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Rfl —ryboflawina

LAl — lumiflawina

SDRfl — 5-deaza-ryboflawina

IR —1z0-6,7-ryboflawina

FAD — dinukleotyd flawinowo-adeninowy

FMN — mononukleotyd flawinowy

NADH — dinukleotyd nikotynamidoadeninowy

NADPH — fosforan dinukleotydu nikotynamidoadeninowego
DFT — Teoria Funkcjonaléw Gestosci

TD-DFT — Czasowo-Zalezna Teoria Funkcjonatoéw Gestosci
FMF — formylo-metylo-flawina
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I. Wstep 1

I. Wstep

Flawiny stanowia duza grupe zwiazkéw zaangazowanych w procesy biologiczne takie jak
np. fotosynteza czy fototropizm. Wystgpuja w produktach zywnosciowych, sa obecne w
enzymach 1 fotoreceptorach, a dzigki temu sa obecne w kazdej niemal komorce
organizméw zywych. Stanowia chromofory aktywne w procesach utleniania i redukcji
zachodzacych w komoérkach. Zaburzenia w gospodarce ryboflawing moga powodowaé
zaburzenia wzrostu i choroby skory [1]. Badanie wiasciwos$ci tych zwiazkoéw szczegdlnie
w stanach wzbudzonych wiaze si¢ z przekonaniem o ich istotnym udziale m. in. w tzw.
procesie fotorecepcji $wiatta niebieskiego [1].

Najbardziej znanymi przedstawicielami flawin sa ryboflawina, mononukleotyd
flawinowy (FMN), oraz dinukleotyd flawinowo-adeninowy (FAD). Zwiazki te
zaprezentowano na rys.l. Element wspolny i podstawowy w strukturze flawin stanowi
pierscien izoalloksazynowy, ktérego nazwa systematyczna brzmi -  7,8-
dimetylobenzo[g]pteridine  2,4(3H,10H)dione.  Tradycyjnie = okreslenie  flawiny
zarezerwowane jest dla izalloksazyn z podstawnikiem metylowym w pozycjach 7 1 8, czyli
pochodnych 7,8-dimetyloizoalloksazyny. Czgsto stosuje si¢ jednak szersza definicjg
flawin, w mysl ktorej jako flawiny przyjmuje si¢ wszystkie pochodne izoalloksazyn i
alloksazyn.

Flawoproteiny sa biatkami zdolnymi do przenoszenia elektronéw, w ktérych rolg
koenzymu spetniaja zwiazki z grupy flawin — FMN lub FAD. Zwiazki te, zwiazane
kowalencyjnie lub niekowalencyjnie, zdolne sa do katalizowania ro6znorodnych
przeksztalcen o charakterze utleniajaco-redukujacym w uktadach biologicznych, np. w
procesie oddychania.

Poniewaz zarowno FAD jak i FMN, zawieraja ten sam typ pierscienia
izoalloksazynowego, ktory stanowi grupe aktywna w procesach utleniania i redukcji,
istotne jest doktadne zbadanie m. in. wlasciwosci spektralnych i struktury elektronowej dla

tej grupy zwiazkow [2].
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Rysunek.1 Struktura zwiazkow flawinowych wykazujacych aktywno$¢ biologiczna, wedhug [3]

W ostatnich kilkudziesigciu latach przeprowadzono wiele badan dotyczacych
fotofizyki i fotochemii flawin in vitro, ktérych cel koncentrowat si¢ na wyjasnianiu
mechanizmow rzadzacych dzialaniem tych zwiazkéw w organizmach zywych [4].
Wyjasnianie zagadnien zwiazanych z wlasciwo$ciami tego typu zwiazkéw w uktadach
modelowych pozwala m.in. lepiej zrozumie¢ i wyjasni¢ znacznie bardziej skomplikowane
procesy zachodzace w organizmach zywych.

W  nurt badan dotyczacych systemow modelowych, stosownie do zakresu

zainteresowan i mozliwo$ci badawczych, niesmialo wpisuje si¢ takze niniejsza praca.
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I1. Cel pracy

Duze zainteresowanie, ktore towarzyszy zwiazkom z grupy flawin wynika gtoéwnie z ich
niebagatelnej roli w funkcjonowaniu organizméw zywych. Szczegélnie wiele uwagi
poswigca si¢ w badaniach zagadnieniom biochemicznym. Zwiazki te moga spetniaé rolg
katalizatorow w procesach, takich jak utlenianie pestycydow Ilub w reakcjach z
pochodnymi fenolu 1 toluenu [5,6]. Wykazano takze udziat flawin w niszczeniu patogenow
1 inaktywacji wielu drobnoustrojow [7]. Niektore badania wskazuja na antynowotworowa
aktywnos$¢ pochodnych ryboflawiny, a takze udzial w terapii innych choréb [8]. W
aspekcie wilasciwosci fotofizycznych i fotochemii wnikliwe badania nad flawinami
pokazaty, ze pod wptywem promieniowania UV-Vis flawiny wydajnie obsadzaja stany
trypletowe 1 w stanie wzbudzonym wchodza w reakcje z tlenem [9]. Wlasciwosci te leza u
podstaw wspomnianych praktycznych zastosowan zwiazkow z grupy flawin. Sktania to do
poszukiwania nowych analogow ryboflawiny, charakteryzujacych si¢ lepszymi
parametrami spektroskopowymi i fotofizycznymi, takimi jak absorpcja promieniowania w
zakresie dlugofalowym, duza wydajno$¢ przejScia migdzysystemowego, duza wydajnos¢
tworzenia tlenu singletowego [6-9].

Celem niniejszej pracy bylo okreslenie wiasciwosci spektralnych, fotofizycznych i
fotochemicznych pochodnych 5-deaza-ryboflawiny, izo-6,7-ryboflawiny, 3-metylo-
tetraacetylo-ryboflawiny i1 3-benzylo-lumiflawiny w roztworach. i sprawdzenie ich jako
potencjalnych fotosensybilizatorow tlenu singletowego

Zbadanie wtasciwosci spektralnych flawin oraz procesow fotofizycznych, ktorym
ulegaja stanowi istotne zagadnienie w kontekscie wnikliwego poznania proceséw
zachodzacych w czasteczkach flawin w stanie podstawowym i1 w stanach wzbudzonych.
Doktadne opisanie tych proceséw wymaga wyznaczenia podstawowych wlasciwos$ci
spektralnych oraz fotofizycznych, tzn. pomiaru widm absorpcji 1 emisji, wyznaczenia
wydajnosci kwantowej fluorescencji, udziatu procesow radiacyjnych i nieradiacyjnych w
dezaktywacji standw wzbudzonych, pomiaru czasu zycia fluorescencji. Wykonanie
pomiardéw absorpcji przejsciowej pozwala na zapoznanie si¢ z procesami zachodzacymi w
trypletowych stanach wzbudzonych. Zaplanowano zastosowanie metod obliczeniowych
DFT i TD-DFT do wyznaczenia energii przej$¢ pomigdzy stanami singletowymi i
trypletowymi, oraz wyznaczenie konfiguracji przejs¢ pomiedzy tymi stanami. Zestawienie

otrzymanych w wyniku obliczen danych z wynikami eksperymentalnymi otrzymanymi z
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pomiaru widm absorpcji 1 absorpcji przejsciowej pozwala na poszerzenie charakterystyki
badanych zwiazkéw we wzbudzonych stanach singletowych 1 trypletowych. W ramach
realizacji niniejszej pracy zaplanowano takze wykonanie pomiaréw absorpcyjnych i
emisyjnych dla prébek polikrystalicznych badanych zwiazkow. Badania te umozliwiaja
zaobserwowanie wplywu oddziatywan pomigdzy czasteczkami w sieci krystalicznej.

Celem bylo zbadanie wykorzystania badanych pochodnych jako fotosensybilizatorow
tlenu singletowego. W tym celu wyznaczono parametry fotofizyczne stanéw trypletowych,
takie jak czas zycia stanu trypletowego dla poszczegdlnych pochodnych 1 wydajnosé
kwantowa sensybilizowanego tworzenia tlenu singletowego.

Ponadto zaplanowano przeprowadzenie reakcji fotolizy badanych zwiazkow w
roztworze metanolowym i wyznaczenie wydajno$ci kwantowych tego procesu. Podj¢to
takze probg zidentyfikowania gléwnych fotoproduktéw reakcji fotochemicznych, ktorym

ulegaja badane pochodne.
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III. Czes¢ literaturowa

1. Charakterystyka pochodnych flawin

1.1 Wprowadzenie

Flawoenzymy stanowia rodzing biatek roznorodnych pod wzgledem strukturalnym i
funkcjonalnym, posiadajacych wlasciwosci utleniajaco-redukujace. Katalizowanie
ogromne;j liczby biotransformacji mozliwe jest dzigki komponentowi flawinowemu, ktory
w strukturze biatkowej pelni role koenzymu. Reakcje te moga odbywaé si¢ poprzez
przeniesienie elektronu, wedlug mechanizmu jedno- i dwuelektronowego, w szerokim
zakresie potencjatu. Wiasciwos$ci utleniajaco — redukujace flawin sa kontrolowane przez
niekowalencyjne oddziatywania pomigdzy apoenzymem a flawing, poprzez wiazania
wodorowe lub aromatyczne oddziatywania warstwowe [10].

Komponenty flawinowe (FAD, FMN), jako skladniki enzymoéw biora udziat w
procesach katalizowania wielu biologicznych reakcji o charakterze redoks, m.in.
dehydrogenacji  dinukleotydu  nikotynamidoadeninowego (NADH) 1 fosforanu
dinukleotydu nikotynamidoadeninowego (NADPH), utlenianiu amin do imin, tworzeniu i
rozpadzie mostkow disiarczkowych, aktywacji tlenu czasteczkowego, [1] 1 prace tam
cytowane. Ponadto uczestnicza w wielu reakcjach zachodzacych w blonach komérkowych,
mitochondriach czy cytoplazmie komorek. Dzialaja tez jako fotoreceptory S$wiatta
niebieskiego w roslinach, np. w takich zjawiskach jak fototropizm [11].

Zdolnos¢ flawoenzymow do udziatu w reakcjach przeniesienia tak jednego jak i dwéch
elektrondw umozliwia im dziatanie pomigdzy donorem dwoéch elektronéw (np. NADH) i
akceptorem jednego elektronu (np. hemowy atom Fe). Analogicznie do chinonéw, flawiny
dysponuja trzema miejscami utlenienia. Dzigki temu moga wystgpowaé w roéznych
formach jako: catkowicie wutleniona forma flawochininowa (Fly); rodnik
flawosemichinonowy, czerwony w formie anionowej (Fl.g) lub niebieski w formie
obojetnej (Flg H); oraz dwu-elektronowo-zredukowany flawohydrochinon, réwniez
istniejacy w dwoch formach anionowej (FlqH') lub oboje¢tnej (FleqH2). Odpowiednie

struktury przedstawiono na schemacie 1.



Ill. Czes¢ literaturowa

Schemat 1, wedtug [12]
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1.2 Stany singletowe flawin

Widma absorpcji flawin

Podstawowym elementem struktury ryboflawiny 1 jej pochodnych jest izoalloksazyna
(rys.1). Taka struktura, zawierajaca trojcztonowy pierscien aromatyczny, sktadajacy si¢ z
pierscienia benzenowego, pirazynowego 1 pirymidynowego oraz podwdjny uktad
laktamowy, powoduje, ze zwiazki tego typu wykazuja charakterystyczne wiasciwosci
spektralne absorbujac promieniowanie elektromagnetyczne z zakresu ultrafioletu i §wiatla
widzialnego [13].

Widma absorpcji flawoprotein w §wietle widzialnym i bliskim ultrafiolecie kryja w
sobie wiele informacji o strukturze 1 reaktywnos$ci zwiazkow. Chromofor
izoalloksazynowy jest wyjatkowo czuly na zmiany S$rodowiska powodowane przez
przytaczenie podstawnikow do pier§cienia lub zmiany konformacyjne calej czasteczki, a
takze na reakcje chemiczne, ktorym ulegaja flawiny. Informacje dotyczace wpltywu
srodowiska na wtasciwosci flawin, znajdujace m.in. swoje odzwierciedlenie w widmach
absorpcji pozostaja przedmiotem intensywnych badan. Pomocne w tych badaniach sa
niewatpliwie obliczenia kwantowe wykonywane dla ukladéw modelowych i poréwnanie
wynikow tych obliczen z rezultatami uzyskanymi z eksperymentu. Przy zalozeniu
znacznego rozwoju metod obliczen kwantowych 1 usprawnien samego sprzgtu
obliczeniowego, powinno by¢ mozliwe dostarczanie podobnych danych rowniez dla flawin
wbudowanych w biatka [14].

Widmo absorpcji ryboflawiny w roztworze wodnym sklada si¢ z czterech pasm,
ktorych maksima poltozone sa przy diugosciach fali 220 nm (45,5 x10° cm™), 265 nm,
(37,7 x10° cm™) 375 nm (26,7 x10° cm™), i 446 nm (22,4 x10° cm™). Pasma absorpcji
charakteryzuja si¢ molowymi wspotczynnikami absorpcji, rzedu 10* dm® x mol™ x cm™
[15,16]. Polozenie pasm absorpcji oraz molowe wspotczynniki absorpcji zaleza od
srodowiska w jakim znajduje si¢ chromofor flawinowy. To zagadnienie, cho¢ samo w
sobie podstawowe, jednoczesnie wydaje si¢ by¢ jednym z kluczowych dla zrozumienia
funkcjonowania tych zwiazkéw w uktadach biologicznych [17].

Pasmo absorpcji przy dtugosci fali 375 nm (26,7 x10° cm™) pochodzi prawdopodobnie
od przejscia m-n*, chociaz z nowszych obliczen wynika, ze w tym przej$ciu pewien udziat
moze mie¢ rowniez przejscie n-m*, ktore angazuje elektron z niewiazacej pary

elektronowej zlokalizowanej na orbitalu atomu N(1) pierScienia izoalloksazynowego.
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Wraz ze wzrostem polarnos$ci rozpuszczalnika widoczny jest wzrost intensywnosci pasma
potozonego przy 375 nm [15].

Potozenie pasm absorpcji flawin zalezy od oddziatywan specyficznych tak wewnatrz-
jaki 1 miedzyczasteczkowych. Dla 3-metylo-lumiflawiny w chloroformie bardziej
krotkofalowe pasmo absorpcji potozone jest przy 347 nm (28,8 x10° cm™), przy zmianie
rozpuszczalnika na protyczny obserwuje si¢ przesunigcie tego pasma w kierunku fal
dtuzszych, maksimum pasma w wodzie pofozone jest przy 369 nm(27,1 x10° cm™)).
Przesunigcie to odzwierciedla destabilizacj¢ pary elektronowej na niewiazacym orbitalu
atomu N(1) spowodowana powstawaniem wiazania wodorowego [15,17].

Wedlug Heelis’a [15]., pomiary widm w niskich temperaturach nie daja jednoznaczne;j
odpowiedzi dotyczacej struktury oscylacyjnej flawin w zakresie bliskiego UV, a co za tym
idzie rodzajéw przej$¢ pomigdzy poziomami wibracyjnymi w czasteczce. Wysokie
molowe wspotczynniki absorpcji dlugofalowego maksimum absorpcji wskazuja, ze dla
ryboflawiny przejscie przy ok. 450 nm ma charakter n-n*. Na podstawie obliczen
kwantowo-mechanicznych przewidziano, ze odpowiednie przej$cie o najnizszej energii ma
charakter m-n* i jego energia zblizona jest do wartosci 22,2 x 10° ecm™ (450 nm), co
wskazuje na duza zgodnos$¢ wynikow obliczen teoretycznych z rezultatami eksperymentu.
Pasmo absorpcji nie ulega przesuni¢ciu przy zmianie rozpuszczalnika od wody do
rozpuszczalnika o mniejszej polarnosci, co sugeruje, ze symetria najnizszego przejscia
elektronowego zostata przypisana prawidtowo jako m-n* [15].

W pozycjach N(1), N(3), N(5) i N(10) oraz na atomach tlenu w pozycjach C(2)=0 i
C(4)=0 pierscienia izoalloksazynowego, zlokalizowane sa niewiazace pary elektronowe, a
wigc mozliwe sa w czasteczce izoalloksazyn réwniez przejscia typu n-n*. W czasteczkach
flawin z powodu braku symetrii przejscia typu n-n* moga by¢ intensywne. Jednakze czgsto
przejscia typu n-n* znajduja si¢ w sasiedztwie znacznie bardziej intensywnych przejsc
typu n-nt* [4,15].

Znany jest tez wpltyw podstawnikéw na ksztalt widm absorpcji flawin. Visser i
wspotpr. [18] zauwazyli, ze obecno$¢ dodatkowych podstawnikéw metylowych w
czasteczce izoalloksazyn ma wptyw na ksztatt widma absorpcji, polozenie maksimow
absorpcji, a takze na warto$ci molowego wspotczynnika absorpcji. Analiza zmian w
widmach absorpcji pochodnych izoalloksazyny zawierajacych podstawniki metylowe w
czasteczce pokazata [18], ze w roztworach rozpuszczalnikéw o wzrastajacej polarno$ci
krotkofalowe pasmo absorpcji ulega niewielkim zmianom, podczas gdy pasmo bardziej

dtugofalowe podlega wyraznemu przesunigciu batochromowemu. Ponadto zaréwno liczba
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podstawnikéw jak 1 pozycje podstawienia poszczegdlnych grup metylowych decyduja o
zmianach w widmach absorpcji poszczegdlnych zwiazkéw [18]. Badania Sikorskiej 1
wspolpr. [19] dotyczace potwierdzity, ze dodatkowe podstawniki w czasteczce 3,10-
dimetyloizoalloksazyny obecne w pozycjach 6, 7, 8 i 9 powoduja charakterystyczne
zmiany w widmach absorpcji i emisji. Ponadto obecno$¢ grup metylowych w pozycjach
C(6) 1 C(9) powoduje obnizenie wartosci wydajnosci kwantowej fluorescencji 1 skrocenie
czasu zycia fluorescencji. Natomiast podstawnik metylowy w pozycji C(7) wywotuje efekt
przeciwny, a maksimum fluorescencji ulega przesunigciu w kierunku fal dtuzszych, [19] i
prace tam cytowane. Elektronodonorowa grupa w pozycji C(8) powoduje wzrost
aktywnosci utleniajacej pierscienia izoalloksazynowego [20].

Z danych teoretycznych publikowanych dla alloksazyn i1 izoalloksazyn [19,21,22]
wynika, ze w czasteczkach flawin obok najnizej energetycznie potozonych wzbudzonych
standw singletowych o konfiguracji (w, 7*) obecne sa blisko potozone stany o konfiguracji
(n, ™*). Poniewaz, jak pokazata Sikorska i wspotpr. [19], potozenie stanow (m, n*) zalezy
od potozenia podstawnikow metylowych w pierScieniu izoalloksazynowym, w
czasteczkach niektoérych pochodnych izoalloksazyn mozliwa jest inwersja standw o
konfiguracji (n, ©*) i (w, ©*) co ma istotny wplyw na wlasciwosci spektralne i fotofizyczne
tych zwiazkow.

Z badan Weigel’a 1 wspotpr. [23], dotyczacych fotoindukowanych proceséow dla
ryboflawiny w wodzie i DMSO wynika, ze mieszanie stanow 'm-n* i 'n-n* zachodzi przez
sprzg¢zenie wibronowe w femtosekundowej skali czasowej (~20 fs) po wzbudzeniu.
Obsadzanie stanow zachodzi pod kontrola rozpuszczalnika, zalezy wigc gléwnie od
oddziatywan czasteczek zwiazku =z czasteczkami rozpuszczalnika. Proces jest
kontrolowany przez solwatacjg¢. Mieszanie stanoéw powoduje poszerzenie pasm absorpcji,

zard6wno w wodzie jak i DMSO.

Wlasciwosci emisyjne flawin

Zwiazki typu flawin fluoryzuja w roztworach wodnych w temperaturze pokojowej. Widma
fluorescencji wykazuja maksimum przy okoto 530nm (18,9 x10°cm™). W
rozpuszczalnikach mniej polarnych od wody rejestruje si¢ przesunigcie maksimum emisji
w kierunku fal krotszych i1 pojawienie si¢ struktury subtelnej widma. Badania w niskich

temperaturach wykazaty znaczne przesunigcie hipsochromowe widma, ktére wiaze sig¢ z
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zablokowaniem ruchow oscylacyjnych w czasteczce, pozwalajac na wyznaczenie energii
przejscia 0-0 [15,17].

W roztworach wodnych o pH = 7 flawiny wykazuja wydajno$¢ kwantowa fluorescencji
ok. ¢ = 0,25 (dla lumiflawiny, ryboflawiny, FMN), natomiast w mieszaninie dioksan-woda
(90:10 v/v) wydajnos¢ kwantowa rosnie do wartosci 0,52, aby w samym dioksanie
osiagna¢ warto$¢ ¢ = 0,72. Uwaza sig, z¢ w przypadku flawin fluoryzuja wylacznie formy
obojetne [15,17]. Flawiny wzbudzane promieniowaniem o rdéznej dlugosci fali nie
wykazuja zmian ksztaltu widma emisji ani warto$ci wydajnosci kwantowej, co sugeruje, ze
emituja ze stanu S;, a wyzsze stany wzbudzone dezaktywuja si¢ do tego stanu poprzez
konwersje wewnetrzng [15].

Zauwazono réwniez, ze w acetonitrylu wydajno$¢ kwantowa fluorescencji wzrasta w
poréwnaniu z odpowiednimi warto$ciami otrzymanymi dla roztworéw wodnych. Yagi [24]
podaje, ze wydajnos¢ kwantowa fluorescencji maleje, a pasmo fluorescencji ulega
poszerzeniu wraz ze wzrostem polarnosci rozpuszczalnika protycznego. Zjawisko to
thumaczy si¢ udzialem wigzan wodorowych pomigdzy czasteczkami protycznego
rozpuszczalnika i flawiny. Wiazania wodorowe moga takze wptywaé na stopien sprz¢zenia
spin-orbita w stanie S;, wplywajac w ten sposob na szybkos¢ przej$cia
migdzysystemowego 1 w konsekwencji wydajnos¢ kwantowa fluorescencji. Na podstawie
obliczen przewiduje si¢, ze najbardziej podatnym na powstawanie wigzan wodorowych
miejscem pierscienia izoalloksazynowego jest pozycja N(1), charakteryzujaca sig
najsilniejszymi wtasciwosciami zasadowymi [15,17,24].

Czas zaniku fluorescencji w wodzie (pH =7) lumiflawiny, ryboflawiny 1 FMN jest
jednakowy 1 wynosi 5 ns, a dla FAD wyznaczona warto$¢ czasu zycia fluorescencji to
2,3 ns [15] i prace tam cytowane. Podane przez Grodowkiego i wspolpr. [25] czasy Zycia
fluorescencji pochodnych flawin w wodzie (pH = 2,2) sa nizsze i wynosza odpowiednio
2,51 2,4 ns dla lumiflawiny i ryboflawiny.

W sposoéb znaczacy fluorescencja flawin jest wygaszana, gdy flawiny sa zwiazane z
bialkami w enzymach. Wyjasnienie mechanizmu wygaszania fluorescencji we
flawoenzymach moze dostarczy¢ wiele istotnych informacji dotyczacych $srodowiska, w
ktorym znajduja si¢ czasteczki flawin [15]. Nakashima 1 wspotpr. [26] wyznaczyli
wydajnos$¢ kwantowa fluorescencji FAD zwiazanego z proteing. Jej wartos¢ zalezy od
stezenia badanego enzymu i dla niskich st¢zen (1 pM) wynosi ¢ = 0,25, tyle ile dla flawin

w wodzie. Dla duzych stezen enzymu (100uM) wartos¢ ta maleje do wartosci 0,12.
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W przypadku flawin, do opisu zmian intensywnosci fluorescencji konieczne jest uzycie
dwodch mechanizméw - tworzenie niefluoryzujacego kompleksu w stanie podstawowym
pomigdzy flawing i czasteczka wygaszacza oraz mechanizm wygaszania dynamicznego. W
mys$l mechanizmu dynamicznego czasteczka ulega wzbudzeniu, a nastgpnie na skutek
zderzen czy tez oddziatywan z czasteczkami wygaszacza jej fluorescencja ulega
wygaszaniu. Dla flawin dominujacy jest proces kompleksowania w stanie podstawowym.
Dzigki pomiarom czasu zycia fluorescencji stwierdzono jednak, ze w niewielkim stopniu w
procesie wygaszania ma tez udzial mechanizm dynamiczny, jako Ze czas zycia stanu
wzbudzonego ulega nieznacznemu skroceniu [15].

Uzyskane przez Nakashime i1 wspotpr. [26] dane dotyczace wydajnosci kwantowej
fluorescencji FAD w obecno$ci proteiny pokazuja, ze fluorescencja FAD w zastosowanych
warunkach zostaje wygaszona w procesie dynamicznym. Z przytaczanych przez
Nakashimg wczesniejszych badan wynika, ze w roztworze wodnym w obrgbie samej
czasteczki FAD powstaje niefluoryzujacy kompleks pomigdzy flawina a adenina,
angazujacy 82% FAD, a obserwowana fluorescencja pochodzi od pozostatych
niezwiagzanych czasteczek tego zwiazku. W ten sposob jedynie czasteczki FAD
niezwigzane w kompleksie moga podlega¢ wygaszaniu dynamicznemu. Ponadto z
przedstawionych danych wynika, ze czasteczki aminokwasow o wlasciwosciach elektrono-
donorowych, takie jak tryptofan czy tyrozyna, takze moga znaczaco wygaszac
fluorescencj¢ FAD. Sugeruje sig, ze w tym przypadku mozliwe jest przeniesienie elektronu
od aminokwasu do pierscienia izoalloksazynowego, [26] i prace tam cytowane.

Fluorescencja flawin jest wydajnie wygaszana jony jodkowe 1 kationy metali
przejSciowych [15] 1 prace tam cytowane. Stany wzbudzone flawin wygaszane sa takze
przez aminy poprzez mechanizm przeniesienia elektronu od aminy do czasteczki flawiny, z
utworzeniem formy przejSciowej o charakterze charge-transfer. Z rezultatéw Porcal 1
wspotpr. [27] wynika, ze stale wygaszania stanéw singletowych i trypletowych flawin
przez alifatyczne donory elektronu maja nizsze wartosci niz state wygaszania przez donory
aromatyczne o tym samym potencjale utleniania. Dla ryboflawiny w stanie singletowym w
obecnosci aniliny w roztworze metanolowym stata wygaszania wynosi 11,7 x 10° mol™ 5™,
podczas gdy w obecnosci trietyloaminy przyjmuje warto$¢ 2,6 x 10° nol™ s™ [27].

Prowadzone przez Platz’a i wspOlpr.[28] badania reakcji tetraacetylo-ryboflawiny
(TARF) z indolem i guanozyna, pokazatly, ze zwiazek we wzbudzonym stanie trypletowym
jest wygaszany przez obydwa zwiazki, odpowiednio ze stata szybkosci dla reakcji z

indolem kq = 4,5 x 10° mol's™ i dla reakcji z guanozyna kq=1,0 x 10* mol's™. Z badan z
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zastosowaniem czasowo-zaleznej spektroskopii IR wynika, ze TARF reaguje z guanozyna
tworzac rodnik hydroflawinowy poprzez mechanizm przeniesienia elektronu 1
przeniesienia protonu.

Dla flawin obserwuje si¢ zjawisko fluorescencji opdéznionej typu E i typu P.
Fluorescencja typu E, pojawia si¢ przy tej samej dtugosci fali co zwykta fluorescencja, lecz
posiada znacznie dluzszy czas zycia np. dla ryboflawiny 58 ms, dla FMN 72 ms [15].
Fluorescencja typu P pochodzi od wzbudzonego dimeru lub wyzszych kompleksow, ktére

tworza si¢ w rozpuszczalnikach o matej polarnosci, [15] i prace tam cytowane.
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1.3 Stany trypletowe flawin

Widma fosforescencji flawin
Zwiazki z grupy flawin wykazuja fosforescencje w niskich temperaturach z maksimum
przy dtugosci fali ok. 600 nm. Grodowski 1 wspdlpr. [25] podaje, ze wydajnos¢ przejécia
migdzysystemowego dla flawin w roztworach w temperaturze pokojowej jest duza i dla
lumiflawiny w roztworze etanolowym wynosi @sc=0,3. Obserwowana fosforescencjg
charakteryzuje natomiast stosunkowo niska wydajnos¢ kwantowa (pp= 0,0012 w etanolu,
77 K). Pomimo znacznego udziatu przejscia interkombinacyjego zanik stanu trypletowego
w tego typu zwiazkach musi wigc odbywaé sig¢ poprzez procesy nieradiacyjne. Wartos¢
czasu zycia fosforescencji w temperaturze 77 K okreslono na poziomie t~0,1-0,2 s i zalezy
ona od rodzaju flawiny i1 zastosowanego rozpuszczalnika. Heelis [15] podaje, ze w
kwasnych szkliwach etanolowych widmo fosforescencji formy kationowej flawin
przesunigte jest w kierunku fal krotszych w stosunku do widma formy obojetnej [15,29].

Dla ryboflawiny pasmo fosforescencji obserwuje si¢ w temperaturze 77 K z maksimum
przy dlugosci fali 620 nm, oraz ramieniem przy 660 nm. Czas zycia fosforescencji dla
ryboflawiny i1 FMN wynosi okolo 0,2 s bez wzglegdu na zastosowany uklad
rozpuszczalnikow, w zakresie temperatury od 77 K do 113 K [30].

Dla flawin w roztworach w temperaturze pokojowej czas zycia fosforescencji wynosi
10 — 100 ps 1 ulega znacznemu skrdoceniu na skutek wygaszania przez czasteczki flawiny w
stanie podstawowym. Z badan fosforescencji wynika, ze dimery flawin w stanie
trypletowym emituja fosforescencje¢ o nizszej energii 1 wykazuja krotszy czas zycia niz w
monomerach [15].

W starszych pracach Sun i wspolpr. [4] zauwazyli, Zze w rozpuszczalnikach polarnych,
w temperaturze pokojowej wydajnos¢ kwantowa fluorescencji jest stosunkowo niska,
podczas gdy wydajnos¢ kwantowa fosforescencji stosunkowo wysoka. Natomiast w
rozpuszczalnikach niepolarnych w niskich temperaturach obserwuje si¢ spadek wartosci
¢isc z jednoczesnym wzrostem wydajnosci kwantowej fluorescencji, co wskazuje, ze na
obsadzanie stanow trypletowych istotnie wpltywa temperatura oraz polarnos¢
rozpuszczalnika [4].

Wyniki dotyczace zasadowosci formy podstawowej w stosunku do formy wzbudzone;j
nie sa jednoznaczne. Odwotanie si¢ do rezultatdéw obliczen teoretycznych dotyczacych

gestosci elektronowej wskazuje, ze w formie utlenionej [15];
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- pozycja N(1) jest najbardziej zasadowa w stanie podstawowym,

- pozycja N(5) jest najbardziej zasadowa we wzbudzonym stanie trypletowym.

Wobec tego, fosforescencja obserwowana w szkliwie w 77 K pochodzi od formy
protonowanej powstalej jeszcze w stanie podstawowym, gdy proton zwiazany jest w
pozycji N(1). W roztworze natomiast flawina jest sprotonowana w pozycji N(5). Okreslone
za pomoca fotolizy btyskowej pK, odnosi si¢ wigc do stanu, gdy flawina jest sprotonowana
w pozycji N(5) [15].

Na podstawie danych pomiaréw polaryzacji wzbudzenia fosforescencji oraz
wykonanych obliczen teoretycznych Song i wspolpr. [4] zauwazyli, ze dla izoalloksazyn
stan, z ktorego zachodzi fosforescencja posiada konfiguracje *(m, *).

Struktura czasteczki flawiny charakteryzuje si¢ brakiem symetrii, wykazuje
odchylenie od planarnosci oraz posiada dwa atomy wegla o charakterze karbonylowym 1
dwa atomy azotu o charakterze pirydynowym, co sprawia, ze prawdopodobienstwo przejs$¢
n—n* dla tej czasteczki jest potencjalnie duze. W czasteczkach zwiazkéw
heterocyklicznych stany o konfiguracji n—n* wpltywaja na ich catkowita luminescencje,
poniewaz moga uczestniczy¢é w sprzezeniu spin-orbita. Dla flawin sugeruje si¢ wigc
znaczny udzial sprzezenia spin — orbita pomiedzy stanami ' (n, ©¥) a *(x, ©*) [4,29].

Grodowski 1 wspotpr. [25] wykazali, ze w rozpuszczalnikach polarnych wydajnosé¢
kwantowa przejScia migdzysystemowego jest duza, co pozostaje w zgodzie z
postulowanym sprzgzeniem spin — orbita pomigdzy stanami singletowymi (n,m*) 1
trypletowymi o konfiguracji (m,m*).

Czynnikiem, ktory decyduje o reaktywnosci flawin jest niewatpliwie fakt, ze posiadaja
wydajnie obsadzane, dlugo Zyjace stany trypletowe. Warto$ci statych szybkos$ci przejscia
migdzystemowego dla FMN obliczone przez Salzmann i wspdipr. [31] (metody
DFT/MRCI) wynosza w roztworze wodnym (kjsc ~ 108 s'l) 1 dla czasteczek w stanie
gazowym (kisc ~ 10°s™). Konfiguracja trypletowych stanéw flawin (m-m*) nie sprzyja
udzialowi w reakcjach redoks. Mimo to flawiny wykazuja duza aktywno$¢ w procesach
utleniania i redukcji indukowanych §wiattem. Przyczyny tego zjawiska upatruje si¢ w
sprzezeniu wibronowym pomiedzy stanami *(z, ©*) i (1, n¥). W zwiazkach tych postuluje
si¢ bowiem istnienie blisko potozonych najnizszych trypletowych stanéw wzbudzonych o
symetrii *(m-n*) i sasiadujacych z nimi stanéw >(n-n*). Taki uklad powoduje, ze w
czasteczkach tych zwiazkow mamy do czynienia ze stanem trypletowym okreslonym przez

Heelisa jako hybrydowy [15,29].
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W najnowszych pracach Braslavsky, Marian 1 wspot. [32] sugeruja natomiast, ze
przej$cie migdzysystemowe w czasteczkach pochodnych flawin (5-deaza-ryboflawina, 7,8-
didemetylo-ryboflawina, 8-izopropylo-ryboflawina) w roztworze wodnym zachodzi

pomiedzy stanem S, '(m,n*) a T, *(n,n*) poprzez sprzezenie spin-orbita.

Widma absorpcji przejsciowej flawin
Stosunkowo dtugi czas zycia stanu trypletowego powoduje, ze reakcje pochodnych
flawinowych w tym stanie posiadaja istotne znaczenie z punktu widzenia fotochemii [33].

Grodowski 1 wspotpr. [25] zarejestrowali widma absorpcji przejsciowej w odtlenionych
roztworach wodnych o pH=2,2 dla lumiflawiny i ryboflawiny. Przy wzbudzeniu
promieniowaniem o dtugosci fali A = 347 nm pojawiaja si¢ pasma absorpcji przejsciowej,
o krotkim czasie zaniku (tr~10-20 us), lezace w zakresie krotkofalowym (A~300 nm) oraz
dlugofalowym (A~400nm i A~500nm). Ponadto zaobserwowano obecno$¢
charakterystycznego dla flawin intensywnego pasma przy okolo 640 nm. Porownanie
wynikéw uzyskanych dla roztworéw odtlenionych i nieodtlenionych oraz pomiaréw
wykonanych w szkliwach (77 K), pozwolilo na przypisanie tych pasm jako
charakteryzujacych stan trypletowy.

Widmo absorpcji przejSciowej zarejestrowane dla lumiflawiny w etanolu [25]
wykazuje obecnos¢ pasma o duzej intensywnosci, lezacego przy ok. 380 nm. Szczatkowa
absorpcja przejsciowa A > 500 nm, zanika w czasie 50-100 us. Pasmo dtugofalowe (przy
ok. 570 nm) przypisywane jest rodnikowi semichinonowemu, ktérego obecnos¢ w
roztworze etanolowym postuluje si¢ jako rezultat oddziatywania czasteczek lumiflawiny w
stanie trypletowym z czasteczkami rozpuszczalnika. Pasmo dtugofalowe odpowiada takze
pasmu opisanemu dla semichinonowego rodnika flawiny, zarejestrowanego w oboj¢tnym
roztworze wodnym [25].

Pozniejsze badania Lu 1 wspdlpr. [33,34], dotyczace wodnych roztworéw ryboflawiny
pokazaty roznice w powstajacym uktadzie fotoproduktow. Widmo absorpcji przejsciowe]
uzyskane przy wzbudzeniu dlugoscia fali 248 nm sktada si¢ z pasm pochodzacych od
utlenionego rodnika ryboflawiny, uwodnionego elektronu oraz zredukowanego rodnika w
stanie trypletowym. Taki rozktad produktow sugeruje powstawanie zard6wno ryboflawiny
w stanie wzbudzonym jak 1 reakcj¢ fotojonizacji, a powstajacy utleniony rodnik

ryboflawiny posiada silniejsze wiasciwosci utleniajace niz ryboflawina wzbudzona do
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stanu trypletowego. Natomiast przy uzyciu promieniowania wzbudzajacego o dlugosci fali

337 nm zaobserwowano powstawanie jedynie ryboflawiny w stanie trypletowym [33,34].
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1.4 Wlasciwosci kwasowo-zasadowe flawin

Pochodne ryboflawiny stanowia aktywne czesci wielu enzyméw 1 jako takie sa
przedmiotem intensywnych badan, szczegdlnie w kontek$cie wyjasniania ich roli w
reakcjach enzymatycznych. Wtasciwosci utleniajaco - redukujace flawin badane sa m.in.,
w zalezno$ci od podstawnikéw obecnych w czasteczce.

Uktad_izoalloksazynowy, ktory stanowi podstawowy element strukturalny ryboflawiny
1 jej pochodnych, posiada skomplikowana strukturg bogata w wiele miejsc o potencjalnej
aktywnosci w reakcjach przeniesienia protonu, przylaczenia atomu wodoru i wymiany

elektronu.

Warunki protonowania

Zwiazki typu flawin, wykazuja tendencj¢ do przylaczania lub odszczepiania protonu w
roztworach wodnych. Badanie reakcji protonowania w przypadku flawin jest
skomplikowane 1 trudne, jako ze flawiny posiadaja kilka miejsc aktywnych w reakcji
przylaczania protonu czy atomu wodoru. Jak wspomniano wcze$niej (Rozdzial 1.1,
Schemat 1) flawiny moga wystgpowaé w formie utlenionej, obojgtnej oraz zredukowanej -
catkowicie utleniona forma flawochininowa (Fly); rodnik flawosemichinonowy, czerwony
w formie anionowej (Flng) lub niebieski w formie obojetnej (Flg H); oraz
dwuelektronowo-zredukowany flawohydrochinon, rowniez istniejacy w dwoch formach
anionowej (Fl,.qH) lub obojetnej (Fl..qHz) [12]. W zaleznos$ci od wartosci pH roztworu,
poszczegolne formy wystepuja w formie kationdw, aniondéw lub w formie oboj¢tnej (rys.3)
[35,35]. W roztworze o pH obojetnym zwiazki te wystepuja w postaci flawochinonowe;j
Fl,xH. Drossler 1 wspotpr. [35] badali zachowanie ryboflawiny w roztworach wodnych o
réoznym zakresie pH. Na podstawie widm absorpcji pokazano, ze w roztworach silnie
kwasnych, pH < 0.4, ryboflawina obecna jest w formie kationowej. W zakresie warto$ci
0.4 < pH < 9.75 dominuje forma obojgtna, a powyzej pH=9.75 formia anionowa. W
zakresie pH 3-7 widmo pochodzi od formy utlenionej FloxH; w zakresie pH od 0.1 do -1.09
obecne sa dwie formy zwiazku Fl,xH i F loHo s W pH 13.35 widmo pochodzi natomiast od
formy anionowej Fly, [35].

Na rysunku 2 pokazano formy utlenienia lumiflawiny, natomiast rysunek 3 prezentuje
strukture czasteczki flawiny w réznych formach utlenienia w zalezno$ci od pH roztworu

wraz z przyblizonymi warto$ciami pK.
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Rysunek 2. Lumiflawina w trzech formach utlenienia, na podstawie [36]

Intensywnos$¢ fluorescencji flawin i1 ksztalt widma zaleza od pH roztworu. Przy
wartosciach pH>9 obserwowany jest spadek intensywnosci fluorescencji, natomiast
zmiana ksztattu widma jest niewielka. W tych warunkach w roztworze czasteczki flawin sa
zdeprotonowane zaro6wno w stanie podstawowym jak 1 we wzbudzonym stanie
singletowym (pK, i pKy* ok. 10). Natomiast w warunkach gdy pH<3.5 obserwuje sig
rowniez spadek intensywnos$ci fluorescencji, co wskazuje na stosunkowo niskie wartosci
pKa.. W réznych pH roztworu flawiny wystepuja w formie obojetnej, utlenionej lub
zredukowanej. Nie wszystkie formy fluoryzuja w temperaturze pokojowej. Na podstawie
wynikow badan fluorescencji wykonanych metoda rozdzielcza w czasie wykazano, ze czas
zycia formy kationowej 'FIH' jest zbyt krotki, aby moégt ustali¢ si¢ stan rownowagi
protolitycznej w stanie wzbudzonym. Fluorescencje formy kationowej mozna
zaobserwowa¢ w szkliwach (77K). Jednakze zauwazono, ze kowalencyjne wiazanie
pomigdzy pozycja N(1) i N(10) pierscienia izoalloksazynowego sprzyja pojawieniu si¢
fluorescencji juz w temperaturze pokojowej. Sztywno$¢ czasteczki wptywa na udziat
procesOw nieradiacyjnych w dezaktywacji stanu wzbudzonego czasteczki. Ponadto
zaobserwowano, ze flawiny w rozpuszczalnikach niepolarnych fluoryzuja z wigksza
wydajno$cia niz w wodzie [15].

Wartos$ci pK, izoalloksazyn dla procesu protonowania w stanie podstawowym sa
znacznie nizsze niz we wzbudzonym stanie trypletowym. Potwierdzaja to obliczenia
teoretyczne, w mysl ktorych pozycja N(1) powinna wykazywac najsilniejsze wlasciwosci
zasadowe w stanie podstawowym, natomiast we wzbudzonym stanie trypletowym pozycja

N(5) staje sig bardziej zasadowa, co czyni ja najbardziej podatna na protonowanie [37-39].
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Rysunek 3. Procesy utleniania i redukcji oraz rownowagi kwasowo — zasadowe dla zwiazkow
flawinowych (struktury proponowane przez Heelisa), wedtug [15]

Na podstawie wynikow analizy rentgenograficznej przyjmuje sig, ze czasteczka w formie
utlenionej (rys. 3a) jest plaska i czg$ciowo posiada cechy aromatycznosci. Jednakze
pomiary spektroskopii NMR sugeruja pewne odchylenie atomu N(10) od plaszczyzny
czasteczki obserwowane w rozpuszczalnikach aprotycznych. Dla formy zredukowanej
analiza struktury krystalograficznej wykazuje obecno$§¢ dwoéch niemal ptaskich czgsci
czasteczki rozdzielonych osia przebiegajaca od atomu N(5) do N(10). Podobnie
interpretuje si¢ tez dane spektroskopowe oraz wyniki obliczen uzyskane dla tej formy,
ktore jako najbardziej stabilng przyjmuja forme¢ pofaldowana. Przewiduje sig, ze w tej
formie zwiazek nie posiada charakteru aromatycznego. Dokladne okreslenie struktury
formy rodnikowej okazuje si¢ zagadnieniem skomplikowanym, ze wzgledu na jej
niestabilno$¢ i1 zwiazane z tym trudnosci eksperymentalne. Z danych uzyskanych metoda

EPR i ENDOR oraz z obliczen ab initio wynika, ze pierScien izoalloksazynowy dla formy
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rodnikowej powinien posiada¢ struktur¢ komplanarna, natomiast obliczenia MINDO/3
wskazuja jako najbardziej stabilna strukturg pofatdowana [36,40].

Li i wspotpr. [41]dowodza, ze pod wptywem protonowania zmienia si¢ konformacja
czasteczek FAD i FMN, a w zwiazku z tym wiasciwosci czasteczek w stanie wzbudzonym.
Widmo absorpcji przejsciowej wzbudzonego kationu flawiny rézni si¢ od odpowiednich
widm dla anionu i dla formy obojgtnej, co sugeruje zmiany konfiguracji elektronowej pod
wptywem proponowania.

W enzymach (fotoliazy) otoczenie biatkkowe FAD powoduje specyficzny rozktad
tadunku, co reguluje elektrono-transferowe wlasciwosci kofaktora flawinowego. Ggstosci
spinowe 1 elektronowe sa najwyzsze w pier§cieniu pirazynowym 1 zewngtrznym
pierscieniu pirymidynowym w czasteczce FADH*. Naktadanie orbitali z ukladem =
elektronowym adeniny jest wtedy najwigksze. Taki uklad utatwia np. przeniesienie
elektronu do i od dimerow cyklobutanowych pirymidyn (CPD, cyclobutane pyrimidine
dimer) w procesie naprawy DNA [42].

Wigzania wodorowe
Wiazania wodorowe stanowia istotne zagadnienie z punktu widzenia aktywnosci
zwiazkow flawinowych w reakcjach enzymatycznych. Istnienie mozliwosci powstawania
polaczen o charakterze niekowalencyjnym jest bowiem istota funkcjonowania organizmow
zywych [43]. Oddziatywania niekowalencyjne takie jak wigzania wodorowe,
oddziatywania warstwowe 7m-m i oddziatywania elektrostatyczne w enzymach uwazane sa
za podstawowy czynnik regulujacy wiasciwosci utleniajaco redukujace czasteczki FMN 1
w konsekwencji kontrolujace katalityczna aktywnos$¢ enzymu [44]. Wiazania wodorowe
moga powstawa¢ pomigdzy czasteczkami naladowanymi i nienaladowanymi i mozna je
rozpatrywaé jako stan przejsciowy w procesie przeniesienia atomu wodoru pomigdzy
kwasem a zasada. W uktadach biologicznych donorem wodoru jest zwykle atom tlenu lub
azotu kowalencyjnie zwigzany z atomem wodoru, natomiast w roli akceptora najczgsciej
wystepuja réwniez atomy tlenu lub azotu pochodzace od innych grup funkcyjnych, np.
pomigdzy grupami amidowymi (-NH) i karbonylowymi (-CO) w czasteczkach kwasow
nukleinowych [43]. Rowniez FMN zwiazany jest w biatku poprzez sie¢ wiazan
wodorowych. Niekowalencyjne oddziatywania tego typu musza wplywac na reaktywnos¢
FMN w stanie podstawowym i wzbudzonym [45].

Dwyer i wspolpr. [46] poszukiwali bezposredniego dowodu na istnienie wigzania

wodorowego wewnatrz czasteczki koenzymu. Wyjasniono funkcje jaka pelni wiazanie



Ill. Czes¢ literaturowa 21

wodorowe pomigdzy 4’-rybitylowa grupa —OH w lancuchu bocznym a atomem N(1) w
pierscieniu izoalloksazynowym w stabilizowaniu formy zredukowanej flawoproteiny
elektrono-transferowej. Analog zawierajacy flawoproteing stuzy jako akceptor elektronu.
Jednakze flawoproteina zawierajaca 4’-deoxy-FAD nie moze by¢ ani donorem, ani
akceptorem elektronu pochodzacego od enzymu flawoproteinowo-ubichinonowego, co
sugeruje, ze wiazanie wodorowe moze posredniczy¢ w przejsciu elektronu pomigdzy
dwiema proteinami utleniajaco-redukujacymi. Wewnatrzflawinowe wiazanie wodorowe
stabilizuje formy semichinonowa i hydrochinonowa wywierajac w ten sposob wptyw na
utleniajaco-redukujace wtasciwosci flawin [46].

Lancuch rybitylowy czgsto determinuje wiazanie FAD 1 FMN we flawoenzymach
[47,48]. Wykazano tez, ze ma on bezposredni udziat w procesach katalizowanych za
posrednictwem flawoprotein. Dla pewnych reakcji biochemicznych zachodzacych w
organizmach zywych wiazanie wodorowe powoduje aktywacj¢ substratu poprzez
obnizenie wartosci pK, dla a protonu z fancucha acylowego. Niektore z badanych reakcji
enzymatycznych sa catkowicie zablokowane w przypadku zastapienia w czasteczce
enzymu 2’-analogéw FAD analogami FAD. Niektére 2’-analogi FAD obnizaja stabilno$¢
pewnych zredukowanych enzymow, co sugeruje znaczne zmiany potencjatu redoks flawin
[46,49,50]. Widma absorpcji uzyskane dla zmodyfikowanych protein [46], zawierajacych
4’-deoxy-FAD zachowuja co prawda ksztalt widma natywnego FAD, jednakze maksimum
absorpcji jest przesunigte w kierunku fal dluzszych o okoto 7nm, a maksimum
fluorescencji jest przesunigte o okoto 30 nm w strong fal dtuzszych [51].

Obecnos¢ wigzan wodorowych pomigdzy allokazyna w stanie podstawowym a
czasteczkami, ktore moga katalizowaé proces przeniesienia protonu, determinuje ten
proces w stanie wzbudzonym. [52]. Jak pokazata Sikorska i wspolpr. [52] dla alloksazyn,
kwasowo$¢ wigzania N(1) - H odgrywa kluczowa rolg w procesie przeniesienia protonu,
katalizowanym przez czasteczki alkoholu. Wiazanie wodorowe powstaje bowiem
pomigdzy atomem wodoru alloksazyny w pozycji N(1) a atomem tlenu w czasteczce
alkoholu. Autorzy pracy [52] zauwazyli, ze 5-deazalumichrom, ktory tautomeryzuje tylko
w obecnosci kwasu octowego, wykazuje znaczng zasadowos¢ atomu azotu N(10) w stanie
podstawowym. Zwiazek ten moze tworzy¢ silniejsze wiazania wodorowe ze zwiazkami
protono-donorowymi w stanie podstawowym (kwas octowy), a w konsekwencji w stanie
wzbudzonym moze ulega¢ przeniesieniu protonu z wigksza wydajnoscia. Czasteczka
kwasu pelni role pomostu pomigdzy atomami azotu w pozycjach N(1) i N(10), a

powstawanie kompleksu alloksazyna —kwas octowy zalezy od wtasciwosci kwasowo —
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zasadowych w pozycjach N(1) 1 N(10) pierscienia alloksazynowego [52]. Natomiast
wiazanie wodorowe w pozycji N(3) kofaktora flawinowego w mniejszym stopniu wplywa
na wlasciwosci utleniajaco - redukujace flawoprotein. Zauwazono [53], ze wiazanie
wodorowe pomig¢dzy atomem wodoru z N(3)H a grupa karboksylowa aminokwasu w
proteinie stabilizuje flawing w formie utlenionej. Atom wodoru w pozycji N(5) pier§cienia
izoalloksazynowego wykazuje dominujacy wplyw na stabilizowanie flawiny w stanie
zredukowanym, w szczegdlnosci obojetnej formy semichinonowej [53].

Ishizaka i Kitamura [45] badali ryboflawing jako uktad modelowy. Wykazali, ze
indukowany $wiattem cykl reakcji utleniania i redukcji w czasteczce ryboflawiny
przebiega poprzez tworzenie potrojnego uktadu wiazan wodorowych pomigdzy
ryboflawing (RF) i1 pochodna triazynowa (DTT, N,N-dioktadecyl-[1,3,5]triazyno-2,4,6-
triamina) na granicy faz woda / CCly. Ponadto wykazano, ze donorem protonu sa
zgromadzone na granicy faz czasteczki wody, a powstanie kompleksu opartego na
wiazaniach wodorowych jest pierwszym etapem w fotoindukowanym procesie
przeniesienia elektronu i przeniesienia tadunku (elektron transfer) ET/CT (charge transfer)
w calym opisanym cyklu reakcji redoks (Schemat 2, str. 23) [45].

FAD i aniony lumiflawiny badano metoda czasowo-zaleznej spektroskopii w
podczerwieni [54]. Autorzy zauwazyli, ze wiazania wodorowe powstajace pomigdzy
czasteczkami FAD a czasteczka rozpuszczalnika modyfikuja wyraznie widmo wibracyjne,
powodujac przesunigcie pasm w kierunku fal dluzszych. W stanie wzbudzonym system
wiazan wodorowych pomigdzy FAD 1 proteing ulega reorganizacji, co takze powoduje
przesunigcie widma w kierunku fal dtuzszych.

Badanie flawin metoda spektroskopii ramanowskiej pozwala bada¢ udziat grup
metylowych w pozycji C(8) pierscienia izoalloksazynowego w funkcji dziatania proteiny

[55].
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Schemat 2, wedtug [45]
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Fotoindukowany cykl reakcji utleniania i redukcji czasteczki ryboflawiny
na granicy faz woda/ CCly

Na granicy faz wodnej (roztwdr ryboflawiny) i organicznej (roztwér DTT) pomigdzy
czasteczkami tych zwiazkdw powstaje uktad trzech wiazan wodorowych. Pod wplywem
impulsu $wiatta w roztworze ryboflawiny generowany jest proces ET/CT w wyniku czego
tworzy si¢ anionorodnik RF-". Pod wplywem czasteczek wody anionorodnik ulega
protonacji dajac rodnik semichinonowy RFH- (pK,~8.4) [45]. W kolejnym etapie rodnik
semichinonowy podlega reakcji dysmutacji dajac 1,5-dihydroflawing RFH; i ryboflawing
RF. RFH, moze ulega¢ utlenieniu do ryboflawiny pod wpltywem tlenu czasteczkowego

obecnego w warunkach reakcji, zamykajac w ten sposob cykl reakceji redoks [45].
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2. Reakcje przeniesienia protonu w zwigzkach flawinowych

Przeniesienie protonu w stanie wzbudzonym

Czasteczka zwiazku w roznych stanach elektronowych, podstawowym czy wzbudzonym,
singletowym czy trypletowym, stanowi odrgbne indywiduum z wtasciwymi sobie cechami,
takimi jak: dlugo$¢ wiazan, katy migdzy wiazaniami, rozklad tadunku, wreszcie
reaktywno$¢ chemiczna, stanowiac zespot izomerdéw elektronowych [56].

Wzbudzenie impulsem energii powoduje zmiang rozkladu gestosci elektronowej
niekiedy przegrupowanie atoméw w czasteczce, implikujac zmiany jej wilasciwosci
kwasowo-zasadowych, co w koncowym efekcie moze prowadzi¢ do tautomeryzacji, czyli
zjawiska wewnatrzczasteczkowego przeniesienia protonu [57-61]. Przeniesienie protonu w
czasteczce zwiazku aromatycznego powoduje znaczne zmiany elektronowe i strukturalne,
ktérym moga towarzyszy¢ znaczne zmiany momentow dipolowych i geometrii czasteczki.
Zmiany wewnatrzczasteczkowe czgsto odzwierciedlane sa w obserwowanych efektach
spektroskopowych, takich jak znaczne przesunigcie maksimum fluorescencji. Dynamika
transformacji uktadu silnie zalezy od natury rozpuszczalnika, gldéwnie od jego zdolnosci do
tworzenia wiazan wodorowych. Tautomery, jako rozne indywidua charakteryzuja sig
innymi wlasciwosciami chemicznymi i fotochemicznymi. Tautomeryzacja stanowi wigc
bardzo istotne zagadnienie nie tylko z punktu widzenia fizyki, ale takze chemii i biologii

[58,62].

W ramach procesu przeniesienia protonu w stanie wzbudzonym wyr6znia si¢ trzy grupy
reakcji:

e micdzyczasteczkowe przeniesienie protonu w  molekularnych  dimerach i1
heterodimerach, powstatych poprzez utworzenie wiazan wodorowych oraz w
heterodimerach,

e przeniesienie protonu w uktadach aromatycznych z udziatem rozpuszczalnika,

e wewnatrzczasteczkowe przeniesienie protonu.

Zasadnicza trudno$§¢ w obrgbie podanej klasyfikacji stanowi rozrdznienie procesu
wewnatrzczasteczkowego 1 efektow rozpuszczalnikowych, gdy te ostatnie sa zrodiem
reakcji konkurujacych z przeniesieniem protonu zaré6wno w stanie podstawowym jak i

wzbudzonym, zaburzajac obraz samego procesu przeniesienia protonu [63].
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Dla wigkszosci reakcji wewnatrzczasteczkowego przeniesienia protonu mamy do
czynienia z przeniesieniem protonu pomigdzy nastgpujacymi grupami donorowymi i
akceptorowymi [58]:

- od atomu tlenu grupy hydroksylowej do atomu tlenu grupy karbonylowej,

- od atomu tlenu grupy hydroksylowej do heterocyklicznego atomu azotu,

-od atomu azotu do heterocyklicznego atomu azotu,

- od atomu azotu do atomu wegla.

Do opisu zjawiska tautomeryzacji, stosuje si¢ cztery podstawowe mechanizmy, wsrdd

ktorych wyro6znia sig [57,57,58].

1. ultra-szybkie przeniesienie protonu wzdluz wewnatrzczasteczkowego wigzania
wodorowego (intrinsic intramolecularproton transfers); obserwowane np. w 3-
hydroksyflawonie,

2. jednoczesne przeniesienie dwodch protondw (concerted biprotonic transfers);
obserwowane np. w dimerze 7-azaindolu,

3. statycznie i dynamicznie katalizowane przeniesienie protonu (static and dynamic
catalysis of proton transfer); zachodzace np. w lumichromie, adeninie i guaninie),

4. wymiana protonu (proton relay transfer), zachodzqce np. w 7-hydroksychinolinie).

Czasteczki tego samego zwiazku moga ulegac reakcji przeniesienia protonu wedlug kilku
roznych mechanizméw w zalezno$ci od tego czy zachodzi ona wylacznie w badanej
czasteczce, czy tez z udzialem innych molekut [57]. Uwaza sig, ze tylko mechanizm
ultraszybkiego wewnatrzczasteczkowego przeniesienia protonu (intrinsic intramolecular
proton transfers) opisuje rzeczywisty proces wewnatrzczasteczkowego przeniesienia
protonu, pozostate natomiast charakteryzuja migdzyczasteczkowe przeniesienie protonu w

klatce rozpuszczalnika [58].
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Ponizej zaprezentowano charakterystyczne przyktady dla poszczegolnych przypadkow.

1. Ultra-szybkie przeniesienie protonu wzdluiz wewnatrzczasteczkowego wiazania
wodorowego (intrinsic intramolecular proton transfers) zaklada tworzenie wiazania

wodorowego w obrebie czasteczki pomigdzy grupa donorowa i akceptorowa (rys. 4).

o R

'C|')

:0 H
3-hydroksyflawon tautomer pyridyliowy

Rysunek 4. Struktury tautomeryczne powstajace w czasie procesu przeniesienia protonu w
czasteczce 3-hydroksyflawonu obserwowane w szkliwach weglowodorowych,
wedtug [57]

2. Jednoczesne przeniesienie dwuprotonowe (concerted biprotonic transfers), w ktérym
donor protonu znajduje si¢ w znacznej odlegtosci od akceptora i w zwiazku z tym wymaga
posrednictwa czasteczki rozpuszczalnika lub utworzenia wodorowo zwigzanego dimeru; w
czasteczce 7-azaindolu ten typ tautomeryzacji obserwowany jest w etanolu, w eterze
etylowym lub dioksanie zawierajacych niewielka ilos¢ wody, co umozliwia tworzenie

monosolwatow (rys. 5) [57,64].

1 7 A
H
H H C|)/
H
7-azaindol monohydrat 7-H-tautomeru

Rysunek 5. Struktury tautomeryczne powstajace w czasie procesu przeniesienia protonu w
czasteczce 7-azaindolu, wedtug [57]
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3. Statycznie 1 dynamicznie katalizowane przeniesienie protonu (static and dynamic
catalysis of proton transfer) obserwowane w przypadku zasad purynowych wymaga

silnego katalizatora, w postaci czasteczki kwasu octowego lub pirydyny (rys.6).

NH,
N = . N\
K 3 9
N \
. H
|
0 0
CH, CH,
adenina guanina

Rysunek 6. Struktury tautomeryczne powstajace w czasie procesu przeniesienia protonu w
czasteczce adeniny i guaniny, wedtug [57]

Chang 1 wspotpr. [65] donosza, ze 7-azaindol moze réwniez ulega¢ tautomeryzacji
wedlug tego mechanizmu w rozpuszczalnikach niepolarnych poprzez kompleksy z

czasteczkami alkoholi i kwaséw organicznych (rys.7).
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Rysunek 7. Struktury tautomeryczne powstajace w czasie procesu przeniesienia protonu w
czasteczce 7-azaindolu poprzez kompleks z alkoholem i z kwasem, wedtug [65]
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4. Tautomeryzacja poprzez wymiang protonu (proton relay transfer), obserwowana jest

m.in. w czasteczce 7-hydroksychinoliny, wymaga udzialu co najmniej dwodch czasteczek

metanolu (rys.8).

X
F
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| R
7-hydroksychinolina

Rysunek 8. Ilustracja przeniesienia protonu w czasteczce 7-hydroksychinoliny, wedtug [57]
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Fototautomeryzacja w zwigzkach flawinowych

Szczegdlnie interesujacy przyklad tautomeryzacji mozna zaobserwowa¢ w przypadku
czasteczki lumichromu. W tym przypadku mamy do czynienia z mechanizmem zaréwno
statycznie jak i dynamicznie katalizowanego przeniesienia protonu. W obecno$ci kwasu
octowego proces zachodzi wedlug mechanizmu statycznej katalizy, w wyniku ktorej

dochodzi do podwojnego przeniesienia protonu (rys.9) [66-68].
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Rysunek 9. Ilustracja procesu fotoindukowanego przeniesienia protonu w czasteczce 7,8-
dimetyloalloksazyny A (lumichromu), z utworzeniem tautomeru
7,8-dimetyloizoalloksazyny B, w obecno$ci kwasu octowego, na podstawie [66]
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Natomiast w przypadku zastosowania pirydyny jako czynnika wymuszajacego
przeniesienie protonu, zachodzi reakcja wedlug mechanizmu dynamicznej katalizy. W
stanie podstawowym powstaje wodorowo zwiazany kompleks pomigdzy czasteczka
pirydyny i lumichromu. Po wzbudzeniu lumichromu czasteczki tworza parg jonowa. W
wyniku relaksacji rotacyjnej czasteczka pirydyny przenosi proton do pozycji N(10)
(rys.10) [57,66,69-71].
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Rysunek 10. Ilustracja procesu fotoindukowanego przeniesienia protonu w czasteczce
7,8-dimetyloalloksazyny (lumichromu) w obecnosci pirydyny,
na podstawie [57,66,69]
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Przeniesienie protonu w czasteczce lumichromu w wodzie stanowi odrgbne 1
skomplikowane zagadnienie (rys.11), poniewaz rOwnowagi w stanie wzbudzonym ustalaja

si¢ w wyniku proces6w tautomerii i jonizacji [67,72,73].
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Rysunek 11. Ilustracja procesu fotoindukowanego przeniesienia protonu w czasteczce
7,8-dimetyloalloksazyny (lumichromu) w obecnosci wody, wedtug [74]

Jedna z cech charakteryzujacych tautomery sa ich wtasciwosci spektralne. W zwiazku
z tym rozw0j spektroskopii dotyczacej przeniesienia protonu umozliwia bardziej wnikliwe
badanie procesow tautomeryzacji. Stosowane sa metody stacjonarne i czasowo — zalezne,
w szczegoOlnosci takie jak spektroskopia ramanowska czy fotoliza blyskowa, a takze
metody spektro- elektrochemiczne, pozwalajace bada¢ procesy utleniania i redukcji [75].
Jedna z metod dostarczajacych informacji dotyczacych dynamiki proceséw przeniesienia
protonu w ukladach z wiazaniem wodorowym jest czasowo-zalezna spektroskopia
oscylacyjna [63]. Mozliwos¢ stosowania metod spektroskopii czasowo-zaleznej w
szerokim zakresie czasowym, od femtosekund do mikrosekund, umozliwia wyjasnianie

procesOW przeniesienia protonu od ultra-szybkich po zaskakujaco powolne [57].
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Tautomeryzacja alloksazynowo- izoalloksazynowa

Ustalono, ze wzbudzona czasteczka lumichromu ulega indukowanemu $wiatlem
przeniesieniu protonu z pozycji N(1) do pozycji N(10) przechodzac w tautomer flawinowy
[57].

Zjawisko fotoindukowanej tautomeryzacji wiaze ze soba zwiazki z grupy alloksazyn,
ktorej przedstawicielem jest lumichrom, z grupa izoalloksazyn, ktéra jest przedmiotem
prezentowanej rozprawy. Obie grupy zwiazkow zaangazowane sa w wiele biologicznych i
fotochemicznych procesow, a sam lumichrom (alloksazyny) jest gldownym produktem
biodegradacji ryboflawiny (izoalloksazyny) [76,77]. W stanie podstawowym w obecnosci
pirydyny entalpia procesu tautomeryzacji lumichromu do odpowiedniej pochodnej
izoalloksazynowej (7,8-dimetyloizoalloksazyny) wynosi 11,8 kcal/mol [78]. W zwiazku z
tak znaczna endotermiczno$cia nie obserwuje si¢ tego procesu w stanie podstawowym.
Pod wptywem absorpcji $wiatla wzrasta kwasowo$¢ atomu wodoru w pozycji N(1) i ro$nie
zasadowos¢ pozycji N(10) [78]. Zjawisku przeniesienia protonu w stanie wzbudzonym
sprzyja tworzenie wigzan wodorowych z czasteczka pirydyny i1 czasteczkami kwasu
octowego. W obecnosci tych czynnikow, na skutek absorpcji kwantu $wiatla zostaje
zainicjowane przeniesienie protonu pomig¢dzy pozycja N(1) a pozycja N(10) pierscienia
(Rysunek 9 i 10, str. 29-30), w wyniku czego ze struktury alloksazynowej powstaje
struktura izoalloksazynowa. Tautomer izoalloksazynowy w stanie podstawowym, jako
termodynamicznie nietrwaly, przechodzi w pochodna o strukturze alloksazynowej
[57,66,78,79]. Pasmo emisji tautomeru izoalloksazynowego =zarejestrowali Koziot i
wspoOtpr. [66] w widmie lumichromu w 5% roztworze pirydyny w glicerolu.

Widmo emisji anionu zdeprotonowanego w pozycji N(1) jest identyczne jak widmo
emisji izoalloksazyn [57]. Tautomeria alloksazynowo-izoalloksazynowa we wzbudzonym
stanie singletowym przejawia si¢ m.in. spadkiem intensywno$ci luminescencji z
maksimum przy ok. 480 nm (20,8 x10° cm™) i wyksztalceniem nowego pasma emisji z
maksimum przy ok. 525 nm (19,1 x10° cm™).

Jak wspomniano wczesniej, pod wplywem wzbudzenia do stanu trypletowego
zauwaza si¢ wyrazny wzrost zasadowosci zaréwno dla czasteczek alloksazyn i
izoalloksazyn, widoczny we wzroscie wartosci pK,. (od -2 do 8 dla alloksazyn). Na
podstawie wynikodw obliczen dotyczacych orbitali molekularnych (metoda PPP 1 CNDO)
mozna oczekiwac, ze pozycja N(1) jest najbardziej zasadowa w stanie podstawowym, a w
stanie wzbudzonym, wskutek wzrostu gestosci elektronowej wigksza zasadowos¢ zyskuje

pozycja N(5) [17,37,38]. Potwierzaja to takze badania Salzmann i Marian [80], wykonane
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dla czasteczki lumiflawiny protonowanej w pozycji N(1) 1 N(5), oraz zdeprotonowanej w
pozycji N(3) metodami DFT/MRCI).

Tautomeryzacja w stanie podstawowym jest mozliwa jedynie w drastycznm pH
roztworu, a otrzymanie na drodze syntezy pochodnej z charakterystycznym dla
izoalloksazyn trans-diazadienowym uktadem wiazan i1 jednoczes$nie niepodstawiona
pozycja N(10) wydaje si¢ niemozliwe [81].

Woda i kwas octowy dziataja w reakcji tautomeryzacji jako katalizator zaréwno
kwasowy jak i zasadowy. Tworza bowiem wigzania wodorowe z czasteczka alloksazyny w
stanie podstawowym z udziatem pozycji N(10). W czasteczce zwiazanej wiazaniami
wodorowymi istnieje inny rozktad tadunku, ktéry powoduje wzrost zasadowosci na
atomach tlenu. W ten sposob powstaja kolejne wiazania wodorowe (z udziatem pozycji
N(1) pierscienia). Czasteczki kwasu octowego i wody pozostaja zwigzane wigzaniami
wodorowymi w pozycji N(1) tautomeru izoalloksazynowego [72].

Encinas 1 wspotpr. [27,82] badali zachowanie lumichromu w roztworach
metanolowych w obecnosci amin o roéznym stopniu zasadowosci. Zauwazono, ze
zastosowanie amin o duzej zasadowosci (pK>9 w wodzie), takich jak butyloamina,
powoduje przeniesienie protonu w czasteczce lumichromu juz w stanie podstawowym, a
takze we wzbudzonym stanie singletowym. Badania wykazaty, ze lumichrom w obecnosci
amin o mniejszej zasadowosci (trietanoloamina, aminy alifatyczne) nie ulega deprotonac;ji,
a podlega przeniesieniu elektronu w stanie wzbudzonym.

Rozklad tadunku w czasteczce lumichromu.w roztworach wodnych zalezy od
protonacji lub deprotonacji pozycji N(1) 1 N(10), a wigc powstawanie ukladu
izoalloksazynowego moze by¢ wynikiem tych proceséw. Zmiana rozkladu ggstosci
elektronowej w powstajacym w rezultacie deprotonacji anionie zlokalizowanym w pozycji

N(1), (rys.12), prowadzi do powstania struktury izoalloksazynowej [83,84].
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Rysunek 12. Schemat procesu dysocjacji protonu w czasteczce lumichromu w stanie
podstawowym z powstajaca struktura izoalloksazynowa, na podstawie [83]

Obecno$¢ struktury izoalloksazynowej wykazano badajac witasciwosci spektralne
powstajacych anionow zlokalizowanych na N(1) i N(3). Z uzyskanych danych wynika, ze
widma emisji 1 wzbudzenia dla formy z tadunkiem zlokalizowanym na atomie N(1)

posiadaja cechy charakterystyczne dla widma lumiflawiny [37].
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Rysunek 13. Schemat procesu protonowania czasteczki lumichromu z powstajacymi dwoma
kationami o strukturze alloksazynowej i izoalloksazynowej, na podstawie [83]

Rysunek 13 przedstawia schemat reakcji protonowania czasteczki lumichromu w stanie
podstawowym. Zmiana ggstosci elektronowej pod wplywem protonowania moze
powodowaé zmiany w uktadzie wigzan podwdjnych, a powstajace kationy moga mie¢
struktur¢ alloksazynowa jak i izoalloksazynowa. Ich obecno$¢ zostala potwierdzona
widmami absorpcji kationow 1-metylo lumichromu 1 3-metylo-lumichromu otrzymanych

w drastycznyh warunkach pH. Ponadto zarejestrowano tez widma FT IR i FT Ramana dla
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lumichromu zaadsorbowanego na powierzchni jonoéw srebra, na podstawie ktérych
wykazano obecno$¢ struktury izoalloksazynowej. Stabilnos$¢ struktury izoalloksazynowej
determinuje wigc z jednej strony struktura kationowa, z drugiej anion zlokalizowany na

atomie azotu N(1) [83,84].
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3. Porownawcza charakterystyka wlasciwosci izo- i alloksazyn

Alloksazyny 1 izoalloksazyny sa zwiazkami o zblizonej strukturze, cho¢ reprezentuja dwie
odrgbne klasy zwiazkow heterocyklicznych. Jak wspomniano wcze$niej, podstawowy
element struktury czasteczek alloksazyn i izoalloksazyn stanowi trdjcztonowy pierscien,
ktoéry sktada sig¢ z pierScienia benzenowego, pirazynowego i pirymidynowego, z centrami
aktywnymi w pozycjach N(10), N(5), N(3) i N(1), a w pozycjach C(2) i C(4) posiada
rowniez dwa atomy tlenu o charakterze karbonylowym. W zwiazku z tym nazwa
systematyczna alloksazyn brzmi (7,8-dimetylo-benzo[g]-pterydyna-2,4-(/H,3H)-dion).
Najbardziej znanym zwiazkiem nalezacym do tej grupy zwiazkow heterocyklicznych jest
lumichrom (Rysunek 14). Struktura alloksazynowa w okreslonych warunkach w wyniku
foto-indukowanej reakcji tautomeryzacji moze przechodzi¢ w struktur¢ izoalloksazynowa
[66,67,78,85]. Struktury te roznia si¢ migdzy soba obecnoscia podstawnika w pozycji
N(10) pierscienia (w przypadku izoalloksazyn), a co za tym idzie, innym polozeniem
uktadu diazadienowego -N=C-C=N- w czasteczce. W czasteczkach alloksazyn wystepuje
on w konfiguracji cis, a w izoalloksazynach w konfiguracji trans. Nazwa systematyczna
izoalloksazyn brzmi wigc (10-podstawiona 2,3,4,10-tetrahydro-benzo[g]-pterydyna-2,4-
dion) [19]. Na rysunku 14 pokazano przyktad struktury alloksazynowej (lumichrom) i

izoalloksazynowej (lumiflawina), z zaznaczeniem konfiguracji uktadu diazadienowego.

T [
HsC 1!31\ N\’/O HsC N /N o}
1
II = N Ii = \SL/
HsC N S HaC N >y
A B
O 0]
A struktura alloksazynowa - Lumichrom B struktura izoalloksazynowa -
Lumiflawina

Rysunek 14. Struktura alloksazynowa (A) na przyktadzie lumichromu i struktura
izoalloksazynowa (B) na przyktadzie lumiflawiny
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Zaréwno zwiazki o strukturze alloksazynowej jak 1 izoalloksazynowej obecne sa w
srodowisku naturalnym. Sa produktami metabolizmu organizméw zywych jako rezultat
bakteryjnej, chemicznej lub fotochemicznej degradacji flawin (7,8-dimetylo-pochodnych
izoalloksazyny) [76,77,86]. Zaréwno pochodne lumichromu jak i flawiny znane sa jako
czynniki fotosensybilizujace poprzez stan trypletowy utlenianie substancji biologicznych
takich jak aminokwasy czy biatka [9,79]. Flawiny, zwiazki o strukturze izoalloksazynowej,
stanowia tez m.in. naturalne koenzymy. Najbardziej znane to FMN 1 FAD (Rysunek 1,
str. 2).

Mogtoby si¢ wydawaé, ze zwiazki o tak zblizonej strukturze jak alloksazyny i
izoalloksazyny, charakteryzowane sa przez podobne wtasciwosci spektalne 1 fotofizyczne.
Prowadzone od lat badania pokazuja jednak wyraznie, ze zwiazki te wykazuja do$¢ istotne
réznice w tym zakresie.

W zakresie spektralnym UV-Vis alloksazyny i izoalloksazyny wykazuja intensywna
absorpcj¢ promieniowania, przy czym pasma izoalloksazyn sa przesunig¢te w kierunku fal
dhuzszych w stosunku do odpowiednich pasm rejestrowanych dla alloksazyn. Ilustruja to
odpowiednie widma absorpcji i emisji na rysunkach 15 i 16 (str.39). Wyrazne rdznice
obserwuje si¢ rowniez w zakresie fluorescencji tych dwoch klas zwiazkow. 1zoalloksazyny
fluoryzuja znacznie intensywniej, wykazujac wydajnos¢ kwantowa fluorescencji
dziesigciokrotnie wyzsza, niz ich odpowiedniki w grupie alloksazyn. Maksimum pasma
fluorescencji dla izoalloksazyn jest przesunig¢te w kierunku fal dluzszych w poréwnaniu z
odpowiednim maksimum fluorescencji alloksazyn. Lumiflawina wykazuje fluorescencj¢ z
maksimum przy 531 nm (18,8 x10° cm™) (w acetonitrylu), natomiast lumichrom (w
acetonitrylu) posiada widmo fluorescencji z maksimum przy 453 nm (22,1 x10° cm™),.
Réznica w potozeniu maksiméw fluorescencji jest wigc do$¢ znaczna i wynosi okoto 100
nm. Dhugie czasy zycia fluorescencji izoalloksazyn wyraznie odrdzniaja t¢ grupe
zwiazkow od alloksazyn. Zaniki fluorescencji dobrze opisuja krzywe jednowyktadnicze

[4,85]
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Na podstawie obliczen teoretycznych stwierdzono, ze zaro6wno w czasteczkach
alloksazyn jak i izoalloksazyn obecne s stany singletowe n-n* i n-n* o zblizonej energii
[4,85,87,88]. Sikorska i wspotpr. [85], na podstawie obliczen potwierdzili, ze przej$cia
elektronowe o najnizszej energii dla izoalloksazyn maja natur¢ n—n*, w czym upatruje si¢
przyczyny duzych wartosci wydajnosci kwantowej fluorescencji oraz dtugich czasow zycia
stanu wzbudzonego. Towarzyszace im przejscia o charakterze n—n*, ze wzgledu na
niewielka sile¢ oscylatora, nie sa widoczne w widmie absorpcji. Jednoczesnie wyzsze
wartosci wydajnosci kwantowej fluorescencji implikuja mniejsze state szybko$ci procesow
nieradiacyjnych, a wartosci statych szybkosci dla procesow radiacyjnych alloksazyn i
izoalloksazyn ksztaltuja si¢ w obrgbie tego samego rzedu wielkosci. Natomiast wpltyw
rozpuszczalnika na wielkosci statych szybkosci procesow radiacyjnych i nieradiacyjnych
jest niewielki. Jedynie w przypadku wody obserwuje si¢ wyrazny wzrost wartosci
wspomnianych statych szybkosci [85].

W przypadku alloksazyn wyraznie widoczny jest wptyw rozpuszczalnika na procesy
fotofizyczne zachodzace w czasteczkach. Najnizsze singletowe stany wzbudzone w
przypadku alloksazyn maja konfiguracje n-n*, co determinuje znacznie nizsze wartosci
wydajnosci kwantowych fluorescencji. Dla tej grupy zwiazkéw Sikorska 1 wspolpr. [19]
zauwazyli wyrazny wpltyw podstawnika na charakter przejScia. W przypadku obecnos$ci
grup metylowych podstawionych w pozycjach C(6) i C(9) pier§cienia benzenowego
obserwuje si¢ nawet inwersj¢ lezacych blisko na skali energii przej$¢ o charakterze n-n* i
n-t* w poréwnaniu z innymi alloksazynami. Energia przej$¢ typu n—n* w niewielkim
stopniu ulega wptywom podstawnikow obecnych w czasteczce, podczas gdy obserwuje si¢

taka zalezno$¢ dla najnizej potozonych przejs¢ o charakterze n—n* [19].
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W celu zilustrowania zagadnien omawianych w tym rozdziale i1 ulatwienia dokonania
porownan dane spektralne i1 fotofizyczne dla podstawowych przedstawicieli obu grup

zwiazkow zamieszczono w Tabeli 1.

Tabela 1. Dane spektralne i fotofizyczne dla alloksazyn i izoalloksazyn w stanie singletowym w
metanolu [19]

zwiazek A /nm A /nm  Ap /nm OF w/ns k. /10%T Ky /107

lumichrom 339 384 453 0.032 1.04 0.30 93

lumiflawina 351 442 531 0.13 6.8 0.19 1.3

W czasteczce lumichromu mozliwe jest przytaczenie grupy, ktora jest donorem protonu w
pozycji N(10) i N(5), a w czasteczce lumiflawiny w pozycji N(1) i N(5). Z analizy wptywu
podstawnikéw obecnych w czasteczkach alloksazyn i izoalloksazyn w wymienianych
pozycjach pierscienia wyprowadzono wniosek, ze kluczowa role speinia wiazanie
wodorowe utworzone w pozycji N(5). Zgodnie z tym co podaje Sikorska i wspotpr. [85]
dla alloksazyn wigzania wodorowe powstaja w nastepujacej kolejnosci N(10), N(5), C(2) i
C(4) [89], podczas gdy dla izoalloksazyn sugeruje si¢ kolejnos¢ N(1), C(2) 1 C(4), a
nastgpnie N(5) [90]. Na podstawie obliczen teoretycznych sugeruje sig, ze w czasteczkach
izoalloksazyn obecno$¢ wigzan wodorowych w pozycji N(5) powoduje przesunigcie obu
dhugofalowych pasm absorpcji w kierunku fal dluzszych; obecnosé¢ wiazan wodorowych w
pozycji N(1) przesuwa pasmo A; w kierunku fal krotszych, a pasmo A, w kierunku fal
dhluzszych [91]. Pozwala to wyprowadzi¢ wniosek, ze zarowno dla alloksazyn jak i
izoalloksazyn w przesunigciu pasma absorpcji odpowiednio przy 334 / 342 nm (Tabela 1)
kluczowa rolg peini obecno$¢ wiazania wodorowego w pozycji N(5), a w dalszej
kolejnosci N(1) dla izoalloksazyn, a dla alloksazyn wigzanie w pozycji N(10) [85,89-91].

W procesie hydrolizy kationorodniki pochodnych lumichromu sa o kilka rzedéw
wielkosci mniej stabilne niz odpowiednie pochodne flawin, chociaz wartosci pK, dla
deprotonacji sa podobne i wynosza odpowiednio 5.6 dla I-metylolumichromu i 6 dla
lumiflawiny [92].

W przypadku alloksazyn, wraz ze wzrostem polarnosci rozpuszczalnika i jego
protycznej natury maleja wartosci statych szybkosci proceséw radiacyjnych 1

nieradiacyjnych, podczas gdy izoallosazyny pozostaja niewrazliwe na wspomniane
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parametry rozpuszczalnika. Jedynie w wodzie dla izoalloksazyn obserwuje si¢ wzrost

statych szybkosci proceséw radiacyjnych i nieradiacyjnych [19,85].
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4. Flawiny jako fotosensybilizatory tlenu singletowego

Fotosensybilizacja i fotosensybilizowane utlenianie

Zjawisko fotosensybilizowanego utleniania lezy u podstaw reakcji fotodynamicznych i w
zwiazku z tym notuje si¢ znaczne zainteresowanie mechanizmem tego procesu w uktadach
biologicznych zaré6wno w szkodliwym jak i terapeutycznym aspekcie tego zjawiska
[93,94].

W procesie fotosensybilizacji czasteczka sensybilizatora na skutek absorpcji
promieniowania elektromagnetycznego o odpowiedniej dtugosci fali, ulega wzbudzeniu do
wyzszych stanéw elektronowych. Na skutek szybkiej konwersji wewngtrznej uzyskuje stan
elektronowo-wzbudzony S;, ktory moze ulec dezaktywacji na drodze fluorescencji,
konwersji wewngtrznej lub poprzez przejscie migdzysystemowe moze 0siagnaé najnizszy
wzbudzony stan trypletowy T;. Dezaktywacja stanu trypletowego jest procesem dos¢
dhugim (rzedu ps), dzigki czemu czasteczka, ktora ten stan osiagnglta moze ulega¢ dalszym
reakcjom. W obecnosci tlenu zachodza fotosensybilizowane reakcje utleniania, ktore moga
przebiega¢ wedlug dwoch podstawowych mechanizméw. Sa to: mechanizm 1 typu,
przebiegajacy poprzez rodnik; oraz mechanizm II typu, w ktorym formeg przejsciowa
stanowi tlen singletowy [93]. Wspomniane typy mechanizméw fotosensybilizowanego

utleniania przedstawiono na schemacie 3.
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Schemat 3, wedtug [94]
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Schemat fotosensybilizowanych reakcji utleniania I i II typu

Reakcje przebiegajace wedlug mechanizmu I typu moga zachodzi¢ poprzez oderwanie
atomu wodoru od czasteczki substratu lub poprzez przeniesienie elektronu migdzy
czasteczka wzbudzong a substratem. Powstale w ten sposob wolne rodniki reaguja dalej z
czasteczkami tlenu dajac aktywne formy tlenu, takie jak anionorodniki nadtlenkowe.
Mechanizm II typu zaktada proces przeniesienia energii pomi¢dzy donorem, ktory stanowi
czasteczka sensybilizatora, a akceptorem - czasteczka tlenu. Poprzez absorpcje
promieniowania fotosensybilizator zostaje wzbudzony do stanu S; i dalej na skutek
przejscia migdzysystemowego przechodzi w stan trypletowy T;. W kolejnym etapie
nastgpuje przeniesienie energii z czasteczki fotosensybilizatora w stanie T; na czasteczke
tlenu w stanie podstawowym, ktora ulega wzbudzeniu do stanu S;, dajac w ten sposob tlen

singletowy 0, (1Ag) [94,95].
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Wydajny sensybilizator powinien charakteryzowa¢ si¢ wysokim molowym
wspotczynnikiem absorpcji przy dlugosci fali promieniowania, ktérym jest wzbudzany;
wysoka wydajnoscia kwantowa tworzenia stanu trypletowego ( ¢1=0,4); dlugim czasem
zycia stanu trypletowego (t > 1us); odpowiednio duza energia stanu trypletowego (Er> 95
kJ mol™), a takze duza fotostabilnoécia [96]. Jako sensybilizatory tlenu singletowego znane
sa takie zwiazki jak biekit metylenowy, r6z bengalski, fluoresceina, porfiryny. W tabeli 2
przedstawiono wartosci podstawowych wielkos$ci charakteryzujacych najbardziej znane

sensybilizatory.

Tabela 2. Wydajnosci kwantowe fluorescencji (¢f), wydajnosci kwantowe przejscia
miedzysystemowego (@isc), oraz wydajnosci tworzenia tlenu singletowego (¢,), dla
wybranych sensybilizatorow

Sensybilizator Rozpuszczalnik Of P1sc (0N
cozyna *° woda 0.19° 0.64" 0.57°
fluoresceina *° woda 0.92° 0.05% 0.06"
naftalen > ¢ benzen 0.21 0.71 <0.62°
r6z bengalski® woda - - 0.75
(izooktan/D;0) - 0.78’ 0.81°
benzofenon &9 benzen 0.0 1.04 0.35°
porfiryna ° - ~0.0 ~1.0 0.85
ryboflawina " &" metanol 0.39¢ 0.6" 0.51"
perinaftenonk’1 - 0.008' ~1.0' 0.95"

Dane zaczerpniete z literatury: a [97], b [98], ¢ [99], d [56], ¢ [100], £ [101], g [102], h [103], i [104], j [105],
k [106], 1[107]

Wiele endogennych 1 egzogennych fotosensybilizatoréw moze wywolywaé reakcje
fototoksyczne i fotoalergiczne (np. flawiny czy protoporfiryny). Podobnie jest z wieloma
sensybilizatorami barwnikowymi, aktywowanymi za pomoca $wiatla. Istotng z punktu
widzenia zastosowan biologicznych klasa sensybilizatorow fotoutleniajacych sa
trypletowo-wzbudzone ketony, ktore mozna generowa¢ wewnatrz komorki zardwno
poprzez poddawanie dziataniu $wiatla chromoforéw endogenicznych jak i w wyniku
reakcji ciemnych (np. utlenianie enzymatyczne) [93].

Nanosferyczna struktura fulerenow okazala si¢ takze niezwykle wydajna w procesie

przeniesienia energii pomiedzy czasteczka zwiazku a czasteczkami tlenu. Fulereny w
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roztworach wodnych 1 w obecnosci czynnikéw redukujacych produkuja zaréwno tlen
singletowy jak i anion nadtlenkowy, ze znaczna przewaga tego ostatniego indywiduum
[108]. Nie jest do konca jasne, ktore z wymienionych indywidudéw stanowi glowny
czynnik cytotoksyczny w terapii fotodynamicznej. Jeden z postulowanych mechanizméw
dotyczy dziatania rodnika hydroksylowego, powstajacego z nadtlenku wodoru,
katalizowany przez jony Fe’" lub Cu’. Uwaza sie, Zze nadtlenek wodoru powstaje w
tkankach w wyniku dysmutacji anionu nadtlenkowego albo w wyniku katalizy
enzymatycznej albo samoistnie (w sposob naturalny). W mys$l innego postulowanego przez
badaczy mechanizmu cytotoksyczna reakcja jest kontrolowana dyfuzja pomigdzy anionem
nadtlenkowym 1 tlenkiem azotu, tworzac wysoce toksyczny nadtlenek azotynu (ONOQO).
Podwyzszony poziom tlenku azotu obecny jest zarowno w chorobach nowotworowych jak
i w infekcjach, co moze wzmacnia¢ dziatanie selektywne [109,110].

Za wydajny fotosensybilizator tlenu singletowego uchodzi rowniez ryboflawina [110].
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Tlen singletowy

Tlen jako silny czynnik utleniajacy moze uczestniczy¢ w wielu reakcjach chemicznych.

Poniewaz reakcje utleniania sa na ogédt procesami nieodwracalnymi, a reakcje uboczne

moga generowac toksyczne produkty, powszechno$¢ wystgpowania tego czynnika moze

stanowi¢ powazne zagrozenie, bezposrednie 1 posrednie, dla organizméw zywych. Aby
tlen mogl by¢ uzytecznym reagentem, reakcje jakim ulega musza by¢ wnikliwie
kontrolowane tak, aby zapewni¢ ich przebieg zgodny z oczekiwaniami. Zagadnienie to
stanowi wigc pole do aktywnej dziatalnos$ci badawczej w zakresie $ledzenia mechanizmow
kontrolujacych przebieg reakcji biochemicznych zachodzacych z udziatem tlenu [111].
Tlen czasteczkowy posiada niezwykle wlasciwosci, ktore umozliwiaja wydajne

wygaszanie standw wzbudzonych czasteczek organicznych. Wiasciwosci te dotycza w

szczegoOlnosci:

- W podstawowym stanie elektronowym czasteczka tlenu posiada multipletowos¢
trypletowa, konfiguracja ta wzmacnia przejScie migdzysystemowe w czasteczkach
zwiazkow organicznych;

- obecnosci dwoch nisko potozonych singletowych stanow wzbudzonych (o energiach
odpowiednio 94 i 157 kJ mol™), ktére moga by¢ obsadzane w procesie wygaszania
najbardziej wzbudzonego stanu trypletowego lub niektérych wzbudzonych stanow
singletowych zwiazkow, zachodzacego na drodze przeniesienia energii;

- oraz stosunkowo latwej redukcji czasteczki O, do anionorodnika nadtlenkowego O,
ktéry wplywa na stopien wygaszania tlenu i mierzona wydajno$¢ tworzenia tlenu

singletowego [112,113].

Stany elektronowe oraz poziomy energetyczne czasteczki tlenu przedstawia rysunek 17.
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Rysunek 17. Stany elektronowe i ich energie dla czasteczki tlenu, T, dla czasteczki w roztworze
wodnym, na podstawie [56,114,115]

Jak wspomniano wcze$niej, tlen czasteczkowy we wzbudzonym stanie singletowym,
Og(lAg), odgrywa glowna role w degradacji wielu rdéznych materiatow, a takze w
indukowanej $wiattem destrukcji komorek zywych. Bezposrednie przejscie od
trypletowego stanu podstawowego tlenu, O»(° Zg_), na singletowy stan wzbudzony, Oz(lAg),
jest wzbronione. Proces otrzymywania tlenu singletowego moze odbywac si¢ poprzez
przeniesienie energii od stanu trypletowego fotosensybilizatora do stanu podstawowego
tlenu, 02(32g_) [116]. Zjawisko to ma zastosowanie we wspomnianej wyzej terapii
fotodynamicznej [117]. Przejscie od stanu wzbudzonego OzlAg do stanu podstawowego
0, g_ ) takze jest wzbronione, w zwiazku z tym czasteczka tlenu w stanie 1Ag jest
indywiduum dtugo — zyjacym (w roztworze od 10° s w wodzie do 10° s w CCl, , w fazie
gazowej pod niskim ci$nieniem ok.45 min.). [56,118]. Okreslenie tlen singletowy odnosi
si¢ do czasteczki tlenu znajdujacej si¢ we wzbudzonych stanach singletowych ]Ag lub 12g+
[116]. Pierwszy stan wzbudzony posiada multipletowo$¢ singletowa, a obydwa elektrony
sa sparowane na jednym orbitalu (oznaczany Oz(lAg), rys. 17) [116]. Ze wzgledu na
zakladang szybka konwersj¢ wewngtrzna pomigedzy stanami singletowymi, pojecie tlenu
singletowego odnosito si¢ zwykle do pierwszego wzbudzonego stanu singletowego
czasteczki tlenu, ostatnie prace pokazaly, ze mozliwa jest rowniez reaktywno$¢ tlenu w

drugim stanie wzbudzonym [119,120].

Tlen singletowy powstaje w wyniku wygaszania przez czasteczki tlenu standéw

wzbudzonych, zaréwno singletowych jak 1 trypletowych, czasteczek zwiazkow
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organicznych. Wydajnos$¢ tworzenia tlenu singletowego oraz wielkos$¢ statych wygaszania
waha si¢ w do$¢ szerokich granicach i zalezy gtownie od struktury uzytego zwiazku, od
rodzaju stanu wzbudzonego, ktory jest wygaszany oraz od rodzaju uzytego
rozpuszczalnika [95].

Tlen singletowy uwazany jest za gléwny czynnik cytotoksyczny zaangazowany w
terapii fotodynamicznej [93,121,122]. Terapia fotodynamiczna jest nieinwazyjna metoda
zwalczania nowotwordw przez potaczone uzycie promieniowania o niskiej energii i lekow
spelniajacych role fotosensybilizatora. Tlen w procesie terapeutycznym spetnia rolg
silnego srodka utleniajacego i jest wykorzystywany do niszczenia niepozadanych komoérek
1 catych tkanek. Tworzenie tlenu singletowego pociaga za soba rdéwniez procesy
niepozadane, takie jak fotoutlenianie lekéw czy bioczasteczek i w ten sposob stanowi
jedna z gldéwnych przyczyn ich toksycznosci [93,122].

W czasie zycia w najnizszym stanie wzbudzonym czasteczka tlenu singletowego w
uktadzie biologicznym dyfunduje na odlegtosci mniejsze niz $rednica komorki. Dlatego
pozadanym jest znalezienie takich sensybilizatorow, ktére nie tylko moga selektywnie
atakowac¢ chore komorki, ale nawet rozpoznawaé¢ odpowiednie organelle komodrkowe.
Ponadto wazne jest rozwinigcie metod, dzigki ktorym wydajnos¢ produkcji tlenu
singletowego w danym procesie mogtaby by¢ selektywnie kontrolowana, aby tym samym

zapewni¢ jego dziatanie w bezpiecznym zakresie [117].
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Terapia fotodynamiczna

Pierwsze wzmianki w literaturze dotyczace =zastosowania $wiatla w procesie
terapeutycznym siggaja przelomu XIX 1 XX wieku. kiedy Raab i Tappeiner zauwazyli, ze
akrydyna w potaczeniu ze $wiattem wywotuje efekt toksyczny w stosunku do organizmow
zywych. Pierwszy przypadek zaaplikowania fotosensybilizatora u ludzi sigga 1900 roku,
kiedy to Prime stosujac eozyng¢ w terapii neurologicznej, zauwazyl na skorze dodatkowy
efekt fotouczulania, wywotany dziataniem $§wiatla. Odkrycie to sktonito Tappeinera i
Jesionka do zastosowania eozyny w polaczeniu ze $wiattem w leczeniu nowotworéw
skéry. Termin ,,dziatanie fotodynamiczne” zostal wprowadzony przez Hermana von
Tappeinera i Jodlbauera w 1907 roku, ktérzy wskazali na udzial tlenu w reakcjach
fotosensybilizacji [123].

Terapia fotodynamiczna (PDT, Photodynamic therapy) jest metoda leczenia wielu
chorob[124]. Stosuje si¢ ja do leczenia zmian patologicznych o charakterze
nowotworowym, a takze w przypadku innych schorzen. Zakres stosowania terapii
fotodynamicznej zostal znacznie poszerzony poprzez mechanizm zamykania naczyn
krwionos$nych (antivascular effect) i w zwiazku z tym moze by¢ wykorzystywany w
leczeniu schorzen wynikajacych z neowaskularyzacji, arteriosklerozy czy restenozy po
zabiegach angioplastyki oraz w przypadkach artretyzmu [109]. Ponadto metoda moze by¢
stosowana w diagnostyce, szczegdlnie w przypadku niewidocznych zmian chorobowych
[125].

W ramach terapii pacjent otrzymuje nietoksyczny lek, ktory akumuluje si¢ w tkance
nowotworowej. Z punktu widzenia fotochemii spetnia on rol¢ fotosensybilizatora. Zmiany
patologiczne poddaje si¢ nastgpnie naswietlaniu promieniowaniem widzialnym o dtugosci
fali lezacej w zakresie pasma absorpcji sensybilizatora, ktore uaktywnia sensybilizator
poprzez wzbudzenie jego czasteczek do stanu singletowego. Dezaktywacja stanu
wzbudzonego czasteczki moze zachodzi¢ poprzez fluorescencje, konwersj¢ wewnetrznag
lub poprzez przejscie migdzysystemowe i obsadzenie stanu trypletowego. Z punktu
widzenia terapii fotodynamicznej pozadany jest ten ostatni mechanizm. Czasteczka
sensybilizatora we wzbudzonym stanie trypletowym oddzialuje z czasteczkami tlenu
obecnymi w tkankach, dajac w efekcie aktywne formy tlenu, ktore konieczne sa do
destrukcji komoérek. Proces ten moze przebiega¢ wedlug dwéch mechanizmow -
przeniesienia energii, ktéry prowadzi do tlenu singletowego lub przeniesienia elektronu, w

wyniku ktorego powstaje anion nadtlenkowy (Schemat 4, str. 53) [109,125]. Uwaza sig, ze
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tlen singletowy jest czynnikiem, ktory w oddziatywaniach z biatkami, nienasyconymi
thuszczami czy kwasami nukleinowymi powoduje ich uszkodzenie poprzez utlenianie i w
konsekwencji prowadzi do unicestwienia zywych komorek. Terapia fotodynamiczna zabija
komoérki wedhug mechanizméw bezposrednich poprzez apoptoze i nekrozg lub tez
posrednio poprzez zamykanie naczyn krwionosnych odzywiajacych chora tkanke. O tym,
ktéry z mechanizmow powoduje Smier¢ komorki decyduje lokalizacja fotosensybilizatora
w komorce (mitochondria, lizosomy, btony plazmatyczne) [126]. W tym zakresie
najbardziej pozadana jest apoptoza, inicjowana przez uszkodzenie mitochondriéw [109].

Jednym z pierwszych lekow o charakterze fotosensybilizatora stosowanym w terapii
fotodynamicznej jest pochodna hematoporfiryny, znana jako Photofiin® [125]. Lek ten
nalezy do tzw. pierwszej generacji fotosensybilizatorow (pochodne hematoporfiryny),
ktére pomimo skutecznosci w leczeniu, narazaja pacjenta na dziatanie wielu efektow
ubocznych. Od wielu lat poszukuje sig¢ kolejnych nowych, bezpieczniejszych dla pacjenta i
skuteczniejszych w leczeniu, sensybilizatorow tlenu singletowego [109]. Znane sa
sensybilizatory drugiej i trzeciej generacji (pochodne ftalocyjaniny, benzoporfiryny, kwasu
5-aminolewulinowego, bakteriochloryny, efc.), ktorych wlasciwosci sa dobierane z mysla
o uniknigciu probleméw, ktore stwarzaja wspomniane pochodne hematoporfiryny (leki o
znanym sktadzie 1 duzej czystosci chemicznej, pasmo absorpcji w zakresie 650 — 850 nm,
stosunkowo krotka wrazliwo$§¢ na fotouczulanie po zabiegu) [126]. Badania nad
sensybilizatorami trzeciej generacji zmierzaja w kierunku poprawy ich wlasciwosci
farmakokinetycznych, np. poprawienia selektywnej akumulacji sensybilizatora w chorej
tkance, a takze przylaczania jego czasteczek do biomolekut (przeciwciata monoklonalne,
liposomy), co znacznie poprawia skuteczno$¢ terapii i zmniejsza ryzyko wystapienia
efektow ubocznych [109].

Pomimo znacznego wktadu pracy i wielu prob czynionych w kierunku uzyskania
nowych sensybilizatorow, obecnie do zastosowan klinicznych dopuszczono na $wiecie

zaledwie kilka lekéw (Photofrin, Visudyne, Foscan, Levulan, Metvix, Hexvix) [126].
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Efektywnos¢ terapii
Efektywnos$¢ terapii zalezy od wielu czynnikow. Z punktu widzenia fotochemii
szczegblnie istotne wydaja si¢: dobor sensybilizatora, ilo§¢ tlenu singletowego

wytwarzanego w procesie fotosensybilizacji in vivo oraz dobor zrodta §wiatta.

Dobér sensybilizatora

Dobor sensybilizatora musi uwzglednia¢ wiele czynnikow, np:

- odpowiednie wtasciwosci fizykochemiczne, ktore umozliwiaja wprowadzenie go do
organizmu w postaci leku i decyduja o jego lokalizacji w chorej tkance,

- whasciwosci spektralne, zwiazane z procesem fotosensybilizacji,

- wlasciwosci fotochemiczne zwiazane z jego fotostabilnoscia i mozliwoscia
fotodegradacji, co determinuje bezpieczny sposdb usunigcia sensybilizatora z organizmu.

Niezwykle istotne pozostaja takie wlasciwosci sensybilizatoréw jak ich toksycznos$¢,
zdolno$¢ do wywolania mutagenezy czy karcinogenezy, selektywno$¢ dziatania, koszt
stosowania i wiele innych [127]. Zagadnienia z tym zwiazane stanowig jednak tak rozlegty
temat, ze z konieczno$ci zostaty pominigte w prezentowanej pracy.

Jak wspomniano, efektywno$¢ terapii zalezy w znacznym stopniu od ilosci tlenu
singletowego powstajacego w tkankach, a stosunkowo krotki czas zycia tego indywiduum
ogranicza dziatanie cytotoksyczne jedynie do bliskiego otoczenia komorek czy tkanek
zawierajacych wysokie stezenie fotosensybilizatora. Tym samym dziatanie genotoksyczne

jest stosunkowo niewielkie [126,128,129].

Wprowadzanie sensybilizatora

Substancje spelniajace rolg fotosensybilizatora moga selektywnie lokowac si¢ w tkance
nowotworowej lub metaplastycznej. Postuluje si¢, ze komorki nowotworowe i
metaplastyczne (we wczesniejszych stadiach zmian chorobowych) posiadaja odmienne
wiasciwosci 1 fizjologi¢ inna niz komoérki zdrowe. Procesy proliferacji komorek, ich
réznicowania, zawartos¢ mitochondriow czy wspoétczynnik pH w komorkach, pozostaja
rozne dla tkanki zdrowej i tkanki nowotworowe;j. Takie zroznicowanie moze prowadzi¢ do
selektywnej akumulacji 1 retencji fotosensybilizatora w chorej tkance. Ponadto
skomplikowane interakcje pomigdzy wspomnianymi czynnikami zaleza od rodzaju
schorzenia, jego umiejscowienia oraz stanu zaawansowania. Dzigki temu mozna

powiedzie¢, ze selektywnos$¢ akumulacji i retencja niektorych fotosensybilizatorow w
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tkankach zmienionych chorobowo moga mie¢ charakter enzymatyczny, morfologiczny lub
srodowiskowy [126].

Jednym z wymienianych w tym kontekscie czynnikow jest wspotczynnik pH, ktory dla
komoérek nowotworowych wykazuje warto$ci nizsze niz dla komoérek zdrowych. Wynika
to z ich stabszego ukrwienia i w konsekwencji zwigksza ich aktywnos$¢ glikolityczna.
Niska warto$§¢ pH powoduje lepsza akumulacje substancji fotoaktywnej (sensybilizatora),
ktéra w tych warunkach ulega protonacji 1 zwigksza swoja lipofilowos¢. Ulatwia to
wnikanie sensybilizatora do chorej tkanki wraz z doptywem krwi. Innym czynnikiem, na
ktory zwraca si¢ uwagg, jest obecno$¢ makrofagow, ktore posiadaja zdolnos$¢ trawienia i
monomeryzowania  agregatow  fotosensybilizatora. Na  powierzchni  komodrek
nowotworowych obserwuje si¢ tez znacznie wigcej receptorow lipoproteinowych niz na
powierzchni komorek zdrowych. Fotosensybilizatory lipofilowe przylaczaja si¢ do
lipoprotein obecnych na powierzchni komoérek. Komorki nowotworowe posiadaja tez
wigcej kolagenu, istotna jest takze ilo§¢ wody oraz inne parametry fizjologiczne, takie jak
staby drenaz limfatyczny [126].

Istnieje tez problem zawartosci tlenu, ktorego w komodrkach chorych jest mniej niz w
komoérkach zdrowych. Ponadto sama terapia powodujac uszkodzenia naczyniowe i
hamujac angiogeneze moze selektywnie inaktywowa¢ komoérki zmienione chorobowo.
Pewna rol¢ odgrywa tez stan zapalny powodujac, ze temperatura w miejscu chorobowo
zmienionym zwykle jest podwyzszona, a co za tym idzie, wzrasta szybkos$¢ biosyntezy

odpowiedniej postaci sensybilizatora oraz stopien jego akumulacji w tkance [126].

Dobor zrodta swiatta

Jako metoda nieinwazyjna, PDT wymaga takich Zrédet $wiatta, ktére moga dostarczy¢
energi¢ bezposrednio do miejsca zmienionego chorobowo. Swiatto docierajace do tkanek
jest absorbowane przez zwiazki w nich obecne, a wigc glownie przez hemoglobing,
melaning czy wodg. Fakt jak glgboko $wiatlo moze wnikaé w tkanki jest zdeterminowany
przez absorpcj¢ chromoforow obecnych w tkankach. ,,Okno optyczne” zywej tkanki
przypada na zakres 600-1300 nm, czyli pomi¢dzy absorpcja hemu i wody i w ten sposob
wyznacza zakres absorpcji dla sensybilizatora [126]. Zakres absorpcji 600 — 1000 nm
czgsto okresSlany jest jako zakres terapeutyczny [130]. Szczeg6lnie pozadane sa
sensybilizatory o intensywnej absorpcji w czerwonej czgsci widma, w zakresie 600 —

800 nm [109]. Zrodlo $wiatta powinno charakteryzowaé si¢ emisja pasma lezacego w
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zakresie absorpcji fotosensybilizatora. Istotny jest takze fakt, jak gleboko $wiatlo musi
wniknaé¢ w tkanke co wynika z umiejscowienia zmian patologicznych [126].

Wiasciwosci spektralne 1 fotofizyczne fotosensybilizatora w formie monomerycznej
roéznia si¢ od tych, ktére posiada on w formie zagregowanej (np. inne widmo absorpcji i
wydajno$¢ kwantowa fluorescencji). Proces agregacji, ktoremu moga ulega¢ czasteczki
sensybilizatora, jest efektem niepozadanym z punktu widzenia tworzenia tlenu
singletowego, uwaza si¢ bowiem, ze tlen singletowy produkowany jest tylko przez
niezagregowane czasteczki sensybilizatora. Optymalna dlugo$¢ fali emitowana przez
zrédto $wiatla powinna by¢ tak dobrana, aby otrzymaé¢ maksymalna wydajnos¢ kwantowa
tlenu singletowego z uwzglednieniem maksymalnie duzej glebokosci na jaka
promieniowanie moze wnikna¢ do tkanki w celu uzyskania reakcji biologicznej. W terapii
fotodynamicznej stosuje si¢ wiele rodzajow zrodel swiatta. Moga to by¢ zaréwno emitery
niekoherentne (halogenowe, ksenonowe, fluorescencyjne, diody LED), jak i laserowe
zrodta Swiatta, pozwalajace na dostarczenie promieniowania za posrednictwem wiokien
optycznych metoda endoskopowa, co pozwala dostarcza¢ promieniowanie bezposrednio
do chorej tkanki. Dobor Zrédia §wiatta do terapii wymaga uwzglednienia kilku czynnikow,
a mianowicie: zakresu absorpcji fotosensybilizatora, rodzaju i umiejscowienia zmian
patologicznych, ich wielko$ci 1 dostgpnosci. Ponadto o skutecznosci terapii decyduje takze
dawka promieniowania i czas ekspozycji [126,131,132]. Ponadto w zastosowaniach in
vivo, nalezy minimalizowaé¢ emisj¢ w ultrafiolecie z uwagi na ryzyko mutagenezy, jak

réwniez emisj¢ z zakresu podczerwieni, ktora powoduje przegrzanie tkanki [133].

Pomiedzy fotostabilnoscig a fotodegradacja
Sensybilizatory charakteryzuja si¢ roézna fotostabilnoscia. Wprowadzone do tkanek
sensybilizatory hydrofilowe wykazuja wigksza fotostabilno$¢ niz lipofilowe. Z kolei
przytaczenie czasteczki fotosensybilizatora do czasteczki biatka powoduje zmniejszenie
jego fotostabilnosci. W formie zagregowanej sensybilizatory sa bardziej fotostabilne niz
jako monomery, jednakze nieaktywne w tworzeniu tlenu singletowego [126,134,135].
Skuteczno$¢ terapii moze by¢ takze limitowana przez efekt fotowybielania (ang.
fotobleaching) 1 w zwiazku z tym nalezy uwzglednia¢ go przy wyborze zrodta $wiatta i
dobieraniu stgzenia sensybilizatora. Jednoczesnie efekt ten zapobiega uszkodzeniu
zdrowych tkanek graniczacych z tkanka chora [126].

Proces fotodegradacji sensybilizatora jest kolejnym istotnym czynnikiem

determinujacym jego przydatno$¢ w terapii metoda PDT. Trzeba bowiem w sposob
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bezpieczny dla pacjenta wyprowadzi¢ z organizmu sam sensybilizator, ale tez i produkty
jego fotodegradacji musza zosta¢ zmetabolizowane [127].Wiele uwagi poswigca si¢ wigc
poprawie wlasciwosci farmakokinetycznych sensybilizatora.

Jedna z podstawowych zalet terapii fotodynamicznej, ktéra niewatpliwie wyrdznia tg
metodg jest jej selektywnos¢ w stosunku do chorych tkanek, oraz mozliwos¢ dostarczania
promieniowania w formie waskiej wiazki, mozliwo$¢ wyboru czasu trwania terapii, jak 1
miejsca w organizmie gdzie prowadzona jest aktywna terapia. Metoda posiada rowniez
pewne ograniczenia zwiazane z dzialaniem efektow ubocznych, takich jak diugotrwata
wrazliwo$¢ skory na $wiatlo, nadmierne uszkodzenie tkanek w miejscu leczonym czy
miejscowe zaburzenia w metabolizmie [125].

Na schemacie 4 zaprezentowano mechanizm terapii fotodynamiczne;j.

Z koniecznosci w powyzszym rozdziale nakre§lono jedynie zarys problemoéw jakie
niesie przygotowanie 1 stosowanie terapii fotodynamicznej. Rozleglo$¢ zagadnien
dotyczacych tematu oraz bogactwo literatury pokazuje jak wiele juz zrobiono w tej
dziedzinie. Zarazem niewielka liczba zaakceptowanych do terapii preparatow pokazuje jak

wiele jest jeszcze niewiadomych.

Schemat 4, na podstawie [133,136]

1
Sens*
A reakcja Il typu
przeniesienie energii
przejscie
A migdzysystemowe /
*Sens*
Absorpcja
produkty utlenienia reakcja cytotoksyczna
Fluorescencja —
Fosforescencja
E ] /
reakcja | typu
przeniesienie elektronu )
'Sens!| ¥ lub atomu wodoru OH

Mechanizm dziatania terapii fotodynamicznej z uwzglednieniem zmodyfikowanego
diagramu Jablonskiego
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Reaktywnos¢ pochodnych ryboflawiny w stanie trypletowym

Ryboflawina i jej pochodne zaangazowane sa w wiele procesow fotochemicznych i
fotobiologicznych, wsrdéd ktorych wymienia si¢ m.in., fototropizm, fototaksje, czy
dzialanie fotodynamiczne. Pochodne ryboflawiny ulegaja wydajnemu przejsciu
migdzysystemowemu, a dlugi czas Zycia stanu trypletowego czyni je potencjalnym
czynnikiem w reakcjach sensybilizacji [34,137,138].

Przecigtne stgzenie samej ryboflawiny w tkankach jest zbyt mate dla uzyskania
znaczacej aktywnosci fotochemicznej. Natomiast moze ona spetlia¢ funkcjg
fotosensybilizatora. W tej roli zwiazek staje si¢ promotorem reakcji fotochemicznych
takich zwiazkoéw, ktore nie absorbuja promieniowania z zakresu widzialnego [93,122].
Ryboflawina spetnia rolg endogenicznego komodrkowego fotosensybilizatora zar6wno w
uktadach in vivo jak 1 in vitro. Wzbudzenie optyczne potencjalnie moze nastapi¢ w
organach i tkankach eksponowanych na dzialanie $wiatla, takich jak oczy lub skora.
Zjawisko to moze prowadzi¢ do uszkodzen DNA i organelli komorkowych, powodujac w
konsekwencji powstawanie stanow zapalnych i przyspieszajac procesy starzenia. Grininger
1 wspotpr. [139] zauwazyl, ze w organizmach zywych dodecyna (flawoproteina) jest
czynnikiem, ktory powoduje ultraszybkie wygaszanie ryboflawiny w stanie wzbudzonym
oraz zapobiega niekontrolowanym reakcjom indukowanym $§wiatlem przebiegajacym z
udzialem ryboflawiny. Dodecyna wiaze nadmiar ryboflawiny, powodujac jej degradacje do
lumichromu. Reakcja przebiega w obrgbie czasteczki biatka 1 jest dla komorki
nieszkodliwa [139]. Uwaza sig, ze in vivo proces fotosensybilizacji zachodzi poprzez
przeniesienie elektronu z czasteczek zasad DNA do czasteczki ryboflawiny. Powstaja w
takich reakcjach utlenione wolne rodniki sensybilizatora, ktore sa istotnym indywiduum
przejsciowym w procesie aktywacji reaktywnych form prokarcinogendéw i promutagenow
lub moga przylacza¢ si¢ do czasteczek DNA powodujac nieodwracalne zmiany w
organizmach zywych [33,34,137,138,140,141].

Stwierdzono, ze flawiny w obecno$ci tlenu moga sensybilizowac utlenianie takich
substancji jak: aminokwasy, bialtka, nukleotydy, lipidy, witaminy co stanowi powazne
zagrozenie dla organizméw zywych. Zastosowanie zjawisk zwiazanych z procesem
sensybilizacji w sposob planowany moze stanowi¢ przyczynek do zwalczania wielu
szkodliwych substancji czy drobnoustrojow obecnych w $rodowisku. Corbin [7,142].
sugeruje, ze ryboflawina jako endogeniczny fotosensybilizator, moze dezaktywowacé wiele

niebezpiecznych wirusow i1 bakterii w produktach krwiopochodnych z jednoczesnym
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zachowaniem aktywnosci 1 funkcji tych produktow .Sugeruje si¢ takze udziat ryboflawiny
jako sensybilizatora w reakcji fotodegradacji zanieczyszczen, takich jak pestycydy,
herbicydy, pochodne toluenu i fenolu w otwartych akwenach stodkiej wody [5,6,143-146].
Znana jest takze katalityczna rola flawin w syntezie organicznej, przy utlenianiu amin
czwartorzegdowych. W reakcjach tych katalizatory flawinowe wyr6znia znaczna
selektywno$¢ 1 wydajnos¢ oraz fagodne warunki utleniania [147].

Z analizy obliczen teoretycznych Climent i wspotpr. [148] wynika, Ze obsadzanie stanu
trypletowego jest gtownie funkcja pierScienia izoalloksazynowego. Chociaz w
czasteczkach  flawoprotein ~ otoczenie  biatkowe zwigksza szybko$¢ przejécia
miedzysystemowego, gléwna role¢ w inicjowaniu cyklu fotochemicznego spetnia
chromofor izoalloksazynowy, zdolny do wydajnego obsadzania najnizszego stanu
trypletowego. Wtasciwos$¢ ta lezy u podstaw prawidlowego funkcjonowania flawoprotein
w przyrodzie [148].

Iqubal 1 wspotpr. [93] zaobserwowali roznice w dziataniu rézu bengalskiego i
ryboflawiny jako sensybilizatoréw tlenu singletowego w reakcji utleniania acyklowiru.
Obydwa sensybilizatory dziataja zarowno wedlug I jak i II mechanizmu utleniania. R6z
bengalski, ktory reaguje gtownie wedlug mechanizmu II typu powoduje powstawanie tlenu
singletowego w duzych ilosciach, podczas gdy ryboflawina, dla ktoérej obserwuje sig
przewage mechanizmu utleniania I typu, sensybilizuje powstawanie mniejszych ilosci
tlenu singletowego. Z ré6znym udziatem obu mechanizméw wiaze si¢ fakt, ze produkty
rozktadu acyklowiru sa rézne dla kazdego z zastosowanych sensybilizatoréw [93].

Poréwnanie  sensybilizujacych ~ wlasciwosci  ryboflawiny z  odpowiednimi
wlasciwosciami  bigkitu metylenowego, ktorego zdolno$¢ do generowania tlenu
singletowego jest powszechnie znana, przeprowadzili Edwards i Silva [149]. Z uzyskanych
danych wynika, ze dezaktywacja badanych enzymow, takich jak katalaza, HRP (horse
redish peroxidase) czy lizozym, pod wplywem S$wiatta w obecnos$ci ryboflawiny byta
znacznie mniej wydajna niz w obecnosci biekitu metylenowego. Ponadto poprzez efekt
izotopowy potwierdzono udziat tlenu singletowego w badanych reakcjach dezaktywacji
enzymow. Uzyskane rezultaty wskazuja, ze blekit metylenowy dziata gtownie poprzez
mechanizm typu II, a wigc poprzez tlen singletowy, poniewaz efekt izotopowy
zaobserwowany dla biekitu metylenowego byt kilkakrotnie wigkszy od tego dla
ryboflawiny. Ryboflawina dziata zarowno wedtug I jak i II mechanizmu, w zaleznos$ci od
substratow, ktorych reakcje sensybilizuje [150]. Autorzy pokazali, ze naswietlanie

komorek nowotworowych $wiatlem widzialnym w obecno$ci ryboflawiny powoduje ich



ll. Cze$¢ literaturowa 56

zniszczenie. Aktywnos$¢ fototoksyczna ryboflawiny wzrasta, gdy S$rodowisko reakcji
wzbogacono o zawarto$¢ tyrozyny czy tryptofanu w atmosferze azotu. Obecnos¢
powstajacych  fotoproduktéow dodatkowo powoduje morfologiczne zmiany w
naswietlanych komoérkach przypominajace apoptoze [149,151-153]. Niektore aminokwasy,
takie jak alanina czy fenyloalanina inhibituja reakcj¢ fotoutleniania, prawdopodobnie przez
wygaszanie stanu trypletowego ryboflawiny, a cysteina przez wygaszanie powstajacego w
reakcji tlenu singletowego [154].

Schemat 5 przedstawia mechanizm reakcji fotosensybilizowanej I i II typu z udzialem

ryboflawiny jako sensybilizatora.

Schemat 5, wedtug [155]

substrat
3RF*
302
substrat® + o—
Typ I Typ II
) yp yp Tlen singletowy 'O,
rodnik nadtlenkowy 02 F otosensyblhzator

promlemowanle
A=(400—-500nm)

Schemat reakcji fotosensybilizacji przebiegajacej z udziatem ryboflawiny
jako fotosensybilizatora

Lu 1 wspodtpr. [33] zaobserwowali w roztworze wodnym postulowane wczesniej
przeniesienie elektronu od czasteczek nukleozydow pirymidynowych i purynowych do
jedno-elektronowo utlenionego rodnika ryboflawinowego. Zaobserwowano takze fakt, ze
ze wszystkich zasad kwaséw nukleinowych reszty guaninowe byty najbardziej podatne na

fotoutlenianie za posrednictwem ryboflawiny, co moze by¢ wynikiem niskiego potencjatu



Ill. Czes¢ literaturowa 57

utleniania tej reakcji oraz oddzialywan pomigedzy guaning i1 ryboflawina. Uzyskane
rezultaty pozostaja w zgodzie z wczesniejszymi wynikami 1 wskazuja, ze zasady
pirymidynowe sa mniej podatne na fotodegradacj¢ niz zasady purynowe [33] i prace tam
cytowane oraz praca [156].

Wyniki otrzymane dla kilku czasteczek fulerenow o roéznych wlasciwosciach
hydrofobowych [110] wskazuja, ze zmiana rozpuszczalnika z organicznego na wodny
wplywa szczegdlnie znaczaco na wydajnos¢ tworzenia tlenu singletowego, ktora w
pewnych warunkach spada niemal do zera. Przyczyny takiego zachowania upatruje si¢ w
tworzeniu agregatow niepolarnych zwiazkéw w bardziej polarnym rozpuszczalniku.
Badania pokazaty, ze fulereny zaleznie od warunkow eksperymentu w wyniku
naswietlania daja zaréwno tlen singletowy jak i anion nadtlenkowy [110].

Fotoaktywowane fulereny stanowia tez czynnik skuteczny w rozpadzie DNA,
procesach mutagenicznych, uszkadzaniu bton komorkowych, fotodezaktywacji wirusow 1i
innych drobnoustrojow oraz w niszczeniu komorek nowotworowych ssakow. Reakcje te
same w sobie stanowig oddzielne 1 niezwykle interesujace zagadnienie [108-110].

Wieloletnie badania nad flawinami pozwalaja wyrdézni¢ kilka drég reakcji
przebiegajacych z ich udziatem:

e bezposrednie przeniesienie energii z czasteczki flawiny we wzbudzonym stanie
trypletowym do czasteczki substratu, przy zatozeniu, ze energia stanu trypletowego
substratu jest nizsza od energii stanu trypletowego flawiny (E7~200 kJ/mol),

e przeniesienie energii od czasteczki flawiny w stanie trypletowym do czasteczki tlenu z
utworzeniem tlenu singletowego; w niektorych przypadkach na skutek przeniesienia
elektronu moze by¢ generowany anionorodnik nadtlenkowy O, ",

e zredukowanie flawiny w stanie trypletowym poprzez przeniesienie elektronu lub atomu
wodoru z czasteczki substratu; reakcja przebiega poprzez mechanizm typu

rodnikowego [138].
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IV. Omowienie wynikow badan wlasnych

1. Wprowadzenie

Flawiny jako zwiazki o niezwykle atrakcyjnych wlasciwosciach kwasowo - zasadowych,
maja szerokie zastosowanie w biologii i medycynie. Powszechno$¢ ich wystgpowania 1
niebagatelna rola jaka peilnia w przyrodzie 1 w procesach metabolicznych organizméw
zywych tym bardziej czynia je interesujacym obiektem badan.

Badania podjgte w ramach niniejszej pracy miaty na celu opisanie witasciwosci
spektralnych, fotofizycznych i fotochemicznych wybranych pochodnych ryboflawiny. Z
punktu widzenia potencjalnych zastosowan flawin w przemys$le spozywczym, biologii,
chemii czy medycynie, znajomos$¢ struktury elektronowej, wlasciwosci kwasowo —
zasadowych wydaje si¢ by¢ tylez podstawowa co istotna przy planowaniu eksperymentow,
przewidywaniu wilasciwosci i poszukiwaniu nowych funkcji biologicznych. Do badan
wybrano kilka pochodnych ryboflawiny, a mianowicie izo-6,7-ryboflawing, 5-deaza-
ryboflawing, 3-metylo-tetraacetylo-ryboflawing oraz pochodng lumiflawiny — 3-benzylo-
lumiflawing (Rysunek 18, str. 59). Dobor pochodnych pozwolit na zaobserwowanie m.in.
wplywu pozycji i rodzaju podstawnika w pierscieniu izoalloksazynowym na wtasciwos$ci
spektralne 1 fotofizyczne flawin. Do badan wybrano rozpuszczalniki protyczne 1
aprotyczne, rdzniace si¢ polarnoscia. Wykonano takze obliczenia metoda DFT w celu
okreslenia struktury elektronowej oraz potozenia wzbudzonych standéw singletowych i
trypletowych i ich wlasciwosci. Wybrane flawiny postuzyly réwniez jako

fotosensybilizatory w reakcjach prowadzacych do tworzenia tlenu singletowego.
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Rysunek 18. Struktury pochodnych ryboflawiny , ktérych wlasciwosci stanowia przedmiot
prezentowanej pracy
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2. Wlasciwosci absorpcyjne i emisyjne

Widma absorpcji

W ramach przedstawionej pracy wyznaczono wilasciwosci absorpcyjne 1 emisyjne
badanych pochodnych ryboflawiny w wodzie, acetonitrylu, alkoholu metylowym, alkoholu
etylowym oraz 1,2-dichloroetanie. Otrzymane wyniki wraz z wyznaczonymi stalymi
fotofizycznymi przedstawiono w Tabelach 3-6. Rysunek 19 (str. 61) przedstawia widmo
absorpcji 1 widmo emisji samej ryboflawiny w metanolu.

Widma absorpcji badanych zwiazkéw posiadaja dwa stosunkowo silne pasma w
zakresie dlugofalowym, jedno z maksimum przy ok. 350 nm, drugie potozone przy ok.
440 nm, oba pasma sa charakterystyczne dla zwiazkéw z grupy flawin.

Widmo absorpcji ryboflawiny w alkoholu metylowym posiada dwa charakterystyczne
pasma absorpcji z maksimami potozonymi przy dhugosci fali 360 nm (27,8 x10° cm™) i
444 nm (22,5 x10° cm™),,. Dla metylowej pochodnej ryboflawiny acetylowanej dodatkowo
w lancuchu rybitylowym pasma absorpcji ulegaja charakterystycznym przesunigciom, a
mianowicie pasmo bardziej krotkofalowe jest przesunigte w kierunku fal krétszych o ok.
7 nm, podczas gdy pasmo bardziej dlugofalowe jest przesunigte nieznacznie w kierunku fal

dhuzszych, w stosunku do odpowiednich pasm ryboflawiny.
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Rysunek 19. Znormalizowane widma absorpcji i emisji (Ay = 450 nm)
dla ryboflawiny w metanolu (A-widmo absorpcji, F- widmo fluorescenciji)

Poréwnanie widm absorpcji lumiflawiny, ryboflawiny i1 3-metylo-tetraacetylo-ryboflawiny
(Rysunek 20, str. 62) w metanolu pokazuje jedynie nieznaczne przesunig¢cia pasm
absorpcji od 351 nm (28,5 x10° cm™) dla Lfl, poprzez 353 nm (28,3 x10° cm™) dla
3MeTARF, do 360 nm (27,8 x10° cm™) dla Rfl. Ta sama niewielka roznica (w granicach
2-6 nm) dotyczy pasm bardziej dlugofalowych w widmach absorpcji analizowanych
zwiazkow. Jesli jednoczesnie wzia¢ pod uwagg fakt, ze obecnos¢ podstawnika metylowego
w czasteczce (Lfl — 3MeLfl, Tabela 4, str. 67) nie wptywa na potozenie pasm absorpcji, to
mozna zauwazy¢, ze jedynie zamiana grupy metylowej w pozycji N(10) w czasteczce Lfl
na tancuch rybitylowy w tej pozycji w czasteczce Rfl jest jedynym czynnikiem
wplywajacym na przesunigcie pasma absorpcji 351 nm (Lfl) do 360 nm (Rfl). Grupy
acetylowe obecne w tancuchu rybitylowym w czasteczce 3MeTARF, ktore czynia te
czasteczke bardziej polarna w stosunku do Rfl, powoduja nieznaczne przesunigcie
maksimum pasma od 360 nm dla Rfl do 353 nm dla 3MeTARF. Roéwnie niewielkie
zmiany potozenia pasm w widmie absorpcji obserwuje si¢ gdy porowna¢ widma Rfl i

3MeTARF w wodzie (Rysunek 20, str. 62).
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Rysunek 20. Widma absorpcji lumiflawiny (Lfl), ryboflawiny (Rfl) i 3-metylo-tetraacetylo-
ryboflawiny (3MeTARF) w metanolu

Na przyktadzie lumiflawiny i jej pochodnych 3-metylo-, 3-etylo- 1 3-benzylo-lumiflawiny,
mozna przesledzi¢ wplyw podstawnika w pozycji 3 pierScienia izoalloksazynowego na
ksztalt widma i potozenie poszczegolnych pasm absorpcji. W przypadku lumiflawiny i jej
pochodnych badanych w metanolu, mozna zauwazy¢, ze najbardziej dtugofalowe pasmo
absorpcji, z maksimum dla Lfl przy okoto 442 nm (22,6 x10° cm™), tylko w nieznacznym
stopniu, aczkolwiek systematycznie, przesuwa si¢ wraz ze wzrostem wielkoS$ci
podstawnika w kierunku fal dluzszych, osiagajac potozenie przy 448 nm dla 3-benzylo-
lumiflawiny. Molowe wspotczynniki absorpcji réwniez sa podobne i osiagaja warto$¢ ok.
13000 dm’ mol”’ cm™, z wyjatkiem pochodnej 3-metylo-lumiflawiny, dla ktore;

wyznaczona warto$¢ to 9900 dm’ mol™ cm™ (Tabela 6, str. 70).
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Rysunek 21. Zestawienie widm absorpcji 3-benzylo-lumiflawiny (3BLf1), lumiflawiny (Lf1),
3-metylo-lumiflawiny (3MeLfl) i 3-etylo-lumiflawiny (3EtLfl) w metanolu

Poréwnanie widma absorpcji izo-6,7-ryboflawiny z widmem ryboflawiny pokazuje, ze
pozycja podstawnikow w istotny sposob wpltywa na polozenie pasma absorpcji z
maksimum dla ryboflawiny w metanolu przy ok. 360 nm. Maksimum to ulega znacznemu
przesunigciu (o 17 nm), gdy potozenie podstawnika metylowego w czasteczce zmienia si¢
z pozycji C(8) na pozycje C(6), 1 lezy przy ok. 343 nm dla izo-6,7-ryboflawiny w
metanolu. Natomiast potozenie pasma najbardziej dlugofalowego tylko w niewielkim
stopniu modyfikowane jest przez zmiang pozycji podstawnikéw metylowych — réznica

potozenia tego maksimum dla obu pochodnych wynosi tylko 3 nm (Tabela 4, str. 67).

5-Deaza-ryboflawina

Réznica w strukturze 5-deaza-ryboflawiny w stosunku do ryboflawiny, ktora potraktowano
w tej pracy jako zwiazek macierzysty, polega na tym, ze czasteczka SDRfl w miejscu
atomu azotu N(5), obecnego w czasteczce Rfl, zawiera atom wegla C(5). Ta roznica
strukturalna warunkuje do$¢ znaczne zmiany w potozeniu pasm absorpcji obu zwiazkow.
Widmo absorpcji SDRfl posiada dwa intensywne pasma absorpcji w krotkofalowej czesci
widma z maksimami odpowiednio przy 227nm (44,0 x 10°cm™) i 267 nm,
(37,4 x 10’ cm™), oraz dwa mniej intensywne pasma z maksimami przy diugosci fali
333 nm (30,0 x 10° cm™) i w zakresie widzialnym przy okoto 400 nm (25,0 x 10° cm™).

Zestawienie widm absorpcji metanolowych roztworéw 5-deaza-ryboflawiny i ryboflawiny
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(Rysunek 22) wykazuje znaczne przesunig¢cie pasm absorpcji 5-deaza- pochodnej w
kierunku fal kroétszych; w przypadku pasma bardziej krotkofalowego o ok. 27 nm, w
przypadku pasma bardziej dlugofalowego o 44 nm (Tabela 3, str. 65). Gdy zestawi¢
widma absorpcji SDRfl w metanolu z widmem w acetonitrylu daje si¢ zauwazy¢ jedynie
nieznaczne przesunigcie maksimum pasma od 333 nm (30,0 x10° cm™) w metanolu w

kierunku fal krotszych do 329 nm (30,4 x10° cm™) w acetonitrylu.

4 -
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Rysunek 22. Zestawienie widm absorpcji 5-deaza-ryboflawiny (5DRf1) i ryboflawiny (Rfl) w
metanolu
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Tabela 3. Parametry spektralne i fotofizyczne dla 5-deaza-ryboflawiny w zestawieniu z danymi dla
ryboflawiny w réznych rozpuszczalnikach

Zwiazek Rozpuszczalnik | A, A Ap Or TF k. 2k
/am | /mm | /am /ns /10%™ | 710%™
5-Deaza-
ryboflawina .
CH,OH acetonitryl 329 399 457 0.11 4.03 0.27 2.21
C‘HOH
C‘HOH
(‘ZHOH
1C o
" P | metanol 333|400 |455 |0.01 [398 |029 |2.22
H3C NI
(0]
Ryboflawina
CH,OH
Lion woda 375 | 447 |537 |028 |5.1 0.55 1.41
CHOH
CHOH
ik
HsC N N o)
j@//ﬁ metano] 360 | 444|532 |039° | 521 |o62 | 097
HsC N 6.3%,
0 5.4°

A1, A, reprezentuja potozenie maksimum w widmie absorpcji dwoch pasm o najnizszej energii,

Ar oznacza potozenie maksimum pasma emisji, ¢ wydajnos¢ kwantowa fluorescencji, tr czas zycia
fluorescencji, k. stala szybko$ci procesow radiacyjnych oraz Xk, suma stalych szybko$ci procesow
nieradiacyjnych

Oszacowany wzgledny btad dla wartosci ¢r 1 T wynosi 10%.

* dane pochodza z Ref. [102], ® dane pochodza z Ref. [27]
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1z0-6,7-ryboflawina
[z0-6,7 — ryboflawina w metanolu wykazuje obecno$¢ dwoéch charakterystycznych dla

izoalloksazyn pasm absorpcji w zakresie dlugofalowym z maksimum przy okoto 343 nm
(29,2 x 10* em™) w zakresie UV oraz pasmo z maksimum przy 447 nm (22,4 x 10° cm™)
w widzialnej czgéci widma. Ponadto zwiazek ten posiada dwa intensywne pasma absorpcji
w krotkofalowej czesci widma, z maksimami przy 227 nm (44,0 x 10° cm™) oraz 270 nm
(37,0 x 10* cm™) (Rysunek 23). Poréwnanie z ryboflawing wskazuje na do$¢ znaczne
przesunigcie bardziej krotkofalowego pasma (360 nm dla ryboflawiny) w kierunku fal
krétszych w przypadku 1zo-6,7-ryboflawiny (343 nm). Efekt ten spowodowany jest innym
uktadem podstawnikow metylowych w czasteczkach poréwnywanych zwiazkéw. Dane

spektralne i1 fotofizyczne przedstawiono w Tabeli 4, str. 67.

—IR
—Rifl

Absorbancja

T T T T T T T T T T T T T T T 1
250 300 350 400 450 500 550 600
A/ nm

Rysunek 23. Widma absorpcji izo-6,7-ryboflawiny (IR) i ryboflawiny (Rfl) w metanolu
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Tabela 4. Parametry spektralne i fotofizyczne dla izo-(6,7)-ryboflawiny w zestawieniu z danymi
dla ryboflawiny w metanolu
Zwiazek Rozpuszezalnik A, M Ap Or TF k; 2k

/mm  /am  /nm /ns /10%" /108!

1zo-(6,7)ryboflawina

CH,OH
CHOH
CHOH
CHOH

l‘ZHz metanol 343 447 552  0.20 4.2 0.48 1.9
AP
HaC N
CHs o)
Ryboflawina
GHOH
Crior
grior
(HOH metanol 360 444 532 039 a 521 0.62 0.97

.

HyC N._N._0 6.3,
HyC N

A1, A, reprezentuja potozenie w widmie absorpcji dwoch pasm o najnizszej energii,

Ar oznacza potozenie maksimum pasma emisji, ¢r wydajnos¢ kwantowa fluorescencji, tr czas zycia
fluorescencji, k. stala szybko$ci procesow radiacyjnych oraz Xk, suma stalych szybko$ci procesow
nieradiacyjnych

* dane pochodza z Ref. [102], ® dane pochodza z Ref.[27]

3-Metylo-tetraacetylo-ryboflawina

W widmie absorpcji 3MeTARF w roztworze metanolowym obecne sa dwa intensywne
pasma absorpcji potozone w zakresie krotkofalowym przy 227 nm (46,0 x 10° cm™) i przy
275nm (36,4 x 10° cm™). Ponadto obecne jest pasmo w zakresie UV 353 nm
(28,3 x 10° cm™) oraz pasmo w zakresie widzialnym 448 nm (22,3 % 10° cm™). Polozenie
maksimow odpowiednich pasm absorpcji niewiele odbiega od potozenia odpowiednich
maksiméw pasm, charakterystycznych dla ryboflawiny, a nieznaczne roznice sa
spowodowane jedynie wplywem grupy metylowej w pozycji N(3) pierScienia
izoalloksazynowego oraz obecnoscia grup acetylowych, zastgpujacych grupy
hydroksylowe w fancuchu rybitylowym. Rysunek 24 (str. 68) przedstawia widmo
absorpcji zwiazku 3MeTARF. Dane spektralne i fotofizyczne 3MeTARF zamieszczono w
Tabeli 5, (str. 68).
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3MeTARF 0OCOCH;8 metanol
47 . G woda
~C-0COCH;3
h H-C —O0COCH; T etanol
Hog- ococH3 acetonitryl
HiC 10 /1
)
3
o
3
<
' 2%0 3(I)0 3é0 4(I)0 4;30 5(I)0 5é0 G(I)O
A/ nm
Rysunek 24. Widma absorpcji 3-metylo-tetraacetylo-ryboflawiny (3MeTARF) w metanolu i
innych rozpuszczalnikach
Tabela 5. Parametry spektralne i fotofizyczne dla 3-metylo-tetraacetylo-ryboflawiny
(3MeTAREF) i ryboflawiny w r6znych rozpuszczalnikach
Zwiazek Rozpuszezalnik | A, A Ar Op Tr k; Sk
/mm | /nmm | /nm /ns /10%™" | /10%
SMeTARF acetonitryl 345 | 446 [505 |0.12 |58 |021 |15
CH,
\
o, metanol 353 | 448 | 513 | 0.089 |54 |0.16 |17
H*(::*OCOCHg
?Hz etanol 351 449 512 0.064 | 5.5 0.12 1.7
HaCo A N0
‘:96/ 1u AS\K
HoC CHa woda 373 | 451 520 [0.11 |44 0.25 2.0
(e}
Ryboflawina
CH,OH
o woda 375 | 447 537 028 |5.1 0.55 1.4
(‘JHOH
SHon
¢,
HyC l‘\l _N._0
j@ T T | metanol 360 | 444|532 |039° |52l 062 | 097
HsC N 6.3%,
0 5.4°

M1, A, reprezentuja poltozenie w widmie absorpcji dwoch pasm o najnizszej energii,
Ar oznacza potozenie maksimum pasma emisji, ¢r wydajnos¢ kwantowa fluorescencji, tr czas zycia
fluorescencji, k; stala szybko$ci proceséw radiacyjnych oraz Xk, suma stalych szybko$ci procesow

nieradiacyjnych;

Oszacowany wzgledny btad dla wartosci ¢r 1 Tr wynosi 10%.
* Dane pochodza z Ref. [102],

® dane pochodza z Ref. [27]
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3-Benzylo-lumiflawina

W widmie absorpcji tej pochodnej obserwuje si¢ dwa intensywne pasma absorpcji przy
225 nm (44,4 x 10° cm™), 275 nm (36,3 x 10° cm™), pasmo przy 350 nm (28,5 x 10° cm™)
oraz pasmo w zakresie widzialnym przy 450 nm (22,2 x 10’ cm™), (Rysunek 25). Dane

spektralne 1 fotofizyczne dla 3-benzylo-lumiflawiny zamieszczono w Tabeli 6 (str. 70).

4,0 -

s
HsC N N 0
POS O Ig— -
— N<
HsC N CH,
¢

354

1
|
|
11
304 .
oy
|
254 |

\

\

2,041y

Absorbancja

T T T T T T T ]
250 300 350 400 450 500 550 600

Al nm

Rysunek 25. Widma absorpcji 3-benzylo-lumiflawiny (3BLAf]) i lumiflawiny (Lfl) w metanolu
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Tabela 6. Parametry spektralne i1 fotofizyczne dla 3-benzylo-lumiflawiny
w zestawieniu z lumiflawing i innymi jej pochodnymi w metanolu
Zwiazek A A/nm Ar OF Kk Yk

/nm (e/dm’mol’em™)  /nm /ms  /10%" 710%™

3-benzylo-lumiflawina

CHs
|
HaC@iN /NYO 353 448 (13000) 534 0.10 5.8 0.17 1.6
HaC N Mcn,
¢

3-etylo-lumiflawina * 350 446 (13000) 532 0.11 63 0.17 1.4
3-metylo-lumiflawina ** 351 444 (9900) 533 0.15 6.3 024 1.3
Lumiflawina **
%
HsC N N 0
N
[ . ”Y 351 442 (12200) 531 0.13 6.8 0.19 1.3

T8 A SN 4 NH
HsC N

A1, A, reprezentuja potozenie w widmie absorpcji dwoch pasm o najnizszej energii, w nawiasach
podano molowy wspotczynnik absorpcji (g),

Ar oznacza potozenie maksimum pasma emisji, ¢r wydajno§¢ kwantowa fluorescencji, tr czas zycia
fluorescencji, &, stata szybkos$ci proceséw radiacyjnych oraz Xk, suma stalych szybkosci procesow
nieradiacyjnych

Oszacowany wzgledny biad dla wartosci ¢r 1 77 wynosi 10%.

* Dane pochodza z Ref. [157], ** dane pochodza z Ref. [85].
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Widma emisji

Badane pochodne ryboflawiny fluoryzuja w temperaturze pokojowej. Widma emis;ji
charakteryzuja si¢ obecno$cia jednego pasma z maksimum fluorescencji przypadajacym na
okoto 530 nm. Ryboflawina w metanolu wykazuje pasmo z maksimum przy dtugosci fali
A =532 nm (18,8 x10° cm™). W wodzie pasmo to nieznacznie przesuwa si¢ w kierunku fal
dluzszych i jego maksimum przypada przy ok. 537nm (18,6 x10° cm™). Widma
fluorescencji badanych zwiazkéw zarejestrowano w metanolu, acetonitrylu i w wodzie.
Istotne ograniczenie stanowi rozpuszczalno$¢ badanych pochodnych w niektorych
rozpuszczalnikach. Widma wzbudzenia odpowiadaja widmom absorpcji poszczegdlnych

pochodnych. Zanik fluorescencji opisuje funkcja monoeksponencjalna.

5-Deaza-ryboflawina

W przypadku pochodnej 5-deaza-ryboflawiny w metanolu (Rysunek 26, str. 72)
maksimum fluorescencji przypada przy dlugosci fali A=455nm (22,0 x 10° cm™).
Zamiana atomu azotu w pozycji N(5) pierScienia izoalloksazynowego, w przypadku
ryboflawiny, na atom wegla C(5) w przypadku pochodnej 5-deaza-, powoduje przesunigcie
pasma emisji w kierunku fal krotszych az o 77 nm. Rowniez wydajnos¢ kwantowa
fluorescencji jest wyraznie mniejsza dla 5-deaza-ryboflawiny (¢ =0,11) w poréwnaniu do
¢ = 0,39 dla ryboflawiny [102] (Tabela 3, str. 65). Poréwnanie czaséw zycia fluorescencji
pochodnej 5-deaza-ryboflawiny z ryboflawing w metanolu pokazuje, ze 5-deaza-
ryboflawina w stanie wzbudzonym zyje krocej niz ryboflawina w stanie wzbudzonym.
Wyznaczone dla 5DRfl stale szybkosci dezaktywacji stanu wzbudzonego radiacyjne 1
nieradiacyjne wskazuja, ze dezaktywacja stanu wzbudzonego SDRfl zachodzi gtéwnie na
drodze bezpromienistej. Odpowiednie stale szybkosci dla ryboflawiny maja wartosci
zblizone do siebie. Krzywe zaniku fluorescencji SDRf] opisano jako monoeksponencjalne,
a wartos¢ czasu zycia fluorescencji wyznaczono na 3,98 ns. Zmiana rozpuszczalnika z
metanolu na acetonitryl nie powoduje istotnych zmian warto$ci wyznaczonych wydajno$ci
kwantowej fluorescencji (@r), czasu zycia fluorescencji (tp) oraz wielkosci statych
szybkosci zaniku radiacyjnego (k;) i1 zanikéw nieradiacyjnych (k,). W przypadku
ryboflawiny zanotowano jej slaba rozpuszczalno$¢ w acetonitrylu, i w zwiazku z tym
Zrezygnowano z pomiarow w tym rozpuszczalniku dla tej pochodnej. W Tabeli 3 (str.65)
zamieszczono omowione dane dla 5-deaza-ryboflawiny w zestawieniu z danymi dla

ryboflawiny.
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Rysunek 26. Znormalizowane widma emisji 5-deaza-ryboflawiny (S5DRfl) i ryboflawiny (Rfl) w
metanolu ((Awz, = 425 nm)

1z0-6,7-ryboflawina

Czasteczka 1zo-6,7-ryboflawiny rozni si¢ od macierzystej czasteczki ryboflawiny innym
uktadem podstawnikow metylowych w obrebie pierScienia benzenowego, posiada grupy
metylowe w pozycji C(6) 1 C(7), podczas gdy w czasteczce ryboflawiny grupy metylowe
podstawione sa w pierscieniu w pozycjach C(7) 1 C(8) (Rysunek 18, str. 59). Widmo
emisji izo-6,7-ryboflawiny w metanolu wykazuje maksimum przy A=552nm
(18,1 x 10° cm™), a wigc jest przesuniete w stosunku do maksimum pasma emisji
ryboflawiny w kierunku fal dluzszych o ok. 20 nm, a ksztatltem i potozeniem pasma nie
odbiega od widm innych przedstawicieli tej grupy zwiazkéw. Stan wzbudzony tej
pochodnej charakteryzuje wydajnos¢ kwantowa fluorescencji, rowna ¢@r=02. W
zestawieniu z wynikami otrzymanymi np., dla ryboflawiny w wodzie warto$¢ ta jest jednak
istotnie nizsza. Czas zycia fluorescencji 1zo-6,7-ryboflawiny wynosi 1z = 4,2 ns, a zanik
fluorescencji dobrze opisuje funkcja monoeksponencjalna. Stale zaniku stanu
wzbudzonego radiacyjne i nieradiacyjne wynosza odpowiednio 0,48 x 10*s™ oraz
1,9 x 10° s™'. Takie warto$ci sa charakterystyczne dla wielu zwiazkéw z grupy flawin.
Poréwnanie tych warto$ci z odpowiednimi wartosciami dla ryboflawiny pokazuje, ze stata
odpowiadajaca za szybko$¢ procesOw nieradiacyjnych w przypadku pochodnej izo-6,7- w
roztworze metanolowym jest dwukrotnie wigksza niz dla ryboflawiny. Wartosci
poszczegolnych parametrow spektroskopowych i1 fotofizycznych zebrano w Tabeli 4

(str.67). Widmo emisji izo-6,7-ryboflawiny w metanolu przedstawiono na rysunku 27.
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Rysunek 27. Widma emisji izo-6,7-ryboflawiny(IR) i ryboflawiny (Rfl) w metanolu
(Awz =355 nm)

3-Metylo-tetraacetylo-rybolawina

Czasteczka 3MeTARF w stosunku do czasteczki ryboflawiny w swojej strukturze zawiera
dodatkowo podstawnik metylowy w pozycji 3 pierScienia izoalloksazynowego oraz grupy
acetylowe, obecne w tancuchu rybitylowym, w miejsce grup hydroksylowych. Taka
struktura fancucha rybitylowego powoduje wzrost polarnosci czasteczki w stosunku do
ryboflawiny.

3-Metylo-tetraacetylo-ryboflawina wykazuje fluorescencj¢ w temperaturze pokojowe;j.
Emisja w metanolu pojawia si¢ w postaci pojedynczego, pozbawionego struktury pasma, z
maksimum przy A=3513 nm (19,5 x 10> cm™). W stosunku do ryboflawiny maksimum
fluorescencji 3MeTARF przesunigte jest w kierunku krotkofalowej czg$ci widma.
Wydajnos¢ kwantowa fluorescencji dla zwiazku w roztworze metanolowym wynosi
or = 0,089 1 jest czterokrotnie nizsza niz odpowiednia warto$¢ dla ryboflawiny. 3MeTARF
odznacza si¢ najnizsza wydajno$cia kwantowa sposrod badanych w ramach tej pracy
pochodnych ryboflawiny.

Zanik fluorescencji 3MeTARF w metanolu opisuje funkcja monoeksponencjalna, a
wyznaczony czas zycia fluorescencji 3MeTARF w metanolu wynosi 1tz = 5,4 ns. Analiza
danych dotyczacych proceséw radiacyjnych i nieradiacyjnych opisujacych dezaktywacje
stanu wzbudzonego, wskazuje, ze stan wzbudzony czasteczki 3MeTARF zanika glownie
na drodze bezpromienistej. Najwigksze wartosci state radiacyjne osiagaja dla zwiazku

rozpuszczonego w acetonitrylu (k, = 0,21 x 10°* s™) oraz w wodzie (k, = 0,25 x 10%s™).
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Dane spektralne 1 fotofizyczne zebrano w Tabeli 5 (str.68). Widmo emisji

przedstawiono na rysunku 28.

—— 3MeTARF
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Rysunek 28. Widma emisji 3-metylo-tetraacetylo-ryboflawiny (3MeTARF), ryboflawiny (Rfl) i
lumiflawiny (Lfl) w metanolu (A, = 450 nm)

3-Benzylo-lumiflawina

Zwiazek fluoryzuje w temperaturze pokojowej. Emisja charakteryzuje si¢ widmem w
postaci pojedynczego, pozbawionego struktury pasma fluorescencji z maksimum
przypadajacym przy dhugosci fali A =534 nm (18,7 x 10° cm™). Rozpuszczalnik tylko
nieznacznie wptywa na polozenie pasma emisji. Krzywe zaniku fluorescencji dobrze
opisuje funkcja monoeksponencjalna. Czas zycia fluorescencji miesci si¢ w zakresie
nanosekundowym 1 wyznaczony dla zwiazku rozpuszczonego w metanolu wynosi
T = 5,8 ns. Pordbwnano dane spektralne i fotofizyczne 3-benzylo-lumiflawiny z danymi dla
czasteczek pochodnych 3-metylo-, 3-etylo- oraz z czasteczka macierzysta w stosunku do
nich — lumiflawina. Roznice w polozeniu maksimum emisji oraz w wartosciach
wydajnosci kwantowych fluorescencji dla tych pochodnych sa nieznaczne, 1 mieszcza sig
w granicach btedu eksperymentalnego, np., dla 3-benzylo pochodnej wydajnos¢ kwantowa
fluorescencji wynosi ¢r =0,10, a dla lumiflawiny ¢r =0,13 [85,157]. Roéwniez state
szybkosci procesoOw radiacyjnych 1 nieradiacyjnych, charakteryzujace dezaktywacj¢ stanu
wzbudzonego, nie wykazuja istotnych roznic pomigdzy poszczegdlnymi pochodnymi.
Zwazywszy, ze state nieradiacyjne przewyzszaja dziesigciokrotnie state radiacyjne mozna

stwierdzi¢, ze dezaktywacja stanu wzbudzonego nastepuje gtownie na drodze procesow
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bezpromienistych. Mozna ponadto stwierdzi¢ bardziej ogdlnie, ze zaré6wno obecno$¢
podstawnika w pozycji 3 pierScienia izoalloksazynowego jak i jego rodzaj nie wplywa
istotnie na spektralne i fotofizyczne wtasciwosci pochodnych lumiflawiny. Nie zauwazono
bowiem istotnej rdéznicy pomigdzy danymi emisyjnymi 1 wynikajacymi zen
wiasciwosciami fotofizycznymi uzyskanymi dla pochodnych z podstawnikiem metylowym
czy etylowym, obecnym w tej pozycji, a takze pomigdzy wiasciwosciami emisyjnymi 1
fotofizycznymi pomigdzy czasteczka z podstawnikami alkilowymi 1 podstawnikiem
arylowym obecnym w pozycji C(3). Dane spektralne i fotofizyczne przedstawiono w

Tabeli 6 (str.70). Widmo emisji zwiazku zaprezentowano na rysunku 29.
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Rysunek 29. Widma emisji 3-benzylo-lumiflawiny (3BLfl) i lumiflawiny (Lfl) w metanolu,
(Awzb =450 nm)
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3. Obliczenia metoda DFT i TD — DFT

Obliczenia metoda DFT

Stosujac metodg funkcjonatow gestosci DFT (Density Functional Theory) dla badanych
czasteczek obliczono potozenie najnizszych energetycznie przej$¢ elektronowych singlet-
singlet Sp—S;. Otrzymane dane zestawiono z eksperymentalnymi widmami absorpcji.
Rozbieznos¢ pomig¢dzy danymi eksperymentalnymi 1 uzyskanymi z obliczen teoretycznych
zawiera si¢ w zakresie okoto 2000 cm™. Wydaje sig, ze taka rozbieznos¢ wynika z samego
faktu obecnych mozliwosci teorii obliczen, jak i1 faktu przeprowadzania obliczen przy
zatozeniu fazy gazowej, i ewentualnie ograniczonych mozliwosci uwzgledniania roli
rozpuszczalnika. Na rysunkach 30-33 przedstawiono widma absorpcji badanych
pochodnych ryboflawiny w zestawieniu z wynikami otrzymanymi z obliczen wykonanych
metoda funkcjonatow gestosci. Jak wynika z wykonanych obliczen, gtowne pasma
absorpcji reprezentuja przejscia m—n*. Ponadto w obliczonych widmach obecne sa
przejscia o charakterze n—m* o niskiej energii oscylatora (Rysunki 30-33).

Dla wielu zwiazkdw azaaromatycznych, w tym réwniez dla izoalloksazyn 1
alloksazyn, wzbudzone stany singletowe o konfiguracji m,n* 1 n,n* sa energetycznie
potozone blisko siebie, a w niektorych wypadkach sa wrecz izoenergetyczne. Pomigdzy
tymi stanami mozliwe sa wigc oddzialywania wibronowe, co w konsekwencji moze
istotnie wptywac¢ na wlasciwosci spektralne i fotochemiczne zwiazkow z grupy flawin. W
przypadku blisko lezacych stanow n-n* 1 n-n* czynniki takie, jak polarno$¢, temperatura,
pozycja podstawnika moga istotnie wptywaé na odstgp energetyczny pomig¢dzy stanami o
roznej konfiguracji, czasami prowadzac do ich inwersji [19,85,87,88,157]. Na podstawie
obliczen metoda TD-DFT Zenichowski 1 wspotpr. [158] podaja, ze kilka czynnikéw
wplywa na przesunigcie pasm absorpcji w kierunku fal krotszych w stosunku do pasm
obserwowanych eksperymentalnie. Najnizsze przejscia So-S;, S»,i S; moga ulegac
przesunigciu pod wplywem polarno$ci $rodowiska, tworzenia wigzan wodorowych
pomig¢dzy chromoforem a czasteczkami otoczenia oraz pod wptywem geometrycznego
utozenia chromoforu wewnatrz proteiny. Eksperymentalnie zauwazono, ze obecnos¢
wigzan wodorowych zdecydowanie silniej wplywa na potozenie pasma S,, a mniej na
polozenie pasma S;.

Neiss [159] porownat wyniki uzyskane dla uracylu w roztworze wodnym z
widmem wykonanym dla uracylu w fazie gazowej. Pasma absorpcji w widmie uracylu w

fazie gazowej przesunigte sa w kierunku fal krotszych w stosunku do potozenia pasm w
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widmie zarejestrowanym dla roztworu wodnego. Przesunigcie to zawiera si¢ w granicach
1200 — 2500 cm™. W aspekcie efektu rozpuszczalnikowego Bruszyfiska i in. [160] badali
zwiazki z grupy alloksazyn (1,3-dimetylo-lumichrom) 1 izoalloksazyn (3,7,8,10-
tetrametylo-izoalloksazyng). Uzyskane przez autoréw rezultaty eksperymentu pokazuja, ze
potozenie pasm absorpcji pochodnej izoalloksazynowej w dioksanie nie odbiega znacznie
od potozenia maksimum pasma absorpcji zwiazku w fazie gazowej (22,5 x 10° cm™ w
dioksanie, 22,9 x 10° cm™ w fazie gazowej), z nieznacznym przesunieciem pasm w fazie
gazowe] w stosunku do pasm w roztworze w kierunku fal krétszych. Polozenie pasm
absorpcji nie zalezy w sposob istotny przy przejsciu z fazy gazowej do roztworu dioksanu.
7 zestawienia danych uzyskanych z eksperymentu z obliczonymi przez autoréw
wartosciami energii wzbudzenia poszczegélnych przejs¢ dla badanej pochodnej
izoalloksazynowej (metoda DFT) wynika, Ze obliczona warto$¢ energii odpowiadajaca
najnizszemu przejéciu (symetria (m,m*)) wynosi 24,5 x 10° cm™. Rozbieznos¢ danych
eksperymentalnych i teoretycznych wynosi wigc ok. 2000 cm™'[160].

Dla pochodnych izoalloksazyn Kowalczyk i in. [161] pokazali, ze przy poréwnaniu
polozenia maksimow w eksperymentalnych widmach absorpcji w acetonitrylu z
odpowiednimi warto$ciami obliczonymi metoda DFT, rozbieznosci w polozeniu pasm

mieszcza si¢ w zakresie 1000-2000 cm’.

5-Deaza-ryboflawina

Widmo 5-deaza-ryboflawiny w metanolu, w poréwnaniu z widmem ryboflawiny,
wykazuje przesunigcie dlugofalowego pasma absorpcji w kierunku fal krotszych. Pasmo
absorpcji w widmie zwiazku polozone jest przy dlugosci fali 25,0 x 10° cm™ i posiada
konfiguracj¢ m,n*, a przewidywane na podstawie obliczen DFT najnizsze energetycznie
przejécie potozone jest przy dtugosci fali 26,8 x 10° cm™ (konfiguracja m,n*) co wskazuje
na dobra zgodno$¢ wynikéw eksperymentalnych z wynikami uzyskanymi z obliczen.
Ponadto poréwnanie struktury orbitali HOMO 1 LUMO pokazuje, ze w przejsciu Sp—S;
decydujaca role odgrywa przejscie pomig¢dzy orbitalami typu HOMO — LUMO.

Dla ryboflawiny odlegtos¢ energetyczna pomigdzy najnizszymi wzbudzonymi stanami
singletowymi o konfiguracji m,n* i n,m* wynosi 0,9 x 10° cm™ [101], podczas gdy dla 5-
deaza- pochodnej przerwa energetyczna jest wicksza i wynosi 2,3 x 10° cm™. Dane dla 5-
deaza-ryboflawiny dotyczace energii wzbudzenia standw singletowych (Sp—Si) 1

trypletowych (Sy—T;) obliczone dla geometii stanu podstawoweg oraz energie wzbudzenia
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wyzszych stanow trypletowych (T;—T;) wraz z sila oscylatora obliczone dla
zoptymalizowanej geometrii najnizszego stanu trypletowego (T,) przedstawiono w Tabeli

7 (str. 79). Dane eksperymentalne zestawiono z wynikami obliczen 1 zaprezentowano na

rysunku 30.
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Rysunek 30. Widmo absorpcji 5-deaza-ryboflawiny w metanolu (——) w zestawieniu z wynikami

obliczen teoretycznych (pionowe linie oznaczaja pasma m-n*, czerwone trojkaty —
pasma n-n*)
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Tabela 7. Przewidywane na podstawie obliczen (B3LYP /6-31G(d)) energie wzbudzenia stanow
singletowych (Sy—S;) i trypletowych (Sy—T;) oraz obliczone (UB3LYP /6-31G(d)) energie
wzbudzenia od najnizszego stanu trypletowego do wyzszych stanow trypletowych (T,—T;) wraz z

sifa oscylatora dla 5-deaza-ryboflawiny

So—S; Ex10? f  Se—»T, Ex10° f T\»T, Ex10° f
/em’ /em™ /em”

(m,m*) 26.8(25.0) 0.169 *(mm*) 20.1 ST, 89  <0.001
(n,m*) 29.1 0.003 ’(mm*) 232 STy 118 0.010
(mm*) 31.9(30.4) 0.135 ‘(mm*) 27.6 ST 13.6 0.002
(n,m*) 34.2 <0.001 ‘(mm*) 295 STs 141 0.004
(n,m*) 34.4 0.001 ‘(mm*) 31.1 STy 14.6 0.032
(n,m*)63% 355 0.006 ST, 15.0 0.003
{(n,m*) 35.7 0.002 STy 159 0.068
{(nm*) 36.2 0.003 STy 163 0.009
'(m,n*)50% 39.1 0.071 —T, 183 0.007
(m,m*) 39.5 0.382 ST, 21.0 0.054
(n,m%)50%  40.8 0.014 ST 222 <0.001
(%) 41.1 0.191 STy 233 0.024
() 42.0 0.020 ST 247 0.146
(m,m*) 423 0.034 —>Tis 285 0.051
"(n,t*)73% 457 0.063 —Tis  29.4 0.029

Energia pierwszego stanu trypletowego obliczona z uzyciem formalizmu
(UB3LYP/6-31G(d)) wynosi 19.7 x 10* cm™.
Warto$ci eksperymentalne uzyskane z widm zwigzku w metanolu wyrdzniono grubsza czcionka
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1z0-6,7-ryboflawina

W przypadku izo-6,7-ryboflawiny przewidywane przejsScia singlet — singlet o najnizszej
energii Sp—S; obliczane byly z uwzglednieniem geometrii stanu podstawowego, natomiast
energie wzbudzenia dla przejs¢ T,—T; oraz ich intensywnosci okre$lono dla
zoptymalizowanej geometrii najnizszego stanu trypletowego T;. Wszystkie widoczne w
widmie absorpcji pasma zwigzane sa z przejsciami o charakterze m—n*. Roznice
pomigdzy potozeniem pasm absorpcji uzyskanym z obliczen a danymi eksperymentalnymi
zawieraja si¢ w granicach 2000 — 3000 cm™', przy czym obserwuje sie przesuniecie pasm
eksperymentalnych w kierunku fal dluzszych. Jedynie pasmo potozone przy dtugosci fali
29,2 x 10° ecm™ w eksperymentalnym widmie absorpcji jest nieco przesunicte w kierunku
fal krotszych w stosunku do wartosci 28,7 x 10° cm™ uzyskanej ze stosownych obliczen.
Efekt ten moze powstawac na skutek poszerzenia eksperymentalnego pasma absorpcji,
ktore zwiazane jest z tym, ze blisko polozone pasma n-n* i n-n* moga si¢ wzajemnie
naktada¢, a takze na skutek oddziatywania czasteczek zwiazku z czasteczkami
rozpuszczalnika. Dane eksperymentalne odnosza si¢ bowiem do uktadu substancja
rozpuszczona — rozpuszczalnik, w tym przypadku do roztworu metanolowego badanego
zwiazku, podczas gdy obliczenia wykonano dla czasteczki badanego zwiazku w stanie
gazowym. Neiss [159] poréwnal wyniki uzyskane dla uracylu w roztworze wodnym z
widmem wykonanym dla uracylu w fazie gazowej. Pasma absorpcji w widmie uracylu w
fazie gazowej przesunigte sa w kierunku fal krotszych w stosunku do potozenia pasm w
widmie zarejestrowanym dla roztworu wodnego. Przesunigcie to zawiera si¢ w granicach
1200 — 2500 cm™'[159].

Wykonano réwniez obliczenia metoda DFT dla ryboflawiny. Eksperymentalne pasma
absorpcji dla ryboflawiny w metanolu polozone sa przy 22.5x 10°cm™” oraz
27,8 x 10° cm™. Wyniki obliczen wskazuja, ze odpowiadajace im pasma -n* o najnizszej
energii potozone sa przy 24,8 X 10°cm™ oraz 29,6 x 10° cm'l, sa wigc przesunigte w
kierunku fal krotszych w stosunku do pasm eksperymentalnych (Tabela 9, str. 83).

Porownanie orbitali molekularnych HOMO i1 LUMO otrzymanych w wyniku obliczen
DFT pokazuje, ze przejscie od najwyzszego obsadzonego orbitalu molekularnego do
najnizszego orbitalu nieobsadzonego, czyli HOMO — LUMO jest dominujace we
wzbudzeniu So—S;. Przejscie to moze by¢ okreslone jako dozwolone przejscie n—m*.

Dane dla izo-6,7-ryboflawiny dotyczace energii wzbudzenia stanéw singletowych
(So—Si) i trypletowych (Sy—T;) obliczone dla geometrii stanu podstawowego oraz energie

wzbudzenia wyzszych standow trypletowych (T;—T;) wraz z sifa oscylatora obliczone dla
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zoptymalizowanej geometrii najnizszego stanu trypletowego (T;) przedstawiono w
Tabeli 8 (str.82). Ponadto dla celow poréwnawczych w tabeli umieszczono wartosci
energii uzyskane z eksperymentalnych widm absorpcji zwiazku w metanolu (wyrézniono
grubsza czcionka). W Tabeli 9 (str.83) przedstawiono odpowiednie dane dla ryboflawiny z
uwzglednieniem danych eksperymentalnych. Odpowiednie widma w zestawieniu z

wynikami obliczen pokazano na rysunku 31.
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Rysunek 31. Widmo absorpcji izo-6,7-ryboflawiny w metanolu ( ) w zestawieniu z wynikami
obliczen teoretycznych (pionowe linie oznaczaja pasma n-n*, czerwone trojkaty —
pasma n-m*)
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Tabela 8. Przewidywane na podstawie obliczen (B3LYP /6-31G(d)) energie wzbudzenia stanow
singletowych (So—S;) i trypletowych (S¢—T;) oraz obliczone (UB3LYP /6-31G(d))

energie wzbudzenia od najnizszego stanu trypletowego do wyzszych standéw
trypletowych (T, —T;) wraz z sita oscylatora dla izo-6,7-ryboflawiny
Ex 107 [ So—>T Ex10° f T\»T, Ex10° f

So—S; /em™ /em™ /em™
(%) 242 224 0.089 ‘(mu*) 17.4 ST, 5.6 0.010
(n,m¥) 25.6 0.004 ‘(mm*) 20.5 >T; 7.4 0.000
'(n,m*) 27.2 0.001 ‘(nm*) 22.4 —T, 8.3 0.000
(%) 28.7 29.2  0.190 ‘(n*) 244 —Ts 129 0.013
'(n,m*) 31.3 0.002 *(mm*) 27.7 —Ts 139 0.000
'(n,m*) 31.7 0.002 —T, 142 0.019
(%) 32.8 0.012 —>Ty 151 0.001
(%) 33.2 0.005 —Ty, 165 0.015
'(m,m*) 36.0 0.001 —Tp 179 0.027
(n,m%) 38.2 0 -7, 189 0.068
'(n,m*) 38.7 0.001 —T, 209 0.015
(%) 39.5 0.573 —T5; 223 0.001
(%) (54%)  39.6 0.004 —Ty 235 0.015
'(n,m*) 40.7 0.022 —Tis 241 0.000
(%) 41.4 0.026 —Tis 259 0.001

Energia pierwszego stanu trypletowego obliczona w odniesieniu do stanu podstawowego

wynosi 17.0x10* em™.

Wartosci eksperymentalne uzyskane na podstawie widm zwiazku w metanolu wyrdzniono

grubsza czcionka
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Tabela 9. Przewidywane na podstawie obliczen (B3LYP /6-31G(d)) energie wzbudzenia stanow
singletowych (So—S;) i trypletowych (S¢—T;) oraz obliczone (UB3LYP /6-31G(d))

energie wzbudzenia od najnizszego stanu trypletowego do wyzszych standéw

trypletowych (T;—T;) wraz z sila oscylatora dla ryboflawiny
Y Ex 107 f So—>Ti Ex10° f T—»T; Ex10° f

/em’! /em’! /em’

Y, m*) 24.8 22.5 0.142 3(mn*) 17.3 ST 6.4 0.006
"(nu*) 257 0.019 ‘(mm*) 21.7 STy 7.7 0
‘(n*) 276 0.001 3(nm*) 22.8 ST, 83 0
'(ma*)  29.6 27.8 0.172 *(nm*) 24.4 —Ts 129 0.010
‘(n*) 316 0.0  mm*) 27.7 ST, 139 0
') 319 0.003 ST, 143 0.030
"ma*) 328 0.009 STy 154 0.002
Yna*) 335 0.005 —>T, 16.6 0.018
(na*) 362 0.004 T, 178 0.046
(%) 38.3 0.050 -7, 186 0.066
lma*) 389 0.089 ST, 210 0.006
(ma*)  39.4 0.287 ST 226 0
(%) 40.0 0.071 —Ty, 236 0.030
"ma*) 403 0.036 >Tis 251 0.001
"ma*) 416 0.045 —Ts 264 0.001

Energia pierwszego stanu trypletowego obliczona w odniesieniu do stanu podstawowego

wynosi 16.5x10* cm™.

Warto$ci eksperymentalne uzyskane na podstawie widm zwiazku w metanolu
wyrézniono grubsza czcionka.
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3-Metylo-tetraacetylo-ryboflawina
Struktura elektronowa zwiazku zostata obliczona z uzyciem metody DFT 1 TD-DFT.
Przewidywane wartosci energii przej$¢ elektronowych, obliczone na bazie teorii DFT,
zestawione zostaty z widmem absorpcji zwiazku w roztworze metanolowym (Rysunek 32,
str. 85). Polozenie przej$¢ o charakterze m—n* zaznaczono na rysunku w postaci
pionowych linii, ktére naniesiono na skal¢ energii (liczba falowa), w postaci trojkatow
zaznaczono pasma reprezentujace przejscia o charakterze n—m*. Uzyskane
eksperymentalnie potozenia dwoch intensywnych pasm absorpcji, obecnych przy 353 nm
(28,3 x 10° cm™) oraz 448 nm (22,3 x 10° cm™) odpowiadaja warto$ciom energii przej$é
uzyskanym w wyniku obliczen. - odpowiednio 332 nm (30,1 x 10° cm™) i 406 nm
(24,6 x 10° cm™). Rozbiezno$¢ miedzy wynikami eksperymentu i obliczen zawiera si¢ w
przedziale 1800 —2300 cm™. Konfiguracja najnizszych przejé¢ elektronowych,
charakteryzujacych si¢ najnizsza energia wzbudzenia zostata okre§lona jako m,m*. Ponadto
analiza uzyskanych droga obliczen danych (Tabela 10, str.86) wskazuje na obecnos¢ kilku
mniej intensywnych przejs¢ o konfiguracji n—n*, ktore leza blisko przejs¢ n—m*,
potozone odpowiednio przy 27,1 x10° cm” oraz 252 x10°cm’. Przejicia te
charakteryzuja si¢ mala sila oscylatora i w zwiazku z tym pozostaja niewidoczne w
eksperymentalnym widmie absorpcji. Ponadto ich bliskie sasiedztwo z intensywnymi
przejsciami o konfiguracji m—n* tym bardziej czyni je trudnymi do zarejestrowania. Co
wigcej roznica energii pomigdzy stanami n-n* 1 m-n* wynosi tylko 0,6 — 3,0 x 10* em™, co
jest wlasciwos$cia bardzo charakterystyczna dla czasteczek izoalloksazyn [101]. W zwiazku
z tym niektore wilasciwosci zwiazku mozna tlumaczy¢ na podstawie wzajemnego
oddziatywania singletowych stanéw wzbudzonych o konfiguracji m,n* i n,m*.

Dane dotyczace energii wzbudzenia standw singletowych (Sp—S;) 1 trypletowych
(So—T;) oraz energie wzbudzenia do wyzszych stanow trypletowych (T, —T;) wraz z sila
oscylatora dla tych przej$¢ obliczone dla zoptymalizowanej geometrii stanu trypletowego

T, dla 3-metylo-tetraacetylo-ryboflawiny przedstawiono w Tabeli 10 (str. 86).
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Rysunek 32. Widmo absorpcji 3-metylo-tetraacetylo-ryboflawiny w metanolu (—) w zestawieniu

z wynikami obliczen teoretycznych (pionowe linie oznaczaja pasma n-n*, czerwone
trojkaty — pasma n-mt*)
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Tabela 10. Przewidywane na podstawie obliczen (B3LYP /6-31G(d)) energie wzbudzenia stanow
singletowych (S¢—S;) i trypletowych (Sy—T;) oraz obliczone (UB3LYP /6-31G(d))
energie wzbudzenia od najnizszego stanu trypletowego do wyzszych stanow
trypletowych (T,—T;) wraz z sita oscylatora dla 3-metylo-tetraacetylo-ryboflawiny

So—S; Ex 107 S So—T, Ex10° f T\—»T, Ex10° S
/em™ /em™ /em™

mm*) 246223  0.165 (mm¥) 16.9 0 D 7.4 0.006
Y(n,m*) 25.2 0.002  (na*) 22.3 0 o7 7.7 0.001
Y(n,m*) 27.1 0.002  (mm*) 22.5 0 T 8.6 <0.001
(%) 30.128.3 0.091  3(nm*) 243 0 T 11.1 0.005
(%) 30.5 0.091  3(mm*) 25.7 0 T 13.9 0
(n,m%) 31.5 0 >T; 15.2 0.026
(n,n*) 32.5 <0.001 >T; 16.2 0
"(nn*)  33.8 0.002 —T, 17.3 <0.001
Y(n,m%) 35.6 0 —T 18.1 0.063
'nm*) 363 0.002 —Ty 18.5 0.060
Y(n,m*) 37.2 0.004

'(n,m*) 37.7 0.007

(%) 38.1 0.061

(%) 39.4 0.510

'(n,n%) 40.2 0.005

Energia pierwszego stanu trypletowego obliczona z uzyciem formalizmu
(UB3LYP/6-31G(d)) wynosi 16.0 x 10° cm™.

Wartosci eksperymentalne uzyskane na podstawie widm zwiazku w metanolu wyr6zniono

grubsza czcionka
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3-Benzylo-lumiflawina

Poréwnanie widma absorpcji  zwiazku  zarejestrowanego eksperymentalnie z
przewidywanymi na bazie teorii DFT warto$ciami energii przej$¢ elektronowych
(Rysunek 33, str. 88) pozwala zauwazy¢, ze pasma w widmie absorpcji przesunigte sa w
kierunku fal dtuzszych w stosunku do danych z obliczen, przy czym rozbieznos$¢ ta nie
przekracza wartosci 2000 cm™. Ponadto przewidywana jest obecnos¢ dwoch pasm o
konfiguracji mm*, charakteryzujacych si¢ niewielka sila oscylatora, co czyni je
niewidocznymi w widmie absorpcji. Zgodnie z tym co przewidziano poprzez obliczenia
pasma te powinny by¢ potozone przy 344 nm (29,0 x 10° cm™) i 400 nm (25,0 x 10’ cm™).
Ponadto przy dtugoéciach fali 371 nm (26,9 x 10° cm™), 391 nm (25,5 x 10* cm™), 424 nm
(23,6 x 10° cm™) obecne sa takze przejécia o charakterze n—n* o malej sile oscylatora,
ktore leza w bliskim sasiedztwie stanow m-m*. PrzejScie o najnizszej energii w tej
czasteczce ma wilasnie konfiguracje n,m*, a przerwa energetyczna pomigdzy tym stanem a
kolejnym, ktory posiada konfiguracje m,m* jest niewielka i wynosi zaledwie 0,7 x 10° cm™.
Czasteczki izoalloksazyn takie jak 3-metylo-, czy 3-etylo-lumiflawina [19,85,87,88,157]
charakteryzuja si¢ uktadem stanéw, w ktorym najnizszy stan wzbudzony ma konfiguracj¢
n,m*, kolejny jest stanem n-n*, a przerwa energetyczna miedzy nimi wynosi 0,3 x 10° cm™.
Fakt, ze najnizszym stanem wzbudzonym w czasteczce 3BLAl jest stan n-m* wyraznie
odréznia t¢ czasteczke od wspomnianych pochodnych z podstawnikiem metylowym i
etylowym. Widmo absorpcji zwiazku w roztworze metanolowym zestawione z
przewidywanymi na drodze obliczen warto§ciami energii przej$¢ elektronowych pokazano
na rysunku 33. Potozenie przejs¢ o charakterze m—n* zaznaczono na rysunku w postaci
pionowych linii, ktore naniesiono na skale energii (liczba falowa); w postaci trojkatéw
Zaznaczono pasma reprezentujace przejscia o charakterze n—m*.

Tabela 11 (str. 89) przedstawia dane uzyskane z obliczen teoretycznych.
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Rysunek 33. Widmo absorpcji 3-benzylo-lumiflawiny w metanolu (—) w zestawieniu z wynikami

obliczen teoretycznych (pionowe linie oznaczaja pasma m-n*, czerwone trojkaty —
pasma n-n*)
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Tabela 11. Przewidywane na podstawie obliczen (B3LYP /6-31G(d)) energie wzbudzenia stanow
singletowych (Sy—S;) i trypletowych (S¢—T;) oraz obliczone (UB3LYP /6-31G(d))
energie wzbudzenia od najnizszego stanu trypletowego do wyzszych standéw
trypletowych (T, —>T;) wraz z sita oscylatora dla 3-benzylo-lumiflawiny

So—>S;  Ex 107 f S>>, Ex10° f  T>T Ex 107 f
/em™ /em™ /em™
'(na*)  23.6 0.001 ‘(mm*) 16.7 0 —T, 72 <0.001
(ma*) 243223 0183 ‘(%) 217 0 T, 8.1  0.005
(mn*) 250283 0032 ‘(mm*) 229 0 T, 83  <0.001
(%) 25.5 <0.001 ‘(nn*) 23.8 0 —Ts 87  0.003
(na*) 269 0.003 ‘(mm*) 24.1 0 T, 9.3 0.002
'(mm*)  29.0 0.045 ST 107 0.003
() 31.1 0.134 Ty 144 0.004
'(nn*) 31.8 0.002 ST, 155 0.026
(nm*)  36.8 <0.001 —Tho 17.9  0.001
‘(%) 37.9 0.105 Ty 185  0.129
'(nn*) 385 0.045 —Th 232 0.022
'(mm*) 393 0.415 T3 242 0.042
(m*) 398 0.151 —Tu 26.1  0.001
'(n*) 40.4 0.003 —Ts 283 0.241
(nn*) 412 0.022 —Tis 28.6  0.002

Energia najnizszego stanu trypletowego w odniesieniu do stanu podstawowego
wynosi 15.7x10° cm™.

Warto$ci eksperymentalne uzyskane na podstawie widm zwiazku w metanolu wyrdzniono
grubsza czcionkg
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Wykonano tez probe obliczenia energii wzbudzenia z uwzglednieniem oddzialywan z
czasteczkami rozpuszczalnika (metanol). W takim przypadku kolejno$¢ najnizszych
energetycznie standw wzbudzonych ulegla zmianie i tym razem najnizszym stanem
wzbudzonym jest stan o konfiguracji 7,t* i energii 24,0 x 10’ cm™, a kolejny stan to stan
typu n-m* o energii 25,8 x 10° cm™. Zestawienie wynikéw obliczen wykonanych dla
czasteczki izolowanej 1 dla czasteczki w obecnosci rozpuszczalnika pokazuje, ze
uwzglednienie w obliczeniach czasteczek rozpuszczalnika nie wpltywa w sposdb znaczacy
na energie najnizszego przejécia o konfiguracji n—n* (réznica wynosi tylko 0,4 x 10° cm
. W przypadku najnizszego przejécia n—m* zastosowanie takiego poréwnania pokazuje
znacznie wigkszy wplyw na energig, ktéora dla czasteczki izolowanej wynosi
23,6 x 10° cm'l, a dla czasteczki w obecno$ci rozpuszczalnika wynosi 25,8 x 10° cm'l,
czyli w tym przypadku réznica wynosi 2,2 x 10° cm™ (Tabela 12). Oddziatywanie z
rozpuszczalnikiem wplywa takze wyraznie na energi¢ wyzszych zar6wno o konfiguracji

n,m* jak 1 n,w*,

Tabela 12. Przewidywane na podstawie obliczen metoda (B3LYP) z bazami (6-31G(d)) /6-
311G(d,p)) energie wzbudzenia do standéw singletowych (S¢—S;) w porownaniu z
wartosciami energii obliczonymi z uwzglednieniem makroskopowego efektu
rozpuszczalnika (MeOH) w modelu PCM, metoda (B3LYP) z bazami 6-31G(d)) i 6-
311G(d.p) wraz z sila oscylatora dla 3-benzylo-lumiflawiny

Czasteczka izolowana Czasteczka izolowana Czasteczka w polu
6-31G(d) 6-311G(d,p) rozpuszczalnika (MeOH)
6-31G(d)
So—>S;  Ex10° F So—>Si  Ex 107 f So—>S;  Ex 107 f
/em’ /em’ /cem’

Y(n,m¥) 23.6 0.001 | '(nm*) 237 0.005 "(mn*) 24.0 0.175
", m*) 24.3 0.183 | '(mm*) 242 0.201 "(n*) 258 0.007
(,m*) 25.0 0.032 | '(mm*)  25.1 0.018 "(nn*) 274 <0.001
Y(n,m*) 25.5 <0.001 | '(n,m*)  25.7 <0.001 | '(mm*) 28.2 0.010
"(n,m*) 26.9 0.003 | '(n,m*) 269 0.003 "(n,*)  29.0 <0.001
(%) 29.0 0.045 | '(mm*)  29.1 0.051 "(n,*) 29.3 0.232
(%) 31.1 0.134 | '(nm,m*)  31.0 0.135 "(no*) 317 0.005




IV. Omowienie wynikéw badar wiasnych 91

Obliczenia metoda TD-DFT

W ramach niniejszej pracy zaprezentowano przewidywana strukture elektronowa
stanéw trypletowych, charakter orbitali molekularnych zaangazowanych w przej$cia Sy
—T; oraz symetri¢ trypletowych stanow wzbudzonych T;. W celu opisania struktury
elektronowej stanow trypletowych wykonano widma absorpcji przejSciowej dla
poszczegb6lnych pochodnych w roztworze metanolowym 1 zestawiono je z wynikami
obliczen metoda TD-DFT (Time-Dependent Density Functional Theory). W przypadku
danych dotyczacych przej$¢ typu tryplet — tryplet spojna interpretacja wartosci obliczonych
1 wartosci eksperymentalnych stwarza znacznie wigcej trudnosci niz analiza przejs$¢
pomigdzy stanami singletowymi. Trudno jest opisa¢ stan trypletowy uzywajac teorii
obliczen (TD-DFT) m.in. ze wzgledu na niedostatki samej teorii obliczen dla stosunkowo
duzych czasteczek, jakimi niewatpliwie sa flawiny, co skutkuje mniejsza doktadnoscia
obliczen dla przejs¢ T-T. Ponadto w eksperymencie pomiar widm absorpcji przejsciowej
jest znacznie trudniejszy niz wykonanie standardowych widm absorpcji, a przez to
obarczony wigksza niedoktadnoscia.

Problem wielko$ci bazy stosowanej w obliczeniach dotyczacych izoalloksazyn byt
dyskutowany przez Neissa 1 wspOlpr. [159]. Wnioski zaprezentowane przez autoréw
pokazuja, ze stosunkowo dobre rezultaty obliczen uzyskuje si¢ przy uzyciu relatywnie
matej bazy (6-31G*). Badania Kowalczyk 1 wspotpr. [161], z zastosowaniem roznych baz
rowniez potwierdzaja te spostrzezenia.

W analizie otrzymanych wynikdw nalezy takze wzia¢ pod uwage fakt, ze
poréwnujemy eksperymentalne widmo zwiazku w roztworze z obliczeniami odnoszacymi
si¢ do czasteczek traktowanych jako izolowane w fazie gazowe;.

Neiss 1 wpdlpr. [159] badali wptyw rozpuszczalnika na widma absorpcji zwiazkow
typu flawin w stanach singletowych i trypletowych. Obliczenia dla modelowej czasteczki
izolumazyny w warunkach izolowanych i w obecnosci czasteczek wody pokazaty, ze
wplyw rozpuszczalnika na widma absorpcji zwiazkéw w stanach trypletowych nie réznia
si¢ znaczaco od wptywu, ktory obserwuje si¢ dla czasteczek w stanach singletowych. Dla
czasteczki izolumazyny w stanie trypletowym w otoczeniu czasteczek wody réwniez
obserwuje si¢ przesunigcie maksimoéw emisji w kierunku fal dtuzszych w stosunku do
czasteczki izolowanej. Energie wzbudzenia obliczone przez Kowalczyk i wspotpr. [161]
dla izoaloksazyn w stanach trypletowych pokazuja zgodnos$¢ z wynikami eksperymentu

(widma w acetonitrylu) w zakresie 2000-3000 cm".
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5-Deaza-ryboflawina

Obliczenia metoda DFT pozwalaja przewidzie¢ symetri¢ orbitali zaangazowanych we
wzbudzenia So — T oraz symetri¢ odpowiednich orbitali T;. Zgodnie z wynikami obliczen
przejscie So — T posiada symetrie *(m,*).

W celu okreslenia struktury elektronowej zwiazku w stanie trypletowym wykonano widmo
absorpcji przejsciowej 5-deaza-ryboflawiny (5DRfl) w metanolu oraz obliczenia

teoretyczne metoda TD-DFT (Rysunek 34).
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Rysunek 34. Eksperymentalne widmo absorpcji przejsciowej (panel dolny), zmierzone dla
roztworu S5-deaza-ryboflawiny w metanolu (A =355 nm) w zestawieniu z danymi
uzyskanymi z obliczen metoda TD-DFT (panel gorny), (pionowe linie reprezentuja
przewidywane energie przej$é tryplet-tryplet dla badanej czasteczki)

Odpowiednie energie wzbudzenia T;—T; 1 intensywno$ci przej$¢ zostaly okreslone dla
zoptymalizowanej geometrii najnizszego stanu trypletowego (T;). Energia stanu T; wynosi
19.7 x 10* cm™. Wyniki obliczen zamieszczono w Tabeli 7, str.79.

Obliczone energie przejs¢ T—T; w zestawieniu z widmem absorpcji przejsciowej
przedstawia rysunek 34 . W widmie eksperymentalnym widoczne sa trzy intensywne
pasma potozone przy 21,0 x 10° cm™, 27,5 x 10° ecm™ oraz 34,0 x 10> cm™. Na podstawie
otrzymanych wynikow obliczen, poza intensywnymi pasmami wymienionymi wyzej,
mozna oczekiwa¢ obecnosci co najmniej kilku trudnych do zarejestrowania

eksperymentalnie przejs$¢ tryplet — tryplet o niskiej energii.



IV. Omowienie wynikéw badar wiasnych 93

1z0-6,7-ryboflawina

Na podstawie obliczen DFT zaprezentowano przewidywana konfiguracje orbitali
molekularnych zaangazowanych w przejs$cia Sp— T oraz symetri¢ stanéw T;. Najnizszemu
energetycznie wzbudzonemu stanowi trypletowemu przypisano konfiguracje *(n-n*).

Na bazie teorii TD-DFT wykonano analize¢ struktury czasteczek w stanach
trypletowych, oraz wyznaczono energi¢ przejs¢ T,—T; a otrzymane wyniki poréwnano z
eksperymentalnymi widmami absorpcji przejSciowej. W widmie absorpcji tryplet-tryplet
1z0-6,7-ryboflawiny (IR) widoczne sa dwa wyrazne pasma obecne przy ok. 270 nm
(37,0 x 10°em™) i 385nm (26,0 x 10° cm™). Zestawienie wynikéw eksperymentu z
danymi uzyskanymi z obliczen pokazuje, ze wartosci teoretyczne reprezentujace pasma
absorpcji przesunigte sa w kierunku fal krétszych w stosunku do pasm eksperymentalnych.
Znaczna sita oscylatora przypisana zostata pasmom pofozonym przy 17,9 x 10° cm™ i
18,9x 10° cm™. Widma otrzymane eksperymentalnie wraz z wyznaczonymi w
obliczeniach widmami T; — T; przedstawiono na rysunku 35. Uzyskane w obliczeniach
energie wzbudzenia oraz intensywnos$ci przejs¢  okre§lono wychodzac ze
zoptymalizowane] geometrii najnizszego wzbudzonego stanu trypletowego T;. Energia
stanu T, wynosi 17,0 x 10> cm™. W Tabeli 8 (str.82) przedstawiono wyniki obliczen,
uwzgledniono réwniez dane dla przejs¢ o mniejszej sile oscylatora, ktérym trudno
przypisa¢ pasma w widmie eksperymentalnym ze wzgledu na ograniczenia, ktore stwarza
aparatura do fotolizy btyskowej, tak pod wzglgdem czuto$ci jak i zakresu pomiarowego.
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Rysunek 35. Widmo absorpcji T-T (panel dolny) zmierzone dla roztworu izo-6,7-ryboflawiny w
metanolu (Ax =355 nm) w zestawieniu z danymi uzyskanymi z obliczen metoda
TD-DFT (panel goérny) (pionowe linie reprezentuja przewidywane energie przej$c
tryplet-tryplet dla badanej czasteczki)
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3-Metylo-tetraacetylo-ryboflawina

Stosujac wspomniane metody obliczen DFT 1 TD-DFT okreslono warto$ci energii przejs¢
elektronowych Sy — T; oraz symetri¢ orbitali we wzbudzonych stanach trypletowych.
Analiza uzyskanych danych pozwala stwierdzi¢, ze przejsciu Sy — T; o0 najnizszej energii
wzbudzenia mozna przypisa¢ konfiguracje *(m, n*), w ktorym gtowny wklad ma
wzbudzenie HOMO — LUMO.

W celu dokonania opisu struktury elektronowej czasteczki 3MeTARF w stanie
trypletowym zarejestrowano widmo absorpcji przejsciowej zwiazku i1 zestawiono je z
wynikami obliczen teoretycznych. Stosowne obliczenia, obejmujace energie przejs¢ tryplet
— tryplet wraz z sila oscylatora wykonano w oparciu o zoptymalizowana geometri¢
najnizszego stanu trypletowego (T;). Warto$¢ energii zoptymalizowanego stanu
trypletowego wynosi 16,0 x 10° cm™. Widmo absorpcji przejéciowej w metanolu stwarza
jednakze spory problem interpretacyjny (Rysunek 36). Znaczna sita oscylatora wyrdznia
szczegolnie trzy pasma absorpcji, ktorych potozenie obliczono na 15,2 x 10° cm™,
18,1 x 10° cm™, 18,5 x 10° cm™. Wartosci obliczone dla przejsé¢ elektronowych w stanie
trypletowym zawiera Tabela 10, str.86. Znaczna trudno$¢ przy wykonaniu obliczen
stwarza duzy rozmiar czasteczki 3MeTARF, i wiele mozliwosci konformacyjnych w
strukturze tej czasteczki. W zwiazku z tym mozliwe bytlo wyznaczenie jedynie wartosci

odpowiadajacych 10 najnizszym stanom T; — T};.
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Rysunek 36. Widmo absorpcji przejsciowej dla roztworu 3MeTARF w metanolu
(Aex =355 nm) w zestawieniu z danymi uzyskanymi z obliczen metoda TD-DFT
(pionowe linie reprezentuja przewidywane energie przejs¢ tryplet-tryplet dla badanej
czasteczki)
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3-Benzylo-lumiflawina

W celu okreslenia struktury elektronowej 3-benzylo-lumiflawiny (3BLfl) dokonano
pomiaru widma absorpcji tryplet — tryplet zwiazku w roztworze metanolowym, a uzyskane
wyniki poréwnano z wynikami obliczen wykonanych metoda TD-DFT. Obliczenia
wykonano w oparciu o zoptymalizowana geometri¢ najnizszego stanu trypletowego (T)),
ktérego energig obliczono na 15,7 x 10° cm™. Wyniki obliczen przedstawiono w Tabeli 11
(str. 89). Widmo absorpcji T;-T; 3-benzylo-lumiflawiny w metanolu zestawiono z danymi
uzyskanymi z obliczen metoda TD-DFT, gdzie pionowe linie reprezentuja przewidywane
energie przejs¢ tryplet-tryplet dla badanej czasteczki (Rysunek 37).

Widmo absorpcji przejsciowej sktada si¢ z kilku pasm, ktére potozone sa przy (15,4;
16,9; 20,8; 26,3; 37,0 1 45,5) % 10 ecm™. Odpowiadajace tym pasmom obliczone energie
przej$¢ elektronowych przesunigte sa w kierunku fal krotszych i wynosza odpowiednio:
(15,5; 18,5; 23,2; 24,21 28,3) x 10° cm™

Zastosowanie metody TD-DFT pozwala okresli¢ ksztatt orbitali zaangazowanych w
przejécie elektronowe o najnizszej energii, czyli orbitali molekularnych najwyzszego
obsadzonego orbitalu HOMO 1 najnizszego nie obsadzonego orbitalu LUMO. Ksztalt
orbitali HOMO, HOMO-1 i LUMO przedstawiono na rysunku 38, str. 97.
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Rysunek 37. Widmo absorpcji (panel dolny) zmierzone dla roztworu 3-benzylo-lumiflawiny
w metanolu (A = 355 nm) w zestawieniu z danymi uzyskanymi z obliczen metoda
TD-DFT (panel gorny) (linie reprezentuja przewidywane energie przejs¢ tryplet-
tryplet dla badanej czasteczki)
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Naturg orbitali molekularnych zaangazowanych we wzbudzenie Sy — T; oraz symetrig
odpowiednich orbitali T; opisano korzystajac z metody DFT. Przej$cie o najnizszej energii
So— T, posiada symetri¢ °(m, m*), a glowny udziat pochodzi ze wzbudzenia
HOMO — LUMO. Moment dipolowy wynosi odpowiednio w stanie podstawowym
8.78 D, a w pierwszym wzbudzonym stanie trypletowym 8.17 D.

Pomigdzy danymi pochodzacymi z eksperymentu a wynikami uzyskanymi metoda
obliczen TD-DFT nie sposob nie dostrzec pewnych rozbieznosci. Pomimo obserwowanych
réoznic mozna jednak stwierdzi¢, ze w miar¢ dostgpnosci metod zardwno
eksperymentalnych jak i obliczeniowych oraz mozliwosci, ktére stwarzaja (fotoliza
btyskowa, wielkos¢ baz, dostepnos$¢ czasu obliczeniowego, mozliwosci programowe)
osiagnig¢te rezultaty wykazuja dobra zgodno$¢ 1 dobrze charakteryzuja energie 1

konfiguracje standw wzbudzonych.
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HOMO

HOMO-1

LUMO

Rysunek 38. Ksztatt orbitali molekularnych HOMO, HOMO-1 i LUMO zaangazowanych w
najnizsze przejscia energetyczne w czasteczce 3-benzylo-lumiflawiny
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4. Wlasciwosci emisyjne pochodnych flawin w probkach
polikrystalicznych

Wykonano pomiary widm emisji polikrystalicznych probek badanych pochodnych
ryboflawiny. Fluorescencje mierzono w trybie czasowo-zaleznym, w celu zaobserwowania
ewolucji widm emisji w czasie. Uzyskane wyniki pordwnano z odpowiednimi danymi dla
badanych zwiazkéw w roztworach. Z analizy uzyskanych danych wynika, ze widma emisji
zwiazkow wykonane dla probek w stanie statym charakteryzuja si¢ innymi parametrami
anizeli odpowiednie widma wykonane dla probek w roztworach. W przypadku wszystkich
badanych pochodnych w probkach polikrystalicznych, maksima pasm emisji przesunigte sa
wyraznie w kierunku fal dluzszych (Tabela 13). Dyfuzyjno-odbiciowe widma absorpcji
probek badanych pochodnych (SDRfl i 3BLfl) pokazuja, ze krawedz absorpcji podobnie
jak maksimum emisji jest rOwniez przesunigta w kierunku fal dtuzszych.

Widma dyfuzyjno-odbiciowe probek w stanie podstawowym rejestrowano z
zastosowaniem funkcji remisji Kubelka-Munka (gérny wykres na rysunkach 39 i 42, str.
99 1 101). Widma fluorescencji zarejestrowano w dwoch skalach czasowych, rejestrujac
widma w odstgpach nanosekundowych oraz w odstgpach mikrosekundowych. Probki
wzbudzano btyskiem lasera o dlugosci fali 337 nm. PoloZenie pasm emisji dla
poszczegolnych pochodnych ryboflawiny w roztworach 1 w postaci polikrystalicznej

zamieszczono w Tabeli 13.

Tabela 13. Potozenie maksimoéw pasm emisji dla ryboflawiny i badanych pochodnych
w roztworze metanolowym i w postaci polikrystalicznej

Zwiazek AF W roztworze Ar W postaci Av /em™!
/nm polikrysztaléw /nm
IR 552 570 572
5 DR 455 498 1898
3MeTARF 513 575 2102
3 BLf 534 582 1545
Ryboflawina* 532 560 940
* dane z [3]

W warunkach eksperymentu wykonanego w odstepach czasowych 5 ns 5-deaza-
ryboflawina wykazuje maksimum emisji przy 498 nm (20,1 x 10°cm™), ktére odpowiada
gléwnemu pasmu emisji zwiazku w roztworze metanolowym (455 nm; 22,0 x 10°cm™) z

odpowiednim przesunigciem w kierunku fal kréotszych (Tabela 13). Ponadto w skali
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mikrosekundowej, dla 5-deaza-ryboflawiny zaobserwowano stabo intensywna emisje z

maksimum pasma polozonym przy 498 nm (20,1 x 10°cm™). Pasmo to zostalo

zinterpretowane jako pasmo fluorescencji op6znione;.
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Rysunek 39. Widma fluorescencji polikrysztatow 5-deaza-ryboflawiny, zarejestrowane
w odstepach czasowych 5 ns, wzbudzenie 337 nm; gorny wykres
przedstawia dyfuzyjno — odbiciowe widmo absorpcji polikrysztatow SDR{]
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Rysunek 40. Widma fluorescencji polikrysztatow 5-deaza-ryboflawiny, zarejestrowane
w odstgpach czasowych 1 ps, wzbudzenie 337 nm
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W przypadku izo-6,7-ryboflawiny w stanie polikrystalicznym oprocz gtéwnego pasma
emisji 570 nm (17,5 x 10’ cm™) zaobserwowano pojawienie si¢ dodatkowego pasma emisji
w zakresie krotkofalowym przy 452 nm (22,1 x 10° cm™). Wynik ten podobny jest do
rezultatu uzyskanego przez Wolfa i wspotpr. ktorzy badali polikrystaliczne probki
ryboflawiny [3]. Autorzy ci zaobserwowali rOwniez poza pasmem charakterystycznym dla
emisji ryboflawiny przy 560 nm (17,9 x 10°cm™) dodatkowe pasmo w zakresie
krotkofalowym przy 420nm (23,8 x 10°cm™).  Obecnoé¢  krotkofalowego pasma
widocznego w emisji probek polikrystalicznych ryboflawiny autorzy zidentyfikowali jako
emisj¢ pochodzaca od lumichromu, produktu fotodegradacji ryboflawiny. Przez analogi¢
krétkofalowe pasmo emisji widoczne w emisji 1zo-6,7-ryboflawiny przypisano obecnosci
6,7 —dimetyloalloksazyny, ktora powstaje pod wptywem foto-indukowanej degradacji izo-

6,7-ryboflawiny.

czas
4 odstep 1 ns

Intensywnosc¢ emisji / j. u.

Dtugos$¢ fali / nm

Rysunek 41. Widma fluorescencji polikrysztalow izo-6,7-ryboflawiny, zarejestrowane
w odstgpach czasowych 1 ns, wzbudzenie 337 nm
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Czasowo-zalezne pomiary fluorescencji wykonane dla 3-benzylo-lumiflawiny w
postaci polikrystalicznej wykazaly przesunigcie maksimum pasma fluorescencji w
kierunku fal dluzszych (Tabela 13, str. 98) oraz skrocenie czasu zycia fluorescencji
(3,5ns) w stosunku do odpowiednich danych uzyskanych dla zwiazku w roztworze
metanolowym (5,8 ns). Wydaje sig, ze istotny wplyw na zmiany w charakterystyce
spektralnej 1 fotofizycznej maja oddzialywania migdzyczasteczke w sieci krystalicznej,
zdeterminowane oddziatywaniami van der Waalsa oraz m-stacking (oddzialywaniami
warstwowymi) pomig¢dzy sasiednimi plaskimi fragmentami czasteczek 3-benzylo-

lumiflawiny (Rysunek 42).
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Rysunek 42. Widma fluorescencji polikrysztalow 3-benzylo-lumiflawiny, zarejestrowane
w odstgpach czasowych 1 ns, wzbudzenie 337 nm; gorny wykres przedstawia
dyfuzyjno — odbiciowe widmo absorpcji polikrysztatow SBL1]

Analogiczne pomiary wykonane dla polikrysztatow 3MeTARF (Rysunek 43, str. 102)
wykazaly obecno$é pasma fluorescencii przy 575 nm (17,4 x 10°cm™), ktérego potozenie
bardziej dlugofalowe w stosunku do odpowiedniego pasma zarejestrowanego dla
3MeTARF w roztworze (513 nm; 19,5 x 10° cm™), zdeterminowane jest prawdopodobnie
oddzialywaniami poprzez wiazania wodorowe. Taka interpretacja jest spojna dla

wszystkich badanych pochodnych ryboflawiny [4-7]. jak 1 dla samej ryboflawiny, dla
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ktorej znane sa wspomniane wczesniej badania Wolfa 1 wspotpr. [3]. W odroznieniu od
ryboflawiny, dla czasteczki 3MeTARF nie zarejestrowano zadnego dodatkowego pasma
emisji, co stanowi dodatkowe potwierdzenie jej znacznie wigkszej fotostabilno$ci réwniez

w postaci polikrystaliczne;.

czas
odstep 1 ns

Intensywnos¢ emisiji / j.u.
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Rysunek 43. Widma fluorescencji polikrysztatow 3MeTARF, zarejestrowane
w odstepach czasowych 1 ns, wzbudzenie 337 nm
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5. Pochodne flawin jako fotosensybilizatory tlenu singletowego

Dziatanie tlenu singletowego jako silnego utleniacza zostato wykorzystane w terapii wielu
chorob. Osiagnigcia w dziedzinie syntezy nowych fotosensybilizatorow o zréznicowanej
strukturze 1 wlasciwosciach pozwalajacych na odmienne dziatanie w stosunku do réznych
linii komorkowych i réznych chorob stworzyly realne mozliwo$ci wprowadzenia nowe;j
metody leczenia jaka jest terapia fotodynamiczna. Barwniki posiadajace odpowiednie
wlasciwosci  fotofizyczne pozwalaja na zastosowanie metody roéwniez do celow
diagnostycznych. Wtasciwosci fotouczulajace barwnikow zaleza od ich struktury
chemicznej, wlasciwosci fizykochemicznych, a takze zdolnos$ci wnikania oraz retencji w
chorej tkance. Trudno jest jednak znalez¢ barwniki spetniajace jednocze$nie wszystkie
stawiane wymagania. Poszukiwanie nowych zwiazkow zdolnych do sensybilizacji reakcji
tworzenia tlenu singletowego stanowi wigc istotny kierunek badan [124].

Czasteczki zwiazkéw z grupy flawin reaguja w stanie wzbudzonym z czasteczkami
tlenu. W tych reakcjach flawiny wystgpuja w roli sensybilizatora w efekcie prowadzacdo
powstania czasteczki tlenu w singletowym stanie wzbudzonym — tlen singletowy.

Podstawowa metoda pomiaru tlenu singletowego polega na detekcji promieniowania
emitowanego przez czasteczki tlenu w stanie wzbudzonym, przy dlugosci fali 1270 nm, A
wiec przy diugosci odpowiadajacej przejsciu O,('A) — 0,(’%). Mozna zauwazyé, ze
uzyskana warto$¢ wydajnosci kwantowej tworzenia tlenu singletowego stanowi gorna
granicg¢ oszacowanej wydajnosci przejscia migdzysystemowego, jesli mechanizm oparty
jest na przeniesieniu energii ze stanu T;.

Porownanie warto$ci wydajnos$ci tworzenia tlenu singletowego dla ryboflawiny (0,51)
i dla izo-6,7-ryboflawiny (0,70) (Tabela 14, str.106) wskazuje, ze zmieniony uktad
podstawnikow w czasteczce izoalloksazyny powoduje znaczna roéznicg w wydajnosci
tworzenia tlenu singletowego. Z kolei poréwnanie wartosci ¢, dla ryboflawiny 1
lumiflawiny (0,48) wskazuje, ze obecnos¢ tancucha rybitylowego w czasteczce nie wptywa
znaczaco (jesli w ogole) na warto§¢ wydajnosci tworzenia tlenu singletowego.
Odpowiednie dane zamieszczono w Tabeli 14 (str. 106).

Poréwnanie wartosci @p 1 @F dla ryboflawiny (odpowiednio 0,51 i 0,39) i izo-6,7-
ryboflawiny (odpowiednio 0,70 i 0,20) wskazuje, ze suma tych wartosci jest niewiele
mniejsza od 1. Tak wiec najnizszy singletowy stan wzbudzony dezaktywuje si¢ gtownie

poprzez fluorescencj¢ oraz przej$cie migdzysystemowe.
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Chackon 1 wspotpr. wykazali, ze w przypadku ryboflawiny wydajnos¢ kwantowa przejscia
migdzysystemowego wynosi @isc=0,6 [9]. Na tej podstawie mozna sugerowaé, ze w
przypadku ryboflawiny singletowy stan wzbudzony dezaktywuje si¢ gldwnie poprzez
fluorescencj¢ 1 przejscie migdzysystemowe. Inne dane dla ryboflawiny w roztworze
wodnym o pH =7 opublikowane przez Islama i wspolpr. [10] wskazuja, ze konwersja
wewngtrzna odgrywa niebagatelng rolg¢ w dezaktywacji stanu singletowego.

W czasteczkach izoalloksazyn (izo-6,7-ryboflawina, ryboflawina) najnizsze
wzbudzone stany singletowe maja konfiguracje m, n*, tak samo jak najnizsze wzbudzone
stany trypletowe. Jak wynika z obliczen, w czasteczce izo-6,7-ryboflawiny istnieja stany
trypletowe o konfiguracji >(m, n*), polozone na skali energii ponizej najnizszego
wzbudzonego stanu singletowego S;, ktory posiada konfiguracje '(m, m*). Zgodnie z
regutami wyboru El Sayeda [98] bardziej prawdopodobne jest przej$cie migdzysystemowe
pomiedzy stanami o réznej konfiguracji (n.p. od '(n, n*) do *(x, *)) niz pomigdzy stanami

o tej samej konfiguracji (n.p. od '(z, n*) do *(n, n*)) [19,101,162].

5-Deaza-ryboflawina

Stata szybkosci zaniku stanu trypletowego w roztworze metanolowym, okreslona na
podstawie zaniku widma absorpcji przejsciowej przy dtugosci fali A = 300 nm w roztworze
odtlenionym wynosi kr = 6,41 x 10* s. W roztworze o zroéwnowazonej zawartosci tlenu
wartos¢ statej zaniku stanu trypletowego jest o ok. dwa rzedy wielkosci wigksza 1 wynosi
kr=1,83 x 10° s, przy czym stala wygaszania przez tlen przyjmuje wartosé¢ 8,4 x 10°
dm’ mol” s'. Niska warto$¢ stalej szybkosci wygaszania moze byé spowodowana
tworzeniem ekscypleksu pomigdzy stanem trypletowym a czasteczka tlenu. Wydajnos¢
kwantowa fotosensybilizowanej produkcji tlenu singletowego w metanolu wynosi
¢a = 0,33. W poréwnaniu z ryboflawing warto$¢ ta jest wyraznie nizsza. Mimo to wydaje
sig, ze zwiazek ten moze by¢ uwazany za dobry sensybilizator tlenu singletowego. Dane

dotyczace pomiardéw i oznaczen tlenu singletowego zamieszczono w Tabeli 14 (str. 106).
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1z0-6,7-ryboflawina
Stala szybkosci deaktywacji stanu trypletowego w przypadku izo-6,7-ryboflawiny w

1

metanolu przeptukiwanym azotem wynosi kr=9,2 x 10* s'. Dla napowietrzonego

roztworu metanolowego stala ta wynosi kr=1,7x 10° s, natomiast dla roztworu

natlenionego otrzymano warto$¢ kr=1,0 x 107 s™.

Wartos¢ wydajnosci kwantowej
tworzenia tlenu singletowego w roztworze metanolowym wynosi @ = 0,70, co oznacza, ze

1z0-6,7-ryboflawina jest bardzo dobrym sensybilizatorem tlenu singletowego.

3-Metylo-tetraacetylo ryboflawina

W celu zaobserwowania réznicy w iloSci powstajacego tlenu singletowego dla tej
pochodnej wyznaczono wydajnos¢ tworzenia tlenu singletowego w metanolowch
roztworach odtlenionym, napowietrzonym oraz natlenionym. Zauwazono, ze Wwzrost
stezenia tlenu w roztworze powoduje znaczace zmiany intensywnos$ci emisji pochodzacej
od powstajacego w reakcji fotosensybilizacji tlenu singletowego.

W oparciu o dane uzyskane z eksperymentu w roztworze natlenionym wyznaczono
wydajno$¢ kwantowa tworzenia tlenu singletowego w reakcji fotosensybilizacji oraz jego
czas zycia. Uzyskany czasu zycia tlenu singletowego wynosi 14 = 10 ps 1 jest typowy dla
tlenu singletowego w metanolu [11,12]. Wydajno§¢ kwantowa tworzenia tlenu
singletowego dla 3MeTARF w metanolu wynosi ¢,=0,61. Dane uzyskane dla tej
pochodnej zestawione z odpowiednimi danymi dla ryboflawiny i innych pochodnych

zaprezentowano w Tabeli 14 (str. 106).

3-Benzylo-lumiflawina

Dla tej pochodnej wyznaczono wydajno$¢ tworzenia tlenu singletowego w metanolowym
roztworze odtleniony, w roztworze napowietrzonym i w natlenionym w celu wyznaczenia
roznicy w ilosci powstajacego tlenu singletowego. Wyznaczone dane wynosza
odpowiednio kr=2,86 x 10* s dla roztworu odtlenionego, kr=2,35 x 10° s' dla
roztworu napowietrzonego oraz kr = 1,19 x 10" s dla roztworu natlenionego. Wzbudzenie
3BLAfl w roztworze natlenionym pozwolito wyznaczy¢ wydajnos¢ kwantowa tworzenia w
reakcji fotosensybilizowanej tlenu singletowego oraz jego czas zycia. Uzyskana wartos¢
czasu zycia wynosi to = 10 pus 1 jest typowa dla tego indywiduum w metanolu [11,12].
Wartos¢ wydajnosci kwantowej tworzenia tlenu singletowego wynosi @ = 0,53.

Porownanie otrzymanej warto$ci z odpowiednimi warto$ciami publikowanymi dla
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lumiflawiny oraz dla pochodnych zawierajacych inne podstawniki w pozycji 3 pierscienia
izoalloksazynowego, a mianowicie 3-metylo-lumiflawiny 1 3-etylo-lumiflawiny [13]
wskazuje, ze wielko$¢ i rodzaj podstawnika nie wptywa w sposob istotny na wydajnos¢
tworzenia tlenu singletowego w reakcji fotosensybilizowanej, przebiegajacej z ich

udzialem.

Tabela 14. Czas zycia stanu trypletowego (tr) badanych pochodnych izoalloksazynowych w
metanolu, wydajno$¢ kwantowa fotosensybilizowanej produkcji tlenu singletowego
(@a), oraz jego czas zycia (ta), w porownaniu z odpowiednimi danymi dla lumiflawiny
i innych jej pochodnych oraz z danymi dla ryboflawiny

zwiazek T1/Us Pa/us TA/PS
Lumiflawina 17 0.48 10
3-Metylo lumiflawina ° - 0.53 10
3-Etylo lumiflawina ° 9.5 0.55 10
3-Benzylo lumiflawina ° 34.9 0.53 10
Ryboflawina © 3.7 0.51 10
1z0-(6,7)-ryboflawina © 11 0.70 10
5-Deaza-ryboflawina 15 0.33 10
3MeTARF' 20 0.61 10

" Warto$¢ wydajno$ci kwantowej stanu trypletowego dla 3-metylo-tetraacetylo-ryboflawiny zostata
oznaczona w roztworze metanolowym na 0.54

* dane zaczerpniete z Ref. [13]; ® dane zaczerpniete z Ref. [163]; © dane zaczerpnigte z Ref. [101]; ¢ dane
zaczerpnigte z Ref. [164]
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6. Reaktywnos¢ fotochemiczna flawin w roztworach metanolowych

Podobienstwa strukturalne 1 podobne witasciwosci spektralne substratow 1 fotoproduktow
powstajacych w procesie naswietlania ryboflawiny i jej pochodnych stanowi jedna z
podstawowych trudno$ci do pokonania przy probie opisu fotochemii flawin. Fakt, ze
produkty fotodegradacji flawin absorbuja promieniowanie UV-Vis w tym samym zakresie
co substraty stanowi podstawowa trudnos¢ w ustaleniu stopnia przereagowania substratu
bezposrednio w trakcie procesu naswietlania. Ponadto precyzyjne oznaczenie
fotoproduktow z uzyciem metod spektroskopowych takze jest utrudnione. Z doniesien
literaturowych wiadomo, ze oznacza si¢ dane kinetyczne dotyczace reakcji, jednakze
uzyskane wyniki nie sa zadowalajace [165].

W ramach prezentowanej pracy podjgto probg oznaczenia wydajnos$ci kwantowej
reakcji fotolizy badanych pochodnych ryboflawiny oraz oznaczenia fotoproduktow reakcji
z uzyciem Wysokosprawnej Chromatografii Cieczowej HPLC, ktéra umozliwia
rozdzielenie substratu i1 fotoproduktéw. Pozwala to oznaczy¢ ubytek substratu, wielko$¢
niezbgdna do wyznaczenia wydajnosci kwantowej zaniku substratu. Ponadto wydzielenie
fotoproduktow reakcji, umozliwia ich charakterystyke technika Spektrometrii Mas.

Celem zbadania reaktywnosci fotochemicznej badanych pochodnych, roztwory
metanolowe zwiazkdéw oraz roztwor ryboflawiny poddano naswietlaniu promieniowaniem
o dtugosci fali A = 366 nm. Przebieg reakcji kontrolowano spektrofotometrycznie, mierzac
zmiany w widmie absorpcji UV-Vis oraz chromatograficznie, za pomoca metody HPLC.
Fotoliza badanych zwiazkéw wykazata, ze pochodne izo-6,7-ryboflawina, 5-deaza-
ryboflawina i 3-benzylo-lumiflawina pod wptywem promieniowania UV ulegaja zanikowi
fotochemicznemu. Wyznaczone wydajnosci kwantowe reakcji zaniku, rzedu 107-107
[mol-einst™'], pokazuja, ze fotochemiczna degradacja pochodnych ryboflawiny jest
procesem do$¢ wydajnym. Zastosowanie roznych warunkow naswietlania, w obecnosci 1
nieobecnosci tlenu, pozwolito zaobserwowac¢ stosowne réznice w wartosciach wydajnosci
kwantowej (Tabela 15 (str. 114) i Tabela 16 (str. 115)). Zalezy ona od warunkow reakcji 1
jest wyraznie wyzsza dla roztwordéw odtlenionych. Taki rezultat sugeruje, ze w przebiegu
reakcji fotolizy zaangazowane sa stany trypletowe poszczegodlnych czasteczek. W
nieobecnosci tlenu, ktéry jest wygaszaczem standéw trypletowych, czasteczki w tych
stanach z wigksza wydajno$cia ulegaja fotolizie. Ponadto w pracy podjeto probe

oznaczenia fotoproduktéw powstajacych w wyniku fotolizy.
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5-Deaza-ryboflawina
Rysunek 44 przedstawia zmiany w widmie absorpcji w zakresie UV-Vis dla 5DRfl,
zachodzace pod wptywem naswietlania. Obserwuje si¢ wyrazne zmniejszenie absorpcji w

zakresie dlugofalowego pasma absorpcji oraz wzrost absorpcji ok. 300 nm.

Absorbancja

T T T T T T T T 1
250 300 350 400 450 500 550
Dtugos¢ fali/ nm

Rysunek 44. Zmiany w widmie absorpcji 5-deaza-ryboflawiny w metanolu, obserwowane
podczas naswietlania promieniowaniem A = 366 nm

Pochodna 5—deaza-ryboflawina naswietlana w roztworze metanolowym ulega fotolizie z
wytworzeniem kilku produktéw. Dystrybucja fotoproduktow zalezy od warunkow
naswietlania zwiazanych z obecnos$cia tlenu w roztworze. W warunkach tlenowych
obserwuje si¢ jeden glowny fotoprodukt, zidentyfikowany jako odpowiednia pochodna
alloksazynowa, 5-deaza-lumichrom. Zastosowanie warunkéw beztlenowych pozwala
zaobserwowac kilka fotoproduktow. Jako dwa gtowne obserwuje si¢ 5-deaza-lumichrom i
5-deaza-lumiflawing (Schemat 6a, str. 109). Obecno$¢ tych fotoproduktow potwierdzono
wykonujac widmo MS, oraz poprzez pordwnanie z wzorcem zardwno czasu retencji, w
metodzie chromatograficznej, jak 1 spektrofotometrycznie poprzez poréwnanie z wzorcem
widm absorpcji w UV-VIS. W oparciu o dane literaturowe [47,167,180] oraz na podstawie
wynikéw uzyskanych w spektrometrii mas i w chromatografii HPLC zaproponowano
prawdopodobne struktury trzeciego fotoproduktu, przedstawione na schemacie 6b (str.
109) jako struktura III lub struktura IV. Pozostatych fotoproduktow nie identyfikowano.

Ponadto zaobserwowano, ze obecno$¢ tlenu wptywa na wydajnos¢ kwantowa reakcji

fotolizy badanej pochodnej. Wartos¢ ta jest kilkakrotnie wyzsza w warunkach



IV. Omowienie wynikéw badan wtasnych 109

beztlenowych, poza 3-Benzylo-lumiflawina, co sugeruje udzial stanu trypletowego w

badanej reakcji fotochemicznej (Tabela 15 (str. 114) i Tabela 16 (str. 115)).

Schemat 6a

5DRIl

M=375, r.t=10min., (H2OH
M/z (375-H*)/z = 374 CHOH
M/z (375+H*)/z = 376 CHOH
M/z (375+Na*)/z = 398 | hv (365 nm)
CHOH roztwor nieodtleniony

Gtowne fotoprodukty powstajace w procesie naswietlania
5-deaza-ryboflawiny w metanolu

Schemat 6b

UV: 400; 339 nm
M=373, r.t.=12 mi

Proponowane struktury trzeciego fotoproduktu powstajacego w wyniku
naswietlania 5-deaza-ryboflawiny w metanolu
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1z0-6,7-ryboflawina

Rysunek 45 przedstawia zmiany w widmie absorpcji w UV-VIS, zarejestrowane w trakcie
naswietlania izo-6,7-ryboflawiny (IR) w roztworze metanolowym. W wyniku naswietlania
1z0-6,7-ryboflawiny obserwuje si¢ wyrazny zanik pasm dlugofalowych, ktéremu

towarzyszy formowanie pasma absorpcji z maksimum potozonym przy ok. A = 325 nm

2,54

204\ |/

-
[$)]
1

Absorbancja
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Rysunek 45. Zmiany w widmie absorpcji izo-6,7-ryboflawiny w metanolu, zachodzace pod
wplywem naswietlania promieniowaniem o dtugosci fali A = 366 nm

W wyniku fotolizy, metoda chromatograficzna zarejestrowano powstawanie dwoch
glownych produktow. Naswietlanie zwiazku w napowietrzonym roztworze prowadzi do
powstawania jednego produktu, ktérym jest odpowiednia pochodna alloksazynowa, 6,7—
dimetylo-alloksazyna. Inna dystrybucj¢ fotoproduktéw obserwuje si¢ w przypadku
naswietlania roztworu odtlenionego. W tych warunkach naswietlania gléwnym
fotoproduktem obok pochodnej alloksazynowej (6,7—dimetylo-alloksazyny) jest pochodna
izoalloksazynowa (6,7,10-trimetylo-izoalloksazyna) (Schemat 7a, str. 111)). Ponadto
obserwuje si¢ powstawanie trzech innych fotoproduktéw, dla ktérych zaproponowano
struktury (Schemat 7b, str. 111). Zwiazki te w widmach absorpcji UV posiadaja pasma
charakterystyczne dla struktury izoalloksazynowej. Ich czasy retencji wydtuzaja si¢ w
stosunku do czasu retencji substratu, podczas gdy masy wyznaczone w spektrometrii mas
maleja. Analiza tych danych wraz z uzyskanymi warto$§ciami w widmach MS pozwolity na
zaproponowanie wspomnianych struktur (struktury V, VI i VII) jako prawdopodobnych

dla powstajacych w fotolizie produktow.
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Schemat 7a
(‘:HZOH H
|
N N O
C‘)HOH N
CHOH
\ hv (366 nm) = NH
?HOH roztwor nieodtleniony HsC N
N N O 6,7-metylo-alloksazyna, UV: 395; 342 nm,
Z r.t.=16,6 min., M=242
_ NH M/z (242-H*)/z = 241
HsC N M/z (242+H*)/z= 243
CH, o M/z (255+Na*)/z = 265
IR
M=376, r.t. = 7,3 min.  hv (366 nm)
M/z (376-H+)/Z =375 roztwoér odtleniony
Mz (376+H*)/z= 377
M/z (376+Na*)/z = 399
7 -
N N O
— NH — NH
H,C N HsC N
CH CH, o}
v O Vi
6,7-metylo-alloksazyna, UV: 395; 342 nm, 6,7,10-trimetylo-izoalloksazyna,
r.t.=16,6 min., M=242 UV: 448; 385 nm, r.t.=14,5 min., M=256
M/z (242-H*)/z = 241 M/z (256-H")/z = 255
M/z (242+H")/z= 243 M/z (256+H")/z= 257
M/z (255+Na*)/z = 265 M/z (256+Na*)/z = 279
Gtowne fotoprodukty powstajace w procesie naswietlania
izo-6,7-ryboflawiny w metanolu
Schemat 7b
H\c‘;:o
CHOH Hec=0
(HOH (‘JHOH
(‘JHOH ‘CHOH
i ot
N N o
/ N N o)
_ NH
HsC N HaC N/ NH
CH
*wn ° CHs vy o
M=374, r.t. = 10,7 min., UV: 449; 381 nm M=344, r.t. = 12,3 min., UV: 449; 368 nm
M/z (374-H*)/z = 373 M/z (344+H")/z= 345
M/z (374+H*)/z= 375 M/z (344+Na*)/z = 367
M/z (374+Na*)/z = 397
M/z (374+K*)/z = 413
M/z (374+CI")/z = 409
~ o0
(‘:Hz M=284, r.t. = 13,2 min., UV: 451, 382 nm

\ M/z (284-H*)/z = 283
NN O Mz (284+H%)/z= 285
M/z (284+Na*)/z = 307
_ NH M/z (284+CHzOH+H*)/z = 317
M/z (284+CH;OH+Na")/z = 339

Proponowane struktury dodatkowych fotoproduktéw naswietlania izo-6,7-ryboflawiny
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Warunki naswietlania zwigzane z obecnos$cia 1 nieobecnoscia tlenu w roztworze powoduja,
ze proces zaniku Izo0-6,7-ryboflawiny przebiega z inna wydajnoscia kwantowa
(odpowiednio ¢ =1,6 x 107 i ¢ =7,2 x 10™). Taki wynik sugeruje, ze w reakcji fotolizy
pod wptywem promieniowania o dlugosci fali A =366 nm, zaangazowany jest stan

trypletowy naswietlanego zwiazku.

3-Metylo-tetraacetylo-ryboflawina

Poroéwnanie zapisu pomiardw spektrofotometrycznych procesu fotolizy 3-metylo-
tetraacetylo ryboflawiny oraz ryboflawiny wykonanych w tych samych warunkach
eksperymentalnych pokazuje, ze acetylowana pochodna ryboflawiny nie wykazuje

istotnych zmian w widmie absorpcji UV-VIS pod wptywem naswietlania (rysunek 46).

Absorbancja
Absorbancja

T T | 010 T T T
300 400 500 600 300 400 500 600

Diugosc fali / nm Diugosé¢ fali / nm

Rysunek 46. Zmiany w widmie absorpcji obserwowane podczas naswietlania roztworu
ryboflawiny w metanolu (rys.lewy) i 3-metylo-tetraacetylo ryboflawiny w metanolu,

(rys. prawy), Anasw. = 366 nm.

Zaobserwowano, ze pochodna ta wykazuje znacznie wigksza odporno$¢ na
promieniowanie z zakresu UV. Naswietlanie pochodnej 3-metylo-tetraacetylo-ryboflawiny
w roztworze metanolowym promieniowaniem o diugosci fali A =366 nm prowadzi do
fotolizy zwiazku z wydajnoscia kwantowa ok. 10-krotnie nizsza (¢ ~5x107) niz
pozostalych badanych pochodnych ryboflawiny oraz samej ryboflawiny. Taki wynik
sugeruje, ze obecnos¢ grup acetylowych w tancuchu rybitylowym, zastgpujacych
podstawniki hydroksylowe, zwigksza odporno$¢ zwiazku i powoduje, Ze staje si¢ on mniej

podatny na promieniowanie z zakresu UV. W wyniku wydluzenia czasu naswietlania
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obserwuje si¢ (metoda chromatografii HPLC) tworzenie niewielkich ilosci produktu, ktory

zidentyfikowano jako 3-metylo lumichrom (Schemat 8).

Schemat 8

CH,OAc
CHOAc
CHOAc
CHOAc

hv (366 nm)
HsC N /N\’&O roztwér odtleniony
— NH
HsC N
(0]

3MeTARF

Schemat procesu naswietlania 3MeTARF w metanolu

3-Benzylo-lumiflawina

Zaobserwowano, ze 3-benzylo-lumiflawina naswietlana w nieodtlenionym roztworze
metanolowym, promieniowaniem o dtugos$ci fali A = 366 nm ulega fotolizie y wydajnoscia
kwantowa ¢ =2,2x 10, Jest to proces fotochemicznie znacznie mniej wydajny niz
fotoliza izo-6,7-Rfl i SDRfl. Wydajno$¢ tego procesu jest niezalezna od obecnosci tlenu w
roztworze. Zastosowanie warunkow beztlenowych wykazato podobny przebieg procesu,
ktéry charakteryzuje taka sama warto$¢ wydajnosci kwantowej (Tabela 15 (str. 114) i
Tabela 16 (str. 115)). Skoro wygaszanie stanu trypletowego pozostaje bez wplywu na
przebieg procesu, mozna wnioskowaé, ze w reakcji tej nie bierze udziatu stan trypletowy
zwiazku. W procesie obserwuje si¢ tworzenie jednego gltownego fotoproduktu,
zidentyfikowanego jako odpowiednia pochodna izoalloksazynowa, 3-metylo-lumiflawina,
(Schemat 9, str. 114). Wydhuzenie czasu naswietlania powoduje powstawanie innego

fotoproduktu, ktorego struktury nie okre§lano w ramach prowadzonego eksperymentu.
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Schemat 9

—_—
— N<
Hs;C

3BLAl
M = 346, r.t. = 20,2 min.

Schemat procesu naswietlania i fotoprodukt powstajacy w wyniku
fotolizy 3-benyzlo-lumiflawiny w metanolu

Ponizej zamieszczono tabele zawierajace warto$ci wydajnosci kwantowych fotolizy

poszczegolnych pochodnych ryboflawiny.

Tabela 15. Wartosci wydajnosci kwantowych wyznaczone dla fotolizy (A = 366 nm) pochodnych
ryboflawiny w metanolu w warunkach beztlenowych

Zwiazek (probka odtleniona) ¢y /mol/dm’ ¢ /mol/einst.
120-6,7-ryboflawina 2,33x10” 1,5x107

5-Deaza-ryboflawina 2.2x107 3,7x1 0°

3-Metylo-tetraacetylo 1,01x10™ <5,0x10”
ryboflawina

3-Benzylo-lumiflawina 2,75x107 2,1x10™

3-Benzylo-ryboflawina 2,76x107 2,3x107

Ryboflawina 4,1x107 2,9x107
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Tabela 16. Wartosci wydajnosci kwantowych wyznaczone dla fotolizy (A = 366 nm) pochodnych
ryboflawiny w metanolu w warunkach nieodtlenionych

Zwiazek (probka nieodtleniona) ¢o/mol/dm’ ¢ /mol/einst.
120-6,7-ryboflawina 2,33x107 7,2x10™
5-Deaza-ryboflawina 1,9x107 6,2x1 0!
3-Benzylo-lumiflawina 2,75x107 2,2x10™
Ryboflawina 4,1x10” 1,1 xx10”

Wyniki naswietlania sugeruja, ze pochodne ryboflawiny ulegaja fotolizie ze
stosunkowo duza wydajnos$cia. W wyniku fotolizy zwiazki te traca tancuch rybitylowy, a
glownymi produktami rozktadu sa odpowiednie pochodne alloksazynowe 1
izoalloksazynowe. Mechanizm alkalicznej hydrolizy FMF 1 tworzenia lumiflawiny i
lumichromu zaprezentowany juz w pionierskich pracach Songa 1 wspotpr. [166], pokazuje,
ze produktem posrednim alkalicznej fotolizy ryboflawiny jest formylometyloflawina

(FMF) (Schemat 10a i 10b).

Schemat 10a, wedtug [166]
H QO

OH I
\_/‘CH2

| ( CH
N N @)
H3C/\©: = \f H3C N /N\fo
_ NH >
— NH
HsC N HsC N
(0] l 0

LA
HO-C-O"
H+

e
HsC N N _O
o
T - e
_ NH
HsC N
o)

Mechanizm reakcji tworzenia lumiflawiny w roztworach alkalicznych
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Schemat 10b, wedtug [166]

H\C¢o

H,O |
\J(lez

I H H
N N @) H5;C N N @)
O — O K
+ CHO
—_— _— NH 7
HyC N NH HaC N CH,OH
o) @)
Mechanizm reakcji tworzenia lumichromu w roztworach alkalicznych

Whikliwe badania pochodnych ryboflawiny zaprezentowane przez Moore’a i Baylora
[167] pokazaly jak skomplikowane procesy uczestnicza w zaniku fotochemicznym tych
zwiazkow. Autorzy zaproponowali szereg cyklicznych pochodnych powstajacych w
wyniku naswietlania poprzez przylaczanie tancucha bocznego do pierScienia
izoalloksazynowego. Dla tych reakcji sugeruje si¢ mechanizm wewnatrzczasteczkowego
przeniesienia wodoru z hydroksyalkilowego tancucha bocznego do pierScienia
izoalloksazynowego.

Badania fotolizy ryboflawiny w roztworze wodnym, rozwinig¢te przez Ahmada i
wspoOtpr.  [168],  potwierdzity = obecno$¢  lumiflawiny,  lumichromu  oraz
formylometyloflawiny i cyklodehydroryboflawiny wsréd fotoproduktow. Na udziat
poszczegolnych zwiazkéw wsrod fotoproduktow ma wplyw stezenie katalizatora, jakim
moga by¢ jony fosforanowe H,PO, , pH roztworu, a takze intensywno$é¢ promieniowania
padajacego na probke.

W rozpuszczalnikach hydroksylowych reakcje fotolizy zachodza poprzez stan
trypletowy. Ponadto zauwazono, ze ryboflawina, lumiflawina oraz FMN ulegaja
fotodegradacji, ktora jest zwigzana z odszczepieniem wodoru z grupy hydroksylowej
rozpuszczalnika [169].

Ahmad 1 wspolpr. [170] badali takze wpltyw intensywnos$ci §wiatta na dystrybucje
fotoproduktow naswietlania. Autorzy sugeruja wplyw intensywnos$ci $wiatla na wydajnos¢
tworzenia stanow  singletowych 1 trypletowych oraz ich udzial w inicjowaniu

odpowiednich reakcji. Rowniez szybkos¢ reakcji fotodegradacji ryboflawiny zalezy silnie
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od intensywno$ci $wiatta padajacego oraz dlugosci fali promieniowania uzytego do
naswietlania.

Dla niezjonizowanych czasteczek flawin obserwuje si¢ wyzsze state szybkosci
fotolizy niz dla tych samych czasteczek zjonizowanych. W zakresach pH, w ktorych
czasteczki flawiny wystepuja w postaci jonow (ponizej pH =2 1 powyzej pH = 10), mamy
do czynienia z wygaszaniem ich wzbudzonych stanow singletowych przez czasteczki
kwasu czy zasady [171].

Sugeruje sig, ze degradacja ryboflawiny pod wplywem promieniowania UV-Vis
przebiega poprzez wewnatrzczasteczkowe procesy fotoredukcji i fotodealkilowania oraz
poprzez fotoaddycje. Gdy gldéwne indywiduum przejsciowe w wewnatrzczasteczkowych
procesach fotoredukcji 1 fotodealkilowania w obecnosci jonow fosforanowych stanowi
wzbudzony stan singletowy flawiny, reakcja prowadzi wprost do lumichromu. Udziat
wzbudzonego stanu trypletowego prowadzi do produktéw posrednich, z_ktérych nastepnie
tworzy si¢ lumichrom oraz lumiflawina [168].

Drugi z postulowanych mechanizméw prowadzi do reakcji fotoaddycji, ktora
przebiega z udzialem wzbudzonego stanu singletowego flawiny. Kompleks czasteczki
flawiny z jonami fosforanowymi ulatwia reorientacj¢ grup hydroksylowych w pozycji C-2'
fancucha rybitylowego co umozliwia reakcj¢ fotoaddycji [168].

Charakterystyczne zmiany w widmie absorpcji rejestrowane podczas naswietlania
dotycza ubytku absorpcji w zakresie widzialnym widma, charakterystycznym dla flawin
(A =445 nm) oraz wzrost absorpcji w zakresie charakterystycznym dla lumichromu
(A =340-400 nm) [172]. W wyniku naswietlania czasteczka flawiny jest wzbudzana do
stanu singletowego, a nastgpnie przez przej$cie mi¢dzystemowe obsadzany jest jej stan
trypletowy. W kolejnym etapie lawina moze wulec albo dezaktywacji do stanu
podstawowego, albo reagowac z czasteczka flawiny w stanie podstawowym powodujac jej
utlenienie. W reakcji tej tworzy si¢ rodnik semichinonowy (FIH") oraz utleniony rodnik
(F1'). Utleniony rodnik_flawinowy reaguje z flawing w stanie podstawowym dajac rodnik
semichinonowy oraz lumichrom [172].

Flawina moze takze sta¢ si¢ donorem wodoru (z pozycji 1'-H) dla flawiny w stanie
trypletowym. W nastepnej reakcji pozostata po usunigciu wodoru czasteczka reaguje z
kolejna czasteczka flawiny, tworzac lumichrom oraz produkty uboczne [172].

W przypadku izo-6,7-ryboflawiny 1 5-deaza-ryboflawiny zauwazono roznicg w
wydajnosci procesu fotolizy w zaleznosci od warunkéw prowadzenia reakcji (tlenowe lub

beztlenowe). W nieobecno$ci wygaszacza stanow trypletowych, jakim jest tlen, obserwuje
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si¢ kilkakrotny wzrost wydajnosci procesu. Ponadto zaobserwowano inny udziat
fotoproduktow wsrdd produktow fotolizy. Obecnos¢ dlugozyjacych stanow trypletowych
pozwala na przebieg reakcji z udzialem posrednich etapow fotolizy, a wigc wsrod
produktow powinny by¢ widoczne takie, ktore posiadaja w tancuchu bocznym mniejsza
ilos¢ atoméw wegla niz wyjsciowa pochodna ryboflawiny [15,16]. Z analizy widm MS
czgsciowo uzyskano dowody, ktore poparte analiza czasOw retencji i widm absorpcji
pozwalaja zasugerowac taki przebieg procesu. Dodatkowy dowod moze stanowi¢ rowniez
fakt, ze w reakcji prowadzonej w roztworach odtlenionych obserwuje si¢ oprocz
odpowiednich pochodnych lumichromu (alloksazyny) réwniez odpowiednie pochodne
lumiflawiny (izoalloksazynowe), ktore w miejsce tancucha bocznego posiadaja podstawnik
metylowy. Natomiast naswietlanie w obecnosci tlenu prowadzi bezposrednio do
fotoproduktow o strukturze alloksazynowej, czyli nie zawierajacej podstawnika w pozycji
N(10) w miejscu tancucha rybitylowego. Uzyskany wynik pozostaje w zgodzie z danymi
literaturowymi [17]. Naswietlanie flawin w obecnosci tlenu powoduje, ze reakcje
przebiegajace poprzez stan trypletowy zostaja wyeliminowane, wobec czego indywiduum
reagujacym pozostaje flawina wzbudzona do stanu singletowego, z ktdrej moze tworzy¢
si¢ bezposrednio odpowiednia pochodna alloksazynowa. Warto$¢ wydajnosci kwantowej
uzyskana dla 5DRfl jest podobna jak dla samej ryboflawiny (odpowiednio 3,7 x 107 i
3,0 x 10™ mol einst™).

Pochodna 3MeTARF okazata si¢ bardziej stabilna fotochemicznie niz pozostate
badane zwiazki. Przy zastosowaniu podobnych warunkéw naswietlania (uwzgle¢dniajacych
natezenie promieniowania padajacego i1 czas naswietlania), nie zaobserwowano zadnych
istotnych zmian w widmie absorpcji zwiazku w UV-VIS. Analiza HPLC rowniez nie
wykazala ubytku substratu ani tez pojawienia si¢ produktéw ewentualnej fotolizy zwiazku.
Znaczne wydtuzenie czasu ekspozycji wykazato niewielki ubytek (5% - 7%) 3MeTARF, w
zakresie, oraz tworzenie matych ilosci fotoproduktu, ktory zidentyfikowano jako 3-metylo-
lumichrom. Precyzyjne okreSlenie wydajnosci kwantowe] zaniku fotochemicznego
3MeTAREF jest trudne ze wzgledu na btad wyznaczenia procentu stopnia przereagowania
substratu. Z pewnos$cia mozna stwierdzi¢, ze czasteczki 3MeTARF wykazuja znacznie
wigksza (nawet o dwa rzedy wielko$ci) stabilno$¢ fotochemiczna niz inne badane w tej
pracy pochodne ryboflawiny. Eksperymenty dotyczace fotolizy ryboflawiny w obecno$ci
buforu boranowego [18,19] pokazaty, ze kompleks pomigdzy jonami boranowymi a
ryboflawing angazuje pozycje C-2’ i C-3’ w tancuchu rybitylowym, co uniemozliwia

tworzenie FMF (formylo-metylo-flawiny). W przypadku 3MeTAREF te grupy funkcyjne sa
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rowniez zablokowane, wigec wysoce prawdopodobne jest, ze reakcja prowadzaca do
produktu posredniego nie zachodzi. Ze wspomnianych wyzej badanh Ahmada i1 wspolpr.
[17] wiadomo, ze lumichrom moze powstawaé bezposrednio z flawiny wzbudzonej do
stanu singletowego. Mozna wigc przyjaé, ze obserwowany jako fotoprodukt 3-metylo
lumichrom powstaje bezposrednio ze stanu singletowego, a krétki czas zycia tego stanu
singletowego 1 duza wydajno$¢ tworzenia stanu trypletowego powoduje, Ze proces
degradacji zostaje znacznie spowolniony. Roéznice w obrgbie fancucha rybitylowego,
polegajace na obecnosci grup acetylowych powoduja wigc istotng zmiang wilasciwosci
fotochemicznych zwiazku. Wlasciwos¢ ta pozwala na rozszerzenie zastosowan zwiazku o
dodatkowa mozliwos¢ uzycia go jako modelowego w badaniach z zastosowaniem
promieniowania UV-Vis ryboflawiny 1 jej pochodnych.

W przypadku 3-benzylo-lumiflawiny zaobserwowano w widmie MS obecno$¢ masy
m/z=271. Mozna sugerowaé, ze w wyniku naswietlania 3BLfl tworzy si¢ 3-metylo-
lumiflawina,(schemat 9, str.118).

Uzyskane wyniki pokazuja, ze fotoliza pochodnych ryboflawiny jest do§¢ wydajnym
procesem, cho¢ wydajnos¢ ta jest nizsza, niz wartosci uzyskane dla ryboflawiny (z
wyjatkiem 5SDRfl). Wydajnos¢ kwantowa reakcji zalezy od warunkéw naswietlania i jest
wyzsza dla roztworow odtlenionych. Wynik taki pozwala wnioskowa¢, ze (poza 3BLfl) w
reakcji zaangazowany jest stan trypletowy badanych czasteczek pochodnych ryboflawiny.
Dla 3MeTARF warto$¢ wydajnosci kwantowej reakcji jest co najmniej dwa rzedy
wielkos$ci nizsza niz dla pozostatych pochodnych.

Informacje uzyskane poprzez badanie fotochemii ryboflawiny i jej pochodnych moga
by¢ istotne w procesie planowania i optymalizacji otrzymywania odpowiednich produktow
z udzialem reakcji fotochemicznej, a takze w ocenie stabilno$ci lekow zaréwno na etapie

projektowania ich sktadu [21] oraz w trakcie procesu otrzymywania i przechowywania.
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V. Cze¢$¢ eksperymentalna

1. Czg¢s$¢ ogolna
1.1 Odczynniki

Rozpuszczalniki stosowane w eksperymentach charakteryzowaly si¢ czystoscia
analityczna przewidziana dla pomiarow HPLC i pochodzity z firm Aldrich i Merck.
Czystos¢ spektralng rozpuszczalnikow sprawdzano spektrofotometrycznie wykonujac
widma absorpcji 1 porownujac je z widmami zamieszczonymi w katalogu firmy Merck
oraz dodatkowo wykonujac widmo fluorescencji korzystajac z bardzo czulego

spektrofluorymetru. Rozpuszczalniki osuszano stosujac odpowiednie sita molekularne.

1.2 Badane izoalloksazyny

Zwiazki uzyte do badan : 3-benzylo-lumiflawing, 3-metylo-tetraacetylo-ryboflawing, 5-
deazaryboflawing, izo-6,7-ryboflawing otrzymano jako dar od Pani profesor Anny
Koziotowej. Ich synteze wykonano w Katedrze Analizy Instrumentalnej Wydziatu
Towaroznawstwa Akademii Ekonomicznej w Poznaniu [66] i1 prace tam cytowane.
Zwiazki dodatkowo oczyszczane byly poprzez krystalizacj¢ z metanolu. Struktura
zwiazkow okres§lona zostala metodami spektroskopowymi: spektroskopii w podczerwieni,
spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego, spektrometrii masowej. Ponadto
wykonano chromatografi¢ cienkowarstwowa w celu potwierdzenia czystosci zwigzkow.

Wykorzystane w badaniach lumiflawina i ryboflawina pochodzity z firmy Fluka i Aldrich.

1.3 Techniki eksperymentalne

Pomiary absorpcji i emisji.

Widma absorpcji UV-Vis wykonano na spektrofotometrze Varian Cary SE, pomiary
wykonywano w kuwetach kwarcowych o grubosci 1=1 cm. Molowe wspotczynniki
absorpcji dla roztworow poszczegdlnych zwiazkow obliczono z prawa Lamberta — Beera.
Stacjonarne widma fluorescencji wykonano na spektrofluorymetrze firmy Jobin Yvon-
Spex Fluorolog 3-11. Do pomiaréw stosowano kuwety kwarcowe (1 =1 cm). Eksperymenty
wykonywano w temperaturze pokojowej. Do pomiaréw widm absorpcji i emisji stosowano
roztwory badanych zwiazkéw o stezeniach rzedu 10™ mol dm™. Widma emisji wykonano

jako skorygowane.
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Wydajnos¢ kwantowa fluorescencji oznaczono metoda wzgledna, stosujac roztwor
siarczanu chininy w 0.1n H>SOj jako standard (¢=0.52). Absorbancja roztworéw badanych
zwiazkéw jak 1 standardu wynosita okoto 0.05 przy dlugosci fali wzbudzenia. Do

wyznaczenia wydajnosci kwantowej stosowano wzor:

S A4 n’

—_z wz z
(pZ = X X > X (PWZ 1.1

wz z wz

@, — wydajno$¢ kwantowa zwiazku

0w — wydajnos¢ kwantowa wzorca

S. — pole powierzchni pod skorygowanym pasmem emisji zwiazku

Syz— pole powierzchni pod skorygowanym widmem emisji wzorca

A.—warto$¢ absorbancji roztworu zwiazku przy dtugosci fali wzbudzenia

A, — wartos¢ absorbancji roztworu wzorca przy dtugosci fali wzbudzenia

n., n,. — wspotczynniki zatamania §wiatta wlasciwe odpowiednio dla roztworu zwiazku 1
roztworu wzorca

Doktadnos¢ oznaczenia wydajnosci kwantowych wynosita 10%.

Czasy zycia fluorescencji zmierzono przy dlugosci fali wzbudzenia A= 450 nm, metoda
czasowo-skorelowanego zliczania pojedynczych fotonéw na fluorymetrze IBH model
5000U, ze zrédlem wzbudzenia w postaci nanosekundowej lampy blyskowej oraz na
pikosekundowym spektrometrze emisyjnym z laserowym zrddlem wzbudzenia, ktore
stanowi pico/femtosekundowy laser tytanowo-szafirowy [173]. Detekcje stanowi uktad
liczenia pojedynczych fotondw. Pomiary wykonano w Centum Badawczym Ultraszybkiej
Spektroskopii Laserowej UAM w Poznaniu z udziatem Pandéw doktora Jerzego Karolczaka
1 doktora Krzysztofa Dobka.

Eksperymenty wykonywano w temperaturze pokojowe;.



V. Czesc eksperymentalna 122

State szybkosci dezaktywacji stanow wzbudzonych radiacyjne i nieradiacyjne obliczono z

zaleznosci:
dla statych radiacyjnych k .= @ 1.2
T
1-—
dla statych nieradiacyjnych k= M 1.3

nr

T

k,— radiacyjna stata szybkos$ci dezaktywacji stanu wzbudzonego
kn — nieradiacyjna stata szybkosci dezaktywacji stanu wzbudzonego
¢ — wydajnos¢ kwantowa fluorescencji zwiazku

T — czas zycia stanu wzbudzonego

Pomiary absorpcji przejsciowej

Widma absorpcji przejsciowej wykonano na ukladzie do nanosekundowej laserowej
fotolizy btyskowej, w geometrii prostokatnej (Barcelona). Jako zrédto wzbudzenia
zastosowano promieniowanie z lasera Nd:YAG Q-switched (Spectron laser system, UK;
szeroko$¢ pulsu ok. 9ns) (LKS60 Applied Photophysics) z zastosowaniem trzeciej
harmonicznej (355 nm). Zrdédlo promieniowania analizujacego stanowita lampa
ksenonowa 300W (LOT Oriel Ltd.) z monochromatorem oraz fotopowielaczem R928
(Hamamatsu). Pomiary zostaly wykonane z pomoca Panoéw prof. J.L. Bourdelande 1 dr J.
R. Herance.

Roztwory badane odtleniano stosujac metode wielokrotnego zamrazania i rozmrazania.

Niektore probki byty przeptukiwane azotem. (izo-6,7-ryboflawina).

Pomiary absorpcji i emisji dla probek w stanie stalym

Widma dyfuzyjno-odbiciowe probek w stanie podstawowym rejestrowano z
zastosowaniem funkcji remisji Kubelka-Munka

Pomiary laserowo indukowanej emisji fluorescencji sproszkowanych krystalicznych
probek wykonane zostaly w temperaturze pokojowej, w uktadzie front-surface W
stosowanym uktadzie jako zrédta wzbudzenia uzyto lasera azotowego Proton Technology

Instruments, Model 2000, ok. 600 ps FWHM, 1,3 mJ / puls).Probki wzbudzano impulsem
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laserowym o dlugosci fali 337.1 nm. Promieniowanie powstajace pod wptywem
naswietlania probek zbierane jest przez sondg¢ wiazki kolimatora (kolimujacej) sprz¢zona
ze $wiattowodem. Detekcja odbywa si¢ przez detektor ICCD (Oriel model Instaspec V)
sprzgzony ze spektrografem (Oriel model FICS 77441). Uklad stuzy zaréwno do
detekcjicatkowitego $wiatta emitowanego przez probke, jak 1 do pomiaréw czasowo-
zaleznych z zastosowaniem urzadzenia opdzniajacego (Stanford Research Systems, model
D6535). Wzmacniacz ICCD duzej szybkosci (2,2 ns) pracuje w zakresie dlugosci fali 200-
900 nm. Pomiary czasowo-zalezne widm absorpcji 1 emisji dostgpne sa w zakresie
czasowym od nanosekund do sekund. Pomiary wykonano dzigki uprzejmosci Pana prof.

Luisa F. Vieira Fereira, z udziatem Pani dr Isabel F. Machado.

Detekcja tlenu singletowego
Pomiary zwiazane z oznaczeniem tlenu singletowego wykonano z zastosowaniem
wzbudzenia laserowego trzecia harmoniczng (355 nm) przy uzyciu btysku lasera Nd:YAG
(firmy Lumonics hyper YAG HY200), energia impulsu wynosita 4 mJ na puls, 8 ns
FWHM). Energia wzbudzenia zostata skorygowana z uzyciem roztworu azotynu sodu w
wodzie, w celu zapewnienia (speilnienia warunku), ze intensywnos$¢ emisji jest liniowa
funkcja intensywnosci lasera. Jako detektor zastosowano detektor fotodiodowy EO — 980P
z dioda germanowa chtodzona cieklym azotem (firmy North — Cast Scientific), z filtrem
interferencyjnym 1270 nm (Melles Griot) umieszczonym pomig¢dzy probka a detektorem w
celu zredukowania promieniowania rozproszonego 1 promieniowania pochodzacego od
sensybilizatora oraz wyodrgbnienie fosforescencji pochodzacej od tlenu singletowego.
Dane zbierano przy pomocy oscyloskopu z szybkoscia 250 MS s (Tektronix 2432A), a
nastgpnie analizowano przy pomocy programu Microcal Origin. Wydajno$¢ kwantowa
wyznaczano metoda wzgledna Jako standard zastosowano perinaftenon (Aldrich),
charakteryzujacy si¢ wydajnoscia kwantowa tlenu singletowego @x=0.95 £ 0.05 [106].
Emisja tlenu singletowego mierzona byta poprzez §ledzenie pasma 1270 nm, ktore
odpowiada przejsciu oscylacyjnemu 0-0 fosforescencji tego indywiduum. Intensywno$¢
fosforescencji tlenu singletowego dla czasu t = 0 otrzymano poprzez dopasowanie krzywej
zaniku fosforescencji do funkcji monoeksponencjalnej. Roztwory badane i1 roztwor
odnosnika sporzadzono tak, aby ich absorbancja przy dlugosci fali wzbudzenia wynosita
A=0.2 (0.6) £0.003 w kuwecie 1=1cm. [106]. Pomiary wykonano korzystajac z

uprzejmosci Pana prof. Jose Luisa Bourdelande (Barcelona)



V. Czesc¢ eksperymentalna 124

Szczegdlowy opis wyznaczania wydajnosci kwantowej fotosensybilizowanego tworzenia
tlenu singletowego (@) znajduje si¢ w pracy Wilkinson 1 in. [116]. Tlen singletowy moze
by¢ tworzony poprzez przeniesienie energii tak ze stanéw singletowych jak i trypletowych
(Réwnanie 1.4). Ze wzgledu na wlasciwosci energetyczne flawin 1 czasteczki tlenu
praktyczne znaczenie w procesie sensybilizacji tworzenia tlenu singletowego odgrywaja

tylko stany trypletowe (Réwnanie 1.5).

Wzor na wydajnos¢ tworzenia tlenu singletowego

O, =Ffs + DB 17 1.4

kq [02 ] ken
Yk, +k, +k O]\ &

O, =D

q

®, - wydajnos¢ kwantowa tworzenia tlenu singletowego

P7- frakcja stanow trypletowych wygaszanych przez tlen

f - frakcja stanu trypletowego wygaszanego przez czasteczki tlenu, dajaca tlen singletowy
Pgs- frakcja standw singletowych

fs- frakcja stanow singletowych

@Digc - wydajnos¢ kwantowa tworzenia stanu trypletowego
[O;] - stezenie tlenu

k, - radiacyjna stata zaniku standéw wzbudzonych

k,,- suma stalych nieradiacyjnych zaniku stanéw wzbudzonych
k, - stala wygaszania

ke, - stata przeniesienia energii

Przeliczanie widm absorpcji przejSciowej na widma absorpcji tryplet-tryplet.

Eksperymentalne widmo absorpcji T-T obliczono przez skorygowanie widma absorpcji
przejsciowej dla stanu podstawowego, z uzyciem wyznaczonego wspotczynnika absorpcji
w stanie trypletowym przy dlugosci fali absorpcji (okreslonego stosunku do molowego
wspotczynnika absorpcji wyznaczonego dla benzofenonu), oraz widma absorpcji w stanie
stacjonarnym w odpowiednim rozpuszczalniku. W obliczeniach zaktadano, Ze po

dezaktywacji pierwszego singletowego stanu wzbudzonego istnieja tylko dwa indywidua
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absorbujace, a mianowicie indywiduum w stanie podstawowym 1 indywiduum w
pierwszym wzbudzonym stanie trypletowym. Dokladno§¢ oznaczenia molowego
wspotczynnika absorpcji w stanie trypletowym, mierzonego poprzez przeniesienie energii

T-T z benzofenonu wynosi ok. £10% [174].

Obliczenia TD-DFT

Dane dotyczace struktury elektronowej 1 geometrii czasteczki 3BLf uzyskano wykonujac
obliczenia kwantowo-mechaniczne z zastosowaniem metody DFT (ang. Density
Functional Theory) [175]. Obliczenia wykonano z uzyciem funkcjonalu B3LYP wraz z
dwoma bazami atomowymi typu split-valence — mniejszej jakosci podwdjne zeta 6-31G(d)
oraz wigkszej jakosci potrojne zeta 6-311G(d,p) [176] oraz modelu polaryzowalnego
continuum (PCM) w B3LYP/6-31G(d) w celu uwzglednienia wptywu rozpuszczalnika
[177]. Energie wzbudzenia i sita oscylatora w reprezentacji dhugosci dipola_zostaty
obliczone dla zoptymalizowanej geometrii w stanie podstawowym z uzyciem czasowo-
zaleznej (TD, ang. Time Dependent) metody jak wprowadzono w programie Gaussian 03
dla programu ab initio [178]. Przejscia elektronowe singlet — singlet o najnizszej energii
So—S;, zostaly obliczone dla geometrii stanu podstawowego. Energie wzbudzenia
obliczone na poziomie teorii TD — DFT B3LYP/ 6-31G(d) zostaty oszacowane w zakresie
z doktadnoscia 2000 — 3000 cm™, i zwykle wykazuja przesunigcie pasm absorpcji w
kierunku fal dluzszych w stosunku do wynikoéw otrzymanych z eksperymentu. Energie
wzbudzenia T;—T; oraz intensywnosci przej$¢ zostaty okreslone dla zoptymalizowanej
geometrii najnizszego stanu trypletowego (T;). Zastosowano nieograniczona metod¢
UB3LYP w obliczeniach widm T,—T;.

Obliczenia wykonano w Centrum Superkomputerowo-Sieciowym w Poznaniu (PCSS).

Naswietlanie izoalloksazyn

Naswietlanie:

Naswietlania analityczne prowadzono w kuwecie kwarcowej o dlugosci drogi optycznej
1=1 cm i pojemnosci ok.3 ml. Jako zrodto $wiatta stosowano wysokocisnieniowa lampe
rtgciowa HBO-200 (firmy Narva) wraz z uktadem filtrow pozwalajacych na uzyskanie
promieniowania monochromatycznego o dtugosci fali A =366 nm (filtr interferencyjny

366 nm (firmy Carl Zeiss Jena) oraz filtr odcinajacy) oraz uktadem odtleniajacym. Probki
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odtleniano stosujac hel odpowiednio pzepuszczany przez kolumng wypelioan miedzia

osadzona na szerokoporowatym silikazelu.

Roztwoér izoalloksazyny w metanolu (co~2 x 10™ mol/dm’, obj. probki 2,6 ml) naswietlano

na lawie optycznej wysokoci$nieniowa lampa rtgciowa promieniowaniem A=366 nm_(filtr

interferencyjny 366 nm + filtr odcinajacy):

- do niskich procentow konwersji (0k.20%), w celu oznaczenia wydajno$ci kwantowej
reakcji fotochemiczne;j

- do wyzszych procentow konwersji, w celu wydzielenia i scharakteryzowania produktow
fotolizy

Roztwory badanych zwiazkow przygotowywano bezposrednio przed rozpoczgciem

eksperymentu.

Analiza przebiegu reakcji fotochemiczne;j:

- przebieg naswietlania rejestrowano spektrofotometrycznie

- procent przemiany okreslano za pomoca chromatografii HPLC, stosujac detektor
absorpcyjny 1 fluorescencyjny

- produkty wydzielone metoda chromatografiit HPLC poddano analizie metoda
spektrometrii masowej (electro-spray), uzyskujac masy poszczegolnych produktow

- za pomoca analizy chromatograficznej HPLC z uzyciem detektora absorpcyjnego (diode
array) oraz detektora fluorescencyjnego okreslono witasciwosci spektralne (widmo
absorpcji, chromatogram fluorescencyjny) substratu i produktow; ponadto w tych
samych warunkach przeprowadzono analiz¢ zwiazku sugerowanego jako produkt

finalny, uzyskujac potwierdzenia widma absorpcji i czasu retencji produktu

Analizg chromatograficzna wykonano metoda Wysokosprawnej Chromatografii Cieczowej
(HPLC) na chromatografie cieczcowym firmy Waters wyposazonym w fotodiodowy
detektor absorpcyjny UV-VIS (Waters) i detektor fluorescencyjny (Waters 470 scanning
fluorescencje detektor). Do rozdziatu uzyto kolumny Atlantis C18, 3.5um (Waters),
stosujac elucje gradientowa i izokratyczng z przeptywem 0,5 ml/min. Jako fazg ruchoma
stosowano uktad rozpuszczalnikow metanol — woda, w gradiencie: izokratycznie 30:70

(v:v) przez 1 min., 70:30 (v:v) w ciagu 10 min.

Test fotostabilnosci wykonano stosujac aktynometr chemiczny w postaci soli Reinecke

[179] trans-tetra tiocyjanodiaminochromian (III) potasu (I) otrzymany z soli amoniowej.
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Roztwor soli Reinecke naswietlano w kuwecie dtugosci drogi optycznej 1cm do uzyskania
ok. 25% ubytku substratu (ok. 65 s naswietlania) z zachowaniem tych samych warunkow
jak przy naswietlaniu probek (=366 nm, c= 10" mol/dm™). Wyznaczona liczba
kwantow absorbowanych przez roztwoér aktynometru (Isg), obliczona z wzoru 1.6, zostata
przyjeta jako liczba kwantéw padajacych na roztwoér probki poddany naswietlaniu w

okreslonym przedziale czasu (Io).

1,

K X AC Xy |:einst,:|
= 1.6

Dxt

I— natezenie promieniowania emitowanego przez zrodto $wiatta (dla A = 366 nm)

K — wspobtczynnik uwzgledniajacy rozcienczenie soli Reinecke w roztworze (do pomiaru
absorbancji przed i po naswietlaniu)

Ac —roznica stezen soli Reinecke przed i po naswietlaniu wyznaczona
spektrofotometrycznie (z prawa Lamberta - Beera) [mol-dm™]

v — objetoé¢ naswietlanego aktynometru (2,6ml) [dm’]

@ — wydajno$¢ kwantowa reakcji fotohydratacji soli Reinecke (Ay., = 366 nm, ®=0,36)
[mol-einst™']

t — czas naswietlania [s]

Vg +Vy 02+20

Ve 0,2

K 11 1.7

K — wspotczynnik uwzgledniajacy rozciefczenie soli Reinecke w roztworze (do pomiaru
absorbancji przed 1 po naswietlaniu)
Vsr — objetos¢ soli Reinecke uzyta do sporzadzenia roztworu w celu wyznaczenia
absorbancji aktynometru przed i po naswietlaniu [ml]
Vzx — objetos¢ zwiazku kompleksujacego uzyta do sporzadzenia roztworu w celu
zmierzenia absorbancji aktynometru przed i po nas§wietlaniu [ml]
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Wyznaczanie wydajno$ci kwantowej reakcji fotolizy izoalloksazyn
Wartosci wydajnosci kwantowych reakcji fotolizy poszczegdlnych pochodnych oznaczano
korzystajac z wzoru 1.8. Procentowy ubytek substratu wyznaczano chromatograficznie

metoda HPLC, a nastgpnie obliczono ubytek stezenia naswietlanego substratu (Ac).

¢

1.8

Ac XV -
::]OXt { l}

einst.

@ —wydajno$¢ kwantowa

Ac —rdznica stgzen izoalloksazyny przed i po naswietlaniu z prawa Lamberta - Beera
[mol-dm™], ubytek substratu wyznaczony chromatograficznie

v — objeto$¢ naswietlanego roztworu (2,6 ml) [dm’]

Iy —nate¢zenie promieniowania emitowanego dla A = 366 nm [einst-s]

t —czas naswietlania [s]

I, =I,(1-10") 19

Iy — natgzenie promieniowania padajacego na probke
1,55 — natgzenie promieniowania absorbowanego przez probke
A — absorbancja roztworu izoalloksazyny dla dlugosci fali, ktora ja naswietlano

Spektrometria mas
Widma mas wykonano technika jonizacji elektrospray na spektrometrze masowym firmy
Waters / Micromass (Manchester, UK) ZQ2000 (single quadruple type instrument, Z-

spray, MassLynx V3.5 software). Widma rejestrowano w zakresie mass 100-1000.
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2. Czes$¢ szczegolowa

5-Deaza-ryboflawina

1. Roztwér 5-deaza-ryboflawiny w metanolu, o stezeniu co=2.5x 10° mol/dm’,
odtleniano przez 15 min. helem przepuszczanym przez uklad osuszajacy. Nastgpnie
roztwor poddano naswietlaniu promieniowaniem o dtugosci fali A =366 nm. Przebieg
naswietlania §ledzono spektrofotometrycznie wykonujac widma absorpcji w UV-VIS oraz
chromatograficznie, wykonujac analiz¢ HPLC. Roztwor naswietlano do niskich procentow
ubytku substratu (w celu uzyskania danych niezbgdnych do wyznaczenia wydajno$ci
kwantowej). Charakterystyke glownych fotoproduktéw przeprowadzano z analizy
roztworu naswietlanego do wyzszych procentow konwersji. W wyniku fotolizy zwiazku
powstaje kilka produktow. Dwa glowne fotoprodukty zidentyfikowano jako 5-deaza
lumichrom i 5-deaza lumiflawing. Dla fotoproduktu 3 zaproponowano strukture III lub IV.
Ostatni z fotoproduktow nie identyfikowany.

substrat 5-deaza-ryboflawina: czas retencji 10,7 min., MS (m=375, M/z =374, M/z = 376,
M/z=1398), UV (A; =401 nm, A, = 338 nm),

produkt 1: czas retencji 18,5 min., MS (m=241, M/z =240, M/z =242, M/z =264), UV
(M =360 nm, A, = 320 nm), 5-deaza lumichrom,

produkt 2: czas retencji 15,2 min., MS (m=255, M/z =256, M/z = 278), UV (A =401 nm,
A2 =333 nm), 5-deaza lumiflawina,

produkt 3: czas retencji: 12,0 min., MS (m=373, M/z=372, M/z=374, M/z=396),
UV(A; =407 nm, A, = 339 nm), struktura III,

produkt 4: czas retencji: 16,6 min.,UV(A; = 400, A, = 339), produkt niezidentyfikowany.

2. Roztwor 5-deaza-ryboflawiny w metanolu, o stezeniu co=2.6x 10° mol/dm’, z
pominigciem etapu odtleniania, poddano naswietlaniu promieniowaniem o dtugosci fali
A=365 nm. W wyniku fotolizy zwiazku powstaje jeden fotoprodukt, ktory
zidentyfikowano jako 5-deaza lumichrom.

Substrat: 5-deaza-ryboflawina: czas retencji 10,7 min., MS (m=375, M/z =374, M/z =376,
M/z =398), UV (A =401 nm, A, = 338 nm),

produkt 1: czas retencji 18,5 min., MS (m=241, M/z =240, M/z =242, M/z =264), UV

(M =360 nm, A, = 320 nm), 5-deaza lumichrom.
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1z0-6,7-ryboflawina

1. Roztwér izo-6,7-ryboflawiny w metanolu, o stezeniu co= 2.5 x 10~ mol/dm’, poddano
przez 15 min. odtlenianiu helem, a nastg¢pnie naswietlano promieniowaniem o dtugosci fali
A =365 nm. Przebieg naswietlania $ledzono spektrofotometrycznie wykonujac widma
absorpcji w UV-VIS oraz chromatograficznie, wykonujac analiz¢ HPLC. Roztwor
naswietlano do niskich procentéw ubytku substratu (w celu uzyskania danych niezbednych
do wyznaczenia wydajno$ci kwantowej). Naswietlanie do wyzszych procentéw konwersji
pozwolito na scharakteryzowanie gtownych fotopoduktow, ktore stanowia pochodna
alloksazynowa (6,7 — dimetyloalloksazyna) i pochodna izoalloksazynowa (6,7,10 —
trimetylo-izoalloksazyna). Ponadto obserwuje si¢ powstawanie mniejszych ilosci trzech
innych fotoproduktow, dla ktorych zaproponowano struktury V, VI, VIL.

substrat 6,7 — izo-ryboflawina: czas retencji 7,1 min., MS (m=376, M/z = 375, M/z =377,
M/z=399), UV (A; = 448 nm, A, = 386 nm),

produkt 1: czas retencji 16,6 min., MS (m=242, M/z =241, M/z =243, M/z=278), UV
(A1 =394 nm, A, = 342 nm), 6,7-dimetylo alloksazyna,

produkt 2: czas retencji 14,5 min., MS (m=256, M/z = 255, M/z = 257), UV (A =448 nm,
A2 =384 nm), 6,7,10-trimetylo izoalloksazyna

produkt 3: czas retencji 13,2 min.,, MS (m=284, M/z=283, M/z=285, M/z=307,
M/z =317, M/z =329), UV (A =451 nm, A, = 382 nm), struktura IX,

produkt 4: czas retencji 12,3 min., MS (m=344, M/z=345, M/z=367), UV
(A1 =449 nm, A, = 368 nm), struktura VIII,

produkt 5: czas retencji 10,7 min., MS (m =374, M/z=373, M/z=375, M/z=397,
M/z =413, M/z = 409), UV (A =449 nm, A, = 381 nm), struktura VII.

2. Roztwor izo-6,7-ryboflawiny w metanolu, o stgzeniu c¢o=2.5x 10° mol/dm’,
nieodltleniony, naswietlano promieniowaniem o dlugosci fali A =366 nm. W wyniku
fotolizy zwiazku powstaje jeden fotoprodukt, ktory zidentyfikowano jako 6,7 —
dimetyloalloksazyna.

substrat 6,7 — izo-ryboflawina: czas retencji 7,1 min., MS (m=376, M/z = 375, M/z =377,
M/z =399), UV (A; = 448 nm, X, = 386 nm),

produkt 1: czas retencji 16,6 min., MS (m=242, M/z =241, M/z =243, M/z=278), UV
(M =394 nm, A, = 342 nm),
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3-Metylo-tetraacetylo-ryboflawina

Roztwoér 3-metylo-tetraacetylo-ryboflawiny metanolu, o stezeniu co = 1,01 x 10 mol/dm’,
odtleniano przez 15 min. helem, a nastgpnie na§wietlano promieniowaniem o dtugosci fali
A =366 nm. Przebieg fotolizy kontrolowano spektrofotometrycznie wykonujac widma
absorpcji w UV-VIS oraz chromatograficznie, wykonujac analiz¢ HPLC. W wyniku
wydtuzenia czasu naswietlania obserwuje si¢ (metoda chromatografii HPLC) tworzenie
niewielkich ilosci produktu, ktory zidentyfikowano jako 3-metylo lumichrom.

substrat 3-metylo-tetraacetylo-ryboflawina: czas retencji 18,7 min.,, MS (m =558,
M/z =557, M/z =559, M/z = 581), UV (A = 447 nm, X, = 360 nm),

produkt 1: czas retencji 17,5 min., MS (m =256, M/z =255, M/z =257, M/z=279), UV
(M =387 nm, A, = 348 nm).

3-Benzylo lumiflawina

1. Roztwér 3-benzylo-lumiflawiny w metanolu, o stezeniu co=2.75x 10° mol/dm”,
odtleniano 15 min. helem, a nast¢pnie naswietlano promieniowaniem o dlugosci fali
A=366 nm. Zwiazek ulega fotolizie z wytworzeniem kilku produktow. Przebieg
naswietlania $ledzono spektrofotometrycznie wykonujac widma absorpcji w UV-VIS oraz
chromatograficznie, wykonujac analiz¢ HPLC. Roztwodr naswietlano do niskich procentow
ubytku substratu (w celu uzyskania danych niezbgdnych do wyznaczenia wydajnos$ci
kwantowej). Naswietlanie do wyzszych procentéw konwersji pozwolilo ustali¢, ze
glownym fotoproduktem reakcji fotochemicznej jest odpowiednia pochodna
izoalloksazynowa, 3-metylo lumiflawina. Wydluzenie czasu naswietlania powoduje
powstawanie innego fotoproduktu, ktorego struktury nie okre§lano w ramach
prowadzonego eksperymentu.

Substrat: 3-benzylo Ilumiflawina: czas retencji 20,3min., MS (m=346, M/z =345,
M/z =347, M/z =369), UV (A =446 nm, A, = 359 nm),

produkt 1: czas retencji 17,2 min., MS (m =270, M/z=271), UV (A =445 nm,
A2 =369 nm) 3-metylo-lumiflawina,

produkt 2: czas retencji 18,6 min., UV (A =407 nm, A, =295nm) produkt

niezidentyfikowany.

2. Roztwor 3-benzylo-lumiflawiny w metanolu, o stgzeniu c¢o=2,75x 10° mol/dm3,

nieodltleniony, naswietlano promieniowaniem o dlugosci fali A =366 nm. W wyniku
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fotolizy zwiazku powstaje jeden fotoprodukt, ktory zidentyfikowano jako 6,7 —
dimetyloalloksazyna.

Substrat: 3-benzylo lumiflawina: czas retencji 20,3min., MS (m =346, M/z =345,
M/z =347, M/z =369), UV (A = 446 nm, A, = 359 nm),

produkt 1: czas retencji 17,2 min.,, MS (m=270, M/z=271), UV (A; =445 nm,
A2 =369 nm).

Aktynometr
Jako aktynometr zastosowano s6l Reinecke (K[Cr(NH3),(SCN)4]). Synteze¢ soli Reinecke
przeprowadzono z odpowiedniej soli amonowej, a takze synteze zwiazku kompleksujacego

(Fe(NOs3)3 x 9 H,O) przeprowadzono wedlug procedury opisanej w pracy [179].

Sél potasowa Reinecke: 25g soli amonowej SR rozpuszczono w 500 ml wody w

temperaturze 40-50°C, a nastgpnie przesaczono przez lejek ze spiekanego szkta do
roztworu azotanu potasu KNOs (50g) podgrzanego do temp. 40°C. Roztwor mieszano w
celu rozpuszczenia KNO;. W celu szybkiego ochtodzenia powstaly roztwdr umieszczono
w mieszaninie chtodzacej (suchy 16d + izopropanol), a nastepnie przesaczono pod proznia.
Osad  powstalej soli  Reinecke =~ w  postaci  soli  potasowej (trans
tetratiocyjanodiaminochromian III potasu, K[Cr(NH;3),(SCN)4]) krystalizowano z wodnego
roztworu KNOs, a nastgpnie suszono w eksykatorze nad $rodkiem suszacym (P,Os) bez

dostepu $wiatta.

Zwiazek kompleksujacy: odwazono 5,615g Fe(NOs)s x 9 H,0, ktory rozpuszczono w

niewielkiej ilo$ci wody. Nastepnie roztwor przeniesiono do kolby o poj. 500 ml
zawierajacej 24 ml 60% HCIO4 1 dopelniono woda do 500 ml. Otrzymany zwiazek
kompleksujacy jest wodnym roztworem Fe(NOs) o stezeniu 0,02 mol/dm® i HCLO, o

stezeniu 0,35 mol/dm’. Roztwér przechowywano bez dostepu $wiatla.

Przygotowanie aktynometru 1 wykonanie pomiarOw:

Odwazono 0.089¢g soli Reinecke (K[Cr(NH3)2(SCN)4]) i rozpuszezono w 5 ml 0,1 mol/dm’

kwasu siarkowego (bez dostgpu $wiatta). Roztwor przesaczono. Czgs¢ roztworu (2,6 ml)
umieszczono w kuwecie do naswietlan 1 poddano naswietlaniu promieniowaniem o

dlugosci fali A =366 nm przez 65s. Zmiany zachodzace pod wplywem naswietlania
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sledzono spektrofotometrycznie. W tym celu zmierzono absorbancje soli Reinecke przed 1
po naswietlaniu przy dlugosci fali A=453nm (0,2 ml soli Reinecke przed i po
naswietlaniu dodawano kazdorazowo do 2 ml zwiazku kompleksujacego, w kuwecie
odniesienia znajdowat si¢ roztwér 0,1 mol/dm’ kwasu siarkowego). Pomiary absorbancji
aktynometru przed i po naswietlaniu powtorzono 4-krotnie. Z otrzymanych danych
dotyczacych ubytku soli Reinecke (Ac) wyznaczono nat¢zenie promieniowania
emitowanego przez lampg (o).

Dane dla aktynometru:

'’ =3200 dm’mol” cm™

¢ =0,36 (dla Ayz=365nm).
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VI. Podsumowanie

W ramach przedstawionej pracy zbadano ryboflawing i cztery jaj pochodne, 5-deaza-
ryboflawing, izo-6,7-ryboflawing, 3-metylo-tetraacetylo-ryboflawing oraz 3-benzylo-
lumiflawing. Celem niniejszej pracy bylo wyznaczenie wlasciwosci spektralnych,
fotofizycznych i fotochemicznych ryboflawiny i jej pochodnych oraz sprawdzenie ich jako
potencjalnych fotosensybilizatorow tlenu singletowego.

Zwiazki zbadano pod wzgledem witasciwosci absorpcyjno — emisyjnych w roztworze
metanolowym, wyznaczono parametry fotofizyczne wymienionych zwiazkow, t.j.
wydajno$¢ kwantowa fluorescencji, czas zycia fluorescencji, wyznaczono stale szybkosci
procesOw radiacyjnych 1 nieradiacyjnych dezaktywujacych stan wzbudzony oraz zbadano
fotochemig badanych pochodnych izoalloksazynowych w metanolu.

Stwierdzono, ze badane pochodne wykazuja absorpcje¢ przy dilugosci fali
charakterystycznej dla flawin (okoto 360 nm (27,8 x10* cm™) i 450 nm (22,2 x10° cm™).
Badania spektroskopowe pozwolity lepiej zrozumie¢ wptyw podstawnikow (alkilowych 1
arylowych) oraz miejsca ich podstawienia (ryboflawina i1 izo-6,7-ryboflawina) na
wlasciwosci spektralne i1 fotofizyczne czasteczki. Poréwnanie widm absorpcji dla
pochodnych lumiflawiny zawierajacych podstawnik w pozycji N(3) (3MeLfl, 3EtLAl,
3BLf1l) 1 samej lumiflawiny wykazato, ze ani sama obecno$¢ podstawnika w czasteczce,
ani jego wielko$¢ 1 rodzaj nie wptywja znaczaco na witasciwos$ci absorpcyjne i emisyjne
badanych zwiazkéw. Doktadna znajomos$¢ fotofizyki pochodnych ryboflawiny z
podstawnikiem w pozycji N(3) umozliwia stosowanie tego typu zwiazkéw w uktadach
modelowych, poniewaz podstawnik w tej pozycji w czasteczce izoalloksazyny ogranicza
mozliwo$ci tworzenia wigzan wodorowych. Parametry absorpcyjne 3MeTARF w
metanolu w pordwnaniu z odpowiednimi parametrami dla ryboflawiny rowniez pozostaja
niemal niezmienione. Obecno$¢ grup acetylowych w czasteczce 3MeTARF podstawionych
w miejsce grup hydroksylowych w tancuchu rybitylowym zwigksza jej polarnos¢ w
stosunku do ryboflawiny, a ponadto powoduje wigksza fotostabilno§¢ zwiazku. Dzigki
temu moze by¢ on dobrym obiektem w badaniach modelowych prowadzonych dla
ryboflawiny.

W czasteczce 5-deaza-ryboflawiny obecnos¢ atomu wegla w miejscu atomu azotu w
pozycji 5 uktadu izoalloksazynowego powoduje znaczne zmiany parametrow

absorpcyjnych 1 emisyjnych. Maksima dlugofalowych pasm absorpcji, podobnie jak
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maksimum pasma fluorescencji jest znacznie przesuni¢te w kierunku fal krotszych w
stosunku do odpowiednich maksimoéw dla ryboflawiny. Poniewaz atom azotu N(5) w
czasteczkach izoalloksazyn jest miejscem o znacznej reaktywnosci, ta zmiana strukturalna
powoduje, ze zwiazek ten moze by¢ rowniez atrakcyjnym substytutem ryboflawiny w
badaniach prowadzonych na uktadach modelowych.

Stosunkowo nieznaczna zmiana strukturalna w przypadku czasteczki izo-6,7-
ryboflawiny w stosunku do ryboflawiny, polegajaca na innym utozeniu podstawnikow
metylowych w pier$cieniu benzenowym, powoduje wyrazng zmiang potozenia maksimum
pasma absorpcji w stosunku do polozenia odpowiedniego pasma dla ryboflawiny (okoto
20nm w kierunku fal krétszych). Maksimum pasma emisji jest roOwniez wyraznie
przesunigte w kierunku fal dtuzszych w stosunku do ryboflawiny.

Czasy zycia fluorescencji mieszcza si¢ w zakresie nanosekundowym.

Widma absorpcji przejsciowej dla SDRfl i 3MeTARF oraz widma absorpcji tryplet-
tryplet dla IR 1 3BLfl zarejestrowane w metanolu wykazaly obecnos$¢ pasm absorpcji
charakterystycznych dla flawin. Widmo absorpcji przejsciowej dla 3MeTARF jest
szczegblnie trudne do interpretacji. Charakteryzuje si¢ obecnos$cia trzech intensywnych
pasm absorpcji w zakresie dlugofalowym. Poniewaz obliczenia dla tak duzej czasteczki
dotyczace przej$¢ pomiedzy stanami trypletowymi stanowia znaczny problem,
wyznaczono wartosci energii tylko dla pierwszych 10 przejs¢ pomigdzy stanami
trypletowymi.

Zestawienie  rezultatdw  obliczen  teoretycznych z  wynikami  pomiaréw
eksperymentalnych wykazuje pewne rozbieznosci. Obliczone wartosci energii sa
przesunigte w kierunku fal krotszych w stosunku do wynikow eksperymentalnych. Dla
stanow singletowych rozbiezno$¢ pomigdzy danymi eksperymentalnymi i uzyskanymi z
obliczen teoretycznych zawiera si¢ w zakresie okoto 1500-2500 cm™. Uzyskana zgodnosé
wynikéw eksperymentalnych i teoretycznych dla stanow singletowych jest zadowalajaca.
Natomiast obliczenia dla stanow trypletowych wykazuja wigksze rozbiezno$ci w
porownaniu z wynikami eksperymentu. Z jednej strony wiaze si¢ to z trudno$ciami
eksperymentalnymi zwigzanymi z wykonaniem widm absorpcji przej$ciowej, z drugiej
strony z ograniczeniami wynikajacymi z teorii obliczen. Trudny do interpretacji jest takze
wplyw rozpuszczalnika. Pomimo obserwowanych réznic mozna jednak stwierdzi¢, ze w
miar¢ dostgpnosci i mozliwosci metod zaréwno eksperymentalnych jak i metod
obliczeniowych osiagnigte dla standw singletowych rezultaty wykazuja dobra zgodno$¢ i

dobrze charakteryzuja energie i konfiguracje standéw wzbudzonych.
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Na bazie obliczen teoretycznych okreslono charakter przej$¢ pomiedzy stanami
singletowymi 1 trypletowymi, wykazujac, ze przejscia o najnizszej energii maja gtownie
charakter m,n*. Jednocze$nie stwierdzono, ze w poblizu przejs¢ m,n* obecne sa mniej
intensywne przejscia o konfiguracji n,m*, co jest wlasciwoscia charakterystyczna dla
czasteczek izoalloksazyn. W zwiazku z tym niektore wiasciwosci tych zwiazkow mozna
thumaczy¢ na podstawie wzajemnego oddziatlywania singletowych stanéw wzbudzonych o
konfiguracji w,m* 1 n,m*.

Fotoliza badanych pochodnych ryboflawiny w roztworze metanolowym jest procesem
wydajnym fotochemicznie. Wyznaczone wydajno$ci kwantowe zaniku poszczegdélnych
pochodnych wynosza @ ~ 10°-10"* mol einst™. Proces fotolizy badanych pochodnych
prowadzony w warunkach beztlenowych jest niemal o rzad wielko$ci bardziej wydajny niz
proces prowadzony w obecnosci tlenu (dla roztworéw odtlenionych ¢~10~ mol einst™).
Uzyskany wynik pozwala wnioskowaé, ze w procesie zaangazowany jest stan trypletowy
czasteczek badanych zwiazkow. Degradacja czasteczki zachodzi w obregbie fancucha
rybitylowego. Gtéwnymi produktami fotolizy sa odpowiednie pochodne alloksazynowe i
izoalloksazynowe, podobnie jak w przypadku ryboflawiny (lumichrom i lumiflawina).
Wydajnosci kwantowe zaniku fotochemicznego badanych zwiazkow sa nizsze (z
wyjatkiem 5DRfl) od wydajnosci kwantowej zaniku ryboflawiny. W przypadku 3BLAf]
warunki naswietlania (beztlenowe 1 w obecnosci tlenu) nie wplywaja na wydajnosé
kwantowa reakcji fotolizy tej pochodnej (¢ =2,2 x 10 mol einst™). W zaleznosci od
zastosowanych warunkow zaobserwowano inna dystrybucje produktow naswietlania. W
wyniku naswietlania SDRfl i IR w obecnosci tlenu powstaje tylko pochodna
alloksazynowa. Zastosowanie warunkow beztlenowych determinuje powstawanie zar6wno
odpowiedniej pochodnej izoalloksazynowej jak i alloksazynowej. Czasteczki 3MeTARF
wykazuja kilkakrotnie wigksza stabilno$¢ fotochemiczna niz ryboflawina. Wiasciwos¢ ta
pozwala na rozszerzenie zastosowan zwiazku o dodatkowa mozliwos¢ uzycia go jako
modelowego w badaniach ryboflawiny 1 jej pochodnych.

Dla probek polikrystalicznych SDRfl i 3BLfl dyfuzyjno-odbiciowe widma absorpcji
wykazuja przesunigcie w kierunku fal dhuzszych w stosunku do odpowiednich widm w
roztworze metanolowym. W przypadku wszystkich badanych pochodnych w probkach
polikrystalicznych, rdowniez maksima pasm emisji przesunig¢te sa wyraznie w kierunku fal
dluzszych. Wydaje sig, ze istotny wplyw na zmiany w charakterystyce spektralnej i
fotofizycznej maja oddziatywania migdzyczasteczkowe w sieci krystalicznej. Dla SDRfl

zaobserwowano pasmo fluorescencji opdznionej. W widmie emisji izo-6,7-ryboflawiny
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obecne jest dodatkowe pasmo widoczne w krotkofalowej czesci widma. Przypisano je
obecno$ci 6,7 — dimetyloalloksazyny, ktora powstaje pod wpltywem fotoindukowanej
degradacji  izo-6,7-ryboflawiny ~w  polikrysztatach. W  przypadku 3MeTARF
zarejestrowano tylko podstawowe pasmo emisji zwiazku, a brak dodatkowego pasma
pochodzacego od odpowiedniej pochodnej alloksaynowej (tak jak to obserwuje si¢ dla IR 1
ryboflawiny), stanowi dodatkowe potwierdzenie wigkszej fotostabilno$ci tej czasteczki
rowniez w postaci polikrystaliczne;.

Wykazano, ze czasteczki badanych zwiazkéw w stanach singletowych ulegaja
przejsciu migdzysystemowemu, obsadzajac wydajnie stany trypletowe. Zwrdcono uwage
na mozliwo$¢ oddzialywania badanych zwiazkéow z tlenem z wytworzeniem tlenu
singletowego w reakcji fotosensybilizacji. Wyznaczono parametry fotofizyczne badanych
zwiazkow takie jak czas zycia stanu trypletowego, wydajno$¢ tworzenia tlenu
singletowego oraz czas zycia tlenu singletowego w metanolu. Wyznaczony w metanolu
czas zycia tlenu singletowego (10us) jest zgodny z danymi literaturowymi i stanowi
dodatkowe potwierdzenie istnienia tego indywiduum w roztworach badanych zwiazkow.
Czas zycia stanu trypletowego dla badanych pochodnych wynosi kilkanascie ps, tylko dla
3BLfl wynosi 34,9 ps. Szczegdlne zainteresowanie budzi fakt, ze zwiazki te, sensybilizuja
reakcje tworzenia tlenu singletowego z duza wydajnoscia kwantowa. Wartos¢ wydajnosci
kwantowej (a) tego procesu ksztaltuje si¢ w zakresie (0.3 —-0.7) dla badanych
pochodnych i jest porownywalna z odpowiednia wartoscia dla ryboflawiny (0.51).

Uzyskane dane pozwalaja przypuszczaé, ze zwiazki te jako dobre sensybilizatory
tlenu singletowego moglyby znalez¢ zastosowanie w wielu dziedzinach, w ktorych
wykorzystuje si¢ reakcje z silnym utleniaczem jakim jest tlen singletowy. Moga by¢ tez
przyczynkiem do dalszych poszukiwan sensybilizatorow z grupy flawin. Atrakcyjnos¢ tych
zwiazkéw w kontekscie zastosowan zwigksza fakt, ze zar6wno sama ryboflawina jak i jej

pochodne oraz produkty ich fotorozktadu sa zwiazkami nietoksycznymi.
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Podzigkowania

Czg$¢ przedstawionych wynikow zostata opublikowana w pracach [101,161,163,164] oraz
bylta prezentowana na kilku konferencjach naukowych.

Obliczenia teoretyczne zostaly wykonane w ramach realizacji grantu finansowanego przez
Ministerstwo Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego N N204 2659 33, oraz grantu

obliczeniowego z Poznanskiego Centrum Superkomputerowo Sieciowego (PCSS).
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