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- Adids- dijo.
- Adiés- dijo el zorro-. Este es mi secreto. Es muy sencillo: sélo
se ve bien con el corazon. Lo esencial es invisible a los ojos.

ANTOINE DE SAINT-EXUPERY, El Principito






¢Ysidurmieras? ¢Y si en tu suefio, sonaras?

¢Y si sofiaras que ibas al cielo y alli recogias una extrafa y
hermosa flor?

¢Y si cuando despertaras tuvieras la flor en tu mano?

Ah, éentonces qué?
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Capitulo 1. Introduccién

1.1. Compuestos bicromoforicos (diadas)
1.1.1. Definicion

Se puede definir un cromdéforo como una molécula o parte de
una molécula capaz de absorber luz dando lugar a procesos
fotoquimicos y/o fotofisicos. Un compuesto bicromoférico (o diada) es
una molécula constituida por dos unidades moleculares diferenciables
conectadas mediante un puente molecular y cuyo espectro de absorcion
contiene los espectros de absorcién de los dos cromdéforos.™™ El puente
molecular es una unidad espaciadora que mantiene conectados
covalentemente los cromoéforos y permite que la excitacion de
cualquiera de ellos dé lugar a interacciones entre los mismos,
pudiéndose observar la formacién de complejos en el estado excitado
(exciplejos) o procesos intramoleculares de transferencia de electrén, de
proton o de energia.

Normalmente representaremos un compuesto bicromofdrico
como D-( )-A, donde D (dador) es el cromdforo que transfiere la carga, el
protén o la energia, y A es el cromdforo aceptor. El espaciador entre

ambas especies lo representaremos como -( )-.

D-()-A

Figura 1.1. Representacion general de un compuesto bicromoférico (diada).
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La eleccién de estos sustratos D-( )-A como objeto de estudio no
es arbitraria, sino que responde a varias caracteristicas que los hacen

especialmente utiles, como son:

- Los fendmenos fotofisicos y la reactividad fotoquimica con
participacidon de las dos subunidades se encuentran favorecidos, ya que
se producen a nivel intramolecular.

- El espaciador permite modular la distancia entre D y A,
haciendo que intervengan mas eficientemente mecanismos tales como
la transferencia de energia tipo Férster’ o Dexter’; en funcion de la
rigidez que proporcione al sistema, es relevante la participacion de
diversas conformaciones.

- Es posible introducir subunidades que posean centros quirales,
con la consiguiente posibilidad de analizar si  existe
estereodiferenciacidn en el comportamiento de los estados excitados.

- La presencia de sustituyentes en los cromoforos (que permite
modular la energia de los estados excitados, su potencial redox o incluso
su configuracion electronica, i. e. mn* versus nn*) puede dar lugar a
cambios en su fotorreactividad y/o propiedades fotofisicas,

introduciendo una gran versatilidad.®
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1.1.2. Procesos fotoquimicos y fotofisicos

La fotoquimica molecular es la ciencia relacionada con Ia
descripcidon fisica y quimica de los procesos que se derivan de la
absorcion de fotones.

Un proceso fotoquimico se inicia por absorcion de radiacién UV-
vis (200-800 nm). Esta energia no se distribuye al azar en la molécula,
sino que es absorbida selectivamente por grupos cromoéforos (cuyos
electrones se encuentran en orbitales n o 7, como dienos, grupos
carbonilo, aromaticos, etc). Los espectros de absorcion y emisién de una
molécula proporcionan informacion relevante sobre la estructura, la
energia y la dinamica de los estados electrénicos excitados. Su estudio
puede ayudar a comprender e interpretar la reactividad fotoquimica y
las propiedades fotofisicas de los compuestos.

Una molécula, tras absorber un fotén, pasa a un estado
electrénicamente excitado, el cual es inestable respecto al estado
fundamental. La molécula excitada, si no modifica su estructura quimica
mediante un proceso fotoquimico, buscard otra forma de perder su
energia para volver a su estado fundamental, dando lugar a un proceso
fotofisico. Asi pues, los distintos procesos por los cuales se puede
producir la desactivacidon de una molécula al encontrarse en su estado
excitado se pueden agrupar en dos: fotoquimicos y fotofisicos.’

Procesos fotoquimicos: son transformaciones que puede sufrir

una molécula desde su estado electrénico excitado para dar lugar a
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estructuras de diferente constitucion o configuracion a la del estado
inicial.

Procesos fotofisicos: son transiciones en las que se producen
interconversiones entre estados excitados o entre estados excitados y el
estado fundamental. Estos procesos pueden ser radiativos o no
radiativos. Un proceso radiativo implica la emision de radiacion
electromagnética desde el estado electrénicamente excitado para
regresar al estado electrénico fundamental. Sin embargo, en un proceso
no radiativo, la poblacién del estado inicialmente excitado se transfiere
a otro estado sin que le acomparie ninguna emision.

Los procesos radiativos mas comunes son:

e Absorcidn (A): caracterizada por un coeficiente de absorciéon
molar. Estas pueden ser transiciones

permitidas (singlete-singlete, So + hv —»S,)), o

prohibidas (singlete-triplete, Sg + hv —» T,)) por la regla de espin.

e Fluorescencia (F): emisién permitida por la regla de espin, en
la que se produce la desactivacion de una especie excitada desde el
primer estado excitado singlete al estado fundamental (S; —»So + hv)
con la consiguiente emisidon de un fotén de radiacidén. La fluorescencia
puede ser inmediata o retardada:

o Fluorescencia inmediata: segin el siguiente
mecanismo:
1. absorcién (Sg + hv —» Sy),

2. emision (S; —» So + hv’).
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Esta emision estd caracterizada por una constante de
velocidad k;.

o Fluorescencia retardada: puede ser de tipo P, segun el
siguiente mecanismo:
1. absorcién (Sg + hv —»S,),
2. cruce intersistemas (S; —>T4),
3. aniquiliacion del estado triplete (Ty + Ty — S1+ Sp),
4. emisién (S; —»Sg + hv’)
o de tipo E, activada térmicamente a través de CIS
(T, —»S;) en la etapa 3.

e Fosforescencia (P): emisidon prohibida por la regla de espin,
en la que generalmente se produce la desactivaciéon de una especie
excitada desde el primer estado excitado triplete al estado fundamental
(T;—»So + hv”’) con la consiguiente emisién de un fotdn. Esta emisidn
estd caracterizada por una constante de velocidad kp.

Entre los procesos no radiativos mas comunes se encuentran:

e Conversion interna (ClI): transiciones permitidas entre
estados de la misma multiplicidad en las que la molécula excitada pasa
de un estado electronico mds alto a otro mas bajo sin emisién de
radiacion (por ejemplo, S; —Sy). Se caracteriza por una constante de
velocidad k¢.

e Cruce intersistemas (CIS): transiciones prohibidas entre
estados de distinta multiplicidad (por ejemplo, S; —»T; 0 T — Sy),

caracterizadas por una constante de velocidad kgs.
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e Relajacion vibracional (RV): transmisién de un exceso de
energia de un nivel vibracional excitado a un nivel vibracional de menor
energia, dentro del mismo estado electroénico.

Estos procesos se muestran en el diagrama de Jablonsky de la

Figura 1.2. La duracién de éstos se muestra en la Tabla 1.1.

Proceso fotofisico Tiempo (s)
Absorcién 107"
Relajacién vibracional 10*2-10%°

Tiempo de vida del estado excitado S; 10°-107
Conversion interna 1010
Cruce intersistemas 10°-10®

Tiempo de vida del estado excitado T, 10°®

Tabla 1.1. Tiempos caracteristicos de los principales procesos fotofisicos.
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RV
J—
jE——
2 RV
S, —— >
Jrm——
PR N
— v __ CIs RV
S, p— > T
1 S RV
3 Cl
E Tn * ------- > :::
' _
Ko ;; E T1 —hl
g A F| ‘a :
1 1
Iy ' i
i P| 'cIs
i i
| '
1 1
1 1
1 1
i i
k. v AN 7
SO

Figura 1.2. Diagrama de Jablonsky modificado, donde se encuentran
representados los diferentes niveles de energia (S = singlete y T = triplete) y los
procesos posteriores a la absorcién de luz (A): F = fluorescencia; P = fosforescencia; Cl
= conversion interna; CIS = cruce intersistemas; RV = relajacion vibracional. Las flechas
continuas representan procesos fotofisicos radiantes y las discontinuas procesos no
radiantes.

1.1.3. Procesos fotoinducidos

Cuando dos cromodforos se encuentran presentes en el mismo
medio (unidos de forma covalente o no), pueden ocurrir entre ellos, tras
excitacién por luz, procesos como la transferencia de energia (TE), la
transferencia electrénica (TEl), la formacion de exciplejos (EX), la

transferencia de protén o la formacion de excimeros.



Capitulo 1. Introduccién

1.1.3.1. Transferencia de energia

En este proceso la energia de un croméforo dador (D*) en su
estado excitado es transferida a otro cromoéforo aceptor (A) en su
estado fundamental, produciéndose asi la desactivacion del dador a su
estado fundamental (D) y la excitacion del aceptor (A*).

D-()A —MY s Dr()A —TE pp()Ar

Figura 1.3. Proceso de transferencia de energia.

La transferencia de energia (TE) ocurre, generalmente, entre
estados de la misma multiplidad; asi, podemos hablar de TE singlete-
singlete y TE triplete-triplete.

Para que este proceso ocurra, la energia del estado excitado del
dador debe ser superior a la del aceptor (Ecuacién 1.1), con un tiempo
de vida suficientemente largo para poder reaccionar.

AG~AH=E, -E, (1.1)
donde AG es la variacion de la energia libre del proceso, Ep* es la
energia del estado excitado del dador y Ex* es la energia del estado
excitado del aceptor. Existen tres mecanismos de transferencia de
energia a pesar de que solo dos de ellos son relevantes en la practica.

El mecanismo trivial o radiante es poco frecuente ya que la

probabilidad de que la energia emitida por un croméforo excitado sea

-10-
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reabsorbida por otro cromoéforo en el estado fundamental es muy baja.

Aparte de este proceso poco usual, la transferencia de energia
ocurre por dos mecanismos: couldmbico o tipo Forster’ y de
intercambio electrénico o tipo Dexter.’ El primero implica una
interaccion dipolo-dipolo y actua a largas distancias (de hasta 100 A). Sin
embargo, el mecanismo tipo Dexter requiere una gran proximidad entre
dador y aceptor (distancias menores de 10 A), ya que debe producirse
una interaccidén eficiente para el intercambio electrénico entre los
orbitales LUMO y HOMO de dador y aceptor. En la Figura 1.4 se muestra

esquematicamente el mecanismo de estos procesos.

DIPOLO-DIPOLO O TIPO FORSTER

LUMO O O
| —

Homo —@ o O e O O

D* A D A*

INTERCAMBIO ELECTRONICO O TIPO DEXTER
LUMO O /_\ O
SN

HOMO 9 o O ® O ®

D* A D A*

Figura 1.4. Mecanismos de transferencia de energia.

-11 -
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1.1.3.2. Transferencia electronica y formacion de exciplejos

En general, el proceso de transferencia electrénica (TEl), tiene
lugar cuando una molécula en su estado excitado cede o acepta un
electron a o de otra molécula en su estado fundamental. En ciertos
casos, se puede formar un complejo de transferencia de carga entre un
cromoforo (D*) en su estado excitado y otro croméforo distinto (A) en
su estado fundamental o viceversa, si el cromdforo excitado actia como
aceptor (A*) y el croméforo en el estado fundamental como dador (D).
Este complejo, Ilamado exciplejo (EX), posee caracter de carga parcial en
cada cromoéforo y un elevado momento dipolar.

La termodindmica de estos procesos se puede determinar

haciendo uso de la ecuacién de Rehm-Weller®® (Ecuacién 1.2).

*

AG=Eq —Egepr, —E +C (1.2)

donde AG es la variacién de la energia libre del proceso, Eox y Erep sON
los potenciales de oxidacion y reduccion en el estado fundamental de
dador y aceptor, E* es la energia del estado excitado implicado, y C es el
término couldmbico que tiene en cuenta la estabilizacidén de las especies
generadas en el disolvente empleado. Los disolventes polares
estabilizan el par de iones radicales generado por transferencia
electrénica, mientras que en los disolventes apolares estd favorecida la
formacidn de exciplejo (Figura 1.5). Los exciplejos pueden detectarse

haciendo uso de la técnica de fluorescencia; suelen darse entre
-12 -
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moléculas planas capaces de dar complejos de tipo sandwich y pueden

vivir lo suficiente como para que se pueda detectar la emision de luz.’*

12
hv \ kTg oy e
D-()-A ——>D"-()-A ——— (D"-()-"A)
Disolventes polares
kEX Transferencia electrénica
o+ o—
(D-()-A)
Disolventes apolares
Formacion de exciplejo
o bien

k
TEI (D*()-A)

Disolventes polares

hv .
D-()-A ———>D-()-A

kEX Transferencia electrénica
o+ 8—*
(D-()-A)

Disolventes apolares

Formacion de exciplejo

Figura 1.5. Mecanismo de transferencia electrénica.

-13-



Capitulo 1. Introduccién

1.1.3.3. Transferencia de proton

En la transferencia de protdn, el dador (DH) transfiere un protén
al aceptor (A). Este proceso puede ocurrir indistintamente por

excitacion de D o de A.

h k .
DH-()-A ——— DH*-()-A ———» D-()-AH
o bien

k .
DH-()-A —™Y 5 DH-()-A* —T 5 D()-AH

Figura 1.6. Proceso de transferencia de protdn, bien por excitacién del dador
o del aceptor.

1.1.3.4. Formacion de excimero

Un excimero es un complejo que se forma entre un cromoéforo
en su estado excitado y otro cromodforo idéntico en su estado
fundamental. La formacién de este complejo provoca la desactivacion
de la fluorescencia del mondmero generando un dimero en el estado
excitado capaz de emitir luz. Como ocurria en el caso de los exciplejos,
también los excimeros (EXC) pueden ser detectados haciendo uso de la

técnica de fluorescencia.*>**

-14 -
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h k Excimero
2c —Y p c*+ ¢ —=» (C---CO)*
-hv' -hv"
C cC+C

Figura 1.7. Proceso de formacién de excimero para un croméforo C.

Hay que destacar también que los procesos de transferencia
electrdnica, protdnica y de energia definidos no ocurren aisladamente,
sino que en muchas ocasiones se produce mas de uno de ellos en una
misma reaccidon fotoquimica; asi, una transferencia protdénica puede
seguir a una transferencia electrénica, o una transferencia electroénica a
una de energia, etc. Los posibles procesos que pueden ocurrir se

resumen en la Figura 1.8.

-15-
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D-()-A
hv
TE /
* — *
Productos «=—— D-()-A B — D-()-A —— Productos
TP TE
TEI TP
\ \

Productos «—— (D'"-()-"A) (D-H) -()- AH" —» Productos

TP

\

(D-H)-()- AH" —— Productos

Figura 1.8. Procesos encadenados.
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1.2. Propiedades fotofisicas de los cromdforos benzofenona, naftaleno,

bifenilo, triptofano y timidina

A continuacion se describen brevemente las principales
caracteristicas fotofisicas de los cromdéforos mencionados aislados, para
una mejor comprensién de su comportamiento cuando se encuentren

incorporados en los sistemas bicromofdricos.

1.2.1. Benzofenona (BZP)

El espectro de absorcion UV de BZP en ciclohexano (Figura 1.9,
traza continua) presenta dos bandas, una con maximo a 250 nm (€max
~10000 M* cm'l) y otra con maximo a 350 nm (gms ~100 Vi cm'l)
correspondientes a las transiciones mm* y nm* respectivamente. En
disolventes polares, como etanol, (Figura 1.9, traza discontinua) se
produce un desplazamiento batocrémico de la banda nrn*e

. ;. 15-1
hipsocrémico de la nm*.” >

-17 -
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N ——— Etanol
40 [~ Ciclohexano

log &
o
T

Figura 1.9. Espectro de absorcion UV de benzofenona en etanol y
ciclohexano.

La energia de singlete es de 74 kcal/mol y el rendimiento
cuantico de fluorescencia inferior a 10°. Sin embargo, posee un
rendimiento cuantico de cruce intersistemas muy eficiente, de
aproximadamente la unidad, que permite su utilizacién como
fotosensibilizador. Su energia de triplete es de 69 kcal/mol. En el
especto de absorcion transitoria (Figura 1.10) puede observarse su
triplete con maximos a ca. A = 320 y 530 nm, con un tiempo de vida de
6.9 us en ciclohexano vy, si el disolvente es buen dador de hidrégeno, el

radical cetilo a A = 550 nm.”*>*’

-18-
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0.5
AA

0.4

0.3+

0.2

0.14

0.0+

300 400 500 600
A (nm)

Figura 1.10. Espectro de absorcidn transitoria de benzofenona.

Su espectro de fosforescencia presenta la tipica estructura
vibracional en forma de dedos, correspondiente a una molécula con el
. , . , % 7,15-17
estado triplete de mas baja energia nit*.
El triplete de la BZP se desactiva por oxigeno en acetonitrilo con
una constante de 2.3 x 10° M s}, y mediante transferencia de energia

al naftaleno con kp=4.7 x 10° Mt s 1.71517

-19-
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1.2.2. Naftaleno (NPT)

El espectro de absorcion UV de NPT presenta dos bandas, con
maximos a 280 y 220 nm.”*>®

Su maximo de emisién de fluorescencia esta centrado entre 330-
350 nm, dependiendo del disolvente. El rendimiento cudntico de
fluorescencia es 0.19 en ciclohexano y 0.21 en etanol. El tiempo de vida
del singlete de NPT es 96 ns en ciclohexano y 105 ns en etanol, con una

energia de singlete de 92 kcal/mol (Figura 1.11).”*>*°

1.0 1.0
n
o S ©
E 0.8 . 0.8 K
= con =
£ 06 \ 0.6 &
2 - S
< 0.4 '. 0.4 =~
1
0.21 ' 0.2
0.0 — e : 0.0
250 300 350 400
A (nm)

Figura 1.11. Espectro UV (linea discontinua) y de fluorescencia (linea
continua) de naftaleno en acetonitrilo a temperatura ambiente.

En el espectro de absorcidn transitoria en ciclohexano se detecta
el triplete de NPT con un maximo a 425 nm (g ~13200 M™ cm™), tiempo
de vida de 175 ps, y rendimiento cuantico de 0.75; La energia de triplete

-20-
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es 60.6 kcal/mol (Figura 1.12). También se detecta el catidn radical del
NPT a 685 nm.”1>16:18

Tanto el singlete como el triplete de NPT se desactivan por

-1

oxigeno, con constantes de 2.7 x 10" y de 2.0 x 10° M* st

. . 7,1
respectivamente, en ciclohexano.” >

AA relativa
o o o =
SN (o)) [o0) o

o
()
)

N

400 500 600
A (hm)

o
o

Figura 1.12. Espectro de absorcion transitoria de naftaleno.
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1.2.3. Bifenilo (BPN)

El espectro de absorcion UV de bifenilo presenta una banda

centrada a 248 nm (Figura 1.13).

7,15,19,20

Su maximo de emision de fluorescencia esta centrado a 310 nm

en metanol con un ¢ =

16982 (Figura 1.13)." Posee un rendimiento

cuantico de fluorescencia de 0.15 y un tiempo de vida de singlete de 16

ns en ciclohexano. Su energia de singlete es de 93 kcal/mol.”*>202

1.0 L1.0
[5+] ll \‘ ©
208 + L0.8Q
N 1 N
= ' ! =
€064 , ' L0.6 E
o 1 o
[ 1 \ Cu_
<044/ \ -0.4

0.2- \ L0.2

0.0l AN : ~— 0.0

250 300 350 400
A (nm)

Figura 1.13. Espectro UV (linea discontinua) y de fluorescencia (linea

continua) (Aexc = 250 nm) de bifenilo.

En el espectro de absorcidn transitoria (Figura 1.14) se detecta el

triplete de BPN con un maximo a 367 nm (¢ ~27100 M cm™), con un

-22-
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tiempo de vida de 130 ps y un rendimiento cuantico de 0.84 en
ciclohexano; posee una energia de triplete de 65.4 kcal/mol.”*?

Tanto el singlete como el triplete del bifenilo se desactivan por
oxigeno, con constantes de 2.8 x 10" M s en ciclohexano y de 1.4 x

-1 -1 7,1
10° M* s en benceno.”*

0.25

AA
0.20

0.15+

0.10+

0.05+

0.00 T T ;
350 400 450 500
A (nm)

Figura 1.14. Espectro de absorcion transitoria de bifenilo.
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1.2.4. Triptofano (Trp)

El triptéfano presenta una banda centrada a 280 nm en el
espectro de absorcién UV en agua, a pH = 7 (Figura 1.15).%

Su maximo de emisidn de fluorescencia esta centrado a 350 nm
en agua, a pH = 7 (Figura 1.15).*> Posee un rendimiento cuéntico de
fluorescencia de 0.13 y un tiempo de vida de singlete de 2.5 ns en

etanol. Su energia de singlete es de 95 kcal/mol.*>%

41.0
=5
5 |
G4 F
=3
B 51 0:5
X 4 Absorcion Emision
w 1}k

O 1 1 1 1
250 300 350 400
A (nm)

Figura 1.15. Espectro de absorcion UV y de fluorescencia de triptéfano en
aguaapH=7.
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El espectro de fluorescencia de Trp depende fuertemente de la
polaridad del disolvente, debido a la posible formacidén de enlaces de

hidrégeno a través del grupo NH del indol (Figura 1.16).%

10+ 0 100% E+OH
: Indol en
| \ mezclas
F ciclohexano-
etanol
o5k 20°C
O 1 1 |
300 350 400
A (nm)

Figura 1.16. Espectro de fluorescencia de indol en ciclohexano, etanol y
mezclas de ambos.

En el espectro de absorcidn transitoria se detecta el triplete del
Trp con un maximo a 460 nm (g ~5000 M cm™), con un tiempo de vida
de 14.3 ps y un rendimiento cuantico de 0.18 en etanol.”®> También se
detectan el catién radical (Trp*) a 580 nm (€ ~2900 M cm™), el radical
(Trp) a 510 nm (€ ~1800 M™* cm™) y el electrén solvatado a 700 nm (e
~19000 M™* cm™) en agua, a pH = 7.4.2*

Tanto el singlete como el triplete del triptéfano se desactivan
por oxigeno, con constantes en agua de 5.9 x 10°y de 5.0 x 10° M™* s*

respectiva mente.”

-25-
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1.2.5. Timidina (dThd)

La timidina presenta una banda centrada a 267 nm en el

espectro de absorcion UV, con un coeficiente de absorcion molar de

9860 M™* cm™ en agua (Figura 1.17).%

1.0+

A relativa
o o o
SN [o)] (oe]

o
N
1

o
o

225 250 275 300 325
A (nm)

Figura 1.17. Espectro UV de timidina en agua

Su maximo de emision de fluorescencia estd centrado a 330 nm
en agua (Figura 1.18).%> Posee un rendimiento cuantico de fluorescencia
de 1.32 x 10 y un tiempo de vida de singlete de 0.15 ps en agua.” Su

energia de singlete es de 100 kcal/mol."
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normalizada
o
(@))

0.0 — — .
300 400 500 600
A (nm)

Figura 1.18. Espectro de fluorescencia (hex = 267 nm, 2 x 10° M, agua) de
timidina.

En el espectro de absorcidn transitoria se detecta el triplete de la
dThd con un méximo a 370 nm (¢ ~2320 M cm™), con un tiempo de

vida de 25 ps y un rendimiento cudntico de 0.069 en etanol.™

En la Tabla 1.1 se resumen los principales pardmetros fotofisicos

de los cromoforos descritos.
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1.3. Antecedentes bibliogrdficos directos

En la bibliografia se encuentran trabajos sobre fotofisica y

fotoquimica de diadas conteniendo alguno de estos cromoéforos: diadas

26-32 31,33-40

conteniendo el croméforo naftaleno, benzofenona,

41,42 28,41 26,27,35

bifenilo, triptéfano y timidina.

A continuacién se describen en detalle algunas de ellas.

1.3.1. Diadas bifenilo-triptéfano™

Mediante estas diadas se realiz6 un estudio sobre las
interacciones que tienen lugar entre el farmaco flurbiprofeno (FBP) y el
éster metilico del triptéfano (TrpMe), aminoacido presente en el sitio |
de unidon de las albuminas séricas, como sistemas modelo en la
interaccidon farmaco-proteina. Farmaco y aminoacido se encontraban
unidos covalentemente mediante un enlace de tipo amida. Su

estructura se muestra en la Figura 1.19.

(S,S)-FBP-Trp
(R,S)-FBP-Trp

Figura 1.19. Estructura quimica de las diadas bifenilo-triptéfano.
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El espectro de absorcion UV (Figura 1.20) de las diadas resultd
ser idéntico al que corresponderia de la suma de los espectros de (S)-
FBP y (S)-TrpMe aislados a la misma concentracién, indicando Ia
ausencia de una interaccidn significativa entre los dos croméforos en el
estado fundamental. A la longitud de onda de 266 nm se observé que
cerca del 60% de la luz era absorbida por el bifenilo mientras que el 40%

restante era absorbido por el croméforo indol.

=
=]

Absorbancia
o
oo
1

T T T T T
240 260 280 300 320 340
Alnm

Figura 1.20. Espectro UV del (S)-FBP ( =-="), (S)-TrpMe ( —), (S,S)-FBP-Trp
(===)y(RS)-FBP-Trp (== ) en acetonitrilo a concentracién 2.5 x 10° M.

El fendmeno mds importante observado en los espectros de
fluorescencia (Figura 1.21.A) fue que en ambas diadas se produjo una
desactivacion casi total de la emisién, que consistid en una banda de
baja intensidad atribuida al *Trp*, cuyo maximo se situaba a 340 nm. Asi
pues, no se observd emisién por parte del 'rgp* (Amax = 310 nm).
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Ademads, al normalizar los espectros, se detectd la aparicién de una
nueva banda entre 380 y 500 nm, especialmente para la diada (R,S)-FBP-
Trp, que correspondia a la formacién de un exciplejo (Figura 1.21.B).

Los tiempos de vida de fluorescencia medidos a Aem = 340 nm
fueron mucho menores en las diadas (0.9 ns para ambas) que en el
modelo (S)-TrpMe (6.4 ns), lo cual era indicativo de la existencia de una
desactivacion dinamica. Por el contrario, los tiempos de vida de
fluorescencia registrados a Aem = 440 nm (maximo de emisién del
exciplejo) fueron mayores (7.6 y 5.1 ns para (S,S)-FBP-Trp y (R,S)-FBP-

Trp, respectivamente).

. 1.00 $1.00
i Al s
i 3
3 !
£0.751 §0.751
Il E
& : £
3 9 >
0501 Z0.50-
7] i 2
5 ! e}
£ | 2
<0257 | 50.25
/ 5
0,00 FEE e e pmned 0,005 e .
300 350 400 450 500 300 350 400 450 500
A/nm Alnm

Figura 1.21. A: Espectros de fluorescencia y B: espectros normalizados de
fluorescencia, todos ellos registrados en acetonitrilo/N, a concentracion 1.0 x 10° M y

Aexc = 266 nm, de (S)-FBP (~---), (S)-TrpMe t——), (5,5)-FBP-Trp (- - - ) y (R,S)-FBP-Trp
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Cuando se realizaron los ensayos de FDL a la longitud de onda de
excitacion de 266 nm para las diadas (S,S)-FBP-Trp vy (R,S)-FBP-Trp, se
observo la tipica banda de absorcidn triplete-triplete del FBP (maximo
de absorcién a 360 nm). El tiempo de vida de triplete en ambas diadas
fue el mismo que para el FBP aislado (ca. 24 ps), lo que indicaba la
ausencia de una interaccidn intramolecular en el estado excitado
triplete. En la Figura 1.22 se muestra el espectro de la especie transitoria

y la cinética de desactivaciéon de la seiial a 360 nm.

. 0.05 . 0.06
d
5 A 3 B
o 0.04 1 o
a) 0 0.04 1
< 0.03 ] <
0.02 \
0.02 1 !
0.01 1
0.00 1 ‘!’ TR 0.00 T« At S et LSS
300 350 400 450 500 0 100 200 300
A nm t/ us

Figura 1.22. A: Espectros de FDL obtenidos 6 ps después del pulso del laser de
(S)-FBP £-=), (5,5)-FBP-Trp £ = =) y (R,S)-FBP-Trp {:+-s-: ) registrados en acetonitrilo/N,
a concentracién 2.5 x 10° M Y Aexc = 266 nm. B: Desapariciones monitorizadas a 360
nm.
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1.3.2. Diadas naftaleno-timidina®®*’

Mediante estas diadas se estudié la discriminacién quiral de
farmacos que fotosensibilizan el dafio al ADN. El naproxeno (NPX) se
encontraba unido covalentemente a la posicion 5 del azucar de la

timidina (dThd). Su estructura se muestra en la Figura 1.23.

O
| NH
N o

O
(@)
MeO o

OH
(R)-NPX-dThd
(S)-NPX-dThd

Figura 1.23. Estructura quimica de las diadas NPT-dThd.

El espectro de absorcion UV de las diadas resultd ser idéntico al
qgue corresponderia de la suma de los espectros del naproxeno y de la
timidina aislados a la misma concentracion, indicando la ausencia de
una interaccion significativa entre los dos cromoéforos en el estado
fundamental.

El estudio de fluorescencia de las diadas fue llevado a cabo
utilizando como disolventes acetonitrilo y metanol (Figura 1.24). En
ambos casos, el espectro de emisiéon presentd una banda con un
maximo alrededor de 350 nm, asignada al naproxeno. También se

observé que tanto la intensidad de emisién como el tiempo de vida de
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fluorescencia de las dos diadas en metanol estaban fuertemente
desactivados, debido a la formacién de puentes de hidrégeno entre el

disolvente y la diada.

10

A 1,0 B

~»1=124ns

0.5 t (ns) 40

0,0

350 400 450
A (nm)

Figura 1.24. A: Espectro de fluorescencia (Aeyc = 320 nm) y B: desaparicion de
la sefial a A = 350 nm de la diada (R)-NPX-dThd (1 x 10 M) en acetonitrilo =), y en
metanol (—3}, bajo atmdsfera inerte.

Cuando los estudios de fluorescencia fueron llevados a cabo en
presencia de diferentes disolventes capaces de formar puentes de
hidrogeno, se encontré una significativa estereoselectividad entre
ambas diadas; siendo mas rapida la desactivacién para el caso de la
diada (R)-NPX-dThd. En la Tabla 1.2 se presentan los valores obtenidos

de las constantes de desactivacién para cada diada y disolvente.

-34-



Capitulo 1. Introduccién

kp x 107, M s

HFIP® H,0 MeOH EtOH iPrOH

(R)-NPX-dThd  31.0 8.2 5.3 2.6 <1.0
(S)-NPX-dThd 220 7.3 3.4 2.0 <1.0

Tabla 1.2. Constantes de desactivacion de fluorescencia de (R)-NPX-dThd y
(S)-NPX-dThd en presencia de moléculas capaces de formar puentes de hidrégeno.
Temperatura ambiente, atmdsfera inerte, Aoy = 320 nm. ° Hexafluoro isopropanol.

Si bien los espectros de absorcion resultaron ser idénticos, cuando
se compararon los espectros de excitacion de ambos compuestos,
(Figura 1.25.A) no se observd ninguna diferencia en acetonitrilo
mientras que en metanol si (Figura 1.25.B), debido a que el proceso de
transferencia de energia singlete-singlete desde la timina al naftaleno

era estereoselectivo.

240 300
A (nm) A (nm)

Figura 1.25. Espectros de excitacién de NPX ¢ ----), (R)-NPX-dThd (=) y (S)-
NPX-dThd (—) en atmdsfera inerte y Aer, = 350 nm en A: acetonitrilo y B: metanol.
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Cuando se realizaron los ensayos de FDL de ambos
diasteredmeros en presencia de acetonitrilo y metanol se observo la
banda a 430 nm correspondiente al triplete del naftaleno. Los tiempos
de vida de triplete fueron de 7 pus para ambas diadas en MeCN y de 8 y
12 us para (R)-NPX-dThd y (S)-NPX-dThd, respectivamente, en MeOH.

1.3.3. Diadas benzofenona-naftaleno®

Mediante estas diadas se investigd la estereoselectividad en la
desactivacion intramolecular inducida del triplete de naftaleno por la
benzofenona. Se utilizaron como sistema modelo diadas donde
ketoprofeno (KTP) estaba unido covalentemente a naproxeno (NPX)

mediante un enlace tipo éster. Su estructura se muestra en la Figura

o)
o
SRR 0®
© OCH3

(S,R)-KTP-NPX
(S,S)-KTP-NPX

1.26.

Figura 1.26. Estructura quimica de las diadas KTP-NPX.

El espectro de absorcion UV de las diadas (Figura 1.27) resulté
ser idéntico al que corresponderia de la suma de los espectros del

naproxol (naproxeno reducido a alcohol) y de la benzofenona aislados a
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la misma concentracién, indicando la ausencia de una interaccion

significativa entre los dos cromoforos en el estado fundamental.

2,0 1

1,5 1

A 1,0 1

0,5 1F

0,0 1

—
280 300

LS LY I RGPS I B O UL |
320

340 360 380 400
A (nm)

Figura 1.27. Espectro de absorcién UV de KTP (A), naproxol (B) y (S,5)-KTP-NPX

(C).

Los espectros de fluorescencia de las diadas a (Aexe = 318 nm

(Figura 1.28) resultaron iguales al del naproxeno. Se observé una

desactivacion casi total de la fluorescencia del NPX en las diadas debido

a la transferencia de energia singlete-singlete al KTP.
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—o— Naproxeno

............ (S,R)-KTP-NPX
——— (5,5)-KTP-NPX

20 1

T T T T T Y T T T 1
320 340 380 380 400 420 440
A (nm)

Figura 1.28. Espectro de fluorescencia (Aexe = 318 nm, N,, MeCN). Las
intensidades de las diadas estan multiplicadas por diez.

Cuando se realizaron los ensayos de FDL a la longitud de onda de
excitacion de 355 nm para las diadas (S,5)-KTP-NPX y (S,R)-KTP-NPX, se
observé la tipica banda de absorcion triplete-triplete de NPX (mdximo
de absorcion a 430 nm) debido a la transferencia de energia triplete-
triplete desde *KTP* a NPX. Las curvas de desaparicién monitorizadas a
430 nm (Figura 1.29) mostraron que los tripletes del (S)- y (R)- NPX se
desactivaban de forma diferente por el (S)-KTP, con constantes de 5.3 x

10°y 8.5 x 10° s* para (S,S)-KTP-NPX y (S,R)-KTP-NPX, respectivamente.
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e (S5,R)-KTP-NPX

L = (§,8)-KTP-NPX

t(ps)

Figura 1.29. Cinéticas de desaparicion de las diadas KTP-NPX a Ay = 355 nm
(Aops =430 nm, MeCN).

Esta estereoselectividad resulté ser una evidencia de Ia
implicacion de exciplejos “(KTP-NPX)* en la desactivacién de NPX asi
como de la necesidad de requisitos estructurales en la formacién de
intermedios tipo sandwich implicados en los procesos de desactivacién

inducida.

En el capitulo final de la tesis, se abordara el estudio de las
interacciones entre cromoéforos de tipo bifenilo encapsulados en el
interior de ASH. Por ello, se presenta una breve descripciéon de las

principales caracteristicas de esta proteina.
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1.4. Albumina sérica humana (ASH)

La albumina sérica humana (ASH), junto con la hemoglobina, es
probablemente una de las primeras proteinas del cuerpo humano que
llamod la atencion de los investigadores. Son muchas sus aplicaciones,

tanto en medicina clinica como en investigacidn basica.

Figura 1.30. Estructura de la albumina sérica humana.

1.4.1. Funcion de ASH

La ASH se sintetiza en el higado. Puede encontrarse en cualquier
fluido corporal, como por ejemplo en el fluido vitreo y acuoso ocular, en

el sudor, en las lagrimas, saliva y sangre donde es la proteina
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transportadora mds abundante. Ademas, estd presente en
practicamente todos los tejidos, pero sobre todo en la piel y los
musculos.

Su principal funcién es actuar como vehiculo de transporte y
distribucién de sustancias enddgenas y exdgenas en la sangre. Ejemplo
de ello es el transporte de farmacos (influyendo, asi, en la
farmacocinética y distribucidon de estos), de acidos grasos anidnicos de
cadena larga, acidos biliares, hormonas, vitaminas, etc.*

La interaccion de sustratos con ASH puede originar un
incremento en la solubilidad de éstos en la sangre (como es el caso de
los acidos grasos), asi como una disminucién de su toxicidad o una
proteccion frente a la oxidacién (como es el caso del dafo peroxidativo

al acido linoléico).*”

1.4.2. Estructura general de ASH

La ASH es una proteina globular que constituye alrededor del
60% del total de proteina en la sangre. Posee una masa molecular
promedio de 66500 Da y consta de 585 aminoacidos, entre los cuales se
forman un total de 17 puentes disulfuro; existe un tiol libre (Cys-34) y un
Unico triptéfano (Trp-214).% Segin andlisis cristalografico de rayos-X de
ASH, la cadena polipeptidica se dobla formando una hélice de
dimensiones aproximadas de 80 x 80 x 30 A, con cerca del 67% de

43,47,48

hélice-a, un 10% de giro B y un 23% de cadena extendida. Estudios
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recientes proponen que la conformacién global de ASH en disolucién

neutra es muy similar a la observada en la forma cristalina.*

1.4.3. Interaccion de ASH con fdrmacos

El estudio de la interacciéon farmaco/ASH es importante para
conocer la biodistribucion, el metabolismo, la eliminacién y el efecto
farmacoldgico de éstos en el organismo.

Los AINES presentan un alto grado de unidén con la albumina,
generalmente del 99%.* La naturaleza de estas interacciones es de tipo
electrostdtico, por puente de hidrégeno, puente salino o de tipo van der
Waals; el proceso, que generalmente es reversible, tiene unas
constantes de asociacion que oscilan entre 10* y 10° M. En otras
ocasiones, las interacciones entre ASH y farmacos son irreversibles.*
También puede darse que la ASH se una con farmacos
covalentemente.®

Aunque la ASH posee varios dominios de unién con sustratos, se
sigue aceptando por consenso la existencia de dos sitios especificos de
unidn o centros activos para moléculas organicas pequefias. Estos sitios
de unidn especificos fueron designados por Sudlow como sitio I (o sitio
de unién de la warfarina) y sitio Il (o sitio de unién del diazepan).>

En el sitio I las interacciones que predominan son de tipo
hidrofébicas.> Es conocido que los ésteres de los 4acidos 2-
arilpropidnicos interaccionan preferentemente en este sitio de unién.>

Algunas evidencias sugieren que el sitio | es flexible y de gran tamafio.
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Esto puede ocasionar que sea mas dificil observar estereoselectividad
en la interaccién con los sustratos. Los aminodacidos que tienen mayor
relevancia para la interaccion con farmacos son el Trp-214 y la Arg-218.

El sitio Il es de menor tamafio y menos flexible que el sitio .4
Por esta razon, se cree que las interacciones estereoselectivas se
pueden observar en mayor grado en este sitio de unidn. Las
interacciones que predominan son de tipo puente de hidrégeno y
electrostaticas.”® Los sustratos gue suelen unirse al sitio Il son acidos
carboxilicos aromaticos, como los AINES de la familia de los acidos 2-
arilpropionicos. Los aminoacidos Arg-410 y Tyr-411 desempefian un
papel importante en la interaccién con los Iigandos.46

La fluorescencia de ASH esta dominada por la del Trp, por lo que

el andlisis de la fluorescencia en sistemas ligando/proteina puede

proporcionar informacién sobre la unién del ligando.
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2.1 Objetivo general

El objetivo general de la tesis es la utilizacién de los estados

excitados de croméforos de tipo bifenilo, naftaleno o benzofenona

incorporados en compuestos bicromofdricos como sistemas modelo

para intentar extrapolar su comportamiento al de los sistemas reales.

2.2 Objetivos concretos

De modo concreto, los objetivos particulares de la presente tesis

son los siguientes:

A) Generar un mapa fotofisico completo de los procesos que

B)

)

tienen lugar en sistemas benzofenona/naftaleno, con especial
interés en la participacion de la fluorescencia retardada de tipo

P, asi como en una posible estereodiferenciacion.

Investigar el comportamiento del estado excitado triplete de
pseudopéptidos conteniendo el croméforo NPT en presencia de

benzofenona o bifenilo.

Profundizar en las interacciones que tienen lugar en los estados
excitados entre farmacos y ADN mediante la utilizacién de
diadas modelo conteniendo flurbiprofeno vy timidina

covalentemente unidos.
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D) Racionalizar los principales procesos fotofisicos en sistemas

E)

conteniendo covalentemente unidos un derivado de bifenilo y
un aminoacido fotoactivo del sitio de unidn de la proteina, como

posibles modelos de la interaccidn supramolecular.

Utilizar los estados excitados de derivados de bifenilo para el
estudio del comportamiento de ligandos encapsulados en
albimina sérica humana. Para ello se utilizaran distintos
derivados de bifenilo, con energia de singlete superior e inferior

aladel Trp.

-52-



Capitulo 3

Sistemas
intermoleculares
benzofenona/naftaleno






Capitulo 3. Sistemas intermoleculares benzofenona/naftaleno

3.1. Introduccion

Benzofenona (BZP) y naftaleno (NPT) son ejemplos ampliamente
estudiados de cromoéforos fotoactivos, que pueden experimentar gran
ndmero de procesos fotofisicos y fotoquimicos.'? Las especies
transitorias generadas tras excitacién de BZP y NPT se detectan por
espectroscopia de emisidon o absorcion, y sus principales caracteristicas
se encuentran descritas en la literatura.>?!

Asi, BZP posee una banda de absorcién a A > 320 nm que permite
su excitacion selectiva en presencia de un gran numero de sustratos
organicos, y por tanto, puede ser utilizada como fotosensibilizador.
Posee un rendimiento cuantico de cruce intersistemas (¢cs) de
aproximadamente la unidad, lo que le permite transferir energia (TETT)
a sustratos con energia de triplete (Et) mds baja. Por otro lado, tanto el
estado excitado triplete de energia mas baja (nn*, Er = 69 kcal/mol, A =
520-530 nm) como el radical cetilo (A = 550 nm) se pueden detectar en
el espectro de absorcidon transitoria mediante fotdlisis de destello laser
(FDL) en acetonitrilo.?

Por otro lado, NPT tiene una Es = 92 kcal/mol y un ¢ = 0.19-0.21,
detectdndose la emisién de su primer estado excitado singlete (*NPT*) a
A =350 nm. Posee un ¢cis de aproximadamente 0.75, y su primer estado
excitado triplete se detecta en el espectro de absorcién transitoria con

maximo a 410-430 nm.***3

Bajo condiciones experimentales especificas
se puede detectar el catién radical (NPT") a 685 nm.* Por irradiacion

directa del NPT, mediante aniquilacion triplete-triplete de dos moléculas
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de ®NPT* se puede generar una molécula de 'NPT*, cuyo tiempo de vida
corresponde a la mitad de su triplete precursor.”® Este proceso se
conoce “P-delayed fluorescence” o fluorescencia retardada de tipo P.

En la bibliografia se encuentran trabajos en los que se describen
los procesos fotofisicos en sistemas conteniendo BZP y NPT. Tras
excitacidon selectiva de BZP en presencia de NPT, se forma SNPT*
mediante transferencia de energia desde *BZP* a NPT. La desactivacion
de SNPT* ocurre, entre otras formas, mediante la formacién de
exciplejos del tipo (BZP/NPT)*.”® También, se han estudiado sistemas
conteniendo ambos croméforos covalentemente unidos, observandose
en ellos que los procesos fotofisicos son similares a los descritos
anteriormente para los sistemas intermoleculares, pero con cinéticas
mas rapidas.?”*®

El objetivo de este capitulo es realizar una caracterizacion
fotofisica completa de sistemas BZP/NPT, con especial atencion a la
deteccidn de la emisidn correspondiente a la fluorescencia retardada de
tipo P del NPT en el espectro de absorcidn transitoria generado tras
excitacion selectiva de BZP, asi como la posible estereodiferenciacion en
los fotoprocesos ocurridos, como paso previo al estudio de sistemas
mas complejos conteniendo el cromoéforo naftaleno incorporado en una

estructura pseudopeptidica.
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Para ello, se han utilizado BZP y (5)- o (R)- KTP como
sensibilizadores y NPT y (S)- o (R)- (1-naftil)etilamina (NEA) como

aceptores de energia de triplete.

x NH>

(5) O(R) KTP NPT (5) o(R) NEA

Figura 3.1. Estructura quimica de los compuestos estudiados, derivados de
BZP y NPT.
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3.2. Resultados y discusion

3.2.1. Sistemas benzofenona/naftaleno

El espectro de absorcién UV de BZP en acetonitrilo (2.6 x 10° M)
no presentd ningun cambio significativo entre la regién A > 320 nm al
afiadir cantidades crecientes de NPT.

Al irradiar BZP a 355 nm mediante FDL en MeCN/N, se obtuvo la
sefial tipica del triplete de BZP, con un mdaximo de absorcién a 530 nm
(tr = 1.7 us). En presencia de NPT, se observd una rdpida desactivacion
de esta seiial y la aparicién de otra a 420 nm, correspondiente al triplete
de NPT indicando una transferencia de energia triplete-triplete de *BzP*
a NPT. En la Figura 3.2.A se aprecia claramente la formacién y
desaparicion de 3NPT*. Como era de esperar, el proceso fue mas
eficiente en presencia de cantidades crecientes de NPT (Figura 3.2.B). La
constante obtenida para la desactivacidon por transferencia de energia
fuede kp=9.6 x 10° M™* s,

Un aspecto a destacar es la banda negativa centrada a 340 nm
que corresponderia a la emision de una especie transitoria cuya

formacion y desaparicion estan en la escala de los microsegundos.
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Figura 3.2. Espectro de absorcidn transitoria de BZP (2.6 x 10° M) en
acetonitrilo y atmésfera de N; @ Aex = 355 nm. A: En presencia de NPT (2.6 x 10" M) a
diferentes ventanas de tiempo. B: En presencia de cantidades crecientes de NPT, 0.15
us después del pulso del laser.

Para poder asignar la naturaleza de esta banda negativa a 340
nm, consideramos los procesos fotofisicos que podian tener lugar tras

excitar selectivamente BZP en presencia de NPT (Esquema 3.1)

(i) BZP + hv — 'BZP*

(i) Bzp*—Sl2, 3pzp+

(i)  *BzZP* + NPT — BZP + °NPT*

(iv)  3NPT* + BZP— 3(BZP/NPT)*

(v)  3(BzZP/NPT)* — BZP + NPT

(vi)  3NPT*+’NPT*0°BZP*0>(BZP/NPT)*— 'NPT*+NPT y/o BZP

(vi)  NPT* — NPT + hv’

Esquema 3.1. Principales procesos fotofisicos tras la excitacion selectiva de
BZP en presencia de NPT.
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Como se observa en el esquema, tras irradiacién a 355 nm se
alcanza el primer estado excitado singlete de BZP (i), seguido de un
cruce intersistemas muy eficiente (ii) para alcanzar *BZP* (hmsx = 530
nm). Mediante transferencia de energia triplete-triplete desde *BZP* a
NPT se obtiene el triplete de NPT (iii), detectado a 420 nm. La
desactivacion de 3NPT* puede tener lugar a través de un exciplejo con
BZP (iv + v); también puede ocurrir que la colisidon de dos tripletes dé
lugar a *NPT* (vi). Por lo tanto, segin el esquema, ‘NPT* puede ser
generado a partir de un precursor triplete y su desactivacién radiativa al
estado fundamental ocurre como fluorescencia retardada tipo P (vii).

Para comprobar la asignacién de la banda negativa centrada a
340 nm a la emisién de fluorescencia retardada generada por
aniquilacion triplete-triplete, se realizaron dos experimentos. Por un
lado, se estudié la dependencia de la intensidad de emisién con Ia
potencia del ldser (Figura 3.3), donde, como era de esperar, se observé

una disminucidn de la misma al aumentar la potencia del equipo.
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Figura 3.3. Variaciones de la banda negativa centrada a 340 nm en funcién de
la energia del pulso del laser. FDL de la BZP 2.6 x 10° M (Aexe = 355 nm, N,, MeCN) en
presencia de NPT 2.6 x 10® M. A: Curvas de desaparicién. B: Maximo de las
intensidades vs. energia del laser.

Por otro lado, excitando directamente al cromoforo NPT a 266
nm, se observd de nuevo la banda centrada a 340 nm y al monitorizar
las curvas de desaparicion a esta longitud de onda, se observd
claramente la presencia de dos componentes, correspondientes a la
fluorescencia inmediata y retardada. También se pudo apreciar como la
contribucién de la fluorescencia retardada aumentaba con la potencia

del laser (Figura 3.4.)
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Figura 3.4. Curvas de desaparicion normalizadas a A = 340 nm después de
fotdlisis de destello laser del NPT (4.4 x 10° M, Aexe = 266 Nm, N,, MeCN) a diferentes
energias del laser, mostrando la contribucidn relativa de la fluorescencia inmediata y
retardada del NPT.

En la Tabla 3.1 se recogen los tiempos de vida obtenidos para
cada una de las especies transitorias detectadas en los fotoprocesos
ocurridos en el sistema BZP/NPT. Se indican los tiempos de vida del
triplete de la benzofenona (SBZP*, Amax = 530 nm), del triplete del

naftaleno (3NPT*, Amax = 420 nm) y de su singlete (1NPT*, Amax = 340

nm).
[NPT] t(®BZP*) /s T(NPT*)/us 7 ('NPT*)/ ps
0 1.7
1.0x10%M 0.4 2.4 1.4
2.6x 10" M 0.3 2.2 1.2
4.0x 10" M 0.2 1.8 0.9

Tabla 3.1. Tiempos de vida de las especies transitorias detectadas en los
fotoprocesos tras FDL de la BZP (Aeyxe = 355 nm, MeCN, N,, 2.6 x 10° M) en presencia
de NPT a diferentes concentraciones.
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3.2.2. Sistemas ketoprofeno/(1-naftil)etilamina

Con la finalidad de investigar la posible estereodiferenciacién en
los fotoprocesos observados anteriormente, se estudiaron sistemas
utilizando como sensibilizador (R)-ketoprofeno ((R)-KTP) y como aceptor
de energia de triplete cada uno de los enantiomeros de (1-
naftil)etilamina ((R)- o (S)- NEA). Las propiedades fotofisicas de KTP y
NEA fueron muy similares a las de BZP y NPT respectivamente; para
comprobarlo se realizaron experimentos control de absorcion (Figura
3.5.), emision de fluorescencia (Figura 3.6.), fosforescencia (Figura 3.7.)
y fotdlisis de destello laser (Figura 3.8.) donde se compararon los dos
cromoforos tipo benzofenona por un lado, y los dos cromdforos tipo
naftaleno por otro.

Se observé cdmo los espectros de absorcidon de BZP y KTP eran
practicamente iguales; del mismo modo los espectros de absorcién de
NPT y NEA resultaron ser muy parecidos. En las Figuras 3.5.B y 3.5.D se
aprecia como Unicamente los croméforos tipo benzofenona absorben a

355 nm (Figura 3.5).
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.04 - T . - T r 7
240 260 280 300 240 260 280 300 320 340
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Figura 3.5. Espectro de absorcidn normalizado en acetonitrilo de A: BZP vs.
KTP (5 x 10° M ). B: BZP vs. KTP (2.6 x 10° M ). C: NPT vs. NEA (2.6 x 10™ M). D:
Ampliacidén del espectro.

Se observd que tanto NPT como NEA presentaban el mismo

maximo de emisién de fluorescencia (Figura 3.6).

1.0
®©
©
Sos ——NPT
[ —— (R)}-NEA
506
=
T 04
0.2

320 340 360 380 400 420 440
A (nm)

Figura 3.6. Espectro de fluorescencia normalizado de NPT vs. NEA a A, = 308
nm, MeCN, N,.

Las emisiones de fosforescencia de los croméforos tipo
benzofenona resultaron practicamente idénticas, del mismo modo que

los espectros de NPT y NEA, (Figura 3.7).
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Figura 3.7. Espectro de fosforescencia normalizado de A: BZP vs. KTP (Aey =
295 nm) y B: NPT vs. NEA (Aeyc = 308 nm) en matriz de EtOH a 77 K.

Los espectros de absorcidn transitoria de BZP y KTP resultaron

ser similares, al igual que las cinéticas monitorizadas a 530 nm. Del

mismo modo, los espectros de absorcién transitoria de NPT y NEA

fueron

iguales,

(maximo a 420 nm) y también las cintéticas

monitorizadas a esta longitud de onda (Figura 3.8).

AA normalizada

500 550 600
A (nm)

1.0
L 10iC fos| | —— NPT
© = —_— -|
Bos. Eoﬁ (R)-NEA
© 04
Eoe6 %02 D
o
c 0.0
i 0.4

0 5 10 15 20
t(ps)

o
N

o
o

350 400 450 500 550 600
A (nm)

Figura 3.8. Espectro de absorcidon transitoria normalizado de A: BZP vs. KTP
(Aexe = 355 nm) en MeCN, N,, 0.15 us después del pulso del laser. B: Cinéticas
monitorizadas a 530 nm. C: NPT vs. NEA (A¢ = 308 nm) en MeCN, N,, 0.15 ps después
del pulso del laser. D: Cinéticas monitorizadas a 420 nm.
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Al igual que en el caso de los sistemas BZP/NPT, al irradiar KTP a
355 nm en MeCN/N, se obtuvo la sefial tipica del triplete, con un
maximo de absorciéon a 530 nm. En presencia de NEA, se observd una
rapida desactivacién de esta sefial y la aparicion de otra a 420 nm,
correspondiente al triplete de NEA. Esta transferencia de energia
triplete-triplete desde 3KTP* a NEA para generar 3NEA* resultd ser

estereoselectiva (Figura 3.9).

10 10
3 A s B
Nos8 —O0M 5084 oM
506 ——10x10"M E o ——10x10*M

. E 06l
2 20x10° M A ——20x10*M
2 04] 26x10 M S 4] —26x10*M
40x10* M 10X 10* M
0.2 0.2
0.0+ — v 0.0 o
0 5 1 15 2 0 5 10 15 20 25
t(us) t (us)

Figura 3.9. Cinéticas de desaparicién (As = 420 nm) para la desactivacion del
(R)-KTP (2.6 x 10° M) en acetonitrilo y atmdsfera de N, a A = 355 nm en presencia de
cantidades crecientes de A: (S)-NEA o B: (R)-NEA.

Para este proceso se obtuvieron constantes de desactivacién kp =
(8.8 + 0.6) x 10° M™* st y ko = (10.4 + 0.8) x 10° M s para la
desactivaciéon del (R)-KTP en presencia de (S)-NEA o (R)-NEA,

respectivamente, como se observa en la Figura 3.10.
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o - (S)-NEA
“ 40, + (R)-NEA

o

T T

0 1 2 3 4
10* x [NEA] M

Figura 3.10. Representacion Stern-Volmer para calcular el valor de la
constante de desactivacion de (R)-KTP en presencia de (S)-NEA o (R)-NEA.

Del mismo modo se realizaron los experimentos utilizando el
enantiomero (S) del ketoprofeno como dador de energia y se obtuvo el
valor mas alto de la constante para la desactivacion del triplete del
cromoéforo tipo BZP para la mezcla (S)-KTP/(S)-NEA, confirmando la
tendencia anteriormente descrita.

Respecto al triplete de NPT, en el espectro de absorcion
transitoria se observé una banda centrada a 430 nm; la desaparicion de
estas especies tuvo lugar mediante cinéticas diferentes (Figura 3.11)
para cada enantiomero de NEA. La estereodiferenciacion en la
desactivacion de *NEA* se atribuyd a la formacién del exciplejo (iv + v)*/,
de modo que el reconocimiento estereoquimico por parte de (R)-KTP

daba lugar a la discriminacién quiral.
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AA normalizada

Figura 3.11. Fotdlisis de destello laser de (R)-KTP (Aexe = 355 nm, MeCN, N,,
2.6x10° M) en presencia de (5)-NEA y (R)-NEA 2.0 x 10 M. Cinéticas monitorizadas a
430 nm.

La fluorescencia retardada de tipo P también se observé en las
combinaciones KTP/NEA como una banda negativa centrada a 340 nm.
La formacion y desaparicion de esta especie transitoria se muestra en la
Figura 3.12. Del mismo modo que anteriormente, las cinéticas
dependieron de la configuracion de KTP y NEA utilizados, resultando ser
mas rdpido en el caso de (R)-NEA. La fluorescencia retardada implica la
colision entre dos tripletes, por lo que deberia ser intrinsicamente
insensible a la naturaleza (R)- o (S)- del carbono asimétrico de NEA, de
modo que la estereodiferenciacion observada es un reflejo de las
diferencias entre los correspondientes tripletes precursores. Todo esto
estaba de acuerdo con el tiempo de vida esperado para este proceso,
gue resulté ser la mitad del valor encontrado para los tripletes

precursores.
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Figura 3.12. Fotdlisis de destello laser de (R)-KTP (Aexc = 355 nm, MeCN, N,,
2.6 x 10° M) en presencia de (S)-NEA y (R)-NEA 2.0 x 10™* M. Cinéticas monitorizadas a
340 nm.

En la Tabla 3.2. se muestran los tiempos de vida obtenidos de los
estados excitados singlete y triplete de (R)- o (S)-NEA tras FDL de (R)-KTP

a Aexec = 355 nm.

T(NPT*) /s T (*NPT*)/ us
(R)-NEA 1.4 0.8
(S)-NEA 3.0 1.5

Tabla 3.2. Tiempos de vida obtenidos tras FDL de (R)-KTP (Aex = 355 nm,
MeCN, N,, 2.6 x 10° M) en presencia de (S)-NEA y (R)-NEA 2.0 x 10" M.
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3.3. Conclusiones

La espectroscopia de absorcién transitoria ha mostrado ser una
herramienta muy util para investigar la formaciéon y desaparicidon de
estados excitados singlete generados por aniquilacién triplete-triplete,
qgue se forman tras una transferencia de energia T-T desde un
sensibilizador excitado selectivamente.

La emision de la fluorescencia retardada se ha observado en
forma de banda negativa en la escala de los microsegundos en el
espectro de absorcién transitoria.

En el caso de sistemas formados por benzofenona y naftaleno
quirales, se ha observado estereodiferenciacion en las cinéticas
obtenidas tras la transferencia de energia T-T, tanto para la desaparicién
del triplete del croméforo de naftaleno a través de la formacion de
exciplejos, como para la emisién de fluorescencia del estado excitado

singlete del naftaleno.
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3.4. Parte experimental

3.4.1. Reactivos y disolventes

Benzofenona, (R)- o (S)-ketoprofeno, naftaleno y (R)- o (S)-(1-
naftil)etilamina son comerciales y fueron adquiridos de Aldrich. El
acetonitrilo utilizado como disolvente fue grado HPLC y adquirido de

Merck. El etanol absoluto fue adquirido de Scharlau.

3.4.2. Medidas de fluorescencia

Los espectros de fluorescencia se realizaron purgando la
disolucién durante 20 minutos con N,. Todas las muestras tuvieron la
misma absorbancia (0.2) a la longitud de onda de excitacién. Las

. . 2
medidas se realizaron en una cubeta de cuarzo de 10 x 10 mm?, con una
capacidad de 4 mL. Los experimentos se realizaron a temperatura

ambiente (22 °C).

3.4.3. Medidas de fotdlisis de destello Idser

Los experimentos de FDL se realizaron a una longitud de onda de
excitacién de 355 nm, con una potencia de 19 mJ por pulso de laser
(excepto en algunos experimentos en los que se seleccionaron diversas
potencias), a una longitud de onda de excitacidon de 308 nm (potencia de

10 mJ) y a una longitud de onda de excitacién de 266 nm a varias
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potencias. Las disoluciones fueron purgadas durante 20 minutos con N,
antes de la realizacién del experimento. La absorbancia de las muestras
a la longitud de onda de excitacién se mantuvo a 0.2. Las cinéticas se
obtuvieron por acumulacién de las sefiales tras 10 pulsos del laser,
mientras que los espectros de las especies transitorias se obtuvieron por
acumulacién de sefiales cada 10 nm tras 2 pulsos del |aser para cada
longitud de onda. Las medidas se realizaron en una cubeta de cuarzo de
10 x 10 mm?, con una capacidad de 4 mL. Los experimentos se llevaron

a cabo a temperatura ambiente (22 °C).

3.4.4. Medidas de fosforescencia

Las medidas se realizaron en tubos de cuarzo que se
introdujeron en nitrégeno liquido antes de medir. La absorbancia de las

muestras a la longitud de onda de excitacidon se mantuvo a 0.3. las

disoluciones se prepararon en etanol.
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4.1. Introduccion

Los compuestos pseudopeptidicos o pseudopéptidos (PSP) son
sensores apropiados para una gran variedad de especies. Ello esta en el
origen del fenédmeno de reconocimiento molecular, que ha sido aplicado
en campos como medicina,’ quimica analitica’ o supramolecular.3 Los
pseudopéptidos son modelos sintéticos empleados para facilitar el
estudio de procesos bioldgicos de elevada complejidad.”> Una
estrategia consiste en el disefio de modelos capaces de incorporar un
cromoforo activo en la estructura quimica del PSP, que podria informar
sobre las interacciones supramoleculares con un huésped determinado,
a través de las propiedades de absorcion y emisidn de sus estados
excitados.

En cuanto a los pardmetros fotofisicos para obtener informacién
relevante acerca de las interacciones de unién entre PSP y huésped, la
mayoria de los trabajos previos descritos en la bibliografia examinan el
comportamiento del estado excitado singlete mediante técnicas de
fluorescencia en estado estacionario o resuelta en el tiempo.® En
cambio, el comportamiento del estado excitado triplete ha sido poco
explotado,” aunque la técnica de fotdlisis de destello laser sea una
buena herramienta en el estudio de este tipo de investigaciones.®*°

Uno de los requisitos que debe tener un croméforo para ser
incorporado en la estructura pseudopeptidica es que sus propiedades
fotofisicas hayan sido bien definidas o que puedan ser facilmente

caracterizadas. Por este motivo, naftaleno (NPT) es una buena eleccion.
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Tal y como aparece en la introduccion de la presente tesis, se
encuentran descritas en la bibiografia las propiedades fotofisicas del

croméforo NPT.'7*8

Con toda esta informacién, podriamos anticipar,
que la incorporacion de un cromdforo NPT en la estructura
pseudopeptidica podria ser una herramienta para investigar las
interacciones de los estados excitados de los PSP con los huéspedes
complejados.

En este contexto, las propiedades de fluorescencia de los
pseudopéptidos conteniendo subunidades de NPT han sido aplicadas a
la deteccion de derivados de aminoacidos N-protegidos.™ Sin embargo,
el comportamiento del estado excitado triplete todavia no ha sido
explotado. La utilizacion de derivados de benzofenona como
fotosensibilizadores de triplete permite generar directamente 3NPT* sin
pasar por su estado excitado singlete, en base a la posibilidad de excitar
selectivamente BZP a A > 320 nm, su valor de ¢cs cercano a la unidad y
de Et superior a la de NPT.

El objetivo de este capitulo es investigar el comportamiento del
estado excitado triplete de los pseudopéptidos conteniendo croméforo
NPT (PSP-1 y PSP-2) en presencia de BZP o BPN, utilizando 1,4-
dimetilnaftaleno (DMN) como modelo simple de referencia. Para el
estudio en presencia de BZP, se ha utilizado (S)-ketoprofeno ((S)-KTP).
En el caso de BPN, es imposible su excitacion selectiva en presencia de
NPT, por lo que, para poder generar selectivamente >BPN* se
sintetizaran diadas modelo conteniendo (R)- o (S)- 2-(2-fluorobifenil-4-

il)propan-1-ol), ((R)- o (S)- 2-(FBPOH)) unido covalentemente a (S)-KTP.
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De este modo, la excitacidn selectiva de BZP (Er = 69 kcal mol™), seguida
de transferencia de energia triplete-triplete a BPN (Et = 65 kcal mol™),
darfa lugar a >BPN*, que podria ser desactivado en presencia de PSP-1,
PSP-2 y DMN. El comportamiento del estado excitado triplete de NPT
revelaria caracteristicas interesantes de las interacciones entre
pseudopéptidos / benzofenona o bifenilo.

En la Figura 4.1 se muestran las estructuras quimicas de los

compuestos estudiados en el presente capitulo.
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NH NH H
oo CIC
NN NH N
/\ o} /\ o}
PSP-1 PSP-2 DMN

(S)-KTP (S,R)-KTP-FBP
(S,S)-KTP-FBP

Figura 4.1. Estructura quimica de los compuestos estudiados en este capitulo.
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4.2. Resultados y discusion

La sintesis de los derivados de naftaleno pseudopeptidicos PSP-1
y PSP-2 se encuentra descrita en la literatura.’® Estd basada en el
acoplamiento de 1,4-bis(bromometilnaftaleno) con valina; mientras que
PSP-1 presenta una estructura macrociclica, PSP-2 conserva la cadena

abierta a ambos lados de NPT.

4.2.1. Sistemas BZP/NPT

El espectro de absorcion UV (Figura 4.2) de (S5)-KTP (MeCN, 1 x
10 M) mostré la banda caracteristica de la transicion So — S; (320-
390 nm). En presencia de cantidades crecientes de PSP-1, PSP-2 o DMN
(desde 1 x 10™ a 4 x 10” M), esta regién del espectro no presentd
ningun cambio, indicando que es posible la excitaciéon selectiva del

cromoforo BZP a 355 nm.

2.0

1.5

1.04

0 340 360 380 400
A (nm)

0.5+

0.0 T T T T
220 240 260 280 300 320 340
A (nm)

Figura 4.2. Espectro de absorcion UV de A: PSP-1 (negro), PSP-2 (rojo), DMN
(azul) y (S)-KTP (verde) en MeCN 1 x 10™* M. B: (S)-KTP en MeCN 1 x 10° M.
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Al irradiar (S)-KTP a 355 nm mediante FDL en MeCN/N,, (2.6 x 10°
* M) se obtuvo la sefial tipica del triplete de BZP, con un maximo de
absorcién a 530 nm (tr = 1.6 pus). En presencia de NPT (PSP-1, PSP-2 o
DMN), se observd una rapida desactivacién de esta seiial y la aparicion
de otra a 420 nm, correspondiente al triplete de NPT (tanto en ausencia

como en presencia de HOAc), Figura 4.3.A,B.

] A
AA%2

0.1

AAQ-2]
0.14

0.0+

0.0
—(S)}-KTP —— (S)-KTP
011 —— PSP-1/(S)-KTP -0.11 —— PSP-1/(S)-KTP / HOAc
: —— PSP-2/(S)-KTP —— PSP-2/(S)-KTP / HOAc
—— DMN/ (S)-KTP 021 —— DMN/ (S)-KTP / HOAc
0.2 : : ' : :
300 400 500 ; (nm) 600 300 400 500 , (1) 600

Figura 4.3. Fotdlisis de destello laser (Aex. = 355 nm, N,, MeCN) de (S)-KTP 2.6 x
10° M en presencia de PSP-1, PSP-2 y DMN 2.6 x 10" M. Espectros registrados 0.15 ps
después del pulso del laser. A: En ausencia de acido acético. B: En presencia de acido
acético.

La rapida desactivacién de la sefial de *BZP* vy la aparicién de la
sefial correspondiente al triplete de NPT indicé transferencia de energia
triplete-triplete desde *BZP* a NPT. Como era de esperar, este proceso
resulté ser mas rapido en presencia de concentraciones mayores de NPT

(Figura 4.4).
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Figura 4.4. Fotdlisis de destello laser de (S)-KTP (Aex. = 355 nm, 2.6 x 10° M, N,,
MeCN) en presencia de cantidades crecientes de: A: PSP-1, 0.69 ps después del pulso
del laser, B: PSP-1 / HOAc, 0.69 us después del pulso del laser, C: PSP-2, 0.69 us
después del pulso del laser, D: PSP-2 / HOAc, 0.69 ps después del pulso del laser, E:
DMN, 0.15 ps después del pulso del laser, F: DMN / HOAc, 0.15 ps después del pulso

del laser.
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De la pendiente de la recta de las representaciones Stern-Volmer
(Figura 4.5) se obtuvieron los valores de las constantes de desactivacion
(kp) de (S)-KTP por los derivados de naftaleno (Tabla 4.1). Se observé
como esta desactivacién es similar en el caso de los PSP y mas rapida
para DMN. En medio acido se obtuvo la misma tendencia, aunque el

proceso tuvo lugar a escalas de tiempo mayores.

0.20 0.20
AA AA
0.15+ 0.15-
0.10+ 0.10+
0.05+ 2 3 .4 0.05 2 3 .4
[PSP-11 107 (M) [PSP-1]10™ (M)
0.00+ o 0.00 44
6 8 6 8
t (us) t(us)
0.20 0.20
AA AA
0.15+ 0.15+
0.104 0.104
0.05 Bsp-23 10 fw) 0.05
0.00+= 0.00 =
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0.20 0.20
-6 ~5
AA 5 AA 7
E 25 F =
0.151 54 0.151 %!
- 3
S g
0.10 2 0.101
] 1
0 2 3 4 0.0 0 2 3 .4
0.05 TDMN] 10 (M) .05 {DMN] 10 (M)
0.00 Rt acos 0.00 44 ™=
0 2 4 6 8 0 2 4 6 8

Figura 4.5. Fotdlisis de destello laser de (S)-KTP (Aex. = 355 nm, 2.6 x 10° M, Ny,
MeCN) en presencia de cantidades crecientes de derivados de NPT: 0 M (negro), 1.0 x
10" M (rojo), 2.0 x 10 M (azul), 2.6 x 10™* M (verde), 4.0 x 10 M (naranja). Cinéticas
de desapariciéon monitorizadas a 530 nm en presencia de: A: PSP-1, B: PSP-1 / HOAc, C:
PSP-2, D: PSP-2 / HOAc, E: DMN, F: DMN / HOAc. Las graficas interierones muestran las
representaciones Stern-Volmer para cada desactivacion de *BZP*.

Otro punto a destacar es la formacién y desaparicion de *NPT*,
gue resultdé ser mucho mas lenta en el caso de los PSP que para DMN
(Figura 4.6.A). La tendencia fue similar para relaciones molares de
BZP/NPT amplias (26:1 a 6:1); a una relacién molar de 10:1 se observo
gue los tripletes de PSP-1 y PSP-2 se formaban mucho mdas lentamente
(480 ns < Trormacion < 620 ns) que en caso de DMN* (Trormacion = 271 ns),
como se pudo apreciar en el aumento inicial de las cinéticas
monitorizadas a A = 430 nm. Ademads, en medio acido (Figura 4.6.B), el
maximo fue alcanzado por los pseudopéptidos ca 100 ns después que

en el caso de DMN (ver columna Tsormacion €N Tabla 4.1).
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1.0 1.0
o —— PSP-1/(S)-KTP g —— PSP-1/(S)-KTP/HOAC
% 08l —— PSP-2/(S)-KTP T g —— PSP-2/(S)-KTP/HOAC
° —— DMN/(S)-KTP j;’ —— DMN/(S)-KTP/HOAC
So6. <

A

0.4

0.2

0.0 : : : :

6 8
t (us)

Figura 4.6. Fotdlisis de destello laser de (S)-KTP (Aex = 355 nm, 2.6 x 10° M,
N,, MeCN) en presencia de PSP-1, PSP-2 y DMN 2.6 x 10™ M. Cinéticas monitorizadas a
430 nm. A: En ausencia de HOAc y B: en presencia de HOAc.

Comparando los valores de maximo de absorbancia a 430 nm
(ver columna A rel.(%) en Tabla 4.1), se aprecié cdmo la transferencia de
energia triplete-triplete resulté ser mas efectiva en medio no acido y
mayor en el caso de >DMN* que para >PSP-1* 6 3PSP-2*. Estas
observaciones estuvieron de acuerdo con los valores de constantes de
velocidad (ver columna kp en Tabla 4.1) encontrados para la
desactivacion del estado excitado precursor (3(S)-KTP*). Estos datos
podrian indicar que la geometria de aproximacién entre dador (BZP) y
aceptor (NPT) se encuentra influenciada por la forma del entorno del
cromoforo poliaromatico tanto en PSP-1 como en PSP-2. En lo referido a
la desaparicion de *NPT* (asociado a la formacion de exciplejos triplete
entre BZP y °NPT*), se encontraron tiempos de vida de triplete idénticos
para >PSP-1* y *PSP-2*, mientras que para *DMN* el tiempo de vida fue
mucho menor, es decir, que la desaparicién de los complejos formados
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entre BZP y >PSP-1* & >PSP-2* resulté ser mas lenta debido a la
estructura de los pseudopéptidos siendo este hecho mas pronunciado
en medio acido (ver columna tr en Tabla 4.1).

La diferencia mas importante que se observd entre los espectros
de absorcion transitoria de los pseudopéptidos PSP-1 y PSP-2 y el
modelo DMN fue la ausencia de la banda negativa centrada a 340 nm,
atribuida a la fluorescencia retardada de tipo P desde INPT*, a través de
la aniquilacién de NPT* en la escala de microsegundos (ver capitulo
3).%! De nuevo, este hecho puede ser debido al impedimento estérico
entre los tripletes del cromdéforo NPT por la estructura de los

pseudopéptidos.

-89-



Capitulo 4. Pseudopéptidos basados en naftaleno

En la Tabla 4.1 se recogen las propiedades fotofisicas de los

estados excitados triplete en los sistemas estudiados.

kD/:I-O:lo Tformacion d Tr
cdc.’ 1 b . Arel. (%) .
(M™s7) (ns) (ps)
A 0.49 £0.02 477 + 4 84 3.25+0.02
PSP-1
B 0.34+£0.01 5715 63 6.05+0.03
A 0.48 £0.01 5134 84 3.15+0.02
PSP-2
B 0.32+ 0.04 6164 63 6.53+0.03
A 1.16 £ 0.02 2713 100 1.79+£0.01
DMN
B 1.05+0.01 27112 94 1.11£0.02

Tabla 4.1. Propiedades fotofisicas de los estados excitados triplete en los
sistemas (S)-KTP/PSP-1, (S)-KTP/PSP-2 y (S5)-KTP/DMN.

? Condiciones: A: MeCN, B: MeCN/HOAc 0.6 M. ° Constantes de desactivacién para *(S)-
KTP* (Aexc = 355 nm, 2.6 x 10° M) monitorizadas a 530 nm en presencia de cantidades
crecientes de derivados de NPT (desde 1.0 x 10* a 4.0 x 10™ M). € Crecimiento de la
sefial de *NPT* a 430 nm. ® Maximo de la sefial a 430 nm dividido por el maximo de la
sefial a 430 nm para el sistema DMN/(S)-KTP (valor dado como porcentaje). € Tiempo
de vida de triplete de NPT, obtenido a partir de la sefal a 430 nm.
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4.2.2. Sistemas BZP-BPN/NPT

Para poder generar selectivamente >BPN* en presencia de
cromoforos de tipo NPT se sintetizaron diadas modelo conteniendo (S)-
KTP unido covalentemente a (R)- o (S)- 2-(2-fluorobifenil-4-il)propan-1-
ol), ((R)- o (S)- 2-(FBPOH)) (obtenido por reduccién del qurbiprofeno).22

Antes de estudiar los sistemas formados por las diadas (S,R)- o
(S,5)- KTP-FBP en presencia de PSP-1, PSP-2 y DMN, se estudiaron las
propiedades fotofisicas de las diadas aisladas.

El espectro de absorcién UV (Figura 4.7) de las diadas resulto ser
idéntico al que corresponderia a la suma de los espectros de (S5)-KTP y
(S)- FBPOH aislados a la misma concentracidn, indicando la ausencia de
una interaccién significativa entre los dos croméforos en el estado

fundamental.

251 A0
AA
2.0

1.5

320 340 360 380 400
% (nm)

1.0

0.54 —— (S,5)-KTP-FBP

0.0 : . : : : ,
200 220 240 260 280 300 320
A (nm)

Figura 4.7. Espectro de absorcién UV de A: (S)-FBPOH, (S)-KTP y diadas (S,R)- o
(S,5)-KTP-FBP en acetonitrilo 5.0 x 10° M. B: (S)-KTP y diadas (S,R)- o (S,S)-KTP-FBP en
acetonitrilo 2.6 x 10° M.
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Cuando se realizaron los ensayos de FDL a la longitud de onda de
excitacion de 355 nm para las diadas (S,R)-KTP-FBP vy (S,S)-KTP-FBP, se
observo la tipica banda de absorcidn triplete-triplete de FBP (maximo a
360 nm,? Figura 4.8) debido a un transferencia de energia triplete-

triplete intramolecular desde *BZP* a BPN muy rapida, junto con trazas

residuales correspondientes a 3Bzp* (Amax = 500-550 nm).

300 400 500 600 ' 300 400 500 600
A (nm) A (nm)

Figura 4.8. Fotolisis de destello laser (Aex. = 355 nm, 2.6 x 10° M, N,, MeCN) a
diferentes ventanas de tiempo de diadas A: (S,S)- KTP-FBP y B: (S,R)-KTP-FBP.

Por otro lado, cuando las diadas KTP-FBP se encontraron en
presencia de derivados de NPT (Figura 4.9), el comportamiento reflejado
en el espectro de absorcidn transitoria resultd ser distinto segun el
derivado de NPT que estuvo presente. En el caso de los PSPs, a escalas
de tiempo cortas se siguid observando la banda correspondiente a
*BPN*; en cambio, a escalas de tiempo mas largas comenzé a

observarse la aparicion de una nueva banda a A = 430 nm
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correspondiente a *NPT*. Cuando las diadas KTP-FBP se encontraron en
presencia del compuesto modelo DMN, en las mismas condiciones
experimentales que las correspondientes a los PSP, Unicamente se

observaron las bandas a A = 430 (*NPT*) y 330 nm (‘NPT*).

0.4 A

AA
0.2

0.0+

—— (S,S)-KTP-FBP/PSP-1 -0.24 — (8,8)-KTP-FBP/PSP-1

-0.2 —— (S,8)-KTP-FBP/PSP-2 — (S,S)-KTP-FBP/PSP-2
—— (S.5)-KTP-FBP/DMN 03 —— (S,8)-KTP-FBP/IDMN
200 300 400 500 600 200 300 400 500 600
A (nm) A (nm)

Figura 4.9. Fotdlisis de destello laser (Aey = 355 nm, 2.6 x 10° M, N,, MeCN)
de (5,S)- KTP-FBP en presencia de PSP-1, PSP-2 y DMN 2.6 x 10 M. Espectros
registrados A: 0.20 ps y B: 1.00 ps después del pulso del laser.

En la Figura 4.10 se muestran los espectros de absorcidon
transitoria de cada una de las diadas (S,R)-KTP-FBP vy (S,S)-KTP-FBP en
presencia de cada derivado de NPT. El comportamiento de ambas

diadas resulto ser similar.
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AA AA
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Figura 4.10. Fotdlisis de destello laser (Aey. = 355 nm, 2.6 x 10° M, N,, MeCN)
de (S,S)- KTP-FBP en presencia de A: PSP-1, C: PSP-2 y E: DMN 2.6 x 10™ My de (S,R)-
KTP-FBP en presencia de B: PSP-1, D: PSP-2 y F: DMN 2.6 x 10" M Espectros
registrados a diferentes ventanas de tiempo después del pulso del laser.
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Las cinéticas de desaparicion del estado excitado triplete de
bifenilo (*BPN*, Amsx = 360 nm) para las diadas (S,R)-KTP-FBP y (S,S)-
KTP-FBP en presencia de derivados de NPT se muestran en la Figura
4.11. Se observé cdmo las desapariciones resultaron ser mas lentas en el
caso de los PSP que para el compuesto modelo DMN. También se
observé una ligera diastereodiferenciacion entre las diadas. Los tiempos

de vida de >BPN* se muestran en la Tabla 4.2.

c1.0
o —a— (S,R)-KTP-FBP/PSP-1
2081 —e— (S,S)-KTP-FBP/PSP-1
g —=— (S,R)-KTP-FBP/PSP-2
5061 —e— (S,S)-KTP-FBP/PSP-2
b —=— (S,R)-KTP-FBP/DMN
<04 (S,S)-KTP-FBP/DMN
0.2
0.0-

Figura 4.11. Fotdlisis de destello laser (Aeye = 355 nm, 2.6 x 10° M, N,, MeCN)
de (S,S)- o (S,S)- KTP-FBP en presencia de PSP-1, PSP-2 y DMN 2.6 x 10™ M. Cinéticas de
desaparicion monitorizadas a 360 nm y normalizadas.

Las cinéticas de desaparicién del estado excitado triplete de
naftaleno (3NPT*, Amax = 430 nm) para las diadas (S,R)-KTP-FBP y (S,S)-
KTP-FBP en presencia de derivados de NPT se muestran en la Figura
4.12. Se observd que las desapariciones resultaron ser mas lentas en el
caso de los PSP que para el compuesto modelo DMN. Ademads se
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observo diastereodiferenciacidn entre las diadas, siendo la desaparicién
mas rapida en el caso del diastereoisémero (S,S)-. Con el derivado de
NPT de cadena abierta (PSP-2), el tiempo de vida de *NPT* resulté ser
mayor para la diada (S,R)- que para la (5,S)- (2.50 vs. 1.89 us
respectivamente). Ademads, para el derivado de NPT de cadena cerrada,
esta diastereodiferenciacién resulté ser mayor (tiempos de vida de
3NPT* de 3.52 vs. 1.92 ps para (S,R)- y (S,S)- respectivamente). Los
resultados observados estarian de acuerdo con la desactivacion de las
especies transitorias a través de complejos en el estado excitado entre
diadas KTP-FBP y derivados de NPT. En caso del compuesto modelo no
quiral DMN no se encontraron diferencias asociadas a Ila

diastereodiferenciacion.

1.0
® -KTP-FBP/PSP-1
g -KTP-FBP/PSP-1
N0.84 -KTP-FBP/PSP-2
©
£
6 0.6
e
%04

0.2

ﬁ%

Figura 4.12. Fotdlisis de destello laser (Aeye = 355 nm, 2.6 x 10° M, N,, MeCN)
de (S,5)- o (S,S)- KTP-FBP en presencia de PSP-1, PSP-2 y DMN 2.6 x 10™ M. Cinéticas de
desaparicion monitorizadas a 430 nm y normalizadas.
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Los tiempos de vida de los estados excitados triplete de bifenilo
(>BPN*) y naftaleno (*NPT*) se muestran en la Tabla 4.2. Como la
transferencia de energia desde BZP a BPN resulté ser un proceso muy
eficiente, tanto en presencia de derivados de NPT como en caso de las
diadas KTP-FBP aisladas, no se pudieron monitorizar las cinéticas de
desaparicion para BZP* a escalas de tiempo cortas y por lo tanto no se

presentan los datos correspondientes.

diada  t(BPN*)  7(’NPT¥)
derivado de NPT

KTP-FBP (us) (1s)

(5.5)- 1.45+0.01

(S.R)- 2.20+0.01
PSP-1 (5.5)- 0.52+0.01 1.92+0.02
PSP-1 (S,R)- 0.62 £0.01 3.52+0.03
PSP-2 (S,S)- 0.59+0.01 1.89 £ 0.05
PSP-2 (S,R)- 0.66 £ 0.01 2.50 £ 0.06
DMN (5.5)- 030+0.01 1.75+0.01
DMN (S,R)- 0.30+0.01 1.65+0.01

Tabla 4.2. Tiempos de vida de los estados excitados triplete de BPN y NPT en

los sistemas BZP-BPN/NPT (Aexc = 355 nm, N,, MeCN).
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4.3. Conclusiones

El estado excitado triplete del croméforo NPT en PSP-1 y PSP-2
resultdé ser una sonda apropiada para las interacciones entre estos
pseudopéptidos y sistemas mono- o bicromofdricos conteniendo
unidades dadoras de energia como BZP y/o BPN. La presencia del
macrociclo o las subestructuras de cadena lateral en los pseudopéptidos
tuvieron una gran influencia en las desactivaciones dindmicas de los
diversos tripletes estudiados, retardando tanto los procesos de
transferencia de energia como las desactivaciones de triplete de NPT
mediante la formacion de exciplejo.

Por otro lado, Unicamente se observd la fluorescencia retardada
resultado de la aniquilacion triplete-triplete en el caso de los sistemas

BZP-BPN/DMN.
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4.4. Parte experimental

4.4.1. Reactivos y disolventes

(S)- y (R)-flurbiprofeno, (S)-ketoprofeno, LiAlH; 1 M en éter
dietilico, DCC (N,N'-diciclohexilcarbodiimida), DMAP (4-
dimetilaminopiridina), fueron adquiridos de Aldrich. Los disolventes
utilizados para la sintesis y la purificacién de las diadas (éter dietilico,
hexano, acetato de etilo y diclorometano) fueron de grado analitico y
adquiridos de Scharlau. El acetonitrilo utilizado para los experimentos

de fotdlisis de destello laser fue grado HPLC y adquirido de Merck.

4.4.2. General

Los espectros de resonancia magnética nuclear de protén y de
carbono (RMN-'H y RMN-C) se realizaron usando cloroformo
deuterado.

La purificacion de los compuestos se llevd a cabo por
cromatografia preparativa de gel de silice 60 Fys4 2 mm de Merck,

usando una mezcla acetato de etilo/hexano como eluyente.
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4.4.3. Medidas de fotdlisis de destello Idser

Los experimentos de FDL se realizaron a una longitud de onda de
excitaciéon de 355 nm, con una potencia de 23 mJ por pulso de laser. Las
disoluciones fueron purgadas durante 20 minutos con N, antes de la
realizacion del experimento. La absorbancia de las muestras a la
longitud de onda de excitacion se mantuvo a 0.2. Las cinéticas se
obtuvieron por acumulacién de las sefales tras 10 pulsos de laser;
mientras que los espectros de las especies transitorias se obtuvieron por
acumulacién de sefiales cada 10 nm tras 2 pulsos de laser para cada
longitud de onda. Las medidas se realizaron en una cubeta de cuarzo de
10 x 10 mm?, con una capacidad de 4 mL. Los experimentos se llevaron

a cabo a temperatura ambiente (22 °C).

4.4.4. Sintesis de las diadas

La sintesis se llevd a cabo en dos etapas. En la primera de ellas se
redujo el grupo carboxilo de flurbiprofeno (FBP) a alcohol (FBPOH). Para
ello, sobre una disoluciéon de (S) o (R)- flurbiprofeno (1.23 mmol)
disueltos en 12 mL de éter dietilico a 0 °C, se afiadié gota a gota LiAlH, 1
M en éter dietilico (5 mL, 1.9 mmol), manteniéndose la mezcla de
reaccion a reflujo durante 1 hora. Posteriormente, la mezcla se enfrié a
temperatura ambiente, se lavd con agua y se secé con MgSO,. El
disolvente orgdnico fue rotavaporado. En la segunda etapa, sobre una

disolucién fria de (S) o (R)- FBPOH (0.87 mmol) disueltos en 25 mL de
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éter dietilico se afiadié poco a poco DCC (1.30 mmoles, 1 mL) en éter
dietilico. La mezcla se mantuvo en agitacion, y sobre esta se afiadio gota
a gota una disolucion de (S)-ketoprofeno (0.87 mmoles, 25 mL) en éter
dietilico y una cantidad catalitica de DMAP. La mezcla de reaccidn se
mantuvo en agitacion durante 24 horas a temperatura ambiente.
Pasado ese tiempo, se afiadié salmuera y se extrajo con agua. El
disolvente orgdnico se secé con MgSQ, y fue eliminado en un rotavapor.
Finalmente, se realizé una purificacién por cromatografia en capa
preparativa de gel de silice usando una mezcla hexano/acetato de etilo

25% como eluyente.
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4.4.5. Caracterizacion de las diadas

Propanoato de  (R)-[2-fluoro(1,1'-bifenil)-4-il)-propilo]  (S)-2-(3-
benzoilfenil), (S,R)-KTP-FBP.

Rendimiento: 45%.

Aspecto fisico: aceite incoloro.

Espectro de absorcion UV A.s./nm (log €): 200 (4.7), 250 (4.4), 340
(2.1).

Espectro de RMN-'H (CDCl5) & (ppm): 1.23 (d, 3H, J = 7.0Hz), 1.51 (d, 3H,
J = 7.2Hz), 3.03-3.13 (m, 1H), 3.78 (q, 1H, J = 7.2Hz), 4.10-4.16 (m, 1H),
4.23-4.31 (m, 1H), 6.89-6.99 (m, 2H), 7.28-7.77 (m, 15H).

Espectro de RMN-'3C (CDCl;) & (ppm): 17.7, 18.2, 38.4, 45.4, 69.3,
114.7+115.0, 123.2+123.3, 127.0+127.1, 127.6, 128.3, 128.4, 128.7,
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128.9, 129.0, 129.2, 130.0, 130.6, 131.5, 132.5, 135.6, 137.5, 137.8,
140.7, 144.6+144.7, 158.0+161.3, 173.9, 196 .4.

HRMS para C31H,7FO3 (MH®): calculada 467.2022, encontrada: 467.2020.
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Figura 4.13. Espectro de RMN-"H de la diada (S,R)-KTP-FBP, (CDCl5).
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Figura 4.14. Espectro de RMN-"C de la diada (S,R)-KTP-FBP, (CDCl;).
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Propanoato de (S)-[2-fluoro(1,1'-bifenil)-4-il)-propilo]  (S)-2-(3-
benzoilfenil), (S,S)-KTP-FBP.

Rendimiento: 42%.

Aspecto fisico: aceite incoloro.

Espectro de absorcion UV A.s./nm (log €): 200 (4.7), 250 (4.4), 340
(2.1).

Espectro de RMN-'H (CDCl5) & (ppm): 1.24 (d, 3H, J = 7.0Hz), 1.50 (d, 3H,
J=7.2Hz), 3.01-3.13 (m, 1H), 3.77 (q, 1H, J = 7.2Hz), 4.14-4.24 (m, 2H),
6.88-6.96 (m, 2H), 7.27-7.78 (m, 15H).

Espectro de RMN-3C (CDCl5) & (ppm): 17.7, 18.2, 38.5, 45.4, 69.3,
114.7+115.0, 123.2+123.3, 127.0+127.1, 127.6, 128.3, 128.4, 128.5,
128.9, 129.0, 129.2, 130.0, 130.6, 131.5, 132.5, 135.6, 137.5, 137.9,
140.7, 144.6+144.7, 157.9+161.2, 173.8, 196.4.

HRMS para C31H,7FO3 (MH®): calculada 467.2022, encontrada: 467.2017.
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Figura 4.15. Espectro de RMN-"H de la diada (S,S)-KTP-FBP, (CDCl5).
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Figura 4.16. Espectro de RMN-"3C de la diada (S,S)-KTP-FBP, (CDCl5).
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5.1. Introduccion

La radiacién ultravioleta (UV) induce reacciones quimicas en el
ADN conduciendo a mutaciones carcinogénicas; por ello, numerosas
investigaciones se dedican al estudio de los estados electrénicos
excitados del ADN.™™ La radiacién solar UV que llega hasta la superficie
de la Tierra estd comprendida entre 400 y 320 nm (UVA) y desde 320 a
290 nm (UVB). Tanto la radiacién UVA como UVB son capaces de inducir
dafio al ADN, responsable de algunos tipos de cancer.®® La radiacion
UVB causa fotorreacciones directas del ADN debido a que es
eficientemente absorbida por las nucleobases. También es posible
causar la degradacién del ADN por medio de fotosensibilizacion, llevada
a cabo tanto por agentes enddgenos (p. ej. metabolitos) como exdgenos
(farmacos, cosméticos, etc.).’° Se ha comprobado que los farmacos de la
familia de los antiinflamatorios no esteroideos (AINES), cuando
interaccionan con nucleobases o nucledsidos libres, aumentan Ia

1112 En este

formaciéon de dimeros de timina de tipo ciclobutano.
contexto, es esencial comprender los canales de desactivacion de los
estados excitados de los farmacos en presencia de biomoléculas para
predecir un posible riesgo fotobioldgico en pacientes, generalmente
asociado a la fototoxicidad.

Los AINES son agentes terapéuticos frecuentemente prescritos
para una gran variedad de condiciones incluido el dolor y la fiebre."* Un

grupo importante son los derivados de los dacidos 2-arilpropidnicos.

Entre ellos se encuentran ibuprofeno, naproxeno, ketoprofeno o
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flurbiprofeno, que su mayoria son comercializados como mezclas
racémicas (con algunas excepciones como el naproxeno). Sin embargo,
su actividad antiinflamatoria esta principalmente atribuida al
enantiémero (S).** Los estados excitados singlete y triplete mas bajos de
flurbiprofeno (FBP) se han caracterizado recientemente, y sus
propiedades fotofisicas se han empleado para obtener informacion
relevante en diferente campos, desde un punto de vista bioldgico (grado
de unién a proteinas transportadoras, actividad enzimatica de la ASH,

16-2 . se . .y . .
620 o con fines analiticos (determinacién de composiciones

etc.)
enantioméricas).21 Ademas, FBP se ha utilizado como sensibilizador de
quinolonas para la determinacién de la energia de triplete de la timina
en el ADN.?*?

En el pasado se han disefiado sistemas modelo (diadas)
conteniendo un farmaco fotoactivo covalentemente unido a un
fragmento de una biomolécula, con el propdsito de proporcionar una
vision mecanistica sobre los procesos basicos como transferencia de
energia, transferencia de electrén o formacién de exciplejo.”*?’
Mediante esta estrategia, hemos sintetizado dos diadas
estereoisoméricas (S)-FBP-dThd y (R)-FBP-dThd (Figura 5.1) conteniendo
(S)- o (R)- FBP unido covalentemente a la posicién 5 del azicar de la
timidina. Estas diadas son, a priori, modelos adecuados para la

investigacion de las interacciones de los estados excitados en los

complejos con ADN.
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(S)-FBP-dThd (R)-FBP-dThd

Figura 5.1. Estructura quimica de las diadas conteniendo FBP y dThd.

Con la finalidad de caracterizar las propiedades de los estados
excitados de los sistemas FBP-dThd se han realizado medidas
espectroscopicas en estado estacionario y resueltas en el tiempo. Para
interpretar correctamente los resultados obtenidos en las diadas, se han
comparado con los resultados obtenidos del estudio de mezclas
equimolares de los croméforos aislados (FBP y dThd).

Finalmente, se podria extrapolar el comportamiento de las
diadas a los complejos no covalentes FBP/ADN, ya que la excitacién en
el UVC podria dar lugar a la inyeccién de carga desde el 'FBP* a una
timina cercana, y el exceso de electrones podria ser transportado a lo

largo de la doble hebra del ADN.%
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5.2. Resultados y discusion

5.2.1. Sistemas intermoleculares FBP/dThd

Los espectros de absorcidn y emisiéon del FBP estan descritos en
la bibliografia,”® aunque también se muestran mas adelante. Con
respecto a la dThd, sdlo estan descritos los espectros de absorcion y
emisién en disolucion acuosa;* por ello se registraron sus espectros de
absorcién UV (Figura 5.2.A) y de fluorescencia (Figura 5.2.B) en

acetonitrilo y agua.

16
% 14 A 4 B
5 12 2
2 104 =2
:; 84 o
6l 0.5
4_
i
2_
0— : : ‘ (o RAEEEEN_——————
220 240 260 280  30C 300 - 340 - 380 - 420 - 460
A (nm) % (nm)

Figura 5.2. A: Espectro de absorcion de dThd en MeCN (azul) y agua (rojo). B: Espectro
de fluorescencia de dThd en MeCN (azul) y de Thy en agua (rojo).

Se obtuvo un valor de coeficiente de absorcion molar de la
timidina mucho mayor en acetonitrilo que en agua (15.3 x 10 a 265 nm
en MeCN comparado con 9.9 x 10 a 267 nm en agua).’® El rendimiento

cuantico de fluorescencia de la timidina resultd ser sustancialmente mas
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bajo en acetonitrilo que en agua (3.0 x 10° y 15 x 10
respectivamente).

En el espectro de absorcidn (Figura 5.3.A) se observé como la
banda correspondiente a la mezcla equimolar (S)-FBP/dThd
correspondid a la suma de los espectros de los croméforos aislados ((S)-
FBP/dThd calc.), lo que indica que no hay interaccién en el estado
fundamental.

El espectro de fluorescencia (Figura 5.3.B) fue casi idéntico al
calculado a partir de la emision de los cromoforos aislados, teniendo en
cuenta los fotones absorbidos por cada croméforo. Como era de
esperar, el rendimiento cuantico de fluorescencia de dThd (3.0 x 107)
fue varios 6rdenes de magnitud mas bajo que el de (S)-FBP (0.17). La
emision de la mezcla equimolar (S)-FBP y dThd fue Unicamente debida a
los fotones absorbidos por FBP, indicando la ausencia de una interaccion

significativa entre los estados excitados.

0.30 1.0,

A —(S)-FBP A —— (S)-FBP B
0.251 — dThd S 08| ——dThd
(S)-FBP/dThd exp| & (S)-FBP/dThd exp.
0.20+ — (S)}-FBP/dThd cale] @ ¢ | — (S)-FBP/dThd calc.
0.15 a
0.4 |
0.10+
0.2 |
0.05+
0.00 : . 00 ; ;
250 300 300 350 400
A (nm) A (nm)

Figura 5.3.A: Espectro de absorciéon UV en MeCN 2.5 x 10° M y B: Espectro de
fluorescencia (Aexe = 267 nm, N,, MeCN) de (S)-FBP, dThd, mezcla equimolar (S)-
FBP/dThd y la banda calculada tedricamente a partir de los cromdforos aislados.
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Se realizaron medidas de fluorescencia resuelta en el tiempo en
las escalas de pico- y nano- segundos de dThd, FBP y la mezcla
equimolar en MeCN (22 °C, Aexc = 267 nm); las medidas se registraron a
310 nm ya que es el maximo de emision de fluorescencia del FBP.

Las cinéticas de desaparicion de dThd en disolucién acuosa estan
descritas en la bibliografia,”® siendo muy rapidas (tiempo de vida inferior
a 1 picosegundo) y dependientes de la longitud de onda de emisidn;
esto es debido a una fuerte desactivacidn intramolecular no radiativa. La
cinética de desaparicion de dThd en MeCN registrada mediante FU a
escala de femtosegundos fue, del mismo modo, ultrarrdpida, y pudo ser
descrita como una funcidn biexponencial con tiempos de vida de 0.25 y
1.65 ps. El tiempo de vida del singlete de FBP resulté ser mucho mas
largo, de acuerdo con el valor del rendimiento cuantico de
fluorescencia. Se encontrd que las cinéticas de desaparicion dependian

de la longitud de onda de emisién (Figura 5.4).

0 5 10 15 0 5 10 15
tiempo (ps) tiempo (ps)

Figura 5.4. Cinéticas de desaparicion de fluorescencia de (S)-FBP (azul) y (S)-
FBP/dThd en MeCN (20 °C, Aexe =257 nm) a A: Aery =310 nmy B: A, = 330 nm.
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Se observé como la curva correspondiente a la mezcla equimolar
a 310 nm aumentaba instantaneamente antes de experimentar una
desaparicion ultrarrapida a un valor constante (Figura 5.4.A). Esto estd
de acuerdo con la superposicién de la fluorescencia de dThd y (S)-FBP.
Los resultados obtenidos indicaron la ausencia de interaccion entre los

cromoforos en el estado excitado singlete en la mezcla equimolar.

5.2.2. Comportamiento fotofisico de las diadas FBP-dThd

En la Figura 5.5 se muestra el espectro de absorcién UV de las
diadas junto con (S)-FBP y dThd a la misma concentracion. El espectro
de las diadas coincidié con la suma de los espectros de (S)-FBP y dThd,
indicando la ausencia de una interaccién significativa entre los dos

cromoforos en el estado fundamental.

0.8
A — (S)-FBP
— dThd
0.6 — (S)-FBP-dThd
— (R)-FBP-dThd
0.4/
0.2/
0.0 , ,
250 300
A (nm)

Figura 5.5. Espectro de absorciéon UV de disoluciones isoabsortivas a 267 nm
de (S)-FBP, dThd y diadas (S)- o (R)- FBP-dThd en acetonitrilo.
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Los espectros de fluorescencia de las diadas y de (S)-FBP
registrados a temperatura ambiente (22 °C) se muestran en la Figura
5.6.A. Cabe destacar la desactivacion en la emision de las diadas
respecto a la emision del FBP, siendo éste el croméforo emisor en
ambos casos (Aem = 310 nm)15 El rendimiento cuantico de fluorescencia

de las diadas resulté mayor en dioxano que en acetonitrilo (Tabla 5.1).

En matriz rigida de etanol a 77 K los rendimientos cuanticos de
fluorescencia correspondieron a los esperados segun la absorbancia
relativa del FBP en las diadas (Figura 5.6.B). Este valor resultdé mucho
mayor que el observado a 22 °C, debido a la ausencia de desactivacion
de la fluorescencia en las diadas a baja temperatura por la limitacién de
los grados de libertad que tiene lugar en matriz rigida y que impede la
poblacién de las conformaciones requeridas para las interacciones

intramoleculares en el estado excitado.

1.004 - (S)-FBP (MeCN) A 104
© . -
2 .. (S)-FBP-dThd (MeCN) g A ‘ (g) EEE Th
8 .75 .+« (R)-FBP-dThd (MeCN) € 08]a SO (S)-FBP-
S —— (S)-FBP (dioxano) o . . (R)-FBP-dThd
- — (S)-FBP-dThd (dioxano) 06 A
0501 —— (R)-FBP-dThd (dioxano) e,
0.4
0.25 0.2
0.005", , 0.0+ —, : ,
300 350 400 450 300 320 340
X (nm) A (nm

Figura 5.6. Espectro de fluorescencia de disoluciones isoabsortivas a A, = 267
nm de (S)-FBP y diadas (R)- y (S)- FBP-dThd. A: A 22 °C en acetonitrilo (linea
discontinua) y dioxano (linea continua). B: En matriz rigida de etanol a 77 K.

-118 -

B




Capitulo 5. Diadas bifenilo-timidina

Las cinéticas de desaparicion en la escala de femtosegundos
fueron registradas a 310 nm mediante la técnica de FU a 22 °Cy @ Aeyc =
267 nm (Figura 5.7). En acetonitrilo y observando la zona 0-0.1 ps, las
diadas dieron resultados muy similares a los de la mezcla equimolar,
caracterizadas por un aumento instantaneo seguido de una
desaparicion ultrarrdpida hasta un valor constante (~80%). La
componente ultrarrdpida fue caracteristica de la cinética de
desaparicion de dThd (<1 ps), tanto en el caso de las diadas como de la
mezcla equimolar. El posterior nivel constante de emisidn fue atribuido
a 'FBP*. Estas observaciones demuestran claramente dos fenémenos
diferenciados: (i) la no existencia de una transferencia de energia
singlete-singlete desde 'dThd* a FBP vy (ii) el estado singlete de FBP
(bifenilo) como Unica especie responsable de la emisién residual
observada en la fluorescencia en estado estacionario. No se

encontraron diferencias entre las dos diadas en la escala de tiempo

utilizada.

© 1.04

®

N 0.84

T

€ 064 — (S)-FBP

o ——dThd

0.4 — (S)-FBP-dThd

—— (R)-FBP-dThd

0.2
0.0+

0 1 2 3
t (ps)

Figura 5.7. Cinéticas de desaparicion de fluorescencia a 310 nm de (S)-FBP,
dThd y diadas (S)- o (R)- FBP-dThd en acetonitrilo/aire a 22 °C, Aexe = 267 nm en la
escala de los picosegundos (FU).
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Sin embargo, en la escala de nanosegundos, mediante la técnica
de recuento de fotones individuales correlacionados temporalmente
(TCSPC), ambas diadas mostraron un comportamiento mas complejo,
tanto en acetonitrilo como en dioxano (Figura 5.8). Mientras que la
cinética de desaparicion de (S)-FBP se ajustd con un Unico término
monoexponencial (1.70 ns en MeCN y 1.80 ns en dioxano), en el caso de
las diadas fueron necesarios tres términos monoexponenciales,
obteniéndose componentes de ~100 ps, ~300 ps y minoritariamente
nanosegundos. La cinética de desaparicion del diasteredmero (S)-
resulté mas rapida que la correspondiente al (R)-, siendo los tiempos de
vida promedio («t> = a; 11 + a, 1) de 0.27 y 0.31 ns para (S)- y (R)-
respectivamente (Tabla 5.1), donde t; =0.14 ns (a; = 0.50) y 17, = 0.47 ns
(a; = 0.50) para el diasteredmero (S)-y 11 =0.18 ns (a; =0.84) y 1, =0.70
ns (a; = 0.16) para el diasteredmero (R)-. Las dos componentes rapidas
indicaron la presencia de dos tipos de conformaciones con diferentes
eficiencias en el mecanismo de desactivacion. Se observaron resultados

similares en dioxano, aunque con tiempos de vida menores.
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© o (R)-FBP-dThd/MeCN
N o (S)-FBP/MeCN

£

5 0.1+

[
_LL

0.01+

—— (8)-FBP-dThd/Dioxano

—— (R)-FBP-dThd/Dioxano
—— (S)-FBP/Dioxano

1E-3 4 T T T T

0 1 2 3 4 5

t

Figura 5.8. Cinéticas de desaparicién de fluorescencia a 310 nm de (S)-FBP,
dThd y diadas (S)- o (R)- FBP-dThd en acetonitrilo y dioxano/aire a 22 °C, Aey = 267 Nm
en la escala de los nanosegundos (TCSPC).

Por otro lado, se compararon las cinéticas de anisotropia de
fluorescencia de las diadas (registradas mediante FU) con la de FBP libre
(Figura 5.9). Para este ultimo, se observd que la anisotropia desaparecia
con un tiempo de alrededor de 30 ps, mientras que en las diadas lo
hacia con un tiempo de aproximadamente 45 ps. FBP tiene un volumen
molecular de ca. 300 A®, calculado a partir de los incrementos de van
der Waals.>! Mediante la ecuacién de Stokes-Einstein-Debye* se obtuvo
un tiempo de rotacion de alrededor de 27 ps, ligeramente mas rapido
gue el observado experimentalmente (30 ps, con ro = 0.32). Esta
desviacidn pudo ser entendida en términos de la forma no esférica del
cromoforo. El volumen total de las diadas FBP-dThd resultd ser de
alrededor de 492 A®, con un tiempo rotacional de aproximadamente 44

ps, valores muy préximos a los obtenidos experimentalmente (45 psy ro
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= 0.31). El comportamiento monoexponencial y en particular la ausencia
de cinéticas de desaparicidon rapidas a tiempos cortos mostraron que no

existia rotacion interna entre los dos residuos.

0.4
L ——(S)-FBP
2 03 —— (S)-FBP-dThd
e —— (R)-FBP-dThd
C
< 02

0.1

0.0

Figura 5.9. Anisotropias de fluorescencia de (S)-FBP y diadas (S)- o (R)- FBP-
dThd en acetonitrilo /aire a 22 °C, Aeye = 267 nm, 1.0 x 10° M.

Cuando se realizaron los ensayos de FDL a la longitud de onda de
excitacion de 266 nm para las diadas (S)-FBP-dThd y (R)-FBP-dThd, se
observé la tipica banda de absorcion triplete-triplete del FBP (maximo a
360 nm, Figura 5.10). Las sefiales fueron menos intensas que cuando se
irradié el FBP en las mismas condiciones; sin embargo esta intensidad
resulté ser mayor que la esperada segun los resultados obtenidos de la
fluorescencia, lo cual indicé que el estado excitado singlete no era el
Unico precursor del estado excitado triplete de las diadas. Ademas, el
rendimiento cudntico de triplete del estereoisémero (S)- resultd ser

mayor que el del (R)-.
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El tiempo de vida de triplete en ambas diadas fue el mismo que
el de FBP aislado (24 ps)*, lo que indicé la ausencia de una interaccion

intramolecular en el estado excitado triplete.

0.08

< —— (S)-FBP/Dioxano

< — (8)-FBP-dThd/Dioxano
0.06- (R)-FBP-dThd/Dioxano

—e— (S)-FBP/MeCN
—e— (S)-FBP-dThd/MeCN
—e— (R)-FBP-dThd/MeCN

0.04-
0.02-
0.00- ==
300 350 400 450 500
A (nm)

Figura 5.10. Espectro de absorcidn transitoria triplete-triplete de (S)-FBP y
diadas (S)- o (R)- FBP-dThd en acetonitrilo o dioxano, a 22 °C, hex = 266 nm, 1.0 x 10”
M, 1 us después del pulso del laser.

En cambio, los espectros de fosforescencia de las diadas,
obtenidos en matriz rigida de etanol a 77 K (Figura 5.11), mostraron que
la emision correspondia Unicamente a la fraccion de fotones absorbidos

por el croméforo FBP.
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1.0
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£ 08 —— (S)-FBP-dThd
S —— (R)-FBP-dThd
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04
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0.0
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Figura 5.11. Espectro de fosforescencia de (S)-FBP y diadas (S)- o (R)- FBP-
dThd (Aeyxe = 266 NM) en matriz rigida de etanol a 77 K.
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En la Tabla 5.1 se recogen las propiedades fotofisicas de (S)-FBP y

de diadas relacionadas.

(S)-FBP (S)-FBP-dThd (R)-FBP-dThd

Acetonitrilo
O 0.17 0.015 0.018
7e° (ns) 1.70 0.27 0.31
ke (x10%s?)  1.00 1.16 1.21
ko (x10°s?) - 3.11 2.64
Op 0.402 0.393
dais 0.71 0.063 0.075
or° 0.71 0.167 0.126
dr-dais 0.104 0.051
Dioxano
Or 0.24 0.035 0.044
1" (ns) 1.80 0.51 0.62
ke (x10%s?)  1.33 1.49 1.54
kp (x10°s7) - 1.40 1.06
oo 0.329 0.303
das 0.70 0.102 0.127
o 0.70 0.219 0.167
dr-Ocis 0.117 0.040

Tabla 5.1. Propiedades fotofisicas de (S)-FBP y diadas (S)- o (R)- FBP-dThd a
Aexc = 267 nm. ®

% En general, los errores fueron menores que la Ultima cifra significativa de los valores
indicados. ® Medidos a 310 nm; para las diadas, los ajustes se realizaron mediante una
funcién triexponencial, los valores indicados corresponden a una media de los tres
valores obtenidos. © En atmdsfera inerte y Aoy = 266 Nm.
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Los rendimientos cuanticos de fluorescencia de las diadas se
determinaron usando (S)-FBP como referencia (¢ = 0.21 en MeCN/N, 6
0.17 en MeCN/aire).15 El calculo de ¢r se realizé haciendo uso de la

ecuacion 5.1:

A Absreferencia 712

d)F: ¢F(referenc1‘a) P (5- 1)

2
referencia Abs Nreferencia

donde O referencia) €5 €l rendimiento cudntico de fluorescencia de (S)-FBP,
A es el area bajo la curva de fluorescencia de las diadas, Areferencia €5 €l
area bajo la curva de fluorescencia de (S)-FBP, AbSreferencia €S |a
absorbancia de (S)-FBP a la longitud de onda de excitacion, Abs es la
absorbancia de las diadas a la longitud de onda de excitacion y 7referencia
y 17 son, respectivamente, los indices de refraccion de los disolventes
empleados.

En todos los casos, la fluorescencia se desactivé mas del 80 %. Se
observé diastereodiferenciacion en los tiempos de vida de
fluorescencia, siendo mucho menores en el caso de las diadas que en el
del FBP, indicando una desactivacion dinamica.

Los valores de las constantes de fluorescencia (ki) de las diadas

se obtuvieron haciendo uso de la ecuacion 5.2:

kp= "’—i (5.2)
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donde ¢f y T corresponden a los valores de rendimiento cuantico y de
tiempo de vida de fluorescencia respectivamente y ¥ corresponde a la
fraccion de fotones absorbida por el FBP (Y = 0.48 en acetonitrilo y 0.46
en dioxano).

Las constantes de desactivacion (kp) de las diadas se obtuvieron

haciendo uso de la ecuacién 5.3:

1 1
kD:_-

_— (5.3)
TF  TF(referencia)
donde Tr Y Tefreferencia) COrresponden al valor de tiempo de vida de
fluorescencia de diadas y (S)-FBP respectivamente.
Los rendimientos cuanticos de desactivacion (¢p) de las diadas se

calcularon mediante la ecuacion 5.4:
kp
¢p = Pr - (5.4)
F

donde ¢f corresponde al valor de rendimiento de fluorescencia, kp a la
constante de desactivacion y ki a la constante de fluorescencia de las
diadas.

Los valores de rendimiento cudntico de cruce intersistemas (dcis)

de las diadas se determinaron segun la ecuacidén 5.5:

¢CIS referencia
Pers = pp———Lerenee ) (5.5)

OF (referencia )
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donde ¢ corresponde al valor de rendimiento de fluorescencia de las
diadas y Ocisireferencia) Y Oe(referencia) corresponden a los rendimientos
cuanticos de cruce intersistemas y de fluorescencia del (S)-FBP,
respectivamente.

Mediante la ecuacion 5.6 se obtuvieron los valores de

rendimento cuantico de triplete (¢r) de las diadas:

AA ET (referencia ) (5 6)

¢)T = d)T(referencia ) Aa

referencia eT

donde r(referencia) COrresponde al rendimento cudntico de triplete del (S)-
FBP, AA 'y AAreferencia cOrresponden a los maximos de absorcion de diadas
y (S)-FBP, respectivamente, en el espectro de absorcion transitoria a 360
nm. Se asumid que los valores de ¢ fueron iguales para un determinado
disolvente al tratarse del mismo croméforo.

Los valores obtenidos mediante las ecuaciones 5.1 a 5.6 se
muestran en la Tabla 5.1.

En principio, el mecanismo de desactivacidon de la fluorescencia
de 'FBP se puede deber a una transferencia de energia, de electrén o
formacion de un exciplejo. La posibilidad de una transferencia de
energia tipo Forster puede ser razonablemente descartada en vista de la
sensibilidad de ¢p frente a la rigidez del medio (no se encontrd
desactivacion en matriz sdlida) y a la polaridad del disolvente (menor
eficacia de la desactivacién en dioxano que en acetonitrilo).>* Ademas,

de la estereodiferenciacidn observada en los valores de o¢f y ¢r
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apoyaban la necesidad de un contacto cercano entre los croméforos en
los procesos implicados.

En cuanto a la viabilidad de la formacién de pares de iones
radicales o exciplejos desde los estados singlete o triplete, puede ser

estimada aplicando las ecuaciones 5.7 y 5.8%

AGrg (keal mol ™) = 23.06 [E4E% — Egee?®™ +2° - 0.13] - £* (5.7)

e—1
2e-1

AGgy (keal mol™") = 23.06 [Eg8® — Ege — 075 (==~ 0.19) + 038 - £ (5.8)

teniendo en cuenta los correspondientes potenciales de oxidacion (Eoy)
y reduccion (Egep),>>>® las constantes dieléctricas apropiadas (g)*° vy las
energias de singlete o triplete de FBP (E*)," los valores obtenidos de
energia libre para la transferencia electrénica (AGrg) o formacion de

exciplejo (AGgx) se muestran en la Tabla 5.2.
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AGrg AGgx
Dador/Aceptor S1 T, S1 T,
Acetonitrilo
FBP/dThd -30.0 +4.0 -25.1 +8.9
dThd/FBP -24  +31.6 +2.5 +36.5
Dioxano
FBP/dThd -5.0 +29.0 -22.7 +11.2
dThd/FBP +22.7 +56.7 +4.9 +38.9

Tabla 5.2. Variacién de energia libre de Gibbs (en kcal mol™) asociadas con la
transferencia electrénica o formacién de exciplejos en sistemas FBP*/dThd.

En general, la transferencia de carga sélo se encontré favorecida
desde el estado excitado singlete de FBP como dador, y la desactivaciéon
de la fluorescencia podia ser debida tanto a transferencia electrénica
como formacidon de exciplejo, estando favorecida la formaciéon de
exciplejo en dioxano. Por el contrario, *FBP* no reacciona en ningun
disolvente, segun indica la carencia de desactivacion dinamica
observada en los experimentos de FDL. Este hecho estuvo de acuerdo
con los calculos termodinamicos, donde se obtuvieron valores de AG
positivo para la transferencia electrénica o formacién de exciplejo desde
el estado excitado triplete (Tabla 5.2).

Otro punto de interés fue el origen del triplete de FBP. Su
rendimiento cuantico (¢r), determinado a partir de los experimentos de
FDL, resulté ser significativamente mayor que ¢cs. La generacidn del

triplete podria ocurrir a través de varios caminos: a) cruce intersistemas
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desde Sy, b) transferencia de energia triplete-triplete desde *dThd* o c)
recombinacién de carga de los pares de iones radicales o exciplejos
posiblemente resultantes de la desactivacién del estado excitado
singlete. Como ¢r resultd ser mayor que ¢cis, el camino a) no podia ser la
Unica ruta operativa. La contribucién del camino b) era posible ya que Et
(dThd) era ca. 9 kcal mol™ mayor que la Er (FBP); sin embargo,
conociendo los valores de ¢cs de la dThd (del orden de 10'2) este
proceso no explicaria los valores de ¢r observados, al menos para la
diada (S)-FBP-dThd. Por lo tanto, el camino c) parecia ser mas probable,
y su contribucion fue claramente mds importante para el isémero (S)-
que para el (R)-.

De acuerdo con los resultados obtenidos de las medidas
fotofisicas y de los cdlculos descritos, las principales vias de
desactivacion que podian tener lugar tras excitacion de una diada
conteniendo covalentemente unidos FBP y dThd se recogen en el

Esquema 5.1.
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() FBP-dThd —NY_» 'FBP*-dThd + FBP-'dThd*
(i)  FBP-'dThd* — FBP-dThd

(i)  FBP-'dThd* LSathd ) rpp_3gThd*

(iv)  FBP-3dThd* —E1T_, 3rp*_dThd
(v)  'FBP*-dThd — FBP-dThd + hv’
(vi)  'FBP*-dThd —2—» FBP*-dThd" y/o (FBP-dThd)* o

(vii)  'FBP*-dThd LlSesp o, 3pppx_gThg

(viii)  FBP*-dThd" y/o (FBP-dThd)*ec —X<—» FBP*-dThd

Esquema 5.1. Principales vias de desactivacion de las diadas FBP-dThd.

Como se observa en el esquema, tras irradiacion a 267 nm (i) se
alcanza el primer estado excitado singlete, bien del FBP o de la dThd, ya
gue ambas especies absorben luz a esa longitud de onda, segln sus
espectros UV-vis (Figura 5.3). A continuacién puede producirse una
transferencia de energia singlete-singlete (TESS) desde ‘dThd* (Es = 100
kcal mol™)*® a FBP (Es = 99 kcal mol™),”” la cual estd
termodinamicamente favorecida pero cinéticamente descartada, en
vista de las cinéticas ultrarrdpidas observadas en la Figura 5.7. La
desactivacion desde ‘dThd* tiene lugar mediante un proceso
intramolecular no radiante de alta eficacia®® y esta representada en (ii)
o, en menor medida, cruce intersistemas®’ (iii). La transferencia de
energia triplete-triplete (TETT) desde >dThd* (Et = 74 kcal mol™)**? a

FBP (Er = 65 kcal mol™),> que es termodindmicamente posible, queda
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indicada en la ruta (iv). La emisién de fluorescencia desde 'FBP* estd
representada en (v) y la desactivacion intramolecular (D) desde el
primer estado excitado singlete del FBP para dar lugar a la formacién de
exciplejos o a un par de iones radicales, queda reflejado en (vi). La ruta
(vii) corresponde al cruce intersistemas de FBP. Finalmente, la
recombinacién de carga (RC) desde el par de iones radicales o exciplejos

permite alcanzar asi el primer estado excitado triplete de FBP (ruta

(viii)).
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5.3. Conclusiones

Las interacciones entre los estados excitados de los cromoéforos
FBP y dThd se observan sélo cuando ambos se encuentran
covalentemente unidos. No tiene lugar interacciones intermoleculares
en la mezcla equimolar, ni en el estado fundamental ni en los estados
excitados. En las diadas FBP-dThd, la Unica especie que emite es 'rBP*,
con un rendimiento cuantico y un tiempo de vida menores que los de
FBP aislado. Las variaciones de energia libre, calculadas mediante las
ecuaciones de Rhem-Weller, indican que la desactivacion dinamica
puede ocurrir por transferencia electrénica o formacién de exciplejo,
siendo FBP la especie dadora de carga. En acetonitrilo, ambos
mecanismos estan favorecidos, mientras que en dioxano predomina la
formacion de exciplejo. En todos los casos, la desactivacién requiere
interaccidon a distancias cortas, por lo que la organizacién espacial
relativa de los croméforos juega un papel importante. El isdmero (S)-
exhibe valores mas bajos de ¢ y tr que el isémero (R)-. Como
observacion general, el rendimiento cuantico de triplete (¢7)
determinado en las diadas es mayor que el esperado para el
rendimiento cudntico de cruce intersistemas (¢cs) de 'FBP*-dThd
teniendo en cuenta la fraccién de luz absorbida por FBP. Este hecho se
puede explicar mediante la recombinaciéon de carga intramolecular
desde el par de iones radicales y/o exciplejos. De nuevo este proceso es
mucho mads importante en el caso del isdmero (S)- que en caso del

isomero (R)-. Los tiempos de vida de triplete (t1) de las diadas son
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similares al de FBP libre, indicando la ausencia de una interaccién entre
los cromdéforos en el estado excitado triplete. Este hecho estd de
acuerdo con los cdlculos termodindmicos, donde se obtiene un valor
de AG positivo para la transferencia electrénica o formacion de
exciplejos desde el estado excitado triplete.

En principio, las diadas FBP-dThd podrian ser modelos
apropiados para anticipar la naturaleza de las interacciones entre los
estados excitados de FBP y ADN en complejos no covalentes. Asi, tras
excitacion en el UVC, 'FBP* resultante podria inyectar carga negativa a
una timina cercana, y el exceso de electrones podria viajar a través de la
doble hélice de ADN, alcanzando una base distante o eventualmente

reparando lesiones de tipo bipirimidina.“'45
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5.4. Parte experimental

5.4.1. Reactivos y disolventes

(S)- v (R)-flurbiprofeno, timidina, EDC (hidrocloruro de N-(3-
dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida) y piridina fueron adquiridos de
Aldrich. Los disolventes utilizados (hexano, diclorometano y metanol)
fueron de grado analitico y adquiridos de Scharlau. El acetonitrilo,
dioxano y el etanol absoluto utilizados fueron de grado HPLC vy

adquiridos de Scharlau.

5.4.2. General

Los espectros de resonancia magnética nuclear de protén y de
carbono (RMN-H y RMN—13C) se realizaron usando metanol deuterado
(CD30OD) tomando como referencia la sefial correspondiente al metanol
a 3.3 ppm (quintuplete).

La purificacion de los productos se llevd a cabo por columna
cromatografica de gel de silice 60 con tamafio de particula entre 0.063 y
0.200 mm de Merck, usando una mezcla hexano/metanol como

eluyente.
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5.4.3. Medidas de fluorescencia

Los espectros de fluorescencia en estado estacionario a
temperatura ambiente (22 °C) se realizaron purgando la disolucion
durante 20 minutos con N,. Todas las muestras tuvieron la misma
absorbancia (inferior a 0.2) a la longitud de onda de excitacion. Las
medidas se realizaron en una cubeta de cuarzo de 10 x 10 mm?, con una
capacidad de 4 mL.

Los espectros de fluorescencia en estado estacionario a 77 K se
realizaron en tubos de cuarzo que se introdujeron en nitrégeno liquido
antes de medir. La absorbancia de las muestras a la longitud de onda de
excitacion se mantuvo a 0.3.

Para determinar el valor de los rendimientos cudnticos de
fluorescencia se utilizé FBP en MeCN como referencia, con valores de ¢
=0.17 en aire y 0.21 en nitrégeno.

Los espectros de fluorescencia en tiempo resuelto se realizaron
en el Laboratoire Francis Perrin (CNRS/IRAMIS/SPAM) CEA/Saclay, Gif-
sur-Yvette, Francia. Todas las muestras tuvieron la misma absorbancia
(inferior a 0.2) a la longitud de onda de excitacion. Las medidas de FU se
realizaron en una celda de cuarzo 0.4 mm vy las de TCSPC en una cubeta
de cuarzo de 10 x 10 mm?, con una capacidad de 4 mL. Todos los
experimentos se realizaron a temperatura ambiente (22 °C) y en

condiciones aerdbicas.
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5.4.4. Medidas de fotdlisis de destello Idser

Los experimentos de FDL se realizaron a una longitud de onda de
excitaciéon de 266 nm, con una potencia de 10 mJ por pulso de laser. Las
disoluciones fueron purgadas durante 30 minutos con N, antes de la
realizacion del experimento. La absorbancia de las muestras a la
longitud de onda de excitacién se mantuvo a 0.2. Las medidas se
realizaron en una cubeta de cuarzo de 10 x 10 mm?, con una capacidad

de 4 mL. Los experimentos se llevaron a cabo a temperatura ambiente.
5.4.5. Medidas de fosforescencia
Las medidas se realizaron en tubos de cuarzo que se
introdujeron en nitrégeno liquido antes de medir. La absorbancia de las

muestras a la longitud de onda de excitacién se mantuvo a 0.3. Las

disoluciones se prepararon en etanol.
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5.4.6. Sintesis de las diadas

Sobre una mezcla de (S) o (R)- flurbiprofeno (1.19 mmol) y
timidina (1.23 mmol) disueltos en piridina anhidra (2 mL) a 0 °C, se
anadié poco a poco EDC (1.19 mmol). Se dejé agitar a esa temperatura
durante 2 horas. Transcurrido este tiempo la piridina fue eliminada en
bomba de vacio. El crudo resultante fue disuelto en diclorometano
(DCM) (20 mL), lavado con NaHCOs; (1 M) y secado con MgSO,. El
disolvente organico fue eliminado en un rotavapor vy, finalmente, se
realizé una purificacién por columna cromatografica usando una mezcla

hexano/metanol 10%.
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5.4.7. Caracterizacion de las diadas

5’-(S)-[(2-fluoro[1,1'-bifenil]-4-il)propanoil]-timidina, (S)-FBP-dThd.

Rendimiento: 70%.

Aspecto fisico: polvo blanco.

Espectro de absorcion UV A,s./nm (log €): 250 (4.1).

Espectro de IRTF v (cm™): 3420 (br), 1721, 1655,1480, 1418, 1267, 1174,
767, 697.

Espectro de RMN-'H (CD3;0D) & (ppm): 1.43 (d, 3H, J = 7.2Hz), 1.72 (d,
3H, J = 1.2Hz), 1.81-1.90 (m, 1H), 2.09-2.17 (m, 1H), 3.80 (q, 1H, J = 7.1
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Hz), 3.97-4.01 (m, 1H), 4.16-4.21 (m, 2H), 4.32 (dd, 1H, J = 12.0, J = 6.0
Hz), 6.08 (dd, 1H, J = 8.1, J=6.0Hz), 7.02-7.11 (m, 2H), 7.23-7.41 (m, 7H).

Espectro de RMN-"3C (CD;0D) & (ppm): 11.5, 17.6, 39.5, 45.0, 64.4, 71.4,
85.0, 85.5, 110.3, 114.9+115.2, 123.6+123.7,127.6, 128.0+128.1, 128.3,
128.6, 128.7, 130.9, 135.4, 136.1, 142.3+142.4, 150.9, 158.1+161.4,
165.1, 173.9.

HRMS para CysHy6FN2Og (MHY): calculada 469.1775, encontrada:
469.1773.
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Figura 5.12. Espectro de RMN-'H de la diada (S)-FBP-dThd, (CD50D).
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Figura 5.13. Espectro de RMN-"3C de la diada (S)-FBP-dThd, (CDs0D).
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5’-(R)-[(2-fluoro[1,1'-bifenil]-4-il) propanoil]-timidina, (R)-FBP-dThd.

Rendimiento: 70%.

Aspecto fisico: polvo blanco.

Espectro de absorcion UV A, /nm (log €): 250 (4.1).

Espectro de IRTF v (cm™): 3422 (br), 1720, 1656, 1475, 1418, 1272,
1172,768, 698.

Espectro de RMN-'H (CD;0D) & (ppm): 1.43 (d, 3H, J= 7.2 Hz), 1.55-1.64
(m, 1H), 1.81 (d, 3H, J = 1.2Hz), 1.97-2.05 (m, 1H), 3.77 (g, 1H, J = 7.2

Hz), 3.96-3.99 (m, 1H), 4.05-4.09 (m, 1H), 4.14 (dd, 1H, J = 12.2, J =
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3.1Hz), 4.39 (dd, 1H, J = 12.2, J = 5.1 Hz), 6.06 (dd, 1H, J = 8.1, J = 6.0Hz),
7.00-7.08 (m, 2H), 7.23-7.40 (m, 7H).

Espectro de RMN-"3C (CD;0D) & (ppm): 11.3, 17.4, 39.3, 44.8, 64.5, 71.2,
84.6, 85.6, 110.4, 114.8+115.1, 123.6+123.7, 127.6, 127.9+128.1, 128.3,
128.6, 128.7, 130.8, 135.4, 136.2, 142.1+142.2, 151.0, 158.1+161.4,
165.1, 173.9.

HRMS para CysHy6FN2Og (MHY): calculada 469.1775, encontrada:
469.1766.
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Figura 5.14. Espectro de RMN-"H de la diada (R)-FBP-dThd, (CD;0D).
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Figura 5.15. Espectro de RMN-"3C de la diada (R)-FBP-dThd, (CD5;0D).
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6.1. Introduccion

Flurbiprofeno (FBP) [acido 2-(2-fluoro-1,1’-bifenil-4-il)
propanoico] es un antiinflamatorio no esteroideo de la familia de los
acidos 2-arilpropidnicos. Posee actividad analgésica, antiinflamatoria y
antipirética. Se utiliza para el tratamiento de diversos procesos, como
son la inflamacién y el dolor causado por la artritis reumatoide,’
osteoartritis’ y dafos leves en los tejidos (tendinitis y bursitis),>
prevencion de migrafias,” tratamiento de quemaduras en la piel,” etc.
Desde el punto de vista fotoquimico, FBP presenta dos caracteristicas
importantes: contiene un cromoéforo bifenilo, cuyas propiedades
fotofisicas vienen descritas en la literatura® y posee un carbono
asimétrico en la parte a-arilpropidnica, que resulta apropiado para el
estudio de una posible estereodiferenciacidon en los procesos de los
estados excitados.

BPOH [4cido 2-(2-hidroxi-1,1’-bifenil-4-il)propanocico] es el
principal fotoproducto del flurbiprofeno en medio acuoso, y se puede
considerar estructuralmente relacionado con el principal metabolito de
FBP [4cido 2-(2-fluoro-4’-hidroxi-4-bifenil)propanoico].” Contiene un
cromoforo bifenilo y la presencia de un sustituyente hidroxilo produce
un desplazamiento batocrémico en el espectro de absorcién (por
encima de 300 nm), con posibles implicaciones fotobioldgicas. Ademas,
siendo un fenol, es de esperar que presente una mayor acidez en su
primer estado excitado singlete (S;) que en el estado fundamental (pK,*

> pKa). ® Otro aspecto interesante es que presenta un centro quiral que
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permite estudiar una posible estereodiferenciacidon en los procesos en
que participa.

Los compuestos bicromoféricos que incorporan dos residuos
fotoactivos son modelos utiles para investigar en profundidad los
aspectos mecanisticos de los procesos inducidos por la luz. En este
contexto, son muy utiles para el estudio de la transferencia de energia,
de electréon o de protdn intramolecular, asi como de la formacion de
exciplejo y la reactividad fotoquimica. En el pasado, estos procesos han
sido estudiados en una gran variedad de sistemas, incluyendo diadas
conteniendo farmacos antiinflamatorios no estereoideos (AINES) unidos
covalentemente a subestructuras de proteinas o ADN (como
aminoacidos o nucledsidos.” En concreto, como se describe en la
introduccion general, se han utilizado diadas conteniendo AINES y Trp,
como herramientas para proporcionar informacidon relevante en las
interacciones férmaco/protel'na.10'11’12

El objetivo del presente capitulo es investigar los procesos
fotofisicos que ocurren en diadas conteniendo un derivado del bifenilo y
triptéfano covalentemente unidos. En la Figura 6.1 se muestran las

estructuras de los compuestos estudiados.
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Figura 6.1. Estructura quimica de los compuestos estudiados conteniendo
cromoforos bifenilo y triptofano.
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6.2. Resultados y discusion

6.2.1. Diadas FBP-Trp

Como se ha visto en la introduccion general, el fendmeno mas
importante observado en los espectros de fluorescencia de las diadas
FBp-Trp fue que en ambas se produjo una desactivacién casi total de la
emisidn, que consistié en una banda de baja intensidad atribuida al
Trp*, con rendimientos cuanticos de 0.028 y 0.015 para las diadas (S,S)-
y (R,S)-FBP-Trp, respectivamente (Figura 1.21 de la introduccion
general). Ademads, al normalizar los espectros, se detectd la aparicion de
una nueva banda centrada a 450 nm, especialmente para la diada (R,S)-
FBP-Trp, asignada a la formacién de un exciplejo.*®

Para investigar las cinéticas de transferencia de energia singlete-
singlete desde 'FBP* a Trp, se registraron las cinéticas de desaparicion
mediante FU a 310 nm (emision de FBP), tras excitaciéon a 267 nm
(Figura 6.2). Se observé una notable desactivacidon en las diadas, con
tiempos de vida de fluorescencia de 53.4 y 29.6 ps para (S,S)- y (R,S)-
FBP-Trp, respectivamente, comparados con tr (FBP) = 1.67 ns. Estos

datos reflejaban una TESS intramolecular desde 'FBP* a Trp.
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Figura 6.2: Cinéticas de desaparicién de fluorescencia a 310 nm de (S)-FBP y
de las diadas (S,S)- y (R,S)-FBP-Trp en acetonitrilo/aire a A., = 267 nm en la escala de
los picosegundos (FU).

También se registraron las cinéticas de desaparicién mediante
TCSPC a 340 nm (emision de TrpMe), tras excitaciéon a 267 nm (Figura
6.3). Se observéd, del mismo modo que en el caso anterior, una marcada
desactivacién en las diadas, atribuida a transferencia electrénica y/o
formacion de exciplejo, estando ambos procesos termodindmicamente

permitidos segun la ecuacién de Rhem-Weller.
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Figura 6.3: Cinéticas de desaparicion de fluorescencia a 340 nm de (5)-TrpMe,
y de las diadas (S,5)- y (R,S)-FBP-Trp en acetonitrilo/aire a Aey. = 267 nm en la escala de
los nanosegundos (TCSPC).

A partir de los tiempos de vida de fluorescencia se calcularon las
correspondientes constantes (Tabla 6.1) para los procesos de
transferencia de energia singlete-singlete intramoleculares y de

desactivacion en las diadas FBP-Trp.
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¢ (ps)° kressx 10" ¢ (ps)°° ko x 10°

(S)-FBP 1670°¢ - -

(S)-TrpMe 2100°¢ - 1350
(S,S)-FBP-Trp 53.4¢ 1.8 460 1.4
(R,S)-FBP-Trp 29.6° 3.3 230 3.6

Tabla 6.1: Parametros cinéticos de (S)-FBP, (S)-TrpMe, y de las diadas (S,S)- y
(R,S)-FBP-Trp en acetonitrilo/aire a Ae = 267 nm.

hem = 310 NM; *Aerm = 340 nm; °TCSPC; °FU

Las constantes de desactivacion (kp) de las diadas se obtuvieron

haciendo uso de la ecuacion 6.1:

kp=+-—— (6.1)

TF  TF(referencia)

donde Tr Y Trfreferencia) COrresponden a los tiempos de vida de
fluorescencia de diadas y (S)-TrpMe respectivamente.
Las constantes de transferencia de energia singlete-singlete

(ktess) se obtuvieron haciendo uso de la ecuacion 6.2:

1 1
krpsg=—-———— (6.2)

TF  TF(referencia)

donde Tr Y Trfreferencia) COrresponde al valor de tiempo de vida de

fluorescencia de diadas y (S)-FBP respectivamente.
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Estos valores reflejaron una estereoselectividad significativa en

los procesos implicados.

6.2.2. Diadas BPOH-Trp

El espectro de absorcion UV de la diada (S,5)-BPOH-Trp se
muestra en la Figura 6.4 junto con (S)-FBP y (S)-BPOH como referencias.
Se pudo observar como la sustitucién del fldor por el grupo hidroxilo
indujo un desplazamiento batocromico. Los espectros de los dos
diasteredmeros, (S,S)- y (S,R)-BPOH-Trp, resultaron ser coincidentes e
idénticos al que corresponderia a la suma de los espectros de (S)-BPOH y
TrpMe aislados a la misma concentracion, indicando la ausencia de una
interaccidon significativa entre los dos cromdforos en el estado
fundamental.

A la longitud de onda de 267 nm se observo que cerca del 46%
de la luz era absorbida por el cromodforo hidroxibifenilo, mientras que el

54% restante era absorbido por el cromoéforo indol del triptéfano.
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Figura 6.4. Espectro de absorcién UV de disoluciones 5 x 10° M de (S)-FBP,
(5)-BPOH, (S)-TrpMe y diada (S,S)-BPOH-Trp en acetonitrilo.

Los espectros de fluorescencia de las diadas BPOH-Trp y de (S)-

BPOH se muestran en la Figura 6.5.
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Figura 6.5. Espectros de fluorescencia de (S)-BPOH y de las diadas (S,S)- y
(S,R)-BPOH-Trp en MeCN (lineas continuas) y MeCN/agua 4:1 (lineas discontinuas), en
aire a Ao = 267 nm. La absorbancia de todas las disoluciones se mantuvo a 0.2 a la

longitud de onda de excitacion.
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Los espectros de fluorescencia consistieron en una banda
centrada a ca. 330 nm. En las diadas, aunque ambos cromodforos
absorbian luz a la longitud de onda de excitacién, no se observé
contribucién del residuo de Trp en los espectros de fluorescencia, éstos,
fueron coincidentes en forma y posicién que BPOH. A partir de la
interseccion entre los espectros de emision (Aexc = 267 Nm) y excitacion
(Aem = 330 nm) normalizados, se deterrminaron los valores de la energia
de singlete de (S)-BPOH y de las diadas (S,S)- o (S,R)-BPOH-Trp a partir
de la interseccién entre los espectros de emisidn (Aexc = 266 nm) vy
excitacion (Aem = 330 nm) normalizados (Figura 6.6). En todos los casos

se obtuvo una Es de ca. 91 kcal mol™.

1.0 :
S , P
e “ (S,S)-BPOH-Trp
g ,': K (S,R)'BPOH_Trp

A

50.61 ;'
c ) "
T 044 i

0.2 ;

0.0 Le=” Y T

200 300 400 |

A (nm)

Figura 6.6. Espectros de fluorescencia (lineas continuas) y de excitacion (lineas
discontinuas) de (5)-BPOH y de las diadas (S,5S)- y (S,R)-BPOH-Trp en MeCN. Las
medidas se realizaron en aire a Ay = 267 NMy Aey, = 330 Nm.

El fendbmeno mas importante observado en los espectros de
fluorescencia fue que en ambas diadas se produjo una desactivacién
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casi total de la emision que resultd ser estereoselectiva. Como la TESS
desde (S)-BPOH (Es = 91 kcal mol™) a Trp (Es = 96 kcal mol™) estaba
termodinamicamente prohibida, la desactivacion observada fue
atribuida a transferencia electréonica o formacion de un posible
exciplejo. Para estudiar la viabilidad de estos dos procesos, se aplicaron

las ecuaciones 6.3 y 6.4:2

AGrg (keal mol™1) = 23.06 [Eg?(d‘” — Egg 422 0.13] —E (6.3)

e—1
2e-1

AGgy (keal mol ™) = 23.06 [Eg8® — Ege™ — 0.75 ( 019)+038| - E* (6.4)
Teniendo en cuenta los correspondientes potenciales de
oxidacion (Eox) y reduccién (ERE|3),14‘15'16’17 las constantes dieléctricas
apropiadas (g)'® y la energia de singlete de (S)-BPOH (E*). Para ambos
procesos se obtuvieron valores de energia libre negativos, que indicaron
gue tanto la transferencia electrénica como la formacion de exciplejo
podian tener lugar. Estos procesos son mas probables en
conformaciones plegadas, donde se requiere un estrecho contacto entre
las moléculas de dador y aceptor. De hecho, el diastereémero (S,R)-
mostré una conformacién plegada en el estado sélido como se muestra
en la estructura de rayos-X de la Figura 6.7. Ademas, la desactivacion de
la intensidad de fluorescencia resulté ser mayor para este

diasteredmero que para el (S,S)-.

-163 -



Capitulo 6. Sistemas modelo bifenilo-triptofano

Figura 6.7. Estructura de rayos-X del compuesto (S,R)-BPOH-Trp.

Para comprobar si se producia la transferencia de protén
intramolecular en el estado excitado (ESIPT) desde el hidroxilo fendlico
al carbono 2’ con hibridacién sp? del anillo aromatico vecino, en
competencia con la desactivacién por transferencia de carga, se afiadio
un 20% de agua (lineas discontinuas en la Figura 6.5). Esta cantidad de
agua deberia ser suficientemente baja para evitar la desprotonacién
intermolecular del estado excitado para generar el correspondiente
fenolato.®

En esta mezcla de disolventes el maximo de emision se encontré
ligeramente desplazado hacia el rojo, debido al aumento de la polaridad
del medio. Ademas, cabe destacar que el rendimiento cudntico de
fluorescencia de (S)-BPOH resulté ser menor que en MeCN anhidro; sin

embargo en las diadas, no se aprecioé tanta diferencia en los valores de
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or (Tabla 6.2) en presencia y ausencia de agua. En la bibliografia se
encuentra descrito un comportamiento similar al de BPOH para el
compuesto de referencia 2-hidroxibifenilo en las mismas condiciones. El
efecto observado puede explicarse por un aumento de la acidez del
fenol en el estado excitado, asociado a la formacién de enlaces por
puentes de hidrégeno entre los grupos carboxilo e hidroxilo a través de
una molécula de agua. Esta situacion pudo ser observada claramente en
la estructura de rayos-X de (S)-BPOH, que cristaliz6 con moléculas de
agua (Figura 6.8.A) situadas entre el carboxilato de una molécula y el
hidroxilato de otra. Este hecho podria ser, en principio, evitado
impidiendo la formacion de los puentes de hidrégeno entre los grupos
carboxilo e hidroxilo. Para ello, se sintetizd el éster metilico (S)-
BPOHMe. Se observé como los rendimientos cuanticos de fluorescencia
del modelo fueron practicamente iguales en presencia y ausencia de
agua (Tabla 6.2). Como era de esperar, en la estructura de rayos-X de
(S)-BPOHMe no se observaron moléculas de agua (Figura 6.8.B). En el
caso de las diadas, la acidez del grupo fendlico no aumenta tanto como
en el caso de (S)-BPOH debido a que el grupo carboxilo se emplea para
formar el enlace de tipo amida, no quedando disponible para
coordinarse con el agua. Ademas, en la estructura de rayos-X de las

diadas no se observd la presencia de agua co-cristalizada.
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Figura 6.8. Fragmento de celda unidad para A: (S)-BPOH y B: (S)-BPOHMe
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Los tiempos de vida de las diadas fueron determinados mediante
TCSPC (Figura 6.9). En acetonitrilo anhidro se encontré un valor de T de
1.67 ns para (5)-BPOH, mientras que en el caso las diadas se
encontraron valores de 0.95 y 0.46 ns para (S,S)- vy (S,R)-BPOH-Trp,
respectivamente (Tabla 6.2). Estos datos indicaron que la mayor parte
de la desactivacién observada en los experimentos en estado
estacionario era de naturaleza dinamica. En presencia de agua, el
tiempo de vida de (S)-BPOH resulté ser menor, confirmando la

desactivacion dindmica fundamentalmente mediante ESIPT.

© 1
©
@
N
g
50.14
c
|} (S)-BPOH
0.01 (S,S)-BPOH-Trp
(S,R)-BPOH-Trp

0 1 2 3 4 5

Figura 6.9. Cinéticas de desaparicion de fluorescencia (Aeye = 267 NM Y Aem =
330 nm) de (S)-BPOH y de las diadas (S,S)- y (S,R)-BPOH-Trp en MeCN (linea continua) y
MeCN/agua 4:1 (circulos). La absorbancia de todas las disoluciones se mantuvo a 0.2 a

la longitud de onda de excitacion.
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Capitulo 6. Sistemas modelo bifenilo-triptofano

Los rendimientos cudnticos de fluorescencia se determinaron
usando (S)-FBP como referencia (¢ = 0.21 en MeCN/N, 6 0.17 en

MeCN/aire).6 El célculo de ¢ se realizé haciendo uso de la ecuacion 6.5:

A Abs referencia n 2 (6 5)

¢F = ¢F(referencia) 4

2
referencia Abs Nreferencia

donde §referencia) €S €l rendimiento cuantico de fluorescencia de (S)-FBP,
A es el area bajo la curva de fluorescencia de BPOH y/o las diadas,
Areferencia €5 €l area bajo la curva de fluorescencia de (5)-FBP, AbSeferencia
es la absorbancia de (S)-FBP a la longitud de onda de excitacién, Abs es
la absorbancia de BPOH y/o las diadas a la longitud de onda de
excitacion y referencia Y 77 SON, respectivamente, los indices de refraccion
de los disolventes empleados.

Los valores de las constantes de fluorescencia (ki) de las diadas

se obtuvieron haciendo uso de la ecuacion 6.6:

ko= 2L (6.6)
F
donde ¢ y T corresponden a los valores de rendimiento cudntico y de
tiempo de vida de fluorescencia, respectivamente y
Las constantes de desactivacion (kp) de las diadas se obtuvieron

haciendo uso de la ecuacion 6.7:
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1 1
kp=L-—L1
TF  TF(referencia)

(6.7)
donde Tr Y Tefreferencia) cOrresponden al valor de tiempo de vida de
fluorescencia de las diadas y de (S)-BPOH respectivamente.

Los rendimientos cudnticos de desactivacidn totales (¢p (o) de

las diadas se calcularon haciendo uso de la ecuacién 6.8:

D tory =1 — o (6.8)

¢ F(referencia )

donde Of Y Of (referencia) Corresponden al valor de rendimiento de
fluorescencia de las diadas y de (S)-BPOH, respectivamente.
Los rendimientos cuanticos de desactivacion dindmicos (¢p (gin)) de las

diadas se calcularon haciendo uso de la ecuacién 6.9:
kp
b @in) = ¢FE (6.9)

donde ¢¢ corresponde al valor de rendimiento de fluorescencia de las
diadas y kp y kr al valor de las constantes de desactivacién y de
fluorescencia de las diadas, respectivamente.

Con la finalidad de conocer la disposicién geométrica de los dos
cromoforos en las diadas, hecho relacionado con la desactivacion de la
fluorescencia por transferencia de carga, se realizaron modelos

moleculares simples (PM3) de los dos diasteredmeros (Figura 6.10)
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Figura 6.10. Estructuras geométricas optimizadas (HyperChem Release 8.0.3
para Windows Molecular Model System, PM3) de las diadas A: (S,S)- BPOH-Trp y B:
(S,R)-BPOH-Trp.

De este modo, el diasteredémero (S,R)-BPOH-Trp (Figura 6.10.B)
presentd una disposicién geométrica mas favorable para la interaccion
entre los dos cromodforos que el diasteredmero (S,5)-BPOH-Trp (Figura
6.10.A), cuya geometria resultd ser mas distorsionada, ya que el
cromoéforo indol se encontraba casi ortogonal al bifenilo; ello dificulta la
interaccidén entre los dos croméforos. Este hecho estuvo de acuerdo con
los valores obtenidos de ¢r y ¢ en los experimentos de fluorescencia en
estado estacionario y resuelta en el tiempo, que ademas resultaron ser

menores para la diada (S,R)-BPOH-Trp.
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6.3. Conclusiones

Para los sistemas FBP-Trp, las principales conclusiones son:

Se observa una notable desactivacion de la fluorescencia en las
diadas, cuya emisién se asigna al residuo de Trp. De acuerdo con el
analisis realizado de las cinéticas de desaparicién mediante la técnica de
FU, esta desactivacidon es debida a una transferencia de energia singlete-
singlete desde 'FBP* a Trp, rapida y estereoselectiva, con una constante
de desactivacion mayor para el diasteredmero (R,S)-FBP-Trp. A escalas
de tiempo mayores también se observa una desactivacién
estereoselectiva de la fluorescencia de 1Trp*, la cual puede ser debida a
un proceso de transferencia de electrén y/o formacién de un exciplejo.

Para los sistemas BPOH-Trp, se puede concluir que:

La emision de las diadas (S,5)- y (S,R)-BPOH-Trp en acetonitrilo
estd dominada preferentemente por el croméforo BPOH. Se observa
una marcada desactivacion debido a un proceso de transferencia de
carga intramolecular que ademads es estereoselectivo. En presencia de
agua (20 %), el rendimiento cudantico de fluorescencia de BPOH
disminuye, en cambio, para las diadas no se observa este efecto. En
presencia de agua, BPOH en su estado excitado presenta mayor acidez.
Ademads, en su estructura cristalina se observa moléculas de agua
formando puentes de hidrégeno con los grupos carboxilo e hidroxilo.
Este hecho estda impedido en las diadas, cuyos rendimientos cuanticos
de fluorescencia no dependen de la presencia o ausencia de agua. La

naturaleza dindmica observada en la desactivacion se pone de
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manifiesto por la reduccion de la dependencia de la configuracién en los
tiempos de vida de las diadas (S,S)- y (S,R)-BPOH-Trp comparadas con
(S)-BPOH. La conformacién plegada observada en el diasterémero (S,R)-,
tanto en la estructura de rayos X como en la modelizacién, confirma los
valores obtenidos de ¢f y t¢, que son menores para la diada (S,R)- que

para (S,S)-BPOH-Trp.
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6.4. Parte experimental

6.4.1. Reactivos y disolventes

(S)- Flurbiprofeno, hidrocloruro del éster metilico de (S)- o (R)-
triptofano, (S)- y (R)- (1-naftil)etilamina, EDC (hidrocloruro de N-(3-
dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida), BtOH (1-hidroxibenzotriazol) y
SOClI;, (cloruro de tionilo) fueron adquiridos de Aldrich. Los disolventes
utilizados para sintesis y purificaciéon (acetonitrilo, metanol, hexano,
acetato de etilo y diclorometano) fueron de grado analitico y adquiridos
de Scharlau. El acetonitrilo utilizado fue grado HPLC y adquirido de
Merck. La disolucion de PBS 0.01 M (pH = 7.4) empleada se obtuvo por
disolucién de pastillas tampdn fosfato adquiridas de Sigma, disueltas en

agua desionizada Milli-Q.

6.4.2. General

Los espectros de resonancia magnética nuclear de protén y de
carbono (RMN-'H y RMN-2C) se realizaron usando cloroformo
deuterado.

La purificacién de los productos se llevdé a cabo por
cromatografia en capa preparativa de gel de silice 60 F54 2 mm de
Merck usando como eluyente una mezcla hexano/acetato de etilo en el
caso de BPOH y BPOHMe y diclorometano/acetato de etilo en el caso de

las diadas BPOH-Trp.
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6.4.3. Medidas de fluorescencia

Los espectros de fluorescencia en estado estacionario se
realizaron en condiciones aerdbicas. Todas las muestras tuvieron la
misma absorbancia (inferior a 0.2) a la longitud de onda de excitacidn.
Las medidas se realizaron en una cubeta de cuarzo de 10 x 10 mmZ, con
una capacidad de 4 mL, a temperatura ambiente (22 °C).

Para determinar el valor de los rendimientos cudanticos de
fluorescencia se utilizé FBP en MeCN como referencia, con valores de ¢¢
=0.17 enairey0.21 en nitrégeno.6

Los espectros de fluorescencia en tiempo resuelto se realizaron
en el Laboratoire Francis Perrin (CNRS/IRAMIS/SPAM) CEA/Saclay, Gif-
sur-Yvette, Francia. Todas las muestras tuvieron la misma absorbancia
(inferior a 0.2) a la longitud de onda de excitacion. Las medidas de FU se
realizaron en una celda de cuarzo 0.4 mm y las de TCSPC en una cubeta
de cuarzo de 10 x 10 mm?, con una capacidad de 4 mL. Todos los
experimentos se realizaron a temperatura ambiente (22 °C) y en

condiciones aerdbicas.

6.4.4. Sintesis de los compuestos estudiados

La sintesis y caracterizacién de las diadas FBP-Trp se encuentra

descrita en la bibliografia.'®
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v' Sintesis de BPOH

(S) o (R)- Flurbiprofeno (100 mg) disuelto en 200 mL de
disolucion tampdn fosfato a pH = 7.4 (PBS) fue irradiado en tubos de
cuarzo y en atmoésfera de nitrégeno en un fotorreactor Luzchem durante
9 horas y a una longitud de onda de excitacién de 254 nm. La reaccion
fue seguida por RMN-'H y por cromatografia de gases acoplada a
detector de masas. La mezcla resultante fue acidificada con HCl y
extraida con diclorometano (DCM) y se secd con MgSQ,. El disolvente
organico fue eliminado en un rotavapor vy, finalmente, se realizé una
purificaciéon por cromatografia en capa preparativa de gel de silice
usando como eluyente una mezcla hexano/acetato de etilo 60%, y

seguida de una recristalizacién con hexano.

v' Sintesis de BPOHMe

Sobre una disolucion de (S)- BPOH (0.23 mmol) en metanol (10
mL), se anadié cloruro de tionilo (2.4 mL), manteniéndose la mezcla de
reaccion a reflujo durante 2 horas. El disolvente fue eliminado en un
rotavapor. El aceite resultante se disolvid en diclorometano y se lavd
con NaHCO; diluido, HCl 1 M vy disolucién saturada de NaCl. La fase
organica se secd con MgSQ,. El disolvente orgdnico fue eliminado en un
rotavapor y, finalmente, se realizé una purificacién por cromatografia en

capa preparativa de gel de silice usando como eluyente una mezcla
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hexano/acetato de etilo 30%, y seguida de una recristalizacion con

hexano.

v’ Sintesis de diadas BPOH-Trp

Sobre una disolucién de (S)-BPOH (0.234 mmol) en acetonitrilo
(MeCN), 20 mL, se afiadid poco a poco una disoluciéon de EDC (0.234
mmol, 1 mL) y BtOH (0.234 mmol, 1 mL) en MeCN. La mezcla se
mantuvo en agitacién, y sobre la misma se anadié gota a gota una
disolucién de (S) o (R)-TrpMe (0.234 mmol, 2 mL) en MeCN. Pasadas 3
horas, el disolvente orgdnico fue eliminado en un rotavapor. El crudo
resultante fue disuelto en diclorometano (DCM) y lavado con NaHCO;
diluido, HCI 1M, disolucion saturada de NaCl y secado con MgSQ,. El
disolvente organico fue eliminado en un rotavapor vy, finalmente, se
realizd una purificacién por cromatografia en capa preparativa de gel de
silice usando como eluyente una mezcla diclorometano/acetato de etilo

40%, y seguido de una recristalizacién con hexano.
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6.4.5. Caracterizacion de los compuestos estudiados

4 N

HO OH
S}
00
sad

- /

Acido 2-(2-hidroxi-1,1’-bifenil-4-il) propanoico, (S)- o (R)-BPOH

Rendimiento: 60%.

Aspecto fisico: polvo blanco.

Espectro de absorcion UV As./nm (log €): 203 (4.4), 220 hombro (4.1),
250 (3.9),.290 (3.6).

Espectro de RMN-'H (CDCl5) & (ppm): 1.52 (d, 3H, J = 7.2 Hz), 3.73 (q,
1H, J = 7.2 Hz), 7.45-6.93 (m, 8H).

Espectro de RMN-'3C (CDCl5) & (ppm): 18.3, 45.4,. 115.4, 120.4, 127.6,
128.1, 129.4, 129.5, 130.8, 137.1, 141.2, 152.9, 180.6.
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Figura 6.11. Espectro de RMN-"H de (S)-BPOH, (CDCls).
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Figura 6.12. Espectro de RMN-"2C de (S)-BPOH, (CDCl5).
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4 N

HO - OMe
o

N /

2-(2-hidroxi-1,1’-bifenil-4-il) propanoato de metilo, (S)-BPOHMe

Rendimiento: 75%.

Aspecto fisico: agujas blancas.

Espectro de absorcion UV As./nm (log €): 203 (4.4), 220 hombro (4.1),
250 (3.9),.290 (3.6).

Espectro de RMN-'H (CDCl5) & (ppm): 1.53 (d, 3H, J = 8.0 Hz), 3.70 (s,
3H), 3.73 (q, 1H, J = 8.0 Hz), 5.19 (s, 1H), 6.92-6.94 (m, 1H), 7.18-7.21 (m,

1H), 7.37-7.51 (m, 6H).

Espectro de RMN-"3C (CDCl5) & (ppm): 18.5, 45.2, 52.1, 114.9, 119.4,
127.0, 127.9, 129.0, 129.3, 130.8, 136.8, 141.8, 152.5, 174.7.

HRMS para Ci6H1703 (MH®): calculada 257.1172, encontrada: 257.1181.
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Figura 6.13. Espectro de RMN-"H de (S)-BPOHMe, (CDCls).
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Figura 6.14. Espectro de RMN-">C de (S)-BPOHMe, (CDCl5).
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Ester metilico del N-[2-(S)-(2-hidroxi[1,1’-bifenil]-4-il)-propanoil]-(R)-
triptofano, (S,R)-BPOH-Trp

Rendimiento: 47%.

Aspecto fisico: polvo blanco.

Espectro de absorcion UV A.s./nm (log €): 203 (4.6), 220 (4.6), 250
(4.1), 282 (3.9), 290 (3.9).

Espectro de RMN-'H (CDCl3) & (ppm): 1.46 (d, 3H, J = 7.1Hz), 3.13-3.26
(m, 2H), 3.45 (g, 1H, J = 7.1Hz), 3.64 (s, 3H), 4.90 (td, 1H, J = 5.4Hz, J =
8.0Hz), 6.05 (d, 1H, J = 8.0Hz), 6.28 (s, 1H), 6.50 (d, 1H, J = 2.4Hz), 6.80
(dd, 2H, J = 1.7Hz, J = 6.3Hz), 7.01-7.23 (m, 4H), 7.36-7.40 (m, 2H), 7.44-
7.53 (m, 4H), 8.11 (s, 1H).
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Espectro de RMN-"C (CDCl3) & (ppm): 18.3, 27.5, 46.8, 52.6, 52.8, 109.5,
111.4, 115.1, 118.6, 119.73, 120.2, 122.2, 123.2, 127.5, 127.9, 129.0,
129.2, 130.9, 136.1, 137.5, 142.2, 153.3, 172.5, 174.0.

HRMS para Cy7H26N,04 (M™): calculada 442.1893, encontrada: 442.1897.
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Figura 6.15. Espectro de RMN-"H de la diada (S,R)-BPOH-Trp, (CDCls).
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Figura 6.16. Espectro de RMN-"C de la diada (S,R)-BPOH-Trp, (CDCl3).
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O_
(@]
HO o .
N
H

/

Ester metilico del N-[2-(S)-(2-Hidroxi[1,1’-bifenil]-4-il)-propanoil]-(S)-
triptofano, (S,S)-BPOH-Trp

Rendimiento: 50%.

Aspecto fisico: polvo blanco.

Espectro de absorcion UV A.s./nm (log €): 203 (4.6), 220 (4.6), 250
(4.1), 282 (3.9), 290 (3.9).

Espectro de RMN-'H (CDCl5) & (ppm): 1.47 (d, 3H, J = 7.2Hz), 3.19-3.32
(m, 2H), 3.47 (g, 1H, J = 7.2Hz), 3.61 (s, 3H), 4.85 (td, 1H, J = 5.5Hz, J =
7.8Hz), 6.05 (d, 1H, J = 7.8Hz), 6.12 (s, 1H), 6.73-6.79(m, 3H), 7.05-7.17
(m, 3H), 7.27-7.30 (m, 1H), 7.44-7.47 (m, 4H), 8.13 (s, 1H).

Espectro de RMN-"*C (CDCl5) & (ppm): 18.1, 27.4, 46.7, 52.4, 52.9, 109.
9,111.23, 115.14, 118.6, 119.7, 120.0, 122.2, 122.3, 127.2, 127.6, 127.7,

129.1, 130.7, 136.0, 137.1, 141.7, 152.9, 172.3, 173.3.
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HRMS para Cy7HxN,0s (M"), calculada: 442.1893, encontrada:
442.1891.
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Figura 6.17. Espectro de RMN-"H de la diada (S,S)-BPOH-Trp, (CDCl5).
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Figura 6.18. Espectro de RMN-"C de la diada (S,S)-BPOH-Trp, (CDCl,).
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Capitulo 7. Estudios de derivados de bifenilo en medio proteico

7.1. Introduccion

Las propiedades y funciones principales de la albimina sérica
humana han sido descritas en el capitulo de introduccidn, sin embargo,
se van a recordar algunos aspectos generales.

Como ya se comentd, los AINES se unen preferentemente, y en
algunos casos de forma esteroselectiva, al sitio Il de ASH.!

Ademads, la unidn a albuiminas séricas proporciona un entorno
excepcional que puede modificar las propiedades fisicoquimicas del
ligando que se une a éstas. Esto incluye las propiedades fotofisicas y

’ entre los que se

fotoquimicas de sustratos de distinta naturaleza,®
encuentran algunos farmacos.?

Asi, las propiedades fotofisicas intrinsecas de un ligando
encapsulado pueden ser utilizadas para obtener informacién relevante
del microambiente proteico. De este modo, a partir de los rendimientos
cudnticos y tiempos de vida de los estados excitados singlete o triplete
de un ligando unido, se pueden determinar los parametros tales como la
estequiometria del complejo, la constante de asociacion o el porcentaje
de ocupacion.’

En este contexto, el objetivo del presente capitulo es estudiar,
mediante espectroscopia de absorciéon-UV y espectroscopia de
fluorescencia tanto en estado estacionario como resuleta en el tiempo,

las interacciones de sustratos derivados del croméforo bifenilo (como

FBP y BPOH) con albuimina sérica humana.
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En la Figura 7.1 se muestra la estructura de los sustratos

estudiados en presencia de ASH.

X
O e
OH
(@)

X=F — (S)-o (R)- FBP
X=0H — (S)- o (R)- BPOH

Figura 7.1. Estructura quimica de los derivados de bifenilo estudiados.
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7.2. Resultados y discusion

7.2.1. Sistemas FBP/ASH

Se registraron los espectros de absorcién y de fluorescencia de
(S)-FBP, ASH y de las mezclas (S)-FBP/ASH (0.7:1). (Figura 7.2) Se escogid
esta relacion molar debido a que en estas condiciones todo el farmaco
se encontraba en el interior de la protel'na.10 En la bibliografia se
encuentra descrito que la emision de la ASH es debida al cromdforo
indol del triptéfano.'’ Comparando las bandas de la mezcla
farmaco/proteina con las de FBP y ASH aislados se observd una
contribucién de ambos componentes, ya que ambos absorbian luz a la

longitud de onda de excitacién.

1.5

A o 107 —— (S)-FBP B
A ——(S)-FBP ‘% — ASH
— ASH 3 0.8 —— (S)-FBP/ASH exp.
1.0- —— (S)-FBP/ASH e —— (S)-FBP/ASH teor.
~ 06. —— (S)-FBP/ASH calc.
05 0.4+
0.2
0.0

240 270 300 330 360 300 350 400 450
A (nm) A (nm)

Figura 7.2: Espectro de A: absorcién UV de (S)-FBP, ASH y mezcla (S)-FBP/ASH,
donde [FBP] = 2.5 x 10° M y [ASH] = 3.6 x 10” M. B: Emision de fluorescencia (hey =
267 nm, aire, PBS) de (S)-FBP, ASH, mezcla (S)-FBP/ASH vy las bandas calculadas
tedricamente a partir de los cromdforos aislados. Disoluciones isoabsortivas a la
longitud de onda de excitacion.
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Sin embargo, la curva simulada teniendo en cuenta la cantidad
de fotones absorbidos por cada croméforo a la longitud de onda de
excitacion (llamada (S)-FBP/ASH teor., donde el 18 % era absorbido por
FBP y 82 % por ASH), no se correlaciond con la curva obtenida de la
mezcla experimental (llamada (S)-FBP/ASH exp.). En cambio, se
consiguié reproducir la curva experimental suponiendo que 7.4 % era
absorbido por FBP y 74.6 % por ASH (llamada (S)-FBP/ASH calc.). Los
resultados obtenidos apuntan a una posible transferencia de energia
singlete-singlete desde 'FBP* a ASH combinada con una desdactivacion
de 'ASH*. Para el enantidmero (R)-FBP se observaron resultados
similares.

Estas interacciones observadas en estado estacionario fueron
confirmadas mediante experimentos de FU de las mezclas FBP/ASH

registradas a 310 nm (Figura 7.3)

1.0
©
3
N 0.8+
©
£
5 0.6
C
~04l ——(s)-FBP
—— ASH
024 —— (S)-FBP/ASH
—— (R)-FBP/ASH
0.0

0 20 40 60 80 100
t (ps)

Figura 7.3: Cinéticas de desaparicion de FU de (S)-FBP, ASH, (S)-FBP/ASH y (R)-
FBP/ASH. (Aexc = 267 nm, aire, PBS). Cinéticas monitorizadas a 310 nm excepto en el
caso de la ASH aislada donde A, = 340 nm.

- 196 -



Capitulo 7. Estudios de derivados de bifenilo en medio proteico

Como se observa en la Figura 7.3, las cinéticas de desaparicidon
(310 nm) de las mezclas FBP/ASH resultaron ser mas rapidas que en el
caso de FBP aislado. En particular, el aumento observado para FBP
aislado, no tiene lugar en las mezclas FBP/ASH. Esta observacién, se
pudo explicar en términos de desactivacién dindmica (debida a TESS) de
la fluorescencia del FBP, que resultd ser dependiente de Ia
configuracion, siendo el enantidmero (S)- desactivado mas rapido que el

correspondiente enantiémero (R)-.

o
~

— (S)-FBP/ASH
—— (R)-FBP/ASH

Anisotropia
o
@

0.2
0.1
— (S)-FBP
O'O_ T T ASHl T
0 20 40 60 80 100
t(ps)

Figura 7.4: Anisotropias de desaparicién de (S)-FBP, ASH, (S)-FBP/ASH vy (R)-
FBP/ASH, (Aexc = 267 nm, aire, PBS). Cinéticas monitorizadas a 310 nm excepto en el
caso de la ASH aislada donde Aem = 340 nm.

Como se puede ver en la Figura 7.4, se obtuvo un valor constante
de anisotropia de fluorescencia de 0.18 para la ASH. Esta observacién

experimental estuvo de acuerdo con la pequena difusién rotacional de
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la proteina. En cambio, para FBP, la anisotropia de fluorescencia inicial a
tiempo cero (ro) resultd ser 0.36, desapareciendo con un tiempo
caracteristico de 65 ps. En el caso de las mezclas FBP/ASH, el valor de rg
descendio hasta un valor de 0.29 y permanecié constante practicamente
durante los primeros 100 ps. En principio, esto pudo ser atribuido a la
rotacién restringida del farmaco en la cavidad de la proteina debido al
microambiente confinado proporcionado por ésta.

Con el fin de lograr una mejor comprension de la dinamica de los
estados excitados de estos sistemas, se registraron las cinéticas de
desaparicion mediante TCSPC a 310 y 380 nm tras excitacidon a 267 nm
(Figura 7.5). Los parametros obtenidos tras el ajuste de estas curvas se

muestran en la Tabla 7.1.

@ —— ASH ®

Np.8- N 0.8

T —— (S)-FBP/ASH = U

£ —— (R)-FBP/ASH £

806' g 0.6
0.4' 0.4' ASH

— (S)-FBP/ASH

0-21 0211 —(R)-FBP/ASH
0 O Jl T T T 0 O T T T T
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o
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—
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—_—
()]
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o
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o

t (ns) . . t (ns)

Figura 7.4: Cinéticas de desaparicién en escala de ns (TCSPC) de (S)-FBP, ASH,
(S)-FBP/ASH y (R)-FBP/ASH. (Aexc = 267 nm, aire, PBS). A: Aem = 310 nm y B: A, = 380
nm.
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La cinética de desaparicién correspondiente a 'FBP* en PBS a
310 nm resultd ser monoexponencial, con un tiempo de vida de 0.78 ns.
En lo que respecta a ASH, esta descrito en la bibliografia que se necesita
mas de una componente de tiempo de vida, debido a |Ia
hetereogeneidad que rodea al Trp y las contribuciones residuales de

aminodacidos aromaticos.!*?

En este contexto, se necesitaron tres
funciones exponenciales para poder ajustar las cinéticas de desaparicién
cuando la proteina estaba presente en el medio. Debido a Ia
complejidad del andlisis de las cinéticas de desaparicion en estos
sistemas, se realizd6 una media de los tres tiempos de vida obtenidos
(¢t>) para poder comparar el comportamiento del FBP en el interior de la
proteina y como farmaco libre en PBS. A 310 nm, la cinética de ambos
enantidmeros de FBP/ASH resultd ser mas rapida que la observada para
el farmaco libre (Figura 7.4.A), siendo distintas para cada enantiémero
de FBP. Del mismo modo, a 380 nm (Figura 7.4.B) las cinéticas

resultaron ser dependientes de la configuracion de FBP, aunque en

menor medida.
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Aem (nM) Parametros® ASH (S)-FBP/ASH (R)-FBP/ASH

t1(ns)/p1 (%) 0.16/5 0.17/17 0.17/9
310 Ty (ns)/py (%) 100736 0.69/51 0.72/60
1 (ns)/ps (%)  4-36/39 3.48/32 3.51/31

<1t> (ns) 1.22 0.54 0.70
n(ns)/py (%) 2:94/18 0.36/3 0.53/3
380 T2 (ns)/p2 (%) 6.93/71 2.59/25 3.08/30
t(ns)/ps (%)  12:8/11 7.68/72 7.95/67

<> (ns) 5.78 3.69 4.14

Tabla 7.1. Parametros cinéticos obtenidos mediante el ajuste de las cinéticas
de desaparicidon TCSPC tras excitacion a 267 nm, en PBS y aire.

® Obtenidos mediante un ajuste no lineal, utilizando tres funciones exponenciales F(t) =
Zaexp(-t/t); p; = 100a;7/(a;7; + a,7, + a373); <> es la media del tiempo de vida,
determinado como a;7; + a,7 + a373. A 310 nm, 1 (FBP) fue de 0.78 ns.

Como se observa en la Tabla 7.1, el tiempo de vida promedio <t>
a 310 nm (maximo de emisién de FBP) resultdé ser menor cuando el
farmaco interaccionaba con la proteina que cuando se encontraba libre
en disolucion (0.78 ns). El tiempo de vida de ASH a esta longitud de onda
resultd ser claramente mayor (<t> = 1.22 ns). La disminucién en el
promedio del tiempo de vida de fluorescencia, atribuida a una TESS
desde 'FBP* a Trp, resultd ser mas importante para el enantiémero (S)-
que para (R)-FBP (0.54 ns vs. 0.70 ns). A longitudes de onda mayores

(380 nm), donde Unicamente emite ASH, el tiempo de vida promedio de
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las especies implicadas diminuyd desde 5.78 ns para ASH a 3.69 y 4.14
ns para los sistemas (S)- y (R)-FBP/ASH, respectivamente. De nuevo se
observé una dependencia de la configuracion en las cinéticas,
probablemente debida a la desactivacion estereoselectiva por
transferencia de carga de 'Trp* a FBP.

En la Figura 7.5 se observa la anisotropia de fluorescencia a 310
nm registrada mediante TCSPC. A diferencia del caso de la anisotropia
registrada mediante FU en la escala de ps (Figura 7.4), esta vez si se

observaron diferencias para cada enantiomero de FBP.

©
~

—— (S)-FBP/ASH
—— (R)-FBP/ASH

Anisotropia
o
w

o
[V
1

©
—
1

0.0 T T 1

Figura 7.5: Anisotropias de desaparicion de (S)-FBP/ASH y (R)-FBP/ASH, (Aey =
267 nm, aire, PBS). Cinéticas monitorizadas a 310 nm.

Para ambos sistemas farmaco/proteina, el valor de rg resulté ser
de ca. 0.25 y desaparecidé rapidamente en los femtosegundos iniciales.

Las curvas de desaparicidon de anisotropia se ajustaron con dos
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componentes. Mientras que para el sistema (S)-FBP/ASH los tiempos
fueron de 0.09 y 9.5 ns, para el sistema (R)-FBP/ASH resultaron ser de
0.24 y 9.0 ns. La diferencia en los tiempos cortos se puede explicar por
la orientacion del farmaco en la cavidad de la proteina, lo que puede
limitar los grados de libertad para la relajacién conformacional, siendo

mas eficaz en el caso del enantiomero (R)-.

7.2.2. Comportamiento fotofisico de BPOH en ausencia de

proteina

En primer lugar se caracterizdé fotofisicamente (S)-BPOH en
ausencia de proteina.

En la Figura 7.6 se muestra el espectro de absoricon UV de (S)-
BPOH en MeCN junto con (S)-FBP como referencia. Como era de
esperar, la sustitucion del fldor por el grupo hidroxilo en el FBP, indujo a
cambios en las propiedades espectrales del croméforo, siendo la
caracteristica mas destacada la presencia de una banda en (S)-BPOH a
longitudes de onda mas largas, que se extendia por encima de los 300
nm. En disolucién tampdn fosfato (PBS 0.01 M, pH = 7.4) se observé un
comportamiento similar. En cambio, en medio basico (NaOH 0.1 M) el
espectro de absorcion presentd un desplazamiento batocrémico, y la

banda se atribuy6 al correspondiente fenolato (S)-BPOH'".
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1.0 —— (S)-FBP / MeCN
A —— (S)-BPOH / MeCN
0.8 (S)-BPOH / PBS
— (S)-BPOH / NaOH 0.1 M
0.6-
0.4-
0.2
0.0

240 270 300 330 360
A (nm)

Figura 7.6. Espectro de absorcion UV de (S)-BPOH en MeCN, PBS y NaOH 0.1
M junto con (S)-FBP en MeCN, 5.5 x 10° M.

Los espectros de emisidn y excitacion de fluorescencia de (S)-
BPOH se muestran en la Figura 7.7, mientras que los parametros
fotofisicos se presentan en la Tabla 7.2. En acetonitrilo, el espectro de
fluorescencia consisti6 en una banda centrada a ca. 330 nm. El
rendimiento cudntico de fluorescencia (¢f) resulté ser de 0.28,
utilizando carprofeno en MeCN/N, como referencia (¢ = 0.05)." La
energia de singlete (Es) calculada a partir de la interseccion de los
espectros de emision (Aexe = 308 nm) y excitaciéon (Aem = 330 nm)
normalizados resulté ser de 91 kcal mol™. Por el contrario, el espectro
de emisidon de (S)-BPOH en NaOH presenté una banda centrada a ca.
410 nm, correspondiente a 1((S)-BPO)*. Los valores de Or y Es para esta
especie resultaron ser de 0.31 y 79 kcal mol™, respectivamente. En PBS

se observd un comportamiento intermedio, donde la fluorescencia

-203 -



Capitulo 7. Estudios de derivados de bifenilo en medio proteico

presentd dos bandas, centradas a A = 343 y 412 nm. Estos resultados
mostraron que *((S)-BPOH)* y ((S)-BPO)* resultaron ser las especies
responsables de la emision a ca. 330 y 410 nm, respectivamente,
aungue los espectros de excitacién fueron coincidentes para ambos

maximos de emision.

IF normalizada
o o o =
N ()] (0] o

o
N
)

o
o

200 300 400 500
A (nm)

Figura 7.7. Espectros normalizados de emisién (linea continua, Aec = 308 nm)
y excitacién (linea discontinua, A., correspondiente a cada maximo) de (S)-BPOH en
MecCN (violeta), PBS (naranja) y NaOH 0.1 M (granate) en N,.

La coincidencia de los espectros de excitacidon correspondientes a
los dos maximos en disolucion acuosa neutra (PBS) indicé que (S)-BPOH
es un fotodcido, es decir, que la desprotonacién ocurre en el estado
excitado singlete. El valor de pK,* fue estimado de acuerdo con un ciclo
de Forster, mediante la ecuacién (7.1), donde pK, correspodié al estado
fundamental, ** y Es(OH) y Es(O) a las energias de singlete de fenol y

fenolato:

Es(OH)—Es(07)
2303RT
-204 -
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Con estos datos se obtuvo un valor de pK,* de 1.17, indicando
claramente una mayor acidez de (S)-BPOH en su primer estado excitado
singlete que en su estado fundamental. Este valor estuvo de acuerdo
con el encontrado en la bibliografia (pKy* = 1.15) para el compuesto 2-
hidroxibifenilo."

Los tiempos de vida de emisidon se muestran en la Tabla 7.2.
Cuando se compararon los valores en MeCN con los de PBS, se observé
como el tiempo de vida del fenol libre resulté ser menor en el caso de
BPOH en PBS (de 1.8 ns a menos de 1 ns), indicando una desactivacion
dinamica. En cambio, se obtuvo un valor de 1 de 3.3 ns para el fenolato
(Aem =412 nm) tanto en PBS como en disolucion basica.

En la Tabla 7.2 se recogen los principales pardmetros fotofisicos

de (S)-BPOH en acetonitrilo, PBS y NaOH a Ay = 308 nm.?
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Disolvente o Aem (nM) Es (keal mol)® (ns)® 7t (ps)®
MeCN 0.28 332 91 1.8 2
PBS 0.10 343/412 90/84 <1/3.3 13
NaOH 0.31 414 79 3.3 Nd°

Tabla 7.2: Parametros fotofisicos de (S)-BPOH, en acetonitrilo, PBS y NaOH a
Aexc =308 nm, N,.

’Determinados para las correspondientes banda(s) de emisién; °No
determinado.

El espectro de absorcidon transitoria de (S)-BPOH obtenido tras
fotdlisis de destello laser (Aexe = 308 nm, MeCN, N;) consisitio en una
banda centrada a 380 nm, atribuida al primer estado excitado triplete
por comparacion con el 2-hidroxibifenilo descrito en la literatura.’® El
espectro se muestra en la Figura 7.8 junto con las cinéticas de
desaparicion monitorizadas a 380 nm. El espectro de absorcion
transitoria resulté ser muy similar en PBS y en MeCN, aunque >(S)-
BPOH* tuvo un tiempo de vida mayor en PBS (t1 = 13 ps en PBS vs. 2 us
en MeCN).
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N
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Figura 7.8. Fotdlisis de destello laser de (S)-BPOH 2 x 10" M a Aexc = 308 nm,
N,. A: Espectro de absorcion transitoria en MeCN , 0.9 us después del pulso del laser.
B: Cinéticas de desaparicion normalizadas, monitorizadas a 380 nm en MeCN (violeta)
y PBS (naranja).

Como era de esperar, >(S)-BPOH* fue desactivado por O, (ko =
2.2 x 10° M? s* en PBS). Por otro lado, a partir del espectro de
fosforescencia del (S)-BPOH en matriz rigida de etanol a 77K (Figura 7.9)
se pudo determinar la energia de triplete, obteniéndose un valor de 65

kcal mol™, valor comparable al de FBP.
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Figura 7.9. Espectro de fosforescencia de (S)-BPOH (A = 308 nm) en matriz
rigida de etanol a 77 K.

7.2.3. Estudio de sistemas (S)- y (R)-BPOH / ASH

Tras la caracterizacién de las propiedades fotofisicas de (S)-BPOH
en medio organico y acuoso, se procedio al estudio de (S)- y (R)-BPOH
en presencia de ASH.

En la Figura 7.10 se muestra el espectro de absorcion de una
mezcla equimolar (5)-BPOH/ASH junto con sus componentes aislados a
la misma concentracion. Al comparar la banda experimental
correspondiente a la mezcla equimolar con la banda tedrica obtenida a
partir de la suma de los espectros de (S)-BPOH y ASH, se observo la
formacion de un complejo en el estado fundamental en la regién

comprendida entre 290 y 330 nm.
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Figura 7.10. Espectro de absorcion UV en PBS de (S)-BPOH (naranja), ASH
(verde), mezcla equimolar (S)-BPOH/ASH (rojo) junto con la suma simulada (S)-BPOH +
ASH (magenta). La concentracidn de cada uno fue de 10" M.

Para caracterizar el complejo, se prepararon disoluciones de (S)-
BPOH/ASH a distintas relaciones molares; a las curvas obtenidas se les
rest6 los espectros de (S)-BPOH y ASH aislados para |las
correspondientes mezclas (Figura 7.11). De este modo, se observdé como
la banda centrada a ca. 300 nm aumento su intensidad al aumentar la
concentracion de proteina, por lo que pudo ser atribuida a un complejo

(S)-BPOH@ASH en el estado fundamental.
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Figura 7.11. Curvas obtenidas tras la resta de las mezclas (S)-BPOH/ASH - (S)-
BPOH - ASH, a diferentes relaciones molares de (S)-BPOH/ASH.

El espectro de fluorescencia de (S)-BPOH en PBS tras adicion de
cantidades creciente de ASH se muestra en la figura 7.12.A Cabe
destacar la progresiva desaparicion de la banda atribuida al fenolato en
el interior de la proteina, lo que indicé que la desprotonacidn del estado
excitado se encontré desfavorecida en las cavidades hidrofdbicas de la
ASH. Se observé un comportamiento similar para (R)-BPOH, aunque la
desprotonacion fue significativamente menor para este enantiomero

bajo las mismas condiciones (Figura 7.12.B).
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Figura 7.12. A: Espectros de fluorescencia (normalizados al maximo la banda
de menor longitud de onda) de (S)-BPOH (he, = 308 nm, aire, 10 M) tras adicién de
cantidades crecientes de ASH. B: Curvas obtenidas representando el valor de
intensidad de fluorescencia (If) a 409 nm vs. las distintas concentraciones de ASH
presentes en cada sistema (S)- o (R)-BPOH/ASH.

Con la finalidad de obtener mas informacién acerca del complejo
BPOH@ASH formado en el estado fundamental, se realizaron
experimentos de absorcién UV donde se monitorizaron los cambios
espectrales producidos en mezclas BPOH/ASH (1:1.4) tras adiciones de
una sonda desplazante de BPOH de la proteina. De este modo, sabiendo
que el fdrmaco FBP se une preferentemente al sitio Il de ASH y que la
presencia de un grupo hidroxilo en BPOH debe favorecer la unién a este
sitio, se escogid (S)-ibuprofeno ((S)-IBP) como sonda desplazante. En
presencia de (S)-IBP, se deberia encontrar una menor contribucién de la
forma complejada de BPOH y mas ligando libre en disolucidn.

En el espectro de absorcion UV se observd una disminucién de la

intensidad de la banda de absorcién a longitud de onda larga. De hecho,
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cuando se restaron de los espectros de las mezclas BPOH/ASH/IBP los
de todos los componentes aislados a la concentracién (Figura 7.13.A), el
maximo a ca. 300 nm disminuyd al aumentar la concentracién de (S)-
IBP; este hecho resultd ser dependiente de la configuracién de BPOH

(Figura 7.13.B).

0.12
A A (S)-BPOH/ASH/(S)-IBP 1.0 Y o (S)}BPOH B
1:1.4:0 g . e (R)-BPOH
0.094 1:1.4:0.2 ~ *® .
1:1.4:05 8081 o
0.064 1:1.4:1 < [ ] °
0.61 °
[}
0.03 °
[}
0.4 °
0.00 T T T :
300 320 340 0 3 6 . 9
X (nm) [IBP] (x 10™ M)

Figura 7.13. A: Espectros de absorcién UV del complejo formado en el estado
fundamental obtenido a partir de las restas de (S)-BPOH/ASH - (S)-BPOH — ASH - (S)-IBP
tras adicion de cantidades crecientes de (S)-IBP. B: Curvas obtenidas representando el
valor de intensidad de absorcién a 302 nm vs. las distintas concentraciones de (S)-IBP
presentes en cada sistema (S)- o (R)-BPOH/ASH/(S)-IBP. [BPOH] = 10 M.

Por otro lado, se realizaron los experimentos de fluorescencia
para las mismas muestras, observdandose un desplazamiento de BPOH
por (S)-IBP del interior de la proteina a la disolucién, donde la
desprotonacién aumentd, volviéndose a observar la banda
correspondiente al fenolato (Figura 7.14.A). Del mismo modo, se

observé estereodiferenciacidn en el proceso (Figura 7.14.A).
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Figura 7.14. A: Espectros de fluorescencia normalizados de sistemas (S)-
BPOH/ASH tras adicion de cantidades crecientes de (S)-IBP. B: Curvas obtenidas
representando el valor de intensidad de fluorescencia (If) a 405 nm vs. las distintas
concentraciones de (S)-IBP presentes en cada sistema (S)- o (R)-BPOH/ASH/(S)-IBP;
(Aexc = 308 nm, aire, [BPOH] = 10 M).

Por otra parte, las cinéticas de desaparicion del triplete de BPOH
en los sistemas BPOH/ASH obtenidas por fotdlisis de destello laser
(Figura 7.15) revelaron un aumento importante del tiempo de vida de
triplete de BPOH en el interior de la proteina (19 ps con ASH vs. 1.3 us

en PBS). En cambio, no se observé diastereodiferenciacion.
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Figura 7.15. Cinéticas de desaparicion monitorizadas a 380 nm obtenidas tras
fotdlisis de destello laser de (S)-BPOH y (S)- y (R)-BPOH en presencia de proteina
(BPOH/ASH = 1:1, A = 308 nm, aire).
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7.3. Conclusiones

Para los sistemas FBP/ASH las principales conclusiones obtenidas
son:

Por comparacién con los resultados obtenidos en el capitulo
anterior para los sistemas modelo FBP-Trp, se ha probado que éstos son
buenos modelos para simular las interacciones no covalentes en los
sistemas supramoleculares farmaco@proteina. Las cinéticas de
desaparicion a Aem = 310 nm revelan una desactivacién dindmica de
'ASH*, tanto en la escala de picosegundos (FU) como nanosegundos
(TCSPC). El proceso de transferencia de energia desde 'FBP* a ASH es
estereoselectivo. Las cinéticas de desaparicién a Aem = 380 nm, donde
Unicamente emite la proteina, son también dependientes de Ia
configuracion de FBP, aunque en menor medida. La desactivacién puede
ser debida a una transferencia electrénica y/o formacién de exciplejo.
Los valores obtenidos de anisotropia muestran que el microambiente
proporcionado por la proteina, jugaba un papel importante en la
relajacion conformacional del FBP, siendo mas eficiente para el
enantiomero (R)-.

Para los sistemas BPOH/ASH las principales conclusiones
obtenidas son:

La formacién de un complejo BPOH@ASH esta asociada a la
aparicién de una nueva banda de absorcién a ca. 300 nm, cuya
intensidad aumenta a concentraciones mas elevadas de proteina y

disminuye tras adicion de (S)-IBP, como sonda desplazante del sitio Il de
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la ASH. Las medidas de fluorescencia constituyen una clara evidencia de
la inhibicion de la desprotonacién en el estado excitado dentro de la
cavidad hidrofébica de la proteina, como muestra la marcada
disminucion de la banda del fenolato (a Aem ca. 410 nm) en presencia de
ASH. También se observa una marcada estereodiferenciacién tanto en la
formacion del complejo en el estado fundamental como en Ia

desprotonacion en el estado excitado.
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7.4. Parte experimental

7.4.1. Reactivos y disolventes

(S)- o (R)- Flurbiprofeno fue adquirido de Aldrich. (S)- o (R)- BPOH
fue sintetizado como se detalla en el capitulo anterior. El acetonitrilo
utilizado fue grado HPLC y adquirido de Merck. Las disoluciones de PBS
0.01 M (pH = 7.4) empleadas se obtuvieron por disoluciéon de pastillas
tampdn fosfato adquiridas de Sigma disueltas en agua desionizada Milli-

Q. La albumina sérica humana fue adquirida de Sigma.

7.4.2. Medidas de fluorescencia

Los espectros de fluorescencia en estado estacionario y en
tiempo resulto (para los sistemas BPOH/ASH) se realizaron en atmésfera
de nitrégeno o aire. Todas las muestras tuvieron la misma absorbancia
(inferior a 0.2) a la longitud de onda de excitacion (excepto en el caso de
las disoluciones con ASH). Las medidas se realizaron en una cubeta de
cuarzo de 10 x 10 mm? con una capacidad de 4 mL. Todos los
experimentos se realizaron a temperatura ambiente (22 °C).

Para determinar el valor de los rendimientos cudnticos de
fluorescencia se utilizé carprofeno en MeCN como referencia, con valor
de ¢ =0.05 en nitr(')geno.13

Los espectros de fluorescencia en tiempo resuelto de los

sistemas FBP/ASH se realizaron en el Laboratoire Francis Perrin
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(CNRS/IRAMIS/SPAM) CEA/Saclay, Gif-sur-Yvette, Francia. Todas las
muestras tuvieron la misma absorbancia (inferior a 0.2) a la longitud de
onda de excitacion. Las medidas de FU se realizaron en una celda de
cuarzo 0.4 mm y las de TCSPC en una cubeta de cuarzo de 10 x 10 mm?,
con una capacidad de 4 mL. Todos los experimentos se realizaron a
temperatura ambiente (22 °C) y en condiciones aerdbicas.

Para los estudios realizados en presencia de albumina sérica, se
prepararon una serie de disoluciones conteniendo (S) o (R)- BPOH en
presencia de ASH, en un intervalo de relaciones molares comprendido
entre 1:0.2 y 1:2 (disoluciones preparadas en PBS). Esta serie de
disoluciones fueron preparadas como se detalla a continuacion: sobre
una disolucién 1.0 x 10 M de (S) o (R)-BPOH se afiadié una alicuota de
una disolucion 2.86 x 10° M de ASH; la mezcla resultante se guardo
durante 15 horas a 4 °C para asegurar un completo equilibrio en la
formacién del complejo farmaco/proteina. Pasado este tiempo, la
muestra se someti®6 a los experimentos de fluorescencia. A
continuacion, se describe de forma mas detallada la preparacion de la
mezcla BPOH/ASH a una relacion de concentracidn 1:1.5: sobre 1 mL de
una disolucién 1.0 x 10* M de BPOH en PBS se afiadieron 104.9 puL de
una disolucién de ASH (2.86 x 10> M) en PBS y se enrasé con 930 pL de
PBS. La disolucidn se mantuvo a 4 °C durante 15h. El procedimiento
experimental seguido para el resto de mezclas BPOH/ASH (de 1:2 a
1:0.2) fue similar al explicado anteriormente.

En el caso de los sistemas (S) o (R)-FBP/ASH se procedié del

mismo modo que para BPOH, pero a relaciones molares 0.7:1.
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Para los estudios realizados en presencia de ibuprofeno, se
procedio del mismo modo que en caso anterior. Se prepararon una serie
de disoluciones en PBS conteniendo (S) o (R)- BPOH/ASH en presencia
de (5)-IBP, en un intervalo de concentraciones comprendido entre 1:0.2
y 1:10 como se detalla a continuacién: sobre una disolucién 1.0 x 10* M
de (S) o (R)-BPOH se afiadié una alicuota de una disolucién 2.86 x 10> M
de ASH; la mezcla resultante se guardd durante 5 horas a 4 °C para
asegurar una situacion de equilibrio en la formacién del complejo
ligando/proteina. Pasado este tiempo, se afiadieron las alicuotas
correspondientes de (S)-IBP 5.0 x 10> M y se guardaron las muestras
durante 15 horas a 4 °C. Pasado ese tiempo la muestra se sometié a los
experimentos de fluorescencia. A continuacion, se describe de forma
mas detallada la preparacién de la mezcla BPOH/ASH/IBP a una relacion
de concentracién 1:1.4:1: sobre 1 mL de una disolucién 1.0 x 10* M de
BPOH en PBS se afiadieron 100 pL de una disoluciéon de ASH (2.86 x 107
M) en PBS. La disolucién se mantuvo a 4 °C durante 5h. A continuacion
se anadieron 40 pL de una disolucion de (S)-IBP (5.0 x 103 m) y se
enrasé con 930 plL de PBS. La disolucion se mantuvo a 4 °C durante 15h.
El procedimiento experimental seguido para el resto de mezclas

BPOH/ASH/IBP (de 1:1.02 a 1:10) fue similar al explicado anteriormente.
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7.4.3. Medidas de fotdlisis de destello Iaser

Los experimentos de FDL se realizaron a una longitud de onda de
excitacion de 308 nm, con una potencia de 30 mJ por pulso de laser. La
absorbancia de las muestras a la longitud de onda de excitacidon se
mantuvo a 0.2. Las medidas se realizaron en atmdsfera de aire o N, y en
una cubeta de cuarzo de 10 x 10 mm?, con una capacidad de 4 mL. Los
experimentos se llevaron a cabo a temperatura ambiente (22 °C).

Para preparar las disoluciones se procedié del mismo modo que

en el caso de la fluorescencia.

7.4.4. Medidas de fosforescencia

Las medidas se realizaron en tubos de cuarzo que se
introdujeron en nitrégeno liquido antes de medir. La absorbancia de las

muestras a la longitud de onda de excitacién se mantuvo a 0.3. Las

disoluciones fueron preparadas en etanol.
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8.1. Instrumentacion general

8.1.1. Espectros de resonancia magnética nuclear de proton y

carbono

Los espectros de resonancia magnética nuclear de protén vy
carbono (RMN-'H y RMN-C) se registraron utilizando un
espectrometro Varian Brucker de 300 MHz, utilizando como disolvente
cloroformo o metanol deuterado. Los valores de desplazamiento
qguimico (d) son expresados en partes por millén (ppm), y son relativos a
la sefial del tetrametilsilano (TMS) o a la sefial residual del cloroformo
no deuterado a 7.26 ppm, escogidos como referencia. Para los espectros
realizados en metanol deuterado, se usé como referencia la sefial
residual del metanol no deuterado a 3.3 ppm. Los valores de las

constantes de acoplamiento (J) se indican en hercios (Hz).
8.1.2. Espectrometria de masas de alta resolucion (HRMS)
Los espectros de masas de alta resolucion (HRMS) fueron

realizados en un espectrometro XevoQToF (en modo de impacto

electroénico, ESI*) en el ITQ de la Universitat Politécnica de Valéncia.
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8.1.3. Espectros de infrarrojo

Los espectros de infrarrojo se registraron en un
espectrofotémetro de transformada de Fourier FT/IR-460 Plus.
Unicamente se han mostrado los desplazamientos de las principales
bandas de absorcién; v (cm™).

8.1.4. Difraccion de rayos-X

La difraccién de rayos-X de monocristal se realizdé en la Unidad
de Rayos-X de la Universidad de Santiago de Compostela.
8.2. Instrumentacion fotoquimica

8.2.1. Espectros de absorcion ultravioleta-visible

Los espectros de absorcidn ultravioleta-visible (UV-Vis) se
registraron utilizando dos equipos distintos. En unos casos se utilizé un

espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 35 y en otros un

espectrofotémetro Jasco V-630.
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8.2.2. Irradiacion fotoquimica en estado estacionario

La irradiacion fotoquimica en estado estacionario de los
compuestos se realizdé en un fotorreactor multildmpara Luzchem,
provisto de 10 ldmparas, situando 5 de ellas en cada lateral del
fotorreactor. Cada lampara posee una potencia de 8 W. Las longitudes
de onda de emisidn maxima con las que se puede irradiar son de 254,
300 y 350 nm. El sistema posee un ventilador para la refrigeracién de la
muestra y un agitador magnético para favorecer la homogeneizacién de

la misma.

Figura 8.1. Fotorreactor multilampara.
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8.2.3. Fotolisis de destello laser

Los experimentos de fotdlisis de destello laser (FDL) se llevaron a
cabo utilizando dos equipos distintos segun la longitud de onda de
excitacion seleccionada.

Los experimentos excitando a 266 6 355 nm se llevaron a cabo
utilizando un Il3ser pulsado de Nd-YAG (Quantel Brilliant, donde los
pulsos simples tienen una duracion aproximada de 5 ns fwhm) acoplado
a un equipo miniaturizado mLFP-111 Luzchem. Este espectrémetro de
absorcién transitoria incluye una fuente de luz de Xendn, un
monocromador de 125 mm, un osciloscopio Tektronix de la serie TDS-
3000 de 9 bit con ancho de banda de 300 MHz, un fotomultiplicador
compacto y fuente de alimentacién, un portacubetas, conectores de
fibra Optica, y programa desarrollado en el entorno LabVIEW de
National Instruments. El equipo de FDL proporciona un voltaje de pulsos

de corte de 5 V con frecuencia y retardo de sefal programables. El

diametro del punto de disparo en la cubeta es aproximadamente 4 mm.

Figura 8.2. Equipo de FDL utilizado para excitar a 266 6 355 nm.
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Para los experimentos de fotdlisis de destello laser excitando a
308 nm el sistema utilizado consistia en un laser pulsado de excimero de
XeCl (Spectron Laser Sistems, Warwick, Rl), ldmpara de Xenén Oriel
Lo255 (Stratford, CT), un monocromador Oriel 77200, un sistema
fotomultiplicador QOriel (PMT) formado por un tubo lateral 77348 PMT,
una carcasa 70680 PMT, una fuente de potencia 70705 PMT y un

osciloscopio Tektronix TDS-640A, (Koln, Germany).

8.2.4. Fluorescencia

Para los experimentos de fluorescencia en estado estacionario se
utilizé un espectrofluorimetro de Photon Technology International (PTI),
modelo LPS-220B, equipado con una ldampara de Xendén de 75 W,
provisto de un monocromador tipo Czerny-Turner, modelo 101 y un

detector Photomultiplier Detection System, modelo 814.

Las medidas de fluorescencia en tiempo resuelto se realizaron
con tres equipos:

o Fluorescencia de tiempo resulto en la escala de
nanosegundos para especies con tiempos de vida
superiores a 1.8 ns.

o Fluorescencia de suma de frecuencias (FU, Fluorescence

Upconversion), con resolucién de femtosegundos.
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o Recuento de fotones individuales correlacionados
temporalmente (TCSPC, Time-Correlated Single

PhotonCounting), con resolucidon de nanosegundos.

Las medidas de fluorescencia de tiempo resulto en la escala de
nanosegundos para especies con tiempos de vida superiores a 1.8 ns se
realizaron mediante un espectrofluorimetro Photon Technology
International (PTl) modelo TM-2/2003 equipado con una lampara de
H,/N, (50/50, duracion del pulso de 1.8 ns) y un detector
estroboscopico.

Las medidas de fluorescencia en tiempo resuelto se realizaron
mediante las técnicas de FU y TCSPC en el Laboratoire Francis Perrin del
CNRS, IRAMIS, SPAM en Gif-sur-Yvette, Francia.

Ambas técnicas utilizan como fuente de excitacion el tercer
armonico (267 nm) de un laser de modos fijos Ti-Sapphire (Coherent
MIRA 900), bombeado por un laser de estado solido (Coherent INNOVA
310, 8 W), donde los pulsos tienen una duracion aproximada de 120 fs y
una potencia de 1 W a 802 nm. La frecuencia de repeticion es de 76 y
4.75 MHz para FU y TCSPC, respectivamente.

En la técnica de FU, la generacion del tercer arménico se realiza
mediante dos cristales BBO de tipo | de 1 mm de espesor (Fujian
Institute) y espejos esféricos de 100 mm. La potencia media a 267 nm es
de 50 mW vy la densidad de potencia del pico de 0.2 GW/cm?. La
fluorescencia se recoge en espejos parabdlicos (Janos), se pasa a través

de un filtro de vidrio (Schott) de 1 mm WG 320 6 WG 305 con el fin de
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suprimir la longitud de onda de excitacion. Posteriormente, los fotones
emitidos se focalizan en un cristal BBO tipo | de 1 mm de espesor (Fujian
Institute) junto con el haz residual de la radiacion fundamental (802 nm)
con el fin de generar la suma de frecuencias (SF) de radiacién. La
radiacion resultante (215-250 nm) se centra en la rendija de entrada de
un monocromador de rejilla doble (SPEX 1680) y detectada por un
fotomultiplicador R1527P (Hamamatsu) conectado a un lock-in contador
de fotones (Stanford SR400). La resolucion espectral se ajusta a 4 nm. La
potencia de excitacion media utilizada es de 40 mW. La densidad de
potencia no puede medirse con precision dentro del volumen de
excitacion pero estd estimado en 0.2 £ 0.1 GW/cm? para una salida de
40 del tercer armodnico (suponiendo un didmetro de 40 micrones del haz
focalizado). El valor de fwhm de la funcién gaussiana de aparato es de
aproximadamente 350 fs. Puede considerarse que la resolucién
temporal es mejor que 100 fs tras deconvolucién, dependiendo de la
relacién sefal/ruido. Las disoluciones (aproximadamente 25 ml) se
mantienen en un sistema de flujo continuo y pasan a través de una
celda de cuarzo 0.4 mm, que a su vez se mantiene en movimiento
continuo perpendicular al haz de excitacién con el fin de minimizar los
efectos térmicos. Todas las medidas se realizan a temperatura ambiente
(22 °C £ 1) en condiciones aerébicas.

La técnica de TCSPC utiliza una tarjeta de Becker & HicklGmbH
PC. Se coloca un filtro Schott WG 295 en frente de un monocromador
SPEX para eliminar el haz de excitacion. El detector estd formado por

una placa de microcanales (R1564 U Hamamatsu) que proporciona una
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funcién de respuesta instrumental de 60 ps (fwhm). La potencia media
del laser (0.1 mW) se mide con un medidor de potencia de banda ancha
MellesGriot. El area irradiada en la superficie de la celda es de ca.0.2
cm? lo cual corresponde a una intensidad de pulso de 2.4 kW/cm?. Las
medidas se realizan en celdas de cuarzo de 10 mm x 10 mm que estdn
en continua agitaciéon. Normalmente se registran sucesivas cinéticas de
desaparicion con la misma muestra con el fin de mejorar la relacion
sefial/ruido y para asegurar que las sefiales medidas no se ven alteradas
por la acumulacién de fotoproductos.

En ambas técnicas de FU y TCSPC se pueden realizar medidas de
excitacién/detecciéon de forma paralela (/,qr(t)) y perpendicular (lperp(t)),
con el fin de estudiar efectos anisotrdpicos en las cinéticas de
desaparicion. Para ello, la polarizacién del haz de excitacién se controla
con un polarimetro. A partir de estas medidas, la anisotropia de

fluorescencia se puede calcular a partir de la ecuacion (8.1):

_ Ipar (t)_RIperp (t)
T = L O 2Ry © (8.1)

Si la transmisidon en condiciones paralelas y perpendiculares es
idéntica, no se aplica el factor de correcciéon R, que en nuestro caso es

igual a la unidad.
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8.2.5. Fosforescencia

Los espectros de emisidn de fosforescencia se registraron en un

espectrofluorimetro Photon Technology International (PTI) modelo TM-

2/2003 equipado con una lampara de Xendn.
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Conclusiones

Las conclusiones obtenidas en la presente tesis son las
siguientes:

La espectroscopia de absorcidn transitoria ha mostrado ser una
herramienta muy util para investigar la formacién y desapariciéon
de estados excitados singlete generados por aniquilacién
triplete-triplete tras una transferencia de energia desde un
sensibilizador excitado selectivamente. La emisiéon de Ia
fluorescencia retardada se observa en forma de banda negativa
en la escala de los microsegundos en el espectro de absorcién
transitoria. En el caso de sistemas formados por benzofenona y
naftaleno quirales, se observa estereodiferenciacién en las
cinéticas obtenidas tras la transferencia de energia T-T, tanto
para la desaparicién del triplete del croméforo de naftaleno a
través de la formacién de exciplejos como para la emisién de

fluorescencia del estado excitado singlete del naftaleno.

El estado excitado triplete del croméforo NPT en los
pseudopéptidos PSP-1 y PSP-2 es una sonda apropiada para las
interacciones entre estos pseudopéptidos y sistemas mono- o
bicromofdricos conteniendo croméforos dadores de energia
como BZP y/o BPN. La presencia del macrociclo o las
subestructuras de cadena lateral en los pseudopéptidos tienen
una gran influencia sobre las desactivaciones dindmicas de los
diversos tripletes estudiados, retardando tanto los procesos de

transferencia de energia como las desactivaciones de triplete de
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Q)

D)

E)

NPT mediante la formacién de exciplejo. Por otro lado,
Unicamente se observa la fluorescencia retardada resultado de la
aniquilacion triplete-triplete en el caso de los sistemas BZP-
BPN/NPT donde el cromdéforo de NPT es el compuesto modelo

DMN.

Las interacciones entre los estados excitados de los croméforos
FBP y dThd se observan sélo cuando ambos se encuentran
covalentemente unidos. En principio, las diadas FBP-dThd
parecen modelos apropiados para anticipar la naturaleza de las
interacciones no covalentes entre FBP y ADN en el estado
excitado. Asi, tras excitacion en el UVC, el estado excitado
singlete del FBP resultante podria inyectar carga negativa a una
timina cercana, y el exceso de electrones podria viajar a través
de la doble hélice de ADN, alcanzando una base distante o

eventualmente reparando lesiones de bipirimidina.

Se ha demostrado que las diadas FBP-Trp, donde farmaco y
aminodcido estan covalentemente unidos, son buenos modelos
para simular las interacciones no covalentes de los sistemas

supramoleculares farmaco/proteina.

Para las diadas conteniendo un grupo fendlico, la presencia de
éste modifica sustancialmente los fotoprocesos observados,

siendo el bifenilo el cromdéforo emisor. La desactivacion de
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fluorescencia es dinamica y estereoselectiva. En los
correspondientes sistemas intermoleculares se observa la
formacidon de un complejo en el estado fundamental y la
inhibicién del proceso de desprotonacion fendlica en el interior

de la proteina.
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Resumen en castellano

La espectroscopia de absorcidn transitoria ha resultado ser una
herramienta atil para investigar la formacién y desaparicién de estados
excitados singlete formados por aniquilacidon triplete-triplete, tras
sensibilizacion. De este modo, tras excitar selectivamente BZP a 355 nm
en presencia de NPT, se detecté mediante espectroscopia de absorcién
transitoria una banda negativa centrada a 340 nm, cuya formacion vy
desaparicion ocurria en la escala de los microsegundos. Esta banda fue
asignada como fluorescencia retardada tipo P de NPT. En el caso de
sistemas BZP/NPT quirales, se observé estereodiferenciacion en las
cinéticas de los procesos fotofisicos implicados.

Se ha profundizado en el comportamiento del estado excitado
triplete de pseudopéptidos basados en naftaleno en presencia de
benzofenona y/o bifenilo, como croméforos dadores de energia. Este
comportamiento ha sido comparado con el del compuesto modelo
DMN. En todos los casos, la absorcion triplete-triplete de NPT se ha
detectado por espectroscopia de absorcidn transitoria, tras excitacién
selectiva de benzofenona a 355 nm. Las cinéticas de desaparicion y
formacidn de estas especies resultaron ser menores en los PSP, debido a
gue son mas lentos los procesos de transferencia de energia triplete-
triplete y formacién de exciplejos. La fluorescencia retardada detectada
en el modelo de naftaleno no fue observada en los PSP.

Se han estudiado las interacciones entre FBP y dThd unidos

covalentemente, formando diadas (S)- o (R)-FBP-dThd. En ellas, la Unica
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especie que emisora fue 'FBP*, pero con rendimientos cudnticos y
tiempos de vida de fluorescencia menores que los de FBP libre en
disolucidn. Estos resultados indican una desactivacién dinamica debida a
una transferencia electrénica o formacién de exciplejo, donde FBP es la
especie dadora de carga. En acetonitrilo, ambos mecanismos resultaron
favorables, mientras que en dioxano predominé la formaciéon de
exciplejo. El enantidmero (S)- presentd valores mas bajos de ¢r y ¢ que
su analogo (R)- indicando que la disposicién espacial de ambos
cromoforos desempefiaba un papel importante. El rendimiento cuantico
de triplete de las diadas resulté ser mayor que el esperado Unicamente
a partir de los ¢¢s de 'FBP*-dThd, siendo ot ((S)-) > ¢7 ((R)-). Este hecho
se pudo explicar debido a una recombinacién de carga del par de iones
radicales y/o exciplejos, que podrian depender de factores geométricos.
El tiempo de vida de las diadas resultdé ser similar al de FBP libre,
indicando ausencia de interaccion en el estado excitado triplete.

Con el propdsito de estudiar las interacciones farmaco/proteina
se sintetizaron diadas conteniendo un derivado de bifenilo unido
covalentemente a triptéfano. En el caso de las diadas FBP-Trp se
observd una notable desactivacion de la fluorescencia, cuya emisién fue
asignada al residuo de Trp. Esta desactivacién se asignd a una TESS
desde 'FBP* a Trp que resultd ser muy rdpida y estereoselectiva, con
una constante de desactivacién mayor para el diasteredmero (R,S)-FBP-
Trp. A escalas de tiempo mayores, se observd una desactivacion,
también estereoselectiva, de la fluorescencia de 'Trp* debido a una

transferencia de electrén y/o la formacién de un exciplejo.
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Para el caso de los sistemas BPOH-Trp, la sustitucién de F por OH
en FBP produjo una disminucién de la Es. La emision en las diadas fue
asignada al residuo de BPOH, este hecho fue debido a una TESS desde
Trp* a BPOH. Se observé una marcada desactivacién en las diadas, que
resultd ser estereoselectiva, con kp mayor para el diastereémero (S,R)-.
La desactivacidn se explica por transferencia de electrén intramolecular
y/o formacién de un exciplejo. El diasterémero (S,R)- presentd una
conformacion plegada que justifica los valores obtenidos de ¢f y T,
siendo éstos menores para la diada (S,R)- que para la (S,S)-. El tiempo de
vida de las diadas resultd inferior al de BPOH, confirmando que la
desactivacion de las primeras era de naturaleza dinamica.

Por otro lado, se estudiaron las interacciones entre derivados de
bifenilo y ASH. En el caso de los sistemas FBP/ASH las cinéticas de
desaparicion a Aem = 310 nm revelaron una desactivacion dinamica de
'ASH*, tanto en la escala de picosegundos (FU) como nanosegundos
(TCSPC). El proceso de transferencia de energia desde 'FBP* a la ASH
resultd ser estereoselectivo. Las cinéticas de desaparicién a Aem = 380
nm, donde Unicamente emite la proteina, también fueron dependientes
de la configuracién de FBP, aunque en menor medida. La desactivacion
puede ser debida a una transferencia electrénica y/o formacion de
exciplejo.

Se ha caracterizado fotofisicamente BPOH en ausencia de
proteina; el espectro de emisidon de fluorescencia en medio acuoso
presenté dos bandas, una a 332 nm correspondiente a 'BPOH* y otra a

414 nm correspondiente a *(BPOH)*. En presencia de ASH se detectd la
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formaciéon de un complejo BPOH@ASH en el estado fundamental
(maximo a ca. 300 nm), cuya intensidad se veia aumentada a
concentraciones mas elevadas de proteina. Tras adicion de ASH se
observo una disminucién de la banda de emision del fenolato (a Aem ca.
410 nm), confirmando la inhibiciéon de la desprotonacion en el estado
excitado dentro de la cavidad hidrofdbica de la proteina. Tras adicidn de
(S)-IBP, como sonda desplazante del sitio Il de ASH la banda
correspondiente al complejo BPOH@ASH disminuyd significativamente;
en cambio, reaparecio la banda correspondiente al fenolato. También se
observé una gran estereodiferenciacién tanto en la formacién del
complejo en el estado fundamental como en la desprotonacién en el
estado excitado. En el espectro de absorcidn transitoria de BPOH se
observé una banda centrada a 380 nm correspondiente a su estado
excitado triplete; en presencia de ASH el tiempo de vida del mismo
aumenté de 1.3 a 19 us; en este caso no se observod

diastereodiferenciacion.
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Resum en valencia

L'espectroscopia d'absorcio transitoria ha demostrat ser una eina
atil per a investigar la formacid i desaparicié d'estats excitats singlet
formats per aniquilacié triplet-triplet, després de sensibilitzacid. Aixi,
després d'excitar selectivament BZP a 355 nm en presencia de NPT, va
ser detectat mitjancant espectroscopia d'absorcio transitoria una banda
negativa centrada a 340 nm, la formacié i desaparicié es produia en
I'escala dels microsegons. Aquesta banda va ser assignada a
fluorescéncia retardada de tipus P de NPT. En el cas de sistemes de
BZP/NPT quirals, es va observar estereodiferenciacié en les cinétiques
dels processos fotofisics implicats.

S'ha aprofundit en el comportament de |'estat excitat triplet de
pseudopeptids basats en naftalé en presencia de benzofenona o bifenil
com a cromofors dadors d'energia. Aquest comportament ha estat
comparat amb el compost model DMN. En tots els casos, I'absorcio
triplet-triplet de NPT s'ha detectada per espectroscopia transitoria,
després d'excitacid selectiva de benzofenona a 355 nm. Les cinetiques
de desaparicio i formacié d'aquestes especies varen ser menors als PSP,
degut a que els processos de transferencia d'energia triplet-triplet i la
formacid de exciplexes son més lents. La fluorescéncia retardada
detectada al model de naftalé no va ser observada als PSP.

Hem estudiat interaccions entre FBP i dThd units covalentment,
formant diades (S)- o (R)-FBP-dThd. En elles, I'Unica espécie emissora era

'FBP*, perd amb rendiments quantics i temps de vida de fluorescéncia
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menors que els de FBP lliure en dissolucid. Aquests resultats indiquen
una desactivaciéo dinamica a causa d'una transferéncia electronica o
formacié d'exciplexe, on FBP és I|'espécie dadora de carrega. En
acetonitril, els dos mecanismes sén favorables, mentre que en dioxa
predomina la formacioé d'exciplexe. L'enantidomer (S)- va presentar valors
de t¢ i ¢r més baixos que el seu analeg (R)- indicant que la disposicid
espacial dels dos cromofors va jugar un paper important. El rendiment
quantic de triplet de les diades va ser major que I'esperat només tenint
en conte els ¢¢s de 'FBP*-dThd, on ot ((S)-) > o1 ((R)-). Aquest fet podria
explicar-se per la recombinacié de carrega del parell d'ions radicals i/o
exciplexes, que podrien dependre de factors geometrics. El temps de
vida de les diades va resultar ser similar a la de FBP lliure, indicant
I'absencia d'interaccid a I'estat excitat triplet.

Amb la finalitat d'estudiar les interaccions farmac/proteina es
van sintetitzar diades contenint un derivat de bifenil unit covalentment
a triptofan. En el cas de les diades FBP-Trp es va observar una notable
desactivacié de la fluorescéncia, I'emissié va ser assignada al residu de
Trp. Aquesta desactivacié va ser assignada a una TESS des de 'FBP* a
Trp que va ser molt rapida i estéreoselectiva, amb una constant de
desactivaci6 major per al diastereomer (R,S)-FBP-Trp. A escales de
temps majors, es va observar una desactivacid, també estéreoselectiva,
de la fluorescéncia de 1Trp* a causa d'una transferéncia d'electrons i/o
la formacié d'un exciplexe.

En el cas dels sistemes BPOH-Trp, la substitucié de F per OH al

FBP va produir un descens de la Es. L'emissié en les diades va ser
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assignada al residu BPOH, aquest fet es va deure a una TESS des de
Trp* a BPOH. Es va observar una marcada desactivaci6 de les diades,
que va resultar ser estereoselectiva, amb kp major pel diastereomer
(S,R)-. La desactivacié s'explica per la formacido d'un exciplexe i/o
transferéncia d’electré intramolecular. EL diastereomer (S,R)- va
presentar una conformacié doblegada que justifica els valors de t¢ i ¢,
aquestos van ser menors per a la diada (S,R)- que per a la (5,5)-. El temps
de vida de les diades va ser inferior que BPOH, confirmant que la
desactivacio de les primeres era de natura dinamica.

D'altra banda, es van estudiar les interaccions entre els derivats
de bifenil i ASH. En el cas dels sistemes FBP/ASH la cinética de
desaparicid a Aem = 310 nm va posar de manifest una desactivacié
dinamica de 'ASH*, tant en l'escala dels ps (FU) com ns (TCSPC). El
procés de transferéncia d'energia de 'FBP* a ASH va ser estéreoselectiu.
Les cinetiques de desaparicié a Aem = 380 nm, on només emet la
proteina, eren també dependents de la configuracié de FBP, encara que
en menor mesura. La desactivacidé pot ser deguda a una transferéncia
electronica i/o formacié d'exciplexe.

Ha estat caracteritzat fotofisicament BPOH en abséncia de
proteina; l'espectre d'emissié de fluorescéncia en medi aquds va
presentar dos bandes, una a 332 nm corresponent a ‘BPOH* i I'altra a
414 nm corresponent a '(BPOH)*. En preséncia d'ASH es va detectar la
formacié d'un complex BPOH@ASH a l'estat fonamental (maxim a ca.
300 nm), la intensitat va augmentar a concentracions més altes de

proteina. Després de I'addicié d'ASH es va observar una reduccid de la
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banda d'emissié del fenolat (a Aem ca. 410 nm), confirmant la inhibicid
de la desprotonacié a l'estat excitat dins de la cavitat hidrofobica de la
proteina. Després d'afegir (S)-IBP, com sonda de desplagcament del lloc Il
de ASH la banda corresponent al complex BPOH@ASH havia disminuit
significativament; d'altra banda, va reapareixer el grup corresponent al
fenolat. També es va observar una gran estereodiferenciaciéo en la
formacié del complex a I'estat fonamental com a la deprotonacid a
I'estat excitat. A I'espectre d'absorcié transitoria de BPOH es va observar
una banda centrada a 380 nm, corresponent al seu estat excitat triplet;
en presencia d'ASH el temps de vida va augmentar de 1.3 a 19 us; en

aquest cas no es va observar cap diastereodiferenciacié.
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Abstract in English

Transient absorption spectroscopy has proven to be a powerful
tool to investigate the formation and decay of excited singlet states
upon triplet-triplet annihilation, following T-T energy transfer from a
selectively excited sensitizer. Thus, upon excitation of benzophenone
(BZP) by laser flash photolysis (LFP) at A = 355 nm in the presence of
naphthalene (NPT), a negative band centred at 340 nm has been
detected, with growth and decay in the microsecond timescale. It has
been assigned to the P-type NPT delayed-fluorescence. In the case of
chiral BZP/NPT systems, stereodifferentiation has been observed in the
kinetics of the involved photophysical processes.

The triplet state behavior of naphthalene-based pseudopeptides
has been investigated in the presence or benzophenone and/or
biphenyl, as suitable energy donating chromophores. Their behavior has
been compared with that of 1,4-dimethylnaphthalene as model
compound. In all cases, the triplet-triplet absorption of naphthalene was
detected by transient absorption spectroscopy, upon selective
excitation of benzophenone at 355 nm. The kinetics of formation and
decay of this species was markedly slower in the pseudopeptides, due to
retardation of triplet-triplet energy transfer and exciplex formation. The
delayed fluorescence detected in the model naphthalene was absent in
the pseudopeptides.

Excited state interactions between (S)- or (R)-FBP and dThd

covalently linked in dyads have been investigated. In both dyads, the
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only emitting species was 'FBP*, but with a lower fluorescence quantum
yield (¢f) and a shorter fluorescence lifetime (t¢) than when free in
solution. These results indicated that dynamic quenching occured either
by electron transfer or via exciplex formation, with FBP as the charge
donating species. In acetonitrile both mechanisms were favored, while
in dioxane exciplex formation was predominating. Isomer (S)- displayed
lower values of ¢r and 1 than its (R)- analog, indicating that the relative
spatial arrangement of the chromophores plays a significant role. The
triplet quantum vyields (¢r) of the dyads were significantly higher than
the expectations based solely on ‘FBP*-dThd intersystem crossing
quantum yields (disc), with ¢r (S)- > ¢r (R)-. This could be explained in
terms of intramolecular charge recombination at the radical ion pairs
and/or the exciplexes, which would be again dependent on geometrical
factors. The triplet lifetimes (t7) of 3FBP*-dThd and free *FBP* were
similar, indicating the lack of excited state interactions at this stage. The
FBP-dThd dyads could, in principle, constitute appropriate model
systems for the elucidation of the excited state interactions in non-
covalent DNA-ligand complexes.

In order to study drug/protein interactions, biphenyl derivatives
and tryptophan were covalently linked to provide model dyads. In FBP-
Trp dyads, a dramatic fluorescence quenching was observed, and the
residual emission was assigned to the Trp unit. This quenching was
assigned to an ultrafast (k > 10 s™*) and stereoselective energy transfer
from 'FBP* to Trp, with a higher rate constant for the (R,S)-

diastereomer. At longer timescales, stereoselective quenching of *Trp*
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fluorescence was also noticeable, due to intramolecular electron
transfer and/or exciplex formation.

In BPOH-Trp systems, attachment of a hydroxy group at the
ortho position of biphenyl resulted in a significant decrease of its singlet
energy. A dramatic fluorescence quenching was observed, which
displayed a residual emission assigned to the BPOH unit. This result was
explained by a stereoselective energy transfer from 'Trp* to BPOH, with
a higher rate constant for the (S,R)-diastereomer, followed by ‘BPOH*
quenching due to intramolecular electron transfer and/or exciplex
formation. The (S,R)-diastereomer exhibited a folded conformation in
the solid state, which is in good agreement with the steady-state and
time-resolved observations of lower ¢ and shorter t¢ values for the
(5,R)-diastereomer. The fluorescence lifetime was slower in the dyads
than in (S)-BPOH, confirming a dynamic quenching.

In FBP/HSA systems, the decays at Aem= 310 nm (FBP emission
maximum) revealed a configuration-dependent dynamic quenching due
to energy transfer, both on the picosecond (FU) and the nanosecond
time scales. The kinetic stereodifferentiation was still evident at longer
wavelengths (380 nm), where only HSA is emitting. The nature of this
guenching was again attributed to a stereoselective electron transfer
and/or exciplex formation in the supramolecular systems.

Photophysical characterization of BPOH in aqueous media
revealed two emission maxima, one at 332 nm corresponding to
'BPOH* and the other at 414 nm corresponding to phenolate BPO"

emission. In the presence of HSA, a light absorbing ground state
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complex BPOH@HSA was detected (maximum at ca. 300 nm), whose
intensity increased with increasing protein concentration. The
fluorescence spectra of (S)-BPOH in PBS, after addition of HSA, revealed
a progressive diminution of the phenolate band, indicating that excited
state deprotonation is disfavored within the hydrophobic protein
cavities. A similar trend was observed for (R)-BPOH, but the extent of
deprotonation was significantly lower for this enantiomer. Addition of
increasing amounts of the site Il displacement probe (S)-IBP to
BPOH@HSA led to a significant decrease of the absorption maximum at
ca. 300 nm and to a recovery of the phenolate emission band at ca. 410
nm, which were again configuration-dependent. The transient
absorption spectrum of (S)-BPOH consisted on a broad band centered at
380 nm, attributed to the first triplet excited state. A dramatic
enhancement of the triplet lifetimes within HSA was observed (19 ps
within protein vs. 1.3 us in bulk PBS), although no stereodifferentiation

was noticed in this case.
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Transient absorption spectroscopy has proven to be a powerful tool to investigate the formation and
decay of excited singlet states upon triplet-triplet annihilation, following T-T energy transfer from a
selectively excited sensitizer. Thus, upon selective excitation of benzophenone (BZP) by laser flash pho-
tolysis (LFP) at 2 = 355 nm in the presence of naphthalene (NPT), a negative band centered at 340 nm has

been detected, with growth and decay in the microsecond timescale. It has been assigned to the P-type
NPT delayed-fluorescence. In the case of chiral BZP/NPT systems, stereodifferentiation has been observed
in the kinetics of the involved photophysical processes.

© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Benzophenone (BZP) and naphthalene (NPT) are classical text-
book examples of photoactive chromophores, which can undergo
a number of photophysical and photochemical processes [1,2].
Transient species generated upon excitation of BZP and NPT are
detectable by the usual emission or absorption spectroscopies,
and their main features have been described in detail [3-21].

Specifically, BZP exhibits several remarkable characteristics that
make it very useful for photochemical studies. Thus, the presence
of an absorption band at / > 320 nm allows selective BZP excitation
in the presence of a large number of organic substrates (and there-
fore its use as photosensitizer); besides, the intersystem crossing
quantum yield (¢;sc) is close to the unity, which makes BZP a suit-
able ‘triplet source’ for T-T energy transfer to substrates with low-
er triplet energy (Er). On the other hand, both the lowest triplet
excited state (nm*, Er=69 kcal/mol, 2=520-530nm) and the
benzhydryl radical (4=550nm) are observable in the transient
absorption spectrum obtained upon laser flash photolysis (LFP) in
acetonitrile [22].

Concerning NPT, emission from the first singlet excited state
("NPT*, Es=92 kcal/mol, @r=0.19-0.21) is centered at 350 nm,
although longer-wavelength fluorescence from NPT excimers has
also been reported. Intersystem crossing (ca 0.75) leads to >NPT*,
which exhibits a maximum at 410-430 nm in the LFP spectrum
[22,23]. Under specific experimental conditions, the radical cation
(NPT*) can also be detected (685 nm) [24]. Delayed P-type fluores-
cence in NPT derivatives may arise from interaction of two
molecules in the triplet state (NPT*+3NPT* triplet-triplet

* Corresponding authors. Fax: +34 963877809.
E-mail addresses: mcjimene@qim.upv.es (M. Consuelo Jiménez), mmiranda@qim.
upv.es (M.A. Miranda).

0009-2614/$ - see front matter © 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.cplett.2011.08.096

annihilation) thus producing one NPT molecule in the excited
singlet state. The lifetime of this process, which is usually observed
by emission measurements upon direct irradiation of NPT, is half
the value of that found for the concomitant phosphorescence [25].

Photoprocesses occurring in systems containing both chro-
mophores have attracted considerable attention in the past. Upon
long-wavelength excitation of BZP in the presence of NPT, the ex-
pected intermolecular T-T energy transfer from >BZP* to NPT does
actually take place. In addition, formation of *(BZP/NPT)* triplet
exciplexes constitutes an efficient channel for >NPT* deactivation
[26]. Bichromophoric compounds containing covalently linked
BZP and NPT units have also been investigated; similar deactiva-
tion pathways have been proposed for these dyads, albeit with
kinetics markedly faster than in the intermolecular case [27].

In the present work, we wish to report on the direct LFP obser-
vation of the characteristic 'NPT* emission in the microsecond
time domain, upon selective excitation of the nn* carbonyl band
in BZP/NPT systems, as well as on the stereodifferentiation in the
kinetics of the involved photophysical processes. Benzophenone
(1a) and (S)-, (R)-ketoprofen (1b) have been employed as sensitiz-
ers, while naphthalene (2a) and (S)- or (R)-1-(1-naphthyl)ethyla-
mine (2b) have been chosen as triplet energy acceptors (Chart 1).

2. Results and discussion
2.1. Benzophenone/naphthalene systems

The UV-Vis absorption spectrum of 1a in acetonitrile
(2.6 x 107 M) did not show any noticeable change at 2> 330 nm
after addition of increasing amounts of 2a up to 4.0 x 107 M.
Thus, upon long-wavelength photolysis of 1a/2a mixtures, the
BZP chromophore is selectively excited. The transient absorption
spectrum (Jexc=355nm) of 1a under N, exhibited the
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Chart 1. Chemical structures of the benzophenones and naphthalenes studied in
this work.

characteristic band centered at 530 nm (71 = 1.7 pus) due to >BZP*,
whereas in the presence of 2a, the LFP trace presented additional
features.

Under these conditions, the band peaking at 525 nm due to
3BZP* was efficiently quenched through T-T energy transfer
(kq=9.6 x 10°M~"s7"), leading to NPT* (/max = 420 nm). Expect-
edly, the process was faster at higher 2a concentrations (Figure
1A). The growth and decay of the 420 nm band is clearly visible
in Figure 1B for [2a] =2.6 x 107 M.

Remarkably, the most relevant observation was the presence of
a negative band centered at 340 nm, corresponding to an emitting
transient species with growth and decay in the microsecond time-
scale. In order to ascertain the nature of this new transient, the
photophysical pathways occurring upon selective BZP excitation
in the presence of NPT were considered (Scheme 1).

Thus, excitation of 1a to its first singlet excited state (i) is fol-
lowed by a very efficient intersystem crossing (ii), affording *1a*
 nax = 530 nm). Triplet-triplet energy transfer from >1a* to 2a af-
fords 32a* (iii), observed at 420 nm. Deactivation of >2a* can take
place through an exciplex with 1a (iv + v). Collision of two triplets
could lead to '2a* (vi). Since, according to Scheme 1, '2a* would be
generated from a long-lived triplet precursor, its radiative decay to
the ground state would occur as a P-type delayed fluorescence
(vii).

2.2. Ketoprofen/1-(1-naphthyl)ethylamine systems
Looking for a possible stereodifferentiation in the excited state

interactions, the (R)-form of ketoprofen ((R)-1b), was submitted
to LFP in the presence of each enantiomer of 1-(1-naphthyl)

*NPT*+'NPT* or *BZP* or *(BZP/NPT)*——s 'NPT*+NPTand/or BZP  (vi)
'NPT*——NPT+hv' (i)

Scheme 1. Main photophysical processes occurring after excitation of BZP in the
presence of NPT.

50 ]
= (S)2b

10°x¢'s”

ol . ; ; .
0 1 2 3 4
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Figure 2. Stern-Volmer plots for the quenching of *(R)-1b* at 600 nm in the
presence of increasing amounts of (S)-2b or (R)-2b.

ethylamine ((S)-2b or (R)-2b). The photophysical properties of 1b
and 2b (absorption, emission and laser flash photolysis) were
very similar to those of their parent compounds 1a and 2a (see
Supplementary Material). Interestingly, triplet-triplet energy
transfer from >1b* to 2b affording 32b* (iii) resulted to be signifi-
cantly stereoselective, with kq=(8.8£0.6) x 10° and (10.4 £ 0.8) x
10°M~'s~! for (S)-2b or (R)-2b, respectively. The Stern-Volmer
plots are shown in Figure 2. Consistent results were obtained using
(S)-1b as donor; in this case, the (S)/(S) combination gave rise to
the higher rate constant for quenching of the BZP-like triplet.

The corresponding NPT-type triplets exhibited a maximum cen-
tered at 430 nm in the transient absorption spectrum; decay of
these species occurred with different kinetics (Figure 3A) for each
2b enantiomer. Stereodifferentiation in the deactivation of 32b*
must be related to exciplex formation (iv+v) [27], so chiral

0.4
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Figure 1. Laser flash photolysis of 1a (2.6 x 107> M) in acetonitrile/N; at /exc = 355 nm. (A) Spectra recorded in the presence of increasing amounts of 2a, 0.15 ps after the
laser pulse. (B) Spectra obtained in the presence of 2a (2.6 x 10~ M) at different time windows.
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Figure 3. Laser flash photolysis of (R)-1b (Jexc = 355 nm, MeCN, N5, 2.6 x 10> M) in the presence of (R)-2b and (S)-2b at 2.0 x 10~* M concentration. Kinetic traces monitored

at (A) 430 nm or (B) 340 nm.

discrimination would result from stereochemical recognition by
(R)-1b.

Interestingly, the P-type delayed fluorescence was also ob-
served in 1b/2b combinations as a negative band peaking at
340 nm. The formation and decay of this transient is shown in
Figure 3B. Again, the kinetics recorded for recovery of the baseline
was configuration-dependent, being clearly faster in the case of
(R)-2b. Although delayed fluorescence involving collision between
two triplets should be intrinsically insensitive to the (R)- or (S)-
nature of the asymmetric carbon of 2b, the observed stereodiffer-
entiation reflects the decay differences between the corresponding
NPT triplet precursors. This is in accordance with the expected
lifetime of the process, which can be predicted to be half the value
found for the triplet lifetimes.

A similar trend was observed when an excess of acetic acid
(0.6 M) was added to the 1b/2b mixtures, ruling out that stereodif-
ferentiation originates from carboxylate/ammonium ion interac-
tions (see Supplementary Material).

3. Conclusions

Transient absorption spectroscopy has proven to be a powerful
tool to investigate the formation and decay of excited singlet states
upon triplet-triplet annihilation, following T-T energy transfer
from a selectively excited sensitizer. Delayed emission is observed
as a negative band in the microsecond timescale. In the case of chi-
ral benzophenone/naphthalene pairs, stereodifferentiation has
been observed in the kinetics of T-T energy transfer, >NPT* decay
through exciplex formation and 'NPT* fluorescence.

4. Experimental section
4.1. Chemicals

Benzophenone (1a), (S)- and (R)-ketoprofen ((S)-, (R)-1b), naph-
thalene (2a), (S)- and (R)-1-(1-naphthyl)ethylamine ((S)-, (R)-2b)),
were commercially available. Their purity was checked by 'H NMR
and HPLC analysis.

Laser flash photolysis measurements were performed by using a
Q-switched Nd:YAG laser (Quantel Brilliant, 355 nm, 10 m] per
pulse, 5 ns fwhm) coupled to a mLFP-111 Luzchem miniaturized
equipment. All transient spectra were recorded in acetonitrile,
employing 10 x 10 mm? quartz cells with 4 mL capacity. The sam-
ples were bubbled during 30 min with N, prior to acquisition. The
absorbance of the BZP chromophore was adjusted to 0.20 at the

laser excitation wavelength. All the experiments were carried out
at room temperature (22 °C).
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ABSTRACT: Excited-state interactions between (S)- or (R)-
flurbiprofen ((S)- or (R)-FBP) and thymidine (dThd)
covalently linked in dyads 1 or 2 have been investigated. In
both dyads, the only emitting species is 'FBP*, but with a
lower fluorescence quantum yield (¢z) and a shorter
fluorescence lifetime (7) than when free in solution. These
results indicate that dynamic quenching occurs either by
electron transfer or via exciplex formation, with FBP as the
charge-donating species. In acetonitrile, both mechanisms are
favored, while in dioxane exciplex formation is predominating.

F.

FBP-'dThd*
E -
O 1FBP*-dThd FBP-*-dThd- and/or
FBP-dThd)*
o}
NH b - :
) \(:&O . FBP-*dThd
o e FBP*-dThd
OH
Y FBP-dThd

Isomer 1 displays lower values of ¢z and 7 than its analogue 2, indicating that the relative spatial arrangement of the
chromophores plays a significant role. The triplet quantum yields (¢)r) of 1 and 2 are significantly higher than the expectations
based solely on 'FBP*—dThd intersystem crossing quantum yields (¢bsc), with ¢ (1) > ¢ (2). This can be explained in terms
of intramolecular charge recombination at the radical ion pairs and/or the exciplexes, which would be again dependent on
geometrical factors. The triplet lifetimes (z1) of *FBP*—dThd and free *FBP* are similar, indicating the lack of excited-state
interactions at this stage. The FBP—dThd dyads could, in principle, constitute appropriate model systems for the elucidation of
the excited-state interactions in noncovalent DNA—ligand complexes.

H INTRODUCTION

The fact that ultraviolet (UV) radiation induces chemical
reactions in DNA leading to carcinogenic mutations is at the
origin of numerous investigations devoted to the study of the
electronically excited states of DNA.'™ The UV solar radiation
that reaches the Earth’s surface ranges from 400 to 320 nm
(UVA) and from 320 to 290 nm (UVB). Both UVA and UVB
radiations are able to induce damage in DNA, which is
responsible for some types of cancer.®”> Concerning UVB, it is
efficiently absorbed by nucleobases, causing direct photo-
reactions of DNA. It is also possible to cause DNA degradation
by means of photosensitization, performed either by
endogenous (i.e, metabolites) or by exogenous (ie., drugs or
cosmetics) agents.10 It is known that nonsteroidal anti-
inflammatory drugs (NSAIDs), when interacting with free
nucleobases or nucleosides, enhance the photoinduced
formation of thymine cyclobutane dimers.""'* In this context,
a detailed understanding of deactivation channels of drug
excited states in the presence of biomolecules is essential to
predict a possible photobiological risk in patients, mainly
associated with phototoxicity.

Among NSAIDs, which are widely prescribed therapeutic
agents for a variety of pathological conditions includin,
headache, pain caused by degenerative diseases, and fever,"
2-arylpropionic acid derivatives are an important group. They
include ibuprofen, naproxen, ketoprofen, or flurbiprofen and

A -4 ACS Publications  © 2012 American Chemical Society
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are usually marketed as racemic mixtures (with few exceptions,
such as naproxen). However, their anti-inflammatory activity is
mainly attributed to the (S)-enantiomer.'* The lowest singlet
and triplet excited states of flurbiprofen (FBP) have recently
been characterized,"> and their photophysical properties have
been employed to obtain relevant information on different
issues, either from a biological point of view (binding degree to
a transport protein, enzyme-like activity of HSA, etc.)'*™*° or
for analytical purposes (i, determination of enantiomeric
compositions).” In addition, FBP has been used as a triplet
sensitizer of quinolones, for the determination of the triplet
energy of thymine in DNA.*>*

Model systems (dyads) containing a photoactive drug
covalently linked to a biomolecule fragment have been designed
in the past with the purpose to provide mechanistic insight into
the key basic processes such as energy transfer, electron
transfer, or exciplex formation.**>’ Following this strategy, we
have now synthesized two stereoioisomeric dyads 1 and 2
(Chart 1) containing (S)- or (R)-FBP attached to thymidine at
the 5" position of the sugar. These dyads are, a priori, suitable
models for the investigation of excited-state interactions in their
complexes with DNA.
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Chart 1. Chemical Structures of the Dyads Investigated in
This Work

NH \kaH
0. \fj\/& 0. I/&
N~ O W 0NO
OH OH
1 2

Steady-state and time-resolved spectroscopic measurements
were performed on the dyads to characterize the excited-state
properties. To correctly interpret the results obtained on the
dyads, comparative measurements were also done on the
individual chromophores (FBP and dThd) as well as on their
equimolar mixture.

The results show that singlet excited-state interactions
between the FBP and dThd chromophores are only observed
when both units are covalently linked. The only emitting
species is 'FBP*, which undergoes dynamic quenching by
either electron transfer or exciplex formation, with FBP as the
charge-donating species. Because both mechanisms require
interaction at a contact distance, the relative spatial arrange-
ment of the chromophores plays a significant role. Intra-
molecular charge recombination at the radical ion pairs and/or
the exciplexes results in population of the FBP triplet excited
state, a pathway that is also sensitive to geometrical factors. In
noncovalent FBP/DNA complexes, excitation in the UVC
could result in charge injection from 'FBP* to a nearby
thymine, and the excess electron could be transported along the
DNA double strand.*®

B EXPERIMENTAL SECTION

Materials and Solvents. The (S)- and (R)-flurbiprofen
((S)- and (R)-FBP), thymidine (dThd), and 1-(3-dimethyla-
minopropyl)-N-ethylcarbodiimide hydrochloride (EDC) were
commercially available. Their purity was checked by 'H nuclear
magnetic resonance (NMR) and high-performance liquid
chromatography (HPLC) analysis. Spectroscopic-grade sol-
vents were used without further purification.

General. Absorption spectra were recorded using 1 cm
quartz cells; A,,,, and log &, in brackets, are given for the main
absorption bands. Infrared (IR) spectra were obtained with a
Fourier transform infrared (FTIR) instrument; v,,,, (cm™) is
given for the main absorption bands. 'H NMR spectra were
measured in CD;0D, using a 300 MHz apparatus; chemical
shifts are reported in 6 (ppm) values, using tetramethylsilane
(TMS) as an internal standard. High-resolution mass
spectrometry (HRMS) was performed by ESI+ with a
XevoQToF spectrometer, in the ITQ, at Universitat Politécnica
de Valéncia.

Synthesis of the Substrates. The FBP—dThd dyads 1 and
2 (Chart 1) were obtained by condensation of (S)- or (R)-
flurbiprofen and thymidine at the 5" position of the sugar as
follows: to a mixture of dThd (0.30 g, 1.23 mmol) and (S)- or
(R)-FBP (0.29 g, 1.19 mmol) in 2 mL of anhydrous pyridine
was slowly added EDC (0.23 g, 1.19 mmol) under magnetic
stirring, at 0 °C. When the addition was completed, the
reaction mixture was kept at 0 °C for 2 h. Pyridine was then
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removed under reduced pressure and the viscous residue
dissolved in dichloromethane (20 mL) and washed with
NaHCO, (1 M), to remove unreacted FBP and dThd. The
organic phase was dried with anhydrous sodium sulfate, and the
solvent was rotavaporated. The organic residue was submitted
to column chromatography using hexane/methanol (9:1, v/v)
as eluent, to produce 1 or 2 (ca. 70%). Copies of the 'H and
3C NMR spectra are shown in Figures S1 and S2 of the
Supporting Information.
5’-(S)-[(2-Fluoro-1,1’-biphenyl-4-yl)propanoyl]-
thymidine (1). White powder. UV 4,,, (log €): 250 (4.1).
FTIR v (cm™): 3420 (br), 1721, 1655, 1480, 1418, 1267, 1174,
767, 697. '"H NMR (8, ppm): 1.43 (d, 3H, ] = 7.2 Hz), 1.72 (d,
3H, J = 12 Hz), 1.81—-1.90 (m, 1H), 2.09-2.17 (m, 1H), 3.80
(q 1H, J = 7.1 Hz), 3.97—4.01 (m, 1H), 4.16—4.21 (m, 2H),
432 (dd, 1H, ] = 12.0, ] = 6.0 Hz), 6.08 (dd, 1H, J = 8.1, ] = 6.0
Hz), 7.02=7.11 (m, 2H), 7.23—7.41 (m, 7H). *C NMR (3§,
ppm): 115, 17.6, 39.5, 45.0, 64.4, 71.4, 85.0, 85.5, 110.3, 114.9
+ 1152, 123.6, 127.6 + 1237, 127.6, 128.0 + 128.1, 1283,
128.6, 1287, 130.9, 1354, 136.1, 142.3 + 142.4, 150.9, 158.1 +
161.4, 165.1, 173.9. HRMS for CyqHyFN,O¢ (MH*): calcd,
469.1775; found, 469.1773.
5’-(R)-[(2-Fluoro-1,1'-biphenyl-4-yl)propanoyll-
thymidine (2). White powder. UV 4, (log €): 250 (4.1).
FTIR v (cm™): 3422 (br), 1720, 1656, 1475, 1418, 1272, 1172,
768, 698. "H NMR (5, ppm): 1.43 (d, 3H, J = 7.2 Hz), 1.55—
1.64 (m, 1H), 1.81 (d, 3H, J = 1.2 Hz), 1.97—2.05 (m, 1H),
3.77 (q, 1H, J = 7.2 Hz), 3.96-3.99 (m, 1H), 4.05-4.09 (m,
1H), 4.14 (dd, 1H, ] = 12.2, ] = 3.1 Hz), 4.39 (dd, 1H, J = 12.2,
J =5.1Hz), 606 (dd, 1H, ] = 8.1, ] = 6.0 Hz), 7.00—7.08 (m,
2H), 7.23—~7.40 (m, 7H). *C NMR (§, ppm): 11.3, 17.4, 39.3,
44.8,64.5,712, 84.6, 85.6, 110.4, 114.8 + 115.1, 123.6 + 1237,
127.6, 127.9 + 128.1, 128.3, 128.6 + 128.7, 130.8, 135.4, 136.2,
142.1 + 142.2, 151.0, 158.1 + 161.4, 165.1, 173.9. HRMS for
CysH,FN,04 (MH?): caled, 469.1775; found, 469.1766.
Fluorescence Measurements. Emission spectra were
recorded on a spectrofluorometer system, which was provided
with a monochromator in the wavelength range of 200—900
nm. The solutions were placed into 10 mm X 10 mm quartz
cells. The absorbance of the samples at the excitation
wavelength was kept below 0.2. Steady-state experiments
were performed at 22 °C or at =78 °C. For the fluorescence
quantum yield determination, FBP in MeCN/air was used as a
secondary reference, with ¢z = 0.17 (air) or 021 (N,).*
Time-resolved fluorescence measurements were performed
using the fluorescence upconversion (FU) and time-correlated
single photon counting (TCSPC) techniques. For both
techniques, the excitation source was the third harmonic (267
nm) of a mode-locked Ti-Sapphire laser, delivering 100 fs
pulses with a repetition rate of 76 and 4.75 MHz, respectively
(using a pulse-picker). The femtosecond FU setup has been
described earlier.”® For the upconversion technique, the average
excitation power used was 40 mW. The power density cannot
be measured precisely within the excitation volume, but we
estimate it to 0.2 + 0.1 GW/cm? for a 40 mW output from the
tripler unit (assuming a 40 ym diameter of the focused beam).
The fwhm value of a Gaussian apparatus function is about 350
fs. We judge that the time resolution of the setup is better than
100 fs after deconvolution, depending on the signal-to-noise
ratio. Solutions (about 25 mL) were kept flowing through a 0.4
mm quartz cell, which itself was kept in continuous motion
perpendicular to the excitation beam to minimize thermal
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Figure 1. (A) UV absorption spectra in MeCN of (S)-FBP (10~° M), dThd (107° M), and a 1:1 molar mixture of (S)-FBP and dThd at the same
concentration, together with that calculated for the same mixture taking into account independent absorption by each chromophore. (B)
Fluorescence spectra of isoabsorptive solutions (A, = 0.1) of (S)-FBP (black) and (S)-FBP/dThd at 1:1 molar ratio (red), in acetonitrile. The gray
trace corresponds to the theoretical band calculated as independent emission of FBP and dThd, taking into account the photons absorbed by each

chromophore.

effects. All measurements were performed at room temperature
(22 + 1 °C) under aerated conditions.

For the TCSPC technique, a Becker & Hickl GmbH PC card
was used. A Schott WG 295 long pass filter was placed in front
of a SPEX monochromator. The detector was a microchannel
plate (R1564 U Hamamatsu) providing an instrumental
response function of 60 ps (fwhm). The average laser power
(0.1 mW) was measured with a Melles Griot broadband
powermeter. The irradiated area on the surface of the cell was
ca. 0.2 cm” corresponding to a pulse intensity of 2.4 kW/cm™
Solutions were contained in a 10 mm X 10 mm quartz cell and
continuously stirred. Successive recordings with the same
sample gave identical decays, which were eventually merged to
improve the signal-to-noise ratio. Such a procedure allowed us
to ensure that the measured signals were not altered during the
measurements due to a possible accumulation of photo-
products.

For both FU and TCSPC, parallel (Ipa,(t)) and perpendicular
(Ipelp(t)) excitation/detection measurements were performed
by controlling the polarization of the exciting beam with a zero-
order half-wave plate. The transmission under parallel and
perpendicular conditions was found to be identical, so no
correction was applied. From these measurements, the
fluorescence anisotropy can be calculated from the formula
10) = () = L)/ Tpu) + 2Ly ().

Phosphorescence Measurements. Emission spectra were
recorded on a spectrofluorometer system, which was provided
with a monochromator in the wavelength range of 200—900
nm. The solutions were placed into a quartz tube and
introduced into liquid nitrogen prior the measurements. The
absorbance of the samples was 0.3 at the excitation wavelength
(266 nm).

Laser Flash Photolysis Experiments. Laser flash
photolysis (LFP) experiments were performed by using a Q-
switched Nd:YAG laser (Quantel Brilliant, 266 nm, 10 m] per
pulse, S ns fwhm) coupled to a mLFP-111 Luzchem
miniaturized equipment. This transient absorption spectrom-
eter includes a ceramic xenon light source, 125 mm
monochromator, Tektronix 9-bit digitizer TDS-3000 series
with 300 MHz bandwidth, compact photomultiplier and power
supply, cell holder and fiber optic connectors, fiber optic sensor
for laser-sensing pretrigger signal, computer interfaces, and a
software package developed in the LabVIEW environment from
National Instruments. The LFP equipment supplies 5 V trigger
pulses with programmable frequency and delay. The rise time
of the detector/digitizer is ~3 ns up to 300 MHz (2.5 GHz
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sampling). The monitoring beam is provided by a ceramic
xenon lamp and delivered through fiber optic cables. The laser
pulse is probed by a fiber that synchronizes the LFP system
with the digitizer operating in the pretrigger mode. All transient
spectra were recorded using 10 mm X 10 mm quartz cells with
a capacity of 4 mL and were bubbled for 30 min with N, before
signal acquisition. The absorbance of the samples was 0.2 at the
laser excitation wavelength (266 nm).

B RESULTS AND DISCUSSION

Absorption and Fluorescence Properties of an
Equimolar FBP/dThd Mixture. The absorption and emission
spectra of (S)-FBP are well-known' and do not deserve a
detailed description here. Concerning dThd, only spectra in
aqueous solution have been reported.*® The absorption and
emission spectra of dThd in MeCN and dioxane do not differ
substantially in shape from those in water and are given in the
Supporting Information (Figures S4 and SS). It should be
remarked that the molar extinction of dThd is significantly
higher in MeCN than in water (153 X 10° at 265 nm as
compared to 9.9 X 10° at 267 nm). Likewise, the fluorescence
quantum yield of dThd in MeCN is substantially lower than
that in water (3.0 X 107> as compared to 1.5 X 107%).

The fluorescence spectrum of the equimolar mixture in
MeCN (under aerated conditions) with ., = 267 nm is shown
in Figure 1B. It is nearly identical to that of (S)-FBP obtained
under the same conditions after scaling with the relative
absorbance (48%), calculated using isoabsorptive solutions of
(S)-FBP and dThd as models for comparison. Indeed, the
fluorescence quantum yield (o) of dThd (3 X 107, see Figure
SS in the Supporting Information) is several orders or
magnitude lower than that of (S)-FBP (0.17). This shows
that the emission of the equimolar mixture of (S)-FBP and
dThd is only due to the photons absorbed by (S)-FBP, also
indicating the absence of any excited-state interaction in the
mixture (Figure 1A).

Time-resolved fluorescence measurements, both on the pico-
and on the nanosecond time scales, were done on dThd and
FBP as well as their mixture in MeCN (22 °C, 4, = 267 nm).
Comparative measurements were made at 310 nm; this
wavelength was chosen because it corresponds to the maximum
of the FBP fluorescence spectrum.

The fluorescence decay of dThd in aqueous solution is
known to be ultrafast and hardly depends on the emission
wavelength, with an average lifetime well below 1 ps.?® This is
due to the presence of highly efficient intramolecular
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nonradiative deactivation channels. The fluorescence decay of
dThd in MeCN recorded by FU is likewise ultrafast and can be
described by a biexponential function with time constants of
0.25 and 1.65 ps (see below). The fluorescence of FBP in
MeCN is much longer-lived, in line with the much higher
quantum yield. Interestingly, the decay kinetics depends on the
emission wavelength (see Figure S3).

The fluorescence trace of the mixture at 310 nm rises
instantaneously before undergoing an ultrafast decay (20%
amplitude, limited by the instrumental apparatus function) to a
constant value. This is in line with the superposition of dThd
and FBP fluorescence scaled by the relative absorbance at 267
nm and emission intensities at 310 nm. Time-resolved data thus
show no indication of any excited-state interaction in the
mixture.

Neither steady-state nor time-resolved data thus show
indications of FBP—dThd interaction in the mixture.

Photophysical Behavior of FBP/dThd Dyads. The UV
absorption spectra of dyads 1 and 2 are nearly identical to the
sum of the spectra of the individual FBP and dThd units
obtained under the same conditions (Figure 2). This shows the
absence of any significant ground-state intramolecular inter-
actions between the two chromophores in the two dyads.

08
A —(S)-FBP
06 —— dThd

—1
0.4 —2
0.2
0.0 ‘
220 240 260 280 300
Anm

Figure 2. UV absorption spectra of isoabsorptive solutions (at 267
nm) of (S)-FBP (black), dThd (dark green), 1 (red), and 2 (blue), in
acetonitrile.

The fluorescence spectra of the two dyads as well as (S)-FBP
obtained at room temperature after excitation at 267 nm are
shown in Figure 3A. The ordinate in this figure is chosen as a
relative fluorescence intensity, that is, scaled for equal
absorbance at the excitation wavelength (the spectra are
normalized with regards to the maximum of the FBP spectrum
taken equal to one). The most remarkable feature observed is a
dramatic fluorescence quenching in the two dyads. The
observed fluorescece was assigned to (S)-FBP (A= 310

nm)"® rather than to dThd for the reasons evoked above

(Figure 3A). The fluorescence quantum yields (¢y) of the two
dyads were somewhat higher in dioxane than in acetonitrile
(see Table 1).

In ethanol matrix at —78 °C, the fluorescence intensity shows
the same trend as the relative absorbance of FBP in the dyads
(Figure 3B). This value is much higher than that observed at 22
°C, showing the near absence of the fluorescence quenching.
This may be the result of the limited degrees of freedom for
conformational relaxation in the rigid matrix that prevents
effective population of the conformations required for intra-
molecular excited-state interactions.

Fluorescence decays on the femtosecond time scale were
recorded for the dyads at 310 nm by FU at 22 °C, A, = 267
nm (Figure 4). In MeCN solution, the kinetics were very
similar to that of the equimolar mixture, that is, characterized
by an instantaneous rise followed by an ultrafast decay leveling
out to a constant value (~80%, see Figure 4A). The ultrafast
component is typical for the <1 ps fluorescence decay of dThd,
as in the case of the equimolar mixture. The subsequent
constant level emission is supposedly only due to 'FBP*. These
observations clearly demonstrate two different phenomena: (i)
the lack of intramolecular singlet—singlet energy transfer from
!dThd* to FBP and (ii) the FBP (biphenyl) singlet state as the
only species responsible for the residual emission observed in
the steady-state fluorescence. No differences were found on this
short time scale between the two dyads.

However, on the nanosecond time scale (TCSPC), both
dyads showed a more complex behavior, either in acetonitrile
or in dioxane (Figure 4B). While the fluorescence decay of (S)-
FBP is monoexponential, that of the dyads is clearly
nonexponential and much faster, indicating a dynamic 'FBP*
quenching. Interestingly, the (S)- isomer decays faster than the
(R)-derivative. To quantify this comparison, experimental data
were fitted using a multiexponential model function convoluted
by the apparatus function. As expected, the (S)-FBP
fluorescence profiles are well described by one single time
constant (1.70 ns in MeCN, 1.80 ns in dioxane). Conversely, a
triexponential model function was required for the dyads, with
a ~100 ps, a ~300 ps, and a low-amplitude nanosecond
component close to the FBP lifetime. The average lifetimes
((7) = ay7; + a,7,) of the (S)- and (R)-isomers in MeCN are
0.27 and 0.31 ns, respectively (Table 1), but all three time
constants for the (S)-isomer are faster than those of the (R)-
isomer. In addition to the low-amplitude nanosecond
component, the fluorescence decays below 1 ns can be
correctly described only by a biexponential model function.
The characteristic times obtained are 7, = 0.14 ns (a; = 0.50)

1.00
u A u
g [
£ 075 <--- (S)}-FBPMeCN | =2
2 ---- 1/MeCN @
0.50 ---- 2/MeCN e
’ —— (S)-FBP/dioxane
—— 1/dioxane
0.25 \— 2/dioxane
0.00
300 350 400 450 300 320 340 360
A nm X nm

Figur

(dashed line) and dioxane (solid line). (B) In ethanol matrix at —78 °C.
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e 3. Fluorescence spectra of isoabsorptive solutions at 4., = 267 nm of (S)-FBP (black), 1 (red), and 2 (blue). (A) At 22 °C, in acetonitrile
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Table 1. Photophysical Properties of (S)-FBP and the Dyads at A = 267 nm”

b pr (ns) ke (x107% s7) kq (x107s7") hq bisc ¢r° Pr—ise
Acetonitrile
(S)-FBP 0.17 1.70 1.00 0.71 0.71
1 0.015 0.27 1.16 3.11 0.402 0.063 0.167 0.104
2 0.018 0.31 121 2.64 0.393 0.075 0.126 0.051
Dioxane
(S)-FBP 0.24 1.80 1.33 0.70 0.70
1 0.035 0.51 149 140 0.329 0.102 0.219 0.117
2 0.044 0.62 1.54 1.06 0.303 0.127 0.167 0.040
“In general, errors were lower than the last significant figure of the stated values. “Measured at 310 nm; for the dyads, the fitting was performed using
a triexponential model function, and the values given here correspond to an average of the three lifetimes. “In deaerated media, A, = 266 nm.
—- 40
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Figure 4. Fluorescence decays at 310 nm of (S)-FBP (black), dThd (green), 1 (red), and 2 (blue) in acetonitrile/air, at 22 °C, using 267 nm as the
excitation wavelength. (A) Picosecond time scale (FU), in acetonitrile. (B) Nanosecond time scale (TCSPC), in acetonitrile and dioxane.

and 7, = 0.47 ns (a, = 0.50) for (S)-FBP and 7, = 0.18 ns (a, =
0.84) and 7, = 0.70 ns (a, = 0.16) for (R)-FBP. The need for
two fast components may indicate the presence of two types of
conformations with different efficiencies of the quenching
mechanism (vide infra). It is worth mentioning that whatever
the nature of this quenching mechanism, it is more efficient in
the case of the (S)-isomer. A similar trend was observed in
dioxane, although with markedly slower time constants.

The fluorescence anisotropy decays (recorded by FU) of the
dyads (Figure S) were compared to that of free FBP. For the

1
>

—(S}FBP

03 )

Anisotropy

0.2

Figure S. Fluorescence anisotropies (at 22 °C) of (S)-FBP (black), 1
(red), and 2 (blue) in acetonitrile/air at 1.0 X 10™> M concentration,
using 267 nm as the excitation wavelength.

latter, the anisotropy decayed with a characteristic time of about
30 ps, while for the dyads the decay time was about 45 ps. For
both FBP and the dyads, an initial fluorescence anisotropy at
time zero ry = 0.32 was observed. FBP has a molecular volume
of ca. 300 A% as calculated from the van der Waals
increments.”' Using the Stokes—Einstein—Debye equation,*
one thus obtain a rotational time of about 27 ps, slightly faster
than that observed (30 ps). The deviation can be understood in
terms of the nonspherical shape of the chromophore. The total
volume of the FBP—dThd dyads is about 492 A% giving a
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rotational time of about 44 ps, very close to that experimentally
observed (45 ps, r, = 0.31). The monoexponential behavior,
and in particular the lack of any fast decay at early times, shows
that there is no internal rotation between the two residues.

Upon laser flash photolysis (LFP) of the two dyads
(excitation at 266 nm), the typical FBP triplet—triplet
absorption spectrum was obtained (Figure 6A). The signals
were less intense than when FBP was directly excited under the
same conditions, taking into account its relative absorbance in
the dyads. Interestingly, the intensity was higher than what was
expected in view of the dramatic fluorescence decrease (vide
supra). This indicates that the singlet excited state is not the
only precursor of the triplet state. Moreover, the triplet
quantum yield (Table 1) was found to be higher for the (S)-
than for the (R)-stereoisomer. Quantitative data determined
from these experiments are shown in Table 1.

The triplet lifetimes in the dyads are equal to that of free FBP
(24 ps),” indicating the lack of intramolecular interactions in
the excited triplet state.

In contrast, the phosphorescence spectra of the dyads
obtained in a frozen ethanol matrix at —78 °C (Figure 6B)
revealed that the emission from the triplet excited state merely
reflects the fraction of photons absorbed by the FBP
chromophore.

The fluorescence quantum yields of the dyads (¢ dyad) were
obtained using (S)-FBP as standard (¢yq = 0.21 in MeCN/N,
or 0.17 in MeCN, air)." In this expression (eq 1), Agyaq and
Aygyq are the areas under the emission curve for dyads and FBP,
respectively, Abs represents the absorbance at the excitation
wavelength, and # corresponds to the refractive index of the
solvent. In all cases, the fluorescence was quenched by more
than 80%. Stereodifferentiation was observed in the fluo-
rescence lifetimes, which were much shorter for the dyads than
for (S)-FBP, indicating a dynamic quenching. From these
experimentally determined ¢z and 7 values, and taking into
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Figure 6. (A) Laser flash photolysis spectra (Ao, = 266 nm) of (S)-FBP (black), 1 (red), and 2 (blue), in acetonitrile or dioxane, at 1.0 X 107> M
concentration, 1 ys after the laser pulse. (B) Phosphorescence spectra (A, = 266 nm) of (S)-FBP (black), 1 (red), and 2 (blue) in ethanol matrix at
—78 °C.

Table 2. Free Energy Changes (in kcal mol™') Associated with Electron Transfer or Exciplex Formation in FBP*/dThd
Systems®

acetonitrile dioxane
AGgr AGe AGgr AGe
donor/acceptor S, T, S, T, S, T S T,
FBP/dThd —30.0 +4.0 =251 +89 =5.0 +29.0 =227 +11.2
dThd/FBP 24 +31.6 +2.5 +36.5 +22.7 +56.7 +4.9 +38.9

“The given results are precise to +10% because the exact values of the redox potentials are not known for all compounds.

account the fraction of photons absorbed by (S)-FBP (¥ = 0.48 Concerning the nature of the 'FBP* fluorescence quenching
in acetonitrile and 0.46 in dioxane), the ky value was obtained mechanism, it can be due to energy transfer, electron transfer,
using eq 2. The subsequent quenching constants (kqgyeq) and or exciplex formation. The possibility of Forster energy transfer
quenching quantum yields (d)QdYad) were determined by means can be reasonably disregarded, in view of the sensitivity of ¢q
of eqs 3 and 4, respectively, where the average lifetimes 7pqy,q to the rigidity of the medium (no quenching in solid matrix)
are used for convenience, even if the best fitting is and to the polarity of the solvent (lower quenching efficiency in
nonmonoexponential. dioxane than in acetonitrile).>> Moreover, the observed
Likewise (eq S), it was possible to determine the intersystem stereodifferentiation in the ¢z and ¢; values also supports
crossing quantum yield (¢ISCdy;\d)' The triplet quantum yields that a close contact between the two chromophores is necessary
((}STdyad) were determined from LFP experiments (eq 6) at A in the involved processes.
= 266 nm, where AODy,q and AODy are the top of the As regards the feasibility of formation of radical ion pairs or
optical density value for dyads and FBP (the standard), exciplexes from the singlet or triplet states, it can be estimated
respectively, at the maximum of the T—T absorption spectrum by application of eqs 7 and 8:**
(360 nm). The molar absorption coefficient (&) was assumed to -
be the same in the given solvent. AGgr (keal mol ™)
donor acceptor 2.6 o
b s Aggua Abs,y @ = 23.06[on — ERid ™ + Dl 0.13] — E* @
ft T Ay Absyg (1)
AG,, (kcal mol™") = 23.06[Eg;“““ — Bt
¢Fl d/l//
g = — e—1
y Thy ) - 0.75( Py— - 0.19) + 0.38]
1 1 — E¥ (®)
kg, =——~—
TR, TRy (3) Taking into account the corresponding redox potentials
(Eox(biphenyl) = 1.95 V,* Epgp(thymidine) = —1.10 V,*¢
devd Eox(thymidine) = 1.70 V,*” and Eggp(biphenyl) = —2.55 V**),
by = = X ¢y, the ap‘Propriate dielectric constants (&yecn = 37.5 and Egiouane =
dyad dem ol (4) 2.25),‘9 and the FBP singlet or triplet energies (E*),15 the free
energy values obtained for electron transfer and exciplex
Drsc formation are shown in Table 2.
(]515% = (/)F1 : — In general, charge transfer is only favored from the FBP
" o ¢F5,d (5) singlet excited state as donor, and the fluorescence quenching
may be due both to electron transfer and to exciplex formation.
AODyq £1, The latter process should be clearly predominating in dioxane.
¢wad = ¢T‘"’WE— By contrast, >FBP* should be essentially unreactive in both
) std Tl (6) solvents, which is in agreement with the lack of dynamic
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quenching observed in the LFP experiments. Moreover, the
positive values of AG consistently obtained in Table 2 for the
T, columns indicated that charge recombination leading to
SFBP* is indeed thermodynamically allowed.

Another point of interest is the origin of the FBP triplet. Its
quantum yield (¢r), determined from LFP, is found to be
significantly higher than ¢c. Triplet generation could in
principle occur through several pathways: (a) intersystem
crossing from S;, (b) triplet—triplet energy transfer from
*dThd*, or (c) charge recombination of the radical ion pairs or
exciplexes possibly resulting from quenching of the excited
singlet states. As ¢y is higher than ¢, path (a) cannot be the
only operating route. Contribution of path (b) is possible
because E(dThd) is ca. 9 kcal mol™ higher than E(FBP);
however, on the basis of the known ¢sc values for dThd (in
the order of 107%), this process would not account for the
observed ¢y, at least for 1. Hence, pathway (c) also seems to be
operating, and its contribution is clearly more important for the
(S)-isomer than for its (R)-analogue.

According to the results obtained from the photophysical
measurements and the calculations described above, the main
deactivation processes that can take place upon excitation of a
dyad containing covalently linked FBP and dThd subunits are
indicated in Scheme 1 and can be summarized as follows. Initial

Scheme 1. Photophysical Processes in FBP—dThd Dyads
(i) FBP-dThd—"'FBP*-dThd + FBP-'dThd*

(ii) FBP-'dThd*—— FBP-dThd

(iii) FBP-'dThd* " FBP-*dThd *

(iv) FBPdThd*—T" ' FBP* dThd
(v) 'FBP*-dThd—— FBP-dThd+ hv’

(vi) 'FBP*-dThd—2— FBP"-dThd" and/or (FPB-dThd)*

exe

ISCrgp.

(vii) 'FBP*-dThd —=%=— *FBP*-dThd

ChR
—

exc

(viiiy FBP"-dThd" and/or (FPB-dThd)* *FBP*-dThd

excitation at 267 nm (i) leads to the first singlet excited state of
either FBP or dThd, as expected from the UV absorption
spectra of these chromophores (Figure 1). Singlet—singlet
energy transfer (SSET) from 'dThd* (E; ca. 100 kcal mol™")*
to the FBP moiety (E; ca. 99 keal mol™)"* would be nearly
thermoneutral, but such a process is kinetically ruled out, in
view of the ultrafast decay traces observed in Figure 4A.
Deactivation of 'dThd* occurs through a highly efficient
intramolecular nonradiative decay®® (ii) or by intersystem
crossing as a minor pathway®' (iii). Triplet—triplet energy
transfer from *dThd* (74 kcal mol™)**** to FBP (E; = 65 kcal
mol™)" is outlined in (iv). Fluorescence emission from 'FBP*
is represented in (v), and intramolecular quenching (Q) of
'FBP* to afford radical ion pairs or exciplexes is illustrated by
process (vi). Route (vii) corresponds to intersystem crossing
(ISC) in FBP. Finally, charge recombination (ChR) at the
radical ion pairs or the exciplexes leading also to *FBP* is
indicated in (viii).
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B CONCLUSIONS

Singlet excited-state interactions between the FBP and dThd
chromophores are only observed when both units are
covalently linked. There is no indication of any intermolecular
interactions in an equimolar mixture, neither in the ground
states, nor in the excited states. In the FBP—dThd dyads, the
only emitting species is 'FBP*, with a quantum yield and a
lifetime remarkably lower than when acting as a free
chromophore. Free energy changes, calculated using Rehm—
Weller equations, indicate that dynamic quenching may occur
either by electron transfer or by exciplex formation, with FBP as
the charge-donating species. In acetonitrile, both mechanisms
are clearly favored, while in dioxane exciplex formation should
be overwhelmingly predominating. In all cases, quenching
requires interaction at contact distance, so the relative spatial
arrangement of the chromophores plays a significant role.
Indeed, the (S)-isomer (1) exhibits lower values of ¢ and zp
than does its (R)-analogue. As a general observation, the triplet
quantum yield (¢r) determined in the dyads is significantly
higher than the expectations based on the 'FBP*—dThd
intersystem crossing quantum yields (¢;5c) taking into account
the fraction of light absorbed by the FBP moiety. This can be
accounted for in terms of intramolecular charge recombination
at the radical ion pairs and/or the exciplexes. Again, these
processes would be expected to depend on geometrical factors,
and indeed their contribution is more important in the case of 1
than in 2. Once formed, the *FBP*—dThd dyads have triplet
lifetimes (7r) similar to that of free FBP, indicating the lack of
excited-state interactions at this stage. This is in agreement with
thermodynamic calculations, which lead to positive AG values
for electron transfer or exciplex formation occurring from the
triplet excited state.

In principle, the FBP—dThd dyads could be appropriate
models to anticipate the nature of excited-state interactions in
noncovalent FBP/DNA complexes. Thus, upon excitation in
the UVC, the resulting 'FBP* would inject negative charge to a
nearby thymine, and the excess electron could travel along the
DNA double strand, reaching a distant base or eventually
repairing a bipyrimidine lesion.”™*

B ASSOCIATED CONTENT
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Figures S1 and $2: 'H NMR and '*C NMR spectra of 1 and 2.
Figure S3: Fluorescence decays of FBP and FBP+dThd in
MeCN (20 °C, Ay = 267 nm) at different emission
wavelengths. Figure S4: Steady-state absorption spectra of
dThd in MeCN and water. Figure SS: Corrected steady-state
fluorescence spectra of dThd in MeCN and thymine in water
used for the calculation of the fluorescence quantum yields.
Figure S6: Model structures of 1 and 2 obtained using
HyperChem Release 8.0.3 for Windows Molecular Model
System. This material is available free of charge via the Internet
at http://pubs.acs.org.
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ABSTRACT: In this work, the triplet state behavior of naphthalene-based pseudopeptides with amide-based macrocyclic or
lateral chain substructures has been investigated in the presence of benzophenone and/or biphenyl, as suitable energy-donating
chromophores. Their behavior has been compared with that of 1,4-dimethylnaphthalene as model compound. In all the cases, the
triplet—triplet absorption of naphthalene is detected by transient absorption spectroscopy, upon selective excitation of
benzophenone at 355 nm. The kinetics of formation and decay of this species is markedly slower in the pseudopeptides, due to
retardation of triplet—triplet energy transfer and exciplex formation. Finally, the delayed fluorescence detected in the model
naphthalene is absent in the pseudopeptides. The concept can, in principle, be exploited for the study of excited-state interactions

in supramolecular systems.

H INTRODUCTION

Pseudopeptidic compounds are suitable hosts for a variety of
species; this is in the origin of molecular recognition
phenomena,' ™ which have found application in fields such as
medicinal,”* analytical,® or supramolecular’™® chemistry. In
particular, pseudopeptides are synthetic models employed to
gain insight into biological processes of high complexity.'*™'> A
powerful strategy in the design of such models could be the
incorporation of an active chromophore into the chemical
structure of the pseudopeptide, which ultimately would report
on the supramolecular interactions with a given guest, through
the absorption and emission properties of its excited states.

Concerning the use of photophysical parameters to obtain
relevant information on binding interactions, most of the
previous work has been done by examining the behavior of
singlet excited states usin§ either steady-state or time-resolved
fluorescence techniques.‘ In comparison, the use of triplet
excited states as reporters remains almost unexplored,"*
although the laser flash photolysis technique has proven to be
a promising tool in such type of investigations.'>>*

An essential requirement for an appropriate chromophore to
be incorporated into the pseudopeptide structure is that its

A -4 ACS Publications  © 2012 American Chemical Society
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main photophysical properties are well-defined and can be
easily characterized. For that reason, naphthalene (NPT) is a
suitable choice. Thus, fluorescence from the lowest-lying singlet
excited state 'NPT* (¢ = 0.19—0.21) is centered at 350 nm
(although longer-wavelength emission from NPT excimers has
also been reported). After intersystem crossing (¢sc, ca. 0.75),
the triplet excited state NPT* (Ep 61 kcal/mol)** is
reached; its transient absorption can be detected at 4, = 410—
430 nm in the laser flash photolysis (LEP) spectrum.” Delayed
P-type fluorescence in NPT derivatives can also occur, arising
from the annihilation of two NPT* units, to produce again
'NPT*# through direct irradiation. From this wealth of
photophysical information, it can be anticipated that incorpo-
ration of the NPT chromophore into a pseudopeptidic
framework may provide an efficient tool for the investigation
of excited-state interactions with complexed guests.

In this context, the fluorescence properties of pseudopeptides
containing NPT subunits have already found application for the
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ratiometric sensing of N-protected amino acid derivatives.”®
However, the potential of the corresponding NPT triplet
excited state still remains unexplored. In order to bypass
formation of 'NPT*, benzophenone (BZP) derivatives can be
envisaged as triplet photosensitizers, leading exclusively to
SNPT*. This is based on the possibility of selective excitation of
BZP at A > 320 nm and to its favorable values of ¢sc and Er.

With this background, the objective of this work is to
investigate the triplet excited state behavior of naphthalene-
based pseudopeptides 1 and 2 in the presence of
benzophenone or biphenyl (BPN), using 1,4-dimethylnaph-
thalene (3) for comparison. For the studies in the presence of
BZP, (S)-ketoprofen ((S)-4) has been selected. In the case of
BPN, direct excitation of the chromophore is not possible in
the presence of NPT. For this reason, in order to generate
selectively *BPN*, model dyads 5 containing (R)- or(S)-2-(2-
fluorobiphenyl-4-yl)propan-1-ol, ((R)- or (S)-FBPOH), cova-
lently linked to (S)-4 as the photoexcitable unit seem
appropriate. Thus, selective excitation of BZP (E; = 69 kcal
mol™") followed by T—T energy transfer to BPN (Er = 65 keal
mol™") may in principle lead to population of >BPN* in order
to follow the deactivation channels in the presence of 1-3.
Thus, the complex behavior of the triplet excited state manifold
is expected to reveal interesting features of the pseudopeptides/
benzophenone or biphenyl interactions. The chemical
structures of 1—5 are shown in Chart 1.

B EXPERIMENTAL SECTION

Materials and Solvents. (S)-Ketoprofen, (S)- and (R)-
flurbiprofen, dicyclohexylcarbodiimide, and 1,4-dimethylamino-
pyridine were commercially available. Their purity was checked
via 'H nuclear magnetic resonance (NMR) and high-perform-
ance liquid chromatography (HPLC) analysis. Reagent or
spectroscopic-grade solvents were used without further
purification.

General. "H NMR spectra were measured in CDCl,, using a
300 MHz apparatus; chemical shifts are reported in & (ppm)
values, using tetramethylsilane (TMS) as an internal standard.
High-resolution mass spectrometry was performed with a
UPLC-MS-MS system at the Instituto de Tecnologia Quimica
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UPV-CSIC. Isolation and purification were performed using
preparative layer chromatography on silica gel.

Synthesis of Dyads (S,5)-5 and (S,R)-5. Dyads (S,5)-5
and (S,R)-S were prepared in two steps. First, (S)- or (R)-FBP
was reduced. Thus, FBP (1.23 mmol) was dissolved in 12 mL
of dry ether at 0 °C; then S mL (4.90 mmol) of 1 M LiAlH, in
ether was added dropwise, and the mixture was heated under
reflux for 1 h. The crude was cooled to room temperature and
washed with water (3 X 10 mL). The organic phases were
combined, dried over MgSO, and evaporated to afford
quantitatively (R)- or (S)-2-(2-fluorobiphenyl-4-yl)propan-1-
ol ((R)- or (S)-FBPOH), which were used directly in the
following reaction without further purification. To a cold
solution of (R)- or (§)-FBPOH (0.87 mmol) in ether (25 mL),
dicyclohexylcarbodiimide (1.30 mmol) was added portion wise.
Then, a solution of (S)-4 (0.87 mmol) and 4-dimethylamino-
pyridine (catalytic amounts) in ether (25 mL) was added, and
the mixture was stirred for 24 h at room temperature. Brine was
added, and the mixture was extracted with ether (3 X § mL).
The combined organic layers were washed with water, dried
over MgSO,, evaporated, and purified using preparative layer
chromatography (eluent hexane/ethyl acetate, 75/25 v/v).

Spectroscopic Characterization of (S,5)-5 and (S,R)-5.
(S)-2-(2-Fluorobiphenyl-4-yl)propyl (S)-2-(3-benzoylphenyl)-
propanoate, (S,5)-5. Yield: 42%. 'H NMR (CDCL;) (5,
ppm) 124 (d, 3H, J = 7.0 Hz), 1.50 (d, 3H, J = 7.2 Hz),
3.01-3.13 (m, 1H), 3.77 (q, 1H, ] = 7.2 Hz), 4.14—4.24 (m,
2H), 6.88—6.96 (m, 2H), 7.27—7.78 (m, 15H). *C NMR
(CDCly) (6, ppm) 17.7, 182, 38.5, 45.4, 69.3, 114.7 + 115.0,
1232 + 123.3, 127.0 + 127.1, 127.6, 128.3, 128.4, 128.5, 128.9,
129.0, 129.2, 130.0, 130.6, 131.5, 132.5, 135.6, 137.5, 137.9,
140.7, 144.6 + 144.7, 1579 + 161.2, 173.8, 196.4. HRMS for
CyH,,FO, (MH'): caled. 467.2022, found: 467.2017. UV A,
(log £): 200 (4.7), 250 (4.4), 340 (2.1).

(R)-2-(2-Fluorobiphenyl-4-yl)propyl (S)-2-(3-
benzoylphenyl)propanoate, (S,R)-5. Yield: 45%. 'H- NMR
(CDCLy) (8, ppm) 1.23 (d, 3H, J = 7.0 Hz), 1.51 (d, 3H, J = 7.2
Hz), 3.03-3.13 (m, 1H), 3.78 (q, 1H, J = 7.2 Hz), 4.10—4.16
(m, 1H), 423—4.31 (m, 1H), 6.89-6.99 (m, 2H), 7.28—7.77
(m, 15H). °C NMR (CDCl,) (5, ppm) 17.7, 182, 38.4, 45.4,

dx.doi.org/10.1021/jp304883u | J. Phys. Chem. B 2012, 116, 99579962
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Figure 1. Laser flash photolysis (Ae, = 355 nm, MeCN, N,) of (S)-4 at 2.6 X 107> M concentration alone (black) or in the presence of 1 (blue), 2
(red), or 3 (green) at 2.6 X 10™* M concentration. Spectra recorded (A) 0.15 s or (B) 0.69 s after the laser pulse.
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Figure 2. Laser flash photolysis of (S)-4 (4. = 355 nm, 2.6 X 10> M, MeCN, N,) in the presence of increasing amounts of NPT derivatives 1—3.
(A) Kinetic traces monitored at 530 nm in the presence of 1. (B) Stern—Volmer plots for *BZP* quenching by 1 (blue), 2 (red), and 3 (green) in
the absence (solid lines) and in the presence of 0.6 M HOAc (dotted lines).
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=355 nm, MeCN, N,) of (S)-4 2.6 X 10> M in the presence of 1 (blue), 2 (red), or 3 (green) at 2.6 X 10™* M

concentration. Decay traces monitored at 430 nm; the maximum value of the absorbance (1.0) corresponds to the system 3/(S)-4. (A) In the

absence of HOAc. (B) In the presence of HOAc 0.6 M.

69.3, 1147 + 115.0, 1232 + 1233, 127.0 + 127.1, 127.6, 128.3,
1284, 1287, 1289, 129.0, 129.2, 130.0, 130.6, 131.5, 132.5,
135.6, 137.5, 137.8, 140.7, 144.6 + 144.7, 158.0 + 161.3, 173.9,
196.4. HRMS for C;H,,FO; (MH"): calcd. 467.2022, found:
467.2020. UV A, (log £): 200 (4.7), 250 (4.4), 340 (2.1).
Laser Flash Photolysis Experiments. Laser flash
photolysis (LFP) experiments were performed by using a Q-
switched Nd:YAG laser (Quantel Brilliant, 35S nm, 20 m]J per
pulse, S ns fwhm) coupled to a mLFP-111 Luzchem
miniaturized equipment. This transient absorption spectrom-
eter includes a ceramic xenon light source, 125 mm
monochromator, Tektronix 9-bit digitizer TDS-3000 series
with 300 MHz bandwidth, compact photomultiplier and power
supply, cell holder and fiber optic connectors, fiber optic sensor
for laser-sensing pretrigger signal, computer interfaces, and a
software package developed in the LabVIEW environment from
National Instruments. The LFP equipment supplies 5 V trigger
pulses with programmable frequency and delay. The rise time
of the detector/digitizer is ~3 ns up to 300 MHz (2.5 GHz
sampling). The monitoring beam is provided by a ceramic
xenon lamp and delivered through fiber optic cables. The laser

9959

pulse is probed by a fiber that synchronizes the LFP system
with the digitizer operating in the pretrigger mode. All transient
spectra were recorded using 10 mm X 10 mm quartz cells with
a capacity of 4 mL and were bubbled for 30 min with N, before
signal acquisition. The absorbance of the samples was 0.2 at the
laser excitation wavelength (35S nm).

B RESULTS AND DISCUSSION

Pseudopeptidic naphthalene derivatives 1 and 2 belong to a
family of molecules emé)loyed as model compounds in
supramolecular chemistry.”'*'#273® The synthesis of 1 and
2 has been reported elsewehere®' and is based on coupling of
1,4-bis(bromomethylnaphthalene) with valine; however, while
1 presents a macrocyclic structure, 2 conserves open chains at
both sides of NPT. Together with 1 and 2, the behavior of 1,4-
dimethylnaphthalene (3) was also studied as the simplest
model for comparison.

The UV—vis absorption spectrum of (S)-4 (MeCN, 1 X 1073
M) exhibited the characteristic Sp—S; band (320—390 nm). In
the presence of increasing amounts of 1-3 (from 1 X 10~ to 4
X 107* M), this spectral region did not show any noticeable
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change, indicating that selective excitation of the benzophenone
chromophore is possible at long wavelengths (Figure S1 in the
Supporting Information). The transient absorption spectrum
(Aexe = 355 nm, N,) of pure (S)-4 at 2.6 X 10° M
concentration displayed the typical BZP* band peaking at
530 nm (zp = 1.6 ps). After addition of 1, 2, or 3 (in the
absence or presence of HOAc), new spectra were obtained
(Figure 1A,B and Figure S2A—F in the Supporting
Information).

It became clear that *BZP* is efficiently quenched through a
T-T energy transfer mechanism, leading to *NPT* (band
centered at A,,,, = 430 nm). As expected, the process was faster
at higher naphthalene concentrations (Figure 2A,B and Figure
S3A—F in the Supporting Information). Interestingly, the
growth and decay of ’NPT* were clearly slower for the
pseudopeptides than for model 3 (see Figure 3). The following
observations apply to (S)-4/1—3 mixtures at 10:1 molar ratio,
although the trend was similar within a broader range (26:1 to
6:1). Thus, *1* and *2* were formed relatively slowly (480 ns
< Tgowth< 620 ns) in comparison to *3* (7. = 271 ns), as
observed from the initial rise of the trace monitored at A = 430
nm. Besides, in acidic medium the maximum was reached for
pseudopeptides ca. 100 ns later than in the case of 3.

From the slope of the corresponding Stern—Volmer plots
(Figure 2B), it was possible to obtain the corresponding kq
values (Table 1); they indicated that quenching is similar for

Table 1. Relevant Photophysical Parameters for Triplet
Excited States of (§)-4/1—3 Systems

kq/10" (M™! Tyrowth rel
conditions® s? ns)© A (%)* 7 (us)®
1 A 0.49 + 0.02 477 + 4 84 325 +0.02
B 0.34 + 0.01 S71+S 63 6.05 + 0.03
2 A 0.48 + 0.01 S13 + 4 84 3.15 £ 0.02
B 0.32 + 0.04 616 + 4 63 6.53 + 0.03
3 A 1.16 & 0.02 271 £ 3 100 1.79 £ 0.01
B 1.05 + 0.01 271 +2 94 L11 + 0.02

“A = MeCN, B = MeCN, HOAc 0.6 M. F’Quenching constant for 4%
(Aexe = 355 nm, 2.6 X 10™° M) monitored at 530 nm in the presence of
increasing amounts of NPT derivatives (from 1 X 107* to 4 x 107
M). “Rise of the NPT* signal, at 430 nm. “Maximum of the signal at
2 =430 nm for each NPT/BZP system (10:1 molar ratio), relative to
3/(S)-4 in the absence of HOAG, given as percentage. “Triplet lifetime
of NPT, from the trace at 430 nm.

both pseudopeptides and faster for 3. The same trend was
observed in acidic medium, although the processes took place
at longer time scales.

Furthermore, comparison of the maximum absorbance values
at 430 nm indicated that T-T energy transfer is more efficient
in nonacidic medium, and that the amount of *3* is higher than
those of 31* and *2*. This is in good agreement with the
corresponding values of the rate constants found for quenching
of the excited state precursor (*4*). These data could indicate
that the geometry of approach between donor BZP and
acceptor NPT is actually influenced by the pseudopeptidic
architecture surrounding the polyaromatic chromophore in 1
and 2. Concerning the *NPT* decay dynamics (linked to
formation of a triplet exciplex between *NPT* and BZP), the
values of 7 were almost coincident for *1* and 32*, while 33*
was shorter-lived; i.e., the decay of the complex formed by BZP
and 1% or 2% is retarded by the presence of the
pseudopeptidic framework; this effect was more pronounced
in acidic medium.

Relevant data are summarized in Table 1. In addition, the
most remarkable difference found between the transient
absorption spectra of pseudopeptides 1 and 2 and the model
compound 3 was the absence of the negative band centered at
340 nm in the former. This signal can be attributed to delayed
fluorescence from 'NPT*, which arises through annihilation of
the 3NPT* precursor and occurs in the microsecond time scale.
A full LFP characterization of P-type delayed fluorescence in
BZP/NPT systems has been recently published.*> Again, the
absence of appreciable T—T annihilation could be due to the
shielding effect caused by the pseudopeptidic moieties
surrounding the naphthalene cromophore in the case of 1
and 2.

In order to investigate the triplet excited state interactions
between biphenyl and pseudopeptides 1 and 2, (S)-4 was
covalently linked to (S)- or (R)-2-(2-fluorobiphenyl-4-yl)-
propan-1-ol (obtained by reduction of flurbiprofen).*® In
order to detect possible stereodifferentiation in the excited-
state interactions, dyads (S,S)- and (S,R)-S were prepared.
Their absorption spectra are also shown in Figure S6
(Supporting Information). Excitation of these dyads at 4 >
330 nm should initially result in generation of *BZP*; however,
after fast intramolecular T—T energy transfer BPN* would be
selectively populated. The transient absorption spectra of (S,S)-
and (S,R)-5 obtained after LFP at A, = 355 nm are shown in
Figure S7 (Supporting Information); their most remarkable
feature is the presence of an intense band centered at 360 nm
due to *BPN*>* together with a residual trace of *BZP* at
longer wavelengths (S00—550 nm). In the presence of 1—3
(Figure 4), formation of *BPN* was still detected at shorter
lifetimes, although at longer time scales the spectral shape
changed, and the typical °NPT# band emerged at 4 = 430 nm.
The kinetic behavior was different for pseudopeptides 1 and 2

0.4

AAJa.u.

0.2

0.0
—1/(S,5)-5
——2/(5,9)-5
-0.2
—3/(S,9)-5
200 300 400 500 600
2nm

——1/(S,9)-5
0.2 ——2/(S,5)-5
——3/(S,9)-5
0.3
200 300 400 500 600
AMnm

Figure 4. Laser flash photolysis (4¢, = 355 nm, MeCN, N,, 2.6 X 1073 M) of (8,S)-5 in the presence of 1 (blue), 2 (red), or 3 (green), at 2.6 X 107*
M concentration. Spectra recorded at different time windows: (A) 0.20 us; (B) 1.00 ps.
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Figure 5. Laser flash photolysis (4., = 35S nm, MeCN, N,) of (5,5)-5 and (S,R)-5 at 2.6 X 107 M concentration, in the presence of 1, 2, or 3, 2.6 X
10~* M. Normalized decays monitored at (A) 360 nm and (B) 430 nm.

and for the model compound 3 (Figure S). Thus, in the spectra
of (§,5)-5 in the presence of 1 and 2, both *BPN* and *NPT*
contributions are observable in the second time window (1 us
after the laser pulse). However, only NPT* was detected
under the same conditions in the presence of 3; remarkably, the
negative band peaking at 330 nm, due to 'NPT* delayed
fluorescence was also clearly visible in this case. The behavior of
(S,R)-5 was similar; additional information is provided in
Figures S8 and S9 of the Supporting Information.

The decays at 360 nm (*BPN*) and 430 nm (NPT*) for
the different combinations of (S,5)-5 and (S,R)-5 in the
presence of 1—3 are shown in Figure S. At both wavelengths,
the decay was slower for pseudopeptides 1 and 2 than for the
model compound 3. Besides, a significant stereodifferentiation
was found for the kinetic traces of the NPT* species, with
(S,R)-S decaying consistently slower than its stereoisomer
(8,5)-S. Notably, in the case of the open-chain derivative 2, the
SNPT* lifetime is significantly longer for (S,R)-5 than for (S,S)-
5 (2.50 versus 1.89 us). Moreover, for macrocycle 1, the more
preorganized host, stereodifferentiation was even larger (triplet
lifetimes 3.52 versus 1.92 us). This supports the formation of
an excited-state complex between donor $ and chiral hosts 1
and 2, and is in agreement with the fact that achiral host 3 does
not discriminate between diastereomeric guests (S,S)-S and
(S,R)-5.

The biphenyl and naphthalene triplet lifetimes are presented
in Table 2. Triplet—triplet energy transfer from BZP to BPN

Table 2. Triplet Lifetimes of BPN and NPT in NPT/BZP—
BPN Systems

NPT derivative dyad 7(*BPN*)/us 7(NPT*)/us
none (89)-5 1.4S + 0.01 -
none (SR)-5 220 £ 0.01 -
1 (59)-5 0.52 + 0.01 1.92 + 0.02
1 (SR)-S 0.62 £ 0.01 3.52 + 0.03
2 (89)-5 0.59 + 0.01 1.89 + 0.05
2 (SR)-5 0.66 + 0.01 2.50 + 0.06
3 (89)-5 0.30 + 0.01 1.75 + 0.01
3 (S,R)-5 0.30 + 0.01 1.65 + 0.01

was a very efficient process, both in the absence and in the
presence of NPT derivatives. Thus, the band of *BZP* was
almost negligible already at the early time windows, and its
lifetimes could not be determined accurately.

B CONCLUSIONS

In summary, the triplet excited state of the NPT chromophore
in 1 and 2 is an appropriate reporter for the interactions
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between these pseudopeptides and mono- or bichromophoric
systems containing triplet energy-donating moieties such as
BZP and/or BPN. The presence of the macrocyclic or lateral
chain substructures of 1 and 2 has a marked influence on the
dynamics of the triplet manifold, retarding all the triplet—triplet
energy-transfer processes, as well as NPT* deactivation via
exciplex formation. Finally, the delayed fluorescence clearly
detected in the model compound 3, as a result of the triplet—
triplet annihilation, is absent in the pseudopeptides. This
concept can, in principle, be exploited for the study of the
excited-state interaction in supramolecular systems.
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Absorption spectra, additional laser flash photolysis spectra and
spectroscopic characterization of dyads (S,S)-S and (S,R)-5.
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‘We report here on the interaction dynamics between flurbiprofen (FBP) and tryptophan (Trp) covalently
linked in model dyads and in a complex of FBP with human serum albumin (HSA) probed by time-

3

resolved fluorescence spectroscopy from the femto- to the nano-second timescales. In the dyads, a rapid

(k >10""s™") dynamic quenching of the 'FBP* fluorescence is followed by a slower (k > 10’ s™")
quenching of the remaining 'Trp* fluorescence. Both quenching processes display a clear
stereoselectivity; the rates being 2-3 times higher for the (R,S)-dyad. In addition, a red-shifted exciplex
emission is observed, rising in 100-200 ps. A similar two-step dynamic fluorescence quenching is also

observed in the FBP/HSA complex, although the kinetics of the involved processes are slower. The

characteristic reorientational times determined for the two enantiomeric forms of FBP in the protein show
that the interaction is stronger for the (R)- form. This is, to our knowledge, the first observation of stereo-

selective flurbiprofen-tryptophan interaction dynamics with femtosecond time resolution.

1. Introduction

The binding of drugs to biomolecules is determinant not only
for drug action (both therapeutic and toxic) but also for drug
transport and disposition which are regulated by various transport
proteins such as human serum albumin (HSA). The detailed
understanding of drug-protein binding, both from a structural and
dynamic point of view, constitute a particularly active research
field today, with the aim to improve the drug delivery.

Flurbiprofen (FBP) [2-(2-fluorobiphenyl-4-yl)propanoic acid]
is a nonsteroidal anti-inflammatory drug (NSAID) employed for
the treatment of a broad spectrum of pathophysiological
conditions, including fever, headache, etc.'* FBP presents a
chiral center and it has been reported that only the (S)-form
possesses  pharmacological — activity  (inhibition of the
cyclooxygenase enzymes).>® It is known that FBP preferentially
binds to HSA in the so-called site II following Sudlow’s
s classification.”

HSA is one of the most abundant proteins in blood and plasma.
This protein is responsible for the transport of different agents in
the bloodstream, such as fatty acids, drugs, or metabolites.®’
Therefore, the binding of ligands to HSA, and in particular its
stereoselectivity, constitutes a key process, relevant for the
modulation of a number of properties (drug solubility in plasma,
toxicity, susceptibility to oxidation, in vivo half-life, etc.).m'”

Optical spectroscopy has proven to be particularly useful in the
study of drug-protein binding.'*'* The observed excited state
45 dynamics may be interpreted in terms of fundamental processes
such as intermolecular energy and electron transfer, depending on

8

H

]

the specific drug-protein binding. Characterizing the excited state
thus allows a better understanding of the molecular recognition
governing the drug transport. In particular, different enantiomers
may have different binding properties resulting in easily
distinguishable spectroscopic properties.

FBP contains a biphenyl chromophore with well-known
photophysical ~ properties.'*  Possessing a  non-negligible
intersystem crossing yield, both the singlet and triplet states can
in principle serve to monitor its binding to a protein. Indeed,
previous laser flash photolysis studies on FBP/HSA complexes
showed that the triplet state of FBP within the protein is different
for the two enantiomers.'>'® It was also observed that FBP binds
to both sites I and II, but with higher affinity to site II as indicated
by the triplet quenching rates. However, the triplet lifetime

2

monitors rather its protection from oxygen quenching and not the
direct interaction with the protein. Also, the fundamental
processes mentioned above involved in the binding dynamics
occur on a much shorter time scale; a few nanoseconds or less.
e Fluorescence spectroscopy provides therefore a more direct
means to study molecular recognition since it involves the singlet
excited state of the drug and its dynamics, which in most cases
evolves on the nanosecond timescale. Various fluorescence
techniques have been used in the past to investigate the
interactions between different drugs and proteins, with special
attention to HSA. In  particular, steady-state  fluorescence
quenching is an efficient way to interrogate the interaction
between the drug and the protein.'”? Time-resolved fluorescence
measurements”®*® allow the characterisation of the dynamical
75 processes involved and, in particular, femtosecond fluorescence
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spectroscopy”*>* constitutes a very powerful tool for determining
the very fast photo-initiated processes.

Steady-state  fluorescence titration ~ and  anisotropy
measurements have been used to probe the FBP/HSA complex;'*
nevertheless, no time-resolved fluorescence study has yet
been performed. One reason may be that fluorescence
experiments on the FBP/HSA complex present a potential
problem, since the absorption spectra of the two compounds
overlap strongly and selective excitation of FBP is not possible.

It is today well established that the UV-induced fluorescence
of HSA is mainly due to Trp-214.° This fact will in principle
facilitate the separation of FBP and Trp fluorescence, needed in
order to evaluate the individual quenching rates. It is worthwhile
to note the high sensitivity of Trp to its local microenvironment:
changes in Trp emission spectra can be observed in response to
protein conformational transitions, ligand binding or subunit
association, which can affect the local environment of the indole
chromophore. Moreover, Trp 1is sensitive to collisional
quenching, probably because of a tendency of the excited-state of
indole to act as an electron donor.*®

In view of the complexity of the FBP/HSA complex and the
potential difficulties to interpret the fluorescence properties,
complementary information is necessary in order to elucidate the
specific interactions between FBP and Trp. To this purpose,

s covalently linked model dyads formed by FBP and (S)-TrpMe

(the (S)-tryptophan methyl ester) have been employed for a more
detailed investigation of the drug-protein interactions.”’

Such dyads, containing two photoactive moieties, have already
been designed and studied with success for other drug-amino acid
couples in the past.?* These studies have provided new
mechanistic insight into the key processes that occur between the
two chromophores (such as energy transfer, electron transfer,
exciplex formation, etc.). Most importantly, these studies have
shown that the picture obtained regarding the covalently linked
dyads in most cases can be extended to the more complex drug-
protein system.

Steady-state and nanosecond time-resolved spectroscopic
studies of the FBP-TrpMe dyads revealed the absence of any
significant ground-state intramolecular interactions between the
two chromophores.””  Fluorescence spectra recorded with
Aexe =266 nm (where ca. 60% of the light is absorbed by the
biphenyl and 40% is absorbed by the indole chromophore),
displayed a dramatic fluorescence quenching (>90%), and the
residual emission (A, = 340 nm) was assigned to the TrpMe
Concerning  the time-resolved measurements, the
fluorescence lifetimes at A.,, = 340 nm were much shorter in the
dyads (tp < 1ns) than in (S)-TrpMe, indicating a dynamic
quenching. However, these t; values were judged inaccurate, due
to the limitations of the equipment. The origin of the highly
efficient FBP fluorescence quenching was assigned to an energy
transfer between 'FBP* and TrpMe.”” Such a process is in
accordance with the fact that the excited state energy of FBP (99
keal/mol) is higher than that of Trp (96 kcal/mol)."**! Moreover,
the non-negligible spectral overlap between the FBP fluorescence

s spectrum and the TrpMe absorption spectrum is in favour for

energy transfer to occur. The subsequent quenching of the TrpMe
fluorescence was assigned to either electron transfer or exciplex
formation. Both processes are thermodynamically allowed,

according to the Rehm-Weller equation. Exciplex emission was
0 indeed detected as a broad band between 380 nm and 500 nm,
especially in (R,S)-FBP-TrpMe.

In this context, we decided to reinvestigate the singlet excited
state interactions occurring in the FBP-TrpMe model dyads
(Scheme 1) using time-resolved fluorescence techniques with a
higher time-resolution. A particular emphasis is given to stereo-
chemical effects. Comparative measurements have also been
performed on the FBP/HSA complex in order to evaluate to what
extent the model dyads mimic the more complex drug-protein
system. As a reference, measurements were done on FBP, TrpMe
and HSA under the same conditions.

2

R Q R
OH
OO OO
75
FBP FBP-TrpMe
Scheme 1

2. Experimental

(S)- and (R)-flurbiprofen ((S)- and (R)-FBP) were purchased
from Sigma-Aldrich; (S)-tryptophan methyl ester ((S)-TrpMe)
was purchased from Sigma-Aldrich. Human serum albumin
(HSA) was obtained from Sigma. Acetonitrile was of HPLC
quality from Merck. PBS buffer was prepared by dissolving
phosphate-buffered saline tablets (Sigma) using ultrapure water
from a Millipore (Milli-Q Synthesis) system. The synthesis of the
FBP-TrpMe model dyads is already reported.’”

Steady-state absorption spectra were recorded with a Perkin-
Elmer Lambda 900 spectrophotometer. Steady-state fluorescence
spectra  were recorded using a SPEX  Fluorolog-3
spectrofluorometer. Fluorescence measurements were performed
with an excitation wavelength of 267 nm at 22 °C. Solutions were
placed into 10 mm x 10 mm quartz cells. The absorbance of the
samples at the excitation wavelength was kept below 0.2.
Fluorescence quantum yields were determined using FBP in
MeCN/air as a secondary reference, with ¢p = 0.17 (air) or 0.21
N

Time-resolved fluorescence measurements were performed
using the fluorescence upconversion (FU) and time-correlated
single photon counting (TCSPC) techniques. For both techniques,
the excitation source was the third harmonic (267 nm) of a mode-
locked Ti-Sapphire laser, delivering ~120 fs pulses whose
repetition rate was 76 and 4.75 MHz for FU and TCSPC,
respectively (in the latter case set by a pulse-picker).

For the FU measurements, a home-built setup was used. This
has been described in detail carlier.** Briefly, a 1mm type I
BBO sum-frequency crystal was used, providing an instrumental
response function of about 350 fs (fwhm). We judge that the time
resolution of the setup is better than 100 fs after deconvolution,
depending on the signal-to-noise ratio. Typical scans were
performed in a 200 picosecond time interval with a 1 ps step. The
average excitation power used was 40 mW. The power density
cannot be measured precisely within the excitation volume but
we estimate it to 0.2 + 0.1 GW/cm? for a 40 mW output from the
11s tripler unit (assuming a 40 micron diameter of the focused beam).
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g

z
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Solutions (about 25 ml) were kept flowing through a 0.4 mm
quartz cell, which itself was kept in continuous motion
perpendicular to the excitation beam in order to minimise thermal
effects.
s For the TCSPC measurements, a Becker & Hickl GmbH PC
card was used. A Schott WG 295 filter was placed in front of a
SPEX monochromator. The detector was a microchannel plate
(R1564 U Hamamatsu) providing an instrumental response
function of 60 ps (fwhm). The average laser power (0.1 mW) was
measured with a Melles Griot broadband powermeter. The
irradiated area on the surface of the cell was ca. 0.2 cm’
corresponding to a pulse intensity of 2.4 kW/cm?. Solutions were
contained in a 10 mm x 10 mm quartz cell and continuously
stirred. Successive recordings with the same sample gave
identical decays which were eventually merged to improve the
signal-to-noise ratio. Such a procedure allowed us to ensure that
the measured signals were not altered during the measurements
due to a possible accumulation of photoproducts.

The time-resolved experiments were performed either at magic
angle or under successive parallel (Z,,(?) and perpendicular
(Lyerp()) excitation/detection conditions. These were achieved by
controlling the polarisation of the exciting beam with a zero-order
half-wave plate. From these measurements, the fluorescence
anisotropy was calculated from the formula:

3

8

Ipar(t)= Rlperp(t)

F(t) = e perp 1

® Ipar(t)+ 2RIperp(t) M

The transmission under parallel and perpendicular conditions

was found to be identical so the correction factor R was put to
unity.

3. Results and discussion
3.1 Studies on FBP-TrpMe model dyads

Due to the poor solubility of the FBP-TrpMe dyads in aqueous
media, steady-state and time-resolved fluorescence experiments
were performed in acetonitrile under aerated conditions. The
fluorescence quantum yields of (S,S)- and (R,S)-FBP-TrpMe were
found to be 0.028 and 0.015, respectively (Figure SI-1), which
are much lower than those of the individual chromophores.’’
From the shape and the position of the fluorescence bands, it was
confirmed that emission is dominated by 'TrpMe*. For both
dyads, a longer wavelength band (centred at 450 nm), assigned to
exciplex emission, was also observed. This band was more
intense for the (R,S)- diastereomer.

Figures 1 and 2 show the fluorescence decays recorded by FU
s and TCSPC at both 310 nm (maximum of FBP emission) and 340
nm (maximum of TrpMe emission). The fluorescence decays of
the dyads are much faster than those of FBP or TrpMe. This is in
line with the low quantum yields and clearly shows that the
fluorescence quenching is dynamic.

In order to explore the fluorescence quenching more in detail,
it is instructive to inspect the FU decays recorded at 310 nm,
where FBP emission is dominating (Figure 1A). For comparison,
the fluorescence profile of (S)-FBP in MeCN is also given here.
The most striking feature is the very rapid decay of the
ss fluorescence from the dyads, occurring on the picosecond time
Another important aspect is the strong stereo-

&

scale.
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differentiation; the fluorescence decay of the (R,S)- diastercomer
is faster than that of the (S,S)-dyad. The fluorescence decays are
highly non-exponential but the “average” characteristic times
estimated at the 1/e level are = 62 and = 28 ps for (S,5)- and
(R,S)-FBP-TrpMe, respectively (Table 1). These times should be
compared to the much longer and wavelength independent
fluorescence lifetime of FBP; 1z = 1.67 ns. We note that the FBP
signal at 310 nm shows a rapid rise, on the order of a few ps.*
This can be assigned to a vibrational redistribution in the excited
state, but is outside the scope of the present work.
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Figure 1. FU decays at A) (Aen =310 nm ) and B) (Aer = 340 nm ) of (S)-
FBP (black), (S)-TrpMe (green), (S,S)-FBP-TrpMe (red) and (R,S)-FBP-
TrpMe (blue).

Based on the average fluorescence lifetimes given above, the
corresponding rate constants (kq;) could be estimated (Table 1).
The values obtained were higher than 10’ s and revealed a
remarkable stereoselectivity.

Table 1. Kinetic parameters derived from the FU and TCSPC
fluorescence decays of (S)-FBP, (S)-TrpMe, (S,S)-FBP-TrpMe and (R,S)-
FBP-TrpMe in acetonitrile under air at 310 and 340 nm. Uncertainties are
+ 5 % if not otherwise stated.

Compound T (ps)' ko x 10" 1 (ns)™  kgax 10°
(S)-FBP 1670° - B
(S)-TtpMe 2100° - 135
(5.5)FBP-TrpMe  62° 1.6 0.46 14
(R.S)-FBP-TrpMe 28" 3.5 023 3.6

e = 310 nm; *Aey = 340 nm; “TCSPC; ‘FU

The FU decays at 340 nm (Figure 1B) are slower than those
observed at 310 nm. Also here, the fluorescence decays are
highly non-exponential with average characteristic times of ~ 300
and = 80 ps for (S,S)- and (R,S)-FBP-TrpMe, respectively. We
note that there is no rise in the signal as would be expected
following the previously proposed energy transfer process from
'FBP* to TrpMe.*” This may actually be understood in terms of
the strong direct excitation of TrpMe at 267 nm. Moreover, the
spectral overlap of FBP and TrpMe emission is very important at
this wavelength.

The fluorescence anisotropy decays of the dyads were
compared to that of free FBP at 310 nm (Figure SI-2). For the
latter, the anisotropy decayed with a characteristic time of about
26+ 1 ps, while for (S,5)- and (R,S)-FBP-TrpMe characteristic
times of 42 + 2 and 44 + 4 ps were obtained. FBP has a molecular
volume of ca. 300 A*, which in the frame of the Stokes-Einstein-
Debye theory* corresponds to a rotational time of about 27 ps, in
correspondence with that observed. The total volume of the FBP-
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TrpMe dyads is about 492 A%, giving a rotational time of about
44 ps, once again in agreement with those experimentally
observed. The mono-exponential behavior of the anisotropy
decays, and in particular the lack of any fast decays at early
times, shows that there is no internal rotation between the two
chromophores at early times. The slight difference between the
(8,5)- and (R,S)- dyads are within the experimental uncertainties.

Regarding the fluorescence anisotropy decays at 340 nm;
24+1 and 32+2 ps for (S.5)- and (RS)-FBP-TrpMe
respectively; they are faster than to those recorded at 310 nm.
However, this is not necessarily the sign of any internal
dynamics, but may only be the result of the disappearance of the
FBP fluorescence (having a higher anisotropy, r, = 0.31 £0.01)
leaving only the TrpMe fluorescence (having a lower anisotropy,
ro = 0.17 £0.01) at this wavelength. The zero time fluorescence
anisotropies for the (S,5)- and (R,S)-FBP-TrpMe dyads at 340 nm
are 0.25+0.01 and 0.22+0.01, respectively, representing
average values of FBP and TrpMe. As in the case of the
fluorescence intensity decays, these observations can be
explained in terms of the direct excitation of TrpMe and the
spectral overlap of the two chromophores at 340 nm.

In order to follow the fluorescence dynamics at 340 nm, it is
necessary to go to much longer times than what is possible with
FU. Fluorescence decays recorded by TCSPC at 340 nm of (S,5)-

s and (R,S)-FBP-TrpMe as well as (S)-TrpMe in MeCN are shown

in Figure 2A. As can be seen, the dyad signals decay much faster
than that of TrpMe. This is once again characteristic for a
dynamic quenching but occurring on a much slower timescale
than what was observed for the FU data.
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Figure 2. TCSPC decay traces at A) (Aem = 340 nm ), B) (ke =450 nm )
of (S)-TrpMe (green), (S.S)-FBP-TrpMe (red) and (R,S)-FBP-TrpMe
(blue). Fitted curves are shown in black.

What is striking is the clear difference observed in the decay
traces of the (S,5)- and (R,S)- dyads. This stereo-differentiation
was not detected in the previous study,”’ and constitutes an
important new element. As for FU data, the (R S)-FBP-TrpMe
fluorescence decays more rapidly than that of (S,S)-FBP-TrpMe.
Both signals are close to mono-exponential, with characteristic
times of 460 and 230 ps for the (S,S)- and (R,S)- diastereomers,
respectively (see Table 1). These times should be compared to the
1.35 ns decay time of TrpMe at this wavelength. The kq, values

s of the dyads, calculated from the corresponding tr values,

underline the strong stereoselectivity.
The TCSPC decays of the dyads are much faster at 310 nm
than at 340 nm (Figure SI-3). This may not seem surprising at

first in view of the fact that the FBP fluorescence is very
« efficiently quenched. In fact, we do not expect any emission from
FBP beyond a few tens of picoseconds, so the residual
fluorescence should be due to the TrpMe unit at both
wavelengths. Still, the fluorescence lifetimes measured at 310 and
340 nm are very different. Actually, the Trp fluorescence is
s known to be very complex, with strongly wavelength dependent
decay times.”® This has been assigned to the co-existence of
several rotamers with different excited state dynamics,* which
may also occur in the dyads.
The TCSPC profiles at 450 nm (Figure 2B) are much slower
o than those at either 310 or 340 nm. Interestingly, these profiles
are characterized by a rapid rise, 115+7 and 189+6 ps for
(S,5)- and (R,S)-, respectively. This rise can be assigned to the
formation of an exciplex.’” The rate of this process is
intermediate between the two fluorescence quenching processes
s previously described, so it is impossible to correlate it with the
one or the other. As already proposed in the literature, such
exciplexes could serve as intermediates for electron transfer
processes,*® consistent with the electron donor character of Trp.*®
The fitted exciplex lifetimes are 5.34 +0.02 and 3.63 = 0.01 ns
for the (S,5)- and (R,S)- diasterecomers, respectively, displaying
the same order as the fluorescence quenching.

3.2 Studies on FBP/HSA complexes

Steady-state UV absorption and fluorescence measurements on
FBP/HSA complexes were performed on mixtures of FBP (either
(S)-FBP/HSA or (R)-FBP/HSA, 2.5 x 10”° M) and HSA at 0.7:1
molar ratio in PBS, since under these conditions all the drug is
essentially bound to the protein.'®

The UV absorption and emission spectra of (S)-FBP, HSA, and
(S)-FBP/HSA are shown in Figure 3. Parallel experiments were
o conducted with the (R)-enantiomer, and the results were basically

identical (data not shown).
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Figure 3. A) UV absorption spectra of (S)-FBP (black), HSA (green),
and the (S)-FBP/HSA mixture (red) in PBS. The concentration of the
solutions was 2.5 x 10° M for FBP and 3.6 x 10° M for HSA; B)
fluorescence spectra of (S)-FBP (black), HSA (green), and (S)-FBP/HSA
(red) in PBS, under air, using isoabsorptive solutions at the excitation

g

wavelength (267 nm). Simulated emissions, taking into account the
1o percentage of light absorbed by each subunit (dark red), and the possible
quenching processes as explained in the text (violet) are also shown.

Comparing the fluorescence spectra of the drug/protein
mixtures with those of isolated FBP and HSA revealed that both
11s contribute to the emission of the complex. This is in principle not
surprising since both chromophores absorb strongly at the
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excitation wavelength.

Taking into account the relative absorbances of FBP and HSA
at 267 nm, one can calculate the resulting fluorescence spectrum
of the complex using the simple relation

Ag(tot) = 0.18 x A(FBP) + 0.82 x Ax(HSA) ?2)
where Ap (FBP) and Ay (HSA) is the area under the emission
curves of the two subunits. However, the simulated spectrum
does not match the experimental one. Instead, an excellent
reproduction of the real emission of the drug/protein system
(Figure 2) was achieved by using the relation

Ag(tot) = 0.074 x Ap(FBP) + 0.746 x Ax(HSA) 3)
corresponding to an important quenching of the FBP fluorescence
and a lower deactivation of the HSA fluorescence.

In order to gain further insight into the excited state dynamics
of these systems, fluorescence decays of FBP, HSA and the two
complexes were recorded by FU and TCSPC at various
wavelengths.

While the fluorescence decay of FBP in bulk PBS solution is
monoexponential, those of HSA and the two FBP/HSA
complexes are strongly non-exponential and wavelength
dependent. In general, three-exponential model functions were
required to accurately describe the fluorescence traces of the
protein-containing samples (Table 2). In view of the complexity
of the fluorescence decay analysis, we also report the average
lifetime (<t>) which allows an easier comparison of the excited
state dynamics of FBP within and outside the protein.

To illustrate this, the FU measurements of FBP and the
FBP/HSA complexes recorded at 310 nm are shown in Figure 4.
At early times, the fluorescence decays of the two enantiomers
are identical, showing an instantaneous rise, limited by the

35 apparatus function, followed by a constant value (Figure 4A).
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Figure 4. FU decays of (S)-FBP (black), (S)-FBP/HSA (red) and (R)-
FBP/HSA (blue) in PBS/air at 310 nm. Note the different timescales used
in A) and B).

Interestingly, the slight picosecond rise observed for free FBP
is lacking for the complexes. This rise, that was also observed in
acetonitrile, may be attributed to an intramolecular vibrational
relaxation. That it is missing in the two complexes may indicate

s that FBP is rather tightly bound to the protein, resulting in a

reduced coupling of its vibrational modes. Alternatively, such a
tight binding would imply a fast intermolecular vibrational
relaxation which could accelerate the FBP intramolecular

g

vibrational relaxation. As a consequence, it would be too fast to
« be detected with our current time-resolution.

Beyond a few picoseconds, the fluorescence decays of the two
FBP/HSA complexes become slightly more rapid than that of free
FBP (Figure 4B). This behavior can be explained in terms of a
dynamic quenching of the FBP fluorescence when bound to the
protein. This dynamic quenching is clearly configuration-
dependent. The approximate characteristic decay times in the 0-
120 ps time window are ~180 and 250 ps for (S)-FBP/HSA and
(R)-FBP/HSA, respectively.

This dynamical quenching at 310 nm persists and becomes
even more marked at longer times, as illustrated by the TCSPC
traces shown in Figure SA. While the fluorescence decay of FBP
is monoexponential with a lifetime of 0.78 ns, that of HSA is
more complex and can be described by an average lifetime <t>=
1.22 ns. On the nanosecond timescale, the fluorescence decays of
the two FBP/HSA complexes are much more rapid than that of
free FBP. The decrease in the average fluorescence lifetime is
more important for the (S)- than for the (R)-enantiomer (0.54 ns
vs. 0.70 ns).
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Figure 5. TCSPC decays of (S)-FBP (black), HSA (green), (S)-FBP/HSA
(red) and (R)-FBP/HSA (blue) in PBS at A) Aen = 310 nm, and B) Ay =
380 nm.

At 380 nm (Figure 5B), where only HSA emits, the measured
fluorescence lifetimes are much longer for both complexes (Table
2). Still, they are shorter than that of HSA alone. Remarkably,
there is a clear stereoselectivity also in this process.

The HSA fluorescence is known to be highly non-
exponential,* but the actual characteristic decay times depend on
both the excitation and the emission wavelengths, ranging from
less than one to several nanoseconds.*”*’ The origin of this has
been mainly assigned to the heterogeneity of the Trp
microenvironment.*’ Previous femtosecond studies of UV excited
HSA have shown that the dynamics of Trp within the protein are
slow compared to those in solution.**** This is very much in line
with what we observe.

Regarding the fluorescence anisotropies recorded by FU,
several interesting aspects can be noted (Figure 6A). For HSA, an
initial value of about 0.18 is observed which is the same as for
isolated Trp. This also shows that the HSA fluorescence is
dominated by Trp and other residues do not contribute. The
fluorescence anisotropy remains constant over the observed time
window, in line with a slow rotational diffusion of the
voluminous protein. In contrast, for FBP, the initial fluorescence
anisotropy at time zero (ro) is 0.36 + 0.02 and it decays with a

H
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characteristic time of 65 + 6 ps (in accordance with the rotational
diffusion of FBP in water). However, in the presence of the
protein, the r, value drops to 0.29 + 0.02 but it remains practically
constant during the first hundreds of picoseconds. In principle,

s this can be explained by the drug being inert within the protein
due to the more constrained microenvironment. Since
overlapping fluorescence from both FBP and HSA is observed,
the resulting anisotropy value (0.29) is in between those of FBP
(0.36) and HSA (0.18).

10 Table 2. Kinetic parameters obtained from the fitting of the TCSPC
decays upon excitation at 267 nm in PBS under air. Uncertainties are + 5
% if not otherwise stated.

Aep (nm) _ Parameters® HSA  (S)-FBP/HSA (R)-FBP/HSA

T (ns)/py (%) 0.165 0.18/17 0.25/9
30 m@)/p (%) 10036 0.69/51 0.72/60
w5 (ns)/ps (%) 4.36/59 3.48/32 3.51/31

<t (ns) 122 0.54 0.70

o (ns)/pr (%) 294718 0.36/3 05373
350 m@)/p (%) 69371 2.59/25 3.08/30
ws)ps (%) 12.8/11 7.68/72 7.95/67

<t> (ns) 578 3.69 414

* Obtained by a non-linear fitting/deconvolution procedure, using a three
exponential function F(2) = Zaexp(-t/1); pi = 100a;t/(a;7; + a>t> + as13);
15 <7> is the average lifetime, determined as a;7; + a>7> + a;z3. At 310 nm,
7 (FBP) was 0.78 ns.
The ns fluorescence anisotropy decays recorded by TCSPC at
Aem = 310 nm are shown in Figure 6B. In contrast with the ps
fluorescence anisotropy decays recorded by FU, a chiral
20 discrimination can be observed. For both drug/protein systems,
the r, value was ca. 0.28 + 0.02 and decreased rapidly to a
constant value within the first few nanoseconds. The anisotropy
decays were properly fitted using monoexponential model
functions. While the characteristic time for (S)-FBP/HSA was
»s found to be 0.44+0.03ns and that of (R)-FBP/HSA
0.62 +0.07 ns. The difference in lifetime can be related to the
orientation of the drug within the protein, which may restrict the
degrees of freedom for conformational relaxation more
effectively in the case of the (R)-enantiomer.
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0 20 40 60 80 100 O 1 2 3
Time / ps Time / ns

Figure 6. Fluorescence anisotropy decays of (S)-FBP (black), HSA
(green), (S)-FBP/HSA (red) and (R)-FBP/HSA (blue) in PBS at Ac, =310
nm. A) FU and B) TCSPC (the best fit it is shown in black solid line).

s Actually, it is well know that for a chromophore attached to a
protein its motional freedom is restricted. A common model to
describe such restricted rotational diffusion is the “wobbling-in-a-
cone” model.”

“ r(6) =10 [(1 = Aw)e™/rn + A, @

T 1 2

Ap = r—"° = [;cas&max(l + cos Bmax)] (5)
o

In equation (5), 6, corresponds to the semicone angle

ss defining the restricted motion of the chromophore. Using ry =

0.28 and r,, = 0.10/0.14 for S/R respectively, one can calculate the

corresponding values of 6, to 46° and 26°. This means that (S)-

FBP will cover a solid angle during its rotational diffusion which

is four times as large as that covered by the (R)-enantiomer. In

2

addition, its characteristic reorientational time is more than twice
as fast as well. These two parameters are typical for a much more
restricted conformation of the (R)-enantiomer within the protein.

Conclusions

The goal of the present work was to elucidate the interaction

s between flurbiprofen and tryptophan and in particular the role of

stereoselectivity. To this aim, we compared the photophysical

behaviour of FBP when covalently linked to Trp in a model dyad

with that of FBP in a non-covalent complex with human serum
albumin.

70 A dramatic fluorescence quenching was observed in the model

dyads, which display only a weak emission assigned to the Trp
unit. According to the analysis of the FU decays, this quenching
is dynamic (k > 10'° s™") and stereoselective, with a higher rate
constant for the (R,S)-diastereomer. The rapid quenching of the
FBP fluorescence has previously been attributed to an energy

transfer to Trp. While this explanation remains a possibility, it
can neither be confirmed nor discarded by the present
experiments. At longer timescales, a slower stereoselective
quenching (k> 10° s') of the 'Trp* fluorescence is also observed
together with exciplex formation.

Similar trends were observed in the drug/protein complexes,
although the kinetics of the involved processes were slower. The
fluorescence decay at A.,, = 310 nm (FBP emission maximum)
revealed a stereoselective dynamic quenching, both on the
picosecond (FU) and nanosecond (TCSPC) time scales,
analogous to what was found in the dyads. This kinetic
stereodifferentiation was still evident at longer wavelengths (380
nm), where only HSA is emitting. As in the dyads, the nature of
this slower quenching can be attributed to a stereoselective
exciplex formation and/or electron transfer.

Finally, the fluorescence anisotropy decays at 310 nm recorded
by TCSPC clearly showed that the protein microenvironment
plays a significant role in the conformational relaxation of FBP,
which is more restricted in the case of the (R)-enantiomer. This
stereoselectivity is possibly related to the drug binding capability
of the protein and could have, by extrapolation, consequences for
the FBP pharmacological activity.

Comparing the behaviour of the dyads and the complex, we
deduce that the same fundamental processes occur in the two
systems, although on much different time-scales. The observed
dynamic quenching rates are much lower in the complexes than
in the dyads, which can be understood in terms of the strong
conformation dependences of the processes involved.

To conclude, this systematic study of FBP-Trp interactions
10s based on time-resolved fluorescence shows that the covalently

H
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linked dyads are suitable models to simulate the non-covalent
interactions in the supramolecular drug/protein systems.

Acknowledgements

Financial

support from the Spanish Government (Grants

CTQ2010-14882 and CTQ2009-13699, PR2011-0581, JCI-2010-
0624, BES-2008-003314), the Generalitat Valenciana (Prometeo
2008/090) and from the Universitat Politécnica de Valencia
(PAID 05-11, Ref 2766) is gratefully acknowledged.

Notes and references

“ Chemistry Department/Institute of Chemical Technology UPV-CSIC,
Universitat Politécnica de Valéncia, 46022 Valencia, Spain.
Fax:+34967879349; Tel: +34967877344, E-mail:
mmiranda@gqim.upv.es.

b CNRS, IRAMIS, SPAM, Francis Perrin Laboratory, URA 2453, 91191
Gif-sur-Yvette, France. Fax: +330169087639; Tel: +330169084644 ; E-
mail : thomas.gustavsson@cea.fr

1
2

3

18
19

20

21

522

23

24

2

G

26

J. Rovensky and D. Micekova, Drug Exp. Clin. Res., 2000, 26, 19-24.
N. Bellamy, W. G. Bensen, P. M. Ford, S. H. Huang and J. Y. Lang,
Clin. Invest. Med., 1992, 15, 427-433.

D. S. Muckle, Am. J. Med., 1986, 80, 76-80.

M. Vetrugno, A. Maino, G. M. Quaranta and L. Cardia, Clin. Ther.,
2000, 22, 719-731.

H. A. Bae, K. W. Lee and Y. H. Lee, J. Mol. Catal. B-Enzym., 2006,
40, 24-29.

S. Sagdinc and H. Pir, Spectrochim. Acta A, 2009, 73, 181-194.
T. Wybranowski, M. Cyrankiewicz, B. Ziomkowska and S.
Kruszewski, Biosystems, 2008, 94, 258-262.

T. Peters, in All About Albumin - Biochemistry, Genetics, and Medical
Applications, Academic Press, San Diego, 1995, pp. 76-132.
D. C. Carter and J. X. Ho, Advances in Protein Chemistry, 1994, 45,
153-203.

U. Madsen, P. Kroogsgaard-Larsen and T. Liljefors, Textbook of Drug
Design and Discovery, Taylor and Francis, Washington DC, 2002.

B. Zimmermann, C. Hahnefeld and F. W. Herberg, Targets, 2002, 1,
66-73.

Y. V. Il'ichev, J. L. Perry and J. D. Simon, J. Phys. Chem. B, 2002,
106, 452-459.

Y. V. Il'ichev, J. L. Perry and J. D. Simon, J. Phys. Chem. B, 2002,
106, 460-465.

M. C. Jimenez, M. A. Miranda, R. Tormos and 1. Vaya, Photochem.
Photobiol. Sci., 2004, 3, 1038-1041.

M. C. Jimenez, M. A. Miranda and 1. Vaya, J. Am. Chem. Soc., 2005,
127, 10134-10135.

I. Vaya, C. J. Bueno, M. C. Jimenez and M. A. Miranda,
ChemMedChem, 2006, 1, 1015-1020.

N. Seedher and S. Bhatia, J. Pharm. Biomed. Anal., 2005, 39, 257-
262.

N. Seedher and S. Bhatia, Pharmacol. Res., 2006, 54, 77-84.

R. K. Nanda, N. Sarkar and R. Banerjee, J. Photochem. Photobiol. A,
2007, 192, 152-158.

Y. He, Y. W. Wang, L. F. Tang, H. Liu, W. Chen, Z. L. Zheng and G.
L. Zou, J. Fluoresc., 2008, 18, 433-442.

B. Zhou, R. Li, Y. Zhang and Y. Liu, Photochem. Photobiol. Sci.,
2008, 7, 453-459.

1. Vaya, R. Pérez-Ruiz, V. Lhiaubet-Vallet, M. C. Jiménez and M. A.
Miranda, Chem. Phys. Lett., 2010, 486, 147-153.

H. Vahedian-Movahed, M. R. Saberi and J. Chamani, J. Biomol.
Struct. Dyn., 2011, 28, 483-502.

B. Hemmateenejad, M. Shamsipur, F. Samari, T. Khayamian, M.
Ebrahimi and Z. Rezaei, J. Pharm. Biomed. Anal., 2012, 67-68, 201-
208.

U. Katrahalli, V. K. A. Kalalbandi and S. Jaldappagari, J. Pharm.
Biomed. Anal., 2012, 59, 102-108.
M. El-Kemary, M. Gil and A. Douhal, J. Med. Chem., 2007, 50, 2896-
2902.

27

70 29

30

31

32

33

80 34

35

36
85 37

38
39
90
40
41

95

42

43

100 44

45
105 46
47
48
10 49
50
51
115 52

53

L. Tormo, J. A. Organero, B. Cohen, C. Martin, L. Santos and A.
Douhal, J. Phys. Chem. B, 2008, 112, 13641-13647.

S. Tardioli, . Lammers, J. H. Hooijschuur, F. Ariese, G. van der
Zwan and C. Gooijer, J. Phys. Chem. B, 2012, 116, 7033-7039.

D. P. Zhong, A. Douhal and A. H. Zewail, Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.4.,2000, 97, 14056-14061.

A. Douhal, M. Sanz and L. Tormo, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.,
2005, 102, 18807-18812.

B. Cohen, J. A. Organero, L. Santos, L. R. Padial and A. Douhal, J.
Phys. Chem. B, 2010, 114, 14787-14795.

M. Gil, Y. Wang and A. Douhal, J. Photochem. Photobiol. 4, 2012,
234, 146-155.
Y. L. Wang, B. Cohen, L. Jicsinszky and A. Douhal, Langmuir, 2012,
28, 4363-4372.

P. G. Takla, S. G. Schulman and J. H. Perrin, J. Pharm. Biomed.
Anal., 1985, 3, 41-50.

1. Lammers, V. Lhiaubet-Vallet, M. Consuelo Jiménez, F. Ariese, M.
A. Miranda and C. Gooijer, Chirality, 2012, 24, 840-846.

J. R. Lakowicz, Plenum Press, New York, 2006, ch. Chapters 16, 17.
1. Vaya, M. C. Jimenez and M. A. Miranda, J. Phys. Chem. B, 2007,
111, 9363-9371.
M. C. Jiménez, U. Pischel and M. A. Miranda, J. Photochem.
Photobiol. C,2007, 8, 128-142.

S. Abad, U. Pischel and M. A. Miranda, J. Phys. Chem. A4, 2005, 109,
2711-2717.
S. Abad, I. Vaya, M. C. Jimenez, U. Pischel and M. A. Miranda,
ChemPhysChem, 2006, 7,2175-2183.
M. Montalti, A. Credi, L. Prodi and M. T. Gandolfi, Handbook of
Photochemistry, CRC Press, Taylor and Francis Group, Boca Raton
FL, 2006.

T. Gustavsson, A. Sharonov and D. Markovitsi, Chem. Phys. Lett.,
2002, 351, 195-200.

F. A. Miannay, T. Gustavsson, A. Banyasz and D. Markovitsi, J.
Phys. Chem. A,2010, 114, 3256-3263.

P. Bonancia, I. Vaya, M. J. Climent, T. Gustavsson, D. Markovitsi,
M. C. Jiménez and M. A. Miranda, J. Phys. Chem. A, 2012, 116,
8807-8814.

J. W. Petrich, M. C. Chang, D. B. McDonald and G. R. Fleming, J.
Am. Chem. Soc., 1983, 105, 3824-3832.

H. Lemmetyinen, N. Tkachenko, A. Efimov and M. Niemi, J.
Porphyrins Phthalocyanines, 2009, 13, 1090-1097.

A. Siemiarczuk, C. E. Petersen, C. E. Ha, J. S. Yang and N. V.
Bhagavan, Cell Biochem. Biophys., 2004, 40, 115-122.

J. M. Beechem and L. Brand, Annu. Rev. Biochem., 1985, 54, 43-71.
A. Sarkar and S. C. Bhattacharya, J. Lumin., 2012, 132, 2612-2618.
W. Lu, J. Kim, W. Qiu and D. Zhong, Chem. Phys. Lett., 2004, 388,
120-126.

W. Qiu, L. Zhang, O. Okobiah, Y. Yang, L. Wang, D. Zhong and A.
H. Zewail, J. Phys. Chem. B, 2006.

L. Zhang, Y.-T. Kao, W. Qiu, L. Wang and D. Zhong, J. Phys. Chem.
B,2006, 110, 18097-18103.

G. F. Schroder, U. Alexiev and H. Grubmuller, Biophys. J., 2005, 89,
3757-3770.

This journal is © The Royal Society of Chemistry [year]

Journal Name, [year], [vol], 00-00 | 7



Organic & Dynamic Article Links »

Biomolecular
Chemistry

Cite this: Org. Biomol. Chem. XXXX, XX, XX

www.rsc.org/obc PAPER

Stereodifferentiation in the Intramolecular Singlet Excited State
Quenching of Hydroxybiphenyl/Tryptophan Dyads

Paula Bonancia,” Ig*nacio Vaya,” Dimitra Markovitsi,b Thomas Gustavsson,h M. Consuelo Jiménez™ and
Miguel A. Miranda*

Received (in XXX, XXX) Xth XXXXXXXXX 20XX, Accepted Xth XXXXXXXXX 20XX
DOI: 10.1039/b000000x

The photochemical processes occurring in diastereomeric dyads (S,S)-1 and (S,R)-1, prepared by
conjugation of (S)-2-(2-hydroxy-1,1’-biphenyl-4-yl)propanoic acid ((S)-BPOH) with (S)- and (R)-Trp,
have been investigated. In acetonitrile, the fluorescence spectra of (S,S5)-1 and (S,R)-1 were coincident in
shape and position with that of (S)-BPOH, although they revealed a markedly stereoselective quenching.
Since singlet energy transfer from BPOH to Trp is forbidden (5 kcal mol™ uphill), the quenching was
attributed to thermodynamically favoured (according to Rehm-Weller) electron transfer or exciplex
formation. Upon addition of 20% water, the fluorescence quantum yield of (S)-BPOH decreased, while
only minor changes were observed for the dyads. This can be explained by an enhancement of the excited
state acidity of (S)-BPOH, associated with bridging of the carboxy and hydroxy groups by water, in
agreement with the presence of water molecules in the X-ray structure of (S)-BPOH. When the carboxy
group was not available for coordination with water, as in the methyl ester (S)-BPOHMe or in the dyads,
this effect was prevented; accordingly, the fluorescence quantum yields did not depend on the presence or
absence of water. The fluorescence lifetimes in dry acetonitrile were 1.67, 0.95 and 0.46 ns for (S)-
BPOH, (S,5)-1 and (S,R)-1, respectively, indicating that the observed quenching is indeed dynamic. In
line with the steady-state and time-resolved observations, molecular modelling pointed to a more
favourable geometric arrangement of the two interacting chromophores in (S,R)-1. Interestingly, this dyad
exhibited a folded conformation in the solid state.

Introduction 1) and Trp has recently been described.® Upon irradiation at 266
nm, both chromophores are excited, but only Trp emission (Eg =
96 kcal mol') is detected. Moreover, stereoselective
intramolecular 'Trp* charge transfer quenching is observed,
accompanied by formation of exciplexes. Indeed, the absorption
and emission properties of Trp are very sensitive to the local
environment’ and have been employed to investigate structural
changes of protein functions® and to address the protein binding
of endogenous and exogenous agents (such as drugs, fatty acids,
metabolites),”

Attachment of a hydroxy group at the ortho position of a
ss biphenyl results in a significant decrease of its singlet energy (ca.
10 keal mol™) and provides an additional deactivation pathway,
namely excited state intramolecular proton transfer (ESIPT). As
ESIPT is in general a reversible process,'” it has found
application for the design of photostabilizers, solar filters, solar
energy collectors, etc.'' In hydroxybiphenyls, ESIPT occurs from
the acidic phenolic proton to the sp® hybridized 2’-carbon of the
aromatic ring, giving rise to a reactive quinone methide. In
addition, intermolecular excited state deprotonation is observed in

&

Bichromophoric compounds incorporating two photoactive
moieties are useful models to gain insight into key mechanistic
aspects of light-induced processes. In this context, intramolecular
energy, proton or electron transfer, as well as exciplex formation
and photochemical reactivity, have received considerable
attention.' These processes have been investigated in a variety of
systems, including dyads containing a non-steroidal anti-
inflammatory drug (NSAID) covalently linked to a biomimetic
substructure (for instance, an amino acid or a nucleoside, as
models for proteins or DNA).? Specifically, previous efforts have
been devoted to the photophysical study of dyads containing
NSAIDs and the amino acid tryptophan (Trp), as valuable tools
to provide relevant information on drug-protein interactions
within the binding sites.* In this context, steady-state and time-
resolved fluorescence spectroscopy has been widely used to
address a variety of biological problems,* including the excited
state interactions between proteins and complexed ligands.®

The photophysical behaviour of diastereomeric dyads
containing the biphenyl-like NSAID flurbiprofen ((S)-FBP, Chart

This journal is © The Royal Society of Chemistry [year] Org. Biomol. Chem., [year], [vol], 00-00 | 1



the presence of bulk water, to give the corresponding phenolate.'
With this background, we have now investigated the
photophysical processes occurring in diastereomeric dyads (S,S)-
1 and (S,R)-1 (Chart 1), which contain a chiral 2-
s hydroxybiphenyl derivative covalently linked to Trp.

Results and Discussion

The required (S)-2-(2-hydroxy-1,1’-biphenyl-4-yl)propanoic acid
((S)-BPOH) was readily obtained by irradiation of (S)-FBP in
aqueous media, through a photonucleophilic substitution.'> The

10 dyads (S,S)-1 and (S,R)-1 were prepared by conjugation of ((S)-
BPOH) with the (S)- or (R)- methyl ester of tryptophan (TrpMe),
using a carbodiimide as activating agent. The chemical structures
are shown in Chart 1.

X HO H
R B N
O~ O~ §
OR NH
o o

(S)-FBP: X=F,R=H s 2
(S)-BPOH: X = OH, R = H (SR} o
(S)-BPOHMe: X = OH, R = CHs

Chart 1

The UV-Vis absorption spectrum of (S,S)-1 in MeCN is shown
»s in Figure 1, together with those of (S)-FBP and (S)-BPOH for
comparison. It can be observed that replacement of fluorine by
hydroxyl induces a bathochromic shift of the longer wavelength
band. The spectra of (S,5)-1 and (S,R)-1 were coincident and
matched with that obtained upon addition of the absorption
a0 spectra of the isolated chromophores ((S)-BPOH and (S)-
TrpMe), indicating the absence of significant interactions
between the two moieties in the ground state.
1.00 —— (S)-FBP
—— (S)-BPOH
— (S)-TrpMe|
—(S.5)1

Absorbance
o
o
i

40

240 260 280 300

Wavelength / nm

320

Figure 1. UV-Vis absorption spectra of (S)-FBP (grey), (S)-BPOH
45 (black), (S)-TrpMe (green) and (S,S)-1 (red) in acetonitrile at 5 x 10° M
concentration.

The fluorescence spectra of (S,5)-1 and (S,R)-1, obtained after
excitation at A = 267 nm in MeCN/air, are shown in Figure 2
(solid lines) together with that of (S)-BPOH. All the emissions

so consisted in a structureless band centered at ca. 330 nm (Table 1).
In the dyads, the incident photons are absorbed by both the
hydroxybiphenyl chromophore and the Trp moiety (Figure 1);
however, no Trp contribution was observed in the fluorescence
spectra, which were coincident in shape and position with that of

ss (S)-BPOH. From the intersection between the excitation (A, =
330 nm) and emission (A = 267 nm) normalised bands (Figure

S4 in Supporting Information), a singlet energy value of ca. 91
keal mol! was obtained for (S)-BPOH, (S,5)-1 and (S,R)-1.
In the dyads, the most remarkable observation was a dramatic
« quenching, which turned out to be stereoselective (see Table 1).
Since SSET from (S)-BPOH to Trp is thermodynamically
forbidden, the observed quenching was in principle attributed to
electron transfer or exciplex formation.

o o
N @
o =}

Relative |_
o

0.00
300 320 340 360 380 400 420
Wavelength / nm

75 Figure 2. Fluorescence spectra of (S)-BPOH (black), (S.5)-1 (red) and
(S,R)-1 (blue) at hexe = 267 nm, under air. Solid lines: MeCN; dashed
lines: MeCN/H,0 4:1.

The feasibility of formation of radical ion pairs or exciplexes
from the singlet excited state can be estimated by application of
the Rehm-Weller equations.'® Taking into account the
corresponding oxidation (Eqyx) and reduction (Eggp) potentials,15
the appropriate dielectric constants (g)'® and the (S)-BPOH
singlet energy (Eg = 91 kcal mol™), a favourable thermodynamics
s was anticipated for charge transfer quenching via both electron
transfer and exciplex formation. These processes are more likely
to occur in folded conformations, since a close contact is required
between the donor and acceptor moieties. As a matter of fact, the
(S,R)-diastereomer exhibited a folded conformation in the solid
state, as shown by X-ray diffraction (Figure 3). Interestingly,
quenching was more efficient in this dyad than in (S,S)-1.

3

g

100

Figure 3. X-ray structure of compound (S,R)-1.

s To check whether ESIPT from the acidic phenolic proton to
the sp? hybridised 2’-carbon of the neighbouring aromatic ring
could play a role in these systems, in competition with charge
transfer quenching, a 20% of water was added (dashed lines in
Figure 2). This water content should be low enough as to prevent

1o intermolecular excited state deprotonation to bulk water, giving
the corresponding phenolate.
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Table 1. Relevant photophysical parameters for (S)-BPOH, (S)-BPOHMe, (S,S5)-1 and (S,R)-1.

MeCN © MeCN/H,0
(S)-BPOH___ (S)-BPOHMe __ (S,5)-1 (SR)-1__| (5)-BPOH __ (S)-BPOHMe (8,85)-1 (S,R)-1
2" (nm) 331 334 330 332 338 340 339 339
max
s o 0.241 0.290 0.116 0.042 0.200 0.280 0.139 0.060
w (ns)° 1.67 2.10 0.95 0.46 127 1.80 1.07 0.57
kex 10% (s7)* 1.43 1.38 1.22 0.9 1.57 1.55 1.29 1.05
ko x 10°(s1)° - - 45 15.8 - - 15 9.7
Dot - - 0.52 0.83 - - 0.31 0.70
dowm® - - 0.43 0.68 - - 0.16 0.55

“The absorbance of the samples was 0.2 at the excitation wavelength.*A. = 267 nm, air, (S)-Trp in water as standard (¢uq = 0.13); ey = 330 nm; ki = Gp/Ts; ko =
(1trayaa) — Vr@rom); ooy = [1-(Breyaa/drarom)]; “oaym = drasaakoryaa/Keayad: "

In this solvent mixture, the emission maxima were red-shifted,
due to the enhanced medium polarity. Remarkably, the
15 fluorescence quantum yield of (S)-BPOH was clearly lower than
in dry MeCN, while only minor changes were observed for the
dyads (Table 1). A similar trend has been reported for the model
compound  2-hydroxybiphenyl under related conditions
(acetonitrile containing 10 M water), although fluorescence
quenching occurs to a lesser extent.'” The interesting effect
observed with (S)-BPOH in the presence of water can be
explained by an enhancement of the excited phenol acidity,
associated with bridging of the carboxy and hydroxy groups by
water. As a matter of fact, this situation is clearly observed in the
X-ray structure of (S)-BPOH, which actually crystallizes with a
water molecule (Figure 4A). This effect should be, in principle,
avoided by preventing water-mediated bridging between carboxy
and hydroxy group.

8

40

Figure 4. Fragment of the unit cell for A: (S)-BPOH and B: (S)-
BPOHMe.

With this purpose, we synthesized the methyl esther (S)-
BPOHMe. As anticipated, the fluorescence quantum yields of
this model remained practically constant in the presence and
absence of water (Table 1). Accordingly, water molecules were
absent in the X-ray structure of (S)-BPOHMe (Figure 4B). In the
case of the dyads, the acidity of the phenolic group is not
enhanced as in (S)-BPOH, because the carboxy group is
employed in the construction of the amide linker and is not
available for coordination with water. In fact, no water molecules
were found in the crystalline samples.

The fluorescence lifetimes were determined by the time-
correlated single photon counting (TCSPC) technique (Figure 5).
In dry acetonitrile, T ((S)-BPOH) was found to be 1.67 ns, while
1 values of 0.95 and 0.46 ns were measured for (S,S)-1 and
(S,R)-1, respectively (Table 1). This indicates that most of the
overall quenching observed in the steady-state experiments is

indeed dynamic, as expected for a charge transfer process
(compare the two sets of values in Table 1). In the presence of
water, a decrease of the (S)-BPOH fluorescence lifetime was
noticed, confirming again a dynamic quenching, in agreement
with an enhanced participation of the ESIPT route. As discussed
above, this deactivation channel does not operate in the dyads,
where the carboxylate function is involved in formation of the
amide bond.

95 1.004 — (S)-BPOH, MeCN
. — (5,511, MeCN
= — (SR, MeCN
B 0754 o (S)-BPOH, MeCN/H20 4:1
2 o (5,51, MeCN/H20 4:1
© . -
£ 050/ o (S,R)-1, MeCN/H20 4:1
S
100 z
0.25+
0.00-
1 2 3 4
Time / ns

105 Figure 5. Kinetic decay traces (Aexe = 267 nm, Aep = 330 nm, Asgr = 0.2)
for (S)-BPOH (black), (S,S)-1 (red) and (S,R)-1 (blue) under air, in
MeCN (solid line) and MeCN/H,O 4:1 (open circles).

The quenching rate constants (kq), determined from the

fluorescence lifetimes tr, were in the range 10%-10° s™'; as regards

1o the radiative rate constants kg, they were obtained from the values

of 17 and ¢ and found to be in the order of 10° s™ (Table 1).

In order to get insight into the geometrical arrangement of the

two chromophores in the dyads, which is closely related with the

fluorescence quenching by charge transfer, simple molecular

11s modelling (PM3) was performed with both (S,5)-1 and (S,R)-1
(see Figure 6).
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Figure 6. Geometry optimized (HyperChem Release 8.0.3 for Windows
10 Molecular Model System, PM3) structure for (S,5)-1 (A) and (S,R)-1 (B).

Thus, (S,R)-1 (Figure 6B) presented a more favourable
geometric arrangement of the two interacting chromophores
compared to the (S,S)-dyad (Figure 6A), whose geometry is more
distorted, with the indole chromophore nearly orthogonal to the
biphenyl ~moiety, which makes more difficult the
interchromophoric interaction. This is in good agreement with the
steady-state and time-resolved observations of lower ¢p and
shorter tr values for the (S, R)-diastereomer.

Conclusions

The (S)-BPOH chromophore dominates the fluorescence spectra
of diastereomeric dyads (S,S)-1 and (S,R)-1 in acetonitrile, which
reveal a substantial intramolecular charge transfer quenching with
remarkable stereodifferentiation. In the presence of water (20%),
the fluorescence quantum yield of (S)-BPOH decreases; by
contrast, only minor changes are observed for (S,5)-1 and (S,R)-1.
Being (S)-BPOH a phenol, this is attributed to a water-assisted
enhancement of its excited state acidity, a hypothesis that is
supported by the presence of water molecules linking the carboxy
and hydroxy groups in the crystalline structure. This effect is
prevented in the dyads, whose fluorescence quantum yields do
not depend on the presence or absence of water. The dynamic
nature of the observed quenching is evidenced by a
configuration-dependent shortening of the fluorescence lifetimes
in (S,5)-1 and (S,R)- 1 compared to (S)-BPOH. In agreement with
s the steady-state and time-resolved experimental results,
molecular modelling points to a more favourable geometric
arrangement of the two interacting chromophores in (S,R)-1 than
in (S,5)-1; this is validated by the X-ray analysis, indicating that
the former dyad exhibits a folded conformation in the solid state.

Materials and Methods

Commercial ~ (S)-FBP, (S)- and  (R)-TrpMe, 1-(3-
dimethylaminopropyl)-N-ethylcarbodiimide hydrochloride (EDC)
and 1-hydroxybenzotriazole (BtOH) were purchased from Sigma-
Aldrich. Their purity was checked by 'H NMR and HPLC
analysis. Spectrophotometric, HPLC or reagent grade solvents
were obtained from Scharlab and used without further
purification. Solutions of phosphate-buffered saline (PBS) (0.01
M, pH 7.4) were prepared by dissolving phosphate-buffered
saline tablets (from Sigma) in Milli-Q water. The 'H-NMR and
BC-NMR spectra were recorded in CDCI; at 300 and 75 MHz,
respectively, using a Varian Gemini instrument; chemical shifts
are reported in ppm. Exact mass values were obtained in Servicio
de Espectroscopia de Masas de la Universidad de Valencia. The
X-ray structures were determined at Unidade de Raios X, at the
ss Universidade de Santiago de Compostela. Crystallographic data

&

&

2

2

g

8

(excluding structure factors) for the structures of (S)-BPOH, (S)-
BPOHMe and (S,R)-1 have been deposited at the Cambridge
Crystallographic Data Centre as supplementary publication
numbers CCDC 662956, CCDC 910283 and CCDC 910284,
respectively. Isolation and purification were done by
conventional column chromatography on silica gel Merck 60
(0.063-0.200 mm), or by preparative layer chromatography on
silica gel Merck 60 PF254, using hexane/ethyl acetate as eluent.

Synthesis of the new compounds

s (§)-BPOH. A solution of (S)-FBP (100 mL, 5 mM) in PBS was

irradiated for 9 h through quartz, inside a Luzchem multilamp
photoreactor, with the light from ten 8W lamps emitting mainly
at 254 nm. The photomixture was acidified with HCI, extracted
with methylene chloride and dried over MgSO,. The organic
phase was evaporated in vacuo and purified by preparative layer
chromatography, using hexane/ethyl acetate 40/60 (v/v) as eluent,
affording (S)-BPOH as white powder (60 % yield).

(S)-BPOHMe. A solution of (S)-BPOH (59 mg, 0.23 mmol) and
SOCl, (2.4 mL) in MeOH (10 mL) was maintained under reflux

s for 2 h. The crude was rotavaporated, dissolved in methylene

chloride and washed consecutively with saturated NaHCO;, 1 M
HCl and brine, then dried over MgSO,. The solvent was
evaporated in vacuo. Purification was done by preparative layer
chromatography (hexane/ethyl acetate 70/30, v/v), affording (S)-
BPOHMe as a white powder in nearly quantitative yield.

Dyads (S,5)-1 and (S,R)-1. To a solution of (S)-BPOH (56 mg,
0.23 mmol) in acetonitrile (20 mL), 0.23 mmol of EDC and 0.23
mmol of BtOH in acetonitrile were added. The mixture was
maintained under stirring, and then 0.23 mmol of (S)- or (R)-

s TrpMe in 2 mL of acetonitrile were added. After 3 h, the solvent

was evaporated; the crude was dissolved in methylene chloride
and washed consecutively with diluted NaHCO;, 1 M HCI, and
brine, then dried over MgSO,. Final purification was performed
by preparative layer chromatography (methylene chloride/ethyl
acetate, 60/40, v/v), followed by recrystallization. The yields
were 50 % and 47 % for (S,S5)-1 and (S,R)-1, respectively.

Characterisation of the new compounds

All new compounds were characterised by 'H and *C NMR
spectroscopy, as well as by high resolution mass spectrometry
(HRMS). Their purity was confirmed by gas chromatography
(GC) and high performance liquid chromatograpy (HPLC). A
summary of the most relevant data follows.

Methyl (S)-2-(2-hydroxy-1,1’-biphenyl-4-yl)propanoate

"H-NMR (CDCl;) (8, ppm) 1.53 (d, 3H, J = 8.0 Hz), 3.70 (s, 3H),
3.73 (q, 1H, J = 8.0 Hz), 5.19 (s, 1H), 6.92-6.94 (m, 1H), 7.18-
7.21 (m, 1H), 7.37-7.51 (m, 6H). *C-NMR (CDCls) (8, ppm)
18.5,45.2, 52.1, 114.9, 119.4, 127.0, 127.9, 129.0, 129.3, 130.8,
136.8, 141.8, 152.5, 174.7. Exact Mass (ESI) [MH'] Calcd. for
C6H,705: 257.1172; Found: 257.1181.

s N-[2-(S)-(2-Hydroxy-1,1’-biphenyl-4-yl)propanoyl]-(R)-

tryptophan methyl ester.

'"H-NMR (CDCly) (5, ppm) 1.46 (d, 3H, J=7.1 Hz), 3.13-3.26 (m,
2H), 3.45 (q, 1H, J = 7.1 Hz), 3.64 (s, 3H), 4.90 (m, 1H), 6.05 (d,

4| g Bonat Faryeal hdl BBAD
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1H, J = 8.0Hz), 6.28 (s, 1H), 6.50 (d, 1H, J = 2.4 Hz), 6.80 (m,
2H), 7.01-7.23 (m, 4H), 7.36-7.53 (m, 10H), 8.11 (bs, 1H). "*C-
NMR (CDCI5) (8, ppm) 18.3, 27.5, 46.8, 52.6, 52.8, 109.5, 111.4,
115.1, 118.6, 119.7, 120.2, 122.2, 123.2, 127.5, 127.9, 129.0,
129.2, 130.9, 136.1, 137.5, 142.2, 153.3, 172.5, 173.9. Exact
Mass (EI) [M™] Caled. for C,;H,oN,O,: 442.1893; Found:
442.1897.

N-[2-(S)-(2-Hydroxy-1,1’-biphenyl-4-yl)propanoyl]-(S)-
tryptophan methyl ester.

'H-NMR (CDCl3) (8, ppm) 1.47 (d, 3H, J = 7.2 Hz), 3.19-3.32
(m, 2H), 3.47 (q, 1H, J = 7.2 Hz), 3.61 (s, 3H), 4.85 (m, 1H),
6.05 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 6.12 (s, 1H), 6.73-6.79 (m, 3H), 7.05-
7.47 (m, 9H), 8.13 (bs, 1H). *C-NMR (CDCl3) (8, ppm) 18.1,
27.4, 46.7, 52.4, 52.9, 109.9, 111.2, 115.1, 118.6, 119.7, 120.0,
1222, 122.3, 1272, 127.6, 127.7, 129.1, 130.7, 136.0, 137.1,
1417, 152.9, 172.3, 173.3. Exact Mass (EI) [M"] Calcd. for
CyHaeN,0y: 442.1893; Found: 442.1891°

Fluorescence measurements

Emission spectra were recorded on a spectrofluorometer system
which was provided with a monochromator in the wavelength
range of 200-900 nm. The solutions were placed into 10 mm x 10
mm quartz cells. The absorbance of the samples at the excitation
wavelength was kept below 0.2. Steady state experiments were
performed at 22 °C. For the fluorescence quantum yield
determination, Trp in water/air was used as a reference, with ¢p =
0.13.7

Time-resolved fluorescence measurements were performed
using the time-correlated single photon counting (TCSPC)
technique. The excitation source was the third harmonic (267 nm)
of a mode-locked Ti-Sapphire laser, delivering 100-fs pulses with
a repetition rate of 4.75 MHz. A Schott WG 295 filter was placed
in front of a SPEX monochromator. The detector was a
microchannel plate (R1564 U Hamamatsu) providing an
instrumental response function of 60 ps (fwhm). The average
laser power (0.1 mW) was measured with a Melles Griot
broadband powermeter. Solutions were contained in a 10 mm x
10 mm quartz cell and continuously stirred. Successive
recordings with the same sample gave identical decays which
were eventually merged to improve the signal-to-noise ratio.
Such a procedure allowed us to ensure that the measured signals
were not altered during the measurements due to a possible
accumulation of photoproducts.
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Abstract

The two enantiomers of 2-(2-hydroxybiphenyl-4-yl)propanoic acid ((S)- and (R)-
BPOH) have been selected as probes for human serum albumin (HSA). Photophysical
characterization in the absence of protein led to emission maxima, singlet energies,
quantum yields and fluorescence lifetimes values of 91 kcal mol”, 332 nm, 0.28 and 1.8
ns for BPOH or 414 nm, 79 kcal mol™, 0.31 and 3.3 ns for the corresponding phenolate
BPO’; the pK,* was found to be 1.17. In the presence of HSA, a light absorbing ground
state complex (S)-BPOH@HSA was detected (maximum at ca. 300 nm), whose
intensity increased with increasing protein concentration. The fluorescence spectra of
(S)-BPOH in PBS, after addition of HSA, revealed a progressive diminution of the
phenolate band, indicating that excited state deprotonation is disfavored within the
hydrophobic protein cavities. A similar trend was observed for (R)-BPOH, but the
extent of deprotonation was significantly lower for this enantiomer. Addition of
increasing amounts of the site II displacement probe (S)-ibuprofen ((S)-IBP) to
BPOH@HSA led to a significant decrease of the absorption maximum at ca. 300 nm
and to a recovery of the phenolate emission band at ca. 410 nm, which were again
configuration-dependent. The transient absorption spectrum of (S)-BPOH consisted on
a broad band centered at 380 nm, attributed to the first triplet excited state. A dramatic

enhancement of the triplet lifetimes within HSA was observed (19.0 pus within protein

vs. 1.3 ps in bulk PBS), although no stereodifferentiation was noticed in this case.



Introduction

Transport proteins are responsible for carrying endogenous and exogenous agents
in the bloodstream, for their delivery to specific targets. In particular, human serum
albumin (HSA) is the most abundant transport protein in human blood and plasma,
where it reaches concentrations of ca. 0.6 mM."? The three-dimensional structure of
HSA has been determined crystallographically to a resolution of 2.8 A. It is composed
of 585 amino acids and comprises three homologous domains that assemble to form a
heart-shaped molecule; each domain includes two subdomains that possess common
structural motifs. The principal regions of ligand binding are located in hydrophobic
cavities of subdomains ITA and IIIA (called by Sudlow sites I and II, respectively). A
large number of agents can be transported by HSA, including fatty acids and
pharmaceutical drugs;’ therefore, binding to HSA constitutes a key process, which is
relevant for the modulation of a number of phenomena, such as drug solubility in

plasma, toxicity, susceptibility to oxidation, in vivo half-life, etc.

The binding sites of serum albumins provide an exceptional milieu, which can
modify the physicochemical properties of the bound ligand. For example, the

photophysics and photochemistry of some drugs,’” dyes (rose bengal, methylene blue),’

9,10 1 2

anthracene carboxylates”™” or acetates,'’ naphthyl esters,'” or diphenylamines' are

strongly influenced by this medium.

In this context, the intrinsic photophysical properties of an encapsulated ligand
can be employed to obtain relevant information on the intraprotein microenvironment.
Thus, from the quantum yields and lifetimes of the singlet or triplet excited states of a
bound ligand, it is possible to determine key issues, such as the stoichiometry of the

complex, the binding constant or the extent of site occupation.'*



For investigation of the specific characteristics of the protein binding sites, the
proper choice of an appropriate ligand is essential. In this work, we have selected 2-(2-
hydroxybiphenyl-4-yl)propanoic acid (BPOH, Chart 1) as probe, based on diverse
structural and physicochemical considerations. Thus, BPOH is the main photoproduct
of the non-steroidal antiinflammatory drug flurbiprofen (FBP) in aqueous medium and
is structurally related to the main FBP metabolite, 2-(2-fluoro-4'-hydroxy-4-
biphenyl)propanoic acid." It contains a biphenyl nucleus as active chromophore (that
should generate short-lived species detectable by fluorescence or transient absorption
spectroscopy). The presence of a hydroxy substituent results in a bathochromic shift of
the absorption spectrum (which extends beyond 300 nm), with possible photobiological
implications. Moreover, being a phenol, BPOH is expected to display a stronger acid
character in the first singlet excited state (S;) than in the ground state (pKa* > pKa),'® a
useful property that can be employed to gather information on the nature of the
microenvironment experienced by BPOH within the HSA binding sites. Finally, due to
the presence of a chiral center, stereodifferentiation in the protein binding process is

possible.

In this work, UV-absorption spectroscopy, as well as steady-state and time-
resolved fluorescence combined with laser flash photolysis, have been applied to the
study of BPOH in the absence and in the presence of HSA. The results provide clear
evidence for intraprotein formation of a long wavelength absorbing complex and for

inhibition of excited state deprotonation.

Insert Chart 1



Experimental Section

Materials and Solvents. (5)- and (R)-FBP, HSA and (S)-IBP were commercially
available. Their purity was checked by 'H nuclear magnetic resonance (NMR) and high-
performance liquid chromatography (HPLC) analysis. Spectroscopic and HPLC-grade
solvents were used without further purification. Solutions of phosphate-buffered saline
(PBS) (0.01 M, pH = 7.4) were prepared by dissolving the commercial tablets in
deionized water. The '"H-NMR and *C-NMR spectra were recorded in CDCl; as solvent
at 300 and 75 MHz, respectively, using a Varian Gemini instrument; chemical shifts are
reported in ppm. Isolation and purification were done by conventional column
chromatography on silica gel Merck 60 (0.063-0.200 mm), or by preparative layer

chromatography on silica gel Merck 60 PF254, using hexane/ethyl acetate as eluents.

Synthesis of (S)- and (R)-BPOH."” A solution of (S)- or (R)-FBP (5 mM) in PBS
was irradiated for 9 h through quartz, inside a Luzchem multilamp photoreactor, with
the light from ten 8 W lamps emitting mainly at 254 nm. The photomixture was
acidified with HCI, extracted with methylene chloride, and dried over MgSO.. The
organic layer was evaporated in vacuo and purified by preparative chromatography,
using hexane/ethyl acetate, 40/60 (v/v), as eluent, affording (S)- or (R)-BPOH as white
powder (60 % yield).

Fluorescence experiments. Emission spectra were recorded on a JASCO FP-8500
spectrofluorometer system, provided with a monochromator in the wavelength range of
200-850 nm. Time-resolved measurements were performed with a TimeMaster
fluorescence lifetime spectrometer TM-2/2003 from PTI by means of the stroboscopic
technique, which is a variation of the boxcar technique. A hydrogen/nitrogen flashlamp

was used as excitation source. The solutions were placed into 10 mm x 10 mm quartz



cells. The absorbance of the samples at the excitation wavelength was kept below 0.2.
Experiments were performed at 22 °C.

Laser flash photolysis experiments. The solutions of (S)- or (R)-BPOH and
HSA at different molar ratios (Asos = 0.2) were placed in a quartz cuvette and submitted
to laser flash photolysis. In general, samples received between 5 and 10 pulses for all of
the kinetic experiments. This light dose did not result in any detectable decomposition
of the sample, as revealed by UV-Vis absorption measurements prior to and after
photolysis. Experiments were carried out with a pulsed XeCl excimer laser (Aexe = 308
nm, ~17 ns pulse width, <100 mJ per pulse). A pulsed L0255 Oriel xenon lamp was
used as a detecting light source. The observation wavelength was selected with a 77200
Oriel monochromator, and the signal was amplified by an Oriel photomultiplier tube
(PMT) system made up of a 77348 side-on tube, 70680 housing, and a 70705 power
supply. The signal was registered with a TDS-640A Tektronix oscilloscope and
subsequently transferred to a personal computer. All experiments were done in 10 x 10
mm? quartz cells with 4 mL capacity.

Phosphorescence measurements. Emission spectra were recorded on a
spectrofluorometer system, which was provided with a monochromator in the
wavelength range of 200-900 nm. The solutions were placed into a quartz tube and
introduced into liquid nitrogen prior the measurements. The absorbance of the samples

was 0.3 at the excitation wavelength (308 nm).

Results and discussion

Photophysical behavior of (S)-BPOH in the absence of protein. The UV
absorption spectrum of (S)-BPOH in acetonitrile (5.5 x 10 M) is shown in Figure 1A,

together with that of (S)-FBP for comparison. As expected, replacement of the FBP



fluorine by hydroxyl induces changes on the spectral properties of the chromophore;
thus, the most salient feature in the (S)-BPOH spectrum is the presence of a well-
defined band at relatively long wavelengths, which extends beyond 300 nm. The same
trend was observed in phosphate buffered media (PBS 0.01 M, pH = 7.4). By contrast,
the spectrum was clearly different in basic medium (0.1 M NaOH), which displayed a

bathochromic shift, as expected for the corresponding phenolate (S)-BPO".
Insert Figure 1

The excitation and emission spectra of (S)-BPOH are shown in Figure 1B,
whereas selected photophysical parameters are presented in Table 1. In acetonitrile, the
fluorescence spectrum consisted basically in a band centered at ca. 330 nm. The
quantum yield (¢r) was found to be 0.28, using carprofen in MeCN/N, as standard (¢ =
0.05)."® A singlet energy value (Es) of 91 kcal mol™ was obtained from the intersection
between the excitation (Aey = 330 nm) and emission (Aex. = 308 nm) normalized bands.
By contrast, the fluorescence spectrum in NaOH displayed a broad band centered at ca.
410 nm, corresponding to 1((S’)-BPO')"‘. The ¢r and Eg values for this species were
found to be 0.31 and 79 kcal mol”, respectively. An intermediate behavior was
observed in PBS, where the emission displayed two maxima, peaking at A = 343 and
412 nm, attributed to '((S)-BPOH)* and '((S)-BPO")*, respectively. Besides, the
coincidence of excitation spectra corresponding to both emission maxima in neutral
aqueous medium indicates that (S)-BPOH is a photoacid, so under these conditions
deprotonation is a singlet excited state reaction. The pK,* value was estimated
according to a Forster cycle,19 using equation 1, where pK, corresponds to the ground
state,”’ and Esomy and Eg"y are the singlet energies of phenol and phenolate (see

above).
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s(OH) ES(O’)

K,*=pK, -
P T S03RT

equation (1)

With these data, the pK,* value was found to be 1.17, indicating a clearly stronger
acidity of (S)-BPOH in the first singlet excited state than in the ground state. This is in
good agreement with the reported value of pK,*= 1.15 for the closely related compound

2-hydroxybiphenyl.*!

The fluorescence lifetimes (tF) at the emission maxima are given in Table 1.
When comparing MeCN with PBS, the 15 of the free phenol dropped dramatically in the
latter medium (from 1.8 ns to less than 1 ns), indicating a strong dynamic quenching.
By contrast, a tr value of 3.3 ns was obtained for the phenolate at Ae,, = 412 nm, both in

PBS and in alkaline solution.
Insert Table 1

The transient absorption spectrum of (S)-BPOH obtained upon laser flash
photolysis (Aexe = 308 nm, MeCN/Ny), consisted on a broad band centered at 380 nm,
which was attributed to the first triplet excited state, by comparison with literature data
for 2—hydroxybiphenyl.22 It is shown in Figure 2A, together with the decay trace
monitored at Ae,m = 380 nm (Inset Figure 2A). The spectrum was similar in PBS,
although °(S)-BPOH* was markedly longer lived (tr = 13 ps in PBS vs. 2 ps in

MeCN).
Insert Figure 2

As expected, 3(S)-BPOH* was quenched by O (kg = 2.2 x 10°M! s in PBS).
Additional information on the triplet excited state was obtained by recording the

phosphorescence spectrum of (S§)-BPOH in ethanol matrix at 78 K (Figure 2B). With



this data, the *(S)-BPOH* energy was determined as 65 kcal mol™, quite comparable
gy q p

with that of FBP.
Studies on (S)- and (R)-BPOH/HSA systems

After characterization of the photophysical properties of (S)-BPOH in organic and
aqueous media, the studies were extended to (S)-BPOH and (R)-BPOH in the presence
of HSA. The availability of the two enantiomers allowed us to look for a possible
stereodifferentiation in the photophysical behavior of the ligand after encapsulation
within the protein binding sites. The solutions were prepared in air-equilibrated PBS, to

avoid foam formation associated with nitrogen bubbling.

Figure 3A shows the absorption spectra of equimolar (S)-BPOH/HSA mixtures
(10'4 M in PBS), together with those of the separated components. For comparison, a
theoretical curve obtained by addition of the traces corresponding to (S)-BPOH and
HSA is also represented. The mismatch between the experimental and theoretical results
clearly reveals formation of a light absorbing ground state complex in the region 290-
330 nm. For its characterization, a series of (S)-BPOH/HSA solutions at different molar
ratios were prepared. The spectral curves obtained by subtraction of isolated (S)-BPOH
and HSA from the corresponding mixtures are shown in Figure 3B. Operating in this
way, clear absorption maxima emerged at ca. 300 nm, whose intensity increased with

increasing protein concentration; they were ascribed to the (S)-BPOH@HSA complex.

Insert Figure 3

The fluorescence spectra of 10 M (S)-BPOH in PBS, after addition of increasing
amounts of HSA, are shown in Figure 4A. The most remarkable observation was the
progressive diminution of the phenolate band inside the protein, indicating that excited

state deprotonation is disfavored within the hydrophobic HSA cavities. A similar trend



was observed for (R)-BPOH; however, it was interesting to realize that the extent of
deprotonation was significantly lower for this enantiomer under identical conditions
(Figure 4B).

Insert Figure 4

In order to obtain additional experimental evidence supporting formation of a
light-absorbing ground state complex, the UV-spectral changes of 1:1.4 BPOH/HSA
mixtures were monitored upon addition of a displacement probe. Taking into account
that the parent drug FBP binds mainly to site II of HSA and that the presence of an
additional hydroxy group in BPOH should even enhance this preference, (S)-ibuprofen
((S)-IBP) was selected as displacement probe.4 In the presence of (S)-IBP, a lower
contribution of the complexed BPOH form should be found, concomitantly with the
presence of more BPOH in the bulk solution. In the UV-spectra, this would result in a
diminished intensity of the long-wavelength absorption band. As a matter of fact, when
the differential spectra of the samples were obtained (Figure 5A), the maximum at ca.
300 nm exhibited a significant decrease with increasing concentrations of (S)-IBP,
which was configuration-dependent (inset of Figure 5A). In parallel, the fluorescence
changes were recorded for the same samples, revealing that displacement of BPOH by
(S)-IBP from the protein microenvironment to the solution, where deprotonation is
enhanced, leads to a recovery of the phenolate emission band (Figure 5B). Again, a
significant stereodifferentiation was observed for this process (inset of Figure 5B).

Insert Figure 5

Finally, the emission decays at 330 nm (Acx. = 308 nm) in the presence of HSA,

occurred within less than 1 ns. By contrast, the kinetics of triplet decay obtained by

laser flash photolysis revealed a dramatic enhancement of the tr values within HSA



(19.0 ps in protein vs. 1.3 u s in bulk PBS, under air), although no stereodifferentiation

was observed in this case.

Conclusions

Photophysical studies including UV-absorption spectroscopy, steady-state and
time-resolved fluorescence, as well as laser flash photolysis, have been applied to the
study of the two enantiomers of BPOH in the absence and in the presence of HSA.
Intraprotein formation of a long wavelength absorbing complex BPOH@HSA is
associated with the appearance of a new absorption band at ca. 300 nm, whose intensity
increases with increasing protein concentration and decreases upon addition of (S)-IBP,
a site II displacement probe. Fluorescence measurements provide clear evidence for
inhibition of excited state deprotonation within the hydrophobic protein binding sites, as
revealed by the marked diminution of the phenolate band (at Aem ca. 410 nm) in the
presence of HSA. A significant stereodifferentiation is observed both in formation of

the ground state complex and in excited state deprotonation.
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Chart 1. Chemical structure of BPOH.

Table 1. Relevant photophysical parameters for (S)-BPOH in acetonitrile and PBS at
Aexe = 308 nm.*

Figure 1. A: UV absorption spectra of (S)-BPOH in MeCN (black), 0.01 M PBS (blue)
and 0.1 M NaOH (red), together with that of (S)-FBP in MeCN (green) at 5.5 x 10° M
concentration. B: Normalized emission (solid lines, Aee = 308 nm) and excitation
spectra (dotted lines, Aem at the corresponding maxima) of (S)-BPOH in MeCN (black),
PBS (blue), and NaOH (red), under N,.

Figure 2. A: Transient absorption spectrum 0.9 us after the laser pulse of (S)-BPOH (2
x 10™* M) in deaerated MeCN solution (Aexe = 308 nm). Inset: Normalized decay traces
monitored at 380 nm in MeCN (black) and PBS (blue). B: Phosphorescence spectrum in
ethanol matrix.

Figure 3. A: UV absorption spectra (in PBS), of (S)-BPOH (black), HSA (blue), and an
equimolar (S)-BPOH/HSA mixture (green), together with a simulated curve obtained as
(S)-BPOH + HSA (red). The concentration of each component was 10* M. B: Curves
obtained as (S)-BPOH/HSA - (S)-BPOH — HSA at different (S)-BPOH/HSA molar
ratios: black: 1:0.2, red: 1:0.4, green: 1:0.6, blue: 1:0.8, magenta: 1:1.

Figure 4: A: Fluorescence spectra (normalized at the short-wavelength maximum) of
(S)-BPOH in PBS (Aex. = 308 nm, air, 10 M) after addition of increasing amounts of
HSA. The (S)-BPOH/HSA molar ratios are 1:0 (black), 1:0.2 (red), 1:0.4 (blue), 1:0.6
(green), 1:0.8 (magenta) and 1:2 (brown). B: Plot of the fluorescence intensity at 409
nm vs. HSA/BPOH molar ratio for (S)-BPOH (black) and (R)-BPOH (red).

Figure 5. A: Differential UV absorption curves of the ground state complex obtained as
(S)-BPOH/HSA - (5)-BPOH —HSA — (S)-IBP in the presence of increasing amounts of
(S)-IBP. Molar ratios (S)-BPOH/HSA/(S)-IBP: blue 1:1.4:1, green 1:1.4:0.5, red:
1:1.4:0.2, black: 1:1.4:0. Inset: Plot of the absorbance at 302 nm vs (S)-IBP
concentration for (S)-BPOH/HSA (black) and (R)-BPOH/HSA (red). B: Normalized
fluorescence spectra of (S)-BPOH/HSA systems after addition of increasing amounts of
(S)-1BP. Inset: Plot of the fluorescence intensity at 405 nm vs IBP concentration for (5)-
BPOH/HSA (black) and (R)-BPOH/HSA (red). For parts A and B, [BPOH] was 10 M
and BPOH/HSA molar ratio was 1:1.4 in all cases.
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Solvent O Aem (NM) Es (kcal mol'l)b Tf (ns)b Tr (us)b

MeCN 0.28 332 91 1.8 2
PBS 0.10 343/412 90/84 <1/3.3 13
NaOH 0.31 414 79 33 nd*

A1l experiments were performed under N,. "Determined for the corresponding
emission band(s). “Not determined.
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