4 skyrius

PIRMINIAI FOTOSENSIBILIZUOTI VYKSMAI

Nagrinéjamos I ir Il tipo fotosensibilizuotos reakcijos, trumpai aptariamos I tipo reakcijy
metu susidarancio aktyvaus oksidatoriaus — singuletinio deguonies — savybés ir biologiniy
molekuliy fotosensibilizacija

Jau zinome, kad fotosensibilizuotais vyksmais laikomi tokie, kuriy iniciatoriumi yra
Sviesa suzadinto fotosensibilizatoriaus molekulés, pertekling energija atiduodancios aplinkos
molekuléms ir taip sukelian¢ios fotochemines reakcijas Sviesos nesugerian¢iame substrate.
Idealiu atveju fotosensibilizatorius turéty atlikti tarsi katalizatoriaus vaidmeni — po saveikos
su substratu grizti i pirming biisena ir nereaguoti su inicijuoty fotocheminiuy reakciju
produktais.

Fotosensibilizatorius Sviesos fotony suzadinamas i aukS$tesng energing bisena, i$
kurios prasideda seka virsmy, kuriy metu susidaro toksiSkos dalelés, dazniausiai aktyvios
deguonies formos, sukeliancios biologiniy makromolekuliy pazaidas, dé¢l kuriy ztiva lastelés.
Visa biologiniy sistemy fotosensibilizacijos procesa apimantis mechanizmas gali buti
padalytas { du etapus. Pirmojo metu vyksta toksisky daleliy generavimas ir jo efektyvuma
lemia sensibilizatoriaus fotofizikinés ir fotocheminés savybés. Antrasis etapas —
fotosensibilizacijos reakciju metu susidariusiy toksisky daleliy poveikis lasteléms (apie tai
rasoma 7 skyriuje).

Dar karta prisiminsime, kad Sviesos fotona sugérusi sensibilizatoriaus molekulé i$
pagrindinés biisenos suzadinama { trumpai gyvuojancia singuleting biisena iS kurios
interkombinacinés konversijos biidu relaksuoja | gana ilgai gyvuojancia tripleting biisena, 18
kurios inicijuojamos fotocheminés reakcijos.

Nuomoné, kad gyvose lastelése ir organiniy medziagy tirpaluose pirminis
fotosensibilizuotas poveikis yra vienodas, jau pirmojoje XX a. puséje pad€jo susiformuoti
kelioms $io reiSkinio molekuliniy mechanizmy hipotezéms. Véliau skelbtos teorijos, kad tik

vienas i§ ty mechanizmy apibiidina fotosensibilizuota poveiki, nepasiteisino. 1948 metais
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buvo pasiiilyta visas fotochemines reakcijas suskirstyti 1 du tipus pagal pirminiy procesu
pobiidi. I tipui buvo priskirtos reakcijos, kuriy pradin¢ stadija — oksiduoty substraty
dehidrinimas, o II tipui — deguonies fotoperneSimo reakcijos, kuriy pradin¢ stadija —
komplekso tarp suzadinto fotosensibilizatoriaus molekulés ir deguonies, susidarymas.

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

Taigi fotosensibilizatoriy inicijuotos fotocheminés reakcijos pagal pirminiy procesu
pobudi skirstomos 1 du tipus. I tipo reakcijose sensibilizatorius tiesiogiai saveikauja su
aplinkinémis molekulémis (substratu), atpléSdamos arba atiduodamos elektrong (arba
vandenilio atoma); II tipo reakcijose suzadintos sensibilizatoriaus molekulés generuoja
singuletini deguoni, kuris sukelia citotoksinius procesus. Aptarsime jas iSsamiau.

| tipo fotosensibilizuotos reakcijos. Sio tipo reakcijy metu i tripleting biisena
suzadintas fotosensibilizatorius *P* tiesiogiai saveikauja su substrato S molekule. Reakcijy
metu vyksta elektrono arba vandenilio atomo atpléSimas ir susidaro radikalai arba
jonradikalai:

P +S > P +ST
P*+S 5P +S
PH"+S —» P+ SH,
P+ SH—>PH +S.

Susidar¢ radikalai gali dalyvauti jvairiose reakcijose. Kai aplinkoje yra deguonies,
oksiduotos sensibilizatoriaus arba substrato formos reaguoja su O,, sudarydamos
peroksiradikalus ir taip inicijuoja grandinines autooksidacijos reakcijas:

S +0,;,— S00,
SOO + SH — S + SOOH.
IS dalies redukuotas sensibilizatorius (arba substratas), reaguodamas su deguonimi,

grizta 1 pagrinding biisena ir susidaro superoksianijono radikalas:

P (arbaS)”+ O,— P (arbaS) + O,".
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Superoksianijono radikalai gali tiesiogiai reaguoti su jvairiais substratais arba
inicijuoti kity aktyviy deguonies formy, tokiy kaip vandenilio peroksidas (H,O,) arba
hidroksilo radikalas (OH") susidaryma. Fiziologinémis salygomis H,O, susidaro vykstant O,"
dismutacijai, kurios metu O," prisijungia protona ir sudaro konjuguota rugsti HO,, savo
ruoztu reaguojancia su O". Vandenilio peroksidui reaguojant su O,", generuojamas
hidroksilo radikalas:

0, + H" > HOy,
HO; +0,” + H" — H,0, + Oy,
H,02 + O;" — OH + OH™ + O,.

Jei aplinkoje triiksta deguonies, sensibilizatoriaus ir substrato radikalai gali reaguoti
tarpusavyje, sudarydami kovalentinius sensibilizatoriaus ir substrato bei substrato ir substrato
aduktus:

P"+S" - P-S,
S+S —>S-S.

Taigi vykstant I tipo fotosensibilizuotoms reakcijoms, susidaro jvairiy aktyviu
tarpiniy produkty. Nors pirmuose reakcijy etapuose deguonis nedalyvauja, jo buvimas (arba
nebuvimas) artimoje aplinkoje lemia tolesnes reakcijas ir ju produktus, nes susidarancios
aktyvios deguonies formos, H,O,, O," ir OH, yra agresyviis biomolekuliy oksidatoriai.

Nagrinéjant I tipo reakciju mechanizmus butina aptarti sensibilizatoriaus suzadintas
biisenas. Nustatyta, kad I tipo reakcijose dalyvauja fotosensibilizatorius, suzadintas { dvi
galimas biisenas: singuleting (‘P) ir tripleting (°P). Triju lygmeny Jablonskio diagramoje (4.1
pav.) pateikiamos konstantos nurodo singuletinio *P ir tripletinio *P lygmeny suzadinimo
relaksacijos (fluorescencijos (k;), nespindulinés relaksacijos (kq’, k4), fosforescencijos (Krost)
ir interkombinacinés konversijos ((ks) biidu) tikimybes. Narys k,[RH] apibiidina suzadintos
molekulés dalyvavimo fotocheminiuose vyksmuose tikimybe (R nurodo substrato radikala).
Naudojantis schema (4.1 pav.) galima uzrasyti fotocheminiy vyksmy kvantiniy naSumy (®,)

iSraiskas. Jeigu procesas vyksta per ‘P biisena, tai:
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s kr[RH]

P= . (4.1)
K’ [RH]+ kK, + k3 +Kg
Jei procesas vyksta per °P biisena, tai:
t

" K'RH]+KS Kk,

¢ia Og — tripletinés buisenos susidarymo kvantinis naSumas.
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4.1 pav. Fotosensibilizatoriaus elektroniniy lygmeny ir Suoliy tarp ju
diagrama bei suzadintyjy biiseny relaksacijos vyksmuy konstanty Zyméjimai

Veiksmingy fotosensibilizatoriy suZadintosios singuletinés biisenos gyvavimo trukmé
[ts=1/ (ki+ ke'+ks)] yra mazdaug 10°-10 sekundés, o tripletinés biisenos gyvavimo trukmé
[v=1/( Kko® +keosr)] — apie 10%-10? sekundés. Todél, biidamas suzadintos singuletinés
bisenos, sensibilizatorius suzadinimo energija gali perduoti tik Salia esan¢ioms molekuléms,
o sensibilizatoriui esant suzadintos tripletinés biisenos gali vykti difuzijos ribojamos
reakcijos.

Il tipo fotosensibilizuotos reakcijos. 1931 m. H. Kautskis eksperimentais parodé,
kad fotosensibilizuotose reakcijose dalyvauja suzadintos singuletinés biisenos deguonies

molekulé. Jo eksperimentai rémési R. S. Mullikeno teoriniu darbu, kuriame nustatyta, kad

suzadinta deguonies molekulé gali biiti dvieju singuletiniy biiseny, Zzymimu 1Zg+ ir 1Ag.

1964 m. prasid¢jo Siuolaikinis II tipo reakcijy tyrimo etapas. Daugiausia §ioje srityje
nuveiké K. Footas, jam priklauso ir iSvada, kad sensibilizuoty reakciju metu susidaro

singuletinés biisenos 1Ag deguonis (K. Foote ir S. Wexler, 1964; Foote ir kt., 1970).
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Taigi II tipo fotosensibilizuoty reakciju metu suzadintas tripletinés bisenos
sensibilizatorius energija perduoda deguonies molekulei, kurios pagrindiné biisena yra

tripletine, pervesdamas deguoni i suzadinta singuleting biisena:

P +°%0, - P +'0,.
Kadangi abi reaguojancios molekulés yra tripletiniy biiseny, energijos perneSimas tarp ju
néra draudziamas ir vyksta efektyviai. Susidargs singuletinis deguonis gali biiti dviejy biiseny
‘X, ir 'A, taCiau fotosensibilizacijos inicijuotose reakcijose dalyvauja ilgiau gyvuojanti
forma 'A ;.
Saveikaudamas su substratu, singuletinis deguonis (*O,) sudaro nestabilius ciklinius

peroksidus, kurie véliau terminiy ar fermentiniy reakciju metu suyra. 10, nuo oksiduojamu

substraty gali atplésti elektrona ir sudaryti superoksidy radikalus ‘O, , kurie irgi dalyvauja
fotocheminése reakcijose. Siuo atzvilgiu II tipo reakcijos panasios i I tipo reakcijas.

Galima reakcija, kurios metu reaguojant suzadinto fotosensibilizatoriaus molekulei su

deguonimi atplésiamas elektronas ir susidaro ‘O, :

P*"+0,> P,

+0,.

1935 m. tokj vyksma postulavo J. Weissas (Weiss, 1935). Siuolaikiniai eksperimentai

patvirtina toki ‘O, susidarymo mechanizma, taciau §io vyksmo naSumas, palyginti su
singuletinio deguonies susidarymu, nedidelis.

IT tipo reakcijoms kiekybiskai jvertinti tinka (4.1) ir (4.2) formulés, tik jose vietoj
kr[RH] reikty naudoti sandauga ko[O,] (ko — suzadintos fotosensibilizatoriaus biisenos
gesinimo deguonimi grei¢io konstanta).

Singuletinio deguonies savybés. Singuletinio deguonies jnaSas i I ir II tipo
fotosensibilizuotas reakcijas skirtingas. | tipo reakcijose O, susidaro nedideli kiekiai ir tik
antriniuose procesuose. II tipo reakcijy efektyvuma, priesingai, nulemia ‘O, aktyvumas, taigi
singuletinis deguonis yra tarsi fotosensibilizuoty reakcijy mechanizmo indikatorius. Realaus

o, naso 1 fotosensibilizacijos procesus jvertinimas — vienas svarbiausiy uzdaviniy tyrinéjant

48



fotosensibilizuoty reakciju mechanizmus, todé¢l verta iSsamiau aptarti singuletinio deguonies

savybes.

Molekulinis deguonis. Molekulinis deguonis turi unikalia elektroning struktiira,
suteikian¢ia jam ypatingas fizikines ir chemines savybes, kurios ir nulemia nepaprasta
deguonies svarba chemijoje ir biologijoje. Pirmasis paramagnetines deguonies O, savybes
pastebéjo M. Faradéjus apie 1840 metus, o mazdaug po Simtmecio, 1928 m., R. Mullikenas,
remdamasis molekuliniy orbitaliy teorija, uzrasé deguonies molekulés elektroning struktiira:

KK(20,)*(20,)*(30 )" (1r,)* (17 ,)° .
IS dvieju deguonies atomy O(ls2 25° 2p4) sudarytoje molekul¢je O,, 16 elektrony

molekulinése orbitalése pasiskirsto taip, kaip parodyta 4.2 pav.

2p, 2py 2p, ‘,,“_V‘®
".“.‘ _@ _@_ :'r,

4.2 pav. Deguonies molekulés molekuliniy orbitaliy uzpildymo schema
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Tvirta rysj tarp dvieju deguonies molekuliy palaiko 3cg ir lmy riSancios orbitalés,
taciau jy poveiki silpnina 1mtg ardancios orbitalés. Deguoniui truksta dvieju p elektrony lnu+

ir 1my  orbitaléms uZpildyti, todél virSutinio sluoksnio du p elektronai 1ng orbitalese turi
maksimalius sukinius. Taigi deguonies molekulés turi du nesuporuotus elektronus ir
pagrindiné ju biisena yra tripletiné. p Elektronai orbitalése gali iSsidéstyti trimis budais,

kuriuos atitinka nulinis orbitinis momentas ir trys galimos sukiniy projekcijos, lygios +1, 0 ir
-1. Tokia tripletiné biisena Zymima 329+.

. . . . - . 1« +..1 1o +, - .

Deguonies molekulé¢ turi dar du singuletinius lygmenis — “2qg " Ir “"Ag. "Xg busenai

atitinka du suporuoti mg orbitalés elektronai ir nulinis orbitinis momentas. 1Ag biisena yra
maZesnés energijos, o orbitinis momentas yra lygus +2. Si biisena yra dviejy izoenerginiy
elektrony pasiskirstymo buiseny suma. Kiekviena jy atitinka po viena ng orbitales p elektrona
su priesingais sukiniais.

Singuletiniy biiseny buvimas jrodytas matuojant molekulinio deguonies sugerties ir
liuminescencijos spektrus.

Singuletinio deguonies gyvavimo trukmé. Kadangi Suolis O,('A ;) — O,(Z)

.. . y L .. _ . . )

kvantinés mechanikos poZidriu yra grieZtai draudziamas, busenos 'A ; gyvavimo trukmé yra

gana ilga (metastabilus lygmuo). Dujose S§i biisena gyvuoja net 45 min. Tirpaluose
singuletinio deguonies gyvavimo trukmé daug mazesné, nes Suolio draudimas susilpnéja
molekuléms daZnai susiduriant. Gyvavimo trukmé taip pat priklauso nuo tirpiklio prigimties.
Pavyzdziui, 10O, gyvavimo trukmé vandenyje yra apie 4 us, o sunkiajame vandenyje — apie 67
us. Dél tokios gana ilgos gyvavimo trukmés biologinése sistemose vykstanciose reakcijose

labai svarbus singuletinio deguonies vaidmuo. Reikia pabrézti, kad singuletinis deguonis yra
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nepaprastai aktyvus oksidatorius, veikiantis visas jo aplinkoje esancias molekules, nes dél
singuletinio multipletumo jam néra jokiy sukinio draudimo taisykliy dalyvauti reakcijose su
kitomis molekulémis.

Toliau aptariami fotosensibilizacijos pavyzdziai biologinése sistemose.

Fotosensibilizuotos biomolekuliy pazaidos. Kaip jau Zinome i§ tre€iojo skyriaus,
gyvosios sistemos — lastelés ar nelastelinés struktiros — yra sudarytos i§ keturiy tipy
biomolekuliy: baltymy, nukleoriig§¢iy, lipidy ir angliavandeniy. Baltymai, nukleorugstys ir
kai kurie angliavandeniai yra polimerinés molekulés, sudarytos i§ vienodu arba, beje,
dazniausiai, skirtingy monomery, o lipidai sudaro didziulius vandenyje netirpiu molekuliy
agregatus — membranas.

Fotosensibilizuotai oksidacijai yra jautrlis baltymai, lipidai ir kai kurios
nukleortig§¢iu sudétinés dalys. Angliavandenius oksiduoti, veikiant regimaja Sviesa, yra
sunku.

Gausiausios biomolekulés Iastel¢je yra baltymai. Jy molekulé — tai ilga grandiné, kuri
susidaro, sujungus nuo keliadesimt iki keliy tiikstan¢iy aminoriigs¢iy. Gyvosiose sistemose
aptinkama apie 300 skirtingy aminoriigs¢iy, bet zmogaus organizmo baltymai sudaryti i$
dvidesimties. Fotosensibilizuotam poveikiui jautrios yra keturios: histidinas His, cisteinas
Cys, metioninas Met ir triptofanas Trp. His ir Met fotosensibilizuotos oksidacijos reakcijos
biina II tipo, Trp ir Cys — ir II, ir I tipo. Viena i§ svarbiausiy oksiduojamy aminoriigsciy —
histidinas lengvai reaguoja su *O,. Pirmiausia i§skiriami produktai biina su smarkiai suirusiu

heterociklu. ISskiriama endoperoksidu (4.3 pav.).

h
S o L
H k

Q— B
4.3 pav. Histidino oksidacija

Vandeniniy baltymu tirpaly tiesioginé ar sensibilizuota fotolizé sukelia beveik visy

baltymo tirpalo savybiu pokyc¢ius. Kinta sugerties spektras, baltymo elektroforezinés

savybés, tirpumas, jautrumas temperatiirai (termostabilumas), titravimo kreivés, padidéja
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jautrumas proteoliziniams fermentams, kinta katalizinis fermenty aktyvumas. Susieti tuos
pokycius su specifinémis fotocheminémis reakcijomis nelengva dél struktirinio baltymuy
sudétingumo.

Visos lasteliy membranos turi apie 50% nesociyju lipidy — riebaly rugsciy su dviguba
jungtimi. Riebaly rigs¢iy dvigubos jungtys néra lengvai fotooksiduojamos, todél
fotosensibilizuotos oksidacijos metu susidaro nedideli kiekiai endo- ir hidroperoksidy. Taciau
nedideli reakcinguma kompensuoja tamsinés lipidy peroksidacijos grandininés reakcijos.
Greta dviguby jungciy esancius H gali atitraukti laisvieji radikalai, pavyzdziui, HO-. Lieka
lipido radikalas, kuris reaguoja su O, ir susidaro lipido peroksido radikalas LOO:. Tai stiprus
oksidatorius, galintis atitraukti kita H nuo kito C atomo, susidarant lipido hidroperoksidui.
Peroksidai — nestabiltis junginiai, savaime skyla Sildant, lengvai fragmentuoja { maZesnés
molekulinés masés produktus. Taip HO- inicijuoja autokatalizini vyksma. Toji seka
vadinama lipidy peroksidacija. Jos rezultatas — nesoCiyju riebaly rigSciy irimas.
Atsizvelgiant | salygas, lipidy peroksidacijos metu susidaro daugybé ivairios struktiiros ir
molekulinés masés junginiy, persitvarkant ir skylant mono-, di-, tri- ar tetraoksiduotiems
riebaly rugsciy dariniams. Tai karboniliniai junginiai (aldehidai, ketonai), alifatiniai

angliavandeniliai, furanai (4.4 pav.).
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H,C~(CH,),-CH=CH-CH,-CH=CH-(CH,),-COOH  linoliné ragstis
l HO*

H,C-(CH,),-CH=CH-CH-CH=CH-(CH,),-COOH alkilo radikalas
*

l

Hsc-(CH2)4-(£H-CH=CH-CH=CH-(CH2)7-COOH alkilo radikalas
(konjuguotas dienas)
Jo:

H3C-(CH2)4-(IZH-CH=CH-CH=CH-(CH2)7-COOH peroksilo radikalas
0-0*
I RH
H3C—(CH2)A—(|:H—CH=CH—CH=CH—(CH2)7—COOH hidroperoksidas
OOH
1 Fez+

H,C-(CH,),-CH-CH=CH-CH=CH-(CH,),-COOH  alkoksilo radikalas
O*+ OH

H,C~(CH,);-CH,* + HC-CH=CH-CH=(CH,),-COOH  aldehidas
JRH
CH,-(CH,),-CH,

pentanas (HCO-CH,CHO - maloninis dialdehidas)

4.4 pav. Linolinés riigsties peroksidacijos reakcijos

Visose lipidy peroksidacijos stadijose susidaro tarpiniy junginiy, kurie gali reaguoti
su funkcinémis baltymy grupémis (NH,, SH), taip juos keisdami ir inaktyvuodami. Lastelé
gali biiti pazeista, nepaisant apsauginiy detoksikacijos sistemy. Kai kurie hidroperoksidai
virsta fiziologiniais tarpininkais, kurie pradeda ir reguliuoja iStisas biocheminiy reakciju
sekas.

Labai svarbi cholesterolio reakcija. Cholesterolis sudaro didele dali membranos (apie
40 % eritrocity membranos). Jo oksiduotus produktus galima nustatyti lengviau negu riebaly
rugsciu oksiduotus produktus. Taciau reakcijos kvantinis naSumas mazas, todél matuojant
cholesterolio oksidacija reikia naudoti zyméta radioaktyvy 4C-cholesterolj. Reakecijos
produkty sudétis priklauso nuo reakcijos mechanizmo. Radikalinés peroksidacijos metu
susidaro 7B-hidroperoksicholesterolis, 0 veikiant o, gaunamas 5a-
hidroperoksicholesterolis. Si cholesterolio savybé naudojama nustatant fotocheminés

reakcijos mechanizma (4.5 pav.).
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CH, CHy

Ho HO 0

4.5 pav. Cholesterolis ir jo oksidacija. Radikalinés peroksidacijos metu susidaro 7f3-
hidroperoksicholesterolis, veikiant 'O,, gaunamas 5a-hidroperoksicholesterolis

NukleoriigStys néra labai jautrios fotosensibilizuotai oksidacijai. Ju sudétyje esancios
angliavandeniy ir fosforo rtigsties lickanos néra oksiduojamos. IS nukleobaziy fotosensibilizuotai
oksidacijai jautriausios yra ksantinas ir guaninas. Guaninas yra pats reakcingiausias junginys tiek
I, tiek 11 tipo fotosensibilizuotose reakcijose. 8-okso-guanozinas yra pagrindinis reakcijos su *O,
produktas. Taciau 8-okso-guanozinas gali susidaryti DNR molekuléje ir per ‘OH ar guanino
radikalkatijonus. 8-okso-guanozinas susidaro tiek vandeniniuose tirpaluose, tiek lasteliy kultiirose

(4.6 pav.).
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4.6 pav. 2’-deoksiguanozino sensibilizuota fotooksidacija
[1] 7,8-dihidro-8-o0kso-2’-deoksiguanozinas
[2] 4,8-endoperoksidas
[3] 4,8-dihidro-4-hidroksi-8-okso-2’-deoksiguanozinas

Svarbiis singuletinio deguonies biologiniai substratai yra lipiduose tirpus vitaminas E

ir hidrofilinis vitaminas C. Tai veiksmingi singuletinio deguonies gesikliai.
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