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1. Bevezetés

Fluoreszcencias jelanyagok egyszéen alkalmazhatok, olcsok,
nagy érzékenységk és sokrdét informaciot szolgaltatnak példaul
alkalmasak a mikrokérnyezetiikben végbeigaltozasok kovetésére.
Alkalmazhat6k bioldgiai, biokémiai kutatasokban, jtese bellli
valtozasok és molekulak Kiatésének kimutatasara, ionok, molekulak
szelektiv detektalasara. A kulonféle felhasznéksileteknek leginkabb
megfeleb jelzéanyagok kifejlesztése érdekében fontos feltarngyha
molekulaszerkezet miként befolyasolja a fluoresei@n sajatsagokat,
valamit a gerjesztett molekuldk energiavesztésyafolatait. Mivel a
fluoreszcencia hullamhossz-eloszlasa, élettartarpalarizaciéfoka
erssen fligg a mikrokornyezétt is, igy fluoreszkalé csoport
beépitésével nemcsak a jelzett molekulak mennyibageozhaté meg,
hanem informaciét nyerhetiink a jélzszubsztituens korll kialakult
lokalis polaritasrol, viszkozitasrol és hidrogénkiis anyagok
jelenlétéél is.

A fluoreszcencias technikak fontossagat tikrézgyhaz utobbi
években kildndsen gyorsan novekedett a publikdsiddma ezen a
tertleten.

2. El6zmények és célkiizések

2.1 lonfolyadékok
A levegn stabil és nedvességre nem érzékeny ionfolyadékok

felfedezése 1992-ben leliséget teremtett G, kornyezetbarat ipari
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eljarasok tervezésére. Az ionfolyadékok nagynge a hagyomanyos
oldészerekkel szemben, hogy nem péarolognak, neratighmég 300-
400°C koriili smérsékleten is hasznalhatok.

A vildgszerte tapasztalhato intenziv kutatasok nélle, a
szakirodalomban nem volt ismert, hogy az ionfolyad#éképeznek-e
micelladt vizben, illetve alkalmasak-e a hagyomanyesiletaktiv
anyagok tulajdonsagainak modositasara. igy vizegjélenal ezeknek a

kérdéseknek a megvalaszolasara 6sszpontositottam.

2.2 2-Hidroxid-nilusvoros (HONV)
A laboratériumunkban végzett kordbbi kutatasok rsosa 2-

hidroxid-nilusvoros festék igen érzékenynek bizdhgumikrokornyezet
polaritasara, vizben rosszul oldédik  és  fluoreseizen
kvantumhasznositasi tényge is kicsi ebben az olddszerben. Ezek
alapjan ugy gondoltuk, hogy alkalmazhatdé micell&ken$ rétegében
uralkodo lokalis polaritas jellemzésére.

Méasrészél a vegylletben jelenlévhidroxid csoport alkalmas
kotshely lehet hidrogénhid-akceptor vegyuletek, miritigél bioldgiai
rendszerekben is@brduld szerves nitrogéntartalmul bazisok szamara.

Részletes vizsgalatokat terveztink annak a kérldésme

megvalaszolasara, hogy a nitrogén-heterociklusdekmldikkal alkotott
OH

AN
25NN o) o)

cH!
2-hidroxid-nilusvorés (HONV)
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komplex fluoreszcencias sajatsagai flggnek-e aobéirhid-akceptor

komponens bazisésségéil, valamint a mikrokdrnyezet polaritasatol.

2.3 Ellipticin (E), 6-metil-ellipticin (ME)

Szamos ellipticin szarmazék antitumor hatast mutadllrak,
leukémia kezelésére igéretesnek latszik. EnzimmtiKalyamatok
inhibitora, és kulonbdy redox folyamatokban vehet részt. Nagy
biol6giai fontossaga ellenére az irodalomban nady@rés eredményt

kozoltek az ellipticin fotofizikai tulajdonsagairol

CH3
U0
7
CH R

3
R = H ellipticin (E)
R = CH, 6-metil-ellipticin (ME)

A vegyllet szerkezetébaddddan kdlcsdnhatasba léphet H-hid
akceptorral és H-hid donorral egyarant. Tanulmanydéivantam az
ellipticin és anionok kdzotti kélcsonhatéds fotdfai kovetkezményeit,
valamint azt a  kérdést hogy mi okozza az elliptidketts

fluoreszcencigjat metanolban.

2.4 Lumikrém (Lc)
Az alloxazin és izoalloxazin szarmazékok szamosogiai és

fotokémiai folyamatban vesznek részt. A riboflafiobomlasanak és
biodegradaciojanak a6 fterméke a lumikrom, amelynek fotofizikai
sajatsdgait széles korben tanulmanyoztak, mivelabaxazin véaz

fotoindukalt tautomerizacidval izoalloxazin szerg#izé alakulhat. Ezt
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a fajta tautomerizaciét azonban csak tomény eceilfgstve piridin

jelenlétében figyelték meg és kizardlag gerjesZipotban.

lumikrém (Lc)
Munkdm soran olyan vegylletet kerestem, aminek mar

nyomnyi mennyisége is képes befolyasolni a tautzaeiot.

3. Vizsgalati médszerek és berendezések

Az elnyelési szinképeket Unicam UV 500 kétsugaras
spektrofotométerrel vettem fel. A fluoreszcencidspanokat egyfoton-
szamlalasos detektalast alkalmazo, Jobin  Yvon Bluax-P
nagyérzékenysdigspektrofluoriméterrel rogzitettem.

A fluoreszcencia élettartamokat &félbontott elgfoton-
szamlélasi technikaval mértem. Gerjésitnyforrasként a Picoquant
altal forgalmazott 400 nm és 632 nm hullamhosszidalézereket,
valamint 340 nm hullamhosszl fényt kibocsat6é didu#éznaltam. A
lézerfény-impulzus félértékszélessége 80 ps volt. minta altal
kibocséatott fluoreszcenciat a béesfény irdnyara meétegesen
elhelyezett Oriel monokromatorhoz csatlakoztatéithéty Hamamatsu
fotoelektron-sokszorozo érzékelte. A keletk@d egy ebsiton keresztill

kerilt a Picoquant Timeharp 100 egységbe. A sz&oktt a Picoquant



FluoFit

programmal, nemlineéris legkisebb  négyzség

dekonvollciés modszerrel végeztem.

Az elektromos vezéképességet egy Consort C832-assperrel

hataroztam meg, melyet KCl oldattal kalibraltam.

4. Eredmények

4.1 lonfolyadékok

a)

b)

d)

Kimutattam, hogy a 1-butil-3-metil-imidazolium-okszulfat
ionfolyadék vizben micellat képez (cmc = 0,031 chdi®).
Megéllapitottam, ha az ionfolyadék kationja tartahra az n-
oktil csoportot (1-oktil-3-metilimidazolium-klorid)akkor a
vegyiilet vizoldékonysaga jelésen lecsokken, 5 mmél din
koncentracional az oldat zavarossa valik, ami atag hogy
nem micella, hanem nagyobb aggregatumok keletkeznek
Igazoltam, hogy méar kis 1-oktil-3-metilimidazoliukferid
koncentraciéju oldatokban is beépll e vegyiilet &iura-
dodecil-szulfat micellaba, vagyis vegyes micellpZéglik.

A 2-hidroxid-nilusvorés (HONV) kivalé jetmnyagnak
bizonyult micelldk fellleti rétegében végbertieraltozasok
kimutatdsara is. Segitségével megallapithatd ndmesa
kritikus micellakoncentraciéo, hanem a Stern rétegalis

polaritadsa is.



4.2 2-Hidroxid-nilusvoros kblcsdnhatasa szervemgénvegytletekkel

a)

b)

d)

f)

Megéllapitottam, hogy a HONV fotofizikai paraméiere
nagymértékben fliggnek a hidrogénhid akceptor jilleg
anyagok bazicitasatol és az olddszer polaritasatol
Fluoreszcencia intenzitas és élettartam mérésekittegy
kiértékelésével feltartam a HONV és szerves nitnogé
vegylletek kozott lejatsz6d6 folyamatok mechanizithus
igazoltam, hogy hidrogénhid-komplex mind alap, mind
gerjesztett allapotban keletkezhet.

Az oldészer polaritasa jeldien megvaltoztatja a gerjesztett
komplex élettartamat is, ami egyrészt a gyengéordlsekald
ionpar képadésével masrészt a h&ls konverzié
felgyorsulasaval magyarazhato.

A gerjesztett hidrogénhid-komlex disszociaciojekesaolaris
oldészerben (pl. toluol) és gyenge bazis jelenEné@ MPy)
kovetkezik be, mivel a gerjesztett HONV és a getgs
komplex energiaja kozott csak ekkor elég kicsi Bhdiség.
Novelve az oldoszer polaritdsat vagy a bazisssfget az
energiakulonbségin és a folyamat irreverzibilissé valik.

A hidrogénhid-komplex fluoreszcencia bimolekularis
kioltAsanak sebességi egyitthatéja a BuaNHNMelm >
TMPy sorban csotkken és csak butil-kloridban illetve
toluolban megy végbe ez a folyamat, ahol a gem#szt
komplex élettartama elég nagy.

A gerjesztett hidrogénhid-komplexen bellli protomémet

jelentss szerepet jatszik poléris oldészerekben, mint pl.
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acetonitril és diklérmetan, hisz ilyen koriiményedzott az

ionpéar képédése kedvezményezett.

4.3 Ellipticin és 6-metil-ellipticin

a)

b)

Feltartam az ellipticin keis fluoreszcenciajanak az okéat
metanolban. Bizonyitottam, hogy nem az irodalomioen
Cabo és munkatarsai altal javasolt oldoszer altaegitett
tautomerizacio, hanem a piridin @y# N-jének a
protonallédasa okozza a nagyobb hullamhossznél ates)
fluoreszcenciat.

Kimutattam, hogy az ellipticin és fluorid kdzotilksdnhatas
ergssége jeleidsen csokken a mikrokdrnyezet polaritdsaval.
Polaros kézegben, mint példaul acetonitrilben arftl ion
mar alapéllapotban deprotonélja az ellipticint.

Kimutattam, hogy két fluoridionnal Iétrejévkolcsonhatas
hatékonyabban okoz deprotonalédast mint az egyik

legesebb szerves bazis a 1,8-diazabiciclo[5.4.0]Jundén-7

4.4 Lumikrom

a)

b)

Igazoltam hogy a Ilumikrdbm acetonitrilben nyomnyi
mennyisé§ fluorid-, illetve acetation hatdsara mar
alapéllapotban tautomerizalédik.

Feltartam a fluoridion hidraticiéjanak hatasat lapdalapotu
tautomerizaciora. Kimutattam, hogy a viz mennyiségéa

novekedésével egyre tobb fluoridionra van szilkség a

v



c)

tautomerizacié @éidézéséhez, 0 — 0,5 mél dmviz
koncentracio tartomanyban kétléfissegyensuly van, mig 1
— 6 mol dn? viz jelenlétében csak 1:1 komplexalodast
tapasztaltam.

Megallapitottam, hogy mind az ellipticin mind a likmdm
alkalmas a fluorid illetve acetat ion szelektiv kiatasara,
hisz sem az elnyelési, sem az emissziés szinképben
tapasztaltunk valtozast 0,1 mél dm, CI', CIO, -tél.



Introduction

Fluorescent compounds are valuable probes in tity sff both
structural and functional aspects of biologicatsyss.

As the spectrum, lifetime and anisotropy of fluoesxe
strongly depend upon intermolecular interactionsjrisic fluorescence
or fluorescent labeling provides information on kbeal surroundings of
the fluorophore, conformational changes, bindinglighnds or other
association processes.

In order to develop the most suitable dye for défe purpose,
it is important to reveal how the molecular struetuand
microenvironment influence the fluorescence progertand the
deactivation rate constants of the excited probe.

The rapidly increasing number of publication insthield

proves the importance of fluorescence techniques.

Literature overview and research objectives

lonic liquid

The air and moisture stable room temperature itogds have
currently received considerable attention as nowetlia for chemical
synthesis, homogeneous catalysis and separatidmidgges. Their
unique properties offer a great potential for irtdak application as
nonvolatile, nonflammable, environmentally benigitermatives to
conventional organic solvents. In spite of the mpallications dealing

with ionic liquids, there was no systematic studyhe literature on the



aggregation of ionic liquids in water. It was alsoknown whether an
ionic liquid could modify the characteristics of ethmicelles of

conventional surfactants.

2-Hydroxy Nile Red (HONR)

A previous study has demonstrated that the photopaly
properties of HONR fluorescent probe are very $mesto the polarity
of the microenvironment. This dye seemed to bexaelkent probe for
the study of ionic liquid micelles because of itsvl solubility and
fluorescence quantum yield in water.

Because of the remarkable solvent effect on theqgpihysical
properties of HONR, we studied whether this dye lmantilized for the

characterization of the local polarity in micelles.
OH

N O
~

C.H /©: ‘
25NN o) o)

ol

2-hydroxy Nile Red (HONR)

The phenolic OH group of the dye can provide aibipdite for
hydrogen-bond acceptors such as nitrogen hetefog@mmpounds and
amines. Before the utilization of HONR as fluoregcerobe in
biological systems, it is essential to know how thieraction with a
base influences its fluorescence and the othertezkaitate relaxation

processes.
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In this dissertation we reveal the effect of theitity of the
additives and solvent polarity on the kinetics andchanism of the

excited HONR quenching.

Ellipticine and 6-methyl-ellipticine

Ellipticine and its derivatives exhibit high cytaio activity
against various tumor cells. Several ellipticinei\ddives have reached
the phase Il of clinical trials. Despite the imgarte of ellipticine in the
biomedical field no systematic studied have beafopeed to unravel
the effect of hydrogen-bond acceptors on their gbtogsical properties.
Hence, we studied the fluorescence properties lgtieine in the
presence of hydrogen-bond acceptors such as orgaitiogen

compounds, fluoride and acetate anions.

CH,
POwd
L
\
CH, R

R = H ellipticine (E)
R = CH, 6-methyl-ellipticine (ME)

Olivacine, a compound differing from ellipticine lgnin the
position of a methyl group emits dual fluorescemtenethanol. This
phenomenon was explained in the literature by g listance, solvent-
assisted excited-state proton transfer from theopgrto the pyridine

moiety.
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In this dissertation, we focus on the solvent dffen the
photophysical properties of E and ME and unveil thigin of dual

fluorescence and the kinetics of light initiatedg@sses in methanol.

Lumichrome

The major product of riboflavin photodecompositiand
biodegradation is lumichrome. The tautomerizatidérihis probe was
described in literature only in excited state im@entrated acetic acid

and pyridine.

lumichrome (Lc)

The main goal of this part of the dissertation besn to find a
compound, which could cause the tautomerizatiolumichrome even

in the ground state.

Experimental methods

The UV-visible absorption spectra were recordedh wit
Unicam UV 500 spectophotometer. Corrected fluoneseespectra were
obtained on a Jobin-Yvon Fluoromax-P  spectrofluaten
Fluorescence lifetimes were measured with a timestaied single-
photon counting technique. The light of a Picoqualitde laser
(wavelength 400 nm or 632 nm), or a LED (330 nnujtex the samples
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and the emission was collected af @bgle through an Oriel 0.25 m
monochromator located in front of a Hamamatsu RB85%9
microchannel plate photomultiplier. The output sigwas connected to
a Picoquant Timeharp 100 computer board modulen(@iawidth 36
ps). The fluorescence decay traces were collectdtil0* counts in the
peak channel were reached. Data were analyzed rfpnknear least-
squares reconvolution method using Picoquant Flisafiware.

Electric conductivity was measured with a Cons@832

apparatus, which was calibrated with KCI solution.

Conclusions
lonic liquid

a) We have shown that 1-butyl-3-methylimidazolium éculfate
ionic liquid forms micelle above 0.031M concentati in
agueous solution.

b) Markedly different behavior has been found when daton of
the ionic liquid contained n-octyl moiety. 1-met8A
octylimidazolium chloride produced inhomogeneoudutsmn
above 5mM concentration.

c) Our results demonstrate that 1-methyl-3-octylimalam
chloride begins to be incorporated into sodium dgisulfate
micelles at fairly low concentration. Thus, ioniguids could be

used to modify the properties of the conventionakftes.
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d)

HONR dye proved to be a sensitive probe for thelysf the
ionic liquid aggregation and the subtle changethefinterfacial

layer in aqueous solution.

2-Hydroxy Nile Red (HONR) interaction with organigitrogen

compounds

a)

b)

d)

f)

The fluorescent properties of HONR proved to bénligensitive
to the basicity of hydrogen-bond acceptors andheest polarity.
We revealed the detailed mechanism and the kineticthe
fluorescence quenching by organic nitrogen-compsuwwith the
combined analysis of the steady-state and timdwvedo
spectroscopic data.

The shortening of the fluorescence lifetime of thecited
hydrogen-bonded complexes with increasing solverarjty is
due partly to the acceleration of the internal @swn and ion
pair formation.

The dissociation of the excited hydrogen-bonded pterminto
excited HONR and ground-state base was able to etmmpith
the energy dissipation only when 2,4,6-trimethyigiyre was
used as hydrogen-bond acceptor in toluene.

The bimolecular quenching of the excited hydrogeneted
complex played a significant role in apolar solgent
Photoinduced proton transfer is an important reactn polar

media such as acetonitrile and dichloromethane.
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Ellipticine and 6-methyl-ellipticine

a) The similar photophysical characteristics of E avi& in all

b)

d)

solvents prove that long distance, solvent assistanited-state
proton transfer does not occur.

Our results evidenced that the long-wavelengthréiscence in
methanol is due to photoinduced protonation bystiieent.

The interaction of ellipticine with fluoride provetb be very
sensitive to the polarity of the microenvironmedntcontrast with
the behaviour in toluene and dichloromethane wiedlipticine
forms only 1:1 H-bonded complex with™,Finteraction of
ellipticine with two fluoride ions caused deprotboa in
acetonitrile even in ground state.

We showed that the H-bonding with two fluoride cars has
much higher deprotonation power than one of thengest

organic base DBU (1,8-diazabicyclo[5.4.0Jundec-&)en

Lumichrome

a)

b)

| established that lumichrome was able to taetme in the
presence of a trace amount of fluoride or acetais even in the
ground state in acetonitrile.

Addition of water significantly influenced the ity of

fluoride ion with lumichrome. The more water was tne

solution, the more fluoride ion was needed to briaigout

tautomerization.
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c) Because fluoride and acetate ions have a largeteaifeboth the
absorption and fluorescence spectra of ellipticing lumichrome
in non-hydroxylic solvents, both of these heterdicycompounds

can be utilized as highly sensitive fluorescenbpm
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