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Ivadas

Jau nuo seny laiky Samanai ir kitokie senovés gydytojai pasitelkdavo saulés
spinduliuojamg Sviesg odos ar kitokio pobiidzio ligoms gydyti. Yra zinoma, kad j fototerapija
panasios procediros buvo vykdomos jau senoves kiny, egiptieCiy, ir indy civilizacijose. Vienas i§
ankstyviausiy literatiiroje aprasSyty atvejy, kuomet saulés Sviesa buvo pasitelkta Zmogaus savijautai
pagerinti, yra helioterapija. Si procediira buvo taikoma Graikijoje pries 3000 mety. Laikui bégant,
keiciantis civilizacijoms, zinios apie Sviesos teikiamg naudg ir panaudojimg buvo prarastos, taciau
devyniolikto amziaus pabaigos, dvideSimto amziaus pradzios mokslininkams teko $ias Zinias i§ naujo

atrasti ir $j karta i Sviesos sgveikos mechanizmus su biologine sandara buvo jsigilinta daug jdémiau

[1].

DvideSimto amziaus pradzioje Miuncheno medicinos studento Oscaro Rabo (Oscar
Raab) atsitiktinai padarytas atradimas padéjo pamatus fotodinaminés naviky terapijos formavimuisi.
Jis, atlikinédamas mokslinius tyrimus, saulés Sviesoje paliko mikroorganizmus, kurie buvo inkubuoti
su specialiais dazais. Praé¢jus tam tikram laiko tarpui Oscaras Rabas pastebéjo, jog saulés Sviesos
paveikti mikroorganizmai buvo nebegyvi [1, 2]. Tuo momentu dar nebuvo aisku, kodél tai jvyko,
véliau buvo iSsiaiSkinta, kad Siuos mikroorganizmus nuzudé fotosensibilizuojanciy reakcijy
pagamintos citotoksiSkos medziagos, kurios susidaré¢ dazams absorbavus Sviesa. Dazai, absorbave
Sviesos energija, perdavé savo pertekling suzadinimo energija aplinkai, ir taip sugeneravo toksiskas
medziagas, kurios nuzudé¢ mikroorganizmus. Pagrindinis fotodinaminés naviky terapijos principas
yra pasitelkti medziagg (fotosensibilizatoriy), sugebancia sugerti Sviesos energija ir perduoti savo
pertekling energija aplinkai, ir taip sugeneruoti toksiSkas medziagas, kurios yra pasitelkiamos vézio

lasteliy naikinimui [3].

Yra i$skiriami dveji fotosensibilizuojanciy reakcijy tipai. Pirmo tipo reakcijos yra tos,
kuriose sensibilizatorius reaguoja su molekule ar su 1gstelés membrana atiduodamas arba atplésdamas
protong arba elektrong ir taip sukurdamas laisvgjj radikalg — nepastovy, agresyvy elementg, bandantj
prisijungti elektrona i§ aplinkiniy medZiagy. Sie sugeneruoti radikalai saveikauja su aplinkoje esanéiu
deguonimi, sukurdami dar kitokias agresyvias deguonies formas. Antrasis reakcijy tipas vyksta
tuomet, kai sensibilizatorius reaguoja tiesiogiai su aplinkiniu deguonimi, taip sukurdamas singuletinj
deguonj - labai agresyvig deguonies atmaing [4]. Abiejy tipy reakcijos vyksta tuo paciu metu,
skirtingy tipy reakcijy daznumo santykj lemia naudojamas sensibilizatorius, substrato koncentracija,
aplinkoje esanio deguonies koncentracija ir sgveika tarp substrato ir fotosensibilizatoriaus

molekuliy. Abiejy tipy reakcijy efektyvumas labai priklauso nuo aplinkoje esancio deguonies kiekio
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[5, 6].Taigi fotosensibilizatorius, perduodamas savo pertekling energija, gali reaguoti arba tiesiogiai
su deguonimi, arba per aplinkg. Jei yra reaguojama per aplinka, sugeneruojami laisvieji radikalai,
kurie sukelia molekuliy oksidacines pazaidas. Jei reaguojama tiesiogiai su deguonimi, sukuriama

agresyvi deguonies forma - singuletinis deguonis, kuris taip pat sugeba pazeisti lgsteles [7].

Darbe tiriamas fotosensibilizatorius yra hematoporfirinas, tai yra vienas i§ pirmyjy
atsiradusiy fotosensibilizatoriy. Hematoporfirinas pirma kartg buvo gautas 1841m., kuomet Schereris
(Scherer) i8dzitivusj kraujg apdorojo sieros riigstimi ir alkoholiu. Taip i§ hemo buvo pasalinta gelezis
ir jrodyta, jog gelezis néra biitinas mineralas raudonai kraujo spalvai palaikyti [1]. Taip pat
hematoporfirinas yra pagrindiné pirmojo fotosensibilizatorius, hematoporfirino darinio, sudedamoji
dalis. IS pradziy buvo galvota, kad tai yra grynas hematoporfirinas, taciau atlikus tikslesnius tyrimus,

paaiskejo, jog tai buvo jvairiy porfiriny misinys [1, 8].

Vieng 1§ jdomesniy bandymy, susijusj su hematoporfirinu, atliko F. Meyer-Betzas
(Meyer — Betz). Jis, norédamas pademonstruoti porfiriny kaip sensibilizatoriy efektyvy veikimag
Zmogaus organizme, pats sau susileido 200mg hematoporfirino [1, 9]. Po keliy minuciy kiino vietos,
kurios buvo paveiktos §viesos spinduliy, labai smarkiai i$tino ir sukélé rimta skausma. Zemiau yra

pavaizduota F. Meyer-Betzo iSvaizda prie§ hematoporfirino susileidimg ir po susileidimo (1 pav.).

fal [{=)]

1 pav. Kair¢je, F.Meyer -Betz prie§ eksperimenta, desinéje, po injekcijos ir pabuvimo $viesoje, adaptuota is [9].

Aplinkoje, kurioje néra pakankamo kiekio deguonies, fotodinaminé naviky terapija
vyks neefektyviai. Tai yra ypatingai aktualu, kai ties véziniais audiniais susidaro hipoksinés sritys.
Siose srityse radikaly ir reaktyviy deguonies formy generacija vyksta labai silpnai arba iviso
nevyksta [10]. Kad padidéty radikaly kiekis aplinkoje, biity galima panaudoti fotosensibilizatoriy
kartu su askorbo rugstimi. Nors askorbo riigstis yra antioksidantas, taciau biidama bedeguoninéje
aplinkoje, turinCioje katalizuojanciy metaly, generuoja vandenilio peroksida ir radikalus, kitaip
sakant, veikia kaip prooksidantas [11]. Taip pat askorbo rtigstis padéty iSspresti sveiky audiniy
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apsaugos problemg. Askorbo rtigstis, fotosensibilizatoriui patekus j sveikus audinius, suveikty kaip
antioksidantas ir nukenksminty susidariusias agresyvias ir toksiSkas deguonies formas. Askorbo
rugsties prooksidacinés reakcijos efektyviai gali vykti tik tais rugstinése terpése, o riig§tiné terpé yra
naviky audiniui budinga terpé. Sarminéje terpéje, sveikam Zmogaus audiniui budingoje terpéje,
prooksidacinés reakcijos vyksta neefektyviai arba i§viso nevykta [11, 12]. Siame darbe nuostoviosios
sugerties spektroskopijos metodu buvo tiriama, kaip keiciasi hematoporfirino ir askorbo riigsties

bandiniy spektrinés savybés skirtingose terpése, Svitinant juos mazos galios Zalios Sviesos lazeriu.



Darbo tikslas:

Nuostoviosios sugerties spektroskopijos metodu istirti askorbo riigSties jtaka
hematoporfirino fotocheminiy virsmy mechanizmams modelinése vandeninése skirtingos pH vertés

terpése.
UZdaviniai:
1. IStirti hematoporfirino fotovirsmus vandeninése skirtingos pH vertés terpése.

2. Istirti jaucio serumo albumino poveikj hematoporfirino fotovirsmams skirtingose

modelinése terpése.

3. IStirti askorbo riigsties poveikj hematoporfirino fotovirsmams skirtingose modelinése

terpése.

4.1stirti askorbo rugsties poveikj hematoporfirino ir jau€io serumo albumino misinio

fotovirsmams vandeninése modelinése terpése.



1.Literaturos apzvalga

1.1Porfirinai

Porfirinai - tai gamtoje randami pigmentai, kurie yra labai svarbiis aerobiniams
organizmams. Sie pigmentai dalyvauja procesuose susijusiuose su deguonies gamyba, deguonies
perneSimu ir deguonies naudojimu [13]. Porfiriny struktiirinj pagrindg sudaro porfinas, tetrapirolas
sudarytas i$ keturiy pirolo ziedy, kurie vienas su kitu yra sujungti metino tilteliais (2 pav.). Porfirinai
gaunami, porfino pirolo zieduose arba metino tilteliuose esancius vandenilio atomus pakeiCiant
skirtingomis atomy kombinacijomis (3 pav.). Didziulis galimas kombinacijy skaiCius lemia labai
didele porfiriny jvairove. Priklausomai nuo vandenilio atomy pakaitaly, priklauso porfirino bazinés

ir riigstinés savybés [14].

HO
OH
HO,C CO,H
2 pav. Porfino struktiira. 3 pav. Hematoporfirino struktiira.
Saltinis: https://en.wikipedia.org/wiki/Porphine Saltinis: https:/en.wikipedia.org/wiki/Hematoporphyrin

Porfirinai sudaro unikalig struktiiring junginiy klase, kuri gamtoje atlicka daugelj
svarbiausiy vaidmeny. Porfirinai dalyvauja nuo deguonies pernesimo ir elektrony perdavimo procesy
iki fotosintezés, taip pat porfirinai ir jy dariniai yra naudojami saulés energijos gamyboje ar svarbiy
cheminiy reakcijy katalizavime. Pramoniniu poziiiriu, jie yra vieni svarbiausiy cheminiy medziagy,
kurios pritaikomos daugelyje pramonés Saky. Jie panaudojami kaip oksidacijos katalizatoriai, vézio
gydymo priemones ir kaip dirbtinés fotosintezés tarpininkai. Taip pat jie yra pritaikomi jutikliuose,

netiesiniuose optiniuose prietaisuose ir nanomedziagose [14, 15].

Porfiriny sugerties spektrus galima suskirstyti i tris sritis. Pirmajai sri¢iai priskiriamos
M, N ir L sugerties juostos, §ios juostos yra ultravioletingje srityje 200nm-350nm bangos ilgiy ruoze.
Antrajai sri¢iai priskiriama Soret sugerties juosta, kitaip dar vadinama B juosta, §i juosta yra
i$sidésciusi 350nm — 450nm bangos ilgiy ruoze, Soret sugerties juosta atspindi molekulés intensyvy
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elektroninj Suolj i§ pagrindinio biisenos lygmens So | suzadintg lygmenj S». Treciajai sriiai
priskiriamos Q juostos, $ios juostos yra iSsidésc¢iusios 500nm -750nm bangos ilgiy ruoze (4 pav.). Q
juostos atspindi molekuliy biisenos Suolius i§ pagrindinio biisenos lygmens So 1 suzadintg Si lygmen;.
Juosty intensyvumas priklauso nuo porfino prisijungty grupiy, kitaip sakant nuo porfirino tipo [16,

17].

/ Soret juosta

S 40 |

Q juostos

e(lmol ' ecm™1)

400 600
A (nm)

4 pav. Tipinio porfirino spektriniy juosty iSsidéstymas spektre, adaptuota is [18].

1.2 Hematoporfirinas

Hematoporfirinas (Hp), tai bemetalis hemo junginys, turintis 4 metilo grupes, 2
hidroksietilo grupes ir 2 propano rtigsties grupes (3 Pav.). Tai yra pirmos kartos fotosensibilizatorius,
jo cheminé formulé yra C34H3s8N4Os, 0 moliné mase yra 598 g/mol [19]. Hematoporfirino spektrinés

juostos yra iSsidésc¢iusios kaip tipinio porfirino [20].

Hematoporfirinas yra pirmosios kartos sensibilizatorius, taciau tai néra pats pirmasis
fotosensibilizatorius. Pats pirmasis fotosensibilizatorius buvo hematoporfirino darinys (HpD), kuris
pradétas naudoti fotodinaminéje terapijoje dél savo gebéjimo kauptis ligos pazeistuose audiniuose. IS
pradziy buvo galvota, jog tai yra grynas hematoporfirinas, ta¢iau iSsamiau iStyrus paaiskéejo, jog tai
yra skirtingy, neiSgryninty porfiriny misSinys [1]. Hematoporfirino darinys geriau kaupiasi audiniuose
negu grynas hematoporfirinas, taciau tai yra jvairiy porfiringy misinys, kuriuo tirti fotocheminius ir

fotobiologinius fotovirsmy mechanizmus biity labai sudétinga [21].



1.3 Energijos pernasos procesai sensibilizatoriuje

Fotodinaminés naviky terapijos principai pagristi tuo, kad fotosensibilizatoriaus
molekulés yra suzadinamos Sviesos spinduliy ir, norédamos sugrjzti j pagrindine biiseng, perduoda
suzadinimo energija aplinkai [3]. Priklausomai nuo fotoreakcijos tipo, yra sugeneruojami arba
laisvieji radikalai, arba singuletinis deguonis. Tuomet yra inicijuojami jvairts fotobiologiniai ir

fotocheminiai procesai, kurie gali pazeisti ar visiSkai sunaikinti organizmo Iasteles [3, 7].

Vienas i§ svarbiausiy fotosensibilizatoriaus efektyvumag jvertinanciy kriterijy yra
sensibilizatoriaus tripletinés biisenos generavimo nasumas. Sugérus fotong fotosensibilizatoriaus
molekulé pereina i§ pagrindinés biisenos | singuleting. Singuletinés biisenos gyvavimo trukmé yra
labai trumpa, todél tikimybé, kad jvyks su fotosensibilizacija susij¢ fotobiologiniai ar fotocheminiai
procesai, yra arti nulio [22]. IS singuletinés biisenos molekulé turi du kelius, arba grjzti | pagrinding
bluseng, arba pereiti ] tripleting biiseng. Tripletinéje biisenoje, lyginant su singuletine,
fotosensibilizatoriaus molekulé iSsilaiko gerokai ilgiau, todél Sioje buisenoje gali efektyviai perduoti

energija aplinkinéms molekuléms. Detalesni energijos pernasos vyksmai pavaizduoti Jablonskio

diagramoje (5 pav.).
S, Vidiné konversija
4
1
o 2
S 2
S, ]
@ g = / I tipo
= ) o /
5 3 3 /g =
S
al & g 5§
= Q S -
= S S T
/ "‘3 Il tipo
r,0
oy
s0

5 pav. Jablonskio diagrama, adaptuota i$ [23].



Jablonskio diagramoje vaizduojama, kokie energijos pernaSos procesai vyksta
suzadintame fotosensibilizatoriuje. I§ pradziy sensibilizatoriaus molekul¢ biina nesuzadintoje So
biisenoje, taciau, absorbavusi tam tikro bangos ilgio fotong, molekulé pereina  vieng i§ suzadinty
singuletiniy biiseny S,. Sios biisenos yra nestabilios, todél sensibilizatoriaus molekulés Siose
biusenose iSsilaiko tik nuo 0,1ns iki 1ns. Sensibilizatoriaus molekulé i§ S buisenos grjzti | pagrinding
biiseng turi kelis biidus. Pirmasis budas yra, kuomet molekulé atlieka fluorescencija - i§spinduliuoja
fluorescencijos fotong ir taip grizta i So buseng. Antrasis biidas yra, kuomet molekulé Silumos
energijos pavidalu atiduoda energija aplinkai ir sugrjzta | pagrinding biiseng, taip jvykdydama vidine
konversijg. Trecias biidas yra, kuomet molekulé pereina i§ singuletinés S; biisenos | tripleting T
biiseng, tuomet jvyksta interkombinaciné konversija. Tripletingje biisenoje fotosensibilizatoriaus
molekul¢ gali iSsilaikyti nuo 10us iki 1000pus, zymiai ilgiau negu singuletingje. IS tripletinés biisenos
grizti ] pagrinding molekulé gali atiduodamas energijg aplinkai Silumos pavidalu — vidinés
konversijos budu, arba gali jvykdydama fosforescencija, iSspinduliuvodama fosforescencijos fotong

[23, 24].

Priklausomai nuo suzadinto sensibilizatoriaus sgveikos pobuidzio su deguonimi skiriasi
fotosensibilizuojanciy reakcijy tipai. Kuomet yra sgveikaujama netiesiogiai su deguonimi, tuomet
sensibilizatorius sgveikauja su savo aplinka, o paskui sensibilizatoriaus aplinka sgveikauja jau su
deguonies molekulémis generuodama laisvuosius radikalus. Tai yra pirmojo tipo reakcijos. Kuomet
yra tiesiogiai sgveikaujama su deguonies molekulémis ir sugeneruojamas singuletinis deguonis,

tuomet jvyksta antrojo tipo reakcijos [3, 7].

1.4 Pirmo tipo fotosensibilizuojancios reakcijos

Pirmojo tipo reakcijose suzadintos fotosensibilizatoriaus molekulés sgveikauja su
organizmo terpés (substrato) molekulémis, Siy reakcijy metu yra atpléSiamas arba atiduodamas
elektronas arba vandenilio atomas ir taip sugeneruojamieji laisvieji radikalai. Sie laisvieji radikalai
saveikauja su aplinkoje esanciomis deguonies molekulémis, ko pasékoje sugeneruojamos reaktyvios
deguonies formos (ROS). Svarbiausios reaktyvios molekulés, kurios yra sugeneruojamos vykstant
pirmojo tipo fotosensibilizuojanioms reakcijoms, yra hidroksilo radikalas (OH-), vandenilio

peroksidas (H2O») ir superoksianijono radikalas (-O2) [7, 25, 26].

Fotodinaminés naviky terapijos efektyviam veikimui reikalingi trys komponentai.
Pirmiausia reikalingas Sviesos Saltinis, kuris spinduliuoty tam tikro bangos ilgio Sviesos pluosta, kurj

sugéres sensibilizatorius pereity | suzadinta biiseng. Antrasis komponentas yra pats
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fotosensibilizatorius. Fotosensibilizatorius turi pasizyméti geru kaupimusi ligos pazeistuose
audiniuose ir gerai perduoti aplinkai savo pertekling suzadinimo energija. Renkantis tinkama
sensibilizatoriy atsizvelgiama | sensibilizatoriaus homogeniskuma, toksiSkuma, kaupimasi
navikiniame audinyje, ] tripletinés biisenos kvantinj generavimo nasumg bei gyvavimo trukme.
TrecCiasis komponentas yra deguonies kiekis aplinkoje [5, 6, 20]. Nors pirmo tipo fotocheminése
reakcijose deguonis tiesiogiai nedalyvauja, tafiau sugeneruoty laisvyjy radikaly ir deguonies
molekuliy sgveikos sukurtos citotoksiSkos reaktyvios deguonies atmainos yra pagrindinis ginklas

kovojant pries vézines lasteles [4, 7].

1.5 Antro tipo fotosensibilizuojancios reakcijos

Antrojo tipo fotosensibilizuojanc¢iy reakcijy pagrindinis skirtumas nuo pirmojo tipo
reakcijy yra tiesioginis fotosensibilizatoriaus ir deguonies molekuliy sgveikavimas. Sensibilizatoriaus
molekulés, tik tais esancios tripletinéje biisenoje, gali vykdyti energijos mainus su deguonies
molekulémis. Apskritai, energijos pernaSa tarp deguonies molekuliy ir singuletinés biisenos
sensibilizatoriy molekuliy yra negalima, nes deguonies molekulés jprastai yra tripletinés biisenos, o
energijy mainai tarp skirtingy molekuliy biiseny yra negalimi. Tik tais abejoms medziagoms esant
tripletinés biisenos, gali vykti efektyvis energijos mainai, kuriy pasékoje yra sugeneruojamas

singuletinis deguonis [7, 27].

Singuletinis deguonis yra zemiausia deguonies molekulés suzadintoji biisena. Tai néra
laisvasis radikalas, ta¢iau jis gali susidaryti kai kuriy laisvyjy radikaly reakcijy metu ir gali paskatinti
kity laisvyjy radikaly susidaryma. Singuletinis deguonis yra agresyvi oksiduojanti deguonies forma,
kuri naikina biologines lasteles, sukeldama joms apoptoz¢ ar net nekroze. Antrojo tipo
fotosensibilizuojanciy reakcijy efektyvuma apibiidina singuletinio deguonies generavimo naSumas,
jis yra tarytum indikatorius, kuris parodo reakcijy biocheminio mechanizmo veikimo efektyvuma [27,

28].

5

| tipo | Radikali 0 _ _
—° Radfka‘[%asjonai l _— Oksiduoti
3 % .
sens, ——*, Sens De.guc_mu_.:
e prisotinti
Il tipo ' Substratas ;
e 0, ] Wil I O produktai
A ——

6 pav. Fotosensibilizuojanéiy reakcijy ir tipy schema schema, adaptuota i [26].
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1.6 Askorbo ruagstis

Askorbo rugstis, kitaip dar vadinama vitaminu C, yra natiralus vandenyje tirpstantis
vitaminas, kuris pasizymi tiek ir redukuojanéiomis, tiek ir antioksidantinémis savybémis. Si rugstis
veiksmingai kovoja su bakterinémis infekcijomis, dalyvauja detoksikuojanciose reakcijose ir padeda

sintezuoti baltymus kolagenus, atsakingus uz zmogaus sanariy ir odos elastinguma organizme [29].

Kolagenai sudaro tris ketvirtadalius odos ir trecdalj kiino baltymy. Su amziumi
kolagenai pradeda irti, 0 Zmogaus organizmas pats negali pasigaminti ir kaupti vitamino C, tod¢l yra
biitina jo gauti kartu su maistu. Rekomenduojamas suvartoti vitamino C kiekis per parg moterims yra
70mg, o vyrams 90mg. Esant vitamino C trilkumui, sutrinka kolageno sinteze, dél to gali pasireiksti

skorbuto ligai biidingi pozymiai [29].

Vitaminas C yra placiai zinomas dél savo antioksidacinio poveikio, nors tai yra tik
vienas i§ daugelio kartu su maistu gaunamy antioksidanty [30]. XX a. septintajame deSimtmetyje
Ewanas Cameronas (Ewan Cameron) ir Linusas Paulingas (Linus Pauling) iskélé prielaida, jog
vartojimas vitamino C kaip papildo turi gydomajj poveiki Zmogaus organizmui kovojant su navikais.
Jy tyrimo rezultatai patvirtino $ig hipotez¢. Tyrime dalyvavusiy pacienty gyvenimo trukme
vidutiniSkai pailgéjo 300 dieny, taciau mokslininky bendruomenés Sie tyrimai nejtikino. Kity
mokslininky tyrimai davé dviprasmiskus rezultatus. Vieni tyrimai parodé ilgesnj iSgyvenamuma,
geresng savijautg bei sumazéjusj skausma, taciau kiti tyrimai neparodé panaSaus rezultato. Vitamino
C kaip papildo veiksmingumas vis dar kelia daug klausimy, taciau nors ir nedidelis I fazés klinikiniy
tyrimy skaicius patvirtina, kad gydymas néra toksiSkas ir gali pagerinti gyvenimo kokybe, taciau

nerodo aiSkaus prieSvézinio poveikio [31].

1.7 Askorbo rigsties antioksidantinés ir prooksidantinés savybés

Askorbo rugstis yra reduktorius ir stiprus antioksidantas sugebantis nukenksminti
reaktyvias deguonies ir azoto formas, kurios pazeidzia nukleoriigstis ir skatina piktybiniy Igsteliy
susidaryma. Askorbatas reaguodamas su ROS, pavercia jas | mazai aktyvy hidroaskorbato radikala,
taip sumazindamas galimas lasteliy pazaidas ir organizmo patiriama oksidacinj stresg. Askorbatas
veiksmingai in vivo (gyvame organizme) mazina sveikas lgsteles virsti vézinémis skatinancius

protoonkogenus ir naviky augima skatinancius genus.
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Askorbo riigstis gali pasizyméti ne tik antioksidacinémis savybémis, bet ir, tam tikromis
salygomis, prooksidaciniu aktyvumu. Askorbatas suveikia kaip prooksidantas, kuomet aplinkoje yra
katalitiniy metaly, tokiy kaip Fe’" ir Cu®". Siy reakcijy metu susiformuoja laisvieji radikalai,

pavyzdziui hidroksilo radikalas. Sios reakcijos vadinamos Fentono reakcijomis [30].
2Fe*" + Askorbatas — 2Fe*" + DHA
2Fe** + 2H,0, — 2Fe*" + 20H + 20H

Sie susidar¢ hidroksilo radikalai sgveikauja su DNR, sukeldami jos paZeidimus,
nutraukdami fosfodiesterinius rySius ir modifikuodami DNR bazes. Taip pat askorbatas gali
sureaguoti su singuletiniu deguonimi ir sugeneruoti vandenilio peroksidg (H202), o §is naikina
vézines lgsteles ir dalyvauja Fentono reakcijose, inicijuodamas hidroksilo radikaly generavima [30,

32].

Askorbo rigsties poveikis labai priklauso nuo jos turimos koncentracijos. Naudojant
pernelyg mazg askorbo rtigSties koncentracijg, antioksidacinis poveikis gali nepasireiksti. Naudojant
labai didele koncentracija, atsiranda galimybé reakcijoms su singuletiniu deguonimi, kuriy pasékoje,
pradedama vandenilio peroksido generacija, o vandenilio peroksidui dalyvaujant Fentono reakcijose

sugeneruojami labai agresyviis hidroksilo radikalai [30, 32].

1.8 Reaktyvios deguonies formos

Superoksianijono radikalas (+O2") yra vienas i§ pirmyjy produkty susidaranciy vykstant
pirmojo tipo fotosensibilizuojancioms reakcijoms, kuomet kriivis yra perduodamas nuo Sviesos
suzadinto fotosensibilizatoriaus iki véziniy Igsteliy substrato. Tai yra labai citotoksiSka ir reaktyvi
deguonies forma, kuri oksiduoja tick baltymus, tick DNR, tiek lipidus. Sis radikalas gali sukelti
lasteliy metabolizmo sutrikimus, negrjZztamus lgstelés daliy pazeidimus, netgi lasteliy apoptoze [14].
Superoksianijono radikalas gali ne tik reaguoti su navikinio audinio Igstelémis, bet ir suaktyvuoti kity

deguonies formy gamyba [28, 33, 34].

Vandenilio peroksidas (H2O2) gaunamas superoksianijono radikalui prisijungiant
vandenilio atoma ir taip sukuriant konjuguotg riig§tji HO», kuri savo ruoztu vél reaguodama su -Oz
sukuria vandenilio peroksida. Vandenilio peroksido moliné masé yra 34 g/mol, grynas vandenilio
peroksidas biina §viesiai mélynos spalvos, atskiestas tampa bespalviu. Si medZiaga yra naudojama
kosmetikoje, balinimo priemonése, danty pastose, dezinfekavime bei cheminiy medziagy sintezéje.

Lyginant su kitomis susidaran¢iomis reaktyviomis deguonies formomis, vandenilio peroksidas néra
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toks agresyvus ir toksiskas, taciau vis tiek veiksmingas naikina vézines lasteles. Sveikoms organizmo
lasteléms vandenilio peroksidas Zzalos nedaro, o kadangi veézinés lastelés neturi pakankamai
antioksiduojanciy fermenty, todél jas vandenilio peroksidas geba suardyti [33]. Vandenilio peroksidui
reaguojant su superoksianijono radikalu arba su redukuotais katalitiniais metalais, sugeneruojamas

hidroksilo radikalas (OH-), vienas stipriausiy cheminiy oksidatoriy biologinése sistemose [35, 36].

Hidroksilo radikalas yra pati aktyviausia ir agresyviausia fotosensibilizuojanciy
reakcijy metu sukuriama reaktyvi deguonies atmaina [28]. Vykstant pirmojo tipo fotocheminéms
reakcijoms susidaro nedidelis kiekis $iy radikaly, taciau Sis radikalas gali pazeisti beveik visy tipy
makromolekules, jis gali atakuoti angliavandenius, nukleorfigtis, lipidus ar aminortigitis. S radikala
zmogaus imuniné sistema pagamina kaip Salutin] reakcijy produktg, todél zmoniy ir gyviny

organizmai yra prisitaike neleisti Siam radikalui patekti j kraujg ar kitus kiino audinius [28, 37].

1.9 Porfiriny agregacija

ISskiriami trys pagrindiniai faktoriai nulemiantys porfiriny struktiras. Pirmasis
faktorius yra porfiriny koncentracija tirpale. Esant mazai porfiriny koncentracijai, tirpale vyrauja
monomerai, o Soret juosta, parodanti molekuliy energinj Suolj | antrgjj suzadintg lygmenj, yra ties
395nm bangos ilgiu. Didinant porfiriny koncentracijg tirpale, monomerai pradeda jungtis j dimerus
ir trimerus, o Soret juosta pradeda slinktis link ultravioletinés bangy srities. Dar labiau padidinus

molekuliy skaiciy tirio vienete, i§ dimery ir trimery pradeda formuotis didesni agregatai [38].

Kitas svarbus faktorius yra terpés, kurioje yra tirpinami porfirinai, savybés.
Hematoporfirino agregatai, tirpdami organinése ir nepolinése terpése, suskyla | mazesnius darinius,
o poliniuose tirpikliuose agregatai iSsilaiko [14, 39]. Apskritai, porfiriny molekulés pasizymi
hidrofobiskumu, tod¢l jos ir linkusios junktis ir sudaryti H-tipo dimerus ar didesnius agregatus.

Agregaty Soret juosta yra ar¢iau ultravioletinés srities negu monomery [40].

Paskutinysis faktorius yra terpés, kurioje yra tirpinami porfirinai, pH. Esant labai
rugstinei terpei, pH vertéms tarp 0-3, tirpale vyrauja monomerai. Esant maziau riigStinei terpei arba
neutraliai terpei, kuomet pH vertés yra nuo 3-7, vyrauja didesni agregatai. Esant bazinei terpei,

kuomet pH vertés yra nuo 7-14, vyrauja H-tipo dimerai [40, 41].
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1.10 Fotoblukimas ir fototransformacijos

Inicijuojant fotosensibilizuojancias reakcijas kartu yra inicijuojami porfirino junginiy
fotodegradacijos ir fototransformacijos procesai. Fotodegradacijos proceso metu porfiriny
monomerai skyla j bilirubino fotoproduktus, monopirolus ir dipirolus [42]. Iprasto hematoporfirino
Q sugerties juostos yra ties 500nm, 539nm, 565nm ir 612nm bangy ilgiais (7 pav.) [43], tuo tarpu
piroly sugerties juostos yra iSsidésCiusios ultravioletingje srityje, o bilirubino sugerties juosta
i$sidésciusi 400nm-480nm bangy ilgiy ruoze (8 pav.) [44]. Vykstant Sioms reakcijoms stebimas
sugerties optinio tankio sumaZzéjimas ties porfiriny sugerties juostomis, taip pat stebimas optinio
tankio iSaugimas ultravioletinéje srityje, ties piroly juostomis, ir 400nm-480nm bangy ilgiy ruoze,

ties bilirubino sugerties juosta.

=
']

-

Optinis tankis (opt. tan. vnt.)

=

400 500 600 100
Bangos ilgis {(nm)

7 pav. Hematoporfirino sugerties spektras, adaptuota i$ [43].
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8 pav. Bilirubino sugerties adaptuota spektras, adaptuota is [44].
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Kitas reakcijy tipas yra fototransformacijos. Sio proceso metu pati molekulés struktiira
néra suardoma, taciau yra modifikuojami jos chromoforai (molekulés elementai, nulemiantys spalva).
Vykstant fototransformacijai, i§ hematoporfirino agregaty ir H-tipo dimery susiformuoja chlorino
tipo ir bakteriochlorino tipo fotoproduktai. Chlorino sugerties juosta yra ties 640nm, o
bakteriochlorino ties 660nm bangos ilgiu. Vykstant Sioms reakcijoms matomas aiSkus sugerties

padidéjimas ties chlorino tipo fotoprodukty sugerties juostomis [42, 45].

Hematoporfiriny fotoblukimo ir fototransformacijy mechanizmai pateikiami zemiau (9

pav.).
Sviesa
H
| N
HO %
2
H N
[ 7
/
HO
HO,C
HO,C CO5H HO,C CO.H
UV sugeriantys M. , Bilirubino tipo
fotoproduktai TEROmC fotoproduktai
Dinaminis procesas
COoH OH
HO,C H
OH
H
HO,C
egatas
HO,C CO,H Ages COH HO.C CO,H
Chlorino tipo fotoproduktai Bakteriochlorino tipo fotoproduktai

9 pav. Hematoporfiriny fotoblukimo mechanizmy schemos, adaptuota i$ [45].

Florinas yra dar vienas galimas hematoporfirino fototransformacijy produktas. Sio
elemento molekulé nuo hematoporfirino skiriasi tuo, jog prie centrinio azoty atomy yra prisijunge ne
du vandenilio atomai kaip hematoporfirine, o trys. Taip pat florine viena i§ dviguby jungciy, esanciy
prie metino tiltelio, yra nutraukta. Sios jungties nutraukimas lemia kitokj sugerties juosty i$sidéstyma.

Florino fotoprodukty sugerties juostos yra ties 440nm ir 735nm bangy ilgiais [46, 47].
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2. Metodiné dalis

2.1 Sugerties spektry matavimo jranga

Sviesos sugerties spektry matavimams atlikti buvo naudojamas $viesolaidinis
spektrometras Avantes-3648.

10 pav. Sviesolaidinio spektrometro schema.

Sviesolaidinio spektrometro schema yra pateikta auk$¢iau paveikslélyje (10 pav.).
Schemg sudaro: 1) Sviesolaidinis Sviesos S$altinis (halogeniné ir deuterio lempos), 2) kiuveciy

laikiklis, 3) Sviesolaidinis spektrometras, 4) jungiamieji Sviesolaidziai.
2.2 Bandiniy Svitinimo schema

Bandiniai 10 mm storio kiuvetése buvo $vitinami 532nm bangos ilgio §viesa. Sviesos
pluostui sukurti naudotas diodu kaupinamas kieto kiino lazeris. Prie§ Svitinimg buvo iSmatuojami
spektrometru pradiniai bandiniy sugerties spektrai, véliau pradedama Svitinimo procediira. Po pirmy
penkiy Svitinimo minuciy buvo iSmatuojami bandiniy sugerties spektrai. Tuomet vél buvo tgsiama
$vitinimo procediira ir kas 10 minu¢iy buvo i¥matuojami sugerties spektrai. Si §vitinimo ir matavimo
procediira vyko iki 85 Svitinimo minutés. Po 85min bandiniy $vitinimo laikas buvo sumazintas iki 5

minuciy ir 90 Svitinimo minute buvo iSmatuojamas paskutinis sugerties spektras.

Svitinant skirtingus bandinius, lazerio intensyvumas buvo - 80mW/cm?. Bandiniy

Svitinimo schema yra pateikta zemiau (11 pav.).




Schema sudaro: 1) lazeris spinduliuojantis 532nm bangos ilgio Sviesa, 2) kiuveciy laikiklis, 3)

Svitinimo sistemos pagrindas, 4) Lazerio Sviesg sugerianti ir sulaikanti medziaga.
2.3 Naudojamy medzZiagy koncentracijos

1 lentelé. Naudotos medziagos ir jy trumpiniai, bandiniuose naudotos koncentracijos ir pradiniy tirpaly koncentracijos.

Bandiniuose Pradiniy tirpal
Medziaga naudotos 4 trpay
. koncentracijos
koncentracijos
Hematoporfirinas (Hp) 7,5%10mol/l 2%10mol/l
Askorbo riigstis 0,005mol/l 0,1mol/l
Jaucio serumo albuminas %105 %1014
(BSA) 5*10~mol/l 5*10*mol/l
Kalio fosfato buferiniai (0104 B 0'05). mol/, 5
) ) priklausomai nuo 5*%10"mol/l
tirpalai ..
bandinio

2.4 Bandiniy paruosimas
2.4.1 Hematoporfirino bandiniai:

IS pradziy buvo imamas hematoporfirino pradinis tirpalas, kurio molin¢ koncentracija
buvo 2x10~mol/l. Pradinis tirpalas buvo skiedziamas taip, kad gauta hematoporfirino koncentracija
naujame tirpale biity 7,510 mol/l. Skiedimui buvo naudoti skirtingos pH vertés kalio fosfato

buferiniai tirpalai.

2 lentelé. Medziagy tiiriai bandiniuose.

Kiuvetes

turinys V(ml)
Hp 0,075
Buferinis

tirpalas 1,925

2.4.2 Hematoporfirino ir askorbo riigsties bandiniai:

IS pradziy buvo imamas hematoporfirino pradinis tirpalas, kurio moliné¢ koncentracija
buvo 2x10mol/l. Atskiedus buferiniu tirpalu, imamas pradinis askorbo riigities tirpalas, kurio
moliné koncentracija 0,1mol/l. Hematoporfirino koncentracija bandinyje 7,5%107 mol/l, askorbo

rugsties 0,005 mol/l.
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3 lentelé. Medziagy tiiriai bandiniuose.

Kiuvetés

turinys V(ml)
Hp 0,075
Askorbo ruigstis 0,1
Buferinis

tirpalas 1,825

2.4.3 Hematoporfirino ir BSA bandiniai

IS pradziy buvo imamas hematoporfirino pradinis tirpalas. Atskiedus buferiniu tirpalu,
imamas BSA pradinis tirpalas, kurio moliné koncentracija 5x10*mol/l. Hematoporfirino

koncentracija bandinyje 7,5x107 mol/l, BSA 5x107 mol/l.

4 lentelé. Medziagy triai bandiniuose.

Kiuvetes

turinys V(ml)
Hp 0,075
BSA 0,2
Buferinis

tirpalas 1,725

2.4.4 Hematoporfirino, BSA ir askorbo riigsties bandiniai

IS pradziy buvo imamas hematoporfirino pradinis tirpalas. Atskiedus buferiniu tirpalu,
imamas BSA pradinis tirpalas, jdéjus reikalinga kiekj BSA, imamas askorbo riigSties pradinis
tirpalas. Hematoporfirino koncentracija bandinyje 7,5%107° mol/l., BSA 5x107 mol/l., askorbo

rugsties 0,005mol/l.

5 lentelé. Medziagy tiriai bandiniuose.

Kiuvetés turinys | V(ml)

Hp 0,075
BSA 0,2
Askorbo riigstis 0,1

Buferinis tirpalas 1,625
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3. Rezultatai

Atliekant visus matavimus lazerio $vitinimo intensyvumas buvo 80 mW/cm?,
naudojamy kiuvediy storis 10mm, hematoporfirino koncentracija bandiniuose 7,510 mol/l,
askorbo riigsties koncentracija 5x10>mol/l, BSA koncentracija 5x10°mol/l. Sugerties grafikuose
pazymeéti bangos ilgiai, ties kuriais buvo pradinio spektro maksimumai (Q juostos), ir pazZyméta naujai

po Svitinimo susidariusios sugerties juostos maksimumo vertg.

Zemiau pateikiami hematoporfirino tirpaly bandiniy sugerties spektrai skirtingos pH

vertés terpése (12 pav.).
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12 pav. Hp tirpaly sugerties spektrai skirtingos pH vertés buferiniuose tirpaluose. (1) Hp pH 6 buferiniame tirpale. (2) Hp pH 7
buferiniame tirpale. (3) Hp pH 8 buferiniame tirpale.

IS pradziy bus apzvelgiami sugerties spektrai bandiniy, esanciy neutraliame buferiniame
tirpale, tuomet apzvelgiami bandiniy sugerties spektrai pH 6 vertés buferiniame tirpale, ir galiausiai

apzvelgiami bandiniy sugerties spektrai pH 8 vertés buferiniame tirpale.
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Neutraliame pH 7 vertés buferiniame tirpale yra matomos keturios Q sugerties juostos
ir naujai po Svitinimo susidariusi sugerties juosta, esanti ties 633nm bangos ilgiu (pav. 12.2).
Riigstiniame pH 6 vertés buferiniame tirpale taip pat yra matomos keturios Q juostos, ta¢iau nesimato
naujai po Svitinimo susidariusios sugerties juostos (pav. 12.1). Lyginant su bandiniu neutraliame
buferiniame tirpale (pav. 12.2), ketvirtosios Q juostos, esancios ties 505nm bangos ilgiu, optinis
tankis 0,04 vienetais mazesnis negu neutraliame. Ruigstiniame tirpale antrosios Q juostos ties 564nm
bangos ilgiu ir trec¢iosios Q juostos ties 537nm bangos ilgiu optinio tankio vertés yra beveik vienodos,
tuo tarpu neutraliame tirpale treciosios Q juostos optinio tankio verté yra didesné uz antrosios Q
juostos optinio tankio verte. Baziniame pH 8 vertés buferiniame tirpale yra matomos keturios Q
sugerties juostos ir naujai po Svitinimo susidariusi sugerties juosta, esanti ties 635nm bangos ilgiu
(pav. 12.3). Lyginant su bandiniu neutraliame buferiniame tirpale (pav. 12.2), ketvirtosios Q juostos
esancios ties 504nm bangos ilgiu ir naujai susidariusios juostos optinis tankis buvo Siek tiek didesnis.

Zemiau pateikiami Hp skirtuminiai sugerties spektrai (13 pav.). Skirtuminiai spektrai
parodo, kaip pakito optinis tankis, pavitinus bandinj lazerio spinduliuote nustatyta laika. Sie spektrai

gaunami i§ tam tikros minutés sugerties spektro atémus pradinj (0 minutés) sugerties spektra.
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13 pav. Hp tirpaly sugerties skirtuminiai spektrai skirtingos pH vertés buferiniuose tirpaluose. (1) Hp tirpalas pH 6 buferiniame
tirpale. (2) Hp pH 7 buferiniame tirpale. (3) Hp pH 8 buferiniame tirpale.
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Neutraliame pH 7 vertés buferiniame tirpale yra matomas optinio tankio padidé¢jimas
420nm — 480nm bangos ilgiy ruoze, o 503nm-560nm bangos ilgiy ruoze atsiranda optinio tankio
sumazéjimas, taip pat ties 636nm metry bangos ilgiu stebimas staigus optinio tankio iSaugimas (pav.
13.2). Rugstiniame pH 6 vertés buferiniame tirpale optinis tankis beveik nekito, tik tais matomas
minimalus optinio tankio padidéjimas ties 635nm bangos ilgiu (pav. 13.1). Baziniame pH 8 vertés
buferiniame tirpale optinio tankio kitimas (pav. 13.3) yra labai panasus j optinio tankio kitima esantj
pH 7 tirpale (pav. 13.1), taciau optinio tankio iSaugimas ties 637nm bangos ilgiu baziniame tirpale
(pav. 9.3) yra 0,013 vienetais didesnis uz optinio tankio iSaugima ties 636nm bangos ilgiu neutraliame

buferiniame tirpale (pav. 13.1).

Zemiau pateikiami hematoporfirino ir jau¢io serumo albumino (BSA) tirpaly bandiniy

sugerties spektrai skirtingos pH vertés terpése (14 pav.).
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14 pav. Hp ir BSA tirpaly sugerties spektrai skirtingos pH vertés buferiniuose tirpaluose. (1) Hp ir BSA pH 6 buferiniame tirpale. (2)
Hp ir BSA pH 7 buferiniame tirpale. (3) Hp ir BSA pH 8 buferiniame tirpale.

Neutraliame pH 7 vertés buferiniame tirpale yra matomos keturios Q sugerties juostos
ir naujas po Svitinimo susidariusios sugerties juostos maksimumas, esantis ties 641nm bangos ilgiu

(pav. 14.2). Rigstiniame pH 6 vertés buferiniame tirpale taip pat yra matomos keturios Q juostos ir
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naujai po Svitinimo susidares maksimumas (pav. 14.1). Lyginant su bandiniu neutraliame buferiniame
tirpale (pav. 14.2), ketvirtosios Q juostos, esancios ties 505nm bangos ilgiu, optinis tankis yra
mazesnis, taciau naujai susidariusiy sugerties juosty optiniai tankiai yra lygts. Baziniame pH 8 vertés
buferiniame tirpale yra keturios Q sugerties juostos ir naujas po Svitinimo susidariusi sugerties juosta,
ties 635nm bangos ilgiu (pav. 14.3). Lyginant su bandiniu neutraliame buferiniame tirpale (pav. 14.2),

naujai susidariusios juostos maksimumo vert¢ buvo 0,03 optinio tankio vienetais mazesné.

Zemiau pavaizduota Hp ir BSA skirtuminiai sugerties spektrai (15 pav.).
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15 pav. Hp ir BSA tirpaly sugerties skirtuminiai spektrai skirtingos pH vertés buferiniuose tirpaluose. (1) Hp ir BSA pH 6 buferiniame
tirpale. (2) Hp ir BSA pH 7 buferiniame tirpale. (3) HP ir BSA pH 8 buferiniame tirpale.

Neutraliame pH 7 vertés buferiniame tirpale yra matomas optinio tankio padidé¢jimas
430nm — 480nm bangos ilgiy ruoze, turintis maksimuma ties 436nm bangos ilgiu. 500nm-565nm
bangos ilgiy ruoze stebimas optinio tankio sumaz¢jimas, o ties 592nm ir 643nm bangos ilgiais
matomas optinio tankio iSaugimas (pav. 15.2). Rugstiniame pH 6 vertés buferiniame tirpale
pastebimas panasus optinio tankio kitimas (pav. 15.1) kaip ir neutraliame buferiniame tirpale (pav.

15.2), taciau optinio tankio padid¢jimas Svitinimo 90 minute ties 433nm bangos ilgu (pav. 15.1) yra
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mazesnis negu neutraliame tirpale ties 431nm bangos ilgiu (pav. 15.2). Baziniame pH 8 vertés
buferiniame tirpale esancio bandinio optinio tankio kitimo forma (pav. 15.3) primena optinio tankio
kitima esantj pH 7 tirpale (pav. 15.1), taciau optinio tankio iSaugimas ties 643nm ir 436nm baziniame
tirpale (pav. 15.3) yra 0,05 optinio tankio vienetais mazesnis uz optinio tankio iSaugima ties 43 Inm

neutraliame buferiniame tirpale (pav. 15.1).

Zemiau pateikiami hematoporfirino ir askorbo riigsties tirpaly bandiniy sugerties

spektrai skirtingos pH vertés terpése (16 pav.).
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16 pav. Hp ir askorbo ragsties tirpaly sugerties spektrai skirtingos pH vertés buferiniuose tirpaluose. (1) Hp ir askorbo rigsties
tirpalas pH 6 buferiniame tirpale. (2) Hp ir askorbo ragsties tirpalas pH 7 buferiniame tirpale. (3) Hp ir askorbo ragsties tirpalas pH 8
buferiniame tirpale.

Neutraliame pH 7 vertés buferiniame tirpale, yra matomos keturios Q sugerties juostos
(pav. 16.2). Rugstiniame pH 6 vertés buferiniame tirpale, aiskiai matomos yra tik tais 3 Q juostos
(pav. 16.1). Lyginant su bandiniu neutraliame buferiniame tirpale (pav. 16.2), pH 6 sugerties spektro
forma yra kitokia, Q juostos néra tokios iSsirySkintos ir mazesni tarpai tarp spektro maksimumy ir
minimumy. Baziniame pH 8 vertés buferiniame tirpale, yra matomos keturios Q sugerties juostos.

Apskritai pH 8 sugerties spektras savo forma (pav. 16.3) yra labai panaSus ] neutralaus tirpalo spektra
(pav. 16.2).
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Zemiau pateikiami Hp ir askorbo riigsties skirtuminiai sugerties spektrai (17 pav.).

€
>
c
8
5
°
2
S
=
8
2]
E°
b3
(©)
0,10 T T T T 1 T T T T 1
400 500 600 700 800 900 400 500 600 700 800 900
Bangos ilgis (nm) Bangos ilgis (nm)
—— 0 Zona
0,10 —— 5min
008 —— 25min
] —— 55min
0,06 - —— 75min
90min

2

o

o
I

-0,04 -

Optinis tankis (opt. tan. vnt.)

-0,06

-0,08 4

-0v1 0 T T T T 1
400 500 600 700 800 900

Bangos ilgis (nm)

17 pav. Hp ir askorbo ragsties tirpaly sugerties skirtuminiai spektrai skirtingos pH vertés buferiniuose tirpaluose. (1) Hp ir askorbo
ragstis pH 6 buferiniame tirpale. (2) Hp ir askorbo riigstis pH 7 buferiniame tirpale. (3) Hp ir askorbo ragstis pH 8 buferiniame
tirpale.

Neutraliame pH 7 vertés buferiniame tirpale yra matomas optinio tankio minimalus
padidéjimas ties 498nm ir 735nm bangos ilgiais (pav. 17.2). RiigStiniame pH 6 vertés buferiniame
tirpale stebimas optinio tankio padidé¢jimas ties 650nm — 780nm bangos ilgiais, taip pat atsiranda
optinio tankio sumaZéjimas ties 570nm bangos ilgiu (pav. 17.1). Siame tirpale optinio tankio
padidéjimas ties 750nm bangos ilgiu yra didesnis negu neutraliame buferiniame tirpale ties 734nm

bangos ilgiu. Baziniame pH 8 tirpale spektriniy pokyc¢iy néra (pav. 17.3).

Zemiau pateikiami hematoporfirino, askorbo riigsties ir BSA tirpaly bandiniy sugerties

spektrai skirtingos pH vertés terpése. (18 pav.)
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18 pav. Hp, askorbo ragsties ir BSA tirpaly sugerties spektrai skirtingos pH vertés buferiniuose tirpaluose. (1) Hp, askorbo ragstis ir
BSA pH 6 buferiniame tirpale. (2) Hp, askorbo ragstis ir BSA pH 7 buferiniame tirpale. (3) Hp, askorbo ragstis ir BSA pH 8
buferiniame tirpale.

Neutraliame pH 7 vertés buferiniame tirpale yra matomos keturios Q sugerties juostos
ir naujas po Svitinimo susidargs sugerties ruozas ties 650nm-780nm bangy ilgiais (pav. 18.2).
Riigstiniame pH 6 vertés buferiniame tirpale taip pat yra keturios Q juostos ir naujai po Svitinimo
susidares sugerties ruozas ties 650nm - 780nm, turintis maksimumga ties 726nm bangos ilgiu (pav.
18.1). Lyginant su bandiniu neutraliame buferiniame tirpale, naujai susidariusio ruozo optinio tankio
maksimumo verté (pav. 18.1) yra 0,21 optinio tankio vienetais didesné negu neutraliame tirpale po
Svitinimo susidariusio sugerties ruozo maksimumo vert¢ (pav. 18.2). Taip pat pokyciai ties Q
juostomis riigStiniame tirpale buvo didesni negu neutraliame tirpale. Baziniame pH 8 vertés
buferiniame tirpale po Svitinimo susidaré sugerties ruozas ties 650nm - 700nm bangos ilgiais (pav.
18.3). Lyginant su bandiniu neutraliame buferiniame tirpale (pav. 18.2), ketvirtosios Q juostos,

esancios ties 507nm bangos ilgiais, optinis tankis pH 8 tirpale buvo 0,04 vienetais didesnis.

Zemiau pateikiami hematoporfirino, BSA ir askorbo riigities skirtuminiai sugerties

spektrai (19 pav.).
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19 pav. Hp, BSA ir askorbo ragsties tirpaly skirtuminiai sugerties spektrai skirtingos pH vertés buferiniuose tirpaluose. (1) Hp, BSA ir
askorbo rigstis pH 6 buferiniame tirpale. (2) Hp, askorbo riigstis ir BSA pH 7 buferiniame tirpale. (3) Hp, askorbo rigsties ir BSA pH
8 buferiniame tirpale.

Neutraliame pH 7 vertés buferiniame tirpale stebimas optinio tankio padid¢jimas 600nm
— 790nm bangos ilgiy ruoze su dvejais maksimumais ties 662nm ir 730nm bangos ilgiais, taip pat
matomas optinio tankio padidéjimas 420nm — 440nm bangy ilgiy ruoze su maksimumu ties 423nm
bangos ilgiu (pav. 19.2). RiigStiniame pH 6 vertés buferiniame tirpale stebimi optinio tankio pokyciai
(pav. 19.1) buvo daug didesni negu neutraliame tirpale (pav. 19.2). Matomas optinio tankio
padidéjimas 620nm — 790nm bangos ilgiy ruoze su maksimumu ties 725nm bangos ilgiu, taip pat
stebimas optinio tankio iSaugimas 460nm-520nm bangos ilgiy ruoze ir nauja susidariusi smailé ties
439nm bangos ilgiu (pav. 19.1). Baziniame pH 8 vertés buferiniame tirpale matomas optinio tankio
padidéjimas 620nm-660nm bangos ilgiy ruoze, taip pat atsiranda smailés iSaugimas ties 421nm

bangos ilgiu (pav. 19.3).
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4. Rezultaty aptarimas

4.1 Hematoporfirino bandiniai

Visuose Svitintuose hematoporfirino bandiniuose pasireiské optinio tankio smailés
iSaugimas ties 636nm bangos ilgiu (13 pav.). Tai parodo, jog H-tipo dimerai, paveikti
fotosensibilizacijos reakcijy metu sugeneruoty agresyviy deguonies formy, transformavosi j chlorino

tipo fotoproduktus. Chlorino tipo fotoprodukty sugerties juosta yra ties 640nm bangos ilgiu [42, 45].

Taip pat matomas optinio tankio padidéjimas 400nm-480nm bangy ilgiy ruoze (13.1,
13.2 pav.) byloja apie bilirubino fotoprodukty susiformavimg. Tai reiSkia, jog vyko fotoblukimo

reakcijos, kuriy metu i$ hematoporfirino monomery susiformavo bilirubino fotoproduktai [42, 45].

Stebimas optinio tankio sumazéjimas 510nm -560nm bangy ilgiy ruoze (13.1, 13.2
pav.), kuriame yra i$sidés¢iusios hematoporfirino Q juostos, parodo, jog hematoporfirinas dalyvavo

fotoreakcijose ir jo koncentracija tirpale sumazéjo [43].

Lyginant skirtingas terpes, rugstinéje pH 6 vertés terpéje, optinio tankis kito gana létai
(13.1 pav.). Sioje terpéje vyrauja didesnés hematoporfirino agregaty formos, todél H-tipo dimery ir
monomery yra maziau. Tuo tarpu bazinéje terpéje (13.3 pav.), kurioje vyrauja H-tipo dimerai,

fototransformacijos ir fotoblukimo fotoproduktai gaminosi sparciausiai [40, 41].

4.2 Hematoporfirino ir jaucio serumo albumino bandiniai

Baltymo molekuliy poveikis sensibilizatoriaus molekuléms ir jy dariniams yra
monomerizuojantis, didesni agregatai yra suardomi j smulkesnius darinius. BSA baltymo molekule
sukibdama su hematoporfirino molekule suardo Hp agregatus bei sudaro naujus Hp-BSA
kompleksus, o Sie kompleksai kartu su H-tipo dimerais dalyvauja fotosensibilizuojanciose reakcijose
[48]. D¢l pasireiSkusios agregaty monomerizacijos, pH 6 buferiniame tirpale esanc¢io Hp su BSA
sugerties spektro forma (14.1 pav.) yra panaSesné¢ ] labiau  neutralioje ir bazin¢je Hp be BSA
sugerties spektro formag (12.2, 12.3 pav.), nei riigstin¢je terpéje Hp be BSA bandinio spektro forma
(12.1 pav.). H-tipo dimeruose ir didesniuose agregatuose molekulés viena kitg dengia, todél baltymui
suardzius Sias struktiiras padidé¢ja hematoporfirino molekulés pagavos skerspjiivis [14]. Padidéjus

pagavos skerspjiiviui, pagal Bugerio-Lamberto-Bero désnj stebimas optinio tankio padidéjimas [14].

Visose terpése pasireiskia panaSios formos optinio tankio pokyc¢iai (15 pav.), taCiau
neutralioje terpéje jie yra didziausi (15.2 pav.). Neutralioje terpéje stebimas smailés iSaugimas ties
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642nm bangos ilgiu byloja apie fototransformacijy metu susidariusius chlorino tipo fotoproduktus
[39, 43]. Matomos trys optinio tankio sumazéjimo smailés 500nm-570nm bangy ilgio ruoze byloja
apie hematoporfirino daleliy sumaz¢jima [43]. Optinio tankio padid¢jimas 420nm-490nm bangy ilgiy
ruoze rodo apie bilirubino fotoprodukty susidaryma [42, 44], taCiau naujai atsiradusi smailé ties
431nm bangos ilgiu, byloja, jog susidaré florino tipo fotoproduktai, kuriy sugerties juostos yra ties

440nm ir 735nm bangy ilgiais (15.2 pav.) [46, 47].

4.3 Hematoporfirino ir askorbo rugsties bandiniai

Askorbo rugstis yra antioksidantas, todél jdéjus jg ; hematoporfirino bandinj, pasireiks
agresyviy deguonies formy neutralizacija [11]. Bazingje terpéje, kurioje agresyviy formy generacija
yra greiciausia, jdéjus askorbo riigties, nepasireiSké joks optinio tankio pokytis (17.3 pav.). Reiskia,
visos agresyvios deguonies formos buvo neutralizuotos. Neutralioje terpéje stebimas minimalus
optinio padidéjimas ties 735nm bangos ilgiu (17.2 pav.) byloja apie florino tipo fotoprodukty
susidaryma [46, 47]. Florino tipo produktai susidaro, kai hematoporfirino molekulés centre esantis
azoto atomas prisijungia protong, bei yra nutraukiama viename metino tiltelyje esancios anglies
dviguba jungtis [47]. Vykstant pakankamai greitam agresyviy deguonies formy neutralizavimui,
askorbo riigStis gali tiesiogiai sureaguoti su paciu hematoporfirinu, ko pasé€koje redukuoti
hematoporfiring ir sugeneruoti florino tipo fotoproduktus. Riigstin¢je terpéje floriny tipo
fotoprodukty susidaré daugiausiai (17.1 pav.), tai rodo léCiausig agresyviy deguonies formy

generacija.

4.4 Hematoporfirino, jaucio serumo albumino ir askorbo ragsties
bandiniai

Svitinant hematoporfirino bandinius su BSA ir askorbo riigtimi, buvo stebimi didziausi
optinio tankio pokyc¢iai (19.1 pav.). Bazingje terpéje, lyginant su kitomis terpémis, susidaré
maziausias kiekis chlorino tipo fotoprodukty. Optinio tankio padidé¢jimas 620nm-670nm bangy ilgiy
ruoze (19.3 pav.) parodo, jog susidaré ne vien tik chlorino tipo fotoproduktai, bet ir antriniai
bakteriochlorino fotoproduktai, kuriy sugerties juosta yra ties 665nm bangos ilgiu [41, 45]. Taip pat
matomas staigus optinio tankio padidéjimas ties 421nm bangos ilgiu (19.3 pav.), tai byloja apie

florino tipo fotoprodukty susidaryma [46, 47].
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Neutralioje terpéje taip pat stebimas chlorino ir bakteriochlorino fotoprodukty
susidarymas, taciau bakteriochlorino produkty Sioje terpé¢je susidaré daugiau negu chlorino
fotoprodukty, dél to stebimas didesnis optinio tankio padidéjimas ties 665nm bangos ilgiu negu ties
640nm bangos ilgiu (19.2 pav.) [42, 45]. Didesnis optinio tankio padidéjimas ties 700nm — 770nm
bangy ilgiy ruozu rodo, jog neutralioje terpéje susidare didesnis kiekis florino tipo fotoprodukty negu

bazinéje terpéje [46, 47].

Riigstingje terpéje pasireiské ne antioksidantinés, o prooksidantinés askorbo riigties
savybés [11]. Optinis tankio iSaugimas matomas 620nm-790nm bangy ilgiy ruoze ir ties 439nm
bangos ilgiu (19.1 pav.) rugstinéje terpeje buvo beveik keturis kartus didesnis negu neutralioje
terpé€je, tai rodo labai didel; florino tipo fotoprodukty susidaryma [46, 47]. Optinio tankio iSaugimas
ties 493nm bangos ilgiu (19.1 pav.) byloja, jog jvyko fotoblukimo reakcijos, kuriy metu susidaré
bilirubino fotoproduktai [42, 44].

4.5 Susidariusiy fotoproduktu aptarimas ir rekomendacijos

Chlorino ir bilirubino fotoprodukty susidarymas parodo, jog aplinkoje buvo agresyviy
deguonies formy, kurios oksidavo fotosensibilizatoriy. Chlorino tipo fotoproduktai susidaro, kuomet
yra oksiduojami H-tipo dimerai, o bilirubimo fotoproduktai susidaro, kuomet yra oksiduojami
monomerai [42, 45]. Tuo tarpu florino tipo produktai kaip tik rodo, jog aplinkoje vyko
redukuojancios, o ne oksiduojancios reakcijos. Florino fotoproduktai yra gaunami kuomet
hematoporfirinas yra redukuojamas. Hematoporfirino bandiniuose su askorbo riig§timi chlorino tipo
fotoprodukty nesusidare, bet susidaré¢ mazas kiekis florino tipo fotoprodukty [46, 47]. Tuo tarpu
bandiniuose be askorbo rtgsties ir be BSA floriny tipo produktai i§ viso nesusidaré¢, bet susidare
chlorino tipo. Taigi askorbo riigstis bandiniuose be BSA redukavo hematoporfiring ir neutralizavo
reaktyvias deguonies forma, todé¢l bandiniuose be BSA susidar¢ florino tipo fotoproduktai, bet

nesusidaré chlorino tipo.

Askorbo riigsciai redukuojant agregatus (Hp ir askorbo riigsties bandinys pH 6
buferiniame tirpale), susidar¢ nedidelis kiekis florino tipo fotoprodukty, tuo tarpu i pH 6 vertés Hp
bandinj su askorbo rtgstimi jdéjus baltymo, optinio tankio pokytis ties florino tipo fotoprodukty
sugerties juosta buvo daugiau nei 8 kartus didesnis lyginant su pokyc¢iu be BSA. Taigi agregatai néra
palankiis nei oksidacinéms, nei redukuojancioms reakcijoms vykti, tod¢l baltymo gebéjimas
monomerizuoti didesnes struktiiras fotosensibilizacojoje yra laibai svarbus [48]. Apskritai jei
aplinkoje, | kurig SvirkS¢iamas fotosensibilizatorius, néra baltymo molekuliy, tuomet sitlyciau
baltymo jdéti papildomai kartu su fotosensibilizatoriumi, nes baltymas paskatina tiek redukuojanciy
reakcijy metu susidaranciy radikaly generavima, tiek reaktyviy deguonies formy generacija.
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Askorbo riigst] kartu su fotosensibilizatoriumi sitly¢iau panaudoti dvejais atvejais.
Pirmasis atvejis yra, kuomet fotosensibilizatorius turi galimybe patekti i sveikus audinius ir juose
pradéti generuoti reaktyvias deguonies formas [30]. Tuomet askorbo riigstis jas neutralizuoty ir
apsaugoty sveikus audinius nuo reaktyviy deguonies formy pazaidy [7]. Antrasis atvejis yra, kuomet
fotosensibilizacijos reakcijos vyksta beduongje riigStin¢je naviko aplinkoje, kurioje reaktyvios
deguonies formos yra generuojamos labai silpnai. Tuomet askorbo riigstis kartu su BSA, atlikty

redukcijos reakcijas ir paskatinty radikaly gamyba, kuriy pagalba biity naikinamos vézio lastelés [30].
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5. ISvados

1. Svitinant hematoporfirino bandinius vandeninése terpése chlorino tipo fotoprodukty sugerties
juostos amplitudé bazin¢je pH 8 terpéje padidéjo daugiausiai, tuo tarpu neutralioje terpéje amplitudés
prieaugis buvo 14proc. maZesnis, o pH 6 terpéje 80proc. mazesnis, tai byloja, jog riigstinéje terpéje,
kurioje vyrauja agregatai, lyginant su kitomis tirtomis terpémis susidaré maziausias kiekis reaktyviy
deguonies formy, kurioms reaguojant su hematoporfirino H-tipo dimerais susidaro chlorino tipo

fotoproduktai.

2. Hematoporfirino ir BSA bandiniuose chlorino tipo fotoprodukty sugerties juostos amplitudés
prieaugis riigstinéje pH 6 terp¢je 9-nis kartus, neutralioje 2 kartus, o bazin¢je pH 1,5 didesnis, lyginant
su tos pacios pH vertés bandiniy be BSA prieaugiais, tai reiSkia, jog baltymo molekulés sukibdamos
su hematoporfirinu molekulémis monomerizavo didesnius agregatus ir sudaré Hp-BSA kompleksus,
kurie lyginant su agregatais generuoja daugiau reaktyviy deguonies formy, kurioms fotooksiduojant
H-tipo dimerus ar BSA-Hp kompleksus susidaro chlorino tipo fotoproduktai, taip pat visy trijy tirty
pH verciy bandiniuose susidaré florino tipo fotoproduktai, kurie nesusidaré bandiniuose be BSA, tai

byloja, jog baltymo molekuliy pagalba buvo inicijuojami fotoredukcijos fotovirsmai.

3. Bandiniuose su askorbo rtig§timi be BSA tirtose pH6, pH7 ir pH8 ver¢iy vandeninése terpése
chlorino tipo fotoproduktai nesusidare, o tos pacios pH vertés terpése su askorbo rugstimi ir BSA
chlorino tipo fotoprodukty susidaré maziau negu bandiniuose be askorbo riigSties su BSA, tai reiskia,
jog askorbo rugstis neutralizavo reaktyvias deguonies formas, taip stabdydama fotooksidacinius

virsmus, kuriy metu susidaro chlorino tipo fotoproduktai.

4. Hematoporfirino, askorbo rtigsties ir BSA bandiniuose florino tipo fotoprodukty sugerties juostos
amplitudés prieaugis riigstingje pH 6 terpéje buvo daugiau nei tris kartus didesnis negu neutralioje
terpéje ar bazin¢je pH 8 terpéje, taip pat Sis prieaugis buvo 3,2 kartus didesnis negu prieaugis
rugstingje pH 6 terpés bandinyje be askorbo riigsties su BSA, tai byloja, jog askorbo riigstis
bandiniuose su BSA riigstin¢je pH6 terpéje paskatino fotoredukuojancius fotovirsmus, o neutralioje

ir bazingje terp¢je nuslopino reaktyvias deguonies formas ir neskatino fotoredukuojanciy fotovirsmy.
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Santrauka

HEMATOPORFIRINO BANDINIY FOTOSTABILUMO SPEKTROMETRINIAI TYRIMAI
MODELINESE VANDENINESE TERPESE

Siame bakalauro studijy baigiamajame darbe apzvelgiama fotosensibilizuojangiy
reakcijy mechanizmai, reakcijy metu susikuriancios reaktyvios deguonies formos ir askorbo rtigsties
galimas poveikis Siems mechanizmams. Darbe iSskiriamos dvi problemos. Pirmoji, agresyviy
deguonies formy generavimo neutralizavimas, fotosensibilizatoriui patekus j sveikus organizmo
audinius. Antroji, fotodinamings terapijos efektyvumo padidinimas naviko srityse, turin¢iose maza
deguonies kiekj aplinkoje. Abejoms problemoms spresti, yra sitiloma panaudoti askorbo riigstj kartu

su fotosensibilizatoriumi.

Darbe, nuostoviosios sugerties spektroskopijos metodu, buvo tirta askorbo riigsties
itaka hematoporfirino fotocheminiy virsmy mechanizmams modelinése vandeninése skirtingos pH
vertes terpése. Pirmiausia buvo tirti hematoporfirino fotovirsmy mechanizmai ir terpés pH jtaka Siems
virsmams, tuomet j naujus hematoporfirino bandinius buvo jdéta baltymo jaucio serumo albumino ir
Svitinant buvo tirta baltymo jtaka hematoporfirno fotovirsmams. Galiausiai buvo tyrin¢jamas askorbo
rugsties poveikis hematoporfirino fotovirsmy mechanizmams ir hematoporfirino ir jauc¢io serumo
albumino misinio fotovirmy mechanizmams. Bandiniai buvo Svitinami diodu kaupinamo zalios
Sviesos kieto kiino lazeriu, kurio intensyvumas buvo 80 mW/cm?. RuoSiant bandinius buvo

naudojami kalio fosfato pH 6, pH7 ir pH 8 buferiniai tirpalai.

Siame darbe yra aptariami $vitinimo metu susidare fotoproduktai ir ty produkty sukelti
spektriniai pokyc¢iai bandiniuose bei fotoreakcijos, kuriy metu susiformavo fotoproduktai.

Aptariamas baltymo ir askorbo rugsties poveikis hematoporfirino fotovirsmy mechanizmams.
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Summary

THE SPECTROSCOPIC STUDIES OF HEMATOPORPHYRIN SAMPLES IN
MODEL AQUEOUS MEDIA

This bachelor thesis provides an overview of the mechanisms of photosensitising
reactions, the reactive oxygen species generated during the reactions and the possible effects of
ascorbic acid on these mechanisms. The thesis identifies two problems. The first problem is the
neutralisation of the generation of aggressive oxygen species when the photosensitiser enters healthy
tissues. The second problem is to increase the effectiveness of photodynamic therapy in tumour areas
with low oxygen content in the environment. To address both problems, the use of ascorbic acid in

combination with a photosensitiser is proposed.

In this work, the influence of ascorbic acid on the mechanisms of photochemical
transformations of hematoporphyrin in model aqueous media of different pH values has been
investigated by steady absorption spectroscopy. Initially, the mechanisms of hematoporphyrin
phototransformations and the influence of the pH of the medium on these transformations were
investigated, then the protein bovine serum albumin was added to hematoporphyrin samples and the
influence of the protein on the hematoporphyrin phototransformations was investigated under
irradiation. Finally, the effects of an ascorbic acid on the photo-conversion mechanisms of
hematoporphyrin and on the phototransformation mechanisms of a mixture of hematoporphyrin and
bovine serum albumin were investigated. The samples were irradiated with a diode pumped green
light solid-state laser with an intensity of 80 mW/cm?. Phosphate buffered pH 6, pH 7 and pH 8

solutions were used for sample preparation.

This work focuses on the photoproducts formed during irradiation and the spectral
changes in the samples caused by these products, as well as on the photoreactions leading to the
formation of photoproducts. The effect of the protein and ascorbic acid on the mechanisms of the

hematoporphyrin phototransformation is discussed.
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