4. FOTOSENSIBILIZATORIAI

Fotosensibilizatoriai — junginiai, padidinantys kity medziagy jautrumg Sviesai.
Biologiniuose objektuose fotosensibilizatoriai lgsteléms ar jy sudedamosioms dalims
suteikia jautrumg Sviesai. Sensibilizatoriais dazniausiai biina heterocikliniy ziedy
struktliros medziagos, kurios sugerty Sviesos fotony energija perduoda kitoms
molekuléms. Sio vyksmo metu suzadintos j aukStesnes energetines biisenas molekulés
inicijuoja fotochemines reakcijas, sukeliancias Igsteliy ar jy organeliy pazaidas. Pazaidy
vieta priklauso nuo to, kur susikaupes sensibilizatorius, nes suzadintos molekulés gyvuoja
labai trumpai ir negali toli nukeliauti. Taigi pirminis FNT aktas vyksta sensibilizatoriaus
susikaupimo vietoje jo molekulei sugérus §viesos kvanta. Sio vyksmo efektyvuma lemia

sensibilizatoriy spektrinés savybés, kurios bus placiau aptartos Siame skyriuje.

4.1. Kokie fotosensibilizatoriai tinkamiausi FNT?

Nuo sensibilizatoriaus fotofizikiniy ir fotocheminiy savybiy priklauso
sensibilizavimo efektyvumas. Fotosensibilizacinémis savybémis pasizymin¢iy junginiy
yra daug, ta¢iau ne visi jie tinka FNT. Kad biity tinkamas naudoti FNT,
fotosensibilizatorius turi turéti tam tikras savybes.

Sukaupta patirtis suformavo kriterijus “idealiam” fotosensibilizatoriui:

1. netoksiskas tamsoje ir nesukelia pasalinio poveikio;

2. farmakokinetinés savybés tokios, kad:

a) daug geriau kaupiasi navikiniame audinyje nei sveikame;

b) gana greitai pasisalina i$ organizmo;

¢) silpnai kaupiasi odoje;

d) kaupiasi arti gyvybiskai svarbiy arba jautriy pazaidoms lgstelés viety;

3. yra vienalytés cheminés sudéties;

4. gerai sugeria Sviesg audiniy skaidrumo ruoze — raudonojoje spektro srityje
(600-900 nm);

5. turi didelj suzadinimo ] tripleting biiseng kvantinj naSuma;

6. turi didelj singuletinio deguonies generavimo kvantinj naSuma;

7. yra optimaliai fotostabilus.

Realtis fotosensibilizatoriai visy reikiamy savybiy neturi. Kartais vienos savybeés
gali kompensuoti kitas, pavyzdziui, geras kaupimasis navikiniame audinyje kompensuoja

mazesnj tripleto kvantinj naSumg ir atvirksciai. Kadangi piktybiniy susirgimy spektras



labai platus, suprantama, kad vienas sensibilizatorius negali patenkinti visy poreikiy.
Kiekvienam atvejui gali biiti tinkamesnis, turintis rySkesnes tam tikras savybes,
fotosensibilizatorius.

Netoksiskas tamsoje ir nesukelia pasalinio poveikio. Viena i§ pagrindiniy
pageidaujamy bet kurio vaisto savybiy yra jo minimalus pasalinis poveikis visam
organizmui iSlaikant gydomasias savybes.

Farmakokinetinés savybés, uitikrinancios geresnj sensibilizatorius kaupimgqsi
navikiniame audinyje nei sveikame ir gana greitas pasisalinimas i§ organizmo.
Palyginti su kitais navikiniy susirgimy gydymo metodais, svarbiausias FNT privalumas
yra selektyvumas, kurj uztikrina geresnis fotosensibilizatoriaus kaupimasis navikiniuose
audiniuose. Kai fotosensibilizatoriaus koncentracijy skirtumas navikiniame ir sveikame
audinyje yra pakankamas, svitinimo metu ardomi tik navikiniai audiniai, o aplinkiniai
sveiki audiniai lieka nepazeisti. Organizme susikaupes sensibilizatorius padidina jo
jautrumg Sviesai, todél greitai jam pasiSalinus organizmas bus apsaugotas nuo galimy
Salutiniy Sviesos efekty.

FNT efektyvumas priklauso nuo jvairiy fiziologiniy ir fizikiniy bei cheminiy
parametry. Kaip ] vena suleistas fotosensibilizatorius pasiskirsto ir yra perneSamas
organizme, priklauso ir nuo sensibilizatoriaus savybiy: lipofilinés prigimties
sensibilizatoriai jungiasi su didelio ir mazo tankio lipoproteinais, o hidrofilinés prigimties
sensibilizatoriai — su albuminais ir kitais kraujo serumo baltymais. Nuo sensibilizatoriaus
lipofiliSkumo ar hidrofiliSkumo priklauso jy lokalizacija ir galimi taikiniai navikinése
lastelése (zr. 3.3 pav.). Sensibilizatoriai, kurie kaupiasi jautriausiose pazaidoms vietose ar
arti gyvybiskai svarbiy lgstelés tasky, efektyviausiai veiks navikines lasteles.

Siuo metu laikomasi nuomonés, kad lipofilinés prigimties sensibilizatoriai
selektyviau kaupiasi navikuose (Berg ir kt., 1989). Kitos savybés, tokios kaip asimetrinis
kriivio pasiskirstymas, anijoninés—katijoninés formos, polinkis sudaryti agregatus, taip pat
turi jtakos optimaliai fotosensibilizatoriaus lokalizacijai (Paquette ir kt., 1988).
Lipofiliniai sensibilizatoriai lengviau praeina pro membranas ir kaupiasi tose vietose,
kuriy pazaidos labiau zalingos Igstelei (Winkelman ir Kimel, 1990). Hidrofiliniy
sensibilizatoriy efektyvumas, palyginti su panaSy singuletinio deguonies generavimo
nasuma turin¢iy lipofiliniy sensibilizatoriy efektyvumu, yra mazesnis (Moan, 1990).

Silpnas kaupimasis odoje. Oda yra labiausiai Sviesos veikiama kiino dalis, tad
pasalinis fotosensibilizatoriy poveikis pirmiausia pasireiskia joje. Todél viena 1§ biitiny

sensibilizatoriaus savybiy — kuo silpnesnis kaupimasis odoje.



Vienalyté cheminé sudeétis. Sis reikalavimas néra tiesiogiai susijes su FNT
efektyvumo didinimu ar optimizavimu, taciau vienalytés sudéties medziagos uztikrina
sukelty fotoefekty vienalytiSkuma ir tikslig numatomy FNT vyksmy eiga. Toliau pateikti
duomenys apie porfirininés prigimties fotosensibilizatoriy nevienalytiSkumo tyrimus ir jy
jtaka fotosensibilizacijos procesui aiSkiai rodo, kokias problemas tenka spresti diegiant

medicininéje praktikoje nevienalytés cheminés sudéties fotosensibilizatoriy.
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4.1 pav. Hematoporfirino acetilinimo produktai

Porfirinai, kuriy selektyvus kaupimasis navikiniuose audiniuose buvo pastebétas
dar 1942 metais (Auler ir Banzer, 1942) ir kurie, nors ir gana silpnai, sugeria ir raudong
Sviesg, buvo pirmieji FNT panaudoti fotosensibilizatoriai. Tiesa, pirmine jy paskirtis buvo
naviky diagnozavimas (Peck ir kt., 1955; Rassmussen—Taxdal ir kt., 1955). IS pradziy
buvo naudojamas hematoporfirinas (Hp) (i$ tikryjy — neiSgrynintas jvairiy porfiriny
miSinys). Véliau paaisSkéjo, kad butent priemaiSos geriau uz hematoporfiring kaupiasi
navikiniame audinyje (Schwartz ir kt., 1955). Po keleriy mety Lipsonas su
bendraautoriais pasitilé metoda, kaip i§ hematoporfirino, naudoto iki tol, gauti daug
efektyvesnj fotosensibilizatoriy (Lipson ir kt., 1961). Porfirinas buvo veikiamas acto ir
sieros riig§¢iy misinio, o susidares produktas hidrolizuojamas natrio Sarmu. ISanalizavus
gautg miSinj nustatyta, kad pagrindiniai komponentai yra: hematoporfirino (4.1 pav., a)
hidrochloridas, hematoporfirino monoacetato izomerai (4.1 pav., b ir ¢), hematoporfirino
diacetatas (4.1 pav., d). Misinyje taip pat rasta hidroksietilvinildeuteroporfirino (4.1 pav.,
e) ir protoporfirino (4.1 pav., f). Sis miginys buvo pavadintas hematoporfirino dariniu
(HpD). Pasirod¢, kad jis kur kas geriau negu Hp kaupiasi navikiniame audinyje. Atlikus

HpD gelfiltracija paaiSkéjo, kad aktyviausios medziagos yra makromolekulinéje



frakcijoje (Dougherty ir kt., 1984). Apdorojimas Sarmu yra labai svarbus, nes taip
susidaro polimerai, kovalentiSkai sujungti tarp saves eterinémis ir esterinémis jungtimis
(Boyle ir kt.,1987; Kessel ir kt.,1985). Sito misinio, vadinamo polihematoporfirino
eteriu/esteriu, oligomerai vandeniniame tirpale jungiasi | dar didesnius agregatus, kurie
sudaro aktyvigja HpD dalj. Kol kas vienintelis vaisting forma turintis fotosensibilizatorius
fotofrinas 1l (Quadra Logic Technologies, Inc., Kanada) yra isvalyto HpD frakcija,
praturtinta oligomeriniais asociatais (jie sudaro apie 80%) (4.2 pav.). Likusig dali (apie
15-20%) sudaro monomeriniali porfirinai - hematoporfirinas,
hidroksietilvinildeuteroporfirinas (HVD) ir protoporfirinas (Pp). Kai kurios salys gamina
savo pirmos kartos fotosensibilizatorius, kurie yra atitinkamai apdoroti hematoporfirino
dariniai — tai fotosanas (Vokietija), fotohemas (Rusija), fotokarcinorinas (Kinija),
hematodreksas (Bulgarija).
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4.2 pav. Fotofrino® struktiira

Po gausiy ir iSsamiy HpD agreguotosios frakcijos sudéties tyrimy padaryta iSvada,
kad ja sudaro hematoporfirinai, eterinémis ir/ar esterinémis jungtimis arba C—C rysiu
susijunge ] dimerus ar didesnius agregatus (4.3 pav.) (Dougherty ir kt., 1984; Boyle ir
kt.,1987; Kessel ir kt.,1985; Land ir kt., 1986).
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4.3 pav. Galima HpD tetramero struktiira

Si frakcija geriausiai kaupiasi navikiniuose audiniuose ir turi geras sensibilizacines
savybes (Dougherty ir Mang, 1987; Kessel, 1986). Vandeniniuose tirpaluose Sie
kovalentiniais rysiais sujungti dariniai d¢l nekovalentiniy sgveiky jungiasi | didesnius
agregatus, kuriy molinés masés siekia 20000-30000 (Swincer ir kt., 1985). Fotofrino
sudétyje esantys porfiriny monomerai (Hp, HVD, Pp) taip pat sudaro nekovalentinius
agregatus, kurie skiedziant tirpalg disocijuoja. Kovalentiniais rySiais sujungti agregatai
skiedziant nedisocijuoja ir gali tokio pat pavidalo egzistuoti sistemose in vivo (Moan ir
kt., 1985).

Jau seniai zinoma, kad vandeniniuose porfiriny tirpaluose egzistuoja monomery ir
agregaty misiniai (Brown ir kt., 1976). Porfiriny agregacija yra aktualus klausimas, nes
FNT efektyvumas priklauso nuo sensibilizatoriy agregaciniy savybiy. Porfiriny agregacija
susijusi su aplinkos salygomis: agregacijos laipsnis kinta priklausomai nuo
sensibilizatoriaus koncentracijos (Brown ir kt., 1976; Pottier ir kt., 1985), tirpiklio
poliskumo (Redmond ir kt., 1985), temperatiiros (Bottiroli ir kt., 1984). Porfiriny
agreguoty biseny tyrimai padeda suprasti fizikines, chemines ir biologines savybes,
nulemiancias jy elgsena FNT metu, nes agregacijos pokyciai veikia tripletinés buisenos
(Redmond ir kt., 1985; Smith, 1985; Truscott, 1986) ir singuletinio deguonies generavimo
kvantinius nasumus (Moan, 1984), fluorescencijos gyvavimo trukmes (YYamashita ir kt.,
1984), saveika su biomolekulémis (Grossweiner ir Goyal, 1984) ir sensibilizacinj
efektyvuma (Moan ir Sommer, 1984).

Pastebéjus, kad FNT efektyvumas susijes su sensibilizatoriy agregacija, porfiriny
agregatiniy buseny tyrimui skirta nemazai démesio (Brown ir kt., 1976; Pottier ir
Truscott, 1986). Reikia pabrézti, kad tiriant porfiriny agregatines biisenas kalbama apie
dviejy riisiy agregatus: salyginai juos galima pavadinti cheminiais ir fizikiniais. Pirmuoju

atveju nagrin¢jamos cheminiais rySiais sujungtos struktiiros, daugiausia jau minéti



polihematoporfiriny eteriai ir esteriai. Svarbiausias tokiy tyrimy metodas -
chromatografiné analizé. Kitos riSies agregatai, susidarantys dél fizikinés prigimties
saveiky tarp porfiriny molekuliy, dazniausiai tiriami spektroskopiniais metodais. Kurie
agregatai — cheminiai ar fizikiniai — yra aktyvesni FNT, néra iki galo aiSku, taciau yra
zinoma, kad agreguotos struktiiros veikia efektyviau.

Nustatyta, kad di— ar polihematoporfiriny eteriai/esteriai — vienintelé
fotosensibilizatoriy HpD ir fotofrino II frakcija, kuri gerai kaupiasi lastelése (Moan ir
Sommer, 1983) ir, matyt, yra atsakinga uz fotosensibilizuotus vyksmus (Moan ir kt.,
1982). HpD ir fotofrinas Il yra sudétingi miSiniai, kuriuose minéti polieteriai/esteriai
sudaro tik vieng frakcija. Tai, kad Sie junginiai nehomogeniski, yra rimta klittis jy
struktiiry, agreguoty buiseny, fotosensibilizaciniy savybiy tyrimui. Todél buvo sintetinami
homogeninés sudéties hematoporfirinai, kurie savo savybémis biity panasis 1 HpD. IS jy
geriausiomis fotosensibizuojanc¢iomis savybémis pasizymi hematoporfirino mono— ir
diacetatai ir kai kurie hematoporfiriny alkileteriai (Sommer ir kt., 1987).

Gera $viesos sugertis audiniy skaidrumo ruoZe — raudonojoje spektro srityje
(600-900 nm). FNT efektyvumas tiesiogiai priklauso nuo sensibilizatoriaus sugerty
Sviesos fotony, kurie gali inicijuoti navikiniy lgsteliy pazaidas, kiekio. [vairiis
fotosensibilizatoriai turi savita sugerties spektrg ir skirtingg Sviesos fotony sugerties
tikimybe. Fotosensibilizatoriaus sugerty Sviesos fotony kiekis priklauso nuo jo
ekstinkcijos koeficiento ties Svitinimo bangos ilgiu. Fotosensibilizatoriy efektyvumas
FNT gali buti skirtingas tik dél to, kad jy ekstinkcijos koeficientai, sglygojantys Svitinimo
Sviesos fotony sugert], yra skirtingi (4.4 pav.).
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4.4 pav. Hematoporfirino, chlorino e ir aliuminio ftalocianino tetrasulfonato
sugerties spektrai

Esant vienodoms kitoms FNT efektyvuma lemianc¢ioms salygoms, Hp
sensibilizacinis efektyvumas bus mazesnis nei chlorino es, o jy abiejy — mazesnis negu
aliuminio ftalocianino. Pastarojo ekstinkcijos koeficientas ties svitinimo bangos ilgiu,
lemiantis $viesos fotono sugerties tikimybe, yra didZiausias (4.4 pav.). Sviesos kvanto
sugertis — tai tik pirmasis fotosensibilizacinio vyksmo zingsnis, pradedantis visg seka
pirminiy fotofizikiniy procesy, kuriy efektyvumas priklauso ir nuo sensibilizatoriaus
fotofizikiniy bei fotocheminiy savybiy, ir nuo aplinkinés terpés savybiy.

Didelis suZadinimo pernaSos j tripletine biisenq kvantinis nasumas yra labai
svarbus fotosensibilizatoriaus parametras, nuo kurio priklauso FNT proceso efektyvumas.
Suzadinta singuletin¢ sensibilizatoriaus biisena gyvuoja trumpai, todé¢l FNT reikSmingy
pirminiy fotocheminiy vyksmy tikimybé Sioje biisenoje nedidelé. Tripletine
sensibilizatoriaus biisena gyvuoja daug ilgiau, tad ir pirminiy fotocheminiy vyksmy
nasumas daug didesnis.

Eksperimentiniai tyrimai rodo, kad sensibilizatoriaus didelis singuletinio
deguonies generavimo kvantinis nasumas yra vienas i$ pagrindiniy veiksniy sékmingam
FNT rezultatui pasiekti. Sensibilizuoty reakcijy metu susidares singuletinis deguonis yra
bene svarbiausias tarpininkas, trikdantis lgstelés veikla.

Ne maziau svarbus veiksnys yra paties sensibilizatoriaus fotostabilumas.

Sensibilizatoriui esant nestabiliam, tai Svitinimo metu jis gali suirti greiCiau negu jvyks



navikingés lgstelés destrukcija. Kita vertus, jo suirimas FNT metu mazina koncentracijg ir

drauge susvelnina neigiamg poveikj po Svitinimo.

4.2. Pirmosios kartos sensibilizatoriy nuostovioji sugerties spektroskopija

Nuostoviosios  sugerties  spektroskopijos ir  nenuostoviosios  sugerties
spektroskopijos su laiko skyra (4.3 sk.) metodais iStirtos spektrinés ir pirmings
fotofizikinés pirmos kartos sensibilizatoriy savybés ir jy priklausomybé nuo jvairiy

aplinkos parametry. Siy tyrimy rezultatai leidzia optimizuoti FNT vyksmg ir prognozuoti

naujy fotosensibilizatoriy paieskos kryptis.

R, CH,

Hp: R, ~CH(OH)CHs, Ry ~CH(OH)CHa):
HVD: R, -CH=CH; R4 -CH(OH)CH3;
Pp: R, ~CH=CHj, Ry ~CH=CH,);
HpDiac: R, —~CH(OCH;COO)CHs,
Rs~CH(OCH;COO0)CHg;

DMHp: R, —CH(OCHg)CHg,

Rs —~CH(OCHs3)CHs;

4.5 pav. Porfirinai

Porfiriny cheminés struktiiros pagrinda sudaro porfino ciklas, susidedantis i§ 4
pirolo Ziedy, sujungty tarp saves metino (—CH=) tilteliais. Porfirinai yra labai jvairts, nes
H atomai pirolo zieduose ir metino tilteliuose gali biiti pakeisti jvairiais pakaitais (4.5
pav.). Siuo metu yra Zinoma per 1000 porfiriny, gamtiniy ir sintetiniy, ir jy skaiius
nuolat did¢ja. Kaip matyti i§ molekulés struktiiros ir pakaity jvairumo, porfirinai pasiZymi
tiek rigStinémis, tiek bazinémis savybémis ir, priklausomai nuo terpés pH, azoto atomai
ir pakaity funkcinés grupés gali protonuotis arba jonizuotis. Vidumolekuling porfiriny
energetika bei struktira geriausiai atspindi jy sugerties ir fluorescencijos spektrai.
Visiems porfirinams biidinga intensyvi sugerties juosta su smaile mazdaug ties 400 nm,
vadinama Sore (Soret) juosta (SJ), ir keturios maziau intensyvios (=1/10 SJ) juostos
matomoje spektro srityje, vadinamos Q juostomis. Q juosty skaicius priklauso nuo pirolo
ziedy azoto atomy protonavimo ir nuo to, ar porfirinas yra laisva baz¢, ar chelatinis

junginys. Porfiriny laisvy baziy spektrai skirstomi j keturis spektry tipus (Smith, 1975). Si



klasifikacija pagrjsta keturiy Q juosty intensyvumy santykiu, kuris savo ruoztu priklauso

nuo Soniniy grupiy pakaity kiekio ir padéties.

FNT naudojamy porfiriny spektras yra etio tipo. Siems spektrams budingas

sugerties juosty intensyvumo mazéjimas didéjant bangos ilgiui (4.4 pav.). Tokie yra visy

gamtiniy porfiriny (proto—, kopro—, uro—, deutero—, hemato—, piroporfiriny) neutraliy

vandeniniy tirpaly sugerties spektrai. Visi miisy tirtieji porfirinai —

hematoporfirinas (Hp), hematoporfirino darinys (HpD), hematoporfirino diacetatas (Hp—
Diac), hematoporfirino dimetilo eteris (DMHp), fotosanas (FS) ir fotofrinas (FF) yra etio

tipo porfirinai.
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4.6 pav. Porfiriny sugerties spektrai. A. Fosfatiniame buferyje (pH 7,2) 1,2,3-10 > M,
4,5,6-10 °M; B. 1,2,3 — etanolyje ir 4,5,6 — vandeniniame tirpale, j kurj jdéta

detergento tritono X-100

Porfiriny sugerties spektrai yra labai jautrlis jvairioms sgveikoms, kurios gali

pasireiksti tiek molekulés centre, tiek periferijoje. Sugertis kinta porfirino molekulei

sudarant kompleksus, agreguojant, jonizuojantis, protonuojantis ir t t., tod¢l sugerties



spektrai gali suteikti daug informacijos apie molekulés struktiirg, agregating biisena,

sgveikg su kitomis molekulémis.

Tirtyjy pirmos kartos sensibilizatoriy — Hp, DMHp, HpD, FS — sugerties spektrai

turi porfirinams biidingg intensyvig SJ 360—400 nm intervale ir keturias maziau

intensyvias sugerties juostas matomoje spektro srityje. Agreguoty biiseny pokycius

geriausiai atspindi SJ poslinkiai, tod¢l minéty junginiy agregacinés savybés buvo tiriamos

matuojant jy jvairiy koncentracijy vandeniniy ir kitokiy terpiy tirpaly sugerties spektrus

250-450 nm intervale. Matavimy rezultatai pateikti 4.1 lenteléje ir 4.6 paveiksle

(Streckyte ir Rotomskis, 1993 a; Streckyté ir Rotomskis, 1993 b).

4.1 lentelé. Porfiriny tirpaly spektrinés charakteristikos

Tirpalas C,M SJ SJ 1Q 1Q IVQ IV Q
Amaks; Av/g 10® | Amaks, Av/g 10® | Amaks, Av/g 10°
nm cm nm cm nm cm

Hp/FB 10~ 365 41 617 - 506 -

10" 369 4,2 617 - 505 -
10° 373 4,1 615 - 505 -
10° 395 4,0 612 - 503 -
10" 394 4,0 - - - -

/EtOH 10™ 396 3,2 623 0,9 501 04

IT 1% 10" 402 3,3 619 1,1 501 0,45

DMHp/FB | 10° 382 3,6 619 0,6 506 1,4

10™ 384 34 617 0,6 504 1,2
107 393 34 617 0,6 505 1,2
10° 395 2,4 613 0,55 503 0,9
107 396 2,0 611 0,45 502 0,9
10° 397 1,7 607 - 497 -

/EtOH 10 396 2,1 617 0,4 498 0,9

IT 1% 10" 401 2,1 621 0,25 498 0,95

HpD/FB 10 367 4.6 619 - 507 -

10" 368 4,2 620 - 506 -
10” 370 43 - - 505 -
10° 372 3,2 - - 503 -

/EtOH 10" 396 3,85 621 - 501

IT 1% 10 400 3,4 622 0,4 501 1,2

FS/FB 55107 | 367 54 621 - 509 -

107 368 5,3 619 - 508 -
10° 370 6,0 615 - 507 -
10" 372 6,1 - - - -
/EtOH 10" 396 3,7 625 - 505 -
IT 1% 10 402 4,2 621 - 502 -

Av/2 — sugerties juostos pusplotis; FB — fosfatinis buferis, pH 7,2;

EtOH — etanolinis tirpalas; T 1%— |
tirpalg jdéta detergento tritono X—100 (agregatus ardancios medziagos)




Didelés koncentracijos vandeniniy Hp, HpD ir FS tirpaly SJ sugerties smailé¢ yra
ties 365 nm (DMHp — ties 382 nm) ir atspindi agregatiniy dariniy sugertj. Nezymus petys
SJ ilgabangéje puséje yra monomery sugerties indélis. Spiritas ir kiti organiniai tirpikliai
iSardo fizikinius (pusiausviruosius) agregatus, tad spiritiniuose porfiriny tirpaluose
egzistuoja tik monomerai ir kovalentiniais rySiais sujungtos struktiiros. Skiedziant
vandeninius tirtyjy porfiriny tirpalus vyksta SJ intensyvumo persiskirstymas (4.1 lentelé,
4.6 pav.). Esant mazoms koncentracijoms vandeniniy Hp ir DMHp tirpaly spektrai
panaSiis ] spiritiniy tirpaly spektrus. Labai praskiestuose tirpaluose pusiausvirieji
agregatai suyra ir tirpale egzistuoja tik monomerai ir kovalenti§kai suriStos struktiiros.
Tokiy tirpaly sugerties maksimumas yra ties 396 nm. Nedidelés koncentracijos tirpaluose
pirmiausia, matyt, susidaro dimerai (Karns ir kt., 1979). Siiloma tokio pusiausviro
dimero, dar vadinamo ‘“sendvifio” tipo, struktiira sudaro du porfirino ziedai,
persiklojantys taip, kad 2— ir 4—os padéciy pakaitai patenka j persiklojancius pavirSius.
Pakaitai dalyvauja m—n sgveikoje tarp dviejy aromatiniy ziedy ir i§ dalies dél to tokie
dimerai yra patvariis. Neigiamg kriv] turin€ios propioninés riigSties liekanos iSsidésto
taip, kad atsidurty kuo toliau vienos nuo kity (4.7 pav., a).

IS atlikty gausiy spektroskopiniy tyrimy paaiskéjo, kad susiformuojant
pusiausviriems dimerams (4.7 pav., a) SJ pasislenka j trumpabange spektro pus¢ (800—
1800 cm™), Av did¢ja, o Q juostos nezenkliai (100-300 cm™) pasislenka | raudonaja
spektro pus¢ (Kuzmitskij ir kt., 1987; Rotomskis, 1989). Susidarant linijiniams dimerams
(4.7 pav., b) SJ iSplatéja ir kartais nezenkliai pasislenka j raudongja spektro puse — kitaip
negu pusiausviryjy agregaty atveju (Selensky ir kt., 1981; Rotomskis, 1991).

IS Hp, DMHp, HpD ir FS spektriniy charakteristiky priklausomybés nuo
koncentracijos (4.1 lentele, 4.6 A pav.) buvo nustatyta, kad Sie porfirinai vandeniniuose
tirpaluose egzistuoja pusiausviryjy “sendvicio” tipo agregaty pavidalu (4.7 pav., a)
(Streckyte ir Rotomskis, 1993 b; Rotomskis ir kt., 1995 a). Hp SJ yra beveik dvigubai
platesn¢ uz DMHp SJ (4.1 lentel¢), matyt, del to, kad Hp sudétyje visada yra
kovalentiniais rySiais sujungty linijiniy agregaty (4.7 pav., b). Mazos koncentracijos FS
tirpaly SJ maksimumas ties 370 nm ir gana didelis juostos plotis rodo, kad tirpale yra
daug nemonomeriniy dariniy. Sie nemonomeriniai dariniai gali bati keliy rasiy. FS
sudétyje esancios kovalentiniais rySiais sujungtos struktiiros, nepriklausomai nuo tirpalo
koncentracijos, gali sudaryti dimerus (Kohler ir Getoff, 1989) (4.7 pav., c), kurie kartu su

linijiniais agregatais (4.7 pav., b) sugeria Sviesg Sioje spektro srityje. Tirpaluose taip pat



gali egzistuoti ir kovalentisSkai suristi “sendvic¢io” tipo agregatai (4.7 pav., d). Remdamiesi
nuostoviosios sugerties spektroskopijos rezultatais (4.1 lentel¢, 4.6 pav.) darome iSvada,
kad vandeniniuose tirpaluose Hp, DMHp, HpD, FS sudaro pusiausvirus “sendvi¢io” tipo
agregatus (4.7 pav., a). Siy agregaty buvima rodo SJ intensyvumo ties 365 nm poky¢iai
keiciantis tirpaly koncentracijai (4.6 A pav.).

COOH n—n sgveika
v
n= |

COOH

4.7 pav. Agreguoty porfirininés kilmés molekuliy struktiiros: a — pusiausvirieji
"sendvicio" tipo dimerai, b — kovalentiskai sujungti linijiniai dimerai, c ir d —
kovalenti$kai sujungti "sendvicio" tipo dimerai

Spiritiniuose ir labai praskiestuose vandeniniuose FS tirpaluose egzistuoja kovalentiskali
sujungty linijiniy (4.7 pav., b), tarpmolekuliniy (4.7 pav., ¢) ir “sendvicio” tipo (4.7 pav.,
d) agregaty misiniai; Hp tirpaluose vyrauja kovalentiSkai sujungti linijiniai agregatai (4.7
pav., b), DMHp - tik monomerai.

Sias i§vadas patvirtina ir porfiriny spektrai, kai | tirpalus pridéta
monomerizuojancios medziagos — detergento tritono X—100 (T) (4.6 B pav.). Detergentas
iSardo pusiausviruosius agregatus, jjungdamas porfiriny monomerus j miceles (iSnyksta

SJ maksimumas ties 365 nm). DMHp spektre atsiranda siaura SJ, kurios maksimumas yra



ties 402 nm (sgveika su detergentu pastumia monomery SJ | raudongja spektro puse).
Platesné¢ Hp SJ liudija linijiniy struktiry priemaiSas. Plati FS SJ ir petys ties 365 nm
priklauso tarpmolekuliniams kovalentiSkai sujungty strukttry dariniams (4.7 pav., c ir d),
kuriy detergentas neiSardo.

HpD, FS ir panasiis agreguoti porfiriny dariniai yra daug efektyvesni FNT negu
grynas Hp. Kadangi HpD ir FS sudétyje yra daug “sendvicio” tipo agregaty, galima
manyti, kad didesnis tokiy struktiiry sensibilizacinis pajégumas susijes su specifine Siy
agregaty struktiira: juose makrocikly Soninés grupés jjungtos i agregata ir visas darinys
yra hidrofobiskesnis, dél to maziau sgveikauja su aplinka. Tokie dariniai geriau
prasiskverbia pro lgsteliy membranas, lengviau juda kraujo induose ir daugiau kaupiasi
navikiniame audinyje.

Spektriniy savybiy pokyciai kintant tirpaly koncentracijai rodo, kad Hp—Diac
tirpaluose, nelygu koncentracija, susiformuoja jvairaus agreguotumo laipsnio dariniai
(Kapociiite ir kt., 1989). Pagal spektriniy parametry (Amaks, AV, €, agregaty ir monomery
sugerties juosty intensyvumy santykis) pokycius visa tirtyjy koncentracijy skalé gali biiti
padalyta j tris intervalus: 1. > 2 10°M; 2. nuo 2 10°M iki 2 10°M; 3. < 2 10°M.
Koncentracijai artéjant prie pirmojo intervalo ribos Hp—Diac SJ maksimumas pasislenka
nuo 370 nm iki 393 nm. Pirmyjy dviejy intervaly ribose mazéjant koncentracijai did¢ja ¢
ties 395 nm (nuo 0,86 iki 1,22 10° M™* cm™), mazéja Av (nuo 4,4 iki 2,7 10° cm™) ir
santykis tarp monomery ir agregaty SJ sugerties intensyvumy (nuo 1,04 iki 0,64). Esant
2,3 10®M koncentracijai SJ sugerties maksimumas yra ties 395 nm; toliau skiedziant
tirpala didéja esgs (iki 1,5 10° M™ cm™), Av stabilizuojasi ir yra = 2,4 10° cm™. Esant
maziausioms koncentracijoms esgs ir Av vertés yra labai artimos vertéms spiritiniame
tirpale (kur egzistuoja tik Hp—Diac monomerai). Remiantis gautais rezultatais (Kapocitte
ir kt., 1989) siilomas trijy pakopy deagregacijos procesas. Esant dideléms
koncentracijoms Hp—Diac yra stipriai agreguotas ir tokio tirpalo SJ maksimumas yra ties
370 nm. Nedideli agregatai (oligomerai) gali susijungti j didesnius darinius —
konglomeratus, kurie yra gana stabiliis, nes skiedZiant tirpalus nuo 10™ iki 4 10°M
nekinta nei Amas, Nei Av. Toliau mazéjant koncentracijai vyksta pirmoji deagregacijos
stadija, kuriai budinga dideliy agregaty disociacija j maZesnius — dimerus ir trimerus. Sj
procesa lydi sugerties ties 370 nm mazéjimas ir ilgabangis SJ postimis. Stadijos
pabaigoje tirpale vyrauja mazi agregatai ir nedidelis kiekis monomery. Antrajam

koncentracijy intervalui budingas mazy agregaty skilimas j monomerus. Sio proceso metu



SJ slenka j ilgabange spektro puse ir koncentracijy intervalo pabaigoje yra ties 395 nm —
tirpale lieka labai nedaug smulkiy agregaty. TreCioje deagregacijos stadijoje praktiSkai
visi dimerai (ir trimerai) disocijuoja j monomerus. Apskaic¢iuota Hp—Diac dimerizacijos
konstanta Kp = 2,8 10° M (Kapo¢iiité ir kt., 1989) yra tos pacios eilés kaip Hp (Brown ir
kt., 1976), mezoporfirino ir 2,4-dibromdeuteroporfirino (Turay ir kt., 1978).

I organizmg patekusio fotosensibilizatoriaus selektyvus pasiskirstymas ir laikas,
per kurij jis jvyksta, priklauso nuo sensibilizatoriaus cheminés struktiiros, jo hidrofobinés—
hidrofilinés prigimties, agregatinés biisenos ir jonizacijos. Visiems navikams yra biidinga
mazesné negu normaliy audiniy pH verté (Thistlethewaite ir kt., 1985). Kadangi dauguma
porfiriny yra amfoterinés prigimties medziagos, tikslinga tyrinéti, kokios joninés biisenos
vyrauja jvairiuose pH intervaluose, nes nuo jy taip pat gali priklausyti sensibilizatoriaus
selektyvus pasiskirstymas navikiniame audinyje (Pottier ir Kennedy, 1990).

FNT poziiiriu ypac svarbus pH intevalas 67, kadangi Sios pH vertés budingos
daugeliui naviky (Wike—Hooley ir kt., 1984). Tiriant pirmos kartos sensibilizatoriy
savybiy priklausomybe¢ nuo jvairiy aplinkos parametry, o ypa¢ nuo terpés riig§tingumo,
buvo pasirinktas homogeninés sudéties fotosensibilizatorius — hematoporfirino diacetatas
(Hp-Diac) (4.1 pav., d). Istirtos Hp—Diac agregacijos pokyciy priklausomybés nuo pH
(Kapociute ir kt., 1989; Kapociite ir kt., 1991). Rigstingje terpe¢je vyksta Hp—Diac imino
azoty protonizacija ir Hp—Diac spektras turi dikatijoniniams porfirinams buidingg spektra
(4.8 pav.). SJ yra pasislinkusi j raudonaja spektro puse ir Av, palyginti su neutralaus Hp-
Diac spektru, yra daug mazesnis. Matomos srities spektre islieka tik dvi juostos. Tokie
spektriniai pokyciai vyksta dél Hp—Diac molekulés konjuguotos 7 elektrony sistemos
pasikeitimo 18 Dy, | Dgn simetrija (Gurinovich ir kt., 1961). Esant didesnéms
koncentracijoms tirpale egzistuoja dikatijony dimerai, kurie mazé¢jant koncentracijai

disocijuoja ] monomerus.



92}

™

—
o
- [$,]
=
o
3|

1,5+

1,0

0,5

0’0 1 1 1 "
360 380 400 420
Bangos ilgis, nm

340

4.8 pav. Hp-Diac sugerties spektrai pH:1-7,4; 2-5,9; 3-2,1

Dikatijoniniy monomery dimerizacijos konstanta 2,1 10* M* (Kapociiite ir kt., 1989). Ji
yra dviem eilémis mazesné uz neutraliy monomery dimerizacijos konstanta, matyt, dél
elektrostatinés stimos tarp protonuoty Hp—Diac molekuliy. Vertinant Hp—Diac spektriniy
charakteristiky pokyc¢ius jvairiy pH verciy tirpaluose, galima isskirti tris pH intervalus: 1.
> 6; 2. nuo 6 iki 4,5 ir 3. < 4,5. Pirmajame ir treCiajame intervale Hp—Diac egzistuoja
atitinkamai neutraliy molekuliy ir dikatijony pavidalu, tarpiniam intervalui biidingos abi
formos. Siam intervalui (nuo 6 iki 4.5) taip pat budinga stipresn¢ agregacija.
Koncentracijos, terpés poliSkumo, rtgStingumo ir temperatiiros pokyciy jtaka Hp—Diac
agregatinéms blisenoms pavaizduota 4.9 paveiksle (Kapociute ir kt., 1991).

Kaip jau minéta, FNT efektyvumas susijes su porfiriny agregatinémis biisenomis.
Gauti rezultatai rodo, kad didelis agregacijos laipsnis mazos koncentracijos Hp—Diac
tirpaluose esant navikams biidingoms pH vertéms gali buti susij¢s su monokatijony
susidarymu ir jy sgveika su kitomis Hp—Diac formomis. [vairios agreguotos formos,
susidarancios Siame pH intervale, galéty pagerinti Hp—Diac selektyvy kaupimasi

navikinime audinyje ir padidinti sensibilizacijos efektyvuma.
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4.9 pav. Koncentracijos, terpés poliSkumo, riigstingumo ir temperatiiros poky¢iy
jtaka Hp—Diac agregatinéms biisenoms

4.3. Pirmosios kartos sensibilizatoriy nenuostovioji sugerties spektroskopija

Fotosensibilizatoriaus molekulei sugérus Sviesos fotona, ji suzadinama j auksStesne
energing biiseng, i§ kurios vyksta suzadinimo energijos relaksacijos procesai. Suzadinta
sensibilizatoriaus molekulé energijg gali prarasti keliais budais. Dalis molekuliy energija
praranda vidinés konversijos biidu, kai Sviesos fotono energija virsta Siluma. Priklausomai
nuo sensibilizatoriaus savybiy fotono energija taip pat gali biti iSspinduliuota
fluorescencijos pavidalu. Sis energijos praradimo kelias nesukelia fotosensibilizaciniy
procesy, taCiau gali buti sékmingai panaudojamas diagnozavimo tikslams. Tik
interkombinacin¢ konversija, kurios metu sensibilizatorius i§ suzadintos singuletinés
biisenos persoka | suzadintg tripleting biiseng, uZtikrina navikiniy audiniy destrukcija
sukeliantj fotosensibilizacijos procesa. Sio proceso efektyvumas — (sens — pirminése stadijose

gali biiti jvertintas pasinaudojant formule:

@sens= (Nui+Nsat+ Nik) / Nikm=Nn,/ Nik



¢ia: N, — Sviesos fotong sugérusiy sensibilizatoriaus molekuliy skai¢ius; Ny — sugerty
fotony, kuriy energija virto Siluma, skaiCius; Ny — iSspinduliuoty fluorescencijos kvanty
skai¢ius, Nj— sensibilizatoriaus molekuliy, 1§ suzadintos singuletinés buisenos perSokusiy |
suzadintg tripleting biisena, skaicius.

Suzadinimo energijos relaksacijos ir pernasos biologiskai aktyviuose pigmentuose
objekto ar biologiSkai aktyviy molekuliy sgveikos visumg. Jau kelis deSimtmecius optinés
spektroskopijos metodai placiai taikomi sudétingoms molekuléms bei molekuliniams
dariniams tirti biotechnologijoje ir fotobiomedicinoje. Taciau kai sudétinguose
biologiniuose dariniuose susipina kelios pirminiy vyksmy grandinés, nuostoviosios
spektroskopijos ir kinetinés fluorescencijos metodai ne visada bina pakankamai
informatyviis. Tokiais atvejais kur kas tinkamesnis yra nenuostoviosios sugerties
spektroskopijos metodas, nes jis gerokai praple€ia tyrimy ribas ir leidzia stebéti labai
sparcius pikosekundziy trukmés Sviesos sukeltus vyksmus, nepastebimus kitais budais.
Pikosekundinés sugerties spektroskopijos metodika atveria naujas galimybes nagrinéjant
daugiakomponencio misinio atskiry dedamuyjy, pasizyminciy jvairiais agregacijos laipsniais,
suzadinimo relaksacijos budus.

Hematoporfiriny suzadintos biuisenos relaksacija. Nemaza dalis suzadinty
porfiriny molekuliy energija iSspinduliuoja fluorescencijos fotony pavidalu 550-750 nm
srityje. Porfiriny fluorescencijos spektra paprastai sudaro dvi pagrindinés juostos, kuriy
maksimumy padétys ir intensyvumai priklauso nuo porfirino cheminés struktiiros ir nuo
tirpiklio (Reddi ir Jori, 1988). Sioje dalyje apibendrinti pasaulingje literatiiroje paskelbti
hematoporfiriny subnanosekundinés laiko skyros kinetinés fluorimetrijos duomenys, gauti
naudojant skirtingas registracijos metodikas:

a) tiesioginj matavimg sparciais fotodaugintuvais (laiko skyra ~300-400 ps)
(Andreoni ir kt., 1982; Andreoni ir kt., 1983; Andreoni ir Cubeddu, 1984a; Andreoni ir
Cubeddu, 1984b; Roder ir Wabnitz, 1987);

b) elektrooptines kameras (laiko skyra siekia 1-2 ps) (Yamashita ir kt., 1984;
Yamashita ir kt., 1988);

c) pavieniy fotony skaiCiavimo technika (laiko skyra gali siekti 10-20 ps)
(Brookfield, 1984; Kinoshita, 1988; Schneckenburger ir kt., 1985; Schneckenburger ir kt.,
1987; Schneckenburger ir kt., 1992; Schneckenburger ir Wustrow, 1988; Seidlitz ir kt.,



1990; Cubeddu ir kt.,1986a; Cubeddu ir kt.,1986b; Cubeddu ir kt., 1987a; Cubeddu ir
kt.,1987D).

Skirtingos jvairiy ekperimenty salygos bei metodiky ypatumai salygoja didelj
rezultaty nesutapimag ir labai apsunkina interpretacija. Todé¢l suklasifikavome relaksacijos
parametrus pagal aplinkas, kuriose yra porfiriny molekulés.

Hematoporfirinai vandeniniuose tirpaluose. Vandeniniy tirpaly tyrimas svarbus,
kadangi dauguma cheminiy bei fizikiniy procesy juose vyksta panaSiai kaip ir biologinése
sistemose, o rezultaty interpretacija paprastesné dél terpés vienalytiSkumo. Suzadintos
busenos relaksacijos tyrimy vandeninése terpése (vandenyje ir tirpaluose, kur vanduo
pagrindinis tirpiklis) rezultatai pateikti 4.2 lenteléje. Sioje ir kitose lentelése pateikiami
fluorescencijos trukmeés priklausomybés eksponentinio déstinio parametrai (t—jvairiy
suzadintos busenos relaksacijos vyksmy trukmés, A— atitinkamy suzadintos biisenos

relaksacijos vyksmy indélis j bendra relaksacijos procesg).

4.2. lentelé. Hematoporfiriny relaksacijos parametrai vandeniniuose tirpaluose

Prepa— pH Koncentracija, M | A, T, Ay, Ty, Ay, 3, As, Salti-
ratas nm ns % ns % ns % nis
Hp 74 2x10° 405 154 |935 |394 6,5 - - a
" " 1x107 " 154 1894 | 3,65 10,6 - - "
" " 2,5x10° " 150 |890 |354 11,0 - - "
" " 5x107° " 153 |[788 |[364 |21.2 - - "
" " 7,5x10° " 149 |[785 |[380 |215 - - "
" " 1x10™ " 155 |703 | 4,07 29,7 - - "
HpD 74 2x10° 405 16,5 |858 |4,10 14,2 - - b
" " 5x107 " 16,1 773 | 403 | 227 - - "
" " 1x10™ " 16,7 69,3 |369 |307 - - "
Hp 74 1x10” 364 15,1 100 - - - - c
Pfll " " " 148 |848 | 3,07 15,2 - - c
Hp 74 1x10” 570 15,0 100 - - - - d
Hp 6,5 2x10°:2x10™ 570 16 54+ 6,5 2333 | 1,4 23+33 e
31
" 7,0 " " " 49+ 6,0 2535 | 1,2 25+35 "
29
" 75 " " " 6329 | 5,9 22-36 | 0,8 1524 "
HpD 74 1x10™ 514 15 - 25 - 0,3 - f
Pfll 7,0 8x107° 364 146 |[643 |30 176 |[0,74 18,1 g
HpD" 7,0 8x10° 364 148 |[553 |331 230 068 |217 h
Pfll 6,0 8x10° 420 - - 11 - 0,09 - i
HpD 72 | 8x10°: 8x10* 570 - - 36 - 012 | - j

" plono sluoksnio chromatografijos biidu iSskirtos aktyvios HpD frakcijos;

a (Andreoni ir kt., 1982); b (Reddi ir Jori, 1988); ¢ (Andreoni ir Cubeddu, 1984a); d (Roder ir
Wabnitz, 1987); e (Brookfield, 1984); f (Kinoshita ir kt., 1988); g (Cubeddu ir kt., 1986); h (Cubeddu ir kt.,
1989); i (Docchio ir Ramponi, 1988); j (Yamashita ir kt., 1984)




Kaip matyti i§ lentelés duomeny, vandeninése terpése vienu metu registruojama iki

trijy skirtingy relaksacijos dedamyjy, kuriy santykiniai svoriai priklauso nuo

hematoporfiriny koncentracijos, Zadinimo bangos ilgio bei fluorescencijos bangos ilgio.

Hematoporfirinai organiniuose tirpikliuose. Monomeriniy porfiriny relaksacijos
parametrai dazniausiai tiriami organiniuose tirpikliuose. Be monomery, juose egzistuoja ir
kovalentiniais rySiais sujungti agregatai (Andreoni ir kt., 1983). Siy molekuliy gyvavimo

trukmiy matavimai kinetinés fluorimetrijos metodu pateikti 4.3 lenteléje.

4.3 lentelé. Hematoporfiriny relaksacijos parametrai organiniuose tirpikliuose

Prepa—ratas | Organinis Koncen- Azad» T, Ay, Ty, Ay, Salti-
tirpiklis tracija, M nm ns % ns % nis

Hp MeOH 2x107 405 12,3 100 - - a
" " 1x10* " 12,0 100 - - "
" EtOH 2x10° " 13,0 100 - - "
" " 1x10* " 12,6 100 - - "
" formamidas 2x10°® " 171 100 - - "
" 1x10* " 16,4 100 - - "
HpD MeOH 2x107 405 12,7 86,2 4,02 3,8 b
" " 1x10™ " 13,3 87,5 6,44 12,5 "
Hp MeOH 8x107 364 12,0 100 - - c
Pfll " 8x10° " 10,7 100 - - c
Hp EtOH 1x107 514 12,0 100 - - d

a (Andreoni ir kt., 1983); b (Andreoni ir kt., 1982); ¢ (Andreoni ir Cubeddu, 1984b); d (Roder ir

Wabnitz, 1987)

Hp ir jo dariniy fluorescencija organiniuose tirpikliuose gesta kaip eksponentiné arba
dvieksponentiné funkcija ir atspindi monomery ir kovalentiniais rySiais sujungty agregaty
suzadintos biisenos relaksacija.

Hematoporfirinai micelése. Micelés — paprasciausias tyrimams svarbus modelis,
sukuriantis biologinio audinio Igstelés membranos hidrofobinei aplinkai artimas salygas.
Micelés susidaro vandeniniuose tirpaluose esant detergenty — medziagy, savo veikimu
primenanéiy skalbimo priemones. Siy medziagy molekulés dél hidrofobinés—hidrofilinés
saveikos suformuoja plonas pléveles, o esant kritinei koncentracijai — miceles. Micelése
uzdaryti porfiriny agregatai suyra ar patiria jvairias deformacijas.

Matavimy rezultatai tirpaluose su jvairiais detergentais (tritonu X—100 (TRIT) —
alkilfenilpolietilenglikoliu, SDS — natrio dodecilsulfatu, CTAB - cetilmetilamonio bromidu),

esant skirtingoms detergenty ir porfiriny koncentracijoms, apibendrinti 4.4 lentel¢je.



4.4 lentelé. Hematoporfiriny relaksacijos parametrai micelése

Prepa— | Deter— | Cue, Asads 7, A, T, Ay, T3, A, Salti—
ratas gentas M nm ns % ns % ns % nis
HpD SDS 405 17,6 82,2 3,83 17,8 - - a
" CTAB " 14,6 84,2 4,98 15,8 - - "
Hp CTAB 405 131 100 - - - - b
" TRIT " 18,5 100 - - - - "
SDS " 16,7 100 - - - -
Pfll CTAB 5x10°® 364 14,4 22,4 2,37 14,7 0,42 62,9
" " 1x10° " 14,2 10,4 2,20 14,2 0,67 48,5
Pfll " 5x10° " 12,4 31 2,66 18,9 0,62 78,0 c
" " 1x10* " 10,5 21,5 371 43,2 0,96 35,3
1x10 " 16,0 89,6 3,38 10,7 - -
DHE CTAB 5x10° 364 13,8 15,1 2,52 26,1 0,66 66,8 d
" " 1x10 " 16,3 72,9 301 27,1 - -
HpD CTAB 5x10° 364 11,6 472 3,04 42,8 1,11 52,9
" " 1x10* " 10,7 58,9 3,57 41,1 - - e
1x10° " 15,0 68,8 3,54 31,2 - -

" isskirtos aktyvios HpD frakcijos;
a (Andreoni ir kt., 1982); b (Andreoni ir kt., 1983); ¢ (Cubeddu ir kt., 1986a); d (Cubeddu ir kt., 1987a); e
(Cubeddu ir kt., 1989)

Ikimiceliniy koncentracijy tirpaluose matoma iki trijy relaksacijos dedamyjy.
Micelése, kaip ir spiritiniuose tirpaluose, porfirinai monomerizuoti, todél Hp matoma viena,
0 Hp dariniuose — dvi relaksacijos dedamosios.

Hematoporfirinai biologinése terpése. YpaC daug darby skirta Hp ir jo dariniy
fotofizikiniy vyksmy tyrimams biologinéje aplinkoje, t.y. lasteliy kultiirose, audiniuose bei
biologinés kilmés organiniuose junginiuose su inkorporuotais porfirinais. Dazniausiai
taikomas mikrofluorimetrijos metodas. Sie rezultatai (4.5 lentel¢) sunkiai interpretuojami,
nes kartojant eksperimentus praktiSkai nejmanoma pagaminti identiSko bandinio, be to,
reikia atsizvelgti | nevienalyt] fluorescuojanciy medziagy pasiskirstyma bandinyje.

Apibendrinant matavimy biologinése terpése rezultatus, reikia pazymeéti jy
prieStaringumag. Taigi i§ vieny eksperimenty, pavyzdziui, kai lasteliy kultirose matoma
intensyvéjanti porfiriny agregaty juosta (Kinoshita ir kt., 1988) arba kai registruojama 90 ps
relaksacijos dedamoji (Yamashita ir kt., 1984), aiskéja, kad lastelése Hp molekulés
papildomai agreguoja. Kiti rezultatai, kai pastebima 100 ps dedamajg iSnykstant, pereinant
nuo vandeninio tirpalo prie Iasteliy (Schneckenburger ir kt., 1987), ar vyraujant

dvieksponenting relaksacijg lastelése (Schneckenburger ir kt., 1988), leidzia manyti, kad

lastelése agregatai suyra.




4.5 lentelé. Hematoporfiriny relaksacijos parametrai biologinése terpése

Prepa— | Ay, 7, Ay, T, Ay, T3, As, Biol.sistema | Salti—
ratas nm ns % ns % ns % (autofluor.) nis
Pfil 420 11+2 70+80 | 1,75 30+20 - - lastelés a
PP 3954420 14,1 - 2,9 - 0,2 - lastelés b
(0.1;1,9;19)°

PAII 420 12 - 2,8 - 0,1 - lastelés

" " 14 - 2,8 - 0,1 - audinys c

PP " 14 - 2,6 - 0,1 - " c
HpD 400 6,5:85 | — - - - - lastelés(2,0)

" " 14,5 - - - - - vakcina(4,4)
HpD 400 149 55,3 3,7 44,6 - - limfocitai e

15,2 251 |35 74,9 - - (13;3;0.6)
HpD 575 14+8,8 6+50 | 1,5+4,0 | 80+20 0,3+1,0 | 300 lasteleés e
HpD 575 14+15 60+73 | 3,2+3,8 | 15+27 0,6+0,7 | 11+13 lastelés f
HpD* " 15+8,8 32440 | 4,0:4,7 | 25+32 0,6+1,1 | 29+43 "
HpD 575 14+8,8 6+50 | 1,5+4,0 | 80+20 0,3+1,0 | 300 lasteleés e
HpD 514 15 - 2,5 - 0,3 - lastelés f
HpD 570 — - - — 0,1 — lastelés g
Hp 532 20+15 25+6, | 0,2-0,6 | 75+85 - - liposomos h
5
" " 11+13 20+43 | 0,5-0,6 | 75+85 8057 - lastelés

“_ skliaustuose pateiktos biologiniy sistemy autofluorescencijos trukmés (ns)

*_ igskirtos aktyvios HpD frakcijos

a (Schneckenburger ir kt., 1985); b (Seidlitz ir kt., 1990); ¢ (Schneckenburger ir kt., 1992); d (Docchio ir kt.,
1982); e (Docchio ir kt., 1984); f (Cubeddu ir kt., 1990; Kinoshita ir kt., 1988); g (Yamashita ir kt., 1988); h
(Chernyaeva ir kt., 1991)

Pikosekundinés laiko skyros spektroskopinis kompleksas sensibilizatoriy
pirminiams fotoprocesams tirti. Suzadinimo energijos relaksacijos parametry
matavimai buvo atlikti Vilniaus universiteto Lazeriniy tyrimy centre sumontuotu
pikosekundinés skyros sugerties spektrofotometru, kurio struktira pavaizduota 4.10 pav.
Kompleksa sudaro neigiamo grjZztamojo rySio sinchronizuoty mody Nd:YAG lazeris,
Nd:YAG regeneratyvinis stiprintuvas, du nepriklausomi derinamo bangos ilgio
pikosekundiniy Sviesos impulsy S$altiniai, spektrofotometriné schema ir automatizuotas
valdymo bei duomeny apdorojimo kompleksas. Pasitelkiant sistema pagalba
formuojamos 2-10 ps trukmés impulsy voros ir uztikrinama visapusiSkesné iSilginiy
rezonatoriaus mody sinchronizacija, o drauge ir trumpesni impulsai. Skiriant pavienj

impulsg pragjus 1,5-2 ps nuo voros pradzios, iSmatuota jo trukmé yra 12—15 ps.




Zadinimas

Zondavimas

4.10 pav. Lazerinio spektrometro optiné ir elektriné grandiné. 1-lazeris, 2,
3—stiprintuvai, 4—11 harmonikos generatorius, 5, 6—derinamo bangos ilgio PSG,

7—optiné velinimo linija, 8-bandinys, 9-sklendé¢, 10, 11-fotoimtuvai,

Kadangi is lazerio rezonatoriaus isskirto pavienio impulso energija siekia tik
keleta pJ, patikimam spektroskopiniam eksperimentui atlikti reikia jj sustiprinti daugiau
nei 1000 karty. Siam tikslui panaudotas Nd:YAG regeneratyvinis stiprintuvas.
Parametriniy $viesos generatoriy (PSG) kaupinimui regeneratyvinio stiprintuvo
spinduliuoté dar stiprinama viename arba dviejuose Nd:YAG stiprintuvuose. Taip
pasiekiama 15-30 mJ impulso energija, pakankama stabiliam spektrometro darbui.

Zadinimo ir matavimo spinduliuoté generuojama dviem nepriklausomais PSG,
kuriy vienas (matavimo) yra dvieigis temperatiirinio derinimo li¢io niobato (LiNbO3)
PSG, kaupinamas antraja lazerio spinduliuotés harmonika, o kitas (zadinimo) papildomai
turi kalio dihidrofosfato kristalo kampinio derinimo parametrinj stiprintuvg. Hibridiné
schema uztikrina auksta energinj keitimo efektyvumg. Matavimo PSG bangos ilgio
derinimo sritis kartu su antrosios harmonikos generavimu regimajai sviesai gauti yra 400-
2000 nm, o zadinimo PSG derinima riboja netiesinio kristalo spektriné skaidrio sritis ir ji
yra 400-1600 nm. Zadinimo PSG generuojamy impulsy energija artimoje
infraraudonojoje spektro dalyje yra 1-2 mJ, o regimojoje — iki 100 pJ. Tokios energijos

visiSkai pakanka sparciy fotofizikiniy vyksmy spektroskopijos eksperimentams. Sugerties



pokyc¢iy zondavimui taip pat skirtas pikosekundinis kontinuumas, generuojamas sunkiajame
vandenyje. Sukurtos sistemos generuojamy impulsy energijos nestabilumas nevir$ija 5 %,
o trukmés — maziau nei 0,5%. Tai uztikrina 0,05 optinio vieneto pralaidumo pokyciy

matavimo tiksluma ir santykj signalas — triukSmas 100—1000.

Suzadinimo energijos relaksacija Hp ir HpD tirpaluose. Sugerties poky¢iy
laikiné priklausomybé nuo vélinimo trukmés spiritiniame Hp tirpale, iSreiSkianti singuletinés
biisenos uzpildos kitimg laike, pavaizduota 4.11 pav. AA(t) kreivé aproksimuota viena

eksponente, kurios laiko konstanta 10-17 ns (Rotomskis ir kt., 1993).
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4.11 pav. Hp etanolinio tirpalo sugerties pokyciu (AA ) priklausomybé nuo vélinimo
trukmés

Si verté atitinka literatiiroje pateikiamus fluorescenciniais metodais gautus duomenis,
interpretuojamus kaip Hp monomery suzadinto lygmens gyvavimo trukme. Eksperimento
metu pastebétas monoeksponentinis signalo sumazéjimas, matavimo paklaidy ribose
nepriklausantis nuo zadinimo intensyvumo, patvirtina hipotezg¢, kad spiritiniame tirpale Hp
yra monomery pavidalo.

Priesingai negu Hp, AA sumaz¢jimas spiritiniame HpD tirpale apraSomas dviejy
eksponenciy suma su laiko konstantomis 1;=10-17 ns ir 1,=2-4 ns (4.12 pav.). Galima

tiketis, jog 1 atspindi suzadinimo energijos relaksacija kovalentiniu rySiu sujungtuose HpD



oligomeruose, o ilgesnioji komponenté 11— suzadinimo relaksacija monomeruose. Pastaroji
laiko konstanta labai priklauso nuo HpD paruoSimo salygy ir pasireiSkia kaip daugelio

jvairty rusiy oligomery, kuriy gyvavimo trukmés yra pasiskirs€iusios tolygiai, efektiné

pastovioji.
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4.12 pav. HpD etanolinio tirpalo sugerties poky¢iu (AA ) priklausomybé nuo
vélinimo trukmés

Kitokia AA(t) priklausomybé yra vandeniniuose Hp ir HpD tirpaluose, kur
susiformuoja pusiausvirieji agregatai. Esant tirpale kelioms porfiring frakcijoms,
pasizymincioms jvairiomis gyvavimo trukmémis bei skirtingomis spektrinémis sugerties
savybémis, AA(t) signalas priklauso taip pat ir nuo zondavimo bei Zadinimo bangos ilgiy ir
nuo koncentracijos. Todé¢l kinetiky vandeniniame tirpale (4.13 pav.) pobidis labai

sudétingas.
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4.13 pav. HpD vandeninio tirpalo (pH 5,8) sugerties pokyciu (AA ) priklausomybé
nuo vélinimo trukmés. Cpipp— 2 10™*M; Azaq — 532 NM; Azond — 630 NM

Siems matavimams buvo parinktas A,q=532 nm, atitinkantis fotoprodukto, kuris gali
susiformuoti matavimo metu, sugerties minimumg. Atlikus eksperimentiniy kreiviy
aproksimacijg trijy eksponenciy suma, gautos tokios trukmiy konstantos: 13=20-70 ps
(trumpiausia dedamoji), t,=100-200 ps (trumpoji dedamoji) bei t;=1,5-5 ns (ilgoji
dedamoji) (Rotomskis ir kt., 1993). Ribota eksperimento laiko skal¢, kurig lemia vélinimo
linijos ilgis, ir didelis greity dedamyjy kiekis neleido atliktuose matavimuose pastebéti 10 ns

eilés monomery gyvavimo trukmiy.

4.4. Pirmosios kartos sensibilizatoriy trikumai

Klinikiniam gydymui pirmosios kartos sensibilizatoriai — hematoporfirinas ir jo
dariniai — pradéti taikyti iSnaudojant jy gana selektyvy kaupimasi jvairiy rasiy
hiperproliferuojanc¢iuose audiniuose. Hp dariniai, turintys savo sudétyje daug
oligomeriniy frakcijy, navikiniame audinyje kaupiasi kur kas geriau uz gryng Hp. Taciau
Sios frakcijos beveik nefluorescuoja, jy triplety ir singuletinio deguonies generavimo
kvantiniai nasumai mazi. Siuo metu kol kas vienintelis klinikiniam gydymui naudojamas
fotosensibilizatorius fotofrinas I (FFII) yra specifiniu biidu apdorotas Hp ir pasizymi

visiems pirmosios kartos senibilizatoriams budingais trikumais (4.6 lentel¢).



4.6 lentelé. Kai kurios fotofrino II fizikocheminés, fotobiologinés ir farmakokinetinés

savybés (Jori, 1992)

Savybé Vertés ir komentarai
Chemin¢ sudétis Monomeriniy ir oligomeriniy frakcijy
misinys

Sviesos sugertis raudonojoje spektro srityje | Monomery ekstinkcijos koeficientas ties
630 nm apie 3000 M* cm™, agregaty —
truput] mazesnis

Tripleto kvantinis naSumas 0,6 (monomery)
0,2 (agregaty)

Singuletinio deguonies generavimo | 0,3 (monomery)
kvantinis nasumas 0,1 (agregaty)

Kaupimasis navikiniame audinyje Po 48 val audinyje mazdaug 2ug/g
(suleidus 0,2 mg kg™

Koncentracijy santykis tarp navikinio ir | Tarp 15:1 (smegenyse) ir 1:1 (raumenyse ir
prienavikinio audinio odoje) 24-48 val po injekcijos

Pasalinis poveikis Ilgalaikis (iki 4 savaiciy) jautrumas Sviesai

Tokios savybés biudingos ir kitiems pirmosios kartos sensibilizatoriams.
Nehomogeniné cheminé sudétis (monomeriniy ir oligomeriniy frakcijy miSinys)
apsunkina sensibilizaciniy savybiy ir selektyvumo kontrole in vivo. Monomerai ir
agregatai turi skirtingus triplety ir singuletinio deguonies generavimo kvantinius
nasumus. FFIl oligomeriniai komponentai yra hidrofobiskesni ir lengviau prasiskverbia
pro lasteliy membranas, tafiau jy tripletiniy buseny gyvavimo trukmés trumpos ir jie
silpnai generuoja singuletinj deguonj (4.6 lentel¢). Agreguoti dariniai, atsidiirg
biologingje aplinkoje, gali suirti: kovalentiSkai sujungtuose dariniuose esterinés jungtys
hidrolizuojasi, nekovalentiniai agregatai, pateke | skirtingus lgstelés kompartmentus, kur
mazos dielektrinio skarbumo konstantos, suyra i monomerus. Biologinéje aplinkoje
atsiradusios frakcijos turés kitokj sensibilizacinj efektyvuma.

Kadangi FFII ir kity pirmosios kartos sensibilizatoriy sugerties juostos ties 630
nm intesyvumas mazas (¢ ~ 3 10°), ju fotosuzadinimo tikimybé irgi nedidelée. Todél
pakankamam fototerapiniam atsakui gauti tenka naudoti gana dideles sensibilizatoriaus
dozes (FFIl 2-5 mg/kg). Kai kuriuose organuose, pavyzdziui, kepenyse ir bluznyje,
susikaupus dideliems sensibilizatoriaus kiekiams, galimas ilgalaikis toksinis poveikis.

Kaupimasis navikiniame audinyje nepakankamai selektyvus. Didziausias
kaupimosi selektyvumas nustatytas smegenyse, kadangi porfirinai nepereina kraujo—

smegeny barjero, taciau kitose organizmo vietose Sis selektyvumas daug mazesnis ir dél




to islieka pavojus FNT metu pazeisti aplinkinius sveikus audinius. Sie sensibilizatoriai
ilgai (iki 2 ménesiy) iSbiina susikaupe odoje, dél to pacientai turi vengti Sviesos.
Naujy, neturinéiy mineéty trukumy, junginiy poreikis stimuliavo “antros kartos”

fotosensibilizatoriy paieskas.

4.5. Antrosios kartos fotosensibilizatoriai

Antrosios kartos fotosensibilizatoriai sugeria 650—-850 nm bangy ilgio §viesa. Sio
intervalo — “fotodinaminio lango” — sviesos nesugeria biologiniai chromoforai. Intervalas
1§ trumpyjy bangy pusés (650 nm) ribojamas biologiniy chromofory optiniy savybiy, o i$
ilgyjy (850 nm) — butino energijos tarpo tarp fotosensibilizatoriaus tripletinés biisenos, Ty,
ir energijos akceptoriaus 0, bei jo suzadintos biisenos — singuletinio deguonies *O».
Sensibilizatoriai, sugeriantys ilgesniy nei 850 nm bangy Sviesg, silpnai generuoja
singuletinj deguonj.

4.7 lenteléje apzvelgtos efektyviam sensibilizatoriui reikalingos savybés, sglyginai
sugrupuotos ] fotofizikines, fizikines—chemines ir farmakologines. Sensibilizatoriaus,
turin€io visas reikiamas savybes, néra. Efektyviausi yra tie, kuriy jvairiy parametry
sgveika optimaliai tenkina FNT reikalavimus.

Dauguma policiklinés struktiros dazikliy yra efektyvis sensibilizatoriai (Spikes,
1975), taciau Kklinikiniu poziiiriu, palyginti su kitais, daugiausia privalumy turi
porfirininés kilmés junginiai. Jy mazas sisteminis toksiSkumas, metabolizmo
organizmuose metu neissiskiria kenksmingy produkty (Moan ir Christensen, 1980).
Porfirinai turi sugerties juostg ilgabangéje matomosios spektro srities pus¢€je (>600 nm) ir
todél gali biiti suzadinti raudona Sviesa, kuri giliau prasiskverbia j audinius, nes ja
silpniau sugeria endogeniniai chromoforai. Raudona Sviesa, prasiskverbianti i audinius iki
keliy milimetry gylio, néra kenksminga, jei audinys nesensibilizuotas. Tuo FNT skiriasi
nuo kity gydymo metody, tokiy kaip PUVA ar radioterapija, kuriy metu nepavyksta
1Svengti sveiky audiniy pazaidy. FNT metu, tinkamai parinkus fotosensibilizatoriaus ir
Sviesos dozes, galima inicijuoti fotosensibilizacines reakcijas labai selektyviai — tik tose

vietose, kur susikaupes sensibilizatorius.



4.7 lentelé. Svarbiausios efektyvaus

1996))

FNT sensibilizatoriaus savybés (pagal (Jori,

Savybé

Susije struktiriniai ir biologiniai ypatumai

Fizikinés cheminés

Cheminis grynumas

Grynumas sunkiai pasiekiamas, jei yra
daug pakaity

Didelis ekstinkcijos koeficientas

raudonoje spektro srityje

Kuo ilgesn¢ makrociklo 7 elektrony
konjugacija

Silpna agregacija vandeningje terpéje

Kriv] turintys Soniniai pakaitai ar prie
centrinio metalo jono prijungti asiniai
ligandai

Fotofizikinés

Ilgas tripletinés bisenos gyvavimo | Vyraujanti monomeriné forma

laikas

Didelis 'O, generavimo kvantinis | Gerai prieinamas molekuliniam deguoniui
nasumas ir/ar elektrony pernaSa ] |arba iSsidéstes arti substrato, turincio
substrato molekules tinkamg oksidacijos—redukcijos potencialg
Farmakologinés

Efektyvus ir selektyvus kaupimasis | Hidrofobinés ar amfifilinés savybés;

navikiniame audinyje

tinkamos neSikliy sistemos

Greitas pasisalinimas 18 ir

sveiky audiniy

Serumo

Ryskus giminingumas serumo baltymams,
atsakingiems uz sensibilizatoriaus
perneSima i§ periferiniy audiniy j kepenis

Mazas sisteminis toksiSkumas

Letali dozé > 300 mg kiino svorio kg

Fototerapines

Pirmenybinis ir efektyvus poveikis
navikinéms lasteléms

Didelis susikaupusiy koncentracijy
skirtumas navikiniame ir prienavikiniame
audinyje ir/ar greitas pazeisto sveiko
audinio gyjimas

Nesukelia pasaliniy poveikiy

Mazas kaupimasis odoje padeda iSvengti
fotojautrumo

Nesukelia mutageninio poveikio

Neturi fotopoveikio DNR

Siekiant iSvengti pirmosios kartos sensibilizatoriams biidingy trikumy, antros
kartos sensibilizatoriai pirmiausia yra homogeninés, zinomos struktiiros medziagos. Kai
gerai zinoma fotosensibilizatoriaus struktiira, daug lengvesni ir aiSkesni tampa

struktliros  ir ry$iy  aiSkinimas,

sensibilizatoriaus transportavimo organizme keliai, judéjimas plazmoje ir per membranas,

toksikologiniai  tyrimai, poveikio mechanizmo

vidulastelinis pasiskirstymas, sgveikos su lastelés organelémis.
Potencialiis sensibilizatoriai vertinami pagal jy fotofizikines ir fotochemines

savybes, struktiira, nuo kurios priklauso jy hidrofilinés ir hidrofobinés savybés, jy

stabilumg in vivo. Keiciant fotosensibilizatoriaus cheming struktirg galima pasiekti



intensyvig Sviesos sugert] raudonojoje spektro srityje, taCiau molekulés struktiiros
poky¢iai keicia ir jos hidrofilines—hidrofobines savybes (nuo jy priklauso selektyvus
kaupimasis navikiniame audinyje) ir polinkj ] agregacija jvairiose terpése (nuo jo
priklauso sensibilizacinés savybés) (Dougherty, 1987). Optimalaus sprendimo ieSkoma
derinant kelis faktorius — prailginant konjuguoty rySiy sistemg, prijungiant tinkamag
metalo jong prie keturiy azoto atomy porfino ciklo centre ir parenkant reikiamos

prigimties soninius pakaitus ar asinius ligandus (4.14 pav.).

Reay 'M"
Saacy

4.14 pav. Sensibilizatoriai, gerai sugeriantys raudona Sviesa: porficenai,
ftalocianinai, naftalocianinai ir metaloftalocianinai (M—metalo jonas, L—-asiniai
ligandai, R—Soniniai pakaitai)

Geresnes sugerties savybes turintiems junginiams gauti sintetinami porfiriny (4.15

pav., a) analogai su modifikuota konjuguoty rysiy sistema. Chlorinai, kurie nuo porfiriny



skiriasi viena hidrinta jungtimi pirolo ziede (4.15 pav., b), turi intensyvig sugerties juostg
650-700 nm intervale. Bakteriochlorinai, kuriuose yra dvi hidrintos jungtys, gerai sugeria
Sviesg ties 780 nm (4.15 pav., ¢). Daug¢jant hidrinty jungciy did¢ja ilgabangés juostos
batochrominis poslinkis. Kitas biidas — delokalizuoty m elektrony debesélio iSplétimas
pailginant konjuguoty jungéiy granding (susidaro vadinamieji 22 © arba 34 = porfirinai)
arba kondensacijos reakcijos déka prie pirolo Zziedy prijungiant benzeng (susidaro
ftalocianinai) arba naftaleng (susidaro naftalocianinai) (4.14 pav.). Tokiy junginiy

spektrinés savybés pateiktos 4.8 lenteléje (Jori, 1992).

Ui, Wil 1,
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4.15 pav. Porfirino, chlorino ir bakteriochlorino makrociklai ir sugerties spektrai
Daugéjant hidrinty jungciy didéja ilgabangés juostos batochrominis poslinkis

4.8 lentelé. Kai kuriy antros kartos sensibilizatoriy spektrinés savybés

Sensibilizatoriy klasé Sugerties maksimumas | Ekstinkcijos koeficientas,
raudonojoje spektro srityje, | M™* cm™
nm

22 1 porfirinas 670 130000

34 & porfirinas 660 370000

Chlorinai 680 40000

Bakteriochlorinai 780 150000

Ftalocianinai 700 200000

Oktabutoksi—ftalocianinai 750 250000

Naftalocianinai 780 350000

Sensibilizatoriai iStirpinti organiniuose tirpikliuose arba inkorporuoti j tvarkias sistemas (pvz., liposomas)




Minétieji  sensibilizatoriai  vandening¢je aplinkoje dél  hidrofobiniy ir
tarpmolekuliniy n—n jégy linke sudaryti agreguotus darinius, kuriuose sumazéja saveikos
tarp aromatiniy makrocikly ir polinés aplinkos. Agregacijos pasekmé — hipochrominis
efektas, sugerties juosty iSplatéjimas ir sensibilizacinio poveikio susilpnéjimas. Polinkj
agregacijai sumazina turintys elektrinj kriivi arba didelés apimties Soniniai pakaitai.
Aginiai ligandai, prijungti prie centrinio metalo atomo statmenai makrociklui (4.14 pav.),
dél elektrostatinés stiimos tampa erdvine klititimi agregatams susidaryti. Nors Zinoma,
kad oligomeriniai fotofrino komponentai geriausiai lokalizuojasi navikiniuose audiniuose,
dabar laikomasi nuomonés, kad tik monomeriniai porfirinai yra efektyviis biologiniy
sistemy sensibilizatoriai (Jori, 1992).

Metalo jono prijungimas porfirino molekulés centre keiCia sensibilizatoriaus
spektrines, fotochemines ir sensibilizacines savybes. Keturiy Q—juosty spektras, budingas
bemetaliams porfirinams, dél komplekso su metalu susidarymo pasikeicia j dviejy juosty
spektra. Metalo jono prijungimas maziau pakeicia chloriny, ftalocianiny ir naftalocianiny
spektrus, taCiau ir Siuo atveju vyksta sugerties juosty siaur¢jimas ir intensyvejimas. FNT
tinkamas fotofizikines savybes suteikia tik metaly jonai, turintys elektronais uzpildyta d—
orbitale (Zn”, Al sV, Ge'V).

Nuo Soniniy pakaity prigimties priklauso ir Q juosty sugerties intensyvumy
santykis. FNT poziiiriu svarbiy ilgesniy uz 600 nm sugerties juosty intensyvumas
padidéja esant pakaitams — elektrony donorams. Soniniy pakaity poliskumas ir dydis
veikia sensibilizatoriy polinkj agreguoti ir hidrofilines—hidrofobines savybes, o drauge ir
tirpuma. Nuo hidrofiliniy—hidrofobiniy pakaity, nulemian¢iy fotosensibilizatoriaus
pobiidj, priklauso jy lokalizacija ir specifinis pasiskirstymas biologin¢je aplinkoje.

Porfirino ir ftalocianino molekulés skeletas yra hidrofobiskas, dél to netirpus
vandenyje. Tirpumui padidinti prijungiami poliniai hidrofiliniai soniniai pakaitai: sulfo-,
karboksi—, hidroksi—, ketvirtinés amonio ar piridinio grupés. 5,10,15,20—tetrafenilporfiny,
turin¢iy hidroksilo grupes Soniniuose fenilo pakaituose (4.16 pav.), 3—hidroksi— ir 3,4—
dihidroksi— dariniai yra mazdaug 30 karty efektyvesni naviky sensibilizacijoje negu HpD.
Placiai istirta sulfoninty aliuminio ftalocianiny (Fc) fotochemija ir fotobiologija (van Lier
ir Spikes, 1989; Paquette ir van Lier, 1992) parod¢, kad Siy junginiy fotosensibilizacinés
savybés labai priklauso nuo sulfogrupiy skai¢iaus: mono— ir di— sulfoftalocianinai yra kur

kas geresni sensibilizatoriai uz tri— ir tetrasulfoftalocianinius.



para meta orto
5,10,15,20-tetra- R;=-OH;R,=R3;=H R,=-OH;R;=R3;=H R;= -OH;R;=R,=H
(4-hidroksifenil)
porfinas

5,10,15,20-tetra- R;=—NHCOCH;3;R;=R,=H
(4-0-acetamidofenil)
porfinas

5,10,15,20-tetra- R;=-SO3H;R,=R;=H
(4-sulfonatofenil)
porfinas

5,10,15,20-tetra- R,;= -CO,H;R,=R3=H
(4-karboksifenil)
porfinas

4.16 pav. 5,10,15,20-tetrafenilporfino dariniai

RySys tarp sensibilizatoriaus molekulés struktiiros ir jo pasiskirstymo Igstelése yra
plaiai iSnagrinétas (Boyle ir Dolphin, 1996). Tinkamai derinant hidrofilinius ir
hidrofobinius pakaitus sensibilizatoriy molekulése galima gauti junginius, turincius
geresnes selektyvios lokalizacijos savybes. Toks struktirinis fotosensibilizatoriy
optimizavimas padidina selektyvy jy kaupimasi atitinkamose navikiniy Igsteliy
organelése. Manoma, kad optimaliomis selektyvaus kaupimosi navikuose savybémis
pasizymi porfirino tipo makrociklas, kuriame hidrofiliniai ir hidrofobiniai pakaitai
gretimuose zieduose suderinti taip, kad suteikia molekulei amfifilinj pobudj, taciau
nepakeicia bendro struktiiros hidrofobiskumo, palengvinancio sgveikas su lgstelémis.

Neturintys pakaity arba turintys hidrofobinius pakaitus netirpiis vandenyje
sensibilizatoriai prie§ injekcijg tirpinami atitinkamuose neSiklivose. Jais gali bti jvairios
nepolinés sistemos, tokios kaip micelés, liposomos, aliejinés emulsijos. Tokie neSikliai

apsaugo sensibilizatoriy molekules nuo hidrofobiniy sgveiky, ver¢ianciy jas jungtis |



agregatus. Todél net ir labai linkg sudaryti agregatus sensibilizatoriai tokiy neSikliy déka |
organizmg patenka monomery pavidalo.

Spektrinés savybés. Svarbus antrosios kartos sensibilizatoriy privalumas yra
dideli jy ekstinkcijos koeficientai (g) Svitinimo bangos ilgio srityje. FNT naudojamos
sensibilizatoriy dozés sietinos su jy ekstinkcijos koeficientais ties Svitinimo bangos ilgiu:
kai ekstinkcijos koeficientas didelis, tam paCiam FNT efektyvumui pasiekti pakanka
mazos vaisto dozes.

Misy laboratorijoje buvo tirtos aliuminio ftalocianino tetrasulfonato (AlFcS,) ir
chlorino eg (Cleg) spektrinés savybés (Rotomskis ir kt., 1995 b). Vandeninéje terpéje
(fosfatinis buferis, pH=7,1) Cleg spektrui budinga gana intensyvi Sore juosta ties 403 nm,
silpna sugerties juosta ties 504 nm ir intensyvi Q juosta ties 654 nm. AIFcS, sugerties
spektrui biidinga Sore juosta ties 350 nm, silpna juosta ties 608 nm ir intensyvi juosta
raudonojoje spektro srityje ties 676 nm (4.4 pav.).

Palyginus HpD, AIFcS, ir Cleg spektrines savybes (4.9 lentel¢), matyti, kad
AIFcS, ir Cleg turi intensyvesnes ir labiau j raudonaja spektro pus¢ pastumtas sugerties
juostas negu HpD. Jy ekstinkcijos koeficientai ties ilgabangés Q juostos maksimumu taip

pat kur kas didesni.

4.9 lentelé. HpD, Cleg ir AIFcS, spektrinés charakteristikos

Fotosensibilizatorius | SJmaks, NM QJmaks, NM e, 10*M'em™
HpD 400 630 0,3
Cleg 403 654 2,0
AlFcS, 350 676 1,7

HpD ¢ maziausias, todél jo dozés didziausios (5—30 mg/kg). AlFcS, ekstinkcijos
koeficientas didelis, todé¢l ta pati FNT efektyvumg galima pasiekti panaudojant maza
sensibilizatoriaus doze (iki 1 mg/kg). Cles pagal ekstinkcijos koeficiento dydj yra tarp
HpD ir AIFcS,, tad ir jo medicininé dozé yra tarpiné (2—15 mg/kg).

IS 4.9 lenteles duomeny apskaiciuoti tirty fotosensibilizatoriy ekstinkcijos

koeficienty santykiai: eppp: € Cleg’ € Alres , =3000:20000:77000 = 1,0:6,7:25,7. Realiai

naudojamy sensibilizatoriy doziy santykiai beveik atitinka atvirk$¢ius ekstinkcijos
koeficienty santykius. Parenkama sensibilizatoriaus koncentracija turéty buti atvirksc¢iai

proporcinga jo ekstinkcijos koeficientui ties svitinimo bangos ilgiu.



Pagal spektrines savybes 1§ miisy tirty sensibilizatoriy efektyviausias FNT turéty
bati AlFcS,. Sio sensibilizatoriaus sugertis “fototerapiniame lange” yra mazdaug 26
kartus stipresné negu HpD (atitinkamai ekstinkcijos koeficientai €g76=70000 ir
€630=3000). Cleg raudonojoje spektros srityje sugeria septynis kartus daugiau sviesos negu
porfirinai (atitinkamai ekstinkcijos koeficientai es56=20000 ir g30=3000). Stipri sugertis
“fototerapiniame lange” padidina Sviesos jsiskverbimo j audinj gylj, drauge padidéja FNT
veikimo zona (Sviesa pasiekia gilesnius sluoksnius ir suzadina ten esancias
sensibilizatoriaus molekules), taciau spektrinés savybés néra lemiamas veiksnys vertinant
fotosensibilizatoriaus tinkamumg FNT. Sensibilizatoriy farmakokinetinés, jy kaupimosi
navikiniame audinyje bei toksinés savybés lemia jy perspektyvumg FNT. Labai svarbus
sensibilizatoriaus parametras yra jo fotostabilumas (6 skyrius).

SuZadintos biisenos savybés. Fotosensibilizuota naviky nekrozé in vivo vyksta
dalyvaujant deguoniui. Sensibilizuoti procesai gali vykti dviem bidais: I tipo reakcijy
metu tarp j tripleta suzadinto sensibilizatoriaus ir substarto molekulés vyksta elektrony ar
H atomy pernasa, II tipo procesy metu |} tripleta suzadinto sensibilizatoriaus energija
panaudojama deguonies molekulei suzadinti j labai reaktyvia singuleting buiseng (placiau
apie fotosensibilizuotas reakcijas — 5 sk.). Tad, ieskant efektyviy FNT sensibilizatoriy,
reikia jvertinti molekulinés struktiiros ir aplinkos veiksniy (terpés, pH) poveik] tripletinés
biisenos fizikocheminéms savybéms — (i) gyvavimo trukmei ir generavimo kvantiniam
nasumui, kuris nulemia j tripleting biseng suzadinto sensibilizatoriaus aktyvuma difuzijos
ribojamuose procesuose, (i1) redokso potencialui, nuo kurio priklauso elektrony kaitos su
substratu efektyvumas, ir (iii) energijos lygi, nuo kurio priklauso 0, generacijos

nasumas.

4.10 lentelé. Kai kuriy potencialiy antrosios kartos sensibilizatoriy fotofizikinés

savybés

Sensibilizatorius Tripleto kvantinis | Singuletinio deguonies
nasumas generavimo kvantinis

nasumas

Bakteriochlorinas 0,54 0,20

Zn—(Il)—ftalocianinas 0,67 0,53

Zn(ll)—oktabutoksi— 0,59 0,45

ftalocianinas

Zn(1)- ftalocianino | 0,46 0,35

tetrasulfonatas

Cu(ll)-ftalocianinas 0,95 0,00

Si(IV)-naftalocianinas 0,39 0,19

Zn (I)—etiopurpurinas 0,83 0,57




| Porficenas | 0,42 10,30 |
4.10 lenteléje pateikti kai kuriy antrosios kartos sensibilizatoriy triplety ir

singuletinio deguonies generavimo kvantiniai nasumai (Jori, 1992). Duomenys gauti
tiriant monomerinés biisenos sensibilizatorius: iStirpintus organiniuose tirpikliuose arba
inkorporuotus j tvarkias sistemas (pvz., liposomas). Kaip matyti i§ lentelés duomeny,
Zn(Il) ir Si(IV) jonai, kuriy koordinacinis skaiius 6, uztikrina pakankamg 0,
generavimo kvantinj naSuma, ta¢iau Cu(II), kaip ir kiti pereinamieji d metalai, turintys
nesuporuoty elektrony, slopina sensibilizacinj aktyvuma. Soniniai pakaitai svarbiis tuo,
kad silpnina agregaty susidaryma, o agreguoty dariniy triplety gyvavimo trukmes gerokai
trumpesnés, tad ir sensibilizacinis efektyvumas mazesnis. Nuo aSiniy ligandy prigimties
priklauso hidrofilinés/lipofilinés savybés, o jos savo ruoztu kontroliuoja sensibilizatoriaus
selektyvy pasiskirstyma lgstelése ir audiniuose.

Dauguma naujos kartos sensibilizatoriy yra tetrapiroly klasés junginiai. Jie turi
daug privalumy: jy gana didelis singuletinio deguonies generavimo kvantinis naSumas; be
Sviesos netoksiski; sugeria Sviesg raudonojoje spektro srityje; yra gana fotostabilis.
Apzvelgsime pagrindiniy sensibilizatoriy grupiy svarbiausiaus atstovus.

Mezo - tetrafenilporfino dariniai. Tetrafenilporfiny (4.16 pav.) sensibilizacinés
savybés pastebétos jau gana seniai (Berenbaum ir kt., 1986). Susintetinty 5,10,15,20—
tetra(hidroksifenil)porfino (THPP) para—, meta— ir orto— izomery fluorescencijos
kvantiniai naSumai mazi, taciau triplety kvantiniai nasumai dideli (0,7£10%) ir
singuletinio deguonies generavimo kvantiniai nasumai taip pat gana dideli (0,6+10%)
(Bonnett ir kt., 1988). Siy junginiy ilgabangés Q juostos sugerties maksimumai palyginti,
su Hp ir HpD, yra labiau pasislinke ] raudonaja spektro puse, bet moliniai ekstinkcijos
koeficientai nedideli: p~THPP (Amas= 656 nm) &= 6800 M*cm™; 0-THPP (Amas= 648
nm) &= 1600 M cm™; m=THPP (Amas= 648 nm) e= 3600 M™cm™. Sugertis raudonojoje
spektro srityje (650-660 nm) ir didelis singuletinio deguonies generavimo kvantinis
nasumas yra labai pageidautinos fotofizikinés FNT sensibilizatoriy savybés. In vivo
eksperimentuose m—THPP pasirodé 25-30 karty efektyvesnis uz HpD (Berenbaum ir kt.,
1986). Peliy naviky nekrozés gylis po FNT su p—THPP (Svitinta 656 nm bangos ilgio
Sviesa) sieké 3—4 mm. Taciau $iy sensibilizatoriy trikumas — mazas tirpumas vandenyje.
Tokio triikumo neturi tetrafenilporfino sulfonato dariniai. FNT tikslams tinkamiausias yra
tetrasulfonatofenilporfinas (TPPSs) (4.16 pav.). Dar septintojo deSimtmecio pradzioje
pastebéta, kad Sis junginys gerai kaupiasi navikuose (Winkelman, 1962). Jis nesunkiai

sintetinamas, gaunamas homogeninés sudéties, patvarus tamsoje ir gerai tirpsta



vandenyje. Placiai tyrinéti TPPS dariniai, turintys 1-4 sulfonato— grupes: TPPS;, TPPSy,
(dvi sulfonato— grupés gretimuose fenilo Zieduose), TPPSy, (dvi sulfonato grupés priesais
esanciuose fenilo zieduose), TPPS; ir TPPS,. Nelygu sulfonato grupiy skaiéius, Sie
junginiai skirtingai tirpsta vandenyje ir kaupiasi skirtingose Igsteliy ir navikiniy audiniy
vietose (Berg ir kt., 1990; Peng ir kt., 1990), o tai lemia jy skirtingg sensibilizacinj
efektyvumg. In vivo eksperimentai parodé, kad labiau lipofiliniai TPPS; ir TPPSy,
daugiau kaupiasi Igsteliy viduje, o labiau hidrofiliniai TPPS,, ir TPPS, skverbiasi j naviko
stromg (Peng ir kt., 1990). Fluorescencinés mikroskopijos metodais nustatyta, kad
TPPSzs, TPPS,, ir TPPS, lokalizuojasi lizosomose, o TPPS; vidinése lastelés
membranose (Berg ir kt., 1990). Mezo—tetrafenilporfinai yra geresni elektrony donorai
negu porfirinai, neturintys pakaity mezo— padétyse, tad Siy dviejy tipy porfiriny
rugsStinés—bazinés savybés skirtingos. TPPS, junginiy elektroninés savybés kinta
priklausomai nuo aplinkos pH (Stone ir Fleischer, 1968). Riigstin¢je terpéje, esant pH
vertéms artimoms esan¢ioms lizosomose, TPPS, molekulé dél elektroniniy sgveiky jgyja
dikatijono (TPPS;H,?") pavidala (4.17 pav.). Tokiy dikatijony spektrinés savybés skiriasi
nuo neutraliame tirpale egzistuojanéiy TPPS, formy spektriniy savybiy. Zinodami, kad
navikams budinga mazesné negu normali audiniy pH verté (Thisthewaite ir kt., 1985) ir
kad TPPS, geriau kaupiasi lgsteliy lizosomose (Berg ir kt., 1990), kur aplinka taip pat
ragstiné, nuostoviosios spektroskopijos metodais tyréme TPPS,; spektrines savybes
jvairaus rasgtingumo terpése (Bagdonas ir Rotomskis, 1998). Tetrapiroliniy
sensibilizatoriy agregacija turi jtakos jy fotofizikinéms savybéms, o joms keiciantis kinta
ir sensibilizatoriy efektyvumas FNT. Neutraliame tirpale (pH 7,2) TPPS,; sugerties
spektro forma biidinga porfiriny laisvoms bazéms, turin¢ioms Doy, simetrija: intensyvi SJ
ultravioletinéje spektro srityje ir keturios maziau intensyvios Q juostos matomoje spektro

srityje (etio tipo spektras) (4.18 pav.) (Bagdonas ir Rotomskis, 1998).



SO,
4.17 pav. Tetrafeniltetrasulfonato porfino dikatijonas

Padidinus tirpalo koncentracija SJ padétis nepakinta, taCiau ji gerokai iSplatéja, ypac
trumpyjy bangy puséje (4.18 pav.). Matomoje spektro srityje Q juostos pasislenka j
raudonaja spektro puse, daugiausia pasislenka ilgabange juosta; taip pat vyksta sugerties

intensyvumy persiskirstymas tarp dviejy viduriniy juosty.
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4.18 pav. Sunormuoti skirtingy koncentraciju TPPS, tirpaly buferyje (pH 7,2)
spektrai

Tokie spektriniai poky¢iai biidingi “sendvicio” tipo agregatams. Panasiis pokyciai buvo
gauti ] tirpalg prid¢jus drusky, kurios iStirpusios padidindavo katijony kiekj tirpale.
Katijonai, apsupe sulfonato anijonus, palengvina dimery susidaryma (Pasternack ir kt.,
1972). Fenilo grupiy pakaity kriiviai taip pat turi jtakos elektrony tankiui ties tetrapirolo

ziedo azoto atomais (Pasternack ir kt., 1972). D¢l to molekulés centras labiau traukia



protonus ir susidaro geresnés salygos Van der Valso sgveikoms tarp dviejy molekuliy
formuojantis “sendvicio” tipo dimerams. Taigi TPPS, sugerties spektry pokyciai did¢jant
tirpalo koncentracijai, matyt, yra salygoti tokiy — “sendvicio” tipo — dimery (4.7 pav., a)
susidarymo.

Kintant terpés pH, TPPS, tirpalo spektre taip pat pastebima nemazy pokyciy.
Didé¢jant riigStingumui matomoje spektro srityje pradiné sugertis mazéja; kartu formuojasi
nauja juosta ties 650 nm ir nezenkliai padidéja sugertis ties 590 nm; taip pat atsiranda

naujas sugerties maksimumas ties 490 nm ir padidéja sugertis ties 710 nm (4.19 pav.).
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4.19 pav. Poky¢iai, atsirandantys TPPS, sugerties spektruose didéjant terpés
ragSingumui
Siy poky¢iy priezastis gali biti TPPS,H,** katijony susiformavimas tirpale, kai pH<S5 (7
kreivée 4.19 pav., matyt, atspindi dikatijony ir neutraliy molekuliy miSinio sugertj).
Riigscioje terpéje vykstanti porfirino ziedo azoto atomy protonizacija keicia molekulés
simetrija i§ Dan j Dan (Pottier ir Truscott, 1986), ir dikatijono TPPS4H,** sugerties spektre
lieka dvi juostos — maziau intensyvi ties 590 nm ir intensyvesné ties 650 nm (4.20 air b

pav., 4 kreive).
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4.20 pav. Poky¢iai, atsirandantys TPPS, sugerties spektruose dél: (a) laipsnisko
aplinkos pH mazéjimo (susidaro dikatijonai); (b) TPPS,; koncentracijos didéjimo
riigséioje terpéje esant pastoviai pH vertei (susidaro dikatijonu agregatai)

Riigitioje terpéje (pH<5) TPPS4H,** spektro forma priklauso nuo tirpalo
koncentracijos (4.20 b pav.). Did¢jant tirpalo rugsStingumui i$ neutraliy molekuliy
formuojasi dikatijonai (4.20 a pav., 1-4 kreivés). Riigscioje terp¢je didéjant TPPS,H,**
koncentracijai labai isauga juostos ties 490 nm intensyvumas ir susiformuoja nauja juosta
ties 720 nm. Sios juostos ima vyrauti, kai sensibilizatoriaus koncentracija virsija 10° M
(4.20 b pav., 8-10 kreivés). Kadangi jy néra neutraliuose TPPS, tirpaluose, o atsiranda tik
rugsciuose tirpaluose did¢jant koncentracijai, manoma, kad jos priklauso agreguotoms

katijoninéms sensibilizatoriaus formoms (Bagdonas ir Rotomskis, 1998). Taigi tirpaluose,



kuriy pH vertés artimos Iasteliy lizosomose esanc¢ioms pH vertéms, vyraujanti TPPS,
forma yra TPPS,H,*" dikatijonas, kurio ekstinkcijos koeficientas FNT naudojamoje
raudonoje spektro srityje (ties 650 nm) yra didesnis, dél to jis gali smarkiai pakeisti FNT
efektyvuma.

Chlorinai. Palyginti su porfirinais, chlorinai daug geriau sugeria S$viesg
raudonojoje spektro srityje. Dvi dvigubos jungtys porfirino molekulés pirolo Zieduose
priklauso kryZzminei konjugacijai ir nejeina j pagrindinj aromatinj ciklg (4.15 pav., a).
Redukavus vieng ar abi S§ias jungtis gaunami chlorinai (4.15 pav., b) arba
bakteriochlorinai (4.15 pav., c). Tuose junginiuose islieka nepakites pagrindinis
aromatinis ciklas, taciau, pasikeitus molekulés simetrijai, Q juostos zenkliai pasistumia ]
raudongja spektro puse ir iSauga jy ekstinkcijos koeficientai. Gamta iSnaudoja tokiy
redukuoty porfiriny molekuliy optines savybes saulés energijos gaudymui fotosintezéje —
chlorofilai ir bakteriochlorofilai veikia kaip antenos ir reakciniai centrai. Néra ko stebétis,
kad junginiai, turintys gerg Sviesos sugert] raudonojoje spektro srityje, buvo bandomi

panaudoti FNT.

CH=CH,  CH,

CH,CH,

CH,

COR,

4.21 pav. Chlorinai. R; = R, =—OH (chlorinas eg); R1 = —OH; R, = —
NHCH(COOH)CH,COOH (chlorino eg monoaspartatas); R1=R,=—
NHCH(COOH)CH,COOH (chlorino e diaspartatas)

Placiausiai istirtas ir turintis FNT tinkamas fotofizikines savybes yra chlorofilo A
darinys chlorinas es (Cleg) (4.21 pav.). Jo ekstinkcijos koeficientas ties sugerties

maksimumu (664 nm) raudonojoje spektro srityje yra 53000. D¢l tokiy tinkamy savybiy



(toksiSkumas, farmakokinetika, fotodinaminis poveikis jvairios histologijos navikams)
atlickami Baltarusijos onkologijos ir medicininés radiologijos institute (Kostenich ir kt.,

Kitas junginys — chlorino e mono-L-aspartatas (4.21 pav.) pasizymi gera
sugertimi raudonojoje spektro srityje (600—700 nm), mazai kaupiasi odoje (Roberts ir kt.,
1988) ir gerai kaupiasi navikiniuose audiniuose (Aizawa ir kt., 1987), turi ilgg tripleto
gyvavimo trukme ir pakankama singuletinio deguonies generavimo kvantinj nasuma.
Taigi 8is junginys turi tinkamas FNT sensibilizatoriams savybes; in vivo eksperimentuose
buvo gauti daug zadantys rezultatai, todél su chlorino es mono—-L-aspartatu Siuo metu

meta—Tetrahidroksifenilchlorinas. Sis junginys yra amfifilinés prigimties — jo
molekuléje yra ir hidrofobiniy, ir hidrofiliniy sri¢iy. Tokie junginiai §iuo metu laikomi
tinkamiausiais FNT, nes dél savo savybiy jie geriau kaupiasi ir veikia navikines lgsteles.
meta—Tetrahidroksifenilchlorinas (m—THPC) (dar vadinamas temoporfinu) (4.22 pav.)
yra mazdaug prie§ deSimt] mety susintetintas sensibilizatorius (Bonnett ir kt., 1989), jau

turintis komercinj pavadinimag — FOSKANAS™

(gamina Scotia Quanta Nova) ir §iuo
metu tiriamas paskutinése klinikiniy bandymy fazése kvépavimo taky ir virSkinimo trakto
naviky gydymui (Bonnett, 1999). m—THPC yra homogeniskas junginys, gerai sugeriantis
Sviesg raudonojoje spektro srityje (Amaks=650 nm, €=33500 M'lcm'l) ir turintis pakankama
singuletinio deguonies generavimo kvantin] naSumg (Bonnett, 1995). Eksperimentuose su
grauziky navikais m—THPC pasirodé gerokai pranaSesnis uz hematoporfirino darinius — jo
selektyvumas ir priesnavikinis poveikis daug didesnis. Pirmieji FNT su m-THPC

klinikiniai rezultatai paskelbti 1991 metais (Ris ir kt., 1991), o Siuo metu tokiy duomeny

jau sukaupta gana daug (Boyle ir Dolphin, 1996).
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4.22 pav. meta—Tetrahidroksifenilchlorinas (temoporfinas) ir jo spiritinio
tirpalo sugerties spektras

Temoporfinas yra fototoksiSkiausias 1§ visy Siuo metu tiriamy antrosios kartos
sensibilizatoriy. Ir nors FNT naudojamos labai mazos jo dozés (apie 0,1 mg/kg) ir silpnas
svitinimas (iki 10 J/cm?), jo poveikis yra mazdaug 100 karty stipresnis negu fotofrino,
kurio dozé 2-5 mg/kg ir $vitinimas — 100-200 J/cm?. Tokio didelio Sio sensibilizatoriaus
efektyvumo priezastys néra visiskai aiskios. IS dalies jos paaiSkinamos geromis optinémis
savybémis ir dideliu singuletinio deguonies generavimo kvantiniu nasumu, taciau
svarbiausia priezastis, matyt, gliidi specifin¢je Sio junginio lokalizacijoje navikinése
lastelése. Jei suleisti | organizma lipofiliniai sensibilizatoriai jungiasi su lipoproteinais, o
hidrofiliniai su serumo albuminais, tai temoporfinas gali biiti prisijunges prie nezinomo
plazmos baltymo, kuris jj nunesa j specifines lastelés vietas (Sharman ir kt., 1999).

Benzoporfirino darinys (BPD). Sis junginys — tai chlorinas, turintis pailginta

konjuguoty rysiy grandine (4.23 pav.) ir gerai sugeriantis raudong $viesg (Amaks=690 nm).



O OCH, HO O
4.23 pav. Benzoporfirino darinys (verteporfinas)

Jis pasizymi amfifiline prigimtimi, gerai kaupiasi navikiniame audinyje (Richter ir kt.,
gydant odos navikus. BPD (dar vadinamg verteporfinu) jau sintetina gerai Zinoma firma
QLT PhotoTherapeutics Inc., ir 8is sensibilizatorius, kaip ir m—=THPC, matyt, bus pirmieji
antros kartos sensibilizatoriai, aprobuoti klinikiniam gydymui.

Bakteriochlorinas. Bakteriochloriny sugerties juosta raudonojoje srityje yra ties
730-760 nm. Vieno i$ jy — meta—tetrahidroksifenil-bakteriochlorinas (m—THPBC) (4.24
pav.), turin¢io gerg sensibilizacinj aktyvuma in vivo, jau gaminama vaistiné forma (Scotia

Quanta Nova).

OH

4.24 pav. Meta—tetrahidroksifenilbakteriochlorinas



Teksafirinai. Teksafirinai — ne tetrapirolinés kilmés junginiai, turintys iSpléstg
koordinacing sferg ir lengvai sudarantys metaly kompleksus. Nelygu pakaitai, jy sugerties
maksimumas yra 600-900 nm spektriniame ruoze. Teksafiriny lantano ir liutecio

kompleksai pasizymi geru fotodinaminiu poveikiu in vivo (Sessler ir kt., 1994).

4.25 pav. Liutecio teksafirinas

Lu-teksafirinas (4.25 pav.), prekinis pavadinimas Lutrinas'™, iuo metu tiriamas Il
klinikiniy bandymy stadijoje kriities véziui gydyti.

21-oksaporfirinas. Ieskodami naujy, turinéiy geresnes spektrines savybes,
fotosensibilizatoriy Vroclavo (Lenkija) universiteto Chemijos instituto mokslininkai
susintetino naujg junginj 5,20-bis(sulfofenil)—10,15-bis(p—toluil)-21—oksaporfiring
(SOP) (4.26 pav.).

4.26 pav. Sulfo-21-oksaporfirinas



Porfirino cikle azoto atomg pakeitus kitu heteroatomu gaunami sensibilizatoriai su FNT
tinkamesnémis fizikinémis-cheminémis savybémis. In vivo eksperimentai parodé, kad
SOP yra potencialus FNT sensibilizatorius, nesukeliantis nepageidaujamo ilgalaikio
jautrumo Sviesai (Ziolkowski ir kt., 1999). Bendradarbiaudami su Vroclavo universitetu
iStyréme S§io junginio fotofizikines savybes (Streckyté¢ ir kt., 1998). [Ivairios
koncentracijos SOP tirpaly sugerties matavimai (4.27 A pav.) parodé, kad SOP
vandeningje terpéje sudaro agregatus, greiCiausiai “sendvicio”tipo. Kadangi spiritas Siy
agregaty nesuardo iki monomery (4.27 B pav.), jiems susidarant, matyt, veikia ne tik
hidrofilinés—hidrofobinés, bet ir elektrostatinés saveikos. SOP agregatinés bisenos taip
pat priklauso nuo aplinkos pH. Sudétingi spektry pokyciai rodo, kad, esant skirtingoms
aplinkos pH vertéms, tirpaluose egzistuoja jvairiy joniniy formy ir agregatiniy biiseny
misiniai. SOP yra gana fotostabilus — $vitinant §viesos doze iki 950 J/cm? pastebimas tik

5% sugerties intensyvumo sumaz¢jimas (Streckyté ir kt., 1998).
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4.27 pav. Sulfo—21-oksaporfirino jvairiu koncentracijy vandeniniy (A) ir etanoliniy
(B) tirpaly sugerties spektrai

Tetraazaporfirinai — tai porfiriny dariniai, kuriuose mezo—padéties anglies
atomas pakeistas azoto atomu. Tokiy junginiy susintetinta labai daug ir jiems budinga
stipri Sviesos sugertis raudonojoje ir artimoje infraraudonoje spektro srityje. Kaip tik deél
Sios savybés jie imti tyrinéti kaip potenciallis sensibilizatoriai FNT. Labiausiai iStirti ir
perspektyviausi yra flalocianinai ir naftalocianinai.

Ftalocianinai (Fc) — porfirinai, kuriuose metino tiltelio anglis pakeista azotu, o
makrociklo konjugacijg praplecia pirolo Ziedai kondensuoti su vienu (ftalocianinuose)

arba dviem (naftalocianinuose (Nc)) benzolo Ziedais (4.14 pav.). D¢l taip pailgintos



konjugacijos grandinés tokie junginiai gerai sugeria raudong Sviesg. Jie lengvai sudaro
patvarius metaly kompleksus, prijungdami metalo jong prie keturiy makrociklo centre
esanCiy azoto atomy (4.14 pav.). Mazo skersmens metalo jonai sudaro plokscias
kompleksy struktiiras, didesni — iSsidésto vir§ makrociklo arba suformuoja “sendvicio”
tipo agregatus. Benzolo zieduose galimi jvairis pakaitai; daugiausia sintetinama
sulfodariniy, nes jie gerai tirpsta vandenyje. Fc netoksiski, stabiliis, gerai sugeria Sviesg
660-700 nm srityje (ekstinkcijos koeficientai > 10° M™cm™). Pirma karta kaip
potencialiis fotosensibilizatoriai FNT Fc pasitilyti 1985 metais (Ben—Hur ir Rosenthal,
1985) ir nuo to laiko jie issamiai tiriami. Siuo metu net trys Fc tiriami klinikiniuose
bandymuose. Tai sulfoninti aliuminio ftalocianinai (AIFcS): vienas — disulfonatas —
AlIFcS,; — Anglijoje; kitas — sulfonaty miSinys AlFcSy — Rusijoje. ZnFc jjungtas i
liposomas tiriamas Sveicarijoje, 0 SiFc — JAV.

Spektrinés Fc savybés. Monomeriniy Fc metalo kompleksy vandeniniy tirpaly
spektrams buidinga SJ ties 350 nm, nedidelis sugerties maksimumas ties 600 nm ir
intensyvi sugerties juosta ties 670 nm (4.28 pav.). Siy junginiy ekstinkcijos koeficientas
yra dviem eilémis didesnis uz HpD ekstinkcijos koeficientg ties 630 nm.

Vandenyje tirpiy Fc metalo kompleksy sulfonaty (MFcS) sugerties maksimumy
padétis priklauso nuo terpés pH. Manoma, kad maksimumo poslinkiai atsiranda ne dél
makrociklo protonizacijos, o dél prie centrinio metalo atomo koordinaciniais rysiais
prijungty asiniy ligandy poky¢iy (Ferraudi ir kt., 1988). Vandenyje tirptis MFcS linke
sudaryti dimerus ir agregatus, ypac¢ atsidire biologingje terpé€je. Dimery ir agregaty
fotocheminis aktyvumas mazesnis negu monomery. Spektruose agreguoty struktiry

susidaryma atspindi SJ ir juostos ties 670 nm trumpabangis poslinkis (4.28 pav.).
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4.28 pav. Cinko ftalocianino vandeninio tirpalo (- - -) ir istirpinto metanolyje (—)
sugerties spektrai. Sensibilizatoriaus koncentracija 4 10°M

Fc polinkis sudaryti agregatus labai priklauso nuo pakaity prigimties ir jy kiekio.
Maz¢jant sulfogrupiy didéja agregacija ir mazéja singuletinio deguonies generavimo
kvantinis nasumas. Ftalocianiny fotofizikinés savybés priklauso nuo centrinio metalo jono
prigimties. Pereinamyjy metaly Fc kompleksai turi trumpas triplety gyvavimo trukmes
(ns eilés), diamagnetiniy jony (Zn**, AI**, Ga®*) kompleksai pasizymi dideliu triplety
kvantiniu naSumu (>0,4) ir ilga gyvavimo trukme (iki keliy milisekundziy) (Darwent ir
kt., 1982). Gana ilgas gyvavimo laikas ir suzadintos tripletinés biisenos energija uztikrina
dideli singuletinio deguonies generavimo kvantinj nasumg (0,3-0,5) (Rosenthal ir kt.,
1986). Tokie kompleksai labiausiai tinkami FNT.

Naftalocianinai (Nc). Kita perspektyviy FNT tetraazaporfiring grupé -—
naftalocianinai (4.14 pav.). Fenilo pakeitimas naftilu smarkiai pakeicia naftalocianiny
fotofizikines savybes — pagrindiné sugerties juosta dar labiau pasislenka j ilgyjy bangy
puse. ZnNc komplekso sugerties maksimumas yra ties 755 nm (4.29 pav.), AINc — ties
768 nm.
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4.29 pav. Cinko naftalocianino vandeninio tirpalo (- - -) ir istirpinto metanolyje (—)
sugerties spektrai. Sensibilizatoriaus koncentracija 4 10°M

Naftalocianiny ekstinkcijos koeficientai didesni nei 10> M™cm™. Palyginti su Fc, Nc
labiau linke sudaryti agregatus, o agreguotos formos blogiau generuoja singuletinj
deguonj (Daraio ir kt, 1991). Sie junginiai pasizymi dideliu fotosensibilizaciniu

efektyvumu. Ypac perspektyvus atrodo Si naftalocianinas (4.30 pav.).

4.30 pav. Silicio naftalocianinas

Jo sugerties maksimumas yra ties 776 nm, £=650000 (benzole) (Kreimer-Birnbaum,
1989), o tai labai tinkami parametrai suzadinti Sviesa “fototerapiniame lange”. SiNc

tripletinés biisenos kvantinis nasumas (0,20) yra artimas jo singuletinio deguonies



generavimo kvantiniam nagumui (0,19) (Firey ir Rodgers, 1987). Sis junginys yra gana
fotostabilus (Schnurpfeil ir kt., 1997) ir maziau linkes sudaryti agregatus negu kiti Nc
(Zuk ir kt., 1994). I liposomas inkorporuotas SiNc patenka i Iasteles monomery pavidalu
ir yra pakankamai fototoksiskas, taciau jo selektyvus kaupimasis navikiniame audinyje
nedidelis. Geresniam kaupimuisi pasiekti ir pasaliniams poveikiams sumazinti kuriamos
naujos nesikliy sistemos (pvz., monokloniniai antikiinai).

Kadangi SiNc labiausiai sugeria S$viesa matomos spektro srities raudonojoje
dalyje, odos jautrumas Sviesai yra daug mazesnis negu naudojant kitus sensibilizatorius.
Taigi dél geros Sviesos sugerties 750-780 nm intervale ir pakankamo singuletinio
deguonies generavimo nasumo S$ie junginiai yra ypa¢ perspektyvis FNT, nes jiems
suzadinti tinka patogis ir santykinai pigts diodiniai lazeriai.

TrecCiosios kartos fotosensibilizatoriai — tai antrosios kartos sensibilizatoriy
dariniai, gaunami sujungiant juos su biomolekulémis, padedan¢ioms fotosensibilizatoriui
selektyviai pasiekti taikinius navikiniame audinyje. Manoma, kad navikinés lgstelés turi
tik joms budingus antigenus. Prijungus fotosensibilizatoriaus molekules prie tuos
antigenus atpazjstanciy monokloniniy antikiiny, jos selektyviai patenka j navikinj audinj
ir gali jj sensibilizuoti (Hasan, 1992).

Visy karty FNT naudojamy sensibilizatoriy charakteristiky palyginimas pateiktas
4.11 lentel¢je (Wohrle ir kt., 1998). Antrosios kartos sensibilizatoriai turi FNT
tinkamesnes savybes negu pirmosios kartos sensibilizatoriai. Treciosios kartos

sensibilizatoriai dar tik pradedami tirti.

4.11 lentelé. Pirmosios (I), antrosios (II) ir treciosios (III) kartos fotosensibilizatoriy
charakteristiky palyginimas

Palyginamas Efektas

rodiklis I Il 11
Sinteze

Gana nebrangi ir nelabai | Taip (+) Dazniausiai Ne
sudétinga (+)*

Struktiiros Ne Taip (+) Taip (+)
homogeniskumas

Savybés tirpale

Ilgabangé Sviesos sugertis | Ne Taip (+) Taip (+)
Didelis sugerties | Ne Taip (+) Taip (+)
koeficientas

Didelis  sensibilizacinis | Taip (+) Taip (+) Taip (+)
aktyvumas

Didelis stabilumas:




fotooksidacinis Taip Taip ir ne (+) Taip ir ne (+)
tamsinis Taip Taip (+) ir ne Taip (+)ir ?
Savybés in vitro ir in vivo
Greitas kaupimasis navike | Taip (+) Taip (+) ?
Selektyvus kaupimasis | Ne Ne Taip (+)
navike
Fotodinaminis aktyvumas | Taip (+) Taip (+) Taip (?)
Patvarumas in vivo Taip Taip ir ne (+) ?
Mazas tamsinis
toksiskumas
Platus taikymo spektras Taip (+) Taip (+) ?

* Zenklu (+) zymimas teigiamas efektas
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SUMMARY
4. PHOTOSENSITIZERS

Photosensitizers are compounds that are capable of absorbing light of a specific
wavelength and transforming it into useful energy. In the case of PTT, this would involve
the production of lethal cytotoxic agents. There are hundreds of natural and synthetic dyes
that can function as photosenstizers for PTT, ranging from plant extracts to complex
synthetic macrocycles.

No photosensitizer can be deemed ideal for every possible application. A number
of photosensitizers have been developed to take advantage of their more ideal properties.

An ideal photosensitizer for PTT would have the following characteristics
(Bonett, 1995; Jori, 1996):

e Dbe chemically pure and of known and constant composition;

e have a minimal dark toxicity and only be toxic in the presence of light;

e Dbe preferentially retained by the cancerous tissue;

e De rapidly excreted from the body, thus inducing a low systemic toxicity;

e have a high photochemical reactivity with high triplet-state yields and long
triplet-state lifetimes and be able to effectively produce singlet oxygen and
other reactive oxygen species;

e have a strong absorbance with a high extinction coefficient at a longer
wavelength (600-800 nm) where tissue penetration of light is at a maximum
while still being energetic enough to produce singlet oxygen;

e be optimally photostable.

The first generation photosensitizers are hematoporphyrin derivatives and are the
most commonly used photosensitizers. Hematoporphyrin derivatives were originally
synthesized by combining hematoporphyrin with 5% sulphuric acid in acetic acid at room
temperature (Bonett, 1995). Subsequently, the mixture was treated with an aqueous base
and then neutralized. This led to the formation of a complex mixture of dimers and
oligomers primarily involving ester and ether linkages (Boyle et al., 1987; Kessel et al.,
1985). Purification of the most active of these oligomers by high performance liquid
chromatography or size-exclusion gel chromatography lead to Photofrin® (Fig.4.2.

Structure of Photofrin®).



4.1. Steady state spectroscopy of first generation photosensitizers

Porphyrins (Fig.4.6. Porphyrins) and related tetrapyrrolic macrocyclic compounds

are prostetic groups of a large number of biologically active molecules which serve
diversed roles in nature. The porphyrin nucleus with its conjugated 18 = electron system
constitutes a highly stable macrocyclic system.
All the porphyrin spectra are characterized by a strong absorption band near 400 nm. This
band is usually referred to as the Soret band. Less intense (= 1/10 Soret) bands are
observed in the visible region (450-700 nm), and are called Q bands. The number of Q
bands depends on the protonation state of the nitrogen of the tetrapyrrole nucleous, and
also on metal chelation at the centre of the porphyrin ring. The Soret band is relatively
insensitive to changes in protonation state and peripheral groups but is very sensitive to
changes in the state of aggregation of the porphyrin. The visible Q bands are very
sensitive to the chemical structure of the porphyrin, along with changes in the
microenvironment. The visible bands of the neutral free base porphyrins have been
classified into four distinct spectral types (Smith, 1975). The classification is based on the
relative intensity of the four main visible bands, and this in turn is related to the type,
number and relative positions of peripheral substitutions. Porphyrins used as
photosensitizers in PTT has aetio type spectra. In this category, the relative intensity of
the visible Q bands decreases upon going from shorter to longer wavelengths. Such
spectra are observed in neutral solutions of all the neutrally occuring porphyrins, such as
proto-, copro- and uro- along with deutero-, hemato- and pyrro-porphyrins.

We have investigated spectrosopic properties of the following porphyrins:
hematoporphyrin (Hp), hematoporphyrin derivative (HpD), hematoporphyrin diacetate
(Hp-Diac), dimethoxyhematoporphyrin (DMHp), Photosan (PS) and Photofrin (PF). All
these compounds exhibit aethio type spectra.

It is well known that in aqueous solutions porphyrins exist as a mixture of
monomers and aggregates (Brown et al., 1976). In ethanol solutions the absorption
spectra of porphyrins show the Soret band without the blue shifted shoulder characteristic
for aggregated porphyrins. Spectroscopic characteristics of porphyrins in different
environmental conditions are presented in Table 4.1 (Spectroscopic characteristics of

porphyrins solutions) and Fig.4.6 (Porphyrins absorption spectra: A — in phosphate
buffered solution, concentration — 1,2,3-10 M, 4,5,6-10°M; B - 1,2,3 —in ethanol



solution, 4,5,6 — in the presence of 1% Triton X-100) (Streckyte and Rotomskis, 1993a;
Streckyte and Rotomskis, 1993Db).

On the basis of the spectroscopic characteristics it was concluded that in aqueous
solutions Hp, DMHp and PS create “sandwich”-type equilibrium aggregates (Karns et al.,
1979) (Fig. 4.7 a. Suggested structures of porphyrins dimers). The presence of these
aggregates is reflected by the Soret band intensity at 365 nm changes dependence on
concentration (Fig. 4.6 A). PS in ethanol and highly diluted aqueous solutions is a
mixture of covalently-linked linear (Fig.4.7 b), intramolecular (Fig.4.7 c¢) and
“sandwich”-type aggregates (Fig. 4.7 d); Hp contains covalently-linked linear-type
aggregates (Fig. 4.7 b) and DMHp only monomers.

The conclusions as to the presence of different aggregates in Hp, DMHp and PS
solutions made on the basis of spectroscopic characteristics in aqueous and ethanol
solutions are confirmed by the analysis of detergents’ influence on the spectral features of
porphyrin aqueous solutions. As is seen in Fig. 4.6 B, in DMHp ethanol solution and in
the buffer in the presence of detergent, monomers prevail. The larger half-band width of
the Soret band of Hp spectra indicates the presence of the linear type of covalently-linked
aggregates (Fig.4.7 b). In the case of PS the considerably large half-band width and the
shoulder at about 365 nm are probably caused by the presence of intramolecular
aggregates (Fig.4.7 c,d).

Few stage aggregation process is observed in aqueous solutions of
hematoporphyrin diacetate (Hp-Diac) at different concentrations (Kapociute et al., 1989).
The whole concentration scale can be divided into three ranges: 1. above 2x10° M; 2.
from 2x10°° to 2x10® M; 3. below 2x10® M. The following three stage deaggregation
process based on the results of spectroscopic measurements was suggested. At high
concentration Hp-Diac is extremely aggregated and has an absorption maximum at about
370 nm. Small aggregates (oligomers) may form more highly aggregated species —
conglomerates. The conglomerates must be relatively stable as dilution from 10 M to ca.
4x10™° M does not cause significant changes in the spectral characteristics. In the first
deaggregation stage, which takes place in the first aggregation range, these huge
aggregates dissociate into smaller ones (dimers and trimers). This process is characterized
by the strong decrease of absorption at 370 nm. In the end of this stage most of the
molecules are in the form of small aggregates, though a small amount of monomers are
also present. The second stage is characterized by the dissociation of small aggregates

into monomers. During this process the absorption maximum shifts to the red, and finally



a maximum at 395 nm appears. In the end of this stage only a small fraction of molecules
form small aggregates. In the third deaggregation stage nearly all dimers (and trimers)
dissociate into monomers (Kapociute et al., 1989).

Solution pH value also effects the aggregation degree of Hp-Diac (Kapociute et
al., 1991). Porphyrin aggregation is greatly effected by extremes of solvent pH (pH<6 and
pH>8). From a biological point of view, the influence of extreme solution pH on the
aggregation of photosensitizer is of minor importance. However, investigations at pH
values close to physiological condition may be useful for the better understanding of
porphyrin retention and accumulation in tumours. The pH range 6-7 is of special
significance since many tumours have been reported to have pH values in this vicinity
(Wike—Hooley et al.,1984).

The efficiency of photosensitized tumour therapy is believed to be related to the
aggregated species of the sensitizer. The high degree of aggregation observed at low
concentrations of Hp-Diac for pH values characteristic of tumours may be due the
interaction between neutral Hp-Diac species and monocationic ones (Kapociute et al.,
1991). The different ionic species found at low tumour pH may play an important role in
both the selective biodistribution and photosensitizing ability of porphyrin type

photosensitizers.

4.2. Time-resolved spectroscopy of first generation photosensitizers

Picosecond absorption spectroscopy seems to be an efficient technique to
investigate the relaxation pathways of individual components under excitation of a complex
mixture of differently aggregated species. Porphyrins are photolable under the irradiation
by visible light. In the time resolved experiments, pH 6 of the aqueous solution has been
chosen, because hematoporphyrins at this pH value has better photostability in comparison
with the neutral one (Rotomskis et al., 1993).

The AA kinetic measurements presented in Fig.4.11 (AA kinetics of Hp in ethanol
solution) correspond to the process of excitation energy relaxation from the S; state of Hp
in ethanol solution. The estimation shows that AA relaxes monoexponentially with the time
constant T = 15-17 ns, approximately equal to the life-time of the emission of monomeric
Hp. Monoexponential character of the decay and AA(t) independence on the excitation
intensity within an experimental error agree with generally accepted assumption that Hp in

ethanol solution is monomeric.



The AA of HpD in ethanol solution relaxes biexponentially with the time constants
11=10-17 and 1, =2 -4 ns (Fig.4.12. AA kinetics of HpD in ethanol solution). Ethanol
solutions of HpD contain covalently linked oligomers. Therefore it was supposed that t,
reflects the excitation energy relaxation in covalently linked linear oligomers, while t; was
attributed to the excitation energy relaxation from S; of HpD monomeric molecules
(Rotomskis et al., 1993).

The different time dependence of AA has been detected in aqueous solutions of Hp
and HpD. In agueous solutions porphyrins have strong tendency to form equilibrium
aggregates. The accurate detection of AA spectrum in aqueous solutions is complicated due
to the very low AA values.

The HpD AA Kkinetics in aqueous solution at a fixed wavelength depends on
concentration and is of complex shape, hence several transient species contribute to AA
(Fig.4.13. AA Kinetics of HpD in aqueous solution, pH 5.8. Cypp — 2x10™M; Aex — 532 nm;
Aor — 630 nm). The fitting by three exponents gives time constants of t; =20 - 70 ps ( the
shortest component), t, =100-200 ps (short component) and t;=15-4ns (long
component) (fitting was made in assumption that the long tale of kinetics is attributed to the
monomeric component of Hp with the life-time 15 ns).

The main difference between ethanol and aqueous solutions is the presence of
equilibrium aggregates of porphyrins in the aqueous solution. In conclusion, AA relaxation
of Hp in ethanol solutions is mainly exponential and reflects long fluorescence decay time
of Hp monomers. The time constant t; =1.5-4 ns reflects the excitation relaxation in
covalently linked linear dimers or oligomers of HpD and time constant t, =100-200 ps is
excitation life-time in "sandwich"-type equilibrium aggregates of Hp and HpD (Rotomskis
etal., 1993).

4.3. Second generation photosensitizers

Most clinical experience in PTT comes from using the porphyrin variants —
hematoprphyrin derivative and dihematoporphyrin ethers and esters, which commercial
preparation is known as Photofrin®. However, Photofrin® remains a complex mixture
with inherent variability, and it has the further limitation of weak light absorption at
wavelengths above 600 nm. Tissue transmittance of light at this wavelength is minimal,
thus limiting the treatment to tumours at a depth of 5 mm or less. In addition, Photofrin

has the side effect of causing prolonged cutaneous photosensitivity and patient must



therefore avoid bright sunlight. These properties led to the search for new and improved
compounds.

Unlike Photofrin®, all newly proposed PTT photosensitizers are characterized by a
high degree of chemical purity and a high molar extinction coefficient at the absorption
maximum in the red spectral region, which is larger by one or two orders of magnitude
than that typical of Photofrin® at 630 nm.

Modification of the chemical structure of porphyrins and their analogs (chlorins,
phthalocyanines, napthalocyanines, porphycenes) at different loci and with various levels
of complexity, including the size of the macrocycle and the extension of the aromatic
electron cloud, the coordination of metal ions with the four central nitrogen atoms, and
the nature of the peripheral substituents and/or axial ligands allows a remarkable
flexibility in the design of the photosensitizer with different levels of hydro-/lipo-
philicity, tendency to undergo aggregation, subtissular and subcellular distribution,
spectroscopic and photophysical properties (Jori and Reddi, 1991). Thus, the insertion of
two polar substituents on two adjacent rings of the macrocycle and the consequent
presence of a hydrophobic matrix on the opposite side of the molecule (two unsubstituted
rings) makes the photosensitizer an amphiphilic species; in this way, the porphyrin
achieves a sufficient water-solubility, to allow its systemic injection in vivo, while it
retains a high tendency to cross the lipid barrier of the cytoplasmic membrane of tumour
cells and localize at endocellular sites (Jori, 1996).

The reduction of one or both of cross-conjugated double bonds of porphyrin
molecules gives chlorins and bacteriochlorins. The reduction maintains aromaticity but
the change in symmetry results in bathochromic shift of Q bands increase of extinction
coefficients (Fig. 4.15. Structures and absorption spectra of porphyrin, chlorin and
bacteriochlorin).

Of particular importance id the presence of ions which can coordinate one or two
axial ligands that are perpendicular to the ring plane. These ligands can decrease the
tendency of a photosensitizer to undergo aggregation as a result of steric hindrance.

The nature of the substituents which are present in the 1-8 peripheral positions of
porphyrins can affect the relative intensities of the Q bands. In particular, the intensity of
the band above 600 nm, which is most interesting from the point of view of PTT,
undergoes a modest increase in the presence of electron donors. The polarity and

bulkiness of the substituents can affect both the tendency of photosensitizers to aggregate



and their water/lipo-solubility. In general, the hydrophilicity of macrocyclic compounds
can be increased by addition of sulfonated, hydroxyl and alkoxy functional groups.

Detailed investigation of the relationship between the chemical structure and the
tumour localizing activity of photosensitizers showed that optimal tumour-localizing
properties is imparted to be porphyrin-type macrocycle by the presence of two
substituents in adjacent rings, yielding an amphiphilic molecule which retains a
hydrophobic matrix to facilitate the interaction with cells (Jori, 1992). Chemically pure
unsubstituted compounds can be injected in vivo by incorporating the photosensitizer into
suitable carriers, such as liposomes, oil emulsions or cyclodextrin inclusion complexes
(Garbo and Morgan, 1988).

Spectroscopic properties. The large extinction coefficients in the red spectral
range, which are typical of most second generation photosensitizers allow to use for the
injection of significantly lower doses of sensitizers.

We have investigated spectral properties of second generation photosensitizers
chlorin eg (Cleg) and aluminium phthalocyanine tetrasulphonate (AIPcS,) (Rotomskis et
al., 1995 b). Spectral characteristics, presented in the table 4.9, show that Cleg and AIPcS,
have redshifted and more intensive Q bands in comparison with HpD.

HpD has the lowest value of extinction coefficient (&) therefore the highest doses
(5-30 mg/kg) of this photosensitizer are needed for PTT. The extinction coefficient of
AIFcS, is large and this allows receiving the same efficacy of PTT with the injection of
significantly lower doses (about 1 mg/kg).

Excited state properties. Photosensitized effects cann occur by two competing
mechanisms. In type | processes an electron or hydrogen transfer reaction between the
triplet photosenstizer and a substrate molecule takes place, whereas in type Il processes
ground state oxygen is promoted to the highly reactive singlet state via energy transfer
from the triplet photosensitizer. In order to design an effective photosensitizer and to
evaluate its efficiency in PTT, it is necessary to assess the influence of the molecular
structure and environmental factors (e.g. medium, pH) on the physico-chemical properties
of the triplet state, including the life-time and quantum yield of its photogeneration,
which determine the reactivity of triplet photosensitizer, the redox potential and the
energy level which determines the efficiency of ‘O, formation (Jori and Reddi, 1991).

The quantum yields for triplet state and O, generation by some of potential

second generation photosensitizers are presented in table 4.10 (Jori, 1992). The presence



of axial ligands to the centrally coordinated metal ion is often advantageous, since it
generates some degree of steric hindrance to intermolecular aggregation without
hopefully impairing the photophysical properties of photosensitizer. Insertion of Zn(ll) ir
Si(1V) ions, both of which have coordination number six, guarantees a satifactory yield of
0, generation. However, the photosensitizing activity of photosensitizer is quenched by
the presence of Cu(ll) ions. This is true of all transition metal ions with a d-electron
configuration which have unpaired electrons (Gouterman, 1978).

The nature of axial ligands can also be used to modulate the degree of
hydrphilicity or lipophilicity of the photosensitizer, and hence to control its
biodistribution between the various compartments of cells and tissues.

Meso-tetraphenylporphines (Fig. 4.16) are widely used as photosensitizers. In in
vivo biological assay, 5,10,15,20-tetrakis(m-hydroxyphenyl) porphine was found to be
25-30 times as potent as HpD (Berenbaum et al., 1986).

The major problem with these sensitizers is low solubility. Introduction of
sulfonato- groups increases solubility and meso-tetra(4-sulfonatophenyl)porphine
(TPPS,) is well water-soluble compund.

It is known from experimental investigations that medium in cancerous tissues is
often more acid than in normal tissues. A hydrophilic molecule with negatively charged
substitutes, TPPS, accumulates in cells being mainly localized in lysosomes (Berg et al.,
1990) where medium is also acid. An electronic interaction between the phenyl
substitutes and a tetrapyrrolic ring of TPPS, could enable the formation of stable
dicationic species of TPPS, (TPPSH,?") (Fig.4.17. Dicationic form of TPPS,
(TPPS,H,*")) at the values of pH, which are similar to those characteristic for the
lysosomes. Spectral properties of this dicationic species could be rather different in
comparison with those of a TPPS, form existing in neutral medium. Spectroscopic studies
on the spectral properties of TPPS, depending on the acidity of aqueous medium were
performed (Bagdonas and Rotomskis, 1998). The results revealed that in acid aqueous
solutions under pH values close to those detected in lysosomes of living cells the
dominant TPPS, form is a dication TPPS,;H,**, which has a higher extinction coefficient
in the red spectral region at around 650 nm, where biological tissues are relatively more
transparent. Therefore, it may be an important agent influencing the photosensitizing
efficiency of TPPS, during PTT.



Chlorins. Reduction of one or both of cross-conjugated double bonds of
porphyrins gives chlorins and bacteriochlorins (Fig.4.15. Structures of the porphyrin,
chlorin and bacteriochlorin. Increasing reductions result in an increasing bathochromic
shift of the last absorption band). The long-wavelength absorptions of these pigments
naturally led to explorations of their use as photosensitizers in PTT. One of them is
Chorin eg and monoaspartylchlorin eg (Fig.4.21) are most widely investigated chlorins for
use in PTT (Kostenich et al., 1994; Spikes and Bommer, 1993).).

meta—Tetrahydroxyphenyl chlorin (m-THPC) (Fig. 4.22), under tradename
Foscan™ is being marketed by Scotia Pharmaceuticals as a photosensitizer for PTT. The
in vivo phototoxicity of m-THPC is believed to proceed by the type Il mechanism and is
superior to hematoporphyrin derivatives in many respects: it is a single component of
high purity, has good absorption in the red spectral region (absorption coefficient in the
red at 652 nm is one order of magnitude larger than that of HpD), has a high phototoxicity
and a large fluorescence quantum vyield and induces a somewhat shorter cutaneous
photosensitivity (Wagnieres et al., 1998).

Foscan could be one of the most phototoxic of all second-generation
photosensitizers currently being investigated. It requires very low doses (as little as 0.1
mg/kg) as well as an unusually low light doses (as low as 10 J/cm?), making it about 100-
fold more active than Photofrin (Sharman et al., 1999).

Benzoporphyrin derivative (Verteporfin, QLT Phototherapeutics Inc.) (Fig.4.23)
is an example of the class of sensitizers which show poor water solubility, but can be
formulated successfully, either in liposomes of emulsions. Verteporfin id in Phase Il
clinical trials for cutaneous non-melanoma skin cancer and Phase I/l trials against other
non-melanoma skin cancers ((Sharman et al., 1999).

Texaphyrins. The main advantage of using texaphyrins as PTT agents is their
strong absorbance at a much longer wavelength (732 nm) so that treatment can be carried
out effectively on a larger tumour or at a greater depth. The lutetium texaphyrin
(Fig.4.25), the trade name Lutrin™, is undergoing Phase Il clinical trials as possible
photosensitizer fot breast cancer PTT.

Phthalocyanines. Phthalocyanines are tetrapyrrolic macrocycles that, unlike the
porphyrins, have nitrogen atoms linking the individual pyrrole units instead of methene
bridges (Fig.4.14). The peryphery of the macrocycle is extended by benzene rings, which
strengthens the absorption at longer wavelengths compared to porphyrins.

Phthalocyanines commonly incorporate a diamagnemtic metal ion, usually zinc or



aluminium, to enhance triplet photosensitizer yields and lifetimes in order to increase
photodynamic activity (van Lier and Spikes, 1989). The addition of the sulphonate groups
to the periphery of the phthalocyanine greatly increases the solubility of these
compounds.

Naphthalocyanines (Fig.4.14) have red shifted absorption spectra compared with
phthalocyanines. Addition of a second benzene ring to the peryphery of phthalocyanine
produces compounds that absorb at a higher wavelength (770 nm versus 680 nm), thus
increasing the therapeutic depth that can be achieved and rendering the potential
photosensitizers for highly pigmented tumours such as melanomas.

Another very interesting potential photosensitizer for PTT is silicon
naphthalocyanine (Fig.4.30).The compound has a very strong Q band at 776 nm. In
benzene the extinction coefficient equals 650,000 ) (Kreimer—Birnbaum, 1989) giving
this type of molecule a great potential for excitation with light in the therapeutic region.
Because the absorption of light by Si naphthalocyanine is largely confined to the far end
of the visible range, solar photosensitivity should be less than that observed with other
photosenitizers.
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