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Es wird ein einfacher Streumefplatz zur Bestimmung der photodynamischen Wirksamkeit von
Farbstoffen vorgestellt, der photochemisch induzierte morphologische Anderungen und Lyse-
erscheinungen von Zellen registriert und durch Variation der Bestrahlungswellenldnge die Auf-
nahme von Aktionsspektren ermoglicht. Verschiedene Photoprodukte des Photosensibilisators
Hamatoporphyrin-Derivat (HPD) wurden in Erythrozytensuspensionen getestet. Dabei zeigt
sich in Abhingigkeit vom Absorptionsverhalten eine photodynamische Wirkung dieser Pro-
dukte, die jedoch im Vergleich zum HPD als geringer einzuschétzen ist.

Key-words: Photodynamic activity — porphyrin — photoproduct — action spectrum — scatter
measurement

An experimental setup for the determination of the photodynamic activity of dyes on the basis
of scattering measurements is described. With its aid, photochemically induced morphological
changes and the process of cell lysis can be registered, and action spectra measured by varying
the irradiation wavelength. Different photoproducts of the photosensitzer hematoporphyrin
derivative (HPD) were tested in human erythrocyte suspensions. The photodynamic activity of
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these products was found to depend on absorption behavior, but is lower than that of HPD.

Einleitung

Bei der Photochemotherapie von Tumoren wird ub-
licherweise der Photosensibilisator Hamatoporphy-
rin-Derivat (HPD) eingesetzt [2], der neben dem Nach-
teil einer nicht unerheblichen Akkumulation in den
jduBeren Hautschichten nach systemischer Applika-
tion und einer damit bedingten Lichtempfindlichkeit
des Patienten iiber ein nur geringes Absorptionsver-
mogen im roten Spektralbereich verfiigt. Die Verwen-
dung von Strahlung in diesem Spektralbereich ist
aufgrund der dort geringen Absorption von biologi-
schem Gewebe vorteilhaft, denn es konnen so tieferlie-
gende und ausgedehnte Tumorareale erfafit und die
Gefahren thermisch induzierter Nekrosen reduziert
werden. Gegenwairtig wird eine Vielzahl von Farbstof-
fen hinsichtlich einer potentiellen Alternative zur
systemischen HPD-Applikation getestet, z. B. [12, 5,
11, 10].

Auch aus dem Porphyringemisch HPD durch photo-
chemische Umwandlungen formierte Photoprodukte
[1, 6, 7] sind aufgrund zusétzlicher Absorptionsbanden
und einer Erhohung der integralen Extinktion im
lingerwelligen roten Spektralbereich von Interesse.
Das zudem durch gleichzeitiges Photobleaching ab-
nehmende Absorptionsvermégen im kurzwelligen
Spektralbereich bewirkt bei Applikation eine geringe-
re Lichtempfindlichkeit des Patienten.

Dabei formieren die HPD-Komponenten Hamatopor-
phyrin (HP) und Protoporphyrin (PP) jeweils unter-
schiedlich absorbierende Photoprodukte (Photoha-
matoporphyrin, Photoprotoporphyrin).

Im folgenden wird ein einfacher Mef3aufbau zur Be-
stimmung der Wirksamkeit von potentiellen Photo-
sensibilisatoren beschrieben, der auf der Methode der
Kleinwinkelstreuung an Zellsuspensionen beruht,
und Messungen zur photodynamischen Aktivitat der
Photoprodukte von HP und PP vorgestellt.

Methode

Ein einfaches Modell fiir die Testung der photodyna-
mischen Wirksamkeit potentieller Farbstoffe stellen
mit dem jeweiligen Sensibilisator versetzte Erythrozy-
tensuspensionen dar [3, 4]. Die photochemisch indu-
zierten Membrandefekte an den Zellen (Funktionsbe-
eintrachtigung membrangebundener Enzyme und er-
hohte passive Kationenpermeabilitdit verursacht
durch Photooxydation von Aminosduren und folgen-
dem cross-linking von Membranproteinen [3]) bewir-
ken eine osmosebedingte Formverinderung (Uber-
gang in eine Kugelform und VolumenvergrofBerung)
sowie die anschlieende Hamolyse. Die Kinetik der
Quellphase und der Lyse lassen sich beispielsweise
durch Messung des Streuverhaltens erfassen.
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Bild 1. Schematischer Aufbau des Kleinwinkel-StreumeBplatzes.

Die zellkernlosen Erythrozyten nehmen in intaktem
Zustand anndhernd die Form einer Hantel ein (Ab-
stand der Kugelmittelpunkte = 6 um, Kugelradius
= 1,2 um) und weisen damit Miesche Streuparameter
f=xR/2 (R:TeilchengréfBe) von 10-50 fiir Strahlung
im roten Spektralbereich auf. Formdnderungen und
Brechzahlanderungen (1,38 — 1,33) erschweren eine
theoretische Beschreibung des Streuverhaltens, expe-
rimentell 148t sich jedoch das Auftreten bevorzugter
Streurichtungen » im Kleinwinkelbereich 0-14° be-
obachten. Die Lage der Extrema laft sich nach [9)]
naherungsweise aus der Fraunhofer Beugung mit:

Is ~ (2J, [B sinx]/ [B sinx] )?
J, = Besselfunktion 1. Ordnung

berechnen. Fiir die Anwendung dieser einfachen Be-
ziehung missen jedoch bestimmte Anforderungen an
den relativen Brechungsindex m gestellt werden.
Insbesondere koénnen die Abweichungen fiir einige
diskrete, f-abhéngige m-Werte betriachtlich werden.

Bei geeigneten Beobachtungswinkeln kann der Be-
ginn der Quellphase beobachtet werden, der mit einer
Verschiebung der Streumaxima in Richtung kleinerer
Winkel korreliert. Die folgende Hamolyse bewirkt eine
Abnahme des Streusignals und somit einen gegen Null
gehenden Photostrom eines Photodioden- oder Photo-
multiplier-Detektors. Die Messung der Kinetik von
Quell- und Lysephase erlaubt eine Determinierung der
photodynamischen Wirksamkeit des untersuchten
Farbstoffes.
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Die Hamolyse bewirkt auch eine Absorptionsédnde-
rung des Losungsmittels infolge Hamoglobinzufiih-
rung. Dem muf} beispielsweise durch die Wahl eines
He-Ne-Lasers (633 nm-Strahlung im Bereich minima-
ler Hb-Absorption) als Streulichtquelle begegnet wer-
den. Andererseits liegt diese Strahlung im Wellenlan-
genbereich der Porphyrinabsorption und kann bei
geniigender Leistung selbst photodynamische Wir-
kungen induzieren. Alternativ bietet sich die Verwen-
dung von im langerwelligen sichtbaren oder im IR-
Bereich emittierenden Strahlungsquellen an.

MeBaufbauten

Zweil experimentelle Anordnungen zur Messung der
Kleinwinkelstreuung werden vorgestellt, die als fiir
die Photodynamik wirksame Strahlung einen durch-
stimmbaren Farbstofflaser sowie einen bei 780 nm
emittierenden Halbleiterlaser oder einem He-Ne-Laser
geringer Leistung (ca. 1 mW) als Streulichtquelle ver-
wenden.

Bild 1 zeigt den schematischen Aufbau des Streumef-
platzes. Die zu untersuchende Zellsuspension befindet
sich in einer allseitig polierten 1-cm-Glaskiivette und
kann gerlihrt werden. Die Kiivette wird von dem
aufgeweiteten Strahl des Pilotlasers durchstrahlt. Die
verstellbare Photodiode wird z. B. im Bereich zwi-
schen den ersten beiden Streumaxima positioniert.

photodiode

DYE-Laser

Bild 2. StreumefBplatz mit modulierter Strahlungsquelle.
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Bei Verwendung eines Halbleiterlasers mit 780-nm-
Emission entspricht diese Lage einem Streuwinkel
von ca. 12°. Der Photostrom des von der Diode detek-
tierten Signals wird verstarkt und {iber einen x-t-
Schreiber registriert.

Der durchstimmbare Argonionen-Laser gepumpte
DCM-Farbstofflaser (590 nm bis 700 nm) bestrahlt die
Kiivette senkrecht zum Pilotlaserstrahl. Um die Regi-
strierung von Streustrahlung des Farbstofflaserstrahls
zu vermeiden, ist vor der Detektorflache der Diode ein
entsprechendes Interferenzfilter (633 nm oder 780 nm)
positioniert. Sollte jedoch bei den Wellenldngen der
Pilotstrahlung mit dem Farbstofflaser eingestrahlt
werden, kann durch die Verwendung eines Choppers
und Lock-in-Technik bzw. eines Bandpaffilters der
EinfluB storender Untergrundstrahlung vom Mefsi-
gnal seperariert werden. Der Halbleiterlaser kann
mittels Frequenzgenerator auch intern moduliert (An-
regungsstrommodulation) werden, Bild 2.

Die Erythrozytensuspension wurde durch Verdiin-
nung von frisch abgenommenem Blut mit isotonischer
Kochsalzlosung auf eine Konzentration von 1 Millio-
nen Zellen/ml eingestellt.

Messungen zur photodynamischen Wirksamkeit von
Photoprodukten des Himatoporphyrins

Das Bild 3 zeigt die zeitliche Anderung des Spektral-
verhaltens von Hidmatoporphyrin (HP) wahrend der
Lichtbestrahlung. Neben dem Photobleaching erfolgt
die Formation von bei 640 nm absorbierenden Photo-
produkten. Im folgenden wurde die photodynamische
Wirkung an Erythrozyten verglichen, die zum einen
mit unbestrahltem HP und andererseits mit bestrahl-
ter HP-Losung (hoher Anteil an Photoprodukten)
inkubiert wurden (Messung nach 30minitiger Inkuba-
tionszeit, 2x mit PBS gewaschen).

Eine typische MeBkurve ist in Bild 4 dargestellt, in der
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Bild 3. Photoinduzierte Anderung des Absorptionsverhaltens
‘von HP (HP in PBS, Bestrahlung: Quecksilberlampe, 50 mW/
em?®). Mit zunehmender Bestrahlungsdauer nimmt die Extink-
tion insbesondere im Bereich der Soretbande ab, wihrend das
Absorptionsvermégen im roten Spektralbereich durch die
Formation einer zusétzlichen Bande bei 640 nm zunimmt.
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Bild 4. Kinetik des Streusignals einer mit HP inkubierten Ery-

throzytensuspension wihrend der Bestrahlung (630 nm, 100

mW/cm?). Dem ProzeR des Anschwellens (Signalzunahme)
folgt die Hamolyse (Signal féllt auf 0).
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Bild 5. Aktionsspektrum von HP und HP-Photoprodukten.
T37: Zeit nach welcher der Anteil lebender Zellen 37 % der
Anfangszellzahl betrégt.

das Streusignal in Abhéangigkeit von der Zeit darge-
stellt ist. Zu Beginn der Farbstofflaserbestrahlung
bleibt das Signal konstant entsprechend der konstan-
ten Form und Anzahl der Streupartikel. Nach der Zeit
Ty ist eine Signalerhthung infolge Transformation
der Erythrozyten in eine Kugelform und einer Radien-
erhhung zu beobachten, gefolgt von einer exponen-
tiellen Abnahme, die mit dem Prozef3 der Hamolyse
korreliert.

Durch Variation der Bestrahlungswellenldnge konnte
ein Aktionsspektrum erhalten werden, wobei als Kri-
terium fiir die photodynamische Wirksamkeit die Zeit
T 37 gewahlt wurde, bei der das Signal auf den Wert l/e
abfiel. Wie Verdiinnungsreihen zeigten, entspricht
dieser Wert etwa 37 % der Ausgangszellzahl. Die in
Bild 5 dargestellten Werte belegen, daf3 HP die grofite
Wirksamkeit im roten Spektralbereich bei 630 nm
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aufweist (T 37 [620 nm] > T 37 [630 nm], hier nicht ge-
zeigt), jedoch die mit Photoprodukten inkubierte Lo-
sung weitaus hohere T37-Werte aufweist. Ein Mini-
mum erscheint bei 640 nm -650 nm entsprechend
dem Absorptionsverhalten. Weiterfithrende Untersu-
chungen zeigen bei beiden Erythrozytensuspensionen
eine Wirkungsabhingigkeit vom Singulettsauerstoff-
Gehalt, siehe Tabelle. Die Zugabe der !0, — Quencher
NaN; und DABCO verzogern die Hamolyse wesent-
lich.

NaCl NaN; DABCO
HP
T37/min 24 32
Tsw/min ) 9
Photo-HP
T37/min 35 44 44
Tsw/min 10 12 20

Schwellzeit Ty, (Zeit bis Erreichen des maximalen Streu-

signals) und T37-Zeit einer HP- und Photo-HP-inkubierten

Erythrozytensuspension (Inkubationszeit: 20 min, Bestrah-

lung: 633 nm, 20 mW) in NaCl (Kontrolle) und unter Zugabe

der Singulett-Sauerstoff-Quencher NaN; (10E-03M) und
DABCO (10E-031M).

Messungen zur photodynamischen Wirksamkeit von
Photoprodukten des Protoporphyrins

Bild 6 zeigt die Formation von Photoprodukten des
Protoporphyrins (PP) in DMSO. Der Vergleich der
photodynamischen Aktivitat von PP und bestrahlten
Lésungen mit einem hohen Anteil an Photoprodukten
ist im Bild 7 dargestellt. Die Losung mit dem Photo-
produktanteil zeigt trotz erhohten Absorptionsvermao-
gens eine geringere Wirksamkeit. Die hohere Wirkung
der Photoprotoporphyrinlésung bei 630 nm Einstrah-
lung im Vergleich zu 670 nm Einstrahlung (Absorp-
tionsmaximum bei 670 nm) wird infolge des nicht
unerheblichen Anteils von PP in der Losung (nicht in
Photoprodukte umgesetzter Anteil) erklarbar.

Diskussion

Die beschriebenen MeBaufbauten, basierend auf der
Methode der Kleinwinkelstreuung, gestatten die Be-
obachtung von Formverdnderungsprozessen, bevor-
zugt die Erfassung von Lyseerscheinungen. Die An-
wendung ist nicht auf Erythrozytensuspensionen be-
schrankt, jedoch bieten sich diese Zellen aufgrund
ihrer leichten Verfligbarkeit insbesondere fiir die Un-
tersuchung z. B. photodynamisch induzierter Mem-
brandefekte an. Obwohl weder eine uniforme Zellform
noch eine simultane Formveranderung vorliegt, sind
die Resultate vergleichender Untersuchungen repro-
duzierbar. Die absoluten T 37-Werte zeigen jedoch eine
Abhédngigkeit vom Blutspender und vom Alter der
Zellsuspension. Fremdzellen beeinflussen die Streusi-

Spektren von Protoporphyrin IX und daraus hergestelltem Photoprotoporphyrin:
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Bild 6. Formation von Photoprodukten des Protoporphyrins
(PP in DMSO, Bestrahlung: 514 nm, 0,5 W/cm?). Es sind die
Q-Banden des Porphyrins dargestellt.
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Bild 7. Photodynamische Wirkung bei 630-nm- und 670-nm-
Bestrahlung von Protoporphyrin und Photoprotoporphyrin.

gnale kaum, solange sie nicht Miesche Streuparameter
gleicher Gréfenordnung aufweisen.

Der photodynamisch bedingte Hamolyseprozel3 be-
darf einer Initialisierungsstrahlungsenergie E,. Da-
nach liegt eine irreversible Prozefkinetik vor. Somit
konnen nach Applikation von E, (auch fiir Bestrah-
lungszeiten t < T,,,), Quellphase und Hamolyse auch
in einer Dunkelphase registriert werden. Dies bedeu-
tet, dal} bereits im Bestrahlungszeitraum eine durch
Singulett-Sauerstoff (siehe Tabelle) und durch for-
mierte Radikale ausreichende Membranschadigung
induziert wurde und der weitere Prozef3 diffusions-
kontrolliert ablauft.

Die auch in-vivo wahrend der Bestrahlung beobachte-
te Photoproduktformation der Porphyrine HP und PP
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[8] und der damit verbundene Anstieg des Absorp-
tionsvermégens im therapeutisch interessanten roten
Spektralbereich wirft die Frage auf, ob die Photopro-
dukte als Photosensibilisatoren eingesetzt werden
konnen. Wie die Untersuchungen zeigen, sind diese
photodynamisch aktiv, jedoch in geringerem Umfang
als die unbestrahlten Ausgangsporphyrine. In weiter-
fihrenden Untersuchungen mit den Methoden der
Teststrahlspektroskopie und der IR-Lumineszenz-De-
tektion [8] konnte gezeigt werden, daf3 die Photopro-
dukte gegeniiber HpD iiber geringere Triplettlebens-
dauern und einer geringeren Singulett-Sauerstoff-Bil-
dungsrate verfiigen. Damit wird die verminderte pho-
todynamische Wirksamkeit erklarbar.
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