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1. Célkitiizés

Kutatécsoportunk az elmult években nagy sikereket ért el
egy amino-izocianonaftalin (ICAN) alapti szolvatokrom
fluorofor csalad fejlesztésében. A PRODAN-hoz, az egyik
legismertebb  szolvatokrom  festékhez hasonléan nagy
szolvatokrom és Stokes-eltolodassal rendelkezik és gyakorlati
alkalmazhatosaga is rendkiviil széles, egyszerti felépitése
ellenére. Az ICAN ,rendszertanilag” az izocianoaminoarének
kozé sorolhato, melyekbdl egyszerii felépitésiik és szintézisiik
ellenére csupdn néhany vegyiiletet allitottak el6 ¢és
tanulmanyoztak a koézelmultban, valdszinilleg az izociano
csoportot tartalmazo vegylletek 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 publikalhatdo és/vagy alkalmazhato. Véleményiink
szerint ezek a vegyliletek nagy potencialt hordozhatnak
magukban, melyek alkalmassd tehetik oket sokoldalt,
intelligens festékként torténd felhasznalashoz.

Célul thztik ki ezért a mar meglévé 1,5-ICAN
festékcsaladunkbol kiindulva 1j, gyakorlati szempontbdl is
fontos izocianoaminoarének eldallitasat, vagy az aromas mag
vagy a szubsztituensek modositasaval. Tovabba, a kapott
vegyliiletek részletes fotofizikai vizsgalatat, valamint gyakorlati
alkalmazasok feltérképezését az analitikatol, a sejtfestésen at a

gyogyaszatig.



2. Uj tudomanyos eredmények
2.1. Egy izocianobifenil alapu, kék fényt emittilo,
szolvatokrom fluorofor elddllitdsa és vizsgalata

Kutatomunkam els6 részében a 4-amino-4’-izocianobifenilt
(ICAB) és metilezett szarmazékait (monoMICAB és diMICAB,
1. ébra) allitottam el6 és vizsgaltam részletesen. A
vegyiiletcsaladot benzidinbdl kiindulva allitottam eld, melyhez
képest mindharom vegyiilet jelentds pozitiv szolvatokrom
valtozast mutat, hasonléoan a korabban publikalt 1-amino-5-
izocianonaftalin (ICAN) tulajdonsagaihoz.

KOH/CHCl,
NH, — = H,N N=6
KOH/Mel \
H,N =C ——— N =C
2 N=C DMF / N

1. abra: 4-amino-4’-izocianobifenil el6allitasa benzidinbdl, 4-
(N-metilamino)-4’-izocianobifenil (monoMICAB) és 4-(N,N-
dimetilamino)-4’-izocianobifenil (diMICAB)

abra: Az (a) ICAB, (b) monoMICAB ¢és (c) diMICAB
oldatsorozat fényemisszidja balrol jobbra névekvé olddszerpolaritas
szerint, hex = 365 NM-en gerjesztve. Az oldoszerek polaritas szerinti

sorrendben a kovetkezok: hexan, toluol, diklor-metan, THF 1,4-
dioxan, aceton, MeCN, piridin, DMF és DMSO. ¢ = 5,6 mg-cm™
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Az eléallitott harom szarmazék szolvatokrom tartoménya
rendre Aiem = 104 nm (ICAB), 92 nm (monoMICAB) és 90 nm-
nek (diMICAB) adddott (2. abra). Mindharom termék
kvantumhasznositasi tényezdje a legtobb olddszerben nagy
értéket adott (Dr = 89% acetonitrilben), a legnagyobb értéket a
dimetilezett szarmazék esetében kaptam

A szolvatokrom viselkedés matematikai leirasara a Lippert -
Mataga, Kamlet - Taft és a Catalan modelleket (1. egyenlet)
hasznaltam, melyek alapjan a vegyiileteink valodi szolvatokrom
viselkedést mutattak.

vV = ﬁmax’o + aSASA + bSB -SB + SSPSP + tSdPSdP (1)

Mindharom elmélet multi- paraméteres egyenlettel irja fel a
fluoroforok kolcsonhatasat az oldoszerekkel, viszont Catalan
kutatocsoportjanak masodik elmélete (1. egyenlet) az eddigi 3
tényezO6tol eltérve, mar négy tényezd linearis kombinacidjat
veszi figyelembe, melyek koziil kett6 (SA és SB) a specifikus,
kettd (SP és SdP) a nemspecifikus kdlcsonhatasokat irja le (SP
az oldoszer polarizalhatosagat, SAP a dipolaritasat jellemzi), igy
ennek segitségével még megbizhatobb eredményeket
kaphatunk. Az  adatokat  multilinearis  regresszios
adatelemzéssel vizsgaltam és az alabbi egyenleteket irtam fel és

az illesztett értékeket a 3. 4bran mutatom be:
ICAB
Av(em™) = (—2569 + 1990) + (4336 + 1009) - SA — (501 + 1232) - SB
+ (9206 + 2724) - SP + (3761 + 2187) - SdP
monoMICAB
v(em™) = (689 + 1916) + (3174 + 972) - SA — (1065 + 1186) - SB
+ (2347 +2623) - SP + (4891 + 2106) - SdP
diMICAB
Av(em™) = (—1648 + 1964) + (2288 + 996) - SA — (1641 + 1215) - SB
+ (4596 + 2688) - SP + (3856 + 2158) - SdP
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3, abra: Az ICAB (a.), diMICAB (b.), monoMICAB (c.)

szamitott (y) és mért (x) Stokes—eltolodasa a Catalan elmélet szerint.

A 3. abran a harom vegyiilet mért és szamitott Stokes—
eltolodas értékeit abrazoltam. Nagyon jo illeszkedést kaptam a
mért és szamolt értékek kozott 0,9 vagy afolotti R? értékekkel,
bizonyitva, hogy az ICAB szarmazékok valodi szolvatokréom
viselkedést mutatnak.

A polarizacios tengely novelésével kedvezobb fotofizikai
tulajdonsagokat vartam, azonban ellentétes eredményeket
kaptam. A szerkezet valtozasanak hatasat a szolvatokrom
tulajdonsagokra  idoéfiiggd  siriiségfiiggvényes  (DFT)
szamitasok segitségével vizsgaltuk. A dipolmomentumok
varakozasainkkal 6sszhangban mind alap, mind gerjesztett
allapotban nagyobbnak addodtak (ug = 8,6 D ill. pe = 22 D), mint
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a korabban vizsgalt ICAN szarmazékok (ug = 8,23 és pe =
14,96 D) esetében. Az ICAB szarmazékok mégis rosszabb
szolvatokrom viselkedést mutattak. A vizsgalatok soran
megallapitottuk, hogy a két benzolgyriit 6sszekdté (C1-C10)
egyszeres kotés koriili rotdcid negativ hatissal van a
szolvatokrom viselkedésre.
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4. abra: A diMICAB DFT szamitasainak eredményei. A
vizsgalatokat hexanban végeztiik a Gaussian M09-es szoftvercsomag

segitségével.

A szabad rotacid csokkenti az aromas rendszer
delokalizaciojat a két gyirii kozott. A diMICAB jobb
szolvatokrom viselkedését az amino csoport dimetilezés
kovetkeztében fellépé jobb elektrondonor tulajdonsagaival
ezaltal a nagyobb toltésmegosztassal magyarazhatjuk.



2.2. Izociano-aminoakridin alapit fluoreszcens
vegyiiletcsalad, mint kémiai svdjci bicska

Egy ujszeri, multifunkciondlisan alkalmazhat6 amino-
izocianoakridin vegyiiletcsaladot (ICAAc, monoMICAAc és
diMICAAC, 5. abra) hoztunk létre. A fluoroforok pozitiv
szolvatokrom viselkedést mutattak (Akem = 53-63 nm), dipdlus
momentumaik valtozasa az alap és a gerjesztett allapot kozott
He-Mg 5,6-8,9 Debye-nak adodtak. A mért és szamitott értékek
nagyon jo egyezést mutattak. A varakozéasokkal ellentétben a
csoportok kdzotti tavolsag (polarizacios tengely) novelése nem
eredményezett szélesebb szolvatokrém tartomanyt.
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5. abra: 3-amino-6-izocianoakridin (ICAAC), 3-N-
metilamino-6-izocianoakridin (monoMICAAC), 3-N,N-

dimetilamino-6-izocianoakridin (diMICAACc) (bal), valamint az
ICAAC szarmazékok (jobb) kiilonb6zo polaritasu oldoszerekben. (Aex
= 365 nm). Az olddszerek balrdl jobbra a kdvetkezdek: 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).

A vegyliletcsalad gyakorlati alkalmazasanak vizsgalatat az
akridinbazisu festékek ihlettek. Mint ismeretes, az ilyen
festékek, példaul az akridin-narancs (AO), vizes kozegekben a
pH fliggvényében eltéré fotofizikai viselkedést mutatnak a 6.
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abran szemléltetett sav-bazis egyensuly kovetkeztében.
Feltételeztiik, hogy izocianid szarmazékaink is kovetik ezt a
mintat. Az alap bazis (DB) és a protonalt (DBH") formak k6zott
az alabbi sav-bazis egyensuly all fenn:
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6. abra: Az ICAAC szarmazékok feltételezett protonalt
(DBHY) és a deprotonalt (DB) formai.

Azonban az izonitrilcsoport jelenléte csokkent bazicitast
eredményezett (pKa = 7,05-7,58) az alapvegyiilethez (akridin-
narancs) képest. Vizsgalataink soran egy olyan, Osszetett
abszorpcids savot azonositottunk, amely csak vizes kdzegben
mutatkozott és a benne 1év6 savok intenzitasaranyanak mérése

lehet6vé teszi a kézeg pH-janak meghatarozasat a 2. egyenlet
by+107PH @)
by+b310~PH

A 7. dbra a.) abrarészlete mutatja a pH érzékeny abszorpcios
savok valtozasat sav, illetve lag hozzaadasa esetén.
Megallapithatjuk, hogy a szabad bazis (DB) UV-lathato
spektruma ugyanabban a régidban Osszetettebb abszorpcios

szerint: r =

mintazatot mutat, amely harom, kozepes intenzitast csucsbol
all, mig a protonalt részecskék spektruma csak két szélesebb és
nagyobb intenzitast cstcsot tartalmaz. Az Asoa/ Aszg arany 1,43-
0,73, mig az Asrs/Assg arany 1,05-0,34 k6zott 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.
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7. abra: A 3-N,N-dimetilamino-6-izocianoakridin
(diMICAAC) UV spektrumanak valtozasa viz, bazis (NHs) és sav
(CH3COOH) hozzaadasa utan. Az oldoszer acetonitril. A beszurt
abran a sarga oldat (bal oldali) a bazikus formahoz, mig a piros oldat
(jobb oldali) a savas formahoz tartozik (a.), valamint kiilonb6z6 pH-n
mért diMICA Ac excitacios és FL-intenzitas gorbéi BRB ,,univerzalis”
pufferoldatban.

Ezenkiviil meg kell jegyezni, hogy a két intenzitdsarany
kozott szinte tokéletes a korrelacio, ahogy az a 7. abra b.)
abrarészletén is lathato.

A vizsgalatok alapjan az ICAAc vegyiiletcsalad pH-
érzékeny abszorpcios savjai révén igéretes szenzoroknak
mutatkozott a fiziologias pH tartomanyban. UV-lathato és
fluoreszcencia spektroszkopiaval igazoltuk, hogy a kiilonb6z6
puffer oldatok pH-ja nagy pontossaggal (2-3% hiba)
hatarozhato meg pH = 6-8 kozott, a gerjesztési csucsok
intenzitasaranyanak felhasznalasaval.



23. Hgdl) és Ag() ionok kimutatisira alkalmas
analitikai mddszer fejlesztése izocianonfatalin alapu
fluoroforok felhaszndldsdval

Az 1-amino-5-izocianonaftalin izociano csoportja vizes
kozegben Hg?*-ionok hatésara aminocsoporttd alakul. Ez a
kémiai valtozas felhasznalhatdé a Hg?" ionok szelektiv
kimutatasara, mivel a képz6dé diamin emisszids maximuma
(406 nm) jelentés hipszokrom valtozast mutat az ICAN
emisszios maximumahoz (513 nm) képest. A két emisszids
csucs intenzitasaranyanak felhasznalasaval (8. abra) a vizben
1évé Hg?* mennyisége meghatarozhato. Mivel a Hg?* kimutatas
a naftalin-diaminok képz6désén alapul, a vizes oldatot
pufferalni kell (pH = 6-10), hogy megakadalyozzuk a protonalt
részecskék képzodését, ami csokkentheti a kimutatas
érzékenységet.

e L 407 nm 513 nm

1800

PL intenzitis (a.u.)

2 (nm)

8. abra: Az ICAN spektralis valtozasa fémionok jelenlétében,
dex = 337 nm-es gerjesztést hasznalva. A szaggatott vonallal
jelzett spektrumot Hg?* jelenlétében rogzitettiik.



A modszer szelektivitdsat vizben 23 kiilonb6z6 fémion
jelenlétében vizsgaltuk (9. 4bra), azonban lényeges spektralis
valtozas csak a Hg?* és az Ag" esetében figyelheté meg. Az
oldatokban jelenlévé Hg?* ionok hatdsara az eredeti emisszios
maximumok 107, 112 és 94 nm-es hipszokrom valtozasat
figyelhettiik meg az ICAN, MICAN ¢és diMICAN esetében.
Ezzel szemben azonos mennyiségii Ag* hozzaadasa 20 nm és
23 nm vords iranyu eltolodast eredményezett az ICAN ¢és a
diMICAN esetében, ami az izocianocsoport ¢s Ag* 1:1 aranyt
komplex képzddésének tulajdonithato.
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9. abra: A tiszta ICAN intenzitasa (Ip) és a fémionok hozz4adasa utani

intenzitas (I) aranyainak meghatarozasa 513 nm-en (kék savok) és 406 nm-en
(narancssarga savok) (fels6) és az emisszié maximumok eltoléd4sa (alsé). A Hg?*
hatésa pirossal van kiemelve. Az dbran lathato a vizes oldatot fényképe: ICAN oldata
Hg?" hozzaadasa el6tt (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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Hg?* jelenlétében Aemmax = 406 nm-nél, ahol az ICAN
gyakorlatilag nem emittal, az intenzitas az eredetihez képest
104-szeresére nétt (9. fels abrarészlet). Ennél is
szembet(inébb, hogy Hg?* hozzdadasat kdvetben az emisszids
cstcs 102 nm-es hipszokrom valtozasa figyelheté meg. A tobbi
ion jelenlétében nem tapasztaltunk jelentds valtozast, vagy
enyhe batokrom valtozds volt jellemzo. Ez alapjan
kijelenthetjiik, hogy a modszer Hg?*-re szelektiv. Néhany ion
(Bi®*, Fe** és Cu?") mérsékelt emisszids kioltast gyakorolt az
ICAN fluoreszcenciajara, valosziniileg az oldatok savas jellege
vagy az amino csoporttal vald komplexképzddés eredménye
lehet.
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10. abra: a) DAN, DAN + HgCl, és ICAN + HgCl, emisszios spektrumai. b)

az ICAN + HgCl, pH fiiggése. c¢) Job modszer az ICAN, a MICAN és diMICAN
jelenlétében d) Reakcididé és stabilitas az ICAN-szarmazékok + HgCl, esetében (Hg?*
: ICANI:1 (n/n) (kitdltott jeldlések) és 1: 0,1 (Hg?* : ICAN) n/n (iires jeldlések).
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A két 1j csucs megjelenése (diamin csticsok) 406 nm és 456
nm hulldmhosszon az ICAN és a Hg?" kolcsonhatasanak
tulajdonithat6, valosziniileg az izociano csoport redukcidja
torténik primer aminnd. Ennek tisztazéasara felvettik az 1,5-
diaminonaftalin (DAN) fluoreszcens spektrumat is azonos
koriilmények kozott. Ahogyan a 10. abran is lathato, a DAN +
Hg?* és az ICAN + Hg?" emisszi6s maximumai azonosak (406
nm) és az emisszios savok lefutasa is teljesen azonos (10. a.
abrarészlet).

Az ICAN + Hg?* fotolumineszcencia (PL) spektruma
jelentdés pH-figgést mutat (10.b. abrarészlet), amely nem
figyelhetd meg a tiszta [CAN szarmazékoknal. A DAN és DAN
+ Hg?" kiilonbozé pH-értékeken rogzitett PL spektrumaiban
szintén két csucsot azonositottunk. Kovetkezésképpen a 456
nm-es csucs valdszinlileg egy protonalt részecskéhez
rendelhetd. A mddszer érzékenységének novelése érdekében a
tovabbi kisérletekhez a pH = 6 értéket valasztottuk, a protonalt
részecskék képzodésének visszaszoritasanak érdekében. A
reakcid sztochiometriajat Job-moédszerrel (10.c. abrarészlet)
hataroztuk meg és azt kaptuk, hogy az ICAN szarmazékok és a
Hg?* 1:1 moélaranyban reagalnak egymassal. ad.
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24. Az ICAN izomerek szubsztitiicios poziciojanak hatdsa
a fotofizikai tulajdonsdagokra

A funkciés csoportok jelentdsen befolyasoljak a
szolvatokrom tulajdonsagokat. A Kkutatasok soran naftalin-
vazon vizsgaltuk az azonos funkcids csoportok (izociano és
amino) relativ helyzetének fotofizikai tulajdonsagokra
gyakorolt hatasat. A vizsgalatokat az alapvegyiileten (1,5-
ICAN) és két masik izomerén (1,4-ICAN ¢és 2,6-ICAN)
keresztiill végeztiik, ahol a fotofizikai tulajdonsagokat
hasonlitottuk §ssze.

Gerjesztett dllapot

Alap éllapot

11. abra. Az ICAN szarmazékok elektrosztatikus potencial
térképe (ESP) alap- és gerjesztett allapotban balrol jobbral ,4-ICAN
(bal), 1,5-1CAN (kozépso) és 2,6-ICAN (jobb)

Kedvez6 fotofizikai tulajdonsagok a funkcids csoportok
kozotti toltésmegoszlas révén érhetok el, igy megvizsgaltuk a
harom izomer alap és gerjesztett allapotaban az elektronok
elhelyezkedésének a  valdsziniiségét. A szamitott
elektrosztatikus potencial térkép (ESP) a 11. abran lathato.
Mindegyik esetben jelent6s negativ toltés azonosithatd az
amino csoport N atomjan alapallapotban, ami lecsokken a
gerjesztett allapot elérésekor. Ez szintén tikrozédik a
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molekulageometria megvaltozasaban, amikor az amino csoport
kilapul”, vagy mas szavakkal rehibridizalodik sp? éallapotba,
amikor is a nemkdtd elektronjai belépnek az aromés gytri
konjugalt m-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-ICAN-ban
lokalis gerjesztés zajlik az amino csoportrol a naftalin gytirtire.
Az 15-ICAN ¢és 2,6-ICAN izomerek esetében teljes
toltésmegoszlast lathatunk az elektron donor (amino) és a
gytrin tavolabb elhelyezkedo elektronakceptor
(izocianocsoport) kozott. Az ESP szamitasok eredményei jol
egyeznek az izomerek mért abszorpcids €s emisszios
tulajdonsagaival. Amint az a 12. dbran lathat6, a 300-400 nm
hullamhossz-tartomanyban, amely az  ICAN-izomerek
legkisebb energidju elektronatmeneti savjaihoz tartozik, az 1,4-
ICAN UV-lathato spektruma csak egyetlen energiasavot mutat
korilbeliil 350 nm abszorpcids csucsnal. Ezzel szemben a 2,6-
ICAN izomer két jelentSsen eltér6 savot mutat ebben a
hullamhossz-tartomanyban. Az egyik 320 nm koril, mig a
masodik hozzavetdlegesen 350 nm koriil lathato. Az 1,4-ICAN
és a 2,6-ICAN emisszios spektrumai, hasonléoan az 1,5-0s
izomeréhez, strukturalatlan, széles, egysavos atmenettel
rendelkeznek, jelezve ezzel a pozitiv szolvatokrom eltolodast az
oldészer polaritasanak novelésével.
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dbra: Az 1,4-ICAN (a), 2,6-ICAN (b) és 1,5-ICAN (c)
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izomerek normalizalt fluoreszcencia emisszios- (also), valamint
abszorbancia (fels6) spektrumai kiilonb6z6 olddszerekben.

Az izomerek Stokes-eltolodasait a Lippert — Mataga (LM)
elmélet alapjan értelmeztilk, mely alapjan a kovetkezd
sorrendet tudtuk felallitani: 1,5-1ICAN> 1,4 -ICAN>2,6-1CAN,
ahol az értékek balrdl jobbra csdkkennek.
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13. abra: Az 1,4-ICAN, 1,5-ICAN és a 2,6-ICAN izomerek

fluoreszcens emisszidé maximumai az empirikus oldoszer polaritasi
paraméterrel Et (30) (a) és Lippert - Mataga (LM) (b) modell
alkalmazaséval.
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Ahogy az a 13. abrabol kideriil, az emissziés maximumok és
a mikroszkopikus oldoszer paraméter ET(30) kozott linearis
Osszefiiggés figyelhetd meg mindharom fluorofor esetében.
Minél nagyobb a meredekség annal nagyobb szolvatokrom
tartomannyal rendelkezik a festék. Az illesztett egyenesek
meredekségeibdl megallapithatd, hogy a legnagyobb
szolvatokrom eltolodas, azaz a legnagyobb meredekség az 1,5-
ICAN izomemél (255 kcal*cm™®mol) mutatkozik, mig ezen
értékek lényegesen kisebbek az 1,4-ICAN (48 kcal™* cm™ mol)
és a2,6-ICAN (42 kcal*cm™mol) izomerek esetén. A 13.b. 4dbra
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™). Tovabba a Stokes-
eltolodasok Af; = 0 értéknél, azaz az abra tengelymetszetében,
az LM-grafikonok alapjan az 1,5-ICAN> 1,4-ICAN> 2,6-ICAN
sorrendben csokkennek.

Az LM-abrakbol meghataroztuk a gerjesztett és az
alapallapotbeli dipolusmomentumok kiilonbségeit és szintén jo
egyezéseket kaptunk a DFT szamitasokkal. Mindezek alapjan
elmondhatjuk, hogy az effektiv fluoroforok racionalis
megtervezése elézetes ismereteket igényel az adott
vegyiiletosztaly abszorpcios és fluoreszcencias
tulajdonsagairol.

Vizsgalataink alapjan a funkcids csoportok relativ helyzete
jelentés mértékben befolyasolja a vegyiiletek abszorpcios és
emissziés maximumainak helyzetét, tovabba a kiilonféle
oldészerekben a molaris abszorpcios egyiitthatok 1,4-ICAN>
1,5-ICAN> 2,6-ICAN sorrendben csokkennek.
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