Vilaszok
Kubinyi Mikloés egyetemi tanar, az MTA doktora
biralatara

Ko6szonom Kubinyi professzor urnak, hogy doktori munkamat attekintette és értékelését
elvégezte. Koszonom segité szandéka észrevételeit. Ertekezésemben a kismolekulak és
befogadd molekuldk gyenge kolcsonhatasaira vonatkozo vizsgalati eredményeimet mutattam
be a trifluormetil-fenil szarmazékok ¢és kalixarének kolcsonhatasabol kiindulva. Azt a valds
kutatasi szekvenciat kovettem, amit az egyes rendszerek vizsgalata kozben felmertiild kérdések,
majd a kérdések megvalaszolasdhoz sziikséges modellek felépitése, majd azok vizsgalata
diktalt. gy eléfordulhatott, hogy kimaradtak olyan részleteket, melyek sok munkat igényeltek,
kisebb sulyuk miatt mégis nem keriiltek a dolgozatba, azonban a magyarazatokhoz ezek
targyalasa esetleg fontos lett volna. Kérem, hogy valaszaimat ezek figyelembe vételével
értékelje.

Az Anyagok és Mddszerek fejezethez tett észrevételekkel kapcsolatban az anyagok beszerzési
forrasainak tekintetében a kalixarén szarmazékok szintézisét Bitter Istvan professzor r (BME),
a kavitandok szintézisét Kollar Laszl6 professzor Gr (PTE) csoportja végezte. Munkajukért a
dolgozatban kdszonetet mondtam. A benzotrifluorid szarmazékok esetében sajnos elfelejtettem
jelezni, hogy azt szintén Kollar professzor tr csoportja szintetizalta.

A fluoreszcencia €lettartam mérését fazisfluorimetrias modszerrel végeztiik az emlitett elonyok
meg kiilsé elektromos térrel modulalt optikai forgatdképesség felhasznalasaval. Ezt a
modulaciot a mi késziilékiinkben 1 Hz és 300 MHz kozott szabalyozhatjuk. Az adott
frekvencian modulalt gerjesztés ugyanolyan frekvenciaval modulalt emissziot eredményez, a
késziilék e két hullamvonulat faziseltolodasat méri. A késziilék nagy pontossagl beallitast
igényel, kiilondsen, ha figyelembe vessziik, hogy 300 MHz esetén a modulalt gerjesztéfény
intenzitasanak két maximuma kozott eltelt 1d6 alatt a fény hozzavetdlegesen 1 m-t tesz meg.
Emiatt referenciaként, O ¢lettartaml mintaként kolloid rendszerek Rayleigh-szorasat
hasznaltuk, az e mintat tartalmazd kiivettdt ugyanazon pozicidoba helyeztiikk, mint magat a
mérendd anyagot tartalmazo kiivettat. Kolloid rendszerként glikogén oldatot hasznaltunk, ill.
tapasztalatunk szerint kivaldan megfelelt az er@sen higitott tej is, amennyiben ligyeltiink arra,
hogy utdbbinak a fluoreszcencidja ne zavarjon.

Raman mérések eredményeit a dolgozatban nem taglaltam. Annak oka, hogy a miiszerek k6zott
mégis felsoroltam az volt, hogy szerettiik volna megmérni a rezgési allapotoknak a gyenge
komplexek képzddése soran bekdvetkezé megvaltozasat. Ilyen szamitasokat végeztiink, ezek
ellendrzéséhez is szerettiik volna ezeket felhaszndlni. Sajnos azt tapasztaltuk, hogy egyrészrol
a gyenge komplexek esetében a rezgésallapotok nagy teljesitménysiirtiségli fényforras
alkalmazéséaval annyira megvaltoznak, hogy a molekula sajat rezgési sajatsagai helyett mast, a
1ézeres megvilagitas hatasara bekovetkezd valtozasokat mérjiik.

Az 5. tézispontban k6zolt megallapitasokat a (J. Incl. Phen. Macrocycl. Chem. 64(3-4) (2009)
283-288.) kozleménylink alapjan, egy rezorcinarén ¢és egy kavitand szarmazék
komplexképzésének dsszehasonlitasakor az 56. oldalon tettem. Ebben a munkaban para-krezol
szegmensekbdl felépiild kalixarén gazdamolekuldknak és fenol vendégmolekuldknak a
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jelentdsen modositja, a szdmitdgépes modellezés pedig arra utalt, hogy ezt a molekularis



mozgasok altal nyomonkodvethetd kiilonbozd kinetikus energiaeloszlas okozza. Mivel ilyen
hatassal szteroidok palladiumkatalizalt reakcioi, ill. gerjesztett aszimmetrikus olefinek

Chem. Phys. Lett. 388 (2004) 84-88.; J. Biochem. Biophys. Meth. 61(1-2) (2004) 69-75.) az
érvelésemet megalapozottnak vélem, igaz annak részletes kifejtése a dolgozatban elmaradt.

Kérdések:

1. Mit tekint gyenge kolcsonhatasnak? Az értekezésben leirt komplexek stabilitasi allandoi
sok nagysagrendet feldlelnek (101 — 10" M™L).

A legtobb mérést szobahdmérsékleten, vagy annak kozelében végeztem, igy a stabilitasi
allandok alkalmasnak tlinhetnek az egyes komplexek stabilitdsanak 0Osszehasonlitasara.
Azonban a kolcsOnhatas erdsségének jellemzésére a stabilitasi allandoknal eldnydsebbnek
néhany 10 kJ/mol szabadentalpia csokkenéssel kisért molekularis kolcsonhatast tekintem — ill.
tekinti az irodalom — gyenge kolcsonhatasnak. A szabadentalpia fluoreszcencias modszerrel
torténd meghatarozasara a van’t Hoff egyenletet hasznaltuk, ami viszont kozelitéseket tartalmaz
példaul arra vonatkozoan, hogy feltételezziik az adott hdmérséklettartomanyban az entalpia és
entropia homérsékletfiiggetlenségét. Ez a feltételezés azonban a tapasztalat szerint nem okoz
nagy hibat, emiatt is nagyon elterjedt az egyenlet alkalmazasa.

2. A stabilitasi allandok értékei mellett feltlintette azok hibajat is. Milyen modon
szédmitotta ezeket a hibakat ?

A stabilitasi allandok meghatdrozasa haromféleképpen tortént: Egyrészrél a Hyperquad
stabilitasi allando szdmold program segitségével, masrészrdl a Benesi — Hildebrand modszerrel,
harmadrészt pedig a 2.6 €s 2.7 egyenletek segitségével. Az els6 esetben tobb mérési adatsor,
vagyis spektrum beolvaséasat kovetden a hiba a program altal szamitasra keriil, ez pedig az egyes
spektrumsorozatokbdl szamitott stabilitasi allandok szorasa. A spektrumsorozatok azt jelentik,
hogy az egyes sorozatokhoz kiilon oldatsorozatokat is készitettiink, tehat nem ugyanazon mintat
mértiik meg tobbszor. Egy-egy koncentracidésorozathoz tartozott egy spektrumsorozat é€s
ezekbdl keriilt tobb, legkevesebb harom beolvasasra a Hyperquad programba. A masodik
esetben a Benesi — Hildebrand egyenlet felhasznalasaval ugyanezt, tehat a fenticket végeztiik,
csak manudlisan: az egyes koncentracidosorozatokhoz az egyenlettel egy stabilitasi allandot
szamitottunk, majd az egyes parhuzamos sorozatokhoz szamitott allandokbdl hataroztuk meg a
szorast. A harmadik esetben egyszeriisitésre kényszeriiltiink: ebben az esetben az illesztési
algoritmus nem a stabilitdsi 4llandokat tekintette valtozd6 paraméternek, hanem a
komplexképzddést kisérd termodinamikai paramétereket. Tekintettel arra, hogy a stabilitasi
allando €s a szabadentalpia valtozas kozott logaritmikus Osszefliggés van, a stabilitasi allandok
varhatéan matematikai értelemben normalis eloszldsa aszimmetrikussd valik. Ezért itt azt
tettiik, hogy a termodinamikai paraméterek szorasat az atlaghoz adva kiszdmitottuk a stabilitasi
allandot mindkét iranyban és a nagyobbik eltérésbdl az atlaghoz tartozo6 stabilitasi allandot
kivonva kapott értéket tekintettiilk a mérés hibajanak. A fentiekkel kapcsolatban meg szeretném
emliteni, hogy a mérések el6tt természetesen egyarant ellendriztiik a miiszeriink és a mintaink
hosszu ideji stabilitasat is. EQy — egy spektrumot 3 pasztazas atlagaként rogzitettiink.

3. A malvidin-3-O-gliikozid képletén pozitiv toltés van — a Wikipediaban is ez a képlet
lathat6. Mi adja a kompenzald negativ toltést ?



A malvidin-3-O-gliikkozid a kinoidalis bazis szerkezetbél protonfelvétellel (transzferrel)
keletkezik alacsony pH-n. E vegyiileteket egyrészrél a francia Extrasynthese (Genay, France)
cégtol vasaroltuk, itt klorid ellenionnal kaphato, masrészt vorosborokbol extrahaltuk HPLC-
vel. A vegyiilet klorid ellenionnal kaphato a Sigma-nal is, de ezt a szarmazékot nem hasznaltuk.

proton transzfer

kinoidalis bazis (A) flavilium kation (AH) ®

Glu = gliikéz

4. A kalixarének és benzolszarmazék komplexképzésére a fluoreszcencia anizotropia
id6fiiggésébol is kovetkeztetett. Erdemes lenne-e a mért anizotropia élettartamokat
értékelni a Stokes-Einstein-Debye egyenlet alapjan, tehat kapcsolatba hozni a komplex
térfogataval és az oldoszer viszkozitasaval ?

A témakdrben késziilt elsé néhany kézleményiink megjelenését kdvetden tobb hazai és kiilfoldi
kolléga felvetette, hogy ha a szolvatacids héjban jelentds valtozdsok torténnek, akkor azt
érdemes volna neutrondiffrakcios mérésekkel megvizsgéalni. Ehhez kézenfekvd lett volna a
Stokes-Einstein-Debye egyenlettel a professzor ur altal emlitett adatokbol a szolvatacios héj
méretét becsiilni. A mi késziilékiink fazisfluorimetrias modszerrel mér idbeli valtozasokat, a
Pockels-cella altal amugy is gyengébb gerjesztést a késziilékiinkben alkalmazott Glan-
Thompson prizmak annyira legyengitik, hogy kielégitéen pontos mérésre nincs lehetdség.
Mindemellett az altalunk meghatarozott anizotropia-élettartamok gy érzem ahhoz kielégitéen
pontosak, hogy a komplexképzddés tényét igazoljak. Amennyiben az adatokat behelyettesitjiik
a Stokes-Einstein-Debye egyenletbe, akkor a komplex kismértékii térfogatnovekedésére
kapunk adatot. Azonban ez a novekedés biztosan hamis, mert a vendégmolekula inkluzidja
soran annak tomege valtozik — mintegy 10-20 szazalékkal n6 -, a térfogata kevésbé valtozik. A
tomeg valtozéasat azonban az egyenlet nem irja le, azt esetleg a diffiizios allando valtozéasat
figyelembe véve lehetne szadmitdsokra hasznalni. Felmeriilt azonban a kérdés, hogy ha a
szolvatacios héj annak nagyobb stabilitasa miatt novekszik, akkor kimutathat6-e ez a Stokes-
Einstein-Debye egyenlettel? Ehhez a kovetkez6képpen jartunk el: kalix[6]arén hexaszulfonat
esetében triptofannal vizben és viz-etanol elegyben 286 K-en azonos stabilitast mértiink. Ez azt
jelentette, hogy varhatéan ugyanannyi komplex képzdédik a 10° M kalixarént és 10* M
triptofant tartalmazé oldatban. Ha feltételezziik, hogy a két oldatban — a szolvatacios héj
kivételével minden azonos, akkor a rotacios diffuzid novekedésébol 6,4 szazalékos
térfogatnovekedést kapunk. Ez nem tekinthetd szignifikdnsnak, emellett az eltérd
klaszterképz6dés miatt sokkal Osszetettebb a folyamat, példaul a lokalis viszkozitds is
megvaltozhat. Utobbi egyébként is fellép, hiszen az eltérd fluoreszcencia hatasfokok miatt a
gerjesztést kovetden a sugarzdsmentes relaxaciok a molekula kdrnyezetét eltéréen melegitik,
ami eltér6 lokalis viszkozitast eredményezhet. E tekintetben a Stokes-Einstein-Debye
egyenletre vonatkozo6 kritika tobb kdzleményben is megjelent.

5. (39.0.) Kiszamitotta kvantumkémiai modszerrel a kalixarén-benzotrifluorid komplexek
kolcsonhatési energidjat, €s azt talalta, hogy azok jol korreldlnak a komplexek mért
képzddéshojével. A kozvetlen 6sszehasonlitasban akadalynak tekinti, hogy a szamitott



energia 0 K-re vonatkozik, a mérés pedig szobahdmérsékleten tortént. Hogyan lehetne
kvantumkémiai Giton szamitani az egyensulyi allando, a reakcidentalpia és —entropia 298
K-os értékét?

A termodinamikai mennyiségek szamitdsa rotacids — rezgési analizis elvégzését teszi
sziikségessé, ami igen jelentds szamitasi kapacitast igényel. Ez annak ellenére van igy, hogy
rdadasul a rezgési tulajdonsagok szamitasa szinte kizarolag harmonikus kozelitésben torténik.
Az emlitett vizsgalatok idején a relative nagy molekulaméretek miatt kalixarén komplexek
esetére a szabadentalpia szdmitasa nem volt kivitelezhetd. A masik probléma az, hogy a
mérések az oldoszer jelentds entropiajarulékat valoszintsitik, igy az oldoszert tombfazisként
kezeld modszerek alkalmazasaval éppen azok a kérdések maradnak nyitottak, amikre a
kisérletek utalnak, vagyis az alkalmazott protikus oldoszerek szerkezete a szolvatacids héjban
eltér a tombfazis szerkezetét6l. Nagy problémat jelent, hogy kell6 pontossagii optimalt
geometridt eredményezd szamitdsok esetén esélyt sem latunk a rotdcidos — rezgési analizis
elvégzésére. E problémat metanol klaszterek benzolgylirthdz torténd koordinaciojara
vonatkozo eredményeink mutattak (J. Phys. Chem. A 115 (2011) 10556-10564.) Ett6l
fiiggetlentil a kdzelmultban mikotoxinok és ciklodextrinek kdlcsonhatdsara vonatkozoan az
igen erds kozelitést tartalmazd AM1 szemiempirikus modszerrel szamitottunk szabadentalpiat
¢s ebbdl egyensulyi allandokat. Az eredményeink sok esetben igen jo egyezést mutattak a
kisérletekkel. Az egyezés azonban inkabb a véletlennek koszonhetd, ugyanis ilyen szintii
szamitasok esetén legfeljebb a szamitott egyensulyi allandok valamely fizikai vagy szerkezeti
paraméter (példaul a toxinok toltése) szerinti valtozadsanak a tendenciajat hasonlithatjuk dssze.

6. Hogyan hatarozta meg az oldoszer-relaxacids idoket? A dinamikus Stokes-eltolodast
mérve?

Az oldoszer-relaxacids idok meghatarozasa a dinamikus Stokes-eltolodas mérésével tortént. Az
olddszer-relaxéacié mérését a gazdamolekulak fluoreszcencidjat relevans jelként hasznalva az
alabbiak szerint végeztiik figyelembe véve, hogy oldoszer-relaxaciorol inkluzids komplexek
estében csak a befogadd molekula szolvatacioja kapcsan beszélhetiink, mert a vendégmolekula
a komplex képzddése soran elveszitheti a szolvatacios héjat. Felhasznalva, hogy az olddszer
molekuladi az oldott fluoreszkalé molekulanak a gerjesztés kovetkeztében megvaltozott
elektroneloszlasat igyekeznek kovetni, a fluorofor emisszios spektruma idében valtozik. Ezt a
valtozast a hulldmhosszskéldn abrdzolt emisszids spektrum sulypontjanak eltolodésaval
kovethetjiik, az eltolodas mértékét az 1d6 fliggvényében vizsgaljuk. Fazisfluorimetrias technikat
alkalmazva ez ugy torténik, hogy a steady-state fluoreszcencia spektrum tartomanyéaban tobb —
altaldban 20 — egymastol ekvidisztans tdvolsagban 1évé hullamszdmon megmérjiik a
fluoreszcencia élettartamat. Késziilékiink ezt 2-5 ps-os pontossadggal hatdrozza meg. Ezen
¢lettartamokat és a steady-state spektrumot felhasznalva kiszamitjuk az emisszios spektrum
idobeli valtozasat. Ehhez energiaskaldt hasznalunk, ezért is Tlgyeliink arra, hogy a
fluoreszcencia élettartam mérése energiaban ekvidisztans pontokban torténjen. Az emisszios
spektrum eltolodasa idében exponencialis. Ezen szamitasok a Fluorolog tau3 késziilékiink sajat
szoftverével torténtek. Az adott szadmitdgépes program maximum négy exponencialisig tudja
érdemben a kiértékelést elvégezni, a mi méréseink soran foéként monoexponencidlis, egy
esetben biexponencialis lefutasu eltolodast tapasztaltunk. Itt szeretném megemliteni, hogy ezek
a mérések sokkal komplikaltabbak, mint példaul a laser-flash mddszerrel végzett mérések,
azonban a gerjesztés inkoherens volta és kis teljesitménystirisége a molekularis rendszer
szerkezetét a mérés soran kevésbé zavarja, mint a 1ézeres gerjesztést alkalmazé modszerek.



7. Miért valasztotta az antracént fluoreszcens probanak az oldoszer-relaxacios
vizsgalatokhoz ? Nem elonydsebb ,,charge transfer” probat vélasztani, amelyek az Sy és
So allapotii dipélusmomentuma nagyon kiilonb6zo, azaz a Lippert-egyenlet szerint nagy
a Stokes-eltolodasa?

De igen, elonydsebb volna ,,charge transfer” probat valasztani. Az antracénre teljesen technikai
okokbol esett a valasztds: amikor egy 2007-es konferencian az elsé oldészer-elegyes
eredményeket bemutattam, egy résztvevd, Koichi Iwata professzor felajanlotta, hogy az 6
miiszerparkjukkal végezziink el egy szisztematikus méréssorozatot a benzol-naftalin-antracén
vegyliletcsoportra. (Ezért is jegyezziik a professzor Gr altal emlitett kdzleményt Koichi
professzorral kozosen). A harom vegyiiletbdl végiil az antracén maradt, mert a naftalin esetében
az azulén iranyaba haladtunk tovabb az 6 rendhagyo, Kasha-szabalyt sért6 fluoreszcencidja —
mintegy ezerszer intenzivebb S;-Sp d&tmenete - miatt. Sajnos az azulénes eredményeket késébb
sem tudtuk hasznalni, mert az azulén belsé konverzioval naftalinna alakul. Mindamellett
professzor ur felvetése alapjan ,.charge transfer” probakkal biztosan fogunk vizsgalatokat
végezni.

8. (86. 0.) A malvidin-gliikozidrdl irja, hogy fluoreszcencia lecsengése (az értekezésben —
hibasan — élettartama) biexponencialis jellegli. A két komponenst a flavonszarmazék
kroman ill. dimetoxifenol részéhez rendeli. Ez igy furcsan hangzik, mert a
fluoreszcencia tobbnyire a molekula egyetlen atmenetébol, az S1-—-Sg ~bol szarmazik.
Nem lehetséges, hogy a gerjesztett allapota molekula valamilyen reakcioja (pl. proton
leadas/felvétel, vagy a fenilesoport elfordulasa) okozza a biexponencialis lecsengést?

A fluoreszcencia élettartam méréseket kétféle modszerrel végeztik el, egyrészrol
fazisfluorimetridsan, masrészt Iézer-impulzus forras alkalmazasaval, utobbit Iwata professzor
fent emlitett laboratériumaban. A szintelen kromenolra végzett vizsgalatok, ill. ezeknek
Osszevetése a malvidinra kapott eredményekkel professzor Ur felvetését latszanak igazolni: a
molekula sik, ill. tort szerkezetéért felelds 2-es szénatom gerjesztést kovetd deprotonalodasat
sikeriilt megfigyelni. Ez koriilbeliil 10 ps alatt jatszodik le. Ezt természetesen a gyiirii
elfordulésa is koveti, de az egész folyamat reverzibilis, tehat az adott, savas koriilmények kozott
gyorsan Ujra protonaloédik. Az, hogy a deprotonalt forma mégis megjelenhet, az annak
koszonhetd, hogy a gylirli mozgéasa a protonalddas sebességét csokkenti. E vizsgalatokat
jelenleg is folytatjuk, reményeink szerint a kozeljovoben a kérdésre valaszt fogunk talalni.

Végezetiil ismételten koszonom Kubinyi Miklos professzor ur biralatat, dicsérd és kritikus
megallapitasait, valamint eredményeim pozitiv megitélését. Tisztelettel kérem valaszaim
elfogadasat.
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