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SANTRUMPU SARASAS

FNT — fotosensibilizuota naviky terapija;
Hp — hematoporfirinas;

DME — dimetilo esteris;

DHC — dihidrochloridas;

Ptp — protoporfirinas;

PBS — fosfatinio buferio tirpalas;
HpD — hematoporfirino darinys;

Sj — Soret juosta;

NaOH — natrio hidroksidas (Sarmas);
DMSO — dimetilo sulfoksidas;

M — moliné koncentracija;

IRF — prietaiso atsako funkcija.



IVADAS

Mokslinio fotosensibilizacijos reakcijy tyrimo bei jy taikymo biomedicinoje pradzia laikomi 1900
metai. Per visa tg laika, iki Sios dienos, mokslininkai i§ jvairiy pasaulio Saliy placiai iSnagrinéjo
fotosensibilizacijos procesa, atrado daugybe naujy, efektyvesniy fotosensibilizatoriy, aprasé reiskinius
vykstancius fotosensibilizuotoje naviky terapijoje. Pirmasis medicinoje panaudotas fotosensibilizatorius
- fotofrinas (specifiniu budu apdorotas Hp) buvo sékmingas naviky gydyme, tadiau nepaisant to,
mokslininkai jzvelgé daugybe Sios medziagos trikumy. Pirmos kartos fotosensibilizatoriai pasizyméjo
ilgalaikiu liekamuoju jautrumu Sviesai, gana mazu tripletinés bisenos ir singulentinio deguonies
generavimo Kkvantiniu nasumu, maza Sviesos sugertimi raudonojoje spektro srityje bei nevienalyte
chemine sudétimi. [1]

Visi $ie trikumai mokslininkus skatino toliau placiai tyrinéti fotosensibilizacijos reiskinj, ieSkoti
naujy fotosensibilizatoriy, pasiZymin¢iy geresnémis savybémis, leidzianciomis pasiekti efektyvesnj
gydyma. Mokslininkai tirdami $ias medziagas naudoja daugybe metody: fluorescencijos spektroskopija,
fluorescencijos gyvavimo trukmés tyrimai, nuostovioji ir nenuostovioji sugerties spektroskopija ir t.t.
Siy metody naudojimas leidzia istirti spektrines ir fotofizikines fotosensibilizatoriy savybes bei jy
priklausomybe nuo aplinkos parametry. Visy $iy tyrimy rezultatai leidZia patobulinti FNT ir numatyti
naujy fotosensibilizatoriy paieskos kryptis.

Siame darbe iskeltas tikslas — optinés spektroskopijos metodais charakterizuoti ir identifikuoti
tetrapirolinius fotosensibilizatorius skirtinguose tirpaluose. Issikeltos pagrindinés uzduotys:

1. Istirti Hp dimetilo esterio ~ 97% ir Hp dihidrochlorido ~ 92% savybes vandeniniuose tirpaluose
su skirtingomis medZiagy koncentracijomis.
2. [IStirti Sviesos poveik] fotosensibilizatoriams.

3. Nustatyti Hp poky¢ius etanolio tirpale nuostoviosios ir Kinetinés spektroskopijos metodais.



LITERATUROS APZVALGA

1. Fluorescencija

1.1. Elektromagnetinés bangos

Elektromagnetiniy bangy spektras — elektromagnetinés spinduliuotés visy bangos ilgiy (dazniy)
visuma. Sis spektras apima sritj nuo radijo bangy (A = 10° — 10® m) iki gama spinduliy (A = 1073 —
10 m). (1 pav.). Spektras pagal bangy ilgj yra suskirstytas j atskiras dalis. Ruozas nuo tolimosios
infraraudonosios srities iki tolimosios ultravioletinés srities vadinamas optiniy bangy diapazonu.
Regimosios §viesos sritis yra nuo 400nm iki 700nm. Sviesa sukelia daugybe vyksmy biologinése
sistemose: augalai sugerdami $viesa gauna energijos fotosintezei, zmogaus organizme vyksta jvairios

Sviesos sukeltos cheminés reakcijos. [1]

Aprasant $viesos savybes dazniausiai jvardijame Sviesg kaip elektromagnetines bangas, bet tam

tikrais atvejais naudojame $viesos dalelés — fotono sgvoka. Fotono energijos israiska:
E=hv=hc/2 1)

Energija

Y
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1 pav. Elektromagnetiniy bangy spektras [2]



Kiekvieno fotono energija (E) yra tiesiog proporcinga spinduliuotés dazniui (V) (t. y. atvirksciai
proporcinga spinduliuotés bangos ilgiui 4). Kuo Sviesos bangos yra trumpesnés, tuo daugiau energijos
turi fotonas. Elektromagnetinei spinduliuotei sgveikaujant su medziaga, poveikj lems fotono energija.
Kuo didesne energija turi spinduliuotés fotonai, tuo stipriau gali biiti paveiktas objektas, ultravioletiné
(UV-B) Sviesa turi pakankamai energijos biologiniams audiniams ardyti, o regimoji (mazesnés energijos
spinduliuoté) gali paveikti tik silpnai su branduoliu sujungtus molekuliy iSoriniy orbitaliy valentinius

elektronus [1].
Sviesos srautas [W] - energijos kiekis, kertantis ploto S pavirsiy per laiko vieneta:
@ = dE/dt 2

Sviesos intensyvumas [W/m?] — §viesos srautas, kertantis §viesos sklidimo krypéiai statmeno
ploto vieneta:

I=®dIS ©)
Sviesos dozé [J/m?] — §viesos intensyvumo ir §vitinimo trukmés sandauga:
D=1t (4)

Sviesa yra pladiai panaudojama medicininiams tikslams. Vieni pla¢iausiai taikomy panaudojimy
yra navikiniy dariniy diagnostika bei fotosensibilizuota naviky terapija (FNT). Sviesai saveikaujant su
fotosensibilizatoriais jie tampa suzadinti, tuomet suzadinimo energija yra perduodama aplinkinéms
molekuléms taip paverciant jas jautrias Sviesai. ApSvitinant fotosensibilizatorius pasirenkami
tinkamiausi Sviesos parametrai (bangos ilgis, Sviesos dozé) siekiant pasiekti kuo efektyvesnj gydyma.

[3] Placiau apie vykstanéius procesus kalbésime tolimesniuose skyriuose.

1.2. Sviesos sugertis ir fluorescencija

sugerus Sviesos fotong jos iSoringje orbitaléje esantis elektronas, jgaves daugiau energijos Soka |
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aukstesnj lygmen;j (jvyksta molekulés suzadinimas). Molekulé sieckdama grjzti j pradine biisena, jgyta
energija turi atiduoti aplinkai ar iSspinduliuoti jg $viesos pavidalu (fluorescencija arba fosforescencija).

Elektronai gali egzistuoti biidami tik tam tikros energinés biisenos (energijos lygmuo). Remiantis
kvantinés mechanikos désniais, elektrono energijos E vertés yra kvantuotos. Eo yra vadinamas
pagrindinés bisenos energijos lygmuo. Norint, kad sgveikos metu fotonas biity sugertas, jo energija turi

buti lygi molekulés elektroniniy lygmeny energijy skirtumui:

E fotono=hv=E1—Eo =4E (5)

Ciah yra Planko konstanta, v —fotono daznis, Eo ir E1 — molekulés nesuzadintosios ir suzadintosios
biiseny energijos. Fotonas atiduoda savo energija molekulei — molekulé tampa suzadinta. [3]

Sugérusios Sviesos fotong (suzadintos) molekulés elektronas i§ Eo biisenos perSoka i aukstesne
orbitalg. Suzadintos biisenos molekulés sukiniai gali biti orientuoti ta pacia arba prieSinga kryptimi.
Pirmu atveju susidaro singulentiné biisena, antru — tripletiné. Dazniausiai daugiaatomiy molekuliy
pagrindinés biisenos yra singulentinés. Taciau biina i§im¢iy, kaip kai kurios dviatomés molekulés, kuriy
pagrindiné biisena yra tripletiné.

Daugiaatomiy molekuliy elektrony Suoliai, galimi spinduliniai ir nespinduliniai vyksmai aiSkinami
A. Jablonskio lygmeny diagrama (2 pav.). Si diagrama padeda paaiskinti fotofizikiniy savybiy s3sajas
su optiniais spektrais. Molekuliy energiniai lygmenys sudaryti i§ daugybés vibraciniy lygmeny, kurie
taip pat turi rotacinius polygmenis. Molekulés bendrajg energija galima gana tiksliai iSreiksti jos

rotacingés Erot, virpesinés Ey ir elektroninés Ee energijy suma:

E= Erot + Ev + Ee (6)

Cia Erot — molekulés sukimosi apie svorio centrg energija, Ey - molekulés virpesiné energija,
priklausanti nuo atomy poslinkio i§ pusiausvyros padéties, Ee — elektroniné energija, elektrony esanciy
atome, sudaran¢iy cheminius rySius energija. Visos §ios energijos formos yra kvantuotos. Rotaciné
energija yra pati maziausia, elektroniné — didziausia. Virpesiniai spektrai egzistuoja infraraudonojo
spektro srityje, Sie spektrai egzistuoja tik tose molekulése, kuriose virpant atomams keiciasi molekulés
dipolinis momentas. Vykstant Suoliams tarp elektroniniy lygmeny spinduliuojama regimosios ir
ultravioletinés srities §viesa. Visoms molekuléms yra buidingi elektroniniai spektrai, kadangi visuomet

kinta jy dipolinis momentas. [4]
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2 pav. Jablonskio diagrama [5]

Vykstantys procesai:
Sugertis (absorbcija) — molekulei sugérus Sviesos fotona, elektronas perSoka i§ auks¢iausio uzpildyto
energinio lygmens j auks$tesnj neuzpildyta lygmenj (So — S1, S2).
Vidiné konversija — nespindulinis sugerto fotono energijos praradimas Silumos pavidalu molekulei
griztant | Sy arba Spbuseng (S2 — S1 + Siluma).
Virpesiné relaksacija — suZadintos molekulés elektrono Suolis ] nulinj virpesin] polygmenj i8$
aukstesniojo.
Fluorescencija — spindulinis Suolis tarp dviejy to paties multipletiSkumo elektroniniy lygmeny, beveik
visuomet i§ S1] So buseng (S1 — So + hv).
Interkombinaciné konversija (tarplygmeninis peréjimas) — elektrono Suolis 1§ singuletinés blisenos |
tripleting, pasikei¢iant sukiniui (S1 — 771).
Fosforescencija — spindulinis sugerto fotono energijos praradimas Sviesos pavidalu molekulei griztant
i8 tripletinés j pagrinding biiseng (T1 — So). [3]

Kaip matome i§ Jablonskio diagramos (2 pav.) fluorescencijos energija dél vidiniy virsmy yra
mazesné uz sugertos Sviesos energijg. Taigi Sviesa suzadinta medZiaga florescuoja mazesnés energijos

(ilgesniy bangy) §viesa. Sis reidkinys pavadintas Stokso poslinkiu.



1.3. Fluorescenciné spektroskopija

Kadangi suzadintos molekulés iSspinduliuota Sviesa pasizymi specifinémis savybémis ir priklauso
nuo jg supancios aplinkos, tai naudojantis fluorescencijos spektroskopijos pagalba galima suzinoti daug
naudingos informacijos apie tiriamy objekty sudétj, struktiirg bei tarpusavio sgveikas.

Fluorescencijos spektras gaunamas zadinant molekules tokio bangos ilgio Sviesa, kurig geriausia
ta medZiaga sugeria. Zadinant vieno bangos ilgio §viesa, gaunamas visas emisijos spektras i§ kurio
matome fluorescencijos intensyvumo priklausomybe¢ nuo bangos ilgio (3 pav. b). Taip pat diagnostikos
tikslais galima matuoti fluorescencijos Zadinimo spektra (3 pav. a). Siuo atveju nustatomas pastovus
fluorescencijos bangos ilgis, o Zadinimo §viesos bangos ilgis yra kei¢iamas. Naudodamiesi Zadinimo
spektrais, tirdami sveikus ir navikinius audinius i$ jy spektriniy skirtumy galime diagnozuoti vézj. [4]

Taciau tai néra vieninteliai buidai iSgauti informacijg. Kiti itin svarbiis fluorofory parametrai:

fluorescencijos gyvavimo trukmé ir kvantinis na§umas taip pat teikia svarbig informacija.

Intensyvunmas, snt. vnt.
Intensyvunmas, snt. vnt.

-
o —r o P 0 | R A s RN NN A A e R A AR RE RS s RE RN RARAS RaRR R AR

300 350 400 450 500 480 500 520 540 560 580

Bangos ilgis, nm Bangos ilgis, nm

3 pav. a - Zadinimo spektras b - Fluorescencijos spektras [6]



2. Fluorescencijos gyvavimo trukmé

Viena svarbiausiy liuminescencijos charakteristiky yra suzadintos biisenos trukmé — gyvavimo
trukmé. Tiriant gyvavimo trukme, matuojama fluorescencijos intensyvumo priklausomybé nuo laiko,
atskaitant nuo to momento, kai bandinys buvo suzadintas impulsinio lazerio spinduliuotés pluostu.
Kaip jau minéjome, dalis molekuliy pereina j zemiausig suzadintg btiseng S1 ir spindulinio Suolio metu

pereidamas j So (pagrinding) biiseng emituoja fluorescencijos fotong:

k
S1 = So+ B hv (7)

Cia B — liuminescencijos kvantinis nagumas, k — uolio S1 — S tikimybeé per laiko vieneta. [4]
Vidutiné molekulés suzadintos biisenos gyvavimo trukmé (¢ia k - emisinio Suolio spartos

konstanta):

1
T= (8)
Molekuliné liuminescencija gesta pagal eksponentinj désnj:
I=lpe t/" (9)

T — vidutiné $vytéjimo centry suzadintos biisenos trukmé arba kitaip — laiko intervalas, per kurj
Svytéjimo intensyvumas sumazés e karty. 7 reikSmé, eksponentinio gesimo atveju nusako visg gesimo
procesa. Zinant trukme ir gesimo désnj galime nustatyti liuminescencijos prigimtj, tai yra gauti daugybe
informacijos apie tiriama objekta. [7]

Realiais atvejais dél nespinduliniy Suoliy bei dél sgveikos su aplinka atsirandancio gesiklio (Q),
bendra Suolio S;1 — Sospartos konstanta yra ki + ka2 + k3 (Q), o jei atvirks¢ias dydis yra vidutiné suzadintos

busenos trukmé:

1
T = itk +k3 ) (10)
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Fluorescencijos gyvavimo trukme galime laikyti pastovia funkcija, kadangi ji nepriklauso nuo
zadinancios Sviesos bangos ilgio, apSvietos laiko, matavimo metodo, fluorescencijos intensyvumo ar
fluoroforo koncentracijos. Kadangi Sis procesas yra susijes su energetiSkai nestabiliu lygmeniu,
fluorescencijos gyvavimo trukmé gali buti jautri daugybei vidiniy faktoriy apibiidinamy fluoroforo
struktiira bei iSoriniy faktoriy tokiy kaip temperatira, poliariSkumas. Taigi jautrumas aplinkai bei
priklausomybés parametrams nebuvimas §j procesg padaro puikiu papildomu tyrimo metodu tradiciniam
fluorescencijos tyrimui. [8]

Naudojant fluorescencijos spektra suintegruota laike (nuostovusis fluorescencijos spektras),
detektorius susumuoja visus bandinio molekuliy i§spinduliuotus fotonus. IS nuostovios fluorescencijos
eksperimento nejmanoma nustatyti kada ir kaip uzggsta molekulés, taip pat negalime suZinoti kas su
molekule vyksta per ta laika kol ji yra suzadinta ar kaip yra prarandama energija. Fluorescencijos
gyvavimo trukmeés tyrimai (Kinetiné spektroskopija), kuriuose néra integravimo laiko atzvilgiu, gerokai
praplecia tyrimy ribas ir leidZia stebéti labai sparCius pikosekundziy trukmes Sviesos sukeltus vyksmus
nepastebimus kitais biidais. D¢l aplinkos jtakos molekulés dinamika veiks keletas procesy:

1. Energijos pernasa j gretimg molekule;

2. Sovatacija (tirpiklio molekuliy persiorentavimas, prisitaikant prie suzadintos molekulés
elektroningés orbitalés konfigtracijos);

3. Fotoindukuota reakcija pvz., protono pernasa nuo suzadintos molekulés j tirpiklj. [9]

Visy $iy procesy poveikj galime stebéti kinetinés fluorescencijos metodais.

12k T T T T T v T T
_\E\
10} Y -----------------—omo oo
L —— Zadinantis impulsas ]
Suzadinty blseny skaiéius
08| = = Suzadinty biliseny skaicius, kai r == N

06

n(t), G(1), (1)

02F

0.0 }

0 50 100 150 200
Laikas (ps)

4 pav. Fluorescencijos kinetika hipotetinéje molekuléje, suzadinus jg gausiniu impulsu [9]
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3. Fotosensibilizatoriai

3.1. Fotosensibilizacijos reiSkinys

Fotosensibilizatorius sugérgs Sviesos fotong perduoda energijos pertekliy molekuléms esané¢iomis
jo aplinkoje, taip molekulés tampa suzadintos ir jose gali pradéti vykti fotocheminés reakcijos. Taigi
panaudojus fotosensibilizatorius lastelés ar biologiniai organizmai tampa jautriis Sviesai ir gali zuti.
Fotosensibilizacijos vyksmui reikalinga Sviesa, fotosensibilizatorius (su tokia molekuliy struktiira, kad
galéty sugerti reikiamo bangos ilgio Sviesg) ir biologiné terpé kurioje vyksta reakcijos sukeltos
fotosensibilizacijos.

Fotosensibilizacija paprastai vyksta i§ tripletinés suzadintosios biisenos (fosforescencija), kadangi
jos gyvavimo trukmé yra ilgesné nei singulentinés biisenos (fluorescencija), dél to tikimybé kad Sioje
biisenoje bus inicijuoti sensibilizacijai svarbiis pirminiai fotocheminei vyksmai yra didesné. Kad
fotosensibilizatorius galéty inicijuoti fotosensibilizuotus vyksmus, jis turi turéti pakankamai didelj
interkombinacinés konversijos i suzadintg tripletiné biiseng kvantinj na§uma, taip pat ilga tos biisenos
gyvavimo trukme.

Fotosensibilizuotos naviky terapijos efektyvumas, priklauso nuo to, kiek sensibilizatorius sugebés
sugerti fotochemines reakcijas inicijuojanciy Sviesos fotony. Bendros tinkamo fotosensibilizatoriaus
charakteristikos:

1. Efektyvus reikiamos bangos ilgio $viesos fotony sugérimas;
2. Didelis energijos pernasos ] tripletine biiseng kvantinis naSumas;
3. Ilga tripletinés biisenos gyvavimo trukme. [10]

Biologinis audinys maziausia sugeria 650-1000 nm diapazono $viesa (fototerapinis langas), Sioje
srityje audinys yra skaidriausias Sviesai. Taigi fotosensibilizatoriams yra svarbu turéti stiprig Sviesos
sugert] Sioje srityje.

Kuomet sensibilizatorius suzadintas j tripleting biiseng saveikauja su biologine aplinka, yra galimi
du pagrindiniai reakcijy tipai — pirmasis (I) ir antrasis (I1). Pirmojo tipo metu sensibilizatoriui tiesiogiai
sgveikaujant su molekule vyksta elektrono arba vandenilio atomo pernasa bei susidaro laisvieji radikalai.
Antrojo tipo metu suzadintos tripletinés biuisenos sensibilizatorius sgveikauja su audiniy molekuliniu
deguonimi esanciu tripletinéje busenoje, reakcijos metu deguonis yra pervedamas j singulenting

suzadintg bliseng, tokiu btidu susidaro singulentinés biisenos deguonis. [11]

12



3.2. Hematoporfirinas

Pirmieji fotosensibilizuotoje naviky terapijoje naudojami fotosensibilizatoriai buvo porfirinai. IS
pradziy naudotas hematoporfirinas (Hp) (5pav.). IS tiesy tai buvo nei$grynintas jvairiy porfiriny misinys.
Véliau paaiskéjo, kad priemaiSos kaupiasi navikiniame audinyje geriau uz hematoporfiring. Dél to buvo
ieskoma biidy kaip i§ Hp gauti efektyvesnj fotosensibilizatoriy. Veikiant acto ir sieros rigs¢iy misiniu,
bei susidariusj produktg hidrolizuojant natrio Sarmu, buvo gautas miSinys pavadintas hematoporfirino
dariniu (HpD). [11]

Po gausiy HpD agreguotosios frakcijos tyrimy nustatyta, kad ja sudaro hematoporfirinai,
eterinémis ir esterinémis jungtimis arba C-C rysiu susijunge j dimerus ar didesnius agregatus. Si frakcija
turi geras sensibilizacines savybes ir puikiai kaupiasi audiniuose.

Vandeniniuose porfiriny tirpaluose egzistuoja monomery ir agregaty misiniai. FNT efektyvumas
priklauso nuo sensibilizatoriy agregaciniy savybiy, todél porfiriny agregacija yra itin svarbus klausimas.
Porfiriny agregacijos laipsnis kinta priklausomai nuo sensibilizatoriaus koncentracijos misinyje, tirpiklio
poliskumo, temperattros. [12]

Porfiriny sugerties spektrai yra jautrlis jvairioms sgveikoms. Sugertis gali pakisti molekulei
agreguojant, jonizuojantis ir t.t., todél sugertis teikia daug informacijos apie molekulés struktiira,
agregating buisena. Porfiriny agregacijos laipsnis kaip jau minéta priklauso nuo koncentracijos. Geriausia
tai pastebéti galime stebint Soret juostos (Sj) poslinkius besikei¢iant mi§inio monomery bei agregaty
santykiui. Esant labai mazoms koncentracijoms vandeniniy Hp tirpaly spektruose pusiausvyrieji
agregatai suyra ir tirpale egzistuoja tik monomerai ir kovalentiskai suristos struktiiros, SJ slenkasi j
ilgabange spektro pusg ir yra apie 396nm. Esant dideléms koncentracijoms Hp sugerties smailé atspindi
agregatiniy dariniy sugertj ir slenkasi j trumpabange spektro puse (365nm), nezymus petys ilgabangéje
SJ pus¢je yra monomery sugerties indelis. Nedidelés koncentracijos tirpaluose pirmiausia susidaro
dimerai. Dél pusiausviryjy dimery SJ pasislenka j trumpabange spektro pusg, o susidarius linijiniams
dimerams stebimi smailés plocio poky¢iai bei nezymus poslinkis j ilgabangg spektro pus¢. FNT poziiriu,

agregatiné porfiriny biisena yra itin svarbi. [13]
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Hematoporfiriny kinetinés spektroskopijos tyrimai yra svarbiis norint suprasti FNT mechanizma,
gauti informacijos apie Sviesos ir biologinio objekto aktyviy molekuliy visuma, kadangi Sis metodas
gerokai praplecia tyrimy ribas ir leidzia stebéti sparcius $viesos sukeltus vyksmus.

Hematoporfiriny vandeniniy tirpaly tyrimas yra svarbus, kadangi dauguma cheminiy bei fizikiniy
procesy juose vyksta panasiai kaip ir biologinése sistemose. Vandeninése terpése matuojant gesimo
Kinetikas, vienu metu registruojama keletas dedamyjy, kuriy santykiniai svoriai priklauso nuo
hematoporfiriny koncentracijos, zadinamo bangos ilgio bei fluorescencijos bangos ilgio. Gesimas vyksta
kaip eksponentin¢, dvieksponentiné ar trieksponentiné¢ funkcija ir atspindi monomery bei agregaty
suzadintos busenos relaksacija. [14]

Pirmos kartos fotosensibilizatoriy trilkumai:

1. Nehomogeniné cheminé sudétis apsunkina sensibilizaciniy savybiy ir selektyvumo kontrolg,
biologinéje aplinkoje atsidurusios skirtingos frakcijos turi kitokj sensibilizacinj efektyvuma;
Trumpos tripletiniy biiseny gyvavimo trukmés, silpna singulentinio deguonies generacija;
Mazas sugerties intensyvumas ties ,,fototerapiniu langu;

Pakankamam fototerapiniam atsakui naudojamos didelés dozés, dél ko galimas toksinis poveikis;

Kaupimasis navikiniame audinyje nepakankamai selektyvus — pavojus aplinkiniams audiniams;

o g~ w N

Ilgai iSbuna susikaupg¢ odoje, dél ko pacientams reikia vengti §viesos.

Dél $iy priezasciy pradéta ieSkoti kity sensibilizatoriy, kurie turéty maziau trikumy ir labiau tikty

fotosensibilizuotai naviky terapijai (antros kartos fotosensibilizatoriai). [11]

CH
HO 3 CH,
OH
H5C
CHs;
« 2HCI
HsC CH3
HO o) HO (6]
a b c

5 pav. a - Hp, b — Hp dihidrochloridas, ¢ - Hp dimetilo esteris[15]
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TYRIMO METODIKA

1. Naudoti jrenginiai

1. Sugerties spektry matavimui naudojamas Sviesolaidinis spektrofotometras Avantes-3648.
Eksperimentiné schema susideda is: Sviesolaidinio spektrometro, Sviesolaidinio Sviesos $altinio, keturiy
langeliy kiuveéiy laikiklio, jungiamuyjy $viesolaidZiy. Sia sistema galima atlikti sugerties, fluorescencijos
ir deguonies koncentracijos matavimus. Spektriniai matavimai atliekami programa AvaSoft. Galima
pasirinkti 1§ keturiy matavimo rézimy: tiesioginio registravimo, sugerties, pralaidumo, apsvitos.
Sugerties matavimo vykdymas: surenkama eksperimentiné schema, jjungiamas scope rézimas,
pamatuojamamas tamsinis spektras, j kiuvetés laikiklj jdedama i§ tokios pat medziagos pagaminta ir to
paties tirpiklio pripildyta kiuveté, pamatuojamas Sviesinis (atraminis) spektras, idedamas bandinys,
jjungiamas Absorption rézimas. [16]

2. Fluorescencijos ir fluorescencijos zadinimo spektrai matuojami fluorimetru Perkin Elmer LS55.
Fluorimetro §viesos S$altinis — ksenono lempa. Monochromatoriy spektro sritys: Zadinimo
monochromatoriaus nuo 200nm iki 800nm ir nuliné eilé, emisijos monochromatoriaus nuo 200 nm iki
900 nm ir nuliné eilé. Zadinimo bangos ilgis negali biiti fluorescencijos spektro ribose, o turi biiti nutoles
nuo fluorescencijos spektro riby ne maziau kaip 15 nm (daugiau nei du zadinimo plysio ploc¢iai, Gauso
pluostas), kad detektorius nefiksuoty zadinimo §viesos. Taip pat fluorescencijos bangos ilgis negali biiti
fluorescencijos zadinimo spektro ribose (atstumas 15 nm). [16]

3. Fluorescencijos gyvavimo trukmés matavimui naudotas Edinburgh Fluorescence Spectrometer
F900. Spektrometras naudoja laike koreliuota pavieniy fotony skai¢iavimo metoda. Zadinimui naudotas
405 nm lazeris generuojantis pikosekundinés trukmés impulsus. Metodo principas: didelio pasikartojimo
daznio lazeris siuncia ultratrumpuosius impulsus j bandinj. Dalis lazerio impulso Sviesos atskeliama
pluosto dalikliu ir nukreipiama j fotodioda, kuris generuoja elektroninj impulsa. Sis impulsas toliau
patenka j diskriminatoriy kuris 1§ diodo impulso sugeneruoja skaitmeninj elektroninj impulsg, vadinama
,Start impulsu. Sis impulsas patekes j laiko-jtampos keitiklj jj paleidzia. Laiko-jtampos keitiklis —
prietaisas iSduodantis jtampa, proporcingg laiko tarpui tarp dviejy elektroniniy signaly (,,start* ir ,,stop*).
Fluorescencijos fotong kurj i$spinduliuoja bandinys uzregistruoja jautrus fotodaugintuvas, tai ,,stop*
signalas. Laiko-jtampos keitiklyje atsiranda jtampa proporcinga laiko tarpui tarp Zadinimo ir
fluorescencijos fotony pasirodymo, tokiu biidu registruojamas fluorescencijos gesimas. Praktikoje Sis
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metodas leidzia pasiekti apie 50 ps laiking skyra. [17] Naudotos aparatiiros nustatymai matavimo metu:
fluorescencijos gesimo trukmés diapazonas 0 — 100 ns, matavimo zingsnis — 1 nm, integracijos laikas —
100 ns, pralaidumo plysiai — 5 nm. Fluorescencijos gyvavimo trukmés apskaic¢iuojamos Origin programa
naudojant eksponentinio gesimo pritaikymo funkcija. Galimas monoeksponentés, dviejy bei trijy
eksponenciy skai¢iavimas priklausomai nuo matavimo. Skai¢iavimo metu atmetama prietaiso atsako

funkcija (IRF).

2. Tyrimo eiga

2.1. Tiriamy medZiagy paruoSimas

Pirmoji medziaga ~ 97% grynumo hematoporfirino dimetilo esteris 626.75 g/mol (,,Porphyrin
products* JAV). Gautas 2 - 10 * M koncentracijos tirpalas (tirpiklis — fosfatinis buferis 7,2 pH PBS),
kiekis ~ 70 pl. Naudojant specialius, ypa¢ mazo kiekio skys¢io dozatorius (10 - 1000 pl) j kvarcines
kiuvetes supilami naujy koncentracijy tirpalai. Pirma koncentracija 10 ® M pagaminama skiedZiant
turimg tirpalg su fosfatiniu buferiu 7,2 pH santykiu (1 : 199), tai yra 10 pul Hp tirpalo ir 1990 ul PBS.
Pagaminamos dvi tokios koncentracijos kiuvetés: darbiné ir kontroliné. Antra koncentracija didesné -
5. 10 ® M, tokia koncentracija gauname skiedZiant turima tirpala su PBS santykiu (1 : 39), 50 pl turima
tirpalg sumaisius su 1950 pl PBS. Sios koncentracijos kiuveté viena — darbiné. Kiuvetés uzdaromos
specialiu dangteliu skirtu skyscio uzsandarinimui, o siekiant apsaugoti medziagas nuo Sviesos poveikio
kiuvetés apvyniojamos folija.

Antroji medziaga ~ 92% grynumo hematoporfirino dihidrochloridas 671.62 g/mol (,,Alfa aesar*
Vokietija) gautas milteliy pavidalu, reikiamas kiekis iStirpinamas NaOH Sarme, tuomet, tuo paciu
principu kaip su pirmgja medziaga, fosfatiniame buferyje 7,2 pH praskiedziamos reikiamos
koncentracijos: 10 ®M bei 5 - 10 ® M. Pagaminamos kelios darbinés ir kontrolinés kiuvetés. Taip pat
gauta medziaga tirpinama 95% etanolyje siekiant nustatyti jos grynuma.

Trecioji medziaga ~ 95 % grynumo protoporfirinas 1X 562.658 g/mol (,,Porphyrin products* JAV)
Gautas 10 * M koncentracijos tirpalas (tirpiklis - DMSQ). Medziaga tirpinama 95% etanolyje
pagaminant 5 - 10 ® M koncentracijos tirpala. Tirpalas skirtas protoporfirino spektrinems savybéms

nustatyti bei Hp DHC etanolyje gauto fotoprodukto palyginimui.
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2.2. Tyrimy eiga:

Sugerciy matavimai: atliekami sugerties matavimai reikalingi medziagy agregatinés biisenos bei
bangos ilgiy panaudojamy fluorescencijos tyrimams nustatymui. Sviesolaidiniu spektrofotometru
Avantes-3648 ismatuoti 5 - 10 ® M ir 10 ® M koncentracijy Hp DME bei Hp DHC vandeniniy tirpaly
sugerties spektrai.

Fluorescencijos ir Zadinimo spektry matavimai: gavus ir iSnagrinéjus Hp medziagy sugerciy
spektrus pradéti matuoti fluorescencijos ir zadinimo spektrai Perkin Elmer LS55 fluorimetru. Zadinama
skirtingais bangy ilgiais siekiant kuo pla¢iau charakterizuoti turimas medziagas bei identifikuoti naujas.

Kontroliniy bandiniy stebéjimas: optinés spektroskopijos metodais stebimi fotosensibilizatoriy
tirpaly poky¢iai laikui bégant.

Fluorescencijos gyvavimo trukmés matavimai: papildomam medziagy charakteristiky nustatymui
matuojame medziagy gesimo kinetikas Edinburgh F900 fluorescencijos spektrometru.

Svitinimas: medziagos §vitinamos mélyno 405 nm lazerio $viesa 20 min (40 J / cm? doz¢) siekiant
stebéti fototransformacijy metu vykstanc¢ius pokycius, atsirandancius fotoproduktus.

Fluorescencijos ir Zadinimo spektry matavimai po $vitinimo: fototransformacijy metu atsiradusiy
fotoprodukty stebéjimas, identifikavimas, charakterizavimas medziagose, pasinaudojant fluorescencijos
ir zadinimo spektrais.

Sugerciy matavimai po svitinimo: sugerties spektry pokyciy steb¢jimas po medziagy Svitinimo,
agregacijos poky¢iai, fotoprodukto jnasas.

Fluorescencijos gyvavimo trukmés matavimai po Svitinimo: fototransformacijy metu atsiradusiy

medziagy identifikavimas, charakterizavimas.
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REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Atliekant §j tyrimg optinés spektroskopijos metodais placiai iSnagrinétos Hp DME ~ 97 % ir Hp
DHC ~ 92 % medziagos. Tiriant fotosensibilizatoriy savybes pasinaudota suger¢iy, fluorescencijos,

fluorescencijos zadinimo spektry bei fluorescencijos gyvavimo trukmés metodais.

Optinis tankis, o. t. v.

Bangos ilgis, nm

1 graf. 5 - 10 M koncentracijos Hp DHC ir Hp DME tirpaly sugerties spektrai pries §vitinimg

Pirmajame grafike matome Hp DHC ir Hp DME sugerties spektrus vandeniniuose tirpaluose. Soret
juosta (Sj), porfirinams budinga intensyviausia sugerties juosta esanti trumpabangéje spektro srityje,
teikia i$samig informacija apie medziagos agregating blisena, kadangi agregaty ir monomery sugertis Sj
figiiruoja skirtinguose bangos ilgiuose. Esant dideléms koncentracijoms Hp sugerties smailé atspindi
agregatiniy dariniy sugertj ir slenkasi j trumpabange spektro sritj ties 365 nm. [11] Hp DHC §j
maksimumas yra ties 369 nm, kai tuo tarpu Hp DME - 378 nm, taip pat medZziaga neturi aiskaus
monemery juostos peties kaip kad Hp DME ties 391 nm. Sie Sj skirtumai parodo, kad Hp DHC tirpale
susidare didesni, stabilesni agregatai, taip pat agregaty medziagoje santykinai daugiau nei monomery.
Hp DME vyrauja pusiausvirieji dimerai kurie pirmieji susidaro didinant koncentracija, todél ir juostos

poslinkis j trumpabange spektro sritj (monomerai 395 nm) néra toks didelis. [11]
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2 graf. Hp DHC ir Hp DME tirpaly sugerties spektrai pries $vitinimg

a - 10 %M koncentracija, b - 5 - 10° M koncentracija (Q juostos)

Grafike a Sj skirtumai tarp dviejy medziagy dar akivaizdesni. Esant labai mazoms koncentracijoms
(10%) Hp vandeniniuose tirpaluose pusiausvirieji agregatai suyra ir tirpale egzistuoja tik monomerai ir
kovalentiSkai suriStos struktaros, Sj slenkasi j ilgabange spektro sritj — 395 nm [11]. Hp DME §;j
maksimumas yra labai artimas teorinei vertei, tai parodo jog medZiaga Sioje koncentracijoje yra
monomerizuota, joje dominuoja monomerai, ta¢iau matomas petys ties 375 nm rodantis ir nesuirusiy

agregaty jtaka. Hp DHC net ir tokioje maZoje koncentracijoje (nors ir monomery juostos petys labiau

agregacijos laipsnj. Grafike b matome 5 - 10° M koncentracijos Hp izomery sugerties Q juostas
vandeniniuose tirpaluose. Hp DHC juostos lyginant su Hp DME yra pasislinke j ilgabangg spektro puse.
Tos pacios medziagos Q juosty praplatéjimas bei poslinkis i ilgabange spektro puse¢ rodo didesng
agregacija, kadangi medziagos yra panasios koncentracijos, tokj poslinkj paaiSkina didesnis Hp DHC

agregacijos laipsnis. [18]
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3 graf. a - 10°° M koncentracijos Hp DME ir Hp DHC fluorescencijos spektrai Zadinant 370 nm
b—10°M Hp DME ir Hp DHC fluorescencijos gesimo laikas matuojant 613 nm, Zadinant 405 nm.

Grafike a matome Hp DME ir Hp DHC fluorescencijos spektrus Zadinant 370 nm bangos ilgio
Sviesa, pasirinktas biitent Sis bangos ilgis, kadangi tokig Sviesg geriausiai sugeria medziagos agregatai.
Hp DHC pasislinkes j raudonajg spektro puse Hp DME atzvilgiu per 3 nm, taipogi antras Hp DHC
maksimumas (675 nm) yra prasiplétes j ilgabange spektro sritj. Kadangi medZiagos tos pacios
koncentracijos bei Zadintos tomis paciomis sglygomis, Sie spektrai patvirtina didesnj Hp DHC medziagos
agregacijos laipsnj. [18] Grafike b abiejy medziagy fluorescencijy gesimai atidéti logoritminéje skaléje,
matome ties¢ kadangi gesimas Siame bangos ilgyje yra monoeksponentinis (vienos medZiagos jnasas).
Tiesés persikloja, 0 apskaiciavus gesimo trukmes medziagy laikai paklaidy ribose sutampa, tai leidzia
teigti, kad turime tas pac¢ias medziagas (fluorescencijos gyvavimo trukmiy informacija surasyta pirmoje
lenteléje 32 psl.). Gesimo kinetiky skirtumai pasireis$kia matuojant gesimus ties antru maksimumu, toje
vietoje Hp DHC turime dvieksponent] gesimg kadangi ten gana didelj jnasg turi medziagos agregatai
kuriy gesimo laikas yra trumpesnis nei monomery. Matuojant gesimus ties 675 nm bei 690 nm gauname
skirtingas agregaty amplitudes (690 nm > 670 nm). IS to seka, kad agregatai daugiausiai fluorescuoja
ilgabangéje spektro srityje. Matuojant Hp DME fluorescencijos gesimg ties 672 nm agregaty jnasas
mazesnis nei Hp DHC tirpale, taigi gesimo kinetikos taip pat patvirtina didesnj agregacijos laipsnj Hp
DHC medziagoje. Hp DHC agregaty fluorescencijos gesimo trukmé trumpesné nei Hp DME kadangi jie
suformuoja didesnius junginius dél ko turime didesne energijos pernasa. [18]
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4 graf. 10" M koncentracijos tirpaly fluorescencijos spektry priklausomybé nuo Zadinimo bangos ilgio
a—Hp DHC, b- Hp DME

Siuose grafikuose matome fotosensibilizatoriy fluorescencijos priklausomybe nuo Zadinimo
bangos ilgio. Hp DHC atveju (a grafikas) svieciant agregaty sugerties zonoje (370 nm) matome juostos
slinkimasi j ilgabange spektro sritj ties pirmu maksimumu ir juostos praplatéjima ties antru maksimumu.
Hp DME fluorescencijos spektruose §vie¢iant j monomery (395 nm) ir agregaty (370 nm) sugerties zonas
skirtumy beveik nematome. [11] Tai dar vienas jrodymas, kad agregatai Hp DHC tirpale turi didesne
itaka nei Hp DME. Taip pat, stebint fluorescencijas pastebétas kitos medziagos maksimumas ties 580
nm. Matuojami zadinimo spektrai siekiant nustatyti atskiry sri¢iy Zadinimo spektrus bei identifikuoti

rastg medziagg.
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5 graf. 10 koncentracijos Hp DME Zadinimo spektrai fiksuojant skirtingus fluorescencijos bangos

ilgius

Siame grafike matome skirtumus tarp Zadinimo spektry fiksuojant skirtingus fluorescencijos
bangos ilgius. Fiksuotas 612 nm fluorescencijos bangos ilgis rodo hematoporfirino zadinimo spektra,
todél §is maksimumas yra ties 390 nm (Hp monomery sugertis). Matuojant ties 580 nm (pastebétos
medziagos maksimumas) matome stipry zadinimo spektro poslinkj j 405 nm bei ryskius skirtumus Q
juosty srityje, tai parodo, kad 580 nm fluorescuoja ne hematoporfirinas, o antriné medziaga. Norint
iSryskinti pastebétos medziagos fluorescencija, turime zadinti 405 nm bangos ilgio Sviesa. 636 nm
fiksuojamas bangos ilgis atstovauja abi medziagas, todél zadinimo juosta platesné, o maksimumas yra

abiejy medziagy maksimumy superpozicija.
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6 graf. a -10°® M koncentracijos kontroliniy tirpaly fluorescencija po 1 ménesio Zadinant 405 nm

b — fotosensibilizatoriy fluorescencijos gesimo trukmé ties 580 nm, zadinant 405 nm

Grafike a matome kaip laikui bégant pasikeité kontroliniy tirpaly fluorescencijos spektrai
neveikiant jy Sviesa. ISkeliama hipotezé, kad laikui bégant Hp medziagai sgveikaujant su tirpalo
molekulémis arba kiuvete gaminasi $i medziaga. Juosta ties 580 nm Hp DME tirpale kur kas
intensyvesné nei Hp DHC, taip pat iSry$kéja maksimumas ties 627 nm. Grafike b matome abiejy
medziagy gesimo kinetikas logoritminéje skaléje matuojant ties 580 nm. ApskaiCiavus gesimus
nustatyta, kad abiejy medziagy gesimo laikas vienodas (1 lentelé, 32 psl.) tai parodo, kad tiek Hp DMC
tiek Hp DME tirpaluose laikui bégant formuojasi ta pati medziaga. Matuojant Hp DME gesimo laika
ties 627 nm gauname dvieksponentj gesima, vienas i§ laiky sutampa su 580 nm gesimo laiku, is to seka,
kad tai antrasis Sios medZziagos maksimumas. ISmatavus 627 nm fluorescencijos gyvavimo trukme¢ Hp
DHC tirpale taip pat matomas pastebétos medziagos jnasas, kai tuo tarpu fluorescencijos spektre

medZiagos nematome dé¢l juosty persiklojimo ir mazo intensyvumo.
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7 graf. 10°M koncentracijos Hp DHC ir Hp DME tirpaly fluorescencijos spektrai po Svitinimo

zadinant 395 nm

Siekiant stebéti fototransformacijas medziagos buvo $vitinamos 405 nm lazerio $viesa po 20 min
(40 J/ cm? dozé). Medziaga ties 580 nm sunyko, tai rodo, kad medziaga yra nestabili ir veikiant $viesai
suyra (Sviesta lazeriu ties 580 nm fluorescencijos juostg turin¢ios medziagos sugerties maksimumu).
Taip pat matome atsiradusius naujus maksimumus ties 636 nm ir 640 nm, tai fotoproduktai. Hp DME
fotoprodukto pasigamino kur kas daugiau nei Hp DHC. Kadangi Hp DHC turi didesn;j agregacijos laipsnj
Sioje medziagoje susidaro didesni agregatai kurie sunkiau skyla veikiant $viesa (10 graf.). Hp DME
medziaga turi kur kas daugiau pusiausviryjy dimery i$ kuriy gaminasi fotoproduktas, dél $ios prieZasties
fotoprodukto atsiranda kur kas daugiau. [11] Matuojant gesimo Kinetikas ties fotoprodukto
fluorescencija (636 nm ir 640 nm) gauname dvieksponentj gesimg kadangi ten turime Hp ir fotoprodukto
jnasa. Programine jranga Origin apdorojant informacija, jsista¢ius zinomus Hp gesimo laikus, gauname
fotoprodukty gesimy laikus (1 lentelé, 32 psl.). Laikai labai panasis todél galima teigti, kad abejuose
medziagose formuojasi tos pacios rusies fotoproduktas. Naudojantis medziagy amplitudémis gesimo
kinetikose, galime nustatyti tiksly jy jnasa j fluorescencijag tame bangos ilgyje. Fotoprodukto jnasas
matuojant kinetikas aptinkamas ir ties antru maksimumu (672 nm — 680 nm) tai parodo, kad nors ir
medziagos nesimato fluorescencijos spektre, ja galime atpazinti pasinaudojant kinetine spektroskopija.
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8 graf. Sumodeliuoti Hp DME tirpale esanciy medziagy atskiri fluorescencijos spektrai

Grafike matome modeliavimo biidu atskirtus grynus medziagy spektrus. Gauty medziagy spektrai
lyginami su kity fluorescuojanciy medziagy spektrais esanciais PhotochemCAD programos kataloge.
Pagal fluorescencijos ir zadinimo spektrus nustatyta, kad 580 nm ir 628 nm fluorescencijos maksimumus
turinti medziaga yra panaSiausia ] dvi medziagas kataloge: Magnesium octeathylporphyrin ir Zinc
octeathylporphyrin. Siy medziagy cheminé sudétis itin panasi j hematoporfirino, o tai tik patvirtina, kad
sgveikos su tirpikliu arba kiuvete metu atsirado $ios klasés (metalo porfirino) medziaga. Pagal
fluorescencijos ir Zadinimo spektrus taip pat nustatyta, kad 636 nm ir 670 nm fluorescencijos
maksimumus turinti medZiaga yra panaSiausia ] chloring. Hipotezé tikétina, nes chlorinas nuo
hematoporfirino skiriasi tik viena hidrinta jungtimi pirolo ziede, o vykstant fotooksidacinio tipo reakcijai
(11 tipo reakcija) gali formuotis chlorino tipo fotoproduktas. [11] Sia hipoteze taip pat patvirtina sugeréiy
spektry poky¢iai (9 graf.). Taip pat §iy medziagy gesimo laikai sutampa su teorinémis vertémis (1 lentelé,
32 psl.) (metalo porfirinai vandeniniuose tirpaluose 2 — 3 ns, chlorinai - 3 — 6 ns) [11] . Zinant, kad 580
nm medziaga yra metalo porfirinas, kurio cheminé strukttira nuo Hp skiriasi tik metalo jonu tetrapirolo
centre, galime teigti, kad Hp DME jis gaminasi daug greiciau (6 graf.), nes tame tirpale yra daugiau
monomery j kuriuos metalo jonui yra daug lengviau patekti nei j agregatus, kurie dominuoja Hp DHC

medziagoje. [18]
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9 graf. a-5 - 10 M koncentracijos Hp DME tirpalo sugerties spektras pries ir po $vitinimo

b — Hp DME tirpalo Q juosty pokyciai po $vitinimo

Toliau stebéti fotosensibilizatoriy sugeréiy spektry pokyc¢iai po Svitinimo. Grafike a matome kaip
Hp DME Sj po $vitinimo pasislenka i§ 378 nm j 391 nm, pusiausvirieji dimerai i§ kuriy gaminasi
fotoproduktas veikiami S$viesos yra suardomi, todél agregaty ir monomery santykyje padaugéja
monomery, taciau vis dar matomas agregaty juostos petys trumpabangéje spektro pus¢je. Sunormavus
spektrg gauname, kad juosta po Svitinimo yra praplatéjus j ilgabangg spektro puse (fotoprodukto chlorino
sugerties jtaka). [11] Grafike b stebime Hp DME Q juosty pokyc¢ius. Po §vitinimo matome atsiradusig
naujg penkta Q juosta ties 632 nm, §i juosta atsiradusi ilgabangéje spektro srityje yra fotoprodukto jnaSas,
kadangi chlorinas pasizymi sugertimi tolimesniuose spektro ruozuose lyginant su porfirinais. [13] Juosta
gana ryski, tai parodo, kad fotoprodukto pasigamino santykinai daug. Taip pat stebimas blukimo efektas,
medziagai sgveikaujant su Sviesa jos mazéja, medziaga suyra arba pakeicia savo struktiirg todél sugerties

intensyvumas po $vitinimo yra mazesnis.
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10 graf. a - 5 - 10 M koncentracijos Hp DHC tirpalo sugerties spektras pries ir po svitinimo

b - Hp DHC tirpalo Q juosty pokyciai po svitinimo

Kiek kitokie pokyciai matomi Hp DHC medZziagoje po $vitinimo. Sj maksimumas iSlieka toje
pacioje vietoje, kadangi Sioje medziagoje dominuoja didesni agregatai kurie yra sunkiau ardomi veikiant
Sviesai, taCiau visgi matomas rySkesnis monomery petys ties 391 nm. Taip pat matome Sj juostos
praplatéjimg ilgabangéje spektro puséje (chlorino jnasas) bei trumpabangeje spektro puséje (agregaty
,.skeveldros® - suire pirolo ziedai atsirade dél medziagos saveikos su Sviesa). [19] Taip pat stebimas
blukimas, po $vitinimo sugerties intensyvumas mazesnis nei prieS. Grafike b penktos Q juostos
nematome, kadangi Hp DHC sugertis pasislinkusi j ilgabange spektro sritj , todél 4 Hp Q juosta
persikloja su fotoprodukto juosta ir matome tik praplatéjima ties 635 nm. Lyginant su Hp DME stebimas

mazesnis juostos intensyvumas dél mazesnio susidariusio fotoprodukto kiekio.

27



: : : : : :
[Te15 ——10-6, 370 nm — Hp - DHC 370 nm

3.0 -

5x10-6, 405 nm 24 —— Hp - DHC 420 nm
25 F
20 61 /

5x10-6, 370 nm ] 629
0.5

1 20 624 ~ |

4\

/ \J*\i\- 695

o
)
S=

Intensyvumas, snt. vnt
o ()]
T
n
Co
-
/
G
fan)
Intensyvumas, snt. vnt

N\

" N

0.0 ! 0.0 : ; . : : .
600 650 700 600 650 700 750
Bangos ilgis, nm Bangos ilgis, nm
a b

11 graf. a-5-10®%Mir 10°M koncentracijos Hp DHC tirpaly fluorescencijos spektrai

b —8 - 10 M koncentracijos Hp DHC tirpalo fluorescencijos spektrai

Pastebéta, kad vienoje i§ Hp DHC 5 - 10° M koncentracijy stebime papildoma fluorescencijos
maksimuma ties 628 - 630 nm bei praplésta antro maksimumo $laitg ilgabangéje spektro srityje ties 705
nm. Grafike a matome 10°® M koncentracijos tirpalo fluorescencija kurioje jzvelgiame tik
hematoporfiring, 5 - 10 M koncentracijos tirpale turime priemai$a. Zadinant 370 nm maksimumas ties
630 nm, 0 405 nm zadinimo atveju prie priemaiSos maksimumo prisideda metalo porfirino antro
maksimumo jnasas, todé¢l fluorescencija intensyvesné bei pasislinkusi j 628 nm. Jrodant, kad priemaiSa
tirpale atsirado ne per tirpalo pagaminimo klaida, fosfatiniame buferyje praskiesti dar keli Hp DHC
tirpalai. Grafike b matome pagaminta 8 - 10® M koncentracijos Hp DHC tirpalg kuriame priemaia yra
dominuojanti. Svie¢iant 370 nm matome hematoporfirino maksimuma ties 615 nm, bei antrg
maksimuma ties 624 nm (manoma, kad tai Hp ir priemai$os maksimumy vidurkis). Zadinant 420 nm,
juosta slenkasi iki 629 nm, antras maksimumas - 695 nm, kadangi Hp sugertis 420 nm yra nedidelé
medziaga yra nukonkuruojama priemaiSos kurios sugertis yra ilgabangéje spektro srityje. Taip pat
stebime maksimumag ties 667 nm, tai galimai yra priemaisos fotoproduktas. Norint i$siaiSkinti kokig

turime priemaiSag Hp DHC tirpinamas etanolyje ir §vitinamas.
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12 graf. 5 - 10 M koncentracijos Hp (DHC) fosfatiniame buferyje bei etanolyje

Siuose grafikuose matome Hp DHC sugerties poky¢ius keiiant terpe i§ vandeninio tirpalo j
etanolio tirpala. Grafike a etanolio (95%) tirpale stebime stiprius poky¢ius Sj. Kadangi etanolis yra
spiritiné terpé, jis monomerizuoja medziaga (skaldo agregatus), kaip matome Hp DHC etanolyje Sj
juostos maksimumas slenkasi i§ 369 nm (agregaty juostg) j 400 nm (monomery juostg). Pati juosta
praranda dalj §laito trumpabanggje srityje bei praplatéja ilgabangéje spektro srityje (tai gali bati ir
priemaiSos jtaka). Grafike b matome Q juostos poky¢ius. Kadangi medziagos agregatai skyla ir tirpale
santykinai padaugéja monomery, Stebime Q juosty poslinkius j trumpabange spektro sritj, bei juosty

susiauréjimg (monomery sugerties juostos siauresnés nei agregaty). [11]
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13 graf. 5 - 10 M koncentracijos Hp DHC bei protoporfirino etanolyje fluorescencijos spektrai

zadinant 395 nm

Grafike matome Hp DHC fluorescencija etanolio tirpale (mélyna spalva). Pirmas maksimumas ties
627 nm parodo, kad medziagoje yra ne vien hematoporfirino, remiantis literatira pirmas Hp
fluorescencijos maksimumas etanolio tirpale varijuoja tarp 620 — 623 nm. [20] Taip pat pirmoji juosta
yra platesné nei jprasta, panaSu, kad joje jsiterpia dvi medziagos. Pagal 667 nm fotoprodukto
maksimumg etanolyje manoma, kad priemaiSa yra protoporfirinas. [21] Pasimatavus gryno
protoporfirino fluorescencijos spektra etanolyje jsistatome jj Salia Hp DHC spektro. Kaip matome
fotoprodukty maksimumai sutampa, o atémus Ptp spektra i§ Hp DHC gauname galima hematoporfirino
spektrg etanolyje (juoda spalva). Protoporfirino priemaisa paaiskinty pastebétg maksimuma ties 630 nm
buferyje, taip pat antrojo maksimumo praplatéjimg, kadangi protoporfirino fluorescencija slenkasi j
ilgabange spektro sritj Hp atzvilgiu. Protoporfirinas netirpsta vandeniniuose tirpaluose todél keliama
hipotezé, kad Hp DHC gamybos metu atsiradus Ptp priemaisai prie jos gali prikibti nedidelis kiekis
rugsties ar kitos medziagos galinCios iStirpinti Ptp vandeniniuose tirpaluose tam tikry koncentracijy
ribose. Etanolyje bet kokioje tirpalo koncentracijoje matome priemaiSos jnasa, nes etanolyje Ptp tirpsta.

[22]
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14 graf. 5 - 10 M koncentracijos Hp DHC a- etanolyje bei b — buferyje pries ir po svitinimo

zadinant 370 nm

Norint patvirtinti protoporfirino priemai$os hipoteze $vitinami 5 - 10° M koncentracijos etanolio
bei buferio tirpalai 405 nm lazerio $viesa 20 min (40 J/ cm? doz¢). Grafike a matome, kad Hp DHC
etanolio tirpalo fluorescencijos spektre po §vitinimo nublunka dalis pirmos juostos ilgabangéje spektro
srityje, maksimuma ties 627 nm pakeicia siauresnés juostos 623 nm maksimumas. Bitent Siame bangos
ilgyje gautas numanomo Hp pirmas maksimumas etanolio tirpale, Ptp spektra atémus i§ Hp DHC (13
graf.), o iSmatavus gesimo laikg ties 623 nm gauname laika biidingg Hp molekulei (1 lentelé, 32psl.).
[20] Tai patvirtina, kad pirmoji Hp DHC etanolio tirpalo fluorescencijos juosta susideda i$ dviejy
medziagy jnaSo, hematoporfirino ir protoporfirino. Spektre taip pat stebime atsiradusj Hp fotoprodukta
ties 645 nm (5 nm poslinkis spiritiniame tirpale), priemaiSos fotoprodukta ties 667 nm bei Slaito
susiauréjima ilgabangéje spektro srityje. Grafike b stebime poky¢ius po §vitinimo buferiniame tirpale,
Hp 615 nm maksimumas po Svitinimo iSlieka toje pacioje vietoje tik mazesnio intensyvumo dél blukimo
kurio metu pasigamino 640 nm fotoproduktas, 625 nm esantis maksimumas bei $laitas ties antru

maksimumu ilgabangéje spektro srityje pranyksta, protoporfirinas sgveikos su §viesa metu suyra. [21]
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15 graf. a- 5 - 10 M koncentracijos Hp DHC etanolinio tirpalo fluorescencijos spektras pries ir po
Svitinimo; b —5 - 10° M koncentracijos gryno protoporfirino spektras pries ir po $vitinimo

zadinant 420 nm

Grafike a matome Hp DHC etanolinio tirpalo fluorescencijos spektro pokyc¢ius po §vitinimo
7adinant 420 nm. Zadinant §iuo bangos ilgiu fotoprodukto (667 nm) fluorescencijos juosta yra kur kas
intensyvesné, tai rodo, kad antrojo fotoprodukto sugertis yra stipriai pasislinkus j ilgabange spektro sritj,
kas yra budinga protoporfirino fotoproduktui — chlorinui [21]. I8 $iy grafiky galime spresti, kad
protoporfirinas yra labai nestabili medZiaga kuri sgveikos su $viesa metu pavirsta j fotoprodukta ties 667
nm, dél Sios priezasties po Svitinimo mes galime matyti iSrySkéjusj stabilesnés Hp medZiagos
fluorescencijos spektra, bei itin padidéjusj maksimumg ties 667 nm dél greitos protoporfirino
fototransformacijos. Grafike b matome, kad gryno Ptp etanoliniame tirpale fotoproduktas formuojasi
toje pacioje vietoje kaip ir miisy turimo Hp DHC tirpalo antrasis fotoproduktas. Irodymui pasitelkti
fluorescencijos gyvavimo trukmés matavimai. Apskai¢iuota, kad tieck Hp DHC tiek Ptp tirpaluose 667
nm gesimas trunka beveik vienodg laikg (1 lentelé, 32 psl.). Visa tai jrodo, kad turimoje Hp DHC
medziagoje turime protoporfirino priemaisa, kuri formuoja chlorino fotoprodukta. Protoporfirino
fotoprodukto gesimo laikas yra ilgesnis nei Hp fotoprodukto (~1,2 ns skirtumas), kadangi Hp
fotoproduktas chlorinas suformuoja dimerg su paciu Hp, dél to vykstant energijos pernasai gesimo laikas

sutrumpéja. [20] [21]
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1 lentele Hp DHC, Hp DME ir Ptp tirpaly fluorescencijos gyvavimo trukmés matavimai.

(* - matuota po medziagos $vitinimo)

Medziaga (konc.) | Bangos ilgis (hm) | 11 (ns) A1 (%) 12 (ns) A2 (%) 13 (ns) A3 (%)
580 2.54 100 - - - -
615 14.65 100 - - - -
Hp DHC (0.001 mM) 627 14.42 92 2.44 8 - -
675 14.33 84 4.2 16 - -
690 14.25 72 4.1 28 - -
580 2.47 100 _ _ _ -
Hp DME (0.001 mM) 612 14.88 100 - - - -
672 14.52 89 5.4 11 - -
Hp DHC (0.001 mM)* 640 14.42 60 3.2 40 - -
675 13.85 81 3.1 7 4.1 11
Hp DME (0,001 mM)* 636 14.51 35 3 65 = -
672 14.21 78 2.9 12 5.2 10
Hp DHC (0.005 mM)* 667 14.32 71 4.6 25 3.2 4
623 14.72 100 - - - -
Hp DHC (0.005 mM)* 645 14.53 44 3.3 56 - -
etn.
667 14.24 20 4.5 73 3.1 7
Ptp (0.005 mM)* etn. 667 14.07 47 4.4 53 - -
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ISVADOS

Hp DHC agregacijos laipsnis vandeniniuose tirpaluose didesnis nei Hp DME, tirpale susidaro
stabilesni, didesni agregatai, pasigamina maziau fotoprodukto ir metalo porfirino, taip pat
budingas mazesnis jautrumas Sviesai.

Laikui bégant, hematoporfirino tirpaluose kaupiasi metalo porfirinai suyrantys S$vitinant
medZziagg.

Svitinant medziagas, fototransformacijos metu susiformavusio hematoporfirino fotoprodukto
chlorino gesimo laikas ~ 3,2 ns yra trumpesnis nei chlorino monomero ~ 5 ns, kadangi medziaga
sudaro dimerg su Hp.

Optinés spektroskopijos metodais iStyrus ~ 92 % grynumo Hp DHC etanolinj tirpalg nustatyta,
kad medziagoje yra Ptp priemaisSa. ~ 97 % grynumo Hp DME priemaiSy nerandama.
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Marius Gzelka
Terpés jtakos tetrapiroly fluorescencijos gyvavimo trukmei tyrimai

SANTRAUKA

Spektriniy ir fotofizikiniy fotosensibilizatoriy savybiy tyrimas reikalingas norint patobulinti FNT
ir numatyti naujy fotosensibilizatoriy paieskos kryptis. Sio darbo tikslas - optinés spektroskopijos
metodais charakterizuoti ir identifikuoti tetrapirolinius fotosensibilizatorius skirtinguose tirpaluose.
Gautos medziagos hematoporfirino dimetilo esteris (~ 97 % grynumo) ir hematoporfirino
dihidrochloridas (~ 92 % grynumo). I§ $iy medziagy pagaminami skirtingy koncentracijy tirpalai
skiedziant jas fosfatiniame buferyje (7,2 pH).

Siekiant nustatyti tirpaly sugeréiy skirtumus priklausanéius nuo koncentracijos, atilikti sugerties
spektry matavimai Avantes-3648 spektrofotometru. Hp DME tirpale stebimas didesnis agregaty ir
monomery santykio pokytis keiiant tirpalo koncentracijg. Nustatyta, kad Hp DHC turi didesnj
agregacijos laipsnj, tirpale susidaro didesni, stabilesni agregatai, net mazose koncentracijose (107)
nestebime monomerizacijos. Hp DME tirpalas mazose koncentracijose monomerizuojasi, didesnése
vyrauja pusiausvirieji dimerai, medZiaga jautresné Sviesai.

Nustatant medziagos spektrines savybes tirti fluorescencijos bei zadinimo spektrai Perkin Elmer
LS55 fluorimetru. Hp DHC fluorescencija pasislinkusi j ilgabange spektro sritj nuo Hp DME dél didesnio
agregacijos laipsnio. Abiejy medziagy spektruose pastebéta, kad laikui bégant hematoporfirino sgveikos
su tirpikliu ar kiuvete metu tirpale atsiranda antriné medziaga. Spektry modeliavimo ir fluorescencijos
gyvavimo trukmés metodais nustatyta, kad tai metalo porfirinai.

Norint stebéti medziagos fototransformacijas, tirpalai $vitinami 405 nm lazerio Sviesa 20 min (40
J / cm? dozé). Sumodeliavus gryna fotoprodukto spektra bei istyrus jo gesimo kinetikas nustatyta, kad
Hp fotoproduktas yra chlorino tipo molekulé. Gauta fotoprodukto gesimo trukmé ~ 3,2 ns yra trumpesné
nei chlorino monomero ~ 5 ns, kadangi chlorinas su Hp suformuoja dimerg, dél energijos pernasy gesimo
laikas sutrumpéja.

Norédami iStirti medziagos grynumg turimas medziagas tirpiname 95 % etanolyje. Optinés
spektroskopijos metodais nustatyta, kad ~ 92 % grynumo Hp DHC medziagoje turime protoporfirino

priemaisa, tuo tarpu ~ 97 % Hp DME priemaiSos nestebime.
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Marius Gzelka
Medium Influence for Tetrapyrrole Fluorescence Lifetime Study

SUMMARY

Research of spectral and photophysical properties of photosensitizers is necessary for improving
photosensitized tumour therapy and providing new research trends. The purpose of this study is to
characterize and identify tetrapyrrolic photosensitizers in different media using optical spectroscopy
methods. Studied materials — hematoporphyrin dimethyl ester (~ 97 %) and hematoporphyrin
dihydrochloride (~ 92 %) were used without further purification. Several solutions with different
concentration were made by mixing materials with phosphate buffer (7,2 pH).

In order to find differences between Hp solutions, which depend on its concentration, absorption
spectroscopy method was used. In Hp DME solution we observed bigger change in aggregates to
monomers ratio while changing solution concentration. Hp DHC solutions have higher aggregation rate,
bigger and more stable aggregates than Hp DME. Even at low concentrations (10°°) Hp DHC solution
doesn‘t reach monomerization, while monomers are dominating in Hp DME solutions at low
concentrations.

To identify composition of Hp solutions fluorescence and fluorescence excitation spectroscopy
methods were used. From results of fluorescence lifetime and fluorescence spectroscopy, new material
— metal porphyrin was found and identified, which could have been formed from hematoporphyrin
interaction with a quartz cuvette or a solvent.

To monitor differences, which are caused because of photosensitizers phototransformations, light
irradiation was applied on Hp solutions using a 405 nm pulsed laser for 20 min (40 J / cm? dose). After
light exposure a new substance was observed. Analyzing properties of fluorescence and fluorescence
excitation spectra, new photoproduct was recognized as a chlorin-type molecule. Hp solution absorption
spectrum after exposure also supports hypothesis about photoproduct origin (a shift of the Soret band
maximum towards long-waved spectral side and the appearance of fifth Q band).

To evaluate purity of studied hematoporphyrins, ethanolic solutions (95 %) were made. Using
optical spectroscopy methods it was found that ~ 92 % purity Hp DHC solution has admixture of
protoporphyrin, while no admixture was found in ~ 97 % purity Hp DME.
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