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2  Einleitung und Zielstellung

Untersuchungen zu den photochemischen Eigenschaftemrzneistoffen und den damit
verbundenen phototoxischen Eigenschaften werderemwichtiger in der Arzneimittelent-
wicklung, denn durch die Wechselwirkung von Arziafen mit Licht kann es zur Photode-
gradation des Arzneistoffes kommen, wodurch sig \Wlirksamkeit des Arzneistoffes ver-
mindern kann oder es kénnen toxische Produkteedr@st Diese sogenannten Phototoxine
haben das Potential Kontaktdermatitis, DNA-Schaékampxidation von Fettsduren, Reaktio-

nen mit Proteinen oder Zellschaden zu verursadipsté¢in 1983).

Phototoxische Reaktionen kénnen sowohl von systégmats auch von topisch angewendeten
Arzneistoffen verursacht werden. AuRerdem tretenb®i verschiedenen Stoffklassen auf.
Darunter befinden sich Arzneistoffe, die zu nioftsidalen Antirheumatika (NSAIDs), Anti-
biotika, Antikonvulsiva, trizyklischen Antidepressiva, Amiertensiva und Diuretika gehoéren
(Martin Jr, Colina et al. 1987; Becker, Eberleinfkg et al. 1996; Vargas, Martinez Volkmar
et al. 1998; Canudas and Contreras 2002). Dasb#eran der durch Arzneistoffe induzierten
Lichtempfindlichkeit hat in den letzten 20 Jahrelggnommen und wurde durch eine Mehr-
zahl von publizierten Studien reflektiert (Cosakéman et al. 2009). Leitlinien, wie die ,No-
te for Guidance on Photosafety Testing” wurden kdutie EMA und FDA in den Jahren 2002
und 2003 verdffentlicht. In diesen Leitlinien wend@estmethoden zur Untersuchung von
Arzneistoffen auf Phototoxizitat, Photoallergenitat Photogenotoxizitat und
Photokarzinogenitat beschrieben. Es gibt auf degrefSeite In-Vivo-Modelle, wie z.B. den
Occuluded Patch Test (Buehler 1985), die Meersatnkein oder Mause verwenden, um das
phototoxische Potential von Arzneistoffen zu uniehen und zu beschreiben (Magnusson
1980; Wagai and Tawara 1991; Mayne, Johnson é98I7; Shimoda, Ikeda et al. 2000). Je-
doch soll im Sinne der Leitlinie 86/609/EEC mogsttauf Tierversuche verzichtet werden
und auf In-Vitro-Tests zurtickgegriffen werden. Sbtges auf der anderen Seite In-Vitro-
Methoden. Ein Beispiel ist hier der ,3T3 neutral igptake photoxicity test* (3T3 NRU PT),
aber auch die In-Vitro-Methoden haben ihre SchwacBer 3T3 NRU PT zeigt z.B. oft ein
falsch positives Ergebnis an, aul3erdem gibt erdkeRRiickschluss auf die zu Grunde liegende
Photochemie (Onoue, Seto et al. 2009; Matsumotaonédo et al. 2010).

Ziel dieser Arbeit ist es, durch den Einsatz veiesiéner Detektionstechniken und die Kopp-
lung eines Photoreaktors mit der HPLC, das photocehe Verhalten von Arzneistoffen zu
beschreiben, um ein photosensibilisierendes/phatitbes Potential zu ermitteln und zwi-

schen einer photosensitiven Typ-I- und einer TypR&aktion zu unterscheiden. Aul3erdem
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soll es moglich sein kurzlebige und reaktive Phaadpkte zu erkennen und zu identifizieren.
Um neben den photochemischen Eigenschaften dereisinffe auch Aussagen zu der
Reaktivitat gegenuber Biomolekilen zu machen, sadie in Gegenwart von Peptiden mit
Licht bestrahlt werden. Die entwickelte Methodd sol verschiedenen sinnvoll ausgesuchten
Arzneistoffen auf ihre Eignung getestet werden.rfdrewurde eine bestehende In-Vitro-
Screening Methode von Schréder weiterentwickelh(&der 2007), die das photosensibilisie-

rende Potential eines Arzneistoffes vorhersagen.kan
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3 Planung

Um eine geeignete Screening Methode zur Untersgchufimdgliche induzierte Photosensi-
tivitdt durch Arzneistoffe zu entwickeln, muss mamachst die denkbaren Reaktionswege,

die zur lichtempfindlichen Hautreaktion fihren, gear betrachten.

Der priméare Prozess, eine photochemische oder piotdgische Reaktion auszuldsen, ist die
Absorption von Sonnenlicht, das sich aus einenmtdmestrahlenspektrum zusammensetzt. Es
beinhaltet das sichtbare Licht, ultraviolette Stwaly und Infrarotstrahlung. Die ultraviolette
Strahlung kann in drei Bereiche aufgeteilt werd@ahes UV* UVA 320-400nm, ,mittleres
UV* UVB 290-320 nm und ,fernes UV* UVC 180-290 niwwahrend UVC von der Ozon-
schicht zuriickgehalten wird, erreichen UVA und Udi® Erde. Nur UVA und UVB sind an
photosensitiven Reaktionen beteiligt (Svensson, &oet al. 2001). UVB-Strahlung kann nur
in die Epidermis und pappilare Dermis eindringeahvend UVA-Strahlung bis in die retiku-
laren Dermis eindringen kann. Generell variiert Aosorption des Lichtes durch die Haut in
einem Wellenlangenbereich von 290-700nm, wahregttlim roten Bereich sogar bis in die
Subcutis eindringen kann, kommen nur bis zu 10%Lags#tes mit einer Wellenlange <300
nm durch die Epidermis (Epstein, Photomedicind.et389). Wenn man dieses Penetrations-
und Absorptionsvermdgen von Licht mit dem Grottilusper Gesetz, nachdem nur absor-
biertes Licht photochemische und photobiologiscleak®onen auslésen kann, in Einklang
bringt, erscheint es sinnvoll, StrahlungsquellenUWA- und UVB-Bereich einzusetzen. Die
getesteten Arzneistoffe missen in diesem Bereisbrakeren.

Ein Stoff geht nach der Absorption von Licht vomu@dzustand in den angeregten Singulett-
Zustand Uber. Ausgehend von diesem Zustand gibtedsere mogliche Prozesse, die ablau-
fen konnen, zum Beispiel kann es zum strahlungslfeergang auf den Grundzustand, Flu-
oreszenz, Radikalbildung, Energietransfer zu madéekmn Sauerstoff (Bildung von Singulett-
Sauerstoff) oder anderen photochemischen Reaktiom@amen.

Von Interesse sind vor allem die Radikalbildung whel Bildung von Singulett-Sauerstoff,
deshalb missen Methoden und Detektionsméglichkeitesgewahlt werden, die es ermdgli-

chen, diese exakt zu untersuchen.

Zur Untersuchung der Radikalbildung eignet sictb@s®ndere die Elektronenspinresonanz-
Spektroskopie, die sich durch hohe Selektivitat dacth sehr geringe Nachweisgrenzen aus-
zeichnet. Es bietet sich daher an, eine ESR-Methodmtwickeln, mit der die lichtinduzierte

Radikalbildung méglichst direkt bestimmt werden tkan
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Um Zerfallsprodukte nachzuweisen, muss man sieerartbglichst auftrennen. Daflr bietet
sich die HPLC als Methode an. In den Arbeiten valaP (Parlar 2000) und Schréder
(Schréder 2007) wurde eine HPLC Methode entwickdilt, einen Photoreaktor mit einem

HPLC-System verbindet und es ermdglicht, Stoffereim wassrigen Milieu online zu be-

strahlen. Dies hat den Vorteil auch kurzlebige ZhWwenprodukte detektieren zu kénnen. Ne-
ben der UV/VIS Detektion soll auch eine HPLC-MS-Nede entwickelt werden, um Zwi-

schenprodukte zu identifizieren und schon bekaRetiEtionswege zu bestatigen.

Die Auswahl der untersuchten Arzneistoffe erfolgtim folgenden Kriterien:

1) Die Substanzen mussen im Wellenlangenbereich dedealErde vorhandenen Son-

nenlichtes absorbieren.

2) Die Molmassen sollten im Bereich von 300-500 g/irejen, denn dies ist ein typi-

scher Molmassenbereich fir Photosensit{@mzalez and Gonzalez 1996).

3) Das photochemische und photobiologische Verhaltengexr Arzneistoffe sollte,

zwecks Validierung der Methode, bekannt sein.

4) Die ausgewahlten Arzneistoffe sollen verschiedemikationen haben und in der ak-

tuellen Therapie eine Rolle spielen.

Wirkstoff

Gesamtverordnungg

Wirkstoff

Gesamtverordnunge

Allopurinol

6112500

Ibuprofen

18962100

Cetirizin

695000

Ketoprofen

Diclofenac

14939300

Naproxen

Doxycylin

3072300

Nifedipin

Furosemid

4444200

Paracetamol

Hydrochlorthiazid

3072300

Simvastatin

13369800

Tabelle 1: Ubersicht zur Anzahl der Verordnunge®@utschland 2009 der ausgewéhlten Arzneistoffa@be

2010)
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4 Theoretischer Teil

4.1 Photosensitivitat
4.1.1 EinfUhrung Photosensitivitat

Photosensitive Reaktionen des Organismus sind sshitntausenden von Jahren bekannt.
Schon die Agypter, Griechen und Inder nutzten Rsoranthaltende Pflanzen zusammen mit
Sonnenlicht um Hautkrankheiten zu behandeln (Drugg2003). Nicht nur Pflanzen oder
Pfanzeninhaltsstoffe, sondern auch oral und topesgewendete Arzneidfe konnen photo-
sensitive Reaktionen in der Haut hervorrufen undegkrankungen fuhren. Sie machen ca.

8% der unerwinschten Arzneimittelwirkungen ausv&ad 1997).

Im Allgemeinen kann man photosensitive Erkrankungerdrei grol3e Gruppen einteilen:
idiopathische Photodermatosen; Photodermatosen zigsso mit einem endogenen
Photosensitizer und Photodermatosen assoziiereimgim exogenen Photosensitizer. Zu den
idiopathischen Photodermatosen gehéren die Polymedrpchtdermatose (PMLE), die Licht-
urtikaria und die chronisch aktinische Dermatitis.

4.1.2 Phototoxische und photoallergische Reaktionen

Photosensitive Reaktionen, die durch Arzneimittetuvsacht werden, kdnnen in zwei ver-

schiedene Subtypen unterteilt werden, in photaaiehe und phototoxische Reaktionen.

Bei der Photoallergie handelt es sich um eine inotagische Reaktion, die nicht bei der
ersten Behandlung mit einem Photosensitizer unttaissetzung auftritt, sondern sich erst
ein bis zwei Wochen nach einer Induktionszeit bénee wiederholten Gabe des

Photosensitizers mit einhergehender Lichtexposieigt.

Im Gegensatz dazu ist die phototoxische Reaktioa akute Antwort auf die erste Exposition
mit einem systemisch oder dermal verabreichtendeositizer und anschlieRender Exposi-
tion mit UV/Vis-Licht. Die Photoirritation ist ein@estimmte Art der Photoxizitat und be-
schreibt solche phototoxische Reaktionen der Hhetin den ersten 72 Stunden nach Exposi-
tion von Licht und Photosensitizer auftreten (Spiehn, Muller et al. 2000).

Photoallergische und phototoxische Reaktionen Zesiein dhnliches klinisches und histolo-
gisches Erscheinungsbild und lassen sich nur schwerscheiden, gerade auch weil viele

Photosensitizer beide Reaktionen hervorrufen kbnnen
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Eigenschaft Photoallergenitat Phototoxizitat
relatives Vorkommen niedrig hoch
Dosisabhangigkeit nein ja
Beginn nach Exposition m|t24h+ Minuten bis Stunden

Licht und Photosensitizer

relative benétigte Menge desiedrig hoch
Arzneistdfs
Distribution exponierte Haut exponierte Haut; taise

nicht exponierte Haut

Pigmentveranderungen selten haufig

Histopathologie Epidermale Spongiosé&pidermale Nekrose
Hautentziindung

Kreuzreaktionen mit &ahnli-ja nein

chen Stéfen

Entwicklung einerpersistie- | ja nein

renden Lichtempfindlichkeit

Kovalente Bindung an Proteja nein

ine

Tabelle 2 : Eigenschaften von Photoallergenitat Bhdtotoxizitat (Gould, Mercurio et al.
1995)

Trotz ihrer Ahnlichkeiten haben Photoallergenitét u-toxizitat mehrere Unterschiede in ih-
ren Eigenschaften (Tabelle 2). Wahrend photoalelg Reaktionen relativ selten vorkom-
men, treten phototoxische Reaktionen haufiger auf kbnnen bei jedem sofort auftreten.
Dafur sind die erforderlichen Mengen an Photosamesitfiir eine photoallergische Reaktion
gering, wahrend flr eine phototoxische Reaktioatielhohe Konzentrationen bendétigt wer-
den. Ebenso ist das Einsetzen der Symptome nacBxg@sition unterschiedlich. Die hau-
figste klinische Manifestation der Phototoxizitét ein verstarkter Sonnenbrand, der an den

der Sonne ausgesetzten Bereichen auftritt. Wersedi&onnenbrand verschwindet, kommt es
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haufig zu einer lokalisierten HyperpigmentierungatuStimulierung der Melaninsynthese.
Andere auftretende klinische ErscheinungsbilderRiestotoxizitat sind urtikarielle Reaktio-
nen, die sofort oder verzdgert einsetzen, einedgente Reaktion mit Erythem und Blasen-

bildung sowie die Pseudoporphyrie.

Photoallergische Reaktionen treten erst nach deereiSensibilisierung auf und selbst dann
ist die klinische Manifestation der Symptome nodh 2u 72 Stunden verzdgert. Wahrend
Pigmentveranderungen selten sind, treten vor aBgmptome &ahnlich der allergischen Kon-
taktdermatitis auf. Neben den lichtexponierten ldeadlen kénnen auch nichtexponierte Be-
reiche betroffen sein. Morphologisch zeigen sichitligme, dermale Infiltrate, Schuppungen

und Papulovesikel, die mit starkem Juckreiz verlemnsind.

4.2 Photosensitizer
4.2.1 EinfUhrung Photosensitizer

Photosensitizer (Photosensibilisatoren) sind inLdegye, durch Absorption einer normalerwei-
se unschéadlichen Strahlendasisier Haut eine photochemische und photobiologidRbak-

tionen auszulésen, die dann zu phototoxischen totbpllergischen Reaktionen fuhren. Ein
Photosensitizer kann dabei sowohl exogen aufgenomwerden als auch endogen, z.B.

durch Stoffwechselerkrankungen wie den Porphyrigstehen.

4.2.2 Wirkungsmechanismus der Photosensitizer

Verschiedene Substanzen kdonnen als Photosensiideam. Neben pflanzlichen Inhaltsstof-
fen (Goskowicz, Friedlander et al. 1994; Schemphopf et al. 2002) kdnnen auch viele
Arzneistoffe photosensitive Reaktionen aus-
l6sen. Die Abbildung 2 gibt einen Uberblick

Sy

Uber die unterschiedlichen Reaktionswege hin

L] H

zur Photosensitivitat.

Spfnumkehr

Ic Der erste Schritt ist immer die Absorption

— T.I

von Strahlung durch das chromophore Sys-

ENERGIE

tem des Photosensitizers. Diese Strahlung

w
o 84
,{3{;*
Photon Absorption
Fluoereszenz

Phosphoreszenz

liegt im Bereich von 290-750 nm, bedingt

So [ 1 durch das Zurlckhalten von kirzer-welligem

Grundzustand
Abbildung 1 : Jablonski Schemata Licht durch die Ozonschicht. Wenn der
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Photosensitizer die Energie des Photons absorigieht, er vom GrundzustandofSn einen
kurzlebigen (1ns -1ps) Singulett-Zustands; (&) Uber. Durch Spinumkehr kann der
Photosensitizer dann in den langerlebigen und etmnaggiearmeren Triplett-Zustand Uberge-
hen. Um von den angeregten Zustandan $8 Ti; T,) wieder auf den Grundzustand)(Su

kommen (Vergleiche Abbildung 1), muss das Molekiieigie abgeben. Dies geschieht in

Photosensitizer
(Arzneistoff)

Lich Fluoreszenz oder
eht Interne Konversion (IC)
r Angeregter Zustand des Arzneistoff —l

Triplett-Zustand Freie Radikale
| I |
Energie Transfer zu Energie Transfer zu Elektron Transfer oder
Molekularem Sauerstoff Biomolekiilen kovalente Bindung Bildung von
zu Biomolekiilen Photoprodukten
l i i i Licht
) Oxidation von Molekulumwandlung
Singulett Sauerstoff Angeregten Von Photo-Oxidation
Biomolekiilen Zellbestandteilen Von
Zellbestandteilen
Oxidation- v
Peroxidation von Toxische Reaktion
Biomolekiilen (Lipide, Molekillumwandlung mit Zellbestandteilen
Proteine) -
Y Y
> Zellzerstérung

7

Hautreaktion

Abbildung 2: Schematische Darstellung Uber die mtigh Reaktionswege hin zur Photosen-
sitivitéat (Moore 2002)

Form von Innerer Umwandlung (Internal ConversioRljoreszenz, Phosphoreszenz oder
durch chemische Reaktionen. Diese chemischen Reaktikonnen nach Foote (Foote 1991)
in zwei Typen aufgeteilt werden. Bei der Typ-lI Reak kdnnen bei An- und Abwesenheit
von Sauerstoff durch Elektron oder Wasserstofffeaneie Radikale gebildet werden, wel-

che direkt kovalent mit Biomolekllen reagieren kémnoder in Anwesenheit von Sauerstoff
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Peroxid- oder Hydroxylradikale bilden, die oxidativit anderen Biomolekilen oder DNS
reagieren konnen (Wood and Redmond 1996). Bei gl@iilTReaktion wird die Energie direkt
auf ein Sauerstoffmolekul Ubertragen und es komantBildung von Singulett-Sauerstoff
(*0,), welcher Lipid und Proteinmembranen oxidierenrof®lS-Schaden induzieren kann.
Die '0,-Bildung findet aber nur statt, wenn der Tripletisfand des Photosensitizers energie-

reicher ist als der Singulett-Sauerstoff.

4.3 Photochemische Reaktionen von Arzneistoffen
4.3.1 Chlorpromazin

Chlorpromazin gehort zur Arzneistoffklasse der Ritleiazide, welche seit den 1950igern im
Einsatz sind. Es findet als Neuroleptikum seine Angdung und wird vor allem zur Behand-
lung von Psychosen wie Schizophrenie und Manieesiegt. Zu den unerwinschten Wir-
kungen gehoren neben extrapyramidal-motorischeuSg@n und Hypotonie auch phototoxi-
sche und photosensitive Reaktionen (Fitzpatrickhdaet al. 1963; Zelickson and Zeller
1964; Ljunggren and Bojs 1991).

Wie alle in der Medizin eingesetzten Phenothiazideerliegt Chlorpromazin einer starken
Photolabilitdt. Der photochemische Abbau von Chiompazin erweist sich als relativ kom-
plex, denn in Abhangigkeit von der Wellenlange diesorbierten Lichtes kommt es zu unter-
schiedlichen Photoprodukten (Motten, Buettner e1@85; Oppenlander 1988).

Wie in Abbildung 3 dargestellt, kommt es bei Besluag mit kurzwelligem Licht zur Photo-
ionisation. Das so gebildete Radikal ist mesomaiisiert und konnte mit Hilfe der ESR-
Spektroskopie nachgewiesen werden (Motten, Bueethal. 1985). Im Wassrigen reagiert es
weiter zu einem Sulfoxid, im sauren Milieu lassthsdie Reaktion sogar umkehren und es
bildet sich wieder Chlorpromazin (Cheng, Sacketaletl978). Allerdings kommt Licht im
UVC-Bereich nicht nativ auf unserer Erde vor, daves der Erdatmosphare zurtick gehalten
wird. Auf Grund dessen ist der Reaktionsweg bei 880 direkt Uber einen angeregten
Triplettzustand des Chlorpromazins in Hinsicht eufe induzierte Photosensitivitat relevan-
ter. Hier kann es wieder zur Sulfoxidbildung kommgaoch biologisch bedeutsamer ist die
Bildung des Promazylradikal durch Dechlorierung.viigde fir das Promazylradikal nach-
gewiesen, dass es mit Guanosinmomophosphat kovalegieren kann (Ciulla, Epling et al.
1986) und dementsprechend unter UV-Bestrahlung eitDNS reagiert. Desweiteren kann

es zur Bildung von Promazin und Promazinpolyme@nren.
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_ s
S S
/@ D <—hv — /Eji D
Cl N Cl NH\
N/ N/
— — Chlorpromazin
hV 330nn
O
I
S
T1 — >
Cl T
Cl» R
S RH S
Dimere P —
° N N
I I
R R
Promazin

Abbildung 3: Photochemischer Abbau von Chlorprom#&@ocke 1996)

4.3.2 Benzophenone

Zu den vom Benzophenon (BP) abgeleiteten Arznégtofehdren nichtsteroidalen Anti-
rheumatika (NSAID) wie Ketoprofen, Tolmetin und prafensaure, aber auch das
Antiarrhytmikum Amiodaron und der Lipidsenker Feiboft. All diese Arzneistoffe verursa-

chen als unerwinschte Wirkung eine photosensitagtigaktion (Bosca and Miranda 1998).
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4.3.2.1 Photochemische Reaktionen von Benzophenon

Benzophenon (BP) Das Benzophenonchromophor ist in der Lage,

Ph Ph Photonen im UVA und UVB Bereich zu absor-

T bieren. Die photochemischen Reaktionen von
o}

Benzophenon werden in Abbildung 4 dargestellt.
Licht Wenn BP durch Licht angeregt wird, geht ein

loz‘j
O, Elektron aus dem nichtbinden Orbital am Sauer-

Ph Ph D Ph_~™"  stoffatom in das antibindende OrbitatY tiber.
T - ’\( Dieses angeregte Sauerstoffatom ist in der Lage,
o} o} - . : .
RH BP BP mit schwachen C-H Bindungen zu interagieren

l() ) / und durch elektrophilen Angriff das Wasserstoff
o F: A zu binden und dadurch ein Radikal (BPHu
: bilden. Das BPHRadikal ist in der Lage das
oH " " Wasserstoffatom wieder abzugeben und zu BP
BPH — = | zurlck zu reagieren. Aul3erdem kann das gebil-
/ l \ dete BPHRadikal Dimere bilden oder sich mit
R H

BP Dimere tert. Alkohole

Alkylradikalen kombinieren und tertiare Alkoho-
LAT le bilden. Weitere normalerweise vorkommende

Photoprodukte sind die sogenannten Light

Abbildung 4 Photochemische Reaktior , i ,
Absorbing Transients” (LAT), sie entstehen

von Benzophenonen durch Reaktionen mit Alkylradikalen oder durch
die Reaktion zwischen zwei BPRadikalen (Filipescu and Minn 1968). Die gebilahelte\T-

Molekule zeichnen sich dadurch aus, dass sie seilbester langerwelliges Licht absorbieren
kénnen und langlebig unter Bestrahlung sind. Sienk@ unter Sauerstoff zurtick zu BP rea-

gieren oder wieder zu BPHe-Radikale zerfallen.

4.3.2.2 Ketoprofen

Ketoprofen gehort zu den NSAIDs und wird haufigréipeutisch in dermalen Zubereitungen
verwendet. Von Ketoprofen ist bekannt, dass e$htstosensitizer wirken kann, dies wurde
sowohl in vitro als auch in vivo nachgewiesen (@ngb, Guidi et al. 1989; Condorelli, De
Guidi et al. 1993).
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Es gibt zwei mogliche photochemische Reaktionswégdetoprofen, welche in Abbildung
5 schematisch dargestellt sind. Auf der einen Seit@ine Photoionisation méglich und auf
der anderen Seite kommt es zu einer Photodegemrer&turch einen intramolekularen Elekt-
ronentransfer, die von Budac und Wan postuliertdeuiBudac and Wan 1992). Bei beiden
Reaktionswegen kommt es zu einer Decarboxylieraipei erst das deprotonierte Ketopro-
fen in der Lage ist, COabzuspalten. Dies geschieht beim von Budac und Mgstulierten
Reaktionsweg Uber mehrere ionische Zwischenprodwderst kommt es ausgehend vom
Triplett-Zustand des KetoprofendKPF) zu einen intramolekularem Elektronen-Transfer,
wobei das Elektron von der Carboxylgruppe zum Akaepder Carbonylgruppe, wandert.
Dadurch bildet sich ein Biradikal (KPF 2), welchgsh ebenfalls im Triplett-Zustand befin-
det. Durch Decarboxylierung wird das kurzlebige Zhienprodukt KPF 3 gebildet. Dieses
reagiert dann durch Wasserstoffaufnahme und Indsy Crossing (ISC) zu (3-
Benzoylphenyl)ethan, welches als Endprodukt anehers ist. KPF 3 kann aber auch erst
durch Wasserstoffaufnahme zu dem langlebigerenk&ikal (KPF 4) reagieren, welches
wiederum durch einen H-Shift und ISC zu dem Endpko@3-Benzoylphenyl)ethan reagiert.

Die mogliche Photoionisation startet ebenfalls dem unter Licht gebildetedKPF. Es
kommt zur Photoionisation und es bildet sich dastopi®fenradikal KPE Dieses
Ketoprofenradikal ist ebenfalls in der Lage £dbzuspalten und so ein Benzylradikal (KPF5)
zu bilden. Dieses Benzylradikal kann wiederum (beinen Radikal-Radikal
Rekombinationprozess 2. Ordnung zu Dimeren-Produkigaren (Bosca, Miranda et al.
1994).

In einer Studie von Cosa et al (Cosa, Lukeman.&20l9) wird postuliert, dass die Photode-
gradation von Ketoprofen nicht tGber den Tripletst&nd, sondern Uber einen Singulett-
Zustand stattfindet. Doch auch Cosa findet die Depgylierung zum Benzylradikal (KPF 4),

aulRerdem ist das (3-Benzoylphenyl)ethan das Endkt@iner postulierten Photodegenera-
tion, so dass der Hauptunterschied in der Ausgaggslriplett oder Singulett-Zustand liegt.
Desweiteren wurde gezeigt, dass das Photoprodukt #d& hdchste phototoxische Potential

besitzt (Gonzalez and Gonzalez 1996).

Durch die Radikalbildung ist Ketoprofen in der Lagar Photoperoxidation von Lipiden zu

fuhren, die Membranschaden erklaren wirde (Bosdégnda et al. 1994). Desweiteren kann
Kefoprofen unter Einfluss von Licht DNA-Stréange tiien. Dies geschieht entweder eben-
falls Uber einen radikalischen Mechanismus oder Htektronen Transfer (Artuso, Bernadou

et al. 1991).
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COO
o) Ketoprofen (KPF)
l Licht m/z: 253.09 (100.0%), 254.09 (17.6%), 255.09 (2.0%)
3
COO
O 3kpf
Photoionisation

m/z: 253.09 (100.0%), 254.09 (17.6%),
255.09 (2.0%)

3 -

Ph \H/C\KCOO. o W/GW/COO
o o~
KPF-

KPF 2 F
Co,

—_—
<H™
CO, . .
\
OH S
KPF 3
H-Shift / > (PE4
Ph
KPF 5
O l
O

Dimere

m/z: 210.10 (100.0%), 211.11 (16.4%), 212.11 (1.5%)

Abbildung 5: Photodegradation von Ketoprofen
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4.3.2.3 Amiodaron

Amiodaron gehort zu den Antiarrhytmika und bestizsétzlich vasodilatorische Eigenschaf-
ten und wird haufig bei tachykarden Herzrhythmusstgen eingesetzt. Neben seiner guten
Wirksamkeit bei Herzrhythmusstérungen besitzt es aloich viele unerwiinschte Wirkungen,
wie z.B.: Schilddrisenfunktionsstorungen, Pneunmrivortexkeratopathie und photosensiti-
ve Hautreaktionen (Raeder,
Podrid et al. 1985). Die
photosensitven  Hautreaktionen
traten bei Studien bei mehr als
50% der Patienten auf
(Blackshear and Randle 1991)
und &ulRerten sich meist in Form
eines verstarkten Sonnenbrandes.
Das phototoxische Potential von
Amiodoron wurde von Ljunggren
und Mdller an der Maus gezeigt
und spater von Hasan et al. auch
in vitro an Blutzellen gezeigt
(Ljunggren and Moller 1978;
HASAN, E Kochevar et al. 1984).

Bei der Bestrahlung von Amioda-

ron mit Licht kommt es laut Lite-

AMI R ( ratur zu drei Hauptphotoproduk-
N g ten (Abbildung 6:

| Photodegradation von Amioda-

Licht l r ron), wobei die Photodegradation

o vom angeregten Triplett-Zustand

R |/ des Amiodarons*AM) ausgeht.
Dieses®AM st in der Lage mit
Sauerstoff zu reagieren und reak-

AM2 tive Sauerstoffspezies zu produ-

Abbildung 6: Photodegradation von Amiodaron ~ zieren (Li and Chignell 1987).
Der entscheidende Schritt der

Photodegradation ist aber die initiale homolytisgaltung der C-1 Bindung, der zum
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Arylradikal AM’ fuhrt. Uber Addition eines Wasserstoffes reagias drylradikal weiter zu
AML1. Hier kommt es wieder zur Dehalogenierung useststeht AM2 (Paillous and Verrier
1988).

Was die Photoreaktivitat von Amiodaron gegentubemiilekilen angeht, so wurde bereits
gezeigt, dass Amiodaron unter Anwesenheit von S&férPhospolipide oxidieren kann

(Sautereau, Tournaire et al. 1992). Wobei das Adyjkal (AM’) ein Wasserstoffatom von den

Lipiden aufnimmt und es so zu einer oxidativen Ral#iettenreaktion kommen kann. Von

Hasan et al. wurde postuliert, dass die phototbeisdReaktionen ebenfalls mit der Radikal-
bildung bzw. der Wasserstoff-Abstraktion zu tun éralund es so zur Membranschadigung
kommt (HASAN, E Kochevar et al. 1984).
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4.3.3 Furosemid

HO

o)
Furosemid 7? H2N_:S: NH 0

Cl

3Furo
m/z: 330,01 (100,0%), 332,00 (36,5%), 331,01 (14.1%), 333,01 (4,9%), 332,01 (2,0%), 334,00 (1,5%)

-Cl

l-coz;-n+

0]

HN—

(/So
_]
(/50

Furol
m/z: 296,05 (100,0%), 297,05 (14,1%), RH

298.04 (4.5%), 298,05 (2,0%) 0,
R
OH

o

I °

H2N_|S| NH\_<O:| HaN lsl NH 0
N—
o | I
c. \ o —J
cl
Furo2 Furo3

m/z: 286,02 (100,0%), 288,01 (36,5%), 287,02
(12,9%), 289,02 (4.4%), 290,01 (1,5%), 288,02

(1.4%) m/z: 302,01 (100,0%), 304,01 (36,6%), 303,02 (12,2%), 305,01 (4,9%), 306,01

(1,8%), 304,02 (1,6%), 303,01 (1,5%)

Abbildung 7:Schematische Darstellung der Photodkgran von Furosemid

Furosemid (4-Chloro-2-(furan-2-ylmethylamino)-5famhoylbenzoicsaure) gehoért zu der
Gruppe der Diuretika und Antihypertensiva und finbdéufig in der aktuellen Medizin An-
wendung (Weiner and Mudge 1990). Neben der diwfetis Hauptwirkung wurde in vitro
auch eine phototoxische Wirkung von Furosemid newslesen (Selvaag, Anholt et al. 1996),
aul3erdem wurden photosensitive Hautreaktion behtiosistherapien beobachtet (BURRY
and LAWRENCE 1976; Heydenreich, Pindborg et al. 7d9 Desweiteren ist fur Furosemid
bekannt, dass es in der Lage ist, Lipide zu autesed und Photohemolyse zu verursachen.
Ein entscheidender Vorgang scheint dabei die SatgSlauerstoffbildung zu sein. Die Photo-
degradation von Furosemid wurde von Vargas etrderaucht und ist in Abbildung 7 sche-
matisch dargestellt (Vargas, Martinez Volkmar etLl898).
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Unter aeroben Bedingungen bildet sich bei der Bbking von Furosemid Singulett-
Sauerstoff und Furosemid geht in einen angeregtipte®-Zustand iber’Furo). Ausgehend
von diesem angeregten Zustand des Furosemids kesmtrch eine Decarboxylierung zu
einem radikalischen Zwischenprodukt, welches zsclgedenen Produkten reagieren kann.
Uber einer Wasserstoffabstraktion wird das Photykb Furo2 gebildet. Als Konkurrenzre-
aktion gibt es die Dechlorierung zum Photoprodukto. Beide Reaktionen laufen sowohl
im aeroben wie auch im anaeroben ab. Im Gegenaatzwlird das Photoprodukt Furo3 unter

aeroben Bedingungen gebildet. Das Hauptphotopradu&ber Furo2.

4.3.4 Naproxen

Naproxen gehort wie Ketoprofen zu den NSAIDs undigtzemit seiner 2-
Arylpropionsauresubstitution Strukturverwandtsch&b ist es auch nicht verwunderlich,
dass Naproxen ein ahnliches photochemisches Verhattigt wie Ketoprofen. Der primare
Schritt bei der Photodegradation von Naproxen istiecarboxylierung, die mit einer Radi-
kalbildung einhergeht. Dies geschieht Gber eingdttwisation. Desweiteren ist Naproxen in
der Lage, in Gegenwart von Sauerstoff Singulette8staff zu bilden (Costanzo, De Guidi et
al. 1989). Dies passiert im Zuge der Bildung weitd?hotoprodukte, wie schematisch nach
Moore et al. in Abbildung 8 dargestellt. Dabei bilsich nach der Decarboxilierung unter
aeroben Bedingungen und Wasserstoffabstraktionnégmmediares Hydroperoxid (NPX2).
Welches dann zum sekundaren Alkohol weiter rea{idtX3) und schlussendlich zum Keton
(NPX4) als Endprodukt reagiert (Moore 2002).

Der photosensitive Effekt von Naproxen, der beidpdn beobachtet werden konnte (Diffey,
Daymond et al. 1983), kann also sowohl durch dieg@ett-Sauerstoff-Bildung als auch
durch die Radikalbildung verursacht werden. Inovkonnte sowohl Licht induzierter DNA-
Strangbruch als auch Photohemolyse fir Naproxehgeagesen werden (Artuso, Bernadou
et al. 1991).
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COzH
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Abbildung 8: Schematische Darstellung der Photaat#agion von Naproxen (Moore 2002)

4.4 Reaktive Sauerstoffspezies

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) gehoéren unteramdel den Nebenprodukten des aeroben
Stoffwechsels und werden auch bei Entzindungspsenegebildet und spielen eine Rolle bei
pathologisch metabolischen Prozessen (Halliwell @atteridge 1984). Desweiteren spielen

H+
e — e2H" ¢
02 —_— 02 —> H202 L—A» HO —> HQO

Abbildung 9: Reduktionskette von molekularem Satoéfrs

sie eine wichtige Rolle bei phototoxischen Realdiornon Arzneistoffen in der Haut. Zu den
ROS gehéren neben den nicht radikalen Formen SitigBauerstoff',) und Wasserstoff-
peroxid (HO,) auch die radikalischen Formen: Superoxidanionadiiale (Q™), Hydroxyl-
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Radikale (OH), Peroxyl-Radikale (RO®und Alkoxyl-Radikale (RQ. Die Bildung der ver-
schiedenen ROS-Spezies erfolgt in mehreren Sahiitber die Reduktion von molekularem
Sauerstoff (Abbildung 9) (Hippeli and Elstner 1999aflr bendtigt nur der erste Schritt eine
aulRere Energiezufuhr, alle folgenden Schritte grotherm und kdnnen entweder spontan
oder katalytisch ablaufen (Dat, Vandenabeele 0410).

Um eine massive zellulare Schadigung zu verhindasriligen Zellen Uber eine Vielzahl von
Schutzmechanismen. So kénnen die enzymatischeroxdadintien wie z.B.: Katalasen,

Superoxiddismutase, Glutathion-Peroxidase u.a.aath die nicht enzymatischen Antioxi-
dantien wie Ascorbinsaure, Flavonoide, Tocophenola. die Zelle vor ROS schitzen
(Bandyopadhyay, Das et al. 1999). Wenn es zu dibermafigen Produktion von ROS
kommt, so dass das Mal3 des Normalen uberstiegehunit die endogenen antioxidativen
Mechanismen nicht mehr ausreichen, spricht man yoadativem Stress”. Beim Auftreten

des ,oxidativen Stresses” kann es dann zur Schédigiologischer Makromolekile wie Pro-
teine, Lipide, Kohlenhydrate und DNA kommen (Balasmanian, Du et al. 1990; Dean, Fu
et al. 1997; Marnett 2000).

Eine grol3e Bedeutung hat das Hydroxylradikal, ddile= ein starkes oxidatives Potential
verflugt und in der Lage ist, unspezifisch mit falen Molekilen zu reagieren (Buxton,
Greenstock et al. 1988). Das Hydroxylradikal kans B,O, gebildet werden und ist in der

Lage, Uber eine Wasserstoff- oder Elektronabstaktiit Biomolekilen zu reagieren.

Das Superoxidradikal im Gegensatz zum Hydroxylraldgtellt ein mildes Oxidans dar und
ist daher nicht in der Lage, Biomolekile zu schédichllerdings ist es fahig, Membranen zu
passieren (Gomes, Cuccovia et al. 1993) und kann da anderen ROS-Spezien weiterrea-

gieren.

Singulettsauerstoff spielt in biologischen Systemerschiedene und wichtige Rollen. Er ist
in der Lage, Moleklle zu oxidieren, hat projektizgyenschaften im Organismus und kann
Organismen zerstoren die schadigend sein konnenlb§Og8010). Dabei ist Singulett-
Sauerstoff in der Lage, mit Nucleinsduren (CadauaRat et al. 2006) und Proteinen (Davies
2004) zu reagieren, wobei die Art der Interaktioib aen Biomolekulen stark von der Lokali-
sation des Singulett-Sauerstoffes in der Zelle abiggaist (Plaetzer, Kiesslich et al. 2003).
AulRerdem spielt Singulett-Sauerstoff eine zentRédle bei dem lichtinduzierten Zelltod,
dabei wird die Reaktion als Typ Il Reaktion bezertf) wenn Singulett-Sauerstoff involviert

ist.
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4.5 Elektronenspinresonanz Spektroskopie
4.5.1 Einflhrung in die Elektronenspinresonanz-Spektroskopie

Die Elektronenspinresonanz-Spektroskopie (ESR),halPR (electron paramagnetic
resonance) genannt, findet sowohl in der Chemieaath in der Physik ihren Einsatz. Die
ersten Experimente, auf welche die ESR zurtick gelarden im Jahre 1944 vom Physiker
Yevgeny Zavoisky (Zavoisky 1945) gemacht. Damalgbiaehtete er das erste ESR-Signal,

ausgehend von einer paramagnetischen £HgD Probe.

Es handelt sich bei der ESR um eine Absorptiongspshopie, die zur Untersuchung von
paramagnetischen Substanzen dient. Sie ist in iRrgzipien der Kernspinresonanz Spekt-
roskopie (NMR) sehr &hnlich. Denn bei beiden spekiopischen Methoden wird die Wech-
selwirkung zwischen elektromagnetischen Wellen dach magnetischen Momentausge-

nutzt. In der ESR wird das magnetische Moment viaktEbonen gemessen, wahrend in der
NMR der magnetische Moment der Kerne gemessen Waicaus ergibt sich der wesentliche
Unterschied in den angewendeten Frequenz-Bereidéhrend bei der ESR meist im Be-
reich von 9-360 GHz gearbeitet wird, werden beiBIR vergleichbar niedrige Frequenzen
bis 800 MHz genutzt. Dies ist bedingt durch dieeuosthiedlichen Massen von Elektronen

und Kernen und den daraus resultierenden untediadien magnetischen Momenten.
4.5.2 Grundlagen der ESR

Jedes Elektron besitzt ein magnetisches Momentelches durch seine Ladung und den Ge-
samtimpuls J, der sich aus den Spin S und den Bahingpuls L ergibt, erzeugt wird.

u=-gy.d
4-1

g = Landé - Faktor
Y. =gyromagneschesverhaltnisdesElektrons

Wird ein Elektron in ein homogenes Magnetfeld ebrgeht, so wird die Entartung des Elekt-
rons aufgehoben und es kann sich mit seinem Spiowvpkrallel oder antiparallel zum mag-
netischen Feld B ausrichten. Wobei die parallelsrishtung zu einem energetisch niedrige-
ren Zustand fuhrt als die antiparallele Ausrichtubge beiden Energiezustande werden wie

folgt beschrieben:
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E= +%gaBeB

oder
1
E=--9.,5B
5 9.5,
4-2

Diese Aufspaltung in zwei oder mehrere verschiedemergiezustande wird Zeeman Effekt
genannt. Da die Energie proportional zum magnetisdfeld ist, &ndert sich die Energiediffe-
renz der beiden Zustdnde in Abhangigkeit der Mdglustarke. Diese Energiedifferenz ist
die Grundlage fur die ESR-Messungen. Denn das felelkann zwischen den beiden Zustéan

den hin und her wechseln, wenn es entweder Enaufiemmt oder abgibt. Damit das Elekt-
ron angeregt wird und in das héhere Energieniveachgelt, muss ein bestimmter Energiebe-
trag AE eingestrahlt und absorbiert werden. Dies passierder ESR mit Hilfe eines

Mikrowellenfeldes, welches senkrecht zum magneéisdkeld B orientiert ist.

AE =hv
h: PlanckschgWirkungsgantum
v : Frequenz

4-3

Ein ESR-Spektrum kann also erhalten werden, in den entweder die Mikrowellenfre-
guenz andert oder das magnetische Feld. In delisPnard die Frequenz konstant gehalten
und die magnetische Feldstarke geandert. Einenblitieriber die beschriebenen Vorgange
zeigt Abbildung 10.

Dies kann man allerdings nur bei ungepaarten Eakimr messen, da nach dem Pauli-Prinzip
kein Elektron in seinen Quantenzahlen Ubereinstimiotef. Daraus folgt, dass ein Orbital
nur zwei Elektronen enthalten darf und zum andererbeiden Elektronen immer einen ent-
gegengesetzten Spin haben missen. Die darausdelyemagnetischen Momente heben sich
also gegenseitig auf, der Gesamtmoment betragt Nuoill ein ESR-Signal zu erhalten, beno-
tigt man also immer mindestens ein Orbital mit sinengepaarten Elektron. Dies fuhrt dazu,
dass die ESR eine relativ hohe Selektivitat hatdidanagnetische Stoffe in der Matrix der

Probe kaum storen.
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Ms

/ E =+%geﬁe5

AE =hvu

AN E :—%gaﬁ’eB

B=0 B—

Resonanzfeld B:

Abbildung 10: Darstellung der Energieniveaus einegepaarten Elektrons als Funktion

des angelegen magnetischen Feld B (Weil and BQQ&T)

4.6 Aufbau des analytischen Systems

Das analytische System besteht aus einem modiérni¢iPLC System. Neben den Ublichen
Komponenten wie Gradientenpumpen, UV/VIS-Detekiopektor und Interface gehoért ein
Photoreaktor mit zum Aufbau.

Photoreaktoren werden schon langer mannigfaltideinAnalytik eingesetzt, meist zur Opti-
mierung, d.h. zur Erhéhung der Empfindlichkeit wadr Selektivitat (Twitchett, Williams et
al. 1978). Die Kopplung eines Photoreaktors mieeiHPLC wurde sowohl post als auch
precolumn schon beschrieben (Brinkman, Wellinglett@81; Parlar 2000). Grundlage des
verwendeten Photoreaktors ist der in der ArbeifggeuSurmann entwickelte und konstruierte
Photoreaktor von Parlar (Parlar 2000). Dieser Iesias einem Aluminiumrohr als aul3ere
Hulle, welches mit einer reflektierenden Folie aldgidet ist, damit die ausgesendete Strah-
lung der Lichtquelle reflektiert wird und sich dguantenausbeute erhéht. Hindurch fuhrt eine
gehékelte Reaktionskapillare, welche einen Niedetdstrahler ummantelt. Durch die
Verhékelung wird einer Peakverbreiterung entgegeirge(Poulsen, Birks et al. 1986). Die
Temperatur innerhalb des Photoreaktors wurde nife ldines Lifters geregelt. Als Reakti-
onskapillare wurde eine Kunststoffkapillare ausytgh-Tetrafluorethylen (ETFE) verwendet.
ETFE bringt die geforderten Eigenschaften mit sttddurch dass die Kapillaren bis zu 260
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bar druckstabil sindnd auchfir Strahlung im benétigten Wellenlamipereich permeabel

sind.

Es gibt zwei verschiederapparativ Aufbaumdglichkeiten, welche ibbildung 11 und Ab-
bildung 12dargestellt sind. Bedem in Abbildung 1-dargestellten System handelt es sich

die von Schroder entwickelte Kopplung des Photdmgalkan eine HPLC mit Sdulenschaltt

E=EEE |nterface

Saulel .
—
Photoreaktor T [Hi Detektor
’ Mﬁ E— —
Saule2 S =g 5 Pumpe2
==

Abbildung 11: Appartiver Aufbau des HPLC online System mit Saulengcina

(Schroéder 2007)Dabei wird im wassrigen Medium bestri, und der Arzneistoff inklusiv
Photoprodukte soll auf der ersten Saule angerdigéerden, bis es zur Umschaltt und da-
mit zur Flussumkehkommt und das Gemisch tber eine zweite Saule rifé EinesGradien-
ten aufgetrennt wirdZum Einsatz kamen hier zwei Aqua Séaulen der FirtmienBmene: Die-
se Variante hat den Vorteil, dass die Sai nicht im rein wassrigen betrieben wird usomit
eine bessere Trennleistuegzielt wirc und dass die Kapillaren des Photoreaktors niclgd
groRerem Druckausgeliefert sind. Auf der anderen Seite stehenNaiehteile, dass pola
Substanzen schon Ub8&ule 1 eluieren unbeobachtet werden mussh sie im Zuge der
Umschaltung nicht erfasst werden. AuRerdem komnauesh die Ventilschaltung zu Tw-
lenzen in der Strémung urdhmit zur Stérung des Gleichgewichtesder Séaule 2, was zu

einer Storung ddBaseline fuhr

Durch den Einsatz von monolithischen Sawwar es méglichden Gegendruck des Syste
stark zu reduzieren. Dadurkonnte dePhotoreaktor direkt vor die Trennsaim Dauerbe-

trieb eingesetzt werdenvie in Abbildung 12 dargestelltohne dass es zu einer verstarl
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Materialbelastung der Reaktionsschleife kam, weknhigllig gegen erhdhte Driicke iDer
geringe Gegendruck der moithischen S&ulen ist durch derbasonder Eigenschaften be-
dingt. Selbst bei hohemeFlussraterist durch die offene Porenstruktaim geringer Ge¢n-
druck gewahrleistet. Auf deginenSeite sorgenlie Makroporen, die einen durchschnittlict
Durchmesser von 2um hal, daftir, dass das FlieBmittel schnell und mit geim Gegen-
druck durchdie Saule gelan. Auf der anderen Seiteogen die Mesoporen, welche eir
durchschnittlichen Durchmesser von 1A besitzen, fiir eine optimale Trennu(Tanaka,
Kobayashi et al. 2001AuR3erdem zeigen monolithische Saulen eine bessemnlEistunc
gegenuber Biomolekuilen, da in der Mesopore einaglhWechselwirkung mit destationa-
ren Phaseles Monoliths gewéhrleistet und auch die Wegstreckér den Massentransf
zwischen diesen Porefel kiirze ist, als in herkdbmmlichen Polymerteilchen. Dies fuhrzul
dass in einer monolithischen Saule der Massengarsdlbst bei groReren Biomoleki
durch die Konvektion gepragt ist, hrend in klassischen Sauleimgegen der Massentrans
durch Diffusion, die sich mit zunehmendem lekulargewicht der Analyten vlangsamt,
bestimmt ist $vec and Tennikova 20). Daher ist dediffusionskontrollierte Massentransi
bei monolithischen Trennsaulen minimiert, \ die chromatographische Eftenz und Aufl6-
sung von Biopolymertrennungen verbes (Rao 2008).Somit besitzen die ausgewahls

monolithischen Saulen die bendtigten Eigensche

Interface
- Photoreaktor [as==" |
: .
-2 = _Lg]
E,{p e = l
Injektor Ssule
Pumpe Detektor

Abbildung12: Apparativer Aufbau des HPLC online Sys mit einer Saul
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.1 Qualifizierung der Lichtquellen
5.1.1 Spektrum der eingesetzten Strahlungsquellen

Wie in Kapitel 4.2.2 beschrieben, missen die imé&yszu verwendenden Niederdruckstrah-
ler einige Spezifikationen erfillen. Das Wichtigggeder Wellenlangenbereich, der das Son-
nenlicht zwar nicht komplett simulieren soll, ale@nzelne seiner Bereiche liefern soll. Zur
Differenzierung des Wellenlangenbereichs wurden oRsitberdampflampen der Firma
Waldmann ausgewahlt, die einmal im UVA- und einnmal UVB-Bereich Licht emittieren
sollten. Es musste Uberprift werden, ob diese Lamypeklich nur im angegebenen Bereich
Licht ausstrahlen, damit es zu keinen fehlerhalitéerpretationen kommen kann. Daflr wur-
den die Lampen jeweils in einen optischen Aufbaugeiligt und dass von ihnen ausgestrahlte
Licht wurde Uber einen Spiegel zu einem Detektogeigitet, um die einzelnen Wellenlangen
mit Hilfe eines Referenzlasers Uberprifen zu konm#Ea ermittelten Spektren sind fur die

beiden Lampen in Abbildung 13 zu sehen.

UV - A Lampe
UV - B Lampe

Intensitat (willk. Einheiten)
Intensitéat (willk. Einheiten)

. '\JL.,_J-.

250 300 350 400 450 500 250 300 350 400 450 500
Wellenlange (nm) Wellenlange (nm)

Abbildung 13: Spektren des von den eingesetzterpeanemittierten Lichtes

Wie man erkennen kann, entsprechen die Lampen dexussetzungen, weil sie hauptséch-
lich das Licht im geforderten Spektrenbereich @ergh, auch wenn sie ebenfalls kleine An-
teile an Licht aul3erhalb des UVA- bzw. UVB-Bereidmittieren. Allerdings stort dies nicht,

da diese Emissionen ebenfalls alle im urspringyeforderten Bereich liegen. Man kann
auch sehr gut die typischen Hauptlinien einer Qsilmrdampflampe erkennen, wie z.B. die
H-Line bei 404,66 nm und z.B. die I-Linie bei 365,Am. Die Lampen sind dadurch gut ge-
eignet, Unterschiede im Verhalten von Arzneistoffiegentber der jeweiligen Strahlung auf-

zudecken.
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5.1.2 Bestimmung der Strahlungsintensitat

Um die Strahlungsintensitat eines Systems zu besim kann man ein Aktinometer benut-
zen. Ein Aktinometer ist eine Substanz mit bekan@eantenausbeute, durch die sich die
Anzahl der Photonen ermitteln lasst, die auf eifind@tes Volumen in einem definierten
Zeitintervall auftreffen. Wird der gleiche Prozestger gleichen Bedingungen an einem ande-
ren System angewendet, kann man die Strahlungsitdedes anderen Systems bestimmen.
Die Quantenausbeute) gibt das Verhaltnis zwischen der Anzahl umgesetytolekile ()

und der Anzahl absorbierter Lichtquanten definrelBeergie (g) an.

ny
Q=—
Ng

5-1
Die Anzahl der Lichtquanten 45 die pro ZeiteinheitAt) von der Probe absorbiert werden,
wird als Photonenflusg, definiert.

_Iq

(PP—At

5-2

Dieser Photonenfluss hangt unter Anderem von deddéir Strahlungsquelle, der ausgestrahl-
ten Wellenlange bzw. dem ausgestrahlten Spektrudwan der Geometrie der Messapparatur
ab. Somit ist die Bestimmung der Quantenausbeggyget, die Strahlungsquellen zu defi-

nieren und es ist moglich, Aussagen zur Strahlumgssitat zu machen.

Da die Quantenausbeute im Durchfluss und im UV-Barbestimmt werden sollte, wurde
die Ferrioxalat-Aktinometrie angewandt. Diese vgtfiiber verschiedene Spezifikationen, die
von Vorteil sind. Zum Beispiel liegt der Absorptsiereich im Wellenlangenbereich von 250-
480 nm (Bowman and Demas 1976; Murov, Hug et é@3)12nd aulerdem zeichnet sich die
Ferrioxalat-Aktinometrie durch eine hohe Empfinbkeit aus (Hatchard and Parker 1956).
Weitere Vorteile der Ferrioxalat-Aktinometrie sigdB. eine konstante Quantenausbeute im
Temperaturbereich von 5-80°C (Nicodem and AquiE983) und die Unabhangigkeit vom
Sauerstoffgehalt (Hatchard and Parker 1956).

Es wurde Eisen(lll)oxalat als Aktinometer verwend2abei geht Eisen(lll)oxalat unter Be-
strahlung eine Redoxreaktion ein, wobef'Fau Fé* reduziert wird und das Oxalat zu €0

oxidiert wird.
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Licht
C02Z ——» 2C0O,+26

T T

5-3

Die Eisen(lll)oxalat-Losung wurde in das Durchflssgstem injiziert und nach Bestrahlung
anschlieBend in einem MafRkolben aufgefangen. Damantle die F&-Konzentration mit
Hilfe von o-Phenantrolin, welches einen farbigemtftex mit Fé" bildet, bei 511 nm pho-
tometrisch bestimmt. Aufgrund der photochemischestabilitdt von o-Phenanthrolin und
einer empfohlenen Wartezeit von 30 min (Bowman &wmas 1976) ist eine Online-

Auswertung nicht zweckmafig.

Obwohl die Quantenausbeute von der Wellenlange rejthdund beide Strahler
polychromatische Strahlung liefern, kann man vareeannahernd konstanten Quantenaus-
beute von 1,2 im genutzten Wellenlangenbereichehesg (Moore 1996). Dies bedeutet, dass
fir jedes absorbierte Photon 1,2°Fentstehen. Idealerweise kénnte die Quantenasubeute
sogar bei zwei liegen, da aus der photochemiscteakt®n zwei F&-lonen hervorgehen
(siehe 5-3).

Mit Hilfe von unterschiedlichen Bestrahlungszei(gt) wurde der Abbau von Bezu Fé*
beobachtet, wobei man die Stoffmenge afi Rt Hilfe des o-Phenanthrolin-Komplexes wie

folgt berechnen kann:

AeV Nee2+ : Stoffmenge F&

s £-d A : Absorption des o-Phenanthrolin-
Fe*-Komplexes

€ . Absorptionskoeffizient (11200
Lemol ™ ecm™

V  :Volumen des Mal3kolbens

d : Schichtdicke

5-4

Zur Absicherung wurde der Absorptionskoeffizienttels Kalibrierung bestimmit.
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®  Absorption 511nm

—— Linerare Anpassung
Gleichung y=a+b*x
. Keine Gewichtu
Gewichtung
1,0
Fehler der 7,06152E-4
Summe der
Quadrate
Kor. R-Quadrat 0,99785
Wert Standardfehler
c Absorbtion Schnittpunkt mit  0,02193 0,01674
o 511nm der Y-Achse
— Absorbtion 511 ' Steigung 0,12927 0,00346
o
fu
(@]
(%2]
o
< 0,5
0, 0 T I T I T I T I
0 2 4 6 8

Fe*"-Konzentration [10° mol/L]

Abbildung 14 : Kalibriergerade zur Arbsorption vbef* mit 0,12% Phenantrolin-Lésung

Im Bereich der Totalabsorption (s.0.) werden alt®tBnen, die auf die Probe treffen, auch
absorbiert. Wenn dies der Fall ist, kommt es zerelmear verlaufenden Photodegradation
von F€*und einer Reaktionskinetik 0. Ordnung. Jedoch silede Bedingungen im Durch-
flusssystem nicht gewahrleistet, da es zu Konzeotrsgradienten innerhalb der Kapillare
auf Grund von Diffusionsvorgangen kommt. Deshalmkud es zu unterschiedlichen Reakti-
onsgeschwindigkeiten innerhalb der eingebrachterbd?rDie Schichtdicke der gehakelten
Kapillare kann nicht genau definiert werden, dadasch das Verhakeln zu Uberlappungen
kommt. Aul3erdem ergeben sich verschiedene WinkBerug zur Strahlungsquelle. Der In-
nendurchmesser der Kapillare kann aber ndherungswef 0,250 mm angenommen werden,
dies wurde in der Arbeit von Frau Parlar bestimiar{ar 2000).

Die photochemische Degradation vor®Ferurde bei unterschiedlichen Bestrahlungszeiten
(At) im System beobachtet, wobei die*FAbnahme direkt mit der B&Zunahme korreliert.
Die Fé*-Zunahme ist in Abbildung 15 dargestellt.
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Abbildung 15 Bildung von Fé&nach Bestrahlung der Aktinometerlésung im Durctslirs
einer PTFE-Kapillare mit UVA/UVB

Wie man der Abbildung 15 entnehmen kann, liegt &mgchkinetik vor, nach einem rasanten
Anstieg der F&-Konzentration kommt es zu einer Stagnation. Disvierschiedene Griinde,
wie schon vorher diskutiert. Im Allgemeinen giltedirormel 5-5 (Becker 1991), mit derer

Hilfe man die Strahlungsintensitat bestimmen kann.

dc ’
——2 =g, (1 — e Xead) = g, - [,(1—1074%) = @, - I (1 —e )

dt
y: natirlicher molarer Absorptionskoeffizient% 2,3¢) [mol™*s L « cmi']
¢: molarer Absorptionskoeffizient [mob L« cm’]
lo: Strahlungsintensitét [ES¥b
d: Schichtdicke [cm]
A,: Absorption, Al = 2,3 A

5-5
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Wobei normalerweise als Grundvoraussetzung gilssddie Strahlung senkrecht auf eine
planare Oberflache auftrifft, damit es nicht zueeibschwachung der Strahlungsstarke
durch Reflexion oder Streuung an der Oberflacherkbrnikine planare Oberflache ist bei ei-
ner Kapillare nicht gegeben, jedoch soll hier nidtie Strahlungsintensitat an der
Kapillarenoberflache bestimmt werden, sondern diahBungsintensitat innerhalb der Kapil-
lare. Auf Grund dessen kann die Strahlungsabschwicturch Streuung und Reflexion ver-
nachlassigt werden. Die Strahlungsintensitat bei deterschiedlichen Bestrahlungszeiten
(At) wurden mit Hilfe der Gleichung 5-6 berechnet.

Npe2+ A3V

oAt e-d-@-At

Lops =

lans absorbierte Strahlungsintensitat [Es/s]
Nre2+ Stoffmenge F& (Ljunggren and Méller)
¢: Quantenausbeute
At: Bestrahlungszeit [s]
A,: Absorption des Phenanthrolinkomplexes bei 510 nm
&: Absorptionskoeffizient [Lemétcm]
V: Volumen des Malf3kolbens [L]
d: Schichtdicke [cm]
5-6

Wie man der Tabelle 3 entnehmen kann, nimmt dietelte Strahlungsintensitat mit zuneh-

mender Bestrahlungsdauer sogar ab. Dies liegt l@malaran, dass die Storgrof3en mit lan-
gerer Bestrahlungsdauer zunehmen. Auf der einete Serandert sich der Konzentrations-
gradient innerhalb der Probe auf Grund der vorame#eimden Dispersion mit Zunahme der
Zeit. Auf der anderen Seite ist davon auszugehass dicht mehr alle Photonen absorbiert
werden, da gerade in den Grenzschichten Eisea(lIEisen(ll) umgesetzt wird und die Kon-

zentration von Eisen(lll) damit wahrscheinlich lloke Zeit in den Grenzschichten gegen
Null geht. Dies wurde vor allem erklaren, weshatbnach 30 Sekunden Bestrahlung nicht
mehr zu einer Zunahme von Eisen(ll) kommt. Dennkatn man die erhaltenen Strahlungs-
intensitaten als Vergleich heranziehen, um eind3@mngiorstellung zu bekommen. Beide Nie-
derdruckstrahler geben naherungsweise die gleittadl8ngsintensitat ab, was zu erwarten

war, da beide Uber eine Leistung von 8 Watt veriiiige
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Strah- UVA UVB
lungsquell
e:
Bestrah- Mit- sdv | Fe2+ -| Strahlungs-j| Bestrah- Mit- sdv | Fe2+ -| Strahlungs-
lungsdauery telwer | (A) Kon- intensitat lungsdauery telwer | (A) Kon- intensitat
[s] t der zentra- | [Es/s] [s] t der zentra- | [Es/s]
Ab- tion Ab- tion
sorp- [107-5 sorp- [107-5
tion Mol/L] tion Mol/L]
0 0 - 0 - 0 0 - 0 -
10 0,231 | 0,01 | 1,6204 0,13 | 1,4548 | 3,4435E-
4 527 |1 3,125E-09 | 10 0,21 | 844 |6 09
20 0,313 | 0,06 | 2,2547 | 2,1745E- 0,292 | 0,01 | 2,0911 | 2,3318E-
4 336 |4 09 20 25 823 |3 09
30 0,04 | 2,4527 0,01 | 2,1665 | 1,6815E-
0,339 | 459 |7 1,498E-09 ] 30 0,302 | 808 |5 09
40 0,344 | 0,05 | 2,4945 | 1,0962E- 0,294 | 0,02 | 2,1098 | 1,2813E-
4 845 |5 09 40 67 93 5 09
50 0,331 | 0,04 | 2,3924 | 9,1866E- 0,308 | 0,02 | 2,2181 | 9,8571E-
2 489 |3 10 50 67 312 |5 10
60 0,312 | 0,02 7,3743E- 0,297 | 0,01 | 2,1304 | 7,7579E-
8 912 | 2,2501 |10 60 33 747 | 2 10
120 0,305 | 0,05 3,7657E- 0,303 | 0,03 | 2,1794 | 3,7897E-
6 363 | 2,1944 | 10 120 67 202 |7 10
Tabelle 3: Ubersicht tiber die Anderung der einzelRarameter in Abhangigkeit der Bestrah-
lungsdauer

Um die erhaltenen Strahlungsintensitaten richtrz@ordnen, bietet es sich an, sie mit der
Intensitat des Tageslichtes zu vergleichen. Daimeititensitaten verglichen werden kénnen,

muss zunachst eine Umrechnung stattfinden. DieemLiteratur zu findenden Intensitéaten
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des Sonnenlichtes beziehen sich immer auf eineh&l&Eypisch sind Wefh z.B. fir die

Strahlungsleistung oder Ess%s? fiir den Photonenflux.

Die oben ermittelten Werte fur die Intensitat jelddieziehen sich auf ein Volumen, namlich

die injizierten 20 pl an Eisen(lIl)oxalat-Losung.

Wenn man als bestrahlte Flache in der Kapillare Plaglukt aus Durchmesser und Lange
annimmt, so kann man nadherungsweise davon ausgaden 20l bei einem Innendurchmes-
ser von 0,254 mm und einer Lange von 39,4 cm Kagileinen cfbestrahlter Flache ent-
sprechen (Parlar 2000).

Als Referenz wurde ein Standard-Sonnenspektrumnbermgen (Korperpflege 1995), wel-
ches von der Cosmetic, Toiletry and Parfumery Aisgion (COLPIA) verwendet wurde. Das

Spektrum inklusive Umrechnung ist im Anhang zu &nd

Dieses Spektrum soll die Sonneneinstrahlung einglkemlosen Himmels mit einer Héhe
dicht Uber dem Meeresspiegel und hohem Sonnensiandieren. NatUrlicherweise unter-
liegt die Strahlungsintensitat der Sonne innerliagerer Atmosphare Schwankungen, welche
von Wetter, Sonnenstand und Hohenmetern abhangean(li940). Die Solarkonstante, d.h.
die mittlere Leistung pro Flache betragt € 1,367 kW « rif (Thekaekara and Drummond
1971)

Da die eingesetzten Niederdruckstrahler, wie in15gezeigt, polychromatisches Licht emit-
tieren, muss die ermittelte Strahlungsintensitézentual auf den Wellenlangenbereich des
emittieren Lichtes in Abhéngigkeit von der prozexidm spektralen Emission aufgeteilt wer-

den.

Als Strahlungsintensitat wurde jeweils die maximahittelte Strahlungsintensitat verwendet.
Die einzelnen Wellenlangen wurden nicht gewichdet,nach Moore im angewendeten Be-
reich die Quantenausbeute konstant bei 1,2 bidlbbfe 1996). Demnach kann vernachléas-

sigt werden, dass Photonen mit kiirzerer Wellenl&nge hohere Energie besitzen.
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Abbildung 16 Photoenflux der Standardsonne in Aligiteit der Wellenlange im Ver-
gleich zu dem ermittelten Photonenflux der eingaeatUVA- und UVB-Quelle * 100

In Abbildung 16 ist der Photonenflux flr das Refespektrum der Sonne und der
Photonenflux der jeweiligen untersuchten Strahlgngie dargestellt. Auffallig ist dabei,

dass die gefundenen Strahlungsintensitaten deutiextriger sind als die der Standardsonne.
Auch wenn die dargestellten Strahlungsintensitét elireichten Quantenausbeuten in der
Reaktionskapillare wiederspiegeln sollen, ist eshdonwahrscheinlich, dass sie exakt sind,
da wie schon ausgefuhrt, mehrere Naherungen fgedessungen gemacht wurden. Es ist

sehr wahrscheinlich, dass der Photonenflux dehbingsquellen hoher ist, als hier gefunden.

Dennoch kann man anhand der gefundenen Ergebnislseera Aussagen machen. Auf der
einen Seite unterscheiden sich die beiden Strabuedlen kaum in ihrer Strahlungsintensi-
tat, sondern primér nur in ihnrem ausgestrahlterk®pa. Auf Grund dessen kann man davon
ausgehen, dass gefundene Unterschiede der Ardfeisiaf die Strahlungsquellen primar
wellenlangenabhéngig sind. Dieses war ein gesse@eindkriterium. Auf der anderen Seite
kann man anhand dieser Grafik gut erkennen, dassadsgestrahlte Spektrum des UVA-
Strahlers komplett im Spektrum der Standardsoregt,lwahrend Teile des UVB-Strahler-
Spektrums aufRerhalb des Spektrums der Standardiéegae. Dabei muss bedacht werden,
dass dies ein idealisiertes Spektrum des Sonnésdicuf der Erde ist, und UVB-Licht auf
der Erde in deutlich geringeren Mengen vorkomratlWA-Licht. Daher ist auch der UVB-

Strahler fur die Untersuchungen geeignet.
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5.2 Untersuchung der Photostabilitat
5.2.1 EinfUhrung

Das Untersuchen der Photostabilitat von Arzneistokkann Aufschluss dartiber geben, ob ein
Arzneistoff potentielle photosensibilisierende Higehaften besitzt. Denn lichtinduzierte Ver-
anderungen am Arzneistoff kdnnen zur Entstehungterischen Substanzen fuhren. Zuséatz-
lich erhalt man Informationen hinsichtlich der pbatemischen Stabilitat, die im Interesse
der Stabilitatsprifung fur Arzneistoffe/-mittel dinAllerdings muss beachtet werden, dass die

Reaktivitat in LOosung deutlich hoher ist als imtégsZustand der Bulk-Ware.

Um eine mogliche photochemische Reaktion zu bedbackvurden verschiedene Arzneistof-
fe in wassriger Losung online mit UVA- oder UVB-&tiung bestrahlt und anschliel3end
chromatographiert, dabei kamen die in Kapitel 4e8dbriebenen Analysesyteme zum Ein-
satz. Durch die Variation des Einstrahlspektrumeclidie beiden Strahlungsquellen ist es
maoglich, Aussagen Uber die Wellenlangenabhangigleitphotochemischen Reaktionen zu

machen.

Grundsatzlich wurde im Wassrigen bestrahlt beiraipél-Wert von 7,2, um Bedingungen in
einer Zelle wiederzuspiegeln. Bei der Bestrahlungds in einem Photoreaktor in einem
Temperaturbereich von ca. 30-32°C gearbeitet, dieseperatur wurde durch die Abwarme
der Lichtquellen und eine gleichzeitige Kuhlung titfe eines Ventilators erreicht. Die Er-
haltung der Temperatur wurde mit Hilfe eines Terapesensors an der Aul3enseite der
durchflossenen Kapillare kontrolliert. Dieser Temgtarbereich wurde ausgewahlt, weil er
die durchschnittliche Hauttemperatur widerspie@&lie, Mayuzumi et al. 1980). Durch Vari-
ation in der Bestrahlungszeit ist es moglich, Agssalber eine mogliche Zerfallskinetik zu

machen und Reaktivitaten einzuschatzen.

5.2.2 Untersuchung von Ketoprofen hinsichtlich seiner Photostabilitat

Ketoprofen (2-(3-benzoylphenyl)propionsaure) gehldrtder Arzneistoffgruppe der NSAIDs
und wird vor allem in der Dermatologie verwandt.r&ke diese dermale Anwendung ist Kri-
tisch zu beurteilen, denn es kénnte zu phototorisdReaktionen in den behandelten Haut-
arealen kommen, wenn diese UVA-Strahlung ausgesetd{Radschuweit, Rittinger et al.
2001).

Ketoprofen ist ein Arylpropionsdure Derivat undd@t vor allem bei rheumatischen Erkran-

kungen Anwendung (Loet 1989). Wie schon in Kapit@.2.2 beschrieben, gibt es viele Un-
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tersuchungen zum photochemischen Verhalten, zurophemischen Potential und postulier-
te Reaktionswege von Ketoprofen. Deswegen ist lesgaé geeignet, das entwickelte System

Zu testen.

5.2.2.1 Chromatographischen Bedingungen zur Untersuchung der photo-

chemischen Stabilitdt von Ketoprofen

Um die zu erwartende Photodegradation von Ketoprateuntersuchen, wurde eine wassrige
Ketoprofen-Lésung mit Hilfe des Zwei-Saulen-HPLCsg&ms untersucht. Nach der Injektion
in das System wird die Probe online im Photoreajdeeils viermal fir 0, 60, 90, 120 und
180 Sekunden mit UVA-Licht, bzw. 0, 5, 10, 15 ur®l Sekunden mit UVB-Licht bestrahlt.
Uber Pumpe 1 wird mit 1 ml/min wassriger Phosphiéénwefordert, so dass die Probe tiber
vier Minuten auf Séule 1 (Aqua 5u C18 30x4,8mm)esiaghert wird und anschlieend nach
Ventilumschaltung mittels Backflush Gber Saule 2y©monolythic C18 50 x 4,6 mm) auf-
getrennt wird. Uber die Pumpe 2 wurde ein Gradigittl,5ml/min gefahren (siehe Tabelle

4). Die Peaks wurden bei 233nm ausgewertet.

Zeit [min] 0 4 5 10 30
Pumpel Puffer % 100 100 100 100 100
Pumpe 2 Puffer % 90 90 75 45 45

Acetonitril 10 10 25 55 55

Tabelle 4: Gradientenprofil und Schaltplan fur ditersuchung von Ketoprofen

5.2.2.2 Ergebnisse zur Photostabilitdtsuntersuchungen von Ketoprofen

Wie zu erwarten war, zeigt Ketoprofen sowohl urd&A als auch unter UVB Bestrahlung
Photodegradation. In Abbildung 17 und Abbildungidi8der Abbau von Ketoprofen in Ab-
hangigkeit von der Bestrahlungsdauer dargestelit. Hillfe der Varianzanalyse (ANOVA)

konnte ein signifikanter Abbau von Ketoprofen nashigesen werden.

Der Zerfall von Ketoprofen verlauft bei beiden &trangsquellen rasant, tber 50% des Arz-
neistoffes sind unter UVA-Bestrahlung bereits n@6hSekunden Bestrahlung zersetzt. Der
Abbau scheint linear zu verlaufen. Unter UVB-Bestnag ist die Photodegradations-
Geschwindigkeit sogar noch hoéher, hier sind benmdétsh 10 Sekunden tber 50% des ur-

sprunglich injizierten Arzneistoffes verschwund®er Abbau verlauft hier im Gegensatz zu
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dem erhaltenen Kurvenverlauf des Abbaus unter U¥&tEahlung nicht linear. Die unter-
schiedliche Reaktionsgeschwindigkeit ist vor alldamit zu erklaren, dass Ketoprofen im
UVB-Bereich einen hoheren Absorptionskoeffizientessitzt, dies kann man dem UV-Vis-

Spektrum von Ketoprofen entnehmen (Abbildung 20
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Abbildung 17: Abbau von Ketoprofen unter UVA-Besiltang
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Abbildung 18: Abbau von Ketoprofen unter UVB-Besitang

In Abbildung 19 sind beispielhaft die erhaltenernrd@@hatogramme fiir unbestrahlte, 60 Se-
kunden und 150 Sekunden UVA bestrahlte Ketoprofésdhg abgebildet. Nach 60 Sekunden
Bestrahlung sind zwei Photoprodukte (2 und 3) inmo@tatogramm neu zu erkennen, Uber
das DAD-Spektrum findet sich sogar ein dritter PEBk Bei langerer Bestrahlung (150 sec)
hat sich die Konzentration an dem Abbauprodukt@ 3ideutlich erhéht und auch der Peak 1
stellt sich deutlich heraus. Der Peak 1 entstesit maich langerer Bestrahlung, deswegen ist
anzunehmen, dass es sich hierbei um ein Reaktmohskr handelt, welches sich aus einem

der anderen Abbauprodukte bildet.
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Abbildung 19: Chromatogramme von Ketoprofen ohna nnit Bestrahlung

Da auch in der unbestrahlten Probe ein Peak benByZKPF-X 2) zu erkennen war, wurden
zusatzlich die DAD-Spektren der einzelnen Peakgewsrtet, um zu zeigen, dass es sich bei
den neu gebildeten Peaks tatsachlich um Photoptedwdndelt. Wie man in Abbildung 20
erkennen kann, besitzen die neugebildeten Peakshredene Spektren. Dies bestatigt, dass
es neu gebildete Photoprodukte sind. Die Spekasseh darauf schlie3en, dass bei den ge-
bildeten Photoprodukten weiterhin die Ringstrukhiakt bleibt. Dies steht im Einklang mit
den in der Literatur zu findenden postulierten tilotiuzierten Abbaureaktionen (Vergleiche
4.3.2.2). Das im Vergleich zu den Reaktionschemaaiger Produkte gefunden wurden, ist
nicht verwunderlich, da einige Zwischenproduktesklirweiter reagieren und nicht so lange
stabil sind, bis sie Uber die Saule eluiert undCatektor angekommen sind. Auf Grund des-
sen wurde nach Mdglichkeiten gesucht, eine noctmateere Untersuchung zu ermdglichen.

Anséatze dazu sind im Kapitel 5.3 beschrieben.
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Abbildung 20: DAD-Spektren der markierten Peak&bildung 19

5.2.3 Untersuchung von Naproxen hinsichtlich seiner Photostabilitat

Naproxen ist ein weiteres NSAID, welches struktamandt mit Ketoprofen ist. Beide Arz-

neistoffe gehéren zu den NSAIDs der Phenylpropiores®erivate und besitzen daher eine
gewisse Strukturverwandtschaft, sie unterscheideim aber dennoch im Ganzen in ihrer
Struktur. Wie auch bei Ketoprofen sind flr Naproxdmwtolytische Abbau-Reaktionen in der
Literatur beschrieben (vergleiche 4.3.4), aulRerde@mnten photosensitive Reaktionen bei
mehreren Patienten beobachtet werden (Levy, Batrah 1990; Matzke, Mann et al. 2007,

Gutierrez-Gonzalez, Rodriguez-Pazos et al. 2011).

5.2.3.1 Chromatographische Bedingungen zur Untersuchung der photoche-

mischen Stabilitdt von Naproxen

Eine wassrige Naproxen-Lésung wurde in das ,Zweil§&System” injiziert und jeweils
dreimal far 0, 5, 10, 15, 20 und 30 Minuten mit UMdew. UVB-Strahlung gestresst. Wéh-
rend der Bestrahlung wurde der Fluss der Pumpd Gawnd der langen Bestrahlungsdauer

gestoppt und anschlielRend wieder gestartet. Ub@pPud wurde mit 1 ml/min ein wassriger
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Phosphatpuffer geférdert. Die Probe wurde nach Bestrahlen fir 5 Minuten auf Séule 1
(Aqua 5u C18 30x4,8mm) angereichert und anschlgf3eittels Backflush tGber Saule 2
(Onyx monolythic C18 50 x 4,6 mm) mit Hilfe einBEN/Puffer-Gemisches aufgetrennt.

Die Analyten wurden mit einem DAD detektiert und B80nm ausgewertet.

Zeit [min] 0 5 20
Pumpe 1 (1 ml/min)  Puffer % 100 100 100
Pumpe 2 (1 ml/min)  Puffer % 55 55 45

Acetonitril 45 45 55

Tabelle 5: Gradientenprofil und Schaltplan fur digtersuchung von Naproxen

5.2.3.2 Ergebnisse zur Phostabilitdtsuntersuchung von Naproxen
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Abbildung 21: Photolytischer Abbau von NaproxeneurtdVA- und UVB-Bestrahlung

Wie auch Ketoprofen zeigt Naproxen sowohl unter U\#s auch unter UVB-Bestrahlung
eine photolytische Spaltung. In Abbildung 21 ist genzipielle Verlauf des Abbaus von Nap-
roxen zu verfolgen. Mit Hilfe der VarianzanalyseNAVA) konnte ein signifikanter Abbau

von Naproxen gezeigt werden. Die Abbauprofile vorAWind UVB unterscheiden sich dabei
sowohl in ihrem Verlauf, als auch in ihrer Steithend damit der Abbaugeschwindigkeit.
Nach funf-minttiger Bestrahlung von Naproxen mit R\éind nur noch ca. 54% der ur-
sprunglichen Menge vorhanden, wahrend nach destgdai Zeit unter UVA-Bestrahlung noch
88% Naproxen vorhanden sind. Dies liegt wieder an uhterschiedlichen Absorptionsrate
und zeigt, dass auch hier UVB zu einem viel sclenetl Zerfall fihrt als UVA, wenn es denn

direkt mit dem Arzneistoff in Kontakt kommt. Einénigere Bestrahlung mit UVB als zehn



5 Ergebnisse und Diskussion 41

Minuten fUhrt nicht mehr zu einer viel starkererrs&tzung, dies kann daran liegen, dass die

Probe innerhalb der Kapillare nicht komplett vom &rahlung durchdrungen werden kann

und das Naproxen
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Abbildung 22: Chromatogramm von Naroxen nach 10u#n UVA-Bestrahlung
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Abbildung 23: DAD-Plot von Naproxen nach 10 minatig VA-Bestrahlung

Anhand der aufgenommen Chromatogramme kann maBildieng verschiedener Photopro-

dukte sehen und verfolgen. So konnten zwei verdehie Photoprodukte nachgewiesen wer-

den, die sich im Verlauf der Bestrahlung bildetéfit Hilfe des aufgenommenen DAD-
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Spektrums konnte auch gezeigt werden, dass side diewohl von einander als auch von
Naproxen unterscheiden. Diese Produkte scheinativ@hotostabil zu sein, da sie sich auch
nach 30 Minuten Bestrahlung immer noch anreichebuyohl sie weiterhin Licht im UVA-

und UVB-Bereich absorbieren konnen.

Zusammenfassend kann man sagen, dass Naproxeruveievarten eine Photodegradation
zeigt, die abhangig vom eingestrahlten Wellenlabgesich schneller oder langsamer ver-
lauft. Im Vergleich mit Ketoprofen verlauft jedocler Abbau deutlich langsamer. Dies fuhrt
zu dem Schluss, dass Ketoprofen im Vergleich zurdian deutlich photoreaktiver ist.

5.2.4 Untersuchung von Amiodaron hinsichtlich seiner Photostabilitat

Amiodaron gehort zu der Klasse der Antiarrhythmikad gehort dort zu den effektivsten
Arzneistoffen dieser Klasse. Urspringlich wurdeireslen 1960igern als ein Medikament
gegen Angina Pectoris entwickelt (Rosenbaum, Chealal. 1976). Neben seiner guten er-
wunschten Wirkung verursacht Amiodaron aber aunok &eihe von unerwiinschten Wirkun-
gen, darunter auch photosensibilisierende ReaktioBie geht man davon aus, dass 25-75%

der behandelten Patienten photosensitive Reaktipgigen (Vassallo and Trohman 2007).

5.2.4.1 Chromatographische Bedingungen zur Untersuchung der photoche-

mischen Stabilitdt von Amiodaron

Eine wassrige Amiodaron-Lésung wurde in das ,Eid&a&System*” injiziert und jeweils
viermal Uber O; 3; 5; 7,5 und 10 Minuten mit UVAzvla UVB-Strahlung belichtet. Wahrend
der Bestrahlung im Photoreaktor wurde der FlussPdenpe 1 auf Grund der langen Bestrah-
lungsdauer gestoppt und anschlieBend chromatogpmit Hilfe eines wassrigen Phos-

phatpuffer/Methanol/Acetonitril Gradienten aufgemeund mit Hilfe eines DADs detektiert.

Zeit [min] 0 3 6 10 20
Pumpe 1 (1 ml/min) Puffer % 100 100 40 0 0

Methanol % 0 0 30 50 50

Acetonitril % 0 0 30 50 50

Tabelle 6: Gradientenprofil und Schaltplan fur ditersuchung von Amiodaron
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5.2.4.2 Ergebnisse zur Photostabilitdtsuntersuchungen von Amiodaron

Amiodaron zeigt sowohl unter UVA- als auch unterRJBestrahlung Photodegradation. Der
Abbau verlauft dabei nicht linear und geschiehatrelschnell. So sind nach drei Minuten
Bestrahlung nur noch 67% (UVA) bzw. 41% (UVB) an iddaron von der urspringlich inji-

zierten Menge wiederzufinden.
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Abbildung 24: Abbau von Amiodaron unter UVA-Bestiaig
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Abbildung 25:Abbau von Amiodaron unter UVB-Bestuaiy

Der photolytische Verlauf ist &hnlich dem Verlaubn Naproxen. Dies ist kein Zufall. Beide
besitzen ein &hnliches Chromophor, namlich ein tdub=tes Phenon Grundgerist. Dieses

scheint sehr anfallig auf Lichteinwirkung zu sein.
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5.2.5 Untersuchung von Diclofenac hinsichtlich seiner Photostabilitat

Mit Diclofenac wurde ein weiterer Arzneistoff ausrdsruppe der NSAIDs untersucht. Wie
auch schon bei Ketoprofen und Naproxen handelt iee bei Diclofenac um ein
Phenylpropionsaure-Derivat. Diclofenac findet vblera in der rheumatischen Therapie An-
wendung und ist ebenfalls dafiir bekannt, dass eghbtosensitiven Erkrankungen fihren
kann (Przybilla, Schwab-Przybilla et al. 1987; Eas, Bosca et al. 1998).

5.2.5.1 Chromatographische Bedingungen zur Untersuchung der photoche-
mischen Stabilitét von Diclofenac

Diclofenac wurde wie auch die anderen beiden NSAH$ Hilfe des ,Zwei-Saulen-
Systems* untersucht. Die wassrige Untersuchungstpswrde dabei jeweils vier Mal fur 0O,
1, 3, 5,7 und 10 Minuten mit UVA-Licht bestrahltdijeweils vier Mal fur 0, 3, 5, 7, 10, 12
und 15 Minuten mit UVB-Licht bestrahlt. Fur die Bawer Bestrahlung musste der Fluss auf
Pumpe 1 ausgesetzt werden und wurde danach wiattirn@mmen. Nach dem Anreichern
der Probe fur 5 Minuten auf Séaule 1 (Aqua 5y C1843mm) wurde sie anschlieBend mit-
tels Backflush Giber Saule 2 (Onyx monolythic C18&506 mm) mit Hilfe eines ACN/Puffer-

Gradienten aufgetrennt.

Zeit [min] 0 5 8 30
Pumpe 1 (1 ml/min) Puffer % 100 100 100 100
Pumpe 2 (1,5ml/min) Puffer % 90 90 55 55

Acetonitril 10 10 45 45

Tabelle 7: Gradientenprofil und Schaltplan fur ditersuchung von Diclofenac

5.2.5.2 Ergebnisse zur Photostabilitdtsuntersuchung von Diclofenac

Diclofenac zeigt im Gegensatz zu den beiden andgetesteten NSAIDs eine starkere Pho-
todegradation unter UVA-Bestrahlung. So sind naighf fMinuten Bestrahlung mit UVA-
Licht nur noch 47% Diclofenac wiederzufinden, waldenach zeitlich gleicher UVB-
Bestrahlung noch 70% Diclofenac wiederzufinden sind
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Abbildung 26: Chromatogramme von der injizierterlBienac-Losung unbestrahlt und

nach funf.minutiger UVA-Bestrahlung

Wie man Abbildung 26 entnehmen kann, kénnen mehRhetoprodukte wahrend des
photolytischen Abbaus von Diclofenac gefunden werd2aher bildeten sich nicht alle Pro-
dukte direkt aus Diclofenac. Es liel3 sich vielme&igen, dass es sich um eine Momentauf-
nahme handelt und die gebildeten Produkte weitgigean. Wenn man sich den Konzentrati-
onsverlauf von Diclofenac, Photoprodukt P1 und Bpaidukt P2 anschaut (Abbildung 27),
dann kann man sehen, dass es sich beim Photoprdukin ein gebildetes Intermediar han-
delt, wahrend das Photoprodukt P2 ein moglichespEtlikt darstellt. Wahrend die Kon-
zentration von P1 zunachst ansteigt und danach dibeBestrahlungszeit abfallt, steigt die

Konzentration von P2 stetig.
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Abbildung 27: Photolytischer Abbau von Diclofenatter UVA, inklusive Konzentrati-

onsverlauf von Photoprodukt 1 und 2

Das Photoprodukt P1 konnte mit Hilfe des DAD-Spekis als 8-Chloro-9H-Carbazol-1yl-
essigsaure identifiziert werden. Dieses Photoprbdulirde von Eriksson, Svanfelt et
al.(Eriksson, Svanfelt et al. 2010) als ein mogEhntermediar beschrieben. Leider konnten
die tbrigen Photoprodukte anderen méglichen Straktmicht zugewiesen werden, da in der
Literatur keine entsprechenden UV/VIS-Spektren saden waren. P1 reagiert wahrschein-
lich durch eine schnell ablaufende photonucleopHildroxylierung weiter. Hiebei handelt es
sich um eine bekannte Reaktion von halogeniertematischen Verbindungen in wéassrigen

Losungen (Rayne, Forest et al. 2009).
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Abbildung 28: Kinetik von Diclofenac unter UVB-Besahlung
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Wie schon angesprochen, verlauft die Kinetik desals von Diclofenac unter UVB-
Bestrahlung in einer anderen Geschwindigkeit aterudVA-Bestrahlung. Jedoch sind dies
nicht die einzigen Unterschiede. So zeigt sich tnialr eine andere Abbaugeschwindigkeit,
sondern auch, dass sich die gebildeten Photopredukerscheiden, wie man an Hand der
unterschiedlichen UV/VIS Spektren der entstandd?eaiks sehen kann.
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Abbildung 29: DAD-Plot von einer wassrigen DicloéenProbe nach UVA-Bestrahlung
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Abbildung 30: DAD-Plot von einer wassrigen DicloéenProbe nach UVB-Bestrahlung

Dies kann unterschiedliche Ursachen haben. Auénhem Seite sind in der Literatur je nach
Sauerstoff An- und Abwesenheit unterschiedlichekiR@aswege beschrieben. Es liel3e sich
ferner dadurch erklaren, dass die Proben an uhiediichen Tagen hergestellt wurden und
sich der geldste Sauerstoffanteil im Wasser uriteiden konnte und sich so unterschiedliche
Abbauprodukte gebildet haben. Eine andere Erklavwéng, dass auf Grund der unterschied-
lichen emittierten Wellenlangenbreiche der Lampeterschiedliche Molekilstrukturen ange-
regt wurden und so andere photochemischen Reahtelefern.
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Aufgrund dieser Ergebnisse sieht man, dass esigiitt die UV-Strahlung als Eingangsgro-
Be zu diskriminieren, denn nicht nur die Kinetiknkasich unterscheiden, es scheint auch
maoglich zu sein, dass es in Abhangigkeit des eingj@igen Lichtes, zu anderen Photoproduk-

ten kommt.

5.2.6 Untersuchung von Hydrochlorothiazid hinsichtlich seiner Photos-
tabilitat

Hydrochlorothiazid (HCT) gehort zu der Gruppe déurBtika und dort zu den Thiaziden. Es

findet verstarkt Einsatz als orales Antihyperteasiv Schon kurz nach seiner Markteinfiih-

rung in den 1950iger Jahren wurden die ersten gkatitiven Hautreaktionen beschrieben
(Harber, Lashinsky et al. 1959; Norins 1959). Awadnn der Mechanismus der photosensibi-
lisierenden Wirkung unklar ist, so ist doch der foishemische Abbau schon mehrmals unter-
sucht worden. Gerade das in 6-Stellung substiti€Hlor scheint photochemisch instabil zu
sein (Tamat and Moore 1983).

5.2.6.1 Chromatographische Bedingungen zur Untersuchung der photoche-

mischen Stabilitdt von Hydrochlorothiazid

Um die Photostabilitat von HCT zu untersuchen, wuethe wassrige Hydrochlorothiazid-
Losung mit Hilfe des ,Zwei-Saulen“-HPLC-Systems ensucht. Die Probe wurde jeweils
vier Mal fur 0; 5; 7,5; 10 und 12,5 Minuten mit UMAcht bestrahlt und analog dazu 0; 1; 3;
5 und 7,5 Minuten mit UVB-Licht bestrahlt. Nach dgestrahlung im Photoreaktor wurden
die Proben jeweils fur vier Minuten auf Séaule 1 eneichert (Aqua 5p C18 30x4,8mm) und
anschlieBend nach Ventilumschaltung tber Saule r&O@nonolythic C18 50 x 4,6 mm)

chromatographisch aufgetrennt. Die Bestrahlung fiamdvassrigen Phosphatpuffer pH 7,2

statt.
Zeit [min] 0 4 5 10 30
Pumpe 1 Puffer % 100 100 100 100 100
Pumpe 2 Puffer % 90 90 75 45 45
Acetonitril 10 10 25 55 55

Tabelle 8: Gradientenprofil und Schaltplan fur digtersuchung von HCT
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5.2.6.2 Ergebnisse zur Photostabilitdtsuntersuchung von Hydrochlorothiazid

Mit zunehmender Belichtungszeit werden die deteleire Signalflachen  fir
Hydrochlorothiazid immer kleiner. Die Abbildung 3thd Abbildung 32 geben dabei die er-

haltenen Ergebnisse der Peakflachen bei 224 nnewied
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Abbildung 31: Photolyse einer wassrigen Hydrochluiezid-Losung gepuffert bei pH 7,2
unter Belichtung mit UVA
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Abbildung 32: Photolyse einer wassrigen Hydrochluiezid-Losung gepuffert bei pH 7,2
unter Belichtung mit UVB
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Nach funf Minuten Bestrahlung sind unter UVA-Liambch 74% HCT vorhanden, wahrend
nach gleicher Zeit UVB-Licht nur noch 22,5% vom prignglichen injizierten HCT vorhan-
den sind. Auch hier reagiert der Arzneistoff deltlistarker auf das Einwirken von UVB-
Licht. Dies ist auch an der Steigung der Konzemnabbnahme Uber die Bestrahlungszeit
abzulesen. Wéahrend der Abbau unter UVA Einwirkungéernd linear verlauft, verlauft der
Abbau unter UVB eher exponentiell. Verglichen jeldlonit Ketoprofen verlauft der Abbau

relativ langsam, hat aber eine ahnliche photolgddalbwertszeit wie Naproxen.

5.2.7 Untersuchung von Furosemid hinsichtlich seiner Photostabilitat

Wie schon in Kapitel 4.3.3 beschrieben, gehort femud zu der Gruppe der Diuretika und es
ist bekannt, dass es zu phototoxischen Reaktiooamrien kann. Das Hauptziel der Untersu-
chungen ist es zu prifen, ob ein oder mehrere Phadokte gefunden werden kénnen und
wie schnell es zum Abbau unter UVA und UVB-Bestualgl kommt, um eine Reaktivitat ab-

schatzen zu konnen.

5.2.7.1 Chromatographische Bedingungen zur Untersuchung der photoche-

mischen Stabilitdt von Furosemid

Als chromatographisches System wurde wieder daejB#@ulen-System* gewahlt. Die inji-
zierte wassrige Furosemid-Losung wurde mehrfachraahiedlich lange mit UVA und UVB
bestrahlt. Dabei wurden die verschiedenen Bestnglkeiten unter UVA- und UVB-Licht
diskriminiert, da unter UVB auf Grund einer erhdh#&bsorption gegeniiber UVA mit einer
erhohten Reaktivitat gerechnet wurde. Unter UVBdeuFurosemid 0; 3; 5; 7,5 und 10 Minu-
ten im Wassrigen bestrahlt, wahrend unter UVA ddidtervalle O; 5; 10; 15 und 20 Minuten
betrugen. Uber Pumpe 1 wurde mit 1 ml/min wassriRjeosphatpuffer gefordert, der Fluss
wurde jeweils fur die Bestrahlung gestoppt. Dielderavurde anschliel3end auf Saule 1 (Aqua
5u C18 30x4,8mm) angereichert und danach mittelskfBesh (ber Séaule 2 (Onyx
monolythic C18 50 x 4,6 mm) aufgetrennt. Uber diemPe 2 wurde ein Phosphatpuf-
fer/Acetonitril-Gradient mit 1,5ml/min gefahren ¢bie Tabelle 4). Die Peaks wurden bei 233

nm ausgewertet.
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Zeit [min] 0 5 8 30
Pumpe 1 Puffer % 100 100 100 100
Pumpe 2 Puffer % 90 90 55 55

Acetonitril 10 10 45 45

Tabelle 9: Gradientenprofil und Schaltplan fur Oigtersuchung von Furosemid

5.2.7.2 Ergebnisse zur Photostabilitdtsuntersuchung von Furosemid

Das phototoxische Diuretikum Furosemid zeigt sowafter UVA, als auch unter UVB im
Wassrigen (gepuffert pH 7,2) Photodegradation. Deddduft, wie zu erwarten war, die Pho-
tolyse unter UVB-Bestrahlung deutlich schnelleragéd unter UVA. Wenn man sich die Kon-
zentrationen von Furosemid nach 5 Minuten Bestrahletrachtet, so sind unter UVA Ein-
wirkung 27% zersetzt, wahrend unter UVB bereits 4830semid umgesetzt sind. Wie man
an Hand der Abbildung 33 und Abbildung 34 sehemkaerlauft die Zerfallskinetik nicht

linear.
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Abbildung 33: Abbau von Furosemid unter UVA-Bestualy
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Abbildung 34: Abbau von Furosemid unter UVB-Beslualgy

Photoprodukte konnten im Chromatogramm nicht gefunderden. Es ist zu vermuten, dass
sie auf Grund anderer physikochemischer Eigensahmaftirch das Umschalten verloren ge-
gangen sind oder mit der Kapillare des Photoreaktgchselwirken und erst nach dem Um-
schalten eluieren und daher nicht erfasst werdennbch ist die rasche Photolyse von Furo-
semid ein erster Hinweis auf das photosensitiverat des Arzneistoffes, da er eine starke
Reaktion auf die Einstrahlung von UVA- und UVB-Liteigt.

5.2.8 Untersuchung von Doxycyclin hinsichtlich seiner Photostabilitat

Doxyclyclin gehort zu der Klasse der Tetracyclintibiotika, welche bekannt daftr sind, als
Photosensitizer wahrend der Therapie zu wirkenlli@jg and Ljunggren 1994). Das photo-
toxische Potential unter den Tetracyclin-Derivatgrverschieden, obwohl sie alle das gleiche
Grundgerist besitzen. Doxycyclin gehdrt dabei zu ae starksten photoaktiven Mitgliedern
der Tetracyclin-Antibiotika. Ungefahr 3% der Pateanzeigen bei einer Doxycylin-Gabe von
100mg/Tag phototoxische Wirkungen. Bei einer Studie 15 Patienten zeigten 11 von 15

Patienten photoxische Reaktionen unter Gabe vormg0oxycyclin pro Tag (Frost,



5 Ergebnisse und Diskussion 53

Weinstein et al. 1972). Auf Grund dessen ist Daxyder interessanteste Vertreter aus der

Gruppe der Tetracycline und eignet sich hervorrdgds Modellsubstanz.

5.2.8.1 Chromatographische Bedingungen zur Untersuchung der photoche-
mischen Stabilitét von Doxycyclin

Die wassrige Doxycyclin-Losung (Doxy) wurde nachr #igektion durch die Pumpe 1 im
wassrigen Phosphatpuffer (pH 7,2) in den Photoogddaftrdert. Dort wurde sie jeweils vier
Mal fur 0, 3, 5, 7, 10 und 15 Minuten mit UVA-Licbhihd analog dazu 0, 10, 15, 20, 25 und 30
Minuten mit UVB-Licht bestrahlt. Wahrend der Besitang wurde der Fluss der Pumpe 1
gestoppt. Nach der Bestrahlung wurde die Probd fiiinuten auf Saule 1 angereichert und
anschlieBend nach Ventilumschaltung unter Verwegdeines Acetonitril/Puffergradienten

Uber die Saule 2 chromatographisch aufgetrennmin#lilfe eines DADs detektiert.

Zeit [min] 0 4 8 30
Pumpe 1 (1 ml/min) Puffer % 100 100 100 100
Pumpe 2 (1,5 ml/min) Puffer % 90 90 55 55

Acetonitril 10 10 45 45

Tabelle 10: Gradientenprofil und Schaltplan fur digersuchung von Doxycyclin
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5.2.8.2 Ergebnisse zur Photostabilitdtsuntersuchung von Doxycyclin
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Abbildung 36: Doxy mit UVB belichtet
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Die Kinetik des photochemischen Abbaus von Doxyiaystt in der Abbildung 35 und Abbil-
dung 36 dargestellt. In beiden Fallen nehmen diektierten Signalflachen mit steigender
Bestrahlungsdauer ab, beide Kinetiken verlauferdlaemd linear. Auffallig ist dabei, dass
Doxycyclin unter UVA-Bestrahlung deutlich schnelleiner Photodegradation unterliegt als
unter UVB-Bestrahlung. So sind nach funf Minuten AJBestrahlung bereits ca. 75% ur-
sprunglich injiziertes Doxycyclin abgebaut, wahremder UVB-Bestrahlung nach 20 Minu-
ten noch ca. 60% Doxycyclin vorhanden sind. In Admg 37 ist ein erhaltenes
Choromatogramm nach der zehn-minitigen Bestrahitorg Doxycyclin mit UVB darge-
stellt. Neben dem Hauptpeak Doxycyclin kann manBiidung mehrerer anderer Peaks und

damit von Abbauprodukten beobachten.

Die verstarkte Photoaktivitdt von Doxycyclin auf AMVasst sich durch das grol3e
Chromophor des Molekuls und der verstarkten Absamph diesem Bereich erklaren. Jedoch
ist diese grofRere Reaktivitat im UVA-Bereich audheemogliche Erklarung fir das starke
phototoxische Potential von Doxycyclin, da UVA-Lidh der Lage ist, in tiefere Komparti-
mente der Haut einzudringen. Somit ist die Wahisdicbkeit erhoht, dass Doxyclyclin in
der Haut von der Strahlung erreicht wird und dartcti photoxische Reaktionen zur Zell-

schadigung fihren kann.
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Abbildung 37: Chromatogramm von Doxycyclin nachmid UVB-Bestrahlung detektiert
bei 254 nm

5.2.9 Untersuchung von Simvastatin hinsichtlich seiner Photostabilitat

Simvastatin ist strukturverwandt zu Lovastatin ugehort zur Klasse der HMG-CoA-

Reduktasehemmer (Beck, Kesseler et al. 1990), tdin® genannt werden. Es findet Einsatz
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in der Kontrolle der Hypercholesterindmie, um daske eines kardiovaskularen Vorfalls zu

verringern (Schmitz and Langmann 2006).

Obwonhl Statine fur ihre geringen Nebenwirkungendrek sind (Istvan 2003), gibt es den-
noch auch Fallbeschreibungen von photosensitiveigiissen bei Patienten, wie z.B. das
Auftreten von Erythemen und aktinischer Dermatitisichtexponierten Hautarealen (Holme,
Pearse et al. 2002; Morimoto, Kawada et al. 20D&ghalb ist es interessant, die photoche-
mischen Eigenschaften im Wassrigen zu untersudlesaonders, weil Simvastin als Bulkware
keine Photodegradation zeigt (Mielcarek, Naskréial.e2009).

5.2.9.1 Chromatographische Bedingungen zur Untersuchung der photoche-

mischen Stabilitdt von Simvastatin

Als analytisches System kam das in Kapitel 4.6 lmslbene ,Zwei-Saulen-System* zum

Einsatz, wobei die Bestrahlung von Simvastatin id@ssvigen Phosphatpuffer erfolgte und
jeweils drei Mal fur je 5, 10, 20 und 30 min mit B\bestrahlt wurde. W&hrend der Bestrah-
lung wurde der Fluss der Pumpe 1 gestoppt. NacBestirahlung wurde die bestrahlte Probe
funf Minuten auf Saule 1 (Aqua 5u C18 30x4,8mm)arghert und nach Ventilumschaltung

mittels Backflush Uber Saule 2 (Onyx monolythic G®Bx 4,6 mm) aufgetrennt. Uber die

Pumpe 2 wurde isokratisch ACN/Phosphatpuffer (4bfe86rdert. Beide Pumpen forderten 1
ml/min an FlielBmittel. Die Peaks werden bei 238dwetektiert.

Analog dazu wurde Simvastatin jeweils drei Mal 5 @nd 10 Minuten mit Licht im UVA-

Bereich bestrahilt.

5.2.9.2 Ergebnisse zur Photostabilitdtsuntersuchung von Simvastatin

Bei der Bestrahlung von Simvastatin im Wassrigem k& bei beiden Strahlungsquellen zu
einer Photodegradation. Die photolytische Zersejzish in Abbildung 38 dargestellt. Der

prinzipielle Kurvenverlauf deutet auf eine Reakskimetik erster Ordnung hin. Nach einer
Bestrahlung mit UVB-Licht von funf Minuten sind leétis 50% des Arzneistoffes zersetzt,
wahrend bei der Bestrahlung mit Strahlung im UVAdeh nach funf Minuten bereits 75%

Simvastatin zerstort sind. Dies ist sehr erstabnlita Simvastatin mehr Energie im Bereich
des UVB-Lichtes absorbieren sollte. Um Temperatili&se bezlglich dieses Ergebnisses
auszuschlieBen, wurde in einem weiteren VersuchStadilitat von Simvastatin gegeniber

erhohter Temperatur untersucht (5.2.9.3).
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Abbildung 38: Photodegradation von Simvastatin gssviger Losung in Abh&ngigkeit von
UVA- und UVB-Bestrahlung.

In Abbildung 39 sind die erhaltenen ChromatogranfiireSimvastatin ohne Bestrahlung,
nach funf mindtiger UVA- und zehn-minitiger UVB-Beghlung abgebildet. Im
Chromatogramm von Simvastatin ,unbestrahlt” istareden Stérungen in der Baseline durch
das Schalten der Ventile - deutlich am negativeasablag zu erkennen, noch zusatzlich ein
Systempeak bei ca. sechs Minuten zu sehen. Diesemmk durch die gewahlten
chromatographischen Bedingungen zustande, denndewHJmschalten gelangt das gesam-
te Volumenflie3mittel, welches sich in der Sauleeiindet, in diesem Fall 100%-iger wassri-

ger Phosphatpuffer, auf die Saule 2 und es komm®&tirung des Gleichgewichtes.
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Abbildung 39: Chromatogramme von Simvastatin unbé#it und bestrahlt mit UVA und
UVB. Detektionsquellenlange ist 238 nm

Bei den beispielhaft ausgewéhlten ChromatogramnierSimvastatin online, bestrahlt mit
UVA- und UVB-Strahlung, ist gut zu erkennen, wietsimehrere neue Peaks neben denen
von Simvastatin ausbilden. Weil sie Uber eine dautkleinere Retentionszeit verfligen, ist
davon auszugehen, dass es sich entweder um pdiasprodukte handelt oder um deutlich
kleinere Fragmente vom urspringlichen Simvastatoleliil. Wie man dem DAD-Plot
(Abbildung 40) entnehmen kann, handelt es sichbkieauf jeden Fall um neu gebildete Sub-
stanzen. AuRerdem scheint das Stoppen des Fluésesnd der Bestrahlung eine leichte Ver-
schiebung der Retentionszeiten zu bewirken. Diegt lwahrscheinlich daran, dass es auf

Grund des langeren Verweilens im Photoreaktor Ziulonsvorgangen kommt.
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Abbildung 40: DAD-Plot von Simvastatin nach 10 Miexa UVB-Bestrahlung

5.2.9.3 Untersuchung der Stabilitdt von Simvastatin im Wé&ssrigen hinsicht-

lich erhéhter Temperatur

Um die Einflisse der Temperatur auf Simvastatin@éssrigen zu untersuchen, wurde eine
Simvastatin-Losung 15, 30 und 60 Minuten im Troddamank bei 60°C thermisch gestresst
und anschliel3end mit Hilfe des Analysensystemsfdetennt. Um Stérungen im System zu
vermeiden, wurde die Methode ein wenig angepassteim Gradient gefahren, die Bedin-

gungen sind in Tabelle 11 wiedergegeben.

Zeit 0 4 5 10 30
Pumpel Puffer % 100 100 100 100 100
Pumpe 2 Puffer % 90 90 75 45 45

Acetonitril 10 10 25 55 55

Tabelle 11: Gradientenprofil und Schaltplan fir dr@ersuchung von Simvastatin

In Abbildung 41 sind Auszlige der erhaltenen Ergedmizu sehen, wobei das Hauptaugen-
merk darauf lag, zu beobachten, ob sich die gleichesatzlichen Peaks bilden wie bei der
Bestrahlung mit UVA- und UVB-Licht. Die Konzentrati in der thermisch belasteten Probe
ist geringer als in der bestrahlten und der Kotgrobe, da auf Grund der erhéhten Tempera-
tur kein Anlésen in Methanol méglich war und so K@nzentration verringert werden muss-

te.
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Abbildung 41: Chromatogramme (geglattet) zur Untelnsing der Stabtilitdt von

Simvastatin gegenuber thermischen Einflissen

Wie man aber gut den Chromatogrammen entnehmen katen keine zuséatzlichen Peaks
bei dem thermisch belasteten Simvastatin auf, se dee gebildeten Abbauprodukt lichtindu-

ziert sein missen.

5.2.10 Untersuchung von H1-Antihistaminika hinsichtlich seiner Pho-
tostabilitat

H 1-Antihistaminika sind weit verbreitete antialesche Arzneistoffe. Topische Applikatio-
nen von Antihistaminika fihren im Allgemeinen zuutt@aktionen, wahrend bei einer oralen
Aufnahme Hautreaktionen sehr selten sind (Lew, ldaal. 2004). Unter diesen Hautreaktio-
nen befinden sich auch photosensitive Reaktioneh.Gxund dessen wurden Loratadin und

Cetirizin untersucht, da sie haufige Vertreter éidslasse in der modernen Therapie sind.
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5.2.10.1 Chromatographische Bedingungen zur Untersuchung der photo-

chemischen Stabilitdt von Loratadin und Cetirizin

Als analytisches System kam fur Loratadin das ipitch 4.6 beschriebene ,Ein-Saulen-
System*“ zum Einsatz, wahrend fur Cetirizin das ef8aulen-System® genutzt wurde. Wie
auch bei den vorherigen untersuchten Substanzehaegslie Belichtung im wassrigen Phos-
phatpuffer und der Fluss wurde jeweils wahrend Biestrahlung angehalten. Fiur Cetirizin
wurden die gleichen Bedingungen wie bei Ketoprafewahlt (5.2.2.1.) Bei Loratadin hinge-

gen wurde ein wassriger Phosphatpuffer/Acetor@@rddient eingesetzt.

Zeit 0 3 10 13 18
Pumpel (1ml/min) Puffer % 100 100 65 65 0
Acetonitril 0 0 35 35 100

Tabelle 12: Gradientenprofil fir die Untersuchurmg \Loratadin

5.2.10.2 Ergebnisse zur Photostabilitdtsuntersuchung von Loratadin und
Cetirizin
Sowohl Loratadin, welches vier Mal fur jeweils ;53 7,5 und 10 Minuten, als auch Cetirizin
(Ceti), welches ebenfalls viermal Uber 0, 10, 2@ &0 Minuten mit UVA-Licht bestrahlt
wurde, zeigen keine signifikanten Anderungen. DivAichungen, die in Abbildung 42 zu
erkennen sind, lassen sich dadurch erklaren, daskireh das Stoppen des Flusses zu ver-

mehrten Diffusionvorgdngen kommt, welche eine Pedkeiterung verursachen.
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Abbildung 42: Peakflachen von Loratadin und Cetirin Abhéngigkeit der Bestrahlungs-
dauer mit UVA-Licht
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Ganz anders sieht das photochemische Verhaltebeitden H 1-Antihistaminika unter UVB-
Bestrahlung aus. Hier zeigt sich schon nach kuZsstr eine starke Photodegradation. Bei
beiden Arzneistoffen ist nach 10 Minuten Bestraglamt UVB-Licht kaum noch etwas vom

ursprunglich injizierten Reinstoff vorhanden.
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Abbildung 43: Peakflachen von Loratadin und Ceitirin Abhangigkeit der Bestrahlungs-
dauer mit UVB-Licht

Beide Kinetiken zeigen prinzipiell einen exponeltgie Abbau. Das unterschiedliche Reagie-
ren auf das eingestrahlte UVA- und UVB-Licht las&th leicht erklaren, wenn man sich die
Strukturen der beiden Arzneistoffe anschaut. Bel#ligen Uber ein kleines chromophores
System und absorbieren nur geringfiigig Strahlungritddb von 300 nm. Dies kénnte ein
Grund dafur sein, dass diese Substanzklasse hahlitsaphotosensitive Nebenreaktionen
nach dermaler Applikation zeigt, denn Licht im U\B&reich kann nicht so tief in die Haut
eindringen. UVB-Licht kann nur das Stratum Corneuna obere Schichten der Epidermis
erreichen, bevor es durch Proteine oder Aminosawrentrypthopan und Tyrosin absorbiert
wird (Anderson and Parrish 1981). Systemisch aufgenene Arzneistoffe besitzen daher
nur eine geringe Chance, UVB-Licht aufzunehmerseslenn, sie reichern sich im Stratum

Corneum an.

5.2.11 Untersuchung von Allopurinol hinsichtlich seiner Photostabilitat

Allopurinol ist ein Arzneistoff, welcher zu der Gape der Xanthinoxidase-Inhibitatoren ge-
hort. Fur Allopurinol werden antioxidative Eigenaften beschrieben (Moorhouse, Grootveld
et al. 1987), aber auch phototoxische ReaktionerdmEhtet, die wahrend der Therapie an
Patienten auftreten. (Zurcher and Krebs 1970; Miabggsse, Quaranta et al. 2001; Escousse,
Jean-Pastor et al. 2002). Dies macht Allopurinotinem interessanten Arzneistoff, denn auf
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Grund der antioxidativen Eigenschaften kann eingt®izitat nicht tber Singulett-Sauerstoff

verlaufen.

5.2.11.1 Chromatographische Bedingungen zur Untersuchung der photo-

chemischen Stabilitdt von Allopurinol

Als analytisches System wurde der ,Ein-Saulen* Awflgewahlt. Die chromatographischen
Bedingungen sind identisch mit denen, die zur Wuoiglnung von Loratadin verwendet wur-
den (5.2.10.2).

5.2.11.2 Ergebnisse zur Photostabilitdtsuntersuchung von Allopurinol

Allopurinol wurde jeweils fir 0, 5, 10, 20 und 30ifMten mit UVA- bzw. UVB-Licht be-
strahlt, dabei zeigt sich keine wesentliche Sigm@rderung (Abbildung 44).
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Abbildung 44: Peakflachen von Allopurinol in Abhégkgeit der Bestrahlungsdauer mit
UVA bzw. UVB-Licht

Somit lasst sich aus diesen Experimenten kein wirekusammenhang zwischen photoche-
mischem Verhalten und mdglicher Phototoxizitat esigAllopurinol ist bei den gewahlten

Bedingungen photostabil. Vargas et al. fand bezraidhnlichen Versuch einen photolytischen
Abbau von Allopurinol unter UVB-Bestrahlung zu Oxymol (Vargas, Rivas et al.). Jedoch
wurde Allopurinol bei jenem Versuch in einer metbiésthen Stoffldosung, demnach in einer
groReren Stoffmenge als hier eingesetzt bestfaldtphotochemische Veranderung soll hier-
bei durch ein photochemisches gebildetes Hydrodiked laufen. Es ist moglich, dass genau
diese Bedingungen notwendig sind, um AllopurinotatiuEinwirken von UVB-Strahlung zu

einer photochemischen Reaktion zu veranlassenrdiilgs ist eine methanolische Lésung
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kein gutes Modell zur Darstellung der Verhaltnisseer Haut und deswegen wurde auf eine

Untersuchung in Methanol verzichtet, da sie nietéakmaliig ist.
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5.2.12 Zusammenfassung der Untersuchung der verschiedenen Photo-

stabilitaten

Die photochemischen Untersuchungen der verschiedérneneistoffe zeigen, dass bis auf
Allopurinol alle untersuchten Substanzen im Wassriginer Photodegradation unterliegen.
Dabei unterscheiden sich jedoch die Arzneistoffesichtlich der Abbaukinetik. So kann man
anhand der unterschiedlichen Steigungen der Kuieempfindlichkeit der einzelnen Stoffe
gegenuber Licht abschatzen und miteinander vetgteicBesonders auffallig war dabei Ke-
toprofen, welches innerhalb von Sekunden zerfalihirend die anderen Arzneistoffe deutlich
langsamer reagieren. Im Allgemeinen kann man satpss, der Abbau der Arzneistoffe meist
nicht linear geschieht. Bei den meisten untersucAizneistoffen ist ein schnellerer Zerfall
im UVB-Wellenlangenbereich zu beobachten als im tB&eich. Dies liegt vor allem an
den physikalischen Eigenschaften der Moleklle. Bsodbieren die meisten untersuchten
Arzneistoffe starker im UVB-Bereich. Ein extremeei$piel sind hier die untersuchten
Antihistaminika Loratadin und Cetirizin. Beide warenter UVA-Bestrahlung stabil, wahrend
sie unter UVB-Bestrahlung einem raschen Abbau lagen. Die Diskriminierung zwischen
UVA und UVB hat aber vor allem den Hintergrund, sl@s wichtig ist, das unterschiedliche
Verhalten der Arzneistoffe gegenuber den untersidbleen UV-Spektren zu kennen, da das
Licht in Abhangigkeit von der Wellenlange untersadhich tief in die Haut eindringen kann.
So lasst sich damit z.B. erklaren, warum ein Argtod, dermal appliziert, phototoxisch wir-
ken kann, wahrend er systemisch aufgenommen dresgiinschte Wirkung nicht zeigt.

Die photochemisch aktiven Arzneistoffe verfliigen shéber planare Strukturen, sind haufig
polycyclisch und verfligen zusatzlich Uber Heterowo Vor allem sind
Benzophenonstrukturen sehr reaktiv gegeniber 1Bositd and Miranda 1998; Stein and
Scheinfeld 2007).

Die Untersuchung der Photostabilitat der Arznefstdnn nur Hinweise auf ein mdgliches
phototoxisches Potential geben. Auf der einen Seiigt der photochemische Abbau, dass die
untersuchte Substanz Licht absorbiert und, ausgleb@m einem angeregten Zustand, zerféallt.
Damit kann jedoch keine Phototoxizitat bewieseondern nur ein Hinweis auf die
Reaktivitat des Arzneistoffes gegentber Strahluegegen werden. Auf der anderen Seite ist
ein nicht vorhandener Zerfall, von Substanzen gégenLicht, kein Ausschlusskriterium fur
Phototoxizitat, da Uber Energie-Transfer z.B. R@8ilget werden kénnen, oder auch direkt
Biomolekule angegriffen werden kénnen. Es ist jédowglich, langerlebige Photoprodukte
zu detektieren und deren kinetischen Verlauf zéolgen.
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5.3 Untersuchung der photochemischen Stabilitat mit Hilfe
der LC-MS

5.3.1 Einfuhrung

Die Photostabilitat von verschiedenen Arzneistoffaurde bereits mit Hilfe eines
HPLC/DAD-Systems im vorherigen Kapitel untersuchd bbeschrieben. Allerdings kann man
mit Hilfe des DADs nur UV/VIS-Spektren aufnehmerdwes ist schwer, Rickschlisse auf die
detektierten Strukturen zu ziehen. So sollten diecld den photochemischen Untergang der
bestrahlten Arzneistoffe neu gebildeten Photoprozlukit Hilfe eines MS-Detektors nachge-

wiesen werden.

Auf Grund dessen wurde der Photoreaktor in ein ISI-EOF System integriert. Hierbei

wurde ein Photoreaktor zwischen einem Autoinjekitod einem Saulenofen eingebaut. Auf
die Verwendung einer Saule wurde bei den erstesud¢bien verzichtet, da die bestrahlte Pro-
be mdglichst schnell zum Detektor gelangen sollte,auch kurzlebige Produkte zu sehen.
Da mit Hilfe des TOFs die einzelnen Massen detgktierden kénnen, ist eine Separation

erst einmal zweitrangig.

Es wurden vorrangig Arzneistoffe ausgesucht, baedeschon in Kapitel 5.2, mit Hilfe des
DADs Photoprodukte gefunden wurden, bzw. bei deneater Literatur photolytische Abbau-

reaktionen beschrieben wurden.

5.3.2 Untersuchungsbedingungen

Die Proben konnten diesmal nicht im rein Wassrilgestrahlt werden, da ein gewisser Anteil
an organischem Losungsmittel erforderlich ist, umaptimale Aerosolbildung wéhrend der
Elektronensprayionisation zu gewahrleisten, denmTd@pfchendurchmesser ist unter ande-
rem abhangig vom Losungsmittel (Viskositat, Leitfideit und Volatilitat). Auf Grund dessen
fand die Bestrahlung in einer Mischung aus Wasset@nitril (80/20) statt. Dies war auch
gleichzeitig das verwendete FlielBmittel. Ein waterbestimmender Faktor fur die
Tropfchengrof3e ist die Flussrate, so wurde einegréile von 0,5 ml/min gewahlt. Auch hier
gilt, je hoher die Flussrate, desto instabilerdas Spray. Die Verweildauer im Photoreaktor
betragt deshalb etwa 3,5 Minuten. Alle Untersuclemngurden im positiven Modus vorge-

nommen.



5 Ergebnisse und Diskussion 67

5.3.3 Untersuchung der Photostabilitat von Ketoprofen mittels MS

In Abbildung 45 undAbbildung 46 sind die erhaltenen MSpektren fur Ketoprofen it und

ohne Bestrahlung mit UVAicht im Photoreaktor wiedergegeb
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Abbildung 45 KetoprofenESI-TOF-Spektrum
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Abbildung 46: ESI-TOFSpektrum direkt nach 3,5 Minuten UVA online Bestualy von

Ketoprofen

Auf den ersten Blick sind keine groRen Unterschibei denbeiden Spektren zu erkenn
Dies scheint im Widerspruch mit den gefundenen langgsen in Kapite5.2.2.2 zu stehen,
denn es wurden dormehrere Photoabbauprodukte gefuncBezieht man jedoc die in der
Literatur postulierte Photodegradail (Radschuweit, Rittinger et al. 2() von Ketoprofen
mit ein (Abbildung 5, Seit&3), so fallt auf, dass die Photoprodukte garinge Masenunter-
schiede zu Ketoprofen zei¢ und im erhaltenen Spektrum der bestrahlten Ketop-Probe
neue Massenpeaks auftawahtDazu zahlen grade auch die Peaks 211 m/z und 209 m/z
auf eine Decarboxylierung hinweis und bei der Untersuaing der exakten Masse mitt
Analyse Software einel@mentareZusammensetzung voni4El;s0" als einziges Ergebn

liefern. Dies unterstitzt di€¢hese, dass es zu einer Decarboxylierung von Kefeprce-
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kommen ist. Eine Vergleichssubstanz zur vollstéewlBestatigung der These war ni ver-

fugbar.

Die erhaltenen Peaks bei m/z 531 weisen auf eingebsierung inklusive Natrium Anlie-
rung hin, dies konnte mit Hilfe der Kalkulation dEfementarzusammensetzung best:

werden.

So ist es also moglicmeue Podukte auf diese Art und Weise zu detektieren.rdifegs ist
eine Strukturaufklarung schwierig, da alle Substa, und damit Massemebeneinander auf-
tretenund es auf Grund der schonenden lonisierung desiiESAur geringen Fragmentieru

kommt.

5.3.4 Untersuchung der Photostabilitat von Naproxen mittels MS

Bei der OnlineBestrahlung von Neaoxen mit UVA sind deutliche Verdnderungen im ele-
nen MS-SpektrumAbbildung 48), im Vergleich zu deunbestrahlten Prok(Abbildung 47),
zu erkennenSo sind in der bestrahlten Proz.B. Peaks von kleineren Massen zu fin
(Abbildung 49).
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Abbildung 47:Naproxen ES-TOF-Spektrum
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Abbildung 48: ESI-TOFSpektrum direkt nach 3,5 Minuten UVA online Beslung von
Naproxen
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Abbildung 49 modifiziertes ES-TOF-Spektrum; das erhaltenen Spektrum Abbildung
47 wurde von dem ESI-TOSgektrum in Abbildung 48 abgezogen

Auffallig ist hier, dass zwaM+1 m/z Peakbei 231flir Naproxen gefunden werden kon,
jedoch die Masse 496 dominierenc. Die Analyse des Peaks Ubkane kalkulierte Elenn-
tarzusammensetzung fuhzti keiner sinnvoll erscheinenden SummenforrVersucht man
jedoch wiederdie gefundenen Massenpeaks dem Photodegradationsndgaproxen ziu-
ordnen (vergleichébbildung 8), so findet man ahnliche Ergebnisse wie bistrukturver-
wandten KetoprofenEs kdonnen wiedeMassenverluste einer Decarboxylierung gefur
werden, namlich von 496 m/z auf 441 nDie Massen lassen sich allerdirnicht alle direkt

einer Struktur zuweisen.

5.3.5 Untersuchung der Photostabilitdt von Amiodaron mittels MS

Im MS-Spektrum deunbestrahlten Amiodaron Prc wurde,wie zu erwarten, nur der N-

massenpeak+1 von Amiodaron gefun(Abbildung 50).



70

5 Ergebnisse und Diskussion

x10% +ESl Scan:1 (3,562 min) Frag=200,0V Amic-2011-11-30-03 d

: l ‘

m'z

Abund

83,0656

-

37721

646,0383

5168525

847.0412

1485741

6480433

273358

"5 s 7 1o 155 150 175 200 285 280 275 3o 3% B0 375 400 435 450 475 500 525 550 55 600 635 650 6/5 700 725 750 745 800 825 850 875 300 925 950 945 1000

ounts s, Mass-to-Charge (m/z)

Abbildung 50: AmiodarofeS-TOF-Spektrum

Das MS-Sektrum der mit UV/-Licht bestrahlten Probe zeigt starke Veranderun§erkanr

auf jeden Fall der Verlust eines -Atoms postuliertverden (m/z 520). Dieses einfacho-

dierte Amiodaron gilt als Zwischenprodukt des plebemischen Abbaus von Amiodarone

Massenpeaks des zweifadgiodierten Amiodarons kénnen nicht gefunden werderes

weist auf eindangsame Reaktion gegentber ( eingestrahlteriicht hin, so zeigten schc

die vorherigen Ergebnisse im Kapis.2.4.2, dass wiodaron langsamer reagiert als z

Beispiel Ketoprofen. Dies sieht man auch dariass im Gegensatz zu den vo untersuch-

ten Stoffennach 3,5 Minuten UV-Bestrahlung der Molmassenpeak des bestrahlten i-

stoffes dominiert.
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Abbildung 51: ESI-TOFSpektrum direkt nach 3,5 Minuten UVA online strahlung von

Amiodaron

FiUr die anderen detektierten Massen konnten keémmallen Strukturen mit Hilfe der £s-

wertung Uber die Elementarzusammensetzung gefumdeaten
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5.3.6 Untersuchung der Photostabilitat von Diclofenac mittels MS

Wie schon bei den vorher untersuchten NSAIDs denpropionsaur-Abkémmlinge zeig
auch Diclofenac eine Veranderung des-Spektrums nach der Bestrahlung mit L-Licht.
Wie man in Abbildung 5%rkennen kann, kdnnen neue -Peaks nach der Bestrahlung
Probe detektiert werden. Bei der photochemischeterduchung von Diclofenac in Kapit
5.2.5konnte mit Hilfe des UV/VIS Spektrur 8-Chloro-9H-Carbazolyl-Essigsaure als ein
Photoprodukt identifiziert werden. Der M+1 Peakséi® Photoproduktes konnte nicht (n-
den werden. Dies schliel3t allerdings nicht auss @ssgebildet wurde. Denn die gewah

Parameter mussen nicht zwingend zur lonisatiorMvitelekils fuhren.
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Abbildung 52: Diclofena&SI-TOF-Spektrum
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Abbildung 53: ESI-TOFSpektrum direkt nach 3,5 Minuten UVA online Bestualg von

Diclofenac
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In Abbildung 54sind die gefundenen m/z Peaks dargestellt, dig meiSpektrum des uie-
strahlten Diclofenacs vorhanden sind. Auch hierdeardie m/z Peaks wieder mittels t-
ware auf die mogliche Elementarzusammensetzunglal@nterstehenden Fragmente -
wertet. Jedch konnte wieder keine der kalkulierten Summenéinreinem in der Literatt
postulierten Photoprodukt von Diclofenac zugewiesenden
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Counts vs. Mass-to-Charge (m'z)

Abbildung 54 modifiziertes ES-TOF-Spektrum; das erhaltenen Spektrum Abbildung
52 wurde von dem ESI-TOSpektrum irAbbildung 53 abgezogen

5.3.7 Untersuchung der Photostabilitdt von Furosemid mittels MS

Fur Furosemid konnte im positiven Modkein M+1 Peak bei 331 m/z gefunden werd
statteessen wurde ein Peak bei 311 m/z detektiert. Deeget auf eine Fragmentierung v

Furosemidselbst beim schonenden I-Verfahren, hin.
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Abbildung 55: Furosemi@&SI-TOF-Spektrum
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Abbildung 56: ESI-TOFSpektrum direkt nach 3,5 Minuten UVA online Bestualy von

Furosemid

Wenn man die erhalten&pektren fur eine bestrahlte und unbestrahlte Prvobhe~urosemid
dargestellt in Abbildung 58ndAbbildung 56 vergleicht, so kann man auch hier eine o-

degradation von Furosemid erkennen. So weisneu erhaltenen/z Peak bei 275 auf ein

Chlorverlust,ausgehend vom 311 m/z P, hin. Wenn man dies wieden mit dem in der
Literatur beschriebenen Plodegradationsweg von Furosemid vergleigibbildung 7, Seite
16), so findet man auch dort Paralle So wird in der Literatur einBechlorierung von Fio-

semid zu 2-((furan-Z4methyl)amino-5-Sulfamoylbenzoesaurbeschriebe, welches ein
maogliches Photoprodukt von Furoserist. Auf Grund der fehlenden Referenzsubstanz |
kein Vergleichsspektrum zur Verifizierung heranggao werden. Die anderen neu gebilde
Massen wurden ebenfalls mis Software auf ihre mogliche Elementarkompositiunter-

sucht. Es konnten hier jedokhine zuordenbareBummenformeln gefunden werd

5.3.8 Untersuchung der Photostabilitat von Nifedipin mittels MS

Bei der photochemischen Untersuchung von Nifedipih Hilfe des UVA-Strahlers konnte
eine Veranderungyach einer Bestraungsdauer von ca. 3,5 Minutdiestgestellt werden. |
Abbildung 57ist das erhaltene Spektrum der unbestrahlten Niiiggiiobe dargestell Der

M+1 Peak fur Nifedipin bei 32 m/z ist gut zu erkennen.
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Abbildung 57: NifedipinES-TOF-Spektrum
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Abbildung 58: NifedipinESI-TOF-Spektrum direkt nach 3,5 Minuten UVA online Beh-

lung

Nach der Bestrahlung ist keiner der uiinglichen Massenpeaks mehr vorhanden. Wie
an Hand der Abbildung 58rkenn, wurde der lichtempfindliche Arzneistoff Nifedipkom-
plett umgesetzt. Sehr wahrscheinlich handelt es sichdiesiem detektierten Stoff um ¢
Photoprodukt Dimethyl 2,t-dimethyl-4-(2nitrosophenyl)pyridin-3,5-dicarboxylat
(Abbildung 59),das erhaltene m/z Verhaltnis ki, mittels Softwareder Summenformel de
Photoprodukte zugeordnet werden. Eine eindeutige Bestatigumgie, mangels Referenz-
substanz, nicht erfolgerieses Photoprodukt ist therapeutisch unwirksamwitd durch
eine intramolekulare Redoxreaktion und Wasserahspalgebildet. Diese Reaktion verla
Uber mehrere Zwischenschr, bei denen intermediar Radike gebildet werden, wie es atL

in Kapitel 5.4.4ftr Nifedipin gezeigt werden konr (Gdrlitzer, Dobberkau et al. 19).
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o Dimethyl 2,6-dimethyl-4-(2-nitrosophenyl)pyridine-3,5-dicarboxylat
Nifedipin m/z: 328.11 (100.0%), 329.11 (18.8%), 330.11 (2.8%)

m/z: 346.12 (100.0%), 347.12 (18.8%), 348.12 (3.0%)

Abbildung 59: Lichtinduzierte intramolekulare Redeaktion von Nifedipin
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5.3.9 Untersuchung der Photostabilitat von Chlorpromazin mittels MS

Bei der Untersuchung von Chlorprome (CPZ)wurde der Fluss der Puie um die Halfte
reduziert, so dass die Verweilnd damit dieBestrahlungsdauer im Reaktor auf sechsu-

ten verlangert werden konnte. Abbildung 60ist das Spektrum der unbestrahlten -Probe
dargestellt. Neben den M+1 Peak flir CPZ bei 31%md keine anderen aussagekréfti

Peaks zu erkennen.
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Abbildung 60:Chlorpromazii ESI-TOF-Spektrum

Im erhaltenen Spektrunmach Bestrahlung der C-Probe mit UVALicht im Photoreakic,

findet man, stattles 319 m/z Pea, einen dominanteReak bei 317 m/z wieder. Dies we
auf eine Wasserstoffabspaltung vom (promazinmolekil m. Eine Radikalbildung durc
Licht von CPZ konnte schon mit Hilfe der E-Spektroskopie nachgewiesen werd5.4.3).
An Hand des m/Reaks bei 23 und der Auswertung der moglichelementareiZusammen-
setzung, kanalie Bildung einesSulfoxid des Chlopromazin als Photoprodpostuliert wer-

den.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dassmit der eingesetzten Messtechiauch bei
CPZ einige in der Literatupeschribenen Photoprodukte zuweisen kann, jedoctt auch

hier eine Verifizierung mancs Referenzsubstanzen.
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Abbildung 61: Gilorpromazii ESI-TOFSpektrum direkt nach 6 Minuten UVA onlinee-
strahlung
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5.3.10 Zusammenfassung der Untersuchungen der photochemischen
Stabilitat mit Hilfe der LC-MS

Mit der entwickelten Methode ist es moglich, direlegch der Bestrahlung die entstandenen
Produkte teilweise mit Hilfe vorhandener Literatund der Auswertung der Massen uber kal-
kulierten Elementarzusammensetzungen zu identiémieind Hinweise auf die Abbauwege

der untersuchten lichtempfindlichen Stoffe zu bekwmn. Allerdings ist dies mit dem einge-

setzten Detektor TOF nur eingeschrankt moglich. li2ag daran, dass es bei dem eingesetz-
ten ESI-TOF-Verfahren nur zu geringer Fragmentigrder Substanzen kommt und kein MS-

MS moglich ist, um eine bessere Strukturaufklarammdpetreiben. AuRerdem kann nur schwer
differenziert werden, ob es sich bei den gefundersddnpeaks um die Molmassenpeaks+1
der photolytischen Abbauprodukte handelt oder urdukte dieser, da im Gegensatz zu MS-
MS keine Masse isoliert werden kann. Die entstaeddthotoprodukte wurden bewusst nicht
aufgetrennt, um eine zeitnahe Analyse nach denr@#sh zu gewahrleisten und damit auch
kurzlebige Photoprodukte mit zu erfassen. Diesnistdem eingesetzten Aufbau auch gelun-

gen.

Die Messungen wurden alle im positiven Modus unddbeichen lonisationsbedingungen

durchgefuhrt, um eine universelle Methode zu erkkelit. Die Ergebnisse zeigen, dass es
auch bei den hier betrachteten Untersuchungen aibg, sinnvolle Ergebnisse zu erzielen.
Es ist jedoch sicher mdglich, die Bedingungen ziintpren, wenn eine bestimmte Substanz
untersucht werden soll, da man durch den Wechs#¢mnegativen Modus zu aussagekrafti-

geren Ergebnissen kommen kann.
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5.4 Untersuchung zur Photochemischen Stabilitat mit Hilfe
der ESR

5.4.1 EinfUhrung

Die Elektronen Spinresonanz Spektroskopie (ESRpglicht eine Aussage uUber das Vorhan-
densein von paramagnetischen Zentren. Auf Grundndsirigen minimal nachweisbaren
Konzentration von paramagnetischen Zentren vorl@aM ist die ESR besonders geeignet,
auch schon kleinste Anderungen im System hinsathtlier Bildung von ungepaarten Elekt-
ronen zu detektieren. Wie in Abbildung 62 schenshtidargestellt, wurden die Proben direkt
im Resonator von einer Lichtquelle bestrahlt, sssdas moglich war, in situ die Anderung
des Systems auf Grund der Anregung von Licht dizekerfassen. Es kann auf Spin-Sonden
verzichtet werden. Dies hat den grof3en Vorteilsdeen den durch Licht induzierten Reak-

tionen keine anderen Reaktionen ablaufen.

Probe

Resonator

Source Detektor

Lichtquelle

Abbildung 62: Schema zum Aufbau des ESR Versuches

Es wurden die Arzneistoffe Allopurinol, Amiodard@hlorpromazin, Doxycyclin, Furosemid,
Nifedipin und Simvastatin untersucht. Sie alle gelals phototoxisch oder photoallergen,
bzw. sind photosensitive Reaktionen nach Arzntigsbe als Fallbeispiele bekannt. (Gould,
Mercurio et al. 1995; Granados, Torre et al. 138&nsson, Cowen et al. 2001). Ein weiteres

Auswahlkriterium war die Einbeziehung mdglichstlereverschiedener Arzneistoffklassen.
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5.4.2 Untersuchung der paramagnetischen Eigenschaften von

Allopurinol

Obwohl Allopurinol und sein Hauptmetabolit Oxypuwirantioxidative Eigenschaften besit-
zen und es verschiedene Untersuchungen zu dendfadidereigenschaften von Allopurinol
in beschadigten Geweben gibt (Moorhouse, Grooteehl. 1987; Vifia, Gimeno et al. 2000),

wird dennoch ein phototoxischer Effekt fur Allopuoi in der Literatur postuliert.

Auf Grund dessen wurde Allopurinol auf die Bildungn Radikalen unter UVB Bestrahlung

— Allopurinol in H,O/UVB

— Allopurinol in Aceton/MeOH UVB
] —— Allopurinol in DMSO

Intensitat

T T T T T T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600
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Abbildung 63: Allopurinol ESR-Spektren-AufnahmenemUVB-Bestrahlung

in unterschiedlichen Lésungsmitteln untersucht..iDamrde Allopurinol in Wasser, Methanol
und einer Wasser/DMSO Mischung (1:1) gel6st undE®BiR-Spektrometer vermessen. Zuerst
wurde jeweils ein Spektrum der jeweiligen Probeganbmmen. Im Anschluss wurden die
verschiedenen Proben direkt in situ Uber zehn Mimddestrahlt und jede Minute ein neues
Spektrum aufgenommen. Jedoch kam es in keinemingesetzten Losungsmittel in der Zeit

zu einer Radikalbildung, siehe Abbildung 63.

In der Literatur wird beschrieben, dass man inovéme Photoinstabilitdt und Phototoxizitat
nur unter UVB, nicht aber unter UVA-Licht findet dkgas, Rivas et al.). Dies lasst sich da-
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durch erklaren, dass Allopurinol auf Grund sein&ul8ur hauptséchlich Licht im UVB-

Bereich absorbiert und nicht im UVA-Bereich. Tratrd wurde als Kontrolle eine wassrige
Probe mit UVA-Licht bestrahlt. Auch hier konnte keiRadikalbildung beobachtet werden.
Die Ergebnisse zeigen also, dass Allopurinol aligiter UVA- oder UVB-Bestrahlung in den
hier verwendeten Losungsmitteln keine Radikaledbil&ollte der phototoxische Effekt von

Allopurinol Gber Radikalbildung erfolgen, misseasahoch andere Reaktanden beteiligt sein.

5.4.3 Untersuchung der paramagnetischen Eigenschaften von Chlorp-

romazin

Chlorpromazin gehdrt zu der Gruppe der Phenotheazigbiche dafir bekannt sind, dass sie
sehr photoinstabil sind. In Gegenwart von Lichtro@&idationsmittel bildet Chlorpromazin,
wie die meisten chlorierten Phenothiazide Radika({&ocke 1996; MASTI,
SEETHARAMAPPA et al. 2002). Deshalb ist es nichtwnderlich, dass Chlorpromazin
sowohl phototoxisch wirkt als auch photoallergis€teaktionen in der Haut auslost (Epstein
1968).

In der Literatur wird beschrieben, dass es nachr8asing mit Licht zu einer Eliminierung
eines Elektrons und damit zur Radikalbildung komrkann. Die Bestrahlung mit Licht im
UVA-Bereich fuhrt zu einer Chlorabspaltung und édét sich ein Promazylradikal. Der pho-
tochemische Abbau von Chlorpromazin wurde im Kagit8.1 beschrieben.

Die Bestrahlung des Chlorpromazins erfolgte in wgses LOosung mit Hilfe einer UVA-
Lichtquelle. Bei der kontinuierlichen Bestrahlungt tdVVA-Licht Gber 10 Minuten ist bereits
nach einer Minute eine Radikalbildung zu erkenmda.maximale Radikalkonzentration wird
wéhrend der ersten und zweiten Minute nach BegerrBestrahlung erreicht. Nach drei Mi-
nuten Uberwiegt der Abbau des Radikals bereitseséiachbildung, wie man gut in Abbil-
dung 64 erkennen kann. Chlorpromazin bildet im Wésn also sehr schnell Radikale, die
ein intermedidres Produkt darstellen, da die Peaks drei Minuten wieder kleiner werden.
Auch wenn der Abfall der Kurve naherungsweise linsg darf man nicht von einer Kinetik
0. Ordnung ausgehen, da es sich um eine Mischkihatidelt. Es werden neue Radikale ge-
bildet, wahrend diese weiterreagieren. Nach Cherad. eerlauft die Radikalhydrolyse nach
einer Kinetik 2. Ordnung ab. Ebenfalls ist die Rattjenerierung endlich, da sich das Chlorp-
romazin verbraucht. Ab der fuinften Minute scheioh<in steady state innerhalb der Probe
eingestellt zu haben, was Radikalneubildung undaalbetrifft.
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Abbildung 64: Radikalbildung durch Bestrahlung
von Chlorpromazin mit Licht im UVA-Bereich

In einem weiteren Versuch wurde eine wassrige @htonazin-Losung drei Minuten lang mit
UVA-Licht bestrahlt und anschlie3end vor Lichtemasiung geschitzt. In Abbildung 65 kann
man gut erkennen, dass das Radikal sofort mit Bedér Bestrahlung gebildet wird. Jedoch
besitzt das Radikal keine lange Lebenszeit, so sietssn zwei Minuten nach Ende der Be-
strahlung keine Peaks mehr im ESR-Spektrum zu sshdnAn Hand dieser Daten kann man
erkennen, dass das gebildete Radikal eine Lebeasdan 1-2 Minuten hat. Bei der hier ge-
bildeten Radikalspezies konnte es sich um ein PrghRadikal handeln, welches zu
Promazin oder Promazinpolymeren weiterreagiert.a@so kann das Promazyl-Radikal, an
statt Dimere oder Polymere zu bilden, auch mit esd®olekilen kovalente Bindungen ein-
gehen. Es reagiert zum Beispiel in vitro leicht @ilanosinmonophosphat und kann somit
leicht zu DNA-Schéaden fuhren (Ciulla, Epling et H986).
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Abbildung 65: Chlorpromazin-Spektren wéahrend unchnder Bestrahlung mit UVA

Bei der Untersuchung von Chlorpromazin zeigt sitdr kler Vorteil des Versuchsaufbaus.
Dadurch, dass die Spektren simultan mit der Belsinghaufgenommen werden kénnen und
keine Spin-Sonden eingesetzt werden, kann die Kidetr photochemischen Radikalbildung
beobachtet werden und auch kurzlebige Radikaleedr@z sich nicht der Detektion, wenn sie

die Nachweisgrenze Uberschreiten.
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5.4.4 Untersuchung der paramagnetischen Eigenschaften von Nifedi-
pin

Nifedipin wurde auf Grund seiner schlechten Lodahin Wasser in DMSO gel6st und an-
schlieBend kontinuierlich mit einer UVA Lichtquelestrahlt. Wie man in Abbildung 66 se-
hen kann, kommt es dabei zu einer Radikalbildures Erhaltene Spektrum zeigt, dass sich
das gebildete Radikal am Stickstoff befindet, demnStickstoffatom besitzt ein magnetisches
Moment (Kernspin E 1) und es kommt zur Wechselwirkung zwischen demepaarten
Elektron und dem Kern. Dies filhrt dazu, dass siehEshergieniveaus, in Abhangigkeit von

der Kernquantenzahl aufspalten. Bei einem Sticksidikal fihrt das, wie hier zu erkennen

\ —m— Peakhohe \

Peakhdhe
| I
%

Bestrahlung UVA [min]

Abbildung 66: Nifedipin Spektren wéahrend der kontinuierlichen tBaslung mi
UVA (ein  Spektrum/Minute) inklusive  graphische Darstellung de

Peakhdhenverlaufs

(Abbildung 66), zu einem symmetrischen SpektrumdxasLinien, also drei Ubergangen.

Bei dem hier detektierten Stickstoff-Radikal hamd#th um ein Nitroxylradikal, welches
typischerweise von Nifedipin unter UV-Bestrahlungbgdet wird (Stasko, Brezova et al.

1994). An Hand des Kurvenverlaufs der Peakhthe kaam erkennen, dass sich das Radikal
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im Verlauf der 10 Minuten anreichert und im Gegénga den Untersuchungen mit Chlorp-

romazin nicht so schnell weiterreagiert bzw. edmggkere Lebensdauer hat.

Auf Basis dieser Ergebnisse wurde eine weitere émie folgt behandelt. Zuerst wurden
ESR-Spektren tber 2 min unter Ausschluss von ladfigenommen. Im Anschluss wurde die
Probe drei Minuten mit UVA-Licht bestrahlt und ahkeRend wieder vor Licht geschiitzt. In
Abbildung 67 kann man erkennen, dass unter Belightler Probe sofort die Radikalbildung
einsetzt, jedoch ist nach Aussetzen der Bestrahhmad ein kurzer Anstieg der Radikalkon-
zentration zu erkennen, auch wenn dieser deutkeiger ist als unter der Belichtung. Vier
Minuten nach Beendigung der Belichtung sinkt digiRalkonzentration abrupt ab, das Ende

der Lebenszeit scheint erreicht zu sein.

30
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Abbildung 67: Nifedipin Kinetik

5.4.5 Untersuchung der paramagnetischen Eigenschaften von Amioda-

ron

Zur Untersuchung der photochemischen Radikalbildumg Amiodaron wurde es jeweils in
DMSO und in einer Mischung Wasser/DMSO (1:1) gel@ie Lésungen wurden jeweils
kontinuierlich zehn Minuten in situ mit UVA-Lichtdstrahlt und gleichzeitig mit Hilfe der
ESR-Spektroskopie analysiert. Dabei konnte kein@uBg eines paramagnetischen Elektrons
beobachtet werden (Abbildung 68).
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. —— Amiodaron in H20/DMSO
A —— Amiodaron in DMSO
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Abbildung 68: Dargestellt sind die Uber 10 Minutrfsummierten Amiodaronspektren wéh-
rend der UVA Bestrahlung

Dies steht im Widerspruch zu der in der Literatasdhriebenen Bildung eines Arylradikals
durch Deiodierung von Amiodaron, welche ebenfalis Hife der ESR-Spektroskopie nach-
gewiesen werden konnte. Allerdings erfolgten discheebenen ESR-Untersuchungen erst
nach der Bestrahlung von Amiodaron und jeweils Amtvesenheit der Spinsonde 5,5-
Dimethylpyrrolidin-N-oxid (DMPQO) (Li and Chignell 987; Bosca and Miranda 1998;
Nicolescu, Comeau et al. 2007). Eine mogliche Ursadlir das Ausbleiben der
Arylradikalbildung konnte eine zu geringe Strahlsimgensitat der Lichtquelle sein, so dass
die zugefuhrte Energie nicht ausreichte, um eine@dderung von Amiodaron auszuldsen.
Auch darf nicht aul3er Acht gelassen werden, dasshdden Einsatz von DMPO stabilere

langlebige Radikale gebildet werden und damit eimgere Nachweisgrenze gesetzt wird.
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5.4.6 Untersuchung der paramagnetischen Eigenschaften von

Doxycyclin, Furosemid und Simvastatin

Doxycyclin, Simvastatin und Furosemid wurden ebksf@ einmal in Wasser/DMSO (1:1)
und einmal in DMSO geldst und anschlieRend GbamitOmit UVA-Licht bestrahlt. Bei kei-
ner der drei Substanzen konnte wahrend der Bestrgldine Radikalbildung mit Hilfe der
ESR-Spektroskopie nachgewiesen werden, dies stetiinklang mit den in der Literatur
vorgefundenen Ergebnissen. Die Substanzen diedseNegativ-Kontrolle, da sie sowohl
unterschiedliche chemische Strukturen als auchrsefiedliche photochemische Eigenschaf-

ten reprasentieren.
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5.4.7 Zusammenfassung

Die Untersuchungen zeigen, dass es moglich istlichénduzierte Radikalbildung direkt in
situ mittels der ESR-Spektroskopie zu erfassenaunderfolgen. Damit ist es mdglich, eine
potentielle Zellzerstérung Uber Bildung von Radékalvorherzusagen (vergleiche Abbildung
2).

Nifedipin und Chlorpromazin zeigten die zu erwadem Radikalbildungen, unterschieden
sich aber in der Radikalbildungszeit wie auch inldsbenszeit der gebildeten Radikale. Wéh-
rend Chlorpromazin schnell Radikale mit kurzer Ledsiuer bildet, konnte bei Nifedipin
eine deutlich langsamere Radikalbildung, aber deifie langere Lebensdauer des Radikals
nachgewiesen werden. Das zeigt, dass mit der higrickelten Methode eine Differenzie-
rung hinsichtlich der Aktivitdt von Arzneistoffemter Lichteinstrahlung in Bezug auf die
Radikalbildung moglich ist, desweiteren ermoglicdie Methode das Erstellen von
Reaktionskinetiken, da die Bildung des Radikals ded Zerfall direkt beobachtet werden
kénnen. Der grol3e Vorteil dieses Aufbaus ist distBélung bei gleichzeitiger spektroskopi-
scher Auswerung. Bei einer zeitlich getrennten Bésting und spektroskopischen Auswer-
tung musste man wie oben schon beschrieben Spideainsetzen und es ware nicht mehr
madglich, die entstandenen Radikale direkt zu belmeac AulRerdem ist es durch die direkte
Erfassung der Radikale mdglich, Aussagen zur Lektibn des Radikals innerhalb des Mole-
kuls zu machen, da z.B. wie bei Nifedipin gesehtokStoffradikale eine charakteristische

Dreifach-Bande ausbilden.

Allopurinol, Doxycylin, Furosemid und Simvastatirigten die erwarteten negativen Ergeb-
nisse und sicherten die Methode hinsichtlich falsokitiver Ergebnisse. Nur bei Amiodaron

konnte die postulierte Radikalbildung nicht nachigsen werden.

Zusammenfassend kann man sagen, dass es die aiteviglethode ermdglicht, Arzneistoffe

und auch andere Stoffe wie z.B. Metabolite, werenass Substanz zur Verfigung stehen, auf
Radikalbildung zu screenen. Es ist somit mogliay photosensitive Potential Gber eine Typ-
I-Reaktion vorherzusagen und einschatzen zu koraeees realisierbar ist, die Lebensdauer

der Radikale direkt zu erfassen und so Aussagendib®eaktivitaten zu tatigen.
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5.5 Untersuchung zur Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies

durch Arzneistoffe
5.5.1 Einfuhrung

Der primére Schritt eines Photosensitiziers is,Ehergie aufzunehmen und Uber einen ange-
regten Zustand weiter zu reagieren. Dieser Schuttle durch die Untersuchung der Photos-
tabilitat abgedeckt. Jedoch muss nicht jeder Asto#j der zu Photodegradation neigt, auch
phototoxisch oder photoallergen sein. Deshalb nmiske Arzneistoffe auf weitere Eigen-
schaften untersucht werden. Mit der in Kapitel Beschriebenen Methode ist es mdglich
Arzneistoffe zu identifizieren, die Uber eine TyRéaktion zu photosensitiven Hautreaktionen
fihren kdnnen.

Eine weitere Eigenschaft, die viele Moleklle mibfitoxischen oder -sensitiven Eigenschaf-
ten besitzen, ist die Bildung von reaktiven Sawdispezies (ROS) (Onoue and Tsuda 2006).
Diese ROS sind in der Lage, mit Zellmembranen agiexen und diese zu schadigen.

Daher ist der Nachweis der Bildung reaktiver Saoéfispezies durch potentielle
Photosensitizer wahrend der Bestrahlung eine winksiloglichkeit zur Vorhersage von Pho-
totoxizitat.

Auf Grund dessen sollte die HPLC-Methode so moeiftzwverden, dass ROS mitdetektiert

werden konnten.

5.5.2 Nachweis von Singulett-Sauerstoff

Im Allgemeinen geht man davon aus, dass SingukieStoff {O,) von verschiedenen
Photosensitizern (S) gebildet wird. Es wird angemam, dass sich der Singulett-Sauerstoff
durch einen Energietransfer zwischen dem angeregiptett-Zustand des Photosensitizers
(®*S) und einem Sauerstoffmolekiil im Grund- oder BtipZustand bildet (Gollnick 1968).

S+he V—»lsD—>38
’S+0, - S+'0,

Formel 5-7

Da Singulett-Sauerstoff in Losung eine sehr kurebdnszeit hat (Merkel and Kearns 1972)
kann er nicht Uber seine eigene Absorption detéktiad muss deshalbmit Hilfe eines
Surrogatparameters bestimmt werden. Daflr wurde ®lethode, die von Krafiund El

Moshni entwickelt wurde, eingesetzt (Kraland Mohsni 1978). Hierbei wird der Untergang

von p-Nitrosodimethylanilin (RNO) bei 440 nm deiekt Bei diesem Nachweis reagiert
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RNO nicht direkt mit dem Singulett-Sauerstoff, semdmit einem Intermediar Produkt aus
Imidazol und'O,. Ein annulares Peroxid [ADfiihrt zur Abnahme von RNO. Imidazol fun-
giert hierbei als selektivelO, Akzeptor (A). In Abwesenheit von RNO reagiert desns-

annulare Peroxid durch Umlagerung oder Zerfallinera Endprodukt AQ

'0,+A - [AQ,] - AQ,
[AQ,]+ RNO -~ RNO+ Produkts

Formel 5-8

5.5.2.1 Uberpriifung von RNO

Um auszuschlie3en, dass RNO bei den gewéhlten @eagen mit Licht reagiert, wurde das
Imidazol/RNO Gemisch in das ,Zwei-Saulen-Systenjiziert und mehrfach fir 10, 20 und
30 Minuten mit UVA-Licht bestrahilt.

Es wurden die gleichen chromatographischen Bediggurgewahlt, wie in Kapitel 5.2.3.1
zur Untersuchung der photochemischen StabilitatNaproxen beschrieben.

5.5.2.2 Ergebnisse zur Photostabilitdtsuntersuchung von RNO
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Abbildung 69: Photochemische Stabilitat von RNOegeidhen UVA-Licht

Wie man in der Abbildung 69 sieht, zeigt RNO undfA Bestrahlung keinerlei Photodegra-
dation und ist daher sehr gut geeignet fir die hieerorternende Fragestellung. Auf eine
Bestrahlung mit UVB kann verzichtet werden, da RR&he Strahlung in diesem Wellenlan-

genbereich absorbiert.
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5.5.3 Chromatographische Bedingungen zur Untersuchung der Bildung

von 10,

Im Allgemeinen wurden fur die jeweils getesteteamgistoffe, wenn nicht anders ausgewie-

sen, die gleichen Bedingungen gewahlt, wie skhischnitt 5.2. beschrieben sind.

5.5.4 Untersuchung von Ketoprofen hinsichtlich der Bildung von 10,

Ketoprofen wurde in Anwesenheit von RNO und Imidamowassrigen Phosphatpuffer fr 0,
1, 3, 5 und 10 Minuten mit UVA-Licht und fur 0, 50, 15 und 20 Minuten mit UVB-Licht
bestrahlt. In Abbildung 70 und Abbildung 71 ist deweils erhaltene Kurvenverlauf von
RNO dargestellt. Es ist gut zu erkennen, dass dakfiRichen von RNO sowohl unter UVA
als auch unter UVB abnehmen. Auch hier ist wiedae etarkere Abnahme unter UVB-
Belichtung vorzufinden, so sind nach 5 Minuten UBBlchtung nur noch 52% RNO vor-
handen, wahrend nach gleicher Zeit unter UVA-Bédtirag noch 65% des urspringlich inji-
zierten RNO detektierbar sind.
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Abbildung 70: Peakflachen von RNO in Abhéngigkeit 8estrahlungsdauer mit UVA-

Licht in Anwesenheit von Ketoprofen
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Abbildung 71: Peakflachen von RNO in Abhéangigket 8estrahlungsdauer mit UVB-

Licht in Anwesenheit von Ketoprofen

Dies steht im Einklang mit den gefundenen Ergelenidsei der Untersuchung von Ketopro-
fen hinsichtlich seiner Photostabilitat (5.2.2) h8c dort zeigte sich ein schnellerer Zerfall
von Ketoprofen unter UVB-Bestrahlung. Vergleichtmjadoch die Photolyse von Ketopro-
fen mit dem Zerfall von RNO, so fallt auf, dass BNO Degradation deutlich langsamer ab-
lauft. Denn nach zwei Minuten Bestrahlung ist wedager UVA noch unter UVB Ketoprofen
signifikant nachzuweisen. Dies weist darauf hirgsdaicht Ketoprofen selbst, sondern eines

seiner Photoprodukte den Singulett-Sauerstoff bilde

Zusammenfassend kann man sagen, dass sich beiedgaldung von Ketoprofen sowohl

unter UVA-als auch unter UVB-Licht Singulett-Saueftbildet und sich damit seine Photo-

toxizitat begrindet. Jedoch zeigten die Ergebnéas, dass sehr wahrscheinlich nicht Ke-
toprofen selbst toxisch wirkt, sondern eines sefti#yauprodukte.

5.5.5 Untersuchung von Naproxen hinsichtlich der Bildung von 10,

In Abbildung 72 und Abbildung 73 sind die Ergebeisier UVA- und UVB-Bestrahlung von
RNO/Imidazol in Anwesenheit von Naproxen im wassnig?hosphatpuffer dargestellt, des-
weiteren die Peakflachen&dnderungen von RNO, gemdsseder Wellenldnge 440nm gegen
die Belichtungszeit mit einer UVA und UVB-Quelle.
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—=— Naprox-ROS-UVA
Lineare Anpassung von Naprox-ROS-UVA

0,03

L

Gleichung |y=a+ b

Gewichtung _ instrumental \
Fehler der 0.1264

Summe der

001 Quadrate

Kor. R-Quadr 0,99181

Wert Standardfehle|
Schnittpunkt 0,02664  6,25002E-4
mit der Y-Ach

Counts

UVA

UVA Steigung -4,81868E-  2,52503E-5
0,00 T T T T

0 10 20 30
Bestrahlung UVA [min]

Abbildung 72: Peakflachen von RNO in Abhangigkeit 8estrahlungsdauer mit UVA-

Licht in Anwesenheit von Naproxen
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Abbildung 73: Peakflachen von RNO in Abhangigkeit Bestrahlungsdauer mit UVB-

Licht in Anwesenheit von Naproxen

Mit zunehmender Belichtungsdauer werden die erttatidPeakflachen fir RNO sowohl un-
ter UVA-, als auch unter UVB-Bestrahlung kleineali#i ist der Kurvenverlauf unter UVA-
Bestrahlung naherungsweise linear, wahrend der é¢awerlauf unter UVB-Bestrahlung
nichtlinear ist. Auf Grund dessen unterscheidem sie Steigungen der Graphen, so wird
auch unter UVB schneller mehr Singulett-Sauergeffildet. Zum Vergleich nach 10 Minu-
ten UVA-Bestrahlung betragt die Peakflache von R3@o, wahrend nach 10 Minuten UVB-
Bestrahlung die Peakflache von RNO noch 50% vonitsiten Null-Wert betragt. Ein ahn-
licher Kurvenverlauf ist auch bei der Photodegratatzon Naproxen zu sehen (5.2.3.2).
Deswegen liegt die Annahme nahe, dass sich deulsitgauerstoff direkt durch Naproxen
bildet. Im Vergleich zu Ketoprofen wird jedoch Simett-Sauerstoff langsamer gebildet, da
bestrahltes Ketoprofen einen schnelleren RNO-Abhduziert und der RNO-Abbau direkt



94 5 Ergebnisse und Diskussion

proportional zum gebildeten Singulett-SauerstdffBes steht auch im Einklang damit, dass

Ketoprofen der potentere Photosensitizer im Vechleu Naproxen gilt.

5.5.6 Untersuchung von Amiodaron hinsichtlich der Bildung von 'O,

Zur Untersuchung der Phototoxizitat von Amiodaramrae dieses in Anwesenheit von RNO
und Imidazol jeweils vier Mal fir 0, 10, 20 und BOnuten im Photoreaktor mit UVA- bzw.

UVB-Licht bestrahlt und anschlieRend chromatogragghDie Ergebnisse sind in Abbildung
74 und Abbildung 75 dargestellt. Die detektiertezallachen von Amiodaron nehmen so-

wohl unter UVA- als auch unter UVB-Belichtung wia erwarten erst stark und dann lang-

sam ab.
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Abbildung 74: Peakflachen von RNO (links) und Armaoah (rechts) in Abhangigkeit der
Bestrahlungsdauer mit UVA-Licht
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Abbildung 75: Peakflachen von RNO (links) und Armaoah (rechts) in Abhangigkeit der
Bestrahlungsdauer mit UVB-Licht
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Die Peakflachen fir RNO hingegen zeigen sowohl nmwésenheit von Amiodaron unter

UVA-, als auch unter UVB-Bestrahlung keine sigraifiiten Veranderungen.

Das heil3t, dass Amiodaron, obwohl es gewisse simeil¢ Ahnlichkeiten mit Ketoprofen und
Naproxen aufweist, dennoch keinen  Singulett-Saoi#érst bildet und eine
benzophenonahnliche Grundstruktur nicht immer zugdett-Sauerstoff-Bildung unter
Lichteinfluss fiihrt. Die nicht vorhandene Bildungn/'O, heif3t aber nicht, dass Amiodaron
nicht auch phototoxisch sein kann, da die Bilduog O, nur ein méglicher chemischer
Reaktionsweg zur Phototoxizitat ist (Vergleich 2)1.

5.5.7 Untersuchung von Diclofenac hinsichtlich der Bildung von 10,

Diclofenac wurde in Anwesenheit von RNO und Imidanehrfach far 0, 3, 5, 7, 10 und 15
Minuten online mit UVA- und UVB-Licht bestrahlt. BiKonzentration von RNO wurde nach
der chromatographischen Auftrennung bei 440 nmktieté Die so erhaltenen Peakflachen
sind in Abbildung 76 und Abbildung 77 dargestellt.
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Abbildung 76: Peakflachen von RNO in Abhangigkeit Bestrahlungsdauer mit UVA-
Licht in Anwesenheit von Diclofenac
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Abbildung 77: Peakflachen von RNO in Abhangigkeit Bestrahlungsdauer mit UVB-
Licht in Anwesenheit von Diclofenac

Die detektierten Peakflachen von RNO nehmen erdtaofe der Bestrahlungsdauer ab. So-
wohl unter UVA- als auch unter UVB-Belichtung bitdgich zunéchst ein Plateau aus und
nach einer initialen Bestrahlung beginnt der Ablvan RNO. Hierbei ist die Plateauphase
unter UVB-Bestrahlung deutlich kirzer als unter UBAstrahlung. Da Diclofenac sowohl
unter UVA- als auch unter UVB-Bestrahlung sofortofutytisch abgebaut wird, lasst sich

daraus schliel3en, dass erst ein Abbauprodukt vaof®nac den Singulett-Sauerstoff bildet.

Fur Diclofenac lasst sich also genau wie fur dielée anderen untersuchten NSAIDs Napro-
xen und Ketoprofen eine Bildung von Singulett-Satgdf aufzeigen und somit das phototo-
xische Potential dieser Substanzen nachweisen. Qlalle drei strukturverwandt sind, zei-

gen sie doch Unterschiede hinsichtlich der Bildgegshwindigkeit voriO,.

5.5.8 Untersuchung von Hydrochlorothiazid hinsichtlich der Bildung

von 10,

Hydrochlorothiazid ist als photosentiver Arzneistoékannt und wurde ebenfalls mit Hilfe
von RNO auf die Bildung von Singulett-Sauerstoftaraucht. Hierfir wurde HCT in Anwe-
senheit von RNO und Imidazol jeweils viermal fir3);5; 7,5 und 10 Minuten mit UVA bzw.
0; 1; 2; 3; 5 und 7,5 Minuten mit UVB-Licht besthalDie kiirzeren Bestrahlungsintervalle
wurden fur UVB deshalb ausgewahlt, weil die vorgen Untersuchungen ergaben, dass HCT

schneller photolytisch unter UVB-Bestahlung abgelard.
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Abbildung 78: Peakflachen von RNO in Abhangigkeit Bestrahlungsdauer mit UVA-
Licht in Anwesenheit von HCT
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Abbildung 79: Peakflachen von RNO in Abhéangigket 8estrahlungsdauer mit UVB-
Licht in Anwesenheit von HCT

An Hand der erzielten Ergebnisse kann man sehes, @azu keiner signifikanten Anderung
der RNO Konzentration kommt. Das heif3t, HCT bilkeinen Singulett-Sauerstoff. Die pho-
tochemischen Reaktionen mussen ahnlich wie bei Aanan Uber einen anderen Weg ablau-

fen.

5.5.9 Untersuchung von Furosemid hinsichtlich der Bildung von 'O,

Das Diuretikum Furosemid wurde in Anwesenheit va(Rund Imidazol jeweils vier Mal
fur 0; 1; 3; 5; 7,5 und 10 Minuten mit UVA- und dog dazu fur O; 1; 3; 5 und 7,5 Minuten
mit UVB-Licht bestrahlt. Die Bestrahlung unter UMRurde verkurzt, da die vorherigen Er-
gebnisse zeigten, dass Furosemid unter UVB-Besinghginer schnelleren Photodegradation

unterliegt.
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In der Abbildung 80 sind die kinetischen VerlautRNO und Furosemid gegen die Belich-
tungsdauer dargestellt. Obwohl Furosemid eineregitigen Photodegradation unterliegt, sind
keine deutlichen Unterschiede in den RNO-Konzeioinah zu sehen. Allerdings scheint es
einen leichten Abfall zu geben. Deshalb wurden eveitUntersuchungen unternommen, in
denen die Bestrahlungsdauer verlangert wurde. Salevkurosemid in Anwesenheit von
RNO/Imidazol vier Mal fur 0, 10, 15, 20, 25 und Bithuten im Photoreaktor mit UVB-Licht
und analog dazu fur 0, 5, 10, 15 und 20 MinutenUiA-Licht bestrahlt.
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Abbildung 80: Peakflachen von RNO (rot) und Furoskfechwarz) in Abhangigkeit der
Bestrahlungsdauer mit UVA (links) bzw. UVB-Liche@hts)
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Abbildung 81: Peakflachen von RNO in Anwesenheit Forosemid in Abhéangigkeit der
Bestrahlungsdauer mit UVA (links) bzw. UVB-Liche@hts)

Wie man in Abbildung 81 sehen kann, fuhrt die Belimgsverlangerung des Gemisches da-
zu, dass man einen deutlichen Abfall an RNO nacteveikann. Wéahrend unter UVA-
Bestrahlung der RNO-Gehalt anndhernd linear vetflkommt es unter UVB-Bestrahlung zu
einer exponentiellen Abnahme von RNO. Die verz@edtngulett-Sauerstoff-Produktion

lasst sich auf der einen Seite damit erklaren, dassSingulett-Sauerstoff nicht wie in 4.3.3
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postuliert, direkt aus Furosemid, sondern ersteanem spateren Photoprodukt von Furose-

mid, gebildet wird.

Desweiteren hat der Sauerstoffgehalt der Probenestegken Einfluss auf die Reaktionsge-
schwindigkeit der Singulett-Sauerstoffbildung, davehl Furosemid, als auch der Sauerstoff
an der Reaktionskinetik beteiligt sind, so dassuwiterschiedlicher Kurvenverlauf auch auf

einen unterschiedlichen Sauerstoffgehalt der Praheickzufiihren sein kann.

5.5.10 Untersuchung von Doxycyclin hinsichtlich der Bildung von 'O,

Doxycyclin wurde, wie die anderen Arzneistoffe Anwesenheit von RNO zur Bestimmung
der Singulett-Saustoffbildung jeweils viermal mdrierenden Bestrahlungszeiten mit UVA
und UVB-Strahlung belichtet. Die erhaltenen Ergebaisind in Abbildung 82 dargestellt.
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Abbildung 82: Peakflachen von RNO in Abhangigkeit Bestrahlungsdauer mit UVA-
(links) bzw. UVB-Licht (rechts) in Anwesenheit v@oxycyclin

Doxycyclin als potenter Photosensitizer zeigt dalene kontinuierliche Singulett-
Sauerstoffbildung, sowohl unter UVA- als auch unté&vB-Bestrahlung. In diesem Fall
scheint die Singulett-Sauerstoffbildung direkt mdém Doxycyclinuntergang zu korrelieren.
Aul3erdem zeigt sich, wie auch schon bei den vauh&rsuchten Arzneistoffen, je nachdem
in welchem Spektralbereich der jeweilige Arzneistatht starker absorbiert, dass die Bil-
dung von'O, bei Energiezufuhr in diesem Wellenlangenbereiérkst ist, sofern der Arznei-

stoff in der Lage istO, zu bilden.

5.5.11 Untersuchung von Simvastatin hinsichtlich der Bildung von 10,

Fur Simvastatin sind in der Literatur nur Patiebegpiele fur phototoxische Hautreaktionen
beschrieben. Eine mdgliche Ursache sucht man viiehelbeswegen ist die Untersuchung
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auf eine mogliche Singulett-Sauerstoffbildung bei Bestrahlung von Simvastatin von Inte-

resse.

Simvastatin wurde jeweils vier Mal in AnwesenheinvRNO/Imidazol fur 0; 5; 7,5 und 10
Minuten mit UVA- und UVB-Licht im Photoreaktor onk bestrahlt und anschliel3end
chromatographisch aufgetrennt und detektiert. Dierbaltenen Peakflachen fir RNO sind in
Abbildung 83 dargestellt. Es konnte keine SingeBsttierstoffbildung festgestellt werden.
Das heil3t, eine mdgliche phototoxische Reaktion Sonvastatin muss Uber einen anderen
Weg ablaufen. Allerdings darf nicht vergessen werddass Simvastatin im Korper
verstoffwechselt wird und ein Metabolit von Simast die Ursache fiir die gefundenen pho-

totoxischen Reaktionen bei der Einnahme von Sinatiassein kann.

0,025 E’/.\E/ i 0,025 - %\E/E\}

0,020 4

[~=— Simvastatin-RNO-UVA_ | 0,020

[—=— Simvastatin-RNO-UVB |

0,015 0,015

Counts
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0,005 - 0,005

0,000 T T T T T T 0,000 T T T T T T
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
Bestrahlung UVA (min) Bestrahlung UVB (min)

Abbildung 83: Peakflachen von RNO in Abhangigket 8estrahlungsdauer mit UVA

(links) bzw. UVB-Licht (rechts) in Anwesenheit v@imvastatin

5.5.12 Untersuchung von Nifedipin hinsichtlich der Bildung von 0,

Nifedipin gehdrt zur Gruppe der Calcium-Antagonistend findet Einsatz in der Therapie
von Bluthochdruck (Henry 1980). Es ist sowohl im dage, Strahlung im UVA- als auch im
UVB Bereich zu absorbieren und ist daflir bekanagsdes leicht einer Photolyse unterliegt,
wenn es Licht < 420nm ausgesetzt wird. Einige [eaitiite flhrten dazu, dass das
Committee of Safety of Medicines (UK) Nifedipin aisdglichen Photosensitizer einstufte
(Gibbs, Traynor et al. 1992). Dass Nifedipin Ratkkproduziert, wurde schon in Kapitel

5.4.4 beschrieben. Hier soll die Bildung von SimgtiSauerstoff nachgewiesen werden.
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5.5.12.1 Chromatographische Bedingungen zur Untersuchung von Nifedipin

Als analytisches System kam fir Nifedipin das ,Séaudlen-System* zum Einsatz. Wahrend
der Belichtung im wassrigen Phosphatpuffer wurdeFdess jeweils fir die Dauer der Be-
strahlung angehalten. Der wassrigen Phase wurdgztich 1% Tetramethylamoniumchlorid
zugesetzt. Die chromatographische Auftrennung wumateHilfe eines Wasser/Acetonitril

Gradienten realisiert.

Zeit 0 3 10 13 18

Pumpel (Iml/min) Puffer 100 100 65 65 0

Tetramethylamoniumchlorid
%

Acetonitril % 0 0 35 35 100

Tabelle 13: Gradientenprofil fir die Untersuchurmg Wifedipin

5.5.12.2 Ergebnisse der Untersuchung von Nifedipin hinsichtlich der Bildung

von 10,

Nifedipin wurde in Anwesenheit von RNO jeweils vidal fur 0, 1, 2, 3 und 4 Minuten mit
UVA-Licht bestrahlt, analog wurden Versuche mit UNEBht durchgefiihrt. Die Bestrah-
lungszeiten waren hier 0; 0,5; 1; 2; 3 und 4 MinutBie Ergebnisse sind in Abbildung 84
dargestellt. Nicht dargestellt ist der Konzentnasicerlauf von Nifedipin, da bereits nach einer
Minute Bestrahlung kein Nifedipin mehr nachzuweisg#nWie auch schon bei den Untersu-
chungen der Radikalbildung von Nifedipin unter lLighfluss findet man eine schnelle Pho-
tolyse von Nifedipin. Die Ergebnisse in Bezug aig Bildung von Singulett-Sauerstoff zei-
gen Unterschiede je nach Wellenlangenspektrum degesrahlten Lichtes. So ist keine
RNO-Degradation unter UVA-Bestrahlung wiederzufindedhrend es zu einem naherungs-
weisen linearen Abbau von RNO unter UVB-Bestrahlkagimt. Dies weist darauf hin, dass
eines der Photoprodukte von Nifedipin den SingtBettierstoff bildet und dies nur unter
UVB-Belichtung.

Fur Nifedipin kann man zusammenfassend sagen, dassowohl Uber die Singulett-
Sauerstoff-, als auch Uber die Radikalbildung pbetsibilisierende Hautreaktionen verursa-

chen kann.
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Abbildung 84: Peakflachen von RNO in Abhangigket 8estrahlungsdauer mit UVA
(links) bzw. UVB-Licht (rechts) in Anwesenheit véiifedipin

5.5.13 Untersuchung von Lercarnidipin hinsichtlich der Bildung von
102
Lercarnidipin ist ein Calciumkanalblocker der dait Generation und besitzt genauso wie
Nifedipin ein 1,4-Dihydropyridin-Grundgerust. Desyem liegt die Annahme nahe, dass es

sich ahnlich wie Nifedipin verhalt. Charakteristisitir Lercarnidipin ist die Seitenkette, wel-

che die lipophilen Eigenschaften von Lercarnidipgeinflusst.

5.5.13.1 Chromatographische Bedingungen zur Untersuchung von

Lercarnidipin

Die chromatographischen Bedingungen sind auf GaderdStrukturverwandtschaft die glei-
chen wie bei Nifedipin (5.5.12.1).

5.5.13.2 Ergebnisse zur Untersuchung von Lercarnidipin hinsichtlich der Bil-

dung von *0;

Lercarnidipin wurde jeweils viermal fur 0, 1, 3uBd 7 Minuten mit UVA-Licht bestrahlt und
analog dazu 0, 10, 30, 60 und 120 Sekunden mit UMBt. Die erhaltenen Ergebnisse sind
in Abbildung 85 und Abbildung 86 dargestellt.
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Abbildung 85: Peakflachen von RNO (links) und Lenidipin (rechts) in Abhangigkeit
der Bestrahlungsdauer mit UVA-Licht
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Abbildung 86: Peakflachen von RNO (links) und Lenidipin (rechts) in Abhangigkeit
der Bestrahlungsdauer mit UVB-Licht

Lercarnidipin zeigt unter UVB-Bestrahlung einen rselleren photolytischen Abbau als unter
UVA-Bestrahlung. So sind nach 60 Sekunden unter UBéBtrahlung nur noch ca. 52%
Lercarnidipin vorhanden, wéahrend nach gleicher WB#strahlung noch ca. 71% zu finden
sind. Im Vergleich zu Nifedipin reagiert Lercadiuoh etwas trager gegenuber Licht, jedoch
unterliegt es immer noch einer schnellen Photolise Modifikation der Seitenkette hat also
auf die photochemischen Eigenschaften nur einenggar bis keinen Einfluss. So ist es auch
nicht verwunderlich, dass Lercarnidipin auch ahmicErgebnisse in der Singulett-
Sauerstoffproduktion zeigt wie Nifedipin. Auch iseine 'O,- Bildung unter UVA-
Einstrahlung zu finden, wahrend sich bei UVB-Besirag'O, bildet.

Diese Ergebnisse bestatigen firr Nifedipin, dassseiter Photoprodukte dé@, bildet, denn
auch bei Lercarnidipin finden wir nur unter UVB emUntergang von RNO. Die Bildung

von 'O, direkt aus Lercarnidipin scheidet auf Grund desaehe aus, dass Lercarnidipin und
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Nifedipin in der Lage sind, Licht im UVA-Bereich absorbiererDa beide Arzneistoffe sehr
ahnliche Ergebnisse zeigen, kann man davon ausgetess das 1,4-Dihydropyridin-
Grundgeriist nicht nur fiir die hohe Lichtempfindkieft, sondern auch fiir di®©, -Bildung
essentiell ist. Wenn man Untersuchungen von Ondtieinbezieht, ist diéO, nur bei 4-(2-
nitrophenyl)-1,4-dihydropyridinen zu finden (Onoulgarashi et al. 2008). Onoue untersuchte
verschiedene 1,4-Dihydropyridin-Derivate und konnight bei allen Stoffen eine Singulett-
Sauerstoffproduktion finden, sondern nur bei 4-{dphenyl)-1,4-dihydropyridinen. Aller-
dings verknupfte er die gefundenen Ergebnisse mithten vorhandenen chemischen Struk-

turgrundgerusten.
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5.5.14 Alternativer Nachweis flir Singulett-Sauerstoff mit Hilfe von FFA

Neben RNO kann auch Furfurylalkohol (FFA) zur Bestiung von'O, im wassrigen Medi-
um benutzt werden. Es findet vor allem EinsatzBestimmung vortO, in der Oberflachen-
wasser-Analytik (Haag and Hoigne 1986). FFA sollDemnklen stabil sein und nur einen sehr

geringen Untergang unter Lichteinfluss zeigen.

Im Wassrigen kann der durét, verursachte oxidative Untergang von FFA nach Haad)

Hoigne mit folgender Gleichung beschrieben werden:
'0, + FFA™ - Produkte
5-9

Die Untersuchungen mit FFA sollen als QuervergleisgtRNO dienen und eine Einschatzung
hinsichtlich der Anwendbarkeit von FFA und RNO geb&uf Grund dieser Zielstellung wur-
den die drei Arzneistoffe Ketoprofen, Naproxen udidlofenac mit Hilfe von FFA auf ihre
'0,-Bildung untersucht. Alle drei Arzneistoffe zeigtenit RNO positive Ergebnisse mit ver-

schiedenen Kinetikverlaufen.

5.5.14.1 Chromatographische Bedingungen der Untersuchung zur Bildung
von 10, mit Hilfe von FFA

Die chromatographischen Bedingungen der Untersiughzunder Bildung vortO, mit Hilfe
von FFA als Trapping-Agent waren fir alle untergaahArzneistoffe gleich. So wurde wieder
das ,Ein-Saulen-System* eingesetzt und die Bestrghbeschah im wassrigen Phosphatpuf-
fer. Zur chromatographischen Auftrennung wurde e&assriger Phosphatpuffer/ACN-
Gradient eingesetzt. FFA wurde mit Hilfe des DAR$ 220 nm detektiert.

Zeit 0 4 8 13 18
Pumpel (1ml/min) Puffer % 100 100 75 45 45
Acetonitril % 0 0 25 55 55

Tabelle 14: Gradientenprofil fiir die Untersuchung Bildung von'O, mit Hilfe von FFA



106 5 Ergebnisse und Diskussion

5.5.14.2 Ergebnisse zur Photostabilitdtsuntersuchung von FFA

FFA wird als stabil im Dunklen beschrieben, allag$i sind unterschiedliche Ergebnisse hin-
sichtlich seiner Photostabilitat publiziert wordéfaag and Hoigne 1986; Xia, Li et al. 2009).
Auf Grund dessen wurde FFA jeweils viermal fur §537,5 und 10 Minuten mit UVA- und
UVB-Licht bestrahlt.
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Abbildung 87: Photochemische Stabilitdt von FFAagggen UVA- (links) und
UVB(rechts)-Licht

Die erhaltenen Peakflachen in Abhangigkeit von Blestrahlungsdauer von FFA sind in Ab-
bildung 87 dargestellt. Dem Verlauf ist zu entnehpraass es zu keinem signifikanten Abfall
der FFA-Konzentration kommt. Allerdings ist ein ida abfallender Trend der Kurve sowohl

unter UVA-, als auch unter UVB-Bestrahlung zu erkem

5.5.14.3 Untersuchung zur lichtinduzierten Bildung von O, durch Ketoprofen
mit Hilfe von FFA

Ketoprofen wurde in Anwesenheit von FFA viermal iWA- und UVB-Licht im Photoreak-
tor bestrahlt und anschlieRend chromatographieet.sD erhaltenen Ergebnisse sind in Abbil-
dung 88 und Abbildung 89 dargestellt. Dabei zeigieh ahnliche Ergebnisse wie bei der Un-
tersuchung auf Singulett-Sauerstoffbildung mit &lifon RNO. FFA nimmt unter UVA-
Bestrahlung von Ketoprofen nur gering ab, wahresdueter UVB-Bestrahlung zu einem
deutlich schnelleretO, vermittelten Zerfall von FFA kommt. Wie auch scHuei den Ketop-
rofen Untersuchungen mit RNO setzt di@, erst ein, wenn Ketoprofen schon komplett

photolytisch zersetzt ist.
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Abbildung 88: Peakflachen von FFA (schwarz) unddgetdfen (rot) in Abhangigkeit der
Bestrahlungsdauer mit UVA-Licht
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Abbildung 89: Peakflachen von FFA (schwarz) unddgebfen (rot) in Abhangigkeit von
der Bestrahlungsdauer mit UVB-Licht
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5.5.14.4 Untersuchung zur lichtinduzierten Bildung von 0, durch Naproxen
mit Hilfe von FFA

s FFA-Naprox-UVA —=— FFA-Naprox-UVB

Counts
o o
& 8
/ /
——
Counts
o o
8 f

’ ’ Bestr:hlung U\/A6 (min) ’ . : ’ ’ 4Bestra6t1lur1g iJ\/B (;fin) . . *
Abbildung 90: Peakflachen von FFA in Abhangigkeshwder Bestrahlungsdauer in Anwe-
senheit von Naproxen (links UVA-Licht; rechts UVBeht)

Naproxen wurde in Anwesenheit von FFA online im ®heaktor fur 0; 5; 7,5 und 10 Minu-
ten mit UVA-Licht bestrahlt und fur O; 5; 7,5; 102 und 15 Minuten mit UVB-Licht. Die
detektierten Peakflachen fur FFA sind in Abbild@®dargestellt. Hierbei wurden, wie auch
schon bei Ketoprofen, wieder vergleichbare Ergedengefunden wie bei der Untersuchung
der Singulett-Sauerstoffbildung mit Hilfe von RN®.5.5). Wieder zeigt sich eine starkere
0, Bildung unter UVB-Bestrahlung, die Kurvenverlauimd ebenfalls vergleichbar zwi-
schen RNO und FFA.

5.5.14.5 Untersuchung zur lichtinduzierten Bildung von 'O, durch Diclofenac
mit Hilfe von FFA

Diclofenac zeigte bei der Untersuchung mit RNO #Bildung einen verzogerten Abbau.
So konnte erst eink, Bildung unter UVA nach 7,5 Minuten und bei UVB haftinf Minu-
ten gefunden werden. Auf Grund dessen sollte mit iiéch einmal di¢O, Bildung bei kiir-
zerer Bestrahlungsdauer untersucht werden. Hiertiide Diclofenac jeweils viermal in An-
wesenheit von FFA fur 0; 3; 5; 7,5 und 10 Minuteih bVA-Licht und analog dazu fur 0, 1,
2, 3 und 5 Minuten mit UVB-Licht bestrahilt.



5 Ergebnisse und Diskussion 109

—8— FFA-Diclo-UVB
3500000 —s— FFA-Diclo-UVA 2200000

2000000
3000000 '/
b 1800000 -
2500000 / 1600000 - -
— 1400000 D

2000000 < 1200000
§ 1000000
o

Counts

1500000
800000

1000000 - 600000

400000
500000

200000

o T T T T T T 0 T T T T T T
0 2 4 6 8 10 0 1 2 3 4 5
Bestrahlung UVA (min) Bestrahlung UVB (min)

Abbildung 91: : Peakflachen von FFA in Abhangigkeaih der Bestrahlungsdauer in An-
wesenheit von Diclofenac (Diclo) (links UVA-Lichtechts UVB-Licht)

Der Peakflachenverlauf unter Bestrahlung fir FRAinsAbbildung 91 dargestellt, hierbei
zeigen sich ahnliche Ergebnisse, wie schon mit Rj¢@nden. So kommt es unter UVA-
Bestrahlung von Diclofenac nur zu einer gerind@s Bildung. Die Peakflichen von FFA
bleiben nach einem initialen Abfall sogar stabihtér UVB-Bestrahlung kommt es ebenfalls
zu keiner starkefO, Bildung. Es ist zwar ein Trend im Abfall der FFAoKzentration zu se-
hen, im Vergleich aber zu den FFA-Kinetiken von Ne@n und Ketoprofen, unter Bestrah-
lung ist dieser allerdings sehr gering. Diese Wntelhungen zeigen, dass Diclofenac nur im
geringen Mafe in der Lage D, zu bilden und somit nur tber andere Wege photsobii
wirken kann (vergleiche Seite 8 Abbildung 2).
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5.5.15 Nachweis von Superoxid Anionenradikalen

Nicht nur Singulett-Sauerstoff als reaktive Saudfspezies spielt eine grol3e Rolle bei der
Photosensitization des Typ Il, sondern auch Supeérarionenradikale (@°). Diese werden

gebildet durch den Energietransfer von angeregtetoBensitizern auf molekularen Sauer-
stoff. Jene Superoxid-Anionenradikale sind danrdén Lage, zellulare Schaden Uber ver-

schiedene Reaktionswege auszulosen (Pathak anidl9&h).

Abbildung 92: Nitroblau-Tetrazoliumchlorid

Eine Madglichkeit, die Superoxid Radikale nachzuweis sind Reaktionen mit Nitro-
substituierten Aromaten, wie zum Beispiel Nitrobleetrazoliumchlorid (NBT). NBT kann
durch einen Ein-Elektron-Transfer von, Oreduziert werden. Die Reduktion vom Dikation
NBT?* zum Diformazan geschieht {iber zwei Reaktionssehi&ls erstes wird ein NBT
Radikal gebildet, welches (iber DisproportionieragNBT>* und Monoformazan (NBTH

reagiert.
NBT* +0," - NBT" +0,
NBT™ + NBT" O 7 — NBTH' + NBT%

5-10
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Monoformazan (NBTH) ist ein stabiles Intermediar und besitzt ein Ap§ionsmaximum bei
530 nm. Die Weiterreduktion des Monoformazan fi#ut Bildung Diformazan (NBTH),
dieses kann dann bei 560nm detektiert werden (Yaapé Fridovich 2001).

NBT" +0O," O - NBTH" +0,
NBT™ + NBT" O M ~ NBTH* + NBTH,

5-11

5.5.16 Auswahl der Arzneistoffe sowie chromatographische Bedingun-

gen bei deren Test auf O,

Es wurden nicht alle Arzneistoffe, die auf Singtseauerstoff-Bildung getestet wurden, eben-
falls auf Q"-Bildung getestet, sondern nur eine Auswahl an gistoffen, um das Prinzip zu
zeigen. Als Modellsubstanzen wurden Ketoprofen, riiggn, Amiodaron, Furosemid, Diclo-
fenac und Doxycyclin gewahlt. Die ausgewahlten &igtoffe bilden alle auf3er Amiodaron
0,", so dass die Untersuchungen zur Systemiberprigfeeignet sind(Costanzo, Guidi et al.
1989; Onoue and Tsuda 2006).

5.5.16.1 Chromatographische Bedingungen der Untersuchung zur Bildung

von O5°

Die chromatographischen Bedingungen zur Untersuglaudi mégliche lichtinduzierte O
Bildung waren fur alle untersuchten Arzneistoffeigh. Es wurde das ,Ein-Saulen-System*
verwendet und dem wassrigen Phosphatpuffer 1% metreyammoniumchlorid zugesetzt,
damit NBT als lonenpaar chromatographiert werdennnk® Die verwendeten
chromatographischen Bedingungen sind in Tabelldar§estellt. NBTHwurde bei 560 nm
detektiert. Wahrend der Belichtung im wassrigengphatpuffer wurde der Fluss jeweils fur

die Dauer der Bestrahlung angehalten.

Zeit 0 3 10 13 18

Pumpel (1ml/min) Puffer 100 100 65 65 0

Tetramethylamoniumchlorid
%

Acetonitril % 0 0 35 35 100

Tabelle 15: Gradientenprofil fiir die Untersuchung Bildung von @~
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5.5.16.2 Untersuchung zur lichtinduzierten Bildung von O, durch Ketopro-

fen

Ketoprofen wurde in Anwesenheit von NBT jeweilsndal fir 5, 10, 15 und 20 Minuten
mit UVA- und analog dazu fir 0, 5, 10 und 15 Minutait UVB-Licht bestrahlt. Dabei pro-
duzierte Ketoprofen sowohl unter UVA- als auch utt¥B-Bestrahlung @ (Abbildung 93).
Die O;"-Bildung geschieht unter UVB- deutlich schnelles ahter UVA-Bestrahlung, ahnlich
wie bei den gefunden Ergebnisse der Singulett-Stafélildung. Auffallig ist, dass die £-
Bildung unter UVA-Bestrahlung bis 15 Minuten nahegsweise linear verlauft und dann
wieder leicht abféllt. Dies lasst darauf schliel3@ass das gebildete NB%iHicht stabil ist.
AuRerdem sind starke Schwankungen in der NBBHdung und damit @-Bildung zu se-
hen. Unter UVB-Bestrahlung entsteht deutlich sdiendD,”, so ist nach 5 Minuten schon ein
hoherer Wert an NBTH erreicht als der Mittelwert nach 15 Minuten UVAdB@ahlung, aller-
dings stagniert die NBTHBildung danach.
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Abbildung 93: Peakflachen von NBTh Abhéngigkeit der Bestrahlungsdauer mit UVA
(links) bzw. UVB-Licht (rechts) in Anwesenheit véetoprofen
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5.5.16.3 Untersuchung zur lichtinduzierten Bildung von O, durch Naproxen
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Abbildung 94: Peakflachen von NBTEh Abhéngigkeit der Bestrahlungsdauer mit UVA-
(links) bzw. UVB-Licht (rechts) in Anwesenheit vdfaproxen

In Abbildung 94 sind die erhaltenen Peakflachen N&T H, durch die Bestrahlung von NBT
in Anwesenheit von Naproxen mit UVA- und UVB-Lictargestellt. Wie auch bei Ketopro-
fen wurde jede Bestrahlung vier Mal durchgefiihiie Bildung von Q" verlauft unter UVA-
und UVB-Bestrahlung sehr ahnlich. So kommt es hisBestrahlungsdauer von 7,5 Minuten
zu einem anndhernd linearen Anstieg, danach konsmkue einem Abfall der NBTH
Konzentration. Dies bestatigt die Annahme, dass MiBdicht stabil ist. Im Vergleich mit
Ketoprofen bildet Naproxen deutlich schneller utitler Q°, wie man an Hand der unter-
schiedlichen Anstiege der jeweiligen NBFKurven sehen kann. Das heil3t im Umkehr-
schluss auch, dass zumindestens in diesen beidiem Bée G -Bildung nicht mit der'O,-
Bildung direkt korreliert. Da Ketoprofen starké, bildet als Naproxen (Vergleiche 5.5.4 und
5.5.5).

5.5.16.4 Untersuchung zur lichtinduzierten Bildung von O, durch Amioda-

ron

Da Amiodaron nur unter UVBO,-Bildung zeigte (5.5.6), wurde Amiodaron nur mit BV
Licht bestrahlt. Dabei konnte keine signifikantéddng von NBTH gefunden werden. Auch
wenn es gelegentlich zu einem detektierbaren Sigaal, ist dies kein Beleg dafir, dass
Amiodaron Q~ bildet. Dies steht auch im Einklang mit den bisodaublizierten Ergebnissen

der photochemischen Eigenschaften von Amiodaron.
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Abbildung 95: Peakflachen von NBTEh Abhéngigkeit der Bestrahlungsdauer mit UVB-

Strahlung in Anwesenheit von Amiodaron

Die geringe Bildung von NBTkmuss auch nicht durch,Obedingt sein, denn die Reduktion
von NBT ist nicht @" exklusiv. Auch andere Substanzen die ein Elekiitmgrtragen, konnen

zu einem NBT-Radikal fihren.

5.5.16.5 Untersuchung zur lichtinduzierten Bildung von O, durch Diclofenac

Diclofenac wurde viermal fur 0; 5; 10; 15 und 20nuien mit UVA-Licht, bzw. O0; 3; 5; 7,5
und 10 Minuten mit UVB-Licht bestrahlt. Die so elteaen Ergebnisse sind in Abbildung 96

dargestellt.
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Abbildung 96: Peakflachen von NBTEh Abhéngigkeit der Bestrahlungsdauer mit UVA-
(links) bzw. UVB-Licht (rechts) in Anwesenheit v@iclofenac
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Die gefundenen Ergebnisse weisen Ahnlichkeitendenit erhaltenen Kurven fiir NBGidnter
Ketoprofen-Bestrahlung auf. So findet man unter LB#strahlung einen stetigen Anstieg,
der nach einem Maximum nach 15 Minuten wieder &bf&Bhrend unter UVB-Bestrahlung
bereits nach viel kiirzerer Zeit( hier nach drei idan) bereits ein Maximum erreicht ist. Da-
nach scheint sich ein Gleichgewicht einzustelleapnmvman weiterhin davon ausgeht, dass
NBTH; instabil ist. Das dies so ist, l&sst sich auclidand der steigenden Streuung der Mit-

telwerte mit zunehmender Zeit ablesen.

5.5.16.6 Untersuchung zur lichtinduzierten Bildung von O, durch Furosemid

In Abbildung 97 sind dierhaltenen Ergebnisse fiir die mehrfache Bestralxigvon Furo-
semid in Anwesenheit von NBT dargestellt. Dabeirkernsowohl unter UVA- als auch unter
UVB-Bestrahlung eine Bildung von NBBHind damit @ gefunden werden. Wie auch schon
bei den vorher untersuchten Arzneistoffen ist digllig von Q* unter UVB-Bestrahlung

schneller, auRerdem fallt die Kurve nach Erreicki@es Maximums wieder ab.
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Abbildung 97: Peakflachen von NBTEkh Abhéngigkeit der Bestrahlungsdauer mit UVA-
(links) bzw. UVB-Licht (rechts) in Anwesenheit véiurosemid

5.5.16.7 Untersuchung zur lichtinduzierten Bildung von O, durch Doxycyclin

Ahnlich wie bei Amiodaron wurde Doxycyclin nur mitvB-Licht bestrahlt. Die mehrfache
Bestrahlung von Doxycyclin mit UVB-Licht in Anwesesit von NBT fur 0; 1; 3; 5 und 7,5
Minuten fuhrte nicht zum Nachweis von, Qdurch die Reduktion von NBT zu NBEHDes-

wegen wurde auf einen Bestrahlung mit UVA-Lichtaiehtet. In Abbildung 98 sind als Kon-
trolle die gefundenen Peakflachen fur Doxycyclimgeéstellt. Unter den gewdahlten Bedin-

gungen kommt es zwar zur Photolyse von Doxycydiase scheint aber nicht zur Bildung
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von Q" zu fihren, auch wenn unter &hnlichen Bedingungee 8ildung von’O, bei

Doxycyclin gefunden wurde.
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Abbildung 98: Peakflachen von Doxycyclin in Abh&gigeit der Bestrahlungsdauer mit
UVB-Strahlung in Anwesenheit von NBT
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5.5.17 Zusammenfassung der Untersuchungen zur Bildung von ROS

von Arzneistoffen unter Lichteinfluss

Mit den entwickelten Methoden ist es moglich, dhstptoxische Potential von Arzneistoffen
Uber den Reaktionsweg der Bildung von ReaktiveneB&doff Spezies nachzuweisen. So
konnte mit Hilfe von RNO und FFA die Bildung vo®, verfolgt werden. Anhand der jewei-
ligen Zerfallskurve kann man Rickschlisse auf déek® des phototoxischen Potentials zie-
hen. Denn je mehr ROS pro Zeiteinheit gebildet werdlesto gré3er die Gefahr der Zell-
schadigung. Diese Annahme wird auch dadurch bgst&teil die potenten Photosensitizer
wie Ketoprofen, Furosemid und Doxycyclin die stéeksROS-Bildungen zeigen. Aul3erdem
ist es moglich, auf Grund der gefundenen Kineti#enArzneistoffe und deren Photoproduk-
te Aussagen zu machen, ob der Arzneistoff sélbsproduziert oder eines seiner Photopro-
dukte. Dies ist bei dem Nachweis auf @icht ohne weiteres mdoglich, da NBT,Hvelches
detektiert wird, nicht direkt mit & reagiert, sondern erst Uber mehrere Zwischenmakii
gebildet wird (5.5.15).

Im Allgemeinen ist festzustellen, dass es mit Hilée@ NBT mdoglich ist, die Bildung von O
nachzuweisen und zu verfolgen, allerdings sindVdiganzen innerhalb der einzelnen Mess-
punkte sehr grol3, so dass man nur einen Trend ahsm&ann. Generell konnte kein direkter
Zusammenhang zwisché®,-Bildung und Q"-Bildung gefunden werden. So zeigte Ketop-
rofen zum Beispiel eine starket®,-Bildung als Naproxen, wahrend Naproxen wiederum
eine starkere g-Bildung zeigte. Alle untersuchten Arzneistoffee dD,” bildeten, waren
ebenfalls in der LagéQ, zu bilden, allerdings kann man auf Grund der ggnnStichpro-
benmenge keine zuverlassige Aussage Uber eine l&iore zwischen den beiden ROS ma-

chen.

Durch den Einsatz von FFA und RNO konnten die Engefe zur'O,-Bildung gegenseitig
bestatigt werden. Jedoch ist RNO FFA Uberlegeresdaei 440 nm detektiert werden kann
versus 220 nm bei FFA und damit selektiver ist. Beeite und gewichtigere Vorteil von
RNO gegentiber FFA ist, dass es keine Photodegoadgégeniber der eingesetzten Strah-
lung zeigt, wahrend FFA einer leichten Photolyseetiegt.

Durch die angewendeten Methoden kann das photaxiBokential von Substanzen Gber ROS
abgeschatzt werden.In Kombination mit der entwigkelESR-Methode zur lichtinduzierten
Radikalbildung von Substanzen ist der Groliteil deiglichen Reaktionswege hin zur
photosensitven Hautreaktion abgedeckt. Nur ein iddgi Energietransfer vom

Photosensitizer hin zu Biomolekilen kann so niafasst werden (Vergleich Abbildung 2:
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Schematische Darstellung Uber die mdglichen Readivege hin zur Photosensitivitat
(Moore 2002)).
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5.6 Untersuchung des photochemischen Einflusses von

Photosensitzer auf Biomolekiile
5.6.1 Einfuhrung

Mit den in den vorherigen Kapiteln beschriebeneriidden sollte es mdglich sein, die Reak-
tionswege Uber reaktive Sauerstoffspezies und alisldhe Reaktionswege von Substanzen
hin zu photosensitiven Hautreaktionen vorherzusagéardings ist es auch méglich, dass
der Photosensitizer direkt Uber EnergietransferBiotmolekilen reagiert. Auf Grund dessen
sollten ausgewahlte, als phototoxisch bekanntet8nbsn in Anwesenheit von Proteinen mit
Licht angeregt werden, um eine mogliche ReaktionBiamolekilen zu beobachten.

5.6.2 Calcitonin als Beispiel-Biomolekdil

Calcitonin gehort zur Gruppe der Peptidhormone wird in der Schilddriise gebildet. Zum
Einsatz kam das handelsibliche Calcitonin vom LacBsalcitonin greift in den
Calciumstoffwechsel ein und ist ein Peptidhormasms dus einer Kette von 32 Aminosauren
besteht. Es wurde als Beispiel-Biomolekul ausgetyé@la es im menschlichen Korper vor-
kommt. Es ist ein Polypeptid, das auch Uber DidbHiicken verfigt und damit durch Redox-

reaktionen angreifbar ist.

5.6.3 Photostabilitat von Calcitonin

Zur Uberprufung der Photostabilitat wurde Calcitoith wassrigen Phosphatpuffer pH 7,2
sowohl mit UVA- als auch mit UVB-Licht bestrahltu#z Einsatz kam das ,Zwei-Saulen-
System“. Um eine optimale Trennung zu gewéahrlejstende dem wéassrigen Phosphatpuffer
0,5% Trifluoressigséaure (TFA) zugesetzt. Wie autdtos bei den vorherigen Untersuchungen
wurde der Fluss fur die Bestrahlung gestoppt. Naohr Anreicherungszeit von vier Minuten
auf der ersten Saule wurde Calcitonin Uber die tv&aule mittels eines Gradienten
chromatographiert und bei 214 nm ausgewertet. Dibsthode kam bei allen Untersuchun-

gen mit Calcitonin zur Anwendung.
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Zeit [min] 0 4 17 30
Pumpe 1 (1 ml/min) Puffer % 100 100 100 100
Pumpe 2 (1 ml/min) (Puffer +0,5% 97 97 70 55

TFA) %

Acetonitril % 3 10 35 45

Tabelle 16: Gradienten und Schaltprofil zur Untelaing von Calcitonin

Calcitonin wurde fur 0, 5, 10 und 15 Minuten mit ANicht und fur 0, 5, 10 und 20 Minuten
mit UVB-Licht bestrahlt. Die erhaltenen Ergebnissed in Abbildung 99 dargestellt. Wah-
rend es bei der Bestrahlung mit UVB-Licht zu keinerkennbaren Abbau von Calcitonin
kommt, kommt es nur zu einem leichten Anstieg deakiflachen auf Grund der schon disku-
tieren Diffusionsvorgange im Photoreaktor in Abhighkgit zur Zeit. So ist ein initialer Abfall
von Calcitonin nach funf Minuten Bestrahlung zuesghallerdings kommt es zu keiner weite-
ren Abnahme mit steigender Bestrahlungsdauer.
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Abbildung 99: Peakflachen von Calcitonin in Abh&ggiit der Bestrahlungsdauer (links
UVA-Licht; rechts UVB-Licht)

Da Calcitonin durch UVB-Licht gar nicht und durciVAkLicht nur gering beeinflusst wurde,

wird es als Testbiomolekil verwendet. Zum NachwileisReaktion von Calcitonin mit einem
Photosensitizer, muss der Kurvenverlauf unter U\@stBahlung signifikant verschieden zu
dem dargestellten Verlauf in Abbildung 99 sein.
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5.6.4 Bestrahlung von Ketoprofen in Anwesenheit von Calcitonin

Ketoprofen, welches sowohl in der Lage ist, Singubauerstoff als auch Superoxid
Anionenradikale unter Lichteinwirkung zu bilden, nda in Anwesenheit von Calcitonin fir
0; 0,5; 1 und 2 Minuten mit UVA-Licht bestrahlt. ©erhaltenen Peakflachen fir Calcitonin
sind in Abbildung 100 dargestellt.
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Abbildung 100: Peakflachen von Calcitonin in Abhigskgit der Bestrahlungsdauer mit

UVA-Licht in Anwesenheit von Ketoprofen

Wie man am Verlauf der Konzentrationskurve von @aten sehen kann, ist Ketoprofen bzw.
eines seiner Photoprodukte in der Lage, Calcitanzugreifen und unter Lichteinfluss abzu-
bauen. So sind nach einer Minute Bestrahlung nah k3% Calcitonin wiederzufinden und

nach einer Bestrahlungsdauer von 2 Minuten nur 2@ék.

5.6.5 Bestrahlung von Naproxen in Anwesenheit von Calcitonin

Naproxen zeigte genau wie Ketoprofen in den vodgasggen Untersuchungen unter Licht-
einfluss sowohl Singulett-Sauerstoff als auch SoxadrAnionenradikale. Allerdings unter-
schieden sich beide NSAIDs in ihren jeweiligen Kiken, sowohl in ihrer Bildung an ROS

als auch in ihrer Photostabilitat.

Naproxen wurde fur 0, 10 und 15 Minuten mit UVA-hicund fir 0, 5, 10 und 15 Minuten
mit UVB-Licht in Anwesenheit von Calcitonin besttah

Wie man in Abbildung 101 sehen kann, kam es un¥k-Binfluss zu keiner deutlichen Ab-
nahme von Calcitonin, wahrend es unter UVB-Einflagseiner kontinuierlichen Abnahme

von Calcitonin kam.
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Abbildung 101: Peakflachen von Calcitonin in Abhighkegit der Bestrahlungsdauer mit UVA-
Licht (links) und UVB-Licht (rechts) in Anwesenh&ibn Naproxen

Naproxen ist also genau wie Ketoprofen unter Licliliess in der Lage, Calcitonin abzubau-

en, jedoch zeigte sich nur unter UVB Einfluss ebbau und er ist deutlich schwécher ausge-
pragt als bei Ketoprofen. Dies deckt sich mit degelbnissen aus der Untersuchung auf ROS-
Bildung. So bildet auch dort Ketoprofen deutlichseller und starker reaktive Sauerstoffspe-

zies. Es ist also davon auszugehen, dass die legristen ROS Calcitonin angreifen.

5.6.6 Bestrahlung von Diclofenac in Anwesenheit von Calcitonin

Diclofenac wurde in Anwesenheit von Calcitonin flir 20, 30, 60 und 180 Sekunden mit
UVA-Licht und fir 15, 30, 45 und 60 Sekunden mit Bicht bestrahlt.
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Abbildung 102: Peakflachen von Calcitonin in Abh@kgit von der Bestrahlungsdauer
mit UVA-Licht (links) und UVB-Licht (rechts) in Anwsenheit von Diclofenac
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Wie man an Hand der dargestellten Peakflachen \aoitGnin in Abbildung 103 erkennen
kann, wird Calcitonin sowohl unter UVB- als auchamJVA-Licht vom angeregten Diclofe-
nac oder einem seiner Photoprodukte abgebaut. Deaugeschieht unter UVB-Einwirkung
deutlich schneller als unter UVA-Licht. Dies |asgth damit erklaren, dass, wie die vorheri-

gen Ergebnisse zeigen, Diclofenac durch UVB-Lid¢atkser angeregt wird.

5.6.7 Bestrahlung von Nifedipin in Anwesenheit von Calcitonin

Im Gegensatz zu den vorher untersuchten Arznegstdfildet Nifedipin unter Lichteinfluss
nicht nur ROS, sondern auch Radikale. Von dahexustrwarten, dass es zu anderen Ergeb-
nissen kommt als bei den bisher untersuchten Asuarféen. Hierzu wurde Nifedipin in Ge-
genwart von Calcitonin fur 0, 3, 5 und 7,5 Minutait UVA-Licht und fur 0, 15, 30, 60 und
120 Sekunden mit UVB-Licht bestrahlt. Die erhalteggebnisse fir Calcitonin sind in Ab-
bildung 104 dargestellt.
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Abbildung 103: Peakflachen von Calcitonin in Abhigskgit von der Bestrahlungsdauer
mit UVA-Licht (links) und UVB-Licht (rechts) in Anwsenheit von Nifedipin

Unter UVA-Bestrahlung kommt es zu einem nur genm@dbau von Calcitonin, der nicht
aussagekréaftig ist, wenn man bedenkt, dass Caicitanter alleiniger UVA-Bestrahlung
ebenfalls eine leichte Abnahme zeigte. Ein and&is ergibt sich jedoch unter UVB-
Bestrahlung. Hier wird Calcitonin in Anwesenheiinvidifedipin sehr rasch abgebaut. So sind
nach 30 Sekunden bereits nur noch ca. 57% urspectiegl Calcitonin wiederzufinden und
nach 60 Sekunden Bestrahlung nur noch 38%. Da alieevigen Ergebnisse zeigten, dass
Nifedipin unter UVA-Licht-Anregung ein Radikal biéd und es nur unter UVB-Licht zur

ROS-Bildung bei Nifedipin kommt, liegt der Schlusshe, dass Calcitonin vor allem durch
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die ROS angegriffen wird. Bei einem Radikal verglith Abbau misste sich ansonsten eben-

falls eine starke Verringerung der Peakflache féici@onin unter UVA-Bestrahlung zeigen.

5.6.8 Bestrahlung von Doxycyclin in Anwesenheit von Calcitonin

Doxycyclin wurde in Anwesenheit von Calcitonin fQir5, 10, 15 und 20 Minuten mit UVA-
Licht bestrahlt. Dabei zeigte sich, wie in Abbildudi04 dargestellt, dass Calcitonin vom
durch Licht angeregten Doxycycin nicht beeinflussiw
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Abbildung 104: Peakflachen von Calcitonin in Abhigskgit von der Bestrahlungsdauer
mit UVA-Licht in Anwesenheit von Doxycyclin

Da Doxycyclin ein sehr potenter Photosensitizer hsif3t dies im Umkehrschluss, dass ein
negatives oder schwaches Ergebnis bei der Untarsgctes lichtinduzierten Angriffs auf

Calcitonin nicht gleichzusetzten ist mit einem micbrhanden phototoxischen Potential.

5.6.9 Bestrahlung von HCT in Anwesenheit von Calcitonin

Hydrochlorothiazid (HCT) kann auf verschiedene Weagge Photosensitizer wirken, auf der
einen Seite Uber das freie Radikal und zum Anddtenh Bildung von Singulett-Sauerstoft.
Auch zeigten Untersuchungen von Schroder 2006, Id&S5in der Lage ist, Tryptophan an-
zugreifen. Bei der Bestrahlung von HCT mit UVA-Liah Anwesenheit von Calcitonin lief3
sich dieses Ergebnis bestatigen.
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Abbildung 105: Peakflachen von Calcitonin in Abhigskgit von der Bestrahlungsdauer
mit UVA-Licht in Anwesenheit von HCT

So kann man in Abbildung 105 sehen, dass Calcitonitrzunehmender Bestrahlungsdauer

abnimmt. Ob dieser Abbau radikalvermittelt oderotiuden gebildetefO, verursacht wird,
lasst sich daraus nicht schliel3en.
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5.6.10 Zusammenfassung der Untersuchungen des photochemischen

Einflusses von Photosensitzern auf Biomolekile

Es konnte nachgewiesen werden, dass die als pkistciio geltenden Arzneistoffe mit
Calcitonin reagieren. Dabei zeigten vor allem drerkistoffe einen starken vermittelten Ab-
bau von Calcitonin, die eine starke ROS-Bildunggtasi. Das durch Licht induzierte, aus
Nifedipin gebildete Radikal scheint keinen Einflum#f Calcitonin zu haben. So erfolgt der
Abbau von Calcitonin vor allem durch Redoxreaktmit den reaktiven Sauerstoffspezies.
Daher ist Calcitonin zur Testung auf photochemisEidlisse durch Photosensitizer zwar
geeignet, aber wie der Versuch mit Doxycyclin ggizehat, reagieren nicht alle
Photosensitizer mit Calcitonin, so dass es zu liat@gativen Ergebnissen kommen kann. Die
Bestrahlung in Anwesenheit von Calcitonin kann aism eine Ergdnzung zu den anderen
Verfahren sein und reicht allein nicht aus.
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6 Zusammenfassung

Das Ziel dieser Arbeit, dass photochemische Veghalbn Arzneistoffen gegentber Licht und
das damit verbundene photosensibilisierende Patentitels instrumenteller Methoden ein-

zuschatzen, wurde erfolgreich erreicht.

Dies geschah mit Hilfe der Weiterentwicklung eihestehenden HPLC-Methode. So ist es
jetzt moglich die Bildung von ROS bei der onlinesBahlung von Arzneistoffen mittels ver-
schiedener Surrogat-Parameter zu detektieren umedkenetik zu erstellen. Die Bildung von
Singulett-Sauerstoff unter Lichteinfluss wurde Hilfe von FFA und RNO an verschiedenen
Arzneistoffen untersucht, dabei zeigten Ketoprofamrosemid und Doxycyclin die starksten
0,-Bildungen. Dariiber hinaus ist es mit der erstelfethode moglich festzustellen, ob der
0, direkt vom Arzneistoff gebildet wird oder erst veinem seiner Photoprodukte. Die Bil-

dung von Superoxidanionen wurde mit Hilfe von NBjeefalls online nachgewiesen.

Damit ist man in der Lage ein photosensibilisieem&otential eines Arzneistoffes tUber eine
Typ-1I-Reaktion nach Foote vorhersagen zu kdnnan.dih photosensibilisierendes Potential
eines Arzneistoffes Uber eine Typ-l-Reaktion voshgen zu konnen, wurde eine ESR-
Methode entwickelt, indem der Arzneistoff in-sitestrahlt und simultan ein Spektrum aufge-
nommen wurde. Anhand der untersuchten Arzneistadfente gezeigt werden, dass es mdg-
lich ist eine Radikalbildung verursacht durch Lizlatdetektieren und tber die Zeit zu verfol-
gen. Damit kénnen Aussagen Uber die Reaktivitat Lettensdauer der gebildeten Radikale
getroffen werden. Auf3erdem ist man in der Lage eteldieren, an welchem Atom sich das
Radikal gebildet hat. Folglich ist es mdglich zuaracheiden, ob ein Arzneistoff Gber eine

Typ-I- oder Typ-lI-Reaktion phototoxisch wirkt odengar Gber beide Reaktionswege.

Ergénzend zu diesen Ergebnissen wurde das Verrdstepestrahlten Arzneistoffe gegentber
Biomolekulen untersucht, als Modellmolekil wurddd@anin verwendet. Dabei zeigte sich,

dass vor allem die Arzneistoffe die auch Uber @nsgepragte ROS-Bildung verfligen, einen
starken Abbau von Calcitonin verursachen. Festilestevar auch, dass nicht alle bekannten

Photosensitizer, wie unter anderem Doxycyclin, eiBbau von Calcitonin verursachen.

Durch das Kombinieren des Photoreaktors mit ein€@rEISI-TOF-System war es mdglich
entstandene Photoprodukte nachzuweisen und tedvireider Literatur beschriebene Photo-
produkte zuzuordnen. Ausgehend von diesen Ergebmigsrspricht eine Weiterentwicklung
der Methode hingehend zum Einsatz eines MS-MS Datekiel Potential, da damit sowohl

die Nachweisgrenzen herabgesetzt werden wirdeesasich moglich ist die neugebildeten
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Photoprodukte zu identifizieren und so Photorealstieege fir verschiedene Substanzen zu

erstellen.

Zusammenfassend kann man sagen, dass im \ordergiem@ntwickelten Methode ein

Screening auf photoxisches oder photoallergenesnRal von Arzneistoffen oder anderen
Substanzen steht. Durch die Nutzung dieser Scrgévathode ist es moglich bereits bei der
Entwicklung neuer Arzneistoffe ein phototoxischekerophotoallergenes Potential vorherzu-
sagen und dariber hinaus auch tber deren photostiemi Wirkungsmechanismus Aussagen

zu tatigen.
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7 Summary

The aim of this work to evaluate the photochemhsathavior of drugs and their associated

photosensitizing potential by instrumental methads successfully achieved.

In this investigation, an HPLC method was develppddch makes it possible to determinate
reactive oxygen species generated from photoirtedlidrugs. This was achieved by using
various surrogate parameters to detect and crestids for the reactive oxygen species. The
formation of singlet oxygen under the influencdigiit was studied with the help of FFA and

RNO to various drugs. In the process ketoprofemsiemide and doxycycline showed the
strongestO, formation. Furthermore, it is possible to deternivith this method whether the

10, is formed directly by the drug or by one of itopsproducts. The formation of superoxide

was detected using NBT.

The described method allows predicting the photsitiga/phototoxic potential of a drug
through a type Il reaction. In order to predict gf®tosensitizing potential of a drug through
a type | reaction an electron paramagnetic res@arethod was developed. In the developed
method, the drug was irradiated during simultanespectrum recordings. The result of the
drug investigations showed, that it is possiblelétect light-induced free radical formation
over the time, thus, giving insights into the reatt and durability of the radicals formed.
Moreover, it is possible to determine the posi@bnvhich the free radical is formed. Accord-
ingly, it is possible to distinguish whether a drnegcts phototoxic via a type | or type Il reac-

tion.

In addition to these results, the behavior ofatatl drugs in presence of biomolecules has
been studied. Calcitonin has been used as a mauletuate. It was found that especially the

drugs which also showed a pronounced formatioractive oxygen species, lead to a degra-
dation of calcitonin. Not all tested photosensitizesuch as doxycycline, showed a degrada-

tion of calcitonin.

By combining the photoreactor with an LC-ESI-TOFstgyn, resulting photoproducts were

determined. These photoproducts could partiallgdsegned to the photodegradation products
described in the literature. The results promisertner development of the method using an
MS-MS detector to have a lot of potential, sincéhbthe detection limit is reduced, and it is

also possible to identify the newly formed photajurcts. Therefore, it should be possible to
create photo-reaction pathways.
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The main purpose of the developed method is theesarg of the photosensitive and photo-
toxic potential of drugs and other substances. dgindhe use of this screening method, it will
be possible to predict the phototoxic or photogltepotential of pharmaceutical substances
in early stage of development. Furthermore, statésnabout the photochemical mechanism

of the drug can be made.
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8.1 Chemikalien

Aceton

Acetonitril

Acetonitril

Allopurinol

Amiodaron

Calcitonin

Cetirizin
Chlorpromazinhydrochlorid
Diclofenac-Natrium
Doxycyclin

Eisen(ll)sulfat Heptahydrat
Eisen(lIl)sulfat

Ethanol

Furfurylalkohol
Furosemid
Hydrochlorothiazid
Imidazol

Insulin
Kaliumchlorid-Lésung 3M
Ketoprofen

Lercarnidipin

Loratadin

Methanol

Methanol

Naproxen
Natriumhydroxid
Nifedipin

o-Phenanthrolin-Hydrochlorid

Oxalsaure-Dihydrat
Phosphorsaure 85%
p-Nitrosodimethylanilin
Pufferlosung pH 2,00
Pufferlosung pH 4,00
Pufferlosung pH 7,00
Salzséure 32%
Schwefelsaure
Simvastatin

Fluka
VWR
Fisher Chemical
Aluid-Pharma
Aluid-Pharma
Merck
Aluid-Pharma
RodlebenPharma
Caelo
Aluid-Pharma
Merck
Merck
Fluka
Merck
Aluid-Pharma
Fagron
Merck
Merck
Fluka, Buchs (Schweiz)
Berlin-Chemie
Berlin-Chemie
Aluid-Pharma
VWR
Fisher Chemical
Berlin-Chemie
Fluka
Bayer
Fluka
Merck
Fluka
Merck
Mettler Toledo,iBiach
Mettler Toledo, Steinbach
Mettler Toledo, Steinbach
Merck, Darmstadt
Merck
Aluid-Pharma
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8.2 Chromatographische Systeme

8.2.1 Ein-Saulen-System

Interface: D-7000 Interface (Merck/ Hitachi)
Pumpe 1: L-6200A Intelligent Pump (Merck/ Hitachi)
Detektor: L-4500 Diode-Array Detektor

8.2.2 Zwei-Saulen-System

Interface: D-7000 Interface (Merck/ Hitachi)

Pumpe 1: L-6200A Intelligent Pump (Merck/ Hitachi)
Pumpe 2: L-6200A Intelligent Pump (Merck/ Hitachi)
Detektor: L-4500 Diode-Array Detektor

8.2.3 Saulenschaltung

Die Saulenschaltung setzt sich zusammen aus zwBpit0Schaltventilen (Modell E36-230,
VICI AG Valco International), die in einen Jet S&ne |l Plus Saulenofen integriert sind. Das
Umschalten der Ventile erfolgte vollautomatisch Hhiitfe des Interface und der Software der
HPLC-Anlage.

8.2.4 LC-MS-System
Die Proben wurden mit einem Agilent 6210 ESI-TO#gjlént Technologies, Santa

Clara, CA, USA, gemessen. Die Sprayspannung bdti\g Das Desolvatisierungsgas wurde
auf 15 psi (1 bar) gesetzt. Die Skimmer-SpannuntigiQé5V, die des Fragmentors 200V.

8.3 Chromatographische Saulen

Phenomenex AqU¥, RP 18, 30 x 4,6mm, 5um

Phenomenex Onyx monolythic C18 50 x 4,6 mm
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8.4 Photoreaktor

Der Photoreaktor besteht aus folgenden Einzelteilen

Aluminiumrohre (Lange 50 cm, Durchmesser 12 cm)
2 Kunststoffaufsatze gewinkelt
Heizllfter der Firma ewt Clima 341 S

Temperaturfiihler (Conrad Elektronik)

Die Reaktionsschleife besteht aus gehackeltenellef® m x 0,254 mm
Lampen: Waldmann PUVA 8 Watt (288 mm)
Waldmann UV 21 8 Watt (288 mm)

Die Lampen wurden durch eine Schrankunterbaule&k¥eder Firma Conrad betrieben.

(eo1rnansigs

Abbildung 106: Skizze des Photoreaktors
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8.5 Weiter Gerite
Analysenwaage Satorius BP 221 S
Eppendorf Research Kolbenhubpippete 0,5 pl-10 pl
Eppendorf Research Kolbenhubpippete 200 pl-1000 ul
Eppendorf Pipettenspitze
Digital pH Meter pH 525
pH-Einstabmesskette Typ-Nr. N 6280

LaboStaV

8.6 Darstellung der Probeléosungen

8.6.1 Bestimmung der Strahlungsintensitat

Sartorius
Eppendorf-Netheler-Hinz
Eppendorf-Netheler-Hinz

Eppendorf-Netheliaz
WTW
Schott Gerat

Siemens

Zur Bestimmung der Strahlungsintensitat wurdendotle Lésungen hergestellt:

1) 0,12% Phenantrolin-Lésung

60mg o-Phenantrolin wurden in 60 ml Reinstwasskisge

2) 1 M NaAcetat-Losung

186,08g Natrimactetat wurden in 1L Reinstwasseigel

3) Fe(ll)-Lésung (6x10GM)
54mg Oxalséaure
250,7 mg Eisen(lIl)sulfat
10 ml 0,05 M Schwefelséure
Ad 100 ml Reinstwasser

4) Fe(ll)-Losung (4x10M)
11,128 mg Eisen(ll)sulfat
10 ml 0,05 M Schwefelséure

ad 100 ml Reinstwasser

Die Bestrahlung der Fe(ll)-Losung erfolgte im Dutaks. Hierzu wurden 20ul der Probe in

das System injiziert undt bestrahlt. Nach Passage des Photoreaktors wigderabe in ei-

nem 2,0 ml Kolben aufgefangen und jeweils 500u2@Phenantrolin-Lésung und 500ul 1

M NaAcetat-Losung hinzugegeben. AnschlielBend wulideProbe auf 2,0 ml mit Wasser
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aufgefullt. Nach einer Wartezeit von 15 Minuten deidie Probe jeweils dreimal bei 511 nm

photometrisch vermessen.

Mit Hilfe der Fe(ll)sulfat-L6sung, der 0,12% Phetratin-L6sung und 1 M NaAcetat-Losung

wurde eine Kalibrierungsgerade erstellt.

8.6.2 Untersuchung der Photostabilitat

Darstellung der verschiedenen Probeldsungen:

Ketoprofen 150pg/ml in wassrigem Phosphatpuffer
Naproxen 66,61g/ml in wassrigem Phosphatpuffer
Amiodaron 300upg/ml in wassrigem Phosphatpuffer
Diclofenac 400ug/ml in wassrigem Phosphatpuffer
Hydrochlorothiazid 30pg/ml in wassrigem Phosphdgyuf
Furosemid 30pg/ml in wassrigem Phosphatpuffer
Doxycyclin 250pg/ml in - wassrigem Phosphatpuffer;

angel6st in verdinnter HCI, pH-Wert der
Probelosung wurde am Ende auf 7,2 einge-

stellt.

Simvastatin 300pg/ml in  wassrigem Phosphatpuffer;

angelost in Acetonitril

H1-Antihistaminika 668ug/ml Cetirizin in wassrigeRhosphat-
puffer; angel6st in Methanol

110pg/ml Loratadin in wassrigem Phosphat-
puffer; angel6st in Methanol

Allopurinol 25ug/ml in wassrigem Phosphatpuffer
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8.6.3 Untersuchung der photochemischen Stabilitat mit Hilfe der LC-
MS

Darstellung der verschiedenen Probeldsungen:

Ketoprofen 50ug/ml in Wasser

Naproxen 25ug/ml in Wasser

Amiodaron 5 pg/mlin Wasser

Diclofenac 100pg/ml in Wasser

Furosemid 50pug/ml in Wasser

Nifedipin 50ug/ml in Wasser; angeldst in Aceton
Chlorpromazin 10pg/ml in Wasser

8.6.4 Untersuchung zur Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies mit
Hilfe von RNO

Darstellung der verschiedenen Probelésungen:

Ketoprofen 150pg/ml Ketoprofen + 100uM RNO +
100uM Imidazol in wéassrigem Phosphatpuf-
fer

Naproxen 66,61g/ml Naproxen + 50uM RNO + 50uM

Imidazol in wassrigem Phosphatpuffer

Amiodaron 300pg/ml Amiodaron + 100uM RNO +
100uM Imidazol in wéassrigem Phosphatpuf-
fer

Diclofenac 400ug/ml Diclofenac + 150uM RNO +
150uM Imidazol in wéassrigem Phosphatpuf-
fer

Hydrochlorothiazid 30pg/ml HCT + 100pM RNO + 100uM

Imidazol in wassrigem Phosphatpuffer
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Furosemid 40pg/ml + 100uM RNO + 100puM Imidazol

in wassrigem Phosphatpuffer

Doxycyclin 250ug/ml Doxycyclin + 150uM RNO +
150uM Imidazol in wéassrigem Phosphatpuf-
fer; Doxycyclin angel6st in verdinnter HCI,
pH-Wert der Probelésung wurde am Ende

auf 7,2 eingestellt.

Simvastatin 300pg/ml Simvastatin + 50uM RNO +
50uM Imidazol in wassrigem Phosphatpuf-

fer; angeldst in Acetonitril

Nifedipin 180ug/ml Nifedipin+ 25uM RNO + 25uM
Imidazol in Wasser; Nifedipin angeldst in
Aceton

Lercarnidipin 200pg/ml Lercarnidipin + 12,5uM RNO +

12,5uM Imidazol in Wasser
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8.6.5 Nachweis von Superoxid Anionenradikalen

Darstellung der verschiedenen Probelésungen:

Ketoprofen

Naproxen

Amiodaron

Diclofenac

Furosemid

Doxycyclin

150ug/ml Ketoprofen + 582,66 pg/ml NBT
in wassrigem Phosphatpuffer

60ug/ml Naproxen in + 582,66 pug/ml NBT
wassrigem Phosphatpuffer

300ug/ml in wassrigem Phosphatpuffer

200pg/ml Diclofenac + 582,66 pg/ml NBIT i

wassrigem Phosphatpuffer

120pg/ml Furosemid + 582,66 pg/ml NBT in
wassrigem Phosphatpuffer

500ug/ml Doxycyclin + 582,66 pg/ml NBT
in wassrigem Phosphatpuffer; angel6st in
verdunnter HCI, pH-Wert der Probeldsung

wurde am Ende auf 7,2 eingestellt.
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8.6.6 Alternativer Nachweis flr Singulett-Sauerstoff mit Hilfe von FFA

Darstellung der verschiedenen Probelésungen:

Furfurylalkohol (FFA) 3,3ul/ml in Wasser

Ketoprofen 100pg/ml Ketoprofen + 3,3ul/ml FFA in
wassrigem Phosphatpuffer

Naproxen 100pg/ml Naproxen + 3,3ul/ml FFA in wass-
rigem Phosphatpuffer

Diclofenac 100pg/ml Diclofenac + 3,3ul/ml FFA in
wassrigem Phosphatpuffer

8.6.7 Untersuchung des photochemischen Einflusses von

Photosensitzer auf Biomolekdlle

Darstellung der verschiedenen Probeldsungen:

Calcitonin 0,1 mg/ml Calcitonin in wassrigem Phos-
phatpuffer
Ketoprofen 75ug/ml Ketoprofen + 175ug/ml Calcitonin

in wassrigem Phosphatpuffer

Naproxen 50ug/ml Naproxen + 100ug/ml Calcitonin in

wassrigem Phosphatpuffer

Diclofenac 400ug/ml Diclofenac + 200ug/ml Calcitoni

in wassrigem Phosphatpuffer

Hydrochlorothiazid 50pg/ml HCT + 200upg/ml Calcitoniin

wassrigem Phosphatpuffer

Doxycyclin 250pg/ml + 100pg/ml Calcitonin in wassri
gem Phosphatpuffer; Doxycyclin angel6st in

verdunnter HCI, pH-Wert der Probeldsung



140 8 Experimenteller Teil

wurde am Ende auf 7,2 eingestellt.

Nifedipin 200pg/ml Nifedipin+ 300pg/ml Calcitonin i
wassrigem Phosphatpuffer; Nifedipin

angelost in Aceton

8.7 Phosphatpuffer

Der Phosphatpuffer wurde hergestellt, indem zu 90Reinstwasser 0,490g konzentrierte
Phosphorsaure 85% hinzugegeben wurde. Anschlie@ande der pH-Wert mit Hilfe einer
0,5 mol/L Natriumhydroxid-Losung mittels einer Gdéektrode auf pH 7,2 eingestellt und auf

1000,0 ml mit Reinstwasser aufgefllt.
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10 Anhang

Spektrum der Standardsonne nach COLIPA (KorperpflE@05) inklusive der Umrechnung

von der Bestrahlungsstarke [uWcm -2nm -1 ] in déoténenflux [Es s -2 cm -2nm -1 |
(Parlar 2000)

Wellenlange

Bestrahlungsstarke

Photonenflux

Wellenlange

Bestrahlungsstarke

Photonenflux

[Ess-2cm-2nm -

[Ess-2cm-2nm -

[nm] [UWem -2nm -1 ] 1] [nm] [UWWem -2nm -1] |1]
290 3,09E-04 7,49E-16 346 53,4 1,54E-10
292 0,00285 6,95E-15 348 53,7 1,56E-10
294 0,0292 7,17E-14 350 55,9 1,63E-10
296 0,128 3,17E-13 352 58,9 1,73E-10
298 0,337 8,39E-13 354 61,3 1,81E-10
300 0,864 2,17E-12 356 60,6 1,80E-10
302 0,236 5,95E-13 358 53,8 1,61E-10
304 4,35 1,10E-11 360 56,4 1,70E-10
306 7,19 1,84E-11 362 60 1,81E-10
308 9,68 2,49E-11 364 64,8 1,97E-10
310 13,4 3,47E-11 366 71,8 2,20E-10
312 17,5 4,56E-11 368 76,2 2,34E-10
314 21,3 5,59E-11 370 76,6 2,37E-10
316 24,3 6,42E-11 372 75 2,33E-10
318 27,9 7,41E-11 374 66,1 2,07E-10
320 314 8,39E-11 376 66,6 2,09E-10
322 33,2 8,93E-11 378 74,6 2,36E-10
324 36,1 9,77E-11 380 75,4 2,39E-10
326 44,5 1,21E-10 382 64,2 2,05E-10
328 50,1 1,37E-10 384 58,5 1,88E-10
330 53,2 1,47E-10 386 62,6 2,02E-10
332 53,3 1,48E-10 388 67,2 2,18E-10
334 52,3 1,46E-10 390 75,7 2,47E-10
336 50,4 1,41E-10 392 71,6 2,34E-10
338 49,9 1,41E-10 394 65,5 2,16E-10
340 53,9 1,53E-10 396 68,1 2,25E-10
342 55,9 1,60E-10 398 80,1 2,66E-10
344 53,5 1,54E-10 400 101 3,38E-10
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