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Wstep

Swiatlo jest wykorzystywane w lecznictwie od tysigcy lat.
W starozytnosci leczono przy jego pomocy choroby takie
jak bielactwo, tuszczyca, krzywica, a nawet psychozy [1].
Wilasciwoscei lecznicze promieniowania zostaly roéwniez
zauwazone przez starozytnych Grekow, ktorym zawdzie-
czamy okreslenie helioterapia. Pierwsze doniesienia o fi-
zjologicznych podstawach oddziatywania promieniowa-
nia stonecznego na organizm ludzki pojawily si¢ okoto
460-375 r. p.n.e., za$ doswiadczenia z fotouczulajacymi
zwigzkami naswietlanymi §wiattem stonecznym prowa-
dzonojuzw 1200r. p.n.e.

W 1800 r. Friedrich Wilhelm Herschel jako pierwszy opi-
sat $wiatto podczerwone, a w 1806 r. Johann Wilhelm
Ritter dokonat odkrycia $§wiatla ultrafioletowego, ktérego
promieniowanie miato wtasciwosci bakteriobojcze. Mo-
zliwo$¢ eliminacji bakterii sktonita Nielsa Ryberga Finse-
na do podj¢cia badan nad opracowaniem metod leczenia za
pomoca $wiatta, chorob takich jak, ospa wietrzna czy gruz-
lica skérna. Opracowane przez niego metody przyniosty
doskonate wyniki, co w efekcie doprowadzito do przyzna-
niamuw 1903 r. nagrody Nobla w dziedzinie medycyny.

Oprocz pozytywnych wlasciwosci promieniowania w XIX
wieku wykryto rowniez, ze kontakt ze Swiattem stonecz-
nym negatywnie wplywa na pacjentow zazywajacych pew-
ne leki.

Od 1897 r. trwatly badania majace okresli¢ wplyw stezenia
fotouczulacza na jego toksycznos¢. Po przeprowadzeniu
testow in vitro stwierdzono, ze toksyczno$¢ badanych
zwiazkow nie jest zwigzana ze st¢zeniem fotouczulacza,
leczzilo$cia $wiatta. W 1902 r. Ledoux-Lebards odkryl, ze
w reakcjach fototoksycznych niezbgdna jest obecnos¢ tle-
nu, aw 1903 r. Tappeiner i Jesionek zastosowali terapi¢ fo-
todynamiczng w leczeniu nowotworéw skory §wiattem

stonecznym. Rok pozniej dzigki Tappeinerowi termin ,,fo-
todynamiczna” zostaje przyjety do okreslania terapii za-
leznej od $wiatta. W kolejnych latach prowadzono wiele
badan nad nowymi fotosensybilizatorami, jak rowniez nad
ich akumulacja w tkankach i wreszcie nad praktycznym za-
stosowaniem metody fotodynamicznej. Diagnostyka i le-
czenie komorek oraz tkanek zmienionych chorobowo stato
si¢ mozliwe dopiero w latach siedemdziesigtych XX wie-
ku, kiedy dostepne staty si¢ systemy dostarczania §wiatta
do tkanek oparte na technice laserowej i $wiattowodowe;j.
Dalsze badania i prace poswigcone byly glownie wyjasnie-
niu mechanizméow kumulacji fotouczulaczy w tkankach
i narzadach oraz dozowaniu $wiatta w efekcie fotodyna-
micznego niszczenia komorek [2].

Fizyczne i fotochemiczne podstawy terapii fotodyna-
micznej

Ideg terapii fotodynamicznej jest absorpcja promieniowa-
nia elektromagnetycznego przez czasteczki fotosensybili-
zatordéw, co prowadzi do wzbudzenia ich do wyzszych sta-
néw elektronowych. Molekuta moze znajdowac si¢ w sta-
nie singletowym lub tripletowym, w zalezno$ci od spino-
wej liczby kwantowej elektro-now (S=0 lub S=1) jakg po-
siada. Energia promieniowania E jest odwrotnie propor-
cjonalna do dtugosci fali A

=h<

gdzie h=6,626- 10 [J - s] oznacza statg Plancka, c=3 - 10?
[m/s]—predkos¢ swiatta, a A — dtugo$¢ fali promieniowania
[3].

Energia wzbudzenia podstawowego stanu singletowego So
do pierwszego stanu wzbudzonego S aromatycznych
czasteczek organicznych miesci si¢ zwykle w przedziale
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od 1,5do 3,5 eV, czemu odpowiadaja dtugosci fali 300-800
nm. W przypadku czgsteczek organicznych za widmo ab-
sorpcji odpowiedzialne sg przejscia elektronéw z podsta-
wowego stanu singletowego So do stanow wyzszych S,
oraz ich poziomo6w oscylacyjnych. Po takim wzbudzeniu
nastepujg krotkotrwate (107° s), bezpromieniste przej$cia
do najnizszego wzbudzonego stanu S, wolnego od drgan.
Nastepnie w ciggu kilku piko- do nanosekund elektrony
przechodzg do stanu podstawowego So 1 jego poziomoéw
oscylacyjnych. Przejsciom tym moze towarzyszy¢ emisja
promieniowania — wtedy mamy do czynienia ze zjawis-
kiem fluorescencji (kr), lub dzigki zjawisku wewnetrznej
konwers;ji (kic) przejscia zachodzg bezpromieniscie.

Istotng role odgrywajg rowniez przejscia ze wzbudzonego
stanu singletowego S: do wzbudzonego stanu tripletowego
T,. Sa to przejscia wzbronione, zachodzace wedlug me-
chanizmu interkombinacyjnego (kisc) 1 zwiazane sa ze
zmiang spinu elektronéw. Niemniej ze wzgledu na dtugi
czas zyciarzedu milisekund, przejscia te znalazty diagnos-
tyczne zastosowanie. Podczas powrotu elektronéw z T, do
podstawowego stanu Sy nastepuje emisja promieniowania
ijest to zjawisko fosforescencji.

Waznym elementem jest takze bezpromienisty transfer
energii ze wzbudzonego stanu singletowego S, do sgsied-
nich czasteczek (ker), a szczegoélnie istotne wydaje sig
przekazywanie energii ze stanu tripletowego T do sasied-
nich czasteczek tlenu.
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Rys. 1. Diagram Jabtonskiego — schemat molekularnych
poziomow energetycznych oraz przejs¢ elektronowych.
Linie ciagte — przej$cia promieniste, linie falowe — przejs-
ciabezpromieniste [2].

Biorac pod uwage wszystkie przejscia ze wzbudzonego
stanu singletowego S, otrzymuje si¢ odwrotnos¢ czasu
zycia stanu wzbudzonego S (1)

k=kit kot ket ki = l
T

Dobry znacznik fluorescencji odznacza si¢ wysoka wydaj-
noscig kwantowa
k F

Ng=

k

natomiast dobre fotouczulacze charakteryzuje tripletowa
wydajno$¢ kwantowa [2]

- kISC

N isc K

Czasteczki fotosensybilizatorow dzigki pochtanianiu $wia-
tla zostaja wzbudzone z podstawowego stanu do stanow
wyzszych, po czym w ciggu kilku nanosekund moga zo-
sta¢ zdezaktywowane. Istniejg trzy drogi dezaktywacji. Po
pierwsze zaabsorbowana energia moze zosta¢ przeksztat-
cona w cieplo w wyniku bezpromienistego przej$cia do
stanu podstawowego. Zjawisko to jednak nie ma zastoso-
wania w terapii fotodynamicznej (PDT) ani w fotodyna-
micznej diagnostyce (PDD).

Drugim sposobem jest przejscie z poziomu wzbudzonego
Si do stanu podstawowego Sy lub jego poziomoéw oscyla-
cyjnych z wypromieniowaniem energii w formie Swiatta —
fluorescencja. Stosunek liczby wyemitowanych fotonow
do liczby fotonéw pochtonigtych okreslany jest jako wy-
dajnos¢ kwantowa fluorescencji (nF) i zalezy od chemicz-
nej budowy fotouczulacza oraz od $rodowiska czy tem-
peratury.

Trzecig mozliwos$cig jest bezpromieniste, interkombina-
cyjne przejscie elektronéw ze wzbudzonego stanu single-
towego S do stanu tripletowego Ti. Czasteczka bedac
w stanie tripletowym moze przekaza¢ energi¢ sasiednim
molekutom lub wyemitowac ja w wyniku powrotu elektro-
néw do stanu podstawowego So— fosforescencja.

Rys. 2 Procesy wykorzystywane w diagnostyce fluores-
cencyjnej (S1— S0) i terapii fotodynamicznej (S1— T1)
[2].

Mechanizm PDT

Metoda terapii fotodynamicznej (PDT) okreslana czesto
fotochemioterapig, moze by¢ skutecznym sposobem
w zwalczaniu niektérych odmian nowotwordw [4].

Procesem inicjujacym mechanizm fotodynamiczny jest
absorpcja promieniowania przez czgsteczke fotouczula-
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niszczenie komorek nowotworowych wystepuje, gdy sto-
sowane sg zwigzki posiadajace stosunkowo dlugi poto-
wiczny czas zycia stanu tripletowego oraz odznaczaja si¢
wysoka wydajnoscig kwantowa dla tego stanu.

Fotosensybilizator moze oddzialtywaé¢ z sasiadujacymi
molekutamina dwa sposoby. Wyrdzniamy zatem dwa typy
reakcji fotooksydacyjnych.

Pierwszy typ obejmuje transfer elektronu lub atomu wo-
doru oraz wytworzenie rodnikowej formy fotouczulacza
lub substratu. Produkty te moga reagowac z tlenem two-
rzgc formy nadtlenkowe, jony ponadtlenkowe i rodniki hy-
droksylowe, ktére mogg inicjowac¢ wolnorodnikowe reak-
cjetancuchowe.

Drugi typ reakcji fotoutleniajacych obejmuje przeniesie-
nie energii pomiedzy czasteczka fotouczulacza a czastecz-
kg tlenu [5]. W wyniku tego procesu fotosensybilizator
wraca do stanu podstawowego, tlen za$ zostaje wzbudzony
do stanu singletowego (stanem podstawowym dla czas-
teczki tlenu jest stan tripletowy). Generowanie tlenu sin-
gletowego wydaje si¢ spetnia¢ kluczowa role w fotodyna-
micznej cytotoksycznosci [6].

Mimo zZe szczegdtowy mechanizm reakcji fotodynamicz-
nych nie zostat do konca poznany, najlepiej zbadane zo-
staly dwa wyzej wymienione typy reakcji fotooksydacyj-
nych i to na ich podstawie probuje si¢ wyjasnia¢ szereg
przemian zachodzacych na poziomie komorki czy tkanki.

Mechanizm wedtug ktorego bedzie przebiegat proces zde-
terminowany jest przez ilos¢ tlenu w Srodowisku reakcji.
Gdy stezenie tlenu jest obnizone, reakcje bedg biegly we-
dtug mechanizmu I, a wigc z wytworzeniem form wolno-
rodnikowych. Rodniki nadtlenkowe O, oraz jony ponad-
tlenkowe O, s3 bardzo silnymi utleniaczami, wiec ich po-
wstanie powoduje niszczenie tkanki nowotworowej. Po-
nadto rodniki nadtlenkowe mogg reagowac z czgsteczkami
wody, w wyniku czego tworzg silnie reaktywne i utlenia-
jacerodniki hydroksylowe OH".

Jesli srodowisko, w ktorym biegnie reakcja fotodyna-
miczna jest bogate w molekularny tlen, wowczas proces
zachodzi wedlug mechanizmu II, a wigc generowany jest
tlen singletowy. Podstawowym stanem dla tlenu moleku-
larnego jest stan tripletowy, posiada on dwa niesparowane
elektrony na orbitalach p, a calkowity spin elektronowy
S=1. Stan singletowy charakteryzuje si¢ dwoma sparowa-
nymi elektronami i wypadkowym spinem elektronowym
S=0. Tlen singletowy jest forma metastabilng i odznacza
si¢ wysoka reaktywnoscia, co prowadzi do niszczenia ko-
moérek w wyniku podobnych mechanizméw oksydacyj-
nych jak w przypadku mechanizmu L.

Jak juz wspomniano kluczowa role w reakcjach fotody-
namicznych odgrywa mechanizm generowania singleto-
wego tlenu. Dzieje si¢ tak ze wzgledu na stosunkowo dtugi
czas zycia tlenu singletowego w poréwnaniu z czasem

zycia rodnikow. Wynosi¢ on moze od 6 -107 — 10* s
w zalezno$ci w jakim §rodowisku si¢ znajduje.

W $rodowisku komorki tlen singletowy zyje okoto 0,5 us
co pozwala mu dyfundowa¢ na odlegtosci rzedu 0,1 — 0,2

um{[7].

Mechanizm I

Pierwotne reakcje fotouczulaczy

3 +SUB R +0, .
PS > PS - O,
_SUB" PS
OZ .
PS ——> PSH —»> HO;
_SUB' -PS
+SUB +PSH +0,
ps > PSH > PSH, —> H,0,
-PS

_SUB" -PS
Reakcje mozliwe w dalszym ciggu procesu
HO, + O, + H* ——> H,0,+ O,
o, + M™ —> M+ O,
MY 4 H,0,+ H" — M™+ H,0+ OH’
Mechanizm IT
PS+ %0, —> '0,+ 'PS
Rys. 4 Tworzenie rodnikéw nadtlenkowych oraz rodnika
hydroksylowego w mechanizmie I. Tworzenie tlenu sin-
gletowego w mechanizmie II. (3PS — fotosensybilizator
w stanie tripletowym, 1PS i PS — fotosensybilizator w sta-

nie podstawowym, SUB — reaktywny substrat, Mn+ - jon
metalu) [2].

Oddziatywanie form wolnorodnikowych lub tlenu single-
towego na struktury subkomoérkowe doprowadza w efekcie
do $mierci komorki na drodze apoptozy lub nekrozy.

Komilra pinace wikibes
sirmn obwyracy g

Rys. 3. Mechanizm terapii fotodynamicznej [8].
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Fotosensybilizatory w terapii i diagnostyce fotodyna-
micznej

Uzyskanie efektu fotodynamicznego wymaga spetnienia
kilku warunkow. Po pierwsze niezbedna jest obecno$¢ fo-
tosensybilizatora, ktory uczula tkanke na dziatanie swia-
tta. Po drugie potrzebne jest zrodto §wiatta, ktore emituje
promieniowanie o odpowiedniej dlugosci fali zdolne do
wzbudzenia zakumulowanego w tkance fotouczulacza.
I wreszcie odpowiednia ilo$¢ tlenu molekularnego roz-
puszczonego w tkance.

Istnieje wiele zwigzkow fotoaktywnych, jednak tylko nie-

ktore, spelniajace okreslone warunki, znajduja zastosowa-

nie w diagnostyce i terapii fotodynamicznej. Dobry foto-
sensybilizator powinien:

e posiadac staty, dobrze zdefiniowany sktad chemiczny,

o selektywnie gromadzi¢ si¢ w tkance zmienionej choro-
bowo w czasie od 70 do 150 godzin,

e charakteryzowac si¢ brakiem efektow fototoksycznych
w zdrowej tkance,

e posiada¢ maksymalne intensywne pasma absorpcji, nie
pokrywajace si¢ z pasmami absorpcji barwnikow endo-
gennych takich jak melanina, hemoglobina czy oksohe-
moglobina,

o wykazywaé wysoka wydajnos¢ tlenu singletowego lub
rodnikowa w reakcji ze §wiattem,

e stanowi¢ jak najmniejsze zrodto efektow ubocznych [9].

Poza wyzej wymienionymi kryteriami rbwniez sama syn-
teza fotouczulacza powinna by¢ stosunkowo prosta, wy-
dajna, a substraty do niej potrzebne tatwo dostepne [10].

Wymagania jakie stawiane sg zwigzkom, ktore potencjal-
nie mogtyby by¢ stosowane w PDT sg wysokie wigc trud-
no znalez¢ fotouczulacz spetniajacy je wszystkie. Poza
tym trudno wyobrazi¢ sobie by jeden uniwersalny zwiazek
mogl by¢ rownie dobrze skuteczny w leczeniu réznego ty-
pu nowotworow. Wynika to ze zréznicowanej struktury
réznych tkanek jak i z wielu innych czynnikoéw w $rodo-
wisku komorki.

Fotouczulacze zasadniczo mozna podzieli¢ na wiele grup
w zaleznosci od kryterium wedtug jakiego dokonuje si¢
podziatu [11]. Najczesciej pod uwagg bierze si¢ rozpusz-
czalno$¢ w wodzie i thuszczach. Wyr6zniamy zatem foto-
uczulacze:
e hydrofobowe — wykazujace powinowactwo do thusz-
czOwW
e hydrofilowe — rozpuszczalne w wodzie, ktére podzieli¢
moznana:
» kationowe —w wodzie tworzace jon dodatni
> anionowe — w roztworze wodnym bedgce jonem
ujemnym
o amfifilowe — zawierajace w swej strukturze fragment
hydrofilowy jak réwniez hydrofobowy [2].

Fotouczulacze o wlasciwosciach amfifilowych wydaja si¢
mie¢ najwigksze znaczenie w praktyce klinicznej ze

wzgledu na ich powinowactwo zaréwno do lipidowych jak
iwodnych czes$ci komorki.

Fotouczulacze porfirynowe

Porfiryny sg aromatycznymi zwigzkami makrocykliczny-
mi, ktore od wiekow wzbudzaly zainteresowanie naukow-
cOw z dziedzin takich jak chemia, biochemia, biologia czy
medycyna [12]. Do dzis jest to najlepiej przebadana grupa
zwigzkdw majgca petnic funkcje fotouczulaczy.

Porfiryny sa zwiagzkami heterocyklicznymi sktadajgcymi
sie z czterech pierscieni pirolowych potaczonych mostka-
mi metinowymi =CH—. Pierscien porfirynowy posiada
charakter aromatyczny. Posiada 22 elektrony 7, jednak
uwaza sig, ze w ukladzie aromatycznym sprzega si¢ tylko
18 zdelokalizowanych elektronow m, [13], jak zaznaczono
(1). Chromoforowe wiasnosci sprzezonego uktadu wigzan
nienasyconych odpowiedzialne sg za silng absorpcje po-
rfiryn w zakresie UV-VIS i za ich intensywne zabarwienie.
Typowe porfiryny sg krystalicznymi ciatami statymi o gle-
bokim fioletowym zabarwieniu.

Czasteczka porfiny (1), jak czgsto okresla si¢ niepodsta-
wiong porfiryng, stabilizowana jest przez rezonans, ktore-
go energie szacuje si¢ na 1200 kJ/mol, ma wielkos¢ okoto 9
A, okoto 4 A wewnetrznej $rednicy oraz jest ptaska. Pla-
narnos$¢ pierscienia porfirynowego moze jednak zostac za-
burzona przez wprowadzenie do niego podstawnikow, kto-
re mogg by¢ przyczynag deformacji.

Porfiryny posiadajg ogromne zdolnos$ci kompleksujace.
Znane s3 ich kompleksy z prawie wszystkimi jonami me-
tali, a nawet z niektorymi niemetalami. W PDT najistot-
niejsza role odgrywaja kompleksy metali z pustymi lub
catkowicie zapelionymi orbitalami d.

Porfiryny moga ulegac reakcjom aromatycznej substytucji
elektrofilowej zachodzacym w pozycjach meso lub B (1),
lub substytucji wolnorodnikowe;j [ 14].

Uwaza sig, ze szkielet porfirynowy ma zasadniczo wias-
ciwosci hydrofobowe, ale wprowadzenie do niego polar-
nych podstawnikow moze zwigkszy¢ jego amfifilowos¢
i poprawi¢ selektywno$¢ gromadzenia si¢ w tkance nowo-
tworowej [15].

——— meso

7 >p

1 Porfina.

W zaleznosci od charakteru podstawnikéw jakie zostang
wprowadzone do podstawowej struktury porfiryny mozna
otrzymac pochodne hydrofilowe, hydrofobowe lub amfifi-
lowe.
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Widma elektronowe dla porfiryn sga bardzo charakterys-
tyczne. Przy fali dtugosci okoto 400 nm obserwuje si¢ in-
tensywne pasmo nazywane pasmem Soreta lub pasmem B,
podczas gdy w zakresie od 450 do 700 nm widoczne jest
wyrazne pasmo najczesciej czterech pikow o zdecydowa-
nie mniejszej intensywnosci niz pasmo Soreta. Jest to tzw.
pasmo Q. [16] Pasma te posiadajg bardzo wysoki wlasciwy
wspotczynnik absorpcji, za co odpowiedzialne sg przejscia
n— 1.

Rys. 5. Typowe pasmo absorpcji w zakresie UV-VIS dla
porfiryn.

Pierwszym zwigzkiem stosowanym w terapii fotodyna-
micznej byla hematoporfiryna (Hp) (2) i jej pochodne.
Zwiazki te nazywane sg fotosensybilizatorami pierwszej
generacji.

Wtasciwosciami czynigcymi porfiryny dobrymi fotouczu-

laczami sa:

e silnaabsorpcjaw $wietle widzialnym

e trwalos¢ czasteczki, ktora stabilizowana jest przez re-
zonans

e niskatoksyczno$¢ w ciemnosci.

2 Hematoporfiryna.

Mimo, ze Hp jest dobrym fotosensybilizatorem, to nie jest
ona odpowiednia do zastosowan klinicznych PDT, ze

200

wzgledu na stosunkowo staba kumulacj¢ w tkance nowo-
tworowej [17].

Hematoporfiryng otrzymuje si¢ stosunkowo tatwo z hemo-
globiny krwi, w wyniku traktowania jej kwasami mineral-
nymi lub mieszaning bromowodoru w kwasie octowym.
Hematoporfiryna izolowana jest najczgsciej jako dihydro-
chlorek.

Otrzymywanie pochodnych hematoporfiryny polega na
traktowaniu jej dihydrochlorku mieszaning kwasu siarko-
wego (VI) 1 kwasu octowego, a nastepnie neutralizacji al-
kaliami do pH 7,4. Otrzymany w ten sposob preparat jest
mieszaning HpD zawierajacg formy mono-, di- jak i oligo-
meryczne [18].

W roku 1961 Lipson i wspolpracownicy zaprezentowali
preparat, ktory wykazywal pewien stopien selektywnej
kumulacji w tkance nowotworowej i ktory pod wptywem
promieniowania ultrafioletowego pozwalat na jej lokali-
zacjg.

Dalsze badania nad hematoporfirynami doprowadzity do
opracowania pochodnych z pomoca, ktérych mozliwe byto
doskonalsze lokalizowanie tkanek nowotworowych, dzie-
ki czemu uzyteczno$¢ porfiryn, a w szczegolnosci pochod-
nych hematoporfiryny (HpD), zostata doceniona. W latach
osiemdziesigtych XX wieku opracowano pierwszy prepa-
rat porfirynowy, ktory uzyskat atest FDA i ktory stosowany
jest w praktyce klinicznej. Preparat ten, znany pod handlo-
wa nazwa jako Photofrin (3), jest mieszaning pochodnych
hematoporfiryny, sktadajacg si¢ z dimerdéw i wyzszych oli-
gomerdw, w ktorych pier$cienie porfirynowe potaczone sg
ze sobg poprzez wigzania eterowe, estrowe badz wegiel-
-wegiel.

NaOOC(CHy), CHy

NaOOC(CH),

H,C

NaOOO(CH,), CHy

R=—-CH(OH)Me i/lub -CH=CH2 n=0-6
3 Photofrin [19]

Widmo absorpcyjne Photofrinu posiada pie¢ pikow. Przy
fali dlugosci okoto 400 nm wystepuje pik najsilniejszy
(pasmo Soreta), natomiast pik najstabszy pojawia si¢ przy
okoto 630 nm [20].

Poza pochodnymi hematoporfiryny istniejg rdéwniez inne
fotouczulacze, ktorych struktura oparta jest na podstawo-
wym szkielecie porfirynowym, a ktore sg lub potencjalnie
beda mogly by¢ stosowane w praktyce klinicznej PDT.

Nalezg tutaj zwigzki, ktore opracowane zostaty w Pracow-
ni Biochemii i Spektroskopii Instytutu Optoelektroniki
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WAT w Warszawie jako nowej klasy fotosensybilizatory
amfifilowe. Sg to diaminokwasowe pochodne protoporfi-

ryny [9](4).

(4) Protoporfiryna IX

Absorpcja porfiryn moze zosta¢ wzmocniona oraz przesu-
nigta w kierunku dhuzszych fal poprzez wprowadzanie do
nich odpowiednich podstawnikow. 5,10,15,20-tetra(3-hy-
droksyfenylo)porfiryna (m-THPP) (5) oraz 5,10,15,20-
tetra-(4-sulfofenylo)porfiryna (p-TPPS4) (6) sa zwigzka-
mi otrzymanymi catkowicie w warunkach laboratoryjnych
(nalezg do fotosensybilizatorow drugiej generacji), ktore
moga by¢ potencjalnymi fotouczulaczamiw PDT [10].

55,10,15,20-tetra
(3-hydroksyfenylo)
porfiryna (m-THPP)

65,10,15,20-tetra
(4-sulfofenylo)
porfiryna (p-TPPS4)

Poza sulfonowymi pochodnymi tetrafenyloporfiryn oraz
tetra(hydroksyfenylo)- porfirynami otrzymano wiele in-
nych symetrycznych meso-podstawionych porfiryn.

R

R

R=a). Ph b). 4-MeCyHj ¢). 4-i-PrCeH, d). 4-t-BuCeHy ). 4-CICGH, f). 4-MeOC H, g). 4-MeSCoH
h). 4-Pirydyl

Rys. 6 Przyktady symetrycznych meso-podstawionych
pochodnych porfiryny [21].

Istotng rol¢ w uczulaniu tkanek odgrywa kwas 5-amino-
lewulinowy (ALA). Petni on funkcje prekursora fotosen-
sybilizatorow porfirynowych. Porfiryny sg jedynymi foto-
uczulaczami, ktore mogg by¢ catkowicie syntetyzowane
wewnatrz organizmu (porfiryny endogenne), a kwas 5-

aminolewulinowy jest prekursorem protoporfiryny (4),
ktora jest jednym z produktow posrednich enzymatycznej
biosyntezy hemu w organizmie.

Ostatnim etapem syntezy hemu jest wprowadzenie do
wngtrza pierScienia protoporfiryny (4) jondw Fe?', ktory
katalizowany jest przez enzym ferrochelatazg. Udowod-
niono, ze w wyniku podania egzogennego kwasu 5-amino-
lewulinowego nastepuje kumulacja w komorkach proto-
porfiryny (4) z powodu przekroczenia mozliwosci kom-
pleksujacych ferrochelatazy. Ponadto stwierdzono, ze
w tkankach nowotworowych aktywno$¢ ferrochelatazy
jest obnizona, wobec czego protoporfiryna kumulowana
jest w nich z pewna selektywnos$cia [9]. Dzieki wtasci-
wosciom endogenny AL A znalazt zastosowanie kliniczne.

bursztynylo-CoA

o.

X

\& HooC.
CoAs” SO

ALA-syntaza
—_—

HOOCH ,C, (CH,),CO0H
ALA-dehydrataza
—_—
NH, : / \

N
H

o
kwas porfobilinogen (PBG)

licyna . "
glley S-aminolewulinowy

Hem
PBG-deaminaza
Ferrochelataza

Protoporfiryna (4)

(EH,),CO0H

Oksydaza proto'gen 111
CH,

—

==t HOOC(H,C),
hydroksymetylobilan

CH,

protoporfirynogen I1I
Syntaza uro'gen 1T

Oksydaza kopro'gen IIT

(CH;),COOH HOOCH,C, (CH,),CO0H

HC,

HOOC(H,C), o

s
Dekarboksylaza uro'gen TIT
B —

HiC
’ (CHz),C00H
cHy

HOOC(H,C),

HOOC(H,C), S
2

HOOCH;C:
(CH,),CO0H

HOOC(HC), 'CH,COOH

koproporfirynogen 11T uroporfirynogen IIT

Rys. 7 Biosynteza hemu [9].

Istnieje wiele mozliwosci modyfikowania pierscienia po-
rfirynowego. Otrzymano porfiryny z zewnetrznymi ugru-
powaniami chromoforowymi (7), z podstawionym ato-
mem azotu wewnatrz pierscienia (8) oraz wiele innych
meso ipB-podstawionych zwigzkéw (9, 10) [22].

Porfiryny moga by¢ ponadto sprzggane z biomolekutami
takimi jak steroidy (11), lipidy, peptydy, cukry, nukleotydy
czy nukleozydy [22].
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Tego typu modyfikacje strukturalne stuzg polepszeniu
wiasciwosci decydujacych o przydatnosci zwiazku w te-
rapii.

CH,

Fotosensybilizatory drugiej generacji

Poza fotosensybilizatorami pierwszej generacji, do kto-
rych zalicza si¢ hematoporfiryne (2) ijej pochodne, wyrdz-
nia si¢ fotosensybilizatory drugiej generacji. Charaktery-
Zuja si¢ one absorpcja promieniowania o wigkszej dtugos-
ci fali. Do tej grupy fotouczulaczy zalicza si¢ meso-podsta-
wione porfiryny, chloryny - zredukowane formy porfiryn,
ftalocyjaniany, texafiryny oraz bakteriochloryny.

HaC CHg

HOOC

COOH
HOOC COOH

13

202

Zdecydowang zaletg fotosensybilizatorow drugiej gene-
racji jest silniejsza absorbcja promieniowania. Dlatego tez
sa one czesto stosowane w PDT, a nawet doczekaty si¢ kil-
ku preparatow stosowanych klinicznie. Nalezg tu m.in.
Foscan (12), Monoaspartylchlorin es (13), Verteporphin

(14) czy Photochlor (15).

F L D%ugos'é e . |Molowy wspotczynnik
otosensybilizator maksimum absorpcyj- absorpeji € (mol”! cm)
Nnego Amax (nm)
Porfiryny 620-640 3500
Meso-podstawione Porfiryny 650 18 000
Ftalocyjaniany 670-700 200 000
Texafiryny 720-730 42 000
Chloryny 680 40 000
Bakteriochloryny 780 150 000

Rys. 8. Maksima absorpcyjne i molowe wspotczynniki
absorpcji wybranych fotosensybilizatoréw [23].

Trwajg rowniez badania nad uktadami typu fotouczulacz-
-nanoscyntylator. Sg to uktady, w ktorych nanoczasteczki
(np. TiO,, ZnO) miatyby by¢ wzbudzane promieniowa-
niem wysokoenergetycznym, a podczas powrotu do stanu
podstawowego emitowalyby promieniowanie z zakresu
UV-VIS, a wigc promieniowanie niezbedne do zainicjowa-
nia reakcji fotodynamicznych. Takie rozwigzania znacznie
ograniczylyby problemy zwigzane z osltabianiem promie-
niowania wzbudzajacego fotouczulacz, gdyz promienio-
wanie rentgenowskie lub gamma jest znacznie bardziej
przenikliwe dla tkanek [24].

Swiatlo w terapii

Obok fotouczulacza i obecnosci tlenu molekularnego
w tkance, $wiatlo jest czynnikiem, bez ktorego niemozliwe
byloby rozpoczecie reakcji fotodynamicznych.

W diagnostyce lub terapii fotodynamicznej wazne jest aby
swiatto bylo jak najbardziej monochromatyczne. Na po-
czatkurozwoju PDT zrédtami promieniowania byty rozne-
go rodzaju lampy zaopatrzone w odpowiednie monochro-
matory, najczesciej filtry, ktorych zadaniem byto wyodreb-
nienie jak najwezszej wigzki promieniowania [1].

W 1960 roku T. H. Maimann skonstruowat pierwszy laser,
a technika laserowa w kolejnych latach zdobyta ogromna
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popularnos¢ w medycynie. O popularno$ci promieniowa-

nia laserowego zdecydowato kilka jego wtasciwosci:

e Swiatlo laserajest wysoce monochromatyczne

e posiada malg rozbieznos¢, dzigki czemu mozna uzys-
ka¢ duza gesto$¢ mocy, co jest szczegolnie istotne
wPDT

e jestkoherentne[25].

Istnieje wiele rodzajow laserow, ktore klasyfikowac¢ moz-
na ze wzgledu na stan skupienia o$rodka aktywnego, spo-
sob modulacji pracy, dtugos¢ fali emitowanej wigzki czy
emitowane energie.

Podczas oddziatywania promieniowania z tkanka wyste-
puja takie zjawiska jak odbicie, ugiecie, absorpcja, lumi-
nescencjairozproszenie.

swviatho pradngce
awlatlo adbiie
/ swiatho adbie dvluryme
WS P aeiEli i f/'
160 i /
mirskorek PR
1 01 i

skiorn

L ST
il = ¥ mum
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whwisipicja T 4
| FLRECSUEn 1l

Rys. 9 Schemat proceséw zachodzacych podczas wnikania
$wiatla do tkanki [25].

Zainicjowanie akcji fotodynamicznej wymaga zaabsorbo-
wania przez fotouczulacz zakumulowany w tkance pro-
mieniowania o odpowiedniej dtugosci fali. Absorpcja mo-
ze by¢ ostabiona przez wystepujace w tkance barwniki en-
dogenne lub wode. Wazne jest stosowanie fotouczulaczy,
ktérych maksimum absorpcji przypada na tzw. medyczne
okno transmisyjne tkanki [25], czyli obszar, w ktorym
wspotczynnik absorpcji tkanki jest niski dla danej dtugosci
fali.

Glebokos¢ wnikania promieniowania zalezy od dlugosci
fali oraz rodzaju tkanki. W tkankach melanotycznych gte-
boko$¢ penetracji wynosi od 0,2 mm dla $wiatta niebies-
kiego do 0,6 mm dla promieniowania od dlugosci fali
900 nm. W tkankach niemelanotycznych gtdéwny wplyw
na glebokos¢ penetracji wywiera hemoglobina i dla tego
typu tkanek glteboko$¢ penetracji wynosi od 0,5 — 1,5 mm

dla $wiatta niebieskiego do 3,5 — 6 mm dla promieniowania
o dtugosci fali 900 nm. Swiatlo najgtebiej dociera w tkan-
kach, w ktorych rozproszenie jest znikome (tkanki biate),
anajstabiej penetruje tkanki barwne [26,27].

Kryterium doboru odpowiedniego lasera w terapii fotody-
namicznej jest maksimum absorpcji fotosensybilizatora.
Zrédio promieniowania wzbudzajacego powinno emito-
wacé $wiatto, ktore pokrywatoby si¢ z dlugofalowymi pas-
mami absorpcji fotouczulacza, a wynika to z faktu, ze $wia-
tto o dluzszej fali posiada wigkszag zdolnos¢ penetracji
tkanki.

Gkt worpibannin Swialls (rmm)

1.5-4

Rys. 10 Glebokos¢ wnikania promieniowania w zalezno$ci
od dlugosci fali [8].

Zastosowania metody fotodynamicznej

Terapia i diagnostyka fotodynamiczna jako metody lecze-
nia 1 wezesnego wykrywania nowotworow cieszg si¢ nie-
stabngcym zainteresowaniem wielu jednostek badawczych
na calym $wiecie.

Dzicki wspotpracy naukowcow z wielu dziedzin trwaja
proby otrzymania nowych syntetycznych fotouczulaczy,
wyznaczenia ich wlasciwosci fizykochemicznych oraz
okreslenia wptywu na organizm.

Terapia fotodynamiczna najszerzej stosowana jest w der-
matologii. Przy jej pomocy leczy si¢ wiele typow nowo-
twordéw skory, ale prowadzone sg badania nad zastosowa-
niem metody w zwalczaniu nowotworow moézgu, uktadu
pokarmowego, oddechowego lub rozrodczego 1 wielu in-
nych.

Glownym nurtem badan jest zastosowanie metody PDT
w leczeniu nowotworow, jednak moze by¢ ona réwniez po-
myslnie stosowana w lecznictwie nieonkologicznym. Przy-
puszcza sie, ze w przysztosci terapia fotodynamiczna znaj-
dzie zastosowanie w leczeniu chordb naczyn krwionos-
nych, schorzen oczu, jak réwniez nienowotworowych
chorob skory.
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