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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1  Untersuchungen zur photochemischen Stabilitdt von Phenothiazinen und deren

photochemische Reaktivitat gegentiber Biomolektilen

3.1.1 Einfuhrung

Die Arzneistoffgruppe der Phenothiazine umfasst eine Vielzahl von chemischen Substanzen.
Strukturell unterscheiden sich die Phenothiazin-Derivate durch den Substituenten in der 2-
Stellung. Hier konnen elektronenziehende Gruppen wie -Cl, -CF;, oder elektronenschiebende
Reste wie -OCHj3, -SCH; substituiert werden. Aullerdem kann der Abstand der Seitenkette
zwischen dem Ringstickstoff und basischen Seitenkettenstickstoff zwischen zwei oder drei C-
Atomen variiert werden. Das chemische Verhalten der Phenothiazine wird durch die

elektrophilen Substituenten wesentlich beeinflusst.
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Abb. 11:
Promazin: Ri:H R,: -(CH3)3-N(CH3),
Promethazin: Ri:H R,: : CH,-CH(CH3)-N(CHs),
Chlorpromazin: R;: Cl R,: -(CH»)3-N(CH3),

Das Absorptionsmaximum des unsubstituierten Phenothiazins liegt bei 254 nm. Durch die
Variation der Substituenten verschieben sich die Absorptionsmaxima hypso oder bathochrom.
Alle in der Therapie eingesetzten Phenothiazine sind durch die Einwirkung von Licht sehr
instabil. In Gegenwart von Licht und Oxidationsmitteln wie Ce (IV) oder Stickstoffoxiden
bilden sich Radikale aus, die dann weiter zum Sulfoxid oxidiert werden konnen (Bosch et al.,
1995; Masti et al., 2002). Wird Chlorpromazin mit Sonnenlicht bestrahlt, so findet man als
Hauptprodukte Promazin, 2-Hydroxypromazin und Chlorpromazinsulfoxid (Grant and
Greene, 1972).

Die photochemische Umsetzung und die Art der entstehenden Photoprodukte ist stark von
dem Losungsmittel abhéngig (Davies et al., 1976, Garcia et al., 1995).

Phenothiazine wirken photosensibilisierend und kénnen als Nebenwirkung eine phototoxische

oder photoallergische Dermatitis ausldsen (Epstein, 1968).
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Fir die photochemischen Untersuchungen wurden in dieser Arbeit die drei

Phenothiazinderivate Promazin, Chlorpromazin und Promethazin ausgewihlt.

3.1.2 Einfuhrung zu Chlorpromazin

Chlorpromazin ist in der 2-Stellung mit Chlor substituiert (Abbildung 11). Die Seitenkette in
der 10-Position besteht aus drei C-Atomen. Unter Licht- und Sauerstoffeinwirkung wird ein
Elektron eliminiert, dabei entsteht das mesomeriestabilisierte tiefrote Radikal, welches mit
ESR Untersuchungen nachgewiesen werden konnte (Motten et al., 1985). Das Radikal
disproportioniert zu der reduzierten Chlorpromazin Form und zu dem Phenazathionium-Ion
(Abbildung 12), wobei im sauren Milieu die Disproportionierung unterdriickt wird. Das
tiefrote Radikal wird im sauren pH Bereich stabilisiert (Cheng et al., 1978). Im wissrigen
Milieu entsteht im weiteren Reaktionsverlauf das farblose Sulfoxid, die dabei freiwerdenden
Protonen lassen den pH-Wert betrichtlich absinken. Die Seitenkette an der 10-Position hat
dabei einen entscheidenden Einfluss auf die Reaktivitit. Besteht die Seitenkette aus drei C-
Atomen, so entsteht bevorzugt das Sulfoxid. In stark saurer Losung ist diese Reaktion
umkehrbar, es bilden sich wieder Radikale, die nun irreversibel in Chlorpromazin und das
Hydroxyphenothiazin libergehen. Die gebildeten Sulfoxide reagieren zu ringhydroxylierten

Verbindungen oder werden zum Sulfon oxidiert.
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Abb. 12: Photochemischer Abbau von Chlorpromazin (Egger et al., 1999)
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3.1.3 Untersuchung der photochemischen Wechselwirkung von Chlorpromazin mit 5-
Guanosinmonophosphat

Als Modellsubstanz fiir die DNA wurde die DNA-Base 5-GMP ausgewéhlt. In der
Vergangenheit wurde von Wechselwirkungen zwischen Chlorpromazin und GMP in
Anwesenheit von Licht berichtet. Die Addukte von Chlorpromazin und GMP entstehen durch
die Chlor-Abspaltung von Chlorpromazin und die anschlieBende Ausbildung einer kovalenten
Bindung zwischen dem C-2 des Phenothiazinrings und dem C-8 des Purinringes von GMP
(Ciulla et al.,, 1986; Fujita et al., 1981). Bei den Photozerfallsuntersuchungen von
Chlorpromazin in Anwesenheit von DNA und Sauerstoff wurde die Dechlorierung von
Chlorpromazin beobachtet (Kahn et al., 1970; Grant and Greene, 1972; Rosenthal et al.,
1978). In anderen Studien konnten Guanin-Phenothiazin Produkte nachgewiesen werden
(Piette, 1987). Dariiber hinaus wurde von Interaktionen von Chlorpromazin mit der DNA
vielfach berichtet (Kochevar et al., 1998; Fujita et al., 1981). Dabei lduft die Schiadigung der
DNA in Gegenwart von Chlorpromazin im anaeroben schneller ab als im aeroben (Schothorst
et al., 1983). Die Schidigung der DNA scheint konzentrationsabhingig zu sein, erst bei einem
stochiometrischen Verhiltnis 1:1 von Chlorpromazin und DNA sind vermehrt Schiden an der
DNA nachweisbar. Wird Chlorpromazin in Gegenwart von einer hohen Konzentration
doppelstringiger DNA bestrahlt, so beobachtet man eine geringere Photolyse von
Chlorpromazin. Das Chlorpromazin wird dabei anscheinend durch Interkalation mit der DNA
vor Photolyse geschiitzt (Kochevar et al., 1984). Andererseits konnte nachgewiesen werden,
dass vorbestrahltes Chlorpromazin kovalente Addukte mit der DNA bildet (Chung and
Kochevar, 1979). In Versuchen mit vorbestrahltem Chlorpromazin und mit E. coli Bakterien
konnten keine phototoxischen Reaktionen nachgewiesen werden (Rosenthal et al., 1978). Die
Photoprodukte des Chlorpromazins fithren auBlerdem zu Hamolyse (Kochevar et al., 1983).
Auch die Hamolyse von roten Blutzellen ist mit vorbestrahltem Chlorpromazin noch moglich
(Kochevar and Lamola, 1979). Die widerspriichlichen Daten im Bezug auf die Phototoxizitét
von vorbestrahltem Chlorpromazin ergeben sich aus den unterschiedlichen Gemischen von
Photoprodukten, die unter verschiedenen Bedingungen hergestellt wurden.

Das Photoprodukt Chlorpromazinsulfoxid besitzt ebenfalls eine phototoxische Aktivitdt. Bei
in vivo Versuchen mit Miusenschwinzen wurde eine geringe Phototoxizitit gefunden als bei
Chlorpromazin (Ljunggren and Moller, 1977). Auflerdem konnte die kovalente Bindung von
Chlorpromazinsulfoxid an Biomolekiile unter UV-A Belichtung in in vivo Untersuchungen

nachgewiesen werden (Schoonderwoerd et al., 1988).
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3.1.4 Chromatographische Bedingungen bei den Untersuchungen von Phenothiazinen

Bei der Bestrahlung der Phenothiazine wurde bei allen Untersuchungen im wissrigen
Losungsmittel gearbeitet. Die photochemische Bestrahlung der Phenothiazine erfolgte
entweder in rein wissriger oder in wissriger phosphatgepufferter (5 mmol/ 1) Lésung.
AuBlerdem wurde bei bestimmten Bestrahlungen der pH-Wert mit verschiedenen
Phosphatpufferlosungen variiert.

Aufgrund von Interaktion zwischen den Phenothiazinen und der Tefzel-Reaktionskapillare
wurden die Phenothiazine nur verzogert aus der Reaktionskapillare eluiert. Deshalb konnte
erst nach 14,5 min die Saulenschaltung von der Load in die Injekt Position umgeschaltet
werden.

Nach der Bestrahlung der Phenothiazine in An- und Abwesenheit von Biomolekiilen wurden
die Stoffe und die entstandenen Photoprodukte auf der Sédule 1 iiber 14,5 min angereichert.
Noch wihrend dieser Zeit wurde das GMP iiber die Sdule 1 eluiert und detektiert. Die
chromatographische Auftrennung der Photoprodukte erfolgte mit einem Acetonitril/
Puffergradienten iiber die Sdule 2 (s. Tab. 1). Das Puffersystem bestand dabei aus
Kaliumhydrogensulfat (0,043 mmol/ I'') und Propansulfonat (1 mmol/ 1.

Die Etablierung einer elektrochemischen Detektion ist aufgrund der verursachten

mechanischen Storung der Sdulenschaltung gescheitert.

Zeit (min) 0 14.5 19.0 22.5 33.0 36.0
Pumpe 1 Puffer% 100 100 100 100 100 100
Pumpe 2 Puffer% 100 100 85 70 43 43
Acetonitril% 0 0 15 30 57 57

Tab. 1: Gradientenprofil und Schaltplan der beiden Pumpen fiir die Untersuchungen von Phenothiazinen

3.1.5 Ergebnisse zu den Photostabilitatsuntersuchungen von Chlorpromazin mit

variablen Lichtquellen

Bei den vergleichenden Photostabilititsuntersuchungen von Chlorpromazinhydrochlorid mit
unterschiedlichen Strahlungsquellen wurde die Bestrahlung in ungepufferter Ldsung
durchgefiihrt. Die Untersuchungen von Chlorpromazinhydrochlorid wurden mit zwei
unterschiedlichen Lichtquellen durchgefiihrt. Zum einen wurde eine gewohnliche
Tageslichtlampe mit Vollspektrum und zum anderen ein UV-A

Quecksilberniederdruckstrahler eingesetzt. Bei Belichtung der Chlorpromazinlosung mit der
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Tageslichtlampe kommt es zur langsamen photolytischen Zersetzung des Wirkstoffes
(Abbildung 13). Nach 90 min Belichtung sind 17% des Chlorpromzins noch nicht zersetzt.
Das chromatographische Spektrum der entstehenden Photoprodukte bei der Bestrahlung mit
der Tageslichtlampe ist mit der Untersuchung der UV-A Lampe vergleichbar. Bei der
Untersuchung mit dem UV-A Strahler (Abbildung 14), fiihrt die Belichtung zur raschen
Photozersetzung des Arzneistoffes und Bildung der Reaktionsprodukte. Nach 100 s
Belichtung wurden 15% des Wirkstoffes noch nicht umgesetzt. Bei der Bestrahlung von
Chlorpromazin entstehen eine Vielzahl von Reaktionsprodukten. Die beiden unbekannten
Photoprodukte P1 und P2 sind zur graphischen Auswertung und Vergleichbarkeit der beiden
Untersuchungsreihen herangezogen worden. Der prinzipielle kinetische Verlauf dieser
Photoprodukte ist im Vergleich zwischen dem UV-A Strahler und der Tageslichtlampe
nahezu gleich, nur der zeitliche Faktor unterscheidet sich erheblich. Die halblogarithmische
Auswertung von dem photochemischen Abbau von Chlorpromazin mit der Tageslichtlampe
und dem UV-A Strahler deutet auf eine Reaktionskinetik 1. Ordnung hin (s. Anhang Abb. 1
und 2). Die Reaktionsgeschwindigkeitskonstante betrdgt bei der Belichtung mit der
Tageslichtlampe 0,00033 s™ und bei der Untersuchung mit der UV-A Lampe 0,019 s'. Zur
Kontrolle wurde die Studie ohne Bestrahlung wiederholt. Aus der Abbildung 13 ist zu
erkennen, dass der Abbau von Chlorpromazinhydrochlorid unter Lichtschutz bei 90 min

Standzeit im Photoreaktor sehr gering ist.

CPZ Kinetik Tageslichtlampe
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Abb. 13: Photozersetzung einer wéssrigen Chlorpromazinhydrochloridlosung bei Belichtung mit der

Tageslichtlampe
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Abb. 14:
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Photozersetzung einer wiéssrigen Chlorpromazinlésung mit der UV-A Lampe

3.1.6 Ergebnisse zur Untersuchung der Photostabilitat bei unterschiedlichen pH-

Die Photolysegeschwindigkeit von Chlorpromazin wurde in Abhéngigkeit vom pH-Wert

untersucht. Dabei wurde der UV-A Strahler eingesetzt. Der Einfluss des pH-Wertes auf die

photochemische Zersetzung wird aus Abbildung 15 deutlich.

Abb. 15:
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Photozersetzung wissriger phosphatgepufferter Chlorpromazinhydrochloridlésungen

bei verschiedenen pH-Werten mit der UV-A Lampe belichtet
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Die Geschwindigkeit der Photoreaktion nimmt mit steigendem pH-Wert ab. Die
halblogarithmische Auswertung deutet fiir die pH 5 Untersuchung auf eine Reaktionskinetik
1. Ordnung hin und ergibt eine Reaktionsgeschwindigkeitskonstante von 0,0055 s'. Bei pH 7
und pH 3 ist die Reaktionskinetik in nur bestimmten Bereichen linear. Die
Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten fiir die Kinetiken ergeben sich durch die
Ausgleichsgerade. Die annidhernde Geschwindigkeitskonstante bei pH 3 betrigt 0,0082 s
und bei pH 7 0,0032 s (s. Anhang Abb. 3).

3.1.7 ldentifizierung des Promazins und Chlorpromazinsulfoxids

Durch die photochemische Dechlorierung des Chlorpromazins resultiert das Promazin. Der
Promazin-Peak im Chromatogramm wurde durch eine Promazin-Vergleichslosung iiber die
Retentionszeit identifiziert.

Das  Chlorpromazinsulfoxid wurde durch Oxidation von Chlorpromazin  mit
Wasserstoffperoxid hergestellt. In der Literatur wurde von der Oxidation der Phenothiazine
mittels Wasserstofferperoxid schon héufig berichtet (EI-Gindy et al., 2002; Ogamo and
Fukumoto, 2004).

Das synthetisierte Chlorpromazinsulfoxid wurde massenspektrometrisch iiber den Mol-Peak
(334") identifiziert (s. Seite 125). Das erhaltene Spektrum stimmte mit dem
Vergleichsspektrum von Chlorpromazinsulfoxid aus der Spektrendatei (Pfleger et al., 1992)
tiberein.

Die Vollstindigkeit der Reaktion und die Reinheit wurden mit der HPLC {iberpriift. Die
Verwendung von unterschiedlichen mobilen Phasen fiithrte bei allen Priifungen zu einem

Peak, der das Chlorpromazinsulfoxid darstellt.

Aus den Chromatogrammen in Abbildung 16 ist ersichtlich, dass bei verschiedenen pH-
Werten unterschiedliche Photoprodukte resultieren. Bei pH 7 ist im Chromatogramm B bei
einer Retentionszeit von 29 min ein deutlicher Peak von Promazin zu erkennen, der bei pH 3
(Chromatogramm A) nur angedeutet ist. Das CPS dagegen scheint bevorzugt bei pH 3 zu

entstehen.
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Abb. 16 A: Chromatogramm der Chlorpromazinhydrochlorid Losung nach 360 s UV-A Bestrahlung bei pH 3
B: Chromatogramm der Chlorpromazinhydrochlorid Losung nach 360 s UV-A Bestrahlung bei pH 7

3.1.8 Ergebnisse zur photochemischen Umsetzung von Chlorpromazin mit 5-

Guanosinmonophosphat

Die Untersuchungsldsung bestand aus einem dquimolaren Verhéltnis von Chlorpromazin und
GMP. Die Belichtung wurde bei zwei verschiedenen pH-Werten durchgefiihrt. Zunichst
wurde Chlorpromazin bei pH 3 und pH 7 in phosphatgepufferter Losung ohne GMP bestrahlt.
Die Bestrahlung mit der UV-A Lampe erfolgte bei flinf unterschiedlichen Belichtungszeiten.
Die Probelosungen wurden 0, 90, 180, 270, 360 und 450 s lang belichtet. Nach jeder
Bestrahlung wurden die Peakfldchen von Chlorpromazin und den Photoprodukten Promazin
und Chlorpromazinsulfoxid ausgewertet. Der prozentuale Wert ergibt sich aus dem Verhéltnis
der Peakfliche des Photoproduktes zur Peakfliche des unbestrahlten Chlorpromazins. Der
prozentuale Wert der Peakflichen wurde in Abhédngigkeit von den unterschiedlichen
Belichtungszeiten graphisch dargestellt.

Bei dem Vergleich der Chlorpromazin pH 3 und pH 7 Reaktionskinetik (Abbildung 18 und
20) wird deutlich, dass Chlorpromazin bei pH 3 rascher photolytisch abgebaut wird als bei pH
7.
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Abb. 17: CPZ/ GMP bei pH 7 mit UV-A belichtet Abb. 18: CPZ bei pH 7 mit UV-A belichtet
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Abb. 19: CPZ/ GMP bei pH 3 mit UV-A belichtet Abb. 20: CPZ bei pH 3 mit UV-A belichtet

Nach 450 s UV-A Bestrahlung bei pH 3 wurden nur 3% an CPZ noch nicht photochemisch
zersetzt. Im Gegensatz dazu zeigt die Untersuchung bei pH 7 und 450 s UV-A Bestrahlung,
dass 32% des CPZ noch nicht photochemisch umgesetzt wurden.

In den vier Graphiken wurden die prozentualen Fldchenwerte von Chlorpromazinsulfoxid und
Promazin mit dem Faktor 10 multipliziert damit der Kurvenverlauf besser verfolgt werden
kann. Es féllt auf, dass bei der pH 3 Kinetik der Anteil an Chlorpromazinsulfoxid héher
ausfillt als der resultierende Promazinanteil. Bei pH 7 hingegen zeigt sich ein gegenteiliges
Bild, hier fallt der Anteil an Promazin hoher aus als der Anteil des Chlorpromazinsulfoxid.
Bei der Bestrahlung von Chlorpromazinhydrochlorid in Gegenwart von GMP wurden
zwischen der pH 3 und pH 7 Untersuchung ebenfalls Unterschiede festgestellt. Der
prozentuale Anteil des GMP-Peaks nimmt nach 450 s UV-A Bestrahlung in Anwesenheit von
Chlorpromazin bei pH 7 auf 95% Prozent ab. Diese Abnahme an GMP koénnte auf einen
Verbrauch von GMP, fiir die Bildung mdglicher Photoprodukte mit priméren CPZ-

Photoprodukten hindeuten. In der Literatur wurde postuliert, dass bei der photochemischen
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Reaktion zwischen dem Chlorpromazin und GMP eine kovalente Bindung zwischen der
dechlorierten C-2 Position des Phenothiazins und der C-8 Position des Purinringes entsteht.
Wire dieses der Fall, so miisste die Konzentration des entstehenden Promazin in Gegenwart
von GMP abnehmen, da das dechlorierte Promazylradikal mit dem GMP das beschriebene
Reaktionprodukt bilden wiirde. Vergleicht man nun die kinetische Kurve des Promazins der
alleinigen Belichtung von Clorpromazin (Abbildung 18) mit dem kinetischen Verlauf des
Promazins in Gegenwart von GMP (Abbildung 17), so ist keine Abnahme des gebildeten
Promazins in Anwesenheit von GMP festzustellen. Das GMP muss folglich mit einem

anderen Photoprodukt des Chlorpromazins reagieren.

Um zu tberpriifen ob iiberhaupt ein Abbau des Biomolekiils erfolgte, wurde der zeitliche
Verlauf der Fliche/ Zeit Kurve genauer untersucht. Bei einem langsamen Abbau des
Biomolekiils kann die Exponentialfunktion fiir kleine t-Werte durch eine Gerade beschrieben

werden (McLaurinsche Reihe).

Kt
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Durch lineare Regression wurde eine Gerade durch die Messpunkte gelegt. Die ermittelte

Steigung der Geraden wurde mittels t-Test untersucht ob sie von Null verschieden ist.

Die durch lineare Regression ermittelte Gerade der GMP-Kurve in Abbildung 17 ergibt, dass
die Steigung der Regressionsgeraden mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p = 0,1 gleich
Null ist. Die Steigung der Regressionsgeraden des allein belichteten GMPs ist mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von p = 0,1 gleich Null. Vergleicht man die Steigung der
Regressionsgeraden der GMP-Kurve in Abbildung 19 mit der Steigung des allein belichteten
GMPs, so unterscheiden sich die beiden Steigungen nicht signifikant. Beim statistischen
Vergleich der Regressionsgeradensteigungen der pH 7 Untersuchung wurde das gleiche
Ergebnis erhalten. Die Ergebnisse der statistischen Auswertung lassen darauf schlieBen, dass
GMP bei Bestrahlung in Anwesenheit von Chlorpromazin nicht signifikant abgebaut wurde,
da die Steigung der Regressionsgeraden gleich Null ist.

In der Abbildung 21 sind zwei HPLC-Chromatogramme zu den photochemischen
Untersuchungen von Chlorpromazin (mit GMP) bei pH 7 und 360 s UV-A Belichtung zu
sehen. Abbildung A zeigt die alleinige Bestrahlung von Chlorpromazin und Abbildung B die
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Bestrahlung eines dquimolaren Gemisches aus Chlorpromazin und GMP. Vergleicht man die
Peakfldchen des entstandenen Promazins, so ist deutlich zu erkennen, dass die Peakfldche in
Gegenwart von GMP nicht abnimmt. Bei der Bestrahlung von Chlorpromazin sind in dem
Chromatogramm im Bereich von 22-25 min eine Vielzahl von Photoprodukten zu erkennen.
Diese Photoprodukte sind bei der Belichtung von Chlorpromazin in Gegenwart von GMP
nicht mehr zu identifizieren, moglicherweise haben diese Photoprodukte mit dem GMP zu
einem Produkt reagiert. Denn bei der Belichtung von Chlorpromazin in Gegenwart von GMP

ist im Chromatogramm zwischen 24-25 min ein neuer Peak zu erkennen.
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Abb. 21 A: Chromatogramm von einer CPZ Ldsung, 360 s mit UV-A Licht bestrahlt
B: Chromatogramm von einer CPZ/ GMP Losung im Stoffmengenverhéltnis 1:1, 360 s mit UV-A
Licht bestrahlt

Bei dem Vergleich der beiden {iibereinandergelegten Chromatogramme der 360 s lang
bestrahlten Losung von Chlorpromazin und der Losung mit dem Gemisch von Chlorpromazin
und GMP bei pH 3 sind keine neuen Peaks im Chromatogramm zu erkennen (Abbildung 22).
Das rote Radikalkation von Chlorpromazin ist im sauren pH Bereich stabil. Zur
Identifizierung des Radikalkations wurde das DAD-Spektrum ausgewertet. In dem Peak bei
23 min ist noch ein weiterer Peak vorgelagert, der eine Absorption im langwelligen Bereich
zeigt. Aus Angaben der Literatur ist bekannt, dass das rote Radikalkation unter anderem ein
Absorptionsmaximum von 529 nm besitzt (Diehl et al., 2000). In dem Bereich 14 bis 17 min
ist ebenfalls eine Absorption in dem langwelligen Bereich zu sehen, dieses ist aber vermutlich

auf das Umschalten der Ventile zuriickzufiihren.
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Abb. 22: Ubereinandergelegte Chromatogramme der CPZ Untersuchung und der kombinierten
Untersuchung von CPZ/ GMP bei pH 3 und 360 s mit UV-A Licht bestrahlt
Abb. 23: DAD Spektrum der kombinierten Bestrahlung von CPZ und GMP

3.1.9 Ergebnisse zur photochemischen Untersuchung von Promethazinhydrochlorid

Zunichst wurde Promethazinhydrochlorid in wissriger phosphatgepufferter Losung bei pH 3
und pH 7 bestrahlt. Die Belichtungszeit der Promethazin Untersuchungen wurde im Vergleich
zu Chlorpromazin Untersuchungen auf 50 Minuten erhdht, weil sich Promethazin durch eine
hohere Photostabilitéit auszeichnet. Die Promethazinlésungen wurden 0, 10, 20, 30, 40 und 50
min lang bestrahlt. Die Schaltzeit der S&dulenschaltung wurde von 14,5 auf 11,5 min
verringert. Die photochemische Zersetzung von Promethazin und das resultierende Spektrum
der Photoprodukte ist bei pH 7 wiederum nicht so ausgeprdgt wie bei der pH 3
Untersuchungsreihe. In den Diagrammen der Abbildungen 24 und 25 ist die detektierte
prozentuale Peakfliche von Promethazin und einiger Photoprodukte gegen die einzelnen

Bestrahlungszeiten aufgezeichnet.



Ergebnisse und Diskussion 33

PMZUV-A pH 3
NS —o—PMZ
3 —a—P1
< —n—P2

—=—P3

P5
0 10 20 30 40 50 —e—P6
Belichtungszeit/ min o—P7
Abb. 24: Promethazinhydrochlorid bei pH 3 mit UV-A belichtet
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Abb. 25: Promethazinhydrochlorid bei pH 7 mit UV-A belichtet

Beim Vergleichen des kinetischen Verlaufs des photolytischen Abbaus bei den verschiedenen
pH-Werten fillt auf, dass die Photostabilitidt des Promethazinhydrochlorids bei pH 7 hoher ist
als bei pH 3. Diese Tatsache wurde auch schon bei den Untersuchungen zu Chlorpromazin
beobachtet. Nach der 50 min Belichtung ist bei pH 3 nur 1% des Promethazins noch nicht
photochemisch umgesetzt worden. Im Vergleich dazu wurde bei der 50 min Belichtung bei
pH 7 noch eine prozentuale Peakfldche von 21% detektiert.

In dem Chromatogramm in Abbildung 26 A ist Promethazin nach 10 min UV-A Belichtung

bei pH 3 zu sehen. In Abbildung 26 B wurde Promethazin 10 min bei pH 7 mit UV-A Licht
bestrahlt.
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Abb. 26 A: Chromatogramm der Promethazinhydrochlorid Lésung nach 10 min UV-A Bestrahlung bei pH 3
B: Chromatogramm der Promethazinhydrochlorid Lésung nach 10 min UV-A Bestrahlung bei pH 7

Die Belichtung der Promethazinprobelosung mit einem eingestellten pH-Wert von 3 fiihrt zu
einer Vielzahl von Photoprodukten. Insgesamt sieben dieser Photoprodukte wurden in dem
Diagramm in Abbildung 24 ausgewertet.

Zum Vergleich entstehen bei der Bestrahlung der Probelosung bei pH 7 wenige
Photoprodukte. Drei dieser Photoprodukte wurden graphisch in Abbildung 25 ausgewertet.

3.1.10 Ergebnisse zur photochemischen Umsetzung von Promethazin mit

Alanyltryptophan

In der Literatur wird die Arzneistoffgruppe der Phenothiazine als photoallergisch beschrieben.
Deshalb wurde in weiterfiihrenden Versuchen Promethazin mit dem Dipeptid
Alanyltryptophan im &dquimolaren Verhiltnis photochemisch untersucht. Die UV-A
Bestrahlungen der Untersuchungslosung wurden ebenfalls in wéssrig phosphatgepufferter
Losung bei pH 3 und pH 7 durchgefiihrt.

In Abbildung 27 ist der photochemische Abbau von Promethazin in Gegenwart von
Alanyltryptophan dargestellt. Der kinetische Kurvenverlauf der Photozersetzung von
Promethazin und die entstehenden Photoprodukte sind dem Kurvenverlauf der alleinigen
Bestrahlung von Promethazin in Abbildung 24 vergleichbar. Die detektierte prozentuale
Peakfldache des Alanyltryptophans nimmt mit zunehmender Belichtungszeit ab. Nach 50 min
Bestrahlung betrdgt die Peakfache des Alanyltryptophans noch 85% vom Ausgangswert. Bei
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der alleinigen Bestrahlung von Alanyltryptophan unter sonst gleichen Bedingungen betragt
die Peakfldche nach 50 min UV-A Belichtung noch 92%.

PMZ UV-A pH 3
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P5
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Belichtungszeit/ min
Abb. 27: Promethazinhydrochlorid in Anwesenheit von Alanyltryptophan bei pH 3 mit UV-A belichtet

In der Abbildung 28 sind zwei Chromatogramme dieser Untersuchung dargestellt, es handelt
sich hierbei um die Chromatogramme der 50 min langen Belichtung von Promethazin in Ab-
und Anwesenheit von Alanyltryptophan. In dem oberen Chromatogramm A wurde
Promethazin ohne Alanyltryptophan belichtet und im unterem Chromatogramm B

entsprechend mit dem Dipeptid. In dem unteren Chromatogramm wurde Alanyltryptophan

nach einer Retentionszeit von 18 min eluiert.

\ PMZ
A
2
o -
mAU ; ALATRP
B PMZ

| v

o 2 4 6 8 10 iz 14 16 18 20 22 24 26 28 30 3z 34 36 ig

Zeit/ min

Abb. 28: (A) Promethazin bei pH 3 mit UV-A Licht 50 min belichtet
(B) Promethazin bei pH 3 mit Alanyltryptophan 50 min mit UV-A belichtet
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Bei dem Vergleich der beiden Chromatogramme ist bei genauer Betrachtung kein neuer Peak
zu erkennen, der ein neues Photoprodukt der beiden Edukte darstellen konnte. In dem unteren
Chromatogramm, sind im hinteren Teil stark verbreiterte Peaks zu sehen, die im oberen
Chromatogramm nicht erkennbar sind. Dieser Tailing-Effekt konnte aus der Anwesenheit von
Alanyltryptophan resultieren.

Da die Entstehung der Photoprodukte und das Bindungsverhalten der aktiven
Photozwischenprodukte auch von dem pH-Wert abhédngig ist, wurde die Untersuchung bei
pH 7 unter sonst gleichbleibenden Bedingungen wiederholt. In der Abbildung 29 ist der
kinetische Verlauf dieser Untersuchung abgebildet.

Der Kurvenverlauf des Promethazins und die resultierenden Photoprodukte sind mit der
alleinigen Bestrahlung von Promethazin vergleichbar. Auch die detektierte prozentuale
Peakflache des Alanyltryptophans nimmt mit l&ngerer Belichtungszeit ab und weist nach 50
min Bestrahlung einen Wert von 91% auf. Bei der alleinigen Belichtung von
Alanyltryptophan sind nach 50 min Belichtung 94% des Alanyltryptophans, unter identischen
Reaktionsbedingungen noch nicht photochemisch umgewandelt worden (Abbildung 31).

Die statistische Auswertung (beschrieben in Kap. 3.1.8) iiber die Regressionsgerade der
Alanyltryptophan-Kurve in Abbildung 29 ergibt, dass die Steigung der Geraden mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von p = 0,1 ungleich Null ist. Dagegen ist die Steigung der
unbelichteten  Alanyltryptophan Regressionsgeraden in  Abbildung 30 mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von p = 0,1 gleich Null. Beim statistischen Vergleich der
Regressionsgeradensteigungen des unbestrahlten Alanyltryptophans (Abbildung 30) mit der
der Steigung der Geraden des bestrahlten Alanyltryptophans in Abwesenheit von Promethazin
(Abbildung 31) unterscheiden sich die Geraden signifikant. Die Ergebnisse der statistischen
Auswertung lassen darauf schlieBen, dass Alanyltryptophan bei Bestrahlung in Anwesenheit

von Promethazin abgebaut wurde, da die Steigung der Geraden ungleich Null ist.
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Abb. 29: Promethazinhydrochlorid in Anwesenheit von Alanyltryptophan bei pH 7 mit UV-A belichtet
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Abb. 30:PMZ/ ALATRP bei pH 7 ohne Belichtung Abb. 31: ALATRP bei pH 7 mit UV-A Belichtung

Das aus Alanyltryptophan photochemisch entstandene Tryptophan, das mit einer Tryptophan-
Vergleichslosung iiber die Retentionszeit identifiziert wurde, ist ebenfalls in dem kinetischen
Diagramm (Abbildung 29) aufgezeichnet. In der folgenden Abbildung 32 sind vier
Chromatogramme der Bestrahlung von Promethazin in An- und Abwesenheit von
Alanyltryptopan abgebildet. Chromatogramm 1 zeigt das Chromatogramm von unbelichtetem
Promethazin mit Alanyltryptophan. Die Chromatogramme der belichteten Proben wurden bei
starker Vergroferung ausgewertet. Die Chromatogramme 2 und 3 zeigen die 50 min

Bestrahlung von Alanyltryptophan und Promethazin.
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Abb.32: (1) Promethazin mit Alanyltryptophan bei pH 7 ohne UV-A Belichtung
(2) Alanyltryptophan bei pH 7 mit UV-A 50 min belichtet
(3) Promethazin bei pH 7 mit UV-A 50 min belichtet
(4) Promethazin mit Alanyltryptophan bei pH 7 mit UV-A 50 min belichtet

In dem Chromatogramm 3 ist bei einer Retentionszeit von 30,3 min ein Peak eines
Photoproduktes zu erkennen, der bei der gemeinsamen Bestrahlung von Promethazin und
Alanyltryptophan in dem Chromatogramm 4 nicht zu beobachten ist. Dafiir sind in dem
Chromatogramm 4 im Bereich von 27-28 min zwei Peaks zu sehen, die in den
Chromatogrammen 2 und 3 nicht zu erkennen sind. Das Photoprodukt bei 30,3 min kdnnte in

Anwesenheit von Alanyltryptophan zu einem neuen Photoprodukt reagiert haben.

3.1.11 Vergleich der photochemischen Stabilitdt von Phenothiazinen

Mit den drei Phenothiazinen: Chlorpromazinhydrochlorid, Promethazinhydrochlorid,
Promazinhydrochlorid wurden Photostabilititspriifungen durchgefiihrt. Um eine bessere
Vergleichbarkeit zu gewéhrleisten, wurden die Probel6sungen in &quimolaren Mengen
hergestellt. Alle drei Arzneistoffe wurden in rein wassriger Losung jeweils 0, 90, 180, 270,
360 und 450 s mit dem UV-A Niederdruckstrahler belichtet. Da die drei Arzneistoffe als
Hydrochloride vorliegen, muss der pH-Wert der Probeldsung dementsprechend im sauren pH

Bereich liegen. In der Abbildung 33 ist der photochemische Abbau der drei Stoffe kinetisch
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dargestellt. Die halblogarithmische Auswertung ergibt fiir die Arzneistoffe Promazin und
Promethazin einen linearen Verlauf. Die Geschwindigkeitskonstanten von Promazin und
Promethazin unterscheiden sich nur geringfiigig. Die Geschwindigkeitskonstante fiir
Promethazin betriagt 0,0016 s' und fiir Promazin 0,0014 s. Bei der halblogarithmischen
Darstellung von Chlorpromazin weist die Kurve bei 90 s eine Knickstelle auf. Die Kurve fallt
bis 90 s steil ab, danach fillt die Kurve weiter linear ab und die Reaktionsgeschwindigkeit

verlangsamt sich (s. Anhang Abb. 4).
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Abb. 33: Bestrahlung der einzelnen &quimolaren Ldsungen von Chlorpromazinhydrochlorid,

Promethazinhydrochlorid, Promazinhydrochlorid mit UV-A Licht

3.1.12 Zusammenfassung

Aus den Untersuchungsergebnissen geht hervor, dass die Photostabilitdt von Phenothiazinen
stark vom pH-Wert abhéngig ist. Mit abnehmendendem pH-Wert werden die Phenothiazine
rascher in ihre Photoprodukte umgewandelt. In ungepufferter wéssriger Losung wurde beim
Vergleich der Photostabilitidten von Chlorpromazin, Promethazin und Promazin deutlich, dass
Chlorpromazin die grofite Photolysegeschwindigkeitskonstante aufweist und am schnellsten
von den drei untersuchten Phenothiazinen unter Bestrahlung von UV-A Licht abgebaut
wurde. Promethazin und Promazin werden nahezu gleich schnell abgebaut und weisen fast
gleiche Werte in der Geschwindigkeitskonstante auf. Dariiber hinaus héngt auch die Art der
resultierenden Photoprodukte vom pH-Wert ab.

Beim Screening auf mogliche Reaktionen mit Biomolekiilen wurde fiir Chlorpromazin eine

Reaktion mit GMP bei pH 7 unter Belichtung von UV-A Licht beobachtet. Die Reaktivitit der
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Photoprodukte konnte bei pH 3 nicht nachgewiesen werden. AuBerdem konnte die
Behauptung, dass zwischen der C-2 Position des dechlorierten Chlorpromazins und der C-8
Position des Purins eine kovalente Bindung entsteht, nicht bestétigt werden.

Dariiber hinaus wurde bei der UV-A Belichtung von Promethazin in Anwesenheit von dem
Dipeptid Alanyltryptophan eine Reaktion beobachtet. Auch diese Reaktion ist vom pH-Wert
abhéngig. Bei pH 7 wurden im Chromatogramm nach der Belichtung von Promethazin und
Alanyltryptophan weitere Peaks identifiziert, die bei der alleinigen Belichtung von
Promethazin im Chromatogramm nicht ersichtlich waren. Bei pH 3 hingegen konnte durch die
Betrachtung der Chromatogramme keine Wechselwirkung zwischen Promethazin und dem
Dipeptid festgestellt werden.

Mit dem entwickelten HPLC online System konnte durch die Reaktionen der Phenothiazine
mit GMP und Alanyltryptophan unter Belichtung mit UV-A Licht im wéssrigen Milieu die

Phototoxizitdt und Photoallergenitit dieser Substanzklasse bestétigt werden.
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3.2  Untersuchungen zur photochemischen Stabilitat von Hydrochlorothiazid und

dessen photochemischer Reaktivitat gegentiber Biomolekdilen

3.2.1 Einfuhrung

Hydrochlorothiazid (Abbildung 34) gehdrt zur Arzneistoffgruppe der Thiazide und wird als

Diuretikum eingesetzt.

Abb. 34: Struktur Hydrochlorothiazid

Die Substanz hat schwach saure Eigenschaften, die Angaben schwanken zwischen pKs;= §,8;
8,6; 9,5; pKs, = 10,4; 9,9; 11,3 (Florey). In neutraler Losung weist die Substanz zwei
Absorptionsmaxima bei 271 nm und 318 nm auf. Sowohl in saurer und alkalischer Losung
tritt reversible Hydrolyse ein, wobei in alkalischer Losung die Riickreaktion nur bedingt
ablduft. Bei zunehmender Alkalitdt der Losung reagiert der entstandene Formaldehyd in einer
Cannizzaro-Reaktion zu Ameisensdure. Das Stabilititsoptimum von Hydrochlorothiazid liegt

bei pH 7,2.

3.2.2 Photochemischer Abbau von Hydrochlorothiazid

Aufgrund von Photosensibilisierung der Haut nach Einnahme von Hydrochlorothiazid, die in
der Literatur beschrieben wurde, untersuchten Tamat und Moore (Tamat, Moore, 1983) die
Photostabilitdt von Hydrochlorothiazid. Hydrochlorothiazid wirkt auf zwei verschiedenen
Wegen als Photosensitizer, einmal iiber das freie Radikal und zum anderen {iiber den
aktivierten Singulettsauerstoff. Das in 6-Stellung substituierte Chlor ist photochemisch
instabil. Nach Untersuchungen (Jose, 1979) scheint die Mutagenitit von Hydrochlorothiazid
im Zusammenhang mit der Dehalogenierung zu stehen. Unter Bestrahlung kommt es vor
allem zur photochemisch induzierten Hydrolyse sowie Dehalogenierung (Moore, Tamat,

1980) von Hydrochlorothiazid.
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So wird Hydrochlorothiazid bei Bestrahlung im nahen UV Bereich in wissriger und
methanolischer Losung in photochemische Zerfallsprodukte umgewandelt. Bei der Photolyse
wird das substituierte -Cl durch -H, -OR und -ROH ersetzt. Die Hydrolyse des Thiazinringes
verlauft iiberlagert mit der Dechlorierung. In Gegenwart von Sauerstoff ist die Reaktion
gehemmt. Der Mechanismus der Photolyse verlduft iiber ein radikalisches Kation. Das
eigentliche Hydrolyseprodukt 5-Chlor-2,4-disulfonamid-anilin kann ebenfalls {iber
Entstehung eines Radikalkations dechloriert werden (Abbildung 35).

Revelle (Revelle et al., 1997) fand dagegen keine Hydrolyseprodukte von Hydrochlorothiazid,

sondern hauptsichlich Dehalogenierungsprodukte.
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Abb. 35: Photochemischer Abbau von Hydrochlorothiazid in methanolischer Losung
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3.2.3 Phototoxische Reaktionen von Hydrochlorothiazid

Die Phototoxizitit von Hydrochlorothiazid wurde in menschlichen in vivo Studien
beschrieben (Diffey and Langtry, 1989). Die subzelluldren Targets des photosensibilisierten
Hydrochlorothiazids sind bis heute nicht bekannt. In verschiedenen photochemischen
Untersuchungen zu Hydrochlorothiazid und Candida albicans (Johnson et al., 1986),
Photohdmolyse (Han et al. 2000) und Lipidperoxidation (Matsuo et al., 1986) wurden nur
negative oder schwache Reaktionen beobachtet. Andererseits zeigten Hydrochlorothiazid und

andere Diuretika im Comet Assay Test starke phototoxische Aktivitit (Selvaag et al., 2002).

3.2.4 Chromatographische Bedingungen der Hydrochlorothiazid Untersuchungen

Die Bestrahlung und chromatographische Trennung des Hydrochlorothiazids in An- und
Abwesenheit der Biomolekille GMP und Alanyltryptophan erfolgte in pH 3 und pH 7
phosphatgepufferter (5 mmol/ I'") wissriger Losung. Die Pumpe 1 wurde isokratisch mit dem
jeweiligen Puffer mit einem Fluss von 1 ml/ min betrieben. Pumpe 2 wurde mit einem
Acetonitril/ Puffer Gradienten programmiert (s. Tab. 2). Nach der Belichtung im Photoreaktor
wurden das Hydrochlorothiazid und die Biomolekiile auf der Séule 1 angereichert. Nach 2,9
min wurde die Saulenschaltung von der Load in die Injekt Position umgeschaltet, diese
Schaltzeit wurde in Vorversuchen ermittelt. Nachdem die angereicherten Stoffe back-flush
von der Sdule 1 hinuntergespiilt wurden, erfolgte die chromatographische Trennung iiber die

Saule 2 mit anschlieBender Detektion.

Zeit (min) 0 2.9 26.0 36.0
Pumpe 1 Puffer% 100 100 100 100
Pumpe 2 Puffer% 100 100 75 50
Acetonitril% 0 0 25 50

Tab. 2: Gradientenprofil und Schaltplan der beiden Pumpen fiir die Hydrochlorothiazid/ GMP/ ALATRP/ TRP

Untersuchung

Das Gradientenprofil der Pumpe 2 wurde bei den Untersuchungen zu den DNA-
Einzelstringen geringfiigig veréndert. In den ersten 10 min wurde die Pumpe 2 mit einem
1/99 Verhiltnis von Acetonitril und Puffer programmiert. Nach 10 min wurde der
Acetonitrilanteil bis 36 min auf 50% erhoht. Dariiber hinaus wurden die Ventile der

Sdulenschaltung nach 3,0 min umgeschaltet (s. Tab. 3).
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Zeit (min) 0 3.0 26.0 36.0
Pumpe 1 Puffer% 100 100 100 100
Pumpe 2 Puffer% 99 99 99 75
Acetonitril% 1 1 1 25

Tab. 3: Gradientenprofil und Schaltplan der beiden Pumpen fiir die Hydrochlorothiazid/ DNA-Untersuchung

3.2.5 Ergebnisse der Photostabilitatsuntersuchungen von Hydrochlorothiazid

In den Diagrammen der Abbildungen 36 und 37 sind die Ergebnisse der UV-A Belichtung
von Hydrochlorothiazid bei pH 3 und pH 7 abgebildet. Dargestellt sind die prozentualen
Peakflichen des Hydrochlorothiazids und zwei seiner Photoprodukte gegen die
Belichtungszeit mit der UV-A Lampe.

HC UV-ApH 3 HC UV-ApH 7
100 § —e—HC 100 —e—HC
S —&—P1 B —A—P1
L 50 o 50
z —A—P2 Z —A—P2
HCoB HCoB
0 0
0 10 20 30 40 50
Belichtungszeit/ min Belichtungszeit/ min
Abb.36: Photozersetzung einer wissrigen Abb.37:Photozersetzung einer wissrigen

Hydrochlorothiazid Losung gepuffert bei Hydrochlorothiazid Losung

pH 3 und Belichtung mit der UV-A Lampe gepuffert bei pH 7 und Belichtung

mit der UV-A Lampe

Mit zunehmender Belichtungsdauer wird die detektierte Signalfliche des Hydrochlorothiazids
immer kleiner. Bei pH 3 sind nach 50 min Bestrahlung nur noch 15% des Arzneistoffes nicht
umgesetzt worden. Die Peakfldache des unbekannten Photoproduktes 2 steigt bis zu der 30 min
Belichtung stetig an, féllt aber bei 40 und 50 min Belichtung wieder ab. Dieses Verhalten
kann darauf hindeuten, dass das Photoprodukt 2 nicht photostabil ist und in weitere
Photoprodukte umgesetzt wurde.

Bei der Kontrolluntersuchung wurde das Hydrochlorothiazid 0, 10, 20, 30, 40 und 50 min

lang im Photoreaktor ohne Belichtung angehalten. Auch nach 50 min Standzeit im
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Photoreaktor wurde das Hydrochlorothiazid weder bei pH 3 noch bei pH 7 hydrolisiert, die

Peakfldche lag bei allen sechs Bestimmungen bei 100%.

3.2.6 Photochemische Untersuchungen zu Hydrochlorthiazid und verschiedenen

Biomolekiilen

In weiteren Versuchen wurde Hydrochlorothiazid in Gegenwart von biologischen Molekiilen
mit dem Ziel bestrahlt, mogliche phototoxische und photoallergische Reaktionen sichtbar zu
machen. Dabei wurden zur Untersuchung von moglichen Wechselwirkungen von
Hydrochlorothiazid mit Proteinen in Gegenwart von Licht die Aminosdure Tryptophan und
das Dipeptid Alanyltryptophan verwendet. Als Modellsubstanz fiir die DNA wurde die Base
Guanosinmonophosphat fiir die Untersuchungen verwendet. Auflerdem wurden DNA

Oligonukleotide als antisense und sense Einzelstringe eingesetzt.

3.2.7 Ergebnisse zur photochemischen Umsetzung von Hydrochlorothiazid mit 5-
Guanosinmonophosphat unter Variation des pH-Wertes

Zuerst wurde Hydrochlorothiazid in Anwesenheit von GMP in phosphatgepufferter wéssriger
Losung auf pH 3 eingestellt und 0, 10, 20, 30, 40 und 50 min mit UV-A Licht bestrahlt. Zum
Vergleich wurde die Untersuchung ohne Belichtung wiederholt. Auch das GMP wurde in
Abwesenheit von Hydrochlorothiazid mit und ohne Belichtung untersucht.

Die Graphik in Abbildung 38 zeigt die Ergebnisse der Belichtung von Hydrochlorothiazid
zusammen mit GMP. Der Kurvenverlauf des photochemischen Abbaus von
Hydrochlorothiazid in Gegenwart von GMP entspricht dem Verlauf der alleinigen
Bestrahlung von Hydrochlorothiazid. Der Kurvenverlauf der entstehenden Photoprodukte P1
und P2 ist ebenfalls mit der Abbildung 36 vergleichbar. Die detektierte Signalfliche des
GMPs nimmt hingegen bei zunehmender Belichtungszeit kontinuierlich ab und erreicht nach
50 min Bestrahlungszeit einen Peakfldchenanteil von 95%.

Die statistische Auswertung (beschrieben in Kap. 3.1.8) iiber die Regressionsgerade der
GMP-Kurve in Abbildung 38 ergibt, dass die Steigung der Regressionsgeraden mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von p = 0,1 ungleich Null ist. Die Steigung der Regressionsgerade
der unbelichteten GMP-Kurve in Abbildung 39 ist mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von
p= 0,1 gleich Null. Vergleicht man die Steigung der Regressionsgeraden des GMPs in
Abbildung 38 mit der Steigung der Regressionsgeraden des unbelichteten GMPs in Abbildung
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39, so unterscheiden sich die beiden Steigungen signifikant. Die Ergebnisse der statistischen
Auswertung lassen darauf schlielen, dass GMP bei Bestrahlung in An- und Abwesenheit von
Hydrochlorothiazid geringfiigig abgebaut wurde, da die Steigung der Geraden ungleich Null
ist. Bei der Auswertung der Chromatogramme konnten aber keine neuen Photoprodukte, die

aus dem abgebauten GMP resultieren konnten, identifiziert werden.

HC/ GMP UV-A pH 3
100 -—m g = -
—e—HC
5 —m— GMP
g ——P1
—A—P2
Belichtungszeit/ s
Abb. 38: Photozersetzung von HC/ GMP bei pH 3 und UV-A Belichtung
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Abb. 39: HC/ GMP bei pH 3 unbelichtet Abb. 40: GMP bei pH 3 mit UV-A belichtet

Da die Reaktion mit Biomolekiilen vom pH-Wert abhingig ist, wurde die gesamte
Untersuchung in phosphatgepufferter wéissriger Losung bei pH 7 wiederholt. Der
Kurvenverlauf des photochemischen Abbaus des Hydrochlorothiazids und die Entstehung der
Photoprodukte in Anwesenheit von GMP ist ebenfalls mit der alleinigen Belichtung von
Hydrochlorothiazid vergleichbar. Die detektierte Peakfliche des GMP ist iiber den gesamten
Belichtungszeitraum leicht ansteigend. Bei der Auswertung der Chromatogramme wurde

ersichtlich, dass unter dem GMP-Peak ein Photoprodukt des Hydrochlorothiazids liegt und es
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aus diesem Grund zu einer prozentualen Erhéhung des GMP Peaks kommt. In den
Chromatogrammen konnten wie bei pH 3 keine weiteren Reaktionsprodukte identifiziert

werden.

3.2.8 Ergebnisse zur photochemischen Umsetzung von Hydrochlorothiazid mit

Tryptophan

Hydrochlorothiazid wurde in Anwesenheit von Tryptophan in einer auf pH 3 eingestellten
phosphatgepufferten wassrigen Losung mit UV-A Licht belichtet (s. Abbildung 41). Der
kinetische Verlauf des photochemischen Abbaus von Hydrochlorothiazid und die
resultierenden Photoprodukte sind mit der alleinigen Bestrahlung von Hydrochlorothiazid
vergleichbar (s. Abbildung 36). Dieses wird auch durch die fast identischen
Photolysegeschwindigkeitskonstanten  belegt. Fiir die alleinige Belichtung von
Hydrochlorothiazid bei pH 3 wurde eine Reaktionsgeschwindigkeitskonstante von 0,0367 s’
und fiir die Belichtung von Hydrochlorothiazid in Anwesenheit von Tryptophan wurde eine
Reaktionsgeschwindigkeitskonstante von 0,0355 s ermittelt (s. Anhang Abb. 5). In der
Abbildung 42 ist die unbelichtete Kontrolluntersuchung von Hydrochlorothiazid in
Anwesenheit von Tryptophan graphisch dargestellt. Tryptophan selbst wurde ebenfalls durch
UV-A Strahlung photodegradiert (Abbildung 43). Die detektierten Peakflichen des
Tryptophans nehmen kontinuierlich ab und erreichen nach der 50 min Bestrahlung einen Wert
von 97%.

Die statistische Auswertung (beschrieben in Kap. 3.1.8) iliber die Regressionsgerade der
Tryptophan-Kurve in Abbildung 41 ergibt, dass die Steigung der Regressionsgeraden mit
einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p = 0,1 ungleich Null ist. Die Steigung der unbelichteten
Tryptophan-Regressionsgeraden in Abbildung 42 ist mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von
p = 0,1 gleich Null. Vergleicht man die Steigung der Regressionsgeraden des Tryptophans in
Abbildung 41 mit der Steigung der Regressionsgeraden des unbelichteten Tryptophans in
Abbildung 42, so unterscheiden sich die beiden Steigungen signifikant. Beim statistischen
Vergleich der Regressionsgeradensteigung des unbestrahlten Tryptophans (Abbildung 42) mit
der Regressionsgeradensteigung des bestrahlten Tryptophans in Abwesenheit von
Hydrochlorothiazid  (Abbildung 43) unterscheiden sich die Steigungen der
Regressionsgeraden ebenfalls signifikant. Die Ergebnisse der statistischen Auswertung lassen
darauf schlieBen, dass Tryptophan bei Bestrahlung in An- und Abwesenheit von
Hydrochlorothiazid abgebaut wurde, da die Steigung der Regressionsgeraden ungleich Null
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ist. Tryptophan wird jedoch in Anwesenheit von Hydrochlorothiazid sehr viel schneller
abgebaut, da der Wert der Steigung signifikant groBer ist als bei der Belichtung von
Tryptophan in Abwesenheit von Hydrochlorothiazid.
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Abb. 41: Photozersetzung von HC/ TRP bei pH 3 und UV-A Belichtung
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Abb. 42: HC/ TRP bei pH 3 unbelichtet Abb. 43: TRP bei pH 3 mit UV-A belichtet

In den Chromatogrammen dieses Versuches wurde auflerdem ein neuer Peak identifiziert, der
moglicherweise ein Photoprodukt des photochemisch degradierten Tryptophans darstellt.

Denn die Fliche dieses Peaks (NEU) steigt etwa im gleichen Malle an wie der abfallende
Kurvenverlauf des Tryptophans.
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In der folgenden Graphik (Abbildung 44) sind vier Chromatogramme der Untersuchungsreihe
zu Hydrochlorothiazid und Tryptophan abgebildet.
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Abb. 44: (1) Hydrochlorothiazid mit Tryptophan bei pH 3 ohne UV-A Belichtung
(2) Tryptophan bei pH 3 mit UV-A 50 min belichtet
(3) Hydrochlorothiazid bei pH 3 mit UV-A 50 min belichtet
(4) Hydrochlorothiazid mit Tryptophan bei pH 3 mit UV-A 50 min belichtet

Das Chromatogramm 1 wurde ohne Belichtung und ohne Standzeit im Photoreaktor
aufgenommen. Man kann zwei gut aufgetrennte Peaks von Hydrochlorothiazid und
Tryptophan erkennen. Chromatogramm 2 zeigt die 50 min Belichtung von Tryptophan in
Abwesenheit von Hydrochlorothiazid. Photoprodukte des Tryptophan sind nur nach starkerer
Vergroflerung des Chromatogramms zu sehen. Chromatogramm 4 stellt die 50 min lange
Belichtung von Hydrochlorothiazid in Gegenwart von Tryptophan dar. In dem
Chromatogramm ist deutlich das neue Photoprodukt mit einer Retentionszeit von 16,3 min zu
erkennen. Dieses Photoprodukt ist weder bei der alleinigen Belichtung von Tryptophan noch
bei der alleinigen Belichtung von Hydrochlorothiazid (Chromatogramm 3) zu identifizieren.
Andererseits ist im Chromatogramm 3 bei der alleinigen Bestrahlung von Hydrochlorothiazid
ein weiteres Photoprodukt mit einer Retentionszeit von 20 min zu sehen, das aber in den

anderen Chromatogrammen nicht auftaucht.
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3.2.9 Ergebnisse zur photochemischen Umsetzung von Hydrochlorothiazid mit

Alanyltryptophan

Aufgrund der Resultate der Untersuchungen zu Hydrochlorothiazid/ Tryptophan, die im

vorangegangenen Kapitel beschriecben wurden, haben sich weitere Uberlegungen zu

moglichen photochemischen Reaktionen zwischen Hydrochlorothiazid und komplexeren

Peptiden ergeben. Es sollte untersucht werden wie sich die Photoaktivierung von

Hydrochlorothiazid auf eine Peptidbindung auswirkt. Als Modellpeptid wurde das Dipeptid

Alanyltryptophan eingesetzt.
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Abb. 45:
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Abb. 46: HC/ ALATRP bei pH 3 unbelichtet

Photozersetzung von HC/ ALATRP bei pH 3 und UV-A Belichtung
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Abb. 47: ALATRP bei pH 3 mit UV-A belichtet

In Abbildung 45 ist der photochemische Abbau von Hydrochlorothiazid in Anwesenheit von

Alanyltryptophan dargestellt. Der kinetische Verlauf von Hydrochlorothiazid und der

Photoprodukte P1 und P2 ist mit den vorangegangenen Versuchen vergleichbar (Abbildung
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36). Die prozentual detektierte Peakfliche des Alanyltryptophans nimmt mit zunehmender
Belichtungsdauer ab und erreicht nach der 50 min UV-A Bestrahlung noch 60%. Ein neu
entstandenes Photoprodukt wurde mit Hilfe einer Tryptophan Vergleichslosung iiber die
Retentionszeit als Tryptophan identifiziert. Mit zunehmender Belichtungszeit entsteht eine
groBere Menge an Tryptophan, nach 50 min UV-A Bestrahlung betrigt die detektierte
Peakfliche 21%. In der Abbildung 46 ist die unbelichtete Untersuchung zu
Hydrochlorothiazid in Anwesenheit von Alanyltryptophan dargestellt und in Abbildung 47 ist
die alleinige Belichtung von Alanyltryptophan mit UV-A Licht abgebildet. Es ist zu
beobachten, dass Alanyltryptophan auch ohne Anwesenheit von Hydrochlorothiazid
photodegradiert wurde. Die gemessene Peakfliche nimmt mit ldngeren Bestrahlungszeiten
langsam ab und die prozentuale Peakflidche erreicht bei der ldngsten Bestrahlung einen Wert
von 93%.

Die statistische Auswertung (beschrieben in Kap. 3.1.8) iiber die Regressionsgerade der
Kurve des Alanyltryptophans in Abbildung 45 ergibt, dass die Steigung der
Regressionsgeraden mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p = 0,1 ungleich Null ist. Die
Steigung der Regressionsgeraden der unbelichteten Alanyltryptophan Kurve in Abbildung 46
ist mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p = 0,1 gleich Null. Vergleicht man die Steigung
der Regressionsgeraden der Alanyltryptophan-Kurve in Abbildung 45 mit der Steigung der
Regressionsgeraden des unbelichteten Alanyltryptophans in Abbildung 46, so unterscheiden
sich die beiden Steigungen signifikant. Beim  statistischen  Vergleich der
Regressionsgeradensteigung des unbestrahlten Alanyltryptophans (Abbildung 46) mit der
Regressionsgeraden  des  bestrahlten  Alanyltryptophans in  Abwesenheit  von
Hydrochlorothiazid  (Abbildung 47) unterscheiden sich die Steigungen der
Regressionsgeraden ebenfalls signifikant. Die Ergebnisse der statistischen Auswertung lassen
darauf schlieBen, dass Alanyltryptophan bei Bestrahlung in An- und Abwesenheit von
Hydrochlorothiazid abgebaut wurde, da die Steigung der Regressionsgeraden ungleich Null
ist. Alanyltryptophan wurde jedoch in Anwesenheit von Hydrochlorothiazid sehr viel
schneller abgebaut, da der Wert der Steigung signifikant groBer ist als bei der Belichtung von
Alanyltryptophan in Abwesenheit von Hydrochlorothiazid.

Die Abbildung 48 zeigt vier Chromatogramme dieser Untersuchung. In Chromatogramm 1
wurde die Probeldsung, bestehend aus Hydrochlorothiazid und Alanyltryptophan ohne

Belichtung und ohne Standzeit im Photoreaktor chromatographiert.
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Abb. 48: (1) Hydrochlorothiazid und Alanyltryptophan ohne UV-A Belichtung
(2) Alanyltryptophan bei pH 3 mit UV-A 50 min belichtet
(3) Hydrochlorothiazid bei pH 3 mit UV-A 50 min belichtet
(4) Hydrochlorothiazid mit Alanyltryptophan bei pH 3 mit UV-A 50 min belichtet

Die beiden Stoffe verfiigen iiber &hnliche chromatographische Eigenschaften und die
Retentionszeiten liegen nah beieinander. Das Chromatogramm 2 zeigt die 50 min Belichtung
von Alanyltryptophan. Aufler dem Alanyltryptophan-Peak kdnnen noch einige weitere Peaks
der resultierenden Photoprodukte beobachtet werden. Im Chromatogramm 3 ist die alleinige
Belichtung von Hydrochlorothiazid mit UV-A Licht iiber eine Dauer von 50 min zu sehen.
Das Chromatogramm 4 zeigt die 50 min Belichtung von Hydrochlorothiazid in Anwesenheit
von Alanyltryptophan. Beim Vergleich der vier Chromatogramme ist festzustellen, dass bei
der Belichtung von Hydrochlorothiazid in Anwesenheit von Alanyltryptophan vier Peaks von
Photoprodukten zu sehen sind, die in den anderen Chromatogrammen nicht zu beobachten
sind. Eines dieser Photoprodukte wurde als Tryptophan iiber eine Referenzlosung
identifiziert. Die Peptidbindung des Dipeptids wurde aufgrund des entstandenen Tryptophans
folglich durch das photoaktivierte Hydrochlorothiazid gespalten.

Die Untersuchungsreihe wurde bei pH 7 wiederholt. Da aber die chromatographischen
Trenneigenschaften sehr von pH-Wert Anderungen abhiingig sind, konnte Trytophan unter
diesen Bedingungen nicht mehr von Alanyltryptophan getrennt werden. Eine genaue

Auswertung war unter diesen Bedingungen nicht moglich.
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3.2.10 Ergebnisse zur photochemischen Umsetzung von Hydrochlorothiazid mit

Alanyltryptophan und 5-Guanosinmonophosphat

In einem weiteren Versuch sollte gekldrt werden, inwieweit sich eine mogliche
Photoaktivierung des Dipeptids Alanyltryptophan durch das Hydrochlorothiazid auf die
DNA-Base GMP auswirkt. Da bei der Untersuchung von GMP und Hydrochlorothiazid keine
Hinweise auf eine Schidigung von GMP gefunden wurden, kdnnten nun vielleicht die
aktivierten Photoprodukte des Alanyltryptophans als Photosensitizer wirken und zu einer
oxidativen Schidigung des GMPs fithren. In der Vergangenheit wurde von
Elektronentransfers zwischen Proteinen und der DNA berichtet (Cullis et al.,1987).
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Abb. 49: Photozersetzung von Hydrochlorothiazid in Anwesenheit von Alanyltryptophan und GMP bei

pH 3 und Belichtung mit der UV-A Lampe

In dem Diagramm in Abbildung 49 ist die Photozersetzung von Hydrochlorothiazid in
Gegenwart von Alanyltryptophan und GMP aufgezeichnet. Die kinetischen Kurvenverldufe
des Alanyltryptophans und des Hydrochlorothiazids und seiner Photoprodukte entsprechen
den vorangegangenen Untersuchungen. Die Steigung der Regressionsgeraden der GMP-
Kurve nimmt bei der gesamten Untersuchung nicht ab, mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit
von p = 0,1 ist die Steigung gleich Null. Bei dem statistischen Vergleich der
Regressionsgeradensteigungen des unbelichteten GMPs aus Abbildung 39 mit der
Regressionsgeraden des belichteten GMPs in Abbildung 49 unterscheiden sich die Steigungen

der Regressionsgeraden nicht signifikant, was auf keinen oxidativen Abbau oder Verbrauch
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des GMPs fiir mogliche resultierende Photoprodukte hindeutet. Bei Betrachtung der gesamten
Chromatogramme dieses Versuches konnten auch keine neuen Photoprodukte entdeckt
werden, die aus dem GMP hervorgegangen sein konnten. Die Anderung des pH-Wertes der

Untersuchungsreihe auf pH 7 brachte keine neuen Ergebnisse.

3.2.11 Ergebnisse zur photochemischen Umsetzung von Hydrochlorothiazid mit DNA-
Einzelstrangen

Da in den bisherigen Versuchen keine Hinweise auf eine Schiadigung von GMP in Gegenwart
von Hydrochlorothiazid und UV-A Licht festgestellt werden konnten, es aber in der Literatur
Hinweise auf genotoxische Reaktionen von photoaktiviertem Hydrochlorothiazid gibt,
wurden weitere Untersuchungen durchgefiihrt. Dabei wurde Hydrochlorothiazid nun mit

kurzen komplementiren DNA-Einzelstrdngen in Gegenwart von UV-A Licht untersucht.
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Abb. 50: HC und DNASs bei pH 7 mit UV-A belichtet
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Abb. 51: HC mit DNAs bei pH 7 unbelichtet Abb. 52: DNAs bei pH 7 mit UV-A belichtet
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Zuerst wurde Hydrochlorothiazid in Anwesenheit des DNA-sense-Stranges unterschiedlich
lang belichtet. Die Abbildung 50 zeigt das Ergebnis.

Die statistische (beschrieben in Kap. 3.1.8) Auswertung der Regressionsgeraden der DNAs-
Strang Kurve in Abbildung 50 ergibt, dass die Steigung der Regressionsgeraden mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von p = 0,1 gleich Null ist. Die Steigung der unbelichteten DNAs
Regressionsgeraden in Abbildung 51 ist mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p = 0,1
gleich Null. Vergleicht man die Steigung der Regressionsgeraden des DNAs-Stranges in
Abbildung 50 mit der Steigung des unbelichteten DNAs-Stranges in Abbildung 51, so
unterscheiden sich die beiden Steigungen nicht signifikant. Beim statistischen Vergleich der
Regressionsgeradensteigung des unbestrahlten DNAs-Stranges (Abbildung. 51) mit der
Steigung der Regressionsgeraden des bestrahlten DNAs-Stranges in Abwesenheit von
Hydrochlorothiazid (Abbildung. 52) unterscheiden sich die Geraden in der Steigung ebenfalls
nicht signifikant. Die Ergebnisse der statistischen Auswertung lassen darauf schlielen, dass
der DNAs-Strang bei Bestrahlung in An- und Abwesenheit von Hydrochlorothiazid nicht
abgebaut wurde, da die Steigungen der Regressionsgeraden gleich Null sind.

In der Abbildung 53 sind vier Chromatogramme der Belichtung von Hydrochlorothiazid in
Gegenwart von dem DNAs-Strang dargestellt.

Zeit/ min
Abb. 53: (1) Hydrochlorothiazid und DNAs bei pH 7 ohne UV-A Belichtung
(2) Hydrochlorothiazid und DNAs bei pH 7 mit UV-A Licht 10 min belichtet
(3) Hydrochlorothiazid und DNAs bei pH 7 mit UV-A Licht 20 min belichtet
(4) Hydrochlorothiazid und DNAs bei pH 7 mit UV-A Licht 30 min belichtet
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Im Chromatogramm 1 ist die unbestrahlte Probe von der DNAs und dem Hydrochlorothiazid
abgebildet. In den Chromatogrammen 2, 3 und 4 wurden die Proben 10, 20, und 30 min lang
mit UV-A belichtet. Der DNAs-Peak bleibt bei allen drei Bestrahlungen als scharfer Peak zu
erkennen. Auflerdem sind die schon bekannten Photoprodukte des Hydrochlorothiazids zu
erkennen. Beim Vergleich aller Chromatogramme sind keine neuen Photoprodukte zu
erkennen, die aus dem DNAs-Einzelstrang resultieren konnten.

Die Untersuchung des Hydrochlorothiazids in Anwesenheit von dem DNAs-Einzelstrang
wurde im folgenden mit dem DNAa-Einzelstrang unter gleichen Bedingungen wiederholt. Bei
der Bestrahlung des DNAa-Stranges in Gegenwart von Hydrochlorothiazid wurde der DNAa-
Strang unter Einfluss von UV-A Strahlung in weitere Peaks aufgeteilt. Die prozentuale
Gesamtfliche des aufgeteilten DNAa-Peaks wurde gegen die Bestrahlungszeit aufgetragen.
Die gesamte Peakfldche steigt bis auf 151% unter Einfluss von 50 min UV-A Belichtung an
(Abbildung 54). In der Untersuchung von Hydrochlorothiazid in Anwesenheit des DNAa-
Stranges ohne Belichtung, dargestellt in Abbildung 55, bleibt die gemessene Peakflidche
beider Stoffe im Bereich von 100%. In der Abbildung 56 wurde der DNAa-Strang in
Abwesenheit von Hydrochlorothiazid mit UV-A Licht belichtet. Die detektierten prozentualen
Peakflichen lagen dabei im Bereich von 100% und in den Chromatogrammen der
Untersuchungen war ein scharfer Peak der DNA zu sehen.

Beim statistischen Vergleich der Steigung der Regressionsgeraden der DNAa-Strang-Kurve in
Abbildung 54 mit der Steigung der Regressionsgeraden der unbelichteten DNAa-Strang-
Kurve in Abbildung 55 unterscheiden sich die beiden Steigungen signifikant. Die Ergebnisse
der statistischen Auswertung lassen darauf schlieBen, dass der DNAa-Strang bei Bestrahlung
in Anwesenheit von Hydrochlorothiazid abgebaut oder strukturell verdndert wurde, da die

Steigung der Geraden ungleich Null ist.
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Abb. 54: HC und DNAa bei pH 7 und mit UV-A belichtet
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Abb. 55: HC und DNAa bei pH 7 unbelichtet

Abb. 56: DNAa bei pH 7 mit UV-A belichtet

In der Abbildung 57 sind vier Chromatogramme der Belichtungsstudie von dem DNAa-

Strang in Gegenwart von Hydrochlorothiazid und UV-A Licht abgebildet. Von oben nach

unten wurden die Edukte 0, 10, 20 und 30 min lang mit dem UV-A Strahler belichtet. Es ist

deutlich zu erkennen wie der DNAa-Strang unter Einwirkung von UV-Strahlung in weitere

Peaks zerfallt.
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Abb. 57: (1) Hydrochlorothiazid und DNAa bei pH 7 ohne UV-A Belichtung
(2) Hydrochlorothiazid und DNAa bei pH 7mit UV-A Licht 10 min belichtet
(3) Hydrochlorothiazid und DNAa bei pH 7mit UV-A Licht 20 min belichtet
(4) Hydrochlorothiazid und DNAa bei pH 7 mit UV-A Licht 30 min belichtet

3.2.12 Zusammenfassung

Aus den vorliegenden Untersuchungsergebnissen geht hervor, dass Hydrochlorothiazid bei
der photochemischen Aktivierung unter der Entstehung von mehreren Photoprodukten
photochemisch zersetzt wurde.

Bei der Belichtung von Hydrochlorothiazid in Gegenwart von Biomolekiilen wurden folgende
Wechselwirkungen beobachtet:

In Gegenwart von Tryptophan und UV-A Belichtung, konnte dessen beschleunigter
photochemischer Abbau beobachtet werden. Auerdem ist ein Photoprodukt entstanden, das
bei der alleinigen Belichtung von Tryptophan und Hydrochlorothiazid nicht gefunden wurde.
Bei den Versuchen mit Hydrochlorothiazid und dem Dipeptid wurde eine Spaltung der
Peptidbindung durch das photoaktivierte Hydrochlorothiazid nachgewiesen. Auflerdem
konnten mehrere neue Photoprodukte beobachtet werden, die bei der alleinigen Bestrahlung
von Hydrochlorothiazid und Alanyltryptophan nicht entstanden sind.

Eine Wechselwirkung zwischen Hydrochlorothiazid und der DNA-Base GMP konnte nicht

nachgewiesen werden. Auch die Variation des pH-Wertes brachte keine neuen Erkenntnisse.



Ergebnisse und Diskussion 59

Deshalb wurde Hydrochlorothiazid in Gegenwart von kurzen DNA-Einzelstringen bestrahlt.
Dabei konnte eine Wechselwirkung mit dem bestrahltem Hydrochlorothiazid und dem DNA-
antisense Strang nachgewiesen werden. Bei den Untersuchungen mit dem DNA-sense-Strang
in Gegenwart von bestrahltem Hydrochlorothiazid wurden keine Wechselwirkungen
beobachtet.

Aufgrund der Degradation der Peptide und Spaltung der Peptidbindung muss von einem
erhéhtem photoallergenen Potential von Hydrochlorothiazid ausgegangen werden. Au3erdem
ist das phototoxische und photogenotoxische Potential durch die Interaktion des

Hydrochlorothiazids mit dem DNA-antisense Strang bestétigt worden.
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3.3  Untersuchungen zur photochemischen Stabilitit von Ofloxacin und dessen

photochemischer Reaktivitat gegentiber Biomolektlen

3.3.1 Einfuhrung

Ofloxacin gehort zu der Gruppe der Gyrasehemmer, die als Antibiotika therapeutisch
eingesetzt werden. Die neueren Vertreter dieser Gruppe wie z. B. das Norfloxacin, Enoxacin
und Ciprofloxacin sind mit einem Fluoratom substituiert. Die fluorierten Gyrasehemmer
zeichnen sich durch breite antibakterielle Aktivitit und ein stark erweitertes
Wirkungsspektrum aus. Ofloxacin ist an der Position 6 mit Fluor substituiert, zusitzlich kann
an der Position 8 ein Fluoratom substituiert sein (Abbildung 58). Ofloxacin kann aufgrund der
Acidobasizitit (pKa 5,23 und pKa 7,39) unter biologischen Bedingungen Zwitterionen
ausbilden. Bei pH 3 liegt Ofloxacin iiberwiegend in der kationischen Form vor, wihrend sich

bei pH 7 das Zwitterion ausbildet.

F COOH
O

Abb.58: Struktur von Ofloxacin

Bei fast allen Gyrasehemmern wurden als Nebenwirkungen Photosensibilisierungen und
Hautdermatosen beobachtet. In Tierversuchen wurde durch Gabe von Chinolonen in
Gegenwart von UV-A Licht die Entwicklung von Photoallergien (Marutani et al., 1998) und
Hauttumoren beobachtet. Bei 1% der Patienten, die mit Fluorchinolonen behandelt wurden,
konnen nach der Verabreichung Hautreaktionen wie Erytheme oder Urtikaria (Stahlmann et
al., 1998) auftreten. Der zugrundeliegende Wirkungsmechanismus ist bis heute noch nicht
vollstindig aufgeklirt. Zum einen wird angenommen, dass Fluorchinolone als Photosensitizer
phototoxische Reaktionen verursachen (Johnson et al., 1997; Mayne et al., 1997). Dabei wird
die DNA durch die entstehenden reaktiven Sauerstoffspezies oxidativ geschidigt. (Martinez et
al., 1998; Robertson et al., 1991; Wagai et al., 1992). Fiir Norfloxacin wurden im Comet
Assay nach Bestrahlung mit UV-A Licht Effekte beobachtet (Reavy et al.,, 1997). Die
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photochemischen Eigenschaften von Norfloxacin und die Bildung von Singulettsauerstoff
waren dabei stark von dem pH-Wert abhédngig (Bilski et al., 1996).

Auf der anderen Seite konnen Derivate durch eine Halogensubstituierung in Position 8
phototoxische Reaktionen hervorrufen. Unter Einwirkung von UV-Strahlung kommt es bei
dem Chinolon Sparfloxacin zu Dehalogenierung in 8-Position (Engler et al., 1998). Eine
Einfiihrung einer Methoxy-Gruppe in Position 8 flihrt hingegen zu einer Reduzierung der
Phototoxitdt (Marutani et al., 1993) und zu einer Zunahme der Photostabilitdt (Matsumoto et
al., 1992).

Fiir Ofloxacin wurden photoinduzierte Effekte beschrieben (Jensen et al., 1987; Jungst et al.,
1987). Phototoxische Reaktionen wurden in vivo nach Bestrahlung mit UV-A Licht gezeigt
(Horio et al., 1994).

Auch die Photoprodukte der Gyrasehemmer zeigen noch antimikrobielle Aktivitét
(Sunderland et al., 2001).

Die Abbildung 59 zeigt die Photodegradation von Ofloxacin unter aecroben Bedingungen bei
einem pH-Wert von 7,3. Dabei kommt es zu einer N-demethylierung des Ofloxacins
(Cuquerella et al., 2003). Bei der Belichtung von Ofloxacin resultiert der angeregte Singulett-
Zustand. Da der Sigulett-Zustand nur sehr kurzlebig ist, geht dieser in den linger andauernden
Triplett-Zustand iiber. Das Ofloxacin im Triplett-Zustand fiihrt in Verbindung mit Sauerstoff
zum Singulettsauerstoff. Als andere Moglichkeit wire eine Umwandlung von Ofloxacin im
Singulett-Zustand zum Ofloxacin Radikalkation denkbar. Im weiteren Reaktionsverlauf

kommt es dann zur Abspaltung der Methylgruppe am Ofloxacin.
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Abb.59: Photochemischer Abbau von Ofloxacin
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3.3.2 Chromatographische Bedingungen der Ofloxacin Untersuchungen

Die isokratische Pumpe 1 befordert das Ofloxacin und das GMP mit der wissrigen
phosphatgepufferten mobilen Phase in den Photoreaktor zur Belichtung. Der pH-Wert der
mobilen Phase und der Probenlosung wurde bei den beiden vergleichenden
Untersuchungsreihen entweder auf pH 3 oder pH 7 eingestellt. Nach der Belichtung und nach
dem Herauspumpen des Ofloxacins, GMPs und der Photoprodukte aus dem Photoreaktor auf
die Séule 1 wurden die Ventile der Sdulenschaltung bei 2,9 min von der Load in die Injekt
Position geschaltet. Danach wurden die Stoffe mit einem Acetonitril/ Puffer Gradienten der
Pumpe 2 iiber die Sdule 2 chromatographiert (s. Tab. 4). Der pH-Wert der wissrigen
phosphatgepufferten mobilen Phase der Gradienten-Pumpe 2 wurde auf den gleichen pH-
Wert wie der Puffer der Pumpe 1 -eingestellt. AuBerdem wurde bei der pH 7
Untersuchungsreihe der Gradient erst nach 5,5 min gestartet (s. Tab. 5). Der Fluss beider

Pumpen betrug 1ml/ min.

Zeit (min) 0 2.9 17.0 23.0
Pumpe 1 Puffer% 100 100 100 100
Pumpe 2 Puffer% 100 100 63 63
Acetonitril% 0 0 37 37

Tab. 4: Gradientenprofil und Schaltplan der beiden Pumpen fiir die Ofloxacin/ GMP Untersuchung bei pH 3

Zeit (min) 0 2.9 5.5 17.0 23.0
Pumpe 1 Puffer% 100 100 100 100 100
Pumpe 2 Puffer% 100 100 100 63 63
Acetonitril% 0 0 0 37 37

Tab. 5: Gradientenprofil und Schaltplan der beiden Pumpen fiir die Ofloxacin/ GMP Untersuchung bei pH 7

3.3.3 Ergebnisse der Photostabilitatsuntersuchungen von Ofloxacin

Zuerst wurde Ofloxacin allein bei pH 3 und pH 7 jeweils 0, 10, 20, 30, 40 und 50 min mit
dem UV-A Strahler im Photoreaktor bestrahlt. Die detektierten Peakflichen von Ofloxacin
und der Photoprodukte wurden in Diagrammen graphisch gegen die Zeit ausgewertet. In
Abbildung 60 ist die Belichtung von Ofloxacin bei pH 3 dargestellt. Die photochemische

Degradation des Arzneistoffes nimmt mit zunehmender Belichtungsdauer zu, und die



Ergebnisse und Diskussion 63

gemessene prozentuale Peakfldche erreicht nach der 50 min Belichtung einen Wert von 52%.

Dartiber hinaus wurden neun Peakflachen von Photoprodukten zusétzlich ausgewertet.

OFL UV-A pH 3
120 - —o—OFL
100 « ——P1
B 80 - ——P2
S P3
¢ 60 - o
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< 40
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20 7 P6
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Belichtungszeit/ min P9
Abb. 60: Photozersetzung einer wéssrig phosphatgepufferten Ofloxacinlosung bei pH 3 mit der UV-A
Lampe

In der Abbildung 61 sind die Untersuchungsergebnisse der Bestrahlung von Ofloxacin bei pH
7 abgebildet. Dabei ist anhand des Kurvenverlaufes zu beobachten, dass der photochemische
Zerfall von Ofloxacin bei pH 7 viel rascher vonstatten geht als bei pH 3. Nach 10 min
Bestrahlung resultiert fiir das Ofloxacin eine detektierte Peakfldche von nur 11%. Dieser Wert
reduziert sich nach einer Belichtungszeit von 50 min auf 1% der unbestrahlten
Ausgangspeakfliche. Die Anzahl der entstehenden Photoprodukte ist geringer und

dementsprechend wurden nur fiinf resultierende Photoprodukte graphisch ausgewertet.
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Abb. 61: Photozersetzung einer wissrig phosphatgepufferten Ofloxacinlosung bei pH 7 mit der UV-A

Lampe
3.3.4 Ergebnisse der photochemischen Untersuchung von Ofloxacin in Gegenwart von

5-Guanosinmonophosphat

Zur Untersuchung der Phototoxizitdt wurde Ofloxacin in An- und Abwesenheit von GMP
jeweils 0, 10, 20, 30, 40 und 50 min lang in der Reaktionskapillare des Photoreaktors belichtet
und anschlieBend chromatographiert. Das Ergebnis ist in der Abbildung 62 dargestellt. Die
detektierten Peakflichen des Ofloxacins und des GMPs nehmen erst langsam, bei
zunehmender Belichtung zunehmend schneller ab. Das Experiment wurde insgesamt
sechsmal wiederholt. Aus den resultierenden Untersuchungsergebnissen wurden die
Standardabweichungen der prozentualen Peakflichen bestimmt. In der Abbildung 62 ist zu
erkennen, dass die Préizision der Methode bei zunehmender Belichtungszeit abnimmt. Die
neun entstehenden Photoprodukte wurden ebenfalls graphisch ausgewertet. Dabei ist
gleichzeitig ein Anstieg der prozentual detektierten Peakflache des Photoproduktes 5 mit dem
abfallenden Verlauf von Ofloxacin und GMP bei der 50 min Belichtung festzustellen. Die
unbelichtete Kontrolluntersuchung von Ofloxacin und GMP unter gleichen Bedingungen ist

in Abbildung 63 zu sehen.
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Abb. 62: Photozersetzung von OFL/ GMP bei pH 3 und UV-A Belichtung (n=6)




Ergebnisse und Diskussion 65

OFL/ GMP pH 3 0B GMP UV-A pH 3
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Abb. 63: OFL/ GMP bei pH 3 unbelichtet Abb. 64: GMP bei pH 3 mit UV-A belichtet

In dem Diagramm der Abbildung 64 ist die Bestrahlung von GMP ohne Ofloxacin in
Abwesenheit von UV-A Licht graphisch dargestellt.

Die statistische Auswertung (beschrieben in Kap. 3.1.8) der Regressionsgeraden der GMP-
Kurve in Abbildung 62 ergibt, dass die Steigung der Geraden mit -einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von p = 0,1 ungleich Null ist. Die Steigung der Regressionsgeraden
der unbelichteten GMP-Kurve in Abbildung 63 ist mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von
p=0,1 gleich Null. Vergleicht man die Steigung der Regressionsgeraden des GMPs in
Abbildung 62 mit der Steigung der Regressionsgeraden des unbelichteten GMPs in Abbildung
63, so unterscheiden sich die beiden Steigungen signifikant. Beim statistischen Vergleich der
Regressionsgeradensteigung des unbestrahlten GMPs (Abbildung 63) mit der der Steigung
der Regressionsgeraden des bestrahlten GMPs in Abwesenheit von Ofloxacin (Abbildung 64)
unterscheiden sich die Geraden in der Steigung nicht signifikant. Die Ergebnisse der
statistischen Auswertung lassen darauf schlieBen, dass das GMP bei Bestrahlung in
Anwesenheit von Ofloxacin abgebaut wurde, da die Steigung der Regressionsgeraden
ungleich Null ist.

In der Abbildung 65 sind vier Chromatogramme zu der pH 3 Belichtungsstudie von Ofloxacin
in An- und Abwesenheit von GMP zu sehen. In Chromatogramm 1 ist die unbelichtete
Probeldsung von Ofloxacin und GMP chromatographiert worden. Es sind deutlich die beiden
Peaks der beiden Stoffe zu identifizieren. Das GMP wurde nach einer Retentionszeit von 8
min zuerst eluiert und nach 14,4 min wurde das Ofloxacin von dem UV-Detektor erfasst.
Chromatogramm 2 bildet die 50 min Belichtung von GMP ab. In dem Chromatogramm 3
wurde Ofloxacin ohne GMP 50 min belichtet. AuBer dem noch vorhandenen Ofloxacin sind
zusitzlich eine Vielzahl von Photoprodukten zu erkennen. Im untersten Chromatogramm 4 ist
schlieBlich die 50 min Belichtung von Ofloxacin in Anwesenheit von GMP abgebildet. Bei

dem Vergleich der Chromatogramme 3 und 4 sind mehrere Unterschiede im Spektrum der
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Photoprodukte zu erkennen. Im Chromatogramm 4 sind eine Reihe von zusitzlichen
Photoprodukten zu sehen, die bei der alleinigen Belichtung von Ofloxacin und GMP nicht zu
beobachten sind. Folglich sind bei der Belichtung von Ofloxacin in Gegenwart von GMP

neue Photoprodukte aus dem Ofloxacin und dem GMP hervorgegangen.
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Abb. 65: (1) Ofloxacin mit GMP bei pH 3 unbelichtet Zeit/ min

(2) GMP bei pH 3 mit UV-A Licht 50 min belichtet
(3) Ofloxacin bei pH 3 mit UV-A Licht 50 min belichtet
(4) Ofloxacin mit GMP bei pH 3 mit UV-A Licht 50 min belichtet

Die gleiche Untersuchung wurde bei pH 7 unter sonst gleichen Versuchsbedingungen
wiederholt. Innerhalb dieser Untersuchung konnte keine Wechselwirkung zwischen Ofloxacin
und dem GMP beobachtet werden. Die detektierten Signalflichen von GMP nahmen mit
zunehmender Belichtungsdauer auch nicht ab. Die photochemische Wechselwirkung
zwischen den beiden Edukten scheint ebenfalls in einer Abhingigkeit vom pH-Wert zu

stehen.

3.3.5 Ergebnisse der photochemischen Untersuchung von Ofloxacin in Gegenwart von

Alanyltryptophan

Die UV-A Belichtung von Ofloxacin mit einer dquimolaren Menge von Alanyltryptophan
wurde aufgrund der Ergebnisse von Ofloxacin und GMP in wissriger phosphatgepufferter

Losung bei pH 3 durchgefiihrt. In der Abbildung 66 ist der kinetische Verlauf von Ofloxacin
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und Alanyltryptophan bei fiinf verschiedenen Belichtungszeiten dargestellt. Die detektierten
Signalflichen von Ofloxacin und von Alanyltryptophan nehmen bei zunehmender
Belichtungszeit ab. Nach einer Belichtungszeit von 50 min betrdgt die detektierte Peakfliche
des Alanyltryptophans nur noch 10% der unbestrahlten Ausgangsfléache.
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Abb. 66: Photozersetzung von OFL/ ALATRP bei pH 3 mit UV-A Belichtung
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Abb. 67: OFL/ ALATRP bei pH 3 unbelichtet Abb. 68: ALATRP bei pH 3 mit UV-A belichtet

Der prozentuale Flachenanteil des Ofloxacins sinkt auf 84%, im Vergleich dazu wurde bei der
alleinigen Bestrahlung von Ofloxacin bei pH 3 ein Wert von 52% gemessen (s. Abbildung

60). Die Anwesenheit des Alanyltryptophans verlangsamt also den photochemischen Abbau
von Ofloxacin.
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Die statistische Auswertung (beschrieben in Kap. 3.1.8) iliber die Regressionsgerade der
Alanyltryptophan-Kurve in Abbildung 66 ergibt, dass die Steigung der Regressionsgeraden
mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p = 0,1 ungleich Null ist. Die Steigung der
Regressionsgeraden des unbelichteten Alanyltryptophans in Abbildung 67 ist mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von p = 0,1 gleich Null. Vergleicht man die Steigung der
Regressionsgeraden des Alanyltryptophans in Abbildung 66 mit der Steigung der
Regressionsgeraden des unbelichteten Alanyltryptophans in Abbildung 67, so unterscheiden
sich die beiden Steigungen signifikant. Die Ergebnisse der statistischen Auswertung lassen
darauf schlieen, dass Alanyltryptophan bei Bestrahlung in Anwesenheit von Ofloxacin
abgebaut wurde, da die Steigung der Regressionsgeraden ungleich Null ist.

In der unteren Abbildung 69 sind vier Chromatogramme zu der Untersuchung von Ofloxacin

mit Alanyltryptophan abgebildet.

50

10 ALATRP
2 V\J
o B T e P | S —
mAU OFL
10 —
r 3 J\JL,
OFL

e i 4 ]
NN WY |
B Al 00 e Al AL A A ALY AR A0 A L )

2 4 & & 10 12 14 16 18 z0 22
Zeit/ min

Abb. 69:(1) Ofloxacin mit ALATRP bei pH 3 unbelichtet
(2) Alanyltryptophan bei pH 3 mit UV-A Licht 50 min belichtet
(3) Ofloxacin bei pH 3 mit UV-A Licht 50 min belichtet
(4) Ofloxacin mit Alanyltryptophan bei pH 3 mit UV-A Licht 50 min belichtet

In Chromatogramm 1 ist die unbelichtete Probe von Ofloxacin mit Alanyltryptophan

abgebildet. AuBler den beiden Edukten sind keine weiteren Peaks zu erkennen. Das
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Chromatogramm 2 zeigt die 50 min lange Belichtung von Alanyltryptophan. Bei starker
Vergroferung sind geringe Mengen von dem photochemisch zersetzten Alanyltryptophan zu
beobachten. Chromatogramm 3 zeigt die 50 min alleinige Belichtung von Ofloxacin. Das
Chromatogramm 4 zeigt die 50 min Belichtung von Ofloxacin in Anwesenheit des Dipeptids.
Bei dem Vergleich der vier Chromatogramme ist deutlich zu sehen, dass Alanyltryptophan in
Gegenwart von Ofloxacin und UV-A Licht fast vollstdndig in viele zusdtzliche Photoprodukte

degradiert wurde.

3.3.6 Zusammenfassung

Bei der Photostabilititspriifung mit UV-A Licht wurde Ofloxacin bei pH 3 und pH 7 belichtet,
dabei wurde Ofloxacin bei pH 7 schneller abgebaut als bei pH 3. Im Vergleich zu den anderen
untersuchten Arzneistoffen ist Ofloxacin bei pH 3 photostabiler als bei pH 7. Die
photochemische Instabilitét bei pH 7, konnte mit der Zwitterionstruktur von Ofloxacin bei
diesen Bedingungen im Zusammenhang stehen. Die schlechte Loslichkeit von Ofloxacin bei
pH 7 konnte ebenfalls ein Grund fiir den beschleunigten Abbau sein.

Aus den vorliegenden Ergebnissen wurde ersichtlich, dass auch die photochemischen
Interaktionen zwischen dem Ofloxacin und den Biomolekiilen von dem pH-Wert abhingig ist.
Ofloxacin geht bei pH 3 mit verschiedenen Biomolekiilen Wechselwirkungen ein. Zum einen
konnte in Gegenwart von Ofloxacin und UV-A Belichtung eine Abnahme des detektierten
GMPs bei zunehmender Belichtung festgestellt werden. Bei der gleichzeitigen Bestrahlung
von Ofloxacin und GMP deutet der Kurvenverlauf auf eine Autokatalysereaktion hin. GMP
wurde bei pH 3 nur in Gegenwart von Ofloxacin abgebaut, so dass unter diesen Bedingungen
von einer Phototoxizitit des Arzneistoffs ausgegangen werden muss. AuBBerdem wurden unter
Belichtung der beiden Stoffe weitere Peaks im Chromatogramm sichtbar, welche bei der
alleinigen Belichtung von Ofloxacin und GMP nicht zu erkennen waren. Bei pH 7 scheint das
GMP unter diesen Reaktionsbedingungen nicht angegriffen worden zu sein, zumindest sind
bei einer Belichtungszeit von 50 min im Experiment keine Hinweise darauf zu finden.

Die Ergebnisse zu Ofloxacin und dem Dipeptid Alanyltryptophan zeigen einen deutlichen
photochemischen Abbau von Alanyltryptophan in Gegenwart von Ofloxacin und UV-A Licht.
Nach 50 min UV-A Belichtung wurde fast das gesamte Alanyltryptophan in Gegenwart von
Ofloxacin zersetzt. Auf der anderen Seite wurde Ofloxacin in Gegenwart von Alanyltrytophan
und UV-A Licht bei pH 3 im Vergleich zu der alleinigen Bestrahlung von Ofloxacin deutlich

langsamer abgebaut. Moglicherweise werden bei der photochemischen Spaltung des
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Dipeptids Protonen freigesetzt, die zu einem Absinken des pH-Wertes fithren. Dieses
wiederum konnte zu einer Stabilisierung des Ofloxacins flihren. Dariiber hinaus kdnnten
Photoprodukte des Alanyltryptophans als Radikalfanger fungieren und somit das Ofloxacin
vor einem radikalischem Angriff schiitzen. Damit wire auch der rasche photochemische
Abbau des Alanyltryptophans zu erklidren. AuBBerdem konnte die Entstehung von Tryptophan
nicht beobachtet werden, moglicherweise wurde Tryptophan selber bevorzugt durch gebildete
Radikale angegriffen und degradiert, was wiederum die erhdhte Stabilitit von Ofloxacin
erkldren wiirde.

Durch die vorgestellten Ergebnisse wurde eine phototoxische und photoallergene Wirkung

von Ofloxacin bestétigt.
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3.4  Untersuchungen zur photochemischen Stabilitdét von Mefloquin und dessen

photochemischer Reaktivitat gegentiber Biomolektlen

3.4.1 Einfihrung

Mefloquin (Abbildung 70) wird in der Malariatherapie eingesetzt. In der Literatur werden
eine Vielzahl von Untersuchungen von Arzneistoffen zur Malariatherapie in Bezug auf
phototoxische Reaktionen beschrieben. Am hiufigsten wurde Chloroquin behandelt. Uber
photochemische Untersuchungen zu Mefloquin wird wenig berichtet. Auch Mefloquin steht

im Verdacht phototoxische und photoallergische Reaktionen zu verursachen.
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Abb. 70: Struktur von Mefloquin

Bei der Bestrahlung von Mefloquin wurde als Photoprodukt das 2,8-bis(trifluoro-methyl)-4-
hydroxychinolin identifiziert, dargestellt in der Abbildung 71 (T¢nnesen and Grislingaas,
1990). Eine Dehalogenierung von Fluor wird hingegen wegen der starken Bindung fiir

unwahrscheinlich gehalten.
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Abb. 71: Photochemischer Abbau von Mefloquin
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Mefloquin wirkt als Photosensitizer und bildet in Gegenwart von Licht bestimmter
Wellenldange Singulettsauerstoff (Motten et al., 1999). Durch den langlebigen energiereichen
Triplett-Zustand von Mefloquin und 2,8-bis(trifluoro-methyl)-4-hydroxychinolin kénnen im
weiteren Verlauf reaktive Sauerstoffspezies entstehen oder Biomolekiile in Radikale
umgewandelt werden (T¢nnesen et al., 1991). Mefloquin zeigt gegeniiber 3T3 Fibroblasten
eine phototoxische Wirkung und fiihrt in den Zellen zu einer Lipidperoxidation (Aloisi et al.,

2004).

3.4.2 Chromatographische Bedingungen der Mefloquin Untersuchungen

Die Probe, bestehend aus Mefloquin und Alanyltryptophan, wurde nach der Injektion {iber das
Rheodyne Ventil durch die wissrig phosphatgepufferte (pH 3) mobile Phase der isokratischen
Pumpe 1 in den Photoreaktor befordert und nach der Belichtung auf der Sdule 1 fiir 7 min
angereichert. Nach 7,0 min wurde die Sdulenschaltung von der Load Stellung in die Injekt
Position umgeschaltet. Nach dem Umschalten wurde das Mefloquin und das
Alanyltryptophan mit der Gradienten-Pumpe 2 unter Verwendung eines Acetonitril/ Puffer-
gradienten {iber die Séule 2 chromatographisch aufgetrennt und detektiert (s. Tab. 6). Bei dem

Puffer handelt es sich um einen wissrigen Phosphatpuffer eingestellt auf pH 3.

Zeit (min) 0 7.0 10.0 18.0 25.0 38.0
Pumpe 1 Puffer% 100 100 100 100 100 100
Pumpe 2 Puffer% 97 97 85 65 50 50
Acetonitril% 3 3 15 35 50 50

Tab. 6: Gradientenprofil, FlieBmittelzusammensetzng und Schaltplan zu der Mefloquin/  ALATRP

Untersuchung

3.4.3 Ergebnisse zur photochemischen Untersuchung von Mefloquin  mit

Alanyltryptophan

Um mogliche photoallergische Reaktionen nachweisen zu kdnnen wurde Mefloquin in An-
und Abwesenheit von Alanyltryptophan exemplarisch untersucht. Die Versuche wurden in
phosphatgepufferter wissriger Losung bei pH 3 durchgefiihrt. Die Probe wurde bei sechs
verschiedenen Belichtungszeiten von 0, 10, 20, 30, 40 und 50 min mit dem UV-A
Quecksilberniederstrahler belichtet. Das Ergebnis ist in Abbildung 72 dargestellt. Deutlich ist
eine Abnahme der Peakflichen bei zunehmenden Belichtungszeiten zu beobachten. Die

detektierten Peakflichen des Mefloquins erreichen nach 20 min Bestrahlung einen Wert von
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75%, der bei der Erhohung der Belichtungszeit konstant bleibt. Die Peakfliche des

Alanyltryptophans nimmt mit zunehmender Bestrahlung kontinuierlich ab und erreicht nach

50 min Bestrahlung ein Minimum von 55%. Bei der alleinigen Bestrahlung von

Alanyltryptophan iiber 50 min wurde hingegen nur eine Abnahme der prozentualen

Peakfldche auf 84% gemessen (Abbildung 74).
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Abb. 72: Photozersetzung von MEFLO/ ALATRP bei pH 3 und UV-A Belichtung
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Abb. 73: MEFLO/ ALATRP bei pH 3 unbelichtet
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Abb. 74: ALATRP bei pH 3 und UV-A Belichtung
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Die statistische Auswertung (beschrieben in Kap. 3.1.8) iliber die Regressionsgerade der
Alanyltryptophan-Kurve in Abbildung 72 ergibt, dass die Steigung der Geraden mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von p = 0,1 ungleich Null ist. Die Steigung der Regressionsgeraden
des unbelichteten Alanyltryptophans in Abbildung 73 ist mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit
von p = 0,1 gleich Null. Vergleicht man die Steigung der Regressionsgeraden des
Alanyltryptophans in Abbildung 72 mit der Steigung der Regressionsgeraden des
unbelichteten Alanyltryptophans in Abbildung 73, so unterscheiden sich die beiden
Steigungen signifikant. Die Ergebnisse der statistischen Auswertung lassen darauf schlief3en,
dass Alanyltryptophan bei Bestrahlung in Anwesenheit von Mefloquin beschleunigt abgebaut
wurde, da die Steigung der Regressionsgeraden ungleich Null ist.

Mit der Darstellung (Abbildung 75) von vier Chromatogrammen soll die verstirkte
Photozersetzung von Alanyltryptophan in Gegenwart des Photosensitizers Mefloquin deutlich
gemacht werden. Die Chromatogramme zeigen die photochemischen Untersuchungen von
Mefloquin in An- und Abwesenheit von Alanyltryptophan. Das Chromatogramm 1 zeigt die
beiden Peaks des unbestrahlten Mefloquins mit Alanyltryptophan. Im Chromatogramm 2 ist
das Spektrum der alleinigen Belichtung von Alanyltryptophan bei 50 min UV-A Bestrahlung
abgebildet. In diesem Chromatogramm sind ebenfalls einige Photoprodukte des
Alanyltryptophans zu beobachten. Das Chromatogramm 3 zeigt die alleinige Belichtung von
Mefloquin. Bei der detektierten Wellenlinge von 254 nm sind keine groBeren Peaks
moglicher Photoprodukte zu erkennen. Chromatogramm 4 zeigt die 50 min Belichtung von
Mefloquin mit Alanyltryptophan. Neben den beiden Ausgangsverbindungen sind eine ganze
Reihe von Photoprodukten in dem Chromatogramm 4 zu erkennen. Beim Vergleich von dem
Chromatogramm 2 mit dem Chromatogramm 4 sind zwar fast die gleichen Peaks von
Photoprodukten zu identifizieren, aber bei der Bestrahlung von Mefloquin in Anwesenheit
von Alanyltryptophan sind die Peakflachen der Photoprodukte viel groBBer. Mefloquin scheint
als Photosensitizer die photochemische Zersetzung des Alanyltryptophans also zu

beschleunigen.



Ergebnisse und Diskussion 75

ALATRP
0 1 '| MEFLO
Ii
i || .I-.
ALATRP
o -
2 \
i i, N e P —_— n ———
mAU
10 3 MEFLO
3 r|I
:I - — I —— L - _II'-\_
ALATRP
107 | MEFLO
4 | |
] —_— — v L ™~ _I‘ R I-_ .
e e T L=
o 2 4 & =1 10 1 4 14 1& 13 z0 22 Z4 26

Zeit/ min

Abb. 75: (1) Mefloquin mit Alanyltryptophan ohne UV-A Belichtung
(2) Alanyltryptophan bei pH 3 mit UV-A Licht 50 min belichtet
(3) Mefloquin bei pH 3 mit UV-A Licht 50 min belichtet
(4) Mefloquin mit Alanyltryptophan bei pH 3 mit UV-A Licht 50 min belichtet

3.4.4 Ergebnisse der photochemischen Untersuchungen von Mefloquin mit 5-GMP

In weiterfilhrenden Versuchen wurde Mefloquin in Gegenwart von der DNA-Base GMP in
An- und Abwesenheit von UV-A Licht bei pH 3 und pH 7 untersucht. Bei dem Experiment
wurde der Arzneistoff und die Base in einer dquimolaren Menge untersucht. Nach der
Auswertung der Chromatogramme konnten keine neuen Addukte von mdoglichen
Photoprodukten identifiziert werden. Die gemessene Peakfliche des GMP war bei allen

Untersuchungen konstant und somit wurde das GMP nicht photochemisch abgebaut.

3.4.5 Zusammenfassung

Wegen der starken Photodegradation des Dipeptids Alanyltryptophan in Gegenwart von
Mefloquin unter UV-A Bestrahlung ist von einem erhohten photoallergenem Potential
auszugehen. Wie bei der Untersuchung zu Ofloxacin konnte die Entstehung von Tryptophan

nicht beobachtet werden, moglicherweise wurde das entstehende Tryptophan auch sofort
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durch das aktivierte Mefloquin degradiert. Es konnte aber auch ein anderer Mechanismus bei
der Degradation des Dipeptis zugrunde liegen.

In Gegenwart von der DNA-Base GMP wurde weder bei pH 3 noch bei pH 7 eine
Wechselwirkung zwischen dem photoaktivierten Arzneistoff und dem Biomolekiil
festgestellt. Aus diesem Grund konnte die phototoxische oder photogenotoxische Aktivitat

von Mefloquin mit diesem Modell nicht bestétigt werden.
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3.5 Untersuchungen zur photochemischen Stabilitdét von Tetracyclin und dessen

photochemischer Reaktivitat gegentiber Biomolektlen

3.5.1 Einfihrung

Tetracyclin (Abbildung 76) ist ein antibiotisch wirksamer Arzneistoff. Die Wirkung beruht
auf der Hemmung der ribosomalen Protein-Biosynthese.
H,C. _CH,
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Abb. 76: Struktur von Tetracyclin

Tetracyclin ist instabil gegeniiber Sduren und Basen. In sédurehaltiger Losung wurde die
Abspaltung von Wasser an der C-6 Hydroxy-Gruppe beschrieben. Bei einem pH-Wert
zwischen 2 und 6 epimerisiert Tetracylin in das Epitetracyclin. Als Photoprodukt wurde
Lumitetracyclin nach Bestrahlung in wissriger Losung bei einem pH-Wert von 6,4 als

Photoprodukt identifiziert (Abbildung 77).

OH O OH O ¢}

OH O OH O (¢]

330nm
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Lumitetracyclin

Abb.77: Photochemischer Abbau von Tetracyclin (Davies et al., 1979; Hasan et al., 1985)
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Als weitere Photoprodukte wurden das Demethylaminotetracyclin, ein Quinonderivat und das
Anhydrotetracyclin gefunden (s. Abbildung 77).

Tetracycline sind phototoxisch. Die phototoxische Wirkung wird mit der Bildung von
Singulettsauerstoff (Hasan et al., 1984; 1986) und anderen Sauerstoffradikalen (Martin et al.,
1987) in Verbindung gebracht. Aulerdem wurde iiber ein Fall von Urtikaria und Erythem-
Bildung unter der Einnahme von Tetracyclin und Sonnenlicht berichtet (Yap et al., 2000).

3.5.2 Chromatographische Bedingungen der Tetracyclin Untersuchungen

Die chromatographischen Bedingungen wurden aufgrund der &hnlichen Polaritit von

Tetracyclin und Ofloxacin von letzterem iibernommen (s. Tab. 4).

3.5.3 Ergebnisse der Photostabilitatsuntersuchungen von Tetracyclin

Tetracyclin wurde in wissriger phosphatgepufferter Losung bei pH 3 jeweils 0, 10, 20, 30, 40
und 50 min mit UV-A Licht bestrahlt. Die Kinetik des photochemischen Abbaus ist in der
Abbildung 78 dargestellt. Die detektierten Signalflichen nehmen mit zunehmender
Belichtungsdauer ab. Nach der 50 min Belichtung betrigt die Tetracyclin-Peakfldche 54% der
unbestrahlten Ausgangsfldche. Parallel zur Abnahme der Tetracyclin Peakflache nehmen

die Peakfldchen der Photoprodukte zu.

TETRA UV-ApH 3
100 4

80 1 —e—TETRA
< 60 - ——P1
5 ——P2
< 40 - = P3

20 . —O0—P4

0 [Ay LA LA
0 10 20 30 40 50
Belichtungszeit/ min
Abb. 78: Photozersetzung einer wissrig phosphatgepufferten Tetracyclinhydrochloridlosung bei pH 3

mit der UV-A Lampe
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3.5.4 Ergebnisse der photochemischen Untersuchung von Tetracyclin in Gegenwart
von 5-Guanosinmonophosphat

Tetracyclin wurde bei pH 3 mit einer dquimolaren Menge GMP mit UV-A Licht bestrahlt.
Die Abbildung 79 zeigt den Verlauf der prozentualen Peakflachen von Tetracyclin und GMP.
AulBlerdem wurden alle Photoprodukte des Tetracyclins ausgewertet. Der Kurvenverlauf des
Tetracyclins und die Kurvenverldufe der entstehenden Photoprodukte sind mit der alleinigen

Bestrahlung von Tetracyclin in der Abbildung 78 vergleichbar.

TETRA/ GMP UV-A pH 3
100
80 A —e— TETRA
—m— GMP
g 607 —aP1
o
< 40 | ——P2
—m—P3
20 + —o—P4
0 x 2 L S
0 10 20 30 40 50
Belichtungszeit/ min
Abb. 79: Photozersetzung einer wissrig phosphatgepufferten Tetracyclinhydrochloridlosung in
Anwesenheit von GMP bei pH 3 mit der UV-A Lampe belichtet
TETRA/ GMP pH 3 0B GMP UV-A pH 3
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unbelichtet/ min Belichtungszeit/ min
Abb. 80: TETRA/ GMP bei pH 3 unbelichtet Abb. 81: GMP bei pH 3 mit UV-A belichtet

In der Abbildung 80 ist die unbelichtete Kontrolluntersuchung von Tetracyclin mit GMP
graphisch abgebildet. Die detektierten Signalflichen der beiden Edukte nehmen mit
zunehmender Standzeit im Photoreaktor nicht ab, jedoch entstehen auch ohne Belichtung die

Produkte P 3 und P 4. In Abbildung 81 ist die alleinige Belichtung von GMP zu sehen.
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Die statistische Auswertung (beschrieben in Kap. 3.1.8) iliber die Regressionsgerade der
GMP-Kurve in Abbildung 79 ergibt, dass die Steigung der Geraden mit -einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von p = 0,1 gleich Null ist. Die Steigung der Regressionsgeraden
des unbelichteten GMPs in Abbildung 80 ist mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p = 0,1
gleich Null. Vergleicht man die Steigung der Regressionsgeraden des GMPs in Abbildung 79
mit der Steigung der Regressionsgeraden des unbelichteten GMPs in Abbildung 80, so
unterscheiden sich die beiden Steigungen nicht signifikant. Die Ergebnisse der statistischen
Auswertung lassen darauf schlieBen, dass GMP bei Bestrahlung in Anwesenheit von
Tetracyclin nicht abgebaut wurde, da die Steigung der Regressionsgeraden gleich Null ist.

Bei dem Vergleich der Chromatogramme der gesamten Untersuchungen konnten keine
weiteren Peaks identifiziert werden, die aus photochemischen oder anderen

Wechselwirkungen der beiden Ausgangsstoffe hervorgegangen sein konnten.

3.5.,5 Ergebnisse zur photochemischen Untersuchung von Tetracyclin in Gegenwart

von Alanyltryptophan

Tetracyclin wurde mit einer dquimolaren Menge Alanyltryptophan bei pH 3 mit der UV-A
Lampe 0, 10, 20, 30, 40 und 50 min belichtet. Aus dem Verlauf der kinetischen Kurven der
Edukte in Abbildung 82 wird ersichtlich, dass beide Edukte mit zunehmender Belichtung
abgebaut werden. Die gemessene Signalfliche des Alanyltryptophans betrdgt nach der

langsten Belichtung von 50 min noch 65% von der unbelichteten Ausgangsfldche.

TETRA/ALATRP UV-ApH 3
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Abb. 82: Photozersetzung einer wassrig phosphatgepufferten Tetracyclinhydrochlorid Ldsung in

Anwesenheit von ALATRP bei pH 3 mit der UV-A Lampe
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Abb. 83: TETRA/ ALATRP bei pH 3 unbelichtet Abb. 84: ALATRP bei pH 3 mit UV-A belichtet

In der unbelichteten Kontrolluntersuchung von Tetracyclin mit Alanyltryptophan, dargestellt
in Abbildung 83 ist keine Abnahme der prozentualen Peakfldchen der Edukte ersichtlich. Die
alleinige Belichtung von Alanyltryptophan fiihrte zu einer leichten Abnahme der detektierten
Signalflache. Nach der 50 min Belichtung des Dipeptids betrug die Peakfiche noch 94%.

Die statistische Auswertung (beschrieben in Kap. 3.1.8) iiber die Regressionsgerade der
Alanyltryptophan-Kurve in Abbildung 82 ergibt, dass die Steigung der Geraden mit einer
[rrtumswahrscheinlichkeit von p = 0,1 ungleich Null ist. Die Steigung der Regressionsgeraden
des unbelichteten Alanyltryptophans in Abbildung 83 ist mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit
von p = 0,1 gleich Null. Vergleicht man die Steigung der Regressionsgeraden des
Alanyltryptophans in Abbildung 82 mit der Steigung der Regressionsgeraden des
unbelichteten Alanyltryptophans in Abbildung 83, so unterscheiden sich die beiden
Steigungen signifikant. Die Ergebnisse der statistischen Auswertung lassen darauf schliefen,
dass Alanyltryptophan bei Bestrahlung in Anwesenheit von Tetracyclin abgebaut wurde, da
die Steigung der Regressionsgeraden ungleich Null ist.

Folglich fiihrt die Belichtung des Dipeptids in Gegenwart von Tetracyclin zu einer
beschleunigten Photozersetzung.

In Abbildung 85 sind vier Chromatogramme der Untersuchung zusehen. In Chromatogramm
1 wurde Tetracyclin mit Alanyltryptophan unbelichtet chromatographiert. Das
Chromatogramm 2 zeigt die 50 min alleinige Belichtung von Alanyltryptophan und
Chromatogramm 3 die alleinige Belichtung von Tetracyclin. Vergleicht man die ersten drei
Chromatogramme mit der 50 min Belichtung von Tetracyclin in Anwesenheit des Dipeptids
im Chromatogramm 4, so sind in diesem Chromatogramm zusétzliche Peaks zu erkennen.

Diese Peaks konnten aus der Photozersetzung von Alanyltryptophan resultieren.
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Abb. 85: (1) Tetracyclin mit Alanyltryptophan bei pH 3 unbelichtet
(2) Alanyltryptophan bei pH 3 mit UV-A Licht 50 min belichtet
(3) Tetracyclin bei pH 3 mit UV-A Licht 50 min belichtet
(4) Tetracyclin mit Alanyltryptophan bei pH 3 mit UV-A Licht 50 min belichtet

3.5.6 Zusammenfassung

Die photochemischen Untersuchungen von Tetracyclin in An- und Abwesenheit des
Biomolekiils GMP und des Dipeptids Alanyltryptophan zeigen uneinheitliche Ergebnisse.
Einerseits wurde keine Wechselwirkung von Tetracyclin mit GMP in Gegenwart von UV-A
Licht nachgewiesen, andererseits wurde Alanyltryptophan in Gegenwart des photoaktivierten
Tetracyclins wesentlich schneller abgebaut, als bei der alleinigen Bestrahlung von
Alanyltryptophan. Die beschriebene phototoxische und photogenotoxische Wirkung von
Tetracyclin konnte mit der Modellsubstanz GMP nicht bestétigt werden. Das photoallergene
Potential von Tetracyclin wurde jedoch mit dem Modellpeptid bestitigt. Die
Untersuchungsreihe konnte nur bei pH 3 durchgefiihrt werden. Die Untersuchung von
Tetracyclin bei pH 7 war nicht moglich, weil Tetracyclin unter den verdnderten Bedingungen

auch ohne Belichtung sehr instabil war.
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3.6 Untersuchungen zur photochemischen Stabilitdt von Etodolac und dessen

photochemischer Reaktivitat gegentiber Biomolektlen

3.6.1 Einfihrung

Der Arzneistoff Etodolac (Abbildung 86) ist ein antiphlogistisches Analgetikum.

OH

Iz

Abb. 86: Struktur von Etodolac

Lee untersuchte die hydrolytische Reaktionskinetik und den zugrundeliegenden
Mechanismus. Die Reaktionskinetik entsprach dabei der 1. Ordnung (Lee et al., 1988). In der
Literatur wurde das photochemische Verhalten von Etodolac bisher nicht beschrieben.
Ebenfalls existiert keine Literatur die phototoxische oder photoallergene Reaktionen

beschreibt. Etodolac steht lediglich im Verdacht photosensibilisierend zu wirken.

3.6.2 Chromatographische Bedingungen der Etodolac Untersuchungen

Etodolac wurde entweder alleine oder mit Biomolekiilen im Photoreaktor in wissriger
phosphatgepufferter Losung belichtet. Nach der Bestrahlung wurden Etodolac und die Peptide
auf der Séule 1 angereichert. Das GMP wurde direkt tiber die Sdule 1 chromatographiert und
detektiert. Die Saulenschaltung wurde nach 6,0 min von der Load in die Injekt Position
umgeschaltet. Danach wurden Etodolac, Peptide und die Photoprodukte backflush mit einem
Acetonitril/ Puffergradienten hinuntergespiilt und anschlieBend {iber die Saule 2

chromatographisch getrennt (s. Tab. 7).

Zeit (min) 0 6.0 10.0 26.0 36.0
Pumpe 1 Puffer% 100 100 100 100 100
Pumpe 2 Puffer% 95 95 80 65 50
Acetonitril% 5 5 20 35 50

Tab. 7: Gradientenprofil und Schaltplan der beiden Pumpen fiir die Etodolac Untersuchung
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3.6.3 Ergebnisse der Photostabilitatsuntersuchungen von Etodolac

Etodolac wurde vorerst ohne Biomolekiile photochemisch untersucht. Dabei wurde Etodolac
in phosphatgepufferter wissriger Losung bei pH 3 und pH 7 mit dem UV-A
Niederdruckstrahler belichtet. In den Abbildungen 87 und 88 ist die Zerfallskinetik von

ETOUV-ApH3
100 ¢
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80 -
—a—P1
& 601 ——P2
g a0 —=—P3
20 | —O0—P4
—e—P5
0 m—=0— AEgﬂﬁ
0 10 20 30 40 50
Belichtungszeit/ min
Abb. 87: Photozersetzung einer wissrig phosphatgepufferten Etodolaclosung bei pH 3 mit UV-A Licht

Etodolac bei 0, 10, 20, 30, 40 und 50 min langer Belichtung dargestellt. Die
halblogarithmische Darstellung der pH 7 Untersuchung deutet eine Reaktionskinetik 1.
Ordnung an (s. Anhang Abb. 6). Der photochemische Abbau verlduft also nach der gleichen
Reaktionskinetik, wie der hydrolytische Abbau. Vergleicht man die Kurvenverldufe der
beiden Diagramme so ist festzustellen, dass Etodolac bei pH 3 etwas schneller photochemisch
abgebaut wurde als bei pH 7. Bei pH 3 sind nach 50 min UV-A Belichtung 64% des
Etodolacs und bei pH 7 sind hingegen 77% noch nicht photochemisch abgebaut. Dariiber
hinaus entstehen bei der Bestrahlung der auf pH 3 eingestellten Probeldsung insgesamt mehr

Photoprodukte als bei der pH 7 Untersuchung.
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Abb. 88: Photozersetzung einer wissrig phosphatgepufferten Etodolaclésung bei pH 7 mit UV-A Licht

3.6.4 Ergebnisse zur photochemischen Umsetzung von Etodolac mit 5-

Guanosinmonophosphat

In den folgenden Untersuchungen wurde Etodolac in Anwesenheit von GMP bei pH 3 und pH
7 belichtet. In der Literatur sind keine Hinweise auf phototoxische oder photogenotoxische
Reaktion von Etodolac in Gegenwart von UV-A Licht zu finden, infolgedessen sind keine
Wechselwirkungen zwischen dem Arzneistoff Etodolac oder den resultierenden
Photoprodukten von Etodolac mit der DNA-Base GMP zu erwarten. Die Abbildung 89 zeigt
graphisch den photochemischen Abbau von Etodolac in Gegenwart von GMP bei pH 7. Die
Probe wurde 0, 10, 20, 30, 40 und 50 min lang mit UV-A Licht bestrahlt. Der Kurvenverlauf
des Abbaus von Etodolac und die entstehenden Photoprodukte gleichen dem der alleinigen

Bestrahlung von Etodolac (Abbildung 88).



Ergebnisse und Diskussion 86

ETO/GMP UV-A pH 7
120
100
—e—ETO
© 801 —= GMP
§ 60 - -m—P3
< 40 ——P4
P5
20 ~
0@ — a ——0
0 10 20 30 40 50
Belichtugszeit/ min
Abb. 89: Photozersetzung von ETO/ GMP bei pH 7 und UV-A Belichtung
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Abb. 90: ETO/ GMP bei pH 7 unbelichtet Abb. 91: GMP bei pH 7 mit UV-A belichtet

Die Kurven von Etodolac mit GMP ohne Belichtung bei sonst aber identischen Bedingungen
sind in Abbildung 90 dargestellt. Die alleinige Belichtung von GMP ist in Abbildung 91
dargestellt.

Die statistische Auswertung (beschrieben in Kap. 3.1.8) iiber die Regressionsgerade der
GMP-Kurve in Abbildung 89 ergibt, dass die Steigung der Geraden mit einer
[rrtumswahrscheinlichkeit von p = 0,1 ungleich Null ist. Die Steigung der Regressionsgeraden
des unbelichteten GMPs in Abbildung 90 ist mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p = 0,1
ungleich Null. Vergleicht man die Steigung der Regressionsgeraden des GMPs in Abbildung
89 mit der Steigung des unbelichteten GMPs in Abbildung 90, so unterscheiden sich die
beiden  Steigungen  nicht  signifikant. = Beim  statistischen = Vergleich  der

Regressionsgeradensteigung des unbestrahlten GMPs (Abbildung 90) mit der Steigung der
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Regressionsgeraden des bestrahlten GMPs in Abwesenheit von Etodolac (Abbildung 91)
unterscheiden sich die Geraden in der Steigung nicht signifikant. Die Ergebnisse der
statistischen Auswertung lassen darauf schlieBen, dass das GMP bei Bestrahlung in
Anwesenheit von Etodolac nicht abgebaut wurde, da sich die Steigungen der
Regressionsgeraden nicht unterscheiden.

In der Abbildung 92 sind vier Chromatogramme der Untersuchung zu Etodolac in An- und
Abwesenheit von GMP zu sehen. In Chromatogramm 1 ist die Probeldsung ohne Belichtung
chromatographiert worden. Aufler den beiden Peaks der Edukte sind keine weiteren Signale
zu identifizieren. In Chromatogramm 2 ist zusitzlich die 50 min Belichtung von GMP
abgebildet. Es sind keine Photoprodukte, die aus der Belichtung von GMP hervorgegangen
sein konnten, zu erkennen. Das Chromatogramm 3 bildet das Ergebnis der alleinigen 50 min
Belichtung von Etodolac ab. Nur bei starker VergroBerung des Chromatogramms sind
vereinzelte Peaks von Photoprodukten zu erkennen. In Chromatogramm 4 wurde Etodolac in
Anwesenheit von GMP 50 min lang im Photoreaktor mit UV-A Licht bestrahlt. Aus dem
Vergleich der Chromatogramme 3 und 4 ergeben sich keine Unterschiede, es sind keine neuen
Photoprodukte zu erkennen. Aufgrund dieser Beobachtung kann man davon ausgehen, dass es
zu keiner Reaktion zwischen den Photoprodukten des Etodolacs und des GMPs gekommen

ist.
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Abb. 92: (1) Etodolac mit GMP bei pH 7 unbelichtet

(2) GMP bei pH 7 mit UV-A 50 min belichtet
(3) Etodolac bei pH 7 mit UV-A 50 min belichtet
(4) Etodolac und GMP bei pH 7 mit UV-A 50 min belichtet
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3.6.5 Ergebnisse der photochemischen Umsetzung von Etodolac mit Tryptophan

Etodolac wurde in Gegenwart von UV-A Licht mit der Aminosédure Tryptophan bestrahlt. In
den folgenden drei Graphiken sind die Untersuchungsergebnisse dieser Studie abgebildet. Die
Abbildung 93 zeigt die Belichtung von Etodolac in Anwesenheit von Tryptophan. Der
Kurvenverlauf, der den photochemischen Abbau von Etodolac und die Entwicklung der
Photoprodukte wiederspiegelt, ist mit der alleinigen Bestrahlung von Etodolac in Abbildung
87 vergleichbar. AuBlerdem ist bei der Belichtung von Etodolac in Anwesenheit von
Tryptophan in allen Chromatogrammen ein neuer Peak (NEU) zu sehen, der mit zunehmender

Belichtung groBer wurde, dieser wurde auch graphisch ausgewertet.
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Abb. 93: Photozersetzung von ETO/ TRP bei pH 3 und UV-A Belichtung
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Abb. 94: ETO/ TRP bei pH 3 unbelichtet Abb. 95: TRP bei pH 3 und UV-A Belichtung

Bei der Kontrolluntersuchung (Abbildung 94) wurde die Probe bestehend aus Etodolac und in
Anwesenheit von Tryptophan 0, 10, 20, 30, 40 und 50 min lang im Photoreaktor ohne

Belichtung untersucht. AuBerdem wurde Tryptophan alleine unter gleichen Bedingungen mit
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Belichtung untersucht (Abbildung 95). Nach der 50 min Belichtung wurde fiir die Peakfldche
des Tryptophans ein Wert von 98% gemessen.

Eine statistische Auswertung iiber die Regressionsgerade der Tryptophan-Kurve in Abbildung
93 ist nicht moglich, weil unter dem Peak von Tryptophan ein Photoprodukt des Etodolacs
liegt. Die Tryptophan-Kurve weist aus diesem Grund einen steigenden Verlauf auf.

In der Abbildung 96 sind vier Chromatogramme der Untersuchung von Etodolac und

Tryptophan dargestellt.
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Abb. 96: (1) Etodolac mit Tryptophan bei pH 3 unbelichtet
(2) Tryptophan 50 min bei pH 3 mit UV-A belichtet
(3) Etodolac 50 min bei pH 3 mit UV-A belichtet
(4) Etodolac mit Tryptophan 50 min bei pH 3 mit UV-A belichtet

Das Chromatogramm 1 zeigt die unbelichtete Probe von Etodolac und Tryptophan. In dem
zweiten Chromatogramm wurde Tryptophan 50 min mit UV-A Licht bestrahlt. Im
Chromatogramm 3 wurde Etodolac alleine 50 min im Photoreaktor bestrahlt und in
Chromatogramm 4 wurde Etodolac in Anwesenheit von Tryptophan 50 min belichtet. Beim
Vergleichen aller Chromatogramme ist festzustellen, dass aus der alleinigen Bestrahlung von
Etodolac ein dhnliches Spektrum an Photoprodukten entsteht wie bei der Bestrahlung von
Etodolac in Anwesenheit von Tryptophan. Dariiber hinaus entsteht bei der Bestrahlung von
Etodolac in Gegenwart von Tryptophan ein neues Photoprodukt, das in Chromatogramm 4 bei

einer Retentionszeit von 22,9 min liegt.
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3.6.6 Ergebnisse der photochemischen Umsetzung von Etodolac mit Alanyltryptophan

In einem weiteren Experiment wurde Etodolac mit dem Dipeptid Alanyltryptophan in
Gegenwart von UV-A Licht bei pH 3 und pH 7 untersucht. Zuerst wurde die Untersuchung
bei pH 3 mit einer &dquimolaren Probeldosung von Etodolac und Alanyltryptophan
durchgefiihrt. In der Abbildung 97 sind die Ergebnisse der Bestrahlung von Etodolac mit dem
Dipeptid als prozentuale Peakflichen der Stoffe in Abhdngigkeit zu den unterschiedlichen
Bestrahlungszeiten abgebildet. Der photochemische Abbau des Etodolacs und die

resultierenden Photoprodukte sind mit der alleinigen Bestrahlung von Etodolac in Abbildung

87 vergleichbar.
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Abb. 97: Photozersetzung von ETO/ ALATRP bei pH 3 und UV-A Belichtung
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Abb. 98: ETO/ ALATRP bei pH 3 unbelichtet Abb. 99: ALATRP bei pH 3 und UV-A Belichtung



Ergebnisse und Diskussion 91

In der Abbildung 98 wurde Etodolac in Gegenwart von Alanyltryptophan unter den gleichen
Bedingungen nochmals untersucht, diesmal aber ohne Bestrahlung. Der Kurvenverlauf weist
einen waagerechten geradlinigen Verlauf auf. In der Abbildung 99 ist die alleinige
Bestrahlung von Alanyltryptophan zu erkennen. Mit zunehmender Belichtungszeit wurde das
Alanyltryptophan im geringem Mafle photochemisch degradiert.

Die statistische Auswertung iiber die Regressionsgerade der Alanyltryptophan-Kurve in
Abbildung 97 ist nicht moglich, da ein Photoprodukt des Etodolacs unter dem
Alanyltryptophan-Peak liegt. Die Alanyltryptophan-Kurve weist deshalb einen steigenden
Kurvenverlauf auf.

In Abbildung 100 sind vier Chromatogramme dieser Studie zu sehen. In Chromatogramm 1
ist die unbelichtete Probe von Etodolac mit Alanyltryptophan chromatographiert worden. Das
Alanyltryptophan wurde nach einer Retentionszeit von 12,1 min eluiert, das Etodolac nach 25
min. Aufler dem Signal, das durch die Ventilschaltung verursacht wurde, sind keine weiteren
Peaks im Chromatogramm zu identifizieren. Bei der alleinigen 50 min Belichtung von

Alanyltryptophan, abgebildet in Chromatogramm 2, sind nur sehr schwach weitere Peaks zu

erkennen.
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Abb. 100: (1) Etodolac mit Alanyltryptophan bei pH 3 unbelichtet
(2) Etodolac mit Alanyltryptophan 50 min bei pH 3 mit UV-A belichtet
(3) Etodolac 50 min bei pH 3 mit UV-A belichtet
(4) Alanyltryptophan 50 min bei pH 3 mit UV-A belichtet
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In Chromatogramm 4 ist die 50 min lange UV-A Belichtung von Etodolac mit
Alanyltryptophan zu sehen.

Vergleicht man das Spektrum der Peaks mit der alleinigen 50 min langen Bestrahlung von
Etodolac, so ist festzustellen, dass die resultierenden Photoprodukte in beiden
Chromatogrammen gleich sind. Folglich sind aus den priméren Photoprodukten des Etodolacs
keine weiteren sekundéren Produkte durch das aktivierte Dipeptid entstanden.

Bei der Untersuchung von Etodolac mit Alanyltryptophan bei Bestrahlung in der wéssrig
phosphatgepufferten Losung bei pH 3 wurden keine Wechselwirkungen zwischen dem
Arzneistoff und dem Dipeptid festgestellt. Da die Reaktionen zwischen dem Arzneistoff und
dem Dipeptid pH abhingig sein konnten, wurde die Untersuchung bei pH 7 wiederholt. Auch
unter dieser Bedingung wurde keine Reaktion zwischen Etodolac und Alanyltryptophan bei

Belichtung nachgewiesen.

3.6.7 Zusammenfassung

Bei Belichtung von Etodolac mit UV-A Licht in Gegenwart von GMP bei pH 3 und pH 7
konnte keine Wechselwirkung zwischen den Molekiilen festgestellt werden. In der
Untersuchung von Etodolac mit der Aminosdure Tryptophan konnte in geringen Mengen ein
neues Photoprodukt nachgewiesen werden, dabei wurde das Tryptophan selber kaum
photodegradiert. In den darauf folgenden Versuchen mit dem Dipeptid Alanyltryptophan
konnte hingegen keine Wechselwirkung zwischen dem Arzneistoff und dem Biomolekiil
festgestellt werden. Es wurden keine zusétzlichen Photoprodukte nachgewiesen. Auch die
Variation des pH-Wertes brachte keine neuen Erkenntnisse. Anhand der
Untersuchungsergebnisse kann auf kein phototoxisches Potential von Etodolac
zuriickgeschlossen werden. Da das untersuchte Dipeptid in Gegenwart von Etodolac nicht
durch das photochemisch aktivierte Etodolac zu Photoprodukten degradiert wurde und bei der
Untersuchung mit Tryptophan nur eine schwache Wechselwirkung beobachtet wurde, kann

dieses Ergebnis nur auf ein geringes photoallergenes Potential hindeuten.
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3.7 Untersuchungen zur photochemischen Stabilitdt von Nifedipin und dessen

photochemischer Reaktivitat gegentiber Biomolektlen
3.7.1 Einfihrung

Nifedipin gehort zur Arzneistoffgruppe der Calcium-Antagonisten und wird in der
Bluthochdrucktherapie eingesetzt. Nifedipin wird unter Lichteinwirkung in das therapeutisch
unwirksame 4-(2-Nitrosophenyl)-pyridin-Derivat umgewandelt (Schlossmann, 1972). Dabei
findet unter Wasserabspaltung eine intramolekulare Redoxreaktion statt. Es gilt als
wahrscheinlich, dass nach Anregung der Nitrogruppe das y-Wasserstoffatom (4-H) auf das
radikalische Sauerstoffatom der Nitrogruppe tibertragen wird (Gorlitzer et al., 1996). Das
gebildete Diradikal kann zum N-Hydroxy-isoxazolin cyclisiert und anschlieBend zur y-
Hydroxy-nitrosophenyl-Verbindung aufgespalten werden, die sich unter Wassereliminierung
zum Pyridin stabilisiert (Abbildung 101). Bei der Bestrahlung von Nifedipin mit UV-Licht
kann auch in geringen Mengen das Hydroxylamin-Derivat gebildet werden, das wiederum

intramolekular Methanol zu Pyrido[3,4-c]-chinolin abspalten kann.
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Abb. 101: Photochemischer Abbau von Nifedipin
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Es besteht kein Unterschied zwischen UV-A und Tageslicht hinsichtlich der kinetischen
Entstehung der Photoprodukte (Henk et al., 1995).

Wihrend der Einnahme von Nifedipin wurde hédufig von unerwiinschten Nebenwirkungen
berichtet, wie z. B. Photodermatitis (Zenarola et al., 1991). Im Rahmen von in vitro
Untersuchungen mit Mikroorganismen und in Zellversuchen stellte sich Nifedipin als
phototoxisch heraus. Dabei ist aber zu beachten, dass die eingesetzten Konzentrationen hoher
waren als therapeutische Dosen (Guarrera et al., 1990; Gibbs et al., 1992). Die hohe
Reaktivitit der Nitroso-Gruppe des Photozwischenproduktes konnte fiir Reaktionen mit

Biomolekiilen ausschlaggebend sein.

3.7.2 Chromatographische Bedingungen der Nifedipin Untersuchungen

Das GMP und das Alanyltryptophan wurde mit pH 7 phosphatgepufferter wassriger mobiler
Phase direkt iiber die Sdule 1 chromatographiert, Nifedipin wurde in dieser Zeit auf der Siule
1 angereichert. Die Sédulenschaltung wurde bei der Untersuchung zu GMP nach 7,5 min von
Load auf Injekt umgeschaltet (s. Tab. 8). Aufgrund der lidngeren Retentionszeit von
Alanyltryptophan wurde bei den Untersuchungen zum Dipeptid erst nach 14,5 min in die
Injekt Position umgeschaltet (s. Tab. 9). Zur chromatographischen Trennung des Nifedipins
und seiner Photoprodukte iiber die Sdule 2 wurde unter isokratischen Bedingungen gearbeitet.
Als Puffer des Acetonitril/ Puffergemisches wurde der gleiche wéssrige Phosphatpuffer
eingesetzt, der fiir die Pumpe 1 und die Bestrahlung verwendet wurde. Die

FlieBgeschwindigkeit der beiden Pumpen wurde auf 1ml/ min eingestellt.

Zeit (min) 0 7.5 30.0
Pumpe 1 Puffer% 100 100 100
Pumpe 2 Puffer% 65 65 65
Acetonitril% 35 35 35

Tab. 8: Gradientenprofil und Schaltplan der beiden Pumpen fiir die Nifedipin/ GMP Untersuchung

Zeit (min) 0 14.5 30.0
Pumpe 1 Puffer% 100 100 100
Pumpe 2 Puffer% 65 65 65
Acetonitril% 35 35 35

Tab. 9: Gradientenprofil und Schaltplan der beiden Pumpen fiir die Nifedipin/ ALATRP Untersuchung
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3.7.3 Ergebnisse der Photostabilitatsuntersuchungen von Nifedipin

Die photochemische Untersuchung wurde in pH 7 phosphatgepufferter wissriger Losung
durchgefiihrt. Aufgrund der hohen Lichtempfindlichkeit von Nifedipin wurde die
Belichtungszeit mit dem UV-A-Strahler bei der lingsten Bestrahlung mit 10 min festgelegt.
Die injizierten Probelosungen wurden 0, 2, 4, 6, 8 und 10 min im Photoreaktor bestrahlt. In
der Abbildung 102 ist die Belichtung von Nifedipin und die Entstehung der
Photozerfallsprodukte als prozentuale Peakfliche in Abhdngigkeit von der Belichtungszeit
graphisch dargestellt. Nach der 2 min Belichtung mit UV-A Licht sind 7% des Nifedipins
noch nicht photochemisch zerfallen. Insgesamt wurden 4 der entstandenen Photoprodukte

graphisch ausgewertet.

NIF UV-ApH 7
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X 60 —a—P1
g ——P2
<< 40 - P3
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0o — " —i-
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Belichtungszeit/ min
Abb. 102: Photozersetzung einer wéssrigen phosphatgepufferten Nifedipinlosung bei pH 7 mit der UV-A
Lampe

3.7.4 Photochemische Umsetzung von Nifedipin mit 5-Guanosinmonophosphat

Beziiglich moglicher Wechselwirkungen zwischen den entstehenden Photoprodukten des
Nifedipins mit der DNA wurde die Belichtungsstudie von Nifedipin mit der DNA-Base GMP
durchgefiihrt. Nifedipin wurde dabei in An- und Abwesenheit von GMP mit und ohne
Belichtung mit UV-A Licht untersucht. Aulerdem wurde GMP alleine unter den gleichen
Bedingungen behandelt. In Abbildung 103 ist der Verlauf der Bestrahlung von Nifedipin in
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Anwesenheit von GMP zu sehen. Die Abbaurate des Nifedipins und die resultierenden
Photoprodukte sind anhand des Kurvenverlaufes mit der alleinigen Bestrahlung von Nifedipin

(s. Abbildung 102) vergleichbar. Der Kurvenverlauf des GMP ist jedoch stark schwankend.

NIF/ GMP UV-A pH 7
140 +
120 —m— GMP
100 —o—NIF
S 80 - —a—P1
O
£ 604 ——P2
40 - —=—P3
20 A —eo—P4
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Belichtungszeit/ min
Abb. 103: Photozersetzung von NIF/ GMP bei pH 7 und UV-A Belichtung
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Abb. 104: NIF/ GMP bei pH 7 unbelichtet Abb. 105: GMP bei pH 7 mit UV-A belichtet

In der Abbildung 104 ist die Kinetik der unbelichteten Untersuchung von Nifedipin mit GMP
abgebildet. Nifedipin wurde auch ohne Belichtung relativ schnell in die Produkte 1 und 4
abgebaut. Der Kurvenverlauf von dem GMP ist vergleichbar mit der Abbildung 103.

Die statistische Auswertung (beschrieben in Kap. 3.1.8) iliber die Regressionsgerade der
GMP-Kurve in Abbildung 103 ergibt, dass die Steigung der Regressionsgeraden mit einer

Irrtumswahrscheinlichkeit von p = 0,1 gleich Null ist. Die Steigung der Regressionsgeraden
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des unbelichteten GMPs in Abbildung 104 ist mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p=0,1
gleich Null. Vergleicht man die Steigung der Regressionsgeraden des GMPs in Abbildung
103 mit der Steigung der Regressionsgeraden des unbelichteten GMPs in Abbildung 104, so
unterscheiden sich die beiden Steigungen nicht signifikant. Die Ergebnisse der statistischen
Auswertung lassen darauf schlieBen, dass das GMP bei Bestrahlung in Anwesenheit von
Nifedipin nicht abgebaut wurde, da sich die Steigungen der Geraden nicht signifikant
unterscheiden.

In der Abbildung 106 sind vier Chromatogramme exemplarisch dargestellt.
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Abb. 106: (1) Nifedipin und GMP ohne UV-A Belichtung
(2) GMP 6 min mit UV-A Licht belichtet
(3) Nifedipin 6 min mit UV-A belichtet
(4) Nifedipin mit GMP 6 min mit UV-A belichtet

Die Chromatogramme sind stark vergrofert, um das entstehen moglicher neuer Photoprodukte
zwischen GMP und aktivierten Photoprodukten von Nifedipin sichtbar zu machen. Bei der
Untersuchung zu Chromatogramm 1 wurde die Probelosung bestehend aus GMP und
Nifedipin unbelichtet chromatographiert. Das GMP, das iiber die Sdule 1 eluiert wurde, ist im
vorderen Teil des Chromatogramms zu sehen. Das Nifedipin wurde nach umschalten iiber die
Sdule 2 nach 26 min eluiert. In Chromatogramm 2 ist die 6 min Belichtung von GMP zu

beobachten, in dem aber auBBer dem Systempeak keine weiteren Photoprodukte zu sehen sind.
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In Chromatogramm 4 ist die 6 min Bestrahlung von Nifedipin in Anwesenheit von GMP
abgebildet. Die resultierenden Peaks der Photoprodukte sind mit der alleinigen Belichtung
von Nifedipin in Chromatogramm 3 vergleichbar. Folglich ist kein neues Photoprodukt aus

GMP und den aktiven Photoprodukten des Nifedipins entstanden.

3.7.5 Ergebnisse zur photochemischen Umsetzung von Nifedipin mit Alanyltryptophan

Das photoallergische Potential von Nifedipin sollte mit dem Modell-Dipeptid
Alanyltryptophan untersucht werden. Nifedipin wurde dabei in An- und Abwesenheit von
Alanyltryptophan 0, 2, 4, 6, 8 und 10 min mit UV-A Licht bestrahlt. Die
Untersuchungsergebnisse wurden in gewohnter Form graphisch dargestellt. In Abbildung 107
ist die Belichtung von Nifedipin in Anwesenheit von Alanyltryptophan dargestellt. Beim
Vergleichen der Kurvenverldufe des Nifedipins und der Entwicklung der Photoprodukte mit
der Abbildung 102 fillt auf, dass das Photoprodukt 1 einen héheren prozentualen Anteil in
Gegenwart von  Alanyltryptophan  aufweist. Die prozentuale Peakfliche des
Alanyltryptophans ist mit zunehmender Belichtungszeit leicht abnehmend und erreicht nach
10 min einen Wert von 78%. Bei der alleinigen Belichtung von Alanyltryptophan (Abbildung
109) wurde nach der 10 min Bestrahlung ein prozentualer Wert von 95% detektiert.

Die statistische Auswertung (beschrieben in Kap. 3.1.8) iiber die Regressionsgerade der
Alanyltryptophan-Kurve in Abbildung 107 ergibt, dass die Steigung der Regressionsgeraden
mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p = 0,1 gleich Null ist. Die Steigung der
Regressionsgeraden des unbelichteten Alanyltryptophans in Abbildung 108 ist mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von p = 0,1 gleich Null. Vergleicht man die Steigung der
Regressionsgeraden des Alanyltryptophans in Abbildung 107 mit der Steigung der
Regressionsgeraden des unbelichteten Alanyltryptophans in Abbildung 108, so unterscheiden
sich die beiden Steigungen nicht signifikant. Die Ergebnisse der statistischen Auswertung
lassen darauf schliefen, dass Alanyltryptophan bei Bestrahlung in Anwesenheit von Nifedipin

nicht abgebaut wurde, da die Steigung der Regressionsgeraden gleich Null ist.
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Abb. 107: Photozersetzung von NIF/ ALATRP bei pH 7 und UV-A Belichtung
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Abb. 108: NIF/ ALATRP bei pH 7 unbelichet Abb. 109: ALATRP mit UV-A belichtet

In Abbildung 110 sind vier Chromatogramme dieser Untersuchung dargestellt. In
Chromatogramm 1 wurde die Probe bestehend aus Alanyltryptophan und Nifedipin ohne
Belichtung chromatographiert. Das Alanyltryptophan wurde nach 12,4 min eluiert, kurz
darauf wurde die Sdulenschaltung in die Injekt Position umgeschaltet und das Nifedipin
wurde nach 32,5 min eluiert. Im vorderen Bereich bei 5,3 min ist aulerdem in allen vier

Chromatogrammen der Peak des Acetons zu sehen, der zum Anldsen des Nifedipins in

geringen Mengen eingesetzt wurde.
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In Chromatogramm 4 ist die 6 min Bestrahlung von Nifedipin in Anwesenheit von
Alanyltryptophan abgebildet. Vergleicht man hier wieder das Spektrum der Photoprodukte
mit der alleinigen 6 min Belichtung von Nifedipin in Chromatogramm 3, so sind keine neuen
weiteren Peaks moglicher Photoprodukte zu erkennen.

Moglicherweise hat das Photoprodukt 1 mit dem photodegradierten Alanyltryptophan
reagiert, so wire der ansteigende Kurvenverlauf des P1 und der abfallende Kurvenverlauf von

Alanyltryptophan in Gegenwart von Alanyltryptophan zu erkléren.
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Abb. 110: (1) Nifedipin und Alanyltryptophan ohne UV-A Belichtung
(2) Alanyltryptophan 6 min mit UV-A belichtet
(3) Nifedipin 6 min mit UV-A belichtet
(4) Nifedipin mit Alanyltryptophan 6 min mit UV-A belichtet

3.7.6 Zusammenfassung

In diesem Kapitel wurde der photochemische Abbau von Nifedipin untersucht. Dartiber
hinaus wurde Nifedipin mit dem Dipeptid Alanyltryptophan und der DNA-Base GMP
photochemisch untersucht. In der Untersuchung zu Nifedipin und Alanyltryptophan konnten

keine neuen Photoprodukte im Chromatogramm identifiziert werden, aber es wurde bei
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zunehmender Belichtungsdauer ein beschleunigter Abbau des Dipeptids beobachtet. Dazu
wurde ebenfalls ein gleichzeitiger Anstieg der prozentualen Peakfliche von dem
Photoprodukt 1 des Nifedipins festgestellt. Moglicherweise ist dieses Photoprodukt mit einem
Photoprodukt des Alanyltryptophans eine Reaktion eingegangen. Das phototoxische Potential
von Nifedipin konnte mit der Modellsubstanz GMP nicht nachgewiesen werden, da bei der
Bestrahlung von Nifedipin mit GMP keine Photoprodukte gefunden wurden und keine
Wechselwirkungen beobachtet wurden, die aus den beiden Edukten hervorgegangen sein
konnten. Durch den beschleunigten Abbau von dem Dipeptid ist moglicherweise von einem

photoallergischen Potential auszugehen.
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3.8 Einsatz von Protoporphyrinen in der Photodynamischen Therapie

3.8.1 Einfuhrung

Schon im frithen 19. Jahrhundert beschrieb von Tappeiner in der Miinchner medizinischen
Wochenschrift (von Tappeiner und Jesionek 1900), dass sich fluoreszierende Stoffe zu
Diagnostik und Therapie in der Dermatologie einsetzen lassen. Hausmann sensibilisierte
schon 1911 Mause subkutan mit Himatoporphyrin und exponierte sie dem Sonnenlicht. An
den Versuchstieren zeigten sich Reizungen, Rétungen, Schwellungen der Haut (Hausmann,
1911). Heute findet die Photodynamische Therapie bei Hauterkrankungen wie Psoriasis und
Hauttumoren Anwendung (Dougherty et al., 1978). Als weitere Einsatzmoglichkeiten
kommen die altersbedingte Makuladegeneration (AMD) und Friihkarzinome der Lunge in
Frage (Balchum et al., 1984). Durch die vielseitigen Indikationsmoglichkeiten werden
mogliche  Behandlungsmoglichkeiten  bei  Gallenwegskarzinomen,  Blasen-  und
Prostatakarzinomen, Restenosierung (Waksman et al., 2006), und im kosmetischen Bereich
bei der Cellulite erprobt.

Das Prinzip der Photodynamischen Therapie basiert auf der Applikation eines nicht toxischen
Photosensitizers und der gezielten Bestrahlung von malignen Stellen mit Licht einer
definierten Wellenldnge. Dabei werden Photosensibilisatoren eingesetzt, die unter
Lichteinwirkung ROS freisetzen und so die DNA oxidativ schiadigen (Kawanishi et al., 1986)
und zum Untergang der Zelle fiihren. Man spricht auch von ,,photodynamischer Aktivitét*
(Cadet et al., 1990).

Metalloporphyrine sind in der Lage mit der DNA auch ohne Einwirkung von Licht Komplexe
ausbilden (Lipscomb et al., 1996).

Wichtige Photosensibilisatoren in der Photodynamischen Therapie sind die Porphyrine.
Strukturell bestehen Porphyrine aus vier Pyrrolringen, die liber Methinbriicken zu einem
Tetrapyrrolsystem  verbunden sind. Die Porphyrine zeigen ein  spezifisches
Absorptionsverhalten gegeniiber sichtbarer und ultravioletter Strahlung. Bei etwa 400 nm
zeigen diese Verbindungen meist die hdchste Lichtabsorption. Da sich die Porphyrine
bevorzugt im neoplastischen Gewebe anreichern und bei Bestrahlung mit UV-Licht nur im
neoplastischen Gewebe fluoreszieren, wird diese Eigenschaft zur Photodynamischen
Diagnostik eingesetzt.

Die Porphyrine sind farbige Verbindungen und sind bei vielen Lebewesen und Pflanzen
ubiquitidr vorhanden. Die Biosynthese der Porphyrine lduft in den Mitochondrien und im

Cytosol ab. Ausgehend vom Succinyl-CoA wird durch Kondensation mit Glycin die 5-
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Aminolivulinsiure im Mitochondrium gebildet. Nach der Ubertragung in das Cytosol
kondensieren zwei Molekiile 5-ALA zu Porphobilinogen der Pyrrolvorstufe der Porphyrine.
AnschlieBend kondensieren drei Porphobilinogenmolekiile unter Abspaltung von Ammoniak
zum Tetrapyrrol und dieses wird zum Uroporphyrinogen (III) zyklisiert. Danach werden die
Acetatgruppen aller 4 Ringe zu Methylgruppen decarboxyliert und das Koproporphyrinogen

(IIT) entsteht und geht wieder in das Mitochondrium {iber.

Abb.111: Struktur von Protoporphyrin (IX)

Durch Einfiihrungen von Doppelbindungen in den Porphyrinring und die Umwandlung von
zweil Propionatseitenketten in Vinylgruppen wird das Protoporphyrin (IX) gebildet. Das
Protoporphyrin (IX) wir durch Fe*" Einlagerung zum Him Molekiil.

Das Tetrapyrrolsystem kann mit verschiedenen Seitenketten substituiert werden. Damit kann

die Anreicherung im Gewebe und die photodynamische Wirkung beeinflusst werden.

3.8.2 Chromatographische Bedingungen der Protoporphyrin Untersuchungen

Fir die chromatographischen Untersuchungen zu Protoporphyrin und den DNA-
Einzelstringen wurde das Gradientenprofil der Methode von Hydrochlorothiazid und den
DNA-Einzelstrangen als Vorlage benutzt. Da das Protoporphyrin aber sehr lipophil ist, wurde
der Acetonitrilanteil in der letzten Stufe auf 70% erhoht. Als mobile Phase der Pumpe 1
wurde eine wissrige phophatgepufferte auf pH 7 eingestellte Phase eingesetzt. Dieser Puffer
wurde ebenfalls bei dem Acetonitril/ Puffergradienten der Pumpe 2 eingesetzt (s. Tab. 10).
Die gesamte Probe, bestehend aus den Ausgangsstoffen und den resultierenden
Photoprodukten wurde nach der UV-A Belichtung kurz auf der Sdule 1 angereichert und dann

iber die Séule 2 chromatographiert. Der Fluss der beiden Pumpen betrug 1ml/ min.



Ergebnisse und Diskussion 104

Zeit (min) 0 3.0 10.0 26.0 40.0
Pumpe 1 Puffer% 100 100 100 100 100
Pumpe 2 Puffer% 99 99 99 75 30
Acetonitril% 1 1 1 25 70

Tab. 10: Gradientenprofil und Schaltplan der beiden Pumpen fiir die Protoporphyrin/ DNA Untersuchung

3.8.3 Ergebnisse der Photostabilitatsuntersuchungen von Protoporphyrin (1X)

Mit der entwickelten HPLC online Methode wurden die photodynamischen Untersuchungen
zu Protoporphyrin (IX) in phosphatgepufferter wissriger Losung durchgefiihrt. Der pH-Wert
der Untersuchungslosungen wurde auf pH 7 eingestellt, damit auf physiologische
Zusammenhdnge zuriickgeschlossen werden konnte. Zuerst wurde eine Losung von
Protoporphyrin (IX) mit der Tageslichtlampe 0, 10, 20, 30, 40 und 50 min bestrahlt und zum
Vergleich die gleiche Untersuchungsreihe mit dem UV-A Strahler wiederholt.

POR Tageslichtlampe pH 7

100 4

80 -
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< 40 -

20 -
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0 10 20 30 40 50
Belichtungszeit/ min
Abb. 112: Photozersetzung einer wissrigen phosphatgepufferten Protoporphyrinldsung bei Belichtung mit
der Tageslichtlampe

Insgesamt nimmt die prozentuale Peakfliche des Protoporphyrins bei zunehmender
Belichtungszeit ab. Der photochemische Abbau erfolgt dabei aber nicht linear. Nach einer
Belichtungszeit von 10 min wurden 66% des Protoporphyrins noch nicht photochemisch
umgesetzt. Bei 50 min Belichtung sinkt der Protoporphyrinanteil auf 53%. Zwischen 10 und
50 min wurde das Protoporphyrin langsamer photolytisch abgebaut als bei einer

Bestrahlungsdauer von 10 min (Abbildung 112).
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Nach dem Einbau der UV-A Lampe in den Photoreaktor wurde die Untersuchungsreihe mit
einer frischen Probenlosung bei sonst gleichbleibenden Parametern wiederholt. Die Kinetik
bei der UV-A Bestrahlung zeigt einen dhnlichen Verlauf im Vergleich zu der Kinetik mit der
Tageslichtlampe. Bei der 10 min Belichtung mit UV-A Licht sind 55% des Protoporphyrins
noch nicht photochemisch umgesetzt worden, nach der 50 min Belichtung betrégt der Gehalt
des detektierten Protoporphyrins noch 46% (Abbildung 113). Aus dem Chromatogramm in
Abbildung 114 wird ersichtlich, dass nur geringe Mengen an Photoprodukten bei einer

Detektionswellenldnge von 254 nm ersichtlich werden.

POR UV-ApH 7
100 +4
80 -
L 60 -
< 40 -
20 ~
0 T T T T 1
0 10 20 30 40 50
Belichtungszeit/ min
Abb. 113: Photozersetzung einer wissrigen phosphatgepufferten Protoporphyrinldsung bei Belichtung

mit der UV-A Lampe
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Abb. 114: (A) Protoporphyrin 50 min mit der UV-A Lampe belichtet
(B) Protoporphyrin 50 min mit der Tageslichtlampe belichtet
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3.8.4 Ergebnisse der photochemischen Umsetzung von Protoporphyrin (I1X) mit DNA-

Einzelstrangen

Im Rahmen dieser Untersuchungen sollen die Wechselwirkungen von Protoporphyrin (IX)

mit Oligonukleotiden in An- und Abwesenheit von UV-A Licht untersucht werden. Die DNA-

Einzelstringe wurden jeweils einzeln und in Anwesenheit von Protoporphyrin mit UV-A

Licht bestrahlt und anschlieBend die resultierenden Produkte chromatographiert.

In den dargestellten Diagrammen wurde die prozentuale Peakflidche gegen die Belichtungszeit

aufgetragen.
POR/DNAa UV-ApH 7
120
100
, 80~
% —e—POR
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e —m— DNAa
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Abb. 115: Kinetischer Verlauf von POR und DNAa bei pH 7 und UV-A Belichtung
POR/ DNAa pH 7 oB DNAa UV-ApH 7
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Abb.

116: POR und DNAa bei pH 7 unbelichtet

Abb.117: DNAa bei pH 7 und UV-A Belichtung
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Aus der Abbildung 115 wird deutlich, dass die Belichtung von Protoporphyrin in
Anwesenheit des DNAa-Stranges zu Wechselwirkungen fiihrt. Die detektierte prozentuale
Peakfldche des Protoporphyrins nimmt mit zunehmender Bestrahlung ab. Die geringste
Peakfliche von dem Protoporphyrin wurde nach 40 min Belichtung mit der UV-A Lampe
gemessen. Nach 50 min Belichtung ist die detektierte Peakfldche wieder auf 39% angestiegen.
Der prozentuale Anteil der DNAa-Peakfliche nimmt in Gegenwart des Protoporphyrins mit
zunehmender Bestrahlungsdauer vorerst ab. Bei der 50 min Belichtung steigt die detektierte
Flache jedoch auf 109% an. Zur Kontrolle wurde die gesamte Untersuchung ohne Belichtung
wiederholt. Anhand des Kurvenverlaufes der Untersuchung, der in Abbildung 116 dargestellt
ist, kann auch auf Wechselwirkungen zwischen dem Protoporphyrin und dem DNAa-Strang
zuriickgeschlossen werden. Eine statistische Auswertung der Kurven ist durch die grofBe
Streuung der Messwerte nicht mdglich. Die alleinige Belichtung des DNAa-Stanges fiihrt zu
keinem photochemischen Abbau und zu keinen neuen Photoprodukten (Abbildung 117).

Aus den abgebildeten Chromatogrammen in Abbildung 118, bei einer 0, 10, 40, 50 min
langen Belichtungszeit mit UV-A Licht, wird der photochemische Abbau von dem

Protoporphyrin in Anwesenheit von dem DNAa-Strang ersichtlich.
POR
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Abb. 118:(1) Protoporphyrin und DNAa ohne UV-A Belichtung
(2) Protoporphyrin und DNAa 10 min bei pH 7 mit UV-A belichtet
(3) Protoporphyrin und DNAa 40 min bei pH 7 mit UV-A belichtet
(4) Protoporphyrin und DNAa 50 min bei pH 7 mit UV-A belichtet



Ergebnisse und Diskussion 108

Im Chromatogramm 1, das ohne Belichtung mit der UV-A Lampe aufgenommen wurde sind
die beiden Peaks des DNAa-Stranges und des Protoporphyrins zu sehen. Anhand der scharf
aufgetrennten Peaks ist zuerkennen, dass noch keine Reaktion zwischen den beiden Edukten
stattgefunden hat. Nach 10 min UV-A Bestrahlung, abgebildet in Chromatogramm 2, sind
dem DNAa-Peak schon vereinzelte weitere Peaks unbekannter Verbindungen vorgelagert.
Der Protoporphyrinpeak nimmt in der Peakbreite zu. Bereits nach 40 min Belichtung ist der
DNAa-Peak in zwei weitere Peaks umgewandelt worden. Chromatogramm 4 zeigt die
Untersuchung mit 50 min langer UV-A Belichtung. Hier hat sich die Peakform des DNAa-
Stranges weiter verdndert. Innerhalb und neben dem Protoporphyrin Peak sind ebenfalls neue
Peaks zu beobachten, die hingegen nicht bei der alleinigen Bestrahlung des DN Aa-Stranges
und des Protoporphyrins in Abbildung 114 (A) ersichtlich werden. Die Uberlagerung der
Edukte DNAa und Protoporphyrin mit den aus der Bestrahlung resultierenden
Photoprodukten erkldrt den nicht linearen Verlauf der prozentualen Peakfldchen, die gegen
die Bestrahlungsdauer im Diagramm 115 dargestellt sind. Bei der Betrachtung der
Chromatogramme der unbelichteten Untersuchungsreihen wird ersichtlicht, dass es auch ohne
Lichteinwirkung zu einer Reaktion zwischen dem DNAa-Einzelstrang und dem

Protoporphyrin kommt (Abbildung 119).
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mﬂ, 2 A J\
1 e 1

20 —. |
4 —J

L I I LA B N LA B U N I L B I B I L N B L I N I N B N B B L B B I B

u} L] i0 15 20 Z5 3o 35 40

Zeit/ min

Abb. 119:(1) Protoporphyrin und DNAa ohne UV-A Belichtung
(2) Protoporphyrin und DNAa 10 min bei pH 7 ohne UV-A Belichtung
(3) Protoporphyrin und DNAa 40 min bei pH 7 ohne UV-A Belichtung
(4) Protoporphyrin und DNAa 50 min bei pH 7 ohne UV-A Belichtung
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In Chromatogramm 1, 2 und 3 also bei 0, 10 und 40 min Standzeit im Photoreaktor ohne

Lichteinwirkung sind um den DNAa-Peak nur bei starker VergroBerung weitere kleinere

Peaks zu beobachten. Im Chromatogramm 4 ist die 50 min Untersuchung dargestellt, hier ist

deutlich zu erkennen wie der DNAa-Peak in zwei weitere Peaks umgewandelt worden ist.

Dieses deutet darauthin, das moglicherweise das Protoporphyrin zu einem Bruch des DNAa-

Stranges gefiihrt hat.

Die gesamte Untersuchungsreihe, die zu dem DNA-antisense-Strang durchgefiihrt wurde,

wurde anschlieBend mit dem DNA-sense-Strang wiederholt. In Abbildung 120 ist die

Belichtung des DNAs-Stranges in Gegenwart des Protoporphyrins dargestellt. Die Peakfliche

des Protoporphyrins nimmt zunéchst ab, steigt aber bei der 40 und 50 min Belichtung wieder

an.
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Abb. 120: Kinetischer Verlauf von POR und DNAs bei pH 7 und UV-A Belichtung
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Abb. 121: POR mit DNAs bei pH 7 unbelichtet
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Abb. 122: DNAs bei pH 7 und UV-A Belichtung
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In Abbildung 121 wurde die Studie ohne Belichtung wiederholt. Die Kurvenverldufe zeigen
keinen linearen Verlauf. In Abbildung 122 ist die alleinige Belichtung von dem DNAs-Strang
aufgezeichnet. Der geradldufige Verlauf der Kurve weist auf keinen photolytischen Abbau der
DNA hin.

Die statistische Auswertung (beschrieben in Kap. 3.1.8) iliber die Regressionsgerade der
DNAs-Strang Kurve in Abbildung 120 ergibt, dass die Steigung der Geraden mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von p = 0,1 gleich Null ist. Die Steigung der Regressionsgeraden
der unbelichteten DNAs-Kurve in Abbildung 121 ist mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von
p = 0,1 gleich Null. Vergleicht man die Steigung der Regressionsgeraden des DNAs-Stranges
in Abbildung 120 mit der Steigung der Regressionsgeraden des unbelichteten DNAs-Stranges
in Abbildung 121, so unterscheiden sich die beiden Steigungen nicht signifikant. Beim
statistischen Vergleich der Regressionsgeradensteigung des unbestrahlten DNAs-Stranges
(Abbildung 121) mit der Steigung der Regressionsgeraden des bestrahlten DNAs-Stranges in
Abwesenheit von Proporphyrin (Abbildung 122) unterscheiden sich die Geraden in der
Steigung ebenfalls nicht signifikant. Die Ergebnisse der statistischen Auswertung lassen
darauf schlieBen, dass der DNAs-Strang bei Bestrahlung in An- und Abwesenheit von
Protoporphyrin nicht abgebaut wurde, da die Steigung der Regressionsgeraden gleich Null ist.
In den folgenden Chromatogrammen sind die Untersuchungen zu der DNAs und

Protoporphyrin bei 0, 10, 40, und 50 min Belichtungsdauer abgebildet.
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Abb. 123: (1) Protoporphyrin und DNAs ohne UV-A Belichtung

(2) Protoporphyrin und DNAs 10 min bei pH 7 mit UV-A belichtet
(3) Protoporphyrin und DNAs 40 min bei pH 7 mit UV-A belichtet
(4) Protoporphyrin und DNAs 50 min bei pH 7 mit UV-A belichtet
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Der DNAs-Peak mit einer Retentionszeit von 20 min bleibt in allen vier Chromatogrammen
als einzelner Peak erhalten widhrend der Protoporphyrinpeak bei zunehmender
Bestrahlungsdauer Flachenmissig abnimmt. Die Peakbreite des Protoporphyrinpeaks nimmt
im Vergleich zu der alleinigen Belichtung von Portoporphyrin (s. Abbildung 114 A) zu,
dieses flihrt vermutlich zu dem ansteigenden Kurvenverlauf von dem Protoporphyrin in
Abbildung 120. Im Vergleich zu der DNAa/ Protoporphyrin Belichtungsstudie sind aber keine
weitern Peaks innerhalb des Protoporphyrinpeaks zuerkennen. Aufler den beiden Peaks der
Edukte sind nur bei starker Vergroerung weiter Peaks im Chromatogramm zu identifizieren,
die aber auch bei der Bestrahlung von Protoporphyrin in Abwesenheit von den DNA-
Einzelstrdngen zu beobachten sind.

In Abbildung 124 sind zum Vergleich die Chromatogramme der unbelichteten Untersuchung
zu dem DNAs-Strang und Protoporphyrin abgebildet. In den Chromatogrammen sind keine

Wechselwirkungen zwischen dem Protoporphyrin und dem DNAs Strang zu erkennen.
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Abb.124: (1) Protoporphyrin und DNAs ohne UV-A Belichtung
(2) Protoporphyrin und DNAs 10 min bei pH 7 ohne UV-A Belichtung
(3) Protoporphyrin und DNAs 40 min bei pH 7 ohne UV-A Belichtung
(4) Protoporphyrin und DNAs 50 min bei pH 7 ohne UV-A Belichtung
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3.8.5 Zusammenfassung

In diesem Kapitel wurde der photolytische Abbau von Protoporphyrin (IX) untersucht.
Dariiber hinaus wurde das Protoporphyrin in An- und Abwesenheit von zwei DNA-
Einzelstringen mit und ohne Belichtung von UV-A Licht untersucht.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass zwischen dem DNA-antisense-Strang in
Anwesenheit von Protoporphyrin eine Wechselwirkung mit und ohne Belichtung mit UV-A
Licht zu beobachten ist. Dabei verlduft der photolytische Abbau des DNAa-Stranges in
Anwesenheit von Protoporphyrin und in Gegenwart von UV-Strahlung viel rascher. Da
innerhalb des Protoporphyrinpeaks ebenfalls weitere Peaks zu erkennen sind, konnte dieses
auf eine mogliche Komplexierung von der DNAa und dem Protoporphyrin hindeuten, aber
auch ein gemeinsames Reaktionsprodukt zwischen den beiden Edukten wére denkbar.

Die Untersuchungsreihe zu dem DNA-sense-Strang in Anwesenheit von Protoporphyrin fiihrt
zu dem Ergebnis, dass der DNAs-Strang im Vergleich zu dem DNAa-Strang gegeniiber
Protoporphyrin mit und ohne Belichtung stabiler erscheint. Bei der Belichtung von
Protoporphrin in Anwesenheit von dem DNAs-Strang wurde der resultierende
Protoporphyrinpeak breiter, dieses konnte moglicherweise auch auf eine Komplexierung von
DNA und Protoporphyrin hindeuten. Deutlich geworden ist, dass eine bestimmte DNA-

Sequenz fiir die Reaktion mit dem Protoprophyrin notwendig ist.
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3.9 Untersuchung des Photosensibilisators Eosin
3.9.1 Einfihrung

Eosin (Abbildung 125) ist der erste Stoff, der bereits anfangs des 19. Jahrhunderts zur

Photodynamischen Therapie eingesetzt wurde.

I COONa
Br l X l Br
NaO O O

Br Br

Abb. 125: Struktur von Eosin

3.9.2 Chromatographische Bedingungen der Eosin Untersuchungen

Fiir die photochemische Untersuchung von Eosin wurde das chromatographische Programm
von der Untersuchung zu Hydrochlorothiazid in Anwesenheit der DNA-Einzelstringe
iibernommen (s. Tab. 3). Die online-Bestrahlung der Proben wurde in einer wéssrigen

phosphatgepufferten Losung bei pH 7 mit dem UV-A Strahler durchgefiihrt.

3.9.3 Ergebnisse zur photochemischen Untersuchung von Eosin in Gegenwart von
DNA

Zuerst wurde Eosin 0, 10, 20, 30, 40 und 50 min mit UV-A Strahlung im Photoreaktor
belichtet. Das Chromatogramm des unbelichteten Eosins enthielt bereits drei Peaks, ein
Hauptpeak des Eosins und zwei weitere Peaks (P2, P3), die auf mogliche Verunreinigungen
hindeuten konnten. Die photochemischen Abbauraten dieser drei Peaks und die zwei daraus
resultierenden Peaks von Photoprodukten wurden in der Abbildung 126 graphisch
ausgewertet. Die detektierten Peakflichen des Eosins nehmen mit zunehmender
Belichtungszeit ab. Nach der 50 min Belichtung erreicht die gemessene Fliche einen Wert

von 61%.
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Abb. 126: Photozersetzung einer phosphatgepufferten Eosinlosung bei Belichtung mit der UV-A Lampe

3.9.4 Photochemische Umsetzung von Eosin und DNA-Einzelstrangen

Eosin wurde hinsichtlich moglicher Wechselwirkungen mit DNA-Molekiilen in Gegenwart
von Licht mit der entwickelten HPLC online-Methode getestet. Dabei wurde in den folgenden
Untersuchungen Eosin mit jeweils einem der zwei komplementdren kurzen DNA-
Einzelstringen photochemisch untersucht. Eosin wurde in An- und Abwesenheit des
jeweiligen DNA-Stranges 0, 10, 20, 30, 40 und 50 min belichtet. Die DNA-Stringe wurden
zum Vergleich ebenfalls mit und ohne UV-A Belichtung chromatographisch untersucht. In
Abbildung 127 ist die Belichtung von Eosin in Gegenwart des DNAa-Stranges graphisch
dargestellt. Die Photodegradation des Eosins ist mit der alleinigen Belichtung von Eosin in
Abbildung 126 vergleichbar. Die gemessene prozentuale Peakfliche des DNAa-Stranges
schwankt {iber die einzelnen Belichtungszeiten erheblich. Bei der unbelichteten
vergleichenden Untersuchung in Abbildung 128 schwanken die detektierten Peakflichen des
DNAa-Stranges ebenfalls stark. In der Abbildung 129 ist die belichtete Untersuchung des
DNAa-Stranges dargestellt.

Bedingt durch die grofle Streuung der Messwerte, die fiir die Peakflaichen des DNAa-Stranges

ermittelt wurden, war eine statistische Auswertung nicht sinnvoll.
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Abb. 127: Eosin und DNAa bei pH 7 und UV-A Belichtung
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Abb. 128: Eosin und DNAa bei pH 7 unbelichtet
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Abb.129: DNAa bei pH 7 mit UV-A belichtet

In der Abbildung 130 sind vier Chromatogramme dieser Versuche dargestellt. In

Chromatogramm 1 wurde Eosin mit dem DNAa-Strang unbelichtet chromatographiert. In

Chromatogramm 2 wurde der DNAa-Strang ohne Eosin 50 min mit UV-A Licht bestrahlt.

Das Chromatogramm 3 zeigt die alleinige Belichtung von Eosin. In Chromatogramm 4

wurden schlielich beide Edukte zusammen 50 min lang belichtet. Bei dem Vergleich der vier

Chromatogramme ist zu sehen, dass der DNAa-Strang ohne Anwesenheit von Eosin nicht in

weitere Peaks zerfillt. Bei der Belichtung der DNAa in Anwesenheit von Eosin sind nach

einer Retentionszeit von 4 min weitere Peaks zu erkennen, die bei der alleinigen Belichtung

von Eosin und bei der alleinigen Belichtung des DNAa-Stranges nicht zu identifizieren sind.
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Abb.130: (1) Eosin mit DNAa 50 min ohne UV-A Belichtung
(2) DNAa 50 min bei pH 7 mit UV-A belichtet
(3) Eosin 50 min bei pH 7 mit UV-A belichtet

(4) Eosin mit DNAa 50 min bei pH 7 mit UV-A belichtet

Anschliefend wurde die gesamte Untersuchung zum Vergleich mit dem komplementiren

DNAs-Strang  durchgefiihrt. In der Abbildung 131 ist die Belichtung von Eosin in

Anwesenheit des DNAs-Stranges graphisch dargestellt. Der photochemische Abbau von

Eosin und die Entstehung der Photoprodukte ist wieder mit den vorangegangenen

Untersuchungen vergleichbar. Die detektierte prozentuale Peakfliche des DNAs-Stranges

bleibt bei dieser Messung nahezu konstant, ist aber leicht ansteigend. Bei der unbelichteten

Vergleichsuntersuchung in Abbildung 132 ist ein dhnliches Bild zum Verlauf der DNAs-

Kurve zu erkennen. Die alleinige Belichtung des DNAs-Stranges in der Abbildung 133 fiihrt

zu einen konstanten Verlauf der prozentual gemessenen Peaks.
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Abb.131: Eosin und DNAs bei pH 7 mit UV-A belichtet
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Abb.132: Eosin und DNAS bei pH 7 unbelichtet
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Abb.133: DNAs bei pH 7 und mit UV-A belichtet

Die statistische Auswertung (beschrieben in Kap. 3.1.8) iiber die Regressionsgerade der

DNAs-Strang Kurve in Abbildung 131 ergibt, dass die Steigung der Geraden mit einer

Irrtumswahrscheinlichkeit von p = 0,1 gleich Null ist. Die Steigung der Regressionsgeraden

der unbelichteten DNAs-Kurve in Abbildung 132 ist mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von

p = 0,1 gleich Null. Vergleicht man die Steigung der Regressionsgeraden des DNAs-Stranges

in Abbildung 131 mit der Steigung der Regressionsgeraden des unbelichteten DNAs-Stranges

in Abbildung 132, so unterscheiden sich die beiden Steigungen nicht signifikant. Beim

statistischen Vergleich der Regressionsgeradensteigungen des unbestrahlten DNAs-Stranges

(Abbildung 132) mit der Steigung der Regressionsgeraden des bestrahlten DNAs-Stranges in

Abwesenheit von Eosin (Abbildung 133) unterscheiden sich die Geraden in der Steigung

ebenfalls nicht signifikant.
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Die Ergebnisse der statistischen Auswertung lassen darauf schliefen, dass der DNAs-Strang
bei Bestrahlung in An- und Abwesenheit von Eosin nicht abgebaut wurde, da die Steigung der
Geraden gleich Null ist.

In der Abbildung 134 sind vier ausgewihlte Chromatogramme zu beobachten. In dem ersten
Chromatogramm wurde Eosin 50 min mit dem DNAs-Einzelstrang ohne Bestrahlung
analysiert. In Chromatogramm 2 ist die alleinige Belichtung von dem DNAs-Strang
abgebildet, wihrend Chromatogramm 3 die alleinige Belichtung von Eosin zeigt. Bei der
Untersuchung zu dem Chromatogramm 4 wurde Eosin in Anwesenheit des DNAs-Stranges
50 min lang belichtet und anschlieBend chromatographiert. Beim Vergleich der
Chromatogramme ist in Chromatogramm 4 nach 4,5 min ein Peak zu sehen, der bei der
alleinigen Belichtung von Eosin und dem DNAs-Strang nicht zu erkennen ist. Dieses
Ergebnis ist ein Widerspruch zu der statistischen Auswertung von der Eosin/ DNAs

Untersuchung. Die statistische Auswertung spiegelte dieses Ergebnis nicht wieder.
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Abb.134: (1) Eosin mit DNAs 50 min ohne UV-A Belichtung
(2) DNAs 50 min bei pH 7 mit UV-A Licht belichtet
(3) Eosin 50 min bei pH 7 mit UV-A belichtet
(4) Eosin mit DNAs bei pH 7 mit UV-A belichtet
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3.9.5 Zusammenfassung

Aus den Untersuchungsergebnissen geht hervor, dass Eosin in Gegenwart von DNA-
Einzelstringen und UV-A Licht schwache Wechselwirkungen eingeht. Beim Vergleich der
Ergebnisse von Protoporphyrin und Eosin wird deutlich, dass Protoporphyrin gegeniiber der
DNA sehr viel reaktiver ist. Auch der zugrundeliegende Wirkungsmechanismus der beiden
Photosensibilisatoren scheint auf unterschiedliche Reaktionen zuriickzufiihren sein, denn das
Schadigungsprofil der DNA-Einzelstrange in den Chromatogrammen unterscheidet sich bei

beiden Stoffen erheblich.



