6. SENSIBILIZATORIU FOTOSTABILUMAS BEI FOTOTRANSFORMACIJOS
IR JU REIKSME FOTOTERAPINEMS DOZEMS

Zmonija jau seniai sprendzia jvairiy dazikliy ir pigmenty fotostabilumo problema.
Ir chemikai, ir dailininkai dar viduramziais stengési jminti dazy patvarumo mijsle,
tikédamiesi ateities kartoms palikti neblunkancius audinius ir paveikslus.

Fotosensibilizuotoje naviky terapijoje buvo tiek daug kity problemy, kad |
sensibilizatoriy fotostabilumg démesys atkreiptas tik pastaraisiais metais, nors Sis
parametras yra labai svarbus vertinant jy efektyvuma FNT. Fotosensibilizatoriui yrant
Svitinimo metu mazéja sugeriamos Sviesos kiekis, bet sensibilizatoriaus irimas FNT metu
gali biti ir trikumas, ir privalumas. Jei jis suyra labai greitai, naviko destrukcija bus
nepakankama. Taciau, tinkamai parinkus sensibilizatoriaus koncentracijas ir Svitinimo
dozes, galima padidinti FNT efektyvumg ir kartu maksimaliai apsaugoti aplinkinius
sveikus audinius nuo pazeidimy. Sensibilizatoriy fotostabilumas — esminis parametras
parenkant gydymui tinkamiausias sensibiliztoriy ir §vitinimo dozes. Svarbig reikSm¢ turi
ir Svitinimo metu susidarantys fotoproduktai, nes jie gali turéti jtakos FNT efektyvumui:
jeigu susiformave fotoproduktai sugeria Svitinimui naudojamg spinduliuote ir pasizymi

sensibilizaciniu aktyvumu, jie taip pat gali inicijuoti naviky suirimg.

6.1. Pirmosios kartos sensibilizatoriy fotostabilumo tyrimai

Pirmas pastebétas reiSkinys, paskatings tolesnius fotostabilumo tyrimus, buvo
lastelése susikaupusio HpD fluorescencijos juosty blukimas (Moan, 1986). Véliau toks
blukimas buvo uzregistruotas ir fotosensibilizuotame navikiniame audinyje (Mang ir kt.,
1987).

Pradiniai porfirino tipo sensibilizatoriy vandeniniuose tirpaluose fotostabilumo
tyrimai parode, kad Svitinimo metu ne tik blunka fluorescencijos ir sugerties juostos, bet
ir formuojasi naujos tiek fluorescencijos, tiek sugerties juostos (6.1 ir 6.2 pav.)
(Rotomskiené ir kt., 1988; Rotomskis ir kt., 1996).
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6.1 pav. Hp fluorescencijos spektrai. Cyp = 10™* M. Tirpalas 3vitintas 300 min.
Ar jony lazerio spinduliuote (\=514 nm; intensyvumas 100 mW/cm?): 1 kreivé -
Aza=495 nm; 2 Kreivé - Az;g=510 nm; 3 Kkreivé -A;¢=500 nm. Chromatografiskai
iSskirto fotoprodukto fluorescencijos spektras (4 kreivé): A;¢=495 nm; tirpiklis —
CH3OH. Intarpas: nesvitinto Hp tirpalo fluorescencijos spektras (Az,¢=495 nm)

Skirtuminiuose spektruose matomas sugerties padidéjimas 240-320 nm srityje ir
ties 640 nm bei porfirininiy pigmenty sugerties juosty blukimas (6.2 pav.) (Rotomskiené
ir kt., 1989; Rotomskis ir kt., 1996). Svitinimo metu spektre atsirandanti nauja juosta
atspindi raudonos spektro srities Sviesa sugerian¢io fotoprodukto susidaryma
(Rotomskien¢ ir kt., 1988). ISsamiis chromatografiniai tyrimai ir atskiry frakcijy sugerties,
fluorescencijos bei fluorescencijos zadinimo spektry analizé parodé, kad, Svitinant
porfirino  tipo fotosensibilizatorius FNT naudojamomis §vitinimo dozémis,
fotosensibilizatorius suyra j keliy rusiy fotoproduktus (Rotomskiené ir kt., 1990;
Rotomskis ir kt., 1997a). Sugerties padid¢jimas ties 240-340 nm rodo (6.2 pav.), kad
porfirino makrociklas Svitinimo metu suskyla j nedidelius darinius, sugeriancius Sviesa
UV spektro srityje. Tie dariniai gali buti atskiri porfirino molekule sudarantys pirolo

ziedai ar jy junginiai.
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6.2 pav. Nesvitinty (1) ir Svitinty (2) porfiriny tirpaly sugerties spektrai (C =
10" M; pH 7,1): (@) TPPS,; (§vitinta 205 min. Ar jony lazerio spinduliuote,
intensyvumas 50 mW/cm?); (b) HpD (§vitinta 100 min., intensyvumas 100 mW/cm?).
Intarpai: skirtuminiai sugerties spektrai (i§ Svitinto tirpalo spektro atimtas
nesvitinto): (a) TPPS, (C = 3 10°M); (b) Hp (C = 10°M)

Sugerties padid¢jima ties 640-660 nm salygoja chlorino ir bakteriochlorino
kilmés pigmenty susidarymas Svitinimo metu. Tokie produktai jau buvo gauti oksiduojant
ir/arba redukuojant porfirino tipo pigmentus chemiskai arba Sviesa, tirpale esant
specifiniams oksidatoriams ar reduktoriams. Manoma, kad svitinimo metu redukuojamos
dvigubos jungtys porfirino ciklo 3—-4 ir 7-8 padétyse (Smith, 1975). Tiesa, panasis
spektriniai pokyc¢iai buvo matomi ir protoporfirino tirpaluose, taciau fotoprotoporfirino
susidarymas $iuo atveju aiskinamas specifine deguonies sgveika su porfirino makrociklo
Soninémis grupémis, kuriose suardomos dvigubos vinilo grupiy jungtys ir susidaro ciklas,

jungiantis deguonies molekule (Inhoffen ir kt., 1969; Cox ir Whitten, 1982).



Hematoporfirino ir kity tirty porfirino tipo molekuliy fototransformacijy tiesiogiai
paaiskinti Siuo modeliu nejmanoma, kadangi jy Soniniai pakaitai neturi vinilo grupiy, tad
fototransformacija galima tik per tarpines stadijas.

Atidziai iStyrus i§ Svitinty porfiriny tirpaly chromatografiskai iSskirtas frakcijas
paaiskejo, kad egzistuoja ir trecias fotoproduktas, panasus j bilirubino tipo pigmentus (6.3
pav.) (Rotomskis ir kt., 1997a). Sie pigmentai yra labai nestabilis, egzistuoja tik trumpa
laika ir greitai suyra j UV srityje Sviesg sugeriancias atskiry pirolo Ziedy kombinacijas.
Bilirubino tipo pigmentai susidaro vienoje vietoje nutriikus porfirino ciklui ir i§ jo

susiformavus atvirai keturiy pirolo ziedy grandinélei.
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6.3 pav. Bilirubino tipo pigmenty fluorescencijos Zadinimo spektras,
registruotas ties 545 nm (1), ir fluorescencijos spektras (A;,g=495 nm) (2)

Kaip zinoma, porfirinai vandeniniuose tirpaluose sudaro agreguotus darinius (4
skyrius). Skirtingo agreguotumo laipsnio porfirinus sviesa modifikuoja skirtingai. Atlikti
tyrimai parodé, kad monomerinés porfiriny formos dazniausiai modifikuojamos j UV
srityje Sviesg sugerianc¢ius fotoproduktus, o agregatai linke modifikuoti j chlorino ar
bakteriochlorino tipo fotoproduktus (Rotomskis ir kt., 1996). Apibendrinta Svitinimo

metu susidaranciy fotoprodukty schema ir juos atitinkantys spektrai pateikti 6.4 paveiksle.
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6.4 pav. Porfirino tipo pigmenty Svitinimo matoma Sviesa metu susidarantys
fotoproduktai

FNT naudojami porfirino tipo fotosensibilizatoriai turi skirtingus Soninius

pakaitus, kuriy prigimtis nulemia tiek skirtingg jy kaupimasi navikiniuose audiniuose, tiek



ir skirtingg sensibilizacin] aktyvumg. Natiiralu tikétis, kad jy fotostabilumas irgi bus
skirtingas ir Svitinant tomis paciomis Sviesos dozémis susidarys skirtingi fotoprodukty
kiekiai. Jvairiy porfirino tipo sensibilizatoriy skirtuminiai sugerties spektrai pavaizduoti
6.5 paveiksle. Kaip matyti, svitinimo metu dimetoksihematoporfirino (DMHp) tirpale
susidaro  didziausias  kiekis chlorino tipo fotoprodukty, o mezo-tetrafenil-
tetrasulfonatporfino (TPPS;) molekulé, neturinti pirolo Zieduose Soniniy pakaity,

fotomodifikuojasi maziausiai.
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6.5 pav. Svitinty porfiriny tirpaly skirtuminiai sugerties spektrai. Tirpaly
koncentracija 10* M, pH 7,2. Svitinimo dozés: TPPS, — 90 J, Hp — 150 J, DMHp,
HpD, FS-120J

Svitinimo metu vykstanti sensibilizatoriy destrukcija maZina fotosensibilizacinj
efekta, nes suyrant sensibilizatoriui sugeriamas vis mazesnis Sviesos kvanty kiekis ir
inicijuojama vis maziau navikiniy audiniy suirimg uztikrinanciy fotodinaminiy akty. Jeigu
Svitinimo metu susidaro fotoproduktai, gali 1§ esmés pasikeisti fotosensibilizacijos eiga ir
efektyvumas. UV Sviesg sugerianCiy fotoprodukty formavimasis didelés jtakos
sensibilizaciniam efektui neturéty daryti. Dél jo mazéja fotosensibilizatoriaus
koncentracija navikiniame audinyje, taciau pats fotoproduktas nepaveikia sensibilizacijos,
nes nesugeria FNT naudojamos matomos arba artimos infraraudonos §viesos. Siy
fotoprodukty Salutinis poveikis galimas tik tuo atveju, jeigu jie yra toksiski biologiniam
objektui.

Bilirubino tipo fotoproduktai yra labai nestabiliis, jy aptinkama mazi kiekiai, jie



egzistuoja tik trumpg laikg ir labai greitai net ir tamsoje modifikuojasi ; UV
fotoproduktus, tad jie irgi nepaveikia fotosensibilizacinio proceso.

Situacija kitokia susidarant chlorino ir bakteriochlorino tipo fotoproduktams. Kaip
matyti 6.6 paveiksle, Sie fotoproduktai turi intensyvias sugerties juostas toje spektrinéje
srityje, kuri FNT naudojama Svitinimui. Tad Svitinimo metu susidar¢ fotoproduktai gali
sugerti Sviesos kvantg ir inicijuoti papildoma fotosensibilizacin] vyksma, padidinantj arba
bent kompensuojantj pagrindinio sensibilizatoriaus destrukcijos salygota terapinio

efektyvumo sumaz¢jima.
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6.6 pav. Sumodeliuoti fotoprodukty sugerties spektrai

Yra zinoma, kad navikuose terpés pH vertés mazesnés nei normaliy audiniy
(Wike-Hooley ir kt., 1984). Todél porfirino tipo sensibilizatoriy fotostabilumo
priklausomybés nuo terpés pH tyrimai (ypac tirpaluose, kuriy pH vertés (4+8) atitinka

esancias gyvuose organizmuose ar artimos joms) taip pat yra svarbiis nuodugnesniam Siy



junginiy saglygoty vyksmy navikuose supratimui.

Nuostoviosios sugerties bei fluorescencijos spektroskopijos metodais iStyréme Hp
ir HpD, i$tirpinty jvairaus riigS§tingumo tirpaluose, fotovyksmus (Rotomskis ir kt., 1996).
Tiriant Hp ir HpD fotostabiluma, tirpalai 10 mm plocio kvarcinése kiuvetése (bendras
tirpalo tiris V=2 cm®) §vitinti nuolatinés veikos Ar jony lazeriu (A=514 nm). Tolydziam
1 cm? ploto apSvietimui panaudotas l¢Sis, iSfokusuojantis lazerio spindulj. Kritusios ]
kiuvete $viesos galios tankis visy eksperimenty metu buvo ~100 mW/cm? (paklaidos

nevirsijo 5%). Svitinimo schema pavaizduota 6.7 paveiksle.
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6.7 pav. Bandiniy Svitinimo schema: 1 — visiSko atspindZio prizmés, 2 —
dispersiné sistema, 3 — veidrodis, 4 — ekranas, 5 — glaudZiamieji leSiai, 6 — vandens
filtras



Tyrimai parodé, kad porfirino tipo sensibilizatoriy fotomodifikacija priklauso nuo
aplinkos pH. [vairios porfiriny joninés formos, susidarancios tirpalo pH kintant nuo 4 iki
8, pasizymi skirtingu fotostabilumu ir fotoprodukty formavimosi efektyvumu. Teoriskai
septynios Hp joninés formos gali susiformuoti kintant tirpalo pH (Pottier ir Kennedy,
1990). Taciau tik keturios i$ jy (di— ir mono— katijonai, neutrali molekulé ir dianijonas)
buvo pastebétos spektroskopiskai (Pottier ir Truscott, 1986). 6.8 paveiksle pavaizduoti

hematoporfirino (Hp) joniniy formy koncentracijy poky¢iai kintant pH nuo 4 iki 8.
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6.8 pav. Hp joniniy formu pasiskirstymas vandeninéje terpéje (Pottier ir
Kennedy, 1990) (1-3 kreivés) ir HpD fotoprodukto susidarymo efektyvumo
priklausomybé nuo pH

Kai aplinkos pH 4 — tirpale vyrauja neutrali Hp forma HsP*(COOH)(COO), tad Hp
fotostabilumg esant Siai pH vertei salygos Sios formos fotomodifikacinés savybés.
Didinant terpés pH matomas Sios formos koncentracijos mazé¢jimas ir esant neutraliai
terpei (pH 7) ji visiskai i8nyksta, tiksliau, transformuojasi j monoanijong HsP*(COQ); ir
dianijong H,P(COQO),. Hp fotomodifikacijos efektyvumo kitimo kreivé (6. 8 pav.) rodo,
kad esant riigStinei terpei Hp yra stabilus. Kai pH > 5,5 ir tirpale pradeda vyrauti
anjjoniné Hp forma, ima formuotis chlorino tipo fotoproduktas. Jo susidarymo
efektyvumo kreivé artima anijoninés formos atsiradimo kreivei. Taigi fotoprodukty
formavimuisi didelés jtakos turi aplinkos pH. Jei sensibilizatorius susikaupes skirtingag pH

turinCiose lasteliy organelése, jo fotomodifikacijos greitis jose bus skirtingas, ir Svitinimo



laikas, bitinas visiSkam naviko suardymui, skirtingoms mikrolokalizacijoms taip pat
turéty buti skirtingas.

Porfirino tipo sensibilizatoriy fotomodifikacijos vyksmai tirti vandeniniuose
tirpaluose, kurie negali buti realios biologinés aplinkos modeliu. Biologiniuose
audiniuose fotosenibilizatoriai gali pasiskirstyti lgsteliy citoplazmoje, sgveikauti su
baltymais arba jsikomponuoti j lipidines membranas. Aplinkos terpé gali turéti jtakos ne
tik fotosensibilizaciniam vyksmui, bet ir keisti sensibilizatoriy fotomodifikacijos procesa.
Todél buvo atlikti sensibilizatoriy fotomodifikacijos tyrimai modelinése sistemose
(Jasaitis ir kt., 1996, Bagdonas ir kt., 1996). Pridéjus | vandeninj fotosensibilizatoriaus
tirpala zmogaus serumo albumino (HSA), matomi pokyciai sensibilizatoriy sugerties

spektruose (6.9 pav.).
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6.9 pav. Normuoti DMHp, Hp, TPPS,, FF, AlFcS, ir Cles vandeniniy tirpaly be HSA
(istisiné linija) ir su HAS (truki linija) spektrai. Sensibilizatoriaus ir HSA molinis
santykis—1:1



Pokycius lemia sensibilizatoriaus sgveika su baltymu. Susidarant porfirino ir
baltymo kompleksui keiCiasi fotosensibilizatoriaus sugerties spektras, tad tikétina, kad
pasikeis ir porfirino fotomodifikacijy vyksmai, — mat baltyminé aplinka suardo agregaty
ir monomery pusiausvyra.

Svitinant sensibilizatoriaus ir baltymo kompleksa matomi pana$is kaip ir

vandeninése terpése fotomodifikacijy salygoti spektriniai pokyc¢iai (6.10 pav.).
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6.10 pav. Hp (koncentracija 10* M) ir HSA misinio (moliniu santykiu 1:1) sugerties
spektrai pries ir po $vitinimo

Regimosios spektro srities juosty intensyvumas silpnéja, o raudonoje spektro srityje ties
650 nm formuojasi chlorino tipo fotoprodukto sugerties juosta. Lyginant Hp
fotostabilumo kinetikas (6.11 pav.) matyti, kad Hp fotoblukimo ir fotoprodukto
formavimosi greitis baltymingje aplinkoje pradinéje stadijoje yra didesnis negu
vandeninéje aplinkoje (Bagdonas ir Jasaitis, 1997). Todé¢l tikétina, kad fotomodifikacija

biologingje terpéje gali vykti netgi efektyviau.
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6.11 pav. Hp trecCiosios Q juostos intensyvumo silpnéjimas (A) ir fotoprodukto
sugerties juostos ties 640 nm formavimasis (B)

Porfirino tipo pigmentai pasizymi tiek hidrofilinémis, tiek hidrofobinémis
savybémis, tad jie gali kauptis ir biomembranose. Buvo iStirtos Siy sensibilizatoriy
fotomodifikacijos eritrocity “SeSéliuose” (Bagdonas ir kt., 1996). Eritrocity Seséliai —
membraninés struktiiros, tad tikétina, kad sensibilizatoriy fotomodifikacines savybes lems
ju saveika su lipidais, kurie sudaro membranos pagrinda. Kadangi tokia aplinka stipriai
sklaido Sviesg, porfiriny fotomodifikacijos désningumai buvo tiriami fluorescencinés

spektroskopijos metodu. Hp fluorescencijos spektrai, palyginti su jy vandeniniais

tirpalais, eritrocity Seséliuose yra pasislinke 1 raudonaja spektro sriti (6.12 pav .).
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6.12 pav. Hp (C = 10"M) inkubuoto eritrocity $efé¢liuose 24 val. (1), Hp (C = 10™M)
vandenyje (2), supernatanto po pirmo centrifigavimo (3), nuosédy po Kketuriy
centrifugavimuy (4) fluorescencijos spektrai

Tai reiskia, kad porfirinai gerai kaupiasi membranose. Svitinimo metu porfiriny
fluorescencijos spektruose formuojasi nauja juosta su maksimumu ties 650 nm (6.13
pav.), ir tai rodo, kad Svitinimo metu, taip pat kaip ir vandeniniuose tirpaluose, susidaro

chlorino tipo fotoproduktai.
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6.13 pav. Hp (C = 10*M) inkubuoto eritrocity Se$é¢liuose fluorescencijos spektry
poky¢iai Svitinimo metu. Intarpai: tie patys spektrai sunormuoti j 1 ties 613 nm



Sensibilizatoriy fotomodifikacija modelinése sistemose kai kuriais atvejais vyksta
efektyviau negu vandeninése terpése, taciau neaiSku, ar tokios fotomodifikacijos taip pat
vyksta navikiniuose audiniuose. Kaip zinoma, navikiniai audiniai pasizymi riigStine
aplinka, kurioje fotomodifikacijos procesas létesnis. Fluorescencinés spektroskopijos
metodu buvo patvirtinta, kad ir eksperimentiniams gyvinams jskiepytuose navikuose
Svitinimo metu iSrySkéja fotoprodukto fluorescencijos juosta ( 6.14 pav.) (Juzénas ir kt.,

1996).
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6.14 pav. HpD ir FS sensibilizuoty naviky fluorescencijos spektry pokyciai Svitinant
Ar jony lazeriu (A = 514 nm). Spektrai sunormuoti i 1 ties fluorescencijos
maksimumu

Aptartuose darbuose pagrindinis démesys buvo sutelktas ;| FNT naudojamy
pirmosios kartos sensibilizatoriy fotomodifikacijas, kadangi jos tiesiogiai susijusios su
FNT naudojamomis sensibilizatoriy ir Sviesos dozémis. Gydytojai, taikantys $ig nauja
metodika navikiniams susirgimams gydyti, noréty gauti konkreciy rekomendacijy
fototerapiniy doziy skai¢iavimui. Taciau, daugéjant fundamentaliyjy FNT mechanizmy
tyrimy, vis labiau aiskéja, kad veiksmingos gydymo dozés vertinimas yra labai sudétingas
(zr.6.3 sk.).

Jei Svitinimo metu susidaro fotoproduktai, reikia zinoti, ar jie aktyviis FNT.
Pirmieji spektroskopiniai tyrimai parodé, kad fotoproduktai yra chlorino arba
bakteriochlorino tipo junginiai. Tarp FNT sitilomy antrosios kartos sensibilizatoriy (4 sk.)
yra chlorino ir bakteriochlorino kilmés junginiy, tad, priklausydami tai paciai
sensibilizatoriy grupei, ir fotoproduktai turéty pasizyméti fotosensibilizaciniu aktyvumu.
Jeigu chlorino tipo fotorpoduktai yra neaktyviis, tai, skai¢iuojant fototerapine doze, tekty
jvertinti tik | organizma suleidziamo fotosensibilizatoriaus koncentracijos mazéjima

Svitinimo metu. Jeigu jie aktyviis — tekty jskaiciuoti ir jy sukelta fotosensibilizacinj



efekta. Todél buvo pabandyta iSsiaiskinti, ar fotoproduktai pasizymi fotosensibilizaciniu
poveikiu (Ginitinas ir kt., 1991). Vienai eksperimentiniy gyviiny grupei buvo jSvirksta
farmakokinetiniuose tyrimuose nustatyta optimali Hp doze. Kitai panaudotas toks pat Hp
kiekis, tadiau prie$ j§virkstima sensibilizatoriaus tirpalas buvo apsvitintas. Svitinant dalis
sensibilizatoriaus buvo fotomodifikuota, tad j organizmg pateko ir Svitinimo metu
susidariusio fotoprodukto. Paprastai FNT su porfirino tipo sensibilizatoriais naudojama
630 nm bangos ilgio Sviesa, kadangi Siy sensibilizatoriy ilgabangés sugerties juostos
maksimumas audiniuose yra ties Siuo bangos ilgiu. Fotoprodukto efektyvumo jvertinimo
eksperimente gyviinai buvo Svitinami kriptono jony lazerio spinduliuojama Sviesa, kurios
bangos ilgis 647 nm, arba ksenono dujy lempa su filtru, praleidzianciu tik ilgesniy nei 610
nm bangy $viesa. Si §viesa zadina fotoprodukta, nes jo ilgabangé sugerties juosta yra ties
640—-650 nm. Jeigu fotoproduktas biity neaktyvus, poveikis peléms, kurioms buvo
1Svirkstas neSvitintas Hp tirpalas, turéty buti didesnis nei toms, kurioms buvo i§virkstas
apsvitintas Hp, kadangi siame tirpale dalis Hp Svitinimo metu buvo suardyta, t.y.

modifikuota j fotoproduktg (6.15 pav).
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6.15 pav. HpD tirpalu sugerties spektrai pries (1) ir po Svitinimo (2) Ar jonu
lazeriu. Intarpas: sugerties intensyvumo poky¢iai ties 640 nm Svitinimo metu

Taciau naviky augimas peliy grupéje, kuriai buvo iSvirkstas Hp su fotoproduktu, buvo
létesnis, o gyvuny gyvenimo trukmé ilgesné (6.16 pav.). Tai rodo, kad fotoproduktas yra

aktyvus ir jo jtakg reikia jvertinti skai¢iuojant optimalig fototerapine doze.
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6.16 pav. PlokScialastelinio prieskrandzio naviko OJ-5 augimo dinamika ir
eksperimentiniy gyviiny gyvenimo trukmé (A) ir storosios Zarnos adenokarcinomos
augimo dinamika (B). 1 — kontrolé; II, — HpD; 111 — HpD fotoproduktas; 1V —
Svitinimas; V — HpD ir §vitinimas; VI — HpD fotoproduktas ir $vitinimas

Tiksli fotoprodukto cheminé formulé ir jo spektrinés charakteristikos, kaip ir tai,
kiek jo susidaro navikiniuose audiniuose svitinimo metu, dar lieka nenustatyta. Jeigu
susiformuojancio fotoprodukto kiekis néra didelis, fotosensibilizacinj efektyvuma salygos

tik fotosensibilizatoriaus savybés.
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6.17 pav. Nesvitinto (1) ir Svitinto (2) HpD vandeniniy tirpaly sugerties
spektrai (C = 10* M). Intarpas: fotoprodukto spektras sumodeliuotas i§ $vitinto
HpD fluorescencijos Zadinimo spektry

Porfirino tipo fotosensibilizatoriy fluorescencijos juosta persikloja su
fotoprodukto sugerties juosta, tad tenkinamos suzadinimo energijos pernasos tarp
fotosensibilizatoriaus ir fotoprodukto sglygos. Esant pakankamai mazam atstumui tarp jy
galima Fiorsterio tipo suzadinimo energijos pernasa. Chromatografiniai tyrimai parodé
(Rotomskis ir kt., 1997a), kad susiformaves fotoproduktas sunkiai atskiriamas nuo
sensibilizatoriaus ir gali buti, kad Svitinimo metu formuojasi sensibilizatoriaus ir
fotoprodukto konglomeratas. Esant tokioms sglygoms fotoproduktas gali gesinti suzadinta
fotosensibilizatoriaus  molekule ir taip sumazinti paties  sensibilizatoriaus
fotosensibilizacinj efektyvumg arba pakeisti fotosensibilizacinio vyksmo granding. Norint
i$siaiskinti tokio vyksmo galimybe buvo atlikti suzadinimo energijos pernaSos tyrimai
Svitinto hematoporfirino darinio (HpD) tirpaluose (Rotomskis ir kt., 1993).

IS HpD ir modelinio fotoprodukto sugerties spektry matyti (6. 17 pav., intarpas),
kad, Zadinant bandinj antrgja pikosekundinio Nd:YAG lazerio harmonika, selektyviai
suzadinamas HpD, nes sio bangos ilgio sviesos nesugeria fotoproduktas. Taigi bandinyje
pikosekundiniu Sviesos impulsu bus suzadintos tik HpD molekulés. Zonduojanciu
pikosekundinio spektrometro spinduliu galima istirti spektrinius pokycius 600-700 nm

srityje ir issiaiskinti, ar vyksta suzadinimo energijos pernasa tarp HpD ir fotoprodukto.
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Kaip matyti 6.18 paveiksle, gryno HpD skirtuminiuose sugerties spektruose 600-700 nm

srityje praskaidréja labiausiai ilgabange sugerties juosta su maksimumu ties 620 nm.
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6.19 pav. Svitinto HpD skirtuminis sugerties spektras. Koncentracija 10™*M,

Azag=532 nm, vélinimas 0, 100 ir 1230 ps



Jeigu suzadinimo energijos pernasa i$ HpD j fotoprodukta yra negalima, tai ir bandinyje,
kuris gautas Svitinant HpD tirpalg ir kuriame susiformavo fotoproduktas, turi skaidréti
HpD sugerties juosta ties 620 nm, nes fotoproduktas nesugeria zadinimo $viesos ties 532
nm. Zadinant tokj tirpala ties 532 nm, 600-700 nm srityje skaidréja fotoprodukto
sugerties juosta su maksimumu ties 640 nm (6.19 pav.). Tai rodo, kad suzadinta HpD
molekulé¢ efektyviai perduoda suzadinimg fotoproduktui. Susiformaves fotoproduktas
blokuoja HpD fotosensibilizacin} vyksma ir, matyt, apriboja jo sugebéjima generuoti
singuletinj deguonj. Susidarant fotoproduktui, modifikuojama klasikiné sensibilizacinio
vyksmo grandiné — ] ja jsikomponuoja fotoproduktas (6.20 pav.). FNT metu navikiniame
audinyje Salia bendros fotosensibilizacinio vyksmo grandinés galimos papildomos Sakos.
Jeigu Sviesos kvantg sugérusj fotosensibilizatoriy aktyviai gesina fotoproduktas, vyksta
suzadinimo energijos pernasa ] fotoprodukta ir jis toliau vykdo sensibilizacija,
generuodamas aktyvias deguonies formas. Kadangi ir pats fotoproduktas sugeria Sviesg
ties 630 nm, galimas ir tiesioginis fotoprodukto suzadinimas bei aktyviy deguonies formy

generavimas.
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6.20 pav. Fotoprodukty jnasas j fotosensibilizacijg

Apibendrinant gautus rezultatus, galima pasakyti, kad FNT metu vyksta |
organizmg jSvirksto fotosensibilizatoriaus irimas, kartu formuojasi ne tik neaktyvus UV
srityje Sviesg sugeriantis fotoproduktas, bet ir chlorino tipo fotoproduktas, gerai
sugeriantis FNT naudojamy $viesos Saltiniy spinduliuote. Sio fotoprodukto susidarymas

gali turéti jtakos fotosensibilizaciniam vyksmui, todél skai¢iuojant fototeraping doze¢ (sk.



6.3) reikia atsizvelgti ] tai, kad fotosensibilizacija gali vykti kita seka (6.20 pav.) ir | dozés

skai¢iavimg biitina jskaityti fotoprodukto susidaryma.

6.2 Antrosios kartos sensibilizatoriy fotostabilumo tyrimai

Nors porfirino tipo fotosensibilizatoriy pagrindu sukurtas vaistas fotofrinas II
s¢kmingai diegiamas klinikoje ir septyniose pasaulio Salyse jau aprobuotas jvairiy
navikiniy susirgimy gydymui, mokslininkai bei medikai ir toliau ieSko efektyviy
fotosensibilizatoriy, galin€iy uzimti deramg vietg kovoje su navikiniais susirgimais.

Antrosios  kartos fotosensibilizatoriai pasizymi geresnémis spektrinémis
savybémis, stipresne Sviesos sugertimi raudonoje spektro srityje, jy ilgabangé sugerties
juosta yra didesnio audiniy pralaidumo spektrinéje srityje, todél nattralu, kad jy
fotostabilumo tyrimai susilauké tyrinétojy démesio. Tiek chlorinai, tiek ftalocianinai turi
sudétingg molekuling struktiirg, kuri veikiama Sviesos gali suirti arba modifikuotis |
Ivairius darinius.

[Styréme trijy antrosios kartos fotosensibilizatoriy — chlorino es (Cleg), aliuminio
ftalocianino tetrasulfonato (AIFcS,) ir mezo-tetrafeniltetrasulfonato porfino (TPPS,)
fotostabilumg (Rotomskis ir kt., 1997b). Gauti rezultatai buvo lyginami su anksciau iStirty
pirmosios kartos fotosensibilizatoriy — hematoporfirino (Hp), dimetoksihematopofirino

(DMHp), hematoporfirino darinio (HpD) fotostabilumo tyrimy rezultatais.
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6.21 pav. Svitinto ir nesvitinto Cleg tirpalo sugerties ir skirtuminiai sugerties
spektrai (C = 10™ M)

Jau esant mazoms Svitinimo dozéms chlorino es (Cleg) tirpaly sugertis greitai
silpnéja, taigi jis vandeninéje terpéje yra labai nestabilus (6.21 pav. ). Tolesni lyginamieji
tyrimai parodé, kad Cles yra labiausiai nestabilus i§ tirtyjy sensibilizatoriy, o TPPS,
pasizymi panasiu fotostabilumu kaip fotofrinas (FF) ir HpD, fotosensibilizatoriai, kuriy

sudétyje yra dideli kiekiai kovalentiniais rySiais sujungty struktiry (6.22 pav.).
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6.22 pav. Fotosensibilizatoriy blukimo kinetikos

Priesingai negu Cles, AIFcS, pasizymi dideliu fotostabilumu. Vandeniniuose
tirpaluose, netgi esant 388 J/cm? §vitinimo dozei, jo sugerties juosty intensyvumas

sumazgja tik 1% (6.23 pav.).
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6.23 pav. Svitinto ir nedvitinto AIFcS, tirpalo sugerties ir skirtuminiai
sugerties spektrai (C = 10™ M)



AIlFcS, yra daug stabilesnis uz Hp ir DMHp (6.22 pav.), kurie vandeniniuose tirpaluose
egzistuoja monomery ir pusiausviryjy agregaty pavidalu.

Tiek Cleg, tiek AIFcS, skirtuminiuose sugerties spektruose pastebimas tik
sugerties juosty blukimas, parodantis molekulés makrociklo irima, taciau fotoprodukty
susidarymg liudijan¢ios naujos sugerties juostos nesusiformuoja. Vieno i§ tirty
fotosensibilizatoriy, gana atsparaus Sviesos poveikiui TPPS4, skirtuminio sugerties
spektro raudonojoje srityje atsiranda nauja juosta, rodanti fotoprodukty susidaryma (6.5
pav.). Reikia pazyméti, kad Siuo atveju fotoprodukty sugerties juosta yra gana plati ir
neisreiksta. Tai galéty biiti ne chlorino tipo sensibilizatoriy formavimosi, o kovalentiniy
struktiiry, suriSanciy dvi ar kelias TPPS, molekules, susidarymo pasekmé. Tiksliam S§io
fotoprodukto prigimties iSaiSkinimui reikia papildomy tyrimy.

Spektroskopiniai tyrimai rodo, kad antrosios kartos sensibilizatoriy fotostabilumas
priklauso nuo jy struktiiros, taciau, palyginti su pirmosios kartos sensibilizatoriais, galima
18skirti ir vieng pagrindiniy skirtumy. Antrosios kartos sensibilizatoriai, veikiami Sviesos,
nesudaro fotoprodukty, sugerianciy Sviesa raudonoje spektro srityje, tad skaiCiuojant

fototerapines dozes reikia atsizvelgti tik i jy suirima.

6.3. Fototerapiniu doziy skai¢iavimas

Geram FNT gydymo rezultatui pasiekti labai svarbu tinkamai apskaiciuoti
fototeraping doze. Ji priklauso ne tik nuo sensibilizatoriaus koncentracijos, bet ir nuo
Svitinimo trukmés, kadangi terapinis efektas inicijuojamas tik fotosensibilizatoriui
sugérus Sviesos kvantg. Todél fototerapiné dozé (FD) apskaiCiuojama kaip
sensibilizatoriaus koncentracijos ir Svitinimo dozés, arba paprasciau, — Svitinimo trukmeés
esant tiems patiems svitinimo saltinio parametrams, sandauga:

FD = sensibilizatoriaus koncentracija (mg/kg) x Svitinimo dozé (J/cmz).
Galioja dozeés ekvivalentiSkumo principas — mazesng sensibilizatoriaus

koncentracija gali kompensuoti didesné Svitinimo dozé ir atvirksciai (6.24 pav.).
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6.24 pav. Fototerapinés dozés geometriné iSraiSka (Potter ir kt., 1987)

Paprastai sensibilizatoriaus koncentracija parenkama tokia, kuri uztikrina
didziausig sensibilizatorius kontrasta sveikame ir navikiniame audinyje. Nors
sensibilizatorius néra toksiskas ir ] organizmg jo galima jSvirksti gana daug, problemy
kyla dél atsirandan¢io odos jautrumo Sviesai ir per didelés sensibilizatoriaus
koncentracijos sveikuose audiniuose, nes jie gali biiti pazeisti §vitinimo metu.

Pagrindinis démesys optimizuojant FD skiriamas Svitinimo trukmei (dozei).
Fotosensibilizacin; efekta salygoja sensibilizatoriaus sugerty kvanty skaicius, kuris
priklauso (jei koncentracija pastovi) nuo sensibilizatoriaus sugerties savybiy.
Sensibilizatoriaus sugertis nesunkiai iStiriama spektroskopiniais metodais, taciau
problemy iSkyla tuo atveju, jei sensibilizatorius yra nestabilus, Svitinimo metu suyra ir
suformuoja sugeriancius Svitinimo Sviesg ir turinCius fotosensibilizacinj aktyvuma
fotoproduktus.

Fotostabiliems sensibilizatoriams, tokiems kaip AlFcS4, naudojama klasikiné FD
vertinimo formulé:

FD =] D(j)dj, (6.1)

&ia: j — $vitinimo dozé (J/em®), sugerta bet kuriame $vitinamo audinio taske; D(j)
— sensibilizatoriaus koncentracija tame taSke, suzadinama tg audinio taska pasiekiancios
Sviesos dozés j (Potter ir kt., 1987).

Kai sensibilizatorius nestabilus ir Svitinimo metu yra, o irimas aprasomas
eksponentiniu désniu, galima naudoti tg irimg jskaitancig dozés vertinimo formule:

FD =Do/B [1 - exp(-B Jo)], (6.2)

¢ia: Dy — fotosensibilizatoriaus koncentracija prie§ Svitinima, Jo — krintancios



$viesos dozé (J/cm?), p — sensibilizatoriaus suirimo grei¢io konstanta (Jcm™).

Porfirino kilmés sensibilizatoriai Svitinimo metu ne tik suyra, bet ir sudaro
$vitinimo spinduliuote sugerianéius fotoproduktus. Sie produktai yra aktyvis FNT ir geri
suzadinimo energijos akceptoriai. Remiantis nauja, fotoprodukty dalyvavimg apimancia
FNT vyksmy schema (6.20 pav.), iSvesta fototerapinés dozés skai¢iavimo formulé (R.
Rotomskis ir kt., 1998). Jei sensibilizatoriaus koncentracija Svitinimo metu mazéja
eksponentiniu désniu (sensibilizatoriaus suirimo greitis [3) ir jo suirimas salygotas
sensibilizatoriaus destrukcijos (fotodestrukcijos greitis o) ir FNT aktyviy produkty
susidarymu (fotoprodukty formavimosi greitis k), tai Sviesos sukeltus vyksmus galima
aprasyti lygciy sistema:

dD,/dj =-B D; sensibilizatoriaus koncentracijos mazéjimas (6.3)

dD,/dj = ¢ k Dy aktyviy fotoprodukty susidarymas (6.4)

dDs/dj = a.D;  fotodestrukcija

D+ Dy + D3 =1,

¢ia: D1,D, ir D3 yra atitinkamai sensibilizatoriaus, aktyvaus fotoprodukto ir
fotodestrukcijos produkty koncentracijos; B, k ir o — atitinkamy fotovyksmy greicio
konstantos; ¢ — fotodinamiskai aktyvaus fotoprodukto formavimosi kvantinis nasumas.
Tada fototerapiné doz¢ iSreiSkiama:

FD =] D(j)dj = | D1(j) + D2(j)dj = D1(j)dj + ] D2(j)dj = FD; + FDy, (6.5)
nes ne tik sensibilizatorius, bet ir fotoproduktas turi fototerapinj poveiki.

Suintegravus (6.3) lygtj, gaunamas eksponentinis D; mazéjimas:

D1 = D1o exp (-Bj), (6.6)
¢ia Djp yra sensibilizatoriaus koncentracija pries Svitinima.

Istacius (6.6) iSraiska j (6.4) lygtj, apskai¢iuojamas D, koncentracijos pokytis:

dD-/dj = ¢ k D1 exp (-BJ)
dD, = ¢ k Dyo exp (-Bj) dj
D2 =-¢ ki Dio exp (-Bj) + C
¢ia C — integravimo konstanta. Pradiniu momentu j = 0, 0 D, = Dy, kur
Do =-0 kI Do+ C
C =Dy + ¢ kip D1o
Jei Dy = 0 (pradiniu momentu fotoprodukto néra), tai

D, = ¢ k/p D1o (1 - exp (-j)) arba



D2 = ¢ k/B (D10 - D1(j)), (6.7)
¢ia ¢ Kk/p — koeficientas, parodantis, kuri sensibilizatorius dalis fotomodifikuojasi i
fotoprodukta.

Suintegravus (6.6) lygtj gaunama pirmosios fototerapinés dozés FD; iSraiska:

FD1 = D10/ (1 - exp (-Bjo)) (6.8)

Suintegravus (6.7) lygtj gaunama antrosios fototerapinés dozés FD, israiska:

FD2 = ¢ ki Do jo - ¢ k/B Do/ (1 - exp (-Bjo)) (6.9)
Pagal (6.5) bendra fototerapiné doz¢ yra pirmosios ir antrosios doziy suma:
FD = D10/ [1 - ¢ k/B][1 - exp(-Bjo)]+ ¢ k/B D1o jo (6.10)

Naviky destrukcijos procesui inicijuoti reikia, kad Sviesa suzadinty navikinése
lastelése susikaupusj fotosensibilizatoriy. Manoma, kad FNT poveikis yra proporcingas
sensibilizatoriaus koncentracijos ir Svitinimo dozés sandaugai. Santykis tarp
sensibilizatoriaus koncentracijos ir §vitinimo dozés (6.25 pav.(I)) abipusiai pakei¢iamas —
svarbus tinkamas jy sandaugos dydis (Grossweiner, 1986; Fingar ir kt., 1987). Taciau $i
nuostata nejskaito sensibilizatoriaus suirimo Svitinimo metu. Sensibilizatoriaus suirimg
turi kompensuoti didesné Svitinimo dozé (6.25 pav.(Il)). Kai sensibilizatoriui yrant
susidaro aktyviis fotoproduktai, tokiam pat efektui pasiekti reikiama doz¢ gali biiti net
mazesne¢ (6.25 pav.(Ill)), nes sudaryta i§ dviejy veiksniy sumos: pradinés
sensibilizatoriaus koncentracijos (D) mazéjimg (III a) i§ dalies gali kompensuoti

fotoprodukto susidarymas (111 b).

Koncentracija, sant.vnt.

Svitinimo doze, J/cm 2

6.25 pav. Trys budai vienodai fototerapinei dozei gauti: I — fotostabilus
sensibilizatorius; Il — nestabilus sensibilizatorius (eksponentiskai blunka); 11l —
nestabilus sensibilizatorius (a) ir fotoproduktas (b)



6.4 Naujas doziy vertinimo modelis

FNT klinikiniai protokolai ] doziy vertinimg jskaito tris parametrus -—
sensibilizatoriaus doze (mg kiino svorio kg), §vitinimo 3viesos doze (J/cm?) ir laiko
trukme tarp sensibilizatoriaus jSvirk§timo ir Svitinimo, nors yra daug kity faktoriy, kurie
turi jtakos veiksmingajai dozei — tai, kuri i§ tikryjy patenka j gydomg vietg. Tie
papildomai veikiantys faktoriai yra:

a. atskiriems pacientams skirtingas sensibilizatoriaus kaupimasis navike
(Braichotte ir kt., 1995; Braichotte ir kt., 1996);

b. jvairiy audiniy skirtingi optiniai sugerties ir sklaidos koeficientai,
apsprendziantys Sviesos skvarbumg ir pasiskirstymg Svitinamame ttiryje (Cheong ir kt.,
1990);

c. skirtingas deguonies kiekis audiniuose (Stone, 1993);

d. Sviesos skvarbumo pokyciai Svitinimo metu, atsirade dél FNT sukelty
kraujotakos pokyciy (Van Geel ir kt., 1994);

e. “saviekranavimas”, atsirandantis naudojant antrosios kartos sensibilizatorius,
kurie, turédami didelius ekstinkcijos koeficientus, gerai sugeria Sviesg ir taip riboja jos
skvarbuma j gilesnius audiniy sluoksnius (Wilson ir kt., 1986);

f. sensibilizatoriaus suirimas (fotoblukimas), dél kurio sumazéja sensibilizatoriaus
koncentracija Svitinamame audinyje;

g. fotocheminis deguonies nuskurdinimas audiniuose, atsirandantis Svitinant
didelio intensyvumo S$viesa ir silpninantis fotosensibilizacini poveiki (Foster ir Gao,
1992)).

Taigi yra nemazas atotriikis tarp gydymo reikméms skai¢iuojamy doziy ir realiai
vykstancio sudétingo FNT proceso. Optimizuojant ir standartizuojant gydyma su naujais
fotosensibilizatoriais turéty tobuléti ir doziy jvertinimas, o jis nejmanomas be platesnio
supratimo, kaip doz¢ modifikuojantys faktoriai sgveikauja tarp saves, nulemdami
veiksmingaja, taikinj pasiekiancig dozg ir kaip ji koreliuoja su gydymo atsaku.

Paaiskéjus naujiems doze modifikuojantiems faktoriams ir glaudziai jy tarpusavio
priklausomybei ir svarstant jy poveikj veiksmingajai dozei, pradétos vartoti naujos

sampratos — numanoma doz¢ ir tiksli dozé (Wilson ir kt., 1997).



Sviesa Fotoblukimas
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6.26 pav. Dozés faktoriy (fotosensibilizatoriaus, Sviesos ir deguonies),
susijusiy su FNT atsaku in vivo, tarpusavio priklausomybé. Lenktos rodyklés
nurodo tarp saves susijusius mechanizmus: Sviesa veikia sensibilizatoriu per
fotoblukimg, Sviesa ir fotosensibilizatorius drauge veikia audiniy deguonj per
fotocheminj skilimg (pagal (Wilson ir kt., 1997))

Dozés faktoriy tarpusavio priklausomybé. Svarbiausios trijy pagrindiniy FNT
veiksniy — $viesos, fotosensibilizatoriaus ir deguonies — tarpusavio priklausomybés
pavaizduotos 6.26 paveiksle. Kickvienam ju gali bati taikomi jvairlis matai. Sviesai
apibudinti galimi tokie parametrai: Svitinimo Sviesos dozé, Sviesos intensyvumas, erdvinis
Sviesos pasiskirstymas Svitinamo audinio tiryje, laikinés Sviesos charakteristikos
(impulsinis ar tolydus Svitinimas). Sensibilizatoriui apbudinti svarbus ne tik jSvirkstas
kiekis (mg kiino svorio kg), bet ir jo koncentracija navikiniame audinyje bei
mikropasiskirstymas tarp navikiniy ir aplinkiniy sveiky audiniy. Kalbant apie deguonj
svarbi jo koncentracija audiniuose prie§ gydyma, taip pat ir kraujagysliy bikle pries
gydymg ir gydymo metu, nes nuo jos priklauso, koks deguonies kiekis gali dalyvauti FNT
procese. Ruosiant FNT protokolus buvo laikoma, kad visi trys veiksniai yra tarpusavyje
nepriklausomi. Taciau i§ tikro kiekvienas 1§ jy gali veikti kitg ir/ar buti veikiamas kito
(arba jame jvykusio poky¢io).

Sviesos poveikis sensibilizatoriui. Sviesos veikiamas sensibilizatorius “blunka”.

Sis terminas nusako ir sensibilizatoriaus fotochemin¢ destrukcijg, ir sugerties ir/ar



fluorescencijos intensyvumo sumaz¢jima, nesusijusj su molekuliy suirimu. Aptariamame
kontekste fotoblukimas suprantamas kaip sensibilizatoriaus fluorescencijos intensyvumo
maze¢jimas, kuris atitinka fotosensibilizacinio poveikio silpné¢jima. Kadangi dél riboto
Sviesos skvarbumo | audinius susidaro Zenkliis Sviesos intensyvumo gradientai,
fotoblukimas visame naviko tiiryje bus nevienodas.

Kai fototerapines dozes vertinant fotoblukimas naudojamas kaip matas,
svarbiausia problema — ar fotoblukimas priklauso nuo deguonies ir/ar singuletinio
deguonies.

Sensibilizatoriaus poveikis §viesai. Antrosios kartos sensibilizatoriai, kuriy
ekstinkcijos koeficientai ties Svitinimo bangos ilgiu dideli, susilpnina Sviesos skvarbumg j
audinius dél savo pacCiy sugerties (“saviekranavimo” efektas). D¢l to Sviesa pasiekia
mazesnj gydomy audiniy tiirj. Sj efekta i3 dalies silpnina sensibilizatoriaus fotoblukimas,
tad Svitinimo metu tarp sensibilizatoriaus ir Sviesos yra sudétinga sgveika (galinti
priklausyti ir nuo deguonies), kuri néra jskaityta j jy pradinius matus.

Sviesos ir sensibilizatoriaus poveikis deguonies kiekiui audiniuose. Ir teoriskai,
ir praktiSkai jrodyta (Foster ir Gao, 1992), kad esant pakankamai sensibilizatoriaus
koncentracijai ir sviesos intensyvumui audiniuose gali vykti fotocheminis deguonies
nuskurdinimas. Jei fotosensibilizacija priklauso nuo deguonies — poveikis susilpnés. Kiek
jis susilpnés priklausys taip pat nuo to, kaip audinys apriipinamas deguonimi.
Nuskurdinimo poveikj gali susilpninti mazesnis Sviesos intensyvumas arba trukus
Svitinimas, leidziantis per tamsos faz¢ deguoniui redifunduoti.

Deguonies  kiekio audiniuose poveikis $viesai ir sensibilizatoriui.
Sensibilizatoriaus fotoblukimas gali priklausyti nuo deguonies, tad fotoblukimo greitis
keisis, jei deguonies kiekis audiniuose dél fotocheminio nuskurdinimo arba kraujotakos
poky¢iy pakis. Pakites kraujo tiiris audiniuose (keiciasi (oksi)hemoglobino kiekis) gali
pakeisti Sviesos skvarbuma dél padidéjusios ar sumazéjusios Sviesos sugerties.

Taigi pradiniai dozés parametrai ir audinio atsakas FNT metu vieni kitus veikia
jvairiais budais. Kaip visos $ios tarpusavio priklausomybés turéty biiti jskaitytos i
fototerapines dozes? Vienas i§ biidy buty iSmatuoti kiekvieng parametra atskirai ir
nepriklausomai ir nustatant galutinj dozés mata apimti visus parametrus ] modelj,
parodantj, kaip FNT atsakas priklauso nuo visy kintamyjy. Tokiu atveju, tai buty “tiksli
dozé”, nes kiekvienas kintamasis buty tiksliai iSmatuotas. Kitas budas — “numanoma

dozé” — naudojant vieng mata, pavyzdziui, fotoblukimg, kuris numanomai apima keleta



arba visus dozés parametrus, nors jie tiesiogiai nematuojami.

Abiejy biidy privalumai ir triikumai pateikti 6.1 lenteléje ir aptariami toliau.

Tiksli dozé. Tikslios dozés matai, Siuo metu dazniausiai vartojami FNT,
pavaizduoti 6.27 (a) ir 6.28 (a) paveiksluose. Papras¢iausiu atveju jie apima vidurkinés
fotosensibilizatoriaus koncentracijos gydomame audinyje ir aplink jj nustatymag pries
Svitinimg ir Sviesos intensyvumo iSmatavimg Svitinamame tiryje ir aplink ji. Tokio
jvertinimo privalumas “klasikinio” — pacientui paskirtos sensibilizatoriaus ir Svitinimo
dozés — atzvilgiu leidzia jvertinti kiekvieno paciento skirtingas sensibilizatoriaus
farmakokinetikas ir audiniy optines savybes. Siuolaikiné¢ technika leidzia tai atlikti
invaziniais ar neinvaziniais metodais (Jones ir Grossweiner, 1996). Laikomasi iSankstinés
prielaidos, kad navike susikaupusio sensibilizatoriaus koncentracijos ir svitinimo
intensyvumo sandauga atspindi numatomg audiniy atsakg. Yra darby (Patterson ir kt.,
1990; Chen ir kt.,1996), teigianciy, kad slenkstinés dozés, apskaiCiuotos pagal tikslius
lokalios sensibilizatoriaus koncentracijos ir svitinimo galios matavimus, specifiniams
audinio-sensibilizatoriaus dariniams gana tiksliai nusako galutinj audiniy atsakg — Viso
naviko tiirio nekrozg. Taciau taip pat yra darby, kurie parod¢, kad sensibilizatoriaus
koncentracijos ir Sviesos intensyvumo sandauga néra tinkamas gydymo rezultato
pranasautojas tiek in vivo (Foster ir kt., 1991) tiek ir in vitro (Foster ir kt., 1993). Kai
matuojama tik sensibilizatoriaus koncentracija ir Svitinimo galia, néra jskaitomas
fotocheminis deguonies nuskurdinimas. Galima biity atlikti deguonies kiekio audiniuose

matavima, taciau tam reikia sudétingos ir brangios aparatiiros.
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6.27 pav. Energijos lygmeny diagramos, kuriose nurodyti doziy matai (*): (a)
Sviesos intensyvumas, fotosensibilizatoriaus koncentracija, deguonis audiniuose; (b)
sensibilizatoriaus fotoblukimas; (c) singuletinio deguonies koncentracija (pvz.,
matuojant liuminescencija ties 1270 nm; (d) sensibilizatoriaus suZadinimo |
tripleting biisena parametrai; (e) biocheminiy/biologiniu poky¢iy Svitinimo metu
jvertinimas (pagal (Wilson ir kt., 1997))

Tikslios dozés vertinimo privalumas yra toks, kad jj galima naudoti ir tuomet, kai
néra pastebimy sensibilizatoriaus pokyciy, tokiy kaip fotoblukimas, kurie biitini vertinant
numanomg dozg. Tikslios dozés vertinimg galima patobulinti, jskaitant tokius faktorius
kaip sensibilizatorius fotoblukimas ar optiniy savybiy kitimas matavimo metu.
Kompleksinis visy dozés parametry matavimas yra labai komplikuotas techniskai, o
galutiniam atsakui jvertinti panaudojant visus matavimus reikalingas modelis, kurj

sudétingai biologinei sistemai sukurti labai sunku. Taciau svarbiausias tikslios dozés




vertinimo ribotumas tas, kad j ja nejskaitomi fotofizikiniai/fotocheminiai FNT vyksmai.

Jie yra jtraukti } numanomos dozés vertinima.
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6.28 pav. Tikslios (a) ir numanomos (b) dozés maty schema. Matavimai
atliekami arba audinio pavirsiuje, arba reikiamame taske r . ¢ — S$viesos
intensyvumas, ¢ — vidurkiné sensibilizatoriaus koncentracija audiniuose ir F* —

svitinimo metu matuojama sensibilizatoriaus fluorescencija (pagal (Wilson ir kt.,
1997))



6.1 lentelé. Tikslios ir numanomos doziy vertinimo privalumai ir triikkumai

Tiksli Numanoma
+Neturi griezty iSankstiniy prielaidy +Apima  “visus”  fotofizikinius
[/fotocheminius/fotobiologinius faktorius
+Sensibilizatoriaus  fotoblukimas +Lengvai realizuojama techniskai,
néra bitinas faktorius reikalingas tik fluorescencijos matavimas
— Reikia modelio, apimancio visus — Neatskiria fotobiologiniy ir
faktorius fotosensibilizatoriaus fluorescenciniy
pokyciy
— Sudétinga techni$kai: visas — Kiekybinei informacijai gali
duomeny rinkinys  greiCiausiai  bus | prireikti papildomy duomeny (pvz., audiniy
nejmanomas optinés savybés)
— Neijskaito mikrofaktoriy (pvz., —  Neaisku, kaip apibrézti
deguonies nuskurdinimo) veiksmingaja doze

Numanomos dozés vertinimas. Sio dozés vertinimo tikslas — panaudoti matg,
kuris apimty kiek jmanoma visus atsakg nulemianc¢ius gydymo faktorius ir jy tarpusavio
priklausomybes. Tada nereikéty ty faktoriy atskirai matuoti ir kurti juos apimanciy
modeliy. Kaip matyti 6.27 (b) ir 6.28 (b) paveiksluose, dozés matuose turi atsispindéti

Vertinant numanomg dozg¢ svarbiausias matas yra sensibilizatoriaus fotoblukimas.
Ji gana paprasta sekti in vivo, nes fluorescencinis metodas yra labai jautrus, tad tinkamas
net ir tuo atveju, kai sensibilizatoriaus koncentracija ar fluorescencijos kvantinis nasumas
mazi. Taigi FNT metu yra registruojamas matas F=*, t. y. fotosensibilizatoriaus
fluorescencija in vivo (sunormuota j zadinancios $viesos intensyvuma). Sensibilizatoriaus
fotoblukimas susij¢s su jo fotocheminiu suzadinimu, taigi ir su fotobiologiniu poveikiu
audiniams. Cia turéty biti aptarti du galimi atvejai: ar fotoblukima sukelia singuletinis
deguonis 10,, kuris yra atsakingas uz fotodinaminj poveikj, ar ne. Siems atvejams atskirti
bus naudojami terminai “susijes” ir “nesusijes”. Susijimo laipsnis nusako
sensibilizatoriaus fotoblukimo dalj, vykstan¢ia dél sensibilizatoriaus susidiirimy su ‘O,
palyginti su fotoblukimu, vykstan¢iu dél kitokiy procesy, nedalyvaujanciy
fotodinaminiame poveikyje. Susijes fotoblukimas 6.27 (b) paveiksle pazymétas triikia
linija, rodancia neigiamg griztamajj 0, poveikj sensibilizatoriaus pagrindinei biisenai.

Susijimo laipsnis reikalauja iSskirti du atvejus, kaip fotoblukimo matavimas turéty
biiti interpretuojamas ir taikomas kaip FNT dozés matas. Iliustracijai panaudojami du

Krastutiniai atvejai. Jei sensibilizatoriaus fotodestrukcija yra visiskai nesusijusi, tai




fotoblukimas reiskia suzadinto sensibilizatoriaus praradimg Svitinimo metu. IS to aisSkéja,
kad veiksmingoji FNT dozé tokiu atveju bus iSreiSkiama Svitinimo §viesos intensyvumo
o, integruotos fluorescencijos | F*(¢)de ir deguonies kiekio audiniuose sandauga (D~go
X | F*(p)de x O,). Kiekvienam i§ faktoriy didéjant, dozé didéja. Zymus fotoblukimas
silpnina fotodinaminj poveikj, nes prarandamas fotoaktyvus sensibilizatorius. Esant
visiSkam susijimui (grjztamasis rySys — 100%), kuo intensyvesnis singuletinio deguonies
generavimas (tuo paciu ir fotodinaminis poveikis), tuo greitesnis fotoblukimas. Siuo
atveju intensyvus fotoblukimas atitinka stipry fotodinaminj poveikj. Praktiskai visada
egzistuos tik tam tikras susijimo laipsnis, nes *O, gali dalyvauti reakcijose su daugeliu
kity cheminiy junginiy.

Svarbu pazymeéti, kad nepaisant to, ar fotoblukimas yra susijes, ar nesusijes, jis
turi buti jtrauktas | dozés matg kaip audiniy atsako atitikmuo. Taigi abu atvejus skiria tik
su audiniy atsaku koreliuojancio dozés mato forma.

Pateikiamas pavyzdys, kaip gali buti iSvestas numanomos dozés matas,
pasinaudojant sensibilizatoriaus pagrindinéje biisenoje [Sg] ir biologiniy taikiniy [A]
koncentracijomis (Wilson ir kt., 1997) ir taikant pasitlytas (Georgakoudi ir kt.,1997)
formules:

d[So]/dt = — Kes [So][*O2] (6.11)

d[A)/dt = — ke [A][*O,] (6.12)
&ia: [*O,] — singletinio deguonies koncentracija t momentu, kes ir ko — Singuletinio
deguonies sgveikos su sensibilizatoriumi ir biologiniais taikiniais grei¢io konstantos. IS

6.11 ir 6.12 seka:
[AI(H)/[A10) = {[Sc](t)/ [Se](0) }/ s (6.13)

Tariant, kad registruojamas fluorescencijos signalas Fx*(t) yra proporcingas [So](t),
[AIONAL(0) = {F(t)/ Fx(0)y (6.14)

Taigi jei “iSgyvenusiy” taikiniy dalis yra galimo biologinio atsako atitikmuo, tai

po gydymo iSmatuotos fluorescencijos santykis su pradine biity tinkamas susijusio

fotoblukimo dozés matas. Naudojantis Siomis supaprastinanc¢iomis prielaidomis nereikia

tiksliai matuoti Sviesos intensyvumo, deguonies koncentracijos ar absoliucios



sensibilizatoriaus  koncentracijos, audiniy atsako atitikmeniu galima naudoti
fluorescencijos signalo silpn¢jimg. Taciau dar lieka empiriSkai nustatyti, koks
fluorescencijos signalo silpn¢jimas atitinka pageidaujama biologinj atsaka reikiamam
sensibilizatoriui ir audiniui — nuo to priklausys, kaip S§is paprastas numanomos dozés
vertinimo matas tiks klinikingje praktikoje.

Svarbus S§io dozés vertinimo biido privalumas yra tai, kad jis apima sudétingus
fotofizikinius/fotocheminius  ir  fotobiologinius FNT  vyksmo faktorius.  Jei
sensibilizatorius yra visiSkai susij¢s, iSmatuotas fluorescencijos pokytis F* gali biiti
tinkamas dozés matas. IS dalies susijusio arba nesusijusio fotoblukimo atveju reikia kartu
iSmatuoti kai kuriuos kitus tikslios dozés faktorius, pavyzdziui, prading sensibilizatoriaus
koncentracijg arba Svitinimo doz¢. Nors F* matavimas techniskai yra gana paprastas,
patikimy kiekybiniy fluorescencijos in Vvivo matavimo rezultaty gavimo praktikoje

uzdavinys dar néra iki galo iSsprestas.

6.6. Sensibilizatoriaus fotofizikiniai parametrai ir dozés vertinimas

Sensibilizatoriaus fotoblukimo, kaip gydymo metu suteiktos veiksmingos dozeés
indekso, matavimas yra patrauklus ir patogus metodas, taCiau, kol jis taps visuotinai
taikomas klinikin¢je praktikoje, turés buti jvertinta daugelio faktoriy jtaka jam.
Remdamiesi miisy eksperimentiniais rezultatais aptarsime, kaip sensibilizatoriy
fotostabilumas priklauso nuo aplinkos parametry ir kokig jtaka Sios priklausomybés gali
turéti vertinant veiksmingg doz¢ pagal sensibilizatorius fotoblukimg FNT metu (Streckyte

ir kt., 1999).
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6.29 pav. Hp fluorescencijos spektrai jvairiose terpése

FNT efektyvumas priklauso ir nuo sensibilizatoriaus vidulastelinio pasiskirstymo.
Paprastai visi FNT naudojami sensibilizatoriai kaupiasi jvairiuose lasteliy
kompartmentuose, iSskyrus branduolj. Nuo sensibilizatoriaus sgveikos su specifine
aplinka priklauso jo fotofizikinés savybés — $viesos sugertis, fotomodifikacijos greitis ir
eiga. D¢l sgveikos su biologine aplinka (zmogaus serumo albuminu, eritrocity “Ses¢liais”
ir navikiniu audiniu) Hp fluorescencijos spektre atsiranda pokyc¢iy (6.29 pav.): albumino
aplinkoje Hp emisijos spektras pasislenka i ilgesniy bangy puse, dél saveikos su eritrocity
SeSéliais Sis poslinkis dar rySkesnis ir iSplatéja antra juosta. Dar rySkiau Sie pokyciai
matomi navikiniame audinyje susikaupusio Hp fluorescencijos spektre. Baltymo
aplinkoje sensibilizatoriaus blukimas ir fotoprodukto formavimasis vyksta greiciau (6.11

pav. ir 6.30 pav.).



A—d—A "y "y A e
ST TPPS,, ¢ =5*10°M
"ﬂ;ko [ =10 mm,Asaq.=632.8 nm
O
41 ST

—A—pH=4.0 (),=437 nm)
—O—pH=7.2 (=407 nm)
—m—pH=7.2, TPPS,;BSA=1:1
(Ast=410.5 nm)

AAT (A, A,) sant.vnt.
o

I
—_
2

0 10° 2410° 3x10°

Svitinimo intensyvumas, mW/cm’

6.30 pav. TPPS, fotoblukimo kinetikos jvairiose vandeninése terpése

Kai sensibilizatorius susikaupes lgsteliy membranose, jis sgveikauja su membranos

komponentais — lipidais ir baltymais — ir dél to kinta jo fotoblukimo greitis (6.31 pav.).

1,0 . .

®m 613 nm
® 634nm

Fluorescencija, sant.vnt.

0,4

o 100 200 300
Svitinimo doze, Jiem”

6.31 pav. Hp “eritrocity Seséliuose” fotoblukimo kinetikos

Laisvo Hp (tirpale), kurio fluorescencijos maksimumas ties 613 nm, fluorescencijos
intensyvumas maze¢ja léciau negu su membranos komponentais sgveikaujancio Hp, kurio
fluorescencijos maksimumas ties 634 nm. Taigi sensibilizatoriaus fotoblukimo sparta
priklauso nuo aplinkos, kurioje jis lokalizuotas. Citozolyje susikaupg¢ porfirininés kilmés

sensibilizatoriai bluks maziau negu susikaup¢ membranose ar sudarantys kompleksg su



baltymu. Sensibilizatoriaus blukimo sparta, taigi ir matas, naudojamas numanomos dozés
skai¢iavimui, priklausys nuo santykinio sensibilizatoriaus pasiskirstymo tarp lastelés
komponenty. Tad, naudojant fotoblukima kaip numanomos dozés mata, reikalingos
pataisos, atitinkancios sensibilizatoriaus kiekj kiekvienoje mikrolokalizacijoje. Vertinant
fotoblukimo greit] kaip audiniy atsako rodiklj, reikia atsizvelgti ir | tai, kad koreliacija
nebus tiesioging, o priklausys nuo deguonies koncentracijos ir singuletinio deguonies
generavimo atskiruose lastelés kompartmentuose kvantinio nasumo, taip pat ir nuo
pazaidoms jautriy taikiniy kiekio arti singuletinio deguonies generavimo vietos.
Pavyzdziui, mitochondrijos membranoje generuotas ‘O, sukels daug pavojingesnes
pazaidas negu lastelés citozolyje.

Sensibilizatoriy fotoblukimo sparta kinta keiciantis terpés pH. Fotoblukimo
kinetikose, sunormuotose j sugerty kvanty skaiCiy ir prading sugertj (Streckyté ir kt.,
1999), aiskiai matyti, kad riigScioje terpé€je sensibilizatorius yra daug stabilesnis negu
neutralioje (6.30 pav.). Yra zinoma, kad kai kurie sensibilizatoriai, pavyzdziui, TPPS, ar
uroporfirinas (Berg ir Moan, 1994; Schneckenburger ir kt., 1995), geriausiai kaupiasi
lizosomose, kur terpés pH<S5. Tad sensibilizatoriy frakcijos, susikaupusios lizosomose ir

kituose lasteliy kompartmentuose, bluks skirtingu greiciu.
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FNT metu fotosensibilizatorius ne tik blunka, bet ir sudaro fotoproduktus.
Fotoproduktai turi jtakos sensibilizacijos procesui, todé¢l jy susidarymas turéty buti
iskaitytas vertinant FNT dozes (Rotomskis ir kt., 1998). Saveika su biologine aplinka
paprastai paspartina fotoprodukty susidaryma (6.11 pav.). Svitinimo metu susidares
fotoproduktas, sugeriantis raudong Sviesg, gali dalyvauti sensibilizacijos procese.
Pasinaudodami energijos lygmeny diagrama, vaizduojancia fotoblukimg kaip numanomos
dozés matg (Wilson ir kt., 1997), siilome schema, kurioje matyti, kaip susidargs
fotoproduktas gali generuoti singuletinj deguonj (6.32 pav.).

Kaip matyti, dé¢l procesy sudétingumo ir daugelio faktoriy jtakos kol kas sunku
labai preciziskai jvertinti veikligja doz¢. Labai svarbu suprasti jvairiy dozés parametry
tarpusavio sgveikas ir jtakas bei surasti tokj FNT dozés mata, kuris gerai koreliuoty su
audiniy atsaku ir biity gydymo efektyvumo pranasautojas. Bitina spresti Sias sudétingas

problemas siekiant gauti geresnius FNT rezultatus.

Literatiira

Bagdonas S., R. Wendenberg, W. Dietel, R. Rotomskis (1996) Photomodification
of Hp accumulated in erythrocyte cell ghosts. Proc.SPIE, 2625, 339-355.

Bagdonas S., A. Jasaitis, Jr. (1997) Photostability of sensitizers in various model
systems: a spectroscopic study. Biologija, Nr.1, 81-86.

Berg K., J. Moan (1994) Lysosomes as photochemical targets. Int.J.Cancer, 59,
814-822.

Braichotte D.R., J.F. Savary, P. Monnier et al (1996) Optimizing light dosimetry in
photodynamic therapy of early stage carcinoma of the esophagus using fluorescence
spectroscopy. Lasers Surg.Med., 19, 340-346.

Braichotte D.R., G.A. Wagnieres, R. Bays et al. (1995) Clinical pharmacokinetic
studies of photofrin by fluorescence spectroscopy in the oral cavity, the esophagus, and
the bronchi. Cancer, 75, 2768-2778

Chen Q., M. Chopp, L. Madigan (1996) Damage threshold of normal rat brain in
photodynamic therapy. Photochem.Photobiol., 64, 163-167.

Cheong W.F., S.A. Prahl, A.J. Welch (1990) A review of the optical properties of
biological tissues. IEEE J.Quant.Electr., 26, 2166-2185.

Cox G.S., D.G. Whitten (1982) Mechanisms for the photooxidation of



protoporphyrin 1X in solution. J.Am.Chem.Soc., 104, 516-521.

Fingar V.H., W.R. Potter, B.W. Henderson (1987) Drug and light dose
dependence of photodynamic therapy: a study of tumor cell clonogenicity and histologic
changes. Photochem.Photobiol., 45, 643-650.

Foster T.H., L. Gao (1992) Dosimetry in photodynamic therapy: oxygen and the
critical importance of capillary density. Radiat.Res., 130, 379-383.

Foster T.H., D.F. Hartley, M.G. Nichols et al. (1993) Fluence rate effects in
photodynamic therapy of multicell tumor spheroids. Cancer Res., 53, 1249-1254.

Foster T.H., R.S. Murant, R.G. Bryant et al. (1991) Oxygen consumption and
diffusion effects in photodynamic therapy. Radiat.Res., 126, 296-303.

Georgakoudi I., M.G. Nichols, T.H. Foster (1997) The mechanism of Photofrin
photobleaching and its consequences for photodynamic dosimetry. Photochem.Photobiol.,
65, 135-144.

Ginitinas L., R. Rotomskis, V. Smilgevicius, A. Piskarskas, J. Didziapetriené, L.
Bloznelyté, L. Griciate (1991) Activity of haematoporphyrin derivative photoproduct in
photodynamic therapy in vivo. Lasers Med.Sci., 6, 425-428.

Grossweiner L.1.(1986) Optical dosimetry in photodynamic therapy. Lasers
Surg.Med., 6, 462-466.

Inhoffen H.H., H. Brockmann, Jr., K.M.Bliesener (1969) Photoprotoporphyrine
und ihre Umwandlung in spirographis sowie isospirographis Porphyrin. Liebigs
Ann.Chem., 730, 173-185.

Jasaitis A., Jr., G. Streckyte, R. Rotomskis (1996) Photophysics of sensitizer-
protein complexes. Lith. Journal of Physics, 36, 299-302.

Jones L.R., L.I. Grossweiner (1996) Effects of Photofrin on in vivo skin reflectivity.
J.Photochem.Photobiol., B:Biol., 33, 153-156.

Juzénas P., J. Didziapetriené¢, L. Staciokiené, V. Gudelis, J. Slavénas,
R.Rotomskis (1996) Photomodifications of photodrugs in tumor.Proc.SPIE, 2625, 499-
506.

Mang T.S., T.J. Dougherty, W.R. Potter, D.G. Boyle, S. Sommer, J. Moan (1987)
Photobleaching of porphyrins used in photodynamic therapy and implications for therapy.
Photochem.Photobiol., 45, 501-506.

Moan J. (1986) Effect of bleaching of porphyrin sensitizers during photodynamic
therapy. Cancer Lett., 33, 45-53.

Patterson M.S., B.C. Wilson, R. Graff (1990) In vivo tests of the concept of



photodynamic threshold dose in normal rat liver photosensitized by aluminum
chlorosulphonated phthalocyanine. Photochem.Photobiol., 51, 343-349.

Potter W.R., T.S. Mang, T.J. Dougherty (1987) The theory of photodynamic
therapy  dosimetry:  consequences of photo-  destruction of  sensitizer.
Photochem.Photobiol., 46, 96-101.

Pottier R., J.C. Kennedy (1990) The possible role of ionic species in selective
biodistribution of  photochemotherapeutic  agents toward neoplastic tissue.
J.Photochem.Photobiol., B.:Biol., 8, 1-16.

Pottier R., T.G. Truscott (1986) The photochemistry of haematoporphyrin and
related systems. Int.J.Radiat.Biol., 50, 421-452.

Rotomskiené J., T.Aartsma, T.M.A.R.Dubbelman, R.Rotomskis (1989) The
spectral properties of hematoporphyrin photoproduct. Lith.J.Physics, 29, 477-482.

Rotomskiene J., R. Kapociute, R. Rotomskis, G. Jonusauskas, T. Szito, A.
Nizhnik (1988) Light-induced transformations of hematoporphyrin diacetate and
hematoporphyrin. J.Photochem.Photobiol., B.:Biol., 2, 373-379.

Rotomskiené J., R.Rotomskis, T.M.A.R.Dubbelman (1990) Structure of
hematoprotein photoproduts in aqueous solutions. Zh.prikl.spektroskopii, 53, 829-834.

Rotomskis R., S. Bagdonas, G. Streckyte (1996) Spectroscopic studies of
photobleaching and photoproduct formation of porphyrins used in tumour therapy.
J.Photochem.Photobiol., B.:Biol., 33, 61-67.

R. Rotomskis, S. Bagdonas, G. Streckyte, R. Wendenberg, W. Dietel, J.
Didziapetriene, A. Ibelhauptaite, L. Staciokiene (1998) Phototransformation of
sensitizers: 3.Implications for clinical dosimetry. Lasers Med Sci., 13, 271-278.

Rotomskis R., G. Streckyte, S. Bagdonas (1997 a) Phototransformations of
sensitizers: 2. Photoproducts formed in aqueos solutions of porphyrins.
J.Photochem.Photobiol., B.:Biol., 39, 172-175.

Rotomskis R., G. Streckyte, S. Bagdonas (1997 b) Phototransformations of
sensitizers: 1. The significance of the nature of the sensitizer for photobleaching and
photoproduct formation in aqueos solution. J.Photochem.Photobiol., B.:Biol., 39, 167-
171.

Rotomskis R., V. Vaicaitis, A. Piskarskas (1993) Time-resolved absorption
spectroscopy of hematoporphyrin and its photoproducts. Chem.Phys.Lett., 202, 233-236.
Schneckenburger H., M.H. Gschwend, R.Sailer et al. (1995) Time-resolved pH-dependent

fluorescence of hydrophilic porphyrins in solution and in cultivated cells,



J.Photochem.Photobiol., B:Biol., 27, 251-255.

Smith K.M. (1975) General features of the structure and chemistry of porphyrin
compounds. In: Porphyrins and Metalloporphyrins, Elsevier, Amsterdam, 1-28.

Stone H.B., J.M. Brown, T.L. Philips et al. (1993) Oxygen in human tumors:
correlations between methods of measurement and response to therapy. Rad.Res., 136,
422-434.

Streckyt¢ G., D. Frolov, S. Bagdonas, P. Juzénas, R. Rotomskis (1999) Can
photodynam-ic dose be predicted on sensitizer’s photophysical parameters?
www.photobiology.com/photobiology99

Van Geel I.P.J., H. Oppelaar, Y.G. Oussoren, F.A. Stewart (1994) Changes in
perfusion of mouse tumours after photodynamic therapy. Int.J.Cancer, 56, 224-228.
Wike-Hooley J.L., J. Haveman, H.S. Reinhold (1984) The relevance of tumour pH to the

treatment of malignant disease. Radiother.Oncol., 2, 343- 366.

Wilson B.C., M.S. Patterson, D.M. Burns (1986) Effect of photosensitizer
concentration in tissue on the penetration deph of photoactivating light. Lasers Med.Sci.,
1, 235-244.

Wilson B.C., M.S. Patterson, L. Lilge (1997) Implicit and explicit dosimetry in
photodynamic therapy: a new paradigm. Lasers Med.Sci., 12, 182-199.

SUMMARY

6. PHOTOSTABILITY AND PHOTOTRANSFORMATIONS OF
SENSTIZERS AND IMPLICATIONS FOR PHOTOTHERAPIC DOSES

The resistance of dyes towards degradation by light has long preoccupied
humanity. The fading of pictures and dyed textiles were studied by artists and chemists.
Most of photosensitizers used in photosensitized tumour therapy (PTT) are
not photostable. In simple solutions as well as in complex environments photosensitizers
undergo light-induced modification resulting in a decrease of their initial absorption and
fluorescence intensity. This phenomenon is called photobleaching and includes the
following photoprocesses: (1) photodegradation — the conversion of sensitizer into
products that do not absorb wvisible light appreciably (Spikes ,1992); (2)

photorelocalization — the alteration of photophysical properties due to the light-induced
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migration of sensitizer from one binding site to another (Moan and Kessel, 1988) or (3)
phototransformation - as in case of some porphyrins, leading to the formation of new red-
absorbing photoproducts (Rotomskiene et al., 1988). Photobleaching has important
consequences for PTT dosimetry. Photodegradation of the sensitizer results in a decrease
in its initial concentration and, as a consequence, a lower sensitizing effect. This can be
either advantage or disadvantage depending on the initial concentration of a sensitizer and
its distribution in tumour and surrounding tissues (Mang et al.,, 1987). If the
photosensitizer bleaches too rapidly, tumour destruction will not be complete but the use
of appropriate illumination doses can protect normal tissues from irreversible damage.

It has been shown that, together with photobleaching, the formation of red-
absorbing photoproducts takes place (Rotomskiene et al., 1988). In clinical trials,
photosensitizers are generally illuminated by red light. Therefore calculation of
phototherapuetic dose requires additional infromation about the foremation of red-
absorbing photoproducts.

Investigations of the photostability of first generation photosensitizers. In the PTT
field, the first relevant observation of photobleaching of Photofrin in NHIK 25 cells was
reported in 1986 (Moan, 1986). Shortly afterwards, photobleaching was observed in
patients receiving treatment with Photofrin (Mang et al., 1987).

The illumination of porphyrin in phosphate buffer solution (PBS) gives
rise to changes in the absorption and emission spectra (Rotomskiené et al., 1988;
Rotomskis et al., 1996).

(Fig.6.1. Emission spectra of 10* M Hp in PBS after illumination for 300 min
{hex = 495 nm (1), Aex = 510 nm (2), Aex =500 nm (3)}, and emission spectrum of
separated fraction of photoproduct in methanol {lex = 495 nm (4)}. Inset: non-illuminated
Hp in PBS, Aex =495 nm, under the same conditions. Fig. 6.2. Absorption spectra of non-
illuminated (1) and illuminated (2) porphyrins in PBS, pH 7.1, concentration 10 M: a)
TPPS,, the illumination time 205 min., fluence rate 50 mW/ cm? and b) HpD, 100 min.,
100 mW/cm?® Insets: the absorption-difference spectra (illuminated minus non-
illuminated) of a) TPPS,;, C=3 10° M, b) Hp, C=10° M). The absorption difference
spectra in the insets of Fig.6.2 clearly show an appearance of the new bands in the UV
region and at around 640 nm, and a corresponding bleaching of the Soret and Q
absorption bands. The new absorption band observed around 640 nm belongs to red-

absorbing photoproducts (Rotomskien¢ et al., 1988; Rotomskis et al., 1996). Careful



chromatographic and spectroscopic analysis showed that few types of photoproducts are
formed in aqueous solutions of porphyrins on illumination (Rotomskis et al., 1997 a).
Decay of the Soret band and an increase in absorbance in the spectral region of 240-320
nm indicate photomodification conditioned by porphyrin macrocycle disruption. The
formation of UV-absorbing photoproducts is reflected by an increase in absorption in the
region of 240-320 nm and can be explained as a photoinduced self-oxidized disruption of
the porphyrin chromophore, yielding di- or monopyrroles.

Absorption spectra of the separated fractions of the illuminated Hp, containing
photoproducts with absorption bands at 640 and 660 nm, are characteristic of the chlorin-
and bacteriochlorin-type molecules, compounds with reduced double bonds in the
positions 3-4 or 7-8, when macrocyclic conjugation is still maintained (Smith, 1975). The
formation of the red-absorbing photoproducts from different precursors is favoured when
sandwich-type aggregates are present. It seems that in these aggregates oxygen
penetration would be limited and photoreduction process would occur to yield chlorin-

and bacteriochlorin-type photoproducts.

The third photoproduct, detected in the irradiated Hp solution, can be attributed to
the opening of macrocycle at the begining of porphyrin photodegradation, resulting in the
appearance of bilirubin-type molecules (Rotomskis et al., 1997 a).

On the basis of absorption and fluorescence changes in illuminated
aqueous solutions of porphyrins a scheme of possible photoproducts is proposed (Fig.6.4.
Scheme of possible photoproducts of porphyrins in agueous solutions).

All the investigated photosensitizers undergo phototransformations on
illumination but photoinduced spectral changes are different. Illumination of aqueous
solutions of DMHp, Hp, HpD, TPPS,;, PS and PF results in absorption decrease
throughout the spectrum and simultaneous appearance of new absorption bands in the UV
region and at the red edge of the spectrum (Fig.6.5.Absorption difference spectra
(illuminated minus non-illuminated) of investigated porphyrins in PBS, pH7.2.
Concentration 10“ M. Hlumination doses: TPPS, - 90J, Hp - 150 J, DMHp, HpD and
PS - 120 J). Sequence of the photobleaching efficiency of photosensitizers at the same
amount of absorbed light is DMHp>Hp>HpD>PS>TPPS,>PF.

Tumours are often found to have different (mostly lower) pH from the
surrounding tissues (Wike-Hooley et al., 1984). The pH range 5-8 is of special



significance since many tumours have been reported to have pH values in this vicinity.
The strong dependence between the acidity of a solution and the intensity of the band
with the maximum at around 640 nm, i.e. the total amount of the photoproduct formed is
observed (Fig.6.8.Distribution of Hp IX ionic species in an aqueous solution (Pottier and
Kennedy, 1990) (curves 1-3) and dependence of HpD photoproduct 640 formation
effectiveness on pH). (Rotomskis et al., 1996).

A part of the one of possible Hp acid-base equilibrium routes solution (Pottier and
Kennedy, 1990) is given in Fig.6.8 together with a dependence of AAgso/As14 On pH.
Photoproduct with absorption at 640 nm formation in the pH range of 5-10 is close to the
curve reflecting the dominance of Hp anionic species in aqueous solution. Above the pH

10, a decrease in photoproduct formation efficiency is observed.

Seven ionic species caused by the protonation or deprotonation of nitrogen
atoms are possible for all free base porphyrins, but only four of them (dication and
monocation, neutral and dianion ) have been observed spectroscopically (Pottier and
Truscott, 1986). Hp, as well as other dicarboxylic porphyrins, can also release one or both
protons from its side acid chains. The pH regulates the predominance of each ionic
species and the conversions between them. It was suggested on the basis of the results
obtained, that positively charged forms of porphyrins are photostable, while anionic
forms induce the formation of the photoproduct (Rotomskis et al., 1996).

Photodegradation of sensitizers is strongly medium-dependent, and in
organized media such as micelles, vesicles, protein-bound sensitizers and erythrocyte
ghosts more complex mechanisms may influence the photobleaching rate of a sensitizer.

Illumination of porphyrin-human serum albumin (HSA) complex by light
doses commonly used in PTT induces spectral changes similar to those of porphyrins
aqueous solutions (Fig.6.10. Absorption spectra before and after illumination of Hp (C,
10 M) and Hp-HSA complex (at molar ratio 1:1) solutions). As is seen in Fig. 6.11 (A:
Absorption decay curves of Hp registered at the maximum of third Q band; B:
photoproduct formation curves registered at the maximum of formed photoproduct, 640
nm), the sensitizer-albumin interaction significantly accelerates the photobleaching
process, especially at low illumination doses. The initial photoproduct formation is also
higher in Hp solution with HSA (Bagdonas and Jasaitis, 1997).

Several experiments were also carried out with Hp in the presence of

erythrocyte cell ghosts (ECG), which represent a good model of real cells with a natural



membrane containing lipids and proteins (Bagdonas et al., 1996; Bagdonas and Jasaitis,
1997). The light induced changes of Hp fluorescence spectra in the presence of ECG are
shown in Fig.6.13 (The changes of Hp fluorescence spectra (C = 10™*M) in a suspension
of ECG upon irradiation. Insets: the same spectra normalized at 613 nm). The initial Hp
spectrum (curve 1) possesses several characteristic peaks. These at 613 nm and at 678 nm
belong to Hp in aqueous media, while that at 634 nm is characteristic for Hp interacted
with ECG. Illumination of a sample results in the disappearance of the later peak. The
total decay of Hp emission is followed by the formation of a new characteristic peak of
the photoproduct at 642 nm.

A few photoprocesses were also studied under irradiation of tumours ex
vivo (Juzenas et al., 1996). Efficient photobleaching of porphyrin emission bands at 630
and 690 nm was detected in all cases. This process was accompanied by the formation of
a broad emission band in the spectral region 660-680 nm (Fig.6.14. Normalized
fluorescence spectra of irradiated tumours sensitized with HpD and PS). Careful
examination of the emission spectra of tumours ex vivo showed that the emission around

660 nm was related to photoproduct formation.

Experiments with the chlorin-type photoproduct formed from HpD,
possessing a absorption band with a maximum at 640 nm, carried out on experimental
animals revealed that in can act as a photosensitizer itself and provoke a positive
photosensitized effect (Giniunas et al., 1991). Moreover, spectral and Kkinetic
characteristics of non-irradiated and irradiated HpD (where the photoproduct formation
was detected) shows that photoproduct may act as an intermediate of energy transfer from
porphyrin molecules to cell substrate (Rotomskis et al., 1993). So the evidence of the
chlorin-type photoproduct sensitization activity and fast energy transfer from
hematoporphyrin molecules to photoproduct enabled creation of the new possible
photosensitization scheme (Fig.6.20. Suggested participation of photoproducts in

photosensitization).

Investigations of the photostability of second generation photosensitizers.
Dispite its apparent success, first generation sensitizers have important disadvantages.
Therefore a number of second generation photosensitizers have been developed to
overcome the shortcomings of hematoporphyrin derivatives. Second generation

sensitizers have a strong absorbance at a longer wavelength where tissue penetration is at



a maximum. The photostability and phototransformations of several second generation
sensitizers, chlorin eg (Cleg), aluminium phthalocyanine tetrasulphonate (AIPcS,) ir meso-
tetraphenylporphine tetrasulphonate (TPPS,), was investigated (Rotomskis et al., 1997 b)
and compared with the photostability of first generation sensitizers (Fig.6.22. Kinetics of

absorption bleaching of the photosensitizers).

The sequence of the photobleaching efficiency of photosensitizers at the
same amount of absorbed light is Cleg>DMHp>Hp>HpD>PS>TPPS,;>PF>AIPcS,.
AIPcS, is the most photostable of the investigated porphyrins. TPPS, is also relatively
photostable; its photobleaching rate is close to that of PF. Cleg is the least photostable. No
photoproduct formation was observed in case of Cleg and AIPcS,. Only a negligible
amount of the photoproduct was detected in the solution of the photostable sensitizer,
TPPS, (Fig.6.5).

Evaluation of phototherapic doses. The process of tumour destruction needs
light to activate the intracellularly bound sensitizer. The PTT effect is generally accepted
as being proportional to the product of sensitizer concentration and illumination dose.
This relationship (Fig.6.25 (I) Three cases to reach the equal phototherapic dose: (I)
photostable sensitizer; (11) photolabile sensitizer (exponential decay) and (I11) combined
effect of photolabile sensitizer (a) and formed photoproduct (b). Vertical axis, relative
concentration D of an active sensitizer; horizontal axis, light dose j (delivered to the
surface of the tumour) has been generally referred to as the reciprocity of concentration
and light dose (Grossweiner, 1986; Fingar et al., 1987). However, this theory does not
take into account the effect of the destruction of sensitizer. Photobleaching of sensitizer
increases the illumination dose needed to get the same effect in comparison with a stable
sensitizer (Fig.6.25 (I1)) (Potter et al., 1987). As photobleaching of Hp-type sensitizers is
accompanied by the formation of red-absorbing photoproducts, a careful estimation of the
illumination duration should include not only the photobleaching of sensitizer, but also
the formation of photoproducts absorbing at the illumination wavelength.

A system of equations was produced and a formula for the evaluation of the
phototherapic dose was proposed (Rotomskis et al., 1998).

The calculations, in which the appearance of the photodynamically active
photoproduct has been taken into account, show that the illumination dose needed to gain
the same phototherapic dose could be lower (Fig.6.25, (111)), since it is obtained as a sum

of two effects: the destruction of the initial sensitizer (I1l a) leading to the decrease of its



concentration is partially compensated by the formation of the red-absorbing
photoproduct (111 b).

Photophysical parameters of sensitizers and dose evaluation. By the
identification of more factors, which influence the efficacy of a treatment, the dosimetry
in PTT is becoming increasingly complex. In the simplest way a dose in PTT have been
described by specifying the administered dose of photosensitizer, the incident light dose
and time interval between the administration of photosensitizer and light. Most clinical
protocols still utilize only these three parameters for the selection of the effective dose,
despite the fact that these parameters give only partial information about the real
phototherapeutic dose. Usually, in the studies on PTT dosimetry only the photobleaching
of sensitizer or photobleaching followed by the formation of photoproducts are discussed.
Although the use of photosensitizer photobleaching in dosimetry is attractive in principle,
there are a number of problems that should be resolved for it to become routinely useful.
Some factors, such as localization, interaction with cellular compartments or
environmental pH, which influence phototransformations of photosensitizers and by this
the evaluation of phototherapic dose (Streckyte et al., 1999).

The photosensitizers used in PTT demonstrate diffuse localization in many
cytoplasm compartments with the exception of nucleus. The degree of sensitizer coupling
with the specific tissue environment induces changes in the absorption properties and
photostability of sensitizers (Fig. 6.29. Fluorescence spectra of Hp in different
environmet; Fig.6.30. Absorption decay curves of TPPS, in different environment;
Fig.6.31. The changes of Hp fluorescence spectra in a suspension of ECG upon
illumination). Localization in different compartments and binding with different
biomolecules can alter not only sensitization properties but also the photobleaching rate

and photoproduct formation efficacy.

The photobleaching rate of sensitizer is also dependent on pH (Rotomskis et al.,
1996). This is especially important for photosensitizers preferentially localizing in
lysosomes: fractions of sensitizers localized in lysosomes will photobleach with different
rate than fractions localized in other cell compartments.

There is no easy usable method to evaluate biochemical and physiological tissue
response to PTT and to correlate it with the effective delivered dose. Therefore, in spite of
all mentioned and not mentioned shortages, the use of photophysical characteristics as an

index of delivered phototherapeutic dose to date seems to be the most reliable parameter.
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