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Ivadas

Nors gydomosios Sviesos savybés buvo zinomos jau senovés civilizacijoms, fotodinaminé
naviky terapija deramo démesio sulauké tik praéjusio amziaus viduryje [1], kuomet 1960 m Lipsonas
(Lipson) ir Baldesas (Baldes) pastebéjo, kad audiniai, turintys sudétyje fotosensibilizatoriaus —
hematoporfirino darinio (HpD), gali fluorescuoti ultravioletinéje Sviesoje [2].

Hematoporfirinas — tai sudedamoji HpD dalis. Sis porfirinas yra $viesai jautrus junginys,
pertekline suzadinimo energija galintis perduoti aplinkinéms molekuléms [3]. Zinduoliy lasteles,
kuriose yra fotosensibilizatoriy, tokiy kaip hematoporfirinas ar jo darinys, veikiant Sviesa
inicijuojamos fotocheminés reakcijos, kuriy rezultatas- lasteliy pazaidos [4].

ISskiriami du fotocheminiy reakcijy tipai. I tipo reakcijy mety suzadintas fotosensibilizatorius
nuo molekulés atplésia elektrong arba protona, generuodamas laisvuosius radikalus. Tuo tarpu II tipo
reakcijy metu fotosensibilizatorius energija tiesiogiai perduoda deguonies molekulei, taip generuojant
singuletinj deguonj [1]. Pastaryjy reakcijy efektyvumas priklauso nuo deguonies kiekio aplinkoje
[5]. Tiek I tipo, tiek II tipo reakcijos gali vykti tuo paéiu metu, o procesy intensyvumo santykis
priklausys nuo naudojamo fotosensibilizatoriaus, deguonies bei substrato molekuliy koncentracijy
[6]. Dél efektyvios singuletinio deguonies sgveikos su skirtingomis biomolekulémis, teigiama, jog
fotodinamings terapijos efektyvuma lemia biitent II tipo reakcijos [7].

Taciau didelivose navikuose dél netolygaus audiniy apripinimo krauju gali susidaryti
hipoksinés sritys. Naviky hipoksija apsunkina vézio gydymga, daro navika atspary jonizuojanciai
spinduliuotei bei kai kuriems chemoterapijos preparatams [8]. Tokiomis saglygomis FNT efektyvumas
taip pat labai sumazéja [9]. Hematoporfirino ir askorbo riigsties derinys bedeguonéje aplinkoje, ypac
esant katalitiniy metaly, galéty 1$Saukti fotochemines reakcijas bei tokiomis salygomis sustiprinti
fotodinamines terapijos poveikj.

Darbe taikomi du metodai. Pirmasis — nuostovioji sugerties spektroskopija, metodas, pagrjstas
medziagos ir elektromagnetiniy bangy saveika [10]. Naudodamiesi $iuo metodu galime stebéti
spektrinius pokycius, atsirandancius fotosensibilizatoriui sgveikaujant su Sviesa, aplinka ar tirpikliu.
Kitas naudojamas metodas — elektrony paramagnetinio rezonanso (EPR) spektroskopija — metodas,
placiai taikomas fizikiniuose, cheminiuose, medziagy ir medicininiuvose tyrimuose, leidZiantis
medziagose aptikti objektus, turinCius nesuporuoty elektrony pory, pvz., laisvuosius radikalus ar

pereinamyjy metaly jonus [11].



Darbo tikslas:

Istirti L-askorbo rugsties poveiki ir jo mechanizma hematoporfirino fotovirsmams modelinése

terpése.

UZdaviniai:
1. Istirti terpés pH ir lazerio spinduliuotés intensyvumo poveikj hematoporfirino fotovirsmams
modelinése vandeninése terpése.

2. Istirti hematoporfirino fotovirsmus modelinése sglygose, palankiose Fentono reakcijoms
vykti.

3. Istirti hematoporfirino fotovirsmus, naudojantis EPR spektrometrijos metodu.



1 Literatiiros apZvalga

1.1 Fotosensibilizuotos naviky terapijos principai

Fotosensibilizuota naviky terapija (FNT) jungia du atskirai nekenksmingus komponentus, kuriy
kombinacija sukelia toksiSkg poveiki ligy pazeistoms lasteléms ir audiniams. Pirmasis
fotosensibilizuotos naviky terapijos komponentas — fotosensibilizatorius — $viesai jautri molekulé,
kuri kaupiasi ligos ar traumy pazeistose lgstelése ar audiniuose. Antrasis FNT komponentas — tam
tikro bangos ilgio Sviesa, kurig sugéres fotosensibilizatorius yra suzadinamas, tuomet pertekliné
suzadinimo energija perduodama aplinkinéms molekuléms [1]. Perdavus energija inicijuojama eilé
fotocheminiy ir fotobiologiniy procesy, kurie gali negrjztamai pazeisti lgsteles ir audinius [12].

Energené sensibilizatoriaus ir §viesos sgveika vaizduojama Jablonskio diagramoje (1 pav.).
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1 pav. Jablonskio diagrama, vaizduojanti fotosensibilizatoriaus molekuléje vykstancéius
energinius vyksmus po suzadinimo Sviesa. PSn — fotosensibilizatoriaus biisena, a — sugertis, b —
fluorescencija, ¢ — vidiné konversija, d — interkombinaciné konversija, e — fosforescencija, f —

singuletinio deguonies ar laisvyjy radikaly formavimas

Nesuzadintas fotosensibilizatorius yra pagrindinéje biisenoje (PSo), sugéres tam tikros energijos
fotona (a), jis pereina j trumpai gyvuojanéia (10° — 10° s) singuleting suzadintg biiseng (PSn*). |
pagrinding buseng fotosensibilizatorius gali grjzti iSspinduliuodamas fluorescencijos fotong (b) arba
atiduodamas energija i aplinkg Silumos pavidalu, vidinés konversijos metu (c). Taip pat, suzadintas
fotosensibilizatorius interkombinacinés konversijos metu (d) gali pereiti j ilgiau gyvuojan¢ia (10 —
107 s) suzadinta tripleting biiseng (T1*), kurioje esanti molekulé gali inicijuoti fotosensibilizuotas

reakcijas (f) arba i$spinduliuoti fosforescencijos fotong ir grjzti j pagrinding buseng (PSo) [7, 13].



Priesveézinis FNT poveikis geriausiai apibiidinamas citotoksisky reaktyviy deguonies formy
(angl. reactive oxygen species (ROS)) generacija [14]. Svarbiausios reaktyvios molekulés,
aptinkamos Zmogaus organizme yra hidroksilo radikalas (OH-), singuletinis deguonis (1Op) ir
superoksianijono radikalas (-O2"). Oksidacinis stresas, kurj sukelia Sie radikalai, labiausiai veikia
lasteliy makromolekules: lipidus, nukleortigstis ir baltymus, inicijuodami grandinines reakcijas,
tokias kaip lipidy peroksidacija arba baltymy ar DNR oksidacija ir taip sukeldami Iasteliy pazaidas
[15].

FNT klinikinis taikymas atlickamas keliais Zingsniais:

e Pacientui suleidziamas fotosensibilizuojantis vaistas.
e Laukiama tam tikrg laika, kol fotosensibilizatoius selektyviai susikaups navikinése
lastelése. Sioje stadijoje atliekama fluorescenciné diagnostika.
e Navikas Svitinamas lazerio $viesg nukreipiant §viesolaidziu [16].
Toksiskas poveikis fotosensibilizuotos naviky terapijos metu pasireiskia dviem reakcijy

mechanizmais: | ir 1l tipo fotosensibilizuotomis reakcijomis.

1.1.2 | tipo fotosensibilizuotos reakcijos

Dél ilgesnés suzadintos tripletinés busenos gyvavimo trukmés fotosensibilizuotos reakcijos
inicijuojamos biitent Sioje biisenoje. Todél svarbu, jog fotosensibilizatoriaus tripletinés biisenos
generavimo kvantinis nasumas biity kuo didesnis.

I tipo fotosensibilizuotos reakcijos apima elektrono arba vandenilio atomo (protono) pernasa,
gaminant fotosensibilizatoriaus arba substrato molekuliy radikalus [17]. ] tripleting biseng suZadintas
fotosensibilizatorius $iy reakcijy metu tiesiogiai sgveikauja su substrato molekulémis. Vyksta
vandenilio atomo ar elektrono atpléSimas arba atidavimas, o susidare radikalai dalyvauja jvairiose
reakcijose. Aplinkoje esant deguonies fotosensibilizatoriaus ar substrato radikalai reaguoja su Og,

generuodami reaktyvias deguonies formas: H20>, -O" ir OH- [18].

1.1.3 11 tipo fotosensibilizuotos reakcijos

Kitas fotosensibilizuoty reakcijy tipas vadinamas II tipo reakcijomis. Jy metu suzadintas
fotosensibilizatorius, esantis tripletingje biisenoje, pertekling energijg perduoda deguonies molekulei.
Pagrindiné deguonies molekulés biisena yra tripletiné, kaip ir suzadinto fotosensibilizatoriaus. Jei
energinis tarpas tarp fotosensibilizatoriaus suzadinto tripletinio ir pagrindinio lygmens yra
nemazesnis nei tarp deguonies tripletinio ir singuletinio lygmeny, energijos pernasa tarp jy vyksta

efektyviai. Perdavus energija sugeneruojamas singuletinis deguonis 10, [19], kurio gyvavimo trukmeé



biologinése terpése <0.04 ps, o veikimo radiusas <0,02 um [12]. Lipiduose ir nepoliniuose
tirpikliuose jo gyvavimo trukmé ilgesné, o anglies tetrachloride (CCls) gali siekti 26 ms [20].

Organinés molekulés paprastai biina singuletingje pagrindingje biisenoje, todél pagrindinés
busenos deguonis (tripletinis) dél sukinio draudimo su jomis aktyviai reaguoti negali. Singuletiniam
deguoniui sukinio draudimo néra, be to, suzadintas 'Oz yra elektrofiliskesnis, tod¢l aktyviau reaguoja
su biomolekulémis, linkusiomis atiduoti elektronus [19].

Singuletinio deguonies reakcijos daznai jtraukia dviguba C=C jungti, budinga daugumai
biomolekuliy [21]. Jungdamasis prie nesoCiyjy riebaly ragsciy ir cholesterolio sudaro
hidroperoksidus, prie heterocikliniy junginiy (pvz., histidino) singuletinis deguonis sudaro

endoperoksidus, o reaguodamas su organiniais sulfidais (pvz., metioninu), sudaro sulfoksidus [19].

1.2 Tetrapiroliniai fotosensibilizatoriai

Fotosensibilizatorius  galima  suskirstyti pagal jy cheming struktiirg. Skirtinga
fotosensibilizatoriy cheminé struktira lemia skirtingas spektrines ir sensibilizacines savybes bei jy
kaupimosi lgstelése selektyvuma [5]. Kai kuriy biologiskai aktyviy molekuliy sugerties ir
fluorescencijos spektrai priklauso nuo dviguby jung€iy grandinélés ilgio — kuo ilgesné konjuguoty
jungciy grandinélé, tuo labiau spektry ilgabangés sugerties juostos yra paslinktos j raudongjg sritj.
Biomolekule galima apibudinti pagal jos struktiira — tarpatominiy rySiy seka molekuléje,
konfigtiracijg — erdvinj atomy ir grupiy issidéstyma, bei konformacija — jvairias erdvines struktiiras,
atsirandancios molekulés atomams ir jy grupéms sukantis apie viengubajj ry$j arba nutrukstant ir
susidarant naujiems silpniems tarpatominiams rySiams. Visi Sie veiksniai turi jtakg molekuliy
spektrams. [19]

Molekulés sudarytos i§ keturiy pirolo ziedy, kurie tarpusavyje yra sujungti keturiais metino
tilteliais — tetrapirolai — yra fotosensibilizatoriai. Si struktiira yra vadinama porfinu ir sudaro jo
junginiy — porfiriny cheminés struktiiros pagrindg. Porfiriny yra labai jvairiy, nes metino tilteliuose
ir pirolo zieduose H atomai gali biiti pakeisti jvairiais pakaitais. Molekulés pakaity ir cheminés
struktliros jvairové lemia tai, jog porfirinai gali pasiZyméti tiek bazinémis, tiek riig§tinémis
savybémis, o kintant aplinkos pH N atomai ir pakaity funkcinés grupés gali jonizuotis arba
protonuotis [19].

Porfiriny sugerties spektra sudaro dvi sritys. Pirmoji susijusi su elektroniniu Suoliu i§
pagrindinés biisenos SO j antra suzadinta biiseng S2. Suolj atitinkanti sugerties juosta vadinama Soret
juosta. Antroji sritis susijusi su mazesnés energijos suoliais i§ SO j S1, juostos i8déstytos spektringje
srityje 500-750 nm ir yra vadinamos Q juostomis. Siy juosty intensyvumas priklauso nuo pakaity

i§sidéstymo ziede [22].
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2 pav. Tipinis porfirino sugerties spektras [23]
1.3 Hematoporfirinas

Hematoporfirinas (Hp) buvo pirmasis fotosensibilizatorius, i§skirtas i§ nattiraliy medziagy. Tai
padar¢ Tudichumas (Thudichum) 1867 metais, apdorodamas krauja sieros riigS§timi. Vykstanciy
reakcijy metu i§ hemo molekulés centro paSalinama gelezis, o vinilo Soninés grandinés
hidratuojamos, suformuojant hidroksietilo grupes [24].

Hematoporfirinas — tai bemetalis pirmosios kartos fotosensibilizatorius. Jo cheminé formulé:
C34H33N4Og , moliné masé yra 598 g/mol [25].

Hematoporfirinas ir jo dariniai 1940 metais buvo pradéti taikyti fotosensibilizuotoje terapijoje
del pakankamai selektyvaus kaupimosi traumy ar ligos paZeistuose audiniuose. Atlikus i§samesnius
tyrimus paaiSkéjo, jog tai buvo neiSgrynintas jvairiy porfiriny miSinys, kurio sudétyje yra
hematoporfirino hidrochlorido, hematoporfirino monoacetato izomery, hematoporfirino diacetato ir
kity porfiriny. MiSinys pavadintas hematoporfirino dariniu (HpD), o jo kaupimasis navikiniame
audinyje geresnis, nei gryno Hp [18].

Spektriniams tyrimams naudojamas grynas hematoporfirinas dél spektro formos pastovumo.
Hematoporfirino sugerties spektrui badinga tipiné forma (2 pav.). Monomery Soret juostos smailé
yra ties 400 nm, 0 Q juostos yra iSsidésciusios 460-630 nm srityje [5].

Hematoporfiring esterifikuojant diazometanu gaunamas hematoporfirino dimetilo esteris. Sio
junginio molekuliné masé yra 626,7 g/mol, o cheminé formulé: CssHs2N4Os [24]. Hematoporfirino
dimetilo esteris yra hidrofobiskesnis fotosensibilizatorius, todél jo kaupimasis navikinése lastelése

yra efektyvesnis, nei jprasto hematoporfirino [26].
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3 pav. Hematoporfirino [27] (a) ir hematoporfirino dimetilo esterio (b) molekulés [28]

1.4 Askorbo ragstis

Askorbo riigstis (Vitaminas C) — tai vandenyje tirpus vitaminas. Jo cheminé formulé: CsHgOs,
o molekuliné masé 176,13 g/mol. Sis junginys yra silpnas reduktorius. Askorbo riigstis pasizymi
antioksidacinémis savybémis, geba prisijungti laisvuosius radikalus organizmo skysciuose, taip pat
neutralizuoti singuletinj deguonj ir kitus oksidatorius [29]. Oksiduodamasis pats vitaminas C
nukenksmina laisvuosius radikalus bei slopina oksidacijos reakcijas.

Daugelis organizmy natiiraliai sintetina askorbo riigsti, ta¢iau Zzmogus to padaryti negali, todél
privalo reikiamg jos kieki gauti su maistu. Yra keletas askorbo riigSties atmainy, Siame darbe
naudojama viena, L-askorbo ruigstis, kitaip — askorbatas. Tai zmogaus organizmo pH vyraujanti
askorbo rigsties forma. Oksiduotos askorbo riigSties formos nepaZeidZia Igsteliy, nes yra santykinai

nereaktyvios [30].

1.4.1 Askorbo riigstis véZio terapijoje

1976 metais Evanas Kameronas (Ewan Cameron) ir Linus Paulingas (Linus Pauling) publikavo
savo tyrimy rezultatus, kuriy metu nustate, jog véziu serganciy pacienty, kuriems kas dieng buvo
duodama askorbato, i§gyvenamumas buvo vidutiniskai 300 dieny ilgesnis, nei pacienty gydomy be
askorbato. Tyrime dalyvavo 100 pacienty, kurie kasdien gaudavo 10 g askorbato. Kiekvienam i$
askorbatu gydomy pacientui, pagal ligos istorijas buvo priskiriama 10 kontroliniy pacienty, tos pacios
lyties, to paties amziaus (iki 5 mety skirtumo) bei serganciy to paties tipo véziu ir stadijos véziu.
Kontroliniams pacientas turéjo biti skirtas analogiskas gydymas, ta¢iau be papildomo askorbato [31].

Kadangi pacienty iSgyvenamumas buvo lyginamas naudojantis jy ligos istorijomis, o ne

tiesiogiai stebint kiekvieng i§ pacienty, uZtikrinant, kad eksperimento salygos biity tos pacios, mokslo



pasaulyje Sis tyrimas sukélé daug abejoniy. Vitaming C gaunantys pacientai ir kontrolinés grupés
galéjo buti netinkamai parinktos [32].

Nuo 1978 mety Mayo klinikos pradéjo analogiskus tyrimus. Daliai kruopsciai atrinkty buvo
duodama 10 g askorbato per dieng, kitiems, kontroliniams pacientams, buvo duodama panaSaus
skonio laktozés placebo tableté. Siekiant jvertinti E. Kamerono ir L. Paulingo rezultaty patikimuma,
buvo atliktos trys nepriklausomy tyrimy serijos, tac¢iau jy metu gyvenimo trukmés skirtumo tarp
askorbatu ir placebu gydomy pacienty nebuvo pastebéta [33]. Nepaisant neigiamy tyrimy rezultaty,
daliai pacienty gydomy vitaminu C, pra¢jus dviem savaitéms nuo gydymo pradzios, zymiai padidéjo
apetitas, jéga bei sumazéjo skausmas, taciau praéjus 4-6 savaitéms, efektas isbléso [34].

Vélesniy tyrimy metu buvo naudojama didesné askorbo riigsties dozé, iki 0,5 g/kg (0,5 g
organizmo masés kilogramui), uZzuot vartojant per burna, askorbo riigstis buvo leidziama j vena, tokiu
budu pasiektos koncentracijos iki 20 mM, kuriose askorbo riigstis pradeda veikti kaip pro-oksidantas

ir generuoti vandenilio peroksida (H202) [35].

1.4.2 Fentono reakcijos, pro-oksidacinis askorbo riigsties poveikis

Taigi, pragjus daugiau, nei 80 mety nuo askorbo ruigsties atradimo, josfunkcijy supratimas
prasiplété, nuo skorbuto prevencijos iki galimybés ja taikyti vézio terapijoje. Askorbatas palaiko
kolageno hidroksilazés Fe?" aktyvioje biisenoje bei yra svarbus kolageno sintezei. Taip pat veikia kai
kuriy geny raiska [36].

L-askorbo riigstis aplinkoje esant katalitiniy metaly gali veikti kaip pro-oksidantas.. Be to, kad
redukuoja oksidacijos Saltinius, tokius kaip singuletinis deguonis, askorbatas taip pat redukuoja
metalo jonus, tokius kaip Fe®* ar Cu?*, taip pats inicijuodamas laisvyjy radikaly generacijos procesus.

2Fe3* + Askorbatas — 2Fe?* + Dehidroaskorbatas (1.4.2.1)

2Fe?* + 2H,02 — 2Fe + 20H + 20H (1.4.2.2)

Tokios reakcijos vadinamos Fentono (Fenton) reakcijomis. Jy metu susidaro dehidroaskorbatas
— oksiduota L-askorbo riigsties forma, o redukuoti metalo jonai katalizuoja O—O jungties vandenilio
perokside nutraukimg, reakcijy metu susidare hidroksilo radikalai gali sgveikauti su DNR
molekulémis, sukeldami triikius ar modifikuodami DNR bazes [37]. Fe®" ir Cu?* yra aktyviausiai
redokso reakcijose dalyvaujantys jonai, randami gyvose lastelése [6, 38].

Askorbatas gali reaguoti su singuletiniu deguonimi. Singuletinis deguonis- labai reaktyvi
elektrofiliné forma, greitai reaguojanti su daug elektrony turin¢iomis molekuliy grupémis, pvz.,
dvigubomis riebaly jungtimis ar tioliais. Singuletinio deguonies ir askorbato reakcija labai sparti, o

reakcijos produktas — vandenilio peroksidas (H202).
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110, + 1 Askorbatas — 1H,02 + 1 Dehidroaskorbatas (1.4.2.3)

Askorbatas su singuletiniu deguonimi reaguoja santykiu 1:1, pagamindamas vieng H20:
molekule. Aplinkoje esant ir askorbo ragsties, ir pridétiniy katalitiniy metaly, H202 Fentono reakcijy
metu (1.4.2.1) bus generuojamas, ir tuo paciu metu naikinamas (1.4.2.2 reakcija) [39].

Ne tik katalitiniai metalai, bet ir kai kurie organiniai junginiai gali katalizuoti askorbo ragsties
oksidacijg, jmanoma, kad endogeniniai katalizatoriai pasizymintys panaSiomis savybémis egzistuoja
[40].

Koncentracija turi didele jtaka askorbo rugsties poveikiui. Esant per mazai medziagos
koncentracijai, apsauginis efektas gali nepasireiksti, 0 pakankamai didelé medziagos koncentracija
gali lemti pro-oksidacinj poveikj, generuojant vandenilio peroksidg. Terpéje esant gelezies jony,
didinant askorbo rugsties koncentracija, didéja kenksmingas poveikis [41].

Tyrimy, atlikty su gyviinais, metu vézinéms lasteléms kenksminga vandenilio peroksido
koncentracija buvo aptikta tarplasteliniame skystyje, taiau ne kraujyje. Teigiama, kad H:0:
difunduoja j vézines lasteles , pazeidzia jy lasteliy membranas, sukeldamas fosfolipidy peroksidacija,
sutrikdo gliukozés metabolizma bei pazeidzia DNR integraluma. Sveikos lastelés néra paveikiamos,
nes vandenilio peroksidas jose tuoj pat neutralizuojamas antioksidaciniy fermenty, kuriy kiekis

Zzmogaus navikinése lastelése yra sumazéjes [35].

1.4.3 Askorbato radikalas

Askorbo rtgsciai dalyvaujant jvairiose reakcijose zmogaus organizme, susidaro keletas jos
atmainy, viena jy — askorbato laisvasis radikalas (A-") — tai rezonansiskai stabili trikarbonilo atmaina,
kuri formuojama vykstant vienelektronei askorbato (AH") oksidacijai (1.4.3.2 reakcija) [42, 43].
Askorbatas suformuojamas, kuomet askorbo riigsties molekulé netenka protono reakcijoje su
deguonimi, kurios metu papildomai suformuojamas superoksianijono radikalas (-O2) (1.4.3.1.
reakcija) [43]. Dél mazo A-/AH" poros redukcijos potencialo, beveik visi biologinése sistemose
sutinkami oksiduojantys radikalai i$sauks vienelektrong askorbato oksidacijg, taip suformuojant
askorbato radikalg [42].

AH + 0, — A"+ -0y + HY (1.4.3.1)

AH +-07 — HOz + A~ (1.4.3.2)
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HO HO

0 0
HO 0o HO o
-H*
Askorbo ragstis
(AHz)g Askorbato monoanijonas HO o

(AHT) HO IiRpy

2t 0 RN

-2e” & -

Semihidro-ask.orbato
radikalas (AH )

HO 0
HO 0
0 (0]
Dehidroaskorbo ragsts (A) Askorbato radikalas

(A=°)
4 pav. Askorbo ragsties virsmai biologiniame pH [43]

Neutraliame pH askorbo riigsties oksidacija yra léta, taciau terpei Ssarméjant oksidacijos sparta
padidéja desimteriopai su kiekvienu pH vienetu [44].

Antioksidacinis askorbo raigsties poveikis atsiranda dél AH™ galimybés reaguoti su jvairiais
laisvaisiais radikalais ir aktyviomis deguonies formomis. Taip pat, AH" teikia redukuojancias
atmainas fermentiniam vandenilio peroksido (H202) neutralizavimui, kurj atlieka askorbato
peroksidazé — fermentas, randamas augaluose. Askorbatas regeneruojamas jo radikalui reaguojant su
protonu (H") [45].

1.5 Vandenilio peroksidas

Vandenilio peroksidas, cheminé formulé: H»>O2, molekuliné masé: 34 g/mol. H2O> yra
geriausias vienatomio deguonies donoras po molekulinio deguonies. Perduodant deguonj, iSskiriamas
vienintelis Salutinis produktas — vanduo. Vandenilio peroksidas naudojamas popieriaus pramonéje,
kaip balinimo priemong, kaip dezinfekuojanti priemoné kosmetikos ir farmacijos pramong¢je bei kaip
oksidatorius kai kuriy cheminiy medziagy sintezéje [46].

Gyvame organizme I tipo fotoreakcijy metu formuojasi superoksianijono radikalas ('O2), kuris
rugstinése terpése sudaro peroksiradikala HO'2; tokie radikalai oksiduoja biologines medziagas ir
dismutacijos reakcijy metu sudaro vandenilio peroksidg (1.5.1 reakcija). Vandenilio peroksidui

reaguojant su superoksianijono ir peroksi-radikalais, reakcijg katalizuojant gelezies (III) jonams,
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susidaro stipresnis oksidatorius — hidroksilo radikalas, galintis pazeisti gyvybiSkai svarbias Igsteliy
dalis [5].

HO2+HO2— H,02 + O, (15.1)
07 + Hz20:— O + OH + OH (15.2)

Fentono reakcijose H.O2 oksiduoja gelezies (II) jona j (I1I) ir leidzia Siam pakartotinai reaguoti
su askorbatu (1.4.2.1,2 reakcijos).

1.6 Hidroksilo radikalas

Hidroksilo radikalas (OH-) yra vienas stipriausiy cheminiy oksidatoriy. Tai reaktyvus junginys,
turintis trumpa gyvavimo trukme [47]. Hidroksilo radikalas susidaro vandens ir deguonies reakcijy
metu, Katalizuojant jvairiems metaly oksidams [48]. Taip pat Fentono reakcijy metu bei H>O>
veikiamo UV spinduliuote disociacijos metu.

Hidroksilo radikalai yra generuojami ir I tipo fotocheminiy reakcijy keliu. Nors tokiy reakcijy
metu susidarantys OH- kiekiai yra nedideli, taciau i§ Zinomy laisvyjy radikaly hidroksilo radikalas
turi teigiamiausia standartinj redokso potencialg (2310 mV) ir yra laikomas stipriausiai oksiduojanciu
radikalu susiformuojanciu biologinéje sistemoje. Jis veikia visas biologiniy molekuliy riisis ir lemia
dalj oksidaciniy pazaidy [49].

Modelinése terpése, nesant taikininiy molekuliy, Sis radikalas gali biiti atsakingas uz tetrapirolo

ciklo suardyma, taip formuojant bilirubino tipo fotoproduktus.

1.7 Naviko terpé

[lgameciai tyrimai vertinant sveiky ir navikiniy audiniy pH parodé, jog naviko vidutinés pH
vertés yra mazesnés nei sveiky audiniy. Tai lémé gydymo metodiky, atsizvelgiant | audiniy pH,
atsiradimo poreikj.

Tarplastelinis navikiniy audiniy pH daznai yra rigstinis, dél pieno riigsties, susidarancios
anaerobinés glikolizés metu. Didelé pieno rtigsties koncentracija gali rodyti metastazes ar naviko
atsinaujinima bei gali padéti nustatyti véziu serganc¢iam pacientui diagnoze. [50]. Vézinio audinio pH
nuo sveiko gali skirtis nuo 0,1 iki 2, ir, priklausomai nuo audinio tipo, svyruoti ribose pH 5-6, tuo
tarpu sveiky audiniy pH svyruoja tarp 6,2 ir 8. D¢l tokio pH skirtumo gali biiti sutrikdytas vaisty
transportas j navika [51].

Be Zemesnio pH dideliems navikams biidingos hipoksingés sritys. JOS navike gali susidaryti dél

keliy priezascCiy, pvz., dél mazo dalinio O slégio arteriniame kraujyje, dél sumazéjusio kraujo O2
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perne$imo nasumo ar dél lgsteliy nesugebéjimo pasisavinti Oz dél intoksikacijos [52]. Naviky
hipoksija gali indukuoti tam tikry geny raiska, didinancia naviky agresyvuma [53]. Negana to, daro
navikg atspary skirtingiems gydymams ir smarkiai sumazina FNT efektyvuma [8].

Sveikame organizme laisvoji gelezis greitai paSalinama gelezj prisijungianciy baltymy —
transferino ar feritino, tokiomis salygomis gelezis neaktyvi. Taciau sutrikes navikiniy audiniy
metabolizmas gali sudaryti sglygas, kai aplinkoje sumazéja ja prisijungianéiy baltymy, ir tokioje
aplinkoje galimas pro-oksidacinis askorbo riigsties poveikis. Redukuojant Fe(Ill) jonus didés

reaktyviy askorbo radikaly koncentracija [54].

1.8 Askorbo riigstis fotosensibilizuotoje naviky terapijoje

Kaip jau minéta ankséiau, didelése koncentracijose askorbo riig§¢iai biidingas pro-oksidacinis
poveikis, gaminant vandenilio peroksida. Aplinkoje esant katalitiniy metaly, $is procesas paspartéja
[55]. Taigi FNT metu naudojant ir askorbo riigstj tam tikromis salygomis galima padidinti oksidacinj
stresg naviko lasteléms.

1984 metais Albertas Girotis (Albert W. Girotti) su kolegomis publikavo darba, kurio metu tyré
FNT sukeltos lipidy peroksidacijos naSumg ir pastebéjo, jog askorbo riigstj jvedus j bandinj prie$
Svitinima, zenkliai padidéjo lipidy peroksidacijos sparta [56]. Rosentalis (I. Rosenthal) ir Benhuras
(E. Ben-Hur) pastebéjo, jog askorbo rigstis FNT metu paspartina raudonyjy kraujo kiineliy
fotohemolizg, nepriklausomai ar bandinyje yra FeCls. Jie taip pat nustaté, jog reakcijos sparta
tiesiogiai susijusi su askorbo riigsties koncentracija bandinyje, parodydami, jog askorbo riigstis veikia
kaip reagentas, 0 ne kaip katalizatorius bei padaré iSvada, jog sensibilizatoriaus ir askorbo rtigsties
sukeltos I tipo fotosensibilizuotos reakcijos vyksta paraleliai su singuletinio deguonies generavimo
keliu — 1l tipo fotosensibilizuotomis reakcijomis [57].

EPR tyrimai, atlikti naudojant fotosensibilizatoriy Fotofring, parod¢, jog FNT metu naudojant
ir askorbo rugst;, membrany lipidy kilmeés laisvieji radikalai navikinése lgstelése formuojami
sparCiau, o lgsteliy iSgyvenamumas sumazéja [58].

Taigi, askorbo riigstis fotosensibilizuotoje naviky terapijoje néra naujiena. Fotosensibilizatoriy
modelinése terpése spektriniai tyrimai leidzia stebéti spektrinius pokycius, bei daryti iSvadas

bandinyje vykstancius procesus.
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1.9 Poky¢iu spektruose priezastys

1.9.1 Terpés ir tirpiklio jtaka

Porfiriny agregacija lemia jy koncentracija tirpale, tirpalo pH bei tirpiklio savybés.

Porfirinai pasizymi tiek riigstinémis, tiek bazinémis savybémis, tod¢l esant skirtingam terpés
pH ju polinkis protonuotis yra skirtingas. D¢l didelio hidrofobinio pavirSiaus porfiringy molekulés yra
linkusios sukibti ir sudaryti H-tipo dimerus bei didesnius agregatus. Tyrimai atlikti su protoporfirinu
IX parodé, jog esant didesnéms pH vertéms nei 8, tirpale vyrauja H-tipo dimerai, terpés pH svyruojant
tarp 3 ir 7 — didesni agregatai, esant Zemoms pH vertéms 0-3 vyrauja dikatijoniniai monomerai [59].

Didelése koncentracijose, apie 10° M, tarpai tarp molekuliy nedideli, todél tikimybé joms
susidurti ir sukibti iSauga. Hematoporfirinas tokiomis salygomis yra smarkiai agreguotas, Soret
juostos smailé yra pasislinkusi | mélyngja spektro puse. Skiedimo metu stebimas trijy etapy
deagregacijos procesas.

Skiedziant tirpalg Soret juosta slenka j ilgabange puse. Dideli agregatai skyla j trimerus ir
dimerus, kuriy sugerties Suoliy energija yra mazesné. Tirpale atsiranda ir monomery.

Toliau mazéjant koncentracijai trimerai ir dimerai intensyviau skyla j monomerus. Soret juostos
smailé ties 395 nm.

Pasiekus ribing koncentracijos vert¢ beveik visi agregatai yra suir¢ ] monomerus. Soret juostos
smailé toliau skiedziant tirpalg pozicijos nebekeicia [60].

Juosty pozicija spektruose gali kisti ir dél molekulés sgveikos su tirpikliu. Tirpiklio molekulés
gali prisitaikyti prie suzadintos konfigiiracijos sensibilizatoriaus molekulés [19]. Molekuliy
agregacija lemia tirpiklio molekuliy poliskumas, todél vandenyje sensibilizatoriai sudaro agregatus,

0 maziau poliniuose organiniuose tirpikliuose agregatai yra suardomi [5].

1.9.2 Fotoblukimas ir fototransformacijos

Kita spektriniy pokyc¢iy atsiradimo priezastis — fotoblukimas. Ji galima suskirstyti j du tipus:

e [Fotodegradacija — procesas, kurio metu porfino struktiira yra skaldoma j mazesnes UV
srityje sugeriancias struktras- mono- ir di- pirolus. Dél $iy vyksmy mazéja sugerties intensyvumas
regimojoje srityje bei auga UV srityje.

e Fototransformacija — procesas, kurio metu molekulé néra suardoma, tac¢iau chromoforai
modifikuojami. Tai lemia smailiy iSnykimg ar naujy smailiy atsiradimg sugerties ir fluorescencijos
spektruose. Fotoblukimas gali vykti tiek dél oksidacijos, tiek dél redukcijos. Daugumoje FNT

pavyzdziy vyrauja oksidacinis fotoblukimo mechanizmas [3].
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Svitinant agreguota hematoporfirino tirpala blunka agregaty sugertj atitinkanti juosta,
formuojami chlorino tipo fotoproduktai su sugerties juosta tie 640 nm bei antriniai — bakteriochlorino
tipo fotoproduktai, kuriy sugerties juosta yra ties 660 nm. Monomerai $vitinimo metu skyla i UV
srityje sugeriandius mono- ir di- pirolus, bei j nestabilias bilirubino tipo molekules [61]. Sio

mechanizmo schema pavaizduota 5 pav.
Sviesa

OH
H

| N
Vs
HO 102 OH 102
H

v
o N
P
/
HO,C HO

HO,C COy HO,C COzH
UV sugeriantys . Bilirubino tipo
fotoproduktai Monomerai fotoproduktai
Dinaminis procesas
OH COH OH
HO,C H

H ESHE :
H H

HO,C

Agregatas
HO,C CO,H COH HOLC CO,H
Chlorino tipo fotoproduktai Bakteriochlorino tipo fotoproduktai

5 pav. Hematoporfirino fotooksidacijos mechanizmo schema

Dar vienas galimas fototransformacijy produktas — florinas. Sio tipo junginiy formavimasi
lemia laisvyjy porfiriny fotoredukcija protoniniuose skys¢iuose. Nuo jprastos hematoporfirino
molekulés florinas skiriasi tuo, jog $io centras yra protonuotas, t.y. ne du, o trys i§ centriniy azoto
atomy yra prisijunge vandenilj. Kitas skirtumas tarp Siy molekuliy yra tas, jog vienoje 1§ meso padeciy
atsiranda sp-hibridizuota anglis bei nutraukiama viena i3 ciklo dviguby junggiy (6 pav.). Tai lemia
molekuliy sugerties spektrinius pokycius. Florino struktiiroje Q juostos prasiplecia ir slenka i
ilgabangg puse. Taigi, nors konjuguoty jungéiy grandinélé sutrumpéja, florino struktiira rezonansing,
todél sugeria ilgesniame bangos ilgiy ruoze [62]. Tipinio porfirino juostos yra ties 398, 502, 539, 560
ir 612 nm, tuo tarpu florino — ties 440 bei 735 nm [63].

Porfirinas Florinas

6 pav. Porfirino ir florino molekuliy strukttirinés formulés [64]
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1.9.3 Saveika su baltymais

Baltymai — didelés molekulinés masés organiniai junginiai, turintys daug ir jvairiy Soniniy
grupiy [65]. Sensibilizatoriai gali jungtis su baltymu, o dél jy saveikos pakinta sugerties ir emisijos
spektrai.

Terpei su baltymu biidingas deagreguojantis poveikis, todél stebimas tiesinis ilgabangis
sensibilizatoriaus fluorescencijos spektro poslinkis. Soret juostos intensyvumas didéja, smailé slenka
1 raudongja spektro puse. D¢l sensibilizatoriaus ir baltymo sgveikos taip pat gali atsirasti naujy smailiy

[66].

1.9.4 Metalo-porfiriny susidarymas

Porfirino molekulés, sudarytos is keturiy pirolo ziedy, sujungty metino tilteliais, centre yra apie
3,7 A nisa, kurioje gali prisijungti metalo atomas. Ivykus prisijungimui, du protonai yra atkabinami
nuo pirolo azoto atomy, paliekant du neigiamus kriivius toje, — vietoje jungiasi metalas.

Beveik visi metalai sudaro kompleksus su porfirinais, santykiu 1:1. Vienvalen¢iai metaly, Na,
K, Li jonai formuoja kompleksus santykiu 2:1, kuriuose metaly atomai yra iSsidéste kiek auksciau
bei Zemiau porfirino makrociklo plok§tumos. Dvivalen¢iai jonai, Co(II), Cu(II) ar Ni(ll) sudaro

kompleksg be likutinio kriivio. Tokie metaly jony ir porfiriny kompleksai yra labai stabilis [67].

Cu?* + PHz — CuP + 2H" (1.9.4.1)

Neutraliame vandeniniame buferyje susidarant porfirino ir metalo kompleksui, tipinis jo

spektras regimojoje srityje kinta (4 pav.).
0.5
0.4
0.3
0.2

0.1

Ts00 550 500
Bangos ilgis A, nm
7 pav. Hematoporfirino spektras (—) ir jo metalo komplekso (----) spektrai regimojoje srityje
[68]
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1.10 Elektrony paramagnetinis rezonansas

Elektrony paramagnetinio rezonanso (EPR) spektrometrija — tai metodas skirtas tirti
feromagnetinéms ir paramagnetinéms daleléms [69]. Elektronas turi sukinj s = 1/2 ir dvi prieSingy
zenkly magnetines komponentes ms= +1/2. Bandinj, turintj nesuporuoty elektrony pory, patalpinus |
1Sorin] magnetinj lauka, elektrony magnetiniai momentai orientuojasi iSorinio magnetinio lauko linijy
kryptimi arba kryptimi prieSinga jam ir sudaro skirtingy energijy lygmenis (8 pav.) [70].

Tarpas tarp lygmeny AE yra proporcingas magnetinio lauko stipriui Bo:

AE = hv =geugBo (1.10.1)

Cia ge- elektrono giromagnetinis faktorius, pg- Boro magnetonas. Bandinys yra veikiamas kintan¢iu
magnetiniu lauku Bo, kai patenkinama rezonanso salyga (1.10.1) elektronai i§ Zemesnio energinio

lygmens ms = -1/2, pereina j lygmenj ms= 1/2, sugerdami elektromagneting spinduliuote [71].

A
m =+1/2
— AE=E  ,-E |»
m=—1/2
.

8 pav. Elektrony lygmeny diagrama, kai iSorinis magnetinis laukas Bo= 0 ir kai Bo # 0 [70]
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2 Metodiné dalis
2.1 Sugerties spektry matavimo jranga

Eksperimente bandiniy sugerties spektry matavimui naudojamas spektrofotometras Avantes-

3648, (JAV). Irangos sudedamosios dalys: kiuveciy laikiklis, Sviesolaidinis spektrometras,

.....

2.2 Elektrony paramagnetinio rezonanso matavimo jranga

Elektrony paramagnetinio rezonanso (EPR) spektrai buvo registruojami Bruker Elexsys-E580
EPR spektrometru, veikianciu ~10GHz daznio mikrobangy ruoze bei galin¢iu dirbti tiek impulsinio,
tiek nuolatinio zondavimo metodais. Pagrindinés jrangos sudedamosios dalys: mikrobangy
rezonatorius, 1 kur] patalpinamas bandinys, mikrobangy tiltas, elektromagnetas ir jo maitinimo
Saltinis bei elektroninis blokas, kuriame integruotas oscilografas ir kompiuteris duomeny

registravimui bei analizei.

2.3 Naudotos medZiagos

1 lent. Naudotos medziagos (skliausteliuose jy trumpiniai), gamintojai

Medziaga Gamintojas

Hematoporfirino dimetilo esteris (HP) PorphyrmJlXi)/ducts, Inc,
Kalio fosfatinis buferinis tirpalas pH= 7, C= 50 mM ir pH=5,
C=10 mM
Vandenilio peroksidas (H203) Greenice, Lietuva

o Sigma-Aldrich, Jungtiné
L- askorbo rtigstis (AR) Karalysté
Jaucio serumo albuminas (BSA) Carl Roth, Vokietija

2.4 Bandiniy paruoSimas

Pirmiausia buvo pagamintas C= 1x10° M koncentracijos hematoporfirino bazinis tirpalas. |
pasverta milteliy pavidalo hematoporfiring buvo jlasinta 40 pl natrio Sarmo (NaOH). Indelis
pamerktas ] ultragarsing vonelg. | susidariusj tirpalag nuolatos maiSant nedidelémis porcijomis jpiltas
atitinkamas kiekis kalio fosfatinio buferinio tirpalo (pH= 7) C= 1x10° M koncentracijai pasiekti.
Pagamintas bazinis tirpalas laikomas $altoje, tamsioje vietoje.

Askorbo riigStis bandiniuose, kuriy sugerties spektrai buvo registruojami, buvo sveriama ir
tirpinama jau paruostuose, 7,5 x10° M koncentracijos hematoporfirino bandiniuose. 3 % vandenilio

peroksidas (H20.) taip pat buvo lasinamas j jau paruostus bandinius.
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Matuojant hematoporfirino bandinius su BSA, pirmiausia buvo sveriami BSA milteliai,
atsvérus reikiamg kiekj, Sie tirpinami kalio fosfatiniame buferyje. Naudojama BSA koncentracija
bandiniuose lygi hematoporfirino koncentracijai.

Paramagnetinio rezonanso spektrometru tirti bandiniai buvo gaminami prie$ pat atliekant
matavimus. Laboratorijoje buvo ruoSiami atskiry jy komponenty tirpalai, kurie buvo sumaiSomi prie
EPR spektrometro, prie§ pat matavima. Atliekant Siuos bandymus askorbo riigitis buvo tirpinama
kalio fosfatiniame buferyje (pH=7) ir véliau dedama i bandinius.

2.5 Bandiniy $vitinimo schema

Bandiniai, kuriy sugerties spektrai buvo registruojami, Svitinti maiSant magnetine maisykle 1=
532 nm bangos ilgio diodu kaupinamu kieto kiino lazeriu atvirose 10 mm storio kvarcinése kiuvetése.
Bandiniy Svitinimo schema pateikta 8 pav.

Bandiniai buvo Svitinti skirtingais lazerio spinduliuotés intensyvumais, sugerties spektrai
matuoti skirtingais laiko intervalais, taip, kad lazerio spinduliuotés dozés lyginamiems bandiniams
bty artimos viena kitai.

Elektrony paramagnetinio rezonanso spektry registravimo metu bandiniai buvo Svitinami tuo
paciu lazeriu. Spektrometro rezonatoriaus apacioje yra anga, kurioje specialiu laikikliu buvo
jtvirtintas Sviesolaidis. EPR spektrai buvo registruojami prie§ Svitinimg bei apSvitinus bandinj

skirtingais lazerio spinduliuotés intensyvumais.

; al
O
00 O

| —

9 pav. Bandiniy $vitinimo schema (a — lazerio valdymo blokas, b — 1= 532 nm lazeris, ¢ —
kiuveciy laikiklis, d — magnetiné maisykle)
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3. Rezultatai

3.1 pH ir lazerio spinduliuotés intensyvumo jtaka

Zemiau pateikiami skirtingy hematoporfirino tirpaly bandiniy sugerties ir sugerties skirtuminiai

spektrai bei sugerties skirtuminiy spektry smailiy optinio tankio kitimo kinetikos.
05
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10 pav. Skirtingg laikg, skirtingais lazerio spinduliuotés intensyvumais $vitinty hematoporfirino kalio
fosfatiniy buferiniy tirpaly bandiniy sugerties ir sugerties skirtuminiai (apacioje) spektrai. a — buferio pH=
7, koncentracija C= 50 mM, b — buferio pH= 5, koncentracija C= 10 mM. Bandiniai §vitinti 60 mW/cm?ir

* nurodytg laikg 170 mW/cm? intensyvumu, registruota 10 mm storio kvarcinése kiuvetése. C[HP]=

7,5x10°M
0,6 —r -
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11 pav. Hematoporfirino kalio fosfatiniame buferiniame tirpale (pH= 7, C= 50 mM) (kair¢je) ir kalio
fosfatiniame buferiniame tirpale (pH=5, C= 10 mM) (deSingje) skirtuminiy spektry, normuoty j pradinio
sugerties spektro A= 532 nm optinio tankio verte, smailiy ties 636 nm optinio tankio kitimo kinetikos

$vitinimo metu. Svitinta skirtingais lazerio spinduliuotés intensyvumais, 60 ir 170 mW/cm?
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12 pav. Skirtinga laika, skirtingais lazerio spinduliuotés intensyvumais §vitinty hematoporfirino kalio

fosfatiniy buferiniy tirpaly bandiniy su askorbo riig§timi sugerties ir sugerties skirtuminiai (apacioje)

spektrai. a — buferio pH= 7, koncentracija C= 50 mM, b — buferio pH= 5, koncentracija C= 10 mM.

Bandiniai $vitinti 60 mW/cm?ir * nurodyta laikg 170 mW/cm? intensyvumu, registruota 10 mm storio
kvarcinése kiuvetése. C[HP]=7,5x10° M, C[AR]=5x10°M
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13 pav. Hematoporfirino su askorbo riigstimi kalio fosfatiniame buferiniame tirpale (pH= 7, C= 50 mM)
skirtuminiy spektry, normuoty j pradinio sugerties spektro A= 532 nm optinio tankio verte, smailiy ties
nurodytais bangos ilgiais kitimo kinetikos $vitinimo metu. Svitinta 60 mW/cm?lazerio spinduliuotés

intensyvumu (kairéje) ir 170 mW/cm? (deSinéje)
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14 pav. Skirtingg laika, skirtingais lazerio spinduliuotés intensyvumais §vitinty hematoporfirino kalio
fosfatiniy buferiniy tirpaly bandiniy su BSA sugerties ir sugerties skirtuminiai (apacioje) spektrai. a —
buferio pH= 7, koncentracija C= 50 mM, b — buferio pH= 5, koncentracija C= 10 mM. Bandiniai $vitinti
60 mW/cm?ir * nurodytg laikg 170 mW/cm? intensyvumu, registruota 10 mm storio kvarcinése kiuvetése,
C[HP]= C[BSA]= 7,5x10°M
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15 pav. Hematoporfirino su BSA kalio fosfatiniame buferiniame tirpale (pH= 7, C= 50 mM) (kairéje) ir
kalio fosfatiniame buferiniame tirpale (pH= 5, C= 10 mM) (viduryje ir deSinéje) skirtuminiy spektry
smailiy ties nurodytais bangos ilgiais kitimo kinetikos §vitinimo metu. Svitinta skirtingais lazerio

spinduliuotés intensyvumais, 60 ir 170 mW/cm?
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16 pav. Skirtingg laika, skirtingais lazerio spinduliuotés intensyvumais $vitinty hematoporfirino fosfatiniy
buferiniy tirpaly bandiniy su BSA ir askorbo riig§timi sugerties ir sugerties skirtuminiai (apacioje)
spektrai. a — buferio pH= 7, koncentracija C= 50 mM, b — buferio pH= 5, koncentracija C= 10 mM.
Bandiniai $vitinti 60 mW/cm2 ir * nurodyta laikag 170 mW/cm2 intensyvumu, registruota 10 mm storio
kvarcinése kiuvetése, C[HP]= C[BSA]= 7,5x10-5 M, C[AR]=5%x10°M
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17 pav. Hematoporfirino su BSA ir askorbo riigstimi kalio fosfatiniame buferiniame tirpale sugerties
skirtuminiy spektry, normuoty j pradinio sugerties spektro A= 532 nm optinio tankio vertg, smailiy optinio
tankio kitimo kinetikos ties nurodytais bangos ilgiais. a ir b kinetikos — buferio pH= 7, koncentracija C=
50 mM, c ir d kinetikos — buferio pH= 5, koncentracija C= 10 mM. Svitinta skirtingais lazerio

spinduliuotés intensyvumais, 60 ir 170 mW/cm?. - - - linija nurodo spinduliuotés intensyvumo pokytj

Auksciau pateikti pradiniai bei galutiniai sugerties spektrai $vitinant skirtingais intensyvumais,
sugerties skirtuminiai spektrai bei jy smailiy optinio tankio kitimo kinetikos. Jose pateikiamos smailiy
optinio tankio vertés po kiekvieno $vitinimo intervalo: §vitinant 60 mW/cm? lazerio spinduliuotés
intensyvumu, sugerties spektrai buvo registruojami kas 5 min, $vitinant 170 mW/cm?— kas 2 min.

Svitinant neutralaus pH hematoporfirino tirpala (10 pav., a) spektro optinio tankio vertés mazéja
srityje 500-600 nm. Matomas naujos sugerties juostos augimas ties 636 nm bei j ilgabange spektro
puse nusidriekes jos petys. Taip pat i$§ skirtuminio sugerties spektro matyti, jog atsiranda nauja smailé
ties 493 nm.

pH=5 (10 pav., b) bandinio spektre matyti, jog Q2 ir Q3 juosty optinio tankis padidéjes. Q1
juosta neutralaus pH bandinyje yra labiau pasislinkusi j raudonajg spektro puse.

25



pH= 7 bandinyje (10 pav., a) smailé buvusi ties 493 nm, ragstiniame pH yra 4 nm pasislinkusi
] ilgabange pusg, o smailé ties 636 nm yra daug mazesnio intensyvumo, nei neutraliame pH.

11 pav. pateiktos sugerties skirtuminiy spektry smailiy optinio tankio kitimo Kkinetikos,
gaunamos ties pasirinktu bangos ilgiu po kiekvieno §vitinimo intervalo spektre i$skiriant smailés
optinio tankio verte bei padalinant jg i§ pradinio spektro optinio tankio ties $vitinimo bangos ilgiu —
532 nm. Svitinimo trukmé i3reiskiama doze naudojantis formule: Fd= It, kur Fd — §viesos dozé, | —
intensyvumas, t — Svitinimo trukmé. Jose matyti, jog A= 636 nm smailés augimas tiesiSkai
proporcingas Svitinimo dozei. pH 5 bandinyje juosta augo vienodai, nepriklausomai nuo lazerio
spinduliuotés intensyvumo, tuo tarpu neutralaus pH bandinyje, Svitinant didesniu intensyvumu (11

pav., deSinéje), bet esant tai paciai spinduliuotés dozei, juosta pasieké didesnes optinio tankio vertes.

Hematoporfirino pH= 7 fosfatinio buferinio tirpalo bandinio su askorbo riigstimi spektre (12
pav., a) Q juosty padétys sutampa su jy padétimis bandinyje be askorbo riigSties (10 pav., a). Matomas
nezymus jy blukimas srityje 540-600 nm. Sugerties skirtuminiame spektre atsirado naujos smailés
437,501 ir 535 nm, bei plati juosta — plato — 620-800 nm srityje su maksimumu ties 720 nm, kurios
optinio tankio verté Svitinant dideliu intensyvumu yra didesné.

12 pav., b paveikslélyje pateikiamas hematoporfirino pH= 5 fosfatinio buferinio tirpalo su
askorbo rigStimi spektras. Matyti, kad riig§tiniame pH sugerties spektruose vyrauja sklaida, todeél
sunku kiekybiskai vertinti Siuos spektrus. Smailés Q4 ir Q3 yra pasislinkusios ar¢iau viena kitos, Q2
ir Q1 smailés yra paslinktos j ilgabange pusg, o plato raudonojoje spektro srityje néra matoma.

13 pav. pateikiamos neutralaus pH bandiniy smailiy kinetikos. Matyti, jog Svitinant mazu
intensyvumu (13 pav., kair¢je) smailés A= 501 nm augimas yra labai staigus, jau po pirmojo Svitinimo
intervalo pasiekiama 75 % maksimalios optinio tankio vertés, o nuo Fd= 60 J/cm? jsivyrauja sotis.
Tuo tarpu smailiy ties 436 ir 720 nm kinetiky kreiviy forma sutampa, po pirmojo Svitinimo intervalo
matomas staigus jy pakilimas, véliau, kur smailé A= 501 nm ir toliau auga, $iy optinio tankio vertés
mazéja, o didéti pradeda, tik sumazéjus smailés ties 501 nm optiniam tankiui, po Fd= 72 J/cm?,

Svitinant bandinius dideliu lazerio spinduliuotés intensyvumu (13 pav., deinéje) smailés A=
436 ir 720 nm auga daug sparciau, nei Svitinant mazu intensyvumu (13 pav., kairéje). Taip pat smailés
ties 501 nm optinis tankis Siomis salygomis auga lé¢iau. Cia taip pat jzvelgiama atvirkitiné koreliacija
tarp smailes atitinkanciy kreiviy. 436 ir 720 nm optinio tankio vertéms émus mazéti, didéja A= 501

nm verte, o po paskutinio Svitinimo intervalo visos smailés Siek tiek nubluko.

I neutralaus pH hematoporfirino fosfatinj buferinj tirpalg jdéjus BSA (14 pav., a), matomas
bandinio optinio tankio padidéjimas. Q1 juosta 3 nm pasislinko j raudonaja spektro puse. Svitinimo
metu blunkant Q juostoms mazéja santykiai tarp spektro minimumy ir maksimumy, Kitaip tariant —
spektras plokstéja. Q1 juostos optinio tankio verté Svitinimo metu did€ja, nes yra keliama Salia
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augancios naujos juostos su smaile ties 641 nm. Sugerties skirtuminiame spektre matoma
besiformuojanti plati juosta 400-500 nm srityje su maksimumu ties 440 nm, bei kelios nedidelio
optinio tankio smailés ties 523, 552 ir 596 nm.

Lyginant skirtingo pH bandinius, matyti, kad tiek pradiniai spektrai, tiek spektrai po Svitinimo
sutampa, Q juosty padétys vienodos abejuose bandinio pH. Ragstiniame pH (14 pav. b) matyti, jog
smailé ties 641 nm Svitinant dideliu intensyvumu pasiekia mazesn¢ optinio tankio verte.

Lyginant sugerties skirtuminiy spektry smailiy augimo kinetikas (15 pav.) matyti, jog Svitinant
mazu intensyvumu, nepriklausomai nuo pH, kreiviy formos, ir pasiekiamos optinio tankio vertés
sutampa. Kinetikose abejuose pH A= 641 nm smaile atitinkan¢iy kreiviy formos sutampa. Taciau
Svitinant dideliu lazerio spinduliuotés intensyvumu (15 pav., deSinéje), riigStiniame pH matyti, jog
pastarosios augimas yra létesnis ir pasiekiama 75% optinio tankio vertés, lyginant su §vitinimu mazu

intensyvumu. Tuo tarpy kity dviejy kreiviy lazerio spinduliuotés intensyvumas smarkiai nepaveikeé.

Hematoporfirino fosfatinio buferinio tirpalo bandinio su BSA ir askorbo riagstimi spektre (16
pav.) lyginant su bandiniu su BSA, bet be askorbo rugsties (14 pav., a), matyti, jog pradiniai spektrai
(juodi) panasis, tik Q2 ir Q1 juostos kelis nm paslinktos j ilgabangg spektro puse.

Po Svitinimo neutralaus pH bandinio sugerties skirtuminiame spektre (16 pav., a) matoma ryski
nauja smailé ties 440 nm, taip pat smailé ties 523 nm, biidinga bandiniui tik su BSA (14 pav., a) bei
smailé ties 490 nm, biidinga gryno hematoporfirino bandiniui (10 pav., a). 620-800 nm srityje
matomas didelio optinio tankio plato su maksimumu ties 730 nm, bei nauja smailé ties 665 nm.

Rigstinio pH bandinyje (16 pav., b) matyti, jog Q2 juostos optinio tankio verté yra padidéjusi,
lyginant su neutralaus pH bandiniu, taciau Q juosty padétys sutampa. Po $vitinimo $io bandinio
sugerties skirtuminiame spektre matomos tos pacios juostos, kaip ir neutralaus pH bandinyje, taciau
Sio bandine spektre juosta su smaile ties 440 nm ir ilgabangis plato yra kelis kartus padid¢je, taip pat
nebéra smailés ties 665 nm.

17 pav., a ir b pateiktose smailiy optinio tankio kitimo kinetikose matyti, jog kreiviy,
atitinkan¢iy bangos ilgius A= 440 ir 730 nm formos vienodos, skiriasi optinio tankio vertés, taciau
augimo sparta santykinai vienoda. Kreivéms atitinkancioms smailiy ties 490 ir 665 nm augima
biidingi tie patys panasumai. Riigstinio pH bandiniuose (17 pav., ¢ ir d) tokia pati koreliacija buidinga
smailéms ties 440 ir 730 nm bei smailéms ties 490 ir 523 nm.

Svitinant mazu intensyvumu neutralaus pH bandinj (17 pav., a) smailiy ties 440 ir 730 nm
optinio tankio vertés jau po pirmojo Svitinimo intervalo nusistovi ir toliau §vitinant nezymiai svyruoja
apie D= 0,35 ir 0,2 s.v. Tuo tarpu kreivés 490 ir 665 nm Svitinant auga, ir didziausias augimo Suolis

matomas vietoje, kur sumazéja pirmyjy kreiviy intensyvumai. Padidinus lazerio spinduliuotés
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intensyvuma, nuo Fd= 108 J/cm?, §iy smailiy optinio tankio vertés mazéja, o smailiy ties 440 ir 730
nm ima didéti. Toliau $vitinant pastarosios ima leistis, o smailiy 490 ir 665 nm intensyvumas didéja.

Svitinant dideliu intensyvumu (17 pav., b) smailés A= 490 ir 665 nm auga lé¢iau. Smailiy 440
ir 730 nm augimas daug spartesnis, pasiekiamos didesnés optinio tankio vertés, o toliau Svitinant iy
smailiy optinio tankio vertés nusistovi ir ima nezymiai svyruoti apie tam tikrg vertg. Tuo tarpu smailiy
490 ir 665 nm kreivés létai kyla.

Rigstinio pH bandinyje (17 pav., ¢ ir d), lyginant skirtingus lazerio spinduliuotés
intensyvumus, matyti, jog smailiy ties 490 ir 523 nm augimas vienodas, nepriklausomai nuo lazerio
spinduliuotés intensyvumo, taciau Svitinant mazu intensyvumu (17 pav., ¢) kreiviy, atitinkanciy
smailes ties 440 ir 730 nm augimas létesnis, nei Svitinant dideliu intensyvumu. Padidinus
intensyvuma, jy optinio tankio verté Sokteli aukstyn véliau nusistovi apie tam tikrg optinio tankio
verte. Bandinj $vitinant dideliu intensyvumu (17 pav., d) $iy smailiy optinis tankis D pasiekia ~20%

didesng verte ir mazdaug nuo Fd= 80 J/cm? intensyvumo ima svyruoti apie $ig D reikime.

3.2 Vandenilio peroksido (H202) poveikis

Zemiau pateikiami hematoporfirino ir hematoporfirino su askorbo riigitimi, be ir su pridétu
vandenilio peroksidu tirpaly bandiniy sugerties ir sugerties skirtuminiai spektrai bei sugerties

skirtuminiy spektry smailiy optinio tankio kitimo kinetikos.
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18 pav. Hematoporfirino — a ir hematoporfirino su H-O, — b fosfatiniy buferiniy tirpaly sugerties ir
sugerties skirtuminiai (apacioje) spektrai. Svitinta nurodyta laikg 150 mW/cm? lazerio spinduliuotés
intensyvumu, registruota 10 mm storio kvarcinése kiuvetése. C[HP] = 7,5x10° M, C[H.02] = 5x103 M,
buferio koncentracija C= 50 mM, pH=7
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19 pav. Hematoporfirino (kairéje) ir hematoporfirino su H.O; (deSinéje) fosfatiniy buferiniy tirpaly

sugerties skirtuminiy spektry, normuoty i pradinio sugerties spektro A= 532 nm optinio tankio verte,

smailiy optinio tankio kitimo kinetikos §vitinimo metu ties nurodytais bangos ilgiais. Svitinta 150

mW/cm? intensyvumu. C[HP] = 7,5x10° M, C[H202] = 5x10°3M, pH=7
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20 pav. Hematoporfirino su askorbo rtigstimi — a ir hematoporfirino su H,O; ir askorbo ragstimi — b

fosfatiniy buferiniy tirpaly sugerties ir sugerties skirtuminiai (apacioje) spektrai.. Svitinta nurodyta laika

150 mW/cm? lazerio spinduliuotés intensyvumu, registruota 10 mm storio kvarcinése kiuvetése. C[HP] =

7,5x10° M, C[H20;] = 5x10°M, C[AR] = 102 M, buferio koncentracija C= 50 mM, pH=7
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21 pav. Hematoporfirino su askorbo ragstimi (kair¢je) ir hematoporfirino su H>O; ir askorbo ragstimi
(desingje) fosfatiniy buferiniy tirpaly sugerties skirtuminiy spektry, normuoty j pradinio sugerties spektro
A= 532 nm optinio tankio vertg, smailiy optinio tankio kitimo kinetikos $vitinimo metu ties nurodytais
bangos ilgiais. Svitinta 150 mW/cm? intensyvumu. C[HP] = 7,5x10"° M, C[H,0;] = 5x10° M, C[AR] =
102 M, pH=7

18 pav. pateikiami hematoporfirino neutraliame fosfatiniame buferiniame tirpale sugerties ir
sugerties skirtuminiai spektrai su vandenilio peroksido ir be jo. Pradiniy spektry smailiy padétys
sutampa abejuose spektruose. Svitinimo metu atsiranda tos pacios naujos smailés, matomos ir 10
pav., ties 636 nm ir ties 493 nm. Naujy spektro smailiy optinio tankio kitimo kinetikose (19 pav.)
matyti, jog visy kreiviy elgsena vienoda, nepriklausomai nuo to ar bandinyje yra H20. Kreivés,

atitinkancios smaile ties 720 nm, elgsena sutampa su kity 19 pav. pateikty smailiy kinetikomis.

Hematoporfirino su askorbo rtigstimi bandinyje, pries pridedant H2O2 (20 pav., a) §vitinimo
metu atsirandantys spektriniai poky¢iai sutampa su matomais 12 pav., a. Sugerties skirtuminiuose
spektruose matomos tos pacios naujos juostos ties 435, 495 ir 720 nm. Prie§ $vitinimg j bandinj
pridéjus vandenilio peroksido H202 (20 pav., b), pradinis spektras (juodas) nepatiko ta¢iau Svitinimo
matyti, jog juostos su smaile 720 nm optinio tankio augimas létesnis. Tai matoma ir sugerties
skirtuminiy spektry smailiy optinio tankio augimo kinetikose 21 pav. Bandinyje be H20O> (21 pav., a)
smailiy ties 436 ir 720 nm optinis tankis pasiekia maksimalias vertes jau po pirmojo Svitinimo

intervalo, tuo tarpu bandinyje su vandenilio peroksidu, (21 pav., b) kreivés kinetikose kyla lé¢iau.

3.3 Vario chlorido (CuClz) poveikis

Pateikiami hematoporfirino fosfatinio buferinio tirpalo bandiniy su vario chloridu (CuCly)

sugerties ir sugerties skirtuminiai spektrai.
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22 pav. Hematoporfirino fosfatiniy buferiniy tirpaly bandiniy sugerties ir sugerties skirtuminiai spektrai. a
— pridéjus CuCl; nedvitinant, b — tas pats bandinys §vitinamas pra¢jus 5 min po CuCl, pridéjimo. Svitinta
nurodytg laikg 170 mW/cm? lazerio spinduliuotés intensyvumu. Registruojama 10 mm storio kvarcinése

kiuvetése. C[HP]= C[CuCl2]=7,5x10° M, buferio koncentracija C= 50 mM, pH=7

I bandinius pries$ §vitinimg buto pridéta vario (IT) chlorido CuCly, kurio koncentracija bandinyje
lygi hematoporfirino koncentracijai. Nesvitinant bandinio kas 1 min registruoti spektrai (22 pav., a)
rodo, jog nyksta Q4 ir Q1 juostos, smarkiai iSauga Q2 ties 564 nm optinio tankio verté. Q3 juostos
sugertis taip pat auga ir slenka j trumpabange spektro puse, kol atsiduria ties ~535 nm. praéjus 5 min
po CuCl, pridéjimo, sugerties skirtuminiame spektre juostos ties 502 ir 616 nm nubluko. Svitinant i
bandinj (22 pav., b), sugerties skirtuminiame spektre matomas juosty blukimas srityje 600-600 nm,
bei smailés, atsirandancios Svitinant hematoporfiring fosfatiniame buferiniame tirpale (10 pav.),

augimas ties 636 nm, ta¢iau $io bandinio spektre juostos intensyvumas mazesnis.

3.4 Elektrony paramagnetinio rezonanso (EPR) spektrometrija

Buvo iSmatuoti hematoporfirino fosfatiniy buferiniy tirpaly bandiniy EPR spektrai. Bandiniy
spektrai buvo matuojami juos Svitinant skirtingo intensyvumo diodu kaupinamo A= 532 nm kieto
kiino lazerio spinduliuote. Lazerio spinduliuot¢ j bandinj rezonatoriuje buvo nukreipiama
$viesolaidziu, kuris jtvirtinamas specialiu laikikliu rezonatoriaus apacioje esanéioje angoje. Sioje
eksperimento dalyje naudojamos medziagy koncentracijos: C[HP]= C[BSA]= 10* M, C[AR]=
C[H202]= 10 M, C[NaOH]= 4x102 M. Spektrometro darbinis daznis v= 9,75 GHz, registruojant
spektrus buvo naudota 0,8 G moduliacijos amplitud¢ ir 17 dB slopinimas. Siekiant sumazinti

triukSmus, spektrai buvo kaupti po 5 kartus.
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23 pav. Askorbo riigsties fosfatiniy buferiniy tirpaly bandiniy EPR spektrai. C[AR]= C[H.0,]= 10 M,
C[NaOH]= 4x102 M, buferio koncentracija C= 50 mM, pH= 7. Spektrai uzregistruoti bandiniy

nesvitinant, kaupta 5 kartus
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24 pav. Hematoporfirino fosfatiniy buferiniy tirpaly EPR spektrai tamsoje ir $vitinant bandinius*.
Pateikiami pradiniai ir didZiausio juOsty intensyvumo spektrai. a — grynas hematoporfirinas ir su askorbo
rugstimi, b — hematoporfirinas su askorbo riigs§timi ir NaOH, bei hematoporfirinas su askorbo rtigstimi ir

H,0,. C[HP]= 10* M, C[AR]= C[H:0;]= 102 M, C[NaOH]= 4x102 M, buferio koncentracija C= 50 mM,
pH= 7, kaupta 5 kartus
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25 pav. Hematoporfirino su BSA fosfatiniy buferiniy tirpaly EPR spektrai tamsoje ir §vitinant bandinius*.
Pateikiami pradiniai ir didZiausio juosty intensyvumo spektrai. a — hematoporfirinas su BSA ir su BSA bei
askorbo riig§timi, b — hematoporfirinas su BSA, askorbo rugstimi ir NaOH, bei hematoporfirinas su BSA,
askorbo riigdtimi ir H,O,. C[HP]= C[BSA]= 10* M, C[AR]= C[H20,]= 102 M, C[NaOH]= 4x102 M,
buferio koncentracija C= 50 mM, pH= 7, kaupta 5 kartus
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26 pav. Hematoporfirino fosfatiniy buferiniy tirpaly EPR spektry juosty amplitudés kitimas, keiciant
lazerio Saltinio srove¢. Kairéje — hematoporfirinas su askorbo rugstimi ir NaOH arba H20>, deSinéje -

hematoporfirinas su BSA bei askorbo rtigstimi ir NaOH arba H20,

Pamatavus askorbo riigsties fosfatinio buferinio tirpalo EPR spektra (23 pav.) matomi tik
triukSmai, taciau bandiniuose su NaOH arba H20; atsiranda 4 G plocio dubletiné juosta srityje

3510,5-3514,5 G, kurios intensyvumas abejuose bandiniuose sutampa ir yra ~0,05 s.v.
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24 pav., a pateiktame gryno hematoporfirino tirpalo spektre naujy juosty neatsiranda nei
tamsoje, nei Svitinant bandinj, tuo tarpu pridéjus askorbo riigsties, jau prie§ $vitinimg atsiranda
nedidelio intensyvumo juosta, matoma ir 23 pav. Pasvitinus bandinj juostos intensyvumas padidéjo
apie 5 kartus. | hematoporfirino bandinj jdéjus NaOH (24 pav., b) juostos srityje 3510,5-3514,5 G
intensyvumas smarkiai padidéjo dar tamsoje, o paSvitinus bandinj (ties 0,6 A lazerio Saltinio srovés
stipriu) padvigubéjo. | hematoporfirino tirpala su askorbo rigstimi pridéjus H2O», juostos
intensyvumas, lyginant su bandiniu be vandenilio peroksido (24 pav., a), tapo apie keturis kartus
didesnis. Pasvitinus bandinj maksimalus juostos intensyvumas tapo dvigubai didesnis, nei prie$

Svitinima.

Pagaminus tokius pat bandinius, taciau j kiekvieng jy pridéjus hematoporfirinui lygia BSA
koncentracija, matome, jog hematoporfirino bandinyje su BSA (25 pav., a) jokios juostos neatsirado.
Pridéjus askorbo ruigsties, ankstesniuose EPR spektruose atsirandanti juosta bandinio spektre stebéta
jau ne$vitinant bandinio. PaSvitinus, jos intensyvumas padidéjo apie 2,5 karto, ta¢iau buvo mazesnis,
nei bandinio be BSA spektre (24 pav., a). Papildomai pridéjus NaOH arba H2O,, tamsoje (25 pav., b)
juosty intensyvumai sutapo ir buvo apie 0,08 s.v. Pasvitinus hematoporfirino bandinj su BSA, askorbo
ragstimi ir H202, juostos intensyvumas padvigubéjo. Bandinio, kuriame vietoje H2O> pridéta NaOH,
EPR spektre (25 pav., b) juostos srityje 3510,5-3514,5 G maksimalus intensyvumas tapo trigubai
didesnis ir atsirado ankstesniy bandiniy EPR spektruose nesiformavusi ,,sigmoidé* srityje 3510-3527
G, kertanti x = 0 a§j ties 3518 G.

26 pav., kairéje pateiktoje EPR spektro signaly amplitudziy priklausomybéje nuo lazerio
spinduliuotés intensyvumo, matome jog bandiniuose su askorbo riigs§timi bei askorbo riigStimi ir
NaOH abiejy kreiviy forma panasi. Abiejose maksimali EPR juostos signalo amplitudé srityje
3510,5-3514,5 G pasieké maksimalig verte vos pasvitinus bandinj, tuomet krito ir (nuo 0,8 A) émé i$
léto kilti. Bandinyje su H202 juostos intensyvumo pokyciai panasis, ta¢iau maksimali signalo
amplitudé buvo pasiekta ties didesniu lazerio spinduliuotés intensyvumu. [ bandinius pridéjus BSA
(26 pav., deSingje), pirmasis amplitudés kreivés pikas pasiekiamas Svitinant didesniu intensyvumu
(ties 0,6 A), nei bandinyje be BSA (26 pav., kair¢je), stebimas létas amplitudés kritimas, o dar
padidinus lazerio spinduliuotés intensyvuma (ties 1.5 A) amplitudé vél ima didéti. Bandinyje su H2O>
amplitudés kreivés pikas, kaip ir bandinyje be BSA, pasiekiamas véliau. Be to, bandiniuose su BSA
maksimali signalo amplitudés verté pasiekiama ties didziausiu pasirinktu lazerio spinduliuotés
intensyvumu. Bandiniuose be H20», nepriklausomai, ar bandinyje yra BSA, amplitudZiy kreiviy

poky¢iai (raudony ir juody) panasiis, — pridéjus NaOH visos amplitudés iSauga keletg karty.
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4. Rezultaty aptarimas

4.1 pH ir lazerio spinduliuotés intensyvumo jtaka, rezultaty aptarimas

Svitinant hematoporfirino fosfatinj buferinj tirpala (10 pav.) auganti smailé ties 636 nm, atitinka
pirminiy oksidaciniy chlorino tipo fotoprodukty sugertj [72]. Sie fotoproduktai formuojami i§
hematoporfirino H-tipo agregaty. Suzadintas j singuleting biiseng deguonis oksiduoja vieng i$ dimero
hematoporfirino molekuliy, hidrindamas vieng konjuguotg jungtj [3]. Vykstant hematoporfirino
monomery oksidacijai formuojami bilirubino tipo fotoproduktai, kuriuose yra nutrauktas tetrapirolo
ciklas, bei UV srityje sugeriantys mono- ir di- pirolai [73]. Klasikiné hematoporfirino fotovirsmy
schema pateikiama 5 pav. Riigs§tiniame pH S§io tipo fotoprodukty formavimasis yra létesnis. Tokiame
pH vyrauja didesnés hematoporfirino agregaty formos, todél H-tipo agregaty, i§ kuriy formuojami
chlorino tipo fotoproduktai, sumazéja [59].

Tai matoma ir smailiy optinio tankio verciy kitimo kinetikose, Svitinant ragstinio pH bandinj
(11 pav.), chlorino tipo fotoprodukty formavimasis létesnis, po Svitinimo jy susiformuoja maziau.
Svitinant neutralaus pH bandinj dideliu intensyvumu (11 pav., desingje), fotosensibilizatoriaus
molekulés suzadinamos sparciau, intensyviau generuojamas singuletinis deguonis, todél

hematoporfirino molekuliy autooksidacija ir fotoprodukto formavimasis suintensyvéja.

I hematoporfirino fosfatinj buferinj tirpalg jdéjus askorbo riigSties (12 pav.) fotovirsmy
mechanizmas keiciasi. Askorbo riigstis dél savo redukuojancio poveikio neutralizuoja reaktyvias
deguonies formas ir, slopindama oksidacijos reakcijas, apsaugo hematoporfirino molekule nuo
autooksidacijos [29]. Todél 12 pav. pateiktame spektre matome, jog tokiomis sglygomis chlorino tipo
fotoprodukty ties 636 nm formavimasis yra labai sulétéjes. Smailé ties 501 nm — bilirubino tipo
fotoprodukto, susidaran¢io oksiduojant hematoporfirino monomerus sugerties smailé [61].

Kinetikoje, pateiktoje 13 pav., matyti, jog smailiy ties 436 ir 720 nm optinio tankio kitimo
kreiviy formos vienodos, dél fono Siek tiek skiriasi jy intensyvumai. Sios smailés priklauso redukcijos
reakcijy keliu susidaran¢iam florino tipo produktui. Nuo hematoporfirino jis skiriasi tuo, jog
molekulés centre ne 2, o 3 i§ keturiy azoto atomy yra prisijunge protona, taip pat vienoje i§ meso
padéciy yra nutraukta dviguba jungtis. Literattiroje pateikiamos jo smailiy padétys yra ties 440 ir 735
nm [63], beveik sutampa su Siame darbe tiriamy bandiniy $vitinimo metu atsirandanéiomis florino
tipo fotoprodukto smailémis. Jei askorbo riigSties koncentracija pakankamai didele, singuletinio
deguonies neutralizavimas gali vykti pakankamai sparciai, kad iSaugty tikimybé askorbo riigsties
molekulei tiesiogiai sgveikauti su suzadinta hematoporfirino molekule. Tuomet suzadinta askorbo

rigSties molekulé gali redukuoti hematoporfirino molekules, taip formuojant floring.
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Pridéjus jaucio serumo albumino (BSA), spektruose (14 pav.) matomas optinio tankio
padidé¢jimas atsiranda dél baltymo ir hematoporfirino molekuliy sgveikos. Baltymas sukimba su
hematoporfirino molekule, todél jo poveikis monomerizuojantis [66]. Optinj tankj iSreiskia Lamberto

Bugerio ir Bero désnis, o sugerties adityvumo principas tiriamojoje sistemoje yra:

D= gacal + emcm [+ erpCrpl, (4.1.1)

kur D — optinis tankis, ca, Cwm Ir Crp — tirpale esanéiy agregaty, monomery ir fotoprodukty
koncentracijos, | — optinis kelias, ea, em ir erp — tirpale esanciy agregaty, monomery bei fotoprodukty
ekstinkcijos koeficientai [19]. Medziagy koncentracija bandinyje nekinta, taciau nuolatos kinta
agregaty bei monomery, o tirpalg Svitinant — ir fotoprodukty koncentracijos. Ekstinkcijos
koeficientas skirtingas kiekvienam nariui. Optinis kelias (kiuvetés storis) nekinta, ir yra lygus 10 mm.
Optinio tankio padidéjimas bandinyje su BSA (14 pav.) atsiranda dél kintan¢io pavieniy molekuliy ir
Ju agregaty santykio. H-tipo agregatuose molekulés dengia viena kita, jam suirus | monomerus
pagavos skerspjtvis, nuo kurio priklauso ekstinkcijos koeficientas [19], padidéja, todél padidéja ir
optinis tankis. Dinaminé porfirino molekuliy pusiausvyra agregatas/monomeras joms sgveikaujant su
BSA pastumiama agregato yrimo j monomerus kryptimi [3].

Fototransformacijos bandinyje su baltymu vyksta intensyviau. Baltymas imobilizuoja
prisijungtas hematoporfirino molekules, todél jos tampa lengvesniais taikiniais reaktyvioms
deguonies formoms ir radikalams [74]. Po smaile ties 641 nm matomas pjedestalas, keliantis smailg
yra redukcijos reakcijy keliu susidarancio florino tipo fotoprodukto juosta [75]. Terpéje su baltymu
fototransformacijos gali tolygiai vykti tiek oksidacijos, tiek redukcijos keliu. Terpés pH didelés jtakos
spektrui neturi, nes hematoporfirino molekulés sgveikauja su baltymu, taciau maZesniame pH
Svitinant dideliu intensyvumu (15 pav., desinéje) florino formuojama Siek tiek daugiau, dél didesnés
protony koncentracijos terpéje [63, 66], o oksidaciniy chlorino tipo fotoprodukty formavimasis

sulétejes, dél 1Saugusios redukcijos reakcijy konkurencijos.

Svitinant hematoporfirino bandinj su askorbo riigitimi ir BSA (16 pav.) stebimi ryskiausi
spektriniai poky¢iai. Siame bandinyje hematoporfirino molekulés gali biiti tiek susijungusios j H-
tipo agregatus, tiek sukibusios su BSA molekulémis. Taigi kompleksai Hp-Hp ir Hp-BS A nagrinéjant
fotovirsmy mechanizmg, vienodai svarbiis. Tas pats galioja ir bandiniui su BSA, bet be askorbo
rugsties (14 pav.). Suzadinus hematoporfiring tokiame komplekse, Sis savo pertekling energija
perduoda deguoniui, taip generuojamos reaktyvios deguonies formos, kurios oksiduodamos
hematoporfiring formuoja chlorino tipo fotoproduktus. Tac¢iau $vitinant neutralaus pH bandinj, i$
chlorino tipo fotoprodukto formuojamas antrinis oksidacinis bakteriochlorino tipo fotoproduktas su

sugerties juosta ties 665 nm [72]. Sis fotoproduktas gaunamas, kai dvi jungtys yra hidrintos [5]. D¢l
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sgveikos su BSA pirminio chlorino tipo fotoprodukto molekulés taip pat imobilizuojamos, todél
1Sauga tikimybe jas pakartotinai oksiduoti, Sitaip suformuojant bakteriochlorino tipo fotoprodukta.

Hematoporfirino redukcijos metu formuojamas florino tipo fotoproduktas, kurio plato
maksimumas Siame bandinyje (16 pav.) yra ties 730 nm, ir, lyginant su bandiniu be BSA (14 pav.),
yra 10 nm pasislinkes ] ilgabange puse. Mazesnio pH bandinyje 16 pav., b) bakteriochlorino tipo
fotoproduktai néra formuojami, tac¢iau po Svitinimo smarkiai padidéjes bilirubino tipo fotoprodukty
kiekis [73]. Dél nutrauktos dvigubos jungties meso padétyje, $i florino molekulés vieta tampa lengvai
oksiduojama.

17 pav. pateiktose kinetikose kreives galima sugrupuoti j dvi grupes, a ir b kinetikose smailés
ties 440 ir 730 nm priskiriamos vienam redukcijos reakcijy keliu besiformuojanéiy florino tipo
fotoprodukty spektrui, kitos dvi smailés oksidaciniams fotoproduktams: A= 665 nm — chlorino tipo
fotoproduktui, o A= 490 nm — bilirubino tipo fotoproduktui. 17 pav., ¢ ir d kinetikose smailés ties
440 ir 730 nm priskiriamos tam paciam redukciniam florino tipo fotoproduktui, o A= 490 ir 523 nm
taip pat bilirubino tipo fotoproduktui. Pastarosios smailés priklauso vienai juostai, bet dél spektro
blukimo ties ~ 510 nm, sugerties skirtuminiuose spektruose (17 pav., ¢ ir d) matomos dvi smailés.
Matyti, jog kreiviy elgsena prieSinga viena kitoms, kur oksidaciniy fotoprodukty kreivé ima Kkilti,
redukciniy fotoprodukty kreivés ten leidziasi, ir atvirk$c¢iai. Tiek oksidacijos, tiek redukcijos reakcijos
bandinyje vyksta vienu metu, o kreiviy antikoreliacija rodo, jog Sie procesai konkuruojantys [57].

Siose kinetikose (17 pav.) taip pat matome, jog $vitinant didesniu lazerio spinduliuotés
intensyvumu redukcijos reakcijy keliu besiformuojantys fotoproduktai gaminami sparciau, o

oksidaciniy gamybos sparta yra sumazejusi.

Svitinant bandinj dideliu lazerio spinduliuotés intensyvumu, hematoporfirino molekulés
suzadinamos sparciau, taip pat intensyvesné reaktyviy deguonies formy generacija [76]. Askorbo
rugstis reaktyvias deguonies formas neutralizuoja [29], todél rySkus oksidaciniy fotoprodukty
formavimasis néra matomas. Nors kiuvetés atviros ir bandinys nuolat papildomas deguonimi i§
aplinkos, Svitinant dideliu intensyvumu, bandinyje esantis deguonis reaguoja greiciau, nei bandinys
papildomas juo i$ aplinkos. Bandinyje gaunamas deguonies nuskurdinimas, kuro metu sumazéja
oksidaciniy fotoprodukty formavimasis, taciau dél antioksidanto redukuojancio poveikio paspartéja
redukcinio fotoprodukto gamyba.

Porfirinai labiau linke formuoti florinus riig§tingje terpéje, nes porfirino redukcijai j floring

reikalingi du protonai [63], todél ragstiniame pH $iy fotoprodukty formuojama daugiau.

Apibendrinus skirtingy bandiniy spektruose $vitinimo metu stebimus fotovirsmus, pateikiama

hematoporfirino fotovirsmy modelinése terpése schema.
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27 pav. Apibendrinta hematoporfirino fotovirsmy schema modelinése terpése. Schemos centre dinaminé
pusiausvyra monomeras-agregatas. A — hematoporfirinas fosfatiniame buferiniame tirpale, B —
hematoporfirinas su askorbo riigstimi, C — hematoporfirinas su BSA, D — hematoporfirinas su BSA ir
askorbo riig§timi. Schemoje naudojami trumpiniai: Hp — hematoporfirinas, AR — askorbo rtgstis, BSA —
jaucio serumo albuminas, O — deguonis. Geltonos rodyklés rodo suzadinima, mélynos — redukcijos,

raudonos — oksidacijos procesus

4.2 Vandenilio peroksido (H202) poveikis

Siekiant sumodeliuoti sglygas, palankias Fentono reakcijoms (1.4.2.1 ir 1.4.2.2 lygtys) vykti,
pirma buvo pakartotas eksperimentas su hematoporfirinu fosfatiniame buferiniame tirpale. Prie$
$vitinimg 150 mW/cm? intensyvumu bandinys padalintas j dvi kiuvetes, j kuriy vieng buvo pridéta
vandenilio peroksido. 18 pav. Svitinimo metu atsirandanéios tos pa¢ios Smailés, matomos ir gryno
hematoporfirino spektre (10 pav.). Tai — chlorino tipo fotoproduktai ties 636 nm ir bilirubino tipo
fotoproduktai ties 493 nm. Fotoprodukty smailiy optinio tankio kitimo kinetikose (19 pav.) matyti,
Jog visy smailiy optinio tankio kitimo kreivés vienodos, nepriklausomai nuo to, ar bandinyje yra
H202. Kreivés, atitinkanéios smailés ties 720 nm kinetika, elgsena sutampa su oksidaciniy
fotoprodukto kreiviy elgsena, todél priskiriame jg chlorino tipo fotoprodukto juostai, ir tai yra jos

ilgabangis kraStas.
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Lyginant 19 pav. pateiktas kinetikas matome, jog bandinyje be H20- po $vitinimo chlorino tipo
fotoprodukty kiekis didesnis. Sio bandinio pradinio spektro optinio tankio vertés $iek tiek didesnés,
nei bandinio su H2O> (19 pav., b), taigi, ir hematoporfirino koncentracija Siame bandinyje didesné.
Juo didesné bandinio koncentracija, tuo labiau molekuliy dinaminé pusiausvyra bandiniuose krypsta
] agregaty puseg, todél bandinyje be H2O2 (19 pav., a) chlorino tipo fotoprodukty formuojama Siek tiek
daugiau [60]. Nepaisant $io nedidelio skirtumo, matyti, jog vandenilio peroksidas terpéje be askorbo

rugsties hematoporfirino fotovirsmams jzvelgiamos jtakos neturi.

Taip pat buvo pakartotas eksperimentas su hematoporfirinu ir askorbo rtigstimi neutraliame
kalio fosfatiniame buferyje. Sis bandinys taip pat padalintas j dvi Kiuvetes, kaip ir pirmasis, be
askorbo rigsties. ] viena i§ daliy pridéta HO,. Svitinimo metu uZregistruoti spektrai pateikti 20 pav.

Pirmiausia i§ sugerties skirtuminiy spektry matyti, jog aiskiai iSreikstos redukcinio florino tipo
fotoprodukto juostos, taip pat, lyginant su bandiniu be askorbo rugsties (18 pav.), daug intensyvesné
bilirubino tipo fotoprodukty smailé ties 495 nm.

Svitinant bandinj be H202 (21 pav., desingje), florino tipo fotoprodukto smailés ties 435 ir 720
nm pasiekia maksimalig verte, t. y. fotoprodukto sotis pasiekiama jau po pirmojo Svitinimo intervalo,
o toliau Svitinant bandinj smailés ties 720 nm optinio tankio vertés svyruoja apie soties verte, kol ima
mazeéti — florinas pats pradedamas ardyti. Tuo tarpu oksidacinio bilirubino tipo fotoprodukto juosta
pradeda augti, kai ima mazéti florino tipo fotoprodukto juosty optinis tankis. Taigi i$ florino tipo gali
buti formuojami bilirubino tipo fotoproduktai su smaile ties 495 nm. Kinetikose vél matoma
fotoprodukty susiformuojanciy oksidaciniu ir redukciniu keliu konkurencija.

Vandenilio peroksidas — viena i§ reaktyviy deguonies formy [18]. H202 yra geras vienatomio
deguonies donoras [46], o reaguodamas su kitomis reaktyviomis deguonies formomis, pvz.,
superoksianijono radikalu, §is gali generuoti hidroksilo radikalg (1.5.2 reakcija) [5] — stipriausiu
oksidaciniu poveikiu pasizymintj radikalg, susiformuojantj biologinése sistemose [49]. Kadangi H20-
biidingas oksidacinis poveikis, pridéjus jo i bandinj su askorbo riigS§timi reakcijy pusiausvyra
pastumiama oksidacijos reakcijy link, todeél florino tipo fotoprodukto formavimasis sulétéja, o
papildomai susidarantys hidroksilo radikalai gali ardyti florino tipo fotoprodukty molekules, ties

nutraukta dviguba jungtimi, Sitaip suformuojant bilirubing.

4.3 Vario chlorido (CuClz) poveikis

Fentono reakcijoms (1.4.2.1 ir 1.4.2.2 lygtys) vykti taip pat reikalingi metalo jonai. | bandinius
pridéjus vario (II) chlorido C[CuClz] = C[HP] nesvitinant bandinio (22 pav., a) matomas juosty
persiskirstymas rodo, jog hematoporfirinas su Cu(II) jonu sudaro kompleksa, metalo atomas atsiduria

tetrapirolo ciklo viduryje, kur prisijungia vietoje dviejy protony. Tai lemia energiniy lygmeny
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persiskirstymg ir spektro kitimg [67]. Hematoporfirino monomery fluorescencijos gyvavimo trukmé
~15 ns, tuo tarpu hematoporfirino ir metalo komplekso fluorescencijos gyvavimo trukmeé sumazeja
iki ~2 ns [77]. Kuo trumpesné molekulés fluorescencijos gyvavimo trukmé, tuo mazesné tikimybé jai
pereiti | suzadintg tripleting biiseng, kurioje esant molekulei inicijuojamos fotosensibilizuotos
reakcijos, todél metalo ir porfirino kompleksai stabiliis, jy singuletinio deguonies generavimo
kvantinis nasumas yra daug mazesnis [78].

Svitinant §j bandinj (22 pav., b) matomas juosty blukimas 500-580 nm srityje bei chlorino tipo
fotoprodukto juostos sugerties didéjimas ties 636 nm. Tai rodo, jog ne visos hematoporfirino
molekulés sudaré kompleksus su metalo jonais, dél ilgos metalo atomo prisijungimo reakcijos
trukmés [67] arba, kad vario chlorido koncentracija tirpale yra per maza.

Taigi, pridéje vario chlorido, uzuot padiding oksidaciniy reakcijy efektyvuma, gavome
prieSinga efekta. Porfirinai gali veikti kaip metaly chelatai, tod¢l bandinyje sumazéja
fotosensibilizuotose reakcijose galin¢iy dalyvauti molekuliy. Taikant FNT reikia atkreipti démesj,
kad tam tikrais ligos atvejais, atsiradus ischemijai arba hemochromatozei, zmogaus organizme gali
padaugéti neizoliuotos gelezies, todé¢l tokiomis saglygomis uzuot sustipring FNT poveikj, galime gauti

priesingg efekta [36].

4.4 Elektrony paramagnetinio rezonanso (EPR) spektry analizé

Bandiniy su askorbo riigs§timi EPR spektruose atsirandanti juosta srityje 3510,5-3514,5 G —tai
askorbato radikalo juosta [79]. Askorbato radikalas susiformuoja dél askorbo rtigsties oksidacijos
[42]. Askorbo rugsties fosfatinio buferinio tirpalo EPR spektre (23 pav.) askorbato radikalo juosta
neatsiranda, nes bandinyje nepakankamai oksiduojan¢iy molekuliy. Neutralaus pH terpéje askorbo
rugsties oksidacija yra 1éta, taciau pridéjus NaOH, Sarmingje terpéje jos oksidacija labai paspartéja
[44], todél bandinyje su NaOH matoma askorbato radikalo juosta. H2O2 yra geras deguonies donoras
[46], pridéjus jo, padidéja terpés oksidacinis potencialas, todél paspartéja askorbo riigties oksidacija
ir yra formuojamas askorbato radikalas.

Bandiniuose su hematoporfirinu ir askorbo rigstimi (24 pav.) dar neSvitinant stebimas
askorbato radikalo formavimasis. Eksperimento metu laboratorijoje galéjo biiti nepakankamai tamsu,
tod¢l dalis hematoporfirino molekuliy gal¢jo biiti suzadinta. Suzadinus hematoporfirino molekulg,
pertekling energijg Si atiduoda bandinyje esanciam deguoniui, generuojamas singuletinis deguonis
10, [12], kuris oksiduoja askorbo riigstj, sugeneruodamas askorbato radikala. Pridéjus NaOH arba
H20: spartinama askorbo riigsties oksidacija, spar¢iau gaminamas askorbato radikalas, todel juosty

intensyvumas tokiuose bandiniuose didéja.
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Jau€io serumo albumino (BSA) molekulés yra dideli dariniai, oksiduojami singuletinio
deguonies ar kity reaktyviy deguonies formy [80]. Hematoporfirino bandinyje su askorbo riigstimi ir
BSA (25 pav., a) askorbato radikalo formuojama maziau. BSA tampa oksidaciniy reakcijy taikiniu,
todél Svitinimo metu maksimalus askorbato radikalo Kiekis terpéje susidaro oksidavusis maziau
askorbo rugsties molekuliy, nei bandinyje be BSA (24 pav., a). Ta¢iau dél hematoporfirino molekuliy
imobilizacijos [66] ir padidéjusios bandinio sugerties, lemiancios intensyvesnj fotosensibilizatoriaus
suzadinima, paspartéja tiek oksidaciniai tiek redukciniai procesai. Bandinyje su askorbo rtgstimi,
BSA ir NaOH arba H;0>, (25 pav., b) dar labiau padidinamas oksidacinis terpés potencialas, todél
askorbato radikalo Kiekis Siuose bandiniuose didesnis, nei atitinkamuose bandiniuose be BSA.

26 pav. pateiktose radikalo juostos EPR signalo amplitudés kinetikose galime i$skirti tris sritis.
Visuose bandiniuose jzvelgiamos tos pacios amplitudés kitimo fazés: pirma — amplitudés augimas,
antra — amplitudés maz¢jimas, tre¢ia — amplitudés augimas.

Pirmojoje fazéje askorbato radikalo kiekis didéja, suzadintas hematoporfirinas generuoja
singuletinj deguonj, kuris oksiduoja askorbo riigsties molekules. Bandinyje su askorbo rigstimi ir
NaOH radikalo suformuojama daugiau, nei bandinyje be NaOH, nes be hematoporfirino sugeneruoto
singuletinio deguonies, askorbo riigstis oksiduojama ir dél Ssarmo poveikio. Bandinyje su askorbo
rugstimi ir BSA, askorbo riigsties oksidacija santykinai létesné, didziausias askorbato radikalo kiekis
susidaro ties didesniu lazerio spinduliuotés intensyvumu. Pridéjus NaOH, suintensyvéje oksidaciniai
procesai lemia didesnj stebimo askorbato radikalo kiekj.

Antrojoje faz¢je askorbato radikaly EPR spektry juosty amplitudés ima mazéti. Bandinyje
pasiekiamas deguonies nuskurdinimas — singuletinis deguonis neutralizuotas askorbo ragsties, todél
padidéja tikimybé askorbo riig¢iai ar askorbato radikalui tiesiogiai sgveikauti su suzadinta
hematoporfirino molekule. Askorbato radikalo kiekis bandinyje ima mazéti, Sis sgveikauja su
suzadintomis fotosensibilizatoriaus molekulémis ir yra pradedamas gaminti florino tipo
fotoproduktas.

TreCiojoje fazéje askorbato radikalo ima daugéti, nes florinas gaminamas léciau, nei
generuojamas askorbato radikalas.

IS 26 pav. matyti, jog vandenilio peroksidas lemia maksimalaus askorbato radikalo kiekio
susidarymg ties didesniu lazerio spinduliuotés intensyvumu. H202 gali saveikauti su
fotosensibilizatoriumi ir Iétinti singuletinio deguonies generavima, tuo pac¢iu — askorbato radikalo
formavimasi ir deguonies sunaudojimg bandinyje, o padidindamas terpés oksidacinj potenciala, H.O>
létina redukcijos reakcijas, todél bandiniy su H2O> sugerties spektruose (20 pav., b) ir jy skirtuminiy
spektry smailiy optinio tankio kitimo kinetikose (21 pav., deSinéje) stebimas sumazéjes redukcinio

florino tipo fotoprodukto formavimasis.

41



Terpéje su NaOH pH yra Sarminis, aplinkoje mazai H*. Florinai efektyviau formuojami
rugstiniame pH — terpéje, kur daug protony [63], taigi, Sarminiame pH jy formavimasis ne toks
efektyvus. Tai matyti bandiniy sugerties spektruose (16 pav.) ir sugerties skirtuminiy spektry smailiy
optinio tankio kitimo kinetikose (17 pav., c ir d).

Svitinimo metu EPR spektre atsirandanti ,.sigmoidé* srityje 3510-3527 G matoma tik
hematoporfirino tirpalo su askorbo riigstimi, BSA ir NaOH spektre (25 pav., b). Tai hematoporfirino
monokatijono radikalas, susidarantis askorbato radikalui saveikaujant su suzadinta hematoporfirino
molekule. Kity bandiniy EPR spektruose $i juosta néra stebima, nes hematoporfirino radikalas i$
aplinkos pasiimtg H* jjungia j savo tetrapirolo ziedo centra, suformuodamas florino tipo fotoprodukts.
Sarminéje terpéje florino tipo fotoprodukto formavimosi efektyvumas maZesnis, nes aplinkoje
nepakanka protony, todél stebime Sio radikalo juosta EPR spektre.

Taigi, Svitinant hematoporfirino su askorbo riig§timi bandinj generuojamas singuletinis
deguonis, kuris oksiduoja askorbo riigsties molekules, gamindamas askorbato radikala. Kai bandinyje
sukuriamas deguonies nuskurdinimas, askorbato radikalai sgveikauja su hematoporfirino
molekulémis, ir yra generuojamas hematoporfirino radikalas, kuris i§ aplinkos pasiima protong ir
jjunges ji 1 savo molekulés centrg suformuoja florino tipo fotoprodukts. Juo terpé riigStesné ir joje
maziau deguonies — juo efektyvesnis florino tipo fotoprodukto formavimasis.

Taigi, bedeguonémis salygomis, kai jprastinés fotosensibilizuotos reakcijos tampa
neefektyvios, fotosensibilizatoriy generuojami askorbato radikalai gali tapti radikaliniy reakcijy

pirmtakais ir galimai sukelti biomolekuliy pazaidas.

42



5. ISvados

Spar¢iau mazé¢jant deguonies kiekiui hematoporfirino tirpale (Svitinant didesniu lazerio
spinduliuotés intensyvumu) slopinami oksidaciniai bei skatinami redukciniai fotoprocesai, kuriy
metu susidaro florino tipo fotoproduktas, efektyviau formuojamas ragstinéje terpéje.

Terpéje, palankioje Fentono reakcijoms vykti, vandenilio peroksidas didina terpés oksidacinj
potencialg, slopindamas redukcinio fotoprodukto gamybg, o porfiriny kaip metaly chelaty
poveikis gali lemti fotocheminiy procesy efektyvumo sumazéjima aplinkoje, kurioje yra laisvy
metaly jony.

Bandinyje sukiirus deguonies nuskurdinimg, askorbato radikalai, sgveikaudami su suzadintomis
hematoporfirino molekulémis, generuoja hematoporfirino radikalus, kurie, prisijunge protong i$

aplinkos, formuoja florino tipo fotoprodukta.
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Santrauka

Tomas Bieksa

Fotosensibilizatoriaus sukelty fotocheminiy reakcijy mechanizmo tyrimas, naudojant

hematoporfiring ir L-askorbo rigstj

Siame magistro studijy baigiamajame darbe apZvelgiama askorbo rigsties naudojimo véZio
terapijoje istorija, aptariamos jos reakcijos, galin¢ios vykti Zmogaus organizme. ISskiriamos
problemos, su kuriomis susiduriama gydant didelius navikus, turin¢ius hipoksiniy sri¢iy. Sitilomas
sprendimas, jog fotodinamingés terapijos efektyvuma tokiomis saglygomis galima pagerinti naudojant
askorbo riigst;.

Darbe naudojami nuostoviosios sugerties ir elektrony paramagnetinio rezonanso
spektrometrijos metodai. Buvo tiriamas L-askorbo ragsties poveikio hematoporfirino fotovirsmams
modelinése terpése mechanizmas. Svitinant bandinius skirtingais diodu kaupinamo 1 = 532 nm
bangos ilgio kieto kiino lazerio spinduliuotés intensyvumais, buvo stebimi spektriniai pokyciai,
atsirandantys neutralaus pH (pH = 7) ir ruigstinio (pH = 5) bandiniy spektruose. Taip pat, buvo tiriami
hematoporfirino fotovirsmai modelinése salygose, palankiose Fentono reakcijoms vykti, stebint
spektrinius pokyc¢ius hematoporfirino bandiniy su vario chlorido (CuCl,) ir vandenilio peroksido
(H202) spektruose. Galiausiai elektrony paramagnetinio rezonanso metodu, kei¢iant lazerio
spinduliuotés intensyvumg, buvo stebimas laisvyjy radikaly formavimasis bandiniuose Svitinimo
metu.

Siame darbe aptariami §vitinimo metu skirtingo pH bandiniy spektruose atsirandantys poky¢iai,
identifikuojami susidarantys fotoproduktai. Taip pat pateikiama iSplésta hematoporfirino fotovirsmy
modelinése terpése schema bei, pasitelkus elektrony paramagnetinio rezonanso spektrometrijos

metoda, aiSkinamas L-askorbo riigsties poveikio hematoporfirino fotovirsmams mechanizmas.
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Summary

Tomas Bieksa

Study on photosensitiser induced photochemical reaction mechanism, using hematoporphyrin and

L-ascorbic acid

In this final Master‘s work the history of ascorbic acid in cancer therapy is overviewed and its
reactions which may take place in human body are discussed. Also, the problems encountered during
the treatment of tumors possessing hypoxic areas were discussed. The solution for enhancement of
the efficiency of photodynamic therapy under such conditions by using ascorbic acid is proposed.

In this work a steady state absorption and electron paramagnetic resonance (EPR) spectrometric
methods were used. The effect mechanism of L-ascorbic acid to phototransformations of
hematoporphyrin was investigated. By irradiating the samples by means of diode pumped A = 532
nm solid-state laser radiation at different intensities, spectral changes arising in neutral pH (pH = 7)
and acidic (pH = 5) were observed. Also, the hematoporphyrin phototransformations in model
conditions favorable for Fenton reactions were examined by observing spectral changes after addition
of CuCl; and H20,. Finally, using electron paramagnetic resonance spectrometry, free radical
formation in the samples was observed by changing laser radiation intensity.

In this work spectral changes resulting during sample irradiation at different pH are discussed,
and photoproducts formed are identified. Also, an expanded scheme of hematoporphyrin
phototransformations in different model media is presented and by using electron paramagnetic
spectrometry the effect mechanism of L-ascorbic acid to phototransformations of hematoporphyrin

is explained.
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