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IVADAS

Tirapazaminas (TPZ arba 3-amino-1,2,4-benzotriazino 1,4-di-N-oksidas) yra prieSvézinis
vaistas, kurio panaudojimas medicinos srityje yra plaiai tiriamas jau kelis desimtmeéius.[1] Sis
citotoksiny klasés junginys pasizymi selektyviu elgesiu hipoksingje (zemo deguonies lygio)
aplinkoje, o tokios sglygos yra aptinkamos solidiniuose navikuose.[2] Naviky hipoksija vis dar yra
kitokiy prieSvéziniy vaisty poveikiui.[3] Gydymo etape tirapazamino junginys gali prisijungti
deguonj ir taip sudaryti radikalg, kuris sukelia viengubos ir dvigubos DNR grandinés pazeidimus.
Siuo metu §is junginys yra I1I-oje klinikiniy tyrimy fazéje.[4]

Deja, tirapazaminy fotofizikinés savybés yra gerokai maziau tyrinétos, todél norint sékmingai
suprasti $iy medziagy modifikacijos ir pritaikymo galimybes, reikia atlikti daugiau TPZ molekuliy
optiniy savybiy tyrimy. Siame darbe buvo istirtos dvi tirapazaminy junginiy grupés. Viena grupe
sudar¢ pakaito neturin¢ios molekulés, kurios tur¢jo skirtinga skaiciy deguonies atomy, o antrajg grupe
sudaré molekulés turincios vieng deguonies atomg ir kei¢iamus pakaitus C8 tirapazamino pozicijoje.
Buvo pamatuoti Siy molekuliy sugerties ir fluorescencijos spektrai, apskai¢iuotos fluorescencijos
kvantinés iSeigos bei gesimo trukmiy vertés dvejuose skirtingo poliSkumo tirpikliuose. ISsamesni
tirapazaminy junginiy fotofizikiniy savybiy tyrimai leisty praplésti $iy junginiy pritaikymo
galimybes. Tirapazaminai pasiZymintys nasia fluorescencija galéty buti naudojami vézio gydymo
stadijy vaizdavime ir stebéjime arba jvairiy fermentiniy reakcijy vaizdinime.

Sio darbo tikslas buvo istirti skirtingy pakaity ir deguonies atomy skaiciaus jtaka tirapazaminy

junginiy fotofizikinéms savybéms.



1 TEORINIS IVADAS

1.1 Organiniy junginiy atominé struktiira

Organiniy junginiy ry$ius, chemines ir fotofizikines savybes lemia elektronai esantys atomo
iSoriniame sluoksnyje. Kiekviena molekulé iSlaiko tam tikrg savo forma dél ja sudaranciy atomy
teigiamy branduoliy ir neigiamy elektrony kuloninés sgveikos jégos. Junginiy forma nepriklauso nuo
atomy skai¢iaus, bet ja lemia elektrony skaicius, todél yra svarbu gebéti apraSyti visus elektronus
esancius atomuose.[5] Elektrony biiseng atspindi keturi kvantiniai skaiciai:

e n - tai pagrindinis kvantinis skai¢ius, nusako atomo lygmeny energijg ir kokiame sluoksnyje
yra nagrinéjamas elektronas Jo vertés gali biti visi sveiki skaiciai nuo 1, kurie atitinka atomo
energijos lygmenis K, L, M, N.[6]

e | —tai orbitinis kvantinis skai¢ius, kuris nurodo elektrono orbitinj judesio kieckio moments ir
orbitaliy forma. Jo reikSmeés gali kisti nuo 0 iki n — 1. Kai 1 = 0, tai $i jo reikSmé atitinka s
orbitales, jei 1 = 1, tai bus p orbitalés, jei | reikSmé bus 2, tai atitiks d orbitale, o jei 3, tai fir
pan.[6]

e M — magnetinis kvantinis skai¢ius apraso orbitaliy energijy pokytj dél iSorinio magnetinio
lauko ir orbitaliy padétj erdvéje. Sis skaiGius priklauso nuo orbitinio kvantinio skai¢iaus ir
gali jgyti vertes Siame intervale -1 < m < I. Kiekviena m; verté turi atitinkamg pavadinima,
pavyzdziui, jei mijgyja vertes +1, 0, -1, tai atitinka 2px, 2p; ir 2py orbitales, o indeksai X, y, z
atitinkamai parodo kryptj. [7]

e ms — sukinio magnetinis kvantinis skaicius apibiidina elektrono sukinj. Kadangi sukinio
kvantinis skai¢ius s gali biti tik % tai ms gali jgyti vieng i$ dviejy reikSmiy —% arba + %[6]

Remiantis Pauli‘o draudimo principu elektronai esantys tame pacCiame atome negali turéti

vienody kvantiniy skai¢iy konfigtiracijy.[8]

1.2 Atominés orbitalés

Atome esanciy elektrony vieta galime nustatyti tik apytiksliai, tai reiskia yra tikimybe, kad
aptiksim elektrong tam tikroje vietoje tam tikru laiku.[9] Siy tikimybiy suma duoda tikimybing erdve
aplik atomo branduolj, kurio vaizdas primena stygos virpesius. Kadangi elektronas gali judéti visomis
kryptimis trimatéje erdveje, tai galimi virpesiai taip pat bus trimaciai, ir juos vadinsime
orbitalémis.[5] Kai nagrinéjam pavieniy elektrony esanéiy viename atome virpesius, orbitales
vadiname atominémis orbitalémis. Orbitaliy forma nusako banginé funkcija. Pati paprasCiausia
orbitalés forma, kurig turi vandenilio atomas, yra sfera , o tokia orbital¢ vadinama s orbitale.[9] Sios

orbitalés schemg vaizduoja 1 paveikslas.



_ Branduolys

. Branduolys

Tikimybiné erdveé 1s orbitalés 1s orbitalés schema Tikimybiné erdveé 2p orbitalés 2p orbitalés schema

1 pav. Orbitaliy s ir p tikimybinés erdvés, kuriose galima rasti elektrona, ir schemos. Adaptuota

pagal [5].

Aukstesniy energijy atomings orbitalés turi kitokias formas. AukStesnio lygmens orbitalés,
vadinamos p orbitalémis, (1 pav.) yra sudarytos i§ dviejy skirtingose pusése esan¢iy ptpsniy ir nuo s
orbitaliy skiriasi tuo, kad yra kryptingos — tai yra jos gali biiti orientuotos kuria nors aSimi trimatéje
erdveje. 2 paveikslélis pavaizduoja p orbitalés orientavima erdvéje. Abu p orbitalés debeseliai turi
didesnj elektrony tankj nei centre, todél Sie debeséliai turés neigiama kriivj.[9] Egzistuoja didelé
tikimybeé rasti elektronus tuose debeseliuose, bet taip pat orbitalé turi vieta kurioje tikimybé aptikti

elektrong yra lygi nuliui, tai yra orbitalés centras — branduolys.[10]

2px z 2py z 2p; z
A

X X X

2 pav. p orbitaliy orientavimas erdvéje. Adaptuota pagal [5].

Aukstesniy energijy orbitaliy kaip d ir f formos tampa gerokai sudétingesnés, keli galimi Siy formy

variantai yra schematiskai pavaizduoti 3 pav.

(@ ®) © (@

3 pav. d ir f orbitalés. (a), (b) ir (c) vaizduoja 3d orbitalés kelias galimas orientacijas erdveje, o (d)

vaizduoja vieng i§ septyniy galimy 4f orbitaliy.[7]



Kiekvieno cheminio elemento orbitaliy ir elektrony jose iSsidéstyma galima pavaizduoti

schematiskai. 4 paveiksle pateikta prazeodimio (Pr) elektrony konfigiiracijos schema.
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4 pav. Orbitaliy diagramos ir elektrony konfigiiracijos lantanoidy grupés Pr (prazeodimio)

elementui. Adaptuota pagal [7].

1.3 Molekulinés orbitalés

Molekulines orbitales galima gauti sudedant atomines orbitales. Atominés orbitalés gali susidéti
arba atsiimti taip pat kaip paprastos bangos, todél molekulines orbitales galime skirtyti j du tipus:
riSancigsias arba skiriancigsias.[5] Ri$ancioji orbitalé susidaro tada, kai dviejy suartéjusiy atomy
banginiy funkcijy fazés visiskai sutampa. Tuomet jy bangine funkcija galimg uzrasyti taip :

Ymor = Gy + G, 1)
(w1, w2 — dviejy susiklojanciy atomy orbitaliy banginés funkcijos, jei persidengia du vienodi atomai,
tai C1= CzZ%).[g] Skirian¢ioji orbitalé gaunama tada, kai atomy banginiy funkcijy fazés nesutampa
ir bendra banginés funkcijos israiSka yra: [9]

Ymor = C1p1 — o, (2)
Abiejy orbitaliy schemos pateiktos 4 pav.

@
o)) 7
| N \ \.;'/,,.' / N
\. = =
Risancioji ¢ orbitalé Skiriancioji o* orbitalé Risancioji m orbitalé Skirian¢ioji m* orbitalé

5 pav. Risanciosios o,  orbitalés ir skirian¢iosios 6*, ©* orbitalés schemos. Adaptuota pagal [11].



Elektrono esan¢io molekulingje orbital¢je energija sudaryta i$ dviejy daliy: tai elektrono rysio
energija su branduoliu ir vieno atomo sgveika su kitu atomu. Pirmoji dalis iSreiSkiama kuloniniu, o

antroji pamaininiu integralais:

A12 = fl/)LzHl/)deV' (3

p= [ v, %)

Pagal Siuos du integralus, galima nustatyti elektrono energija kai jis yra riSanciojoje orbitaléje

E,ix = a + [ ir kai yra skirian¢iojoje orbitaléje E,;x = a — 5. [9]

1.3.1 Orbitaliy sanklota

Susidarant molekuliniam rySiui dalyvauja tik valentiniai elektronai, kurie juda s arba p
orbitalémis. Atomams pakankamai suartéjus, Sie elektrony sluoksniai gali persikloti. S orbitalés
persidengia vieninteliu biidu - tai yra asine arba o rySiu, o p orbitalés persidengdamos sudaro asine

arba Soning sanklota (m rysj).[9] 6 paveikslélis vaizduoja s ir p orbitaliy sanklota.

Vaizdas 15 fono

(a) / \ / \\ Ufy§3’5__ / - ﬂ\\ _Q

| - - ) L Agine

\ / | \ / \_x____ ____,,// - < e g;l.ll:ota
@O W@ " e e

2 g o D

6 pav. Risanciyjy molekuliniy o ir 7 orbitaliy susidarymas i§ dviejy vienody atominiy orbitaliy, kuriy

Vaizdas 15 Sono

()

Sonine
sanklota

m orbitale

fazés yra vienodos. (a) dalis vaizduoja s orbitaliy aSin¢ sanklota, o (b) vaizduoja p orbitaliy aSing

sanklotg ir (C) variantas atspindi p orbitaliy Sonine sanklotg. Adaptuota pagal [5].

Jei sujungsime dvi s orbitales gausime elipsés formos molekuling orbitale, kur elektronai yra
i8déstyti tarp atomy branduoliy. RiSancioji orbitalé gauta i$ s orbitaliy, pasizymi asine Simetrija, tai
reiSkia, kad sukdami jg aplik x as$j matysime tokj patj vaizdg. RiSanciosios orbitalés turinCios asine
simetrijg yra zinomos kaip sigma (o) orbitalés, o rysys, kuris atsiranda jdéjus du elektronus j Sias

orbitales, vadinamas o rySiu. Jungiant p orbitales, kuriy fazés skiriasi, arba yra kitaip orientuotos,



prarandamas anks¢iau minétas simetriSkumas. Tokios orbitalés vadinamos m orbitalémis, o rysys
sukuriamas uzpildant $ias orbitales vadinamas 7 rySiu. [5]

RiSanciosios orbitalés atveju elektrony tankis tarp atomo branduoliy padidéja. Turédami
neigiamg kriivj jie trauks teigiamus branduolius taip sukurdami rysj kuris laikys Siuos du atomus
kartu, taip atsiranda cheminis ry$ys.[9] RiSanciosios orbitalés energija yra Zemesné nei skirianc¢iosios
ar neutraliy pavieniy atomy. Skirianciosios orbitalés atveju elektronai i$sidésto iSoriniuose atomy
krastuose, todél elektrony tankis tarp atomy branduoliy smarkiai sumazéja. Salia esantys teigiami
branduoliai stumia vienas kitg ir verCia suartéjusius atomus tolti, o tai lemia cheminio rysio
nutraukima.[11] Skirianciosios orbitalés energija yra aukStesné nei riSan¢iosios ir pavieniy atomuy.
Kadangi riSancioji molekuliné orbitalé turi maziausiai energijos, tai tokioje blisenoje esanti molekulé
yra stabiliausiai. Norint nutraukti tarp molekulés atomy esancius cheminius rysius reikés $iai sistemai
suteikti papildomos energijos.[5] Kitaip tariant, jei perkeltume elektrong i$ rianciosios molekulés
orbitalés j skirian¢igja molekuling orbitale, to pakakty, kad bity suardytas cheminis rysys.

Skirianciosios ir riSanc¢iosios ¢ orbitaliy energetinis iSsidéstymas pavaizduotas 7 paveiksle.
D . Skiriangioji orbitalé

1s _,.—" \n\‘ 1s

Q. O,

Energija

@ Risancioji orbitalé

7 pav. Molekuliniy ¢ orbitaliy tipy iSsidéstymas pagal energijos lygmenis. Adaptuota pagal [5].

Risanciosios ir skirianciosios © orbitaliy energijos iSsidéstymas panaSus j ¢ orbitaliy, tai yra
riSanciosios energija yra Zemiausia, o skirianciosios — auk$c¢iausia. m orbitaliy sanktota stebima tada,
kai p atominiy orbitaliy Sonai persikloja iSilgai plokStumos, statmenos linijai jungianciai atomy
branduolius. Jei persidengianciy p orbitaliy banginiy funkcijy fazés sutampa gaunama riSancioji n
orbitalé, jei fazés nesutampa, gaunam skiriancigja.[10] Risanc¢iojoje 7 orbitaléje elektrony tankis néra
iSsidéstes tarp branduoliy, bet yra pasiskirstes 1 dvi puses simetriSkai branduolius jungianciai

linijai.[5] = ir o rySiai yra kovalentinio rysio tipai.



D q Skiriancioji ©
orbitale

T —
2p, 2p, )
g9 R

8 pav. Molekuliniy 7 orbitaliy iSsidéstymas pagal energijos lygmenis. Adaptuota pagal [10].

Energija

1.3.2 Cheminis rySys

Sudarant cheminj ry$j tarp atomy dalyvauja tik valentiniai elektronai, tai yra atomo iSorinio
sluoksnio elektronai, kurie gali biti tik s arba p atominése orbitalése.[9] Yra galimi keturi cheminio
ryS$io tipai: joninis, kovalentinis, vandenilinis ir metaliSkasis. Organiniy junginiy tyrin¢jimui svarbu
suprasti kovalentinius rySius tarp atomy, todél joninis ir metaliSkasis rySio tipai Siame darbe néra
aktualts.[11]

Paprasciausiai kovalentinio rySio susidarymg galima paaiskinti nagrin¢jant vandenilio H»
molekule. Du neutraliis vandenilio atomai artéja vienas j kitg, kol atstumas tarp $iy atomy yra didelis,
néra jokios sgveikos tarp jy. Atstumui mazejant atomy branduoliai pradeda traukti prieSingo atomo
elektronus, taip vis mazindami bendrg sistemos energija. Atsiradusi traukos jéga didéja ir toliau artina
atomus, taciau taip pat didéja ir stimos jéga tarp branduoliy. Galiausiai, esant tam tikram atominiam
atstumui, tarp $iy jégy nusistovi pusiausvyra ir sistema jgyja maziausia energija.[7] Bet koks
trumpesnis atstumas padidinty stiimos jéga tarp atomy ir taip padidinty sistemos potencialing energija.
Siy jégy pusiausvyra apibidina tarpatominis potencialas, kuris gali biti aprasytas §ia formule:[12]

B == ®)

rm’
A ir B yra stimos ir traukos jégy atitinkamos konstantos, r — atstumas tarp atomy. Jégy pusiausvyrai
nusistovéti reikia, kad laipsnio rodikliai tenkinty sglyga n > m. Kovalentinio rySio sudarymo schema

pavaizduota 9 paveiklélyje.
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9 pav. Kovalentinio ry$io susidarymas vandenilio molekuléje. Adaptuota pagal [7].

1.3.3 Orbitaliy hibridizacijos tipai

Viena i§ pagrindiniy organiniy junginiy sudedamoji dalis yra anglies atomas. Sis atomas yra
ypatingas, nes turi Sesis elektronus i$ kuriy du yra K sluoksnyje ir keturi L sluoksnyje. K sluoksnio
elektronai nedalyvauja rysio sudaryme, o L sluoksnio struktiira yra 2s22px2py, tai parodo kad like
elektronai yra skirtingose orbitalése. D¢l Sios prieZasties anglies atomas gali sudaryti keliy skirtingy
risiy jungtis, o tai lemia didziule organiniy molekuliniy dariniy jvairove.[9] Jungiantis atomams
molekuléje gali susidaryti naujos blisenos, kuriy neturi pavieniai atomai, tokios biisenos yra hibridai,
o hibridy kiirimas - hibridizacija.[9] Yra trys orbitaliy hibridizacijos tipai: sp°, sp? sp. Kiekvieng
hibridizacijos tipa galima atpazinti i§ jungéiy skaiCiaus organiniame darinyje. Pavyzdziui, vienguba
C — C jungtis atitinka sp® (visi rysiai yra o) hibridizacija, dviguba C = C jungtis atspindi sp? (yra trys
o ir vienas m rysiai) ir triguba C = C jungtis yra sp (du o ir du 7 rysiai) hibridizacija. Sios hibridizacijos
atitinkamai turi savo formas, sp® yra tetraedro formos, sp? — trikampio, o sp yra tiesinés formos, tai

vaizduoja 10 paveiklas.

180°

/—\‘ 109.5°
e W

sp sp? spd

10 pav. sp, sp? ir sp® hibridinés orbitalés.[13]

10



Sujungdami s ir p orbitales sukuriame hibridus. Kai apjungiam visas keturias orbitales, tai yra
vieng 2s ir tris 2p, gauname keturias hibridines 2sp® orbitales.[13] Bangin¢ funkcija tokioje orbitaléje
pasikeidia, tai yra didesniam piipsnyje jos verté iSauga, o mazesniame sumazéja.[7] Trys sp?
hibridinés orbitalés susidaro tada, kai 2s orbitalé susijungia su dviem 2p orbitalém (pavyzdziui su 2px
ir 2py) ir jos yra isdéstytos xy plokitumoje. Siai ploks§tumai yra stati likusi nepakitusi 2p; orbitalé.

Galiausiai sujungus 2s orbitalg su viena 2p orbitale gaunamos dvi sp hibridinés orbitalés.[13]

Hibridizacijy susidarymo pavyzdziai pateikti 11 paveikslélyje.

T rySys

+ : e Q Gr.véys H\C=c/4
ng ‘ H W

TIyys Etenas

T ry8ys
. TIySys

‘ ‘ D = W@ H-CmC—H
T ryys oLyrys Acetilenas
©) T rysys

11 pav. Hibridiniy orbitaliy sudarymo pavyzdziai. (a) atitinka sp® hibridizacija, (b) — sp? ir (c) — sp.
Adaptuota pagal [13].

1.3.4 Elektrony delokalizacija

Patogu jsivaizduoti atomines orbitales kaip rinkinj kazkokiy galimy elektrono energijos verciy.
Tie energijos lygmenys gali biiti uzpildyti, kai juose yra elektronas, arba laisvi, kai juose néra
elektrony. Kiekviena orbitalé gali turéti nulj, vieng arba du elektronus, bet niekada daugiau nei du.
Taip pat, jei du elektronai yra tame paciame energijos lygmenyje, tai jy sukiniai turi bati nukreipti
prieSingomis kryptimis. Kai zemiausias energijos lygmuo yra uZpildomas maksimaliai dviem
elektronais, likusieji elektronai i$sidéstys aukStesniuose energijos lygmenyse.[5] Toks elektrony
i8déstymas orbitalése yra vadinamas elektrony delokalizacija, o jai augant energijos skirtumas tarp
gretimy orbitaliy mazéja.[9] Kai molekulé yra pagrindinéje buisenoje, jos orbitalése elektronai yra
suporuoti, tokios biisenos vadinamos singuletinémis.

DaZniausiai sutinkama organiniy molekuliy struktira yra benzeno ziedas. Visame Ziede
Zemiausios energijos orbitalés banginés funkcijos fazé yra tokia pati. AuksStesnés energijos banginés

funkcijos turi dvi skirtingas fazes, o dar aukStesné energijos — po keturis. Kadangi zemiausios
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energijos orbitaléje gali buti tik du elektronai, tai aukstesnése buisenose elektrony gali biiti po keturis.
Siso biisenos yra vadinamos ,,i§sigimusiomis“.[9]

Organiniy junginiy pagrindg sudaro anglies ir vandenilio atomai. Anglies atomai gali sudaryti
viengubus (o) ir dvigubus (o ir m) rySius, taip sudarydami konjuguojancig sistemg. Konjuguota
molekul¢ susidaro tada, kai statmenai persikloja p tipo orbitalés. Tokiu biidu iSorinio sluoksnio
elektronai tampa delokalizuoti ir gali vykti elektrony pernasa per Sig m tipo sanklota.[10]
Paprasciausias konjuguotos sistemos pavyzdys yra 1,3-butadieno molekulé, kuri pavaizduota 12

paveikle.

Konjuguota n jungtis Izoliuota 7 jungtis

NPV

1/\‘\.// N
12 pav. 1,3-butadieno molekulé. Adaptuota pagal [10].
Molekulé yra konjuguota tada, kai turi dvi ar daugiau 7 rysiy tarpusavyje atskirty tik viena vienguba
jungtimi.
1.4 SuzZadinimo ir relaksacijos procesai

1.4.1 Elektroniniai Suoliai ir energijos lygmenys

Elektrony Suoliai yra kvantuoti, tai reiskia, jie gali vykti tik tarp diskre¢iy energijos lygmeny.
Kad atome esantis elektronas galéty pereiti i$ pagrindinés energijos biisenos i suzadintgja, sugerto

fotono kvanto hv energija turi bati lygi suzadintos ir pagrindinés biiseny energijy skirtumui. [6]

s
H
>C;O:
H T=
G n
1o t
Tr* LUMO 4 *
n(p) —H—Homo , H '
e =
Pagrindine 6—»5* n—»oc* - n— *

bisena

13 pav. Formaldehido molekuliniy orbitaliy energijos lygmenys ir galimi elektrony Suoliai. HOMO
virSutiné uzpildyta molekuliné orbitalé (angl. Highest Occupied Molecular Orbitals) ir LUMO
zemiausia neuzpildyta molekuliné orbitalé (angl. Lowest Unoccupied Molecular Orbitals). Adaptuota
pagal [14].
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13 paveikslélyje pavaizduoti formaldehido molekulés orbitaliy energijos lygmenys ir galimi
elektrony Suoliai j laisvas molekulines orbitales. Simboliais 6* ir t* Zymimos skirianciosios orbitalés,
kurios yra molekulés suzadintosios busenos. Simbolis n Zymi nesudarancig jungties molekuling
orbitale, kurios atominiy orbitaliy sanklotos metu vienoje srityje jy banginés funkcijos vienodos, o
kitoje skirtingos.[9] Pagal energijas orbitalés i$sidésto tokia tvarka c<n<n<m*<c*, todél visi galimi
Suoliai yra c—c*, n—7*, n—n*, n—c*.[6] Kad jvykty Suolis 6—c*, elektronui esanciam o rysyje
reikia suteikti daug energijos, pavyzdziui apSviesti tolimgjg UV spinduliuote, kad Sis galéty pereiti |
auksStesnés energijos skirian¢igjg orbitale. Elektrony Suoliui n—7* reikia Zymiai maziau energijos nei
oc—c*, nes elektronai sudarantys m ry$j yra silpniau traukiami branduolio, todél yra labiau
delokalizuoti. [6] IS rySio nesudarancios orbitalés elektrono Suolis j skirian¢igja n—n* yra galimas.
Nagriné¢jamo pavyzdzio atveju suzadintas deguonies atome esantis elektronas i$ rySio nesudarancios
orbitalés yra perkeliamas j n* orbitale ir atsiduria tarp anglies ir deguonies atomy branduoliy. Toks
elektroninis Suolis pasizymi kriivio pernasa, nes stebimas dipolinio momento pakitimas.[14]. Jei
organiné molekulé turi nepadalyty elektrony kaip pateiktame pavyzdyje, tai sukuria btidg vykti
kitokiems Suoliams, kaip n—oc*. Atomo iSorinio sluoksnio elektronai, kurie yra suporuoti, bet
molekuléje nesudaro cheminio rySio yra vadinami nepadalyta elektrony pora. Tokie elektronai yra
nerisanioje n orbitaléje. Si orbitalé nei risa nei skiria ir jos energija yra didesné nei o, 7 orbitaliy, bet

mazené nei 6*, 1*.[6]

1.4.2  Sviesos sugertis

Sviesos sugert] stebime tada, kai j molekule pataiko tam tikros energijos fotonas. Sugerto fotono
energija atitinka energijy skirtuma tarp Suolio lygmeny. Tada Sviesos kvanto energija yra perduodama
molekulés elektronams, o §ie biidami suZadinti pereina j aukstesnj energijos lygmenj.[9] Sviesos
sugertj galima isreiksti Bugerio désniu: [9]

[ =I,e™®, (6)
(lo pradinis $viesos intensyvumas, a sugerties koeficientas, 1 atstumas kurj nusklido $viesa).[9]

Molekulés biivimg stacionarioje biisenoje apraso banginé funkcija, kuri gaunama iSsprendus

Sriodingerio lygtj
Hoy; = EY;. (7

Jei molekulé yra veikiama elektromagnetinés spinduliuotés, tai yra §viesa, tuomet Sriodingerio
lygties hamiltonianas tampa priklausantis nuo laiko ir lygtis iSsprendziama naudojantis trikdziy
teorija. IS kvantinés mechanikos zinoma, kad Suolio tikimybé yra proporcinga Suolio momento
kvadratui, taciau $ig tikimybeg taip pat galima jvertinti remiantis osciliatoriaus stipriu. Osciliatoriaus

stipris yra tiesiogiai susijes su molinés sugerties koeficientu € tokiu integralu:
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f=432- 10‘9fgdv, ®)

Idealaus osciliatoriaus stipris yra lygus realaus ir elektrono emisijos intensyvumy santykiui, o
tai lygu vienetui ir apraso visos sugerties juostos integrinj intensyvuma. Siame darbe §viesos sugertis
vaizduojama moliniu sugerties koeficientu € arba kitaip ekstinkcijos koeficientu, kurio matavimo
vienetai yra Imolcm™. Sis koeficientas yra i§vedamas i§ Lamberto-Bero (angl. Beer_Labert law)
désnio, kuris teigia jog monochromatinés Sviesos pluostas, sklindantis medziagoje, silpsta didéjant
medziagos sluoksnio storiui 1.[14] Désnis yra iSreiSkiamas taip:

=1, 1075, 9)
1
A=lgTO=£cl, (10)

lo krintan¢ios Sviesos intensyvumas, I pragjusios Sviesos intensyvumas, | optinis kelias, A optinis
tankis. Molinés sugerties koeficientas apibiidina molekulés, esanc¢ios kokiame nors tirpiklyje, savybe
sugerti §viesg ir nuo osciliatoriaus stiprio skiriasi tuo, kad nusako sugertj esant konkre¢iam $viesos
bangos ilgiui.

Kadangi Sviesa yra elektromagnetiné banga, tai sgveika tarp atomy branduoliy, elektrony bus
klasikinio osciliatoriaus analogas. Ta energija atiteks elektrony ir branduoliy virpesiams arba Kitaip
pereis j elektroniniy debeséliy ar branduoliy svyravimus. Pirmu artiniu tokius molekulés virpéjimus
galime aproksimuoti harmoniniu osciliatoriumi, 0 tokios sistemos potencialinés energijos
priklausomybé nuo atstumo tarp branduoliy vadinama potencialine kreive.[6] Sj kreivé atspindi
sugerties juostos formg ir plotj. Vienas 1§ galimy pagrindinés ir suzadintos biiseny potencialiniy

pavirsiy tarpusavio i$sidéstymas yra pateiktas 14 paveiksle.

Nl
&
5}
3
3 S
2
]
0
x /‘3 So
[ || S
\\/ 0 } ho;
\ -

14 pav. Pagrindinés ir suzadintosios biiseny potencialiniai pavirSiai. Adaptuota pagal [13].

Kol molekulé¢ yra nesuzadintoje biisenoje, jos branduoliai yra arti potencialinés kreivés dugno,

todél yra pusiausviri. Suzadinus molekulg, gali jvykti elektroninis Suolis i§ pagrindinés buisenos
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potencialinés kreivés dugno i suzadintosios buisenos kreivés krasta, kadangi tokio proceso metu
branduolio greitis ir padétis negali pasikeisti, tai galimi tik vertikaliis Suoliai.[9] Sugerties spektro
plotis, forma ir sandara stipriai priklauso nuo suzadinimo metu gautos perteklinés vibracinés
energijos. Jei virSutiné ir apatinés kreiviy minimumai yra tiesiai vienas virs Kito, tai sugerties spektras
yra siauras, asimetrinis ir vibracinés sandaros. Organinése molekulése dazniau suzadinta potencialiné
kreivé yra pastumta j deSing, o tokiu atveju sugerties spektras yra iSplitgs ir simetrinis. Sugerties
juostos iSplitimas yra siejamas su molekulés, esancios suzadintoje biisenoje, tarpbranduoliniy atstumy

padidéjimu.[6]

1.4.3 Spinduliné ir nespinduliné relaksacija

Organinés molekulés suzadintas elektronas i§ auksStesnés energijos lygmens i zemesne biiseng
gali relaksuoti spinduliniu arba nespinduliniu buidu. Spinduling relaksacija stebime tada, kai i$
suzadintos biisenos molekulé sugrizta i pagrinding biisena, o to proceso metu pertekliné energija
i$spindulivojama $viesos pavidalu. Medziagy, kurios pasizymi spinduline relaksacija yra nedaug,
taciau yra kur kas daugiau medZziagy, kurios i§ suzadintos busenos relaksuoja nespinduliniu badu.

Spinduliné relaksacija arba liuminescencijos reiskinys gali pasireiksti trimis budais:
fluorescencija, fosforescencija ir uzdelstaja fluorescencija.[6] Fluorescencija pasireiSkia vykstant
greitai spindulinei relaksacijai tarp vienody multipletiSkumo buseny, tai reiskia, kad elektrono suolis
vyksta i§ pirmos suzadintos singuletinés biisenos j pagrindine S1—So. Sio proceso sparta yra 108 —
10 s1.[8] Pagal Franko-Kondono principa, fluorescencija bus intensyviausia, jei jvykus $uoliui
nepakis tarpbranduoliniai atstumai. Taip pat yra zinoma, kad nepoliniuose tirpikliuose junginiy
sugerties ir fluorescencijos spektrai pasizymi veidrodine simetrija, o poliniuose tirpikliuose Sie
spektrai yra nutol¢ vienas nuo kito. Toks nutolimas atsiranda, nes dazniausiai poliniai tirpikliai geriau
stabilizuoja suzadintgjg biiseng nei pagrinding. Tokia spinduliné relaksacija vyksta organiniy junginiy
molekulése, kuriose yra 7 rys$iy.[6]

Nespindulinés relaksacijos pertekliné energija perduodama molekulés virpesiams, 0 tai
galiausiai virsta Siluma.[9] Nespinduliniai Suoliai gali vykti dviem budais tai vidine arba
interkombinacine konversijom. Tokiy Suoliy metu kvantinés sistemos energija nepasikeicia todél néra

18spinduliuojamas Sviesos kvantas, taip pat Sie Suoliai vyksta tarp iSsigimusiy energijos lygmeny.

1.4.4 Jablonskio diagrama

Molekuliy energijos lygmenis, elektrony Suolius tarp skirtingy energijos biiseny ir suzadinimo
bei relaksacijos procesus patogu vaizduoti Jablonskio diagrama. Sios diagramos pavyzdys pateiktas

15 paveikslélyje.
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15 pav. Jablonskio diagrama. Adaptuota pagal [15].

Storos juodos horizontalios linijos Zymi molekulés energijos lygmenis (So, S1, S2). Plonomis
pilkomis horizontaliomis linijomis pazyméti virpesiniai energijos lygmenys su atitinkamais skaiciais
0, 1, 2.[15] So atitinka nesuzadintos molekulés iSoriniy elektrony HOMO lygmenj, o S1, atitinka
suzadintos molekulés LUMO lygmenj, tai S — LUMO+1 lygmen;..

Suzadinus molekule elektronai tampa nesuporuoti ir atsiduria skirtingose orbitalése. Vadinasi,
suzadinus molekule elektronas gali perSokti | aukStesne singuleting arba tripleting biiseng. Dél
sgveikaujanciy elektrony sukiniy tripletiniy biiseny energija yra Zemesné. Singuletiniy ir tripletiniy
energijy buiseny skirtumas priklauso kaip sgveikaus sukiniai.[9] Jei jy orbitalés uzima panasias vietas
erdvéje, tai sukiniai stipriai saveikaus ir energijy skirtumas bus didelis, taciau jei Siy orbitaliy padétys
erdvéje yra skirtingos, tai energijy skirtumas bus mazesnis.[9] Diagramoje fotono sugerties procesg
vaizduoja vertikalios aukstyn nukreiptos mélyna ir violetinés rodyklés. Jei suzadinimas jvyksta j bet
kurig singuleting biisena, tai pirmiausiai molekulé nespinduliniu budu, dazniausiai vidine konversija,
greitai relaksuoja | Zemiausia suZadintaja singuleting biisena, o i8 ¢ia tolimesné relaksacija gali vykti
trimis  skirtingais buidais: fluorescencija, interkombinacine konversija arba nespinduline
relaksacija.[9] Molekulé biidama suzadintoje singuletinéje ar tripletinéje blisenoje gali dar karta
sugerti Sviesos kvantg ir pereiti ] aukStesnigjg Suzadintg biiseng.[9]

Vidinés konversijos, kuri diagramoje paZyméta vertikaliomis punktyrinémis rodyklémis
zemyn, metu vyksta nespinduliné relaksacija tarp vienodo multipletiskumo buseny. Vidinei
konversijai vykstant tarp auksty energijos sluoksniy nespinduliniai Suoliai yra labai greiti, tac¢iau tarp
Zzemy energijy S$is vyksmas yra létas.[6] Vidinei konversijai atsirasti reikalingas potenciniy pavirsiy
suarté¢jimas arba susikirtimas, tai reiskia, kad vidinés konversijos jvykio tikimybé maz¢ja didéjant
energijos tarpui tarp gretimy lygmeny.[6] Kadangi vidinés konversijos tikimybé tarp S1—So yra

maza, todél stebimas spindulinis elektrono Suolis — fluorescencija. Dél to vidiné konversija i§ S1j So
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gali konkuruoti su fluorescencija ir interkombinacine konversija ] tripleting biiseng. Vidinés
konversijos greitis yra 1011-10%3s? eilés.[14]

Interkombinaciné konversija vyksta tarp skirtingy multipletiSkumo biiseny, tai reiSkia, kad
Suoliai gali vykti tarp singuletinés ir tripletinés arba tripletinés ir singuletinés buseny.[6] Toks Suolis
galéty buti 1§ suzadintos Si singuletinés biisenos | Ti suzadintg tripleting biiseng.[15]
Interkombinaciné konversija Siais S1—Ti1, S1—Tn kanalais gali buti pakankamai greita, kad
konkuruoty su fluorescencija Siuo kanalu S1—So[14] Tai yra draudziamas Suolis, taciau elektrono
sukinys gali pasikeisti dél stiprios sgveikos tarp sukinio ir orbitos.

Fosforescencija prieSingai nei fluorescencija yra spindulin¢ relaksacija tarp skirtingy
multipletiSkumo biiseny, taip pat, jo spektras yra labiau pastumtas ilgyjy bangy pusén. DaZniausias
Suolis yra tarp pirmos tripletinés ir pagrindinés singuletinés biiseny T1— So. Tokio vyksmo greitis yra
mazesnis ne fluorescencijos 102-10* s, nes toks $uolis yra draudziamas dél elektrono sukinio.[6]
Normaliai molekuliy elektronai yra suporuoti taip, kad jy sukiniai yra priesingy krypéiy, o vienam i
elektrony pereinant j aukStesnj energijos lygmenj jo sukinys nepakinta, taciau gali atsitikti taip, kad
elektronas keliaudamas j aukstesnés energijos orbitale pakeis savo sukinio kryptj. Tokiu bidu du
elektronai tampa nesuporuoti ir su tokia pacia sukinio kryptimi tik skirtingose orbitalése.[16]
Fosforescencija kambario temperatiiroje yra labai reta, nes tripletinés biisenos neiSgyvena ilgai, kad
vykty toks procesas, dél daugelio susidirimy su tirpiklio molekulémis.[14] Gana daznai stebima tai,
kad organiniuose junginiuose fosforescencija trunka zymiai ilgiau nei fluorescencija i§jungus
zadinancig spinduliuote.

Dar vienas spindulinés relaksacijos biidas yra uzdelstoji fluorescencija. Sio proceso metu
Sviesos kvanto emisija vyksta i§ to paties S1 lygmens, bet vyksta 1é¢iau nei normali fluorescencija.
Vienas 1§ kriterijy pastebéti uzdelstaja fluorescencijg yra tada, kai elektronas perSoka 1§ suzadintos
tripletinés busenos T1 j pirmg suzadintg singuleting biiseng Si. Jei T1 yra pakankamai ilga, kad
atsirasty tikimybé molekulei i§ aplinkos gauti papildomos energijos, tada interkombinacinés
konversijos biudu elektronas gali sugrjzti | S1 buseng. IS Cia elektronas toliau gali relaksuoti

nespinduliniu biidu arba gali jvykti uzdelstoji fluorescencija.
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2 TIRAPAZAMINU JUNGINIU LITERATUROS APZVALGA
2.1 Vézio gydymo ir diagnostikos veikimo principas

Tirapazaminas yra organiné molekulé, kurios struktiira vaizduoja 16 paveikslélis. Sios
molekulés pagrindinis taikymas yra medicinos srityje kaip prieSvézinis vaistas, kuris, esant labai

mazam deguonies lygiui (hipoksijai), redukuojamas isskiria toksinj radikalg.
o

"
N“J\NH2
|

i

16 pav. Tirapazamino molekulé.[17]

Hipoksija yra jprastas reiSkinys, stebimas zmogaus solidiniuose navikuose. Tokiy piktybiniy
naviky gydymas yra sudétingas procesas dél to, kad Sios auglio sritys yra menkai apripintos
kraujagyslémis, o tai riboja citotoksiniy preparaty poveikj. [18] Tirapazaminy veikimas yra pagrjstas
tuo, kad jie yra nereaktyvas tol, kol nepasieké skurdziai deguonimi apriipintos srities. Tirapazamino
molekulei atsidiirus hipoksingje zonoje jvyksta deguonies redukcijos reakcija, kurios produktas yra
toksinis radikalas. Sis radikalas suardo vézinés lastelés DNR grandines.[19] Nuo 2006 mety vykdomi
tirapazaminy Il fazés medicininiai tyrimai su pacientais, turinéiais galvos ir kaklo auglius.[20]
Ankstesniuose klinikiniuose tyrimuose buvo nustatyta, kad gryny tirapazaminy efektyvumas gydyme
yra gana ribotas, todél dabar, siekiant sustiprinti §io preparato prie§vézines savybes, yra kuriami nauji
junginiai tirapazaminy pagrindu.[21]

Tirapazamino veikimo schema hipoksingje aplinkoje yra pateikta 17 paveiksle. Pirmiausiai
tirapazaminas 1 yra redukuojamas lasteliniu fermentu, prisijungdamas elektrong ir sudarydamas
deguoniui jautry radikala 2. Sis radikalas bedeguoninéje aplinkoje suyra prisijungdamas protong ir
iSskiria citotoksininj DNR pazeidziantj radikalg (hidroksilo radikalg).[22] Vandenilio atomas
i§plésiamas i$ lastelés molekuliy, sukeliant DNR molekulés oksidacijos reakcija, dél kurios atsiranda
viengubos ir dvigubos DNR grandinés pazeidimai ir chromosomy aberacijos.[1] Vykstant Siems
procesams radikalas 3 toliau yra redukuojamas i 4 molekulg. Viena i§ §io darbo daliy yra skirta
iSnagrinéti 1, 3 ir 4 molekuliy fotofizikines savybes.

Tirapazamino citotoksiSkumui pasireiksti reikalinga hipoksiné aplinka, todé¢l toksiniam
radikalui atsidirus aplinkoje, kurioje yra daug deguonies, jis oksiduojamas atgal j pradine molekule,

taip i§vengiant sveiky ne véziniy lasteliy pazeidimy.[2]
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17 pav. Schema, vaizduojanti tirapazaminy veikimg esant hipoksiném aplinkos saglygom.[3]

2.2 Junginiy optinés savybés
Tirapazaminy junginiai yra gerai zinomi ir placiai tyrin¢jami medicinoje ir biologijoje, taciau
Siy junginiy fotofizikiniy tyrimy yra gana mazai. Dazniausiai tyrinéty $iy organiniy junginiy struktiiros

pateiktos 18 pav.[16]

T A R
ooty O, O
+N—;LNH2 +N¢LNH2 +h|r’ NH, NZ “NH,
o o 4a R=H
1 4 1a R=H b R=F
b R=F ¢ R=0CH,
¢ R=OCHj

18 pav. Tyrinéty tirapazaminy junginiy molekulinés struktiiros. Adaptuota pagal [22].

Remiantis tankio funkcijos laikinés priklausomybeés teorijos skaiiavimais yra zinoma, kad
elektrony Suoliai vyksta tarp orbitaliy n—mn*.[23] Junginio 1 fotofizikinés savybés nustatytos
naudojant tirpiklj vandenj, o atlikus spektroskopinius tyrimus apskaiciuota, kad $io junginio kvantinis
naSumas, gautas remiantis palyginamuoju metodu, yra maziau nei 0,2% bei fluorescencijos gesimo
trukmé yra lygi 98 ps. Sis tirapazaminas, istirpintas vandenyje, gana stipriai sugeria UV srityje ties
266 nm, o silpnesné sugertis stebima regimojoje zonoje ties 461 nm. Taip pat yra pastebéta, kad
sugerties spektro maksimumo padétis gana stipriai priklauso nuo tirpiklio poliSkumo ir esant
aukstesnei pH vertei regimas poslinkis j raudongja spektro puse.[23] Junginiy 1 ir 4 savybiy tyrimas
taip pat buvo atliktas acetonitrilo tirpiklyje. 1 junginio fluorescencijos maksimumas uzfiksuotas ties

432 mn, 0 4 — 422 nm. Junginio 4 sugerties maksimumas nustatytas 404 nm acetonitrile, o vandenyje
19



jis yra 413 nm. Taip pat pastebéta, kad fluorescencija 4 junginio yra zymiai intensyvesné nei 1, taip
pat, stipriai skiriasi kvantiniai nasumai: 1 medziagos naSumas acetonitrilo tirpiklyje yra 0,2%, o 4 yra
12%.[24] Tirapazaminy junginiy fotolizé i$ principo atitinka pirmajj tirapazaminy suaktyvinimo etapa
in vivo. Tai leisty simuliuoti $io junginio veikimg gyvame organizme laboratorinémis sglygomis. Toks
metodas, kada yra gerai apibréztos aplinkos salygos, gali biiti potencialiai naudingas toliau tyrinéjant
tirapazaminy savybes.[23]

Tolimesni tyrimai buvo vykdomi su labc ir 4abc medziagomis, kuriy rezultatai pateikti 1
lentel¢je. Junginj Zymi stulpelis compd, Aaps atitinka sugerties maksimumg, € yra ekstinkcijos
koeficientas, Aem — fluorescencijos maksimumas, ®f — kvantinis naSumas. Indeksas d zymi duomenis
acetonitrilo tirpiklyje, o indeksas e — vandenyje. Pastebima, kad junginiy, turin¢iy vieng deguonies
atomg, kvantiniai naSumai stipriai iSauga acetonitrilo tirpiklyje. [22] Taip pat, kiekvieno junginio
naSumai kinta tiek acetonitrilo, tiek vandens tirpikliuose priklausomai nuo pakaito. Esant OCHjs
pakaitui, prijungtam C8 tirapazamino molekulés pozicijoje, naSumas 4 ir 1 junginio yra didesnis nei
esant H arba F pakaitui. 1abc oksidy fluorescencijos kvantinés iSeigos buvo silpnos ir atitinkamai kito
intervaluose 0,6 — 2,2% acetonitrile ir 0.3 — 1.2% vandenyje. Mono-N-oksidai (4abc) pasizyméjo
Zymiai stipresne fluorescencija, tad jy naSumai atitinkamai yra 16 — 47% acetonitrile ir 2 - 8%
vandenyje. Be to, pastebimas didelis Stokso poslinkis, kur junginiy 4abc sugerties ir emisijos spektry
maksimumy skirtumas yra 71, 76 ir 79 nm acetonitrile, o vandenyje 104, 106 ir 106 nm. [22] Matome,
kad tirapazaminy junginiy fotofizikinéms savybés didele jtaka turi deguonies atomy skaicius ir
pakaitai. Remiantis [24] Saltinio duomenimis tokias molekuliy savybes galé¢jo nulemti deguonies

ciklicizacija, po kurios susidaro naujas produktas.

1 lentelé. Tyrinéty tirapazaminy junginiy fotofizikinés savybés. [22]

compd Agps (nm) log,, & .lemb (nm) Dy (%)
4a“ 407 3.747 478 16.86 + 1.40
4b 415 3.807 491 29.94 + 2.09
4c 430 3.646 509 4722 + 5.07
4a° 415 3.751 521 3.67 + 0.21
4b° 422 3.749 526 244 + 021
4¢c° 441 3.655 547 8.68 + 1.00
1a“ 477 3.867 505 0.60 + 0.01
1b 489 3.853 573 0.77 + 0.02
1 432 3.684 510 2.27 + 0.35
1a° 457 3.786 545 0.33 + 0.01
1b° 468 3.807 562 0.30 + 0.01

1c* 440 3.765 542 1.24 + 0.16
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3 BANDINIU PARUOSIMO IR TYRIMO METODIKOS

Tirapazaminy junginiy optiniy savybiy tyrimams buvo naudojami keli skirtingi spektroskopijos
metodai. Mazos medziagy koncentracijos tirpaly Sviesos sugerties spektrai buvo iSmatuoti Perkin-
Elmer spektrometru Lambda 950. Ty paciy junginiy fluorescencijos spektrai iSmatuoti naudojant
CCD spektrometrg Hamamatsu PMA-11, Zadinti bandinius naudojant plataus spektro ksenoning
lempa, o reikiama bangos ilgj parenkant monochromatoriumi. Nagrinéjamy junginiy fluorescencijos
kvantinis naSumas apskai¢iuotas naudojant du metodus: palyginamajj ir integruojancios sferos.
Fluorescencijos gyvavimo trukmés uzfiksuotos taip pat dviem metodais - tai laike koreliuoty
pavieniy fotony skai¢iavimo (TCSPC) biidu su sistema PicoQuant PicoHarp 300 ir naudojant
fotoelektrony kamerg (streak camera). Gauty duomeny apdorojimas ir analizé atlikta su OriginPro
8.5 ir MATLAB programomis.

3.1 Tiriamos medZziagos ir bandiniy paruoSimas

Siame darbe tiriami tirapazaminy junginiai buvo susintetinti Biochemijos institute, Gyvybés
moksly centre (dr. Jonas Sarlauskas). Junginius dél aiskumo galima skirstyti j dvi grupes. Pirmaja
grupe sudaro tirapazamininiai dariniai (T1 - 3-Amino-1,2,4-benzotriazine, T2 - 3-Amino-1,2,4-
benzotriazine 1-oxide ir T3 - 3-Amino-1,2,4-benzotriazine 1,4-dioxide), neturintys pakaito C8
pozicijoje. Tarpusavyje pastarosios molekulés skiriasi deguonies atomy skai¢iumi — T1 molekulé
deguonies atomy neturi, T2 turi vieng dviguba jungtimi prijungta deguonies atomg N1 pozicijoje, o
T3 — du deguonies atomus N1 ir N4 pozicijose. Antragjg grupe sudaro molekulés T2 dariniai, turintys
skirtingus pakaitus C8 pozicijose. 7-ethoxy-1-0xo0-1,2,4-benzotriazin-3-amine atitinka T4 molekule,
7-chloro-1-o0x0-1,2,4-benzotriazin-3-amine (T5), 7-methoxy-1-oxo0-1,2,4-benzotriazin-3-amine (T6),
7-methyl-1-oxo0-1,2,4-benzotriazin-3-amine  (T7), 1-oxo-7-(piperidin-1-yl)-1,2,4-benzotriazin-3-
amine (T8) ir 1-oxo-7-(propan-2-yl)-1,2,4-benzotriazin-3-amine (T9). Siy junginiy molekulés
pateiktos 19 paveiksle.
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19 pav. Darbe tiriamy tirapazaminy junginiy molekulinés struktiiros.

Bandiniy paruo$imui buvo naudojami S$ie tirpikliai: etilacetatas EAT (e = 6.02), acetonitrilas
ACN (g =37.5) bei 1 v/iv% dimetil-sulfoksido DMSO (g = 46.7 ) ir vandens H2O (g = 80.1 ) mi$inys.
Visi naudoti tirpikliai buvo gauti i§ Sigma-Aldrich (dabartinis Merck). Skliausteliuose pateiktos &
vertés — tai tirpikliy dielektrinés konstantos, nurodancios tirpikliy poliskuma. Medziagy
koncentracijos matuojant fluorescencijos kvantinius naSumus buvo parinktos taip, kad optinis tankis
OD biity apytiksliai lygus tokiam intervalui 0.03 — 0.08. Bendrai naudotos koncentracijos nevirsijo

5-10° M.

3.2 Sugerties spektry matavimas

Tirapazaminy junginiy sugerties spektry matavimai atlikti su spektrometru PerkinElmer
Lambda 950. Sio spektrometro veikimas paremtas pro bandinj prag¢jusios ir kritusios
monochromatiniy spinduliuo¢iy intensyvumo skirtumu. Spinduliuotés Saltinis — tai deuterio (UV
diapazonas) ir volframo (VIS-NIR diapazonas) lempos pasizyminéios plataus spektro emisijos
juostomis. Signalas registruojamas priklausomai nuo Zadinancéios spinduliuotés bangos ilgio:
fotodaugintuvu (175-860 nm), InGaAs jutikliu (860-1800 nm) bei PbS jutikliu (860-3300 nm).

Spektrometro veikimo schema pavaizduota 20 pav.
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20 pav. Perkin-Elmer Lambda 950 veikimo schema. [25]

3.3 Fluorescencijos spektry matavimas

Fluorescencijos matavimai atlikti parenkant tinkamiausia zadinimo bangos ilgj, pagal tiriamy
bandiniy sugerties maksimuma. Reikiamas bangos ilgis gaunamas naudojant monochromatoriy, 0
bandinio i$spinduliuota $viesa fiksuojama $viesolaidziu, kuris yra pastatomas 90° kampu nuo
zadinanciojo spindulio. Bandiniy spinduliuoté patenka i spektrometra Hamamatsu PMA-11 CCD,
kuriame ji yra uzfiksuojama ir analizuojama. Fluorescencijos intensyvumas registruojamas
santykiniais vienetais (s. v.).

3.4 Fluorescencijos kvantiniy naSumy nustatymas palyginamuoju metodu

Fluorescencijos kvantinis naSumas yra apibréZziamas kaip i$spinduliuoty ir sugerty fotony
skaiCiaus santykis. IS principo kvantinis naSumas nurodo spinduliniy ir nespinduliniy procesy
konkurencijos spartg.[26] Kvantinj naSumg galimg apskai¢iuoti naudojantis palyginamuoju metodu.
Tokio metodo principas remiasi tuo, kad pasirenkama etaloniné medziaga, kurios kvantinis naSumas
yra gerai zinomas. Taip pat, matuojant tokiu metodu svarbu uztikrinti vienodus Zzadinancios
spinduliuotés parametrus, matavimo sglygas, 0 bandiniy ir etaloninés medZiagos optiniai tankiai turi
buti suderinti (atitinka intervala 0,03-0,08) bei svarbu atsizvelgti i tirpikliy lGzio rodiklius.
ISmatuojami etalonings ir tiriamosios medZziagos sugerties ir fluorescencijos spektrai. IS gauty
matavimo duomeny kvantinis na§umas apskai¢iuojamas pagal $ig formulg:

_ QYRIODgn?

Y 11
¢ 1,0Dn3 ()

)
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kur I yra spektriskai integruojamas intensyvumas, n — liizio rodiklis, OD — atitinkamas optinis tankis
pagal zadinancio spindulio bangos ilgj, QY — kvantinis nasumas, indeksas R zymi etaloninés
medziagos atitinkamg parametra.[27]

Siame darbe medziagy T1, T2, T4, TS, T6 fluorescencijos kvantiniams na§umams nustatyti

buvo pasirinkta etaloniné medziaga chinino sulfatas, o medziagoms T3, T7 etalonas Ru(bpy)s?*.

3.5 Fluorescencijos gesimo trukmiy nustatymas
3.5.1 TCSPC metodas

Fluorescencijos gesimo trukmiy matavimai buvo atlieckami naudojant laike koreliuoto pavieniy
fotony skaic¢iavimo technikg (angl. k. time-correlated single-photon counting, TCSPC).[28] Tokio
metodo veikimas pagristas tuo, kad Zadinant bandinj po kaZkurio laiko yra emituojamas fotonas. Sj
veiksma kartojant daug karty ir stebint laikg iki fotono emitavimo, gaunamas fluorescencijos kitimas
laike. Laike koreliuoty fotony skai¢iavimo technika padeda nustatyti fluorescencijos laikine
evoliucijg. 21 paveiksle yra pavaizduota tokio matavimo schema. Pirmiausiai bandinys yra
suzadinamas trumpu lazerio impulsu, kuris jjungia matavimo laikmatj.[29] Tinkamam interferencinio
filtro veikimui uztikrinti naudojantis pirmu leSiu sukuriamas lygiagretus spinduliy pluostas.
Spinduliuotés spektro ilgabange dalis nukerpama su filtru esanciu prie§ bandinj, o antrojo leSio
pagalba sufokusuojamas sklindantis Sviesos srautas j bandinj. IS bandinio i$spinduliuoty fotony
suformuojamas jy lygiagretus srautas, kuris keliauja i monochromatoriy. Antras interferencinis filtras
yra reikalingas tam, kad nepraleisty i§ Sviestuko atkeliaujan¢iy fotony j monochromatoriy.
Monochromatoriaus pagalba yra iSskiriamas tiriamasis bangos ilgis, kuris patenka j detektoriy.
Prasidéjus $viesos impulsui keitiklyje jjungiama jtampa, kuri didéja tiesiskai tol, kol sistema
uzfiksuoja fotong, o tada jtampos augimas sustabdomas.[29] Gauta jtampos verté patenka j
daugiakanalj analizatoriy, kuris rezultatus suskirsto j kanalus ir juos susumuoja pateikdamas
duomenis kaip fotony skai¢iaus nuo laiko priklausomybe. Fotonai yra iSspinduliuojami atsitiktinai,
todel fluorescencijos evoliucijg laike apraso eksponentinis gesimas. Logaritmingje skaléje eksponente
yra tiesé, tad nustacius tiesés parametrus galima suZinoti gesimo trukme. Eksponentinj gesimg apraso
St formulé:

n(t) = Ae_%, (12)
kur n — fotony skai¢ius tam tikru laiko momentu t, A — pradinis fotony skaicius, T — gesimo trukmé.
[Slogaritmavus §ig formulg, gausime kad T yra tiesés krypties koeficientas ir taip nustatome gesimo
trukme. Si formulé tinka tada, kai gesimo trukmé yra Zymiai ilgesné nei zadinanios spinduliuotés

(lazerio) impulso trukmé, bet jei jos yra trumpos, tada reikia tarti, kad Zadinancio signalo funkcija yra
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daug d8-funkcijy amplitudziy, kurios kiekviena atskirai suzadina bandinj, o gauta kreivé yra daugelio
eksponenc¢iy suma.[29] Norint nustatyti ieSkomg funkcijg reikia atlikti dekonvoliucijg. Tolimesnis
duomeny apdorojimas ir gesimo trukmiy skaiciavimas atlickamas Matlab programa. Spindulinés ir

nespindulinés gesimo trukmeés suskai¢iuojamos naudojantis Siomis formulémis:

T
Trad = W' (13)
T
Tnorad = 1——QY" (14)

kur QY yra medziagos kvantinis nasumas, Trag — spinduliné gesimo trukmé, Tnorad — nespinduliné

gesimo trukme, 7 atitinka gesimo trukmes vert¢ gautg i§ matavimy.

I ,‘_§viestukas
Monochromatorius

Lesiai
Fotodaugintuvas
K ) ] Filtrai
v
5 '[

21 pav. Tyrimo metodikos principiné optiné schema.

3.5.2 ,Streak® kamera

Informacija apie medziagoje vykstanéius suzadinimo relaksacijos procesus gauta naudojant
fotoelektrony kamera (angl. streak camera). Sis metodas yra prana$esnis uz anksé¢iau aptarta TCSPC
metoda, nes leidzia iSmatuoti zymiai trumpesnes gesimo trukmes. TCSPC metodu naudojamas
nanosekundinis impulsas zadinimo signalui gauti, tod¢l jei tiriamos medziagos gesimo trukmé yra
labai panaSi arba trumpesné nei zadinantis impulsas, tiksliai iSmatuoti gesimo vertés negalime.
Trumpesniy nei nanosekundziy fluorescencijos gesimo trukmiy nustatymui naudojama fotoelektrony
kamera, kadangi Zadinantis impulsas yra generuojamas pikosekundiniais arba femtosekundiniais
lazeriais. Fotoelektrony kameros veikimo struktiiriné schema pateikta 22 pav.

Polichromatorius i$skleidzia bandinio i$skiriamg §viesg horizontalia kryptimi. I$skleisti fotonai
keliauja pro jéjimo optikos elementus, kol pasiekia fotokatoda.[30] Jame fotonai iSmusg elektronus i$
katodo medziagos, kurie yra jgreitinami ir juda link anodo. Kreipianciuosiuose elektroduose

sukuriamas statmenas elektrony judéjimo krypciai kintantis elektrinis laukas. Elektronai skirtingu
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laiku praéje pro kreipianCiuosius elektrodus yra paveikiami skirtingo elektrinio lauko ir todél
skirtingai nukreipiami. Tokie iSskleisti elektronai skrieja pro mikrokanaly plokste, yra padauginami ir
galiausiai pataiko j fosforo ekrana.[30] Siame ekrane sukuriamas dvimatis vaizdas, kuris atspindi
elektrony spektrinj ir laikinj pasiskirstymg. Toliau vaizdas uzfiksuojamas CCD kamera ir
perduodamas kompiuteriui, kuriame vyksta tolimesnis duomeny apdorojimas ir analizé. Pagrinding
eksperimenting jrangg sudaro Hamamatsu CI0627 fotoelektrony kamera su CCD kamera C9300.
Bandiniy Zadinimui naudojamas femtosekundinis lazeris YbiKGW Sviesos konversija Pharos-SP,
lazerio spinduliuotés stiprintuvas (OPA) Orpheus. Lazerio poliarizacija galima keisti Bereko
poliarizaciniu konceptoriumi BC1. Polichromatorius — Princeton instruments acton SP2300.
Zadinancios spinduliuotés galia matuojama OPHIR PD-300-UV.

JL

O

Kintamoji stove | Kreipiantieji

elektrodai ;
matomas vaizdas

[&jimo plyiys sl Atstumas

[&j1mo signalas Fosforo ekrane

Fotokatodas Greitinantis == kro Iy Fosforo

tinklelis plokstele ekranas

22 pav. Fotoelektrony kameros principiné veikimo ir struktiiriné schema. Adaptuota pagal [30].
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4 NAUJI TIRAPAZAMINU JUNGINIAI IR JU FOTOFIZIKINIU SAVYBIU
CHARAKTERIZAVIMAS

Sio darbo metu buvo tirtos dvi skirtingy tirapazaminy junginiy grupés, siekiant i$siaiskinti jy

fotofizikines savybes, esant skirtingam deguonies atomy skaiCiui bei skirtingiems pakaitams

molekulése. Dalis pirmos tirapazaminy junginiy grupés fotofizikiniy savybiy jau buvo aptartos

Saltiniuose [22-24], taciau Siame darbe pateiksime platesnj gauty junginiy rezultaty aptarima ir

palyginimg. Toliau yra detaliai aptarta kiekviena grupé.

4.1 Deguonies atomy skaiiaus jtaka tirapazaminy junginiy savybéms

Pirmaja tirapazaminy junginiy grup¢ sudaro dariniai (T1, T2 ir T3), neturintys pakaito C8
pozicijoje ir tarpusavyje besiskiriantys deguonies atomy skai¢iumi. Kaip pateikta 23 paveiksle, T1

molekulé deguonies atomy neturi, T2 turi vieng deguonies atoma, o T3 — du deguonies atomus.

I
N ‘
% N /[ ! \H §N
N NH, N NH, NH,
T1 T2

T3

@]

=

o—=z

23 pav. Pirmosios tirapazaminy dariniy grupés molekulinés strukttiros.

Sios grupés dariniy fotofizikiniy savybiy tyrimai buvo atlikti skirtingo poliskumo tirpikliuose:
etilacetate (EAT, € = 6,02) ir acetonitrile (ACN, € = 37,5). Atlikty eksperimenty rezultatai pateikti 2

lenteléje, 0 sugerties ir fluorescencijos spektrai pavaizduoti 24 ir 25 paveiksléliuose.

2 lentelé. Pirmos grupés tirapazaminy junginiy fotofizikinés charakteristikos.

v . 81, xsugz., 7\4ﬂ3, QY4, TS, f6, Trad7, Tnorads,
Medz.  Tirpk. I/(mol*cm) nm nm % ns % ns ns
ACN 2987 389 489 0,33 094 3l - -
427 69
T 0,19 13
EAT 2987 389 493 0,20 23 g7 - -
T2 ACN 5538 405 490 16,22 56 100 36,79 6,61
EAT 4599 406 487 7,42 43 100 57,95 4,64
T3 ACN 8895 482 572 0,28 0,11* 100 39,29 0,11
EAT 7418 488 580 0,23 <1 <1 <1 <1

* Nurodyta verté yra paimta i§ [24] $altinio. * Molinis ekstinkcijos koeficientas, 2 sugerties intensyviausia verté, 3
fluorescencijos intensyviausia verté, 4 fluorescencijos kvantinis naSumas, ® fluorescencijos gesimo trukmé, " spinduliné
bei nespinduliné fluorescencijos gesimo trukmes.
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24 pav. T1, T2 ir T3 sugerties spektrai acetonitrilo (ACN) ir etilacetato (EAT) tirpikliuose.
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25 pav. T1, T2, T3 medziagy fluorescencijos spektrai acetonitrilo (ACN) ir etilacetato (EAT)
tirpikliuose. T1 junginio fluorescencijos spektras etilacetato tirpiklyje buvo papildomai apdorotas
Origin Gauss fit funkcija, o T1 (ACN) ir T3 (ACN bei EAT) junginiy spektrai buvo papildomai

apdoroti Origin Smooth funkcija.

Visy trijy dariniy sugerties spektrams (24 paveikslas) buidinga aiski tendencija: deguonies
atomy nebuvimas lemia silpnesne sugertj. Taip pat, papildomy deguonies atomy skai¢ius molekuléje
sukelia sugerties spektro raudongjj poslinkj. T1 molekulés sugerties intensyviausia verté yra 389 nm
(acetonitrile ir etilacetate), taciau T2 junginio sugerties spektras yra pasislinkes j raudonagjg puse per
20 nm, o T3 — net per 100 nm. T2 darinio ekstinkcijos koeficientas yra 1,5 — 1,8 karto, o T3 darinio
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net 2,5 — 3 karto didesnis nei T1 molekulés. IS $iy rezultaty aiskiai matome, kad papildomas deguonies
atomy skai¢ius mazina Suolio So—S1 energija, bet padidina Suolio osciliatoriaus stiprj.

Tirpiklio poliskumas neturi jokios reikSmingos jtakos T1 junginio suger€iai, taciau matomi
nezymiis pakitimai T2 ir T3 spektruose. Siy dviejuy molekuliy ekstinkcijos koeficientas auga didéjant
tirpiklio polisSkumui. Bendrai sugerties spektrai acetonitrilo tirpiklyje yra paslinkti keliais
nanometrais | mélynaja puse, jei lygintume su spektrais, gautais etilacetate.

Bendros fluorescencijos spektry kitimy tendencijos atitinka sugerties spektrus. Fluorescencijos
spektry padétys nepriklauso nuo tirpiklio poliSkumo, taciau yra jautrios deguonies atomy skaiciui
molekulése. T3 junginio fluorescencijos intensyviausios vertés ACN ir EAT tirpikliuose yra
ilgabangéje regimojo spektro dalyje 573 - 578 nm, o T1 ir T2 emisijy maksimumai sutampa ir yra
ties 490 nm. Abu T1 ir T3 junginiai pasizymi labai silpna fluorescencija - junginiy fluorescencijos
kvantiniai naSumai siekia vos 0,2 — 0,3%. T2 molekul¢ labiausiai i$siskiria, nes jos kvantinis naSumas
acetonitrilo tirpiklyje yra net 16%. Pastebétas nejprastas $ios molekulés elgesys, nes maziau polinis
tirpiklis (etilacetatas) sumazina fluorescencijos kvantinj naSuma iki 7,4%. Tokia netipiné savybé yra
budinga ir kitame skyrelyje aptariamoms molekuléms.

Nustatytos Sios grupés dariniy fluorescencijos gesimo trukmés. T2 medziagos fluorescencinis
gesimas yra aproksimuotas viena eksponente, kas parodo, kad egzistuoja vienas pagrindinis
suzadintos buisenos relaksacijos kanalas. Bendra fluorescencijos gyvavimo trukmé etilacetate yra 4,3
ns, o acetonitrile Siek tiek ilgesné 5,6 ns. Nustatyta, kad T1 ir T3 molekuliy relaksacijos mechanizmas
yra zymiai sudétingesnis. Galime pastebéti, kad T1 molekulé turi dvi eksponentinio gesimo
komponentes, vieng trumpg 0,2 — 0,9 ns, o kitg ilgesne apie 2,3 — 4,3 ns, atitinkamai EAT ir ACN.
Matome, kad T3 junginyje egzistuoja greita relaksacija apie 0,11 ns acetonitrile. Rezultatai aiskiai
parodo, kad kiekvienos molekulés suzadinimo relaksacijos kelias yra skirtingas.

Papildomi deguonies atomai stipriai pakeicia tirapazaminy molekuliy fotofizikines savybes.
Gauti eksperimentiniai rezultatai atskleidé tris pagrindinius Sios grupés junginiy skirtumus: deguonies
atomai sglygoja sugerties spektro raudongjj poslinkj, vienas deguonies atomas molekul¢je sukelia
stipry kvantinio naSumo iSaugimg ir bendrai maziau polinis tirpiklis lemia kvantinio naSumo
sumazg¢jima. I§ atlikty matavimy rezultaty analizés galime pasakyti, kad T1 molekulés dominuojantis
Suolis yra m—m*, taCiau prijungus deguonies atomg prie Sios molekulés matome, kad stipriai
pasikei€ia Suolio prigimtis. Deguonis elgiasi kaip akceptorius ir turi nesuporuotg elektrony pora, del
to dominuojantis Suolis galimai tampa n—n*, o dél Suolio prigimties pokycio sugerties bei
fluorescencijos spektrai pasislenka j raudonaja puse. Taip pat i§ sugerties spektry aiSkiai matome, jog
stebime ne kriivio pernaSos (angl. Charge Trransfer, CT) biiseng, kadangi CT biisenos atveju

osciliatoriaus stipris buity didesnis maziau poliniame (etilacetato) tirpiklyje. Siekiant paaiskinti ir kitas
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netipines tirapazaminy junginiy T1, T2, ir T3 savybes buvo pasinaudota kvantcheminiy skai¢iavimy

duomenimis, kurie buvo atlikti Teorinés fizikos ir astronomijos institute, Nacionaliniame fiziniy ir

technologijos moksly centre (dr. Jelena Tamuliené).

Teoriniy skai¢iavimy duomenys, kaip junginiy dipolinis momentas (vakuume, acetonitrile ir

etilacetate) pateikti 3 lenteléje, o sugerties juostos su osciliatoriaus stipriais pateiktos 4 lenteléje. Sios

grupés dariniy HOMO-LUMO lygmeny iSsidéstymas bei molekulinés orbitalés pavaizduoti 26

paveiksle a ir b dalyse.

3 lentelé. Pirmos grupés tirapazaminy junginiy dipoliniai momentai.

T1 T2 T3
Vak. ACN EAT Vak. ACN EAT Vak. ACN EAT
Dx 0,97 1,48 1,38 0,39 0,88 0,8 0,25 0,57 0,46
Dy -1,27 -1,70 -161 -2,94 -3,64  -3,47 -2,07 -2,63  -2,37
Dz 0,34 0,40 0,39 0,37 0,55 0,53 0,37 0,52 0,49
Viso: 1,65 2,29 2,16 2,99 3,78 3,6 2,12 2,46 2,74
4 lentelé. Tirapazaminy dariniy teorinio skai¢iavimo duomenys.
T1 T2 T3
Asug., Osc. Orbi. Asug., Osc. Orbi. Asug., Osc. Orbi.
nm stipris  Suoliai nm stipris ~ Suoliai nm stipris ~ Suoliai
460,77 0,0025  38-39 |363,97 0,0682 42-43 | 44395 10,0837 46-47
Vak. |353,96 0,05607 37-39 |311,93 10,0017 40-43 | 335,70 0,0445 46-48
282,35 10,0450  36-39 41-43, 42-47,
283,45 10,0042 444 |287,77 00315 44.47
39-43 46-49
447,88 0,0033 37-39 |382,02 0,0889 42-43 |443,41 10,1232 46-47
371,94 0,0671  38-39 |312,63 10,0023 40-43 | 323,35 10,0305 46-48
289,52 10,0816  36-39 | 290,70 10,0244 41-43 | 293,60 0,0223 43-47,
ACN 44-47
252,83 10,1354 39-43 | 271,01 05074 43-47
44-47
46-48
44950 0,0033 37-39 | 379,54 0,0919 42-43 | 44520 0,1245 46-47
368,11 0,0684  38-39 |312,54 10,0015 38-43, | 325,46 0,0382 46-48
EAT 40-43
288,74 10,0837  36-39 | 312,15 0,0009 40-43, 43-47,
38-43 | 29259 00294 4447
389,40 0,0219 41-43 46-49
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26 pav. T1, T2 ir T3 molekuliy (2) HOMO-LUMO energijos lygmeny iSsidéstymas ir (b)

molekulinés orbitalés.

Preliminartis skaiiavimai, optimizuojant pagrindines ir suZadintas molekuliy biisenas,
nepatvirtino anks¢iau minétg hipotezés [24], kad tokias skirtingas junginiy savybes nulemia deguonies
ciklicizacija. 3 lenteléje matome, kad T2 molekulés dipolinis momentas yra didZiausias, todél ji su
tirpikliu turéty labiausiai sgveikauti, taiau matavimy rezultatai parodé, kad skirtingi tirpikliai turi
minimalig jtaka $iy junginiy fotofizikinéms savybéms. Remiantis 4 lentel¢je pateiktais duomenimis ir
atsizvelgiant | 26 paveiksle pavaizduotus energijos lygmenis, matome, kad T1 molekulés HOMO
lygmuo yra iSsigimes, nes dviejy orbitaliy energijos beveik sutampa, o tai sglygoja labai mazg
osciliatoriaus stiprj. Skirtingas visy trijy molekuliy savybes gali nulemti pa¢iy HOMO-LUMO
lygmeny prigimtis. 26 paveikslélyje galime pastebéti energijos lygmeny siauré¢jima did¢jant deguonies
atomy skai¢iui molekulése. Eksperimenty rezultatai sutampa su kvantcheminiais skai¢iavimais, o 26

pav. (b) dalis patvirtina deguonies atomy aktyvy dalyvavima.

4.2  Skirtingy pakaity jtaka tirapazaminy junginiy fotofizikinéms savybéms

Antrgjg tirapazaminy junginiy grupe sudaro molekulés (T4, TS, T6, T7, T8 ir T9), turinios
vieng deguonies atomg ir kei¢iamus pakaitus C8 pozicijoje. Prie T2 molekulés buvo pridéti skirtingi
poliniai pakaitai siekiant tikslingai keisti $io junginio fotofizika. Siy junginiy molekuliy schemos yra
pavaizduotos 27 paveikslélyje.

31



I I
NS \«Cflx‘lu ; /“\u /N
" NH, M NH, r|
T4 T5 T7
o CHy
O Il I|
N
X

A ) Y

T8 T9

"IHJ

27 pav. Antros tirapazaminy junginiy grupés molekulinés struktiiros.

Sios grupés dariniy fotofizikiniy savybiy tyrimai buvo atlikti skirtingo poliskumo tirpikliuose:
etilacetate (EAT, € = 6,02), acetonitrile (ACN, & = 37,5) bei T4, T7 ir T9 medziagy savybés
papildomai buvo istirtos 1 v/v% dimetil-sulfoksido DMSO (e = 46.7 ) ir vandens H2O (¢ = 80.1)
misinyje. Palyginimui prie antros grupés junginiy rezultaty yra pateikti T2 darinio, kuris neturi
pakaito, duomenys. Atlikty eksperimenty rezultatai pateikti 5 lenteléje (H20O* zymi, kad DMSO
koncentracija tirpale buvo padindinta iki 2,5%), o sugerties ir fluorescencijos spektrai pavaizduoti 28

ir 29 paveiksléliuose.

5 lentelé. Antros grupés tirapazaminy junginiy fotofizikinés charakteristikos

. . g, Asu . Xfl, Y, T, NS f, Trad, Tnorad,

Medz.  Tripk. I/(mol*cm) nn?l nm Q% % ns ns
T2 ACN 5538 405 490 16,22 5,6 100 36,79 6,61
EAT 4599 406 487 7,42 4,3 100 57,95 4,64
T4 ACN 3640 436 513 43,19 18,7 100 43,30 32,92
EAT 5002 433 517 26,31 155 100 58,91 21,03

H20 4889 445 554 18,62 - - - -

H.0* 5216 445 554 17,16 - - - -
T5 ACN 5332 416 499 29,08 116 100 39,89 16,36
EAT 4825 417 503 16,51 9,3 100 56,33 11,14
T6 ACN 6179 382 482 7,45 3,2 100 42,95 3,46
EAT 6598 388 486 3,95 2,5 100 63,29 2,60
T7 ACN 5332 416 494 31,89 8,9 100 18,43 17,21
EAT 4027 412 491 25,15 6,7 100 18,06 10,05
H20 4450 423 532 7,64 3,7 100 48,43 4,01

T8 12,3 93
ACN 4959 477 620 41,21 86.9 . - -
19,7 94

EAT 4449 466 584 20,55 103.1 5 - -
T9 ACN 4779 411 492 24,95 8,1 100 32,46 10,79
EAT 5017 411 492 20,21 6,1 100 30,18 7,65

H20 4639 424 534 7,04 - - - -
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29 pav. T2, T4. T5, T6, T7, T8 ir T9 medziagy fluorescencijos spektrai (a) acetonitrilo ir (b)

etilacetato tirpikliuose.

Nagrinéjant junginiy sugerties spektrus, akivaizdu kad junginys T6 issiskiria savo spektrine
padétimi, kadangi metoksi grupés pakaitas (CH30) nulemia mélynajj sugerties spektro poslinkj apie
20 nm ir dar vieng sugerties juosta ties 344 nm abejuose tirpikliuose lyginant su T2 junginiu. Sis
pakaitas padidina Suolio So—S1 energija ir sumazina Suolio osciliatoriaus stiprj. T5, T7 ir T9 junginiy
chloro (Cl), metilo (CHs) ir izopropilo (CsH7) grupiy pakaitai turi minimalig jtaka sugerties
spektrams, tai yra neZymiai sumazéja ekstinkcijos koeficientas ir stebimas minimalus raudonasis
poslinkis. Tuo tarpu,T4 ir T8 molekulés su etoksi (CH3CH.O) ir piperidinylo (CsH1oN) grupiy

pakaitais sugerties spektrai atitinkamai yra pasislinke j raudongja puse per 30 nm ir 60-70 nm
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etilacetate ir acetonitrile. molekuliy sugerties spektro raudonajj poslinkj T6 ir T8 dariniy ekstinkcijos
koeficientai isauga 1,1 — 1,5 karto, lyginant su pakaito neturin¢ios T2 molekulés spektru. Bendrai
tirpiklio poliSkumas turi nedidele jtaka $iy molekuliy sugreties spektrams tai yra T4, T5, T6, T8 ir T9
atveju ekstinkcijos koeficientas auga mazéjant tirpiklio polisSkumui, o T2 ir T7 atveju stebime
atvirk$cia procesa.

Iskarto galime pastebéti, kad tyrinéty antros grupés tirapazaminy junginiy elgesys skirtingose
aplinkose yra gana netipinis. Pirmiausiai dé¢l to, kad Sios molekulés yra mazos, todé¢l jy fluorescencija
turéty biti mélynojoje regimojo Sviesos spektro srityje, bet remiantis $io darbo rezultatais jy emisijos
spektras yra raudonoje dalyje. Tai gerai matome T8 molekuléje, kurios fluorescencijos maksimumas
siekia 620 nm (acetonitrile) ir 584 nm (etilacetate). Antros grupés molekuliy fluorescencijos spektro
kitimai atitinka sugerties spektrus. Fluorescencijos spektro padétys kinta nezymiai dél konkurencijos
tarp tirpiklio ir pakaito jtakos. Matome, kad pridédami skirtingus pakaitus galime placiai keisti T2
molekulés emituojamg spalvy spektrg nuo 480 nm iki 620 nm. Junginio T6 emisija yra mélyniausia,
taip pat Sios molekulés spindulinio gesimo trukmé beveik sutampa su pakaito neturin¢ios molekulés
T2 gesimo trukme, taciau nespinduliniai gesimai (zr. 5 lentel¢) skiriasi du kartus. T6 darinio
nespindulinio gesimo trukmé yra per pus mazesné nei T2, tai reiSkia, kad T6 molekulé pasizymi
stipria nespindulinés rekombinacijos sparta. Galime pastebéti, kad visy Sios grupés junginiy
spindulinio gesimo trukmés yra artimos T2 dariniui, ta¢iau nespindulinio gesimo trukmés stipriai
kinta. Akivaizdu, kad suzadinimo relaksacijos valdantysis kanalas yra nespindulinis ir lemia $iy
junginiy kvantinio nasumo vertes, tad norint gauti reikiamas tirpazaminy savybes reikia ieSkoti Sios
nespindulinés relaksacijos prigimties. Beveik visy Sios grupés junginiy fluorescencijos gesimo
spektrus pavyko aproksimuoti viena eksponente, o tai parodo, kad egzistuoja vienas pagrindinis
suzadintos busenos relaksacijos kanalas. T2, T4, TS ir T6 medZiagy spindulinio gesimo trukmés yra
ilgesnés maziau poliniame tirpiklyje, tai rodo, jog etilacetate efektyvesnis yra nespindulinio gesimo
kanalas. T8 molekulés emisija yra raudoniausia i§ visy $ios grupés junginiy taip pat jos gesimg
pavyko aproksimuoti dviem eksponentém, o tai rodo, kad egzistuoja sudétingesnis suzadintos
bisenos relaksacijos procesas. Viena 1§ priezasCiy, kodél egzistuoja tokios ilgos gyvavimo trukmes
yra ta, kad po suzadinimo vyksta stipri branduoliy reorganizacija, kurios metu pasislenka
potencialinés kreivés..

Dar vienas netipinis nagrinéty tirapazaminy molekuliy bruozas yra tas, kad jy kvantinis
naSumas iSauga polin¢je aplinkoje. Dazniausiai uzfiksuojamas atvirksc¢ias reiskinys, budingas CT
medziagoms, kada molekuliy naSumas didé¢ja mazéjant tirpiklio poliSkumui. Tirty molekuliy Suolio
prigimtj galime sieti su n—n* tipo Suoliu, o tai leidzia numanyti, kad nasumai labiau iSauga bitent
poliniame tirpiklyje. Visi $ios grupés junginiai pasizymi naSia fluorescencija, o ypac¢ issiskiria T4 ir
T8 junginiai: dél atitinkamy CH3CH20 ir CsH1oN pakaity acetonitrilo tirpiklyje jy nasumai siekia
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43% ir 41%, kurie yra 2,6 karto didesni nei T2 molekulés. TS5, T7 ir T8 molekuliy naSumai iSaugo
deél skirtingy pakaity jtakos ir atitinkamai yra 29%, 32% bei 25%. T6 molekulés, kurios pakaitas yra
CH30, uzfiksuotas kvantinis naSumas yra beveik per pus mazesnis nei T2 junginio. Tai dar kartg
parodo, kad tirapazaminy junginiy fotofizikines savybes galime kontroliuoti parenkant atitinkamus
pakaitus.

Norint issiaiskinti platesnes tirapazaminy pritaikymo galimybes (pavyzdziui, fermentiniy
reakcijy stebéjimas) T4, T7 ir T9 medziagy savybés buvo istirtos 1 v/v% dimelit-sulfoksido DMSO
ir vandens H,0O misinyje. Siame miinyje stebimas visy trijy molekuliy sugerties spektry poslinkis
raudongjg sritj apie 10 nm, lyginant su intensyviausiomis sugerties vertémis maziausiai poliniame
tirpiklyje. T7 darinio ekstinkcijos koeficientas iSaugo 1,1 karto, o T4 ir T9 ekstinkcijos beveik tiek
pat karty sumazgjo, vertinant pagal etilacetate gautas vertes. Kaip ir sugertis, Siy trijy molekuliy
fluorescencijos spektrai taip pat atsidaré ilgabangéje spektro srityje ir atitinkamai yra 554 nm, 532
nm ir 534 nm. Stebétina tai, kad naSumai T4, T7 ir T9 sumazéjo 2 — 4 kartus lyginant su gautais
acetonitrilo tirpiklyje ir atitinkamai yra 19%, 8% bei 7%, o tai reiSkia, kad fluorescencija yra
nugesinama stipriai polin¢je aplinkoje. Taciau tokie nasumai yra pakankami, kad biity galima naudoti
Siuos junginius fermentiniy reakcijy stebéjimui. DMSO koncentracija miSinyje galima didinti iki
2,5%, nes Sioje aplinkoje vis dar yra palankios salygos, kad vykty fermentinés reakcijos. Todel
jvertintas T4 medziagos nasumas tokiame misinyje, kuris yra 17%. Matome, jog DMSO tirpiklio
koncentracijos didinimas $iuo atveju nasumo.didéjimui jtakos neturéjo.

Skirtingas tirapazaminy junginiy fotofizikines savybes nulemia skirtingi pakaitai, esantys C8
pozicijoje. Pasirenkant tinkamus pakaitus biity galima geriau kontroliuoti molekuliy savybes, o tai
praplésty jy pritaikymo galimybes. Taip pat norint detaliai i§siaiSkinti, kodél pakaitai lemia kvantinio

nasumo iSaugimg arba sumaz¢jima, biitina atlikti teorinius skai¢iavimus.
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ISVADOS

1.

Pirmos grupés tirapazaminy T2 ir T3 junginiy raudonasis poslinkis j 405 nm ir 485 nm yra susijes
su dominuojanciy Suoliy, dél nepadalytos elektrony poros, prigimties kitimu.

Tirapazaminy junginiy, turin¢iy vieng deguonies atoma N1 pozicijoje, bet neturinciy pakaity C8
pozicijoje, nasumas iSauga iki 7% (etilacetate) ir iki 16% (acetonitrile) lyginant su junginio be
deguonies atomy ir su junginio turin¢iu du deguonies atomus naSumais.

Tirty junginiy fluorescencijos kvantinés iSeigos iSaugimas didesnio poliSkumo tirpiklyje
(acetonitrile) siejamas su n—* Suolio prigimtimi.

Tirapazaminy junginiy, turiniy vieng deguonies atomg N1 pozicijoje, fotofizikines savybes
galima valdyti naudojant skirtingus pakaitus C8 pozicijoje bei nespindulinés rekombinacijos
pagalba.

Skirtingy pakaity pagalba C8 tirapazamino pozicijoje, galime keisti Junginio T2 emisijos spalvas
plac¢iame 480-620 nm intervale.

Junginys T4 su pakaitu CH3CH>O rodo 43% (acetonitrilo tirpiklyje) ir 18% (1 v/v% dimetil-
sulfoksido ir vandens misinyje) fluorescencijos kvantinj naSumg, todél labiausiai tinka

fermentiniy reakcijy steb&jimui vandenyje.
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SANTRAUKA

Kamilé Tulaité

Tirapazaminy junginiy optiniy savybiy tyrimas

Vienas 1§ prieSvéziniams vaistams gaminti tinkamy citotoksiny klasés junginiy yra
tirapazaminas, kuris pasizymi selektyviu elgesiu hipoksinéje aplinkoje. Nors ir medicinos srityje Sis
junginys yra placiai iStirtas, taciau detaliy fotofizikiniy savybiy tyrimy yra mazai. Gilesnés zinios
apie tirapazaminy fotofizines savybes praplésty jy pritaikymo galimybes, vézio gydymo stadijy,
fermentiniy reakcijy vaizdinime bei stebéjime.

Sio darbo tikslas buvo istirti deguonies atomy skai¢iaus ir skirtingy pakaity jtaka tirapazaminy
junginiy fotofizikinéms savybéms.

Siame darbe tirty tirapazaminy junginiai buvo suskirstyti j dvi grupes. Pirmoji grupé atspindi
deguonies atomy skaiciaus jtakg tirapazaminy fotofizikinéms savybéms, 0 antroji — skirtingy pakaity
jtaka. Nustatytos pagrindinés abiejy tirapazaminy dariniy grupiy fotofizikinés savybés atlikus
sugerties ir fluorescencijos matavimus, apskai¢iavus fluorescencijos kvantines iSeigas bei jvertinus
gesimo trukmiy vertés skirtingo poliskumo tirpikliuose. Pirmos grupés junginiy elgesiui paaiskinti
buvo atlikti kvantcheminiai skai¢iavimai.

Nustatéme, kad pirmos grupés tirapazaminy junginiy atlikty matavimy rezultatai dera su
kvantcheminiy skai¢iavimy rezultatais, o T2 ir T3 molekuliy stebimas raudonasis poslinkis j 405 nm
ir 485 nm yra susij¢s su dominuojanciy Suoliy dél nepadalytos elektrony poros, prigimties kitimu.
Taip pat T2 molekulés nasumas iSauga iki 7% (etilacetate) ir iki 16% (acetonitrile) lyginant su T1 ir
T3 dariniy naSumais. Junginio T2 fotofizikines savybes galima valdyti naudojant skirtingus pakaitus
bei nespinduling rekombinacija. Taip pat keiciant pakaitus galima keisti §io darinio emisijos spalvas
placiame 480-620 nm intervale. Bendras abiejy grupiy junginiy fluorescencijos kvantinés iSeigos
iSaugimas didesnio poliSkumo tirpiklyje (acetonitrile) siejamas su n—z* Suolio prigimtimi. Junginys
T4 su etoksi grupés pakaitu pademonstravo 43% (acetonitrilo tirpiklyje) ir 18% (1 v/v% dimelit-
sulfoksido ir vandens miSinyje) fluorescencijos kvantinj naSuma, todél labiausiai tinka fermentiniy

reakcijy steb¢jimui vandenyje.
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SUMMARY

Kamilé Tulaité

Photophysical study of tirapazamine based compounds

One of the main compounds of the cytotoxin class suitable for cancer treatment is tirapazamine,
which exhibits selective behavior in a hypoxic environment. The use of tirapazamine derivatives in
medicine has been widely investigated for several decades. However, the photophysical examination
of these compounds remains scarce. In order, to successfully understand their usability, more studies
of tirapazamine optical properties need to be performed.

The aim of this study was to investigate the influence of the number of oxygen atoms and
different substituents on the photophysical properties of tirapazamine compounds.

The tirapazamine compounds studied in this work were divided into two groups. The first group
was meant to determine how oxygen atoms affect tirapazamine photophysical properties and the
second — the influence of different substituents. Various characterization techniques, such as steady-
state absorption and fluorescence and time-resolved fluorescence spectroscopy, were employed in
solvents of different polarity. Theoretical calculations were performed to explain the behavior of the
first group of compounds.

We found that the experimental results of the first group of tirapazamine compounds are
consistent with the results of theoretical calculations, and the observed redshifts of T2 and T3
molecules at 405 nm and 485 nm are related to changes in the nature of dominant transition due to
undivided electron pair. Also, the quantum yield of the molecule T2 increases to 7% (ethyl acetate)
and up to 16% (acetonitrile) compared to the quantum yield of T1 and T3 derivatives. The
photophysical properties of the compound T2 can be controlled by using different substituents and
non-radiation recombination. Due to the substituents we can change the emission color of this
derivative in a wide range of 480-620 nm. The overall increase in fluorescence quantum yield of both
groups in a higher polarity solvent (acetonitrile) is related to the nature of the n — x * transition.
Compounds T4 with an ethoxy group substituent showed a quantum efficiency of 43% (acetonitrile)
and 18% (1 v/v% dimethyl sulfoxide/water mixture), making it the most suitable for monitoring

enzymatic reactions in water.
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