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Wygaszanie fluorescencji pirazolochinoliny
wprowadzonej na powierzchni¢ filmu polimerowego

Streszczenie

Badano wplyw obecnosci nukleotydow: guanozyno-3°,5’-monofosforanu (cGMP), adenozyno-
3”,5’-monofosforanu (¢cAMP) na wygaszanie fluorescencji swobodnej czasteczki pirazolo-[3,4-b]-
chinoliny (PAQ) w roztworze oraz gdy chromofor znajduje si¢ na powierzchni filmu polime-
rowego (PMMA). Zjawisko wygaszania fluorescencji byto analizowane z uzyciem rownania Ster-
na-Volmera. Stwierdzono, ze mechanizm wygaszania fluorescencji PAQ w obecnosci nukleoty-
dow jest zwigzany z przeniesieniem elektronu.

Wstep

[stnieje wiele aromatycznych czgsteczek, ktorych fluorescencja ulega zmia-
nie, gdy oddzialywuja one ze srodowiskiem. Wygaszenie lub wzmocnienie
fluorescencji mozna obserwowaé w zaleznosci od wielu czynnikow, tgcznie ze
strukturg fluorosensora, a takze typem mechanizmu oddziatywan pomigdzy
sensorem a srodowiskiem. Wygaszanie fluorescencji aromatycznych czasteczek
przez aniony byto przedmiotem wielu badan [1-3]. W literaturze zaproponowano
kilka mechanizmow wygaszania fluorescencji podstawionych chinoliny przez
mate aniony. Wsrod nich nalezy wymieni¢ mechanizm przeniesienia elektronu
z anionu do stanu wzbudzonego fluoroforu [2-6], kiedy ukfad chinolinowy
fluoroforu ulega dezaktywacji w obecnosci matych anionow takich jak CI”, Br,
F, SCN™. W ukfadach takich wykres typu Sterna-Volmera jest zaleznoscig

Schemat 1. Struktura pochodnych pirazolo-[3,4-b]-chinoliny
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lintowg z obu pomiarow fluorescencji: zmiany intensywnosci i czasOw zycia.
Innym mechanizmem jest tworzenie si¢ kompleksu z przeniesieniem tadunku
[5], a takze wygaszanie przez ci¢zki atom [, 7]. Opisano takze proces czgs-
ciowego wygaszenia fluorescencji dla 6-metoksy-(N-3-sulfopropylo)-chinoliny
rozpuszczonej w acetonitrylu [4]. Przedstawiono efektywnosé wygaszania
fluorescencji chinoliny przez aniony o réznych wiasciwosciach utleniajacych
oraz energi¢ aktywacji procesu wygaszania fluorescencji [6]. Fakt wysokiej
intensywnosci fluorescencji i czutosci fluorescencji chinolinowego fluoroforu na
dzialanie aniondw sklonilo nas do badania oddziatywan pochodnych pirazolo-
chinoliny (przedstawionych na schemacie 1) jako sensora nukleotydow. Obec-
nos¢ grupy winylowej ulatwia przylaczenie fluoroforu na powierzchni filmu
polimerowego, celem otrzymania sensora na podtozu stalym.

Praca zawiera analiz¢ wlasciwosci fotofizycznych 1,3-difenylo-6-winylo-1H-
pirazolo-[3,4-b]-chinoliny w roztworze metanolu. Zbadano mechanizm wyga-
szania fluorescencji w obecnosci nukleotydow dla fluoroforu swobodnego oraz
gdy jest zwigzany na powierzchni filmu polimetakrylanu metylu (PMMA).
Wstepne badania fluorescencji pirazolochinoliny w roztworze metanolu byty
przedstawione wczesniej [8].

Cze¢s¢ dosSwiadczalna

Synteza 1,3-difenylo-6-winylo-1H-pirazolo-[3,4-b]-chinoliny opisana zostata
wczesnie] [9]. Spektralnie czysty metanol, nukleotydy i inne odczynniki zostaty
zakupione w firmie Sigma-Aldrich.

Cienka warstwg filmu PMMA o grubosci okoto 20 pm otrzymano na ptytkach
kwarcowych z uzyciem metody ,,spin-couting”. Powierzchnia filmu naswietlana
byla przez okoto 15 min niskocisnieniowg lampg rtgciowa (A = 254 nm),
a nastgpnie natychmiastowo pokrywana roztworem 1,3-difenylo-6-winylo-1H-
pirazolo-[3,4-b]-chinoliny w metanolu o stgzeniu 10° M. Nastepnie film przez
15 min przeptukiwano czystym metanolem, aby usuna¢ swobodne czasteczki
chromoforu, ktore nie zwiazaly si¢ z powierzchnig polimeru.

Widmo absorpcji otrzymano przy uzyciu spektrometru Spekord M 40,
a widmo fluorescencji przy uzyciu Fluorolog 3 firmy Joben Yvon-Spex. Zaniki
fluorescencji mierzono przy uzyciu techniki zliczania pojedynczych fotondw na
spektrometrze fluorescencyjnym Edinburgh Instruments Co. CD900, zaopa-
trzonym w lampg napetlniong wodorem. Probki ciekle mierzono w standardowe;j
kuwecie, a filmy polimerowe w triangularne;.

Wyniki badan i dyskusja

Rysunek | przedstawia widmo absorpcji i widma fluorescencji: wzbudzenia
i emisji. Widmo wzbudzenia zawiera dwa pasma, ktorych maksima zlokalizowa-
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Rys. 1. Widmo absorpcji, wzbudzenia i emisji 1,3-difenylo-6-winylo-1H-pirazolo-[3,4-b]-chino-
liny w metanolu. Stezenie fluoroforu 10> M

ne sg odpowiednio 280 nm 1 400 nm. Odpowiada to takze pasmom po-
jawiajacym si¢ w widmie dla czasteczki fluoroforu umieszczonej na filmie
polimerowym. W badaniach PAQ w roztworze i na filmie polimerowym widmo
emisji fluorescencji przedstawia jedno pasmo z maksimum przy 470 nm.
Otrzymano je wzbudzajac swiatlem o dtugoscei fali: 290 nm i 390 nm. Widmo
absorpcji zawiera szerokie pasmo niskoenergetyczne przy 400 nm i silng
absorpcj¢ wysokoenergetyczng z maksimum okoto 277 nm. Charakterystyczny
ksztatt widma emisji dla fluoroforu w roztworze jest rowniez obserwowany dla
sensora polimerowego. Obserwowane wilasciwosci spektralne odpowiadaja
danym dla innej pochodnej pirazolo-[3,4-b]-chinoliny opisanej wcze$niej w
literaturze [10]. Szerokos$¢ 1 ksztalt pasma emisji z maksimum przy 490 nm nie
zalezy od dlugosci fali, w ktdrej nastapito wzbudzenie. Fakt ten sugeruje, ze
pasmo powstaje na skutek przeniesienia tadunku podczas wzbudzania.

Pomiar wygaszania fluorescencji wykonano dla dlugosci fali, ktora
odpowiada maksimum obserwowanemu na widmie emisji dla roztworu PAQ
wzbudzanego swiattem o diugosci fali 290 nm. 1 ml soli sodowej cGMP o
stezeniach 2, 4, 6, 8, 10 - 10° M dodano odpowiednio do 2 ml roztworu
fluoroforu o stezeniu 1 - 10° M w metanolu. Rysunck 2 przedstawia widma
fluorescencji 1,3-difenylo-6-winylo-1H-pirazolo-[3,4-b]-chinoliny w metanolu
w obecnosci nukleotydu cGMP.

Nie obserwowano zmian ksztattu widma i przesuni¢cia maksimum pasma,
nie pojawilo si¢ tez nowe pasmo. Obserwowano jedynie zmniejszenie natezenia
fluorescencji, ktorej zalezno$¢ od stgzenia nukleotydu moze by¢ opisana
rownaniem Sterna-Volmera

N
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Rys. 2. Widmo fluorescencji czystego fluoroforu w metanolu i w obecnosci nukleotydu ¢cGMP
o roznych st¢zeniach

gdzie: Io/I — wskaznik wygaszania fluorescencji, Iy oraz I nat¢zenie fluorescencji
bez 1 w obecnosci nukleotydu. Rysunek 3a przedstawia liniowg zalezno$é
wskaznika wygaszania fluorescencji PAQ w niewielkim zakresie stgzen
nukleotydu i sugeruje nieliniowy charakter dla mniejszych stezen. Gdy fluorofor
pirazolochinolinowy jest na powierzchni filmu polimerowego, zwiazany z nig
kowalencyjnie, zmiana nat¢zenia fluorescencji ze stgzeniem nukleotydu jest
duza 1 nie jest liniowa (rysunck 3b), i moze by¢ opisana zmodyfikowanym
rownaniem Sterna-Volmera [11]

I, 1+ K [N]
I 1+ (ke /e ) [N]

gdzie: kne/kp — stosunek stalych szybko$ci proporcjonalnych odpowiednio do
stezen kompleksu cGMP-fluorosensor (NF) i fluorosensora (F), K, — jest stala
asocjacji (K, = [FN]/[F][N]) dla utworzenia kompleksu (FN) nukleotydu (N)
z fluorosensorem (F).

Nie obserwowano wplywu temperatury na proces wygaszania fluorescencji
PAQ, zarowno w roztworze jak i na filmie polimerowym. Rysunek 4 pokazuje
typowy zanik fluorescencji i funkcj¢ dopasowania dla PAQ w roztworze meta-
nolu (rysunek 4a) i fluoroforu zwigzanego na filmie polimerowym (rysunek b).
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Rys. 3. Zaleznos¢ wskaznika wygaszania dla PAQ od stgzenia nukleotydu: (a) w roztworze me-
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. Zanik fluorescencji i funkcja dopasowania dla 1,3-difenylo-6-winylo-1H-pirazolo-[3,4-b]-

chinoliny (a) roztwor, (b) polimer. Wzbudzenie — 390 nm, emisja — 470 nm. Badania
wykonano w metanolu. Ogoélny zapis funkcji dopasowania:

10)= 2. B exp(t/z,)

B; — wzgledny udziat (%),
T, — czas zycia fluorescencji

Zanik fluorescencji dla sensora polimerowego odbiega od typowego dla
sensora w roztworze jedno-wykladniczego zaniku. Wyniki analizy zaniku
fluorescencji dla pochodnej pirazolochinoliny przedstawione sa w tabeli 1.
Roznice w kinetykach sa spowodowane udziatem drugiego sktadnika fluores-
cencji w procesie zaniku. Kinetyk¢ zaniku fluorescencji dla sensora polime-
rowego dopasowano funkcja dwu-wyktadnicza z podobnym wspétczynnikiem
dopasowania jak w przypadku roztworu. Obliczenia przy uzyciu programu
Distribution Analysis wykazaly, ze mamy jedynie poszerzenie rozkladu jednego
sktadnika emisji. Dane czaséw zycia fluorescencji otrzymane z analizy
rozktadéw zawiera tabela 2.
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Tabela 1. Srednie czasy zycia fluorescencji PAQ wyznaczane przy uzyciu funkcji dopasowania

Stgienie A'L-.'u:. T T2 Bl Bl 2
fluorofru (nm) (ns) (ns) (%) (%) X
Swobodna czgsteczka fluoroforu w roztworze
107 M 290 12.06 +0.04 - 100 - 0.992
390 12.11 £ 0.04 - 100 . 1.001
103 M 290 11.93 +0.04 - 100 - 1.068
390 12.13 +£0.04 - 100 - 1.036
107 M 290 11.81 £0.04 - 100 - 1.036
390 11.99 +0.04 - 100 - 1.029
Fluorofor wprowadzony na powierzchnig¢ polimeru
107 M 290 13.50 +0.30 74+1.3 86.5 13.5 1.096
390 13.03+0.03 | 0.034+0.021 85.6 14.4 1.173
105 M 290 12.37+0.04 - 100 - 1.073
390 11.97 +0.06 1.5+0.5 98.5 1.5 1.094
107 M 290 14.50 + 0.04 7.7+0.8 78.46 | 21.54 1.070
390 12.82+£0.07 | 0.048 + 0.005 92.0 7.9 1.181
Tabela 2. Wyniki analizy rozktadu czasow zycia fluorescencji
Stgienie A'em:. T 2
fluorofru (nm) (ns) X
Swobodna czasteczka fluoroforu w roztworze
3 290 119+ 1.5 1.116
il 390 12.1 £ 1.8 1.050
3 290 11.8+1.1 1.055
10" M 390 122417 1.070
3 290 11.9+0.9 1.102
Sl 390 11.9+1.4 1.083
Fluorofor wprowadzony na powierzchni¢ polimeru
3 290 124+ 3.5 1.239
il 390 122423 1.099
3 290 11.7 = 1.6 1.147
1M 390 11.7+2.1 1.173
3 290 12.242.7 1.188
M 390 2.1 +32 1318

Czasy zycia fluorescencji wyznaczone dla swobodnej czasteczki w roztworze
odpowiadajg czasom zycia skladnika dlugo zyjacego pochodzacego od sensora
polimerowego. Wnioskujemy, ze zanik fluorescencji odbiegajacy od typu jedno-
wyktadniczego, obserwowany dla sensora polimerowego, jest prawdopodobnie
generowany przez silne oddziatywania pomigdzy fluoroforem a matrycg poli-
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merowq. Nie obserwowano réznic pomigdzy parametrami czasow zycia, kiedy
fluorofor wzbudzany byt §wiattem o dtugosci fali 290 nm lub 390 nm.

Nie obserwowano istotnych zmian czaséw zycia fluorescencji, gdy polimer

inkubowano w obecno$ci nukleotydu. Zgodnie z tym mozna wnioskowaé, ze
wygaszanie jest typu statycznego. Jednakze typowe wygaszanie statyczne
spowodowane jest tworzeniem si¢ kompleksu w stanie podstawowym, ktdry to
kompleks moze powodowac¢ zmiany widma absorpcji. Brak zmian w widmie
absorpcji nie wskazuje na istnienie trwatego kompleksu.

Projekt finansowany z grantu KBN nr 7T09B01121
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