Svensk Patentansékan

Utnyttjande av laserexciterade fria syremolekyler for medicinsk terapi
och desinfektion

Beskrivning
Bakgrund
Fria radikaler &r kdnda att ha en toxisk effekt pa levande celler, och en
omfattande litteratur i dmnet finns. Fria radikaler, som ofta dr enkla
molekyler med stor reaktionsbenigenhet, bildas i méanniskokroppen i
naturliga processer, men dven t.ex. vid bestralning med joniserande strélning
eller ultraviolett ljus. For att minska effekten av fria radikaler i kroppen har
intag av vissa &mnen (antioxidanter eller ”Quenchers™) , t.ex. vitamin A, C
eller E foreslagits, och en rik litteratur runt detta nagot kontroversiella dmne
finns. Fria radikaler i medicinska sammanhang 4dr &mnet for en internationell
serie av konferenser, som reguljért anordnas pa Andros, Grekland [1]
(International conference on oxidative stress in skin medicine and biology;
t.ex. var den tredje konferensen 21-24 September 2006). De fria radikalerna
i medicinska sammanhang &r molekyler som &r integrerade i vivnaden och
de uppvisar dédrfor breddade energitillstdnd, varfor absorption och emission
av ljus med associerad excitation och deexcitation av radikalerna sker i
vagldngdsomraden som dr mycket breda jimfort med vad som ir fallet nér
radikalerna finns i gasform, t.ex. i luft eller i forbranningsgaser. I flammor
sker mycket av ljusemissionen fran fria radikaler, som alstras i
forbranningsprocessen, t.ex. C,, CH och OH [2,3]. Dylika radikaler kan
exciteras med laserljus, som avstdmts till absorptionslinjerna, som dr mycket
skarpa, typiskt med 5 till 6 signifikativa siffror i vagldngdsangivelsen, och
ddr linjebredden framst bestéms av kollisionsprocesser mellan molekyler i
gasen, vilken ofta &r vid atmosférstryck. Livstiden pa exciterade radikaler dr
kort — genom kollisioner Overfors de snabbt strilningslost till
grundtillstdndet, en process som likaledes bendmns ”quenching”.

I fotodynamisk tumdrterapi [4,5] utnyttjas alstrande av molekylart
syre 1 ett exciterat tillstdnd, s.k. singlett-syre, for destruktion av tumérer. I
dessa sammanhang tillférs kroppen - intravendst, oralt eller topiskt - en
tumors6kande substans, bendmnd sensibiliserare, vilken ansamlas i
tumérvidvnad. Vid bestrdlning av vdvnaden med ljus i rdda eller nidra
infrarddomrédet exciteras sensibiliserarmolekylerna till ett hogre singlett-
tillstdnd, varifran en relaxation till ett triplett-tilistdnd sker. Dérefter sker en
véixelverkan mellan sensibiliserarmolekylen och vdvnadens syre, som initialt



befinner sig i grundtillstdndet, ett triplett-tillstand. Hirvid dverfors syret till
ett singlett-tillstdnd. Syret i detta tillstdnd &r en fri radikal, som i sin reaktion
med vidvnaden leder till toxiska effekter, som resulterar i vivnadsdod. Detta
ar en fotokemisk reaktion, som ej utnyttjar virmeutveckling.

Eftersom visst upptag av sensibiliserare dven sker till huden sker en
oonskad sensibilisering av denna, vilket leder till att de behandlade
patienterna maste undvika starkt dagsljus under en period, som for vissa
sensibiliserare kan uppga till flera veckor. Detta 4r en starkt o6nskad bieffekt
av fotodynamisk tumoérterapi. Som en del av foreliggande framstillning
foreslds hdr att utnyttja naturliga eller syntetiskt framstiillda deoxidanter —
quenchers - for att eliminera singlettsyret, vilket 4 den verksamma
substansen vid tumdrdestruktion liksom vid hudsensibiliseringen, vilken kan
leda till kraftigt solinducerat erythem. Det som nu foreslds, #r att d& den
onskade tumoreffekten uppnatts efter ndgra timmar till nagra dagar efter den
terapeutiska ljusbestralningen, s tillférs kroppen en antioxidant, som t.ex.
A, C eller E-vitamin i doser, som maste bestimmas i djurférsék och
humanstudier.  Tekniker att i andra sammanhang avbryta verkan av
pagdende behandling dr kdnda fran cytotoxiska behandlingar av maligna
tumorsjukdomar, t.ex. methotrexate behandling, som avbryts genom
tillférsel av folinsyra. Den foreslagna metoden att aktivt hiva
fotosensibilisering genom tillférsel av anti-oxidant kan visentligt oka
tillampligheten av fotodynamisk tumérterapi.

Syre i singlett-tillstdndet kan i ringa utstrickning aterga till triplett-
tillstdndet i en stralningsprocess, dér ljus runt vaglingden 1.27 mikrometer
utséinds. Eftersom syret foreligger i vdvnadsmatrisen och hirigenom starka
storningar av elektronhdljet foreligger, 4r emissionslinjen breddad till flera
nanometers halvvirdesbredd. Fotodynamiska processer kan dven utnyttjas
for att doda bakterier, vilket studerats fér behandling av infektioner hos
ménniskor [6], men &dven t.ex. for avdddning av malarialarver i vatten under
vanlig solbestralning.

Desinfektion och sterilisering av utrustning och komponenter, som
anvinds inom sjukvérd, inkl. operationsutrustning, dr en viktig verksamhet.
Upphettning i1 autoklaver &r en standardprocedur i dessa sammanhang,
liksom utnyttjande av joniserande strdlning. Man kan #ven anvinda
vitesuperoxid for dylika processer — denna teknik anvinds t.ex. for
sterilisering av fOrpackningsmaterial innan fyllning av exempelvis mjolk.
Frisdttning av fria OH-radikaler &r en viktig verkansmekanism.

Syrgas ar kanske den viktigaste fysiologiska gasen, som #r central i
respirationen, dir den binds till haemoglobin for transport ut till kroppens
alla celler. Syret ar d& i sitt grundtillstind — triplett-tillstindet. Som



konstaterats ovan &dr singlett-syre en viktig radikal, som aggressivt angriper
levande celler. Transfer till singlett-tillstandet kan som ovan beskrivits ske
genom fotodynamiska energidverforingsprocesser. 1  foreliggande
framstédllning foreslas ett alternativt sétt av singlett-syregenerering
utnyttjande direkt absorption av laserljus av rétt véglangd.

Nyligen har inom den s.k. GAs in Scattering Media Absorption
Spectroscopy (GASMAS) — metoden absorption av syrgasmolekyler anvénts
for att i ménskliga vdvnader detektera och kvantifiera forekomst av syrgas.
Syrgasmolekylen absorberar ljus i sitt A-band, som bestar av ett stort antal
skarpa linjer runt ca 760 nm. Metoden har bl.a framgéngsrikt demonstrerats
for diagnostik av ménskliga bihalor [7], dér rott laserljus transmitterats
genom ansiktsskelettet in till de haligheter eller pordsa strukturer, som
kakbihalor, pannbihalor eller mastoideusbenet (bakom ytterérat) utgoér. Vid
passagen genom den fria gasen fas ett svagt spektroskopiskt avtryck av
syrgasen, och detta kan observeras nir en del av det spridda ljuset trénger ut
genom vavnadsytan, dér en optisk detektor placerats.

Foreliggande uppfinning

I foreliggande uppfinning bekrivs ett alternativt sdtt att generera fri syrgas i
det aggressiva singlett-tillstaindet, samt tillimpningar av singlett-syre som
alstrats pa detta sitt. Vidare tdcks den ovannimnda metoden att hédva
solsensibilisering med hjélp av anti-oxidanter av denna patentskrift.

I de ovan diskuterade tillimpningarna av GASMAS-metoden, dér
laserljus, vanligtsvis frdn en halvledarlaser, avstims till en av de skarpa
linjerna i syremolekylens A-band runt 760 nm, 6verfors syrgasmolekyler till
ett annat singlett-tillstand, b 'Z,, med liknande forvintade fotokemiska
egenskaper som det mera vélkénda a lAg tillstandet. Bada Overgéngarna,
runt 760 nm och runt 1.27 mikrometer 4r pd grund av urvalsreglerna for
molekylovergangar svaga, eftersom dipolovergéngar dr forbjudna. Detta
leder till att 6vergangssannolikheten for de laserinducerade Gvergangarna &r
mycket lag. Med 21 % syrgas i vanlig luft erhélles endast ca 10 procent
absorption efter passage av 10 m luft. Eftersom ljusméngden som penetrerar
in genom vidvnaden till t.ex. ménskliga bihalor dr mycket lag, erhalles en
mycket liten mingd singlett-syremolekyler och dérfor en forsumbar
vidvnadspéaverkan. Vad som nu foreslds &r att genom att intensivt belysa den
syreforande luften vésentligt stérre méngder singlett-syremolekyler
genereras sa att avsevérda effekter pd kringliggande levande celler uppnas.
Detta innebdr i allménhet att det smalbandiga laserljuset tillférs genom
direktbestralning av gasen, t.ex. genom fiberoptisk Gverforing. Aven



bestralning vid skarpa vagldngder runt 1.27 mikrometer kan anvéndas for att
generera singlettsyre i det géingse a 1Ag tillstandet.

D3 singlett-syre nar gasens inneslutning, vilket kan vara slemhinnan i
bihalor, nishala eller i lungtridet, sker en reaktion som kan forvéntas leda
till avdodande av ytliga celler, inklusive bakterier och virus. Detta kan
forvintas leda till utslagning av ytlig tumérvixt och desinfektion av
infektionstillstand i luftvdgarna. Pa samma sétt kan generering av en
singlett-syreatmosfiar runt foremél som skall steriliseras leda till att detta
sker utan att forhéjda temperaturer, joniserande stralning eller kemikalier
behdver anvénds.

Verkan av singlett-syrebehandling kan styras genom att lasern mer

eller mindre vidl avstims till resonansvaglingden; genom av ga av
absorptionslinjen tas effekten helt bort. Likasd &r mingden singlett-
syremolekyler proportionell mot den tillférda ljusdosen; for att ej astad-
komma virmeeffekter bér dock den mot vdvnad infallande dosen begrénsas
till ndgot hundratal mW per kvadratcentimeter.
Fo6r att hoja ljusintensiteten som passerar syrgasen kan multipel-
reflexionsarrangemang anvindas, t.ex. s.k. White-celler. Vidare kan
inneslutningar av starkt ljusspridande men ej absorberande material
anvindas for att 6ka det singlett-syregenererande ljusflodet.

Inom laserstyrd kemi &r det ként att om en i en reaktion ingdende
partner exciteras till ett hogre energitillstind kan utbytet av reaktionen
vésentigt hojas [8]. Den fotodynamiska processen, som é&r destruktiv for den
utsatta vévnaden (tumorvévnaden) kan ses som en dylik laserstyrd reaktion.
Hir foreslas att laserexciterad fri syrgas skulle kunna utnyttjas dven i andra
kemiska processer, som pa detta sétt skulle kunna frimjas. Om positivt
stimulerande effekt eller destruktiv effekt fas kommer att bestimmas av den
intensitet med vilken reaktionen laserstimuleras. Positiva effekter
(biostimulering etc. for sarldkning mm) skulle &ven kunna uppnés genom att
syrgasmolekylerna prepareras i triplett-tillstand i stéllet for singlett-tillstand,
med utnyttjande av for &ndamalet avpassade excitationsvagldngder. Normalt
anviands varierande vagldnder, alltid utan skarp och vélkontrollerad
vagldngd, vid biostimulering med laserljus av lag effekttithet [9]. Nu
foreslas att laserljus avstdamt for generering av exciterade syrgastillstand
istdllet anvéndes for forstdrkt vivnadseffekt i biostimuleringssammanhang.

Det foreslas, att verkan av laserexiterad syrgas, inklusive singlett-syre,
studeras vad géller verkan och effektivitet i testexperiment. dér cell- eller
bakterieodlingar utsédtts for den preparerade syrgasen. Studier av
cellavdodning, eller i ndgon regim, av cellstimulering, t.ex. i form av dkad
celldelning, skulle dd kunna ske pa ett sdtt som &r liknande det som



traditionellt gérs i odlingsforsok. Baserat pa erfarenheter gar man sedan
vidare till djurforsok eller humanstudier. Lampliga djurfoérsok skulle kunna
innefatta laserbestrdlning av frilagd, levande réttlunga, dér skillnader i
vdvnadspaverkan mellan fallen d& det smalbandiga laser]juset 4r avstamt till
absorptionslinje i fri syrgas, resp. ej ér det, utvérderas.
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