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Streszczenie

Spektroskopia fluorescencyjna jest wszechstronng metoda badawcza szeroko
stosowang w naukach przyrodniczych (chemicznych, biologicznych i medycznych), a jej
znaczenie stale ros$nie wraz z rozwojem spektroskopowych metod badawczych.
Warunkiem jej zastosowania jest obecno$¢ odpowiedniego barwnika o adekwatnych
wlasciwosciach spektroskopowych, takich jak dlugofalowa charakterystyka widmowa,
wysoka wydajnos$¢ kwantowa fluorescencji oraz odporno$¢ na fotodegradacje. Inspiracja
w projektowaniu nowych znacznikéw moga by¢ aminokwasy biatkowe, ktore w formie
niemodyfikowane] wykazuja ograniczone wlasciwosci spektralne 1 fotofizyczne,
limitujac ich zastosowanie w wielu badaniach fluorescencyjnych.

Niniejsza dysertacja skupia si¢ na syntezie nowych znacznikoéw

fluorescencyjnych, ktorych struktura opiera si¢ na szkielecie tyrozyny.
Zachowujac aminokwasowe grupy funkcyjne umozliwiajace przylaczanie do réznych
struktur molekularnych, modyfikowano tancuch boczny aromatycznego aminokwasu
proteinogennego za pomocg reakcji Sonogashiry-Hagihary, dazac do zwickszenia jego
wydajnosci chromoforowej 1 fluoroforowej. Poprzez wigzanie potrdjne do pierscienia
aromatycznego tyrozyny wprowadzono asymetrycznie i symetrycznie: fenyl, anizol,
dimetyloaniling, benzaldehyd, nitrobenzen, fenoksybenzen, pirydyng, naftalen,
metoksynaftalen oraz fenyl sprzezony poprzez wigzanie potrojne z dimetyloaniling.
Wykazano, ze zastosowane zmiany strukturalne w obrebie tancucha bocznego tyrozyny
wplynely pozytywnie na wiasciwosci spektroskopowe w pordwnaniu z naturalnie
wystepujaca tyrozyng. Dodatkowo wybrane zwigzki nie sg wrazliwe na zmiany pH, czy
obecnos$¢ utleniacza 1 reduktora w Srodowisku. Wszystkie przebadane pochodne bytly
fotostabilne.

Zwiazki nie wykazywaly znaczacego dziatania cytotoksycznego wzgledem
wybranych linii komoérkowych (HaCaT, MCF-7 oraz PC-3). Badania przy uzyciu
fluorescencyjnego mikroskopu konfokalnego z technikg FLIM potwierdzily zdolno$¢
wytypowanych pochodnych do przenikania przez blong komorkowa komorek MCF-7.

Otrzymane fluorescencyjne pochodne oferuja szeroki potencjat aplikacyjny

w grupie nauk life science.

Stowa klucz: fluorescencyjne aminokwasy niebiatkowe, acetylenowe pochodne tyrozyny,

badania spektroskopowe, aktywnosé¢ biologiczna pochodnych tyrozyny.



Abstract

Fluorescence spectroscopy is a versatile research method widely used in the
natural sciences (chemical, biological, and medical), and its importance continues to grow
with the development of spectroscopic research techniques. A prerequisite for its
application is the presence of an appropriate dye with favorable spectroscopic properties,
such as long-wavelength spectral characteristics, high fluorescence quantum yield, and
resistance to photodegradation. An inspiration for designing new probes may be
proteinogenic amino acids, which in their unmodified form exhibit limited spectral and
photophysical properties, restricting their use in many fluorescence studies.

This dissertation focuses on the synthesis of new fluorescent labels whose

structures are based on the scaffold of a proteinogenic amino acid - tyrosine.
While preserving the amino acid functional groups that enable its conjugation to various
molecular structures, the side chain of the aromatic proteinogenic amino acid was
modified via the Sonogashira-Hagihara reaction to enhance its chromophoric and
fluorophoric properties. Through the introduction of a triple bond into the tyrosine side
chain, the following substituents were incorporated in asymmetric and symmetric
fashions: phenyl, anisole, dimethylaniline, benzaldehyde, nitrobenzene, diphenyl ether,
pyridine, naphthalene, methoxynaphthalene, as well as a phenyl group conjugated to
dimethylaniline via a triple bond. It was demonstrated that the applied structural
modifications within the tyrosine side chain positively affected the spectroscopic
properties compared to naturally occurring tyrosine. Moreover, selected compounds were
insensitive to changes in pH and to the presence of oxidizing and reducing agents in the
environment. All of the investigated derivatives were photostable.

The compounds did not exhibit significant cytotoxic effects toward the selected
cell lines (HaCaT, MCF-7, and PC-3). Confocal fluorescence microscopy studies
combined with the FLIM technique confirmed the ability of the selected derivatives to
penetrate the cell membrane of MCF-7 cells.

The obtained fluorescent derivatives offer broad application potential in the life

sciences.

Keywords: fluorescent non-proteinogenic amino acids, acetylenic tyrosine derivatives,

spectroscopic studies, biological activity of tyrosine derivatives.



I. Czg¢s¢ teoretyczna

1. Wprowadzenie

Spektroskopia fluorescencyjna jest uniwersalng technika o wielu zaletach.
Zjawisko fluorescencji umozliwia wizualizacj¢ obiektow w skali makro (tkanki, czy
nawet cate organizmy) oraz mikro (komoérki czy pojedyncze czasteczki). W ostatnich
latach widoczne jest niezwykle szerokie i stale rosngce zastosowanie fluorescencji
w badaniach naukowych. Wynika to z wunikatowych mozliwosci spektroskopii
fluorescencyjnej, ktora jest w stanie sprosta¢ potrzebom coraz bardziej ztozonych
i skomplikowanych zagadnien i wyzwan badawczych. Podstawowym ograniczeniem do
stosowania catej gamy technik fluorescencyjnych jest obecno$¢ fluoroforu
w analizowanym obiekcie, ktory bedzie charakteryzowatl si¢ odpowiednimi
wlasciwo$ciami spektralnymi i1 fotofizycznymi, jak np. dtugofalowa charakterystyka
widmowa, wysoka wydajnoécig kwantowa fluorescencji i fotostabilnoécig.!

Rynek komercyjny oferuje szeroka game¢ znacznikow fluorescencyjnych
o zroznicowanych wilasciwos$ciach. Jednak czgsto otrzymanie efektywnego znacznika
fluorescencyjnego wiaze si¢ z zastosowaniem skomplikowanych metod syntezy oraz
aparatury, co przektada si¢ bezposrednio na finalng cene¢ fluoroforow i ich dostepnos¢.
Innym problemem jest zawada steryczna generowana duzymi rozmiarami znacznika (co
w przypadku np. bialek moze prowadzi¢ do niepozadanych zmian konformacyjnych).
Dodatkowo znaczne rozbudowywanie struktury o pierScienie aromatyczne w celu
poprawienie witasciwosci chromoforowych 1 fluoroforowych moze zwigkszac
hydrofobowo$¢ i ograniczaé uzyteczno$¢ w uktadach biologicznych.!

Szybki rozwdj technik fluorescencyjnych, jak 1 wzrost wykorzystania zjawiska
fluorescencji w réznych badaniach generuje stata konieczno$¢ poszukiwania coraz to
lepszych 1 wydajniejszych sond fluorescencyjnych o bardziej wysublimowanych
wlasciwosciach 1 mozliwos$ciach zastosowania. Dynamiczny rozwdj wspotczesnej chemii
organicznej, chemii materialowej oraz nauk biologicznych umozliwil projektowanie
1 syntez¢ coraz bardziej zlozonych zwiazkéw chemicznych o precyzyjnie
kontrolowanych wtasciwosciach fotofizycznych oraz aktywno$ci biologiczne;.
Otrzymywanie nowych fluorescencyjnych pochodnych moze odbywacé si¢ poprzez
modyfikowanie juz znanych fluoroforow lub synteze nowych inspirowanych zwigzkami

zdolnymi do fluorescencji. Pierwsza metoda ma na celu polepszenie witasciwosci



spektroskopowych zwigzkéw opisanych w literaturze, za$ druga opiera si¢ na otrzymaniu
nowych struktur o potencjalnie pozadanych wilasciwosciach. Pochodne tego typu
znajduja szerokie zastosowanie zarowno w badaniach podstawowych, jak 1 w obszarach
aplikacyjnych, obejmujgcych m.in. medycyne, bioanalityke czy materiatloznawstwo.
Przedstawione zagadnienia we wstepie teoretycznym rozprawy doktorskiej pod
tytutem ,,Fluorescencyjne analogi aminokwasdéw niebiatkowych z fragmentem tyrozyny
- synteza, charakterystyka fotofizyczna 1 ocena aktywnos$ci biologicznej” pozwalajg

stworzy¢ spdjne tto dla problemow i celow podjetych w czegsci eksperymentalne;.
2. Spektroskopia fluorescencyjna

Spektroskopia fluorescencyjna przez ostatnie kilkanascie lat zyskata na
popularnosci, a poziom jej zaawansowania diametralnie wzrost. Opisujac zjawisko
fluorescencji, warto zacza¢ od pojecia luminescencji, ktora jest zjawiskiem emisji $wiatta
niewynikajacym z ogrzania danej substancji. Uwzgledniajac zrodto energii wzbudzajacej
luminescencje, wyr6znia si¢ m.in. elektroluminescencje, chemiluminescencjg,
bioluminescencj¢, termoluminescencj¢, sonoluminescencje, radioluminescencje,
katodoluminescencj¢, tryboluminescencje oraz fotoluminescencje, do ktérej nalezy
wspomniana wczesniej fluorescencja i fosforescencja.” Te dwa zjawiska nalezace do
fotoluminescencji r6znig si¢ stanem wzbudzonym, z ktérego nastepuje emisja fotonow.

Fakt ten idealnie obrazuje diagram Jabtonskiego (Rysunek 1).

S, " Relaksacja oscylacyjna
Konwersja wewnetrzna 7 \
: W Prgelict N
N : ! rzejScia
! Y Y ——— miedzysystemowe \A
'''''''''''' i
"~ v T|
Absorpcja Fluorescencja
hv, _/ hv, _4 }“‘PZ
hve Fosforescencja
.
So 1
0 v Y
Przejscia
bezpromieniste

Rysunek 1. Diagram Jablonskiego obrazujqcy stan podstawowy So, stany wzbudzone S|,
S2 1 T oraz mozliwe przejscia elektronowe; hva - absorpcja swiatta, hvr - emisja
promieniowania w postaci fluorescencji, hvp - emisja promieniowania w postaci

fosforescencji.!



Diagram Jabtonskiego przedstawia singletowy stan podstawowy Sy oraz singletowe stany
wzbudzone Si oraz S;. W kazdym z tych stanéw wyrdznia si¢ poziomy oscylacyjne,
zwane takze wibracyjnymi, kolejno 0, 1, 2 itd. Ponadto diagram obrazuje takze stany
trypletowe, z ktorych najnizszy wzbudzony oznaczony jest jako Ti. Czastka absorbuje
energie w postaci §wiatla w czasie krotszym niz 107" sekundy w wyniku czego nastepuje
jej wzbudzenie i przejscie z singletowego stanu podstawowego do jednego ze stanow
oscylacyjnych singletowych stanow wzbudzonych (np. Si lub S). Podczas tego bardzo
szybkiego procesu nie nast¢puje zmiana predkosci oraz potozenia jader atomowych
(zasada Francka-Condona). Po wzbudzeniu wigkszo$¢ czastek w wyniku relaksacji
oscylacyjnej (przejscie czasteczki z wyzszych poziomow oscylacyjnych danego stanu
wzbudzonego do jego najnizszego poziomu oscylacyjnego) oraz konwersji wewnetrzne;j
(bezpromieniste przejscie czasteczki z poziomu wzbudzonego o wyzszej energii do
poziomu o niZszej energii bez emisji $wiatta trwajace 10712 s lub krocej) przechodzi do
najnizszego poziomu wibracyjnego singletowego stanu wzbudzonego Si. Nast¢pnie
czastka powraca do poziomu podstawowego stanu singletowego, czemu moze
towarzyszy¢ emisja fluorescencji. Rzadszym przypadkiem jest emisja z drugiego
singletowego stanu wzbudzonego S».>° Czasteczki w stanie S; moga ulegaé takze
konwersji spinu 1 w wyniku przejscia migdzysystemowego (oznaczonego czarng strzatka
przerywang) znalez¢ si¢ w pierwszym wzbudzonym stanie trypletowym, ktory
charakteryzuje si¢ nizszg energig w porownaniu do S;. Promieniste przejscie ze stanu T}
do Sp nazywane jest fosforescencjg. Jednak state szybkosci emisji ze stanu trypletowego
sg o kilka rzedéw wielkosci mniejsze (przejScie wzbronione). Alternatywa dla emisji
fotonu na drodze fluorescencji czy fosforescencji sa przejscia bezpromieniste. Przejécie
bezpromieniste polega na relaksacji stanoéw wzbudzonych atoméw lub czasteczek,
w ktorych energia jest przekazywana do $rodowiska bez emisji promieniowania
elektromagnetycznego. Zamiast emisji fotonu, energia jest oddawana najczescie)
w wyniku zderzen mig¢dzyczasteczkowych lub poprzez drgania i ruch wewngetrzy. Do
przej$¢ bezpromienistych zalicza si¢ juz wcze$niej wspomniang konwersj¢ wewngtrzng
czy przejscia miedzysystemowe. Prawdopodobienstwo przejs¢ promienistych czy
bezpromienistych zalezne jest m.in. od struktury czasteczki oraz jej otoczenia 1 wpltywa
na trwalo$¢ stanow wzbudzonych, co bezposrednio przektada si¢ na wydajnos$¢ procesow
fotoluminescencyjnych.!

Poza niemal natychmiastowg fluorescencja moze wystgpowaé takze fluorescencja

opozniona. Jest to emisja fotonu zachodzaca z pewnym opo6znieniem po wzbudzeniu
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czasteczki, wynikajagcym z proceséw bezpromienistych, ktoére poprzedzaja ponowne
obsadzenie singletowego stanu wzbudzonego. Przyktadem jest op6zniona fluorescencja
aktywowana termicznie (TADF, ang. Thermally Activated Delayed Fluorescence),
w ktorej energia cieplna umozliwia odwrocone przejscie miedzysystemowe (RISC, ang.
Reverse Intersystem Crossing) ze stanu trypletowego do singletowego, co prowadzi do
opoznionej emisji fluorescencji. Samo zjawisko op6znionej fluorescencji moze trwac od
mikrosekund do milisekund 1 jest wykorzystywane w otrzymywaniu wydajnych
organicznych diod elektroluminescencyjnych (OLED, ang. Organic Light-Emitting
Diode), gdzie odzyskana energia zgromadzona w stanach trypletowych pozwala na
zwigkszenie wydajnosci emisji. TADF stanowi alternatywe dla materialow wykazujacych
fosforescencje zawierajacych metale ziem rzadkich.®’

Zjawisko fluorescencji mozna opisa¢ kilkoma charakterystycznymi
wlasciwosciami, a odstepstwa od nich sg wyjatkami. W XIX wieku George Stokes opisat
zjawisko przesunigcia Stokesa, obrazujgcego roznice miedzy dtugoscia fali (lub energia)
Swiatta pochtonigtego przez dang probke a dlugoscia fali Swiatta emitowanego przez ten

obiekt w procesie fluorescencji (Rysunek 2).!

Przesunigcie Stokesa

3
1

=
1

Widmo absorpcji !f Widmo emisji
| )

Absorbancja/Intensywnosé fluorescencji

/

T T — T T T T
300 350 400 450 500 550 600

Dlugosé fali [nm]

Rysunek 2. Przesunigcie Stokesa. Widmo absorpcji oraz fluorescencji Tyr(acDMA)»

zmierzone w MeCN. Badania wlasne.

Reguta Stokesa jest zachowana, gdy $wiatto wzbudzajace lezy w obszarze absorpcji i jest
przesunigte hipsochromowo wzgledem widma fluorescencji. W momencie wzbudzania
fluorescencji $§wiattem o dtugosci fali znajdujacej si¢ w miejscu naktadania widm
absorpcji 1 emisji zasada Stokesa nie jest spetniona, a ten fragment widma absorpcji
nazywa sie antystokesowkim. !

Wynikiem pomiaréw fluorescencji sa widma emisyjne, ktorych zakres i ksztalt

w wiekszosci przypadkéw nie zaleza od dlugosci fali wzbudzenia, o ile wzbudzenie
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nastepuje w stokesowskim obszarze widma absorpcji czasteczki. Niezaleznie od tego, na
jaki poziom wzbudzenia elektronowego czasteczka zostanie wzbudzona, emisja §wiatta
(fluorescencja lub fosforescencja) zachodzi z najnizszego wzbudzonego stanu
singletowego (S1) lub trypletowego (T1), zgodnie z reguta Kashy.® Z kolei fizyk Siergie;
Wawitow stwierdzil, iz wydajno$¢ kwantowa fluorescencji jest praktycznie niezalezna od
dlugosci fali wzbudzajacego S$wiatta. W takim przypadku, stosunek liczby
wyemitowanych fotonow do liczby pochlonigtych pozostaje staty, chociaz energia
wyemitowanych fotonéw jest mniejsza niz energia pochtonietych. Zjawisko to wynika
z utraty nadmiaru energii w procesach niepromienistych i jest konsekwencja reguty
Kashy. Duze stgzenie fluoroforu, temperatura, otaczajace srodowisko czy oddziatywania
migdzyczasteczkowe moga powodowac odstepstwa od regulty Wawitowa, wptywajac tym
samym na warto$¢ wydajnoéci kwantowej fluorescencji.! Wazne jest takze, Zze zasada ta
nie obowigzuje przy wzbudzeniu w obszarze antystokesowskim, gdzie obserwuje si¢
silny spadek wydajnosci kwantowej fluorescencji w miarg wzrostu wartosci dtugosci fali
wzbudzenia. Zjawisko to zostato udokumentowane juz w latach 50. XX wieku.!?
Widma absorpcyjne 1 emisyjne zazwyczaj s3 wzgledem siebie lustrzanymi
odbiciami (zasada zwierciadta). Wynika to z podobienstwa elektronowego i wibracyjnego
stanu podstawowego 1 wzbudzonego, dzigki czemu widma odzwierciedlajg te same
roéznice energii migdzy poziomami wibracyjnymi. Czynnikami mogacymi zaburza¢ t¢
wlasciwo$é sa np. zmiana polarnoéci otoczenia czy procesy niepromieniste. '!°
Uzytecznos¢ znacznika fluorescencyjnego ocenia si¢ na podstawie
charakterystyki zjawiska fluorescencji z jego udzialem, zarowno w ujeciu jako§ciowym,
jak 1 ilosciowym. Do najwazniejszych parametréow ilo$ciowych zalicza si¢ wydajnos¢
kwantowg fluorescencji (QY) oraz czasy zaniku fluorescencji (t). Mimo, ze czas zycia
stanu wzbudzonego jest niezalezny od liczby czasteczek fluoroforu, opisuje dynamike
procesu i pozwala oceni¢ efektywno$¢ emis;ji.
Wydajnos¢ kwantowa fluorescencji, ktora okresla jak wydajnym fluoroforem jest

zwiazek, to stosunek fotondw wyemitowanych do fotonow zaabsorbowanych:

ilo$¢ fotondw emitownaych

Qv =

ilos¢ fotonoéw pochtonietych
gdzie: QY - wydajnos¢ kwantowa fluorescencji.!

Wydajno$¢ kwantowa fluorescencji jest determinowana przez wiele czynnikow,

a zrozumienie ich wplywu na warto$¢ tego parametru pozwala na $wiadomy dobor
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odpowiedniego znacznika fluorescencyjnego, poprawne zaplanowanie eksperymentu
oraz wilasciwg interpretacje jego wynikdw. Na zmniejszenie wartosci QY wplywa
relaksacja bezpromienista - im wiecej energii ulega rozproszeniu przez konwersje
wewnetrzng oraz przejscia miedzysystemowe tym mniejsza wartos¢ QY. Kolejnym
waznym czynnikiem jest $rodowisko w tym np. zmiany polarnosci, obecnosé
wygaszaczy, temperatura probki.!' 13

Innym istotnym parametrem opisujacym zjawisko fotoluminescencji jest czas zaniku

fluorescencji, ktory okresla jak dlugo czastka przebywa w stanie wzbudzonym przed

powrotem do stanu podstawowego.
2.1. Spektroskopia rozdzielcza w czasie

Spektroskopia rozdzielcza w czasie stanowi jedno z najwazniejszych narzedzi
nowoczesne] spektroskopii fluorescencyjnej, umozliwiajac badanie dynamiki procesow
fotofizycznych 1 fotochemicznych zachodzacych w bardzo krotkich przedziatach
czasowych - od pikosekund do nanosekund. W przeciwienstwie do klasycznych metod
opartych wylgcznie na pomiarze zakresu i intensywnosci fluorescencji, techniki czasowo-
rozdzielcze pozwalaja na analize czasu zycia fluorescencji, ktdry stanowi parametr
opisujacy, jak dlugo czasteczka pozostaje w stanie wzbudzonym. Czas zycia fluorescencji
jest niezwykle czuty na zmiany w lokalnym $rodowisku czasteczki, takie jak lepkos¢,
polarno$¢, obecno$¢ jonow metali, zmiany konformacyjne biatek czy oddziatywania
molekularne, jednakze nie zalezy od intensywnosci $wiatla wzbudzajacego. Dzigki temu
spektroskopia rozdzielcza w czasie znajduje szerokie zastosowanie w chemii, biologii,
biofizyce oraz diagnostyce medycznej, oferujac mozliwo$¢ monitorowania procesOw
molekularnych z wysoka precyzja czasowg 1 przestrzenng. Jedng z wysublimowanych
metod wykorzystujagcych pomiary czasOw zaniku fluorescencji jest mikroskopia
fluorescencyjna, w tym technika FLIM (ang. Fluorescence-lifetime Imaging
Microscopy), ktora znajduje szerokie zastosowanie w badaniach obrazowania struktur

komoérkowych.
2.1.1. Czasy zycia fluorescencji

Czas zycia fluorescencji jest okreSlany jako Sredni czas, jaki uplywa migdzy
wzbudzeniem czasteczki $wiattem a emisjg fotonu. Alternatywnie mozna go okresli¢ jako

czas, po ktorym intensywno$¢ emisji po bardzo krotkim impulsie wzbudzajacym (typu d)
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spada do 1/e wartos$ci poczatkowej. Przewaga pomiardw czasu zaniku fluorescencji jest
ich uniezaleznienie od st¢zenia fluoroforu, intensywnosci zrodita §wiatla i geometrii
uktadu pomiarowego. Czas zycia fluorescencji zalezy od wtasciwosci samej czasteczki
fluoroforu, lokalnego srodowiska chemicznego (pH, polarnos¢, obecnos¢ jondw metali),
procesow, takich jak wygaszanie (dynamiczne, statyczne), transfer energii lub transfer
elektronu. Probka zawierajaca fluorofor jest wzbudzana impulsem $§wiatta w wyniku
czego generowana jest populacja fluoroforéw w stanie wzbudzonym. Depopulacja stanu
wzbudzonego zachodzi z szybkoscia rowng sumie I' i k.|

an(t) _

a (T + kpy) n(2)

gdzie: n(t) jest liczbg wzbudzonych czgstek w czasie t po wzbudzeniu, I’ jest stalq

szybkosci przejsé promienistych, kn jest stata szybkosci przejsé bezpromienistych.!

W eksperymencie nie mierzy si¢ bezposrednio liczby wzbudzonych czasteczek, lecz
intensywno$¢ fluorescencji, ktéra jest proporcjonalna do funkcji n(t). Dlatego wynik

pomiaru mozna przedstawi¢ w postaci rownania zaleznego od intensywnosci.
1(t) = Ip exp (-t/7)

gdzie: Iy jest intensywnosciq emisji w czasie 0, czas Zycia t jest odwrotnosciq catkowitej

szybkosci rozpadu, T = (I" + ku,)™".!

Pomiar czasow zaniku fluorescencji jest powszechnie wykorzystywany w np. badaniach
wlasciwos$ci nanokrysztatow, kropek kwantowych, odziatywania biatek czy obserwacji
procesdw zachodzacych w zywych komorkach.!+2!

Jedna z najdokladniejszych i1 najczgdciej stosowanych technik pomiaru czaséw
zycia fluorescencji obok metody fazowo-modulacyjnej jest czasowo skorelowane
zliczanie pojedynczych fotonow - TCSPC (ang. Time-Correlated Single Photon
Counting). Metoda ta pozwala na rejestrowanie rozkladu czaséw w jakich fotony
docierajg do detektora po wzbudzeniu probki ultrakrotkim impulsem §wietlnym. TCSPC
opiera si¢ na statystycznym zliczaniu pojedynczych fotonoéw, z ktorych tworzony jest
histogram czasow emisji. Dzigki niezwykle wysokiej rozdzielczo$ci metoda ta pozwala
na precyzyjne wyznaczanie czaséw zycia fluorescencji nawet bardzo krotkotrwatych
standbw wzbudzonych, co jest jej podstawowa zaleta. Poza wysoka rozdzielczo$cig

czasowg (umozliwiajgcg pomiary rzedu pikosekund) metoda ta charakteryzuje sig
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wysoka czulo$cig 1 brakiem zalezno$ci od intensywnos$ci wzbudzenia. Do ograniczen tej
techniki zalicza si¢ z kolei wysokie wymagania sprzetowe, dlugi czas zbierania danych,
brak rejestracji szybkich i cigglych zmian sygnatu.

TCSPC jest jedng z najczesciej stosowanych 1 najdoktadniejszych metod wyznaczania
czasow zycia fluorescencji we fluorescencyjnej mikroskopii konfokalnej z technika

FLIM.
2.1.2. Mikroskopia fluorescencyjna z wykorzystaniem techniki FLIM

Mikroskopia fluorescencyjna stanowi jedng z najwazniejszych technik
obrazowania wykorzystywang w biologii, chemii oraz naukach medycznych, pozwalajac
na wizualizacj¢ struktur komoérkowych i pojedynczych czastek w czasie rzeczywistym
z wysoka czulos$cig i specyficznoscig. Obrazowanie optyczne jest wzglednie bezpieczne
dla zywych organizméw ($§wiatlo jest niejonizujgce, nieniszczace 1 minimalnie
inwazyjne), co umozliwia pozyskanie wielu informacji niedost¢pnych dla innych technik.
Dzigki mikroskopii fluorescencyjnej mozliwe jest uzyskanie takze wyjatkowo
szczegotowych danych. Metoda ta daje sposobnos$¢ nie tylko do analizy strukturalnej
probki, ale takze do $ledzenia zmian dynamicznych wystepujacych w probce.
Fluorescencyjna mikroskopia konfokalna umozliwia obrazowanie struktur komoérkowych
1 tkankowych z wysoka precyzja, dzigki eliminacji $wiatta pochodzacego spoza ogniska.
Pozwala to na uzyskanie przekrojow optycznych oraz tréjwymiarowych rekonstrukcji
badanych obiektéw. Eliminacja sygnalu spoza ogniska realizowana jest poprzez
zastosowanie przestony konfokalnej (pinhole), co prowadzi do zwigkszania kontrastu
obrazu 1 poprawy rozdzielczosci. Dzigki temu mozliwe jest obrazowanie probek
z selektywnos$cig osiowa niedostepna w klasycznej mikroskopii fluorescencyjnej.?>*
Potacznie fluorescencyjnej mikroskopii konfokalnej z technikg FLIM pozwala na analizg
wlasciwosci fluoroforow nie tylko na podstawie intensywnosci sygnalu, lecz takze,
a wlasciwie przede wszystkim, poprzez pomiar dlugosci zycia stanu wzbudzonego. W tej
metodzie rejestruje si¢ czas pomiedzy impulsem wzbudzajacym a detekcjg pojedynczego
fotonu fluoroforu, a dane wykorzystywane s3 do generowania histogramu zaniku
fluorescencji w kazdym pikselu obrazu. Metoda ta umozliwia analize zjawisk
fotofizycznych, ktore cz¢sto sa niemozliwe do interpretacji i zaobserwowania tylko na
podstawie pomiaru intensywnosci fluorescencji. Istotng zaletg badan opierajacych si¢ na
technice FLIM jest uniezaleznienie si¢ od st¢zenia badanego zwigzku, ktorego kontrola
zwlaszcza w uktadach biologicznych jest bardzo utrudniona. Czas zaniku fluorescencji
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jest znacznie mniej podatny na artefakty migdzy innymi wynikajace z rozpraszania
Swiatta, wahan intensywno$ci wzbudzenia, fotowybielania, zmian dlugosci Sciezki
optycznej lub niejednorodnego oswietlenia probki. Na przestrzeni lat technika FLIM
zyskata duzg popularno$¢ w réznych dziedzinach nauki. Jednym z przyktadow jest jej
zastosowanie do badania interakcji migdzy biatkami, biatkami i membranami, czy
biatkami i enzymami lub receptorami z wykorzystaniem zjawiska FRET (rezonansowy
transfer energii Forstera; ang. Forster Resonance Energy Transfer).**?’ FLIM jest

wykorzystywany w badaniach wykrywajacych obecnoéé jonéw,?® skupiajacych sie na

30,31 32

analizie pH,” temperatury, w diagnostyce raka i monitorowaniu leczenia,

3334 oraz analizie dziel sztuki®. Technika FLIM jest wielozadaniowa,

w kryminalistyce
a jej wykorzystanie stale ro$nie.** Mikroskopie FLIM zintegrowano z innymi metodami,
co znacznie poszerzylo jej potencjat aplikacyjny. Stosuje si¢ techniki hybrydowe,
w ktorych FLIM potaczono m.in. ze spektroskopia korelacji fluorescencji (FCS,
ang. Fluorescence Correlation Spectroscopy),*® mikroskopia bliskiego pola (SNOM,
ang. Scanning Near-field Optical Microscopy),”” mikroskopia z o$wietleniem
jednoptaszczyznowym (SPIM, ang. Single Plane Illumination Microscopy),’’
mikroskopia sil atomowych (AFM, ang. Atomic Force Microscope),*® technikg powrotu
fluorescencji po fotowybieleniu (FRAP, ang. Fluorescence Recovery After
Photobleaching),”® mikroskopig TIRF (ang. Total Internal Reflection),***! mikroskopig
STED (ang. Stimulated Emission Depletion),** mikroskopia CARS (ang. Coherent Anti-
stokes Raman Scattering)*** oraz tomografia®.

W praktyce jako zrodta swiatla we fluorescencyjnej mikroskopii konfokalnej uzywa sie
obecnie glownie laserow tytanowo-szafirowych generujacych ultrakrétkie impulsy (piko-
1 femtosekundowe), ktére sa wydajne, latwe w obstudze 1 dostgpne komercyjnie.
Alternatywa sa np. tanie lasery diodowe o bardzo szerokim zakresie dlugo$ci fal
wzbudzenia. Do detekcji najczesciej stosuje sie klasyczne fotopowielacze (proste
1 tanie, cho¢ wrazliwe na silne $wiatlo), fotopowielacze zawierajace plyty
mikrokanalikowe (drozsze, ale oferujace najlepsza rozdzielczo$¢ czasowa) oraz
fotodiody lawinowe (SPAD), ktore sa odporne na wysokie natezenie $wiatla i bardzo
czule, lecz maja waski obszar aktywny.*®

Wykorzystanie TCSPC w technice FLIM (Rysunek 3) niesie za sobg wiele zalet, takich
jak dobry stosunek sygnalu pochodzacego od probki do sygnatéw pochodzacych z tta
czyli tzw. szumow, wysoka czulo$¢, szeroki zakres dynamiczny i nieskomplikowang

wizualizacje krzywych zaniku fluorescencji.*’*3
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Rysunek 3. Uproszczony schemat dziatania fluorescencyjnego mikroskopu konfokalnego

z technikq FLIM opierajqgcy sie na metodzie TCSPC.#
3. Wplyw srodowiska na wlasciwosci spektralne i fotofizyczne

Fluorofory, bedace zwigzkami chemicznymi zdolnymi do emisji $wiatla
w wyniku absorpcji promieniowania, odgrywaja kluczowa rolg w licznych technikach
analitycznych 1 biofizycznych, takich jak spektroskopia, w tym mikroskopia
fluorescencyjna i obrazowanie in vitro oraz in vivo.
Srodowisko chemiczne i fizyczne fluoroforu moze mie¢ znaczacy wpltyw na polozenie
widm absorpcji 1 emisji, warto$ci wydajnosci kwantowej fluorescencji czy wystapienie
wygaszania fluorescencji lub transferu energii. Na opisane powyze] parametry
spektroskopowe wptywaja zaro6wno wiasciwosci $rodowiska molekularnego, jak
1 procesy zachodzace w czasteczce w stanie wzbudzonym. Do czynnikow
srodowiskowych zalicza si¢ m.in. polarnos¢ 1 lepkos¢ otoczenia, zdolnos¢ do tworzenia
wigzan wodorowych, szybkos¢ relaksacji rozpuszczalnika, stabilno$¢ mikrosrodowiska,
pH, obecno$¢ jonéw metali, ci$nienie osmotyczne, temperatur¢ oraz obecnos¢
dodatkowych sktadnikéw, takich jak biatka czy lipidy. Na parametry te wptywaja réwniez
procesy fotofizyczne i fotochemiczne, takie jak wewnatrzczasteczkowe przeniesienie
fadunku, przeniesienie protonu, oddziatywania miedzy czasteczkami sond (np. agregacja)
oraz zmiany w szybkosciach dezaktywacji radiacyjnej i nieradiacyjne;.!
Zrozumienie tych zalezno$ci jest niezbedne do prawidtowej interpretacji wynikow
eksperymentalnych i projektowania nowych, bardziej selektywnych oraz stabilnych sond

fluorescencyjnych.
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W niniejszym rozdziale zostanie omowiony wptyw $rodowiska na wilasciwosci
spektroskopowe fluoroforéw. Analiza tych czynnikoéw ma kluczowe znaczenie nie tylko
dla podstawowych badan naukowych, ale takze dla praktycznych zastosowan

fluorescencji w diagnostyce medycznej, biologii molekularnej czy nanotechnologii.
3.1. Efekty solwatochromowe

Efekty solwatochromowe istotnie wplywaja na wiasciwosci fotofizyczne
fluoroforow. Solwatacja to proces oddzialtywania czasteczek rozpuszczalnika
Z rozpuszczong substancja, w tym przypadku z czasteczka fluoroforu. Kierunek i sita tych
oddziatywan zalezy od charakteru rozpuszczalnika (np. jego polarnosci), jego zdolnosci
do tworzenia wigzan wodorowych, a takze od polarno$ci i momentu dipolowego samego
fluoroforu zar6wno w stanie podstawowym, jak 1 wzbudzonym.

Po wzbudzeniu fluoroforu dochodzi do zmiany rozktadu jego tadunku, co moze wpltywac
na sposob, w jaki oddziatuje on z otaczajacymi czasteczkami rozpuszczalnika. Moment
dipolowy fluoroforu przewazanie jest wyzszy w stanie wzbudzonym niz w stanie
podstawowym. Po wzbudzeniu dipole rozpuszczalnika mogg zmieni¢ orientacje¢ lub ulec
relaksacji w otoczeniu fluoroforu, co obniza energi¢ stanu wzbudzonego 1 skutkuje
przesuni¢gciem widma emisji w kierunku dtuzszych fal. Relaksacja rozpuszczalnika to
kluczowy proces w fotofizyce molekut fluorescencyjnych, zachodzacy bezposrednio po
absorpcji $wiatta 1 przejsciu czgsteczki fluoroforu do stanu wzbudzonego. Proces ten
warunkuje wlasciwosci widm fluorescencji oraz dynamiki standw wzbudzonych i moze
trwa¢ od kilku pikosekund do nanosekund, w zaleznosci od lepkosci, polarno$ci
1 struktury rozpuszczalnika. Efekt jest silniejszy wraz ze wzrostem polarno$ci
rozpuszczalnika.’*>? Dodatkowo rodzaj rozpuszczalnika moze wptywaé na wydajnoéé
kwantowg fluorescencji, stabilno$¢ znacznika fluorescencyjnego czy wygaszanie
fluorescencji. Przyktadowo, fluorofory w §rodowiskach wodnych czesto wykazuja nizsza
intensywno$¢ fluorescencji niz w S$rodowiskach organicznych, co jest zwigzane
z efektywnym wygaszaniem stanu wzbudzonego przez czasteczki wody.>* Fakt ten zostal
opisany juz prawie 60 lat temu przez Stryera, ktory wykazal, ze woda wygasza
fluorescencje kilku organicznych fluoroforéw zawierajacych grupy donorowe protonow,
co moze by¢ spowodowane transferem protonoéw miedzy woda a samym fluoroforem.
Dodatkowo wskazat, iz woda deuterowana (D20) jest znacznie stabszym wygaszaczem
niz H>O, co wigze si¢ z wplywem izotopu na szybkos$¢ transferu protonu podczas zycia
stanu wzbudzonego danego zwiazku. Co wiecej, podstawienie H>O przez D,O znaczaco
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wptywa na procesy relaksacji oscylacyjnej oraz dynamike dezaktywacji stanu
wzbudzonego. Ci¢zszy deuter warunkuje obnizenie czg¢stosci drgan O-D w pordwnaniu
z O-H powodujagc mniejsze dopasowanie energetyczne pomiedzy poziomami
oscylacyjnymi fluoroforu i rozpuszczalnika. Konsekwencja tego jest mniej efektywna
relaksacja oscylacyjna i procesy bezpromieniste w DO w poréwnaniu z H>O, co moze
prowadzi¢ do wydluzenia czasu zycia fluorescencji oraz wzrostu wydajnosci kwantowe;j
fluorescencji.’* W pozniejszych latach wiele grup badawczych potwierdzito obserwacije
Stryera dotyczace dziatania wody jako wygaszacza fluorescencji.>>>¢

Obok pozytywnego efektu solwatochromowego rozumianego jako batochromowe
przesuwanie si¢ pasm absorpcji i emisji wraz ze wzrostem polarnos$ci rozpuszczalnika,
barwniki fluorescencyjne moga wykazywac¢ réwniez negatywny (lub odwrotny) efekt
solwatochromowy (Rysunek 4), ktory wiaze si¢ z hipsochromowym przesuwaniem pasm
absorpcji i emisji wraz ze wzrostem polarnoéci rozpuszczalnika (Rysunek 4).>” Bardzo
rzadko, ale zdarza si¢, ze obserwuje si¢ te dwa zjawiska jednoczesnie. Taki wyjatkowy
przyktad opisano dla zwigzku 9-(2-(4-(N,N-dimetyloamino)fenylo)etynylo)antracen-10-
karbonitrylu (CNAacDMA).>®
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Znormalizowana intensywnos¢ fluorescencji

Rysunek 4. Znormalizowane widma absorpcji i emisji kwasu ttuszczowego AP-C12
zmierzone w roznych rozpuszczalnikach, obrazujqce negatywny efekt

solwatochromowy.””

Interpretacja widm emisji nie zawsze jest oczywista ze wzgledow na ztozonos¢
procesow, ktore na nie wptywaja. Do pelniejszej charakterystyki wplywu otoczenia na
wlasciwos$ci spektroskopowe znacznika fluorescencyjnego wykorzystuje si¢ wyrazenia
matematyczne. Przykladem moze by¢ rownanie Kawskiego™ czy Lipperta-Matagi'.

Rownie Lipperta-Matagi opisuje zalezno$¢ przesuniecia Stokesa fluoroforu od polarnos$ci
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rozpuszczalnika, wynikajacag z roéznicy momentéw dipolowych czasteczki w stanie

podstawowym i wzbudzonym:

2(e—-1 n?-1 — 2
Vg — V ( >(uE Ho) + constant

VFT he\2e+1 2n2+1 PE

gdzie: n - wspotczynnik zatamania swiatla, &€ - stala dielektryczna, h - stata Plancka,
c - predkosé Swiatla, va - diugosé fali absorpcji [em™], vr - dlugos$é fali emisji,
uc - moment dipolowy w stanie podstawowym, up - moment dipolowy w stanie
wzbudzonym, a - promien wnegki w rozpuszczalniku, czyli efektywny promien

czgsteczki/fluoroforu traktowanej jako dipol umieszczony w dielektrycznym osrodku.”

Wykorzystujac ten model matematyczny mozna estymowaé rdznice momentow
dipolowych fluoroforu migedzy stanem podstawowym a wzbudzonym na podstawie
danych empirycznych. Opiera si¢ on na zalozeniu kulistej geometrii czasteczki oraz
jednorodnego otoczenia dielektrycznego. Warto zaznaczy¢, ze rownanie Lipperta-Matagi
nie uwzglednia innych czynnikéw wplywajacych na widma emisji, takich jak np.
wiazania wodorowe czy przeniesienie tadunku, co ogranicza jego zastosowanie.

Wysoka polarnos$¢ rozpuszczalnika, niezaleznie od tego, z wykorzystaniem jakiej skali
polarnosci np. skala Ef, Kamleta-Tafta czy Catalana jest opisywana, moze zwickszaé
prawdopodobienstwo przej$¢ niepromienistych, a tym samym obniza¢ intensywnos$¢
fluorescencji. Skale te roznig si¢ jednak zakresem informacji, jakie dostarczaja
o $rodowisku rozpuszczalnika. Parametr E}, opisuje polarno$é w sposob uogélniony jako
efekt calkowity oddziatywan solwatacyjnych, natomiast podejscie Kamleta-Tafta
pozwala rozdzieli¢ wplyw kwasowosci rozpuszczalnika (donor wigzania wodorowego),
jego zasadowosci (akceptor wigzania wodorowego) oraz sktadowej dipolarno-
polaryzowalnej (m*). Jeszcze bardziej szczegdlowy opis zapewnia skala Catalana,
w ktorej osobno uwzglednia si¢ kwasowos$¢ i zasadowos¢ rozpuszczalnika, a takze
niezalezne parametry dipolarnosci oraz polaryzowalnosci. Zastosowanie tych skal
umozliwia doktadniejszg interpretacje zmian wlasciwosci fluorescencyjnych, zwlaszcza
gdy na wydajnos¢ emisji wplywaja nie tylko efekty polarnosci, ale rowniez
oddziatywania specyficzne, takie jak tworzenie wigzan wodorowych czy stabilizacja

stanéw wzbudzonych.5-6*
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Opisany model, stosowany w $srodowiskach biologicznych, ze wzgledu na mnogo$¢
oddziatywan w takich uktadach, moze prowadzi¢ do wynikéw przyblizonych lub
odbiegajacych od wartosci teoretycznych.!

Efekty solwatochromowe stanowig kluczowy punkt odniesienia przy
projektowaniu czutych sond srodowiskowo, ktére umozliwiaja monitorowanie polarnosci
np. bton komoérkowych, pH czy obecnosci jonéw w otoczeniu wskaznika. Do takich
zastosowan projektuje si¢ fluorofory, ktorych wtasciwosci w pozadany i $cisle okreslony
sposoOb zalezne sg od mikrosrodowiska. Umozliwia to uzyskanie informacji o zmianach

otoczenia znacznika w czasie rzeczywistym.
3.2. Wplyw temperatury i lepkosci otoczenia

Innym istotnym czynnikiem wplywajacym na wiasciwosci spektroskopowe
fluoroforow jest temperatura. Determinuje ona bezposrednio parametry fizyczne
rozpuszczalnika/otoczenia oraz fotofizyczne i1 fotochemiczne zachodzace w czasteczce
w stanie wzbudzonym. Zmiany temperatury moga zatem wpltywaé na polozenie
maksimum emisji, intensywnos$¢ fluorescencji, QY oraz czas zycia stanu wzbudzonego.
Przyktadowo obnizanie temperatury moze wpltywac na przesuwanie si¢ widma emisji
w kierunku krotszych fal, jak np. w przypadku N-acetylo-L-tryptofanamidu.®*

Ponadto w obnizonych temperaturach rozpuszczalnik moze sta¢ si¢ bardziej lepki, co
bezposrednio wplywa na wydluzenie si¢ czasu reorganizacji czasteczek rozpuszczalnika
wokot fluoroforu. Do wykonania pomiarow w obnizonych temperaturach wybiera si¢
rozpuszczalniki, ktére charakteryzuja si¢ stopniowym wzrostem lepkosci lub tworza
przezroczyste szkliwo, takie jak glikol propylenowy, glikol etylenowy, glicerol czy
2-metylotetrahydrofuran.®? Innym mniej standardowym zjawiskiem jest pojawienie sie
tzw. ,,podwojnej fluorescencji” zaleznej od temperatury, w ktérej wystepuja dwa pasma,
a ich wzgledna intensywno$¢ zmienia si¢ wraz z podwyZszaniem lub obniZaniem
temperatury.65

Lepko$¢ uzytego do pomiardw rozpuszczalnika ma znaczacy wpltyw na ich wynik.
W s§rodowisku charakteryzujacym si¢ niska lepkoscia, podstawniki w czasteczkach moga
fatwo rotowa¢ wokét wigzania, a konformacja czasteczek moze si¢ zmieniaé, co
bezposrednio sprzyja procesom bezpromienistym 1 wygaszaniu fluorescencji.
W $rodowiskach o wysokiej lepkosci obserwuje si¢ zwiekszenie intensywnosci
fluorescencji 1 wydluzenie czasu zycia stanu wzbudzonego, co jest wynikiem
zmniejszenia efektywnos$ci procesOw bezpromienistych. Zwigzki czule na zmiang
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lepkosci moga by¢ stosowane jako sondy. Przykladem jest sonda DCVI]
(9-(2,2-dicyjanowinyl)julolidyna), ktora wykazuje wzrost intensywnosci fluorescencji

wraz ze wzrostem lepkosci.®®

4. Wygaszanie fluorescencji

Fluorescencja jest procesem poprzedzonym absorpcjag promieniowania

elektromagnetycznego, w ktoérym czasteczka znajdujaca si¢ w stanie wzbudzonym
emituje $wiatto. Czas przebywania czasteczki w stanie wzbudzonym oraz intensywno$¢
emitowanego $wiatla moga by¢ jednak modulowane przez rozne czynniki sSrodowiskowe
1 molekularne. Jednym z najwazniejszych procesOw wplywajacych na te parametry jest
wygaszanie fluorescencji. Ogodlnie wygaszanie fluorescencji polega na obnizaniu lub
catkowitym zaniku intensywnosci fluorescencji, co spowodowane jest oddziatywaniem
znacznika fluorescencyjnego z otoczeniem w jakim si¢ znajduje. Zjawisko moze
zachodzi¢ na drodze fizycznej lub chemicznej. Czynnikami jakie moga wplywa¢ na
wygaszanie fluorescencji jest transfer energii, temperatura, zmiany konformacyjne,
lepkos¢ srodowiska, polarnos¢ srodowiska, obecnos¢ wygaszaczy, takich jak np. tlen oraz
pH $rodowiska.'
Do gltownych teorii opisujacych wygaszanie fluorescencji zalicza si¢ wygaszanie
kolizyjne (dynamiczne), wygaszanie statyczne, polaczone wygaszanie statyczne
1 dynamiczne, ale 1 rowniez mechanizmy, takie jak transfer energii, wymiana elektronow
czy przejScia miedzysystemowe wspomagane efektem cigzkiego atomu. Zrozumienie
mechanizmoéw wygaszania ma kluczowe znaczenie w badaniach struktury 1 dynamiki
czasteczek biologicznych, projektowaniu sond fluorescencyjnych oraz w spektroskopii
fluorescencyjnej jako narzedziu analitycznym. Poprzez analiz¢ zmian intensywnos$ci
1 czasu zycia emisji mozna uzyska¢ cenne informacje o srodowisku mikroczasteczek,
obecnosci jondw metali, oddziatywaniach molekularnych czy strukturze biatek.!

Dynamiczne wygaszanie fluorescencji opisuje rOwnanie Sterna-Volmera:

Fy
== 1+ k,70[Q] =1+ Kp[Q]

gdzie: Fy - intensywnos¢ fluorescencji bez wygaszacza, F - intensywnos¢ fluorescencji
w obecnosci wygaszacza, ky - stala szybkosci wygaszania bimolekularnego (wskaznik

wydajnosci procesu wygaszania lub dostepnosci fluoroforow dla wygaszacza,
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ko= 10" M's7), 7 - czas zycia stanu wzbudzonego fluoroforu przy braku wygaszacza,

O - stezenie wygaszacza, Kp =k, to!

Do wygaszania dynamicznego dochodzi w skutek zderzenia fluoroforu w stanie
wzbudzonym z wygaszaczem w wyniku czego nastepuje utrata energii i brak emisji
fotonu. Wygaszanie kolizyjne charakteryzuje si¢ rownowaznym spadkiem intensywnos$ci
fluorescencji oraz skroceniem czasu zycia stanu wzbudzonego, co jest nastepstwem
depopulacji stanu wzbudzonego.! Wygaszacze kolizyjne znajduja zastosowanie
w okre$laniu oddzialywan wystepujacych w stanie wzbudzonym.$’

Wygaszanie statyczne polega na tworzeniu niefluorescencyjnego kompleksu migdzy
fluoroforem a wygaszaczem w stanie podstawowym. Kompleks po absorpcji $wiatta
natychmiast powraca do stanu podstawowego bez emisji fotonu. W celu opisania

wygaszania statycznego mozna si¢ postuzy¢ rGwnaniem:
Fo
F =1+ K[Q]

gdzie: Fy - intensywnos¢ fluorescencji bez wygaszacza, F - intensywnos¢ fluorescencyi

w obecnosci wygaszacza, Ky - stata asocjacji kompleksu.’

Zalezno$¢ Fo/F od [Q] jest liniowa i identyczna jak dla wygaszania dynamicznego. Jedyna
roznicy jest zastgpienie statej wygaszania stalg asocjacji kompleksu.

Pomiary intensywnosci fluorescencji nie wskazg jednoznacznie jaki rodzaj wygaszania
wystepuje w uktadzie. Dokladniejsze okreslenie rodzaju wygaszania fluorescencji
umozliwia pomiar czasu zycia fluorescencji. W przypadku wygaszania statycznego czgs¢

czasteczek jest skompleksowana i nie wykazuje fluorescencji, a czas zycia stanu

wzbudzonego jest tylko mierzalny dla czasteczek nieskompleksowanych, wigc T?O =1

(gdzie 7, to czas zycia stanu wzbudzonego fluoroforu przy braku wygaszacza, T to czas
zycia stanu wzbudzonego fluoroforu w obecno$ci wygaszacza).

Ponadto doktadna analiza widm absorpcyjnych fluoroforu stanowi jedng z metod
umozliwiajacych rozroznienie miedzy wygaszaniem statycznym a dynamicznym.
Wygaszanie kolizyjne oddziatuje wylacznie na stany wzbudzone fluoroforu, nie powinno
prowadzi¢ do zmian w jego widmie absorpcji. Odmiennie przedstawia si¢ sytuacja
w przypadku tworzenia kompleksow w stanie podstawowym - czgsto towarzysza jej

zauwazalne zaburzenia w widmie absorpcyjnym fluoroforu.!
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Obserwuje si¢ réwniez przypadki wygaszania, w ktérych mechanizmy statyczny oraz
dynamiczny zachodza jednoczes$nie. Potwierdzaja to badania nad odzialywaniem
2-aminopuryny z DNA czy wykrywanie 2,4,6-trinitrobenzenu za pomocg kationowego
sprzezonego polimeru.*%%°

Zjawisko wygaszania fluorescencji znajduje szerokie zastosowanie w badaniach biatek
7073 czy w badaniu membran lipidowych i ich oddziatywan z fluoroforami.”*”’” Pozwala
np. badaé proces dyfuzji tlenu w blonach lipidowych.”®

Rezonansowy transfer energii Forstera (FRET) jest jedynym z proceséw powodujacych
spadek intensywnosci fluorescencji, czyli wygaszanie fluorescencji. FRET polega na
bezpromienistym przeniesieniu energii z donora do akceptora powodujgc zmniejszenie
intensywnosci fluorescencji donora i jednoczesny wzrost intensywnosci emisji akceptora,
jesli akceptor posiada zdolno$¢ do fluorescencji, w innym przypadku energia jest
rozpraszana na drodze przejs¢ bezpromienistych. Mechanizm rezonansowego transferu
energii jest taki sam niezaleznie od tego, czy akceptor jest fluoroforem. FRET nie
wymaga bezposredniego kontaktu molekularnego pomigdzy donorem i akceptorem, jak
w przypadku wygaszania statycznego czy dynamicznego, dlatego transfer energii nie jest
wrazliwy na czynniki steryczne czy oddzialywania elektrostatyczne, ale $cisle zalezy od
odlegtos$ci migdzy donorem 1 akceptorem. Odleglos¢, przy ktorej FRET jest wydajny
w 50 %, nazywana jest odlegtoscig Forstera i miesci si¢ najczgsciej w przedziale migdzy
20 a 60 A. Stata szybkos¢ transferu energii miedzy akceptorem i donorem opisywana jest

réwnaniem:’

kn(r) = i(&f

Tp\T

gdzie: Ty - czas zycia fluorescencji donora przy braku akceptora, v - odlegtos¢ miedzy

donorem a akceptorem, Ry - odlegtos¢ Forstera.!

Proces rezonansowego transferu energii nie zachodzi poprzez emisj¢ 1 ponowng absorpcje
fotonow. Podstawg teorii transferu energii jest zatozenie, ze fluorofor dziata jak
oscylujacy dipol, zdolny do wymiany energii z innym dipolem, ktérego czestotliwos¢
drgan jest zblizona do jego wtasnej w warunkach rezonansu.'”
Do innych mechanizméw wygaszania fluorescencji mozna zaliczy¢:

e przejscia miedzysystemowe lub efekt cigzkiego atomu;

e wymiana elektronow lub oddzialywania Dextera;

24



e fotoindukowany transfer elektronow.
Wygaszanie fluorescencji moze zachodzi¢ na drodze przej$cia migdzysystemowego
(Rysunek 5), ktore polega na bezpromienistym przejsciu elektronu ze wzbudzonego stanu
singletowego S: do stanu trypletowego Ti. Proces ten wymaga zmiany spinu elektronu
1 jest ulatwiany m.in. przez silne sprzg¢zenie spin-orbital lub obecno$¢ ciezkich atomow
w czasteczce. PrzejScie do stanu T: skutecznie omija radiacyjng Sciezke relaksacji
1 prowadzi do zmniejszenia intensywnos$ci emisji, poniewaz fluorescencja zachodzi
wylacznie z poziomu Si. Czas zycia stanu trypletowego jest zazwyczaj dtuzszy i moze
ulega¢ dalszej dezaktywacji w procesach nieradiacyjnych lub przez oddzialywanie
z tlenem czasteczkowym, co dodatkowo zwigksza efektywno$§¢ wygaszania

fluorescencji.?0-#2

lKonwersj a wewnetrzna

F Y S
1 Kigc

Q .
Kyge +Q —— F* —— cieplo
hv T \k‘m
Absorpeja Knr k[Q] cieplo

Rysunek 5. Wygaszanie fluorescencji opierajqce si¢ na przejsciach miedzysystemowych,

gdzie: F'* - czgsteczka znajdujgca si¢ w stanie wzbudzony singletowym, F*r - czgsteczka
znajdujgca sie w stanie wzbudzony trypletowym, kisc - stata szybkosci przejs¢
miedzysystemowych , kn- - stala szybkosci przejscia niepromienistego, k[Q] - stata

szybkosci wygaszania fosforescencji, O - wygaszacz fluorescencji lub fosforescencji.’

Wymiana elektronow zwigzana z oddzialywaniem Dextera (Rysunek 6) zachodzi
pomigdzy wzbudzonym donorem a akceptorem. Donor po absorpcji fotonu przechodzi
w stan wzbudzony Si, w ktoérym elektron przemieszcza si¢ z orbitalu HOMO (ang.
Highest Occupied Molecular Orbital) na LUMO (ang. Lowest Unoccupied Molecular
Orbital). Mechanizm Dextera wymaga bardzo bliskiego kontaktu czasteczek (1 - 10 nm),
poniewaz orbitale elektronowe donora i akceptora muszg si¢ naktada¢. W takiej sytuacji
dochodzi do jednoczesnej wymiany dwoéch elektrondow: elektron ze wzbudzonego donora
przechodzi do akceptora, a jednocze$nie elektron z akceptora przechodzi do donora.
W wyniku tego donor wraca do stanu podstawowego bez emisji fluorescencji, natomiast

akceptor przechodzi do stanu wzbudzonego (singletowego Ilub trypletowego).
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Wzbudzony stan donora zanika nieradiacyjnie, co skutecznie konkuruje z fluorescencja

i prowadzi do jej wygaszenia.'

N
LUMO %

— — ~+

( —_— Donor Akceptor —— |

D% %A HOMO %/\ % \ Dﬁ %A*
Y

D* A
Rysunek 6. Wygaszanie fluorescencji opierajgce si¢ na wymianie elektronow
(oddziatywania Dextera); D - donor, A - akceptor, D* - wzbudzona forma donora,

A* - wzbudzona forma akceptora.’

Mechanizm ten umozliwia zaréwno transfer singlet-singlet, jak i tryplet-tryplet.

Z kolei fotoindukowany transfer elektronéw (PET) polega na przeniesieniu elektronu
pomiedzy donorem a akceptorem po wzbudzeniu jednej z czasteczek. W mechanizmie
PET fluorofor moze petni¢ zarowno role donora, jak i akceptora elektrondéw, a kierunek
transferu determinujg potencjaty redoks w stanie podstawowym i wzbudzonym. Dlatego
w PET termin ,donor” odnosi si¢ zawsze do czasteczki przekazujacej elektron,
niezaleznie od tego, ktdra z nich zostala wzbudzona. W wyniku tego procesu moze
tworzy¢ si¢ kompleks o charakterze ekscypleksu (kompleks tworzacy si¢ wylacznie
w stanie wzbudzonym, powstajacy w wyniku oddziatywania pomi¢dzy dwiema ré6znymi
czasteczkami - najczesciej donorem i akceptorem elektronéw), cho¢ PET moze zachodzié¢
réwniez poprzez krotkotrwale oddzialywania zderzeniowe. Rekombinacja tadunku
(powrd6t elektronu z akceptora do donora) i powr6t ukladu do stanu podstawowego
zazwyczaj przebiega bez emisji fotonu, chociaz w niektorych przypadkach obserwowana
jest emisja pochodzaca z ekscypleksu. Nadmiarowy elektron przekazany do akceptora

zwykle powraca do donora w procesie rekombinacji.!
5. Znaczniki fluorescencyjne zewnetrzne

Znaczniki fluorescencyjne stanowig nieodzowne narzedzie w nowoczesnych
badaniach biologicznych, biofizycznych oraz biochemicznych. Oprocz naturalnych
fluoroforéw, takich jak aromatyczne aminokwasy biatkowe 1 NADH, oraz fluoroforow
genetycznie kodowanych (np. GFP i jego pochodnych), szczegdlne znaczenie maja
zewngtrzne znaczniki fluorescencyjne - czasteczki fluoroforowe, ktorymi analizowane

uktady sa wzbogacone. Znaczniki te sg szeroko stosowane w mikroskopii
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fluorescencyjnej, w tym w technice FRET, ktora umozliwia analize lokalizacji np. biatek
czy badania interakcji molekularnych. Ich skuteczne zastosowanie wymaga
odpowiedniego doboru strategii znakowania, np. poprzez wigzanie z grupami
funkcyjnymi (takimi jak -NH2, -COOH 1 —SH) lub z wykorzystaniem bioortogonalnych
reakcji chemicznych. Czasem fluorofory wprowadzane sa do badanych ukladow
w formie niezwigzanej. Odpowiednie projektowanie i1 zastosowanie znacznikow
fluorescencyjnych zewnetrznych umozliwia badania z wysoka czutos$cig i pozwala na
analiz¢ dynamicznych procesow biologicznych w czasie rzeczywistym.
Zaleta znacznikow zewngtrznych jest ich réznorodno$¢ strukturalna i spektroskopowa -
mozna je dobra¢ do konkretnego zastosowania uwzglgdniajac potrzeby i mozliwosci
eksperymentu. Podczas doboru bierze si¢ pod uwage m.in. dlugo$¢ fali wzbudzenia
1 zakres emisji, wydajno$¢ kwantowa fluorescencji, odpornos¢ na fotowybielanie czy
wrazliwos$¢ na warunki srodowiskowe.

Duza popularnoscia w badaniach naukowych ciesza si¢ znaczniki fluorescencyjne
z rodziny fluorescein i rodamin. Pochodne fluoresceiny stosunkowo tatwo sprzg¢ga si¢
z innymi molekutami. Na rynku pochodne fluorescein mozna znalez¢ w postaci kwasow
karboksylowych, izotiocyjanianéw (Rysunek 7), estrow sukcynimidylowych czy
komercyjnych zestawow reaktywnych do znakowania kwasow nukleinowych. Pochodne
fluoresceiny sa powszechnie wykorzystywanymi znacznikami fluorescencyjnymi
z emisja w zakresie zielonym, dobrze rozpuszczalnymi w wodzie, jednak wykazuja
pewne ograniczenia. Jednym z nich jest wysoka podatno$¢ na fotowybielanie czy
wrazliwo$¢ na zmiany pH (fluorescencja fluoresceiny jest redukowana w roztworze o pH
ponizej 7).% Inng wadg jest podatno$é na samowygaszanie zwlaszcza przy wysokim
stopniu wyznakowania. Wady tego znacznika sprawiaja, ze wykorzystanie go do
pomiaréw iloSciowych jest problematyczne, a tendencja do fotowybielania zmniejsza

czuto$¢ technik opartych na pomiarach intensywnosci fluorescencji.?*®

NCS

Rysunek 7. Struktura pochodnej izotiocyjanianowej fluoresceiny (FITC).
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Eozyna jest interesujaca pochodna fluoresceiny, ktéra w pordwnaniu ze zwigzkiem
macierzystym wykazuje wigkszg sklonnos$¢ do wygaszania fluorescencji, co nadaje jej
potencjal aplikacyjny jako fotosensybilizator. Dodatkowo jej koniugaty s3
wykorzystywane w badaniach rezonansowego transferu energii (FRET) czy
odzyskiwaniu fluorescencji po fotowybielaniu (FRAP).%

Wsréd komercyjnie dostepnych znacznikéw fluorescencyjnych o emisji w zakresie
podobnym do fluoresceiny mozna znalez¢ bardziej stabilne i mniej podatne na zmiany
srodowiskowe sondy, takie jak: Alexa Fluor® 488, BODIPY® FL, Oregon Green® 488
1514 czy Rhodamine Green™.

Barwniki Oregon Green® 488 i 514 (Rysunek 8) zostaly stworzone, aby mimikowa¢
wlasciwosci fluoresceiny. Widma absorpcji oraz emisji pokrywaja si¢ z widmami
fluoresceiny. Ich przewaga nad pochodnymi fluoresceiny wynika z wyzszej
fotostabilnosci po przytaczeniu do biatek, braku wrazliwosci na fizjologiczne pH
(chociaz s3 wrazliwe na pH lekko kwasowe) oraz z faktu, Zze fluorescencja tych
barwnikéw nie jest znaczgco wygaszana wraz ze wzrostem stopnia wyznakowania.
Znaczniki Oregon Green® 488 i 514 znajduja rowniez zastosowanie w eksperymentach

opierajacych si¢ na badaniu interakcji biatko - biatko czy biatko - kwas nukleinowy.*>’

Rysunek 8. Struktury komercyjnych znacznikow fluorescencyjnych; od lewej Oregon
Green® 488 i 514 oraz Rhodamine Green™ - X.

Rhodamine Green™ - X (pochodna Rhodamine Green™, rdznigca si¢ obecnoscia linkera
umozliwiajgcego sprzgganie (Rysunek 8)), w przeciwienstwie do fluoresceiny
charakteryzuje si¢ wysoka fotostabilno$cig oraz jest niewrazliwa na zmiany pH, ma
wysoki wspétczynnik ekstynkcji (>75 000 cm'M™) i wysoka wydajnos¢ kwantowa
fluorescencji. Pomimo swojej wysokiej fotostabilno$ci fluorescencja moze ulegac
wygaszaniu po zwigzaniu z biatkami, co wigcej koniugaty tego typu maja tendencje do
wytracania si¢ z roztworu, co ogranicza jej aplikacje. W rodzinie rodamin mozna znalez¢

réwniez barwniki z maksimum emisji przesunigtym w kierunku czerwieni, takie jak:
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Lissamina Rodamina B, Rodamina 6G, tetrametylorodamina (TAMRA), Rhodamine
Red™-X, X-rhodamine,®® ktére ciesza si¢ duza popularnoécia w badaniach
biologicznych. Jednym z przyktadoéw jest S-TAMRA (Rysunek 9), ktora charakteryzuje
si¢ wysoka fotostabilno$cig oraz intensywng fluorescencja w zakresie widzialnym
(maksimum absorpcji ~546 - 555 nm, maksimum emisji ~580 - 585 nm). Z uwagi na
relatywnie wysoka odporno$¢ na fotowybielanie, jej pochodne sg stosowane réwniez
w technikach wykorzystujacych fluorescencyjng mikroskopi¢ konfokalng. Zastosowanie
TAMRY w badaniach interakcji biomolekut pozwala na precyzyjne sledzenie lokalizacji

i dynamiki analizowanych systeméw in vitro, co czyni ja uzytecznym narzedziem

h 85,88-90

w badaniach biologicznych i diagnostycznyc

Rysunek 9. 5-karboksytetrametylorodamina (5-TAMRA) sukcynimid ester.

Szeroki potencjat aplikacyjny wykazuja takze fluorofory zewnetrzne z rodziny Alexa
Fluor (Rysunek 10). Zostaly opracowane w celu uzyskania wysokiej intensywnosci
sygnatu fluorescencyjnego, odpornosci na fotowybielanie oraz szerokiego zakresu
dhugos$ci fal emisji (Rysunek 11), co umozliwia ich zastosowanie w eksperymentach,
w ktorych uzywa si¢ kilku réznych fluoroforow charakteryzujacych si¢ zréoznicowanym
zakresem emisji, aby jednocze$nie $ledzi¢ rozne czasteczki lub procesy w jednym
uktadzie. Alexa Fluor sg strukturalnymi pochodnymi klasycznych fluoroforow, takich jak
fluoresceina 1 rodamina, zmodyfikowanymi chemicznie w celu zwigkszenia ich
stabilno$ci oraz rozpuszczalno$ci w $Srodowisku wodnym, co czyni je szczegélnie
uzytecznymi w aplikacjach biologicznych. Barwniki te dostgpne sg w szerokim spektrum
emisji, od Alexa Fluor 350 emitujacego w zakresie niebieskim, az po Alexa Fluor 790
emitujacy w zakresie bliskiej podczerwieni (Rysunek 11). Pozwala to na elastyczny
wybor znacznika do eksperymentdw wymagajacych jednoczesnej wspotpracy z innymi
fluoroforami. Charakteryzuja si¢ takze wysokim molowym wspolczynnikiem absorpcji

oraz wysoka wydajnoscia kwantowa fluorescencji, co umozliwia uzyskanie
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wypadkowego sygnalu o odpowiednich proporcjach sygnatu pozadanego do szumu
nawet przy niskim poziomie znakowania. Pochodne Alexa Fluor sg niewrazliwe na
zmiany pH w jego szerokim zakresie. Dodatkowo, barwniki te sg kompatybilne
z r6znorodnymi metodami sprzegania, co pozwala na tatwe i stabilne znakowanie bialek,
przeciwcial oraz kwaséw nukleinowych. Ze wzgledu na swoje wtasciwosci, fluorofory
Alexa Fluor znalazty zastosowanie, w takich technikach jak fluorescencyjna mikroskopia
konfokalna, mikroskopia superrozdzielcza, cytometria przeptywowa, a takze w analizach
typu Western blot i immunofluorescencji. Ich uzycie pozwala na precyzyjne badanie
lokalizacji i dynamiki bialek oraz struktur komoérkowych, co czyni je nieocenionym

narzedziem zaréwno w badaniach podstawowych, jak i diagnostycznych, 82179

Alexa Fluor® 568 Alexa Fluor® 594 Alexa Fluor® 610

Rysunek 10. Przyktadowe struktury barwnikow z rodziny Alexa Fluor®

1. Alexa Fluor® 350
2. Alexa Fluor® 405
3. AlexaFluor® 430
10112131415 1617 19 4. Alexa Fluor® 488

! 5. Alexa Fluor® 500
6. AlexaFluor® 514
7. Alexa Fluor® 532
8. Alexa Fluor® 546
9. Alexa Fluor® 555
10. Alexa Fluor® 568
11. Alexa Fluor® 594
12. Alexa Fluor® 610
13. Alexa Fluor® 633
14. Alexa Fluor® 635
15. Alexa Fluor® 647
16. Alexa Fluor® 660
17. Alexa Fluor® 680
18. Alexa Fluor® 700

77 . 19. Alexa Fluor® 750
DhlgOSC fali [nm] 20. Alexa Fluor® 790

Intensywnos¢ fluorescencji

T T
650 700

Rysunek 11. Znormalizowane widma emisji barwnikoéw z rodziny Alexa Fluor.%
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Z kolei barwniki z grupy BODIPY (Rysunek 12) stanowig jedne z bardziej
wszechstronnych zwigzkéw fluorescencyjnych. Ich struktura chemiczna opiera si¢ na
uktadzie dipirolowym skoordynowanym z atomem boru. Barwniki BODIPY
charakteryzuja si¢ wysokim wspotczynnikiem ekstynkcji (>80000 cm'M™), wysoka
wydajnoscig kwantowa fluorescencji (réwng okoto 1 nawet w wodzie), waskimi pasmami
emisyjnymi (Rysunek 13) oraz duza odpornoscia na fotowybielanie. Charakteryzuja si¢
takze stosunkowo dtugimi czasami zycia stanu wzbudzonego (co najmniej 5 ns). Zwiazki
te nie s3 wrazliwe na zmiany pH. Dodatkowa cechg wyrozniajaca BODIPY jest takze

mnogo$¢ strukturalnych modyfikac;ji.®

X N\
\r
/ \
F F

Rysunek 12. Struktura barwnika BODIPY.

1. BODIPY® FL

2. BODIPY®*R6G

3. BODIPY® TMR

4. BODIPY®581/591
5. BODIPY®* TR

6. BODIPY® 630/650
7. BODIPY® 650/665

Intensywno$¢ fluorescencji

S(I)OI 5%0 G(I)O GéO - 700 750
Dlugosé fali [nm]
Rysunek 13. Znormalizowane widma emisji wybranych barwnikow z rodziny BODIPY

zmierzone w etanolu.®’

Znaczniki z grupy BODIPY znajduja szerokie zastosowanie w naukach chemicznych,
biologicznych czy medycznych, mi¢dzy innymi do otrzymywania nowych narzedzi do
wykrywania i/lub leczenia nowotwordw, terapii fotodynamicznej, wykrywania

agregatow B-amyloidu i wielu innych.”7°!
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6. Znaczniki fluorescencyjne bazujace na strukturze aminokwasow

bialkowych

6.1. Znaczniki fluorescencyjne wewnetrzne - Fluorescencyjne

aminokwasy bialkowe

Fluorescencyjne aromatyczne aminokwasy biatkowe, takie jak tryptofan,
tyrozyna i fenyloalanina (Rysunek 14) wystgpuja powszechnie w organizmach zywych.
Sa wykorzystywane do badania aktywno$ci enzyméw, zmian konformacyjnych
peptydow 1 bialek, czy ich interakcji z innymi indywiduami. Jednak ich wlasciwosci
spektroskopowe znaczaco ograniczajg ich potencjalne zastosowanie. Charakteryzuja si¢
one niskimi molowymi wspolczynnikami absorpcji, krotkofalowa charakterystyka widm
absorpcji oraz emisji, niska wydajnoscia kwantowa fluorescencji, krétkim
1 heterogenicznym czasem zycia fluorescencji (Tabela 1, Rysunek 15). Co wigcej, moga
one maskowac si¢ wzajemnie (szczegdlnie fenyloalanina jest maskowana w obecnosci
tryptofanu lub tyrozyny), co utrudnia analize otrzymanych wynikéw.! Zaletg
fluorescencyjnych aromatycznych aminokwasow biatkowych jest natomiast obecno$é
dwoch grup funkcyjnych (aminowej 1 karboksylowej) umozliwiajacych latwe
wprowadzanie zwigzkow do roznych ukladéw za pomoca wigzan kowalencyjnych.
Eliminujac (ewentualnie ograniczajac) opisane wczesniej wady (niedostateczne
wlasciwosci spektralne 1 fotofizyczne) oraz zachowujac ich mocne strony mozliwe jest
uzyskanie nowych pochodnych o zwickszonej efektywnosci chromoforowej oraz

fluoroforowej wzgledem proteinogenicznych aminokwasow aromatycznych.

o) O o)
| | OH OH oH
NH NH NH
NH : HO 2 2
Tryptofan Tyrozyna Fenyloalanina

Rysunek 14. Struktury fluorescencyjnych aromatycznych aminokwasoéw biatkowych. !
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Tabela 1. Zestawienie wiasciwosci spektroskopowych fenyloalaniny, tyrozyny

i tryptofanu.’

Wydajno$é Czasy zaniku
Nazwa Aabs Aem kwantowa fluorescencji

fluorescencji [ns]

fenyloalanina 260 282 0,02 6,8

tyrozyna 275 304 0,14 3,6
tryptofan 295 353 0,13 3,1 ($rednia)

8 10
x 103 \ {

oF || TRP

o
[

Absorbancja

Intensywnos¢ fluorescencji

\ N
0 gk "{pHE 1 \ 1 0 I’ b 1
220 240 260 280 300 320 250 300 350 400
Diugos¢ fali [nm] Dlugos¢ fali [nm]

Rysunek 15. Widma absorpcji oraz emisji tryptofanu (Trp), tyrozyny (Tyr)

i fenyloalaniny (Phe) zmierzone w wodzie. !

Zatem jedng ze S$ciezek umozliwiajacych otrzymanie wydajnych znacznikow
fluorescencyjnych o szerokim spektrum uzytecznos$ci jest synteza nowych pochodnych

opierajacych si¢ na szkieletach aminokwaséw biatkowych.'%?

6.2. Fluorescencyjne aminokwasy niebialkowe - synteza i wlasciwosci

spektroskopowe

Fluorescencyjne aminokwasy niebiatkowe sa odpowiedzia na rosnace
zainteresowanie 1 zapotrzebowanie na znaczniki fluorescencyjne o szerokim spektrum
aplikacyjnym.!91%  Modyfikowane aminokwasy biatkowe s3 szczegdlnie cenne,
poniewaz w matym stopniu zaburzajac strukture, zachowujac specyficzne wtasciwosci
peptydow i bialek mogg by¢ wbudowywane w ich tancuchy.!%%1%°
Analiza polozenia widm absorpcji 1 emisji, intensywnosci fluorescencji oraz czasOw
zaniku fluorescencji fluorescencyjnych aminokwaséw niebiatkowych pozwala na

® Ponadto molekuty

wnioskowanie o charakterze ich lokalnego $rodowiska.'”
wyznakowane fluorescencyjnymi niebiatkowymi aminokwasami moga by¢ badane za
pomoca pomiaréw polaryzacji fluorescencji, ktora pozwala monitorowaé zmiany

w dynamice rotacyjnej fluoroforu. Polaryzacja fluorescencji czgsto jest wykorzystywana
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np. do okreslania powinowactwa biatko - ligand czy szybko$ci wigzania biatko -
biatko.!07:108

Wbudowanie fluorescencyjnego aminokwasu niebiatkowego wraz z odpowiednio
dobranym innym znacznikiem umozliwia badanie zmian w odlegtosci miedzy biatkami
za pomocag rezonansowego transferu energii Forstera, wygaszania wynikajacego
z fotoindukowanego transferu elektrondw, anizotropii czy pomiaréw polaryzacji
fluorescencji.!®”

Projektowanie nowych fluorescencyjnych aminokwaséw niebiatkowych moze
opierac si¢ na wprowadzeniu znacznikéw fluorescencyjnych komercyjnie dostgpnych do
struktury aminokwaséw  biatkowych lub poprzez wprowadzanie ugrupowan
aromatycznych majacych na celu stworzenie nowych efektywniejszych fluoroforow
w odniesieniu do wyj$ciowych aminokwaséw biatkowych.

Pierwsze podejscie wydaje si¢ by¢ bardziej przewidywalne, gdyz z duzym
prawdopodobienstwem wtasciwosci spektroskopowe reprezentowane przez znacznik
dostepny komercyjnie beda analogiczne dla zwigzku otrzymanego z polaczenia
aminokwasu biatkowego ze znacznikiem fluorescencyjnym. Ten typ poprawy wydajnosci
chromoforowej i fluoroforowej zastosowano w pochodnych tryptofanu potaczonych

z BODIPY (Rysunek 16).!101!

Rysunek 16. Struktura pochodnej tryptofanu wyznakowanej znacznikiem BODIPY. !’

Zaprojektowano pochodng tryptofanu z wprowadzonym znacznikiem BODIPY do
fancucha bocznego Fmoc-aminokwasu (Rysunek 16), tak aby uzyska¢ zwigzek
umozliwiajacy w latwy sposob wyznakowanie peptydow. Barwnik BODIPY
(m-jodofenylo-BODIPY) potaczono z Trp za pomoca wigzania wegiel - wegiel.
Aminokwas zostat poddany arylacji z pochodng BODIPY w obecnosci Pd(OAc),, AgBF4,
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TFA, DMF w temperaturze 80 °C (Rysunek 17). Otrzymana pochodna charakteryzuje si¢

-1).110

maksimum widma emisji przy dtugosci fali 517 nm (¢ = 12000 M™' cm

HO

Fmoe™ N 20 Pd(OAc),, AgBF,, TFA, DMF

80 °C, t =20 min

Rysunek 18. Struktura Trp(redBODIPY)."!!

Wyzej opisany zwigzek zostat dodatkowo zmodyfikowany w celu poprawy wtasciwosci
spektroskopowych, w wyniku czego uzyskano zwigzek Trp(redBODIPY) (Rysunek
18).M!

Boc

/
N B(OH), S 1) Reakcja Suzuki-Miyaury NH S \
+ - -
W o \ | 2) Scigganie ostony Boc \ / \\

Rysunek 19. Schemat reakcji pomiedzy N-Boc-pirrolem-2-borowym a 2-bromo-5-

metylo-tiofenem. 1!

Posrednie zwigzki niezbedne do otrzymania finalnej struktury zostaty otrzymane dzigki
reakcji sprz¢gania Suzuki-Miyaury pomi¢dzy N-Boc-pirrolem-2-borowym a 2-bromo-5-
metylo-tiofenem. Reakcja byta prowadzona w 80 °C, w obecnosci Pd(PPh3)s, eteru

dimetylowego oraz Na,COs (Rysunek 19).!!
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I NH I NH

OH 4 /E/)/ Reakcja Friedela-Craftsa \ /

Rysunek 20. Schemat reakcji pomiedzy kwasem 3-jodobenzoesowym

i 2,4-dimetylopirolem. '!!

Za pomocg reakcji  Friedela-Craftsa  sprzezono kwas 3-jodobenzoesowy
z 2,4-dimetylopirolem w obecnosci chlorku oksalilu i chlorku dimetylu w temperaturze

0 °C (Rysunek 20).

Rysunek 21. Otrzymywanie pochodnej znacznika BODIPY oraz sprzeganie go

z tryptofanem. !

Nastepnie przeprowadzono dwuetapowa kondensacje produktéw przedstawionych na
Rysunku 19 1 20 w obecnosci trichlorku fosforylu (POCI3) w temperaturze 0 °C oraz
wykorzystujac TEA, trifluorek boru w kompleksie z eterem dietylowym (BF3-OEt,)
uzyskujac 3-jodofenylowa pochodng barwnika BODIPY. Tak przygotowany zwigzek
przytaczono do tancucha bocznego tryptofanu z ostonieta grupa aminowa (ostona Fmoc)
za pomocg arylacji w obecno$ci Pd(OAc),, AgBF4, DMF w temperaturze 80 °C (Rysunek
21). Otrzymana pochodna zawierajaca w swojej budowie zmodyfikowany znacznik
BODIPY (Trp(redBODIPY)) charakteryzuje si¢ maksimum absorpcji przy dlugosci 570
nm, a maksimum emisji przy dtugo$ci 590 nm (g = 52950 M cm™!).!!!

Barwnik BODIPY wykorzystano réwniez w szeregu pochodnych opierajacych si¢ na
strukturze alaniny i fenyloalaniny z maksimum widm emisji potozonym mig¢dzy 527 nm

a 625 nm.'!?
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Jak wyzej wspomniano znaczniki fluorescencyjne wprowadza si¢ nie tylko do
aminokwasow aromatycznych. Alaning wyznakowano kumaryng lub NBD (4-chloro-7-
nitro-1,2,3-benzoksadiazol), a tancuch boczny lizyny wykorzystano do koniugacji
z fluoresceing lub TAMRA (Rysunek 22).!'* Kumaryne do alaniny przytaczono
w obecnosci 1,1'-karbonyldiimidazolu oraz THF, a NBD mieszaniny metanolu z woda
1 NaHCOs. W przypadku lizyny izotiocyjanian fluoresceiny poddano reakcji z wolng
grupg aminowg fancucha bocznego w bezwodnym DMF, a TAMRE w obecno$ci DMF
1 diizopropyloetyloaminy. Maksima widm emisji dla otrzymanych nowych aminokwasow
niebialkowych s3 roézne w zalezno$ci od uzytego komercyjnego znacznika
fluorescencyjnego: HADA - 460 nm (pochodna zawierajaca szkielet kumaryny), NADA
- 555 nm (pochodna zawierajaca szkielet NBD), FDL - 540 nm (pochodna zawierajaca
szkielet fluoresceiny), TDL - 595 nm (pochodna zawierajaca szkielet TAMRY) (Rysunek
22). Tak przygotowane fluorescencyjne aminokwasy znalazty zastosowanie w badaniach

$ledzenia wzrostu bakterii.''>!*

kumaryna [ I/
/C:L/ﬁ NBD-CI g,

OH NO.

HN FITC HN. TAMRA HN

Rysunek 22. Schemat syntezy HADA, NADA, FDL, TDL.!311

Przyktadow pochodnych z przylaczonym komercyjnym fluoroforem jest wiele.
W wiekszosci przypadkow ich wiasciwosci spektralne oraz fotofizyczne sg analogiczne,
jak uzytego znacznika fluorescencyjnego dostepnego komercyjnie.!!>!16

Inne $ciezki projektowania nowych fluoroforow to modyfikacje struktur aminokwasow
biatkowych ugrupowaniami aromatycznymi, ktére same w sobie nie sg powszechnie

wykorzystywane jako samodzielne znaczniki fluorescencyjne.
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Przyktadem takiej koncepcji jest wprowadzenie poprzez ugrupowanie eterowe pirenu

i bisfenylu do tancucha bocznego tyrozyny (Rysunek 23). '7

Br,
@, I
~ NH
/@/%ou—l} CO o “Boc
HN
HO \Boc O’ 1
. . )
O OCH3
HN
0 Boc
2

Rysunek 23. Pochodne tyrozyny z pirenem i bisfenylem.!!’

Substratami w syntezie tych pochodnych byl ester metylowy N-Boc-tyrozyny
i bromopochodna pirenu i bisfenylu, a reakcje prowadzono w obecnosci Cul,
N,N-dimetyloglicyny, Cs2COs rozpuszczonego w dioksanie w temperaturze 80 °C.
Wydajnosci reakcji wyniosty okoto 35 % w obu przypadkach.!'!’

Otrzymane pochodne tyrozyny charakteryzuja si¢ odpowiednio maksimum absorpcji
przy dtugosci fali 242 (pochodna 1) i 260 nm (pochodna 2) oraz emisji przy dlugosci fali
335 (pochodna 1) i 390 nm (pochodna 2). W przypadku obu zwigzkoéw nie
zaobserwowano znaczacego wpltywu polarnosci rozpuszczalnikoéw na potozenie widm
absorpcji oraz emisji. Wartosci molowego wspoOtczynnika absorpcji we wszystkich
zmierzonych warunkach s3 wyzsze niz 21000 M'cm™. Wydajnosci kwantowe
fluorescencji, w zaleznos$ci od rozpuszczalnika, mieszcza si¢ miedzy 37 a 56 % dla
zwigzku z podstawnikiem pirenowym oraz migdzy 15 a 20 % z podstawnikiem
bisfenylowym. '’

Z kolei za pomocg reakcji Hecka podstawiano asymetrycznie 1 symetrycznie tancuch
boczny L-tyrozyny otrzymujac pochodne (bis)styrylowe, a nastepnie scharakteryzowano

ich potencjat spektroskopowy (Rysunek 24).!1
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Rysunek 24. Styrylowe pochodne asymetryczne i symetryczne tyrozyny, gdzie: R to I lub

H, Ar to podstawniki aromatyczne.!'®

Reakcje katalizowano Pd(OAc). w obecnosci DMF, N,N-diizopropyloetyloaminy,
tri(O-tolilo)fosfiny otrzymujac tacznie 13 fluorescencyjnych pochodnych. Reakcje
Hecka przebiegaly z wystarczajaca selektywnos$cia 1 prowadzity gtownie do otrzymania
izomeru E (Rysunek 24).

Maksima widm absorpcji syntezowanych styrylowych pochodnych aminokwasow
niebiatkowych w DMSO mieszczg si¢ w zakresie od 330 nm do 390 nm. Zwigzki
wykazuja emisj¢ w szerokim zakresie dtugosci fali (od 400 nm do 800 nm). Wartos¢
molowego wspotczynnika absorpcji waha si¢ od 11000 do 39000 M-'em™!. Wyznaczone
wydajnosci kwantowe wynoszg od 12 do 94 % (dla pochodnych 4d 1 5d nie wyznaczono).
Ponadto wykazano, ze cze$¢ zwigzkéw (Rysunek 24; zwigzek 5b oraz 5f) jest wrazliwych
na zmiany pH czy obecno$¢ utleniacza i reduktora (Rysunek 24; zwigzek 5b). Dodatkowo
przebadano uzytecznos¢ wybranej pochodnej do obrazowania komérkowego. W tym celu
wprowadzono zwigzek 5b do pentapeptydu zdolnego do penetracji bton
komérkowych, 18119

Kolejnym przyktadem modyfikacji aminokwasdéw biatkowych jest otrzymana za pomoca
reakcji Fukuyama-Mitsunobu pochodna L-Anap (kwas L-3-(6-acetylo-naftalen-2-
yloamino)-2-aminopropanowy) (Rysunek 25). Sprzezono ostoniety
6-acyl-2-naftyloaming z estrem metylowym N-tritylo-L-seryny wykorzystujac
azodikarboksylan diizopropylu, trifenylofosfing w $§rodowisku toluenu. Po §ciggnigciu
ostony trytylowej i metylowej uzyskano pozadany produkt z wydajnoscia 51 % (Rysunek
25). Otrzymano pochodng charakteryzujaca si¢ w roztworach wodnych potozeniem

maksimum widma absorpcji przy dlugosci fali 360 nm, molowym wspotczynnikiem
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absorpcji rownym 17500 M lem!, potozeniem maksimum widma emisji przy 490 nm
oraz wydajnosciag kwantowa 0,32. Dodatkowo L-Anap charakteryzuje si¢ wysoka

czulo$cig na zmiany polarno$ci srodowiska.!20-124

o o

+ COOMe 1) Reakcja Fukuyama-Mitsunobu [¢]
HO
/Y 2) Sciaganie oston z grup aminowych
NH-o-Ns NHTr i grupy karboksylowej NH OH
NH2
L-Anap

Rysunek 25. Schemat reakcji otrzymywania L-Anap, ostony grup aminowych:

0-Ns-2-nitrobenzosulfonyl, Tr — ostona trytylowa.'?’

Wykorzystujac stereoselektywna reakcj¢ anionu fosfolidowego z jodowanym estrem
a-aminowym pochodzacym z kwasu L-asparaginowego lub L-seryny i bezposredniego
kompleksowania z boranem, otrzymano szereg pochodnych boranowych (Rysunek 26).
Pochodne charakteryzuja si¢ potozeniem maksimum widma emisji nawet przy 535 nm
oraz duzym przesunieciem Stokesa (do 62500 cm™!). Zwiazki dodatkowo wyrdzniajg sie
duza stabilno$cig oraz mozliwosciag wprowadzania wielu dodatkowych modyfikacji

w obrebie ich struktury.'?®

PH
2 BH, NHBoc O BocHN
NHBoc /
X —ﬁ_< d P/\/L /\)\COOAH
\_»

n COOAIl
COOALlL P
\ S BH

Rysunek 26. Struktury pochodnych boranowych, gdzie: Boc - ostona

3

tertbutyloksykarbonylowa, All - ester propylowy.'?

Szereg pochodnych $§wiecacych w zakresie niebieskim opierajacych si¢ na strukturze
tryptofanu przebadano pod katem uzytecznosci w doswiadczeniach wykorzystujacych
zjawisko fluorescencji (Rysunek 27). Ich maksima widm absorpcji znajdujg sie¢ przy
okoto 310 nm, a widm emisji miedzy 400 a 450 nm. Zwigzki charakteryzuja si¢ wysokimi
wydajno$ciami kwantowymi fluorescencji wyznaczonymi w wodzie (0,64 - 0,91)
(Rysunek 28). Ich niewielki rozmiar jest ich ogromng zaleta i zwigksza ich warto$¢

uzytkowa w wielu badaniach.!?
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Rysunek 27. Pochodne tryptofanu.’*®
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Rysunek 28. Znormalizowane widma absorpcji i widma emisji zmierzone w wodzie.'*

W literaturze mozna znalez¢ wiele prac opisujacych interesujace fluorescencyjne
pochodne aminokwasow niebiatkowych chrakteryzujacych si¢ szerokim wachlarzem

127-31 W odréznieniu od naturalnych

wlasciwosci 1 potencjatem aplikacyjnym.
aminokwasow, ich struktura moze by¢ celowo modyfikowana, aby uzyska¢ pozadane
wlasciwosci spektroskopowe, takie jak okreslona dlugos¢ fali emisji, wysoka wydajnosé
kwantowa fluorescencji czy wrazliwos¢ lub jej brak na czynniki zewngtrzne.
Wspotczesne strategie (jak np. bioinzynieria) coraz cz¢$ciej umozliwiaja wykorzystanie
aminokwasoéw niebiatkowych rowniez w systemach zywych, otwierajac nowe
mozliwosci dla badan biologicznych czy w nanomedycynie. Fluorescencyjne

aminokwasy niebiatkowe stajg si¢ zatem istotnym pomostem miedzy chemig syntetyczng

a badaniami biologicznymi na poziomie molekularnym.

6.3. Zastosowanie fluorescencyjnych aminokwasow niebialkowych

w badaniach biologicznych

Fluorescencyjne aminokwasy niebiatkowe znajdujg szerokie zastosowanie
w badaniach biologicznych. Dzigki mozliwosci dostosowywania struktury chemicznej

fluoroforow do konkretnych celow eksperymentalnych, fluorescencyjne aminokwasy
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niebiatkowe stajg si¢ nieocenionym narzedziem w badaniach nad funkcjonowaniem
biatek (np. badania oddziatywan biatko - biatko, biatko - DNA), w projektowaniu
biosensoréw (otoczenia molekuty, w badaniach interakcji migdzy czasteczka a membrang
komorek czy np. w badaniach kinetyki wigzania ligand - receptor), w obrazowaniu
komoérkowym (np. w badaniach wzrostu $ciany komoérkowej bakterii) oraz analizie
procesow sygnalizacji wewnatrzkomorkowe;j.!%

W badaniach do tworzenia obrazu czesto wykorzystuje si¢ fluorescencje, ktora
dostarcza wielu informacji o analizowanym obiekcie. Zjawisko to umozliwia
obrazowanie zar6wno w skali makro (np. w celu okreslenia obszaru ingerencji
chirurgicznej), jak i mikro (np. komodrek eukariotycznych oraz ich struktur
wewnatrzkomorkowych). W tym celu otrzymano pochodne azydkowe znacznikow
fluorescencyjnych BODIPY wykazujacych emisje przy roznych dlugosciach fal (zielonej,
czerwonej 1 NIR). Zwiazki potaczono z resztami tyrozynowymi modelowego biatka
globularnego (BSA). Potwierdzono potencjat aplikacyjny otrzymanych biokoniugatow
wykorzystujac komorki HeLa oraz obrazowanie za pomoca fluorescencyjnej mikroskopii
konfokalnej otrzymujac dobra wizualizacje wewnatrz komoérkowa. '

W innych badaniach wykorzystano znacznik BODIPY wrazliwy na zmiany pH, ktory
przytaczono do mysiej chemokiny CCI2 (biatko biorgce udzial w odpowiedzi
immunologicznej) do C-koncowej cysteiny. Otrzymano sonde¢ do wykrywania in vivo
makrofagéw zwigzanych z przerzutami w przedklinicznym modelu przerzutow do
ptuc.!¥

Fluorofor Trp(redBODIPY) wspomniany w rozdziale 6.2. Fluorescencyjne aminokwasy
niebiatkowe - synteza i wltasciwosci spektroskopowe (Rysunek 18) charakteryzujacy si¢
emisja w obszarze czerwonym zostal sprzgzony z tryptofanem w celu syntezy
cyklicznych fluorescencyjnych peptydéw wigzacych si¢ z KRT1 (keratyna 1), ktorej
nadekspresja wystepuje w niektorych komorkach nowotworowych. Zastosowany uktad
umozliwit obrazowanie zywych komoérek nowotworowych KRT 1+ zarowno in vivo, jak
i ex vivo, a takze badanie ich interakcji z makrofagami zwigzanymi z nowotworem.'!!

Z kolei fluorogeniczny aminokwas na bazie kumaryny (Aem =460 nm) moze zostaé uzyty
do obrazowania aktywnosci PTP (biatkowa fosfataza tyrozynowa to enzym, ktory usuwa
grupy fosforanowe z reszt tyrozyny w bialkach, czyli wylacza lub reguluje sygnaty
komorkowe oparte na fosforylacji - kontroluje przekazywanie sygnatéw w komorce;
nieprawidlowe dzialanie tych enzymoéw powigzano z chorobami nowotworowymi,

metabolicznymi, autoimmunologicznymi) w zywych komoérkach. W badaniach na

42



komorkach HeLa wykazano, ze opracowany aminokwas posiada strukture umozliwiajaca
specyficzne rozpoznawanie i wigzanie z miejscami fosforylacji tyrozyny, a jednoczesnie
po zwigzaniu wykazuje fluorescencje, co pozwala na monitorowanie sygnalow
fosforylacji w zywych komorkach w czasie rzeczywistym bez koniecznosci stosowania
dodatkowych etapow znakowania czy utrwalania.!'>*
Czas analizy probek biologicznych czesto jest kluczowy w celu uzyskania wiarygodnego
wyniku badania. Zaprojektowano seri¢ fluorogenicznych peptydoéw znakowanych za
pomocg NBD umozliwiajacych wykrywanie EpCAM (nablonkowa czasteczka adhezyjna
komorek), ktéra jest istotnym markerem wielu typdw nowotworéw nabtonkowych
bezposrednio zwigzanych z CTC (krazace komorki nowotworowe). Metoda ta pozwala
na szybkie i specyficzne znakowanie komorek nowotworowych w warunkach in vitro bez
koniecznosci stosowania dodatkowych etapow przemywania preparatu, co upraszcza
procedurg oraz pozwala na dynamiczne monitorowanie ekspresji EpCAM w czasie
rzeczywistym. '3

Pomocne okazuje si¢ znakowanie fluorescencyjne terapeutykoéw/potencjalnych
terapeutykow  umozliwiajace  $ledzenie mechanizméw  dziatania, lokalizacji
subkomorkowej w komorkach i in vivo, co finalnie moze przetozy¢ si¢ na okreslenie
kierunku modyfikacji 1 poprawe dziatania. Dobor znacznika nie moze by¢ przypadkowy,
aby np. nie wplyna¢ negatywnie na dziatanie biologiczne leku. Do wybranego
heksapeptydu (PAF26) o przeciwgrzybiczym dziataniu wprowadzano kilka réznych
znacznikow fluorescencyjnych charakteryzujacych si¢ zréznicowanymi wlasciwosciami
spektralnymi 1 fotofizycznymi, takie jak powszechnie wykorzystywane w badaniach
biologicznych: BODIPY, fluoresceina, rodamina, cyjanina, mate znaczniki: NBD, dansyl,
znaczniki wrazliwe na zmiany otoczenia: bigkit nilu, zielen malachitowa, styryl, wrazliwe
na zmiany pH: naftalimid oraz aktywowane esterazami: dioctan fluoresceiny (FDA,
pochodna fluoresceiny nie wykazujaca fluorescencji, ktéra pod wplywem esteraz
w zywych komorkach jest przeksztatcana do $wiecacej na zielono fluoresceiny).
Znaczniki przylaczano do N-konca peptydu. Aktywnos$¢ biologiczng 1 akumulacje
wewnatrz komorkowa powstatych koniugatow badano na dwodch gatunkach grzybow
(Neurospora crassa 1 Aspergillus fumigatus). Modyfikacja peptydu poprzez
wprowadzenie znacznikow fluorescencyjnych nie zaburzala jego pierwotnej aktywnosci
przeciwgrzybiczej. Potwierdzono natomiast, iz zmiana struktury znacznika
fluorescencyjnego bezposrednio wptywa na subkomoérkowa lokalizacje znakowanego

peptydu.!3¢
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Podobne badania zostaty przeprowadzone wzgledem A. fumigatus, gdzie do sekwencji
peptydu PAF26 wprowadzano modyfikowany tryptofan za pomoca znacznika BODIPY.
Uzyskano sondy pozwalajace na obrazowanie zarazonych tkanek ludzkich ex vivo.'?’
Obrazowanie patogenow z wykorzystaniem endomikroskopii optycznej (OEM) jest
niezwykle atrakcyjne.!3¥ 1% Fluorescencyjny analog UBlgend otrzymany poprzez
wyznakowanie peptydu NBD umozliwia wykrywanie patogenow w ludzkim phucu.
Zwiazek ten jest juz wykorzystywany klinicznie. Dostarczany w mikrodawkach pozwala
na selektywne znakowanie ex vivo 1 in vivo wielu patogenow chorobotworczych, co
wiecej wykazano jego uzyteczno$é w przypadku mukowiscydozy.'#!

Znaczniki fluorescencyjne stanowig cenne narzedzie w badaniach wzrostu
bakterii, umozliwiajac szybka i1 precyzyjna analiz¢ procesOw metabolicznych oraz
monitorowanie zmian liczebno$ci komorek w czasie rzeczywistym. Dzigki zastosowaniu
cytometrii przeplywowej lub fluorescencyjnej mikroskopii konfokalnej mozliwe jest
ilosciowe okreslenie tempa podziatu komoérek oraz analiza rozktadu barwnika pomiedzy
komorki potomne, co pozwala $ledzi¢ dynamike populacji w réznych warunkach
srodowiskowych 1 podczas ekspozycji na zwigzki przeciwdrobnoustrojowe. W efekcie
znaczniki fluorescencyjne stanowig wygodne i czule narzedzie do badania wzrostu
1 aktywno$ci bakterii, wspierajac optymalizacj¢ warunkow hodowli oraz ocen¢
skuteczno$ci nowych strategii terapeutycznych, 42146
Fluorescencyjne D-aminokwasy zawierajace fluorofory, takie jak: NADA, TDL oraz
HADA (Rysunek 22), stanowig nowoczesne narzedzie umozliwiajgce wizualizacje nowo
syntetyzowanego peptydoglikanu - sktadnika Sciany komoérkowej - w zywych komorkach
bakteryjnych. Uktady te, wbudowane do sieci peptydoglikanu podczas aktywnego
wzrostu 1 podzialu komoérek, umozliwiajg selektywne znakowanie miejsc syntezy $ciany
komorkowej w czasie rzeczywistym, bez koniecznoéci utrwalania probek. '
Znakowane fluorescencyjnie aminokwasy charakteryzujg si¢ réwniez potencjalem
analitycznym, takim jak np. wykrywanie obecnos$ci innych molekut.

Informacji w literaturze o poszukiwaniu nowych znakowanych fluorescencyjnie
terapeutykow umozliwiajacych sledzenie ich dziatania w organizmach jest wiele, co tylko
potwierdza uzytecznos$¢ zjawiska fluorescencji w badaniach biologicznych i koniecznosé¢
poszukiwania coraz to nowych bardziej selektywnych 1 efektywnych znacznikéw

fluorescencyjnych.
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7. Reakcja Sonogashiry-Hagihary jako potencjalna metoda syntezy

nowych znacznikow fluorescencyjnych

Reakcja Sonogashiry-Hagihary, opracowana w latach 70. XX wieku, nalezy do
najwazniejszych metod tworzenia wigzan wegiel-wegiel miedzy arylowymi lub
winylowymi halogenkami (lub triflanami) a terminalnymi alkinami. Klasycznymi
katalizatorami sg zwigzki palladu (na r6znym stopniu utlenienia) oraz sole miedzi(I),
a role zasady pelni amina. Dzigki swojej tagodnosci, wysokiej wydajno$ci oraz tolerancji
wzgledem podstawnikow reakcja ta znalazta bardzo szerokie zastosowanie zar6wno
w chemii materialowej, jak 1 w syntezie zwigzkow bioaktywnych. Opierajac si¢ na
klasycznym wariancie, mechanizm reakcji przedstawia si¢ w dwoch cyklach, w ktérych
w jednym udzial bierze katalizator palladowy, a w drugim miedziowy.!*”'* W tym
przypadku cykl palladowy (Rysunek 29) polega na aktywacji palladu w stopniu utlenienia
Pd(0), stosowanego w postaci kompleksu np. Pd(PPh3)s, ktory ulega addycji
oksydacyjnej z halogenkiem arylowym lub winylowym (Ar-X, gdzie X = I, Br, czasem
Cl), prowadzac do kompleksu Pd(II). Etap ten prowadzi zatem do utworzenia kompleksu
Ar-Pd(I)-X 1 aktywacji substratu niealkinowego. Rola miedzi (Rysunek 29) w tym
wariancie opiera si¢ na aktywacji alkinu. Terminalny alkin ulega deprotonacji
w obecnosci zasady (np. i-ProNH, i-ProNEt, EtsN, pirydyna, n-BuNHaz, benzyloamina lub
NaOH, Cs,C03)!%%12 oraz Iaczy sie z miedzig tworzac kompleks CuX-C=C-R.
Utworzony kompleks po przeksztalceniu w Cu-C=C-R (-HX) jest zrodtem fragmentu
alkinowego 1 wchodzac w reakcje z Ar-Pd(I)-X tworzy kompleks Ar-Pd(II)-C=CR.
Nastepnie w wyniku eliminacji redukcyjnej powstaje docelowy produkt Ar-C=CR,

a katalizator palladowy zostaje odtworzony. #3130

Pd(0) Ar-X
zasada —
addycja osydacyjna CuX-C=C—R

Ar-Pd(II)-X K
Cykl Pd - Cykl Cu H—C=C—R

+ zasada

Cu—C=C—R

Ar-Pd(II)-C=C -R

Rysunek 29. Schemat mechanizmu reakcji Sonogashira-Hagihary.'"
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Reakcja Sonogashiry-Hagihary jest wrazliwa na obecno$¢ tlenu, dlatego zwykle
prowadzi ja si¢ w atmosferze gazu obojetnego, jak np. azotu lub argonu.!>3~156 Opisano
rowniez wiele wariantow tej reakcji np. bez soli miedzi, ktore sg toksyczne i moga
prowadzi¢ do powstawania wielu produktoéw ubocznych (jak produkty homosprzegania
terminalnych alkinow z utworzeniem pochodnych buta-1,3-diynowych) czy degradacji
bioaktywnych substratow. 3615

Jednym z obszaréw chemii, w ktorych reakcja Sonogashiry-Hagihary znajduje
zastosowanie jest synteza nowych znacznikéw fluorescencyjnych lub modyfikacja juz
istniejacych w celu poprawy ich wlasciwosci fotofizycznych. Wyzej opisana reakcja
umozliwia wprowadzanie rozbudowanych fragmentdéw aromatycznych, ktore zwigkszaja
wydajno$¢ sprzezenia elektrondw typu m, a tym samym znaczaco modyfikuja
wlasciwosci optyczne otrzymanych zwigzkow. Poszerzenie uktadu sprzgzonego =
prowadzi zwykle do poprawy wilasciwosci spektroskopowych molekut, w tym
batochromowego przesunigcia widm absorpcji 1 emisji czy zwigkszenia wydajno$ci
kwantowej fluorescencji. Dzigki temu reakcja Sonogashiry-Hagihary moze by¢
niezwykle uzytecznym narzedziem w projektowaniu nowych sond fluorescencyjnych,
barwnikéw do bioobrazowania oraz materiatow optoelektronicznych.

Taktyke ta zastosowano w zaprojektowaniu fluorescencyjnej sondy (Rysunek 30) do
wykrywania jonéw otowiu Pb**, sklasyfikowanych przez WHO jako jeden z najbardzie;
niebezpiecznych elementéw dla $rodowiska, zdrowia ludzkiego i zwierzat,'®

i 2,4,6-trinitrofenolu.'¢!
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\

Rysunek 30. Schemat syntezy polimeru Pery-DHTP-BZ-COP z wykorzystaniem reakcji
Sonogashiry-Hagihary.'®!
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Sondg¢ te otrzymano w wyniku reakcji Sonogashiry-Hagihary prowadzonej pomi¢dzy
DHTP-BZ oraz Pery-Br; (Rysunek 30), w obecnosci Pd(PPhs)s, DMF oraz TEA, przez
3 dni, w temperaturze 100 °C. Witasciwosci spektralne tej pochodnej zostaty zbadane
w metanolu, acetonie, etanolu, THF, DMF 1 wodzie. Maksima widm absorpcji mieszczg
si¢ w zakresie 0 467 do 510 nm, a emisji od okoto 510 nm do 600 nm. Natomiast
w etanolu i DMF nie obserwowano emisji. Wskazano, iz otrzymany zwigzek
charakteryzuje si¢ witasciwosciami solwatochromowymi oraz moze ulegaé agregacji.
Dodatkowo intensywnos¢ fluorescencji Pery-DHTP-BZ-COP zmniejsza si¢ wraz ze
wzrostem pH w zakresie od 3 do 11. Wykazano, ze jony olowiu(Il) i 2,4,6-trinitrofenol
powoduja stopniowe wygaszanie fluorescencji otrzymanej pochodnej, co pozwala na
selektywne i czute ich wykrywanie.!®!

Innym przyktadem jest 9,10-bis(6-etynylo-3-fenylo-3,4-dihydro-1,3-benzoksazy-
no)antracen otrzymany w wyniku sprzggania Sonogashiry-Hagihary pomiedzy 9,10-
dibromoantracenem a 6-etynylo-3-fenylo-3,4-dihydro-1,3-benzoksazyng w obecnosci
Pd(PPh3)s, Cul, XPhos (2-dicykloheksylofosfino-2',4",6'-triizopropylobifenyl),
w $§rodowisku TEA z dodatkiem THF, w temperaturze 80 °C i w atmosferze azotu
(Rysunek 31).162

Maksimum absorpcji tego zwigzku w CH2Clz znajduje si¢ przy 450 nm, a emisji
500 nm. Wydajnos¢ kwantowa fluorescencji wynosi 85 %. Po polimeryzacji prowadzonej
w podwyzszonej temperaturze (200 °C) w sulfolanie w obecnosci azotu zaobserwowano
batochromowe przesuni¢cie si¢ maksimum emisji (z 507 nm do 528 nm) oraz drastyczny
spadek wydajnosci kwantowej fluorescencji (z 85 % do 3 %). Zmiany wlasciwosci
fotofizycznych najprawdopodobniej wynikaly z otwarcia pierScienia benzoksazyny, do

ktoérego doszto w warunkach polimeryzacji.'®?
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Rysunek 31. Schemat reakcji otrzymywania 9, 10-bis(6-etynylo-3-fenylo-3,4-dihydro-1,3-

benzoksazyno)antracenu.'®

Produkt  polimeryzacji 9,10-bis(6-etynylo-3-fenylo-3,4-dihydro-1,3-benzoksazy-
no)antracenu stanowi potencjalna nowa fotoluminescencyjng zywicg. Otrzymany
material wykazuje charakterystyczng emisj¢ fluorescencji, co pozwala na oceng stopnia
utwardzenia zywicy poprzez obserwacj¢ spadku intensywnosci fotoluminescencji. Dzigki
wlasciwo$ciom optycznym umozliwiajacym prostg i skuteczng obserwacje, opracowana
zywica moze shuzy¢ jako materiat utwardzalny o wysokiej stabilnosci termicznej.'6?
Reakcja Sonogashiry-Hagihary zostala rowniez wykorzystana do syntezy nowych
czerwonych emiterow nalezacych do grupy diazaoksotriangulendéw 1 helicenéw (ang.
diazaoxatriangulenes and helicenes) (Rysunek 32). Reakcj¢ prowadzono w obecnos$ci
Pd,dbas  (tris(dibenzylidenoaceton)  dipalladu(0)), PPhs, Cul, odpowiedniej
jodopochodnej aromatycznej, w 1,2-dichloroetanie/TEA (3 : 1), w 75 °C przez okres od
3do5h.!o

Uzyskane pochodne w rozpuszczalniku polarnym aprotycznym (acetonitrylu)
charakteryzujg si¢ potozeniem maksiméw absorpcji w zakresie od okoto 570 do 640 nm,
a emisji w zakresie od 620 do 730 nm (Rysunek 33). Molowy wspotczynnik absorpcji
miesci si¢ miedzy 6100 a 14100 M'cm™, a przesuniecie Stokesa miedzy 1241
a 2145 cm’l. Otrzymane zwiazki posiadaja zréznicowana wydajnos¢ kwantowa

fluorescencji. Maksymalna wynosi ponad 50 % a najnizsza ponizej 1 %.'%
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4a - pochodna bez aromatycznego

5a - pochodna bez

podstawnika aromatycznego podstawnika
4b Ar=Ph 5b Ar=Ph

4c Ar = 4-PhNO, Sc Ar =4-PhNO,

4d Ar=4-PhCN 5d Ar =4-PhCN

4e Ar = 4-PhOMe
4f Ar = 3,5-Ph(CF,),
4g Ar = 2-pirydyna
4h Ar = 2-tiofen

Rysunek 32. Struktury czerwonych emiteréw.’

Se Ar = 4-PhOMe
5f Ar = 3,5-Ph(CF,),
5g Ar = 2-pirydyna
5h Ar = 2-tiofen
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Rysunek 33. Widma absorpcji i znormalizowane widma emisji wybranych czerwonych

emiteréw zmierzone w acetonitrylu.’®

W przypadku wigkszosci tych pochodnych wprowadzenie podstawnikéw aromatycznych

sprzezonych przez wigzanie potrojne do uktadow wyjsciowych poprawito wlasciwosci

spektroskopowe i przesuneto widma absorpcji i emisji w strone czerwieni.'®®

Reakcje Sonogashiry-Hagihary wykorzystano takze w syntezie dietynylotriazolowych
znacznikow fluorescencyjnych. Pochodne otrzymano dzigki sprzgganiu 4-etynylo-5-

jodo-1,2,3-triazoli z aryloacetylenowymi pochodnymi zawierajagcymi  grupy

elektronodonorowe 1 elektronoakceptorowe. Reakcje prowadzono w obecnosci
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Pd(PPhs)4, Cul, K3POs, w temperaturze wrzenia THF, przez 1 - 11 h, otrzymujac 13
pochodnych (Rysunek 34).'%

— o
NN N\/\k
\N/ OEt

Rysunek 34. Struktury zwigzkoéw dietynylotriazolowych.’%

Uzyskane pochodne w §rodowisku THF wykazuja maksima absorpcji w zakresie od
okoto 252 do 307 nm, natomiast maksima emisji s3 zdecydowanie bardziej zréznicowane
1 wystepuja miedzy 353 a 609 nm. Molowy wspodtczynnik absorpcji miesci si¢
w przedziale od 18000 do 49870 M'cm™, a przesuni¢cie Stokesa wynosi od okoto 7000
do 18500 cm™. Wydajnosci kwantowe fluorescencji wahaja si¢ od 5 do 60 %. Najdtuzsze
czasy zaniku fluorescencji (7,7 ns) zarejestrowano dla pochodnej 5a (Rysunek 34). Dla
czg$ci wybranych zwiazkow (Sb-e, 51) wlasciwosci spektroskopowe okreslono takze
w $srodowisku wodnym (Rysunek 34). Widma absorpcji 1 fluorescencji zasadniczo sg
zalezne sg od rodzaju srodowiska wodnego (woda, PBS, woda/DMSO 2 %, PBS/DMSO
2 %, DMEM (zmodyfikowana pozywka Dulbecco Eagle - podioze do hodowli
komorkowych)/DMSO 2 %) w tym od pH, jak i1 obecnosci réznych zwigzkow

organicznych (aminokwasow, witamin i bialek) obecnych w DMEM.
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Otrzymane zwigzki umozliwiaja znakowanie biatek oraz obrazowanie komodrkowe. Ich
aktywno$¢ biologiczng przebadano wzgledem komoérek HelLa oraz HEK293 i wykazano
brak dziatania cytotoksycznego.'®

Kolejnym przyktadem zastosowania reakcji Sonogashiry-Hagihary jest uzyskanie
zwigzku fluoryzujacego umozliwiajacego wykrywanie etynyloestradiolu (EE)
w probkach wody rzecznej (Rysunek 35). Zwiazek ten jest powszechnym sktadnikiem
doustnych tabletek antykoncepcyjnych dla kobiet, a poziom jego stezenia w akwenach
wodnych wymaga kontroli. Do syntezy wykorzystano DIB-I (4-(4,5-difenylo-1H-
imidazol-2-ilo)jodobenzen), ktory w wyniku reakcji z EE prowadzi do otrzymania
fluorescencyjnej pochodnej z maksimum emisji obserwowanym przy ditugosci fali
400 nm. Metoda ta jest niezwykle czuta 1 umozliwia wykrycie EE nawet w niskich

stezeniach - rzedu 7,4 ng/1.'%°

/ O -0
N U Peg

DIB-I

Rysunek 35. Schemat reakcji pomiedzy EE a DIB. '%

W literaturze przyktadow wykorzystania reakcji Sonogashiry-Hagihary jest wiele,
a sama reakcja nadal cieszy sie duza popularno$cig.'®¢-16?
Reakcja ta otwiera szerokie perspektywy w projektowaniu i otrzymywaniu nowych
znacznikow fluorescencyjnych o zréznicowanych dlugosciach fal emisji, wysokiej
czutosci oraz selektywnosci, a co najwazniejsze umozliwia otrzymywanie fluoroforow

charakteryzujacych si¢ zréznicowanym i bardzo szerokim potencjalem aplikacyjnym.
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I1. Cel pracy

Techniki wykorzystujace fluorescencj¢ charakteryzuja si¢ wieloma zaletami,
ktore determinujg ich szerokie zastosowanie w badaniach chemicznych, biologicznych,
medycznych 1 materiatlowych. Jedng z ich podstawowych zalet jest wysoka czutosé¢
umozliwiajgca monitorowanie $ladowych ilosci réznych substancji, a nawet
pojedynczych czasteczek. Techniki bazujace na zjawisku fluorescencji sg réwniez
selektywne. Dzieki odpowiedniemu doborowi dhlugosci fal wzbudzenia i obserwacji
emisji mozliwa jest jednoczesna analiza wielu sktadnikéw w ztozonych uktadach. Na
podkreslenie zastuguje takze niska inwazyjno$¢ tych technik, ktéra umozliwia
obserwacj¢ struktur biologicznych in situ bez ich destrukcji.

Obecno$¢  fluoroforu o odpowiednich  wlasciwosciach  spektralnych
1 fotofizycznych (takich jak dlugofalowa charakterystyka widmowa, wysoka wydajno$¢
kwantowa fluorescencji oraz fotostabilno$§¢) w analizowanym obiekcie, stanowi
podstawowy warunek stosowania petnej gamy technik fluorescencyjnych. Wiele uktadoéw
nie wykazuje fluorescencji lub cechuje si¢ emisjg niekompatybilng z wymaganiami
eksperymentu. W takich przypadkach konieczne jest wprowadzenie zewnetrznych
fluoroforéow, co moze prowadzi¢ do komplikacji, takich jak zaburzenie natywnych
wlasciwosci fizykochemicznych lub strukturalnych probki, wplyw na dynamike
zachodzacych proceséw, a w przypadku uktadéw biologicznych - ingerencja w funkcje
komodrkowe lub molekularne. Wskazuje to jak istotne znaczenie ma wtasciwy dobor
znacznika, ktéry dodatkowo powinien wykazywa¢ odpornos¢ na fotowybielanie,
dziatanie wygaszaczy obecnych w badanym uktadzie oraz niepozadane oddzialywania
z analizowanym obiektem. !

Biorac pod uwagg zalety oraz wymagania stawiane eksperymentom wykorzystujagcym
zjawisko fluorescencji, istotne jest cigglte poszerzanie baz sond fluorescencyjnych, co
umozliwia ich racjonalny 1 celowany dobor w zaleznosci od specyfiki badanego uktadu.
Zrédtem inspiracji dla wielu modyfikacji strukturalnych majacych na celu otrzymanie
nowych, efektywnych znacznikow fluorescencyjnych sa bialkowe aminokwasy
aromatyczne (Tyr, Phe, Trp). Wykorzystanie niezmodyfikowanych aromatycznych
naturalnych aminokwasow jako narzedzi do badan fluorescencyjnych ma swoje
ograniczenia. Wynikaja one gtownie z wlasciwosci spektralnych i fotofizycznych tych
zwigzkow.! Wady te sg czes$ciowo niwelowane przez tatwos¢ przytaczenia naturalnych

fluoroforow do analizowanych ukfadow. Projektowanie oraz synteza nowych
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fluoroforow, bedacych zmodyfikowanymi formami biatkowych aminokwasow
aromatycznych, umozliwiaja wykorzystanie zalet oraz redukcj¢ wad fluoroforow
naturalnych poprzez zwickszenie efektywnosci chromoforowej oraz fluoroforowe;.
Z tego powodu stanowig one czesto punkt wyjscia do syntezy nowych fluorescencyjnych
pochodnych o zoptymalizowanych wtasciwosciach spektralnych i fotofizycznych.
W literaturze fluorescencyjne niebiatkowe aminokwasy aromatyczne sa szeroko
opisywane jako narzedzia umozliwiajgce syntez¢ znakowanych peptydow i bialek,
wizualizacj¢ wzrostu bakterii, obrazowanie zywych komorek czy badanie interakcji
migdzy biatkami. Ponadto wprowadzenie ich do danego uktadu nie wplywa znaczaco na
jego wlasciwosci.!*?
Dlatego celem niniejszej pracy doktorskiej zatytutowanej ,, Fluorescencyjne analogi
aminokwasow niebiatkowych z fragmentem tyrozyny - synteza, charakterystyka
fotofizyczna i ocena aktywnosci biologicznej” bylo projektowanie, synteza oraz badanie
wlasciwo$ci nowych znacznikow fluorescencyjnych zawierajacych szkielet tyrozyny.
Cel realizowano poprzez:
e projektowanie 1 synteze asymetrycznych 1 symetrycznych acetylenowych
pochodnych tyrozyny
e badanie wlasciwoéci  spektroskopowych  otrzymanych  acetylenowych
pochodnych tyrozyny
e sprawdzenie fotostabilnosci otrzymanych acetylenowych pochodnych tyrozyny
e okreslenie wptywu na zywotno$¢ wybranych linii komérkowych otrzymanych
acetylenowych pochodnych tyrozyny
e badanie zdolnosci do przenikania przez modelowe btony komodrkowe oraz btony
komoérkowe komodrek nowotworowych wybranych acetylenowych pochodnych
tyrozyny.
Realizacja postawionego celu umozliwita okreslenie potencjatu aplikacyjnego
otrzymanych znacznikéw fluorescencyjnych, ze szczegdlnym uwzglednieniem ich
zastosowania w badaniach uktadow biologicznych.
Do syntezy zaplanowanych pochodnych wykorzystano reakcje Sonogashiry-Hagihary,
natomiast wilasciwosci spektroskopowe okreslono poprzez analize widm absorpcji
1 emisji, wyznaczenie molowych wspolczynnikow absorpcji, przesunie¢ Stokesa,
wydajnosci kwantowych fluorescencji, jasnosci §wiecenia, czasow zaniku fluorescencji

oraz fotostabilnosci. Zakres badafh rozszerzono o ocen¢ wpltywu S$rodowiska na
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wymienione parametry. Aktywnos¢ biologiczna zostala sprawdzona w badaniach MTT,
w ktorych okreslono wptyw otrzymanych zwigzkéw na zywotno$¢ wybranych linii
komoérkowych (HaCaT (zdrowe keratynocyty ludzkie), MCF-7 (komorki nowotworowe
raka piersi) oraz PC-3 (komorki nowotworowe raka prostaty)). Dodatkowo sprawdzono
zdolnosci zsyntezowanych pochodnych do oddzialywan z liposomami oraz penetracji
btony komorkowej komorek MCF-7.

Rosnace znaczenie technik fluorescencyjnych w badaniach naukowych stwarza
potrzebe opracowywania nowych, bardziej selektywnych 1 czulych znacznikow
fluorescencyjnych. W tym konteks$cie pochodne tyrozyny sa obiecujagcymi fluoroforami
o szerokim potencjale aplikacyjnym. Dzigki obecnosci dwoch grup funkcyjnych
(aminowej 1 karboksylowej) mozliwe jest wbudowanie tych pochodnych w peptydy,
biatka i inne uklady biologiczne, a ich wlasciwosci umozliwiaja prowadzenie badan
z wykorzystaniem wyjatkowo czulego zjawiska fluorescencji, co pozwala na wnikliwg

analize réznorodnych uktadow w tym takze biologicznych.
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III. Cze¢$¢ dosSwiadczalna
1. Uwagi ogolne
1.1. Wykaz stosowanych skrotow i symboli:

ac-2-Naft - 2-etynylonaftalen,

ac-2-Naft-6-OMe - 2-etynylo-6-metoksynaftalen,

acDMA - 4-etynylo-N,N-dimetyloanilina,

AcOEt - octan etylu,

AcOH - kwas octowy,

acPh - etynylobenzen,

acPh-4-CHO - 4-etynylobenzaldehyd,

acPh-4-NO; - 1-etynylo-4-nitrobenzen,

acPh-4-OMe - 1-etynylo-4-metoksybenzen,

acPhacDMA - 4-[(4-etynylofenylo)etynylo]-N,N-dimetyloanilina,
acPh-O-Ph - 1-etynylo-4-fenoksybenzen,

acPir - 2-etynylopirydyna,

Biotin-DOPE - 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-fosfoetanoloamina-N-(biotynoilo),
Boc - grupa tert-butyloksykarbonylowa,

BocoO - diwegglan di-tert-butylu,

BocTyrOMe - ester metylowy N-Boc-L-tyrozyny,

BocTyrOMel - ester metylowy N-Boc-3-jodo-L-tyrozyny,

BocTyrOMel, - ester metylowy N-Boc-3,5-dijodo-L-tyrozyny,

CX - cykloheksan,

DCM - dichlorometan,

DMF - dimetyloformamid,

DMSO - dimetylosulfotlenek,

DNTB - (Odczynnik Ellmana) kwas 5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzoesowy),
Et:O - eter dietylowy,

GUV - (ang. giant unilamellar vesicles) gigantyczne jednowarstwowe liposomy,
HoNTyr(1)2OMe - ester metylowy 3,5-dijodo-L-tyrozyny,
HoNTyr(I)OMe - ester metylowy 3-jodo-L-tyrozyny,

LUV - (ang. large unilamellar vesicles) duze jednowarstwowe liposomy,

MeCN - acetonitryl,



MeOH - metanol,

PBS - buforowany fosforanem roztwor soli fizjologicznej o pH = 7,4 (Cnaci= 137 mM,
Ckar = 2,7 mM, Cnanro. = 10 mM, Ckn.po. = 1,8 mM - stezenia przeliczone na 1 litr
roztworu PBS),

Pd(PPhs)s4 - tetrakis(trifenylofosfino)pallad(0),

POPC - 1-palmitoilo-2-oleoil-sn-glycero-3-fosfocholina,

QY - wydajno$¢ kwantowa fluorescencii,

t-BuOH - tert-butanol,

TEA - trietyloamina,

TFA - kwas trifluorooctowy,

TMSacPh-4-CHO - 4-((trimetylosililo)etynylo)benzaldehyd,

TMSacPhacDMA - 4-((4-(trimetylosililoetynylo)fenylo)etynylo)-N,N-dimetyloanilina,
TNB - kwas 2-nitro-5-tiobenzoesowy,

tr - czas retencji w analizie RP-HPLC,

Tyr(ac-2-Naft) - ester metylowy N-Boc-(3-(naftalen-2-ylo)etynylo)-L-tyrozyny,
Tyr(ac-2-Naft), - ester metylowy N-Boc-(3,5-bis-(naftalen-2-ylo)etynylo)-L-tyrozyny,
Tyr(ac-2-Naft-6-OMe) - ester metylowy N-Boc-(3-(6-metoksynaftalen-2-ylo)etynylo)-L-
tyrozyny,

Tyr(ac-2-Naft-6-OMe), - ester metylowy N-Boc-(3,5-bis-(6-metoksynaftalen-2-ylo)ety-
nylo)-L-tyrozyny,

Tyr(acDMA) - ester metylowy N-Boc-(3-(4-N,N- dimetylofenyloetynylo))-L-tyrozyny,
Tyr(acDMA); - ester metylowy N-Boc-(3,5-bis-(4-N,N-dimetylofenyloetynylo))-L-tyro-
zyny,

Tyr(acPh) - ester metylowy N-Boc-(3-(2-fenyloetynylo))-L-tyrozyny,

Tyr(acPh); - ester metylowy N-Boc-(3,5-bis-(2-fenyloetynylo))-L-tyrozyny,
Tyr(acPh-4-CHO) - ester metylowy N-Boc-(3-(4-formylofenyloetynylo))-L-tyrozyny,
Tyr(acPh-4-CHO), - ester metylowy N-Boc-(3,5-bis-(4-formylofenyloetynylo))-L-
tyrozyny,

Tyr(acPh-4-NOy) - ester metylowy N-Boc-(3-(4-nitrofenyloetynylo))-L-tyrozyny,
Tyr(acPh-4-NO3): - ester metylowy N-Boc-(3,5-bis-(4-nitrofenyloetynylo))-L-tyrozyny,
Tyr(acPh-4-OMe) - ester metylowy N-Boc-(3-(4-metoksyfenyloetynylo))-L-tyrozyny,
Tyr(acPh-4-OMe); - ester metylowy N-Boc-(3,5-bis-(4-metoksyfenyloetynylo))-L-tyro-
zyny,
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Tyr(acPhacDMA) - ester metylowy N-Boc-3-(4-(4-(N,N-dimetyloamino)fenyloetyny-
lo)fenyloetynylo)-L-tyrozyny,

Tyr(acPh-O-Ph) - ester metylowy N-Boc-(3-(4-fenoksyfenyloetynylo))-L-tyrozyny,
Tyr(acPh-O-Ph), - ester metylowy N-Boc-(3,5-bis-(4-fenoksyfenyloetynylo))-L-
tyrozyny,

Tyr(acPir) - ester metylowy N-Boc-(3-(pirydyn-2-ylo)etynylo)-L-tyrozyny,

Tyr(acPir); - ester metylowy N-Boc-(3,5-bis-(pirydyn-2-ylo)etynylo)-L-tyrozyny.

1.2. Metody oczyszczania zwiazkow

a) Chromatografia kolumnowa (kolumna o wymiarach 4 x 45 cm),
z wykorzystaniem jako fazy stacjonarnej zelu krzemionkowego (Kieselgel 60,
0,040 - 0,063 mm, Merck), a jako fazy ruchome;j:
AcOEt : eter naftowy (1 : 1) (a)
AcOEt : eter naftowy (1 : 2) (b)
AcOEt : eter naftowy (1 : 3) (¢)
AcOEt : eter naftowy (1 : 4) (d)
AcOEt : eter naftowy (1 : 5) (e)
AcOEt : eter naftowy (1 : 7) (f)
AcOEt : eter naftowy (1 : 8) (g)
AcOEt : eter naftowy (1 : 9) (h)
AcOEt : eter naftowy (2 : 1) (i)

1.3. Metody sprawdzania czystosci zwiazkow

a) Wysokosprawna chromatografia cieczowa na fazach odwréconych (RP-HPLC),
uzywajac kolumny analitycznej C8-Discovery 25 cm x 4,6 mm x 5 pm; detektora
PDA, z detekcjag UV (A =254 nm) przy przeplywie 1 ml/min, stosujac gradient:
e roztwor B od 0 do 100 % w 60 min oraz 10 min 100 % B;
gdzie A to 0,1 % wodny roztwér TFA, B to 80 % wodny roztwor MeCN z dodatkiem
0,08 % TFA. (A)
e roztwor C od 0 do 100 % w 60 min oraz 10 min 100 % C; gdzie
B to 80% wodny roztwor MeCN z dodatkiem 0,08 % TFA, C to MeCN. (B)
e roztwor B od 0 do 100 % w 60 min oraz 10 min 100 % B;
gdzie A to woda, B to 80 % wodny roztwdér MeCN bez dodatku TFA. (C)
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e roztwor C od 0 do 100 % w 60 min oraz 10 min 100 % C;
B to 80 % wodny roztwér MeCN bez dodatku TFA, C to MeCN. (D)

Analiza RP-HPLC wykazata, ze wszystkie otrzymane asymetryczne i symetryczne

acetylenowe pochodne tyrozyny charakteryzowaly sie czystoscig przekraczajgcg 96 %.
1.4. Metody identyfikacji zwigzkow

a) Analiza widm mas (MS) otrzymanych za pomocg spektrometru Burker Daltonics
HCT Ultra z jonizacja typu ,,elektrosprej” z putapka jonowa. (I)

b) Analiza widm mas (LC/MS) zarejestrowanych z wykorzystaniem spektrometru
Burker Daltonics HCT Ultra z jonizacja typu ,,elektrosprej” z putapka jonowg oraz
chromatografu cieczowego firmy Agilent Technologies (model 1200). (IT)

e Warunki analizy HPLC:

Faza ruchoma Ai: woda dejonizowana z dodatkiem 0,3 % MeCN i 0,1 % kwasu
mrowkowego, Faza B1: 100 % MeCN z 0,1 % dodatkiem kwasu mrowkowego. Kolumna:
ZORBAX Eclipse Plus C18, Rapid Resolution HD 2,1 x 100 mm, 1,8 Micro.

¢) Analiza widm 'H NMR otrzymanych za pomocg spektrometru Bruker AVANCE

111 500 MHz.

1.5. Aparatura stosowana do badan spektroskopowych

a) Spektrofotometr UV/Vis Perkin-Elmer Lambda 40, badany zakres: 220 - 500,
220 - 700 nm.

b) Spektrofluorymetr FluoroMax-4 Horiba Jobin Yvon - rejestracja widm emisji
po wzbudzeniu przy podanej dtugosci fali (Awn) z szerokoscig spektralng
wiazki w torze wzbudzajacym i obserwacyjnym 1 nm:

e BocTyrOMe: Awz = 270 nm; badany zakres: 275 - 500 nm (MeCN, MeOH, PBS
z dodatkiem 25 % DMSO), Awzx = 260 nm; badany zakres: 265 - 500 nm (CX),

e Tyr(acPh): Aws = 305 nm; badany zakres: 310 - 600 nm (MeCN, MeOH, CX),
Awzb = 300 nm; badany zakres: 305 - 500 nm (PBS z dodatkiem 25 % DMSO),

e Tyr(acPh): Awsn = 300 nm; badany zakres: 310 - 680 nm (MeCN, CX),
Awzb = 305 nm; badany zakres: 310 - 600 nm (MeOH,), Aws = 320 nm; badany
zakres: 325 - 600 nm (PBS z dodatkiem 25 % DMSO),
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Tyr(acPh-4-OMe): Awzs = 310 nm; badany zakres: 315 - 600 nm (MeCN, MeOH,
CX), Awzb = 300 nm; badany zakres: 305 - 600 nm (PBS z dodatkiem 25 % DMSO)
Tyr(acPh-4-OMe)2: Awsn = 320 nm; badany zakres: 325 - 600 nm (MeCN, MeOH,
CX, PBS z dodatkiem 25 % DMSO),

Tyr(acDMA): Aws = 340 nm; badany zakres: 345 - 650 nm (MeCN, MeOH, CX),
Awzb = 355 nm; badany zakres: 360 - 600 nm (PBS z dodatkiem 25 % DMSO),
Tyr(acDMA)2: Awzby = 360 nm; badany zakres: 365 - 615 nm (MeCN, MeOH, CX),
Awzb = 380 nm; badany zakres: 385 - 750 nm (PBS z dodatkiem 25 % DMSO),
Tyr(acPir)2: Awz = 320 nm; badany zakres: 325 - 630 nm (MeCN, MeOH, CX, PBS
z dodatkiem 25 % DMSO),

Tyr(acPh-4-CHO): Awb = 340 nm; badany zakres: 345 - 670 nm (MeCN, MeOH,
CX, PBS z dodatkiem 25 % DMSO),

Tyr(acPh-4-CHO)2: Awz = 330 nm; badany zakres: 335 - 650 nm (MeCN),
Awzb = 325 nm; badany zakres: 330 - 640 nm (MeOH, CX, PBS z dodatkiem 25 %
DMSO),

Tyr(acPh-4-NO2): Awz = 380 nm; badany zakres: 385 - 700 nm (MeCN, MeOH,
CX, PBS z dodatkiem 25 % DMSO),

Tyr(acPh-4-NOz)2: Awzp = 370 nm; badany zakres: 375 - 720 nm (MeCN, MeOH,
CX, PBS z dodatkiem 25 % DMSO),

Tyr(acPh-O-Ph): Awz =310 nm; badany zakres: 315 - 600 nm (MeCN, MeOH, CX,
PBS z dodatkiem 25 % DMSO),

Tyr(acPh-O-Ph)2: Awz = 310 nm; badany zakres: 315 - 610 nm (MeCN, MeOH,
CX, PBS z dodatkiem 25 % DMSO),

Tyr(ac-2-Naft): Awz = 320 nm; badany zakres: 325 - 600 nm (MeCN, MeOH, CX,
PBS z dodatkiem 25 % DMSO),

Tyr(ac-2-Naft)z: Awz = 320 nm; badany zakres: 325 - 620 nm (MeCN, MeOH, CX,
PBS z dodatkiem 25 % DMSO),

Tyr(ac-2-Naft-6-OMe): Awp = 335 nm; badany zakres: 340 - 600 nm (MeCN,
MeOH, CX), Awz = 320 nm; badany zakres: 325 - 620 nm (PBS z dodatkiem 25 %
DMSO),
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Tyr(ac-2-Naft-6-OMe)2: Awsn = 335 nm; badany zakres: 340 - 600 nm (MeCN,
MeOH, CX), Awz = 350 nm; badany zakres: 355 - 650 nm (PBS z dodatkiem 25 %
DMSO),

Tyr(acPhacDMA): Aws = 390 nm; badany zakres: 395 - 730 nm (MeCN, MeOH,
PBS z dodatkiem 25 % DMSO), Aw.b =350 nm; badany zakres: 355 - 600 nm (CX).

c)

v

v

Fluorymetr impulsowy FT 300 firmy PicoQuant z wykorzystaniem jako
zrédta §wiatta impulsowej diody laserowej PLS:

280 nm dla: BocTyrOMe,

313 nm dla: Tyr(acPh), Tyr(acPh),, Tyr(acPh-4-OMe), Tyr(acPh-4-OMe),,
Tyr(acDMA), Tyr(acDMA)», Tyr(acPh-4-NO>)., Tyr(ac-2-Natft),
Tyr(ac-2-Natft),, Tyr(ac-2-Naft-6-OMe), Tyr(ac-2-Naft-6-OMe),, Tyr(acPir).,
Tyr(acPh-4-CHO), Tyr(acPh-4-CHO)», Tyr(acPh-O-Ph), Tyr(acPh-O-Ph);,
340 nm dla: Tyr(acPhacDMA),

oraz lasera diodowego LDH:

v

375 nm dla: Tyr(acPh-4-NO»).

1.6. Aparatura stosowana do wizualizacji modeli komorkowych

i zywych komorek

a) Olympus FluoView1000 MPE wyposazony w laser Coherent Chameleon Vision,

b)

pracujacy z czgstotliwoscig 80 MHz. Do obserwacji uzyto obiektywu Olympus

UPlanSApo 60x, NA = 1,2, z immersja wodng. Do detekcji wykorzystano

detektory PMT - system zostal uzyty do badan modeli komoérkowych GUV.

Konfokalny mikroskop fluorescencyjny MT200 firmy PicoQuant wyposazony

w laser LDH pracujacy z czestotliwoscig 80 MHz. Do obserwacji uzyto

obiektywu Olympus WHN 10x%/22 z imersjg wodng. Do detekcji wykorzystano

detektory SPAD (ang. Single Photon Avalanche Dioses) - system zostal uzyty do

obrazowania zywych komorek.
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2. Opis syntez
2.1. Synteza BocTyrOMel oraz BocTyrOMel:

+ Procedure syntezy powtarzalam w zaleznos$ci od zapotrzebowania na ostoniete

jodopochodne tyrozyny.

Procedura wprowadzania oston na 3-jodo-L-tyrozyne¢ lub 3,5-dijodo-L-tyrozyne

(0]
i HNJKOX
O

(0]
1) SOCL
MeOH
OH 0’c
48h OMe
2) (Boc)20
TEA
X 1 H:0:t-BuOH  y I
12h
OH OH

X=HlubI
Rysunek 36. Warunki wprowadzania oston na grupe aminowq i karboksylowq

jodopochodnych tyrozyny.
e Wprowadzanie estru metylowego na grupe karboksylowa

Odwazong pochodng tyrozyny (550 mg, 1,8 mmola 3-jodo-L-tyrozyny lub 1340 mg,
3,1 mmola 3,5-dijodo-L-tyrozyny) zawiesitam w $wiezo przedestylowanym metanolu,
a nastepnie ochtodzitam mieszaning do temperatury -10 °C za pomocg tazni lodowe;.
Stale mieszajac reagenty wkraplatam chlorek tionylu (2 eq). Mieszaning, zabezpieczong
przed wilgocia, pozostawitam na 48 h, utrzymujac mieszanie (w przypadku
wprowadzenia ostony estrowej na 3,5-dijodo-L-tyrozyne procedur¢ powtarzalam
dwukrotnie w celu zwigkszenia wydajnosci procesu). Po tym czasie rozpuszczalnik
odparowatam za pomocg wyparki prozniowej, a produkt izolowatam za pomoca

krystalizacji z mieszaniny rozpuszczalnikow MeOH : Et;0.
e Wprowadzanie ostony Boc na grupe aminowa

Otrzymany ester metylowy 3-jodo-L-tyrozyny (580 mg, 1,8 mmola) Ilub
3,5-dijodo-L-tyrozyny (1300 mg, 2,9 mmola) rozpuscitam w mieszaninie wody
1 tert-butanolu w stosunku objetosciowym 5 : 4. Uktad doprowadzitam do pH okoto 7 za
pomocag TEA. Nastgpnie wprowadzalam porcjami przez godzing Boc2O (1,5 eq)
kontrolujac pH. Reakcje prowadzitam przez 24 h, stale mieszajac reagenty
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w temperaturze pokojowej. W celu izolacji produktu przemylam warstwe wodng
kilkukrotnie eterem naftowym, a nast¢pnie doprowadzitam jej odczyn do pH = 2 za
pomocg 1 M HCI. Warstwe wodng przemytam trzykrotnie (3 x 20 ml) AcOEt, a zebrane
warstwy organiczne przemytam solanka i suszylam nad bezwodnym MgSOs. Srodek
suszacy przefiltrowatam, a rozpuszczalnik organiczny odparowalam za pomoca wyparki
prozniowej. Produkt izolowatam za pomoca krystalizacji z mieszaniny
rozpuszczalnikow: AcOEt : eter naftowy (pochodna BocTyrOMel») lub chloroform : eter
naftowy (pochodna BocTyrOMel).
Wydajnosci obu reakcji wahaty si¢ miedzy 10 a 90 %. Tozsamo$¢ produktow
potwierdzatam za pomocg widma mas:

v" BocTyrOMel (m/z = 419,96, [M - H]', M = 421,23 g/mol) (I)

v" BocTyrOMelx (m/z = 545,93, [M - H], M = 547,13 g/mol) (II)

2.2. Synteza acetylenowych substratow

+» Reakcije syntezy substratdw acetylenowych i $ciagania oston byly powtarzane

w zaleznosci od zapotrzebowania.

Procedura syntezy acetylenowych substratow

Do suchej kolby okraglodennej wprowadzitam 1100 mg (5,3 mmola) 2-bromonaftalenu
lub 550 mg (2,2 mmole) 4-jodonitrobenzenu lub 155 mg (0,5 mmola) 1-jodo-4-(2-
(trimetylosililo)etynylobenzenu oraz w ilosciach katalitycznych w atmosferze azotu
Pd(PPhs)s 1 Cul. Po dziesigciu minutach do kolby zabezpieczonej gumowa septa dodatam
za pomocg strzykawki 2 ml THF oraz 0,5 ml TEA. Mieszaning mieszatam przez 10 minut.
Nastepnie dodatam powoli, w porcjach, w ciggu 6 godzin, 3 eq 2-metylo-3-yn-2-olu lub
2 eq 4-etynylo-N,N-dimetyloaniliny rozpuszczonych w 0,5 ml THF. Otrzymana
mieszaning reakcyjng mieszatam w temperaturze 60 °C w lazni wodnej. Reakcje
prowadzitam przez 48 h. Zawartos¢ kolby przeniostam do 20 ml H:0, a nastepnie
prowadzitam ekstrakcje chloroformem (3 x 20 ml) (w przypadku pochodnej
z naftalenem) lub AcOEt (3 x 20 ml) (w przypadku pochodnej z nitrobenzenem
1 N,N-dimetyloaniling). Polaczone warstwy organiczne suszylam nad bezwodnym
MgSO.. Srodek suszacy przefiltrowatam, a rozpuszczalnik organiczny odparowatam pod
zmniejszonym cisnieniem. Otrzymany produkt izolowatam za pomocg chromatografii
kolumnowej, stosujac odpowiedni eluent. Wstepnie oczyszczony zwigzek poddatam
krystalizacji z mieszaniny AcOEt i eteru naftowego.
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2.2.1. Synteza 2-metylo-4-(naftalen-2-ylo)but-3-yn-2-olu

Pd(PPhs)s

Br Cul &
OH THF
+ — TEA

Rysunek 37. Schemat syntezy 2-metylo-4-(naftalen-2-ylo)but-3-yn-2-olu.

Zwiazek oczyszczalam za pomoca chromatografii kolumnowej stosujac jako eluent
kolejno uktad e i f. Otrzymatam 407 mg (1,9 mmola, W = 36 %) bialego ciala statego.
Tozsamo$¢ zwigzku byla potwierdzana na podstawie poréwnywania ze wzorcem

opisanym w literaturze.!””

2.2.2. Synteza 4-(4-nitrofenylo)but-3-yn-2-olu

HO
1 Pd(PPhs)s
Cul / /
OH THF
TEA
+ — —_—
60 °C
48 h
NZ
NO
2 O, N

Rysunek 38. Schemat syntezy 4-(4-nitrofenylo)but-3-yn-2-olu.

Zwiazek poddatam oczyszczaniu za pomocg chromatografii kolumnowej (uktad e).
Otrzymatam 281,5 mg (1,4 mmol, W = 64 %) brazowego ciata statego. Tozsamos¢
zwiagzku zostala okreslona za pomocg widma mas:

v’ 4-(4-nitrofenylo)but-3-yn-2-ol (m/z = 227,90, [M + Na]*, M = 205,00 g/mol) (I)

2.2.3. Synteza 4-((4-(trimetylosililoetynylo)fenylo)etynylo)-N,N-dimety-

I ‘ ‘ Pd(PPhs)s
Cul
THF —
+ TEA —éi = Y = @N/
60 °C | \ — \
48 h
‘ ‘ A
s
\

loaniliny

NZ

Rysunek 39. Schemat syntezy 4-((4-(trimetylosililoetynylo)fenylo)etynylo)-N, N-
dimetyloaniliny.
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Zwiazek poddatam oczyszczaniu za pomocg chromatografii kolumnowej (uktad e).
Otrzymatam 70,1 mg (0,22 mmol, W = 44 %) bialego ciata statego. Tozsamos$¢ zwigzku
zostata okreslona za pomocg widma mas:

v’ (CHs)sSiacPhacDMA (m/z = 318,30, [M + H]*, M = 317,50 g/mol) (I)

Procedure syntezy powtarzatam trzykrotnie ze wzgledu na ograniczong powtarzalnosé
uzyskiwanych wydajnosci. Jednorazowe przeprowadzenie reakcji nie pozwalalo na
otrzymanie wystarczajgcej ilosci produktu do dalszych etapow syntezy, dlatego konieczne
byto wykonanie kilku niezaleznych syntez w celu zgromadzenia odpowiedniej ilosci

substratu do kolejnych badan.

2.2.4. Usuwanie oslony z 2-metylo-4-(naftalen-2-ylo)but-3-yn-2-olu oraz
4-(4-nitrofenylo)but-3-yn-2-olu

OH

Rysunek 40. Schemat usuwania ostony z 2-metylo-4-(naftalen-2-ylo)but-3-yn-2-olu (A)
oraz 4-(4-nitrofenylo)but-3-yn-2-olu (B).

Do suchej kolby wprowadzitam 126 mg (0,6 mmol) 2-metylo-4-(naftalen-2-ylo)but-3-
yn-2-olu lub 164 mg (0,8 mmol) 4-(4-nitrofenylo)but-3-yn-2-olu. Nastgpnie dodatam
3 ml toluenu oraz 2 eq rozdrobnionego w mozdzierzu KOH. Reakcj¢ prowadzitam
w temperaturze wrzenia toluenu, w atmosferze azotu przez 1 h. Po tym czasie
rozpuszczalnik odparowatam za pomocg wyparki prozniowej. W celu usuniecia resztek
toluenu kolbg¢ przemylam trzykrotnie etanolem, kazdorazowo odparowujac
rozpuszczalnik. Przebieg reakcji §ledzitam za pomoca chromatografii cienkowarstwowe;.
Zwiazkow nie poddawalam dalszemu oczyszczaniu. Zatozylam, ze Sciggnie ostony

przebiegto selektywnie ze 100 % wydajnoscia.

64



2.2.5. Usuwanie oslony trimetylosililowej z 4-((4-(trimetylosililoety-

nylo)fenylo)etynylo)-N,N-dimetyloaniliny oraz 4-((trimetylosililo)ety-

nylo)benzaldehydu
/N N\ ./ " e N2 NV
R Y 2R YA —\/—QN\
A K>COs
N Ry o _
VIR, | i _

Rysunek 41. Schemat usuwania ostony trimetylosililowej
z 4-((4-(trimetylosililoetynylo)fenylo)etynylo)-N,N-dimetyloaniliny (A) oraz
4-((trimetylosililo)etynylo)benzaldehydu (B).

Do kolby okragtodennej wprowadzitam 254 mg (0,8 mmola) TMSacPhacDMA lub
242 mg (1,2 mmola) TMSacPh-4-CHO i rozpuscitam w mieszaninie MeOH : THF
(1 : 1). Nastepnie dodatam 3,3 eq K»COs. Reakcje prowadzilam przez 24 h
w temperaturze pokojowej, stale mieszajac. Po tym czasie mieszaning poreakcyjng
rozcienczytam 20 ml wody i zakwasitam do pH = 2 za pomoca 5 M HCI. Z roztworu
wytracil si¢ osad, ktory nastepnie przesaczytam. Dodatkowo wykonatam ekstrakcje
z przesaczu. W tym celu filtrat przeniostam do 20 ml H20, a nastgpnie ekstrahowatam
chloroformem (3 x 20 ml) (acPhacDMA) lub AcOEt (3 x 20 ml) (acPh-4-CHO).
Odpowiednie warstwy organiczne potaczylam i suszytam nad bezwodnym MgSO..
Srodek suszacy przefiltrowatam, a rozpuszczalnik organiczny odparowatam pod
zmniejszonym ci$nieniem. Zwigzkéw nie poddawatam dalszemu oczyszczaniu.
Otrzymatam 107 mg acPhacDMA (0,44 mmola, W = 55 %) oraz 74 mg acPh-4-CHO
(0,57 mmola, W =48 %).
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2.3. Synteza asymetrycznych i symetrycznych acetylenowych

pochodnych tyrozyny

Ogolna procedura reakeji Sonogashiry-Hagihary dla asymetrycznych

i symetrycznych acetylenowych pochodnych tyrozyny

Do suchej kolby okragtodennej wprowadzitam ester metylowy N-Boc-3-jodo-L-tyrozyny
lub ester metylowy N-Boc-3,5-dijodo-L-tyrozyny (1 eq) oraz w ilo$ciach katalitycznych
w atmosferze azotu Pd(PPhs)s 1 Cul. Po dziesieciu minutach do kolby zabezpieczonej
gumow3 septa dodatam za pomocg strzykawki 2 ml THF oraz 0,5 ml TEA. Roztwor
mieszatam przez 10 minut. Nastepnie dodatam powoli, w porcjach, w ciagu 6 h, 3, 2 lub
1 eq wybranej pochodnej acetylenowej rozpuszczonej w 0,5 ml THF. Otrzymany roztwor
mieszatam w temperaturze 60 °C w tazni wodnej. Reakcj¢ prowadzitam przez 48 h. Po
tym czasie mieszaning poreakcyjna przeniostam do 20 ml H:0, a nastgpnie
ekstrahowalam AcOEt (3 x 20 ml). Polagczone warstwy organiczne suszytam nad
bezwodnym MgSO.. Srodek suszacy przefiltrowatam, a rozpuszczalnik organiczny
odparowatam pod zmniejszonym ci$nieniem. Otrzymany produkt oczyscitam za pomoca
chromatografii kolumnowej, stosujac jako eluent jeden z wybranych uktadow. Wstgpnie

oczyszczony zwigzek poddatam krystalizacji.
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2.3.1. Synteza Tyr(acPh)

Lo Lo
0 0
S [
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Rysunek 42. Schemat syntezy Tyr(acPh,).

Do syntezy Tyr(acPh) uzytam 42 mg (0,1 mmola) BocTyrOMel oraz 33 pl (0,3 mmola)
acPh, a reakcj¢ prowadzitam zgodnie z protokolem opisanym w podrozdziale 2.3.
Otrzymany zwigzek oczy$citam za pomocg chromatografii kolumnowej (stosujac jako
eluent kolejno uktad h i g). Ze wzgledu na niewystarczajaca czysto$¢ uzyskany osad
poddatam krystalizacji z mieszaniny rozpuszczalnikow: AcOEt : eter naftowy. Z uwagi
na brak postgpow w krystalizacji zwigzek ponownie poddatam oczyszczaniu za pomoca
chromatografii kolumnowej (kolejno uktad g i e) i ponownie krystalizowatam z AcOEt
1 eteru naftowego. Otrzymatam 4 mg Tyr(acPh) (0,01 mmola, W =10 %, tr=57,15 min
- uktad A).
Tozsamo$¢ zwiazku potwierdzitam za pomocg widma mas:

v" Tyr(acPh) (Rysunek 43) (m/z = 417,80 [M + Na]*, M = 395,40 g/mol) (I)
oraz widma "H NMR zmierzonego w CDCl;:
8 (ppm): 1,44 (s, 9H, C**H, C*’H, C*H), 3,18 - 3,31 (m, 2H, C'°H), 3,74 - 3,77 (d, 3H,
C*H, ] = 15 Hz), 4,64 - 4,66 (m, 1H,
C'"7H), 5,01 - 5,05 (m, 1H, N'¥H), 6,99 (s,
1H, O'H), 7,05 - 7,07 (d, 1H, C°H,
J =10 Hz), 7,13 - 7,14 (d, 1H, C®H,
J=5Hz), 7,36 (s, 1H, C*H), 7,43 - 7,44
(m, 2H, C'?H, C'*H), 7,45 - 7,52 (m, 1H,
CH), 7,86 - 7,88 (d, 1H, C'H,
J =10 Hz), 8,13 - 8,15 (d, 1H, C"H,
J=10Hz).

Rysunek 43. Struktura Tyr(acPh) z numeracjq atomow.
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2.3.2. Synteza Tyr(acPh-4-OMe)

o (l) /O o (|) O
S [
+ —
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Rysunek 44. Schemat syntezy Tyr(acPh-4-OMe).

Do syntezy Tyr(acPh-4-OMe) uzytam 109 mg (0,26 mmola) BocTyrOMel oraz 122 mg
(0,92 mmola) acPh-4-OMe, a reakcje prowadzitam zgodnie z protokolem opisanym
w podrozdziale 2.3. Otrzymany zwigzek oczyScitam za pomoca chromatografii
kolumnowej (kolejno uktad ¢ i b). Ze wzgledu na niewystarczajaca czysto$¢ osad
poddatam krystalizacji z mieszaniny rozpuszczalnikow: MeOH : H>O. Otrzymalam
10,3 mg Tyr(acPh-4-OMe) (0,024 mmola, W =9 %, tr =56,31 min - uktad A).
Tozsamos¢ zwigzku potwierdzitam za pomocg widma mas:

v' Tyr(acPh-4-OMe) (Rysunek 45) (m/z = 448,10, [M + Na]*, M = 425,50 g/mol) (I)
oraz widma "HNMR zmierzonego w CDCls:
8 (ppm): 1,43 (s, 9H, C**H, C*H, C*°H), 3,15 - 3,27 (m, 2H, C'°H), 3,73 (s, 3H, C*"H),
3,87 (s, 3H, C**H), 4,60 - 4,62 (m, 1H, C'"H), 4,98 - 5,02 (m, 1H, N'®H), 6,83 (s, 1H,
O’H), 6,96 - 6,98 (d, 1H, C°H,
J =10 Hz), 7,00 - 7,02 (d, 1H,
CSH, J = 10 Hz), 7,06 - 7,08 (d,
1H, C'*H, J =10 Hz), 7,30 (s, 1H,
C*H), 7,38 - 7,41 (d, 1H, C'H,
J =15 Hz), 7,77 - 7,79 (d, 1H,
C''H, J = 10 Hz), 8,04 - 8,06 (d,
1H, C"*H, J = 10 Hz).

Rysunek 45. Struktura Tyr(acPh-4-OMe) z numeracjq atomow.
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2.3.3. Synteza Tyr(acDMA)

| |
o (6] /O o O O
S (-
O C
1 %
OH /N\ OH O
N/

Rysunek 46. Schemat syntezy Tyr(acDMA).

Do kolby wprowadzitam 167 mg (0,4 mmola) BocTyrOMel oraz 185 mg (1,3 mmola)
acDMA, a reakcje prowadzitam zgodnie z protokotem opisanym w podrozdziale 2.3.
Zwiazek oczyScilam za pomoca chromatografii kolumnowej (uktad ¢). Otrzymany osad
ze wzgledu na niewystarczajaca czysto$¢ poddatam krystalizacji z goragcego AcOEt.
Otrzymatam 29,7 mg Tyr(acDMA) (0,068mmola, W = 17 %, tr = 60,43 min - uktad C).
Tozsamos$¢ zwigzku potwierdzitam za pomocg widma mas:

v Tyr(acDMA) (Rysunek 47) (m/z = 461,30, [M +Na]", M = 438,50 g/mol) (I)

oraz widma "H NMR zmierzonego w CDCls:

5 (ppm): 1,41 (s, 9H, C**H,

C*H, C*°H), 2,98 - 3,21 (m, 2H,

C'®H), 3,13 (s, 6H, C?*H, C*'H),

3,72 (s, 3H, C*'H), 4,60 - 4,62

(m, 1H, C'"H), 4,98 - 5,00 (m,

1H, N'®H), 6,94 (s, 1H, O'H),

7,03 - 7,05 (d, 2H, C°H, C°H,

J =10 Hz), 7,33 (s, 1H, C’H),

% 742 -744 (4, 2H, C''H, CPH,

?3 J =10 Hz), 7,88 - 7,90 (d, 2H,
31 C'?H, C"H, ] = 10 Hz).

Rysunek 47. Struktura Tyr(acDMA) z numeracjg atomow.
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2.3.4. Synteza Tyr(acPir)
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Rysunek 48. Schemat syntezy Tyr(acPir).

Do kolby wprowadzitam 167 mg (0,4 mmola) BocTyrOMel oraz 181 pl (1,8 mmola)
acPir, a reakcje prowadzilam zgodnie z protokotem opisanym w podrozdziale 2.3.
Zwiazek oczyscitam za pomocg chromatografii kolumnowej (uktad ¢). Otrzymatam 1 mg
Tyr(acPir) (0,0025 mmola, W <1 %, tr =35,57 min - uktad C).

Tozsamos$¢ zwigzku potwierdzitam za pomocg widma mas:

v Tyr(acPir) (Rysunek 49) (m/z = 394,80, [M - H],, M = 396,40 g/mol) (I)

oraz widma "H NMR zmierzonego w CDCls:

8 (ppm): 1,25 (s, 9H, C**H, C*’'H, C*H),
2,94 - 3,06 (m, 2H, C'°H), 3,72 (s, 3H,
C*H), 4,53 - 4,54 (m, 1H, C'"H), 4,98 -
4,99 (m, 1H, N'®H), 6,90 - 6,92 (d, 1H,
C'’H, J = 10 Hz), 7,04 - 7,06 (d, 1H,
C''H, J = 10 Hz), 7,23 (s, 1H, C'*H),
7,26 - 7,29 (m, 1H, C*H), 7,52 - 7,54 (d,
® 1H, C*H,T=10Hz), 7,71 - 7,74 (m, 1H,
s C°H), 8,60 (s, 1H, C°H).

Rysunek 49. Struktura Tyr(acPir) z numeracjq atomow.
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2.3.5. Synteza Tyr(acPh-4-CHO)

%)k I %A
O O
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Rysunek 50. Schemat syntezy Tyr(acPh-4-CHO).

Do kolby wprowadzitam 171 mg (0,4 mmola) BocTyrOMel oraz 163 mg (1,2 mmola)
acPh-4-CHO, a reakcj¢ prowadzitam zgodnie z protokotem opisanym w podrozdziale 2.3.
Zwiazek oczyscitam za pomoca chromatografii kolumnowej (uktad ¢). Otrzymany osad
ze wzgledu na niewystarczajaca czysto$¢ poddatam krystalizacji z mieszaniny AcOEt
1 eteru naftowego. Otrzymatam 33,9 mg Tyr(acPh-4-CHO) (0,08 mmola, W = 20 %,
tr =53,49 min - uktad A).
Tozsamo$¢ zwigzku potwierdzitam za pomocg widma mas:

v Tyr(acPh-4-CHO) (Rysunek 51) (m/z = 446,30, [M + Na]*, M = 423,40 g/mol) (I)
oraz widma "H NMR zmierzonego w CDCls:
8 (ppm): 1,42 (s, 9H, C*?H, C*H, C*°H), 3,21 (m, 2H, C'°H), 3,73 (s, 3H, C*'H), 4,62
(m, 1H, C'"H), 4,99 - 5,01 (d,
1H, N'®H, J=10 Hz), 7,09 - 7,11
(d, 1H, C°H, J = 10 Hz), 7,16 (s,
1H, O'H ), 7,39 (s, 1H, C*H),
746 - 748 (d, 1H, C°H
J =10 Hz), 7,95 - 7,97 (d, 2H,
C''H, C"H, J = 10 Hz), 8,00 -
8,02 (d, 2H, C!?H, C"H,

(0]
~ 24 1=10Hz), 10,04 (s, 1H, C**H).
14 23

Rysunek 51. Struktura Tyr(acPh-4-CHO) z numeracjg atomow.
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2.3.6. Synteza Tyr(acPh-4-NO3)

Lo b oo
O O
S I S
U0 C
: X

OH NO, OH O
NO

Rysunek 52. Schemat syntezy Tyr(acPh-4-NO:).

2

Do kolby wprowadzitam 168 mg (0,4 mmola) BocTyrOMel oraz 118 mg (0,8 mmola)
acPh-4-NOa, a reakcje prowadzitam zgodnie z protokolem opisanym w podrozdziale 2.3.
Zwiazek oczyScitam za pomocg chromatografii kolumnowej (kolejno uklad e i d).
Otrzymany osad ze wzgledu na niewystarczajaca czystos¢ poddatam krystalizacji
z mieszaniny AcOEt i eteru naftowego. Otrzymatam 4,2 mg Tyr(acPh-4-NO3)
(0,0095mmola, W =2 %, tr=57,12 min - uktad A).

Tozsamo$¢ zwiazku potwierdzitam za pomocg widma mas:

v Tyr(acPh-4- NO,) (Rysunek 53) (m/z = 463,30, [M + H], M = 440,45 g/mol) (I)

oraz widma "H NMR zmierzonego w CDCls:

O (ppm): 1,42 (s, 9H, C**H, C*H,
C3°H), 3,13 - 3,25 (m, 2H, C'°H),
3,72 (s, 3H, C*'H), 4,62 - 4,63 (m,
1H, C'H), 5,00 - 5,02 (m, 1H,
N'®H), 7,12 - 7,14 (d, 1H, C°H,
J=10Hz), 7,19 (s, 1H, O'H), 7,40
(s, 1H, C*H), 7,46 - 7,48 (d, 1H,
C®H, J =10 Hz), 7,98 - 8,00 (d, 2H,
C''H, C'*H, J =10 Hz), 8,30 - 8,32
Y37 (4,20, C?H, CM*H, J = 10 Hz).

Rysunek 53. Struktura Tyr(acPh-4-NO:) z numeracjq atomow.
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2.3.7. Synteza Tyr(acPh-O-Ph)
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Rysunek 54. Schemat syntezy Tyr(acPh-O-Ph).

Do kolby wprowadzitam 171 mg (0,4 mmola) BocTyrOMel oraz 150 pl (0,8 mmola)
acPh-O-Ph, a reakcje prowadzitam zgodnie z protokolem opisanym w podrozdziale 2.3.
Po 24 h do mieszaniny reakcyjnej wprowadzitam dodatkowo 75 upl (0,4 mmole)
acPh-O-Ph. Zwiazek oczyscitam za pomoca chromatografii kolumnowej (uktad c).
Otrzymany osad ze wzgledu na niewystarczajaca czystos¢ poddatam krystalizacji
z mieszaniny AcOEt i eteru naftowego, a nastgpnie z mieszaniny chloroformu i eteru
naftowego. Otrzymatam 73,3 mg Tyr(acPh-O-Ph) (0,15 mmola, W =38 %, tr =63,63 min
- uktad A).
Tozsamos¢ zwigzku potwierdzitam za pomocg widma mas:

v" Tyr(acPh-O-Ph) (Rysunek 55) (m/z = 510,20, [M + Na]*, M = 487,55 g/mol) (I)
oraz widma '"HNMR zmierzonego w CDCls:
8 (ppm): 1,59 (s, 9H, C**H, C**H, C**H), 3,22 (m, 2H, C'°H), 3,77 (s, 3H, C**H), 4,64
(m, 1H, C'"H), 5,03 (m, 1H, N'*H),
6,91 (s, 1H, C*H), 7,03 - 7,05 (d, 1H,
C°H, ] =10 Hz), 7,08 - 7,12 (m, 3H,
C*H, C*H, C*H), 7,13 (m, 1H,
CSH), 7,20 (m, 1H, C**H), 7,34 (s,
1H, O’H), 7,43 (m, 3H, C''H, C'H,
C*H), 7,82 - 7,84 (d, 1H, C'’H,
J=10Hz), 8,09 - 8,11 (d, 1H, C'*H,
J=10 Hz).
Rysunek 55. Struktura Tyr(acPh-O-Ph) z numeracjq atomow.
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2.3.8. Tyr(ac-2-Naft)
O O O
O O
A, i A
- U "

Rysunek 56. Schemat syntezy Tyr(ac-2-Naft).

Do kolby wprowadzitam 168 mg (0,4 mmola) BocTyrOMel oraz 182 mg (1,2 mmola)
ac-2-Naft, a reakcje prowadzitam zgodnie z protokotem opisanym w podrozdziale 2.3.
Zwiazek oczyscitam za pomoca chromatografii kolumnowej (uktad e). Otrzymany osad
ze wzgledu na niewystarczajaca czysto$¢ poddatam krystalizacji z mieszaniny AcOEt
1 eteru naftowego. Otrzymatam 6,57 mg Tyr(ac-2-Naft) (0,015mmola, W = 4 %,
tr=62,70 min - uktad A).
Tozsamo$¢ zwigzku potwierdzitam za pomocg widma mas:
v' Tyr(ac-2-Naft) (Rysunek 57) (m/z = 468,00, [M + Na]", M = 445,51 g/mol) (I)
oraz widma "HNMR zmierzonego w CDCls:
8 (ppm): 1,42 (s, 9H, C**H, C*'H, C*?H), 3,17-3,30 (m, 2H, C*°H), 3,72 (s, 3H, C*H),
29 4,62-4,64 (m, 1H, C*'H), 5,00-
| 5,04 (m, 1H, N2H), 7,05-7,07 (d,
1H, C°H, J = 10 Hz), 7,09 (s, 1H,
O’H), 7,13-7,14 (d, 1H, C°H,
J=5Hz), 7,36 (s, 1H, C*H), 7,45-
7,49 (m, 1H, C'°H), 7,50-7,54 (m,
1H, C"*H), 7,84-7,85 (d, 1H, C'*H,
N6 J=5Hz),7,90-7,92 (m, 2H, C'*H,

b

/25\0 23 >NH
22

2o J =10 Hz), 8,36 (s, 1H, C'°H).
Rysunek 57. Struktura Tyr(ac-2-Naft) z numeracjq atomow.
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2.3.9. Tyr(ac-2-Naft-6-OMe)
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Rysunek 58. Schemat syntezy Tyr(ac-2-Naft-6-OMe).

Do kolby wprowadzitam 84 mg (0,2 mmola) BocTyrOMel oraz 75 mg (0,4 mmola)
ac-2-Naft-6-OMe, a reakcje prowadzilam zgodnie =z protokotem opisanym
w podrozdziale 2.3. Zwigzek oczy$citam za pomocg chromatografii kolumnowej (kolejno
uktad d i1 ¢). Otrzymany osad ze wzglgdu na niewystarczajaca czystos¢ poddatam
krystalizacji z mieszaniny AcOEt i eteru naftowego. Otrzymatam 36,1 mg Tyr(ac-2-Naft-
6-OMe) (0,08 mmola, W =40 %, tr = 8,31 min - uktad B).
Tozsamos$¢ zwigzku potwierdzitam za pomocg widma mas:

v’ Tyr(ac-2-Naft-6-OMe) (Rysunek 59) (m/z = 497,90, [M + NaJ,

M = 475,53 g/mol) (I)

oraz widma "H NMR zmierzonego w CDCls:

S (ppm): 1,45 (s, 9H, C2°H, C**H, C3*H); 3,19 - 3,32 (m, 2H, C*°H), 3,75 (s, 3H, C3'H),
31 3,97 (s, 3H, C¥®H), 4,64 -
0 4,67 (m, 1H, C?'H), 5,01-
5,06 (m, 1H, N*2H), 7,05 (s,
1H, C°H), 7.15 (s, 1H,
C*H), 7,21 (s, 1H, C°H),
7,37 (s, 1H, C°®H), 7.48-

)L

/25\0 23 NH

17 749 (d, 1H, C'H,
16
18 J=5Hz),7,81-7,91 (m, 3H,
_ 15 /28
13 0 C!'H, C'?H, C'®H), 8.25 (s,
12 14 27
1H, C"H).

Rysunek 59. Struktura Tyr(ac-2-Naft-6-OMe) z numeracjq atomow.
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2.3.10. Tyr(acPhacDMA)

(0)

|
0 NF
Ko I

OH

AN

Rysunek 60. Schemat syntezy Tyr(acPhacDMA).

Do kolby wprowadzitam 176 mg (0,4 mmola) BocTyrOMel oraz 107 mg (0,4 mmola)

acPhacDMA, a reakcje prowadzitam zgodnie z protokotem opisanym w podrozdziale 2.3.

Zwiazek oczy$cilam za pomoca chromatografii kolumnowej (uktad ¢). Otrzymany osad

ze wzgledu na niewystarczajaca czysto§¢ poddalam krystalizacji z mieszaniny

chloroformu i eteru naftowego. Otrzymatam 3,53 mg Tyr(acPhacDMA) (0,0065 mmola,

W =2 %, tr=17,53 min - uktad D).

Tozsamo$¢ zwiazku potwierdzitam za pomocg widma mas:

v Tyr(acPhacDMA) (Rysunek 61) (m/z = 561,30, [M +Na]", M = 538,63 g/mol) (I)

oraz widma "H NMR zmierzonego w CDCls:

& (ppm): 1,42 (s, 9H, C22H, C3H, C3°H), 3,11 (s, 6H, C33H, C*°H), 3,16 - 3,20 (m, 2H,

C'°H), 3,72 (s, 3H, C*H), 4,60 -
4,62 (m, 1H, C'"H), 4,99 - 5,01 (m,
1H, N'8H), 7,01 (s, 1H, O’H), 7,04
- 706 (d, 2H, C°H, C°H,
J=10Hz), 7,34 (s, 1H, C*H), 7,43
- 745 (d, 2H, C¥H, CH,
J =10 Hz), 7,58 - 7,60 (d, 4H,
C”H, Cle, CMH, CISH,
J =10 Hz), 7,82 - 7,84 (d, 2H,
C?’H, C*H, ] = 10 Hz).

Rysunek 61. Struktura Tyr(acPhacDMA) z numeracjq atomow.
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2.3.11. Tyr(acPh);
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Rysunek 62. Schemat syntezy Tyr(acPh)..

Zwigzek Tyr(acPh); zostat otrzymany i opisany w pracy licencjackiej przez mgr Julig
Wtulich.!™!
Tozsamos$¢ zwigzku potwierdzono za pomocg widma mas:

v" Tyr(acPh), (Rysunek 63) (m/z = 518,20, [M +Na]", M = 495,20 g/mol) (I)
oraz widma "H NMR zmierzonego w CDCls:
8 (ppm): 1,43 (s, 9H, C**H, C**H, C**H); 3,24-3,12 (m, 2H, C'®H); 3,74 (s, 3H, C*H);
4,62-4,61 (d, 1H, C'"H, J = 5 Hz); 5,03-5,02 (d, 1H, N'8H, J = 5 Hz); 7,00 (s, 1H, O’H);
7,23 (s, 1H, C*H); 7,33 (s, 1H, C°H); 7,43-7,36 (m, 4H, C*H, C*'H, C'*H, C'’H); 7,48-
7,45 (t, 2H, C*%H, C'*H); 7,66-7,64 (m, 2H, C*°H, C'°H); 7,92-7,90 (m, 2H, C*°H, C''H).

Rysunek 63.Struktura Tyr(acPh); z numeracjg atomow.
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2.3.12. Tyr(acPh-4-OMe):

Rysunek 64. Schemat syntezy Tyr(acPh-4-OMe):.

Do kolby wprowadzitam 139 mg (0,25 mmola) BocTyrOMel> oraz 140 mg (1,1 mmola)
acPh-4-OMe, a reakcj¢ prowadzitam zgodnie z protokolem opisanym w podrozdziale 2.3.
Zwiazek oczyScitam za pomoca chromatografii kolumnowej (uktad d). Otrzymany osad
ze wzgledu na niewystarczajaca czysto§¢ poddalam krystalizacji z mieszaniny
rozpuszczalnikow AcOEt i eter naftowy. Ze wzgledu na brak postepéw w krystalizacji
zmienitam warunki krystalizacji na MeOH 1 eter dietylowy. Otrzymalam 19,4 mg
Tyr(acPh-4-OMe); (0,035 mmola, W = 14 %, tr = 9,47 min - uktad B).
Tozsamo$¢ zwiazku potwierdzitam za pomocg widma mas:

v Tyr(acPh-4-OMe); (Rysunek 65) (m/z = 578,40, [M + Na]", M = 555,62 g/mol)

M

oraz widma "H NMR zmierzonego w CDCls:
8 (ppm): 1,44 (s, 9H, C*2H, C3'H, C*H), 3,14 - 3,27 (m, 2H, C'®H), 3,75 (s, 3H, C**H),
3,86 (s, 3H, C*°H), 3,88 (s, 3H, C*°H), 4,61
- 4,62 (m, 1H, C'"H), 5,03 - 5,05 (m, 1H,
N'®H), 6,92 - 6,94 (d, 2H, C!'H, C*'H,
J =10 Hz), 7,00 (s, 1H, C*H), 7,02 - 7,04
(d, 2H, C"*H, C**H, I =10 Hz), 7,57 (s, 1H,
C°H), 7,55 - 7,57 (d, 2H, C"H, C®H,
J=10Hz), 8,10 - 8,12 (d, 2H, C'*H, C*'H,
J=10Hz).

Rysunek 65. Struktura Tyr(acPh-4-OMe): z numeracja atomow.
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2.3.13. Tyr(acDMA);

Rysunek 66. Schemat syntezy Tyr(acDMA),.

Do kolby wprowadzitam 111 mg (0,2 mmola) BocTyrOMel, oraz 120 mg (0,8 mmola)
acDMA, a reakcje prowadzitlam zgodnie z protokolem opisanym w podrozdziale 2.3. Po
24 h do mieszaniny reakcyjnej wprowadzitam dodatkowo 61 mg (0,4 mmol) acDMA.
Zwigzek oczys$citam za pomoca chromatografii kolumnowej (kolejno uktad d, ¢, b).
Otrzymatam 38,2 mg Tyr(acDMA) (0,066 mmola, W = 33 %, tr = 54,74 min - uktad C).
Tozsamos$¢ zwigzku potwierdzitam za pomocg widma mas:

v Tyr(acDMA), (Rysunek 67) (m/z = 604,90, [M +Na]*, M = 581,70 g/mol) (I)
oraz widma "H NMR zmierzonego w CDCl;:
8 (ppm): 1,35 - 1,46 (s, 9H, C**H, C3'H, C**H), 3,09 - 3,12 (m, 12H, C*?H, C*°H, C*'H,
C*H), 3,71 (s, 3H, C**H), 4,42 - 4,64 (m, 2H, C'°H), 4,89 - 491 (m, 1H, C!"H), 5,03 -
5,10 (m, 1H, N'®H), 6,79
(s, IH, O'H), 7,78 - 7,20
(d, 4H, C'H, C"H,
C?*H, C*°H, J = 10 Hz),
7,49 (s, 1H, C*H), 7,55 -
7,61 (m, 4H, C'?H, C'*H,
C*H, C*H), 7,88 (s, 1H,
C°H).

79 27 14 ?1

40 41
Rysunek 67. Struktura Tyr(acDMA): z numeracjg atomow.
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2.3.14. Tyr(acPir):
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Rysunek 68. Schemat syntezy Tyr(acPir):.

Do kolby wprowadzitam 110 mg (0,2 mmola) BocTyrOMel, oraz 80 pl (0,8 mmola)
acPir, a reakcje prowadzitam zgodnie z protokolem opisanym w podrozdziale 2.3. Po
24 h do mieszaniny reakcyjnej wprowadzitam dodatkowo 40 pl (0,4 mmola) acPir.
Zwigzek oczyscitam za pomocg chromatografii kolumnowej (kolejno uktad a, i).
Otrzymatam 6,4 mg Tyr(acPir); (0,013 mmola, W =7 %, tr = 6,64 min - uktad D).
Tozsamos$¢ zwigzku potwierdzitam za pomocg widma mas:

v" Tyr(acPir), (Rysunek 69) (m/z = 519,90, [M + Na]", M = 497,54 g/mol) (I)

oraz widma "H NMR zmierzonego w CDCls:

8 (ppm): 1,26 (s, 9H, C*°H, C¥*H, C*°H),
3,14 - 3,27 (m, 2H, C**H), 3,75 (s, 3H,
C*H), 4,62 - 4,64 (m, 1H, C*H), 5,05 -
5,06 (m, 1H, N?°H), 7,37 - 7,43 (m, 4H,
C*H, C°H, C*'H, C*H), 7,51 (s, 1H,
C"®H), 7,71 - 7,73 (d, 1H, C°H,
J =10 Hz), 7,85 (s, 1H, C'*H), 7,87 -
48,03 (m, 1H, C**H), 8,72 - 8,73 (d, 2H,
s C°H, C*°H, J =5 Hz).

Rysunek 69. Struktura Tyr(acPir): z numeracjg atomow.
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2.3.15. Tyr(acPh-4-CHO):

Rysunek 70. Schemat syntezy Tyr(acPh-4-CHO)>.

Zwiazek Tyr(acPh-4-CHO); zostal otrzymany 1 opisany w pracy magisterskiej przez mgr
Weronike Zauche.!”
Tozsamos$¢ zwigzku potwierdzono za pomoca widma mas:

v" Tyr(acPh-4-CHO), (Rysunek 71) (m/z = 574,20, [M +Na]*, M = 551,19 g/mol)

@D

oraz widma "H NMR zmierzonego w CDCls:
8 (ppm): 1,44 (s, 9H, C**H, C*’H, C**H), 3,19 (m, 2H, C'°H), 3,75 (s, 3H, C*°H), 4,64
(m, 1H, C'"H), 5,07 (m, 1H, N'®H), 7,20 (s, 1H, O'H), 7,32 (s, 1H, C*H), 7,42 (s, 1H,
C°H), 7,81 (d,1H, C*H, J = 7,25 Hz), 7,95 (d, 2H, C'*H, C*°H, J = 8,4 Hz), 8,00 (d, 2H,
C''H, C*°H, ] = 8,45 Hz), 8,04 (d, 1H, C*’H, ] = 8,4 Hz), 8,08 (d, 1H, C'?H, J = 9,65 Hz),
8,35 (d, 1H, C'*H, J = 9,65 Hz), 10,07 (m, 2H, C*'H, C*°H).

Rysunek 71. Struktura Tyr(acPh-4-CHO); z numeracjq atomow.
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2.3.16. Tyr(acPh-4-NO3)

Rysunek 72. Schemat syntezy Tyr(acPh-4-NO;):.

Do kolby wprowadzitam 171 mg (0,3 mmola) BocTyrOMel; oraz 176 mg (1,2 mmola)

acPh-4-NOa, a reakcje prowadzitam zgodnie z protokotem opisanym w podrozdziale 2.3.

Zwiazek oczyscitam za pomoca chromatografii kolumnowej (uktad e). Otrzymany osad

ze wzgledu na niewystarczajaca czysto$¢ poddalam krystalizacji z mieszaniny

rozpuszczalnikow: chloroform : eter naftowy. Otrzymatam 14,2 mg Tyr(acPh-4-NO2);

(0,024 mmola, W = 8 %, tr = 64,64 min - uktad A).

Tozsamos¢ zwigzku potwierdzitam za pomocg widma mas:

v Tyr(acPh-4-NO>)> (Rysunek 73) (m/z = 608,20, [M + Na]*, M = 585,56 g/mol) (I)
oraz widma "HNMR zmierzonego w CDCls:

8 (ppm): 1,43 (s, 9H, C**H, C*"H, C*H), 3,15 - 3,29 (m, 2H, C'°H), 3,75 (s, 3H, C**H),
4,63 - 4,64 (m, 1H, C'"H),
5,06 - 5,07 (m, 1H, C'*H),
7,23 (s, 1H, O’H), 7,35 (s,
1H, C*H), 7,46 (s, 1H, C°H),
7,78 - 7,79 (d, 2H, C'H,
C*H, J = 10 Hz), 8,04 - 8,06
(d, 2H, C"H, C*H,
J=10Hz), 8,29 -8,31 (d, 2H,
C'"?H, C*H, ] = 10 Hz), 8,34

» - 836 (d, 2H, C"H, C*'H,
J=10 Hz).

Rysunek 73. Struktura Tyr(acPh-4-NO3); z numeracjq atomow.
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2.3.17. Tyr(acPh-O-Ph);

Rysunek 74. Schemat syntezy Tyr(acPh-O-Ph):.

Zwiazek Tyr(acPh-O-Ph); zostat otrzymany 1 opisany w pracy magisterskiej przez mgr
Weronike Zauche.!”?
Tozsamos$¢ zwigzku potwierdzono za pomoca widma mas:

v" Tyr(acPh-O-Ph); (Rysunek 75) (m/z = 702,50, [M +Na]*, M = 679,26 g/mol) (I)
oraz widma "H NMR zmierzonego w CDCls:
& (ppm): 1,42 (s, 9H, C**H, C**H, C*H), 3,20 (m, 2H, C¥H), 3,69 (s, 3H, C*°H), 4,59 (m,
1H, C'"H), 5,00 (m, 1H, N'®H), 6,64 (m, 2H, C**H, C**H), 6,70 (m, 2H, C*H, C*'H),
6,76 (m, 1H, C*H), 7,00 (m, 1H, C°H), 7,07 (m, 4H, C'?H, C'*H, C*"H, C**H), 7,17 (m,
2H, C**H, C*H), 7,24 (m, 2H, C''H, C*°H), 7,37 (m, 4H, C**H, C*"H, C*H, C°°H), 7,93
(d, 2H, C**H, C*°H, J = 11,6 Hz).

Rysunek 75. Struktura Tyr(acPh-O-Ph); z numeracjg atomow.
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2.3.18. Tyr(ac-2-Naft),

OH

Rysunek 76. Schemat syntezy Tyr(ac-2-Naft)..

Do kolby wprowadzitam 138 mg (0,2 mmola) BocTyrOMel; oraz 230 mg (1,5 mmola)
ac-2-Naft, a reakcje prowadzitam zgodnie z protokotem opisanym w podrozdziale 2.3.
Zwiazek oczyscitam za pomoca chromatografii kolumnowej (kolejno uktad h, g).
Otrzymany osad ze wzgledu na niewystarczajaca czystos¢ poddatam krystalizacji
z mieszaniny rozpuszczalnikow AcOEt i eter naftowy. Ze wzgledu na brak postepow
w krystalizacji zwigzek ponownie poddatam oczyszczaniu za pomoca chromatografii
kolumnowe;j (kolejno uktad g, e) i ponownie krystalizowatam z AcOEt i eteru naftowego.
Otrzymatam 60,1 mg Tyr(ac-2-Naft), (0,1 mmola, W = 50 %, tr =22,30 min - uktad B).
Tozsamos¢ zwigzku potwierdzitam za pomocg widma mas:

v" Tyr(ac-2-Naft), (Rysunek 77) (m/z = 618,30, [M + Na]", M = 595,60 g/mol) (T)
oraz widma '"HNMR zmierzonego w CDCls:
8 (ppm): 1,48 (s, 9H, C*°H, C*H, C*H), 3,20 - 3,36 (m, 2H, C*°H), 3,80 (s, 3H, C*'H),
4,67 - 4,69 (m, 1H, C*'H), 5,11 -5,12 (m,
1H, N??H), 7,39 (s, 2H, C*H, C°H), 7,57-
7,56 (m, 4H, C'*H, C'“H, C*'H, C*H), 7,72
- 7,74 (d,1H, C**H), 7,90 - 7,92 (m, 4H,
CH, C'*H, C**H, C*H), 7,99 - 8,01 (d,
2H, C''H, C*H), 8,21 (s, 1H, C**H), 8,32 -
8,34 (d, 1H, C'"H), 8,71 (s, 1H, C'°H).

Rysunek 77. Struktura Tyr(ac-2-Naft): z numeracjq atomow.
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2.3.19. Tyr(ac-2-Naft-6-OMe):

O O
O

Hooh

OH

Rysunek 78. Schemat syntezy Tyr(ac-2-Naft-6-OMe)>.

Do kolby wprowadzitam 114 mg (0,2 mmola) BocTyrOMel, oraz 151 (0,8 mmola)
ac-2-Naft-6-OMe, a reakcje prowadzilam zgodnie =z protokotem opisanym
w podrozdziale 2.3. Po 24 h do mieszaniny reakcyjnej dodatam 75,8 mg (0,4 mmole)
ac-2-Naft-6-OMe. Zwiazek oczyscitam za pomoca chromatografii kolumnowej (uktad
d). Otrzymany osad ze wzgledu na niewystarczajaca czysto$¢ poddatam krystalizacji
z mieszaniny rozpuszczalnikow AcOEt 1 eter naftowy. Otrzymatam 45,4 mg Tyr(ac-2-
Naft-6-OMe)> (0,068 mmola, W = 34 %, tr =21,54 min - uktad B).
Tozsamo$¢ zwiazku potwierdzitam za pomocg widma mas:

v’ Tyr(ac-2-Naft-6-OMe), (Rysunek 79) (m/z = 678,00, [M + NaJ,

M = 655,70 g/mol) (I)

oraz widma "H NMR zmierzonego w CDCls:
8 (ppm): 1,46 (s, 9H, C*H, C*H, C*H), 3,16-3,28 (m, 2H, C*°H), 3,78 (s, 3H, C*H),
3,98 (s, 6H, C*°H, C**H), 4,65-4,67 (d, 1H,
C?'H, ] = 10 Hz), 5,06-5,08 (d, 1H, N*°H,
J =10 Hz), 7,08 (s, 1H, C°H), 7,19 (s, 2H,
C'"H, C®H), 7,20-7,23 (m, 2H, C'"H,
C3'H), 7,36 (s, 1H, C*H), 7,70-7,78 (d, 1H,
C'H), 7,79-7,85 (m, 3H, C!'H, C*°H,
C¥H), 7,87 - 7,89 (d, 1H, C**H), 7,95-7,97
(d, 1H, C'*H), 8,15 (s, 1H, C'*H), 8,39 (s,

1H, C**H).
Rysunek 79. Struktura Tyr(ac-2-Naft-6-OMe): z numeracjg atomow.
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3. Wlasciwosci spektroskopowe

Dla 18 z otrzymanych analogéw aminokwaséw niebiatkowych z fragmentem
tyrozyny wyznaczytam witasciwosci spektroskopowe, takie jak: zakres widm absorpcji
oraz emisji, maksima absorpcji i emisji, molowe wspotczynniki absorpcji, przesunigcia
Stokesa, wydajnosci kwantowe fluorescencji, jasnosci §wiecenia oraz czasy zaniku
fluorescencji. Parametry te dla wszystkich badanych zwiazkéw analizowatam w czterech
rozpuszczalnikach charakteryzujacych si¢ zréznicowang polarnoscig oraz zdolnoscig do
tworzenia wigzan wodorowych. W eksperymentach wykorzystalam rozpuszczalnik
niepolarny (CX), polarny aprotyczny (MeCN), polarny protyczny (MeOH) oraz bufor
PBS mimikujacy warunki fizjologiczne, do ktérego dodatam 25 % DMSO, aby poprawic¢
rozpuszczalnos¢ zwigzkow. Zastosowanie tak dobranego modelowego zestawu
srodowisk rozpuszczalnikowych umozliwito oceng¢ wpltywu wiasciwosci otoczenia na
parametry spektroskopowe i fotofizyczne badanych uktadow.

Stezenia probek do pomiaréw oszacowalam w oparciu o prawo Lamberta - Beera:
A= egXlXc

gdzie: A - absorbancja (A = 1), € - molowy wspotczynnik absorpcji (zatoZona wartosé

3
e = 20000 [mjzl(cm]), [ - grubos¢ warstwy absorbujgcej (1 = 1 cm), C - stezenie molowe
mol
dm3-

Stezenia probek, dla ktorych rejestrowalam widma absorpcyjne, byly rzedu od 10~ do

¢ mol . . . , . .
10 6 % Po zmierzeniu widm roztworéw o znanym ste;zenlu wyznaczylam molowy

wspolczynnik ekstynkcji dla wybranych dlugosci fal. Stgzenie probek do rejestracji widm
emisji dobieralam tak, aby ich absorbancja wynosita ok. 0,1, co pozwalato ograniczy¢
wygaszanie stezeniowe, w tym efekt filtra wewnetrznego I 1 11 rzgdu.

Wydajno$ci kwantowe fluorescencji wyznaczylam metoda poroéwnawcza

wykorzystujac zaleznos$¢:

[ L,(D)dA x (1 —104w)n2
[1, (DdAx (1 —10-42)n2,

QY, = QY, X

gdzie: I(1) - widmo emisji badanego zwiqzku (z) lub wzorca (w), zmierzone przy tej samej
dtugosci fali wzbudzenia oraz szerokosci spektralnej wigzki w torze obserwacyjnym
i wzbudzajgcym, A - absorbancja badanego zwiqzku (z) lub wzorca (w), ktora zostata
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zmierzona dla diugosci fali wzbudzenia, n - wspotczynnik zatamania swiatta
rozpuszczalnika, w ktorym rozpuszczono badany zwigzek (z) lub wzorzec (w),

QY - wydajnos¢ kwantowa fluorescencji zwigzku (z) lub wzorca (w),;

Podczas wyznaczania wydajnosci kwantowych fluorescencji metodg pordwnawczg jako
wzorce zastosowatam:
e roztwor siarczanu chininy w 0,5 M H2SO4 (QY = 0,55)!
e roztwor 2-aminopirydyny w 0,1 M H2SOs4 (QY = 0,60)!
e roztwor fluoresceiny w 0,1 M NaOH (QY = 0,92).'7
Czasy zaniku fluorescencji wyznaczylam z wykorzystaniem oprogramowania

FluoFit firmy PicoQuant oraz w oparciu o zaleznos¢:

£ t—t'
_—dt’

n
I(t) = f IRF(t") Z Ae”
—00 i=1
gdzie: 1(t) - zarejestrowany sygnaf fluorescencji w czasie t, IRF (t") - funkcja odpowiedzi
aparatu pomiarowego, A; - udzial i-tego sktadnika w zaniku fluorescencji, t; [ns] - czas
zaniku fluorescencji dla i-tego sktadnika, t - zmienna catkowania, n - liczba sktadnikéw

I.

Jakos¢ dopasowania ocenitam przede wszystkim na podstawie wartosci zredukowane;j
sumy kwadratow odchylen ¥?, a nastepnie na podstawie analizy rozkladu residuali
przedstawianych przez oprogramowanie FluoFit. Za satysfakcjonujace uznawatam
dopasowania charakteryzujace si¢ wartosciami x> zblizonymi do jedno$ci oraz
symetrycznym rozkladem residuali wokot zera. Ostateczny model wybieratam jako
najprostszy model zapewniajacy poprawny opis eksperymentalnych krzywych zaniku

fluorescencji.
3.1. Wlasciwosci spektralne pochodnych asymetrycznych

Zakres widm absorpcyjnych asymetrycznych analogow aminokwasow
niebiatkowych z fragmentem tyrozyny zawierajacych wigzanie potrdjne jest réznorodny
1 wyraznie zalezny od rodzaju podstawnika (Rysunek 80, Rysunek 81). W niektérych
przypadkach obserwuje si¢ takze =zalezno$¢ potozenia widma od charakteru
rozpuszczalnika. Najbardziej krotkofalowe widma posiada zwiazek zawierajacy

najprostszy podstawnik aromatyczny - fenyl (Rysunek 80: A). Wprowadzanie
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dodatkowych podstawnikow o charakterze donorowym lub akceptorowym do pierscienia
aromatycznego oraz powickszanie podstawnika o kolejny pierScien powoduje
dtugofalowe przesunigcie widm absorpcyjnych. Najbardziej dtugofalowg absorpcja,
uwzgledniajac wszystkie rozpuszczalniki, charakteryzuje si¢ pochodna Tyr(acPh-4-NO>)
(Rysunek 80: F, Rysunek 81). W przypadku pochodnych, ktérych widma absorpcyjne sg
wrazliwe na charakter rozpuszczalnika widoczna jest tendencja do batochromowego
przesuwania si¢ widm wraz ze wzrostem polarnos$ci rozpuszczalnika. Wyjatek stanowi
pochodna Tyr(acPhacDMA) (Rysunek 80: K), dla ktorej widmo absorpcyjne
zarejestrowane w rozpuszczalniku niepolarnym pokrywa si¢ z widmem zarejestrowanym
w rozpuszczalniku polarnym - MeCN, a w pozostalych rozpuszczalnikach intensywne
pasma sg przesuni¢te krotkofalowo. We wszystkich przypadkach najbardziej dlugofalowa
absorpcje obserwuje si¢ w rozpuszczalniku PBS (Rysunek 80).

Maksima widm absorpcji pochodnych asymetrycznych mieszcza si¢ w przedziale od
304 nm (dla pochodnej Tyr(acPh); widma zmierzone w MeCN oraz MeOH) do 380 nm
(dla pochodnej Tyr(acPh-O-Ph); widmo zmierzone w PBS) (Rysunek 80: A, H; Tabela 2).
Analizujac maksima absorpcji zwigzek podstawiony grupa fenylowa nie wykazuje
istotnej zalezno$ci widm absorpcji od charakteru zastosowanego rozpuszczalnika, co jest
spojne z analizg prezentowanego zakresu widma absorpcji (Rysunek 80: A).

W przypadku pochodnych podstawionych anizolem, benzaldehydem czy nitrobenzenem
takze nie obserwuje si¢ znaczacych przesunig¢ maksimow absorpcji. Zwigzki te
charakteryzujg si¢ niewielkg zmiang w potozeniu maksimum, co widoczne jest zwlaszcza
w rozpuszczalniku nasladujacym $rodowisko fizjologiczne (PBS) (Tabela 2). Z kolei
obecno$¢ podstawnika dimetyloanilinowego w tancuchu bocznym tyrozyny powoduje
hipsochromowe przesunigcie maksimum widma absorpcji w rozpuszczalniku najbardziej
polarnym sposréd analizowanych (Rysunek 80: B; Tabela 2). Jest to tendencja przeciwna
do tej wyznaczanej przez analize dlugofalowej krawedzi widm absorpcyjnych.

Zwiazek z podstawnikiem fenoksybenzylowym charakteryzuje si¢ znaczacym
batochromowym przesunigciem maksimum widma absorpcji zmierzonego w PBS
wzgledem widm zmierzonych w MeCN, MeOH czy CX (Rysunek 80: G, H; Tabela 2).
Tendencja ta jest zgodna z analizg potozenia dlugofalowej krawedzi widm. Diugofalowy
ogon absorpcji, obserwowany najwyrazniej dla pochodnych Tyr(acPh-4-OMe)
1 Tyr(acPh-O-Ph) w PBS, wskazuje na powstawanie prawdopodobnie dimerdow,

asocjatow, komplekséw lub mieszaniny konformeréw (ktore, jak wykazano w dalszych
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badaniach, nie wykazuja fluorescencji lub sg nietrwate w stanie wzbudzonym) (Rysunek
80: D, H).

Zwiazki z podstawnikiem naftylowym i metoksynaftylowm wyrdzniajg si¢ dwoma
pasmami absorpcji. Uwzgledniajgc maksima absorpcji tych pochodnych wyrazng zmiang
ich polozenia obserwuje si¢ tylko w przypadku rozpuszczalnika PBS, przy czym dla
pochodnej Tyr(ac-2-Naft-6-OMe) maksimum potozone jest najbardziej krdtkofalowo,
a dla pochodnej Tyr(ac-2-Naft) najbardziej dlugofalowo w poréwnaniu do maksimow
wyznaczonych w pozostatych rozpuszczalnikach (Rysunek 80: I, J; Tabela 2).
Obserwowane w polarnym aprotycznym rozpuszczalniku dodatkowe pasmo absorpcji
pochodnej Tyr(acPh-4-OMe) mozna przypisa¢ przejsciu o charakterze przeniesienia
fadunku, ktére nie znajduje bezposredniego odzwierciedlenia w widmach emisji, co
wskazuje na jego nieemisyjny charakter (Rysunek 80: C).

W przypadku pochodnej Tyr(acPhacDMA) zauwazalne jest przesuwanie si¢ maksimum
absorpcji w kierunku krétszych fal w MeOH i1 PBS (Rysunek 80: K; Tabela 2).

Widma absorpcyjne analizowanych pochodnych charakteryzuja si¢ raczej uboga
struktura oscylacyjna, ktéra w wiekszosci przypadkéw wraz ze wzrostem polarnosci
rozpuszczalnika staje si¢ bardziej rozmyta (Rysunek 80). Wyjatek stanowig widma
absorpcyjne pochodnych zawierajacych podstawniki weglowodorowe (-fenylowy oraz
-naftylowy), dla ktérych struktura oscylacyjna jest wyrazna takze w rozpuszczalnikach
polarnych (Rysunek 80: A, I).

Asymetryczne analogi aminokwasow niebiatkowych =z fragmentem tyrozyny
zawierajacych wigzanie potrojne charakteryzuja si¢ bardzo zrdéznicowanym, ale

generalnie wysokim lub bardzo wysokim molowym wspoétczynnikiem absorpcji. Jego

dm?3

najwyzszg wartos¢ ponad 147000 (warto$¢ wyznaczona w MeOH) posiada

mol xcm
zwigzek Tyr(acPhacDMA). Natomiast spos$réd pochodnych asymetrycznych
zawierajacych jedno wigzanie potrojne najwyzszym molowym wspolczynnikiem

dm?3
mol Xcm

ekstynkcji wynoszacym 76420 (warto$¢ wyznaczona w PBS) charakteryzuje si¢

pochodna Tyr(acDMA). Z kolei najnizszy zostat okreslony dla pochodnej Tyr(acPh-4-

dm?3

mol Xcm

CHO) i wyniost on ok. 4300

(warto$¢ wyznaczona dla PBS) (Tabela 2).

Uwzgledniajac warto$¢ S$rednig tego parametru dla wszystkich rozpuszczalnikow to
najwyzszy molowy wspotczynniki absorpcji posiadaja zwigzki Tyr(ac-2-Naft-6-OMe)
oraz Tyr(acDMA) (Tabela 2).
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Rysunek 80. Znormalizowane widma absorpcji asymetrycznych acetylenowych

pochodnych tyrozyny zmierzone w MeOH, MeCN, CX, PBS.
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Rysunek 81. Zestawienie znorma

asymetrycznych

lizowanych widm absorpcji pochodnych

zmierzonych w MeCN.

3.2. Wilasciwosci spektralne pochodnych symetrycznych

Zakres widm absorpcyjnych

symetrycznych analogéw  aminokwasow

niebiatkowych z fragmentem tyrozyny zawierajacych wigzanie potrojne jest roznorodny
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1 zalezny od rodzaju podstawnika (Rysunek 82, Rysunek 83). W niektérych przypadkach
obserwuje si¢ takze nieznaczng zalezno$¢ potozenia widma od charakteru
rozpuszczalnika. Najbardziej krétkofalowe widma posiada zwigzek zawierajacy
najprostszy podstawnik aromatyczny - fenyl (Rysunek 82: A), analogicznie jak
w przypadku pochodnych asymetrycznych. Wprowadzanie dodatkowych podstawnikow
o charakterze donorowym lub akceptorowym do pier$cienia szescioczlonowego, a takze
powigkszanie podstawnika o kolejny pierscien, prowadzi do pojawienia si¢ absorpcji
w zakresie dlugofalowym. Najbardziej dtugofalowa absorpcja, uwzgledniajac wszystkie
rozpuszczalniki, charakteryzuje si¢ pochodna Tyr(acPh-4-NO2), oraz Tyr(acDMA);
(Rysunek 82: C, E; Rysunek 83). W przypadku pochodnych symetrycznych wptyw
charakteru rozpuszczalnika na potozenie widm absorpcji jest mniejszy niz dla
pochodnych asymetrycznych. Pochodne podstawione w pozycji 3 1 5 fancucha bocznego
tyrozyny charakteryzuja si¢ jedynie wyraznym batochromowym przesuni¢ciem widm
absorpcyjnych w rozpuszczalniku skrajnie polarnym - PBS (Rysunek 82). W pozostatych
analizowanych rozpuszczalnikach wplyw ten jest praktycznie niewidoczny. Wyjatek
stanowi pochodna Tyr(acPir),, ktorej polozenie widma absorpcji nie ulega istotnej
zmianie nawet w PBS (Rysunek 82: I).

Maksima widm absorpcji pochodnych symetrycznych mieszcza si¢ w przedziale od
289 nm (dla pochodnej Tyr(acPh); widmo zmierzone w MeOH) do 370 nm (dla
pochodnej Tyr(acPh-4-NO3)2; widmo zmierzone w PBS). Maksima widm absorpcji
w PBS w nieznacznym stopniu przesuni¢te sg batochromowo wzgledem widm
zarejestrowanych w MeCN, MeOH oraz CX (Tabela 4).

Calkowity brak wplywu polarnos$ci na potozenie maksimow absorpcji obserwuje si¢
w przypadku pochodnej podstawionej pirydyna, co jest zgodne z wczedniej
obserwowanym nakladaniem si¢ widm absorpcyjnych w zakresie dlugofalowym
niezaleznie od rodzaju rozpuszczalnika (Tabela 4).

Dhugofalowy ogon absorpcji obserwowany dla wszystkich pochodnych w PBS
(z wyjatkiem Tyr(acPir);) wskazuje na powstawanie prawdopodobnie dimerow,
asocjatow, komplekséw lub mieszaniny konformeréw (ktore, jak wykazano w dalszych
badaniach, nie wykazuja fluorescencji lub sg nietrwate w stanie wzbudzonym) (Rysunek
82: A,B,C,D,E, F, G, H).

Symetryczne analogi aminokwaséw niebiatkowych z fragmentem tyrozyny
zawierajagcych wigzanie potrojne charakteryzuja si¢ bardzo zrdéznicowanym, ale

generalnie umiarkowanym lub wysokim molowym wspdiczynnikiem absorpcji.
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W wigkszo$ci przypadkow warto$¢ € wyniosta ponad 30000 Najwyzszy molowy

mol xcm’

wspotczynnik absorpcji zostat wyznaczony dla Tyr(ac-2-Naft-6-OMe), i wynidst ponad

3

3
(warto$¢
cm

m

dm (warto$¢ wyznaczona dla PBS). Najnizszym € okoto 3500 d
mol xcm mol

wyznaczona dla CX) charakteryzuje si¢ Tyr(acPh-4-NO»), (Tabela 4). Parametr ten jest

80000

w wiekszosci przypadkdéw wyraznie wyzszy w MeCN, MeOH, CX niz w PBS, wyjatek

dm3 . .
w PBS) oraz wczes$niej wspomniana

stanowi Tyr(acPh-4-NO) (¢ = 19330

mol Xcm

pochodna Tyr(ac-2-Naft-6-OMe), (Tabela 4).

W celu oceny wptywu dodatku DMSO do buforu PBS na widma absorpcyjne
wykonalam dodatkowo pomiary w DMSO dla wybranej pochodnej (Tyr(ac-2-Naft-6-
OMe),). Zestawienie poroOwnawcze widm zaprezentowano ponizej (Rysunek 84).
Zaobserwowalam wyraznie wigksze batochromowe przesunigcie maksimum absorpcji
w PBS z dodatkiem DMSO niz w czystym DMSO, co wskazuje, ze decydujacy wptyw
na stabilizacje stanow elektronowych chromoforu ma $rodowisko buforowe, a nie
wylacznie obecnos¢ DMSO.
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Rysunek 82. Znormalizowane widma absorpcji symetrycznych acetylenowych

pochodnych tyrozyny zmierzone w MeOH, MeCN, CX, PBS.

94



—— Tyr(acPh),

—— Tyr(acPh-4-OMe),

— Tyr(acDMA),

—— Tyr(acPh-4-CHO),
Tyr(acPh-4-NO,),

0,8 -

£ Tyr(acPh-O-Ph),

§ 0,6 1 —— Tyr(ac-2-Naft),

2 — Tyr(ac-2-Naft-6-OMe),
jtb 0.4 — Tyr(acPir),

v - - BocTyrOMe

0,2

0,0

T T T N T N 1
300 350 400 450
Dlugosc¢ fali [nm]

Rysunek 83. Zestawienie znormalizowanych widm absorpcji pochodnych symetrycznych

zmierzonych w MeCN.
10 N
N e O\

08 U / \ o gﬁso
E? 0.6 \\\ Tyr(ac-2-Naft-6-OMe),
\

\
.
0,2 \\

0,0

T T T T =
300 350 400 450 500

Dtugosc¢ fali [nm]

Rysunek 84. Znormalizowane widma absorpcji wybranej symetrycznej acetylenowej

pochodnej tyrozyny zmierzone w PBS i DMSO.
3.3. Wlasciwosci fotofizyczne pochodnych asymetrycznych

Zakres widm emisyjnych asymetrycznych analogobw aminokwasow
niebiatkowych z fragmentem tyrozyny zawierajacych wigzanie potrdjne jest réznorodny
1 wyraznie zalezny od rodzaju podstawnika oraz w wigkszosci przypadkow takze od
charakteru rozpuszczalnika. Najbardziej krotkofalowe widmo fluorescencji obserwuje si¢
dla pochodnej zawierajacej najprostszy podstawnik w tancuchu bocznym tyrozyny - fenyl
(Rysunek 85: A; Rysunek 86). Widmo emisji nie przekracza 450 nm w zadnym
z analizowanych srodowisk. Natomiast najszerszym zakresem emisji, powyzej 700 nm,

charakteryzuje si¢ pochodna zawierajace dodatkowo w podstawniku fenylowym grupe
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elektronoakceptorowg - Tyr(acPh-4-NO3) (Rysunek 85: E; Rysunek 86). Podobny zakres
widma fluorescencji obserwuje si¢ takze dla pochodnej zawierajacej dwa wigzania
potrdjne w tancuchu bocznym tyrozyny Tyr(acPhacDMA) (Rysunek 85: I; Rysunek 86).
Pochodna zawierajgca elektronoakceptorowg grupe formylowa rowniez wyrdznia si¢
dlugofalowym zakresem emisji. Pozostatle pochodne emituja powyzej 500 nm.
Rozpuszczalnik wykazuje najmniejszy wptyw na zakres fluorescencji w przypadku
pochodnej Tyr(acPh). Dla pochodnych Tyr(acDMA), Tyr(acPh-4-CHO), Tyr(acPh-4-
NO») trend przesuwania si¢ krawedzi widm emisyjnych w stron¢ dlugofalowag wraz ze
wzrastajaca polarnoscia otoczenia jest staty i1 zdecydowany (Rysunek 85: C, D, E).
Pozostate pochodne wykazuja batochromowe przesunigcie widma gléwnie
w rozpuszczalniku PBS. Wyjatek stanowi pochodna Tyr(acPhacDMA), dla ktorej
obserwuje si¢ silng zalezno$¢ polozenia widma fluorescencji od charakteru
rozpuszczalnika, a najbardziej dlugofalowe widmo zarejestrowano w MeCN (Rysunek
85: I). Wspolna cecha wszystkich omawianych widm emisji jest rozmywanie struktury
oscylacyjnej w rozpuszczalnikach polarnych (Rysunek 85). Wyjatek stanowi pochodna
Tyr(acPh-O-Ph), w przypadku ktorej struktura oscylacyjna widma emisji widoczna jest
nawet w rozpuszczalniku PBS (Rysunek 85: F).

Maksima widm emisji dla pochodnych asymetrycznych mieszcza si¢ w zakresie od
338 nm (dla pochodnej Tyr(acPh); widmo zmierzone w MeOH) do 589 nm (dla
pochodnej Tyr(acPh-4-NO3); widmo zmierzone w MeOH) (Tabela 2). Analogicznie jak
w przypadku dtugofalowych krawedzi widm emisyjnych obserwuje si¢ istotny wplyw
polarnos$ci rozpuszczalnika na potozenie maksimow emisji. W wiekszosci przypadkow
maksima emisji przesuwaja si¢ w kierunku dlugofalowym wraz ze wzrostem polarnosci
rozpuszczalnika (Tabela 2). Maksima emisji pochodnej asymetrycznej zwierajacej
w swojej budowie dwa wigzania potrojne Tyr(acPhacDMA) wykazuja najwyzsza
wrazliwos$¢ na zmiany charakteru otoczenia (Amax emisi W CX wynosi 393 nm, a Amax emisji
kolejno w MeCN, MeOH, PBS wynosi: 516; 499; 484 nm) (Rysunek 85: I, Tabela 2).
Utrudniona analiza tego parametru w przypadku pochodnej Tyr(acPh-4-NO>) wynika
z wyraznie obnizonej intensywnosci fluorescencji w MeOH, CX, PBS, przy czym
w rozpuszczalniku niepolarnym zwigzek wykazuje wrecz znikoma fluorescencje¢. Dobrze
widoczng fluorescencje¢ obserwuje si¢ wylacznie w rozpuszczalniku polarnym
aprotycznym (Rysunek 85: E, Rysunek 87).

Warto$ci przesunig¢ Stokesa sa zréznicowane i uzaleznione zaréwno od rodzaju

podstawnika, jak 1 od polarnosci oraz protycznosci otoczenia. Najwigksza wartos¢
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przesunigcia  Stokesa  zostala  wyznaczona dla  pochodnej asymetrycznej
Tyr(acPhacDMA) i wyniosta ponad 11000 ¢cm w MeOH. Najnizszag warto$é
przesunigcia Stokesa rowna 69 cm™' wyznaczono dla Tyr(acPh-O-Ph) w PBS (Tabela 2).
Warto$ci wydajnosci kwantowej fluorescencji sg generalnie wysokie 1 wyniosty
w wigkszosci przypadkow ponad 40 %. Nizsze zaobserwowano w przypadku Tyr(acPh-
4-CHO) w MeCN i CX (<3 %), MeOH (QY = 33 %), Tyr(acPh-4-OMe) w PBS
(QY =29 %) oraz Tyr(ac-2-Naft-6-OMe) w PBS (QY = 18 %). Wyjatek stanowi pochodna
Tyr(acPh-4-NO,), dla ktorej wydajnosci kwantowe fluorescencji sg niskie w MeOH 1 PBS
(rzgdu kilku procent) oraz o rzad wielkosci nizsze w CX, natomiast co ciekawe w MeCN
osiggaja wartos$¢ okoto 20 %. Ta ostatnia obserwacja jest nietypowa, gdyz podstawnik ten
wykazuje wlasciwosci  wygaszajace fluorescencje.!’*17®  Warto podkreslié, ze
w wybranych przypadkach pochodnych zawierajacych podstawniki elektronodonorowe
wydajnos¢ kwantowa fluorescencji wynosita 100 %, a dla pochodnej Tyr(acDMA)
warto$¢ ta byla maksymalna w kazdym analizowanym $rodowisku (Tabela 2).

Jasno$¢ Swiecenia osiggneta maksymalnie okoto 100000 (dla pochodnej
Tyr(acPhacDMA), warto$¢ wyznaczona w MeOH). W wigkszos$ci przypadkoéw
przekraczata 10000, przy czym dla pochodnej Tyr(acDMA) wynosita nawet okoto 76000
w PBS oraz ponad 40000 w MeCN, MeOH 1 CX. Najnizsze wartosci jasnosci Swiecenia
odnotowano dla pochodnej Tyr(acPh-4-NO>) (7,8 w PBS oraz 131 w MeOH) oraz dla
pochodnej Tyr(acPh-O-Ph) (694 w PBS) (Tabela 2). Podstawniki wprowadzone
asymetrycznie o charakterze elektronodonorowym (acDMA, acPhacDMA, ac-2-Naft-6-
OMe) koresponduja z wystgpieniem wyzszych wydajnosci kwantowych fluorescencji
1 jasno$ci, a podstawniki elektronoakceptorowe powoduja dlugofalowe przesuwanie
krawedzi widma emisji (acPh-4-NO., acPh-4-CHO). Warto zaznaczy¢, ze w niektorych
przypadkach widma fluorescencji wykazuja bardziej wyrazng struktur¢ oscylacyjng niz
odpowiadajace im widma absorpcyjne. Moze to wskazywac¢ na ograniczenie relaksacji

geometrycznej i czesciowe usztywnienie struktury zwigzku w stanie wzbudzonym.
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Rysunek 85. Znormalizowane widma emisji asymetrycznych acetylenowych pochodnych

tyrozyny zmierzone w MeOH, MeCN, CX, PBS.
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Rysunek 86. Zestawienie znormalizowanych widm emisji pochodnych asymetrycznych

zmierzonych w MeCN.
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Rysunek 87. Widma emisji Tyr(acPh-4-NO3) zmierzone w MeOH, MeCN, CX, PBS.
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Tabela 2. Wtasciwosci spektralne i fotofizyczne asymetrycznych acetylenowych

pochodnych tyrozyny.

€ Przesunigcie
Aabs Aem [dm3/mol Stokesa Jasnos¢
Zwiazek Rozpuszalnik (nm] |[om]| - cm] [em] QY | €xQv
MeCN 304 | 339 28510 3396 0,45 12830
Tyr(acPh) MeOH 304 | 338 | 32860 3309 0,44 14457
CX 306 | 340 | 32850 3268 0,47 15442
PBS 305 | 341 ] 16760 3461 0,73 12235
MeCN 311 | 349 ] 38450 3501 062 | 23839
Tyr(acPh-4-OMe) MeOH 310 | 348 | 36190 3522 0,64 | 23159
CX 312 | 349 | 25910 3398 0,55 14252
PBS 312 | 355] 5890 3882 0,29 1708
MeCN 339 | 398 | 47490 4373 1 47495
MeOH 336 | 393 ] 47880 4317 1 47879
Tyr(acDMA) CcX 336 | 380 | 41860 3446 1 41862
PBS 310 | 410 | 76420 7868 1 76419
MeCN 334 | 425 | 39200 6411 0,022 1941
Tyr(acPh-4-CHO) MeOH 341 | 460 | 34430 7586 0,33 25564
CX 335 | 370 | 45740 2824 0,03 1372
PBS 344 | 483 ] 4310 8366 0,54 6978
MeCN 311 | 349 | 35990 3501 0,7 25192
Tyr(acPh-O-Ph) MeOH 311 | 349 | 35640 3501 0,62 22094
CcX 313 | 351 ] 32070 3459 0,85 27260
PBS 380 | 381 ] 4340 69 0,16 694
MeCN 359 | 549 | 12600 9640 0,2 2519
Tyr(acPh-4-NO,) MeOH 358 | 589 | 13120 10955 0,01 131
CcX 357 | 428 ] 7810 4647 0,001 7.8
PBS 369 | 517] 5300 7758 0,02 1059
MeCN 318 | 372 | 34520 4565 0,93 32100
Tyr(ac-2-Naft) MeOH 318 | 370 | 37380 4419 1 37381
CX 320 | 348 | 36530 2514 0,73 26668
PBS 328 | 377 ] 20040 3963 1 20039
MeCN 324 | 382] 52120 4686 0,65 33879
Tyr(ac-2-Naft-6-OMe) MeOH 323 | 382| 42760 4782 0,91 38910
CX 324 | 363 ] 41180 3316 1 41175
PBS 281 | 383 ] 15630 9477 0,18 1876
MeCN 361 | s16] 49430 9875 1 49431
Tyr(acPhacDMA) MeOH 322 | 499 | 147260 11016 0,68 | 100135
CX 361 | 393 | 10270 2255 1 10270
PBS 331 | 484 | 8550 9550 0,49 4188
MeCN 277 | 296 2220 2317 0,081 180
BocTyrOMe MeOH 278 | 301 ] 1550 2749 0,11 171
CX 277 | 287] 1640 1258 0,12 197
PBS 276 | 299 1290 2787 0,072 93

W celu poglebionej analizy stanu wzbudzonego oraz werytikacji jednorodnosci
zrodta emisji zmierzytam widma wzbudzenia wszystkich pochodnych we wszystkich
analizowanych rozpuszczalnikach dla r6znych dtugosci fali obserwacji.

Widma wzbudzenia pochodnych Tyr(acPh), Tyr(ac-2-Naft), Tyr(ac-2-Naft-6-OMe)
(Rysunek 88, 94, 95) niezaleznie od dtugosci fali obserwacji pokrywajg si¢ z widmami

absorpcyjnymi, co wskazuje, ze to samo indywiduum, ktore zaabsorbowato energie¢ jest
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odpowiedzialne za jej emisje. W przypadku pochodnej Tyr(acPh-4-OMe) (Rysunek 89)
widma wzbudzenia pokrywaja si¢ z odpowiednimi widmami absorpcyjnymi
w rozpuszczalnikach CX i MeOH (Rysunek 89: B, C), a takze w obszarze krotkofalowym
w MeCN oraz PBS. Niewidoczne pasmo dtugofalowe na widmie wzbudzenia sugeruje,
1z zarejestrowana emisja odpowiada indywiduum absorbujagcemu w obszarze do 350 nm.
Dhugofalowe pasmo absorpcyjne (Rysunek 89: A) lub dlugofalowy ogon widoczny na
widmie (Rysunek 89: D) jest wynikiem oddziatywan trwalych tylko w stanie
podstawowym lub tez generujacych powstanie niefluoryzujacego produktu. Widma
wzbudzenia pochodnej Tyr(acDMA) (Rysunek 90) pokrywaja si¢ z widmami
absorpcyjnymi we wszystkich analizowanych rozpuszczalnikach niezaleznie od dlugos$ci
fali obserwacji. Wyjatek stanowi PBS (Rysunek 90: D). Niewielkie batochromowe
przesunigcie widm wzbudzenia wzglegdem widma absorpcji, obserwowane w tym
rozpuszczalniku niezaleznie od dhugosci fali obserwacji, moze wynika¢ z czg$ciowe;j
stabilizacji nizej energetycznych stanéw wzbudzonych przez polarne, protyczne
srodowisko rozpuszczalnika. Natomiast dobre odwzorowanie lustrzane widma emisji
wzgledem widma wzbudzenia przy jednoczesnych niewielkich rdéznicach wzgledem
widma absorpcji wskazuje na heterogeniczno$¢ standéw w stanie podstawowym oraz
selektywng relaksacje ukladu do jednego dominujacego, fluorescencyjnego stanu
wzbudzonego Si. Podobne zjawisko obserwuje si¢ dla pochodnej Tyr(acPh-4-NOy)
(Rysunek 93: A, B, D) w rozpuszczalnikach MeCN, MeOH oraz PBS. W przypadku tej
pochodnej analize widm wzbudzenia w CX utrudnia niska intensywnos$¢ fluorescencji
(Rysunek 93: C). Hipsochromowe przesuni¢cie widma wzbudzenia wzgledem absorpcii,
obserwowane w rozpuszczalnikach MeCN, MeOH i1 CX dla pochodnej Tyr(acPh-4-CHO)
(Rysunek 91: A, B, C), wystegpujace jedynie przy bardzo krotkich dlugo$ciach fali emisji,
moze wynikac z selektywnego udziatu okreslonych przejs$¢ elektronowych So — S, ktore
efektywnie prowadza do fluorescencji. Wraz ze wzrostem dtugosci fali emis;ji udziat ten
ulega zmianie, co skutkuje zanikiem obserwowanego przesuni¢cia. Nie mozna réwniez
catkowicie wykluczy¢ wplywu $ladowych zanieczyszczen o intensywnej fluorescencji.

Natomiast w PBS widma absorpcji 1 wzbudzenia tej pochodnej pokrywaja si¢ niemal
catkowicie niezaleznie od dlugosci fali emisji, co wskazuje na emisje z jednej
dominujacej, jednorodnej populacji stanu wzbudzonego Si. W przypadku pochodne;j
Tyr(acPh-O-Ph) (Rysunek 92: A, B, C, D) widma wzbudzenia zarejestrowane
w rozpuszczalnikach MeCN, MeOH, CX i PBS pokrywaja si¢ z pasmem krotkofalowym

widma absorpcji niezaleznie od dtugosci fali obserwacji. Na widmach zarejestrowanych
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dla pochodnej Tyr(ac-2-Naft) w rozpuszczalniku polarnym (PBS) widoczne jest
przesunigcie hipsochromowe wszystkich widm wzbudzenia, niezaleznie od stosowanej
dtugosci fali obserwacji, co moze wynika¢ z selektywnego udziatu okreslonych przejs¢
elektronowych So — S, oraz ograniczonej reorganizacji solwatacyjnej uktadu w stanie
wzbudzonym przed emisja. Dodatkowo efekt ten moze by¢ wspierany przez
wspotistnienie réznych mikrosrodowisk czasteczki stabilizowanych przez rozpuszczalnik
(Rysunek 94: D). Dobra zgodno$¢ widm wzbudzenia z widmami absorpcji, w pozostatych
rozpuszczalnikach, wskazuje, ze emisja fluorescencji pochodzi z jednej dominujacej
populacji stanu wzbudzonego Si, a obserwowane pasma absorpcyjne stanowig
bezposrednie kanaly efektywnego wzbudzenia tego stanu. Pochodna posiadajaca
w swojej strukturze dwa wigzania potrojne tj. Tyr(acPhacDMA) (Rysunek 96)
charakteryzuje si¢ widmami wzbudzenia, ktore niezaleznie od rozpuszczalnika i dtugosci
fali obserwacji pokrywaja si¢ z widmami absorpcyjnymi. Wyjatek stanowia widma
wzbudzenia zarejestrowane w MeOH (Rysunek 96: B), ktore przesunigte sg w strone fal
dtuzszych wzgledem widm absorpcji, co jak w przypadku pochodnej Tyr(acDMA) (PBS,
Rysunek 90: D) moze wynika¢ z czg¢sciowej stabilizacji nizej energetycznych stanow
wzbudzonych przez polarne, protyczne srodowisko rozpuszczalnika.

Pomiary widm wzbudzenia potwierdzity, ze dlugofalowe ogony widm absorpcji
obserwowane w PBS nie biorg udzialu w procesie emisji fluorescencji. Widma
wzbudzenia, niezaleznie od dlugosci fali emisji, pokrywaja si¢ ze soba oraz
z krotkofalowa czgs$cig widma absorpcyjnego, ktdra stanowi réwniez lustrzane odbicie
widma emisji. Oznacza to, ze przejScia odpowiedzialne za absorpcje w zakresie
dlugofalowym nie prowadza efektywnie do emisji, natomiast fluorescencja pochodzi
z jednej dominujacej populacji stanu wzbudzonego Si, zwigzanej z gltowng forma

czasteczki (Rysunek 89: D, Rysunek 92: D).
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Rysunek 88. Znormalizowane widma absorpcji, emisji oraz wzbudzenia Tyr(acPh)

zestawione kolejno dla rozpuszczalnikow MeCN, MeOH, CX, PBS.
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Rysunek 89. Znormalizowane widma absorpcji, emisji oraz wzbudzenia

Tyr(acPh-4-OMe) zestawione kolejno dla rozpuszczalnikow MeCN, MeOH, CX, PBS.
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Rysunek 90. Znormalizowane widma absorpcji, emisji oraz wzbudzenia Tyr(acDMA)

zestawione kolejno dla rozpuszczalnikow MeCN, MeOH, CX, PBS.
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Rysunek 91. Znormalizowane widma absorpcji, emisji oraz wzbudzenia

Tyr(acPh-4-CHO) zestawione kolejno dla rozpuszczalnikow MeCN, MeOH, CX, PBS.
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Rysunek 93. Znormalizowane widma absorpcji, emisji oraz wzbudzenia

Tyr(acPh-4-NO;) zestawione kolejno dla rozpuszczalnikow MeCN, MeOH, CX, PBS.

emisji oraz wzbudzenia Tyr(acPh-O-Ph)
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94. Znormalizowane widma absorpcji, emisji oraz wzbudzenia Tyr(ac-2-Naft)

zestawione kolejno dla rozpuszczalnikow MeCN, MeOH, CX, PBS.

Absorpcja/Intensywno$¢ fluorescencji

=
)

- = - Widmo wzbudzenia (A, = 380 nm)
- - - Widmo wzbudzenia (k,y, = 415 nm)
—— Widmo absorpcji

—— Widmo emisji

obs

Tyr(ac-2-Naft-6-OMe)
eCN

Absorbancja/Intensywnos¢ fluorescencji

T
300

T T
350 400

Dhugosé fali [nm]

- - - Widmo wzbudzenia (1,

=360 nm)
- - - Widmo wzbudzenia (1, = 385 nm)
- - - Widmo wzbudzenia (A, = 405 nm)

—— Widmo absorpcji
——— Widmo emisji

Tyr(ac-2-Naft-6-OMe)

2
S

| cx
\
\
\ C
\
\
\
\
\\\
300 350 400 450

Dhugosc¢ fali [nm]

Absorbancja/Intensywno$¢ fluorescencji

Absorbancja/Intensywnos¢ fluorescencji

°
!

- - - Widmo wzbudzenia (A, = 380 nm)
- - - Widmo wzbudzenia (A, = 410 nm)
—— Widmo absorpcji

Widmo emisji

Tyr(ac-2-Naft-6-OMe)
MeOH

300

T T T
350 400 450

Dlugosé fali [nm]

A - - - Widmo wzbudzenia (), = 383 nm)

- = - Widmo wzbudzenia (), = 415 nm)

|\ - - - Widmo wzbudzenia (A, = 450 nm)
( | —— Widmo absorpcji
/ ——— Widmo emisji
| . Tyr(ac-2-Naft-6-OMe)
\ PBS
04 \
0,24
0,0 T T T T T 1
250 300 350 400 450 500 550 600

Dtugos¢ fali [nm]

Rysunek 95. Znormalizowane widma absorpcji, emisji oraz wzbudzenia Tyr(ac-2-Naft-

6-OMe) zestawione kolejno dla rozpuszczalnikow MeCN, MeOH, CX, PBS.
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Rysunek 96. Znormalizowane widma absorpcji, emisji oraz wzbudzenia

Tyr(acPhacDMA) zestawione kolejno dla rozpuszczalnikow MeCN, MeOH, CX, PBS.

Poza analizg stacjonarng fluorescencji wykonatam roéwniez pomiary rozdzielone
w czasie, co pozwolito okresli¢ czasy zycia standw wzbudzonych, a tym samym ocenié

dynamike procesow relaksacji niewidocznych w widmach stacjonarnych.

Tabela 3. Czasy zaniku fluorescencji asymetrycznych acetylenowych pochodnych

tyrozyny.

Zwiazek Rozpusczalnik T; [ns] | a; [Y%] XZR
MeCN 1,235 | 100,00 | 0,732
Tyr(acPh) MeOH 1,245 | 100,00 | 0,721

CX 1,148 | 100,00 | 0,783
PBS 1,359 100,00 | 1,045
MeCN 1,207 | 100,00 | 0,719
1,229 | 100,00 | 0,657
MeOH 1,231 24,06 | 0,658
1,229 75,94
Tyr(acPh-4-OMe) CX 1,158 | 100,00 | 0,886
1,263 100,00 | 1,495
1,213 99,34 1,040
PBS 4,163 0,66
1,253 93,79 0,858
0,163 5,01
6,460 1,20
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MeCN 1,406 | 100,00 | 2,723
1,355 | 99,47 | 0,839
7697 | 0,53
MeOH 1,385 | 100,00 | 2,460
1,344 | 99,49 | 0,863
Tyr(acDMA) 7,104 | 0,51
CcX 1,149 | 100,00 | 2,648
1,109 | 99,54 | 0,764
6,866 | 046
PBS 1,671 | 100,00 | 3,667
10,549 | 0,54 | 0,979
1,604 | 99,46
1,690 | 100,00 | 1,569
MeCN 1,527 | 99,03 | 0,920
8,591 | 0,97
1,976 | 100,00 | 3,106
MeOH 1,871 | 99,25 | 0,897
Tyr(acPh-4-CHO) 9468 | 0,75
1,184 | 100,00 | 2,305
CX 1,121 | 99,72 | 1,043
8,438 | 0,28
1,975 | 100,00 | 3,043
PBS 1,029 | 99.41 | 0,914
11,091 | 0,59
MeCN 1,111 | 100,00 | 0,776
MeOH 1,142 | 100,00 | 0,909
Tyr(acPh-O-Ph) CX 1,050 | 100,00 | 0,785
1,165 | 100,00 | 5,478
PBS 1,117 | 9936 | 1,048
10,089 | 0,64
MeCN 0,596 | 100,00 | 1,135
0,142 | 100,00 | 3,555
0,281 | 5585 | 1,432
MeOH 0,042 | 44,15
0,184 | 53,56 | 0,683
0,034 | 30,46
Tyr(acPh-4-NO,) 1,447 | 15,99
1,525 | 100,00 [ 1,457
CcX 1,331 | 97,13 | 0,959
5806 | 287
1,160 | 100,00 | 12,436
0,200 | 89,31 | 2,209
PBS 1,911 | 10,69
0,105 | 85,97 | 1,062
0,769 | 11,65
3,005 | 238
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MeCN 5,220 | 100,00 | 1,405
3,971 50,91 0,837
6,058 49,09
6,131 100,00 | 2,438
MeOH 4,0508 | 47,89 0,897
Tyr(ac-2-Naft) 7,210 51,11
7,488 100,00 | 2,297
CX 3,301 27,57 0,869
8,057 72,43
5,218 100,00 | 3,240
PBS 3,071 49,86 0,835
6,148 50,14
5,399 | 100,00 | 1,377
MeCN 6,001 63,93 0,851
3,700 36,07
5, 98 100,00 | 1,201
MeOH 6,348 77,96 0,940
3,968 22,04
5,265 100,00 | 1,830
Tyr(ac-2-Naft-6-OMe) CcX 6,213 49,64 0,922
3,803 50,36
4,748 100,00 | 26,447
1,638 84,16 1,561
PBS 8,237 15,84
1,293 75,57 0,937
5,011 20,07
11,894 4,36
MeCN 2,434 | 100,00 | 0,877
5,803 100,00 | 1,248
MeOH 6,508 59,03 0,841
4,338 40,97
Tyr(acPhacDMA) CX 0,868 100,00 | 0,722
2,468 100,00 | 13,689
0,944 86,87 2,309
PBS 4,945 13,13
0,469 75,05 1,007
2,311 22,74
8,403 2,21
1,404 | 100,00 | 5,788
MeCN 1,170 98,01 1,103
4,869 1,99
1,873 100,00 | 1,446
MeOH 1,734 95,66 1,184
BocTyrOMe 3,321 4,34
2,924 | 100,00 | 2,645
CX 2,700 97,99 1,138
8,088 2,01
1,963 100,00 | 2,267
PBS 1,649 92,13 1,150
3,484 7,87

109



Czasy zaniku fluorescencji zmierzytam w czterech rozpuszczalnikach réznigcych
si¢ polarnoscig i zdolnoscia do tworzenia wigzan wodorowych, analogicznie jak
w przypadku pomiarow stacjonarnych. Zaobserwowatam zaniki fluorescencji zarowno
homogeniczne, jaki 1 heterogeniczne w zaleznosci od srodowiska, jak i podstawnika,
ktory zostal wprowadzony asymetrycznie do tancucha bocznego tyrozyny (Tabela 3).
Analiza uzyskanych czaséw zycia fluorescencji wskazuje, ze badane pochodne tyrozyny
mozna podzieli¢ na dwie gtdéwne grupy w zaleznos$ci od charakteru zaniku fluorescencji.
W przypadku pochodnych zawierajacych podstawnik fenylowy oraz fenoksyfenylowy
obserwowane zaniki maja gldwnie charakter jednorodny (monoeksponencjalny) we
wszystkich zastosowanych rozpuszczalnikach, a warto$ci czasow zycia mieszcza si¢
w zakresie ok. 1,0 - 1,5 ns. Sugeruje to dominacj¢ pojedynczego procesu emisyjnego oraz
stosunkowo niewielki wplyw heterogenicznosci srodowiskowe;.

W przeciwienstwie do nich pozostate pochodne wykazuja wyraznie heterogeniczny
charakter zaniku fluorescencji, co przejawia si¢ konieczno$cig zastosowania modeli
wieloeksponencjalnych. W uktadach tych obserwuje si¢ wspoétistnienie krotkich
(= 0,5 - 2 ns) oraz dluzszych komponentdéw (= 3 - 12 ns), przy czym ich wzgledne udziaty
zalezg zardwno od struktury podstawnikéw, jak i1 rodzaju rozpuszczalnika. Taki rozktad
czasOw zycia wskazuje na obecnos¢ wielu konkurencyjnych Sciezek dezaktywacji
wzbudzonego stanu oraz wspoOlistnienie réznych form emitujacych, roznigcych sig
stopniem stabilizacji solwatacyjnej 1 prawdopodobnie geometrig strukturalng.
Interpretacje t¢ wspierajg rowniez wyniki analizy widm absorpcji, fluorescencji oraz
wzbudzenia, wskazujace na obecnos¢ wiecej niz jednego indywiduum absorbujacego
1 emitujgcego w czesci badanych uktadow.

Warto zaznaczy¢, ze wielosktadnikowe zaniki fluorescencji dla pochodnych Tyr sa
zjawiskiem typowym i byty wczeéniej opisywane w literaturze.!””178

Zaobserwowano wyrazny wplyw S$rodowiska na dynamike zaniku fluorescencii.
W rozpuszczalnikach polarnych i1 protycznych (MeOH oraz PBS) obserwuje si¢
zwigkszong heterogeniczno$¢ zaniku oraz wzrost udziatu dhuzszych komponentow
czasowych. Moze to wynika¢ ze stabilizacji standw wzbudzonych o wigkszym stopniu
separacji tadunku oraz z intensywnych oddziatywan solwatacyjnych, w tym tworzenia
wigzan wodorowych. Z kolet w MeCN, bedacym rozpuszczalnikiem aprotycznym,
obserwuje si¢ bardziej jednorodne zaniki fluorescencji, co sugeruje ograniczenie efektow
solwatacyjnych. W rozpuszczalniku niepolarnym brak silnych oddzialywan

elektrostatycznych sprzyja natomiast dominacji stanoéw lokalnych, jednak jednocze$nie
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moze prowadzi¢ do zwigkszonej heterogenicznos$ci zwiazanej z tendencja do tworzenia
agregatow molekularnych.

W poréwnaniu z uktadem referencyjnym BocTyrOMe, ktory wykazuje krotkie czasy
zycia (~1,1 - 1,9 ns) z niewielkim udziatem sktadnikow dtugoczasowych, wigkszos$¢
modyfikowanych pochodnych charakteryzuje si¢ wydtuzeniem czasu zycia fluorescencji
oraz zwigkszong heterogenicznos$cia zaniku. Najbardziej wyrazne wydtuzenie czaséw
zycia (o okoto 2 - 3 ns wzgledem BocTyrOMe) obserwuje si¢ dla pochodnych Tyr(ac-2-
Naft) oraz Tyr(ac-2-Naft-6-OMe), co wskazuje na istotny wptyw rozszerzenia uktadu n
oraz zwigkszenia delokalizacji elektronowej. Z kolei podstawnik dimetyloaminowy oraz
grupy silnie elektronowo-akceptorowe (np. NO2, CHO) prowadzg do zwickszenia udziatu
dlugich komponentéw czasowych, co moze by¢ zwigzane z powstawaniem stanéw
o cz¢sciowym charakterze charge-transfer (ICT/CT) oraz zwigkszong heterogeniczno$cia
strukturalng badanych uktadéw.

Dodatkowych informacji na temat heterogenicznos$ci badanych uktadéw dostarcza
prezentowane  wczesniej,  poroOwnanie =~ widm  wzbudzenia  fluorescencji
z odpowiadajacymi im widmami absorpcji. W przypadku wybranych zwigzkéw (m.in.
Tyr(acDMA) w PBS (Rysunek 90: D), Tyr(acPh-4-CHO) w MeCN, MeOH i CX
(Rysunek 91: A, B, C), Tyr(acPh-O-Ph) w PBS (Rysunek 92: D), Tyr(acPh-4-NO-)
w MeOH, CX i PBS (Rysunek 93: B, C, D) oraz Tyr(acPhacDMA) w MeOH (Rysunek
96: B)) nie obserwuje si¢ petnego pokrycia obu widm. Brak zgodno$ci pomiedzy
widmami absorpcji 1 wzbudzenia wskazuje na obecno$¢ w stanie podstawowym wielu
wspotistniejacych form molekularnych, réznigcych si¢ efektywnoscig wzbudzenia oraz
dalszag dynamika relaksacji. W konsekwencji selektywne wzbudzanie poszczegolnych
populacji prowadzi do obserwacji zroznicowanych $ciezek dezaktywacji wzbudzonego
stanu, co pozostaje zgodne z wielosktadnikowym charakterem zaniku fluorescencji
obserwowanym w pomiarach czasowo-rozdzielczych.

Ponadto, obserwowane przesuniecia dlugofalowe pasm absorpcji wzgledem widm
wzbudzenia mogg wskazywac na obecno$¢ niefluoryzujacych lub stabo fluoryzujacych
konformeréw w stanie podstawowym, ktore charakteryzuja si¢ odmiennym rozktadem
fadunku w czasteczce. Takie zroznicowanie populacji w stanie podstawowym
bezposrednio przektada si¢ na heterogenicznos¢ standéw wzbudzonych, manifestujaca si¢

w postaci wieloeksponencjalnych zanikow fluorescencji.
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3.4. Wlasciwosci fotofizyczne pochodnych symetrycznych

Zakres widm emisyjnych (Rysunek 97, 98) symetrycznych analogéow
aminokwasow niebiatkowych z fragmentem tyrozyny zawierajgcych wigzanie potrdjne
jest roznorodny i1 wyraznie zalezny od rodzaju podstawnika oraz od charakteru
rozpuszczalnika. W przypadku pochodnych Tyr(acPh), oraz Tyr(acPir), (Rysunek 97: A,
I) dlugofalowa cze$¢ widma nie przekracza 550 nm w zadnym z analizowanych
srodowisk, a w rozpuszczalnikach MeOH, MeCN oraz CX jest przesuni¢ta o ok. 75 nm
w strong fal krotkich. Najbardziej dlugofalowym przesunigciem krawedzi widma emisji,
nieco powyzej 700 nm, charakteryzuje si¢ pochodna zawierajace dodatkowo
w podstawniku fenylowym grupe elektronodonorowa - Tyr(acDMA), oraz
elektronoakceptorowg - Tyr(acPh-4-NOz), (Rysunek 97: C, E). Przy czym w tym
pierwszym przypadku dotyczy to wylacznie $rodowiska wodnego. Rozpuszczalnik
wykazuje najmniejszy wptyw na polozenie pasma emisji pochodnej Tyr(acPir), (Rysunek
97: 1). Dla pozostatych pochodnych wyraznie obserwuje si¢ trend przesuwania krawedzi
emisji ku dluzszym falom wraz ze wzrostem polarnosci otoczenia. Efekt ten jest
szczegblnie widoczny w rozpuszczalniku PBS, dla ktérego we wszystkich przypadkach
odnotowano najwieksze przesunigcie batochromowe. Wyjatek stanowi pochodna Tyr(Ph-
4-CHO),, dla ktorej najbardziej dlugofalowe przesuniecie krawedzi widma
zaobserwowano w rozpuszczalniku MeCN (Rysunek 97: D). Wspoélna cecha wszystkich

omawianych widm emisji jest rozmywanie struktury oscylacyjnej w rozpuszczalnikach

polarnych (Rysunek 97).
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Rysunek 97. Znormalizowane widma emisji symetrycznych acetylenowych pochodnych

tyrozyny zmierzone w MeOH, MeCN, CX, PBS.
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Rysunek 99. Znormalizowane widma emisji wybranej symetrycznej acetylenowej

pochodnej tyrozyny zmierzone w PBS i DMSO.
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Rysunek 100. Widma emisji Tyr(acPh-4-NO:): zmierzone w MeOH, MeCN, CX, PBS.
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Maksima widm emisji wyznaczone dla pochodnych symetrycznych mieszczg si¢
w zakresie od 340 nm (dla pochodnej Tyr(acPh),; widmo zmierzone w CX) do 545 nm
(dla pochodnej Tyr(acDMA);; widmo zmierzone w PBS) (Tabela 4). Zauwaza si¢
wyrazny wplyw polarnosci rozpuszczalnika na potozenie maksiméw widm emisji.
W wigkszosci przypadkéw wzrost polarnosci rozpuszczalnika powoduje przesunigcie
maksimoéw widm emisji w stron¢ dtuzszych fal, analogicznie jak dla omawianych
wczesniej dlugofalowych krawedzi (Rysunek 97, Tabela 4).

W celu oceny wptywu dodatku DMSO do buforu PBS na potozenie widma emisyjnego
wykonalam dla wybranej pochodnej (Tyr(ac-2-Naft-6-OMe),) dodatkowe pomiary
w DMSO. Zestawienie pordéwnawcze widm zaprezentowano na Rysunku 99. Widoczne
jest wyraznie wigksze batochromowe przesunigcie maksimum fluorescencji w PBS
z dodatkiem DMSO niz w czystym DMSO, co wskazuje na silniejszg stabilizacj¢ stanu
wzbudzonego w tym $rodowisku, prawdopodobnie wynikajaca z oddzialywan z woda
1 jonami obecnymi w buforze.

W przypadku pochodnej Tyr(acPh-4-CHO), na widmie fluorescencji obserwowane sg
dwa pasma emisji, co sugeruje obecno$¢ co najmniej dwodch fluorescencyjnych form
w stanie wzbudzonym (Rysunek 97: D). Interpretacj¢ t¢ wspieraja rowniez dalsze
badania, obejmujace niepetng zgodnos¢ widm wzbudzenia z widmami absorpcji oraz
dwuwykladniczy charakter zaniku fluorescencji.

Wartos$ci przesunigcia Stokesa sg zréznicowane i uzaleznione od polarno$ci otoczenia.
Najwigksza warto§¢ przesunigcia Stokesa zostala wyznaczona dla pochodnej
symetrycznej Tyr(acPh-4-NO2), i wyniosta ponad 9000 cm' w MeCN (Tabela 4).
Najnizsza wartoécig przesunieciem Stokesa rowng 2412 cm’! wyznaczono dla
Tyr(ac-2-Natft),.

W przypadku pochodnej Tyr(acPh-4-NO.), srodowisko wptywa nie tylko znaczaco na
zakres 1 potozenie maksimow oraz przesuni¢cie Stokesa, ale takze na intensywnos¢
fluorescencji. Zauwazalne jest obnizenie intensywnosci fluorescencji tej pochodnej
w MeOH, CX, PBS (Rysunek 100).

Warto$ci wydajnosci kwantowej fluorescencji byly na ogoét wysokie i w wiekszosci
przypadkow przekraczaly 40 %. Nizsze wydajnosci kwantowe fluorescencji wyznaczono
dla Tyr(acPh-4-OMe)> w PBS (QY =7 %), Tyr(acPh-4-CHO), w PBS (QY =6 %), w CX
(<1 %, zwiazek praktycznie nie fluoryzuje), Tyr(acDMA), w PBS (QY = 7 %) oraz
Tyr(ac-2-Naft), w PBS (10 %) (Tabela 4). Szczegolnie silne wygaszenie fluorescencji

obserwowano dla pochodnej Tyr(acPh-4-NO2),, dla ktorej wydajnosci kwantowe
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fluorescencji w MeOH, CX i PBS byly znikome. Warto natomiast zauwazy¢, ze
w przypadku pochodnej Tyr(ac-2-Naft-6-OMe), parametr ten wynosit 100 % we
wszystkich zbadanych rozpuszczalnikach, a dla pochodnej Tyr(ac-2-Naft), byt
maksymalny w  rozpuszczalniku  polarnym  protycznym 1 niepolarnym,
a w rozpuszczalniku polarnym aprotycznym byt tylko o 2 % mniejszy (Tabela 4).
Jasno$¢ $wiecenia osiggneta maksymalnie okoto 80000 (dla  pochodnej
Tyr(ac-2-Naft-6-OMe),, wartos¢ wyznaczona w PBS). W wigkszosci przypadkow
przekraczata 10000, przy czym dla pochodnej Tyr(ac-2-Naft), wynosita ponad 40000
w MeCN, MeOH i CX. Najnizsze wartos$ci jasno$ci §wiecenia odnotowano dla pochodne;j
Tyr(acPh-4-NO2)2 (89 w MeOH, 967 w PBS oraz 6 w CX) oraz dla pochodnej Tyr(acPh-
4-CHO)> (385 w PBS oraz 24 w CX) (Tabela 4). Podstawniki wprowadzone
asymetrycznie o charakterze elektronodonorowym (acDMA, ac-2-Naft-6-OMe)
koresponduja z wyzszymi wydajnosciami kwantowymi fluorescencji, a podstawniki
elektronoakceptorowe  (acPh-4-NO,, acPh-4-CHO) powoduja  batochromowe
przesuwanie krawedzi widma emisji.

W przeciwienstwie do pochodnych asymetrycznych, dla ktorych bardziej wyrazna
wzgledem widm absorpcyjnych struktura oscylacyjna widm fluorescencji byta
obserwowana w wigkszosci badanych rozpuszczalnikow, w przypadku omawianych
pochodnych efekt ten wystepowat wylacznie w cykloheksanie. Moze to wynika¢ zarowno
Z mniejszego poszerzenia pasm emisyjnych i stabszych oddziatywan solwatacyjnych
w niepolarnym Srodowisku, jak 1 z ograniczenia relaksacji geometrycznej w stanie

wzbudzonym.
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Tabela 4. Wiasciwosci spektralne i fotofizyczne symetrycznych acetylenowych

pochodnych tyrozyny.

Przesunigcie
Mabs max | Mem max € Stokesa Jasnosé
Zwiazek Rozpuszalnik | [, [nm] [dm3/mol - cm] [cm'l] QY €x QY
MeCN 292 359 29920 6391 0,58 17355
Tyr(acPh), MeOH 289 356 29990 6512 0,32 9598
CX 297 340 27350 4258 0,38 10393
PBS 309/335 403 19560/19140 5037 0,46 8803
MeCN 302 382 30450 6935 0,56 17052
Tyr(acPh-4-OMe), MeOH 302 377 30450 6587 0,48 14616
CX 303 346 26390 4102 0,55 14513
PBS 357 406 16430 3381 0,11 1807
MeCN 340 463 42600 7814 0,79 33656
Tyr(acDMA), MeOH 338 450 41790 7364 0,23 9611
CX 336 375 39890 3095 0,97 38690
PBS 354 545 11080 9900 0,07 776
MeCN 309 360 30420 4585 0,41 12470
Tyr(acPir), MeOH 311 364 31240 4682 0,13 4061
CX 310 343 29930 3103 0,46 13767
PBS 311 367 28130 4906 0,15 4220
MeCN 337 433 54170 6579 0,017 1083
Tyr(acPh-4-CHO), MeOH 336 457 47020 7880 0,055 2821
CX 338 359 12130 1731 0,002 24
PBS 345 464 6420 7434 0,06 385
MeCN 302 382 45780 6935 0,64 29300
Tyr(acPh-O-Ph), MeOH 303 371 48490 6049 0,45 21821
CX 309 347 50880 3544 0,66 33583
PBS 308 435 20380 9479 0,12 2446
MeCN 352 532 34430 9612 0,07 2410
Tyr(acPh-4-NO,), MeOH 350 415 34420 4475 0,0025 86
CX 351 415 3550 4394 0,0018 6
PBS 370 515 19330 7610 0,05 967
MeCN 327 377 46620 4056 0,98 45686
Tyr(ac-2-Naft), MeOH 325 374 23560 4031 1 23563
CX 327 355 22920 2412 1 22922
PBS 334 434 27040 6898 0,1 2704
MeCN 326 393 53790 5229 1 53795
Tyr(ac-2-Naft-6-OMe), MeOH 325 386 56310 4660 1 56308
CX 326 363 49300 3127 1 49304
PBS 334 432 79280 5002 1 79278

Podobnie jak w przypadku asymetrycznych acetylenowych pochodnych tyrozyny,
w celu poglebionej analizy stanu wzbudzonego oraz weryfikacji jednorodnos$ci zrédta
emisji zmierzytam takze widma wzbudzenia wszystkich pochodnych symetrycznych

analogéw aminokwasdw niebialkowych z fragmentem tyrozyny zawierajacych wigzanie
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potrojne we wszystkich analizowanych rozpuszczalnikach dla réznych dlugosci fali
obserwacji. Widma wzbudzenia pochodnych Tyr(acPh),, Tyr(acDMA),, Tyr(acPir),
Tyr(Ph-O-Ph),, Tyr(ac-2-Naft), oraz Tyr(ac-2-Naft-6-OMe),, niezaleznie od dtugosci fali
obserwacji emisji, praktycznie pokrywaja si¢ z odpowiadajagcymi im widmami
absorpcyjnymi, co wskazuje, ze emisja pochodzi od tej samej formy zwigzku
odpowiedzialnej za absorpcje promieniowania (Rysunek 101, 103, 104, 106, 107, 108).
Dla obydwoch pochodnych zawierajacych podstawnik naftylowy nie obserwuje si¢ na
widmie wzbudzenia zarejestrowanym w roztworze wodnym ‘ogona’ widocznego na
analogicznym widmie absorpcji (Rysunek 82: G, H, Rysunek 107: D, Rysunek 108: D).
Moze to sugerowad, ze w tych warunkach powstaja dodatkowe formy absorbujace
w obszarze dlugofalowym, ktére jednak ulegaja bezpromienistej relaksacji. Jeszcze
intensywniej jest to widoczne w przypadku pochodnej Tyr(acPh-4-OMe), (Rysunek 102:
A, B, C), dla ktorej widma wzbudzenia pokrywaja si¢ z odpowiednimi widmami
absorpcyjnymi w rozpuszczalnikach MeCN, MeOH i CX, jednak w roztworze wodnym
widma wzbudzenia koresponduja tylko z krotkofalowym pasmem absorpcji (Rysunek
102: D). Brak odpowiadajacego pasma dtugofalowego na widmie wzbudzenia sugeruje,
ze zarejestrowana emisja pochodzi od formy absorbujacej promieniowanie ponizej 375
nm. Dla pochodnej Tyr(acPh-4-CHO): (Rysunek 105: A) widma wzbudzenia
w rozpuszczalniku polarnym aprotycznym (MeCN) pokrywaja si¢ z odpowiadajacymi im
widmem absorpcyjnym. Natomiast w rozpuszczalnikach polarnych protycznych
obserwuje si¢ zmiany potozenia widm wzbudzenia zalezne od dtugosci fali obserwacji
(Rysunek 105: B, D). Widma wzbudzenia rejestrowane przy krotkofalowej obserwacji
emisji sg przesuni¢te hipsochromowo wzgledem widm absorpcyjnych, podczas gdy
widma rejestrowane przy obserwacji dlugofalowej naktadaja si¢ na widma absorpcji.
Wskazuje to, ze emisja krotko- i dlugofalowa moze pochodzi¢ od réznych form
emitujacych. Obecnos¢ dodatkowej formy w tych warunkach moze by¢ zwigzana
z tworzeniem wigzan wodorowych pomigdzy grupa formylowa zwigzku a grupa
hydroksylowa rozpuszczalnika. Analiza widm wzbudzenia tej pochodnej
w rozpuszczalniku niepolarnym jest utrudniona ze wzgledu na niskg intensywno$¢
fluorescencji (Rysunek 105: C). Widoczny jest jednak trend hipsochromowego
przesuwania si¢ widm wzbudzenia wzgledem widm absorpcji. Oznacza to, ze
wzbudzenie prowadzace do emisji odpowiada przejsciom o wyzszej energii niz te
zwigzane z dlugofalowa czeéciag widma absorpcyjnego. Moze to sugerowacé obecno$¢

w stanie podstawowym dodatkowych form absorbujacych w zakresie dtugofalowym,
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powstajacych na skutek oddziatywan migdzyczasteczkowych pomiedzy czasteczkami

zwiagzku, ktore jednak nie wykazuja fluorescencji.

. 1 - - - Widmo wzbudzenia (1, = 300 nm)
= ™\ - - - Widmo wzbudzenia (A, = 310 nm) kS Widmo wzbudzenia (1, = 355 nm)
§ N\ Widmo wzbudzenia (A, = 360 nm) 3 -~ Widmo wzbudzenia (1, = 400 nm)
2, / \ - Widmo wzbudzenia (4, = 400 nm) £, Widmo absorpci
go / | —— Widmo absorpeji s —— Widmo emisji
2 / \ Widmo emisji «
2 ‘ \ 2 \
g / \ EQ \
£ 0/ / \ E \ Tyr(acPh
g [ \ Tyr(acPh) Z \ yr(acPh),
I3 | \ 2 o \
g | \ g \ MeOH
= | \ MeCN =, \
% 0,41 | \ g 2 \
: ! \ A 2 B
£ \ 5 \
202 2 0.2 \
2z N\ £ N
) \ > N
0,0 - ! B 0,0 . — L e \
300 350 400 450 500 300 350 400 450 500
Dhugosé fali [nm] Dhugosé¢ fali [nm]
- - - Widmo wzbudzenia (), = 403 nm)
ol - - = Widmo webudzenia (g = 3400m) 10 » Widmo wabudzenia (1, = 428 nm)
= Widmo wzbudzenia (1, =360 nm) 2 7Ty == Widmo wzbudzenia (Ay,, = 454 nm)
5 - - Widmo wrbudzenia (g, =380mm) 3 [yl 7 Widmo wzbudzenia (A, = 475 nm)
2 —— Widmo absorpcii Zosqils Widmo absorpeji
g 089 —— Widmo emisji g y | Widmo emisii
= = \
= = /
3 2 /
E 2 0.6 ( ' Tyr(acPh)
061 Tyr(acPh), z | \ y 2
£ @'
7 3 PBS
3 CX 2
S < 04 I
= 044 30 i
) ~ D
g ] P\
2 £ [ \
]
S 024 2024 N N
20 - I N
-] = [y ~
< < [ &
%
_— ./ Ve
0,0 —_— 0,0 v — L v r T ]
400 450 300 350 400 450 500 550
Dlugo$¢ fali [nm] Diugos¢ fali [nm]

Rysunek 101. Znormalizowane widma absorpcji, emisji oraz wzbudzenia Tyr(acPh);

zestawione kolejno dla rozpuszczalnikow MeCN, MeOH, CX, PBS.
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Rysunek 102. Znormalizowane widma absorpcji, emisji oraz wzbudzenia

Tyr(acPh-4-OMe); zestawione kolejno dla rozpuszczalnikow MeCN, MeOH, CX, PBS.
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Rysunek 103. Znormalizowane widma absorpcji, emisji oraz wzbudzenia Tyr(acDMA)

zestawione kolejno dla rozpuszczalnikow MeCN, MeOH, CX, PBS.
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Rysunek 104. Znormalizowane widma absorpcji, emisji oraz wzbudzenia Tyr(acPir)2

zestawione kolejno dla rozpuszczalnikow MeCN, MeOH, CX, PBS.
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Rysunek 105. Znormalizowane widma absorpcji, emisji oraz wzbudzenia

Tyr(acPh-4-CHO); zestawione kolejno dla rozpuszczalnikow MeCN, MeOH, CX, PBS.
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Rysunek 106. Znormalizowane widma absorpcji, emisji oraz wzbudzenia

Tyr(acPh-O-Ph); zestawione kolejno dla rozpuszczalnikow MeCN, MeOH, CX, PBS.
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Rysunek 107. Znormalizowane widma absorpcji, emisji oraz wzbudzenia

Tyr(ac-2-Naft): zestawione kolejno dla rozpuszczalnikow MeCN, MeOH, CX, PBS.
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Rysunek 108. Znormalizowane widma absorpcji, emisji oraz wzbudzenia Tyr(ac-2-Naft-

6-OMe); zestawione kolejno dla rozpuszczalnikow MeCN, MeOH, CX, PBS.
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Uzupelieniem badan stacjonarnych fluorescencji byly wykonane przeze mnie
eksperymenty czasowo-rozdzielcze, dostarczajace informacji o czasach zycia stanow
wzbudzonych oraz o przebiegu proceséw relaksacyjnych niewytaniajacych si¢ z widm

stacjonarnych.

Tabela 5. Czasy zaniku fluorescencji symetrycznych acetylenowych pochodnych

tyrozyny.
Zwigzek Rozpusczalnik T; [ns] | a; [%] Xé
MeCN 2,730 100,00 | 0,956
Tyr(acPh), MeOH 3,160 100,00 | 0,898
CX 2,390 100,00 | 0,911
2,511 100,00 | 6,778
PBS 1,807 94,25 1,091
6,203 5,75
MeCN 2,692 100,00 | 0,856
MeOH 2,257 100,00 | 0,811
Tyr(acPh-4-OMe), CX 1,897 100,00 | 0,996
2,698 100,00 1,841
PBS 2,426 96,80 0,853
6,671 3,20
MeCN 3.092 100,00 1.014
1.036 100,00 | 2.311
MeOH 2.451 I 2,85 0.996
0.961 97.15
Tyr(acDMA), CcX 1.536 100,00 | 0.977
3,433 100,00 | 5,485
2,972 97,00 1,225
PBS 10,749 3,00
3,194 72,23 0,968
0,618 26,25
12,796 1,52
MeCN 3.488 100,00 | 0.840
1.144 100,00 1.180
MeOH 1,12 99.64 0.863
Tyr(acPir), 4.078 0.36
CX 2.389 100,00 | 0.889
1,507 100,00 | 3,400
PBS 1,404 99,05 0,785
6,325 0,95
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1,555 | 100,00 | 2,990
MeCN 1,034 | 9552 | 1,108
4597 | 448
1,225 | 100,00 | 4,124
MeOH 1,080 | 98,73 | 0,877
5689 | 1,27
Tyr(acPh-4-CHO), 2,642 | 100,00 | 8,816
CX 1,823 | 97,77 | 1,043
10,804 | 2,23
4,092 | 100,00 | 11,881
7643 | 1567 | 1,618
PBS 1,999 | 8433
1,443 | 40,42 | 1,047
4,630 | 45,03
14213 | 14,55
MeCN 2,815 | 100,00 | 0,782
MeOH 2,357 | 100,00 [ 0,821
1,703 | 100,00 | 1,119
CX 1,575 | 91,79 | 0,759
Tyr(acPh-O-Ph), 2,581 | 8,21
2,913 | 100,00 | 7,522
1,823 | 94,16 | 1,100
PBS 6,792 | 5,84
1,547 | 87,22 | 0,770
4564 | 12,57
19,291 | 0,21
2,859 | 100,00 | 1,368
MeCN 2,625 | 91,73 | 0,874
4,424 | 827
1,329 | 100,00 | 1,559
MeOH 1,238 | 99,33 | 0,833
Tyr(acPh-4-NO,), 3,904 | 0,67
2,100 | 100,00 | 1,497
CX 1,931 | 96,99 | 0,896
4,465 | 3,01
1,609 | 100,00 | 1,161
PBS 1,540 | 99,57 | 1,076
56,100 | 0,43
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MeCN 3,013 100,00 | 1,073

MeOH 3,459 | 100,00 | 1,038
2,531 100,00 | 1,647
CX 2,364 96,73 0,856
Tyr(ac-2-Naft), 5,265 3,27

2,757 1 100,00 | 7,961
6,039 10,64 1,236

PBS 1,561 89,36
3,351 18,71 0,815
1,104 79,32
11,588 1,97
MeCN 2,631 100,00 | 0,773
MeOH 2,461 100,00 | 0,775
5,265 | 100,00 | 1,830
CX 6,213 49,64 0,922
Tyr(ac-2-Naft-6-OMe), 3,803 50,36

4,755 | 100,00 | 11,919
8,994 34,43 1,841

PBS 2,002 65,57

4,952 22,34 1,119
15,974 2,15
1,584 75,50

1,404 | 100,00 | 5,788

MeCN 1,170 98,01 1,103
4,869 1,99

1,873 | 100,00 | 1,446

BocTyrOMe MeOH 1,734 95,66 1,184
3,321 4,34

2,924 | 100,00 | 2,645

CX 2,700 97,99 1,138
8,088 2,01

1,963 | 100,00 | 2,267

PBS 1,649 92,13 1,150
3,484 7,87

Czasy zaniku fluorescencji zmierzytam w czterech rozpuszczalnikach rdznigcych
si¢ polarnoscig 1 zdolnoscig do tworzenia wigzan wodorowych, analogicznie jak
w  przypadku pomiarow = stacjonarnych oraz pochodnych asymetrycznych.
Zaobserwowalam zarowno monoeksponencjalne, jak 1 heterogeniczne zaniki
fluorescencji, zalezne od struktury podstawnikow oraz srodowiska rozpuszczalnika

(Tabela 5).
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W poréwnaniu z pochodnymi asymetrycznymi, pochodne symetryczne wykazujg na ogot
bardziej jednorodny charakter zaniku fluorescencji oraz wezszy rozklad czasow zycia.
Moze to wskazywa¢ na mniejsza heterogeniczno$¢ populacji emitujacych,
prawdopodobnie wynikajacg z bardziej uporzadkowanej struktury ukladu oraz
mniejszego zréznicowania mozliwych form konformacyjnych. W  wigkszo$ci
analizowanych przypadkdw dominuja pojedyncze lub dwuskladnikowe zaniki
o relatywnie waskim zakresie czaséw zycia, zwykle w przedziale 1,5 - 3,5 ns, co wskazuje
na bardziej jednorodny charakter emisji oraz mniejszg heterogeniczno$¢ badanych
uktadow. Wprowadzenie symetrycznego podstawienia prawdopodobnie ogranicza liczbg
mozliwych konfiguracji strukturalnych oraz zmniejsza zroéznicowanie S$rodowisk
emitujacych. W konsekwencji obserwuje si¢ bardziej skondensowany rozklad czaséw
zycia oraz uproszczenie charakteru zaniku fluorescencji. Jednorodne zaniki fluorescencji
obserwuje si¢ szczeg6Olnie dla pochodnych Tyr(acPh). oraz Tyr(acPh-4-OMe):
w rozpuszczalnikach MeCN, MeOH oraz CX (Tabela 5). W przypadku pozostatych
ukladow przewazanie pojedynczego procesu emisyjnego wystepuje gldéwnie
w acetonitrylu, co wskazuje na wptyw srodowiska na stabilizacje dominujacej populacji
emitujacej. W pozostatych przypadkach obserwuje si¢ zaniki heterogeniczne, wskazujace
na wspotistnienie kilku populacji emitujgcych o réznej dynamice relaksacji. Zjawisko to
moze wynika¢ z obecnos$ci roznych form molekularnych oraz ich odmiennej stabilizacji
zaleznej od Srodowiska, a takze w niektérych uktadach z tworzenia stabych asocjatow
miedzyczasteczkowych w roztworze. W przypadku uktadoéw zawierajacych podstawniki
elektronodonorowe lub elektronoakceptorowe, takie jak grupy dimetyloaminowe (DMA)
oraz nitrowe (NOz), w warunkach polarnych (zwlaszcza w PBS) obserwuje si¢ bardziej
ztozony charakter zaniku fluorescencji, ktéremu w niektorych przypadkach towarzyszy
zwigkszony udziat dtuzszych sktadowych czasowych (Tabela 5).

Nie obserwuje si¢ jednak jednoznacznej zalezno$ci pomig¢dzy charakterem zaniku
fluorescencji a rodzajem podstawnika, co wskazuje, ze dynamika relaksacji
wzbudzonego stanu jest wynikiem wspoéldziatania efektow  strukturalnych
1 Srodowiskowych.

W poréwnaniu z uktadem referencyjnym BocTyrOMe czasy zaniku fluorescencji
badanych pochodnych sa wydtuzone nawet o 2 - 6 ns, co wskazuje na istotny wplyw
modyfikacji strukturalnej w pozycjach 3 1 5 pierScienia fenylowego tyrozyny na

dynamike relaksacji wzbudzonego stanu.
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3.5. Wplyw zmian pH na widma absorpcji i emisji wybranych

pochodnych asymetrycznych i symetrycznych

Wybrane pochodne, takie jak: Tyr(acDMA), Tyr(acDMA),, Tyr(acPir),,
Tyr(ac-2-Naft-6-OMe) oraz Tyr(ac-2-Naft-6-OMe),, zbadatam pod katem wplywu pH na
potozenie maksimow oraz zakres widm absorpcji i emisji.

Zmiany pH stanowig istotny parametr fizjologiczny. Ocena odpowiedzi
fluorescencyjnej badanych zwigzkéw na zmiany pH pozwolila okresli¢ zaréwno
stabilno$¢ ich wlasciwosci spektroskopowych w réznych warunkach srodowiskowych,
jak 1 ich potencjalng przydatno$¢ jako znacznikow fluorescencyjnych umozliwiajacych
monitorowanie procesOw komorkowych oraz mikrosrodowiska biologicznego w sposob
czuly, nieniszczacy i przewidywalny.

Zwiazki przebadatam w pH rownym 5 1 9, ktére jest reprezentatywne dla warunkow
fizjologicznych. Dla pochodnej Tyr(ac-2-Naft-6-OMe). rozszerzytam badany zakres pH
do 2 i 12, co pozwolito zweryfikowa¢ wplyw skrajnych zmian $rodowiska na jej
wlasciwosci spektroskopowe.

W celu uzyskania pH zasadowego wykorzystatam 1 M roztwor NaOH, a pH kwasowego
0,25 mM roztwér HCI. Widma zmierzytam w wodzie z dodatkiem 25 % DMSO. Kontrolg
stanowila probka rozpuszczonego zwiazku bez dodatku kwasu czy zasady (pH = 7).
Stezenia  poszczegdlnych probek badawczych oraz  kontrolnych, warunki

przygotowywania i1 przechowywania byty identyczne.
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Rysunek 109. Od lewej widmo absorpcji oraz emisji pochodnej Tyr(acDMA)
w roztworze wodnym (z dodatkiem 25 % DMSO) o pH = 7, 5 oraz 9.
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Rysunek 110. Od lewej widmo absorpcji oraz emisji pochodnej Tyr(acDMA) >
w roztworze wodnym (z dodatkiem 25 % DMSO) o pH = 7, 5 oraz 9.

0,14 4

0,124

0,10 4

ja

0,08

Absorbanc,
2
S
&
1

0,04 4

0,02 4

——pH=7
——pH=5
—pH=9

Tyr(acPir),

T
300

T T T
350 400 450
Dtugosc¢ fali [nm]

160000 4

140000 -
—pH=7
5 120000 - pH=5
g ——pH=9
$ 100000
=} .
2 Tyr(acPir),
5 80000 -
2
2
:
£, 60000 -
Z
=
s
E 40000 4
20000 4
0 T T T T
350 400 450 500

Dtugosc¢ fali [nm]

Rysunek 111. Od lewej widmo absorpcji oraz emisji pochodnej Tyr(acPir): w roztworze
wodnym (z dodatkiem 25 % DMSO) o pH = 7, 5 oraz 9. Widoczny uskok sygnatu na

widmie absorpcji wynika z bledu korekcji filtrow wewnetrznych aparatu pomiarowego.
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Rysunek 112. Od lewej widmo absorpcji oraz emisji pochodnej Tyr(ac-2-Naft-6-OMe)
w roztworze wodnym (z dodatkiem 25 % DMSO) o pH = 7, 5 oraz 9.
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Rysunek 113. Od lewej widmo absorpcji oraz emisji pochodnej Tyr(ac-2-Naft-6-OMe)>
w roztworze wodnym (z dodatkiem 25 % DMSO) o pH = 7, 5 oraz 9.
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Rysunek 114. Od lewej widmo absorpcji oraz emisji pochodnej Tyr(ac-2-Naft-6-OMe):
w roztworze wodnym (z dodatkiem 25 % DMSO) o pH = 7, 2 oraz 12.

Badania nie wykazaly znaczacego wptywu zmian pH na polozenie makismum

widm absorpcji przebadanych pochodnych (Rysunek 109 - 114). Zauwazlane sa tylko

niewielkie zmiany w intensywnosci pasm w przypadku pochodnych Tyr(acDMA),

Tyr(acDMA),, Tyr(acPir),. Tendencja zmian nie jest jednorodna. Najwyzszg absorbancje

obserwuje si¢ w kwasowym pH dla pochodnych symetrycznych (Tyr(acDMA), oraz

Tyr(acPir); Rysunek 110, 111) oraz w neutralnym pH dla pochodnej asymetrycznej
(Tyr(acDMA); Rysunek 109). Dla Tyr(acDMA); oraz Tyr(acPir), widoczne jest takze

powstawanie nowego pasma dtugofalowego w roztworze o pH rownym 5 (Rysunek 110,

111). Pochodna Tyr(ac-2-Naft-6-OMe)> w przypadku pH 2 i 12 charakteryzowatla si¢

niewielkim wzrostem absorbancji (Rysunek 114). Dla pozostatych przypadkow wptyw

pH na charakterystyka spektralng jest marginalny (Rysunek 112 - 114).

Zmiany pH rowniez nie wplyngly wyraznie na polozenie maksimum widm emisji,

natomiast widoczny jest ich niewielki wptyw na intensywno$¢ fluorescencji (Rysunek

109 - 114). W wigkszosci przypadkow intensywnos$¢ fluorescencji malata wraz ze
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wzrostem pH, co najbardziej zauwazalne jest na widmach emisji zwigzku Tyr(acDMA)
(Rysunek 109). Na widmach pochodnej Tyr(ac-2-Naft-6-OMe), najwigksza
intensywnoscig fluorescencji charakteryzowat si¢ roztwér o pH = 12 (Rysunek 114). Dla
tego zwigzku intensywnos$¢ fluorescencji po znaczgcym obnizeniu pH nie ulegta
drastycznej zmianie w poréwnaniu do probki kontrolnej (o pH = 7) (Rysunek 114).
Istotne jest, ze we wszystkich badanych roztworach o zmiennym pH
obserwowano fluorescencje, co potwierdza stabilno$¢ 1 uniwersalno$¢ wilasciwosci
emisyjnych analizowanych zwigzkéw. Dodatkowo brak istotnych zmian potozenia
maksimow absorpcji i emisji przy jednoczesnych zmianach intensywnosci fluorescencji
wskazuje, ze w badanym zakresie pH nie dochodzi do znaczacej zmiany charakteru stanu

emitujacego, a zmianom ulega przede wszystkim efektywno$¢ procesu emisji.

3.6. Wplyw obecnosci reduktora i utleniacza na widma absorpcji i emisji

wybranych pochodnych asymetrycznych i symetrycznych

Biorac pod uwage korzystne wiasciwosci fotofizyczne oraz potencjalng
mozliwo$¢ zastosowania badanych pochodnych jako znacznikéw fluorescencyjnych
w uktadach biologicznych, wybrane zwigzki poddano analizie wrazliwo$ci na obecnos$¢
utleniacza i reduktora. Srodowisko komorkowe charakteryzuje si¢ dynamiczng
rOwnowaga procesOw utleniania i redukcji, odgrywajaca kluczowa role w regulacji wielu
szlakow metabolicznych oraz rozwoju stanéw patologicznych. Ocena zmian sygnalu
fluorescencyjnego badanych pochodnych w warunkach oksydacyjnych i redukcyjnych
pozwolita okresli¢ ich wrazliwo$¢ na zmiany stanu redoks oraz potencjalng przydatnosé

do monitorowania procesOw biologicznych.
e Badanie wplywu utleniacza na widma absorpcji i emisji

Weryfikacje wpltywu czynnika utleniajacego na widma absorpcji i emisji
przeprowadzitam  dla  pochodnych:  Tyr(acPh-4-OMe),  Tyr(acPh-4-OMe).,
Tyr(ac-2-Naft-6-OMe), Tyr(ac-2-Naft-6-OMe)s.

Widma zmierzytam w $rodowisku odwzorowujacym otoczenie fizjologiczne
(PBS z dodatkiem 25% DMSO poprawiajacym rozpuszczalno$¢ wybranych
pochodnych). Jako modelowy utleniacz zostal wykorzystany nadtlenek wodoru (H202),
a jego stezenie we wszystkich badanych probkach wynosito 1,6 M. Dla kazdego

z wybranych zwigzkow pomiary wykonywatam po czasie 5 min, 60 min oraz 24 h od
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momentu dodania utleniacza do badanych ukladow. Probki badawcze oraz kontrolne
inkubowatam w temperaturze od 38 do 40 °C. Kontrolg stanowita probka rozpuszczonego
zwigzku bez dodatku utleniacza. Stezenia poszczegodlnych probek badawczych oraz

kontrolnych, warunki przygotowywania i przechowywania byly identyczne.
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Rysunek 115. Od lewej widmo absorpcji oraz emisji pochodnej Tyr(acPh-4-OMe)
w roztworze buforowanym (PBS) z dodatkiem DMSO, w obecnosci utleniacza,

zarejestrowane po okreslonym czasie.
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Rysunek 116. Od lewej widmo absorpcji oraz emisji pochodnej Tyr(acPh-4-OMe)>
w roztworze buforowanym (PBS) z dodatkiem DMSO, w obecnosci utleniacza,

zarejestrowane po okreslonym czasie.
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Rysunek 117. Od lewej widmo absorpcji oraz emisji pochodnej Tyr(ac-2-Naft-6-OMe)
w roztworze buforowanym (PBS) z dodatkiem DMSO, w obecnosci utleniacza,

zarejestrowane po okreslonym czasie.
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Rysunek 118. Od lewej widmo absorpcji oraz emisji pochodnej Tyr(ac-2-Naft-6-OMe);
w roztworze buforowanym (PBS) z dodatkiem DMSO, w obecnosci utleniacza,

zarejestrowane po okreslonym czasie.

Widma absorpcji wszystkich zbadanych pochodnych (Rysunek 115 - 118)
wykazuja bardzo podobny profil zmian w obecnos$ci utleniacza. Maksima widm absorpcji
w kazdym przypadku przesungly si¢ hipsochromowo wzglgdem kontroli. Dodatkowo
intensywno$¢ absorpcji znacznie wzrosta. Znaczace zmiany na widmach absorpcji byty
widoczne juz po 5 minutach inkubacji, a wydtuzanie czasu traktowania probek
utleniaczem powodowalo juz tylko spadek absorbancji (Rysunek 115 - 118).

Widma emisji (Rysunek 115 - 118) charakteryzuja si¢ znacznie mniejszg wrazliwoscig na
wplyw utleniacza. Potozenie maksimoéw emisji zbadanych pochodnych nie ulegto
zmianie nawet po 24 h inkubacji z utleniaczem. Widoczne zmiany intensywnosci
wskazuja jednak, ze chociaz energia stanu wzbudzonego jest stabilna, efektywnos¢

fluorescencji moze ulega¢ czg¢$ciowej modulacji pod wptywem utleniacza, wynikiem
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czego jest ostabienie intensywnosci fluorescencji pochodzacej od formy nieutlenionej
badanego zwigzku. Najbardziej widoczne jest to w przypadku pochodnej Tyr(ac-2-Naft-
6-OMe), (Rysunek 118), dla ktorej intensywnos¢ fluorescencji po 24 h zmniejszylta si¢
o okoto 70 %. W przypadku pochodnych Tyr(acPh-4-OMe) 1 Tyr(acPh-4-OMe),
(Rysunek 115 i 116) widmo emisji po 24 h zmniejszylo swoja intensywnos¢ o okoto
25 %, a dla pochodnej Tyr(ac-2-Naft-6-OMe) o nieco ponad 10 % (Rysunek 117).

Warto podkresli¢, ze we wszystkich analizowanych przypadkach nawet po najdtuzszym

okresie inkubacji profil emisji byl niezmienny, a jej intensywnos$¢ byta rejestrowalna.
e Badanie wplywu reduktora na widma absorpcji i emisji

Weryfikacja wpltywu czynnika redukujacego na widma absorpcji i emisji
przeprowadzitam dla pochodnych: Tyr(acPh-4-OMe), Tyr(acPh-4-OMe),, Tyr(ac-2-Naft-
6-OMe), Tyr(ac-2-Naft-6-OMe),.

Widma zostaly zmierzone w $rodowisku odwzorowujacym otoczenie
fizjologiczne (PBS z dodatkiem 25% DMSO). Jako modelowy reduktor wykorzystatam
H»S generowany na skutek hydrolizy Na,S o stezeniu 1 x 10° M . Rzeczywiste steZenie
reduktora w badanych ukladach wyznaczylam za pomoca metody Ellmana uzywajac
odczynnika DNTB i dokonujac pomiaru absorbancji powstajacego TNB przy dlugos$ci
fali rownej 412 nm. Wyznaczone w ten sposob stezenie molowe reduktora w badanych
probkach wyniosto 1,65 x 10~* M. Probki badane oraz kontrolne zawieraly identyczne
stezenia rozpuszczonych zwigzkow 1 byty inkubowane w temperaturze okoto 38 - 40 °C.
Kontrole stanowila probka badanego zwigzku bez dodatku reduktora. Warunki
przygotowania 1 przechowywania wszystkich probek byty jednakowe. Widma absorpcji

1 emisji rejestrowano po 5 min oraz po 24 h od dodania reduktora.
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Rysunek 119. Od lewej widmo absorpcji oraz emisji pochodnej Tyr(acPh-4-OMe)
w roztworze buforowanym (PBS) z dodatkiem DMSO, w obecnosci reduktora,

zarejestrowane po okreslonym czasie.
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Rysunek 120. Od lewej widmo absorpcji oraz emisji pochodnej Tyr(acPh-4-OMe):
w roztworze buforowanym (PBS) z dodatkiem DMSO, w obecnosci reduktora,

zarejestrowane po okreslonym czasie.
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Rysunek 121. Od lewej widmo absorpcji oraz emisji pochodnej Tyr(ac-2-Naft-6-OMe)
w roztworze buforowanym (PBS) z dodatkiem DMSO, w obecnosci reduktora,

zarejestrowane po okreslonym czasie.
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Rysunek 122. Od lewej widmo absorpcji oraz emisji pochodnej Tyr(ac-2-Naft-6-OMe)>
w roztworze buforowanym (PBS) z dodatkiem DMSO, w obecnosci reduktora,

zarejestrowane po okreslonym czasie.
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Maksima oraz zakres widm absorpcji (Rysunek 119 - 122) badanych pochodnych
w wiekszosci przypadkdéw zmieniajg si¢ w niewielkim stopniu. Zauwazalne zmiany
w intensywnos$ci widm absorpcji oraz ich zakresie widoczne sa dla pochodnej
asymetrycznej i1 symetrycznej podstawionej aniozolem (Rysunek 119 i 120). Dla
pozostatych zwiazkéw wpltyw reduktora ogranicza si¢ do modulacji intensywnos$ci
absorpcji, natomiast potozenie maksimum widma pozostaje niezmienione. Zauwazalna
jest jednak r6zna tendencja tych zmian miedzy poszczegdlnymi zwigzkami. W przypadku
pochodnej Tyr(ac-2-Naft-6-OMe), widoczny jest spadek (Rysunek 122), a dla pochodnej
Tyr(ac-2-Naft-6-OMe) wzrost absorbancji po 24 h traktowania probki reduktorem
(Rysunek 121).
Maksima widm emisji (Rysunek 119 - 122) nie ulegly przesuni¢ciu nawet po 24 h
inkubacji probki w warunkach redukcyjnych. Zauwazalnie zmienia si¢ natomiast
intensywno$¢ fluorescencji. Najwigksze obnizenie intensywnosci fluorescencji po 24 h
inkubacji o okoto 70 % zaobserwowano dla Tyr(ac-2-Naft-6-OMe), (Rysunek 122).
W przypadku Tyr(acPh-4-OMe). (Rysunek 120) intensywno$¢ fluorescencji zmniejszyla
si¢ 0 okoto 40 %, a dla Tyr(ac-2-Naft-6-OMe) o 10 % (Rysunek 121). Spos$rod zbadanych
pochodnych wyjatek stanowi zwigzek Tyr(acPh-4-OMe) (Rysunek 119), gdzie
intensywno$¢ fluorescencji po dobie byta wyzsza niz dla probki kontrolnej o 20 %.

Podobnie jak w przypadku dziatania utleniacza, we wszystkich analizowanych
probkach zawierajacych reduktor nawet po najdluzszym okresie inkubacji obserwowano
fluorescencje o zachowanym profilu emisji. Brak istotnych zmian potozenia pasm
emisyjnych wskazuje, ze obecnos$¢ reduktora nie prowadzi do powstawania nowych
dominujacych form emitujacych, a zmianom moze ulega¢ jedynie intensywno$¢
fluorescencji.

We wszystkich badanych uktadach, zaréwno w obecno$ci utleniacza, jak
1 reduktora, fluorescencja pozostawata wyraznie mierzalna nawet po 24 h inkubacji.
Zachowanie potozenia pasm emisji wskazuje, ze wilasciwosci emisyjne badanych
zwigzkOw pozostaja stabilne, a emisja pochodzi od tego samego ukladu emitujacego

niezaleznie od warunkow oksydacyjno-redukcyjnych.

135



4. Fotostabilnos¢

Jednym z kluczowych parametréw determinujagcych przydatnos¢ nowych
zwiazkow fluorescencyjnych w zastosowaniach analitycznych i obrazowych jest ich
fotostabilno$¢. Ekspozycja na promieniowanie wzbudzajace moze prowadzi¢ do zmian
wlasciwosci emisyjnych, w szczeg6lnosci do obnizenia intensywnosci fluorescencji lub
degradacji fluoroforu. Z tego wzgledu istotne jest okreslenie trwato$ci i powtarzalnosci
odpowiedzi optycznej badanych zwigzkéw po ekspozycji na wigzke wzbudzajaca oraz
ocena, czy ich profil emisyjny pozostaje niezmieniony w czasie, co pozwala
zweryfikowac ich potencjal aplikacyjny.

Z tego powodu przebadatam fotostabilnos¢ dla 17 z 19 otrzymanych pochodnych. Ze
wzgledu na ograniczong ilo$¢ uzyskanych pochodnych Tyr(acPir) oraz Tyr(acPhacDMA)
nie przeprowadzitam badan ich fotostabilnosci.

Probki badawcze oraz odpowiadajace im probki kontrolne przygotowalam
o identycznym st¢zeniu w MeCN. Badane probki eksponowatam na promieniowanie UV
w okre$lonej temperaturze, natomiast probki kontrolne przechowywatam w identycznych
warunkach, z wylaczeniem ekspozycji na promieniowanie UV (A = 365 nm). Widma
emisji probek badawczych rejestrowatam na poczatku eksperymentu oraz po 15, 30 1 60
minutach ekspozycji na §wiatto UV. Widma emisji probek kontrolnych rejestrowatam
w analogicznych jednostkach czasowych. Dodatkowo analizy metoda RP-HPLC
wykonatam dla prébek badanych i kontrolnych w czasie 0 oraz po 60 minutach trwania
eksperymentu, co umozliwilo ocen¢ ewentualnej fotodegradacji zwigzkow.
Szczegdtowy wpltyw badanych warunkow na fluorescencj¢ widoczny jest na rysunkach

124,127, 130, 133, 136, 139, 142, 145, 148, 151, 154, 157, 160, 163, 166, 169, 172.
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Pochodne asymetryczne
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Rysunek 123. Widma emisji pochodnej Tyr(acPh) zarejestrowane po okreslonym czasie

naswietlania; A - probka kontrolna, B - probka badawcza.
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Rysunek 124. Od lewej wykresy zaleznosci intensywnosci fluorescencji (wartosci

max . .. ro. .o .
odczytane przy Aem  )oraz zintegrowanej intensywnosci fluorescencji od czasu trwania

eksperymentu dla probki i kontroli pochodnej Tyr(acPh).
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Rysunek 125. Chromatogramy z RP-HPLC (ukiad A, detekcja UV przy 254 nm)

uzyskane podczas badania fotostabilnosci pochodnej Tyr(acPh); A - probka w czasie

0 h, B - probka po 1 h naswietlania, C - kontrola przechowywana w ciemnosci przez

1 h.
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Rysunek 126. Widma emisji pochodnej Tyr(acPh-4-OMe) zarejestrowane po okreslonym

czasie naswietlania,; A - probka kontrolna, B - probka badawcza.
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Rysunek 127. Od lewej wykresy zaleznosci intensywnosci fluorescencji (wartoSci

max . .. . .o .
odczytane przy Aoy )oraz zintegrowanej intensywnosci fluorescencji od czasu trwania

eksperymentu dla probki i kontroli pochodnej Tyr(acPh-4-OMe).
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Rysunek 128. Chromatogramy z RP-HPLC (ukiad A, detekcja UV przy 254 nm)

uzyskane podczas badania fotostabilnosci pochodnej Tyr(acPh-4-OMe),; A - probka

w czasie 0 h, B - probka po 1 h naswietlania, C - kontrola przechowywana w ciemnosci

przez 1 h.
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Rysunek 129. Widma emisji pochodnej Tyr(acDMA) zarejestrowane po okreslonym

czasie naswietlania,; A - probka kontrolna, B - probka badawcza.
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Rysunek 130. Od lewej wykresy zaleznosci intensywnosci fluorescencji (wartoSci

max . .. . .o .
odczytane przy Aoy )oraz zintegrowanej intensywnosci fluorescencji od czasu trwania

eksperymentu dla probki i kontroli pochodnej Tyr(acDMA).
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Rysunek 131. Chromatogramy z RP-HPLC (ukiad C, detekcja UV przy 254 nm)

uzyskane podczas badania fotostabilnosci pochodnej Tyr(acDMA); A - probka w czasie

0 h, B - probka po 1 h naswietlania, C - kontrola przechowywana w ciemnosci przez

1 h

139



Tyr(acPh-4-CHO)

200004

150004

10000

Intensywnosé fluorescencji

50004

—— 0 min

—— 15 min
—— 30 min
— 60 min

20000

15000
kontrola

10000

Intensywnos¢ fluorescenci

5000

—— 0 min

— 15 min
— 30 min
— 60 min

probka

B

350 400 450

Dhugosé fali [nm]

500

550 350 400 450

Dlugoéé fali [nm]

500

550

Rysunek 132. Widma emisji pochodnej Tyr(acPh-4-CHO) zarejestrowane po okreslonym

czasie naswietlania, A - probka kontrolna, B - probka badawcza.
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Rysunek 133. Od lewej wykresy zaleznosci intensywnosci fluorescencji (wartosci

max . .. ro. .o .
odczytane przy Aqm  )oraz zintegrowanej intensywnosci fluorescencji od czasu trwania

eksperymentu dla probki i kontroli pochodnej Tyr(acPh-4-CHO).
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Rysunek 134. Chromatogramy z RP-HPLC (ukiad A, detekcja UV przy 254 nm)

uzyskane podczas badania fotostabilnosci pochodnej Tyr(acPh-4-CHO); A - probka

w czasie 0 h, B - probka po 1 h naswietlania, C - kontrola przechowywana w ciemnosci

przez 1 h.
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Rysunek 135. Widma emisji pochodnej Tyr(acPh-O-Ph) zarejestrowane po okreslonym
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Rysunek 136. Od lewej wykresy zaleznosci intensywnosci fluorescencji (wartosci

max . .. ro. .o .
odczytane przy Aqem  )oraz zintegrowanej intensywnosci fluorescencji od czasu trwania

eksperymentu dla probki i kontroli pochodnej Tyr(acPh-O-Ph).
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Rysunek 137. Chromatogramy z RP-HPLC (ukiad A, detekcja UV przy 254 nm)

T
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min

uzyskane podczas badania fotostabilnosci pochodnej Tyr(acPh-O-Ph); A - probka

w czasie 0 h, B - probka po 1 h naswietlania, C - kontrola przechowywana w ciemnosci

przez 1 h.

141



e Tyr(acPh-4-NO2)

140000

120000

100000

80000

Intensywno$¢ fluorescencji

s 2
3 2
8 5
g g
3 3

20000

0 min

—— 15 min
30 min
60 min

kontrola

450

500 550 600 700

Dlugos¢ fali [nm]

750

160000
——0min
140000 — 15 min
. 30 min
2 120000 ¥ — Omin
g /
£ 100000 / A
S b / <
E N probka
<
2 800004 i
2
z
2 600004 B
=
2
= 40000
200001
400 450 500 550 600 650 700 7

Diugos¢ fali [nm]

50

Rysunek 138. Widma emisji pochodnej Tyr(acPh-4-NO:) zarejestrowane po okreslonym

czasie naswietlania,; A - probka kontrolna, B - probka badawcza.
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Rysunek 139. Od lewej wykresy zaleznosci intensywnosci fluorescencji (wartosci

max . .. ro. .o .
odczytane przy Aqem  )oraz zintegrowanej intensywnosci fluorescencji od czasu trwania

eksperymentu dla probki i kontroli pochodnej Tyr(acPh-4-NO>).
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Rysunek 140. Chromatogramy z RP-HPLC (ukitad A, detekcja UV przy 254 nm)

uzyskane podczas badania fotostabilnosci pochodnej Tyr(acPh-4-NO;),; A - probka

w czasie 0 h, B - probka po 1 h naswietlania, C - kontrola przechowywana w ciemnosci

przez 1 h.
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Rysunek 141. Widma emisji pochodnej Tyr(ac-2-Naft) zarejestrowane po okreslonym

czasie naswietlania, A - probka kontrolna, B - probka badawcza.
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Rysunek 142. Od lewej wykresy zaleznosci intensywnosci fluorescencji (wartosci

max . .. . .o .
odczytane przy Aoy )oraz zintegrowanej intensywnosci fluorescencji od czasu trwania

eksperymentu dla probki i kontroli pochodnej Tyr(ac-2-Naft).
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Rysunek 143. Chromatogramy z RP-HPLC (ukiad A, detekcja UV przy 254 nm)

uzyskane podczas badania fotostabilnosci pochodnej Tyr(ac-2-Naft); A - probka

w czasie 0 h, B - probka po 1 h naswietlania, C - kontrola przechowywana w ciemnosci

przez 1 h.
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Rysunek 144. Widma emisji pochodnej Tyr(ac-2-Naft-6-OMe) zarejestrowane po

okreslonym czasie naswietlania; A - probka kontrolna, B - probka badawcza.
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Rysunek 145. Od lewej wykresy zaleznosci intensywnosci fluorescencji (wartosci

max . .. ro. .o .
odczytane przy Aqem  )oraz zintegrowanej intensywnosci fluorescencji od czasu trwania

eksperymentu dla probki i kontroli pochodnej Tyr(ac-2-Naft-6-OMe).
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Rysunek 146. Chromatogramy z RP-HPLC (uktad B, detekcja UV przy 254 nm)

uzyskane podczas badania fotostabilnosci pochodnej Tyr(ac-2-Naft-6-OMe); A - probka

w czasie 0 h, B - probka po 1 h naswietlania, C - kontrola przechowywana w ciemnosci

przez 1 h.
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Pochodne symetryczne
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Rysunek 147. Widma emisji pochodnej Tyr(acPh); zarejestrowane po okreslonym czasie

naswietlania; A - probka kontrolna, B - probka badawcza.
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Rysunek 148. Od lewej wykresy zaleznosci intensywnosci fluorescencji (wartosci

max . .. . .o .
odczytane przy Aoy )oraz zintegrowanej intensywnosci fluorescencji od czasu trwania

eksperymentu dla probki i kontroli pochodnej Tyr(acPh)..
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Rysunek 149. Chromatogramy z RP-HPLC (ukiad A, detekcja UV przy 254 nm)

uzyskane podczas badania fotostabilnosci pochodnej Tyr(acPh)z; A - probka w czasie

0 h, B - probka po 1 h naswietlania, C - kontrola przechowywana w ciemnosci przez

1 h.
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Rysunek 150. Widma emisji pochodnej Tyr(acPh-4-OMe); zarejestrowane po

okreslonym czasie naswietlania; A - probka kontrolna, B - probka badawcza.
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Rysunek 151. Od lewej wykresy zaleznosci intensywnosci fluorescencji (wartoSci

max . .. ro. .o .
odczytane przy Agm  )oraz zintegrowanej intensywnosci fluorescencji od czasu trwania

eksperymentu dla probki i kontroli pochodnej Tyr(acPh-4-OMe)..
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Rysunek 152. Chromatogramy z RP-HPLC (uktad B, detekcja UV przy 254 nm)

uzyskane podczas badania fotostabilnosci pochodnej Tyr(acPh-4-OMe)>; A - probka

w czasie 0 h, B - probka po 1 h naswietlania, C - kontrola przechowywana w ciemnosci

przez 1 h.
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Rysunek 153. Widma emisji pochodnej Tyr(acDMA): zarejestrowane po okreslonym

1200000 4

1100000 4

ji

Intensywno$¢ fluorescenc]
%
8
8
8
8
8

600000 +

500000 4

1000000 4

900000 4

700000 +

czasie naswietlania, A - probka kontrolna, B - probka badawcza.

- #- probka
—e— kontrola

120000000

Zintegrowana intesywnos¢ fluorescencji

20 30 40 50 60

Czas [min]

110000000 +

100000000 +

90000000+

80000000+

70000000 +

60000000 4

50000000 -—

. - #- probka
—e— kontrola

40

Czas [min]

Rysunek 154. Od lewej wykresy zaleznosci intensywnosci fluorescencji (wartosci

max . .. ro. .o .
odczytane przy Aqem  )oraz zintegrowanej intensywnosci fluorescencji od czasu trwania

mAU

eksperymentu dla probki i kontroli pochodnej Tyr(acDMA ).
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Rysunek 155. Chromatogramy z RP-HPLC (ukiad D, detekcja UV przy 254 nm)

uzyskane podczas badania fotostabilnosci pochodnej Tyr(acDMA)z,; A - probka w czasie

0 h, B - probka po 1 h naswietlania, C - kontrola przechowywana w ciemnosci przez

1 h.
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e Tyr(acPh-4-CHO):
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Rysunek 156. Widma emisji pochodnej Tyr(acPh-4-CHO); zarejestrowane po

okreslonym czasie naswietlania, A - probka kontrolna, B - probka badawcza.
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Rysunek 157. Od lewej wykresy zaleznosci intensywnosci fluorescencji (wartosci
max . .. ro. .o .
odczytane przy Aqem  )oraz zintegrowanej intensywnosci fluorescencji od czasu trwania

eksperymentu dla probki i kontroli pochodnej Tyr(acPh-4-CHO):.
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Rysunek 158. Chromatogramy z RP-HPLC (ukiad A, detekcja UV przy 254 nm)
uzyskane podczas badania fotostabilnosci pochodnej Tyr(acPh-4-CHO)2; A - probka
w czasie 0 h, B - probka po 1 h naswietlania, C - kontrola przechowywana w ciemnosci

przez 1 h.
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Tyr(acPh-O-Ph):
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Rysunek 159. Widma emisji pochodnej Tyr(acPh-O-Ph): zarejestrowane po okreslonym

czasie naswietlania, A - probka kontrolna, B - probka badawcza.
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Rysunek 160. Od lewej wykresy zaleznosci intensywnosci fluorescencji (wartosci

max . .. . .o .
odczytane przy Aoy )Joraz zintegrowanej intensywnosci fluorescencji od czasu trwania

eksperymentu dla probki i kontroli pochodnej Tyr(acPh-O-Ph)..

mAU lé [ mAU © Z POA LR |
] 5 probka po 0 h ] § proébkapo1h
30d [
. ‘ 20+
I A 0] ‘\
Oy ] B
— — F— %
in 10 20 30 40 50 60
mAU
g PDA Multi 1|
30 ) kontrola po 1h
]
o] \
| h c
O _ B

min

Rysunek 161. Chromatogramy z RP-HPLC (uktad B, detekcja UV przy 254 nm)

uzyskane podczas badania fotostabilnosci pochodnej Tyr(acPh-O-Ph),; A - probka

w czasie 0 h, B - probka po 1 h naswietlania, C - kontrola przechowywana w ciemnosci

przez 1 h.
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Rysunek 162. Widma emisji pochodnej Tyr(acPh-4-NO:); zarejestrowane po okreslonym

czasie naswietlania,; A - probka kontrolna, B - probka badawcza.
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Rysunek 163. Od lewej wykresy zaleznosci intensywnosci fluorescencji (wartosci

max . .. ro. .o .
odczytane przy Agm  )oraz zintegrowanej intensywnosci fluorescencji od czasu trwania
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Rysunek 164. Chromatogramy z RP-HPLC (ukiad A, detekcja UV przy 254 nm)

uzyskane podczas badania fotostabilnosci pochodnej Tyr(acPh-4-NO)2; A - probka

w czasie 0 h, B - probka po 1 h naswietlania, C - kontrola przechowywana w ciemnosci

przez

1 h
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Rysunek 165.
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naswietlania; A - probka kontrolna, B - probka badawcza.
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Rysunek 166. Od lewej wykresy zaleznosci intensywnosci fluorescencji (wartosci

max . .. ro. .o .
odczytane przy Aqem  )oraz zintegrowanej intensywnosci fluorescencji od czasu trwania

eksperymentu dla probki i kontroli pochodnej Tyr(acPir)..
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Rysunek 167. Chromatogramy z RP-HPLC (ukiad D, detekcja UV przy 254 nm)

uzyskane podczas badania fotostabilnosci pochodnej Tyr(acPir)2; A - probka w czasie

0 h, B - probka po 1 h naswietlania, C - kontrola przechowywana w ciemnosci przez

1 h
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Rysunek 168. Widma emisji pochodnej Tyr(ac-2-Naft): zarejestrowane po okreslonym

czasie naswietlania, A - probka kontrolna, B - probka badawcza.
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Rysunek 169. Od lewej wykresy zaleznosci intensywnosci fluorescencji (wartosci

max . .. . .o .
odczytane przy Aoy )oraz zintegrowanej intensywnosci fluorescencji od czasu trwania
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eksperymentu dla probki i kontroli pochodnej Tyr(ac-2-Naft):.
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Rysunek 170. Chromatogramy z RP-HPLC (ukiad B, detekcja UV przy 254 nm)

uzyskane podczas badania fotostabilnosci pochodnej Tyr(ac-2-Naft)z; A - probka

w czasie 0 h, B - probka po 1 h naswietlania, C - kontrola przechowywana w ciemnosci

przez 1 h.
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Rysunek 171. Widma emisji pochodnej Tyr(ac-2-Naft-6-OMe): zarejestrowane po

okreslonym czasie naswietlania; A - probka kontrolna, B - probka badawcza.
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Rysunek 172. Od lewej wykresy zaleznosci intensywnosci fluorescencji (wartoSci

max . .. . .o .
odczytane przy Aoy )oraz zintegrowanej intensywnosci fluorescencji od czasu trwania

eksperymentu dla probki i kontroli pochodnej Tyr(ac-2-Naft-6-OMe)>.
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Rysunek 173. Chromatogramy z RP-HPLC (uktad B, detekcja UV przy 254 nm)

uzyskane podczas badania fotostabilnosci pochodnej Tyr(ac-2-Naft-6-OMe)>;

A - probka w czasie 0 h, B - probka po 1 h naswietlania, C - kontrola przechowywana

w ciemnosci przez 1 h.
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Przeprowadzone badania fotostabilnosci obejmowaly rejestracje widm emisji
probek badawczych oraz kontrolnych w odstepach czasowych 0, 15, 30 i 60 minut,
a takze analiz¢ homogenicznosci za pomocg RP-HPLC po 0 h oraz po 1 h trwania
eksperymentu (Rysunek 123 - 173). W wickszosci przypadkow otrzymane widma
fluorescencji nie wykazywaty istotnych zmian w profilu widm emisji ani intensywnosci
fluorescencji w badanym zakresie. Wyjatek stanowi pochodna Tyr(acDMA), oraz
Tyr(acPir),. Dla pierwszej] z wymienionych pochodnych widoczny byl spadek
intensywnosci fluorescencji o 45 % po 60 min (Rysunek 153 - 154). Otrzymane wyniki
jednoznacznie wskazuja, ze pochodna zawierajaca dwie grupy dimetyloanilinowe ulega
stopniowej utracie intensywnosci fluorescencji pod wptywem naswietlania $wiattem UV.
W miare wydtuzania czasu ekspozycji rejestrowano wyrazne zmniejszanie intensywnosci
fluorescencji, jednak bez istotnych zmian potozenia maksimum emisji ani ksztattu pasma.
Sugeruje to, ze pod wptywem promieniowania UV zachodzi stopniowa fotodegradacja
fluoroforu, nieprowadzaca jednak do powstawania nowych dominujacych form
emitujacych. Zachowanie profilu emisyjnego wskazuje, ze charakter stanu emitujacego
pozostaje zasadniczo niezmieniony. Widma fluorescencji dla probki kontrolnej nie
ulegaja zmianie w kolejnych odcinkach czasowych, oznacza to, ze zmiany widoczne dla
probki badawczej sa wynikiem dziatania $wiatta UV. Brak zmian warunkow
srodowiskowych podczas prowadzenia doswiadczenia pozwala wykluczy¢ wptyw zmian
polarno$ci otoczenia, procesOw protonacji/deprotonacji oraz istotnych zmian
konformacyjnych, ktore moglyby prowadzi¢ do przesunig¢cia pasm emisji lub zmiany
charakteru stanu emitujgcego. Zastosowany rozpuszczalnik - acetonitryl jest
fotochemicznie stabilny, jednak nie hamuje proceséw rodnikowych ani
fotooksydacyjnych, co moze sprzyja¢ degradacji fluoroforu pod wplywem
promieniowania UV. Dodatkowo MeCN nie absorbuje istotnie promieniowania
w stosowanym zakresie UV, dzigki czemu energia promieniowania oddziatluje
bezposrednio z badanymi czasteczkami, potencjalnie intensyfikujac procesy
fotochemiczne.

Jednym z prawdopodobnych mechanizméw odpowiedzialnych za obserwowany
spadek intensywnosci fluorescencji moga by¢ procesy fotooksydacyjne zachodzace
w obrebie podstawnika dimetyloaminowego (DMA). Obecno$¢ grupy aminowe;]
zwigksza podatno$¢ uktadu na utlenianie, co moze obniza¢ fotostabilno$¢ pochodne;.
Istotne jest, ze dla pochodnej asymetrycznej Tyr(acDMA) (Rysunek 129 - 130) nie

obserwowano obnizenia fotostabilnosci nawet po 60 min naswietlania. Moze to
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wskazywaé, ze obecno$¢ dwoch grup DMA zwigksza podatnos¢ uktadu na procesy
prowadzace do fotodegradacji oraz powstawania populacji niefluorescencyjnych
produktow. Wprowadzenie drugiej grupy elektronodonorowej prawdopodobnie wptywa
rowniez na zmiane rozktadu gestosci elektronowej 1 reaktywnos$ci wzbudzonego uktadu.
Odmienne wlasciwosci obserwowano dla pochodnej Tyr(acPir), (Rysunek 165 oraz 166).
Widma emisji rejestrowane po kolejnych okresach naswietlania wykazywaty wzrost
intensywnos$ci fluorescencji przy jednoczesnym braku istotnych zmian potozenia
maksimum emisji. Otrzymane wyniki mogg sugerowaé wystgpienie procesu
fotoaktywacji, w wyniku ktoérego dochodzi do ograniczenia ruchow rotacyjnych
W czasteczce, a tym samym zmniejszenia udziatu procesow bezpromienistej dezaktywacji
stanu wzbudzonego. Nalezy jednak uwzgledni¢ réwniez inne mozliwe przyczyny
obserwowanego efektu. Pier$cien pirydynowy moze uczestniczy¢ w oddziatywaniach
z obecnymi w uktadzie $ladowymi iloSciami wody lub innych zanieczyszczen
protonodonorowych, co potencjalnie moze wptywa¢ na wlasciwosci emisyjne zwigzku.
Nie mozna rowniez wykluczy¢ ograniczonej rozpuszczalno$ci badanej pochodnej,
prowadzacej do zmian efektywnego stezenia zwigzku w trakcie eksperymentu. Istotne
jest jednak, ze analogiczne zmiany obserwowano zarowno dla prébki badawczej, jak
1 kontrolnej, co wskazuje, ze efekt ten nie wynika bezposrednio z dziatania
promieniowania UV.

W przypadku obu pochodnych Tyr(acDMA ) oraz Tyr(acPir): konieczne jest rozszerzenie
badan o pomiary czasOw zaniku fluorescencji, wykonanie widm mas, widm UV-Vis,
wykonanie pomiarbw w obecnosci N> 1 O oraz kontrole zawartosci wody
w wykorzystanych rozpuszczalnikach do badan, ktére z czasem moga chlona¢ ja
Z powietrza.

Dane jednoznacznie potwierdzaja fotostabilno$¢ niemal wszystkich badanych
pochodnych w analizowanym czasie. Profil emisji pozostat niezmieniony we wszystkich
przypadkach, a nawet pochodna Tyr(acDMA),, wykazujaca najmniejsza odpornos¢ na
swiatto UV, zachowata rejestrowalng fluorescencj¢ nawet po 60 minutach ekspozycji.

Warto podkresli¢, ze analiza RP-HPLC (Rysunek 125, 128, 131, 134, 137, 140,
143, 146, 149, 152,155,158, 161, 164, 167, 170, 173) nie wykazata obecnosci produktow
fotodegradacji po naswietlaniu wszystkich badanych probek. Otrzymane wyniki sugeruja
zatem, ze obserwowane w dwoch przypadkach zmiany intensywnosci fluorescencji maja
przede wszystkim charakter fotofizyczny i1 nie s3 zwigzane z istotnym rozpadem

chemicznym badanych pochodnych.
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5. Badanie zywotnosci wybranych linii komoérkowych

W niniejszej pracy przeprowadzitam oceng wplywu otrzymanych acetylenowych
pochodnych tyrozyny na zywotno$¢ wybranych linii komorkowych. Analiz¢ wykonatam
z wykorzystaniem ludzkich linii komoérkowych: keratynocytéw (HaCaT) oraz komorek
nowotworowych piersi (MCF-7) i prostaty (PC-3). Zastosowanie zarowno linii komorek
prawidlowych (model komorek nienowotworowych; komorki HaCaT), jak
1 nowotworowych, umozliwito wstepng ocen¢ selektywnosci dziatania badanych
zwigzkow oraz okreslenie ich potencjatu aplikacyjnego.

Badania wykonatam na Wydziale Biologii, w Katedrze Biologii i Genetyki Medycznej,

w Pracowni Sygnalizacji Wewnatrzkomodrkowej, we wspotpracy z dr Aleksandra Hac.
a) Prowadzenie hodowli komorkowych

Lini¢ komorkowa HaCaT (keratynocyty; komoérki prawidlowe) zakupiono
w banku komoérek CLS (ang. Cell Lines Service GmbH), natomiast linie komorek
nowotworowych MCF-7 (komorki raka piersi) oraz PC-3 (komorki raka prostaty)
pozyskano z banku komoérek ATCC (ang. American Type Culture Collection). Do hodowli
komorek uzytam podtozy DMEM (ang. Dulbecco's Modified Eagle Medium; hodowla
komorek linii HaCaT) oraz RPMI 1640 (nazwana na czes¢ ang. Roswell Park Memorial
Institute; hodowla komorek linii MCF-7 1 PC-3). Pozywke¢ suplementowatam 50 ml
ptodowej surowicy bydlecej (ang. Foetal Bovine Serum; FBS) na 500 ml pozywki,
mieszaning antybiotykéw penicyliny 1 streptomycyny (kupowane jako roztwér 100x
stezony (10000 jednostek/ml penicyliny 1 10 mg/ml streptomycyny w 0,9 % NaCl),
dodawane do st¢zenia 1x), jatowym 200 mM roztworem L-glutaminy (dodawanym do
stezenia koncowego 2 mM do pozywki RPMI 1640 i 4 mM do pozywki DMEM).
Pozywke 1 ptodowa surowice bydlecg zakupiono w firmie Corning (Nowy Jork, USA),
natomiast roztwor L-glutaminy i antybiotykéw w firmie Biological Industries (Kibbutz
Beit Haemek, Izrael). Komorki hodowano w temperaturze 37 °C w atmosferze wysycone;j

5 % CO:a.
b) Test MTT

Ocen¢ wplywu badanych zwigzkow na zywotno$¢ komorek prawidtowych oraz
nowotworowych przeprowadzitam z wykorzystaniem testu MTT (bromek 3-(4,5-

dimetylo-2-tiazolilo)-2,5-difenylo-2H-tetrazoliowy). Zastosowana metoda wykorzystuje
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zdolno$¢ metabolicznie aktywnych komorek do enzymatycznej redukc;ji soli tetrazolowej
MTT do nierozpuszczalnego formazanu, zachodzacej przy udziale mitochondrialnych
dehydrogenaz. Ilo$¢ powstajacego produktu jest proporcjonalna do liczby zywych
komorek. Po zakonczeniu reakcji formazan rozpuszcza si¢ w odpowiednim
rozpuszczalniku, a absorbancj¢ mierzy si¢ spektrofotometrycznie przy dtugosci fali
570 nm (z korekcja tla). Uzyskane wyniki umozliwiaja iloSciowa ocene wplywu
badanych zwigzkéw na zywotno$¢ badanych linii komoérkowych, a pordéwnanie
rezultatow uzyskanych dla roznych linii komérkowych pozwala na okreslenie ich
potencjalnej selektywnosci wobec komorek zdrowych 1 nowotworowych oraz
nakreslenie ich potencjatu aplikacyjnego.

Do badan wpltywu wybranej puli zwigzkdbw na zywotnos¢ komorek
wykorzystalam linie komorkowe: HaCaT, MCF-7 oraz PC-3. Jako kontrol¢ negatywna
zastosowatam komorki traktowane samym rozpuszczalnikiem (DMSO), a kontrole
pozytywna stanowily komorki traktowane puromycyng w st¢zeniach 1, 2,5 oraz 5 pg/ml.
Jako odnosnik wykorzystatam zwiazek BocTyrOMe w st¢zeniach 1, 5 1 10 uM. Ze
wzgledu na niewielka ilo$¢ uzyskanych zwigzkéw nie okreslitam cytotoksycznosci
pochodnych Tyr(acPir) oraz Tyr(acPhacDMA).

W celu przeprowadzenia testu MTT komorki wysiatam do 96-dotkowych ptytek
w gestosci 4x10° komérek/dotek (100 ul zawiesiny komérek w podtozu). Plytki
inkubowatam przez 24 h w temperaturze 37 °C w atmosferze 5 % CO-, aby umozliwi¢
adhezj¢ komorek. Po 24 godzinach inkubacji podtoze hodowlane zastgpitam Swiezym,
zawierajacym badane zwigzki w stezeniach: 1 uM, 5 uM, oraz 10 uM, przygotowanych
z roztwordw macierzystych otrzymanych przez rozpuszczenie zwigzkow w DMSO. We
wszystkich wariantach eksperymentalnych inkubacj¢ prowadzilam przez 24 h. Po
zakonczeniu inkubacji do kazdego dotka dodatam 30 ul roztworu MTT (3,33 mg/ml
w buforze PBS, koncowe stezenie w dotku wynosito 1 pg/ml), a nastgpnie plytke
inkubowatam przez 3 h w 37 °C w atmosferze wysyconej CO> o stezeniu 5 %. W tym
czasie w zywych komorkach nastgpowata redukcja MTT do nierozpuszczalnego
w wodzie formazanu. Po inkubacji ostroznie usungtam podtoze, a powstaty formazan
rozpuscitam, dodajac 100 pl DMSO do kazdego z dotkoéw. Zawartos¢ kazdego dotka
mieszatam przez 10 minut, az do catkowitego rozpuszczenia krysztalow, a nastepnie
mierzytam absorbancje za pomoca spektrofotometru z czytnikiem ptytek przy dtugosci
fali 570 nm, stosujac korekte tta przy 660 nm. Badania zostaty wykonane w minimum

trzech niezaleznych powtdrzeniach biologicznych, a kazda probka umieszczona byta
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w trzech dotkach jako powtorzenia techniczne. Do analizy statystycznej wynikéw badan
komorkowych wykorzystano program GraphPad Prism 10.

Wyniki testow MTT wszystkich linii hodowlanych dla asymetrycznych (Rysunek 174 -
176) oraz dla symetrycznych (Rysunek 177 - 179) acetylenowych pochodnych tyrozyny

zaprezentowano ponize;j.
e Pochodne asymetryczne

Linia komorkowa HaCaT

150

100 T 1

Zywotnosé [%|
1

Stezenie [pmol/dm?]

Rysunek 174. Wyniki testu MTT obrazujqce zaleznosc¢ zywotnosci komorek z linii HaCaT
od stezenia badanych asymetrycznych pochodnych tyrozyny wzgledem kontroli
negatywnej (0 uM, komorki poddane dziataniu czystego nosnika DMSO przyjeto za
100 %) po 24h traktowania. Przestawiono wartos¢ SEM co najmniej 3 niezaleznych
eksperymentow. Istotnosc statystyczna roznic okreslono za pomocq testu one-way
ANOVA oraz testu wielokrotnych porownan Dunnetta (****p<0,0001);
gdzie: * - roznica istotna statystycznie pomiedzy HaCaT traktowanymi wybranymi

pochodnymi a kontrolg.
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Linia komoérkowa MCF-7
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Rysunek 175. Wyniki testu MTT obrazujgce zaleznos¢ zywotnosci komorek z linii MCF-7
od stezenia badanych asymetrycznych pochodnych tyrozyny wzgledem kontroli
negatywnej (0 uM, komorki poddane dziataniu czystego nosnika DMSO przyjeto za
100 %) po 24h traktowania. Przestawiono wartos¢ SEM co najmniej 3 niezaleznych
eksperymentow. Istotnos¢ statystyczna roznic okreslono za pomocq testu one-way
ANOVA oraz testu wielokrotnych porownan Dunnetta (****p<0,0001);
gdzie: * - roznica istotna statystycznie pomiedzy MCF-7 traktowanymi wybranymi

pochodnymi a kontrolg.
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Linia komorkowa PC-3
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Rysunek 176. Wyniki testu MTT obrazujgce zaleznosc¢ zywotnosci komorek z linii PC-3
od stezenia badanych asymetrycznych pochodnych tyrozyny wzgledem kontroli
negatywnej (0 uM, komorki poddane dziataniu czystego nosnika DMSO przyjeto za
100 %) po 24h traktowania. Przestawiono wartos¢ SEM co najmniej 3 niezaleznych
eksperymentow. Istotnos¢ statystyczna roznic okreslono za pomocq testu one-way
ANOVA oraz testu wielokrotnych porownan Dunnetta (*p<0,05, **p<0,01,
*ERED<0,0001), gdzie: * - roznica istotna statystycznie pomigdzy PC3 traktowanymi

wybranymi pochodnymi a kontrolg.
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e Pochodne symetryczne

Linia komorkowa HaCaT
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Rysunek 177. Wyniki testu MTT obrazujqce zaleznosc¢ zywotnosci komorek z linii HaCaT
od stezenia badanych symetrycznych pochodnych tyrozyny wzgledem kontroli
negatywnej (0 uM, komorki poddane dziataniu czystego nosnika DMSO przyjeto za
100 %) po 24h traktowania. Przestawiono wartos¢ SEM co najmniej 3 niezaleznych
eksperymentow. Istotnosc statystyczna roznic okreslono za pomocq testu one-way

ANOVA oraz testu wielokrotnych porownan Dunnetta (****p<0,0001);

gdzie: * - roznica istotna statystycznie pomiedzy HaCaT traktowanymi wybranymi

pochodnymi a kontrolg.
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Linia komoérkowa MCF-7
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Rysunek 178. Wyniki testu MTT obrazujgce zaleznos¢ zywotnosci komorek z linii MCF-7
od stezenia badanych symetrycznych pochodnych tyrozyny wzgledem kontroli
negatywnej (0 uM, komorki poddane dziataniu czystego nosnika DMSO przyjeto za
100 %) po 24h traktowania. Przestawiono wartos¢ SEM co najmniej 3 niezaleznych
eksperymentow. Istotnosc¢ statystyczna roznic okreslono za pomocq testu one-way
ANOVA oraz testu wielokrotnych porownan Dunnetta (***p<0,001, ****p<0,0001);
gdzie: * - roznica istotna statystycznie pomiedzy MCF-7 traktowanymi wybranymi

pochodnymi a kontrolg.
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Linia komorkowa PC-3
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Rysunek 179. Wyniki testu MTT obrazujgce zaleznosc¢ zywotnosci komorek z linii PC-3
od stezenia badanych symetrycznych pochodnych tyrozyny wzgledem kontroli
negatywnej (0 uM, komorki poddane dziataniu czystego nosnika DMSO przyjeto za
100 %) po 24h traktowania. Przestawiono wartos¢ SEM co najmniej 3 niezaleznych
eksperymentow. Istotnos¢ statystyczna roznic okreslono za pomocq testu one-way
ANOVA oraz testu wielokrotnych porownan Dunnetta (****p<0,0001);
gdzie: * - roznica istotna statystycznie pomiedzy PC3 traktowanymi wybranymi

pochodnymi a kontrolg.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze wigkszos¢ badanych zwigzkoéw nie wykazuje
istotnego wptywu na zywotno$¢ zadnej z analizowanych linii komdérkowych w badanym
zakresie stezen. W przypadku komorek prawidtowych (linia HaCaT) spadek zywotno$ci
zaobserwowano jedynie dla pochodnej asymetrycznej Tyr(ac-2-Naft-6-OMe) (Rysunek
174) w stezeniach 5 i 10 pM. Pochodne asymetryczne nie wplywaly znaczaco na
zywotno$¢ komorek raka piersi (linia MCF-7; Rysunek 175). W grupie pochodnych
symetrycznych spadek zywotno$ci komorek tej linii zauwazalny byt wylacznie dla
Tyr(acPh-4-NO»), (we wszystkich badanych stezeniach; Rysunek 178). Poniewaz

w analogicznie traktowanych komoérkach prawidlowych (HaCaT) nie wywotywata ona
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istotnego statystycznie obnizenia zywotnosci, moze to sugerowac¢ pewng selektywnosé
jej dzialania w kierunku komoérek nowotworowych piersi. Komorki raka prostaty (linia
PC-3) wykazaly wysoka odpornos¢ na dzialanie wigkszosci badanych pochodnych.
Zauwazono istotny statystycznie spadek zywotnosci w przypadku Tyr(ac-2-Naft-6-OMe)
(stezenie 10 uM, Rysunek 176).

Ostonigty aminokwas BocTyrOMe uzyty jako odno$nik w wigkszosci przypadkow nie
wykazywal dziatania cytotoksycznego wobec wszystkich testowanych linii
komorkowych. Wyjatek stanowi zaobserwowane istotne statystycznie obnizenie
zywotnos$ci komorek PC-3 (stezenie 5 puM, Rysunek 176). Rowniez wigkszo$¢
z badanych asymetrycznych i symetrycznych analogéw aminokwasow niebiatkowych
zawierajacych fragment tyrozyny z wigzaniem potrojnym nie wptywaly istotnie na
zywotno$¢ komorek, co sugeruje brak efektu cytotoksycznego wynikajacego
z wprowadzonych modyfikacji strukturalnych.

Zgodnie z oczekiwaniami, puromycyna - kontrola pozytywna - wyraznie obnizata
zywotno§¢ komoérek wszystkich badanych linii, potwierdzajac prawidtowos¢

przeprowadzenia testu.

6. Badanie zdolnosci do przenikania przez modelowe blony komorkowe

oraz blony komorkowe komorek nowotworowych

Zdolnos¢ zwiazkdw chemicznych do przenikania przez btony biologiczne stanowi
jeden z kluczowych czynnikdéw determinujacych ich potencjal aplikacyjny. Efektywna
penetracja przez dwuwarstwe lipidowa warunkuje biodostepnos¢, mozliwos¢ dotarcia do
miejsca dziatania oraz oddziatywanie z wewnatrzkomorkowymi celami molekularnymi.
W niniejszym rozdziale przedstawilam badania dotyczace zdolnosSci otrzymanych
acetylenowych pochodnych tyrozyny do przenikania przez modelowe btony komadrkowe
oraz blony komorkowe komorek nowotworowych. Analiza ta pozwolita na oceng
wlasciwosci transportowych badanych zwigzkow oraz okreslenie ich potencjalnej
skuteczno$ci w warunkach biologicznych.

Badania zdolnos$ci do oddzialywania i przenikania przez modelowe btony komorkowe,
takie jak duze jednowarstwowe liposomy (LUV) oraz gigantyczne jednowarstwowe
liposomy (GUV) zrealizowatam podczas stazu naukowego w Instytucie Chemii
Fizycznej im. J. Heyrovskiego, Czeska Akademia Nauk. Badania byly realizowane pod

opieka prof. Martina Hofa, dr. Radka Sachla oraz dr. Petera Kapusty.
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Badania wykonywatam na poczatkowym etapie realizacji pracy doktorskiej dlatego
obejmowaly tylko trzy pochodne: Tyr(acDMA);, Tyr(ac-2-Naft-6-OMe) oraz
Tyr(ac-2-Naft-6-OMe),.

6.1. Badania z wykorzystaniem LUV

Liposomy przygotowatam metoda hydratacji cienkiego filmu lipidowego, a dalsze
etapy obejmowaly formowanie i homogenizacj¢ pecherzykow lipidowych zgodnie
z protokolem opracowanym w jednostce, w ktorej realizowalam staz. Roztwor
macierzysty POPC o stezeniu 0,12 mM rozpuscitam w chloroformie. Nastepnie, poprzez
odparowanie chloroformu w eksykatorze pod zmniejszonym ci$nieniem przez jedng
godzing w temperaturze pokojowej, uzyskalam cienka warstwe lipidowa. Do
otrzymanego filmu lipidowego dodatam 400 pl buforu PBS, po czym probke intensywnie
mieszatam przez 30 minut, aby utworzy¢ jednowarstwowe pecherzyki lipidowe. W celu
uzyskania jednorodnej populacji LUV, zawiesing filtrowalam 20-krotnie przez
membrang poliweglanowa o $rednicy poréw 50 nm (Whatman). Tak przygotowane
liposomy charakteryzujg si¢ wysoka stabilnoscig koloidalng i s3 powszechnie stosowane
jako modelowe uklady btonowe Ilub nos$niki substancji biologicznie czynnych
w badaniach biofizycznych i farmaceutycznych.

Kuwety wykorzystane do badania widm emisji przygotowalam poprzez pokrycie ich
powierzchni BSA (ang. Bovine Serum Albumin, 2 mg/ml). Po kilku minutach naczynie
pomiarowe przeplukalam woda demineralizowang 1 dodalam 50 pl otrzymanego
roztworu z LUV oraz 40 pl roztworu PBS. Wybrane pochodne zostaly rozpuszczone
w DMSO 1 wprowadzane do uktadu pomiarowego tak, aby ich st¢zenie koncowe
wyniosto 10 uM, a DMSO stanowito 1 % objetosci badanej probki. Pomiar widm
zwigzkow o tym samym stezeniu w czystym DMSO oraz w PBS bez dodatku LUV
wykonatam poréwnawczo.

W celu weryfikacji oddziatywan wybranych zwigzkéw z liposomami zmierzytam widma

emisji w PBS, w PBS z dodatkiem liposomow i w DMSO (Rysunek 180 - 182).
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—— Tyr(acDMA), w PBS (10 pM)
——— Tyr(acDMA), w DMSO (10 pM)
——— Tyr(acDMA), z LUV w PBS (10 uM)
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Rysunek 180. Widma emisji zarejestrowane dla Tyr(acDMA): o stezeniu 10 uM
w roztworze PBS, DMSO oraz w PBS z dodatkiem LUV,

Analiza widm emisji dla pochodnej Tyr(acDMA): (Rysunek 180) wykazata, iz
zarejestrowane widmo ukladu z liposomami (linia niebieska) przesunglo sie¢
hipsochromowo wzgledem widma zmierzonego dla pochodnej w DMSO (linia czerwona)
czy w buforze (linia czarna), stanowigcymi srodowiska polarne. Wskazuje to na zmiang
polarnos$ci otoczenia w jakim znalazt si¢ zwiazek, a doktadnie na obniZenie tej polarnosci.
Sugeruje to, iz badana pochodna oddziatuje z membrang LUV zbudowana z niepolarnych

fosfolipidow.
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Rysunek 181. Widma emisji zarejestrowane dla Tyr(ac-2-Naft-6-OMe) o stezeniu 10 uM
w roztworze PBS, DMSO oraz w PBS z dodatkiem LUV.

Widmo emisji zmierzone dla pochodnej Tyr(ac-2-Naft-6-OMe) (Rysunek 181)
w obecnosci LUV pokrywa si¢ z widmem emisji zmierzonym w samym buforze.
Obserwacje wskazuja, ze zwiazek mogl przenikna¢ do wnetrza liposoméw wypetnionych

buforem lub doprowadzi¢ do ich dezintegracji.
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—— Tyr(ac-2-Naft-6-OMe), z LUV w PBS (10 pM)
—— Tyr(ac-2-Naft-6-OMe), w DMSO (10 M)
—— Tyr(ac-2-Naft-6-OMe) w PBS (10 uM)
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Rysunek 182. Widma emisji zarejestrowane dla Tyr(ac-2-Naft-6-OMe): o stezeniu 10 uM
w roztworze PBS, DMSO oraz w PBS z dodatkiem LUV.

Analogiczng sytuacje obserwuje si¢ w przypadku pochodnej Tyr(ac-2-Naft-6-OMe),
(Rysunek 182).

6.2. Badania z wykorzystaniem GUV

Liposomy przygotowalam metodg elektroformacji, ktéra umozliwia otrzymanie
gigantycznych jednowarstwowych pecherzykow lipidowych (GUV) o wysokiej
jednorodnosci i integralnosci blony.

Roztwér macierzysty lipidow przygotowatam poprzez rozpuszczenie POPC,
Biotin-DOPE oraz barwnika fluorescencyjnego ATTO 643 w stosunku molowym
1 : 100 : 1000 w chloroformie. Naniostam po 10 ul przygotowanego roztworu na
powierzchni¢ dwoch réwnolegtych cylindrycznych elektrod platynowych, ktore
nastepnie pozostawitam w atmosferze azotu w celu catkowitego odparowania
rozpuszczalnika organicznego. Po wysuszeniu elektrod umiescitam je w komorze
elektroformacyjnej wypelnionej wodnym roztworem sacharozy o st¢zeniu 290 mM.
Proces elektroformacji liposomow prowadzitam w zmiennym polu elektrycznym
o czestotliwosci 10 Hz przez 3000 s, a nastgpnie 2 Hz przez kolejne 1200 s. Wszystkie
eksperymenty przeprowadzilam przy napigciu ponizej 3 V, aby zapobiec uszkodzeniu
lipidowych blon pgcherzykow. Temperatura podczas elektroformacji byta utrzymywana
na poziomie 45 °C, co zwigkszato ptynnos¢ lipidow i sprzyjato samoorganizacji bton.
Tak przygotowane liposomy (GUV) charakteryzowaly si¢ duzymi rozmiarami (rzedu
kilku do kilkudziesigciu mikrometréw) oraz wysoka jednorodnoscig morfologiczng.
Mieszaning liposomoéw umiescitam w ptytkach 8-dotkowych wezesniej przygotowanych

poprzez przemycie kazdego dotka 200 ul BSA/Biot (biotynylowane BSA, 0,1 mg/ml)
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1 pozostawienie na 10 min, nast¢pnie przemycie woda demineralizowang i dodanie
200 pl streptawidyny (20 pg/ml). Po 10 min ptytki przemytam woda demineralizowang
1 dodatam do kazdego z dotkéw 200 ul wodnego roztworu glukozy (290 mM) oraz 50 pl
uformowanych liposoméw. Inkubacja przebiegata w temperaturze pokojowej, na blacie
laboratoryjnym, pod przykryciem. Nastepnie do kazdego z dotkéw z liposomami
w roztworze glukozy dodawatam wybrane pochodne rozpuszczone w DMSO
1 wprowadzone do uktadu pomiarowego tak, aby ich stg¢zenie koncowe wyniosto 10 uM
lub 100 uM, a DMSO stanowito 1 % objetosci badanej probki.

Dzigki obecnosci Biotin-DOPE oraz barwnika ATTO 643 mozliwe bylo badanie
oddziatywan zwiazkéw z liposomami przy uzyciu obrazowania za pomoca Olympus

FluoView1000 MPE (Rysunek 183 oraz 184).

.
A

Rysunek 183. Zdjecia zarejestrowane za pomocq fluorescencyjnego mikroskopu

konfokalnego. A - GUV po dodaniu Tyr(acDMA)> uzyskujgc finalne stezenie zwigzku
wynoszgce 10 uM, B - GUV po dodaniu Tyr(acDMA)> uzyskujgc finalne stezenie
zwigzku wynoszgce 100 uM, C - zdjecia GUV w swietle przechodzgcym przed dodaniem
zwigzku. Rozmiar zdjec: 105 x 105 um.

.

Rysunek 184. Zdjecia zarejestrowane za pomocq fluorescencyjnego mikroskopu
konfokalnego. A - GUV po dodaniu Tyr(ac-2-Naft-6-OMe) uzyskujqc finalne stezenie
zwigzku wynoszgce 10 uM, B - GUV po dodaniu Tyr(ac-2-Naft-6-OMe) uzyskujgc
finalne stezenie zwigzku wynoszgce 100 uM. Rozmiar zdjec: 210 x 210 um.
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Pochodna Tyr(acDMA), juz w nizszym z badanych stezen oddzialywata
z membranami liposoméw kumulujac si¢ gtdéwnie na ich powierzchni (Rysunek 183).
Wyniki badan sg zgodne z wynikami badan przeprowadzonych z wykorzystaniem LUV.
Pochodna Tyr(ac-2-Naft-6-OMe) oddziatywata z powierzchnia membran GUV
jednoczesnie powodowata stopniowa dezintegracje pecherzykow, co zostato
zaobserwowane w czasie rzeczywistym podczas eksperymentu (Rysunek 184).
W przypadku pochodnej Tyr(ac-2-Nadt-6-OMe)> nie udato si¢ zarejestrowac zdjgc
potwierdzajacych wystapienie oddzialywan pomiedzy liposomami a zwigzkiem. Po

wprowadzeniu zwigzku do uktadu powodowat on catkowitg dezintegracje GUV.

6.3. Badanie zdolnosci do przenikania przez blony komorkowe komorek

nowotworowych

Badania zdolnosci do przenikania przez blony komorkowe komorek
nowotworowych MCF-7 przeprowadzitam z wykorzystaniem fluorescencyjnego
mikroskopu konfokalnego MT200 Picoquant z technikg FLIM. Do badan wykorzystatam
komorki raka piersi (linia komérkowa MCF-7). Warunki hodowli komorek bytly
analogiczne, jak opisane w sekcji 5 czeSci doswiadczalnej. Stgzenie komorek jakie
wykorzystatam do posiewéw w ptytkach 6-dotkowych wyniosto 5 x 10° na 2 ml pozywki.
Finalne stezenie badanych zwigzkéw w uktadach wyniosto 10 pM. Zwigzki byly
inkubowane z komoérkami przez 24 h. Jako probe kontrolng pozytywna wykorzystatam
Hoest - znacznik fluorescencyjny dostepny komercyjnie, ktory wykorzystywany jest do
barwienia jader komorkowych. Hoest zostat uzyty w stezeniu 18 uM i byt inkubowany
z komoérkami 15 min przed badaniem. Badaniom zostaly poddane tylko wybrane
pochodne, takie jak: Tyr(acDMA), Tyr(acDMA),, Tyr(acPh-4-NO,), Tyr(acPh-4-NO.)a,
Tyr(acPir), oraz Tyr(ac-2-Naft-6-OMe),, ktorych dlugofalowe pasma absorpcji
umozliwialy wzbudzenie przy uzyciu laseré6w stanowigcych Zrodlta $wiatla

w wykorzystanym fluorescencyjnym mikroskopie konfokalnym (Rysunek 185 - 190).
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Rysunek 185. A - Obraz zarejestrowany dla probki zawierajgcej komorki MCF-7 po 24h
inkubacji ze zwigzkiem Tyr(acDMA) o stezeniu 10 uM, B - zdjecie zarejestrowane po
24 h inkubacji ze zwigzkiem Tyr(acDMA) o stezeniu 10 uM oraz po 15 min inkubacji

z Hoestem. Rozmiar zdje¢: 80 x 80 um.
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Rysunek 186. A - Zdjecie komorek MCF-7 po 24 h inkubacji ze zwigzkiem Tyr(acDMA):
o stezeniu 10 uM, B - zdjecie zarejestrowane po 24 h inkubacji ze zwigzkiem
Tyr(acDMA): o stezeniu 10 uM oraz po 15 min inkubacji z barwnikiem Hoest. Rozmiar

zdjec: 80 x 80 um.
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Rysunek 187. A - Obraz zarejestrowany dla probki zawierajqgcej komorki MCF-7 po
24 h inkubacji ze zwigzkiem Tyr(acPh-4-NO;) o stezeniu 10 uM, B - zdjecie
zarejestrowane po 24 h inkubacji ze zwigzkiem Tyr(acPh-4-NO:) o stezeniu 10 uM oraz

po 15 min inkubacji z barwnikiem Hoest. Rozmiar zdjeé: 80 x 80 um.
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Rysunek 188. A - Zdjecie komorek MCF-7 po 24 h inkubacji ze zwigzkiem
Tyr(acPh-4-NO:): o stezeniu 10 uM, B - zdjecie zarejestrowane po 24 h inkubacji ze
zwigzkiem Tyr(acPh-4-NO:>); o stezeniu 10 uM oraz po 15 min inkubacji z barwnikiem
Hoest. Rozmiar zdjeé: 80 x 80 um.

Rysunek 189. A - Zdjecie komorek MCF-7 po 24 h inkubacji ze zwigzkiem Tyr(acPir)2
o stezeniu 10 uM, B - zdjecie zarejestrowane po 24 h inkubacji ze zwigzkiem Tyr(acPir)2
o stezeniu 10 uM oraz po 15 min inkubacji z barwnikiem Hoest.

Rozmiar zdjec: 80 x 80 um.
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Rysunek 190. A - Obraz zarejestrowany dla probki zawierajqcej komorki MCF-7 po
24 h inkubacji ze zwigzkiem Tyr(ac-2-Naft-6-OMe); o stezeniu 10 uM, B - zdjecie
zarejestrowane po 24 h inkubacji ze zwigzkiem Tyr(ac-2-Naft-6-OMe)> o stezeniu 10 uM

oraz po 15 min inkubacji z barwnikiem Hoest. Rozmiar zdjeé: 80 x 80 um.
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Uzyskane wyniki sugeruja, ze w warunkach eksperymentu zwigzki asymetryczne
(Rysunek 185, 187) nie wykazywaly zdolnos$ci do oddziatywania z komoérkami
nowotworowymi - nie wnikaty do ich wnetrza ani nie akumulowaty si¢ w obrebie btony
komorkowej] w badanym stezeniu oraz po analizowanym czasie inkubacji.
W przeciwienstwie do nich, zwigzki symetryczne (Rysunek 186, 188, 189, 190)
wykazywaty wyrazne powinowactwo do komoérek nowotworowych MCF-7, gromadzac
si¢ gtownie w obszarze btony komorkowe;.

Jako kontrolg pozytywna zastosowatam barwnik Hoest, ktory pozwalat na wizualizacj¢
jader komoérkowych 1 potwierdzenie obecnosci oraz integralno$ci badanych komoérek
podczas prowadzonego eksperymentu.

Warto zaznaczy¢, ze brak zarejestrowanego sygnatu fluorescencji dla badanych
pochodnych asymetrycznych moze wynika¢ z ograniczen zastosowanego sprzetu i braku
mozliwo$ci optymalnego wzbudzenia analizowanych zwiazkéw. W zwigzku z tym
planowane jest powtorzenie eksperymentu z wykorzystaniem mikroskopu
fluorescencyjnego wyposazonego w zrédlo $wiatla emitujagce promieniowanie
w krotkofalowym zakresie oraz ocena oddziatywan z komodrkami przy wyzszych

stezeniach.
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IV. Podsumowanie i wnioski

Zatozeniem pracy doktorskiej pod tytutem ,, Fluorescencyjne analogi
aminokwasow niebiatkowych z fragmentem tyrozyny - synteza, charakterystyka
fotofizyczna i ocena aktywnosci biologicznej” byta synteza nowych aromatycznych
acetylenowych pochodnych tyrozyny wykorzystujac reakcje Sonogashiry-Hagihary,
okreslenie ich wlasciwosci spektralnych i1 fotofizycznych, takich jak: potozenie widm
absorpcji oraz emisji, okreslenie molowego wspolczynnika absorpcji, wyznaczenie
wydajnosci kwantowych fluorescencji, czaséw zaniku fluorescencji, jasnosci swiecenia,
okreslenie fotostabilnosci, sprawdzenie wplywu na zywotno$§¢ wybranych linii
komorkowych, takich jak: HaCaT, MCF-7, PC-3 oraz weryfikacja ich zdolnosci do
penetracji modelowej blony komodrkowej i1 btony komoérkowej komorek MCEF-7.
Realizacja wszystkich przedstawionych zadan badawczych umozliwita finalnie
uzyskanie nowych fluoroforéw, okreslenie ich wlasciwosci oraz zdefiniowanie
potencjatu aplikacyjnego otrzymanych pochodnych.

Otrzymatam facznie 18 asymetrycznych 1 symetrycznych acetylenowych
pochodnych tyrozyny zawierajacych w swojej budowie podstawniki aromatyczne
o zroznicowanym charakterze elektronoakceptorowym i elektronodonorowym, takie jak:
fenyl, anizol, dimetyloaniling, beznzaldehyd, fenoksybenzen, nitrobenzen, pirydyng,
naftyl, metoksynaftalen oraz fenyl sprzgzony poprzez wigzanie potrdjne
z dimetyloaniling. Zwiazki oczyscitam, a ich tozsamo$¢ potwierdzitam za pomoca widm
mas oraz H'NMR. Asymetryczne i symetryczne acetylenowe pochodne tyrozyny
otrzymatam ze zr6éznicowang wydajnoscig wahajaca si¢ migdzy okoto 2 % a 40 %.
Pochodnej asymetrycznej podstawionej pirydyng nie udalo si¢ wyizolowac.
18 pochodnych scharakteryzowalam pod katem wilasciwosci spektralnych
1 fotofizycznych. Wptyw zmian pH na potozenie widm absorpcji oraz emisji sprawdzitam
dla 5 wybranych pochodnych, a wptyw obecnosci utleniacza i reduktora w §rodowisku
dla 4 pochodnych. 17 z 18 zwigzkéw przebadatam pod katem wpltywu na zywotno$¢
wybranych linii komoérkowych. 3 pochodne poddalam badaniom oddziatywania
z modelowg btong komorkows, a w przypadku 6 wybranych zwigzkéw sprawdzitam
zdolnos¢ do odziatywania z btong komoérkowa komoérek MCF-7.

W ramach pracy doktorskiej dodatkowo przeprowadzitam badania wlasciwosci
spektroskopowych oraz cytotoksycznosci ostonigtej pochodnej tyrozyny (BocTyrOMe)

jako zwiazku odniesienia dla otrzymanych ostonigtych acetylenowych pochodnych
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tyrozyny. Pozwolilo to jednoznacznie stwierdzi¢, jak wprowadzone modyfikacje
strukturalne wptynety na analizowane wtasciwos$ci zsyntezowanych pochodnych.

W kazdym z przebadanych przypadkéw maksima widm absorpcji byly przesuniete o co
najmniej 27 nm (Tyr(acPh) zmierzone w MeCN), a najwigcej o 104 nm (Tyr(acPh-O-Ph)
zmierzone w PBS) w kierunku dtuzszych fal w poréwnaniu z BocTyrOMe (Tabela 2, 6).
Wartos$ci molowego wspolczynnika absorpcji sa w kazdy przypadku wyzsze przy czym
najmniejszy wzrost zaobserwowatam dla pochodnej Tyr(acPh-4-NO») w CX (4,7-krotny
wzrost wzgledem BocTyrOMe), a najwickszy dla Tyr(acPhacDMA) w MeOH (okoto
100-krotny wzrost wzgledem BocTyrOMe) (Tabela 2, 6).

Maksima widm emisji przesungly si¢ batochromowo najmniej o 27 nm (Tyr(acPh)
zmierzone w MeOH) oraz maksymalnie o 288 nm (Tyr(acPh-4-NO;) zmierzone
w MeOH). Widma emisji w wigkszos$¢ przypadkow charakteryzuja si¢ duza wrazliwo$cia
na zmiany polarnosci sSrodowiska w przeciwienstwie do BocTyrOMe (Tabela 2, 6).
Przesunigcia Stokesa dla otrzymanych pochodnych mieszcza si¢ w zakresie od 69 do
okoto 11000 cm™! - dla ostonietej tyrozyny od okoto 1200 do 2700 cm™! (Tabela 6).
Wydajno$¢ kwantowa asymetrycznych i symetrycznych pochodnych jest zroznicowana
i zalezna od uzytego podstawnika, jak i otoczenia pomiarowego. Jej wartosci wahaja si¢

od okoto 1 % do 100 % (Tabela 2, 4).

Tabela 6. Zestawienie wlasciwosci spektroskopowych dla BocTyrOMe w warunkach

analogicznych dla badanych acetylenowych pochodnych tyrozyny.

& Przesunigcie
Mabs | Aem | [dm’/mol| Stokesa Jasnosé
Zwiazek Rozpuszalnik [nm] |[nm]| - cm] [em™] QY | €xQv
MeCN 277 | 296 | 2220 2317 0,081 180
BocTyrOMe MeOH 278 | 301 | 1540 2749 0,11 169
CcX 277 | 287 1640 1258 0,12 197
PBS 276 | 299 | 1290 2787 0,072 93

Jasno$¢ $swiecenia w wigkszosci przypadkow jest wielokrotnie wyzsza niz jasnos¢
stosowanego odniesienia. Warto podkresli¢, ze parametr ten - definiujacy jednoczesnie
efektywnos¢ zwiazku jako chromoforu i fluoroforu - jest zblizony do lub wyzszy od

jasnosci $wiecenia komercyjnie dostgpnych znacznikow fluorescencyjnych (Tabela 7).
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Tabela 7. Zestawienie jasnosci swiecenia wybranych acetylenowych pochodnych

tyrozyny oraz znacznikéw komercyjnych. 17181

Nazwa zwiazku Rozpusczalnika |Jasno$¢ Swie cenia|
MeCN 180
BocTyrOMe MeOH 170
CX 197
PBS 93
Tyr(acDMA) PBS 76000
Tyr(acPhacDMA) MeOH 100000
MeCN 54000
Tyr(ac-2-Naft-6-OMe), MeOH 56000
CX 49000
PBS 79000
chinina H,0 (pH=2) 3000
BODIPY-FL MeOH 86000
fluoresceina H,O (pH=9) 88000
rodamina 110 H,O (pH=17.5) 68000

Wprowadzenie do *tancucha bocznego podstawnikéw elektronodonorowych,
takich jak dimetyloanilina, anizol czy pochodne metoksynaftalenu, prowadzilo do
uzyskania szczegdlnie korzystnych wilasciwosci spektroskopowych i fotofizycznych
badanych zwigzkéw, zwlaszcza w zakresie parametrow ilosciowych, w pordwnaniu
z pochodnymi zawierajagcymi podstawniki elektronoakceptorowe (np. nitrobenzenu czy
benzaldehydu). Wyniki te wskazuja, Ze obecno$¢ podstawnikow elektronodonorowych
sprzyja stabilizacji standow wzbudzonych oraz zwigkszeniu efektywno$ci procesow
emisyjnych. Z kolei wprowadzenie podstawnikow elektronoakceptorowych prowadzito
do batochromowego przesunigcia widm emisji, odzwierciedlajgcego stabilizacj¢ stanow
wzbudzonych o niZszej energii.

Modyfikacje polegajace na wprowadzeniu symetrycznie ukladéw aromatycznych
do tancucha bocznego tyrozyny nie prowadzily do znaczacej poprawy wilasciwosci
fotofizycznych w poréwnaniu z analogicznymi podstawnikami wbudowanymi
asymetrycznie. Wskazuje to, iz liczba wprowadzonych podstawnikow w badanym
uktadzie odgrywa mniejszg role¢ niz ich charakter.

Wplyw zmian pH na wiasciwosci spektroskopowe badanych pochodnych okazat
si¢ marginalny. W analizowanym zakresie pH nie zaobserwowano istotnych zmian ani
w widmach absorpcji, ani w widmach emisji, co wskazuje na wysoka stabilno$¢
fotofizyczna badanych uktadéw. Niezaleznie od warunkow s$rodowiska fluorescencja
pozostawata wyraznie obserwowana, co potwierdza stabilno$¢ wtasciwosci emisyjnych

badanych zwigzkoéw oraz niewielki wplyw zmian pH na charakter stanu emitujacego.
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Przebadane pochodne wykazaly wysoka odporno$¢ zaré6wno na dzialanie
czynnikow utleniajacych, jak i redukujacych. W przeprowadzonych eksperymentach nie
obserwowano istotnych zmian wlasciwosci optycznych badanych zwiazkow, co
wskazuje na wysoka stabilno$¢ badanych uktadow w zréznicowanych warunkach redoks.
Szczegodlnie istotne jest, ze we wszystkich analizowanych przypadkach sygnat
fluorescencji pozostawal wyraznie rejestrowalny nawet po 24 h inkubacji w obecnosci
utleniacza lub reduktora. Obserwowane zmiany dotyczyly gléwnie intensywnosci
fluorescencji, natomiast profil widm emisji pozostawal niezmieniony, co sugeruje
zachowanie tego samego uktadu emitujacego oraz wysoka stabilno§¢ wiasciwosci
emisyjnych badanych pochodnych. Wyniki te wskazuja rowniez na przewidywalny
charakter odpowiedzi fluorescencyjnej analizowanych zwigzkow, istotny z punktu
widzenia potencjalnych zastosowan aplikacyjnych.

Wigkszo$¢ przebadanych pochodnych wykazywala wysoka fotostabilnos$¢ i nie
ulegata istotnej fotodegradacji w warunkach prowadzonych eksperymentow. Analiza
RP-HPLC nie wykazata obecnosci produktow fotodegradacji, co wskazuje na
zachowanie integralnosci chemicznej badanych uktadow pomimo ekspozycji na
promieniowanie UV. Dodatkowo obserwowane zmiany dotyczyty gtownie intensywnosci
fluorescencji, natomiast profil widm emisji pozostawal niezmieniony, co sugeruje
zachowanie tego samego ukladu emitujagcego. Wyniki te potwierdzaja wysoka stabilno$§¢
wlasciwosci emisyjnych badanych pochodnych oraz ich potencjalng przydatnose
w zastosowaniach wymagajacych dtugotrwalej 1 przewidywalnej emisji sygnatu
fluorescencyjnego.

Zwiazki zostaly przebadane pod katem wpltywu na Zywotno$¢ wybranych linii
komorkowych, takich jak: HaCaT, MCF-7, PC-3. Pochodne w wigkszos$ci przypadkow
nie wptywatly znaczaco na zywotno$¢ wybranych linii komorkowych, co potwierdza ich
biozgodnos¢ i otwiera mozliwo$¢ wykorzystania w badaniach in vitro. Co istotne, dla
czgsci otrzymanych zwigzkow, szczegdlnie uktadow symetrycznych, zaobserwowano
zdolnos¢ do interakcji z blonami komoérkowymi, co wskazuje na ich potencjat jako sond
srodowiskowych oraz znacznikéw fluorescencyjnych do obrazowania struktur
komoérkowych. Uzyskane wyniki sugeruja réwniez mozliwo$¢ zastosowania tych
uktadow do monitorowania zmian fizykochemicznych zachodzacych w obrebie blon
biologicznych 1 mikrosrodowiska komoérkowego. Dodatkowym atutem badanych

zwigzkéw jest ich charakter nieproteinogennych aminokwaséw oraz obecno$é
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reaktywnych grup funkcyjnych, co stwarza mozliwos¢ ich dalszej funkcjonalizacji oraz
wprowadzania do bardziej ztozonych uktadéw biologicznych, takich jak peptydy 1 biatka.

Podsumowujac, otrzymane w ramach pracy doktorskiej pochodne aminokwasow
niebiatkowych stanowig obiecujaca grupe zwiazkow o szerokim potencjale
aplikacyjnym. Dzigki obecno$ci dwoch grup funkcyjnych umozliwiaja one znakowanie
peptydow, biatek oraz innych ukladéw biologicznych bez konieczno$ci stosowania
duzych komercyjnych fluoroforow, ktoérych rozmiar, charakter chemiczny lub aktywnos¢
biologiczna moga wptywac na wtasciwosci badanych uktadow.

Uzyskane pochodne charakteryzuja si¢  korzystnymi wlasciwosciami
spektroskopowymi i fotofizycznymi, obejmujacymi wysoka jasno$¢ fluorescencji, dobra
fotostabilno$¢ oraz zachowanie wlasciwosci emisyjnych w zréoznicowanych warunkach
srodowiskowych. Wiasciwosci te wskazuja na mozliwos¢ wykorzystania acetylenowych
pochodnych tyrozyny w technikach bioobrazowania oraz monitorowaniu lokalizacji
1 oddziatywan biomolekut w uktadach komérkowych.

Istotnym atutem badanych ukladow jest rowniez ich biokompatybilnosé
wzgledem analizowanych linii komérkowych, co umozliwia potencjalne zastosowanie
w badaniach in vitro. Niewielka lub umiarkowana wrazliwo$¢ na zmiany pH oraz
obecnos¢ modelowych utleniaczy 1 reduktorow sugeruje dodatkowo mozliwos¢
wykorzystania tych zwigzkow w warunkach fizjologicznych, gdzie mikrosrodowisko
biologiczne podlega dynamicznym zmianom sktadu chemicznego i potencjatu redoks.

Dla czeg$ci otrzymanych analogow zaobserwowano zdolno$¢ do interakcji
z btonami komérkowymi, co otwiera mozliwo$¢ projektowania sond fluorescencyjnych
wrazliwych na zmiany mikro$rodowiska membran biologicznych. W przysztosci
wlasciwos$ci te moga znalez¢ zastosowanie w badaniach organizacji bton oraz procesow
zwigzanych z dynamika i reorganizacja struktur komérkowych.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze opracowane pochodne mogg stanowic
wartosciowe narz¢dzia do badan biofizycznych i1 biochemicznych oraz punkt wyjscia do
dalszego projektowania funkcjonalnych znacznikéw fluorescencyjnych i1 ukladéw
sensorycznych dla zastosowan w naukach biologicznych i biomedycznych.

W szerszej perspektywie ich wtasciwosci czynig je atrakcyjnymi kandydatami do
zastosowan w szeroko pojetych naukach life science 1 projektowaniu innowacyjnych
systemow diagnostycznych, co podkresla ich interdyscyplinarne znaczenie oraz warto$¢

naukowg uzyskanych wynikéw
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eksperymentow. Istotno$¢ statystyczna roznic okre§lono za pomocg testu one-way
ANOVA oraz testu wielokrotnych poroéwnan Dunnetta (*p<0,05, **p<0,01,
*EH%p<0,0001); gdzie: * - roznica istotna statystycznie pomie¢dzy PC3 traktowanymi
wybranymi pochodnymi a kontrolg. ...........cccoceeeiieiiiniiieniieeeeeee e 160
Rysunek 177. Wyniki testu MTT obrazujace zalezno$¢ zywotnosci komorek z linii
HaCaT od st¢zenia badanych symetrycznych pochodnych tyrozyny wzgledem kontroli
negatywnej (0 uM, komoérki poddane dziataniu czystego nosnika DMSO przyjeto za 100
%) po 24h traktowania. Przestawiono warto§¢ SEM co najmniej 3 niezaleznych
eksperymentdw. Istotnos$¢ statystyczna rdznic okreslono za pomoca testu one-way
ANOVA oraz testu wielokrotnych porownan Dunnetta (****p<0,0001); gdzie:
* - rdznica istotna statystycznie pomi¢dzy HaCaT traktowanymi wybranymi pochodnymi
A KONITOLG. .eeiiiiiiiieie ettt et et et et ebeentaeenbeenes 161
Rysunek 178. Wyniki testu MTT obrazujace zalezno$¢ zywotnos$ci komorek z linii
MCF-7 od stezenia badanych symetrycznych pochodnych tyrozyny wzgledem kontroli
negatywnej (0 uM, komorki poddane dziataniu czystego nosnika DMSO przyjeto za
100 %) po 24h traktowania. Przestawiono warto§¢ SEM co najmniej 3 niezaleznych
eksperymentoéw. Istotno$¢ statystyczna roznic okre§lono za pomocg testu one-way
ANOVA oraz testu wielokrotnych poréwnan Dunnetta (***p<0,001, ****p<0,0001);
gdzie: * - roznica istotna statystycznie pomi¢dzy MCF-7 traktowanymi wybranymi
pochodnymi @ KONIOIg. .....c..eeeiiiiiiiiiiiiiecie et 162
Rysunek 179. Wyniki testu MTT obrazujace zalezno$¢ zywotnosci komorek z linii PC-3
od stezenia badanych symetrycznych pochodnych tyrozyny wzgledem kontroli
negatywnej (0 uM, komoérki poddane dziataniu czystego nosnika DMSO przyjeto za 100
%) po 24h traktowania. Przestawiono warto§¢ SEM co najmniej 3 niezaleznych
eksperymentoéw. Istotno$¢ statystyczna roznic okre§lono za pomocg testu one-way
ANOVA oraz testu wielokrotnych poréwnan Dunnetta (****p<0,0001); gdzie:
* - rOznica istotna statystycznie pomigdzy PC3 traktowanymi wybranymi pochodnymi
A KONIIONG. .eiiiiiiiiciie et et ettt et e e e e e re e e areeenns 163
Rysunek 180. Widma emisji zarejestrowane dla Tyr(acDMA): o stezeniu 10 uM
w roztworze PBS, DMSO oraz w PBS z dodatkiem LUV..........cccccccvvvviniinininiiiiinns 166
Rysunek 181. Widma emisji zarejestrowane dla Tyr(ac-2-Naft-6-OMe) o stezeniu 10 pM
w roztworze PBS, DMSO oraz w PBS z dodatkiem LUV...............ccoooviiiiiiiiieeennn. 166
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Rysunek 182. Widma emisji zarejestrowane dla Tyr(ac-2-Naft-6-OMe); o stezeniu 10 uM
w roztworze PBS, DMSO oraz w PBS z dodatkiem LUV..........ccccccovvvviiiiiiieiiiiiis 167
Rysunek 183. Zdjecia zarejestrowane za pomoca fluorescencyjnego mikroskopu
konfokalnego. A - GUV po dodaniu Tyr(acDMA)> uzyskujac finalne stezenie zwigzku
wynoszace 10 uM, B - GUV po dodaniu Tyr(acDMA), uzyskujac finalne stezenie
zwigzku wynoszace 100 uM, C - zdjecia GUV w $wietle przechodzacym przed dodaniem
zwigzku. Rozmiar zdjec¢: 105 X 105 M. .eviiiiiiieiie e 168
Rysunek 184. Zdjecia zarejestrowane za pomoca fluorescencyjnego mikroskopu
konfokalnego. A - GUV po dodaniu Tyr(ac-2-Naft-6-OMe) uzyskujac finalne stezenie
zwigzku wynoszace 10 pM, B - GUV po dodaniu Tyr(ac-2-Naft-6-OMe) uzyskujac
finalne st¢zenie zwigzku wynoszace 100 pM. Rozmiar zdje¢: 210 x 210 pm. ............ 168
Rysunek 185. A - Obraz zarejestrowany dla probki zawierajacej komorki MCF-7 po 24h
inkubacji ze zwigzkiem Tyr(acDMA) o stezeniu 10 uM, B - zdjecie zarejestrowane po
24 h inkubacji ze zwigzkiem Tyr(acDMA) o stezeniu 10 uM oraz po 15 min inkubacji
z Hoestem. Rozmiar zdje¢: 80 X 80 UM ..cc.eeiiiiiiiiiiieiieeeee e 170
Rysunek 186. A - Zdjecie komorek MCF-7 po 24 h inkubacji ze zwigzkiem Tyr(acDMA);
o stezeniu 10 uM, B - zdjecie zarejestrowane po 24 h inkubacji ze zwigzkiem
Tyr(acDMA); o stgzeniu 10 uM oraz po 15 min inkubacji z barwnikiem Hoest. Rozmiar
ZAJEE: 8O X 80 LMttt st e 170
Rysunek 187. A - Obraz zarejestrowany dla probki zawierajacej komorki MCF-7 po
24 h inkubacji ze zwigzkiem Tyr(acPh-4-NO>) o stezeniu 10 uM, B - zdjecie
zarejestrowane po 24 h inkubacji ze zwigzkiem Tyr(acPh-4-NO2) o st¢zeniu 10 uM oraz
po 15 min inkubacji z barwnikiem Hoest. Rozmiar zdje¢: 80 x 80 pm.........coceeeenneee 170
Rysunek 188. A - Zdjecie komorek MCF-7 po 24 h inkubacji ze zwigzkiem Tyr(acPh-4-
NO2)2 o stezeniu 10 uM, B - zdjecie zarejestrowane po 24 h inkubacji ze zwigzkiem
Tyr(acPh-4-NOz2)2 o stezeniu 10 uM oraz po 15 min inkubacji z barwnikiem Hoest.
Rozmiar zdje€: 80 X 80 UM .c..eeiiiiieeeiii ettt 171
Rysunek 189. A - Zdjecie komorek MCF-7 po 24 h inkubacji ze zwiagzkiem Tyr(acPir)
o stezeniu 10 uM, B - zdjecie zarejestrowane po 24 h inkubacji ze zwigzkiem Tyr(acPir)
o stezeniu 10 uM oraz po 15 min inkubacji z barwnikiem Hoest. Rozmiar zdjec:
B0 X B0 LML, ettt ettt ettt ettt ettt et h et e e a e st e b et e et e enteenteneeenneeneas 171
Rysunek 190. A - Obraz zarejestrowany dla probki zawierajacej komérki MCF-7 po
24 h inkubacji ze zwigzkiem Tyr(ac-2-Naft-6-OMe), o stgzeniu 10 uM, B - zdjgcie
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zarejestrowane po 24 h inkubacji ze zwigzkiem Tyr(ac-2-Naft-6-OMe); o stezeniu 10 uM

oraz po 15 min inkubacji z barwnikiem Hoest. Rozmiar zdje¢: 80 x 80 pum................ 171
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