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1. Irodalmi el6zmények és célkitiizések

Az alkaloidok erds biologiai hatdssal rendelkezd természetes
nitrogéntartalmu vegyliletek. Szamos képvisel6jiikk a hagyomanyos népi
gyogymodokban hasznalt fézetek hatdéanyaga. Az alkaloidok nagy
orvosi, biologiai jelentésége ellenére, nagyon kevés informacio all
rendelkezésre a fényelnyelést kovetd reakcioikrol és fotofizikai
sajatsagaikrol. Ez kiilonosen meglepd, hiszen tobb alkaloidrél ismert,
hogy fény hatasara bomlik és fototoxikus. E farmakologiailag aktiv
vegyiiletcsalad sikeres, biztonsagos alkalmazasahoz alapvetd fontossagi
a fotokémiai atalakuldsaik feltdrasa, és annak megértése, hogy fény
hat4séara milyen kedvez6tlen folyamatokat inditanak az ¢16 szervezetben.

Vizsgalataimhoz modellvegyliletként egy rakellenes hatasu,
természetes izokinolin-vazas alkaloidot, a berberint (9,10-dimetoxi-5,6-
dihidro-[1,3]dioxolo[4,5-g]izokino[3,2-a]izokinolinilium-klorid) valasz-
tottam, mert kimutatdsdra fontos lenne kidolgozni egy érzékeny
analitikai modszert, ugyanis vizben elhanyagolhatd mértékben

fluoreszkal.
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A berberin kation (B") szerkezeti képlete.
A szupramolekularis komplexképzodést sz¢leskoriien

alkalmazzdk kiillonb6z6 analitikai eljarasok, optikai szenzorok



kifejlesztésére, valamint a hidroféb vegyiiletek, gyogyszerek
oldékonysaganak a ndvelésére. A szupramolekuldk reverzibilis
folyamatban, alkotorészeik onszervezddésével keletkezd, jol definialt
szerkezetli részecskék, melyeket masodlagos kotések tartanak Ossze.

A vilagszerte tapasztalhatd széleskorti érdekldédés és intenziv
kutatomunka ellenére az Onszervez6dd rendszereket  jorészt
alapallapotban vizsgaltak, kevésbé ismertek a fény hatisara lejatszodo
atalakulasaik.

Munkam sordn kiilonds figyelmet kivanok forditani a berberin
(B") szupramolekularis komplexeiben, aggregitumokban lejatszodo
fotoindukalt folyamatok megismerésére. Az asszociacié megvaltoztatja
a gerjesztett allapotok energidjat, ami jelentds valtozast okozhat az
energiavesztési folyamatok sebességében. Szupramolekularis komplex
képzés akadalyozhatja a bimolekularis reakciokat, ezaltal védelmet nyujt
a fotokémiai atalakulasok ellen. Célom, hogy feltarjam a makrociklus
gylrliiméretének  hatdsat a berberin—4-szulfonato-kalix[n]arén
komplexek sajatsagaira. Vizsgalataimat kiterjesztem, egy viszonylag vj,
hét glikoluril egységbdl felépiilé makrociklusba, a kukurbit[7]urilba
ékelddott BT vizsgalatara is.

A rakellenes és szamos egyéb kedvezé biologiai hatast mutaté B
iontranszport gatld, kalium-ioncsatorna blokkolé sajatsagokkal is
rendelkezik, és csokkenti a kloridion kivalasztast. Ezért tanulmanyozom

a berberin kation és kiilonféle anionok kélcsonhatasat is.
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Vizsgalataim sordn hasznalt makrociklusos vegyiiletek: kiilonbozo
gyuiriitagszamu 4-szulfondto-kalixarének (SCXn), illetve kukurbit[7]uril
(CB7).

Munkamat kiterjesztem természetes feliiletaktiv anyagok,
epesavak aggregaciojanak tanulmanyozasara is.
Na'
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A natrium-kolat szerkezeti képlete.

Annak ellenére, hogy e vegyiiletek alapvetd szerepet jatszanak az
¢l6 szervezetben apolaros anyagok vizoldhatésaganak novelésében és
szallitasaban, nem ismert olyan fluoreszcencids jelzdanyag, amely
kiilonboz0 jellegii epesav aggregdtumokhoz egyarant képes kapcsolddni.

Olyan fluoreszcencias jelz6anyagot kerestem, amely detektélni

tudja az epesav-aggregatumok szerkezetének és nagysaganak valtozasat.



2. Vizsgalati modszerek és berendezések

Az elnyelési szinképeket Unicam UV 500 kétsugaras
spektrofotométerrel — rogzitettem. A fluoreszcenciaspektrumokat
egyfoton-szamlalasos detektalast alkalmazo, Jobin Yvon Fluoromax-P
spektrofluoriméterrel vettem fel.

A fluoreszcencia élettartamokat id6felbontott els6foton-
szamlalasi technikédval mértem. Gerjeszté fényforrasként a Picoquant
altal forgalmazott 372 illetve 400 nm hullamhosszi fényt kibocsatd
diddalézereket hasznaltam. A fluoreszcencia lecsengést egy Hamamatsu
R3809U-51 fotoelektron-sokszoroz6 érzékelte, amely Picoquant
Timeharp 100 elektronikdhoz  kapcsolodott. A detektalando
hulldmhosszakat a fluoreszcencia-szinkép ismeretében monokromatorral
valasztottam ki.

A fluoreszcencia lecsengési paramétereket Picoquant FluoFit
programmal, nemlinedris legkisebb négyzetosszeg rekonvolucids
modszerrel szamitottam.

AM1 félempirikus moddszerrel végzett szamolasokat a
HyperChem 7.52 programmal végeztem.

Az "H NMR spektrumokat Varian, Gemini Consol 200 MHz
késziiléken vettem fel, a kiértékelésiikhoz pedig a gyartd cég altal

kifejlesztett szoftvert hasznaltuk.



3. Eredmények

3.1 Ionpar képzodés hatdsa a berberin fluoreszcencidjira

a) Kimutattam, hogy mérsékelten polaris kozegben a B” ionpart
képez anionokkal. Spektrofotometrids, fluoreszcencias és
idéfelbontott fluoreszcencias mérések egyiittes
kiértékelésével meghataroztam a B'—Cl™ ionparképzédés
egyensulyi allandojat (1,5%10° mél™'dm’) diklor-metanban.

b) Igazoltam, hogy a fluoreszcencia kibocsatds sebességi
egylitthatoja jelentdsen cs6kken, mikozben a sugarzasmentes
folyamatok felgyorsulnak ionpar képzddéskor.

¢) Megallapitottam, hogy butironitrilben az ionparképz6dés nem
kap szerepet, mégis a B" fluoreszcencia élettartama csokken
nagy perklorat koncentracio esetén. Kovetkeztetésképpen, ha
a B alkaloidot fluoreszcencias jelzbanyagként kivanjuk
alkalmazni, akkor figyelembe kell venni nemcsak az ionpér

képzddést, hanem a sohatast is.

3.2 Szupramolekularis komplexképzodés berberin és 4-szulfondto-

kalixarének kozott

a) Megallapitottam, hogy a B" 4-szulfonito-kalixarén tipust
makrociklusos vegyiiletekkel (SCXn) nagy stabilitast

szupramolekularis komplexet képez.



b)

¢)

d)

Kimutattam, hogy minél nagyobb az SCXn gylriimérete
annal nagyobb a képz6dd szupramolekula stabilitdsi
allandoja.

A B fluoreszcenciaintenzitisa SCX8-hoz kotédés hatésara,
erésen savas kozegben (pH=2) tobb mint 40-szeresére nott,
ami lehetvé tette mar nyomnyi mennyiségii, 10 mol dm™
Kimutattam, hogy a pH alapvetéen befolyasolja a komplex
fluoreszcencias tulajdonsagait. Minden vizsgalt B'—SCXn
komplex elhanyagolhaté mértékben fluoreszkal pH=12,2-jii
oldatban, mivel a szingulett gerjesztett allapoti komplex
komponensei  kozotti  gyors  elektronatadas  hatékony
energiavesztést okoz erdsen lugos kozegben. Mivel a
fenolatforma konnyebben oxidalhatod, mint a fenol, a fenolos
OH deprotonaldédasa elbsegiti a szingulett gerjesztett
komplexen beliili elektronatadast a gazdavegyiiletrél a
gerjesztett berberinre. Ezenkiviil a fokozatos deprotonalodas
kovetkeztében csokken a hidrogénkotések szama a fenolos
OH-k kozott, igy a kalixaréngyiri flexibilisebbé valik,
jobban beékelddhet a berberin, ami szintén eldsegiti a
nagyobb hatékonysagu elektronatadast a gazdamolekularol a

gerjesztett vendégmolekulara.



3.3 Szupramolekularis komplexképziodés berberin és kukurbit[7]uril

kozott

b)

d)

Igazoltam, hogy a B™ erésen kotott, 1:1 sztochiometriaja
komplexet képez a kukurbit[7]uril (CB7) makrociklusos
vegyiilettel vizben (log K=6,2).

Kvantumkémiai szamitasokkal és '"H NMR mérésekkel
igazoltam, hogy a B" metoxi-izokinolin része ékelédik csak
be a CB7 hidrofob iiregébe.

A Dbeékelédés  hatdsara  tdbb  mint  Otszazszoros
fluoreszcenciaintenzitds  novekedést tapasztaltam, ami
lehetévé teszi nanomol dm™ alatti BY koncentraciok mérését
is, és alapul szolgéalhat nagyérzékenységli fluoreszcencids
szenzor kifejlesztéséhez.

Kimutattam, hogy a NaCl jelentdsen megvaltoztatja a
komplex fluoreszcencias sajatsagait, valamint stabilitdsat,
mig az anion valtoztatisa gyenge hatast fejt ki.
Megallapitottam, hogy a szupramolekularis komplex
egyensulyi allandojanak reciprok értéke négyzetgyokos
Feltartam az 1-alkil-3-metil-imidazolium-klorid ionfolyadék
hatasat a komplex fluoreszcencidjara. Kimutattam, hogy
jobban médositja B"-CB7 komplex fluoreszcencia sajatsagait,
mint a NaCl. Az ionfolyadék kationja készséggel kotddik a
B'—CB7-hez, mikozben harmas komplex képzédik, mely kis



fluoreszcencia kvantumhasznositasi tényezével és rovid

fluoreszcencia élettartammal jellemezhetd.

3.4 Natrium-kolat epesav aggregiacio fluoreszcencias vizsgalata

berberinnel

a)

b)

Kimutattam, hogy B™ kivalo fluoreszcencids jelzbanyag
epesav aggregacio vizsgalatara, mert gerjesztett allapotanak
energiavesztési folyamatai erésen fliggnek a
mikrokornyezettdl és elsddleges, valamint masodlagos epesav
aggregatumokhoz egyarant képes kotddni. Natrium-kolattal
végzett részletes vizsgalatok szerint, 2 — 10 mM koncentraciod
tartomanyban csak  viszonylag  kisméretli, hidrofob
kotohellyel rendelkezé primer asszocidtumok keletkeznek.
Toményebb oldatokban pedig polarosabb, nagyobb méretii
masodlagos aggregatumok is kimutathatok.

Igazoltam, hogy a B" fluoreszcencia lecsengési ideje teljesen
eltérd elsddleges €s masodlagos epesav asszocidtumokban és
jol tiikkrozi az aggregatumok szerkezetének a valtozasat.
Megallapitottam, hogy a szerves oldoszerek alapvetden
er6ssége a metanol < formamid < acetonitril < dimetil-
formamid sorban nd, mert egyre jobban segitik a viz
behatolasat az aggregdtumokba, és csokkentik a masodlagos

aggregatumok szamat.



1. Literature overview and research objectives

Natural alkaloids have a wide range of biological activity. Most
of them are the active substance of traditional herbal medicines.

Despite the large biological and pharmaceutical importance of
alkaloids, very few systematic studies are available in the literature on
their light initiated processes. This is particularly surprising because
some of them are phototoxic, and it would be desirable to know the
photostability and photochemical reactions of this class of compounds
before their utilization. The topical application of alkaloids to the skin or
eyes raises the possibility that light absorption by these substances may
induce adverse reactions in living organism.

My dissertation focuses on the fluorescence properties of a
clinically important natural isoquinoline alkaloid, berberine (B"), which
is a promising drug for the treatment of Alzheimer’s disease, exhibits
anticancer, antiviral, antibacterial activity, reduces fever and lowers
cholesterol level. It would be important to develop a sensitive analytical
method for the quantitative determination of B, because it has a
negligible fluorescence in water. Despite of the biological importance of
B" very few information is available in the literature about its
photophysical properties.

Supramolecular complex formation of macrocyclic compounds is
widely utilized in nanotechnology to develop molecular-scale devices,
sensors, and fluorescent probes and to increase the solubility of
hydrophobic compounds. Supramolecular complexes are formed from

simple parts by noncovalent interaction in reversible reaction. Despite



the widespread interest in self-organized systems, they have been
studied mainly in the ground state, and less attention has been devoted
to their excited state.

The main goal of the dissertation has been to unveil the most
important factors, which should be taken into account when B is used
as a fluorescent probe. Since spontaneous assembly into aggregates of
well-defined structure can induce new energy dissipation pathways or
modify the kinetics of the existing excited state relaxation processes, |
also intend to reveal how the fluorescence properties of B changes

upon encapsulation in macromolecules and bile salt aggregates.
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Berberine cation (B) .

The change of the fluorescent behavior upon binding to a receptor
serves as a basis for biological assays and other highly sensitive
analytical procedures. Moreover, supramolecular complex formation
may hinder bimolecular reactions. Hereby, the encapsulated compound
is protected against photochemical transformation. Therefore, I study
how complex formation with sulfonatocalixarenes (SCXn) of different
cavity size and cucurbit[7]uril (CB7) affect the fluorescent behavior of

+ .
B cation.
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p-Sulfonatocalix[n]arenes (SCXn) and Cucurbit/7]uril (CB7).

This alkaloid inhibits intestinal ion transport, reduces
Cl secretion and can serve as a K’ channel-blocking agent in cells. For
this reason, we examined the effect of anions on the fluorescence
properties of B'.

The medium polarity dependence of the fluorescence
characteristics of B” can be exploited to examine the aggregation of a

simple bile salt, sodium cholate (NaC).
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Sodium cholate.

Despite the fact that the bile salts are the most important natural
surfactants, which are responsible for the solubilization of lipids,
cholesterol, bilirubin, lecithin, and fat-soluble vitamins in living

organisms, no probe has been reported in the literature, which can be

11



encapsulated into both types of bile salt aggregates. Since B" contains
both hydrophilic positively charged and hydrophobic aromatic moieties,
we anticipated that B” might be incorporated in both primary and
secondary NaC agglomerates. Despite the potential biological
importance of the alkaloid—bile salt agglomerates, no systematic studies

have been published on this type of species.

2. Experimental methods

The UV-visible absorption spectra were recorded on a Unicam
UV 500 spectrophotometer. Corrected fluorescence spectra were
obtained on a Jobin-Yvon Fluoromax-P  photon-counting
spectrofluorometer. Fluorescence decays were measured with the time-
correlated single-photon counting technique. A Picoquant diode laser
(pulse duration ca. 70 ps, wavelength 372 nm) excited the samples, and
the fluorescence decays were detected with a Hamamatsu R3809U- 51
microchannel plate photomultiplier, which was connected to a Picoquant
Timeharp 100 electronics (36 ps/channel time resolution). Data were
analyzed by a nonlinear least-squares deconvolution method using
Picoquant FluoFit software. Molecular modeling calculations were
carried out with AM1 method using HyperChem 7.52 program
(Hypercube Inc., Gainesville, FL). NMR spectra were recorded on a

Varian, Gemini Consol 200 MHz spectrometer.
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3. Conclusions

3.1 Effect of ion pairing on the fluorescence of berberine

a)

b)

We demonstrated that ion pair formation takes place between
B and chlorid anion in moderately polar solvent. Global
analysis  of  the  concentration  dependence  of
spectrophotometric data as well as the results of steady-state
and time-resolved fluorescence measurements provided large
equilibrium constant (1.5x10° M for  the
B'—CI  interaction.

I proved that ion association significantly diminished the
radiative rate constant and markedly accelerated the
radiationless deactivation.

Despite the lack of ion pairing in butyronitrile, the
fluorescence lifetime of B" decreased at high perchlorate salt
concentration. These results clearly demonstrate that the
effect of salts and ion pairing should be taken into account to
achieve an optimized response when B™ is used as a

fluorescent probe.

3.2 Supramolecular complex formation between berberine and p-

sulfonated calixarenes

a)

I found remarkably strong binding of B' to 4-

sulfonatocalix[8]arene in aqueous solution.

13



b)

©)

d)

I concluded that the bigger is the size of the macrocycle the
larger is the equilibrium constant of B” binding to SCXn.

The significant fluorescence enhancement of B' upon
association with SCX8 at pH=2 may be utilized in the
development of a sensitive fluorescent probe.

The fluorescence quantum yield of B-SCXn was found to be
negligible in strongly basic medium (pH=12.2). This
probably reflects that the deprotonation of the lower rim OH
substituents expedites the electron transfer within the
complex from the host to the excited B™ because the
phenolates can be oxidized easier than the corresponding
phenols. Moreover, the gradual deprotonation lessens the
number of hydrogen bonds among the phenolic OH groups
allowing a greater degree of conformational flexibility for the
calixarene ring. This probably facilitates a closer host-guest
contact, which may also contribute to the acceleration of the

excited B quenching.

3.3 Supramolecular complex formation between berberine and

cucurbit{7]uril

a)

b)

I proved that B” forms very stable 1:1 inclusion complex with
cucurbit[7]uril in water (log K=6,2).
AMI1 semiempirical calculations with Hyper-Chem 7.52

program in accord with the results of '"H NMR measurement

14



d)

e)

showed that only the methoxy-isoquinoline moiety of the B
is embedded into the host, and the heterocyclic nitrogen is
located in the vicinity of a carbonyl-laced portal. The other
end of B” molecule is not encapsulated because the length of
CB7 is only 0.91 nm. On the other hand, the confinement of
the benzodioxole moiety is not favored because its smaller
size does not allow a tight fit in CB7.

On the basis of the largest fluorescence quantum yield and
stability of B'=CB7, we concluded that CB7 could be the best
host compound for the quantitative determination of B” by a
fluorimetric method. The extraordinarily large, ca. 500-fold
fluorescence quantum yield increase upon inclusion in CB7
make it possible to detect B® even below nanomolar
concentration.

My results demonstrated that the association constant and the
fluorescence quantum yield of the complex diminish
significantly with increasing salt concentration, but the
change of the anion causes a small effect. A quadratic
dependence of the reciprocal equilibrium constant of
inclusion complex formation on NaCl concentration is found
for B'—CB7.

We established that 1-alkyl-3-methylimidazolium type ionic
liquids modify the fluorescent properties of B-CB7 much
more efficiently than NaCl. The cation of ionic liquid readily
binds to B'-CB7 producing a ternary complex, whose

fluorescence has a small quantum yield and short lifetime.
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3.4 Berberine alkaloid as a sensitive fluorescent probe for bile salt

aggregates

a)

b)

I found considerable change in the fluorescent properties of
B" upon binding to NaC aggregates in aqueous solution.
Alterations in the absorption spectrum, fluorescence intensity
and decay characteristics indicated that aggregation of NaC
started at about 2 mM concentration in the presence of B, In
the relatively small, hydrophobic primary aggregates the
fluorescence lifetime was short (<0.62 ns) because B™ was
only partly embedded. The larger, more polar secondary
aggregates, which coexisted with primary associates above 10
mM NaC concentration, provided better protection from
interaction with water leading to much longer (4.3-4.9 ns)
lifetime for singlet excited B in this binding site.

B is a suitable probe for detecting the structur and size of the
bile salts aggregates, because its fluorescence lifeime is very
sensitive to the polarity change in the microenvironment.

The unique dual binding ability and the high sensitivity of the
fluorescence lifetime of B’ to the change in its
microenvironment made this alkaloid an excellent probe for
the study of the effect of organic solvents on bile salt
agglomerates. Among cosolvents used (dimethylformamide,
acetonitrile, formamide, and methanol), dimethylformamide

had the strongest bile salt aggregate disorganizing power,
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whereas methanol affected the properties of the aggregates to
the smallest extent. The cosolvents enhanced the water
accessibility of the probe bound to primary aggregate,
decreased the number of secondary aggregates but induced
limited change in the structure of the remaining secondary

binding sites.
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