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Einleitung

Die Photochemotherapie bezeichnet das Einbringen von lichtsensibilisierenden Sub-
stanzen in den Korper eines Menschen und die anschliefsende Bestrahlung mit Licht
geeigneter Wellenldnge zur Erzielung von therapeutischen Effekten. Sie hielt ihren Ein-
zug in die Reigen der medizinischen Therapien weniger als Hohepunkt eines gezielten
wissenschaftlichen Suchens nach einer neuen Behandlungsform bestimmter Krankhei-
ten, sondern eher basierend auf zum Teil Jahrtausende alten Erfahrungen. Deshalb
wurden erste Photochemotherapien bereits klinisch eingesetzt, als noch ein relativ gro-
bes Wissen iiber deren Wirkprinzipien bestand. Dabei war man sich jedoch schon
relativ friih fiir einen Teil der Photochemotherapien, ndmlich der photodynamischen
Therapie, der Notwendigkeit der Anwesenheit von molekularem Sauerstoff bewuft.
Weitere Forschung zeigte dann, dafs der Sauerstoff, der durch den Energieiibertrag
vom Triplett-T;-Zustand eines Photosensibilisators in den elektronischen 'A,-Zustand
angeregt wurde, der sogenannte Singulett-Sauerstoff, bei der photodynamischen The-
rapie eine zentrale Position einnimmt.

Um die jeweilige Rolle des Singulett-Sauerstoffs innerhalb einer betrachteten Photoche-
motherapie ndher zu bestimmen, bietet sich zunéchst die Untersuchung der photophy-
sikalischen Grundlagen der Erzeugung durch den jeweiligen Photosensibilisator sowie
die Beobachtung der Relaxation des Singulett-Sauerstoffs an. Letztere ist entscheidend
fiir dessen Wirkung, da bei groferer Lebensdauer eine stirkere Schiadigung des Ge-
webes zu erwarten ist. Hierzu ist aufgrund der Variierbarkeit der Konzentrationen an
Photosensibilisator und Sauerstoff das denkbar einfachste System, bestehend aus einer
homogenen Losung von Photosensibilisator und Sauerstoff in einem Lsungsmittel, zu
wahlen. Davon ausgehend ist es dann moglich, sich schrittweise komplizierteren Syste-
men, wie etwa lebenden Zellen, zu nahern.

Bei der Untersuchung der photophysikalischen Grundlagen der Erzeugung und Rela-
xation von Singulett-Sauerstoff kommt dessen Detektion eine zentrale Rolle zu. Hierzu
bieten sich zwei prinzipielle Verfahrensweisen an: zum einen der indirekte Nachweis
durch Zugabe von Substanzen, welche durch den hochreaktiven Singulett-Sauerstoff
auf moglichst definierte Weise chemisch verdndert werden und anschliefsender Detek-
tion dieser Reaktionsprodukte, zum anderen der direkte Nachweis durch die Detektion
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der Lumineszenz des Singulett-Sauerstoffs bei 1270 nm. Dieser direkte Nachweis ist be-
sonders erstrebenswert, da der indirekte, chemische Nachweis oftmals keine eindeutigen
Ergebnisse liefert. Die direkte Detektion des Singulett-Sauerstoffs stellt jedoch aufgrund
der Wellenlénge im nahen Infrarot bei 1270 nm und vor allem aufgrund der sehr ge-
ringen Lumineszenzquantenausbeute meftechnisch ein herausforderndes Unterfangen
dar, wobei der im Rahmen der vorliegenden Arbeit eingesetzte Photomultiplier eine
herausragende Verbesserung verspricht. Durch die hohe Sensitivitdt und das hervorra-
gende Signal /Rausch-Verhéltnis des verwendeten Photomultipliers wird in Verbindung
mit einer schnellen Z&hleinrichtung zum Einzelphotonenzéhlen die zeitaufgeléste Lu-
mineszenzspektroskopie an Singulett-Sauerstoff entscheidend erleichtert.

Dadurch ist es nun zunéchst mdéglich, in homogenen Losungen sowohl die Erzeugung
von Singulett-Sauerstoff durch eine Reihe von klinisch eingesetzten Photosensibilisato-
ren, als auch dessen Relaxation zu untersuchen, und zwar bei Variation der Konzen-
trationen an Photosensibilisator, Sauerstoff und Quencher. Letzteres bezeichnet Sub-
stanzen, die die Lebensdauer des Singulett-Sauerstoffs verkiirzen und so zum Nachweis
von Singulett-Sauerstoff, hauptsichlich im Rahmen von indirekten Nachweismetho-
den, verwendet werden. Vor allem die in dieser Arbeit durchgefiihrte Variation der
Sauerstoff-Konzentration, die einen direkten Einfluf auf die Effizienz der Singulett-
Sauerstoff-Generierung hat, sowie die Messung der Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz
bei Sauerstoff-Konzentrationen wie sie auch in vivo herrschen, stellt ein Novum dar.
Um die Auswirkungen von Variationen der Konzentrationen an Photosensibilisator,
Sauerstoff und Quencher besser erfaftbar zu machen, ist deuterierten Lésungsmitteln
wie schwerem Wasser oder deuteriertem Ethanol der Vorzug zu geben, da in die-
sen die Singulett-Sauerstoff-Abklingdauer grofer ist als in den entsprechenden nicht-
deuterierten und somit die zeitaufgeloste Detektion der Singulett-Sauerstoff-Lumines-
zenz erleichtert wird.

Die theoretische Beschreibung der Erzeugung und Relaxation von Singulett-Sauer-
stoff erfolgt durch ein Differentialgleichungssystem, das — anders als das bisher giiltige
Standardmodell — nicht nur die unterschiedlichen Relaxationskanéle des energietibertra-
genden Triplett-T;-Zustandes des Photosensibilisators sowie des Singulett-Sauerstoffs
betrachtet, sondern auch die elektronische Anregung des Photosensibilisators in den
Triplett-T-Zustand durch den Riicktransfer von Energie von Singulett-Sauerstoff be-
riicksichtigt. Dieser Prozef ist ebenfalls moglich, wenn der 'A,-Zustand des Sauerstoffs
und der Triplett-T;-Zustand des Photosensibilisators energetisch nahe beieinander lie-
gen, was fiir eine hohe Effizienz eines Singulett-Sauerstoff-Generators nétig ist. Die
genaue Kenntnis der beteiligten physikalischen Ablaufe ist die Voraussetzung fiir das
Verstandnis des Verhaltens von Singulett-Sauerstoff in zelluldrer Umgebung.

Aufgrund der verbesserten experimentellen Bedingungen ist es im Rahmen der vor-
liegenden Arbeit erstmals moglich, den spektroskopischen Nachweis von Singulett-
Sauerstoff in vitro, das heifit hier in Suspensionen mit lebenden Zellen, zu erbringen.
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Um sich jedoch ausgehend von dem einfachen System, welches die homogenen Lésungen
darstellen, den komplizierten Verhéltnissen in Zellen anzundhern, wird die Erzeugung
und Relaxation von Singulett-Sauerstoff in Lipidsuspensionen untersucht, wobei sich
hierzu die Verwendung von Phosphatidylcholin, eines in Zellen hdufig vorkommenden
Lipids, anbietet. Da die Abklingzeit der Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz spezifisch fiir
die jeweilige Umgebung des Singulett-Sauerstoffs ist, und in der bisherigen Literatur
lediglich eine Abschétzung der Singulett-Sauerstoff-Abklingzeit in Phosphatidylcholin
existiert, ist die erstmalige Bestimmung dieser als wesentlicher Schritt fiir ein spateres
Versténdnis von Singulett-Sauerstoff-Abklingzeiten in Zellsuspensionen anzusehen.

Die Schwierigkeiten bei der Detektion von intrazellulirem Singulett-Sauerstoff sind im-
mens: Die zu erwartende Lumineszenzintensitdt ist nicht nur wegen der sehr geringen
Lumineszenzquantenausbeute, sondern zusétzlich wegen der geringen Gesamtmenge
an intrazellulirem Photosensibilisator sehr klein. Desweiteren ist die erwartete Ab-
klingzeit von intrazellularem Singulett-Sauerstoff aufgrund der intrazellulédren Proteine,
die starke Quencher darstellen, sehr kurz. Hierzu ist jedoch anzumerken, dafs Lipide,
bei welchen es sich um wesentlich weniger starke Quencher handelt, einen weiteren
Hauptbestandteil von Zellen darstellen. Somit stellt die langere Singulett-Sauerstoff-
Abklingzeit in Lipidumgebung eine Moglichkeit des Nachweises von intrazellularem
Singulett-Sauerstoff dar.

Zur eindeutigen Interpretation von gemessenen Singulett-Sauerstoff-Abklingzeiten in
Zellsuspensionen sind zuséatzlich weitere Erkenntnisse notwendig. Diese resultieren zum
einen aus der Bestimmung der Lokalisation des Photosensibilisators innerhalb der be-
trachteten Zellen, zum anderen aus der Bestimmung der Zellvitalitiat, das heifst des
Verhéltnisses von lebenden zur Gesamtzahl an betrachteten Zellen, vor und nach der
Messung der Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz. Dadurch kann geklart werden, ob der
Singulett-Sauerstoff aufgrund der subzelluldren Lokalisation des Photosensibilisators
Kontakt zum zellduferen Medium haben kann, oder aber aufgrund einer vorhandenen
Zellschadigung zellaufkeres Medium in die betrachteten Zellen gelangen kann und so ein
Kontakt zwischen zellauferem Medium und intrazelluldrem Singulett-Sauerstoff herge-
stellt wird.

Die in der bisherigen Literatur gemachten Versuche, mit Zellsuspensionen gemessene
Singulett-Sauerstoff-Abklingzeiten eindeutig zu interpretieren, konnen als weitestge-
hend gescheitert betrachtet werden. Deshalb stellt der Versuch, durch die Korrelation
der Ergebnisse aus der Bestimmung der subzelluldren Lokalisation des Photosensibilisa-
tors mit Messungen der Singulett-Sauerstoff-Abklingdauer sowie der Zellvitalitit einen
zweifelsfreien spektroskopischen Nachweis von intrazellulirem Singulett-Sauerstoff in
vitro zu erbringen, ein absolutes Novum dar.






Kapitel 1

Photochemotherapie

Photosensibilisierung im allgemeinen bezeichnet einen Prozefs, durch welchen ein
System durch eine exogene Substanz sensibel gegeniiber Licht wird [L86]. Daraus folgt,
dak ein Photosensibilisator als eine Substanz definiert werden kann, deren Einbringung
in ein bestrahltes System bestimmte Effekte induziert, welche ohne diese Substanz
nicht aufgetreten wéren [L86|. Die Benutzung eines exogenen Photosensibilisators zur
Erzielung eines therapeutischen Effektes iiber die Absorption von Licht wird als Pho-
tochemotherapie bezeichnet [DHI1].

1.1 Historisches zur Photochemotherapie

Die Verwendung von exogenen Photosensibilisatoren und Licht zur Behandlung von
verschiedenen Erkrankungen ist mehr als 3000 Jahre alt. Bereits 1400 v. Chr. wur-
den erstmals Psoralene aus Samen der Pflanze Psoralea corylifolia von Hindus zur
Repigmentierung der Haut bei Vitiligo! eingesetzt [DH91]. Ab dem 12. Jahrhundert
unserer Zeitrechnung benutzten die Agypter Psoralene aus einer anderen Pflanze, Anmi
Majus, zur Behandlung von Leukoderm? [DH91, BS84|. Jedoch dauerte es bis zum An-
fang des 20. Jahrhunderts, bis die Photosensibilisierung erstmals auf wissenschaftliche
Art und Weise untersucht wurde [DH91, SDAO1], und zwar von einem Medizinstuden-
ten namens Oskar Raab im Rahmen seiner Doktorarbeit bei Prof. Herman von Tapp-
heimer, Direktor des pharmakologischen Institutes in Miinchen. Durchgefiihrt wurden
dabei in vitro Experimente, bei denen u.a. die Wirkung von Acridin auf Malaria-Erreger
getestet wurde [R00]. Im Jahre 1903 wurden von H. von Tappheimer und A. Jesionek

!Erkrankung der Haut und der Schleimh#ute, die sich durch weife, pigmentfreie und langsam
grofer werdenede Flecken auszeichnet [P94]

2Fleckférmige Hypo- oder Depigmentierung der Haut im Rahmen von entziindlichen Hautkrank-
heiten [P94]
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erstmals klinische Versuche publiziert, bei denen Eosin als Photosensibilisator zur ge-
zielten Behandlung von Hautkrebs und einigen anderen Erkrankungen verwendet wurde
[TJ03]. Im Jahre 1907 wurde dann von H. von Tappheimer im Rahmen einer Buchver-
offentlichung der Begriff ,Photodynamische Therapie“ (PDT) geprigt, um speziell die
sauerstoff-abhéngige Photochemotherapie zu beschreiben [TJ07]. Spétere Untersuchun-
gen zeigten jedoch, dafs die therapeutischen Effekte lediglich fiir eine bestimmte Zeit
und auch nur auf die oberflichlichen Anteile der Lisionen beschriankt waren [SDAO1].
Deshalb stellte man im Jahre 1909 die klinischen Versuche mit Photosensibilisatoren
wie Acridin, Chinidin und Eosin ein [SDA01, T09).

Auf der Suche nach neuen Photosensibilisatoren wurden dann von Walter Hausmann
im Jahre 1911 erstmals Resultate u. a. {iber die photosensibilisierende Wirkung von Ha-
matoporphyrin auf rote Blutkorperchen und auf M#use verdffentlicht [H11]. Letztere
zeigten, dem Sonnenlicht ausgesetzt, typische Symptome wie die Bildung von Odemen?,
Erythema® und Nekrosen® [H11]. Den ersten Beweis, daf Porphyrine auch im Menschen
als photodynamische Agenzien wirken kdnnen, lieferte Friedrich Meyer-Betz am 12. Ok-
tober 1912 in einem heroischen Selbstversuch, bei dem er sich 200 mg Hamatoporphyrin
selbst injizierte und eine kleine Fliche auf seinem Unterarm mit Licht bestrahlte. Dies
verursachte schwere Schmerzen und bereits nach Minuten bildete sich eine Schwellung
im Bereich des belichteten Areals. Bis dato unbekannt war die Tatsache, daf die intra-
venose Applikation von Himatoporphyrin zu einer Lichtsensibilisierung der gesamten
Hautoberfliche (generalisierte kutane Photosensibilisierung) fiihrt, was F. Meyer-Betz
leidvoll erfahren mufste, als es nach Sonnenlichtexposition zu massiven Schwellungen
im Bereich der Hénde und des Kopfes kam (siehe Abbildung 1.1).

Abbildung 1.1: F. Meyer-Betz vor (links) und nach seinem Selbst-
versuch und Sonneneinstrahlung (rechts) [M13]

3Schwellungen [P94]
tentziindlichen Rétungen [P94]
>Veriinderungen des Gewebes aufgrund des Absterbens von Zellen [P94]
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Diese generalisierte Photosensibilisierung durch Himatoporphyrin hielt insgesamt zwei
Monate an [M13|. Himatoporphyrin wurde in Deutschland im Jahre 1931 unter dem
Namen ,,Photodyn®“ als Medikament klinisch zugelassen, jedoch zur Behandlung von
Patienten mit psychiatrischen Stérungen [SDAO1|. Im Jahre 1948 wurden schliefslich
Porphyrine wegen ihrer guten Akkumulation in Tumoren fiir die photodynamische
Therapie vorgeschlagen |[FWM48|, was im Jahre 1955 aufgrund des Auftretens von
schweren phototoxischen Reaktionen wieder verworfen wurde [RWF55|. Im Jahre 1978
fanden T.J. Dougherty und Mitarbeiter jedoch, daf Di-Hamatoporphyrin-Ether sowie
das Oligomerengemisch Hamatoporphyrin-Derivat sich besser fiir die photodynamische
Therapie eignen als Porphyrine [DKGT78|.

Mittlerweile ist u.a. eine Variante des Hiamatoporphyrin-Derivats, Photofrin®, zur
systemischen photodynamischen Therapie einiger onkologischer Indikationen in ver-
schiedenen Staaten zugelassen [SDAO1]. Fiir einige dermatologische Indikationen wur-
de kiirzlich 5-Aminolévulinsiure (5-ALA), die im Jahre 1990 erstmalig zur topischen®
Behandlung einiger maligner’ Tumore und pri-maligner Gewebeverinderungen der
Haut eingesetzt wurde |[KPP90| und innerhalb von Zellen erst zum eigentlichen Pho-
tosensibilisator Protoporphyrin IX metabolisiert werden muf, als Levulan Kerastic®
in den Vereinigten Staaten als Medikament klinisch zugelassenen [SDAO1]. Jedoch ist
Photofrin® keine Reinsubstanz und verursacht eine langanhaltende Photosensibilisie-
rung der Haut |[RBP87|. Daneben werden nicht bei allen mit 5-Aminoldvulinsiure
behandelten Hauterkrankungen geniigend Protoporphyrin IX metabolisiert, um alle
erkrankten Zellen abzutoten [KSE97|. Deshalb liegt ein Hauptaugenmerk in der For-
schung immer noch der Entwicklung von effektiveren und spezifischeren Photosensibi-
lisatoren, wie bereits in [DH91| vermerkt.

Als Ausblick fiir die Zukunft soll hierzu ein Originalzitat nach M.D. Daniell und
J.S. Hill dienen [DHOI1|: |, With a better understanding of the photophysics, photoche-
mastry and photobiology of photodynamic therapy we should see marked improvement
in the clinical efficacy of this treatment modality, which had its beginning in prehistory,
and be able to identify a clear indication for its use in the adjuvant therapy of cancer.”

Jedoch fanden auch Photosensibilisatoren fiir nicht-sauerstoff-abhéngige Photochemo-
therapien Eingang in die klinische Verwendung. Z. B. wurde fiir die Samen der von den
Agyptern ab dem 12. Jahrhundert verwendeten Pflanze Anmi Majus (s.0.) im Jahre
1947 der Gehalt von drei Psoralenderivaten nachgewiesen [BS84|. Darunter befand sich
auch 8-Methoxypsoralen, welches in den 50er Jahren des 20. Jahrhunderts kommerziell
verfiigbar wurde [BS84] und mittlerweile weit verbreitet ist zur klinischen Behandlung
u. a. der Psoriasis® [JYT93| mit der PUVA-Therapie (siehe Kapitel 1.2.1). Allerdings sei

Soberflichlichen
"bosartiger
8Schuppenflechte [P94]
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bereits an dieser Stelle erwahnt, daf auch im Rahmen der PUVA-Therapie Singulett-
Sauerstoff erzeugt wird, jedoch scheint ihm hier lediglich eine Nebenrolle zuzufallen

(s.u.).

Abschliefsend zeigt Tabelle 1.1 noch eine Auswahl an Photosensibilisatoren mit de-

ren Handelsnamen sowie dem jeweiligen Status der Medikamentenzulassung.

| Handelsname | Substanz Status Staat(en)
Photofrin Hamatoporphyrinderivat (HPD) zugelassen | USA, Europa
Levulan Kerastick 5-Aminolavulinsiure (5-ALA) zugelassen USA
Verteportfin Benzoporfinderivat zugelassen | USA, Europa
Metvix 5-ALA-Methylesther zugelassen Schweden
Spectrilla 5-ALA Phase 111 (Europa)
PCI-0123 Lutetium Texaphyrin Phase II1 -
ATMPn Porphycen Phase II -
Foscan Mesa-Tetra-Hydroxy-Phenylchlorin Phase 11 -
Bergapten 5-Methoxypsoralen (5-MOP) zugelassen ?
Xanthotoxin 8-Methoxypsoralen (8-MOP) zugelassen ?
ICG Indocyaningriin-Natriumiodid (ICG-Nal) | zugelassen | USA, Europa

Tabelle 1.1: Auswahl an Photosensibilisatoren mit Handelsnamen
und Zulassungsstatus
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1.2 Ausgewahlte Photochemotherapien

1.2.1 PUVA-Therapie

Nach [PFT74] leiden etwa ein bis drei Prozent der Weltbevolkerung an Psoriasis. Diese
Krankheit zeichnet sich durch eine iiberstiirzte Epidermisbildung® aus, bei der die Bil-
dung der Keratinozyten'® bis auf das 10fache gesteigert ist und deren Wanderung von
der sog. Basalschicht der Oberhaut bis zur Hornschicht lediglich etwa vier Tage dauert,
im Gegensatz zu etwa 28 Tagen bei gesunden Menschen [P94| (sieche Abbildung 1.2).

Hornschicht
(Stratum corneum)

Basalschicht
(Stratum basale)

Abbildung 1.2: Schnitt durch die menschliche Haut (links) mit ver-
groferter Darstellung der Oberhaut (rechts) nach [P94]: A: Ober-
haut (Epidermis), B: Lederhaut (Korium), C: Unterhaut (Subku-
tis); 1,5: Schweifsdriisen, 2: Haar, 3: Talgdriise, 4: Haarbalg

Die Psoriasis zeichnet sich aus durch entziindlich gerdtete, mit Schuppen bedeckte
Herde auf der Haut. Diese Herde kénnen punktformig klein bis handflichengrofs sein,
wobei durch das Zusammenwachsen von Herden schlielich die gesamte Hautoberfla-
che betroffen sein kann. Eine mdégliche Behandlungsform der Schuppenflechte stellt die
PUVA-Therapie dar. Darunter versteht man die in der Regel topische Verabreichung
von Psoralen oder eines seiner Derivate (d. h. der Photosensibilisator wird auf die Haut,
z. B. als Salbe, aufgetragen) in Kombination mit Bestrahlung durch langwelliges ultra-
violettes Licht (UVA).

Die bei der PUVA-Therapie auftretenden photosensibilisierenden Reaktionen mit Bio-
molekiilen samt den daraus resultierenden zelluldren sowie therapeutischen Effekten
lassen sich in zwei Gruppen einteilen, je nachdem ob Sauerstoff bei den Reaktionen
beteiligt ist oder nicht (siehe Abbildung 1.3 auf Seite 10).

9Bildung der Oberhaut [P94]
10Zellen der Epidermis [P94]
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2. Anreicherung in Zellen:
samtl. Schichten der Epidermis,
/ samtl. Zellbestandteile

1. topische Applikation _
von Psoralen oder eines 3. Bestrahlung mit UVA

Derivats (Salbe, Bad) 6. therapeutische Effekte

* Heilung von Psoriasis (u.a.)
» Erythema, Odeme,

Hautkrebs 4. Reaktionen mit Biomolekiilen

5. zelluldre Effekte A
* Stérung des Zellwachstums .
* Stérung der Synthese von ohne O,  mit O,

Nukleinsduren und Proteinen / x

* Schiadigung von Zellmembranen « Oxidation von DNA,

* Mutationen * Photoaddition Proteinen u. Lipiden
an DNA * Inaktivierung von
* Bindung an Lipide Enzymen

und Proteine

Abbildung 1.3: Photochemische Effekte bei der PUVA-Therapie
[PI1]

Die Beteiligung von Singulett-Sauerstoff am therapeutischen Erfolg bei der PUVA-
Therapie ist umstritten: In der dlteren Literatur wird jegliche Sauerstoff-Beteiligung
streng verneint und die Photosensibilisierung alleine der Fahigkeit zugeschrieben, Pho-
toadditionsreaktionen mit DNA einzugehen [MR69] (Typ I-Reaktion). Neuere Werke
schliefen die Beteiligung von Singulett-Sauerstoff an der Photosensibilisierung nicht
mehr aus [PJ84, BG87, G94b|. Zumindest aber werden der Produktion von Singulett-
Sauerstoff eine Reihe von Nebenwirkungen zugeschrieben, darunter die Bildung von
Odemen'! und Erythema'? und sogar ein Beitrag zur Entstehung von Hautkrebs [JP83,
PJg4].

Ein fiir die PUVA-Therapie von Psoriasis und einiger anderer Hautkrankheiten sehr
verbreitetes Psoralen-Derivat ist das 8-Methoxypsoralen (Handelsname Xanthotoxin)
[JYT93|, dessen chemische Struktur u.a. in Abbildung 1.4 auf Seite 11 gezeigt ist.

HSchwellungen [P94]
12R6tungen [P94]
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Speziell fiir dieses Psoralen-Derivat wurde zusétzlich zu den oben genannten Photo-
sensibilisierungsreaktionen noch eine Photoadduktbildung von 8-Methoxypsoralen mit
der DNA mediiert durch Singulett-Sauerstoff diskutiert [HWS89].

Nach der Verabreichung ist 8-Methoxypsoralen im Zellkern und im Zytoplasma in
Zellen samtlicher Schichten der Oberhaut nachzuweisen [M86|. Lebende Zellen wer-
den von Psoralenen, insbesondere von 8-Methoxypsoralen, sehr schnell innerhalb von
Minuten penetriert und sind in allen Zellbestandteilen zu finden [MSKS82|. Zum bes-
seren Verstindnis sei hier noch die Typ [-Reaktion der kovalenten Bindung zwischen
8-Methoxypsoralen und Pyrimidinresten der DNA (nach [G94a] ist das Basenpaar Ade-
nin/Thymin die ideale Stelle fiir eine kovalente Bindung) explizit gezeigt (siehe Abbil-
dung 1.4). Nach der Interkalation des 8-Methoxypsoralen-Molekiils in die DNA folgt
durch Absorption eines Photons die Monoadduktbildung (1) sowie nach Absorption
eines zweiten Photons die Kreuzvernetzung (2). Beiden chemischen Reaktionen geht
durch die Absorption des Photons die Aktivierung einer Doppelbindung voraus.

Adenin

(X

Thymin

(X

-

Adenin

O

Abbildung 1.4: Schematische Darstellung zweier Adenin/Thymin-
Basenpaare der DNA mit einem kovalent gebundenen 8-
Methoxypsoralen-Molekiil (rot); (1) Monoadduktbildung, (2)
Kreuzvernetzung [G94a, BS84|; gestrichelt dargestellt: Wasserstoff-
briickenbindungen zwischen den Einzelstrangen
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1.2.2 Photodynamische Therapie

Hélt man sich streng an die Definition der ,,Photodynamischen Therapie durch H. von
Tappheimer, dann handelt es sich speziell um die Anwendung der sauerstoff-abhéangigen
Photosensibilisierung [TJ07]. Behandelt werden dadurch hauptsichlich maligne Tumo-
re und pra-maligne Gewebeverdnderungen, und zwar z. B. durch die Verwendung von
Photofrin® bei der systemischen photodynamischen Therapie oder durch 5-Amino-
lavulinsdure bei der topischen. Nach der Verteilung des Photosensibilisators, entwe-
der im gesamten Organismus oder aber im Areal der lokalen Verabreichung, folgt ei-
ne mehr oder weniger selektive Anreicherung im erkrankten Gewebe (das Verhéltnis
% betriagt etwa 3:1). Die fiir das Gefille an Photosensibilisator-Konzentra-
tion zwischen erkranktem und gesundem Gewebe verantwortlichen Mechanismen sind
nicht vollstindig verstanden, jedoch diirften bestimmte Eigenschaften von tumoro-
sem Gewebe wie etwa ein erniedrigter pH-Wert oder aber durchlissigere Blutgeféife
[DGH98| wie auch die Hydrophobizitéit des Photosensibilisators [ZPC01| eine Rolle

spielen.

Durch Bestrahlung des zu behandelnden Areals mit Laserlicht bzw. inkohdrentem Licht
aus Lampen oder LEDs [B0la] werden Sauerstoffradikale sowie Singulett-Sauerstoff
erzeugt, wobei dem Singulett-Sauerstoff eine dominierende Rolle in der photodyna-
mischen Therapie (PDT) zugesprochen wird [JG94|. Jedoch héufen sich auch in zu-
nehmendem Mafe die Anzeichen dafiir, dafs auch Sauerstoffradikale eine nicht un-
wesentliche Rolle in der PDT zu spielen scheinen [SZ91, A0Ola]. Die Erzeugung des
Singulett-Sauerstoffs wie auch der Sauerstoffradikale fiihren zu zahllosen Oxidations-
und Reduktionsvorgéngen innerhalb des Tumors, und zwar sowohl innerhalb von Tu-
morzellen selbst, als auch auferhalb der Tumorzellen wie etwa in Blutgefifsen oder bei
den interzelluldren Bestandteilen [P0la]. Wird eine Tumorzelle durch Sauerstoffradi-
kale sowie Singulett-Sauerstoff geschidigt, so konnen diese als priméare Effekte neben
den direkt zum Zelltod fiihrenden Mechanismen der Nekrose sowie der Apoptose noch
weitere Folgen nach sich ziehen, wie etwa die Schidigung der Zellmembranen durch Li-
pidperoxidation und die Freisetzung von Entziindungsfaktoren durch die Aktivierung
von sogenannten Transkriptionsfaktoren. Abbildung 1.5 auf Seite 13 gibt nochmals eine
kurze, schematische Zusammenfassung des Ablaufs der PDT.
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2. Transport u. Verteilung

/ im Organismus

1. systemische od. 3. Unterschiedliche
lokale Gabe des Anreicherung
Photosensibilisators in tumordsem und

7. Zelluldre u. gesundem Gewebe

therapeutische Effekte
* Biolog. Zellschiden,
evtl. Zelltod

6. Oxidations- u. * Absterben des Tumors
Reduktions- 4. Bestrahlung mit
vorginge Laser oder

Lampenlicht

5. Erzeugung reaktiver Substanzen
(Sauerstoffradikale, Singulett-
SauerstofY)

Abbildung 1.5: Schematischer Ablauf der Photodynamischen The-
rapie [SL94|

1.3 Anforderungen an ein optimales Photochemo-
therapeutikum

Wie bereits aus dem vorigen Paragraphen herauszulesen war, muf ein Photochemo-
therapeutikum bestimmte Voraussetzungen erfiillen. Die Kriterien fiir einen in der me-
dizinischen Therapie anwendbaren Photosensibilisator wurden erstmals im Jahre 1973
durch T.J. Dougherty formuliert [D73]:

i. Keine Toxizitdt bei therapeutischen Dosierungen

ii. Selektive Aufnahme und Akkumulation in erkranktem Gewebe
iii. Aktivierung durch Licht oberhalb von 600 nm
iv. Photochemische Aktivitét

Wiéhrend die ersten beiden Kriterien wie auch das letzte selbstverstindlich erschei-
nen, ist zum dritten Kriterium anzumerken, dafs dieses lediglich fiir die photodynami-
sche Therapie giiltig ist, da z. B. bei der PUVA-Therapie der Wellenléngenbereich des
UVA (315 - 400 nm) eingesetzt wird. Generell gilt jedoch, daf fiir die Eindringtiefe
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von Licht in Gewebe die verwendete Wellenlénge entscheidend ist [IMM95], da neben
der Reflexion und der Riickwéartsstreuung die Absorptionen von Wasser, Himoglobin
[WJL85|] sowie Melanin [M93] entscheidend sind. Somit ergibt sich ein sogenanntes
optisches Fenster, innerhalb dessen die Eindringtiefe des Lichts in Gewebe mit steigen-
der Wellenldnge grofer wird, durch das jedoch die Photochemotherapie grundsétzlich
auf erkrankte Gewebe nahe der Oberfliche des betroffenen Organs beschrinkt bleibt.
Ein idealer Photosensibilisator besitzt mdglichst intensive Absorptionsbanden inner-
halb des optischen Fensters. Abbildung 1.6 zeigt noch das durch die Absorptionen von
Melanin, Himoglobin und Wasser gebildete optische Fenster (gelb hinterlegt). Zur Ab-
sorptionskurve von Wasser ist noch zu bemerken, daf verschiedene in der Literatur zu
findenden Messungen um knapp eine Gréfsenordnung differieren.

Melanin Himoglobin Wasser

01 A

=k
i

Absorptionslinge [mm]

2

10040 T 1
03 04 05 060,70,80,91 1,5 2 25 3 4 5 6 7 8910

Wellenldange [um]

Abbildung 1.6: Optisches Fenster bei der Photodynamischen The-
rapie

Neben den oben genannten Anforderungen existieren noch eine Reihe weiterer an
ein ideales Photochemotherapeutikum, wie z.B. ein moglichst hoher Wirkungsgrad.
Desweiteren mufs neben der Selektivitit fiir erkranktes Gewebe eine gute Gewebe-
penetration gefordert werden [M90], um eine ausreichend hohe Photosensibilisator-
Konzentration im gesamten zu behandelnden Areal zu gewahrleisten, wobei die selek-
tive Anreicherung in besonders sensiblen Zellbereichen [MMK96, HLLI7| besonders
wiinschenswert wire. Eine gute biologische Abbaubarkeit bzw. Ausscheidbarkeit des
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Photosensibilisators sowie von dessen Photoprodukten wére wiinschenswert und ist
z.B. gerade im Falle des Photofrins® nicht gegeben, woraus die langanhaltende Pho-
tosensibilisierung folgt [DGH98].

1.4 Priméare Prozesse bei der Photosensibilisierung

Der erste Schritt bei allen photosensibilisierenden Reaktionen besteht in der Absorp-
tion von Licht durch einen Photosensibilisator. Dadurch gelangt dieser in einen an-
geregten Zustand, bei dem es sich in der Regel um den S;-Zustand handelt und der
aufgrund des Franck-Condon-Prinzips zuséitzlich schwingungsangeregt ist. Dieser ange-
regte Singulett-Zustand ist jedoch durch die sehr effektiven Relaxationsmechanismen
der internen Konversion (Internal Conversion, IC) sowie der Abgabe von Fluoreszenz-
licht sehr kurzlebig. Typische Lebensdauern liegen im Piko- und Nanosekundenbereich
[BLT94] und deshalb ist die Wahrscheinlichkeit, in diesem Zustand mit anderen Mole-
kiilen zu interagieren, sehr gering [AOla|. Durch einen Wechsel in der Spin-Multiplizitét,
der sog. Interkombination (Intersystem Crossing, ISC), welche vor allem durch die
Spin-Bahn-Kopplung ermoglicht wird [HW98], ist zusétzlich die Relaxation in einen
Triplett-Zustand moglich (siehe Abbildung 1.7).

4 Energie

Abbildung 1.7: Jablonski-Diagramm fiir die Anregung und die mog-
lichen Relaxationswege eines Photosensibilisators [A01a]
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Dabei handelt es sich im allgemeinen um den T;-Zustand, der zunéchst, ebenso wie der
angeregte S;-Zustand, wegen des Franck-Condon-Prinzips eine Schwingungsanregung
besitzt, die aber wiederum durch den strahlungslosen Prozefs der internen Konversion
sehr schnell abgegeben werden kann (die Lebensdauern von angeregten Schwingungs-
niveaus liegen etwa bei 107! bis 107 s [BLT94]). Der T;-Zustand besitzt nun die
beiden Relaxationsmoglichkeiten der Interkombination sowie der Abgabe von Phos-
phoreszenzlicht.

Eine graphische Zusammenstellung all dieser Prozesse, das Jablonski-Diagramm, zeigt
Abbildung 1.7. Dargestellt sind der Singulett-Grundzustand Sy, der erste angereg-
te Singulett-Zustand S; sowie der erste angeregte Triplett-Zustand T,. Jeder dieser
elektronischen Zustinde besitzt zusitzliche Schwingungsniveaus, welche durch diin-
ne Linien angedeutet sind. Die strahlenden Ubergéinge Absorption, Fluoreszenz und
Phosphoreszenz werden durch durchgehende Pfeile reprasentiert, alle nichtstrahlenden
Ubergiinge wie die Interne Konversion (IC) und die Interkombination (ISC) durch ge-
strichelte Pfeile. Da jedoch die Rate fiir die Interkombination S; — T im allgemeinen
etwa 10* bis 10® mal hoher als die Rate fiir die Interkombination T; — Sy [SG68|
und dariiberhinaus eine Riickinterkombination T; — S; wegen der Energiedifferenz
zwischen Ty und S; unwahrscheinlich ist, haben T;-Zustinde eine wesentlich langere
Lebensdauer als Si-Zustande. Je grofker aber die Lebensdauer des Ti-Zustandes des
Photosensibilisators ist, desto grofer ist die Wahrscheinlichkeit, durch Energieabgabe
photochemische Reaktionen ablaufen zu lassen [O97].

Diese photochemischen Reaktionen lassen sich in zwei Gruppen einteilen [F91|. Bei
der sog. photodynamischen Reaktion vom Typ I handelt es sich nach [AOla, G94a
um eine Reaktion zwischen einem angeregten Photosensibilisator, gewohnlich im T;-
Zustand, 3P, und einem Substratmolekiil S, bei welcher ein Elektron gemif:

P+S — P48

P+S — PT4ST

oder ein Wasserstoffatom geméfs:

SPH+S — P+ SH’
SP+SH — PH +§

iibertragen wird. Hier ist anzumerken, daf der Elektronentransfer prinzipiell in beide
Richtungen stattfinden kann, jedoch die meisten biologischen Substrate oxidiert wer-
den [A01a).

Die Radikale, welche aus den obigen priméren Typ I-Prozessen entstehen, kénnen an-
schliefend verschiedene Reaktionen eingehen. Bei Anwesenheit von Sauerstoff ist neben

der Generierung von Peroxidradikalen und Hydroperoxiden {iber eine Autooxidations-
kette [AO1lal:

S"+0y — SOO
SOO0'+SH — S+ SOOH
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die Generierung des Superoxidanions wohl die Wichtigste. Diese wird zum einen er-
moglicht durch eine Radikal-Reaktion,

P (oder S)” + 0y — P (oder S) + O3,

zum anderen durch direkten Elektronentransfer vom angeregten Photosensibilisator auf
Sauerstoff:

P+0y — PH4+05

Das Superoxidanion ist in der Lage, mit verschiedenen Substraten zu reagieren und
dabei auch noch andere reaktive Sauerstoffspezies wie Wasserstoffperoxid (H,05) oder
das Hydroxylradikal ("OH) zu erzeugen [A0la]:

05 +H" +«— HO;
HO54+ O3 +HT — H,05 + O,
HyOy + 05~ =5 "OH+ OH™ + O,

Bei Sauerstoffverarmung sind die priméren Typ [-Radikale in der Lage, untereinander
zu reagieren und kovalente Addukte von Photosensibilisator und Substrat zu bilden:

P48t — PSS
S+S — S8

Diese Reaktionen sind im allgemeinen dann favorisiert, wenn vor der Absorption von
Licht eine nicht-kovalente Komplexbildung stattfindet [K81].

Im Gegensatz zu dieser Reihe von Reaktionen, welche bei der photodynamischen Re-
aktion vom Typ I ablaufen und zur Bildung einiger Radikale fiihren kénnen, ist die
photodynamische Reaktion vom Typ II relativ einfach. Bei ihr ist die Anwesenheit
von Sauerstoff zwingend erforderlich und es findet lediglich ein direkter Energieiiber-
trag vom angeregten Photosensibilisatormolekiil P auf Sauerstoff statt. Dies fiihrt zum
einen zur Relaxation des Sensibilisators aus dem T;-Zustand in den Sy-Zustand, zum
anderen aber auch zur elektronischen Anregung von Sauerstoff in den in der Regel
niedrigsten Singulett('A,)-Zustand [F91, A0la, G94al:

3P + 02 — 1P + Oz(lAg)

Dieser angeregte Sauerstoff wird als Singulett-Sauerstoff O,(*A,) oder kurz 'Oy be-
zeichnet. In Kapitel 2 der vorliegenden Arbeit wird die Erzeugung durch einen Photo-
sensibilisator sowie die Relaxation von Singulett-Sauerstoff genauer betrachtet.

An dieser Stelle sei noch bemerkt, daf nach Anregung eines Photosensibilisators grund-
sitzlich beide Reaktionstypen ablaufen konnen [AOlal. Die relativen Beitrdge beider
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Reaktionstypen und damit die relativen Beitrdge der einzelnen reaktiven Zwischenpro-
dukte sind bestimmt durch die duferen Bedingungen [AOla| (z.B. Sauerstoffgehalt)
wie auch durch spezifische Eigenschaften des Photosensibilisators wie der energeti-
schen Lage des T;-Niveaus (z.B. ist die energetische Lage des T;-Niveaus des sehr
effektiven Singulett-Sauerstoff-Generators Protoporphyrin IX sehr nahe beim 'A,-
Niveau des Sauerstoffs, wohingegen bei 8-Methoxypsoralen, dessen Effizienz bezogen
auf die Singulett-Sauerstoff-Generierung sehr schlecht ist, das T;-Niveau energetisch et-
wa dreimal so hoch liegt, s.u.) oder des Oxidationspotentials des Photosensibilisators
[WA97, WA99, AW00, DLJ99, SS01]. Einen Uberblick iiber die wichtigsten priméren
Prozesse bei der Photosensibilisierung gibt Abbildung 1.8 [A0la, F91, G94al].

1
Radikale oder oxidierte |
| Radikalionen 0, Produkte : Tvp I
Substrat : yp
|

1Pi> £ » JPUNN Sy b

0,

Singulett-  Substrat  oxidierte
Sauerstoff Produkte

Abbildung 1.8: Ubersicht iiber die wichtigsten Reaktionspfade bei
der Photosensibilisierung [A0la, F91, G94a]

Abschliefsend sei noch bemerkt daf je nach Anwendungsgebiet das Setzen von letha-
len oxidativen Zellschiden, z. B. durch Singulett-Sauerstoff bei der Tumorbehandlung
[WGD76]|, oder aber eine mehr oder weniger subtile, immunmodulatorische Modifi-
kation von erkrankten Zellen, z.B. bei der Behandlung von Psoriasis [HCNO1]|, ein
Hauptanliegen der Photochemotherapie darstellt [MOO1].

Aus dem Vorangegangenen ist nun ersichtlich, dafs dem Singulett-Sauerstoff bei der
Photodynamischen Therapie eine zentrale Rolle zukommt, und das Beispiel des
8-Methoxypsoralens zeigt, daf dieser auch bei Photochemotherapien, die auf einem
anderen Wirkmechanismus basieren, durchaus eine Rolle spielen kann, etwa durch die
Induzierung von Nebenwirkungen. Aus diesem Grunde sei im folgenden Kapitel der
Singulett-Sauerstoff sowie dessen Generierung und Relaxation nidher betrachtet.
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Singulett-Sauerstoft

Sauerstoff ist im Grundzustand 3Eg ein Biradikal, d. h. daf das O,-Molekiil zwei unge-
paarte Elektronen besitzt. Deshalb ist der Grundzustand ein Triplett-Zustand. Deswei-
teren ist Sauerstoff ein sehr potentes Agens zur Deaktivierung elektronisch angeregter
Molekiile [AWO00]. Die aus diesem Deaktivierungsprozef entstehenden angeregten Sau-
erstoffzustinde 'A, sowie 'Sf [SB93| sind Singulett-Zusténde (siehe Abbildung 2.1).
Jedoch wird, wie bereits in Kapitel 1.4 erwéihnt, lediglich der Sauerstoff im niedrigsten
Anregungszustand 'A, als Singulett-Sauerstoff bezeichnet, da der néchsthohere ange-
regte Zustand 12; in kondensierter Materie im allgemeinen sehr schnell durch Interne
Konversion in den 'A,-Zustand relaxiert [SB93, DLJ99.

lz'g"

1
Ag 1,63 eV

* 0,98 eV
2pm, 35 ’ iﬂ l
g

Abbildung 2.1: Mogliche Konfigurationen der beiden Elektronen im
dufiersten 2pm,*-Orbital des Sauerstoffmolekiils: Grundzustand und
erste angeregte Zustande mit Energiedifferenz [HW9S]

Neben der direkten Erzeugung von Singulett-Sauerstoff durch die Absorption von Licht
geeigneter Wellenldnge [ET76] sowie der indirekten Methoden durch Beschuf eines
Sauerstoff enthaltenden Solventen mit hochenergetischer Elektronenstrahlung, durch
Mikrowellenentladungen in Sauerstoffgas [WHR95| oder aber durch enzymatische Re-
aktionen [ES01|, besteht die fiir die Photosensibilisierung wohl wichtigste Erzeugungs-
modalitdt aus dem Transfer von elektronischer Energie von einem Photosensibilisator

19
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im angeregten Triplett-Zustand auf Sauerstoff im Grundzustand. Ebenso besitzt der
intermolekulare Transfer von elektronischer Energie fiir die Relaxation von Singulett-
Sauerstoff eine wesentliche Bedeutung. Deshalb seien im folgenden nun die wichtigsten
Arten des Transfers von elektronischer Energie zwischen zwei Molekiilen naher betrach-
tet. Dabei relaxiert ein angeregtes Donator-Molekiil D* in den Grundzustand, wiahrend
seine Anregungsenergie auf ein Akzeptor-Molekiil A gemif

D*+ A — D+ A*

iibertragen wird.

2.1 Strahlender intermolekularer Energietransfer

Beim strahlenden Transfer von elektronischer Energie handelt es sich um den ein-
fachsten Mechanismus, bei dem ein angeregtes Donator-Molekiil durch Emission eines
Photons in den Grundzustand relaxiert, welches anschliefsend vom Akzeptor absorbiert
wird [BLT94:

D* — D+ hv
A+ hy — A*

Dieser strahlende Energietransfer ist weder fiir die Erzeugung noch fiir die Relaxa-

tion von Singulett-Sauerstoff von Bedeutung und ist hier lediglich aus Griinden der
Vollstandigkeit erwahnt.

2.2 Nichtstrahlende intermolekulare Energietransfers

Der nichtstrahlende Transfer von elektronischer Energie erfolgt entweder durch den
kurzreichweitigen Prozefs des Austauschs desjenigen Elektrons welches die Anregung
tragt gegen ein solches welches keine Anregung triagt (Dexter-Prozef [D53|) oder durch
die langreichweitige Dipol-Dipol-Wechselwirkung (Forster-Prozefs [F48, F59|) [BLT94].

2.2.1 Dexter-Prozel
2.2.1.1 Allgemeines

Der Elektronenaustausch kommt durch einen Stof von Donator und Akzeptor, und
damit durch einen rdumlichen Uberlapp der Wellenfunktionen beider, zustande. Fiir
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ein vibronisch nicht angeregtes System hingt die Rate des Energietransfers, kgr, wie
folgt vom Abstand beider Stofpartner ab [D53]:

2r

KET =KJe 1

Dabei ist K durch die spezifische Wechselwirkung der Orbitale gegeben und L eine
weitere Konstante. J ist das auf den Absorptionskoeffizienten des Akzeptors normierte
spektrale Uberlappintegral, r ist der Abstand zwischen D* und A.

2.2.1.2 Erzeugung von Singulett-Sauerstoff

Beim nichtstrahlenden Energietransfer durch den Dexter-Prozefs ist die Spinerhaltung
zu beriicksichtigen: Wenn S; und S, die Spins von D* und A vor dem Elektronen-
austausch sind, dann mufl der Gesamtspin des Systems nach dem Elektronenaustausch
einen der Werte |S; + S|, |S1+S2 —1],. .., |S1 — Sa| besitzen [BLT94]. Insbesondere ge-
horcht die Bildung von Singulett-Sauerstoff durch einen angeregten Photosensibilisator
im Triplett-Zustand P dieser Spinerhaltung:

3P + 02(32;) — 1P + Og(lAg)

Jedoch ist nicht jede Komplexbildung von *P und O, (3Eg_ ) mit der Bildung von
Singulett-Sauerstoff Oy('A,) verbunden, genausowenig wie jede Relaxation von P —
'P durch die Komplexbildung zu einem Ubergang O,(*E;) — O5('A,) fiihrt. Deshalb
sei im folgenden die Bildung des molekularen Komplexes von *P und O,(°%;) genauer
betrachtet [GKP73, TT78].

’P und Oy(*%;) (im folgenden auch als *O, bezeichnet) treffen zusammen durch Dif-
fusion und bilden durch einen Uberlapp ihrer Wellenfunktionen einen Komplex mit
der Ratenkonstante kp;g. Dieser Komplex {(*P30,) besitzt nun die Moglichkeiten, ent-
weder mit der Rate Kpjs wieder in die urspriinglichen Reaktionspartner 3P und 20,
zu dissoziieren (Gleichung (2.1)), oder mit der Rate Kensc einen vibronisch hochan-
geregten Photosensibilisator im elektronischen Grundzustand 'P mit einem Sauerstoff
im Grundzustand O, zu liefern (Gleichung (2.2)), oder aber mit der Rate Kgr einen
Photosensibilisator im Grundzustand 'P mit einem Singulett-Sauerstoff Oy('A,) (im
folgenden auch als 'Oy bezeichnet) zu produzieren (Gleichung (2.3)). ¢ bezeichnet hier-
bei die Spinmultiplizitit des Komplexes, Kgr die Energietransferrate und K5 eine
Rate, die die intrinsische Interkombinationsrate von 3P vergrofert. Da sich die beiden
urspriinglichen Reaktionspartner P und 'O, im Triplett-Zustand befinden (jeweils
S = 1), sind die moglichen Zustinde des Komplexes ein Quintett (S = 2, i = 5), ein
Triplett (S =1, i = 3) oder ein Singulett S = 0, i = 1). Daraus folgt, daf die Anzahl
aller moglichen Spinzustinde neun ist. Die folgenden Gleichungen geben eine kurze Zu-
sammenfassung der moglichen Vorginge. Dabei bezeichnet g; den Spin-Statistikfaktor,
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der gleich der Wahrscheinlichkeit des Auftretens eines Spinzustandes ist.

kpj

3P 430, ;—_‘39 5(°P%0,); g, =3 (2.1)
Diss
kpj

P 430, 3P0, "5 1P 430, g =3 (2.2)
KDiss
kDj

3P + 302 ﬁ 1(3P302) Ke 1P + 102; g = % (23)
KDiss

Nimmt man nun fiir die Reaktionen (2.1) bis (2.3) die Spinerhaltung an, d.h. daf
eine Interkombination zwischen den Komplexen 3 (3P30,) wesentlich unwahrschein-
licher ist als jeder spinerhaltende Prozef, so kann eine Relaxation von P nur iiber
einen Komplex im Singulett- oder Triplett-Zustand stattfinden und die Generierung
von Singulett-Sauerstoff nur iiber einen Singulett-Komplex [GKP73|. Somit kann nur
bei % aller StoRe zwischen P und 20, der Photosensibilisator in den elektronischen
Grundzustand relaxieren und lediglich bei % aller vorkommenden Stofe wird Singulett-
Sauerstoff generiert.

Die experimentell beobachtbaren Ratenkonstanten fiir die gesamte sauerstoffinduzier-
te Relaxation des Photosensibilisators 3P + 30y — P + 130,, kro,, bzw. fiir den
Energietransfer *P + 30y — P + 'Oy, kra, sind wie folgt gegeben |GKP73, T78|:

1 ket [Oo] ) 3 < entsc [O2] )
kro, = =kp; + —kp; 2.4
1o g P <kET (0] + Kpiss 9"\ Kentsc [O2] + Kpiss 24)
1 kET [OQ]
k = —kp 2.5
e gD <kET [O2] + Kpiss (2:5)
Fiir die Diffusionsratenkonstante kps existieren die Abschéitzungen [T78|:
—1yg—1 51
kpig [s7'M™] =210 p (2.6)
sowie [W62]:
47TNA
kDiff = W (Dp + DOQ) . (Tp + 7‘02) (27)

Hierbei ist T die Temperatur in K, n die Viskositiat des Losungsmittels in Poise, Dp
und Do, sind die Diffusionskoeffizienten des Photosensibilisators und des Sauerstoffmo-
lekiils sowie 7p und ro, die zugehorigen Molekiilradien. Schlieflich kann bei bekannter
Diffusionsratenkonstante kp;g die Dissoziationsrate Kp;s des Komplexes {(*P30,) iiber

die Gleichung
kpig 4 3
=-7N 2.8
KDiss 37T AT ( )
berechnet werden [W62|, wobei N, die Avogadro-Konstante und r = rp + 7o, der
internukleare Abstand der beiden Molekiile ist.
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2.2.2 Forster-Prozef$
2.2.2.1 Allgemeines

Fiir den Forster-Prozef, d. h. den nichtstrahlenden Ubertrag von elektronischer Energie
iiber die Dipol-Dipol-Wechselwirkung, miissen Donator und Akzeptor so weit vonein-
ander entfernt sein, so daf ihre Wellenfunktionen nur noch einen vernachlissigbaren
Uberlapp bilden kénnen. Hierbei hingt die Rate des Energietransfers, kpr, wie folgt
vom Abstand beider Reaktionspartner ab [F48]:

=2 (2)

™ r

7 ist hierbei die Lebensdauer des Donators, r ist der Abstand zwischen D* und A
und 7 ist hierbei eine kritische Transferdistanz, bei welcher die Transferrate gleich der
Rate der spontanen Relaxation ist [BLT94].

Als Auswahlregel fiir den Spin beim Forster-Prozefs gilt, dafs sich der Spin weder beim
Donator noch beim Akzeptor dndern darf, d.h. AS =0 [BLT94].

2.2.2.2 Relaxation von Singulett-Sauerstoff

Trotz der bei einem Ubergang 10, — 30, mittels des Forster-Prozesses notigen Ver-
letzung der fiir diesen geltenden Spin-Auswahlregel spielt dieser fiir die strahlungslose
Relaxation von Singulett-Sauerstoff eine wesentliche Rolle [MK72|. Eine Lockerung der
oben genannten Auswahlregel tritt in Losungen durch intermolekulare Stérungen (wie
Stofe der Sauerstoffmolekiile untereinander oder mit Losungsmittelmolekiilen) auf, so
dak sich die Singulett-Sauerstoff-Relaxationsrate in Losungen um Groéfenordnungen
erhéhen kann, verglichen mit dem isolierten Singulett-Sauerstoff-Molekiil. Auf eine ex-
plizite Beschreibung der Grundlagen des Forster-Prozesses soll hier verzichtet werden.
Eine schematische Skizze des Energielibertrags vom Sauerstoff- auf ein Losungsmittel-
molekiil zeigt Abbildung 2.2 auf Seite 24. Hierbei relaxiert das Sauerstoffmolekiil vom
nullten Schwingungsniveau des 'A,-Zustandes zum m-ten Schwingungsniveau des elek-
tronischen Grundzustandes 3Zg_ durch Energieiibertrag auf ein Losungsmittelmolekiil,
welches vom nullten Schwingungsniveau zum n-ten Schwingungsniveau des elektroni-
schen Grundzustandes angeregt wird.

Es gilt, dak die Relaxationsrate kis des Singulett-Sauerstoffs vom Gros der Eigenschaf-
ten des Losungsmittels wie etwa Polaritiat, Viskositat, Polarisierbarkeit, Ionisierungs-
potential und auch Sauerstoffioslichkeit, unabhéngig ist [MK72].
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Sauerstoff Losungsmittel

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung des Energieiibertrags von
einem Sauerstoff- auf ein Losungsmittelmolekiil

2.3 Spektroskopie

Betrachtet man die strahlende Relaxation des Singulett-Sauerstoffs, so gilt hier, eben-
so wie fiir den Forster-Prozefs, die Auswahlregel, AS = 0 [H50|. Insbesondere gilt
dies fiir alle homonuklearen zweiatomigen Molekiile [H50]. Desweiteren gilt fiir deren
strahlende Relaxation noch die Auswahlregel fiir den Drehimpuls AA = 0,£1 und
der vorgeschriebene Paritatswechsel bei elektrischen Dipoliibergéngen. Somit stellt ei-
ne dennoch stattfindende Relaxation des Singulett-Sauerstoffs in seinen Grundzustand
einen magnetischen Dipoliibergang dar. Sie wire zwar als elektrischer Quadrupoliiber-
gang ebenfalls erlaubt, jedoch ist der Beitrag elektrischer Quadrupolstrahlung zur
Ubergangswahrscheinlichkeit nur etwa 1072 bis 10™* des Beitrags der magnetischen
Dipolstrahlung und somit vernachlissighar [H50]. Aufgrund der bei einem Ubergang
10, — 30, stattfindenen Verletzung der oben genannten Auswahlregeln stellt der
1Ag—Zustand einen bedeutenden metastabilen Zustand des O5-Molekiils dar. Insbeson-
dere besitzt das isolierte Singulett-Sauerstoff-Molekiil mit 7(05('A,) — 0,(°%;)) =
4348 s |[KPB83, K85| eine extrem lange Lebensdauer beziiglich strahlender Relaxation.
In Gasen, Losungen und kondensierter Materie werden die Auswahlregeln aufgeweitet
und es finden stofinduzierte elektrische Dipoliibergénge statt.

Da in der Literatur weder Angaben zu Emissionslinien noch zu Absorptionslinien von
gelostem Sauerstoff zu finden sind, zeigt Abbildung 2.3 auf Seite 25 einige Absorpti-
onslinien von fliissigem Sauerstoff. Diese Daten fiir die Lage der Banden sind auch fiir
gelosten Sauerstoff verwendbar, da sich nach [H50] die elektronischen Absorptionsban-
den zweiatomiger Molekiile bei Verfliissigung aus dem Gaszustand bzw. beim Ldsen in
einer anderen Fliissigkeit nur wenig verschieben.

Gezeigt sind der rein elektronische Einzelmolekiiliibergang

02(*S;,v =0) — Oy('Ag,v = 0) bei 1267 nm
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Abbildung 2.3: Ausgewahlte Absorptionslinien von fliissigem Sauer-
stoff im sichtbaren und nahen infraroten Spektralbereich; Bezeich-
nung der Maxima mit der Wellenlénge in nm

(die sog. IR-atmosphérische Bande) mit den zugehorigen schwingungsverschobenen Ab-
sorptionslinien

02(*S;,v =0) — Oy('Ag,v = 1) bei 1066 nm
und

02(*°%,,v = 0) — Oz(*Ag,v = 2) bei 922 nm.

Desweiteren ist der Doppelmolekiiliibergang
02(*%;,v=0) + 02(°S;,v =0) — O3(*"Ag, v =0) + Oz(*Ag, v = 0) bei 630 nm
mit den zugehorigen schwingungsverschobenen Linien bei 577 nm und 533 nm gezeigt.

Die schwingungsverschobenen Linien der Einzel- und Doppelmolekiiliibergdnge sind
jedoch nur im Absorptionsspektrum kurzwelliger als der rein elektronische Ubergang,
in der Emission sind die Energien eines rein elektronischen Ubergangs ohne Beteiligung
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eines Schwingungsquants hoher als mit, so dafs schwingungsverschobene Emissionslinien
langwelliger sind. Da sich nach [H50, K72| die Kernabstinde der beiden Zustande *%;
und A, um weniger als ein Prozent unterscheiden, ist ein Einzelmolekiiliibergang ohne
Beteiligung eines Schwingungsquants am wahrscheinlichsten. Dies ist auch aus Abbil-
dung 2.3 auf Seite 25 zu ersehen.

Fiir die Lumineszenzspektroskopie von Singulett-Sauerstoff ist deshalb die Emission
bei 1267 nm zu wihlen. Jedoch ist die Lumineszenzquantenausbeute sehr klein, sie
betriigt etwa 2:107° in schwerem Wasser (DoO) und circa 1-107% in Wasser (H,O)
[LBG88|. Dies bedeutet zum einen sehr schwache Lumineszenzsignale, zum anderen,
dak die strahlende Deaktivierung einen vernachlissigbaren Beitrag zur Relaxation ei-
ner gegeben Konzentration [*O,]() an Singulett-Sauerstoffmolekiilen liefert, so daf die
Lumineszenzleistung P27 (¢) bei 1267 nm fiir alle Zeiten proportional zur momentanen
Konzentration angenommen werden kann:

PUPT(t) oc [FOn](2) (2.9)

2.4 Ratengleichungssystem fiir die Erzeugung und
Relaxation von Singulett-Sauerstoff

Zur Beschreibung der Zeitabhingigkeit der Konzentrationen des Triplett-T;-Zustandes
des Photosensibilisators sowie des 'A,-Zustandes des Sauerstoffs wird ein — verglichen
mit dem Standardmodell von J.G. Parker und W.D. Stanbro [PS84] — von Mitarbei-
tern aus der eigenen Arbeitsgruppe erweitertes Differentialgleichungssystem benutzt,
dessen zugehoriges Energieniveauschema in Abbildung 2.4 auf Seite 28 gezeigt ist. Ge-
zeigt sind die zum Photosensibilisator gehérenden Zustinde Sy, S; und Ty, der 3Eg—
und 'A,-Zustand des Sauerstoffs, die Grundzustinde des Losungsmittels sowie eines
evtl. vorhandenen Quenchers (s.u.). Gezeigt sind weiter die Relaxationsraten k; [s7!]
des T;-Zustandes des Photosensibilisators und des 1Ag—Zustandes des Sauerstoffs sowie
die Ubergangsratenkonstanten k;; [s~'M~!]. Die Ratenkonstante, welche die Sauerstoff-
induzierte Deaktivierung des T-Zustandes beschreibt, kr,0,, setzt sich zusammen aus
der Energietransferratenkonstante kr, a, die zur Anregung des A,-Zustandes fiihrt, und
einer Ratenkonstante k. o, , die alle anderen Deaktivierungsprozesse des T;-Zustandes
durch Sauerstoff zusammenfasst, so dafs

I/
leoz - leog + leA

gilt (siehe Gleichung (2.4)). Ahnliches gilt auch fiir die Ratenkonstante, die die Photo-
sensibilisator-induzierte Deaktivierung des Singulett-Sauerstoffs beschreibt. Sie setzt
sich zusammen aus einer Ratenkonstante kar,, bei deren zugehorigem Prozefs Singulett-
Sauerstoff deaktiviert und dadurch Photosensibilisator-T;-Zustinde generiert werden
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sowie einer Ratenkonstante kg , die die anderen Deaktivierungsprozesse wie physika-
lisches und chemisches Quenchen zusammenfasst, so daf gilt:

kas, = ks, + kar,

Als Quencher einer Substanz wird eine weitere Substanz bezeichnet, die die angereg-
ten Zustidnde ersterer zu deaktivieren vermag. Demnach ist ein Singulett-Sauerstoff-
Quencher eine Substanz, die den angeregten Singulett-Sauerstoff-Zustand deaktiviert
[YB76]. Dabei spielt es zunéchst keine Rolle, ob die Deaktivierung iiber eine chemische
Reaktion mit dem Sauerstoffmolekiil stattfindet (chemisches Quenchen) oder ob die
Quenchersubstanz chemisch unveridndert bleibt (physikalisches Quenchen). Eine Un-
terscheidung zwischen physikalischem und chemischem Quencher ist stets fliekend, da
verschiedene Substanzen unter Umsténden sowohl zu chemischem als auch zu physikali-
schem Quenchen in der Lage sind. Darunter befindet sich z. B. Histidin, eine essentielle
Aminosédure, die bei Quenchingprozessen in biologischen Systemen eine zentrale Rolle
spielt. Meist jedoch iiberwiegt einer der beiden Abliufe stark gegeniiber dem ande-
ren und entsprechend wird dann die Charakterisierung der Quenchersubstanz gewahlt
[B76]. Im Rahmen dieser Arbeit soll die Bezeichnung Quencher stets einen iiberwie-
gend physikalischen Quencher bezeichnen. Uberwiegend chemische Quencher, d. h. sol-
che Substanzen, die den angeregten Sauerstoffzustand hauptsédchlich durch Reaktion
zerstoren, werden im folgenden als Akzeptor bezeichnet, da sie iiberwiegend an das
angeregte Sauerstoffmolekiil binden. Es sei jedoch ausdriicklich darauf hingewiesen,
daf durch obige Definition einem Akzeptor nicht die Fahigkeit zu physikalischem und
einem Quencher nicht die zu chemischem Quenchen abgesprochen wird. Man beachte,
daf nach Definition die Relaxation der 'A,-Zustéinde durch Wechselwirkung mit Lo-
sungsmittelmolekiilen ebenfalls einen Quenchingprozeft darstellt. Es sei noch erwihnt,
dak nach [B76] eine diffusionsbedingte obere Grenze fiir das rein physikalische Quen-
chen von kR&* = 31010 s7'M™! = 31010 s7! L existiert.

Gemaifk des in Abbildung 2.4 auf Seite 28 gezeigten Energieniveauschemas lassen sich
folgende gekoppelte Differentialgleichungen fiir den zeitlichen Verlauf der Konzentrati-
on an Triplett-T,-Zustdnden des Photosensibilisators [T7] und der Singulett-Sauerstoft-
Konzentration ['O,] aufstellen. Bei der Losung der Differentialgleichungen wird von
einer Startkonzentration an Ti- und 'A,-Zusténden ausgegangen, wobei letztere Null
gesetzt wird.

dgl] =~ {kr, + (Fr,0, + kria) PO + Frisy[So] + Frio[@1} [T1] + kar, [Sol[ O2)
1 (2.10)
: [dt02] = — {ka + (Khs, + kar,) [So] + kaqlQ]} ['O2] + kr,a[>O5][T1] (2.11)

Hier bezeichnen [*O,] und [Sy] die Konzentrationen an Sauerstoff und Photosensibili-
sator im Grundzustand. Als Abkiirzung fithrt man noch die Gesamtrelaxationsraten
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Abbildung 2.4: Vereinfachtes Energieniveauschema als Basis des zu-
grundegelegten Modells
K, und Kx des Ti-Zustands des Farbstoffs und des 1Ag—SaLuerstoff ein:
=k, + kry0,[?02] + krys,[So] + ki o[Q) (2.12)
(2.13)

ka + kas,[So] + kaq[@Q]
hoy, (hierbei ist h das Plancksche Wirkungsquantum,

K,
KA =

Ist die Séttigungsintensitét Ig,g .
v, = §—‘i die Frequenz des Lasers, ¢y die Vakuumlichtgeschwindigkeit, A, die Laserwel-
lenldnge, o der Absorptionswirkungsquerschnitt bei A\;, und 7% die Fluoreszenzlebens-
dauer des Photosensibilisators) [H67| fiir den Ubergang Sy — S; grok gegen die La-
serintensitét, so kann die Konzentration an Photosensibilisator im Grundzustand, [So],
fiir alle Zeiten ndherungsweise gleich der Photosensibilisator-Konzentration in Losung
[P] gesetzt werden. Ist weiterhin die Konzentration an Photosensibilisator im Triplett-
T,-Zustand [T}] klein gegen die Sauerstoffkonzentration in Losung [Os], so kann die
Konzentration an Grundzustandssauerstoff [*Os] niiherungsweise gleich der Sauerstoff-
konzentration [O,] gesetzt werden. Von der Giiltigkeit dieser Ndherungen, die bei der

Durchfiihrung der Experimente durch entsprechende Wahl der Laserintensitit zu er-

reichen ist, wird im folgenden ausgegangen. Man erhélt:
le + kT102 [02] + leso [P] + leQ[Q] (2'14)
(2.15)

K,
ka + kas,[P] + kaql@)]

Kn =
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2.4.1 Allgemeiner Fall: ka7, > 0

kar, > 0 bedeutet, daf ein Riicktransfer von Energie vom Singulett-Sauerstoff auf den
Photosensibilisator unter Erzeugung von Photosensibilisator-Triplett-T¢-Zustdnden
stattfindet. Durch Differenzieren der Gleichung (2.12) nach der Zeit t und anschlie-
fendem Einsetzen von Gleichung (2.11) erhilt man eine Gleichung, die formal Aquiva-
lenz mit der Schwingungsdifferentialgleichung des geddmpften harmonischen Oszillators
aufweist:

d? [1 02]
dt?

d[*Os]

PTERE (KaKr, — kr,a[Os]kar, [P]) ['O2] = 0 (2.16)

+ (Ka + K7,)

Mit dem Ansatz [1O;] o e erhiilt man fiir die Raten () 5 den Ausdruck:

1

Bip = 5

|:KT1 + KA+ \/(KT1 - KA)2 + 4kT1A[O2]kAT1 [P] . (2.17)

f1 und S, entsprechen der Anstiegs- und Abklingrate der Konzentration des 'A,-
Zustands. Als Losungen der Differentialgleichungen (2.11) und (2.12) erhélt man unter
der Voraussetzung f; # [

T
T0) = B0 (6, = Iy e B 4 (K — o) e (218)
p1 — Bo
fiir die Konzentration an T;-Zustanden des Photosensibilisators und
Tilok
[[0s)(t) = [ilobral02] (e7P! —e P11 (2.19)
B — Ba

fiir die Konzentration des A -Zustands von Sauerstoff. [T7]y bezeichnet dabei die Start-
konzentration an Triplett-T-Zusténden des Photosensibilisators zur Zeit ¢ = 0 (ent-
spricht dem Ende der optischen Anregung), die von der Energie des Anregungspul-
ses, dem Absorptionsquerschnitt des Photosensibilisators sowie von dessen Triplett-
Quantenausbeute abhingt. Das experimentell zu beobachtende Lumineszenzsignal ist
proportional zu [10,](t). Ist also B; > [, so ist der Anstieg der Singulett-Sauerstoff-
Konzentration ['O,] fiir t < 5~ durch §; bestimmt, fiir ¢ > - klingt ['Oo] exponentiell
mit der Rate 5 ab und vice versa bei f; < (.

2.4.2 Spezieller Fall: ka7, =0

Die Erzeugung von Photosensibilisator-Triplett-T;-Niveaus durch den Riicktransfer
von Energie vom Singulett-Sauerstoff auf den Photosensibilisator im Grundzustand
ist abhiingig vom Energieunterschied zwischen dem Triplett-T;-Niveau und dem A,-
Niveau des Sauerstoffs. Es ist jedoch anzunehmen, daf ab einem gewissen Abstand
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kein nennenswerter Riicktransfer mehr stattfindet, also kar, ~ 0 ist. Dadurch ergibt
sich:

B = Kr, = kr, + kr,0,[02] + k1,50 [P] + k1, [Q)] (2.20)
B = Kp =ka+ kas,[P]+ kaqlQ] (2.21)

sowie als Losungen der Gleichungen (2.11) und (2.12):

[T3](1) = [Th]oe 7! (2.22)
1000 = Do dl0 (oorst o) g Ky g K, (229

bzw.
[10,)(t) = [T1]okr,a[O2] te K2 fiir  Ka = Kr, (2.24)

Betrachtet sei nun der Fall K # Kr,. Gilt K1, > Ka, so ist der Anstieg der

Singulett-Sauerstoff-Konzentration ['O,] fiir t < KlT durch K, bestimmt, fiir ¢ > KLA
1

klingt ['O;] exponentiell mit der Rate K ab und wvice versa bei K1, < Ka. Im Fal-
le Kn = Kr, steigt fir ¢t < KLA die Singulett-Sauerstoff-Konzentration ['Os] linear
mit der Zeit an und klingt exponentiell mit der Rate KA ab. Durch Differenzieren
der Gleichung (2.23) nach der Zeit erkennt man, daf das Maximum der Singulett-
Sauerstoff-Konzentration mit steigender Relaxationsrate K abnimmt.

2.4.3 Beispiele

Zur Verdeutlichung der oben beschriebenen Félle kar, > 0 und kar, = 0 zeigt Ab-
bildung 2.5 a) auf Seite 31 die Anstiegs- und Abklingraten 5, und fy fiir kat, > 0
(blau) sowie die Anstiegs- und Abklingraten K, und Kx fiir kar, = 0 (schwarz) der
Singulett-Sauerstoff-Konzentration [*0,] in Abhéngigkeit der Sauerstoffkonzentration
[Os]. Zu erkennen ist, dak es fiir kar, = 0 einen Schnittpunkt zwischen Anstiegs- und
Abklingraten geben kann, wohingegen sich die Anstiegs- und Abklingraten fiir kar, > 0
nicht schneiden (avoided crossing).

Desweiteren wird in Abbildung 2.5 b) auf Seite 31 der zeitliche Verlauf der Singulett-
Sauerstoff-Konzentration bei einer Sauerstoff-Konzentration von 10 pM fiir kar, > 0
(blau) und fiir kar, = 0 (schwarz) gezeigt. Fiir die blauen Kurven (ka, > 0) dieser
Abbildungen wurden séimtliche Relaxationsraten und -ratenkonstanten von Photofrin®
verwendet, fiir welches kar, > 0 gilt [KMSO01]. Fiir die schwarzen Kurven (kar, = 0)
wurde kar, = 0 gesetzt und die iibrigen Raten und Ratenkonstanten belassen. Wie
man erkennt, klingt die Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz bei kar, > 0 langsamer ab
als bei kap, = 0.
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31
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Abbildung 2.5: a) Anstiegs- und Abklingraten (; und [y fiir
kar, > 0 (blau) sowie Anstiegs- und Abklingraten Kt, und Ka
fir kar, = 0 (schwarz) der Singulett-Sauerstoff-Konzentration
in Abhéngigkeit der Sauerstoffkonzentration, b) zugehoriger Zeit-
verlauf der Singulett-Sauerstoff-Konzentration fiir eine Sauerstoff-
Konzentration von 0,01 mM (siehe a))
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2.5 Quantenausbeute

Vernachléssigt man aufgrund der kurzen Lebensdauer des S;-Zustandes des Photosen-
sibilisators einen Energietransfer von diesem auf Sauerstoff, so gilt nach [WHR95]| fiir
die Quantenausbeute an Singulett-Sauerstoff:

®a([02]) = P, fa* Pr, ([02]) (2.25)

Hierbei ist &1, die Triplett-T;-Quantenausbeute des Photosensibilisators, gegeben durch
(sieche Abbildung 2.4 auf Seite 28):

_ Kisc
K,

O, (2.26)

wobei Kg, = % die Gesamtrelaxationsrate des Singulett-S;-Zustandes des Photosensi-
1

bilisators ist. Der Anteil an T;-Zustdnden, die durch die Wechselwirkung mit Sauerstoff
deaktiviert werden und dabei Singulett-Sauerstoff erzeugen, ist gegeben durch:

k
fh= s (2.27)
leog
Der Anteil der Ti-Zustiande, die durch die Wechselwirkung mit Sauerstoff relaxieren,
ist von der Sauerstoff-Konzentration abhéngig und gegeben durch:
_ k110, [09]

Pr,([0s]) = T Ko (2.28)

wobei K, durch Gleichung (2.13) gegeben ist. Somit ist:

kr,a [O2]

PA([O2]) = P, K

(2.29)
Diese Definition der Singulett-Sauerstoff-Quantenausbeute ®A, gegeben durch Glei-
chung (2.26), ist jedoch nur haltbar fiir den Fall, dak kar, = 0 gilt, da fiir kap, > 0
in der Losung der Differentialgleichung (2.11) und (2.12) ; anstelle von Kp, und S,
anstelle von KA tritt.

Um fiir den Fall, dafs ko, > 0 ist, eine sinnvolle Definition der Quantenausbeute ®
zu finden, werden folgende Uberlegungen angestellt. Betrachtet sei die mittlere Kon-
zentration des Singulett-Sauerstoffs innerhalb dessen Lebensdauer 7o = zunéchst

1
KA
fiir kar, = 0 (siehe auch Gleichung (2.24)): °

1 [, B X krialOo] g — K, t _
™ Jo [ 02] dt = KA[Tl]O ; KTl — KA (e (& ) dt =
_ leA[O2] _ Ty
= Ka[T1]o = [Th]ofa' Pr,([02]) (2.30)

Ky, Ka
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Analog gilt fiir ka, > 0 (sieche auch Gleichung (2.12)):

62/ [1Os)dt = Bo[T1]o k1,4(0] (7% — e P1t) dt = By[Ti]o 1,4[02]
0 0o Bi— D b1 B2
Der Vergleich von Gl. (2.30) und (2.31) zeigt, daf also folgende Definition von
f} Pr, ([Os]) sinnvoll ist:

(2.31)

FT P (10)) = ’“g—[o] (2.32)

Somit ist die Singulett-Sauerstoff-Quantenausbeute fiir ka1, > 0 wie folgt gegeben:

kr,a [Oo]
b

Zur Verdeutlichung des Unterschieds der Singulett-Sauerstoff-Quantenausbeute ® fiir
die Félle kar, > 0 und kat, = 0 zeigt Abbildung 2.6 diese fiir kar, = 0 (schwarz) und
fiir kar, > 0 (blau). Hierzu wurden fiir die blaue Kurve (kar, > 0) wieder simtliche
Relaxationsraten und -ratenkonstanten von Photofrin® verwendet, auferdem kA =
kr,0, [KMSO01]. Fiir die schwarzen Kurven (kar, = 0) wurde kat, = 0 gesetzt und die
ibrigen Raten und Ratenkonstanten belassen.

PA([02]) = P, (2.33)

1

0.5

Op 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1

Sauerstoftkonzentration [mM]

Abbildung 2.6: Singulett-Sauerstoff-Quantenausbeuten ®, fiir
kat, = 0 (schwarz) und fiir kar, > 0 (blau)

Wie man erkennt, ist der Anstieg der Singulett-Sauerstoff-Quantenausbeute im Falle
eines Energie-Riicktransfers (kar, > 0) wesentlich flacher als ohne (kar, = 0).
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Im folgenden seien noch in Tabelle 2.1 Literaturwerte der Triplett-T;-Quantenausbeuten
&1, sowie der Singulett-Sauerstoff-Quantenausbeuten ® 5 der in Kapitel 3 vorgestellten
und im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten Photosensibilisatoren gezeigt. Es
sei jedoch ausdriicklich erwéhnt, dafs bei allen Literaturstellen keine explizite Angabe
zur Sauerstoffkonzentration in Losung gemacht wird.

| Photosensibilisator | O, | DA ‘
014 [BLSTS| | 001" [G94a]
0,06 [G94a] | 0,022  [P9]]
8-MOP 0,061  [P91] | 0,035 [BGST|
0,06 [MABT9]

ATMPn 0,437 [BMM97] | 037" [BMM97]
~1'  [LR87 | 0,75' [GLVS3]
0,86° [GLV83| | 0.86° [GLVS3|

Bengalrosa | g 71 " |Rg1] | 081!  [R9]
0,76°  [GS64]
PPIX-DME | 087 [STTS0] -
Photofrin® 0,74 |[PT86|] | 0,36"  [PT86]
0175 [RPGOT]
0,16° [RPGYT]

ICG-Nal 0,14 [RPGYT] -

0,11° [RPGYT]

Tabelle 2.1: Triplett-T;-Quantenausbeuten ®1, sowie Singulett-
Sauerstoff-Quantenausbeuten ®, der im Rahmen der vorliegenden
Arbeit verwendeten Photosensibilisatoren (soweit bekannt);
Losungsmittel: ': Wasser (Ho0), %: schweres Wasser (D,0), 3: PBD,
4: Toluol, ®: Ethanol, ¢: Methanol, “: Benzol, 8 DMSO, ° Losung
von 50 & Albumin in Wasser
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2.6 Motivation dieser Arbeit

Die Auswahl der oben genannten Photosensibilisatoren aus der Vielzahl moglicher
Singulett-Sauerstoff-Generatoren erfolgte im wesentlichen anhand von Zulassungsge-
sichtspunkten, d. h. es wurden lediglich solche Photosensibilisatoren ausgewahlt, die als
Medikament zur klinischen Anwendung zugelassen sind oder sich im Zulassungsverfah-
ren befinden (vergleiche auch Tabelle 1.1 auf Seite 8). Die einzige Ausnahme stellt das
Bengalrosa dar, das weder eine klinische Zulassung besitzt noch sich in irgendwelchen
Studien der Phase I - III befindet. Bengalrosa wurde jedoch ebenfalls hinzugenommen,
da es zum einen in der bisherigen Literatur zu photophysikalischen Untersuchungen
zur Erzeugung und Relaxation von Singulett-Sauerstoff eine Art Standard-Singulett-
Sauerstoff-Generator darstellt, so dafs die Leistungsfihigkeit der im Rahmen dieser
Arbeit zum Einsatz kommenden Detektionseinheit abgeschétzt werden kann. Deswei-
teren ist Bengalrosa sowohl in wafrigen wie auch in alkoholischen Lésungsmitteln sehr
gut 16slich, wohingegen sich die anderen verwendeten Photosensibilisatoren zum Teil
lediglich in einer der beiden Umgebungen gut 16sen lassen, so daf anhand des Bengal-
rosas auch der Einflufs der Umgebung bzw. des Losungsmittels auf die Erzeugung von
Singulett-Sauerstoff gezeigt werden kann.

Zur Detektion des Singulett-Sauerstoffs ist der direkte Nachweis iiber dessen Lumines-
zenz bei 1270 nm den indirekten Methoden vorzuziehen, da bei letzteren zusétzliche
Substanzen, die chemisch durch Singulett-Sauerstoff auf eine definierte Weise verdandert
werden, involviert werden miissen. Eine wesentliche Schwierigkeit bei der Spektroskopie
der Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz bestand bisher jedoch in der geringen Empfind-
lichkeit der verwendeten Detektoren (Standard-Photomultiplier, Germaniumdetekto-
ren). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wird ein neuartiger Photomultiplier mit ei-
ner hohen Sensitivitdat und hervorragendem Signal-Rausch-Verhéltnis eingesetzt, wobei
in Verbindung mit einer schnellen Zihleinrichtung ebenfalls eine hohe Zeitauflosung
erreicht wird. Dadurch kann der spektroskopische Nachweis von Singulett-Sauerstoff
entscheidend verbessert werden, so dafs u.a. die erstmalige Detektion der Singulett-
Sauerstoff-Lumineszenz bei verschiedenen, insbesondere bei erniedrigten, d. h. physio-
logisch relevanteren Sauerstoff-Konzentrationen versucht werden kann und damit samt-
liche relevanten Ratenkonstanten des zugrundegelegten Modells der Erzeugung und
Relaxation des Singulett-Sauerstoffs (siehe Abbildung 2.3 auf Seite 25) einer einzigen
experimentellen Nachweismethode zugénglich gemacht werden. Desweiteren kann eben-
falls aufgrund der verbesserten experimentellen Bedingungen der zweifelsfreie spektro-
skopische Nachweis von Singulett-Sauerstoff in vitro versucht werden, und zwar sowohl
unter Verwendung von schwerem Wasser, als auch — anders als bisher in der Literatur
iiblich — mit normalem Wasser.
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Experimentelle Methoden

3.1 Generierung von Singulett-Sauerstoff in
homogenen Losungen

Im folgenden seien nun die in homogenen Losungen verwendeten Photosensibilisato-
ren beschrieben, wobei hier bei jedem einzelnen zunéchst auf medizinisch-biologische
Anwendungen eingegangen sowie die Praparation der Losungen und die Erzeugung
von Singulett-Sauerstoff detailliert erklart wird. Als Losungsmittel wurden schweres
Wasser (Deuteriumoxid, D,O) und deuteriertes Ethanol (CoH;0D, EtOD) verwendet
— letzteres nur dann, wenn die Léslichkeit des Photosensibilisators in wéssriger Umge-
bung zu gering ist. Durch die Verwendung von deuterierten Losungsmitteln wird eine
grokere Abklingdauer, d.h. nach 7o = i eine geringere Abklingrate des Singulett-
Sauerstoffs (74 (H20) = 3,5 us [WHR95|, 7A(D20) = 67 £ 3 us [EKMO02]|, 7 (EtOH)
= 13 us [WHR95|, 7A(EtOD) = 31 + 2 us [BMEO2]) und damit nach Gleichungen
(2.9) auf Seite 25 und (2.19) auf Seite 28 bzw. (2.23), (2.24) auf Seite 29 auch eine
hohere Lumineszenzintensitéit erreicht. Die gezeigten Absorptionskoeffizientenspektren
der Photosensibilisatoren wurden aus Transmissionsspektren, aufgenommen mit einem
Einstrahl-Spektrophotometer (DU-640, Beckman Instruments, Miinchen), berechnet.
Fiir alle Lumineszenzexperimente wurden die préparierten Losungen zur Bestrahlung
in eine Durchfluk-Kiivette (QS-1000, Hellma Optik, Jena) gefiillt.

37
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3.1.1 8-Methoxypsoralen

Das Psoralenderivat 8-Methoxypsoralen (8-MOP) ist, wie bereits in Kapitel 1 erwéhnt,
ein weit verbreitetes Medikament u. a. zur Behandlung von Schuppenflechte. Abbildung
3.1 zeigt die Strukturformel von 8-MOP:

OCH,

=

Abbildung 3.1: Chemische Struktur von 8-Methoxypsoralen [G94b|

Die Loslichkeit von 8-MOP (my; = 216,2 -£. Reinheit 99 %, Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim) in Wasser ist sehr gering. Sie betrdgt nach [G94a]
1,67-10~* M, nach |G94b| sogar nur 1,06-107* M. Da zu erwarten ist, daf die Los-
lichkeit von 8-MOP in D5O nicht um Groéfsenordnungen gréfer sein wird als in Wasser,
kann die zur Verfiigung stehende Analysenwaage (H54AR, Mettler, Giefen) nicht zur
Probenpréparation verwendet werden, da die zur Herstellung einiger Milliliter Losung
von 8-MOP in D,O benétigten Substanzmengen nur zu grob abgewogen werden kénnen
(Der Kleinstwert der Fehlergrenze liegt bei dieser Analysenwaage bei 50 ug).

Zur Herstellung der 8-MOP-Losungen wurden deshalb einige der 8-MOP-Kristallite in
D50 (Carl Roth & Co., Karlsruhe, Reinheit 99,7 atom-%) gegeben und diese Suspen-
sion dann fiir eine Zeitdauer von 15 Minuten in ein Ultraschallbad (RK102, Bandelin
Electronic GmbH & Co. KG, Berlin) gestellt. Der Absorptionskoeffizient dieser Losung
wird in Abhéngigkeit der Wellenldinge gemessen und bei einer bestimmten Wellenldnge
(hier 305 nm) mit dem einer Losung bekannter Konzentration verglichen. Diese wurde
einmalig so préipariert, indem ein so grofses Volumens an D,O verwendet wurde, dafs
eine noch 16sliche Menge an 8-MOP eingewogen werden konnte. Der Absorptionsquer-
schnitt von 8-MOP in DyO bei der ausgewédhlten Wellenlédnge kann iiber die Lsung
bekannter Konzentration unter Verwendung folgender Relation berechnet werden:

a()) =a())- N (3.1)

Hierbei ist «()\) der wellenlingenabhéngige Absorptionskoeffizient pro cm, o(\) der
Absorptionsquerschnitt in cm? fiir die jeweilige Wellenlinge und N die Teilchenzahl
pro cm®. Bei bekanntem Absorptionsquerschnitt 1t sich dann die gesuchte Konzen-
tration einer Losung mit Hilfe ihres Absorptionskoeffizienten berechnen. Verfahrt man
wie oben beschrieben, so ergibt sich die 8-MOP-Konzentration der im Rahmen dieser
Arbeit verwendeten, als gesiittigt betrachteten Losungen zu [8-MOP| = 1,37-10~* M.
Dieser Wert liegt zwischen den beiden angegebenen Literaturwerten der Loslichkeit von
8-MOP in HyO (s.o0.).
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Um geringere Konzentrationen von 8-MOP in D;O zu erreichen, werden die so her-
gestellten Losungen mit reinem Dy,O verdiinnt. Es sei nochmals ausdriicklich darauf
hingewiesen, daf alle in dieser Arbeit vorkommenden, sich auf 8-MOP beziehenden
Konzentrationsangaben in dieser Weise zustande kommen. Die Verdiinnung der gesit-
tigten 8-MOP-Losungen mit reinem D,O hat unmittelbar vor der Messung zu erfolgen,
um zu vermeiden, daf eventuell in der Losung vorhandene, nicht sichtbare Mikro-
kristallite in Losung gehen und so die Konzentration von 8-MOP ungewollt erhoht
wird.

Abbildung 3.2 zeigt den Absorptionsquerschnitt von 8-MOP in D,O in Abhéngigkeit
der Wellenlénge. Zu erkennen sind die ausgeprigten Absorptionsbanden im ultraviolet-
ten Spektralbereich sowie das vollige Fehlen einer Absorption im Sichtbaren und nahen
Infrarot.

1,0x10™

8,0x10™

6,0x10™"

4,0x10™" 4

2,0x10™" 4

Absorptionsquerschnitt o [cm’]

0,0

I I
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Wellenlénge [nm]

Abbildung 3.2: Absorptionsquerschnitt von 8-MOP in D50 in Ab-
héngigkeit der Wellenldnge; zusitzlich eingezeichnet die verwendete
Anregungswellenldnge bei 305 nm (s.u.)

Die optische Anregung von 8-MOP erfolgte durch einen frequenzverdoppelten Farb-
stofflaser (Spectron Laser, Warwickshire, Grokbritannien), der durch einen ebenfalls
frequenzverdoppelten Nd:YAG-Laser (Spectron) mit einer Pulsrepetitionsrate von
10 Hz und einer Pulsdauer von 12 ns gepumpt wurde. Die maximalen Pulsenergien
des so erzeugten Laserstrahls zur Anregung von 8-MOP betrugen 2,5 mJ bei einer
Anregungswellenldnge von 305 nm. Abbildung 3.3 auf Seite 40 zeigt den verwendeten
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experimentellen Aufbau zur Generierung von Singulett-Sauerstoff durch photoaktivier-
tes 8-MOP. Gezeigt sind der Nd:YAG-Laser, der Farbstoff-Laser sowie die Frequenzver-
dopplungseinheit FD zur Generierung der Pulse der Wellenlédnge 305 nm. Zur Erh6hung
der Konversionseffizienz wird mit Hilfe der Linse L; der aus dem Farbstoff-Laser aus-
tretende Strahl leicht in den KDP-Kristall der Frequenzverdopplungseinheit fokussiert.
Der aus dieser austretende Strahl wird iiber die beiden UV-Umlenkspiegel US, durch
welche die nicht-frequenzverdoppelten Strahlanteile bei 610 nm von den Anteilen bei
305 nm absepariert werden, zur Kiivette K hin gerichtet. Vor dem Auftreffen auf die
Kiivette wird der 305 nm-Strahl noch mit Hilfe der Linse L, leicht aufgeweitet, um ein
groferes Volumen anzuregen und die Anregungsintensitit zu erniedrigen.

Nd:YAG -Laser

532 nm

' FD 610 nm | Farbstoft-Laser

Us

305 nm

Abbildung 3.3: Experimenteller Aufbau zur optischen Anregung
von 8-Methoxypsoralen; FD: Frequenzverdopplungseinheit, US:
Umlenkspiegel, L o: Linsen, K: Kiivette

Die durch das Aufweiten des Laserstrahls erniedrigte Intensitiit betrug etwa 10° CWW’
wohingegen die Sittigungsintensitiit fiir den Ubergang Sg — S; (siehe Seite 27) bei
8-MOP mit einer Fluoreszenzlebensdauer von einigen wenigen Nanosekunden [ACDS85]
und einem Absorptionsquerschnitt von 4,5-107!7 ¢m? bei 305 nm (siehe Abbildung 3.2)
etwa 107 Y betréigt. Somit ist die beim Ubergang von Gleichung (2.12) zu (2.14) und
von Gleichung (2.13) zu (2.15) auf Seite 27 gemachte Naherung gerechtfertigt.

An dieser Stelle sei noch erwiahnt, dafs im Rahmen der Singulett-Sauerstofferzeugung
durch 8-MOP neben der reinen Photodegradation des 8-MOP-Molekiils auch eine
selbstsensibilisierte Photooxidation stattfindet, so daf bis zu sechs Photoprodukte des
8-MOP-Molekiils gebildet werden konnen, wobei nicht genau bestimmt ist, welche einer
reinen Photodegradation und welche einer reinen Photooxidation zuzuschreiben sind
[LAS82, WB8&2|. Abbildung 3.4 auf Seite 41 zeigt den vorgeschlagenen Mechanismus
der Bildung des Hauptphotoprodukts von 8-MOP, welches als 6-Formyl-5-Hydroxy-8-
Methoxycoumarin identifiziert wurde [LAS82|. Daraus resultieren zweierlei Konsequen-
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zen fiir im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente. Zum einen hat dies
insofern eine Auswirkung auf die Probenpriaparation und -lagerung, als darauf geach-
tet werden mufs, daf die Losungen vor Beginn der Experimente moglichst wenig Licht
ausgesetzt werden. Zum anderen konnen sich moglicherweise die Photoprodukte von
8-Methoxypsoralen zusétzlich zum nativen 8-MOP als Singulett-Sauerstoff-Quencher
erweisen, wobei jedoch die das Quenching des Singulett-Sauerstoffs durch 8-MOP be-
schreibende Ratenkonstante kap keine Unterscheidung der einzelnen Degradationspro-
zesse erlaubt.

OCH,
OCH, o o o
) o o 10,
)
I i
0 /
OCH, OCH,

OHCO 0 o Hmo
— > — >
OHC / OHC /

Abbildung 3.4: Formation des Hauptphotoprodukts von 8-
Methoxypsoralen, 6-Formyl-5-Hydroxy-8-Methoxycoumarin, nach
|[WB82|

3.1.2 9-acetoxy-2,7,12,17-tetrakis-(S-methoxyethyl)-Porphycen
(ATMPn)

Bei 9-acetoxy-2,7,12,17-tetrakis-(S-methoxyethyl)-Porphycen (ATMPn) handelt es sich
um ein Strukturisomer von Porphin, der Stammverbindung aller Porphyrine. Abbildung
3.5 auf Seite 42 zeigt die chemische Struktur von ATMPn. Das ATMPn ist ebenfalls ein
Typ II-Photosensibilisator [ BMM97| und wurde bereits sowohl in vitro [SKA96, FAK99|
als auch in vivo [KSE97, ASS97| getestet, wobei es sich in vitro als wirksamer heraus-
gestellt hat als z. B. der klinisch verwendete Photosensibilisator 5-Aminoldvulinsidure
(s.u.) [KSE97]. Desweiteren verursacht es, systemisch verabreicht, eine geringere gene-
ralisierte Photosensibilisierung wie Photofrin® [ASS97].

Zur Préparation der Lésungen von ATMPn (my — 601 &, Institut fiir anorganische
Chemie, Universitit Koln) wurde die fiir eine Photosensibilisator-Konzentration von
100 M noétige Stoffmenge mit Hilfe einer Analysenwaage (Mettler) abgewogen und
die dazugehorige Menge an EtOD mit Hilfe eines Mikropipettierers zugegeben. Um
ein vollstindiges Auflésen von ATMPn in EtOD zu erreichen, wurden die Losungen
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H,CO OCH,

Abbildung 3.5: Strukturformel von ATMPn [BMM97]

fiir eine Zeitdauer von 15 Minuten in ein Ultraschallbad (Bandelin) gestellt. Diinnere
Losungen wurden iiber eine Verdiinnungsreihe hergestellt.

Abbildung 3.6 zeigt den Absorptionsquerschnitt von ATMPn in EtOD in Abhéngigkeit

der Wellenlénge. Zu erkennen ist eine ausgeprigte Absorptionsbande im UV, deswei-
teren die Absorption im griinen und roten Spektralbereich.
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Abbildung 3.6: Absorptionsquerschnitt von ATMPn in EtOD in
Abhéngigkeit der Wellenldnge; zuséitzlich eingezeichnet die verwen-
dete Anregungswellenldnge bei 532 nm (s.u.)
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Die optische Anregung von ATMPn erfolgte iiber einen linear polarisierten, frequenz-
verdoppelten Nd:YAG-Laser (LC532-11, Solar, Minsk, Belarus) mit einer Pulsrepetiti-
onsrate von 1,67 kHz und einer Pulsdauer von 150 ns. Die verwendeten Pulsenergien
des so erzeugten Laserstrahls zur Anregung von ATMPn betrugen 30 pJ bei einer
Laserwellenldinge von 532 nm. Abbildung 3.7 zeigt den experimentellen Aufbau zur
Generierung von Singulett-Sauerstoff durch photoaktiviertes ATMPn. Gezeigt sind der
verwendete Nd:YAG-Laser, die Umlenkspiegel US, der Glan-Taylor-Polarisator GTP,
mit dessen Hilfe sich die Pulsenergie einstellen lafst bevor der Strahl auf die Kiivette
K trifft, sowie das Glasplattchen GP, dessen Reflex auf die zum Triggern verwendete
Photodiode PD gerichtet wurde.

532 nm
US, Nd:YAG-Laser
— 2 GP
Us" L
GTP ok

Abbildung 3.7: Experimenteller Aufbau zur optischen Anregung
von ATMPn; US: Umlenkspiegel, GTP: Glan-Taylor-Polarisator,
K: Kiivette, GP: Glasplattchen, PD: Photodiode

Die Fluoreszenzlebensdauer von Porphycenen betrégt etwa 10 ns in Methanol und
Dichlormethan [ARN96]. Nimmt man dieselbe Grofenordnung fiir die Fluoreszenzle-
bensdauer von ATMPn in EtOD an, so betrigt die Sittigungsintensitit (siehe Seite 27)
fir den Sy — S;-Ubergang mit einem Absorptionsquerschnitt von 5,5-107'7 cm? bei
532 nm (siehe Abbildung 3.6 auf Seite 42) etwa 10° ;. Die Intensitéit des Laserstrahls
betrug lediglich etwa 102 cmﬂz Somit ist ebenso wie bei 8-MOP die beim Ubergang von
Gleichung (2.12) zu (2.14) und von Gleichung (2.13) zu (2.15) auf Seite 27 gemachte

Néherung gerechtfertigt.

3.1.3 Protoporphyrin IX

5-Aminoldvulinsdure (5-ALA) ist bereits ein zugelassenes Medikament zur Behand-
lung einiger dermatologischer Erkrankungen. Jedoch ist 5-ALA nicht der eigentliche
Photosensibilisator, sondern das Protoporphyrin IX (PPIX) [SDAO1]|, welches erst
im Rahmen der Him-Biosynthese in den Mitochondrien® und im Zytosol? der inku-
bierten Zellen aus 5-Aminoldvulinséure entsteht [E94, BO1b|. Somit ist, im Gegen-

1Zellorganellen, deren Aufgabe die Energiegewinnung durch Oxidation verschiedener Nihrstoffe in
der Zelle ist [P94]
2Grundplasma der Zelle [P94]
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satz zu Photofrin®, das Protoporphyrin IX ein endogener Photosensibilisator. Es ist
nicht genau bekannt, ob Protoporphyrin IX hauptséchlich ein Typ I- oder ein Typ
[I-Photosensibilisator ist, jedoch iiberleben von mit Protoporphyrin IX inkubierten
und bestrahlten Zellen mehr durch zuséitzlicher Inkubation mit g-Carotin als mit a-
Tocopherol, wobei es sich bei ersterem um einen stirkeren Deaktivator von Singulett-
Sauerstoff handelt als bei letzterem |[BEF01|, so daf es sich bei Protoporphyrin IX
ebenfalls um einen Typ II-Photosensibilisator handeln kénnte.

Desweiteren wird zumindest in wéssrigen Losungen das Aggregationsverhalten von Pro-
toporphyrin IX durch den pH-Wert beeinflufst: Bei einem pH-Wert von Null bis drei
liegt es als Monomer vor, wihrend es bei einem pH-Wert grofer als acht Dimere und
im Bereich pH 3 bis pH 7 hohere Aggregate bildet [SCR02|. Abbildung 3.8 zeigt die
chemische Struktur des linearen 5-Aminolévulinsiure-Molekiils (a) sowie des Protopor-
phyrin IX-Dimethylesther-Molekiils (b).

CH=CH, CH,
H,C CH=CH,
(|202H \
T
CH
| 2 H,C CH,
c=o0
| CH, CH,
CH,NH, | |
i i
(I: =0 (i: =0
OH OH

(a) (b)

Abbildung 3.8: Strukturformel von 5-Aminoldvulinsdure (a) und
Protoporphyrin IX-Dimethylesther (b) [E94, PT86]

Losungen von Protoporphyrin IX-Dimethylesther (PPIX-DME, my; = 590,7 £+, Rein-
heit 95 %, Sigma) in EtOD wurden analog zu den Losungen von ATMPn in EtOD
prapariert, wobei die Standardlésung eine Konzentration von 300 uM PPIX-DME ent-
halt. Geringere PPIX-DME-Konzentrationen wurden wieder durch eine Verdiinnungs-
reihe erhalten.

Abbildung 3.9 auf Seite 45 zeigt den Absorptionsquerschnitt von PPIX-DME in EtOD
in Abhéngigkeit der Wellenldnge. Zu erkennen sind Absorptionsbanden im UV sowie
die Absorption im sichtbaren und nahen infraroten Spektralbereich.
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Abbildung 3.9: Absorptionsquerschnitt von PPIX-DME in EtOD
in Abhéngigkeit der Wellenlinge; zusétzlich eingezeichnet die ver-
wendete Anregungswellenlénge bei 532 nm

Die optische Anregung von PPIX-DME erfolgte ebenfalls analog zu ATMPn (siehe Ab-
bildung 3.7) mit identischer Wellenlénge, Repetitionsrate und gleicher Intensitéit von
etwa 102 .

Benutzt man zur Berechnung der Séattigungsintensitit von PPIX-DME in EtOD die
Fluoreszenzlebensdauer des PPIX-DME-Molekiils in Benzol von etwa 23 ns [CAM77],
so ergibt diese sich unter Benutzung des Absorptionsquerschnittes bei 532 nm von
2,6:107" cm? (siehe Abbildung 3.9) zu etwa 10° ;. Auch hier ist also die beim Uber-
gang von Gleichung (2.12) zu (2.14) und von Gleichung (2.13) zu (2.15) auf Seite 27
gemachte Naherung gerechtfertigt.

3.1.4 2,4,5,7-tetraiodo-3’,4",5’,6’-Tetrachlorfluorescin
(Bengalrosa)

2,4,5,7-tetraiodo-3",4’,5°,6’-Tetrachlorfluorescin wurde erstmalig synthetisiert, um die
Farbe des roten Flecks, welchen verheiratete Bengali Frauen im Haar tragen, nachzuah-
men und in Anlehnung dazu Bengalrosa genannt [N89|. Hierbei handelt es sich um einen
Farbstoff der Xanthen-Gruppe, der keinerlei wirtschaftliche Bedeutung besitzt, ob-
wohl z. B. die verwandte Substanz Erythrosin zum Einfirben von Maraschino Kirschen
verwendet wird [N89|. Desweiteren werden Derivate des Fluorescins, eines weiteren
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Xanthen-Farbstoffs, als diagnostische Proben verwendet |[N89]. Da jedoch der Triplett-
Ti-Zustand von Bengalrosa nahezu komplett durch Energielibertrag auf molekularen
Sauerstoff relaxiert [N89] und dadurch massiv Singulett-Sauerstoff [HC87, ART96| so-
wie Superoxidanion [SPW78, LST90, LK96, LK97| und weitere reaktive Sauerstoffs-
pezies |[BLC91, RCK95| generiert werden, wurde es fiir zahllose Experimente in vitro
(z.B. [BBC85, BKC98|) verwendet und fiir die Desinfektion von Wasser im Rahmen
der Trinkwasseraufbereitung vorgeschlagen [BBC85, SSF00|. Abbildung 3.10 zeigt die
chemische Struktur von Bengalrosa.

Abbildung 3.10: Strukturformel von Bengalrosa [N89]

Bengalrosa (my — 1017,65 &5, Reinheit 95 %, Aldrich Chemical Co., Inc., Milwaukee,
USA) wurde sowohl in D,O, DyO:HyO = 9:1, wie auch in EtOD geldst. Die Pré-
paration erfolgte analog zu der von ATMPn in EtOD, jedoch geniigte lediglich ein
Schiitteln der Losungen, um ein vollstdndiges Auflésen zu erreichen. Die Konzentrati-
on der Standardlosung betrug 2 uM, geringere Konzentrationen wurden wieder durch
eine Verdiinnungsreihe hergestellt.

Abbildung 3.11 auf Seite 47 zeigt den Absorptionsquerschnitt von Bengalrosa in EtOD
(durchgezogen) und DO (gestrichelt) in Abhéngigkeit der Wellenlénge. Zu erkennen ist
neben der Absorption im UV die ausgeprigte Absorptionsbande im gelben Spektralbe-
reich, wobei diese bei Verwendung von D50 etwas kurzwelliger liegt als bei Verwendung
von EtOD.

Die optische Anregung von Bengalrosa erfolgte analog zu der von ATMPn und PPIX-
DME, es wurde lediglich eine Pulsenergie von 60 uJ verwendet.

Die Fluoreszenzlebensdauer von Bengalrosa betréigt etwa 0,6 ns in Methanol [RP96]
und etwa 0,8 bis 0,9 ns in phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) [LDF99, STP96|.
Nimmt man etwa eine Nanosekunde fiir die Fluoreszenzlebensdauer von Bengalrosa
in D,O und EtOD an, so betrigt die Sattigungsintensitit (siehe Seite 27) fiir den
So — S;1-Ubergang mit Absorptionsquerschnitten bei 532 nm von 2,0-10~'% c¢m? in
D50 bzw. 1,3:107'¢ ¢cm? in EtOD (siehe Abbildung 3.11) etwa 10° ;. Die Intensitét
des Laserstrahls betrug lediglich etwa 103 % Somit ist wiederum die beim Ubergang
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Abbildung 3.11: Absorptionsquerschnitt von Bengalrosa in EtOD
(durchgezogen) und DyO (gestrichelt) in Abhéngigkeit der Wellen-
lénge; zusatzlich eingezeichnet die verwendete Anregungswellenlén-
ge bei 532 nm

von Gleichung (2.12) zu (2.14) und von Gleichung (2.13) zu (2.15) auf Seite 27 gemachte
Néaherung gerechtfertigt.

3.1.5 Indocyaningriin

Indocyaningriin ist eine fiir die klinische Anwendung zugelassene Substanz zur Be-
stimmung von Leber- und Herzfunktion sowie des Plasmavolumens [FSB97, AKB98,
098]. Desweiteren wurde es bereits zur Darstellung von Gefifstrukturen in der Netz-
haut verwendet [SNT99]. In der Literatur wurde jedoch auch durch in vitro Expe-
rimente gezeigt, dak es sich bei dieser Substanz um einen Photosensibilisator vom
Typ II handelt [FSB97, BAK99|, so dalk es bereits zur klinischen Behandlung eini-
ger Tumore verwendet wurde [KAB97, AKB98|. Von Indocyaningriin ist bekannt, daf
es in wissrigen Losungen Dimere, sowie ab einer Konzentration von etwa 107* M,
Oligomere bildet [PPB96, MPZ98|. Desweiteren bindet es an Albumin sowie Plas-

maproteine, wodurch es wesentlich an Temperatur- und Photostabilitit gewinnt [098,
HMP9S].
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Abbildung 3.12 zeigt die chemische Struktur von Indocyaningriin-Nal:

CH, H,C
CH=CH-CH=CH—-CH=CH-CH
N

| |
(CHp);7—SO;Na (CH;)7—SO;Na

Abbildung 3.12: Strukturformel von Indocyaningriin-Nal [FSB97]

Indocyaningriin-Natriumiodid (ICG-Nal, my = 924,9 £ Pulsion Medizintechnik,
Miinchen) wurde in Konzentrationen von 2 M bis zu 1 mM sowohl in D,O, Dimethyl-
sulfoxid (DMSO), wie auch in DO + 50 & humanes Serumalbumin (my ~ 66000 —£;
[P94], Sigma) geldst. Die Praparation der Losungen erfolgte wieder unter Benutzung
der zur Verfiigung stehenden Analysenwaage sowie eines Mikropipettierers zur Zuga-
be des jeweils bendtigten Volumens Losungsmittel. Um ein vollstdndiges Auflésen von
ICG-Nal im jeweiligen Losungsmittel zu erreichen, geniigte es, die Losungen kurz zu
schiitteln. Wie bereits erwihnt, bildet ICG-Nal in wissrigen Losungen Dimere und Oli-
gomere, so dafs der Absorptionsquerschnitt konzentrationsabhéngig ist. Gleiches gilt fiir
ICG-Nal in wéssrigen Albuminlosungen, da bei hoheren ICG-Nal-Konzentrationen eine
multiple Molekiil-Adsorption an das Albumin stattfinden kann [PPB96]. Dies bedeutet,
dak je nach verwendeter ICG-Nal-Konzentration in Losung die Anregungswellenlinge
entsprechend gewahlt werden mufk.

Die optische Anregung von ICG-Nal erfolgte durch einen Ti:Saphir-Laser (LX-331,
Solar), welcher durch einen frequenzverdoppelten Nd:YAG-Laser (LC532-11, Solar) mit
einer Pulsrepetitionsrate von 1,67 kHz und einer Pulsdauer von 150 ns gepumpt wurde.
Die verwendeten Pulsenergien des so erzeugten Laserstrahls zur Anregung von ICG-Nal
betrugen maximal 120 pJ bei Laserwellenldngen von 700 bzw. 790 nm. Abbildung 3.13
auf Seite 49 zeigt den experimentellen Aufbau zur Generierung von Singulett-Sauerstoff
durch photoaktiviertes ICG-Nal. Gezeigt sind die verwendeten Laser Nd:YAG und
Ti:Saphir, die Umlenkprismen UP, der Glan-Taylor-Polarisator GTP zum Einstellen
der Pulsenergie, die Kiivette K, sowie das Glasplattchen GP, dessen Reflex auf die zum
Triggern verwendete Photodiode PD gerichtet wurde.

Die Fluoreszenzlebensdauer von ICG-Nal betrdgt 20 + 5 ps in Wasser, 580 + 40 ps
in DMSO und 200 + 10 ps in wéssriger Albuminlésung [RPG97|. Daraus berechnet
sich eine minimale S#ttigungsintensitéit (siehe Seite 27) in DMSO fiir den Sy — S;-
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Abbildung 3.13: Experimenteller Aufbau zur optischen Anregung
von ICG-Nal; UP: Umlenkprismen, GTP: Glan-Taylor-Polarisator,
K: Kiivette, GP: Glasplattchen, PD: Photodiode

Ubergang von etwa 10° Cmﬂz [RPG97|. Die Intensitit des Laserstrahls betrug bei maxi-
mal verwendeter Pulsenergie lediglich etwa 103 % Deshalb ist auch bei ICG-Nal die

beim Ubergang von Gleichung (2.12) zu (2.14) und von Gleichung (2.13) zu (2.15) auf
Seite 27 gemachte Naherung gerechtfertigt.

3.2 Generierung von Singulett-Sauerstoff in
heterogenen Suspensionen

Wie bereits in Kapitel 1 dargestellt, sind im Rahmen der Photosensibilisierung ne-
ben der Erzeugung von Singulett-Sauerstoff eine Vielzahl von photochemischen Re-
aktionen moglich, wobei in biologischen Systemen die Singulett-Sauerstoff-induzierte
Photosensibilisierung wiederum auf verschiedenen Prozessen basieren kann [ANFO01,
BGK99, BT93]. Deshalb ist es notwendig, die Erzeugung und Relaxation von Singulett-
Sauerstoff in komplexeren und insbesondere in biologischen Systemen zu untersuchen.
Um sich ausgehend von den einfachen Verhéltnissen in Losungsmitteln denjenigen in
lebenden Zellen anzundhern, die an sich zwar relativ einfache biologische Gebilde dar-
stellen aber verglichen mit Losungsmittelverhéltnissen aufgrund der Vielzahl an mikro-
skopischen Umgebungen bereits sehr komplexe Systeme sind, werden im Rahmen der
vorliegenden Arbeit Lipidsuspensionen verwendet, da zum einen Lipiddoppelschichten
das konstituierende Geriist von Zellmembranen sind, zum anderen aber Suspensionen
von Lipidtropfchen verglichen mit Suspensionen von Liposomen relativ einfach her-
gestellt werden konnen. Als Photosensibilisator wurde sowohl fiir Lipid- als auch fiir
Zellsuspensionen der lipophile Photosensibilisator Photofrin® verwendet.
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3.2.1 Photofrin

Photofrin® (Photofrin) ist ein fiir die klinische PDT von Tumoren der Speiserchre, der
Blase sowie der Lunge zugelassenes Medikament [DGH98|. Dabei handelt es sich um
ein Oligomerengemisch aus bis zu acht Porphyrinringen, die iiber Esther- und vor allem
Etherbriicken miteinander verbunden sind [STT99]. Diese sog. Porphyrine wiederum
sind zyklische Tetra-Pyrrole, bei denen die Pyrrolringe iiber Methinbriicken verbunden
sind. Die so gebildeten Ringmolekiile sind aromatisch und sehr stabil. Porphyrine un-
terscheiden sich lediglich durch ihre verschiedenen Seitenketten. Der Gehalt an mono-
meren Porphyrinen wie z. B. Himatoporphyrin und Protoporphyrin kann bei Photofrin
bis zu 30 % betragen [QQG89]. Desweiteren betriagt die durchschnittliche Oligomeren-
grofe 2,7 + 0,1 Porphyrineinheiten [STT99]. Abbildung 3.14 zeigt die Strukturformel
von Photofrin [S98].

NaO,C(CH,),

HC,  (CH,),CO;Na

NaQ,C(CH,), (CH,),CO;Na

HC, CH,

HC, R

(CH,),CO,Na

- n

R =HOCH oder —CH=CH, n=0..6

CH,

Abbildung 3.14: Strukturformel von Photofrin [S98|

Fiir Photofrin wurde nachgewiesen, daf es bei der PDT durch die Produktion von
Singulett-Sauerstoff wirksam ist und nicht durch die Erzeugung von Radikalen [K84,
PT86]. Somit ist Photofrin ein Typ II-Photosensibilisator.

Die Fluoreszenzlebensdauer von Hamatoporphyrin und von Himatoporphyrin-Derivat
betrigt etwa 4 - 5 ns fiir die dimeren und etwa 13 - 15 ns fiir die monomeren An-
teile [ADL82, ACD83]. Nimmt man deshalb eine Grofenordnung von 10 ns fiir die
Fluoreszenzlebensdauer von Photofrin an, so ergibt sich unter Benutzung eines Ab-
sorptionsquerschnittes in derselben Groéfsenordnung wie der des PPIX-DME eine Sét-
tigungsintensitiit von etwa 10° % Somit kann auch bei Photofrin ndherungsweise der
Ubergang von Gleichung (2.12) zu (2.14) und von Gleichung (2.13) zu (2.15) auf Seite
27 vollzogen werden.



Kapitel 3. Experimentelle Methoden o1

Da es sich bei Photofrin um ein Oligomerengemisch verschiedener Porphyrine han-
delt und somit keine Teilchenzahldichten berechnet werden konnen, zeigt abschliefend
Abbildung 3.15 den Absorptionskoeffizienten von 2 uM Photofrin in HyO (durchgezo-
gen) und D,O (gestrichelt). Zu erkennen ist eine ausgeprigte UV-Bande sowie daf die
Absorption im sichtbaren Spektralbereich in HyO stirker ist als in D5O.
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Abbildung 3.15: Absorptionskoeffizient von 2 yM Photofrin in HyO
(durchgezogen) und DyO (gestrichelt) in Abhéngigkeit der Wellen-
lénge; zusatzlich eingezeichnet die verwendete Anregungswellenlén-
ge bei 532 nm
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3.2.2 Lipidsuspensionen

Zur Préparation der Lipidsuspensionen wurde das Lipid Phosphatidylcholin (Reinheit
99 %, Sigma, Strukturformel sieche Abbildung 3.16) verwendet, da dieses ein Haupt-
bestandteil von zelluliren Membranen ist [HLM82|. Das Phosphatidylcholinmolekiil
besteht aus der polaren Cholin-Kopfgruppe und zwei unpolaren, aliphatischen Ketten.
Die Lange der aliphatischen Ketten variiert zwischen zwolf und 22. Deshalb kann fiir
das Phosphatidylcholin auch nur eine mittlere molare Masse angegeben werden, die

my = 768 —£5 betrigt [K01].

Phosphatidylcholin ist in Wasser unloslich und bil-
det dort eine Suspension von Liposomen und Vesi-
keln [HLMS82| mit Grofen von wenigen nm bis hin
zu einigen pm [LRD83|. Zur Herstellung von Lipid-
suspensionen wurde zunichst das pulverférmige Phos-
phatidylcholin mit Hilfe einer Analysenwaage abge-
wogen und unter Verwendung eines Mikropipettie-
rers die einer Konzentration von 15 2% entsprechen-
de Menge H,O (bidestilliert) oder D,O (Carl Roth)
zugegeben. Um die Bildung einer Suspension zu er-
reichen, wurde das Gemisch aus Phosphatidylcholin
und HsO bzw. DO fiir 60 Minuten in ein Wéarme-
bad bei einer Temperatur von 37 °C gestellt. An-
schlieftend erfolgte die Zugabe des Photosensibilisa-
tors Photofrin (Sanofi, New York, USA). Die Stan-
dardkonzentration betrug 1000 pg pro ml Lipid-
suspension, geringere Photofrin-Konzentrationen wur-
den durch Verdiinnung mit reiner Lipidsuspension er-
reicht.

Zur Bestrahlung wurden die Lipidsuspensionen in eine
Durchflufs-Kiivette (Hellma) gefiillt. Die Anregung des
Photofrins erfolgte etwa 30 bis 60 Minuten nach dessen
Zugabe zu den Lipidsuspensionen unter Verwendung des
in Kapitel 3.1.2 beschriebenen Nd:YAG-Lasers. Die Puls-
energie zur optischen Anregung von Photofrin in Lipid-
suspensionen betrug 120 pJ bei einer Laserwellenldnge
von 532 nm.
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Abbildung 3.16:
Strukturformel  des
Lipids Phosphatidyl-
cholin, x = 12...22
[HLM82|
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3.2.3 Zellsuspensionen

Zur Herstellung von Zellsuspensionen wurden immortalisierte Kolonkarzinom3-Zellen
(HT29) verwendet, da zum einen Kolonkarzinome unter Verwendung von Photofrin als
Photosensibilisator mit Hilfe der PDT behandelt werden. Zum anderen weisen HT29-
Zellen verglichen mit anderen Zellstimmen eine relativ niedrige Protein-Konzentration
und damit eine relativ hohe Lipid-Konzentration in der Plasmamembran auf. Dies diirf-
te sich aufgrund der hohen Quenchingratenkonstante von Proteinen (kaq = 1,1-10* é
[BK92|) verglichen mit der von Lipiden (kaq = 1,5-107 é [BK92|) nach Gleichung
(2.9) auf Seite 25 sowie Gleichungen (2.15), (2.17), (2.19) und (2.23) auf den Seiten
27-29 positiv auf die zu erwartende Lumineszenzintensitiat auswirken. Die Einzelheiten
der Préiparation der Zellsuspensionen werden in Anhang A (Seite 144) beschrieben.
Zur Bestrahlung wurden die Zellsuspensionen in eine Durchfluf-Kiivette (Hellma) ge-
fiillt. Die Anregung des Photofrins erfolgte etwa ein bis zwei Stunden nach dem Ablosen
der Zellen vom Kulturflaschenboden unter Verwendung des in Kapitel 3.1.2 beschrie-
benen Nd:YAG-Lasers. Die Pulsenergie zur optischen Anregung von Photofrin in Zell-
suspensionen betrug 390 uJ bei einer Laserwellenldnge von 532 nm.

3.3 Quenchersubstanzen

Zur Verifikation der Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz wurden neben der Wellenldnge
zusitzlich die beiden Singulett-Sauerstoff-Quencher Natriumazid (NaNjz, my = 65,01
£ Reinheit > 99 %, Sigma) und Histidin (my = 155,16 &5, Reinheit 99 %, Sigma)
verwendet. Die chemische Struktur dieser beiden Quencher zeigt Abbildung 3.17:

COOH
- H,N——CH
N © ?
/ \ CH, NH
N N ” /I
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(a) (b)
Abbildung 3.17: Strukturformel des Azidanions (a) und von Histi-

din (b)

3bosartiger Tumor des Dickdarms [P94]
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In protischen Losungsmitteln stellt das Azidanion N3 einen physikalischen Quencher
fiir Singulett-Sauerstoff dar [B76]. Wegen seiner Effizienz, d.h. seiner grofen Quen-
chingratenkonstante wird es oft als Werkzeug zum Nachweis von 'A,-Sauerstoff ver-
wendet (siehe z.B. [MWS97]). Hierbei ist jedoch zu beachten, dafs es zusitzlich die
Singulett- und Triplettzustdnde von Photosensibilisatoren zu quenchen vermag [B76].
Verwendung findet das Azidanion wegen der grofen Loslichkeit in der Form des Natri-
umazids NaNj3, wobei bei der Verwendung dessen hohe Giftigkeit zu beachten ist.
Histidin ist im Gegensatz dazu eine der zwanzig wichtigsten Aminosduren, auf denen
die Proteine aller Organismen basieren [V90] und deshalb in biologischen Systemen,
insbesondere in Zellen, stets prisent. Nach [B76] stellt Histidin (ebenso wie die anderen
Aminoséuren und Proteine) in Bezug auf Singulett-Sauerstoff sowohl einen physikali-
schen als auch einen chemischen Quencher mit bekanntem Reaktionsmechanismus dar,
jedoch ist die Quenchingratenkonstante fiir den rein physikalischen Vorgang deutlich
hoher, ndmlich kaq = 4,4-107 s7!M~! bis kaq = 17-10” s7'M~! (je nach Losungs-
mittel und Mefmethode) gegeniiber kg = 7-10° s7'M~! fiir den reaktiven Prozef (in
H,O:CH30H = 1:1) [NMK72|. Histidin wurde ebenfalls als Quencher fiir den Triplett-
zustand einiger Photosensibilisatoren identifiziert [NMK72|, jedoch ist die entsprechen-
de Rate mit kpq = 1-10° s7'M~! in HyO:CH30H = 1:1 bzw. krq = 2:10° s7'M~! in
reinem HyO etwa um den Faktor 50 geringer als fiir Singulett-Sauerstoff.

3.3.1 Verwendung von Quenchern in homogenen Losungen

Zur Herstellung einer homogenen Losung mit definierter Photosensibilisator-Konzentra-
tion und Zusatz einer der beiden Quenchersubstanzen wurde die jeweils zu verwenden-
de Quenchersubstanz mit einer Analysenwaage abgewogen und unter Einsatz eines
Mikropipettierers das Volumen an Photosensibilisatorlésung dazugegeben, um 10 mM
Quencher-Konzentration in der jeweiligen Photosensibilisatorlosung definierter Kon-
zentration zu erhalten. Geringere Quencher-Konzentrationen wurden iiber eine Verdiin-
nungsreihe unter Verwendung von Photosensibilisatorlosung ohne Quencher erreicht.
Anschlieflend wurden die so erhaltenen Losungen bestrahlt (siehe auch Kapitel 3.1).

3.3.2 Verwendung von Quenchern in Lipidsuspensionen

Fiir die Lipidsuspensionen wurde eine Standardkonzentration von 15 =% Phosphati-
dylcholin in HyO oder D;O gewéhlt. Fiir die Praparation einer Lipidsuspension mit
Quencher wurde zunéchst eine Suspension mit der doppelten Standardkonzentrati-
on an Phosphatidylcholin (30 Z£) und der doppelten der gewiinschten Photofrin-
Konzentration in HyO oder D,O angesetzt. Anschliefend erfolgte die Zugabe einer
Losung mit der doppelten der gewiinschten Quencher-Konzentration im gleichen Lo-
sungsmittel im Verhaltnis 1:1. Durch dieses Mischungsverhiltnis wurde eine Suspension
mit der Standardkonzentration an Phosphatidylcholin und der gewiinschten Photofrin-
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sowie Quencher-Konzentration erhalten. Somit konnten geringere Quencher-Konzentra-
tionen nicht wie bei homogenen Losungen durch eine Verdiinnungsreihe erzeugt werden,
sondern der oben beschriebene Mischvorgang mufste fiir jede gewiinschte Quencher-
Konzentration eigens durchgefiihrt werden. Die Zeitdauer zwischen dem Mischen der Li-
pidsuspension mit der Quencherlésung und der anschliefsenden Messung der Singulett-
Sauerstoff-Lumineszenz betrug standardmaéfig eine Minute.

3.3.3 Verwendung von Quenchern in Zellsuspensionen

Suspensionen von 7,5-10% inkubierten HT29 pro Milliliter phosphatgepufferter, phy-
siologischer Salzlosung (HyO-PBS bzw. D,O-PBS) und einer definierten Quencher-
Konzentration wurden analog zu den Lipidsuspensionen durch Verwendung einer Sus-
pension mit der doppelten Konzentration an inkubierten HT29 und der Zugabe ei-
ner Losung mit der doppelten der gewiinschten Quencher-Konzentration in HoO-PBS
bzw. in DoO-PBS im Verhiltnis 1:1 hergestellt. Die Zeitdauer zwischen dem Mischen
der Zellsuspension mit der Quencherlésung und der anschliefenden Messung der Singu-
lett-Sauerstoff-Lumineszenz betrug eine Minute.

3.4 Herstellung und Bestimmung der Sauerstoft-
Konzentration in homogenen Losungen

Die wie in Kapitel 3.1 beschrieben hergestellten Losungen sind als luftgeséttigt zu
betrachten und besitzen deshalb, je nach Loslichkeit von Sauerstoff im jeweiligen Lo-
sungsmittel, eine bestimmte Sauerstoff-Konzentration. Die allgemeine Beschreibung der
Loslichkeit von Gasen in Fliissigkeiten erfolgt durch das Henrysche Gesetz, welches in
Anhang B (Seite 145) dargestellt ist.

3.4.1 Herstellung eines bestimmten Sauerstoffgehalts

Befindet sich eine Losung in Bezug auf die darin gelosten Gase im Gleichgewichtszu-
stand mit der Atmosphére, so wird diese als ,luftgesittigt® bezeichnet. Um in einer
Losung eine Sauerstoff-Konzentration zu erhalten, die verglichen mit der bei Luftsit-
tigung vorherrschenden Sauerstoff-Konzentration in Losung erniedrigt ist, wurde diese
mit gasformigem Stickstoff Ny 5.0 (Linde, Hollriegelskreuth) solange gewaschen, bis
sich die gewiinschte Sauerstoff-Konzentration eingestellt hat. Zur Erzielung einer er-
hohten Sauerstoffkonzentration wurde die Losung entsprechend mit gasformigem Sauer-
stoff (Linde) gewaschen. Bei ldnger andauernden Messungen der Singulett-Sauerstoff-
Lumineszenz wurde die Losung wihrend laufender Messung blasenweise mit Stickstoff
oder Sauerstoff nachgewaschen.
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3.4.2 Polarographische Messung des Sauerstoffpartial-
dampfdrucks

Bei der Verwendung des Photosensibilisators 8-MOP in D,O als Losungsmittel wur-
de die Konzentration des gelosten Sauerstoffs iiber dessen Partialdampfdruck 7y be-
stimmt. Die Messung des Partialdampfdrucks erfolgte iiber die polarographische Mes-
sung des Sauerstoffpartialdampfdrucks (pOs) unter Benutzung des LICOX pO, Mek-
kanales (GMS mbH, Kiel), einer Mikro-Katheter-pOy-Mefsonde und eines Ni/NiCr-
Thermoelementes (GMS). Eine genauere Beschreibung der Oy-Polarographie befindet
sich in Anhang C.1 (Seite 148).

Sowohl Temperatur- als auch pOs-Sonde werden nach dem Einfiillen der Lésung in
der Durchflukkiivette (Hellma) positioniert. Dabei ist darauf zu achten, dak die kom-
plette pOs-sensitive Zone des pO,-Sensors in die Losung getaucht ist, d.h. daf sich
der Sensor bis mindestens 14 mm proximal der Katheterspitze in der Losung befindet.
Beide Sensoren verbleiben fiir die gesamte Dauer einer Einzelmessung in der Kiivette.
Ihre Daten werden mit Hilfe eines an den LICOX pOy Mefkanal angeschlossenen PCs
gespeichert. Die Speicherung erfolgt alle 10 Sekunden. Man erhélt somit fiir die Dau-
er der Messung einen Verlauf der Temperatur und des Sauerstoffpartialdampfdrucks,
deren Mittelwerte fiir die Berechnung der Sauerstoff-Konzentration mit Hilfe des Henry-
Gesetzes verwendet werden. Dazu werden die Gleichungen (B.1), (B.3) und (B.4) (An-
hang B) benutzt, wobei in Ermangelung einer Henry-Konstante fiir die Loslichkeit von
Sauerstoff in DyO diejenige fiir die Loslichkeit von Sauerstoff in HyO verwendet wird.
Mit ky(Tp) = 1,3 - 1073 % und Umrechnung in die passende Einheit le)/{rr sowie

d[in (275 )|

T
entsprechende mittlere Sauerstoff-Konzentration in Wasser. Dieses Verfahren zur Be-

stimmung der Sauerstoff-Konzentration wurde ausschlielich bei Losungen von 8-MOP
in D,O verwendet.

mit = 1500 K erhélt man die dem jeweiligen mittleren Partialdampfdruck

3.4.3 Faseroptische Messung des Sauerstoffgehalts

Bei allen anderen Photosensibilisatoren in homogenen Lésungen wurde der Sauerstoff-
gehalt in Losung unter Verwendung eines faseroptischen Sauerstoffmefigerites (Microx
TX VP 1.0, PreSens GmbH, Regensburg) bestimmt. Die Steuerung und Mefkdatenaus-
wertung erfolgte mittels mitgelieferter Software und PC. Das Mefprinzip ist in Anhang
C.2 (Seite 149) erldutert.

Vor jeder Messung mufs der Sensor einer 2-Punkt-Kalibrierung unterzogen werden. Da-
zu werden zwei Kalibrierwerte, ndmlich Sauerstoff-freies Wasser (Kalibrierstandard 0)
und eine luftgesittigte Losung (Kalibrierstandard 100) verwendet. Dem Wasser wird
laut Hersteller durch eine chemische Reaktion mit Natriumdithionit sehr effektiv Sauer-
stoff entzogen. Als Kalibrierstandard 100 mufs das Losungsmittel verwendet werden,
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in welchem die Messung ablaufen soll. Um im Falle von EtOD als Losungsmittel die
100 %-Luftsattigung zu erhalten, wird durch dieses fiir 10 min ethanolhaltige Luft
gepumpt. Zur Kontrolle der Kalibrierung wird anschliefend der Sauerstoffgehalt in
den beiden Kalibrierlosungen gemessen, wobei sich jedesmal Abweichungen von bis zu
0,2 %-LS ergaben. Laut Hersteller liegt die maximale Auflésung in dem in dieser
Arbeit notigen Messbereich bei 0,07 %-LS. Addiert man noch die Schwankung wéh-
rend der Messung von 0,1 %-LS hinzu, erhdlt man eine Messungenauigkeit von etwa
+ 0,4 %-LS. Die Umrechnung des Sauerstoffgehalts (%-LS) in die jeweilige Sauerstoff-
Konzentration (M) erfolgte unter Benutzung des Bunsen-Gesetzes auf dessen ausfiihr-
liche Beschreibung verzichtet wird. Nach diesem lédft sich die Konzentration in uM an
gelostem Sauerstoff in einem Losungsmittel wie folgt aus dem jeweiligen Sauerstoff-
gehalt (in Prozent derjenigen Sauerstoff-Konzentration einer luftgesittigten Losung)
[PO1b| berechnen:

mM(O2)
Vi (02)

Patm — PLM ) %LS
leOI‘IIl 100

[0,][M] = < £0,2095 - a(T) - 1000 -

) .31,25  (3.2)

Hierbei ist pyorm der Normaldruck von 1013,25 hPa, pai, der aktuelle atmosphérische
Luftdruck, pry der Dampfdruck des Losungsmittels bei der aktuellen Temperatur,
%LS der Sauerstoffgehalt der Losung in Prozent der Luftsittigung, «(7') der Bunsen-
koeffizient des Losungsmittels bei der aktuellen Temperatur, my(O2) die Molmasse
und Vy(O2) das Molvolumen von Sauerstoff.

3.5 Kolokalisationsaufnahmen

Da die Diffusionsreichweite von Singulett-Sauerstoff innerhalb von Zellmembranen le-
diglich wenige Nanometer betriagt [BK92|, relaxiert Singulett-Sauerstoff im wesentli-
chen dort innerhalb der Zelle, wo der Photosensibilisator lokalisiert ist. Zur Bestimmung
der subzelluldren Lokalisation von Photofrin in HT29-Zellen wurden Kolokalisations-
aufnahmen der Fluoreszenz von Photofrin und zweier weiterer sogenannter Organell-
farbstoffe unter Verwendung eines Fluoreszenzmikroskops gemacht. Dazu wurden die
Zellen in Kulturschalen unter Standardkulturbedingungen (siehe Kapitel 3.2.3) auf
Mikroskop-Objekttrigern geziichtet.
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3.5.1 Aufbau einer Zelle

Im folgenden seien die wesentlichen Bestandteile einer Zelle kurz erlautert. Der sche-
matische Aufbau samt der Lokalisation der verwendeten Organellfarbstoffe ist in Ab-
bildung 3.18 auf Seite 59 gezeigt.

Das Innere einer Zelle wird von der Umgebung durch deren Plasmamembran abge-
grenzt. Sie ist eine eine in sich geschlossene, jedoch selektiv durchlissige duflere Begren-
zung. Die Plasmamembran besteht, ebenso wie die Membranhiillen einiger Zellorganel-
len, aus einer Lipiddoppelschicht, wobei die hydrophoben Enden der Lipide zueinan-
dergewandt sind. In diese mehr oder weniger fliissige Doppelschicht sind Proteine ein-
und angelagert, die unterschiedlich weit in sie hinein- oder sogar durch sie hindurch
reichen. Sehr kleine Molekiile wie das des Wassers oder die von gelosten Gasen kon-
nen sehr leicht durch Kinken hoher Beweglichkeit in der Doppelschicht ins Zellinnere
dringen. Makromolekiile konnen in doppelschicht-begrenzten Blaschen in das Zellinne-
re transportiert werden. Zu den Funktionen der Plasmamembran gehoren also neben
der Abgrenzung des Zellinneren auch der zelluldre Stoffwechsel.

Der hiufig kugelformige Zellkern ist des grofite Zellorganell. Die Kernhiille ist ein
flacher, membranumgrenzter Hohlraum, der von Kernporen durchsetzt ist. Durch diese
Poren kénnen Makromolekiile zwischen dem Zytoplasma der Zelle und dem Karyo-
plasma des Kerns, welches Proteine und die Nukleinsduren RNA und DNA enthélt,
ausgetauscht werden.

In den Ribosomen, etwa 25 nm grofen, kugelformigen Zellorganellen, vollzieht sich
die Proteinsynthese. Sie liegen frei im Zytoplasma der Zelle oder am endoplasmati-
schem Retikulum.

Das endoplasmatische Retikulum (ER) ist ein flaches, réhren- und bléschenfor-
miges Membransystem. In den vom ER abgespaltenen Bléschen (Vesikel) konne Stoffe
gespeichert oder transportiert werden.

Der Golgi-Apparat besteht aus Stapeln von untereinander verbundenen, membran-
umgrenzten Hohlrdumen, den Membranzisternen. Er dient hauptsachlich Sekretions-
vorgingen, in deren Verlauf Stoffe mit einer Membran umgeben, als Golgi-Vesikel zur
Plasmamembran transportiert und ins Zellaufkere abgegeben werden.

Lysosomen sind enzymhaltige Vesikel, die meist dem ER oder dem Golgi-Apparat
entstammen (primére Lysosomen) und dem Proteintransport sowie dem Abbau von
aufgenommenen Stoffen dienen (sekundére Lysosomen). Desweiteren gibt es sogenann-
te Autolysosomen, die zelleigenes Material und ganze Zellorganellen abbauen, was zur
stdndigen Erneuerung der Organellen und der Beseitigung iiberfliissiger Strukturen bei-
tragt.

Die Mitochondrien sind von einer glatten Membran umgeben, der eine innere Mem-
bran folgt, die zur Oberflichenvergroferung tief gefaltet ist. Mitochondrien dienen u. a.
der Energiegewinnung der Zelle durch die Kohlenhydrat- und Lipidoxidation zu CO,
und H5O unter O,-Verbrauch. Die so gewonnene Energie wird in Form von Adenosin-
triphosphat (ATP) gepeichert und steht fiir Stoffwechselvorginge zur Verfiigung.
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3.5.2 Verwendete Organellfarbstoffe

Fiir die Inkubation der HT29-Zellen mit Organellfarbstoffen wurde eine Losung des je-
weiligen Farbstoffs in bestimmter Konzentration in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medi-
um (DMEM) hergestellt und fiir die jeweilige Inkubationsdauer auf den Zellen belassen.
Da sowohl fiir die verwendeten Organellfarbstoffe wie auch fiir den Photosensibilisa-
tor Photofrin verschiedene Inkubationszeiten verwendet wurden, mufte der Startpunkt
der Inkubation so gewahlt werden, daf die Inkubationszeiten zum gleichen Zeitpunkt
endeten. Nach Ablauf der Inkubationszeiten wurde der Uberstand aus DMEM abge-
saugt und die Zellen mehrmals mit PBS gewaschen. Zum Einfirben des Zellkerns
wurde Hoechst 33342 (Molecular Probes, Eugene, USA) verwendet. Bei ihm handelt es
sich um einen dazu weit verbreiteten Farbstoff. Er dringt sehr leicht in lebende Zellen
ein und fluoresziert blau nach Bindung an die DNA. Die Inkubationszeit betrug 10
Minuten mit einer Inkubationskonzentration von 2 M. Die Mitochondrien wurden
mit Rhodamin 6G (Sigma) eingefirbt, welches sehr schnell in Zellen eindringt, sich in
den Mitochondrien akkumuliert und dort mit Cardiolipin ein unlésliches Salz bildet.
Die Inkubationszeit mit Rhodamin 6G betrug fiinf Minuten mit einer Inkubationskon-
zentration von 50 &%. Abbildung 3.18 zeigt den schematischen Aufbau einer tierischen
(und damit auch menschlichen) Zelle. Die Lokalisation des Farbstoffes Hoechst 33342
im Zellkern sowie die von Rhodamin 6G in den Mitochondrien sind blau und griin
hervorgehoben.

Mitochondrium

?\ _~ Lysosom

Plasmamembran : 1
— G )

c . Zellkern

Zytoplasma —
rauhes
. /N | endoplasmatisches
Golgi-Apparat\ Retikulum

Abbildung 3.18: Schematischer Aufbau einer tierischen Zelle nach
[B98]; Lokalisation von Hoechst 33342 (blau) im Zellkern und von
Rhodamin 6G (griin) in den Mitochondrien
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3.5.3 Fluoreszenzmikroskopie

Als Fluoreszenzmikroskop wurde ein Zeiss Axiotech Mikroskop (Zeiss, Jena) verwen-
det. In Abbildung 3.19 auf Seite 61 ist der Strahlengang schematisch dargestellt. Als
Lichtquellen standen fiir die Fluoreszenzaufnahmen eine Quecksilberdampfhochdruck-
lampe (HBO) und fiir die Durchlichtaufnahmen eine Halogenlampe zur Verfiigung. Im
Strahlengang der HBO-Lampe befand sich ein Neutralglasfilter (NG-4). Mit Hilfe der
Blende ist es moglich, den ausgeleuchteten Bildausschnitt zu verkleinern. Die Blende
war jedoch bei allen Aufnahmen ganz gedffnet. In den folgenden Filterblock waren die
zu den Organellfarbstoffen und zu Photofrin passenden Anregungs- und Emissionsfilter
eingebaut. Der Anregungsfilter besitzt seine hochste Transmission im Absorptionsbe-
reich des Farbstoffs und ist sonst nicht transmittierend. Der dichroide Strahlteilerspie-
gel reflektiert das gefilterte Anregungslicht auf die Probe. Das von dort ausgehende
Fluoreszenzlicht wird vom Strahlteilerspiegel nicht reflektiert und durch den Emissi-
onsfilter von Resten des Anregungslichts und allen anderen, nicht zur Fluoreszenz des
jeweiligen Farbstoffes gehorigen Lichtquellen, spektral getrennt. Die so entstandenen
Fluoreszenzbilder jedes Farbstoffes wurden von einer CCD-Kamera (PCO, Kelheim)
aufgenommen und per Bildverarbeitung zusammengefiigt.

Tabelle 3.1 gibt eine Liste der verwendeten Anregungs- und Emissionsfilter (Omega
Optical, Brattleboro, USA) sowie der dichroiden Spiegel (Omega Optical) wieder. Die
jeweilige Filterbezeichnung enthéalt die Zentralwellenlinge sowie die Halbwertsbreite
(z.B. hat der Filter 695AF55 eine Zentralwellenlinge von 695 nm und eine Halbwerts-
breite von 55 nm). Die Bezeichnung in Klammern ist die Katalogbezeichnung des deut-
schen Vertriebs durch die Firma Photomed GmbH, Seefeld.

| Farbstoff ‘ Anregungsfilter ‘ dichroider Spiegel | Emissionsfilter ‘

Photofrin | 405DF40 (XFF1008) | 415DRLP (XF2059) | 695AF55 (XEF3076)
Hoechst 33342 | 365WB50 (XEF1005) | 400DCLP (XF2001) | 450AF58 (XEF3073)
Rhodamin 6G | 475AF40 (XF1073) | 506DRLP (XF2010) | 545AF35 (XE3074)

Tabelle 3.1: Liste der fiir die Kolokalisationsaufnahmen verwende-
ten Anregungs- und Emissionsfilter sowie der dichroiden Spiegel;
Erklarung der Bezeichnungen siehe Text
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Abbildung 3.19: Schematische Darstellung des Strahlengangs im

Fluoreszenzmikroskop [HO1]
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3.5.4 Generierung von Falschfarbenbildern und
Fluoreszenzintensititsprofilen

Fiir die Aufnahme von Durchlichtbildern wurde bei der CCD-Kamera eine Integrati-
onszeit von 200 ms gewdahlt, fiir die Aufnahme von Fluoreszenzbildern bei Photofrin
und bei Rhodamin 6G eine Sekunde, bei Hoechst 33342 zwei Sekunden. Den von der
CCD-Kamera aufgenommenen Graustufenbildern im 8 bit TIFF-Format wurde die Far-
be Blau im Falle des Farbstoffs Hoechst 33342, die Farbe Griin im Falle von Rhodamin
6G und die Farbe Rot bei Photofrin zugeordnet. Die zu den einzelnen Lokalisationen
gehorige Falschfarbendarstellung im 24 bit RGB-Format wurde durch Uberlagerung
der drei Falschfarbenbilder im 8 bit TIFF-Format gebildet.

Zur genaueren Bestimmung der subzelluliren Lokalisation von Photofrin wurden
Schnitte durch die jeweiligen Graustufenbilder verschiedener Zellen der gleichen
Photofrin-Inkubation angefertigt. Dabei wurde zunéichst das Helligkeitsprofil des korres-
pondierenden Graustufenbildes entlang der jeweiligen Schnittachse in ein Hohenprofil
umgerechnet. Durch Normierung der Hohe des Hohenprofils und des Abstandes der
entgegengesetzt liegenden Schnittpunkte zwischen Profilachse und Plasmamembran fiir
jede Profilachse konnte so iiber verschiedene Profile und verschiedene Zellen gemittelt
werden.

3.6 Zellvitalitatsmessung

Da sowohl das Photofrin selbst eine gewisse Dunkeltoxizitit besitzt, wie auch die Pro-
duktion von Singulett-Sauerstoff mit der oxidativen Schidigung von zelluldren Be-
standteilen einhergeht, wurde im Anschluft an die Messung der Singulett-Sauerstoff-
Lumineszenz die Zellvitalitat, d. h. das Verhéltnis von lebenden Zellen zur Gesamtzahl
an Zellen in einer bestrahlten Suspension, bestimmt, um zu zeigen, daf die gemesse-
ne Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz von Singulett-Sauerstoff stammt, der in intakten
Zellen generiert wurde und nicht in oder an suspendierten Zellbestandteilen.

Hierzu wurde die Trypan Blau-Farbung verwendet. Trypan Blau kann nicht durch die
intakte Plasmamembran von lebenden Zellen hindurch ins Zellinnere gelangen. Jedoch
verbraucht eine Zelle Energie, um diesen Farbstoff nicht ins Innere dringen zu lassen.
Bei abgestorbenen Zellen hingegen kann deshalb Trypan Blau durchaus ins Zellinnere
dringen, so dak sich tote Zellen blau anfarben lassen. Fiir die Durchfiihrung der Trypan
Blau-Farbung wurde der jeweiligen bestrahlten Zellsuspension mit noch unbestimmter
Zellvitalitdt Trypan Blau im Verhiltnis 2:1 zugegeben. Das Verhéltnis von lebenden,
d.h. nicht blau angefarbten Zellen zur Gesamtzahl an gezéhlten Zellen wurde unter
Verwendung eines Lichtmikroskops und einer Neubauer-Ziahlkammer bestimmt.
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3.7 Detektion der Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz
und Melswerterfassung

Die von der Kiivette ausgehende Lumineszenz des Singulett-Sauerstoffs mit einer Wel-
lenlinge von A = 1,27 um wird von einer als Kondensor fungierenden Plan-Konvex-
Linse weitestgehend parallelisiert und von zwei Zylinderlinsen auf die 3 x 8 mm grofe
aktive Flache des Photomultipliers abgebildet, wobei es vorher noch durch einen di-
elektrischen Langpakfilter mit einer Kante bei 1110 nm gefiltert wird (siehe Abbildung
3.20 auf Seite 64). Die spektrale Selektion des zu detektierenden Lumineszenzlichtes
wird durch zwei Interferenzfilter mit einer Zentralwellenlinge von 1270 nm und Halb-
wertsbreiten von 25 nm (Schott, Mainz) und 13 nm (L.O.T. Oriel GmbH & Co. KG,
Darmstadt) erreicht. Die Absténde der Linsen zueinander und zur Kiivette wurden un-
ter Verwendung einer digitalen Kamera, durch die der Photomultiplier zunéchst ersetzt
wurde, so gewihlt, daf maximale Energie auf den CCD-Chip der Kamera trifft. Hier-
bei ist bei der Positionierung der Zylinderlinsen zusétzlich darauf zu achten, daf bei
gegebenen Brennweiten der rechteckigen Form der aktiven Flidche des Photomultipliers
Rechnung getragen wird. Aufterdem befindet sich diese aktive Fliche im Photomul-
tiplier ca. 15 cm hinter dem Eintrittsfenster. Da der Durchmesser des davor positio-
nierten Interferenzfilters lediglich 25 mm betridgt, wurden entsprechend langbrennwei-
tige Zylinderlinsen verwendet. Die Grobpositionierung der verwendeten Linsen erfolgte
durch Schlitten auf einer optischen Bank, zur feinen Positionierung wurden Mikro-
meterschrauben verwendet. Die CCD-Kamera wurde dann gegen den Photomultiplier
ausgetauscht, welcher so positioniert wurde, daf sich die aktive Fliache an der friiheren
Stelle des CCD-Chips befindet. Zur weiteren Storlichtunterdriickung wurde neben der
Verwendung der Interferenzfilter die gesamte optische Anordnung samt Photomulti-
plier eingehaust.

Der zur Detektion der Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz eingesetzte Photomultiplier
(R5509-42, Hamamatsu Photonics Deutschland GmbH, Herrsching) besitzt eine
InP/InGaAsP-Oberfliche, welche beim Einsatz zur Verminderung des Dunkelrauschens
auf -80 °C gekiihlt wird. Nach zwei Stunden Wartezeit bei dieser Temperatur betrégt
der Dunkelstrom weniger als 10 nA. Die Quanteneffizienz betragt 1 % bei 1300 nm und
die Stromverstirkung 5-10° bei einer Kathoden-Anoden-Spannung von 1500 V. Wird
ein Photon nachgewiesen, so besitzt das Ausgangssignal bei einer Impedanz von 50 §2
eine Anstiegszeit von 2,40 ns, eine Abklingzeit von 6,36 ns und eine Pulshoéhe von 8,5
mV. Zur Kiihlung wird der kalte Dampf von fliissigem Stickstoff verwendet, welcher
in einer Kiihlschlange um die in einer Kiihlkammer befindliche Photomultiplier-Réhre
durch Anlegen eines Uberdrucks von 350 mbar aus einer Stickstoffgas-Flasche an die
verwendete Stickstoffkanne gepumpt wird. Die Steuerung des Abkiihlvorgangs sowie
der Temperatur der Kiihlschlange erfolgt durch eine Kontrolleinheit, welche bei Bedarf
den Flufs des kalten Sticksoffdampfes durch Schliefen eines Ventils unterbricht.
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AF

Abbildung 3.20: Schematische Darstellung der verwendeten
optischen Anordnung zur Detektion der Singulett-Sauerstoff-
Lumineszenz mit Strahlverlauf; K: Kiivette, KL: Kondensorlin-
se, ZL; o1 Zylinderlinsen, IF; : Interferenzfilter, KF: dielektrischer
Langpaffilter, AF: aktive Flache, PM: Photomultiplier, E: Einhau-
sung

Zur Erfassung des zeitlichen Verlaufs der Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz wird das
Verfahren des Photonenzéhlens (single photon counting) verwendet. Dazu wird das vom
Photomultiplier kommende elektrische Signal zunéchst durch einen schnellen Vorver-
stiarker (6954-B-50 Fast Pulse Preamplifier, Philips Scientific, Ramsey, USA) mit einer
Anstiegszeit von 200 ps um einem Faktor 50 verstarkt, so dafs die Schwelle des internen
Diskriminators der Vielkanalzéhlkarte (7886S Dual Input Multiscaler/ TOF /Photon
Counter, FAST ComTec GmbH, Oberhaching) iiberschritten werden kann. Diese Z&hl-
karte mift den zeitlichen Abstand zwischen dem Triggersignal (Start) und dem Multi-
pliersignal (Stop) in Zeitkanile eingeteilt. Die minimale Kanalbreite, d. h. die maximale
Zeitauflosung des Gerétes betragt 1 ns. Die zu beobachtende Zeitspanne nach einem
Laserpuls kann nach Kanalanzahl x Kanalbreite iiber die Wahl dieser beiden Para-
meter eingestellt werden. Wird ein Photon eine bestimmte Zeit nach einem Laserpuls
detektiert, so wird der Inhalt des dieser Zeitspanne entsprechenden Zihlkanals um eins
erhoht und auf das nédchste Startsignal (den nichsten Laserpuls) gewartet. Dies wie-
derholt sich solange, bis die vorgegebene Zahl an Laserpulsen (Startsignalen) erreicht
ist. Die zeitliche Verteilung der so gezdhlten Photonen wird schliefslich zur Weiterver-
arbeitung in einer ASCII-Datei gespeichert.

Die Kanalbreite wurde im Falle des 8-MOP zu 16 ns gewéhlt, ebenso bei Lipidsuspensio-
nen. Bei allen anderen Experimenten mit homogenen Losungen betrug die Kanalbreite
4 ns. Aufgrund des sehr geringen Lumineszenzsignals wurde bei Zellsuspensionen eine
Kanalbreite von 128 ns verwendet.

Ebenfalls aufgrund des geringen Lumineszenzsignals wurden im Falle des 8-MOP pro
Experiment 10000 Laserpulse abgegeben, bei allen anderen Experimenten mit homoge-
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nen Losungen 40000 Laserpulse. Bei Lipidsuspensionen erfolgte die Mefwerterfassung
iiber 20000 Pulse, bei Zellsuspensionen iiber 100000 Pulse.

Die Zéhlkarte wurde bei allen Experimenten mit Ausnahme des 8-MOP (s.u.) durch
eine Photodiode getriggert, auf die die durch ein Glasplattchen ausgekoppelte Laserin-
tensitit gerichtet wurde (vergleiche Abbildungen 3.7 und 3.13). Durch einen zeitlichen
Versatz in der Detektionselektronik kénnen allerdings die ersten fiinf Mikrosekunden
nach dem Laserpuls nicht detektiert werden. Im Falle des 8-MOP wurde eine Erfassung
des Mefssignals sofort ab dem Laserpuls durch ein Triggern sowohl des Lasers wie auch
der Mefkarte durch einen externen Pulsgenerator moglich, wobei mittels eines Delay-
generators die Mefkarte einige Mikrosekunden vor dem verwendeten Laser getriggert
wurde.






Kapitel 4

Ergebnisse und Diskussion

4.1 Lumineszenz von Singulett-Sauerstoff
in homogenen Losungen

Im folgenden werden nun die Mefergebnisse der Anstiegs- und Abklingraten der Lu-
mineszenz von Singulett-Sauerstoff, generiert durch die jeweiligen Photosensibilisato-
ren in homogenen Losungen, vorgestellt, soweit vorhanden mit Literaturdaten vergli-
chen und diskutiert. Zur ndheren Bestimmung der Rolle des Singulett-Sauerstoffs in
der Gesamtheit der photochemischen Reaktionen bei der Photochemotherapie mufs
die Effizienz der Singulett-Sauerstoff-Produktion durch den jeweiligen Photosensibi-
lisator bestimmt werden [TSMO1]|. Da aber die Sauerstoff-Konzentration in Gewebe
in vivo wesentlich geringer sein kann als in luftgesittigten Suspensionen oder in wvi-
tro [VKO89|, wird die Effizienz Pr, ([O2]) (siehe Gleichung (2.28 auf Seite 31) der
sauerstoff-induzierten Triplett-T;-Deaktivierung des jeweiligen Photosensibilisators in
Abhéngigkeit der Sauerstoff-Konzentration gezeigt. Diese ist nach Gleichung (2.25) auf
Seite 31 zum einen proportional zur Singulett-Sauerstoff-Quantenausbeute ®,, zum
anderen skaliert letztere mit der Sauerstoff-Konzentration genauso wie Pr,.

Abbildung 4.1 auf Seite 68 zeigt zwei exemplarische Einzelmessungen der Singulett-
Sauerstoff-Lumineszenz, generiert durch photoaktiviertes 8-MOP in D,O (a) bzw.
ATMPn in EtOD (b). Beide Losungen waren luftgeséttigt, so dak die Sauerstoff-
Konzentration 210 M (a) bzw. 1850 uM (b) betrug. Zu erkennen ist, daf durch das
getrennte, zeitlich versetzte Triggern von Laser und Zahlkarte bei a) der komplette zeit-
liche Verlauf der Lumineszenz beobachtet werden kann, anders als bei b). Desweiteren
ist anhand der Fitkurve zu erkennen, daf im Falle des 8-MOP (a) das Natriumazid kei-
nen Einflufl auf den Signalanstieg, d.h. die Relaxationsrate des Triplett-T;-Zustandes
nimmt, wohingegen bei ATMPn (b) ein steilerer Signalanstieg zu beobachten ist und
somit die Relaxationsrate des Triplett-T;-Zustandes durch Natriumazid durchaus ver-
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Abbildung 4.1: Exemplarische Einzelmessungen der Singulett-
Sauerstoff-Lumineszenz in homogenen Losungen: a) 8-MOP in D50,
b) ATMPn in EtOD
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grokert wird. In beiden Féllen wird die Abklingrate der Lumineszenz des Singulett-
Sauerstoffs durch Quenching verkiirzt. Eine genaue Diskussion hierzu ist in Kapitel
4.1.1 (8-MOP) und 4.1.2 (ATMPn) zu finden. Zur Bestimmung der Anstiegs- und
Abklingraten der zeitabhéngigen Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz (3; bzw. () wur-
den die im ASCII-Format abgespeicherten MeRdaten mit Origin® eingelesen und ein
least-square-fit nach Gleichung (2.19) auf Seite 28 bzw. (2.23) und (2.24) auf Sei-
te 29 verwendet (durchgezogene helle Kurven in Abbildung 4.1). Als Fehler bei der
Angabe der Anstiegs- und Abklingraten wird der bei der linearen Regression minimier-
te mittlere quadratische Fehler angenommen. Ein zusétzlicher systematischer Fehler,
beispielsweise aufgrund von geringfiigigen Verunreinigungen der Losung oder Konzen-
trationsschwankungen, kann nur grob abgeschitzt werden und wird im Rahmen der
vorliegenden Arbeit zu 3 % angenommen. Die Bestimmung der Ratenkonstanten er-
folgte durch Fits der 3, und s, aufgetragen gegen die jeweils variierte Konzentration
von Sauerstoff, Photosensibilisator oder Quencher, unter Verwendung von Gleichung
(2.14) und (2.15) bzw. Gleichung (2.17) auf Seite 27/28. Diese Fitkurven sind in den
jeweiligen Abbildungen durch Linien représentiert.

Als Fehler bei der Messung und Bestimmung der Sauerstoff-Konzentration wird bei
der polarographischen pOy-Messung (also im Falle des Photosensibilisators 8-MOP),
da diese Art der Messung sehr genau ist, die maximale Schwankung des pOy wihrend
der Zeit einer Messung zugrundegelegt. Bei der faseroptischen Messung des Sauerstoff-
gehalts wird ein Fehler von 0,4 % der Luftséttigung angenommen (siehe Kapitel 3.4.3).
In EtOD entspricht dies einer Sauerstoff-Konzentration von + 7 pM, in wékrigen Lo-
sungsmitteln lediglich + 0,6 pM.
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4.1.1 8-Methoxypsoralen
4.1.1.1 Variation der Sauerstoff-Konzentration

Im Rahmen dieser Experimente wurde eine Konzentration von 8-MOP in D,O von
[8-MOP| = 137 uM verwendet. Die Sauerstoff-Konzentration wurde von 26 M bis zu
508 puM variiert. Abbildung 4.2 zeigt die Anstiegs- und Abklingraten der Singulett-
Sauerstoff-Lumineszenz in Abhéngigkeit der Sauerstoff-Konzentration.
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Abbildung 4.2: Anstiegs- (Kr,) und Abklingraten (Ka) der
Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz bei fester 8-MOP-Konzentration
von 137 pM und Variation der Sauerstoff-Konzentration

Zu erkennen ist, dak sich sowohl die Anstiegs- (Kr,) wie auch die Abklingrate (KA ) der
Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz iiber dem gesamten beobachteten Konzentrationsbe-
reich, insbesondere auch nahe dem Nullpunkt, linear verhalten. Somit kann die Rate
des Energieriicktransfers von Singulett-Sauerstoff auf den Triplett-T;-Zustand von 8-
MOP kar, = 0 gesetzt werden (vergleiche Abbildung 2.5 a) auf Seite 31). Dies ist bei
der energetischen Lage des Triplett-Ti-Niveaus des 8-MOP-Molekiils von Ep, = 2,56
eV |CBR83|, verglichen mit der des 'A,-Zustandes des Sauerstoff-Molekiils von 0,97

Er,—Ea
. .k i
eV auch zu erwarten, denn nach der Boltzmann-Verteilung gilt: k:Ti —e BT
1

10727, Somit gilt also fiir die Anstiegsrate 8, = K, und fiir die Abklingrate 3, = Ka.
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Desweiteren ist zu erkennen, daf die Variation der Sauerstoff-Konzentration die Abkling-
rate K innerhalb des Fehlers nicht beeinflut, konform mit Gleichung (2.22) auf Seite
29. Es ergibt sich Ka = ka + kas,|8-MOP] = 0,0188 £ 0,0007 pus~*.

Benutzt man wegen kar, = 0 Gleichung (2.20) auf Seite 29, so ergibt sich aus der
Steigung des linearen Fits von K, die Ratenkonstante kr, o, fiir die Deaktivierung des
8-MOP-Triplett-T;-Zustandes durch molekularen Sauerstoff zu krt,0, = (9 & 4) - 108
sT!M~!. Diese Ratenkonstante wurde zum ersten mal bestimmt. Die Extrapolation
auf [Og] = 0 liefert die Relaxationsrate des 8-MOP-Triplett-T,-Zustandes Krp, =
le + leSO[S-MOP] = 0,31 + 0,04 /LSfl.

4.1.1.2 Variation der 8-MOP-Konzentration

Im Rahmen dieser Experimente wurden 8-MOP-Konzentrationen in D,O von 14 pM
bis 137 uM verwendet. Die Sauerstoff-Konzentration betrug [Os] = 210 + 20 M. Dies
bedeutet, daf es sich um eine luftgesittigte Losung handelte. Abbildung 4.3 zeigt die
Anstiegs- und Abklingraten der Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz in Abhéngigkeit der
8-MOP-Konzentration.
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Abbildung 4.3: Anstiegs- (Kp,) und Abklingraten (K\)
der Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz bei fester Sauerstofi-
Konzentration von 210 + 20 pgM und Variation der 8-MOP-
Konzentration
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Erh6ht man die 8-MOP-Konzentration in D,O von 14 M bis zu 137 M, so bleibt die
Relaxationsrate K, des Triplett-T;-Zustandes von 8-MOP innerhalb des experimentel-
len Fehlers mit Kt, = 0,44 4 0,04 us~! konstant. Mit der Grofe der Fehlergrenzen iRt
sich jedoch eine obere Grenze fiir die Ratenkonstante kr,g,, d.h. die Ratenkonstante
der Deaktivierung des 8-MOP-Triplett-T,-Zustandes durch 8-MOP im Grundzustand
(siehe Gleichung (2.20) auf Seite 29), angeben zu kt,s, < 6-10% sT'M~!. Dieser Wert
ist kleiner als der Wert von kt,s, = 38-10® s7'M~! in Methanol [CBR83] und der ge-
schitzte Wert von ks, = 10-10% s7*M~! in Ethanol [SABT9].

Wie in Abbildung 4.3 auf Seite 71 zu sehen ist, nimmt die Relaxationsrate K des
Singulett-Sauerstoffs linear mit der 8-MOP-Konzentration zu. Aus der Steigung der Fit-
geraden ergibt sich nach Gleichung (2.21) auf Seite 29 die Quenchingratenkonstante von
Singulett-Sauerstoff durch 8-MOP (bzw. die durch 8-MOP gemeinsam mit seinen Pho-
toprodukten, siehe Kapitel 3.1.1, Seite 36), kas,, zu kas, = (0,27 & 0,10)-10% s~!M~L.
Dies bedeutet, dafs nach den vorliegenden Messungen das 8-MOP in D,O eine wesent-
lich grokere Quenchingratenkonstante besitzt als in CCly mit kag, = 0,056-10% s7!M~!
[WHR95|. Durch Extrapolation auf [§-MOP] = 0 erhélt man als Kehrwert der Abklin-
grate ka die Lebensdauer 7a des Singulett-Sauerstoffs in reinem D50,
Ta= 67 £ 3 ps. Dieser Wert entspricht der oberen Grenze der in [WHR95| angege-
benen Literaturwerten von 43 bis 67 us.

Benutzt man nun den Wert von K7, bei einer bestimmten Sauerstoff-Konzentration, die
8-MOP-Konzentration von 137 uM sowie die Abschitzung 0 < kp,g, < 6-10% s7'M ™1,
so 1kt sich mit Gleichung (2.20) auf Seite 29 eine untere Grenze der Relaxationsra-
te kr, des Triplet-T;-Zustandes von 8-MOP in reinem D5O abschétzen. Diese ergibt
sich als Mittelwert aus den Mekwerten K, fiir alle Sauerstoff-Konzentrationen zu
0,23 4+ 0,04 ps~t. Daraus folgt 0,19 us™! < kt, < 0,35 us™! und damit ein Mittelwert
der Relaxationsrate kp, des 8-MOP-Triplett-T;-Zustandes von 0,27 4 0,08 us~'. Die
Triplett-T;-Lebensdauer 7o, = ﬁ von 8-MOP in reinem D50 ist somit 7p, = 3,7 + 1,1
us. Ein Vergleich mit Literaturdaten kann hier nicht angestellt werden, da Angaben
zur Triplett-Ti-Relaxationsrate kp, von 8-MOP in D,O nicht bekannt sind. Jedoch
existieren Angaben zu k7, in HyO. Diese variieren zwischen 0,25 pus™! und 2,5 ps™*
[WHR95, G94a].

4.1.1.3 Variation der Natriumazid-Konzentration

Im Rahmen dieser Experimente wurden Natriumazid-Konzentrationen von 1 pM bis
100 uM verwendet. Die 8-MOP-Konzentration betrug [8-MOP| = 137 pM. Die Sauer-
stoff-Konzentration in Losung betrug [Os] = 210 £ 20 pM, d. h. dak die Losungen wie-
der luftgesattigt waren. Abbildung 4.4 auf Seite 73 zeigt die Anstiegs- und Abklingraten
der Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz in Abhéngigkeit der Natriumazid-Konzentration.
Wie aus Abbildung 4.4 ersichtlich, ist die Relaxationsrate K, des Triplett-T;-
Zustandes von 8-MOP K, innerhalb der Fehlergrenzen unabhéngig von der Natrium-
azid-Konzentration. Es ergibt sich Kt, = 0,44 4 0,04 pus—!. Dieser Wert ist identisch



Kapitel 4. Ergebnisse und Diskussion 73

0,6

P ?

0
04 % Kn
3 03z
v s K
X
T 0,04 4
X
0,03 -
[]
0,02 -
0’01 ) ) ) ) |
0 20 40 60 80 100 120

Natriumazid-Konzentration [uM]

Abbildung 4.4: Anstiegs- (Kr,) und Abklingraten (K,) der
Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz bei fester 8-MOP-Konzentration
von 137 uM, fester Sauerstoff-Konzentration von 210 £ 20 M und
Variation der Natriumazid-Konzentration

mit Kr,, gewonnen durch die Variation der 8-MOP-Konzentration (siche Abbildung
4.3). Aus der Grofe der Fehlerbalken lifst sich jedoch mit Gleichung (2.20) auf Seite
29 eine obere Grenze fiir die Ratenkonstante der Deaktivierung des 8-MOP-Triplett-
T,-Zustandes durch Natriumazid, kt,q, angeben zu kr,q < 8-10* 7'M ™', Hierzu sind
keine Literaturwerte bekannt.

Die Relaxationsrate Ka des Singulett-Sauerstoffs zeigt eine lineare Abhéngigkeit von
der Natriumazid-Konzentration. Aus der Steigung der Fitgeraden ergibt sich nach Glei-
chung (2.21) auf Seite 29 im Falle des Natriumazids eine Quenchingratenkonstante
von Singulett-Sauerstoff von kag = (2,5 £ 0,6)-10° s7*M~'. Die Literaturwerte hierzu
schwanken zwischen 0,5-10% s7!M~! und 8,2-10% s7!M~! [WHR95].

4.1.1.4 Variation der Histidin-Konzentration

Hierzu wurde analog zu Kapitel 4.1.1.3 eine 8-MOP-Konzentration von [8-MOP| =
137 puM und eine Sauerstoff-Konzentration von [Oy] = 210 + 20 puM verwendet. Die
Histidin-Konzentration wurde zwischen 1 M und 500 M variiert. Abbildung 4.5 auf
Seite 74 zeigt die Anstiegs- und Abklingraten der Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz in
Abhéngigkeit der Histidin-Konzentration.
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Abbildung 4.5: Anstiegs- (Kr,) und Abklingraten (Ka) der
Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz bei fester 8-MOP-Konzentration
von 137 uM, fester Sauerstoff-Konzentration von 210 4+ 20 xM und
Variation der Histidin-Konzentration

Wie zu sehen ist, ist die Triplet-T;-Relaxationsrate Kr, von 8-MOP innerhalb der
Fehlergrenzen mit K, = 0,47 + 0,04 us~! unabhéngig von der Histidin-Konzentration,
ebenso wie bei Natriumazid. Dieser Wert von K, ist innerhalb der Fehlergrenzen gleich
mit den Werten, die durch Variation der Natriumazid- und der 8-MOP-Konzentration
gewonnen wurden (siehe Abbildungen 4.4 und 4.3). Aus der Groke der Fehlerbalken
lakt sich analog zu Natriumazid eine obere Grenze fiir die Ratenkonstante der Deak-
tivierung des 8-MOP-Triplett-T;-Zustandes durch Histidin, kr,q, angeben zu kt,q <
2:10% s7'M~'. Auch im Falle des Histidins sind keine Literaturangaben zu kr,q be-
kannt.

Die Relaxationsrate Ka des Singulett-Sauerstoffs zeigt eine lineare Abhéngigkeit von
der Histidin-Konzentration. Aus der Steigung der Fitgeraden ergibt sich nach Gleichung
(2.22) auf Seite 29 im Falle des Histidins eine Quenchingratenkonstante von Singulett-
Sauerstoff von kaq = (0,46 + 0,04)-10% s'M~1. Die Literaturwerte zu kaq schwanken
im Falle des Histidins zwischen 0,4-10% s*M~! und 9,3-10% s7'M~! [WHR95].
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4.1.1.5 Effizienz der Triplett-T;-Deaktivierung durch Sauerstoff

Um, wie bereits in Kapitel 4.1 auf Seite 64 erwahnt, die Rolle des Singulett-Sauerstoffs
in der Gesamtheit aller photochemischen Reaktionen bei der Photochemotherapie —
hier der PUVA-Therapie mit 8-MOP — nédher zu bestimmen, muf die Effizienz Pr,
(siehe Gleichung (2.28) auf Seite 31) der Triplet-T;-Deaktivierung von 8-MOP durch
molekularen Sauerstoff in Abhingigkeit der Sauerstoff-Konzentration und insbesonde-
re bei in vivo-relevanten Sauerstoff-Konzentrationen betrachtet werden. Abbildung 4.6
zeigt die Abhéngigkeit von Pr, von der Sauerstoff-Konzentration. Die jeweiligen ,,Mef-
punkte” wurden nach Gleichung (2.28) auf Seite 31 unter Verwendung der Ratenkon-
stante kr,0, sowie der gemessenen Triplett-T;-Relaxationsrate K, bei der jeweiligen
Sauerstoff-Konzentration [Os] berechnet. Die durchgezogene Kurve zeigt den berech-
neten Verlauf unter Verwendung sédmtlicher bestimmter Raten und Ratenkonstanten
in den Gleichungen (2.28) auf Seite 31 sowie (2.20) auf Seite 29.
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Abbildung 4.6: Effizienz Pr, der Sauerstoff-induzierten Deaktivie-
rung des Triplett-T;-Zustandes von 8-MOP in D5O in Abhéngigkeit
der Sauerstoff-Konzentration

Wie zu erkennen ist, ist fiir luftgeséttigtes DoO ([Oy] = 210 uM) der Wert von Pr, =
0,3 = 0,1. Daraus lift sich eine obere Grenze ®X** der Singulett-Sauerstoff-Quanten-
ausbeute ®, fiir eine luftgesittigte Losung angeben unter der Annahme, dafs jede
sauerstoff-induzierte Triplett-T;-Deaktivierung von 8-MOP mit der Generierung von
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Singulett-Sauerstoff einhergeht, d.h. dak fi' = 1 ist (siche Gleichung (2.27) auf Seite
31). Es ergibt sich unter Benutzung von &1, = 0,06 [G94a, P91, MABT79| die obere
Grenze der Singulett-Sauerstoff-Quantenausbeute zu ®R** = 0,019 £ 0,007 fiir luftge-
sattigtes D9O. Dieser Wert stimmt gut iiberein mit dem Literaturwert von
dA = 0,020 £+ 0,006 [P91]|, wobei zu bemerken ist, daf in [P91] keine expliziten Anga-
ben zur Sauerstoff-Konzentration gemacht werden.

Jedoch wird die PUVA-Therapie in vivo durchgefiihrt, was bedeutet, dafs dabei ge-
ringere Sauerstoff-Konzentrationen herrschen als in luftgeséattigtem D,O. Insbesondere
ist der Sauerstoff-Partialdruck in der unteren Epidermis (vgl. Abbildung 1.2 auf Sei-
te 9) hochstens 20 Torr (2666 Pa) [BES87|, was einer Sauerstoff-Konzentration von
etwa 30 uM entspricht. Bei dieser Sauerstoff-Konzentration betrigt Pr, = 0,05 in
D,0O. Damit betrdgt nach Gleichung (2.25) auf Seite 31 auch die Singulett-Sauerstoff-
Quantenausbeute ® A bei dieser Sauerstoff-Konzentration in D,O lediglich ein Sechstel
des Wertes bei Luftsidttigung. Hierzu ist jedoch noch zu bemerken, daf die Relaxati-
onsraten und -konstanten in verschiedenen Losungsmitteln im allgemeinen verschieden
sind, so dak Pr, in vivo eine andere Abhdngigkeit von der Sauerstoff-Konzentration
zeigen diirfte wie in DyO. Nichts desto trotz gilt nach Gleichung (2.28) auf Seite 31 fiir
alle Losungsmittel und damit auch in vivo, daf Pr, ([O3]) — 0 fiir [Os]) — 0 und
PT1 ([02]) — 1 fiir [02] — OQ.

Zusammenfassend seien in Tabelle 4.1 auf Seite 77 nochmals alle experimentell
bestimmten Relaxationsraten und -konstanten fiir &-MOP und Singulett-Sauerstoff in
D50 mit den zugehorigen Literaturwerten (soweit vorhanden) aufgefiihrt.
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7

Ra,terlzi)tzgtante eXPer\l}\TziftlteHer Literaturwert
kr, [ps™| 0,27 £ 0,08 0,25 - 2,5 [WHR95, G94a)
71, s 3,7+ 1.1 40-04 [WHR95, G94a)
kr,0, [sTITM™] (9 + 4)-108 - -
N1 108 38-10% ! [CBR83|
Frso [s7 M = 610 10-108 2 [MABT7Y]
leQ [Sl_lMl_ll (NaNg) < 8102 - -
kr,q [s~'M™"] (Histidin) < 2-10 - -
ka |ps™! (1,49 £+ 0,07)-1072 | (1,5 - 2,3)-1072 [WHR95]
Ta |1 67 + 3 67 - 43 [WHR95|
kas, [s7'M™Y (0,27 £ 0,10)-108 0,056-108 3 [WHR95|
kaq [s7'M™!| (NaNj) (2,5 + 0,6)-10° (0,5 - 8,2)-10° [WHR95]
kaq [s7'M™!| (Histidin) | (0,46 + 0,04)-10% | (0,4 - 9,3)-108 [WHR95]
0,02 |[KLTS86]
OIN < 0,026 0,01 * |KSES6]
0,035 ° [BG87]

Tabelle 4.1: Vergleich der experimentell bestimmten Relaxati-
onsraten und -konstanten des Photosensibilisators 8-MOP sowie
Singulett-Sauerstoff in DO mit Literaturwerten; Losungsmittel:
. Methanol, 2: Ethanol, 3: CCly, *: Benzol, °: D,O-PBS
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4.1.2 ATMPn

4.1.2.1 Variation der Sauerstoff-Konzentration

Zur Durchfiihrung dieser Experimente wurde eine ATMPn-Konzentration in EtOD von
[ATMPn] = 100 uM verwendet. Die Sauerstoff-Konzentration wurde von 0 uM bis zu
166 pM variiert. Abbildung 4.7 zeigt die Anstiegs- und Abklingraten der Singulett-
Sauerstoff-Lumineszenz in Abhéngigkeit der Sauerstoff-Konzentration.
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Abbildung 4.7: Anstiegs- (Kr,) und Abklingraten (Ka) der
Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz bei fester ATMPn-Konzentration
von 100 M und Variation der Sauerstoff-Konzentration

Wie zu erkennen ist, verhalten sich sowohl die Anstiegs- wie auch die Abklingrate der
Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz iiber dem gesamten beobachteten Konzentrationsbe-
reich linear. Auferdem existiert ein Schnittpunkt zwischen den Anstiegs- (Kr,) und
Abklingraten (Ka). Somit kann kar, = 0 gesetzt werden (vergleiche Abbildung 2.5
a) auf Seite 31). Betrachtet man die energetische Lage des Triplett-T;-Niveaus des
ATMPn-Molekiils von Ep, = 1,25 eV [BMM97], so ergibt sich nach der Boltzmann-
Er, —Ea
Verteilung: iﬁ—TAl — ¢ T & 1075, Somit kann also fiir die Anstiegsrate 3, = Kr,
und fiir die Ablklingrate Po = Ka gesetzt werden. Hier ist aulerdem noch zu bemerken,
dak bei dem durch das Dreieck gekennzeichneten Mefwert bei [Os] = 15 uM Ka =
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Ky, war. Er wurde durch Verwendung von Gleichung (2.24) auf Seite 29 bestimmt.
Desweiteren ist zu erkennen, daf konform mit Gleichung (2.21) auf Seite 29 die Va-
riation der Sauerstoff-Konzentration die Abklingrate K innerhalb des Fehlers nicht
beeinflukt. Es ergibt sich Kan = ka + kas, = 0,039 &+ 0,002 us™.

Die Bestimmung und Diskussion sdmtlicher Raten und Ratenkonstanten erfolgt nun
analog zu 8-MOP. Aus diesem Grunde wird im folgenden die Gewinnung der jeweiligen
Ergebnisse nur noch sehr kurz diskutiert. Die Ratenkonstante der Deaktivierung des
ATMPn-Triplett-T;-Zustandes durch molekularen Sauerstoff kr, o, ergibt sich zu kr, 0,
= (17 £ 2)-10® s7'M~!. Diese Ratenkonstante wurde zum ersten mal bestimmt. Ex-
trapolation auf [Oy] = 0 liefert die Relaxationsrate des ATMPn-Triplett-T-Zustandes
Kr, = ky, + kr,s,|[ATMPn| = 0,015 4 0,005 pus~t.

4.1.2.2 Variation der ATMPn-Konzentration

Hierzu wurden ATMPn-Konzentrationen in EtOD von 1 uM bis 100 M verwendet.
Die Sauerstoff-Konzentration betrug [Os] = 96 + 8 uM, so dak bei diesen Losun-
gen die Sauerstoff-Konzentration weit unterhalb derer einer luftgesittigten Losung lag.
Die Sauerstoff-Konzentration wurde so niedrig gewdhlt, um einen ausreichend langen
Anstieg der Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz und somit die Mefbarkeit von K, zu
gewéhrleisten. Abbildung 4.8 auf Seite 80 zeigt die Anstiegs- und Abklingraten der
Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz in Abhingigkeit der ATMPn-Konzentration.

Bei Erhéhung der ATMPn-Konzentration in EtOD bleibt die Relaxationsrate Kr, des
Triplett-T-Zustandes von ATMPn im betrachteten Konzentrationsbereich von 1 uM
bis zu 100 pM innerhalb des Meffehlers mit K, = 0,19 + 0,02 pus~! konstant, wo-
bei unter Beachtung der Fehlergrenzen kr,s, < 7-10% sT'M~! angegeben werden kann.
Hierzu sind keine Literaturwerte bekannt. Durch Extrapolation auf [ATMPn| = 0 er-
hélt man als Lebensdauer des Singulett-Sauerstoffs in reinem EtOD 7o = 31 £ 2 pus.
Dieser Wert ist im Rahmen des Fehlers identisch mit den in [WHR95| angegebenen
Literaturwerten von 29 bis 31 us.

Wie in Abbildung 4.8 ebenso zu sehen ist, nimmt die Relaxationsrate K des Singulett-
Sauerstoffs linear mit der ATMPn-Konzentration zu. Es ergibt sich die Quenchingra-
tenkonstante von Singulett-Sauerstoff durch ATMPn zu kag, = (0,7 £ 0,2)-108 s7'M L.
Diese Ratenkonstante wurde ebenfalls erstmalig bestimmt.

Zur Abschétzung der Lebensdauer des Triplett-T;-Zustandes von ATMPn in EtOD
geht man analog zu 8-MOP vor. Es ergibt sich zunichst kp, > 0,018 4 0,005 pus™'.
Daraus folgt 0,013 pus™ < kg, < 0,020 ps~! mit einem Mittelwert von 0,017 £ 0,05
pus~!. Die Triplett-T;-Lebensdauer T, = ﬁ von ATMPn in reinem EtOD ist somit

71, = 60 £ 20 ps. Ein Vergleich mit Literaturdaten kann hier nicht angestellt werden,
da Angaben zur Triplett-T;-Relaxationsrate k1, von ATMPn nicht bekannt sind.
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Abbildung 4.8: Anstiegs- (Kr,) und Abklingraten (Ka)
der Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz bei fester Sauerstoff-
Konzentration von 96 + 8 pM und Variation der ATMPn-
Konzentration

4.1.2.3 Variation der Natriumazid-Konzentration

Im Rahmen dieser Experimente wurden Natriumazid-Konzentrationen von 5 pM bis
1000 uM verwendet. Die ATMPn-Konzentration betrug [ATMPn| = 100 puM. Die
Sauerstoff-Konzentration in Losung wurde zu [Oy] = 88 £ 8 uM gewihlt. Abbildung 4.9
auf Seite 81 zeigt die Anstiegs- und Abklingraten der Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz
in Abhéngigkeit der Natriumazid-Konzentration. Wie aus Abbildung 4.9 ersichtlich,
steigen sowohl die Relaxationsrate K, des Triplett-T;-Zustandes von ATMPn wie
auch die Relaxationsrate K des Singulett-Sauerstoffs linear mit der Natriumazid-
Konzentration an. Aus den Steigungen der Fitgeraden ergeben sich nach Gleichungen
(2.20) und (2.21) auf Seite 29 die Ratenkonstanten kr,q und kaq des Quenchings des
ATMPn-Triplett-T;-Zustandes sowie des Sauerstoff-'A,-Zustandes durch Natriumazid
zu kg = (0,20 £ 0,04)-10% s7'M~! und zu kag = (2,1 £ 0,3)-10® s7'M 1. Zu ersterem
sind keine Literaturwerte bekannt. Jedoch existieren Literaturwerte zu kag [WHR95|
in Ethanol von 2,0-10% s7!M~! bzw. 2,2:10% s7!M~!, so dak der vorliegende MeRwert
von kaq innerhalb des Mefsfehlers identisch mit den beiden Literaturwerten ist.
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Abbildung 4.9: Anstiegs- (Kr,) und Abklingraten (Ka) der
Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz bei fester ATMPn-Konzentration
von 100 pM, fester Sauerstoff-Konzentration von 88 + 8 puM und
Variation der Natriumazid-Konzentration

4.1.2.4 Effizienz der Triplett-T;-Deaktivierung durch Sauerstoff

Um, analog zu 8-MOP, die Rolle des Singulett-Sauerstoffs in der Gesamtheit aller pho-
tochemischen Reaktionen bei der photodynamischen Therapie mit ATMPn
ndher zu bestimmen, wird die Effizienz Pr, (siehe Gleichung (2.28) auf Seite 31)
der Triplet-T;-Deaktivierung von ATMPn durch molekularen Sauerstoff in Abhéngig-
keit der Sauerstoff-Konzentration und insbesondere bei in vivo-relevanten Sauerstoff-
Konzentrationen betrachtet. Abbildung 4.10 auf Seite 82 zeigt die Abhéngigkeit von
Pr, von der Sauerstoff-Konzentration. Fiir luftgesittigtes EtOD ([O2] = 1850 uM)
ergibt sich der extrapolierte Wert von Pp, = 0,99 + 0,01. Daraus ergibt sich unter
Benutzung von ®p, = 0,43 (in Toluol, [BMM97]) und unter der Annahme fi' = 1
ist (sieche Gleichung (2.27) auf Seite 31) die obere Grenze der Singulett-Sauerstoff-
Quantenausbeute zu ®R** = 0,42 + 0,01 fiir luftgesittigtes EtOD. Dieser Wert ist
etwas hoher als der einzige bekannte Literaturwert von &, = 0,37 [BMM97], wobei
zu bemerken ist, daf hier Toluol als Lésungsmittel benutzt wird und keine expliziten
Angaben zur Sauerstoff-Konzentration gemacht werden.

Jedoch wird die photodynamische Therapie in vivo durchgefiihrt, was bedeutet, dafs
in Gewebe mit einem Sauerstoff-Partialdruck von 25 bis 65 Torr (3333 bis 8666 Pa)
[VKOS89| geringere Sauerstoff-Konzentrationen herrschen (etwa 50 bis 100 M) als in
luftgesattigtem EtOD. Insbesondere betrégt der Sauerstoff-Partialdruck in malignem
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Abbildung 4.10: Effizienz Pr, der Sauerstoff-induzierten Triplett-
Ti-Deaktivierung von ATMPn in EtOD in Abhéngigkeit der Sauer-
stoff-Konzentration

Gewebe zwischen 5 und 30 Torr (667 bis 4000 Pa) [VKO89|, was einer Sauerstoff-
Konzentration von hochstens 50 M entspricht. Bei dieser Sauerstoff-Konzentration
ist nach Abbildung 4.10 Pr, = 0,8 in EtOD. Damit betrégt nach Gleichung (2.29)
auf Seite 31 auch die Singulett-Sauerstoff-Quantenausbeute ®, bei dieser Sauerstoff-
Konzentration in DyO lediglich etwa 80 % des Wertes bei Luftsittigung. Hierzu ist
jedoch ebenfalls zu bemerken, daf die Relaxationsraten und -konstanten in vivo ver-
schiedenen sein diirften von denen in EtOD, so dall Pr, in vivo eine andere Abhéngigkeit
von der Sauerstoff-Konzentration zeigen diirfte wie in EtOD.

Zusammenfassend seien in Tabelle 4.2 auf Seite 83 nochmals alle experimentell
bestimmten Relaxationsraten und -konstanten des ATMPn und des Singulett-Sauer-
stoffs mit den zugehorigen Literaturwerten (soweit vorhanden) aufgefiihrt.
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Rate/ experimenteller .
L
Ratenkonstante Wert tteraturwert
kr, |pus™t 0,017 £ 0,005 -
71, |ps] 60 + 20 -
kr,0, [s7IM™] (17 £ 2)-108 -
k1,s, [s_lM_l] < 7-108 -
leQ [S_lM_I] (NaNg) (0,20 + 0,04)108 -
ka [,us_l] 0,032 £+ 0,002 0,032 - 0,034 [WHR95|
Ta |ps] 31 4+ 2 29 - 31 [WHR95|
kas, [s7IM71 (0,7 £ 0,2)-10® - -
kaq [s7TM~1] (NaN3) (2,1 £0,3)-10% | 2,0-10%, 2,2-10% 1 |[WHRO95|
[ON <043 0,372 [BMMO7|

Tabelle 4.2: Vergleich der experimentell bestimmten Relaxations-
raten und -konstanten des Photosensibilisators ATMPn sowie des
Singulett-Sauerstoffs in EtOD mit Literaturwerten; Losungsmittel:

. Ethanol, 2: Toluol
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4.1.3 Bengalrosa

Mit Bengalrosa wurden zunédchst Mefreihen mit D,O, dann mit EtOD als Losungs-
mittel durchgefithrt. Zur Klarung der mit der in Kapitel 2.4 vorgestellten Theorie
nicht vertriaglichen Diskrepanzen bei Variation der Sauerstoff-Konzentration in beiden
Losungsmitteln wurden zusitzlich Messungen der Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz bei
verschiedenen Sauerstoff-Konzentrationen in einer Mischung von D;O und H50O im
Verhéltnis 9:1 durchgefiihrt. Die Ergebnisse werden im folgenden jeweils zunéchst fiir
EtOD, anschliefsend fiir DoO bzw. D,O:H,O = 9:1 diskutiert.

4.1.3.1 Variation der Sauerstoff-Konzentration

Im Rahmen dieser Experimente wurde in EtOD eine Bengalrosa-Konzentration von
|BR| = 2 uM verwendet. Die Sauerstoff-Konzentration wurde von 2 uM bis zu 340 M
variiert. Abbildung 4.11 zeigt die Anstiegs- und Abklingraten der Singulett-Sauerstoff-
Lumineszenz in Abhéngigkeit der Sauerstoff-Konzentration.
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Abbildung 4.11: Anstiegs- (Kr,) und Abklingraten (Ka)
der Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz bei fester Bengalrosa-
Konzentration von 2 pM in EtOD wund Variation der
Sauerstoff-Konzentration; Der Einschub zeigt den Sauerstoff-
Konzentrationsbereich von 0 bis 40 uM vergrofert
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Wie bei 8-MOP in DO und ATMPn in EtOD verhalten sich auch bei Bengalrosa in
EtOD sowohl die Anstiegs- wie auch die Abklingrate der Singulett-Sauerstoff-
Lumineszenz iiber dem gesamten beobachteten Konzentrationsbereich linear. Deswei-
teren existiert ebenso wie bei ATMPn ein Schnittpunkt zwischen Anstiegs- (Kr,)
und Abklingraten (Ka). Somit kann kar, = 0 gesetzt werden (vergleiche Abbildung
2.5 a) auf Seite 31). Betrachtet man die energetische Lage des Triplett-T;-Niveaus
des Bengalrosa-Molekiils von Er, = 1,75 eV [SZY89, LDF99|, so ergibt sich nach der

Er—Ea
ka el _ . .1 .
kTTAl —e T  ~ 107, Somit kann also fiir die Anstiegsrate
1

B1 = Kr, und fiir die Abklingrate 5, = Ka gesetzt werden. Desweiteren ist noch zu
bemerken, daf der durch das Dreieck gekennzeichnete Mefwert von K = K, bei [Os]
= 15 uM durch Verwendung von Gleichung (2.24) auf Seite 29 bestimmt wurde. Eben-
so zu erkennen ist, dafs konform mit Gleichung (2.21) auf Seite 29 die Variation der
Sauerstoff-Konzentration die Abklingrate K innerhalb des Fehlers nicht beeinflufst.
Es ergibt sich Kn = Ka = ka + kas,|BR| = 0,032 £ 0,002 ps™!.

Die Bestimmung der Ratenkonstante kr, o, der Deaktivierung des Bengalrosa-Triplett-
T1-Zustandes durch molekularen Sauerstoff verlduft analog zu 8-MOP und ATMPn. Es
ergibt sich kr,0, = (114+1)-10® s7!M~!. Extrapolation auf [Oy] = 0 liefert die Relaxati-
onsrate des Bengalrosa-Triplett-T;-Zustandes K, in EtOD zu Kt, = kt, + kr,s,|BR|
= 0,010 £ 0,003 ps~'.

Boltzmann-Verteilung:

In D,O wurde, wie in EtOD, eine Bengalrosa-Konzentration von [BR| = 2 uM ver-
wendet. Die Sauerstoff-Konzentration wurde von 2,5 uM bis zu 260 M variiert. Abbil-
dung 4.12 auf Seite 86 zeigt die Anstiegs- und Abklingraten der Singulett-Sauerstoff-
Lumineszenz in Abhéngigkeit der Sauerstoff-Konzentration. Wie zu erkennen ist, sind
die Anstiegs- und Abklingraten der Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz bei Sauerstoff-
Konzentrationen [O] < 10 pM innerhalb der Mefgenauigkeit nahezu identisch. Es ist
also weder moglich, einen Schnittpunkt zwischen den Anstiegs- und Abklingraten bei
einer bestimmten Sauerstoff-Konzentration zu bestimmen, wie es bei kar, = 0 auftre-
ten kann, noch ist ein sogenanntes avoided crossing der Fall, welches das Verhalten der
Lumineszenzanstiegs- und abklingraten des Singulett-Sauerstoffs bei kar, > 0 charak-
terisiert (vgl. Abbildung 2.5 a) auf Seite 31). Um nun zu entscheiden, ob es sich hierbei
um einen physikalischen Effekt handelt, der durch die in Kapitel 2.4 vorgestellte Theo-
rie nicht abgedeckt ist, oder aber dieses Verhalten auf eine zu geringe Mefkgenauigkeit
zurilickzufiihren ist, wurde eine Losung von 2 M Bengalrosa in DoO:HO = 9:1 her-
gestellt. Dadurch miifite sich die Relaxationsrate des Singulett-Sauerstoffs in diesem
Losungsmittel geméfs

o= L (4.1)

s maD0) ot

7a(H20) 0
(hierbei sind xp,o = 0,9 und zp,0 = 0,1 die relativen Anteile von DyO und H,O in
der Mischung) durch seine geringe Lebensdauer in HyO (7a(H20O) = 3,5 us [WHR95])
verglichen mit der in DyO (7A(D20) = 67 pus [EKMO02|) auf 0,042 ps~! steigern lassen.
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Abbildung 4.12: Anstiegs- (Kr,) und Abklingraten (Ka)
der Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz bei fester Bengalrosa-
Konzentration von 2 puM in DO und Variation der Sauerstoff-
Konzentration; Bei Sauerstoff-Konzentrationen kleiner als etwa
20 puM reicht die Mefgenauigkeit nicht aus, um die Anstiegs-
bzw. Abklingrate der Lumineszenz des Singulett-Sauerstoffs Kr,
bzw. Ka zuzuweisen (siehe Einschub)

Ein eventuell vorhandener, in D,O aufgrund der zu geringen Mefgenauigkeit nicht be-
stimmbarer Schnittpunkt zwischen den Anstiegs- und Abklingraten wird damit vom
Bereich sehr geringer Sauerstoff-Konzentration und damit sehr geringer Mefkgenauig-
keit in einen Bereich hoherer Sauerstoff-Konzentration und Mefgenauigkeit verschoben.

Abbildung 4.13 auf Seite 87 zeigt nun die Anstiegs- und Abklingraten der Lumines-
zenz des Singulett-Sauerstoffs, generiert durch 2 M Bengalrosa in D;O:H,0O = 9:1, in
Abhéngigkeit der Sauerstoff-Konzentration. Diese wurde zwischen 3 yM und 240 pM
variiert. Wie in EtOD verhalten sich auch bei Bengalrosa in D,O:H,O = 9:1 sowohl
die Anstiegs- wie auch die Abklingrate der Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz iiber dem
gesamten beobachteten Konzentrationsbereich linear. In der Tat ist also das in Abbil-
dung 4.12 beobachtete Verhalten auf eine zu geringe Mefgenauigkeit zuriickzufiihren.
Desweiteren ist kar, = 0, i = Kr, und Sy = Ka. Auberdem ist die Abklingra-
te KA des Singulett-Sauerstoffs innerhalb des Mefkfehlers konstant und es gilt Ko =
ka + kas,|BR] = 0,037 & 0,005 pus~!. Der oben berechnete Wert der Abklingrate
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Abbildung 4.13: Anstiegs- (Kr,) und Abklingraten (K\)
der Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz bei fester Bengalrosa-
Konzentration von 2 pM in D;O:HyO = 9:1 und Variation der
Sauerstoff-Konzentration; K, und KA schneiden sich bei einer
Sauerstoff-Konzentration von etwa 25 uM (siehe Einschub)

des Singulett-Sauerstoffs TL liegt somit innerhalb der Fehlergrenzen der gemessenen

Abklingrate Kx. °

Die Ratenkonstante kr,0, der Deaktivierung des Bengalrosa-Triplett-T;-Zustandes
durch molekularen Sauerstoff ergibt sich analog zu 8-MOP zu kr,0, = (12 4+ 1)-10®
s~!M~!. Diese ist im Rahmen des Meffehlers identisch mit derjenigen von Bengalrosa in
EtOD. Extrapolation auf [Os] = 0 liefert die Relaxationsrate des Bengalrosa-Triplett-
Ti-Zustandes K, in DoO:HyO = 9:1 zu Ky, = ky, + kr,s,|BR| = (5,2 £ 0,5)-1073
ps—L.

4.1.3.2 Abschitzung der Raten des Energieiibertrags bzw. des Ladungs-
transfers von Bengalrosa auf Sauerstoff innerhalb des Komplexes

Nach [SPW78, LST90, LK96, LK97| erzeugt Bengalrosa neben Singulett-Sauerstoff
auch Superoxidanion und es gilt nach [SPW78§] fiir die Quantenausbeuten beider Re-

aktionen in Methanol: f—A = % Benutzt man nun den Absolutwert von &, = 0,76
o

2
in Methanol [GS64] sowie die Aussage, daft im Rahmen der Wechselwirkung zwischen
Bengalrosa im Triplett-T;-Zustand und molekularem Sauerstoff ein Radikal-Anion von
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Bengalrosa BR'™ nicht entsteht [SZ91], so folgt: k1,0, = k1,a + kp, 07 » Wobei kkT—lA =

T 05
%. Geht man davon aus, dak dies auch in EtOD der Fall ist, so 1dft sich mit dem Mefk-
wert von kt,0, sowohl die Ratenkonstante kt,a abschiitzen zu kp,a = 8,5-10% s7!M !
als auch ky o= zu koo = 2,5-10° s7"M™". Daraus léft sich fiir luftgesittigtes EtOD
(|O2] = 1850 M) unter Verwendung der Triplett-T;-Quantenausbeute von ®1, = 0,86
(in Methanol, [GLV83]) die Singulett-Sauerstoff-Quantenausbeute ®5 abschétzen zu
A = 0,68 = 0,07. Dieser Wert liegt geringfiigig niedriger als die Singulett-Sauerstofi-
Quantenausbeute in Methanol von 0,76 [GS64].

Zur Abschitzung der Diffusionsratenkonstante kpig (siche Gleichungen (2.1) bis (2.3)
auf Seite 21), mit der Bengalrosa im Triplett-T;-Zustand und Sauerstoff im Grund-
zustand durch Diffusion zusammentreffen und einen Uberlapp ihrer Wellenfunktionen
bilden, schitzt man zunéchst die Viskositit von EtOD ab. Aus der bekannten Viskositét
von EtOH (gion = 1200-10° Pa-s = 1200-10~° Poise [LB62|) Lkt sich die Viskositit
von EtOD unter Verwendung des Verhéltnisses der Viskositdten von HoO und D,O von
Zgzg = % abschiitzen zu ngop — 1522-107° P. Prinzipiell wiire es nun méglich, die
Diffusionsratenkonstante kp;¢ unter Verwendung von Gleichung (2.6) oder (2.7) auf
Seite 21 abzuschétzen. Leider stellt Gleichung (2.6) eine sehr grobe Abschitzung dar,
wohingegen fiir die genauere Gleichung (2.7) die zu verwendende Diffusionskonstan-
te von Bengalrosa in EtOD in der Literatur nicht gefunden wurde. Verwendet man
nun mit Gleichung (2.6) das Verhiltnis der beiden Viskosititen von CCly (nccy, =
961-10° P |LB62]) und EtOD, so liRt sich mit dem Wert der Diffusionsratenkonstante
kpig in CCly von kS = 2,72-10" s~'M~! [SFS01] die Diffusionsratenkonstante in
EtOD EEYOD zu EEIOD — 2 2.101° s7*M~! bestimmen. Dieser Wert ist nahe am Maxi-
malwert diffusionskontrollierter Deaktivierungsprozesse von 3-101% s7'M~! [B76].

Zur Abschitzung der Dissoziationsrate Kpig des Komplexes von Bengalrosa im Triplett-
T,-Zustand und Sauerstoff im Grundzustand benutzt man Gleichung (2.8) auf Seite
21. Hierzu ist jedoch noch eine Abschitzung des internuklearen Abstandes von Ben-
galrosa und Sauerstoff innerhalb des Komplexes notwendig. Dieser ergibt sich mit
ro, ~ 0,2 nm [W62] und rgp ~ 0,4 nm (nach [SD95| ist bei Bengalrosa die Xanthen-
gruppe das Chromophor und fiir 2- bzw. 3-Ring-Strukturen ist nach [DLJ99| etwa
4 A zu verwenden) zu r = ro,+rgp ~ 0,6 nm. Somit ergibt sich die Dissoziationsrate
Kpiss zu Kpigs & 7,2109 s~

Dadurch 1dft sich nun unter Verwendung von Gleichung (2.5) auf Seite 21 die Rate
ket|O2] des Energietransfers von Bengalrosa im Triplett-T;-Zustand auf molekularen
Sauerstoff innerhalb des Komplexes dieser beiden Molekiile abschitzen zu kgp|Os] =
3,8:10% s7. Desweiteren 1ift sich mit Gleichung (2.4) auf Seite 21 die Rate kcr|Os] des
Ladungstransfers (in Gleichung (2.4) mit dem allgemeinen Ausdruck kenisc|O2] bezeich-
net) von Bengalrosa im Triplett-T;-Zustand auf molekularen Sauerstoff innerhalb des
Komplexes der beiden Molekiile abschétzen zu kcr|Os] = 0,4-10° s71. Mit der Kenntnis
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entsprechender Daten lassen sich also unter Umsténden aus den bestimmten Ratenkon-
stanten sogar die Ubertragsraten von Energie und Ladung innerhalb eines Komplexes
von Photosensibilisator und Sauerstoff abschitzen. Leider fehlen hierzu jegliche Lite-
raturdaten, um einen Vergleich anzustellen.

4.1.3.3 Variation der Bengalrosa-Konzentration

Hierzu wurden Bengalrosa-Konzentrationen in EtOD und D;O von 0,1 uM bis 20
uM verwendet. In EtOD betrug die Sauerstoff-Konzentration [Os] = 64 + 7 uM, so
daf wiederum die Luftsattigungskonzentration an Sauerstoff unterschritten wurde, um
die Mekbarkeit von K, zu gewédhrleisten. Abbildung 4.14 zeigt die Anstiegs- und
Abklingraten der Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz in Abhéngigkeit der Bengalrosa-
Konzentration in EtOD.
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Abbildung 4.14: Anstiegs- (Kt,) und Abklingraten (K\)
der Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz bei fester Sauerstoff-
Konzentration von 65 4+ 2 pM und Variation der Bengalrosa-
Konzentration in EtOD

Die Bestimmung der Ratenkonstanten ist im folgenden analog zu der bei 8-MOP
(Kapitel 4.1.1) und sei deshalb nur sehr kurz beschrieben. Wie in Abbildung 4.14
zu erkennen, bleibt die Relaxationsrate K1, des Triplett-Ti-Zustandes im betrach-
teten Konzentrationsbereich von 0,1 uM bis zu 20 uM innerhalb des Meffehlers mit
Kr, = 0,074 £ 0,004 ps™! konstant. Aus den Fehlergrenzen liRt sich jedoch
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ks, < 8-10% s7'M~! abschiitzen. Hierzu sind keine Literaturwerte bekannt.

Aus der Steigung der Fitgeraden der K ergibt sich nach Gleichung (2.21) auf Seite 29
die Quenchingratenkonstante von Singulett-Sauerstoff durch Bengalrosa in EtOD zu
kas, = (1,3 £+ 0,6)-10% s7'M~!. Auch zur Quenchingratenkonstante kag, von Singulett-
Sauerstoff durch Bengalrosa in EtOD sind keine Literaturwerte bekannt. Durch Extra-
polation auf [BR] = 0 erhélt man 7o = i 33 £ 1 pus fiir EtOD . Dieser Wert ist im
Rahmen des Fehlers identisch mit dem in Kapitel 4.1.2.2 bestimmten Wert und etwas
hoher als die in [WHR95| angegebenen Literaturwerte von 29 bis 31 us.

Analog zu 8-MOP und ATMPn 1d£t sich eine Abschétzung der unteren Grenze der Rela-
xationsrate kr, des Triplet-Ti-Zustandes von Bengalrosa in reinem EtOD vornehmen.
Diese ergibt sich wieder als Mittelwert aus den Mefswerten K, fiir alle Sauerstoff-
Konzentrationen zu k7" ~ 0 ps™'. Daraus folgt 0 < kp, < 0,03 pus™' und damit eine
minimale Lebensdauer 71, des Bengalrosa-Triplett-T;-Zustandes von 33 us.

Die Sauerstoff-Konzentration betrug in DO [Os] = 248 + 6 M. Abbildung 4.15 zeigt
die Anstiegs- und Abklingraten der Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz in Abhéngigkeit
der Bengalrosa-Konzentration in D5O.
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Abbildung 4.15: Anstiegs- (Kr,) und Abklingraten (Ka)
der Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz bei fester Sauerstoff-
Konzentration von 248 + 6 pM und Variation der Bengalrosa-
Konzentration in D,O
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Bei Erh6hung der Bengalrosa-Konzentration in DO bleibt, wie in EtOD, die Rela-
xationsrate K, des Triplett-T;-Zustandes im betrachteten Konzentrationsbereich von
0,1 M bis zu 20 uM innerhalb des MeRfehlers mit K, = 0,35 4+ 0,01 pus~! konstant.
Jedoch 1akt sich aus den Fehlergrenzen ks, < 23-10% s7'M~! angeben. Hierzu sind
keine Literaturwerte bekannt.

Aus der linearen Zunahme der Relaxationsrate K des Singulett-Sauerstoffs mit der
Bengalrosa-Konzentration ergibt sich die Quenchingratenkonstante von Singulett-
Sauerstoff durch Bengalrosa in DyO zu kas, = (0,4 + 0,3)-10* s7'M~!. Hierzu sind
ebenfalls keine Literaturwerte bekannt. Durch Extrapolation auf [BR] = 0 erhélt man
als Kehrwert der Abklingrate kx die Lebensdauer 7o des Singulett-Sauerstoffs in rei-
nem DO, 7o = (69 £ 2) us. Dieser Wert entspricht im Rahmen des Fehlers der oberen
Grenze der in [WHR95| angegebenen Literaturwerte von 43 bis 67 us.

Benutzt man nun zur Abschitzung der Relaxationsrate des Triplett-T;-Zustandes von
Bengalrosa in D;O:HsO = 9:1 die Werte von K, in DoO:HyO = 9:1 bei einer be-
stimmten Sauerstoff-Konzentration, die Bengalrosa-Konzentration von 2 uM sowie die
Abschitzung 0 < kr,5, < 23-10% s7'M~!, so likt sich wieder eine Abschiitzung der
unteren Grenze der Relaxationsrate kr, des Triplet-Ti-Zustandes von Bengalrosa in
reinem D;O:H,0 = 1:1 angeben zu 0,011 £ 0,010 ps~!. Daraus folgt 0 < kt, < 0,025
ps~! und damit eine minimale Lebensdauer 71, des Bengalrosa-Triplett-T-Zustandes
in D,O von 40 us.

4.1.3.4 Variation der Natriumazid-Konzentration

Im Rahmen dieser Experimente wurden Natriumazid-Konzentrationen von
5 uM bis 1000 M verwendet. Die Bengalrosa-Konzentration betrug sowohl in EtOD
wie auch in D,O [BR] = 2uM. Die Sauerstoff-Konzentration in Losung betrug in EtOD
185 + 15 puM, in D,O 260 4+ 20 M. Abbildung 4.16 auf Seite 92 zeigt die Anstiegs-
und Abklingraten der Lumineszenz von Singulett-Sauerstoff generiert durch photoak-
tiviertes Bengalrosa in EtOD in Abhéngigkeit der Natriumazid-Konzentration. Wie zu
erkennen ist, ist der Singulett-Sauerstoff-Quencher Natriumazid auch dazu in der La-
ge, massiv den Triplett-T;-Zustand von Bengalrosa zu deaktivieren. Aus der Steigung
der linearen Fitgeraden ergeben sich nach Gleichungen (2.20) und (2.21) auf Seite 29
bei Verwendung von EtOD als Losungsmittel die Ratenkonstanten des Quenchings des
Bengalrosa-Triplett-T;-Zustandes durch Natriumazid kr,q zu kr,q = (0,7 & 0,4)-108
s7!M~! sowie des Quenchings von Singulett-Sauerstoff durch Natriumazid kaq zu
kaq = (2,0 &£ 0,1)-10® s7'M~!. Zu ersterer sind keine Literaturwerte bekannt. Die
Quenchingratenkonstante kaq ist im Rahmen des Fehlers identisch mit derjenigen be-
stimmt in Kapitel 4.1.2.3 (ATMPn). Durch Extrapolation auf [NaN;] = 0 erhélt man
Kp, =5+ 1pusund Ko =32 £ 1 ps.
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Abbildung 4.16: Anstiegs- (Kr,) und Abklingraten (Ka)
der Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz bei fester Bengalrosa-
Konzentration von 2 puM, fester Sauerstoff-Konzentration von 260
+ 20 uM und Variation der Natriumazid-Konzentration in EtOD

Abbildung 4.17 auf Seite 93 zeigt die Anstiegs- und Abklingraten der Lumineszenz von
Singulett-Sauerstoff generiert durch photoaktiviertes Bengalrosa in D,O in Abhén-
gigkeit der Natriumazid-Konzentration. Wie zu erkennen ist, stellt auch in DyO der
Singulett-Sauerstoff-Quencher Natriumazid einen massiven Deaktivator des Triplett-
Ti-Zustandes von Bengalrosa dar. Aus der Steigung der linearen Fitgeraden ergeben
sich nach Gleichungen (2.20) und (2.21) auf Seite 29 bei Verwendung des Losungs-
mittels DoO die Ratenkonstanten kr,q zu kr,q = (2,7 & 0,4)-10* s7'M~! sowie kaq
zu kag = (2,6 £+ 0,1)-10® s7'M~1. Zu ersterer sind keine Literaturwerte bekannt, je-
doch ist kr,q bei Verwendung von D2O etwa viermal so grof wie bei Verwendung von
EtOD als Losungsmittel. Die bestimmte Quenchingratenkonstante kaq ist im Rah-
men des Fehlers identisch mit derjenigen bestimmt in Kapitel 4.1.1.3 (8-MOP). Es
sei hier ausdriicklich darauf hingewiesen, daf hier Natriumazid beziiglich des Triplett-
T,-Zustandes von Bengalrosa einen genauso starken Quencher darstellt als beziiglich
Singulett-Sauerstoff. Durch Extrapolation auf [NaN3| = 0 erhédlt man Kt =3 £ 1 us
und Kp = 63 &= 1 ps.
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Abbildung 4.17: Anstiegs- (Kt,) und Abklingraten (K\)
der Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz bei fester Bengalrosa-
Konzentration von 2 pM, fester Sauerstoff-Konzentration von 260
+ 20 uM und Variation der Natriumazid-Konzentration in D,O

4.1.3.5 Effizienz der Triplett-T;-Deaktivierung durch Sauerstoff

Bei der Diskussion um die Bestimmung der Rolle des Singulett-Sauerstoffs in der
Gesamtheit aller photochemischen Reaktionen bei der Photochemotherapie mit 8-MOP
oder ATMPn mit Hilfe der Effizienz Pr, (siehe Gleichung (2.28) auf Seite 31) der
Triplet-T;-Deaktivierung des jeweiligen Photosensibilisators wurde bereits erwahnt,
dak Relaxationsraten und -konstanten in verschiedenen Losungsmitteln im allgemei-
nen verschiedenen sind. Dies hat zur Folge, dall Pr, in verschiedenen Losungsmitteln
und damit auch n vivo jeweils unterschiedliche Abhéngigkeiten von der Sauerstoff-
Konzentration zeigen diirfte. Aus diesem Grund seien in Abbildung 4.18 auf Seite 94
die Abhéingigkeiten von der Sauerstoff-Konzentration der Effizienzen Pr, der Deakti-
vierung des Triplett-T,-Zustandes von Bengalrosa in EtOD (weifie Dreiecke) und in
DyO:HO = 9:1 (schwarze Dreiecke) verglichen. Der zugehorige, mit den jeweiligen
Fitparametern gezeichnete Funktionsgraph ist fiir DoO durchgehend, fiir EtOD gestri-
chelt gezeichnet. Der eingesetzte Funktionsgraph zeigt die Differenz beider Funktions-
graphen von Pr, in D;O und EtOD. Wie man an der Differenz der Funktionsgraphen
von Pr, in D;O und EtOD erkennt, ist der Unterschied zwischen den Pr, in beiden
Losungsmitteln bei einer Sauerstoff-Konzentration von etwa 8 puM, was etwa der un-
tersten Grenze der Sauerstoff-Konzentration in malignem Gewebe entspricht, am grofs-
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Abbildung 4.18: Vergleich der Effizienzen Pr, der Sauerstoff-
induzierten Deaktivierung des Triplett-T;-Zustandes von Bengal-
rosa in EtOD (weife Dreiecke, gestrichelte Kurve) und DoO:H,0 =
9:1 (schwarze Dreiecke, durchgezogene Kurve) in Abhéangigkeit der
Sauerstoff-Konzentration

ten. Allerdings kann aufgrund der grofsen Fehlerbalken in den experimentellen Daten
kaum ein Unterschied festgestellt werden. Bei kleineren und auch bei groferen, iiber
die maximale in wvivo-relevante Sauerstoff-Konzentration von 50 M hinausgehenden
Sauerstoff-Konzentrationen, wird die Differenz der Pp, wieder kleiner.

4.1.3.6 Quantenausbeute

In Kapitel 4.1.3.1 wurden fiir Bengalrosa in EtOD die Ratenkonstante kr,A sowie die
Singulett-Sauerstoff-Quantenausbeute ® fiir luftgesittigtes EtOD abgeschitzt. Mit
kr,a = 8,5:10® s7!M™! (s.0.) und der Verwendung von &1, = 0,86 (fiir Methanol
|GLV83|) ergibt sich die in Abbildung 4.19 auf Seite 95 dargestellte Abhéngigkeit der
Singulett-Sauerstoff-Quantenausbeute von Bengalrosa in EtOD in Abhéngigkeit der
Sauerstofl-Konzentration. Zu sehen ist wieder die Abnahme von ®A bei abnehmender
Sauerstoff-Konzentration.
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Abbildung 4.19: Singulett-Sauerstoff-Quantenausbeute ®, von
Bengalrosa in EtOD in Abhéingigkeit der Sauerstoff-Konzentration

Zusammenfassend seien in Tabelle 4.3 und 4.4 auf Seite 96 nochmals alle experimentell
bestimmten Relaxationsraten und -konstanten des Bengalrosas sowie des Singulett-

Sauerstoffs in EtOD (Tabelle 4.3) bzw. in D;O (Tabelle 4.4) mit den zugehorigen
Literaturwerten (soweit vorhanden) aufgefiihrt.
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Rate experimenteller .
Ratenkons/tante g Wert Literaturwert
kr, [ps™! < 0,03 R -
T, [/LS] > 33 B -
kr,0, [sTIM7| (11 £+ 1)-108 - -
kpoa [s7IMTY 8,5-108 - -
leo; [s7*M 25-10% — -
leso [S_IM_I] < 8108 — -
leQ [S_lM_ll (NaNg) (0,7 + 0,4)108 — -
ka |ps™! 0,030 £+ 0,001 0,032 - 0,034 [WHR95|
Ta |ps] 33+1 29 - 31 [WHR95|
kas, [s7IM7 (1,3 £ 0,6)-10® - -
kaq [s7'M~] (NaN3) | (2,0 £ 0,1)-10% | 2,0-10%, 2,2-10° ' [WHR95|
[OJN < 0,75 - —

Tabelle 4.3: Vergleich der experimentell bestimmten Relaxationsra-
ten und -konstanten des Photosensibilisators Bengalrosa sowie des
Singulett-Sauerstoffs in EtOD mit Literaturwerten; Losungsmittel:

1 Ethanol

Rate experimenteller .
Ra,tenkongtante g Wert Literaturwert

kr, |pus™ 0,013 £ 0,012 - -

71, |ps] 77 £ 70 - -
k0, [ M (12 + 1)-10% ! - -
leso [S_IM_I] < 23-108 — -

ko s M~ (NaN3) | (2,7 + 0,4)-108 - -

ka |ps™! 0,014 + 0,001 | (1,5-2,3)-1072 |[WHR95|

Ta |1 69 £+ 2 67 - 43 [WHR95]

kAS() [SilMill

(0,4 £ 0,3)-10°

kAQ [Sflell (NaNg)

(2,5 + 0,1)-10°

2,0-105, 2,210 [WHR95]

Tabelle 4.4: Vergleich der experimentell bestimmten Relaxationsra-
ten und -konstanten des Photosensibilisators Bengalrosa sowie des
Singulett-Sauerstoffs in DO bzw. in DoO:HyO = 9:1 mit Literatur-

werten; Losungsmittel: ' D,O:HyO = 9:1




Kapitel 4. Ergebnisse und Diskussion

97

4.1.4 Vergleich einiger experimentell bestimmter Raten-

konstanten

Tabelle 4.5 zeigt einige ausgewahlte, mit den bisher verwendeten Photosensibilisatoren
experimentell bestimmte Ratenkonstanten. Die Anordnung der Photosensibilisatoren
erfolgte nach fallender Triplett-T;-Energie. Wie man erkennt, steigt die Ratenkonstan-
te kt,0, mit sinkendem energetischem Abstand zwischen dem Triplett-T;-Zustand des
Photosensibilisators und dem 'A,-Zustand des Sauerstoffs an. Desweiteren sind die
Quenchingratenkonstanten kaq sehr dhnlich, und auch die iibrigen beiden Ratenkon-

stanten unterscheiden sich um maximal eine Gréfenordnung.

Ratenkonstante [10° sT'M~! | k1,0, | k1. (NaN3) ks, kaq (NaNj)
Photosensibilisator
8-MOP (D20) 9+ 4 =3 027 £ 0,10 | 25+ 0,6
Bengalrosa (EtOD) 11 +1 0,704 1,3+ 0,6 2,0 £0,1
Bengalrosa (D20) 12+11 2,7+ 04 0,4+ 0,3 2,5 + 0,1
ATMPn (EtOD) 17+2 | 020£004 | 07+02 | 21+03

Tabelle 4.5: Ausgewihlte, mit den bisher verwendeten Photosensi-
bilisatoren experimentell bestimmte Ratenkonstanten; Losungsmit-

tel: 1: D,O:H,0 = 9:1
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4.1.5 Protoporphyrin IX
4.1.5.1 Variation der Sauerstoff-Konzentration

Im Rahmen dieser Experimente wurde eine PPIX-DME-Konzentration in EtOD von
[PPIX]y = 300 uM verwendet. Die Sauerstoff-Konzentration wurde von 0 uM (nicht
mehr mefbar mit Microx TX) bis zu 186 M variiert. Abbildung 4.20 zeigt die Anstiegs-
und Abklingraten der Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz in Abhéngigkeit der Sauerstoft-

Konzentration.
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Abbildung 4.20: Anstiegs- (/1) und Abklingraten (/3;) der Singulett-
Sauerstoff-Lumineszenz bei fester PPIX-DME-Konzentration und
Variation der Sauerstoff-Konzentration; Der Einschub zeigt den
Sauerstoff-Konzentrationsbereich von 0 bis 45 uM vergrofert

Wie zu erkennen ist, tritt hier der Fall des avoided crossing auf, d.h. daf die Ener-
gieriicktransferrate von Singulett-Sauerstoff auf den Triplett-T;-Zustand von PPIX-
DME kar, > 0 ist (vergleiche Abbildung 2.5 a) auf Seite 31). Dies ist wegen des
geringen energetischen Unterschieds AE zwischen dem Triplett-T;-Niveau des PPIX-
DME-Molekiils bei Ep, = 1,07 €V [A01b] und dem 'A,-Zustand des Sauerstoff-
Molekiils bei 0,97 eV auch zu erwarten, denn nach der Boltzmann-Verteilung gilt:
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kaTy
kA
die Ratenkonstanten kr,o, und kaq direkt aus den jeweiligen Mefwertdiagrammen be-

stimmt werden.

Jedoch ist es moglich, die oberen und unteren Grenzen der Ratenkonstanten kr, A, kaT,
und kag, abzuschétzen. Die zu diesen Grenzfillen zugehorigen Fitkurven sind in den
vorhergehenden sowie in den folgenden Abbildungen durch gestrichelte Kurven fiir die
obere Grenzen bzw. durch gepunktete Kurven fiir die unteren Grenzen dargestellt.
Da fiir 8, nach Gleichung (2.17) auf Seite 28 gilt:

A
= e_’“TET ~ 0,020. In diesem Fall kénnen generell nur die Raten kp, und ka sowie

. d 3 )
lim | —25 ) — kryo, 4.2
[0s] =00 (d [Os] o (4.2)

laft sich aus Abbildung 4.20 die Ratenkonstante kr,0, aus der Steigung von [ fiir
grofe Sauerstoff-Konzentrationen (|Oo] > 50 uM) bestimmen zu kr,0, = (19 & 1)-10®
sTIM~!. Desweiteren liefert die Extrapolation auf [Os] = 0 nach Gleichung (2.14) und
(2.17) auf Seite 27/28 aus 3, die Abklingrate Kv, = kr, + kr,s,[PPIX] = 0,011 & 0,002
ps~ L. Falls ks, = 0 gilt, likt sich eine obere Grenze der Triplett-T;-Relaxationsrate
kr, von PPIX-DME in reinem EtOD abschétzen zu kp®* = 0,013 ps~Y, entspre-
chend einer minimalen Triplett-T;-Lebensdauer von T,I‘fii“ = 77 ws. Ebenso liefert die
Extrapolation auf [Os] = 0 nach Gleichung (2.15) und (2.17) auf Seite 27/28 aus [,
die Abklingrate Ka = ka + kas,|PPIX] = 0,034 + 0,002 ps. Die Abschétzung von ka
und kag, erfolgt weiter unten.

Wegen kr,0, = lelog + krya gilt kra < kr,0,. Damit 146t sich eine obere Grenze
fiir kr,a bestimmen zu kX = 20-10% s7'M~'. Aus dieser oberen Grenze fiir kr, A
14t sich nun eine untere Grenze fiir kar, festlegen. Dazu sei zunéchst die Differenz des
y-Achsenabschnitts von ; und des Grenzwerts von [, fiir unendlich hohe Sauerstoff-
Konzentration unter Verwendung der Gleichungen (2.14), (2.15) und (2.17) auf Seite
27/28 berechnet. Es ergibt sich:

kar, k
5= £1(10:) = 0) = B2((02] = 00) = == 2{PPIX), (4.3)
T102
Aus Abbildung 4.20 ergibt sich § = 0,008 £ 0,004 ps~'. Im Grenzfall kr,o = k1,0,
ergibt sich somit kar, = —9% __ und damit eine untere Grenze fiir kar, zu kg‘fﬁ‘l =

[PPIX]
0,13-108 s—1M L. '

4.1.5.2 Variation der PPIX-DME-Konzentration

Im Rahmen dieser Experimente wurden PPIX-DME-Konzentrationen in EtOD von 5
M bis 300 M verwendet. Die Sauerstoff-Konzentration betrug [Os] = 115 4+ 6 uM, so
dak bei diesen Losungen die Sauerstoff-Konzentration weit unterhalb derer einer luftge-
sattigten Losung lag. Die Sauerstoff-Konzentration wurde analog zu ATMPn so niedrig
gewdhlt, um einen ausreichend langen Anstieg der Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz
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und somit dessen Mefbarkeit zu gewahrleisten. Der Vergleich von Abbildung 4.21 mit
Abbildung 4.20 zeigt aber, daf K, und K verglichen mit dem Bereich der Sauerstoff-
Konzentration, bei dem das avoided crossing auftritt, bereits weit auseinander lie-
gen. Abbildung 4.21 zeigt die Anstiegs- und Abklingraten der Singulett-Sauerstoff-
Lumineszenz in Abhangigkeit der PPIX-DME-Konzentration.

0.4

0,3 1

0,2

A\

B, B, [us"]

0,035

0,030

0’025 I I I I I I
0 50 100 150 200 250 300

PPIX-DME-Konzentration [uM]

Abbildung 4.21: Anstiegs- (/51) und Abklingraten (/3;) der Singulett-
Sauerstofl-Lumineszenz bei fester Sauerstoff-Konzentration von 115
+ 6 uM und Variation der PPIX-DME-Konzentration

Wie zu erkennen ist, liegen die 3, innerhalb der Meffehler auf einer Geraden. Dies ist
nach Gleichungen (2.14) und (2.17) auf Seite 27/28 der Fall fiir K, > Ka und kr,
< k1,0,]|02], denn dann folgt aus Gleichung (2.15) K, = kr,0,|02] und es ergibt sich
mit Gleichung (2.18):

kar, k
Bo = ka + (kASo + kar, — %) [PPIX] =

=ka + <kASo + kATl - > [PP[X] (4.4)

[PPIX],

Aus dem Achsenabschnitt der Fitgeraden von [y lafst sich nun kA bestimmen zu
ka = 0,032 4 0,001 pus~!. Damit ergibt sich die Lebensdauer des Singulett-Sauerstoffs
in reinem EtOD zu 7o = 31 £ 1 us. Dieser Wert ist identisch zu demjenigen bei
ATMPn und ist in sehr guter Ubereinstimmung mit den in [WHR95| angegebenen
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Literaturwerten von 29 bis 31 pus. Die Steigung der Fitgeraden liefert
kasy,+kaT, — m = (0,069 £ 0,004)-108 sT'!M~!. Da kas, > 0 gelten muf, ergibt sich
somit unter Verwendung von ¢ = 0,008 4 0,004 us~! (siehe Gleichung (4.2)) eine obere
Grenze von kar, zu KRFS = 0,47-10% s7*M~*. Unter Verwendung von Gleichung (4.3)
laft sich  nun eine  untere Grenze  von kr,a abschétzen zu
kxpin = 0,5:10° s~'M~'. Unter Verwendung von Gleichung (4.4) lékt sich nun eine
obere Grenze fiir kag, abschitzen zu kxg* = 0,34:10% s~'M~'. Jedoch stellt man
beim Vergleich der Mefwerte mit den aus den berechneten Grenzen gewonnenen Kur-
ven fest, daf Gleichung (4.4) eine sehr grobe Abschétzung darstellt. Deshalb sind k)
sowie KX&* zu korrigieren. Durch Anpassung der exakt nach Gleichung (4.4) berechne-
ten Kurven an die Mefdaten ergibt sich:

0 = kas,
15-108 s'M™ ' < kpa
0,13-10° s 'M™' < kar,

0,08-10% s7*M~!
19-10% 7'Mt
0,47 -10% s~'M~?

AN A

Bildet man nun das Verhéltnis aus den Mittelwerten von kar, und kt, a, so ergibt sich

];?T; — 0,017 & 0,008, was in sehr guter Ubereinstimmung mit den Erwartungen aus
1

AE
kA—TAl =e "T 0,020 gilt (s.o0.).

dem Boltzmann-Gesetz liegt, nach dem -
1

4.1.5.3 Variation der Natriumazid-Konzentration

Im Rahmen dieser Experimente wurden Natriumazid-Konzentrationen von 1 puM bis
1000 uM verwendet. Die PPIX-DME-Konzentration betrug [PPIX], = 300 pM, die
Sauerstoff-Konzentration in Losung betrug [Oy] = 90 + 7 pM. Abbildung 4.22 auf
Seite 102 zeigt die Anstiegs- und Abklingraten der Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz
in Abhéangigkeit der Natriumazid-Konzentration. Hier ist zu bemerken, daf bei ei-
ner Natriumazid-Konzentration von [NaNs| = 1000 pM der Anstieg der Singulett-
Sauerstoff-Lumineszenz zu steil war, um geméf Gleichung (2.19) auf Seite 28 gefittet
zu werden. Deshalb wurde bei dieser Natriumazid-Konzentration lediglich £ bestimmt.
Wie zu sehen ist, stimmen die Abklingraten fs sehr gut mit den berechneten Kurven
iiberein. Aus der Steigung von [ fiir kleine Quencherkonzentrationen laft sich nach
Gleichung (2.15) und (2.17) auf Seite 27/28 die Quenchingratenkonstante kaq bestim-
men. Es ergibt sich (fiir [NaN;] < 300 pM) kaq = (1,4 £ 0,1)-10® s7'!M~!. Dieser Wert
liegt etwas niedriger als die in [WHR95]| fiir Ethanol angegebenen Literaturwerte von
2,0-10% s7IM~! bzw. 2,2-10% s7ITM L.

Jedoch zeigt sich fiir die Anstiegsraten 3; der Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz, daf die
gemessenen Punkte mit steigender Natriumazid-Konzentration stirker anwachsen als
die berechneten Kurven (Abbildung 4.22), was eine Bestimmung der Ratenkonstan-
te kr,q vereitelt. Dieses Verhalten wurde bereits beim Photosensibilisator Photofrin
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Abbildung 4.22: Anstiegs- (/51) und Abklingraten (/3;) der Singulett-
Sauerstoff-Lumineszenz bei fester Sauerstoff-Konzentration von 90
+ 7 uM, fester PPIX-DME-Konzentration von 300 M und Varia-
tion der Natriumazid-Konzentration

beobachtet [KMS01| und durch die Tatsache, daf es sich dabei um ein Substanzge-
misch von Oligomeren verschiedener Porphyrine, darunter PPIX, handelt, versucht zu
erklaren. Im Gegensatz dazu handelt es sich bei PPIX-DME um eine Reinsubstanz,
dennoch tritt dieses stirkere Anwachsen der ; auf. Einen mdoglichen Erklarungsansatz
bietet die Tatsache, dafs zumindest in wifkrigen Losungen das Aggregationsverhalten
von PPIX-DME vom pH-Wert beeinflufst wird [SCR02|, welcher sich aber in diesen
durch die Zugabe von Natriumazid verdndert. Hitte Natriumazid somit auch in EtOD
einen Einflufs auf das Aggregationsverhalten, so wire durch diesen zusatzlichen Effekt
durchaus ein iiberproportionales Anwachsen der Triplett-T-Relaxationsrate Kr, mit
der Natriumazid-Konzentration denkbar und damit geméf Gleichungen (2.14), (2.15)
und (2.17) auf Seite 27/28 auch ein stérkeres Ansteigen der ; moglich. Dies wire
jedoch noch experimentell zu iiberpriifen.
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4.1.5.4 Quantenausbeute

Da fiir PPIX-DME die Ratenkonstante krt,n abgeschidtzt wurde, kann nun mit Hilfe
von Gleichung (2.29) auf Seite 31 eine Abschétzung der Singulett-Sauerstoff-Quanten-
ausbeute &5 in EtOD in Abhéngigkeit der Sauerstoff-Konzentration erfolgen. Mit
kr,a = (17 £ 2)-10% s7!M~! und der Verwendung der gemessenen Anstiegsraten [3;
ergibt sich mit &, = 0,8 (fiir Benzol, [PT86|) die in Abbildung 4.23 dargestellte Ab-
hingigkeit der Singulett-Sauerstoff-Quantenausbeute von PPIX-DME in EtOD in Ab-
héngigkeit der Sauerstoff-Konzentration. Die durchgezogene Linie reprisentiert dabei
eine Fitkurve geméf Gleichung (2.33) auf Seite 32 und (2.17) auf Seite 27, bei welcher
die Mittelwerte der bereits bestimmten Raten und Ratenkonstanten verwendet wurden
und mit Hilfe derer kr, + kr,s,|PPIX] = 0,022 £ 0,003 pus~! bestimmt wurde. Wie
zu erkennen ist, betrdgt die Singulett-Sauerstoff-Quantenausbeute & in Ethanol bei
Betrachtung des fiir die PDT in vivo relevanten Bereichs der Sauerstoff-Konzentration
unter 50 uM etwas weniger als 0,6, wobei wieder anzumerken ist, daf in vivo die exakte
Abhéngigkeit von ® 5 von der Sauerstoff-Konzentration anders als in EtOD sein diirfte.
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Abbildung 4.23: Singulett-Sauerstoff-Quantenausbeute von PPIX-
DME in Abhéngigkeit der Sauerstoff-Konzentration
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Zusammenfassend seien in Tabelle 4.6 nochmals alle mit PPIX-DME experimentell
bestimmten Relaxationsraten und -konstanten mit den zugehorigen Literaturwerten
(soweit vorhanden) aufgefiihrt.

Rate/ experimenteller .
L
Ratenkonstante Wert teraturwert
kr, |ps™! < 0,013 —
71, | > 77 -
kT102 [S_lM_ll (19 + 1)108 — —
leA [S_lM_ll 15-10% é leA é 19-10% - -
leso [S_lM_ll — — —
kriq [s'M™'] (NaN3) - -
ka |ps™! 0,032 + 0,002 0,032 - 0,034 [WHR95|
Ta |ps] 31 £2 29 - 31 [WHR95|
kASO [S_lM_ll 0 é kASo é 0,08'108 —
kATl [S_lM_ll 0713108 é kATl é 0,47108 - -
kag [s7*M~!| (NaN3) (1,4 4+ 0,1)-10® 2,0-10%, 2,2-105 1 [WHR95]

Tabelle 4.6: Vergleich der experimentell bestimmten Relaxationsra-
ten und -konstanten des Photosensibilisators PPIX-DME sowie des
Singulett-Sauerstoffs in EtOD mit Literaturwerten; Losungsmittel:
!: Ethanol

Beim Vergleich der experimentellen Ergebnisse der bisher diskutierten Photosensibi-
lisatoren (siehe auch Tabelle 4.5 auf Seite 97) léfst sich fiir die Ratenkonstante kr,o,
der Sauerstoff-induzierten Triplett-T;-Deaktivierung des jeweiligen Photosensibilisa-
tors durch Sauerstoff die Aussage treffen, dafs diese mit zunehmendem Unterschied
zwischen der energetischen Lage des Ti-Zustandes des Photosensibilisators und der
des 1Ag—Zustandes des Sauerstoffs abnimmt. Gleiches gilt fiir die Ratenkonstante kt, A,
die aber lediglich fiir die beiden Photosensibilisatoren Bengalrosa und PPIX-DME in
EtOD abgeschétzt werden konnte. Zumindest letzteres entspricht auch den Erwartun-
gen, da mit abnehmendem energetischen Unterschied zwischen den beiden energeti-
schen Niveaus weniger iiberschiissige Energie thermalisiert werden muf.
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4.1.6 Indocyaningriin

ICG-Nal wurde in Konzentrationen von 2 yM bis zu 1 mM sowohl in D,O, DMSO,
wie auch in DO + 50 & humanes Serumalbumin geldst. Die Sauerstoff-Konzentration
wurde in DyO zwischen 9 M und 780 pM variiert. Bei Verwendung von DMSO und
D,O + 50 =% humanes Serumalbumin als Losungsmittel wurden sowohl luftgeséttigte
Losungen verwendet wie auch Losungen, die mit gasformigem Stickstoff bzw. Sauer-
stoff gewaschen wurden, wobei in diesen Losungen die Sauerstoff-Konzentration mit
den zur Verfiigung stehenden Mefgerédten nicht bestimmt werden kann. Die Laserpuls-
energie wurde zwischen 3 pJ und 120 pJ variiert. Bei allen Experimenten konnte zwar
eine Lumineszenz bei 1270 nm gemessen werden, jedoch reagierten die Mefsignale we-
der in der zu erwartenden Weise auf eine Verdnderung der Sauerstoff-Konzentration in
Lésung, d. h. durch eine Erh6hung des Lumineszenzsignals bei Erhéhung der Sauerstoff-
Konzentration und umgekehrt, noch auf die Zugabe von Natriumazid durch eine Ver-
kiirzung der Lumineszenz-Abklingzeit bei gleichzeitiger Erniedrigung der Lumines-
zenzintensitat. Somit ist gezeigt, dafs es sich bei den gemessenen Lumineszenz-Signalen
um eine Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz handelt.

Abbildung 4.24 auf Seite 106 zeigt exemplarisch vier Mefssignale generiert durch ICG-
Nal in D5O. Die mittlere Laserleistung wurde zu 200 mW und eine Wellenlénge von
790 nm gewdhlt. Wie zu erkennen ist, zeigt das gemessene Signal bei Erhohung der
ICG-Nal-Konzentration von 10 pM (a) auf 200 uM (b) keine Verdnderung. Variiert
man jedoch beispielsweise bei einer ICG-Nal-Konzentration von 10 pM die Sauerstoff-
Konzentration von 220 uM bei Luftsattigung auf 9 uM (c) bzw. auf 781 M (d), so
zeigt in beiden Fillen das gemessene Signal die gleiche Verdnderung, ndmlich daf ein
Signalaufbau nicht mehr zu beobachten ist. Desweiteren unterscheidet sich die gemes-
sene Signalhohe bei einer Sauerstoff-Konzentration von 781 uM (d) kaum von der bei
9 uM (c), was bei einer Beteiligung von Singulett-Sauerstoff an den gemessenen Signa-
len durchaus zu erwarten wire.

Ein weiteres Indiz, welches gegen eine Beteiligung der Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz
an den gemessenen Signalen spricht, ist deren Verhalten bei Zugabe von Natriumazid.
Abbildung 4.25 auf Seite 106 zeigt die gemessenen Lumineszenzsignale bei Bestrahlung
von 200 M Nal in DyO ohne Natriumazid (a) und bei Zugabe von 10 mM Natrium-
azid (b). Wie zu erkennen ist, sind die Mefssignale nahezu identisch, so daf zumindest
in DoO die Messung der Lumineszenz von Singulett-Sauerstoff generiert durch pho-
toaktiviertes ICG-Nal ausgeschlossen werden kann. Bei allen bisher gezeigten, durch
Laserbestrahlung von ICG-Nal generierten Lumineszenzsignalen betrigt die Abkling-
zeit 4 & 1 us.
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Abbildung 4.24: Exemplarische Mefssignale generiert durch ICG-
Nal in DyO bei Variation der ICG-Nal- und der Sauerstof-
Konzentration
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Abbildung 4.25: Exemplarische Mefssignale generiert durch ICG-
Nal in DO ohne und mit Zugabe von Natriumazid
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Bei Verwendung von Natriumazid in DMSO bleibt, analog zu D50, das zeitliche Verhal-
ten des gemessenen Signals unbeeinflufst. Bei Verédnderung der Sauerstoff-Konzentration
in DMSO ist der zeitliche Anstieg des Mefssignals immer zu beobachten. Abbildung
4.26 zeigt die gemessenen Lumineszenzsignale bei Bestrahlung von 2 M ICG-Nal in
DMSO bei Luftséttigung ohne Zugabe von Natriumazid (a) und bei Zugabe von 10 mM
Natriumazid (b). Desweiteren gezeigt sind Lumineszenzsignale bei Bestrahlung von
2 pM ICG-Nal in DMSO bei einer verglichen mit der Luftsiattigungskonzentration sehr
kleinen Sauerstoff-Konzentration (c¢) und bei einer verglichen mit der Luftséttigungs-
konzentration sehr grofen Sauerstoff-Konzentration (d). Bei letzterem ist zu sehen, dafs
die Signalhohe kleiner ist als bei Luftsédttigung, wohingegen sich die Abklingzeit von
4 + 1 ps auf etwa 8 us erhoht.
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Abbildung 4.26: Exemplarische Mefssignale generiert durch ICG-
Nal in DMSO mit und ohne Zugabe von Natriumazid und bei Va-
riation der Sauerstoff-Konzentration
Diese verglichen mit der Luftsidttigungskonzentration verdnderten Sauerstofi-

Konzentrationen wurden durch Waschen der Losungen fiir 5 Minuten mit Stickstoff
(c) bzw. fiir 10 Minuten mit Sauerstoff (d) erhalten. Jedoch kénnen keine genaueren
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Angaben zur Sauerstoff-Konzentration in Lésung gemacht werden, da die beiden zur
Verfiigung stehenden Mefsensoren zur Bestimmung der Sauerstoff-Konzentration in
Losung nicht fiir DMSO als Losungsmittel geeignet sind.

An dieser Stelle sei abschlieffend zu den Mefergebnissen mit ICG-Nal noch bemerkt,
daf ICG-Nal ebenfalls in Lésungen von 50 2£ Serumalbumin in D;O geldst wurde.
Die Mefsignale waren zu denen generiert durch ICG-Nal in DMSO nahezu identisch
und verdnderten sich bei Zugabe von Natriumazid bzw. bei Variation der Sauerstoff-
Konzentration nicht. Somit konnte also in keinem der verwendeten Losungsmittel eine
Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz nachgewiesen werden.

Ein Ansatz zur Begriindung, weshalb ICG-Nal in Zellkulturexperimenten als Typ II-
Photosensibilisator angegeben wurde [FSB97, BAK99|, jedoch keine Singulett-Sauer-
stoff-Lumineszenz nachweisbar ist, wurde durch chromatographische und massenspek-
trometrische Untersuchungen von bestrahltem und unbestrahltem ICG-Nal geliefert.
Es zeigte sich, daf sich bei Bestrahlung von in Wasser wie auch in DMSO gelostem
ICG-Nal (20 Pulse mit einer Pulsenergie von 2,6 J und einer Wellenlénge von 805 nm)
sechs Produkte bilden, von denen eines eine molekulare Masse besitzt, die gleich der
Summe der molekularen Masse des ICG-Na-Molekiils und der des Sauerstoffmolekiils
ist. Von den verbleibenden fiinf Produkten lassen sich desweiteren jeweils aus zwei ins-
gesamt zwei Paare bilden, deren molekulare Masse gleich der Summe der molekularen
Masse eines ICG-Na-Molekiils und der eines Sauerstoffmolekiils ist. Diese Produktbil-
dung lafst sich durch Zugabe von Natriumazid verhindern (siehe Abbildung 4.27).
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Abbildung 4.27: Chromatogramme von ICG-Nal, aufgenommen mit
dem high pressure liquid chromatography (HPLC)-Verfahren, unbe-
strahlt und bestrahlt, sowie bestrahlt mit Zugabe von Natriumazid
(NaN3) [S03|
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Der vorgeschlagene Mechanismus ist hier also zunéchst eine selbstsensibilisierte Pho-
tooxidation, bei welcher der durch die Laserbestrahlung von ICG-Na erzeugte Singulett-
Sauerstoff an das ICG-Na-Molekiil bindet. Aufgrund des verglichen mit der Ausgangs-
substanz verdnderten UV-Spektrums der gebildeten Produkte kann die Aussage getrof-
fen werden, daf durch die Oxidation des ICG-Na-Molekiils dessen Chromophor, welches
die Polymethinkette ist, zerstort wird [V02|. Dies bedeutet also, dafs im Rahmen der
Oxidation eine sog. Dioxethangruppe an der Polymethinkette des ICG-Na-Molekiils
gebildet wird, wobei zu beachten ist, daf diese Dioxethanverbindungen thermisch in-
stabil sind, so daf das oxidierte [CG-Na-Molekiil zu Carbonylverbindungen fragmentie-
ren kann [V02|. In Zellkulturversuchen erwiesen sich die durch die selbstsensibilisierte
Photooxidation gebildeten Produkte des ICG-Na-Molekiils als zelltoxisch. Der Mecha-
nismus der Phototoxizitit von ICG-Nal ist also weder ein reiner Typ I- noch ein reiner
Typ II-Mechanismus, sondern eine bisher noch nicht beschriebene Typ Il-induzierte
photodynamische Reaktion.
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4.2 Lumineszenz von Singulett-Sauerstoff in
Lipidsuspensionen

Im folgenden werden nun die Mefsergebnisse der Anstiegs- und Abklingzeiten der Lu-
mineszenz von Singulett-Sauerstoff, generiert durch Photofrin in Suspensionen von 15
=& Phosphatidylcholin, vorgestellt und diskutiert. Aufgrund der guten Loslichkeit von
Photofrin in wifrigen Losungen gepaart mit seiner ebenfalls vorhandenen lipophilen
Eigenschaft, sowie dem Vorhandensein von Sauerstoff sowohl in wifriger wie auch
in der Lipidumgebung wird Singulett-Sauerstoff sowohl im Losungsmittel (D,O/H50)
wie auch in Phosphatidylcholin generiert. Jedoch kann weder eine Aussage iiber die
Sauerstoff-Konzentration noch iiber die Photofrin-Konzentration in beiden Umgebun-
gen gemacht werden. Letztere kann nur als Einwaage pro Volumen Suspension an-
gegeben werden, also ohne Beachtung der Verteilung zwischen beiden Umgebungen.
Gleiches gilt fiir die Konzentration eines zugegebenen Quenchers. Aus diesem Grund
werden in den folgenden Abbildungen auch Abklingzeiten und nicht -raten angegeben,
da eine Bestimmung von Ratenkonstanten durch Variation der Konzentration eines der
gelosten Stoffe nicht moglich ist.

Auferdem gelten fiir die Konzentration an Triplett-T;-Zustédnden von Photofrin und an
Singulett-Sauerstoff fiir jede Umgebung getrennt Gleichungen (2.11) bis (2.16) auf Seite
26-28. Vernachléssigt man nun die Mdoglichkeit der Diffusion des Singulett-Sauerstoffs
innerhalb seiner Lebensdauer in die jeweils andere Umgebung in Bezug auf seine Ent-
stehung, so ist die Gesamtzahl an Singulett-Sauerstoff-Molekiilen in der Suspension
gleich der Summe der Konzentrationen in der jeweiligen Umgebung, gewichtet mit den
zugehorigen Volumenanteilen. Somit gilt fiir die zu erwartende Lumineszenzleistung
nach Gleichung (2.9) auf Seite 25 und (2.19) auf Seite 28:

PP(t) oc A ['0o]"P(t) + B - ['02] "V (t) =
Lip; Li i _ _
4 [T1]o %kTX[O.Q]Lp (e—ﬁi‘l’t _ e—ﬂ}‘pt) 4B [T1]5) kya [O2]Y (e—ﬁ;’Vt _ e—ﬁ}”t) (4.5)
By — B, B =8
Dies bedeutet, daf aufgrund der beiden unterschiedlichen mikroskopischen Umgebun-
gen zwei unterschiedliche, den jeweiligen Umgebungen entsprechende Anstiegs- und Ab-

klingzeiten zu erwarten sind, wobei ndherungsweise keP = kW, =: kpa und
VP — BV —: B, gesetzt wird. Jedoch werden trotzdem zwei verschiedene Abkling-

zeiten erwartet.

Abbildung 4.28 auf Seite 111 zeigt zwei exemplarische Einzelmessungen der Lumi-
neszenz von Singulett-Sauerstoff, generiert durch Bestrahlung von 50 £& Photofrin in
Suspensionen von 15 =& Phosphatidylcholin in D;O (a) und HyO (b). Wie in Abbildung
4.28 (a) zu sehen ist, sind in DyO durchaus mindestens zwei verschiedene Steigungen
des Abfalls erkennbar. Die Bestimmung der Abklingzeiten erfolgte bei Lipidsuspensio-
nen analog zu den homogenen Loésungen. Durch einen bi-exponentiellen Fit ergeben
sich Abklingzeiten von 14 £+ 2 ps und 55 4+ 5 us. Letztere ist gleich der Lebensdauer
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Abbildung 4.28: Exemplarische zeitaufgeloste Einzelmessungen der
Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz in Lipidsuspensionen: a) D,O, b)
H50; Die durchgezogenen Linien reprisentieren die Fitkurven
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des Singulett-Sauerstoffs in einer homogenen Losung von 200 £& Photofrin in DO
[KMS01], somit handelt es sich bei ersterer um dessen Lebensdauer in Phosphatidyl-
cholin. Diese wurde bereits unter Verwendung von Liposomen zu etwa 12 us abge-
schétzt [EAF98], was im Rahmen des experimentellen Fehlers identisch ist mit der aus
Abbildung 4.28 (a) bestimmten. Jedoch ist das in Abbildung 4.28 (b) gezeigte Lumines-
zenzabklingverhalten bei Verwendung von H,O innerhalb der durch das experimentelle
Rauschen bestimmten Mefgenauigkeit mono-exponentiell mit einer Abklingzeit von
11 £ 2 ps. Bei genauerer Betrachtung von Gleichung (4.5) ist auch zu erkennen, wann
bei zwei verschiedenen mikroskopischen Umgebungen mit zwei verschiedenen Singulett-
Sauerstoff-Lebensdauern lediglich eine Abklingzeit bestimmt werden kann. Zum einen
ist das Maximum der Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz in einer Umgebung umgekehrt
proportional zur Abklingrate der Lumineszenz. Damit darf also, um ein bestimmtes
Signal /Rausch-Verhéltnis zu erhalten, die Abklingrate des Singulett-Sauerstoffs in die-
ser Umgebung nicht zu grof sein. Zum anderen ist fiir den Beitrag einer bestimmten
Signalkomponente zur gesamten Lumineszenz die Konzentrationsverteilung von Photo-
frin und Sauerstoff und damit auch von Singulett-Sauerstoff (in Gleichung (4.5) durch
A und B angedeutet) zwischen beiden Umgebungen von Bedeutung. Benutzt man nun
beispielsweise fiir 3, in Gleichung (4.5) den Wert in luftgesittigter D,O-Losung, 3,
— 0,3 ps~! [KMS01], sowie 8y = 0,08 ps~' [EAF98] und 8)Y = 0,3 pus~' [WHR95,
so diirfte also in Suspensionen von 15 =% Phosphatidylcholin in H,O (Abbildung 4.28
(b)) B < A gelten, da kein bi-exponentielles Verhalten des Lumineszenzabklingens
beobachtet werden kann.
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4.2.1 Variation der Photofrin-Konzentration

Hierzu wurde die Standardkonzentration von 15 2& Phosphatidylcholin in D;O bzw.
in H,O verwendet. Die Photofrin-Konzentration in Suspension wurde von 1 £& bis
zu 1000 £& variiert. Abbildung 4.29 zeigt die Abklingzeiten der Singulett-Sauerstoff-
Lumineszenz in Suspensionen von 15 =% Phosphatidylcholin in D;O bei Variation der
Photofrin-Konzentration.

70
D.O
60 - % A
T % 1
i ¥ i
— 50 4
A ¥
c
2 40:$
‘©
o
£ 154 ¢ ¢
é § E i i Lip
<t 104 T,
5
0 l Ll L} L} Ll L II Ll L L L} LA ll Ll Ll Ll Ll LI II
1 10 100 1000

Photofrin-Konzentration [ug/ml]

Abbildung 4.29: Abklingzeiten der bi-exponentiell abfallenden Lu-
mineszenz von Singulett-Sauerstoff bei Variation der Photofrin-
Konzentration in Suspensionen von Phosphatidylcholin in DO

Nach Abbildung 4.29 ist die Abklingzeit des Singulett-Sauerstoffs in Phosphatidylcholin
mit Tklp = 13 £ 1 ps unabhingig von der Photofrin-Konzentration in der Suspensi-
on. Die Abklingzeit des Singulett-Sauerstoffs in D,O scheint zumindest bis zu einer
Photofrin-Konzentration von 100 & in der Suspension innerhalb des experimentel-
len Fehlers mit 70°¢ = 57 + 2 us konstant zu bleiben, erst ab héheren Photofrin-
Konzentrationen wird die Abklingzeit mefbar erniedrigt, was sich durch die geringe
Quenchingratenkonstante des Photofrins von (2,5 4+ 0,3)-107° us*llrf—g] [KMSO01] erkla-
ren lift. Jedoch bezeichnet die Angabe der Photofrin-Konzentration — dies gilt fiir

alle Lipidsuspensionsmessungen — die Einwaage an Photofrin pro Volumen Suspen-
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sion. Hierbei ist die Verteilung zwischen Lipidtropfchen und wifsriger Phase und da-
mit die Konzentrationen an Photofrin in Phosphatidylcholin und in DO unbekannt.
Aus diesem Grund lassen sich aus einer eventuell vorhandenen Steigung der Relaxa-
tionsraten keine Relaxationsratenkonstanten bestimmen. Die Konstanz der Abkling-
zeit des Singulett-Sauerstoffs in Phosphatidylcholin lafst sich erkldren, indem man
bereits bei der kleinsten Photofrin-Konzentration in Suspension eine Séttigung der
Lipidtropfchen an Photofrin annimmt.

Abbildung 4.30 zeigt die Abklingzeit des mono-exponentiellen Abfalls der Singulett-
Sauerstoff-Lumineszenz in Suspensionen von 15 2& Phosphatidylcholin in HyO bei
Variation der Photofrin-Konzentration.
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Abbildung 4.30: Abklingzeit des mono-exponentiellen Abfalls
der der Lumineszenz von Singulett-Sauerstoff bei Variation der
Photofrin-Konzentration in Suspensionen von Phosphatidylcholin
in HQO

Wie bereits diskutiert, handelt es sich bei den bestimmten Abklingzeiten der Lumi-
neszenz des Singulett-Sauerstoffs mit einem Wert von 9 bis 12 s um die Lebensdauer
des Singulett-Sauerstoffs in Phosphatidylcholin. Hier ist besonderes Augenmerk auf
die steigende Tendenz der Abklingzeiten mit steigender Photofrin-Konzentration zu
richten. Dieses Verhalten ist entgegengesetzt zu den Erwartungen, denn betrachtet
man Photofrin als einen Quencher des Singulett-Sauerstoffs, so miisste dessen Abkling-
zeit mit steigender Photofrin-Konzentration abnehmen. Méglicherweise handelt es sich
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hier auch um einen Effekt eines nicht beachteten systematischen Fehlers. Genauere
Schluffolgerungen sind nicht moéglich. Auferdem ist noch zu bemerken, daf es bei kei-
ner Photofrin-Konzentration moglich war, die Lebensdauer des Singulett-Sauerstoffs in
H50O zu bestimmen. Die Griinde hierzu sind dieselben wie sie bereits bei der Diskussion
um Abbildung 4.28 (b) genannt wurden.

4.2.2 Quencherexperimente

Im Rahmen dieser Experimente wurde wieder die Standardkonzentration von 15 =%
Phosphatidylcholin in D,O bzw. in H,O verwendet. Die Photofrin-Konzentration in
Suspension wurde zu 50 £&8 gewihlt. Falls nicht explizit anders erwéhnt, betrug die
Wartezeit zwischen der Zugabe der Quencher und der Laserbestrahlung der Suspension
eine Minute.

4.2.2.1 Variation der Natriumazid-Konzentration

Abbildung 4.31 auf Seite 116 zeigt die gemessenen Abklingzeiten der Singulett-Sauer-
stoff-Lumineszenz bei Zugabe von Natriumazid in verschiedenen Konzentrationen zu
den Lipidsuspensionen in D,O. Wie zu erkennen ist, konnte lediglich bei der nied-
rigsten Natriumazid-Konzentration von 0,1 mM durch einen bi-exponentiellen Fit des
Lumineszenzabklingens sowohl die Abklingzeit des Singulett-Sauerstoffs in Phospha-
tidylcholin (12 4+ 1 ps) als auch die Abklingzeit des Singulett-Sauerstoffs in DoO
(30 &= 9 ps; berechneter Wert in einer Losung von 0,1 mM Natriumazid in DyO:
25 ps) bestimmt werden. Bei groferen Natriumazid-Konzentrationen war der Beitrag
des Singulett-Sauerstoffs in DO zur gesamten Lumineszenz zu klein, um innerhalb der
Mefgenauigkeit ein bi-exponentielles Abklingen zu erhalten (bei einer Natriumazid-
Konzentration von 1 mM wiére die Singulett-Sauerstoff-Abklingdauer in reinem D,O
lediglich nur noch 4 pus). Die Abklingzeit des Singulett-Sauerstoffs in Phosphatidyl-
cholin ist bei einer Natriumazid-Konzentration von 0,1 mM mit 12 + 1 us identisch
mit der Abklingzeit in Phosphatidylcholin bestimmt durch die Variation der Photofrin-
Konzentration. Ab einer Natriumazid-Konzentration von 1 mM ist die Abklingzeit des
Singulett-Sauerstoffs konstant auf 7 £ 2 us reduziert. Eine mogliche Erklarung hierzu
ware durch die Annahme einer sehr geringen Loslichkeit von Natriumazid in Phospha-
tidylcholin gegeben, so dafk bei einer Natriumazid-Konzentration in Suspension von
0,1 mM zwar Natriumazid in die Lipidtropfchen eindringt, jedoch nicht in geniigen-
der Konzentration vorhanden ist, um in Rahmen der experimentellen Genauigkeit eine
Verkiirzung der Singulett-Sauerstoff-Abklingzeit zu bewirken, jedoch ab der Konzen-
tration von 1 mM Natriumazid in Suspension die Lipidtrépfchen bereits gesattigt an
Natriumazid sind (bei Annahme einer Natriumazid-Konzentration von 0,2 mM wire
z.B. die berechnete Abklingzeit des Singulett-Sauerstoffs in Phosphatidylcholin etwa

7 us).
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Abbildung  4.31:  Abklingzeiten  der  Singulett-Sauerstoff-
Lumineszenz bei Variation der Natriumazid-Konzentration in
Suspensionen von Phosphatidylcholin in DoO mit 50 £& Photofrin

Abbildung 4.32 auf Seite 117 zeigt die gemessenen Abklingzeiten der Lumineszenz
von Singulett-Sauerstoff bei Zugabe von Natriumazid in verschiedenen Konzentratio-
nen zu den Lipidsuspensionen in HyO. Auch hier konnte wie bei den Experimenten mit
Variation der Photofrin-Konzentration (siehe Abbildung 4.30) lediglich die Abklingzeit
des Singulett-Sauerstoffs in Phosphatidylcholin bestimmt werden. Diese ist unabhingig
von der Natriumazid-Konzentration und ergibt sich zu 10 £ 2 s, identisch mit der
Abklingzeit in Suspensionen von Phosphatidylcholin in HyO, die durch Variation der
Photofrin-Konzentration bestimmt wurde. Ein Grund, weshalb hier iiberhaupt keine
Verdnderung der Abklingzeit bei verschiedenen Natriumazid-Konzentrationen festzu-
stellen ist, kann nicht angegeben werden. Md&glicherweise dringt in HyO das Natrium-
azid nicht in ausreichendem Mafe in die Lipidtropfchen ein.
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Abbildung  4.32:  Abklingzeiten  der  Singulett-Sauerstoff-
Lumineszenz bei Variation der Natriumazid-Konzentration in
Suspensionen von Phosphatidylcholin in HoO mit 50 £& Photofrin

4.2.2.2 Variation der Zeit zwischen der Zugabe von Natriumazid und der
Lumineszenzmessung

Wie in Kapitel 4.2.2.1 gezeigt wurde, konnte durch Zugabe von Natriumazid zu den
Lipidsuspensionen in DO lediglich die Abklingzeit des Singulett-Sauerstoffs in D,O
verkiirzt werden, die Abklingzeit des Singulett-Sauerstoffs in Phosphatidylcholin wur-
de weder in DO noch in HyO beeinfluft. Dies mag daran liegen, daf es sich bei
Natriumazid um ein hydrophiles Molekiil handelt [PV79], so dak es innerhalb der War-
tezeit von einer Minute zwischen Quencherzugabe und Lumineszenzmessung nicht in
die Phosphatidylcholintrépfchen einzudringen vermag. Als weiteres Vorgehen bietet
sich deshalb eine Verlidngerung der Wartezeit zwischen der Zugabe von Natriumazid
zu den Lipidsuspensionen (s.u.) oder aber die Verwendung einer anderen Quencher-
substanz an (Kapitel 4.2.2.3/4).

Abbildung 4.33 auf Seite 118 zeigt die gemessenen Abklingzeiten der Lumineszenz von
Singulett-Sauerstoff in Lipidsuspensionen mit 50 £& Photofrin in D,O bei Zugabe von
1 mM Natriumazid in Abhéngigkeit der Wartezeit zwischen der Natriumazidzugabe
und der Lumineszenzmessung.
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Abbildung  4.33:  Abklingzeiten  der  Singulett-Sauerstoff-
Lumineszenz bei Variation der Wartezeit zwischen der Zugabe von
1 mM Natriumazid zu Suspensionen von Phosphatidylcholin in
D50 mit 50 £ Photofrin und der Lumineszenzmessung

Wie man erkennt, l&ft sich die Abklingzeit der Lumineszenz von Singulett-Sauerstoff
in Phospatidylcholin durch Erh6hung der Wartezeit zwischen der Quencherzugabe von
einer Minute (Standard) von 13 £ 2 us auf 9 + 2 ps reduzieren, wobei dieser Wert
dann unabhingig ist von der Wartezeit im Intervall von fiinf bis 20 Minuten. Dies
spricht ebenfalls fiir die These einer sehr niedrigen Loslichkeitsgrenze von Natrium-
azid in Phosphatidylcholin, welche zwischen einer und fiinf Minuten nach Zugabe von
1 mM Natriumazid zur Suspension erreicht wird. Bei einem Vergleich mit Abbildung
4.31 stellt man fest, daf hier bei einer Wartezeit von einer Minute die Abklingzeit mit
13 £ 2 ps ldnger ist als die entsprechende (Natriumazid-Konzentration 1 mM, Warte-
zeit eine Minute) in Abbildung 4.31 mit 7 + 2 pus. Dies 1t eine Abschétzung des fiir
Lipidsuspensionen geltenden systematischen Fehlers zu, welcher demnach mindestens
um zwei Mikrosekunden grofer sein miifste als der bisher verwendete. Letzterer wurde
als gleichgrof mit demjenigen bei homogenen Losungen (3 % des Mefkwertes, siehe auch
Seite 66) angenommen.

Abbildung 4.34 auf Seite 119 zeigt nun die gemessenen Abklingzeiten der Singulett-
Sauerstoff-Lumineszenz in Lipidsuspensionen mit 50 £& Photofrin in HoO bei Zugabe
von 1 mM Natriumazid in Abhéngigkeit der Wartezeit zwischen der Natriumazidzuga-
be und der Lumineszenzmessung.
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Abbildung  4.34:  Abklingzeiten  der  Singulett-Sauerstoff-
Lumineszenz bei Variation der Wartezeit zwischen der Zugabe von
1 mM Natriumazid zu Suspensionen von Phosphatidylcholin in
H,0 mit 50 £& Photofrin und der Lumineszenzmessung

Wie zu erkennen ist, bleibt hier die Abklingzeit des Singulett-Sauerstoffs in Phospha-
tidylcholin in HoO mit 9 4+ 1 us konstant und ist somit unabhingig von der Wartezeit
zwischen der Zugabe von Natriumazid und der Lumineszenzmessung. In HyO dringt
also Natriumazid nicht in die Phosphatidylcholintrépfchen ein.

Zusammenfassend lafst sich also sagen, dafs in Suspensionen von Phosphatidylcholin in
D50 der in Phosphatidylcholin lokalisierte Singulett-Sauerstoff sich durch Natriumazid
lediglich in sehr geringem Mafe quenchen ldft, wohingegen in HoO das Natriumazid
offensichtlich nicht in Phosphatidylcholin einzudringen vermag. Aus diesem Grunde
wird im folgenden der Quencher Histidin verwendet.
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4.2.2.3 Variation der Histidin-Konzentration
Abbildung 4.35 zeigt nun die gemessenen Abklingzeiten der Singulett-Sauerstoff-
Lumineszenz bei Zugabe von Histidin in verschiedenen Konzentrationen zu den

Lipidsuspensionen in D50O.
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Abbildung  4.35:  Abklingzeiten  der  Singulett-Sauerstoff-
Lumineszenz bei Variation der Histidin-Konzentration in Sus-
pensionen von Phosphatidylcholin in D,O mit 50 £& Photofrin

Wie zu erkennen ist, konnte analog zu Natriumazid nur bei der niedrigsten Histidin-
Konzentration von 0,1 mM ein bi-exponentieller Fit verwendet werden. Die Abklingzeit
des Singulett-Sauerstoffs in DoO wurde dadurch zu 58 + 7 us bestimmt (berechneter
Wert in einer Losung von 0,1 mM Histidin in DyO: 52 ps). In einer Losung von 1 mM
Histidin in reinem D, O l4ge die Abklingzeit des Singulett-Sauerstoffs bei etwa 16 us. Bei
dieser Histidin-Konzentration in Suspension ist somit ein bi-exponentielles Abklingen
der Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz aufgrund des experimentellen Rauschens nicht
beobachtbar. Bei noch groferen Histidin-Konzentrationen ist der Beitrag des Singulett-
Sauerstoffs in DyO zur gesamten Lumineszenz zu klein, um innerhalb der Mefge-
nauigkeit ein bi-exponentielles Abklingen zu erhalten. Die Abklingzeit des Singulett-
Sauerstoffs in Phosphatidylcholin ist mit 13 £ 4 us fiir alle Histidin-Konzentrationen
konstant und dariiberhinaus identisch mit der Abklingzeit von Singulett-Sauerstoff
in Phosphatidylcholin in D5O-Suspensionen ohne Zugabe von Histidin. Offensichtlich
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dringt hier das Histidin nicht in ausreichendem Mafe in die Lipidtropfchen ein, um
eine mefkbare Verkiirzung der Abklingzeit des Singulett-Sauerstoffs darin zu bewirken.

Abbildung 4.36 zeigt nun die gemessenen Abklingzeiten der Singulett-Sauerstoff-
Lumineszenz bei Zugabe von Histidin in verschiedenen Konzentrationen zu den
Lipidsuspensionen in H,O.
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Abbildung  4.36:  Abklingzeiten  der  Singulett-Sauerstoff-
Lumineszenz bei Variation der Histidin-Konzentration in Sus-
pensionen von Phosphatidylcholin in H,O mit 50 28 Photofrin

Wie zu erkennen ist, bleibt hier die Abklingzeit des Singulett-Sauerstoffs in Phos-
phatidylcholin in HoO mit 14 + 2 us konstant und ist somit unabhingig von der
Histidin-Konzentration. Auch in HyO-Suspensionen dringt das Histidin also offensicht-
lich nicht in die Lipidtropfchen ein. Es ist jedoch noch zu bemerken, dafs die Abklingzeit
des Singulett-Sauerstoffs in Phosphatidylcholin in HoO-Suspensionen bei Zugabe von
Histidin etwa so lang ist wie die bei hohen Photofrin-Konzentrationen gemessene (siehe
Abbildung 4.30 auf Seite 114). Ein Erklarungsansatz hierzu kann nicht gegeben werden.
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4.2.2.4 Variation der Zeit zwischen der Zugabe von Histidin und der
Lumineszenzmessung

Mit Histidin wurde analog zu Natriumazid eine Mefsreihe durchgefiihrt, bei der die
Wartezeit zwischen der Zugabe des Quenchers und der Lumineszenzmessung schritt-
weise erhoht wurde. Abbildung 4.37 zeigt die gemessenen Abklingzeiten der Singulett-
Sauerstoff-Lumineszenz in Lipidsuspensionen mit 50 £& Photofrin in D;O bei Zugabe
von 1 mM Histidin in Abhéngigkeit der Wartezeit zwischen der Histidinzugabe und
der Lumineszenzmessung.
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Abbildung  4.37:  Abklingzeiten  der  Singulett-Sauerstoff-
Lumineszenz bei Variation der Wartezeit zwischen der Zugabe von
1 mM Histidin zu Suspensionen von Phosphatidylcholin in D,O
mit 50 £& Photofrin und der Lumineszenzmessung

Wie man erkennt, 1aft sich die Abklingzeit der Lumineszenz von Singulett-Sauerstoff in
Phospatidylcholin in D,O durch Erhéhung der Wartezeit zwischen der Quencherzuga-
be von einer Minute (Standard) auf 30 Minuten auch nicht reduzieren, die Abklingzeit
betragt 14 £+ 1 pus.

Abbildung 4.38 auf Seite 123 zeigt nun die gemessenen Abklingzeiten der Singulett-
Sauerstoff-Lumineszenz in Lipidsuspensionen mit 50 £& Photofrin in H,O bei Zugabe
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von 1 mM Histidin in Abhéngigkeit der Wartezeit zwischen der Histidinzugabe und
der Lumineszenzmessung. Auch in Suspensionen von Phosphatidylcholin in HyO 1afst
sich also die Abklingzeit der Lumineszenz von Singulett-Sauerstoff in Phospatidylcholin
durch Erhéhung der Wartezeit zwischen der Quencherzugabe von einer Minute (Stan-
dard) auf 30 Minuten nicht reduzieren, die Abklingzeit betriagt 11 + 1 pus und ist somit
identisch zu derjenigen in Suspensionen von Phosphatidylcholin in HyO bei Variation
der Zeit zwischen Histidinzugabe und Lumineszenzmessung.
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Abbildung  4.38:  Abklingzeiten  der  Singulett-Sauerstoff-
Lumineszenz bei Variation der Wartezeit zwischen der Zugabe von
1 mM Histidin zu Suspensionen von Phosphatidylcholin in HyO
mit 50 £& Photofrin und der Lumineszenzmessung

4.2.2.5 Wairmebadbehandlung

Da die bisherigen Versuche, mit den zur Verfiigung stehenden Quenchersubstanzen
Natriumazid und Histidin die Singulett-Sauerstoff-Lebensdauer in Phosphatidylcholin
durch Erhohung der Quencher-Konzentration bzw. durch lingere Wartezeiten zwischen
Zugabe des Quenchers und der Messung der Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz immer
weiter zu verkiirzen, offensichtlich nicht zum Erfolg fiihren, werden nun die zu bestrah-
lenden Lipidsuspensionen fiir eine Zeitdauer von einer Stunde in ein Warmebad bei
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36 °C gestellt. Somit wird zum einen nochmals die Zeitdauer zwischen Quencherzugabe
und Lumineszenzmessung verlangert, zum anderen findet etwa bei der Warmebadtem-
peratur bei Phosphatidylcholinen ein Phaseniibergang statt, der einen Wechsel in der
Oberflachenstruktur der Lipidpartikel induziert [HLM82].

Die Abbildungen 4.39 und 4.40 auf Seite 125 zeigen nun die gemessenen Abklingzeiten
der Lumineszenz des Singulett-Sauerstoffs in Phosphatidylcholin in DyO (4.39) bzw.
in HoO (4.40) bei Zugabe von Natriumazid oder Histidin in verschiedenen Konzen-
trationen mit anschlieffender Warmebadbehandlung fiir eine Stunde. Wie zu erkennen
ist, lafst sich sowohl bei Verwendung von D,O wie auch von HyO durch die Warme-
badbehandlung nach der Quencherzugabe zumindest im Falle des Natriumazids die
Abklingzeit des Singulett-Sauerstoffs in Phosphatidylcholin reduzieren, und zwar mit
6 + 1 us bei [NaN3;| = 5 mM auf knapp die Hélfte des Wertes von 11 4+ 1 us bei
[NaN;] = 0,01 mM. Moglicherweise ist es nun dem — verglichen mit Histidin — rela-
tiv kleinen Azidanion durch die Verdnderung der Oberflichenstruktur der Lipidtropf-
chen moglich, in diese einzudringen, und zwar so, daf die Azidanion-Konzentration im
Lipidtropfchen, wie erwartet, bei steigender Natriumazid-Konzentration in Suspension
zunimmt.
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Abbildung  4.39:  Abklingzeiten  der  Singulett-Sauerstoff-
Lumineszenz bei Zugabe von Natriumazid oder Histidin in
verschiedenen Konzentrationen zu Suspensionen von Phospha-
tidylcholin in DO mit 50 £& Photofrin mit anschliefender
Wiarmebadbehandlung
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Abbildung  4.40:  Abklingzeiten  der  Singulett-Sauerstoff-
Lumineszenz bei Zugabe von Natriumazid oder Histidin in
verschiedenen Konzentrationen zu Suspensionen von Phospha-
tidylcholin in H,O mit 50 & Photofrin mit anschliefender
Wiarmebadbehandlung
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4.3 In vitro Experimente

Im folgenden werden die Ergebnisse der Experimente in vitro vorgestellt und diskutiert.
Um eine genauere Interpretation der Ergebnisse der Singulett-Sauerstoff-Abklingzeiten
zu ermoglichen, muf zunédchst die subzellulare Lokalisation von Photofrin bei den ver-
wendeten Inkubationszeiten und -konzentrationen bestimmt werden.

4.3.1 Subzellulire Lokalisation von Photofrin

In diesem Kapitel werden nun Falschfarbendarstellungen der Kolokalisationsaufnahmen
gezeigt. Dabei ist die Farbe Blau gleichzusetzen mit der Fluoreszenz des Farbstoffes
Hoechst 33342, welcher im Zellkern lokalisiert ist, die Farbe Griin bezeichnet die Fluo-
reszenz von Rhodamin 6G, das zum Einfarben der Mitochondrien verwendet wurde,
und die Farbe Rot deutet die Fluoreszenz von Photofrin und damit dessen subzel-
luldre Lokalisation an (vgl. Abbildung 3.18 auf Seite 59). Im Falle einer Photofrin-
Inkubationszeit von 90 Minuten wurden zuséatzlich Intensitédtsprofile der Photofrinfluo-
reszenz angefertigt entlang derjenigen Achsen, welche durch schwarze Linien angedeutet
sind. Die schwarz-weifs-Bilder zeigen die jeweils zugehdrigen Durchlichtbilder.

4.3.1.1 90 Minuten Inkubationszeit

Die Abbildungen 4.41, 4.42 auf Seite 127 sowie Abbildung 4.43 auf Seite 128 zeigen
nun die subzelluldre Lokalisation von Photofrin (rot) in HT29-Zellen bei einer Inku-
bationszeit von 90 Minuten und einer Inkubationskonzentration von 5 £& (Abbildung
4.41), 20 & (Abbildung 4.42) und 50 £& (Abbildung 4.43). Der weife Balken innerhalb
der Bilder reprisentiert einen Mafsstab von 10 um Lénge. Wie dieser Darstellung zu
entnehmen ist, lokalisiert Photofrin bei dieser Inkubationszeit nahezu ausschlieflich in
der Plasmamembran, unabhéngig von der Inkubationskonzentration.

Zur genaueren Uberpriifung der subzelluliren Lokalisation von Photofrin bei 90 Minu-
ten Inkubationszeit miissen die Intensitétsprofile der Photofrinfluoreszenz betrachtet
werden. Abbildung 4.44 auf Seite 128 zeigt die iiber verschiedene Zellen gemittelten
Intensitatsprofile der Photofrinfluoreszenz fiir die verschiedenen Inkubationskonzentra-
tionen entlang der in Abbildungen 4.41 bis 4.43 gezeigten Schnittachsen. Im Falle einer
Inkubationskonzentration von 5 £ (rote Kurve) wurde iiber zehn Intensitétsprofile bei
fiinf HT29-Zellen gemittelt, bei 20 £& (blaue Kurve) iiber 18 Profile bei neun Zellen und
bei 50 £& Inkubationskonzentration (schwarze Kurve) iiber 20 Profile bei zehn Zellen.
Wie man erkennt, ist bei jeder der drei Inkubationskonzentrationen im Zellinneren noch
Photofrinfluoreszenzintensitit vorhanden. Um zu kléren, ob nun Photofrin in der Tat
nicht nur in der Plasmamembran sondern auch im Zellinneren lokalisiert ist, oder aber
die im Zellinneren nicht-verschwindende Fluoreszenzintensitit darauf zuriickzufiihren
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Abbildung 4.41: Subzelluldre Lokalisation von Photofrin (rot) in
HT29-Zellen bei einer Inkubation von 5 £& fiir 90 Mlnuten hnks

Durchlichtaufnahme, rechts: Falschfarbendarstellung (blau: Zell-
kern, griin: Mitochondrien); weifer Balken: 10 pm

Abbildung 4.42: Subzelluldre Lokalisation von Photofrin (rot) in
HT29-Zellen bei einer Inkubation von 20 £& fiir 90 Mmuten hnks

Durchlichtaufnahme, rechts: Falschfarbendarstellung (blau: Zell-
kern, griin: Mitochondrien); weifer Balken: 10 pm
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Abbildung 4.43: Subzelluldre Lokalisation von Photofrin (rot) in
HT29-Zellen bei einer Inkubation von 50 £& fiir 90 Minuten; links:
Durchlichtaufnahme, rechts: Falschfarbendarstellung (blau: Zell-
kern, griin: Mitochondrien); weifser Balken: 10 pym

Photofrinfluoreszenzintensitit [w.E.]
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Abbildung 4.44: Photofrinfluoreszenzintensitat in HT29-Zellen bei
einer Inkubationszeit von 90 Minuten entlang der Schnittachsen mit
berechneter Kurve
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ist, dak Fluoreszenzlicht von auferhalb der Fokusebene auf den CCD-Chip trifft, wur-
de die zu erwartende Fluoreszenzintensitat abgeschétzt unter der Naherung, daf die
detektierte Intensitdt proportional ist zum Schnittvolumen der ca. 9 nm dicken Plas-
mamembran und einem Kanal, dessen laterales Ausmaf dem Auflésungsvermogen des
Mikroskops (1,5 pm) entspricht. Dieses Schnittvolumen ist in Abbildung 4.45 rot dar-
gestellt. Die zugehorige Kurve ist in Abbildung 4.44 griin gepunktet eingezeichnet.

Mikroskopobjektiv

Plasmamembran

Zellinneres

]
A

Abbildung 4.45: Modellgeometrie zur ndherungsweisen Berechnung
der zu erwartenden Photofrinfluoreszenzintensitit bei 90 Minuten
Inkubationszeit; A: Auflésungsvermogen des Mikroskops (1,5 pm)

Wie in Abbildung 4.44 zu erkennen ist, stellt die mit der in Abbildung 4.45 dargestell-
ten Modellgeometrie berechnete Fluoreszenzintensitatskurve etwa den Mittelwert der
gemessenen Intensititsprofile dar. Die Abweichungen diirften zum einen mit der Tat-
sache, dals nur jeweils iiber relativ wenige Profile gemittelt wurde, zum anderen durch
die ndherungsweise Berechnung, bei der die Tiefenschirfe des Mikroskops nicht in Be-
tracht gezogen wurde, zu begriinden sein. Somit ist also anzunehmen, daf bei einer
Inkubationszeit von 90 Minuten das Photofrin ausschliefslich in der Plasmamembran
der HT29-Zellen lokalisiert ist.
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4.3.1.2 24 Stunden Inkubationszeit

Die Abbildungen 4.46, 4.47 auf Seite 131 sowie Abbildung 4.48 auf Seite 131 zeigen
nun die subzelluldre Lokalisation von Photofrin (rot) in HT29-Zellen bei einer Inku-
bationszeit von 24 Stunden und einer Inkubationskonzentration von 5 £& (Abbildung
4.46), 20 & (Abbildung 4.47) und 50 £& (Abbildung 4.48). Der weife Balken innerhalb
der Bilder reprisentiert einen Mafkstab von 10 um Léange.

Abbildung 4.46: Subzelluldre Lokalisation von Photofrin (rot) in
HT29-Zellen bei einer Inkubation von 5 £& fiir 24 Stunden; links:
Durchlichtaufnahme, rechts: Falschfarbendarstellung (blau: Zell-
kern, griin: Mitochondrien); weifser Balken: 10 pym
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Abbildung 4.47: Subzelluldre Lokalisation von Photofrin (rot) in
HT29-Zellen bei einer Inkubation von 20 £& fiir 24 Stunden; links:
Durchlichtaufnahme, rechts: Falschfarbendarstellung (blau: Zell-
kern, griin: Mitochondrien); weifer Balken: 10 pm

F
I

Abbildung 4.48: Subzelluldre Lokalisation von Photofrin (rot) in
HT29-Zellen bei einer Inkubation von 50 £& fiir 24 Stunden; links:
Durchlichtaufnahme, rechts: Falschfarbendarstellung (blau: Zell-
kern, griin: Mitochondrien); weifser Balken: 10 pm
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Wie in Abbildungen 4.46 bis 4.48 zu erkennen ist, ist Photofrin bei einer Inkubations-
zeit von 24 Stunden kolokalisiert mit Rhodamin 6G. Dies bedeutet, daf nun Photofrin
nicht mehr in der Plasmamembran, sondern in den Mitochondrien lokalisiert ist. Dies
hat zur Konsequenz, daf nicht {iber verschiedene Intensititsprofile gemittelt werden
kann, da zum einen mit den verwendeten Fluoreszenzfarbstoffen verschiedene Zellen
nicht voneinander abgegrenzt werden konnen, und zum anderen Zellen nicht vollig
rund sind, so daf der Abstand zwischen den entgegengesetzt liegenden Schnittpunk-
ten von Plasmamembran und Schnittachsen nicht normiert werden kann. Es sei hier
noch angemerkt, daf Photofrin generell eine Affinitdt gegeniiber zelluliren Membranen
besitzt [MRM88, WOO97|, so dak Photofrin bei einer Inkubationszeit von 24 Stunden
in den Membranen der Mitochondrien lokalisiert sein diirfte.

Zusammenfassend laft sich also sagen, dafk bei einer Inkubationszeit von 90 Minuten
Photofrin in der Plasmamembran lokalisiert ist, unabhéingig von der Inkubationskon-
zentration. Bei einer Inkubationszeit von 24 Stunden befindet sich das Photofrin in den
Membranen der Mitochondrien.
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4.3.2 Lumineszenz von Singulett-Sauerstoff in Zellsuspensionen

Im folgenden werden nun die Mefergebnisse der Lumineszenz von Singulett-Sauerstoff,
generiert durch Photofrin innerhalb von HT29-Zellen, welche in H,O-PBS bzw. D,0O-
PBS suspendiert sind, vorgestellt und diskutiert. Aufgrund der verschiedenen Kom-
ponenten aus denen Membranen aufgebaut sind und damit der Vielzahl an mikros-
kopischen Umgebungen innerhalb der Zellen ist ein multi-exponentielles Abklingen
der Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz zu erwarten. Um bei den HT29-Suspensionen
die Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz von dem auftretenden grofen Streusignal bei der
Wellenldnge von 1270 nm zu separieren, wurden zundchst mit beiden Losungsmit-
teln Lumineszenzmessungen mit nicht inkubierten Zellen bei gleicher Zellkonzentration
durchgefiihrt und anschlieffend von den Messungen der Singulett-Sauerstoff-Lumines-
zenz mit inkubierten Zellen abgezogen. Die so gewonnenen Lumineszenzkurven werden
im folgenden als korrigierte Lumineszenz bezeichnet.

4.3.2.1 HT29 in H,O-PBS

Abbildung 4.49 auf Seite 134 zeigt nun exemplarisch eine Messung der korrigierten
Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz, generiert durch Laserbestrahlung von Photofrin-
inkubierten HT29 in H,O-PBS. Die Inkubationskonzentration betrigt hier 50 £& und
die Inkubationszeit 90 Minuten. Wie zu erkennen ist, klingt, analog zu den Lipidsus-
pensionen (Abbildung 4.28 b) auf Seite 111), die Lumineszenz des Singulett-Sauerstoffs
innerhalb des experientellen Rauschens mono-exponentiell ab. Die Abklingzeit betriagt
16 + 4 ps.

Tabelle 4.7 auf Seite 134 zeigt sdmtliche Werte der korrigierten Lumineszenzabkling-
zeit des Singulett-Sauerstoffs bei Photofrin-inkubierten HT29 suspendiert in H,O-PBS
fiir die verschiedenen Inkubationen ohne sowie mit Zugabe der Quencher Natriumazid
(NaN3) und Histidin. Wie Tabelle 4.7 zeigt, variieren die Abklingzeiten der korrigierten
Lumineszenz ohne Zusatz von Quenchern von 12 bis 21 ps mit einem Mittelwert von
16 £ 4 ps. Dieser Mittelwert ist innerhalb des experimentellen Fehlers identisch mit
der Abklingzeit des Singulett-Sauerstoffs in Phosphatidylcholin von 12 + 2 us (siehe
Kapitel 4.2.1), so daf davon ausgegangen werden kann, dafs die gemessene Lumines-
zenz auf Singulett-Sauerstoff zuriickzufiihren ist, der in den Lipidbereichen innerhalb
der Plasmamembran bei 90 Minuten Inkubationszeit bzw. in den Lipidbereichen der
Membranen der Mitochondrien bei 24 Stunden Inkubationszeit erzeugt wird.
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Abbildung 4.49: Exemplarische Einzelmessung der korrigierten Lu-
mineszenz von Singulett-Sauerstoff generiert durch HT29-Zellen in
H,O-PBS bei einer Inkubation mit 50 £5 Photofrin fiir 90 Minuten
Inkubations- | Inkubations- Abklingzeit Abklingzeit Abklingzeit
zeit konzentration | ohne Quencher | + 50 mM NaNj | + 50 mM Histidin
[Stunden] 2] [1ss] [1ss] [1ss]
1,5 5 12+4 - -
1,5 20 19 £ 4 9+4 11 +4
1,5 50 16 £ 4 6+3 -
24 ) 15+ 4 7T+ 4 -
24 20 21 + 4 16 + 3 -
24 50 16 + 3 8+ 3 8§+14

Tabelle 4.7: Abklingzeiten der korrigierten Singulett-Sauerstoff-
Lumineszenz in HT29-Zellen suspendiert in H,O-PBS;

—: Signal /Rausch-Verhéltnis zu gering zur Bestimmung einer Ab-
klingzeit
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Bisher sind in der Literatur keine Berichte iiber die Messung der Lumineszenz von
Singulett-Sauerstoff in Zellsuspensionen in HyO-PBS bekannt. Die Tatsache, daf im
Rahmen der vorliegenden Arbeit {iberhaupt der Nachweis der Lumineszenz von intra-
zelluldrem Singulett-Sauerstoff gelang, diirfte zum einen eine Folge der Verwendung
von HT29-Zellen sein. Diese besitzen zumindest in der Plasmamembran mit 75 =%
[ALF85| eine wesentlich geringere Protein-Konzentration wie die Membranhiillen von
Erythrozyten mit 580 =% [P78], welche suspendiert in DyO bereits héufig fiir dhnliche
Experimente verwendet wurden [K91, OSH97, OZM99, PMW90]| (siehe auch Kapitel
3.2.3). Zum anderen ist wohl die im Kontext der Messung der Singulett-Sauerstoff-
Lumineszenz bis auf eine einzige Ausnahme [NPW02| erstmalige Verwendung des hier
benutzten hochempfindlichen Photomultipliers ein weiterer Grund fiir die erfolgreiche
Messung der Lumineszenz von intrazellulirem Singulett-Sauerstoff.

Uber die intrazellulire Abklingzeit des Singulett-Sauerstoffs existieren jedoch Abschiit-
zungen, welche von 0,05 us bis zu 0,5 ps [K91, BK92, PMW90]| reichen und damit um
mindestens eine Grofenordnung niedriger liegen als die gemessenen Abklingzeiten. Bei
diesen Abschitzungen wird jedoch davon ausgegangen, daf es sich bei Zellen um ho-
mogene Mischungen von Proteinen, Lipiden (v.a. Phosphatidylcholin) und weiteren
zelluldren Komponenten handelt. Im Gegensatz dazu handelt es sich aber bei Membra-
nen, innerhalb derer Photofrin und damit auch Singulett-Sauerstoff lokalisiert ist, um
ein heterogenes System, bestehend aus proteinfreien Bereichen und Bereichen mit ho-
her Protein-Konzentration, so da bei ersteren die Detektion der Singulett-Sauerstoff-
Lumineszenz mit der fiir Phosphatidylcholin typischen Abklingzeit auch zu erwarten
war.

Analog zu den Lipidsuspensionen in HyO ist aufser der Abklingzeit des Singulett-
Sauerstoffs in Phosphatidylcholin keine weitere Abklingzeit bestimmbar, insbesonde-
re weder die des Singulett-Sauerstoffs in H,O noch eine Abklingzeit, die auf eine
Lokalisation des Singulett-Sauerstoffs in proteinreichen Bereichen der Plasmamembran
hinweisen wiirde (siehe auch Kapitel 4.2).

Durch Zugabe von 50 mM Natriumazid laft sich die Abklingzeit — soweit noch be-
stimmbar — auf 9 £ 4 us reduzieren. Im Falle einer Zugabe von 50 mM Histidin 1aft
sich nur noch in zwei Féllen eine Abklingzeit bestimmen, nidmlich 11 + 4 us sowie
8 £ 4 ps. In den anderen Fillen ist das detektierte Lumineszenzsignal zu schwach,
um die Bestimmung einer Abklingzeit zu gestatten. Somit scheint hier zunéichst das
Histidin der stiarkere Quencher zu sein, im Widerspruch zu Kapitel 4.1.1, wo die Quen-
chingratenkonstante von Natriumazid als um einen Faktor fiinf grofser bestimmt wurde
als die von Histidin (siehe Tabelle 4.1 auf Seite 77). Jedoch ist fiir die Quenchingrate ne-
ben der der Quenchingratenkonstante auch die Quencher-Konzentration entscheidend
(vgl. Gleichung (2.16) auf Seite 28), so daf am Entstehungsort des Singulett-Sauerstoffs
(Plasmamembran bei 90 Minuten, Membranen der Mitochondrien bei 24 Stunden In-
kubationszeit) das Histidin wohl in entsprechend groferen Konzentrationen vorhanden
sein diirfte, was u.a. mit dem hydrophilen Charakter des Natriumazids [PV79] zu er-
klaren ist.
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4.3.2.2 HT29 in D,O-PBS

Abbildung 4.50 auf Seite 137 zeigt exemplarisch zwei Messungen der korrigierten
Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz, generiert durch Laserbestrahlung von Photofrin-
inkubierten HT29-Zellen in D,O-PBS. Die Inkubationszeit betrug bei a) 90 Minuten,
bei b) 24 Stunden. Wie man erkennt, ist das Abklingverhalten der Singulett-Sauerstoff-
Lumineszenz innerhalb des experimentellen Rauschens bei a) mono-exponentiell mit
einer Abklingzeit von 32 + 4 us, wohingegen bei b) ein bi-exponentielles Abklingen
mit Abklingzeiten von 13 £+ 3 us und 25 4+ 4 us beobachtet werden konnte. Es sei je-
doch ausdriicklich darauf hingewiesen, daf bei Verwendung von D;O-PBS lediglich bei
der Inkubationskonzentration von 5 £ und einer Inkubationsdauer von 24 Stunden ein
bi-exponentielles Abklingen der Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz zu beobachten war.

Tabelle 4.8 zeigt nun samtliche Abklingzeiten der korrigierten Singulett-Sauerstoff-
Lumineszenz bei Photofrin-inkubierten HT29 suspendiert in D,O-PBS fiir die ver-
schiedenen Inkubationen ohne sowie mit Zugabe der Quencher Natriumazid (NaNsj)
und Histidin.

Inkubations- | Inkubations- Abklingzeit Abklingzeit Abklingzeit
zeit konzentration | ohne Quencher | + 50 mM NaNj | + 50 mM Histidin
[Stunden] 2] [1ss] [1ss] [1ss]
1,5 5 32+ 4 - -
1,5 20 36 + 4 12+ 4 13 £ 8
1,5 50 64 + 2 6+ 2 342
24 ) 13+ 3 7T+ 2 942
25 £ 4
24 20 45 + 3 16 £ 3 -
24 50 41 + 2 15+ 3 -

Tabelle 4.8: Abklingzeiten der korrigierten Singulett-Sauerstoff-
Lumineszenz in HT29-Zellen suspendiert in D,O-PBS;

—: Signal /Rausch-Verhéltnis zu gering zur Bestimmung einer Ab-
klingzeit
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Abbildung 4.50: Exemplarische Einzelmessung der korrigierten Lu-
mineszenz von Singulett-Sauerstoff generiert durch HT29-Zellen in
D,O-PBS bei einer Inkubation von 5 £& fiir 90 Minuten (a) bzw.
fiir 24 Stunden (b)
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Wie bereits erwihnt, ist lediglich eine einzige Abklingzeit bi-exponentiell, ndmlich bei
einer Inkubation von 5 £& fiir 24 Stunden. Hier ist die kiirzere Abklingzeit mit 13 &+ 3
us identisch mit der Abklingzeit des Singulett-Sauerstoffs in Phosphatidylcholin. Die
langere Abklingzeit von 25 4+ 4 us ist wesentlich kiirzer als die Singulett-Sauerstoff-
Abklingzeit in D,O, was daran liegen diirfte, dak das gemessene Signal bei lingeren
Zeiten ein sehr geringes Signal /Rausch-Verhéltnis aufweist, somit der bi-exponentielle
Fit nicht bis zu geniigend lange Zeiten durchgefiihrt werden kann und deshalb die be-
stimmte Abklingzeit aus der Ubergangsregion zwischen den Anteilen am Anfang und
am Ende der Lumineszenzabklingkurve stammt.

Die mono-exponentiellen Abklingzeiten bei allen anderen Inkubationen sind (mit Aus-
nahme der Inkubationszeit von 90 Minuten und einer Inkubationskonzentration von 50
B2) mit 32 ps bis 45 ps zum einen langer als die Abklingzeit in Phosphatidylcholin, zum
anderen kiirzer als die Abklingzeit in D,O. Ahnliche Zeiten existieren bereits in der
Literatur (z. B. [BK92, OSH97|). Hier handelt es sich um sog. Mischzeiten, bei denen es
aufgrund des geringen Signal/Rausch-Verhéltnisses nicht moglich war, das Mefsignal
mit einem bi-exponentiellen Zerfall zu fitten. Die Signalbeitrige zu diesen Mischzeiten
stammen zum einen von Singulett-Sauerstoff, der durch Diffusion Kontakt zu D,O hat
aber wieder innerhalb der Membranen relaxiert, so daf die Lipidzeit eine effektive Ver-
langerung erfihrt. Zum anderen stellt man bei Betrachtung der beiden Signalbeitrige
des in D50 sowie des in den zelluliren Membranen relaxierenden Singulett-Sauerstoffs
fest, dak bei einer Uberlagerung des Beitrags aus den Membranen mit einer Abklingzeit
von 13 ps und des Beitrags aus dem D,O mit einer Abklingzeit von 67 us aufgrund des
experimentellen Rauschens nur eine effektive Lipidzeit bestimmt werden kann, die gro-
fer als die echte Lipidzeit ist. Desweiteren kann ebenfalls nur eine effektive DyO-Zeit
bestimmt werden, die kiirzer als die echte D5O-Zeit ist, da ein bi-exponentieller Fit
aufgrund des geringen Signal /Rausch-Verhéltnisses nicht bis zu den dazu notwendigen
langen Zeiten durchgefiihrt werden kann.

Im Falle einer Inkubation von 50 £& fiir 90 Minuten betrdgt die Abklingzeit der
Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz 64 + 2 us. Dieser Wert ist im Rahmen des Fehlers
identisch mit der Abklingzeit des Singulett-Sauerstoffs in reinem DyO von 67 £+ 3 us
(siehe Tabelle 4.1 auf Seite 77). Zur Erkldrung, weshalb bei dieser Inkubation die Ab-
klingzeit der Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz weder die Lipidzeit enthilt noch eine
Mischzeit ist, muf die Zellvitalitdt betrachtet werden (s.u.).

Bei Zugabe von Natriumazid zu D,O-PBS-Zellsuspensionen lassen sich die gemessenen
Abklingzeiten — soweit noch bestimmbar — auf 11 £ 5 us reduzieren. Bei Zugabe von Hi-
stidin ist nur noch in drei Féllen die Bestimmung der Abklingzeit moglich. Diese Werte
schwanken zwischen 3 pus und 13 ps. Insgesamt betrachtet scheinen bei Verwendung
von DyO-PBS und Quenchern die bestimmten Abklingzeiten stérker zu streuen als bei
Verwendung von HyO-PBS, was moglicherweise darauf zuriickzufiihren ist, daf D, O die
Abklingzeit des Singulett-Sauerstoffs massiv verldngert (verglichen mit HoO) und die
zugesetzten Quencher diese wieder verkiirzen. Dabei ist aber die jeweilige Lokalisation
von DyO und Quencher innerhalb der Zelle zu beachten.
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4.3.3 Zellvitalitat

Um zu zeigen, dafs die gemessene Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz tatsidchlich aus
intakten HT29-Zellen in Suspension stammt und nicht durch Bestrahlung von Pho-
tofrin generiert wurde, welches an den Membranen und Membranbruchstiicken von
toten Zellen lokalisiert ist, muf die Zellvitalitdt nach Messung der Singulett-Sauerstoff-
Lumineszenz bestimmt werden.

4.3.3.1 90 Minuten Inkubationszeit

Abbildung 4.51 zeigt die gemessenen Zellvitalitdten bei einer Inkubation von 90 Minu-
ten, d. h. bei einer subzelluldren Lokalisation des Photofrins in den Plasmamembranen,
in Abhéngigkeit der Inkubationskonzentration.
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Abbildung 4.51: Vitalitdt der HT29-Zellen suspendiert in H,O-PBS
und DyO-PBS bei einer Inkubationszeit von 90 Minuten in Abhén-
gigkeit der Inkubationskonzentration

Wie zu erkennen ist, nimmt die Zellvitalitdt bei den unbestrahlten Suspensionen mit
steigender Photofrin-Inkubationskonzentration ab, was auf die Dunkeltoxizitit des
Photofrins zuriickzufiihren ist. Fiir die Inkubationskonzentrationen von 5 & sowie
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20 £& ist sowohl in HyO-PBS wie auch in D,O-PBS innerhalb der Mefgenauigkeit von
etwa =+ 0,1 kein Unterschied in der Zellvitalitit zwischen unbestrahlten und bestrahlten
Zellsuspensionen festzustellen. Dies bedeutet, daft bei diesen Inkubationskonzentratio-
nen die Generierung von Singulett-Sauerstoff in der Plasmamembran der Zellen keine
oder lediglich subletale Schéden verursacht.

Jedoch ist bei der hohen Inkubationskonzentration von 50 & sowohl bei Verwendung
von HyO-PBS wie auch D,O-PBS die Zellvitalitit deutlich erniedrigt. Dies ist in DyO-
PBS starker ausgepréigt als in HoO-PBS, was darauf hindeutet, daf der in der Plas-
mamembran entstehende Singulett-Sauerstoff einen sehr guten diffusionsvermittelten
Kontakt zum umgebenden Losungsmittel hat (woraus auch die lange gemessene Ab-
klingzeit von 64 4 2 us bei Verwendung von DyO-PBS resultiert), da bei einer lingeren
Abklingzeit des Singulett-Sauerstoffs die Wahrscheinlichkeit fiir ein einzelnes Singulett-
Sauerstoff-Molekiil steigt, eine Zelle durch chemisches Quenchen zu schédigen. Weshalb
hier bei Verwendung von D,O-PBS trotz der offensichtlich starken Schidigung der Zel-
len durch Singulett-Sauerstoff und damit der héufig stattfindenden Prozesse des che-
mischen Quenchens eine Abklingzeit gemessen wird, die nahezu gleich der in reinem
D,O-PBS ist, ist unklar.

4.3.3.2 24 Stunden Inkubationszeit

Abbildung 4.52 auf Seite 141 zeigt die gemessenen Zellvitalitdten bei einer Inkubation
von 24 Stunden, d.h. bei einer subzelluldren Lokalisation des Photofrins in den Mem-
branen der Mitochondrien, in Abhéngigkeit der Inkubationskonzentration. Analog zur
Inkubationszeit von 90 Minuten nimmt die Zellvitalitdt bei den unbestrahlten Sus-
pensionen mit steigender Photofrin-Inkubationskonzentration ab, was wieder auf die
Dunkeltoxizitdt des Photofrins zuriickzufiihren ist. Hier ist lediglich bei einer Inku-
bationskonzentration von 5 £& kein Unterschied in der Zellvitalitit zwischen unbe-
strahlten und bestrahlten Zellsuspensionen festzustellen, dies sowohl in H,O-PBS wie
auch in D,O-PBS. Dies bedeutet, analog zur Inkubationszeit von 90 Minuten bei In-
kubationskonzentrationen von 5 und 20 £& (s.o.), daf hier durch die Generierung von
Singulett-Sauerstoff in den Mitochondrien lediglich subletale Schiden gesetzt werden.
Bereits bei einer Inkubationskonzentration von 20 & ist die Zellvitalitit der bestrahl-
ten Zellen verglichen mit den unbestrahlten deutlich reduziert, jedoch ist hier bei ei-
ner Inkubationszeit von 24 Stunden nahezu kein Unterschied zwischen H,O-PBS und
Dy,O-PBS festzustellen, was auf einen vernachlidssigbaren diffusionsvermittelten Kon-
takt des Singulett-Sauerstoffs zum jeweiligen Losungsmittel hindeutet. Offensichtlich
dringt sehr wenig D;O-PBS in die Zellen ein und bis zu den Mitochondrien vor. Ein
Kontakt des in den Mitochondrien erzeugten Singulett-Sauerstoffs zum Zellduferen
(Hy,O-PBS bzw. D,O-PBS) ist bei der geringen intrazelluldren Diffusionsreichweite des
Singulett-Sauerstoffs von wenigen Nanometern [BK92] auch nicht zu erwarten.

Bei einer Inkubationskonzentration von 50 £& lassen sich aufgrund der hohen Dunkel-
toxizitdt des Photofrins keine Aussagen mehr treffen.
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Abbildung 4.52: Vitalitit der HT29-Zellen suspendiert in H,O-PBS
und DyO-PBS bei einer Inkubationszeit von 24 Stunden in Abhén-
gigkeit der Inkubationskonzentration
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Zusammenfassend 1dft sich sagen, dafs bis zu einer Inkubationskonzentration von 20
P2 die gemessene Lumineszenz des Singulett-Sauerstoffs auf die strahlende Relaxation
von Singulett-Sauerstoff-Molekiilen in oder an lebenden Zellen zuriickzufiihren ist und
nicht auf Singulett-Sauerstoff, der in oder an toten Zellen oder gar Zellbestandteilen in
Suspension generiert wurde.
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4.3.3.3 Quencher

Abbildung 4.53 zeigt nun die gemessenen Zellvitalitdten bei Verwendung von H,O-PBS
bei einer Inkubation von 50 & fiir 90 Minuten (a) und bei einer Inkubation von 20 £&
fiir 24 Stunden (b).
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Abbildung 4.53: Vitalitat der HT29-Zellen suspendiert in H,O-PBS
50 & fiir 90 Minuten (a) und bei einer Inkubation von 20 £& fiir 24
Stunden (b)

Wie zu erkennen ist, lafst sich durch die Zugabe von Natriumazid wie auch Histidin
tiber eine Verkiirzung der Singulett-Sauerstoff-Lebensdauer (siehe Tabelle 4.7 auf Seite
134) die Zellvitalitat der laserbestrahlten Zellen innerhalb der Mefgenauigkeit auf den
Wert der unbestrahlten heben. Dieses Verfahren, in Kombination mit der Verwendung
von DyO-PBS, entspricht im iibrigen der indirekten Nachweismethode des Singulett-
Sauerstoffs im Rahmen von Zellkulturexperimenten.



Zusammenfassung

Unter den reaktiven Sauerstoffspezies, die durch lichtaktivierte Photosensibilisatoren
im Rahmen von Photochemotherapien erzeugt werden, spielt der Singulett-Sauerstoff
entweder eine zentrale Rolle, z. B. bei der photodynamischen Therapie, oder ist zu-
mindest, wie bei der PUVA-Therapie, fiir einige Nebenwirkungen verantwortlich. Die
Aufklarung der photophysikalischen Vorgéinge im Rahmen der Wechselwirkung zwi-
schen Photosensibilisator und Sauerstoff ist von grundlegender Bedeutung fiir das
Verstandnis der Singulett-Sauerstoff-Generierung und deren Auswirkungen bei Pho-
tochemotherapien. Dazu wurde die zeitaufgeloste Detektion der Singulett-Sauerstoft-
Lumineszenz bei 1270 nm verwendet. Zum Einsatz kam ein hochempfindlicher Infrarot-
Photomultiplier mit hervorragendem Signal /Rausch-Verhéltnis. In Verbindung mit ei-
ner schnellen Zahleinrichtung wurde zusétzlich eine Zeitauflosung von etwa 10 ns er-
reicht, so daf das verwendete Detektionssystem beziiglich der zeitaufgelosten Messung
der Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz eine entscheidende Verbesserung darstellt. Da-
durch konnten zunéchst grundlegende photophysikalische Untersuchungen der Wech-
selwirkung zwischen einer Reihe von Photosensibilisatoren und molekularem Sauer-
stoff durchgefiihrt werden. Desweiteren wurde auch die Detektion von intrazellularem
Singulett-Sauerstoff in wvitro moglich. Im folgenden seien nun die wichtigsten Ergeb-
nisse hinsichtlich Erzeugung und Relaxation von Singulett-Sauerstoff in homogenen
Losungen, heterogenen Suspensionen und in vitro zusammengefaft.

Homogene Losungen

Im Rahmen der Untersuchungen zu den photophysikalischen Grundlagen der Erzeu-
gung und Relaxation von Singulett-Sauerstoff wurden insgesamt fiinf Photosensibilisa-
toren verwendet, darunter das fiir die PUVA-Therapie klinisch zugelassene Medikament
8-Methoxypsoralen (8-MOP) und das Protoporphyrin IX (als Dimethylesther, PPIX-
DME), welches als eigentlicher, endogener Photosensibilisator bei der Verwendung von
5-Aminoldvulinséure (5-ALA) zur Photodynamischen Therapie gilt. Desweiteren wur-
den ATMPn, ein Porphycen, das sich in der Phase II der klinischen Zulassung befindet,
verwendet wie auch Bengalrosa. Letzteres besitzt zwar keinerlei klinische Bedeutung,
wurde aber in der Literatur sehr hiaufig als Singulett-Sauerstoff-Generator verwendet,
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so daf es deshalb zur Abschitzung der Leistungsfihigkeit des verwendeten Detekti-
onssystems, wie auch aufgrund der guten Ldslichkeit in wéfkriger und alkoholischer
Umgebung, Eingang in die Untersuchungen fand. Als Losungsmittel wurden schweres
Wasser (D,0O) und deuteriertes Ethanol (EtOD) verwendet.

Bei diesen vier Photosensibilisatoren zeigte sich, daf der durch sie erzeugte Singulett-
Sauerstoff in seinem zeitlichen Verhalten sehr gut durch ein — verglichen mit dem
bisherigen Standardmodell — erweitertes Differentialgleichungssystem beschrieben wer-
den kann. Durch die Variation der Parameter Photosensibilisator-, Sauerstoff- und
Quencher-Konzentration konnten sdmtliche relevanten Raten und Ratenkonstanten be-
stimmt werden. Im Falle des PPIX-DMESs, bei welchem als einziger Photosensibilisa-
tor ein Riicktransfer von Energie vom Singulett-Sauerstoff zum Triplett-T,-Zustand
des Photosensibilisators auftrat, konnten die Raten und Ratenkonstanten lediglich
abgeschitzt werden. Insbesondere fand im Rahmen der vorliegenden Arbeit, vergli-
chen mit der bisherigen Literatur, erstmalig die Messung und die definierte Variation
der Sauerstoff-Konzentration statt, so dak dadurch zum einen die Ratenkonstante der
sauerstoff-induzierten Relaxation des Photosensibilisator-Triplett-T;-Zustandes bei der
zeitaufgelosten Messung der Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz experimentell zugéing-
lich wurde, zum anderen auch die Entwicklung der Singulett-Sauerstoff-Quantenaus-
beute, der zentralen Eigenschaft eines Photosensibilisators im Hinblick auf die photo-
dynamische Therapie, beim Ubergang zu den niedrigen in vivo-relevanten Sauerstoff-
Konzentrationen gezeigt werden konnte. Die beiden verwendeten Quencher Natrium-
azid und Histidin zeigten in Bezug auf den Singulett-Sauerstoff die erwartete, namlich
abklingzeitverkiirzende Wirkung, wobei sich das Natriumazid als wirksamer heraus-
stellte. Ebenso konnte gezeigt werden, dafs das Natriumazid bei den beiden Singulett-
Sauerstoff-Generatoren Bengalrosa und PPIX-DME einen effektiven Deaktivator des
Triplett-T;-Zustandes darstellt.

Bei der Verwendung von Indocyaningriin-Natriumiodid (ICG-Nal) hingegen, welches in
der Literatur auf der Basis von Zellkulturexperimenten als Typ II-Photosensibilisator
beschrieben wurde, also durch die Generation von Singulett-Sauerstoff wirken soll,
konnte zwar in homogenen Losungen eine Lumineszenz bei 1270 nm gemessen werden,
jedoch liefs das Verhalten der gemessenen Signale bei Zugabe des Singulett-Sauerstoff-
Quenchers Natriumazid bzw. bei Variation der Sauerstoff-Konzentration den Schluifs
zu, dal die gemessene Lumineszenz nicht von Singulett-Sauerstoff stammt. Dessen Her-
kunft blieb unklar.

Jedoch offenbarte sich am Beispiel des ICG-Nal der eigentliche Wert des direkten
Nachweises des Singulett-Sauerstoffs durch seine Lumineszenz bei 1270 nm. Chroma-
tographische Untersuchungen zeigten nédmlich, daf ICG-Nal zwar durchaus Singulett-
Sauerstoff generiert, dieser aber sofort das ICG-Nal-Molekiil oxidiert und somit zu-
nachst weder mit ICG-Nal inkubierte Zellen schidigen kann noch durch Lumineszenz-
messungen nachweisbar ist. Die dadurch gebildeten Zerfallsprodukte erwiesen sich aber
in Zellkulturexperimenten als zelltoxisch, so daf die Diskrepanz zwischen den Zell-
kulturversuchen, die ICG-Nal als Typ II-Photosensibilisator beschrieben haben, und
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dem mifigliickten Versuch der Detektion der Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz zur Ent-
deckung einer bisher nicht beschriebenen photodynamischen Reaktion fiihrte.

Lipidsuspensionen

Durch die zeitaufgeloste Messung der Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz an Suspen-
sionen des Lipids Phosphatidylcholin — eines der Hauptbestandteile zellularer
Membranen — in Wasser (HoO) bzw. schwerem Wasser (D,0), welche mit dem Pho-
tosensibilisator Photofrin in unterschiedlichen Konzentrationen versetzt waren, wurde
zundchst die Abklingdauer von Singulett-Sauerstoff in Phosphatidylcholin zu 12 + 2
us ermittelt. Fiir diese existiert in der bisherigen Literatur lediglich eine Abschiatzung.
Aufgrund des bi-exponentiellen Abklingverhaltens von Singulett-Sauerstoff in Suspen-
sionen von Phosphatidylcholin in D,O konnte auch gezeigt werden, daf in heterogenen
Suspensionen die Abklingdauer des Singulett-Sauerstoffs prinzipiell multi-exponentiell
ist, wobei die Ordnung des exponentiellen Abklingens gleich der Anzahl der mikrosko-
pischen Umgebungen ist (im vorliegenden Fall Lipid und D,O).

In Suspensionen von Phosphatidylcholin in HoO war jedoch aufgrund eines zu schwa-
chen Beitrags von Singulett-Sauerstoff in HyO zur gesamten gemessenen Lumines-
zenzintensitat lediglich das mono-exponentielle Abklingverhalten des Lipidbeitrags fest-
zustellen. Bei Zunahme der Konzentrationen an Photofrin, Natriumazid und Histidin in
Lipidsuspensionen konnte — anders als nach den Ergebnissen in Lésungen zu erwarten —
keine Verkiirzung der Abklingzeit des Singulett-Sauerstoffs in den Phosphatidylcholin-
tropfchen gemessen werden. Im Falle des Photofrins ist dies durch eine sehr schnelle
Photofrin-Sattigung der Lipidtrépfchen bedingt, im Falle der Quencher durch ein sehr
geringes Vermogen, in die Lipidtropfchen einzudringen.

In witro Experimente

Im Rahmen der in vitro Experimente wurden HT29-Zellen verwendet, die einen relativ
geringen Gehalt an stark quenchenden Proteinen und damit einen relativ hohen Gehalt
an schwach quenchenden Lipiden aufweisen, was den Nachweis von Singulett-Sauerstoff
aus Lipidumgebungen ermoglichte.

Beziiglich der subzelluldren Lokalisation des im Rahmen der in wvitro Experimente
verwendeten Photosensibilisators Photofrin konnten mit Hilfe von fluoreszenzmikros-
kopischen Aufnahmen unabhéngig von der Photofrin-Inkubationskonzentration (5, 20,
50 ££) zwei Fille unterschieden werden: Bei einer Inkubationszeit von 1,5 Stunden ist
Photofrin in der Plasmamembran der HT29-Zellen lokalisiert und bei 24 Stunden In-
kubationszeit in den Membranen der Mitochondrien. Somit kann im ersten Fall von
einem stdrkeren diffusionsvermittelten Kontakt des Singulett-Sauerstoffs zum umge-
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benden Medium HyO-PBS bzw. D,O-PBS) ausgegangen werden als im letzteren.

Bei den hohen Inkubationskonzentrationen von 50 £&8 bzw. 20 und 50 £& wurde die
Zellvitalitdt bereits durch die Dunkeltoxizitiat des Photofrins erniedrigt. Somit ist von
einem Eindringen des jeweiligen Mediums in die geschiadigten Zellen auszugehen, so dafs
auch bei einer Inkubationszeit von 24 Stunden der im Zellinneren erzeugte Singulett-
Sauerstoff Kontakt zum verwendeten Medium haben kann.

Die Bestimmung der Singulett-Sauerstoff-Abklingdauer in Phosphatidylcholin in den
Lipidsuspensionen erwies sich als Schliissel zur Interpretation der mit Zellsuspensionen
gemessenen Lumineszenzsignale. Bei Verwendung von HT29-Zellen in H,O-PBS waren
die Abklingzeiten des gemessenen Lumineszenzsignals unabhéngig von der Photofrin-
Inkubationskonzentration und -zeit. Der Mittelwert betrug 16 + 4 ps und ist damit
im Rahmen des Mefsfehlers identisch mit der Singulett-Sauerstoff-Abklingdauer von
12 £ 2 ps in reinem Phosphatidylcholin. Somit wurde also — verglichen mit der bisheri-
gen Literatur erstmalig — intrazelluldrer Singulett-Sauerstoff durch seine Lumineszenz
bei 1270 nm nachgewiesen. Eine Signalkomponente aus dem umgebenden H;O-PBS
mit einer erwarteten Abklingzeit von etwa 3 us konnte nicht beobachtet werden, da die
Konzentration an Singulett-Sauerstoff in HyO-PBS zu gering war.

Bei Verwendung von HT29-Zellen in D,O-PBS konnte fiir eine Inkubationszeit von
24 Stunden und der kleinsten Photofrin-Inkubationskonzentration von 5 £ ein bi-
exponentielles Abklingen der Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz beobachtet werden. Die
mit 13 £+ 3 s kiirzere der beiden Abklingzeiten wurde dem intrazelluldren Singulett-
Sauerstoff zugeordnet, die zweite Signalkomponente dem Singulett-Sauerstoff in DyO-
PBS. Bei allen anderen Inkubationszeiten und -konzentrationen wurde die Signal-
komponente von intrazellularem Singulett-Sauerstoff durch die Signalkomponente von
Singulett-Sauerstoff in DoO-PBS iiberlagert und es ergaben sich Abklingzeiten zwischen
25 und 64 ps. Letztere ist nahezu identisch mit der erwarteten Singulett-Sauerstoff-
Abklingdauer in reinem DyO-PBS. Diese Uberlagerung ist entweder auf das Eindringen
von D,O-PBS in die Zellen bedingt durch eine erniedrigte Zellvitalitdt oder aber auf
den diffusionsvermittelten Kontakt des Singulett-Sauerstoffs zum D;O-PBS bedingt
durch die Lokalisation des Photofrins in der Plasmamembran zuriickzufiihren.

Somit konnten die mit HT29-Suspensionen gemessenen Singulett-Sauerstoff-Abkling-
dauern interpretiert werden. Der Nachweis von intrazellulirem Singulett-Sauerstoff
stellt im Vergleich mit der bisherigen Literatur ein absolutes Novum dar.

Mit der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dak das beschriebene, neuartige Detektions-
system eine wesentliche Verbesserung fiir den direkten, lumineszenzspektroskopischen
Nachweis des Singulett-Sauerstoffs darstellt. Es kann damit als derzeit méchtigstes
Werkzeug zum Verstindnis der priméren physikalischen Prozesse bei der Singulett-
Sauerstoff-Generierung angesehen werden und stellt einen Meilenstein auf dem Weg
zum Verstdndnis der primiren intrazelluliren Prozesse im Rahmen der Singulett-
Sauerstoff-Erzeugung bei der Photochemotherapie dar.



Anhang A

Praparation der Zellsuspensionen

Die verwendeten HT29-Zellen wurden an der Klinik und Poliklinik fiir Dermatolo-
gie in Gewebekulturschalen (Falcon, Franklinlakes, USA) unter Standardkulturbedin-
gungen (37 °C, 8 % CO, in HyO-gesittigter Atmosphére) in sterilen Brutschrianken
geziichtet. Als Kulturmedium wurde Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM,
Sigma) unter Zusatz von 10% fotalem Kélberserum (Sigma), 1% L-Glutamin und 1%
Streptomycin /Penicillin (Gibco, Eggenstein) eingesetzt. Ein Mediumwechsel erfolgte in
regelméafigen Abstédnden dreimal pro Woche. Als Photosensibilisator wurde Photofrin
(Sanofi) verwendet. Die Inkubation erfolgte in Konzentrationen von 5 4 20 L& und
50 E& im Uberstand aus DMEM fiir Zeitdauern von 90 Minuten und 24 Stunden. Zur
Zellernte wurde der Uberstand abgesaugt und die Zellen mit einer phosphatgepuffer-
ten, physiologischen Salzlosung (PBS), bestehend aus 9,55 £ NaCl und einiger anderer
Ionen (Biochrom, Berlin) in HyO, gespiilt. Anschliefsend erfolgte die Inkubation der Zel-
len mit 0.05 % Trypsin/0.02 % Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA, Gibco) in PBS
fiir wenige Minuten bei 37 °C, wodurch ein Ablésen vom Kulturflaschenboden erreicht
wird. Die Trypsinaktivitdat wurde durch Zugabe von DMEM abgestoppt. Zur Trennung
der abgelosten Zellen vom Uberstand wurde dieser samt den abgelsten Zellen mit einer
Pipette abgenommen. Nach Zentrifugation mit 1200 min~! fiir fiinf Minuten wurde er-
neut der Uberstand abgesaugt. Die Bestimmung der Gesamtzahl der so erhaltenen Zel-
len erfolgte unter Verwendung eines Lichtmikroskops und einer Neubauer-Zahlkammer
nach Zugabe eines definierten Volumens (20 ml) DMEM. Die Standardkonzentration
von 7,5-10% inkubierten Zellen pro Milliliter Suspension wurde durch erneutes Absau-
gens des DMEM und anschliefsender Zugabe eines entsprechenden Volumens PBS, oder
phosphatgepufferter, physiologischer Salzlosung unter Verwendung von D,O anstatt
H50O, erhalten.

147






Anhang B

Henrysches Gesetz

Nach dem Henry-Gesetz gilt fiir den Partialdampfdruck, d. h. die Fugazitéit g eines in
Losung gegangenen Gases [MHT73|:

il

=0 (B.1)

il

Hierbei ist cg die Konzentration des Gases in der fliissigen Phase und ky die Henry-
Konstante, welche vom Losungsmittel, vom Gas selbst wie auch von der Temperatur
abhingt. Somit erkennt man, dafs sich bei bekanntem Partialdampfdruck sofort die
Konzentration des gelosten Gases ermitteln l14ft.

Befindet sich nun ein in Losung gegangenes Gas im Gleichgewicht mit der dariiber-
liegenden Atmosphire, so gilt auferdem [MH73]:

cq = kumg (B.2)

Hierbei bezeichnet 7, den Partialdruck des Gases in der iiber der Fliissigkeit liegenden
Atmosphére. Somit gilt also im Gleichgewicht mg = 7.

Die Temperaturabhéngigkeit von ky ist gegeben durch

k() = bn(Tohexp | =5 (7= 1)) (5.3)

wobei Ay H die Enthalpie der Losung, d.h. die Differenz der Enthalpien des Gases in
der Gasphase und in der fliissigen Phase, T die Temperatur und 7Ty = 298,15 K ist
[S99]. Aus (B.3) folgt:

—AH [1“ (:&%)]
R d(p)

(B.4)
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d|ln (1)
Tabelle B.1 ibt einige gemessene Werte von ky(7p) und M fiir die Loslichkeit

von gasformigem Sauerstoff in Wasser. Man sieht, daf die Werte fiir ky(7') nur wenig

kg (T)
streuen, wahrend fiir M deutlich unterschiedliche Werte angegeben werden.

T

ky (T)
(o) [24] Dlntllpg |
T
1.3-10 ° 1700 [L23]
1,2-10° 1800 [C66]
1,3-10°7 1500 [W77]
1,3-10°7 1700 [D92]
1,3-10° 1500 [LF95]
1,2-10° 1700 [KTS0]

Tabelle B.1: Literaturdaten zur Henry-Konstante und deren Tem-
peraturabhingigkeit von Sauerstoff gelost in Wasser

Abbildung B.1 auf Seite 151 gibt nochmals einen Uberblick iiber die Konzentration von
in Wasser gelostem Sauerstoff als Funktion von Partialdampfdruck w4 — bei Vorliegen
eines Gleichgewichts zwischen Atmosphére und Losung kann hier auch der Partialdruck
mg gesetzt werden — und Temperatur, berechnet nach (B.1), (B.3) und (B.4). Man
erkennt den linearen Zusammenhang zwischen der Sauerstoffkonzentration c¢q in der
fliisssigen Phase und dem Partialdampfdruck sowie eine nichtlineare Abhéngigkeit der
Sauerstoffkonzentration cq von der Temperatur, welche aber erst bei hohen Sauerstoff-
partialdampfdriicken stark zur Geltung kommt.
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Abbildung B.1: Sauerstoff-Konzentration cg in Wasser als Funktion
der Temperatur T und des Partialdampfdrucks mq bzw. im Gleich-
gewicht auch des Partialdrucks m,, berechnet nach (B.1) bis (B.4).

dfin () |
Hierbei wurde ky(Tp) = 1,3 - 10732 und d(+()°) = 1500 K
T

gesetzt.






Anhang C

Mefsprinzipien zur Bestimmung des
Sauerstoffgehalts

C.1 Sauerstoff-Polarographie

Bei der Os-Polarographie wird in einer wéssrigen Elektrolytlosung Sauerstoff an ei-
ner Edelmetallkathode iiber HyOy zu Hydroxylionen reduziert. Die Anode wird aus
einem pOs-indifferenten Material gewihlt. Die kathodische O,-Reduktion wird durch
eine sog. Polarisationsspannung zwischen Anode und Kathode (typischerweise 400-850
mV) in Gang gehalten. Der Strom in diesem polarographischen Mefkreis ist zum pOs
im Mefimedium linear proportional, falls zwischen der Kathode und dem Mefmedium
eine sauerstoffdurchliassige Membran angeordnet ist, deren O,-Diffusionsleitfihigkeit
klein gegeniiber der des Mefmediums ist [SG78|. Als Diffusionsleitfdhigkeit wird der
sog. Kroghsche Diffusionskoeffizient bezeichnet, der den Fickschen Diffusionskoeffizi-
enten im ersten Fickschen Gesetz beim Ubergang von Konzentrationsdifferenzen zu
Partialdruckdifferenzen ersetzt.

Die zur polarographischen Messung des Sauerstoffpartialdampfdrucks verwendeten Sen-
soren sind sog. Clark-Typ-Sensoren. Bei ihnen liegen die polarographische Anode und
die Kathode in einem gemeinsamen Elektrolytraum, der vom Mefimedium durch eine
O,-durchléssige, aber fiir lonen undurchldssige Membran getrennt ist. Die polarogra-
phische Empfindlichkeit der hier verwendeten Sensoren ist ca. 0,8 nA/mmHg (bei 37
°C). Der polarographische Sondenstrom ist stark temperaturabhéngig (etwa 4%/°C),
somit muf gleichzeitig die Temperatur des Mefmediums gemessen werden, um eine
eventuell vorhandene Temperaturdifferenz zwischen dem Mefmedium und demjenigen
Medium, welches zur Kalibration der Sonde benutzt wurde, auszugleichen. Dies ge-
schieht mit Hilfe eines Thermoelementes. Diese Temperaturdaten werden ebenfalls fiir
die Umrechnung des Sauerstoffpartialdampfdrucks in die O,-Konzentration mit Hilfe
des Henry-Gesetzes benétigt.

153
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C.2 Faseroptische Messung der Sauerstoff-
Konzentration

Hier basiert das Mefprinzip auf dem Effekt der Lumineszenzloschung bestimmter Lu-
minophore (Indikatoren) durch molekularen Sauerstoff und der damit verbundenen An-
derung des Lumineszenzsignals. Der faseroptische Aufbau besteht im wesentlichen aus
einer LED zur Anregung des optischen Sensors, einem Glasfaserkabel zur Lichtleitung
und einem Photomultiplier zur Detektion der Lumineszenz des optischen Sensors. Die-
ser Sensor dient als Indikator und ist am Ende der Glasfaser in eine Matrix eingebettet.
Das im Rahmen dieser Arbeit verwendete Gerat ,Microx TX” mift die Lumineszenzab-
klingzeit der immobilisierten Luminophore als sauerstoffabhéingigen Parameter unter
Verwendung der Phasen-Modulationsmethode. Hierbei wird die Fluoreszenz des Indika-
tors mit sinusférmig moduliertem Licht angeregt, wobei die Lumineszenzabklingzeit des
Indikators eine zeitliche Verzogerung des Emissionslicht verursacht. Aus dieser zeitli-
chen Verschiebung um einen Phasenwinkel 14t sich die mittlere Abklingzeit bestimmen
und daraus der Sauerstoffgehalt in %-Luftsattigung [PO1b].
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