5. FOTOSENSIBILIZUOTI PROCESAI NAVIKU TERAPIJOJE

Gyvuose organizmuose vyksta jvairios fotocheminés reakcijos, svarbios ar net
esminés jiems iSgyventi. Tokios reakcijos prasideda tuomet, kai specifiniai biologiniai
pigmentai — fotosensibilizatoriai — sugeria Sviesos fotonus.

Kaip jau minéta 3—iame skyriuje, fotosensibilizacinio poveikio tyrinéjimo istorija
prasideda nuo O.Rabo, profesoriaus H.Tapainerio studento Miuncheno farmakologijos
institute, eksperimenty. Jis pastebéjo, kad paramecijos lastelés, nuspalvintos akridinu, eozinu
ar kitais pigmentais, apSviestos ziiva. Tapaineris tg reisSkinj pavadino fotodinaminiu poveikiu,
tokiu pavadinimu siekdamas atskirti jj nuo fotosensibilizacijos reiskinio fotografijoje. Véliau
buvo nustatyta, kad fotodinaminiam poveikiui sukelti paramecijos ar eritrocity lgstelése
reikalingas deguonis (Tappainer ir Jodlbauer, 1904). Kity mokslininky eksperimentai taip pat
parodé, kad pigmentai greitina biologiniy substraty oksidacijg deguonimi. Buvo prieita
1Svados, kad tiek organiniy junginiy destrukcija, tiek gyvy lasteliy fotopazaidas sglygoja
deguonimi fotosensibilizuota oksidacija.

Pagal Siuolaikinés FNT protokola pacientui suleidziamas fotosensibilizatoriaus
tirpalas ir po atitinkamo laiko tarpo, kai pakankamai sensibilizatoriaus susikaupia
navikiniame audinyje, jis Svitinamas reikiamo bangos ilgio Sviesa. Sugéres Sviesos fotonus
sensibilizatorius suzadinamas ] aukStesn¢ energing biisena, i$ kurios prasideda seka virsmy,
kuriy metu susidaro toksiskos dalelés, dazniausiai aktyvios deguonies formos, sukelianc¢ios
biologines pazaidas, dél kuriy lgstelés ztiva. Visg FNT procesg apimantis mechanizmas gali
biti padalytas j dvi pakopas. Pirmoje pakopoje vyksta toksisky daleliy generavimas ir jo
efektyvumg lemia sensibilizatoriaus fotofizikinés ir fotocheminés savybés. Antroji pakopa —
tai toksisky daleliy poveikis lasteléms.

Apibendrinta fotosensibilizacijos schema pateikta 5.1 paveiksle. Sugérusi Sviesos
fotong sensibilizatoriaus molekulé 1§ pagrindinés busenos suzadinama j trumpai gyvuojancig
suzadintg singuletine biiseng. Si biisena gyvuoja tik kelias nanosekundes, tad laikoma, kad
per toki trumpa laika fotodinaminis poveikis nejmanomas. Suzadintos singuletinés biisenos
energija iSsisklaido arba iSspinduliuojant (fluorescencija), arba nespinduliniu budu (vidiné
konversija). Vidinés konversijos budu suzadinimo energija virsta Siluma, atiduodama

tirpiklio molekuléms. FNT poziiiriu svarbiausias suzadintos singuletinés biisenos energijos
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5.1 pav. Apibendrinta fotosensibilizacijos schema

praradimo kelias yra nespinduliné interkombinaciné konversija ] gana ilgai gyvuojancig
tripleting biiseng, atsakingg uz citotoksiSky daleliy generavima: kuo didesnis
sensibilizatoriaus suzadinimo | tripleta kvantinis naSumas ir kuo ilgesné tripletinés biisenos
gyvavimo trukmé, tuo stipresnis sensibilizatoriaus citotoksinis poveikis (Takemura ir kt.,
1989). FNT tinkamy fotosensibilizatoriy triplety kvantiniai naSumai (¢r) biina nuo 0,2 iki 0,7
(Moan ir kt., 1998), o tripletinés busenos gyvavimo trukmés (tr1) ilgesnés nei 500
nanosekundziy (Ochsner, 1997).



Suzadintos tripletinés biisenos energija gali biiti iSspinduliuojama griztant molekulei |
singuleting biiseng — procesas vadinamas fosforescencija. Taciau FNT svarbiausios yra i$
tripletinés buisenos prasidedancios fotochemines reakcijos pasibaigiancios navikiniy lasteliy
zutimi.

Nuomon¢, kad gyvose Iastelése ir organiniy medziagy tirpaluose pirminis
fotosensibilizuotas poveikis yra vienodas, jau pirmojoje XX a. pus€je padé€jo susiformuoti
kelioms Sio reiSkinio molekuliniy mechanizmy hipotezéms. Ryskiausios i$ jy buvo trys:
“pirminio fotodehidrinimo”, “mol—oksido” (suzadintos fotosensibilizatoriaus molekulés ir
deguonies komplekso) ir “aktyvaus deguonies”. Teorijos, tvirtinancios, kad tik vienas i§ ty
mechanizmy apibidina fotosensibilizuota poveikj, nepasiteisino. 1948 metais G.0O.Senkas
(Schenck) su bendradarbiais pasiiilé visas fotochemines reakcijas suskirstyti j du tipus pagal
pirminiy procesy pobidj (Schenk, 1948). I tipui priskirtos reakcijos, kuriy pradiné stadija —
oksiduoty substraty dehidrinimas, II tipui — deguonies fotopernesimo reakcijos, kuriy pradiné
stadija — mol—oksido, t. y. komplekso tarp suzadinto fotosensibilizatoriaus molekulés ir
deguonies, susidarymas.

Véliau, 1968 metais, tokia reakcijy klasifikacija patobulino K. S. Futas (Foote). Jis I
tipo reakcijoms priskyré visas reakcijas, kuriy metu susidaro laisvi fotosensibilizatoriy
radikalai, II tipo reakcijoms — vyksmus, kuriy metu suzadintos fotosensibilizatoriaus
molekulés saveikauja su deguonimi (Foote, 1968). Siuo metu fotosensibilizuotoms

reakcijoms apibiidinti naudojama Futo klasifikacija (3.5 pav.).

5.1. Singuletinis deguonis: generavimas ir savybés

I ir II tipo reakcijose singuletinio deguonies jnasas skirtingas. I tipo reakcijose 0,
susidaro nedideli kiekiai ir tik antriniuose procesuose. II tipo reakcijy efektyvuma, priesingai,
nulemia 'O, aktyvumas, taigi singuletinis deguonis yra tarsi fotosensibilizuoty reakcijy
mechanizmo indikatorius. Realaus 'O, jnaSo j fotodestrukcinius procesus jvertinimas —
vienas svarbiausiy uzdaviniy tyrin¢jant fotosensibilizuoty reakcijy mechanizmus, todél verta
issamiau aptarti singuletinio deguonies savybes.

Molekulinio deguonies elektroniné struktiira. Molekulinis deguonis turi unikalig
elektroning struktirg, suteikiancig jam ypatingas fizikines ir chemines savybes, kurios ir

nulemia nepaprastg deguonies svarbg chemijoje ir biologijoje. Pirmasis, remdamasis



molekuliniy orbitaliy teorija, deguonies molekulés elektroning struktiirg 1928 m. uzrasé

Malikenas:
KK(20,)?(20,)%(30,)*(1r,)* (17 ,)?.

Tvirtg rysj tarp dviejy deguonies molekuliy palaiko 3og ir 1my riSancios orbitalés, taciau jy

poveikj silpnina Ing ardancios orbitalés. Deguoniui truksta dviejy p elektrony lnu+ ir lmy
orbitaléms uZpildyti, todel virSutinio sluoksnio du p elektronai 1mg orbitalése turi

maksimalius sukinius. Taigi deguonies molekulés turi du nesuporuotus elektronus ir
pagrindiné jy biisena yra tripletiné. p Elektronai orbitalése gali iSsidéstyti trimis budais,

kuriuos atitinka nulinis orbitinis momentas ir trys galimos sukiniy projekcijos, lygios +1, 0 ir
-1. Tokia tripletin¢ biisena Zymima 329+.
. . . . .. . 1o +..1 - 1o+
Deguonies molekulé turi dar du singuletinius lygmenis — “Xq " Ir “Ag. Busenai "Xg

atitinka du suporuoti mg orbitalés elektronai ir nulinis orbitinis momentas. 1Ag biisena yra
mazesnés energijos, o orbitinis momentas yra lygus +2. Si bisena yra dviejy izoenerginiy
elektrony pasiskirstymo buiseny suma. Kiekvieng jy atitinka po vieng g orbitalés p elektrong
su priesingais sukiniais.

Singuletiniy buiseny egzistavimas buvo jrodytas matuojant molekulinio deguonies
sugerties ir liuminescencijos spektrus.

Sugerties spektry juostos. Deguonies sugerties spektry tyrimo pradzia galima laikyti
V.H. Volastono (Wollaston) (1801 m.) ir L. Fraunhoferio (Fraunhofer) (1814 m.) darbus. Jie
Saulés spinduliavimo spektre pastebéjo keleta tamsiy linijy, kurios véliau buvo pavadintos
Fraunhoferio linijjomis. Viena jy buvo ties 760 nm. 1858 m. G.R.Kirchofas (Kirchhoff)
nustaté, kad Fraunhoferio linijos — tai Zemés atmosferos dujy sugerta saulés §viesa, o juosta
ties 760 nm priklauso deguonies sugerciai.

1928 m. Malikenas nustaté, kad sugerties juosta ties 760 nm yra salygota molekulinio
deguonies singuletinés lZg+ busenos uzpilda (Mulliken, 1928). Jis teoriSkai numaté dar
vieng deguonies sugerties juostg ties #1500 nm, atitinkancig Suolj i§ pagrindinés | singletine

1Ag biiseng. Véliau §i juosta buvo eksperimentiSkai uZregistruota, tik ji pasirodé esanti ties

kiek trumpesnémis bangomis — 1270 nm. 5.1 lenteléje pateiktos deguonies sugerties ir



liuminescencijos juosty maksimumy vertés, atitinkanc¢ios jvairius elektroninius—virpesinius
Suolius. Sugerties ir liuminescencijos juostos 380-710 nm srityje priklauso deguonies

dimerams (O,),.

5.1 lentelé. Molekulinio deguonies sugerties ir liuminescencijos juosty maksimumai
ir juos atitinkantys elektroniniai—virpesiniai suoliai

Sugerties juostos Elektroninis—virpesinis Liumines- Elektroninis—virpesinis
maksimumas, nm | Suolis cencijos Suolis
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Liuminescencija dezaktyvuojant Zg+ biisena. Monomerinio  deguonies

liuminescencijg dezaktyvuojant lZg+ buseng 1947 m. pirmasis steb¢jo J.Kaplanas (Kaplan,

1947). Jis uzregistravo liuminescencijos maksimumus ties 759.4 ir 865 nm. Svytéjimas buvo
stebimas elektros iSlydZio azoto ir deguonies dujy misinyje metu.

1961 m. L.LF.Noksonas (Noxon) uzregistravo dar vieng juosta, atsirandancig iSlydzio
metu ties 1908 nm (Noxon, 1961).

P-T. Cou (Chou) ir H. Frai (Frei) 1985 m. uZregistravo tas palias deguonies
liuminescencijos juostas prisotintuose oru tirpaluose (Chou ir Frei, 1985). Pagrindinis
liuminescencijos juostos maksimumas buvo ties 1926 nm. Liuminescencija buvo stebima oro

prisotintame anglies tetrachloride, naudojant fotosensibilizatorius (benzofenona ar 3,4—



benzpireng), kuriy tripletinis lygmuo yra aukStesnis uz deguonies singuletinius lygmenis. 5.2

pav. pateikta deguonies molekulés energijos lygmeny diagrama ir atitinkami Suoliai tarp jy.

Liuminescencija dezaktyvuojant lAg biiseng. Tokia liuminescencija pirmg kartg
buvo pastebéta 1958 m. Liuminescencijos maksimumas buvo ties 1580 nm. 1961 m.
Noksonas (Noxon, 1961) uzregistravo liuminescencijos juostg ties 1270 nm.

A.A Krasnovskis 1976 m. tyrinéjo fotosensibilizuota singuletinio deguonies
generavimg oro prisotintuose tirpaluose. Tai buvo vandenilio neturintys tirpikliai — freonas,

CCl,, CS,. Veliau singuletinio deguonies generavimas buvo uZregistruotas kituose

organiniuose tirpikliuose, polimeruose, vandenyje ir biologinése sistemose.

Pagrindinis lAg blisenos deguonies liuminescencijos maksimumas yra ties 127343
nm, juostos pusplotis — 16-17 nm. Kitas maksimumas uzregistruotas ties 1590 nm, jo
intensyvumas apie 50 karty silpnesnis. Liuminescencija 1350-1450 nm srityje yra dar
silpnesné ir Siy juosty padétys priklauso nuo tirpiklio. Singuletinio deguonies liuminescencija
galima pavaizduoti tokia reakcija:

'0,:-S—>0,+S +hv,

kur S" — suzadinta tirpiklio molekule.

1zg+
0) 0)
1910 nm
14 +
(0) Ag v
762 nm | 864 nm
1590 nm 1270 nm
(m=—=—*- -
(0) Y - : Y (0)
0, 2,

5.3 pav. Molekulinio deguonies elektroniniy—virpesiniy lygmeny diagrama. Skaiciai
skliausteliuose reiskia virpesinio polygmenio numerj



Dimery (102)2 liuminescencija. Tyrinéjant chemiliuminescencija pastebéta
deguonies dimery (dimoliy) (O,), liuminescencija. 1927 m. L. Maletas (Mullet) uzregistravo
intensyvig liuminescencijg infraraudonojoje spektro srityje reakcijos tarp H,O, ir NaClO

metu. 1942 m. buvo nustatyta, kad pagrindinis chemiliuminescencijos maksimumas yra ties
632 nm ir priklauso deguonies dimery liuminescencijai (Groh ir Kirrmann, 1942). Véliau
daugelis mokslininky patvirtino tokig chemiliuminescencijos prigimtji. Deguonies dimery
liuminescencija buvo stebima tik dujin¢je fazéje (reakcijos metu iSsiskirian¢iuose deguonies
burbuliukuose). 1974 m. deguonies dimery liuminescencija buvo uzregistruota skystame
deguonyje (Huestis ir kt., 1974).

A.A Krasnovskis savo eksperimentuose uZzregistravo fotosensibilizuota deguonies
dimery liuminescencija oro prisotintuose fotosensibilizatoriy tirpaluose. Tokius
eksperimentus buvo atlike ir kiti mokslininikai, taciau jie mané, kad tai fotosensibilizatoriy
chemiliuminescencija. Krasnovskis nustate, jog tai deguonies dimery liuminescencija, kurios
intensyvumas, skirtingai nuo kity fotosensibilizuoty deguonies liuminescencijos vyksmuy,
proporcingas zZadinancios §viesos intensyvumo kvadratui (Krasnovsky ir Neverov, 1990).

Deguonies dimery liuminescencijos spektras labai priklauso nuo iSoriniy salygy ir
tirpikliy. Fotosensibilizatoriy, kuriy fluorescencijos maksimumai yra iki 630 nm, tirpaluose
deguonies dimery liuminescencija buvo matoma ties 635, 703 ir 780 nm. Jeigu
fotosensibilizatoriy fluorescencijos juostos yra 640—690 nm srityje, tai pagrindiné deguonies
dimery liuminescencijos juosta yra ties 703 nm. Fotosensibilizatoriy, kuriy fluorescencija yra
pastumta | infraraudonaja spektro pus¢ (A>703 nm), tirpaluose deguonies dimery spektras
sutampa su fotosensibilizatoriy fluorescencijos spektru, t. y. energija nuo deguonies dimery
perneSama ] fotosensibilizatoriaus singuletinj lygmen;.

Silpniausiai  deguonies  dimerai liuminescuoja tetrafenilporfino tirpaluose,
intensyviausiai — ftalocianiny ir naftalocianiny tirpaluose. Apibendrinus deguonies dimery

liuminescencijos eksperimentinius duomenis galima uzrasyti tokig iy vyksmy schema:

(*0,),---P > 0, + O, + P + hv(635nm);
('0,), P> 0, +0,+'P > P+ hvy,
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¢ia P ir 7P — fotosensibilizatoriaus pagrindinés ir suzadintos singuletinés biisenos molekulés,

atitinkamai; hvf] — fotosensibilizatoriaus fluorescencijos fotonas.

Spinduliné ir tikroji singuletinio deguonies gyvavimo trukmé. Spinduliné
singuletinio deguonies (lZg+) gyvavimo trukme tg lemia spindulinés dezaktyvacijos sparta.
Ivairiose aplinkose tg verté svyruoja tarp 0.5-12 s. Dujinéje faz¢je ir esant maziems slégiams
Tg sutampa su tikrgja gyvavimo trukme tt, kurig salygoja deguonies biisenos gesinimas
aplinkos (tirpiklio) molekulémis, o skystame deguonyje ir tirpaluose — tt<<ts. Tal aiskinama
tuo, kad kondensuotose sistemose singuletinj deguonj efektyviai gesina tirpiklio molekulés

(tt<130 ns). Tikrosios gyvavimo trukmés vertés jvairiuose tirpikliuose pateiktos 5.2 lenteléje.

5.2 lentelé.lZg+ biuisenos deguonies tikrosios gyvavimo
trukmés vertés skirtinguose tirpikliuose

Tirpiklis Tt, NS
CCl, 130
Chloroformas 0,9
n—pentanas 0,25
n—heptanas 0,25
Metanolis 0,017
Etanolis 0,030
D20 0,075
H20 0,0065

5.3 lenteléje pateiktos spindulinio gyvavimo trukmés vertés esant skirtingoms
salygoms. Spinduling gyvavimo trukme salygojantys vyksmai dar néra tiksliai nustatyti ir

Siuo metu tyrinéjami.
Deguonies 1Ag busenos spindulings ir tikrosios gyvavimo trukmés tA priklausomybé

nuo aplinkos yra analogiska 1Zg+ biisenai. Tirpaluose tikroji gyvavimo trukmes tA verté yra

keliasdeSimties milisekundziy eilés.
Kai kurie eksperimentiniai rezultatai rodo, kad deguonis nesudaro stabiliy dimery,
susidaro tik trumpiau nei 1 ps gyvuojantys smiginiai (02)2 kompleksai. Spinduliné tokiy

dimery gyvavimo trukmé¢ yra 0.3—1.5 s.



53 lentelé.129+ biisenos deguonies spindulinés gyvavimo trukmés ts (s) vertés

esant skirtingiems slégiams dujinéje fazéje ir skirtinguose tirpiklinose

A, Nm Slégis Slegis Skystas Tirpiklis Tirpiklis
0 atm 100 atm deguonis CZCISF: C/F, J**

1270 3845 8,5 1,7 5,0 53

762 12 2 6 6,0 0,53

* freonas 11
** perfluorizopropilo jodidas
Cheminés savybés. Dujin¢je fazéje ir tirpaluose egzistuoja kelios singuletinio

deguonies rusys: lAg ir 1Zg+ buseny ir dimerinés deguonies molekulés (lAglAg, 1Angg+,

1Zg+1Zg+). Tirpaluose deguonies molekulés taip pat yra solvatuotos, t. y. sudaro smiiginius

kompleksus su tirpiklio molekulémis. Taigi tirpiklio molekulés perturbuoja deguonies
elektroning strukturg ir keicia jvairiy elektroniniy—virpesiniy Suoliy tikimybes.

Siuo metu yra i¥nagrinétos tik 1Ag biisenos deguonies savybés. 1Zg+ biisenos
deguonies ir deguonies dimery (O,), cheminis aktyvumas dar néra pakankamai iSaiSkintas,

nes $iy biiseny gyvavimo trukme yra labai trumpa.

Elektroninés 1Ag biisenos deguonies struktiiros analizé rodo, kad singuletinis
deguonis turi du suporuotus isorinio sluoksnio elektronus skirtingose g orbitalése. Tuo

singuletinis deguonis panaSus j biradikalg. Jis dalyvauja reakcijose sudarydamas ciklinius
peroksidus. Singuletinio deguonies reakcijos skiriasi nuo radikaliniy, kuriy metu nuo
substraty yra atpléSiamas elektronas. Daugeliu atveju susidar¢ peroksidai yra nestabils.

Singuletinio  deguonies gesinimo mechanizmai. Singuletinio  deguonies
dalyvavimas fotodinaminiuose procesuose — tai 'O, saveika su Iasteliy komponentais. Tokia
sgveika baigiasi deguonies suzadinimo gesinimu.

Dazniausiai pasitaikantys singuletinio deguonies gesinimo biomolekulémis
mechanizmai:

1. kai gesiklio Q molekulés suzadinamos i tripleting busena:

'0, + Q—°0,+°Q—°0, + Q+dluma;

2. kai gesiklio Q molekulés suzadinamos j singuletine biisena:



'0, + Q—°0,+'Q—>°0, + Q +dluma;
3. kai susidaro kruvio pernasos kompleksas tarp 102 ir Q:
'0,+Q—> 0 - Q%" %0, + Q+dluma;

4. kai vyksta gesiklio Q molekulés oksidacija:

koks
'0,+Q »Q0, »Q

oks !

¢ia: QO, — susidargs pirminis peroksidas, Q. — stabilus oksidacijos produktas. Pradiné Sio
vyksmo stadija gali biiti 3 vyksmas. 1-3 vyksmai vadinami fizikiniu, o 4 — cheminiu
gesinimu. Manoma, kad fotosensibilizuotg gyvy lasteliy it sglygoja cheminis gesinimas.
Singuletinio deguonies gyvavimo trukmé jvairiose terpése. Pirmg karta deguonies
1Ag bisenos gyvavimo trukmé (t,) tirpaluose eksperimentiSkai buvo jvertinta panaudojant
inhibuojantj B—karotino poveikj (Foote ir kt., 1970). Véliau buvo surasta tinkamesniy
eksperimentiniy metody, i$ kuriy patikimiausi ir tiksliausi yra liuminescenciniai.

1Ag organiniuose tirpikliuose. Matuojant t, naudojami fotosensibilizatoriai, kurie

efektyviai uzpildo tripleting busena (°P) ir generuoja O, tik energijos pernasos is °P j O,
deka. Fotosensibilizuotos 1Ag biisenos deguonies liuminescencijos, zadinant lazeriniais

impulsais, kinetikos kreivé apraSoma tokia formule:

K, k[
L(t)=—2 ‘?L[P]Ol[OZ] exp(—rij—exp(—%ﬂ, (5.3)
[N

Cia kA — fotosensibilizatoriaus tripletinio lygmens gesinimo deguonimi spartos konstanta, ke
— singuletinio deguonies spindulinés dezaktyvacijos spartos konstanta, TA — lAg biisenos

gyvavimo trukme, tt — fotosensibilizatoriaus tripletinio lygmens gyvavimo trukme, [3P]0 -
fotosensibilizatoriaus tripletinés biisenos molekuliy koncentracija pasibaigus zadinimui, [O,]

— deguonies koncentracija tirpale. IS (5.3) formulés matyti, kad singuletinio deguonies
liuminescencijos kinetika susideda i§ dviejy komponenciy — augimo ir gesimo. Kinetiné

kreivé didziausig vertg pasiekia laiko momentu:



t =t (5.4)

Daugelio fotosensibilizatoriy tripletinio lygmens gyvavimo trukmé 1:t=10_7—10_6 S, 0

singuletinio deguonies gyvavimo trukmé tA=10-300 ps. Taigi singuletinio deguonies
liuminescencijos kinetika didziausig verte pasickia po tmax~l us. Kadangi ti<<ta, tai
pragjus 1 ps po zadinimo liuminescencijos gesimo kinetika yra vieneksponenté su laiko
pastovigja TA. Singuletinio deguonies gyvavimo trukmé tirpikliuose, kuriy molekulése néra
vandenilio atomy, yra 25-100 ms. Organiniuose tirpikliuose, kuriy molekulése yra
vandenilio atomy, 1Ag busenos gyvavimo laikas smarkiai sutrumpéja ir yra 10-250 ps.
Vandenilio atomus pakeitus deuteriu gyvavimo laikas pailgéja. 5.4 lenteléje pateiktos TA

vertés jvairiuose tirpikliuose.

5.4 lentelé.lAg biisenos deguonies gyvavimo
trukmé (t,) ivairiuose tirpikliuose

Tirpiklis T,, US
Chloroformas 250
n—Heptanas 28
n—-Dodekanas 25
Etilo eteris 35
Acetonas 51
Benzenas 31
Piridinas 16
1-dekanolas 18
Etanolis 15
Metanolis 10,5
Tritonas X-100 15
H,O 3,09-3,28
D,O 59-68




Tirpaluose, turinciuose daug gesikliy, 1Ag buisenos deguonies gyvavimo trukmé

R , (55)
(), "2tk

¢ia: (TA)0 — 102 gyvavimo trukmé tirpale be gesikliy, kg — 102 gesinimo spartos konstanta,
Cq - gesiklio koncentracija. Kadangi (tA)0=1/kqCtirp (Ctirp — tirpiklio molekuliy

koncentracija), tai (5.5) formule galima perrasyti taip:
1

¢ia Cq - tirpale esanCiy gesikliy, jskaitant ir tirpiklio molekules, koncentracijos. Formule

(5.6) tinka singuletinio deguonies gyvavimo trukmei gyvose lastelése ir audiniuose jvertinti.

Singuletinio deguonies generavimo kvantinis nasumas. Singuletinj deguonj 'O

gali generuoti ] singuleta (1P) arba ] tripleta (3P) suzadintos fotosensibilizatoriaus molekulés.
Pirmas vyksmas yra galimas tik nedaugeliui fotosensibilizatoriy, kuriy energinis tarpas tarp
singuletinés ir tripletinés buseny yra gana didelis, kitaip tariant, suzadinimo energijos
relaksacijos 1§ singuletinio | tripletinj lygmenj spartos konstanta ir relaksacija j pagrinding
buseng yra mazos. Tai salygoja gana ilgg singuletinés biisenos gyvavimo trukme, drauge
uztikrina singuletinio deguonies generavimg per sensibilizatoriaus singuletinj lygmen;.

Antrasis vyksmas gerokai efektyvesnis ir galimas daugeliui fotosensibilizatoriy.

Jeigu 3P busenos energija yra didesné¢ uz deguonies 1Zg+ blisenos energija, tai
efektyviai uzpildoma biitent $i deguonies biisena, taciau jos gyvavimo trukmé yra labai
trumpa (vyksta gesinimas tirpiklio molekulémis) ir dél to uzpildoma kur kas ilgiau

gyvuojanti lAg busena. Jeigu 3P blisenos energija yra mazesné, tai generuojamas tik 1Ag

biisenos deguonis. Tokiu btdu 3P biisenos fotosensibilizatoriaus molekulés generuoja 1Ag
bisenos deguonj nepriklausomai nuo P energijos. Tokio vyksmo kvantinis nasumas

kA [Oz]Tt

=@, ——alZ2lfe 5.7
A "1+ Kk,[0,]r, S



1

¢ia: ®t — kvantinis 3P biisenos generavimo nasumas, kA — energijos pernesimo tarp 3P ir 02

spartos konstanta, kg — 3P bisenos gesinimo deguonimi spartos konstanta, tt — 3P biisenos
gyvavimo trukmé nesant deguonies.

Praktiskai absoliu¢ios ®A vertés nustatomos matuojant 0, akceptoriy
fotosensibilizuotos oksidacijos kvantinj nasuma, kai sgveika tarp jy yra tik cheminé.
PaprasCiausias ®A nustatymo bidas yra matuoti santykines singuletinio deguonies
generavimo  kvantinio naSumo vertes registruojant fotosensibilizuota deguonies
liuminescencija. Absoliutinés ®A vertés apskaic¢iuojamos lyginamuoju biidu, t. y. lyginant su
medziaga, kurios ®A verté zinoma. Dazniausiai standartais naudojamos medziagos yra

tetrafenilporfinas arba tetrasulfonatofenilporfinas, kuriy ® A siekia 70%.

5.2. | tipo fotosensibilizuotos reakcijos

Sio tipo reakcijy metu suzadintas fotosensibilizatorius nuo substrato molekulés
atplésia elektrong arba vandenilio atomg. Deguonis oksiduoja fotoredukuota sensibilizatoriy
ir grazina jj ] prading oksiduotg forma.

Pirminius reakcijy mechanizmus galima pavaizduoti tokia schema:

+hv

PP
‘P+RH—>P +R">PH+R
‘P~ (PH)+0, - P+0, (HO,)
R +0, - RO,.
Cia: P ir *P — pagrindiné ir suzadinta fotosensibilizatoriaus molekulés biisenos; P~ ir PH —

laisvieji fotosensibilizatoriaus radikalai, susidarantys redukuojantis P; RH — oksiduojamo
substrato molekulé; R, R ir RO, - laisvieji radikalai, susidarantys oksiduojantis substratui.
| tipo reakcijose formuojasi superoksianijono radikalas (‘O,), riigstinése terpése sudarantis

peroksiradikala HO',. Tokie radikalai efektyviai oksiduoja biosubstratus ir dismutacijos

reakcijoje sudaro vandenilio peroksida:

HO, + HO, - H,0, +0O,.



Reakcijos metu gali biiti generuojamos suzadintos singuletinés blisenos deguonies molekulés
(Khan, 1981). Reaguojant superoksianijono ir peroksi— radikalams su vandenilio peroksidu
((Haberio —Vaiso (Haber-Weiss) ciklas)) susidaro dar stipresnis oksidatorius — hidroksilo
radikalas. Reakcijg katalizuoja gelezies (III) jonai (Haber, Weiss, 1934):

0O, +H,0, >0, +0H" +HO".

Fotodehidrinti pirminio substrato radikalai R'gali oksiduoti kitus substratus. Jie

lengvai prisijungia deguonj, sudarydami gerokai aktyvesnius peroksidinius radikalus RO2,
salygojancius tamsing angliavandeniliy, alkoholiy, eteriy, organiniy rtigsciy ir lipidy (RH)
oksidacija (Howard ir Ingold, 1968; Russell, 1957; Vladimirov ir kt., 1980):

RO, + RH - ROOH +R’
ROOH — RO +HO
RO, + R —> ROOR
ROOR —» RO + RO’

RO + RH - ROH + R’
HO +RH - H,O+R
R +0, - RO,.

Siy reakcijy metu susidaro organiniy junginiy peroksidai (ROOH, ROOR). Peroksidai

Haberio—Vaiso ciklo metu suskyla j RO ir HO  radikalus, oksidacijos grandiné issidakoja ir
oksidaciniai procesai sustipréja. IS peroksidiniy radikaly susidaro nestabilus daugianaris
ciklinis peroksidas, kuris suskyla ] molekulinj deguonj ir dvi organines molekules, i§ kuriy
viena turi keto—, o kita hidroksiling grupe:

RO, + RO, > ROH +R-C=0+0,.

Sios reakcijos metu susidaro suzadintos karboksiliniy junginiy ir deguonies
molekulés (Howard ir Ingold, 1968; Russell, 1957). Karboksiliniai junginiai gali sugerti
Sviesos energija, taip inicijuodami naujus fotodinaminius reiSkinius. Gyvose lastelése
vyksmai yra dar sudétingesni, nes fermentai peroksidaz¢ ir katalazé skatina peroksidy skilimg
arba jy reakcijg su biosubstratais (Vladimirov ir kt., 1980).

Galimas ir kitas I tipo reakcijy mechanizmas, kai suzadintas fotosensibilizatoriaus

molekules oksiduoja elektrony akceptorius, pavydziui, chinonas. Tokios reakcijos schema:



+hv

P—>"P
‘P+Q—>P,+Q —> P, +QH"
'Poﬁs(P'ks) +RH - P+R"(R"),

0

Cia: 'P+0k3 ir P'oks — laisvieji radikalai, susidarantys atpléSus elektrong ar protong nuo
fotosensibilizatoriaus molekulés.

Siuo atveju pirminiai biosubstraty (RH) oksidatoriai yra fotosensibilizatoriaus
radikalai. Deguonis pirminiame fotocheminiame vyksme nedalyvauja, taciau jis gali smarkiai
sustiprinti ardantj poveikj tokiomis reakcijomis:

Q (QH)+0, > Q+Q;(HO,)
R +0, - RO,.
nes susidare radikalai jsijungia j oksidacinius procesus.

Nagrin¢jant I tipo reakcijy mechanizmus biitina aptarti sensibilizatoriaus suzadintas
busenas. 1943—44 m. Tereninas (Terenin, 1943) bei Luisas (Lewis) ir Kasa (Kasha) (Lewis ir
Kasha, 1944) nustaté, kad I tipo reakcijose dalyvauja dviejy galimy suzadinty biiseny

(singuletines 1P ir tripletinés 3P) fotosensibilizatorius. Trijy lygmeny Jablonskio diagramoje

1P ir tripletinio 3P lygmeny suzadinimo

(5.2 pav.) pateiktos konstantos nurodo singuletinio
deaktyvacijos fluorescencijos (kf), nespindulinés deaktyvacijos (kds, kdt), fosforescencijos
(kfosf) ir interkombinacinés konversijos keliu (ks) tikimybes. Sandauga kf[RH] apibudina

suzadintos molekulés deaktyvacijos fotocheminiuose vyksmuose tikimybg. Naudojantis

schema (5.2 pav.) galima uzraSyti fotocheminiy vyksmy kvantiniy naSumy (®y) iSraiskas.

Jeigu procesas vyksta per 1P biisena, tai:

" OKS[RH]+k, + kS +k,

(5.9)

Jei procesas vyksta per 3P biisena, tai:

t CDS(k:[RH]
' kHRH]+k;+km'

(5.10)

¢ia gt — kvantinis tripletinés biisenos susidarymo nasumas.
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5.2 pav. Fotosensibilizatoriaus elektroniniy lygmenuy ir Suoliy tarp juy Jablonskio
diagrama bei suzadintyju biiseny dezaktyvacijos vyksmuy konstanty Zyméjimai

Efektyviy fotosensibilizatoriy singuletinés biisenos gyvavimo laikas [ts=1/ (Kf+
kds+k5t)] yra mazdaug 10°-10° sckundés, o tripletinés bisenos gyvavimo laikas

[2=1/(kd+krost)] — apie 10°-1072 sekundés.

5.3. 11 tipo fotosensibilizuotos reakcijos

Pirmasis $io tipo reakcijas 1867 m. apibiidino M. Frics¢ (Frizsche), o véliau jas
i§samiai nagringjo C. Diufresas (Duffraisse) (Dufraisse ir Ecary, 1946) ir G. Senkas (Schenk,
1948). II tipo reakcijoms buvo priskiriama pirmin¢ sgveika tarp suzadintos
fotosensibilizatoriaus molekulés ir deguonies — vadinamojo “mol—oksido” (nestabilaus

komplekso tarp P ir O2) susidarymas. Biosubstrato oksidacija vyksta jam reaguojant su mol-

oksidu, Sios reakcijos metu regeneruojama fotosensibilizatoriaus molekulé, o deguonis
oksiduoja biosubstrata.

1931 m. H. Kautskis (Kautsky) eksperimentais parodé¢, kad fotodinaminése reakcijose
dalyvauja ne mol—oksidas, o suzadintos singuletinés btisenos deguonies molekulé (Kautsky,
1931; Kautsky, 1939). Jo eksperimentai rémési R.S. Malikeno (Mulliken) teoriniu darbu,
kuriame nustatyta, kad suzadinta deguonies molekulé gali biiti dviejy singuletiniy biseny

(Mulliken, 1928), zymimy 15g" ir 1ag.



1943 m. Tereninas parodé, kad galimi du singuletinio deguonies generavimo budai
(Terenin, 1943):

'P+0,-°P+'0,
P+ 0, > P+'0,.

Pagal pirmgjj mechanizmg singuletinj deguonj generuoti gali tik tie
fotosensibilizatoriai, kuriy energijos tarpas tarp singuletinio ir tripletinio lygmeny yra
didesnis uz kurio nors deguonies singuletinio lygmens energija. Antrasis mechanizmas
budingas daugeliui fotosensibilizatoriy, kuriy tripletinis lygmuo yra auks¢iau uz kurj nors
deguonies singuletinj lygmen;.

Siuolaikinis II tipo reakcijy tyrimo etapas prasidéjo 1964 metais. Daugiausia Sioje
srityje nuveike K. Futas, jam priklauso ir iSvada, kad mol—oksidas i$ tikryjy yra singuletine
deguonies biisena 1Ag (Foote ir Wexler, 1964; Foote ir kt., 1970).

Saveikaudamas su substratu singuletinis deguonis (*O,) sudaro nestabilius ciklinius

peroksidus, kurie véliau terminiy ar fermentiniy reakcijy metu suyra. 0, nuo oksiduojamy

substraty gali atplésti elektrong ir sudaryti superoksidinius radikalus ‘O, . Taip susidarantys
laisvieji radikalai irgi dalyvauja fotocheminése reakcijose. Siuo atzvilgiu II tipo reakcijos
panasios ] I tipo reakcijas.

Galima ir reakcija, kurios metu reaguojant suzadinto fotosensibilizatoriaus molekulei

su deguonimi atpléSiamas elektronas ir susidaro ‘O, :

P"+0,> P,

+0,.

Toki vyksma 1935 m. postulavo J. Vaisas (Weiss) (Weiss, 1935). Siuolaikiniai

eksperimentai patvirtina tokj O, susidarymo mechanizma, tafiau §io vyksmo naSumas,
palyginti su singuletinio deguonies susidarymu, nedidelis.

II tipo reakcijoms kiekybiskai jvertinti tinka (5.1) ir (5.2) formulés, tik jose vietoj
kr[RH] reikia naudoti sandauga ko[O,] (Ko — suzadintos fotosensibilizatoriaus biisenos

gesinimo deguonimi grei¢io konstanta).



5.4. Singuletinio deguonies vaidmuo FNT

Daugelio autoriy tyrimy duomenys rodo, kad labiausiai tikétina, jog navikiniy audiniy
destrukcija vyksta generuojant singuletinj deguonj ir tik 5% fotosensibilizaciniy reakcijy
FNT metu vyksta generuojant kitas aktyvias deguonies formas (Weishaupf ir kt., 1976).
Taigi FNT metu sensibilizacinio vyksmo tarpininkas turéty biiti ] 1Ag bliseng suzadintas
deguonis. Tokios biisenos deguonis yra labai aktyvus ir gali oksiduoti jvairias gyvybiSkai
svarbias biomolekules — amino rigstis ir baltymus, nukleotidus ir nukleotigstis, lipidus,
karotinoidus, tokoferolius, chlorofilus, porfirinus ir Kitus junginius. Singuletinis deguonis
aktyviai reaguoja su biomolekuliy nesociosiomis jungtimis tarp anglies atomy ir pirminiai
tokiy oksidacijos reakcijy produktai dazniausiai btina hidroperoksidai (Singh, 1982). D¢l
singuletinio deguonies reakcijy su membrany lipidais ardomos 1gsteliy membranos, reakcijos
su baltymais sutrikdo gyvybiskai svarbiy baltymy funkcijas, o nukleortigic¢iy oksidacija
baigiasi negrjztamais DNR pakitimais. Tad biologinéje sistemoje susidariusio 'O, inicijuotos
fotocheminés reakcijos pradeda destruktyviy vyksmy seka, sukeliancig paZzaidas, kurios
baigiasi Igsteliy Zttimi.

Vertinant 'O, vaidmenj FNT svarbiausi yra pirminiai vyksmai po to, kai
sensibilizatorius sugeria Sviesos fotong. Kad singuletinis deguonis veikty kaip citototoksiné
medZiaga, turi jvykti du fundamentalis aktai:

— (a) suzadinta fotosensibilizatoriaus molekulé turi perduoti energija deguonies
molekulei;

— (b) suzadinta singuletinio deguonies molekulé turi reaguoti su substrato taikiniu ir
sukelti jame oksidacijos reakcijas.

Kai tinkamo bangos ilgio fotonai pasiekia lasteléje lokalizuota fotosensibilizatoriy ir
suzadina jj j aukStesnj energinj lygmenj, tolesné energijos pernasa (a) ir oksidavimo procesas
(b) priklauso nuo reaguojancios poros difuziniy susidiirimy. Suzadinimo energijos pernasa
tarp suzadinto sensibilizatoriaus ir O, vyksta per elektrony mainus, kuris galimas tik esant
maziems atstumams. Kad suzadinta deguonies molekulé galéty inicijuoti oksidacinj procesa
substrate, taip pat reikalingos tinkamos sglygos — reaguojancios dalelés turi susidurti
nespéjusios prarasti suzadinimo energijos kitais biidais. Taigi fotosensibilizuotos substrato
oksidacijos efektyvumas priklausys nuo O, ir substrato koncentracijos ir nuo

fotosensibilizatoriaus tripletinés biisenos bei singuletinio deguonies gyvavimo trukmeés.



Taciau apie tolesn¢ vyksmy seka po sensibilizatoriais inicijuoto aktyvaus deguonies
generavimo samprotauti sudétinga, nes, kaip matyti i§ pateikty duomeny, net paprasciausioje
aplinkoje deguonis gali sukelti labai jvairias oksidacijos reakcijas. Singuletinio deguonies
dalyvavimas oksidacijos procesuose, homogeniniuose tirpaluose jau patikimai fiksuojamas
(Krasnovsky, 1979). Apie singuletinio deguonies dalyvavima gyvuose objektuose
vykstaniame fotosensibilizaciniame FNT procese liudija tik gausiis netiesioginiai
eksperimentiniai rezultatai. Viena svarbiausiy problemy, apsunkinandiy 'O, fiksavima
biologinése sistemose, yra jau minéta labai trumpa jo gyvavimo trukmé. Vandenyje ji yra
apie 3us (Krasnovsky, 1981), o lasteliy kulttrose, dél didelio aktyvumo biologiniame
substrate — apie 200 ns (Baker ir Kanofsky, 1992). Deguonies prisotintose Iasteliy sistemose
0, generavimo greitis buvo 2x10° — 4x10° s* (Gorman ir Rodgers, 1992). Taigi net ir
tokiomis salygomis singuletinio deguonies gesimas vyksta 5-10 karty grei¢iau negu
susidarymas.

Trumpa 0, gyvavimo trukme¢ Igstelése taip pat lemia mazas difuzijos nuotolis, ne
didesnis nei 45 nm (Moan ir Boye, 1981). Tai paaiskina, kodél Escherichia coli Igstelés
iSor¢je hematoporfirino generuotas singuletinis deguonis nesukelia bakterijos DNR pazaidy
(Moan, 1990). Taigi, kadangi zmogaus lastelés skersmuo biina nuo 10 iki 100um, 0, pazeis
tik tas lastelés vietas, kuriose jis bus generuojamas. Tod¢l vertinant, ar sensibilizatorius bus
tinkamas vaistas FNT, labai svarbu zinoti jo mikrolokalizacijg Iasteléje.

Tiesiogiai pastebéti o, biologin¢je sistemoje galima tik registruojant jo
liuminescencijg ties mazdaug 1270 nm. Kol kas Sito dar nepavyko pasiekti. Tadiau jau
uzregistruota porfiriny generuoto singuletinio deguonies liuminescencija eritrocity Seséliuose
ir kitose membranose (Hall ir Girotti, 1987; Thomas ir kt., 1987; Thomas ir Girotti, 1988).
Singuletinio deguonies emisija ties 1270 nm buvo uZzregistruota raudonyjy kraujo kineliy
membranose ir leukeminése lastelése L1210 sensibilizuotuose 5—(N-
heksadekanoil)amineozinu (Kanofsky, 1991; Baker ir Kanofsky, 1991; Baker ir Kanofsky,
1993). Autoriai mano, kad jie uZregistravo j buferine terpe difundavusio O, liuminescencija.
Taigi dé¢l labai trumpos 0, gyvavimo trukmés, mazo liuminescencijos kvantinio naSumo
vargu ar pavyks uzregistruoti *O, liuminescencija in vivo.

Singuletinio deguonies dalyvavimg FNT procesuose patvirtina gana gausis

netiesioginiai eksperimentai. Tiriant fotosensibilizuotg jvairiy biomolekuliy oksidacija gauti



produktai, buidingi oksidacijai singuletiniu deguonimi (Korytowski ir kt.,1992; Geiger ir kt.,
1995; Langlois, 1986). Singuletinio deguonies dalyvavimas FNT procesuose taip pat
jrodomas eksperimentuose panaudojant singuletinio deguonies gesiklius (Henderson ir
Miller, 1986; Agarwal ir kt., 1992). Singuletinio deguonies gyvavimo trukmé labai priklauso
nuo terpés: jei vandenyje ji yra apie 3 us, tai sunkiajame vandenyje (D,0) — pailgéja iki 65
us (Gorman ir Rodgers, 1992). Tad D,0 terpéje ‘O, gyvuoja kur kas ilgiau ir biologinis
poveikis, kuris stebimas eksperimento metu norint identifikuoti ‘O, dalyvavima, turéty biti
efektyvesnis.

Nors abiejy, I ir II tipo reakcijy mechanizmai yra nustatyti, taciau kuris 1§ jy vyraus
sudétingoje biologingje aplinkoje, nuspéti labai sunku. Jtakos turi ir sensibilizatoriaus
lokalizacija audiniuose bei lasteliy orgnelése, ir deguonies koncentracija sensibilizatoriaus
lokalizacijos vietose, ir dar daug kity veiksniy. Laikomasi nuomonés, kad jei aplinkoje yra
deguonies, FNT vyksta pagal II tipo reakcijy mechanizmg (Fuchs ir Thiele, 1998). Tiek I,
tiek II tipo reakcijos inicijuoja oksidacinius procesus, sukeliancias lasteliy Zut] lemiancias
pazaidas, tad efektyvios FNT pozitriu pradiniy reakcijy tipas néra itin svarbus. Niekada
nebus idealaus sensibilizatoriaus ir FNT mechanizmo, tinkamo visiems atvejams, tac¢iau gerai
suprantant vykstan¢iy procesy mechanizmus kiekvienam atvejui gali biiti parinktas

tinkamiausias sensibilizatorius ir gydymo salygos.
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SUMMARY

5. PHOTOSENSITIZED PROCESSES IN TUMOUR THERAPY

Several types of photochemical processes occur in living organisms that are important
o r essential for their survival. In all these reactions, the initail step is the absorption of
photons by specialized pigments — photosensitizers.

Although photosensitized effects on organisms were observed much earlier, it is
generally agreed that this area of photobiology started with research performed by Oscar
Raab, a medical student working in the pharmacological laboratory of Professor Hermann
von Tappeiner in Munich. O.Raab found that very low concentration of dyes such as
acridines and eosin, which had no effect in the dark, led to rapid killing of the paramecium in
the light. This discovery stimulated a large amount of research on the phenomenon. It was
gradually recognized that oxygen was essential for the effect. Von Tappeiner introduced the
term “photodynamic action” to distinguish it from the photosensitiztion of photographic
plates by dyes (Tappainer and Jodlbauer, 1904).

The fundamental photobiological process involved in PTT requires oxygen, a
photosensitizer and visible light. A scheme of photosensitization process is presented in Fig.
5.1. The process is initiated when the photosensitizer absorbs a photon and undergoes
simultaneous or sequential decays that result in intramolecular energy transfer reactions.

Upon absorption of a photon of light, a photosensitizer will be excited to a high
energy singlet state. Singlet photosensitizer can decay back to its ground state, resulting in

fluorescence emission. Alternatively, it can form triplet sensitizer, a slightly lower energy



state, and longer lived excited species, by electron spin conversion in the process of
intersystem crossing. PTT action is dependent on intersystem crossing being the predominant
process. The most efficient photosensitizers for PTT have a high triplet quantum yield and
long triplet lifetime. The longer lifetime of the triplet stae enables the interaction of the
excited photosensitizer with the surrounding molecules, and it is generally accepted the
generation of the cytotoxic species produced during PTT occurs whilst in this state.

The excited triplet state can react in two ways, defined as type | and type Il
mechanisms (Foote, 1968) (Fig.3.5. Scheme of PTT action).

Photosensitization by type I mechanism. A molecule in its triplet state can both
abstract electrons (or H atoms) from and donate electrons (or H atoms) to other molecules.
The efficiencies of these reactions depend on the chemical structures of the sensitizer and the
substrate, as well as on the reaction conditions. The abstraction or transfer of electron
between the excited state of the sensitizer and a substrate that is either biological, a solvent or
another sensitizer, results in free radicals and radical ions production. In many cases, the
resultant substrate radicals react with oxygen to give oxidized products of various types;
often these are peroxides, which can react further to initiate free radical chain-type
autooxidation processes. In many systems, a ground state sensitizer can be regenerated by the

reaction of the semireducted form with ground state oxygen, 0., to give the superoxide

radical anion, ‘O,, which in turn can react with some kind of biomolecules. These reactions

produce oxidative damage that is eventually expressed as biological lesions.
Photosensitization by type Il mechanism. In the type Il photosensitized reaction,
triplet sensitizer interacts by energy transfer with ground state oxygen to give ground state

sensitizer and electronically excited state of oxygen, *O,, as follows:

3P + 302 = OP + 102.

Since both the sensitizer and ground state oxygen are triplets, their interaction does not
require a change in spin direction and is very efficient. Oxygen can exist in two singlet
excited states; the longer lived form, with an excess energy of 23 kcal/mol (corresponding to
a photon energy of approximately 1 eV = 1270 nm radiation) is the principal species

involved in photosensitized reactions. It has a lifetime of approximately 4 us in ordinary



water and thus rapidly decays to the ground state if it does not react chemically with another
molecule. Its lifetime is much longer in lipids and other nonpolar media (Rodgers, 1985).
Singlet oxygen, the primary product of type Il photosensitization mechanism, is a very
reactive species; it is much more electrophilic than its ground state and can interact with a
large number of biological substrates, inducing oxidative damage and ultimately cell death.

PTT is dependent on the presence of molecular oxygen (van Lier, 1990). This
suggests that singlet oxygen generated by the photosensitization of molecular triplet oxygen
is the principal toxic species formed during PTT, although the extent to which the species is
responsible for the photosensitized effect is under debate. Nonetheless, the generation of
singlet oxygen is extremely crucial to the success of PTT, and one of the first tests performed
on new PTT drugs is to probe their ability for singlet oxygen generation.

While it is generally accepted that type Il mechanisms predominate during PTT, type
I reactions become more important at low oxygen concentrations and in more polar
environments (Ochsner, 1997). However, the initial reaction is of lesser importance as both
type | and type Il reactions lead to similar oxidative damage and comparable free radical
chain-reactions in the presence of oxygen. The overall effect of either a type | or type Il
reaction pathway is the production of oxidative damage within the target cell that will lead to

tumour destruction.
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