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1. Bevezetés

Mindennapi életiinkben is egyre inkabb eldtérbe keriilnek az intelligens
anyagok, melyek az ¢l6 anyaghoz hasonléan képesek a kornyezeti
valtozasokhoz alkalmazkodni.[!l Széles korben alkalmazzdk oOket példaul
textiliak bevonasaral?l, elektrotechnikaban, 6ngyogyulé rendszerekben,
valamint biologiai és kémiai véddeszkozokben.B14

Intelligensnek nevezziik azokat az anyagokat, amelyek szabalyozott, eldre
kiszamithatd6 modon reagdlnak az Oket koriilvevé kornyezetbdl érkezd
ingerekre (1. abra). llyen kdrnyezeti inger lehet a hdmérséklet, az elektromos
aram, a magneses tér, a fényvaltozas stb.

Csoportositasuk leggyakrabban a fenti megallapitasok alapjan torténik, ily
modon a teljesség igénye nélkiill megemlithetiink fotokrom-, termokrém-,
elektrolumineszcens-,  foszforeszcens-, vagy  kozismertebb  néven
foszforeszkald anyagokat, vezetd polimereket, piezoelektromos anyagokat,
illetve alakemlékez6 rendszereket, melyek lehetnek fémek vagy polimerek is.

Homeérséklet

Keémiai inger Elektromos aram

Kornyezeti

Magneses tér

1. abra: Az intelligens anyagok viselkedését befolyasold kormyezeti hatasok.

Az elektrolumineszcens anyagok elektromos dram hatasara fénylenek, mig
a foszforeszcens anyagok UV, rontgen vagy mas nagyenergiaju fény
besugarzasaval vilagitanak, azonban mig az elektrolumineszcens rendszerek
az dramforras megsziinésével nem vilagitanak tovabb, addig a foszforeszkalo
anyagok, valtozoé relaxacios id6 alatt, folyamatosan halvanyulnak el.



A foszforeszcens anyagokhoz nagyon hasonlé elven miikodnek a
fluoreszcens rendszerek, azonban a gerjeszté fény megsziinésével (UV,
rontgen vagy mas nagy energiaji fény) nagyon révid, par nanoszekundumos
relaxaciot kovetden az intelligens kozeg fénye teljes egészében megsziinik. A
gerjesztd fény hatdsara fényemissziora képes intelligens anyagokat
fluoroforoknak nevezziik.

Egy tovabbi csoportjat alkotjak az ,.intelligens” fluoroforoknak azok,
amelyek emisszios tulajdonsagai, tgymint a kibocsatott fény szine ¢és
intenzitasa, az oldoszer polaritasavall® vagy a mikrokornyezet véltozasavalt®
aranyosan moédosulnak. Ezaltal eldnydsen alkalmazhatok sejtjeloloként,
kiilonféle feliiletaktiv anyagok kritikus micellaképz6dési koncentracioja
(CMC) meghatéarozasaral’l, a biologiai membranok viszkozitasmérésén 4t(eI°]
a fehérje kolcsonhatasok monitorozasaigl'®ltY, Azon fluoroforokat, melyek
fényemisszidja kiilondsen ¢érzékeny a polaritasra, mikrokornyezetiik
megvaltoztatja az Aaltaluk kibocsatott fény hullamhosszat, szolvatokrom
fluoroforoknak hivjak[*?. Az ilyen molekuldk altalaban egy elektron-donor
(donor, D) és egy elektron-szivo (akceptor, A) csoportot tartalmaznak,
amelyek kozott altalaban egy aromas m-elektronrendszeren keresztiil
toltésmegoszlas megy végbe. Ilyen rendszerek foként tobbgylirlis aromas
vazzal, mint pl. naftalin vagy fluorén rendelkeznek.

A szolvatokrém tulajdonsdg, tehat valamely aromas magon 1évd
elektronszivo (pl. karboxil, szulfonil), illetve elektronkiildé (pl. amino,
hidroxil) csoport kozti toltésmegoszlason alapszik. Minél nagyobb az
alapallapot és a gerjesztett allapot kozotti dipélusmomentum kiilonbség, annal
nagyobb mértékli a szolvatokrom jelleg az adott molekulara. A
dipolusmomentum mértéke a két csoport kozotti tavolsag (axialis tengelyen)
novelésével vagy a funkcids csoportok cseréjével modosithatd, ahogy ezt
Kucherak és munkatarsai is bemutattak a PRODAN (2-propionil-6-
dimetilaminonaftalin*®l naftalin vazat fluorénl'¥l vazra cserélve. A Stokes-
eltolodas igy a kiindulési vegyiiletre szamitott jellemzd duplajat eredményezte.

A D-n-A tipusi szolvatokrom fluoroforok miikddése tehat az
elektronstirtiség eltolodasan alapszik a donor csoportrol az akceptor részhez a
n-rendszeren keresztiil. Gerjesztéskor egy ugynevezett intramolekuléris
toltésatadasra (ICT) keriil sor™I6IL7II8] “mely noveli a gerjesztett allapot
dipélusmomentumat az alapallapothoz viszonyitva. Optikai tulajdonsagaik



tovabba nem csak a kozeg ,,tomb” tulajdonsagaitol fiiggenek, hanem a rendszer
mikrokornyezetétél is, 1igy alkalmasak fluoreszcens mikroszkopias
alkalmazasra vagy biologiai sejtalkotok szelektiv jelolésére is.[*°120]

A szolvatokrom festékanyagoknak, mint intelligens anyagoknak, nem csak
a biologiai alkalmazasa jelentds, kivaloan alkalmazhatoak szenzorokban,
molekuléris elektronikai eszkdzokben, okos kijelzOkben, fotovoltaikus
rendszerekben stb. Megfelelé analitok jelenlétében, fluoreszcencia kioltasi
jelenségeiket kihasznalva, akar kvalitativ és kvantitativ meghatarozasral?!!
vagy szerkezetvizsgalatra is??! hasznalhatok.

Kutatécsoportunk az elmult években nagy sikereket ért el egy amino-
izocianonaftalin (ICAN) alapt szolvatokrém fluorofor csalad fejlesztésében.
Az 15-ICAN a Prodanhoz, az egyik legismertebb szolvatokrom festékhez
hasonléan nagy szolvatokrom és Stokes-eltolodassal rendelkezik?®! ¢és
gyakorlati alkalmazhatosdga is rendkiviil széles egyszerii felépitése ellenére.
,Rendszertanilag” az izocianoaminoarének kozé sorolhatd, melyekbdl
egyszerli felépitésiik és szintézisiikk ellenére csupan néhdny vegyiiletet
allitottak eld és tanulmanyoztak a kozelmultban, valdsziniileg az izociano
csoportot tartalmazo vegyiiletek kozismerten elviselhetetlen szaga miatt.
Ennek ellenére az altalunk készitett ICAN-szarmazékok szagtalanok. Mivel
ezen vegyiiletcsalad még fehér folt a spektroszkopia térképén, minden itt elért
eredmény gyorsan publikédlhat6 és/vagy alkalmazhat6. Véleménylink szerint
ezek a vegyiletek szamos potencialis lehetOséget rejthetnek magukban,
melyek alkalmasséd tehetik azokat sokoldalu, intelligens festékként torténd
felhasznalashoz.

Célul tliztiik ki ezért a mar meglévo 1,5-ICAN festékcesaladunkbol kiindulva
1j, gyakorlati szempontbdl is fontos izocianoaminoarének eldallitasat, vagy az
aromds mag vagy a szubsztituensek moddositdsdval. Tovabba a kapott
vegyliletek részletes fotofizikai vizsgalatat, valamint gyakorlati alkalmazasok
feltérképezését az analitikatol, a sejtfestésen at a gydgyaszatig.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Intelligens anyagok

Az anyagtudomany fejlodésével szamos jo mindségl €és koltséghatékony
anyag keriil alkalmazasra az ¢let szinte minden teriiletén. Az elmult
évtizedekben az egyes alapanyagoknak multifunkciossa kellett valniuk, amely
irany foként a kompozitok kialakuldsdhoz vezetett. Ez egy forradalmi I1épés
volt az intelligens anyagok kialakulasahoz ¢és azok elényds tulajdonsagainak
felismeréséhez. Ezek révén a hagyomdnyos szerkezeti és alapanyagok
kiszorulnak a mindennapi alkalmazasbol és helyiiket az intelligens anyagok
veszik at. Az ilyen anyagok képesek alkalmazkodni a kiilsé ingerekhez, mint
példaul a koérnyezet megvaltozasa.?yl Ilyen kornyezeti valtozas lehet a
hémérséklet, nyomas, elektromos- vagy mégneses tér, kémiai inger, radioaktiv
bomlas vagy a hidrosztatikai nyomas. Ezekre az ingerekre az egyes intelligens
anyagcsoportok alakjuk-, rugalmassaguk-, viszkozitasuk megvaltozasa révén
reagalnak.[?°]

Az 'intelligens” jelzd az anyag Onalkalmazkodésara, oOnérzékelésére,
lehetdségek jelennek meg az alkalmazésuk terén, igy szamtalan 0j lehetdség
rejlik ezekben az anyagokban.

2.1.1. Intelligens anyagok tipusai

Ezen anyagok egy vagy tobb tulajdonsaganak célzott megvaltoztatasat
kiils6 ingerek segitségével érhetjiik el. Ezek alapjan beszélhetiink
szenzorokrdl, szelepekrdl, valamint iranyitott mechanizmusokrol, melyeknél
az inger létrejottével kozel egyidejiileg végbemegy a kivant valtozas, majd az
inger megsziinésével azonnal, vagy belathaton révid idén beliil visszatér az
anyag eredeti allapotaba.

A fenti megallapitasnak megfelelnek példaul a piezoelektromos anyagok,
melyekben elektromos aram indukaldédik mechanikai fesziiltség hatasara. A
folyamat visszafelé is lejatszodik: az anyagban né a mechanikai fesziiltség
(hajlik, megnyulik, 6sszemegy), ha elektromos aramot vezetiink 4t rajta.

Az intelligens anyagok egy masik tipusat képezik az alakmemoria
Otvozetek vagy polimerek, amik a hdmérsékelttdl fliggéen mas és mas alakot



vesznek fel. Példaul a nitinol (nikkel és titan Otvozete) alkalmazhatd
biomechanikai teriileten is, mivel olyan jo korr6zioallosaga, mint a
rozsdamentes acélnak. Mas teriileteken is alkalmazhatéoak alakmemoria
Otvozetek vagy —polimerek, igymint termosztatok, értagitok, szuperelasztikus
halok.

A kromogén rendszerek szinvaltozassal reagéalnak elektromos-, hé vagy
optikai ingerekre. Ide tartoznak az elektrokom anyagok, amik sziniiket vagy
fényatereszté képességiiket valtoztatjak elektromos aram valtozasara.
Leggyakoribb képviseloik a folyadékkristalyos kijelzék (LCD). A fotokrom
anyagok, hasonléan az elektrokrom anyagok tulajdonsagaihoz, sziniiket
valtoztatjak meg fényvaltozas hatdsara.

2.1.2. Intelligens anyagok csoportositdsa

Alapvetden 2 csoportba oszthatéak: aktiv- vagy passziv intelligens
anyagok. Fairwether és munkatarsail?® szerint elektromos 4ram, magneses tér
vagy homérsékletvaltozas hatasara az alakjuk megvaltoztatdsara képes
anyagok aktivak. Ilyenek a piezoelektromos anyagok, ER fluidumok,
alakmemoria 6tvozetek vagy —polimerek.

A masik csoportba tartoznak a passziv intelligens anyagok. Ilyenek a
szaloptikai vezetékek vagy a fluoroforok.

2.1.3. Intelligens anyagok alkalmazasi teriiletei

Az intelligens anyagok sokféle teriileten alkalmazhatoak, mivel a kiilsé
ingerekre valtozatosan reagalnak. Az intelligens anyagok alkalmazési kore
magaban foglalja az eddig megoldhatatlannak tiind mérndki problémakat és
lehet6séget kinal merében 1j termékek létrehozasara. Az intelligens
anyagokkal kapcsolatos fontos jellemzO, hogy alkalmazisuk az Osszes
tudomanyos és miiszaki teriiletre kiterjed. Az intelligens anyagok miiszaki
alkalmazasai foglalkoznak szaloptikaval, hajtomiivekkel, érzékel6kkel, mikro-
elektromechanikus  rendszerekkel  (Micro-Electromechanic ~ Systems),
rezgésszabalyozassal, hangszabdlyozassal, alakszabdlyozassal, a termék
épségének vagy élettartamanak megfigyelésével, valamint gyogyitassal
bedgyazott kompozit anyagokkal. Tovabbi alkalmazasi teriiletek lehetnek a
megfigyelés, intelligens feldolgozés, aktiv és passziv vezérlés, Onjavitas



(6ngyogyulas), mesterséges szervek, 0j indikatorok, tervezett magnesek, az
aeroelasztikus stabilitas és a fesziiltség eloszlasanak csillapitasa. Az intelligens
anyagokat felhasznalhatjuk az autdokban, az treszk6zOokben, rogzitett és
forgbszarnyas repiilégépekben, hadihajokban, polgari épitményekben,
szerszamgépekben, szabadidés és orvostechnikai eszkozokben.

Az ezen anyagok altal mutatott ,,intelligencia” altaldban az anyag
Osszetételével, a specialis feldolgozassal, a hibadk bevezetésével vagy a
mikroszerkezet médositasaval programozodik tigy, hogy ellenérzott modon
alkalmazkodjanak az ingerek kiilonb6z6 szintjeihez.

Az intelligens rendszerek érzékelik a kdrnyezetet és reagalnak arra, de nem
egyetlen anyagbol késziiltek. Ezek tartalmazhatnak okos anyagokat, de a
hagyomanyos technologiaval is elkészithetok. A pacemaker egy intelligens
rendszer, amelyet Ggy terveztek, hogy a szabalytalan pulzusra reagaljon egy
elektromos impulzussal, amely visszaallitja azt az egészséges litemre. Vardan
és munkatarsail®’l arrél szamoltak be, hogy az intelligens rendszer olyan
eszkbzre vonatkozik, amely ¢érzékeli a kornyezetében bekovetkezd
valtozasokat, és optimalisan képes az anyag tulajdonsagainak, geometriajanak,
mechanikai vagy elektromagneses tulajdonsdganak megvaltozasat elérni.
Mind az érzékel6t, mind a mikodtetét a megfeleld visszacsatolassal kell
integralni.

Néhany intelligens anyagot és a hozzajuk kapcsolodo inger-reakciokat a 2.
abra mutatja.
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2. abra: A kornyezeti valtozasokhoz rendelt intelligens anyagcsoportok a jellemzd tulajdonsag valtozasaval.



2.1.4. Fluoreszcens vegyliletek, mint intelligens anyagok alkalmazasa

A fluoreszcens anyagok fontos szerepet jatszanak a tudomanyos kutatasban,
mivel potencidlisan alkalmazhatok az érzékeldk, celluldris képalkotd- és
optoelektronikai eszkdzok teriiletén. A nagy stabilitdsu és kvantumhozamn,
kornyezetre érzékeny fluoreszcens molekulak irant egyre nagyobb az igény. A
legtobb hagyomanyos szerves festékanyag, példaul a perilén, pirén stb.
aggregalt- vagy szilard allapotban nem fluoreszkal, ami korlatozza gyakorlati
alkalmazasukat. A fluoreszcencia-intenzitas csokkenését a molekularis
aggregacio altal indukalt n-m-halmozodas (stacking) okozza. A molekularis
kolesonhatdsok finomhangoldsa 0j fluoreszcens anyagok kifejlesztéséhez
vezethet, amelyek jelentés mennyiségii fényt bocsatanak ki az aggregatumban
(nanorészecskék) vagy szilard allapotban is.

Optoelektronikai teriileten torténd alkalmazasuk is igen igéretes, hiszen
jonéhany szabadalmat talalhatunk példaul mobilba épitett fluoreszcens
képalkoto kameral?® vagy fluoreszcens szkenner®l. Azonban szélesebb
korben alkalmazzak 6ket analitikai 2% biologiai®!! és egészségiigyit*?! célokra
IS.

2.2. Fluoreszcencia

A fluoreszcenciat mar a 19. szazad kozepén felfedezték: Sir John Frederick
William Herschel volt az els6 1845-ben, aki megfigyelte a jelenséget. A
kisérlet soran Sir Herschel egy iiveg tonikot tett ki a napfényre, aminek a
feliilete kék szinnel vilagitott. O az akkori tudomanyos ismeretek alapjan nem
tudta a jelenséget megmagyardzni. Ezt a szokatlan jelenséget Ujravizsgalta Sir
G. G. Stokes 1852-ben, és mar magyarazattal iS tudott szolgalni. Stokes egy
prizma segitségével a napfényt alkotoelemeire bontotta. Amikor egy kinin-
szulfat oldattal teli {iveget tett a lathatd fény utjaba, latszélag semmi nem
tortént, viszont amikor az ibolya spektrumtartoméany tutjaba tette, az oldat
kéken vilagitott (3. abra). Amennyiben az iiveget a beesé napfény irdnyaba
allitjuk, és kevésbé polaros oldoszert, példaul alkoholt adunk a rendszerhez,
annak dielektromos allandoja lecsokken, igy jobban lathato6 a kék fény. A kinin
gerjesztését a napfényben 1€vo ultraibolya fény teszi lehetévé. Amikor a kinin
visszatér alapallapotba, a kibocsatott fény hullamhossza koriilbeliil 450 nm.



Ez a Kkisérlet arra engedte kovetkeztetni, hogy a fényelnyelést
fénykibocsatas koveti. Kijelentette, hogy az emittalt fény hullamhossza mindig
nagyobb, mint a gerjesztd fény hullamhossza. Ez késobb Stokes-torvényként
valt ismeretessé.

Kek iivegn ablak g
excitacios filter 400mm >

3. abra: Sir G.G. Stokes vizsgalata a kinin tartalmu oldaton.

Lumineszcencianak nevezziik azt a folyamatot, amely soran valamely
anyagbdl fénykibocsatas torténik. Alapvetden két kategéridra bonthatjuk -
foszforeszencia €s fluoreszcencia - a gerjesztett allapot természetétdl fliggden,
illetve, hogy meddig tart fénykibocsatas. Viszont a lumineszcencianak
lehetnek mas tipusai is (1. tablazat). Gerjesztett allapotban az elektronok
nagyobb energiaji palyakra ugranak. Amikor a gerjesztett elektron visszatér
az alapéllapotba, fény formajaban tavozik a felszabadulé energia. A
fluoreszcencias fénykibocsatas altalaban 10® masodpercig tart, tehat a
fluoreszcens részecske élettartama ~10 ns. Az élettartam ugy definialhatd, mint
az az atlag 1d6, amely a gerjesztett allapotbdl az alapallapotba torténd
visszaalakulashoz sziikséges. A fluoreszcencia rovid élettartama miatt az
id6felbontasos emisszids méréshez olyan miszerek sziikségesek, melyek
optikdja és elektronikdja elég érzékeny.



1. tablazat: A lumineszcencia kiilonb6z6 fajtai.

Jelenség A gerjesztés modja

Fotolumineszcencia

i . Fényelnyelés (fotonok
(fluoreszcencia, foszforeszcencia) yelnyelés ( )

. . . Ionizald sugarzas
Radiolumineszcencia .
(Rontgen sugarak, o, B, v)

Katodlumineszcencia Katodsugarak (elektronnyalabok)

Elektrolumineszcencia Elektromos mez6

) i Heviilés utan elsddleges energiatarold
Termolumineszcencia

(radioaktiv besugérzas)

Kemolumineszcencia Kémiai folyamatok (pl. oxidacio)
Biolumineszcencia Biokémiai folyamatok
Tribolumineszcencia Sturlodasi és elektrosztatikus energiak
Szonolumineszcencia Ultrahang

Foszforeszcencids emisszid soran iS a gerjesztett allapotbol torténik
fénykibocsatas. Az gerjesztés megsziinése utan 10°-10° s-ig tart az emisszio.
Ezek a molekulak néhany percig sugaroznak, amig a gerjesztett anyag vissza
nem tér az  alapallapotba.  FoszforeszCencia nem  észlelhetd
szobahdmérsékleten fluidumban, mivel az emisszidval olyan dezaktivalo
folyamatok is versengenek, mint a sugarzasmentes bomlas és bizonyos kioltasi
folyamatok.

Fluoreszcencia tipikusan aromas molekuldk esetében figyelheté meg,
ezekben ugyanis vannak konjugalt elektronok, amelyek gerjeszthetdek. Ezeket
az aromas vegyiileteket fluorofor anyagoknak nevezziik.

10




HO 0] (0]
/‘

COLH

N
\ N
Saaat
i Z
H3CT N TCHs

1,4-bis(5-phenyloxazol-2-yl)benzene CHs CHs

H
/O

4. abra: Néhany fluorofor (Fluoreszcein, Kinin, POPOP, Akridin narancs).

Az els6 ismert fluorofor, a kinin (4. dbra) vizsgalataval fejlesztették ki az
els6 spektrofluorimétert, amit 1950-ben mutatott be az amerikai Nemzeti
Egészségiigyi Intézet (National Institutes of Health, NIH).2%l A kinin mellett
szdmos fluorofor anyaggal is taldlkozhatunk a hétkdznapi életben, mint példaul
a klorofill, amelynek fluoreszcencidja a vOrds tartomdnyba tolodik, és a
novényekben végbemend szerves épitdé folyamatok szamaéra alakitja at a
napsugarzast energiava, a fluoreszcein (oldata zolden emittal), amellyel rejtett
vérfoltokat lehet el6hivni, illetve a jeloléfestékként hasznalatos fluorit 4svany
(folypat, CaF2), amely kéken emittal.[3

2.2.2. A Jablonski-diagram

Az abszorpcidt és emissziot kiséré folyamatokat Jablonski-diagramon
szoktak abrazolni (5. abra). Kiilonb6z6 forméaban hasznaljdk a Jablonski-
diagramot a kiilonféle molekularis folyamatok &brazolasara, amelyek
gerjesztett allapotban jatszodnak le. Alexander Jablonski tekinthetd a
fluoreszcens spektroszkopia megteremtdjének. Munkassaga az 1920-30-as
é¢vekre tehetd, amikoris kiemelkedd kisérleti munkdjaval jelentds
felfedezéseket ért el az oldatok fluoreszcencidjanak alapvetd vizsgalataban.
Annak érdekében, hogy megmagyardzza kisérleteinek az eredményeit,
meghatarozta az atmeneti allapotot a gerjesztés €s az emisszio kozott, valamint
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olyan tényezoket is vizsgalt, amelyek felelések a lumineszcencia
depolarizaciojaért.

Belso atalakulas

“
PR SpSp—

AT - Rendszeren beliili
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Abszopreid
Fluoreszcencia
hva -71 hv, |
2
i
0

5. abra: Egy altalanos felépitésii Jablonski-diagram.

Az alap-, els6- és masodik gerjesztett elektronallapotot az So, Sy illetve Sy
jeloli. Minden energiaszint feloszthatd rezgési-energiaszintekre, amiket a
szamok (0,1,2) jelolnek. Az allapotok kozotti dtmenetet a fliggdleges vonalak
mutatjak, ezzel jelezve a fényabszorpci6 természetét. Az dtmenet id6tartama
tul kevés az atommag elmozduldsdhoz, igy a magtavolsag alland6é marad. Ezt
Frank—Condon elvnek nevezik. Bels¢ atalakulas kétféle modon torténhet.
Nemsugarz6 atmenet térténhet akkor, ha a nagyobb és az kisebb energiaju szint
vibracios allapota Osszekapcsolodik. Amennyiben rendszeren beliili
athaladéasrol beszélink az 4tmenet azonos spinmultiplicitassal torténik.
Szobahdmérsékleten a hdenergia nem elegenddé ahhoz, hogy jelentds
mértékben eldsegitse a gerjesztett allapotot. Az energiakiilonbség So és Si
gerjesztett allapotok kozott til nagy ahhoz, hogy azt az S1 héallapot betdltse.
Emiatt hasznalnak hoé helyett fényt a fluoreszcens anyagok gerjesztésére. Az
S1 éllapotban 1évé molekulak belsd atalakulassal jutnak at T triplet allapotba.
Az innen torténd emissziot foszforeszcencidnak nevezziik.

2.2.3. Fluoreszcens vegyiiletek kutatasanak alapja

A fluoreszcencia jelenségének az 1800-as évek kozepén tortént felfedezése
6ta, az 0j fluoroforok vizsgalata nagyon izgalmas kutatasi teriiletet jelent. Az
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elmult néhany évtizedben a fluoreszcens spektroszkopia alkalmazasa egyre
inkabb elterjedtté valt a bioldgiai kutatasokban. A fluoreszcens élettartam
vizsgalat a biokémiai és a biofizikai kutatasok egyik elsddleges eszk6zének
tekinthet6[®® Régota ismert, hogy bizonyos anyagok abszorpcios / emisszios
spektrumanak maximumat, intenzitasat és az abszorpcids savok alakjat
befolyasolhatja az azokat koriilvevé kozeg, mint példaul az olddszer
molekulak.®8l Ezt a jelenséget szolvatokrom effektusnak nevezziik. Azonban
nem csupan a szolvatalt részecskék esetében figyelheté meg, hanem szilard
anyagok esetében is. A szolvatokrom effektust az oldott részecske alap- és
gerjesztett allapota kozotti toltésatmenet okozza. A szolvatokrom effektus
segitségével a rendszer teljes vagy lokalis polaritasa meghatarozhat6, ez a
képesség teszi a kémiai, biologiai szdmos mas kutatasi teriileten
alkalmazhatova (pl. membranok stb.) A fluoreszcens vegyiiletek nagyon
érzékeny, roncsoldsmentes modszert biztositanak a biomolekuldk és
kolcsonhatasaik kimutatasaral371381039], Az olddszerpolaritas
meghatarozasanak képessége mellett, a szolvatokrom vegyiiletek segitségével
altalaban olyan oldatokat készitliink, amelyek meghatarozott frekvencian
képesek a fényelnyelésre, illetve pH-szenzorként és atmenetifém-kation
indikatorként viselkednek.#OI4112I43] - Amikor az olddszerhatast vizsgaljuk, a
polarizaciot, az oldhatdsagot, az oldoszer és az oldott anyag kdzotti hidrogén
kotéseket, valamint az oldott anyag aggregaciojat kell figyelembe venni 14
Marini és munkatarsai legutobbi tanulméanyukban a jelenség kvantumkémiai
megkozelitésével foglalkoztak*s). Ennek ellenére a szolvatokrom effektus
tovabbra is nagyrészt ismeretlen tudomanyteriilet, a kiilonb6z6 kdlcsonhatasok
komplexitasa miatt. A gyakorlatban is alkalmazhato fluoreszcens
szolvatokrom vegyiiletek szama csupan néhany tucatra korlatozodik. A
naftalinszarmazékok, mint pl. a 2-lauroil- és 2-propionil-6-dimetilamino-
naftalin, LAURDAN ¢és a PRODAN a leggyakoribb szolvatokrom
fluoroforok [“®1. A fluoreszcens jelleget a naftalin vazon 1évé 6-dimetilamino
¢s a 2-karbonil-csoportok kozotti  toltésmegoszlas okozza. Ez a
dipélusmomentum gerjesztéskor  fokozddik, é  az  oldoszer
dipélusmomentumainak atrendez6dését okozhatja. Feltételezhetéen a
toltésmegoszlas akkor is megvaldsithato, ha az akceptor-karbonil-csoportot
izocianocsoportra cseréljiik (6. abra). Az izocianocsoport az n >
atmenetérél ismert). Az izocianidok er8s proton-akceptorcsoportként is
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viselkedhetnek, mely nemcsak a polaritas valtozasok észlelésére teszi
alkalmassa a molekulat, hanem a hidrogén donorcsoportok lehetséges
detektalasara is, mint példaul a molekula kozelében 1évé6 OH és NH
csoportokat. Az izocianidok stabil komplexeket képeznek az atmeneti
fémionokkal, példaul Cu?*, Ag®' és Au' ionokkal, amelyek lchetséges
szolvatokrém izociano-komplexek eléallitasahoz vezetnek.[*°150]

NH, MH,
GG KOH, Kkloroform GG ICAN
Toluol, EtOH, viz
NH, reflax N

l' n
i
L___————Jl
|
)

B e Y

Acetonitril
Piridin
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= 2
[=) N
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6. abra: Az 1-amino-5-izocianonaftalin (ICAN) eléallitasa diklor-karbén intermedieren
keresztiil (felsd), valamint a képz6dott fluorofor altal emittalt fény Aex = 365 nm-es UV-
lampa alatt, kiilonb6z6 oldoszerekben. Az oldatok polaritasindexei jol korrelalnak az emittalt
fény hullimhosszanak voros eltolodasaval.

2.2.4. Szolvatokrom vegyliletek

Kiilonb6z6 0Osszetételii vegyliletek abszorpcids/emisszids spektrumadra
hatassal van a koriilotte 1€vé kozeg, mely befolyasolja az anyag emisszios
maximumanak poziciojat (7. dbra), intenzitasat és az abszorpcios spektrumat.
Szolvatokrém  effektust a fényemittdld molekula gerjesztett- és
alapallapotanak kiilonboz6 szolvatacidja eredményez. Meghatarozo tényezoi a
polarizacio, a szolvatacio, az olddszer-oldott anyag kozotti hidrogén-kotés, a
dipélusmomentum nagysaga, valamint az oldott anyag aggregacioja.>! Mivel
olyan helyeken is alkalmazhat6, ahol nagyon érzékeny ¢€s kiméletes eljarasok
sziilkségesek, 1igy elOszeretettel hasznaljdk a kémiai ¢és Dbiologiai
makrorendszerek kutatdsidban. Amellett szolvatokrom festékként s
hasznalhat6ak, mivel az olddszer polaritasdnak valtozasaval valtozik az
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emittalt fény hullamhossza. A jelenség a toltésmegoszlason alapszik, ehhez
sziikséges egy vegylileten beliil elektron donor, valamint elektron akceptor
csoport.

Abszorpcié Fluoreszcencia
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1 L ¥ { X
400 500 600 700
Hullamhossz (nm)
7. abra: A kiilonboz0 polaritast oldoszerekben oldott DNS fényképe és emisszids

spektruma H: hexan; CH: ciklohexan; T: toluol; EA: etil-acetat; Bu: butanol.l3

A jelenséget eloszor 1862-ben figyelte meg Berthelot és Péan de Saint
Gilles®. A molekuldk alapallapotanak és elsé gerjesztési szintjének
munkaja hozott 1890-ben, amikor tercier aminok alkilezését végezte.[5%1 1958-
ban Kosower hasznélt el@szor szolvatokrom anyagokat oldoszerek
polaritasainak meghatarozasara. Erre vonatkozéan megalkotta a Z-skalat,
melyet a 4-metoxikarbonil-1-etilpridinium-jodid (8. abra) szolvatokrom
eltolodasara alapozott. Késobb Dimrith és Reichardt betain festéket (Betaine
30, 8. abra) ajanlottak e helyett, amelynek kivételesen nagy negativ
szolvatokrom tartomanya van.
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8. abra: 4-metoxikarbonil-1-etilpridinium-jodid (bal), Betaine 30 (jobb).

Az oldoszer polaritasanak novekedésével az abszorpcids sav hipszokrom
(kék irdnyt) eltolédasat negativ szolvatokrém hatasnak nevezziik. Ezzel
ellentétben a batokrém (vOrds iranyu) eltolédast pozitiv szolvatokrom
hatasnak nevezzik. A kiillonb6z0 polaritdsu  olddszerekben oldott
szolvatokrom részecskék emisszidjanak eltolodasa tapasztalati polaritas-skala
felallitasara is hasznalhaté.[>4l

2.3. Szolvatokrom effektus kvantitativ leirasa

2.3.1. Fluoreszcens ¢€lettartam €s kvantumhasznositasi tényezo

A fluoreszcens anyagok élettartama és kvantumhasznositasi tényezdje a
legfontosabb tulajdonsagok koz¢é tartoznak. A kvantumhasznositési tényez6 az
emittalt és az elnyelt fotonok hanyadosaként szamithatd. Az emisszid
¢lettartama azért fontos, mert ebbdl kovetkeztethetiink a fluorofor anyagok
egyéni relaxacids folyamatara, ami a gerjesztett allapotbol az alapallapotba
torténd visszatérésért felel.

O = A 1)
T+km

ahol:

O kvantumhasznositési tényezd

r a fluorofor emisszids hanyada

Km fluorofor sugarzasmentes bomlasainak aranya
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A kvantumhasznositasi tényez0 értéke 1-hez tart, ha a sugarzdsmentes
bomlasok hanyada joval kisebb, mint az emisszios hanyad, km << T. Ertéke a
relaxaciod miatt altalaban 1-nél kisebb.

A gerjesztett allapot élettartama ugy definidlhatd, mint az az atlagidd, amely
ahhoz sziikséges, hogy a gerjesztett allapot visszaalakuljon alapallapottd. Ez
altalaban 10 ns-ig tart.

T = — )

[+kpm

A kibocsatas véletlenszerli esemény. Néhany molekula (koriilbeliil a
molekulak 63%-a) at <t idépillanatban emittal fotont. A fennmaradd 37% t >
T id6ben bomlik el. Amennyiben a sugarzasmentes bomlasok hanyadat (km)
nullanak vessziikk, a sugarzdsmentes bomldsok hidnydban kapott id6t
természetes €lettartamnak nevezziik.

©)

o =21
t = r

A természetes ¢lettartam a gerjesztési €és az emisszios spektrumbol,
valamint a molaris abszorpcios egyiitthatobol szamithatdo. A sugdrzassal
torténd bomlés aranyat az alabbi egyenlettel hatarozhatjuk meg:

[F@)ap
[F()dv
3

I = 2,88 10°n2 JE2. 45 = 2,88 1097 < 7° > [ L (4)

v

ahol:

F(?) az emisszios spektrum a hullamhossz fliggvényében abrazolva
(V) azabszorpcids spektrum

n torésmutato

Az integralok az So és S1 atmenetekhez tartozd abszorpcids és emisszios
spektrumok esetében értelmezhetok. A fenti kifejezés sok esetben jol
alkalmazhato, kiillondsen polinuklearis aromas szénhidrogének oldatanal.
Példaként I" értéke perilénre 1,8 - 108 s, természetes élettartama 35,5 ns!®®
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2.3.2.  Fluoreszcencia kioltas

A fluoreszcencias intenzitds szdmos uton csokkenthetd. A folyamatot,
amivel ez elérhetd kioltasnak (kvencselésnek) nevezziik, és kiillonb6zo
mechanizmusokkal jatszodhat le. Utkdzési kioltasrol akkor beszéliink, amikor
a gerjesztett allapotban 1év6 fluorofor dezaktivalodik egy masik, oldatban 1évé
molekulaval val6 titkzése miatt. A folyamatot a Stern — VVolmer egyenlettel
(5) irhatjuk le:

2 = 14+K[Q] = 1+kg7o[Q] (5)
ahol:

K Stern — Volmer kioltasi allando

Kq bimolekularis kioltasi allando

To a molekulak élettartama kioltas nélkiil

[Q] akvencsel6 anyag koncentracioja

Az litkozéskor a gerjesztett molekula 4tadja energidjadt a masik
molekulanak, ami gyakran hoé formajaban sugarzédik ki. Utkozési
kvencserként viselkedhet az oxigén, a halogének, és egyes, amin tartalmi
vegyliletek. Az iitkzési kvencselés mellett mas folyamatok is okozhatjdk a
fluoroforok intenzitdsanak csokkenését. Ilyen példaul a komplexképzddés,
amikor az oldatban a fluorofor olyan komplexet képez, amely nem képes
emissziora.l®®!
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2.3.3. Lippert — Mataga egyenlet:

Az emisszios maximumnak az olddszer polaritas-valtozasa miatt
bekovetkezd eltolodasa, vagyis az altaldnos oldoszerhatas jellemzésére
leggyakrabban a Lippert - Mataga elméletet alkalmazzak. A modell szerint a
fluorofor egy homogén, adott dipélusmomentummal rendelkezd térben 1évo
dip6l, mely semmiféle kdlcsonhatasba nem léphet a kdrnyezetével. A fluorofor
alap- és gerjesztett allapota kozotti energiarés nagysaganak az oldoszer és a
fluorofor kozotti kdlesdonhatas okozta valtozasat irja le a Lippert - Mataga
egyenlet:

+ konst. (6)

Vg — Ve = — -
a e hc \2e+1  2n2+1 a3

. . 2 (s—l nz—l)(#E—ﬂc)Z
ahol v, és v, rendre az abszorpcids és az emisszids hulldmszamok (cm™!
egységben), h (6,626:10* Js) a Planck-allandd, ¢ (2,99-10% m/s) a
fénysebesség, ¢ az oldoszer dielektromos 4llanddja, n az oldoszer
torésmutatdja, ue és uc rendre a fluorofor gerjesztett- és alapallapotanak
dipélusmomentuma, ,,a” pedig annak a térrésznek a sugara, melyben a
fluorofor tartézkodik. Az egyenlet meglehetdsen jo kozelitést ad aprotikus
oldészerekre (tehat amelyek nem képesek hidrogénkotés kialakitasara). Az
egyenletben  szerepld, nagy zardjelben 1évé  tagot  orienticios
polarizalhatdsagnak nevezik, és ,,Af”-el szoktak jeldlni. A zarojelben szerepld
elsd tag a dielektromos allando szerepét irja le, mely az oldoszer dip6lusainak
atfordulasa és az oldoszer-molekulédkban lejatszodd elektron-atrendezddés
okozta spektralis eltolodasokért egyarant felelds. A zardjelben szerepld
kiilonbség masodik tagja, mely a torésmutatd hatdsat veszi szdmba, csupéan az
elektronok atrendezddésérdl tajékoztat. Mivel az elektron-atrendez8dés
nagyon gyors folyamat, az alap- és a gerjesztett allapotot egyforman
stabilizdlja, igy a torésmutatonak viszonylag kis befolydsa van a Stokes-
eltolodasra.

Egy fluorofor anndl érzékenyebb a kornyezete polaritdsdnak valtozasara,
minél nagyobb a kiilonbség az alap- és a gerjesztett allapotanak
dip6élusmomentuma kdzott, ami az dbran nagyobb meredekségli egyenesként
jelenik meg. A Lippert - Mataga elmélet hatranya, az illesztett egyenes kortili
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nagy szoras elsésorban a kiilonb6z6 specifikus kolcsonhatasok eredménye,
amit a modell nem vesz figyelembe, a valésagban azonban ezek altalaban nem
elhanyagolhaté mértékiiek. Ezenkiviil (illetve részben a kolcsonhatasok okozta
eltérés miatt) a modell segitségével meghatarozott ue- uc értéke altalaban
tulbecsiilt.

A valds rendszerekhez valamivel kozelebb all a Reichardt altal kidolgozott
elmélet, az olddszerek dielektromos allandoja és torésmutatoja helyett ugyanis
ez az oldoszerek mikroszkopikus polaritasat veszi figyelembe, melyet E -el

jelolnek, vonatkoztatdsi alapjai a viz és a tetrametilszilan (TMS), mint a
polaritds skala két szélén talalhatd oldészerek. Segitségével pontosabban
leirhatok a polarizalhatésag ¢és a kiilonbozd kolcsonhatasok emisszios
spektrumra gyakorolt hatésai, a Stokes-eltolodast az E fliggvényében

abrazolva altaldban sokkal jobb egyezést kapunk a kisérleti és a meért

eredmények kozott.D7!

2.3.4. A Kamlet - Taft leiras

Az igazi attorést a Kamlet - Taft elmélet kidolgozasa jelentette, ami az
abszorpcids vagy emisszidés maximumok, illetve a Stokes - eltolodas értékének
multilinedris regresszid-analizis altali meghatirozasadn alapul. Az vizsgalt
jellemzd szamértéke egy adott olddszerben (Y) a jellemzd oldoszer
tavollétében (praktikusan gaz fazisban) szamitott értékét (Yy), az oldoszer
polaritasat vagy polarizalhatosagat (7*), savassagat (hidrogénkotés - donalo
képesség, a) illetve bazikussagat (hidrogénkotés-akceptald képesség, f)
felhasznalva a kovetkezd multilinearis egyenlet segitségével szamithato:

Y=Y,+aa+bp+crn” (7

A 7. egyenletben szerepld a, b és c egyiitthatok tulajdonképpen azt adjak meg,
hogy a vizsgélt jellemz6 egy adott oldoszerben milyen mértékben fiigg az
oldoszer tulajdonsagait leir6 a, S és * paraméterektdl. Az egylitthatok mindig
az adott fluorofortol fiiggenek, valamint az a és b egyiitthatok értéke altalaban
lényegesen kisebb a c-énél (tehat az oldoszer hidrogénkdtés - donalo, illetve —
akceptald képessége kisebb befolyassal bir a fluoreszcencia jellemzdire, mint
az oldoszer ¢és a fluorofor molekulak kozott kialakuld dipol - dipol

20



kolcsonhatasok). Bar a Kamlet - Taft egyenlettel kapott értékek altalaban
egészen jO egyezést mutatnak a mért értékekkel, az elméletnek van néhany
hatranya. A legfontosabb az, hogy az olddszer polaritasat és polarizalhatosagat
egyetlen paraméter (7*) irja le. A polarizalhatosagot jellemzd do korrekcids
tényezd bevezetése nem elégséges a probléma megoldasara, ugyanis nem nyujt
elegendd lehetdséget két hasonld tipusu (pl. aromads, alifas, halogénezett)
oldoszer polarizadlhatosdganak megkiilonboztetésére. Az elmélet masik
hatranya, hogy a Kamlet - Taft olddszer-paraméterek meghatdrozasa nem egy
jol meghatarozott, szabvanyositott mérési eljards szerint torténik, hanem

kiilonbdz6 mintdkra kapott értékek atlagat veszi alapul.[°®]

2.3.5. A Catalan megkozelités

Az egyik legujabb elméletet Catalan és munkatarsai dolgoztak ki. Ennek els6
valtozata a Kamlet - Taft elmélethez hasonléan harom, Kkisérleti Uton
meghatarozott polaritas-jellemzd linearis kombindcidjaval szamol, melyek az
oldészer savassaga (SA), bazikussdga (SB) és polaritasa/polarizalhatosaga
(SPP). Az elmélet elénye a Kamlet - Tafttal szemben, hogy az oldoszer-
paraméterek megallapitasahoz egy jol meghatarozott referencia-vegyiiletpart
hasznal, igy ezek a paraméterek megbizhatobban irjak le a fluorofor
kornyezetének polarizalhatdsagat a szolvatokrom jelenség egészét tekintve.
Catalan kutatécsoportjdnak maéasodik elmélete mar négy tényezd linedris
kombinaciodjat veszi figyelembe, melyek koziil kettd (SA és SB) a specifikus,
ketté (SP és SdP) a nemspecifikus kdlcsonhatasokat irja le (SP az oldoszer
polarizalhatosagat, SAP a dipolaritdsat jellemzi), igy még megbizhatobb
eredményeket kaphatunk a segitségével, mint a korabbi modellekkel.

17 = ﬂmax,o + aSASA + bSB - SB + SSPSP + tSdPSdP (8)

A gyakorlatban azonban elsésorban a vizsgalt fluorofortol fiigg, melyik
modell alkalmazhaté a legelonydsebben, altaldban a két modellel kapott
értékek hasonld mértékben korreldlnak a mért adatokhoz, de bizonyos
esetekben az SAP paraméter figyelembevétele miatt a Cataldn - elmélettel

latvanyosan jobb egyezést érhetiink el.[>”!
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2.4. Fluoreszcencia meghatarozasi modszerek

24.1. FRET

A ,fluoreszcencia rezonancia-energiaatvitel”, vagy a FRET (mas néven
,JForster-rezonancia-energiaatvitel”) egy olyan jelenség, amely soran
gerjesztett  allapotban 1évé . donor-fluorofor-molekula” nem-sugarzo
folyamatban atadja az energiat egy ,,akceptor-fluorofor-molekula”-nak. Ezt az
energiaatadast ,,nem-sugarzo” -nak nevezziik, mert foton kibocsatasa nélkiil
gerjesztodik le a donor-fluorofor-molekula. Ez az energiaatadas az esetben
mehet végbe, ha a gerjesztett allapotban 1évé donor-fluorofor molekula
fluoreszcencia-emisszios Spektruma atfedésben van az akceptor-fluorofor
molekula gerjesztési spektrumaval (abszorpciés maximummal). (6%

A FRET a donor és akceptor molekuldk kozott csak akkor fordul eld, ha
tobb feltétel teljesiil:

El6szor, a molekulaknak elég kozel kell lenniiik egymashoz - tipikusan <10
nm. A FRET jel a szoros fizikai kapcsolat kdzvetlen empirikus bizonyitéka,
fiiggetlen a képalkotd rendszer felbontasatol és mas kolokalizacios
technikaktol. Forster tdvolsdgnak nevezziik azt a molekulak kozotti tavolsagot,
amelyen az energiaatvitel hatékonysaga 50% (jellemzben 4-7 nm kozott, az
adott donor / akceptor partdl fiiggben). Ez a tulajdonsag tipikusan a
fluoroforpar  potencialis  hasznossaganak jellemzésére szolgal. Az
energiadtvitel hatékonysaga exponencidlisan novekszik, amikor a molekuldk
kozelebb keriilnek, igy kiilonosen érzékenyek a molekuldk kozotti
tavolsagral6H[621[631[64]

Masodszor, amint azt korabban emlitésre keriilt, az akceptor gerjesztési
spektrumanak 4tfedésben kell lennie a donor emisszi6 spektrumaval. A
nagyobb spektralis atfedés altalaban nagyobb FRET valoszinliséget
eredményez, ugyanakkor bonyolitja az adatok elemzését, mivel az atfedés
nagysaga noveli az 4l FRET valoszintiségét, mely soran az akceptor molekula
gerjesztése donor molekula gerjesztési hulliamhossz-tartomanyéba eshet.

Harmadszor, a donor ¢és az akceptor molekula dipolokat kedvezden kell
orientalni, hogy a FRET kialakuljon. A molekuldknak nemcsak kelléen kozel
kell lenniiikk, hanem azok dipdljainak is kelloképpen igazodniuk Kkell
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egymashoz. Leggyakrabban ezt a feltételt véletlenszerlien teljesitik a
molekuldk szamanak ndvelésével igy a legtobb FRET-szamitasnal a dipol-
orientaci6 standard értékét hasznaljak.[]
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3. Eredmények

3.1. Egqy izocianobifenil alapu, kék fényt emittalo, szolvatokrom fluorofor
eléallitasa és vizsgalata®

Az altalunk korabban Kifejlesztett 1-amino-5-izocianonaftalin (ICAN)
vegyliletcsaladra alapozva a naftalin véazat bifenil vazra cserélve Uj
szarmazékokat allitottunk el6 (9. abra). Alapanyagul a 4,4’-diamino-bifenilt
(benzidin) valasztottuk, melynek egyik amino csoportjat izocianidda alakitva
kaptunk egy ICAN analog vegyiiletet, ahol az amino csoport az elektrondonor,
az izonitril csoport az elektronakceptor.

KOH/CHCl,
NH; ————=— H;N N=C
R4
KOH/Mel \ ]
N=C F /N N=C
R2

monoMICAB: R;=H, R,=Me
diMICAB: R; R,=Me

9. abra: A 4-amino-4’-izocianobifenil (ICAB) és mono-, valamint dimetil
szarmazékainak eldallitasa benzidinbdl.

Valasztasunk azért esett a benzidinre mert olcs6, konnyen hozzaférhet6 és
sz¢€les korben hasznaljadk festékalapanyagként az iparban, bar egészség- és
kornyezetvédelmi okok miatt a kétezres években korlatoztak a felhasznalasat.
Szerkezete konnyen modosithato, ami  megalapozza fluoreszcens
alapanyagként torténd felhasznalasat.

1 A 3.1 fejezet az alabbi tudomanyos publikacio alapjan késziilt: Nagy, M; Récz, D; Kovécs, SL; Lazar,
L; Fehér, PP; Purgel, M; Zsuga, M; Kéki, S: New blue light-emitting isocyanobiphenyl based
fluorophores: Their solvatochromic and biolabeling properties JOURNAL OF PHOTOCHEMISTRY
AND PHOTOBIOLOGY A-CHEMISTRY 318 pp. 124-134, 11 p. (2016)
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3.1.1. UV-lathato optikai tulajdonsagok

A termékek gerjesztési hullamhosszanak meghatarozasahoz UV-lathato
méréseket végeztiink. Az abszorpcids spektrumok felvétele segitett a
fluoreszcens méréseknél alkalmazott koncentraciok meghatarozasanal is,
ugyanis az emisszids méréseket olyan koncentracioknal kell végezni, ahol az
abszorbancia értéke 0,1 alatt van, a gerjesztés soran fellépd Onabszorpciot
elkeriilendd.l®! Az ICAB szarmazékok és a kiindulasi benzidin kiilénboz6
oldoszerekben felvett abszorpciés spektrumanak nagyitott részlete (a
toltésatviteli, CT, sav) a 10. abran lathato.

A spektrum egyszerii felépitésti: egy nagy energiaju elnyelési savot
figyelhetiink meg 200-240 nm kozott, mely valdsziniileg a n-n* dtmenetekhez
tartozik. A HOMO-LUMO atmenet széles, kis intenzitasu savként figyelhetd
meg 300 nm koriili maximummal. A 10. abran jol megfigyelhetd az izonitril
csoport bevitelének hatasa a molekulak abszorpcids spektrumara. A benzidin
amino csoportjanak izonitrilre cserélése az eredetileg 279 nm-nél®”! talalhatod
cstcsot ~20 nm-el feljebb 301 nm-re tolja az amino és izonitril csoport kozotti
toltésatvitel kialakulasa miatt. A molekulaban az izonitril- elektronszivo, az
amino csoport elektronkiildé tulajdonsagu. Az elektronkiildd tulajdonségot az
NHaz-csoport metilezésével fokozhatjuk. Ezaton a toltésmegoszlas nagyobb
mértéki lehet, mely a HOMO-LUMO atmenet energiajat csokkenti, ezaltal az
abszorpcios csucs helyzetét nagyobb hulldmhosszu tartomany iranyaba tolja
el. Ez a batokrom eltolodas jol megfigyelhetd a 10. abran: A vegyiilet amino
csoportjahoz kapcsolt metil csoportokkal tovabbi batokrom eltolodast értiink
el, szam szerint 301 nm-r6l 325 nm-re. A Kkisebb gerjesztési energia jobb
gyakorlati alkalmazhatosdggal parosulhat. Tovéabbiakban fluoreszcens
méréseknél ezt a csiicsot hasznaltuk gerjesztésre.
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10. abra: Jobb oldalon: A Benzidin, ICAB, monoMICAB, diMICAB hexanban, dioxanban és DMSO-ban (balrdl jobbra) mért gerjesztési spektrumai. Bal alsé
sarok: ICAB, monoMICAB, diMICAB hexanban mért abszorpcids spektrumainak CT savjai. Bal felsé sarok: Az ICAB abszorpcios spektruma hexanban
felvéve. (20 °C, V=3 cm® ¢ = 4,12-107"M)
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3.1.2. Fluoreszcencia mérések

Az UV spektrumok felvétele utdn minden vegytilet esetén meghataroztuk a
gerjesztési (excitacidos) spektrumot. A HOMO-LUMO atmenet csucsat
hasznélva felvettilk az emisszids spektrumokat majd ezek legintenzivebb
cstcsait hasznalva meghataroztuk a hozzéjuk tartozo gerjesztési spektrumokat.
Kiilonboz6 olddszerekben vizsgalva az excitacidos maximum helyzete benzidin
esetében 279-306 nm, ICAB esetében 298-329 nm, monoMICAB esetében
305-338 nm, valamint diMICAB esetében 315-340 nm kozott talalhato.

Az gerjesztési spektrumokon is jol megfigyelheté (10. abra, jobb oldal),
hogy a benzidin egyik NH2-csoportjat izonitrillé alakitva a gerjesztési energia
lecsokken. A batokrém eltolédds a jobb konjugacioval és az amino- és
izonitril-csoport kozotti toltésmegoszlas kovetkeztében lecsokkent HOMO-
LUMO tavolsaggal magyarazhat6. Az excitaciés maximumok csak kis
oldoszerfiiggést mutatnak, azaz 20-30 nm-es tartomanyon beliil helyezkednek
el. Ez j6 0sszhangban van az elmélettel, miszerint az abszorpcids spektrumok
alakjat csak kevésbé befolyasoljak az oldoszereffektusok. A Frank-Condon elv
szerint ugyanis a gerjesztés pillanatszerli az atommagok mozgésahoz képest,
igy az alapallapota és a gerjesztett allapotii molekulageometria megegyezik, a
szolvatburok szerkezete is véaltozatlan marad.

Kovetkezd 1épésként a gerjesztési maximumok ismeretében megvizsgaltuk
az anyagok emisszids spektrumait is: Benzidin esetén a 11. dbran jol
megfigyelhetd, hogy az emisszids maximumok az dsszes vizsgalt oldoszerben
az UV tartomanyban helyezkednek el. Ezt vizualis megfigyeléseink is
alatamasztottdk: UV-lampa alatt sem 254 sem 365 nm-es gerjesztéssel nem
észleltiink fluoreszcencidt, igy errdl a sorozatrdl fényképfelvétel sem késziilt.
A legkisebb emisszios hullamhosszt hexanban mértiink (372 nm), a
legnagyobb hullamhosszt pedig DMSO-ban (403 nm), eltolodas mértéke AL =
31 nm. Az eltolédds kozel azonos az excitacids tartomanynal tapasztalt
értekkel (~37 nm), ami alapjan batran kijelenthetd, hogy a benzidin nem j6het
szoba, mint szolvatokrom molekula gyakorlati alkalmazasoknal.

27



320 370 420 470 520 5

320 370 120 470 520 570

[
T ~
I
i S
320 370 420 170 520 570

A (nm)
11. abra: Benzidin, ICAB, monoMICAB, diMICAB (lentr6l-fel) hexanban, dioxanban és

DMSO-ban (balrél-jobbra) mért emisszids spektrumai. (20 °C, V=3 cm? ¢ = 4,12~
107" M)

Az izociano csoport felvitelének hatdsa legjobban az emisszios
spektrumokban jelentkezik. A benzidinnél megfigyelt 30 nm-es szolvatokrom
tartomany mindegyik altalunk eléallitott vegyiiletnél kozel, vagy tobb mint
haromszorosara szélesedett. ICAB esetén a legkisebb emissziés maximumhoz
tartozo hullamhosszt hexanban (353 nm) mértiink, a legnagyobb hullamhosszt
pedig vizben (457 nm), az eltolodas értéke AL = 107 nm.

monoMICAB esetén a legkisebb hullamhosszt hexanban (357 nm) mértiink,
a legnagyobb hullamhosszt pedig vizben (458 nm), az eltolodas mértéke AL =

92 nm.

28



diMICAB esetében a legkisebb hullamhosszt hexanban (357 nm) mértiink,
a legnagyobb hullamhosszt pedig DMSO-ban (447 nm), az eltolodas mértéke
Al = 90 nm. Némileg meglepd, hogy vizben a vartnal joval kisebb eltolodast
(Aem,max = 417 nm) tapasztaltunk, emiatt a diMICAB szolvatokrom tartomanya
is szlikebb lett ~10-20 nm-rel az elvartnal. A jelenség valdsziniileg annak
tulajdonithatd, hogy a diMICAB nem tartalmaz szabad NH hidrogént, amely a
vizzel kolcsonhatasba tudna 1épni, igy az oldhatosagot javitani.
Feltételezéseink szerint vizben a molekuldink a gyenge oldhatosdg miatt
asszocialodnak igy a kornyezetiik apolarosabb lesz az elvartnal. Hexdnban és
ciklohexanban kettds csucsot kaptunk, mely kisebb mértékben mar az ICAB
spektrumaban is megjelent. Az emisszios sav felhasadasa valoszintileg egy N-
H, vagy N-C rezgési atmenet megjelenésének tulajdonithatd az emisszios
spektrumban.

Az adatok Gsszehasonlitasaval megallapithato, az alapvegyiiletbe beépitve
az elektron szivo csoportot jelentésen megnoveltiik az eltolodas mértékét. A
metil csoportok hozzaadasa némileg csokkentette az eltolodas mértéket, de
jelentdsen nem befolyasolta azt. Az emisszids spektrumokon (11. &dbra) tisztan
lathat6 az alapvegyiilet és a termékek oldoszer fiiggése. Lathatd, hogy az
olddszer polaritdsdnak novelésével tolodik el vords iranyba az emittalt fény
hullamhossza (2. tablazat). Ezt a jelenséget pozitiv szolvatokrom effektusnak,
vagy batokrém eltolédasnak nevezziik.

Az éltalunk vizsgalt molekuldk: benzidin, ICAB, monoMICAB ¢és
diMICAB spektralis adatainak szemléletes Osszesitése a 2. tdblazatban kertil
bemutatasra.
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2. tablazat: Az ICAB vegyiiletcsalad fotofizikai tulajdonsagai (emisszios hullamhossz Aem), gerjesztési hullamhossz Aey), Stokes eltolodas
Av és kvantumhasznositési tényez6 @) kiilonb6z6 polaritast oldoszerekben meghatarozva.

Mex) nm AMem) nm Stokes shift (Av, cm-1) @F (%)
Benzidin | ICAB | monoMICAB | diMICAB [ Benzidin | ICAB | monoMICAB | diMICAB | Benzidin | ICAB | monoMICAB | diMICAB | ICAB | monoMICAB | diMICAB
Hexan 279 | 301 313 323 373 | 353 366 357 9033 | 4894 4626 2949 11341 5,51 5,93
Ciklohexan - 302 316 325 - 354 368 360 - 4864 4472 2991 6,1 7,21 7,43
Toluol 295 | 310 323 329 295 | 371 388 387 7857 | 5304 5187 4555 | 6,59 6,1 5,82
Diklormetan | 286 | 307 322 336 384 | 390 405 412 8923 | 6932 6365 5490 | 6,45 12,26 6,73
THF 306 | 319 331 334 394 | 396 406 408 7299 | 6095 5581 5430 7,1 8,42 14,61
Kloroform 305 | 305 322 331 384 | 398 400 405 6745 | 7661 6056 5520 1,9 6,16 2,69
Etil-acetat 285 | 315 326 330 391 | 397 403 406 9512 | 6557 5861 5672 | 591 5,97 6,52
Dioxan 289 | 315 326 330 392 | 383 395 397 9092 | 5636 5358 5114 17,32 8,02 6,63
Aceton - 329 325 327 - 407 427 422 - 5825 7350 6884 | 4,58 5,23 5,05
Metanol 281 | 308 327 333 397 | 419 422 430 10398 | 8601 6884 6774 | 0,84 4,73 1,49
Piridin - 325 336 340 - 415 421 422 - 6673 6009 5715 | 0,49 0,32 577
Acetonitril 286 | 310 324 333 393 | 410 421 429 9520 | 7868 7111 6720 | 6,11 8,59 7,64
DMF 299 | 314 335 339 403 | 423 435 433 8631 | 8206 6862 6404 | 7,23 4,76 15,08
DMSO 292 | 318 338 340 404 | 424 436 447 9494 | 7862 6650 7040 | 7,32 6,14 6,97
Viz 281 | 298 305 315 401 | 457 458 417 10650 | 11675 | 10953 7765 | 0,08 0,08 0,43
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Benzidint nem mértiink minden oldoszerben, mivel néhany oldoszer
abszorpcios tartomanya atfed a benzidin emisszidés tartomanyaval.
Kvantumhasznositasi tényez6t sem szamoltunk, mivel a benzidin egy ismert
molekula, igy a fotofizikai tulajdonsagai megtalalhatéak az irodalomban. A
Stokes-eltolodasokrol elmondhatd, hogy az elvarasoknak megfeleléen az
oldészer polaritas indexével egyiitt noének. A kvantumhasznositasi
tényezoknek nagy szorasa van, nem mutatnak fiiggést sem a polarizacio — sem
a dipolusmomentum valtozasaval. Altalanosan elmondhatd, hogy nem
rendelhetd egyik fluoroforhoz sem nagy kvantumhasznositdsi tényezd. A
legnagyobb értéket az ICAB dioxannal készitett oldataval mértiik: 17,3%-ot.

12. abra: ICAB, monoMICAB és diMICAB (fentrél-lefelé haladva) oldatsorozat balrél
jobbra névekvé polaritas szerint, A = 365 nm-en gerjesztve. Az olddszerek polaritas
szerinti sorrendben a kdvetkezOk: hexan, toluol, diklor-metan, tetrahidrofuran 1,4-dioxan,
aceton, acetonitril, piridin, dimetil-formamid és dimetil-szulfoxid. Az oldatok

y sge m,
koncentracidja 5,6 9
cm3

A 12. ébran vizualisan is jol megfigyelhetéoek a vizsgalt vegyiileteink
emisszios tulajdonsagai. ICAB esetében még csak a két legpolarosabb
oldoszerben DMF-ben és DMSO-ban tapasztalunk intenziv, lathato kék fény-
emissziot, monoMICAB esetében mar az olddszerek felében, mig diMICAB-
nal a legapolarosabbakat (pl. hexan) kivéve szinte minden oldoszerben.
Jegyezziik meg, hogy vizudlis észlelésnél nem csak az emisszi6s maximum
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helye, hanem az emisszids csucs alakja is befolyasolja a latvanyt. ICAB-t6l
diMICAB fel¢ haladva az emisszids csucs egyre nagyobb hényada esik a
lathato tartomanyba. A képsorozat nagyszeriien bizonyitja a szolvatokrom
viselkedést is, azaz az emittalt fény hulldamhosszénak olddszer polaritas
fliggését is: pl. diIMICAB-nal apoldros olddszerben (hexan) az emisszios
maximum Amax = 357 nm, polaros oldészerben (DMSO) az emisszids
maximum Amax = 447 nm. Figyeljik meg, hogy ICAB és monoMICAB
esetében piridinben (jobbrdl a harmadik {ivegcse) a vartnal kisebb az emittalt
fény intenzitasa, gyakorlatilag kioltddast (quenching) tapasztalunk. A jelenség
a szabad NH hidrogénen keresztiili hidrogénhidas piridin komplex
kialakuldsdval magyardzhatd, amire a késObbiekben még visszatériink.
diMICAB esetében, ahol nincs szabad NH hidrogén nem is tapasztalunk
kioltédast piridin jelenlétében.

3.1.3 A szolvatokrom viselkedés matematikai leirdsa

Ahogyan mar az irodalmi attekintésben is emlitettem a szolvatokrom
viselkedés leirasara tobb elmélet is sziiletett az elmult évtizedekben. Ezek
kozott talalhatdak szemiempirikus megkozelitések, ahol a mért és szamitott
spetralis paramétereket hasonlitjdk 0Ossze, valamint a tisztdn elméleti,
kvantumkémiai megkdozelités.

3.1.3.1. A termékek oldészer kdlcsonhatasanak értelmezése a Lippert - Mataga
elmélet szerint

Az emissziés maximumnak az olddszer polaritds-valtozasa miatt
bekovetkezd eltolodasa, vagyis az 4ltalanos olddszerhatas jellemzésére
leggyakrabban a Lippert - Mataga elméletet alkalmazzak. A fluorofor alap- és
gerjesztett allapota kozotti energiarés nagysaganak az oldoszer és a fluorofor
kozotti kolesonhatas okozta valtozasat irja le a Lippert - Mataga egyenlet:

2 ( e=1  n?-1 ) (ug—pg)?
hc a3

Vg — Ve = o1 20711 + konst., (6)

A Stokes-eltolodasokat az orientacids polarizacio fliggvényében abrazolva
mindhdrom vegyiilet esetén vildgosan kirajzolédik a lineédris trend, a
monoMICAB ¢és diMICAB esetén jo illeszkedéssel, mig az ICAB esetén a

pontok nagy szorast mutatnak. Ez az alapvegyiilet (ICAB) elektrondonor NH>
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csoportjan talalhatdé két hidrogén jelenlétének tulajdonithatd, ugyanis
specifikus oldoszerhatasok (H - kotés) kialakitasara is lehetdség nyilik,
melyeket a Lippert-Mataga egyenlet nem vesz figyelembe. Ezt a magyarazatot
tamasztja ald az is, hogy legjobb illeszkedést a dimetilezett szarmazéknal
(13.b. abra) kapunk, ahol nincs szabad hidrogén az amino csoporton.
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13. abra: Az ICAB (a.), monoMICAB (c.) és diMICAB (b.) Lippert - Mataga abrai.
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3.1.3.2. A termékek szolvatokrom viselkedésének Kamlet - Taft leiras szerinti
értelmezése:

Mivel a Lippert - Mataga elmélet nem alkalmazhat6 a fluorofor—oldoszer
kozotti specialis kolecsonhatasok matematikai leirasara, ezért egy masik leirasra
tdmaszkodunk. A Kamlet - Taft elmélet az oldoszer - oldat kdzotti savassagi -
, bazicitasi - és polarizaltsagi/polaritasi tulajdonsagok figyelembevételével irja
le a fluorofor viselkedését az aldbbi multiparaméteres egyenlet (7)
felhasznalasaval:

Y = Yy +sn"+an+ b (7

E harom paraméter figyelembevételével multilinearis regresszid analizissel
meghataroztuk a Kamlet - Taft egyenletben szerepld egyiitthatokat. Ezen
egylitthatok ismeretében a fenti egyenletek segitségével dsszehasonlithatjuk a
mért és szamolt emisszidos maximumokat, illetve a Stokes - eltolodasokat. Az
értekeket a viz kivételével az Osszes vizsgalt olddszerre kiszamoltuk és a
kisérleti értékek ismeretében abrazoltuk a 14. dbran lathaté modon az alabbi
egyenletek felhasznalasaval:

ICAB

Vemmax(cm™) = (27850 £ 514) — (1285 + 600) - « — (2888 + 1017) - § — (3017 £ 947) - =" (14a)
Av(em™) = (4904 + 678) + (2489 + 793) - a + (1563 + 1343) - f + (2426 + 1251) - " (14b)
monoMICAB

Vemmax(cm™) = (27363 + 444) — (1024 £ 518) -« — (2717 £ 878) - § — (2528 £ 818) - =" (14c)
Av(em™) = (42454 592) + (2442 + 692) - a + (1194 + 1172) - f + (1787 + 1092) - 7* (14d)
diMICAB

Vemmax(cm™) = (27363 + 444) — (1024 + 518) -« — (2717 + 878) - § — (2528 £ 818) - 7" (14e)
Av(em™) = (4245 +592) + (2442 + 692) - a + (1194 + 1172) - § + (1787 + 1092) - r* (141)
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14. abra: Az ICAB (a., b.), monoMICAB (c., d.,) és diMICAB (e., f.,) mért és szamolt emissziés maximuma (a., c., €.), Stokes - eltolodasa
(b., d., f.) a Kamlet - Taft elmélet szerint.
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A mért és szamolt adatok nagyon jo illeszkedést mutatnak, kis szérassal. A
regresszios egyiitthato értéke minden esetben meghaladja a legalabb a 0,9-et
ezért megallapithaté, hogy a Kamlet - Taft elmélet alkalmas az ICAB,
monoMICAB ¢és diMICAB szolvatokrom tulajdonsaganak leirasara, valamint
ezen molekuldk valodi szolvatokrom viselkedést mutatnak.

3.1.3.3. A termékek szolvatokrom viselkedésének értelmezése a Catalan leiras
szerint

Az elmélet, hasonléan a Kamlet - Taft elmélethez, ugyanugy
multi- paraméteres egyenlettel irja fel a fluoroforok kdolcsonhatasat az
oldoszerekkel. Catalan kutatécsoportjanak masodik elmélete mar négy tényezd
linearis kombinacidjat veszi figyelembe, melyek koziil ketté (SA és SB) a
specifikus, kettd (SP és SdP) a nemspecifikus kdlcsonhatasokat irja le (SP az
oldoszer polarizalhatosagat, SAP a dipolaritasat jellemzi), igy még
megbizhatobb eredményeket kaphatunk a segitségével, mint a korabbi
modellekkel.

vV = ﬁmax,o + aSASA + bS'B -SB + SSPSP + tgddeP (8)
Az adatokat szintén multilinedris regresszios adatelemzéssel vizsgaltuk és

az alabbi egyenleteket irtuk fel és az illesztett értékeket a 15. abran mutatjuk
be:

ICAB

vem,max(cm’l) = (36072 + 1540) — (3298 + 781) - SA — (1972 + 953) - SB — (9056 + 2108) - SP — (4748 + 1692) - SdP (15a)
Av(em™) = (—2569 £ 1990) + (4336 £ 1009) - SA — (501 + 1232) - SB + (9206 + 2724) - SP + (3761 + 2187) - SdP (15b)
monoMICAB

vem,mm(cm‘l) = (33345 + 1567) — (2361 + 794) - SA — (1545 £ 969) - SB — (5271 £ 2144) - SP — (5215 + 1721) - SdP (15¢)
Av(em™) = (689 +1916) + (3174 +972) - SA — (1065 + 1186) - SB + (2347 + 2623) - SP + (4891 + 2106) - SdP (15d)
diMICAB

Vemmax(cm™) = (34790 + 1864) — (1495 + 945) - SA — (2909 + 1153) - SB — (7299 % 2551) - SP — (4061 + 2048) - SdP  (15€)
Av(em™) = (—1648 + 1964) + (2288 + 996) - SA — (1641 + 1215) - SB + (4596 + 2688) - SP + (3856 + 2158) - SdP (15f)

Az egyenletek utani szamok a hozzajuk tartozo diagramokra utalnak,
melyek az alabbi abra részletei:
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15. éabra: Az ICAB (a., b.), monoMICAB (c., d.,) és diMICAB (e., f.,) mért €s szamolt emissziés maximuma (a., c., e.), Stokes — eltolodasa
(b., d., f.) a Catalan elmélet szerint.
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A 15. 4bran lathato egyenesekrdl ugyanaz mondhato el, mint a Kamlet-Taft
egyenlettel szamoltaknal: Nagyon jo6 illeszkedést tapasztalunk a mért és
szamolt értékek kozott 0,9 vagy afolotti R? értékekkel. A kiértékelés soran
rendre a piridin értékeit figyelmen kiviil kellett hagynunk, mert nagyon nagy
szérasa volt. Ennek az oka az lehet, hogy az ICAN-hoz hasonléan a
monoMICAB piridinben komplexet képez, mely jelentds hatdssal lehet a
fluoreszcens tulajdonsagokra.
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3.1.4. Az ICAB szarmazékok kvantumkémiai vizsgalata

Az optikai tulajdonsagok magyarazatira a Debreceni Egyetem Fizikai
Kémiai Tanszékének munkatdrsaival egylittmiikodve kvantumkémiai
szamitasokat végeztiink. Meghataroztuk a vizsgalt vegyliletek optimalt
szerkezetét alap- illetve gerjesztett allapotban, dipdlusmomentumaikat és
kiszamoltuk spektrumaikat.

A dipolmomentumok varakozéasainkkal Osszhangban mind alap, mind
gerjesztett allapotban nagyobbnak adodtak (pug = 8,6 D ill. pe = 22 D), mint a
korabban vizsgalt ICAN szarmazékok (ug = 8,23 és pe = 14,96 D) esetében.
Az ICAB szarmazékok mégis rosszabb szolvatokrom viselkedést mutattak. Ezt
az ellentmondést a molekulaszerkezetek kiszamoldsa utan tudtuk feloldani.
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16. abra: Az ICAB optimalt geometridja és szamolt adatai.

A 16. dbran jol megfigyelhetd, hogy alapallapotban nem sikalkata a
molekula az ICAB két benzolgytiriije jelentdsen elfordul egymashoz képest a

39



diéderes szog ¢ = 34°. Gerjesztett allapotban a molekula sikabb alkatuva valik
¢ = 12°. A szabad rotaci6 csokkenti az aromas rendszer delokalizaciojat a két
gytri kozott. Alapallapotban 148 pm a tavolsag az 1-1° szénatomok kozott és
a program is egyszeres kotéssel jelzi ezt a kotést. Gerjesztett allapotban a
kotéstavolsag 144 pm-re csokken, ami a kotésrend novekedését jelzi és ez jol
megfigyelhetd a szerkezetben a konjugéciora utald szaggatott vonal
megjelenésével. Az alapallapot szamolt UV-vis spektrum nagyon jo egyezést
mutat a mért spektrummal.

A diMICAB szamolt szerkezetei (17. abra) nagy hasonldésagot mutatnak az
ICAB esetében kapottakkal. Az alapallapott diéderes szog 2 fokkal csokkent
34-r61 32 fokra, a gerjesztett allapoti, viszont ugyanennyivel nétt 12-rél 14
fokra. A diMICAB jobb szolvatokrom viselkedését az amino csoport
dimetilezés kovetkeztében fellépd jobb elektrondonor tulajdonsagaival ezéltal
a nagyobb toltésmegosztassal magyarazhatjuk. Ez a viselkedés nagyon jol
megfigyelhet6 a gerjesztett allapotokra DMSO-ban szamolt UV spetrumokon
is. ICAB esetében az emisszidés maximum ~ 408 nm mig diMICAB-ra ~ 425
nm. Ez j6 egyezésben van a mért értékekkel, melyek 424 illetve 447 nm. A
kiilonbségek még pontosabbak 17 nm a szdmolt és 23 nm a mért. Az eltérés a
mért és szamitott értékek kozott annak tulajdonithatd, hogy a szoftver az
ugynevezett ,,polarized medium” megkozelitést hasznalja, azaz csak az
olddszer polaritasat veszi figyelembe és elhanyagolja a specialis oldott anyag—
oldészer kolesonhatasokat.
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17. abra. A diMICAB kvantumkémiai adatai
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3.2. l1zociano-aminoakridin alapu fluoreszcens vegyiiletcsalad, mint kémiai
svdjci bicska?

A 3,6-bisz-(dimetilamino)-akridin vagy akridin narancs (AO) fluoreszcens
festékként torténd elsé leirasa 6tal®® az akridin-diaminok tébbcéla
alkalmazasuk révén az egyik leginkabb vizsgalt fluorofor osztallya valtak.
Affinitast mutatnak nukleinsavakkal szemben és felhasznalhatoak DNS
valamint RNS-PIOITLI2AIB flyorimetrias megkiilonboztetésére. Tovabba,
bazikus természetének koszonhetden az AO protonalodasat jelentds spektralis
valtozasok kisérik, igy alkalmazhat6 fiziologias pH szenzorként is.

Az intracelluléris pH pontos mérése rendkiviil fontos informaciokat tarhat
fel fiziologiai és patologias folyamatokrol, példaul elhalt sejtek, rak- és
sejtproliferacio tanulmanyozasal’¥l. Ennek meghatarozasahoz lumineszcens
sejtjelolék  a  legalkalmasabbakl™®, mint példaiul BCECF-ek["eIl771e]
karboxiSNARF-1[7I€0l8LIE2 yaqy @  8-hidroxi-pirén-1,3,6-triszulfonsav
(HPTS)E3le4lisslise]

Bar a fentiekben felsorolt (BCECF, karboxiSNARF-1, HPTS) festékek
kivalo fiziologias pH-szenzorok, vannak olyan tényezok, amelyek korlatozzak
az alkamazésukat, mint példaul a sejtfalon valé atjarhatatlansadg, a membranon
keresztiili szivargas, a beépithetéség vagy komplex szerkezet, valamint nem
utolso6 sorban a bonyolult szintézis €s az ebbdl kovetkezd magas ar.

Feltételeztiik, hogy az AO-hoz hasonlo intelligens festékek szintén képesek
lesznek detektalni a pH-valtozast mesterséges és/vagy természetes
membranokban ezért az ICAN-szarmazékaink és az AO legjobb
tulajdonsagainak  kombinalasaval létrehoztunk egy 10j fluoreszcens
festékcsaladot, az amino-izocianoakridineket (ICAAc). Ezaton egy
multifunkcionalis izocianoakridin alapi szolvatokrom csalad jott 1étre
valtozatos tulajdonsagokkal. Megvizsgaltuk a festékek fotofizikai
viselkedését, alkalmazhatosdgukat fiziologiai pH-szenzorként, micellaris
kornyezetben vald viselkedésiiket, komplexképzddésiiket Ag(l)-el. A mérési
eredményeket kvantumkémiai szamitasokkal tdmasztottuk ald. Ezen feliil
megvizsgaltuk az ICAAC - szarmazékok vitalis sejtfestési képességét is

2 A 3.2 fejezet az alabbi tudomanyos publikacio alapjan késziilt: Miklés Nagy, David Racz, Zsolt Nagy,
Péter Fehér, Sandor Kovacs, Csaba Banko, Zsolt Bacso, Alexandra Kiss, Miklos Zsuga, and Sandor Keki:
Amino-isocyanoacridines: Novel, Tunable Solvatochromic Acridine Orange Type Fluorophores as
Physiological pH Probes and Biosensors, Scientific Reports, 9, 8250, (2019)
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3.2.1.  Optikai tulajdonsagok

Izociano szarmazékainkat 3,6-diaminoakridinb6l (Proflavin) allitottuk el6
az eldz6 fejezetben mar ismertetett diklor-karbénes reakcioval. A képzddott
termékek szerkezetét és nevét a 18. dbran foglaltuk 6ssze.
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18. abra: A 3.2. fejezetben ismertetett fluoroforok szerkezete és neve fentrél lefelé: 3-amino-
6-izocianoakridin (ICAAc), 3-N-metilamino-6-izocianoakridin (monoMICAAC), 3-N,N-
dimetilamino-6-izocianoakridin (diMICAAC).

Az ICAAc, monoMICAAc és diMICAAc optofizikai tulajdonsagait,
kiilonb6z6 oldoszerekben, a 19. abran és a 3. tablazatban foglaltuk dssze.

Az oldoszer polaritasatol fiiggetleniil, mindhdrom fent emlitett ICAAc
szarmazek esetén egy széles abszorpcios sav talalhaté a 370-540 nm-ig terjedd
hullamhossz tartomanyban (19. abra), amely a donor- (amino) és az akceptor
(izociano) csoportok kozotti belso toltésatvitelnek (ICT) tulajdonithato. Ezt az
ICT savot nagyobb energiaknal (~300-370 nm), strukturalt, atfed6 savok
kisérik, melyek jellemzdek az akridin gytirlire és megjelenésiik az akridin
gylrti helyileg gerjesztett allapotanak (locally excited state (LE))
kovetkezménye. Ezek a savok szintén megtalalhatoak a 2-aminoakridin UV-
lathaté spektrumaban is, azonban mind a proflavin, mind az akridin narancs
spektrumabdl hidnyoznak. A strukturalt savok ismételt megjelenését a merev,
harmaskotési, elektronszivo izocianid csoport jelenlétével lehet magyarazni,
amely megbontja a molekula szimmetridjat az akridin narancshoz képest. Noha
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az LE savok helyzetét nem befolydsolja az oldészer polaritasanak
megvaltoztatasa, a nagyobb hullamhosszu abszorpcios savok (ICT) jelentds
voroseltolodast mutatnak az olddszer polaritasanak novekedésével.

Az aminocsoport elektrondonald képességének metilezéssel torténd
novelése szintén a nagyobb hulldmhosszii abszorpcids savok batokrém
eltolodasat eredményezi. Ezen eltoléddsok meghaladjdk az oldoszer
polaritasanak megvaltoztatasakor megfigyelt értékeket. Vagyis minél nagyobb
az amino csoport elektrondonalé képessége, annal nagyobb hullamhosszon
helyezkedik el az ITC abszorpcids cstlicsa.
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19. abra: Az ICAAc szarmazékok normalt emisszids spektrumai (felsé) hexanban (kék) és
vizben (piros) mérve. A beszlrt diagramon a hexanban mért normalt gerjesztési spektrum
lathat6. Az ICAAc szarmazékok (alsé) kiilonb6z6 polaritasa oldoszerekben. (Aex = 365
nm). Az olddszerek balrol jobbra a kovetkezdek: hexan (1), toluol (2), 1,4- dioxan (3),
diklérmetan (4), kloroform (5), THF (6), acetonitril (7), aceton (8), piridin (9), metanol
(10), DMF (11), DMSO (12), viz (13).

Amint a 19. 4bran is szembetiinG, mindharom szarmazéknak jelentés az
emisszids tartomanya, mely a z6ldt6l a narancssargaig terjed. Vizben a
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diMICAAc emisszios maximuma 576 nm, amely messze a legnagyobb érték a
3 festék maximumai koziil, tovabba ez 50 nm-rel nagyobb, mint az AO-¢é (526
nm). Mig az AO szolvatokrom tartomanya koriilbelil 30 nm, addig a
monoMICAAc és a diMICAAc esetében ez az érték kétszeresére no, és
meghaladja a 60 nm-t.

Az ICAAc szarmazékok szolvatokrom viselkedésének jobb megértése
érdekében Lippert - Mataga és Reichard abrakat készitettiink a 6. egyenlet
szerint és a 20. abran mutatjuk be a monoMICAAc-ra kapott illesztéseket, mig
a masik két szarmazék eredményeit a 21. dbra mutatja.
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20. abra: A monoMICAAc fotofizikai tulajdonsagainak valtozasa az olddszer polaritasanak
valtozasaval: (a) Stokes eltolddas — orientacios polarizalhatdsag; (b) Aem max — oldoszer

polaritasara jellemzd paraméter E+(30); (c) ®f - E1(30)

Az oldoszer polaritdsanak novelésével az emittalt fény hulldmhossza
batokrom iranyba valtozik (20.b. abra) a gerjesztett allapotban 1évé molekula
koriili oldészermolekulak atrendezédése miatt, ezzel csokkentve az alap és az
gerjesztett llapot kdzotti energiarést.
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21. 4bra: Az ICAAC és a diMICA Ac fotofizikai tulajdonsagainak valtozasa az old6szer
polaritasanak valtozasaval: (bal fels6) Stokes eltolédas — orientacids polarizalhatosag;
(jobb fels6) Lem max — oldoszer polaritasara jellemz6 paraméter Ev(30); (also)

@+ - E7(30)

Ennek eredményeként a kibocsatott foton energidja szintén csokken -
emellett a kvantumhasznositasi tényezok linearis csokkenést mutatnak az
oldoszer polaritasi paraméter (Etgo)) novekvo értékeivel, ami 6sszhangban 4ll
a 20. abran latottakkal. Vizes kdzegben minden fluorofor oldataban nagyon
kicsik a @f -k, melyek koziil a diMICA Ac értékei a legkisebbek. A vizben mért
kis ®f elonyos sejtfestési alkalmazasoknal, ahol elengedhetetlen a hattér
fluoreszcenciajanak elnyomasa.

Az ICAAc-szarmazékok
magyarazhatd, hogy jelentds dipélusmomentum-kiilonbségiik van az alap- és
az gerjesztett allapot kozott az elektronszivo izocianid csoport miatt, ami a
molekulakat polarosabba teszi gerjesztett allapotban. A dipolusmomentum
Mataga modell
meredekségének egyenletébdl és DFT szamitasok segitségével is (3. tablazat).

széles szolvatokrom tartomanya azzal

kiilonbséget kisérletileg hataroztuk meg a Lippert -
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3. tablazat: Az ICAAc szarmazékok kiillonb6z0 polaritasit oldoszerben mért optikai
tulajdonsagainak 6sszehasonlitasa (Emisszio (A em max), gerjesztés (A ex max), Stokes-eltolddas
(Av), kvantumhasznositasi tényezé ((f), Molaris abszorbancia (g), elméletben és

gyakorlatban meghatarozott dipélusmomentum kiilonbségek (pg-1a))

mono- .
AO [ICAAC MICAAC diMICAAcC
A emmax (NM) | 498 | 503 491 514
Hexin A exmax (NM) | 412 | 418 425 447
(Polaritasindex=0)
Av (cm) | 4191 | 4158 3163 2916
Dioxa A emmax (NmM) | 500 515 515 539
(Polaritisindex—4,g)|_»exmex (M) | 426 | 431 | 47 456
Av (cm™) | 3474 | 3784 3466 3377
A emmax (NM) | 526 | 553 554 576
A exmax (Nm) | 492 466 472 497
Viz Av (cm) | 1313 | 3376 3136 2760
(Polaritdsindex=9) "~ n 11 cm1) [44000] 10132 | 5196 13344
@r (%) 15 18 2,9 0,4
AN em (NM) 28 53 63 62
Ug-pa /D (DTF) 21 6,1 6,8 7,9
(Lippert -
Mg-pa /D Mataga) 2,271 | 5,6x1,4 | 8,1+0,8 8,9+1,1

Amint az a 3. tablazat adataibdl kitlinik, az ICAAc-szarmazékok gerjesztett
allapotbeli dipolmomentumai legalabb haromszor nagyobbak, mint az AO
esetén, és egyértelmii kapcsolatot fedezhetiink fel az amino csoport metilezése
¢s a dipdlmomentum noévekedése kozott is.

3.2.2. Az ICAAc szarmazékok sav-bazis viselkedésének vizsgalata vizes
kozegben

Az akridinbazisu festékek, mint példaul az AO, vizes kozegekben a pH
fiiggvényében eltérd fotofizikai viselkedést mutatnak a 22. abran szemléltetett
sav-bazis egyensuly kovetkeztében. Feltételeztik, hogy izocianid
szarmazékaink is kovetik ezt a mintat. Az alap bazis (DB) és a protonalt
(DBH") formak kozott az alabbi sav-bazis egyensuly all fenn.
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22. abra: Az ICAAc szarmazékok feltételezett protonalt (DBH*) és a deprotonalt (DB)
formai.

Az ICAACc-ok sav-bazis tulajdonsagainak jellemzése céljabol UV-lathato és
,Steady-state” fluoreszcens méréseket végeztiink pH = 2-12 tartomanyban,
Britton-Robinson  "univerzalis" pufferben (BRB). Az ICAAc és
mMonoMICAAC mért eredményei a 23. abran keriilnek bemutatisra, mig a
diMICAAc megfeleld spektrumai a 24. abran.

A 23. dbrén jol lathato, hogy a mindharom vegyiilet protonal6dasat jelentds
spektralis valtozasok kisérik. Az abszorpcids spektrumokban a protonalt
formahoz egy széles toltésatviteli sdv rendelhetd, melynek maximuma Aex max
=470 nm ICAAc-ra, 475 nm monoMICAAc-ra és 502 nm-re diMICAACc-ra,
pH = 3 esetén. A szabad bazis formanal a gerjesztési maximum hipszokrom
eltolodds eredményeképp ICAAC-nal Aexmax = 428 nm-re, monoMICAAc-ra
446 nm-re és diMICAAc-ra 470 nm-re, amikor a kozeg pH-ja 11-re emelkedik.
A protonalt formdk abszorpcids €és emisszios cslcsainak intenzitasat a pH
fiiggvényében abrazolva jellegzetes titralasi gorbéket kapunk, melyek a 24.
abran figyelhetéek meg. A gorbék inflexios pontja pH = 7-8 kozott talalhato,
mely nagyon igéretes fiziologids pH-érzékelés szempontjabol.
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23. abra: Az ICAAc (feliil) és a monoMICAACc (alul) UV-lathato- (bal) és emisszios (jobb)
spektrumai kiilonb6z6 pH-ju BRB univerzalis pufferben
(T =20 °C, [ICAAc szarmazék] = 4,58x10° M, V = 3,00 cm®)
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24. abra: A diMICAAC UV-lathato- (bal) és emisszios (jobb) spektrumai kiilonboz6
pH-ji BRB univerzalis pufferben (T = 20 °C, [diMICAAC] = 4.58x10° M,

V = 3,00 cmd)

Az akridin narancsot elterjedten hasznaljak intracellularis pH-szenzorként

a toltésatviteli savok eltolodasat kihasznalva. Ki kell azonban hangstlyoznunk

két kiilonbséget, mely szarmazékaink esetén fennall: 1. Az AO bazicitasa
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(pKa = 10,5) jelent6sen nagyobb, mint ICAAc szarmazékainké (pKa = 7-8),
igy szarmazékaink varhatéan jobban alkalmazhatok a fiziologias
tartomanyban, mely a legfontosabb az ¢él6 sejteknél. 2. A toltésatviteli savok
mellett a sav-bazis forma ko6zotti atmenet nagyon jol vizsgalhato a 320 nm ¢és
400 nm kozott elhelyezkedé kisebb akridinszerti (LE) abszorpcids savok
alakjanak valtozasaval is. Ezek a savok teljesen hianyoznak az AO abszorpcios
spektrumabol. A Kis intenzitasu, harom csiucs minden vizsgalt oldoszerre
jellemzo (lasd 19. abra) a viz kivételével.

Annak megallapitasara, hogyan fiigg az LE savok alakja a kozeg
kémhatdsatol az alabbi egyszerli kisérletet végeztik el: diMICAAc-ot
oldottunk acetonitrilben és az UV-spektrumat vizsgaltuk viz, ammonia és

ecetsav jelenlétében. Az eredményeket a 25. abran foglaltuk dssze.
0,6

—diMICAAC
diMICAAC+H2O (280 pmol)
——diMICAAC+NH3 (74 pmol)

——diMICAAC+ACOH (80 pmol)

——diMICAACc+ACOH (400 pmol)

£
=
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25. abra: A diMICAACc UV spektrumanak valtozasa viz, bazis (NHj) és sav
(CH3COOH) hozzaadasa utan. Az olddszer acetonitril. A beszurt abran a sarga oldat (bal
oldali) a bazikus formahoz, mig a piros oldat (jobb oldali) a savas formahoz tartozik.

A 25. abra alapjan az abszorpcids spektrumok nem valtoznak Kkis
mennyiségli viz vagy bazis (NHs3) hozzaadasaval. Azonban kb. 7x mol
feleslegben hozzaadott ecetsav jelenlétében 1j, széles kettds sav kezd
kialakulni, ~ 375 nm-nél, mely csak igen nagy (kb. 35x molaris) ecetsav
hozzaadésaval lesz jelentds. Ezek alapjan megallapithatjuk, hogy a szabad
bazis (DB) UV-lathaté spektruma ugyanabban a régioban Osszetettebb
abszorpcios mintdzatot mutat, amely harom, kdzepes intenzitasa csticsbol all,
mig a protondlt részecskék spektruma csak két szélesebb €s nagyobb
intenzitasu csucsot tartalmaz. Miutdn lemértiik az abszorpcios spektrumokat
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az 1-10° — 1-10* M koncentracié-tartomanyban vizben és pufferekben is, nem
talaltunk eltérést a Lambert-Beer torvényt6l, ezzel kizartuk a dimerek
képzodését.

3.2.3. A pH - fliggés matematikai leirdsa

Feltételezve, hogy a DB és a DBH" kozott egyensuly all fenn, a pH-fiiggést
(abszorbancia vagy fluoreszcens intenzitas) Y-nal jeloljik Y (A, pH), a savi-
disszociacios allando (Ka) értéke meghatarozhat6 az (9) egyenlettel, melyet az
absz. (502) - pH fiiggvény pontjaira illesztiink, ahogyan a 23-24. abrak
diagramjain lathatjuk. Az eredményeket a 4. tabldzatban mutatom be.

_ Y Ypu+(A)-10PKa—PH
Y(4,pH) = 1+10pKa—pH+ 1+10PKa-pH ©
3. tablazat: Az ICAAc szarmazékok abszorpcios (habsmax) €s emisszids (Aemmax)

maximumai pH = 3 és pH = 11 értékeknél, BRB pufferben. Is/l1; a pH = 3 és pH = 11-en
mért fluoreszcens intenzitas aranyt jelenti. pKa a savi disszociacios allandoé logaritmusa.

pH=3 pH=11
Vegyiilet Mabsmax  Aemmax  Asbsmax  Aemmac 13/l PKa pKa
(nm) (nm) (UV-vis) (FL)
ICAAC 470 554 428 553 225 7,05+0,02  6,96+0,07
monoMICA 475 553 446 553 161  735+0,07 7,22+0,15
diMICAAC 502 577 470 572 058  758+003 7,71+0,13

A kiilonb6z6 modszerekkel meghatarozott pKa értékek nagyon Kis eltérést
mutatnak a pKa=7,05 és 7,58 (UV-vis) és a pKa=6,96 és 7,71 (fluoreszcencia)
értekek kozott. Ezek alapjan az ICAAc szarmazékok harom nagysagrenddel
gyengébb bazisok, mint az AO (pKa = 10,5). Az emittalt fény intenzitasa is
er6sen fligg a pH-t6l: ndvekszik a savasabb kozegben az ICAAc és a
monoMICAAAc eset¢ben. A pH = 3-as ¢és pH = 11-es kdzegben mért
intenzitasokbol szamitott I3/l11 fluoreszcens intenzitas arany az ICAAc és a
monoMICAACc esetében 2,25 és 1,69. A helyzet teljesen mas a diMICAAC-nal,
ahol a fluoreszcens intenzitas nagyobb pH-nal novekszik, és az I3/111 csak 0,58.
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3.2.4. A diMICAACc felhasznalasa pH meghatarozasara

A diMICAAc pKa értéke 7,5, amely a fiziologiai pH-tartomanyba esik,
lehetévé téve a molekulat fluoreszcens bioszenzorként torténd alkalmazasra.
A pH pontos meghatarozasahoz az (10) egyenlet alapjan kalibracios gorbét
vettiik fel:

_ by+107PH (10)
" by+b310-PH

ahol "r" a kiilonb6z6 hullamhosszokon mért abszorbanciak (vagy fluoreszcens

intenzitasok) aranya, by, b2 és bs, pedig az illesztéshez hasznalt paraméterek.
A diMICAAc-ra meghatarozott UV-vis és fluoreszcens excitaciobol

szamolt titralasi gorbéket a 26. és 27. abra szemlélteti. Amint az alabbi abrakon

is latszik, a két moddszerrel kapott titralasi gorbe lefutasa nagyon hasonlo
egymashoz.

15 A 1.4 4 |y=1.0015x + 0.368
' R? = 0.9989

1,3 1 m 375nm/359nm
© 502nm/470nm

03 0,5 07 0,9 1.1

09 As7snmAssenm
=
? 4
® 074 12
< =
2us
05 4E
J <O,4 e 3750M/359NM
o 502nm/470nm
0,3 o
00 02 04 06 08 10
Opas
0,1

55 6,0 6,5 7,0 7,5 8,0 8,5 9,0 9,5 10,0
pH

26. abra: A diMICAAc UV-lathaté titraldas eredményei kiilonbozd kémhatdst BRB
pufferben. A mérési eredményekre a (10)-et illesztettiik. A bal oldalon beszurt abra az
jobb oldalon beszirt abra a szamitott abszorbancia aranyok és az akridinhez hasonld
abszorpcidés hullamhosszok kozotti korrelaciot mutatja. (T = 20 °C, [fluorofor] =
1,14 - 1075 M, V = 3,00 cm?).
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27. abra: Kiilonb6z6 pH-n mért diMICAAC excitacios és FL-intenzitas gérbéi BRB
,univerzalis” pufferoldatban. Az illesztés (folytonos vonal) a 10. egyenlet alapjan tortént. A
besziirt 4bra (jobb felsd) az intenzitasaranyokat mutatja. (T = 20 °C, [fluorofor] = 1,14x10
M, V = 3,00 cm®) Illesztési paraméterek a lIsoa/la7o aranyra: by = 7,78:108, b, =1,05-107 és
b3 = 7,46'10'1 ésa |376/|362 arényra: b1: 2,65'10'8, bz = 1,23'10'7 and b3 = 9,05'10'1).

Az AspolAsro arany 1,43-0,73, mig az Asrs/Assy arany 1,05-0,34 kozott
valtozott az 5,55-10 pH-tartomanyban. A gorbe meredekségében jelentds
valtozas a pH = 6,5-8,5 értékek kozott lathato, ami a fiziologias pH-
meghatarozashoz kiilondsen alkalmassa teszi a fluorofort. Ezenkiviil meg kell
jegyezni, hogy a két intenzitasarany kozott szinte tokéletes a korrelacio, ahogy
az a 26. abran is lathatd. Az abszorbancia méréssel ellentétben a fluoreszcencia
(gerjesztés) titralasi gorbe (27. abra) kortilbeliil 1 pH-egységgel balra tolodik
el, vagyis a meredekségben végbemend valtozas a pH = 5,5-8,0 kozotti
tartomanyban azonosithatd, igy bioszenzorként torténd alkalmazasa tovabb
szélesedik a savas tartomanyban. A moddszer alkalmazhatdsdganak ¢és
reprodukélhatédganak  vizsgalatara, ami foként az oldatban 1évo
komponensektdl és az ionerdsségtdl fligg, kiillonbozd pH-ji és Osszetételll
pufferoldatokban diMICAAC hozzaadasa utan lemértiik az elnyelési és a
fluoreszcens spektrumokat. A 10. egyenlet és a 26-27. abrak felhasznalasaval
a spektrumokbol visszaszamitottuk a pH-t. Az eredményeket az 5. tdblazatban
foglaltam Ossze.
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5. tablazat: A pH mérés reprodukalhatosaganak vizsgalata kiilonbozé pufferekben. A
spektroszkopiai méréseket NaH,PO4/Na;HPO, (normal betil) és NaH,BO3s/Na;HBO; (d6lt
betii) pufferekben végeztiik. A tablazatban a puffer pontos pH-ja (PHbeanitott), Valamint az UV-
lathatd (pHabsz) és fluoreszeencids (pHeL) spektrumbdl meghatarozott adatokat tartalmazza.

As75/Asse 1376/ 1362 pH PH Absz pHpL
bellitott

1,031+0,003 0,986+0,006 6,01 6,24+0,06 6,06+0,03
1,043+0,002 1,005+0,008 5,98+0,02 5,97+0,04
1,000+0,002 0,814+0,004 6,49 6,63+0,01 6,55+0,01
1,020+0,011 0,857+0,008 6,42+0,15 6,45+0,02
0,914+0,003 0,562+0,002 7,00 7,10+0,01 7,16+0,00
0,934+0,004 0,623+0,002 7,02+0,02 6,94+0,00
0,772+0,011 0,367+0,019 7,51 7,52+0,02 7,55+0,07
0,751+0,006 0,365+0,001 7,57+0,03 7,56+0,00
0,589+0,006 0,272+0,001 8,00 7,97+0,02 8,03+0,01
0,565+0,002 0,267+0,002 8,03+0,05 8,08+0,02
0,445+0,009 0,234+0,001 8,50 8,45+0,04 8,54+0,03
0,440+0,007 0,231+0,001 8,47+0,03 8,60+0,02
0,395+0,002 0,219+0,002 9,00 8,75+0,02 9,17+0,23
0,377+0,006 0,219+0,001 8,91+0,06 8,29+0,11

A foszfat- és boratpufferek spektralisan mért pH-értékei jol egyeznek a
korabban beallitott értékekkel a 6,00-9,00 pH-tartomanyban. Nem lehetett
szelektivitast meghatarozni a kiilonb6z6 kémiai komponensek tekintetében. A
legnagyobb hiba 2,4%, ami a vizsgalati tartomany széleinél adodott, mig pH =
7,00-8,50 kozott a hiba mértéke joval 1% alatt volt mind az UV-lathat6, mind
a fluoreszcencias modszernél, ami fontos a biologiai alkalmazas esetében. A
modszert 0,10 M NaHCOs-oldattal, 8,50-6s pH-n is teszteltiik. A mért értékek
pH = 8,53 + 0,07 (UV-lathato) és pH = 8,59 + 0,02 (fluoreszcens). A modszer
stabilitasat foszfatpufferben (pH = 6, illetve 8) egy oran at vizsgaltuk. Ebben
az idészakban nem tapasztaltunk szignifikans valtozast (a relativ hibak 0,6%
pH = 6 és 0,4% pH = 8 esetén), amint azt az 28. abra szemlélteti.
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28. abra: A diMICAAc fluoreszcens stabilitasvizsgalata pH = 6-os foszfat pufferben (bal)
és kiilonb6z6 gerjesztési maximumok aranyainak valtozasa pH = 6 és 8-as pufferekben

(jobb).
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29. dbra: A pH= 6-0s és 8-as BRB pufferben mért fluoreszcens intenzitasaranyok
valtozasa tomény KCl oldat hatasara.

Az ionerbsség hatasanak vizsgalatara a pH = 6 és 8-es BRB-ben oldott
mintakat telitett KCI oldattal titraltuk. A mérési eredmények a 29. abran
lathatoak. A moddszer robosztussagat jol mutatja, hogy a hibak még 0,5 M KCl
koncentrici6 esetén sem nének 1% folé. Osszefoglalva, a modszer stabil és 5
percen beliil felhasznalhat6 a festéknek a kozeggel vald keverése utan.

3.2.5. Kiritikus micellaképzddési koncentraciéo meghatarozasa

Korabban ismertették® mar, hogy az anionos feliiletaktiv anyagokbél,
példaul a natrium-lauril-szulfatbol all6 micellak Stern-rétegének pH-ja
jelentdsen eltérhet a kozeg kémhatasatol. Az irodalombol ismert, hogy az AO

55



¢s az SLS-bol képz6dott micellak kozott, mind hidrofob, mind elektrosztatikus
kolcsonhatés felléphet. Mivel az ICAAc szarmazékok jelentdsen polérisak,
valamint az aromas gytriiben 1év6 nitrogén konnyen protonaldédik még
semleges pH-n is, sokkal valdsziniibb, hogy a molekulak a Stern rétegben
maradnak, ahelyett, hogy az apolaros magba vandorolnanak at. A szarmazékok
micellaris kdzegben torténd viselkedésének vizsgalata céljabol a diMICAAc-
ot 50 mM BRB pufferben elkészitett SLS oldatokban pH = 7 értéken vizsgaltuk
(az kozeg pH allandosaganak érdekében). A pH-értékeket a gerjesztési
spektrum alapjan szamitottuk az Is7e/lss2  arany felhasznalasaval. A
fluoreszcens intenzitdas csucsmaximuma 575 nm-nek adodott, mely
hullamhosszon az intenzitds valtozas kovetése lehetdséget teremt a CMC
meghatarozasara. A mikrokoérnyezet pH-janak és az 575 nm-es cstcs
koncentraciofiiggésének valtozasat a 30. dbra foglalja dssze.
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30. abra: A diMICAAc-ot tartalmazé mikrokdrnyezet szamitott pH valtozasa az SLS

koncentraci6 fliggvényében BRB oldatban. A beillesztett abra a A = 575 nm-en mért
fluoreszcens intenzitas valtozast mutatja az SLS koncentracio fliggvényében. (T =20 °C,
[fluorofor] = 4,58-107% M, V = 3,00 cmd)

Amint az a 30. abrabdl kitiinik, a mikrokdrnyezet pH-ja a pufferre jellemz6
7-es értékrol linearisan csokken Kis SLS koncentracioknal majd egy pont utan
pH=6-koriil stabilizaloédik kis ingadozasokkal. A gorbe elsd, csokkend és
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késébbi, kozel allandd részére illesztett egyenesek metszéspontjanak x-
tengelyre vetitett értéke fogja a CMC értékét megadni, mely 7 mM-nak
adodott. Mivel a diMICAAC nagyon gyengén fluoreszkal vizes kozegben
(dr =0,4%), a micellakkal val6 kolcsonhatas az fluoreszcencia intenzitasanak
hirtelen novekedését eredményezi 575 nm-en. A CMC-t itt is a gorbe
meredeken emelkedd elsé és az allado végsd szakaszra illesztett egyenesek
metszéspontjanak vetiiletéb6l hatarozhatjuk meg. A pH és a fluoreszcens
intenzitds valtozds — SLS koncentracié fliggvények altal kapott CMC-k jo
egyezést mutatnak (7 és 5 mM). Ezen értékek azonban valamivel kisebbek a
tiszta vizben meghatdrozottnal, azonban a vizsgalatot pufferalt kdzegben
végeztiik, igy a megnovekedett ionerdsség kisebb CMC-t eredményezhet.

A kisérletet megismételtiik ionmentes viz felhasznalasaval is. Az
eredményeket a 31. abran mutatom be.
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31. abra: A diMICAAc fluoreszcens spektrumanak valtozasa vizben az SLS

koncentracid valtozasaval. Az (@) dbra az gerjesztési spektrumot mutatja, mig a (b) abra az
emisszios €s excitacids maximumok valtozasat mutatja az SLS koncentracio
valtoztatasanak hatasara. A (b) abraba beillesztett képek az oldatok szineit reprezentaljak
A = 365 nm-en torténd gerjesztés (UV-lampa) hatasara.

Hasonlodan a pufferelt oldathoz, a CMC alatt a fluoreszcens intenzitas kissé
csokken (valosziniileg az SLS szulfonat ionjai hatasara), amit hirtelen
novekedés kovet. A 31. (b) abrabol Kkitlinik, hogy az intenzitas - SLS
koncentraciogorbék tobb kiilonbozé hullamhosszon is azonos lefutastiak és
ugyanazt a CMC értéket eredményezik. Fiiggetlenill attdl, hogy milyen
hullamhosszon vizsgaljuk az oldatokat, ugyanazt a kb. 7 mM SLS-hoz tartozo
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CMC-t kapunk, ami jo egyezést mutat az irodalomban talalt SLS értékekkel.
A 31. (a) abrabol lathatjuk a gerjesztési spektrum valtozasat az SLS
koncentraci6 fiiggvényében. Az alkalmazott hulldmhossztol fliggetleniil az
SLS CMC-jét a gerjesztési spektrumokbol is jol lehet kovetkeztetni. 5,74 és
6,45 mM SLS koncentracioknal (vastag vonallal jelolve) lathatjuk, hogy a
spektrum alakja megvaltozik, vagyis az 530 nm hullamhossznal vall jelenik
meg az ICT savban, ami majdnem kett6s savva valik szét (dupla cstics). Ez a
valtozas az intenzitasgdrbe ndvekvo részének kezdetéhez, az SLS koncentracid
de az 503 nm-nél 1évé maximum lesz dominans. Meg kell jegyezni, hogy tiszta
vizben az emisszidés maximum hulldmhossza nem véltozik a CMC felett vagy
alatt, ezért a diMICAAC nem valdszinli, hogy belép a micella apolaros
magjaba, inkabb a micellak kiilsé Stern-rétegeiben helyezkedik el, ahol az
elektrosztatikus kolcsonhatas jellemzobb. Osszefoglalva: a diMICAAc jol
alkalmazhaté mind a CMC meghatarozasara, mind a mikrokdrnyezet pH-janak
feltérképezésére.

3.2.6. A diMICAAc komplexképzése Ag(l)-ionokkal.

Korabban® mar kozoltiik, hogy az amino-izocianoarének hajlamosak
komplexeket képezni Ag(I) ionok jelenlétében, ami jelentds fluoreszcencias
spektralis valtozassal jar.

A diMICAAc dioxanban Ag(l)-el torténd ,steady-state” fluoreszcens
titrdlasa sordn hirtelen csokkenést tapasztaltunk a fluoreszcencias
intenzitasban (az eredeti egyharmadara csokkent), novekvd eziist(I)
koncentracié mellett, ami a 32. abran jol lathato.
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32. abra: A diMICAAc (c = 4,58:10° M) dioxdnban mért emisszids spektrumaban

s

részén az elkészitett oldatok (bal oldalon dioxanban, jobb oldalon 130 uM Ag*
jelenlétében) természetes fényben, illetve 365 nm hullamhossza fénnyel megvilagitva.

Tovéabba az emisszidos maximum 20 nm-rel tolodott el batokrom irdnyba
(Aem, max = 548 NM-161 Aem, max = 568 Nm). Ez a valtozas lathatd 32. abra (a) és
(b) részén, ahol az oldat zoldes-sarga szine vordsre valtozik, illetve
neonzdldrél narancssziniire Aex = 365 nm, UV fénnyel torténd gerjesztés
hatasara. A 32. dbran lathato beillesztett abra alakja 1:1 komplex képzddését
jelzi, amelyet ESI-MS koriilmények kozott Ki is mutattunk
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33. abra: Az Ag[(C16H13N3)]" vagy Ag:diMICAAc 1:1 komplex szamitott és mért ESI-
MS spektruma.

Az elsé izotdop csucs molekulatomege 354,015 Da, amelynek a képlete
[Ag(C16H13N3)]". Az ebbdl az 6sszetételbdl szamitott tomeg megtalalhatd a
mért tomegspektrumon ¢€s az izotopeloszlads is jol koveti a szamitott
spektrumon feltiintetett értékeket (33. abra). A komplexképzodés egyensulyi
allandéjat nemlinedris regresszids analizissel hataroztuk meg, al®! alapjan. A
szamolt érték K = (4,5 £ 0,9)- 10° M. Ez az egyenstlyi allandé valamivel
kisebb, mint az ICAN-szarmazékoknal szamitott értékek (K = 10° Mt ¢és 107
M~ 1). A 10°-es nagysagrendii egyensulyi allando azonban azt igazolja, hogy
az Ag(l)-ion kotddési hajlama a diMICAAc-hoz is jelentds.
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3.3. Hg(1l) és Ag(l) ionok kimutatdasara alkalmas izocianonfatalin alapu
szolvatokrém fluoroforok®

A Hg az egyik legmérgezébb fém, amely természetes vagy ipari forrasbol a
természetes vizekbe jutva felhalmozodhat és bejutva a taplaléklancba
(leginkabb Hg(II) formajaban), mérgezést okozhat. Ilyen kiterjedt mérgezésre
szolgal szomoru példaval Minamata és Niigata esete Japanbanl®l, ahol ipari
forrasbol szarmazd metilhigany okozott stlyos mérgezést a kornyezd
halaszfalvakban. Nagy mennyiségii higany keriil a kornyezetbe az Amazonas
esOerddjében folytatott illegalis aranybanyaszat miatt Dél-Amerikaban is,
valamint megddbbentd mddon a permafroszt csaknem kétszer annyi Hg-t
tartalmaz, mint az Oceanban ¢és a talajban felleheté higanymennyiségek
kombinalva. Ez a Hg konnyen a vizkorfogasba juthat, mivel a kovetkezd
szazadban a jelentds felmelegedés miatt olvadasra szamithatunk.[®?

A természetes €és human eredetii Hg egyszerli és hatékony kimutatasa és
mennyiségi meghatarozasa csapvizben vagy a testnedvekben, ezért kiemelt
jelentdségli. A fluoreszcens moddszerek in-situ és valos idejii észlelési
képességiik, szelektivitasuk és érzékenységiik miatt elényosek a Hg(ll)
elemzésben. Bar szamos fluoreszcens szenzort, példaul kvantum
pontokat(®3IB4SI%] - nanorészecskéket®7IEIBEIN00 - DNSHOL g5 szerves
molekulakat, melyek természetes'®21%% vagy szintetikus('®Ill%] eredetiiek,
fejlesztettek mar ki, kereskedelmi alkalmazasuk legtobb esetben korlatozott
magas aruk, alacsony detektalasi hataruk, eléallitasi nehézségiik vagy nem
megfeleld vizoldékonysaguk miatt.

Hg(Il) detektalasa egyszerli szerves molekuldk is alkalmasak lehetnek,
amennyiben a megfelelé funkcios csoportjuk komplexet képez azzal, példaul
a dopamin a katechin hidroxil csoportjan keresztiill*%l. Mas médon, példaul
kémiai reakcion keresztiil is azonosithatd a Hg(II), példaul az N-akriloil-
rodamin-B-hidrazid (ARB)7! gyiiriifelnyildsi és hidrolitikus reakcidjan
keresztilll!%®l, A kozelmultban Zhang és munkatarsai a Hg(I) szelektiv
fluoreszcens érzékelésérdl szamoltak be az izonitrilcsoport redukcidjanak
segitségével. Modszeriik széleskorti alkalmazhatosdgat azonban a nagy
mennyiségll szerves oldoszer hasznalata neheziti meg.

3 A 3.3 fejezet az alabbi tudoményos publikéacio alapjan késziilt: Miklés Nagy, Sandor Lajos Kovics,
Tibor Nagy, David Racz, Miklos Zsuga, Sandor Kéki: Isocyanonaphthalenes as extremely low molecular
weight, selective, ratiometric fluorescent probes for Mercury(ll), Talanta 201 pp 165-173 (2019)
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Az izonitrilek is konnyen képeznek komplexeket atmeneti fémionokkal.[*%]

A kutatocsoportunk altal kifejlesztett amino-izocianonaftalin (ICAN) alapu
szolvatokrom fluoroforcsalad?®! az eziist analitikdban izocianid ligandumként
alkalmazhatd, tovabba eziistkomplexei fokozzak a kontrasztot a sejtfestés
soran'?l11t Ezen vegyiiletek konnyen és olcson eldallithatoak.*1? Az ICAN
Ag" fémkomplexeinek fluoreszcencidja batokrom eltolédason megy keresztiil,
tovabba a Hg(ll) hatasara, viz jelenlétében az izociano csoport redukcidja
kovetkezik be amin csoportta, ami jelentds hipszokrom eltolodast eredményez.
Ily médon kaphatunk egy nagyon egyszerii fluoreszcens molekulat, amely
szelektiv lehet a két legfontosabb fémionra is. Ezen feliil, a legjobb tudasunk
szerint az ICAN a legegyszeriibb és a legkisebb molekulatomegii fluorofor,
amelyet valaha hasznaltak fluoreszcens Hg(II) detektalasra.

3.3.1. Az ICAN-szarmazékok viselkedése kiilonb6z6 fémionok
jelenlétében

Annak vizsgéalatdira milyen spektralis valtozasok kisérik az ICAN-
szarmazékok kolcsonhatasat kiilonbozé fémionok jelenlétében 3-szoros
molfeleslegben 23 kiilonféle fémiont adtunk vizes oldataikhoz. Az igy
elkészitett oldatoknak Aex = 365 nm gerjeszté fényt alkalmazva felvettiik a
fluoreszcencia spektrumaikat. Az ICAN eredményeit a 34. abra mutatja be. Jol
lathatd, hogy Hg?" hozzdadasakor az ICAN emissziés maximuma 513-rol
456 nm-re valtozott, ami 57 nm hipszokrom eltolodasnak felel meg. Az 1j
maximumhoz a Aexmax = 337 nm gerjesztési maximum tartozik.
Kovetkezésképpen a méréseket 337 nm gerjesztéssel ismételtik meg (34.”b”
abrarészlet). A kiilonbség feltiing, hiszen az utobbi gerjesztd hullamhosszal
teljesen 4j csucs jelent meg Hg?* jelenlétében Aemmax = 406 nm-nél, ahol az
ICAN gyakorlatilag nem emittal, és az intenzitas az eredetihez képest 104-
szeresére nott (35. felsd abrarészlet). Ennél is szembetiindbb, hogy Hg?*
hozzaadasat kdvetden az emisszids csucs 102 nm-es hipokrom eltolodasa
figyelhetd meg. A tobbi ion jelenlétében nem tapasztaltunk jelentds valtozast,
vagy enyhe batokrom eltolodas volt jellemzd. Ez alapjan kijelenthetjiik, hogy
a modszer Hg?'-re szelektiv. Néhany ion (Bi®*, Fe3* és Cu®") mérsékelt
emisszios kioltast gyakorolt az ICAN fluoreszcencidjara, valdsziniileg az
oldatok savas jellege vagy az amino csoporttal valé komplexképz6dés
eredménye lehet. Ezen ionok kolcsonhatasat a késébbiekben részletezem.
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Hasonl6 a hatas figyelheté meg az Ag" esetében is, amir6l mar korabban
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34. abra Az ICAN spektralis valtozasa gyakori fémionok jelenlétében. a) emisszios
spektrumok, amelyeket Aex = 365 NM-nél -. b) hex = 337 Nnm-nél rogzitettiink. A szaggatott
vonallal jelzett spektrumot Hg?* jelenlétében rogzitettiik.
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35. ébra: A tiszta ICAN intenzitasa (lo) és a fémionok hozzaadasa utani intenzitas (1)
aranyainak meghatarozasa 513 nm-en (kék savok) és 406 nm-en (narancssarga savok) (felsd)
és az emisszié maximumok eltolodasa (alsé). A Hg?* hatasa pirossal van kiemelve. Az abran

lathato a vizes oldatot fényképe: ICAN oldata Hg?* hozzaadasa elétt (balra) és utan (jobbra)
A =365 nm UV fénnyel gerjesztve (viz: acetonitril, 96:4 v/v, T = 20 °C, [ICAN] = 4,75x10
M, [Fém™] = 1,70-10*M)
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3.3.2. A Hg(II) detektalas lehetséges mechanizmusa

A két 11j cstics megjelenése 406 nm ¢és 456 nm hulldmhosszon az ICAN ¢és
a Hg*" kolcsonhatasdnak tulajdonithatd, valosziniileg az izociano csoport
redukcidja torténik primer aminna. Ennek tisztazasara felvettik az 1,5-
diaminonaftalin (DAN) fluoreszcens spektrumat is azonos koriilmények
kozott. Ahogyan a 36. dbran is lathato, a DAN + Hg?* és az ICAN + Hg?*
emisszidos maximumai azonosak (406 nm) és az emisszids savok lefutasa is
teljesen azonos (36.a. abra). Az aminszarmazékok jelenlétét megerdsitettiik
ESI-MS mérésekkel is. Ez 6sszhangban van a Zhang és munkatarsail'%! 4ltal
a kozelmultban kdzolt hasonld mechanizmussal, ahol a Hg?* hataséra szintén
megtortént az izonitrilcsoport redukcidja.

Az ICAN + Hg?* fotolumineszcencia (PL) spektruma jelentés pH-fiiggést
mutat (36.b. abra), amely nem figyelheté meg a tiszta ICAN szarmazékoknal.
A DAN és DAN + Hg?" kiilonbozé pH-értékeken rogzitett PL spektrumaiban
szintén két cstucsot azonositottunk. Kdvetkezésképpen a 456 nm-es csucs
valészinlileg egy protonalt részecskéhez rendelhet6. A  moddszer
érzékenységének novelése érdekében a tovabbi kisérletekhez a pH = 6 értéket
valasztottuk, a protonalt részecskék képzddésének visszaszoritasanak
érdekében. A reakcid sztochiometriajat Job-modszerrel (36.c. abra) hataroztuk
meg és azt kaptuk, hogy az ICAN szarmazékok és a Hg?* 1:1 molaranyban
reagalnak egymassal. A reakci6 UV - lathaté spektroszkopiaval torténd
kovetésére tett eréfeszitéseink sajnos nem lettek eredményesek mert az ICAN
¢s a DAN szinte azonos UV - lathato spektrumot ad.
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36. abra. a) DAN, DAN + HgCl; és ICAN + HgCl, emisszids spektrumai. b) az ICAN +
HgCl, pH fliggése. c) Job mddszer az ICAN, a MICAN és diMICAN jelenlétében d)
Reakci6idé és stabilitas az ICAN-szarmazékok + HgCly esetében (Hg?* : ICAN1:1 (n/n)
(kitoltott jelolések) és 1: 0,1 (Hg?* : ICAN) n/n (iires jeldlések).

3.3.3. Reakcididd és stabilitas

Amint az a 36.d. abrabdl kitiinik, az amin csucshoz rendelhetd intenzitas 5
percen beliil eléri a maximumot, mindharom ICAN szarmazék esetében, Hg?*
hozzaadasa utan, pH = 6-on, mind (fluorofor: Hg?*) 1:1 és 1:0,1 molaranyu
oldatokban. A maximum elérése utan az intenzitasvaltozas mértéke nem
haladja meg a 10%-ot a vizsgalat idGtartama alatt, azaz legalabb 70 percig. A
méréseket kiillonboz6 hémérsékleteken megismételve hasonld eredményeket
kaptunk. Ezek alapjan megallapithatjuk, hogy ez a modszer gyors és stabil
Hg?* -ra meghatérozasara. Meg kell jegyezniink azonban, hogy az ICAN és
DAN eltérd homérsékleten mért spektrumai mas emisszidos maximumokat
eredményeznek, ezért a pontos eredmények eléréséhez a tovabbi méréseket

20 °C-on termosztalva végeztiik.
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3.3.4. Az analitikai tartomany, kimutatasi hatar ¢és mennyiségi
meghatarozasi hatar meghatarozasa

Az analitikai tartomany meghatdrozasadhoz sziikséges adatokat fluoreszcens
45 uM-nak a [Hg* Jwrzsoldat = 1,02 mM-nak allitottuk be és ezeket hasznaltuk a
tovabbi mérések soran. A képz6dd amin emisszids maximumahoz tartozo
intenzitast 4brazoltuk a Hg?* koncentracio fiiggvényében (37. 4bra). Az
intenzitas - koncentracio (37.a. 4bra) fiiggvények 1:1 aranyt [Hg®*]:[ICAN]
Osszetételnél fordulnak telitésbe, tovabbi bizonyitékot szolgaltatva a reakcid
ekvimolaris jellegére. Jol lathatd tovabbd, hogy az amin intenzitasok linearis
fliggvényei a Hg?* koncentracionak az 50 puM-50 nM tartomdnyban,
mindharom ICAN-szarmazék esetében.

Pontosabb kalibracids gorbéket vehetiink fel, ha ardnyméréses (ratiometric)
moddszert hasznalunk, melynek soran a képzddd amin emisszids
maximumahoz tartoz6 intenzitdst osztjuk az ICAN szarmazék emisszios
maximuménak intenzitdsaval és ezt &brazoljuk a Hg?" koncentracid
fliggvényében. Az eredményeket a 6. tablazatban és a 38. dbrakon foglaltuk
Ossze. Az ardnyméréses gorbék ugyanugy linearis fiiggést mutatnak a Hg?'
koncentracioval és ugyanugy 1:1 (festék:Hg) aranynal mennek telitésbe. Az
aranymérés alkalmazasaval azonban a mddszer nagyban fliggetlenné tehetd a
kornyezeti paraméterek valtozasatol (pl.: hdmérséklet, ionerdsség).
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37. abra: Az amin fluoreszcencia intenzitas kalibracios gorbéi az egyes ICAN-
szarmazékoknal. A Aem, amin, €rtékei a 6. tablazatban lathatoak. [Fluorofor]: ~ 45 uM (a, b) és
~4.5 uM (c). (pH = 6 BRB puffer, T =20 ° C).

A mddszer érzékenységének novelése érdekében a titralast megismételtiik

higabb, [Hg?* Jwrzsoidat = 51,1 M koncentracioji oldattal is. A 38.b. abrabol
megallapithatd, hogy kalibracios gorbe nagyon jol illesztheté egyenessel
(R?>0,99), a [Hg?*] = 170 nM és 5000 nM koncentracié tartomanyban. Az

intenzitas-koncentracié gorbék alapjan, a LOD altalanosan elfogadott 3o/k

képletet felhasznalva (37.c. abra), a detektalasi hatar 2-3 nM Hg?'. Az

eléz6ekben tett megallapitas azonban nem igaz a titralasi gorbe kezdeti (<170

nM [Hg?"]) szakaszara, ugyanis a pontokra ezen a szakaszon nem illeszthetd

egyenes.
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6. Tablazat: A Hg** meghatdrozasi modszer Osszefoglald tiblazata. Az ICAN szarmazékok
(Xem,fluorofor), és a képz6dott aminok (hemamin) emisszids maximumai, a Hg?* hozziadast kdvetd
hipszokrom eltolodas nagysaga (Akmax), az amin szarmazékok legmegfelelbb gerjesztési hullamhossza
(Mex), a kimutatasi hatar (LOD), meghatarozasi hatar (LOQ), a kalibracios gorbék koefficiense (R?), az

(SDzsj) és a molekulatomegek (M).

Vegyiiletek
ICAN MICAN diMICAN

hemflworafor | (NM) 513 520 516
demamin | (M) 406 408 420
A (nm) 107 112 94
Do 337 320 330
gr;ta(')ﬁ;kj‘y' (-10° M) 17-50000 17-50000 17-50000
LOD (nM) <6 <6 <6
LOQ (nM) <17 <17 <17
[Festék] | (uM) 475 | 475 | 473 4,73 439 4,39

By _ i Y= y= y=2,44%10%% | . _ y = 9,24%107 X2
e eniete |t | Fhomact  ogsecr | Twotms” | VIGEE | omers
R? 0998 | 0998 | 0998 | 0,992 0,999 0,996
SDz (n=15) 0,001 0,004 0,004
M (g/mol) 168,19 182,22 196,25

A kezdeti szakasz kalibracios gorbéjének kiméréséhez kisebb fluorofor
(~ 4,5 uM) és Hg?" (5,11 uM) koncentracié tartomanyban 0j méréseket
végeztiink. A kivalasztott koncentraciok rendre az eredetiek 1/10-ed része
voltak. Mérési eredményeinket a 38.c. abra foglalja Gssze. A tizedére
csokkentett koncentracié tartomanyban mért értékekre masodfokt gorbe
illeszthetd, minek alapjan a LOD és a LOQ mar meghatarozhat6. Az els6é mért
pont 17 nM [Hg?*], ahol lags/ Is13 = 0,057 + 0,019. Az csticsarany zaj szordsa
(15 mérésbol meghatarozva, 6. tablazat) ennél az ICAN koncentracional 0,001.
Ennek eredményeként a meghatarozasi (LOQ)- és detektalasi (LOD) hatarok
rendre a kdvetkezéek: ICAN esetében <17 nM és <6 nM, MICAN <17 nM ¢és
<6 nM, valamint a diMICAN <17 nM és <6 nM (6. tablazat).
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38. abra a) MICAN-, b) és ¢) ICAN- és d) ICAN cstcsarany (ratiometric) kalibracios
gorbéi (d) abrarészleten 4 ekv. Ag* jelenlétében). [Fluorofor]= ~ 45 uM (a, b, d), valamint ~
4,5 uM (¢). (pH = 6 BRB puffer, T =20 °C).

3.3.5. A mddszer tesztelése fogaszati amalgdmon

A Hg (II) detektalasi modszerét és gyakorlati alkalmazhatosagat az alabbi
kisérlettel igazoltuk:

Frissen elkészitett fogaszati amalgamot 20 ml fizioldgias sdoldatban
taroltunk harom napig. Az igy késziilt oldatbol 100 és 150 pl mintét vettiink a
fluoreszcencias titralashoz. Az eredmények a 38.c. abran lathatoak. A
masodfoku trendvonal egyenletének felhaszndldsaval meghataroztuk az
amalgamtartalmu oldatok koncentracidjat, amik 1,51 £0,25 uM és 1,43 £0,16
uM-nak adddtak. A koncentraciok atlagosan 295 pg/L Hg?* -nak felelnek meg.
A mintak higanytartalmat ICP-MS moédszerrel is meghataroztuk, amely 292
ug/L-nek adotott. Az eredmények jo egyezést mutatnak, figyelembe véve,
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hogy a Hg?* koncentracidja a vizsgalt oldatokban nagyon kdzel van a modszer
LOQ-jahoz.

3.3.6. Kiilonbdzé anionok és Bi®*, Fe®t és Cu?* hatéasa

A moddszer validdldsdnak, valamint egyéb  ionkdlcsonhatés
meghatarozasanak érdekében az eredetileg vizsgalt ICAN pufferelt oldatahoz
3x molaris feleslegben adtunk kiilonb6z6 anyagi mindségli egyszerli- és
Osszetett anionokat. Mint az a 39.a. abrabol nyilvanvalo, egyik anion sem
befolyasolta szamottevéen az ICAN csucsintenzitasait 513 nm-en.
Mindazonaltal a 406 nm-es csucs intenzitasanak nagyobb valtozasa a nagyon
kis intenzitasanak tulajdonithat6 (kozel a zajszinthez) az amin termék hianya
miatt.

2.0 1
bl 1
=
L 1.0 —
-
L os
L5 1 Los =
g
7 L 0.3 -
\N‘
= - 0.0
2 ICAN CO,* SO SO Br Bro, €I ClOy F HPO, 10, NO; NOy SCN
[
+= 1.0
=
- —
Z
—
=
=
)
& o5
0.0 -

ICAN CO;* SO SO Br BrO; CI ClO; F  HPO; 10; NO; NOy SCN

39. 4bra: Kiilonb6z6 anionok hatasa az ICAN fluoreszcenciara

Amint azt a 35. 4bran megmutattuk, a Bi**, Fe3* és Cu?* ionok mérsékelten
kioltjak az ICAN fluoreszcenciajat ioncserélt vizben. Az ionok hatasanak
részletesebb megértéséért megismételtiik a mérést pufferalt oldatban (pH=6,
BRB). Bi®* és Fe®" esetén az amincstcs intenzitasa (406 nm) valtozatlan marad
¢s ICAN cstcs intenzitdsa még nagy (~100 pM, 20x kation koncentraciok)
feleslegben is csak kismértékben csokken (<20%), mig 5 uM [Hg?'] mar
jelentds valtozast okozott. Ezzel szemben nagymennyiségti Cu?* hozzaadasa
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kioltja az amin csoport fluoreszcencijat (valdsziniileg az amino csoporttal
torténé komplexképzédés miatt). A Hg?" a koncentracié ez esetben is sokkal
kisebb volt, mint a Cu?* koncentraciéja. Ennek ellenére, ICAN, Cu?* és Hg?*
azonos koncentracidi mellett (~50 uM) nincs szdmottevd valtozas az amin
fluoreszcencidjaban.

3.3.7. Hg* kimutatdsa Ag* mellett

Amint azt korabban részletesen megmutattuk[sg], az ICAN szarmazékok
izonitril csoportjai komplexképzédésre hajlamosak Ag*-el vizes kozegben is.
A kolcsonhatast 4x Ag* felesleggel mutattuk be. Ilyen mennyiségii Ag*
teljesen kioltja az ICAN fényemisszidjat 513 nm-nél, amint az a 38.d.
abrarészlet beillesztett abrajan lathat6. Az elébb emlitettek miatt tehat a
csucsarany modszer alkalmazésa nem lehetséges. Mindazonaltal ez az erds
kioltas és az ICAN-cstcs batokrom eltolodasa csak Ag™ jelenlétében megy
végbe. Az Ag" jelenléte azonban egy masik egyszerli ICAN-szarmazék, az
ACAIN felhasznalasaval is kimutathato.®] A két ion kimutatisa egymas
mellett lehetséges, ugyanis Ag* komplexképzdését kovetden kis mennyiségii
HgCl2 oldat hozzaadasakor azonnal megjelenik az amin cstics 406 nm-nél és
intenzitasa linedrisan novekszik 1:1, ICAN:Hg?" aranyig, amely utin az
intenzitas telitésbe tart (38.d. abra).

3.3.8. Hg?" detektalasa csap- és asvanyvizben

A modszer éles tesztje a valodi mintakon torténd vizsgalat. Csapvizben és
savas asvanyvizben (Szentkiralyi, Magyarorszag) vizsgaltuk az ICAN
hatékonysagat Hg?" fluoreszcens kimutatasara. Standard addiciés modszerrel
az amin csucs intenzitasa (406 nm) linearisan nétt a novekvé Hg?*
koncentracioval egyiitt (40.7a” és ,,b” abrarészletek). Habar szamos egyéb iont
is tartalmazott a két minta, a mért pontokra egyenest lehet illeszteni, mely jo
egyezésben van a mérési pontokkal, ami azt igazolja, hogy az ICAN képes
specifikusan és pontosan kimutatni vizes kozegben Hg?*-t. Ezek alapjan nagy
biztonsaggal kijelenthetd, hogy ez az altalunk fejlesztett fluoreszcens proba

igéretesnek bizonyulhat mas forrasbol szarmazo vizmintak elemzésére is.
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40. abra: A (a) kalibraciés gérbe csapvizre, és (b) asvanyvizre Hg?* jelenlétében. A

beillesztett abrak mutatjak az ICAN (513 nm) és a DAN (406 nm) fluoreszcens
intenzitas - koncentracio fuggvényeit. ([Fluorofor] = 45 uM, [anion] = 135 uM,

pH = 6 BRB, T = 20 °C).
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crer

tulajdonsdgokra’

A szolvatokrém fluoroforok észszeriibb és hatékonyabb megtervezése és
fejlesztése a szerkezet-tulajdonsag kapcsolatok mélyebb megértését igényli.
Az egyik kulcsfontossagu tényezd, a szubsztitucids pozicid hatdsa még nem
volt ismert ICAN szarmazékaink esetén, ezért a megfeleld diaminokbol
kiindulva 1,4-, 1,5- és 2,6-ICAN-okat készitettiink a 41. abra szerinti modon.

NH, NH,
KOH/H,0
— i 1,5 ICAN
DKM, Ar, 4 h

NH
2 l\j% B

NH; NH,
KOH/H,0 1,4 ICAN
—_— —
DKM, Ar, 6 h

NH N~ -

2 ESS
HoN H,N
KOH/H,O 2
e 2,6 ICAN
DKM, Ar, 24 h
NH2 N+

41. dbra. Az ICAN szarmazékok szerkezetei és el6allitasi modjaik.

Az 1-amino-4-izocianonaftalin (1,4-ICAN) és 2-amino-6-izocianonaftalin
(2,6-ICAN) vegyiiletek fotofizikai tulajdonsagait részletesen megvizsgaltuk és
kvantumkémiai (DFT) szédmitasokkal tamasztottuk ald. A tulajdonsdgokat
Osszehasonlitottuk a mar korabban ismert 1,5-ICAN izomer fotofizikai
tulajdonsagaival és legnagyobb meglepetésiinkre nem a PRODAN esetében
megfigyelt legnagyobb funkcids csoport tavolsag eredményezte a legjobb

A 3.4. fejezet az alabbi tudoméanyos publikaci6 alapjan késziilt: Sandor Kovacs, Miklos Nagy, Péter
Fehér, Miklos Zsuga and Sandor Kéki: Effect of the substitution position on the electronic and
solvatochromic properties of isocyanoaminonaphthalene (ICAN) fluorophores, Molecules, 24, 2434
(2019)
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viselkedést, ujabb bizonyitékot szolgaltatva arra, hogy az ICAN-ok egy
valoban kiilonleges vegyiiletcsalad.

3.4.1. Az ICAN-izomerek UV-lathato abszorpcios tulajdonsagai

El6z6 kutatasainkban mar beszamoltunk az 1,5-1CAN izomer kivalo optikai
tulajdonsagairél, ezen adatokat Osszehasonlitas céljabol al®l hivatkozis
tartalmazza. Az  izomerek  optikai  tulajdonsdgainak  konnyebb
Osszehasonlithatosaga érdekében azonban néhany adatot ebben a fejezetben is
szerepeltetni fogok.

Az 14- és 2,6-ICAN alapallapotanak elektronikus tulajdonsagait, UV-
lathaté spektroszkopiaval vizsgaltuk, kiilonféle oldoszerekben, a 200 - 700 nm
hullamhossz-tartomanyban. Az oldoszereket Gigy valasztottuk Ki, hogy széles
polaritastartomanyt fedjenek le, a hexantdl (apolaris) egészen a DMSO-ig
(polaris). Az 1,4-ICAN UV - lathato spektruma a 2,6-1CAN-nal és 1,5-ICAN-
nal egyiitt kiilonboz6 oldoszerekben a 42. dbran lathatd, mig az abszorpcios
maximumokat (Aabs) és a megfelelé molaris abszorpcios egyiitthatokat (g) a 7.
tablazatban foglaltuk Ossze.

b. 16
14
12 4
1041}
81|}

=102 (M1cm™)

oN &
PR |

250 300 350 400 450
A (nm) 2 (nm) A(nm)

42, dbra: az 1,4 (a), 2,6 (b) és 1,5-1CAN (c) izomerek kiilonb6z6 polaritasi oldoszerekben
meért UV-lathato spektrumai.

Amint az a 42. dbran lathato, a 300400 nm hulldmhossz-tartoményban, amely
az ICAN-izomerek legkisebb energiaju elektronatmeneti savjaihoz tartozik, az
1,4-ICAN UV-lathat6 spektruma csak egyetlen energiasavot mutat kortilbeliil
350 nm abszorpcids csucsnal. Ezzel szemben a 2,6-ICAN izomer két
jelentdsen eltérd savot mutat ebben a hullimhossz-tartomanyban. Az egyik

320 nm koriil, mig a masodik hozzavetdlegesen 350 nm koriil 1athato.
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7.  tablazat. Az 1,5-1CAN, 1,4-ICAN ¢és 2,6-1CAN izomerek abszorpcios maximumaihoz
tartozo hullimhosszak (Aabs) és a molaris abszorpcids koefficiensek a csticsmaximumon (g)
kiilonb6z6 oldoszerekben meghatarozva. Az oldészerek dielektromos allandéi (er) az
olddszerek nevei mellett szerepelnek zarojelben.

1,5-1CAN* 1,4-1CAN 2,6-ICAN
Oldészer (s) Mass (NM) & (Mem?)  Aaps (M) & (MTem™)  Aaps (NM) & (MTem™)
n-Hexan (1,89) 338 6730 335 9040 352 2590
Toluol (2,38) 341 6460 339 8070 353 3120
DKM (8,93) 340 6030 334 10200 348 3370

2-propanol (17,9) 343 7820 341 11630 356 3620

THF (7,58) 344 5940 345 10000 359 4120
EtOAC (6,02) 342 7450 341 9640 354 3790
Dioxan (2,25) 343 5200 342 9390 356 3430
Aceton (20,7) 345 6100 341 12800 358 3430
Metanol (32,7) 342 3940 341 9410 353 4040
Piridin (12,4) 347 5700 353 10890 362 4320
Acetonitril (37,5) 342 8140 340 11980 355 3410
DMF (36,7) 346 7220 354 11430 362 3630
DMSO (46,7) 347 6170 359 13270 364 4460
Viz (80,1) 336 8400 333 9330 340 2270

*Az 1,5-ICAN megfeleld értékeit a [23]-as hivatkozasbol vettitk

Megfigyelheté tovabba, hogy a legkisebb atmenetek kb. 350 nm koriil
fordulnak eld, valamint az 1,4-ICAN szignifikansan nagyobb & értékekkel
rendelkezik, a masik két izomerhez viszonyitva. Tovabba, a DFT-
szamitasokkal ¢és a kisérleti megfigyelésekkel Osszhangban, a molaris
abszorbancia értékei a kovetkezoképpen nének: 2,6-ICAN <1,5-1CAN <1,4-
ICAN. A Aabs oldoszer polaritas fiiggése jol Kiveheté a 7. tablazat adataibol,
valamint az is, hogy az olddszer polaritasanak novelésével enyhe batokrom
eltolodas figyelhetd meg az emisszids maximum esetén. Példaul az n-hexantol
DMSO-ig a batokrom eltolodasok mértéke 9-, 24- és 12 nm az 1,5-ICAN, 1,4-
ICAN és 2,6-ICAN izomerek esetén. Ezen tilmenéen az 1,5-ICAN és az 1,4-
ICAN izomerek Aaps értékei nagyon kozel vannak egymashoz, mig a 2,6-ICAN
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izomernél az Osszes oldoszerben az abszorpciés maximumok nagyobb
hullamhosszaknal talalhatok, kivéve DMF-ben és DMSO-ban, ahol a Aaps
értékek a kovetkezd sorrendet mutatjak: 1,5-1CAN <1,4-ICAN <2,6-ICAN.

Az Kisenergiaju savok eltolodasa az alapallapot polaris jellegére utal. Ez
nagyon jO egyezésben van a DFT-szamitasok eredményeivel, ugyanis
alapallapotban a szamitott dipolmomentumok 7,2 D, 8,0 D és 8,6 D-nak
adodtak az 1,5-ICAN, 1,4-ICAN és 2,6-ICAN izomerek esetében. Erdekes,
hogy a 7. tablazatban felsorolt oldoszerek koziil a vizben mért Aaps értékek
kisebbek mindharom izomer esetében, a DMSO-ban mérteknél. A
hullamhossz-kiilonbségek (Aabs, boMso — Aabs, H2o ) 11 nm, 26 nm ¢és 24 nm, az
1,5-ICAN, 1,4-ICAN ¢és 2,6-ICAN esetében. Ennek oka lehet az izomerek
amino csoportja és a vizmolekulak kozotti hidrogén kotés kialakulasa, mely
jelenséget mar kordbban kimutattunk piridin esetében®®. Ez a H-hid
kolcsonhatas csokkenti az elektron stirliséget az amino csoport N-atomjan, ami
hipszokrom eltolodast idéz el6. Az ICAN izomerek gerjesztett allapotainak
pontosabb leirdsa érdekében szdmitdsokat végeztiink az elsé gerjesztett allapot
¢s az alapallapot kozotti elektronsiiriiség-kiilonbségek meghatarozasara
DMSO-bhan Az eredményeket a 43. abran tiintettem fel.

a. b. C.

43. abra: Az els6 gerjesztett allapot és az alapallapot kozti elektronstiriiség-kiilonbségek az
1,4-ICAN (a), 2,6-ICAN (b) és 1,5-ICAN (c) izomerek esetében DMSO-ban.

Azért valasztottuk a DMSO-t, mert ez a legpolarosabb, aprotikus olddszer,
igy az atmenet egyszerlin vizsgalhat6. Lathatd, hogy az elektronsiiriség
csokkenést jelzd kék teriiletek jellemzden az amino csoport N atomjan, illetve
az azt koriilvevo szén atomokon azonosithatok mind a harom izomer esetében,
mig a vorossel jelzett, nagyobb elektronsiirtiségii teriiletek nem azonosak az
1,5-6s és a masik két szarmazéknal. Az 1,5-ICAN esetében ez a régid az
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aromas gylriin és az izociano csoporton helyezkedik el, mig a masik két (1,4-
és 2,6-) szarmazék szinte elhanyagolhatd valtozas mutat az izociano csoporton.
Ez nagyon fontos megfigyelés, ugyanis a szolvatokrom jelleget meghatarozo
ICT az amino ¢és az izociano csoportok kozott alakul ki az 1,5-ICAN-nal. A
masik két izomernél az eredmények arra utalnak, hogy bar a toltés minden
esetben atadodik az amino csoportrol, csak az 1,5-ICAN esetén érkezik meg a
kivant akceptorhoz, mig az masik két esetben lokalis valtozdsokat mutat a
naftalin gytrtben.

3.4.2. Az ICAN-izomerek fluoreszcens tulajdonsagai

Az 1,4-ICAN és 2,6-ICAN izomerek normalizalt fluoreszcencia emisszios
spektrumai lathatoak a 44. abran. Az emisszids maximumokat (Aemmax), @
kiilonb6z6é oldoszerekben meghatarozott kvantumhasznositasi tényezoket
(s ) a 8. tablazatban foglaltam Gssze.
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44. gbra: Az 1,4-ICAN (a), 2,6-ICAN (b) és 1,5-ICAN (c) izomerek normalizalt
fluoreszcencia emisszios spektrumai kiilonb6z6 oldoszerekben.

Amint az a 44. abran lathatd, az 1,4-ICAN ¢és a 2,6-ICAN emisszios
spektrumai, hasonldéan az 1,5-0s izomeréhez!®3  strukturalatlan, széles,
egysavos atmenettel rendelkeznek, jelezve ezzel a pozitiv szolvatokrom
eltolédast az oldoszer polaritdsdnak novelésével. Tovabba, ugyanez
megallapithatd az emissziés maximumok félérték szélességére is (Avi), ami
jelezheti gerjesztéskor az intramolekularis toltéstoltésatmenet (ICT) mértekét.
Péld4ul dioxanban, a Avi;, mértéke 2,6-ICAN (2660 cm™) <1,4-ICAN (3220
cm™) <1,5-ICAN (3625 cm™) szerint novekszik.
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8. tablazat: Az 1,5-1CAN, 1,4-ICAN és 2,6-ICAN izomerek emissziés maximumai (Aem) és a
kvantumhasznositasi tényez6i (®f), kiilonboz6 oldoszerekben.

1,5-ICAN 1,4-ICAN 2,6-ICAN

Oldészer (&) é‘;m) @ (ﬁ:) @ (xn.;m) s
n-hexan (1,89) 409 | 0,55 | 402 | 048 | 395 | 0,15
Toluol (2,38) 433 | 0,66 | 406 | 0,72 | 398 | 0,25
DKM (8,93) 461 | 0,88 | 411 | 0,74 | 398 | 0,29
2-Propanol (17,9) | 494 | 040 | 419 | 054 | 414 | 0,37
THF (7,58) 465 | 0,66 | 413 | 052 | 409 | 0,31
EtOAc (6,02) 464 | 0,45 | 411 | 0,64 | 406 | 0,24
Dioxan (2,25) 458 | 0,95 | 412 | 0,86 | 406 | 0,38
Aceton (20,7) 479 | 0,50 | 411 | 041 | 411 | 0,30
Metanol (32,7) 494 | 054 | 419 | 059 | 413 | 0,24
Piridin (12,4) 490 | 0,28 | 423 | 0,05 | 420 | 0,09
Acetonitril (37,5) | 483 | 0,38 | 416 | 0,45 | 408 | 0,31
DMF (36,7) 491 | 0,48 | 422 | 0,69 | 419 | 053
DMSO (46,7) 497 | 0,74 | 425 | 0,7 | 420 | 051
Viz (80,1) 513 | 0,04 | 434 | 0,63 | 419 | 0,21

A 8. tablazat adataibdl felismerhetjiik azt is, hogy emisszidos maximumok
valamennyi oldoszerben ugyanezt a sorrendet kovetik, vagyis az Aem a
kovetkez6d sorrendben novekszik: 2,6-ICAN < 1,4-ICAN <1,5-ICAN. Ez a
megallapitas jo egyezést mutat a TD-DFT szamitasok eredményeivel, ami a
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45, abra: Az 1,4-, 1,5- és 2,6 izomerek DMSO-ban szamitott (a) és mért (b) emisszids
spektrumai. Az 1,5-ICAN emisszios spektruma a [23] hivatkozasbol szarmazik.

A 8. tablazat adatai szerint, a szolvatokrom tartomany (Stokes-eltolodas)
hexant6l DMSO-ig 88 nm, 23 nm ¢és 25 nm az 1,5-ICAN, 1,4-ICAN ¢és 2,6-
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ICAN sorrendben. A viszonylag kis szolvatokrom eltolodas meglep6 a 2,6-
ICAN izomernél annak fényében, hogy a leghosszabb, polarizacios tengellyel
ez az izomer rendelkezik. Kovetkezésképpen ez a megallapitas ravilagit arra
is, hogy hatékony fluoroforok tervezése kizarolag abban az esetben hatékony,
amennyiben ismerjiik a vegyiiletek abszorpcios és emisszios tulajdonsagait,
valamint elézetes vizsgalatokat végziink azok elektroneloszlasardl. Tovabba,
a 8. tablazat adatai mutatjak, hogy a kvantumhasznositasi tényezok (®s)
jelentdsen eltérnek az alkalmazott olddszertdl vartaktol. A legnagyobb ¢
értékeket az 1,5-ICAN izomer esetében kaptuk (0,28-0,95), mig az 1,4-ICAN
izomernél a @ kisebb (0,41-0,86), azonban a legkisebb ®s értékeket a 2,6-0s
izomer esetében hataroztuk meg (0,15-0,53). Erdekes az is, hogy a legnagyobb
@+ dioxanban volt az 1,5-ICAN- (0,95) és az 1,4-ICAN-nal (0,86), mig a 2,6-
0s izomer legnagyobb ®¢-et a nagyon polaros olddszerekben, példaul DMF-
ben (0,53) és DMSO-ban (0,51) mutat. Erdekesség a kis ®¢-ben, hogy az 1,5-
ICAN legkisebb @5 értékét vizben (0,04) szamitottuk, azonban a masik két
izomer szamitott értéke jelentdsen nagyobb (®s (1,4-ican) = 0,63), valamint (s
@6-1can) = 0,21) vizben.

A szolvatokrom viselkedés mennyiségi leirdsara kiilonb6zd polaritast
oldoszerek az el6z6 fejezetekben mar ismertetett Lippert - Mataga és Reichard
modszereket alkalmaztuk, azaz az emisszios maximumokat (Vem) a
polarizacios paraméter (Af) és az empirikus oldoszer polaritas paraméterének
E1(30) fiiggvényében abrazoltuk a 46. abran.
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46. dbra: Az 1,4-1CAN, 1,5-ICAN és a 2,6-ICAN izomerek fluoreszcens emisszio
maximumai az empirikus oldoszer polaritasi paraméterrel Et (30) (a) és Lippert - Mataga
(LM) (b) modell alkalmazasaval. Az 1,5-ICAN izomerre vonatkozo6 adatokat a [23]
hivatkozasbol emeltem ki.
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Amint az a 46. abrabol kideriil, az emisszios maximumok ¢és a és Et(30)
kozott linearis Osszefiiggés figyelhetd meg mindharom fluorofor esetében.
Minél nagyobb a meredekség anndl nagyobb szolvatokrom tartomannyal
rendelkezik a festék. Az illesztett egyenesek meredekségeibdl megallapithato,
hogy a legnagyobb szolvatokrom eltolddas, azaz a legnagyobb meredekség az
1,5-ICAN izomernél (255 kcal'cm™mol) mutatkozik, mig ezen értékek
1ényegesen kisebbek az 1,4-ICAN (48 kcal™ cm™ mol) és a 2,6-1CAN (42 kcal
em™mol) izomerek esetén. Ez egyezik a 46. dbran bemutatott szamitasi
eredményekkel. Mennyiségi informaciot a Lippert-Mataga modell
segitségével tudunk szerezni (6. egyenlet) bar a modellnek vannak bizonyos
korlatozasai. Ennek ellenére kitlinden alkalmazhaté a gerjesztett (ue) €s az
alapallapot (uc) kozotti dipolmomentum kiilonbség meghatarozasara, ami
kulcsfontossagu a fluorofor Stokes-eltolédasanak (Avss) meghatarozasahoz.
A 46.b. 4bra alapjan az 1,5-ICAN joval nagyobb meredekséggel (8270 cm 1)
rendelkezik, mint az 1,4-ICAN és a 2,6-ICAN izomerek, amelyeknek az LM
gorbéi nagyon hasonlénak adodtak (meredekség = 2170 és 2220 cm'l).
Tovabba a Stokes eltolodasok Af;,= 0 értéknél, azaz az Aabra
tengelymetszetében, az LM-grafikonok alapjan az 1,5-ICAN> 1,4-ICAN> 2,6-
ICAN sorrendben csokkennek. Az LM-diagram felhasznalhato a gerjesztett és
az alapallapot értékei k6zotti dipolmomentum kiilonbségek becslésére is, azaz
a (6) egyenlet szerint Ap = pue-pc. Az egyes LM-grafikonokhoz tartozd Ap
értékének a meghatarozashoz sziikséges a molekuldk altal elfoglalt térrész,
azaz az Onsager sugar (a, ) ismerete. Mivel az a, meghatarozasa nem trivialis
értékét elsé kozelitésben az amino- és az izociano csoportok kozotti tavolsag
feleként azonositottuk az ICAN izomerek megfeleléen optimalt DFT
geometriajabol. Az a, értékeit (Le-pc €s a szamitott vertikalis emisszio),
amelyet a DFT szamitassal és a megfelel6 LM-grafikonok alapjan hataroztunk
meg a 9. tablazatban Osszesitettem.
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9. tablazat: Az Onsager sugar (a, ), a gerjesztett és az alapallapot kozotti dipolusmomentum
kiilonbség ((ue-pc)orr) DFT-vel szamitva és Lippert-Mataga egyenlettel meghatarozva ((pe-
Ue)Lm) -

ap (pm) (ke - e )orT (D) (pe - pe )um (D)

1,5-ICAN 305 4,8 4,9
1,4-1ICAN 278 0,7 2,2
2,6-ICAN 388 3,5 3,6

Amint az a 9. tablazat adataibol Kkitlinik, az LM-grafikonokbol
meghatarozott és a DFT-vel kiszamitott Ap értékek kozel esnek egymashoz,
bar az LM-6sszefliggésbol meghatarozott értékek erdsen fiiggenek az Onsager
sugartol. Itt meg kell jegyezni, hogy van egy masik elfogadott modszer a fent
emlitett sugar meghatarozasara:

Ao = 3 (47313/,1@) 11
ahol

M fluorofor molaris tomege,

Na Avogadro szam,

p fluorofor siiriisége.

Példaul az 1,5-1CAN izomerre 1 g/cm? siirtiséget feltételezve kiszamolhatd
aza, = 400 pmésaAp=72D=]

Annak érdekében, hogy mélyebb betekintést nyerjiink ezen ICAN izomerek
gerjesztett allapotbeli elektronszerkezetébe, tovabbi TD-DFT szamitasokat
végeztiink. Az elektronatmenetek kiszamitasahoz mind az alap-, mind a
gerjesztett dllapotti geometridkat optimalizaltuk. A 47. abra szemlélteti az 1,4-
ICAN, 1,5-ICAN ¢és 2,6-ICAN izomerek szamolt molekulapalyait, melyek a
Legmagasabb Energiaju Bet6ltott Molekulapalya (HOMO), a Legalacsonyabb
Energiaju Betoltetlen Molekulapalya (LUMO), a HOMO-1 és a LUMO+1.
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47. abra: Az ICAN izomerek (1,4 ,,a”, 1,5 ,,b”, 2,6 ,,c”) HOMO, LUMO, HOMO-1 (H-1),
LUMO+1 (L+1) molekulapalyai

A molekulapalyak mindegyik esetben teljesen eloszlanak a molekulan, igy
ezek tovabbi elemzését nem végeztiik el.

Az elektronok eloszlasaval kapcsolatos tovabbi informaciokat azonban az
alap- és a gerjesztett allapot elektrosztatikus potencialjanak feltérképezésével
nyerhetiink. A vizsgalat eredményei a 48. abran lathatoak. Mindegyik esetben
jelentds negativ toltés lathatd az amino csoport N atomjéan alapallapotban, ami
csokken a gerjesztett allapot elérésekor. Ez szintén tiikrozodik a
molekulageometria megvaltozasaban, amikor az amino csoport ,kilapul”,
vagy mas szavakkal rehibridizalodik sp? allapotba, amikor is a nemkotd
elektronjai belépnek az aromas gytri konjugalt n-rendszerébe. Az izociano
csoport toltése azonban az 1,4-es izomer esetében teljesen mashogy viselkedik
a masik két szarmazékéhoz képest. Az 1,4-ICAN-ban mar az alapallapotban
az jelent6s negativ toltés koncentralodik az izociano csoporton, az
elektroneloszlas pedig csak kissé valtozik gerjesztett allapotban. Ez alapjan az
1,4-1CAN-ban lokalis gerjesztés zajlik az amino csoportrol a naftalin gytriire.
Az 1,5-ICAN és 2,6-ICAN izomerek esetében teljes toltésmegoszlast lathatunk
az elektron donor (amino) és a gytiriin tavolabb elhelyezkedé elektronakceptor
(izocianocsoport) kozott. Az 1,5-ICAN gerjesztése utan gyakorlatilag azonnal
elérjiik a végleges elektronkonfiguraciot, mig a 2,6-os szarmazék esetében ezt
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megel6zi a geometria megvaltozasa is. Ezért a 2,6-ICAN-ban is toltésatmenet
megy végbe, azonban erre nem egy emissziv utvonalon, hanem gerjesztett
allapotbeli relaxacion keresztiil keriil sor. Az 1,4-ICAN-ban a toltés csak
lokalisan adodik at, mig a 2,6-ICAN-ban az ICT nem sugarz6 modon zajlik le
a teljes abszorpcios-emisszios ciklusban.

Gerjesztett allapot

Alap allapot

48. abra. Az ICAN szarmazékok elektrosztatikus potencial térképe (ESP) alap- és
gerjesztett allapotban balrdl jobbral,4-ICAN, 1,5-ICAN és 2,6-ICAN

Hogy jobban megértsiik az ICAN-szarmazékok protikus oldoszerekkel,
(példaul viz) vald kolcsonhatasat, kvantumkémiai szamitasokat végeztiink,
ahol két explicit vizmolekula koordinacojat feltételeztiik: egyet az amino
csoporthoz, egyet pedig az izociano csoporthoz (49. abra).
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49. abra: Az 1,5-ICAN izomer koriili olddszer atrendez6dés az alap(a) és az els6 gerjesztett
allapotban (b).

A vizet (kivéve a két konkrét vizmolekulat) kontinuumként modelleztiik
IEFPCM szerint (Integral Equation Formalism Polarizable Continuum Model).
A gerjesztett allapot geometridjanak optimalizalasa az amino csoport altal
kialakitott hidrogénkotés atrendez6dését mutatta. Ilyen viselkedést, azaz a
negativ toltés eltolddasat figyelhettiink meg DMSO-ban is a nitrogénrdl a
gyurtibeli szenekre és az izociano csoportra (48. abra). A modell képes ezért
leirni a specifikus olddszer-oldott anyag kozotti kolcsonhatast protikus
oldészerekben, amit tovabb erdsit a karakterisztikus abszorpcidés sav
mind a semleges, mind a protonalt (ammonium) allapotokat optimalizaltuk. Az
elobbi emisszios savot produkalt 537 nm-en, mely kozel esik a megfigyelt
hullamhosszhoz (513 nm), mig utobbi sotét allapott (kozel nulla oszcillator
erdsséggel). Bar a semleges forma stabilabb a modell szerint, a protonalodas
vagy a protonalddassal indukalt protoncsere fordulhat 16, mivel a molekulak
igy konnyebben tudjak legy6zni az energiagatakat gerjesztett allapotban, mint
alapallapotban, ami a fluoreszcencia elvesztéséhez vezethet.
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4. Anyag és modszer

4.1.Felhasznalt anyagok

A szintézisekhez hasznalt oldoszereket (diklormetan, hexan, dimetil-

formamid (a.r., Sigma-Aldrich, Németorszag) natrium-hidridrdl desztillaltuk.

A szintéziseknél alkalmazott reagenseket (1,4-diaminonaftalin, 2,6-
diaminonaftalin, 3,6-diaminoakridin, metil-jodid) tovabbi tisztitds nélkiil
hasznaltuk.

Az optikai vizsgalatokhoz hasznalt analitikai reagens tisztasadgu
oldoszereket (aceton, diklormetan, hexan, 2-propanol, toluol, kloroform, etil-
acetat, etanol (Molar Chemicals, Magyarorszag), ciklohexan, 1,4-dioxan
(Reanal, Magyarorszag)) felhasznalas el6tt desztillacioval tisztitottuk, a HPLC
mindsitéstieket (acetonitril, tetrahidrofuran, metanol, dimetil-formamid,
dimetil-szulfoxid, piridin (VWR, Németorszag)), valamint a polimereket
(poli(etilénglikol), poli(propilénglikol) (Sigma-Aldrich, Németorszag))
tisztitas nélkiil hasznaltuk.

Az 1,5-ICAN fémion fiiggéséhez hasznalt HgCl, (Sigma-Aldrich) tovabbi
tisztitas nélkiil hasznaltuk fel. A ritkafém sok vizes oldatai koziil a TbCls, a
MnCly, a ZnCly, az Pb(NOs3)., a NiClz, a NdCls, a GdCls, a MgCl,, a CuCl,, az
AICl3, a CoCly, a CeCls, a DyCls, a CaCl,, a LuCls, az EuCls, az YCls, a
Ga(NOz3)2, a Bi(ClOa)3, a Fe(NO3)s szelektivitas mérésre kertilt felhasznalasra.
A NaCOs, NaSO3, NaxSO4, NaBr, NaBrOs, NaCl, NaClOs, NaF, NaH2POg,
NalO3, NaNOz, NaNOsz, NaSCN sok vizes oldatai az anion fliggés
vizsgalatahoz keriiltek felhasznélasra. A fent emlitett vegyiileteket a Debreceni
Egyetem Szervetlen és Analitikai Tanszék biztositotta szamunkra. A Britton-
Robinson (BRB) puffert 100-100 cm® 0,04 M H3BOs, 0,04 M H3PO4 and 0,04
M ecetsav oldatok elegyitésével késztettiilk, majd a kivant pH beallitasahoz
titeralapanyagként hasznaltuk fel. A pontos kémhatas beallitasahoz 2,0 M
NaOH, illetve HCI oldatokat hasznaltunk fel.
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4.2. Alkalmazott modszerek

4.2.1. Magneses magrezonancia (NMR) spektroszkopia

Az H (360 MHz) és 1*C NMR (90,54 MHz) spektrumokat Avance | 360
MHz tipusu spektrométeren vettiik fel szobahOmérsékleten, deuteralt
kloroformban (CDClz3) illetve dimetil-szulfoxidban (DMSO-d6) oldva. A
kémiai eltolodasokat az oldoszerhez adott MeaSi (5 = 0,00 ppm H esetében)
illetve magahoz az olddszer jeléhez (CDCls: & = 77,00 ppm C esetében)
igazitottuk. A 2D Hetero Single Quantum Coherence (HSQC), Rotational
Overhauser Effect Spectroscopy (ROESY), Total Correlation Spectroscopy
(TOCSY), Heteronuclear Multiple Bond Correlation (HMBC) méréseket
Avance |1 500MHz (500,13 MHz) késziiléken végeztiik, 293 K hémérsékleten.

4.2.2. UV - lathato spektroszkopia

Az ultraibolya-lathaté fotometrids méréseket HP 8453 diddasoros
spektrofotométerrel végeztiik, 1 cm-es fényuttal rendelkezd kvarc kiivettaban,
a méréshez 3,00 cm® oldatot készitettiink el6.

4.2.3. Fluoreszcencias mérés

A fluoreszcencias vizsgalatokat egy Xe-lampa fényforrassal ellatott Jasco
FP-8200 spektrofluoriméteren végeztik. Az excitdcids ¢és emisszios
spektrumokat szobahdémérsékleten rogzitettiik 2,5 nm excitacids és 5,0 nm
emisszios savszélesség, illetve 100 nm/perc pasztazasi sebesség mellett Kis
intenzitason. A mintdk koncentraciojat ugy allitottuk be, hogy az
abszorbanciajuk 0,1 alatt maradjon, az Onabszopciot elkeriilends. A

crer

szulfat kénsavas oldatat hasznaltuk referenciaoldatként (@ = 55%).
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4.2.4. ESI

Az ESI-MS spektrumokat egy MicroTOF-Q tipusu Qqg-TOF MS
tomegspektrométerrel hataroztuk meg (Bruker Daltonik, Bremen, Germany).
A tomegspektrumokat DataAnalysis 3.4 szoftverrel értékeltiik ki (Bruker). Az
elkészitett mintakat fecskendés mintaadagoloval (Cole-Palmer ins. Co.,
Vernon Hills, IL) 3 pL/perc aramlasi sebességgel juttattuk a miiszerbe. Az
elektrospray fesziiltsége 4 kV-ra allitottuk. A szaritd (6 L/perc) és porlasztd
gaz (200 °C) N2 volt. A tomegspektrumokat natrium-trifluoracetattal (NaTFA)
kiils6 kalibraciés modszerrel optimaltuk, valamint 2 GHz-es erdsitést
hasznaltunk.

4.25. Job abra

A vizsgalathoz 300 mL torzsoldatot készitettiink az egyes ICAN
szarmazékok 12 mL torzsoldataibol, valamint 288 mL 0,04 M pH = 6 BRB
pufferoldatbol. The HgCl, torzsoldatot 800 uL MeCN és 19,2 ml 0,04 M
pH = 6 BRB pufferoldat és 20 uL ¢ = 0,0511 M HgCl: oldatok elegyitésével
készitettilk. Az torzsoldatokbol higitasi sort készitettiink kiilon-kiilon
folyadékiivegekben, melyeket 1 oraig 20 °C allni hagytuk, az egyensuly
beallasdnak érdekében. Ezt kovetden mértiik le az egyes higitott oldatok
fluoreszcenciajat.

4.2.6. Kimutatasi hatdr (Limit Of Detection, LOD) és meghatarozasi
hatar (Limit Of Quantitation LOQ)

Az 5-50 uM Hg?" koncentraciotartomany vizsgalatahoz 120 uL ICAN
szarmazék torzsoldatait 2880 uL pH = 6 BRB pufferhez adtuk, valamint az
adott higanytartalomhoz megfeleld térfogata ¢ = 5,11-:10° M HgCl, keriilt
hozzaadasra. Az igy elkészitett oldatokat percig, 20 °C allni hagytuk az
egyensuly bedllasanak érdekében. Ezt kovetden mértiikk a fluoreszcens
spektrumokat 337, 320 and 330 nm gerjesztd hullamhosszokkal (A gerjesztd
hullamhosszak felhasznalasa a koOvetkezé szarmazékok esetén, azok
sorrendjében hasznaltuk fel: ICAN, MICAN és diMICAN). Kisebb (nM) Hg?*
koncentracidtartomany meghatarozasanak érdekében az alabbi alternativakkal
ismételtiilk meg a fent leirt mérést: 12 uL ICAN szdrmazékok torzsoldatait az
adott koncentraciohoz megfeleld térfogatt ¢ = 5,11-10° M HgCl; térzsoldatot
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elegyitettiik 3000 uL. pH = 6 BRB pufferoldattal. A méréseket minden
szarmazékkal haromszor megismételtiik, azokbdl atlagokat ¢és szorast
szamitottunk. A hattérzaj meghatarozasahoz 12 pL ICAN szarmazékot
tartalmazo torzsoldat fluoreszcenciajat hatdroztuk meg egymas utan 15
alkalommal megszakitas nélkiil.

4.2.7. Szamitasi modszerek

A slriségfiiggvény elmélet (DFT) szamitasaihoz a Gaussian09
szoftvercsomagot hasznaltuk fel.'*%l. Az 1,4-ICAN, 1,5-ICAN és a 2,6-ICAN
molekuldk alapallapotainak kiszamitasat a PCMI#! (Polarizable Continuum
modell) MO06-o0s fliggvényével (hexan és DMSO esetében) valamint a
TZVPISI (Triple Zeta Valence Polarization) alapbeallitasaival optimalizaltuk.
A gerjesztett allapotokat a TD-DFT!!!8! (Time-Dependent Density Functional
Theory) elmélettel hataroztuk meg a mar fent emlitett beallitasokkal. Az
irodalomban mar hasznal MO06-L, M06, M06-2X, M06-HF1*"] fiiggvények
koziil valaszottuk az MO06, valamint a CAM-B3LYPI!® fijggvényeket
valasztottuk, mivel leginkabb ez a model reprodukalja a kisérletileg
meghatarozott emisszids hullamhosszokat.

4.2.8. Szelektivitds meghatarozasa

Kortilbelil 3000 uL torzsoldatot készitettiink 120 pL ICAN szarmazék,
2880 uL ioncserélt viz és 2-10 uL Fém"" torzsoldat felhasznalasaval ugy, hogy
a fluorofor/fém koncentracidaranya 1:3 legyen. Az elkészitett oldatokat 5
percig allni hagytuk az egyensuly beallasanak érdekében. Ezt kovetden mértiik
az oldatok fluoreszcencidjat Aex = 337 nm and Aex = 365 nm gerjesztd
hulldmhosszok felhasznalasaval. Az anionszelektivitds meghatarozdsa soran
120 pL ICAN torzsoldatot, 2780 pL, pH = 6, BRB pufferoldatot és 100 pL
aniont tartalmazo oldatot elegyitettiink ugy, hogy a fluorofor/anion
koncentracidarany 1:3 legyen.
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4.3.5zintezis

4.3.1. 4-amino-4’-izocianobifenil eldallitidsa

Nyomasalld reaktorcsOben végeztiik a kisérletet. A kevertetést magneses
keverdvel valositottuk meg. A reaktorcsObe benzidint (2,00 g, 10,9 mmol),
kloroformot (15 ml), kalium-hidroxidot (3,00 g, 53,48 mmol), és vizet (10 ml)
tettiink. A reakciot 120 °C-on 3 napig folyamatosan kevertetve végeztiik.
Lehiilés utan az elegyet extrahaltuk, a szerves fazist MgSQO4-0n széritottuk,
majd beparoltuk. A 2,03 g nyersterméket (sotétbarna, kristalyos) normal fazist
szilikagélre parolva, szilikagéllel toltott oszlopra vittiik fel és oszlopoztuk
diklormetan eluenssel. 71 mg diizonitrilt €s 0,53 g amino-izonitrilt kaptunk. A
kitermelés 25%. 'H NMR (360 MHz, CDCls) § 7.52 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.38
(d, J=8.4 Hz, 2H), 6.75 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 3.81 (s, 1H).

KOH/CHCI,
H,N NHy ————=—  H,N N=C

50. abra: 4-amino-4’-izocianobifenil eldallitisa benzidinbdl

4.3.2. 4-(N-metilamino)-4’-izocianobifenil (monoMICAB) ¢és 4-(N,N-
dimetilamino)-4’-izocianobifenil (diMICAB) szintézise

A kisérletet egy 100 cm3-es gdmblombikban folyamatosan kevertetve
végeztik el. A lombikba 4-amino-4’-izocianobifenilt (0,200 g, 1,03 mmol),
metil-jodidot (192 pl, 3,09 mmol), kalium-hidroxidot (0,28 g, 5 mmol) és absz.
dimetil-formamidot tettiink. 1 nap utdn mar szamottevé konverzio és kevés
kiinduléasi anyag lathaté a vékonyrétegen. Tovabb kevertettiik 3 napig, igy
minimalis volt a kiindulasi anyag mennyisége. A reakcidelegyet kb. 20 ml
diklérmetannal, majd hdromszor (sos) vizzel valasztotolcsérben extrahaltuk, a
diklormetanos fazist MgSOgs-0n Szaritottuk, majd beparoltuk. A 190 mg
nyersterméket (a kiindulasi anyaghoz hasonl6 halvanysarga kristalyos anyag)
diklormetdn : hexdn 1:1 (v/v) elegyével normal féazisu szilikagélen
oszlopoztuk. 60 mg (27%) monometil-, 62 mg (28%) dimetil-ICAB
szarmazekot sikertilt kinyerniink. Mindkét termék fehér, kristalyos.
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monoMICAB: *H NMR (360 MHz, Chloroform-d) & 7.58 — 7.46 (m, 2H), 7.46 —
7.38 (m, 3H), 7.37 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.25 (s, OH), 6.73 — 6.56 (m, 2H), 3.89 (s,
1H), 2.88 (s, 3H), 1.58 (s, OH), 1.25 (s, OH).

diMICAB (*H NMR (360 MHz, Chloroform-d) & 7.59 — 7.45 (m, 2H), 7.45 (s, OH),
7.37 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.25 (s, OH), 6.78 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 3.00 (s, 3H), 1.58 (s,
OH), 1.25 (s, OH).

X

1

51. abra: 4-(N-metilamino)-4’-izocianobifenil (monoMICAB) és 4-(N,N-
dimetilamino)-4’-izocianobifenil (diMICAB) szintézise

4.3.3. 3-amino-6-izocianoakridin (ICAAc)

A 250 ml-es gomblombikba 3,6-diaminoakridint (1.00 g, 4.07 mmol) és
kalium-hidroxidot (2.28 g, 40.7 mmol) mértink be, amiket 50 ml
kloroformban és 50 ml vizben oldottunk fel maradéktartanul. A reakcidelegyet
30 percig kevertettik. Ezt kovetéen a szerves fazis a szervetlentdl
elvalasztottuk extrakcioval és a szerves fazist vizmentes magnézium-szulfaton
szaritottuk. A széritott szerves fazist lesziirtiik €és rotacios beparld késziiléken
szarazra paroltuk. A reakciotermékeket normal fazisu szilikagélen valasztottuk
el. A mozgo6 fazis diklérmetan:methanol:aceton 90:5:5 aranyu eluens volt.
Kitermelés: 0.31 g, 32 % (narancssarga kristaly).

'H NMR (360 MHz, DMSO-ds) & 8.77 (s, 1H), 8.14 — 7.95 (m, 2H), 7.86
(d,J=9.0 Hz, 1H), 7.44 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.16 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 6.92 (s,
1H), 6.36 (s, 2H), 3.35 (s, 1H), 2.51 (s, 1H).

H, HoN

52. abra: 3-amino-6-izocianoakridin (ICAAc) eloalhtasa
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4.3.4.  3-N-metilamino-6-izocianoakridin  (monoMICAAc) ¢és  3-N,N-
dimetilamino-6-izocianoakridin(diMICAAC)

250 ml-es gobmblombikba 3-amino-6-izocianoakridint (1,00 g, 4,80 mmol),
kalium-hidroxidot (2,96 g, 52,8 mmol) és frissen szaritott (natriumon) absz.
toluol (50 ml) mértiink be. A szilard fazist maradéktalanul feloldottuk az
oldészerben, majd hozzaadtunk feleslegben metil-jodidot. A lombikot ezt
kovetden argon atmoszféra alatt szeptummal lezartuk, a reakcid
szobahémérsékleten 2 napig jatszodott le, fénytdl elzarva. 200 ml metil-klorid
¢s 5%-0S ammonia oldattal semlegesitettiik a reakcioelegyet, amit 5
alkalommal vizzel extrahaltunk. A szerves fazist elvalasztottuk a szervetlen
fazistol ¢és vizmentes magnézium-szulfaton szaritottuk. A  szaraz
reakcioelegyet leszirtlik €s rotacios desztillald késziiléken szarazra paroltuk.
A nyers termékeket normal fazisu szilikagélen, diklormetan:hexan 1:1 arany
eluenssel valasztottuk el. Kitermelés: 0,36 g, 34 % monoMICAAc (sarga
kristaly) és 0,29 g, 26 % diMICAAC (narancssarga kristaly).

monoMICAAc *H NMR (360 MHz, Chloroform-d) § 8.46 (s, 0H), 8.06 (s, 0H), 7.87
(d, J=8.7 Hz, 0H), 7.71 (d, J = 9.6 Hz, OH), 7.34 — 7.16 (m, OH), 7.02 — 6.78 (m,
OH), 4.58 —4.28 (m, 1H), 3.03 (d, J = 5.1 Hz, 1H).

diMICAAC *H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & 8.48 (s, 0H), 8.05 (s, 0H), 7.86 (d,
J=8.7 Hz, OH), 7.80 (d, J = 9.4 Hz, OH), 7.34 — 7.18 (m, OH), 7.07 (s, OH), 3.19 (s,
1H).

X
= N\ z +
z + Toluol N N N &
H,N N | A6

N
2 %C_

R, R;=H,R,=Me monoMICAAc
R,=R,=Me diMICAAc

53. dbra: A mono- ¢és a diMICAAc eldallitdsanak egyenlete

4.35. 1l-amino-4-izocianonaftalin eldallitasa

200 ml-es gomblombikba 1,4-diaminonaftalint-hidroklorid sot, (2,00 g,
12,8 mmol) kloroformot (20 ml), kalium-hidroxidot (10.0 g, 536 mmol) és
vizet (5 ml) mértiink be. Az elegyet fiitheté magneses keverdn kevertettiik és
temperaltuk 40 °C - on 6 6raig Ar atmoszféra alatt. Szobahdmérsékletre hiilés
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utan a szerves fazis elvalasztottuk, majd magnézium-szulfaton szaritottuk. A
nyerstermék komponenseit normal fazist szilikagélen valasztottuk el,
diklormetan eluens felhasznalasaval. Kitermelés: 25% (0,50g), a termék sarga
por.

(*H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & 8.14 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.82 (d, J = 8.4 Hz,
1H), 7.65 (t, J = 8.1 Hz, 1H), 7.55 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 7.42 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.26
(s, OH), 6.65 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 4.4 (s, 2H), 1.59 (s, 1H), 1.25 (s, 1H), 0.88 (s, OH).)

NH2 NH2
KOH/H,0
e
DKM
N>~.__
NH2 + %

54. abra: A mono- és a diMICAAc eldéllitasanak egyenlete

4.3.6. 2-amino-6-izocianonaftalin

200ml-es gomblombikba bemértik 2,6-diaminonaftalint (0,50 g,
3,16 mmol), kloroformot (80 ml), kalium-hidroxidot (7,00 g, 125 mmol) és
vizet (5 ml). Az elegyet flithetd magneses kever6n kevertettiik Ar atmoszéfra
alatt 40 °C-on. SzobahOmérsékletre lehlitve a szerves fazis elvalasztottuk, azt
haromszor mostuk at vizzel, majd magnézium-szulfaton szaritottuk. A szaritott
oldoszert rotacios beparloval tavolitottuk el. A nyerstermék komponenseit
normal fazist szilikagélen, diklormetan eluenssel valasztottuk el. A termék
halvanysérga por. Kitermelés: 14% (0,55g)

(*H NMR (360 MHz, Chloroform-d) & 7.71 (s, 1H), 7.62 (d, J = 8.7 Hz,
1H), 7.55 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.33 — 7.14 (m, 1H), 7.06 — 6.82 (m, 2H), 4.01
(s, 2H), 2.17 (s, OH), 0.88 (s, 1H).)

H,N
2 Ko, 2N
Ee—
DKM
NH, i

N
X -
¢
55. ébra: A mono- és a diMICAAc eldallitasanak egyenlete
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5. Osszefoglalas

Kutatasom soran egy a kutatocsoportunk altal korabban kifejlesztett 1-
amino-5-izocianonaftalinhoz  (ICAN) hasonlé amino-izocianoaréneket
allitottam el6 és vizsgaltam optofizikai tulajdonsagaikat, valamint az eredeti
ICAN-nal egyiitt analitikai alkalmazhatosagukat is. Tovabba megvizsgaltam
az intelligens molekulatervezés szempontjabdl kulcsfontossagi kérdést:
hogyan fiiggnek az adott vegylilet optikai tulajdonsagai a szubsztituensek
helyzetétol.

Az ICAN naftalin gy(iriijét bifenilre cserélve eldallitottam az 4-amino-4’-
izocianobifenilt (ICAB) ¢és metilezett szarmazékait (monoMICAB és
diMICAB) szolvatokrom tulajdonsagaikat részletesen vizsgaltam. A
vegyiiletcsaladot benzidinb6l kiindulva allitottam el6, melyez képest
mindharom vegyiilet jelentds pozitiv szolvatokrom tulajdonsdgot mutat,
hasonléan a korabban publikalt 1-amino-5-izocianonaftalin  (ICAN)
tulajdonsagaihoz. Az eldallitott harom szdrmazék szolvatokrom tartomanyai
rendre Akem = 104 nm (ICAB), 92 nm (monoMICAB) és 90 nm-nek
(diMICAB) adoddtak. Mindharom termék kvantumhasznositasi tényezdje a
legtobb olddszerben nagy értéket adott, a legnagyobb értéket a dimetilezett
szarmazek esetében kaptuk. A szolvatokrom viselkedés matematikai leirasara
a Lippert - Mataga, Kamlet - Taft és a Catalan modelleket hasznaltuk, melyek
alapjan a vegyiileteink valddi szolvatokrom viselkedést mutattak. Idofiiggd
stirtiségfiiggvényes (DFT) szamitasok segitségével vizsgaltuk a szerkezet
valtozasanak hatdsat a szolvatokrom tulajdonsagra néve, igy megallapitottuk,
hogy C1-C10 egyszeres kotés koriili rotacid negativ hatdssal van a
szolvatokrom viselkedésre.

Munkam soran Ujszerli, multifunkciondlisan alkalmazhat6 amino-
izocianoakridin vegyliletcsalddot (ICAAc, monoMICAAc ¢és diMICAAc)
hoztunk 1étre. A fluoroforok szolvatokrom viselkedést mutattak (Adem = 53-63
nm), dipol6élus momentumaik valtozasa az alap €s a gerjesztett allapot kozott
(te-pg) 5,6-8,9 Debye kozottinek adodtak. A varakozasokkal ellentétben a
csoportok kozotti tavolsdg novelése (hosszabb aromds gylirli) nem
eredményezett  szélesebb  szolvatokrom  tartoméanyt. Azonban az
izonitrilcsoport jelenléte csokkentett bazicitast eredményezett (pKa = 7,05—
7,58) az alapvegyiilethez (akridin-narancs) képest. A vizsgalatok alapjan az
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ICAAC vegyiiletcsalad pH-érzékeny abszorpcios savjai révén igéretes
szenzoroknak mutatkoznak a fiziologiai pH tartomanyban. UV-vis és
fluoreszcencia spektroszkopiaval igazoltuk, hogy az ICAAc szarmazékok
segitségével kiilonboz6é puffer oldatok pH-ja nagy pontossaggal (2—3% hiba)
hatarozhato meg pH = 6-8 kozott. A spektralis tulajdonsagok pH fiiggése
alkalmassa teszi ezen vegylileteket mikrokdrnyezetek pl. SLS micellak Stern-
rétegének a pH meghatarozasara. Az optikai tulajdonsagok Ag(I)-el torténd
komplexképzéssel is jelentdsen modosithatok, tovabb bovitve a vegyiiletcsalad
gyakorlati alkalmazhatosagat.

Kimutattuk, hogy az 1-amino-5-izocianonaftalin izocianocsoportja vizes
kozegben Hg(ll)-sok hatasara szelektiven visszaalakul aminocsoportta. A
reakciot az emisszios maximum jelent6s hipszokrom eltolodasa kiséri, igy
alkalmassa teheté a Hg?* ion szelektiv kimutatasara vizes kozegben. A Hg(l1)-
detektalasi modszer alkalmazhatosagat 3 ICAN-szarmazékkal, vizben 23
fémion jelenlétében vizsgaltuk, azonban lényeges spektralis valtozast csak a
Hg?* és az Ag" esetében figyeltiink meg. Az oldatokban jelenlévé Hg?* ionok
az eredeti emisszios maximumok 107, 112 és 94 nm-es hiposzokrom
eltolodasat eredményezte az ICAN, MICAN és diMICAN esetében. Ezzel
szemben azonos mennyiségli Ag" hozzdadasa 20 nm és 23 nm voros iranya
eltolédast eredményezett az ICAN és a diMICAN esetében, ami az
izocianocsoport 1:1 Ag* komplex képzédésének tulajdonithato be.

Az izocianocsoport egyidejli komplexképzddése és redukcios reakcidja
lehetdvé teszi, hogy ugyanaz a vegylilet még nagy Ag” felesleg jelenléte esetén
is kimutassa a Hg?*-ot. Ez utobbi hidnyaban azonban az Ag® jelenléte
kimutathat6 volt az ICAN-cstics batokrom eltolodasa mellett is.

Mivel a Hg?" kimutatds a naftalin-diaminok képzSdésén alapul, a vizes
oldatot pufferolni kell (pH = 6-10), hogy megakadalyozzuk a protonalt
részecskék képzddését, ami csokkentheti a kimutatds érzékenységet. Az
amincsucs intenzitasa (Aem, amin = 406, 408 és 420 nm ICAN, MICAN ¢és
diMICAN esetében) és intenzitds-aranyuk az eredeti emisszids maximum
helyzetének felhasznaldsaval szamitva (Aem, fluorofor = 513, 520 és 513 nm
ICAN, MICAN és diMICAN esetében) a Hg?* koncentraciora linearis fiiggést
kaptunk a 170 nM-50 uM koncentracio tartomanyban. A modszer kimutatasi
hatarat (LOD) és a meghatdrozési hatarat (LOQ) az intenzitds aranyokbol
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meg, ¢s LOD <6 nM ¢s LOQ <17 nM-nek adodott. A matrixhatés vizsgalatakor
enyhe interferenciat tapasztaltunk Fe®" és Bi®" esetében, és valamivel
jelentdsebbet a Cu®* esetében, de csak akkor, ha ezek az ionok tobbszoros
gyakorlati alkalmazhatosagat frissen elkészitett fogaszati amalgamon is
elvégeztiik.

A funkciés csoportok anyagi mindsége jelentdsen befolyasolja a
szolvatokrom tulajdonsagot. Kutatasom soran vizsgaltam valtozatlan anyagi
mindségli funkcids csoportok relativ helyzetének fotofizikai tulajdonsdgokra
gyakorolt hatasat. A vizsgalatokat az alapvegyiileten (1,5-ICAN) és két masik
izomerén (1,4-ICAN ¢és 2,6-ICAN) keresztiil végeztiik, ahol a fotofizikai
tulajdonsagokat hasonlitottuk Gssze. Vizsgalataim alapjan a funkcids
csoportok relativ helyzete jelentés mértékben befolyasolja a vegyiiletek
abszorpcids és emissziés maximumaik helyzetét egyes esetekben, tovabba a
kiilonféle oldoszerekben a molaris abszorpcios egyiitthatok 1,4-ICAN> 1,5-
ICAN> 2,6-1CAN sorrendben csokkennek.

Az-izomereknek a Stokes-eltolodasait a Lippert — Mataga (LM) elmélet
alapjan értelmeztiik, mely alapjan a kdvetkezd sorrendet tuduk felallitani: 1,5-
ICAN> 1,4 -ICAN>2,6-ICAN, ahol az értékek balrol jobbra csokkennek. Az
LM-abrakbol  meghataroztuk a  gerjesztett és az  alapéllapot
dip6élusmomentumok eltéréseit és szintén jO egyezéseket kaptunk a DFT
szamitasokkal. Mindezek alapjan elmondhatjuk, hogy az effektiv fluoroforok
racionalis megtervezése eldzetes ismereteket igényel az adott vegyiiletosztaly
abszorpcids és fluoreszcencias tulajdonsagairol.
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6. Summary

During my PhD research, | prepared and investigated the optophysical
properties of isocyanoaminoarenes, analogues of our previously developed
isocyanoaminonaphthalene (ICAN) solvatochromic fluorophore family. In
addition, | investigated their analytical applicability along with the original
ICANSs. Finally, I studied the dependence of the optical properties upon the
substitution position of our original ICAN family.

4-amino-4'-isocyanobiphenyl (ICAB) and its mono-and dialkylated
derivatives (monoMICAB and diMICAB) were prepared starting from the
easily available benzidine. Not as the starting material benzidine, all three
compounds showed enhanced positive solvatochromic properties similar to
that of our previously introduced dye: 1-amino-5-isocyanonaphthalene
(ICAN). The solvatochromic range were found to be AAmax=104 nm (ICAB),
92 nm (monoMICAB) and 90 nm (diMICAB), respectively. All three products
showed intense fluorescence with good fluorescence quantum yields in most
solvents (®F = 0.88 % in water to ®F = 89 % in acetonitrile, the highest yields
were obtained in the case of the dimethyl derivative). The emission maximum
for the mono- and dimethylated derivatives is located in the blue region of the
visible spectrum in most solvents; however this is only true for ICAB in the
most polar solvents. Fluorescent properties varying with the solvent polarity
could be well described by both the Kamlet-Taft and Catalan equations. High-
level DFT calculations revealed the nonplanar structures of the molecules,
which is probably due to the single bond character of C1-C1°. The free rotation
between the two aromatic rings can be the explanation for the lower emission
wavelengths compared to ICAN.

Novel, multifunctional, amino-isocyanoacridines (ICAAc, monoMICAAc
and diMICAACc) were prepared by the reaction of 3,6-diaminoacridine with
dichlorocarbene. The resulting dyes showed tunable solvatochromic behavior
(Ahem=53-63 nm) owing to the dipolar nature (ue-pg varies between 5.6-8.9
Debye) of the molecules. The introduction of the electron withdrawing
isonitrile group, resulted in a reduced basicity (pKa=7.05-7.58), which in
combination with their unique pH-sensitive vibronic absorption bands make
them promising pH-probes in the physiological pH range. It was demonstrated
using UV-vis and fluorescence spectroscopy that the pH of different buffer
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solutions could be recovered with great precision (2-3% error) between pH=6-
8 and the method is stable for at least an hour. The dyes were shown to be able
to sense pH change in different microenvironments such as the lowered pH in
the Stern layer as it was demonstrated on SLS micelles. Furthermore, the
isocyano group is an excellent ligand for complexation with Ag(l), this way
the optical behavior of our dyes can be fine-tuned by ions too.
1-amino-5-isocyanonaphthalene (ICAN) and its monomethylated-
(MICAN) and dimethylated derivatives (diMICAN) turned out to be highly
sensitive ratiometric fluorescent sensors for Hg?* in aqueous solutions. Owing
to its easy to preparation through a single step reaction from 1,5-
diaminonaphthalene, ICAN is the simplest, lowest molecular weight
fluorophore reported for this purpose until now. Its simple structure and
nontoxic nature is favorable for commercial applications. The behavior of the
ICAN derivatives was investigated in water in the presence of 23 common
metal ions and 13 simple and complex anions, but significant spectral shift of
the emission maximum happened only in the case of Hg?* and Ag®. The
addition of 3 molar equivalent Hg?* resulted a hypsochromic shift of 107, 112
and 94 nm for ICAN, MICAN and diMICAN, respectively. This shift is
attributed to the appearance of a new diamine emission peak, which is the result
of the chemical reaction of Hg?* with the isocyano moiety of the ICAN
derivatives. The formation of the diamines was revealed by both fluorimetric
and ESI-MS methods. Fluorescence titrations with HgCl, showed 1:1
stoichiommetry for the reduction reaction of ICANSs. In contrast, the addition
of the same amount of Ag* yielded a 20 nm and 23 nm bathochromic shift for
ICAN and diMICAN, which can be attributed to 1:1 complex formation of the
isocyano group with Ag* as we have shown earlier in detail. This simultaneous
complexation and reduction reaction of the isocyano group enables for the
same dye to detect Hg?* even in the presence of large excess of Ag*. However,
in the absence of Hg?*, the presence of Ag* could be detected based on its
strong quenching effect along with the bathochromic shift of the ICAN peak,
which are only characteristic for Ag*. Because the Hg?* detection is based on
the formation of naphthalene diamines, the aqueous solution must be buffered
(pH=6-10) to hinder the formation of protonated species, which lowers the
sensitivity. The intensity of the amine peak (Aem,amine=406, 408 and 420 nm for
ICAN, MICAN and diMICAN, respectively) and their intensity ratios formed
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using the position of the original emision maximum (Aem,dye=513, 520 and 513
nm for ICAN, MICAN and diMICAN, respectively) were found to be a linear
function of Hg?" concentration in the range of 170 nM-50 pM. The limit of
detection (LOD) and limit of quantitation (LOQ) for the method was
determined using the ratiometric calibration curve in the low Hg?'
concentration region and were found to be LOD < 6 nM and LOQ<17 nM.
Slight interference was found in the case of Fe®*" and Bi*, and a more
pronounced interference in the case of Cu?*, but only when these ions were in
multiple excess compared to Hg?*. The practical applicability of the method
was demonstrated on freshly prepared dental amalgam.

The electronic absorption, solvatochromic and photophysical properties of
three different ICAN isomers including 1,5-1CAN, 1,4-ICAN and 2,6-ICAN
were studied and compared. It was found that the position of the donor amino
and the acceptor isocyano group markedly affect these properties. The molar
absorption coefficients in various solvents were found to decrease in the order
of 1,4-1CAN > 1,5-ICAN > 2,6-ICAN and this order is in line with the one
calculated by high level quantum chemical method (DFT). On the other hand,

the Stokes shifts (Avss) for these ICAN isomers were interpreted in terms of

the Lippert-Mataga (LM) theory and the values of Avsswere found to decrease
in the order of 1,5-ICAN > 1,4-ICAN = 2,6-ICAN. From the LM-plots, the
corresponding differences in the dipole moments of the excited and the ground
states were determined and good agreements with the DFT calculations were
obtained. In addition, this finding may shed light also on the fact that a rational
design of effective fluorophores requires lots of prior knowledge on the
electronic absorption and fluorescence emission properties of the given class
of compounds.
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