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1. Bevezetés és célkitiizés

1. Bevezetés és célkitiizés

A makrociklusos vegyiiletek, mint példaul a B-ciklodextrinek,
koronaéterek, kriptandok, kalixarének képesek megkotni ionokat, kisméretii szerves
anyagokat, aminosavakat, peptideket. A szupramolekularis komplexképzodést
széleskorlien alkalmazzak kiilonboz6é analitikai eljarasok, optikai szenzorok
kifejlesztésére, valamint a hidrofob vegyiiletek, gyogyszerek vizoldékonysaganak a
novelésére. A  szupramolekuldk reverzibilis folyamatban, alkotérészeik
onszervezodésével keletkezd, jol definidlt szerkezeti részecskék, melyeket
masodlagos kotések tartanak 0Ossze. Sajatsagaikat eddig féként alapallapotban
tanulmanyoztak, fényelnyelést kovetd folyamataik kevéssé ismertek. Munkank
egyik f6 célja, hogy feltarjuk a gerjesztett szupramolekulak energiavesztési
folyamatait befolyasolo tényezoket.

Vizsgalatainkhoz modellvegyiiletként egy rakellenes hatast, természetes
izokinolin-vazas alkaloidot, a berberint valasztottuk, mert kimutatasara fontos lenne
kidolgozni egy érzékeny analitikai modszert, ugyanis vizben elhanyagolhato
mértékben fluoreszkal. Gyodgyaszati jelentdsége ellenére nagyon kevés adat
talalhaté az irodalomban fotofizikai sajatsagairdl. Ez azért is meglepd, mert jol
ismert, hogy fény hatasara bomlik és fototoxikus.

Munkank elsé fazisaban feltartuk a berberin fluoreszcenciajat befolyasolod
f6 tényezoOket; tanulmanyoztuk, hogy milyen koélcsonhatds hatirozza meg dontd
mértékben a gerjesztett allapotbdl kiinduld folyamatok sebességét. Mivel ez az
alkaloid iontranszportgatld sajatsagokkal is rendelkezik, megvizsgaltuk a
berberinkation és kiilonbdz6 anionok kdlcsdnhatasat.

Kiilonos figyelmet forditottunk a berberin szupramolekularis komplexeiben
lejatsz6do fotoindukalt folyamatok megismerésére. Az asszociacid megvaltoztatja a
gerjesztett allapotok energiajat, ami jelent6s valtozast okozhat az energiavesztési
folyamatok sebességében. Szupramolekularis komplexképzés akadalyozhatja a
bimolekularis reakciokat, ezaltal védelmet nyujtva a fotokémiai atalakulasok ellen.

Ezért vizsgaltuk, hogy a berberin fotoindukalt folyamatai miként modosulnak, ha
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szupramolekularis komplexet képez makrociklusokkal, mint szulfonato-
kalixarénnel és kukurbit[7]urillal.

Munkankat kiterjesztettiik természetes feliiletaktiv anyagok, epesavak
szerepet jatszanak az ¢€l6 szervezetben apolaris anyagok vizoldhatosaganak
novelésében és szallitasaban, nem volt ismert olyan fluoreszcencias jelzéanyag,
amely kiilonbozé jellegli epesav-aggregdtumokhoz egyarant képes kapcsolodni.
Mivel a berberin szerkezeti felépitésében gy hidrofob, mint hidrofil rész is
talalhato, ésszerii volt feltételezni, hogy mind az elsédleges, mind a masodlagos

aggregatumokba beékelddik.
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2. Irodalmi attekintés

2.1. A szupramolekularis kémiarol altalaban

A szupramolekularis kémia a molekulak kozotti  nemkovalens
kolesonhatasok tanulmanyozasat helyezi eldotérbe. Mig a kémia tudoményag
korabbi szakaszdban a kovalens kotésekre fokuszalt, addig a szupramolekularis
kémia a molekulak kozott kialakuld gyenge €s reverzibilis, nemkovalens kotéseket
és az altaluk Osszetartott asszociatumokat vizsgalja.

Az anyagtudomany egyik legnagyobb kihivasa az olyan szupramolekulak
tervezése, ami modellezni tudja az eld szervezetekben kialakulod specifikus
kotodéseket, molekulafelismeréseket. A biologiai rendszerben egy sor olyan
funkcionalis nanomértli szerkezet fordul el6, amelyek alkotéelemeik
onszervezOdésével keletkeznek. Az oOnszervez0dés két anyag megfeleld
korilmények kozotti elegyitése soran spontan és reverzibilisen megy végbe,
mikdozben a komponensek kozott nemkovalens kotések alakulnak ki, A
nemkovalens szintézissel, sokoldalu sajatsagokkal rendelkez6 funkcionalis anyagot
gyarthatunk, amelyek kiilonb6z6 tulajdonsagokat egyesitenek, és reagalnak a kiilsd
koriilmények megvaltozasara. Annak ellenére, hogy vilagszerte nagy érdeklodésnek
orvend ez a tudomanyadg, az OnszervezOdott rendszereket eddig fbleg csak
alapallapotban tanulmanyoztak. Sokkal kevesebb figyelmet forditottak a fény
hatasara végbemend folyamataik tanulmanyozasara. Mivel a foton elnyelése
jelentésen megvaltoztatjia a molekula reaktivitasat, redoxi tulajdonsagait és
savassagat, a fotokémiai folyamatok kiilonosen hasznosak lehetnek a gyors
szerkezeti valtozas és toltésszeparalodas eldidézésére, melyek felhasznalhatok
kiilonb6zé nanoméretli eszkdzok kifejlesztésére, informaciotarolasra. A modern
technologiaban nagyon fontos szerepet toltenek be a fénnyel eldidézett
atalakulasok, mivel konnyen kontrollalhatok, térben lokalizaltak ¢és nagy
szelektivitassal rendelkeznek.

Az é16 szervezetben a nemkovalens kdlcsonhatasok alapvetd fontossaguak,

példaul a biomembranok, proteinek, nukleinsavak ¢és sok mas bonyolultabb
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rendszer haromdimenziés szerkezetének fenntartidsaban jatszanak szerepet. A
molekulak kozott kialakulo specifikus és reverzibilis kotések képezik az alapjat
kiilonboz6é biologiai folyamatoknak, mint példaul enzimreakcioknak. Ennek
ellenére kevés informacié talalhaté az irodalomban arrdl, hogy ezek miként
befolyasoljak a fényelnyelést koveto folyamatokat bioldgiai rendszerekben. A karos
UV-sugarzas elleni védelem, a lézerek orvosi alkalmazasa, valamint kiilonb6z6
fototerapias modszerek kifejlesztése soran fontos ismerniink, hogy a fény milyen
folyamatokat idézhet el6. A nemkovalens kolcsonhatasok altalaban jelentdsen
megvaltoztatjak a gerjesztett molekula tulajdonsagait, igy a fluoreszcencias probak
felhasznalhatok lehetnek analitikai célokra.

A szupramolekularis kémia torténete az 1960-as évekre nyulik vissza,
amikor Charles J. Pedersen koronaétereket allitott eld, bar néhany fogalom és
néhany valdban egyszerii szupramolekularis rendszer a modern kémia kezdeteihez
vezethetd vissza.

A szupramolekula elnevezés K. L. Wolf és munkatarsaitdl szarmazik, akik
1937-ben tomény ecetsav oldatokban intermolekularis kdolcsonhatasok soran
képz6dé dimerek jellemzésére hasznaltdk az Ubermolekiile német kifejezést [1].
Két kérdés azonnal megfogalmazhatd. Miért nem ismerték fel korabban és miért
nem alakult ki a tudomanyag e teriilete? Miért keriilt tobb mint 40 évbe, hogy Lehn
szervezOdésének ¢és intermolekularis kotéseknek a kémiajat [2]? Ehhez
hozzatartozik, hogy a ciklodextrinekr6él mar Villiers és Hebd 1891-ben megjelent
cikkiikben irnak [3]. Amig a vegyészek elfogadtak azt a téveszmét, hogy a
molekulak tulajdonsagai magukra a molekuldkra jellemzéek, mikdzben a
mikrokodrnyezettel valo kolcsonhatas kicsi és els6 kozelitésre elhanyagolhato, addig
nem volt helye a szupramolekularis kémia kialakulasanak. Bar az olddszerhatas mar
elég koran ismert volt, mégis ez a tévhit képezte az alapjat a kutatok
gondolkozasanak. Fokozatosan jelentek meg a kozlemények, melyek nem
elhanyagolhato jelent6séget tulajdonitottak a mikrokornyezet hatasanak, igy az

1960-as években az intermolekuldris kolcsdonhatasok vizsgalatanak is nagyobb
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fontossagot tulajdonitottak. A feltett kérdésekre a masodik valasz nem kevésbé
fontos, habar ez sokkal inkabb technikai természetli. A szupramolekulakat gyakran
gyenge kotések tartjak Ossze, és dinamikus egyensulyban keletkeznek. Az ilyen
jellegii kolcsonhatasok vizsgalatara csak az utobbi évtizedekben valt széles korben
hozzaférhetové megfeleld kisérleti technika és miiszerezettség.

A koronaéterck felfedezése utan tobb kutatd ugy, mint Donald J. Cram, és
Jean-Marie Lehn altal vezetett kutatocsoportok is bekapcsolodtak az alak- és
ionszelektiv receptorok szintézisébe. A szupramolekularis kémia fontossagat
tiikkr6zi, hogy 1987-ben Charles J. Pedersen, Donald J. Cram és Jean-Marie Lehn
munkassagukért kémiai Nobel dijat kaptak. J. Fraser Stoddart ¢s Balzani kiilondsen
fontos eredményeket ért el a fénnyel vezérelt molekularis eszk6zok kifejlesztése
terén.

A szupramolekulakat Osszetartdé nem kovalens kotések energidja széles
tartomanyban valtozik. Néhany szaz kJ mol™ kotési energiaval jellemezhetd az ion-
dipol kolesonhatas, mig a van der Waals kolcsonhatas altalaban csak néhany kJ
mol'-nyi. Az intermolekularis erk létezését elséként Johannes Diderik van der
Waals feltételezte 1873-ban. 1890-ben Fischer javasolta, az enzim-szubsztratum
kolcsonhatas  ,kulcs-zar” tipusi  szerkezetét [4], ezzel -eldrevetitette a
molekulafelismerés és gazda-vendég kémia fogalmat. Aromas vegyiiletek kozott
kialakulhat m-m vonzo kolcsonhatas (stacking) is [S]. A hidrogénkoétés alapvetd
fontossagut a biokémiaban [6] és széleskorien alkalmazzak kiilonbozo
szupramolekularis  jelzdanyagok  kifejlesztésében, hisz  irdnyitottsaganak
koszonhetéen konnyen kontrolldlhatd a keletkez6 komplex geometriaja.
Természetesen a szenzorok kifejlesztése soran nagy figyelmet kell forditani a
kimutatni kivant vegyiilettel szembeni érzékenységre, de legalabb ugyanilyen
fontos a szenzor szelektivitasa is. A gazda-vendég kolcsonhatas kialakulasa soran
nemcsak egyfajta nemkovalens kotéstipussal allunk szemben, hanem ezek tobb
fajtdja additiv, so6t akar kooperativ hatast fejthet ki. Minél kedvezObb a
gazdamolekula molekulaszerkezete a vendégmolekula befogadésara, annal nagyobb

lesz a kotési energia, vagyis a vegyiileteknek ki kell egésziteniiik egymast. Ez alatt
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nemcsak az er6s nemkovalens kotések kialakulasanak lehet6sége értendd, hanem a
vendég- és gazdamolekula alakja is dont6 lehet, s6t a két vegyiilet toltéseloszlasa is
fontos szerepet jatszik. Kovetkezésképpen a szelektiv kotodést tobb tényezd
egyiittesen szabja meg, vagyis roviden 0sszefoglalva maximalizalni kell a vonzo és
minimalizalni a taszité eréket a gazda- és vendégmolekula kozott.

A szupramolekulak alkotorészeik onszervezddésével keletkeznek. De mit is
értiink dnszervezédésen? Az onszervezddés fogalmat a szupramolekularis kémiaval
foglalkozd vegyészek vezették be. Ez 1ényegében egy olyan szintézisstratégia,
amellyel komplex strukturak kifejlesztésére forditott eréfeszitést csokkentették [7-
10]. A gyakran tobblépcsds szintézissel szemben egyszeriien csak olyan vegytiletet
terveztek, amely idedlis pozicidoban tartalmazott kotési helyet. Ez a megfeleld
anyagfajtaval Osszekeverve spontan, minden kiilsé beavatkozas nélkiill nagy
stabilitast, jol definialt szerkezetli asszocidtumokat hozhat Iétre. Hogy az
onszervezO0dés végbemenjen, a kovetkezd feltételeknek kell teljesiilnie: (i) a
molekuldknak mobilisaknak kell lenniiik, ez tobbnyire teljesiil, mivel az oldatokban
a molekuldk bolyonganak (Brown-mozgas); (ii) a gazdamolekulat gondosan kell
megtervezni, hogy megfelel6 geometriai szerkezettel rendelkezzen, és optimalis
helyen legyen a kotési helye; (iii) a komponensek kozott képzodd kotéseknek
reverzibiliseknek kell lennitik. Ez azt jelenti, hogy a képz6dd aggregatum
termodinamikailag kontrollalt egyensulyi folyamat soran képzddik. Ez azért is
fontos, mert ezaltal korfolyamatban vehetnek részt, példaul az oxigén és széndioxid
szallitasban szerepet kapd hemoglobin a koriilmények folyamatos megvaltozasara
reagalva képes ellatni feladatat.

Ha a kozponti molekula koordinacids helyeit nem foglaljak el
oldészermolekulak, akkor az Onszervezddés entropiacsokkenéssel jar, mivel a
képz6d6 komplex legalabb két komponens kolcsonhatasaval alakul ki (a rendszer
rendezetlenségének mértéke csokken). Ahhoz, hogy valamilyen kémiai folyamat
végbemenjen a szabadentalpia-valtozasnak negativnak kell lennie, igy a
kedvezOtlen entropiavaltozast a gazda-vendég kotédés soran bekdvetkezo

entalpiavaltozds kell, hogy kompenzalja. Léteznek stratégidk, melyekkel a
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komplexképzddés soran bekdvetkezd entropiacsdkkenés minimalizalhatod. Az egyik
ilyen lehet6ség, ha a gazdamolekulara egynél tobb kotéhelyet épitiink. Az elsé
kotés kialakulasa entropiacsokkenéssel jar, mig az ugyanazon partnerek kozott
kialakulé masodik és az ezt kovetd kotddés mar nem jar tovabbi jelentds
rendezetlenségcsokkenéssel. Ez kelatképzodés néven ismert és mar rég kdzismert a
koordinacios kémiabol, ahol pl. az etilén-diamin vagy 2,2’-bipiridin ligandumok
kénnyedén helyettesitik az ammoniat vagy piridint az atmenetifém-komplexekben.

Mikdzben az entropiahatast targyaljuk, nem szabad elfelejteniink azt, hogy
kialakulhat olyan gazda-vendég kolcsonhatas is, amit az entropiandvekedés segit
eld. Ez lehetséges, ha a gazdamolekula tobb oldészermolekulat tartalmaz, melyek
kiszoritodnak egy nagyobb vendégmolekula beékelodésekor. Ebben az esetben a
gazda-olddszer komplex tobb molekuldt bocsat szabadon, mint amennyit megkdt,
igy a folyamat entropiandvekedéssel jar [5].

Az dnszervezddés nemcsak a kémikus altal tervezett kisérletekben jatszodik
le, hanem a bioldgiai rendszerekben is. Talan az egyik legismertebb példa az oxigén
és széndioxid szallitasaban szerepet jatszo hemoglobin szupramolekula. A négy
spiralisan csavarodott polipeptid-lanc mindegyike egy ugynevezett hem-molekulat
tartalmaz, melyek nitrogénatomjaikkal vasionokat kdotnek meg. A fehérjéknek a
nem aminosavakbol allo részét, mely nélkiilozhetetlen funkcidjuk ellatasahoz,
prosztetikus csoportnak nevezziik. Ilyen prosztetikus csoport a hem is. A vasionok a
szallitando oxigénmolekulakat fogjak megkdtni.

Altalaban jellemz a biolégiai szupramolekulékra, és az enzimekre, hogy
feliiletiikon talalhatd egy vagy tobb olyan lireg, amelybe a szubsztratmolekula (az a
molekula, amelynek atalakuldsat az enzim Kkatalizalja) pontosan beleillik, és
megkotddik az enzim altal katalizalt kémiai folyamat lejatszodasanak idejére.
Nagyon lényeges, hogy az iiregek vaza, alakja és mérete flexibilis legyen. A
nyilasaikon és esetleg belsé feliiletiikon helyezkednek el az oxigén-, a nitrogén-
vagy a kénatomok, amelyek mindegyike erésen vonzodik a fémionokhoz vagy mas

molekuldk hidrogénjeihez.
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Természetesen a biologiai rendszerek egésze bonyolult kdlcsonhatasok
Osszességébol all, ezért a vegyész tobbnyire a biomolekula egy kisebb
szegmensének viselkedését tanulmanyozza. Mas szoval modellredszereken
keresztiil szerzett informaciokbol probalja megérteni, magyarazni a bonyolult

biologiai folyamatokat.

2.2. Jablonski-diagram

A Jablonski-diagram egy molekula fény hatasara bekdvetkezd lehetséges
fotofizikai folyamatainak rovid, tomor Osszefoglaldja. Kivaldan szemlélteti egy
molekula energiaszintjei kozotti atmenetek tipusait, kdnnyen attekinthetéveé teszi a

Egy tipikus Jablonski-diagram lathat6 az 1. dbran [11].

Vastag vonallal jeldltem a szingulett alap Sy, €és gerjesztett Sy, S,,... S,,
valamint triplett gerjesztett Ty, T, ...T, elektronallapotokat, mig a vékony vonalak
a megfeleld elektronallapotokhoz tartozd rezgési szinteket jelolik. A fliggdleges,
folytonos vonalt nyilak a fény elnyelését vagy kisugarzasat szemléltetik, mig a
hullamvonalak a sugarzasmentes folyamatokat mutatjak.

A molekula kiilonb6z6 modon gerjeszthetd, mi az elektromagneses
sugarzas okozta fotolumineszcenciaval foglalkozunk, de kémiai reakcioval
(kemilumineszcencia), termikusan, s6t bioldgiai folyamaton (biolumineszcencia)
keresztiil is keriilhet gerjesztett allapotba egy molekula.

A Boltzmann-térvény értelmében a molekuldk szobahdmérsékleten
alapallapotban (So) vannak. Fotonelnyeléssel a molekula nagyobb energiaju
elektronallapotba keriil, tobbnyire egy magasabb rezgési szintre, ezt a

besugarzashoz hasznalt fény energiaja hatarozza meg.



2.2. Jablonski-diagram
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1. abra A fotofizikai folyamatok Jablonski diagramja. S, szingulett allapotok, T,
triplett allapotok.

Az abszorpcié nagyon gyorsan, altaldban 107 s alatt jatszodik le [11].

Ha a molekula egy allapot magasabb rezgési szintjére keriil, akkor a
gerjesztett molekula nagyon gyorsan (107%s) atadja rezgési energiajat az
oldészernek. Az S; allapotbol a molekula fotonkibocsatassal az S, szint tobb
rezgésileg gerjesztett allapotaba mehet at, ezért a fluoreszcencia-szinkép kisebb
energiaknal jelentkezik és az elnyelési szinkép tiikkdrképe, amennyiben az S, és S,
allapotok rezgési szintjei kozotti energiakiilonbségek megegyeznek.

A gerjesztett allapotbol kiinduld folyamatok két nagy csoportba sorolhatok,
megkiilonboztetlink sugdrzdsos ¢€s sugarzasmentes atmeneteket. Sugarzasos
atmenetrol  akkor  beszélink, ha gerjesztett allapot energiavesztése
fotonkibocsajtassal jar, sugarzasmentes atmenet esetében pedig a molekula
gerjesztett allapotbol fotonkibocsatas nélkiil kertiil vissza alapallapotba.

Azonos multiplicitastt (pl. szingulett-szingulett vagy triplett-triplett)
energiaallapotok kozott fotonkibocsatassal fluoreszcencia (F jelolést fogom
hasznalni), mig sugarzasmentes atmenettel, belsé konverzio (angol kifejezésbol
szarmaz6 roviditését ,,internal conversion” IC-t fogom hasznalni) johet l1étre. A

belsé konverzio fiigg azon energiadllapotok egymashoz vald viszonyatol, amelyek
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kozott a folyamat végbemegy. (1) Gerjesztve a molekulat az S, allapot magasabb
rezgési szintjére keriil. A rezgési relaxacido kovetkeztében a molekula elveszti
rezgési gerjesztettségét és az S, legalacsonyabb rezgési szintjére megy at. Ezt
kovetden belsé konverzio megy végbe az S, és S; allapotok kozott (vizszintes
atmenet), melyet ismét rezgési relaxacio kovet az S; legalacsonyabb szintjére. A
folyamat altalaban koriilbeliil 107°-10"'s alatt kovetkezik be. Ennek a gyors
atmenetnek kdszonhetd, hogy a kezdetben 1étrejott gerjesztett allapottol fiiggetleniil
a legtobb esetben a gerjesztett allapot és alapallapot kozotti atmenet és a primer
fotokémiai folyamatok rezgésileg nem gerjesztett S| energiaszintrél mennek végbe.
(2) Ezutan a molekula az S| legalacsonyabb rezgési szintjérdl atmegy az S, allapot
ugyanolyan energiaju rezgési szintjére (IC). Ezt egy gyors relaxacié koveti mialtal a
molekula az alapallapot legalacsonyabb rezgési szintjére mehet at. Az S; - S
kozotti sugarzasmentes atmenet altalaban 107'-107s alatt kovetkezik be [11]. Minél
kisebb két allapot kozotti energiakiilonbség, annal hatékonyabban megy végbe

kozottiik a belso konverzio.

1. tablazat Egyes fotofizikai dtmenetek leggyakoribb idétartama [11]:

Atmenet Fotofizikai folyamat  Id6tartam
S,— S, Abszorpcid 0 s

S,— 5, 1C 10 -10 s
5175 Ic 10 -10 s
S,— S,thv.  Fluoreszcencia 10'10 ) 10'8 s
$,—T, ISC 10 -10 s
=T, 1C 10 -10 s
T, =5, ISC 10 -10 s
T —S,+ th Foszforeszcencia 1 0'3 ) 101 S

Kiilonb6z6 multiplicitasu (szingulett-triplett vagy triplett-szingulett), de
azonos energiaju gerjesztett elektronallapotok kozotti sugarzasnélkiili atmeneteket

spinvaltd atmeneteknek nevezziikk (a tovabbiakban az altalanosan hasznalt
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2.2. Jablonski-diagram

Hintersystem crossing” roviditését, ISC-t fogom hasznalni). A folyamat tipikusan
10" — 10" s alatt kovetkezik be. Kiilonbozé multiplicitasa allapotok kozotti
sugarzasos atmenet is végbemehet, ez a foszforeszcencia (P). Ez spintiltott
folyamat, mely altaldban 10°-10 s alatt torténik. Oldatban a molekula a T,
allapotbdl altalaban sugarzasmentes folyamat soran keriil vissza alapallapotba,
mivel a foszforeszcencia valosziniisége sokkal kisebb, mint a sugarzasmentes
energiavesztésé. Ezért a foszforeszcencia sok esetben csak kis hémérsékleten
és/vagy merev kornyezetben (livegben) észlelhetdé, ahol a sugarzasmentes
folyamatok jelentOsen lassulnak. Mivel a T, allapot energidja kisebb, mint az S,
allapoté, a foszforeszcencia nagyobb hullamhossza (kisebb energiaju) fényt
eredményez, mint a fluoreszcencia.

A Jablonski-diagramon feltiintetett fotofizikai valtozasok iddtartamait az 1.
tablazat tartalmazza.

A felsorolt fotofizikai folyamatokon kiviil a gerjesztett molekula energiat
veszithet kémiai atalakuldsok soran, példaul a kotésszakadas, izomerizacio vagy a
gerjesztett molekula mikrokdrnyezetében talalhatd mas molekuldkkal energia-,

proton- vagy elektron-atadas, excimer- és exciplexképzdés mehet végbe.

2.3. Kvantumhasznositasi tényezok és a gerjesztett allapot élettartama

Az elnyelt fotonok és a fluoreszcenciaként visszakapott fotonok szamanak
aranya, masképpen a fluoreszcencia kibocsatas és a fényelnyelés sebességének
aranya adja a fluoreszcencia kvantumhasznositasi tényezot.

Ha a fotokémiai reakciok sebessége eclhanyagolhatd, akkor egy S,
gerjesztett allapotban levé anyag az alabbi elsérendii parhuzamos folyamatokban

vehet részt [12]:

S1 _ SO + hv kf
S1 - T1 kisc
S, ——= S, Kic

11
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ahol k¢ a fluoreszcencia kibocsatas sebességi egyiitthatoja,
kisc a spinvalté atmenet sebességi egyiitthatoja,
k;. a bels6 konverzid sebességi egylitthatoja.
Ha a rendszert stacionarius fényforras vilagit meg, és r jeloli a gerjesztés
sebességét, ami egységnyi térfogatban egységnyi id6 alatt elnyelt fotonok szamaval
egyenl6, valamint az S; allapotban a molekula nagyon révid ideig tartozkodik,
akkor felirhaté a kovetkez6 Gsszefiiggés:
d[S,1/dt = r—(k, +k, +k,)[S]1=0 (1)
[S,1=r/(k, +k, +k,) 2)
A fluoreszcencia kibocsatas sebessége k/S;/. Akkor a fluoreszcencia

kvantumhasznositasi tényezdje a kovetkezo:

¢f =kf[S1]/I" (3)

4)

Vagyis a parhuzamos folyamatok valamelyikének hatdsfoka az adott folyamat
sebességi egylitthatdjanak ¢€s a gerjesztett allapotbdl kiindulé folyamatokra
vonatkozo sebességi egyiitthatok Osszegének hanyadosa. Hasonloan megadhato a
spinvalté atmenet fluoreszcencia kvantumhasznositasi tényezdje is:

k

e ==k T, (5
k,+k,
A bels6 konverzio valosziniiségére pedig az
k, 6
O, =—t =k, =1-0,-D, (6)
k;+k, ‘ '

Osszefliggés érvényes, ahol k =k, +k,, .

A harom kvantumhasznositasi tényezo értékének osszege 1.

A gerjesztett allapot élettartama definicid szerint az az atlagos iddtartam,

amit a molekula gerjesztett allapotban t6lt, mieldtt visszatér alapallapotba.

12



2.3. Kvantumhasznositasi tényezok és a gerjesztett allapot élettartama

Figyelembe véve a szingulett gerjesztett allapotbol kiinduld lehetséges

folyamatokat, a gerjeszt6 hatds megsziinését kovetden, a gerjesztett molekula

crcr

_M = (k/' +ky + kIS, ] 2
dt '

ahol [S|] a szingulett gerjesztett allapotban levé molekulak koncentracidja, [S;]o
pedig a kezdeti iddpillanathoz tartozé koncentracio, integralva a kifejezést a
kovetkezo egyenletet kapjuk,
t
[S1], =[S, ], exp(=—) (8)
7,
ahol 7 az S, gerjesztett 4llapot élettartama, ami megadhaté az alabbi

Osszefiiggéssel:

! )

T, =
‘ k f + kisc + k ic
Ha a gerjesztett allapot kozvetleniil fényelnyeléssel keletkezik a fluoreszcencia-

intenzitds idébeni valtozasa megadhato az:

t
I, =k,[S,1=k,[S,], exp(-—) (10)
T
Osszefliggéssel. Barmelyik primer folyamat sebességi egyiitthatoja kiszamithato a ¢

¢és a megfelel6 kvantumhsznositasi tényez6 ismeretében.

13



Berberin alkaloid fluoreszcencias sajatsagai dnszervezddo rendszerekben

2.4. Vizsgalt vegyiiletcsaladok

2.4.1. Izokinolinvazu alkaloidok, berberin-klorid

Az alkaloid elnevezés szigoru értelemben véve a természetben novények
altal termelt, biologiailag hatékony aminokat takar. Szamos alkaloidnak
gyogyaszati hatasa van. Az elnevezés az alkali szobol ered, kesert iziiek, lugos
kémhatastiak. Mig néhany alkaloid mérgez6, sok alkaloid érzéstelenito,
fajdalomcsillapité hatasu.

Az alkaloidokat a képzddésiikben fontos szerepet betdltd metabolikus
folyamatok alapjan csoportositjak. Ha egy vegyiilet bioszintézise nem ismert, akkor
azt a mar ismert hasonld szerkezetli vegyiiletek csoportjaba soroljak. Sok alkaloid
arrol a novényrdl kapja a nevét, amibol eldszor vontak ki (pl. berberin). Ha egy
adott vegyiiletcsaladrol Gjabb kutatasi eredmények latnak napvilagot, akkor néha az
egész csoport nevét modositjak, hogy még jobban tiikr6zédjenek az 11j ismeretek.
Altalaban egy a szintézis folyamataban fontos szerepet betoltd biolégiailag fontos
aminrol kapja a csoport az 0j nevet.

A Dberberin egy természetes izokinolinvazas alkaloid. Az izokinolin
benzo[c]piridin illetve 2-benzanin néven is ismert. Heterociklusos aromas szerves
vegyiilet, mely csatolt benzol és piridin gyiliriit tartalmaz. Tobb ismert és
gyogyaszatban alkalmazott vegyiilet tartozik még az izokinolinvaza alkaloidok
csaladjaba, ilyen példaul a gyomorgdrcsokre, illetve simaizomrelaxansként
alkalmazott papaverin, a fajdalomcsillapitdsra hasznalt morfin vagy a
kohogéscsillapitod hatast kodein.

Hoogewerff és van Dorp 1885-ben izolalta el6szor az izokinolint
szénkatranybol frakcionalt kristalyositassal [13]. 1914-ben Weissgerber egy sokkal
konnyebb és gyorsabb eljarast ir le a vegylilet kipreparalasara. Kihasznalva, hogy
az izokinolin sokkal bazikusabb, mint a kinolin, szelektiv extrakciot, majd ezt

kovetden frakcionalt kristalyositast alkalmazott [14].
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2.4. Vizsgalt vegyiiletcsaladok

A berberin egy ndvényi eredetii alkaloid, mely szamos kinai fézetben
el6fordul. Megtalalhato a Berberis ndvénycsaladhoz tartozé ndvények szinte
minden tagjaban, valamint a Coptis chinesis, Chelidonium majus L. és Hydrastis
canadensis L. novényekben, valoszinilileg innen is kapta a nevét. Néhany ndvény
képe lathatdo a 2. abran. A Berberis ndvények tobbnyire sargan virdgoznak és
gyiimolcsiik biborpiros. Gyiimolcsiik ehetd, lekvart készitenek beldle. A berberint
er6s sarga szine miatt gyapju és boOr szinezésére hasznaltak. UV-fénnyel

megyvilagitva a berberin sargan fluoreszkal [15].

2. abra Berberis darwinii, Berberis thunbergii, Hydrastis canadensis L.

Habar a berberint tesztelték cukorbaj, prosztatarak [16], szivritmuszavar
[17] és leukémia kezelésére [18], azonban klinikai kiprobaldsara még nem keriilt
sor ¢ betegségek kapcsan. Virusos megbetegedések ellen kivalo [19],
baktériumellenes hatdsa is ismert [20], lazcsillapitdé [21], valamint nem utols6
sorban a koleszterinszint is szabalyozhato segitségével [22].

Szamos szarmazékat eldallitottdk annak érdekében, hogy feltérképezzék
milyen szubsztituensek miként modositjak az alapvegyiilet antibakterialis hatasat
[20]. Megallapitottak, hogy a Staphylococcus aureus baktériummal szemben a 13-
etil-9-etoxi-berberin szarmazék baktériumellenes aktivitisa nyolcszor nagyobb,
mint az alapvegyiileté. Az antibakteridlis hatisban dominans szerepet kap a
kvaterner nitrogénatom, egy alkilszubsztituens beépitése a 13-as helyzetbe,
valamint ndveli az aktivitast, ha a 2 illetve 3-as helyzetben a metoxicsoportot

metilén-dioxidra cserélik (7. abran a Berberin szerkezeti képlete lathato). A
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vegyiileten végrehajtott szubsztituciok jelentdsen nem modositjak az aktivitast az
Escherichia coli és Candida albicans baktériumokkal szemben.

A Hydrastis canadensis L. (Goldenseal) novény szaritott gyokerét
hasznaltak sebek, fekélyek valamint szem- és bérbetegségek kezelésére [23]. E
névényben az alkaloidok koziil a berberin van a legnagyobb mennyiségben jelen.
Mivel a berberin kdlcsonhatasba 1ép a DNS-sel [24], fontos tudni, hogy a vegyiilet
fény hatasara bomlik-e, illetve fotokémiailag inicil-e kiilonféle karos folyamatokat.
Néhany kozleményben vizsgaltdk a berberint annak érdekében, hogy jobban
megismerjék biologiai aktivitasat, citotoxikus hatdsanak mechanizmusat [25-27].

Szilikagélre  impregnalt  berberin-szulfat  fluoreszcencia-intenzitasa
jelentésen megnd alkanok illetve kis polaritast vegyiiletek jelenlétében [28, 29], igy
alkalmazhat6 vékonyréteg-kromatografias jelz6anyagként.

Fluoreszcencia-intenzitdsa diklor-metdnban a metanol moltortjének
fokozott novelésével monoton csdokkenés tapasztalhatd [30].

A berberint kiilonb6z6 vegyiiletek mennyiségi kimutatasara hasznaljak,
mivel fluoreszcencias sajatsagai érzékenyen reagalnak e komponensek jelenlétére
[30].

Jun-Sheng Yu ¢s munkatarsai berberin és ciklodextrin (CD) kozotti
komplexalodast vizsgaltak vizes kozegben [31]. Abszorpcios és fluoreszcencias
vizsgalatokkal 1:1 komplexalodast mutattak ki. Igazoltak, hogy fontos szerepet
jatszik a makrociklus gylirijének mérete a komplex kialakulasdban, hisz
ugyanolyan koriilmények kozott a joval kisebb méreti o-CD-nel (atméré 4,5 A)
képz6dd komplex egyensilyi allandoja K=60 mol'dm’, mig a B-CD-nel (7,0 A)
alkotott komplexre kozolt érték 2,3-szor nagyobb. A berberin abszorpcids
szinképében B-CD jelenlétében enyhe fényelnyelést csokkentd hatast és kék
eltolodast tapasztaltak, mikdzben a fluoreszcencia-intenzitas tizszeresére nétt. A
komplex  fluoreszcencia-intenzitasa az  oldat pH-janak  fiiggvényében

maximumgorbe szerint valtozott, a legnagyobb értéket pH=7,2-nél tapasztaltak.
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2.4. Vizsgalt vegyiiletcsaladok

A berberin gyogyaszati alkalmazasanak szempontjabol két kedvezodtlen
tulajdonsaggal rendelkezik, egyrészt rosszul oldodik vizben, masrészt nagyon
keseri izli. Amikor a berberin a ciklodextrin tiregébe ¢kelodik a vegytilet
oldékonysaga megné €s kevésbé lesz keserll, mikozben a gombadld sajatsaga nem
valtozik [32].

A berberin nagy orvosi, bioldgiai jelentdsége ellenére nagyon kevés
informacié all rendelkezésre a fényelnyelést kovetd reakcidirdl és fotofizikai
sajatsagairol. Ez kiilonésen meglepd, hiszen tobb alkaloidrol ismert, hogy fény
hatasara bomlik és fototoxikus. E farmakologiailag aktiv vegyiilet sikeres,
biztonsagos alkalmazasdhoz alapvetd fontossagu a fotokémiai atalakulasai feltarasa,
¢és annak megértése, hogy fény hatasara milyen kedvezétlen folyamatokat inditanak
az €16 szervezetben.

Maurice O. Iwunze kimutatta, hogy a berberin fluoreszcencia-intenzitasa
fiiggvényében vizben. A kezdeti novekedést az ionparképzodésnek tulajdonitottak,
majd az SDS aggregatumok megjelenésével csdkken az intenzitas és hatarértéket ér
el a kritikus micellaképzddési koncentracional [33]. A berberin iontranszportgatlo,
kalium ioncsatorna-blokkold sajatsagokkal is rendelkezik, és csokkenti a kloridion
kivalasztasat [34, 35]. Ezért fontos feltarni a berberinkation és kiilonféle anionok

kolcsonhatasat is.

2.4.2. Kalixarének

Ionok, biologiai jelentdségli vegyliletek analitikai kimutatasa a
szupramolekularis kémia egyik gyorsan fejlodé aga [36, 37]. A szulfonato-
kalixarének a szupramolekularis kémia egyik alapvetd fontossagu vegyiiletcsaladja,
mivel a vegyiilet jol oldddik vizben, és szamos biologiai, farmakologiai hatasa

ismert valamint analitikai célokra is alkalmazhato [38].
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A makrociklusos vegyliletek, mint példaul a B-ciklodextrinek,
koronaéterek, kriptandok, valamint a kalixarének képesek magukba foglalni mas
ionokat vagy molekulat, mint példaul, kisméretii szerves anyagokat, aminosavakat,
sOt peptideket is.

A kalixarének felfedezésével kapcsolatos elsé kozleményt 1872-ben
Adolph von Bayer irta fenol és formaldehid kozotti reakciot vizsgalva nem sikerdilt
izolalnia a terméket, és egyszerlien csak cementhez hasonl6 vegyiiletként jellemezte
[39]. 1894-ben Lederer ¢s Manasse-nek sikeriilt hasonlé reakciobol izolalniuk egy
kristalyos anyagot, amelyben egyidejiileg jelen volt az orto és para hidroxi-metil-
fenol [40, 41]. Nyilvanval6an a két izomer jelenléte az orto és para helyzet hasonlo
aktivitasanak tudhato be. Zinke és Ziegler 1944-ben ezt a problémat a para helyzet
blokkolasaval oldotta meg, para-terc-butil-fenolt hasznalt [42]. 1955-ben jelenik
meg az elsd kozlemény, mely a kalixarének biologiai hatasat teszi kozzé. Ebben
Cornforth az etilén-glikol szubsztitualt para-oktil-kalix[8]arén tiidobaj (TBC) elleni
hatasat mutatja be, noha a molekula egzakt szerkezete még mindig ismeretlen volt

[43].

3. dbra Kalix[4]arén szerkezete.

Az 1980-as években Gutsche NMR-mérésekkel igazolta a makrociklusos
szerkezetét [44]. O javasolta a kalixarén trivialis elnevezését. Hasonlosagot latott
egy 6si gorog kehely és a molekula alakja kozott. ,,Calix” gorogiil kelyhet jelent,
természetesen az arén pedig arra utal, hogy aromas gytiriikkbol all a vegyiilet.

crer

jelenlétében, katalizatorként szervetlen bazist hasznalnak altalaban.
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2.4. Vizsgalt vegyiiletcsaladok

Egyes kalixarének biologiai hatasa is ismert, virusos megbetegedések
ellen, valamint trombozis gyogyitdsara hasznalhatok [45]. Azonban gyogyaszati
alkalmazasuknak gatat szab az, hogy vizben teljesen oldhatatlanok, ezért a
szerkezetiiket kémiailag modositani kell, vizben oldhatova kell tenni. Kénnyebb a
kalixaréneket modositani, mint a természetes szupramolekularis vegyiiletet, a
ciklodextrineket, s6t nagy eldnyiik, hogy kevésbé mérgezoek az elébb emlitett
vegyliletcsaladnal [38].

Az 3. abran egy négy fenol egységbdl all6 kalixarén lathato. Harom
lehet6ség van, ahol modosithatjuk a vegyiiletet: fenolos OH-n, a fenolos OH-t61
para helyzetben, valamint a metilénhidat valtoztathatjuk.

Tobb kisérlet folyt, hogy vizben oldhatova tegyék a molekulat,
karbonsavcsoportot, amidcsoportot épitettek a fenolos OH-n keresztiil, vagy ezzel
atellenesen a molekulara, igy mmol dm™ nagysagrendiileg valt vizben oldhatova.
0,1 mol dm™ koriilli oldhatésagot értek el, ha para helyzetben szulfonaltik a
kalixarént [38]. Az irodalomban harom moddszer ismert a kalixarének
szulfonalasara, hogy melyik modszert alkalmazzak, azt elssorban a makrociklus

természete hatarozza meg.

H SO,H SO,H

H,SO, H,S0,

80°C
_100°C,_
4 4 4
OH OH 4 OH
OH
(a) (b)
H SO.H

HSO,CI CHCL,
E—

OR OR

(c)
4. abra A kalixarének szulfondlasa: (a) kozvetlen szulfondalas,(b) ipso-szulfonaldas, (c) kloro-

szulfonalds.

Kozvetlen szulfonalas esetén (a) a kalixarénhez kénsavat adva, a rendszert 100 °C

fokon tartva, szubsztiticios reakcion keresztiil képzodik a szulfonato-kalixarén [46,
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47]. Ipso-szulfonalas soran (b) a terc-butil-kalixarénbdl kiindulva kénsav
jelenlétében, 80 °C-on szulfonalhato a kalixarén, ez gyakran nem teljes, és csak a
kalix[8]arén szulfonalasara javasoljak [48]. A klorszulfonalast (c¢) kénsavra
érzékeny vegyiileteknél alkalmazzak, kloroformban klorkénsav jelenlétében hajtjak
végre, melyet elsGsorban a hidroxiszubsztitualt szarmazékok szulfonalasara
hasznalnak [49, 50].

Bar a kalixarének szintetikus molekulak, azonban a természetben ciklikus
és nem ciklikus analdgjaik is el6fordulnak. Talan a legkdzelebbi természetben
el6forduld analogjuk a makrociklusos brom-ciklotriverilent, melyet 1978-ban
Combaut algabdl izolalt [51].

A kalixarén és vendégmolekula kozotti kolcsonhatast (figyelmen kiviil
hagyva a vendégmolekula szerkezetét) elsdsorban a gytirli mérete €s az oldat pH-ja
szabja meg. Kiilonboz6 szamu fenolegységekbol allo kalix[n]arén gylriiméreteit

foglalja 0ssze a 2. tablazat.

2. tablazat Kalix[n]arének gyiiriiinek, elméleti szamitdasok

alapjan feltételezett paraméterei [38].

Vegyiilet Atmérd (nm) Magassag (nm)
kalix[4]arén 0,59 1,17
kalix[6]arén 0,49 1,62
kalix[8]arén 0,92 2,24

A fenolegységeket 6sszekoté metiléncsoport lehetdséget teremt kiilonbozo
izomerek, konformerek kialakulasara. A négy fenolegységbdl allo kalixarénnek
négy konformere 1étezik, a kalix[6]arénnek nyolc, mig a kalix[8]arénnek tizenhat
konformere van [52].

A para-szulfonato-kalixarének vizben nem vagy nagyon rosszul old6do
vegyiiletek, gyogyszerek, mint példaul a nifedipin segitségiikkel vizben oldhatdva
teheték. Megfigyelték, hogy minél nagyobb a gylriiméret, annal nagyobb
oldékonysagnovekedés érhetd el [53].
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2.4. Vizsgalt vegyiiletcsaladok

A para-szulfonato-kalixaréneket, jelent6s biologiai fontossaga folytan,
széleskorlien tanulmanyoztak. Kimutattdk, hogy a kationos oxazin-1 festék az
SCX8-al nemcsak 1:1, hanem 2:1 sztdchiometridju komplexet is képez [54]. A
fullerén a hat fenolegységbdl allo szulfonato-kalixarénnel 1:1, mig a joval kisebb
gylriiméreti para-szulfonato-tiokalix[4]arénnel 1:2 0Osszetételli komplexet alkot
[55].

A vizsgalt vegyiiletek tilnyomd tobbségében a vendégmolekula
fluoreszcenciaja kioltddik, amikor a szulfonato-kalixarénbe ékelédik [54, 56-58].
szulfonato-kalixarénekkel, csak egyetlen kozleményt talaltunk, amelyben a
komplexaldédas fluoreszcencia-intenzitas-novekedéssel jart (Auramin O festék)

[59]. Alkaloid és kalixarén kozotti kdlcsonhatast még nem vizsgaltak.

2.4.3. Kukurbituril

A makrociklusos vegyiiletek szupramolekularis komplexképzodését
széleskorlien alkalmazzak a nanotechnoldgidban kiilonbdz6 analitikai eljarasok,
szenzorok, fluoreszcencids probak tervezésekor, valamint a hidrofob vegyiiletek
oldékonysaganak a novelésére [60-62].

Mock, Freeman és Shih kukurbiturilnak nevezték el a glikoluril és
formaldehid kondenzacidja soran képz6doé ciklikus hexamert [63]. A vegyiilet
trivialis neve onnan ered, hogy a fent emlitett szerzk hasonldsagot lattak a
cucurbitaceae csaladba tartozo siitétok alakja és a kukurbituril szerkezete kozott (5.
abra).

A Mock és munkatarsai altal adott trividlis nevet késébb Flinn és
munkatarsai  kiterjesztették, mivel kukurbiturilszarmazék eldallitasa kozben
dimetilszubsztitualt glikolurilt felhasznalva tilnyomorészt ciklikus pentamert és
nem hexamert kaptak, amit dekametil-kukurbit[5]urilnak neveztek el [64], igy az

eredeti kukurbituril neve kukurbit[6Jurilra modosult.
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5. abra Kukurbit[n]uril makrociklus.

A vegyiilet altalanos képlete a kukurbit[x]uril, ahol »n a glikoluril egységek
szamat jeloli. A kozelmultban eldallitottak kiillonbdz6é méretd, 5, 6, 7, 8 és 10
glikoluril egységbdl allé kukurbiturilt. [65, 66].

Ezek a vegyliletek természetesen eltéré gytirimérettel rendelkeznek és
kiilonb6z6 az oldékonysaguk is. Az 3. tablazat a kukurbit[n]uril (n= 5, 6, 7, 8)

gylriijének paramétereit mutatja.

3. tablazat A kiilonbozé tagszamu kukurbituril makrociklusok gytiriiinek paraméterei.

CBS5 CB6 CB7 CBS

Ureg bejaratanak atméréje (nm) 0,24 0,39 0,54 0,69
Ureg belsé atmérdje (nm) 0,44 0,58 0,73 0,88
Ureg térfogata (nm?3) 0,08 0,16 0,28 0,48
Ureg kiilsé atméréje (nm) 1,31 1,44 1,60 1,75
Magassaga (nm) 0,91 0,91 0,91 0,91

Erdemes megjegyezni, hogy nincs bizonyiték 5-nél kisebb gyiiriitagszamu
kukurbituril 1étezésére, valamint a legnagyobb méretd analdég, amit eddig izolaltak,
tiz glikoluril egységbdl all [67].

Behrend és munkatarsai allitottak elo elsoként a CB6-ot mar tobb, mint 100
évvel ezeldtt, de szerkezetét nem tudtak meghatirozni, csak az Osszegképletét
kozolték, CioH;;N;O4. Kimutattadk, hogy komplexet képez aminosavakkal és
festékekkel [68]. A CB6 szerkezetének meghatdrozasa 1981-ig varatott magara.
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2.4. Vizsgalt vegyiiletcsaladok

Rontgendiffrakciés modszerrel kimutattak, hogy jol meghatarozott elrendezésii
gylriikbol épiil fel, melyben a glikoluril egységek ismétlddnek, melyet két
metiléncsoport valaszt el egymastol [63].

A karbonilcsoportokkal szegélyezett gyliri bejaratanak atméréje koriilbeliil
0,2 nm-el kisebb, mint a gylr(i bels6¢ atméréje, ami a vendégmolekula kotodését

Mivel a glikoluril egységek karbonilcsoportjain nagy a negativ
toltéssiiriiség, valamint az a tény, hogy az tireg belsé feliilete hidrofob jellegii [70],
a kukurbituril eldszeretettel kotédik fémionokhoz, valamint szerves kationokhoz,
mint példaul protonalt aminokhoz illetve piridiniumsokhoz [71, 72]. Kukurbiturilba
beé¢kelédve a vendégmolekula kémiai és spektroszkopiai sajatsdgai valtozhatnak,
fotostabilitasa novekedhet [73, 74], sztereoszelektiv fotodimerizacid mehet végbe
[75, 76].

Szamos modszert hasznaltak, a gazda— és vendégmolekula kozotti
kolcsonhatas vizsgalatara CB6 esetén. 'H-NMR spektroszkopiai vizsgalatok azt
igazoltdk, hogy CB6 komplexalédasa sordn az iireg belsejében levo
vendégmolekula protonjainak jele a nagyobb térerd irdnyaba, mig az iireg kiilsé
részén levo protonok altal adott jel a kisebb térerd iranyaba mozdul el [71, 77, 78].

Amennyiben a vendégmolekula elnyelési szinképe komplexalodas hatasara
szamottevien valtozik, akkor a komplex egyensulyi alland6ja meghatarozhaté UV-
lathaté elnyelési spektroszkopia segitségével. Mock és munkatarsai ezzel a
modszerrel hatarozta meg a CB6 és 4-metil-benzil-ammoniumion kozott 1étrejovo
komplex stabilitasat.[71; 77-80].

Az anilino-naftilin-szulfonat fluoreszcencia-intenzitasa CB7-be ¢ékelddés
hatasara nd, amit a 2,6 izomer esetén a fenilrész beagyazodasaval magyaraztak. Az
1,8-anilino-naftilin-szulfonat esetében viszont azt tapasztaltdk, hogy a
vendégmolekula két CB7 makrociklus kiils6 feliilete kdzzé ékelddik be, mikozben
2:1 komplex jon 1étre [81].

Bar a kukurbituril az Onszervez6dd rendszerek korében igen nagy

érdeklodésnek oOrvend, kevés adat van az irodalomban arr6l, hogy miként
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modositjak a kiilonféle jelz6anyagok fluoreszcencias sajatsagait. Egy nemrég
megjelent kdzlemény kitiné attekintést ad a festék-kukurbituril komplexekrél és a
festtk komplexalodas hatasara bekovetkez6 fluoreszcencids sajatsagainak
valtozasarol [82]. Feltételezésiik szerint a Dapoxyl festék beékelodik a
kukurbit[7]uril iiregébe, aminek kovetkeztében egy 10j fluoreszcenciasav jelenik
meg az emisszios spektrumban. A Dapoxyl-CB7 rendszer felhasznalhaté enzimek
kimutatasara enyhén savas kézegben [83].

A protonalt 2-amino-antracén savassaga ugy alap-, mint gerjesztett
allapotban csokken, ha CB7-be agyazodik be, melynek eredményeként az emisszios
szinkép zoldbol kékbe tolodik el [84]. Kimutattdk, hogy a gombadld hatassal
rendelkezd metil-2-benzimidazol fluoreszcenciaintenzitasa 10-szeresére novekszik,
amikor kukurbit[6]uril-ba ékeldédik [85], mig a 2,7-dimetil-diaza-pirén és
kukurbit[7]uril kozotti kolesonhatds soran csak 45%-os fluoreszcencia-intenzitas-
novekedés volt megfigyelhetd [86]. A tobbi vizsgalt vegyiilet fluoreszcencia
kvantumhasznositasi tényezdjének értéke is hasonlé mértékben valtozott [82, 87].

A 2,3-diaza-biciklo[2.2.2]okt-2-én-nak (DBO) a fluoreszcencia kibocsatasi
sebességi egylitthatoja CB7-ben kisebbnek bizonyult, mint vizben [88, 89], azonban
ellenkezé hatast tapasztaltak ,Neutral red” (Semleges vords) festék esetében,
valamint ennek protonalt forméajanal [90].

A DBO-val jelolt biomolekula CB7-be ékelédve rendkiviil nagy
fluoreszcencia-€lettartammal rendelkezik, valamint igen ellenallova valik kioltokkal
szemben [91]. Jelentés fluoreszcencia-intenzitas-ndovekedést értek el, ha egy
trifenil-metan tipusu ,,Brilliant Green”-nevii fluoreszcencias festék oldathoz
szarvasmarhabol kivont fehérjét és CB7-et adagoltak, mikdzben kiilon-kiilon nem
modositjak jelentésen a festék fluoreszcenciajat [92].

A vizsgélt vegyliletek és CB7 kozott képzodd komplexek egyensulyi
allanddja csokkent a hozzaadott szervetlen sok, mint példaul natrium-klorid
hatdsara, amit a karbonilcsoport negativ toltésii oxigénatomja €s a natriumion

kozotti kolcsonhatasnak tulajdonitottak [93-95].
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2.4.4. Epesavak

Az epesavak az egyik legismertebb és talan legfontosabb természetes
feliiletaktiv anyagok. A m4j termeli a koleszterin enzimes atalakitasaval. Fontos
szerepet toltenek be az eld szervezetben, részt vesznek az emésztés folyamataban,
nélkiiliik a zsiremésztés tokéletlen. A bélbe jutd epesavak zsirfolszivodast lehetdvé
tevo hatasuk révén gondoskodnak a zsirban 0ld6édé vitaminok f6lszivodasarol, majd
a vérben is keringd epesavak segitségével eljutasardl a vérbol a sejtfal kettds zsir-
fehérje rétegén keresztiil a sejtbe, a vitaminok igazi célallomasahoz.

A vegylilet amfifil karakteri, ez a szteroidvaz konkav illetve konvex
oldalanak eltéré polaritdsabol ered. A konkav, hidrofil rész hidroxilcsoportokat
tartalmaz, melyeknek szama, iranya és helyzete jelentdsen befolyasolja a fizikai-
kémiai sajatsagokat. A hidrofoéb rész metilcsoportokkal szubsztitualt. Ennek az
egyedi szerkezetnek kdszonhetden teljesen masként viselkednek vizes kozegben,
mint a hagyomanyos feliiletaktiv anyagok, mint példaul a natrium-dodecil-szulfat.

Reis és munkatarsai 6,1; 7,3; illetve 5,9 mmol dm™ mértek a natrium-kolat
(NaC) ,cmc” értékére 0,1 mol dm~ NaCl-ot tartalmazé oldatban
szobahdmérsékleten harom kiilonb6z6 modszerrel (derivativ spektrofotometria,
potenciometria, fényszoras light scattering) [96]. Matsuoka és Moroi statikus
fényszoras modszerrel két ,,cme” értéket talaltak (6,2 és 12,8 mmol dm™) [97]. A
fagyaspontcsokkenés-mérések alapjan arra kovetkeztettek, hogy 0,016 mol kg™
NaC alatt nem kovetkezik be aggregacio [98]. Kalorimetrids méréssel illetve
potenciometriaval 10 mmol dm illetve 11 mmol dm™ értéket talaltak a NaC ,,eme”
értékére 0,1 mol dm™ NaCl-ot tartalmazé oldatban [99, 100].

Az epesav-aggregatumok azon sajatsaga, hogy magaba foglalhat kiilonb6z6
szerves vendégmolekulakat, lehet6vé teszi fotoindukalt reakcidk szelektivitasanak
novelését [101], valamint vizben gyengén oldodé gyogyszerek oldhatova tehetok
segitségiikkel [102]. Bohne ¢és munkatarsai igazoltdk, hogy ellentétben a
hagyomanyos micellakkal és makrociklusos gazdamolekuldkkal, az epesav-

aggregatumok két, jol meghatarozott, kiilonb6zo tulajdonsagokkal rendelkezo
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kotohellyel rendelkeznek [103]. A hidrofob molekulak az elsédleges
aggregatumokba ¢kelddnek be, mely megfelelé védelmet nyujt a kiilonbozo
kioltokkal szemben [104]. Az els6dleges aggregatumba ¢ékelodd vegylilet
kotodésének dinamikaja lasst és fiigg a vendégmolekula méretétél [105, 106].
Kimutattak, hogy azon vegyiiletek, melyek hidrogénkétés kialakitasara képesek, a
masodlagos aggregatumokhoz kapcsolodnak. Mivel ez a szerkezet sokkal lazabb, a
vizben 1évé reaktansok szamara konnyebben hozzaférheté. A vendégmolekula
alakja, mérete és hidrofob jellege jelentdsen befolyasolja az asszociacid
hatékonysagat, dinamikajat, valamint befolyasolja kioltokkal szembeni védelmet
gerjesztett allapotban [103-109]. Igazoltdk, hogy az acetonitril megvaltoztatja a
vendégmolekula oldékonysagat és moddositja a vegyiilet tartdozkoddsi idejét az

epesav aggregatumokban [110].

elzodleges aggregatum maszsodlages aggregatum

elzodleges aggregatumba ekeladont masodlages aggregatumha ékelide it
vendézmolelula vendézmolelula

6. abra Small és munkatarsai dltal az epesav-aggregdciora felallitott kétlépcsds

asszocidcios modell.

Korabban az epesav-aggregaciot foként semleges aromas vegyiiletekkel

tanulmanyoztak, sokkal kisebb figyelmet forditottak a kationt tartalmazo
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vendégmolekula és epesav kozotti kdlecsonhatasra. Annak ellenére, hogy az alkaloid
és epesav kozotti kolesonhatas biologiai szempontbdl fontos lehet, az irodalomban
nem talaltunk errdl szisztematikus vizsgalatokat.

Small és munkatarsai kétlépcsds asszociacios modellt javasolnak az
monomerbdl tevodnek Ossze. Ezekben a részecskékben a konvex hidrofob részek
egymas felé fordulva vonzzak egymast, mig a polaris hidroxilcsoportok kifelé
allnak. Nagyobb epesavkoncentracioknal az elsddleges aggregatumok kozott
hidrogénkotések alakulnak ki, és ezek képezik a masodlagos aggregatumokat (6.
abra).

Mivel a berberin szerkezetében ugy hidrofil (ionos vegyiilet) mint hidrofob
(aromas) rész is van, nagy valosziniiséggel tigy az elsddleges, mint a masodlagos
aggregatumokba is be fog ¢kelédni. Az irodalomban még nem koézoltek olyan
jelzéanyagot, mely elsddleges és masodlagos epesav-aggregatumokhoz egyarant

képes kotddni.
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3. Felhasznalt vegyszerek és alkalmazott mérési modszerek

3.1. Felhasznalt vegyszerek

E fejezetet elsként a munkam soran felhasznalt anyagok bemutatasaval
kezdem, melyek szerkezeti képletét 7-11. abrakon tiintettem fel.

A vizsgalatainkhoz sziikséges berberin-klorid alkaloidot (Sigma) hasznalat
elott szilikagél (Merk) oszlopon kromatografaltuk, etanolt hasznalva elualoszerként.
A mérésekhez minden nap friss torzsoldatot készitettem. Meghataroztam a berberin

molaris abszorpcidés egyiitthatojat metanolban és a tovabbiakban ebbdl

MeOH
( 8421

=5387mol ' dm’cm™ ) az értékbél szamitottam a koncentraciot.

A berberin és kalixarén kozotti kdlesonhatas vizsgalatara a mérésekhez 4-
szulfonato-kalix[4]arént (SCX4) (Fluka), 4-szulfonato-kalix[6]arént (SCX6) és 4-
szulfonato-kalix[8]arént (SCXS8) (Acros Organics) hasznaltunk. SCX8, SCX6,
SCX4 makrociklusok 1:21, 1:13, és 1:19 sztochiometriaju vizet tartalmaznak. A 4-
szulfonato-kalix[6]arént felhasznalas el6tt faszénnel kezeltiik és metanolbdl
atkristalyositottuk, a masik kettot tisztitas nélkiil alkalmaztuk.

A kukurbit[7]urilt (CB7) (Aldrich) és az 1-butil-3-metil-imidazolium-
kloridot ([C4Mim]Cl) (Fluka) felhasznalas el6tt tobb napon at vakuumban
szaritottuk.

A natrium-kolat (NaC) epesavat az Aldrich cégtdl vasaroltuk.

A tetrabutil-ammoniumsokat, bisz(trifenil-foszfin)iminium-kloridot
tetrabutil-ammonium-kloridot és -perkloratot (Aldrich) minden tovabbi tisztitas
nélkiil hasznaltuk.

A felhasznalt oldoszereket az Aldrich, Fluka, Merck cégektdl vasaroltuk és

HPLC mindségliek voltak.
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3.1. Felhasznalt vegyszerek

B+

7. abra A berberinkation szerkezeti képlete.

SO,H — J)\ —
CH, N: :N_CHz'
OH n
N N—CH,
n=4,6,8 Y

SCXn CB7

8. abra A felhasznalt makrociklusos vegyiiletek. Az abran balrol-jobbra haladva: kiilonbézé

gytiritagszamu 4-szulfonato-kalixarének, illetve kukurbit[7]uril.

Na
CO0~

OH

OH

OH NaC

9. abra A natrium-kolat szerkezeti képlete.
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\
D N
@SA /{J o

[C,MIm]CI- [Bu,NJ* X

10. abra Az alkalmazott ionfolyadeék (1-butil-3-metil-imidazolium-klorid) és tetrabutil-

ammoniumsok.

cl

PPN*CI-
11. abra A bisz(trifenil-foszfin)iminium-klorid szerkezeti képlete.

3.2. Mérési modszerek

3.2.1. Elnyelési szinképek felvétele

Az elnyelési  szinképeket egy Unicam UV 500 kétsugaras
spektrofotométerrel 200-600 nm hullamhossztartomanyban vettem fel, 1 nm
felbontassal. A kedvezébb jel-zaj viszony eléréséért 120 nm / perc léptetési
sebességet alkalmaztam. A felhasznalt kvarckiivettak uthossza 1 illetve 5 cm-es
volt. A kétsugaras késziilékeknél a fényforrasbol kilépd fényt két fényutra bontjak,
amelyekbodl az egyik a referenciaoldaton, a masik a mintan halad keresztiil, ezzel

kikiiszobolhetd a fényforras esetleges ingadozasabol szarmazo hiba, s6t az

30



3.2. Mérési modszerek

adalékanyag elnyelése is konnyedén kivonhaté amennyiben referenciaoldathoz is
fokozatosan, ugyanolyan mértékben adagoljuk az adalékanyagot.
A spektrumok kiértékelését a miiszerhez vasarolt Vison 32 nevil

programmal végeztem.

3.2.2. Emisszios szinképek felvétele

Az emisszios szinképeket egy fotonszamlalasos detektalast alkalmazo,
Jobin Yvon Fluoromax-P nagy érzékenységli spektrofluoriméterrel vettem fel. A
fényforras egy 150 W-os OSRAM gyartmanyu xenonlampa.

A kedvezébb jel-zaj viszony elérése érdekében a szinképeket 1 nm/s
sebességgel rogzitettem. A fluoreszcenciaspektrumot a fotoelektronsokszorozoé és a
monokromator hullamhosszkarakterisztikaja torzitja. A spektrumok korrigalasat a
gyartd cég altal biztositott szoftverbe épitett korrekcios fliggvénnyel végeztem. A
berendezéssel 5x10™ fluoreszcencia kvantumhasznositasi tényez6jii anyagok még

jol mérhetok.

3.2.3. Fluoreszcencia-intenzitas idofiiggésének mérése

A szingulett gerjesztett molekuldk élettartama altalaban 10 ps és 100 ns kozotti
idétartomanyba esik. Az élettartamméréseket 1ézerbdl vagy villanolampabol jovo
impulzus-besugarzassal végzik, melyek impulzusszélessége gyakran 0sszemérhetd
a fluoreszcenciaélettartammal. Igy rogton két probléma tarul elénk, az egyik az
impulzusok idébeli kiterjedtségének (szélességének és alakjanak) meghatarozasa, a
masik pedig a lézerimpulzusok segitségével végzett mérések soran eltelt, az
impulzusszélességgel 0sszemérhetd idd6 mérése. Ilyen élettartamok mérésére egyik
hasznalt eljaras az id6korrelalt els6foton-szamlalas modszere [114]. A mérésekhez

hasznalt berendezés vazlata a 12. abran lathato.
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Gerjeszt6 fényforrasként a Picoquant altal forgalmazott 372 illetve 400 nm
hullamhosszu diddalézereket hasznaltam. A minta fluoreszcencidjat a gerjesztd fény
beesési iranyara merdlegesen elhelyezett Oriel monokromatorhoz csatlakoztatott,
hiithetd, Hamamatsu R3809U-51 fotoelektron-sokszorozo érzékelte. A detektalando
hullimhosszakat a  fluoreszcencia-szinkép  ismeretében  monokromatorral
valasztottam ki. A keletkez0 jel egy erdsiton keresztiil keriil a Picoquant Timeharp
100 egységbe.

A lézervezérld egység kivant frekvencian villogtatja a 1ézert. A villanassal
egyidében elinditja a belsé kondenzator feltoltddését (START jel). A fényimpulzus
altal gerjesztett minta fluoreszkalni kezd. A detektalt els6 foton ledllitja a

kondenzator feltdltodését (STOP jel).

___ | Lézervezérld
egység
Lezer Minta —> PM

=(PQTH]

12. dbra Fluoreszcenciaélettartam mérésére hasznalt berendezés sematikus rajza.
PM: fotoelektronsokszorozo, POTH: Picoquant Timeharp elektronika, PC: szamitogép,

vékony vonal: optikai jel, vastag vonal: elektronikus jel.

fgy a kondenzatoron levé fesziiltség aranyos a START és STOP jel kozott eltelt
idével. A szoftver a sokcsatornds analizator ennek az idonek megfeleld
csatornajaban eggyel ndveli a beiitésszamot. A leirt folyamat addig ismétlodik,
amig az igy keletkez6 hisztogram a kivant pontossaggal irja le a minta
fluoreszcencia lecsengési gorbéjét.

Ha a villanas félértékszélessége és az élettartamok hasonld nagysagrendbe

esnek, az észlelt id('iﬁiggést a berendezéssel mérhetd gerjeszt6 fényintenzitas

crcr
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3.2. Mérési modszerek

I(t)sz(t—t')H(t')dt' (11)

A H(t) fuiggvényt kozvetleniil mémi lehet, ha fényszoré oldatot (LUDOX-
ot) helyeztiink a mintatartoba a minta helyére. Az I(t) és a H(t) ismeretében pedig
rekonvolucios modszerrel [115] kiszamithatok a valodi lecsengési paraméterek.

A szamitasokat a Picoquant FluoFit programmal, nemlinearis legkisebb
négyzetdsszeg rekonvolicios modszerrel végeztem. A fluoreszcencia-lecsengésekre
egy, két illetve harom (i=1, 2, 3) exponencialis tagot tartalmazo fliggvényeket

illesztettem,

t

I(t)=i(Al. xe ) (12)

igy megkaptam a T; élettartamok valamint a A; preexponenialis tényezok értékét. Az
illesztés josagat a y* paraméter és a maradékérték (r(t;)) eloszlasa alapjan itéltem

meg [114].

2 _ 1 & [[m(ti)_lsz(ti)]z 03
! N—p; 1,()
F(ti):w (14)

VL)

ahol N a mérési adatok, p az illesztett paraméterek szama. I, (t) az i-edik
csatornaban mért érték, mig I, (t;) ugyanehhez az id6hoz tartoz6 szamitott érték. A
maradékérték egyenletes eloszlasa mellett a y* < 1,2 feltételt teljesité paramétereket

fogadtam el.

3.2.4. "H NMR spektroszkoépia

A berberin és kukurbit[7]uril kozott kialakuldé komplex szerkezetének
meghatarozasahoz 'H NMR méréseket is végeztiink.
A '"H NMR mérésekhez minden esetben 99,8%-o0s tisztasagu nehézvizet

hasznaltunk oldoszerként. A komplexet képzé két vegyiilet 'H NMR spektrumat is
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Berberin alkaloid fluoreszcencias sajatsagai onszervezddd rendszerekben

felvettiik Osszehasonlitds ¢és jelazonositds céljabol. A kémiai eltolodasok
megallapitasahoz belsé standardként a nehézvizben, kis mennyiségben jelen levo
HDO jelét alkalmaztuk.

Az '"H NMR spektrumokat Varian, Gemini Consol 200 MHz késziiléken
regisztraltuk, a kiértékelésiikhoz pedig a gyartd cég altal biztositott szoftvert

hasznaltuk.
3.2.5. pH mérés
Az oldatok pH-janak méréséhez kombinalt {ivegelektrodot, melynek kiilsé
elektrolitja telitett KCI volt, és Consort C832-es pH mérét hasznaltunk. A miszert

minden mérés eldtt harom kiilonbozé 4,01, 7 illetve 10-es pH-ju pufferrel

kalibraltam.
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4.1. Alapallapotu egyensulyi allandé meghatarozasa elnyelési spektrumokbol

4. Szamitasi modszerek

4.1. Alapallapoti egyensilyi allandé meghatarozasa elnyelési spektrumokbdl

Az alapallapoti komplexalodast, illetve a kialakulé komplex egyensulyi
allanddjat az elnyelési szinképekben adalékanyag hatdsara bekovetkezett
valtozasokbol hataroztam meg. Ha csak 1:1 Osszetételii részecske képzddik az N és

Q anyagot tartalmazo oldatban:

N +Q NQ

akkor az egyensulyi allandd6 megadhaté az oldatban jelenlevd részecskék
egyensulyi koncentracioival:

x - INO] _ a[N], (15)
[N[o]  (-a)[N1, (101, — oI N],)

ahol [/N] a nem komplexalt, vizsgaland6 ~molekula egyenstlyi

koncentracioja,
[O] az adalék egyensulyi koncentracioja,
[NQ] az 1:1 komplex egyensulyi koncentracioja,
o az 1:1 komplexalt N molekulak hanyada,
[N],  aszabad N molekula kiindulasi koncentracidja,

[O], abemért adalék koncentracioja.

Ha az adalék nincs nagy feleslegben, akkor

[0], =[Q]+[NO] (16)
egyenletbdl kifejezve a komplex koncentracisjat

[NO]=[Q], —[2] (17)

[N], =[N]+[NO] (18)

cyey

(17) egyenletet felhasznalva kapjuk
[N]=[N], ~-[Q], +[Q] (19)
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Az (17) és (19) Osszefiiggést a (15)-be behelyettesitve

K = [Q]O _[Q] s (20)
[O)([N], ~[Q], +[2])

rendezve egy masodfokl egyenletet kapunk:
K[O]" + (K[N], - K[Q], + D[Q]1-[0], =0 (21)
Az egyenletet megoldva [Q]-re, és a Lambert-Beer torvény alapjan felirt (22)

Osszefliggést felhasznalva,

A* =" [N], +e" (0], -0 (22)

NQ

ahol €, €' a szabad N molekula illetve a komplex molaris abszorpcios

egyiitthatoja.

Az Osszefiiggés a kovetkezd alakot olti, ha a detektalds hullamhosszan Q

fényelnyelése elhanyagolhat6:

Al —4f

At = Al + 1+

v, kv | U TIVL T RIVE ) I

ol 1 {(H[Q]o 1 j2_4[Q]0T @3)

A%, illetve A% jeloli az adalékanyag nélkiili és a nagyon nagy adalékanyag-
koncentracié tartomanyra extrapolalt abszorbanciakat.

A (23) fliggvény nemlinearis illesztésével a K egyensulyi alland6é a mérési
pontokbol kozvetleniil megkaphatd [116]. Hasonld Osszefiiggés vezethetd le a
fluoreszcencia-intenzitasvaltozasra is.

A kisérleti eredmények kiértékelését az Origin 7.1 és Excell programokkal

végeztem.

4.2. Fluoreszcencia kvantumhasznositasi tényezéjének meghatarozasa

A fluoreszcencia kvantumhasznositasi tényez6t (®r) relativ méréssel
hataroztam meg. Az irodalomboél ismert kvantumhasznositasi tényez6jii anyagot

vonatkoztatasi  alapul  valasztva a  mérend6 anyag fluoreszcencia
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4.2. Fluoreszcencia kvantumhasznositéasi tényez6jének meghatarozasa

kvantumhasznositasi tényezdje konnyen szamithatd, ha ismerjiik a két oldat
torésmutatojat (n, ny), a gerjesztd fény hullamhosszan mért abszorbancidkat (4, 4y),
illetve a teljes spektrumban kibocsatott fluoreszcenciafotonok szamat (Z, 1), (a
referenciaanyagra vonatkoz6 mennyiségeket 0-val jeloltem):

I (1-10"")n’
o, - LUZ107) - )iz 24)
I, 1-10") n

4.3. A fluoreszcencia-kioltas
4.3.1 A Kkioltasi sebességi egyiitthaté meghatarozasa, Stern-Volmer abrazolas

Ha a szabad molekula fluoreszkal, de a komplex nem, és a fluoreszcencia
¢lettartama nem valtozik adalékanyag hozzaadasaval, akkor sztatikus kioltassal
allunk szemben. Alapallapoti komplexalodas hatasara a szabad fluoreszkald anyag
koncentracidja csokken, igy a mért fluoreszcencia-intenzitdas az adalék
feleslegben van ([Qlanalitikai) = [Qlegyensityi)s akkor a kialakulo 1:1 sztochiometriju

komplex egyensulyi allandojarél informaciot nyerhetiink, ha abrazoljuk a

crcr

I, el

20 =1+ _K[O] (25)

7 o (O]

ahol €9 e a komplex illetve a szabad Q molekula molaris abszorpcids

tényezoje,

[Q] a Q adalékanyag bemért koncentracioja,

Iy adalék nélkiil mért fluoreszcencia-intenzitas,

I fluoreszcencia-intenzitas adalékanyag hozzaadasa utan.

Az abszorpcids szinképben 1:1 Osszetételti komplex képzddése kozben egy
vagy tobb izobesztikus pont alakulhat ki. Ha gerjeszté hullamhosszként az elnyelési
szinkép izobesztikus pontjanak helyét valasztjuk, akkor Osszefiiggés egyszeriibb

alakot 61t, mivel €2/ eN=1.
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Ha a szabad molekula nem fluoreszkal, de a képz6dé komplex igen, akkor
figyelhetd meg. Természetesen, ha az oldatban mindkét részecske fluoreszkal,
akkor a fluoreszcencia-spektrumban bekovetkezd valtozast a komponensek

koncentracidja és kvantumhasznositasi tényezdje szabja meg.

Ha a fluoreszkalo jelzéanyaghoz olyan Q anyagot adunk, mely S;-et
dezaktivalja, mikozben az abszorpciés szinkép nem valtozik, akkor a fotofizikai
folyamatokon tul bekdvetkezhet a k, (a gerjesztett allapot kioltidsanak sebességi

egyiitthatoja), sebességi egyiitthatoval jellemezhet6 folyamat is [12]:

k
S, + Q — > termékek
A kvazistacionarius kozelitéssel a kovetkez6 egyenlethez jutunk:
[S1=r/k, +k, +k, +k,[0]) (26)

A fluoreszcencia-intenzitas megfelel az egységnyi id6 alatt egységnyi
térfogatban kibocsatott fotonok szamaval, és természetesen fiigg a gerjesztett
allapotban levé molekulak koncentraciojatol (I=kqS;]). Ha r (gerjesztés sebessége)
allando, a fluoreszcencia erdsségének aranya a kioltdanyag tavollétében (I) és

crer

k. +k,, +k,+k
170 — f isc ic q[Q] =1+quO[Q] (27)
I k. +k, +k,

A fenti Osszefliggést szokds Stern-Volmer egyenletnek nevezni, a kit
szorzatot pedig Stern-Volmer féle allandonak.

Dinamikus kioltas soran tehat gerjesztett allapotban jon Iétre kolcsonhatas a
fluoreszkald vegyiilet és az adalékanyag kozott, igy fluoreszcencia lecsengési
idejének rovidiilése figyelhetd meg. Ha a fluoreszcencia-lecsengésnél 1ényegesen

rovidebb fényimpulzussal gerjesztjiik a mintat, a gerjesztett allapotban levé anyag

crcr

(), =[S, Jy exp(— ) (28)
f isc ic

adalékanyag hianyaban és
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4.3. A fluoreszcencia-kioltas

_ ~ t 29
[S:], =[S, 1, exp( k,+ky +k, +kq[Q]) =

kiolto jelenlétében.
A fluoreszkdldo részecske élettartama fiigg tehat a kioltdanyag
koncentracigjatol.  Mivel  1/(ketkietkic)=To  és  1/(ketkisetkictkg[Q])=T,a  két

¢lettartam aranyara a (27) egyenlettel analog 0sszefiiggéshez jutunk:
514k 1, [Q] (30)
T

mely atrendezhetd egy kissé konnyebben kezelhetdé formara, igy a mért élettartam

melynek meredeksége a kioltasi sebességi egylitthato:

l=i+kq[Q] (31)
T T,

Ha csak a szabad molekula fluoreszkal, és egyidejlileg sztatikus és dinamikus
kioltas is végbemegy, akkor a fluoreszcencia-szinképben adalékanyag hatdsara
bekdvetkezd valtozas, ha széles koncentracio tartomanyban végezziik a mérést, és
figyelembe vessziik a gerjesztd hullamhosszon bekdvetkezd abszorbanciavaltozast
is, egy felfel¢é hajlo gorbét eredményez, mely a kibovitett Stern-Volmer
Osszefiiggéssel irhato le:

1
=1+ KO+, 7,[0) (32)
ahol K az alapallapotl egyenstlyi allandot jelenti.

Ha a szabad molekula és a képzddé asszociatum is fluoreszkal, ®r a
allapotban a komplexképzddés és disszociacid sebességi egyiitthatoi nagyon nagyok
vagy nagyon kicsik a szabad molekula és a komplex fluoreszcencia-élettartamanak

reciprokahoz képest, akkor a kifejezés a kovetkezo, egyszeriibb alakot o6lti:

o - q,g[na[Q]oJ (33)
1+50],
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o o a szabad illetve a komplexalt molekula fluoreszcencia
kvantumhasznositasi tényezdje,

a, b a rendszerre jellemz6 allandok.

a) Ha , oo L ¢ K s o> L, a é b paraméter a gerjesztett allapot
T

képz.
sz k

komplexképzésének egyensulyi allandojat is tartalmazza.

b) Ha k,, <<L és k <<L, a és b paraméter az alapallapotii egyensulyi
épz. T felhas. T

sz k

allandot tartalmazza.

4.3.2. Elektronatadas

Az elektronatadas gyakran felelds a fluoreszcencia-kioltasért. Ez a folyamat
részt vesz szamos fotokémiai reakcioban. Fontos szerepet tolt be a fotoszintézisben,
sOt a napenergia atalakitasaban is.

Fényelnyelés hatdsara a molekula oxidacios és redukcidés potencialja
megvaltozik. Attol fliggben, hogy elektronatadds soran a gerjesztett molekula
elektront vesz fel, vagy elektront ad le, megkiilonbdztethetiink oxidativ és reduktiv
elektronatadast. Ezt a reakcidpartner oxidalo-, és redukaloképessége hatdrozza meg.

Az elektronatadds soran a gerjesztett részecske ¢élettartama és
fluoreszcencia kvantumhasznositasi tényezoje csokken.

A reduktiv elektronatadas a kovetkezo reakcidsémaval irhato le:

hv elektron - +
*
At D——> A *+D Z&~ A+ * D

ahol D jeldli az elektrondonor, A pedig az elektronakceptor vegyiiletet.
A fenti reakcié szabadentalpiavaltozasa (AG”) megadhaté a Rehm-Weller
Osszefiiggés felhasznalasaval a redoxipotencialok (Eoy, E.eq) és a gerjesztési energia

ismeretében (E), (azaz a gerjesztett és alapallapot legalso vibracios szintje kdzotti
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4.3. A fluoreszcencia-kioltas

energiakiilonbség). Ha oldatban jatszodik le a folyamat, figyelembe kell venniink a

képz6do ionpar kozotti elektrosztatikus kdlesdnhatast:

2
e

Jo—— 34
“ Arzer (34)

AG°=E -E

ox red

ahol e az elektron t6ltését, € az oldoszer dielektromos allandojat, » pedig az ionok
kozotti tavolsagot jeloli [118, 119].

A redoxipotencial meghatarozhato elektrokémiai mérésekbdl. A Coulomb-
féle energiatag polaris olddszerekben elhanyagolhatd nagysagu.

Az aromas szénhidrogének €s aminok kozotti fotoindukalt elektronatadas
felhasznalasaval kiilonbdz6 fémion- [120, 121] és anionszenzorokat [122] allitottak
eld. Az amin okozta fluoreszcencia-kioltas bekovetkeztéhez az sziikséges, hogy a
nitrogénatomon maganos elektronpar legyen. Igy ha ez az elektronpar példaul egy
hidrogénkotés kialakitdsaban vesz részt, vagy fémionhoz koordinalédik, akkor az

elektronatadas meghitsul és az aromas vegyiilet fluoreszcenciaja nem oltddik ki.
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5. Kisérleti eredmények és diszkussziojuk

Munkam soran négy berberint tartalmazo rendszert vizsgaltam. Az elsé
fejezet a berberin alkaloid ionparképzdédésével foglalkozik. Vizsgaltuk, hogy
kiilonb6z6 anionok miként modositjak a vegyiilet fluoreszcencids sajatsagait. Az
5.2. és az 5.3 fejezet a berberin és kiillonbozé gylriiméreti p-szulfonato-
kalix[n]arén, illetve a hét glikoluril egységbdl felépiild, a kalixarénnél merevebb
makrociklus k6zotti komplexalodast mutatja be. A dolgozat utolso fejezete az egyik

legismertebb és legfontosabb természetes feliiletaktiv anyag, egy epesav

crer

5.1. Ionparképzoédés hatasa a berberin fluoreszcencidjara
5.1.1. Berberinkoncentracio hatasa az elnyelési és fluoreszcencia-szinképre

A berberin-klorid abszorpcids szinképe CH,Cly-ban koncentraciofiiggést
mutat, 10pumol dm™ koncentracié felett az abszorbancia nem valtozik linearisan az
valtozas tapasztalhato a berberin abszorpcids szinképében a koncentracid
novelésével (13. abra).

A 372 nm-en mért molaris abszorpcios egylitthatdo koncentraciofiiggését a
14.A 4bra szemlélteti. Ez a valtozas a B" és C1™ kozott kialakuld ionparnak (BCI)
tulajdonithato. A folyamat egyensulyi allanddja a kovetkezd Osszefliggéssel adhatod
meg:

[B*][CI"]
A szabad ion formajaban jelen levo berberinhanyad a teljes berberinkoncentraciobol

([B]r) a kovetkezo egyenlettel szamithato:
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5.1. Ionparképz6dés hatasa a berberin fluoreszcenciajara

a=—1+1/1+4K[B]T (36)

2K[B],

—_ — N
o (6] o
1 1 1

(&)
1

¢ /1000 mol'dm® cm™

400 450 500
Hulldamhossz / nm

13. ébra 10,4 pmol dm™ (vékony vonal) illetve 69,6 umol dm™ (vastag vonal)

crer

A mért molaris abszorpcios egylitthato (€) a szabad ion formajaban jelen levo és az
ionparba kotott berberin molaris abszorpcios egyiitthatoinak segitségével fejezhetd
ki:
e=¢g(BMHoa + &(BCH(1-) 37

ahol €(B")és &BCl) a szabad kation illetve az ionpar molaris elnyelési
egyiitthatojat jeloli.

A 372 nm hullamhosszon mért € értéke csokken a berberin

Az idéfelbontott fluoreszcencia-mérések eredményei meger6sitik az ionpar
képzédést CH,Cl-ban. 1 umol dm™ teljes berberinkoncentracé alatt a mért
lecsengések egy exponencialis tagot tartalmazo fliggvénnyel leirhatoak, mivel hig
oldatokban az asszociacid elhanyagolhatd. A szabad formahoz tartozo6 élettartamra
1©(B')=14,3 ns-os értéket kaptunk. Nagyobb koncentraciéonal ez az élettartam
tovabbra is koncentraciotdl fiiggetlen marad, de megjelenik egy rovidebb, 1 ns

kortli élettartam, amelynek a relativ hozzajarulasa fokozatosan né a koncentracio

43



Berberin alkaloid fluoreszcencias sajatsagai dnszervezddo rendszerekben

novelésével, mikdzben értéke allanddé marad, T(BCl)=1,0 ns. Ez a nagyobb

koncentracional dominans ionparhoz rendelhetd.

—
o
o

8.5-

®
o

£ (372 nm) / 1000 mol'dm® cm™

N
o

20 40 60
[Berberm]Teljes / umol dm

o

T T T

0 15 30 45 60
[Berberin] . / umol dm®

14. abra (A) A berberin molaris elnyelési egyiitthatojanak koncentraciofiiggése CH,Cly-ban
372 nm-en.(B) Az ionparhoz és a szabad berberinkationhoz tartozo preexponencialis
tényezo és fluoreszcencia-élettartam szorzatanak ardanya a teljes berberinkoncentracio
fiiggvényében (Ag =546 nm). A folytonos vonalak a nemlinedris illesztés legjobb eredményét

mutatjdk.

A fluoreszcencia lecsengéseket két exponencialis tagot tartalmazo
figgvénnyel lehetett kelld pontossaggal kiértékelni 1 pmol dm™ teljes

berberinkoncentracio felett (15. abra).
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5.1. Ionparképz6dés hatasa a berberin fluoreszcenciajara

I(t) = a(BCI) exp[-t/T(BCI)] + a(B") exp[-t/T (B")] (38)
3< 3
§ Tumol dm’
£ 3
o 70umol dm
S 14

0 T T T T T T
0O 10 20 30 40 50 60 70
Id6 / ns

15 dbra 1umol dm™ és 70 umol dm™ berberin fluoreszcencia-lecsengése CH,Cl,-ban.

Az ionpar és a szabad berberinkation fluoreszcencia-intenzitasanak aranya az
iddfelbontott fluoreszcencia mérésekbdl szamithato:
I(BCI) _a(BCl)r(BCI) _ ®(BCI)(1—10- D=ty
I(BY)  a(B)(B*)  @(B*)(1-10 48y

(39)

ahol / az optikai uthossz, a ®(BCI) és ®(B") a berberinionpar illetve szabad kation
fluoreszcencia kvantumhasznositasi tényezéje. Az Osszefiiggés levezetése
megtalalhato a fiiggelékben (108 oldal).

A 14. B abran a [a(BCl)T(BC)J/[a(B")t(B")] arany lathaté a teljes
berberinkoncentracié fliggvényében, mig a 16. abra a fluoreszcencia-spektrum
illetve a fluoreszcencia-maximumban (546 nm) mért fluoreszcencia-intenzitas
valtozasat szemlélteti a teljes Dberberinkoncentraci6 fiiggvényében. A
fluoreszcencia-spektrum alakja kissé valtozik, csak enyhe kiszélesedés
tapasztalhatd nagy berberinkoncentracional. A mintat 449 nm-en vilagitottuk meg,
mivel ezen a hullimhosszon a B” és BCl molaris abszorpcios egyiitthatojanak

értéke nem kiilonbozik (£'=4922 mol 'dm’cm ™).
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Intenzitas

Intenitas / 546 nm

0 15 30 45
[Berberin]Teues / umol dm®

16. abra A berberin fluoreszcencia-spektrumdanak (A) és fluoreszcencia-intenzitasanak a

vdltozdsa (546 nm) (B) CH>Cly-ban (Ag.; =449 nm).

A fluoreszcencia-intenzitas koncentraciofliggését a 16. B abra szemlélteti. A
kisérleti eredmények a kdvetkezo egyenlettel irhatok le:

1=F{1—10 0B B/ DB )+ 110 [} (10)
ahol F egy alland6 (mértékegysége: belités/s), mely fiigg a detektalas
hatékonysagatol és ®(B')-tol. Az abszorpcids, fluoreszcencia-intenzitas illetve
idofelbontott fluoreszcencia-mérésekbdl szarmazé adatokat a (37), (39), (40)
Osszefiiggések felhasznalasaval egylittesen értékeltiik ki. Az 14. és 16.B abran a

folytonos vonal a legjobb illesztésnek felel meg. Az illesztésbdl az egyensulyi
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5.1. Ionparképz6dés hatasa a berberin fluoreszcenciajara

allandora K=1,5x10" mol'dm’ értéket, 372 nm-en a B' illetve BCl molaris
abszorpcios egyltthatdjara g(B*) =12370 mol 'dm’cm ™, &(BC1)=6470
mol'dm’cm ™

D(BCI)/D(B") =0,026 értéket szamitottunk, mig az F=1,66x10° volt.

értékeket, a fluoreszcencia kvantumhasznositasi tényezok aranyara

A Dberberin-klorid és a berberinkation fluoreszcencia kvantumhasznositasi
tényez0 aranyara kapott érték azt bizonyitja, hogy az ionpar fotofizikai sajatsagai
jelentdsen killonbdznek a berberinétél. Az ionpar sokkal kevésbé fluoreszkal, mint
a szabad kation. Felhasznalva a ®(BCI)/®(B") aranyt valamint a fent megadott
fluoreszcencia-élettartamokat, kiszamithato az ionpar illetve a szabad kation
fluoreszcencia kibocsatasi sebességi egyiitthatdinak aranya, kp(BCl)/kp(B")=0,37.
Osszehasonlitva ezt az értéket a fluoreszcencia kvantumhasznositasi tényezok
aranyaval ®(BCl)/®(B*), elmondhatjuk, hogy a szingulett gerjesztett allapot
sugarzasos atmenete lelassul, mig a sugarzdsmentes energiavesztése gyorsul

ionparképzddés hatasara.

5.1.2. Kloridion koncentracio valtoztatasanak hatasa CH,Cl,-ban

A Dberberin-klorid ionparképzédésének egyensulya CI- hozzaadasara
varhatéan eltolodik az ionpar képzodésének iranyaba. Kloridion forrasként
tetrabutil-ammoénium-  (BuyN") és  bisz(trifenil-foszfin)iminium-  (PPN")-s6t
hasznaltunk, mivel e vegyiiletek ionparképzddését mar széleskoriien vizsgaltak. A
Bu,N" illetve PPN ionparképzédés egyensiilyi allandojara K= 4,13x10* és 1730
mol'dm® CH,Cl,-ban 298 K-en értéket kozol az irodalom [123, 124]. Ezekbdl az
adatokbol kiszamithatd, hogy miként valtozik a szabad kloridion-koncentracio
([CT"]) a teljes adalékanyag koncentracio ([A]r) novelésével. A berberin
ionparképzddési egyensulyi allanddjanak meghatarozasara szolgalo egyenletet (35),
és az adalékanyag ionparképz6désének egyensulyi allandojat leird Osszefiiggést

(41), valamint az anyagmérleg-egyenleteket felhasznalva (42,43,44)
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[ACI]

A =m (41)
[B]; =[BCl]+[B"] (42)
[Al; =[ACI]+[A"] (43)
[CI']=[B"]+[A"] (44)

a kovetkezo Osszefliggés vezetheto le:

(Bl , [A] s)

[CI"]= - -
1+K[CI"] 1+K,[CI]
0.8- "
@ A "
r_Eso.eA A .
2 1L
€04 4 =
= | A a"
O, 0.2 ?r"
0.01 8 | | '
0.00 0.01 0.02 0.03

3
[A,]/ mmol dm

17. abra A szamolt szabad CI” koncentracioja tertabutil-ammonium (m) és bisz(trifenil-

crer

e

Felhaszndlva az irodalmi K, értékét valamint rogzitve az elozéekben meghatarozott
K értékét, a Cl” koncentracio a (45) Osszefiiggés megoldasabol szamithato az MS
Excel Solver program alkalmazasaval. A 17. abra a szabad kloridion
fiiggvényében.

A Dberberin fluoreszcencia-intenzitasa kloridionkoncentracié noveléskor

kezdetben csokken, majd nagy Cl -koncentracional hatarértéket ér el. A berberin
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5.1. Ionparképz6dés hatasa a berberin fluoreszcenciajara

fluoreszcencia-lecsengések CH,Cl,-ban két exponencidlis tagot tartalmazo
fliggvénnyel irhatok le kelld pontossaggal. A T,=1,0 ns élettartam a szingulett

gerjesztett BCl ionparnak tulajdonithatd, a vizsgalt koncentraciotartomanyban

mindvégig jelen van.

0.4{ A
0.3 n
- ]
'n
£ 0.2
‘TP‘_
0.1
0.0~ : : : :
00 02 04 06 08
[CIT/ mmol dm™
161 B
o 1.2
S
= 0.8
-)<P
L 04
0.0

00 02 04 06 08
[CIT/ mmol dm™

18. dbra A berberin (1,96umol dm™) fluoreszcencia-lecsengési paramétereinek viltozdsa a

crer

Ager=546 nm). Kloridionforrasként tertabutil-ammonium- (m) és bisz(trifenil-

foszfin)iminium-kloridot (A ) hasznaltunk.
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A hosszabb élettartam (T,) a szingulett gerjesztett berberinkationhoz rendelhetd. A

crer

crcr

meredekségébdl a fluoreszcencia kioltasi sebességi egyiitthatora 3,7x10'" és
1,4x10" mol'dm’s™" értéket kaptunk BuyN'CI™ és PPN'CI™ jelenlétében. A diklor-
metan oldoszerre a vizsgalat homérsékletén érvényes diffuzidogatolt sebességi
alland6 becsiilhetd a ky=8RT/3n Osszefliggéssel [125], ahol R a gazallandot, T a
hémérsékletet Kelvinben, | pedig az olddszer viszkozitasat jeloli (a diklor-metan
viszkozitasa 0,423cP). A modell alapjan a kd=1,56x10"" mol'dm’s™ diklor-
metanban. Lathatd, hogy a mérésbdl szarmaztatott értékek nagyobbak, mint a
diffizio altal meghatarozott kinetikaju reakcid sebességi egyiitthatdja, ami arra utal,
hogy a gerjesztett B’ energiavesztésének felgyorsulasa az  alkaloid
mikrokornyezetében feldiisulo ionoknak tulajdonithat6. Az 1/t jelentds ndvekedése
arra utal, hogy nemcsak 1:1 ionpar képzddés, hanem az elektrolit és berberin kozott
nem specifikus kdlcsonhatdsok is hozzdjarulnak a gerjesztett B” kioltasahoz. Az
alkaloidmolekula kornyezetének polaritasa is valtozik a hozzaadott s6 hatasara, ami
a B" és CI” kozotti erds elektrosztatikus vonzids miatt nem valdszinii, hogy
bekdvetkezik diklor-metanban. Ezt tamasztja ald az a tény, hogy a BCI
fluoreszcencia-élettartama nem valtozik a vizsgalt koncentracio tartomanyban.

A 18. B é4bra az idéfelbontott fluoreszcencia-mérések kiértékelésébol
szarmaz6 preexponencialis tényezo és €lettartam szorzatanak aranyat szemlélteti a
gerjesztés 372 nm-en tortént. A kisérleti adatok leirasara a kovetkezd Osszefiiggés

vezethetl le:

a,7, _ e(BCH®(BC)

ar,  &BHDBY)

[Cl7] (46)
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5.1. Ionparképz6dés hatasa a berberin fluoreszcenciajara

A molaris abszorpciés egyiitthatok €(BCl)/e(B") és a fluoreszcencia
kvantumhasznositasi tényezék aranyat (®(BCl)/®(B")) az el6z8 fejezetben mar
meghataroztuk. A 18. B abran a folytonos vonallak a legjobb illesztésnek felelnek
meg, melyek meredekségébdl a BCl ionparképzodés egyensulyi allanddjara
K=1,4x10" és 1,1x10° mol'dm’ értékeket szémoltunk a Bu,N'Cl™ és PPN'CI”
adalékanyag jelenlétében végzett mérések eredményeibdl. A BuyN'Cl™ adalékanyag
alkalmazasa esetén kapott egyensulyi allandd joO egyezést mutat a
berberinkoncentraciéo valtozasakor meghatarozotttal. Ha az egyensulyi allandot
PPN'CI™ adalékanyag hozzaadasaval hataroztuk meg, 30% kisebb értéket kaptunk,
ami valosziniileg a PPN'CI™ asszociacids allando alulbecsiilt irodalmi értékének

koszonheto.

5.1.3. Perkloration hatasa Kiilonb6zo6 oldoszerekben

Feltartuk a tertabutil-ammonium-perklorat (Buy;NCIO,) és litium-perklorat
(LiClO,), redoxiinert sok hatasat is a berberin fluoreszcencias sajatsagaira.
BuyNCIlO, hatasara a berberin fluoreszcencidja kioltédik CH,Cl,, CH,CICH,CI és
butironitril oldészerben. Hig berberinoldatokban az idéfelbontott fluoreszcencia-
lecsengések exponencialis fliggést mutatnak még so jelenlétében is. Az elektrolit

Az 19. abran a mért fluoreszcencia-¢lettartamok aranya lathaté az
adalékanyag-koncentracid négyzetgyokének fiiggvényében. A Ty, a szingulett
gerjesztett berberin ¢€lettartamat, mig T so jelenlétében mért ¢€lettartamot jeldli. Kis
elektrolitkoncentracioknal e két mennyiség aranya viszonylag meredeken né a
kevésbé polaris CH,Cl, és CH,CICH,CI oldészerekben, ami valosziniileg a B' és
ClO,4 kozotti ionparképzodéssel magyarazhatd. Ezzel szemben nem tapasztalhato
fluoreszcencia-kioltas 4x10™* mol dm™-nél kisebb sokoncentracié tartomanyban
butironitrilben, mivel az ionparképzddést a berberinkation és a viszonylag polaris

oldoszer kozotti kolesonhatas meggatolja.
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Mivel az ellentétes toltésti ionok kozott fellépé Coulomb-vonzas verseng az
oldoszerrel kialakuld ion-dipdl kolecsonhatassal, az ionparképzodés egyensulyi
allandodja csokken az olddszer polaritasanak ndvekedésével [123].

Jol lathat6 a 19.abran, hogy tdoményebb oldatokban linearis osszefliggés van

crer

disszociaciofoka a (36) egyenlettel analog Osszefliggéssel szamithato ki. Ebbdl az
Osszefliggésbol kovetkezik, hogy a szabad ion koncentracidja a teljes
sokoncentracid6 négyzetgyokével aranyos mennyiség, ha az ionparképzddés

egyensulyi allandodja joval nagyobb egynél.

2.0{ A
1.8
© 16
© 1.4
| |
1.2 f‘
1.04 &
0.0 0.1 0.2 0.3
[Bu,NCIO,]'"*/ (mol dm®)'"®
14{ B
1.3
* 1.2
°
1.1
1.04 ooV

000 005 010 015 020 025
[S6]'?/ (mol dm™®)'’?

19. abra Elektrolit hianyaban és jelenlétében meért berberin fluoreszcencia-élettartamok
aranya a perkloratso koncentracio négyzetgyokének fiiggvényében. Bu,NCIO, hatdsa
CH,Cl,-ban (m),CH,CICH,Cl-ban (A) (A) és butironitrilben (o) (B), LiClO, (V) okozta
kioltds butironitrilben (B).
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Ez a feltétel mindig teljesiil, ha adalékanyagként BuyN" sot hasznalunk CH,Cl,,
CH,CICH,CI és butironitril oldoszerekben [123, 127, 128]. igy a [s6]"* —t61 fiiggd
fluoreszcencia-kioltas arra utal, hogy a gerjesztett B” kornyezetében megnovekedd
ionkoncentracio az energiavesztési folyamatok felgyorsulasahoz vezet. Amint a 19.

B abran lathato, a LiClO, is a BuyNCIlO4-éhoz hasonlé hatast fejt ki butironitrilben.
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5.2. Szupramolekularis komplexképz6dés berberin és 4-szulfonato-kalixarének

kozott

5.2.1. 4-Szulfonato-kalixarének (SCXn) hatasa a berberin elnyelési szinképére

A hasznalt kalixarének szulfonsavcsoportjai 0,4-es pH-nal teljesen
tartomanyban kovetkezik be gylriimérettél fiiggéen [129-131]. Ahhoz, hogy
biztositsuk azt, hogy csak a szulfonsavcsoporton kovetkezzen be deprotonalddas,
kovetkez6 méréseinket 2-es pH-n végeztiik.

A 20. A ébra egy jellemz6 képet mutat a berberin elnyelési szinképében
SCXn hatasara bekovetkez6 valtozasrol, ez éppen a (nyolc fenol egységbdl allo
szulfonato-kalixarén) SCX8 hatasat mutatja. Az enyhe voros eltolodas azt jelzi,
hogy alapallapotd komplexalodas torténik. Az als6 abra (20. B abra) az egyes
fliggvényében. Mar 0,1 mmol dm™ SCX8 jelenlétében a komplexalddas teljes. A
szinkép valtozasa olyan koncentracidtartomanyban kovetkezik be, ahol a berberin
nagy feleslegben.

A harom izobesztikus pont jelenléte azt sugallja, hogy csak 1:1
komplexképzdodéssel allunk szemben. A spektrofotometrias méréseket az Excel
Solver programot felhasznalva a (23) Osszefiiggéssel, 320-510 nm hullamhossz
tartomanyban globalis illesztéssel értékeltiik ki.

Az als6 abran (20. B abra) 320, 358, 415 nm-en mért abszorbanciavaltozas lathato
illesztéseknek felel meg, melybdl a szarmaztatott egyensulyi allando logaritmusara
5,38-as értéket kaptunk. A hat és négy fenol csoportot tartalmazo 4-szulfonato-
kalixarének (SCX6 és SCX4) hasonld valtozast eredményeztek a berberin

szinképében, minden esetben 1:1 komplexalddast talaltunk.
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20. abra (4) SCX8 hatasa (0, 7,6, 26, 41 és 77 umol dm™) 55,3 y mol dm™ berberin
abszorpcios szinképére pH=2 vizes kozegben. (B) 320 nm (m), 358 nm (®) és 415 nm-en (A)

crer

a legjobb illesztésnek felel meg.

A 21. abran a spektrofotometrids titralasi adatok kiértékelésébdl a
kiilonbozé makrociklusméretli B'~SCXn komplexekre nyert elnyelési szinképeket
lathatjuk, (kiilonbdzd szinek mas-mas B'—~SCXn komplexeket jeldlnek). Legkisebb
egyensulyi allandot a SCX4-nél talaltunk (4. Tablazat), amint a 21. abran lathato,

ebben az esetben a legkisebb a komplex és a berberin szinképe kozotti eltérés.
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21. dbra B"-SCX, (kék) B*-SCXj (piros), B* -SCXj (fekete) 1:1 dsszetételii

komplexek Excel Solver programmal szamitott elnyelési szinképe. . A berberin elnyelési

spektruma a sarga szinnek felel meg.

Ez azt mutatja, hogy az SCX4 gyiirimérete tul kicsi ahhoz, hogy a berberin teljesen
beékelddjon, igy a berberin mikrokdrnyezetében jelentds mennyiségii viz talalhato.
Kon és munkatarsai kimutattdk, hogy az SCX4 iirege valoban tal kicsi, még
monoszubsztitualt benzolszarmazékokat sem képes befogadni [132]. Az SCX6 és
SCX8-t6] nagyobb fényelnyelést csokkentd (hipokrom) hatast tapasztaltunk, ez azt
jelzi, hogy a berberin jobban beékelédik a nagyobb és flexibilisebb kalixarén
iiregekbe.

A gylriméret novekedésével, vagyis ha minél tébb fenolcsoport van a
kalixarénben, n6 a flexibilitasa a molekulanak, aminek kovetkeztében a berberin
konnyebben kotddik. fgy a legnagyobb kotéserésség az SCX8-nél észlelhetd (4.
tablazat).

5.2.2. 4-Szulfonato-kalixarének hatasa a berberin fluoreszcencia-szinképére

A Dberberin meglehetdsen gyenge fluoreszcencidt mutat vizes kozegben,
deuteralt vizben 4,7x10™* fluoreszcencia kvantumhasznositasi tényezét kozoltek

[27]. A berberin fluoreszcencia-szinképében bekdvetkezd valtozas lathatd a 22. A
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abran SCXS8 hatasara 2-es pH-nal. A fluoreszcencia-szinképben is, mint ahogy mar
az elnyelési szinképben is lattuk, igen kis SCX8 koncentracional, mar 0,1
mmol/dm*-nél kovetkezik be a valtozas. JelentSs fluoreszcencia-intenzitas-
novekedés figyelhetd meg, mikdzben a szinkép kisebb hullamhossz felé tolodik el.
Inbaraj és munkatarsai kimutattak, hogy a berberin fluoreszcencia-szinképe kék felé
tolodik el az olddszer polaritasanak csokkenésével [27]. Kovetkezésképpen a

berberin mikrokdrnyezete kevésbé polaris, amikor a kalixarénhez kapcsolodik.
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22. dbra (A) A berberin fluoreszcencia-spektrumanak a valtozasa SCX8 hatdsdra
vizben. (B) A mért fluoreszcencia kvantumhasznositasi tényezo kiilonbozé SCX8
koncentraciok jelenlétében. Az alsé dbra belsé része a @y valtozdsat mutatja az SCX8

koncentracio reciprokanak fiiggvényében.
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A 22. B abra a fluoreszcencia kvantumhasznositasi tényezO0t mutatja az
illesztve a spektrofotometrias mérésbdl szarmaztatott eredménnyel jol egyez6 log K
= 5,44 értéket kaptunk a B'—SCX8 komplexképzddés egyensilyi allanddjanak
logaritmusara. A komplex kvantumhasznositasi tényezdjére 0,019 értéket kaptunk,

ami kozel 40-szer nagyobb, mint a berberiné vizben.
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[SCX8] / umol dm™®
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[Berberin] / umol dm™

23. dbra Az 546 nm-en mért fluoreszcencia-intenzitas valtozdsa (Al) vizben, 2-es
pH-ndl: (4) SCX8 koncentrdcié fiiggvényében (m) [Berberin]=1,93x107" mol dm™ 352,5 nm
gerjesztve, () [Berberin]=1,1x10"" mol dm™ 352,5 nm gerjesztve, (A)
[Berberin]=1,03x107 mol dm™ 441 nm gerjesztve. (B) berberinkoncentrdcié fiiggvényében
3,15x107 mol dm™ SCXS jelenlétében.
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Mivel ilyen jelent6s fluoreszcencia-intenzitas-novekedést idéz el a
komplexalodas, a berberin alkalmas lehet SCX8 kimutatasara. Az 23. abran jol
lathat6, hogy elég nagy koncentracidtartomanyban linearisan novekszik a
fluoreszcencia-intenzitas.
berberinoldatot kell alkalmazni, de akar 1 pmol dm_3-nyi SCX8 is kimutathato, ha
gerjesztd hullamhosszként 352 nm-t valasztjuk €s a berberin koncentracioja
1,93x10° mol dm™. Természetesen a mobdszer berberin kimutatasara is
hasznalhato, mar 0,01 umol dm™-nyi berberin is kimutathat6, ha a kalixarén

koncentréacioja 3,15x10™* mol dm™.

5.23. A pH hatidsa a berberin és 4-szulfonato-kalixarének Kkozotti

komplexalodasra

A berberin és SCX8 kozotti kdlcsonhatast semleges és bazikus kdzegben is
tanulmanyoztuk. Savas koézegben torténd mérések estén kénsavat hasznaltunk a
savanyitashoz. 0,005 mol dm™ H,SO, mellett az ionerésség koriilbeliil 0,015 mol

dm™

(J:1/2Zcizi2, ahol z és c¢;, az oldatban levd ionok toltését illetve
koncentracigjat jeloli, J pedig az ionerdsség). Hasonlo ionerdsség eléréséért a tobbi
méréseinket 3,7 mmol dm™ Na,HPO, és 3,7 mmol dm~ KH,PO, elegyben
(pH=6,96) illetve 0,015 mol dm™ NaOH (pH=12.,2) jelenlétében végeztik. Az
utobbi esetben (pH=12,2) a SCX8 négy fenolos OH-ja, mig semleges kozegben
csak két fenolos OH van deprotonalédva, mivel a fenolos OH-csoportok pK-ja az
irodalom szerint 3,44, 4,26, 7,78 ¢és 10,3 [129]. Tovabbi protonvesztés csak az
altalunk alkalmazottnal 1ényegesen bazikusabb kozegben lehetséges.

Amikor a SCXn protont veszit, az OH-csoportok kozotti hidrogénkotések

szdma csokken, aminek kovetkeztében a molekula flexibilitasa novekszik, igy a B

konnyebben beékelédhet. Azonban a B'—~SCXS8 rendszerben a kialakulé komplex
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stabilitdsa olyan nagy savas kornyezetben, hogy a fenolos OH-k deprotonalddasa

elhanyagolhat6 valtozast eredményez az egyensulyi allando értékében.

4. tablazat A berberin- SCXn komplex képzides egyensulyi allandoinak logaritmusa.

SCX8 SCX6 SCX4

pH=2 | pH=6,96 | pH=12,2 | pH=2 | pH=12,2 | pH=2 | pH=12,2
log K
UV-VIS 538 | 548 5,32 397 | 431 | 347 | 3,78
mérésbol
log K
fluoreszcencia | 5,44 | 5,49 b 3,95 b 3,57 b
mérésbol?
O 0,019 | 0,0087 b 0,0064 b 0,018 b

“a hiba kb. 0,06, * elhanyagolhaté fluoreszcencia

Ez arra utal, hogy a komplex kialakuldsaban nem jatszik dominans szerepet az
elektrosztatikus kdlcsonhatas, annal inkdbb a m-m kolcsonhatas erdssége fontos.
Ezzel ellentétben B—SCX6 és B'—SCX4 komplex képzddésének egyensilyi
alland6ja enyhén ndvekszik a pH novelésekor. Megfigyelhetd, hogy a kalixarén
makrociklusméretének valtoztatasaval sokkal nagyobb hatas érhetd el, mint a pH
valtoztatasaval.

A 24. abran fluoreszcencia-intenzitas-novekedés figyelhetd meg, valamint
amikor semleges kdzegbdl (3,7 mmol dm™ Na,HPO, és 3,7 mmol dm™ KH,PO,)
indulunk ki.

A berberin fluoreszcencia-intenzitasaban kis SCX8 koncentracional egy
1épes6  figyelheté meg, amely kb. 0,04 mmol dm™ adalékkoncentracional
hatarértéket ér el, itt még a pufferkapacitas elég nagy, ahhoz hogy a pH-t 7-es

értéken tartsa.
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24. dbra SCX8 hatdsa a berberin 548 nm-en mért fluoreszcencidjara 3,7 mmol dm™
Na,HPO, és 3,7 mmol dm™ KH,PO, elegyben (A), a belsé abra a kezdeti szakasz kinagyitott
képe. (B) az oldat pH-janak valtozasat mutatia az SCX8 fiiggvényében.

Ennek a valtozasnak a kinagyitott képe lathatd a 24.A abra belsd részén, amelyre a
(23) Osszefliggést illesztve 5,49 egyensulyi allandot kaptunk. Azonban tovabb
abran, ami jelent6s fluoreszcencia-intenzitas-ndvekedést idéz elé. Azonban 4-es pH
korili érteknél, ahol a kalixarének egyetlen fenolatcsoportot tartalmaznak, a

fluoreszcencia-intenzitas hatarértéket ér el.
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A komplex fluoreszcencia kvantumhasznositasi tényezdje is csokken az
oldat pH-janak novekedésével, 12,2-es pH-nal a komplex elhanyagolhato

mértékben fluoreszkal.
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25. dbra 140 umol dm™ SCX8 és 4,8umol dm™ berberint tartalmazé oldat

fluoreszcencia-intenzitasanak valtozasa pH fiiggvényében.

Mivel a fenolatforma konnyebben oxidalhato, mint a fenol, a fenolos OH
deprotonalodasa eldsegiti a szingulett gerjesztett komplexen beliili elektronatadast a
gazdavegyiiletr6l a gerjesztett berberinre. Ezenkiviil a fokozatos deprotonalodas
kovetkeztében csokken a hidrogénkdtések szama a fenolos OH-k kozott, igy a
kalixaréngytiri flexibilisebbé valik, jobban beékelédhet a berberin, ami szintén
elGsegiti a nagyobb hatékonysagu elektronatadast a gazdamolekularél a gerjesztett
vendégmolekulara. A fotoindukalt elektronatadas 1étrejottének termodinamikai
feltétele a Rehm-Weller 6sszefliggéssel ((34) 0sszefiiggés) becsiilheté meg [133].

A komplexalddott berberin gerjesztett allapotanak energidjara pH-t6l
fliggetleniil 2,52 eV-ot mértiink. Ciklikus voltammetrias mddszerrel telitett kalomel
referenciaelektrodot alkalmazva a berberin redukcids potencialjara —1,3 V értéket
hataroztak meg [134]. Az SCXS8 oxidacids potencialjarol nincs adat az irodalomban,
de az SCX6 irreverzibilis oxidaciés potencialjara  telitett  kalomel
referenciaelektrodot hasznalva 0,7-0,76 V-ot becsiiltek 2-es pH-ju vizben. Novelve

az oldat pH-jat azt tapasztaltak, hogy az oxidacios potencial csokken [135], ami azt
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sugallja, hogy a fotoindukalt elektrontranszfer hajtoereje is nagyobb bazikus
koriilmények kozott. A berberin szingulett gerjesztett allapotanak energiajat és a
fent emlitett redukcios és oxidacios potencial értékeket a Rehm-Weller egyenletbe
(35) behelyettesitve negativ szabadentalpiavaltozast kapunk, ami arra utal, hogy a
kalixaréngylirirdl a szingulett gerjesztett berberinre az elektronatadas
termodinamikailag megengedett, de a reakcid mértékét elsésorban a

szupramolekula geometriai szerkezete szabalyozza.
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5.3. Szupramolekularis komplexképzédés berberin és kukurbit[7]uril (CB7)
kozott

5.3.1. Abszorpcios sajatsagok és 'H-NMR spektrum

Amint a 26. abran is lathatd6, ha a berberin vizes oldatdhoz CB7-t

adagolunk, megvaltozik a berberin elnyelési szinképe.

0.8+
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0.01— : , . . .
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Abszorbancia

26. dbra 31,5 umol dm™ berberin elnyelési szinképe vizben (vékony vonal) és

1 mmol dm™ CB7 adalék hatdsdra (vastag vonal).

A szinképben bekdvetkezd vords eltolodas és  hipokrom valtozas
egyértelmiien komplex keletkezésére utal. Valoszintileg a kotédés az ion-dipolus
kolcsonhatas és az apolaris vegyiiletek kozotti vonzas egyiittes hatasanak
eredménye. Erés elektrosztatikus kdlesonhatas alakul ki a vendégmolekula pozitiv
toltésti nitrogénje és a makrociklus oxigénatomjainak parcidlis negativ toltése
kozott, mikoézben a berberin apolaris része beékelodik a gazdamolekulaba.
HyperChem 7.52 programmal AMI1 félempirikus modszerrel végzett szdmolasok
megerdsitik, hogy a B" csak részben 4gyazodik be a CB7 hidrofob részébe (27.
abra).
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27. ébra B*—CB7 komplex energia-minimalizalt szerkezete alapdllapotban. Szinkédok: B*

ion: zold, CB7 oxigénje: piros, nitrogénatom: kék, szén: vilagos kék, hidrogén: fehér.

A metoxi-izokinolin rész ugy ékelddik be a CB7-be, hogy a pozitiv toltést

nitrogén a makrociklus iiregének nyilasan levé karbonilcsoportok kozelében
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helyezkedik el. A B" molekula mésik része az iiregen kiviil helyezkedik el, mivel a
CB7 makrociklus hossza csak 0,91 nm. A benzo-dioxol rész beékelddése nem

kedvezd, mert kis mérete miatt nem illeszkedhet szorosan a CB7-ba.
A komplex szerkezetének felderitése érdekében 'H-NMR spektroszkopiai

méréseket is végeztiink.
'H-NMR mérésekb6] kapott eredmények Gsszhangban vannak az elméleti
szamitasok  altal  valosziniisitett  szupramolekula-szerkezettel. A folvett
spektrumokat 28. abran tiintettem fel.
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28. abra CB7 (2,58 mmol dm™) (belsé dbra), B* (2,69 mmol dm™) (alsé dbra) és B*—CB7

komplex (felsé abra)' H-NMR spektruma D,0-ban. A nyilak a vendégmolekula metoxi-
izokinolin részére jellemzo spektralis valtozasokat mutatja.

2,69 mmol dm™ B és 2,58 mmol dm™ CB7 koncentracioji oldatokban B*-

nek 98%-a kotédik a CB7-hez. Kovetkezésképpen a 28. abra felsG részén a
vendégmolekula 'H-NMR cstcsai nem jelennek meg az 1:1 Osszetételii BT:CB7
nehézvizes oldatban. A spektrumot deuteralt vizben regisztraltuk, 1:1 moélaranyban

66



5.3. Szupramolekularis komplexképzddés berberin és kukurbit[7]uril (CB7) kozott

oldottunk fel berberint és CB7-et. CB7 hozzaadasara a berberin metoxi-izokinolin
rész¢hez rendelhetd rezonanciajelek a nagyobb térerdk iranyaba tolodnak el. A
jelazonositas és Osszehasonlitis céljabol tigy a berberin, mint a CB7 'H-NMR
spektrumat is felvettiik.

A B, CB7 és B'=CB7 komplex protonjelei a kdvetkezdk: B (D,O, ppm):
3,14 (t, 2H, Hs), 4,01 (s, 3H, Hy4), 4,06 (s, 3H, H;s), 6,03 (s, 2H, Hi), 6,85 (s, 1H,
Ha), 7,25 (s, 1H, H,), 7,76 (d, 1H, J=7,6 Hz, Hy,), 7,92 (s, 1H, J=7,6 Hz, H,)), 8,22
(s, 1H, Hi3), 9,55 (s, 1H, Hg); CB7 (DO, ppm): 4,19 (d, 14H, J=15,4 Hz, CH,),
5.49 (s, 14H, CH), 5,76 (d, 14H, J=15,4 Hz, CH,); B'-CB7 (D,0, ppm): 3,30 (s,
2H, Hs), 3,81 (s, 3H, Hi4), 4,07 (s, 3H, His), 4,21 (d, 14H, J=15,4 Hz, CHy), 5,41(s,
6H, CH), 5,51(s, 8H, CH), 5,61 (s, 2H, Hy; és Hy»), 5,77 (d, 14H, J=15,4 Hz, CH,),
6,11 (s, 2H, Hy), 7,01 (s, 1H, Hy), 7,21 (s, 1H, H;), 7,93 (s, 1H, Hy3), 8,69 (s, 1H,
Hs).

A Hg, Hiys, Hyy, Hyp valamint Hy4 protonokhoz hozzarendelteté csticsok
jelentdsen eltolodnak, szintén a nagyobb térerd iranyaba. A legjelentésebb
eltolodast az aromas gyiriiben levé H;y, és H;, protonok jeleinél figyelhetdé meg
(A=2,31 és 2,15 ppm). A benzo-dioxol rész aromads illetve metiléncsoportjan levo
protonok jelei (H;, H4, €és Hje) csak kis mértékben tolodnak el a kisebb térerd
irdnyaba, ami arra utal, hogy a CB7 karbonilcsoportjai kisebb mértékben
arnyékoljak a vendégmolekula ezen részét. A H;s protonhoz tartozd cslcs
praktikusan ugyanolyan téreré mellett jelentkezik attol fiiggetleniil, hogy van-e az
oldatban CB7, vagy nincs. Ez azzal magyarazhaté, hogy CB7-el a
berberinmolekulanak ez a része nem 1ép kdlcsonhatasba.

A komplexalodas befolyasolja a CB7 makrociklus protonjainak a kémiai
eltolodasat is. A gazda molekuldban levé CH, csoportok dublettjei ugyanolyan ppm
értékeknél jelentkeznek a szabad CB7-ben ¢€s a komplexalodas utan. A CH csoport
protonjai viszont kémiai €s magneses szempontbol nem lesznek egyenértékiiek. Ez
azzal magyarazhatd, hogy a B' parcidlis beékelddése jelentds hatdssal van a

spektrumban megjelend csucsok kémiai eltolodasara.
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Annak érdekében, hogy feltarjuk az alap- és gerjesztett allapot kozotti
energiakiilonbség valtozasat komplexalodas hatasara, felvettiik a berberin elnyelési
szinképét kiillonbozé oldoszerekben. Amint a 29. abran is lathato, linearis
Osszefliggés van az Sy-S; atmenet elnyelési savjahoz tartoz6 maximum helye

(Vmax(abs)) €s az orientacids polarizalhatdsagi paraméter kozott, mely a kovetkezo

Osszefiiggéssel hatarozhato meg:

AF = (e-1)/Qe+1)—(n> =1)/2n* +1)  (@47)

ahol € a dielektromos allandot jeloli, n pedig a kdzeg torésmutatodja.

v(abs)/10°cm™

29. abra A berberin elnyelési szinkép legkisebb energidju maximumdnak helye az
orientdcios polarizalhatosagi paraméter fiiggvenyében kiilonbozo oldoszerekben (o) illetve

CB7 iiregében (A).

A B'—CB7 komplex legkisebb energidkhoz tartozd abszorpcids savjanak
Maximuma Vi (abs)=23260 cm '-nél mutatkozik. A kalibraciés gorbén elfoglalt
helye alapjan leolvashat6 a hozza tartozé AF érték, 0,292-nek adodott, mely arrol
nyujt informaciot, hogy a CB7-be ékel6dott berberin mikrokdrnyezetében milyen
mértékll az orientacios polarizalhatosag. A AF érték kozel esik az etanoléhoz (AF =
0,289), ami fdleg annak tulajdonithatd, hogy a B mérete til nagy ahhoz, hogy
teljesen beékelddjon a gazdamolekula iiregébe. Kimutattdk, hogy a berberin

hasonld kornyezetet érez ciklodextrin és etanol jelenlétében [31]. Nau és
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munkatarsai sokkal kisebb méretli probakat hasznaltak, 2,3-diaza-biciklo[2.2.2]oct-
2-én-t (DBO) és diacetilt, amelyeknek nm+-tipusu szingulett és triplett gerjesztett
allapota van. Linearis Gsszefliggést talaltak az abszorpcids €s emisszids sajatsagok
¢s az oldoszer polarizdlhatosagi paramétere (P=(n"—1)/(n’+2)) kozbtt.
Megallapitottak, hogy a kukurbituril iiregében nagyon kicsi a polarizalhatosag, a
perfluoro-hexan és a gazfazis [88, 89] kozotti tartomanyaba esik. A B” abszorpcios
maximuma és a polarizalhatosagi allandé (P) kdzott nincs szoros 0sszefliggés, ami
arra utal, hogy a kationos vegyiilet spektralis sajatsagait nemcsak a

polarizalhatosag, hanem a mikrokdrnyezet dielektromos allanddja is befolyasolja.

5.3.2. A komplex fluoreszcencidja

A B' fluoreszcencia-sajatsagai jelentésen valtoznak mikozben a CB7-be

agyazodik be. Vizben a B” gyengén fluoreszkal, emissziés maximuma 17900 cm™
koriil van. Mint ahogy a 30. abran is lathatd, a berberin vizes oldatdhoz CB7-et
adagolva rendkiviili mértékii, koriilbeliil 6tszazszoros fluoreszcencia-intenzitas-
novekedést idéz eld, mikdzben a szinkép nagyobb energiak iranyaba tolodik el.
A spektrumban bekovetkezd véltozas azzal magyarazhatd, hogy a B” részben
beagyazodik a CB7 hidrofob iiregébe, lecsékken a B’ kornyezetében a viz
koncentracigja, sokkal kevésbé polaris kornyezetet észlel. Inbaraj s munkatarsai
azt tapasztaltdk, hogy a B~ fluoreszcencia kvantumhasznositasi tényezéje nd az
oldoszer polaritasanak csdkkenésével, mikdzben a fluoreszcencia-maximum kisebb
hullamhosszak iranyaba tolodik el [27].

A B'—CB7 komplex emissziés maximuma 19700 cm™ -en jelentkezik. A
Stokes eltolédas jelentOsen kisebb, mint gazdavegyiiletet nem tartalmazé
olddszerekben. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a CB7 iireg nemcsak apolaris
mikrokdrnyezetet biztosit a B’ szdmara, hanem gatolja a gerjesztett

vendégmolekula relaxacids folyamatait.
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Az 30.B abra a fluoreszcencia kvantumhasznositasi tényezd valtozasat
novekedés utan O hatarértéket ér el. A szinképben bekovetkezo valtozas leirhatéd az

1:1 komplexalddasra levezetett (23) 0sszefiiggéssel analog modon.
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30. abra (4) CB7 hatdsa (0,079, 0,14, 0,23, 0,35, 0,50, 0,67, 0,84, 1,18, 2,19, 5,98 és 15,8
umol dm™) a berberin (0,52 umol dm™) emisszios szinképére vizben (A.=400 nm). Az alsé

abra (B) a B” fluoreszcencia kvantumhasznositdsi tényezéjét mutatja CB7

A nemlinearis illesztésbdl szarmaztatott egyensulyi allandot és a komplex szamitott

fluoreszcencia kvantumhasznositasi tényez6jét, valamint a mért élettartamokat az 5.

tablazatban foglaltam Ossze.
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A komplex fluoreszcencia lecsengése egy exponencidlis tagot tartalmazo
fiiggvénnyel jol leirhatdo (T=11,6 ns). A B'—CB7 komplex fluoreszcencia

kibocsatasi sebességi egyiitthatdja a @ és Tr ismeretében szamithatd, ky=2,3x10’

s,

5. tabldzat A B"—CB7 komplex képzédés egyensulyi dllandéjanak logaritmusa, illetve

.7 .7 , . + . . r,r ’ .7 r
fluoreszcencias sajatsagai Na -ion jelenlétében és hianyaban.

Adalék logK | VF(max) | g T
cm ns
i 620 | 19700 | 026 11,6
[NaCII=0,05M | 529 | 19700 | 0,15 7.6
[Nal]=0,05 M | 550 | 19700 | 0,11 73
foszfat
puffer 551 | 19700 | 0,16 7.8
[Na' ]=0,05 M

A B’ etanolban mért fluoreszcencia élettartama és fluoreszcencia
kvantumhasznositdsi tényezéje csaknem egy nagysagrenddel kisebb (T7=1,3 ns,
®:=0,033), mikozben a fluoreszcencia kibocsatasi sebességi egyiitthatojara
szamitott érték kozel azonos (2,5%10" s™') a B'—=CB7 komplex k értékével. Ez arra
utal, hogy a komplexalodas els6ésorban a szingulett gerjesztett allapot
sugarzasmentes energiavesztési folyamatara hat.

Erdekes Osszehasonlitani a kiilonbozé makrociklusokkal (CB7, 4-
szulfonato-kalix[8]arén (SCX8) és B—ciklodextrin (B—CD) kélcsonhatasba 1épé B
sajatsagait. Mind a harom esetben 1:1 sztochiometriaji komplexképzodéssel allunk
szemben, de B'~CB7 komplex egyenstlyi allandéja tobb mint 5-szor nagyobb a
fentebb leirt B'—=SCX8 esetén kapott értéknél, illetve 10000-szer nagyobb, mint a
B'—BCD komplex egyensulyi allanddja [31]. Maésrészt a B'—CB7 komplex
fluoreszcencia kvantumhasznositasi tényezdje tobb mint 13-szor nagyobb, mint

amit B'—SCX8 komplex esetében mértiink pH=2 oldatban. A fluoreszcencia-
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maximum helye is nagymértékben fiigg a gazdamolekulatol. A B” emisszids sav
maximuma vizben 17900 cm™, a B'-SCX8, B'—BCD és B'—~CB7 komplexeké
pedig 18280 cm™, 18870 illetve 19700 cm™' hulldmszamnal jelentkeznek. A B”
fluoreszcencia-maximuméanak a helye a mikrokdrnyezet polaritasarél ad
informaciét, igy a CB7 iiregnek a legkisebb a polaritasa. Kovetkezésképpen
elmondhatjuk, hogy gazdamolekulaként a CB7 bizonyul a legjobbnak a B’
kvantitativ meghatarozasara fluoreszcencids modszerrel. A nagy egyensulyi
allandonak koszonhetéen széles berberinkoncentracio-tartomanyban teljes a
komplexalodas még akkor is, ha CB7 koncentracidja csak 57 umol dm™. Ezt a CB7

« gy

koncentraciot allandonak tartva valtoztattuk a B* koncentraciéjat. Abrazolva az

crer

Intenzitas

0 2 4 6 8 10

[B']/ nmol dm*

Intenzitas
N

T T T

0 40 80 120 160
[Berberin] / nmol dm®

crer

57 umol dm™ CB7-et tartalmazé vizes oldatban. A gerjeszté hulldmhossz 347 nm. A belsé

abra a kis B” koncentrdciotartomany kinagyitott képe.

Lathato, hogy legalabb 160 nmol dm™ B" koncentraciéig a linearitis megmarad, és
a belsé abrabol kitiinik, hogy ilyen koriilmények kozott akar 1 nmol dm™

koncentraci6 alatti B is kimutathato.
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5.3. Szupramolekularis komplexképzddés berberin és kukurbit[7]uril (CB7) kozott

5.3.3. Natriumsok hatasa

Az irodalomb6l ismert, hogy CBn komplexek stabilitasa illetve a
vendégmolekula kotddésének kinetikaja szabalyozhato szervetlen kationokkal [94,
136], de anionok hatasarol az irodalom nem szamol be.

Ezért megvizsgaltuk, hogy kiilonb6z6 natriumsok milyen hatassal vannak a
B'—CB7 komplex egyenstlyi allandojara illetve fluoreszcencias sajatsagaira. NaCl,
Nal, valamint NaH,PO,/Na,HPO, puffer (1:1 molarany) felhasznalasaval az
oldatban 0,05 mol dm™ Na'-koncentraciot allitottunk be. A komplex egyensulyi
allando6ja, a fluoreszcencia kvantumhasznositasi tényezdje illetve a lecsengési
paraméterei csak nagyon kis mértékben valtoztak az alkalmazott ionforrastol,
mikozben a fluoreszcenciasav maximumanak a helye nem valtozott. A mért
adatokat az 5. tablazatban foglaltam Ossze.

Elméleti szamitasok alapjan feltételezték [137], hogy az anionok a
kukurbituril tiregének kiilsé részén helyezkednek el, ahol a makrociklus részlegesen
pozitiv toltésti szénatomjainak vonzo hatasat élvezik. gy a CB7 iiregébe ékelddott
B" védve van kioltokkal, mint példaul I” szemben, mely diklor-metanban kioltja a
gerjesztett B" fluoreszcenciajat.

B'—-CB7 komplex stabilitdsa jelentdsen csokken sok jelenlétében (5.
tablazat). Ez 6sszhangban van az irodalmi adatokkal, miszerint az alkali ionok
készséggel koordinalédnak a CB7 karbonilcsoportjaihoz, akadalyozva ez altal a
szerves molekula beékelddését [69, 94, 136, 138].

A nétriumsé nemcsak a B” és CB7 kozott kialakulé komplex egyensilyi
allandojara van hatassal, hanem csokkenti a kialakulé komplex fluoreszcencia

kvantumhasznositasi tényezojét, illetve fluoreszcencia-¢élettartamat.
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srer

crcr

crcr

meg, melyet az 1/K=(6,34x10""  mol/dm’)+7,58x10°[NaCl]+(7,99x10~*
mol/dm™)[NaCl]* fiiggvénnyel kaptunk.

2
u £
6 = 1
g
Ea
n 00 01 02 03 04
X 5 [NaCl] / mol dm®
(@]
o n
4 n
| |
| |

00 01 02 03 04 05
[NaCl] / mol dm™

32. adbra B"—CB7 komplex képzédés egyensilyi dallandéjanak logaritmusa a NaCl
koncentracio fiiggvényében. A belsé abra az egyensulyi allando reciprokat mutatja a NaCl-

koncentracio fiiggvenyében. A folytonos vonal a legjobb illesztésnek felel meg.

A CB7 komplex képzodés egyensulyi allanddjanak reciproka fiigg a
rendszerben jelen levé Na® koncentraciotol és ezt a kovetkezd Osszefiiggés irja le

[69] :

1 1+K,[Na*]+K,K,[Na*]’ us)
K K, +K,K,[Na*]

ahol K, és K, jeldli a vendégmolekula—CB7, és Na'~CB7 komplexek egyenstlyi
allandojat, Ks és Ky pedig a Na™—CB7 és Na' illetve a szerves vendégmolekula

kozotti reakcio egyensulyi allandgjat jeldli. Feltételezve, hogy a (48) egyenlet
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5.3. Szupramolekularis komplexképzddés berberin és kukurbit[7]uril (CB7) kozott

érvényes a B'—~CB7 komplexnek Na'-al valo kolcsonhatasara is, négyzetes Na

koncentraciéfiiggés varhato, ha K >>K,K4[Na']:

1 1+K,[Na*]+K,K,[Na*]’ o)
K K,

A kisérleti adatokra a (49) Osszefiiggést illesztettilk. Rogzitve a mar korabban
meghatérozott K, értékét, a Na" és CB7 illetve Na'—~CB7 és Na' kozotti reakcio
egyensilyi allanddjara K;=120 dm® mol™ és Ks=11 dm® mol™ értéket kaptunk.

A K, egyensulyi allando értéke tal kicsinek tlinik, mivel egy
nagysagrenddel nagyobb egyenstlyi allandot kozdl az irodalom a Na' és CB6
levezetésekor feltételezett mechanizmus mellett mas folyamatok is szerepet
jatszhatnak a B'—~CB7 és NaCl-ot tartalmazé oldatban. Az irodalomban kozolt
kvantitativ analizis [69] a kisebb méretii kukurbit[6]urillal alkotott komplexekre
vonatkozik. Azonban mi a nagyobb kukurbit[7]uril és B’ kozott kialakuld

komplexet vizsgaltuk, mely mérete folytan tobb, Na'-nal is kolcsonhatasba léphet.

0.3

0.2

0.1

0.0

0.0 0.1 0.2 0.3
[NaCl] / mol dm®

33. dbra A B'—CB7 komplex fluoreszcencia kvantumhasznositési tényezdje a NaCl

koncentrdcié fiiggvényében (2,66 1 mol dm™ B* és 55 it mol dm™ CB7 vizes oldata).

A 33. dbra B'-CB7 komplex fluoreszcencids sajatsagainak valtozasat

crcr
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A fluoreszcencia kvantumhasznositasi tényez6 tizendtodére csokken, ha 0-
16l 0,35 mol dm™-re néveljiik a NaCl koncentraciojat. A 0,025-0,2 mol dm™ NaCl
koncentracidtartomanyban a fluoreszcencia-lecsengéseket két exponencialis tagot
tartalmazo fiiggvénnyel lehet kell6 pontossaggal megilleszteni.

A nagyobb ¢élettartam (T) majdnem harmadara csokken mikozben a kisebb

¢lettartamot (T,) a s6 kis mértékben befolyasolja (34. abra).

121 o A
g of a
e A
e B A
A ., R
3 .,
" s m g [}
0+— . . ,

T

0.0 0.1 0.2 0.3
[NaCl] / mol dm™

34. dbra NaCl hatisa a B'—CB7 komplex fluoreszcencia-élettartamdra () illetve a

Sfluoreszcencia-lecsengés preexponencidlis tényezéinek aranydara (A4,=490 nm) (B).

Az id6felbontott fluoreszcencia-kiértékelésébol szarmaztatott

srer

novelésével. 0,2 mol dm™ NaCl koncentracio felett megjelenik egy harmadik

komponens is, melynek hozzajarulasa nagyon kicsi, szdmértéke pedig a B'—CB7
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komplexével azonos (11,6 ns), de relativ hozzajarulasa (100as/2a;) mindig 4 % alatt

marad.

1.0+

0 0.8

o~

© 0.6
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01 02 03 04 05 06
NaClI" / (mol dm™)"

35. abra B'—CB7 (A) és B'—CB7-Na" (B) komplex fluoreszcencia-élettartamdnak reciproka

(Aae=490 nm) NaCl mennyiség négyzetgyokének fiiggvényében.

Linearis 0Osszefliggést talaltunk a T, és 1T, fluoreszcencia-élettartam
reciproka és a NaCl koncentraci6 négyzetgyoke kozott, ami jol lathaté a 35. abran.

Hasonlo viselkedést tapasztalunk, amikor perkloratsot adagolunk a
butironitrilben oldott berberinhez (5.1.3 fejezet). Ez annak tulajdonithatd, hogy
megnd a lokalis ionkoncentracio a gerjesztett berberin mikrokdrnyezetében, ami az
energiavesztési folyamatokat felgyorsitja. Valdszintileg a NaCl okozta
fluoreszcencia-élettartam-csokkenés is ezzel magyarazhato. A rovid élettartamhoz
rendelhetd preexponencialis tényezd értéke ndvekszik, ahogy ndveljitk az adalék

koncentracidjat, ami a Na' koordinalodasaval magyarazhaté a B'—CB7
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komplexhez. Ebben az esetben az amplitudok aranyanak (a,/a;) linedris kapcsolatot

« gy

—= = K, [NaCl] (50)
N

ahol Kr a harmas komplex, (B‘'~CB7-Na") egyensulyi allanddja, k" és k," a
gerjesztett B'—CB7-Na® és B'—CB7 fluoreszcencia kibocsatasi sebességi
egylitthatot jeloli. Mivel az elnyelési szinkép elhanyagolhatd mértékben valtozik, a
B'~CB7-Na’ és B'—~CB7 komplexek molaris elnyelési egyiitthato megegyezik, igy
az aranyuk (ey/€;) a gerjeszté hullamhosszon 1. A 34. B abran lathato, hogy
valoban linearis Osszefliggés van a preexponencialis tényezOk aranya és a NaCl
koncentracioja kozott. A mért adatok legkisebb négyzetdsszeges illesztésének
eredményét az abran folytonos vonal jelzi. A (50) egyenletet szerint az egyenes
meredekségére KT(kzF /k,F )=19 dm® mol™" értéket szamitottunk. Nem lehet olyan
kisérleti korlilményeket teremteni, ahol csak a harom alkotorészbdl felépiild
(B'-CB7-Na") komplex van jelen, igy a k" értékét sem tudjuk pontosan
meghatarozni. Mivel a B'-CB7-Na’ fluoreszcencia kibocsatas sebességi
egyiitthatéja nem valdszint, hogy nagyobb, mint a B'~CB7 komplexé, ezért a Na'
és B'—CB7 kozotti reakci6 egyensilyi allandoja sem lehet nagyobb, mint Ky = 1,9

dm® mol™".

5.3.5. Ionfolyadékok hatasa

Megvizsgaltuk, hogy a B'-CB7 komplex fluoreszcencidjat miként
modositja az 1-butil-3-metil-imidazo6lium-klorid ionfolyadék (C4MImCI).

36. A abra a B'—~CB7 komplex fluoreszcencia-intenzitisaban bekdvetkezd
valtozdst mutatja a hozzaadott [C,;MIm]CI ionfolyadék koncentraciojanak
figgvényében. A kezdeti oldat 2,66 pmol dm™ B'-t és 55 umol dm™ CB7-et

tartalmazott. Ilyen koriilmények kozott a B” komplexalddasa gyakorlatilag teljes.
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36. dbra C,MImCI hatdsa a 2,66 jt mol dm™ B" és 55 ytmol dm™ CB7 vizes oldatanak
fluoreszcencia-intenzitasara (A), illetve a fluoreszcencia-lecsengési paramétereire (B),és a

preexponencialis tényezék aranydra (C) (g =490 nm).

Az abrabodl kitlinik, hogy harom nagysagrenddel kevesebb ionfolyadék
okoz ugyanakkora fluoreszcencia-kioltast, mint a NaCl. Idében felbontott
fluoreszcencia-mérésekre  volt sziikség, hogy feltérképezziik a folyamat
mechanizmusat. A vizsgalt koncentracidtartomanyban a B'—CB7 komplexhez
rendelt (11,640,3 ns) fluoreszcencia-élettartam mindvégig valtozatlanul megmarad.
0,03 mmol dm™ ionfolyadék-koncentracié felett megjelenik egy rovidebb
(2,8+£0,2ns) élettartam is, melyhez tartozo preexponencialis tényezd értéke az

sokkal hosszabb és intenzivebb, mint a B emisszidja vizben, valamint B" és/vagy
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CB7 nélkiil nem detektalhato. igy egy eddig nem tapasztalt részecske jelenléte
feltételezhetd, mely nem lehet més, mint a B'~CB7-C,MIm" harmas komplex. A
CB7 iiregében a B’ beékelddése utan nincs hely a C,MIm’ ion szamara,
kovetkezésképpen az 1-butil-3-metil-imidazolium ion a gazdamolekula kiilsé
részén helyezkedhet csak el. A CB7 és C4MimCl kozotti kdlesonhatast nem lehet
kizarni. A harmas komplex és a CB7-C4;MIm’ komplex egyensulyi allanddja
0sszemérheto kell, hogy legyen, mert ellenkez6 esetben a 2,8+0,2 ns-os élettartamot
nem detektalhatnank. A fluoreszcenciaspektrum 0,4 mmol dm™ ionfolyadék
jelenlétében sokkal intenzivebb és a fluoreszcencia maximuma is kisebb
hulldmhossznal jelenik meg (510 nm), mint a B" -¢é (565 nm). Ez arra utal, hogy a
kisérleti koriilményeink kozott a C4MIm’ kation nem szoritia ki a B'-t a
gazdamolekula iiregébél. Erdemes megjegyezni, hogy nem tapasztaltunk jelentds
eltérést, ha az 1-alkil-3-metil-imidazélium kationban a butilcsoportot decilcsoportra
cseréltiik.

Az ionfolyadék okozta hatast olyan kisérleti koriilmények kozott is
tanulmanyoztuk, amikor a B” volt feleslegben, igy alig volt jelen szabad CB7 a
rendszerben ([B]=32,5 umol dm™, [CB7]= 4 umol dm™). Ebben az esetben is
jelentés  fluoreszcencia-intenzitas-csokkenést  tapasztaltunk,  valamint a
fluoreszcencia-lecsengések is csak két exponencialis tagot tartalmazo fiiggvénnyel
értékelhetok ki. Megjelenik egy 2,6+0,2 ns koriili élettartamu részecske, melynek
relativ hozzijarulasa né C4,MImCl fokozatos hozzdadasaval 0-200 umol dm™
koncentracié tartoményban. Ez a jelenség szintén a B'—~CB7-C4MIm"~ komplex

jelenlétét tamasztja ala.
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5.4. Epesav aggregacio6 fluoreszcencias vizsgalata berberinnel

5.4.1. Natrium-kolat epesav hatasa a berberin elnyelési és emissziés szinképére

Az 37. abran a berberin elnyelési szinképében epesav hatasara bekdvetkezd
valtozas lathat6é. Fokozatosan ndvelve a natrium-kolat (NaC) koncentraciot a
spektrumban voros eltolédas tapasztalhato, ami arra utal, hogy a berberin

kolesonhatasba 1ép az epesavval, mikozben négy izobesztikus pont bontakozik ki.
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37. abra A berberin elnyelési szinképében NaC hatasara bekivetkezo valtozas. A belsé abra

crer

fiiggvényében. A folytonos vonalak a legjobb illesztéseknek felelnek meg.

Mar igen kis natrium-kolat (NaC) koncentraciotél (2-3 mmol dm™-t5l)
megvaltozik a berberin spektruma, ami kisebb, mint az epesavra kozolt
“micellaképzddési” koncentracio (cmc) irodalmi értéke [96-100]. Ez arra utal, hogy

“ g ey

harom hullamhosszon mért abszorbancia valtozasat mutatjia a NaC

crcr

mmol dm™-nél hatarértéket érnek el, kovetkezésképpen az abszorpcids szinkép

nem érzékeny a nagyobb aggregatumok keletkezésére.
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Az 38. A abran a berberin fluoreszcencia-szinképében bekdvetkezd valtozas lathato

NaC fokozatos hozzaadasara.
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38. dbra (A) NaC hatdsa a berberin (36umol dm™) emisszios szinképére vizben (Aop=435
nm). (B) 556 nm-en detektalt intenzitasvaltozads. A belsé abra a kis NaC koncentracioknal

bekévetkezo valtozas kinagyitott képe.

A gerjesztd hullamhossz 435 nm volt, mikdzben a 4 nm-es réseket hasznaltunk. A
berberin  vizben igen gyengén fluoreszkal, az irodalom  4,7x107*
kvantumhasznositasi tényezot kozol D,O-ban. A jelent6s fluoreszcencia-intenzitas-
novekedés, valamint a szinkép kék eltolodasa, ami jellemzd a berberinre, ha kisebb

polaritasi  mikrokornyezetbe keriil, egyértelmii bizonyiték a natrium-kolat
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aggregaciora. A 38. B abra az 556 nm-en mért fluoreszcencia-intenzitas
epesavkoncentracio-fiiggését mutatja, mig a belso kis abra a kezdeti rész kinagyitott
képét szemlélteti. Lathatd, hogy 2 mmol dm™ NaC koncentracié alatt nem
tapasztaltunk fluoreszcencia-intenzitas-ndvekedést, ami azt sugallja, hogy ilyen hig
oldatokban nincs a berberin és epesav kozott semmilyen kolcsonhatas. Csekély
véltozast tapasztaltunk 2-10 mmol dm™ koncentracié tartomanyban, mig tovabb
novelve az epesav-koncentracidt jelentds fluoreszcencia-intenzitas-novekedés
figyelhet6 meg.

Erdemes megjegyezni, hogy a NaC a berberin fluoreszcenciajat feltiinéen
masképp befolyasolja, mint a hagyomanyos feliiletaktiv anyag, a natrium-dodecil-
szulfat (SDS) [33]. A berberin fluoreszcenciaja maximumgorbe szerint valtozik
mol/dm® koncentracidig az emisszids szinképben fluoreszcencia-intenzitas-
novekedést tapasztaltak, amit a berberin és a negativ toltésii dodecil-szulfat-ion
kozott kialakuld ionpar képzodésével magyaraztak. Tovabb ndvelve az SDS
koncentracigjat a molekuldk asszocialodnak, ami fluoreszcencia-intenzitas-
csOkkenéshez vezet. A  kritikus-micellaképz6dési  koncentraciot elérve a
valtozatlan marad. A berberin eltéré fluoreszcencids viselkedése a NaC
aggregatumokban és SDS micelldban azt jelzi, hogy ez utobbi esetben a micella
hatarfeliileti rétegében tobb vizmolekula helyezkedik el, a berberin sokkal
polarisabb mikrokdrnyezetet észlel, mint a NaC aggregatumok esetében. A
masodlagos NaC aggregatumok sokkal nagyobb védelmet biztositanak a majdnem
planaris [28] berberinnek vizzel szemben, mint az SDS micella.

Ahhoz hogy mélyebben megismerjiik a kolcsonhatas tipusat idéfelbontott
fluoreszcencia-mérésekre volt sziikség. A berberin fluoreszcencia-élettartama
vizben, adalékanyag hidnyaban 40 ps. A mérési eredményeket a 39. abra
szemlélteti. Ahogy a belsd abran latszik, 2 mmol dm™ alatti koncentracioknal a
berberin fluoreszcencia-¢élettartama valtozatlan, kdvetkezésképpen nincs ilyen

koncentracidig semmilyen kolesonhatas a vizsgalt alkaloid és epesav kozott. 2-10
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mmol dm™ koncentriciotartomanyban a berberin fluoreszcencia élettartama né,

mikozben tovabbra is exponencialis lecsengéseket tapasztalunk.
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39. abra A berberin (34pmol dm™) (A,B) fluoreszcencia-élettartamaban NaC hatdsara
bekovetkezo valtozas. (C) Az also abra 650 nm-en mért preexponencialis tényezok relativ

hozzajarulasanak NaC koncentrdcidfiiggését mutatia (Aexc=400 nm).

10 mmol dm™ feletti koncentracioknél a lecsengéseket mar csak két exponencialis
tagot tartalmazo fliggvénnyel lehetett kelld pontossaggal kiértékelni. Megjelenik
egy 4,3 — 49 ns-os élettartam, melynek hozzdjarulasa novekszik a NaC
koncentracidval (39. C abra). Fokozatosan novekszik a rovid élettartam is, mely
hatarértéket ér el, és 23 mmol dm™ epesav-koncentracio felett csak kis mértékben

valtozik. A mérési eredményeinket Small és munkatarsai altal feltételezett (2.4.4.
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fejezet, [111-113]) kétlépcsds asszociacios modellel lehet értelmezni. Vagyis
kezdetben (10 mmol dm™ epesav-koncentracioig) csak elsddleges aggregatumok
vannak jelen, mig e feletti koncentracidtartomanyban mar a masodlagos
aggregatumok is keletkeznek.

Az elnyelési és fluoreszcencia-szinkép valamint az idéfelbontott
fluoreszcencias mérések a berberin kotdédését jelzik a NaC aggregatumokhoz. A 2-
10 mmol dm™ koncentracié tartomanyban képz3dé elsédleges aggregatumok tul
kicsik ahhoz, hogy a berberin teljesen beé¢kelddjon, és izolalva legyen a viztol.
Ezért kis valtozads tapasztalhatd a spektralis paramétereiben valamint
fluoreszcencia-élettartamaban. A Coulomb-kolcsonhatas a pozitiv toltésii berberin
¢és a kolat anionok kozott eldsegiti az elsddleges aggregatumok keletkezését. A T,
élettartam 10-23 mmol dm™ epesav koncentracid tartomanyban bekovetkezd
jelentés valtozasa az elsddleges aggregatumok fokozatos novekedésének tudhatod
be, mely egyre apolarisabb mikrokdrnyezetet teremt a berberin szamara. Tovabb
novelve a NaC koncentraciot a 1, élettartamban mar csak kis mértéka valtozas
tapasztalhatd, ami azt sugallja, hogy 23 mmol dm™ felett a berberin
mikrokdrnyezetének polaritisa nem valtozik jelentésen. Mivel a T, élettartam
mindig rovid marad, sohasem haladja meg a 0,6 ns-ot, arra kdvetkeztethetiink, hogy
az elsédleges aggregatumokba ékelddott berberinhez mindig hozzafér a viz. A
vendégmolekula pozitiv toltésii, hidrofilebb része megakadalyozza a teljes
beékelddést a viszonylag kicsi és apolaris elsddleges aggregatumokba.

A masodlagos NaC aggregatumok nagyobbak ¢és joval polarisabbak,
képesek teljesen magukba foglalni a berberint, igy védelmet biztositanak szamara a
vizzel szemben. Ezért a masodlagos aggregatumokba dagyazodott berberin
fluoreszcencia-¢lettartama 1ényegesen hosszabb (4,3 — 4,9 ns) mint az elsodleges
aggregatumokhoz kotodotté. Az iddfelbontott fluoreszcencia-mérések igazoltak,
hogy a jelentés fluoreszcencia-intenzitis-ndvekedés 10 mmol dm™ NaC
koncentracid felett elsdsorban a masodlagos aggregatumok megjelenésének
koszonhetd, ahol a berberin fluoreszcencia-élettartama és kvantumhasznositasi

tényezOje sokkal nagyobb. A gerjesztett allapotbodl kiinduld folyamatok lassulasa
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nem eredhet a mikrokdrnyezet merevségébol, hiszen etanoltol az 1,2-etandiol felé
haladva a viszkozitds nd, mikdzben egyre gyorsabb fluoreszcencia-lecsengés
tapasztalhato. A berberin fluoreszcencia-élettartamara 1,24 ns és 0,53 ns értéket
kozol1 az irodalom e két oldoszerben. A hidrogénkotés erdssége valamit az oldoszer
polaritasa hatarozza meg a berberin fluoreszcencias tulajdonsagait, nem a
viszkozitas.

Az idofelbontott fluoreszcencia-mérések kiértékelésébdl szarmaztatott
igy az a,/(a;ta,) értékének epesav-koncentracio fiiggvényében valo novekedése (39.
C ébra) a masodlagos aggregatumok szamanak novekedését tiikrozi. Mivel a T,
¢lettartam  nagy és  gyakorlatilag csak  16%-al né a  vizsgalt
koncentracidtartomanyban, megallapithatjuk, hogy a berberin mikrokornyezete
kevéssé modosul a masodlagos aggregatumokban, és kevésbé polaris, mint az

izopropanol, melyben a fluoreszcencia-¢élettartam 2,3 ns.

5.4.2. Oldodszer hatasa az natrium-kolat aggregaciojara

Annak érdekében, hogy megallapitsuk, miként befolyasolja a lokalis
polaritas az aggregatumok sajatsagait, kiilonboz6 hidrofil, vizzel elegyedd szerves
oldészereket adagoltunk a 0,1 mol dm™ NaC-t tartalmazo vizes oldatokhoz. Ilyen
koncentracié mellett jelen vannak az elsddleges és masodlagos aggregatumok is.

A 40. abran a teli szimbdolumok jelolik a berberin fluoreszcencia-
intenzitasanak 560 nm-en mért valtozasat dimetil-formamid (DMF) illetve metanol
(MeOH) moltortjének fokozatos novelésével, mig az lires szimbolumok ugyanezen
oldoszerek hatasat mutatjdk NaC-t nem tartalmazé oldatban. Jol lathato, hogy ez
utobbi esetben a berberin fluorescencia-intenzitasit a DMF és MeOH alig
befolyasolja. Hasonloan kis valtozast tapasztaltunk, ha formamidot (F) illetve

acetonitrilt (AN) adtunk a rendszerhez.
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40. abra 560 nm-en mért fluoreszcencia-intenzitas dimetil-formamid (m) és
metanol méltortiének a fiiggvényében (A ) vizben 33 umol dm™ berberin és 0,1 mol dm™

NaC jelenlétében. Az iires szimbolumok az epesav hianyaban mért valtozast mutatjak.

A tapasztalt fluoreszcencia-intenzitas-csokkenés arra utal, hogy a berberin
sokkal hidrofilebb kornyezetet érzékel, mint az eredeti aggregatumokban.

Idéfelbontott fluoreszcencia-mérésekkel feltartuk az oldoszer altal okozott
valtozasok okat. A 41. abran DMF illetve MeOH hatasa lathatd, mig az acetonitril
illetve formamid hatasat a 6. tablazatban foglaltam Ossze. Az a,/(a;ta,) érték
csokkenése a DMF moltortjének a fliggvényében egyértelmiien igazolja, hogy a
hosszabb élettartam (1,), mely a masodlagos aggregatumokhoz kotott berberinhez
rendelhetd, relativ hozzajarulasa fokozatosan csdkken, majd koriilbeliil 0,06 DMF
moltortnél teljesen eltlinik és a fluoreszcencia lecsengések mar egy exponencialis
fliggvénnyel irhatéak le. Ez a jelenség a masodlagos aggregatumok szamanak,
tartalmi berberin vizes oldatahoz F-ot illetve MeOH-t adagolunk, a masodlagos
aggregatumok még 0,08 moélaranynal is jelen vannak. A vizsgalt szerves olddszerek
az ay/(a;t+ay) aranyt DMF> AN>F>MeOH sorban csokkentik. Kovetkezésképpen
nincs kapcsolat az oldoszerek polaritasa, hidrogén-donor- vagy hidrogén-akceptor-
képessége és a masodlagos aggregatumok szétesése kozott. Valosziniileg a szerves

oldoszer-viz elegyek molekularis szintli szerkezete hatarozza meg a szerves
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oldoszerek hatasat a NaC aggregaciora. Korabbi kozlemények igazoltak, hogy a
MeOH molekulak asszocialodnak [140-143]. Ez lehet az oka annak, hogy a MeOH

kis mértékii valtozast idéz el6 az epesav aggregatumokban.
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41. abra Dimetil-formamid (m) és metanol (A ) hatasa a fluoreszcencia-lecsengés
kiértékelésebdl szarmaztatott (A, B) élettartamokra és (C) preexponencidalis tényezd
hozzajarulasokra 33 pumol dm™ B" és 0,1 mol dm™ NaC-ot tartalmazé vizben (Aexe=400,
Ader=650 nm).

Ezzel szemben a DMF-nak nagyon kicsi az asszociaciora valdé hajlama,
mivel kicsi a kdlcsonhatasi energidja. Viszont a karbonilcsoport oxigénjének nagy
hidrogénkotési-képessége folytan [144, 145] a DMF képes befolyasolni a viz

szerkezetét és sokkal hatékonyabban bontja meg a NaC aggregatumokat, mint a
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metanol. A F-nak nagyobb hajlama van az asszociaciora, mint a DMF-nak igy a
masodlagos epesav-aggregatumokat kevésbé bontja meg. Az AN kodzbeeso hatast
fejt ki, mivel kisebb a hidrogénkotd képessége, mint a DMF-nak [146, 147].
Vizsgalataink soran kis mennyiségben alkalmaztuk, ezért nagyrészt szolvatalva

volt, igy a viz szerkezetét kevéssé befolyasolta.

6. tablazat Formamid és acetonitril hatisa a 33 umol dm™ B* és 0,1 mol dm™ NaC-ot
tartalmazé oldat idében felbontott fluoreszcencids paramétereire. ¥ az illesztések josagat

Jjellemzd paraméter (3.2.3. fejezet). A paraméterek hibaja +5%.

Oldoszer
molarénya T,/ ns T,/ ns ay/(a,+ay) Y

Formamid
0 0,57 4,81 0,217 1,25
0,0167 0,56 4,63 0,162 1,18
0,0323 0,53 4,44 0,123 1,17
0,0489 0,49 4,24 0,097 1,18
0,0650 0,49 4,16 0,077 1,16

Acetonitril
0 0,57 4,81 0,217 1,25
0,0034 0,56 4,71 0,191 1,24
0,0084 0,54 4,54 0,175 1,28
0,0168 0,52 4,18 0,159 1,18
0,0330 0,48 3,76 0,114 1,27
0,0488 0,47 3,53 0,071 1,28
0,0640 0,42 3,49 0,041 1,25

A ay/(ajtay) aranyanak csokkenése igazolja, hogy egyik alkalmazott
olddszer sem sziinteti meg az elsédleges aggregatumokat. Hasonld kovetkeztetést
vont le egy masik kutatécsoport is, amikor szisztematikusan vizsgalta, hogy az

acetonitril miként befolyasolja a vendégmolekula NaC aggregatumokba vald
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ékelédésének dinamikajat [110]. Kimutattak, hogy az elsddleges aggregatumba
¢kelodott vendégmolekula kilépésének sebességi egyiitthatdja nd az acetonitril

A masodlagos aggregatumokba ¢ékel6édott berberin - fluoreszcencia-
¢élettartama (t,) 20%-al csokken a MeOH és DMF oldoszerek moltortjének
novelésével Az adalékanyag csokkenti a masodlagos aggregatumok szamat,
azonban nagyon kis mértékli valtozast idéz elé6 a megmaradd aggregatumok
szerkezetében. Mint ahogy lathaté a 41. A abran, az elsédleges aggregatumokba
beekelddott berberin élettartama (T;) az adalékanyag hatasara masképpen valtozik.
A metanol kis csokkenést idéz eld, mig a DMF jelentds valtozast okoz. A formamid
és az acetonitril hozzdadasara mért valtozas a metanol és DMF altal okozott hatas
kozé esik.

Még 0,09 szerves oldoszer moltértnél is a berberin fluoreszcencia-
élettartama jelentésen nagyobb 0,1 mol dm™ NaC jelenlétében, mint ugyanolyan
viz szerves olddszer elegyekben, de epesav hianyaban. Ez egyértelmiien bizonyitja,
hogy egyik oldoszer sem képes felszamolni az elsédleges aggregatumokat, valamint
a berberin nem az oldészerelegyben, hanem NaC aggregatumokban van. A szerves
oldészerek valdszintiileg csokkentik a kolationok kozotti hidrofob kdlecsonhatasok
erosségét, mikozben az elsddleges aggregatumok kevésbé merev szerkezetiivé
valnak és csokken az aggregacios szamuk is. A viz konyebben hozzaférhet a

berberinhez, ami a fluoreszcencia-€élettartam csokkenését okozza.
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6. Osszefoglalas

A berberin egy természetes izokinolinvazas alkaloid, melynek antitumor,
antibakterialis, laz- és koleszterinszint-csokkentd hatdsa ismert. Gyogyaszati
jelentésége ellenére nagyon kevés informacid all rendelkezésre a fényelnyelést
kovetd reakciodirol és fotofizikai sajatsagairol. Ez meglepd, ugyanis ismert, hogy
fény hatasara bomlik és fototoxikus.

Szupramolekularis komplexképzés akadalyozhatja a  bimolekularis
reakciokat, ezaltal védelmet nyujtva a fotokémiai atalakulasok ellen, tovabba
megvaltoztatja a gerjesztett allapotok energiajat, ami jelentds valtozast okozhat az
energiavesztési folyamatok sebességében. Ezért kiillonbozé gytrliméretli 4-
szulfonato-kalix[n]arén illetve kukurbit[7]uril makrociklusos vegyiiletek és berberin
kozotti kolecsonhatast vizsgaltuk.

Tovabbi célunk volt kidolgozni egy olyan rendszert, amely detektalni tudja
az epesav-aggergatumok szerkezetének és nagysaganak valtozasat.

Mielo6tt az alkaloidot fluoreszcencids probaként alkalmaznank érdemes
feltérképezniink, hogy a berberin fluoreszcenciajat milyen {6 tényezok szabjak meg.
Ezért vizsgaltuk, hogy kiilonb6z6 anionok miként modositjdk a vegyiilet
fluoreszcenciajat, feltartuk, hogy milyen kolcsonhatds hatarozza meg dontd
mértékben a gerjesztett allapotbol kiindulo folyamatok sebességét.

Mérsékelten polaris kdzegben a berberin ionpart képez. Jelentds valtozast
tapasztaltunk a berberin elnyelési szinképében, valamint fluoreszcencids
sajatsagaiban diklor-metanban, ami B' és Cl° kozott kialakuld ionparnak
koszonhets. Spektrofotometrias, fluoreszcencias és idéfelbontott fluoreszcencias
mérések egyiittes  kiértékelésével meghataroztuk a B'—Cl™ ionparképzodés
egyensulyi allanddjat (1,5x10° mol'dm®). Igazoltuk, hogy a fluoreszcencia
kibocsatas sebességi egyiitthatoja jelentdsen csokken, mikdzben a sugarzasmentes
folyamatok felgyorsulnak ionpar képzddéskor. Hig berberin-klorid oldathoz szerves
klorid s6t adva nemcsak 1:1 sztdchiometriagju ionpar képzodése, hanem

nemspecifikus kolcsonhatasok is kozrejatszanak a fluoreszcencia-kioltasban.
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Linearis korrelaciot tapasztaltunk a fluoreszcencia-¢élettartam reciprok értéke €s a
gerjesztett berberin kdrnyezetében elhelyezkedd ionok gyorsitjak az energiavesztési
folyamatokat. Tetrabutil-ammonium-perklorat is hasonlé hatast fejt ki kozepes
polaritasu oldoszerekben, de a kioltas mértéke sokkal kisebb. Bar butironitrilben az
ionparképz6dés nem kap szerepet, mégis csokken a berberin fluoreszcencia-
¢élettartama nagy perklorat koncentracié mellett. Ez igazolja, hogy a berberin
alkaloid fluoreszcencias probakénti alkalmazasakor figyelembe kell venni nemcsak
az ionpar-képzddést, de a sohatast is.

Kimutattuk, hogy a berberin szulfondto-kalixarénekkel (SCXn) ¢és
kukurbit[7]uril (CB7) makrociklusos vegyiilettel nagy stabilitastu szupramolekularis
komplexet képez. Szisztematikus vizsgalatokkal feltartuk, hogy a koézeg pH-ja,
illetve a kalixarén gyurimérete miként befolyasolja a folyamat egyensulyi
allandojat és a keletkezett komplex fluoreszcencias sajatsagait. A berberin
abszorpcids ¢s fluoreszcencia-szinképében SCX hatasara bekovetkezd valtozasbol
hataroztuk meg a kialakulo komplex egyensulyi allanddjat. A két modszerrel kapott
értékek jo egyezést mutatnak. Megallapitottuk, hogy a kalixarén gyuriimérete
hatarozza meg a szupramolekularis komplex stabilitasat, mig a pH sokkal kisebb
hatassal van az asszociacio erdsségére.

A berberin fluoreszcencia-szinképének kék eltolodasa azt jelzi, hogy az
alkaloid kisebb polaritasu mikrokdrnyezetet észlel SCX8-ba ékelddve. A berberin
fluoreszcencia-intenzitasa SCX8-hoz kotddés hatasara, erdsen savas kodzegben
(pH=2) tobb mint 40-szeresére nott, ami lehetdvé tette mar nyomnyi mennyiségii,
alapvetden befolyasolja a komplex fluoreszcencias tulajdonsagait, minden vizsgalt
B-SCXn komplex elhanyagolhaté mértékben fluoreszkal pH=12,2-nél, mivel a
szingulett gerjesztett allapotu komplex komponensei kozotti gyors elektronatadas
hatékony energiavesztést okoz erésen lugos kozegben.

Igazoltuk, hogy a berberin erds, 1:1 sztdchiometriaju komplexet képez a

CB7 makrociklusos vegyiilettel vizben (logK=6,2). Kvantumkémiai szamitasaink
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osszhangban vannak a 'H NMR mérésekkel, amik igazoljak, hogy a fluoreszcencias
festék metoxi-izokinolin része ékelddik csak be a CB7 belsd, hidrofob részébe. E
folyamat hatasara tobb mint Otszazszoros fluoreszcencia-intenzitas-névekedést
tapasztaltunk, ami lehetévé teszi nanomol dm™ alatti berberinkoncentraciok mérését
is, és alapul szolgalhat nagy érzékenységii fluoreszcencias szenzor kifejlesztéséhez.
A NaCl jelentésen megvaltoztatja a komplex fluoreszcencias sajatsagait, valamint
az egyensulyi allandé értékét, mig az anion valtoztatasa gyenge hatast fejt ki.
Kimutattuk, hogy a szupramolekularis komplex egyensulyi allanddjanak reciproka
négyzetgyokos fiiggést mutat a NaCl koncentracigjatol.

Az 1-alkil-3-metil-imidazélium-klorid ionfolyadék jobban modositja B'-
CB7 komplex fluoreszcencia sajatsagait, mint a NaCl. Az ionfolyadék kationja
készséggel kotddik a B'—CB7-hez, mikdzben harmas komplex képzddik, mely kis
fluoreszcencia kvantumhasznositasi  tényezovel ¢€s rovid fluoreszcencia-
¢élettartammal jellemezheto.

A B'—-CB7 komplex alkalmas lehet enzimek analitikai kimutatasara,
akarcsak a nemrég javasolt Dapoxil-CB7 rendszer. Jelentés elonye azonban a
B'—CB7 péarnak az, hogy széles pH tartomanyban alkalmazhat6, mivel a berberin
fluoreszcenciaja nem érzékeny a pH-ra. Ezzel szemben a Dapoxil-CB7 komplex
csak savas oldatokban alkalmazhat6, mivel a festéket protonalni kell, hogy erds
komplexet képezzen a CB7-vel. Tovabbi elénye B'—~CB7 rendszernek, hogy a
berberin kiszoritasa sokkal jelentdsebb intenzitadsvaltozast idéz el6, mint a
Dapoxil-CB7 rendszer esetében.

Vizsgalatainkat kiterjesztettiik az NaC aggregatumokhoz kot6dott berberin
vizsgalatara is. Korabban alkalmazott semleges vegyiiletek vagy csak a primer vagy
csak a szekundér aggregatumokhoz kapcsolodtak. fgy nem lehetett kovetni
segitségiikkel az aggregatumok szerkezetének €s nagysaganak a valtozasat. Mivel a
berberin szerkezetében ugy hidrofil (ionos vegyiilet) mint hidrofob (aromas) rész is
van nagy valoszintiséggel ugy az elsddleges mint a masodlagos aggregatumokba is

be fog ¢kelddni.
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A berberin  fluoreszcencia-intenzitasa jelentésen modosul ha a NaC
aggregatumokba ¢ékeldédik. Az abszorpcids, fluoreszcencia ¢és iddfelbontott
fluoreszcencia mérések azt jelzik, hogy B" jelenlétében az elsédleges NaC
aggregatumok mar 2 mmol dm™ koncentraci6 felett képzédnek. A viszonylag kis
méretll, hidrofob elsédleges aggregdtumokba a berberin csak részben agyazodik be,
igy a fluoreszcencia-élettartama kicsi (<0,62ps). A nagyobb, 1ényegesen polarisabb
masodlagos asszociatumok 10 mmol dm™ NaC koncentracié felett keletkeznek, és
nagyobb védelmet biztositanak a beé¢kelddott alkaloid szdmara, mely ez altal nem
1ép kolcsonhatasba vizzel. Ezért a maésodlagos aggregatumokba ékelédott B
¢élettartamara lényegesen nagyobb értéket mériink (4,3-4,9 ns) .

A B egyedi tulajdonsaga, hogy ugy az elsédleges, mint a masodlagos
aggregatumokba beékelddhet, valamint az a tény, hogy fluoreszcencia-élettartama
érzékenyen reagal a mikrokdrnyezetében bekovetkezd valtozasra, alkalmassa teszi
az alkaloidot arra, hogy segitségével kiilonb6z0 szerves oldoszerek hatasat
vizsgaljuk az epesav aggregaciora.

Megallapitottuk, hogy a szerves olddszerek hatasa a metanol <
formamid < acetonitril < dimetil-formamid sorban nd, mert egyre jobban
elésegitik a viz behatolasat az aggregatumokba, és csokkentik a masodlagos

aggregatumok szamat.
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7. Summary

Berberine (B”), a clinically important natural isoquinoline alkaloid, is an
active substance of traditional Eastern herbal medicines. It is a promising drug for
the treatment of Alzheimer’s disease, exhibits anticancer, antiviral, antibacterial
activity, reduces fever and lowers cholesterol level. Despite the large biological and
pharmaceutical importance of B', very few systematic studies are available in the
literature on its photophysical characteristics. This is particularly surprising because
it is well known that B is phototoxic and decomposes when it is irradiated with
light.

Supramolecular complex formation may hinder bimolecular reactions,
hereby providing protection against photochemical transformation. Furthermore, it
can induce new energy dissipation pathways or modify the kinetics of the existing
excited state relaxation processes. Therefore, we studied how complex formation
with sulfonatocalixarenes and cucurbit[7]uril of different cavity size affects the
fluorescent behavior of berberine cation.

Our other goal was to find such a molecule, which can detect the structure
and size of the bile salts aggregates. Since B contains both hydrophilic positively
charged and hydrophobic aromatic moieties, we anticipated that unlike previously
used probes, which are located in a single defined binding site, B" may be
incorporated in both primary and secondary bile salts agglomerates.

Before B is used as a fluorescent probe it is important to unveil the most
important factors, which affect its fluorescence properties. This alkaloid inhibits
intestinal ion transport, reduces Cl~ secretion and can serve as a K’ channel-
blocking agent in cells. Therefore, we examined how different types of anions
influence the fluorescence of B'.

In solvent of medium polarity B* forms ion-pair with anions. In CH,Cl,, the
absorption spectrum of berberine chloride was found to be concentration dependent.
Above 10 uM solute concentration, the concentration dependence of the absorbance

is not linear. We attributed this to ion pairing between B” and CI” counter ion. In

95



Berberin alkaloid fluoreszcencias sajatsagai dnszervezddo rendszerekben

order to get information about the fluorescence properties of B and
B'—CI” ionpair, we recorded the fluorescence spectra and made time-resolved
fluorescence measurements as well. Combined analysis of spectrophotometric,
steady-state and time-resolved fluorescence results provided 1.5x10° M for the
equilibrium constant of ion pairing with CI” in CH,Cl,. We concluded that the
radiative rate constant was significantly diminished, whereas radiationless
deactivation was markedly accelerated due to the association with the counter ion.
Addition of CI” anion is expected to shift the ion pairing equilibrium of
berberine chloride. We have chosen tetrabutylammonium (BusN") and
bis(triphenylphosphine)iminium (PPN") salts as chloride sources because their ion
pairing have been thoroughly examined by electric conductance technique. Time-
resolved measurements showed dual exponential fluorescence traces in CH,Cl,. We
found a component whose fluorescence lifetime (t,=1.0 ns) is independent of the
anion concentration whereas the long-lived fluorescence is gradually quenched, and
its relative contribution diminishes when CI™ concentration is increased. The short-
lived component is assigned to B'CI ion pair, and the long one to B". If we plot the
reciprocal fluorescence lifetime of B™ as a function of CI™ concentration, the slope
of the linear correlation gives the rate constant of dynamic quenching. For this

"in the presence of Bu,N'Cl™ and

quantity, we obtained 3.7x10'" and 1.4x10" s
PPN'CI, respectively. These values are larger than the rate constant of diffusion-
controlled reactions, which means that not only 1:1 ion pairing but also unspecific
interactions between excited B” and ions resulted in fluorescence quenching. We
found a good linear correlation between the ratio of fluorescence decay parameters
and the square root of salt concentration, which indicates that the increase of the
local ion concentration in the surroundings of excited B' accelerates energy
dissipation. Tetrabutylammonium perchlorate caused similar effect to that of
Buy,N'Cl™ and PPN'CI in solvent of medium polarity, but the extent of quenching

was much smaller. Despite the lack of ion pairing in butyronitrile, the fluorescence

lifetime of B” decreased at high perchlorate salt concentration. These results clearly
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demonstrate that both ion pairing and salt effect should be taken into consideration
when B is used as a fluorescence probe in order to achieve an optimized response.

We found remarkably strong binding of B to 4-sulfonatocalix[8]arene
(SCX8) and cucurbit[7]uril (CB7) in aqueous solution. We unveiled how the size of
the cavity of sulfonatocalixarenes and the pH influence the fluorescence properties
and the stability of supramolacular complex. The stability of the complexes was
determined from the alteration in the absorption and fluorescence spectra of B”
upon addition of gradually increasing amount of sulfonatocalixarenes. We have
demonstrated that the size of the macrocycle is the dominant factor determining the
equilibrium constant of B" binding to p-sulfonated calixarenes, whereas the pH
affects the association strength to a much lesser extent.

Addition of SCX8 to B' solution brings about a blue shift of the
fluorescence peak, which means that B" senses less polar microenvironment when
bound to SCXS8. The fluorescence intensity of B’ increases significantly upon
complexation, which can be exploited to develop a sensitive fluorimetric method
for the quantitative determination of SCX8 or B".

While the cavity size has a great effect on the equilibrium constants, the pH
influences the fluorescence quantum yield of the supramolecular complexes. All B
complexes proved to be practically nonfluorescent at pH=12.2 because of excited
state quenching by the hosts via electron transfer.

Instead of the flexible sulfonatocalixarene type of macrocyclic compounds,
we also used a relatively new, rigid host, cucurbit[7]uril (CB7), which is comprised
of seven glycoluril units linked by pair of methylene groups.

We proved that B" forms very stable 1:1 inclusion complex with CB7 in
water (log K = 6,2). The results of AMI1 semiempirical calculations with
Hyperchem 7.52 program are in accord with that of the 'H-NMR measurements,
which confirms the partial inclusion of B” in the hydrophobic cavity of CB7. The
methoxy-isoquinoline moiety is embedded in the host, and the heterocyclic nitrogen

is located in the vicinity of the carbonyl-laced portal. The formation of the 1:1
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inclusion complex led to about 500-fold fluorescence intensity enhancement. This
behavior can be utilized to detect B” even below nanomolar concentration.

Due to the high electron density of the carbonyl oxygens of the macrocycle
the stability of CB7 complexes and the kinetics of guests binding can be modified
by inorganic cations. 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. We found a quadratic NaCl concentration
dependence of the reciprocal equilibrium constant of inclusion complex formation
for B'—CB7.

We also studied how 1-butyl-3-methylimidazolium chloride (C,MImCI)
ionic liquid affects the fluorescence behavior of B'~CB7 complex. C,;MImCI
modify the fluorescent properties of B'~CB7 much more efficiently than NaCl. The
fluorescence lifetime measurements proved the formation of a ternary complex
between B, CB7 and C4MImCI. The ternary complex has a small fluorescence
quantum yield and short fluorescence lifetime.

B'—cucurbit[7]uril complex may find practical applications in enzyme
assays, similar to those recently reported by Nau and coworkers for the
dapoxyl-CB7 fluorescent dye—macrocyclic host pair. The considerable advantage
of the B'~CB7 pair studied in our work is that it can be utilized in a wide pH range,
whereas dapoxyl-CB7 complex is useful only in slightly acidic solution.
Moreover, larger fluorescence intensity change occurs upon displacement of B
from CB7 cavity into aqueous phase compared that reported for dapoxyl—-CB?7 pair,
which permits the development of more sensitive analytical assays with the former
alkaloid host.

We examined the absorption and fluorescence properties of B™ upon
binding to sodium cholate (NaC) bile salt aggregates in aqueous solution. The
probes reported in the literature bind either to primary or to secondary aggregates.
Hence, the structure change and the size alteration of bile salt aggregates cannot be

followed with these probes.
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The fluorescence intensity of B increased significantly as we raised the
NaC concentration in water. The alteration of the absorption spectrum, fluorescence
intensity and lifetime clearly indicated binding of B to NaC aggregates. The
fluorescence lifetime of B” proved to be highly sensitive to the structure and size of
the aggregates. At 2-10 mM NaC concentrations only primary aggregates were
detected. Under this condition, B is partially incorporated into the relatively small
primary aggregates, where its fluorescence lifetime is lesser than 0.62 ns. The larger
and more polar secondary aggregates, which provide better protection from
interaction with water, are formed above 10 mM NaC concentration,. The
fluorescence lifetime of B" in secondary aggregates is between 4.3—4.9 ns.

Because B’ can be encapsulated into both type of bile salt aggregates and
its fluorescence lifetime is very sensitive to the change in its microenvironment, this
alkaloid an excellent probe for the study of the effect of organic solvents on bile salt
agglomerates. The effect of cosolvent used in this study diminishes in the series of
dimethylformamide > acetonitrile > formamide > methanol. The cosolvents
enhanced the water accessibility of the probe bound to the primary bile salt
aggregates, decreased the number of secondary aggregates but induced limited

change in the structure of the remaining secondary aggregates.
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9. Fiiggelékek

9.1 Fiiggelék

A fluoreszcenica kvantumhasznositasi tényezd definicio szerint

1
Pr = f (1)
ahol I, az elnyelt, mig Ir a fluoreszcenicaként visszakapott fotonok szama
Iy = 1,9 (2)
A fényelnyelésre felirhaté a Lambert-Beer torvény
1 1
lg-2=4=1 ¢ 3
g s 3)

ahol I, az idOegység alatt a mintara esé fotonok szdma, I pedig a mintabol kilépd
fotonok szama

A (3) egyenletet atrendezve kapjuk
_ 110" 1,

« =0 szo(l—lo_A) 4)

Két fényelnyeld és fluoreszkaldé anyag egyidejii jelenlétekor (jelzettel jelolve a

masodik anyag jellemzo6it) az (1) €s (4) 6sszefliggést felhasznalva felirhato:

Iy :]0(1_107A)¢F (5)

I =1,0-10"")g, (©)
az (5) és (6) egyenletet elosztva egymassal

I, 1-107" ¢

A fluoreszcenica intenzitasanak lecsengését a kovetkez6 0sszefiiggés adja meg

1,(t) = aexp(~1/7) ®)
ahol t az id6t, a a preexponencialis tényezot,[] pedig a fluoreszcencia élettartamot

jeloli.
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A (8) egyenletet integralva kapjuk meg a fluoreszcencia lecsengés soran

kibocsajtott fotonok szamat dsszesen:

o

I, = ja exp(—t/7)dt = limj aexp(—t/7)dt )
0 0
I, =1lim [_ aexp(—t/7) N C} _{_ aexp(—0/7) N C} (10)
1= 1/t 1/t
ahol C egy allandot jeldl. A (10) egyenletet atrendezve kapjuk a (11) Osszefliggést

I, =lim{[-atexp(-t/7)+C]—[-at+C]} (11)
I, =lim[—-atexp(—t/7)]+lim(a7) (12)
I, =art (13)

Ha a fluoreszcencia és az idéfelbontott fluoreszcencia mérések soran a gerjesztd
fény hullamhossza ¢és a detektalas hullamhossza megegyezik, akkor (13) és (7)

egyenlet felhasznalasaval felirhat6 a kdvetkezo Osszefliggés:

-4
1_5:110’¢_€:a‘z" (14)
I. 1-10"¢. a7t
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9.2 Fiiggelék

Az értekezés alapjat képzo kozlemények:

1. Monika Megyesi, Laszlo Biczok

,Considerable fluorescence enhancement upon supramolecular complex formation
between berberine and p-sulfonated calixarenes”;

Chemical Physics Letters, 424, 71 (2006)

IF 2,462, Filiggetlen idézetek szama:10

2. Moénika Megyesi, Laszlo Biczok
,.Berberine Alkaloid as a Sensitive Fluorescent Probe for Bile Salt Aggregates”

Journal of Physical Chemistry B, 111, 5635 (2007)
IF 4,086, Fiiggetlen idézetek szama:5

3. Monika Megyesi, Laszl6 Biczok

,Effect of ion pairing on the fluorescence of berberine, a natural isoquinoline
alkaloid”

Chemical Physics Letters, 447, 247 (2007)

IF 2,207, Fiiggetlen idézetek szama:3

4. Monika Megyesi, Lasz16 Biczok, Istvan Jablonkai

,Highly sensitive fluorescence response to supramolecular complex formation of
berberine alkaloid with cucurbit[7Juril”

Journal of Physical Chemistry C, 112, 3410 (2008)

IF 3,396, Fliggetlen idézetek szama:4
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Tovabbi kozlemények:

5. Monika Megyesi, Laszl6 Biczok, Helmut Gorner
,Dimer-promoted fluorescence quenching of coralyne by binding to anionic
polysaccharides”

Photochemical and Photobiological Sciences, 8, 556 (2009)
IF 2,144

6. Zsombor Miskolczy, Laszlé Biczok, Ménika Megyesi, Istvan Jablonkai

»Inclusion complex formation of ionic liquids and other cationic organic compounds
with cucurbit[7]uril studied by 4’,6-diamidino-2-phenylindole fluorescent probe”
Journal of Physical Chemistry B, 113, 1645 (2009)

IF 4,189, Fiiggetlen idézetek szama:2

7. Monika Megyesi, Laszlo Biczok, Helmut Gorner
,Effects of solvent polarity and hydrogen bonding on the fluorescence properties of
trans-4-hydroxynitrostilbene”

J. Photochem. Photobiol. A Chemistry (kozlés alatt)

Az értekezés anyagahoz kapcsolodo eléadasok és poszterek:

1 Megyesi Monika, Biczok Laszlo:
,Berberin alkaloid szupramolekularis komplex képzése szulfokalixarénekkel®;
Reakciokinetikai és Fotokémiai Munkabizottsagi Ulés, Balatonalmadi, 2006. 4prilis

27-28.

2 Megyesi Monika, Biczok Laszlo:
wSzupramolekuldris  komplex képzodés alkalmazadsa a Dberberin alkaloid
kimutatasara®;

IX. Doktori Kémiai Iskola, Tahi 2006.4aprilis 24-25.
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3 Biczok Laszlo, Miskolczy Zsombor, Megyesi Monika (poszter)
,Compounds of biological importance as fluorescent probes*
Central European Conference on Photochemistry, Bad Hofgastein, Austria, 2006.

marcius 5-9.

4 Megyesi Monika, Biczok Laszlo:
»Epesav aggregacio fluoreszcencias vizsgalata berberin alkaloiddal”

X. Doktori Kémiai Iskola, Matrahaza, 2007.majus 7-9.

5 Megyesi Monika, Miskolczy Zsombor, Biczok Laszlo
,aerjesztett szupramolekulak fluoreszcencias sajatsagai‘

Kutatokozponti Tudoményos Napok 2007. majus 22-24.

6 Megyesi Monika, Biczok Laszlo:
»Fluorescent properties of berberine alkaloid in self-assembled systems*
The International Conference on Molecular/Nano-Photochemistry, Photocatalysis

and Solar Energy Conversion, Kairo, Egyiptom, 2008. februar 24-28.

Tovabbi eléadasok és poszterek:

7 Megyesi Monika, Varhelyi Csaba (poszter):
»Szemi- és tioszemikarbazonok eldallitasa és jellemzése*;

VIII.Nemzetkdzi Vegyészkonferencia, Kolozsvar, Romania, 2002. november15-17.

8. Megyesi Monika, Miskolczy Zsombor, Biczok Laszlo

,,Competitive Binding of Ionic Liquids and Fluorescent Probes to Cucurbit[7]uril”

1*" International Conference on Cucurbiturils, POSTECH, Pohang, Korea, 2009. julius.
10-11.
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9. Monika Megyesi, Zsombor Miskolczy, Laszl6 Biczok (poszter)
,,Cucurbit[7]uril-induced basicity change of sanguinarine natural alkaloid”

Ist International Conference on Cucurbiturils, Pohang, Korea, jalius. 10-11, 2009 P-3

10. Miskolczy Zsombor, Megyesi Monika, Biczok Laszlo (poszter)
,lnteraction of Ionic Liquids with 4-Sulfonatocalixarenes Studied by Berberine
Alkaloid Fluorescent Probe”

10" International Conference on Calixarenes, Seoul, Korea, 2009. julius. 13-16.

11. Miskolczy Zsombor, Megyesi Monika, Biczok Laszlo

»Beékelodési  komplex  képzodés  kukurbituril és  4-szulfonatokalixarén
makrociklusokkal”

MTA Reakcidkinetika és Fotokémiai Munkabizottsag iilese, Gyongyostarjan, 2009.
oktober 29-30.

12. Miskolczy Zsombor, Megyesi Monika, Biczok Laszlo, Jablonkai Istvan

,.Jlonfolyadékok szupramolekularis komplexképzddése makrociklusos vegyiiletekkel”

Kutatokdzponti Tudomanyos Napok 2009. november. 24-26.
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