2 skyrius

KAIP VYKSTA  FOTOSENSIBILIZACIJA  BIOLOGINESE
SISTEMOSE?

Trumpai pateikiami svarbiausi sviesos parametrai, reikalavimai efektyviems
fotosensibilizatoriams ir esminiai fotosenibilizacijos reakcijy principai

Fotosensibilizatorius, sugéres Sviesos fotona, atiduoda energijos pertekliuy aplink
esancioms molekuléms, kurios suzadinamos ir gali inicijuoti fotochemines reakcijas. Ju
padariniai - ivairts fotofizikiniai, fotocheminiai ir fotobiologiniai vyksmai §viesos
nesugerianCiame substrate. Taigi, tarpininkaujant fotosensibilizatoriams, lastelés ar
organizmai tampa jautrus Sviesai ir gali zti.

Kad  vykty  fotosensibilizacija, reikalinga Sviesa,  junginys
(fotosensibilizatorius), kurio molekuliy strukttra tokia, kad gali sugerti reikiamo bangos
ilgio Sviesa, ir substratas — biologin¢ terpé, kurioje vyksta sensibilizacijos sukeltos
reakcijos.

Sviesos prigimtis. Misy vaizdinis aplinkos suvokimas pagristas $viesa. Zeme
pasiekianti saulés Sviesa apima ne tik regimosios Sviesos diapazona, kuri mato zmogaus
akis, bet ir akims nematomus spindulius, kuriuos gali sugerti ivairios biologinés sistemos
(2.1 pav.). Saulés energija yra gyvybés Zeméje Saltinis. Saulé spinduliuoja kaip ikaitintas
kiinas ir jos spinduliuotés spektras apima platy banguy ruoza nuo 100 nm iki 11 000 nm.
Zemés pavirsiy pasiekia tik ilgesni nei 290 nm spinduliai, nes trumpesnius sugeria
stratosferoje esancios ozono molekulés. Anglies dioksidas ir vandens garai sugeria jvairiy
bangos ilgiu saulés Sviesa pla¢iame ruoze: nuo 700 nm iki 2 000 nm. Saulés Sviesa
dalyvauja daugelyje biosferos vyksmu. Augalai gauna energijos fotosintezei, zmogaus
kiine vyksta jvairios Sviesos sukeltos cheminés ir biologinés reakcijos, kuriy svarbiausia —
rega. Zmogaus organizma nuo pavojingy trumpujy saulés spektro spinduliy saugo odos
1degis — pigmento melanino sankaupos odos pavirsiuje.

Siuolaikiniu supratimu §viesai budinga dviguba prigimtis — banginé ir

korpuskuliné. Daugelis Sviesos savybiy, pasireiSkianciy jai veikiant materialius kiinus,



tokiu kaip sugertis, atspindys, lizis, sklaida, interferencija ar difrakcija, apraSomi bangu

parametrais — jie rodo banging spinduliuotés kilme.
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2.1 pav. Saulés spektras kosminéje erdvéje ir juros lygyje. Taskuoti ploteliai rodo
atmosferos komponenty sugerti

Sviesos charakteristikos. Elektromagneting banga suprantama kaip du vienas
kitam statmeni erdvé¢je sklindantys kintamieji laukai — elektrinis ir magnetinis — ir
apibiidinama jvairiais dydziais.

Bangos ilgis (A) — atstumas tarp dviejy artimiausiy tos pacios fazés bangos tasky.
Skirtingy elektromagnetinio spektro ruozy bangy ilgiai matuojami skirtingais vienetais:
radijo bangy ilgiai — mm, cm ir m, infraraudonyjy bangy ilgiai — pm, rentgeno ir gama
spinduliy, ultravioletiniy, regimosios Sviesos bangy ilgiai reiSkiami jvairiais vienetais, bet
dazniausiai — nanometrais (nm, 10°m, 107 cm) arba jy dalimis (pavyzdZiui, angstremais,
1A =0,1nm; 10" m).

Virpesiy daznis (v) — elektrinio lauko virpesiy skaicius per sekundg, matuojamas
[s] arba [Hz].

Bangos skaicius (v*). Kadangi santykis v = ¢/A isreiskia sarysj tarp bangos ilgio ir

daznio, kartais vietoj bangos ilgio naudojamas atvirkstinis dydis 1/A, kuris nusako bangos
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ilgiy skaiciy ilgio vienete (centimetre) bangos sklidimo kryptimi (reiSkiamas cm'l).
Pavyzdziui, 400 nm bangos ilgis atitinka:

v =3x10" cm s/ 400 nm = 3x10*° cm s™/ 4x10™ cm = 0,75x10"° s,
t. y. 0,75x10"™ pilny svyravimy per sekunde. Arba:

v’ = 1/h = 1/400 nm = 1/4x10™° cm = 25000 cm™, isreiskiant bangos
skai¢iumi — 25 000 bangos ilgiuy viename centimetre.

Pasirenkamas tas dydis, kuris patogesnis konkre€iu atveju. Pavyzdziui, spektro
juostos pusploti patogiau reiksti bangos skaic¢iumi, nes Sis dydis tiesiskai priklauso nuo
Sviesos kvanto energijos.

Greitis v — Sviesos bangos greitis terp¢je. Visu ilgiy elektromagnetinés bangos
vakuume sklinda vienodu greiciu (¢ = 3x10° m/s). Kitose terpése spinduliuotés sklidimo
greitis yra kitoks ir priklauso nuo terpés lizio rodiklio n, kuris yra lygus sklidimo grei¢iy
vakuume ir tam tikroje terp¢je santykiui:

n=c/varbav =c/n, (2.1)

¢ia ¢ — Sviesos greitis vakuume. Luzio rodiklis nusako terpés pasiprieSinima
Sviesos sklidimui. Kuo didesnis liizio rodiklis, tuo 1é¢iau sklinda Sviesa.

ApraSant kai kurias §viesos savybes patogiau Sviesa laikyti bangomis, taciau kitais
atvejais geriau tinkama Sviesos kaip dalelés — fotono — savoka.

Fotono energijos israiska (2.2) sujungia abi sviesos prigimtis:

E=hv=hc/\L (2.2)

Kiekvieno fotono energija (E), isreiksta dzauliais (J), yra tiesiog proporcinga
spinduliuotés dazniui (V) (t. y. atvirks¢iai proporcinga bangos ilgiui A). Proporcingumo
konstantos yra §ios: h — Planko konstanta (6,63x10™* J s) ir ¢ — §viesos greitis vakuume
(c = 3x10% m/s).

Naudojantis tuo paciu 400 nm bangos ilgio pavyzdziu ir taikant molio savoka
galima apskaiciuoti vieno molio fotony energijos kieki, kuris lygus vieno fotono energijai
E = (h c/L), padaugintai i§ Avogadro skai¢iaus,

[(6,63x10°* J s x 3x10™ cm s7)/4x10”° cm] x 6,022x10%® mol™= 299 000 J mol™
=299 kJ mol ™.
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Tam tikro bangos ilgio vieno molio fotony energija vadinama einsteinu. Taigi 400
nm ilgio Sviesos einSteinas yra 299 kJ. Energija taip pat gali biiti reiSkiama
kilokalorijomis (kkal) ar elektronvoltais (V).

Sviesos srautas (W) yra energijos kiekis, kertantis ploto S pavirsiy per laiko
vieneta:

@ = dE/dt. (2.3)

Sviesos intensyvumas (W/m?) isreiskiamas kaip $viesos srauto tankis, t. y. §viesos
srautas, kertantis Sviesos sklidimo krypciai statmeno ploto vieneta:

| = ®/S. (2.4)

Sviesos dozé (JIm?) yra lygi §viesos intensyvumo ir §vitinimo trukmés sandaugai:

D=1t (2.5)
Fotosensibilizatoriams keliami reikalavimai. Visi fotosenibilizacijos
vyksmai prasideda fotosensibilizatoriui sugérus $viesos kvanta. Sviesos fotonai
saveikauja su atomy ir molekuliy elektronais, esanciais iSoriniuose, toliausiai nuo

branduolio nutolusiuose lygmenyse. Fotono sugerties metu elektronas i§ Zemesnés

S 1 Sugertis

n + + 2 Fluorescencija

: 3 Vidiné konversija
2 i 31 4 Interkombinaciné konversija
f 5 Fosforescencija

51 6 Singuletinio deguonies generavimas
A (11-ojo tipo fotoreakcija)
3 4 7 Harbaelektrono pernasa
(1-ojo tipo fotoreakcija)

ENERGLIA

TIT - -
1|2 1

':-02
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2.2 pav. Jablonskio diagrama, parodanti elektroninius  Suolius suzadintoje
fotosensibilizatorius molekuléje

energijos lygmens perSoka i viena i§ galimy neuzpildyty aukstesnés energijos lygmeny.
Si blisena yra nestabili ir elektronas stengiasi grizti i pagrinding energing biisena,
atiduodamas energijos pertekliy aplinkai arba iSspinduliuodamas fluorescencijos kvanta.
Kiekvienai molekulei ar atomui biidinga tam tikra energiniy lygmeny sistema, kuria
apibendrintai galima pavaizduoti Jablonskio diagrama (2.2 pav.).

Jablonskio diagramoje pazyméti galimi elektrony Suoliai ir suzadintos
molekulés energijos praradimo keliai. Suzadintos molekulés elektronas i§ didesnés
energijos lygmenuy per labai trumpa laika (maziau nei 1013 5) persoka 1 energiskai
zemiausia suzadintg elektroninj lygmenj, atiduodamas energija aplinkai. I$ Sio Zemiausio
suzadintojo elektroninio energinio lygmens, kuris vadinamas pirmuoju singuletiniu
lygmeniu (S;1), galimi trys relaksacijos vyksmai: vidiné konversija S;— Sp (energija siuo
atveju atiduodama aplinkai Silumos pavidalu), interkombinaciné konversija S;—T;
(elektronas perSoka 1 tripleting energing buisena) ir fluorescencija (molekulés grizimas i
pagrinding Sp biiseng iSspinduliuojant fluorescencijos fotona). Kadangi suzadintoji
singuletiné biisena gyvuoja labai trumpai (pigmenty, dazikliy ir daugumos molekuliy
singuletinés suzadintos biisenos S; gyvavimo trukmeé yra iki keliolikos nanosekundziy),
tikimyb¢, kad Sioje biisenoje bus inicijuoti sensibilizacijai svarbiis pirminiai
fotocheminiai vyksmai, nedidel¢. Tik tuo atveju, kai biologiniame objekte
sensibilizatoriai yra tvarkingai ir arti vienas kito supakuoti baltyminése matricose, yra
uztikrinama efektyvi energijos pernasa tarp molekuliy. Taip fotosintezéje veikia Sviesa
surenkancios anteny molekulés ir fikobilisomos. Fotosensibilizacija paprastai vyksta i§
gana ilgai gyvuojancios tripletinés suzadintosios buisenos ir galima efektyvi energijos
pernasa kitai molekulei, kuri gali inicijuoti fotocheminius virsmus, fotosensibilizuotos
terapijos atveju lemiancius lasteliy zutj ar audiniy suardyma.

Taigi ne visos Sviesa sugerianCios molekulés yra tinkami sensibilizatoriai. Kad
galéty inicijuoti fotosensibilizuotus vyksmus, sensibilizatorius turi turéti pakankamai
didelj interkombinacinés konversijos | suzadinta tripleting blisena kvantini nasuma ir ilga
tripletinés blisenos gyvavimo trukmg. Tripletiné sensibilizatoriaus biisena gyvuoja daug

ilgiau (nuo Simty milisekundziy iki keliy sekundziy; kaip tik tripletinés biisenos
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gesinimas, t. y. energijos pernasa { kaimynines, pakankamai priartéjusias molekules, ir
apsprendzia Sios busenos gyvavimo trukme), tad ir pirminiy fotocheminiy vyksmuy Sioje
busenoje tikimyb¢ ir naSumas daug didesni.

Fotosensibilizacijos  vyksmo  efektyvumas  pirmiausia  priklauso  nuo
sensibilizatoriaus sugebéjimo sugerti $viesos fotonus. Sviesos fotony sugertj aprao
Bugero—Lamberto ir Bero désnis. Prag¢jusios pro bandini S$viesos intensyvumo
sumazg¢jimas apibiidinamas Sviesos sugertimi:

A=¢cl,

¢ia: ¢ — sugeriancios medziagos koncentracija, | — sugeriancio sluoksnio storis, €
— medziagos molinis ekstinkcijos koeficientas, parodantis molekuliy gebéjima sugerti
Sviesa ir priklausantis nuo medziagos prigimties ir krintancios Sviesos bangos ilgio.

Taigi labai svarbu, kad sensibilizatoriai efektyviai sugerty fotonus, t. y. turéty
didelj molinj ekstinkcijos koeficienta toje spektringje srityje, kuri svarbi vienam ar kitam
sensibilizuoty procesy tikslui.

Pavyzdziui, fotosensibilizuotos naviky terapijos (5 skyrius) efektyvumas tiesiogiai
priklauso nuo to, kiek sensibilizatorius sugeria fotochemines reakcijas galin€iy inicijuoti
Sviesos fotony, kuriy kiekis savo ruoztu priklauso nuo fotosensibilizatoriaus ekstinkcijos
koeficiento ties Svitinimo bangos ilgiu. Fotosensibilizatoriy efektyvumas gali biiti
skirtingas tik deél to, kad ju ekstinkcijos koeficientai, salygojantys Svitinimo Sviesos

fotony sugerti, yra skirtingi (2.3 pav.).
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2.3 pav. Fotosensibilizuotoje naviky terapijoje naudojamy sensibilizatoriy hematoporfirino (Hp),
chlorino eg (Cl e¢) ir aliuminio ftalocianino tetrasulfonato (AlFcS,) sugerties spektrai

Esant vienodoms kitoms salygoms, Hp sensibilizacinis efektyvumas bus mazesnis
nei chlorino eg, o ju abieju — mazesnis negu aliuminio ftalocianino. Pastarojo ekstinkcijos
koeficientas ties svitinimo bangos ilgiu (630 nm), lemiantis Sviesos fotono sugerties

tikimybg, yra didZiausias.

Bendruoju atveju tinkamas fotosensibilizatorius turi:
o efektyviai sugerti reikiamo bangos ilgio sviesos fotonus;
e pasizymeti dideliu energijos pernaSos 1 tripleting bisena (interkombinacinés
konversijos) kvantiniu nasumu;

e turéti ilga tripletinés biisenos gyvavimo trukmeg.

Vykdant biologinio audinio fotosensibilizacija reikia nepamirsti, kad Sviesa
sugeria ne tik sensibilizatoriaus molekulés, bet ir pats Svitinamas audinys, t. y.
audinio sudétyje esancios Sviesa sugerian¢ios medziagos (vanduo, pigmentai,
hemoglobinas, baltymai, lipidai ir t.t.) (2.4 pav.). Daugelis organiniy molekuliy ir
vanduo gerai sugeria UV spektro ruozo Sviesa. NukleoriigStys ir baltymai turi

intensyvia sugerties juosta 240-290 nm spektriniame ruoze. Vanduo taip pat gerai
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sugeria IR diapazono spindulius. Kad sensibilizuoti vyksmai vykty efektyviai, biitina
parinkti tokia spektro srit;, kurios spinduliuot¢ audinys sugerty maziausiai, o
fotosensibilizatorius toje spektro srityje turéty intensyvia sugerties juosta. Tuomet
padidé¢ja galimybé toje spektro srityje Sviesai pasiekti kuo gilesnius audinio
sluoksnius ir suzadinti daugiau sensibilizatoriaus molekuliy. Kadangi hemoglobino
sugertis smarkiai susilpnéja, kai A>550 nm S§viesos skvarbumo i audinius gylis
padvigubéja did¢jant bangos ilgiui nuo 550 iki 630 nm. Ilgesnés Sviesos bangos (iki
700 nm) isiskverbia i audinius dar dvigubai giliau. Dar ilgesniy bangy skvarbumo

gylis padid¢ja jau tik 10% (2.5 pav.).

m el ¥y

Eim= N T T T AT

2.4 pav. Vandens, hemoglobino (HbO,) ir melanino sugerties, sklaidos ir atspindzio spektrai
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2.5 pav. lvairiy bangos ilgiu Sviesos prasiskverbimo i audinj gylis

Taigi biologinis audinys maziausiai sugeria 650-1000 nm diapazono $viesa.
Si spektro sritis vadinama audiniy optinio skaidrumo sritimi arba “fototerapiniu langu”,
nes tokiy bangos ilgiy Sviesa | audinius prasiskverbia giliausiai (audinys yra skaidriausias
Sviesai). Taigi fotosensibilizuojant biologines sistemas labai svarbu, kad naudojami
sensibilizatoriai turéty stipria Sviesos sugerti audiniy optinio skaidrumo srityje (A>600
nm).

Fotosensibilizacijos reakcijos. Kol fotosensibilizatoriaus molekulés néra sugérusios
Sviesos kvanty, jos yra neaktyvios, t. y. nesuzadintos, ir jokiu vyksmu sukelti negali. Kai
sensibilizatoriaus molekulés apSvitinamos tokio bangos ilgio Sviesa, kuria jos sugeria,
ivyksta fotosuzadinimas, t. y. molekulés perSoka i suzadinta didesnés energijos biisena
(2.2 pav.). Sugérusi Sviesos fotona sensibilizatoriaus molekulé¢ i§ pagrindinés biisenos
suzadinama { trumpai gyvuojancia suzadinta singuleting bisena. Biidamas suzadintos
singuletinés biisenos fotosensibilizatorius jokiy vyksmuy nesukelia, nes Sios biisenos
gyvavimo trukmé labai trumpa (1-100 ns). Per tokj laika suzadinta fotosensibilizatoriaus
molekulé negali perduoti sugertos Sviesos energijos aplinkos molekuléms. Suzadintos
singuletinés biisenos energija prarandama iSspinduliuojant Sviesos kvanta (fluorescencija)

arba nespinduliniu biidu (vidiné konversija) — atiduodant energija aplinkos molekuléms,
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kitaip tariant, pakeliant aplinkos temperatiira. Taciau i§ suzadintos singuletinés biisenos
sensibilizatoriaus molekulés interkombinacinés konversijos keliu gali perSokti i tripleting
blisena, kurios gyvavimo trukmé yra ilgesné (net iki keliy milisekundziy).
Fotosensibilizacijos poziliriu §is suzadintos singuletinés biisenos energijos praradimo
kelias yra svarbiausias, nes biidamas gana ilgai gyvuojancCios tripletinés biisenos
sensibilizatorius jau gali inicijuoti jvairius fotocheminius procesus, atsakingus uz
citotoksiSky daleliy generavima. Taigi dar karta akcentuojant svarbiausias
fotosensibilizatoriy savybes - kuo didesnis sensibilizatoriaus interkombinacinés
konversijos kvantinis nasumas ir kuo ilgesné tripletinés biisenos gyvavimo trukme, tuo
stipresnis sensibilizatoriaus citotoksinis poveikis. Gery fotosensibilizatoriy energijos
pernasos 1 tripleting blisena kvantiniai naSumai (¢7) biina nuo 0,2 iki 0,7, o tripletinés
busenos gyvavimo trukmé (t7) ilgesné nei 500 nanosekundziy.

Kai suzadintas i tripleting biisena sensibilizatorius saveikauja su biologine aplinka,
galimi du pagrindiniai reakcijy tipai — pirmasis (I) ir antrasis (II). Pirmojo tipo reakciju
metu, sensibilizatoriui tiesiogiai saveikaujant su biomolekule, vyksta elektrono arba
vandenilio atomo pernasa ir susidaro laisvieji radikalai. Siy reakciju efektyvumas
priklauso nuo sensibilizatoriaus ir substrato cheminés strukttiros bei nuo reakcijos salygu.
Antrojo tipo reakcijy metu suzadintosios tripletinés biisenos sensibilizatorius saveikauja
su audiniy molekuliniu deguonimi, perduodamas jam suzadinimo energija.

ISsamiai apie fotosensibilizuoty reakcijy tipus ir mechanizmus bei ju poveiki
biomolekuléms bus kalbama 4 skyriuje, o 3 skyriuje pateikiama informacijos apie

biologiniy sistemy sudéti ir struktiira.
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