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Padéka

Dékoju Nacionalino vézio instituto Biomedicininés fizikos laboratorijai uz galimybe naudotis lazeriu.

Dékoju Artinui Marsalkai ir Vidmantui Kalendrai uz duotus patarimus bei atsakytus klausimus susijusius
su elektrony paramagnetinio rezonanso spektrometrija.
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Santrumpos

AlIPcS4 — Aliuminio ftalocianino tetrasulfonatas

L-asc — L-askorbo ruigstis, askorbatas, $iame darbe $is trumpinys naudojamas kaip bendras L — askorbo
rugsties terminas. L-ascH> — nedisocijavusi askorbo rugsSties forma, L-ascH™ 1 Kkartg disocijavusi
(monoanijonas), L-asc? - du kartus disocijavusi (dianijonas), L-asc™ - askorbo radikalas.

Sub -substratas.

Sens - fotosensibilizatorius.

DHA — dehidroaskorbo raigstis.

UV-VIS — artimoji ultravioletiné ir regimoji elektromagnetiniy bangy ilgiy sritis.
O.t.v. — optinio tankio vienetai.

MPc*~ — metalo ftalocianino redukuotas radikalas.



Jvadas

Fotodinaminé véZio terapija, tai potencialus vézio gydimo metodas. Sio metodo principas prisotinti
vézio audinj fotosensibilizatoriais, ir su Sviesos pagalba sukelti tokj oksidacinj stresa, kad ziity vézio Iastelés.
Siame darbe tiriama medZiaga — Aliuminio ftalocianino tetrasulfonatas (toliau AIPcSs) yra antros kartos
fotosensibilizatorius. Jis pasizymi dideliu tirpumu, stabilumu, dél ko patogu daryti AIPcSs tyrimus
vandeninése terpése.

Kita Siame darbe tirta medziaga — L-askorbo riigstis (toliau L-asc). Tai svarbi zmoniy organizmui
medziaga, pasizymi oksidacinémis, bei redukcinémis savybémis. Si medZiaga tirta kaip vézj slopinantis
preparatas. Viena i§ L-asc savybiy — H2O2 generavimas, dél kurio galima farmakologinémis L-asc
koncentracijomis naikinti vézio lasteles [1].

Kramarenko G.G. ir kt. [2] savo darbe rado, jog kai kuriose situacijose L-asc gali sustiprinti
fotodinaminés terapijos efektyvuma. Siame darbe tiriama kaip L-asc paveikia AIPcS, ir §viesos sukeltus
oksidacinius procesus vandeningje terpéje. Norima suzinoti kaip L-asc paveikia fotosensibilizatoriaus
stabilumg. Ar L-asc oksidacinés ir redukcinés savybés skatina ar slopina kity biologiniy medziagy degradacija,
kuri yra sukelta fotosensibilizacijos. Pastaryjy medziagy vieta Siame darbe uzima antocianinai, iSgauti i$
mélynosios balnapupés Ziedlapiy. Sio darbo tikslas: jvertinti L-askorbo riigsties oksidaciny bei redukciniy
savybiy poveikj AIPCcSs ir antocianiny stabilumui, skirtingo pH vandeninése terpése, Vykstant
fotosensibilizacijai.

Tikslui jgyvendinti iskeltos uzduotys:

1. Pasinaudojant artimosios ultravioletinés bei regimosios (toliau UV-VIS) spektrometrijos metodu
nustatyti, kaip skirtingos L-askorbo ruigsties koncentracijos paveikia aliuminio ftalocianino tetrasulfonato
stabiluma skirtingo pH vandeninése terpése, vykstant fotosensibilizacijai.

2. Pasinaudojant UV-VIS spektrometrijos metodu, nustatyti, kokj efektg turi skirtingos L-askorbo
ragsties koncentracijos antocianiny oksidacijai, sukeltai aliuminio ftalocianino tetrasulfonato ir §viesos,
skirtingo pH vandeninése terpése.

3. Pasinaudojant elektrony paramagnetinio rezonanso spektrometrija, jvertinti terpés pH poveikj
oksidaciniams procesams L-askorbo riigsties ir AIPcS4 miSiniuose, apSviestuose skirtingo intensyvumo $viesa.



1. Literaturos apZvalga:

1.1. Fotosensibilizacija.

Fotosensibilizacija tai reiSkinys, kai molekulé sugérusi Sviesos kvantg sukelia pokycius kitai
molekulei. Molekulé sugérusi Sviesos kvantg vadinama fotosensibilizatoriumi (Sens), o pakitusi molekulé
vadinama substratu (Sub) [3]. Yra du pagrindiniai fotosensibilizacijos tipai, juos ir patj fotosensibilizacijos
reiskinj neblogai apraso N. L. Oleinick [3] ir R. Rotomskis ir kt. [4]

| tipo reakcijos, yra reakcijos, kai suzadintas fotonu fotosensibilizatorius tiesiogiai reaguoja su substratu
ir j1 oksiduoja pasisavindamas elektrong (arba vandenilj):

Sens + hv - Sens”

Sens* + Sub — Sens*” + Sub"*

Susidare radikalai gali reaguoti su aplinkinémis molekulémis sudarydami oksidacinius produktus, bei
kitus radikalus. Pvz. reaguodami su deguonimi gali sudaryti superoksidg O;~ arba peroksiradikalg HO>", tai
yra reaktyvios deguonies riiSys, sukeliancios pazaidas aplinkinéms molekuléms, o jy perteklius turi
destruktyvy efekta Iasteléms.

Il tipo reakcijos — tai dazniausiai pasireiSkiancios reakcijos, jvykstancios kai suzadintas
fotosensibilizatorius reaguoja su tripletinés buisenos (nesuzadintas) deguonimi sudarydamas singletinj
deguonj:

Sens*+ 0, — Sens + 0,

Kaip raso Glaeser J. ir kt. [5] singletinis deguonis yra viena pagrindiniy medziagy atsakingy uz
oksidacinj stresa. Taigi fotosensibilizacijos pasekmé yra substrato oksidacija.

Panaudojimas

Fotosensibilizacija turi nemazai panaudojimo biidy. M. C. DeRosa ir R. J. Crutchley [6.] savo apzvalgoje
mini keletg singletinio deguonies panaudojimo biidy: nuoteky valymas, kraujo sterilizavimas, fotodinaminé
terapija, insekticidai ir herbicidai. John Khadem ir kt. [7] panaudojo fotosensibilizatorius peliy akiy pjiviy
klijavimui. Viena i$ labiausiai tyrinéjamy fotosensibilizacijos panaudojimo sri¢iy — fotodinaminé terapija.
Castano A. P. ir kt. [8 - 10] savo trijy daliy apzvalgoje aptaria fotodinaminés terapijos mechanizmus ir
panaudojimg. Pagrindinis terapijos principas yra lengvai paaiskinamas. Fotosensibilizatoriai sukaupiami
vézio/auglio audinyje ir Sviesos Saltiniu apSvieCiamas §is audinys. Vykstant fotosensibilizacijai oksidaciniai
procesai sukuria pazaidas lastelése, dél kuriy jos mir$ta. Zmogaus audiniai sugeria §viesa, tad $viesa negali
giliai jsiskverbti j audinj, todél pagrindinés gydimo vietos yra pavirSiai kuriuos galima apsSviesti — 0da,
virskinimo traktas.

Fotosensibilizatoriai skirstomi j tris kartas, Wohrle D. jas apibudina taip [11]:

Pirmoji karta: Hematoporfirino dariniai, neturi selektyvaus kaupimosi augliniuose audiniuose.

Antroji karta: struktariskai skirtingos medziagos, pasizymincios ilgabange Sviesos sugertimi, neturi
selektyvaus kaupimosi augliy audiniuose.

Tredioji karta: tai antros kartos sensibilizatoriai prijungti prie nesiky selektyviam kaupimuisi vézio
audiniuose.

Antros kartos fotosensibilizatoriai turi pranasumy palyginus su pirmaja karta. Jy ilgabangé sugertis yra
ties 675-800nm, tuo tarpu tarp pirmos kartos fotosensibilizatoriy ilgiausia sugerties juosta yra 630 nm, kurios
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ekstinkcijos koeficientas yra mazas. Sviesa gebanti suzadinti pirmos kartos fotosensibilizatoriy gali
prasiskverbti tik Smm Zmogaus audinio, o antros kartos fotosensibilizatoriy — 2 — 3cm. Antros kartos
sensibilizatoriai pasizymi singletinio deguonies generavimo kvantiniu naSumu didesniu nei 0,3 [11].

Aliuminio ftalocianino tetrasulfonatas

Siame darbe tiriama medZiaga yra aliuminio ftalocianino tetrasulfonatas (1 pav.), tai antros kartos
fotosensibilizatorius pasiZzymintis sugerties juosta ties 675 nm, gs75=1.7 x 10° Mtcm™*[12]. AlPcS,4 yra gana
stabili medziaga[13]. Jis turi keturias sulfoninés riigsties grupes, kurios padaro Sig molekule labai tirpia
vandenyje. Nesiagreguoja net reliatyviai didelése koncentracijose, sugerties savybés nesikeicia tarp 10°M ir
10*M [14.]. AIPcS, pastaruosius kelis desimtmecius yra populiariai tiriamas vézio gydimo tikslais, su
perspektyviais rezultatais [13, 15, 16 ].

503 H
Y

SO3H 5050

1 pav. Aliuminio ftalocianino tetrasulfonato cheminé struktara.

Fotosensibilizatoriy fotoblukimas

Fotoblukimas bendrai vadinamas procesas kurio metu nyksta medziagos sugerties juosta, o nykimas
salygotas Sviesos. Fotoblukimas pasireiskia medZiagai kintant arba degraduojant. Yra iSskiriamas dviejy tipy
negrjztamas fotoblukimas [17]: Fotomodifikacija — tai sugerties mazéjimas pasireiskiantis kai kuriuose
bangos ilgiuose, ta¢iau chromoforas yra iSlaikomas pakitusioje formoje. Tikrasis fotoblukimas — kur cheminé
struktara taip pakinta, kad galiausiai i§ molekulés licka mazi regimojoje srityje sugerties neturintys fragmentai.



1.2. L-asc chemines savybes:

Siame darbe tiriama medZiaga L-askorbo riigstis (2 pav.) yra gerai zinoma kaip vitamino C forma.
Vitaminas C yra gyvybiskai svarbi zmogaus organizmui medziaga, kurios zmogaus kiinas negali pasigaminti
pats ir privalo gauti su maistu. Vitaminas C panaudojamas Zzmogaus organizmo jvairiy medziagy biosintezei,
tokiy kaip kolagenas, bei yra svarbus antioksidantas pasizymintis savybe regeneruoti kitus antioksidantus,
tokius kaip vitaming E [18 , 19], ir tai yra tik keletas paminéty svarbiy savybiy.

Pastaruosius kelias deSimtis mety vitaminas C yra tyrinéjamas kaip pagalbiné medziaga vézio gydime.
Francisco J. Roa ir kt. [20] apzvalgoje raSoma, jog tyrimuose in Vitro, bei su pelémis pastebétas pozityvus
vézio gydimo poveikis, ta¢iau tyrimuose su zmonémis aiSkaus gydancio poveikio néra pastebéta. Qi Chen ir
kt.[1] teigia, kad farmakologinés askorbo ragsties koncentracijos naikina vézinés lasteles déka H20:
generavimo. Kramarenko G.G. ir kt. [2] savo darbe rado, kad L-asc gali sustiprinti fotodinaminés terapijos
efektyvuma, lastelése kurios neturi apsauginiy mechanizmy nuo H>Ox.

Toliau iSvardijamos svarbios L-asc cheminés savybés.

OH

o
%

o
@

o
n

OH 0

Optinis tankis, o.t.v.
e o
[N

o
o

o
=

OH OH ’ 225 275 325

Bangos ilgis, nm

2 pav. L-askorbo rugsties cheminé struktiira ir L-askorbo riigsties 0,1 mM sugerties spektras pH 7.
Disociacija
L-asc yra tirpi vandenyje ragstis turinti dvi jonizuojamas hidroksilo grupes [21]. Vandenyje disocijuoja
1 monoanijong ir dianijona:
L—ascH, & L—ascH™ + H", pK, = 4,2
L—ascH™ & L—asc> +HT, pK, = 11,6

Antioksidacija
L — ascH~ yra donoras antioksidantas, geba atiduoti H*, H®, e~ oksiduojan¢iam radikalui, susidaro
L — asc*~ radikalas, kuris atiduodamas e~ pavirsta j DHA (dehidroaskorbo rtigstis) [21, 22]:
L—ascH"+R* > L—asc’” +RH
L—asc’™ & e~ +DHA
DHA oksiduojantis, sudaro L-asc savybiu nebeturin¢ius produktus, tai yra pagrindiné L-asc
degradacijos priezastis[19].



Dismutacija
L — asc*~yra releatyviai nereaktyvus dél nesuporuoto elektrono rezonansinés stabilizacijos, taciau
lengvai dismutuoja [21]:
2L—asc*”"+H" & DHA+ L —ascH™.

Oksidacija ir prooksidacinés savybés

Vienas L-asc oksiduojasi gan létai k=300 M1 s™%, ta¢iau oksidaciniai procesai yra stipriai pagreitinami
katalitiniais metalo jonais [21]:

L—asc*  +0,-> L—asc’” +0; ,k=300M"1s1

L—ascH™ + Fe3t - L —asc"™ + Fe?*

Fe?t + 0, > Fe3* + 05

205" 4+ 2H* - H,0, + 0,

Taipogi L-asc gali reaguoti su singletinés bisenos deguonimi:

L—ascH™ + '0,+H* — H,0,+ DHA

Taigi oksidacijos metu susidaro vandenilio peroksidas, pasizymintis oksidacinémis, antibakterinémis
savybémis [23].

Vandenilio peroksidas skyla j vandenj ir deguonj:

2H,0, > 2H,0 + 0,

1.3. Antocianinai, mélynoji balnapupé

Antocianinai yra natiraliis Spalva turintys pigmentai, kuriy spalva kinta nuo aplinkos pH. Tai yra vieni
i§ pagrindiniy augaly spalva lemianéiy pigmenty. Sios medziagos yra antocianidiny glikozidai. Antocianinai
augaluose turi svarbias roles. Liu Y. ir kt. [24] apzvalgoje rasoma, jog antocianinai déka savo spalvos
pritraukia apdulkintojus, apsaugo augala nuo abiotinio ir biotinio streso. Taipogi raSoma, jog antocianinai
veikia kaip fotoapsauginés medziagos apsaugancios fotosintetinj mechanizmg sugerdamos pertekling
spinduliuotg, bei valydamos laisvuosius radikalus.

Antocianinai turi potecialig sveikatos naudg zmoniy organizmui [24, 25] . Khoo H.E. ir kt. [25]
apzvalgoje raso, jog antocianinai turi pozityviy efekty Sirdies ir kraujagysliy, vézio ligy, bei diabeto gydime.
Yang L. ir kt. [26] meta-analizéje raSo, jog antocianinai turi naudos kardiometaboliniy ligy prevencijai bei
kontroliavimui.

Antocianinai kaip ir L-asc turi antioksidaciniy savybiy. Abi medziagos geba valyti reaktyvias deguonies
formas [27]. Taciau Veridiana V. et al [28] parodé, jog askorbo rugstis padidina antocianiny nestabiluma
ekstraktuose is krastuotosios malpigijos. M.H. Choi ir kt. [29] gavo panaSius rezultatus. Kruvinyjy apelsiny
sulé¢iy antocianiny degradacija koreliavo su askorbo riigSties degradacija, taipogi rudavimo indeksas buvo
didesnis sultyse su didesniu askorbo riigsties kiekiu.

Siame tyrime kaip antocianiny $altinis, naudoti mélynosios balnapupés (clitoria ternatea) ziedlapiai.
Mélynoji balnapupé turi ne vieng, o keletg antocianiny rusiy [30], 0 jos antocianinai yra ganétinai stabilis.



2. Metodika

2.1. Darbe naudoti prietaisai ir medZiagos
¢ Du 671 nm kieko kiino nuolatinés veikos lazeriai.
e Lazeriy $vietimo intensyvumas matuotas ,,OPHIR Nova“‘ lazerio galios matuokliu, gamintojas
,,Ophir*.
e UV-VIS sugerties spektrometras ,,AvaSpec — 2048 — SPU* gamintojas ,,Avantes*‘.
¢ EPR spektrometras ,,Bruker ELSYS E 580°‘ gamintojas ,,Bruker Corporation®.
¢ Bandiniy maiSymui naudota ,,Yellow line MSH*‘ basic magnetiné maisyklé.
e Siame darbe naudoti buferiniai tirpalai:
0,,FIXANAL ‘pH 4 tirpalas, ji sudaro citrinos riigstis, natrio hidroksidas ir natrio
chloridas. Gamintojas ,,Fluka Analytical
0,,FIXANAL‘pH 10 tirpalas, ji sudaro natrio tetraboratas ir natrio hidroksidas
Gamintojas ,,Fluka Analytical “*.
opH 7 tirpalas padarytas maiSant natrio hidroksida su kalio dihidrofosfatu, iy medziagy
gamintojas — ,,Riedel — de Haén‘‘. Kalio dihidrofosfato buferinio tirpalo koncentracija lygi
0,05M.
e L-askorbo riigstis, gamintojas ,,Sigma — Aldrich*‘.
¢ Aliuminio ftalocianino tetrasulfonatas, gamintojas - ,,Porphyrin Products Inc .
e M¢élynosios balnapupés ziedlapiai, kilmés $alis — Tailandas.

2.2. Mélynosios balnapupés ekstrakto paruoSimas

[8dZiovinti mélynosios balnapupés ziedlapiai buvo sutrinti } miltelius, milteliai sumaiSomi su distiliuotu
vandeniu, ir laukiama apie 30 minuciy, kol vanduo jsisotins i§ ziedlapiy iStirpusia dazan¢ia medziaga.
Ekstraktas toliau isfiltruojamas popieriniu filtru, tam kad nebiity ziedlapiy likuciy tirpale. Buvo siekiama kad
100ml balnapupés ekstrakto sumaisyto su 900ml pH 7 buferiu ties 625 nm turéty optinj tankj lygy 0,5.
Pastebéta, jog pH 7 terpéje iki 0,6 o.t.v. (optinio tankio vienetai) 625 nm sugerties juosta buvo tiesiskai
proporcinga ekstrakto Kiekiui su 0,02 optinio tankio paklaida. Ekstrakto kiekis kurio o.t.v. ties 625 nm didesnis
uz 0,6 0.t.v. bei mazesnis uz 0,2 0.t.v. nebuvo tikrintas.



2.3. Bandiniy $vitinimo metodika, UV-VIS sugerciai matuoti.

Svitinimo schema pavaizduota 3 pav. Tiriamoji objektai yra 1 cm? tirio tirpalai. Tiriamieji objektai tirti
1 cm storio ir ilgio kvarcinéje kiuvetéje. Sioje kvarcinéje kiuvetéje jdétas savadarbis magnetukas 3 pav..
Magnetukas, tai keturi 4mm ilgio ir 1 mm storio strypeliai nukirpti nuo sgvarzélés, ir suvynioti parafilmo
plévele, taip, kad tirpalas neturéty saly¢io su metalais.

Svitinimui, nebent nurodoma Kkitaip, bandiniai padedami ant magnetinés mai$yklés centro, magnetiné
maisyklé iSsuka magnetuka iki 3,1 apsisukimo per sekunde¢. MaiSomas bandinys apSvie¢iamas lazeriu, kKurio
spindulys iSplec¢iamas leSiu taip, kad spinduliuoté neapSviesty skysC€io pavirSiaus, bei magnetuko 4 pav.
Apsviestas plotas skritulio formos ir jo diametras yra 6-7 mm.

Siuo biidu yra mazai i§§vaistoma spinduliuoté bei, isrinkus ir surinkus sistema, kartojant eksperimentus,
rezultatai atkartojami, sistema nereikalauja ypatingo tikslumo.

3 pav. kairéje — svitinimo schema, desinéje — magnetukas ir jo matmenys.

Priekis Sonas
—

Lazerio spinduliuoteé

Magnetukas

~— ]

=

4 pav. kiuvetés apsvietimas.

2.4. Elektrony paramagnetinio rezonanso spektrometro nustatymai.
Magnetinio lauko daznis 9.858GHz.
Mikrobangy galia 2.993 mW.
Magnetinio lauko moduliacijos daznis 100kHz.
Moduliacijos amplitude 0,8G.
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2.5. Svitinimo metodika, elektrony paramagnetiniam rezonansui matuoti.

Svitinimo schema pavaizduota 5 pav. Tiriamieji objektai yra 30 ul tirpalai. Tiriamieji objektai
patalpinti 50ul ,,BLAUBRAND intraMARK*‘ kapiliaruose, jy galai yra uzkimsti specialia pasta, neturin¢ia
elektrony paramagnetinio rezonanso (toliau EPR) signalo. Kapiliarai jstatyti | EPR mégintuvélj, kuris jstatytas
1 EPR rezonatoriy. IS apacios ] rezonatoriy jstatytas Sviesolaidis prijungtas prie lazerio. Taigi bandinys yra
ap$vie¢iamas lazeriu isilgai. Sio metodo trikimas, yra tai, kad néra galimybeés tiksliai i$matuoti kiek $viesos
patenka ant bandinio ir kiek yra iSsklaidoma arba sugeriama aplinkos. Tac¢iau analogiskai UV-VIS bandiniy
Svitinimo metodikai, rezultatai atkartojami.

Kapiliaras su bandiniu

EPR mégintuvélis

Rezonatorius

I
\

Sviesolaidis

5 pav. EPR $vitinimo schema.
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3. Rezultatai ir jy aptarimas
3.1. L-asc ir AIPcSs UV-VIS spektriniai poky¢iai sukelti Svitinimo, skirtingose terpése.

L-asc ir AIPcSs UV-VIS spektriniai pokyciai buvo stebimi skirtingo pH terpése: pH 4,0, pH 7,0, pH
10,0. Visy tirpaly turis lygus 1 ml, buferinis tirpalas sudaré 0,5 ml tiirio, likes tiiris sudarytas i§ distiliuoto
vandens bei tiriamyjy medziagy. Kiekvienai terpei buvo pagaminti 5 bandiniai $vitinimui, bei 3 bandiniai
tamsinéms kontroléms. Dabar ir toliau nurodomy bandiniy pradiniy Koncentracijy paklaida yra apie 5%.

Tamsiniy kontroliy bandiniy sudétys:

e AIPcSs 3,2 pM.
e L-asc 1,0 mM.
e AIPcS43,2uM ir L-asc 1,0 mM.

Tamsiniy kontroliy spektrai buvo iSmatuoti iSkart po pagaminimo, bei po 15 minuciy palaikymo tamsoje.
Visy pH tamsinés kontrolés buvo stabilios ir netur¢jo jokiy spektriniy pokyc¢iy per 15 min.

Svitinamy bandiniy sudétys:

AIPcS, 3,2 pM.

AIPcS4 3,2 uM iir L-asc 0,25 mM.
AIPcS4 3,2 uM ir L-asc 0,5 mM.
AIPcS4 3,2 uM ir L-asc 0,75 mM.
AlIPcS4 3,2 uM ir L-asc 1,0 mM.

Svitinami bandiniai buvo §vitinami 671 nm nuolatinés veikos lazeriu. Spinduliuotés intensyvumas lygus
130 mW, apsviestas plotas lygus 0,33cm?. Kiekvienas bandinys $vitinamas 6 kartus po 40 sekundziy ir po to
2 kartus po 2 minutes, Svitinimo energijos lygios 5,2, 10,4, 15,6, 20,8, 26, 31,2, 46,8, 62,4 J kiekvienam kartui
atitinkamai. Toliau pateikiami Svitinty bandiniy spektriniai poky¢iai: terpiy pH 4,0 paveiksléliuose 6 ir 7 , pH
7,0-8ir9pav., pH 10,0 - 10 ir 11 pav.

AIPcSs pokyc¢iams jvertinti naudotas 675nm bangos ilgis, o L-asc 298nm (L-asc darbe naudotos
koncentracijos buvo per didelés, kad spektrometras galéty iSmatuoti 1 cm storio bandinius ties L-asc sugerties
maksimumu, o naudojimas 1 mm storio kiuvetes reik§ty metodikos keitimg).

Nei AlPcS4 nei L-asc spektry formos nesikeité maisant medziagas tarpusavyje ir nesikeité medziagoms
degraduojant. Optiniai tankiai proporcingi koncentracijoms su 0,02 o.t.v. (ir 5% pradinés koncentracijos)
paklaida.
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6 pav. svitinty tirpaly pH 4,0 terpés spektriniai pokyciai: A — AIPcSs 3,2 uM B — AIPcSs 3,2 uM su L-
asc 1 mM. Virsuje pavaizduoti sugerties spektrai, apacioje skirtuminiai spektrai (is kiekvieno svitinto bandinio
spektro atimtas nesvitinto bandinio spektras).

Al Pradiné L-asc koncentracija Bl Pradiné L-asc koncentracija
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7 pav. svitinty AIPcSa 3,2uM ir skirtingy L-asc koncentracijy: 0,25 mM, 0,5 mM, 0,75 mM, 1 mM, tirpaly
pH 4,0 terpés optinio tankio pokyciai: A — AIPCSs komponentés optinio tankio pokyciai ties 675 nm, B —
sumodeliuoti L-asc komponentés optinio tankio pokyciai (is bendro spektro atimta AIPcSs komponenté) ties
298 nm. 1 — nenormuoti optiniai pokyciai, 2 — normuoti optiniai pokyciai.
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8 pav. svitinty tirpaly pH 7,0 terpés spektriniai pokyciai: A — AIPcS4 3,2 uM B — AIPcSs 3,2 uM su L-
asc 1 mM. Virsuje pavaizduoti sugerties spektrai, apacioje skirtuminiai spektrai (is kiekvieno svitinto bandinio
spektro atimtas nesvitinto bandinio spektras).
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9 pav. svitinty AIPcSa 3,2uM ir skirtingy L-asc koncentracijy: 0,25 mM, 0,5 mM, 0,75 mM, 1mM tirpaly
pH 7,0 terpés optinio tankio pokyciai: A — AIPCSs komponentés optinio tankio pokyciai ties 675 nm, B —
sumodeliuoti L-asc komponentés optinio tankio pokyciai (is bendro spektro atimta AIPcSs komponenté) ties
298 nm. 1 — nenormuoti optiniai pokyciai, 2 — normuoti optiniai pokyciai.

14



Optinis tankis, 0.t

Svitinimo energija, J

—0 —5.2 10.4 —15.6 —20.8 —0 —5.2 10.4 —15.6 —20.8
—26 31.2 —46.8 —62.4 —0—52 104-—156-—20.8—26 —31.2—46.8 —62.4 —26 31.2 —46.8 —62.4 —0—52 104—156—208—26—31.2 —468—62.4
06
12
s
1 3 : .
3 3 3
0.8 04 ] o
06 502 = B
X w “ =
£ £ £
0.4 g02 2 =
o o o
02 01

Svitinimo energija, J

Svitinimo energija, J

Svitinimo energija, J

o

W Y

Bangos ilgis, nm

Bangos ilgis, nm

Bangos ilgis, nm

Bangos ilgis, nm

2 8 o o s 0 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 2 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750
Bangos ilgis, nm = Bangos ilgis, nm =
Bangos ilgis, nm Bangos ilgis, nm
Svitini ij Soigins ” Svitinimo energija, J G "
Svitinimo energija, J Svitinimo energija, J sua, Svitinimo energija, J
—5.2 104 —15.6 —208 —5.2 104 —15.6 —208
% 312 —a68 —E24 —52 104 —156 —208 —26 —31.2 —468 —62.4 % 312 —a68 —E24 —52 104 —156 —208 —26 —31.2 —468 —62.4

: 0 = 0.04 : 0 5 0.04

502 ° b 502 °

o % 0.06 I3 % 0.06

g 04 5 g 04 5

& 08 4 016 % 06 S 016

° K 2 °

08 x 08 x

5 5

bl 8 028 - 8 028

21 o 21 o

2 £ = E

812 3 03 812 E o

295 298 301 304 307 310 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 295 298 301 304 307 310 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750

10 pav. svitinty tirpaly pH 10,0 terpés spektriniai pokyciai: A — AIPcSs 3,2 uM B — AIPCcS4 3,2 uM su L-
asc 1 mM. Virsuje pavaizduoti sugerties spektrai, apacioje skirtuminiai spektrai (is kiekvieno svitinto bandinio
spektro atimtas nesvitinto bandinio spektras).
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11 pav. svitinty AIPcSa 3,2uM ir skirtingy L-asc koncentracijy: 0,25 mM, 0,5 mM, 0,75 mM, ImM tirpaly
pH 10,0 terpés optinio tankio pokyciai: A — AIPCSs komponentés optinio tankio pokyciai ties 675 nm, B —
sumodeliuoti L-asc komponentés optinio tankio pokyciai (is bendro spektro atimta AIPcSs komponenté) ties
298 nm. 1 — nenormuoti optiniai pokyciai, 2 — normuoti optiniai pokyciai.
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Terpés jtaka L-asc formoms.
Kadangi benzensulfono ragstis (CsHs-SOsH) yra stipri riigstis [31], Siame darbe laikoma, jog AIPcS4
yra pilnai disociaves. Taciau L-asc joninés formy santykis skiriasi nuo pH. L-asc pKai1=4,2 ir pKaz =11,6.
e pH 4 turi didelj kiekj L-ascH> (~61,5%) ir didel;j kiekj L-ascH™ (~38,5%).
e pH 7 dominuoja L-ascH™ (~ 99,9%).
e pH 10 taipogi dominuoja L-ascH™ (~ 97,5%), ta¢iau susidaro nemazas kiekis L-asc? (~
2,5%).

AIPcS4 poky¢iai

Didinant pH, AIPcSs4 spektras slenkasi | mélynaja puse, didzioji sugerties juostos ties ~675nm vir$iinés
pH 4 — 678nm, pH 7 — 675nm, pH 10 — 672nm. Su pakankamai tiksliu spektrometriniu prietaisu galbut
imanoma naudoti AlPcS4 kaip pH indikatoriy.

Pastebéta, jog pH 4 ir pH 7 terpése AIPcS4 spektras nesiskyré ar jis yra sumaiSytas su L-asc ar ne. pH
10 spektras visada sumazédavo apie 8% procentus kai aplinkoje yra L-asc, $is sumazéjimas nebuvo
proporcingas L-asc koncentracijai. Spektro pokytis atitiko AIPcS4 spektro forma, kas galéty indikuoti, jog
ivyko tikrasis blukimas.

Svitinty bandiniy AlPcS4 degradacija priklausé nuo pH ir nuo L-asc. Be L-asc, AIPcSs yra stabiliausias
pH 4, vidutiniskai stabilus pH 7, ir nestabiliausias pH 10. AIPcS4 Koncentracijy poky¢iai po 62,4] $vitinimo
energijos lygis 3, 5, 7 % kiekvienam pH atitinkamai. AIPcSs spektro forma nepakito, taigi jvyko tikrasis
blukimas. Fotosensibilizacijos metu deguonis veikia kaip oksidatorius, tad chromoforai suiro po deguonies
oksidacijos.

Su L-asc koncentracija 0,5 mM ir didesne pokyciai yra atvirksti: pH 10 — stabiliausias, pH 7 —
vidutiniSkai stabilus, bei pH 4 — nestabiliausias. AIPcS4 optinio tankio poky¢iai po 62,4 J $vitinimo energijos
lygiis 2, 28, 60 % atitinkamai. Kadangi AIPcSs spektro forma nesikeité, tai galima teigti, jog medziagai jvyko
tikrasis blukimas. pH 10 deguonies oksiduotas chromoforas nesuiro nes L-asc jj redukavo. Analogiskai pH 4
ir 7 AlPcS4 chromoforas suiro, L-asc redukavo jj neoksiduots.

Galutinis AIPcSs pokytis raigstinéje ir neutralioje terpéje proporcingas pradinei L-asc koncentracijali,
bet ne esamai koncentracijai. Kai L-asc koncentracija 0,25 mM didelés jtakos pH 7 ir pH 4 terpése neturéjo, 0
pH 10 veiké kaip ir Kiti variantai.

Vitamino C poky¢iai

Svitinty bandiniy L-asc stabilumas yra stabiliausias pH 4, vidutini$kai stabilus pH 7 ir nestabiliausias
pH 10. Po 62,4 J svitinimo energijos, pH 7 ir pH 10 terpése L-asc degradavo visiskai, o pH 4 liko 10%. Kadangi
AIlPcSy ir Sviesa sukelia oksidacinius procesus, siag degradacija galima priskirti oksidacijai.

Kai L-asc koncentracija > 0,75 mM, pH 10 ir pH 7 L-asc pokytis buvo tiesinis, pH 4 — tiesinis tik kai
koncentracija lygi 1 mM. Siam faktui uZtikrintai jrodyti atliktas dar vienas eksperimentas. Svitinimi bandiniai
pH 4,0 terpéje, kuriy koncentracijos lygios:

e AIPcS46,4 uM ir L-asc 1,0 mM
e AIPcS43,2uMir L-asc 1,0 mM
e AIPcS41,6 uM ir L-asc 1,0 mM
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Bandiniai buvo Svitinami 671 nm nuolatinés veikos lazeriu. Spinduliuotés intensyvumas lygus 130 mW,
ap§viestas plotas lygus 0,33 cm?. Kiekvienas bandinys $vitinamas 6 kartus po 40 sekundziy. Svitinimo energija
lygi 5,2, 10,4, 15,6, 20,8, 26, 31,2 J kiekvienam kartui atitinkamai.

Rezultatai pavaizduoti 12 pav., ir jie vaizduoja, jog nesvarbu kokia AIPcS4 koncentracija, L-asc pokytis
yra toks pat. Tai reiskia, jog esamomis eksperimento salygomis, L-asc oksidacija nepriklauso nuo AIPcS4
koncentracijos. Kadangi L-asc kitimo sparta nesikeicia, galima atmesti oksidacijos priklausomybg¢ nuo esamos
L-asc koncentracijos.

Al AlPcS, koncentracija B1 AIPcS, koncentracija
1,6 uM 32um 6,4 uM 1,6 uM 3,2uM s:@e- 6,4uM
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12 pav. svitinty AlPcSs koncentracijy: 1,6 uM, 3,2 uM, 6,4 uM ir L-asc 1 mM tirpaly pH 10,0 terpés optinio tankio
pokyciai: A — AIPCSs komponentés optinio tankio pokyciai ties 675 nm, B — — sumodeliuoti L-asc komponentés optinio
tankio pokyciai (is bendro spektro atimta AIPcSs komponenté) ties 298 nm. 1 — nenormuoti optiniai pokyciai, 2 —
normuoti optiniai pokyciai.

Tiesinis pokytis parodo, kad medziagy, atsakingy uz L-asc oksidacija, koncentracija nesikeicia. Taip
gali jvykti, jei tos medZiagos yra atstatomos. Pagrindiné fotosensibilizacijos procese dalyvaujanti medziaga,
galinti sukelti L-asc oksidacija, yra deguonis. Suzadintas O reaguodamas su pagrindinémis L-asc formomis
galiausiai patampa H20>, kuris savo ruoztu skyla j H>O ir j Oz ir taip i$ dalies atsistato. Sumazéjus deguoniui
tirpale, naujo deguonies gali atsirasti tirpstant orui. Logiskas paaiSkinimas galéty biti, jog Siame darbe
naudotas Sviesos intensyvumas buvo pakankamai didelis, kad O suzadinimas dél fotosensibilizacijos pasiekia
sotj net ir maziausioje AlPcS4 koncentracijoje, o suzadintas deguonis — pagrindiné medziaga lemianti L-asc
oksidacija.
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3.2. L-asc antioksidacinis poveikis antocianiny oksidacijai sukeltai AIPcSs ir Sviesos
skirtingo pH terpése.

L-asc gali padaryti pazaidy fotosensibilizatoriaus chromoforui, ta¢iau svarbu zinoti ar panasiis efektai
stebimi kitokioms svarbioms biologinés kilmés molekuléms. Siame darbe tokios molekulés yra antocianinai,
esantys mélynosios balnapupés ziedlapiy ekstrakte. Kaip minéta literatiiros apzvalgoje, Sios medziagos turi
gydomyjy savybiy, tad jas galima interpretuoti kaip medziagas potencialiai dalyvaujancias svarbiuose
gyvybiniuose mechanizmuose. Pagrinde antocianinai atsakingi uz mélynosios balnapupés spalva, o
antocianiny spektro juostos Siame darbe yra tarp 525 ir 675nm (13 pav.).

L-asc, AIPcSs ir mélynosios balnapupés ekstrakto misiniy UV-VIS spektriniai poky¢iai buvo stebimi
skirtingo pH terpése: pH 4,0, pH 7,0, pH 10,0. Visy tirpaly tiiris lygus 1 ml, buferinis tirpalas sudaré 0,5 ml
turio, likes tiiris sudarytas i§ distiliuoto vandens bei tiriamy medziagy. Kiekvienai terpei buvo pagaminti 5
bandiniai $vitinimui, bei 4 bandiniai tamsinéms kontroléms. Ekstrakto antocianiny koncentracija nebuvo
nustatyta taciau kiekviename bandinyje buvo toks mélynosios balnapupés kiekis, kad pH 7 ties 625 nm turéty
optinj tankj lygy 0,5 o.t.v. (13 pav.).

Tamsiniy kontroliy bandiniy sudétys:

AIPcS4 3,2 uM ir ekstraktas.

L-asc 1,0 mM ir ekstraktas.

AlPcS4 3,2 uM ir L-asc 1,0 mM ir ekstraktas.

ekstraktas.
Tamsiniy kontroliy spektrai buvo iSmatuoti iSkart po pagaminimo, bei po 15 minuciy palaikymo tamsoje.
Visy pH tamsinés kontrolés buvo stabilios ir netur¢jo jokiy spektriniy pokyciy per 15 min.

—pH4,0 —pH7,0 pH 10,0
1.2

s\

Optinis tankis, o.t.v.
o o o
’S o %

e
i
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325 375 425 475 525 575 625 675 725
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0

13 pav. Mélynosios balnapupés ekstrakto spektrai skirtingo pH terpése, visi spektrai turéjo tokj patj
ekstrakto kiekj. 7 pH ties 625 nm optinis tankis lygus 0,5 o.t.v..
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Svitinamy bandiniy sudétys:
o ekstraktas.

e AIPcSs 3,2 uM ir ekstraktas.
e AIPcS43,2 uM ir L-asc 0,25 mM ir ekstraktas.
e AIPcS43,2 uM ir L-asc 0,5 mM ir ekstraktas.
e AIPcS43,2 uM ir L-asc 0,75 mM ir ekstraktas.
e AIPcS43,2 uM ir L-asc 1,0 mM ir ekstraktas.
Svitinami bandiniai buvo §vitinami 671 nm nuolatinés veikos lazeriu. Spinduliuotés intensyvumas lygus

130mW, apsviestas plotas lygus 0,

33 cm?. Kiekvienas bandinys $vitinamas 6 kartus po 40 sekundziy ir po to

2 kartus po 2 minutes, Svitinimo energijos lygios 5,2, 10,4, 15,6, 20,8, 26, 31,2, 46,8, 62,4 J kiekvienam Kartui
atitinkamai. Toliau pateikiami $vitinty bandiniy spektriniai poky¢iai: terpiy pH 4,0 paveikslélyje 14 , pH 7,0

— 15 pav., pH 10,0 — 16 pav.
AIPCS; ir ekstrakto spektrai

pH 7 persikloja, tac¢iau AlPcS4 spektras dominuoja = 670nm, o ekstrakto

<580 nm. AIPcSs poky¢iams jvertinti naudotas 675 nm bangos ilgis, o ekstrakto pokyciams 575nm bangos
ilgis. L-asc spektras stipriai persikloja su ekstrakto spektru, optinis tankis 200-325nm srityje per didelis, kad
bty galima iSmatuoti jj naudotu spektrometru, tad L-asc pokyciai nebuvo nustatingjami.
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14 pav. svitinty AIPcSa, L-asc

ir mélynosios balnapupés ekstrakto tirpaly pH 4,0 terpéje pokyciai: A — AIPCS,

3,2uM ir mélynosios balnapupés ekstraktas, B - AIPCS4 3,2 uM, L-asc 1 mM ir mélynosios balnapupés ekstraktas. 1 —
sugerties spektrai, 2 — skirtuminiai spektrai (is kiekvieno $vitinto bandinio spektro atimtas pradinis nesvitinto bandinio
spektras). C — optinio tankio pokyciai AIPcSa, skirtingy L-asc koncentracijy: 0,25mM, 0,5 mM, 0,75 mM, 1 mM ir
mélynosios balnapupés ekstrakto misiniuose ties 675 ir 575nm.
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pH 7,0
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15 pav. svitinty AIPcSs, L-asc ir mélynosios balnapupés ekstrakto tirpaly pH 7,0 terpéje pokyciai: A — AIPCS,
3,2uM ir mélynosios balnapupés ekstraktas, B - AIPCSs 3,2 uM, L-asc 1 mM ir mélynosios balnapupés ekstraktas. 1 —
sugerties spektrai, 2 — skirtuminiai spektrai (is kiekvieno $vitinto bandinio spektro atimtas pradinis nesvitinto bandinio
spektras). C — optinio tankio pokyciai AIPcSs, skirtingy L-asc koncentracijy: 0,25 mM, 0,5 mM, 0,75 mM, 1 mM ir
meélynosios balnapupés ekstrakto misiniuose ties 675 ir 575nm.
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16 pav. svitinty AIPcSs, L-asc

ir mélynosios balnapupés ekstrakto tirpaly pH 10,0 terpéje pokyciai: A — AIPCS4

3,2uM ir mélynosios balnapupés ekstraktas, B - AIPCS4 3,2 uM, L-asc 1mM ir mélynosios balnapupés ekstraktas. 1 —
sugerties spektrai, 2 — skirtuminiai spektrai (is kiekvieno $vitinto bandinio spektro atimtas pradinis nesSvitinto bandinio
spektras). C — optinio tankio pokyciai AIPcSs, skirtingy L-asc koncentracijy: 0,25 mM, 0,5 mM, 0,75 mM, 1 mM ir
mélynosios balnapupés ekstrakto misiniuose ties 575 nm.
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Nei AlPcS4 nei ekstrakto spektry formos nesikeité maiSant medziagas tarpusavyje.

AIPcS4 poky¢iai

AIlPcS,4 spektro komponenté keitési panasiai kaip ir praeito skyrelio svitintuose AIPcSs ir L-asc tirpaly
misiniuose. L-asc koncentracija 0,25mM didelio efekto neturéjo. pH 4 ir pH 7 terpése kai L-asc koncentracija
didesné arba lygi 0,5 mM AIPcSs4 bluko, o pH 10 AIPcSs beveik nesikeité. Ekstraktas, zymiai nesumazino
AIPcS4 redukcijos sukeltos L-asc. Pastebéta, kai L-asc koncentracija lygi 1 mM, tik apie 4% maziau AIPcS4
sumzéjo, kai aplinkoje yra antocianiny. Antocianinai yra antioksidantai, jy negebéjimas apsaugoti AIPcSs
toliau patvirtina, kad L-asc redukuoja AIPcS4 chromofora.

Sj karta pH 10 AIPcSs sumazéjimas dél L-asc nebuvo pastebétas. Pries dedant L-asc visada buvo
dedamas ekstraktas, galimai ekstraktas apsaugojo AIPcS4, blukima taciau jdéti L-asc pries ekstraktg nebuvo
pabandyta. Taciau ekstrakto forma nepasikeité jdéjus L-asc, kas reiskia, jog pH nepasikeité dél L-asc.

Anotcianiny sugerties pokyciai

Svitinty bandiniy tik su ekstraktu spektrai buvo stabiliis visuose pH. Svitintas ekstraktas tik su AIPcS4
buvo nestabilus pH 10 (16 pav. A) ir pH 7 (15 pav. A), t.y. antocianiny chromoforai buvo oksiduoti déka
suzadinto deguonies. pH 4 (14 pav. A) ekstrakto spektras beveik nesikeité, antocianinai riigstinéje terpéje —
atsparis oksidacijai.

Svitinty bandiniy su ekstraktu AlPcS4 ir L-asc bandiniuose, antocianinai buvo labai stabilis pH 4. pH 7
ir pH 10 ekstraktas buvo nestabilus, taciau didinant L-asc koncentracija, didéjo stabilumas. L-asc nemazino
ekstrakto blukimo spartos, ta¢iau ja uzdelsé, o uzdelsimas proporcingas pradinei L-asc koncentracijai. Galima
teigti, jog L-asc redukavo oksidavusius antocianinus. Panasiai kaip ir praeitame skyrelyje Sis efektas buvo
pastebétas, tik kai L-asc koncentracija buvo > 0,5 mM

Kadangi antocianinai yra ganétinai stabiltis pH 4, nepavyko aiSkiai jvertinti L-asc antioksidacinés
savybes antocianinams Siame pH.
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3.3. Skirtingo rigstingumo terpiy jtaka AlPcS; ir Vit C miSiniy EPR signalams.

I§ praéjusiy rezultaty labiausiai netikéta buvo tai, jog Svitinamas AlPcS4 blunka, kai aplinkoje yra L-
asc. Literatliroje minima, jog AIPCSs yra ganétinai stabili medziaga [13]. Kim H. ir kt. [32] save darbe raso,
jog svitinant AlPcS4 ir L-asc tirpala, kurio pH 6,8 nebuvo pastebétas AlPcS4 blukimas. Kim H. Et al. darbas
naudojosi EPR spektrometrija, tad skyrési tyrimo metodika. Naudojo koncentracijas AIPcS4 0,1 mM, L-asc
10 mM, nenaudojo magnetinés maiSyklés, bei naudojo kitokj apSvietima.

Nor¢jau pasitikrinti ar skirtingas koncentracijy kiekis, ar magnetiné maisyklé, 1émé AlPcSs stabilumo
skirtumg. Pirmiausia pasizitréjau ar AIPcS4 0,1mM, L-asc 10 mM misinio (pH 4) spektras kinta jj Svitinant
(17 pav. A) ir maiSant magnetine maiSykle. Nors AlPcS4 koncentracijos optinis tankis ties pagrindinémis
sugerties juosty smailémis yra toks didelis, kad prietaisas negali jo iSmatuoti, poky¢iy ieskojau ties sugerties
juosty ,,Slaitais‘ ‘. Radau, jog tarp 400 ir 600 nm optinis tankis kilo, o sugerties juosta ties 606nm ir sugerties
juostos ,,8laitas‘* >700nm mazéjo. Tada pakartojau eksperimentg iSjungus magneting maisykle (17 pav. B).
Radau jog AIPcSs buvo stabilesnis, taciau sugerties juosta ties 606nm ir sugerties juostos ,,8laitas‘* >700nm
vis vien mazéjo. Sie rezultatai sudomino pasizitiréti L-asc ir AIPcSs EPR spektrus. EPR matavimy tikslas —
iSsiaiskinti kas lemia AIPcS, stabiluma.

A B
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Ru) j)
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0.4 0.4
0.2 0.2
0 0
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17 pav. Svitinty AlPcSs 0,1 mM, L-asc 10 mM misiniy (pH 4) spektrai, A — Naudojant magnetine maisykle. B —
nenaudojant magnetinés maisykles.

22



EPR bandiniy sudétys
EPR bandinius sudaré po 1 pH 4, pH 7 ir pH 10 terpei bandinj, kurio koncentracijos:
e AIPcS40,10 mM, L-asc 10 mM.

Matavimui EPR bandiniy koncentracijos buvo parinktos didesnés nei sugerties matavimuose dél
geresneés signalo kokybés. Kiekvienas bandinys tai 30ul turio tirpalas patalpintas j kapiliarg taip kaip nurodyta
metodikoje. Bandiniai matuoti tokia tvarka: tamsoje, Svitinant 18.5 mW galios Sviesa, 68.6mW, 131mW, vél
tamsoje. Kiekvieno matavimo vidurkinimas uztruko 5 minutes, tad kiekvienas $vitinimas truko 5 min.

pH 4 rezultatai pavaizduoti 17 A paveikslélyje, pH 7 — 18 B pav., pH 10 — 19 pav.
Bendros bandiniy EPR spektry savybeés.

Visi bandiniai turéjo L-asc™ signalg kurio g-faktorius lygus 2.0054 (3512G), Buettner G.R. ir Schafer
F.Q. [19] rado, jog $io radikalo g=2.0052. Svitinant atsirasdavo dar vienas signalas g=2,0025 (3517G).
Svitinamy bandiniy Spektrai panasiis j Gantchev T.G. ir kt. [33] ir Shopova M. ir kt. [34] darbuose
pavaizduotus fotosensibilizatoriaus ir askorbo riigsties misinio EPR signalus. Gantchev T.G. ir kt. signalg,
kurio g=2.0022 priskiria metalo ftalocianino radikalui MPc*~. Tad analogiSkai Siame darbe tariama, jog
signalas kurio g=2,0025 yra AlPcS;~ signalas.

pH 4 bandinio EPR signalo pokyc¢iai

pH 4 bandinys tamsoje turéjo nezymy L-asc™ signala. Sis signalas didinant lazerio §viesos intensyvuma
keitési, didZiausias buvo prie 18,5mW ir toliau mazéjo, pats mazéjimas galéjo biiti lemtas dél susinaudojimo.
AIPcS, radikalo signalas atsirasdavo tik po Svitinimo pradzios ir didéjo didinant intensyvumg. ISjungus
Svitinimg L-asc™ signalas dingo taciau AIPCcS4 radikalo signalas isliko.

pH 7 bandinio EPR signalo pokyc¢iai

pH 7 bandinys tamsoje turéjo apie 3-4 kartus didesnj L-asc™ signala nei pH 4. Sis signalas padidéjo
jjungus $vitinimg, o didinant lazerio $viesos intensyvumg buvo daugmaz pastovus (daugiau 20% nesikeité).
AIPcS, radikalo signalas atsirasdavo tik po Svitinimo pradzios ir didéjo didinant intensyvumg. ISjungus
Svitinimg AIPcS, signalas dingo, o L-asc™ signalas, liko toks pat kaip ir pries §vitinima.
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19 pav. EPR spektrai: AIPcS4 0,10 mM, L-asc 10 mM, pH 10,0. A — isryskintas AIPcS, radikalo signalas, B — isryskintas
L-asc radikalo signalas.
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pH 10,0 bandinio EPR signalo poky¢ciai

pH 10 bandinys tamsoje turéjo labai intensyvy L-asc™ signala, apie 20 karty didesnj nei pH 7. Sis
signalas sumazéjo jjungus $vitinima, o didinant lazerio $viesos intensyvumga - didéjo. AIPcS4 radikalo signalas
atsirasdavo tik po $vitinimo pradzios ir did¢jo didinant intensyvuma. I§jungus $vitinimg AIPcS4 signalas dingo,
0 L-asc™ signalas, liko sumazéjes.

Rezultaty aptarimas

Pagrindiniai skirtumai tarp skirtingo pH terpiy yra tai, jog skyrési L-asc™ signalas: didziausias prie pH
10 maziausias — pH 4. Taipogi skyrési AlIPcSs signalo intensyvumas esant Svitinimui (20 A pav.) didziausias
prie pH 4, o maziausias prie pH 10. I§jungus $vitinimg AlPcS4 signalas dingo pH 7 ir pH 10. Prisimenant
L—asc
AlPcS,

_ santykiu.

praéjusio skyrelio rezultatus susidaro jspudis, jog AIPcSs stabilumas susij¢s su

Siai mingiai patikrinti sugalvotas ir atliktas sugerties spektroskopijos eksperimentas: paimami du pH 4
AlIPcS4 3,2uM ir L-asc 1,0mM tirpalai. Vienas jy pasvitinamas 130 mW Sviesa 40 s du kartus (Svitinimo
energijos 5,2 J, 10,4 J), kitas 5mW $viesa 17min 20s du Kartus (Svitinimo energijos 5,2 J, 10,4 J). Abiems
variantams apviestas plotas lygus 0,33 cm?. Sio eksperimento idéja pavaizduota 20 B paveiksle. Pagal EPR
rezultatus, Siokia tokia L-asc™ radikaly koncentracija jau egzistuoja tirpale, didinant intensyvuma S$i
koncentracija i$ pradziy didéja, paskui mazéja. AlPcSs radikalo koncentracija atsiranda tik Svitinant, taciau
didéja didinant intensyvumui. T.y. prie didelio intensyvumo L-asc™ radikaly ir AIPcS4 radikaly santykis yra
mazas, o prie maZo intensyvumo L-asc™ radikaly ir AIPcS4 radikaly santykis bus didelis. Sio eksperimento

rezultl™,“pavaizduoti 21 paveikslélyje. 5
0.3
w 0.25 —
T o2 o AlPcS,
©O =
0 0.15 @
© =]
& 01 g
“ 0.05 &
O ¥4
0 25 50 75 100 125 150
Lazerio intensyvumas, mW 0 i )
oH 40 pH7.0 pH 10.0 viesos intensyvumas

20 pav. A - AlPcS, radikalo signalo dydzio priklausomybé nuo lazerio intensyvumo, skirtingo pH terpése. Bandiniy
sudétis: AIPcS4 0,1 mM, L-asc 10 mM. B — numanoma radikaly koncentracijy priklausomybé nuo svieSos intensyvumo.
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21 pav. Svitinty bandiniy pokyciai: pH 4,0 ALPcS4 3,2uM ir L-asc 1,0mM. A — §vitinami bandinys su 130mW

mtensyvuniu 40s du kartus, B — su 5mW intensyvumu 17min 20 s du kartus.

Gauta, jog nors abu bandiniai apSviesti tokia pacia Sviesos energija, nubluko tik tas bandinys kuris

buvo $vitinamas 130 mW intensyvumu. AIPcS4 chromoforas nebuvo pazeistas Svitinant jj su 5 mW

intensyvumu.

Galima iskelti hipoteze, kad AIPcS4™ reaguodamas su L-asc™ oksiduojasi ir susidaro AIPcSy ir L-asc®
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4. ISvados

Tiriant bandinius, kuriy aliuminio ftalocianino tetrasulfonato koncentracija 3,2 uM ir terpiy pH lygts
4,0, 7,0 ir 10,0, pasinaudojant artimosios ultravioletinés ir regimosios elektromagnetinés spinduliuotés
sugerties spektrometrijg, nustatyta:

Svitinant bandinius su 671 nm lazeriu, dideliu intensyvumu (130 mW j 0,33cm? plota):

e rugsciose ir neutraliose terpése, aliuminio ftalocianino tetrasulfonato chromoforas
pazeidziamas dél L-askorbo rugsties redukcijos, kai L-askorobo riigsties koncentracija > 0,5
mM.

e Sarminéje terpéje, aliuminio ftalocianino tetrasulfonato chromoforo pazaidos inicijuotos
deguonies oksidavimo yra redukuojamos L-askorbo rugsties.

e Visose terpése, antocianinai neturéjo zymaus poveikio aliuminio ftalocianino tetrasulfonato
chromoforo pazaidoms sukeltoms L-askorbo rtgsties.

e Neutraliose bei Sarminése terpése, L-askorbo rigstis redukavo oksiduotus antocianinus
paveiktus aliuminio ftalocianino tetrasulfonato sukelta fotosensibilizacija, kai L-askorobo
rugsties koncentracija = 0,5 mM.

e ragscioje terpéje, aliuminio ftalocianino tetrasulfonato sukelta fotosensibilizacija, nesukélé
aiskios antocianiny oksidacijos.

Svitinant riigi&ios terpés bandinj 671 nm lazeriu mazu intensyvumu (5 mW j 0,33 cm? plota):

e aliuminio ftalocianino tetrasulfonato chromoforas nebuvo pazeistas dél L-askorbo rtigsties
redukcijos, kai aplinkoje yra L-askorbo riigsties 1 mM.

Naudojant elektrony paramagnetinio rezonanso spektrometrija, nustatyta, jog apsviec¢iant bandinius,
kuriy aliuminio ftalocianino tetrasulfonato koncentracija 0,1 mM, askorbo riigsties koncentracija 10 mM ir
pH lygis 4,0, 7,0 ir 10,0, su 671 nm lazeriu skirtingais intensyvumais, nustatyta:

e Aliuminio ftalocianino tetrasulfonato chromoforo pazaidos siejasi su L-askorbo rtigsties
radikaly bei pacio aliuminio ftalocianino tetrasulfonato radikaly santykiu, kuo §is santykis
didesnis, tuo maziau pazeidziamas chromoforas.
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Santrauka

ASKORBATO POVEIKIO ALIUMINIO FTALOCIANINO TETRASULFONATI SUKELTIEMS
OSKIDACINIAMS PROCESAMS SPEKTROSKOPINIAI TYRIMAI SKIRTINGO pH VANDENINESE
MODELINESE TERPESE

Marius Sidla

Literatiiroje raSoma, jog askorbo riigstis turi antioksidaciniy bei oksidaciniy savybiy. Taipogi raSoma,
jog askorbo riigstis gali pagerinti fotodinaminés terapijos efektyvuma [2].

Sio darbo tyrimo tikslas jvertinti L-askorbo riigities (L-asc) oksidaciny bei redukciniy savybiy poveikj
fotosensibilizatoriaus, Aliuminio ftalocianino tetrasulfonato (AIPcSs), ir antocianiny stabilumui, skirtingo pH
vandeninése terpése, vykstant fotosensibilizacijai.

Su artimosios ultravioletinés ir regimosios (UV-VIS) srities spektrometru tirti L-asc ir AIPcS4 tirpalai
siekiant i$siaiSkinti kaip L-asc paveikia AIPcSs stabilumg vykstant fotosensibilizacijai. Taipogi tirti L-asc,
AIPcS, ir mélynosios balnapupés ekstrakto tirpalai, siekiant nustatyti ar [.-asc apsaugo antocianinus nuo
oksidaciniy procesy sukelty AIPcSs ir Sviesos. Elektrony paramagnetinio rezonanso (EPR) spektrometru tirti
Svitinami L-asc ir AlPcSstirpalai, siekta nustatyti kaip terpés pH paveikia AIPcS4 ir L-asc radikalus.

Istyrus UV-VIS spektrus, nustatyta, jog Svie€iant intensyvia §viesa L-asc rugstiniame bei neutraliame
pH sukelia pazaidas AIPcSs chromoforui, (sukelia tikrajj blukima), o sarminiame pH L-asc redukuoja
oksidavusj AIPcSs. Sarminiame bei neutraliame pH L-asc redukuoja oksidavusius antocianinus, o antocianinai
neturi Zymios jtakos AIPcS4 blukimui. Istyrus EPR spektrus, pastebéta, jog AIPcSs stabilumas yra susijes su
L-asc radikaly ir AIPcS4 radikaly santykiu. Kuo didesnis $is santykis tuo stabilesnis AIPcSa.
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Summary

SPECTROSCOPIC STUDIES OF THE EFFECT OF L-ASCORBATE ON OXIDATION PROCESSES
INDUCED BY ALUMINIUM PHTHALOCYANINE TETRASULPHONATE IN AQUEOUS MODEL
MEDIA OF DIFFERENT pH

Marius Sidla

It is reported in literature that ascorbic acid is an oxidant and antioxidant. There is information that
ascorbic acid can enhance the effect of photodynamic therapy [2].

The aim of this work was to evaluate the effect of oxidative and reducing properties of L-ascorbic acid
(L-asc) on the stability of photosensitizer, aluminum phthalocyanine tetrasulphonate (AIPcSs), and
anthocyanins at different pH in aqueous media during photosensitization.

L-asc and AlIPcSs solutions were studied with near-ultraviolet and visible (UV-VIS) spectrometry to
investigate how L-asc affects the stability of AIPcSs during photosensitization. Solutions of L-asc, AIPcSs,
and blue bean extract were also examined to determine whether L-asc protects anthocyanins from oxidative
processes caused by AIPcSs and light. Irradiated L-asc and AIPcSs solutions were studied by electron
paramagnetic resonance (EPR) spectrometry to determine how the pH of the medium affects AIPcS4 and L-
asc radicals.

Examination of the UV-VIS spectra showed that under intense light, L-asc at acidic and neutral pH
causes damage to the AIPcSs chromophore (causes true bleaching), while at alkaline pH L-asc reduces
oxidized AIPcSs4. At alkaline and neutral pH, L-asc reduces oxidized anthocyanins, and anthocyanins do not
significantly affect AIPcS4 bleaching. Examining the EPR spectra, it was observed that the stability of AIPcS4
is related to the ratio of L-asc radicals to AlPcS4 radicals. The higher this ratio, the more stable AlPcS.
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