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Abstract

The study presented in this paper aimed to characterize the tirapazamine (TPZ)

molecule, a radiosensitizer of interest in radiotherapy, from the perspective of its
structural and electronic properties. We analyzed and explained the molecule's
properties related to its ionization, vibrational, and photophysical properties
(electronic absorption, fluorescence emission, and fluorescence radiative lifetimes)
using computational and experimental methods.
To achieve this, we employed appropriate experimental techniques and calculation
methods based on density functional theory, both independent DFT and and time-
dependent (TD-DFT), to investigate the geometric parameters of the molecule in its
ground and excited states. Additionally, we examined the molecular geometry
changes during the transition between the two electronic states and between the gas
and liquid phases.

For calculating the ionization energy for TPZ, we explored various
approximations (TK, OVGEF, EPT) at different levels of theory, in order to identify the
most suitable calculation method for this quantity in TPZ or molecules with similar
structures.

The Raman spectra of the molecule in the gas phase were calculated using both
the harmonic and anharmonic approximations. The computational data were
correlated with the experimental data obtained from measurements of the molecule's
Raman spectrum to assign the normal modes of vibration.

Another study conducted involved the measurement, calculation, and
interpretation of the molecule's photophysical properties. We measured and
calculated the UV-Vis absorption and excitation spectra, fluorescence spectra, and
fluorescence lifetime. By correlating the experimental data with the computational
results, we identified the molecular species responsible for the measured spectroscopic

responses.



Rezumat

Studiul prezentat in aceastd lucrare a avut drep scop caracterizarea moleculei

de tirapazamina (TPZ), un radiosensibilizator de inters in radioterapie, din punctul de
vedere al proprietatilor sale structurale si electronice. Am urmarit analiza si explicarea
proprietatilor moleculei legate de ionizarea acesteia, de proprietétile sale vibrationale
si de cele fotofizice (absorbtia electronicd, emisia de fluorescentd si timpii radiativi de
fluorescenta), folosind metode computationale si experimentale.
In acest scop am utilizat tehnici experimentale adecvate scopului si metode de calcul
al bazate pe teroria functionalei de densitate, independenta (DFT) si dependenta (TD-
DFT) de timp, pentru a investiga parametrii geometrici ai moleculei in stare
fundamentala dar si in stare excitatd. De asemenea, am investigat modificarea
geometriei moleculei la trecerea intre cele doua stdri electronice dar si intre faza
gazoasa si faza lichida.

Pentru calculul energiei de ionizare a moleculei am explorat diferite aproximatii
(TK, OVGEF, EPT) la diferite nivele de teorie, cu scopul de a identifica cea mai potrivita
metoda de calcul a acestei marimi pentru molecula TPZ sau pentru molecule cu
structuri asemanatoare.

Spectrele Raman ale moleculei in gaz au fost calculate atat in aproximatia
armonica cat si in cea anarmonicd. Datele computationale au fost corelate cu cele
experimentale rezultate din masurdtori ale spectrului Raman al moleculei cu scopul
de a atribui modurile normale de vibratie.

Un alt studiu efectuat a constat In masurarea, calculul si interpretarea
proprietatilor fotofizice ale moleculei. Astfel am masurat si calculat spectrele de
absorbtie si excitatie UV-Vis, spectrele de fluorescentd, precum si timpul de
fluorescenta. Coreland datele experimentale cu cele computationale am identificat

speciile moleculare responsabile de raspunsurile spectroscopice masurate



Introducere

Organizatia Mondiald a Sanatatii a inregistrat aproximativ 10 milioane de
decese in 2020 cauzate de cancer, acesta reprezentand una din principalele cauze de
deces in intreaga lume, iar IARC (International Agency for Research on Cancer)
preconizeaza cresterea acestui numar la 13 milioane in 2030 [who.int, Liuyun2021].
Pentru combaterea sa s-au dezvoltat diverse strategii precum interventia chirurgicala,
imunoterapia, terapia hormonald, transplantul de celule stem, chimioterapia si
radioterapia.

Terapia cancerului se bazeaza pe diferentierea tesutului sanatos de cel canceros
astfel incat tumoarea sd poatd fi diferentiata si atacatd fara a produce daune celulelor
sénitoase inconjuratoare [Brown1993]. In tumorile solide proliferarea celulelor cu o
ratd mai mare fatd de generarea de noi vase sangvine care prezintd anomalii
structurale si functionale, impreuna cu rata consum si de difuzie a oxigenului rezulta
in lipsa oxigenului in celulele tumorale (hipoxie). Astfel de tumori prezinta dificultati
si in incercarea tratdrii lor prin chimioterapie. O explicatie a acestui fapt este rata de
multiplicare mai lenta a celulelor canceroase lipsite de oxigen fata de cele oxigenate,
astfel Incat chimioterapia care ataca celulele care se divid rapid devine ineficienta. De
asemenea, vascularizarea rarefiatd a acestor tumori impiedica medicamentele
chimioterapice administrate intravenos sa ajunga la locul de interes tumorii
[Marcu2006].

In radioterapie acest fenomen este de asemenea indezirabil deoarece absenta
oxigenului duce la sciderea eficacititii radiatiei. In tesuturi oxigenate radicalii liberi
indusi de catre radiatia ionizanta interactioneaza cu oxigenul rezultand in formarea de
specii reactive de oxigen care apoi conduc la lizarea celulei, adicd la "descompunerea

unei celule cauzata de deteriorarea membranei plasmatice a acesteia" [NCI2023].



Hipoxia tumorilor face acest proces ineficient, fiind necesara o doza de radiatie de
pana la 2-3 ori mai mare pentru distrugerea aceluiasi numar de celule in absenta
oxigenului [Danny2001]. Pentru combaterea acestui efect s-au Incercat diferite strategii
precum: oxigenarea tesutului prin terapie hiperbarica cu oxigen, cresterea capacitatii
tesutului de a absorbi oxigenul sau prin medicamente vasoactive, metode care au
demonstrat, totusi, eficacitate limitata [Marcu2006].

Hipoxia tumorilor poate fi insa exploatata ca un avantaj, prin alte mecanisme
de atacare a celulelor canceroase lasand celulele sdnatoase intacte. De exemplu, prin
utilizarea unor substante care, aflate in tesuturi lipsite de oxigen, genereaza compusi
toxici (bioreductanti) se poate realiza distrugerea tesutului bolnav. Printre astfel de
substante se numdra Mitomicina C, nitroimidazenol-ul si clasa de molecule
bezotriazine di-N-oxizi din care face parte Tirapazamina [Brown]. Astfel de compusi
abili In potentarea efectelor radiatiei ionizante, numiti radiosensibilizatori, au un efect
mai pronuntat asupra tumorilor decat efectul insumat al radiatiei si al compusului
administrate separat [Liuyun2021].

Tirapazamina (TPZ, cu numele IUPAC 1,4-dioxido-1,2,4-benzotriazine-1,4-
diium-3-amine [IUPAC] este un astfel de compus cu citotoxicitate selectivd in medii
hipoxice care a fost si este supus studiilor clinice in care a dovedit rezultate
promitétoare. Inca de la inceputul studiilor, TPZ a aratat o capacitate semnificativ mai
mare de distrugere a tesutului hipoxic pentru o concentratie data, cat si o toxicitate
bine diferentiata intre tesuturile hipoxice si cele normoxice, dovedindu-si eficienta in
comparatie cu majoritatea celorlalti radiosensibilizatori. Modalitatea prin care TPZ
contribuie la distrugerea celulelor este prin reducerea sa la o forma de radical liber,
reactiv, care poate interactiona cu lanturile de ADN din cromozomii celulelor, ducand
la lizarea lor, atunci cind nu este prezent oxigenul. In prezenta oxigenului inss, forma
redusa este oxidata intr-o forma mult mai putin toxica decat radicalul sau, rezultand
in vatamarea minima a tesutului sdndtos. De asemenea, ADN-ul celulelor lipsite de
oxigen a fost observat ca necesitand un timp de doud ori mai lung pentru a se repara

dupa efectul moleculei de TPZ, in comparatie cu cel al celulelor bine oxigenate. Printre
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efectele pe care TPZ le poate avea asupra celulelor se numara simpla si dubla rupere a
lanturilor de ADN, ruperea cromozomilor, intreruperea ciclului celular si inducerea
apoptozei [Marcu2006].

In combinatie cu radiatii ionizante TPZ a aratat un efect sinergic in controlul
tumorilor, spre deosebire de unul doar aditiv. Incercarea de a oxigena tumoarea
inaintea si In timpul iradierii folosind medicamente precum nicotinamida a dus la
efecte mai putin pronuntate fatda de experimentele in care hipoxia tumorii a fost
pastrat si folositd ca avantaj prin administrarea de TPZ. In cadrul aceleiasi metode in
care in tumoare este mentinutd o cantitate scazuta de oxigen, molecula de TPZ s-a
dovedit mai eficienta si decat alti sensibilizatori precum KU-2285 atunci cand au fost
administrate doze relevante clinic. Efectul de radiosensibilizator al TPZ este considerat
mai important decat cel citotoxic iar pentru eficienta sa clinicd se recomanda
administrarea sa nainte de iradiere [Marcu2006]

In combinatie cu alte medicamente antineoplasmice, TPZ a aritat din nou un
caracter sinergetic, In special cand este addugatd tratamentului cu cisplatina,
demonstrand un mare succes clinic. Spre deosebire de alte medicamente care pot fi
administrate impreuna cu cisplatina, TPZ prezinta avantajul de a nu amplifica efectele
nocive ale cisplatinei asupra tesutului sinatos. in acest mod efectele adverse ale acestui
tratament chimioterapeutic sunt mai putin grave si mai tolerabile decat in alte
tratamente, generand In mod nedorit doar crampe musculare si sau ameteald. Desi
aceste efecte sunt considerabile drept acceptabile deoarece sunt reversibile, ele inca
reprezinta un factor limitant al dozei care poate fi administratd. Amplificarea efectului
terapeutic al cisplatinei de catre TPZ rezulta din caracterul sdu de chimiosensibilizator.
Datoritd lipsei de oxigen celulele tesutului normal sufera necroza sau apoptoza,
rezultand in moartea celulelor, insa celulele din tumoare pot intra intr-un stadiu latent,
in care ciclul lor de diviziune este intrerupt. Acest fapt duce la cresterea rezistentei
unor asfel de celule care nu se divid la agentii chimioterapeutici, printre care si
cisplatina. TPZ are abilitatea de a sensibiliza aceste celule crescand astfel eficacitatea

cisplasminei, si deci a tratamentului. Astfel, acest tratament a obtinut un raspuns
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pozitiv In aproximativ 75% din cazurile testate in tumorile de cap, gat, cervix si
plamani. Este recomandat ca TPZ sa fie administrat cu 2-3 ore Inaintea cisplatinei
[Marcu2006].

Intervalul de concentratii de oxigen necesar pentru a observa citotoxicitatea
moleculei de TPZ este mult mai larg decat cel al altor agenti bioreductivi asemanatori.
In functie de factori precum distanta de la locul investigat in tumoare pan la cea mai
apropiatd sursa de oxigen, diferite puncte vor avea nivele diferite de concentratii de
oxigen. Pot astfel exista regiuni in aceste nivele in care partea investigata a tumorii este
suficient de lipsita de oxigen pentru a fi rezistentd radiatiei, insa nu suficient pentru a
activa unii agenti bioreductivi. TZP ofera astfel mai mult control asupra tratamentului
fiind activ intr-o plaja mai larga a concentratiilor de oxigen [Denny2001].

Localizarea specificd in interiorul celulei a radicalului format de TZP, cat si
coeficientul sau de difuzie in celuld influenteaza efectul pe care molecula in va avea
asupra celulei in diferite conditii. S-au observat diferente in eficienta moleculei de TPZ
atat in conditii aerobice cat si anaerobice, in functie de localizarea in celula a enzimei
care duce la reducerea TPZ. In prezenta oxigenului, cea mai mare contributie la
distrugerea ADN-ului de catre compusii rezultati prin reducerea TPZ se petrece in
cazul in care molecula este activatd de catre o enzima din, sau din apropierea
nucleului, activarea in restul celulei devenind mai putin semnificativa. In schimb, In
conditii anaerobice, activarea TPZ nu mai necesita o localizare atat de specifica pentru
a produce lizarea celulei astfel incat oriunde este localizata in celuld, activarea sa va
produce un efect important. De asemenea, molecula TPZ nu este una lipofild, ceea ce
reduce posibilitatea sa de difuzie profunda in celula astfel incat sa poata ajunge pana
la nucleu pentru a dauna celulele normoxice [Chris2020].

Prezenta altor atomi in celuld merita de asemenea luata in considerare. Chiar
daca molecula de TPZ nu este metabolizata, iar dupa reducerea sa aceasta este oxidata
inapoi fara a produce un efect direct asupra ADN-ului, aceasta reactia poate lasa in
urma sa radicali superoxizi. Enzima detoxifianta superoxid dismutaza va transforma

acesti superoxizi in molecule de H:0: care in prezenta cuprului se pot transforma in
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radicali hidroxili capabili sa afecteze lanturi de la ADN. Un procent de 20% din cuprul
care se afld intr-o celuld se gdseste In nucleu, avand un rol In mentinerea structurii
ADN-ului si stabilizarea complecsilor formati intre ADN si alte proteine din celula.
Astfel, nivelul cuprului din nucleul celulei este considerat ca avand un efect direct si
important In mecanismul de actiune al moleculei de TPZ asupra celulei in conditii
aerobice, si poate explica necesitatea localizarii sale in nucleu atunci cand este prezent
oxigenul. Alte metale de tranzitie prezente in celuld in afara cuprului pot prezenta
acelasi efect. Nivele anormal de ridicate de cupru au fost observate in pacientii de
cancer, astfel incat pentru tratamentul lor au fost prescrise medicamente menite a
suprima metabolismul cuprului in corp, ceea ce a rezultat si in restrictionarea generarii
de vase sangvine noi, facilitind totodatd mentinerea hipoxiei tumorale. Un astfel de
tratament este complementar administrarii de TPZ, reducand toxicitatea sa in testulul
sdndtos aeorobic si mentinand tesutul bolnav in hipoxie [Chris2020].

Avand in vedere proprietdtile interesante ale moleculei TPZ, in aceasta lucrare
prezentam un studiu experimental si computational in care sa obtinem informatii
suplimentare legate de structura geometrica si electronica a moleculei.

Concret, am avut in vedere caracterizarea geometriei moleculei in stare fundamentala
siin stare excitata, explicarea caracteristicilor vibrationale ale moleculei si investigarea
proprietatilor fotofizice ale acesteia.

Teza este organizata in 3 capitole la care se adauga un capitol introductiv, in
care am expus importanta moleculei in practica clinica oncologica, stadiul cunoasterii
in acest domeniu si In care am argumentat importanta studiului efectuat in aceasta
lucrare.

In primul capitolul am discutat pe scurt metodele de calcul al structurii
electronice a moleculelor. Concret, aici am expus bazele teoriei functionalei de
densitate (DFT) deoarece este aproximatia pe care am folosit-o in acest studiu. Sunt
discutate tipurile de functionale de densitate existente, cu accent pe functionale B3LYP

[B3LYP].



De asemenea, am prezentat anatomia seturilor de baza de tip Pople [Pople1980]
folosite In chimia computationala.

In ultima parte a acestui capitol am ficut o prezentare generala legatd de calculul
structurii vibronice a spectrelor de absorbtie electronica (UV-Vis) si de fluorescenta ale
moleculelor.

In capitolul 2 am prezentat detaliile experimentale si computationale
corespunzatoare tehnicilor folosite In aceasta lucrare.

In capitolul 3 sunt incluse rezultatele originale ale tezei. Acestea contin date

calculate pentru energia de ionizare a moleculei, date experimentale si computationale
referitoare la modurile normale de vibratie ale moleculei investigate folosind
spectroscopia Raman si date experimentale si teoretice referitoare la proprietadtile
fotofizice ale moleculei (spectrele UV-Vis, de excitatie si de fluorescentd, timpi
radiativi de fluorescenta). Mentionam ca in literatura de specialitate nu am gasit date
experimentale referitoare la energia de ionizare, la modurile normale de vibratie sau
la structura vibronica a spectrelor electronice ale moleculei.
Asadar, datele prezentate in studiul nostru sunt originale si aduc informatii utile legate
de structura geometricd si cea electronica a moleculei TPZ si pot fi de ajutor la
proiectarea unor sisteme moleculare similare, extrem de utile in practica clinica
oncologica.

Ultimul capitol contine concluziile studiului efectuate.



Capitolul 1 Metode de calcul de structura

electronica a moleculelor

1.1 Bazele teoriei functionalei de densitate (DFT)

Capatand popularitate in anul 1990 teoria functionalei de densitate a devenit
una dintre cele mai importante metode pentru a calculul structurii electronice a
atomilor si a moleculelor. Aceasta imbina acuratetea rezultatelor cu un cost
computational redus, ceea ce permite investigarea unor sisteme moleculare cu un
numdr mare de atomi obtinand rezultate intr-un timp rezonabil. Aceasta are ca scop
rezolvarea oricarui sistem de interactii prin reducerea sa in mod exact la o problema
mult mai usor de rezolvat a unui sistem fara interactii. Generalitatea sistemelor care
pot fi abordate utilizand aceasta metoda reprezintd de asemenea un avantaj, putand fi
folosita in studiul proprietatilor moleculelor, solidelor, suprafetelor sau
nanoparticulelor. DFT reprezintd un formalism nou, riguros care printre altele poate
fi folosit in rezolvarea ecuatiei lui Schrodinger, poate parametriza rezultate empirice,
calcula structura electronica a unui sistem, energii, reactivitdti sau proprietati
spectroscopice [Burke2007].

In teoria DFT principala mirime de interes nu mai este in mod direct functia de
unda, ci se lucreaza cu densitatea de electroni a unui sistem atomic sau molecular din
care se pot determina toate proprietdtile corespunzatoare starii fundamentale.

Densitatea electronica pentru un sistem de N electroni este:

p(#) =N [ [I¥(Ey, Xz, -+, Xn)|2ds1dX; -+ dXy (1.1)

unde ¥ este functia de unda a sistemului, iar integrarea se face dupa coordonatele
spatiale si de spin ale tuturor electronilor, mai putin unul singur.

Conform primei teoreme Hohenberg-Kohn aceastd functie determina in mod
unic Hamiltonianul sistemului, iar pe baza acestui Hamiltonian pot fi determinate
toate celelalte proprietdti ale acestuia, lucru care se poate demonstra prin reducere la

absurd. Energia sistemului poate fi impadrtitd in doi termeni: unul dependent de
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sistemul specific considerat si unul universal, care reprezintd aceeasi functionala
pentru toate problemele de structurd electronica, numitd functionala Hohenberg-Kohn
[HK1964] sinotata cu Fyr[p], In care nu este mentionat nici un potential extern. Aceasta
functie ar putea duce la rezolvarea exacta a ecuatiei Schrodinger, insa contine termeni
precum energia de corelare pentru care nu exista o forma exacta explicita.

Importanta acestei functionale rezulta din a doua teorema Hohenberg-Kohn
care aratd cd functionala Fux[p] care furnizeaza energia stdrii fundamentale a
sistemului da cea mai joasa energie daca si numai daca densitatea electronica pe care
se bazeaza corespunde densitatii electronice exacte a sistemului. Problema poate astfel
fi tratata variational, gasind functia de densitate electronica pentru care obtinem o
energie minima.

Imbunititiri semnificative au fost ficute de citre ecuatiile Kohn-Sham, prin care
sunt minimizate semnificativ erorile si care au o rezolvare exacta furnizand si o
densitate exactd. De asemenea, cea mai mare parte a energiei cinetice poate fi calculata
in acest mod. Rezolvarea acestor ecuatii este apreciabil mai usoard decat rezolvarea
ecuatiilor Schrodinger cuplate. Abordarea sistemului de electroni care interactioneaza
se face considerand un sistem de electroni independenti, aflati intr-un potential local,
insd care au aceeasi functie de densitate. Separand termenii non-clasici gasim
functionala Fyr[p] de forma:

Flo]=Txs[o]+][0]+Exc[o] (1.2)

in care Q este densitatea electronicd a sistemului, obtinutd prin insumarea patratelor

orbitalilor moleculari ocupati, pe baza ecuatiei:

p(r) = ZP|®;(n)]? (1.3)

iar Txs[p] reprezinta energia cineticd a electronilor sistemului ideal echivalent
considerat si J[p] reprezinta termenul columbian care poate fi calculat exact. Singurul
termen care prezinta dificultati este Ex¢[p], numit functionala de schimb-corelare, este

datorat efectelor non-clasice si contribuie la energia potentiala si a corectia energiei



cinetice. Gdsirea unei aproximatii satisfdcatoare pentru acest termen reprezintd un
interes major pentru obtinerea celor mai bune rezultate.

Pentru aproximarea functionalei de schimb-corelare s-au incercat mai multe
aproximatii, precum aproximatia densitatii locale care considera un gaz uniform de
electroni si considera doar valoarea locald a densitatii pentru fiecare electron,
aproximatia gradientului generalizat care tine cont si de variatia spatiald a densitatii.
Partea care poate fi calculata exact in termenul de schimb in teoria Hartree—Fock poate
fi imbinata cu energia de schimb-corelare obtinuta prin alte metode, rezultand in
aproximatii hibride care au condus la obtinerea unor rezultate mult mai bune decat
alte metode individuale. O functionala hibrida des folosita este numita B3LYP de
forma [Becke1993, Leel988, Vosko1980, Stephens1994]:

EB3LYP = qELATER + (@ — 1)ELSP 4+ bEE + (1 — ¢)ELSP (1.4)
care reprezintd o combinatie intre aproximatia de gradient generalizat E®(Becke 88)
pentru partea de schimb a functionalei, iar pentru partea de corelare foloseste
functionala Lee, Yang, Parr si o aproximatie a densitdtii de spin local VWN, ponderate
de parametrii a = 0.20,b = 0.72 si ¢ = 0.81. Succesul acestei functionale se datoreaza
abilitatii ei de a prezice numeroase proprietati ale moleculelor, precum geometria,
spectrele UV-Vis, Raman sau de absorbtie electronica si de fluorescents,
polarizabilitati sau momente de dipol, etc. Alte exemple de functionale hibride sunt
PBEO (Perdew-Burke-Ernzerhof) care contine 1/4 din energia exactd de schimb
Hartree-Fock, sau functionala HSE (Heyd-Scuseria-Ernzerhof) [Heyd2004,
Heyd2006] care foloseste un potential Coulomb ecranat de o functie de eroare pentru

o eficientd computationala crescuta, in special pentru sisteme metalice.

1.2 Seturi de baza

Functiile de unda corespunzatoare orbitalilor moleculari @; pot fi scrise ca o

combinatie liniard a mai multor orbitali monoelectronici atomici ¢,:



= T Cuy (15)
unde ¢,; reprezinta contributia orbitalul ¢, la descrierea orbitalului molecular @;.

Orbitalii monoelectronici folositi alcatuiesc un set de baza care poate fi folosit
pentru a descrie orice orbital molecular. Setul de baza poate fi alcatuit din functiile de
unda ale atomilor care compun molecula (LCAO-MO - linear combination of atomic
orbitals), sau poate fi alcatuit dintr-un set de orbitali oarecare (LCBF-MO - linear
combination of basis functions). Tipurile principale de orbitali atomici folositi intr-un
astfel de set de baza sunt orbitalii de tip Slater (STO), care insa prezinta unele
dezavantaje, si cele de tip Gaussian (GTO). Orbitalii de tip gaussian au forma generala:

gla, Lmn, f;r,0,9) = NY;,(6, @) - r2n-2-lg=af’r? (1.6)
Functiile GTO au avantajul de a fi convenabile in calculele numerice insa pot fi aduse
la o forma care oferd rezultate mai corecte, prin combinatii liniare de functii gaussiene
D, GF  numita functie Gausiana contractata (CGF):
DL (r —Ry) = X1 dpu 5T (Apy, 7 — Ra) (1.7)
unde L este lungimea contractiei, iar d,, sunt coeficientii contractiei.

Aceste functii pot fi In continuare imbunatatite prin addugarea unor termeni
care sd tind cont de distorsionarea (polarizarea) orbitalilor electronici centrati pe un
nucleu datorata prezentei celorlalte nuclee, ceea ce se face prin addaugarea unor functii
de unda de moment cinetic mai mare, sau termeni care sd tind cont de imprastierea pe
intreaga molecula a densitatii electronice atunci cand molecula se afld in stare excitata
sau de ion.

Pentru aplicatii practice, cele mai folosite seturi de baza la ora actuala sunt asa
numitele seturi de baza de tip Pople, cu notatia generala:

k —nlm + +G(idpf, jpqd)
unde:
k este numadrul de primitive GTO folosite pentru expandarea orbitalilor de miez.
n este numarul de primitive GTO folosite pentru expandarea orbitalilor interni de
valenta.

I este numarul de primitive GTO folosite pentru expandarea orbitalilor mediani de
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valenta.
m este numadrul de primitive GTO folosite pentru expandarea orbitalilor de valenta
cei mai exteriori.
+ semnifica faptul ca a fost adaugat 1 set de functii difuze de tip P (SP) pe atomii grei.
++ semnifica faptul ca a fost adaugat 1 set de functii difuze de tip P (SP) pe atomii
grei si o functie difuza de tip s pe atomii H.
idpf semnifica faptul ca i seturi de orbitali de tip d si p seturi de orbitali de tip f sunt
adaugati pe atomii grei ca si functii de polarizare
jpqd semnifica faptul cd j seturi de orbitali de tip p si q seturi de orbitali de tip d sunt
addugati pe atomii de hidrogen ca si functii de polarizare

Unul dintre cele mai folosite seturi de baza este setul 6-31G(d), cunoscut si ca
"set de baza spectroscopic’ deoarece este capabil sa furnizeze date spectroscopice

calculate de acuratete ridicatd, la un necesar rezonabil de resurse computationale.

1.3 Calculul spectrelor electronice in formalismul TD-
DFT

Teoria DFT este folositoare in calculul structurilor electronice ale atomilor sau
moleculelor, insa este insuficientd pentru calcularea spectrelor rezultate din interactia
cu lumina, motiv pentru care in acest scop folosim extensia sa dependenta de timp TD-
DFT(Time-Dependent Density Functional Theory). Baza teoretica a acestui formalism
este teorema Runge-Gross, care asigura o relatie univoca intre un potential extern
dependent de timp (lumina) aplicat moleculei si densitatea sa electronica dependenta
de timp, in limita unei functii aditive dependentd doar de timp al carei efect este doar
modificarea fazei functiei de unda lasand insa densitatea neschimbata. Putem astfel
calcula proprietatile fotofizice ale moleculei si simula spectre precum cele de absorbtie,
emisie, fluorescenta.

Pentru modelarea starilor excitate ale moleculei este necesar calculul energiilor

din posibilele tranzitii electronice si vibronice. Fiecare stare electronicd are o geometrie
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proprie pentru care energia sa este minima, si totodata fiecare are propriile sale nivele
vibrationale.

Notand cu GS (Ground State) si cu ES (Excited State) starea electronica fundamentala,
respectiv starea excitatd a moleculei, avand fiecare minimele de energie la geometriile
RGS respectiv RES putem defini anumite energii relevante precum:

Energia verticala de tranzitie electronicd, iIn care pornind din starea
fundamentala consideram ca geometria sa nu se modificd dupa excitare, ramanand
geometria optima starii fundamentale:

Eaps = Eps(Rgs) — Egs(Rgs) (1.8)

Energia adiabatica de absorbtie, in care pornind din starea fundamentald
considerdm ca geometria sa in starea excitatd este cea optima stdrii excitate:

Eggsiab = Egs(Rgs) — Egs(Rgs) (1.9)
Energia verticald de emisie, , in care pornind din starea excitatd consideram ca
geometria sa nu se modifica dupa relaxare, ramanand geometria optima starii excitate:

emi = Eps(Res) — Egs(Rgs) (1.10)
Energia de tranzitie 0-0, corespunzdtoare tranzitiei de pe primul nivel vibrational al
unei stdri pe primul nivel vibrational al celeilalte stari.

Pentru a gdsi geometriile corespunzadtoare minimelor energetice ale stdrilor
electronice moleculare suntem nevoiti sd optimizam parametrii moleculei pentru a
gasii configuratia stabild de energie minima, atat a stdrii fundamentale cat si a starii
excitate, in solventul considerat. In acest scop trebuie ales cu grija setul de bazi care sa
ofere rezultate satisfacatoare, preferabil un set care sa contina si functii difuze sau de

polarizare.

1.4 Calculul spectrelor electronice cu structura vibronica

Proprietatile fotofizice ale moleculei descriu modul in care aceasta
interactioneazd cu un camp electromagnetic extern (lumina), si In consecinta

determind forma spectrelor care vor fi obtinute prin iradierea moleculei cu radiatii
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electromagnetice In domeniul UV-Vis. Pot fi astfel calculati parametrii precum
energiile necesare excitdrii moleculei sau energiile fotonilor emisi de molecula prin
fluorescenta, din care rezulta deplasari Stokes, timpi radiativi de fluorescentd sau
geometria moleculei in stare excitatd. Pentru un bun acord intre spectrele
computationale si cele obtinute pe cale experimentald sunt luate in considerare atat
tranzitiile electronice ale moleculei cat si cele pe nivele vibrationale, cuplajul dintre ele
realizandu-se prin coeficientii Franck-Condon.

Interactiunea dintre o moleculd si un camp electromagnetic extern poate induce
in molecula o tranzitie electronicd UV-Vis de la o stare initiala i la o stare finala f.

Probabilitatea unei astfel de tranzitii este data de regula lui Fermi:

2mER

2 > > > -
Diy = %(q’ilﬂeeEolq'f)zp(Ef) == (¥;1d.61¥)2p(Ef) (1.11)

unde tranzitia se face intre starile cu functiile de unda ¥; si ¥, de energii E; si Ef, I,
este momentul de dipol electric al moleculei, € este directia campului magnetic iar
p(Ey) este densitatea care descrie distributia starilor finale.

Tinand cont de faptul cd la o anumita frecventa w poate fi absorbita sau emisa
doar o cuantd de energie Aw, distributia stdrilor finale va avea valoarea 0 pentru toate
energiile care nu Indeplinesc acest criteriu. De asemenea putem scrie diferenta de
energie dintre cele doua stari Ef —E; in functie de diferenta dintre minimele
suprafetelor energetice AE corespunzatoare stdrilor, si diferenta dintre energiile
vibrationale pe aceste stdri |er — &|. Obtinem astfel o functie de distributie a stdrilor

finale de forma unei functii Dirac:

6(AE + |€F — gll — h(l))

Obtinem astfel sectiunile eficace (rata de absorbtie sau emisie a unui foton pe unitatea

de energie radianta) pentru un singur foton de o anumitd frecventd de forma:

m? 2
Oaps(@) = - w - X pi Ly (W lul®p)|” 8(Ey — By — hoo) (1.12)
2 2
0(@)emi = ooz + @3 - By D (Wilul®p)|” 6 (Ef — E; + hoo) (1.13)
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Factorul 1/3 este legat de facptul cd orientarea moleculei pe oricare din cele trei directii

Carteziente se face cu aceeasi probabilitate.

Pentru evaluarea integralei momentului de dipol al tranzitiei:

(Wil €|¥y)

folosim principul Franck-Condon conform cdruia o tranzitie electronicd moleculara

a)

b)

Fig. 1.1  Tustrarea tranzitiilor

electronice verticale

princpiului Franck-Condon

unde:

este semnificativ mai rapida decat deplasarea
nucleelor, astfel 1Incat acestea pot fi
considerate ca fiind fixe. Iustrarea acestui
principiu este facuta in Fig. 1.1.

Descompunem functiile de unda initiala si
finala intr-o parte nucleara ¥, si una
electronicd ¥,, iar pe cea nucleara o
descompunem mai departe intr-o parte
vibrationald ¥, si o parte rotationald care

poate fi neglijata, obtinand forma finald

conform | pentru integrala momentului de dipol de
tranzitie:
CAMEARICHMALES (1.14)

wir = (P w))

Deoarece nu exita o forma analitica a termenului y;; folsim aproximatia Franck-

Condon in care considerdm termenul ca fiind aproximativ egal cu primul termen din

dezvoltarea sa in serie Taylor, care corespunde geometriei de echilibru a starii finale.

Aceastd abordare poate insa furniza rezultate eronate in cazul unui dipol slab, astfel

incat folosim In schimb aproximatia Herzberg-Teller care tine cont si de urmatorul

termen din serie corespunzdtor variatiei liniare a momentului de dipol in functie de

variatia geometriei moleculei in starea finald in coordonate normale convenabile Q.

Ajungem la forma integralei momentului de dipol:
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wilulvy) = wg (D)WW + Ty (34) @hlallw))  a19)
k70

care reda suprapunerea functiilor vibrationale din starea initiala si cea finala.

In functie de deplasarea valorii minime a energiei stirii finale fata cea initiala
va exista o0 mai bund suprapunere intre anumite functii vibrationale. Astfel, in lipsa
unei astfel de deplasdri vom observa cum cea mai intensa banda spectralda datorata
miscarii de vibratie va corespunde tranzitiei dintre nivelele vibrationale 0 - 0. Daca
minimul suprafetei energetice se deplaseaza atunci este posibil ca cea mai intensa
banda sa corespunda tranzitiei de pe nivelul vibrational cu v = 0 pe un alt nivel

vibrational.
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Capitolul 2 Detalii experimentale

O proba de Tirapazamina (3-amino-1,2,4-benzotriazine-1,4 dioxide) de puritate
mai mare de 98% (testatd folosind tehnica HPLC) a fost achizitionata si pastrata intr-
un mediu rece si intunecat. O cantitate din proba a fost extrasa si cantarita folosind o
balanta analitica, iar folosind o micropipetd au fost preparate mai multe solutii de
diferite concentratii intre 107> M si 5-107*M folosind solventul dimetilsulfoxid
(DMSO).

Pentru realizarea spectrelor experimentale de absorbtie UV-Vis am folosit
spectrometrul Perkin Elmer Lambda 35. Am introdus solutiile de concentratii diferite
in cuvete de cuart iar proba a fost iradiata cu lumina in domeniul ultraviolet si cel
vizibil. O lampa cu deuteriu a fost folosita pentru a acoperi intervalul ultraviolet cu
lungimea de unda intre 185 — 360 nm , complementat de o lampa cu tungsten pentru
domeniul vizibil de 340 — 1100 nm. Am efectuat o masurdtoare de referinta pe o proba
de DMSO pur, iar apoi am masurat absorbanta rezultata in urma iradierii solutiilor.
Pentru lungimi de undd mai mari de 585nm am obtinut valori negative ale
absorbantei pe care le-am considerat erori.

Pentru spectrele de emisie proba a fost iradiatd cu lumina albastra de 470 nm,
care este cea mai apropiatd lungime de unda de maximul obtinut din spectrul de
absorbtie. Lumina provine de la led AvaLight-HPLED cu o putere de 3.4 mW,
directionatd pe proba printr-un cablu de fibra opticd. Lumina rezultanta in urma
fluorescentei a fost captatd de un spectrometru AvaSpec-HS2048XL-EVO care
intregistreaza lumina in domeniul 200 — 1160 nm. Am observat cum probele de
concentratii mari au rezultat in spectre lipsite de peak-uri discernabile, astfel incat a
fost necesara folosirea probelor de concentratii mai mici.

Pentru spectrele de excitatie am folosit un spectrometru Perkin Elmer PL 55

folosind diferite lungimi de undad pentru lumina incidentd pe probd in timp ce
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lungimea de unda a monocromatorului care capteaza lumina emisa de proba este
mentinuta la o valoare constanta.

Pentru spectrele Raman, in plus fatd de solutiile de TPZ si DMSO am realizat
spectre si direct pe TPZ pur sub forma de pudrd, si in amestec de TPZ si solutie
coloidald cu particule de argint pentru a Incerca amplificarea semnalului prin
interactiunea dintre molecula si suprafata nanoparticulelor. Spectrele au fost realizate
folosind un spectrometru Renishaw inVia Reflex. Probele au fost puse pe o lamela
acoperitd in folie de aluminiu si au fost aliniate in calea laserului folosind o camera cu
un obiectiv de x20 si 0 apertura numerica de 0.4 indreptatd inspre proba investigata.
Iradierea a fost facuta cu un laser Cobolt DPSS pentru lungimea de unda de 532 nm,
un laser cu He-Ne pentru cea de 633 nm si cu o dioda pentru cea de 785 nm. Am folosit
diferiti timpi de achizitie si puteri ale laserului incercand sa obtinem un spectru cat
mai relevant, avand grija ca puterea laserului sd nu depaseasca o valoare care sa

distruga proba.
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Capitolul 3 Rezultate si discutii

In acest capitol vom prezenta rezultatele experimentale si computationale
obtinute pentru molecule de tirapazamind, corelarea celor douda tipuri de rezultate si

interpretarea acestora. Astfel, vor fi discutate proprietati ale moleculei TPZ legate de:

e cnergia de ionizare a moleculei, determinata prin calcul bazat pe 4

aproximatii diferite
e modurile normale de vibratie, in particular spectrul Raman al moleculei

e fotofizica acestei molecule, in particular spectrul de absorbtie electronica,
spectrul de emisie, structura vibronica a celor doua spectre, precum si
timpul radiativ de fluorescenta

Mentiondm cd in literatura de specialitate nu am gasit date experimentale nici
pentru energia de ionizare a moleculei, nici pentru spectrul IR sau Raman. La fel, in
cazul spectrelor UV-Vis si de fluorescentd nu am gasit nici date calculate, nici

experimentale pentru structura vibronica a acestora.

3.1 Calculul energiilor de ionizare pentru molecula TPZ

Am calculat energia de ionizare pentru molecula TPZ folosind urmatoarele

metode:

1. aproximatia bazata pe teorem lui Koopmans (TK)
2. aproximatia ASCF
3. aproximatiile EPT si OVGF
Conform teoremei lui Koopmans [Koopmans1934], energia de ionizare a unui
sistem electronic molecular dintr-un anumit orbital din care a fost emis electronul este
egala cu opusul energiei respectivului orbital molecular:

I =—¢ (3.1)
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unde ¢ este energia orbitalului i.

In consecints, pentru estimarea energiei (verticale) de ionizare pe baza teoremei
Koopmans este necesar un calcul "single point" (SP) pe geometria optimizata a
moleculei, calcul din care rezultd, printre altele, energiile orbitalilor moleculari.
Pentru molecula TPZ, calculatd la nivelul de energie B3LYP/6-311+G(2df,p) energia
orbitalului HOMO este -0.21647 a.u. (vezi Fig. 3.1), ceea ce inseamna o energie de

ionizare calculata pe Baza teoremei Koopmans de 5.89 eV (1 a.u. =27.2114 eV).

The electronic state is 1-A.

Alpha occ. eigenvalues -- -19.14001 -19.11049 -14,52377 -14.46086 -14.37714
Alpha occ. eigenvalues -- -14.36169 -18.31683 -18.25968 -1@.25447 -18,21255
Alpha occ. eigenvalues -- -19.21215 -18.20700 -18.20631 -1.18523 -1.12418
Alpha occ. eigenvalues -- -1.81431 -8.95785 -8.91448 -0.86609 -8.82875
Alpha occ. eigenvalues -- -@.79887 -8.73842 -9.71004 -2.65654 -9.62968
Alpha occ. eigenvalues -- -8.59175 -8.56875 -8.54334 -8.54023 -8.52379
Alpha occ. eigenvalues -- -9.49832 -8.49186 -9©.48634 -0.46874 -0.46506
Alpha occ. eigenvalues -- -9.41693 -98.41332 -8.38929 -@.37879 -8.34733
Alpha occ. eigenvalues -- -9.38518 -@.29995 -8.29797 -@.288@1 -@.27593

Alpha occ. eigenvalues -- -9.21647

Fig. 3.1 Extras din fisierul de output al programului Gaussian pentru calculul single point al
actionului moleculei TPZ pe geometria moleculei neutre

Calculul SP MP2/6-311+G(d,p) efectuat pe geometria optimizatd la nivelul de teorie
B3LYP/6-311+G(2df,p) furnizeaza o valoare pentru energia de ionizare a moleculei de
8.32 eV, iar calculul SP MP2/6-311+G(d,p)//B3LYP/6-311+G(2df,p) estimeaza aceeasi
energie la 8.285 eV.

Mentionam ca un nivel de teorie de forma MP2/6-311+G(d,p)//B3LYP/6-311+G(2df,p)
inseamnad un calcul SP la nivelul MP2/6-311+G(d,p) pe geometria optimizatd la nivelul
B3LYP/6-311+G(2df,p).

Potentialul vertical de ionizare, pentru care nivelurile energetice electronice ale
cationilor difera de nivelurile energetice electronice ale moleculei neutre se obtine si
pe baza aproximatiei ASCF. Mentiondm ca pentru obtinerea acestei valori se face un
calcul SP pe cationul moleculei, dar geometria cationului este neoptimizata, identica
moleculei neutre. Matematic,

El, = Eigtion' — Encutri (3:2)

unde indicii superiori din membrul drept al ecuatiei precedente semnifica geometria

optimizatd a moleculei pe care se face calculul energiei sistemului, iar indicii inferiori
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semnifica sistemul calculat (molecula neutra sau cationul acesteia). Valoarea energiei
de ionizare a moleculei TPZ in aceasta aproximatie este de 7. 64 eV.

O alta modalitate de calcul a energiei de ionizare a moleculelor se bazeaza pe
teoria propagatorului de electroni (EPT — Electron Propagator Theory) [Ortiz2013]. In
cazul de fata am folosit doua aproximatii pentru calculul energiilor de ionizare bazate
pe teoria EPT: aproximatia OVGF (Outer Valence Green's Functions) [Niessen1984] si
aproximatia EPT3 (EPT Partial Third Order) [Zakrzewski2014, Martins2019].

Teoria EPT descrie comportamentul electronilor in atomi si molecule [Martins2019],
folosind conceptul de functii Green si ecuatiaei Dyson [Dyson1949, Ortiz1999,
Ortiz2020, Pomogaev2021] si de propagator al unui electron intr-un sistem cuantic.
Calculul propagatorilor electronici [Leeuven2023] a fost usurat de folosirea functiilor

Green [Hedin1965, Kadanoff1962].

Propagatorul electronic se obtine prin rezolvarea ecuatiei Dyson, care include efectele
interactiunilor electron-electron si de corelare a acestora. Analiza polilor
propagatorului permite determinarea proprietdtilor precum energii de ionizare,
afinitati electronice sau energii de excitare electronica.

Teoria functiilor Green de valenta (OVGF) este o metoda teoretica folosita
pentru studiul structurii electronice si proprietatilor moleculelor, care ia in considerare
electronii de valenta care sunt responsabili, in cea mai mare mdasurd, de formarea
legaturilor chimice si de proprietatile optice ale sistemelor moleculare. Functiile
Green descriu raspunsul unui sistem cuantic la o perturbatie externa si ofera informatii
despre probabilitatea de a gasi un electron intr-o stare particulard data daca este
cunoscuta starea sa initiala si, de asemenea, interactiunile dintre respectivul electron
si cu ceilalti electroni din sistemul investigat. Un calcul de tip OVGF implica rezolvarea
ecuatiei Dyson [24, 25] pentru functia Green a unei particule.

Un exemplu de fisier de input pentru un calcul de tip EPT/OVGEF este dat in
Fig.3.2.
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%rwf=/storage/vchis/TPZ_Ovgf_gas.rwf

%Nosave

%chk=/storage/vchis/TPZ_Ovgf_gas.chk
%nprocshared=30

%mem=30GB

#p ept=ovgf/6-311+g(2df,p) tran=iabc iop(9/11=30100)

TPZ OVGF gas//pe geom B3LYP MO 32 34

01

C -2.62243600 -1.38652800 -0.00000300
C -1.29207100 -1.72841400 0.00000100
C -0.32726300 -0.70832000 0.00000400
C -@.73431100 ©.63848500 ©.00000500
C -2.09628100 8.97070400 -0.00000200
C -3.02951500 -0.03682800 -0.00000500
C 1.88158500 0.04025700 -0.00000200
H -3.37200400 -2.16825600 -0.00000600
H -9.94774300 -2.75233900 9.00000100
H -2.36902900 2.01593600 -0.00000200
H -4.08397400 9.20673500 -0.00000900
N 3.18253700 -9.27828100 -0.00001500
H 3.87745200 0.44617400 0.00001700
H 3.40645700 -1.26276200 0.00001300
N 1.01476000 -1.00506400 ©.00000500
N 1.52158300 1.32883400 0.00000200
N 9.24419200 1.64134200 ©.00001400
0 -08.88570500 2.84223100 -0.00001000
0 1.46941100 -2.22091000 9.00000500
32 34

Fig.3.2 Exemplu de fisier de input pentru calculul energiei de ionizare a moleculei TPZ pe baza
aproximatiei EPT/OVGF

Rezultatele acestor calcule de tip EPT/OVGEF sunt prezentate in Tabelul 3.1.
Nivelurile de teorie folosite in aceste calcule difera in calitatea setului de baza folosit.
Concret, primul set de baza contine un singur set de orbitali de tip d si un singur set
de orbitali de tip p ca si functii de polarizare adaugate pe atomii grei, respectiv pe
atomii usori.

Tabelul 3.1. Energii de ionizare calculate pentru molecula TPZ folosind aproximatiile OVGF
si EPT3, la doud niveluri de teorie.

Aproximatia
Nivelul de teorie
TK OVGF P2 P3 P3+
MP2/6-311+G(d,p)//
8.320 7.589 6.970 7.883 7.718
B3LYP/6-311+G(2df,p)
MP2/6-311+G(2df,p)//
8.285 7.691 7.149 8.080 7.907
B3LYP/6-311+G(2df,p)
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Pentru cel de-al doilea set de baza am folosit ca functii de polarizare pe atomii grei
doud seturi de orbitali de tip d si un set de orbitali de tip f ca si functii de polarizare
pentru atomii grei ai moleculei si un set de orbitali de tip p ca functii de polarizare
pentru atomii de hidrogen.

In lipsa datelor experimentale este dificil de estimat care dintre aproximatiile
folosite funizeaza cea mai corecta valoare pentru energia de ionizare a moleculei TPZ.
Valoarea calculatd pentru aceasta marime a fost raportata in ref. [Chong2014]. Folosind
o variantd a metodei ASCF cu functionald PBEO si setul de baza et-pVQZ, in referinta
mentionata mai sus s-a raportat o valoare de 7.700 eV, in acord cu valoarea obtinutd in
aceastda lucrare prin metoda ASCF la nivelul de teorie B3LYP/6-311+G(2df,p). De
asemenea, valoare lui Chong este in acord cantitativ cu valoarea noastra (7.691 eV)
obtinutd pe baza aproximatiei OVGF cu setul de baza 6-311+G(2df,p).

Remarcam cd valorile calculate pe baza aproximatiei TK sunt ambele mai mari
de 8 eV, iar cele calculate pe baza aproximatiilor EPT/OVGEF (in particular OVGF si
P3*) sunt sistematic sub aceastd valoare. Singura concluzie care poate fi extrasa de aici
este ca aproximatia TK supraestimeaza energia de ionizare a moleculei TPZ.

Ca si concluzie a acestui capitol, valoarea calculata si propusa de noi pentru
energia de ionizare a moleculei TPZ in gaz este de 7.691 eV. O imbunatatire a acestei
valori poate fi facuta, de exemplu, prin utilizarea unor metode bazate pe extrapolarea

la setul de baza infinit.
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3.2 Caracteristici vibrationale ale moleculei TPZ

In acest subcapitol prezentdm rezultatele experimentale referitoare la modurile
de vibratie ale moleculei TPZ. Aceste rezultate sunt corelate cu rezultate
computationale cu scopul de a atribui modurile normale de vibratie si de a identifica

cele mai intense benzi Raman, caracteristice acestei molecule.

Proba a fost achizitionatda de la o sursa comerciald si folosita ca atare, fara
purificare. Spectrum Raman al moleculei TPZ a fost in registrat la temperatura camerei
pe o proba de pulbere, folosind spectrometrul Renishaw InVia Reflex, echipat cu un
detector CCD RenCam. Pentru achizitia spectrelor am folosit ca surse de excitare liniile
laser de 633 si 785 nm. Mentiondm ca utilizarea laserului de 532 nm a generat un
background puternic de fluorescenta deoarece molecula TPZ absoarbe puternic la
lungimea de unda de 498 nm (vezi subcapitolul 3.3).

Spectrul experimental al moleculei este prezentat in Fig. 3.2.1. Pentru atribuirea
modurilor normale de vibratie am calculat spectrum Raman al moleculei folosind atat
aproximatia armonica cat si aproximatia anarmonica.

Aproximatia anarmonica se bazeaza pe teoria perturbatiilor de ordin doi (second-
order vibrational perturbation theory - VPT2) prezentata si exemplificata in referinta
[Barone2014].

Spectrul calculat al moleculei este prezentat in Fig. 3.2.2. Am separat spectrul calculat
in diferite regiuni pentru a se putea observa detaliile acestuia, importante pentru
discutia referitoare la atribuirea modurilor normale.

Mentiondam ca spectrul calculat contine benzile corespunzdtoare modurilor
fundamentale de vibratie dar si benzi datorate armonicelor modurilor fundamentale,
precum si benzi de combinare intre acestea.

In Tabelul 3.2.1 sunt sunt prezentate valorile experimentale si calculate pentru

numerele de unda de vibratie, impreuna cu atribuirea modurilor normale ale TPZ.
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TPZ - spectrul Raman experimental
excitatie: 633 nm
(corectie BL + smooth)

1154

Raman intensity (arb. units)

200 400 600 800 1000 1200 1400
Raman shift /cm™

Fig. 3.2.1.a Spectrul Raman experimental al moleculei TPZ inregistrat la temperatura camerei
pe o probd de pulbere, folosind linia de excitatie laser 633 nm (domeniu spectral: 100 — 1400
cml).

TPZ - spectrul Raman experimental
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Fig. 3.2.1.b Spectrul Raman experimental al moleculei TPZ inregistrat la temperatura camerei
pe o probi de pulbere, folosind linia de excitatie laser 633 nm (domeniu spectral: 1300 — 1700
cml).
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Fig. 3.2.2.a Spectrul Raman al moleculei TPZ calculat in gaz, in domeniu spectral 100 — 900
cm, la nivelul de teorie BBLYP/6-311+G(2df,p) in aproximatia armonicd (curba albastri) si in
aproximatia anarmonicd (curba rogie).
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Fig. 3.2.2.b Spectrul Raman al moleculei TPZ calculat in gaz, in domeniu spectral 900 — 1330
cm, la nivelul de teorie BBLYP/6-311+G(2df,p) in aproximatia armonicd (curba albastri) si in
aproximatia anarmonicd (curba rogie).
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Fig. 3.2.2.c Spectrul Raman al moleculei TPZ calculat in gaz, in domeniu spectral 1330 — 1800
cm, la nivelul de teorie BBLYP/6-311+G(2df,p) in aproximatia armonicd (curba albastri) si in
aproximatia anarmonicd (curba rogie).
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Fig. 3.2.2.d Spectrul Raman al moleculei TPZ calculat in gaz, in domeniu spectral 1800 —
40000 cm, la nivelul de teorie B3LYP/6-311+G(2df,p) in aproximatia armonicd (curba
albastrd) si in aproximatia anarmonicd (curba rogie).
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Tabel 3.2.1. Deplasari Raman experimentale (linia laser de excitare 633 nm) si calculate
(armonic si anarmonic) pentru molecula TPZ si atribuirea modurilor normale de vibratie ale

acesteia
Mod N [N [N Atribuirea modurilor de vibratie
Raman armonic anarmonic
Q1 391 351 392 B(NO):+d(NC-NH>)
Q2 399 402 407 B(NO):s
Q3 454 467 468 deformare longitudinala
4 498 503 499 (ip. def.)rass In faza
Q5 552 559 552 (ip. def.)rass In antifaza
Q6 686 678 644 O(CCC):at+d(ONC)+d(NC-NH->)
Q7 727 733 751 S(NNC):5+d(CCC)ra
Q8 1005 1050 1002 B(CH)+0(NNC)+o(NH>)
Q9 1029 1028 1008 breathing ring A
Q10 1058 1130 1063 B(CH)+o(NH2)+d(CCC):a
Q11 1154 1132 1103 B(CH)+V(CN)interring+d(CNO)+o(NH>)
Q12 1168 1198 1177 O(CCC)ra+v(NN)m+o(NH>)
Q13 1222 1065 1236 O(CCC)rato(NHy)
Q14 1349 1401 1363 V(CC)ra+v(CO)s
Q15 1373 - 1374 Banda de combinare (503+847)
Q16 1386 1428 1404 V(CC):a+v(CN):s+v(C=0):5+0(NH-2)
Q17 1486 1530 1484 V(CC)rat+v(CN):s+v(C=0):3
Q18 1588 1623 1583 V(CC)ra+v(C-NHz)+3(NH-2)
Q19 1597 1636 1559 B(NH2)+v(C-NH2)+v(CC)ra
Q20 1605 1649 1626 V(CC)ra+v(C-NHz)+3(NH-2)
v — stretch, 3 —in plane bending, 6 — trigonal bending, o0 — rocking
rA —inelul benzenic, rB —inelul heterociclic, ip. —in plan, def. - deformation
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Pentru atribuirea modurilor normale de vibratie am luat in considerare
diferenta intre valorile anarmonice si valorile experimentale, dar si corespondenta
dintre intensitatile relative ale benzilor experimentale si ale celor calculate. In cazurile
in care valorile anarmonice calculate difera substantial de cele experimentale am luat
in considerare valorile armonice pentru atribuirea modurilor normale. Mentionam ca
nu am folosit factori de scalare nici pentru valorile armonice nici pentru cele
anarmonice ale frecventelor calculate.

In Tabelul 3.2.1 am marcat cu galben cazurile in care s-au observat cele mai mari
diferente in valorile experimentale ale deplasdrilor Raman si valorile calculate
anarmonic.

Nu vom discuta toate modurile de vibratie include in Tabelul 3.2.1 ci vom
prezenta cateva cazuri de benzi care sunt caracteristice moleculei TPZ, precum si
cazurile In care aproximatia armonica furnizeaza rezultate calculate mai bune decat
aproximatia anarmonica.

In primul rand, tripletul de benzi centrat la 1597 cm! este reprodus foarte bine, din
punct de vedere al intensitatilor relative, de grupul de benzi situate intre 1623 — 1649
cm? (vezi Fig. 3.2.2c). Conform datelor din Tabelul 3.2.1, aproximatia anarmonica
prezice cele 3 benzi la valorile 1583, 1559 si 1626 cm'. Banda centrala din acest grup,
care este si cea mai intensd, este reprodusa cu o eroare de 38 cm™ fata de valoarea
experimentald de la 1597 cm’, atribuita unui mod de vibratie complex, B(NHz2)+v(C-
NH2)+v(CC)ra, cu contributie majoritara de la vibratia B(NH:z). Pentru celelalte doua
benzi din acest grup valorile calculate pentru numerele de undd in aproximatia
anarmonica sunt in mult mai buna concordanta cu valorile experimentale.

Explicdm aceastd discrepanta pe baza faptului ca grupul NH: este planarizat ca urmare
a optimizdrii geometriei la nivel DFT, ceea ce produce o anarmonicitate marita pentru
acest mod. O posibilitate de a corecta diferenta observata consta in folosirea unei
metode post-Hartree-Fock pentru optimizarea geometriei moleculei si calculul
spectrului anarmonic. Un astfel de calcul necesitd resurse computationale mult mai

mari decat calculul DFT, dar acesta ramane un obiectiv pentru studii viitoare.
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Un alt caz In care aproximatia anarmonica furnizeaza rezultate mai slabe decat
cea armonica este cel corespunzator benzii experimentale observata la 1154 cm.
Banda experimentald este intensa si este atribuita modului de vibratie complex care
implica o vibratie de stretch inter-inele, dar si cu contributie de la vibratia 3(CNO) si
o(NH:). Ambele aproximatii prezic acest mod normal ca fiind cel mai intens in aceasta
zond spectrald, acest fiind si motivul pentru care am asociat acestei benzi valorile
calculate de 1132 cm™ si 1103 cm! pentru cazul armonic, respectiv anarmonic.

Aproximatia anarmonicd furnizeazd, pe langa valorile numerelor de unda
fundamentale si valorile armonicelor acestora sau a benzilor de combinare. Un
exemplu de astfel de banda pare a fi cea observata in spectrul experimental la 1373 cm-
1. Conform datelor calculate aceastd bandad este una de combinare intre modurile
fundamentale cu valorile armonice ale deplasarilor Raman calculate la 503 si 847 cm™.
Intensitatea calculata a acestei benzi este similard cu cea obtinuta pentru modul
fundamental 30, cu deplasarea Raman calculatd anarmonic la 1063 cm?, iar in
aproximatia armonica la 1131 cm™.

Mentionam ca in ciuda cazurilor in care aproximatia anarmonica furnizeaza

rezultate mai slabe decat aproximatia armonicd, pentru intregul set de valori calculate,
eroarea absolutd medie in aceastd aproximatie este de 15.3 cm’, in timp ce pentru
aproximatia armonicd aceeasi eroare este de 35.0 cm™.
Recomandarea noastra este ca aproximatia anarmonica sa fie folosita cand este posibil
(pentru molecule de dimensiuni rezonabile si in functie de resursele computationale
existente), iar atribuirea modurilor de vibratie sa fie facuta tinand cont si de valorile
calculate in aproximatia armonica.

Mentiondm de asemenea cd nu am gasit in literatura de specialitate spectrul
Raman sau IR experimental pentru TPZ. Pe de altd parte, exista un studiu
computational din anul 2014 [Chong2014], studiu efectuat pe baza aproximatiei
armonice. Chiar daca nivelurile de teorie sunt diferite intre studiul mentionat si studiul

nostru cu aproximatia armonicd, rezultatele sunt comparabile.
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In studiul amintit mai sus, autorul a mentionat "Hence, we expect the predicted vibrational
spectrum of TPZ in Table 8 may be useful in interpretation of the experimental one when it is
recorded" [Chong2014].

In consecints, rezultatele raportate in acest subcapitol sunt originale, aduc
informatii noi atat prin spectrul experimental raportat cat si prin spectrul calculat in
aproximatia anarmonicd si pot fi utile pentru proiectarea unor noi medicamente

anticancer cu structuri similare.
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3.3 Caracteristici fotofizice ale moleculei TPZ

3.3.1 Modificari structurale ale moleculei TPZ

Spre deosebire de proprietdtile vibrationale ale moleculei TPZ cele fotofizice au
fost investigate de cdtre mai multi autori de-a lungul timpului. Totusi, in literatura de
specialitate nu existd date referitoare la geometria moleculei in stare excitata.

In Fig. 3.3.1 sunt prezentate geometriile optimizate ale moleculei TPZ in gaz si in apa
pentru starea fundamentald a acesteia si geometria optimizata In apa pentru starea

excitata.

GS in gaz GS in apa ES in apa

Fig. 3.3.1. Structura moleculei TPZ optimizatd in gaz si in apd in stare fundamentald, respectiv in apd
in stare excitatd, la nivelul de teorie B3LYP/6-311+G(2df,p)

La trecerea din faza gazoasa in faza lichida se observa modificari structurale in special
in inelul heterociclic. Astfel, legaturile atomului de azot din grupurile NO cu atomii
adiancenti de C sau de N se micsoreazad in faza lichidd, concomitent cu alungirea
legaturii N=O cu 0.016 A. O altd modificare importanti se observa in alungirea
legaturii N-O cu 0.015 A. Planaritatea moleculei se pastreaza in faza lichida la fel ca si
in fazd gazoasa. Grupul NH: este cooplanar cu restul scheletului moleculei, desi acest
lucru pare a fi un artefact al metodelor DFT. Din cauza perechii de electroni
neparticipanti, acest grup este asteptat sa nu fie coplanar, structura planara fiind mai
degraba asociata unei stari de tranzitie corespunzatoare moleculelor care contin acest

grup [Mandal2020].
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Totusi, geometriile optimizate au fost verificate prin calcule de frecvente in fiecare caz
si toate corespund unor minime de pe suprafata de energie potentiala a moleculei si
nu unor structuri de tranzitie.

Comparand structurile starii fundamentale si a celei excitate in apd se observa
modificdri importante ale lungimii legaturilor dintre atomii moleculei.

Sunt afectate ambele inele ale moleculei cu cele mai mari diferente intre lungimi
observate pentru legdtura C1C6 (vezi schema de numerotare a atomilor in Fig.3.3.1,
pentru geometria starii excitate a moleculei) care scade in starea excitata cu 0.027 A.
Alte modificdri importate sunt observate pentru legdturile C5-C6 (alungire cu 0.031
A), N16-N17 (alungire cu 0.045 A), C7-N15 (alungire cu 0.028 A) si C7-N12 (scurtare
cu 0.012 A). Cele doud legaturi NO se modifica in sens diferit, N17=018 creste cu 0.009
A, iar legatura simpld N-O scade cu 0.012 A.

Am considerat trei distante care sa reflecte in ansamblu modificarea geometriei
la trecerea din starea fundamentala in cea excitata. Astfel, distantele longitudinale
sufera urmatoarele alungiri: distanta C6N16 cu 0.085 A, iar distanta C1C7 cu 0.064 A.
Pe de alti parte distanta transversald O18019 se scurteaza cu 0.014 A. In concluzie, in
stare excitata, molecula se alungeste in lungul directiei longotudinale si se comprima

in lungul directiei transversale. Planaritatea moleculei se pastreaza si in stare excitata.
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3.3.2 Proprietati fotofizice ale moleculei TPZ

Referitor la datele de absorbtie si emisie ale moleculei, Poole si colaboratorii
[Pole2007] au masurat spectrul UV-Vis in apa si au determinat Amax pentru spectrul de
absorbtie la 461 nm in intervalul de pH = 4 - 10, respectiv o valoare de 542 nm la un
pH mai mare sau egal cu 12, datorata anionului TPZ produs prin deprotonarea
grupului NHz. Spectrul UV-Vis al TPZ este puternic dependent de pH-ul solutiei in
care este masurat asa cu reiese din acelasi studiu, Amax masurat in metiltetrahidrofuram
fiind de 496 nm, iar emisia de fluorescenta observata la Aemi= 572 nm. De asemenea,
studiul mentionat raporteaza timpi de fluorescenta madsurati la 98 ps in apa, la 110 ps
in ACN sila 209 ps in formamida, iar eficienta cuantica de 0.0018. Pe baza acestor date
rezulta o valoare pentru timpul radiativ de fluorescentd al TPZ in apa de 54 ns.

Studiul lui Shi si colaboratorii [Shi2005] indica o valoare pentru Amax din spectrul
UV-Vis inregistrat In acetonitril de 482 nm si emisia de fluorescenta observata la 544
nm, iar timpul de fluorescenta de 130 ps.

In solutie de ethanol studiul lui Liu si colaboratorii [Liu2016] arati ci absorbtia
electronicd se produce la 469 nm.

Sarlauskas si colaboratorii [Sarlauskas2022] prezinta date fotofizice pentru TPZ
in doi solventi polari si aprotici, etilacetat si acetonitril. In respectivul studiu s-au
determinat lungimile de undad de absorbtie UV-Vis Amax la 390 nm, iar lungimea de
unda de emisie la Aemi = 490 nm, asadar o deplasare Stokes de 100 nm. In plus, tot in
acest studiu sunt raportate si valori ale eficientei cuantice (P), definita ca si raportul
dintre numarul de fotoni emisi si numarul absorbiti de o proba (cromofor). Astfel,
Sarlauskas si colaboratorii au mdsurat pentru @ valori de 20% si 33% in etilacetat,
respectiv In acetonitril.

Avand in vedere diversitatea datelor fotofizice raportate pana acum despre
molecula de torapazaming, in studiul de fatd ne-am propus o investigatie a moleculei
in solventul DMSO, studiu in care sa analizam si dependenta de concentratie a

spectrelor UV-Vis si de emisie.
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In Fig. 3.3.2 prezentdam spectrul UV-Vis al moleculei in acest solvent, iar in Fig. 3.3.3

este reprezentatd dependenta de concentratie in intervalul 5-10° — 10* M a acestui tip

de spectre.
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Fig. 3.3.2 Spectrul UV-Vis al moleculei TPZ in DMSO, la o concentratie de 5-10* M.
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Fig. 3.3.3 Dependenta de concentratie a spectrelor UV-Vis ale TPZ in DMSO

In Fig. 3.3.4 sunt reprezentate spectrele de excitatia, iar in Fig. 3.3.4 spectrele de

emisie pentru molecula TPZ.
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Fig. 3.3.4 Spectrele de excitatie ale moleculei TPZ in DMSO inregistrate in domeniul de concentratii
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Fig. 3.3.5 Spectrele de emisie de fluorescentd ale moleculei TPZ in DMSO inregistrate in domeniul de

concentratii 10° - 5-10° M

Din analiza spectrelor de absorbtie rezulta o variatie liniard a intensitatii benzii de
absorbtie cu concentratia probei. Banda Amax apare in domeniul vizibil si este centrata

la 498 nm. Pe langa aceasta, spectrul mai contine doud benzi in intense in UV, la 277 si

240 nm.
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Pe de alta parte, spectrele de excitatie difera semnificativ de spectrele de
absorbtie in sensul ca banda Amax suferd o deplasare spre rosu cu cresterea concentratiei
dar si o despicare a benzii in doua peak-uri, unul centrat la cca. 470 nm, iar celalalt la
520 nm. Aceasta diferenta observatd intre spectrele de absorbtie si cele de excitatie
indica faptul cd in proba analizatd exista mai multe specii absorbante, acestea putand
fi fie agregate ale moleculelor TPZ, fie ioni ai moleculei. In studiul lui Poole si
colaboratorii [Poole2007] spectrul de absorbtie a fost inregistrat in solutie apoasa si s-
a aratat cd pentru valori ale pH-ului solutiei mai mari de 12, banda de absorbtie Amax
se deplaseaza la 542 nm, o valoarea apropiata de cea pe care o observam in spectrele
de excitatie obtinute in studiul de fata.

Spectrele de emisie nu variaza cu concentratia probei si constau dintr-o banda
larga, usor asimetricd, centrata la 590 nm. Asimetria benzii poate fi datorata structurii
vibronice sau unor specii diferite ale moleculei in solutia analizata.

In Fig. 3.3.6 este reprezentata curba atenudrii semnalului de fluorescenta pentru
molecula TPZ in DMSO la o concentratie de 10* M. Prin fitarea acestei curbe cu o
functie exponentiala compusa din doi termeni se obtin doi timpi de fluorescenta: unul
cu valoarea 1 = 0.304 ns si celalalt t2 = 3.72 ns. Prima valoare are o contributie de 6.6,
iar a doua de 0.643, rezultand in valoarea medie pentru timpul de fluorescentd masurat
de <t = 2.16 ns. Evident, si aceste date experimentale sustin ipoteza a doud specii
emisive 1n solutia DMSO a moleculei de tirapazmina.

Eficienta cuantica a moleculei a fost estimatd la o valoarea de cca. 2207, in acord foarte
bun cu datele din ref. [Poole2007] in care s-a raportat valoarea de 1.8-10.

Valoarea calculata de noi pentru timpul de fluorescenta al monomerului TPZ este de
7.31 ns, in acord doar calitativ cu datele experimentale.

In continuare vom prezenta datele calculate la nivelul de teorie SMD(apa) —
B3LYP/6-311+G(2df,p) pentru aceasta molecula.

In Fig. 3.3.7 este dat spectrul UV-Vis calculat pe baza formalismului TD-DFT.
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Fig. 3.3.6 Curba de atenuare a fluorescentei pentru molecula TPZ in solutie de DMSO
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Fig. 3.3.7 Spectrul UV-Vis calculat la nivelul de teorie SMD(water) — B3LYP/6-311+G(2df,p) pentru
molecula TPZ

Banda Amax este prezisa prin calcul la 444 nm, o valoare semnificativ mai mica decat
cea observatd experimental. Pe de altd parte, forma spectrului este reprodusa corect, a
doua banda cu intensitate semnificativa fiind prezisa la 272 nm, in excelent acord cu
datele experimentale. Totusi, avand in vedere ca de obicei, datele teoretice
supraestimeaza valorile Amax, iar in cazul de fata avem o subestimare a acestei valori,

presupunem ca spectrul experimental nu este datorat numai monomerilor TPZ si ca
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acesta rezulta ca si contributii de la specii diferite, printre care si agregate ale

moleculelor TPZ.
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Fig. 3.3.8 Spectrul UV-Vis calculat la nivelul de teorie SMD(apd) — B3LYP/6-311+G(2df,p) pentru

dimerul moleculei TPZ.

Pentru a confirma ipoteza mentionata anterior am optimizat geometria unui
dimer TPZ, format prin suprapunerea a doua molecule TPZ in aranjament paralel si
cu o deplasare reciproca a monomerilor atat in lungul axei longitudinale cat si in
lungul axei transversate a moleculelor. Geometria optimizata in apa la nivelul de teorie
SMD(water) — B3LYP/6-311+G(2df,p) a dimerului este inclusa in Fig. 3.3.8. Pe aceasta
geometrie am calculat spectrul de absorbtie al dimerului, spectru prezentat in Fig.
3.3.8.
Conform datelor computationale, pentru acest dimer, peak-ul Amax este prezis la 508
nm, in concordantd aproape perfecta cu valoarea experimentala. Si celelalte detalii ale
spectrului sunt reproduse foarte bine, inclusiv umarul observat la 345 nm in spectrul
experimental si care este prezis prin calcul la 346 nm. Banda calculata de la 508 nm este
datorata in esenta unei tranzitii de intre orbitalii HOMO-2 —LUMO, cu o contributie
procentuald de 94%.

Mentiondm ca aceasta specie dimericd prezice si o banda de absorbtie in

domeniul IR, la 949 nm, rezultata ca urmare a tranzitiei HOMO —LUMO.
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Dupa cum reiese din Fig. 3.3.9, se observa peak-ul intens de la 606 nm dar si posibila
aparitie a unui peak centrat la 1200 nm si care ar putea fi corelat cu valoarea teoretica
a peak-ului de absorbtie prezis la 949 nm. Din cauza limitarilor experimentale nu am
putut extinde domeniul spectral pentru a inregistra spectrul de fluorescenta la lungimi
de undd mai mari de 1200 nm. O investigatie amanuntitd a posibilitatii originii acestui
peak va fi efectuatd intr-un studiu viitor.

In incheierea acestui studiu prezentim spectrele calculate, de absorbtie si
emisie, ale moleculei TPZ, in aproximatia FCHT descrisd in referinta [Santoro2007], la
nivelul de teorie PCM(DMSO)-B3LYP/6- 311+G(d,p).

Conform acestora date preliminare, aproximatia FCHT reproduce mult mai
corect pozitia benzii de absorbtie la 478 nm, adica o abatere de numai 20 nm fatd de
valoarea experimentald. Totusi, banda de emisie nu este corect reprodusa nici in acest
caz, cel mai probabil din cauza diferentelor mici intre structurile geometrice calculate

pentru starea fundamentala si cea excitata a moleculei.
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Fig. 3.3.10 Spectrul vibronic de absorbtie UV-Vis calculat pentru monomerul TPZ in DMSO la nivelul
de teorie PCM(DMSO)-B3LYP/6- 311+G(d,p).
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Fig. 3.3.11 Spectrul vibronic de emisie calculat pentru monomerul TPZ in DMSO la nivelul de teorie

PCM(DMSO)-B3LYP/6- 311+G(d,p).

Este evident cd pentru obtinerea unui acord cantitativ intre datele calculate si
cele experimentale este necesar un calcul de tip post-Hartree-Fock al starilor excitate

pentru molecula TPZ.
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Concluzii

Studiul a avut ca scop investigarea caracteristicilor structurale, vibrationale si a
celor fotofizice pentru molecula de tirapazamina (TPZ) si este motivat de proprietdtile
interesante ale acestei molecule ca si potentator radioterapeutic si chimioterapeutic,
proprietati datorate citotoxicitatii sale selective in medii hipoxice. Am folosit metode
computationale si experimentale pentru o descriere cat mai completa a proprietatilor
moleculei.

Folosind metode bazate pe teoria functionalei de densitate (DFT) am obtinut
structura geometrica si cea electronica a moleculei utilizand functionala B3LYP si
aproximatia post-Hartree-Fock MP2, impreuna cu seturile de baza 6-311+G(d,p) si 6-
311+G(2df,p). Folsind geometriile astfel obtinute am calculat energia de ionizarea a
moleculei in diferite aproximatii, obtinand rezultate in jurul valorii de 7.7 eV (pentru
aproximatia EPT), aceasta fiind valoarea recomandatd de noi, in lipsa datelor
experimentale.

Prin simularea spectrelor Raman am atribuit modurile normale de vibratie ale
moleculei pe baza corespondentei dintre pozitiile experimentale si calculate ale
spectrului Raman Inregistrat la temperatura camerei pe o proba sub forma de pulbere,
folosind pentru excitare liniile laser de 633 si 785 nm. Mentiondm ca acesta este primul
studiul vibrational experimental raportat pana acum pentru aceastd molecula.

Un alt obiectiv al studiului raportat aici a constat in investigarea proprietatilor
fotofizice ale moleculei. In acest scop am folosit tehnici experimentale (UV-Vis, emisie
de fluorescentd, fluorescenta rezolvata temporal) si computationale cu ajutorul cdrora
am reusit sa interpretam absorbtia electronica, emisia de fluorescentda si timpul
radiativ de fluorescenta pentru molecula TPZ. Chiar daca rdman unele intrebdri legate
de anumite detalii ale acestor proprietati, consideram ca am reusit sa explicdm, cel
putin din punct de vedere cantitativ contributiile diferitelor specii (de tip monomer,

dimer) la raspunsul spectroscopic al probelor investigate.
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