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Beschreibung

[0001] Die Erfindung bezieht auf sich die Verwendung einer Aufbereitung fir die photodynamische Bekdmpfung von
Mikroorganismen gemaf den im Oberbegriff des Patentanspruchs 1 angegebenen Merkmalen.

[0002] Aus der WO 94/28120 A ist eine derartige Aufbereitung fir die photodynamische Bekdmpfung von Mikroorga-
nismen in flissiger oder pasteuser Form mit einem Farbstoff aufweisenden Photosensitizer bekannt, bei dessen Be-
strahlung mittels Licht Singulettsauerstoff gebildet wird. Mittels des Farbstoffs sind die zu bekdmpfenden Mikroorganis-
men markierbar. Die Aufbereitung enthalt ferner einen Wirkstoff zur Starkung oder Schwachung der oxydativen Wirkung
des Sauerstoffs, wie beispielsweise Glutathion, Mannitol oder Enzyme.

[0003] Weiterhin sind aus der WO 96/36704 A Aufbereitungen bekannt, welche zuséatzlich zum Photosensitizer einen
Wirkstoff zur Starkung oder Schwachung der oxydativen Wirkung des Sauerstoffs enthalten, wie Glutathion oder Vitamin
E. Auch aus der WO 96/36704 A und der WO 02/096471 A sind Aufbereitungen mit einem Photosensitizer bekannt,
welche zur Starkung oder Schwachung der oxydativen Wirkung des Sauerstoffs beispielsweise Glutathion oder Ascor-
binsaure enthalten. Des Weiteren sind in der WO 03/066109 A Verfahren und Aufbereitungen zur Sterilisation der
Mundhéhle beschrieben, wobei ein Photosensitizer und optional Antioxidantien vorgesehen sind. Zudem sind aus der
WO 01/87416 A1 eine Anordnung und ein Verfahren zur Reduktion bzw. Zerstérung von Mikroorganismen, wie Bakterien,
unter Einsatz einer lichtaktivierbaren Substanz, nach der photodynamischen Therapie (PDT) bekannt.

[0004] Mit Hilfe der lichtaktivierbaren Substanz, insbesondere eines Farbstoffes, werden die Mikroorganismen, sen-
sibilisiert und/oder angefarbt und nach Bestrahlung mit Licht geeigneter Wellenlange und Energiedichte abgetdtet. Das
Wirkungsprinzip der PDT beruht, nach der selektiven Einwirkung und/oder Anfarbung der Mikroorganismen auf der
physikalischen Wirkung der Energielibertragung auf die lichtaktivierbare Substanz, welche auch als Photosensitizer
oder Photosensibilisator bezeichnet wird. Von dort kann die Energie fiir Reaktionen an der Zellmembran zur Verfligung
gestellt werden. Die mittels eines Bestrahlungsgerats, insbesondere eines Lasergerats, erzeugte Energie wird damit
auf die Mikroorganismen konzentriert und die Gleichgewichtslage von Reaktionen, welche auch im nicht belichteten
Zustand im "normalen" Milieu ablaufen, werden verschoben und in der Folge werden die Mikroorganismen zerstort.
[0005] Fernerist aus der EP 0 637 976 B1 die Verwendung einer lichtsensibilisierenden Substanz oder Verbindung
bzw. eines Photosensitizers oder Photosensibilisators (PS) bei der Herstellung eines Medikamentes zur Verwendung
bei der Desinfizierung oder Sterilisierung von Geweben der Mundhéhle oder einer Wunde oder Lasion in der Mundhdhle
durch Zerstéren von mit einer Erkrankung verbundenen Mikroben in einer periodontalen Tasche, in der Region zwischen
dem Zahn und dem Zahnfleisch bekannt. Hierbei erfolgt eine Kontaktierung der Gewebe, der Wunde oder der Lasion
mit dem Photosensitizer, wobei die mit einer Erkrankung verbundenen Mikroben den Photosensitizer aufnehmen. Es
wird eine Bestrahlung der Gewebe, der Wunde oder der Lasion mit Laserlicht bei einer durch den Photosensitizer
absorbierenden Wellenldnge durchgefiihrt. Die Keimreduktion dieser kombinierten Farbstoff- und Laserbehandlung wird
fur verschiedene Keime und Photosensitizer in Form von Lésungen mit unter anderem Methylenblau und Toluidinblau
in unterschiedlichen, recht geringen Konzentrationen beschrieben, und zwar von 0,01 bis 0,00125 % (Gewicht pro
Volumen), wobei ferner der EinfluR der applizierten Energiedichte aufgezeigt wird. Als Lichtquellen werden HeNe-Laser
mit einer Wellenlange von 634 nm und einer Leistung von 7,3 mW sowie GaAs-Laser mit einer Wellenlange von 660
nm und einer Leistung von 11 mW verwendet.

[0006] KOMERIK N and WILSON M: "Factors influencing the susceptibility of Gram-negative bacteria to toluidine blue
O-mediated lethal photosensitization" JOURNAL OF APPLIED MICROBIOLOGY, Bd. 92, 2002,Seiten 618-623 besch-
reiben den Einfluss von Speichel und dem pH-Wert der Losung, in der Bakterien suspendiert wurden, auf die Wirksamkeit
von Toluidin Blau O-herbeigefiihrter Photosensitivierung.

[0007] Die Photodynamische Therapie ist ein photochemisches Verfahren, das bisher vor allem in der Krebstherapie
Anwendung fand. Unter dem Begriff "photodynamische Therapie" versteht man allgemein die lichtinduzierte Inaktivierung
von Zellen, Mikroorganismen oder Molekdlen.

[0008] Eine Modifikation dieses Prinzip findet heute in der Bekdmpfung von Mikroorganismen Anwendung - die "An-
timikrobielle Photodynamische Therapie" (APT). Dabei ist das Ziel nicht die Vernichtung kérpereigener (Tumor) - Zellen,
sondern die gezielte Bekdmpfung lokaler Infektionen, die Bekdmpfung von Mikroorganismen. Das Wirkungsprinzip der
APT beruht auf der selektiven Anfarbung der Mikroorganismen im Biofilm durch einen sogenannten Photosensitizer und
der Zerstérung der Keime durch Belichtung mit einem geeigneten, auf den Photosensitizer abgestimmten Laser.
[0009] Als Photosensitizer kbnnen Substanzen, zum Beispiel Thiazinfarbstoffe verwendet werden, welche in der Lage
sind, Licht geeigneter Wellenlange aufzunehmen und dadurch in den angeregten, sogenannten Triplettzustand Uber-
gehen.
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[0010] Aromatische Kohlenstoffringe als Grundbausteine chromophorer Molekiile

[0011] Systemisch anwendbare Photosensitizer werden vor allem in der Krebstherapie angewandt. Diese richtet sich
gegen korpereigene Zellen, werden systemisch nach bestimmten pharmakologischen Grundséatzen gegeben, um sie
im Tumor anzureichern und anschlieBend durch Bestrahlung mit Licht zu aktivieren. Diese Anwendung unterscheidet
sich prinzipiell von der zur Bekdmpfung oberflachlicher Infektionen.

[0012] Damit eine Substanz als effektiver Photosensitizer fir diese klinische Anwendung eingesetzt werden kann,
sind eine Reihe von Voraussetzungen zu erflllen. Die Wirksubstanz sollte:

. Nichttoxisch sein

. Geeignete Penetrationseigenschaften und hohe bakterielle Affinitat besitzen
. Geeignete spektrale Eigenschaften aufweisen

. Einfach und sicher zu applizieren sein

. Vollstdndige Benetzung des Therapiebereiches bewirken

. Geeignete Viskositat , moglichst thixotrope Eigenschaften besitzen

. Auch auf offenen Wunden anwendbar sein

. Méglichst schmerzfreie Anwendung zulassen

9. Hohe Triplettquantenausbeute (hohe Singulettsauerstoffproduktion) erreichen
10. Zeitstabil sein

11. Zugelassen sein nach Arzneimittel - oder Medizinproduktegesetz

O ~NO O WN =

[0013] Photosensitizer kdnnen Licht (Energie) in ihre Struktur aufnehmen und diese dann als chemische Energie fur
weitere Reaktionen wieder zur Verfligung stellen. Aus den, in den der Umgebung der angeregten Photosensitizermo-
lekile vorkommenden Sauerstoffmolekilen, wird dann eine spezielle angeregte und sehr reaktive Form gebildet, soge-
nannter Singulettsauerstoff.

[0014] Dabei laufen prinzipiell und vereinfacht folgende Reaktionen ab:

Ausgangsprodukt — Reaktionsprodukt Lebensdauer (sec)
Gleichung 1:  1Sensitizer + Licht (h*v) — 3Sensitizer angeregt 109
Gleichung 2:  3Sensitizer angeregt — 3Sensitizer metastabil  >1(-6
Gleichung 3:  3Sensitizer metastabil +30,  — 1Sensitizer + 10, 10-6-10-3

[0015] Unter Einfluss von geeignetem Licht und Sauerstoff reagieren die photosensibilisierenden Substanzen nach
den angegebenen Reaktionswegen. Die bei der antimikrobiellen photodynamischen Therapie eingestrahlten Photonen
hCregen den an den Mikroorganismen angekoppelten Photosensibilisator (Sens) aufgrund seines hohen Absorptions-
vermodgens an (Gleichung 1). Innerhalb von Nanosekunden geht das angeregte Sensibilisatormolekiil gemafR Gleichung
(2) in einen metastabilen Triplettzustand mit l&ngerer Lebensdauer tber. Der Aufenthalt im Triplettzustand (im Mikro-
sekundenbereich) dauert im Vergleich zu anderen Anregungszustanden (im Piko- und Nanosekundenbereich) relativ
lange an und bietet deshalb ideale Voraussetzungen als Ausgangspunkt fiir photochemische Reaktionen, wie z. B. die
Anregungsenergie auf ein Sauerstoffmolekul zu Ubertragen. Der angeregte Sauerstoff nimmt den energetisch héheren
Singulettzustand mit einer relativ 1dngeren Lebensdauer an (Gleichung 3).

[0016] Das Grundprinzip des antimikrobiellen photodynamischen Effekts basiert somit auf der lokalen Bildung von
Singulettsauerstoff und in der Folge von reaktiven Radikalen. Dieser aktivierte Singulettsauerstoff |16st Oxidationen von
Molekdilen vor allem in der Zellwand der Mikroorganismen und damit eine Zytolyse aus. Nach Abschalten der Energie-
zufuhr kommt aufgrund der sehr kurzen Lebensdauer der aktivierten Molekiile der Prozess sehr schnell - im Bereich
von Sekundenbruchteilen zum Stillstand. Nun verbraucht sich der Photosensitizer dann bei den aufgebrachten Ener-
giedosen nicht,wenndiese in einem Bereich von 3 J/cm2 bis 6 J/cm2 liegen, da in diesem Bereich das sog.Photobleaching
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-die Zerstérung des Photosensitizermolekiils durch Licht - nicht festzustellen ist, sondern verbleibt im oder am Gewebe.
Dabei kdbnnen zum Beispiel dem Sonnenlicht ausgesetzte, behandelte Areale in unerwiinschter Weise weiterreagieren
und Nebenwirkungen verursachen.

[0017] Hiervon ausgehend liegt der Erfindung die Aufgabe zugrunde, die Aufbereitung dahingehend weiterzubilden,
dass eine verbesserte Bekdmpfung von Mikroorganismen erreicht wird.

[0018] Die Losung dieser Aufgabe erfolgt gemaR der im Patentanspruch 1 angegebenen Merkmale.

[0019] Mittels der erfindungsgeman vorgeschlagenen Aufbereitung, welche in flissiger oder pastéser Form zur Mar-
kierung von Bakterien mit einem Farbstoff dient, wird in Verbindung mit der Aktivieren oder Desaktivierung dieses
Farbstoffes im Hinblick auf seine Lichtabsorption, ein Verstarken oder Schwachen der oxidativen Wirkung entstehenden
Singulettsauerstoffes durch chemisch Manipulation des Farbstoffes oder seiner Nanoumgebung erreicht.

[0020] Erfindungsgemal wird davon ausgegangen, dass Photosensitizer wie zum Beispiel Phenotiazinfarbstoffe,
ohne dass insoweit eine Beschrénkung erfolgt, je nach anwesender Nanoumgebung in verschiedene strukturell 8hnliche
Formen reagieren kénnen, wie nachfolgend fir Methylenblau ersichtlich:

Methylenblau
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[0021] DieLeukoformdesMethylenblauesistzum Beispiel nicht photoaktiv und farblos, wahrend die o- und p- chinoiden
Formen geeignete Photosensitizer sind.

[0022] Durch die gezielte Anderung der Nanoumgebung der Molekiile kann somit der Effekt gezielt ein und ausge-
schaltet werden, indem durch Protonierung durch chemische Protonendonatoren die adsorbierten Photosensitizermo-
lekile ein oder ausgeschaltet werden kdnnen.

[0023] Die erfindungsgemaRe Aufbereitung enthalt Farbstoffe, die durch einfache chemische Reaktionen reversibel
aus der aktiven in die inaktive Form und umgekehrt gebracht werden kénnen. Nach der Therapie liegen sie im Korper
als unschadliche Molekiile vor und kdnnen abgebaut und ausgeschieden werden. Andererseits kdnnen auch die noch
vorhandenen ggf. nach einer Zeit x (x=Stunden oder Tage) durch gezielte Anderung der Nanoumgebung wieder "aktiviert"
werden.

[0024] Nachfolgend werden besondere zum "Schalten" geeignete potentielle "Schalt" - Wirkstoffe und ihre generelle
Bedeutung im Stoffwechsel als Reduktionsmittel erldutert, ohne dass insoweit eine Beschrankung erfolgt.
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1. Glutathion

[0025] Glutathion in reduzierter (GSH) und oxidierter Form (GSSG) besitzen folgende Strukturen:

- Glu C Gly
Y s Y - Glu- Cys - Gly
NS T 0 é
A 4 —_
C-C-CHZ-CHz-C-l'il-tlz-c-rll-CHz-C\ — L
- 0
° h H CHp H I
| Y - Glu- Cys - Gly
SH

[0026] Glutathion ist ein Aminosdurederivat, das im Stoffwechsel der Zellen eine unterschiedlich wichtige Rolle spielt
und in hoher Konzentration vorhanden ist. Glutathion ist in einem Redoxkreislauf eingebunden, in dem es in oxidierter
Form (GSSG) und in reduzierter Form (GSH) auftritt. Oxidiertes Glutathion besteht aus zwei durch eine Disulfidverbindung
miteinander verketteten Tripeptiden, wahrenddessen die reduzierte Thiolform ein einzelnes Tripeptid mit einer freien
Sulfhydryl-Gruppe darstellt. In diesem Redoxsystem wird die Reduktion von GSSG zu GSH durch die Glutathion-Re-
duktase katalysiert.Hierbei ist das Gleichgewicht stark zugunsten des reduzierten Glutathion verschoben und NADPH
als Cofaktor notwendig.

[0027] In den tierischen Zellen hat Glutathion zahlreiche Schliisselpositionen bei biochemischen Prozessen inne,
wobei die Wirkung als Antioxidans wahrscheinlich sehr wichig ist. Weiterhin spielt es eine enorme Rolle im Metabolismus
der Cystein-enthaltenden Proteine und ist beteiligt an der Deaktivierung toxischer, elektrophiler Agentien bei durch
Schwefelverbindungen katalysierten Enzymtransporten.

[0028] Im Stoffwechsel ibernimmt GSH die Aufgabe eines Sulfhydryl-Puffers, der unter anderem den Cysteinrest von
Hamoglobin und andere Erythrozyten-Proteine in ihrer reduzierten Form erhalten soll. Untersuchungen ergaben, dass
fur die natirliche Struktur der Erythrozyten reduziertes Glutathion unentbehrlich ist, da schon ein geringfiigig kleinerer
Spiegel an GSH eine héhere Affinitdt der Blutkdrperchen zur Hdmolyse als im Normalfall erkennen lasst. Ebenfalls
bedeutend ist der Glutathion-Redoxzyklus fir den Erhalt der normalen mitochondralen Funktion, wobei der GSH-Spiegel
hier mit der Aktivitat der Carnitin-Acylcarnitin-Translokase korreliert, die dadurch zu einem Indikator fiir die Glutathion-
Prasenz in den Zellen wird.

[0029] BeiderimaerobenLeben unweigerlich auftretenden Produktion von Nebenprodukten, wie Hydrogen-Peroxiden
und nattrlichen Peroxiden besitzt Glutathion eine wichtige Entgiftungsfunktion. Hierbei ist Glutathion in ein spezifisches
Scavenger-System der Zellen eingebunden, das den zahlreiche Veranderungen provozierenden Sauerstoffradikalen
entgegenwirken soll. So werden beispielsweise Wasserstoffperoxid und Lipidperoxide im Glutathionzyklus in einer durch
Glutathion-Peroxidase katalysierten Reaktion mit reduziertem Glutathion unter Bildung von Wasser und Sauerstoff
metabolisiert, was in einer grolen Anzahl von Zellen passiert. Das somit gebildete oxidierte Dimer von Glutathion (GSSG)
wird dann nachfolgend im Redoxkreislauf wieder zu GSH reduziert.

[0030] Die unterstiitzende Wirkung von reduziertem Glutathion und Glutathion-Peroxidase beim intrazellularen Schutz
gegen Schadigung durch diese reaktiven Spezies konnte in zahlreichen Studien bestétigt werden.

[0031] Zu schweren pathophysiologischen Konsequenzen kann es kommen, wenn eine zu grof3e Anzahl von Oxidan-
tien die Kapazitat des Glutathion-Metabolismus Ubertrifft, woraus dann oxidativer Strel3 resultiert. Die dabei nicht ent-
gifteten Oxidantien kdnnen dann Strukturproteine, Enzyme, Membranlipide und Nukleinsduren angreifen und somit
entscheidend die Zellfunktion beeintrachtigen.

[0032] Zu einer Behinderung der ATP-Synthese durch nicht entgiftete Peroxide kann es auf mitochondrialem oder
glykolytischem Wege kommen. Eine intrazellulare Anh&ufung von GSSG, welches im UbermalR auch selbst Schaden
(Reaktionen mit freien Sulfhydrylgruppen von Proteinen) anrichten kann, wird durch die Funktion ATP-abhangiger,
Carriervermittelter Mechanismen stark vermindert.

[0033] Die hier im Vordergrund stehende Bedeutung des Glutathions als Protektor geht auf einen ausgebildeten
Schutzmechanismus der Zelle zuriick, der unter Zuwendung von Glutathion und anderen Reduktionsaquivalenten das
Entstehen von Peroxidbildungen (an Fettsdureketten) verhindert. Ahnlich wie die Zellen anderer Organe sind natiirlich
auch die Myozyten mit einem solchen antioxidativen Enzymsystem ausgeristet, welches aulier dem Glutathion- Re-
doxsystem noch Superoxid-Dismutase (SOD) und Katalase enthalt, um sich vor Schadigungen durch reaktive Verbin-
dungen zu schiitzen. Allein die Fahigkeit von Glutathion als Elektronendonator Wasserstoffatome von seiner Thiol-
Gruppe zu spenden, um damit meistens kohlenstoff-, sauerstoff- oder nitratbeladene Radikale zu binden und damit zu
deaktivieren, macht die Wirksamkeit als Antioxidans aus.
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[0034] Da sich Glutathion auch im Herzen als wichtige antioxidative Substanz und damit als Protektor erwiesen hat,
gibt es zu dem Problem der mdglichen therapeutischen Nutzbarkeit von exogener Glutathion-Zufuhr bei Herzinfarkt
umfangreiche wissenschaftliche Untersuchungen.

[0035] Ferner wurde die ZweckmaRigkeit einer externen Glutathion-Zufuhr untersucht. Hier wurde zuerst an vorbe-
handelten Versuchstieren ("Yorkshire pigs") das myokardiale Glutathion durch einen potenten Glutathion-Synthesehem-
mer erschopft, um dann im Vergleich mit unbehandelten Tieren das Ausmal der Schadigungen nach oxidativen Stress
feststellen zu kénnen. Durch eine intravendse Glutathion-Administration konnte hier ein positiver Effekt erzielt werden,
da mit dieser externen Glutathion-Zufuhr der myokardiale Glutathion-Gehalt wahrend der Ischamie anstieg und die
reperfusionsbedingten Schaden bzw. das myokardiale Infarktausmal reduziert werden konnten. Verschiedene andere
Arbeiten an isoliert-perfundierten Herzmodellen haben ebenfalls gezeigt, dal eine Anreicherung des Perfusats mit GSH
eine deutlich bessere Erholung der Ventrikelfunktion nach Ischamie und Reperfusion mit sich bringt. Eine verbesserte
Funktion beruht jedoch weniger auf einem Ansteigen des intrazelluldren GSH-Spiegel (GSH kann nicht effektiv in die
Zellen transportiert werden) als vielmehr auf noch unergriindeten Effekten des extrazellularen Glutathions. Nach Ver-
suchen an einem Modell hypoxisch geschadigter renaler Tubuli wurde schlussgefolgtert, dass der cytoprotektive Effekt
des exogenen Glutathion wahrscheinlich auf Glycin zurlickzuflihren ist, welches durch Abbau aus GSH entsteht.
[0036] Auch sei auf Glycin verwiesen, welches sich im Glutathion-erschépften Herzen vermutlich nach Abbau redu-
zierter Myozyten bildet. Glycin ist nicht unbedeutend an der Detoxifikation von Acyl-CoA beteiligt, einem amphipathischen
Molekdil mit grenzflachenaktiven Eigenschaften, das sich besonders wahrend myokardialer Ischdmie anhauft. Somit ist
neben der "Schaltfunktion" des Gluthations im Hinblick auf die erfindungsgem&Re Protonierung des Photosensitizers
auch eine protektive Wirkung gegen Schaden durch die Wirkung des Singulettsauerstoffs auf das lokale Gewebe ge-
geben.

2. Ascorbinsaure

[0037] Ascorbinsdure besitzt folgende Strukturen:

' 'r
/N /N
gl ol e nt 191 10l e nt O 70
,CHaOH <— LCHpOH <— _CH20H
0 CH, — 0 CH — 0 CH
0 I + 0 | u* 0 |
OH -e. H OH -e, OH
L-Ascorbins@ure L-Semihydroascorbins@ure L-Oehydroascorbinsdure

Ascorbinsaure als Protonen-Donator und -Akzeptor

[0038]
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[0039] Strukturellist Ascorbinsaure ein mit Glucose und anderen Hexosen verwandtes sechsgliedriges Kohlenstoff-Ke-
tofacton und wasserlésliches Vitamin. Im Kérper wird es reversibel zu Dehydroascorbinsdure oxidiert, wirkt also im
Rahmen eines Redoxgleichgewichts als Elektronendonator und Elektronenakzeptor, worauf auch die biologische Haupt-
wirkung beruht. Die bedeutungsvollen Redoxvorgange laufen zwischen L-Ascorbinsaure (wirkt als 1- Elektronendonator)
und der radikalischen L-Semihydroascorbinsaure ab.

[0040] Neben zahlreichen anderen Aufgaben, die Ascorbinsdure im Stoffwechsel zu bewaltigen hat, steht fir uns hier
die Bedeutung als endogener "Scavenger" im Vordergrund. Diese Funktion als Radikalfanger geht von spezifischen
Scavengersystemen aus, mit denen die Zellen ausgestattet sind, um sich vor Sauerstoffradikalen und anderen toxischen
Saugerstoffmetaboliten zu schiitzen, die ganz eindeutig zu reversiblen und irreversiblen Gewebsschaden, unteranderem
auch am Myokard fiihren kénnen. Die freien Radikale kennen hierbei verschiedene Schadigungsmuster, wobei die
Peroxidation von Membranphospholipiden und die Oxidation von Sulfhydrylverbindungen sicherlich am bedeutungs-
vollsten sind. Wahrend es im Rahmen der Phospholipidperoxidation zur Entstehung von verschiedenen Radikalspezies,
wie Lipidradikale, Lipidalkoxylradikale, Lipidperoxide und Lipidhydroperoxide kommt, werden bei der Oxidation von
Sulfhydrylverbindungen essentielle Membrantransportproteine und Enzyme inaktiviert, was wiederum zur Anhaufung
bestimmter Elektrolyte und damit zur Zellschadigung fihrt. Mit Hilfe der Antioxidantien, die in den endogen Schutzsy-
stemen eingebunden sind (neben Ascorbinsdure auch Vitamin E und alpha-Tocopherol), versuchen die Zellen die durch
eine explosions-artige Radikalproduktion ausgelésten und fortlaufenden Kettenreaktionen einzuddmmen bzw. zu be-
enden.

[0041] Ascorbinsdure gehort zu den am starksten reduzierenden Agentien im biologischen Milieu.

[0042] Durch Protonierung des Photosensitizers und Einddmmung der Radikalkettenreaktion kann die photodynami-
sche Wirkung gesteuert werden.

3 Hydrochinon > Chinon

[0043] Chinone wirken an Redoxreaktionen in Mitochondrien (Atmungskette) und Chloroplasten (Photosynthese) mit.
Man unterscheidet zwischen den Ubichinonen und den Plastochinonen, die sich durch unterschiedliche Seitenkettenreste
am Chinonring auszeichnen. Ein Ubichinon nimmt als "Koenzym Q" eine Schlisselstellung als priméarer Elektronenak-
zeptor im Photosystem Il der Photosynthese ein.
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0 o} OH
2¢e 2¢
;ﬂ _—
O o OH
Chinon Hydrochinon
(oxydiert) (reduziert)

[0044] Als Reduktionsmittel oder Protonendonator wie zum Beispiel auch bei der photographischen Entwicklung an-
gewand, kann auch das Hydrochinon, abgekirzt H,Q verwendet werden

A
HQ+2Ag ——— 2H +2Ag+Q

4 Alkohole und Aldehyde

[0045] Als Protonenspender kénnen auch ein oder mehrwertige Alkohole dienen, die zu Aldehyden dehydriert werden.
Z.B. Propanol oder Glyzerin.

2.5 0,05 bis 3% ige Na,S,0, - Lésung als Reduktionsmittel
6 Enzymatische Steuerung:

[0046] Verstarktund gesteuert kann der Effekt der Protonierung und Deprotonierung des Photosensitizers auch durch
geeignete Enzyme werden wie zum Beispiel durch Xanthin - Dehydrogenase Xanthin - Dehydrogenase ist ein Enzym
mit relativ geringer Substratspezifitat. Es Ubertragt Wasserstoff von z. B. Formaldehyd oder Acetaldehyd auf einen
geeigneten Akzeptor. Dies ist zum Beispiel beim oben erwdhneten Methylenblau méglich. Durch Urethan ist wiederum
das Enzym Xanthindehydrogenase hemmbar.

[0047] Ein ahnliches Reaktionsverhalten ist Gber das Enzymsystem Succinat- Dehydrogenase erreichbar, das den
Schritt Succinat > Fumarat katalysiert - eine Reaktion, die im Citratzyklus vorkomt. Sie ist durch eine Reihe, dem Succinat
ahnlicher Stoffe kompetitiv hemmbar.

[0048] Der bekannteste und haufigste Wasserstoffakzeptor ist das Nicotinamidadenindinukleotid (NAD):

NAD* +2e +2H" <>NADH +H’

oder z.B.

NAD" + R-CHOH-R' <> NADH + H" + R-CO-R'

[0049] Eines der Protonen wird vom NAD+ direkt an den Nicotinamidring gebunden, das andere verbleibt in Losung.
[0050] NAD+ ist ein Koenzym - es wirkt nie alleine, sondern ausschlieRlich nach Bindung an ein Protein. NAD+-bin-
dende Proteine (Enzyme) gehdren in die Klasse der Dehydrogenasen. Alle katalysieren die gleiche chemische Reaktion
(siehe oben), unterscheiden sich jedoch in bezug auf ihre Substratspezifitdt. So kennt man unter vielen anderen die
Alkoholdehydrogenase, die Lactatdehydrogenase, Malatdehydrogenase, Glycerinaldehydphosphatdehydrogenase u.a.

7 Verstarkung der Singulettsauerstoffwirkung durch Veranderung des Verhaltnisses Wasserstoff/Deuterium
[0051] Der bei Belichtung entstehende Singulettsauerstoff wird auch durch die in Wasser vorhandenen Wasserstoffa-

tome rasch geldscht. In natirlicher Umgebung kommt das chemisch gleichwertige Isotop Deuterium praktisch kaum
vor. Durch Ersatz eines Teils der Wasserstoffatome durch das chemisch gleiche Deuterium wird diese L6schung deutlich
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verringert und damit die antibakterielle Wirkung verstéarkt, da die gebundenen angeregten Photosensitizermolekiile und
die von lhnen ausgeldsten Singulettsauerstoffe in ihnrer Nanoumgebung ein Deuterium - statt Wasserstoffumfeld vorfin-
den. Langere Lebensdauer der Singulettsauerstoffe bedeutet mehr Reaktivitdt gegen Bakterienmembranmolekiile. Dies
kann durch Ersatz von Wasserstoff durch Deuterium im Bereich von 0 bis 100% erreicht werden.

[0052] Einebesondere Ausgestaltungder Erfindung istauf eine Spiillésung gerichtet, mitwelcher die photodynamische
Bekampfung weiter optimiert wird. Nachfolgend werden die sowohl fiir die vorstehend beschriebene Aufbereitung als
auch fur die Spulldsung geltenden Wirkungszusammenhange beschrieben.

[0053] Die photochemische Inaktivierung von Mikroorganismen beinhaltet einen komplexen Ablauf chemischer Re-
aktionen. Prinzipiell sind drei Grundreaktionen darstellbar:

® Das Anfarben relevanter Mikroorganismen mit einem photochemisch aktivem Farbstoff
@ Die Aktivierung des Farbstoffes mit Licht geeigneter Wellenldnge und Energiedichte
® Der Ablauf der notwendigen Inaktivierungsreaktionen (Membranoxidation durch Radikale/Singulettsauerstoff)

[0054] Fir den klinischen Ablauf sind somit zwei Schritte entscheidend:

® Das Anfarben mit dem photosensibilisierendem Farbstoff
@ Die Belichtung des Zielareales

[0055] Farbstoffe fir die histologische Farbung setzen sich aus zwei essentiellen Bestandteilen zusammen.

1. Chromophore Gruppe (Farbstofftrager),

z. B. Azo-, Benzolverbindungen.

Eine chromophore Gruppe macht ein Chemikal noch nicht zum Farbstoff, obwohl es dem Auge farbig erscheinen
kann.

Hierzu bedarf es einer zweiten Komponente, die als Auxochrom (Farbhelfer) bezeichnet wird.
2. Auxochrome Gruppen (Farbhelfer),

sind entweder saure Gruppen z. B.

R-O(-) Hydroxyl-,

R-COO(-) Karboxyl-,

R-NO2(-) Nitro- Gruppen,

oder basische Gruppen z. B.

R-NH3(+) Gruppen.

[0056] Die Art der Auxochrome bestimmt die Einteilung in saure und basische Farbstoffe. Sie liegen meist in Form
der betreffenden Salze vor.

[0057] Die Theorie der Farbung (Harms) besagt, dass sich positiv geladene, basische Farbstoffe an saure Zell- und
Gewebekomponenten anheften, die dann den Effekt der Basopilie zeigen. Andererseits binden negativ geladene, saure
Farbstoffe an positiv geladene, also azidophile Komponenten in Zellen und Geweben.

Gewebe Farbstoff
Negativ geladene (-) (saure) Komponenten (+) Positiv geladene (basische) Farbstoffe
z. B. Nucleinsauren, Schleime "Basophilie" z. B. Methylenblau, Methylengrin

Positiv geladene (+) (basische) Komponenten | (-) Negativ geladene (saure) Farbstoffe z. B. Eosin
z. B. eosinophile Granula "Azodophilie"

[0058] Aufbauend auf Arbeiten von Robert Koch hat Paul Ehrlich in seiner Publikation "Uber das Methylenblau und
seine klinisch- bakterioskopische Verwertung" Zeitschrift fiir klinische Medizin 1881;2;710-3 die Anwendung zur von
Phenotiazinfarbstoffen zur Sichtbarmachung von Bakterien beschrieben. Farbelésungen bestehen aus geldsten Farb-
stoffmolekiilen, welche mehr oder wenig spezifisch auf Membranen reagieren. Bakterien kénnen in der so genannten
Einfachfarbung mit Methylenblau angefarbt und nachgewiesen werden.

[0059] Die zellularen Membranen von Mikroorganismen und Zellen stellen hochspezifische strukturelle Strukturen
dar. Die Interaktion mit der Umgebung werden von den lokalen Konzentrations- und Ladungsverhaltnissen bestimmt.
Fir eine Reaktion eines Moleklls, zum Beispiel eines Farbstoffes ist ein Kontakt mit der Membran notwendig.

[0060] Diese Bakterienfarbung findet in wéssrigen Ldsungen von 0,1% bis 1% statt und diese liegen in der Regel bei
einem pH -Wert von 3-4. Der farbende Molekilanteil, das Farbstoff-Kation lagert sich an die Wand der Bakterie mit Hilfe
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seiner positiven Oberflachenladung an, wobei diese Farbstoffe auch als Vitalfarbstoffe bezeichnet werden.

[0061] Die Farbreaktion hangt unter anderem auch vom pH-Wert der zu farbenden Probe ab. Ein saurer pH-Wert
verstarkt die Reaktion mit dem basischen Methylenblau (blaue Farbung),

[0062] Beider photochemischen Keiminaktivierung wird nun das angelagerte Farbstoff-Kation als "Photochemische
Maschine" genutzt, die die Energie des Laserlichtes absorbiert und in chemische Energie umwandelt, welche fiir die
Produktion von Singulettsauerstoff benutzt wird!

[0063] Die Belichtung wird vor allem durch die Wahl einer geeigneten Wellenlange, welche dem Absorptionsmaximum
des Farbstoffes nahe kommen sollte, der ausreichenden Flachen - und Energiedichte, aber vor allem auch durch die
gleichmaBige rdumliche Verteilung des Lichtes beeinflusst. Dies ist vor allem dann entscheidend, wenn komplexe Struk-
turen.mit unterschiedlichen optische Eigenschaften wie Zédhne, Knochen und Schleimhaut in einem Areal behandelt
werden missen.

[0064] Uberraschenderweise hat sich gezeigt, dass die Wirkung der photochemische Inaktivierung von Mikroorganis-
men deutlich verbessert werden kann, wenn ein dritter Schritt eingefihrt wird:

Erfindungsgemalf erfolgt die Vorbereitung des Therapiegebietes nach dem Anférben und vor dem Belichten durch
Aussplilen der Farbstofflésung mit einer geeigneten Spulldsung

[0065] In einer klinischen Versuchsreihe wurden Patienten mit nachgewiesenen bakteriellen Infektionen in Zahn-
fleischtaschen diese mit 0,1 % -iger Losung von Methylenblau gespllt und so die dort vorhandenen Bakterien und
Plaque angeféarbt.

[0066] Anschlielfend wurden die Taschen mit einem Laser tiber eine Optik belichtet und danach griindlich alle Taschen
mit einer wassrigen Spullésung gespult, um moglichst alle Farbstoffreste zu entfernen.

[0067] Nach der Spilung mit der Spiilldsung wurde erneut eine Probe aus den Taschen entnommen um die verblei-
bende bakterielle Besiedelung zu bestimmen.

[0068] Im Rahmen einer erweiterten Versuchsreihe wurden die Taschen nach sorgféltiger Spulung zur Entfernung
von Farbstoffresten erneut fiir eine Minute mit Laser und Optik belichtet. In Tabelle 1 sind die resultierenden Keimzahlen
bei zwei Patienten dargestellit.

Tab.: 1 Vergleich der Keimzahlen bei zwei Patienten vor der Behandlung, nach der Behandlung und nach
erneuter Belichtung nach Spiilen

Patient 1 Patient 1 Patient 1 Patient 2 Patient 2 Patient 2

Bakterientyp vor |_1ach |_1ach vor |_1ach |_1ach

Behandlung Belichtung Belichtung Behandlung Belichtung Belichtung

1 2 1 2

Actinobacillus <1,0x 102 <1,0 x 102 <1,0 x 102 <2,7x103 <4,5 x 102 <1,0 x 102
actinomycetemcom.
Porphyromonas <2,5x 102 <1,5x 102 <1,5x 102 <4.6 x 104 <1.3x 103 <2,9 x 102
gingivalis
Tannerella <1,7 x 105 <5,7x 103 <2,5x 102 <6,3 x 105 <5,3x 103 <2.5x 102
forsythensis
Treponema <6,6 x 104 <6,6 x 103 <2,5 x 102 <4,7 x 105 <4,1x 103 <2.5x 102
denticola
Fusobakterium <2,6 x 105 <4,4 x 103 <2,8 x 102 <3,1x 103 <6,2 x 103 <2,5 x 102
nucleatum ssp.
Prevotella <1,0 x 102 <1,0 x 102 <1,0 x 102 <1,0 x 102 <1,0 x 102 <1,0 x 102
intermedia
Gesamt <4,2 x 108 <2,3x 108 <2,1x 107 <4,2 x 108 <4,8 x 107 <1,4 x 107
vor Behandlung = Probe entnommen vor Farbereaktion
nach Belichtung 1 = | Probe enthommen nach Belichtung mit Farbstofflésung
nach Belichtung 2 = | Probe entnommen nach Belichtung nach Ausspulung des Farbstoffes

[0069] Dabei ist zu erkennen, dass die erneute Belichtung nach dem Aussplilen der Farbstofflésung die Wirkung der
photochemischen Keimtétung tberraschenderweise verstarkt.
[0070] Ein &hnlicher Effekt konnte nicht erzielt werden, indem die Probenentnahme unmittelbar nach dem Aussptlen
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des Farbstoffes ohne erneute Belichtung erfolgte. Dieser Effekt wurde also nicht durch das "Ausspilen" der Keime
erreicht.

[0071] Auch konnte ein vergleichbarer Effekt nicht erreicht werden durch zweimalige Belichtung nach Ausspilen. Also
liegt dieser Effekt auch nicht in einer VergréRerung der Belichtungsdosis begriindet.

[0072] Mit der Spllung des Therapiebereiches mit der Spullésung vor der Belichtung wurde somit die Wirkung der
Belichtung tUberraschenderweise deutlich verbessert.

[0073] Eine Untersuchung wesentlicher Parameter der Spiilldsung ergab, dass folgende chemische und optische
Parameter des Therapiebereiches veréndert wurden:

® PH-Wert

® lonenkonzentration

® Optische Transparenz
@ Proteinkonzentration

[0074] Mit der Spilung nach Anfarben der Mikroorganismen vor der Belichtung kann mit einer gezielten Einstellung
optischer und chemischer Parameter die Lichteinwirkung verbessert und der méglichst ungestérten Ablauf der photo-
chemischen Reaktionsketten gewahrleistet werden.

[0075] Die Splllésung soll besitzt wenigstens eine der folgenden Eigenschaften:

® Der pH - Wert des Therapieareales wird von der fur die Farbung der Mikroorganismen giinstigen Beeich von 3-4
auf den, fir die Singulettsauerstoffbildung glinstigen Bereich von 7 bis 9 verschoben. Die Singulettsauerstoffbildung
und damit der oxidative Angriff auf die Membran von Mikroorganismen ist in Lésungen mit pH-Wert von 7-9 um bis
zum 5 fachen héher als im Bereich von pH 3-4.

@® Die lonenkonzentration wird veréndert und Puffersysteme geschwéacht (zum Beispiel aus Blut und Speichel) Die
Singulettsauerstoffbildung steigt bei ungepufferten bzw. schwach gepufferten Lésungen von pH 5-6 um das doppelte,
vergleicht man stark gepufferte Lésungen desselben pH-Wertes.

@ Die Extinktion der Flissigkeitim Therapiegebiet wird verringert. Abh&ngig von der Konzentration der Farbeldsung
fuhrt eine Schichtstarke von 200 um bei einer 1% -igen Methylenblauldsung bereits zu einer Absorption des Lichts
von 95%! Andererseits sind nur Farbstoffmolekile im Sinne der Therapie aktiv, welche direkt elektrostatisch an die
Membran von Mikroorganismen gebunden sind. Die Lebensdauer der entscheidende Reaktanden der ablaufenden
photochemischen Reaktionen betragen:

o Angeregtes Photosensitizermolekil = 1 x 10-9 sec

o Singulettsauerstoff = 1x 10-4 bis 10-7
[0076] Damitliegt die mittlere freie Weglange der reaktiven Singulettsauerstoffmolekiile bei ca 0,2 nm. Somit bleiben
deren Reaktionsmdglichkeiten auch auf diesen Radius um das Molekil beschrankt. Die in freier Lésung verbleibenden
Farbstoffmolekdle sind somit nicht niitzlich im Sinne der Therapie, sondern verhindern durch die Erhdhung der Extinktion

sogar den therapeutischen Effekt.

@ Sie wirkt blutstillend und / oder verringert allgemein die Konzentration von Plasmaproteinen verringern, da diese
ebenfalls als konkurrierende Reaktionspartner fir Singulettsauerstoff und gebildete Radikale dienen kdnnten

[0077] Somit sind Spullésungen auf wassriger oder nichtwassriger Basis vorgesehen, welche wenigstens eine der
folgenden Eigenschaften aufweisen:

® cinenpH-Wert von 7-9 besitzen,

@ keine Konzentrationen von solchen Verbindungen enthalten, die als Puffersysteme dienen kénnten (z. B. Phos-
phate, Citrate, Carbonate),

@ die Extinktion des angewendeten Laserlichtes nicht erhéhen,
@ die Farbstofflosung wirksam ausspiilen,

@ blutstillende Wirkung aufweisen.

1"
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[0078] Erfindungsgemal wird die Aufbereitung, welche Farbstoff enthalt oder ein solcher ist, zun&chst in hoher Kon-
zentration auf den zu therapierenden Bereich aufgebracht und nachfolgend wird eine Spilung mit der Spillésung,
insbesondere Wasser und/oder mit einem moglichst basischen pH-Wert durchgefiihrt. Nachfolgend wird die Bestrahlung
mittels des Lichts des Bestrahlungsgeréats durchgefiihrt, wobei in bevorzugter Weise eine optimierte Zellschadigung
erfolgt. Es hat sich als besonders effektiv erwiesen, die Aufbereitung zunachst in hoher Konzentration auf den zu
therapierenden Bereich aufzubringen und nachfolgend eine Spulung mit der Spilldsung, insbesondere Wasser und /
oder mit einem mdéglichst hohem Sauerstoffpartialdruck, durchzufiihren und schlielich die Bestrahlung mittels des Lichts
der genannten Lichtquelle durchzufiihren, wobei bevorzugt eine optimierte Zellschadigung erfolgt. Des Weiteren hat es
sich als besonders zweckmaRig erwiesen, dass nach dem Aufbringen der Aufbereitung in hoher Konzentration auf den
zu therapierenden Bereich und ferner vor der Belichtung mittels des Lichts der Lichtquelle eine Verringerung der Menge
der Aufbereitung durchgefihrt wird, und zwar insbesondere durch Abwischen und/oder Abtupfen und/oder Absaugen
und/oder Abblasen.

[0079] Mit der Applikation der lichtaktivierbaren Substanz wird langsam begonnen, welche mittels Spritze flachendek-
kend auf die infizierten Gewebsareale aufgebracht wird. Die Menge ist unbedingt so zu wahlen, dass der die lichtakti-
vierbare Substanz die Oberflache der infizierten Bereiche mdglichst diinn benetzt. Die vollstdndige Benetzung von
Nischen und Taschen im Gewebe ist sicherzustellen. Gegebenenfalls bei komplexer Morphologie mit dem Luftblaser
vorsichtig verteilen. Die Einwirkzeit der lichtaktivierbaren Substanz betrédgt mindestens 60sec. Nach Spulung fir min-
destens 3 sec mit gleichzeitiger Absaugung Uberschissiger Lésung (unbedingt Farbstoff-Depots entfernen!) mit dem
Bestrahlungsgerat belichten. Wesentlich fiir die keimreduzierende Wirkung und damit fiir das Behandlungsergebnis, ist
die richtige Dosierung der Energiezufuhr, die Belichtung.

[0080] Nach der Einwirkzeit, der Aufbereitung oder Photosensitizers (PS), die mit mindestens 60 sec. angegeben ist,
wird erfindungsgemaR der Uberschiissige PS ausgespult und gleichzeitig die Spulldsung abgesaugt. Damit werden PS
und Exsudat entfernt und nur die verbleibenden Reste stehen fiir eine orale ingestinale Aufnahme zur Verfiigung.

Tabelle Verdiinnungsverhaltnis nach Ausspllen und Absaugen des PS

Spullésungin ml VerdlUnnung Gehalt MBin % | Molar | GehaltMBinmg/ml | mg Substanzin 0,5 ml
0 | Ausgangslésung 1 0.031 10 5

5 1.10 0,01 0,003 1 0,5

50 1:100 0,001 | 0,0003 0,01 0,05

[0081]

Wie aus obiger Tabelle ersichtlich, verbleiben bei Ausspulen, Verdiinnen und Absaugen des PS um den Faktor

10noch 0,5mg und bei Verdiinnen um den Faktor 100 noch 0,05 mg Substanz. Dies wiirde bei hundertfacher Verdiinnung
(Spulen mit Wasser), unter der Annahme, dass die gesamte verbleibende Menge oral aufgenommen und resorbiert
wird, bei einem Erwachsenen mit einem mittleren angenommenen Kérpergewicht von 65 kg einer von 0,0008 mg pro
kg Kérpergewicht oder 0,08 Mikrogramm pro kg Kérpergewicht entsprechen. Bei einem Kind mit einem angenommenen
Gewicht von 20 kg waren dies 0,0025 Milligramm pro kg Kérpergewicht, bzw. 2,5 Mikrogramm pro kg Kdrpergewicht.

[0082] Fdur die, als Antidot verwendete, 1%ige Lésung zur Injektion wird eine Tages-Maximaldosis bis 200 mg ange-
geben. Dies bedeutet fiir einen Erwachsenen eine kg Dosis pro Tag von ca. 3 mg und fiir ein Kind von 10 mg/Tag/kg.
[0083] In O,5ml 1%iger Lésung ist maximal 5 mg MB gel6st. Selbst wenn der Patient alles schluckt, betragt die kg
Dosis pro Tag nur ca. 80 png und fir ein Kind 250 ng. dies entspricht nur ca. 2,5% der fur die Entgiftung empfohlenen
Dosis ohne Bertlicksichtigung der o.a. therapeutisch empfohlenen Verdliinnung vor Belichtung.

[0084] Ein weiterer wesentlicher Faktor, der das Ausspilen der Aufbereitung oder des Photosensitizers (PS) vor der
Belichtung betrifft, ist die hohe Absorption der Aufbereitung oder des Photosensitizers (PS) im Bereich der Wellenlange
des applizierten Lichtes.

[0085] Messungen zeigen, dass ein auf dem Gewebe stehender Flissigkeitsfilm der Aufbereitung oder des Photo-
sensitizers von 100 um um die effektive Energiedichte um 97% verringert. Bei weiterer Verdopplung der Schichtdicke
wird jeweils, gemaR dem Lampert-Beerschen Gesetz, das Licht weiter geschwacht. Somitisteine therapeutisch wirksame
Bestrahlung bei Uberschiissiger Aufbereitung oder Photosensitizer nicht mdglich.

[0086] Aufgrund der Spllung mit der Spulldsung, insbesondere Wasser, moéglichst geringer lonenkonzentration wer-
den Bakterien und / oder Zellmembranen aufgrund des somit erzeugten osmotischen Druck-Gradienten gefahrdet. Es
seifestgehalten, dass beispielsweise eine physiologische Kochsalzlésung aufgrund der relativ hohen lonenkonzentration
unguinstig ware. Der pH-Wert der Spullésung wird vorteilhaft eher basisch vorgegeben. Bevorzugt wird ein pH-Wert von
7 bis 9 vorgegeben. Der Sauerstoffpartialdruck ist bevorzugt gro? vorgegeben. Im Rahmen der Erfindung weist die
Splllésung, insbesondere aufbereitetes Leitungswasser, zur Spilung einen Sauerstoffpartialdruck im Bereich von 4 bis
6 mg/l auf. ZweckmaRig ist die Spullésung angereichert mit molekularem Sauerstoff bis zu 14 mg/l. Weiterhin hat sich
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erfindungsgemaR eine Peroxidanreicherung als zweckmaRig erwiesen, und zwar bevorzugt als 0,5% bis 3%ige Was-
serstoffperoxidlésung.

[0087] Aufgrund der vorherigen Spullung mit der Spullésung geringen lonenkonzentration wird bei der Bestrahlung
mittels des Laserlichts eine optimierte Zellschadigung durchgefiihrt. Die Aufbereitung und die Kombination mit der
Spiillésung ergibt erfindungsgemaR eine gezielte Anderung des pH-Wertes im Arbeitsbereich in drei Schritten:

® Farben im saueren Bereich, insbesondere bei einem pH-Wert zwischen 3 bis 5.
@ Einstellen bzw. Abschalten eher im saueren Bereich, mittels der Spullésung, insbesondere Ascorbinsaure
@ Belichten im neutralen bis leicht basischen Bereich, insbesondere bei einem pH-Wert zwischen 7 bis 9.

Patentanspriiche

1.

Aufbereitung in flissiger oder pastdser Form zur Verwendung fiir die photodynamische Bekdmpfung von Mikroor-
ganismen in Zahnfleischtaschen, enthaltend einen farbstoffaufweisenden Photosensitizer bei dessen Bestrahlung
mittels Licht Singulettsauerstoff gebildet wird, wobei mittels des Farbstoffes die Mikroorganismen markierbar sind,
insbesondere enthaltend einen Wirkstoff zur Verstarkung der oxydativen Wirkung des Singulettsauerstoffes durch
chemische Manipulation des Farbstoffes oder seiner Nanoumgebung in Kombination mit einer Spullésung, mittels
welcher zur Verbesserung der Wirksamkeit der Aufbereitung der Photosensitizer nach dem Anfarben der Mikroor-
ganismen und vor der Bestrahlung ausspiilbar ist, gekennzeichnet dadurch, dass der Photosensitizer zunachst
in hoher Konzentration auf den zu therapierenden Bereich aufgebracht wird, dass nachfolgend eine Spllung mit
der Spullésung, insbesondere Wasser und/oder mit méglichst geringer lonenkonzentration durchgefihrt wird und
dass schlieBlich die Bestrahlung mittels des Laserlichtes durchgefiihrt wird wobei bevorzugt eine optimierte Zell-
schadigung erfolgt, oder dass der Photosensitizer zun&chst in hoher Konzentration auf den zu therapierenden
Bereich aufgebracht wird, dass nachfolgend eine Spulung mit der Spullésung, insbesondere Wasser und/oder
moglichst basischem PH-Wert durchgefiihrt wird und dass schliellich die Bestrahlung mittels des Laserlichtes
durchgefiihrt wird, wobei bevorzugt eine optimierte Zellschadigung erfolgt.

Aufbereitung zur Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Spiillésung derart ausgebildet
ist, dass durch das Ausspulen der pH-Wert des Therapieareals in einen flr die Singulettsauerstoffbildung giinstigen
Bereich von 7 bis 9 verschoben wird und/oder die lonenkonzentration veranderbar sind.

Aufbereitung zur Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Spillésung derart
ausgebildet ist, dass durch das Ausspulen Puffersysteme schwéachbar sind und/oder die Extinktion der Flussigkeit
im Therapieareal verringerbar ist und/oder eine lokale blutstillende Wirkung erzielbar ist und/oder die Konzentration
von Plasmaproteinen verringerbar ist.

Aufbereitung zur Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass die Spullésung
auf wassriger oder nicht wassriger Basis wenigstens eine der folgenden Eigenschaften aufweist:

® einen pH-Wert von 7 bis 9,

@ keine Konzentrationen von solchen Verbindungen, welche als Puffersysteme dienen kénnten,
@ keine Erhéhung der Extinktion angewendeten Laserlichts,

@ eine wirksame Ausspulbarkeit der Farbstofflésung,

@ eine blutstillende Wirkung.

Aufbereitung zur Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass die Spillésung,
insbesondere aufbereitetes Leitungswasser, einen Sauerstoffpartialdruck von 4-6 mg/l aufweist und/oder mit mo-
lekularem Sauerstoff bis 14 mg/l angereichert ist und/oder dass das genannte Medium mit einem Peroxid angerei-
chert ist, insbesondere mit einer 0,5 bis 3%igen Wasserstoffperoxidlésung.

Aufbereitung zur Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass der Farbstoff
im Hinblick auf seine Lichtabsorbtion aktivierbar oder deaktivierbar ist und/oder dass durch Protonierung durch
chemische Protonendonatoren die absorbierten Photosensitizermolekile ein- oder ausschaltbar sind und/oder dass
durch Protonierung des Photosensitizers und Einddmmung der Radikalkettenreaktion die photodynamische Wirkung
steuerbar ist.

Aufbereitung zur Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass zumindest ein
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Teil der Wasserstoffatome des Wassers durch Deuterium ersetzt ist.

Aufbereitung zur Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass der Photosen-
sitizer in einem L&sungsmittel eine Konzentration, und zwar Gewicht pro Volumen, von gréfer als 0,1%, bevorzugt
gréRer als 0,5% und insbesondere im wesentlichen von 1 % aufweist und/oder dass fir die Konzentration eine
Obergrenze von 10%, bevorzugt 4%, insbesondere von 3%, vorgegeben ist.

Aufbereitung zur Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 8 dadurch gekennzeichnet, dass die lichtaktivier-
bare Substanz zunachst in hoher Konzentration auf den zu therapierenden Bereich aufgebracht wird, dass nach-
folgend eine Spulung mit der Spullésung, insbesondere Wasser und/oder mit méglichst hohem Sauerstoffpartial-
druck, durchgefiihrt wird und dass schliellich die Bestrahlung mittels des Laserlichts durchgefiihrt wird, wobei
bevorzugt eine optimierte Zellschadigung erfolgt, oder dass die lichtaktivierbare Substanz zunachst in hoher Kon-
zentration auf den zu therapierenden Bereich aufgebracht wird, dass nachfolgend und vor der Belichtung eine
Verringerung der Farbstoffmenge durch Abwischen, Abtupfen, Absaugen oder Abblasen erfolgt.

Claims

Preparation in liquid or paste form for use for the photodynamic combating of micro-organisms in gum pockets,
comprising a photosensitiser containing dye which on exposure to light forms singlet oxygen, whereby the micro-
organisms can be marked by means of the dye, more particularly comprising an active substance for intensifying
the oxidative effect of the singlet oxygen through chemical manipulation of the dye or its nano-environment in
combination with a rinsing solution with which, in order to improve the efficacy of the preparation the photosensitiser
can be rinsed out after dyeing the microorganisms, characterised in that the photosensitiser is initially applied in
a high concentration to the area to be treated, in that rinsing with the rinsing solution, more particularly water and/or
with as low an ion concentration as possible, is then carried out, and in that finally irradiation with the laser light is
then carried out, whereby preferably optimised cell damage takes place, or in that the photosensitiser is initially
applied in a high concentration to the area to the treated, in that rising with the rinsing solution, more particularly
water and/or with as base a pH value as possible is carried out, and in that finally irradiation with the laser light is
then carried out, whereby preferably optimised cell damage takes place.

Preparation for use in accordance with claim 1 characterised in that the rinsing solution is such that through the
rinsing the pH value of the treatment area is shifted into a range from 7 to 9 which is favourable for singlet oxygen
formation and/or the ion concentration can be changed.

Preparation for use in accordance with claim 1 or 2 characterised in that the rinsing solution is such that through
the rinsing puffer systems can be weakened and/or the extinction of the liquid in the treatment area can be reduced
and/or a local haemostatic effect can be achieved and/or the concentration of plasma proteins can be reduced.

Preparation for use in accordance with claims 1 to 3 characterised in that the aqueous or non-aqueous based
rinsing solution exhibits at least one of the following properties:

® a pH value of 7 t0 9,

@ no concentrations of compounds which could act as buffer systems,
® no increase in the laser light used in the extinction

@ effective rinsing out of the dye solution

® a haemostatic effect.

Preparation for use in accordance with any one of claims 1 to 4 characterised in that the rinsing solution, more
particularly treated tap water, has an oxygen partial pressure of 4-6 mg/l and is enriched with molecular oxygen up
to 14 mg/l and/or in that said medium is enriched with a peroxide, more particularly with a 0.5 to 3% hydrogen
peroxide solution.

Preparation for use in accordance with any one of claims 1 to 5 characterised in that the dye can be activated and
deactivated in terms of its light absorption and/or in that through protonation by way of chemical proton donors the
absorbed photosensitiser molecules can be switch on or off and/or in that through protonation of the photosensitiser
and stemming of the radical chain reaction the photodynamic effects can be controlled.
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7. Preparation for use in accordance with any one of claims 1 to 6 characterised in that at least some of the hydrogen
atoms of the water are replaced with deuterium.

8. Preparation for use in accordance with any one of claims 1 to 7 characterised in that in a solvent the photosensitiser
has a concentration, namely a weight per volume, of more than 0.1%, preferably greater than 0.5% and more
particularly essentially 1% and/or in that an upper limit of 10%, preferably 4%, more particularly 3% is defined for
the concentration.

9. Preparation for use in accordance with any one of claims 1 to 8 characterised in that the light-activatable substance
is applied in a high concentration to the area to be treated, in that rising with the rinsing solution, more particularly
water and/or with as high as oxygen partial pressure as possible then takes place, and in that finally irradiation with
the laser light is carried out, whereby preferably optimised cell damage takes place, or in that the light-activatable
substance is initially applied to the area to be treated in a high concentration, in that thereafter and before irradiation
the quantity of dye is reduced by wiping, dabbing, suction or blowing off.

Revendications

1. Préparation sous forme liquide ou pateuse destinée a la lutte photodynamique contre des micro-organismes dans
les poches parodontales, contenant un photosensibilisant présentant des colorants lors de I'irradiation a la lumiére
duquel de 'oxygene singulet se forme, les micro-organismes pouvant étre marqués a I'aide du colorant, contenant
notamment un principe actif pour renforcer I'effet oxydant de I'oxygene singulet par manipulation chimique du
colorant ou de son nano-environnement en association avec une solution ringante, a I'aide de laquelle pour améliorer
I'effet de la préparation, le photosensibilisant peut se rincer aprés coloration des micro-organismes et avant lirra-
diation, caractérisée en ce qu’on applique d’abord le photosensibilisant en concentration élevée sur la zone a
soigner, en ce qu’ensuite, on procéde a un ringage a la solution ringante, notamment de I'’eau et/ou a une concen-
tration ionique la plus faible possible et en ce que pour finir, on procéde a l'irradiation a I'aide de la lumiére a laser,
alors qu’il s’effectue de préférence une détérioration cellulaire optimisée ou en ce qu’on applique d’abord le pho-
tosensibilisant en concentration élevée sur la zone a soigner, en ce qu’ensuite, on procede a un ringage a la solution
ringante, notamment de I'eau et/ a une valeur pH la plus basique possible et en ce que pour finir, on procede a
l'irradiation a 'aide de la lumiére a laser, alors qu'il s’effectue de préférence une détérioration cellulaire optimisée.

2. Préparation destinée a étre utilisée selon la revendication 1, caractérisée en ce que la solution ringante est cons-
tituée de telle sorte que par le ringage, la valeur pH de l'aire a soigner soit décalée dans une plage de 7 a 9 favorable
pour la formation d’oxygéne singulet et/ou en ce que la concentration ionique est modifiable.

3. Préparation destinée a étre utilisée selon la revendication 1 ou 2, caractérisée en ce que la solution ringante est
constituée de telle sorte que par le ringage, des systémes tampons puissent étre fragilisés et/ou que I'extinction du
liquide puisse étre réduite dans 'aire a soigner et/ou qu’'un effet hémostatique local puisse étre atteint et/ou que la
concentration de protéines plasmatiques puisse étre réduite.

4. Préparation destinée a étre utilisée selon 'une quelconque des revendications 1 a 3, caractérisée en ce que la
solution ringante sur base aqueuse ou sur base non aqueuse présente au moins I'une des propriétés suivantes :

® une valeurpHde7a9

@ aucune concentration de composés qui pourraient faire office de systemes tampons,
® aucune augmentation de la lumiére laser utilisée pour I'extinction

@ une possibilité de ringage efficace de la solution colorante

® un effet hémostatique.

5. Préparation destinée a étre utilisée selon 'une quelconque des revendications 1 a 4, caractérisée en ce que la
solution ringante, notamment de I'eau du robinet traitée présente une pression partielle d’'oxygéne de 4 a 6 mg/I
et/ou est enrichie jusqu’a 14 mg/l en oxygéne moléculaire et/ou en ce que le milieu cité est enrichi avec un peroxyde,
notamment avec une solution de peroxyde d’hydrogene a de 0,5 a 3 %.

6. Préparation destinée a étre utilisé selon 'une quelconque des revendications 1 a 5, caractérisée en ce que le

colorant est activable ou désactivable au niveau de son absorption de lumiére et/ou en ce que par protonation par
des donateurs protoniques chimiques, les molécules photosensibilisantes absorbantes peuvent étre excitées ou
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inoculées et/ou en ce que par protonation du photosensibilisant et contention de la réaction des chaines radicales,
I'effet photodynamique peut étre contrélé.

Préparation destinée a étre utilisée selon I'une quelconque des revendications 1 a 6, caractérisée en ce qu’au
moins une partie des atomes d’hydrogéene de I'eau est remplacée par du deutérium.

Préparation destinée a étre utilisée selon I'une quelconque des revendications 1 a 7, caractérisée en ce que dans
un solvant, le photosensibilisant présente une concentration, a savoir en poids par volume supérieure a 0,1 %, de
préférence supérieure a 0,5 % et notamment sensiblement de 1 % et/ou en ce que pour la concentration, il est
prescrit une limite supérieure de 10 %, de préférence de 4 %, notamment de 3 %.

Préparation destinée a étre utilisée selon 'une quelconque des revendications 1 a 8, caractérisée en ce qu’on
applique d’abord la substance photoactivable en concentration élevée sur la zone a soigner, en ce que par la suite,
on proceéde a un ringage a la solution ringante, notamment de I'eau et/ou avec une pression partielle en oxygéne
la plus élevée possible et en ce que pour finir, on procéde a l'irradiation a I'aide de la lumiére a laser, alors qu'il
s’effectue de préférence une détérioration cellulaire optimisée ou en ce qu’on applique d’abord la substance pho-
toactivable en concentration élevée sur la zone a soigner, en ce que par la suite et avant I'exposition a la lumiere,
on réduit la quantité de colorant par essuyage, tamponnement, aspiration ou soufflage.
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