¢és sugarzdsmentes 4atmenettel. Amennyiben az emisszid
multiplicitas valtozas nélkiil torténik, fluoreszcenciardl beszélink, ez a gyakorlatban a
szingulett (legtobbszor az Si) energiaszintrél torténik. Sugarzdsmentes atmenet esetén a
molekula belsé konverzioval (IC: internal conversation) az elektrongerjesztési alapallapot egy
magasabb rezgési allapotaba jut, majd innen VR utjan a rezgési alapallapotba. Ritkabb esetben
a molekula spinvalté atmenettel (ISC: intersystem crossing) triplett allapotba jut (T1). Mind az
IC, mind az ISC izoenergetikus folyamatok, ahogy azt a Jablonski-diagram is mutatja. Rezgési
relaxaciot kovetéen a molekula a triplett allapot rezgési alapallapotaba keriil, majd innen
foszforeszcenciaval az So szintre jut vagy T1 — So spinvaltd atmenettel az elektrongerjesztési

alapallapot magasabb rezgési nivojara. Végiil VR 1tjan visszakeriil a rezgési alapallapotba.

4. abra: Jablonski-diagram
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11.3. A fluoreszcencia kinetikai leirasa

A fluoreszcencia lecsengését elsérendii bomlési folyamatnak tekintjiik,
M* - M + hv' (1)

ahol M* és M a gerjesztett és alapallapota molekula,
hv’ az emittalt foton energiaja.

A reakci6 sebessége a

d *1 — *
—— [M'] = kp[M"] )

differencialegyenlettel irhato le, amibdl az integralt sebességi egyenlet:
[M] = [M*Joe ™" ©
ahol  k? a folyamat sebességi allandéja [s™],
t az ido [s].

A fluoreszcencia id6beni lefutasat gyakran jellemezziik a fluoreszcencia-élettartammal,
mely az az id6, mely alatt a gerjesztett molekuldk szdma e-ad részére csokken.

A fluoreszcencia sebességi allanddjénak reciproka az tigynevezett ,természetes” élettartam (¢

[sD):

Q== (@)

A természetes €lettartam azt a hataresetet jeloli, amikor a gerjesztett molekulak
kizarolag fluoreszcencia Utjan adjak le az energiajukat, az egyéb dezaktivalodasi csatornak
egytdl-egyig zartak. A valdsdgban azonban a fluoreszcencia mellett a molekuldk egy része -
amennyiben nincs valamilyen kioltdé a rendszerben - belsé konverzidval jut alapallapotba,
illetve spinvalté atmenettel triplett allapot is létrejohet. A gyakorlatban tehat a gerjesztett

molekuldk fogyasara az alabbi differencidlegyenlet irhato fel:

_%[M*] = k¢ [M"] + kysc[M*] + kyc[M”] ©®)

ahol  kjgc a spinvaltd atmenetet jellemz6 sebességi allando,

Kk;c a bels6 konverziot jellemzo sebességi allando.
A sebességi allandok kozotti 0sszefiiggés pedig:

ke = k¢ + kysc + K¢ (6)
12



Tehat a kisérletekb6l nyerheté fluoreszcencia sebességi allandé magaban foglalja az
Osszes lehetséges utat amelyen at a gerjesztett allapoti molekula alapallapotba keriilhet.
A mért fluoreszcencia-lecsengési id6 (tr [S]) a Kr sebességi allando reciproka ((6) egyenlet),
tehat:

1 1

Tr=—=———
F™ ke~ K0+kygctkic

(7)

A sebességi allandokkal kapcsolatban all a fotofizikdban a kvantumhasznositasi
tényez. Altalanosan megfogalmazva — amennyiben fotokémiai reakcié nem jatszodik le, - a
kvantumhatasfok egy hanyados, amely azt mutatja meg, hogy gerjesztést kovetden a molekulak
mekkora része jut alapallapotba egy adott Giton. A fluoreszcencia-kvantumhatasfok (®s) ennek

megfelelden az emittalt fotonok szama az elnyelt fotonok szamahoz viszonyitva.

® emittalt fotonok szama
f =

elnyelt fotonok szama

Amennyiben a dezaktivalodas csak fotofizikai uton torténik (nincs kémiai reakcio), a kovetkezo

egyenletet irhatjuk fel:
Q¢ + Pr5c + Pc =1 8

ahol @, ®isc és @ic a fluoreszcencia, spinvaltod atmenet és belsé konverzid kvantumhatasfoka.
Belathato, hogy a fluoreszcencia kvantumhatdsfok nem fliggetlen a fluoreszcencia
sebességi egylitthatojatol, ezen keresztiil a lecsengési idoktol, kozottiik az alabbi dsszefiiggések

teremtenek kapcsolatot:

bp= 9
£ k?+kISC+kIC
valamint
i
P¢ == (10)

Osszességében tehat a fluoreszcencia-lecsengési id6 ¢€s a fluoreszcencia-
kvantumhatasfok egyenesen aranyosak egymashoz, ismeretiikben pedig szamithatdo a

fluoreszcencia lecsengésének sebessége.
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11.4. Oldészer-hatas, szolvatokromizmus
11.4.1. Oldészerek polaritisa

Az oldoszerek polaritasat az olddszerek ionokat és dipdlus molekuldkat szolvatald
képességeként értelmezziik.” A szolvatacids energia az olddszer és oldott anyag-molekulak
kozotti altalanos (nem-specifikus) és specifikus kolcsonhatasok energiajara bonthato.® Az
altalanos kolcsonhatasok leirasa soran az oldoszert folytonos polarizalhaté kdzegnek tekintjiik.
Ennek tiregében van a szolutum, amely polarizalhatdsaga révén, dipélusmomentuma révén ¢€s
— ha ion — t6ltése révén elektrosztatikus kolcsonhatasban van az olddszer kontinuummal. A
specifikus kolcsonhatasok az oldoszer- ¢és az oldottanyag-molekuldk konkrét kémiai
szerkezetével fliggnek Ossze. Az ilyen kolcsonhatasok leirasanal olddészer-oldottanyag
molekulaparokat, vagy molekulacsoportokat tekintiink modellnek. A  specifikus
kolcsonhatasok k6z¢é tartozik a hidrogénkotés, a két speciesz Lewis-sav/Lewis-bazis jellegébol
adodo kolcsonhatas, és az erdsen rendezett oldoszerekben fellépd szolvatofob kdlcsonhatas.

A kiilonb6z6 oldoészerek polaritasanak Gsszehasonlitidsara tobbféle fizikai és kémiai
adatot alkalmaznak. A legegyszertiibb a statikus dielektromos allanddkat a polaritas mértékének
tekinteni, a nagyon poléris viztél (er = 80,1)° az apolaris ciklohexanig (e&r = 2,02).1° A
dielektromos allandé azonban csak a nem-specifikus kolcsonhatasokkal hozhatéd kapcsolatba.
Teljesebb képet adnak az oldoszerek szolvaticids tulajdonsigairél a szolvatokrom
dsszehasonlitasos médszerek (solvatochromic comparison method, SCM).1!

Az SCM-en alapuld polaritasskalak abszorpcios spektroszkopiai adatokat hasznalnak, a
polaritast egy, vagy tobb szolvatokrom szerves vegyiilet abszorpcios savjanak hullamhosszabol
szamitjak, amelyek a specifikus és nem-specifikus kdlcsonhatasokra egyarant érzékenyek. A
referenciaként hasznalt festékek szolvatokromizmusa arra vezethetd vissza, hogy az So és az S1
allapoti. molekuldkban a toltéseloszlas erdsen eltérd. Ha az alapallapotban nagyobb a
dipdlusmomentum, akkor az alapallapoti molekuldk energiaja erdésebben csokken az oldoszer
polaritasaval, mint a gerjesztett allapotiiaké, ezért az olddszer polaritdsaval nd a gerjesztési
energia, csokken az abszorpcios sav hullimhossza. Ez az eset a negativ szolvatokromizmus. Ha
a dipélusmomentum né a gerjesztés soran, az pozitiv szolvatokromizmusban nyilvanul meg.

Az elsé SCM tipust polaritas skalat Brooker javasolta, ez a skala ikerionos merocianin
szerkezetli festékek negativ szolvatokrom tulajdonsagan alapult. Kifinomultabb skala az tn. Z-
skala, amelyet Kosower definialt 1985-ben. Az oldészerek Z-értéke az 1-etil-4-karbometoxi-

piridinium-jodid legnagyobb hullamhosszl abszorpcids maximumabdl szamithatd. A sav csak
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viszonylag tomény oldatokban észlelhetd, ahol a s6 kontakt ionpart képez, amelynek stabilitasa
erdsen fiigg a kdrnyezete polaritasatol.!t

A ma legszélesebb korben alkalmazott empirikus polaritas skalat Reichardt dolgozta ki,
ennek alapja a piridinium-N-fenolat betain festék (Reichard’s Dye, Dimroth’s Betaine, 5. abra)

spektralis eltolodasanak vizsgalata.*?

lllii s)

5. abra: Piridinium-N-fenolat betain

Lényege, hogy a Reichardt-festék So — S1 dtmenethez tartoz6 abszorpcids maximumabal (Vmax
vagy Amax) tObbszaz olddszerre meghataroztdk az atmenetienergia-értékeket az alabbi

Osszefiiggéssel:

ET(30) =h-c vpax Ny = 22

(11)

7\max

ahol  h: Planck-allandé (6,67-1034 J-s),
c: a fény terjedési sebessége vakuumban (3,00-108 m-s™),
Na: Avogadro szam (6,02-10% db),
Amax-0t NM-ben behelyettesitve E1(30)-at kcal/mol-ban kapjuk.

Az ET(30)-ban a 30-as szam a Reichardt-festék sorszama volt a témaban késziilt els6é
kozleményben.?
Hasonl6 megfontolasokkal, de més indikatorvegyiiletekkel definialt skalakra szamos példa van
az irodalomban (Walther Ex skalaja'® vagy Knauer és Napier An skaldja'®), azonban ezek mara
szinte teljesen kikoptak a hasznalatbol.

Az SCM tovabbfejlesztésével tobbparaméteres skaldkat is alkottak az oldodszerek
polaritasanak 6sszehasonlitasara. A paraméterekkel felbontjak az olddszerhatast az altalanos €s
a specifikus oldészer — oldott anyag kolcsonhatasok hozzéjarulasaira. A legismertebb a Kamlet-

Taft kozelités, amely harom paraméter segitségével jellemzi az oldoszereket: '
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a: az olddszer hidrogénkotés-donor jellegét jellemzd paraméter,®
B: az olddszer hidrogénkotés-akceptor jellegét jellemzd paraméter,t’
n*: az olddszer dipdlus jellege/polarizalhatosdga, az olddszer azon képességét méri,

mennyire képes stabilizalni egy toltést vagy dipolust.’8

A Kamlet-Taft  kozelitésnek is  léteznek  Gjabb  valtozatai, ahol a
polaritas/polarizalhatosag skala a SPP (solvent polarity/polarizability) mig a protondonor és —
akceptor jelleget az SA (solvent acidity) és SB (solvent basicity) skalakkal veszik figyelembe.

Az SPP® skala a 2-dimetilamino-7-nitrofluorén (DMANF), mig az SB?’-skala a 5-
nitroindolin (NI) szolvatokromizmusan alapul. Mindkét probavegyiilet esetében kozel 200
oldoszert megvizsgaltak és jellemeztek.

Az SA?l skila probavegyiilete eredetileg az o-terc-butilstilbazolium betain volt,
azonban ez nem volt hasznalhatd a metanolnal savasabb olddszerek esetében, a 3,6-

dietiltetrazin probavegyiilettel egésziilt ki a savas oldészerek jellemzésére szolgalé modszer.??
11.4.2 Az abszorpcios és a fluoreszcenciaszinkép oldoszerfiiggése

A szerves festékmolekuldk abszorpcids energidjanak oldoszerfiiggését empirikusan

leirhatjuk ugy, hogy az abszorbealt foton energigjat, E3PS —t az oldészer Reichardt

paraméterének, E1(30)-nak a fliggvényében abrazoljuk:

28590
E3PS = h-c-vas N, =Z =

12
A 12

Az E%bs — E1(30) fliggvényt abrazolva regresszidval megallapitjak az illesztési paramétereket,
mely paraméterek jellemzik a molekula-oldoszer kolesonhatasokat.
Analog moddon, a fluoreszcencia spektrumokbol kapott frekvencia/hullamszam

értékekkel a szolvatofluoro-kromizmust jellemzik:

28590
Al ax

El=h-c-v:Ny=2Z=

(13)
A Kamlet-Taft oldoszermodellt hasznalva egy vegyiilet spektralis eltolodasa a kovetkezd
egyenlettel becstilhetd:

V=9, +sm" +aa+ bf (14)
ahol 9, s, a és b illesztési paraméterek.

Az abszorpcids ¢és fluoreszcenciaspektroszkopiai adatokat egyiittesen a Lippert-Mataga-

egyenlet alapjan értelmezhetjiik:
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_ 2_ _ 2
Up — ¥ 2 (8 L_2x 1)(”’3 he)” 4 Konst. (15)

VAT VE T c\Zert o) @0
ahol  V,, ill. Vg a fluoreszcens anyag abszorpcios, ill. fluoreszcenciaatmenetének
hullamszéama, kiilonbségiik a Stokes-eltolodas,
€: az oldoszer statikus dielektromos allandodja,
n: az olddszer torésmutatdja,
LE, Lc az oldott anyag molekuldanak dipélusmomentuma gerjesztett, illetve
alapallapotban,

a: az Osanger-radiusz (annak az iiregnek a sugara, melyben a fluorofor elhelyezkedik).

A (15.) egyenlet torésmutatotol és dielektromos allandotdl fliggd tényezéje az orientaciods
polarizacié mértéke:

€—-1 n?-1

Af =—— (16)

T 2e+1  2n2+41

A Lippert-Mataga-egyenlet — szemben az el6z6 empirikus leirasokkal — elméleti
levezetés eredménye. Az oldottanyag-molekulat pontszerii dipdlusnak tekinti, az oldoszert
dielektromos kontinuumnak. A fluoreszcens anyag molekulaiban a gerjesztés soran a toltések
atrendezddnek, megvaltozik a dipolusmomentum, ami valtozast indukdl a kornyezd
oldoszerkontinuumban: elmozdulnak az oldészermolekuldk elektronjai (elektronpolarizacio),
¢s reorientdlodnak az olddszermolekulak (iranyitdsi vagy orientdcids polarizacid). Ez a két
folyamat egyiitt az oldoszerrelaxacid, ami a gerjesztett molekula energidjat csokkenti. A foton
abszorpcidja nagyon gyors folyamat, 10" s nagysagrendii id6 alatt jatszodik le, ezzel
parhuzamosan az olddszerrelaxécionak csak az elektronpolarizacids része megy végbe, a
reorientacids részfolyamat ehhez képest lassu, tipikusan 10-100 ps alatt jatszodik le. Ha az
indikéator gerjesztett €lettartama elegendden hosszll — ns nagysagrendii — akkor tgy tekinthet;jiik,
hogy az emissziot megel6zen az oldoszermolekulak reorientacidja is megtorténik, azaz az
emisszid kiindulési allapota a teljes oldoszerrelaxacios energidval csokkentett Si allapoti
energia.

A Lippert-Mataga-egyenlet a fenti modon elképzelt relaxacios folyamatok mellett
érvényes. Az oldoszer és az oldott anyag kozotti hidrogénkotéseket €s mas specifikus
kolcsonhatasokat nem veszi figyelembe. Mégis, a tapasztalat szerint, az alkoholokban mért

Stokes-eltolodasok kozelitdleg linedrisan valtoznak az olddszer orientacios polarizacidjaval.
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11.5. Jelatviteli mechanizmusok fluoreszcens probakban

A fluoreszcens probak mikddése azon alapul, hogy a mikrokdrnyezet tulajdonsagai
hatdssal vannak a vegylilet fotofizikai tulajdonsdgaira. Hogy a mikrokdrnyezet mely

tulajdonsagara érzékeny a proba, azt végsé soron a szerkezete hatarozza meg.
A fluoreszcens jelzéanyagok miikodését meghatarozo fobb jelatviteli mechanizmusok (6. abra):

- Intramolekularis toltéstranszfer (ICT) tipusu festékek esetén a gerjesztett allapoti molekula
sokkal erésebben, vagy gyengébben polaris, mint az alapallapott molekula. Az ilyen
jelzéanyagok abszorpcios szinképe, €s sokszor az emisszids szinképe is erdsen valtozik a
kornyezet polaritasaval.?® A csavart allapotu intramolekularis toltéstranszfer (TICT) festékek
az ICT tipusu festékek egy specialis alcsoportja, melyben gerjesztés hatdsara nem csak a
toltéseloszlas valtozik meg, hanem konformaciovaltozas is torténik. Mind az ICT, mind a TICT
tipust jelzémolekulak alkalmasak a kornyezet polaritasanak jellemzésére. A TICT tipustiak a

viszkozitasrol is adnak informaciot.

- Konformacid-valtozast szenvedhet olyan jelzévegyiilet is, amelynek a polaritasa csak kevéssé
valtozik a gerjesztés hatasara. Ezek jellemzden kettOs kotést tartalmaznak, mely mentén transz-
cisz izoméria léphet fel. Gerjesztett allapotban lecsokken az az energiagat, amely
alapéllapotban tal nagy ahhoz, hogy az izomerizaci6 felléphessen. Az ilyen jelzdvegyiiletek
féleg a viszkozitds jellemzésére alkalmasak.?* Legismertebb képviseldje ennek a

jelzémolekula-csaladnak a transz-sztilbén.

- Gerjesztett allapott intramolekularis proton transzfer (ESIPT) probak esetén az
elektroneloszlds — hasonléan a toltéstranszfer tipust jelzévegyiiletekhez — nagymértékben
kiilonbozik alap €s gerjesztett allapotban. Az ESIPT probdkban van egy protondonor és egy
vele szomszédos protonakceptor csoport, amelyek kozott gerjesztett dllapotban protonatadas
torténik. Elvileg az emisszios spektrumban két sav varhato, a kisebb hullamhosszhoz rendelhetd
normal forma (N*) savja, valamint a nagyobb hullamhosszhoz tartozo tautomer forma (T*)
savja. Ahogy az ICT-tipust jelzOvegyiiletek esetében is, ugy itt is elmondhatd, hogy a
mikrokornyezet polaritdsanak valtozasara érzékeny a molekula, a két gerjesztett allapoti forma

(normal és tautomer forma) ardnya, ezen keresztiil az emisszios savok aranya valtozik.

- Intramolekuléris fotoindukalt elektron transzfer (PET) azokra a jelzdvegyiiletekre jellemzd,
ahol egy fluorofor csoporthoz valamilyen elektrondonor kotédik egy tavtartd egység (spacer)
kozbeiktatasaval, ami kioltast okoz. Amennyiben a donor — legtobbszoér amino csoport —

protonalodik, visszakapjuk az eredeti fluorofor-csoport fluoreszcencidjat.?®
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- A fluoreszcencia rezonancia energiatranszferrél (FRET) olyan rendszerek esetében beszéliink,
melyekben két fluorofor csoport talalhato: egyik az energiadonor szerepét tolti be, masik az
akceptorét. A donor alacsonyabb hullimhossztartomanyban emittal és ez a sav atlapol az
akceptor abszorpcios savjaval. Az akceptor a gerjesztési energia atvételével a ra jellemzo
hullamhosszon emittal.?® Az energiatranszfer hatdsfoka a két csoport tavolsaganak hatodik
hatvanyéaval forditottan ardnyos. Minden olyan kolcsonhatds, ami a két csoport kozotti
tavolsagot befolyasolja, hatdssal lesz végsé soron az akceptor-egység emissziojara.?’ A

jelenségnek kiemelt szerepe van a fehérjekutatasban.

- A fluoroférok egy részére jellemzd az excimer képzddés. A jelenség soran egy gerjesztett
allapotii molekula dimert képez egy alapallapotu molekulaval, az igy kialakult gerjesztett
allapotu komplex spektralis tulajdonsdga eltérd lesz a monomerhez viszonyitva. A jelenséget
olyan molekularis kémiai szenzoroknal haszndljék fel, melyeknél a komplexképzés kizarja az
excimer képzOdését, igy a monomer-excimer savaranybol lehet kovetkeztetni az analit

mennyiségére.?

transz-cisz
izoméria

FLUORESZCENS
JELATVITELI

N e MECHANIZMUSOK | pREl e
sl Ly,

excimer

6. abra: Jelatviteli mechanizmusok fluoreszcens prébakban
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Munkdm soran harom fluoreszcens jelzdmolekula protolitikus reakcidit vizsgaltam: a
kumarin 102, az 4’-dietilamino-3-hidroxiflavon és a Brooker-merocianint masik két
szubszititualt szarmazékaval.

A fluoreszcens probak koziil a kumarinok az ICT-tipusu jelz6anyagokhoz sorolhatok.
Erzékenyek a kornyezet polaritasara, fluoreszcencia kvantumhatasfokuk széles skalan mozog,
akércsak az emittalt fény hullamhossza. Sok képvisel6je megtalalhaté a természetben, fliszerek
¢s viragok illat anyaganak komponensei.

A 3-hidroxi-flavonok esetében gerjesztett allapotban a hidroxilcsoportrél a szomszédos
karbonilcsoportra keriilhet a proton, ezek a jelzOvegyiiletek az ESIPT-tipusu probakhoz
tartoznak. A hidroxi-flavonok is gyakran el6éfordulnak névényekben, viragok és gyiimolesok
alkotdeleme.

A Brooker-merocianin és szarmazékai ezzel szemben olyan jelzGanyagok, melyek
laboratériumban sziilettek. Habar szolvatokrom tulajdonsaga teszi kiilonlegessé Oket, masként

viselkednek, mint az ICT-tipusu probavegyiiletek.

11.6. Savak, sav-bazis egyensilyok

A savak az életiink szerves részét képezik, a savanyu iz az 6t (egyes forrasok szerint
hat) alapiz egyike. Habar a H" koncentracié és a pH fogalma mar évszazadok ota ismert, a
savanyu iz érzékeléséért felelés receptort (OTOP1) csak nemrégiben sikeriilt azonositani.?®

Az els6é ma is hasznalatos sav-bazis elmélet Arrheniustol szarmazik 1884-bol. Az 6
besorolasa alapjan savnak tekintheté minden olyan vegyiilet, amely proton leaddsara képes,
bazisok pedig azok az anyagok, melyek hidroxid-iont adnak le. Ezt az elmé¢letet finomitotta
Johannes Nicolaus Bronsted dan kémikus 1923-ban egy 0j sav—bazis elmélet megalkotasaval,
melyet 1928-ban Thomas Martin Lowry tovabbfejlesztett, igy napjainkban Bronsted-Lowry
elméletként taldlkozhatunk vele az irodalomban. Ez az elmélet megkiilonboztet egyszerii és

Osszetett sav-bazis rendszereket.

A sav-bazis egyensulyokat rendszerint a disszociacio iranyabol vizsgaljuk:
BH* + H,0 & B + H;0* 17)

Amennyiben a disszociacié nem teljes, egyensulyi reakciordl beszéliink, jelen esetben egy

gyenge savrol. A disszocidcio egyensulyi allanddjat a szokdsos modon fejezhet;jiik ki:

+
K, = [H;07][B]

~ [BH*][H,0] (18)
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Amennyiben a viz — mint leggyakoribb oldoszer — protolitikus egyensulyat nem sziikséges

figyelembe venniink, a (17) reakcidegyenlet és a (18) egyensulyi allandé a kovetkez6 mdodon

alakul:
BH* & B+ HY (19)
__[H*][B]
K, = HB] (20)

A savi disszociadcios allandét — a pH-val analég mdédon — a konnyebb kezelhetdség miatt

gyakran a pKa értékkel jellemzik, mely definicio szerint:
pK, = —IgK, (21)

Ha a sav-bazis egyensulyok mogé néziink és kvantumkémiai megfontolasok alapjan
vizsgaljuk, a disszociacio soran — pontosabban azt megel6z6en - a molekula elektronszerkezete
megvaltozik, melynek soran a proton kisebb affinitassal tud csak kotddni a molekuldhoz,
mignem elszakad tdle. Konnyli beldtni, hogy barmilyen valtozds, ami egy molekula
elektronszerkezetére hatassal van, hatassal lesz a sav-bazis egyensulyra is. Ennek érdekes
példaja az elektrongerjesztés, mely soran a molekula az So alapallapotbol S; gerjesztett
allapotba jut. A toltéseloszlas megvaltozik a molekuldn beliil, és amennyiben az jelentdsen
érinti a molekula proton-donor vagy —akceptor részét, ugy a gerjesztett allapotd savi
disszocidcios allando, pKa" értéke el fog térni az alapallapotatol. A gerjesztett allapotot jellemz6
pKa" érték becslésére Theodor Forster dolgozott ki egy eljarast, az in. Forster-ciklust. 303!

A Forster-ciklus egy indirekt modszer, ami felhasznalja az alapallapot termodinamikai
tulajdonsagait és a protonalt és deprotonalt formakra jellemzd elektrondtmenetek energiait. A
madszer elhanyagolja a molaris entropia megvaltozasat, ennek ellenére jo becslést ad. A ciklus

energiadiagramjat a 7. dbra szemlélteti.
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B* + H'

AHE A
BH+* EEEEEEEESR
A hcVE,
hcv, 57
y B+ H'
' AHg
BH+ EEEEEEEEN

7. abra: A Forster-ciklus energiadiagramja

A modszer a becsléshez a protonalt és deprotonalt formakhoz tartoz6 S1 — So tiszta
elektronatmeneteit hasznalja fel (8. abra), amely a gerjesztett és alap allapott elektron energia-

szintek rezgési alapallapotainak kiilonbsége (hvyy = hcvyg).

" M,

EEEEEEEER A Ae*
~flu
00
~abs ~
00 Voo
Anr

A. y y

8. abra: Egyensiilyi és nem relaxalt allapotok

Vo az egyensiilyi, relaxalt energiaszintek kiilonbsége

A tiszta elektronatmenet energidja kisérleti adatokbol kozelithet6 oly modon, hogy az
abszorpcios €s emisszids savot egységnyi €rtékre normaljuk és kozos spektrumon abrazoljuk.

Az energia a két sav metszéspontjaként adodik (9. abra).
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9. abra: Tiszta elektronatmenet meghatarozasanak modja

Amennyiben az elnyelési és emissziés savok Gauss-gorbe szertiek és
félértékszélességlik nem kiilonbozik jelentdsen (az abszorpcids spektrum ezen részét nem
torzitja magasabb energidjii atmenet), egyszerlisodik a helyzet. Ekkor a tiszta atmenet jo
kozelitéssel az abszorpcids €s emisszios sdvmaximumok atlagaként szamithat6. Ez alapjan a
gerjesztett allapota savi disszociacios allando az alabbi formuldval szamithato:

(AEabs,BH"' +AEem,BH+) (AEabs,B +AEem,B)
2 2

pKg = pKg — Ny (22)

In 10RT

ahol  AE,pspu+ € AEq, gy+ @ protonalt forma abszorpcios és emisszids energiai,
AE,ps g €8 AEgm g a deprotonalt forma abszorpcids és emisszids energidi,
T a hdmérséklet,
R az egyetemes gazallando,

Na az Avogadro-szam,

Egy vegyiilet pKa* értéke kisérleti Uton is meghatarozhat6, erre két fluoreszcencia

mérésen alapuld technika all rendelkezésre. Staciondrius méréssel a kiilonbozé pH-ju
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oldatokban mért emisszids szinképekbdl illesztéssel hatarozzuk meg a gerjesztett allapoth savi
disszociacids allando értékét. Amennyiben a gerjesztett allapot élettartama rovid és a sav-bazis
egyensuly kialakuldsanak idejénél gyorsabban bekdvetkezik a dezaktivaldodas, az emisszios
spektrumok az alapallapotot fogjak tiikrozni, igy ez a kisérleti mdodszer csak korlatok kozott
alkalmazhat6 a gerjesztett allapot jellemzésére.

A masik lehetséges ut az idéfelbontasos mérés. Ennek soran a pH fiiggvényében mériink
lecsengési gorbéket, és azokat értékelve kiszamitjuk a gerjesztett allapotban torténd
protondlodas és disszocicio sebességi allandoit, kp,-ot €s kgy,-ot. Egyensiilyban az ellentétes

iranyt reakciok sebessége megegyezik,
k:lpr [BH+*] = k;;r [B*] [H+] (23)

Ezért pKa* a kinetikai adatokbol a
K = —lgk; = —lg e
pa__ga__gk* (24)
pr
Osszefiiggés szerint szamithato ki.

Szamitasos kémiai moddszerek is rendelkezésre allnak a gerjesztett allapoti savi
disszociacios allandé meghatarozasara. Az egyik ilyen modszer a mar emlitett Forster-ciklust
veszi alapul, a spektrumszadmitas soran meghatarozott So — S1 és S1 — So atmenetek energiait
felhasznalva (22. egyenlet). A masik modszer az Un. termodinamikai ciklus, mely a pKa*
gaztazisban szdmitott szabadentalpia-valtozasat és az egyes specieszek szolvatacids energiait
hasznalja fel (10. abra).

ArGgéz

BH;;Z < > B;a'z + H;éz

Aszol\rGo(BH * *) ASZGWGO(B*) AszolvGu (H +)

AGui \
BH.: <« > :iz + H:iz

10. abra: Termodinamikai ciklus pKa* érték szamitasara

A szabadentalpiara, mint termodinamikai allapotfiiggvényre érvényes a Hess-tétel, ezért
megtehetjiik, hogy a kondenzalt fazisti protonalddasi reakcidra a reakcioban részt vevod

specieszek idealis gaz fazisaban szamitott szabadentalpiavaltozasat szamitjuk ki els6ként, majd
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ehhez hozzaadva a specieszek szolvatacios szabadentalpiajat fejezziik ki a kondenzalt fazisua

reakcio reakcidszabadentalpidjat.
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I1I. Kisérleti és szamitasi modszerek

I11.1. Felhasznalt anyagok

111.1.1. A kumarin 102 vizsgdlata sordn haszndlt anyagok

IUPAC nevei: 2,3,6,7-Tetrahidro-9-metil-1H,5H-kinolizino(9,1-gh)kumarin,
8-Metil-2,3,5,6-tetrahidro-1H,4H-11-0xa-3a-aza-benzo(de)antracén-10-on

A kumarin 102 vegyiiletet az Exciton cégtdl vasaroltuk és tisztitas nélkiil hasznaltuk.
A pH bedllitasdhoz hasznalt HCI oldatot (37% analitikai tisztasagl) a Carlo Erba Reagents
cégtdl vasaroltuk. Az oldatok elkészitéséhez ioncserélt vizet hasznaltam (18 MQ).
A sosav faktorozasahoz felhasznalt vegyszereket (KHCO3 és metilvords indikator) a Reanal

Kft.-t61 vasaroltunk.

111.1.2. A 4°-N,N-dietilamino-3-hidroxiflavon vizsgadlata sordn hasznalt anyagok
IUPAC neve: 2-[4-(Dietilamino)fenil]-3-hidroxi-4H-kromen-4-on

A Kkisérletekhez hasznalt 4’dietilamino-3-hidroxiflavont Bitter Istvan és kutatocsoportja
allitotta el a Budapesti Miszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem (BME) Szerves Kémia és
Technologia Tanszékén. A FET-et két 1épésben allitottak elé.%? Elséként a kalkont allitottak eld
Claisen-Schmidt kondenzacioval (11. abra), 2-hidroxiacetofenon és 4-(dietilamino)-

benzaldehid kondenzacids reakciojaval. 333

C

11. abra: Claisen-Schmidt kondenzacio
A kalkonbol Algar-Flynn-Oyamada (AFO)**2® reakcidban oxidativ ciklizaciéval 4ll eld

a heterociklus, amit tovabb oxidalva kialakul a kettds kotés (12. dbra).

o}

NP
Ty = A
§ §

12. abra: Az Algar-Flynn-Oyamada reakcié sémaja
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A spektroszkopiai vizsgalatokhoz hasznalt HPLC tisztasaghi acetont a Sigma-Aldrich
cégtdl vasaroltuk. Az oldatok elkészitéséhez ioncserélt vizet hasznaltam (18 MQ).

A sav-bazis egyensulyok vizsgalatat Britton-Robinson pufferben végeztem. Az ehhez
sziikséges vegyszereket (borsav, ecetsav, foszforsav és natrium-hidroxid granulatum, analitikai
tisztasagu vegyszerek) a Sigma-Aldrich cégtdl vasaroltuk.

A kisérletekhez hasznalt nukleotidokat (ATP, ADP, AMP ¢és GTP) a Sigma-Aldrich

vallalattdl vasaroltuk.

111.1.3. A Brooker-merocianin pillérarén rendszerek vizsgdlata sordn haszndlt anyagok
IUPAC nevek: 1-metil-4-[(oxociklohexadieniliden)etilidén]-1,4-dihidropiridin (M1)
(E)-4-(2-(1-fenilpiridin-1-ium-4-il)vinil)fenolat (M2)
(E)-2,6-dibromo-4-(2-(1-fenilpiridin-1-ium-4-il)vinil)fenolat (M3)

A Brooker-merocianint és azok szubsztitualt szarmazékait, valamint a vizoldhato
pillérarént (WP6) Bojtar Marton, a Természettudomanyi Kutatokdzpont munkatarsa allitotta
el6. A szintézis els6 lépéseként az N-szubsztitualt pikolinium-sot reagaltattak kiilonbozo
benzaldehidekkel, piperidin katalizatort haszndlva (Knoevenagel kondenzaci6). A Brooker-
merocianin (M1) szintézisére ez a médszer az irodalombol ismert volt.” Az M2 és M3 1j
vegyliletek szintézisének sémaja az 13. és 14. abran lathat6. 1-fenil-pikolinium-klorid volt a
kiindulasi  vegyiilet®  amit  4-hidroxi-benzaldehiddel, illetve  3,5-dibrom-4-
hidroxibenzaldehiddel reagaltattak.

OH
OH
N 1. MeOH, piperidin kat. 7
+ 7
N + 2. NaOH, H,0 .
cr
N
x
o]

13. 4bra: Az M2 merocianin szintézisének reakciosémaja
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Br. x Br
F
S OH

P Br. Br 1. MeOH, piperidin kat. 7
+ . + 2. NEOH, Hzo | \
«

S N

0

g

A

14. dbra: Az M3 merocianin szintézisének reakciésémaja

Az 1-fenil-pikolinium-kloridot és a 4-hidroxibenzaldehidet metanolban feloldva par
csepp piperidin mellett forraltdk, majd az oldoészert eltdvolitottdk. A kapott anyagot
atkristalyositottdk aceton és dietil-éter 1:1 aranyt keverékébdl, majd szlrték és mostak. A
klorid-sot NaOH oldattal reagaltatva megkaptak az ikerionos format.

A vizoldhatd karboxilato-pillér[6]arén szintézise Huang modszere alapjan tortént, a
P6A (pillér[6]arén) észteresitésével majd hidrolizisével.>®

A spektroszkopiai méréseket Britton-Robinson pufferben végeztem, az ionerdsséget

KCl-dal allitottam be. Az ehhez sziikséges vegyszereket a Sigma-Aldrich cégtdl vasaroltuk.
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I11.2. Spektroszkopiai kisérletek
111.2.1. UV-ldthato abszorpcios spektroszkopia

Az abszorpcidos mérésekhez Agilent 8435 tipusu diddasoros spektrofotométert

hasznaltam, termosztalhatdé mintatartoval.
111.2.2. Fluoreszcenciaspektroszkopia

A staciondrius emisszids mérésekhez Perkin Elmer LS50B tipusu spektrofluorimétert,

valamint Edinburgh Instruments FLS 920 tipusu fluorimétert hasznéaltam.

A fluoreszcenciaspektrumok korrekcioja
A fluoreszcenciaspektrumok esetében — amennyiben kizarhaté az asszociacido — az

intenzitas és koncentracié kozott a kovetkezd dsszefiiggés 4ll fenn:*
g =g [1—1075] -, (25)

ahol g késziilékfliggd egyiitthato,

@ a fluoreszcencia-kvantumhatasfok,

€ a molaris abszorpcios koefficiens,

¢ a minta koncentrécioja,

[ az Gthossz,

I, a gerjesztd fény intenzitasa.
Ha a minta abszorpcidja, A = ecl Kicsi, akkor 107%¢! ~ 1 — ecl, és igy I koncentraciofiiggése
linearisnak tekinthetd:

IFzg'(bf'S'C'l'IO:(p'C (26)

Ahhoz, hogy a (26) egyenlet szerinti egyenes aranyossag teljesiiljon,
fluoreszcenciaspektrumok felvételekor altalanos szabaly, hogy az optikai stiriség értéke sem a
gerjesztési hullamhosszon, sem az emisszios sav tartomanyaban ne legyen nagyobb OD=0,03
értéknél. Méréseim sordn amennyiben ez a kritérium valamilyen oknal fogva nem teljesiilt, a
fluoreszcenciaspektrumokat korrigaltam, ami a kovetkezé 0Osszefiiggés felhasznalasaval

tortént;®

ODeX+ODem)]

[0 = I - 10l (27)

ahol  Iz°™ a korrigalt fluoreszcencia intenzitas,
Ir a mért fluoreszcencia intenzités,

ODex és ODem a gerjesztés és az emisszid hullamhosszan mért optikai siiriiség.
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Ez a korrekcid a belsdszlird-hatas és az Oonabszorpcid okozta savtorzulast javitja ki.
Amennyiben fluoreszenciaspektrumokat hasonlitunk &ssze, - a mérési beallitasok
valtozatlansdga mellett — normalni kell a spektrumokat egységnyi abszorbancia értékre. Erre
abban az esetben volt sziikség, ha nem volt izobesztikus pont az abszorpcios spektrumban, vagy
nem volt lehetdség arra, hogy az emisszids spektrum felvételekor ezen a hullamhosszon

gerjessziink.

Fluoreszcencia-kvantumhatasfok mérése
A fluoreszcencia-kvantumhatasfok értékeket standard oldatok segitségével hataroztam
meg az alabbi osszefiiggést felhasznalva:®

Im ODR HM

Pem = Per 7Oy nz (28)

ahol: @ a fluoreszcencia kvantumhatasfok
I az emisszid integralt intenzitasa
OD az optikai slirliség
n az olddszer torésmutatdja

M és R index a minta és a referenciavegyiiletre vonatkozo értékek

Meéréseim soran igyekeztem az altalanosan elfogadott standard oldatokat hasznalni, ilyen a
Kinin-szulfat 0,1 M-0s H2SO4 vizes oldataban mérve (®¢ = 0,577),* a rodamin 6G etanolos
oldata (®¢ = 0,94)*? valamint a fluoreszcein 0,1M-o0s vizes NaOH oldatban mérve (®; =
0,95).8

Idéfelbontasos fluoreszcenciamérések

Az id6felbontasos mérésekhez, illetve a fluoreszcencia-élettartam meghatarozasahoz
Edinburgh Instruments FLS 920 tipust fluorimétert hasznaltam, 378 és 473 nm-en emittalo
diodalézerekkel (impulzushosszuk 130 ps és 100 ps) és Hamamatsu R3809U-50 MCP (multi
channel plate) detektorral kiegészitve. A mért lecsengési gorbéket a spektrofluoriméter
szoftvere dekonvolucioval értékelte, a késziilékfiiggvényt Ludox HS-30 oldattal vettem fel.

A fluoreszcencia-¢élettartamokat a lecsengési gorbékbdl hataroztam meg illesztéssel, a

lecsengést egy, két, vagy harom exponencialis fliggvénnyel kozelitve:

Ig(t) = Alexp( ) + Azexp( ) + A3exp( ) (29)

30



ahol  I(t) a fluoreszcencia-intenzitas az id6 fliggvényében,
T4, Ty, T3 a fluoreszcencia lecsengési idok [S],
A1, Az, Az preexponencidlis tényezok,
t az 1do.

Az illesztéprogramot is a spektrofluoriméter szoftvere tartalmazta.

111.2.3. pH mérés

A pH mérésére Thermo ORION 3 Star tipustt pH-mér6t hasznaltam Orion 9157BNMD
Triode 3-in-1 pH/ATC Probe tipusu elektroddal, minden kisérletsorozat elétt harom ponton
kalibralva a miiszert.
Az elektrod 4 - 10 pH-értékek kozott mér megbizhatoan. Az erdsebben savas, vagy bazisos
kozegekben, ahol nem volt lehetéség a pH-mérd hasznalatara, titraldssal és szamitassal
hataroztam meg a kozeg pH-jat. Kis ionerdsségii oldatokban finomskalas pH-indikator papirral

is ellendriztem a pH-t, melyet a Sigma Aldrich vallalattol szereztiink be.

111.3. Oldatkészités
111.3.1. A Kumarin 102 spektroszkopiai vizsgalata

Az analitikai mérlegen kimért, néhany mg mennyiségli anyagot 1 1-es mérélombikba
tettem és ioncserélt vizben feloldottam — amennyire az oldhatosdga engedte. Ezt kovetden,
néhany ora mulva az oldat tisztajat ledntottem és ezt 0,45 um-es fecskenddsziirdvel tobb
részletben lesziirtem. Az igy kapott oldatbol 8-8 ml-nyit kimértem 10 ml-es lombikokba
(abszorpcios mérések esetén 40-40 ml-t 50 ml-es lombikba), majd bemértem a pH beallitashoz
szlikséges mennyiségli higitott sdsavat, végiil jelig toltottem a lombikokat.

A pH erdsen savas értékeknél nem mérhetd megbizhatéan elektroddal. A felhasznalt
felhaszndldsdval, metilnarancs indikator jelenlétében faktoroztam. ** A faktort négy
parhuzamos mérés atlagaként kaptam és érvényesnek tekintettem a tobbi sosavoldat esetében
is. A pH-t a névleges sosav koncentraci6 és faktor ismeretében szamitottam. A mintakészités
soran felhasznalt desztillalt viz a mérések kozott nem volt levegdtdl elzarva, igy abbol CO2
oldodott be. Ennek tudatdban vizsgaltam ezt a ,,desztillalt vizes” mintat, amelynek pH-jat mind
pH-méré elektroddal, mind finomskalas pH-papirral ellendriztem és 5 koriili értéket kaptam. A
kisérleteimet kiegészitettem 0,1 M NaOH oldatban mért abszorpcids spektrummal is, és azonos

spektrumot kaptam, mint a ,,desztillalt vizes” mintaval.
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crcr

10 M). A C102 molaris abszorpcios koefficiensét kiilon kisérletsorozatban hataroztam meg,
ehhez harom fiiggetlen etanolos torzsoldatot készitettem, majd ezekbdl vizes higitasokat (3-
szor 4 higitas, c=10° - 5-10° M koncentracidtartomanyban). Az igy készitett oldatokban az
etanol mennyisége rendre 0,5 % alatt volt. Az elegybdl az alkoholt nem parologtattam el, mivel
az abszorpcids spektrum kevéssé érzékeny az oldoszer polaritasanak valtozasara, ugyanakkor
szerettem volna elérni, hogy a lombik falardl is tokéletesen beoldédjon a bemért anyag. A
higitott oldatok spektrumat 10 cm-es uthosszu kiivettaban mértem, 25 °C-on.

A fluoreszcencia-kisérleteket 1 cm tithossza kvarckiivettaban végeztem (c=2,7 - 10° M,
t=25 °C).

111.3.2. A 4°-N,N-dietilamino-3-hidroxiflavon tanulmanyozdsa aceton-viz rendszerben

Mivel a vegyiilet fényre érzékeny,* kisérleteimet a lehet6 legkisebb fényterhelés mellett
végeztem (sOtétben, minden esetben Uj oldattal végezve a vizsgalatokat). A FET vizben
gyengén oldodik, ezért fényszorasi kisérlettel igazoltam, mekkora az a koncentracid, melyben
a vegyiilet még nem aggregalodik. Ez a koncentracio c=2-10° M-nak adédott, kisérleteimet
Britton-Robinson pufferben tanulmanyoztam. Az abszorpciés spektrumokat 10 cm-es Githossza
kvarckiivettaban vettem fel.

A fluoreszcenciaspektrumok méréséhez standard 1 cm-es tithosszu kiivettat hasznaltam.
A mintat kevertettem és a gerjesztési monokromator résszélességét a lehet6 legkisebbnek
valasztottam meg, hogy a spektrumfelvétel soran ne torténjen észlelheté mértékii bomlas.

Kisérleteimet 25 °C-on végeztem.

111.3.3. Brooker-merocianin pillérarén rendszerek

A jelzdvegyiiletekbdl torzsoldatokat készitettem desztillalt viz felhasznalasaval,
a torzsoldat, mind a higitas elkészitésekor ligyeltem arra, hogy a mintat a lehetd legkisebb
fényterhelés érje, mivel a Brooker-merocianin esetében ismert volt a protonalt forma transz-
cisz izomerizacioja.*®

Mind az abszorpcios, mind a fluoreszcencia mérésekhez 1 cm-es uthosszl kvarckiivettat

hasznaltam. A kisérleteimet 25 °C-on végeztem.
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111.4. Szamitasok

I11.4.1. Indikatormolekula savi disszocidcios dallanddjanak meghatdrozdsa

.....

autoprotolizisét itt nem vessziik figyelembe):

XH = X~ + HY (30)
Kezdetben: ey 0 0
Egyenstlyban: cxu — Y y y

ahol  c9y a sav bemérési koncentracidja,

y a deprotonalt sav egyensulyi koncentracioja.

Az altalunk vizsgalt probavegyliletek vagy indikatorok esetén praktikusabb felirni az
egyensulyt forditott iranyban, mivel a vegyiileteink zome semleges pH-n deprotonalt formaban

van ¢s savadagolés hatasara 4llt eld a protonalt forma.

[+ Ht =IH* (31)
Kezdetben: c? [H*] 0
Egyenstulyban: cd—x [H']—-x x

ahol ¢} az indikatorvegyiilet bemérési koncentracioja,

x az indikator protonalt formajanak egyensulyi koncentracidja.
A protonalodasi allando:

_[IH*] X
PT 7 [HY]  (cd-x)-([H*]-%)

(32)

Ez az aldbbi masodfokld egyenlett¢ rendezhetd, melynek egyik gydke megadja a

crer

Kprx? — (Kpr - + Kpp - [H ]+ 1)x + Kpp -0 - [HT] =0 (33)
Sokszor a koncentracio-viszonyok megengedik, hogy a hidroxonium-ion fogyasat
elhanyagoljuk, ekkor az egyenlet a kdvetkezéképp modosul:

X

pr = (C? —x)-[H*] (34)
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Az egyenletbdl x-et kifejezve a kdvetkez6 egyenletet kapjuk:

Kpr - C? -[HY]

1+Kpr . [H+] =X (35)

Kisérleteimet erds savas kornyezetben vagy pufferben végeztem, igy a spektralis adatok

kiértékelése soran a (35) egyenletet hasznaltam.

Az abszorpciés spektrum az egyes komponensek abszorbanciaibol additive tevodik

0ssze:
A=A+ AL+ AL (36)

Sav-bazis egyensulyoknal, amennyiben a vizsgalt hullamhossz-tartomanyban az
indikator mindkét forméja elnyel (és mas komponens elnyelésével nem kell szamolni), a

Lambert-Beer-torvényt felhasznalva a kovetkez6 dsszefiiggés irhato fel:
A=A+ A= (e o+ ey o) - (37)

ahol €} ¢és sf‘HJ, az indikator semleges €s protonalt formajanak molaris abszorpcios

koefficiense A hullimhosszon,
¢y és cyy+ az indikéator semleges €s protonalt forméjanak egyenstlyi koncentracioja,

| az optikai Gthossz.

Az indikator két formajanak Osszege kiadja a CIO bemérési koncentraciot, igy a (37)

egyenlet —a (32) egyenletben hasznalt jel6léseket atvéve - a kovetkez6képp modosul:

A= e (f —x) +efys x| L (38)
tovabba
A— |oA. O_KPT'C?'[H+] A _Kpr'C?'[H+] )
A —_ I:SI (CI 1+Kpr ] [H+] + EIH+ 1+Kp-r ] [H+] l (39)

A protonalodaési allandé meghatdrozasa a gyakorlatban ugy torténik, hogy kiilonb6z6
pH-értékeket bedllitva — a protonkoncentracid szisztematikus valtoztatdsdval — megmérjiik az
abszorpcids spektrumot, majd egy kiindulasi Kpr érték megadasaval a (39) egyenlet alapjan
kiszamitjuk az abszorpciés spektrumot (A%,). Az indikator semleges és protonalt formajanak

molaris abszorpcids koefficiense a legtobbszor kisérleti iton meghatarozhato, igy ezek

34



konstansok. A Kpr érték valtoztatasaval minimalizaljuk a kisérleti és a szamitott abszorpcios

spektrum kozotti kiilonbség négyzetét, a négyzetes eltérést (hibat).

. . 2
Stor = Zit1 ZiZ1(A) — Ayy) (40)

ahol aziindex a hullamhosszt,

aj index a kiilonb6zo6 pH értéket jelenti.

A hiba minimalizalasat a Microsoft Excel Solver bovitményével végeztem.

A fluoreszcenciaspektrumok értékelése az abszorpcios spektrumokéhoz hasonldan

tortént (1Y), az emisszio additivitasat feltételezve:
A A A A A
I =1 + g+ = @1 " o + @+ Cryg+ (41)

ahol (pf‘ és (pf‘H+ a semleges ¢s protondlt forma (késziilékfiiggd) molaris fluoreszcencia-
intenzitasa.

Amint a I1.6. fejezetben roviden emlitettem, a protonalddas egyensulyi allandoja, mely
a (41) egyenletet jellemzi, nem feltétlentil azonos a Kyr*-gal. Amennyiben a protoncsere sokkal
gyorsabb, mint a fluoreszcencia lecsengés (jellemzden erdsen savas oldatokban), egy kvazi-
egyensulyrdl jon létre, mivel a gerjesztett allapoti molekuldk koncentracidja tal kicsi ahhoz,
hogy bealljon a dinamikus egyensuly. llyen médon a kisérleti spektrumokbol meghatarozhatod
protonalddasi egyensulyi allando kozel esik a Kpr*-hoz.

Ha a protoncsere sokkal lassabb, mint a gerjesztett allapot lecsengése, a fluoreszcencia
spektrumok értékelésekor az alapallapotrol kapunk informaciot. A tovabbiakban ezért erre az
egyenstlyi allandéra Kpr g jeldléssel hivatkozom. 4748

Az abszorpcids spektrum esetében levezetett (39) Osszefiiggéshez formailag hasonlo
egyenletet kapunk, melyben Kpr,r értéke ismeretlen:

A_ | A (.0 Kprr: cf - [HY] A Kprr cP[H*]
Ir = [(P' <CI Ve 1] ) T P Tk (42)

Az abszorpcios spektrumok szamitasahoz hasonloan, egy kezdeti Kpr,F érték felvételével
a (42) egyenlet segitségével kiszamitjuk az emisszios spektrumot (I%,sz) minden alkalmazott
pH-érték esetén, majd a mért és szamitott spektrumokat paronként dsszevetjiik és kiilonbségiik

négyzetét minimalizaljuk.

bs _ . . 2
Stor. = Xi=1 err=l1(li=,j - i:‘,sz,j) (43)
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A (42) egyenlet alkalmazasakor figyelembe kell venni az optikai stiriséget, valamint az
egyes formak molaris abszorpcids koefficiensét (pontosabban ezek ardnyat) a gerjesztés

hulldmhosszan.
111.4.2. Komplex stabilitasi allandojanak meghatarozasa 1:1 sztochiometria esetében

Amikor két vagy tobb molekula masodrendi kolcsonhatasokkal —egyesiil,
komplexképzésrol beszéliink. A komplex stabilitasat az egyensulyi allandoval jellemezziik. A
komplex Osszetételére vonatkozdan gyakran feltételezésekkel éliink, a szamitasi modell alapjan
tudjuk részben igazolni, hogy a kezdeti feltételezésiink helyes volt-e. Mi legtobbet un. gazda-
vendég komplexekkel foglalkoztunk, igy levezetésemben megtartottam a G és K jel6lést, habar
munkam soran a vizkomplexek stabilitasi allandojat is ugyanezt a modellt alkalmazva
hataroztam meg.

Amennyiben a komplex képzOdésére 1:1 sztochiometriat feltételeziink, az alabbi

egyenlettel irjuk le a reakciot:

G+ V = GV (44)
Kezdetben: c cy 0
Egyenstulyban: -z -z z

ahol  c2 a komplexképzd (gazdamolekula) bemérési koncentracidja,
cy a probavegyiilet (vendég) bemérési koncentracidja,
z az egyensulyi komplex koncentracidja.

A komplex stabilitasi allandoja:

__[Gvyp _ y/
[GI[V]  (cg-2)(cy—2)

(45)
Az egyenlet rendezésével egy masodfoku egyenlethez jutunk, melyben a két ismeretlen a K és
az.

Kz? — (Kc2 + KcJ + 1)z + Kclcy =0 (46)

A sav-bazis egyensulyoknal ismertetett (36) egyenlethez hasonldo mddon az abszorpcids
spektrumot a komponensek jarulékainak Osszegeként irjuk fel. A szabad komplexképzd, a

szabad probavegylilet és a komplex abszorbancidinak dsszege:

At = AG + Ay + Aty 47)
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A vizsgalt rendszerekben a komplexképzd a vizsgalt hullamhossztartomanyban nem

nyelt el, igy a tovabbiakban ezt a tagot elhanyagolom. Amennyiben ¢ << c2, ugy a komplex

--------

Z).
A= (gy cgy+ehoy) 1= (sév-z+£{‘,-(c{’,—z))-l (48)

ahol g}y és e a komplex, valamint a probavegyiilet molaris abszorpcios koefficiense a
hullamhossz fiiggvényében,

cgy ¢és cy a komplex, valamint a probavegyiilet egyensulyi koncentracioja,
cy a probavegyiilet bemérési koncentracioja.
Hasonl6 0sszefiiggés irhat6 fel az emisszios spektrumokra is:

I} = @y coyv+ @ oy = @y z+ @ - (c) — 2) (49)

ahol (pév €s (p% a komplex valamint a probavegyiilet molaris fluoreszcencia-intenzitésa.

A kisérleti spektrumokra torténd illesztés a komplex egyensulyoknal is azzal kezdddik,
hogy a stabilitdsi dllandonak egy kezdeti értéket adunk meg, a (46) egyenlet felhasznélasaval
abszorpcids spektrumot. Végiil a kisérleti spektrumot 0sszevetjiik a szamitott spektrummal és
négyzetes eltérésiiket a mar ismertetett moédon minimalizaljuk.

Fontos megjegyezni, hogy amennyiben nem ismerjiik valamelyik forma molaris
abszorpcids koefficiensét és/vagy koncentraciofiiggetlen spektrumat, a spektrumillesztés soran
ezt 1s megkaphatjuk eredményiil, amennyiben az illesztés sordn ezt az adatot valtozonak
tekintjlik.

Amennyiben K értéke minden koncentracio esetén jol irja le a komplex egyensulyt, a
képz8dd komplex sztochiometridjat is igazoltuk. Mindazonaltal léteznek a sztochiometria
kiilon igazolasara alkalmas modszerek, ilyen a Job-modszer, melynek 1ényegét a kovetkezd

alfejezetben ismertetem.

Job-mddszer: folytonos varidcio elve

A Job-médszer®® egy altalanosan elfogadott modszer egy komplex sztdchiometridjanak
igazolasara. A modszer elve, hogy ¢ = cg + cy 0sszkoncentracid mellett a komplexképzo és
probavegyiilet molaranyat 0 és 1 kozott valtoztatjuk és a kiilonb6z6 Osszetételii oldatok

abszorpcios spektrumat mérjiik. Egy, a komplexre jellemzé hullamhosszon éabrazoljuk az
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abszorbanciat az 0sszetétel fliggvényében. Levezethetd, hogy a komplex abszorbancidja annal

az Osszetételnél lesz a legnagyobb, ami a sztochiometridjara jellemzo.
Munkdm soran olyan komplex egyensuly kezelésére is sziikség volt, ahol az 1:1

sztochiometriaju komplexet kiprobaltuk indikator-kiszoritasos indirekt szenzorként. Ennek

részleteit a Fliggelékben fejtem Ki.
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111.5. A kvantumkémiai szamitasok paraméterei

A kisérleti spektroszkopiai eredmények értékeléséhez elméleti szamitasok eredményét
hasznaltuk fel. A szamitasok Hégely Bence, Mester David ¢s Kallay Mihaly, a BME Fizikai

Kémia és Anyagtudomanyi Tanszék munkatarsainak munkaja volt.
111.5.1. Kumarin 102 komplexképzése vizzel, protondlodasa alap- és gerjesztett allapotban

Az alap- és gerjesztett allapotd szamitasokra a Gaussian 09 programcsomagot
hasznaltuk.>® Az alapallapott tulajdonsagokat DFT*°2 modellel szamitottuk, PBEQ hibrid
funkcionalt®® és 6-311++G**>* bazist alkalmazva. Gerjesztett allapotra idé-fiiggé DFT modellt
(TD-DFT) alkalmaztunk ugyanazzal a funkcionallal és bazissal. Az oldoszereffektus leirasahoz
kondenzalt fazisban mind az alap, mind a gerjesztett allapotban SMD>® szolvataciés modellt
hasznaltunk, ami a PCM modellen alapszik.

A CPCM szolvataciés modellt két kozelitéssel alkalmaztunk®®®” egyensulyi és nem-
egyensulyi szolvataciot feltételezve: ezek veszik figyelembe, hogy az olddszer molekulanak
van-e elég ideje a visszarendezOdésre.

A vizkomplex szimuldlasahoz az olddszeriiregbe egy vizmolekulat helyeztek a kumarin
102 oxo- és aminocsoportjanak kozvetlen kozelébe (implicit-explicit kozelités). Mivel a
protonalodasi folyamatokban ugyanezek a molekularészek vesznek részt, a protonalt
kumarinokra torténd szamitasok is ezt a két lehetdséget vették figyelembe.

A szamitasokbol nyert hullamszam-oszcillator erdsség parok felhasznaldsaval

spektrumot szimulaltunk, melynek menetét a Fiiggelékben foglaltam 6ssze.

111.5.2.  4’-N,N-dietilamino-3-hidroxiflavon fotofizikai tulajdonsdgai vizes kozegben,

komplexképzo tulajdonsdaga aceton-viz elegyben

A FET-olddoszer komplexek egyensulyi geometridjat kvantumkémiai szamitasokkal
hataroztuk meg, négy modellt feltételezve: az izolalt molekulara, a FET-aceton komplexre, a
FET-vizkomplexre  valamint a  FET-viz-aceton  harmas  komplexre. = El0szor
konformacidanalizist végeztiink Marvin programcsomaggal,®® mely MMFF erdteret hasznal.>®
A stabil konformerek koziil azokat vettikk figyelembe, melyeknek energiaja a legstabilabb
konformeréhez viszonyitva legfeljebb 8 kJ/mol-lal tért el. Ezen konformerek geometriajat
optimalizaltuk DFT modellel, M06-2X hibridfunkcionalt®® és 6-31++G**%! baziskészletet
alkalmazva. Az optimalt geometridk alapjan meghataroztuk alap- és gerjesztett allapotban az

intra- és intermolekularis hidrogénkotések hosszat, eldbbi a szomszédos karbonil- és
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hidroxilcsoport kozotti tavolsag, mig utdbbi az oldészermolekula és a hidroxilcsoport k6zott

kialakul6 kotés hossza.
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IV. A kumarin 102 szolvatacidja és protonalodasa vizes kozegben

IV.1. Irodalmi hattér
IV.1.1. A kumarinok szerkezete és eloforduldasa

A kumarin (2H-kromén-2-on vagy benzo-a-piron) szerkezetét tekintve egy benzol- és
egy piron-gyiiribél all (15. abra). El8szor 1820-ban izolaltak tonkababbol,®? neve is innen
szarmazik, a francia coumarou sz0 tonkababot jelent. A tonkabab alkoholos kivonata

hamarosan parfimdok illatkomponensévé valt és napjainkban is toretlen népszeriiségnek 6rvend.

15. abra: A kumarin szerkezeti képlete és szamozasa

A kumarinok szamos novényben eléfordulnak, a zeller-, dszirdzsa- és citrusfélék, a
pillangés- és ernyGsviragzatiiak gyakran tartalmaznak valamilyen kumarinszarmazékot.
Gyogynovények gyakori komponensei.

Etvagycsokkentd hatasuk és kesernyés iziik altal segitik a ndvényeket a kartevok elleni
védekezésben. Napjainkban rékellenes hatdsukat is vizsgaljak.%®

A kaukazusi medvetalpban is megtalalhato furanokumarinok fény hatasara reagalnak a
DNS bézisparjaival, ami sulyos bérirriticiot okoznak (fito-fotodermatitisz).®* Egyes
furanokumarinokat (példdul pszoralént) fotoszenzibilizatorként bérbetegségek (vitiligo,®®
pikkelysomor,®® rak®’) kezelésére helyileg alkalmaznak. A modszert gyakran a PUVA
mozaikszoval roviditik (psoralen + UV-A),% habér a fotoszenzibilizator gyakran a pszoralén
valamilyen szdrmazéka (metoxalén, bergaptén). Fontos kiilonbség a fotodinamias terapiaval
osszevetve, hogy a PUVA-terapidnal fény hatdsara mérgez0 vegyiilet jon létre. Néhany
természetben is eléfordulé kumarinszdrmazék szerkezete és eldforduldsa a 1. tablazatban

talalhato.
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1. tablazat: néhany természetben eléfordulé kumarin szarmazék

szerkezet név elé6fordulas
umbelliferon répafélék, orvosi
N angyalgyokér,
koriander
HO (o) (o)
bergaptén bergamott, keserti
narancs
o~
/ S
° o o
eszkulin vadgesztenye  kérge,

gyokere

HO o o

A hazankban is honos orvosi somkoro is tartalmaz kumarint, mely a névény gombas
fertdzése esetén dikumarolla alakul.%® Ez utobbi K-vitamin antagonista, igy altalanossdgban
Ovatossagra intenek a kumarinszdrmazékok fogyasztasdval kapcsolatban, mivel a legtobb
szarmazék rendelkezik kisebb-nagyobb mértékben antikoagulans hatassal. A kumarinnak

gyogyaszatban ismert szarmazéka a warfarin (16. abra), melyet vérhigitoként alkalmaznak.
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x

o o

16. abra: A warfarin szerkezeti képlete

A difenakum™,  brodifakum’™  és  bromadiolon’?>  ragcsaloirtok  szintén
kumarinszarmazékok, a warfarinhoz hasonléan gatoljak a véralvadast (ezeket a szakirodalom
superwarfarin néven is emliti).

IV.1.2. 7-aminokumarinok fluoreszcens viselkedése

Habér sok természetes kumarin fluoreszkal, spektroszkdpiai szempontbdl sokkal
izgalmasabbak az elektrondonor-csoporttal szubsztitualt szarmazékok.”® A kumarinvaz
karbonilcsoportja elektron-akceptor, igy a kumarinbdl elektronkiildé-csoporttal torténd
szubsztiticio hatdsdra egy CT-tipusu szerkezet alakul ki. Ezen a mddon a természetes
kumarinokkal 6sszehasonlitva a mikrokdrnyezetre sokkal érzékenyebb jelzéanyagok allithatok
eld. A leggyakoribb elektrondonor-csoportok kdzé soroljuk az aminocsoportot. Kisérletek azt
mutattak, hogy a 6-0s helyzetben amino-szubsztitualt kumarinok a 7-aminokumarinokkal
dsszevetve gyengébben fluoreszkalnak és az emisszids sav a vords iranyba tolédik.’*"™ A 3-as
¢s 4-es helyzetben elektron-akceptorral szubsztitualt szarmazékok (-CN, -CF3) tovabb erdsitik
a toltésszeparaciot gerjesztett allapotban, ezeknél a vegyiileteknél a polaris oldoszerek okozta
fluoreszcencia-kioltas latvanyosabb.’®

A T7-aminokumarin vegyiiletcsaladot (17. abra) régota alkalmazzak fluoreszcens
jelzémolekulaként. A szakirodalom szdmos példat hoz arra vonatkozdan, miként alkalmaztak
sejtekben illetve szovetekben a vegyiiletcsalad egyes tagjait magukban,”” illetve céliranyosan
fehérjéhez kapcsolva. A 7-aminokumarinok k6zott szamos, altalanosan ismert 1ézerfesték van,

amelyek az UV, a kék, vagy a z6ld tartomanyban emittalnak.

X

N o (0]

17. abra: A 7-aminokumarinok altalanos szerkezete
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Az aminokumarinok So— Si gerjesztése toltés-transzfer karakterii, ennek kdszonhetden
nagyon érzékeny a lokalis kornyezet polaritasara. Emellett karbonil- és aminocsoportjuk
hidrogénhidas kotést alakithat ki akceptorként, igy a kozeg protikussagara is érzékeny. Az
aminocsoport szabad rotacidja esetén a fluoreszcencia-kvantumhatasfok er6sen fiigg az
oldészer polaritasatol és protikus jellegét6l, amire a legelfogadottabb magyarazat a TICT
mechanizmus.®

A T7-aminokumarinok protolitikus egyenstlyainak vizsgalata elhanyagolt része a
szakirodalomnak, melynek oka abban keresendd, hogy ezeknek a vegyiileteknek a pKa értéke
az erdsen savas tartomanyba esik, igy bioldgiai mintak esetében nem kell szamolni protolizissel.
Ami a gerjesztett allapott viselkedésiiket illeti, mar a 70-es évek elején bebizonyitottak, hogy
savas kozegben gerjesztett allapotban képesek protont felvenni,”® melyet egy kiilonleges

exciplex komplexnek megfeleléen irtak le.

IV.1.3. A kumarin 102 spektroszkopiai tulajdonsdgai

Kisérleteim soran zommel a kumarin 102-vel dolgoztam (18. abra), mely az egyik

legnépszeriibb, legtobbet vizsgalt kumarinszarmazék.

X

18. abra: A C102 szerkezeti képlete

A C102 aminocsoportja merevitett, ezaltal a C-N kotés koriili rotacio gatolt. Ez
megakadalyozza a gerjesztett allapotu csavart intramolekularis toltésatviteli (TICT) allapot
kialakulasat, ami a nem-rogzitett aminocsoportos kumarinok f6 fluoreszcencia -
dezaktivalddasi csatorndja. Az aminocsoport rogzitésének koszonhetden a legtobb kozegben a
C102-nek nagy a fluoreszcencia-hatasfoka.

Gyenge bazis, csak er6sen savas kozegben protonalddik, ami alkalmassd teszi
probavegyiiletként valo hasznalatat lokalis savassag vizsgalatara protontranszfer-membranok
kutatasaban. 8081

A C102 karbonil, ill. aminocsoportja révén protikus oldoszerekkel hidrogénhidakat

képez. Szerves oldoszerekben, az abszorpcios és a fluoreszcencia sav valtozasa a Kamlet-Taft
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paraméter fiiggvényében azt mutatta, hogy a C102 sokkal erésebb hidrogén-kotés akceptor Si
gerjesztett allapotban, mint alapallapotban.®2

Alifés alkoholok,® fenol® jelenlétében a fluoreszcenciasav sokkal erdsebb vords iranyu
eltolodast mutat, mint az abszorpcids sav, a fluoreszcencia-lecsengési gorbén feltoltodési
szakasz figyelhet6 meg, ami az oldoszer-oldott anyag komplex stabilitasanak novekedésével
magyarazhato. Idéfelbontasos rezgési spektroszkopiai kisérletek a C102 fenol, 228 anilin®’ és

188

vizkomplexénél®® azt mutatta, hogy a gerjesztést kovetden par szaz fs alatt felhasad a

hidrogénkotés. Elméleti szamitasok latszolag ennek ellentmondtak, mert a hidrogénhid
er6sodését valoszintisitették a gerjesztést kovetden 89091

1979-ben Campillo és munkatérsai cikkiikben beszamoltak arrél,°? hogy a kumarin 102-
t erés lézerfénnyel besugarozva protontranszfer (ESPT) torténik. Ez a jelenség a vegyiiletet
alkalmassa teheti gyors pH-valtozasok kivitelezésére, mint bazikus pH ugrasra alkalmasnak

tiind vegyiiletet. Hasonlo megfigyelést irtak le etanolban.®® A jelenség a protonalt forma

emisszidjan detektalt fluoreszcencia-lecsengési gorbén figyelhetd meg.

A C102-6t széleskoriien hasznaljak modell-hatdanyagként fehérje-hatdanyag
kolcsonhatarsok tanulmanyozasara,®*% tesztanyagként gyogyszerhordozd rendszerekben
(micellak,*®%" liposzomak,*® mikrokapszulak®®). A DNS-lanchoz kapcsolva tanulmanyozhat6
annak belsé dinamik4ja.%%1% Hosszii fluoreszcencia-¢élettartama miatt anizotropia kisérletek

kedvelt probavegyiilete.1%2

Célkitiizés

Bar a fenti alkalmazasok jelentds részében a C102-t vizes kdozegben, vagy viztartalmi
heterogén rendszerben hasznaljak, alig talalhaté az irodalomban olyan tanulmany, ami vizes
oldatban vizsgalta volna a vegyiilet fotofizikai tulajdonsagait, melynek oka a kis vizoldhatosaga
lehet. Kutatomunkam soran a C102 vegyiilet abszorpcidos és emisszids tulajdonsagait
vizsgaltam vizes kozegben, kiilonb6zé pH értékeken. Az alap és gerjesztett allapota
tulajdonsagok megértését kvantumkémiai szamitasok segitették. Célom az volt, hogy
elésegitsem a C102 fluoreszcens jelzdanyag alkalmazasait vizes rendszerekben, kiterjesztve az

alkalmazasokat savas kornyezetekre is.
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IV.2. Eredmények és értékelésiik

A kovetkez6 fejezet alapjaul a Solvation and protonation of Coumarin 102 in aqueous media —

a fluorescence spectroscopic and theoretical study cimii kdzlemény szolgal.1%3
IV.2.1. Alapadllapotu savi disszocidcios dllando meghatdarozdsa

Az alapallapott savi disszociacios allando meghatarozasa spektrofotométerrel tortént.
A kisérleteket 0,5 — 5,0 pH tartomanyba esé oldatokkal végeztem. Az 5-6s pH-ju oldat
desztillalt vizes oldat volt, amelyet a leveg6bdl beoldddott COx tett savassa (1. 111.3.1. fejezet).
A 19. abran lathato spektrumsorozaton piros illetve fekete szinnel jelzett spektrumok a tiszta
protonalt illetve deprotonalt kumarin spektrumai, amelyek az illesztés eredményét mutatjak. Az

illesztés eredményeként kapott protonalodasi allando értéke Kpr=40,5 M (pKa=1,61).

pH 0,5-5,0 ._Elsooo
15000 - T
1 2 HA 6
Hg 10000 4 P
=3
W
5000 -
IR —— —
250 300 350 400 450 500 550

Hulldmhossz [nm]

19. abra: A kumarin 102 vegyiilet abszorpcios spektruma Kkiilonbozé pH-értékeken (pH=0,5 - 5,0
Cc102=2,7 + 10°8 M) piros és fekete szinnel jelolve az illesztésbol nyert protonalt és deprotonalt

forma spektruma

A semleges forma abszorpciés maximuma 393 nm-en, a protonalt formaé 321 nm-en

jelent meg.
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1V.2.2. A savi disszocidcios dallando meghatdrozdsa a fluoreszcencia-szinképekbdl

A gerjesztett allapot savi disszociacios allandojat eldszor stacionarius fluoreszcencia-
méréssel hataroztam meg. A spektrumokat 388 nm-es gerjesztési hullamhosszt alkalmazva
vettem fel, ahol csak a semleges forma nyel el. Az 20. abran lathatd emisszios spektrumokat
normaltam a gerjesztési hullamhosszhoz tartoz6 abszorbancia értékkel, valamint korrigaltam a
belsé sziird hatast (27 egyenlet).

A spektrumsorozaton jol kivehetd, hogy a pH csokkenésével megjelenik a nagyobb
hullamhosszt tartoményban (532 nm) egy masik sav, ami a protonalt formahoz rendelhetd. A
piros szin itt is a tiszta protonalt forma emisszios spektrumat jeldli, mig a fekete a semleges
formaé. Az illesztés eredményeként kapott protonalodasi allandd értéke Kprp=155 M

(pKaszz,lg).

3X:|.07 T5x10
pH0,5-5,0

1.0x10"

1 465 om [0-€.]

5.0x10°

— 2x10"1

F.I. [6.e.

1x10"

400 500 600 700
hulldmhossz [nm]
20. abra: A kumarin 102 vegyiilet emisszios spektruma Kiilonb6zé pH-értékeken (pH=0,5 - 5,

Cc102=2,7 + 1078 M, Ae=388 nm), piros és fekete szinnel jelolve az illesztésbol nyert protonalt és

deprotonalt forma spektruma

Osszevetve az alap és gerjesztett allapoti protonalddasi allandokat (Kpr=40,5 M7 és
Kpr*=155 M™) kijelentheté, hogy az alapéllapoti molekula savasabb kdrnyezetben képes
protonalddni, mint a gerjesztett allapotti molekula, habér a pKa és pKar kiillonbsége kevesebb,
mint 1 egység.

Mindazonaltal mind a protonalt, mind a semleges forma fluoreszkal, ami lehetéséget ad

arra, hogy a vegyiiletet fluoreszcens pH-indikatorként alkalmazzak savas kdrnyezetben.
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A protonalt forma spektralis jellemzo6it a spektrumsorozat kiértékelésébdl kaptuk meg,
igy a speciesz fluoreszcencia kvantumhatasfokat is. A két forma spektralis jellemzdit a 2.
tablazat tartalmazza. (A fejezet kdvetkez6 részében tablazatokban, reakciosémakban, kinetikai

egyenletekben a C102-re hasznalom a ,,C” roviditést.)

2. tablazat: A kumarin 102 protonalt és semleges formainak spektralis jellemzdi vizes oldatban

] xabsmax Emax 7\-ﬂumax
speciesz (OX
[nm] [Micm?] [nm]
C 393 16 500 493 0,662
CH+ 321 5000 532 0,14

4104 irodalmi hivatkozas

A vegyiilet két formajanak spektralis jellemz6it Osszevetve szembetiing (2. tablazat), hogy a

protonalt formara jellemzé Stokes-eltolodas szokatlanul nagy (12 400 cm'™Y).

IV.2.3. Iddfelbontdsos mérések: kinetikai analizis
Fluoreszcencialecsengés savas oldatokban

A gerjesztett molekula és az olddszer kozotti sav-bazis egyensuly nem feltétleniil
valosul meg, mivel a gerjesztett allapot élettartama rovid (tipikusan 0.5-20 ns kozotti), igy
maximum egy kvézi-egyensulyrél beszélhetiink.!%  Mindazonaltal  idéfelbontasos
fluoreszcencia mérésekkel lehetdségiink nyilt arra, hogy ennek a kvazi-egyensulynak az
1d6profiljat feltarjuk.

A fluoreszcencia lecsengési idoket 0,5-3 pH-ji oldatokban és tiszta vizben mértem. A
gerjesztd fényforrds 378 nm-es impulzus diddalézer volt, ezen a hulldimhosszon a semleges

forma abszorpcidja dominal (15. abra). A két forma molaris abszorpcids koefficiense a
gerjesztd 1ézer hullamhosszan ismert (&5, =15 200 M*cm™ illetve &2, =190 Mlcm™).
Két detektalasi hullamhosszon vettem fel lecsengési gorbéket. 465 nm-en csak a
semleges forma emittdl. A protonalt forma szelektiv mérésére nem volt lehetdség, mivel
fluoreszcenciaséavjat teljesen lefedi a semleges C102 fluoreszcenciasavja. Mint az a 16. dbran
lathatd, 625 nm-en a két forma relativ fluoreszcencia-intenzitasa dsszemérheté nagysagl. A

minta savassagat novelve a protonalt forma fluoreszcenciaja valik dominénssa.
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21. abra: A C102 vegyiilet lecsengési gorbéjének pH-fiiggése 465 (a) és 625 nm-es (b)
hullimhosszokon detektalva (pH=1 - 5, cc10=2,7 *+ 10°® M, A=378 nm)

A lecsengési gorbék a 21. abran lathatok. Ertékelésiik dekonvolucids eljarassal tortént, a
lecsengési gorbéket exponencidlis fiiggvénynek, vagy tobb exponencialis dsszegének tekintve.

Az illesztéssel kapott idéallanddkat az egyes pH-értékeken a 3. tablazatba gytlijtottem Ossze.

3. tablazat: C102 fluoreszcencia-lecsengési idoalladéi [ns] savas oldatokban, zardjelben a relativ

amplitudék
pH 0,5 1 15 2 2,5 3 semleges
Aem= 465 nm 0,04 0,4 0,78 1,37
gyors komponens | (30) | (1) | (38) | (20) _ _ _
3,1 2,96 3,38 3,96 4,83 541 5,97
hem= 465 nm (40) (52) (62) (80)
lasst komponens 1.05 97
(30) ()
Aem= 625 Nm 3,11 3,14 3,39 4,01 5,02 5,55 6,02

A 465 nm-es hullamhossznal detektalt lecsengési gorbék 2-es pH-érték felett egy
exponencialissal leirhatdak voltak. Savasabb oldatokban a lecsengési gorbék két illetve harom
exponencialis sszegének adodtak. A 625 nm-en detektalt lecsengési gérbék mindegyike a
feltoltddési szakaszt kovetéen egy exponencialissal volt leirhatd, a lecsengési id6k a H*-ion

A lecsengési adatok kvalitativ értelmezése soran az abszorpcios és a fluoreszcencia

szinképekbdl meghatarozott savi disszociacidés allandokbdl indulhatunk ki: pKa=1,61;
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pKa*=2,19. Ezek alapjan az varhato, hogy savas oldatokban a kumarin bazist gerjesztve az
protonalodik, a pH-tél fiiggd aranyban:
C+hv->C*+Ht > CH™ (50)

Ezzel Osszhangban, a 465 nm-es detektdlasi hullimhosszon (ahol kizarélag a semleges
molekula emisszigjat varjuk) felvett lecsengési gorbék kezdeti szakaszan egy gyors lecsengésii
szakaszt talalhatd, mig a 625 nm-en detektalt lecsengési gorbéken (ahol a protonalt forma
emisszidja dominal) egy feltoltddési szakasz figyelheté meg (17. abra).

A 465 nm-es gorbék lasstt komponenseinek id6éallandoi kozel estek a 625 nm-en mért

lecsengési 1dok értékeihez. Ez azt mutatja, hogy a gerjesztett allapoti semleges €s protonalt

crer

Reakciosema

HT

C* ( ) CH"‘*
I(dpr

hv k:ec hv k:;c
HT
> cH*
C < CH

22. abra: A C102 gerjesztésének és protonalédasanak reakciosémaja

A fluoreszcencia-lecsengési kisérletek eredményeit a 22. abran lathatd séma alapjan
értelmeztiik, amely a vizsgalt rendszer gerjesztési és protonalodasi folyamatait 6sszegzi.

A semleges, ill. a protonalt festék gerjesztését a diodalézer fényimpulzusaval a
C+hv->C* (51)
ésa
CH* + hv -» CH™ (52)

reakcidegyenletek fejezik ki.

A k(rilecv kpr

dec

¢s k- sebességi egyiitthatok értékére a kiilonboz6 pH-kon meért idéallandokbol
(3. tablazat) kovetkeztetni tudunk.
A semleges gerjesztett molekula dezaktivalodasat a
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C* - C (+hv) (53)

egyenlettel irhatjuk fel. A zardjelbe irt (+hv") arra utal, hogy a dezaktivacionak tobb csatorndja
van: a fluoreszcencia, azaz a v’ frekvenciaja foton emisszidja, és a kiilonbozd sugarzasmentes

folyamatok. A lecsengés kinetikailag I. rendii reakcio,

d[C’] x
~~ar = Kdec " [C7] (54)

A kJ,. sebességi egyiitthato a fluoreszcencia-élettartam reciproka a semleges pH-ju
oldatokban, amelyekben a protonalt festék aranya elhanyagolhat6. A tablazatban lathato, hogy
a semleges oldatban a 465 nm ¢és 625 nm emisszios hullamhossznal mért élettartamok jol
egyeznek, a T = 6,00 ns atlagértékbdl kjj,. = 1,67 - 108 s~ adodik.

A protonalt gerjesztett dllapotu speciesz dezaktivaciojat analog modon irhatjuk fel,
CH** - CH* (+h'") (55)

Ez a folyamat is elsd rendii kinetikaval irhato le:

d[CH™™] _  pr +
— = = kgec " [CH™] (56)
kggc kozelito értékét megkapjuk a legsavasabb mintarol felvett, 625 nm-en detektalt lecsengési

gorbébdl. Bar ezen a hulldmhosszon a kumarin semleges €s a protonalt formaja is emittél, az
erdsen savas oldatban a protonalt forma dominal, ezért a t=3,11 ns-0s fluoreszcencia-élettartam
~3,22:10% s,

reciprokaként k.

A gerjesztett allapotu semleges molekula protonfelvétele
C*+H* - CH* (57)
masodrendii kinetikaval jellemezhetd. A reakcid sebessége:

d[C*]
dt

=k [C*] - [H*] = k3, [C"] (58)

(59) igy kifejezi, hogy a sav nagy feleslege miatt a reakcio kvazi-elsérendlinek tekinthetd. A
gerjesztett kumarin protonalddasat a savas oldatokban felvett lecsengési gorbék gyorsabb
komponense koveti, azaz k,, = 1/ Tizgfm. fgy a kor sebességi egyiitthato kiszamithato a Ti}ég;‘;

id6éallandobol és a minta pH-jabol:
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k; 1
— _pPr _
HF] ™ o ) 9

kpr =

Az egyes mintdkra meghataroztam a protonalodasi sebességi egyiitthatokat. Az eredmények

szorasa nagy volt, kpr 3-10710 és 8-10720 M5 kozé esett, az atlagos érték Kor ~ 5-1071° M1s volt.

A gerjesztett allapoti deprotondlodas

CH** - C*+ H* (60)
els6 rendi reakcio,
d[CH**] "
T kdpr[CH+ ] (61)

A sebességi 4llando, Kgpr meghatrozasahoz nem elegendd az egyes lecsengési gorbék szelektiv
értekelése. A hianyzo sebességi allandot azonban meghatarozhatjuk, és a masik harom
sebességi allando értékére is pontosabb eredményt kapunk, ha a lecsengési gorbéket nem kiilon-
kiilon, hanem egyiitt kezeljiik. A lecsengési gorbék komplex értékelése globalis illesztéssel
tortént, amely magaban foglalta a kiilonb6z6 hulldmhosszakon és pH értékeken mért lecsengési

gorbéket.
A sebességi egyiitthatok szamitdsa globdlis illesztéssel

Az illesztéshez a 465 ¢és 625 nm-en mért intenzitasokat Osszehasonlithatova tettiik,
kompenzalva az egyfotonszamlalo detektor eltérd érzékenységét a két hullamhosszon.
Tovébba, a 625 nm-en felvett lecsengési gorbét felbontottuk C* és CH*" jelére. (465 nm-en csak

C* fluoreszkal.)

Mindezt gy értiik el, hogy a lecsengési gorbék felvétele minden esetben azonos intenzitasu
lézerfénnyel tortént, és az adatgyiijtést azonos beiitésszamig (10000 beiités a legterheltebb

csatornan) végeztik.

A fenti feltételek mellett a lecsengési gorbék
Iz (1) = Basslies (V) (62)
és
[855 (1) = Beas[1825(0) + 1555 (D] (63)

formaban irhatok fel, ahol
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(), ill. Iﬁr(t) a semleges, ill. a protonalt forma jaruléka a A hullimhosszon detektalt
lecsengési gorbéhez,
B az egyfoton-szamlalo detektoranak érzékenysége A hullamhosszon.

A semleges formabol szarmazo intenzitasok iddbeli lefutasa hasonld a két hullimhosszon,

aranyos valtozasuk az

Igss teys
[625(t) = I465(D) r615t &Y (64)

4-65 465

Osszefliggéssel adhatdo meg, amelyben

n,st

I,”°" a stacionarius spektrum intenzitdsa adott hulldmhosszon

tiy az adatgytjtés ideje A detektalasi hullimhosszon

crer

idoprofiljat. Az illesztést az eredeti (konvolvalt) lecsengési gorbékre végeztiik. A (51) és (52)
gerjesztési folyamatok formailag madasodrendli reakciok. Az abszorpcié sebességét
mikroszkopikus szinten szokték felirni. fgy a semleges kumarin, C, abszorpciéjanak sebességi
egyenlete

_ dINel _ d[Ne+]
dt dt

= B[NC]pU(t)! (65)

amelyben
B az abszorpcid Einstein-koefficiense,
[N¢] az alapallapoti molekuldk szama egységnyi térfogatban,

py a fotonok szdma egységnyi térfogatban.

A (65) egyenlet paramétereit Osszekapcsoltuk a makroszkopikus kisérleti adatokkal. A B

[Nc]
A

Einstein-koefficiens aranyos a molaris abszorpcios koefficienssel.!% = [C], a semleges

kumarin molaris koncentracioja a kiillonbozé pH-ju oldatokban, kiszdmithaté a Ka savas
disszociacids allandobol. p,, a fotonok ,koncentracidja” i1dofliggd, koveti a gerjesztd
1ézerimpulzus idéprofiljat, amit az IRF-fel kozelitettiink.

A gerjesztések fenti médon eldallitott kinetikai egyenleteibdl, a lecsengési folyamatok (54) és
(56) kinetikai egyenleteibdl, tovabba a protolitikus reakciok (59) és (61) kinetikai egyenleteibdl
numerikus integralassal kiszamitottuk a [C*](t) és a [CH**](t) koncentracio profilokat, és azok

osszegeként a lecsengési gorbéket. A kB, kpr €s kgpr sebességi egyiitthatok voltak az

dec?
illesztési paraméterek. Mivel a sav koncentracioja nagysagrendekkel nagyobb volt, mint a C102

koncentracioja, a (58) protonalddas is 1. rendii reakcioként volt kezelhetd.
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Id6 [ns]

23. abra: Fluoreszcencia-lecsengési gorbék pH=1,5 oldatban: detektalasi hullaimhossz 465 nm

(kék), detektalasi hullimhossz 625 nm (bord6), késziilék valaszfiiggvény (lila), a protonalt C102

szamitott emisszidja 625 nm-en (zo6ld)

A 23. abra egy ilyen illesztést mutat be pH=1,5 értéken. A staciondrius Uton nyert

gerjesztett allapoth savi disszociacids allandoé értéke alapjan becsiilhetd, hogy ezen a pH értéken

a gerjesztett kumarin molekuldk 83%-ban protonalt formaban vannak jelen. A gerjesztést

megel6zden a protonalt specieszek mennyisége 56%, tehat 465 nm-en egy gyors komponense

van a lecsengési gorbének: ez jellemzi a protonalodast. Ezt koveti egy lassabb lecsengési

szakasz, mely a mérési bedllitdsoknak koszonhetéen csak a semleges molekulaktol

szarmazhatnak, hiszen a protonalt forméanak ezen a hullamhosszon nincs emisszidja. A 625 nm-

es detektalasi hulldmhosszon felvett lecsengési gorbén egy rovid felépiild szakasz figyelhetd

meg, ami a protonalodast jellemzi. A lecsengési szakaszon a protonalt és deprotonalt forma

fluoreszcencidjanak ereddjét latjuk, hiszen ezen a detektalasi hullamhosszon mindkét speciesz

emittal. A sebességi allandok illesztéssel meghatarozott értékeit a 4. tdblazatban foglaltam

0ssze.

4. tablazat: a kinetikai analizisbdl nyert sebességi alland6k

paraméter illesztéshez felhasznalt pH-tartomany paraméter értéke
Kgec [$™] adalék nélkiil, pH~5 1,67 - 108
KP"gec [$] 1-3 3,27 - 108

Kor [M1s71] 1-3 3,27 - 1010
Kapr [$7] 1-3 2,78 - 108

A kinetikai analizisbdl nyert protondlodasi ¢és deprotonalddasi sebességi egyiitthatok

hanyadosa megadja a gerjesztett allapotbeli protonaldodas egyensulyi allandojat, amire igy
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Kpr*=117 M-nek adédik. Osszevetve a stacionarius fluoreszcencia mérésbél kapott értékkel
elmondhat6, hogy jol egyeznek (Kpr,e=155 M™). Jobb egyezést mér csak azért sem varhatunk a

két tton meghatarozott értékben, mivel egyensulyrdl nem beszélhetiink a gerjesztett allapot

rovid idoskalaja miatt.
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1V.3. Kvantumkémiai szamitasok
1V.3.1. Molekulaszerkezeti modellek

A kisérletekkel parhuzamosan a C102 semleges és protonalt formdinak tulajdonsagait
kvantumkémiai szamitasokkal is tanulmanyoztuk. A szdmitdsokhoz a 24. abran lathato
modelleket hasznaltuk. A szolvatalt semleges kumarint a karbonil, ill. az aminocsoportokon
kot6do C102-viz komplexekkel modelleztiik. A protondlt festékmolekula protonja is a C102

karbonil, vagy aminocsoportjan helyezkedett el.

CyH* CoH*

24. abra: A kumarin 102 vegyiilet feltételezett vizkomplexei valamint protonalt formai

A szamitasoktol vartunk valaszt arra a kérdésre is, hogy a protonalddas mely részét érinti
a molekulanak alap €s gerjesztett allapotban. A kiilonb6z0 specieszek optimalt geometriai kozel
planarisak alap és gerjesztett allapotban egyarant. Jelentds kiilonbség a vizkomplexek esetében

a H-kotés hosszaban van. A szamitdsok azt mutattdk, hogy alapallapotban az amino-

56



komplexben ez a kdtés hosszabb (2,050 A), mint az oxo-komplex esetében (1,808 A), és mig
gerjesztett allapotban az elébbi kotés felszakad, utobbiban a kdtéstavolsag rovidiil (1,756 A), a
kotés erdsebb lesz.

IV.3.2. A semleges molekula és vizkomplexeinek szamitott spektrumai

A 25. adbran a semleges molekula kisérleti és szamitott abszorpcids spektrumai
lathatéak. Az oxigénen kotott és nitrogénen kotott vizkomplexek spektrumai implicit-explicit
szolvatacios eljarassal szamoltuk. Alatta a szabad semleges molekula spektruma implicit

szolvatacios modszerrel szamolva, végiil a kisérleti spektrum lathato.

[Co--H,0l, 0.4
\/J‘\ >
[@)]
: : 00 g
[Cp--H,0lq 04 8
— o
(]
S, 0.2 g
o T
= 0.0 X
Caq '0.4 °
\/l +0.2
Y ; : 0.0
£ 249 criserleti
= 1x10%
w
0 . .
300 400 500

hullamhossz [nm]

25. abra: A semleges molekula abszorpcios spektruma vizes oldatban és szamitott abszorpcios

spektrumai

A keletkez6 vizkomplex kisérleti meghatarozasara, kimutatdsara nem volt lehetdség,
mivel a szamitasok azt mutattak, hogy a komplexképzddés egyenstlyi allanddja kicsi ehhez

AG? = 1,6 kcal/mol (~80%-ban a C102 vizkomplexként van jelen az oldatban). Ezen

ag.complex
tul, az 5. tdblazat a szabad festék és az oxo-komplex szamitott adatait 0sszevetve lathato, hogy
az oxo-komplex elnyelési maximuma 414 nm-en jelentkezik, a szabad festéké¢ 412 nm-en
(hasonl¢ oszcillator erdségekkel), tehat a két forma elnyelése nagymértékben atfed egymaéssal.
A harom speciesz szamitott So — Si elektronatmenete kozel esik, és habar a kisérleti
adathoz a nitrogénen kotott vizkomplex esik legkdzelebb, a H-kotés erdssége mégis az oxo-
komplex 1étezését igazolta alapallapotban.

A 26. abran a szamitott és kisérleti fluoreszcenciaspektrumok lathatoak.
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26. abra: A semleges molekula szamitott és Kkisérleti emissziés spektrumai

Ahogy a fejezet elején emlitettem, a szamitdsok azt mutattadk, hogy gerjesztett
allapotban az amino-komplex nem valoszint, gerjesztett allapotban leadja a komplex a felvett
vizmolekuldt. Ennek megfeleléen a gerjesztett allapotban csak az oxo-komplex esetében
sikeriilt szamitani a spektrumot. A szamitott egyensulyi allandé és a H-kotés hosszanak
lecsokkenése azt mutatja, hogy gerjesztett allapotban a komplex stabilabb, ami egybecseng a

korabbi eredményekkel 1%

1V.3.3. A protondlt forma szamitott spektrumai

A protonalt forma kisérleti és szamitott abszorpcids spektrumait dsszevetve latszik,
hogy alapallapotban az aminocsoporton valdszinii a protonaldédas (27. abra). Az So — S1
atmenethez rendelhetd hullamhossz kisérleti értéke 321 nm, mig a nitrogénen protonalt
specieszre szamitott atmenet hullimhossza 342 nm (az oxigénen protonalt forma adtmenetére
szamitott hullamhosszérték 408 nm, a kisérleti értéktdl tavol esik). A [Cn-*H20]aq szamitott
oszcillatoreréssége (f=0,062) is arra utal, hogy a protonalédas az aminocsoporton torténik. A
kisérleti spektrumban ennek a sdvnak a molaris abszorpcios koefficiense viszonylag kis érték

(=5 000 M1cm™).
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27. abra: A protonalt forma szamitott és kisérleti abszorpcios spektrumai

A Kkisérleti emisszids spektrumokban a protonalt forma sivmaximuma 532 nm-re esik
(28. abra). A szamitasok szerint az oxigénen protonalt forma emisszidja 500 nm-nél van

(f=0,217), mig a nitrogénen protonalt forma¢ 519 nm-nél (f=0,049).
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28. abra: A protonalt forma szamitott és kisérleti emisszios spektrumai

A kisérleti és szamitott értékeket az 5. tablazatban gyijtdttem Gssze.
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5. tablazat: a C102 vegyiilet semleges és protonalt specieszeinek Kisérleti és szamitott

spektroszkopiai jellemzoi

kisérleti értékek szamitott értékek
. }\«absmax Emax 7\«ﬂumax . xabsmax }\«ﬂumax
speciesz ®; | speciesz fans fru
[nm] | [Miem?]| [nm] [nm] [nm]
C 412 0,359 | 480 | 0,352
C 393 16 500 493 0,66 | Cn--HO | 400 0,535
Co-H,O| 414 0,375 | 481 | 0,352
CnH* 342 0,062 | 519 | 0,049
+
CH 321 5000 532 0,14 Col” 208 031 500 | 0.217

A szamitasok alapjan valoszinisithetd, hogy alapallapotban az molekuldk tobbsége vizkomplex
formaban van jelen, mely karbonilcsoporton kotott vizkomplex. Gerjesztett allapotban ez a

komplex elbomlik.

1V.3.4. A savi disszocidcios dllandok meghatdrozasa szamitdsos kémiai uiton

A gerjesztett allapot kondenzalt fazist folyamatainak (mint példaul a komplexképz6dés
az oldoszer molekulaval vagy a protontranszfer) kvantumkémiai modellezése kihivast jelentett,
mivel az olyan sajatos specieszek, mint a hidroxonium-ion nem irhatok le implicit szolvatacios
megkozelitéssel, hanem a molekula-oldoszer bonyolultabb kezelését igénylik. Egy lehetséges
¢s gyakran alkalmazott megoldas, hogy a szolvatacido szempontjabol fontos olddszer-
molekulakat kvantummechanikai szinten kezelik és a kontinuumban képzett molekularis iireg
felépitéséhez is hasznaljak. Ez az implicit-explicit eljaras.

A gerjesztett allapoti komplexképzés és protonalodas szamitdsa két kiilonbozo
kozelitéssel tortént: a Forster-ciklussal (1.2. fejezet) és a termodinamikai ciklussal.

pKa* Forster-ciklusos szdmitdsdban pKa kisérleti értékét vettilk figyelembe, ezt
kombinaltuk a semleges és a protonalt kumarin szamitott spektroszkopiai adataival.

A termodinamikai ciklus lényege, hogy a kondenzalt fazisi sav-bazis reakciokat
jellemzd standard szabadentalpia valtozast elméleti modszerekkel két 1épésben szamitjuk un.
termodinamikai ciklusokkal (10. abra). Mivel a szabadentalpiara, mint termodinamikai
allapotfiiggvényre érvényes a Hess-tétel, megtehetjiik, hogy a kondenzalt fazisu protonalodasi
reakciora a reakcioban részt vevo specieszek idealis gaz fazisaban szamitott szabadentalpia-
valtozasat szamitjuk ki eldszér, majd ehhez hozzdadva a specieszek szolvatacios
szabadentalpiajat fejezziik ki a kondenzalt fazisu reakcid reakcid-szabadentalpiajat. Mivel
alapallapotban dominal a vizkomplex, igy a 10. dbra a 29. &bra szerint modosul.
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CHt;a'z + H,_Oga'z (

AszolvGo(C H +)

+
CHviz + Hzoviz <€
29. abra: A C102 pKa értékének elméleti szamitasara hasznalt termodinamikai ciklus

6. tablazat: Forster és termodinamikai ciklussal szamitott pK. értékeket dsszefoglalo tablazat

ArGg,lmp-Exp

AszoIvGo(H 20)

1]
Ar(iv,"“P'E"P

> [c."HZO]géz+ H;éz

AszonG° (komplex) AszolvGo(H+)

> [c."HZO]viz + H\-:iz

protonaldodas helye

olddszer modell

termodinamikai ciklus

Forster ciklus

PKa pKa* pKa*
Imp -1,67 -11,98 -2,16
NH*
Imp-Exp 1,01
Imp -6,12 -1,28 2,28
OH*
Imp-Exp -4,88 -0,41 2,06
kisérleti adat 1,61 2,19

A szamitasokbol kideriilt, hogy a gerjesztett allapotban az oxocsoport sokkal

bazikusabb, az 0xo és amino protonalddas pKa™ értékeiben 10 egység az eltérés. Ennek alapjan

az alapallapoti C102 az aminocsoporton protonalddik, a gerjesztett allapoti kumarinnak

viszont a oxocsoporton protonalt formaja a stabilabb.

Az alacsony pKa és pKa* értékek tehat azt mutattak meg, hogy a protonalodas semleges

¢s enyhén savas kozegben nem szamottevd, igy az esetek talnyomo tobbségében

farmakokinetikai és biokémiai folyamatok tanulmanyozéasakor alkalmazhaté fluoreszcens

probaként.
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V. Hidrogénhidas kolcsonhatasok: a 4'-dietilamino-3-hidroxiflavon

spektroszkopiai tulajdonsagai vizben és aceton-viz elegyben

V.1. Irodalmi hattér
V.1.1. A flavonok szerkezete, eléfordulasa

A flavonokat felépit6 kromon alapvaz (30. abra) a kumarin (15. 4bra) izomerének
tekinthetd, mivel a két vegylilet kozott csupan a karbonilcsoport és kettds kotés helyzetében

van eltérés.

(o)

30. abra: A kromon alapvaz

A kromonok és flavonok egymastol egy fenilcsoportban térnek el, (31. abra, a flavonok
kromonvazahoz a 2-es helyzetben kapcsolodik egy fenilcsoport). Maga a flavon sz6 a latin

flavus szobol ered, melynek jelentése sarga.

31. abra: A flavonok vazszamozasa

A flavonok és mas rokonszerkezetii vegyiiletek, k6zos néven flavonoidok a gyogyhatast
természetes anyagok fontos csoportja, amelyek szinte minden ndvényben megtalalhatoak.
Legnagyobb mennyiségben a gyiimdlcsok, zoldségek, €és a fliszerndvények tartalmazzak Oket.
Hatékony antioxidansok, antiviralis, rakellenes hatasukrol késziilt tanulmanyok sokasaga
talalhatd az irodalomban.'%" Napjainkban taplalékkiegészitoként is arusitjak oket. A 7.

tablazat néhany természetes flavonszarmazékot és azok eléfordulasat mutatja be.
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7. tablazat: Néhany természetes flavonszarmazék

szerkezet név eléfordulas
krizin propolisz,
OH '
golgotavirag,
sargarépa,
kamilla
HO O
galangin propolisz,
OH
szalmagyopar
OH gYyop
HO O
kvercetin kapor, leveles
OH
kel, lestyan
OH
HO
OH
OH
fizetin szamoOca, alma,
hagyma
HO
OH
OH
miricetin paradicsom,
OH
narancs, diofélék
OH
OH
HO
OH
OH
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A vegyiiletcsaladdal az orvostudomanyban is talalkozhatunk, az efloxat (32. abra) értagitd

gyogyszerek hatdanyaga, szintén flavonvazas vegyiilet.1%®
‘ (o)
fo) 0]
(o] (o]

32. abra: Az efloxat szerkezeti képlete
Kiilonleges fotofizikai tulajdonsagai a 3-as és 5-0s helyzetben — a karbonilcsoport kézvetlen
kézelében - szubsztitualt hidroxikromonoknak és —flavonoknak wvannak, ezek kettds
fluoreszcenciat mutatnak, 10111

V.1.2. A 3-hidroxiflavonok protolitikus egyensulyai

A 3-hidroxiflavon (3HF) protonfelvételre és -leadasra is képes, a 33. abran lathatd

reakcidegyenletek szerint. Wolfbeis és munkatarsai'!? vizes oldatokban felvett abszorpcids és

fluoreszcenciaszinképekkel vizsgaltdk a 3HF protolitikus reakcioit.

33. abra: A 3HF kationos, semleges és anionos formainak szerkezete

Az abszorpcios szinképekbdl pKai= -2,88-at kaptak, tehat a karbonilcsoport csak
nagyon savas kozegben képes protondlodni. A mésodik savi disszociacios allando értéke pKaz
= 0,6 volt. Az utobbi értéket a fluoreszcenciaspektrumokbol is sikeriilt meghatarozni, és pKaz =
9,8-at kaptak. Az eltérés tehat kicsi az abszorpcids spektrumokbol szamitott értéktdl, ami arra
utal, hogy a protonfelvétel/leadds lassi a gerjesztett allapot lecsengéséhez képest. Forster-
ciklussal becsiilve a gerjesztett allapoti savi disszocidcios allandé a masodik egyensuly
esetében pKaz =-1,5, tehat gerjesztett allapotban a 3HF sokkal erésebb sav.!

Davila és munkatarsai ujabb, nagyon gondos kisérletei alapjan a 3HF pKaz értéke
8,68.11% A kisérleti modszer az O vizsgalataikban is UV-lathato spektroszkopia volt, de (a

gyenge vizoldhatosagra tekintettel) kiillonb6z6 Osszetételit viz-acetonitril és viz-etanol

elegyekben mértek, €és az eredményeket tiszta vizre extrapolaltadk. Hasonldé modon
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meghatarozva, az 5-hidroxiflavon pKaz értéke 7,28, tehat a 3HF savassaga gyengébb, mint az
S5HF-¢.

V.1.3. A 3-hidroxiflavonok fluoreszcens viselkedése

A 3-hidroxiflavonok kiilonleges fluoreszcenciajat és ennek magyarazatat elsdként
Sengupta és Kasha jegyezte le.!'! Erdekldésiik eldszor a kvercetinre iranyult, vékonyréteg
kromatografids vizsgalatok soran figyeltek fel arra, hogy ez a vegylilet sargaszold emissziot
mutat, holott az abszorpcidés maximuma 350 nm kdrnyékén jelenik meg.

A szokatlanul nagy Stokes-eltolodas magyarazatat keresve a 3HF-el végeztek
kisérleteket, mely vegyiilet a kvercetin (7. tablazat) lecsupaszitott vaza. Szerves olddszerben a
3HF olyan emisszids spektrumot adott, mely nincs tiikorképi viszonyban az abszorpcios savval
(ez utdbbi a vizsgalt 2-metilbutanban vibracids finomszerkezetet mutatott, mig az emisszids
sav nem). Ha az oldatot szobahdmérsékletrdl 77K-re hiitotték, merdben mas volt a vegytilet
emisszioja, alacsonyabb hullamhossztartomdnyban jelentkezett a sdvmaximum, a sav
finomszerkezete pedig tiikkrozte az abszorpcidos spektrum alakjat. Ennek a kettds
fluoreszcencianak a hatterében az Gn. ESIPT (excited-state intramolecular proton transfer)
jelenség all (34. abra). Ennek 1ényege, hogy gerjesztett allapotban a 3-as helyzetben 1évé
hidroxilcsoport protonja atugrik a szomszédos oxocsoport oxigénjére. A gerjesztett
molekuldknak két alakja van, a normal (N*) és a tautomer (T*) forma. Mindkét forma
fluoreszcens, ezért az emisszios spektrumban két sav jelenik meg.

A 3HF analégjai, amelyek a 2-es helyzetben mas aromas szubsztituenst tartalmaznak, a

kozegtdl fiiggden, szintén mutatnak kettds fluoreszcenciat.!*®

N* —— ~ S,
A
Y&; L

hv hv' hv"

_Y s
NL/

34. abra: A 3HF ESIPT reakcidjanak fotokémiai ciklusa

Az ESIPT mechanizmust jelzdmolekuldk nagy elénye, hogy mivel két sav jelentkezik

az emisszios spektrumban, igy ezek intenzitdsanak aranyabol is lehet kdvetkeztetni a kdrnyezet
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tulajdonsagaira, ami megbizhatébb eredményt ad, mintha kizarélag egy sav intenzitasvaltozasat
kovetnénk (ratiometry, ardnymetrikus analizis elve).

Napjainkig mar tobb szdz 3HF-alapu fluoreszcens szenzort konstrualtak. Tobbségiik
miikddése az ESIPT-hez kapcsolddé valamilyen mechanizmuson alapul:*®
- Az N* és T* gerjesztett izomerek ardnya, azaz a két sav relativ intenzitasa fligg a lokalis
kornyezet polaritdsatol és hidrogénkotés-donor képességétdl.ll’ Az effektus tobbek kozott
fehérjék vizsgalatiban hasznilhato,®
- sok 3HF-vaza fémionszenzort irtak le az irodalomban. Ezekben a 3HF-egység, mint kétfogu
ligandum, a C=0 ¢és a OH csoporton keresztiil koordinalja a fémionokat, ami megakadalyozza
az ESIPT folyamatot. Igy a fémionkoncentracio novelésével a T* izomer ardnya visszaszorul,
- a harmadik f6 tipusban a 3-OH csoporthoz véddcsoportot kapcsolnak, megsziintetve a T*

izomer keletkezését. Az analit lehasitja a véddcsoportot, megjelenik a T* sav.

V.1.4. 4’-dietilamino-3-hidroxiflavon spektroszkdpiai tulajdonsdgai

A 3HF-alapt jelzdéanyagok egyik fontos csoportja a 4’-dialkilamino szarmazékok.
Gerjesztésiiket erds toltéstranszfer kiséri az elektrondonor amino- és az elektronakceptor
karbonilcsoport kozott, azaz nagy a dipélusmomentum-valtozas, ezért nagy a Stokes-eltolodas.
Sok mas 3HF szarmazékhoz hasonloan, képesek az ESIPT-re, tovabba fémionokkal
komplexeket képeznek, amelyekben az ESIPT reakcio gatolt. Kiilonleges tulajdonsaguk, hogy
ATP-vel komplexet képeznek.

Kutatocsoportunk a 3HF 4’-dietilamino-szubsztitualt (FET) szarmazékat (35. abra)
vizsgalta tobb aspektusbol is, egyiittmiikddve Bitter Istvan és Bojtar Marton szerves

kémikusokkal.

NN

35. abra: A FET szerkezeti képlete
Célkitiizés
A kutatasok végso célja 1j fluoreszcens ATP-szenzor kifejlesztése volt, amely 4’-

dietilamino-3-hiroxiflavon szarmazék, de amelynek szelektivitasa jobb a FET-hez képest egy
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tovabbi szubsztituensnek koszonhetéen. A témahoz kapcsolédva tanulmanyoztuk a FET
fotobomlasi reakcidit, amiket a jelzdanyag analitikai és képalkotasi alkalmazasaiban
figyelembe kell venni. Tovabba, részletesen vizsgaltuk a FET fotofizikai tulajdonséagait vizes
kozegben. A szolvatokrom tulajdonsagokrol részletes tanulmanyok jelentek meg, amelyekben
sokféle szerves oldoszerben mért spektrumot hasonlitottak 6ssze. *° A vizes oldatban felvett
spektrumokrol azonban kevés volt az informécio, pedig ezekre sziikség volt az ilyen szerkezetli
ATP-szenzorok miitkddési mechanizmusanak feltardsdhoz, €s az 4j ATP szenzor tervezéséhez.

Miel6tt értekezésemben sajat eredményeimre ratérek, a vegyiilet altalanos jellemzését

valamint lehetséges felhasznalasi lehetdségeit foglalom Ossze.
V.1.5. 4 4’-dietilamino-3-hidroxiflavon szolvatokromizmusa

Klymchenko és Demchenko tanulmanyukban az altalunk is vizsgalt FET probavegyiilet
szolvatokromizmusat irtak le.!® Huszonegy szerves oldoszerben vettek fel szinképeket, vizes
oldattal nem foglalkoztak. Az emisszidés spektrumokban rendre két sav jelent meg, az
alacsonyabb hullamhosszii sav a gerjesztett normal-formahoz (N*), mig a nagyobb
hullamhossz sav a gerjesztett tautomer-formahoz (T*) rendelhetd.

Az altalanos oldoszerhatasok kdvetkezményeit a szinképekre tobbféle modon is vizsgaltdk. Az
f(e) = % polaritas-paraméter (f(¢)) fliggvényében abrazolva az N* és T* allapothoz
rendelhetd sdvok maximumét (hullamszamban kifejezve), minden oldoszer esetében

tapasztalhato volt, hogy az N* sdv maximuma a polaritas novekedésével csokken (36. abra).

Ezzel szemben, a T* sav helyzete nem valtozott jelentésen az olddszer polaritassal.

24000
" = / v aprétikus oldészerek
= |/ v protikus oldészerek
22000 -
£
L,
£ 8 20000 A
s ...l N*
18000 v v,
v' v T*
w
0.2 0.3 0.4 0.5

(s-1)/(2e+1)

36. abra: A FET emisszios savjainak helye a polaritas fiiggvényében

(az abra a 119 hivatkozas alapjan késziilt)
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Vizsgaltak a Lippert-Mataga-egyenlet érvényességét is (37. abra). A Stokes-

eltolédasokat abrdzolva a Lippert-paraméter fliiggvényében azt talaltdk, hogy az N* sav

maximumabol szamitott Stokes-eltolodas linearisan valtozik a Lippert oldoszer-paraméterrel, a

protikus ¢€s aprotikus olddszerekre vonatkozd pontok egy egyenes koriil szornak. Ezzel

szemben, a T* savbol szamitott Stokes-eltolodas nem korrelalt Af-fel.
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37. abra: A FET Stokes-eltolodasa a Lippert-paraméter fiiggvényében N* (a) és T* (b) forma

A FET fluoreszcenciaszinképe a

esetében (az abra a 119 irodalom alapjan késziilt)

specifikus

olddszerhatasokra

is

érzékeny,

mindenekel6tt az oldoszer hidrogénkotés-donor/akeeptor jellegére. Az N* és T* savok

intenzitasainak aranya (38. abra), (In+/l7+) erdsen fiigg f(€)-t61, az N* formahoz rendelhet6 sav

intenzitasa n6 a polaritassal. A Log(In*/IT*) mennyiséget f(g) fliggvényében abrazolva két

pontsorozat kiiloniil el, a vegylilet masként viselkedik aprotikus oldoszerekben (amelyek

magukban foglaljak a H-kotés akceptor oldoszereket is), valamint protikus oldészerekben.

Protikus oldoszerekben csaknem egy nagysagrenddel valdszinibb az N* forma, melynek

hatterében a FET karbonilcsoportja és a viz kozotti intermolekularis H-hidas kdlesonhatés all,

mely stabilizalja a N* format.
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38. abra: A FET emisszios savjainak intenzitasaranya a polaritas fiiggvényében

(az abra a 119 hivatkozas alapjan késziilt)

A FET fluoreszcencia-kvantumhatasfoka H-kotés akceptor oldoszerekben rendre
kisebb, mint a H-kotés donor-oldoszerekben. Hidrogénkotést nem képzo oldoszerek esetében a
kvantumhatasfok kozepes érték. A H-kotés akceptorok esetében a kvantumhatasfok csokkenése
azzal magyarazhato, hogy intermolekularis kolcsonhatas alakul ki a flavon hidroxilcsoportja és
az oldoszer kozott, melynek eredményeképp a fenilcsoport kimozdul a kromonvaz sikjabol.
Erdekes modon a fluoreszcencia-kvantumhatasfok értéke fiiggetlen mind a polaritastol, mind a

polarizéalhat6sagtol.
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V.1.6. A 4’-dietilamino-3-hidroxiflavon fotooxiddcioja

A 3HF ¢és tobb szarmazéka esetében ismert volt, hogy fény hatasara irreverzibilis
valtozéasok torténnek a molekuldban (oxidacid, illetve atrendezddés). Ekkor haromféle termék
képzddhet, melyek a 39. abran lathatdéak. Oxigén jelenlétében O-benzoilszalicilsav (SA)
képzodik, mig oxigénmentes kézegben 3-hidroxi-3-aril-indan-1,2-dion (IN) apolaris, polaris és
protikus poléris olddszerekben egyarant.’?’ Néhany IN szénmonoxidot veszitve tovabb bomlik

3-aril-ftalidokra (FT).1%

COOH

9 R1,R2: H, Me, OH, OMe
FET: R1=H, R2=4-NEt:

39. abra: A 3HF-ek fotooxidaciojanak lehetséges ttjai

Kisérleteink sordan a FET és Mg?" kelatjanak fotooxidaciojat, ennek kinetikdjat és
mechanizmusat vizsgiltuk acetonitrilben.*® Mindkét speciesz UV-sugirzas hatdsira O-4-
dietilamino-benzil-szalicilsavva oxidalédik.1?2

A magnézium-komplex fotooxidacidja jelentésen gyorsabb, mint a szabad festéké. Az
abszorpcios spektrumok kinetikai analizise azt mutatta, hogy a gerjesztett allapoti oxidacids
folyamat sebességi allandoja kozel azonos a szabad festék és a Mg?*-komplex esetében, a
kiillonbség a reakcid kvantumhasznositasi tényezdjének kiilonbségeivel magyarazhato (8.

tablazat).
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8. tablazat: FET és FET-Mg?" komplex fotooxidacidjanak sebességi allanddoja és a folyamat

kvantumhasznositasi tényezdje

Kox [Min] [
FET 2,4-107 15-10*
FET-Mg> | 39-10" |[23-10°

Abszorpciés mérésekbdl meghataroztuk a jelzémolekula Mg?*-ionnal alkotott 1:1
sztdchiometriaju kelatjanak stabilitasi allandojat (Ks=110 M™). Mas kétértékii kationokkal
(Ca?*, Sr** és Ba?") is megvizsgaltuk a FET komplexképzését, ezek mind joval gyengébb
asszociatumok, mint a FET-Mg?*, ami a Mg?" ion kis méretére vezethetd vissza, ill. az abbdl

adodo nagy toltéssurtiségre.

Kutatdémunkam soran a FET protolizise keriilt kozéppontba, mely jelentdsen befolyasolhatja a
jelzéanyag alkalmazasat fiziologids koriilmények kézott. Habar szamos publikacidban eldkeriil
a vegyiilet fehérjékhez kapcsolva, polaritasszenzorként alkalmazva,'® mégsem volt fellelhetd
az irodalomban olyan munka, amely ennek a vegyliletnek a sav-bazis egyensulyaival
foglalkozott volna. A kisérletek soran bebizonyosodott, hogy a 3HF-el ellentétben a FET nem
mutat vizes oldatban kettds fluoreszcenciat. Erre is igyekeztliink magyardzatot talalni, aceton-

viz olddszerelegyben vizsgalva a vegyiilet fluoreszcencigjat.}?
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V.2. Eredmények és értékelésiik

A fejezet alapjaul a Hydrogen bonding effects on the fluorescence properties of 4 -
diethylamino-3-hydroxyflavone in water and water-acetone mixtures és az Uracil-linked

hydroxyflavone probe for the recognition of ATP cimii kozlemények szolgalnak. 2 124
V.2.1. Az alapdllapoti savi disszocidcios dllandok meghatdrozdsa

Az 40. abran az abszorpcids spektrumok lathatoak a pH fliggvényében a 2-7 valamint a

7-12 pH tartomanyban.
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40. abra: A FET abszorpciés spektruma a pH fiiggvényében (Crer=10° M, 1=10 cm)

A savas oldatok spektrumaban 345 nm-en talalhat6 sav a protonalt formahoz rendelheto,
intenzitasa a pH emelésével csokken. Ahogy az jol kovethetd, a pH novelésével 416 nm-nél
megjelenik a semleges forma savja, majd ligos kdzegben 437 nm-nél a deprotonalt FET savja.
A spektrumsorozatokat kétlépéses disszociaciot feltételezve (41. abra) értékeltiik ki kiilon-

kilon.

Az illesztés eredményeként megkaptuk a molekula két savi disszociacios allandojat. Az

aminocsoportra vonatkoz6 érték pKai1=4,50, mig a hidroxilcsoportra vonatkozo pKa2=9,70. Ez
utobbi érték kozel azonos, mint az 3HF vegyiiletre vonatkozd (pKa2=9,6),''? tehit az
elektrondonor amino-szubsztituens csokkenti a hidroxilcsoport savassagat. A karbonilcsoport

a vizsgalt pH-tartomanyban nem protonalodik. 12
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A harom forma emisszios spektruma ¢€s fluoreszcencia-lecsengési gorbéje mérhetd volt
szelektiven a pH megfeleld megvalasztasaval (42. abra). A vizsgalatokat a protonalt forma

esetében 0,1 M koncentracioji HCI oldatban, a semleges forma esetében Britton-Robinson

végeztem. Meghataroztam mindharom forma fluoreszcencia-kvantumhatasfokat, a semleges €s
az anionos speciesz esetében kumarin 153 etilalkoholos oldatat hasznalva referenciaként, mig
a protonalt forma esetében kinin-szulfat 0,1 M-os kénsavas oldatat. A spektralis adatokat a 9.

tablazatban foglaltam Gssze.
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42. abra: A FET semleges, kationos és anionos alakjanak
(a) abszorpcioés spektrumai (crer=10° M, I=10 cm),
(b) emisszioés spektrumai
[Aex=345 nm (kationos) Ae=416 nm (semleges) és hex=437 Nm (anionos), crer=10° M],
(c) lecsengési gorbéi [Aex=378 NM, hem=517 nm (kationos), hex= 473 NM, Aem=526 nm (semleges) és
hex=473 nm Aem=555 nm (anionos), crer=10° M]

Vizsgalataink kozéppontjaban a semleges forma allt. A vizes oldat emisszids spektrumaban
csak egyetlen sav lathato, mely az N* formatol szarmazik — akércsak etanolban mérve!® —

azonban ez az emisszid hdrom szempontbo6l 1ényegesen eltér:
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- a FET N* savjanak pozicidja koveti a Lippert-Mataga-egyenletet, azaz a Stokes-
eltolodasok (vyps — v]’c‘l) kozelitdleg linearisan valtoznak az olddszer orientacids
polarizaciojaval, amia Af = [(e — 1)/(2e + 1)] = [(n? — 1)/(2n? + 1)]. A protikus,
az aprotikus polaris és az apolaris oldoszerekben észlelt fluoreszcenciasav-maximumok
a Lippert-abrazolasban jol illeszkednek egy kozos egyenesre.!t” A tobbi oldoszerben
mért adatok alapjan a FET fluoreszcenciasavja a vizes oldat szinképében 530 nm kortil
volna varhat6. Ehelyett 565 nm-nél jelenik meg.

- a speciesz fluoreszcencia-kvantumhasznositasi tényezdje vizben kicsi, sokkal kisebb,
mint szerves olddszerekben.!” Normal alkoholokban ez az érték jellemzden 0,49 és
0,58 kozé esik.

- az alacsony kvantumhatésfok értékkel Osszhangban, a fluoreszcencia-lecsengési 1d6

rovidebb, mint 30 ps, ami az egyfoton-szdmlalasos rendszeriink felbontoképessége.

A semleges speciesz gyenge emissziojat tiszta vizben az okozhatja, hogy gerjesztett allapotban
a FET karbonilcsoportja és egy vizmolekula kozott a hidrogénkotés megerdsodik. A FET és a
viz kozotti erds hidrogénkdtésen at a gerjesztett FET molekula erésebben kapcsolddik a viz
oldoszer hidrogénkdtéses matrixahoz, ami eldsegiti, hogy a FET gerjesztési energiaja a
probakban is fellép ez a hatds, amelyekben van C=0 hidrogénkotés-akceptor csoport.126:127

9. tablazat: A FET semleges, kationos és anionos alakjanak abszorpcios és fluoreszcencia adatai

xabsmax Emax kﬂumax T [pS]
speciesz oF

[nm] [M-tcm?] [nm] (rel. amplitado)
Semleges| 416 23 500 565 0,001 | <30 (92%), 1680 (8%)
Kationos | 345 15 700 517 0,02 230 (98%)
Anionos 437 26 600 555 0,24 1070 (100%)

V.2.2. Vizsgdlatok aceton-viz elegyben

A FET vizzel alkotott komplexének tulajdonsagait aceton-viz olddszerelegyekben
tanulmanyoztuk. Korabban Klymchenko és munkatarsai vizsgaltak a 4’-dimetilamino-3-
hidroxiflavon (FME) kélcsonhatasat vizzel etilacetat-viz elegyekben.!?® Az aceton-viz rendszer
eldnye az etilacetat-viz rendszerrel szemben, hogy az aceton €s a viz korlatlanul elegyedik, ezért

a FET vizkomplexeirdl a teljes Osszetételtartomanyban kaptunk informéciot.
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Az abszorpciés spektrumban megfigyelhetd, hogy a viz molaranyat novelve a FET
abszorpcids saivmaximuma a nagyobb hullamhosszak iranyéaba tolédik, 404 nm-rél 418 nm-re

(43. abra), illetve a sav intenzitasat is befolyasolja az olddszer.
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43. abra: A FET abszorpcios spektruma aceton-viz elegyekben (Crer=10° M, I=10 cm)

Az emisszios spektrumok mérése sordn gerjesztési hullamhossznak az acetonban észlelt
elnyelési maximumot valasztottam. Az emisszids spektrumokat normaltam az abszorbancia
értekekkel.

Acetonban a FET emisszios spektruma két savra bonthatd (44. abra), az N* formahoz
tartozd sav 505 nm-en, valamint a T* forméhoz rendelhetd sav 577 nm-en jol elkiilonithetd. A
spektrumot Gauss-fiiggvényekre bontva ezek a hullamhossz értékek 501 és 582 nm-nek
adodtak (Fiiggelék VII1.2. alfejezet). Amennyiben a rendszerhez kis mennyiségii vizet adunk,
az N* sav vOrds iranyba tolodott és a fluoreszcencia-intenzitas jelentds emelkedését

tapasztaltuk mely 67 n/n %-ig monoton névekszik, majd e f616tt ismét csokken.
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44. abra: a FET emissziés spektrumai aceton-viz elegyekben, (Cret=10° M, Aex =416 Nm)

A T* sav — melynek helyzete kevésbé érzékeny a vizre — ardnyaiban kisebbé valt, végiil
belesimult az N* savba. A viz mennyiségét tovabb emelve mar csak egy sav lathato a
spektrumon, amely a nagyobb hullamhosszak irdnyaba tolodik és intenzitdsa csaknem teljesen
kioltodik tiszta vizben. Ez a valtozas azt jelzi, hogy a tobbé-kevésbé izolalt FET-viz komplex
— amely alacsony vizkoncentraciok esetén dominans — er@sen emittal. Ezzel szemben a vizben
gazdag, hidrogén-kotésekkel atszott kozegben a festék alig emittal.

Az intenzitasnovekedés 10 n/n %-ig jol leirhaté a tiszta festék és az 1:1 aranyt vizkomplex
emisszidjanak dsszegeként.

_ ~FET 4 FET FET-H,O , FET-H,0
Lij=c ;" +c b,

i i (66)

Az emisszids spektrumokat ebben az Osszetétel-tartomanyban felhasznalva, 1:1 aranyt
vizkomplexet feltételezve illesztést végeztiink, melynek eredményeként azt kaptunk, hogy a
FET:H.0 komplex stabilitasi allandéja K=4,5-102 M. Az illesztés tovabbi eredményeként
megkaptuk a vizkomplex koncentraciofiiggetlen emisszids spektrumat, melyet 45. az dbra

szemléltet.
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Ennek ismeretében kiszdmithat6 volt a komplex fluoreszcencia kvantumhasznositasi tényezdje
IS (@reTH20= 0,45), mely az acetonban mért @rer = 0,047 kvantumhatasokkal Gsszevetve

csaknem tizszer nagyobb érték.

7
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45. abra: (a) A FET vizkomplexéneKk illesztésbol nyert fluoreszcenciaszinképe. Osszehasonlitasul
a tiszta acetonban mért szinképet is feltiintettiik, ill. annak felbontasat az N* és T* formak
jarulékara. (b) A FET fluoreszcencia intezitasa 500 nm-en az oldészerdosszetétel fiiggvényében. A

folytonos vonal a szimitott értékeket jeloli (Ks=4,5-102 M™), a négyzetek a kisérleti értékek

Hasonlo megallapitasokra jutottunk a fluoreszcencia lecsengési gorbék vizsgalata soran (46.
abra) . Detektalasi hulldimhosszként az aceton N* és T* savjanak maximumat (505 és 577 nm)
valasztottuk. Tiszta acetonban mérve az 505 nm-en detektalt lecsengési gorbe kezdeti szakaszan
egy gyors lecsengii komponens figyelheté meg, mig az 577 nm-en detektal gérbénél feltoltodési
szakasz latszik. Ennek hatterében az ESIPT folyamat all. A lecsengési gorbék késébb azonos
iddallandoval futnak, ami azt jelzi, hogy az N* és T* formak kozott bedllt egy gerjesztett
allapott egyensuly.
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46. abra: A FET fluoreszcencia lecsengési gorbéi aceton-viz elegyekben 505 nm (a) és 577 nm (b)

detektalasi hullimhosszon (Crer=10° M, Aex= 473 Nm)
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A tiszta acetonban felvett lecsengések a két detektalasi hulldmhosszon két exponencialissal

voltak leirhatok (ugyanazon két idéallanddval, t1~60 ps és 12=230 ps) az alabbi egyenleteket

felhasznalva:
IN*(t) = AY"exp (- i) + A exp (- é) (67)
és
IT(t) = —AT"exp (— i) + AlT*exp (— i) (68)

A fluoreszcencia lecsengését megvizsgaltuk aceton-viz rendszerekben 1is, alacsony
vizkoncentracio mellett. Ezeket a rendszereket harom idéallanddval tudtuk jellemezni, melybdl
a két rovidebb komponens (11 és 12) értékét azonosnak tekintettiik a korabbi, tiszta acetonban
mért értékekkel. A harmadik komponenst a vizkomplexként azonositottuk, melynek
fluoreszcencia lecsengési idejére 400 ps-ot kaptunk. A viz mennyiségét novelve mar egy
exponencialissal is jol leirhatéak voltak a lecsengési gorbék a detektalasi hullimhossztol
fiiggetleniil. A megfigyeléseink alapjan felallitott modellt a 47. abra szemlélteti.

Folytonos vonal jelzi a fluoreszcencia kisérletekbdl megfigyelhetd folyamatokat, mig a

szaggatott vonal a feltételezhetd reakcioutakat.

N*+HOH —=-=-=--=-=-=-=-=-2= N*.--HOH

/;/7
A /// \
k//

T*+HOH<==T*.--HOH

I
I
I
I
\J

T+HOH—=T---HOH
~ -~
N+HOH > N---HOH

47. abra: A FET és FET-viz komplex fotoindukalt folyamatai. Folytonos nyillal jelolve a
kozvetleniil mérheto reakcidk, szaggatott nyillal a hipotetikus folyamatok
Spektroszkopiai kisérleteinkbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy:
- Az N*--HOH gerjesztett komplex féleg az alapallapotbol (N---HOH) keletkezik, nincs
arra utald jel, hogy gerjesztett szabad N vizet kosson meg: N* + HOH — N*---HOH
- A T* forma vizkomplexét nem tudtuk azonositani, feltételezhetéen az ESIPT folyamat

termodinamikailag és/vagy kinetikailag gatolt.
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V.2.3. A FET-komplexek vizsgalata elméleti szamitasokkal

Az elméleti szamitdsokban a szolvatalt festékmolekulat a FET-aceton és a FET-viz
komplexszel, valamint a FET-viz-aceton harmas komplexszel modelleztiik (47. abra). A FET-
viz komplex legalacsonyabb energiaju szerkezetében két helyen kapcsolddik az olddszer a
jelzémolekuldhoz. A FET-viz-aceton harmas komplex azt az esetet modellezi, amikor a
rendszerben kevés viz van az aceton mellett. Referenciaként a nem-szolvatalt FET molekula
tulajdonsagait is kiszamitottuk, melynek eredményét a n-hexanban mért kisérleti adattal
vetettiik ssze Hiba! A kényvjelzo nem létezik. Ahogy az 48, 4bran lathato, a szamitasok az abszorpcids
¢s a fluoreszcenciasavokra is szisztematikusan kisebb hullamhossz értékeket adtak eredményiil,
mint a kisérleti adatok. A szdmitdsok azonban jol tiikrozték a pozitiv szolvatokromizmust: a
normal forma esetében ahogy a szolvatacios képesség no, a gerjesztési energia lecsokken, azaz
az abszorpcids hulldmhossz a nagyobb hullamhosszak iranyaba tolodik el. Ezzel parhuzamosan
az emisszio is a voros iranyba tolodott.

Az SIe(T*) relaxalt allapoti energidk kisebbek voltak a SI®'(N*) allapot értékeinél
minden modell esetében, a kiilonbség -7,8 kcal/mol volt az izolalt molekulara, -4,6 kcal/mol a
FET-aceton komplex esetében, -3,7 kcal/mol a FET-viz komplexnél és -2,1 kcal/mol a FET-
aceton-viz komplex esetében. Ennél fogva az ESIPT folyamat energetikailag kedvezd
mindegyik modellben, az energiakiilonbséget azonban a vizkomplexben a hidrogénkotés

nagymértékben lecsokkenti.
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48. abra: A FET és oldészer-komplexeinek szamitott alapallapota szerkezetei, abszorpcios és
fluoreszcencia hullimhosszai. A zaréjelben a n-hexanban, valamint az acetonban, vizben és

aceton-viz elegyben mért-abszorpciés és emissziés hullimhosszak

Azonkiviil, a szamitasok megmutattak, hogy az N forma hidrogénkotéses komplexeinek
stabilizacios energiaja a FET-aceton esetében a gerjesztés hatasara csokken (4,7 kcal/mol-rol
3,5 kcal/mol-ra), mig ez az érték n6 a FET-viz komplexben (6,6 kcal/mol-rol 7,4 kcal/mol-ra)
¢s a FET-viz-aceton komplexben (7,4 kcal/mol-rél 8,1 kcal/mol-ra). Ez is arra utal, hogy az

ESIPT folyamat energetikailag kedvezdbb, ha az olddszer aceton, dsszhangban a kisérleti

megfigyelésekkel.
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Az 49. abran az intra- és intermolekularis hidrogénkotések szamitott hossza lathato,
melyek szintén dsszhangban vannak a jelzOvegyiilet acetonban és vizben tapasztalt kiilonb6z6
viselkedésével.

Az acetonkomplexben a gerjesztést az intramolekularis hidrogénkotés erésodése kiséri,
ami kedvez az ESIPT-reakcionak. A vizkomplex esetében az intramolekularis hidrogénkotések
viszonylag gyengék alapallapotban és gerjesztés hatasara még tovabb gyengiilnek, az ESIPT
folyamat gatolt lesz.

Ezzel szemben a vizkomplexben az intermolekularis hidrogénkotés erdsebb a
gerjesztést kovetden, stabilizalja a szolvatalt molekulat, mig e kotés hossza az aceton-viz
komplexben megnyulik gerjesztés hatdsara.

Az So — Si1 gerjesztés olyan valtozasokat is okoz a FET molekula szerkezetében,
amelyek nem érintik a hidrogénkotéseket. A FET flavon-vaza alapallapotban nem planaris, a
fenilcsoport a kromon egységgel 14%os szoget zar be. Ezek az egységek koplanarissa valnak
az S1(N*) és S1(T*) allapotokban. A NEtz-csoport alapallapotban piramidalis, mig mindkét S1
gerjesztett allapotban kozel planaris. Hasonlod szerkezeti valtozasok torténnek gerjesztés

hatasara a FET-aceton, FET-viz és FET-viz-aceton komplexben is.
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49. abra: Az intra- és intermolekularis hidrogén-kotések hosszai (1&) FET-oldészer

komplexekben
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V.2.4. 3-hidroxiflavonok alkalmazdsa nukleotidszenzorként

A FET dimetil-analogjarol (FME) Pivovarenko és munkatarsai kutatdsai nyoman valt
ismertté, hogy fluoreszcens nukleotidszenzorként miikddik.'?®1% Az FME vizes oldatahoz
ATP-t adagolva az abszorpcids, €s a gerjesztési spektrumban is 0j savot észleltek, amit az FME-
t anionos alakban tartalmaz6 FME-ATP komplexnek tulajdonitottak. A spektrumokbol eldszor
arra kovetkeztettek, hogy az alapallapoti komplexben jatszodik le protontranszfer az FME ¢és
az ATP(4-) tetraanion kozott.1? Késébbi kozleményiikben az exciplexképzddést is megemlitik,
mint lehetséges reakciot.*?°

Kutatasainkban a FET komplexképzését vizsgaltuk nukleotidokkal. A mintak pH-ja 7,4

volt, amelyen a FET neutralis formdja, az ATP-nek pedig a tetraanion alakja dominal.
A FET-ATP rendszerek szinképei (50. abra) hasonlitanak az FME-ATP rendszerek
szinképeihez, amelyeket Pivovarenko-¢k, leirtak, de vannak eltérések is. A gerjesztési
spektrumon (50.a. abra) a FET-re jellemz6 416 nm-es sav mellett megjelenik 474 nm-nél egy
Uuj sav az ATP-vel vald kolcsonhatds eredményeként. Az 0 sav maximuma nagyobb
hullamhossznal van, mint a szabad anioné, de a kolcsonhatas az ATP-vel okozhat ilyen
eltolodast. Tovabba, a spektrumokban még nagy ATP feleslegeknél is felismerhetd a semleges
FET-hez, vagy a semleges FET ATP-komplexéhez rendelhetd, rovidebb hullamhosszu sav.

Az emisszios szinképeket (50.b. abra) a gerjesztési spektrumokban észlelt Gj sav
hullamhosszan (474 nm) gerjesztettiik. Az ATP hatasara nagymértékben megnétt az intenzitas.
(2000-szeres ATP hatasara 33-szoros intenzitasndvekedés). Feltételezve, hogy 1:1 komplex
keletkezik, az emisszios spektrumokbol illesztéssel meghataroztuk a kotési allandot, amelyre
K=2,3-10* M -et kaptunk. A fenti értékbdl visszaszamitott intenzitasok jol egyeztek a kisérleti
értékekkel (49.b. abra, belsé diagram).

1.5x10° 2.0x10"
S l2x10°
(a) 0-2000 ekv.| (b) ;;
ATP 7 £ g.ox10°
— 5 — 1.5x10 8
o 1.0x10° [} L 4.0x10°
:0 :0
= ] :I..OX:I.O7 %0 500" Loxao”
- . L CarelM]
5.0x10™1

350 400 450 500 700
hullamhossz [nm] hullamhossz [nm]

50. abra: A FET szenzor gerjesztési (a) (Adem = 476 NM) és emisszios (D) (dex = 554 nm) spektruma
ATP adagolas hatasara (c2pr = 107 M, chpp = 0—2-10"3M)
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A FET-ATP rendszerek spektrumaira hatassal lehet, hogy a protontranszfer a FET
komponensrél az ATP(4-) komponensre kedvezdbb a gerjesztett, mint az alapallapotban.
Az ESPT mechanizmust eldsegiti, ha a FET protondonor fotoacidikus jellegli. A Forster-
ciklussal szamolva, a 42. abran lathat6 spektrumokbdl pK,; — pK, = —1,65. Tehat a FET
fotoacidikus, bar sokkal kevésbé, mint a szubsztitualatlan 3-hidroxiflavon, amelyre pK; —
pK, = —9,76.1%°

Az eredmények értelmezéséhez elméleti szamitassal modelleztiik a FET-ATP komplex
szerkezetét. Az 51. abran a FET-ATP komplex szerkezete lathato alap- és gerjesztett dllapotban.
Az abran megfigyelhetd, hogy gerjesztett allapotban a proton a FET hidroxilcsoportjarol az
ATP termindlis foszfatcsoportjara kertil.

Osszefoglalva, a spektroszkopiai eredmények alapjan lehetséges, hogy a FET-ATP
komplexben gerjesztett allapotli protontranszfer torténik, és ezt a komplex szamitott szerkezete

megerositi.

51. abra: FET:ATP komplex szerkezete alap- (a) és gerjesztett allapotban (b).
A FET-ATP rendszer spektroszkopiai vizsgalata megalapozta egy uj, szelektiv ATP-szenzor
fejlesztését.}?* Az U-FET-tel jelolt uj szenzor szerkezete az 52. dbran lathat. Tartalmazza a
intermolekularis  protontraszferhez sziikséges hidroxiflavon-egységet, valamint egy
uracilcsoportot, amely a szelektivitast javitja az RNS-bdl ismert adenin-uracil bazisparképzés

kovetkezményeként.

NN

52. abra: Uracilcsoporttal kapcsolt 3-hidroxiflavon fluoreszcens ATP szenzor (U-FET)
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Az U-FET gerjesztési és emisszios fluoreszcenciaszinképe a FET-éhez hasonlé mddon
véltozott ATP jelenlétében. Az U-FET szelektivnek bizonyult ATP-re a tobbi vizsgalt
nukleotiddal szemben (ADP, AMP, adenozin é¢s GTP). Az 1:1 sztochiometridju ATP komplex
stabilitasi allandoja K=2,3-10* M, ez hasonlé érték, mint a FME:ATP komplexé (K=2,5-10*
M1).12* Az U-FET a turn-on tipusi szenzorok csoportjaba sorolhatd, a fluoreszcencia

komplexképzddés hatasara mintegy 5,5-szeresére novekedett.
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V1. Brooker-merocianinok komplexképzése pillérarénnal

VI1.1. Irodalmi hattér
VI1.1.1. A Brooker-merocianin szolvatokromizmusa

A Brooker-merocianin (M1 az 53. abran) egy piridinium-fenolat festék, melynek
legérdekesebb tulajdonsaga az erds negativ szolvatokromizmus,®+1%? azaz az So — S1 atmenet
savja a kisebb hullamhosszak felé¢ tolodik az olddszer polaritasaval. Protikus oldoszerekben a
gerjesztési energia nd az oldoszer hidrogénkotés-donor képességével is. M1 szolvatokrom
viselkedésének altalanosan elfogadott magyarazata abbol indul ki, hogy a molekula két
hatarszerkezettel irhat6 le, az ikerionos aromas (benzoidalis) és a semleges kinodialis
szerkezettel (53. abra). Polaris oldoszerben az ikerionos aromas forma dominal, apolaris

oldoszerekben nagyobb a kinoidalis hatarszerkezet sulya.

o

OH

~

N+
|

M1 M1H*

53. abra: A Brooker-merocianin fenolat és fenol formaja. A fenolat forma az ikerionos és

semleges hatarszerkezettel jellemezhetd

Elméleti szamitasok is megerdsitették, hogy a jelzdvegylilet szolvatokrém tulajdonsagat az
oldoszer polaritasa és hidrogénkotés-donor tulajdonsaga is befolyasolja. 133134135 A szamitasok
szerint az alapéllapotu ikerionos (aromas) formanak az energidja erésen csokken az olddszer
polaritasaval. Az S1 gerjesztett allapotban az aromas szerkezet dip6lumomentuma kisebb lesz.
Ezért a gerjesztett allapotli aromés format a kolcsonhatasok a poléris olddszermolekuldkkal
kevésbé stabilizaljdk — ez nyilvanul meg a negativ szolvatokromizmusban. Protikus
oldészerekben az M1 ikerion fenolatcsoportja és az oldoészermolekuldk kozott hidrogénhidak
alakulnak ki, ezek is er6sebbek M1 alapallapotaban, tovabb novelve a gerjesztési energiat.

Ellentétben az aromas formaval, M1 kinoidalis formajanak dipélusmomentuma né az So — S
gerjesztés sordn, ami alapjan kevéssé poléris oldoszerekben pozitiv szolvatokromizmus

véarhato. A szolvatokromizmus megfordulédsa (reversed solvatochromism) tiszta olddszerekben
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azonban nem figyelheté meg, mivel M1 nem oldodik a legkevésbé polaris oldoszerekben. A
jelenséget mégis lehet kisérletileg igazolni polaris és apolaris olddszerek elegyében felvett
spektrumokkal: M1-nek a tiszta apolaris oldoszerekre extrapolalt gerjesztési energiai a pozitiv
szolvatokromizmusnak megfeleléen valtoznak.

Kihasznalva a Brooker-merocianin nagy érzékenységét a lokalis kornyezetre, gyakran

alkalmazzak szolvatokrom prébavegyiiletként.

Célkitiizés

A Brooker-tipusi merocianinokkal kapcsolatos kutatasaink célja az volt, hogy
kihasznélva az ilyen anyagok erds szolvatokromizmusat, kolorimetrikus indikator-kiszoritasos
assay-t készitsiink biomolekulak detektdlasdhoz. Az assay-ként mikodé komplex
gazdamolekuldjanak a vizoldhato WP6 pillérarén makrocilust valasztottuk (54. ébra).
Feltételezhetd volt, hogy a merocianinokon és a pillérarénon 1évd ellentétes toltések miatt
viszonylag stabil komplexek képzddnek, és, hogy az erds kolcsonhatasok nagy spektralis
valtozast indukalnak. M2 és M3 1ij vegyiiletek voltak. Az N-fenil szubsztituenseiktdl azt vartuk,
hogy M2 ¢és M3 erésebb komplexet képeznek WP6-tal, mint M1. Az M3-on 1évé Br-
szubsztituensekkel pedig a saverdsséget kivantuk nodvelni, hogy az erdsen szolvatokrom

ikerionos forma semleges pH-ju oldatokban is dominaljon.

- “oocC 0ocC “00C

M1: R=CH; R'=H
M2: R=Ph R'=H WP6
M3: R=Ph R'=Br

54. abra: A vizsgalt merocianin festékek és pillér[6]arén szerkezeti képlete

A kolorometrids szenzor fejlesztése mellett célunk a komplexek miikodését

megvizsgalni fluoreszcencids szenzorokként is, ezek a vizsgalatok még folyamatban vannak.
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V1.1.3. A Brooker-merocianin kélcsénhatas makrociklusokkal

Aromds gyuriii és ellentétes toltésti végcsoportjai miatt az ikerionos Brooker-
merocianin sokféle makrociklussal képezhet komplexet. M1 komplexképzését eddig
ciklodextrinekkel, 36137 kukurbit[8]urillal**® és kalix[4]pirrollal*®® vizsgaltak.

Holt és munkatarsai a Brooker-merocianin a-, - és vy-ciklodextrinnel torténd
komplexképzését vizsgaltak abszorpcids és fluoreszcencia mérésekkel. Azt talaltak, hogy a
merocianin a B-ciklodextrinnel alkotja a legstabilabb 1:1 sztdchiometriaji komplexet. A
stabilitasi allandd K=430 M, tehat még ebben az esetben is egy viszonylag gyenge
kolcsonhatasrol beszélhetiink. A kisebb tiregmérettel rendelkez6 a-CD-nel és a nagyobb iiregii
y-CD-nel még ennél is gyengébb komplex keletkezik (K=110 M ¢s 70 ML), 140141

A nyolc tagszamu kukurbituril iiregmérete joval nagyobb, igy képes két
vendégmolekulaval kolcsonhatasba 1épni. Kang ¢és munkatdrsai ezzel a kukurbit[8]uril
makrociklussal vizsgaltak a Brooker-merocianin komplexképzését. Azt talaltak, hogy az
makrociklus tiregében a két vendégmolekula ellentétesen orientalva helyezkedik el. Tovabba,
vizsgaltak a jelzémolekula fotodimerizacids reakciojat melyben a kukurbituril katalizatorként
mukdodik.

Linn ¢és munkatarsai kalix[4]pirrollal (CP) vizsgéaltdk a Brooker-féle merocianin
komplexképzodését acetonitril oldoszerben. A komplexképzes soran latvanyosan jelentkezett a
jelzomolekula szolvatokrém tulajdonsaga, acetonitrilben a Brooker-merocianin ibolya szini
(Amax=571 nm), mig a CP-lal alkotott komplexe narancssarga (Amax=481 nm). A jelzdmolekula
hidrogén-kotésekkel kotddik a CP-hoz, a fenolatcsoport oxigénje kolcsonhat a CP NH-
csoportjaival. A komplex 1:1 sztochiometrajat Job-plot-tal bizonyitottak, a komplex stabilitasi
allandoja K=5,66 + 0,34-10> M. A komplexet F, CI- és H,POs anionok kimutatasara

hasznaltak kolorimetrias ID (indikator-kiszoritasos) szenzorként.
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VI.1.4. Pillérarének

A makrociklusok torténete 1967-ben kezd6dott, amikor Charles Pedersen el6allitotta az
elsd koronaétereket'*? és innen szdmithatjuk a szupramolekularis kémia sziiletését is. A
makrociklusok jelentdsége — és ezzel egyiitt az uj makrociklusok szama is - évrol-évre no. A
legelterjedtebb makrociklusok koz¢ sorolhatjuk a ciklodextrineket, kalixaréneket, ¢és
kukurbiturilokat, de az utobbi évtizedben szamos uj makrociklus szintézisével boviilt a
szakirodalom: a bambuszuril'*? és a pillérarén alig 10 éves vegyiiletek.

A pillér[n]arének a makrociklusok egy 1j csaladja,'** melyben n darab hidrokinon
egység kapcsolodik egymassal metilénhidakon keresztiil (55. abra). A pillérarén elnevezés a

molekula alakjara utal, mely egy oszlopra emlékeztet.

OH

CH, -

OH

e — N

55. abra: A pillér[n]arének altalanos szerkezete

A pillérarénok eldnyds tulajdonsaggal rendelkeznek mas makrociklusokkal szemben.
Szimmetrikusak és merev vazzal rendelkeznek, ez korlatozza a lehetséges vendégmolekulak
szamat, ezen keresztiil javitja a szelektivitast. Elektronban gazdag iiregiiknek kdszonhetden a
pillérarénok kolcsonhatasba tudnak 1€pni elektronhidnyos vagy akar semleges molekuldkkal
is.145146 A benzolgytiriin 1év$ hidroxilcsoportok kénnyen funkcionalizalhatok, igy ndvelheté a
vizoldhatdsag valamint tovabb sziikithetd a lehetséges vendégmolekulak kore.

Az utdbbi években sok kutatocsoport vizsgalta a pillérarének gazda-vendég
komplexeit, 147148149 A vizsgalatok zome szerves oldészerekben tortént, mivel a pillérarének
vizoldhatdsaga gyenge.

Eléallitottak azonban mar vizoldhatd pilléraréneket is, amelyek ionos karakter(i

150,151 152,153

csoportot tartalmaznak, igy karboxilato-, ammoénium-, imidazolium-* és foszforil-

csoportokat. 1>
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Karboxilato-pillér[n] aréneket (WPn) Ogoshi és munkatarsai szintetizaltak elsOként
2010-ben. Ez az anionos makrociklus idealis kationos karakter(i, példaul aminocsoportot
tartalmazd vendégek befogadasara. NMR-vizsgalatok igazoltdk, hogy a WP5 karboxilato
pillérarén az aminosavak koziil a kationos aminosavakkal képez komplexet.’®8. Az otletet
tovabbgondolva kutatocsoportunk is fejlesztett FID szenzorokat kadaverin, putreszcin®®’
valamint paraquat kimutatasara'®® WP5 makrociklussal. Neurotranszmitterek meghatarozasara

alkalmasabb az egy gytiriitagszammal nagyobb WP6 (54. dbra). *°
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VI1.1.4. Lizin és szarmazékai

A lizint és metilezett szarmazékait (56. abra) kutatasainkban modell-analitokként
hasznaltuk indikator-kiszoritasos rendszerek tesztelésére. A lizin a bazikus esszencialis
aminosavak egyik képviseldje, amely fiziologias pH-értéken pozitiv toltésii. A lizin nagy
mennyiségben megtalalhatd az Un. hiszton fehérjékben, melyek nagy jelentdséggel birnak a
DNS-lanc kromoszoémava szervezédésében és ezen keresztiil a génexpresszidban, 169161

A lizin a fehérjeszintézis utolso 1épéseként (poszttranszlacios modositas) metilalodhat,
mely megvaltoztatja a fehérje miikodését, méas molekulakkal kialakitott kapcsolatat, igy adva
végso alakot az adott fehérjének.

O | O
H,N H,N.
OH OH

|—yS NH, I\/IeLys NH,

\ |+
NH N on
Me,Lys NH, Me;lys  nm,

56. abra: A lizin és metillalt szarmazékai
A fehérje lebomlasat kdvetden a felszabadulo trimetil-lizin a méjban karnitinné alakul.
A karnitin a zsirsavakat szallitja a mitokondriumban. A lizin megkiilonbdztetése a metilalt

lizinszarmazékoktol kulcsfontossagu feladat, 62

91



V1.1.5. A Brooker-merocianin transz-cisz izoméridja

Egyiptomi és német kutatok a 80-as évek elején vizsgaltak a Brooker-merocianin transz-
fénytdl elzart helyen, majd az abszorpcids spektrum felvétele utan halogén lampaval allitottak
el6 a cisz-izomert (pontosabban a transz és cisz-forma egyensulyi keverékét). A vizsgalatok azt
mutattak, hogy a MH"¢is; forma termikusan stabil. Ezt kovet6en egy csepp 1M NaOH oldattal
lagositva az oldatot, megmérték a lugos forma cisz-izomerének elnyelési spektrumat. Az
oldatban jelen levo cisz-izomerek spontan visszaalakultak a deprotonalt transz-formava. Az 57.

abran az izomerizacid reakcidsémaja lathato.

MH* s M

cisz <&
+H*

cisz

hv | hv' A

+ +H*
MH < > Mtransz

transz —

57. abra: A Brooker-merocianin transz-cisz izomerizaciéjanak reakciéosémaja

Mindezek ismeretében kisérleteimet fényt6l elzarva végeztem, és a spektrumot Kkis
fényterhelést okozd diddasoros spektrofotométerrel vettem fel, hogy a fenolos forma (MH")
izomerizacigjat elkeriiljem.

A Brooker-merocianin fenolos és ikerionos formaja egyarant mutat fluoreszcenciat,
komplexképzésiikkel kapcsolatos kisérleteimben elsdsorban az elnyelési tulajdonsagaira
fokuszaltam, ugyanakkor a fluoreszcencias vizsgalatokat is megkezdtem. A Brooker-

merocianin (M1) savi disszociacios allanddja ismert volt az irodalombol.64
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V1.2. Eredmények és értékelésiik

A fejezet alapjaul a Complexes of carboxylato pillar[6]arene with Brooker-type merocyanines:
Spectral properties, pKa shifts and the design of a displacement assay for trimethyl lysine cimi
kozlemény szolgal. 1°°

V1.2.1. A merocianin-pillér[6]arén rendszer reakciosémdja

A merocianin festék — pillérarén rendszer négy egyensullyal jellemezhetd:

.....

- a fenol-forma komplexképzése pillérarén gazdamolekulaval (Ks)

- az ikerionos forma komplexképzése pillérarén gazdamolekukaval (K2)

.....

A négy reakcio az 59. dbréan lathatdo modon ciklust alkot.

K

MHY =—— M
K, +wpe|]|-wre -wrs |[+wpe K5
MH" WP6 —=—= M- WP6
+HT
Ks

58. abra: A merocianin-pillérarén rendszerek reakciésémaja

Az egyensulyi allandok nem fiiggetlenek egymastdl, ami a AG = -RTInK 6sszefiiggés alapjan
is belathato. Mivel a G szabadentalpia allapotfiiggvény, mindegy, hogy az 58. abran lathato
ciklus két kivalasztott pontja k6zott milyen uton haladunk, XAG-nek, és igy XInK-nak ugyanaz
lesz az értéke.

Az egyensulyi allandok kozott az alabbi kapcsolat van:

hR_K
Pl (69)

Eszerint, a négy egyensulyi alland6 koziil barmelyik harom ismeretében szamithato a

negyedik. Azonban a kdzvetett mddon meghatarozott egyensulyi allandé hibaja nagy lehet,
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igy a négy egyensulyi allandot — ahol erre volt lehetdség — fiiggetlen mérésekbdl hataroztuk

meg.

V1.2.2. Abszorpcios kisérletek, savi disszocidcios dllandok meghatdrozdsa
Meghataroztuk a savi disszociacids allandé értékét mindharom vegyiiletre abszorpcids
kisérletekkel (59. abra) Britton-Robinson pufferben, az ionerésséget egységesen I= 0,2 M

értéken tartva. A hdrom merocianin fenolos alakjanak pKa értékét a 10. tablazatban adtam meg.
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M1 o - M2 pH 4,0 - 10,0 .
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' . 0.3 o
4 10 [ . BDH
N N
§ § 0.2
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T T T T " T 0.0~ T ————= T
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0.5
M3 = 03
pH2.0-7.0 £
0.4- 3 0.1
\
o 2 4 6
0.3' pH

Absz [-]

ool T\
N
0.1
/

0.0

350 400 450 500 550 600 650
hulldmhossz [nm]

59. abra: A merocianin jelzévegyiiletek abszorpciés szinképe a pH fiiggvényében (c3 = 107> M)

M1l-re az irodalomban kozolttel'® jol egyezé eredményt kaptam. Az N-metilpiridinium
egységet tartalmazd M1 és az N-fenilpiridinium csoportot tartalmazé M2 savi disszocidcios
allandoi kozott nem volt szamottevd kiilonbség: M1 pKa-ja 8,66, M2 pKa-ja 8,44 volt. Ezzel
szemben a fenolcsoporton tortént dibrom-szubsztitiicié a disszociacid egyensulyi allandojat

harom nagysagrenddel novelte, M3 pKa-ja 4,79-nek adodott.

94



V1.2.3. A WP6-tal alkotott komplexek stabilitasi dllandoi

Munkankban a tovabbiakban arra fokuszaltunk, hogy a Brooker-merocianin és két 1j
szarmazéka milyen erés kolcsonhatasba képes 1épni WP6-tal.

A komplex stabilitasi allandok meghatarozasakor kezdetben a pH-értéket 10,5-nek
valasztottuk, melyen mind a harom jelzdmolekula teljesen deprotonalt forméaban van jelen. A
kisérletek soran azt tapasztaltuk, hogy a titralas elérehaladtaval az abszorpcids spektrumon két
jol elkiiloniil6 sav jelent meg az M1 és M2 vegyiiletek esetében (60. abra), mig az M3 vegyiilet

esetében az abszorpcios sav csak eltolodik.

M2-WP6
0.34pH 10,5
WP6
< 'E 0.2
2 Q
< <
0.1
: : : : . 0.0 T T T T T
350 400 450 500 550 600 350 400 450 500 550 600 650
hullamhossz [nm] hullamhossz [nm]

0.4

0.3+

Absz [-]

0.2+

0.1+

0.0 T T T T
350 400 450 500 550 600

hulldmhossz [nm]

60. abra: A merocianin-WP6 rendszerek abszorpcios szinképe pH=10,5 kizegben
(cm=10"° M) lila szinnel a titralasi sor utolsé spektruma felbontva a két speciesz hozzajarulasara
A kisérleti eredmények legvaloszinlibb magyarazata az volt, hogy a keletkezd komplex
joval gyengébb sav, mint a komplexalatlan jelzovegyiilet, igy a pillérarént a fenolat formahoz
adva a fenol és a fenolat forma komplexe parhuzamosan képzdédik. Ennek igazolasara erésen
bazikus (pH=13,3) illetve enyhén savas (pH=6,5) kozegben megismételtiik a titralast. A

savanyitasnak hatart szabott a pillérarén protonalédasa, ami egyben a vizoldhatdsagat is
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lecsokkentette.'® A 61. abran a savas illetve bazikus kdzegben felvett abszorpcios spektrumok

lathatoak.
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61. abra: A merocianin-WP6 rendszerek abszorpcios szinképe enyhén savas (pH=6,5) és bazikus

kozegben (pH=13,3 illetve M3-WP6 rendszer esetében pH=10,5) (cf; = 1075 M),

lila szinnel a titralasi sor utolsé spektruma felbontva a két speciesz hozzajarulasara

A 10. tablazatban a jelz6vegyiiletek protonalt és ikerionos alakjainak aranyat adtam meg a

kisérletekben alkalmazott pH-kon.
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10. tablazat: M1, M2 és M3 jelzévegyiiletek protonaltsagi foka a vizsgalt pH értékeken

pH 6,5 10,5 13,3

pKa prot (%) | neut (%) | prot (%) | neut (%) | prot (%) | neut (%)
M1 8,66 99,31 0,69 1,42 98,58 - 100
M2 8,44 98,86 1,14 0,86 99,14 - 100
M3 4,79 1,91 98,09 - 100 - 100

Lathato, hogy a M3-as vegyiilet enyhén savas oldatdban a semleges forma dominal,

tehat a protonalt forma komplexképzési tulajdonsagar6l nem kaphatunk informéciot kisérleti

uton. A masik két vegyiilet esetében mind a protondlt, mind a deprotonalt forma

komplexképzddési dllandojat meg tudtuk hatarozni az abszorpcids spektrumokbol, illesztéssel.

A komplexképzés sztochiometridjat Job-modszerrel igazoltuk a semleges (ikerionos)

formak esetében (62. abra).
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62. abra: A merocianin-WP6 komplexek sztochiometriajanak vizsgalata Job-modszerrel

A protonalt formak esetében szintén valoszinlsithetd az 1:1 sztochiometridji komplex

képzddése, mivel a komplexek pH fliggd spektruméban van izobesztikus pont. Eszerint a
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kiilonb6z6 pH-ji mintdkban csak kétféle abszorbeald komponens detektalhato, az M:WP6 1:1
komplex mellett a masik komponens nyilvan az MH":WP6 1:1 komplex.

A kapott stabilitasi allandokat figyelembe véve elegendden nagy feleslegii és allando
makrociklus koncentracié mellett meghataroztuk a komplexek savi disszociacios allandojat
(63. abra). Az abszorpcios kisérletekben a makrociklus huszszoros feleslegben volt a
jelzdmolekula mellett, igy az egyensuly minden pH esetében a komplex irdnyaba volt eltolva.
Az M3 vegyiilet esetében nem tudtuk a komplex protondlt formajanak spektrumat felvenni a
kordbban emlitett oldhatosdgi problémak miatt, azonban az stabilitasi allando

meghatarozasakor ez a paraméter is meghatarozhato volt illesztéssel.

0.5
R 0.4
M1-WP6 M2-WP6 =% y
| PH9.0-120 pH 6.50 - 13.3
0.3 2o v
Q 0 0.2
< £
0.1
00 T T T T T
350 400 450 500 550 600 650
hullamhossz [nm] hullamhossz [nm]
M3-WP6 o
0.44pH 6.0 - 10.0 ~/_/
0.3' ° 5 6 7 8 9
: pH
N
2]
Q
< 0.24
0.11
0.0

350 400 450 500 550 600 650
hullamhossz [nm]
63. abra: A merocianin- pillérarén komplexek abszorpcios spektrumai a pH fiiggvényében
(cm=10"° M), a (c) abran a piros szinnel jelolve az illesztésbol nyert M3H*:WP6 komplex
spektruma
Az abszorpciés mérések alapjan az egyes specieszek abszorpcios adatait a 11.

tablazatban foglaltam Ossze.
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11. tablazat: a merocianin jelzovegyiiletek és komplexeik elnyelési maximumai

MH* M MH*:WP6 M:WP6
A2 Emax A2 Emax A2 Emax A2 Emax
[pm] | [Miem?] | [nm] | [Miecm?] | [nm] | [Micm?] | [nm] | [M1cm?]
M1 374 36 500 444 42 800 396 26 700 479 36 500
M2 394 35500 475 35 600 415 29500 506 30500
M3 377 36 700 472 37 000 394 33 100 495 37 100

V1.2.4. Egyensulyi dllandok

A K> komplexstabilitasi allandé mindhdrom rendszerre meghatarozhatd volt lagos
oldatban. Az M3-WP6 komplex stabilitasi allandojat 10,5-6s pH-ju pufferben hataroztuk meg,
mig az M1 - WP6 és M2 - WP6 rendszerek a spektrumait 0,2 M NaOH oldatban vettiik fel.

A K4 komplexstabilitasi allandé meghatarozasakor M1 - WP6 és M2 - WP6 rendszerek
spektrumait pH=6,5 pufferben mértilk meg. Az M3 jelzémolekulahoz tartozd Ks stabilitasi
allando értékét nem tudtuk kozvetlen médon megmeérni, igy értékét a masik harom egyensulyi
allando értékébdl szamitottuk:

_ Kz'K;

K
4 K,

(70)

Osszehasonlitva a K és Ka értékeket lathatd, hogy Ka értéke minden jelzémolekula
esetében egy nagysagrenddel nagyobb, mint K> értéke. Ez a kiilonbség annak kdszonhetd, hogy
a pozitiv toltésti MH" vendégmolekulak erés elektrosztatikus kdlcsonhatasba képesek 1épni a
tobbszorosen negativ toltéstt WP6 gazdamolekulaval.

Az M2 vegyiilet esetében volt a legmagasabb értéke a Kz és Ks4 komplexstabilitasi
allandoknak. Feltehetden a piridinium-gyliri nitrogénjéhez kapcsolodd fenilcsoport képes
mélyen behatolni a makrociklus iiregébe, igy a komplexet erds hidrofob kdlcsonhatasok is
stabilizaljak.

12. tablazat: az egyensilyi allandok értékei merocianin-WP6 rendszerekben

Savi disszociacios allandok Komplexstabilitasi allandok (M™)
Rendszer
-|OgK1 -|OgK3 Ky Ks
M1-WP6 8,66 (8,57)° 10,23 1,24 -10° 1,26 - 10°
M2-WP6 8,44 9,51 4,90 - 10° 5,25 - 107
M3-WP6 4,79 5,99 1,05-10° 1,66 - 10°

b 164 — es hivatkozas
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Az M3:WP6 és M3H":WP6 komplexek kevésbé voltak stabilak, mint az M2:WP6. Az
M3 vegyiiletben két nagy térkitoltésii Br-csoport talalhaté a fenolatcsoport mellett orto-
helyzetben, amelyek sztérikusan gatolhatjadk a komplexképzést. Emellett a bromcsoportok
elektronparjai elektrosztatikus taszitast fejtenek ki a pillérarén karboxilcsoportjaival szemben,

ami szintén a komplex stabilitasi allanddjanak csokkenését okozza.
V1.2.5. Indikator-kiszoritdsos vizsgdlatok

Megvizsgaltuk annak lehetdségét, hogy az M3 jelzdvegyiilet pillérarénnal alkotott
komplexe alkalmas-e kiilonb6z6 analitok kimutatasara indikator-kiszoritason alapuld
szenzorként. Ennek a rendszernek elénye a M1:WP6 és M2:WP6 komplexekkel szemben, hogy
fiziologias pH értéken mind a szabad festék, mind a komplex ikerionos fenolat formaban van
jelen.

Analitként a lizinre (Lys) és ennek metil-szubsztitualt szarmazékaira (MeLys, MezLys,
MesLys) esett a valasztasunk, mivel ezek bazikus aminosavak, igy varhatéoan a sokszoros
negativ toltésii WP6-tal viszonylag erds komplexet képeznek.

Az oldat Osszetétele az alabbi két szimultan reakcié egyensulyi allandoitdl fiigg:

M + WP6 < M: WP6 (71)
és

A + WP6 & A: WP6 (72)
ahol A a lizinszarmazék analit.
A kisérletben a jelzémolekula bemérési koncentracidja cfyz = 2 - 107> M volt, a makrociklusé
covps = 6 - 1075 M. A K; stabilitasi allando ismeretében (12. tablazat) a titralas kezdetén

(c2 it = 0) az oldatban a jelzévegyiilet 86%-ban komplexalt formaban volt. A titralds sordn

az analit mennyiségét szisztematikusan valtoztattuk c2 ;v = 0 — 3 - 1073M kozott. Az M3-

WP6-lizinszarmazék terner rendszerek abszorpcids spektrumai a 64. abran tekinthetok meg.
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64. abra: Indikator-kiszoritas M3-WP6 rendszerben, lizin (a), metil-lizin (b), dimetil-lizin (c) és
trimetil-lizin (d) analittal (cy3 =2-10"5M, cdpg = 6-107>M,c§ =0-3-103 M)
Mint lathatd, a lizin és a metil-lizin esetében nem valtozott a spektrum még nagy
mennyis€gli analit hozzdadasara sem. Dimetil-lizin esetén a spektrum kismértékl eltolodasa
figyelhetd meg a koncentracié emelkedésével, azonban nagy mennyiségii analit hozzdadasara
sem kaptuk vissza az M3 jelzOvegyiiletre jellemz6 elnyelési spektrumot. Trimetil-lizin esetében
a spektrum eltolodasa joval markansabb. Az abszorbanciavaltozast az M3 jelz6vegyiilet

elnyelési maximumaban az 65. dbra szemlélteti.
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65. abra: Az M3-WP6 elegy abszorbancidjanak valtozasa az analit koncentraciéjanak

fiiggvényében (cl(\),[3 =2-10"5 M, c\(/)VP6 =6-10"5 M)
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A titralas soran kapott spektrumsorozatbdl illesztéssel meghataroztuk a MesLys:WP6
¢s a MexLys:WP6 komplex stabilitdsi allandoit (ennek részletes menete a Filiggelék VIIL.3.
részében olvashatd). MesLys esetében K=2,7-103 M mig MeyLys csaknem egy
nagysagrenddel kisebb stabilitasi allandot kaptunk eredményiil K=6,6-10> M1, A kiilonbség a
stabilitasi allandokban abbol szarmazhat, hogy a metilszubsztituensek szamaval né az

167 a MesLys-WP6 komplexet az elektrosztatikus kdlcsdnhatdsok

aminocsoport hidrofob jellege,
mellett erés hidrofob hatds is stabilizalja. Osszehasonlitasképp, az eggyel kisebb gyiirii-
tagszami WP5 esetében a Lys sokkal stabilabb komplexet képez, mint a MesLys, ebben az

esetben tehat az aminocsoport mérete donti el a stabilitasi 4llandok sorrendjét. 68

V1.2.6. A Brooker-merocianin komplexképzése WP6-tal: fluoreszcencia-vizsgdalatok

Az M1, M2, M3 merocianinok komplexképzési és protolitikus reakcioira felrajzolt séma
(58. 4bra) kiegészithetd a gerjesztett allapoti specieszek reakciodival. Igy a 66. dbran lathato
sémahoz jutunk, amelyen 4t tudjuk tekinteni, hogy a fluoreszcencias vizsgalatokkal milyen

specieszekrol és milyen folyamatokrol kapunk informéciot.

M WP6*=MH+WP6*

Mu > MH™
A4
MWPG{ MH *:WP6

A4

M<—_—:.>MH

66. abra: A Brooker-merocianin alap és gerjesztett allapoti protonalédasi és komplexképzési
egyensulyai

Az eredményeket az M1 Brooker-merocianin példdjan mutatjuk be. M1 fenolos és
fenolatos formajanak gerjesztett allapotu tulajdonsagaival tobb tanulméanyban is
foglalkoztak.16416%170 Megallapitotték, hogy

- az ikerionos forma, M1, gerjesztett 4llapotban stabil, megdrzi transz-szerkezetét,

- a fenolos forma M1H" a gerjesztést kovetden részben cisz-izomerré alakul,

- a cisz-M1H" nem fluoreszkal.
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Vizsgalataink soran meghataroztuk a négy speciesz, M1, MIH*, M1:WP6 és MIH":WP6
fluoreszcencias jellemz&it. Ehhez 2:10°% M koncentraciéja M1 oldatokat hasznaltunk. A
komplexek spektrumanak méréséhez hasznalt mintak 20 ekvivalens WP6-ot tartalmaztak. Az
oldészer 6,5 pH-ju puffer volt (M1, M1:WP6), ill. 0,2 M-os NaOH (M1H*, M1H":WP6). A
gerjesztés a megfeleld minta izobesztikus pontjdban tortént.

A spektrumokat az 67. abran mutatom be. Az abszorpcidés adatokat (11. tablazat)

kiegészitettem a fluoreszcencia-jellemzdkkel, melyeket a 13. tdblazatban gytijtottem Gssze.

—— M1H*
A\ — M1
I
V'~ — MIH"WP6
— — ML:WP6

F.l.[6.e]

T T T T
500 600 700
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67. abra: Az M1-nek és WP6 komplexének fluoreszcenciaspektruma

13. tablazat: az M1 vegyiilet formainak és ezek komplexeinek elnyelési és emissziés maximumai

}\,absmax Emax }\,ﬂumax StOkeS-eltolédé.S
speciesz oF
[nm] [M-icm?) [nm] [cm™]
M1 444 42 800 583 0,002 5370
M1H* 374 36 500 509 0,013 7092
M1:WP6 479 36 500 588 0,012 3870
M1H*:WP 396 26 700 505 0,004 5451

A spektrumok alapjdn a Brooker-merocianin sokoldalu fluoreszcencids jelzOanyag.
Elénye, hogy két fluoreszkalo protikus alakja van (M1 és M1H"), és, hogy mindkét formanak
nagy a Stokes-eltolodasa. Az M1:WP6 komplex nagy fluoreszcencia-kvantumhatasfoka a
szabad M1-éhez képest arra utal, hogy M1 nem csak kolorimetrikus, hanem fluoreszcencia

indikator-kiszoritasos assay készitésére is alkalmas. Mértlink fluoreszcenciaszinképeket
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glicerin-viz elegyekben is. Ezek azt bizonyitottak, hogy M1 fluoreszcencia-intenzitasa erésen
no a viszkozitassal, tehat M1 viszkozitasszenzorként is mikodik.

A 66. abran Osszefoglalt reakcidkat fluoreszcenciaspektroszkopiai kisérletekkel is
vizsgaltam.  Altalanos elvként elmondhatd, hogy a reakcidelegyekrdl —felvett
fluoreszcenciaspektrumok sokszor nem a gerjesztett allapoti specieszek reakciojat tiikrozik,
hanem az alapallapotu specieszek reakciojat, és a fluoreszcenciaintenzitasok az alapallapoti
komponensek egyensulyi koncentracidival ardnyosak. Ugyanis, a kémiai reakciok tobbsége
lasst a gerjesztett allapotu reaktans/termék dezaktivalodasahoz képest. Néhany gyors reakcio,
igy a gerjesztett allapoti protontranszfer erdsen savas kozegben, azért hatdssal lehet a

fluoreszcenciatulajdonsagokra.

.....

A pKy r-et megkiséreltiik megmérni a fluoreszcenciaspektrum pH-fliiggése alapjan (68.
abra). Az egyes mintakrol tobb spektrumot is felvettiink, igy ellendrizve, hogy a mérés ideje
alatt van-e szamottevd transz-cisz fotoizomerizacid, azaz csokken-e a fluoreszcencia-intenzitas.
Az intenzitas csak kicsit csokkent. A spektrumokbdl illesztéssel szamitott pKyr = 9,18, ami
kozel esik az abszorpcios spektrumokbdl szamitott pKa = 8,66 értékhez. Mint errdl korabban
sz6 volt, ha a disszociaci6 lassu a gerjesztett allapot lecsengéséhez képest, akkor pKy r inkabb

az alapallapotil Bronsted-sav disszociacidjat jellemzi.

M1 pH 4 - 13,3
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68. abra: M1 fluoreszcencia-szinképe kiilonb6z6 pH értékeken

(ch =2-107% M Aex =399 nm pH=4 - 13,3)
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A spektrumokon megfigyelhetd, hogy két sav ardnya valtozik a pH fiiggvényében. A
kisebb hullamhosszon észlelt savok a protonalt formahoz rendelhetdk, a nagyobb hullamhossza
az ikerionos merocianinhoz. Jobb lehetdség pK1* meghatarozasara a Forster-ciklus. A 60. abran
lathato abszorpcids szinképébdl €s az 68. abran lathato fluoreszcenciaszinképébdl pKi* = 1,38-
nak adodott. Korabban Kuder és munkatarsai hasonlo értéket kaptak (pK1*=1,85).1%* Arra lehet
kovetkeztetni tehat, hogy M1 erésen fotoacidikus. Ezt a kiilonb6z0 pH-kon mért

fluoreszcenciaspektrumokbol szamitott pKi,r nem tiikrozte.

Az M1-WP6 komplex savas disszocidacioja

A fenolos forma komplexének savas disszociacidos allandoja meghatarozhatdo a
fluoreszcenciaszinkép pH-fliggésébdl, mivel feltételezhets, hogy a komplexben MI1H™ transz-
cisz fotoizomerizacidja gatolt.

A Kkisérleteknél a WP6 otven ekvivalens feleslegben volt a fest¢k mellett, igy az
egyensuly gyakorlatilag teljesen a komplexképzddés irdnyéba toltuk el. A kisérleteket Britton-
Robinson puffersorozatban végeztem, melynek ionerdsségét KCl-dal allitottam be (1=0,2 M).
Az emisszios spektrumok felvételekor olyan gerjesztési hullamhosszat valasztottam, ahol

kizarolag az M1:WP6 nyel el (Aex = 500 nm).
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69. abra: Az M1-WP6 komplex emisszios spektrumanak pH-fiiggése
(¢ =2-107¢ M, Aex = 500 nm, pH= 6,5 - 13,3)
A spektrumsorozaton megfigyelheté (69. abra), hogy a sav intenzitdsa né a pH
novekedésével. Illesztéssel a komplex pKsr értéke 10,11, ami kozel esik az abszorpciods

spektrumokbdl meghatarozott pKz = 10,23 értékekhez. Forster-ciklussal kiszamitottuk pKz*-ot.
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Az 63. és 67. abran lathato spektrumokbol a protonalt festék komplexének, MIH"-WP6 —nak
Voo gerjesztési energidja 22 200 cm™, mig az ikerionos forma komplexé 18 500 cm™. Ezekbél
a komplex gerjesztett allapota savi disszociacids allandoja pKs*=2,59. Gerjesztett allapotban
tehat a komplex sokkal erdsebb sav, mint alapallapotban, de ez a stacionarius

fluoreszcenciaszinképekbdl nem latszik.

Az ikerionos forma komplexképzése

A komplexképz6dés fluoreszcencias vizsgalatat M1 0,2 M-os NaOH oldataval
végeztem, a festék kiinduldsi koncentracidja cgy = 2 - 107° M volt, amelyhez 0 - 11 ekvivalens
WP6-ot adagoltam. A gerjesztési hullamhossz az abszorpcios spektrumok izobesztikus pontjan,
466 nm-en tortént. A spektrumok a 70. abran lathatok. A fluoreszcenciasav 583 nm-r6l 588-

nm-re tolddott, az intenzitds pedig 8,8-szorosra ndvekedett.

M1-WP6
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70. abra: M1 fluoreszcenciaszinképének valtozasa WP6 adagolas hatasara
(ch=2-10"°M, cQps = 0—2,2- 1075 M, A,=466 nm)

A spektrumsorozatokbdl meghataroztam a komplexképzddés egyensulyi allandojat,
amire K2 £=3.18-10° M et kaptam. Ez nagysagrendben egyezik az abszorpcios spektrumokbol
meghatarozott K»=1.24-10° M értékkel, bar az eltérés nagyobbnak tiinik a mérés hibajanal. A
két modon meghatarozott egyensulyi dllandé k6zott nem varhato szamottevo eltérés, mivel nem
varhatd, hogy az alapallapoti komplexképzddés és —bomlas dinamikus egyensulyanak

megfeleld koncentraciok a fluoreszcencias mérés soran sokat valtozzanak.
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A gerjesztett allapotu fenol-forma komplexképzése

A komplexképzddés fluoreszcencias vizsgalatat 6,5-6s pH-ji Britton-Robinson
pufferben végeztem, a festék kiinduldsi koncentracidja cyy = 2 - 107 M volt, amelyhez 0 - 5
ekvivalens WP6-ot adagoltam. A gerjesztési hullamhossz az abszorpcios spektrumok
izobesztikus pontjan, 395 nm-en tortént. A kisérleti spektrumok a 71. dbran lathatok. Az

emisszios sav 509 nm-rél 505 nm-re tolédott, mikdzben a sav intenzitasa harmadara esett le.
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71. abra: M1H" fluoreszcenciaszinképének valtozasa WP6 adagolas hatasara
(ch =2-10"°M, c{ps = 0 — 1075 M, %=395 nm)
A spektrumsorozatbdl illesztéssel meghataroztuk a komplexképzddés stabilitasi allandojat,
mely Kar=1,76-10°M"-nek adédott. Osszevetve az abszorpciods kisérletbél szarmazo értékkel
(Ka=1,26-105M"1) megallapithatjuk, hogy a fluoreszcencia- és az abszorpcios spektroszkopiai
vizsgalat hasonld eredményre vezet. A fluoreszcenciaspektrumok értékelése bizonytalan a
fenolforma transz-cisz fotoizomerizacidja miatt, igy nem varhatd teljes egyezés a két

modszerrel meghatarozott stabilitasi allando értékében.
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VII. A doktori munka odsszefoglalasa

Doktori kutatdmunkdm soran fluoreszcens probak protolitikus reakcioit vizsgaltuk
abszorpcios ¢és fluoreszcenciaspektroszkopiai modszerekkel. A vizsgalt vegyliletek koziil a
kumarin 102 (C102), a 4’-dietilamino-3-hidroxiflavon (FET) és a Brooker-merocianin (M1) jol
ismert jelzbanyag, amelyek szolvatokrém tulajdonsagaival szamos publikacio foglalkozott.
Sokféle anyagtudomanyi €s sejtbioldgiai kutatasban alkalmazzak oket, amelyekben a mintak
gyakran vizes oldatok, vizes kolloid rendszerek, vagy viztartalma névényi és allati szovetek.
Mindazonaltal a C102 és a FET szerkezetérdl, spektroszkopiai jellemz6irdl és sav-bazis
reakcidirdl vizes oldatban csak kevés ismeret van, kutatasaimmal ezt a hidnyt szerettem volna
potolni. A Brooker-merocianin fotokémiai tulajdonsagai vizes kozegben jobban ismertek, ez az
anyag referenciaként szolgalt masik két merocianin jelzOanyag vizsgalatiban, amelyek 1j

vegyliletek voltak, M1-t6l eltérd szolvatokrom és sav-bazis tulajdonsagokkal.

Els6ként a C102 protolitikus tulajdonsagait tanulmanyoztuk. Meghataroztuk a vegyiilet
PKa és pKa* értékét, melynek eredményeként azt talaltuk, hogy a vegyiilet gerjesztett allapotban
kevésbé savas karakterli. Gerjesztést kdvetden — amennyiben a pH viszonyok ezt lehetdvé
teszik - protont vesz fel, és a protonalt forma mas hullamhosszon mutat emissziot, mint a
semleges vegylilet. Tehat, a C102 fluoreszcencids pH-szenzorként miikodik. A fluoreszcencia

lecsengési gorbék alapjan meg tudtuk hatarozni a protonalddas kinetikai profiljat.

Kisérleti eredményeinket kvantumkémiai szamitasosokkal egészitettik ki. A
szamitasok részben arra iranyultak, hogy alapallapotban 1étezik-e kumarin-viz komplex, illetve
gerjesztett allapotban mi ennek a sorsa. A szamitasok valoszintsitették, hogy alapallapotban
vizes kozegben dominal a viz-komplex, melyben a vizmolekula a C102 karbonilcsoportjahoz
kotddik. Gerjesztett allapotban ez a komplex elbomlik. A szdmitdsokbol arra is kdvetkeztetni
lehet, hogy alapallapotban a protondlédas a C102 aminocsoportjan torténik, mig gerjesztett

allapotban a karbonilcsoportjan.

A FET szerves oldoszerekben kettds fluoreszcenciat mutato jelzéanyag: a gerjesztéssel
kozvetleniil létrejové N* forma intramolekuldris protontranszferrel (ESIPT) a T*
fototautomerré alakul. Vizes oldatban csak az N* forma fluoreszcenciajat észleltiik.
Dolgozatomban a FET sav-bazis egyensulyaival foglalkoztam, illetve a vegyiilet

vizkomplexének fotofizikai €s termodinamikai tulajdonsagait igyekeztiink feltarni.
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Meghataroztuk vizes oldatban a vegyiilet két savi disszociacios allandojat (pKa1=4,50
¢s pKax=9,70), valamint az egyes specieszek kvantumhatasfokat és élettartamat. Forster-
ciklussal megbecsiiltiik a gerjesztett allapothi savi disszociacios allando értékét (pKa2*=8,05).

A FET vizkomplexét aceton-viz olddszerelegyekben tanulmanyoztuk. Azt talaltuk,
hogy alacsony vizkoncentracié mellett a fluoreszcencia erdsodik. Ez olyan FET-viz
komplexnek tulajdonithatdo, melynek a vizmolekuldja nem 1ép kolcsonhatdsba a tobbi
vizmolekulakbol 4all6 hidrogénkotéses halozattal. Meghataroztuk a FET vizzel alkotott
komplexének egyensulyi allandojat (K=4,5-102 M™), és a komplex fluoreszcencia
kvantumhasznositasi tényezG6jét, valamint a lecsengési gorbékbdl a vizkomplex fluoreszcencia
¢lettartamat.

Elméleti szamitdsokat végeztiink, amelyek megmutattdk, hogy a gerjesztett FET-viz
komplexben gyengébb az intramolekularis hidrogénkdtés €s erdsebb az intermolekularis
hidrogénkotés, mint alapallapoti komplexben. Mindkét hatas az ESIPT folyamat ellenében hat,
ami 0sszhangban van azzal, hogy a vizes oldat fluoreszcenciaszinképében csak az N* forma

savja jelenik meg.

Kutatdsaim harmadik részében a Brooker-merocianinnak (M1) és két szarmazékanak
(M2, M3) protolitikus egyenstlyait vizsgaltuk és komplexképzésiiket a vizoldhato WP6
pillérarén makrociklussal. Az M2 és M3 merocianinszarmaz¢k 01j vegyiiletek voltak. A vizsgalt
merocianinokanak van egy piridinium-fenol (protonalt) és egy piridinium-fenolat (ikerionos)
protikus formdaja. A festék-makrociklus rendszerek négy egyensullyal irhatok le, amelyek az
ikerionos szabad merocianin, ill. komplexének protonalodasa, M+H*<> MH*; M:WP6+H <>
MH™:WP6, ill. a komplexképzési reakciok M+WP6 <> M:WP6; MH*+WP6 <> MH":WP6.
Abszorpcios spektroszkopiai mérésekkel meghataroztuk az egyensulyi allandokat. A szabad
festékek erdsebb savnak bizonyultak a komplexeknél, az elébbiek pKa értéke 1-1,6 egységgel
volt kisebb. A protonalt merocianinok WP6 komplexének stabilitasi allandoja néhany

nagysagrenddel nagyobb volt, mint az ikerionos merocianinoké.

Az M1 proba esetétn a protolitikus ¢és  komplexképzési  reakciokat
fluoreszcenciaspektroszkopiai mérésekkel is vizsgaltuk. Az abszorpcids spektroszkopiai
kisérletekkel nyert savi disszociacios allandokhoz és komplex stabilitasi allandokhoz hasonlo
értékeket kaptunk, ami arra utal, hogy a vizsgalt kémiai reakciok lasstiak a gerjesztett allapot

dezaktivalédasahoz képest.
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A FET ¢és az M3 jelzéanyagokat potencialis kémiai szenzorokként is teszteltiik.
Demonstraltuk, hogy a FET fluoreszcens ATP-szenzorként miikodik — tobb mas dialkilamino-
3-hidroxiflavonhoz hasonléan. A spektroszkopiai valtozasokat a FET és az ATP kozotti

gerjesztett allapotu protontranszfer okozhatja.

Az M3:WP6 rendszert indikator-kiszoritasos assay-ként teszteltiik. Elonye, hogy az
M3:WP6 komplex pKa értéke kozel all a fiziologias értékhez. Analitként a lizint (Lys) és metil-
szubsztitualt szarmazékait (MeLys, MeoLys és MesLys) valasztottuk. A kisérletek azt mutattak,
hogy a Lys és MeLys egyaltaldn nem tudta kiszoritani az indikatort a komplexbdl. A MezLys
hatasara kismértékii kiszoritds tortént, a MesLys esetén a valtozas markans volt, szabad

szemmel is lathatd szinvaltozast okozott.
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VI1II. Fiiggelék

Abszorpcios és fluoreszcencia-spektrumok szimulalasa

A kvantumkémiai szamitdsok megadjadk az egyes elektrondtmenetekhez tartozo
gerjesztési energiakat és oszcillatorerdsségeket. Ezek ismeretében szamithato az abszorpcios €s

fluoreszcencia spektrum.

Abszorpcids spektrumok szimulalasa

Egy adott elektronadtmenet oszcillatorerdssége és a spektrumban ehhez rendelhetd sav

alatti teriilet kozott az alabbi 0sszefliggés all fent:

4-me-c?1In10

f=v A (Fl)

ahol f aszamitas eredményeként kapott oszcillatorer6sség
Az oszcillatorerésségeket felhasznalva a savokat Gauss-gorbékkel kozelitettem. Az i-ik sav
egyenlete:

—2(17—179‘1-)2

2
(V) = ! _-e i (F2)
4,319-10-9-1"1/2‘i\/;

ahol Ty, a félértékszélesség (0,2-0,4 eV kozotti érték)' ™,
Ve ; az adott elektronatmenethez tartozo6 gerjesztési energia,
¥ a hullamszam.

A spektrumok az igy szamitott savok 0sszegeként adodtak.

Fluoreszcenciaspektrumok szimulélasa

A fluoreszcenciaspektrumok szimuldldsakor az S1 — So 4atmenetre szamitott
oszcillatorerdsségbdl az (F2) egyenletnek megfeleléen hulldmszam-fliggvényt szimulaltunk,
majd ezt hulldmhossz-skalara szamitottuk at.

Abszorpcios spektrum esetében a hullimszdm-hullamhossz konvertalds egyszerii

atskalazast jelent, mig fluoreszcenciaspektrum esetében az alabbi dsszefiiggés érvényes:®
[g(V) = 7\211?(7\) (F3)

ahol  Ig(V) a fluoreszcencia-intenzitas a hullamszam fiiggvényében,
Iz(A) a fluoreszcencia-intenzitas a hullamhossz fiiggvényében,

A a hulldimhossz.
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Az abszorpcios és emisszios spektrum felbontasa Gauss-gorbékre

A vizsgalt vegyiiletek esetében az elektrondtmenetek Gauss-gorbe-szerli lefutasuak
voltak, igy két vagy tobb speciesz relativ mennyiségének meghatdrozasahoz a spektrumokat
felbontottam.

Abszorpcids spektrum esetén az abszorbancia-hullamhossz fliggvényt abszorbancia-
hulldmszam fliggvénny¢ alakitottam, majd megbecsiiltem a spektrumban az atmenetek szamat.
Az egyes atmeneteket egy-egy Gauss-gorbével kozelitettem az (F2) egyenletnek megfelelden,
majd a gorbéket 0sszegeztem hullamszam szerint és az igy szamitott spektrumot dsszevetettem
a kisérleti spektrummal.

A szamitott és kisérleti spektrum kozotti eltérés négyzetét minimalizéltam iteracios
eljarassal Microsoft Excel Solver bovitménnyel, az eljaras soran a Gauss-gorbék paramétereit
valtoztatva.

A fluoreszcenciaspektrumok felbontasa hasonloképpen tortént, miutan az intenzitas-
hullamhossz fliggvényt intenzitas-hullamszam fiiggvénnyé alakitottam, az (F3) egyenletnek

megfeleléen.
Egyensulyok indikator-kiszoritasos rendszerekben

A vizsgalt rendszeriinkben a kiszoritas eredményeként egyszerre két egyensuly all fenn:
a gazda (G) és a vendég (V), illetve a gazda és az analit (A) kozott Gin. kompetitiv egyensuly
valosul meg.

Az gazda-vendég komplex képzodésére felirhato reakcidegyenlet:

K,
G + V. = GV (F4)
egyensulyban: cd—x—y cy — X X
_[avp _ X

27 [GIV] T (c2-x-y)(ch-x) (F5)

ahol  c2 és cJ a gazda- és a vendégmolekula bemérési koncentraciéja
[G], [V] és [GV] a gazda-, a vendégmolekula és a gazda-vendég komplex egyensulyi

koncentracidja

Az F4 egyenlettel parhuzamosan megvaldsul egy gazda-analit egyensuly, melynek

reakcioegyenlete:
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G + A = GA (F6)

egyensulyiban: Cc—X—Y CA—Yy y

Ks = {611 = @@ (F7)

ahol ¢ : a vendégmolekula bemérési koncentracidja,
[A] és [GA] az analit és a gazda-analit komplex egyensulyi koncentracidja.
A két egyenstlyt egyiitt kezelve a kovetkezé harmadfoki egyenletet kapjuk:

(Ky Ks —K2)-x3+ (2K} )+ K, + K, Ks-cR — K, Kg ¢y — K, Kg - c@—Ks +

+K2cQ) x? + [(Ky Ks ey @ — Ky Kg-cS-c)— Ky ¢y —2-K2-cY-cQ—KZ- (c))?]-

x+KZ(c)H?-c2=0 (F8)
A harmadfokt egyenlet altalanos alakja
ax3> +bx*+cx+d=0 (F9)

az (F8) egyenlet egyiitthat6i a kovetkezok:

a=K, Ks—K? (F10)
b=2-K}-c0+K,+K, Ks-cy — K, Ks cy— Ky Ks-cg — Ks + KZcQ (F11)
c=K, Ks cy-cd—K, Kg-cQ-cy—K,-cg—2-KZ-c)-cd—KZ-(c))? (F12)
d = K3 - (c))? - cg (F13)

A harmadfokl egyenlet megoldasa bonyolult, jelen dolgozatban nem részletezem.

Az egyes spektrumok értékelésekor cJ, c2 és c3 bemérési koncentraciokat ismerjiik, K2 értékét

fliggetlen kisérletbdl meghatarozzuk. Ks értékét szisztematikusan valtoztatva megkapjuk azt a

spektrumsorozatot, amely a legkisebb hibaval irja le a kisérleti spektrumot. Feltételezve, hogy

az elegyek abszorpcidja a vizsgalt tartomdnyban csak a V indikator vendégmolekula és a GV

ey

abszorpcioja,

AN = Ay + Ay = (g8v " cov + &V oyl (F14)

Az illesztés menete a I1.3.1. fejezetben ismertetett modszerrel azonos (38. egyenlet).
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