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IVADAS

Tirapazaminas (TPZ) yra organiné molekulé i$ citotoksiny klasés, pasizyminti selektyviu
elgesiu hipoksinéje (zemo deguonies lygio) aplinkoje [1]. Hipoksija yra jprastas reiskinys aptinkamas
piktybiniuose solidiniuose navikuose [2]. Bitent dél Sio reiskinio vézio gydimas vis dar yra i$§tkis,
nes zemo deguonies lygio regionai silpnina spindulinés terapijos ar kitokiy prieSvéziniy vaisty
poveikj [3]. Tirapazaminas atsidires tokioje biologinéje aplinkoje sudaro reaktyvy radikalg, kuris
sukelia vézines lastelés DNR grandinés pazeidimus, o patekes | deguonies prisotintg terp¢ TPZ yra
oksiduojamas atgal j pradine neutralig molekule [4].

Tirapazaminas, kaip perspektyvus vézj gydantis junginys zinomas ir detaliai tyrin¢jamas jau
kelis desimtmecius biologijos bei medicinos srityse. Deja, detalios informacijos ir analizes apie §io
junginio fotofizikines savybes bei jy valdyma gerokai maziau. Yra zinoma, kad tirapazamino
suzadinimo relaksacijos valdantysis kanalas nespindulinis, ta¢iau vis dar diskutuojama, koks
konkre€iai mechanizmas pasireiSkia. Vieni $altiniai teigia, kad pagrindinis nespindulinio kanalo
gesimo mechanizmas yra elektrono pernasa [5], kiti mano, kad vyksta protono pernasa [6], taip pat
dar néra aisku, kokia dalimi suzadinimo relaksacijos vyksmai yra nulemti iSoriniy faktoriy ir kokia —
vidiniy procesy. Norint sékmingai suprasti $iy medziagy valdymo, modifikavimo ir pritaikymo
galimybes, reikia atlikti daugiau TPZ molekuliy optiniy savybiy tyrimy, modifikuojant tiek pacia
molekule, tiek aiSkinantis vidinés relaksacijos mechanizmus.

Sio darbo tikslas buvo iitirti poliniy pakaity jtaka fotocheminiy reakcijy spartai, tirapazaminy
bei dezoksitirapazaminy (dTPZ) junginiuose ir optimizuoti modifikuoty dTPZ junginiy
fluorescencijos savybes.

Sis darbas buvo atliktas bendradarbiaujant su Vilniaus universiteto Gyvybés ir mokslo centro
prof. N. Céno grupés mokslininkais, kurie susintetino keleta serijy modifikuoty tirapazamino
junginiy, sinteze atliko dr. J. Sarlauskas. Naujieji junginiai buvo orientuoti j tirapazamino optiniy
savybiy valdymo galimybiy paieSka nedideliais poliniais pakaitais. Naujai susintetinty dariniy
spektroskopiniai tyrimai atlikti pirmiausia siekiant detaliai suprasti tirapazamino junginiy suzadinimo
relaksacijos mechanizmus, antra — optimizuoti modifikuoty dezoksitirapazamino junginiy
fluorescencijos savybiy valdyma. Tirapazaminai pasizymintys nasia fluorescencija, galéty buti

naudojami veéZio gydymo stadijy vaizdavime arba jvairiy fermentiniy reakcijy steb¢jime.



1 TEORINIS IVADAS

1.1 Suzadinimo relaksacijos vyksmai molekulinése sistemose

Molekulés optinis suzadinimas vyksta kartu su optine sugertimi, kai molekulé pereina j
auksStesne suzadintg bliseng po to kai sugeria Sviesos kvantg. Jei suzadinto elektrono sukinio
projekcija nepasikei€ia, jis pereina j suzadintg biiseng, kurig vadiname singuletine. Tokj lygmen;j
zymine Sp, ¢ia indeksas n nurodo lygmens numerj. Jei suzadinto ir nesuzadinto elektrony sukiniy
projekcijos tampa vienodos tai elektronas pereina j tokig suzadintg buiseng, kurig vadiname tripletine
ir jg zymine Th [7]. SuZadinimo bei relaksacijos procesus patogu nagrinéti pasinaudojant Jablonskio
diagrama, kuri yra pavaizduota 8 paveikslélyje.
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8 pav. Jablonskio diagrama. Pagal [8].

Be elektroniniy singletiniy Sn bei tripletiniy Tn lygmeny dar egzistuoja maZesniy energijy
lygmenys, kurie atsiranda dél molekulés atomy virpesiy apie pusiausvyros padétj. Jablonskio
diagramoje virpesiniai lygmenys atvaizduoti pilkomis linijjomis ir taip pat turi jtakos relaksacijos
procesams. Diagramos kairéje bei deSinéje pusése rodyklémis pavaizduotos elektrony sukiniy
projekcijos esant atitinkamais singletiniais ir tripletiniais lygmenimis [9].

Procesas vadinamas sugertimi, 8 pav. atvaizduotas violetinémis rodyklémis, vyksta tuomet, kai
elektronas persoka i§ pagrindinés nesuzadintos busenos lygmens (zymimos So) i pirmajj S1 arba
aukstesnés eilés singuletines biisenas Sn. Toliau suzadintas elektronas vidinés konversijos bidu
relaksuoja 1§ aukStesnio virpesinio lygmens | Zemesnj (mélynos rodyklés), pertekling energija
isspindulivodamas $ilumos pavidalu. Tai yra ultraspartus procesas trunkantis ~10% s [7]. Kadangi
optinis suzadinimas taip pat yra spartus procesas, elektronas pereidamas j suzadintg bliseng nespéja
pakeisti sukinio projekcijos [10]. Elektronas gali nespindulinés relaksacijos (punktyriné rodyklé)
keliu grizti atgal | pagrindine biseng, taciau tokios relaksacijos tikimybé eksponentiskai mazéja

didé¢jant HOMO-LUMO energijos trapui. Suzadintas elektronas bidamas Si lygmenyje taip pat gali
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relaksuoti fluorescencijos (zalia rodyklé) budu isspinduliuvodamas fotong. Fluorescencijos gyvavimo
trukmé jprastai siekia ~10® s [11]. Tokiy fotony energija yra maZesné nei sugerty, nes dalis energijos
yra perduodama virpesiniams atomo branduoliy svyravimams. Atsiradgs energijy skirtumas tarp
sugerties ir fluorescencijos yra vadinamas Stokso poslinkiu [12]. Jei suzadintos biisenos gyvuoja
ilgai, tuomet elektronas gali pakeisti savo sukinio projekcijg ir pereiti j tripleting biiseng
interkombinacinés konversijos biidu (juoda rodyklé). Didzioji dalis molekuliy nepasizymi efektyviu
sukinio keitimu, taciau jei yra didelé sukinio orbitos sanklota, tuomet interkombinaciné konversija
gali tapti dominuojanciu suzadinimo relaksacijos mechanizmu.

Sukinio-orbitos saveikg pagal kvanting mechanikg galime jsivaizduoti kaip efektinj magnetinj
lauka, i kurj reaguoja elektrono sukinys [13]. Sukinio orbitos sgveika — reliatyvistiné sgveika tarp
elektrono sukinio ir jo orbitinio judesio, kuri leidzia peréjimus tarp singuletinés ir tripletinés biiseny.
Stipri sukinio-orbitos saveika yra siekiama organiniy molekuliy savybé, kadangi ji sukelia
interkombinacine konversija (IK) fotosensibilizatoriuose [14]. Bendruoju atveju sukinio apsivertimo
tikimyb¢ priklauso nuo magnetinio momento dydzio kylancio i§ elektrono orbitinio judesio
branduolio elektriniame lauke, todél sukinio orbitos sgveika yra proporcinga Z* (Z Zzymi atominj
skai¢iy) [15]. Gana didelé sukinio-orbitos sgveika gali biti pasiekta molekulése, sudarytose i§ lengvy
elementy, kai sukinio apsivertimas yra indukuotas pakankamai dideliu orbitiniu momentu, atsiradusiu
dél ortogonaliy molekuliniy orbitaliy mai§ymosi [16].

Interkombinacineé konversija yra procesas, kurj lemia saveika tarp elektrono sukinio ir
molekulinés orbitalés magnetinio momento [17]. Interkombinacinés konversijos sparta proporcinga
sukinio orbitos sgveikai ir atvirkS¢iai proporcinga draustinés energijos tarpui tarp singuletinés ir
tripletinés biiseny. I§ sukinio orbitos operatoriaus yra i§vedamos El-Sayed taisyklés, kurios teigia,
kad sukinio pakitimas turi biiti lydimas kampinio momento pokycio [18]. Todél tikétini Suoliai tarp
lokaliy ir kriivio pernasos (angl. k. charge transfer, CT) biiseny, o Suoliai tarp tokiy paciy buseny —
draustini.

Per tripletinius lygmenis elektronas gali relaksuoti | pagrinding nesuzadintg buseng
fosforescencijos (raudonos rodyklés) buidu, taip pat emituodamas fotong. Kadangi Th—So Suolis yra
draustas d¢l elektrono sukinio projekcijos pasikeitimo, tripletiniy lygmeny gyvavimo trukmeés
dazniausiai gana ilgos, tod¢l fosforescencija gali trukti deSimtis sekundziy arba net kelias minutes.
Pagal sukinio atrankos principg Suoliai j To—Tn bisenas yra leistini, ta¢iau tripletiniai molekuliy
suzadinimai gerokai maziau tikétini nei singuteliniai suZadinimai. Taip yra todeél, kad elektronas
pereidamas i§ pagrindinés nesuzadintos So blisenos ] pirma tripletinj T1 lygmenj turi pakeisti savo
sukinio projekcija j prieSingg [11]. Interkombinacinei konversijai atvirk§¢ias procesas yra atgaliné

interkombinaciné konversija (geltona rodyklé¢). Jos metu suzadintas elektronas i§ tripletinio lygmens
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grizta j singuletinj lygmenj, taciau kad jvykty toks procesas Si ir T1 biseny energijos skirtumas turi
biiti mazas [19]. Dar vienas spindulinés relaksacijos biidas yra uzdelstoji fluorescencija. Sio proceso
metu Sviesos kvanto emisija vyksta i§ to paties Si lygmens, bet vyksta léCiau nei normali
fluorescencija. Vienas i$ kriterijy pastebéti uzdelstajg fluorescencija — elektrono suolis i$ suzadintos
tripletinés biisenos T1 | pirma suzadintg singuleting buiseng S1. Jei T1 gyvuoja pakankamai ilgai, kad
atsirasty tikimybé molekulei i§ aplinkos gauti papildomos energijos, tada interkombinacinés
konversijos biidu elektronas gali sugrjzti j S1 biiseng. IS Cia elektronas toliau gali relaksuoti
nespinduliniu buidu arba gali jvykti uzdelstoji fluorescencija [20].

Organiniy molekuliy suzadinimo ir spindulinés (ar nespindulinés) relaksacijos procesus su
empiriskai gautais sugerties bei fluorescencijos duomenimis padeda susieti potencialiniai pavirSiai.
Bendru atveju tai elektrono potencialinés energijos priklausomybé nuo koordinaciy. Potencialiniams
pavirSiams sudaryti naudojamas Borno ir Openhaimerio artinys, kuris teigia, kad atomo branduoliai
yra gerokai létesni uz elektronus ir branduoliai kuria stacionary energijos lauka. Suolio momento
kvadratas apibrézia molekulés suzadinimo bei relaksacijos tikimybe ir yra iSreiSkiamas kaip trijy

integraly kvadraty sandauga [10]:

M? |(¢eg|M|¢ep>|2|<ng|)(vp>|2|<asg|Usp)|2 ©)

Kaip matome i§ (9) formulés, molekulinio Suolio tikimybe galime iSskaidyti j tris dalis:
elektring, virpesing bei sukining. Pirmasis narys apra$o elektroninio Suolio dipolinj momenta, antrasis
narys nurodo virpesiniy biiseny sanklota, o treCiasis apibiidina sukininiy biiseny indélj. Jei nors viena
i§ $iy trijy daliy tampa lygia nuliui, Suolio tikimybe iskarto pasidaro nykstamai maza [21]. Vienas i$
galimy pagrindinés ir suzadintos biiseny potencialiniy pavirSiy tarpusavio iSsidéstymas yra pateiktas
9 paveiksle. 1§ klasikinio osciliatoriaus modelio yra iSvedamas parabolinis elektrono potencinés

energijos désnis. Plonos horizontalios linijos Zymi virpesines biisenas.
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9 pav. Pagrindinés ir suzadintosios biiseny potencialiniai pavirSiai. Pagal [22].

Kol molekulé yra nesuzadintoje biisenoje, jos branduoliai yra arti potencialinés kreivés dugno,
todél yra pusiausviri. Suzadinus molekule, gali jvykti elektroninis Suolis i§ pagrindinés bisenos
potencialinés kreivés dugno j suZadintosios busenos kreivés krasta, kadangi tokio proceso metu
branduolio greitis ir padétis negali pasikeisti, kaip teigia Franko ir Kondono principas, tad galimi tik
vertikaliis Suoliai [20]. Sugerties spektro plotis, forma ir sandara stipriai priklauso nuo suzadinimo
metu gautos perteklinés vibracinés energijos. Jei virSutiné ir apatinés kreiviy minimumai yra tiesiai
vienas vir§ kito, tai sugerties spektras yra siauras, asimetrinis ir vibracinés sandaros. Tokiu atveju
molekulése dominuoja nuliné virpesiné biisena ir suzadinimo metu branduoliai lieka stacionarts. Jei
dominuoja intensyvesnés aukstesnés eilés virpesinés biisenos, tuomet molekulé tampa labilesné ir
branduoliai pasislenka. Organinése molekulése dazniau suzadinta potencialiné kreivé yra pastumta j
deSing, o tokiu atveju sugerties spektras yra iSplites ir simetrinis [11]. Nespinduliniy bei
interkombinaciniy Suoliy atveju, vyksta horizontali energijos pernasa tarp persiklojanciy biiseny,

kurios susikerta skirtinguose potencialiniuose pavirSiuose.

1.2 Tirapazaminy junginiy veikimo principas

Tirapazaminas (TPZ arba 3-amino-1,2,4-benzotriazinol,4-di-N-oksidas) — organiné molekulé,
kurios struktiirg vaizduoja 10 paveikslélis ir kurios pagrindinis taikymas yra medicinos srityje kaip

prieSvézinis vaistas [23].
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10 pav. Tirapazamino molekulé [24].

Daugumos solidiniy piktybiniy naviky bendras reiskinys yra hopoksija, kuri pasireisSkia tose
lastelése, kuriose zema deguonies koncentracija [25]. Bitent $i savybé riboja radiacinés terapijos
gydymo efektyvuma, kadangi vézinés lastelés sugeba sékminga regeneruotis po radiacinés terapijos
sukelto neigiamo poveikio [26]. Per pastaruosius deSimtmecius aktyviai buvo ieSkoma junginiy, kuriy
pagalbg galétume panaudoti véZiniy lgsteliy hipoksijos savybe¢ gydymui. Viena i$ tokiy junginiy klasiy
yra heterocikliniai aromatiniai N-oksidai, nes jie pasizymi selektyviu citotoksiskumu solidiniams
navikams [27]. Ankstyvuosiuose Brown ir Kkit. [28] darbuose buvo aptiktas perspektyvus
bioredukcinis junginys — tirapazaminas, o tolimesniuose klinikiniuose tyrimuose buvo nustatyta, kad
jis yra Zymei jautresnis hipoksinei aplinkai nei kiti tos pacios klasés junginiai [29]. Taip pat klinikiniy
tyrimy rezultatai parodé, kad TPZ kombinuojant kartu su kitais preparatais galima padidinti jo
citotoksines savybes galvos bei kaklo augliy lasteléms [30].

Pagrindinis gydymo reakcijos mechanizmas yra pavaizduotas 11 schemoje. Gydymo metu
biologine terpé¢ yra apSvieiama jonizuojancia spinduliuote ir susidaro létieji elektronai. TPZ
molekulei patekus j tokig hipoksine biologine aplinkg suformuojamas bioredukcinis radikalas [31].
Pirmiausiai laisvas elektronas jungiasi prie TPZ apatinio azoto, taip susilpnindamas deguonies rysj, ir
susiformuoja TPZ radikalo anijonas. Prie deguonies atomo jungiasi vandenilis, sudarydamas
hidroksilo (OH) grupg. Tolimesni Sios reakcijos keliai dar kelia daug diskusijy, taciau yra du labiausiai
tikétini reakcijos pabaigos mechanizmai. Junnonato [32] Li ir kiti [33] savo darbuose tyringjo §j
klausimg naudodamiesi kvantiniais cheminiais skai¢iavimais bei masés spektrometrijos matavimais ir
padaré iSvada, kad po TPZ molekulés protonacijos atskyla hidroksilo OH radiklas [34]. Taciau kiti
tyrimai, kurie rémési elektrony sukinio rezonanso spektroskopija bei radiolizés gautais rezultatais,
pasiile kita reakcijos kelig. Jie mano, kad vietoje hidroksilo radikalo atskilimo, atitriiksta vandens
molekulé ir susidaro benzotiazinylo (BTZ) radikalas [35]. Abu reakcijos produktai tiek OH tiek BTZ
radikalai sukelia vézinés lastelés dvigubas DNR grandines pazeidimus [36]. Tirapazamino
citotoksiSkumui pasireiksti reikalinga hipoksiné aplinka, todél toksiniam radikalui atsidiirus aplinkoje,
kurioje yra daug deguonies, jis oksiduojamas atgal j prading molekulg, taip iSvengiant sveiky ne

véziniy lasteliy pazeidimy [2].
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11 pav. Schema, vaizduojanti tirapazaminy veikimg esant hipoksinémis aplinkos sglygoms [37].

1.3 Tirapazaminy optinés savybes

Tirapazaminy junginiai yra gerai zinomi ir placiai taikomi medicinoje ir biologijoje, taciau $iy
Jjunginiy fotofizikiniy savybiy tyrimy literatiiroje gana mazai [38]. DaZniausiai tyrinéty $iy organiniy
junginiy struktiiros pateiktos 12 paveiksle. Numeriu 1 Zymima tirapazamino molekulé, o numeriu 4 —

dezoksitirapazamino molekulé. Taip pat yra pateiktos $iy dviejy molekuliy cheminés modifikacijos,

kai prie molekulés C7 pozicijos yra prijungiami atitinkami vandenilio H, fluoro F ir metoksi OCHjs

pakaitai.
@ o & &
o, O, LA, O
+N¢LNH2 +N¢l\NH2 +r?1’ NH; N7 NH,
o op 4a R=H
1 4 1a R=H b R=F
¢ R=OCHjg

12 pav. Tyrinéty tirapazaminy junginiy molekulinés strukttros. Pagal [39].

Remiantis tankio funkcijos laikinés priklausomybés teorijos skaiCiavimais Zzinoma, kad
elektrony Suoliai vyksta tarp orbitaliy =—n* [5]. Junginio 1 fotofizikinés savybés nustatytos naudojant
tirpikl] vandenj, o atlikus spektroskopinius tyrimus apskaiciuota, kad Sio junginio kvantinis naSumas,
gautas remiantis palyginamuoju metodu, yra maziau nei 0,2%. 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 raudongjg spektro puse [5]. Junginiy 1 ir 4 savybiy tyrimas taip pat buvo atliktas
acetonitrilo tirpiklyje. 1 junginio fluorescencijos maksimumas uZzfiksuotas ties 432 mn, 0 4 — 422 nm.

Junginio 4 sugerties maksimumas nustatytas 404 nm acetonitrile, o vandenyje jis yra 413 nm. Taip



pat pastebéta, kad 4 junginio fluorescencija yra zZymiai intensyvesné nei 1, taip pat stipriai skiriasi
kvantiniai naSumai: 1 medziagos nasumas acetonitrilo tirpiklyje yra 0,2%, o 4 yra 12% [40].

Tolimesni tyrimai buvo vykdomi su labc ir 4abc medZiagomis. Pastebima, kad junginiy,
turin¢iy vieng deguonies atoma, kvantiniai naSumai stipriai iSauga acetonitrilo tirpiklyje [39]. Taip
pat, kiekvieno junginio naSumai kinta tiek acetonitrilo, tiek vandens tirpikliuose priklausomai nuo
pakaito. Esant OCH3 pakaitui, prijungtam C7 tirapazamino molekulés pozicijoje, nasumas 4 ir 1
junginiams yra didesnis nei esant H arba F pakaitui. 1abc oksidy fluorescencijos kvantinés iSeigos
buvo silpnos ir atitinkamai kito intervaluose 0,6 — 2,2% acetonitrile bei 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: junginiy 4abc sugerties ir
emisijos spektry maksimumy skirtumas yra 71, 76 ir 79 nm acetonitrile, o vandenyje 104, 106 ir 106
nm [39]. Matome, kad tirapazaminy junginiy fotofizikinéms savybés didele jtaka turi deguonies atomy
skaicius ir pakaitai.

Remiantis kvantiniais cheminiais skai¢iavimais buvo argumentuojama, kad mazas kvantinis
naSumas gali biiti nulemtas spartaus deguonies ciklizacijos proceso [40]. Sis procesas yra griztama
reakcija, kai vienas i§ 1 molekulés deguonies atomy pasidalina jungtimi su $alia esanciu anglies atomu,
jei ciklizuojasi apatinis deguonis, arba su azoto atomu, jei ciklizacija vyksta per virSutinj deguonj.
Zinoma, daug labiau tikétinas procesas yra apatinio deguonies atomo ciklizacija, bet §is vyksmas gali
pasireiksti ir 4 molekulei, kuri turi tik vieng deguonies atoma. Galimy deguonies ciklizacijos varianty

schema pavaizduota 13 paveikslélyje [40]

13 pav. Galimi deguonies ciklizacijos keliai tirapazamino (a) molekuléje ir dezoksitirapazamino (b)
molekuléje. Pagal [40].

Sio darbo tikslas yra atskirti spindulinius ir nespindulinius relaksacijos vyksmus, ypatinga
démes;j skiriant nespindulinés relaksacijos kanalams. Apibendrinant apzvelgta literatirg galima
padaryti iSvada, kad TPZ vidinés konversijos mechanizmai néra iki galo suprasti, ypac stinga Ziniy
apie relaksacijas per tripletines biisenas galimybes. Taip pat stinga darby apie suzadinimo relaksacijos

mechanizmo valdymo galimybes chemiSkai modifikuotuose tirapazamino molekulése.
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2 BANDINIU PARUOSIMO IR TYRIMO METODIKOS

Suzadinimy relaksacijos vyksmy tirapazaminy molekulése tyrimui naudoti keli skirtingi
spektroskopijos metodai. Mazos molinés koncentracijos tirpaly Sviesos sugerties spektrai buvo
iSmatuoti Perkin-Elmer spektrometru Lambda 950. Fluorescencijos spektrai iSmatuoti naudojant
CCD spektrometrg Hamamatsu PMA-12, o junginiy fluorescencijos kvantinis naSumas apskaiciuotas
naudojant du metodus: palyginamajj ir integruojanc¢ios sferos. Fluorescencijos gyvavimo trukmés
uzfiksuotos dviem metodais - tai laike koreliuoty pavieniy fotony skai¢iavimo (TCSPC) budu su
sistema PicoQuant PicoHarp 300 ir fotoelektrony kamera HAMAMATSU C10627. Nustatyti
atitinkamy junginiy skirtuminés sugerties spektrai zadinimo-zondavimo metodika su Harpia, Light
conversion. Gauty duomeny apdorojimas ir analizé atlikta su OriginPro 8.5 ir MATLAB

programomis.

2.1 Tiriamos medziagos ir bandiniy paruosSimas

Siame suzadinimo relaksacijos vyksmy tiriamajame darbe buvo naudojami tirapazaminy
junginiai, kurie buvo susintetinti Biochemijos institute, Gyvybés moksly centre, dr. Jono Sarlausko.
Nespindulinio relaksacijos mechanizmo, kuris kaip buvo iSsiaiSkinta ankstesniuose darbuose yra
valdantysis kanalas, nustatymui ir detalesnei analizei buvo panaudotos T2, T2-d, T2-a, T1, T1-d ir
T1-a molekulés. I8 likusiy junginiy buvo sudarytos atitinkamos serijos, su jvairiy tipy pakaitais
sickiant iStirti pakaity jtaka dezoksitirapazamino fotofizikinéms savybéms ir i$siaiskinti
nespindulinio kanalo valdymo ypatumus. Visy $iy junginiy molekulinés struktiros pateiktos 14
paveiksle.

Bandiniy paruo$imui buvo naudojami Sie tirpikliai: etilacetatas EAT (e = 6.02), acetonitrilas
ACN (g =37.5) bei 1 v/v% dimetil-sulfoksido DMSO (e = 46.7 ) ir vandens H20 (¢ = 80.1 ) miSinys.
Visi naudoti tirpikliai buvo gauti i§ Sigma-Aldrich (dabartinis Merck). Skliausteliuose pateiktos &
vertes — 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.
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14 pav. Darbe tiriamy tirapazaminy junginiy molekulinés struktiiros.

2.2 Sugerties spektry matavimas

Tiriamy bandiniy sugerties spektry registravimui buvo panaudotas UV-VIS-NIR spektrometras
PerkinElmer Lambda 950. Sio spektrometro veikimo schema pavaizduota 15 paveikslélyje. Prietaise
naudojami du spinduliuotés Saltiniai, pasizymintys plataus spektro emisijos juostomis (Schemoje
zymimi 1): tai deuterio lempa, naudojama ultravioletinéje (UV) spektrinéje srityje, ir halogeniné
volframo lempa, tinkama regimojoje (VIS) bei artimojoje infraraudonojoje (NIR) srityse. Principinis

prietaiso veikimas paremtas pro bandinj praéjusios ir kritusios monochromatiniy spinduliuociy
12



intensyvumo skirtumu. Tam tikra Saltinio spinduliuoté patenka j dviguba monochromatoriy (2). Pagal
reikiamg bangos ilgj parenkama UV, VIS ar NIR gardelé (3). Pasukant reikiamg gardele atitinkamu
kampu yra idskiriama tinkama spektriné spinduliuoté, kuri galiausiai patenka j i¢jimo plysj. Sis
plySys apriboja i$skirtg spinduliuotés sritj j artima monochromatinei spinduliuotei (4). Toliau gauta
spektriné sritis patenka j sistema, susidedancia, i$ besisukancio veidrodzio, langelio bei dviejy juody
segmenty. Si sistema vadinama segmentinio veidrodZio sistema (5, 6, 7). Kaip atraminé spinduliuoté
naudojama ta spektrinés srities dalis, kuri praeina langelj, o atsispindéjusi nuo veidrodZio
spinduliuotés dalis yra nukreipiama i bandinj. Bandinj praéjusios Sviesos dalis patenka | vieng i
dviejy detektoriy (8), tad 175 — 860 nm spektrinés srities signalas registruojamas fotodaugintuvu
(PMT), o 860 — 3300 nm spinduliuoté fiksuojama Svino sulfido (PbS) jutikliu. Taip yra
uzregistruojamas kiekvienas bangos ilgis praéjes pro spektrometrg su bandiniu ir be jo. Tiriamo
bandinio sugerties spektras gaunamas matematiSskai nusta¢ius gauty spektry skirtumg ir

eksperimentiskai matuojamas optiniu tankiu (angl. k. optical density, OD) [41]:

oD =Ig (17") (10)

¢ia I, — pradinis monochromatinés spinduliuotés intensyvumas, o I — pro bandinj praéjusios
spinduliuotés intensyvumas. ISmatuota tirpaly optiné sugertis yra aprasoma Bero-Lamberto désniu
[42]:

I =Ie &, 1)

¢ia € yra molinis sugerties koeficientas, c — moliné tirpalo koncentracija, matuojama moliais litre

(1 M = 1mol/l) ir l — bandinio storis, dazniausiai tai atitinka kiuvetés plot;.

15 pav. PerkinElmer Lambda 950 veikimo schema [43].
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2.3 Fluorescencijos spektry matavimas

Fluorescencijos matavimai atlikti parenkant tinkamiausig Zadinimo bangos ilgj, pagal tiriamy
bandiniy sugerties spektry maksimuma. Tirpaly fluorescencijos spektrai uzfiksuoti naudojant susiety
kraviy detektoriaus (angl. k. charged coupled device, CCD) spektrometru Hamamatsu PMA-12.
Reikiamas bangos ilgis gaunamas naudojant plataus spektro ksenonine (Xe) lempg ir
monochromatoriy. Kiuvetéje esantis bandinio tirpalas yra Zadinamas statmenai j kiuvete, 0 bandinio
isspinduliuota §viesa surenkama $viesolaidziu, kuris yra pastatomas 90° kampu nuo Zadinan¢iojo
spindulio, kad iSvengtume Zadinancios spinduliuotés patekimo j spektrometra [8]. Fluorescencijos
intensyvumas registruojamas santykiniais vienetais (s. Vv.) ir principiné $io matavimo schema

pavaizduota 16 paveikslélyje.

Zadinimo
saltinis

Bandinys

Sviesolaidis cCD

spektrometras

16 pav. Principiné fluorescencijos matavimo schema.

2.4 Fluorescencijos kvantiniu naSumy nustatymas

Tiriamos medziagos fluorescencijos kvantinis nasumas (angl. k. quantum yield, QY) yra
fluorescencija charakterizuojantis dydis apibréZiamas kaip iSspinduliuoty Ny, ir sugerty Ng fotony
skaiCiaus santykis [41]:

Qv =4 12)
Ng'

I principo kvantinis na§umas nurodo spinduliniy ir nespinduliniy procesy konkurencijos sparta

[44]. Kvantinj naSumg galima apskaiéiuoti dviem metodais: palyginamuoju bei integruojancios

sferos. Pirmasis metodas leidZia jvertinti badinio tirpaly kvantinius naSumus, o antrasis yra tinkamas

ne tik tirpaly bet ir plonasluoksniy bandiniy nasumy nustatymui.
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2.4.1 Palyginamasis metodas

Palyginamojo metodo principas remiasi tuo, kad pasirenkama etaloniné medziaga, Kurios
kvantinis nasumas yra gerai zinomas. Taip pat, matuojant tokiu metodu svarbu uztikrinti vienodus
zadinancios spinduliuotés parametrus, matavimo salygas, 0 bandiniy ir etaloninés medziagos optiniai
tankiai turi biiti suderinti (atitinka intervalg 0,03-0,08) bei svarbu atsizvelgti j tirpikliy lizio rodiklius.
ISmatuojami etaloninés ir tiriamosios medziagos sugerties ir fluorescencijos spektrai. IS gauty
matavimo duomeny kvantinis na§umas apskai¢iuojamas pagal $ig formule [44]:

_ QYRIODgn?

Y = , 13
¢ IR0DnZ (13)

kur I yra spektriskai integruojamas intensyvumas, n — ltzio rodiklis, OD — atitinkamas optinis tankis
pagal Zadinancio spindulio bangos ilgj, QY — kvantinis nasumas, indeksas R Zymi etaloninés
medziagos atitinkamag parametra [45].

Siame darbe medziagy T2, T202, T2-a, T1-F, T1-Cl, T1-F3, T1-Br, Tlcl, T1c2, T1c3, Tics
fluorescencijos kvantiniams naSumams nustatyti buvo pasirinkta etaloniné medziaga chinino sulfatas,
kurio kvantinis nasumas 0,5 moliy sieros rigstyje yra 53%, o medziagoms T1no6, T1ol, T102, T103
ir T108 — etalonas Ru(bpy)s?*, kurio nasumas vandenyje - 4%, ir likusiems Tin4, T1n5, T1n6

junginiams naudotas fluoresceinas, kaip etaloniné medziaga su 79% kvantiniu naSumu etanolyje.

2.4.2 Integruojancios sferos metodas

Integruojancios sferos vidinis pavirSius yra padengtas difuziSkai atspindincia bario sulfato
(BaSOg4) danga, kuri pasizymi ypatingai maza zadinancios spinduliuotés sugertimi, tad beveik visa
Sviesa placiame spektriniame intervale (350 — 1000 nm) yra atspindima. | $ig sferg patekusi Sviesa
izotropiskai pasiskirsto po visa sferos tarj, dél to kad daugybe karty atsispindi nuo jos vidinio
pavirSiaus sieneliy, ir nepriklauso nuo zadinancios spinduliuotés Saltinio kampiniy savybiy. Kad |
detektoriy nepatekty viena karta atsispind¢j¢ fotonai, tarp Sviesolaidzio ir bandinio yra jstatytas bario
sulfato (BaSOa) ekranas. Prie vieng plysj Sviesa i§ Ksenono (Xe) lempos yra nukreipiama j sferos
vidy, o 1 kitg integruojancios sferos sienelé¢je esantj plySi jstatomas spektrometro Sviesolaidis.
Zadinancios spinduliuotés bangos ilgis atitinka tiriamos molekulés sugerties sritj, tadiau bitina
atsizvelgti j tai, kad Zadinanti $viesa ir bandinio emisijos spektrai stipriai nepersikloty. Sio
eksperimento metu naudojama ta pati jranga, kaip ir fluorescencijos spektry registravimo metu, taciau
Siuo atveju bandinys yra patalpinamas j integruojancios sferos vidy [46].

Sukonfigtravus integruojancia sfera, eksperimento metu vienam bandiniu yra atlieckami trys

matavimai, su visomis trejomis (A, B ir C) sferos konfigtiracijomis, kurios yra pavaizduotos 17
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paveikslélyje. A konfigliracijos metu matuojama tuscia sfera ir gaunamas tik Zadinancios
spinduliuotés spektras. B konfigiiracijos atveju j sferg jdéta bandinj nukreipiame taip, kad ] jj
nepataikyty tiesioginé zadinan&ios spinduliuotés §viesa. Siuo atveju §viesa pataiko j sferos sienelg ir
uzfiksuojame spektrg atsiradusj; dél bandinio suzadinimo nuo atspindziy sferoje. TreCiosios C

konfigiiracijos metu matuojame spektra, kuris susidaro tuomet kai tiesiai j bandinj yra nukreiptas

zadinimo bandos ilgis [46].

spinduliuoté
spinduliuvoté
spinduliuote

E=]
=1
<
=

e
<

N

Zadinanti
Zadinanti

<&
<
<

Ekranas

Ekranas Ekranas

Sviesolaidis Sviesolaidis Sviesolaidis

A B C
Konfigiiracija Konfiglracija Konfigiracija

17 pav. Integruojancios sferos konfigiiracijy schema.

Atliekant visus tris matavimus bitina uztikrinti vienodas eksperimento salygas, tai yra nekeisti
zadinimo intensyvumo ar ekspozicijos trukmés. Kitu atveju negalésime teigti, kad iSmatuoti spektry
integralai yra proporcingi sugerty bei iSspinduliuoty fotono skai¢iui. Tiriamo junginio C
konfigitiracijos spinduliuotés matavimo metu gautas integralas P, susideda i§ tam tikry komponenciy,

kurios atsiranda tiesioginés ir netiesioginés sugerties metu [46]:

P, = (1 —A)Ps + AQYL,, (14)

Cia A atitinka tiesiogiai sugertos spinduliuotés dalj, Pz — B konfigiiracijos integralas atsirades dél
netiesioginés bandinio spinduliuotés sugerties, L, — A konfigliracijos integralas. Tiriamos medziagos

fluorescencijos kvantinis naSumas apskai¢iuojamas pagal $ig formulg [46]:

Pc —(1-A)Pp

QY = AL, (15)

2.5 Fluorescencijos gesimo trukmiy nustatymas

2.5.1 Laike koreliuoty pavieniy fotony skai¢iavimo metodika

Fluorescencijos gesimo trukmiy matavimai buvo atliekami naudojant laike koreliuoto pavieniy
fotony skai¢iavimo technikg (angl. k. time-correlated single-photon counting, TCSPC) [47]. Tokio
metodo veikimas pagrjstas tuo, kad Zadinant bandinj po kazkurio laiko yra emituojamas fotonas. Sj
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veiksma kartojant daug karty ir stebint laikg iki fotono emitavimo, gaunamas fluorescencijos kitimas
laike. Laike koreliuoty fotony skaiCiavimo technika padeda nustatyti fluorescencijos laiking
evoliucijg. 18 paveiksle yra pavaizduota tokio matavimo schema. Pirmiausiai bandinys yra
suzadinamas trumpu lazerio impulsu, kuris jjungia matavimo laikmatj [48]. Tinkamam
interferencinio filtro veikimui uztikrinti naudojantis pirmu lesiu sukuriamas lygiagretus spinduliy
pluostas. Spinduliuotés spektro ilgabangé dalis nukerpama su filtru, esanciu prie§ bandinj, o antrojo
lesio pagalba sufokusuojamas j bandinj sklindantis Sviesos srautas. IS bandinio i$spinduliuoty fotony
suformuojamas jy lygiagretus srautas, kuris keliauja i monochromatoriy. Antras interferencinis filtras
yra reikalingas tam, kad nepraleisty i§ Sviestuko atkeliaujanéiy fotony j monochromatoriy.
Monochromatoriaus pagalba yra iSskiriamas tiriamasis bangos ilgis, kuris patenka j detektoriy.
Prasidéjus Sviesos impulsui keitiklyje jjungiama jtampa, kuri didéja tiesiskai tol, kol sistema
uzfiksuoja fotong, o tada jtampos augimas sustabdomas.[48] 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 i§spinduliuojami atsitiktinai,
todél fluorescencijos evoliucijg laike apraso eksponentinis gesimas. Logaritminéje skaléje eksponenté
yra tiesé, tad nustacius tiesés parametrus galima suzinoti gesimo trukme. Eksponentinj gesimg apraso
Si formulé:

n(t) = Ae’T, (16)

kur n — fotony skaicius tam tikru laiko momentu t, A — pradinis fotony skai¢ius, T — gesimo trukmé.
ISlogaritmavus 8ig formulg, gausime kad T yra tiesés krypties koeficientas ir taip nustatome gesimo
trukme. Si formulé tinka tada, kai gesimo trukmé yra Zymiai ilgesné nei zadinangios spinduliuotés
(lazerio) impulso trukmé, bet jei T yra trumpa, tada reikia tarti, kad zadinancio signalo funkcija yra
daug é-funkcijy kombinacija, kurios kiekviena atskirai suzadina bandinj, o gauta kreivé yra daugelio
eksponenciy suma.[48] Norint nustatyti ieSkomg funkcijg reikia atlikti dekonvoliucijg. Tolimesnis
duomeny apdorojimas ir gesimo trukmiy skai¢iavimas atlieckamas MATLAB programa. Spindulings ir

nespindulinés gesimo trukmés suskai¢iuojamos naudojantis Siomis formulémis:

T
Trad = W; (17)

T

Tnorad = 1-Qv” (18)

kur QY yra medziagos kvantinis naSumas, Trad — spinduliné gesimo trukmeé, Tnonrad — nespinduliné

gesimo trukme, T atitinka gesimo trukmés verte gautg i§ matavimy.
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18 pav. Laike koreliuoty pavieniy fotony skaic¢iavimo tyrimo metodikos principiné optiné schema.

2.5.2 Zadinimo — zondavimo spektroskopija

Siekiant istirti ir uzregistruoti labai sparcius vyksmus (<1ps) nagriné¢jamuose junginiuose buvo
atlikti skirtuminés sugerties matavimai. Siame darbe sugerties poky¢iams stebéti buvo pasitelkta
ultrasparti kinetiné sugerties spektroskopija, kitaip dar vadinama Zadinimo — zondavimo metodika
(angl. k. pump-probe). Sis metodas remiasi plataus spektro (350 — 1030 nm) baltos $viesos zondo
pralaidumo poky¢iu, kai tiriamoji medziaga yra suzadinta [49].

Eksperimento metu du kartus yra matuojama zonduojancio spindulio sugertis bandinyje, pirmu
atveju, kai bandinys néra optiskai suzadintas, ir antruoju atveju, kai tiriamas junginys yra suzadintas
anks€iau praéjusios Zadinanciojo spindulio. Kad gautume laikine skirtuminés sugerties
priklausomybe, turime keisti laikg t tarp zadinanio ir zonduojancio spinduliy. Tada galime
apskaiciuoti sugerties skirtumg AOD tam tikru laiko momentu, atitinkamam bangos ilgiui pagal §ig

formulg [50]:

Ins — 1
AOD = Ig Ns — IDNs

) 19
Is — Ips 19

¢ia [ atitinka zonduojancios spinduliuotés, kuri praéjo pro suZadintg bandinj, intensyvuma, o laiko
tarpas tarp Zadinancio ir zonduojancio spinduliy yra t, Iy yra pro nesuzadinta bandinj prag¢jusios
zonduojancios spinduliuotés intensyvumas, Ips — bandinio Zadinimo, bet ne zondavimo metu
registruojamas foninis signalas, Ipys — foninis signalas, kai bandinys yra nesuzadintas ir
nezonduojamas [50].

Sio eksperimento metu yra stebimi reiskiniai vykstantys optinio Zadinimo metu tiriamojo

junginio molekulése, kurie yra pavaizduoti 19 schemoje. Pirmiausiai vyksta medziagos suzadinimas
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ir dalis molekuliy i§ pagrindinés elektroninés blisenos pereina j suzadintaja busena. D¢l to sumazéja
molekuliy esanciy pagrindinéje biisenoje skaicius ir bandymo metu stebime $io proceso nulemta
sugerties maz¢jima, kuris skirtuminés sugerties grafike yra neigiamos vertés. Toks procesas
vadinamas pagrindinés biisenos isblukimu (PBI). Kitas fiksuojamas procesas yra indukuota sugertis
(IS), kuri atsiranda dél molekuliy esan¢iy suzadintoje biisenoje kvantiniy Suoliy 1 aukStesnes
suzadintas buisenas. Tokio vyksmo metu molekuliy, esanéiy suzadintose biisenose, skaicius padidéja
ir skirtuminés sugerties spektre atitinka teigiama signalg. Treciasis vyksmas, turintis neigiama signalg,
yra vadinamas stimuliuota emisija (SE), kuri susideda su pro bandinj pra¢jusia zonduojancia Sviesa ir
sukelia zonduojancios spinduliuotés intensyvumo (Is) padidéjimg. Be $iy trijy aptarty procesy galimi
ir kitokie vyksmai, kaip fotocheminiy reakcijy produkty sugertis, kurie turi jtakos skirtuminés

sugerties spektro pavidalui, taciau jy poveikis néra reik§mingas Sio darbo rezultatams [51].
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19 pav. Jablonskio diagrama su energetiniais lygmenimis ir kvantiniais Suoliai; jy jnasas j skirtuminés

sugerties spektrag. Hipotetinio skirtuminés sugerties spektro schema. Pagal [51].

Tiriamy junginiy skirtuminés sugerties spektrams gauti buvo naudojamas 1030 nm
femtosekundinis ,,Sviesos konversijos* (angl. k. Light conversion) Pharos lazeris, kurio spinduliuoté
dalikliu buvo padalinta j dvi dalis. Pirmoji apie 95% dalis naudojama gauti zadinimo spindulj, o likusi
5% dalis skirta sukurti zonduojanti spindulj. kad gauti zondo ir Zadinimo spindulius. Norint uztikrinti
kuo didesnj zadinimo dinaminj diapozong turime skirti kuo didesne spinduliuotés dalj zadinimui, o
zonduojantis impulsas turéty biiti gaunamas santykinai silpnesnis, kad iSvengtume tiriamos medZiagos
biisenos pakitimo matavimo metu. Toliau optiniame parametriniame stiprintuve Orpheus, Light
conversion yra sugeneruojama kei¢iamo bangos ilgio zadinimo spinduliuoté (315-2600 nm). Balta
zondo Sviesa generuojama netiesingje terpéje (safyras arba vanduo) sufokusuojant 1030 nm
spinduliuotg. Vélinimas zadinimo spinduliuotés atveju gautas mechaniskai ilginant zondo spindulio
kelig stumdant retroprizmés tipo reflektoriy. Naudojantis A/2 bangine plokstele bei Bereko
poliarizaciniu kompensatoriumi galima keisti Zadinimo ir zondavimo spinduliy poliarizacijy kryptis.

Zadinan&io impulso energija galima valdyti neutraliu tankio filtru, o bandinj pasiekiancios §viesos
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galig iSmatuojama galios matuokliu OPHIR PD-300-UV, pastatant jj tarp bandinio ir veidrodélio V10
Zadinimo — zondavimo matavimai ir gauty duomeny analizé buvo atlikta naudojant zadinimo-
zondavimo spektrometra Harpia, Light conversion [49] [50]. Zadinimo-zondavimo spektroskopijos

principiné veikimo schema pavaizduota 20 pav.

L PHAROS*
Yb:KGW 1032 nm

20 pav. Zadinimo-zondavimo metodikos principiné veikimo schema. Raudona linija vaizduoja 1030
nm lazerio spindulivote, mélyna — zadinimui naudojamg spinduliuotg, pilka — baltos Sviesos
kontinuuma. BK — Bereko poliarizacinis kompensatorius, BP — banginé plokstelé, D — diafragmos,
ES — elektromechaninés sklendés, FD — fotodiodas, L — l¢siai, NT — netiesiné terpé, NTF — neutralaus
tankio filtrai, OM — optinis moduliatorius, OVL — optiné¢ vélinimo linija, PV — paraboliniai
veidrodziai, SD — spindulio daliklis, V — veidrodziai. Pagal [51].

2.5.3 Fotoelektrony kamera

Informacija apie medziagoje vykstan¢ius suzadinimo relaksacijos procesus gauta naudojant
fotoelektrony kamera (angl. streak camera). Sis metodas yra pranasesnis uz anks¢iau aptarta TCSPC
metoda, nes leidzia iSmatuoti Zymiai trumpesnes gesimo trukmes. TCSPC metodu naudojamas

nanosekundinis impulsas Zadinimo signalui gauti, todé¢l jei tiriamos medziagos gesimo trukme yra
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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 [52]. Fotoelektrony kameros veikimo strukttriné schema pateikta 21 pav.
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[&jimo signalas ipiantieji
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A TLE] O
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Fotokatodas Greitinantis == fikro Iy Fosforo

tinklelis plokétele ekranas

21 pav. Fotoelektrony kameros struktiiriné schema. Pagal [52].

Polichromatorius iSskleidzia bandinio iSskiriama Sviesa horizontalia kryptimi. ISskleisti fotonai
keliauja pro jéjimo optikos elementus, kol pasiekia fotokatoda. Jame fotonai iSmusa elektronus i§
katodo medziagos, kurie yra jgreitinami ir juda link anodo. Kreipianciuosiuose elektroduose
sukuriamas statmenas elektrony judéjimo krypciai kintantis elektrinis laukas. Elektronai skirtingu
laiku pragje pro kreipianciuosius elektrodus yra paveikiami skirtingo elektrinio lauko ir todél
skirtingai nukreipiami. Tokie i$skleisti elektronai skrieja pro mikrokanaly plokste, yra padauginami ir
galiausiai pataiko j fosforo ekrana.[52] 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.

Pagrindine eksperimenting jrangg ir eksperimento schema iliustruoja 22 paveikslélis, kurig
sudaro Hamamatsu Cl0627 fotoelektrony kamera su CCD kamera C9300. Bandiniy zadinimui
naudojamas femtosekundinis lazeris Yb:KGW, Sviesos konversija Pharos-SP, lazerio spinduliuotés
stiprintuvas (OPA) Orpheus. Lazerio poliarizacija galima keisti Bereko poliarizaciniu konceptoriumi
BC1. Polichromatorius — Princeton instruments acton SP2300. Zadinan¢ios spinduliuotés galia
matuojama OPHIR PD-300-UV.
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22 pav. Eksperimento, naudojancio fotoelektrony kamerg, principiné matavimo schema. Raudona
linija vaizduoja 1030 nm lazerio spinduliuote, mélyna — zadinimui naudojamg spinduliuote. BK —
Bereko poliarizacinis kompensatorius, D — diafragmos, ES — elektromechaninés sklendés, L — leSiai,
NTF — neutralaus tankio filtrai, V — veidrodziai. Pagal [51].
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3 REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1 Suzadinimo relaksacijos vyksmai tirapazamino molekuléje

Tirapazaminas, Siame darbe zymimas kaip T2 molekulé, yra vaistas, i§ kurio fotocheminés
gydymo reakcijos metu dalyvaujant Iétiems elektronams yra atple¢iamas deguonis. Pastarasis sudaro
reaktyvy hidroksilo OH radikala ir salygoja véZiniy lasteliy pazeidima. Sios reakcijos produktas yra
dezoksitirapazaminas, kuris ¢ia yra zymimas kaip T1 molekulé, besiskiriantis nuo T2 molekulés
salyginai naSia fluorescencija, todél jj galima buty pritaikyti reakcijos spartai stebéti. Abu junginiai

yra pavaizduoti 23 paveiksle.

0
I ||
Na NG
N =~ |l'-l
//L N /l\
|N| NH, N NH,
0

T2 T1

23 pav. Tirapazamino (T2) ir dezoksitirapazamino (T1) junginiy molekulinés struktiiros.

I$ sugerties bei fluorescencijos spektry, kurie yra pavaizduoti 24 (a) paveikslélyje, matome, kad
tirapazaminas T2 pasizymi sugerties juosta ties 480 nm ir emisijos juosta ties 570 nm. Lyginant su
T2 molekule dezoksitirapazamino T1 sugerties maksimumas yra pasislinkes | mélynaja puse apie 75
nm, kaip ir fluorescencijos spektras (atitinkamai yra 405 nm bei 490 nm).

IS 1 lenteléje ir 22 paveiksle pateikty duomeny svarbu pastebéti, kad T2 junginio
fluorescencija yra labai silpna, o kvantinis naSumas siekia vos 0,2 — 0,3% atitinkamuose tirpikliuose.
Tuo tarpu T1 molekulés kvantinis naSumas acetonitrilo tirpiklyje siekia net 16%, tai yra net 57 kartus
auksciau nei T2. Pastebétas ir nejprastas reiskinys T1 molekuléje: maziau polinis etilacetato tirpiklis
sumazina fluorescencijos kvantinj naSumg iki 7,4%. Bendrai aplinkos poliSkumas turi menkg jtaka
$iy junginiy sugerties bei fluorescencijos spektrams. 24 paveikslo (b) dalyje yra pateiktos $iy junginiy
fluorescencijos gesimo kinetikos acetonitrilo tirpiklyje. AiSkiai matomas skirtumas tarp S$iy
molekuliy, kadangi T1 molekulés atveju uzfiksuotas vieneksponentis gesimas apie 4,3 — 5,6 ns
atitinkamuose tirpiklivose. Tai parodo, kad dezoksitirapazamino molekuléje egzistuoja vienas
pagrindinis suzadintos biisenos relaksacijos kanalas, o T2 junginio suzadinimo relaksacijos
mechanizmas sudétingesnis. Matome dvi eksponentinio gesimo komponentes, vieng spar¢ig dalj,

trunkancig 110 — 115 ps, ir kita, ilgaja 22 ns dalj.
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24 pav. Junginiy T2 ir T1 sugerties (punktyrinés linijos) bei normuoti fluorescencijos spektrai

(vientisos linijos) acetonitrilo tirpiklyje (a). Salia esantis (b) spektras vaizduoja $iy junginiy

fluorescencijos gesimo kinetikas acetonitrilo tirpiklyje, taip pat yra pateiktos jvertintos gesimo

trukmeés.

Toliau 25 paveiksle pavaizduoti tirapazamino bei dezoksitirapazamino skirtuminés sugerties

spektrai acetonitrilo tirpiklyje. T2 junginio atveju matome, kad pagrindinés biisenos iSblySkimas

sutampa su sugertimi (ties 480 nm), taip pat matosi stimuliuoty Suoliy signalas ties 625 nm, kuris

persidengia su indukuoty Suoliy teigiamu signalu ties 540 nm. Stimuliuoty Suoliy gesimo kinetika

sutampa su stebétu fluorescencijos gesimu. Taciau indukuoty Suoliy srityje galime pastebéti naujas

biisenas, praskaidréjimo signalo iSplitima, kuris auga vélyvuose laikuose (nuo 500 iki 1500 ps). Sis

naujas produktas gali biiti siejamas su ciklintomis biisenomis, taiau neatmestina ir ilgai gyvuojanciy

tripletiniy biiseny galimybe.

1lentelé. T2 ir T1 tirapazaminy junginiy fotofizikiniy savybiy charakteristikos.

. . gl Xsug,z 7\.ﬂ3 QY4 7 f ‘Crad7 Tnonradg
Medz. Tirpk I/(mol*cm) nm nm % ns % ns ns

ACN 8895 480 570 0,28 0115 &7 ) )
T2 22 13 - -
0,110 85 - -
EAT 7418 490 580 0,23 29 13 ) ]

T ACN 5538 405 490 16,2 5,6 100 36,79 6,61

EAT 4599 405 490 7,42 4,3 100 57,95 4,64

! Molinis ekstinkcijos koeficientas, 2 sugerties intensyviausia verté, ® fluorescencijos intensyviausia verté, 4 fluorescencijos
kvantinis naSumas, ° fluorescencijos gesimo trukmé, 8 spinduliné bei nespinduliné fluorescencijos gesimo trukmés.
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Dezoksitirapazamino T1 molekulés indukuotoje sugertyje neradome sparcios relaksacijos ir
ilgai gyvuojanciy buseny. Yra stebimas jprastas vaizdas su indukuotais Suoliai ties 430 nm, 540 nm
ir 620 nm bei stimuliuota emisija ties 570 nm. Indukuoto praskaidréjimo Suolio signalas sutampa su
fluorescencijos spektru, o laikiné eiga yra panasi. Léta suzadinimo relaksacija 5,6 ns trukmés atspindi

kriivio pernasos busenos relaksacija.
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25 pav. Junginiy T2 ir T1 skirtuminés sugerties spektrai acetonitrilo tirpiklyje. Taip pat yra pateikti

normuoti sugerties bei fluorescencijos spektrai.

Siekiant i$siaiSkinti vykstan¢iy procesy prigimtj ir parodyti jy valdymo galimybes buvo
susintetintos donorinius ir akceptorinius pakaitus turin¢ios tirapazamino ir dezoksitirapazamino

molekulés. Jy struktiiros yra pateiktos 26 paveikslélyje.
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26 pav. T2-air T2-d junginiy molekulinés struktiiros.

Tirapazamino T2 molekulé yra silpnos kriivio pernaSos junginys, kur aromatiné grupé sudaro
akceptoriy, o amino grupé — donora. Acetilo grupé esanti T2-a junginyje yra akceptoriné grupé, todél
prijungus ja prie amino grupés susilpninamos jo donorinés savybés ir bendrai toks junginys yra
mazesnio kriivio pernasos pobtdzio. Todél jos sugerties spektras, Kuris yra pavaizduotas 27
paveiksle, yra paslinktas ] mélynaja puse per 40 nm, o fluorescencijos kvantinis naSumas, pateiktas 2
lenteléje, sumazéja iki 0,07%, lyginant su pakaito neturin¢ia T2 molekule. Pazymétina, kad pakaitas

pakeiCia tiek greitosios tiek 1étosios dalies suzadinimo relaksacijos gesimo trukmes.
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27 pav. Junginiy T2-a ir T2-d sugerties (punktyrinés linijos kairéje) bei normuoti fluorescencijos
spektrai (vientisos linijos deSinéje) acetonitrilo tirpiklyje (a), taip pat pateikti T2 molekulés duomenys
palyginimui. Salia esantis (b) spektras vaizduoja iy junginiy fluorescencijos gesimo kinetikas

acetonitrilo tirpiklyje.

Stiprus donorinis pakaitas C7 pozicijoje pakeicia kriivio pernaSos kryptj i$ etoksi grupés j
tirapazamino aromating dalj. Sugerties spektras pasislenka j raudong puse apie 10 nm, o 1éto proceso
gyvavimo trukmeé pailgéja, atspindédama stipresne kriivio pernasa. Sios molekulés fluorescencijos

naSumas i1Sauga iki 3%. Prijungiant skirtingy tipy pakaitus galime keisti kriivio pasiskirstyma Sioje

molekulingje sistemoje ir valdyti suzadinimo relaksacijos spartas.

2 lentelé. T2, T202 ir T2-a tirapazaminy junginiy fotofizikiniy savybiy charakteristikos.

5 . gt ksug.2 }\‘f|3 QY4 v f
Medz. T”pk- I/(m0|*cm) nm nm % ns %
ACN 8395 480 570 028 O ° i;

T2
0,110 85
EAT 7418 490 580 0,23 29 13
ACN 7013 490 540 209 o 3
24 37
T2-d 0,168 60
EAT 6538 495 540 2,64 16 40
ACN 6823 445 535 007 P00 O3
oa 19 a7
] 0,134 62
EAT 6980 450 525 0,04 13 38

! Molinis ekstinkcijos koeficientas, 2 sugerties intensyviausia verté, ° fluorescencijos intensyviausia verté, 4 fluorescencijos
kvantinis naSumas, ° fluorescencijos gesimo trukmé, "8 spinduliné bei nespinduliné fluorescencijos gesimo trukmés.
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Siy dviejy molekuliy modifikuoty poliniais pakaitais skirtuminés sugerties spektrai pavaizduoti
28 paveiksle acetonitrilo tirpiklyje. Matome, kad T2-a darinys pasizymi pagrindinés biisenos
i8blyskimu, kuris sutampa su sugertimi. Tiek T2-a, tiek T2-d turi greitai nugestancius teigiamus
signalus ir vieng ilgai gyvuojancig biiseng, kaip ir aukS¢iau aptartu T2 atveju. Pazymétina, kad
mazesnés kriivio pernasos pakeistasis T2-a junginys taip pat rodo ilgai gyvuojancias busenas ir
praskaidréjimo spektro iSplatéjima ties 470 nm. Panasy sugerties iSplitimg stebime ir T2 molekuléje.

(a) (b)

i T2-a, ACN (ps) | 25 T2-d, ACN (ps) i 1
S o —_—184 > 1,0 | ——a39 NG AN, 125
LI —— — Tri ]
oW e 20 08k 1204 e 120
‘ —90.6 1 o | ——1550 ° 1 o
- = Sugertis 1350 115 V: 0,6 - 1,5 m’
o) = = Fuorescencija —_ o) 1 =
5) L0 = o o4t Lo "=
E { @ E |7 e
< 05 @@ £ 02 05 4
< ] g = 1 g
300 S 0,0 - 0,0 8
Z == \ Z
'055 '052 r . ‘; — - Sugertis T '0~5
] D) ’ = = TFluorescencija |
_1’0 ! o 1L~ - 1 1 _1’0 04— \ t*._.l’ VRN KSR S —— . )]
400 450 500 550 600 650 400 450 500 550 600 650 700 750
A, nm A, nm

28 pav. T2-a ir T2-d junginiy skirtuminés sugerties spektrai acetonitrilo tirpiklyje. Skirtuminés

sugerties spektruose taip pat nurodyti normuoti sugerties bei fluorescencijos spektrai.

Si nauja biisena gali biiti siejama su ciklizuota molekulés forma arba sparéia relaksacija j
triplety biisenas. Stiprus fluorescencijos iSaugimas ir léta vieneksponenté¢ suzadinimo relaksacija
rodo, kad dezoksitirapazaminuose nestebimi anks¢iau minéti procesai. Todél iStyréme akcentoriniy
ir donoriniy pakaity jtaka Sio junginio fotofizikinéms savybéms. Modifikuoty T1 dariniy molekulinés

strukttros pavaizduotos 29 paveikslélyje.
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29 pav. Tl-air T1-d junginiy molekulinés struktiiros.

IS 3 lenteléje pateikty duomeny matome, kad, kaip ir pirmuoju atveju, acetilo akceptorinis
pakaitas (T1-a junginys) lemia sugerties spektro poslinkj j mélynaja puse apie 30 nm, fluorescencijos
nasumo Zenkly kritimg ir gesimo kinetikos paspartéjimg. Tuo tarpu metoksi donorinis pakaitas C7
pozicijoje (T1-d junginys) lemig raudong sugerties spektro poslinkj apie 25 nm, gyvavimo trukmeés
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pailgéjima ir fluorescencijos kvantinio nasumo iSaugimg iki 61 %. Tokiu biidu parodyta galimybé
donoriniais pakaitais C7 pozicijoje valdyti fluorescencijos nasumg ir zenkliai sumazinti

nespindulinius vyksmus.

3lentelé. T1, T1-d ir T1-a tirapazaminy junginiy fotofizikiniy savybiy charakteristikos.

. . gl Asu ,2 Xﬂa Y4 il f ‘l?rad7 Tnonrads
Medz.  Tirpk. I/(mol*cm) nril nm Q% ns % ns ns
T ACN 5538 405 490 16,2 5,6 100 36,79 6,61
EAT 4599 405 490 7,42 4,3 100 57,95 4,64
T1-d ACN 5592 430 510 61,38 186 100 30,3 48,16
EAT 5145 430 505 57,57 155 100 26,92 36,53
T1-a ACN 4721 375 - - - - - -
EAT 4428 375 - - - - - -

! Molinis ekstinkcijos koeficientas, 2 sugerties intensyviausia verté, * fluorescencijos intensyviausia verté, 4 fluorescencijos
kvantinis na§umas, ° fluorescencijos gesimo trukmé, "8 spinduliné bei nespinduliné fluorescencijos gesimo trukmés.

Kadangi dezoksitirapazamino molekuléms néra biidinga deguonies ciklizacija, galimas kitas
spar¢ios nespindulinés relaksacijos aiSkinimas — tripletiniy biiseny susidarymas. Poliniai pakaitai
i$Saukia zenkly aukstesniy singuletiniy ir tripletiniy biiseny energijos persiskirstyma, kuris palankios
konfigitiracijos atveju gali lemti stiprig interkombinacing konversija. Nespinduliniy vyksmy prigimtis
reikalauta tolimesniy i§samiy tyrimy.
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30 pav. Tl-air T1-d junginiy skirtuminés sugerties spektrai acetonitrilo tirpiklyje. Skirtuminés
sugerties spektruose taip pat nurodyti normuoti sugerties bei fluorescencijos spektrai.

30 paveikslelis rodo ultrasparCios dinamikos Zzadinimo zondavimo  spektrus,
dezoksitirapazamino junginiams su pakeistais donoriniais ir akceptoriniais pakaitais. Donorinio

metoksi pakaito atveju stebime jprastg vaizda, kai spektre dominuoja indukuoty Suoliy ir stimuliuoty
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Suoliy juostos atitinkamai ties 425 nm, 635 nm ir 490 nm. Jy dinamika dera su Iétu fluorescecijos
gesimu, nestebime jokiy papildomy ilgai gyvuojanciy buseny. Tuo tarpu akceptoriniu pakaitu
indukuotos sugerties spektras i$siskiria indukuoty Suoliy gausa ties 410 nm, 470 nm, 590 nm ir 730
nm, sparcia suzadinimo relaksacija bei likutine sugertimi ties 450 nm, kurig galime sieti su ilgai

gyvuojanciy tripletiniy buseny pasireiskimu.

3.2 Pakaity jtaka dezoksitirapazamino junginio fotofizikinéms
savybéms

Kita tyrimy dalj sudaré junginiai dezoksitirapazamino T1 molekulés pagrindu su C7 pozicijoje

prijungtais skirtingy donoriniy ir akceptoriniy tipy pakaitais. Toliau tiriami junginiai buvo suskirstyti

1 grupes pagal pakaity tipg. Visy Siose grupése nagrinéjamu dariniy fotofizikinés savybés buvo istirtos

skirtingo poliskumo tirpikliuose: etilacetate (EAT, € = 6,02), acetonitrile (ACN, € = 37,5) ir kai kuriy

molekuliy atveju 1 v/v% dimetil-sulfoksido DMSO (g = 46.7 ) ir vandens H20 (¢ = 80.1 ) miSinyje.
Taip pat prie gauty duomeny yra pridéti T1 junginio, kuris neturi pakaito, duomenys palyginimui.

3.2.1 Halogeniniai pakaitai

Pirmaja junginiy grupe sudaré molekulés, turin¢ios halogeninius pakaitus, kuriy strukttros bei
Zyme¢jimas yra pavaizduotos 31 paveikslélyje.
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31 pav. Dezoksitirapazaminy junginiy su halogeniniais pakaitais molekulinés struktiiros.

Nagrin¢jant Sios grupés junginiy sugerties bei fluorescencijos spektrus, kurie yra pavaizduoti
32 paveiksle, buvo pastebéta, kad halogeny grupés pakaitai paslenka sugerties spektrus apie 10 nm j
ilgyjy bangy pusg. Fluorescencijos spektry tendencijos atitinka sugerties spektrus. RysSkios
priklausomybés sugerties bei fluorescencijos spektruose nuo naudoty tirpikliy poliSkumo nebuvo
uzfiksuota, taciau apskaiCiuoti kvantiniai nasumai buvo didesni labiau poliniame acetonitrilo

tirpiklyje. Halogeny grupés junginiy fotofizikinés charakteristikos yra pateiktos 4 lenteléje.
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32 pav. Junginiy T1, T1-F, T1-Cl, T1-F3 ir T1-Br sugerties (a) bei fluorescencijos (b) spektrai

acetonitrilo tripiklyje.

Halogeniniy akceptoriniy pakaity atveju fluorescencijos kvantinis nasumas kinta nuo 15% iki 29 %.

Didziausias naSumas $ioje grupéje buvo pasiektas T1-Cl junginio, su chloro pakaitu, 29% acetonitrilo

tirpiklyje. Taip pat ir 4 lenteléje pateikty duomeny matome, kad halogeniniy junginiy grupés

spinduliné gesimo trukmé mazai kinta, taciau nespindulinio kanalo trukmeé iSauga bent du kartus. O

T1-Br, junginio su bromo pakaitu, kurio nasumas siekia 27%, nespinduliné gesimo trukmé sulétéja

net 7 kartus.

4 lentelé. T1, T1-F, T1-Cl, T1-F3 ir T1-Br junginiy fotofizikiniy savybiy charakteristikos.

v . 81, A _2, 7\,f|3, Y4, ’|:5, f, Tr 7, Tnoradg,
Medz.  Tirpk. I/(mol*cm) ;ur% nm Q% ns % r?ds ns

T1 ACN 5538 405 490 16,22 56 100 36,79 6,61
EAT 4599 405 490 7,42 43 100 57,95 4,64

TLF ACN 4382 415 495 2231 119 100 53,34 15,32

EAT 4382 415 495 1592 95 100 69,67 11,30

T1-Cl ACN 4935 420 500 29,01 116 100 39,89 16,36
EAT 4935 420 500 1551 93 100 56,33 11,14
T1-F3 ACN 4415 400 490 283 7,1 100 25,04 9,91
EAT 4415 400 490 2225 54 100 24,26 6,95

T1-Br ACN 4100 415 495 27,12 186 100 30,3 48,16
EAT 4803 415 495 2453 155 100 26,92 36,53

! Molinis ekstinkcijos koeficientas, 2 sugerties intensyviausia verté, ® fluorescencijos intensyviausia verté, 4 fluorescencijos
kvantinis naSumas, ° fluorescencijos gesimo trukmé, "8 spinduliné bei nespinduliné fluorescencijos gesimo trukmés.
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3.2.2 Azoto heterociklo pakaitai

Antraja junginiy grupe sudaré molekulés, turincios azoto heterociklo donorinius pakaitus, kuriy

struktiiros bei Zyméjimas yra pavaizduotos 33 paveikslélyje.
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33 pav. Dezoksitirapazamino junginiy su azoto heterociklo pakaitais molekulinés struktiiros.

Nagrinéjant Sios grupés junginiy sugerties bei fluorescencijos spektrus, kurie yra pavaizduoti
34 paveiksle, buvo pastebéta, kad halogeny grupés pakaitai paslenka sugerties spektrus j ilga bange
spektro puse daug stipriau nei halogeniniai pakaitai (apie 55 - 110 nm). O fluorescencijos spektrai
pasislenka apie 90 — 130 nm j raudonesne regimojo spektro pusg, lyginant su pakaito neturinéia
dezoksitirapazamino T1 molekule.
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34 pav. Junginiy T1, T1n4, T1n5, T1n6 ir T1no6 sugerties (a) bei fluorescencijos (b) spektrai

acetonitrilo tripiklyje.

Didelés priklausomybés sugerties bei fluorescencijos spektruose nuo naudoty tirpikliy
poliskumo néra, taciau T1n6 ir T1n5 atveju sugertis acetonitrilo tirpiklyje pasislenka apie 15 nm
labiau, nei etilacetato tirpiklyje. Fluorescencija acetonitrilo tirpiklyje taip pat yra ilgesniy bangy
srityje (apie 25 — 35 nm) nei etilacetato tirpiklyje. Azoto heterocikly grupés junginiy fotofizikinés

charakteristikos yra pateiktos 5 lenteléje.
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5 lentelé. T1, T1n4, T1n5, T1n6 ir T1no6 junginiy fotofizikinés charakteristikos.

v . 81, Asu 2., )Mfls, Y4, T5, f, Trad7, Tnorads,
Medz.  Tirpk. I/(mol*cm) nri\ nm Q% ns % ns ns

T1 ACN 5538 405 490 16,22 56 100 36,79 6,61
EAT 4599 405 490 742 43 100 57,95 4,64

T1n6 ACN 5145 480 620 41,21 13,3 100 32,27 22,62
EAT 4508 465 585 2055 21,2 100 103,16 26,68

T1n5 ACN 5843 515 615 3598 17,4 100 48,36 27,18
EAT 5440 500 580 4343 17,8 100 40,99 31,47

T1nd ACN 3839 490 615 34,34 158 100 46,01 24,06
EAT 5291 490 590 4548 17 100 37,38 31,18

T1no6 ACN 4528 470 610 43,01 185 100 43,01 32,46
EAT 4528 460 580 51,02 19 100 37,24 38,79

! Molinis ekstinkcijos koeficientas, 2 sugerties intensyviausia verté, * fluorescencijos intensyviausia verté, 4 fluorescencijos
kvantinis na§umas, ° fluorescencijos gesimo trukmé, "8 spinduliné bei nespinduliné fluorescencijos gesimo trukmés.

Azoto heterociklo atvejy tik T1n6 molekulés nasumas buvo didesnis acetonitrilo tirpiklyje nei
etilacetate. D¢l Siy donoriniy pakaity fluorescencijos kvantinis naSumas kinta 20 — 51 % ruoze.
Didziausias nasumas Sioje grupéje buvo gautas T1no6 junginio, su morfolino pakaitu, 51% etilacetate.
Taip pat i$ 5 lenteléje pateikty duomeny matome, kad azoto heterociklo junginiy grupés spinduliné
gesimo trukmés taip pat mazai kinta kaip ir halogeniniy pakaity atveju, tac¢iau nespindulinio kanalo
trukmé dar daugiau iSauga. Nespindulinio kanalo sparta sumazéja 4 — 8 kartus lyginant su pakaito

neturin¢ia T1 molekulés nespinduline gyvavimo trukme.
3.2.3 Deguoniniai pakaitai

Trec€igja junginiy grupe sudaré molekulés turinéios stiprius donorinius metoksi, etoksi, aliloksi

bei benziloksi pakaitus, kuriy molekulinés struktiiros bei zyméjimas yra pavaizduotos 35

paveikslelyje.
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35 pav. Dezoksitirapazamino junginiy su stipriai donoriniais pakaitais molekulinés struktiiros.

Analizuojant sios grupés junginiy sugerties bei fluorescencijos spektrus, kurie yra pavaizduoti
36 paveiksle, galime matyti, kad deguonj turintys pakaitai paslenka sugerties spektrus Siek tiek

maziau nei azoto heterociklo pakaitai, bet daugiau nei halogeniniai pakaitai, apie 25 - 50 nm j ilgyjy
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bangy puse¢ lyginant su T1 junginiu. Fluorescencijos spektrai taip pat patiria batochrominj poslinkj

apie 15 — 65 nm.
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36 pav. Junginiy T1, T1-d, T102, T103 ir T108 sugerties (a) bei fluorescencijos (b) spektrai

acetonitrilo tripiklyje.
Kaip ir anksc¢iau aptartais atvejais, priklausomybés sugerties bei fluorescencijos spektruose nuo

naudoty tirpikliy poliSkumo nepasteb¢jome, taciau apskaiciuoti kvantiniai nasumai buvo gauti

didesni labiau poliniame acetonitrilo tirpiklyje.

6 lentelé. T1, T1-d, T102, T103 ir T108 junginiy fotofizikinés charakteristikos.

v . 811 Asu 2., kfls, Y4, T4, f, Trad7, Tnoradg,
Medz Tirpk. I/(mol*cm) nr% nm Q% ns % ns ns

T1 ACN 5538 405 490 16,22 56 100 36,79 6,61
EAT 4599 405 490 742 43 100 57,95 4,64

T1-d ACN 5592 430 510 61,38 186 100 30,3 48,16
EAT 5145 430 505 5757 155 100 26,92 36,53

ACN 3622 430 505 43,19 18,7 100 43,30 32,92

T1lo02 EAT 5018 435 510 26,31 155 100 58,91 21,03
DMSO+H20 4903 445 555 18,62 6,2 100 33,29 7,62

ACN 4969 430 515 51,71 185 100 35,78 38,31

T103 EAT 5652 425 510 31,47 153 100 48,62 22,32
DMSO+H20 5274 440 555 2455 6,1 100 2485 8,08
ACN 5567 430 510 543 186 100 34,06 40,7

T108 EAT 3439 430 510 47,85 155 100 32,29 29,72
DMSO+H20 5585 455 550 7,43 59 100 7941 6,37

! Molinis ekstinkcijos koeficientas, 2 sugerties intensyviausia verté, ° fluorescencijos intensyviausia verté, 4 fluorescencijos
kvantinis naSumas, ° fluorescencijos gesimo trukmé, 8 spinduliné bei nespinduliné fluorescencijos gesimo trukmés.
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Sios grupés junginiy su donoriniais pakaitais fotofizikinés charakteristikos pateiktos 6 lenteléje.
Matome, kad ¢ia fluorescencijos kvantinis naSumas kinta nuo 26% iki 61%. DidZiausias naSumas
Sioje grupéje buvo pasiektas T1-d junginio su metoski grupés pakaitu 61% acetonitrilo tirpiklyje. Taip
pat, trijy molekuliy fotofizikinés savybés buvo istirtos ir dimetilsulfoksido bei vandens miSinyje, dél
galimy biologiniy taikymy, ir geriausias nasumas, kurj pavyko gauti, buvo T103 junginio su aliloksi
grupés pakaitu 24%. Dar galime pastebeti tas pacias tendencijas kaip ir kity pakaity atveju, tai
nespindulinio gesimo kanalo trukmé padidéja apie 2 — 8 kartus, lyginant su pakaito neturin¢ia T1
medziaga.

3.2.4 Metilo grupés pakaitai

Paskuting dezoksitirapazamino junginiy grupe sudaré molekulés, turin¢ios metilo grupés
pakaitus, kuriy molekulinés struktiiros bei Zyméjimas yra pavaizduotos 37 paveikslélyje.
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37 pav. Dezoksitirapazamino junginiy su metilo pakaitais molekulinés struktaros.

Metilo grupés pakaitai pastumia, kaip ir kiti pakaitai, sugerties ir fluorescencijos spektrus, kurie
yra pavaizduoti 38 paveiksle j raudongjg puse, bet gana nezymiai, o priklausomybé nuo aplinkos

poliSkumo nepasireiskia.
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38 pav. Junginiy T1, T1cl, T1c2, T1c3 ir T1lc4 sugerties (a) bei fluorescencijos (b) spektrai

acetonitrilo tirpiklyje.
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Kvantiniai naSumai, kurie kaip ir kiti duomenys yra pateikti 7 lentel¢je, gauti Siek tiek didesni
nei su halogeniniais pakaitais (kinta 16 — 31 % ruoze). Didziausias naSumas gautas su T1c1 molekule
acetonitrilo tirpiklyje 31%, o dimetilsofoksido ir vandens misinyje jis sieké tik 7%, tiek pat kiek su
molekule neturinéia pakaito T1 etilacetato tirpiklyje. Cia nespinduliné gesimo trukmé sulétéja gana

nedaug tik iki 2 karty.

7 lentelé. T1, T1cl, T1lc2, T1c3 ir T1c4 junginiy fotofizikinés charakteristikos

v . 81, Asu 2 7be3, Y4, TS, f, ’Erad7, ’Enorads,
Medz. Tirpk. I/(mol*cm) | nrgn nm Q% ns % ns ns

T ACN 5538 405 490 16,22 56 100 36,79 6,61
EAT 4599 405 490 742 43 100 57,95 4,64

ACN 5332 416 494 3189 89 100 1843 17,21

Tlcl EAT 4027 412 491 25,15 6,7 100 18,06 10,05
DMSO+H20 4555 425 530 7,64 3,7 100 48,43 4,01

T1c2 ACN 4918 410 495 2586 85 100 32,87 1146
EAT 4918 410 495 20,76 6,4 100 30,83 8,08

ACN 4766 410 495 2495 81 100 3246 10,79
T1c3 EAT 5004 410 490 20,21 6,1 100 30,18 7,65
DMSO+H20 4652 420 530 7,04 35 100 49,72 3,77

T1ca ACN 3327 410 495 2183 81 100 37,1 10,36
EAT 3129 410 490 16,59 57 100 34,36 6,83

! Molinis ekstinkcijos koeficientas, 2 sugerties intensyviausia verté, ® fluorescencijos intensyviausia verté, 4 fluorescencijos
kvantinis na§umas, ° fluorescencijos gesimo trukmé, "+ spinduliné bei nespinduliné fluorescencijos gesimo trukmeés.

[Sanalizavus visy $iy pakaity grupiy atvejus parodéme fluorescencijos kvantinio nasumo
iSaugimo galimybes ir suzinojome, kad didZiausig kvantinj naSumg, siekiantj 61%, duoda stipriai

donoriné metoksi grupé, prijungta C7 dezoksitirapazamino padétyje.
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ISVADOS

1. Tirapazamino (T2) suzadinimo relaksacijg sudaro sparcioji dalis (1 — 100 ps ruoze), kuri susijusi
su deguonies ciklizacija arba su tripletiniy biiseny susidarymu, bei 1étoji dalis, susijusi su
pagrindinés kriivio pernasos (CT) biusenos relaksacijos vyksmais 2 — 20 ns ruoze. Parodéme $iy
procesy valdyma poliniais pakaitais.

2. Parodyta, kad galima padidinti dezoksitirapazamino (T1) fluorescencijos kvantinj naSumg 4
kartus, lyginant su pakaito neturin¢io T1 junginiu, jvedant stiprias donorines grupes C7 pozicijoje.
Tokie pakeisti T1 junginiai gali biiti naudojami deguonies redukcijos reakcijai stebéti

fluorescencijos detekcijos biidu.
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SANTRAUKA

Kamilé Tulaité

Suzadinimy relaksacijos vyksmy tyrimas tirapazaminy junginiuose

Tirapazaminas (TPZ) yra perspektyvus vézj gydantis citotoksiny klasés junginys, pasizZymintis
selektyviu elgesiu hipoksinéje aplinkoje, Zinomas ir detaliai tyrin¢jamas jau kelis deSimtmecius
biologijos bei medicinos srityse. Deja, detalios informacijos ir analizes apie $io junginio fotofizikinés
savybés bei jy valdymag yra gerokai maziau. Norint s€kmingai suprasti Siy medziagy valdymo,
modifikavimo ir pritaikymo galimybes, reikia atlikti daugiau TPZ molekuliy optiniy savybiy tyrimy,
modifikuojant tiek pacig molekule, tiek aiSkinantis vidinés relaksacijos mechanizmus.

Sio darbo tikslas buvo istirti poliniy pakaity jtaka fotocheminiy reakcijy spartai, tirapazaminy
bei dezoksitirapazaminy (dTPZ) junginiuose ir optimizuoti modifikuoty dTPZ junginiy
fluorescencijos savybes.

Sis darbas buvo atliktas bendradarbiaujant su Vilniaus universiteto Gyvybés ir mokslo centro
prof. N. Céno grupés mokslininkais, kurie susintetino keleta serijy modifikuoty tirapazamino
junginiy, sinteze atliko dr. J. Sarlauskas. Naujieji junginiai buvo orientuoti j tirapazamino optiniy
savybiy valdymo galimybiy paieska nedideliais poliniais pakaitais. Atlikti naujai susintetinty dariniy
spektroskopiniai tyrimai: pirmiausia siekiant detaliai suprasti tirapazamino junginiy suzadinimo
relaksacijos mechanizmus, antra — optimizuoti modifikuoty dezoksi-tirapazamino junginiy
fluorescencijos savybiy valdyma. Tirapazaminai, pasizymintys naSia fluorescencija, galéty biti
naudojami véZio gydymo stadijy vaizdavime arba jvairiy fermentiniy reakcijy steb¢jime.

IStirta tirapazamino (T2) suzadinimo relaksacijos dinamika, kurig sudaro sparcioji relaksacijos
dalis (1 — 200 ps ruoze), susijusi su deguonies ciklizacija arba su tripletiniy biiseny susidarymu, bei
létoji dalis, susijusi su pagrindinés kriivio pernasos (CT) buisenos relaksacijos vyksmais (2 — 20 ns
ruoze). Parodéme §iy procesy valdyma poliniais pakaitais. Istirta didelé imtis dezoksitirapazamino
(T1) junginiy modifikuoty poliniais pakaitais. Parodyta, kad su S$iais pakaitais galima padidinti
dezoksitirapazamino (T1) fluorescencijos kvantinj naSuma 4 kartus, lyginant su pakaito neturincio
T1 junginiu, jvedant stiprias donorines grupes C7 pozicijoje. Tokie pakeisti T1 junginiai gali biiti

naudojami deguonies redukcijos reakcijai stebéti fluorescencijos detekcijos budu.
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SUMMARY

Kamilé Tulaité

Excitation relaxation processes in tirapazamine componds

One of the main compounds of the cytotoxin class suitable for cancer treatment is tirapazamine
(TPZ), 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,
control, modification, and application more studies of tirapazamine optical properties need to be
performed both by modifying the molecule itself and by explaining the relaxation mechanisms.

The aim of this study was to investigate the influence of polar substituents on the rate of
photochemical reactions in tirapazamine and deoxytyrapazamine (dTPZ) and to optimize the
fluorescence properties of modified dTPZ.

This work was carried out in collaboration with Vilnius University Life Science Center prof.
N. Céno group, synthesis of tirapazamine based compounds was performed by dr. J. Sarlauskas. Were
we focused the possibilities to control optical properties of tirapazamine with small polar substituents.
In this work, spectroscopic studies of newly synthesized derivatives were performed, firstly to
understand in detail the excitation relaxation mechanisms of tirapazamine compounds and secondly
to optimize the control of the fluorescence properties of modified desoxytirapazamine compounds.
Tirapazamines with intense fluorescence could be used to visualize the stages of cancer treatment or
to monitor various enzymatic reactions.

The relaxation dynamics of tirapazamine (T2) excitation, which consists of the rapid part of the
relaxation (in the range of 1 to 200 ps) related to oxygen cyclization or the formation of triplet states,
and the slow part related to the relaxation events of charge transfer (CT) state (2 - 20 ns). We have
shown the control of these processes by polar substituents. A large series of modified polar
substituents of desoxytirapazamine (T1) compounds was investigated. These substituents have been
shown to increase the fluorescence quantum yield of desoxytirapazamine (T1) by 4 times compared
to the T1 compound by introducing strong donor groups at the C7 position. Such substituted T1

compounds can be used to monitor the oxygen reduction reaction by fluorescence detection.
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