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1. Ivadas

Pastaraisiais deSimtmeciais daug démesio pradéta skirti nanotechnologijoms, apimanciomis
tyrimus su ypatingai mazais nanometry dydzio eilés dariniais. Taip Siekiama atrasti naujus, dar
neistirtus ir nieckam nezinomus biidus gydyti sunkias ligas. Véziniai susirgimai — daug klausimy
mokslininkams keliantys piktybiniai pakitimai organizme. Siekiant geresnio pazeisty audiniy
kontrasto atliekant operacijas, j organizma jterpiamos medziagos vadinamos fotosensibilizatoriais,
del kuriy savybiy galima tiek vaizdinti, tiek inicijuoti fotochemines reakcijas, taip sukeliant lgsteliy
ziitj. Sis naujas gydymo biidas pagrjstas j organizma jterptos medziagos zadinimu $viesa, sukeliant

norimg atsaka.

v

Darbo objektas — nanometry dydzio J-agregatai, susidarantys i$ mezo-tetra-(4-
sulfonatofenil)porfirino (TPPS4) molekuliy tam tikromis aplinkos terpés sglygomis ir jterpti j
hidrogelj. Hidrogeliai — tai hidrofilinés polimery molekuliy matricos, kuriy viena pagrindiniy
pritaikymo sri¢iy, paremta jy savybe laikyti savyje didelius vandens kiekius, yra vaisty iSnesiojimas

ir kontroliuojamas aktyviosios medziagos isleidimas j audinius.

Tyrimo metu apzvelgsime J-agregaty sudaryty i§ mezo-tetra(sulfonatofenil)porfirino (TPPS4)
molekuliy elgseng polimerinése plévelése. Iki $iol atlikta labai nedaug tyrimy, nagrinéjanciy $io
porfirino savybes kitos medziagos matricoje, panaudojant ja kaip kapsule, efektyvesniam
terapiniam poveikiui pasiekti. Apzvalgoje aptarsime, kokig jtaka tetrapiroliniy sensibilizatoriy
agregacijai ir jy fotosensibilizavimo savybéms turi jy jkapsuliavimas hidrogelyje — stabilizavimas

polivinilalkoholio (PVA) matricoje.

Darbo tikslas

Atlikti TPPS4 agregaty polivinilo alkoholio matricoje spektriniy ir erdviniy savybiy
apzvalga ir palyginti nagrinétus mokslinius tyrimus, jy matavimy duomenis su gautais §io tyrimo

eigoje.
Pagrindiniai darbo uZdaviniai

o Atlikti teorijos apzvalga naginéjancia TPPS4 porfirino agregaty ir polivinilo alkoholio matricos
spektrines ir erdvines savybes

e Aptarti straipsnius aprasancius tetrapiroliniy sensibilizatoriy jkapsuliavimg PVA hidrogelyje

e Trumpai pristatyti gauty matavimy rezultatus ir palyginti juos su literatiroje pateiktais

duomenimis



2. Teorija

2.1.Porfirinai

Porfirinai — organiniai junginiai, kurie yra sintetinami beveik visuose gyvuose organizmuose
ir sudaryti i§ keturiy pirolo subvienety sujungty pe metino tiltelius[1]. Biologinése sistemose
ypatingai svarbus yra tie, kurie prisideda prie gamtoje vykstanéiy cikly, dalyvauja tokiuose
procesuose kaip biocheminé energijos konversija gyviinuose, deguonies pernesimas Kraujyje ar
fotosintetinés energijos gamyba augaluose[2]. Sio tipo molekulés yra pritaikytos atlikti gyvybiskai
svarbius cheminius virsmus sudétingose biocheminése ar biofizikinése sistemose, be jy sutrikty

gamtoje egzistuojantys ciklai.

Sios molekulés pasizymi daugybe cheminiy ir fizikiniy savybiy, kurios priklauso nuo
konkrecios porfirino molekulés struktiros. Viena i§ porfirinams budingy savybiy yra sugerti
elektromagnetines bangas regimojoje sviesos spektro dalyje. Kai kurie i$ jy liuminescuoja, pasizymi
paramagnetizmu ar fotolaidumu. Tokios savybés jiems biidingos dél to, nes porfirinai turi labai ilgg
konjuguota = rySiy sistema, kuri gali sugerti §viesos bangos kvantg. Taip molekulé jgauna energijos
fluorescencijai. Energijos iSspinduliavimas vyksta elektromagnetiniy bangy pavidalu.

Isspinduliuota $iesa btina mazesnio daznio (mazesnés energijos) ir ilgesnio bangos ilgio.

Porfiriny fotofizikinés savybés, didel¢ singletinio deguonies kvantiné iSeiga ir mazas
toksiSkumas in vivo atkreip¢ mokslininky démesj ir leido atrasti naujus panaudojimo biidus
biomedicinoje[3]. Skirtingos mezo grupés gali biti jterptos | sintetiniy porfiriny junginj, tai reiskia,
jog, pakeitus dalj molekulés struktiiros, ir jos savybés gali i§ esmés pakisti. Vienas svarbiausiy

sintetiniy porfiriny panaudojimo biidy yra terapiniai vaistai Kitaip vadinami fotosensibilizatoriais.

2.2. TPPSs molekulé 0sS. O Q SO

Mezo-tetra(4-sulfonatofenil)porfinas (TPPSs) (pav. 1) yra
sintetinis porfirininés prigimties daziklis, pasiZymintis geru )\

tirpumu vandenyje[4]. TPPS4 sudarytas i§ porfirino Ziedo, kurio i Q

mezo-padétyse vandenilio atomai yra pakeisti fenilo grupémis su
sulfonato (SOz") grupémis para-padétyse. Erdviskai TPPS4
molekulés apytikslis dydis yra 2.0 x 2.0 x 0.5 nm [5]. TPPSs4

molekulés vandeniniuose tirpaluose gali biiti monomerinés arba Paveikslas 1. TPPSs

molekulés struktiira ir jos dydis

dviejy skirtingy joniniy formy, priklausomai nuo terpés : X
neutraliame pH 7 tirpale. [5]



ragsStingumo (pav. 2). Tirpalo pH yra vandenilio jony koncentracijos — rigstingumo matas.

Grynas vanduo disocijuoja ir turi tiek pat vandenilio (H™) ir hidroksilo (OH") jony. Vandenilio
jony perteklius tirpalg padaro ragsty, o H* jony trikumas arba hidroksilo jony perteklius padaro jj
baziniu. Norint tirpalg padaryti riigstinj, jterpiame j vandenj HCI ir taip didiname vandenilio (H")
jony koncentracija tirpale, $is procesas vadinamas makrociklo jsotinimu vandeniliu. Monomerinéje
formoje, neutraliame vandeniniame tirpale (pH 7), TPPSs molekulé yra tetra-aniono pavidalo
(H2TPPS4*) ir yra raudonos spalvos. Didéjant riigitingumui (ties pH 4), tirpalas pasidaro zalias, du
papildomi protonai jungiasi su azoto atomais porfirino ziedo centre, sukeldami dalinj teigiama kriivi
$ioje srityje ir sudarydami anijonine (HsTPPS4?), kai kuriy autoriy [6] jvardinama, kaip di-anijonine
forma. Esant dar didesniam rugstingumui (pH 2 ir zemesnis), du papildomi protonai jungiasi prie

dviejy SO3™ grupiy[7]. Vyrauja cviterjoniné forma (HsTPPS4) (pav. 2).

‘038 SO ‘038, SO0;” 038 SO;”
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0; 038 SO, HO;S SO,H

H,TPPS 4“' H 4TPPS42‘ H,TPPS,
Tetra-anioniné forma Di-anijoniné forma Cviterjoniné forma

Oy

Neutralus pH

Paveikslas 2. Mezo-tetra(4-sulfonatofenil)porfino molekuliné (TPPS4)
struktiira skirtinguose pH. Adaptuota is [6].

Priklausomai nuo tirpiklio pH fenilo ziedo orientacija porfino Ziedo plokS$tumos atzvilgiu gali
keistis nuo statmenos (neutraliam ir $arminiam pH) iki ploksc¢ios porfirino ziedui (rtigstinéms pH
vertems). Kaip ir kity porfiriny, TPPS4 spektrinés savybés yra nulemtos porfirino makrociklo centre
esandiy azoty atomy gebéjimu prisijungti ir atiduoti protonus. Sie TPPSy struktiiros poky¢iai turi
reik§més tolesniam molekulés tyrimui biologinése sistemose, nes porfiriny strukiiros (plokstuminés

arba neplok$tuminés) gali stipriai paveikti jy saveika su kitomis biomolekulémis.

Septintojo desimtmecio pradzioje pastebéta, kad §is junginys labiau linkes kauptis navikuose
nei aplinkiniuose organuose [8], [9]. Iprastai sintetiniai porfirinai yra netirpiis ar mazai tirpis
didziojoje dalyje organiniy tirpikliy, tai TPPSs nebtidinga savybé. Iprastai pageidautina, kad
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tirpumas vandenyje biity kuo didesnis, tai galima pasiekti sintetinant porfiring, kuriame yra
prijungtos teigiamai arba neigiamai jkrautos grupés [10], [11]. Dél savo gero tirpumo vandenyje,
stabilumo, unikalios simetrinés struktiros ir dél to, kad biologiniai audiniai yra santykinai
skaidresni raudonai Sviesai, TPPS4 tyrinéjamas kaip galimas sensibilizatorius fotosensibilizuoty

naviky terapijai.

Nustatyta, kad sensibilizuojan¢iy medziagy perneSimas organizme gali vykti dviem budais:
prisijungiant lipoproteinus arba baltyma serumo albuming. Atlikti tyrimai pagrindzia, kad TPPS4 gali

patekti | zmogaus kraujg ir biiti iSneSiotas[12].

Gausu tyrimy nagrinéjanciy ir kitokj Sulfonato grupiy skai¢iy turin¢ias TPPS molekules:
TPPSy, TPPS2a (dvi sulfonato grupés esancios kaimyniniuose fenilo zieduose), TPPS2o (grupés viena
priesais kitg esan¢iuose fenilo zieduose) ir TPPSs. Kiekviena i $iy molekuliy kaupiasi skirtingose
lasteliy ir audiniy vietose ir yra skirtingai tirpios, vandenyje sudaro vandenilinius rysius. Sie

fizikiniai skirtumai lemia skirtingg terapinj efektyvuma[13].

In vivo eksperimentai parodé¢, jog maziau sulfonato grupiy turintys, labiau lipofiliniai TPPS:1
ir TPPS2a santykinai labiau kaupiasi Iasteliy viduje, 0 hidrofiliniai TPPS2, ir TPPS4 linke skverbtis |
piktybinio naviko stromg[14]. Fluorescencinés mikroskopijos metodais nustatyta, kad TPPSza,
TPPSy ir TPPS4 nei$plinta ir yra apriboti lizosomose, 0 TPPS; vidinése Igstelés membranose[15].
Zinant, jog jprastai navikams biidinga maZesné negu jprasta audiniams pH verté[16] ir TPPSa
kaupiantis Igsteliy lizosomose[15], kur organeliy uZpildas yra ragstinis (pH 4,5-5)[17], galime teigti,

kad esant tokiam ragstingumui molekulé yra diprotonuotos formos.
2.3.TPPS4 agregatai

Agregacija (aglomeracija) — tai procesas, kurio metu dalelés i$sisklaidziusios skystoje fazéje,
prilimpa viena prie kitos ir savaime formuoja netaisyklingus daleliy junginius — ploksteles ar

aglomeratus.

Daziklio molekuliy savaiminé junginiy agregacija — daZznas reiSkinys dazy chemijoje
vykstantis dél stipriy tarpmolekuliniy jégy. Tirpale esancius agregatus galima atpazinti i$ sugerties
juosty poky¢iy, lyginant jas su monomery spektru. Savaiminis agregaty formavimasis didelés
koncentracijos organiniy dazy tirpaluose pirmiausia buvo atrastas cianino dazuose[18], o tik véliau

pastebéta, kad jie formuojasi ir porfirino tipo molekuliy tirpaluose.

Priklausomai nuo spektro poslinkio buvo iSskirti du pagrindiniai agregacijos modeliai

susidarantys skirtingomis salygomis. Batochromiskai pasislinkusios J [19], [20] ir hipsochromiskai
6



H agregaty juotos[18], kuriy susidarymas aiSkinamas remiantis molekuliy eksitony jungimosi
teorija[21]. Minétieji J tipo agregatai susidaro atskiroms molekuléms jungiantis su postiimiu viena
kitos atzvilgiu, lyg zigzagu ir atitinka laipteliy forma, o H tipo agregatai - jungiantis vienai virs kitos

be postimio (plokStuma j plokStuma), Sis tipas atitinka iSskleistos korty kaladés vaizda[7], [22].
2.3.1. Eksitony teorija

Energiniy lygmeny suzadinimo molekuliniuose agregatuose paaiskinimo konceptas kilo
ukrainie¢iy chemiko Michaelio Kasha ir jo kolegy rusy fiziky bendry projekty metu[23]. M. Kasha
ir jo darbai tur¢jo didele jtaka mokslininky bendruomenei, paaiskino tarpmolekulinés energinés
saveikos tipy skirtumus[24]. Sie tyrimai leido atskleisti H ir J sankaupy terminologija, kuri
dazniausiai siejama su hipochromiskai (H) ir batochromiSkai (J) pasislinkusiomis agreguoty dazy

sugerties juostomis lyginant jas su monomery formos spektru[25].

Batochrominis poslinkis - tai spektro juostos maksimumo padéties pokytis molekulés
absorbcijos, atspindzio, pralaidumo ar emisijos spektre ] ilgesniy bangy spektro puse. Atvirkscias
jam hipsochrominis poslinkis yra poslinkis j trumpesniyjy bangy puse. Siy poky¢iy priezastis —
medziagy agregacija dél pasikeitusiy aplinkos salygy, pavyzdziui, pakitus poliskumui. Tokiu atveju
gali kisti tirpalo spalva, ir S8is procesas — vadinamas solvatochromizmu. Neigiamas
solvatochromizmas atitinka hipsochrominj poslinkj, o teigiamas solvatochromizmas analogiskai
batochrominj poslinkj. Solvatochromizmas priklauso nuo dazy molekulés dipolio momento
skirtumo tarp jo pagrindinés ir suzadintos biisenos[18]. Si teorija apibiidina tik idealius atvejus, tad

nepaaiskina daugumos sutinkamy molekuliniy junginiy[26].

Remiantis eksitono teorija, daziklio molekulés laikomos taskiniu dipoliu ir eksitoningje
biisenoje agregatas dél dipoliniy Suoliy sgveikos skyla j du energinius lygmenis (S ir S2). Kai du
dipoliai (chromoforai) rikiuojasi lygiagreciai (H-agregatas), jie atstumia vienas kitg ir taip gaunama
didesnés energijos biiseng, tuo tarpu nelygiagreciai iSsirikiave dipoliai traukia vienas kitg ir
sumazina buisenos energijg. PrieSingai veikia, kai du dipoliai i$sirikiuoja vienas S$alia kito ir
formuojamas J-agregatas. Be to, Suolis leidziamas tik tada, kai dipolio Suolio momentas yra didesnis

nei nulis (t.y. S; — H-agregatui ir S; — J-agregatas)[27].
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Paveikslas 3 . Schemoje pavaizduotas rysys tarp chromofory isdéstymo ir
spektrinio poslinkio, remiantis molekuliy eksitono teorija. Adaptuota is [28].

J-agregatams jungiantis vienas prie Kkito (zigzagu), saveika tarp dipoliniy Suoliy, gali buti
apibudinta kaip identisky kolinariy svyruojanéiy dipoliy junginys. Sis i§déstymas reiskia, kad
eksitono juostos, susiformavusios kaip agregacijos padarinys, apacioje visi dipoliai virpa vienoje

fazéje ir sukelia rezonansing spinduling (angl. superadiation) biisena.

Kito tipo molekuliné sgveika, tai H-agregatai. Jy molekulés yra iSsidés¢iusios lygiagreéiai
viena kitai (i8skleistos korty kaladés principu). Esant tokiam geometriniam i§sidéstymui, eksitono
juostos apacia susidaro i$ Suoliy ne vienoje fazéje esanciy dipoliy momenty sgveikos. Kadangi
bendras pereinamasis dipolio momentas nykstamas, H-agregatai paprastai laikomi prastai

spinduliuojanciais sugertg energija[29].

Pagrindinis H ir J agregaty struktiiros skirtumas, tai posvyrio kampas tarp ilgosios aSies
(linijos, einancios per agregaty centrus arba lygiagrecios jai) ir vienos linijy lygiagrec¢iy molekulei.
Sis kampas vadinamas ,,slydimo kampu* ir paveiksle 3 pavaizduotas kaip ,,a“. Mazas kampas (o <
36.2° miisy nagringjamoms TPPS4 molekuléms), nuozulnis ,,laipteliai* lemia batochrominj poslinkj
(J-agregatas), o didelis kampas (a > 36.2°), statiis ,,laipteliai“ [30] sukelia hipsochrominj poslinkj
(H-agregatas). Svarbu pazyméti, kad eksitono teorija galioja tik yra tada, kai sudedamyjy molekuliy
orbity sgveika nereik§minga[7]. Chromofory iSdéstymo poveikis agregaty orbitos energijos lygiams
néra jrodytas. Taip yra d¢l to, kad eksperimento metu kyla sunkumy ruo$iant dazy agregata, kuriame

buity tiksliai apibréztas sudedamyjy molekuliy skai¢ius ir chromofory struktiiros formos.[31]



Be jau aptarty dimery jungimosi modeliy yra dar keletas. Pavyzdziui, manoma, kad porfirinai
gali sudaryti H tipo agregatus, bet stabilizuotus ne m elektrony saveikos, bet Soninémis
kovalentinémis jungtimis. Tokio tipo dimero savybés skiriasi tuo, jog mazinant tirpalo

koncentracija, junginiai neskyla j monomerus[32].

J-agregatuose energijos Suoliai leidziami j mazesnius eksitoninius energijos lygmenis, todél
J-agregatams biidingas mazas Stokso poslinkis su didele fluorescencijos kvantine iSeiga. Jy juostos

padétj galime tiksliai nustatyti i§ teorijos, jei nekreipsime démesnio j tarpmolekulinius virpesius.

H-agregatuose Zemiausia energiné biisena yra stabili. Taigi peréjimas i§ suzadintos biisenos |
pagrinding buiseng vyksta labai greitai ir dazniausiai tarp eksitoniniy juosty, kuriy dipolio momentai
nyksta, todél didzioji dalis energijos nuostoliy yra nespinduliniai, jy metu nepatiriami Siluminiai
nuostoliai. Dél Sios priezasties H-agregatai turi labai maza fluorescencija, kurig sunku iSmatuoti
iprastomis metodikomis. Jiems buidingas didelis Stokso poslinkis ir maza kvantiné fluorescencijos

iSeiga.

Kitaip nei J — juosta, atitinkanti J-agregatus spektre, H pasiZymi vibracine struktiira, ir jos

plotis panasus j monomero Soret juostos plotj[33].
2.3.2. TPPS4 molekuliy agregacija

Tetrapiroly molekuliy agregacijai jtakos turi aplinkos sglygos ar tiriamosios sistemos
parametrai. Tokie kaip terpés riigStingumas, temperatiira, priemaisy kiekis bandinyje, molekuliy
koncentracija, medziagos molekuliné masé, ir dar daugelis kity salygy, 0 nuo agregacijos laipsnio
priklauso jos fotofizikinés savybés. Joms keiciantis, Kinta ir fotosensibilizuotoje naviky terapijoje

naudojamy sensibilizatoriy efektyvumas.

TPPSs molekulei esant neutraliam pH 7, tetra-aniono pavidalo, medziaga neagreguoja dél

elektrostatiniy jégy stumianciy vienas nuo kito neigiamas sulfonato grupes.

Agregatams palankiy salygy sudarymas priklauso nuo pradinio tirpalo paruosimo. Tirpalo
koncentracijai mazesnei nei 5x10™° M, riigitinéje terpéje (optimaliausia ties pH ~1.1) yra optimalios

salygos formuotis J — agregatams.

TPPS4 J-agregatai susidaro sgveikaujant teigiamai jkrautoms porfirino ziedy ir neigiamai
ikrautoms TPPS4 cviterjoniném SOs™ grupéms. J-agregatuose galimi keletas skirtingy molekuliy
i8déstymy varianty [34]. Sulfonato grupiy saveika taip pat prisideda prie bendro agregato sistemos

stabilumo.



Stipri J-agregato molekuliy sgveika sukelia optinj atsaka — susidaro eksitono juosta (J-juosta).
Tirpaluose be priemaiSy J-agregaty formavimasis inicijuojamas padidéjus koncentracijai,
rigstingumui ar tarpmolekuliniy jégy stipriui. J-agregaty susidaryma galima paskatinti sgveika su

aktyviosiomis medziagomis, kurios mazina pavir$iaus jtempimg ar, baltymais [35], [36].
H-agregaty formavimuisi reikalinga Siek tiek didesné molekuliy koncentracija.

Svarbu paminéti, jog maZesnése koncentracijose (maziau nei 4x10°® M), tirpaly agregacijos
laipsniui jtakos gali turéti dimerizacija, cheminé reakcija, kurios metu du monomerai reaguoja
sudarydami dimerg. Tirpaluose egzistuoja dinaminé pusiausvyra tarp ten esanciy monomery ir

dimery [13].
2.4. TPPS, spektrinés charakteristikos
2.4.1. Biidingos sugerties spektry juotos vandeniniuose tirpaluose

Porfiriny tipo molekuliy sugerties spektruose UV srityje matoma juosta ties 400 nm, tai

didelio intensyvumo absorbcijos juosta, vadinama Soret, 0 regimosios §viesos srityje mazesnio

intensyvumo  (apie 1/10 Soret) juostos, 434 2 A a4 o4 B

vadinamos Q-juostomis [37].
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porfirinai Kintant tirpalo pH reaguoja j terpés

Optinis tankis (o.t.v

aplinkos pokycius. Centre esantys du laisvi 0-0_ by PHS c A PH D|
azoto atomai prisijungia protonus, o like du gali

juos ir atiduoti ir prisijungti. Neutraliame tirpale = Jos
(pH 7) sulfonato grupés yra jonizuotos, O i /\\J\XZ
mazinant tirpalo pH porfirino Ziedo centro azoto

atomai prisijungia protonus. Tirpalui pasiekus WS m B M m = B B

Bangos ilgis (nm)

Paveikslas 4. TPPSs; (c=3x10®° M) sugerties
spektras keiciant riigstingumgq terpéje. Atitinkamas pH
gali sgveikauti su teigiamg krivj turinCiomis pasiektas naudojant 5% HCI tirpalg. Adaptuota is [39].

pH 1 molekulés yra cviterjoningje bisenoje,

todeél neigiamg kriiv] turincios sulfonato grupés

porfirino ziedo grupémis ir taip sudaryti

agregatus[38].
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Kaip ir minéta TPPSs sugerties spektras vandeniniame tirpale labiausiai priklauso nuo
ragstingumo (pH). Neutraliame pH 7, TPPS4 absorbcijos spektra sudaro intensyvi Soret juosta ties
413 nm ir keturios silpnos Q juostos — 515, 550, 578 ir 631 nm.

Riigs¢iame mazos koncentracijos tirpale (kur pH mazesnis nei 5) TPPS4 absorbcijos spektras
pakinta, ir matomas tik trijy juosty spektras, sudaryta i$ intensyvios juostos ties 645 nm ir santykinai
silpnesniy - 597 ir 550 nm. Soret juosta pasislenka j ilgesniy bangy puse ties 435 nm, palyginus su

neutraliu pH 7. Siuos poky&ius lemia HsTPPS4?" katijony susiformavimas tirpale.

Tolygiai mazinant tirpalo pH, atsiranda naujos absorbcijos juostos ties 490 ir 706 nm. Soret
juosta nedaug pasislenka j trumpabangg¢ (mélynaja) spektro pusg ir sumazéja intensyvumas. Prie pH
1.1 TPPS4 sugerties spektra sudaro Soret juosta, esanti ties 430 nm, dvi intensyvios juostos, esan¢ios
ties 490 ir 709 nm, ir trys silpnos juostos — 560, 640 ir 670 nm. Siy juosty intensyvumas santykinai
priklauso nuo bendros TPPSs koncentracijos riigstiniuose tirpaluose[40]. Tokiose salygose
molekulés yra cviterjoningje formoje (bendras molekuliy krivis lygus nuliui, taciau atskiros
molekulés dalys turi kriivi). Sioje formoje saveikaujant molekuliy neigiamai jkrautoms SOgz”

grupéms su teigiamu porfirino Ziedu molekulés gali jungtis ir sudaryti agregatus.

IS TPPS4 molekuliy tirpalo sugerties spektro pokyc¢iy galime spresti apie agregaty kiek] ir tipa.
Protonuoti TPPSs monomerai formuoja J-agregatus vandeniniuose tirpaluose, zemo pH tirpale arba
stipriam joniniui rySiui [41], [42], [43]. Jy susidarymg rodo batochrominio poslinkio astrios
eksitoninés absorbcijos juostos, ties 490 nm ir 706 nm. Didelés koncentracijos riigséioje terpéje
TPPS4 molekulés sudaro ir H tipo agregatus. H-agregatams priskiriama absorbcijos juosta yra
hipsochrominio poslinkio, ties mazdaug 423 nm [36], lyginant su protony TPPS4 monomery Soret

juosta.

Sugerties spektre esama izosbestiniy tasky ties 420 ir 620 nm. Tai tam tikras bangos ilgis
kuriame, vykstant cheminei reakcijai ar kei¢iant terpés parametrus, jy sugerties intensyvumas
nesikeicia [39].

2.4.2. Sugerties spektry poky¢iai priklausomai nuo terpés ar jos parametry

Kaip ir jau buvo minéta §io skyriaus pradzioje, didZiule jtakag TPPS4 absorbcijos spektrui turi
terpés rugstingumas, tad pakeitus tirpiklj taip pat matomi akivaizdiis pokycius. Grafike (pav. 5)
palyginti sugerties spektrai, kreivés atitinka TPPS4 porfirino skirtingas koncentracijas HCI ir
stiprios ragsties H2SOa4 terpe. Pakitus terpei, ragstingumui esant < pH 1 dél sulfono grupiy
protonavimo J-agregatai iSyra. Tokiomis saglygoms islieka dimeriné diprotonuota TPPS4 forma [44].
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Paveikslas 5. TPPSs sugerties spektro priklausomybé nuo pH: kreivés 1 ir 2 atitinka pH 1.1
(0.1 M HCI), kreive 3 - pH 1 (40% H2SO4 vandeniniame tirpale). TPPSs koncentracijos kreivéje 1 -
10° M, 2 ir 3—5x 10 M, optinis kelias - 10 mm. [40]

Jtaka tirpalo sugerties spektrui turi ir porfirino koncentracija. Galime stebéti Zymius pakitimus
sugerties spektre, kuriame pavaizduoti skirtingy koncentracijy TPPS4 bandiniai vandeniniame
tirpale. Padidéjus koncentracijai Soret juostos padétis pakinta nezymiai, taciau juosta iSplatéja,
santykinai daugiau trumpy bangy puséje. Regimojo spektro dalyje Q juostos pasislenka j ilgabange

spektro puse, analogiSkai pasiskirsto intensyvumai vidurinése juostose.

1,0 v

0,5

Norm. optinis tankis

K?

400 440500 600 700
Bangos ilgis (nm)

0,0

Paveikslas 6. TPPS4 sugerties spektro priklausomybé nuo tirpalo koncentracijos. [40]

Agregacijai ir patiems molekuliniams dariniams didele jtaka daro ir temperatiiros poky¢iai.

Agregatai gali buiti suardyti keliant terpés temperatiirg. Tuomet agregaty jungtys yra nutraukiamos.
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2.5. TPPS4 erdvinés charakteristikos

Nagrinéjant agregaty charakteristikas labai svarbiis yra erdviniy charakteristiky tyrimai, nes
dazniausiai i$ spektry negalima Zinoti tikslios molekuliy junginiy strukttry formos. Yra keletas
tyrimy metody, naudojamy vaizdinti tokius nanometry eilés dydzio junginius, pavyzdziui, atominés

jégos (AFM), skenuojancioji elektroniné (SEM) ar transmisiné elektroniné mikroskopijos.

Fluorescencinés anizotropijos tyrimais patvirtinta, jog J-agregato ttris yra mazdaug 22 kartus
didesnis nei monomero, o tai reiskia, kad vidutiniskai J-agregatg sudaro 22 monomery molekulés.
Si struktiira buvo tyrinéta ir suzadintos energijos relaksacijos metodu, ir tyrimas patvirtino is
fluorescencinés anizotropijos rezultaty padarytas iSvadas, jog agregata sudaro maziausiai 20

monomeriniy molekuliy [22].

Paruo$us TPPS4 pH 1 bandinj (naudojant HCI) ant silicio plokstelés, galime nagrinéti jj
atominiy jégy mikroskopu ir i§ rezultaty spresti apie J-agregaty erdvines charakteristikas. Atlikti
eksperimentai rodo, kad pavienés struktiiros dydis svyruoja apie (4,5 x 40 x 200 — 1000) nm? (aukstis

x plotis x ilgis). I8 to galime spresti, jog TPPS4 koncentracija ir tirpalo paruo§imo budas daro jtaka

agregaty ilgiui, bet ne plociui ar storiui.

Paveikslas 7. Kairéje paveikslo puséje matote, stripelio pobiidzio struktiiras susiformavusias
i§ TPPS4 J-agregaty 5x10° M tirpale pH 1. Skiriasi mgstelis ir struktiiry kiekis. Paskutinis
paveikslélis d optinio mikroskopo J-agregaty vaizdas TPPSs tirpale. DeSinéje puséje: Fazinis
kontrastinis pluoSto vaizdas, vaizdinant sulipusius j sferq TPPSs mezo-agregatus. Aregaty plotis
isliko tas pats (d = 50 nm). Taip pat pateiktas AFM silicio plokstelés bandinio vaizdas paruostas
iSdziovinus TPPSs pH 1 tirpalg [22], [45].

Remdamiesi atliktais eksperimentais [22], galime teigti, jog diprotonuotos TPPS4 molekulés

vandeniniame tirpale sudaro strypelio formos agregatus (pav. 7a), kurie suformuoja apytiksliai 20
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nm skersmens Ziedus (pav. 7b). Ziede turéty biti ~60 TPPSs molekuliy. Toliau Ziedai jungiasi

tarpusavyje ir kartu sudaro nanovamzdelius (pav. 7¢), o Sie } vamzdeliy tinklus.
2.6.Polivinilalkoholis (PVA)

Polivinilalkoholis (PVA) yra sintetinis polimeras. Jo apibendrinta cheminé formulé
[CH2CH(OH)]n. Polivinilo alkoholis (PVA) pirmg kartg pagamintas hidrolizuojant i§ polivinilo
acetatg[46], [47].

PVA yra bekvapiai ir beskoniai, permatomi, balti arba kreminés spalvos granuliuoti milteliai.
Tirpsta vandenyje, maziau etanolyje, o visai netirpsta kituose organiniuose tirpikliuose. Paprastai
5% polivinilo alkoholio tirpalo pH yra 5,0-6,5. Tai komerciskai svarbiausias vandenyje tirpus
plastikas. Fizinés savybés ir jo funkcinis panaudojimas priklauso nuo polimerizacijos ir hidrolizés
laipsnio. Polivinilo alkoholis skirstomas j dvi klases: i$ dalies hidrolizuotas ir visi§kai hidrolizuotas.
Dazniausiai jj galima rasti tokiose formose kaip lakai, dervos, chirurginiai siiilai ir medziagos,
kurios lieciasi su maistu. PVA yra placiai naudojamas termoplastinis polimeras, netoksiskas
biologiniams objektams. PVA yra biologiskai skaidomas polimeras, jo skaidomumas padidéja

apdirbus jj hidrolizés budu, nes anglies atomai susijungia su hidroksilo grupémis.

Jis taip pat lengvai sumaiSomas su daugybe natiiraliy medZziagy ir gali pasiZzyméti savybémis,
kurios pritaikomos jvairiems panaudojimo biidams. Natiiraliy pluosty ir uzpildy jtraukimas gali dar
labiau pagerinti mechanines savybes, nepakenkiant optiniam sklaidomumui [48]. Taip pat pasizymi
dideliu atsparumu tempimui ir lankstumu, didelémis deguonies barjerinémis savybémis, taciau §ios
savybés priklauso nuo drégmés. Didéjant drégmei, daugiau vandens yra sugeriama, todél pasikeicia

kai kurios savybés: sumazéja PVA jtempimas, padidéja jo tasumas ir atsparumas plySimui.
2.6.1. Tirpumas

Hidrolizés laipsnis daro didelg jtaka PVA tirpumui vandenyje. Pirminis hidrofobinis PVA
hidrolizés reakcijos metu paprastai tampa hidrofilinis, tai jvyksta del didéjancio giminingumo

vandeniui.

Tirpumas vandenyje pirmiausia priklauso nuo PVA hidrolizés laipsnio. DaZniausiai PVA
tampa tirpus vandenyje pasiekus 80% hidrolizés laipsnj, o tirpumas vandenyje Siek tick sumazéja,
jam did¢jant. Tirpumas vandenyje taip pat priklauso nuo temperatiiros, kambario temperatiroje
hidrolizuotas produktas tirpsta gerai, taciau norint jj visiskai iStirpdyti, reikia paSildyti iki 85 °C.
Aukstesnio hidrolizés laipsnio produktai iStirpsta palaipsniui, jiems reikia daugiau energijos, nes jy

kristaliSkumas yra didesnis [49].
14



2.6.2. Spektrinés savybés

PVA plévelés néra liuminescencings, jei Zzadinama didesne nei 420 nm bangos ilgio Sviesa,
todél S§ig medziaga galima naudoti kaip optiskai skaidria pagrinding matricg, skirtg
liuminescencinéms ar neliuminescencinéms medziagoms jterpti, jei nagriné¢jama net ir UV sritis.
Kadangi PVA molekulinéje struktiiroje néra benzeno ziedo, jo lizio rodiklis yra mazesnis,

palyginus su polimerais, kuriy molekulinés struktitiros turi benzeno Ziedus [50].
2.6.3. Erdinés savybés

Morfologinés hidrogelio charakteristikos yra svarbi informacija, kuri atskeidzia jo
panaudojimo budus. IS Sios informacijos galime spresti :
apie gelio struktiira, pory dydj ir jy forma pavirsiuje. Sie
parametrai svarbis, kad biity galima jsivertinti hidrogelio
tinkamuma vaisty iSneSiojimui. Erdviniai vaizdai
dazniausiai  analizuojami  skenuojanciy elektrony

mikroskopija (SEM).

Poros dydis svyruoja nuo keliy mikrometry iki

nanometry. SEM vaizduose galima matyti poréta Paveikslas 8. SEM gryno PVA
struktiirg, kurioje pory dydis kinta priklausomai nuo hidrogelio pory vaizdas [53].
PVA koncentracijos ir gamybos metu vykdomy (uzsaldymo ir at§ildymo) cikly skai¢iaus. Mazesné
PVA koncentracija atitinka mazesnius polimero kiekius tiirio vienete, tai leidzia teigti, jog pory
taris bus didesnis. Vykdant daugiau kriostato cikly hidrogelio struktiira pakinta — padidéja pory

dydis, atsiranda daugiau tarpusavyje apjungty ertmiy.

Saldymo - atSildymo technika yra fizinis molekuliy sujungimo metodas, kurio metu galime
suformuoti hidrogelj. Jis turi keletg pranasumy lyginant su kitais, pavyzdZziui, cheminiu sujungimu
ar radiacijos sukeltu kryzminimu: yra paprastas, nereikia jokiy papildomy cheminiy medziagy ar

aukstos temperattros [51].
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SEM tyrimo metu gauti rezultatai PVA 90-98 (90-98% hidrolizuoto) parodé poréta
tarpusavyje susijungiancig hidrogelio struktiirg. JO pory diametro pasiskirstymas yra 80-950 nm
diapazone [52].
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Paveikslas 9. Bendro pory tirio pasiskirstymas pagal jy dydj. PVA 99%
hidrolizuotas (vidutiné molekuliné masé MW 85.000-146.000). [53]

2.7.Polivinilalkoholio ir TPPS4 junginiai

Hidrogeliai viena i§ polimery formy, kuri dél hidrofiliniy savybiy geba trimatése stuktiirose
laikyti didelius kiekius vandens. Jy charakteristikos priklauso nuo hidrogelio sintezés technikos ir
naudojamos polimero rasies. Be jau anks¢iau minéty polimery savybiy, kurios taip pat galioja ir
hidrogeliui, yra dar keletas, kurias vertéty paminéti. Susiformavusios cheminés jungtys tarp
polimeriniy grandiniy (kryZminiy jungciy) padidina junginio stabiluma, o i hidrogelj jkalspuliuota

medziaga apsaugoma nuo aplinkos poveikio, pavyzdziui oksidacijos.

Visy pirma, dél savo tinkamy savybiy, hidrogeliai pradéti tyrinéti kaip vaisty iSneSiojimo
jrankis. Si medZiaga gali bati panaudojama kaip kapsulé — matrica, kurioje jkapsuliuosime aktyviaja
medziagg. Hidrogeliai gali buti susintetinami taip, jog vaisto iSskyrimas buty kontroliuotas,
atitinkamoje vietoje ir tam tikra sparta. Esama keletas isleidimo mechanizmy: difuzijos sglygotas,
tikslinj — nukreiptg j tam tikrg vieta, iSbrinkimu kontroliuojamg arba bimodalinj i§siskyrima[54].
Egzistuoja ir tam tikra hidrogeliy grupé, kuri geba reaguoti j aplinkos poky¢ius (dirgiklius).

Pavyzdziui, pH ar temperatiiros poky¢io salygotas vaisty i$skyrimas. Si savybeé taip pat naudojama
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naudojama medicinos prietaisuose, implantuose, kontaktiniuose l¢Siuose, biosensoriuose. ISmaniis
hidrogeliai geba isskirti jkapsulinius vaistus dél cheminiy (pH, elektrolity ir tirpikliy), fizikiniy
(temperatiiros) veiksniy ar pakitus magnetiniui laukui. Si technologija leido sukurti antigenams
jautrius hidrogelius, kurie tam tikram dirgikliui paveikus sistema, gali atpalaiduoti specifinj terapinj
antikling [55].

Kapsulés jrimas (iSsiskyrimo greitis) ir vaisto kiekis gali buti tiksliai nustatytas sintetinant
gelio matricg (pvz., kei¢iant molekuling mase, koncentracijg ir kitus parametrus), sukuriant
nehomogeniSkumg (asimetrijg) matricoje arba sukuriant skirtingos geometrijos gelius (pvz.

naudojant daugiasluoksn¢ sistemg).

Yra keletas technologiniy biidy, kaip galima jterpti porfirinus j hidrogelio matricg. Vienas 1§
ju — sorbcijos mechanizmas yra skirstomas j fiziking sorbcija ir chemine sorbcija. Fizikinés
sorbcijos metu porfirinas yra jkapsuliuojamas pasinaudojant difuzijos reiskiniu. Kita vertus,
naudojant cheminés sorbcijos metoda, sudaromi vandenilio rysiai tarp PVA OH™ grupiy ir porfirino
molekulés pirolinio azoto. Sios sorbcijos intensyvumas priklauso nuo molekulés struktiiros ir

naudojamo tirpiklio.

Kad galétume PVA hidrogelio matricoje jkapsuliuoti tirpias tyrinéjamo objekto
fotosensibilizatorius TPPSs molekules, reikia jsitikinti, jog PVA hidrogelio porétumas yra
pakankamas. Konstrukciniai elementai PVA matricoje neturi aiSkios erdvinés orientacijos, bet
atsizvelgiant | PVA pory SEM mikroskopijos tyrimus, didzioji dalis ertmiy, esan¢iy hidrogelyje,
yra tarpusavyje susisiekiancios ir 10um, ar ilgesnés [53]. Kaip anks¢iau buvo minéta, pory dydis
skiriasi dél hidrogelio polimero charakteristiky (hidrolizés laipsnio, molekulinés masés) ir
paruosimo metodo. Tyrinéjant TPPS4 ant tolygaus pavirSiaus, AFM eksperimentai rodo, jog 5x10°
M koncentracijos tirpale pasiekus pH 1 atskiry J-agregato junginiy struktiiry dydis svyravo 0.2-1
um [22]. Sie gauti rezultatai leidzia teigti, jog tinkamai parinkus polimerinés matricos medziaga, i

jos sudaryto hidrogelio matricoje galima jmobilizuoti TPPS4 porfirino molekules ar jy junginius.

Porfirino jkapsuliavimas hidrogeliy nanostruktiirose taip pat priklauso nuo matricos savybiy.
Matrica turi gebéti lengvai jsisavinti medziaga ir po to kontroliuotai ja iSskirti. Remiantis atliktu
tyrimu[52], kurio metu buvo palyginti dviejy skirtingy molekuliniy masiy PVA hidrogeliai galima
suzinoti ar matricos molekuliné masé turi jtakos sorbcijos savybéms. Hidrogeliai buvo paruosti
uzsaldymo - atSildymo metodu, naudojant du skirtingus PVA. PVA 90-98 ir PVA 30-98 (pirmasis
skai¢ius reiskia polimerizacijos, o antrasis hidrolizés laipsnj). Naudojant sorbcijos metodg | PVA

hidrogelius buvo jterpti TPPS4ir TPP bei TpyP (netirpiis vandenyje, tad jiems jterpti panaudotas
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DMSO tirpalas). Visi Sie porfirinai pasizymi — : :
o . . o TPPS, sorbeyja 1 PVA 30-98 hidrogeli

giminskumu PVA, dél saveikos vandenilio rysSiais. 3 ome

TPPS, porfirino atveju sorbcija PVA 90-98 (pirmasis i ;ﬁé

skaicius reiskia polimerizacijos, o antrasis hidrolizés § “g'z L S S 0

laipsnj) yra daug stipresné nei PVA 30-98 hidrogelyje, E G S TR (R S

tai galima pastebéti i$ grafikos (pav. 10). Kity porfirinu =il

atveju matomos tokios pacios proporcijos, tad galime TPPS sorbcija i PVA 90-98 hidrogeli

daryti iSvada, kad gelis, kurio molekuliné masé yra g v

didesné, gali lengviau jkapsuliuoti porfirinus. Sis i‘zzggi

sorbcijos proporcingumas gali buti paaiskinama ; jzz&

hidrogeliy, turin¢iy didesn¢ molekuling masg, savybe : ;E : : = : = ; %

savyje kaupti didesnius vandens tiirius [52]. e

Paveikslas 10. Skirtingy PVA
hidrogeliy molekuliniy masiy sorbcijos

uztikrinti, jog aktyvioji medziaga, kuri bus naudojama  Palyginimo grafikai. [49]

Ivaldant kapsuliavimo technologija svarbu

paveikti audinius, nebiity paveikta pacios kapsulés ir galéty efektyviai atlikti savo funkcijg. Jterpiant
TPPS4 agregatus j PV A matrica, sugerties spektro savybés biidingos J-agregatams islieka. IS atlikty
Furjé transformacijos infraraudonyjy spinduliy spektroskopijos (FT — IR) matavimy [56] galima
spresti apie PVA ir porfirino funkciniy grupiy saveika. Gryno PVA hidrogelio FT — IR spektre
galima matyti OH" grupei biidinga absorbcijos juosta, kuri yra ties 3270 cm™. PVA jkapsuliuotos
TPPS, porfirinu matricos atveju §i smailé pasislenka 3273 cm™, be §io pakitimo galime pastebéti
juostos iSplatéjimg j didesniy dazniy pus¢. Poslinkiai priskiriami PVA molekuliy OH™ grupés ir

pirolinio makrociklo centre esan¢io azoto sgveikai (dél vandeniliniy jungéiy).

Sio eksperimento rezultatai rodo, jog jkapsuliavimo metu TPPS;, saveikauja su PVA, sudaro
vandenilinius rySius, bet naujy absorbcijos juosty neatsiranda. Nepaisant labai skirtingy fizikiniy ir
cheminiy vandens ir PVA savybiy, pagrindinés absorbcijos juostos nepasislenka ir lieka tose
paciose spektro vietose. Tai leidzia teigti, kad tarp porfirino ir polimero matricos nevyksta cheminés

reakcijos, tad jkapsuliavus medziaga kambario temperatiiroje, TPPS4 savybés nepasikeicia [57].
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Paveikslas 11. FT-IR gauti sugerties spektrai. [56]

IS anksciau vykdyty eksperimenty ir nagrinéty FT-IR sugerties spektry, galime teigti, jog
porfiriny molekulés, jkapsuliuotos ar sudarancios agregatus, maziau sgveikauja su aplinka, o
tarpmolekulinés jégos yra sukoncentruotos j struktiiry i$laikyma. Sugerties spektruose 490 nm
absorbcijos juosta PVA terpéje yra platesné nei vandeniniame tirpale. Sis idplitimas gali reiksti
sumazéjusig eksitoning molekuliy saveika, taciau tuomet bity matomas ir bangy poslinkis j
trumpyjy bangy spektro dalj. Todél yra juostos iSplitimg reikty priskirti sistemos nevienalytiSkumui
(homogeniskumo trikumui). Plévelés ar hidrogelio formavimosi metu dziovinimas, garavimas, ar
kitoks vandens netekimas, molekuliniame lygmenyje sukelia agregaty mechaninius jtempius ir
deformacijas, kurie eksitoninés sgveikos energijy pokycius ir atitinkamai absorbcijos juostos

iSplitima platesnése ribose [58].

Kitas procesas, kuris svarbus jkapsuliavimo procese, tai kontroliuotas vaisty iSskyrimas j
audinius FNT metu. Atliktas tyrimas[56], kurio metu tiriama PV A hidrogeliy (sintetinty Saldymo —

atSildymo cikly metodu) jkapsuliavimas TPPS4 porfirinu.

I§ grafiko (pav. 12) galima matyti, jog per 10 min sorbcijos metu TPPS4 koncentracija
sumazéja nuo 102 mol/L iki 0,3x10° mol/L, tai reiskia, jog daugiau nei pus¢ TPPSs buvo

ikapsuliuota  PVA hidrogelj.
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Issiskyrimas j audinius buvo matuotas jvertinant TPPS4 kiekj skirtingais laiko tarpais (M) ir
pasiektg pusiausvyra, kuri zymima (Mx). Ji buvo jvertinta VIS spektrometrijos budu. Mt / Mo
santykis reiskia dalj, kuri yra jsisavinta. Santykiné dalis pavaizduota grafike kaip priklausomybé
nuo laiko. I grafiko 7 galime jsivertinti difuzijos tiesiSkumg. Ji ne tiesiné, nes laikui bégant
sorbcijos sparta kinta, tad galima teigti, jog kinetika neatitinka Fiko difuzijos apibrézimo. Tali, jog

kinetika yra netiesiné, galima paaiskinti joninés TPPS4 formos poveikiu PVA matricai ir papildomo

vandens jterpimu jkapsuliuojant TPPSs | gelj.  _ aoo]
= 00010
Galiausiai, sorbcijos procesui sustojus, 68% Viso ? 0.0003

£ 00005
ikapsuliuoto TPPS4 hidrogelyje i$siskyré j audinj[58].  © g §§3i | \__,
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Pastebéta, jog po porfirino jkapsuliavimo PVA

} ) ) . ox. Laikas (min)
yra labiau porétas — poros tampa didesnés. Sio
pakitimo dydis priklauso nuo molekulés dydzio, tad g
< 03
TPPS4 atveju jis Zymus, nes molekulé¢ palyginus = 45
didele. = o4
a2 1
Nors pastaruoju metu hidrogeliai buvo viena i$ g = T
100 200 300
labiausiai nagrin¢jamy sri¢iy FNT, bet vis dar yra Laikas (min)

keletas problemy, kurias reikia iSspresti. Viena i§ jy —
fotosensibilizatoriaus  jkapsulivoto |  hidrogelj

efektyvumas. Jam polimero matrica daro jtaka, tad

Paveikslas 12  Auksciau  pateikta
hidrogelio jkapsuliavimo TPPSs molekulémis
kinetika; Zemiau TPPS4 isskyrimo is hidrogelio
santykiné dalis per laiko vienetg (normalizuota

reikty iStirti  singletinio  deguonies sintezés pagal jkapsuliuoto porfirino kiekj. [59]

efektyvumg, palyginus su jprasta, nejkapsuliuota, porfirino forma. Antra, reikia susintetinti,
pritaikyti daugiau unikaliy savybiy turin¢iy hidrogeliy, tokiy, kurie galéty veikti kaip biojutikliai,
ar turéty kity savybiy. Taip pat reikia jsitikinti, ar hidrogeliai yra visi$kai pilnai suderinami

biologiskai ir iSanalizuoti jy terapinj veiksminguma in vivo metodais [59].

Nors pastaruoju metu hidrogeliai buvo viena i$ labiausiai nagrinéjamy sri¢iy FNT, bet vis dar
yra keletas problemy, kurias reikia iSspresti. Viena 1§ jy fotosensibilizatoriaus jkapsuliuoto i
hidrogelj efektyvumas. Jam polimero matrica daro jtaka, tad reikty iStirti energijos konversijos j
singletin} deguonj efektyvuma ir palyginti jkapsuliuotas porfirino molekules ir nejterptomis ]

matrica.
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PASTABA DEL APLINKYBIU

Sis baigiamasis darbas parasytas 2020 mety I ketvirtyje, kai pasaulj sukreté COVID-19
infekciné liga, virusui isSplitus visame pasaulyje, kilo pandemija. Lietuvoje buvo paskelbtas
karantinas ir uzdaryti universitetai ir mokslinés laboratorijos. Tai sutrukde vykdyti suplanuotus

darbus laboratorijoje, tad teko keisti darbo pobiid.
3. Eksperimentiné dalis

3.1.Bandiniy paruoSimas

Eksperimento tikslas buvo jvaldyti technologijg, kuria sieckiama suformuoti skaidrig
polivinilalkoholio matricg (hidrogelio pavidalu), i kurig buty jterpta J-agregaty formos TPPS4
molekulés. Taip pat jsitikinti ar J-agregatai yra jterpiami j matricg, ar jkapsuliavimo metu nepakinta

J-agregaty spektrinés charakteristikos ir jy i$sidéstymas matricoje yra homogeniskas.

Bandiniy paruosimo procesa galima suskirstyti j du etapus, pirmasis — hidrogelio matricos
sintezé, 0 antrasis — pasirinktos TPPS4 tirpalo formos jterpimas j polimering matricg (hidrogel;j).
Hidrogelio gamybos proceso metu antrajam etapui jgyvendinti pasirinkti du technologiskai skirtingi

jiterpimo budai ir keletas jy variacijy:
TPPS jterpiamas hidrogelio formavimosi metu:

a. kai jterpiama TPPSs; monomeriné forma ir po to hidrogelio terpés pH
kei¢iamas | rugstinj iki pH 1, inicijuojant molekuliy agregacija joms esant
matricoje.

b. kai hidrogelis formuojamas terpéje (optimalu prie pH 1-2) ir jterpiamas TPPS4
yra joninés formos, kuriame jau yra agregaty.

e Formavimosi metu j dar nesusidariusj hidrogelj jterpiama TPPS4

e Suformavus hidrogelj sorbcijos biidu jterpiant TPPS4

Suplanuota ruosiant bandinius naudoti polivinilalkoholio (PVA) polimering matricg. Kaip jau
aptaréme, Sis polimeras apraSytas kaip inertiSkas ir nesgveikaujantis su dazikliu, tad tinka misy
eksperimentui. Pasirinkta naudoti tris skirtingas PVA tipo milteliy rasis: PVA Mw 89 - 98k
molekulinés masés ir 99+% hidrolizuotas; Mw 31 — 50k 98-99 % ir Mw 13-23k 98+%b, tam kad

isivertinti molekulinés masés daroma jtaka jkapsuliavimo procesui.
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Pirmajame etape pasirinkta pradéti bandymus nuo agregaty jterpimo hidrogelio formavimosi
metu. Norint suformuoti tvarkingg PVA hidrogelio matricg, polimero milteliai tirpinami
distiliuotame vandenyje, nuolat maisant ir kaitinant (80-90° C). Po to seka Saldymo-atsildymo
procesas (angl. freeze-thaw procedure), kurio metu naudojant kriostatg bandinys cikliskai po 12
valandy tris kartus yra at§aldomas iki —20° C ir atildomas iki +20° C. Siam etapui sékmingai
igyvendinti, reikia zinoti, ar TPPS4 J-agregaty fizikinés ar spektrinés charakteristikos nekinta atlikus

temperaturinius pokycius pagal aprasyta eksperimentg.

Pasiruosti 4 bandiniai TPPSa, kurio pradiné koncentracija buvo 10® M, (2 - distiliuotame
vandenyje; 2 - HCI 0.1M). ISmatuoti bandiniy sugerties spektrai (pavadintas ,,pradinis +20° C*).
Pagal hidrogelio gamybos instrukcijas inicijuojami temperatiiros poky¢iai. Kaitinama voneléje iki
+85° C. Tada pakartotas sugerties spektry matavimas po kaitinimo neleidus atvésti (pavadintas
,kaitinant +85° C*). Po kaitinimo du bandiniai palickami kambario temperattroje, du i$ jy dedami
] —20° C. Po 24h atlickamas matavimas (pavadintas ,laikant +20° C*; ,,laikant -20° C*°). Sugerties

matavimai pakartoti po savaités laikant bandinius kambario temperatiiroje ir saldytuve.
3.2.Aparatiira ir darbo metodika

Sugerties spektras matuotas Varian Cary 50 UV — VIS spektrofotometru skirtu matuoti

tirpaly sugertj kiuvetése.
3.3.Eksperimentinés dalies rezultatai

Paruosiamojo eksperimento metu buvo tikimasi atlikti bandiniy sugerties spektro matavimus
ir iSsiaiskinti, kokiag jtaka jy spektrinéms savybéms turi skirtingos temperatiiros. Matavimus
atlikome tokia eilés tvarka: iSmatuotas pradinis tirpalas kambario temperattiroje - ,,pradinis +20
°C*; pakaitinus voneléje matavimas pakartotas (neleista atSalti) - ,kaitinant +85 °C*; po 30min
bandinius atvésinus laikant kambario temperatiiroje ,laikant +20 °C* arba atvésinus Saldiklyje

,Jatkant —20 °C*.

TPPS4 sugerties spektras monomerinéje (neutralioje biisenoje) tyrimuose[40] apibiidinamas
intensyvia Soret juosta ties 413 nm ir daug mazesnio intensyvumo Q juostomis, esan¢iomis ilgy
bangy srityje. Siuo atveju, vandeniniame TPPS; tirpale, grafike (pav. 13) matome budingas
porfirino sugerties spektro juostas. IS absorbcijos spektro matome, jog TPPSs molekulés aukstoje
temperatiiroje linkusios iSirti ir lieka jy monomeriné forma, tai parodo intensyvus 413 nm
maksimumas ir Q juostos — 516, 553 nm. Atvésinus $i juosta iSnyksta ir tirpalo spektre matome

junginiy formavimosi procesus. Daugelis molekuliy vél tampa anijoninés formos 434nm.
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Paveikslas 13. TPPS4 bandinio sugerties spektras distiliuotame vandenyje

Po 2 savaiciy spektriniai matavimai buvo pakartoti. Bandiniy laikymo salygos taip pat skyrési
vieni buvo laikyti Saldytuve, kiti kambario temperatiiroje. | santykinai mazus spektrinius
intensyvumo pokyc¢ius démesio nekreipsime, nes, nors ir sandariai uzdaryti, bandiniai galéjo garuoti
ir pakisti vandens santykis bendrame tiiryje. I§ sugerties spektry matoma, jog vandeniniuose TPPS4

tirpaluose matomi silpni pokyc¢iai. Esant Zemoms temperatiiroms, gardelé susidélioja tvarkingai
Kambario temperatiiroje Zymiy poky¢iy néra.
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Paveikslas 14. TPPS4 bandinio sugerties spektro pokytis distiliuotame vandenyje 2 savaiciy
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Paveikslas 15. TPPS4 bandinio sugerties spektras HCI 0.1M tirpale.

Nagrinédami bandinius, kuriy terpé yra HCI 0.1M tirpalas (pH ~1), matome panasius kreiviy
pokyc¢ius Kaip ir jau aptartuose vandeniniuose bandiniuose, J-agregatai keliant bandiniy temperatiirg
linke suirti | joning forma. Bandiniui atvésus kambario temperatiiroje molekuliniai junginiai

(agregatai) suformuojami i§ naujo — atsistato. Tai jvyksta, nes bandinio riigstingumas nepakinta.
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Paveikslas 16. TPPS4 bandinio sugerties spektro pokytis HCI 0.1M tirpale po 2 savaiciy.

Temperatiirai nukritus po eksperimeto matome Zymy skirtumg, tarp juosty priklausanciy
bandinio J-agregatams ir anijoninei formai, laikyto Saldiklyje ir kambario temperatiiroje. Jos
santykinai pasiskirsto tolygiai. Zema temperatiira padeda bandiniui lengviau atstatyti molekulines

struktliras, tai galime pastebéti i$ aiskiai pakitusj intesnyvuma ties 491 nm ir 709 nm.
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4. Isvados

Darbe aptarta porfirino molekuliy jkapsuliavimo j hidrogelius technologija. Metodas pagrjstas
skaidrios polivinilalkoholio (PVA) matricos suformavimu, j kurig jterpiama TPPS4 molekulé ar jos

junginiai.

I$ apzvelgty tyrimy rezultaty galima daryti iSvada, kad hidrogeliai, sudaryti i§ PVA, yra
efektyvus porfiriny jkapsuliavimo buidas. Didesnés molekulinés masés PV A turi geresnes savybes,
nes geba jkapsuliuoti didesnius aktyviosios medziagos kiekius, o hidrogelio porétumas priklauso

nuo tiesiogiai koncentracijos ir atvirksciai nuo kriostato cikly skai¢iaus sintezés metu.

Tiriant paruoSty bandiniy spektrines charakteristikas nustatyta, jog keliant temperattirg esama
zymaus poveikio TPPSs J-agregatams. Bandinj paveikus auksta temperatiira (+85° C), jame esantys
junginiai suyra, bet atvésinus, geba atsistatyti ir suformuoti junginius - agregatus i$ naujo. J-
agregaty kaitinimas gali turéti jtakos jy fluorescencijai, tad tai reikty istirti, nes §i savybé yra jy

panaudojimo pagrindas.
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6. Summary

Ignas Kamarauskas

REVIEW OF SPECTRUM AND SPATIAL PROPERTIES OF TPPS4
AGGREGATES FORMATION IN POLYVINYL ALCOHOL MATRIX

For half of the century, light has been used for the diagnostics and treatment of various
diseases. The origins of this technology in medicine and surgery are traced from antique times to
nowadays. Phototherapy began in ancient east countries but disappeared for many centuries, only
being found by modern civilization century ago. The discovery of the tumor-localizing ability of
hematoporphyrin, together with its phototoxic effect on tumor cells led to the development of
photodynamic therapy, a promising tool in modem cancer treatment.

The interaction of light with living cells is vital for their survival and yet under certain
circumstances can lead to their destruction. Photosensitizers are a type of molecule that initiates a
chemical type of change in another molecule during a photochemical process. It allows doctors to
find accurate margins of tumors, initiate necrosis, and after removal can be used as a tool for further
scientific research. Therefore various investigations are carried out to understand the effects of
photosensitizers and their accumulation in biological tissue.

In this scientific review, the meso-tetra(4-sulfonatophenyl)porphine (TPPSs) spectral
characteristics in polyvinyl alcohol hydrogel has been investigated. Hydrogels are hydrophilic
polymer networks whose applications are based on their ability to retain large amounts of water.
They can be used as drug carriers’ structures with applications in the controlled release of the active

substance. Using this method we can make sure that healthy human tissue won‘t be affected.

The controlled release of TPPSs from the PVA hydrogel has been discussed. Also, the
influence of TPPS4 forms on hydrogel properties was analyzed.

In conclusion, J — aggregates in polymeric matrix exhibit much higher photostability. This is
because PVA acts as barrier and there is low porphyrin interaction with oxygen. From FT-IR
spectrum we can declare that there is no chemical reaction between PVA and porphyrin TPPS4,
because new bands are not formed. Also higher molecular weight of PVA, improves properties of

encapsulation and higher amounts of active substances can be transported.

In the future we should investigate the temperature stability of TPPS4 J-aggregates. In case of

unfavorable results, it’s possible to use another encapsulation method that doesn’t include heating.
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