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S DISKUSSION

Alle Photosensibilisatoren bilden reaktive Sauerstoffspezies in der Form von 'O, oder auch
Radikale, die fiir die Wirkung der PDT verantwortlich sind. Vor kurzem wurde auch der
qualitative Nachweis der Bildung von 'O, durch Photosensibilisatoren in vivo erbracht'™.
Somit besteht prinzipiell die Moglichkeit, die Effektivitit der PDT anhand der

Quantifizierung der gebildeten ROS zu messen.

Die physikalische Methode der Lumineszenzdetektion kann 'O, anhand der Emission eines
Lichtquants und mit der Wellenldnge von 1270 nm hochspezifisch nachweisen. Dieses
Verfahren liefert allerdings keine direkten Erkenntnisse beziiglich der Erzeugung, sondern nur
beziiglich des Zerfalls von 'O,. Sie gibt zudem keine Auskunft iiber weitere Reaktionen, wie
z.B.  Elektronentransfer-Reaktionen = mit  Radikalbildung, die fiir verschiedene
Photosensibilisatoren nachgewiesen werden konnten. Auflerdem werden diese Messungen
hiufig in mit D,O-substituierten Losungen durchgefiihrt, um die sonst sehr geringe
Sensitivitdt der MeBmethode zu erhohen. Diese Substitution verbessert die Qualitdt der
MeBergebnisse erheblich, da sie die Moglichkeit des nicht-radiativen Zerfalls des 'O,
reduziert, und die Lebensdauer des Singulettsauerstoffs um ein mehrfaches verldngert.
Messungen in physiologischen Losungen, wie sie fiir aussagekréftige Untersuchungen zu

forden sind, sind mit diesem MeBverfahren schwer durchzufiihren'®.

Chemische MeBverfahren beruhen meistens auf einer Oxidation von Doppelbindungen.
Hierzu zdhlen beispielsweise die Oxidation von 2,5-Dimethylfuran zu 2-Methoxy-5-
Hydroperoxy-2,5-Dimethyldihydrofuran, oder 2,5-Diphenylfuran zu cis-Benzoylethylen'*"'*,
Messungen in rein physiologischen Ldsungen sind nicht moglich. Es werden organische
Losungsmittel wie Methanol zugesetzt, die oxidierbar sind, und somit die Generierung von
Sauerstoffradikalen beeinflussen konnen. Alternativ wurde von anderen die Umsetzung von
1,3-Diphenylisobenzofuran als spezifische Nachweismethode fiir 'O, eingesetzt'"'%,
Generell setzen solche Methoden die Furane als “Quencher” ein, indem sie deren protektive
Wirkung gegen die Oxidation von organischen Substraten durch Singulettsauerstoff benutzen.

Sie sind somit indirekte Nachweismethoden.
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Vertreter biologischer MefBverfahren schlieBen die Degradation von verschiedenen
Aminosduren wie z.B. Tryptophan, die spezifische Erzeugung von verschieden
Hydroperoxiden durch die Oxidation von Cholesterol'”, und das Photobleaching von
Chromophoren ein. So untersuchten Gottfried et al''® die Quantenausbeute nach Anregung
von unterschiedlichen Photosensibilisatoren wie Himatoporphyrinderivat und Photofrin II*
anhand des Sauerstoffverbrauchs, der Tryptophandegradation und des Photobleaching von
p-Nitrosodimethylanilin bei Wellenldngen von 540 nm bzw. 630 nm. Auch die Wirkung der
ROS auf Enzyme wurde eingesetzt. Fernandez et al''' benutzten die Inaktivierung von
Hiihner-Lysozym als MaB fiir die 'O,-Generierung durch u.a. PpIX, Photofrin® und
Hématoporphyrin IX bei den Wellenldngen 546 nm und 630 nm.

Diese Verfahren sind mit physiologischen Losungen durchfiihrbar, weisen aber eine fiir
quantitative Messungen nur unzureichende Spezifitit beziiglich der 'O,-Generierung auf, da

die eingesetzten Substanzen auch mit Radikalen reagieren konnen.

Auch mittels der ESR ist es moglich, quantitative und spezifische Messungen der 'O,-
Generierung anhand der Oxidation von TEMP zu machen. Gerade die ESR bietet nicht nur
die  Moglichkeit der Quantifizierung der "Wirksamkeit" der verschiedenen
Photosensibilisatoren anhand deren Vermdogen, reaktiven Sauerstoff zu erzeugen, sondern
dariiber hinaus die Moglichkeit, zwischen den Photosensibilisatoren hinsichtlich der
Unterschiede in den relativen Anteilen der generierten ROS zu differenzieren. Wéhrend die
Anteile der so gebildeten Radikale und 'O, untereinander unter gegebenen Bedingungen fiir
einen bestimmten Photosensibilisator konstant sind, weisen die relativen Beitrdge zwischen
den veschiedenen Photosensibilisatoren Unterschiede auf. Dies haben ESR-Versuche mit dem
Spintrap DMPO  zeigen konnen™. Dariiber hinaus kann die ESR eine
Singulettsauerstofferzeugung durch klinisch eingesetzte cw-Laser bei 633 nm und in

wélrigen Losungen messen.

Bei dieser Arbeit wurde zundchst eine Priifung der Streuung der Mefwerte an zehn Tagen
durchgefiihrt. Diese wies eine Standardabweichung von unter 3 % nach. Diese

Wiederholbarkeit belegte die mefStechnische Stabilitdt des Systems.
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5.1 Untersuchung zur Spezifitit der Generierung von Singulettsauerstoff
Photosensibilisatoren aus den Klassen von Farbstoffen und Phthalocyaninen kdnnen neben
Singulettsauerstoff auch Radikale der Typ I-Reaktion wie z.B. Hydroxylradikale bilden.

Als spezifischer Reaktionspartner flir Singulettsauerstoff wurde die hydrophobe Substanz
Tetramethylpiperidin (TEMP) verwendet, die mittels des Emulgators Triton-X in Losung
gebracht wurde. Um die Spezifitit der Singulettsauerstoffmessung mit unserem System zu
iberpriifen, wurden die Singulettsauerstoffquencher Histidin und B-Karotin eingesetzt. Zum
Nachweis von Radikalen wurde DMPO eingesetzt. Da in fritheren Untersuchungen gezeigt
werden konnte, dafl die Bildung von Radikalen durch Typ I-Reaktionen nach Anregung von
Porphyrinderivaten unter der Nachweisgrenze unseres ESR-Systems lag, wurde hierfiir der
Farbstoff Methylenblau verwendet”. Reaktionslosungen wurden mit einer Methylenblau-
Endkonzentration von 0,1 mM und mit B-Karotin bzw. unterschiedlichen Konzentrationen
von Histidin hergestellt. 'O, reagiert chemisch mit Histidin, wéhrend es mit p-Karotin in
erster Linie energetisch reagiert, und in den *O, Grundzustand zuriickkehrt. Durch die Zugabe
von [-Karotin und Histidin konnte ein mit TEMP gebildetes Signal unterdriickt werden. Im
Gegensatz dazu iibten die beiden Substanzen keinen Einflu3 auf die Bildung von DMPO-OH-
Addukten aus. Mit steigender Konzentration von Histidin im Intervall von 0 - 0,5 mM konnte
das TEMPO-Signal vollstindig unterdriickt werden. Im Gegensatz dazu wurde die Bildung
von DMPO-OH-Addukten durch Histidin in diesen Konzentrationen nicht unterdriickt.

Die Ergebnisse weisen darauf hin, dafl Singulettsauerstoff fiir die Bildung von TEMPO
verantwortlich ist. Radikale wie z.B. OH-Radikale konnen mit TEMP nicht direkt detektiert
werden. Sie iiben keinen Einflul auf die TEMPO-Bildung aus.

5.2 Vorversuche zur Untersuchung der Singulettsauerstoffgenerierung

Um eine optimale Konzentration der Reaganzien zu ermitteln, wurde zunichst die Bildung
von TEMPO in Abhingigkeit von der TEMP-Konzentration untersucht. Diese Versuche
fanden bei einer konstanten Konzentration von Photosan 3® von 3 png/ml statt, da diese in den
Vorversuchen ein gutes TEMPO-Signal insbesondere bei niedrigeren TEMP-Konzentrationen
ermdglichte. Losungen mit Konzentrationen von TEMP zwischen 40 und 80 mM wiesen ein
lineares Verhiltnis zum TEMPO-Signal bei einer vorgegebenen Energie von 100 J auf. Da

TEMP bei Raumtemperatur fliissig ist, wurde eine TEMP-Konzentration im Reaktionsansatz
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von 10 pl/ml fiir die Untersuchungen gewéhlt, entsprechend 59 mM.

In unseren darauffolgenden Messungen stieg das Signal bei Photosan 3®- und Photofrin II°-
Konzentrationen im Bereich von 1 bis 3 pg/ml und bei konstanter TEMP-Konzentration von
59 mM mit zunehmender eingestrahlter Gesamtenergie anfanglich linear an. Hierbei konnte
die Linearitit der TEMPO-Bildung in Abhingigkeit von der Photosensibilisatorkonzentration
im Bereich von 1 pg/ml fiir beide Porphyrinderivate bestitigt werden. Somit erwies sich diese

Konzentration als zweckméBig fiir die weiteren Untersuchungen.

5.3 Ergebnisse der quantitativen Vergleiche

Nach der oben beschriebenen Optimierung des Meflsystems und der Reaktionsbedingungen
wurde die Singulettsauerstoffgenerierung unterschiedlicher Porphyrinderivate anhand der
TEMPO-Bildung untersucht. Als Porphyrinderivate wurden das Polyhdmatoporphyrinderivat
Photosan 3®, Porfimer-Natrium (Photofrin II*), Protoporphyrin IX und Mesoporphyrin

eingesetzt.

Alle verwendeten Photosensibilisatoren bildeten in Abhéngigkeit von der eingestrahlten
Gesamtenergie ein TEMPO-Signal, d.h. Singulettsauerstoff. Das Kurvenprofil war fiir alle
Porphyrine &hnlich. Nach einem initialen maximalen Anstieg der Kurven flachten die
Steigungen der Kurven ab, und erreichten bei ca. 500 J Gesamtenergie ithr Maximum.
Mesoporphyrin zeigte initial einen langsameren, aber iiber einen weiten Energiebereich hin
einen linearen Kurvenanstieg. Die Photosensibilisatoren unterscheiden sich allerdings
wesentlich hinsichtlich der maximal erreichbaren Intensitdten und der initialen Anstiege.

Die  Untersuchungen  zur  Abhéngigkeit  der  Signalintensititen = von  der
Photosensibilisatorkonzentration zeigten, dafl eine Zunahme der Konzentration generell zu
einem Anstieg des Signals fiihrte. Bei einer Photosan 3*- bzw. Photofrin II*-Konzentration
von 1pg/ml erhohte sich das Signal kontinuierlich. Bei den stérksten Konzentrationen wurde
der Hochstwert bei niedrigeren Energien erreicht, die Signalstirke fiel bei Weiterbestrahlung
wieder ab. Die vergleichenden Untersuchungen fiir alle Photosensibilisatoren wurden danach
bei der einheitlichen Konzentration von 1pg/ml durchgefiihrt.

Unsere Interpretation des Signalverlaufs beriicksichtigt die geschlossene Anordnung des
Systems. Die initiale Konzentration von geldstem Sauerstoff betrug circa 0,2 mM. Da die

initiale Konzentration von TEMP bei ca. 60 mM lag, befand sich dieses im UberschuB, so daf



92

der Sauerstoff der limitierende Faktor in der TEMPO-Generierung war. Mit zunehmendem
Verbrauch des Sauerstoffs wurde seine Umsetzung zugleich langsamer. Der schnellere
Signalanstieg bei hoheren Photosensibilisatorkonzentrationen entspricht der schnelleren
Sauerstoffumsetzung. Die Verringerung der Sauerstoffmenge fiihrte folglich zu einem
fritheren und stirkeren Abfall des TEMPO-Signals. Nach dem vdlligen Sauerstoffverbrauch
hat die weitere FEinstrahlung von Energie und die Anregung des noch intakten
Photosensibilisators offenbar zur Zerstorung des signalgebenden TEMPO gefiihrt, wie
insbesondere die Kurven fiir die starksten Photossensibilisatorkonzentrationen zeigen.

Wegen der unterschiedlichen Verhéltnisse zwischen der Erzeugung und der Zerstérung des
TEMPO-Signals bei den verschiedenen Photosensibilisatorkonzentrationen, die durch die
stairkere  Signalkurvenkrimmung  bei  hoheren  Photosensibilisatorkonzentrationen
nachgewiesen werden, kann nur die Anfangssteigung einer Kurve der jeweiligen
Generierungsaktivitdt direkt entsprechen. Dort ist der Signalverlust ndmlich am geringsten.
Der Signalhochstwert wiirde der urspriinglich vorhandenen Menge an Sauerstoff nur unter der

Bedingung entsprechen, da3 kein Abbau des TEMPO-Signals stattfinden wiirde.

Wenn die Bildung von TEMPO proportional zur Photosensibilisatorkonzentration wére, dann
wire die Anfangsphase durch eine Kinetik erster Ordnung zu beschreiben.

Die hierdurch errechneten initialen Generierungsraten fiir Singulettsauerstoff zeigen
tatsdchlich eine Proportionalitit sowohl zur Energie als auch zur Konzentration des
Photosensibilisators.

Die mathematische Auswertung 1d6t sich durch die Anpassung einer Polynomgleichung an
die Anfangssteigungen durchfithren. Dies ermoglicht eine prizisere Berechnung dieser
Steigungen und somit einen besseren Vergleich der unterschiedlichen Photosensibilisatoren.
Die initiale Singulettsauerstoffgenerierungsrate wird durch den Koeffizient fiir den linearen
Anteil des Polynoms dargestellt.

Inwieweit ein biologisches System einem offenen bzw. geschlossenen System entspricht,
hingt von Sauerstoffzufuhr und -verbrauch ab. Unabhingig von einer solchen Fragestellung

bleibt die Anfangssteigung ein zuverldssiger physikalischer Parameter der Substanz.

Als ein Beispiel fiir die Anwendung dieser Methodik dient ein Vergleich zwischen den beiden

Photosensibilisatoren Photosan 3® und Photofrin II®. Bei beiden handelt es sich um ein
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Gemisch unterschiedlicher Porphyrinderivate bzw. —aggregate, weshalb ein direkter molarer
Vergleich nicht mdglich ist. Fiir diese Arbeit wurde daher eine Generierung bei gleicher
Gewichtskonzentration durchgefiihrt. Nach Herstellerangaben besteht Photofrin II* aus einem
reinen Gemisch photoaktiver Porphyrinderivate (,,Rote Liste 2002), wihrend Photosan 3* zu
circa 30 % photodynamisch inaktive Anteile enthélt (Seehof Laboratorium). Vergleicht man
die beiden Substanzen bei gleichen Einwaagen pro Volumeneinheit, so weist Photofrin II”
mit einem o von 1,03 gegeniiber Photosan 3® mit einem von 0,71 eine scheinbar héhere
Generierungsaktivitdt auf. Nach einer linearen Umrechnung auf die Konzentration
photoaktiver Substanz (mit einem Faktor von ca. 10 / 7 = 1,4)) ist der Unterschied zwischen

den beiden Substanzen nur noch gering.

5.4 Validitit der Messungen

Vergleiche mit den Ergebnissen anderer Gruppen zeigen deutliche Diskrepanzen
untereinander und auch gegeniiber unseren Daten. Beispielsweise bei den erwéhnten
Versuchen von Gottfried et al“o, die auf dem Sauerstoffverbrauch, der
Tryptophandegradation und dem Photobleaching von p-Nitrosodimethylanilin basierten, lagen
die Quantenausbeuten fiir das HpD um das 2- bis 3-fache héher als fiir Photofrin I1®. Bei den
Studien von Fernandez et al''', bei denen eine Enzyminaktivierung zugrunde lag, hatte PpIX
eine Quantenausbeute von ca. 0,54, Himatoporphyrin IX von 0,74 und Photofrin® eine von
mehr als 1 bei A = 630 nm. Letzteres Ergebnis wurde durch die Bildung von photoaktiven
Photoprodukten erkldrt. Die Analysen zeigen deutlich, daf3 die verwendete Memethode und
die Losungsmittelumgebung bzw. die eingesetzten Reagenzien selbst einen erheblichen
EinfluB auf die Messungen der nominell verwandten physikalischen Groflen ausiiben.
Demzufolge diirfen solche experimentell ermittelten Groflen nicht absolut, sondern nur im
Rahmen der Versuchsanordnung interpretiert werden. Hierbei mul3 beachtet werden, daf3 der
Ort der Entstehung der ROS, ndmlich die Photosensibilisatormolekiile, und der Ort ihrer
Wirkung wegen derer sehr hohen Reaktivitit extrem dicht beieinander sind. Unterschiede
zwischen den Verteilungen der verschiedenen Arten von Markermolekiilen aus z.B. sterischen
Griinden, durch Aggregatbildung oder wegen unterschiedlicher Hydrophilitdt konnten fiir die

anscheinend widerspriichlichen MeBergebnisse verantwortlich sein.
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In diesem Zusammenhang konnte der Einsatz eines solch verhdltnisméBig kleinen Molekiils

wie TEMP von Vorteil sein.

5.5 Einschrinkungen der Methode

Mit unserem MeBsystem sind zwar quantitative, wenn auch nur relative, Vergleiche moglich..
Absolute Messungen der absorbierten Energie durch die Reaktionslosung, die mit dem ESR-
Spektrometer nicht moglich sind, wéren hierfiir eine Voraussetzung.

Die Aussagekraft physikalisch orientierter MeBBmethoden fiir die klinische Wirksamkeit eines
Photosensibilisators ist in sich beschrinkt. Diesbeziiglich konnten sich weitere Unterschiede
zwischen Photofrin II® und Photosan 3® beispiclsweise aus einer unterschiedlichen
Pharmakokinetik ergeben. Photofrin II® besteht aus Oligomeren von bis zu 8
Porphyrineinheiten, die hauptsidchlich durch Etherbindungen verkniipft sind, wihrend
Photosan 3® dagegen aus Oligomeren mit iiberwiegend Esterbindungen besteht (siche
Abbildung 4). Solche Unterschiede in der chemischen Struktur kénnten zu Unterschieden in

den klinischen Eigenschaften fiihren.





