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Fotosensibilizuota naviky terapija ir naviky vaizdinimas

1.Darbo tikslas

IStirti fotodensibilizatoriy tinkamuma fotosensibilizuotoje diagnostikoje ir

fotodinamingéje terapijoje

2. Darbo uzdaviniai.

1. ISmatuoti hemato porfirini ir rodamino sugerties bei fluorescensijos
spektrus.

2. Istirti kaip priklauso fotosensibilizatoriy sugertis ir fluorescencija nuo
zadinancios spinduliuotés bangos ilgio ir fotosensibilizatoriaus
koncentracijos.

3. Istirti fotosensibilizatoriy fotosensibilizacijos efektyvuma, esant
skirtingoms Zadinancios spinduliuotés bangoms ilgiams, matuojant
singletinio deguonies koncentracija.

4. lvertinantys sklaidanCios terpés ijtaka fotosensibilizatoriaus zadinimo

efektyvumui.

3. Teoriné dalis

I. Sviesos sugerties désnis

Pereinant elektromagnetinei bangai medZiaga, dalis bangos energijos
iSeikvojama elektrony virpesiu suzadinimui atomuose ir molekulése. Idealioje
vienalytéje terpéje periodisSkai virpantis dipolis spinduliuoja antrines to paties
daZnio elektromagnetines bangas, kurios interferuodamos su pirmine banga
pakeicia jos fazinj greitj ir pilnutinai
grazina sugertos energijos dalj.

Realiuoju atveju ne visa virpan¢iyjy elektrony energija iSspinduliuojama
atgal elektromagnetiniy bangy pavidalu. Dalis energijos virsta kitomis energijos
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formomis - pagrindinai Silumine. Suzadinti atomai ir molekulés saveikauja ir
susiduria vieni su kitais. Siuose susidiirimuose elektrony virpesiy energija atomy
viduje gali virsti iSorinio atomy kaip visumos netvarkingojo judéjimo energija.
Metaluose elektromagnetiné banga sukelia laisvyju elektrony virpesius, kurie po
to susidirimuose atiduoda sukauptaji energijos pertekliu kristalo gardelés
jonams ir tuo paciu ji suSildo. Atskirais atvejais molekulés sugertoji energija gali
susikaupti tam tikroje chemingje jungtyje ir iSeikvojama jos suardymui. Turime
taip vadinamas fofochemines reakcijas.

Kai yra Zenklis optiniai terpés netolygumai, tai tam tikra
elektromagnetinés bangos dalis, spinduliuojama atomy ir molekuliy atgal, yra
nekoherentinés pirminés bangos atzvilgiu ir i§sklaidoma 1 visas puses. Tokios
sklaidos pasekoje pirminio pluostelio energija palaipsniui mazéja.

Sviesos sugertis kiekybiskai jvertinama sugerties koeficientu, kuris
priklauso nuo medziagos prigimties, cheminés sudéties, agregatinés busenos,
koncentracijos, temperatiiros ir nuo saveikaujancios su medziaga Sviesos bangos
ilgio. Sugerties koeficiento priklausomybé nuo bangos ilgio vadinama sugerties
spektru.

Tegu Sviesos intensyvumas plokstumoje z=0 yra 7, (1 pav.). Peréjus
sluoksnj z,

Sviesos pluostelis susilpnéja iki 7 ir tampa mazesnis uz I,. ISskirkime sritj dz.
Sviesos intensyvumas peréjus sluoksnj z+dz, bus 7-d7. Dydis d7 yra sugertas
ir iSsklaidytas sluoksnyje dz Sviesos srautas ir priklauso nuo krentanciojo i §i
sluoksni Sviesos intensyvumo:

-dI=kidz; (1)
Cia k- Sviesos silpimo koeficientas, i kurj jeina tikrasis sugerties koeficientas ir
koeficientas, charakterizuojantis pirminio pluostelio energijos nuostolius dé¢l kity

procesy, ypac sklaidos.
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1 pav. Sviesos sugertis ir sklaida

Integruojant (1) gaunama: [=1,exp(-kz). Tai Bugerio désnis.
Koeficientask nusakomas konkre¢iam bangos ilgiui: &, =1/zInZ,,/1,. Kai
z=1/k,,tat I,=1,,/e,

t.y. silpimo (sugerties) koeficientas yra dydis, atvirkscias sluoksnio storiui, kuri
peréjes
Sviesos intensyvumas sumazéja e karty.

Dydis D, =In(l,,/1,) vadinamas optiniu tankiu. Dar naudojamas optinis
pralaidumas T, =1,/1,, .

Tada optini tanki galima uzrasyti tokiu pavidalu: D, =Inl/T, =—InT;.

Tirdamas tirpalus Beras nustate, kad sugerties koeficientas %,
proporcingas tirpalo koncentracijai c: k, =a,c; €ia a, - vienetinés koncentracijos
koeficientas. Tada jungtinis Bugerio ir Bero désnis uzraSomas taip:

I,=1,,exp(—a,cz). (2)
I§¢ia a, =(/cz)Inl,,/1,=D,/cz .

Kadangi sugerties koeficientas priklauso nuo bangos ilgio tai Bugerio ir
Bero désnis taikomas tik monochromatinei spinduliuotei. Sugerties koeficiento
dispersija (priklausomybé nuo bangos ilgio) labai rySki arti rezonanso tarp
krentancios Sviesos daznio ir nuosavyju elektrony virpesiy daznio atomuose.
Siuo atveju smarkiai iSauga elektrony priverstiniy virpesiy amplitudé ir padidéja

ju peréjimo tikimybé | Siluminio judéjimo energija. Tokiu budu jvairiy ilgiy



bangos tame paciame sluoksnyje sugeriamos skirtingu laipsniu. Rezonansinio
daznio bangos visiskai sugeriamos ploname sluoksnyje.

Proporcingumas tarp -d7 ir 7 iSsklaidytiems spinduliams galioja tik esant
vienkartinei sklaidai ir siauriems pluosteliams.

IS Bugerio ir Bero désnio dar iSplaukia, kad sugerties koeficientas
nepriklauso nuo krentanCiosios Sviesos intensyvumo. Pagal Vavilova
intensyvumo pokytis netgi
iki 10 karty nepazeidzia Bugerio ir Bero désnio. Taciau naudojant labai stiprius

Sviesos srautus (lazerinius), jau pastebimi nuokrypiai.

I1. Sviesos sklaida

Biologinis audinys - sudétinga sistema, sudaryta 1§ daugybés biologiniy
molekuliy, organoiduy, lasteliy, kurie gali i§sklaidyti Sviesa. D¢l to fotonas pries
ji sugeriant daug karty pakeis savo sklidimo krypti — bus iSsklaidytas.

Sklaida tai vienas i§ pagrindiniy fizikiniy procesu kurio metu kinta
spindunduliuotés sklidimo kryptis.

Elektromagnetines spinduliuotés sklaida, kurios metu nepakinta jos
daznis, vadinama koherentine sklaida (prieSingu atveju sklaida vadinama
nekoherentine sklaida). Be to, jeigu elektromagnetines bangas sklaido laisvieji
elektronai, tuomet koherentine sklaida vadinama Tomsono sklaida, o jeigu jas
sklaido atomu elektronai ir jeigu bangos ilgis yra zymiai didesnis uz atomo
matmenis, tuomet koherentine sklaida vadinama Rel¢jaus sklaida (Rayleigh
scattering).

Kvantines mechanikos pozitiriu, sklaidos jvykis — tai dvieju daleliu —
fotono ir
elektrono arba fotono ir atomo — susidirimas. Jeigu fotonas susiduria su
laisvuoju elektronu, tuomet tokia saveika yra tamprioji, nes jos metu nekinta
daleliu kinetiniu energiju suma. Daleliu energijas ir judesio kiekius po

susidirimo nusako energijos ir judesio kiekio tvermes désniai. IS Siy désniy
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iSplaukia, kad d¢l atatrankos sklaidos metu fotonas dali savo energijos ir judesio
kiekio perduoda elektronui. D¢l to fotono energija ir daznis sumazéja (taigi,
sklaida yra nekoherenting). Sis reiskinys, kuri 1922 m. aprase amerikieéiu
fizikas A. Komptonas, tapo vienu 1§ kvantines mechanikos kertiniu akmeniu, nes
jis parode, jog elektromagnetine spinduliuote turi korpuskuliniu savybiu.

Tokia sklaida, kurios metu sumazé¢ja spinduliuotés daznis, vadinama
Komptono sklaida, o daznio sumaz¢jimas (ir atitinkamas bangos ilgio
padidéjimas) vadinamas Komptono efektu. Dazniausiai fotonas perduoda
elektronui zymia savo energijos dalj. Sie greitieji elektronai, kurie atsirado dél
Komptono sklaidos, yra vadinami Komptono atatrankos elektronais. Fotonus
gali sklaidyti ne tik laisvieji elektronai, bet ir atomai (tiksliau, atomu elektronai).
Jeigu tokios sklaidos metu sumaZz¢ja fotono energija, tuomet sklaida taip pat yra
vadinama Komptono sklaida. Komptono sklaida d¢l fotono saveikos su atomu (o
ne su laisvuoju elektronu) néra tamprioji, nes jos metu dalis fotono energijos
virsta atomo vidine energija. Pvz., jeigu atomas jonizuojamas, tuomet fotono
energijos nuostoliai yra sudaryti i$ dviejy daliy: Komptono atatrankos elektrono
kinetinés energijos ir to elektrono rySio energijos atome (elektrono rySio energija

— tai darbas, kuri reikia atlikti, paSalinant elektrona i§ duotojo elektronu

Elektromagnetinés spindulivotés sklaidos rusys

Klasikine fizika Kvantiné fizika
Pavad. |Koher.?| Pavad. |Koher.? Ribiniai atvejai

Sklaida Tomsono Taip [Komptono Ne |Kai hv << myc®, Komptono sklaida galima laikyti Tomsono
laisvaisiais sklaida sklaida sklaida (t.y., aprasyti klasikinés fizikos metodais).
elektronais”

[Netamprioji - — Komptono Ne |Kai v > myc?, sklaida atomais galima aprayti taip pat, kaip
sklaida atomais sklaida sklaida laisvaisiais elektronais; atomas sklaidos metu yra
jonizuojamas. Be to, $iuo atveju Komptono sklaida yra
vyraujantis sklaidos mechanizmas.

Kai /v tampa mazesné uz valentiniy elektrony ry$io energija,
jonizavimas tampa neimanomas ir netampriosios sklaidos
metu atomas yra tik suzadinamas. Be to, Siuo atveju
netamprioji sklaida vyksta zymiai re¢iau, negu koherenting
sklaida.

Kai /v yra maZesné uz maziausia suzadinimo energija,
netamprioji sklaida tampa neimanoma. Tuomet vyksta tik
koherentine sklaida.

Tamprioji Koherenti- | Taip [Koherenti- | Taip |[Kai /v > 500 keV, koherentine sklaida vyksta Zymiai reciau,
sklaida atomais [ne sklaida; ne sklaida negu Komptono sklaida.
Reilejaus

. Kai 4v << 10 keV, koherentiné sklaida yra vyraujantis
sklaida

sklaidos mechanizmas.
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sluoksnio). Minétoji rySio energija Komptono sklaidos metu virsta atomo vidine
energija. Be to, imanomas toks vyksmas, kai sklaidos metu atomas néra
jonizuojamas, o yra tik suzadinamas. Pastaruoju atveju visas fotono energijos
sumaz¢jimas yra lygus atomo vidines energijos padidéjimui.

Sklaida aprasoma sklaidos koeficientu, kurio atvirkS¢ias dydis nusako
laisvaji fotono kelia iki i§sklaidymo.

Intensyvumo sumazéjimas sklaidancioje aplinkoje apraSomas analogiskai

sugerciau:

I(z) =1, exp(— asz)_ (3)

Elastinés sklaidos atveju — atsakomieji virpesiai yra tokio pat daznio kaip

ir juo sukélusi banga Kai dalelés matmenys mazesni uz krintan¢ios bangos
matmenis (> 0.1 A), vyksta Rel¢jaus sklaida. Tai elastinés sklaidos rusis, kurios

intensyvumo priklausomybé nuo bangos ilgio apraSoma taip:
I (®)ocl+%§’2(®). ©
Skirtingi bangos ilgiai bus iSsklaidyti skirtingais kampais. 1 ~ 1/A4 —
trumpesnés bangos bus sklaidomos labiau nei ilgosios. I ~1 + co0s20 —
spinduliuotés i$sklaidytos i priekj ir atgal intensyvumai vienodi
Jei sklaidancCios dalelés yra didelés ( arba labai mazos <0.01 L), tai
Reléjaus sklaida
kei¢ia Mi sklaida. Siuo atveju:
[ oc A, x=1-4, (5)
Mi sklaidos pagrindiniai skirtumai:
1. Silpnesné priklausomybé nuo bangos ilgio;
2. Mi sklaidos atveju Sviesa sklaidoma nedideliais kampais, t.y. nedaug
nukrypsta nuo pradiés krypties
Jeigu fotono energija néra Zymiai (bent 100 kartu) didesne uz K sluoksnio

elektronu rySio energija, tuomet, be Komptono sklaidos, pasireiSkia ir kitokio



tipo sklaida — fotonu tamprioji sklaida atomais. Tokios sklaidos metu atomas
néra nei jonizuojamas, nei suzadinamas, o fotono energija praktiskai nepakinta
(tai 1Splaukia 1§ energijos ir judesio kiekio tvermes désniu). Taigi, tokia sklaida
yra koherentine. Tokio ivykio tikimybe yra didZiausia, kai kvanta sklaido
sunkiyju elementu atomu vidiniu sluoksniu elektronai, kuriu maziausioji
suzadinimo energija yra palyginti didele. Koherentine sklaida pasireisSkia tuo,
kad iSsklaidytoje spinduliuotéje yra ir pradinio bangos ilgio komponente.
Koherentine sklaida tampa vyraujanc¢iu sklaidos mechanizmu, kai fotono
energija yra mazesne uz 10 keV (kuo didesnis elemento atominis numeris, tuo
platesniame energiju intervale vyrauja koherentine sklaida).

Koherenting sklaida galima apraSyti klasikines fizikos metodais. MaZ¢éjant
kvanto energijai arba augant sklaidanciosios medZiagos atominiam numeriui,
koherentines sklaidos tikimybe auga. Vykstant vidutines ir aukstos energijos (>
500 keV) . kvantu sklaidai mazo atominio numerio medziagose (pvz.,
aliuminyje), koherentine sklaida praktiSkai nepasireiSkia ir galima laikyti, kad

vienintelis sklaidos vyksmas yra Komptono sklaida.
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I11. Fotoefektas

Fotoefektas arba fotoelektrine sugertis — tai tokia fotono saveika su
atomu, kurios metu atomas sugeria visa fotono energija (t.y., fotonas nustoja
egzistuoti), o vienas 1§ atomo elektronu iSlekia 1§ atomo. ISlaisvintasis i§ atomo
elektronas vadinamas fotoelektronu. Taigi, pagrindinis skirtumas tarp fotoefekto
ir Komptono sklaidos yra tas, kad Komptono sklaidos metu fotonas praranda tik

dalj savo energijos, o fotoefekto metu fotonas yra pilnai sugeriamas.

1. Fotoelektrinis efektas I. Komptono sklaida

I$sklaidytas

fotonas
> 4

Elektronas

3 pav. Fotoelektrinis efektas ir Komptono sklaida

IV. Liuminescencijos riisys

Chemiliuminescencija — spinduliuojantis kiinas naudoja energija, kuri
atsiranda vykstant kiino viduje cheminéms reakcijoms.

Biochemiliuminescencija — biologinis objektas naudoja biocheminiy

vyksmy metu iSlaisvintg energija.

Fotoliuminescencija — kai kiinas iSspinduliuoja energija, kuria prie§ tai

sugere.

Elektroliuminescencija — dujos naudoja elektros iSlydzio energija.

Rentgenoliuminescencija — kiinas spinduliuoja energija, kuria suteiké

rentgeno spinduliuoté.

Radioliuminescencija — zadinama greitomis dalelémis, kurios susidaro

skylant radioaktyvioms medZiagoms, ir kosminiais spinduliais.



Bioliuminescencija — Zzadinama scheminés reakcijos metu iSskiriama

energija.

V. Liuminescencija

Liuminescencija yra nepusiausvyrasis savasis suzadinty daleliy arba i ju
sudaryty medZziagy Svyt¢jimas. Nepusiausvyrasis Svyt€¢jimo pobidis skiria ja
nuo Silumingés spinduliuotés, o savasis - nuo Sviesos atspindzio bei sklaidos.

Pagal Svyté¢jimo trukme liuminescencija yra skirstoma i fluorescencija
(10""- 10® s) ir fosforescencija (>10° s). Suzadintosios biisenos gyvavimo
trukmé nusako liuminescencijos trukmeg. Nutraukus zadinima molekuliy
liuminescencija gegsta eksponentiSkai: 1 = Iy exp(-t/r); I — liuminescencijos
intensyvumas laiku t, I — pradinis intensyvumas, t-Svyté¢jimo trukme, per kuri
liuminescencijos intensyvumas sumazeja e karty.

Liuminescencijos gesinimas yra procesas, kuris mazina medZziagos
liuminescencijos naSuma. Liuminescencijos gesintojais gali biiti organiniai ir
neorganiniai junginiai. Egzistuoja jvairiis liuminescencijos gesinimo biudai.
ISskiriamos kelios gesimo grupés.

Pirmajai grupei priskiriami procesai, kuriy metu liuminescencijos
nasumas mazéja dél gesintojo molekuliy ir medziagos nesuzadinty molekuliy
saveikos (statinis gesimas). Statinis gesimas susietas su neliuminescuojanc¢iy
kompleksy susidarymu pagrindinéje biisenoje. Po absorbcijos kompleksas
nei$spinduliuvodamas kvanto pereina i pagrinding biisena.

Antrajai grupei priskiriami procesai, kuriy metu liuminescencijos naSumas
mazéja dél gesintojo molekuliy medziagos suzadinty molekuliy saveikos. Tuo
paciu vyksta suzadinty molekuliy nespinduliné dezaktyvacija, kurios metu
suzadinty molekuliy energija perduodama nesuzadintoms molekuléms arba

suzadinimo energija virsta branduoliy virpesine energija.
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Mazose koncentracijose (< 10 mol/l) §vytéjimo intensyvumas didéja
proporcingai absorbuojanciuy daleliy skai¢iui. Esant tam tikrai koncentracijai
intensyvumas pasiekia maksimuma. Toliau didinant koncentracija intensyvumas
nekinta, o dar padidinus — maz¢ja. Mazose koncentracijose absorbuotas Sviesos
intensyvumas auga proporcingai koncentracijai, tai vyksta tol, kol tam tikrame
koncentracijy intervale tirpalas absorbuoja ne visa Zzadinancia Sviesa. Toliau
didinant koncentracija liuminescencija silpné¢ja. Liuminescencijos gesinimas taip
pat priklauso ir nuo molekuliy sandaros.Koncentracinis gesinimas aiSkinamas

dviem procesais vykstanciais tirpale vienu metu: molekuliy absorbcija ir

.o

konversija

oo

irpesiné
relaksacija
Vidiné

.

Interkombinaciné
~ _ konversija

~
=~ o

\"

IR —— -

Fluorescencija

Sugertis
|
Iti -
Dwfqtone
sugertis
Fosforescencija

=

4 pav. Jablonskio daugiaatomés molekulés lygmeny diagrama

neliuminescuojanciy asocianty susidarymu, ir energijos migracija nuo suzadinty
monomery nesvytintiems asociantams.Tokio pobtidzio gesinimo procesai vyksta
lvairiy organiniy junginiy tirpaluose. Susidarant asociantams kvantinis naSumas
sumazéja, bet liuminescencijos spektro pati forma nepakinta. Kaip Sviesa
sugeriama ir kaip vyksta liuminescencija iliustruoja Jablonskio diagrama (Zr.

4 pav.). Pagrindinéje biisenoje visos molekulinés orbitalés yra uzpildytos
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elektrony poromis. Pagal Paulio draudimo principa vienas elektronas gali biiti
tik vienoje mikrobiisenoje, o pagrindinéje biisenoje mikrobiisenos skiriasi tik
sukiniais (sukinio vertés gali biiti tik dvi: 1/2 ir —1/2), tod¢l vienoje orbitaléje
esanCiy elektrony sukiniai yra prieSingi. IS to seka, kad pagrindinés biisenos
sukinys yra lygus nuliui. Suzadinus molekule elektronas perSoka i auksStesne
orbitale.

Elektrono sukinys gali biiti orientuotas ta pacia arba prieSinga kryptimi. I$
to seka, kad suzadinta molekul¢ gali buti dvieju buseny. Pirmoje bisenoje
suminis sukiniy kvantinis skai¢ius yra 0, o antroje 1. ISoriniame magnetiniame
lauke pirmuoju atveju sukinio projekcija gali jgyti vieng verte (0), antruoju
atveju — tris vertes (-1, 0 ir 1), tod¢l Sios biisenos atitinkamai vadinamos
singletinémis ir tripletinémis.

Zadinant, molekulés i§ pagrindinés S, (singletinés) biisenos pereina i
aukstesnes suzadintas singletines biisenas (zr. 4 pav.) atitinka biisenas S; ir S,.

Daugiatomiy molekuliy kiekvienas energetinis lygmuo turi daug
virpesiniy ir rotaciniy polygmeny, dé¢l to sugerties juostos yra iSplitusios. Juosty
iSplitima taip pat salygoja tarpmolekuliné saveika. Suzadintos molekulés
nespinduliniu keliu pereina i to paties suzadinto elektroninio lygmens nuling
virpesini polygmeni. Tai vadinama virpesine relaksacija. Nespindulinis Suolis
tarp elektroniniy lygmeny vadinamas vidine konversija. Po vidinés konversijos
molekulé atsiduria S; lygmens nuliniame polygmenyje. IS Zemiausio suzadinto
energinio lygmens S; galimi trys vyksmai: vidiné konversija S;—S,,
interkombinaciné konversija S;—T) (kai suzadinimas pereina i tripleting biisena,
kurioje Sis suzadinimas gali gan ilgai iSsilaikyti), ir fluorescencija — kai
molekulé sugrizta i pagrinding S, biisena, i$spinduliuodama $viesos kvanta. Siy
peré¢jimy tikimybé priklauso nuo energijos skirtumo AE tarp S; ir Sy lygmeny.
Kuo AE didesnis, tuo vidinés konversijos S;—S, tikimybé mazesné, o

fluorescencijos tikimybé didesné.
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Jau Stoksas 1852

suformulavo  taisykle, kuri  Zadinangios
Sviesos
linijos

teigé, kad liuminescencijos
bangos ilgis yra didesnis nei
kiino sugertos Sviesos bangos

ilgis. DaZzniausiai

liuminescencijos ir absorbcijos

Spav. Jei zadiname Sviesa kurios bangos ilgis
yra absorbcijos juostos ribose tai fluorecencijos
kaip pavaizduota 5 pav.. spektras liks nepakites.

spektrinés juostos iSsidésto taip

Eksperimentiskai jrodyta, kad

Stokso taisykle galioja tik dalinai. Daugumos medziagy absorbcijos ir
liuminescencijos spektrai persikloja. PrieStaravima tarp Stokso taisyklés ir
daugelio eksperimenty paSalino Lomeris, suformuodamas bendresne taisykleg.
Joje teigiama, kad liuminescencijos intensyvumo maksimumas yra pasislinkes
absorbcijos maksimumo

atzvilgiu i ilgy bangy puse. Savo

fizikiniu turiniu ji skiriasi nuo Stokso taisyklés, kurioje tvirtinama, kad molekulé
negali emituoti didesnés energijos kvanty, absorbuodama mazesnius zadinancios
Sviesos kvantus.

Absorbcijos juosta yra gan plati, tod¢él mes galime ivairiai varijuoti
suzadinancios $viesos bangos ilgiu, tik svarbu, kad Zadinancios Sviesos bangos
ilgis buty absorbcijos juostos viduje (5 pav.). Tokio pobiidzio bandymai parodé,
kad fluorescencijos spektras nekinta tol, kol suZadinancios Sviesos bangos ilgis

guli absorbcijos juostoje.

VII. Liuminescencijos gesimas dé¢l koncentracijos
Mazose koncentracijose ( < 107 mol/l ) §vytéjimo intensyvumas didéja
proporcingai absorbuojanciuy daleliy skai¢iui. Po to, intensyvumas pasiekia

maksimuma, o toliau, didinant koncentracija, intensyvumas nekinta, o dar
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padidinus — mazéja. MaZose koncentracijose absorbuotas Sviesos intensyvumas
auga proporcingai koncentracijai, tai vyksta tol, kol tam tikrame koncentraciju
intervale tirpalas absorbuoja ne visa zadinancia Sviesa. Toliau didinant
koncentracija, liuminescencija silpnéja. Liuminescencijos gesinimas taip pat
priklauso ir nuo molekuliy sandaros.

Koncentracinis gesinimas aiSkinamas dviem procesais vykstanciais tirpale
vienu metu: molekuliy absorbcija ir neliuminescuojanciy asocianty susidarymu
ir energijos migracija nuo suzadinty monomery neSvytintiems asociantams.

Tokio pobudZio gesinimo procesai vyksta jvairiy organiniy junginiy

tirpaluose. Susidarant asociantams kvantinis naSumas sumazéja, bet
liuminescencijos spektro pati forma nepakinta.
Energijos perdavimo procesas bus tuo stipresnis, kuo labiau persiklos
nesSvytin€iy asocianty spektrai su monomeriniy molekuliy liuminescencijos
spektrais. Tai susije su tuo, kad suzadinimo energijos perdavimo nuo molekulés
(1) molekulei (j) tikimybé Wj; nusakoma taip:
3hC2e(v) ©)
)

iy 37z3n2N2v2Rl.j

¢ia C — medziagos koncentracija tirpale, n — liZio rodiklis, N — Avogadro
skaiCius, v — elektroninio Suolio daznis, R;; — atstumas tarp 1 ir j molekuliy, g(v)
integralas, kuriame jskaityta saveikaujan¢iu molekuliy absorbcijos ir

liuminescencijos spektry persiklojimas.

o [F(v)e()dv
e(v)= W . (7)

Cia g(v) — nefluorescuojanéiy asocianty spektras, F(v) — isreikstas kvanty

skai¢iumi, monomery fluorescencijos spektras.

VIII. Liuminescencijos gesinimas priemaiSomis
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Si gesinimo ruisis pastebéta skystuose tirpaluose. Gesinandios medziagos
gerai oksiduojasi. Geriausias gesintojas yra jodo jonas, blogiausias — chloro
jonas. Gesinimo stiprumas priklauso nuo tirpiklio fizikiniy ir cheminiy savybiy.

Stipriausia saveika tarp molekuliy arba kity Svytéjimo centry vyksta
smiigio metu. Kadangi dujy molekuliy ir atomu greiciai dideli, tai smiigiy metu
tvyksta stiprus molekuliy centry suart¢jimas ir did¢ja saveikos jégos. Dvi daleles
susilieja ir gali jvykti suzadinimo energijos perdavimas i§ suzadintosios
molekulés 1 nesuZadinta, t.y. gali ivykti pirmos molekulés Svytéjimo gesimas.
Energijos, patekusios 1 antra dalelg, likimas gali buti jvairus. Jei antra dalele
nesvyti, tai bus gesimas, o jei Svyti, tai toks Svytéjimas sensibilizuotas.
Dazniausiai gesinimo metu cheminés reakcijos neivyksta — negaunama nauju
junginiy, o susidaro nepastoviis kompleksai, kurie ivykus gesinimui, disocijuoja.
Bendriausia gesinimo schema:

D'+X—=> (DX» D+X-+E (8)
Cia D" - suzadinta fluorescuojanti molekulé, X — gesinanti molekulé, E —
iSlaisvinta energija.

Organinés medziagos, zinomos kaip fluorescencijos gesintojai, paprastai

yra stipriis elektrony donorai arba akceptoriai.

IX. Energinis ir kvantinis naSumai
Viena 1§ svarbiausiy liuminescencijos charakteristiky yra naSumas,
parodantis suzadinimo Sviesos virtimo emituotaja Sviesa efektyvuma. Energinis

liuminescencijos naSumas nusakomas emituotosios energijos E, santykiu su

absorbuotaja energija E, :
¢en = - (9)

Kvantiniu liuminescencijos nasumu vadinamas medziagos emituoty kvanty

N, skaiciaus santykis su absorbuotyjuy kvanty skai¢ium N, :
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N
=L 10
wkv NA ( )

Sie naSumai vienas su kitu susij¢ rysiu:

E hv, N 1%
wen L = L_L :qokv L ; (11)
E, hv,N, v,

Cia v, ir v, - absorbuotosios ir emituotosios §viesos vidutiniai dazniai.
Paprastai v, >v, ir ¢, <o, .

Pagal kvantinio naSumo apibré¢zima emituoty per sekunde kvanty skaicius
N, lygus absorbuoty per sekund¢ kvanty skaic¢iui N ,, padaugintam i$ kvantinio
nasumo:

N,=N,p=,-Do=1,(1-e*)gp. (12)
ISskleidg eilute ir atmetg aukStesnés eilés narius, gauname:
N, =1l,acdg. (13)

Plotas po fluorescencijos kreive proporcingas emituoty kvanty skaiciui.
Dviejy vienodo sluoksnio storio tirpaly tame paciame tirpiklyje, esant vienodam
geometriniam bandinio ir optiniy daliy iSdéstymui ir vienodiems suzadinimo
Sviesos
intensyvumams, fluorescencijos intensyvumy santykis lygus:

F, _ lya,c,dp, _ ¢,D, :&

F, Lacdy oD, N, .

(14)

Bandinio emisijos spektras — tai fluorescencijos intensyvumo, iSmatuoto
kvantais vienetiniam dazniy intervalui, priklausomybé nuo daznio arba banguy
skaiciaus. Jeigu N, yra bendras emituoty per laiko vieneta kvanty skaicius, tai
dN,/dv - intensyvumas ties dazniu v, o grafikas, iSreiSkiantis dN,/dv

priklausomybg nuo v, yra tikras iStaisytasis fluorescencijos spektras. Praktikoje

spektrai 1SreiSkiami santykiniais, o ne absoliu€iaisiais vienetais.

X. Fotosensibilizuota naviky terapija

16



Gyvuose organizmuose vyksta ivairios fotocheminés reakcijos, kurios yra

svarbios ar net esminés ju iSgyvenimui. Taciau Sviesa gali biiti ir praziitinga gy-

voms lasteléms ir
organizmams. Visos
.o .. Llﬂllnla/ sensibilizot Endotelines
fotocheminés reakcijos o S tasteles
Higrofilinial - Lipofilinial sensibilizatorial
. . . sensibliizatorial Nb\:nhos\ y / / Taikiniai Iasteléje: Taikinial audiniuose:
prasideda specifiniams Roinos lokgenca wio. [ 10U, et s

- biomolekulés
Bazaliné membrana

biologiniams  pigmentams

Fibroblastal

sugérus  Sviesos  fotonus

Makrofagal
7

(pirmasis fotochemijos
désnis, kur; 1817 metais Tarplastelin terpé
Véziné Iastelé ¥

teoriskai suformulavo misy

tevynainis T. Grotus

( T Hidrofilikai sensibilizatoriai

. Taikiniai Iasteléje: Taikiniai audiniuose:
- lizosomos - kraujagyslés
- laisvas tubulinas  (dazniausiai)

Grotthuss), o 1843 metais Dol
6 pav. Sensibilizatoriy pernasa, kaupimasis bei

cksperimentiSkai  pagrindé galimi taikiniai audiniuose ir lastelése.

amerikietis DZ. Dreiperis
(D. Draper).

Ultravioletiné saulés spinduliuotés dalis yra labai pavojinga gyviems
organizmams, nes S10s spektrinés srities Sviesa labai gerai sugeria svarbiausi
lasteliy komponentai - baltymai, lipidai ir nukleortigstys, bet tik nezenkli Sios
spinduliuotés dalis pasiekia Zemes pavirSiy, kadangi ja sulaiko atmosfera, o ypac
- stratosferos ozono sluoksnis. Matomoji spektro dalis gyviems organizmams
nedaro jokios Zalos, nes Siy bangos ilgiy Sviesos nesugeria geneting informacija
perduodancios molekulés. Be to, per ilga gyvybés evoliucijos perioda gamta
nuolat saulés Sviesoje gyvenantiems organizmams sukiiré apsauginius
mechanizmus. Oda nuo kenksmingy ultravioletiniy spinduliy poveikio 1§ dalies
apsaugo melaninas. Taciau, tarpininkaujant tam tikroms Sviesa sugerian¢ioms
medziagoms - fotosensibilizatoriams, lastelés ar organizmai tampa jautriis

Sviesai ir gali zati. Sis  jautrumo Sviesai didinimas vadinamas
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fotosensibilizavimu ir jo pasekmé - ivairls foto-fizikiniai, fotocheminiai ir
fotobiologiniai vyksmai §viesos nesugerian¢iame substrate.

Fotosensibilizuota naviky terapija (FNT) pagrista kai kuriy
fotosensibilizatoriy savybe kauptis navikiniuose audiniuose ir, apSvitinus juos
tinkamo bangos ilgio Sviesa, sukelti $iy audiniy lasteliy pazaidas. FNT eiga
apima kelis etapus: sensibilizatorius suleidZziamas 1 organizma, po keliy ar
keliolikos valanduy (nelygu sensibilizatoriaus prigimtis) navikas apSvitinamas
Sviesa, kurig gerai sugeria fotosensibilizatoriaus molekulés, o pra¢jus dar kuriam
laikui atlieckama kontrolé ir paalinami nekrotizave audiniai. Sviesos suzadintas
sensibilizatorius inicijuoja fotochemines reakcijas, kuriy pasekmé - Zalingy
lasteliy veiklai produkty susidarymas ir navikiniy audiniy destrukcija.. Taciau
kad gydymas biity s¢kmingas, nuo sensibilizatoriaus suleidimo iki navikinio
audinio nekrozeés turi ivykti visa fiziologiniy, biocheminiy, fotofizikiniy ir
fotocheminiy vyksmy seka.

Fotosensibilizatoriaus pernasa ir pasiskirstymas organizme

FNT metu sensibilizatorius gali biiti jvedamas i organizma keliais buidais.
Dazniausiai  reikiamos  koncentracijos  fotosensibilizatoriaus  tirpalas
suleidZziamas pacientui 1 vena. Patekegs 1 kraujotakos sistema sensibilizatorius
iSneSiojamas po visa organizma (6 pav.) ir jame pasiskirsto. D¢l navikiniy
audiniy specifiSkumo ir tam tikry sensibilizatoriaus savybiy po kurio laiko
didesnis jo kiekis susikaupia navikiniame audinyje. Sensibilizatoriai gali biti
lipofiliniai arba hidrofiliniai, ir tai lemia ju lokalizacija audiniuose ir lastelése (6
pav.). FNT taikiniai biina labai ivairls - parenkant tinkamy savybiy
sensibilizatorius galima sukelti pazaidas jvairiose lasteliy organelése.

Fotosensibilizatoriaus susikaupimas/i$silaikymas navike

Selektyvus sensibilizatoriaus susikaupimas navikiniame audinyje yra
vienas 1§ pagrindiniy veiksniy, salygojan¢iy naviko suardyma minimaliai
pazeidziant sveikus audinius. Tod¢l Sis gydymo metodas kelia vis didéjant]

susidoméjima. Tiek chirurginis, tiek chemoterapinis bei spindulinis navikiniy
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susirgimy gydymo metodai néra pakankamai selektyvis, daznai paSalinamas ar
sunaikinamas ne visas navikas ir tik i§ dalies pristabdomas navikiniy dariniy
formavimasis. Dél to kai kuriais atvejais atsiranda antriniy naviky - recidyvu. Be
to, spindulinis gydymo metodas visada susijg¢s su rizika paZeisti sveikus audinius
ar inicijuoti kitokj organizmui zalinga poveikj. Cheminiy preparaty poveikis irgi
labai priklauso nuo atskiro individo, organizme vykstan¢iy metaboliniy procesuy,
todél ne visada pasiseka parinkti tinkamas prieSnavikiniy vaisty dozes ir pasiekti
teigiama juy poveiki. Selektyvus fotosensibilizatoriy kaupimasis navikiniuose
audiniuose, pastebétas XX amZiaus pradzioje, vis dar yra nedaug i prieki
pazengusioje tyrimy stadijoje ir daugiausia remiasi empiriniais stebéjimais.

Fotosensibilizatoriaus fotosuzadinimas
Patekusios 1 organizma fotosensibilizatoriaus molekulés yra neaktyvios ir

negali inicijuoti fotocheminiy vyksmuy. Tokias molekules apsSvitinus tinkamo
bangos ilgio Sviesa, i(vyksta fotosuzadinimas, t. y. molekulés perSoka 1
suzadintaja didesnés energijos biisena (7 pav.). Suzadintosios singuletinés
biisenos fotosensibilizatorius, matyt, nedalyvauja sensibilizacijos vyksme, nes
Sios busenos gyvavimo trukmé per trumpa (1-100 ns), kad suzadinta

fotosensibilizatoriaus

1. Sugertis
molekule galéty perduoti Sn I 2. Fluorescencija
s, 5 3. Vidiné konversija
sugertos $viesos energijq 1 4. Interkombma.c.lne konversija
S, - 5. Fosforescencija
) ) i ) e .
aphnk oS molekuléms. - } § S 6. Smgulet.lmo deguonies
g generavimas
N oy T . o 7. Elektrono pernasa
Taciau 1S suzadintosios u T 4 7
. - _ g oqf ol 1 2
singuletinés biisenos : o,—
sensibilizatoriaus molekulés 6
. ... s ¥ ¥ 3
interkombinacinés o 0, =

konversijos keliu gali 7 pav. Jablonskio diagrama, parodanti elektroninius

perSokti | tripleting biisena, Suolius suZadintoje fotosensibilizatoriaus

. . ) molekuléje
kurios gyvavimo trukmeé yra
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ilgesné (net iki keliy milisekundziy). Sioje biisenoje sensibilizatorius jau gali
inicijuoti fotocheminius procesus, sukelian¢ius vélesng lastelés ziti.

Sensibilizatoriaus molekulés sugebéjimas perSokti 1 tripleting biiseng yra
apibréziamas tripleto susidarymo kvantiniu naSumu, kuris efektyviam
sensibilizatoriui turéty buti artimas vienetui.

Suzadinimo energijos pernasa biomolekuléms, chemiskai aktyviu tarpiniu

dariniy generavimas

Saveikaujant suzadintam sensibilizatoriui su audinio biomolekulémis,
galimi du pagrindiniai reakcijy tipai. Pirmojo tipo reakcijose sensibilizatorius
tiesiogiai saveikauja su biomolekule. Tos sgaveikos metu vyksta elektrono arba
vandenilio atomo pernasa ir susidaro laisvieji radikalai. Antrojo tipo reakcijose
suzadintosios tripletinés biisenos sensibilizatorius saveikauja su audiniy

molekuliniu deguonimi, perduodamas jam suzadinimo energija.

D¢l suzadinimo energijos pernasos susidarg laisvieji radikalai yra labai
aktyviis ir inicijuoja biomolekuliy oksidacijos reakcijas, sukeliancias velesng
lasteliy ziiti. Suzadinta deguonies molekulé taip pat yra chemiskai labai aktyvi,
oksiduoja biomolekules ir, sutrikdydama lasteliy metabolizma, sukelia lasteliy
zuti. Daugelis fotosensibilizatoriy gali generuoti tiek laisvuosius radikalus, tiek
ir aktyvias deguonies formas. Taciau i klausima, kas vis délto sukelia lastelés
zut] dar neatsakyta. Vyrauja nuomone, kad porfiriny fototoksinis poveikis
biomolekuléms FNT metu yra salygotas aktyviu deguonies formy, generuojamy
fotosensibilizacijos metu.

Sviesos jsiskverbimo gvylis biologiniame audinyie

Sviesa sugeria ne tik fotosensibilizatorius. bet ir pats §vitinamas audinys.
Audinio sugert] nulemia Sviesa sugerianc¢ios medZiagos (vanduo, pigmentai,
hemoglobinas, baltymai, lipidai ir t. t.). Daugelis organiniy molekuliy ir vanduo
smarkiai sugeria Sviesa ultravioletingje (UV) spektro srityje. Nukleortigstys ir

baltymai turi intensyviag sugerties juosta 240-290 nm intervalu, o
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infraraudonuosius spindulius gerai sugeria vanduo. Vadinasi biitina ieSkoti
tokios spektro srities, kurioje audinys sugerty maziausiai §viesos, o
fotosensibilizatorius toje spektro srityje turéty intensyvia sugerties juosta.
Tuomet padid¢ja galimybé toje spektro srityje suZadinti daugiau
sensibilizatoriaus molekuliy, drauge paveikti gilesnius navikinio audinio
sluoksnius ir padidinti FNT efektyvuma. Kadangi hemoglobino sugertis
smarkiai susilpnéja, kai A>550 nm, Sviesos skvarbumo | audinius gylis
padvigubéja didéjant bangos ilgiui nuo 550 iki 630 nm. Ilgesnés Sviesos bangos
(iki 700 nm) isiskverbia 1 audinius dvigubai giliau. Dar ilgesniy bangy
skvarbumo gylis padidé¢ja tik

10% (8 pav.).

VAN
nm 800 700 600 500 400

Taigi audinys

silpniausiai  sugeria Sviesa

650-1000 nm spektro srityje. ‘em

v

Si sritis vadinama

E

~fototerapiniu  langu",  nes 8 pav. lvairiy bangos ilgiy Sviesos
tokiy bangos ilgiy $viesa i prasiskverbimo 1 audini gylis
audinius prasiskverbia giliausiai (audinys yra skaidriausias Sviesai)..

Taigi labai svarbu, kad fotosensibilizatoriai turéty stipria Sviesos sugertj
audiniy optinio laidumo srityje (A>600 nm). Tacliau pageidautina, kad jie
neturéty intensyviy sugerties juosty regimosios Sviesos intervalu nuo 350 iki 600

nm, nes tuomet lickamasis odos jautrumas Sviesai biity mazesnis .

Kai kuriy biologiniu objektu sugerties spektrai

Su Sviesos sugertimi yra susij¢ daugelis biologiniy procesy, 1§ ju ir
fotosintezé — neorganiniy medziagy (vandens ir anglies dvideginio) virtimas
organinémis (angliavandeniais). Fotosintez¢ vyksta veikiant Saulés Sviesai,
kurig sugeria turintys chlorofilo augaly audiniai. Fotosintezés reakcijos schema
yra tokia:

CO, + H,0 + Sviesos energija = e (CsH1204) + O,.
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K, A Ypa¢ intensyviai fotosintezé¢ vyksta,
veikiant raudoniesiems spinduliams
(1~ 0,68 um). Apskaitiuota, kad Zemés

augalai fotosintezés budu per metus

0 50 700 > , , ..
w0 4nm - pagamina apie 450 mlrd. tony organiniy

9 pav. Zmogaus odos sugerties
spektras

Taigi augmenija yra ne tik zmogaus ir gyvuliy maisto bei kuro Saltinis, bet ir

medziagy ir apie 500 mlrd. tony deguonies.

savotiSkas oro grynintojas: fotosintezés metu 1§ atmosferos oro augalai sugeria
anglies dvidegini ir praturtina j; deguonimi.

Zmogaus odos sugerties spektras parodytas 9 paveiksle. Ultravioletingje dalyje
sugerties koeficientas didelis, ir oda sugeria spinduliuote savo virSutiniais
sluoksniais. Regimosios Sviesos dalyje sugerties koeficientas mazZesnis ir beveik

pastovus iki raudonosios spektro dalies.
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10 pav. Kai kuriy biologiniy objekty sugerties spektrai

Keliu paprasciausiy biologiniy objekty molinio ekstinkcijos koeficiento
priklausomybé nuo bangos ilgio pavaizduota 10 paveiksle. Dauguma organiniy
molekuliy stipriai sugeria Sviesa ultravioletinéje spektro dalyje. Baltymai,

sudarantys 15-20% visy lasteliy, dazniausiai sugeria Sviesa (elektromagneting
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energija) taip pat Sioje srityje, paprastai ju sugerties smail¢ biina ties 280 nm
aplinka. Hemoglobinui sugertis vyksta regimojo spektro dalyje (turi dvi smailes
zaliojoje ir geltonojoje spektro dalyse). Baziniame odos pigmente — melanine
sugertis vyksta ties regimgja spektro dalimi, bet labiau yra pasislinkusi { UV

srit].

XI. Fluorofory prigimtis
Fluoroforai — tai naturaliis arba ivesti 1§ iSorés fluorescuojantys audinio

komponentai. Fluoroforai pagal savo pobiidi skirstomi i tokiais grupes:

* Endogeniniai fluoroforai
Endogeniniai fluoroforai atsakingi uz natiiralaus audinio savaja

fluorescencija. IS juy galima paminéti sekancius:

a) Baltymai. Triptofanas - labai intensyviai fluorescuojanti aminoriigstis
baltymuose. Apie 90% visos baltymuy fluorescencijos priklauso triptofano
liekanoms. Be to, $is endogeninis fluoroforas labai jautrus aplinkos polisSkumui.
Baltymai sugeria Sviesa apie 280nm, o ju fluorescencijos spektry smailés yra
320 — 350nm ruoze.

b) Nukleininés rugstis. Nukleotidai ir nukleininés riigStys dazniausiai

nefluorescuoja. Bet yra ir i8im&iy, tRNAP™ i§ mieliy turi intensyviai
fluorescuojanti pagrinda, visiems Zinoma kaip Y-pagrindas, kuris turi
fluorescencijos smailg arti 470nm, o gyvavimo trukmé ~6 ns.

c) Kofaktoriai. Fermentai - baltyminés medziagos, pagreitinancios
chemines reakcijas. Yra fermenty, kuriy veikimui reikalingas ne tik baltymas,

bet ir nebaltyminé dalis - kofaktorius. Kofaktoriai skirstomi 1:
- kofermentus

- prosteting grupg
d) Riboflavinas ir FAD. Riboflavinas, FMN (flavinmononukleotidas) ir

FAD (flavinadenindenukleotidas) sugeria Sviesa matomoje srityje (~450nm) ir
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fluorescuoja apie 515nm. Gyvavimo trukmés FMN ir FAD atitinkamai yra 4.7 ir
2.3ns. Kaip ir NADH, flavino fluorescencija yra gesinama adenino.
Flavoproteinai daZniausiai nefluorescuoja, bet yra ir i§Sim¢iy.
* Audinyje susintetinti fluoroforai

Dazniausiai atsiranda po iSorinio pirmtakés molekulés jvedimo t.y 5-
amino levulininés rugsties (ALA) (vedimas 1 organizma pagamina protoporfiring
IX (PpIX). Tiek ALA, tiek PpIX yra natiiraltis zmogaus organizmo kraujo hemo
biosintezes tarpiniai produktai.
* Egzogeniniai fluoroforai ir biomarkeriai

Daznai i§ endogeniniy fluorofory gautos informacijos nepakanka todél |
organizmg tenka jvedinéti egzogeninius fluoroforus bei fotosensibilizatorius.
Pastarieji nors ir yra paSaliniai, bet turi tinkamas specialiems taikymams
spektrines savybes. Trumpai pamingésiu kai kuriuos 18 juy:

a) Fluoresceino ir rodamino izocianatai ir izotiacianatai. Siuos dazus

placiai naudoja baltymams Zyméti. Imunoglobulinai pazyméti fluoresceinu —
komerciniai reaktyvai; juos daznai naudoja fluorescencinéje mikroskopijoje.
Biitent Siais medziagas parenka dél to, kad jos turi didelj kvantini naSuma ir yra
fotochemisSkai stabilus. Be to dél dideliy fluorescencijos ir sugerties bangos
ilgiy, stebima mazesné foniné fluorescencija, tod¢él nereikia naudoti kvarcing
optika . Izocianating ir izotiacianatiné¢ grupés daZniausiai biina arba meto-, arba
para- padétyje karboksi-grupés atzvilgiu. Komerciniai Zymétieji reagentai —
izomery misinys. Sie dazikliai visy

pirma reaguoja su cisteinine baltymy vieta. Dazikliy fluorescencijos gyvavimo
trukmés yra apie 4ns, ir ju fluorescencijos spektrai yra maziau jautrts tirpiklio
poliskumui.

b) Dansilchloridas. Dansilchlorida (DNS- C.1) placiai naudoja baltymams

zyméti ypac tada , kai vyksta poliarizacijos matavimai. Si medziaga jau seniai

yra zinoma ir turi palyginti ilga fluorescencijos gyvavimo trukme¢ (~10ns).
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Dansilininés grupés fluorescencijos spektrui didel¢ ijtaka daro  tirpiklio

poliskumas.

c) Naftilaminosulfoninés rigstys. 1-Anilino-8-naftalinsulfoniné rigstis
(1,8-ANS arba TNS), 2-n-toluidinilnaftalin-6-sulfoniné riigstis (2,6-TNS arba
TNS) ir ju dariniai daznai naudojami kaip nekovalentiSkai sujungti zondai
baltymams ir membranoms. Sie zondai beveik nefluorescuoja vandenyje, bet
intensyviai fluorescuoja kai yra istirpinti nepoliniuose tirpikliuose, arba kai yra
sujungti su makromolekulémis.

d) Hidrofobiniai membraniniai zondai. Lipidai dazniausiai nefluorescuoja.

Membranas dazniausiai zymi tokiais zondais kaip perilenas, 9-vinilantracenas ir
1,6-difenilheksatrienas (DPH). Sie zondai netirpsta vandenyje ir susijungia i
hidrofobines membrany grandiné¢les. Nepakeisti daugiabranduoliniai aromatiniai
angliavandeniai ir DPH mazai jautris tirpiklio poliSkumui. Jy pagalba jvertina
vidini dvigubuy sluoksniy klampuma, pagal fluorescencijos poliarizuotumo
pokycius.

e) Nukleininés rigstys. Ivedant etileninj tilteli ATP ir jo dariniy

fluorescencija tampa Zymiai intensyvesné. Tokie dariniai kaip &-ATP jautris
tirpiklio klampumui, turi didelg¢ ribing fluorescencing poliarizacija ir ju
fluorescencijos gyvavimo trukmé yra apie 23ns. Nukleotidiniai analogai
aktyviis daugelyje reakcijy, kurios yra katalizuojamos fermentais. Sie analogai

fluorescuoja ir sugeba sudaryti nemodifikuoty nukleotidy vandenilines jungtis.
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4. Praktinés uzduotys.

l.

Meélynai 460 nm Sviesai sklindant sugerencia terpe jos intensyvumas
sumazeéja du kartus koks Sios terpés pralaidumas ir optinis tankis.

Kuo skiriasi sugerties spektras nuo fluorescensijos spektro?

. Kuo skiriasi sugerties spektras nuo zadinimo spektro?

Kiek karty sumazés pra¢jusios Sviesos intensyvumas, du kartus
padidinus Sviesos sklidimo kelia.

Kokiomis ir kodél savybémis pasizymi ,,geras* fotosensibilizatorius

o

trumpa tripletinés biisenos gyvavimo trukmeé;

b. ilga tripletinés biisenos gyvavimo trukmé;

c. pirmos suzadintos biisenos energetinis lygmuo yra aukS$¢iau
tripletinés biisenos energijos lygmens;

d. pirmos suZadintos biisenos energetinis lygmuo yra Zemesnis
tripletinés buisenos energijos lygmens;

e. aukstas kvantinis naSumas;

f. didelé kaina;

g. toksiskas;
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5. Aparatiira ir darbo metodika.

Tiriamy bandiniy sugerties ir fluorescensijos spektrai registruojami
Varian 50 Scan UV-Visible spektrofotometru 11 pav. ir Cary Eclipse

fluorescencijos spektrofotometru 12 pav..

12 pav Cary Eclipse fluorescencijos spektrofotometru.

Varian 50 Scan UV-Visible spektrofotometro ir Cary Eclipse
fluorescencijos spektrofotometro naudojimo instrukcija pateikta 1 priede.

Kaip priklauso fotosensibilizatoriy fluorescensijos intensyvumas nuo
zadinan¢ios  spinduliuotés  bangos ilgio galima  iStirti  matuojant
fotosensibilizatoriy Zadinimo spektrus. Zadinimo spektry matavimai atliekami
su Cary Eclipse fluorescencijos spektrofotometru. Zadinimo spektry, matavimo

instrukcijos, Cary Eclipse Fluorescencijos spektrofotometru, pateikta 1 priede.
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Singletinio deguonies fluorescensijos spektrai matuojami FS920
fluorescensijos  spektrofotometru 13 pav.  FS920  fluorescensijos
spektrofotometras yra placiausiy galimybiy spektry registravimo irenginys.

FS920 fluorescensijos spektrofotometras susideda i§ keliy moduliy
(daliy): dveiju monochromatoriy, Sviesos Saltinio, bandyniy skyriaus,
detektoriaus.

Pirmoji visy spektrometry dalis yra $viesos Saltinis. Cia puikiai tinka
ksenono lempa, kuri gali biiti naudojama tiek UV, tiek VIS, tiek ir NIR srityje.
Negincijamas lempu privalumas — galimybé pasirinkti Zzadinimo bangos ilgi 1§
plataus ju emituojamo spektro. Visiems plataus spektro Sviesos Saltiniams
reikalinga spektrinés sudéties modifikavimo sistema. Taigi visos lempos yra
jungiamos taip, kad ivairiy optiniy sistemuy pagalba (IgSiai, veidrodZiai ir pan.) ju
spinduliuotés biity suvedamos 1 kita moduli — monochromatoriy.

Ksenono lempa

us impulsiné
lempa

Standartinis

detektorius

Papildomas
detektorius

~ Spindulio
nukreipéjas

Bandiniy
laikiklis

Papildoma
veidrodiné optika

<

monochromatos

Atraminis //":, 2
detektorius

Emisijos
monochromatorius

iy &
P

Papildoma /l
geom&. 4 |\

Poliarizatorius

Bandiniy

Papild
skyrelis Mt

ivadas
spinduliuotei

13 pav. FS920 fluorescensijos spektrofotometras
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Pagrindiné monochromatoriaus dalis, kuria Sviesa yra iSskaidoma 1
spektra, yra difrakciné gardelé, o pagrindinés monochromatoriy apibuidinancios
charakteristikos yra dispersija (arba iSbarstymas), pralaidumo efektyvumas ir
paSalinés Sviesos kiekis. FS920 spektrometre monochromatorius yra kaip
atskiras prietaisas, tod¢l Siuos reikalavimus galima iSpildyti geriausiai.
Dispersija, arba kaip stipriai bus iSskirtos Sviesos spalvos, nulemia tiek pati
gardelé, tiek monochromatoriaus matmenys. Kadangi tai yra atskiras modulis,
jis gali buti daromas tiek mazas, tiek ir didelis. Pralaidumas yra nevienodas
kiekvienam bangos ilgiui, tai vélgi nulemia, kuriai spektrinei sriiai yra
optimizuoti difrakcinés gardelés réziai. Taigi dirbant skirtingose spektrinése
srityse (UV, VIS, NIR, IR) reikéty prietaiso su keliomis skirtingomis
gardelémis. Misy aptariamame prietaise monochromatoriuje galima imontuoti
tris skirtingas gardeles ir véliau pasirinkti tinkama pagal spektring sriti, kurioje
numatome dirbti. Tokiu budu yra islaikomas aukStas monochromatoriaus
pralaidumas placiame spektriniame ruoze. Paskutinis parametras, kurio
apibiidinamas monochromatorius yra Sviesos kiekis uz pasirinktos spektrinés
srities (spalvos) riby. Norint sumazinti pasalinés Sviesos kiekj reikty i$skirta tam
tikros spalvos spinduliuot¢ dar karta praleisti pro monochromatoriy.
Moduliniame spektrometre ir tai gali biiti padaryta sujungiant du atskirus
monochromatorius. Be abejo, monochromatoriai turi i€¢jimo bei i8¢jimo plySius,
kuriy plociai gali buti keiCiami.

Sekanti modulinio spektrometro dalis — bandiniu skyrius. Bandiniy
skyriuje be bandiniy laikiklio yra ir kai kurie optiniai komponentai. Bandiniy
skyriuje yra poliarizuojama spinduliuoté, jei yra atlickami poliarizaciniai
matavimai, bei intensyvumo reguliatorius, kuriuo galima keisti 1 audini
krentancios Zadinanciosios spinduliuotés intensyvuma. Bandinio skyriuje taip
pat yra imontuotas spinduliuotés intensyvumo detektorius, kuris registruoja bet
kokius ZadinanCiosios spinduliuotés svyravimus ir atitinkamai yra

modifikuojamas fluorescencijos spektras.
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Surinktas fluorescencijos signalas toliau tgsia savo keliong 1 detektoriy.
Emisijos atSaka yra labai panasi | zadinimo atSaka: taipogi yra poliarizatorius,
kuris Sioje atSakoje yra vadinamas analizatoriumi, viengubas arba dvigubas
monochromatorius ir detektoriai. Monochromatoriuose yra imontuotos kitokios
difrakcinés gardelés nei zadinimo atSakoje, nes fluorescencija vyksta kitoje
spektringje srityje nei zadinimo spinduliuoté. Detektoriy skaiiy velgi
apsprendzia tai, kokioje spektringje srityje ir kokio tipo yra atlickamas tyrimas.
Bendrai galima iSskirti tris detektorius — vienas UV — VIS sriciai, Kitas NIR ir
IR sriciai, ir trecias, labai greitas — fluorescencijai su laikine skiriamaja geba.

FS920 fluorescensijos spektrofotometro naudijimo instrukcija pateikta 3
priede.

SuZadintas deguonis pereidamas 1§ suzadintos bisenos 1 pagrinding
i1§spindulivos N fotony visomis sferos kryptimis vienodai (Lomelio désnis).
Todél, registruodami fluorescensijos signala tam tikra pastovia kampine

apertiira, galima uzraSyti:

I1(v)dv
N=a|—F——
Cia a yra proporcingumo koeficiantas
1
Flv)=—
V)= (16)

misy uzregistruotas singletinio deguonies fluorescensijos spektras.
NzafF(v)dv_ (17)
Kaip matome i§ 17 formulés plotas po fluorescencijos kreive proporcingas
emituoty kvanty skaiciui.
Isfluoressuoty kvanty skaiCius tiesiogiai proporcingas suzadinancios
spinduliuotés intensyvumui, koncentracijai, bandynio storiui ir kvantiniui
naSumui

N =1,acdp . (18)
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Dviejy vienodo sluoksnio storio tirpaly tame paciame tirpiklyje, esant
vienodam geometriniam bandinio ir optiniy daliy iSdéstymui ir vienodiems
suzadinimo Sviesos
intensyvumams, bet skirtingoms tirpaly koncentracijoms suminis fluorescencijos

intensyvumy santykis lygus:

N, ajE(V)dV _lyacdep

N, ) aIFz(V)dV ) Ioalczdgo’ (19)
jFl(v)dv o
.[Fz (Vv < ’ 0)

1.0¢

0.8+

0.6+

04r

Intensyvumas, sant. vnt.

0.2t

0.0 . I L L N 1 ) ll
1,240 1,260 1,280 1,300 1,320

Bangos ilgis, nm

14 pav. Singletinio deguonies
fluorescensijos spektras

Fotosensibilizatoriy fluorescencijos erdviniam pasiskirstymui modelinése
biologinése sistemose matavimo stendas pavaizduotas 15 pav.

Fluorescensijos erdviniam pasiskirstymui matuoti naudojamas 200 mW.,
635 nm., bangos ilgio puslaidininkinis lazeris. Sio puslaidininkinio lazerio
1§spinduliuotos Sviesos pluosto diametras yra apie 3-5 mm, todél norédami

v - . g . . 2 . v g e e . . . v .
apSviesti didesni nei 0,2 cm” plota turime iSplésti Sio lazerio emituojama Sviesa,
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tam musy sistemoje panaudojama sklaidomo ir glaudziamo lgSio sistema (15
pav. L1, L2). Keisdami atstuma tarp IgSiy L1 ir L2 galima pasirinkti mums
reikalinga Zadinancios Sviesos apSvieiama plota.

Keisdami lazerio emituojamos S§viesos pluoSto diametra keisime ir
7adinan&ios §viesos intensyvuma i ploto vieneta. Sviesos intensyvumas i ploto

vieneta apskaiiuojamas:

P P

1:—:—
S

L1
1A L2
————— -
DL [ezp\j&aafilll D
_____ -

$
LD [Ocean PCD1000
- Optics -
_'r -

15 pav. fluorescencijos spektry bei fluorescensijos intensyvumo pasiskirstymo
modelingje sistemoje matavimy

S —spektrofotometras; PC — personalinis kompiuteris; S —§viesolaidis;; K — CCD
kamera; TR — transliacinis stalelis, FL — atkirtimo filtras, KV1 — 5 cm kiuveté su
sklaidancia terpe, KV2 — 1 cm kiuveté su sensibilizatoriaus tirpaly, DL — diodinis
lazeris, L1 — sklaidomasis lgSis, L2 — glaudZiamasis lgSis, IA — intensyvumo
ateniuatorius, D — energijos matuoklis

Zadinanéios spinduliuotés ir fluorescensijos intensyvumai registruojami
CCD kamara (15 pav. K). Kadangi fluorescencija spektras yra pasislinkusi 1
ilgesniy bangy srit] (zadinancios spinduliuotés spektro atzvilgiu) fluorescencija
galima iSskirti naudojant Sviesos filtrus. Filtras parenkamas taip, kad filtro
pralaidumo sritis sutaptu su sensibilizatoriaus fluorescensijos spektru, bet jis

nepasizemétu laidumu toje srityje kurioje mes zadiname fotosensibilizatoriy.
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Modeliné sistema ( 15 pav. KV1, KV2) susideda i§ 1 cm kiuvetes idétos 1
kita Scm kiuvete. [ 1 cm kiuvete pilama sensibilizatoriaus tirpalas, o 1 5 cm
kiuvete pilama sklaidanti terpé. Sklaidancios terpés gamybai, naudojamas
pienas. Sklaidancia terpe iSsklaidytos Sviesos kiekis priklauso nuo pieno
koncentracijos. Norint gauti jvairias sklaidancias terpes, pienas skiedziamas
vandeniu.

Fluorescensijos spektrai bei fluorescensijos intensyvumo pasiskirstymas
registruojami ties priekine kiuvetés sienele. Fluorescencijos spektrai ties
priekine kiuvetés sienele matuoti su Sviesolaidiniu firmos “OCEAN OPTICS”
fluorimetru. Fluorescensijos erdvinis pasiskirstymas matuotas “Leica DSC290*
CCD kamera. Firmos “OCEAN OPTICS” fluorimetro naudojimo instrukcija
pateikta 2 priede.

I8sklaidytos zadinancios spinduliuotés kieki galima keisti keliais budais:

1. Didinant sklaidanCios terpés koncentracija (tik reikia nepamirsti,
kintant sklaidan¢ios terpés koncentracijai kinta ir sklaidos gesimo
koeficientas)

2. Stumdant 1 kiuvete, ko pasakoje keiCiasi atstumas kuri turi nueiti
Zadinanti spinduliuotés iki sensibilizatoriaus

Sklaidos gesinimo koeficientui jvertinti naudosime Varian 50 Scan UV-
Visible spektrofotometras. Sklaidos gesinimo koeficienta apskai¢iuosime

naudodami Lamberto-Bugerio désni:
1=1yexp(- L{o(A)n + £*(2)+ £* (2))); (22)
o (/1) - sugerties pagavos skerspjuvis. Kadangi pienas visa Sviesa i$sklaido
tai Sis pagavos skerspjiivis lygus 0.
Y (/1) - Mi sklaidos gesinimo koeficientas. Si sklaida vyks jei sklaidangios

dalelés yra didelés ( arba labai mazos <0.01 A).

e (/1) - Rel¢jaus gesinimo koeficientas
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Modifikuotas Lamberto-Bugerio désnis sklaidos gesinimo koeficientui

nustatyti:

I=1, exp(— L(gR(ﬂ,))), (23)
/ R
lnl_o = —L(E (ﬂ))’ (24)

Dydis In(I/1;) iSmatuojamas Varian 50 Scan UV-Visible spektrofotometru.

6. Darbo ciga.

Fotosensibilizatoriy sugerties ir fluorescensijos spektru matavimai

1.

ISmatuoti hemato porfirino ir rodamino sugerties spektrus. Matuojant
sugertj, fotosensibilizatoriy koncentracija parenkama taip, kad sugertis
ties visais bangos ilgiais nevirSytu 1 optinio tankio. Gautus duomenis
sunormuoti ir pavaizduoti grafiskai.

ISmatuoti Hemato porfirino ir rodamino fluorescensijos spektrus.
Matavimas naudojamai ty paciy koncentracijy fotosensibilizatoriai kaip ir
sugerties matavimuose. Gautus duomenis sunormuoti ir pavaizduojami

grafiskai.

. Sugerties ir fluorescensijos spektrus pavaizduoti viename grafike ir

patikrinti Stokso taisykle.

Fotosensibilizatoriy fluorescencijos zadinimo spektru matavimai

1.

Grafiskai atvaizduotose fotosensibilizatoriy fluorescensijos spektruose
surasti prie kurio bangos 1ilgio fotosensibilizatoriy fluorescencija
didziausia. Sis bangos ilgis bus reikalingas matuojant fotosensibilizatoriy
zadinimo spektrus

Cary Eclipse Fluorescence spektrofotometro nustatymuose parinkti taip,
kad jis registruotu fluorescencija tik ties tuo bangos ilgiu kuris nustatytas

1 punkte.e.

34



3. Keiciantis Zadinancios Sviesos bangos ilgiui uzregistruoti fluorescencijos
intensyvumo  kitima.  Grafiskai  atvaizduoti  fotosensibilizatoriy
fluorescensijos intensyvumo kitima prie pasirinkto bangos ilgio nuo
zadinancios spinduliuotés bangos ilgio (tai ir bus fotosensibilizatoriaus
fluorescencijos zadinimo spektras). Nustatyti, ties kuriais Zadinancios
spinduliuotés bangos ilgiais, fluorescencija intensyviausia.

4. Viename grafike, atvaizduoti fotosensibilizatoriy sugerties ir zZadinimo

spektrus ir juos palyginti.

Singletinio deguonies fluorescensijos matavimai

1. Singletinio deguonies matavimuose naudoti tas pacias hemato porfirino ir
rodamino koncentracijas kaip ir sugerties matavimuose.

2. Nustatyti FS920 fluorescensijos spektrofotometro monochromatoriy taip,
kad Zadinancios bangos ilgis baty lygus tam bangos ilgiui prie kurios
sensibilizatorius pasiZymi didZiausia sugertimi.

3. FS920 fluorescensijos spektrofotometro nustatymuose pasirenkame tokia
fluorescencijos registravimo spektring sritini, kad atitiktu singletinio
deguonies fluorescensija (14 pav.).

4. Uzreginti fotochemiskai sugeneruoto singletinio deguonies
fluorescensijos spektra ir paliginti ji su nurodytu singletinio deguonies
fluorescensijos spektru (14 pav.). Matavimai atlieckami su visais
fotosensibilizatoriais.

5. UzZreginti fotochemiskai sugeneruoto singletinio deguonies
fluorescensijos spektrus, monochromatoriumi kei¢iant Zadinancios
spinduliuotés bangos ilgi. Matavimai atliekami nuo 400 nm iki 650 nm.

ne reciau kaip kas 10 nm. Matavimai atlickami su visais sensibilizatoriais.

Fotosensibilizatoriaus fluorescensijos pasiskirstymas
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. Pagaminti 2*¥10™* ir 2*107 rodamino bei 5*107 ir 5%10° hemato porfirino

tirpalus.
[ 1 cm kiuvetg ipilti jau pagamintos koncentracijos fotosensibilizatoriaus

tirpalo ir istatyti 1 5 cm kiuvete be sklaidancios terpés (15 pav.).

. Filtry pagalba, nufiltruoti Zadinancia spinduliuot¢ ir uZregistruoti

fotosensibilizatoriy ~ fluorescencijos  spektra  bei  fluorescensijos
intensyvumo pasiskirstyma 1 cm kiuvetéje.

Pagaminti sklaidancia terpg tokia, kad matuojant, Varian 50 Scan UV-
Visible spektrofotometru 1 cm kiuvetéje, sklaidos spektra, ties 635 nm
In(I/1p) buty lygu apie 0,7.

Ipilti pagaminta sklaidancia terpg 1 5 cm kiuvete ir 1 Sig kiuvete istate 1
cm kiuvete su sensibilizatoriumi, nufiltruoti Zadinancia spinduliuote ir
uzregistruoti sensibilizatoriy fluorescencijos spektra bei fluorescensijos
intensyvumo pasiskirstyma 1 cm kiuvetéje.

Paliginti  gautus  fluorescensijos  spektrus  su  sensibilizatoriy
fluorescensijos spektrais.

Kei¢iant 1 cm kiuvetés padéti 5 cm kiuvetéje (didinant zadinancios
spindulivotés  sklidimo  kelia  sklaidan¢ia  terpg)  uZregistruoti
sensibilizatoriy fluorescencijos spektra bei fluorescensijos intensyvumo
pasiskirstyma 1 cm kiuvetéje.

GrafisSkai pavaizduoti kaip priklauso fluorescensijos intensyvumas nuo

zadinancios spinduliuotés sklidimo kelio sklaidancioje terpéje

7. Kontroliniai klausymai

I.

A

Sugertis ir pagrindiniai jos désningumai.
Fluorescencija ir pagrindiniai jos désningumai.
Sklaida ir pagrindiniai jos désningumai.

Kas vyksta molekulése, jas suzadinus Sviesa?

Pagrindinés fluoroforty rusys.
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